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1. UvOoD

S-adenozilhomocistein hidrolaza (SAHH) (od engl. AHCY - Adenosylhomocysteinase, na
hrvatskom SAHH odnosno S-adenozil homocistein hidrolaza, dalje u tekstu se koristi SAHH
kratica) je enzim koji se nalazi u svim zivim organizmima te igra klju¢nu ulogu u metabolizmu
S-adenozilmetionina (SAM), molekule koja sudjeluje u stani¢énim metilacijskim reakcijama.
SAHH katalizira hidrolizu S-adenozilhomocisteina (SAH) stvaraju¢i adenozin (Ado) i
homocistein (Hyc) (1). SAH je nusproizvod stani¢nih metilacijskih reakcija i istovremeno
mocan kompetitivni inhibitor metiltransferaza (4). Stoga, odrzavanje ispravne aktivnosti
SAHH-a klju¢no je za regulaciju stani¢nog metilacijskog potencijala, $to je odredeno omjerom
metabolita SAH-a i SAM-a (5-6). Znacaj S-adenozil homocistein hidrolaze u regulaciji
stani¢énog metilacijskog potencijala istaknut je otkricem deficijencije SAHH kod ljudi (2).
Deficijencija SAHH je rijedak multisistemski poremecaj koji je uzrokovan alelnim mutacijama
u genu SAHH i rezultira smanjenom enzimskom aktivnos¢éu SAHH (2, 7-11). Nedostatna
aktivnost SAHH-a mozZe biti potencijalno smrtonosna jer narusava stani¢ni metilacijski
potencijal te ometa regulaciju ekspresije gena, funkciju proteina i stani¢nih signalnih putova.
Povezana je s nizom metabolickih poremecaja, ukljucujué¢i bolesti jetre |
hiperhomocisteinemiju (5-7). S-adenozilhomocistein hidrolaza (SAHH) klju¢ni je enzim
uklju¢en u metabolizam S-adenozilmetionina (SAM), donora metila koji sudjeluje u raznim
stani¢nim procesima, ukljucujuci metilaciju DNA, modifikaciju histona i obradu RNA. SAHH
katalizira hidrolizu S-adenozilhomocisteina (SAH), nusproizvod SAM metabolizma koji je
snazan inhibitor razli¢itih metiltransferaza (4). Deficijencije aktivnosti 0vog enzima mogu
rezultirati pove¢anom koncentracijom metabolita SAH-a i smanjenjem SAM-a, $to moze
dovesti do razli¢itih zdravstvenih problema, ukljucujuci bolesti jetre, neuroloske poremecaje i
kardiovaskularne bolesti (6,7). Jedan potencijalni mehanizam kojim deficijencija SAHH moze
doprinijeti tim zdravstvenim problemima je disfunkcija signalnog puta Wnt, koji sudjeluje u
raznim bioloSkim procesima, ukljucuju¢i embriogenezu, homeostazu tkiva i diferencijaciju
stanica (3). Stanja deficijencije SAH povezane su s poveéanom stani¢nom proliferacijom,
migracijom i invazijom, potencijalno zbog poremecenog statusa metilacije i promijenjenoj
ekspresiji gena koji reguliraju te vazne stani¢ne procese (12). Do sada je nedostatak SAHH-a
povezan s nizom metabolickih poremecaja, ukljucujuci bolest jetre (13). Takoder, smanjenje
aktivnosti SAHH-a doprinosi tumorigenezi (14). Poremecaj signalnog puta Wnt povezan je s
raznim bolestima, ukljuc¢uju¢i tumore i neurodegenerativne bolesti (3, 15). Polazna hipoteza

doktorskog rada je da stabilno utiSavanje SAHH gena uz pomo¢ RNA interferencije i uz pomo¢



stabilne ugradnje lentivirusa uzrokuje znacajne promjene u ekspresijskom profilu stani¢nih
linjja MCF7, SW480, THLE-3 i HEK293T sto je posljedica naruSenog metilacijskog
potencijala stanice uslijed nedostatne aktivnosti enzima SAHH-a te uslijed poremecene
koncentracije omjera metabolita SAM/SAH u korist SAH-a. Stoga je cilj ovog doktorskog rada
analizirati promjene u ekspresijskom profilu stanica sa stabilno utiSanom ekspresijom enzima
SAHH-a. Takoder, cilj ovog istrazivanja je i odrediti koncentraciju klju¢nih metabolita SAM-
a, SAH-a i adenozina. S obzirom da su MCF7 i SW480 tumorske stani¢ne linije, takoder cilj je
vidjeti dolazi li do promjena na razini transkriptoma u proteinima koji sudjeluju u regulaciji
stani¢nog ciklusa, proliferaciji, prijenosu signala putem Wnt te proteninima LEF i STAT3 koji
imaju vaznu ulogu u procesu proliferacije tumorskih stanica. Takoder, cilj je istraziti poklapa li
se promjena ekspresije na razini proteina: 4-3-3(/5 (D7H5), ATM, B-Raf, cdc2, CDK2, CDKG®,
Chk1, c-Myc, c-Raf, ciklin A, ciklin B1, ciklin D1, ciklin E, Gadd450, MDM2, MEK 1/2, p21,
p27, p44/42, p53, fosfo-Chk2, chk2, fosfo-B-Raf, fosfo-cdc2, fosfo-C-Raf, fosfo-MDM2,
fosfo-MEK1/2, fosfo-p44/22, MAPK, (ERK1/2), fosfo-p53, MAPK, Ras i Rb s promjenom
ekspresije na razini transkriptoma u HEK293T i THLE-3 stani¢noj liniji koja nije tumorska
stani¢na linija, ali je transformirana in vitro i jednako promijenjena. S obzirom da je S-adenozil
homocistein hidrolazna deficijencija metabolicki i metilacijski poremecaj cilj je vidjeti da li ¢e
utiSavanje ovog enzima imati veci utjecaj na metabolic¢ke ili metilacijske prijenose signala, te
da li ¢e do istih efekata do¢i u tumorskim stani¢nim linijama i stani¢noj liniji modificiranoj in

vitro.



Specifi¢ni ciljevi doktorskog rada su:

1.

Uspostaviti stabilno utiSane stani¢ne linije S ekspresijom gena za S-adenozil
homocistein hidrolazu te odrediti koncentraciju metabolita SAM-a, SAH-a i adenozina

U sve Cetiri stabilno utiSane stani¢ne linije.

Odrediti zajednic¢ke diferencijalno eksprimirane stani¢ne signalne putove u sve Cetiri

stabilno utiSane stani¢ne linije u odnosu na kontrolne linije.

Usporediti zajednicke diferencijalno eksprimirane stani¢ne signalne putove u sve tri
stabilno utiSane stani¢ne linije s ekspresijskim profilom stanica fibroblasta izoliranih iz

bolesnika s nedostatnom aktivno$¢u SAHH-a.

Odrediti najznacajnije diferencijalno eksprimirane stani¢ne signalne putove za svaku

pojedinu stabilno utiSanu stani¢nu liniju.

Odrediti postoji li promjena ekspresije na proteinskoj razini stani¢nih signalnih putova:
signalnih putova ukljucenih u regulaciju stani¢nog ciklusa, puta MAP kinaza, putova
popravka DNA oSteCenja u stani¢noj liniji HEK293T sa stabilnim utiSavanjem
ekspresije, te da li postoji promjena na proteinskoj razini u ekspresiji najzanimljivijeg
diferencijalno eksprimiranog stani¢nog signalnog puta u Stanicama kolorektalnog
adenokarcinoma (tumor debelog crijeva) sa stabilnim utiSavanjem SAHH-a, specifi¢nije
proteina LEF1.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Povijest deficijencije SAHH

Autosomni recesivni nasljedni poremecaj metabolizma metionina je bolest koja nastaje zbog
nedostatne  aktivnosti  S-adenozilhomocistein ~ hidrolaze = (SAHH, EC 3.3.1.1
adenozilhomocisteinaza) (OMIM # 613752). Kolege Bari¢ i suradnici zabiljezili su prvi opis
ovog poremecaja 2004. godine (16). Enzim SAHH Kkatalizira pretvorbu S-adenozilhomocisteina
(SAH) u homocistein (17) i adenozin (Ado). SAH je iznimno snaZzan inhibitor brojnih
metiltransferaza pa je stoga i kljucan u regulaciji metilacijskih procesa u stanici (18). Zbog
nedostatne aktivnosti SAHH-a i nakupljanja SAH-a nastaje multisistemski poremecaj koji se,
u vecine bolesnika, ocituje miopatijom, usporenom mijelinizacijom bijele tvari mozga,
poremecajem koagulacije, zaostajanjem u psihomotornom razvoju, problemima u ponasanju, i

znakovima bolesti jetre (16, 19-27).

2.1. Gen SAHH

Na dugom kraku kromosoma 20 (20q13.1) nalazi se gen S-adenozil homocistein hidrolaza, koji
kodira protein SAHH. Gen je dug oko 23 kb i sastoji se od 11 eksona. Prekrajanjem primarnog
transkripta nastaju dvije zrele mMRNA koje kodiraju dvije izoforme enzima, a te izoforme se
medusobno razlikuju u N kraju (28). Prvi transkript, koji kodira izoformu proteina s 432
aminokiseline 1 molekularnom masom od 47,7 kDa, najviSe se nalazi u jetri 1 bubrezima
(NM_000687.1 = ekson 1A) te je Siroko eksprimiran. Drugi transkript (NM_001161766 =
ekson 1B), prisutan samo u testisima, kodira protein s 404 aminokiseline i molekularnom
masom od 44,7 kDa (29). Navedeni gen je vrlo visoko konzerviran na razini genoma.
Konzerviranost se o€ituje 1 na razini proteina; sli¢nost ovog enzima izmedu covjeka i kvasca
veca je od 70% (29-38), dodatno potvrdujuéi evolucijsku konzerviranu ulogu enzima SAHH u

stanicama eukariota. Shematski je gen SAHH prikazan na slici 1.

p13 pi23  p122 pi2.1 p1123  p11.22 piL1 qit1  gi121 q11.23 q12 Q311 qi3.12 q13.13 Q132 q1331 q13.33

= N . ' . || |
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a 1

4

-
I:j o
-

b mRNA

Position (l(ﬂ 219 295 448 588 66 857 975 1967 1289
.

t !
MC-T 1H120T 256 GoA 300 OT 954 GoA

Slika 1. Shematski prikaz gena SAHH. Bijelo su oznaceni kodiraju¢i dijelovi egzona (UTR,
engl. untranslated region), dok su crno oznaéeni nekodiraju¢i dijelovi eksona (preuzeto iz
literaturnog navoda br. 29).

2.3. Mutacije u genu SAHH

Godine 2004., Bari¢ i njegovi kolege prvi su opisali smanjenu aktivnost enzima S-
adenozilhomocistein hidrolaze uzrokovanu patoloSkom mutacijom unutar gena SAHH (38). U
literaturi je opisano nekoliko osoba koje pate od nedostatne aktivnosti SAHH-a (30-36), kao i
viSe od deset mutacija gena SAHH. Patogene mutacije koje dovode do promjene aminokiselina
49R>C, 49R>H, 71G>S, 86D>G, 89A>V i 112W>STOP nalaze se u eksonima 2, 3 i 4 Kkoji
kodiraju kataliticku podjedinicu koja veZe supstrat AdoHcy. Mutacija 143Y > C takoder se
nalazi u katalitickoj podjedinici, dok se mutacija 328Y>D nalazi u podjedinici koja veZe
kofaktor NAD*. Navedene mutacije zna¢ajno smanjuju enzimsku aktivnost proteina. Prema
literaturi, aktivnost enzima u eritrocitima kod vec¢ine bolesnika znatno je smanjena, izmedu 5%
i 20% u odnosu na kontrolne vrijednosti (37-39). Vugrek i suradnici detaljno su proucili
mutacije 112W>STOP, 143Y>C, 89A>V, 86D>G i 49R>C te dokazali da ove specifi¢ne
mutacije dovode do znacajnog gubitka enzimske aktivnosti u odnosu na divlji tip proteina bez
prisutnih mutacija (37 - 41). Opisane mutacije destabiliziraju tercijarnu strukturu proteina, $to

posljedi¢no rezultira smanjenom kinetikom enzimske reakcije (42).

2.4. Enzim S-adenozilhomocistein hidrolaza (SAHH)

SAHH je visoko konzervirani protein koji tvori tetramer. Svaka podjedinica SAHH sastoji se

od 432 aminokiseline, s molekulskom masom od oko 48 kDa (43). Monomer se sastoji od tri
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podjedinice: a) NAD-domena (aminokiseline 193-346) koja veze kofaktor NAD+, b) kataliticka
domena (aminokiseline 1-190 i 355-402) koja vezZe supstrat S-adenozil homocistein, te c) C-
terminalna domena koja je dimerizacijska (aminokiseline 403-432) (44). Kristalografijom je
odredena struktura enzima, koja je prikazana na Slici 2. Enzim se posttranslacijski acetilira na
dva mjesta, na lizinima (Lys401 i Lys408). Premda nije u potpunosti razjasnjen, pretpostavlja
se da acetiliranje proteina rezultira inhibicijom kataliticke aktivnosti enzima te na taj nacin
utjee na metilacijske procese i reakcije u stanici (45). SAHH-a je jedini enzim u stanicama
eukariota koji sudjeluje u pretvorbi SAH u homocistein. Njegova uloga u regulaciji
metilacijskih procesa je klju¢na. Lokaliziran je u citoplazmi i jezgri stanice. Konformacija
kataliticke domene SAHH-a vrlo je slicna katalitickim domenama metiltransferaza, Sto
omogucuje slobodni protok SAHH-molekula izmedu dZzepova koje stvaraju metiltransferaze i
SAHH (46). Bliski kontakt SAHH-a i metiltransferaza u jezgri i citoplazmi stanice nuZan je za
neometane procese transmetilacije, ¢ime je omogucena brza razgradnja SAH-a, koji je glavni

inhibitor metiltransferaznih reakcija (47).

Slika 2. Struktura S-adenozilhomocistein hidrolaze. Enzim je graden kao tetramer kojem su
vezna mjesta za kofaktor NAD" smjestena centralno (oznaceno svijetlo sivom bojom), a
kataliticke domene na koje se veze AdoHcy nalaze se na periferiji (oznaceno tamnom bojom).
Preuzeto iz literaturnog navoda 48. Enzim je graden kao tetramer, od Cetiri identi¢ne
podjednice, N-domene koja je odgovorna za vezanje supstrata-SAH i C-domene za vezanje
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kofaktora NAD*, a monomeri su povezni L heliks povezuju¢om domenom. Uslijed vezanja
suspstrata dolazi do konformacijske promjene sto omogucava prijelaz iz zatvorene u otvorenu
konformaciju enzima. Vezanje jednog supstrata djeluje kooperativno na vezanje preostalih
supstrata.

Homozigotna delecija gena SAHH u miseva uzrokuje ranu embrionalnu smrt (49), sto ukazuje
na izuzetnu funkcionalnu vaznost ovog gena. Inhibitori SAHH-a poticu stani¢nu diferencijaciju
te sudjeluju u regulaciji ekspresije gena i apoptozi (50), zbog ¢ega se proucavaju i1 koriste kao
protuvirusni, protuparazitarni, protutumorski i protuupalni lijekovi (51-53). Brojni patoloski
ucinci hiperhomocisteinemije, uz oksidacijski stres uzrokovan stvaranjem radikala superoksid
aniona i vodikovog peroksida, proizlaze iz nakupljanja AdoHcy-a i promjene metilacijskog
potencijala te inhibicije transmetilacijskih reakcija (54). Nadalje, hiperhomocisteinemija je
povezana s kardiovaskularnim bolestima, tromboembolijom i demencijom, $to jasno ukazuje
na to da neometano odvijanje procesa metilacije u stanici predstavlja preduvjet za normalno

funkcioniranje cijelog organizma (55, 56).

2.5. Metabolizam metionina, homocisteina i folata

Objasnjenje uloge metabolizma metionina, homocisteina i folata u kontekstu nedostatka
aktivnosti S-adenozilhomocistein hidrolaze (SAHH) klju¢no je jer ovaj poremecaj izravno
utjece na te metabolicke procese. Metionin je esencijalna aminokiselina koja ima klju¢nu ulogu
u sintezi proteina i metilacijskim reakcijama u stanicama. Homocistein je nusprodukt
metabolizma metionina, a njegovo nakupljanje u tijelu moze biti toksi¢no i povezano s
razli¢itim bolestima, ukljucujuéi kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti. Folat je vitalni
faktor za metabolicke reakcije koje reguliraju ravnotezu metionina i homocisteina. Nedostatak
aktivnosti S-adenozilhomocistein hidrolaze (SAHH) Kklasificira se kao metaboli¢ki i
metilacijski poremecaj, stoga je vazno istraZiti metilacijske 1 metabolicke procese u kojima ovaj
enzim sudjeluje. Metionin, kao aminokiselina koja sadrzi sumpor, sudjeluje u stani¢énim
procesima, pri ¢emu je kljucna uloga u izgradnji proteina. Takoder, sudjeluje u dva stani¢na
ciklusa: ciklusu metionina i procesu transsulfuracije. U ciklusu metionina, metionin sluzi kao
izvor metilnih skupina za transmetilacijske procese u obliku ATP aktiviranog metionina,
odnosno u obliku SAM-a, dok u ciklusu transsulfuracije dolazi do njegove degradacije i
formiranja cisteina i cistina. Prvi korak oba ciklusa katalizira metionin adenoziltransferaza
(MAT), pri ¢emu se formira SAM (57,58). Ciklus metionina predstavlja jedan od vaznih
procesa u ljudskom organizmu. lako gotovo sve vrste stanica stvaraju SAM i Koriste ga za

sintezu proteina ili proces transmetilacije, jetra se izdvaja kao organ u kojem je koncentracija
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SAM-a najvec¢a, kao i aktivnost MAT-a, jer je jetra jedan od metabolicki najaktivnijih
organa(59).

2.6. S-adenozil metionin

AdoMet je univerzalni donator metilnih skupina za metiliranje otoka CpG, formiranje kapice i
poli-A repa RNA, metilaciju histonske jezgre, topivih citoplazmatskih proteina, strukturnih
membranskih proteina stanica, posttranslacijsku modifikaciju proteina, sintezu koenzima Q,
vitamina K, vitamina E, karnitina, adrenalina, noradrenalina, dopamina, serotonina, melatonina,
fosfatidilkolina, fosfatidiletanolamina i kreatina. Objasnjenje uloge metabolizma S-
adenozilmetionina (AdoMet) u kontekstu deficijencije S-adenozilhomocistein hidrolaze
(SAHH) takoder je od sustinskog znacaja. AdoMet je esencijalni metabolit koji ima klju¢nu
ulogu u brojnim bioloskim procesima, ukljuc¢uju¢i metilaciju DNA, RNA i proteina, te
sudjelovanje u sintezi neurotransmitera i drugih vaznih molekula. AdoMet ima izrazito vaznu
ulogu u regulaciji metilacijskog ciklusa. Poremecaji metabolizma AdoMet imaju ozbiljne
posljedice na brojne stani¢ne i fizioloske procese, diferencijaciju i funkciju stanica, posebno
jetre 1 srediSnjeg zivéanog sustava (60-83). Dosadasnja saznanja o AdoMet-u rezultirala su
njegovom primjenom kao lijeka u razli¢itim stanjima poput depresije, Parkinsonove bolesti,
demencije, osteoartritisa, fibromijalgije, ciroze jetre uzrokovanom alkoholizmom i
intrahepati¢ne kolestaze, oSteCenja jetre nakon terapije citostaticima. Takoder se istrazuje
njegova primjena u drugim kroni¢nim i zlo¢udnim bolestima (73-77). Hidroliza SAH-a (S-
adenozilhomocistein) predstavlja vazan korak u nizu transmetilacijskih i transulfuracijskih
reakcija, kao $to je prikazano na slici 3, ¢ime SAHH-a indirektno sudjeluje u regulaciji i
odrzavanju metilacijskog statusa stanice, kako su opisali kolege Clarke i Banfield 2001 godine
(77-80). Nedostatak SAHH-a se stoga klasificira kao metabolicki i metilacijski poremecaj.
Jedna od vaznih funkcija proteina SAHH-a je odrzavanje koncentracija klju¢nih metabolita u
ciklusu aminokiseline metionina unutar stanice, ukljucujuc¢i S-adenozilmetionin (SAM), S-
adenozilhomocistein (SAH), adenozin i homocistein (Slika 2). SAM je glavni donator metilne
skupine koju transmetilacijski enzimi koriste za metiliranje razli¢itih supstrata. Nastaje
reakcijom metionina s adenozin-trifosfatom (ATP) putem enzimske Kkatalize metil-
adenoziltransferaze (MAT). Osim SAM-a, drugi poznati kofaktori koji djeluju kao donori
metilne skupine u bioloskim sustavima su metiltetrahidrofolat (MTHF) 1 metil-B12 $§to je
opisano u istrazivaju Ragsdale 2008. godine. SAH je nusprodukt metilacijskih reakcija i
kompetitivni inhibitor metiltransferaza (81). Protein SAHH-a uklanja SAH iz blizine
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metiltransferaza putem svoje enzimske aktivnosti. Kemijska reakcija hidrolize SAH je
reverzibilna, ali u fizioloskim uvjetima stanice, zbog brzog uklanjanja adenozina i homocisteina
(detaljnije prikazano na Slici 3), preferira se hidroliza. Adenozin-monofosfat (AMP) nastaje
fosforilacijom adenozina pomoc¢u adenozin kinaze (ADK). Drugi nacin koriStenja adenozina je
deaminacija putem adenozin deaminaze (ADA), $to rezultira nastankom inozina. Hidroliza
SAH-a je jedini izvor homocisteina u sisavaca, a remetilacijom se homocistein pretvara u
metionin, ¢ime se zatvara ciklus metionina unutar stanice. Homocistein takoder moze uéi u
drugi metabolic¢ki put, transsulfuraciju, kojom nastaje cistationin, a potom cistein. Enzim S-
adenozilhomocistein hidrolaza (SAHH) ima kljuénu ulogu u pravilnom odvijanju ovih
metabolickih procesa. On je jedini enzim koji katalizira hidroliticko cijepanje SAH-a na

adenozin (Slika 3, Slika 4) i homocistein (81-84).

NH,
N
X
O
; P
0. N
Ws N SAHH

S-adenozilhomocistein (SAH) Adenozin Homocistein

Slika 3. Reakcija koju Kkatalizira S-adenozilhomocistein-hidrolaza. Nacrtano pomocéu
ChemDraw.
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Slika 4. Metaboli¢ki putovi metionina i homocisteina (1=metionin adenoziltransferaza,
2=SAM ovisne metiltransferaze, 3=glicin N-metiltransferaza, 4=S-adenozilhomocistein
hidrolaza, 5=betainhomocistein  metiltransferaza, = 6=metiltetrahidrofolat  reduktaza,
7=metiltetrahidrofolat metiltransferaza, 8=cistationin [ sintaza, 9=cistationin y liaza,
10=sarkozin dehidrogenaza, 11=N,N-dimetilglicin dehidrogenaza, 12=kolin dehidrogenaza,
13=fosfolipaza D, 14=fosfatidiletanolamin metiltransferaza, 15=adenozin kinaza, 16=adenozin
deaminaza, FAD-=flavin adenin dinukleotid, PLP=piridoksalfosfat) Preuzeto s
https://core.ac.uk/download/pdf/242088919.pdf.

2.7. Metilacijski potencijal
U okviru ovog doktorskog istrazivanja, posebna vaznost se pridaje istraZivanju metilacijskog

potencijala stanica, s obzirom na Cinjenicu da nedostatak enzima S-adenozilhomocistein

hidrolaze moZze znaCajno utjecati na metilacijski potencijal. Promjene u metilacijskom
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potencijalu mogu imati Sirok spektar posljedica jer taj potencijal igra klju¢nu ulogu u regulaciji
velikog broja gena. Promjene u metilacijskom potencijalu mogu rezultirati promjenama u
ekspresiji gena, Sto ima vazan utjecaj na mnoge bioloSke procese i funkcije u stanicama.
Metilacijski potencijal stanice, odnosno metilacijski indeks, odreduje se omjerom koncentracija
metabolita SAM-a i SAH-a. Tijek transmetilacijskih reakcija ovisi o metilacijskom potencijalu.
Metilacijski potencijal je vazan pokazatelj metabolicke kontrole mnogih procesa u stanicama,
ukljucujuéi ekspresiju gena 1 sintezu proteina. Visa koncentracija SAH-a rezultira nizim
metilacijskim potencijalom stanice, sto dovodi do jace inhibicije transmetilacijskih reakcija
koje ovise 0 SAM-u. Vrijednosti metilacijskog potencijala variraju ovisno o vrsti stanice,
stadiju rasta i1 razvoju tkiva. Posljedice smanjenog metilacijskog potencijala su znacajne i
specificne za tkiva (84). Smanjeni metilacijski potencijal dovodi do demijelinizacije srediSnjeg
Zivéanog sustava, smanjene sinteze neurotransmitora, smanjene kemotaksije i1 fagocitoze
makrofaga, promijenjenog sastava membranskih fosfolipida i poremecene propusnosti stanicne
membrane, promijenjene ekspresije gena, promijenjene stani¢ne diferencijacije te otezanog
sazrijevanja limfocita §to moze dovesti do imunosupresije. Promjene u koncentracijama SAM-
a, SAH-a i metilacijskog potencijala prisutne su u mnogim neurodegenerativnim bolestima
poput demencije, depresije i Parkinsonove bolesti. Poremecaj metilacije takoder se opisuje kod
kardiovaskularnih bolesti, karcinoma i jetrenih bolesti (84-100). Bioloska vaznost enzima
SAHH-a ilustrirana je istrazivanjem na misevima s homozigotnom delecijom gena SAHH, koji
umiru tijekom ranog embrionalnog razvoja (101), kao i na biljkama s mutacijom gena SAHH
koje pokazuju aberantni razvoj (uro¢njaka, lat. Arabidopsis) (102-103). Nedostatak aktivnosti
SAHH-a u eksperimentalnim uvjetima uzrokuje poremecaj metilacije (104). Brojna istrazivanja
su pokazala da je patoloski ucinak poviSene koncentracije homocisteina, uz oksidacijski stres
zbog stvaranja radikala superoksid aniona i vodikovog peroksida, rezultat nakupljanja SAH i/ili
promjene metilacijskog potencijala te inhibicije transmetilacijskih reakcija (105). S obzirom na
to da se hiperhomocisteinemija povezuje s raznim patoloskim stanjima kao S§to su
kardiovaskularne bolesti, tromboembolija i demencija (104), povecana ucestalost ranih
spontanih pobacaja i preeklampsije (106), razdvajanje neuralne cijevi (106), razdvajanje usne i
nepca te razvojne anomalije ekstremiteta (107), neosporno je da je neometano odvijanje procesa
metilacije u stanicama preduvjet za normalno funkcioniranje organizma. Pretpostavljajuci da
su metiltransferaze DNA inhibirane kod bolesnika s nedostatnom aktivnos¢éu SAHH-a i
visokom koncentracijom SAH, ocekivalo bi se da je DNA hipometilirana. Medutim, kod nekih
bolesnika dokazano je da je DNA u leukocitima hipermetilirana. Mogucée objaSnjenje je

razli¢ita razina inhibicije pojedinih metiltransferaza s SAH-om, pri ¢emu su metiltransferaze
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koje su osjetljive na visoku koncentraciju SAH-a inhibirane, $to rezultira ve¢om koli¢inom
supstrata, SAM-a, koja ostaje nedostupna za metilaciju (84-99). Budu¢i da je enzim S-
adenozilhomocistein hidrolaza (SAHH) sposoban djelovati u oba smjera, a sintetski put prema
SAH je termodinamicki povoljniji, sve situacije koje dovode do hiperhomocisteinemije mogu
rezultirati povecanjem koncentracije SAH 1 poremecéajima u metilaciji (100-108). U
istrazivanju objavljenom 2016. godine pokazano je prisustvo globalne hipermetilacije molekule
DNA u leukocitima kod nekih, ali ne kod svih bolesnika s nedostatnom aktivno$¢éu SAHH-a.
Dodatno, razina metiliranosti molekule DNA nije bila moguce povezati s biokemijskim
poremecajem preostalom enzimskom aktivno$¢u i stupnjem povecéanja SAH u odnosu na
fizioloske koncentracije). Jedan od bolesnika s globalno hipermetiliranom molekulom DNA
nije imao hipermetilirane upisane gene, dok kod drugog bolesnika, koji je imao hipermetilirane
upisane gene, nije pronadena globalna hipermetilacija molekule DNA. Pretpostavlja se da je
aberantna metilacija molekule DNA prisutna samo kod bolesnika koji su bili izlozeni visokim
koncentracijama SAH tijekom embrionalnog razdoblja, Sto moze dovesti do globalne
hipermetilacije DNA molekule ili hipermetilacije odredenih dijelova DNA molekule (109).
Promjene u koncentraciji SAM i SAH te njihovom omjeru takoder imaju znaéajnu ulogu u
karcinogenezi. Opisano je rano pojavljivanje hepatocelularnog karcinoma kod mlade
pacijentice s nedostatnom aktivno$¢u enzima SAHH-a (u dobi od 30 godina) i njezinog brata
koji je preminuo u dobi od 17 godina, a pretpostavlja se da je takoder bolovao od iste bolesti.
Brojne studije in vitro na mi$jim i ljudskim stanicama te in vivo studije na mi§jem modelu
pokazale su da snizena koncentracija SAM-a, odnosno poremecéen metilacijski potencijal,
doprinosi razvoju steatohepatitisa i hepatocelularnog karcinoma (110). Takoder je dokazano da
dodavanje SAM-a ima povoljan ucinak na obrnuti patoloski proces. Primjena SAM-a kod
pacijenata s alkoholnim steatohepatitisom i hepatitisom C moze sprijeiti razvoj
hepatocelularnog karcinoma (110). S druge strane, misevi s nedostatkom GNMT (glicin N-
metiltransferaza), koji je enzim uklju¢en u metabolizam aminokiselina, posebno u regulaciji
razine glicina u tijelu. Ovaj enzim katalizira prijenos metilne skupine s S-adenozilmetionina na
glicin, proizvode¢i S-adenozilhomocistein i sarcosin. GNMT ima vaznu ulogu u odrzavanju
homeostaze metionina i glicina, te moze imati ulogu u patologiji jetre i drugih bolesti, koji
imaju visoke koncentracije metionina i SAM-a u jetri, blago snizen SAH (S-
adenozilhomocistein) i omjer SAM/SAH koji je 100 puta vec¢i od kontrolne skupine, razvijaju
jetrenu steatozu, fibrozu i hepatocelularni karcinom (111-112). Iz toga se moze zakljuciti da
povisen, a ne samo sniZzen metilacijski potencijal moze stvoriti predispoziciju za ove bolesti.

Istrazivanje na miSevima s nedostatkom gena SAHH, koji su pokazali smrtnost u ranom
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embrionalnom stadiju, potvrdilo je indirektnu, ali bitnu ulogu SAHH u stani¢noj metilaciji i
op¢oj homeostazi stanica. lako se o¢ekivalo da ¢e smanjena razina metilacije biti rezultat
inhibicije metiltransferaza zbog viska SAH-a, istrazivanje je pokazalo da nedostatak SAHH-a
zapravo uzrokuje poremecaj hipermetilacije. Pretpostavlja se da postoje specificne DNA
metiltransferaze koje nisu toliko osjetljive na povisene koncentracije SAH, iako ta pretpostavka
jos nije potvrdena. Pretpostavlja se se da su metiltransferaze osjetljive na SAH inhibirane, dok
su neinhibirane metiltransferaze, koje imaju povisenu razinu stani¢nog SAM-a, odgovorne za
hipermetilaciju DNA kod bolesnika (109).

2.8. Osnovna biokemijska obiljeZja bolesti

Glavna obiljezja bolesti uzrokovane nedostatnom aktivno$¢u S-adenozil homocistein hidrolaze
ukljucuju povisene koncentracije metabolita: SAM-a, SAH-a I metionina, uz normalne ili blago
povisene razine ukupnog Hcy (166). Svi pacijenti pokazuju znacajno povisene razine SAM-a
(1,7 do 55 puta) i SAH (5 do 300 puta) u plazmi (38-44), te snizen omjer SAM/SAH (manji od
1,13). Koncentracija metionina u plazmi pacijenata moZze biti unutar fizioloskih vrijednosti
(39,40,16). Blago povisene razine ukupnog homocisteina kod nekih pacijenata objasnjavaju se
inhibicijskim djelovanjem povisenog SAM-a na MTHFR (metiltetrahidrofolat reduktazu) i
poremeéenom remetilacijom homocisteina u metionin. Svi pacijenti takoder pokazuju povisene
razine kreatin kinaze (CK) (5 do 70 puta). Nositelji samo jedne mutacije gena SAHH nemaju
klini¢ke ni biokemijske pokazatelje bolesti, a razine SAM-a, SAH-a i metilacijski potencijal su
im normalni (38). Klini¢ka slika bolesti uzrokovane nedostatkom aktivnosti enzima SAHH-a
znacajno varira, a moguce je da ovisi o preostaloj aktivnosti enzima. U nekim sluc¢ajevima
opisani su teski simptomi kao Sto su fetalni hidrops, zatajenje jetre, hipotonija, razvojne
anomalije mozga i zatajenje disanja koji su rezultirali smrtnim ishodom u ranoj dojenackoj dobi
(43). Vecina pacijenata s umjerenim simptomima bolesti pokazuje znakove 1 simptome u
novorodenackoj ili dojenc¢adi dobi (82). Svi pacijenti imaju miopatiju i/ili trajno povisenu
aktivnost kreatin kinaze. Ovisno o kombinaciji simptoma, mogu se javiti zaostatak u
psihomotornom razvoju, poremecaji ponaSanja, mikrocefalija, zakasnjela mijelinizacija,
strabizam, koagulopatija 1 oStecenje jetre. Biopsija miSi¢a kod nekih pacijenata pokazuje
distrofiju misi¢a. U jednom slucaju opisanom 2015. godine, bolesnica je razvila simptome
hepatopatije i slabosti misi¢a u kasnijoj zivotnoj dobi. Nakon dijagnoze, u dobi od 30 godina,
utvrdeno je da je imala hepatocelularni karcinom te je preminula u dobi od 32 godine zbog

mutacije 49R>H/49R>H (c.146G>A/c.146G>A) (43). Sedmogodisnji sin nositelj je istih
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mutacija, ali nije pokazivao nikakve simptome, iako je imao povisene koncentracije SAM-a i
SAH-a u plazmi (162). Godine 2017. opisana su dva brata i sestra s dvije heterozigotne mutacije
gena SAHH (p.49R>C i p.363T>I), koji su imali zna¢ajno povecane koncentracije SAH-a |
SAM-a u plazmi, ali klinicka slika se razlikovala od prethodno opisanih bolesnika.
Cetrnaestogodisnji dje¢ak imao je infantilni autizam i insuficijenciju gusterade, petogodisnja
djevojcica imala je cerebralnu paralizu i spasticitet, dok je dvogodisnji dje¢ak imao misiénu
hipotoniju, zaostatak u psihomotornom razvoju i epilepsiju. Nijedno dijete nije imalo poviSene

razine aminotransferaza i kreatin kinaze, niti zakasnjelu mijelinizaciju.
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2.9 Prijenos signala u stanicama

Slika 5. Shematski prikaz kompleksnost signalnih mreza, napravljeno uz pomo¢ IPA programa
(od engl. Ingenuity pathways analysis). Moze se vidjeti da je prijenos signala unutar stanice
vrlo sloZen 1 precizno reguliran proces.

Razumijevanje stani¢nog prijenosa signala klju¢no je za desifriranje regulatornih mreza (Slika
5) u bioloskim sustavima. U ovom istrazivanju, posebno smo zainteresirani za identifikaciju i
analizu promjena u stani¢nom prijenosu signala unutar stani¢nih linija u kojima ¢e biti utiSan
gen S-adenozil homocistein hidrolaza (SAHH). Stanice primaju i odgovaraju na vanjske signale
putem receptora. Prvi odgovor je pokretanje sloZenih signalnih mreza koje prenose vanjske
signale u stanicu, kulminirajué¢i u preprogramiranju razli¢itih biokemijskih, genetskih i
strukturnih procesa. Stani¢ni prijenos signala zapocinje ¢im se prvi posrednik (ligand) veze za
svoj receptor - protein sa komplementarnom strukturom na transmembranskom proteinu ili
unutar stanice. Vezanje liganda uzrokuje konformacijske promjene u receptoru i aktivira dobro
kontrolirane nizove reakcija koje izvode drugi posrednici ili signalni intermediari koji prenose
poruku od receptora do kvantificiranih efektorskih funkcija. Dakle, stani¢ni prijenos signala
kljucan element u stani¢nom sustavu odgovora. Otkri¢e stanicnog prijenosa signala datira
unatrag do 1855. kada je Claude Bernard opisao kako odredene "unutarnje sekrecije" bezvodnih
zlijezda, otpuStene u krvotok, mogu imati u¢inke na udaljene stanice. Oko 1880., britanski

prirodoslovac Charles Darwin i njegov sin Francis Darwin otkrili su sli¢an fenomen
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fototropizma kod vrhova izdanka u biljkama i zakljuc¢ili "Utjecaj se prenosi od vrha do
bazalnijih podru¢ja izdanka, regulirajuci tako rast i inducirajuci zakrivljenost" (113). Ovaj
prenosivi faktor ili posrednik kasnije je nazvan auksin. Nekoliko godina kasnije, John Langley
1 njegov student Thomas Elliott otkrili su "prihvatljivu tvar" ili receptore proucavajuci
simpaticki neuroefektorski prijenos (113). Kasnije, 1905. godine, Ernest Starling prvi put
skovao rije¢ "hormon" (gr¢. pobudivanje ili poticanje) kako bi objasnio: "Kemijski posrednici
koji se Sire iz stanice u stanicu duz krvotoka, mogu koordinirati aktivnosti 1 rast razli¢itih
dijelova tijela” (114). Nakon otkri¢a posrednika i receptora, unutarstani¢ni dogadaji poceli su
se otkrivati tijekom 1950-ih. Rita Levi-Montalcini otkrila je da ekstrakti tumora mogu potaknuti
izrastanje neurita i identificirala faktor rasta Zivaca (NGF, od engl. neural growth factor) (115).
Otkrice inozitol fosfatnog puta (116), proteina ovisnih o fosforilaciji (117), te spoznaja da se
skeletna kontrakcija dogada regulacijom iona kalcija (Ca®" se unosi u stanice otvaranjem
kanala) i da vezanje adrenalina i glukagona na stani¢ne receptore dovodi do generiranja
cikliénog adenozin monofosfata (cAMP) (118), dodatno su razotkrivali pojedinosti stani¢ne
signalizacije. Uslijedilo je otkri¢e epidermalnog faktora rasta (119), G-proteina (120), faktora
tumorske nekroze (TNF, od engl. tumor necrosis factor), te retrovirusnog proteina Src Kkoji
djeluje kao tirozin-specifiéna kinaza (122). Sva ova otkrica dovela su do povecanog
razumijevanja kako stanice primaju, percipiraju i dekodiraju signal. Rije¢ "transdukcija signala”
pojavila se u bioloskoj literaturi 1970-ih (123-126), daljnje razja$njenje Cega je pruzio Martin
Rodbell 1980. godine koji je postulirao da su "pojedinacne stanice kiberneticki sustavi
sastavljeni od tri razli¢ite molekulske komponente: diskriminatora, prijenosnika i pojacala."
Stanice su diskriminatori koji primaju vanjske signale i procesuiraju ovu informaciju preko
stani¢nih prenosnika kroz staniénu membranu. Poja¢anje signala dogada se putem pojacala koja
prenose signale unutar ili izmedu stanica. Transdukcija signala nije linearni sekvencijalni
aktivacijski niz signalnih molekula, ve¢ umjesto toga mreZa signalnih releja unutar stanice.
Stanice percipiraju vanjske signale, koje obraduju 1 interpretiraju intracelularni mehanizmi na
definiran nacin. U nekim slu¢ajevima konformacijske promjene u receptoru vezanom za ligand
aktiviraju njegovu kinaznu aktivnost, pokrecu¢i nizvodnu signalizaciju. Dok u drugim
slu¢ajevima, receptori vezani za ligand regrutiraju adaptere koji ukljucuju niz signalnih
intermediara, prije svega kinaza, kako bi formirali kompleks signalizacije (CSN od engl.
complex of signaling). To dalje prenosi signal putem razli¢itih drugih drugih posrednika poput
kalcija (Ca®*), CAMP-a, ciklickog guanozin monofosfata (cGMP), diacilglicerola (DAG),
inozitol trifosfata (IP3), kinaza, lipida derivata, fosfataza itd. Takvi 'sekundarni posrednici'

medusobno komuniciraju, integriraju raznolike informacije 1 prenose ih ciljnim molekulama u
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2.10. Prijenos signala u tumorskim stanicama

Tumor nastaje kao rezultat genetskih i epigenetskih promjena koje poti¢u nekontrolirano
razmnozavanje stanica 1 izbjegavanje normalnih mehanizama koji reguliraju njihovu
prezivljavanje i migraciju. Mnoge od ovih promjena povezane su sa signalnim putovima koji
kontroliraju rast, diobu, smrt, sudbinu i pokretljivost stanica. Ove promjene mogu biti povezane
s promjenama S$irih signalnih mreZa koje poticu napredovanje tumora, kao $to su promjene u
tumorskom okruZenju, angiogeneza i upala. Mutacije koje pretvaraju proto-onkogene u
onkogene mogu uzrokovati prekomjernu aktivnost ovih signalnih putova, dok iskljucivanje
tumorskih supresora eliminira kljuéne negativne regulatore signalizacije (127). Pregled puta
PI3K-Akt i puta Ras-MAP-ERK ilustrira kako ove promjene poremete prijenos signala u
stanicama i dovode do karakteristicnih znacajki tumora. Slozenost mreza stani¢nih signalnih
putova ima vazne implikacije za razumijevanje ponasanja tumorskih stanica i nasu sposobnost
primjene tog znanja u terapiji tumora. Proliferacija, pokretljivost i prezivljavanje stanica
reguliraju se putem vise putova, a promjene koje se dogadaju u stanicama tumora rezultat su
brojnih promjena u stani¢noj signalizaciji. Stanice tumora su genetski nestabilne, prolaze kroz
viSestruke genetske 1 epigenetske promjene te se kontinuirano razvijaju pod utjecajem
selektivnih pritisaka. Cak i ako se mutacijski aktivirani put moZe blokirati inhibitorom,
tumorske stanice mogu izbjeéi inhibitor aktiviranjem drugih putova. Stoga, iako rane faze
maligniteta mogu reagirati na pojedinacne inhibitore - kao Sto je primjer lijeka Gleevec
(Imatinib, STI-571, inhibitor tirozinskih kinaza) (128) - ucinkovite terapije za naprednije
malignitete mogu zahtijevati kombinacije inhibitora signalizacije ili kombinaciju inhibitora
signalizacije s tradicionalnim kemoterapijskim sredstvima koja oSteCuju DNA. Neke od

najées$cée promijenjenih signalnih putova prikazane su na slici 6.
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Slika 6. Slika prikazuje signalne mreze koje su najvise promijenjene u tumorskim stanicama.
Moze se vidjeti da do najveéih promjena dolazi u prijenosu signala u procesima koji su
ukljuceni u stani¢nu proliferaciju (129) (Ras, Raf, MEK) migraciju-adheziju (b1 integrin).

2.11. Deficijencija SAHH u tumorskim stanicama

Promjene u signalnim putovima uzrokovane deficijencijom S-adenozilhomocistein-hidrolaze
(SAHH) mogu imati znacajan utjecaj na metilacijske reakcije u stanicama. Metilacijske
reakcije, koje ukljucuju dodavanje metilne skupine DNA i drugim molekulama, igraju klju¢nu
ulogu u regulaciji ekspresije gena. Nedostatak aktivnosti SAHH-a moze dovesti do neravnoteze
u razinama S-adenozilhomocisteina (SAH), §to moZe ometati metilacijske reakcije u stanicama.
Ova poremecena epigenetska regulacija mozZe utjecati na ekspresiju gena koji su ukljuceni u
rast stanica, diferencijaciju i apoptozu (programiranu stanicnu smrt), $to je sve povezano s
razvojem tumorskih stanica. Stanice tumora pokazuju nekontrolirani rast i proliferaciju.
Nakupljanje SAH-a zbog nedostatka aktivnosti SAHH-a moze utjecati na ove procese putem
promjena u obrascima metilacije i ekspresiji gena. Promijenjeni obrasci metilacije mogu
dovesti do poremecaja gena koji kontroliraju napredak stani¢nog ciklusa i rast, potencijalno
promovirajuci formiranje i rast tumora. Nedostatak aktivnosti SAHH-a takoder moze poremetiti
ravnotezu metabolita u metabolickom putu jednog ugljika, $to je klju¢no za osiguravanje

metilnih skupina za razlicite stani¢ne procese. Ovi metabolicki poremecaji mogu utjecati na
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sposobnost tumorskih stanica da zadovolje svoje metabolicke zahtjeve za brzim rastom i
proliferacijom. Stoga je cilj ove doktorske disertacije analizirati diferencijalno eksprimirane
signalne putove u stani¢nim linijama MCF7, SW480 i te HEK293T (HEK293T stani¢na linija
je in vitro transformirana, potrebna nam je za usporedbu izmedu tumorskih i in vitro
transformiranih stani¢nih signalnih putova), kako bismo bolje razumjeli mehanizme povezane

s nedostatkom SAHH i njegov utjecaj na razvoj tumora.

Karcinom plocastih stanica

jednjaka
AHCY apoptoza i inhibicija migracije i adhezije bez promjena u proliferaciji i stanicnom ciklusu
AHCY patoloSke promjene jetre, hepatocelularni karcinom

Slika 7. Shematski prikaz uloga SAHH u razli¢itim stani¢nim linijama.

Ovisno o tipu tumora koji se prouc¢ava razina SAHH-a ima razli¢ite u¢inke na stani¢ni fenotip.
U sluc¢aju povecane aktivnosti SAHH-a dolazi do apoptoze i inhibicije migracije i adhezije bez
promjena u proliferaciji i stani¢nom ciklusu karcinoma plocastih stanica jednjaka (Slika 7). U
slu¢aju smanjene aktivnosti SAHH-a dolazi do patoloSkih promjena jestre i hepatocelularnog
karcinoma. Zbog toga se smatra da je uloga S-adenozil homocistein hidrolaze potencijalno
tkivno specifi¢na. Gen za S-adenozil homocistein hidrolazu prvotno je kategoriziran kao tumor

supresor.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

U Tablici 1. navedene su stani¢ne linije koje su koristene za uspostavu eksperimentalnog

modela u izradi ove doktorske disertacije.

Tablica 1. Koristene stani¢ne kulture

Ime ATCC® Opis
kod

MCF7 HTB-22 Stani¢na linija karcinoma dojke

HEK293T CRL- Stani¢na linija epitelnih stanica bubrega iz embrija
1573™

SW480 CCL-228 Stani¢na linija kolorektalnog tumora

THLES CRL- Stani¢na linija epitelnih stanica izolirana iz lijjevog reznja jetre
3583™ donora, primarna kultura

Postoji nekoliko varijanti stani¢nih linija izvedenih iz HEK293, od kojih je posebno vazna
HEK293T stanicna linija koja je iznimno pogodna za transfekciju jer sadrzl virusni (SV40) T-
antigen koji omogucuje episomsku replikaciju transfeciranih plazmida koji sadrze ishodiste
replikacije r SV40. Na slici 7.1. prikazane su slike stani¢nih linija koriStenih u izradi

eksperimenata.

ATCC Mumber: CRL-1573
Designation: 293

High Density

26



ATCC Number: CCL-228
Designation: SW 480

) A S
Low Density High Density

ATCC Number: HTB-22
Designation:  MCF-7

Low Density

ATCC Number: CRL-11233
Designation: ~ THLE-3

Low Density High Density

Slika 7.1. MCF7, SW480, THLE3 i HEK293T su stanice koje su koristene u ovom doktorskom

istrazivanju za uspostavljanje eksperimentalnog modela. Preuzeto s https://www.atcc.org.

Dio analize RNA-seq podataka je proveden na sirovim RNA-seq podacima dobivenim iz
fibroblasta bolesnika koji su dobiveni i dostupni u nasem laboratoriju iz prethodnih istrazivanja
CTRL-vs-CRO (usporedba diferencijalne ekspresije gena uzorka fibroblasta bolesnika CRO i
kontrolnog zdravog fibroblasta CTRL) i FibrosTENA-vs-FibrosUSA (usporedba diferencijalne
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ekspresije gena uzorka fibroblasta bolesnika FibrosUSA i kontrolnog zdravog fibroblasta
FibrosTENA).

3.2. Metode

Metodoloski prikaz eksperimentalnog tijeka izrade ove disertacije prikazan je na Slici 12.

CeniEne Provjera efikasnosti Odredivanje omjera Analiza signalnih
Proizvodnja stabilno uti§£1 nih utiSavanja metabolita RNAseq putova IPA
lentivirusa stanicnih liniia metodom western SAM/SAH - LC- (Ingenuity Pathway
Y blota MS / MS Analysis)

Slika 12. Shematski prikaz izvedbe pokusa doktorske disertacije. Nakon proizvodnje
lentivirusa u pakiraju¢im stanicama uslijedilo je generiranje stabilno uti$anih stani¢nih linija.
Prvi korak provjere efikasnosti utiSavanja je provjera razine proteina S- adenozil homocistein
hidrolaze metodom Western blota. Nakon $to je uspjesno provjerena i potvrdena smanjena
razina SAHH odreden je omjer metabolita SAM/SAH za sve tri stabilno utiSane stani¢ne linije
(HEK293T, SW480, MCF7) nakon toga je provedena metoda RNAseq te su u konacnici
analizirani signalni putovi uz pomo¢ programa IPA (od engl. Ingenuity Pathway Analysis).

Laboratorij za naprednu genomiku raspolaze s plazmidima psPAX2 i pMD2.G potrebnim za
formiranje ovojnice lentivirusa te plazmidima s konstruktom za utiSavanje gena SAHH
shRNA2, shRNA3, shRNA4, shRNA 5 u bakterijskim kulturama koje su pohranjenje pri -80°C.
Stoga je plazmide trebalo najprije izolirati iz bakterija. Dok je kontrolnu shRNA (engl.

scrambled) trebalo unijeti u bakterije elektroporacijom.

3.2.1. Transformacija bakterija elektroporacijom i uzgoj elektrokompetentnih stanica

Za umnazanje plazmidnih konstrukata koriSten je elektrokompetentni soja bakterije
Escherichia coli soj DH5a. To su genetski modificirane bakterijske stanice koje su sposobne
prihvatiti strane molekule DNA putem elektroporacije. One se ¢esto koriste u molekularnoj
biologiji za transformaciju i amplifikaciju rekombinantne DNA, a takoder su osjetljive na Sirok
spektar antibiotika, §to olakSava selekciju transformiranih stanica. Bakterije su uzgojene preko
noc¢i u 100 mL tekué¢eg medija LB (od engl. Lauria-Bertani), pri temperaturi 37°C i uz rotaciju
250 rpm. Slijede¢i dan suspenzija bakterija inkubirana je na ledu 30 min, nakon cega je

centrifugirana 5 min pri 6000 x g i temperaturi 4 °C. Potom je talog bakterija resuspendiran je
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u sterilnoj otopini CacCly, te je ponovno centrifugirana 5 min pri 6000 x g i temperaturi 4°C.
Dobiven talog je na kraju resuspendiran u 10 mL prethodno pripremljene otopine CaClz s 25%-
tnim glicerolom. Suspenzija bakterija je alikvotirana po 100 uL, te pohranjena pri -80°C do
uporabe. Ovaj postupak je proveden za kontrolni plazmid shRNA (od engl. scrambled) koji je
bilo potrebno unijeti u bakterije elektroporacijom, ali je prije toga bilo potrebno uzgojiti
odgovorajuée bakterije koje su elektrokompetentne. Kako bismo u¢inkovito umnozili plazmide
koji sadrze shRNA za utiSavanje sa slu¢ajnim rasporedom, transformirali smo bakterijske
stanice koriste¢i postupak elektroporacije. Na taj na¢in omogucili smo plazmidu da se umnozi
unutar bakterija, Sto ¢e rezultirati dobivanjem dovoljne koli¢ine plazmida za daljnje
eksperimente. Elektroporacija je ué¢inkovita metoda za unosenje stranog genetskog materijala
u bakterijske stanice. Elektrokompetentne stanice E. coli su transformirane pomoc¢u uredaja
Gene Pulser XcellTM Total System (BIO-RAD) koriste¢i preprogramirani protokol (2,5 kV,
200 Qi 25 uF). Puls u trajanju od 5,0 ms je primjenjen na 50 uL bakterijske suspenzije otopljene
na ledu, prethodno pomjesane s 1 — 3 puL reakcijske smjese i prebacene u ohladene kivete s
aluminijskim elektrodama. Stanice su zatim resuspendirane u 1 mL toplog teku¢eg medija LB
I inkubirane u rotacijskoj tresilici pri 37°C, 250 rpm-a, 60 min. Nakon oporavka stanice se
nasaduju u tekuéem mediju LB s dodatkom odgovarajucih antibiotika da bi se zadrzao
selekcijski pritisak. Prekono¢ne kulture sojeva E. coli su uzgajane pri 37°C u rotacijskoj tresilici
pri 250 rpm-a. U svrhu dugotrajnog pohranjivanja pojedinac¢nih klonova u epruvetama za
smrzavanje, 1 mL bakterijskih stanica se talozi centrifugiranjem pri 2000 rpm-a 10 min, a talog
se resuspendira u 1 mL medija za pohranu i sprema pri -80°C. Ukupne suspenzije (1 mL)
bakterija transformiranih elektroporacijom su talozene pri 2000 rpm 10 min, nakon ¢ega je talog
resuspendiran u 100 uL svjezeg medija LB. Suspenzija se nasaduje razmazivanjem
steriliziranim staklenim stapicem na krutu hranjivu podlogu LB pripremljenu u plasticnim
Petrijevim zdjelicama s prethodno dodanim odgovaraju¢im antibioticima. Nakon upijanja
suspenzije u podlogu, ploce su inkubirane preko no¢i pri 37°C. Kolonije s plo¢a su se prenosile
u teku¢i hranjivi LB medij pomocu sterilnih nastavaka za pipete. Sasatv medija i hranjivih

podloga za uzgoj bakterijskih i humanih stanica prikazan je u Tablici 1.1.

Tablica 1.1. Sastav hranjivih podloge i medija za uzgoj bakterijski i humanih stanica

Naziv Sastav

Lauria-Bertani (LB) hranjiv tekuc¢i medij za uzgoj Sigma, SAD
bakterija 5 g/L ekstrakt kvasca, 10 g/L NacCl,
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10 g/L tripton

Lauria-Bertani (LB) hranjiv kruti medij za uzgoj Sigma, SAD

bakterija 5 g/L ekstrakt kvasca, 10 g/L NaCl,
10 g/L tripton, 13 g/L agar

Tekuca hranjiva podloga za uzgoj stanica DMEM Sigma, SAD

(engl. Minimum Essential Medium Eagle) Nadopunjena dodatkom 10 % (v/v)
seruma govedeg albumina

Tekuca hranjiva podloga za uzgoj stanica DMEM Sigma, SAD

(engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium) Nadopunjena dodatkom 10 % (v/v)
seruma govedeg albumina

Reducirana tekuéa hranjiva podloga Opti-MEM® Gibco, Thermo Fisher Scientific,

SAD
Serum govedeg albumina (engl. Fetal Bovine Serum, Sigma, SAD
FBS)
Otopina tripsina za presadivanje stanica Sigma, SAD

0,05 % (w/v) tripsin, 1 mM EDTA
Fosfatni pufer (engl. Phosphate buffered saline, Sigma, SAD
PBS)

Za transformaciju bakterija plazmidnom DNA Kkoristene su kemokompetentne i
elektrokompetentne bakterije. Soj XL1 je soj recA", odnosno deficijentan je za rekombinazu A,
§to omogucuje umnazanje plazmida u bakterijama bez moguc¢nosti njegove rekombinacije.

Popis koristenih enzima i plazmida u izradi eksperimentalnog modela naveden je u Tablici 2.

Tablica 2. Popis koristenih enzima i plazmida u izradi eksperimentalnog modela

Naziv kompleta Proizvodaé

RNA Zymo Research Quick-RNA Miniprep kit Zymo, USA, California
pMD2.G, plazmid koji kodira gene za lentivirusnu ovojnicu Sigma Aldrich

shRNA kontorlIni plazmid (engl. scrambled) Sigma Aldrich

shRNA 2 sekvenca za utiSavanje gena od interesa SAHH Sigma Aldrich

ShRNA 3 sekvenca za utiSavanje gena od interesa SAHH Sigma Aldrich

shRNA 4 sekvenca za utiSavanje gena od interesa SAHH Sigma Aldrich

shRNA 5 sekvenca za utiSavanje gena od interesa SAHH Sigma Aldrich
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psPAX2 plazmid koji kodira gene za pakiranje lentivirusa Sigma Aldrich

3.2.1.1. Izolacija plazmidne DNA iz bakterija

Idu¢i korak je izolacija plazmidne DNA iz bakterija. Plazmidi, kao kruzni molekularni entiteti
prisutni u bakterijskim stanicama, Cesto sadrze kljucne genetske informacije i elemente kao Sto
su geni za rezistenciju na antibiotike ili gene odgovorne za sintezu vaznih proteina. Izolacija
plazmidne DNA omogucava pristup ovim kljuénim informacijama, u ovom slucaju to je
sekvenca potrebna za utiSavanje gena od interesesa ShRNA2, shRNA3, shRNA4, shRNAS te
shRNA. Komercijalni komplet PureYield™ Plasmid Miniprep System se koristio za izolaciju
pojedinacnih plazmidnih vektora iz 1-5 mL prekono¢nih bakterijskih kultura prema uputama
proizvodaca. Za izolaciju plazmidnih DNA najprije su uzgojene prekonoéne bakterijske
kulture. U 5 mL medija dodan je odgovarajuci antibiotik. Buduéi da plazmidna DNA sadzi gen
koji bakterijama daje otpornost na ampicilin, kod uzgoja bakterija koje sadrze ovu plazmidnu
DNA koristen je ampicilin konac¢ne koncentracije 100 pg/mL. Dok je kod uzgoja bakterija s
plazmidnom DNA dodan streptomicin konac¢ne koncentracije 50 pg/mL, posSto plazmid sadrzi
gen za rezistenciju na antibiotik streptomicin. Nastavkom za pipete uzet je mali alikvot maticne
otopine bakterija, koje su zatim inkubirane u inkubatoru pri 37 °C uz tre$nju (200 rpm) preko
no¢i. Sljede¢i dan, kada su se bakterije razmnozile iz njih je izolirana plazmidna DNA pomocu
komercijalnog kompleta prema uputama proizvodaca. Ukratko 3 mL prekonoéne bakterijske
kulture se centrifugira u epruveti od 1,5 mL i centrifugira 1 min pri sobnoj temperaturi i
12 000 x g, talog stanica se zatim resuspendira u 600 pL vode, te se doda 100 uL pufera za lizu
stanica i promijeSa se okretanjem 6 puta. Zatim se doda 350 pL hladne otopine za neutralizaciju
1 dobro se promijesSa okretanjem. Smjesa se zatim centrifugira 3 minute na sobnoj temperaturi
pri 12 000 x g, te se supernatant prebaci na kolonice i centrifugira se 1 min pri 12 000 x g kako
bi doSlo do vezanja nukleinskih kiselina na kolonicu. Zatim se doda 200 uL pufera za uklanjanje
endotoksina te se kolonica ispere centrifugiranjem tijekom 1 min pri 12 000 x g. Ukloni se
supernatant te se doda 400 pL otopine za ispiranje i centrifugira tijekom 1 min pri 12 000 x g.
Ukloni se supernatant, kolonica se stavi u novu mikroepruvetu od 1,5 mL te se doda 30 uL
otopine za eluciju. Kolonica se inkubira tijekom 2 min pri sobnoj temperaturi kako bi se
pospjesila elucija nukleinskih kiselina s kolonice, zatim se centrifugira 1 min pri 12 000 x g.
Izoliranim nukleinskim kiselinama izmjeri se koncentracija, te se pohrane pri -20 °C do daljnje
uporabe. U svrhu dobivanja vecée koli¢ine plazmidne DNA, bakterije su uzgojene u 200 mL

medija LB s dodatkom ampicilna preko no¢i pri 37°C uz tre$nju (200 rpm), te je izolirana
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plazmidna DNA koriste¢i PureYield™ Plasmid Midiprep System (proizvodac¢) komplet prema
uputama proizvodaca. Ukratko, 100 mL prekonoéne bakterijske kulture centrifugirano je
tijekom10 min pri sobnoj temperaturi pri brzini 5 000 x g. Supernatant je maknut, te je talog
bakterija resuspendiran u 3 mL otopine za resuspenziju stanica. Kako bi doslo do lize stanica
dodano je 3 mL otopine za lizu stanica te je smjesa promijeSana okretanjem 5 puta iinkubirana
pri sobnoj temperaturi 3 min. Nakon inkubacije dodano je 5 mL otopine za neutralizaciju, te je
smjesa promijesana i centrifugirana 15 min pri sobnoj temperaturi pri 15 000 x g. Plazmidna
DNA koja se nalazila u supernatantu, prenijeta je na epruvetu za ¢iS¢enje, koja se nalazila iznad
kolonice za vezanje. Primjenom vakuuma smjesa je prosla kroz obje kolonice te se plazmidna
DNA vezala za kolonicu za vezanje. Plazmidna DNA je zatim pro¢is¢ena dodavanjem 5 mL
pufera za odstranjivanje endotoksina, zatim 20 mL otopine za ispiranje kolonice. Kolonica je
nakon ispiranja stavljena iznad mikroeprivete od 1,5 mL, te je dodano 600 pL redestilirane vode
kako bi se plazmidna DNA eluirala. Nakon inkubacije koja je trajala 1 min, primijenjen je
vakuum te je plazmidna DNA eluirana u epruvetu. Plazmidnoj DNA izmjerena je koncentracija
kao §to je opisano u sljedec¢em poglavlju, te je pohranjena pri -20°C. Ovaj postupak je proveden

za plazmide: hRNA2, shRNA3, shRNA4, shRNAS te plazmid shRNA.

3.2.1.2. Mjerenje koncentracije nukleinskih kiselina

Za odredivanje koncentracije plazmidne DNA koristio se fluorometar Qubit 3.0 1 Qubit®
dsDNA BR Assay Kit (oba Thermo Fisher Scientific) s pripadaju¢im standardima u
mikroepruvetama Qubit® Assay Tubes. Metoda se temelji na specificnom vezanju
fluorescentnog reagensa na molekulu DNA koje dovodi do emitiranja zrac¢enja. Fluorimetar
mjeri samo zracenje emitirano uslijed vezanja fluorescentne boje na molekulu DNA, ¢ime se
eliminira utjecaj onecis¢enja na rezultat analize. Ova metoda je pouzdanija od metode mjerenja
koncentracije klasicnim UV-spektrofotometrom jer se klasichom metodom mjeri ukupna
apsorbancija koja moze potjecati od razlicitih molekula i onecisc¢enja u otopini. Prije mjerenja
koncentracije DNA u uzorku, potrebno je kalibrirati instrument koristenjem standardnih
otopina, prema uputama proizvodaca. Radna otopina se pripremi mijesanjem 1 pL
fluorescentnog reagensa i 189 uL pufera te se u nju doda 10 uL otopine standarda 1, odnosno
standarda 2. Otopine za mjerenje koncentracije DNA u nepoznatim uzorcima pripreme se
mijesanjem 1 pL otopine fluorescentnog reagensa s 198 pL pufera. Tako pripremljenoj otopini
dodaje se 1 uL uzorka DNA nepoznate koncentracije. Opti¢ki pogodna epruveta s

pripremljenim uzorkom stavi se u uredaj i izmjeri se masena koncentracija DNA u uzorku.
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3.2.1.3. Restrikcijsko cijepanje plazmidne DNA

Restrikcijske endonukleaze su skupina enzima koji cijepaju nukleinske kiseline na odredenim
mjestima unutar lanca. U molekularnoj biologiji Cesto se koriste za linearizaciju plazmidnih
DNA, izrezivanje odsjecaka DNA iz nukleinskih kiselina te uvodenje dvolanc¢anih lomova. Za
potrebe izrade ove disertacije restrikcijske endonukleaze su se Koristile za linearizaciju
plazmidnih DNA, kako bi se mogla provjeriti njihova veli¢ina elektroforezom na agaroznom
gelu. Netaknute plazmidne DNA se u otopini mogu nalaziti u viSe oblika, najces¢e u
superzavijenom obliku, koji tijekom elektroforeze ne putuju ovisno o veli¢ini. Linearizacijom
plazmidne DNA omogucava se da ona putuje kroz agarozni gel ovisno o njezinoj veli¢ini. Kako
bi se elektroforezom na gelu agaroze mogla provjeriti veli¢ina plazmidnih DNA, najprije se uz
pomoc¢ restrikcijske endonukleaze lineariziraju. U tu svrhu koristi se restrikcijska endonukleaza
koja odredenu plazmidnu DNA cijepa specificno samo na jednom mjestu U ovom slucaju
koristena je endonukelaza koja ima restrikcijsko mjesto u genu za puromicinsku rezistenciju jer
nasi plazmidi sadrZe puromicin kao selekcijski marker. Reakcijska smjesa se sastojala od 500
ng plazmidne DNA, 2,5 pL pripadaju¢eg pufera pogodnog za odredenu restrikcijsku
endonukleazu, 0,5 pL restrikcijske endonukleaze koncentracije 10 U/uL, te po potrebi

redestilirana voda do ukupnog volumena reakcijske smjese 25 pL.

3.2.1.4. Elektroforeza na gelu agaroze

Elektroforeza je pogodan nacin karakterizacije makromolekula na temelju njihove brzine
kretanja u elektricnom polju. Kako su po prirodi nukleinske kiseline negativno nabijene zbog
posjedovanja fosfatnih skupina, lako se kre¢u pod utjecajem elektricnog polja. Agaroza nam
sluzi kao molekulsko sito pa s obzirom na ¢injenicu da je omjer naboja i mase gotovo jednak
za sve polinukleotide dolazi do odvajanja manjih nukleotida od ve¢ih. Manji fragmenti lakse
prolaze kroz pore, te tako brze putuju od vecih. Ako na gelu uz ispitivane uroke imamo marker
s poznatim veli¢inama nukleinskih kiselina, moZe se procijeniti veli¢inu uzorka. Za pripremu
1%-tnog gela agaroze potrebno je 1 g agaroze otopiti u 100 mL pufera TAE uz zagrijavanje u
mikrovalnoj pe¢nici. Nakon §to se otopina ohladi doda se etidij-bromid finalne koncentracije
0,5 pg/mL, koji se interkalira izmedu baza nukleinskih kiselina te kasnije sluzi za njihovu
detekciju pod UV-svjetlom. Otopina se zatim izlije u odgovarajucu kadicu, te se doda cesalj za

formiranje jazica. Kada se gel polimerizira izvadi se ceSalj, te je spreman za koriStenje.
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Pripremljeni gel stavi se u kadicu za elektroforezu u kojoj se nalazi pufer TAE. Prije nanoSenja
uzorci su pomijesani sa 6x smjesom za nanosenje nukleinskih uzoraka na gel, tako da je finalna
koncentracija smjese 1x. U jaZice je nanoSen tako pripremljen uzorak, a u dodatnu jednu jaZicu
dodao se marker s poznatim veli¢inama nukleinskih kiselina Quick-Load® Purple 1 kb Plus
DNA Ladder. Nakon §to se nanesu uzorci pokrene se elektroforeza pri 120 V u trajanju od 20
do 30 min. Nakon elektroforeze nukleinske kiseline detektiraju se pomocu transiluminatora
Uvitec. 1% gelovi su se Koristili za elektroforezu plazmidnih vektora i produkata ciljane
mutageneze, a 2% gelovi za elektroforezu RNA i PCR produkata umnozenih s genomske DNA.
Polimerizirani gelovi se uranjaju u kadicu s TAE puferom, te se u jazice unose uzorci prethodno
pomjesani s puferom za nanosenje. 6 x GLB (od engl. Gel Loading Buffer; 30% glicerol, 0,25%
bromofenol plavo, 0,25% ksilen cijanol FF) se koristio za nanosenje DNA, a 2 x RNA Loading
Dye (Thermo Fisher Scientific) za nanosenje RNA. Veli¢ine fragmenata su odredivane pomocu
DNA i RNA-standarda koji se unose u jednu jazicu po gelu. Za DNA elektroforezu se koristio
Quick-Load 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs), a za RNA elektroforezu RiboRuler
RNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza je provedena u trajanju od 20 min uz
napon od 120 V koristeci aparaturu za horizontalnu elektroforezu Wide Mini-Sub Cell GT Cell
(BIO-RAD) i PowerPacTM Basic Power Supply (BIO-RAD). Za detekciju i vizualizaciju DNA
i RNA gelove se osvjetljavalo UV-svjetlom transiluminatora BXT 20M MINI 6x8W 312 nm
(UVITEC) pri A =312 nm ¢ime se pobuduje fluorescencija EtBr koji je interkalirao u molekule

nukleinskih kiselina.

3.2.1.5. Transformacija bakterija plazmidnom DNA

Transformacija, unos strane plazmidne DNA u stanice bakterija, izvedena je pomocu
elektroporacije. Kod elektroporacije primjenjuje se kratak i snazan elektri¢ni puls zbog kojeg
dolazi do kratkotrajne promjene strukture stani¢ne stjenke bakterija $to rezultira pove¢anom
permeabilnos¢u za molekule DNA i time moguénos$cu njenog ulaska u stanicu. Plazmidne DNA
koristene kod transformacije sadrze mjesto replikacije, ¢ime je omoguéeno umnazanje same
plazmidne molekule DNA u bakterijskim stanicama, kako bi se mogla proizvesti ve¢a koli¢ina
plazmidne DNA. U svrhu provjere i dobivanja vece koli¢ine plazmidne DNA nakon LR
reakcije, 1 pulL smjese nakon LR reakcije je dodan u 50 pL elektrokompetentnih stanica E. coli
DH5a. Smjesa je zatim prebacena u hladnu kivetu za elektroporaciju te su bakterije podvrgnute
elektri¢cnom pulsu pomoéu elektroporatora GenePulser Xcell™. Neposredno nakon

elektroporacije stanice su resuspendirane u 1 mL LB medija sobne temperature i inkubirane 1
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sat pri 37 °C uz protresanje. Po zavrSetku inkubacije 200 pL suspenzije stanica nasadeno je na
selekcijske podloge koje se sastoje od LB medija u kojem je dodan agar i ampicilin. Podloge
su inkubirane preko noc¢i na 37°C pri ¢emu su na selektivnim podlogama rasle samo bakterije
koje su primile plazmid s genom za rezistenciju na ampicilin. Sljede¢i dan nasumicno je
odabrano 5 naraslih kolonija iz kojih je izolirana plazmidna DNA koja je zatim linearizirana
restrikcijskom endonukleazom, te provjerena elektroforezom na agaroznom gelu kao S$to je
opisano u prethodnim poglavljima. Ukoliko je doslo do uspjeSne transformacije i izolacije
trazene plazmidne DNA, odredeni alikvot transformiranih bakterijskih stanica pomijesa se sa
50%-tnom vodenom otopinom glicerola (v/v) u omjeru 1:1, te su tako transformirane bakterije
pohranjene pri -80 °C.

3.2.2. Rad sa stani¢nim kulturama

U izradi ove doktorske disertacije za potrebe uspostavljanja stabilno utiSanih stani¢nih linija za
gen SAHH koriStene su stani¢ne linije: SW480, MCF7 1 HEK293T. Stanice su uzgajane u
teku¢em hranjivom mediju DMEM (od engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium) obogacenim
10%-tnim FBS-om (od engl. Fetal Bovine Serum) i L- glutaminom. Stanice u mediju su
uzgajane u sterilnim uvjetima, u sterilnoj prostoriji za rad sa stani¢énim kulturama, u plasti¢nim
posudicama u inkubatoru pri 37°C u vlaznoj atmosferi, obogacenoj s 5%-tnim CO>. Stani¢na
linija THLE3 uzgaja se u kompletnom mediju koji se priprema od BEGM (od engl. Bronchial
Epithelial Growth Medium) bazalnog medija. Ovaj komplet uklju¢uje 500 mL bazalnog medija
1 odvojene smrznute dodatke, pri cemu se iz sastava izostavlja gentamicin/amfotericin (GA) i
epinefrin, a dodaju se dodatne komponente u obliku 5 ng/mL epidermalnog faktora rasta (EGF,
od engl epidermal growth factor), 70 ng/mL fosfoetanolamina i 10% FBS-a. Ovaj prilagodeni
medij osigurava optimalne uvjete za rast i odrzavanje Stanica THLE3 u laboratorijskom

okruZenju.

3.2.2.1. Presadivanje i odrzavanje stanica u kulturi

Za uspostavu stani¢nih kultura, uzet je alikvot stanica pohranjen u teku¢em dusiku u tekuc¢em
mediju za zamrzavanje. Stanice su brzo odmrznute te je dodan 1 mL svjeZzeg medija ovisno o
koriStenoj stani¢noj liniji. Suspenzija stanica je zatim prebacena u epruvetu za centrifugiranje
od 15 mL te je centrifugirana 5 min pri sobnoj temperaturi i brzini od 250 x g. Nakon
centrifugiranja stanice su resuspendirane u 10 mL svjezeg medija i prebacene u plasticnu

Petrijevku za uzgoj stanice, te stavljene u inkubator. Nakon §to stanice dosegnu ~90 %
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konfluentnosti bile su presadene i/ili koriStene za izvodenje daljnjih eksperimenata. Stani¢ne
linijje HEK293T, SW480 i MSCF7 rastu kao adherentne stanice, stoga je kod njihovog
presadivanja najprije uklonjen medij te su stanice isprane sa 3 mL PBS-a. Kako bi se stanice
odvojile od dna posudice, dodan je 1,5 mL otopine tripsina, te su stanice inkubirane 5 min u
inkubatoru. Nakon §to su se odvojile od podloge, dodano je 5 mL hranjivog medija za uzgoj, te
je alikvot stanica prebacen u novu posudicu za uzgoj i nadopunjen svjezim medijem za uzgoj
stanica. Ako je kod nasadivanja stanica i izvodenja eksperimenata bio potreban odreden broj
stanica, uzet je alikvot stanica od 150 pL nakon tretmana tripsinom i dodatkom 9 mL medija,
te je 100 uL stani¢ne suspenzije koristeno za brojanje stanica pomocu brojaca stanica Beckman
Coulter Z2. Brojac¢ stanica koristi princip elektricne impedancije kako bi odredio broj stanica u
uzorku. Impedancija je mjera ukupnog otpora elektri¢noj struji koja prolazi kroz materijal ili
sustav. Ona ukljucuje otpor, reaktancu i fazni kut te se obi¢no izrazava u ohmima (Q2). Kada se
stani¢na suspenzija ubrizga u brojac stanica, prolazi kroz uski otvor kroz koji prolazi elektricna
struja. Stanice u suspenziji stvaraju promjene u elektri¢énoj impedanciji dok prolaze kroz otvor.
Ove promjene u impedanciji biljeze se i analiziraju. Broja¢ stanica koristi ove promjene
impedancije kako bi identificirao 1 brojao pojedinacne stanice. U kontekstu brojaca stanica,
impedancija se koristi za mjerenje promjena u elektri¢noj struji koje nastaju kada stanice
prolaze kroz uski otvor. Stanice, kao elektri¢ni provodnici, mijenjaju protok struje zbog svoje
veli¢ine, oblika i elektricnih svojstava. Ove promjene u struji biljeze se kao promjene u
impedanciji. Mjerenje impedancije omogucuje brojacu stanica da identificira 1 broji
pojedinacne stanice u uzorku. Otpor 1 reaktanca koje se mjere pomazu u razlikovanju stanica
od drugih Cestica ili nezivih materijala koji mogu biti prisutni u uzorku.Na temelju tih podataka,

brojac stanica izracunava koncentraciju stanica u uzorku, izraZzenu kao broj stanica po mililitru.

3.2.2.1.1. Odmrzavanje stani¢nih kultura

Nakon $to su zamrznute stanice izvadene iz zamrzivaca (-80°C), uronjene su u vodenu kupelj
pri 37°C. Pazilo se da se ampule ili epruvete s stanicama ne otvore tijekom uranjanja. Ostavljene
su u vodenoj kupelji samo dok se sadrzaj ampule ili epruvete nije otopio dovoljno da se moze
prenijeti u stani¢nu kulturu. Sadrzaj ampule prenesen je u sterilnu epruvetu koja je sadrzavala
svjezi stani¢ni medij odnosno 5 ml svjezeg medija. Njezno se promijesalo kako bi se osiguralo
ravnomjerno mijeSanje stanica s medijem. Epruveta s mjeSavinom stanica i medija je
centrifugirana kako bi se odstranili ostatci zamrznutog medija i koncentrirale stanice na dnu

epruvete. Pazljivo se uklonio supernatant (tekucina iznad taloga) kako bi se izbjegao gubitak
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stanica. Ostavljena je mala koli¢ina medija kako bi se stanice resuspendirale. Svjezi stani¢ni
medij, 5 ml je dodan u epruvetu kako bi se stanice resuspendirale. Njezno se promijesalo kako
bi se osiguralo ravnomjerno rasporedivanje stanica u mediju. Resuspendirane stanice su
prebacene u pripremljenu stani¢nu kulturu od ukupno 10 ml. Pazilo se da se koriste sterilni
uvjeti 1 alati kako bi se sprijecila kontaminacija. Stani¢na kultura je inkubirana na optimalnoj
temperaturi od 37 °C 1 uvjetima rasta kako bi se omogucio oporavak stanica. Vazno je
napomenuti da su specifi¢ni koraci 1 uvjeti odmrzavanja stanica ovisni o vrsti stanica koje se
koriste. Stoga je uvijek preporucljivo konzultirati protokole 1 upute dobavljene od proizvodaca

stanica ili literature koja se odnosi na specifi¢nu stani¢nu liniju.

3.2.2.1.2. Zamrzavanje stani¢nih kultura

Stani¢ne kulture su zamrznute koristeéi sljede¢i postupak. Nakon Sto su stanice dostigle
odgovarajucu gusto¢u, uklonjena je vedina medija iz stani¢ne kulture. Stanice su zatim
resuspendirane u hladnom mediju za zamrzavanje od 5 mL koji sadrzi odgovarajuéi
krioprezervans dnosno dimetilsulfoksid. DMSO (dimetilsulfoksid) ima vaznu ulogu u procesu
zamrzavanja stani¢nih kultura. On djeluje kao zastitna tvar koja pomaze u oCuvanju stanica
tijekom zamrzavanja i odmrzavanja. DMSO ima sposobnost prodrijeti u stani¢cne membrane i
smanjiti stvaranje leda unutar stanica tijekom zamrzavanja. To smanjuje rizik od oSte¢enja
stanica uslijed stvaranja leda 1 kristalizacije. Takoder, DMSO ima svojstva koja pomazu u
oc¢uvanju stanicnih membrana 1 stabilizaciji enzima 1 proteina unutar stanica tijekom
zamrzavanja. To pridonosi o¢uvanju vitalnih funkcija stanica 1 njihovoj sposobnosti oporavka
nakon odmrzavanja. Vazno je napomenuti da se DMSO koristi u odredenim koncentracijama i
da se mora pazljivo rukovati kako bi se izbjegla moguca toksi¢nost. PaZljivo se pazilo da se
stanice ravnomjerno rasporede u mediju. Nakon $to su stanice resuspendirane, prenesene su u
sterilne ampule za zamrzavanje. Ampule s resuspendiranim stanicama su postupno ohladene na
nisku temperaturu, obi¢no koriste¢i kontrolirani zamrzivac ili teku¢i dusik. To je omogucilo
postupno smanjenje temperature i sprecavanje oStec¢enja stanica. Kona¢no, zamrznute epruvete
ili ampule su prenesene u zamrziva¢ gdje su cuvane na vrlo niskim temperaturama kako bi se

osiguralo privremeno ocuvanje stanica.

3.2.2.2. Proizvodnja lentivirusa u stanicama HEK293T

Stanice HEK293T, derivati linije HEK293, Cesto se koriste kao domacini za proizvodnju
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lentivirusa zbog njihove visoke transfekcijske ucinkovitosti i sposobnosti stvaranja visokih
titara virusa. Ovaj proces ukljucuje transfekciju HEK293T stanica vektorima koji sadrze gensku
informaciju za Zeljeni lentivirus, ¢ime se omogucava izlu¢ivanje lentivirusnih Cestica u medjij.
Nakon proizvodnje i koncentracije lentivirusa, dobivaju se visoke koncentracije infektivnih
Cestica koje se mogu koristiti za transdukciju ciljanih stanica 1 isporuku genetskog materijala.
Transfekcija je proces namjernog unosa DNA u eukariotske stanice. Postoje razlicite fizikalne
i kemijske metode za transfekciju, kao $to su elektroporacija, lipofekcija ili transfekcija
mikroinjekcijom. Ovdje je koristena metoda transfekcije uz reagens LipofectamineTM 3000
Transfection Reagent (Thermo FisherScientific). Reagens sadrzi kationsku, lipidnu formulaciju
koja omogucuje nastajanje kompleksa s negativno nabijenom plazmidnom DNA te pakiranje
nastalih kompleksa u liposome. Nastali liposomi imaju pozitivho nabijenu povrsinu, §to im
omogucuje fuzioniranje s negativno nabijenom stani¢cnom membranom te unos plazmidne
DNA u stanicu. U Cetiri petrijevke promjera 10 cm nasadeno je po 4 milijuna stanica HEK293T,
u 10 mL medija DMEM. Nakon 24 h, na stanice se dodaje smjesa reagensa za transfekciju
pripremljena na sljedec¢i nacin: u jednoj mikroepruveti pomijesa se 42 ulL transfekcijskog
reagensa LipofectamineTM 3000 Transfection Reagent i 500 puL medija za transfekciju Opti-
MEM. U drugoj tubi pomijesa se 500 uL medija za transfekciju Opti-MEM, 36 uL p3000TM
reagensa i ukupno 18 pg DNA, odnosno smjese plazmida kao §to je navedeno u poglavlju o
transdukciji. Bitno je da se plazmidi dodaju u ekvimolarnim omjerima. Pripremljene smjese se
pomijesaju i inkubiraju 15 min pri sobnoj temperaturi, a zatim se kona¢na smjesa doda na
stanice. Za stvaranje lentivirusnih cestica koje sadrze zeljeni insert potrebno je, uz sh RNA,
odnosno plazmide za utiSavanje (shRNA2, shRNA 3, shRNA4, shRNAS5), dodati plazmid koji
kodira gene za pakiranje lentivirusa (psPAX2) i plazmid koji kodira gene za lentivirusnu
ovojnicu (pMD2.G). Nakon 24 h promjeni se transfekcijski medij u petrijevkama te se
stanicama doda 6 mL svjezeg medija. Medij koji sadrzi lentiviruse prvi put se skupi 48 h nakon
transfekcije te se profiltrira kroz filter velic¢ine pora od 0,45 um kako bi se iz lentivirusnog
supernatanta uklonile zaostale stanice. Na transfecirane stanice ponovno se doda 6 mL svjezeg
medija te se stanice ostave u inkubatoru dodatnih 24 h. Postupak sakupljanja lentivirusa se
ponovi jos jednom 72 h nakon transfekcije. Sakupljeni medij s lentivirusnim ¢esticama cuva se
pri -80°C. Ovaj postupak je proveden tako da su lentivirusi za kontrolnu shRNA (od engl.
scrambled) proizvedeni odvojeno dok su shRNA 2 i shRNA 4 producirani zajedno u jednoj
reakciji te su takoder sh RNA 3 i sh RNA 5 producirani kao kombinacija.

Za dobivanje lentivirusnih cestica, uz plazmide shRNA 2, sShRNA3, shRNA4, shRNA5 koji

sadrze sekvencu za utiSavanje gena SAHH koja se stabilno ugraduje u Siru regiju genoma
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stani¢nih linija takoder su koristeni i plazmidi pMD2.G32 i psPAX233. Ti plazmidi sadrze
kodirajuce sljedove za proteine koji su potrebni za nastajanje funkcionalnih lentivirusnih cestica
(VSV-G, HIV-1 gag, HIV-1 pol). Mape plazmida prikazane su na slikama 10 i 11. Takoder, za
proizvodnju kontrolnih lentivirusa koriSten je kontrolni plazmid shRNA (od engl. scrambled)
(Slika 8, Slika 9) koji sadrzi kontrolnu nasumi¢nu sekvencu koja se stabilno ugraduje u genom
takoder u Siru regiju genoma, ali ne kodira nijedan produkt uz plazmide pMD2.G32 i
psPAX233.

(¥) Psi
RSV/S'LTR

Antisense Strand

Slika 8. Restrikcijska mapa shRNA plazmida sa sekvencom za utisavanje gena SAHH, plazmidi
shRNA 2, shRNA3, shRNA4, shRNA5 imaju pLKO.1-puro kostur. Funkcionalni geneticki
slijedovi: U6, U6 promotor (ruzi¢asto); cppt, centralni polipurinski dio (engl. )(ruzicasto);
hPGK, promotor ljudske fosfoglicerat kinaze (zeleno); puroR/ampR, rezistencija na
puromicin/ampicilin  (plavo); SIN/3’LTR, 3’ samoinaktiviraju¢i dugacki ponavljajuci
terminalni slijed (LTR, engl. long terminal repeat) (zuto); f1/pUC ori, f1/pUC ishodiste
replikacije (engl. origin of replication) (crveno i plavo); 5°’LTR, 5’ dugacki ponavljajuci
terminalni slijed (zuto); Psi, signal za pakiranje RNA; RRE, element s odgovorom na Rev (engl.
Rev response element) (zeleno); engl. Sense/antisense strand, smisleni/besmisleni slijed; engl.
Loop, petlja. Preuzeto sa https://www.sigmaaldrich.com/HR/en.
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\_SIN/3'LTR
'

SHCO016
(non-target shRNA) £1 ofi
(W) Psi 7,086 bp |

RSV/5'LTR

pUC ori

Slika 9. Restrikcijska mapa kontrolnog plazmida SHC016 (engl. scrambled) potrebnog za
proizvodnju kontrolnih lentivirusa za kontrolu lentivirusne transdukcije. Funkcionalni
geneticki slijedovi: U6, U6 promotor (ljubicasto); cppt, centralni polipurinski dio (ljubicasto);
hPGK, promotor ljudske fosfoglicerat kinaze (zeleno); puroR/ampR, rezistencija na
puromicin/ampicilin  (plavo); SIN/3’LTR, 3’ samoinaktiviraju¢i dugacki ponavljajuci
terminalni slijed (engl. long terminal repeat) (zuto); f1 ori ishodiste replikacije (engl. origin of
replication) (crveno i plavo); 5°’LTR, 5’ dugacki ponavljaju¢i terminalni slijed (zuto); Psi,
signal za pakiranje RNA; RRE, element s odgovorom na Rev (engl. Rev response element)
(zeleno); engl. Sense/antisense strand, smisleni/besmisleni slijed; engl. Loop, petlja. Preuzeto
sa https://www.sigmaaldrich.com/HR/en.
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K]
— /';‘;‘pn promotor

pMD2.G
5822 bp

Slika 10. Mapa plazmida pMD2.G. Konstruirano koristenjem SnapGene Viewer 4.3.7.
programskog alata. Plazmidni vektor sadrzi promotor CMV (bijelo), gen VSV-6 (ljubi¢asto),
rezistenciju na ampicilin (zeleno), promotor AmpR, ori ishodiste replikacije (zuto).

psPAX2

10.668 bp

Slika 11. Mapa plazmida psPAX2. Konstruirano koristenjem SnapGene Viewer 4.3.7.
programskog alata. Plazmidni vektor sadrzi promotor CMV (bijelo), gene HIV-1gag i HIV-1
POL (ljubicasto), rezistenciju na ampicilin (zeleno), promotor AmpR, ori ishodiSte replikacije
(zuto), SV40 ori i SV40 promotor.
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3.2.23. Test MTT

Kako bi bilo moguce provesti selekciju stani¢nih linija puromicinom, potrebno je odrediti
njegovu radnu koncentraciju, odnosno najmanju koncentraciju antibiotika pri kojoj ne dolazi
do rasta stanica. Radna koncentracija antibiotika odredena je testom MTT, kolorimetrijskom
metodom koja se temelji na mjerenju apsorbancije formazana (A=570 nm). Buduci da formazan
nastaje redukcijom 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolijevog bromida (MTT) pomocu
NAD(P)H ovisnih oksidoreduktaza, ovom metodom se moze utvrditi udio metaboli¢ki aktivnih
stanica. Test MTT se temelji na sposobnosti zivih stanica da pretvore reagens MTT u formazan
kristale, koji se mogu kvantitativno izmjeriti spektrofotometrijski. Ova konverzija ovisi 0
aktivnosti enzima u mitohondrijima, koji je povezan s metabolizmom stanica. Test MTT se
¢esto koristi za procjenu citotoksicnosti tvari, kao i za odredivanje ucinka terapijskih agenasa
na stanice. Takoder se moze koristiti za odredivanje stani¢ne proliferacije, invazivnosti i
migracije. Ovaj test je brz, jednostavan i pouzdan. Test MTT je napravljen u svrhu odredivanja
toksi¢nosti puromicina i odredivanja broja virusnih ¢estica. U mikrotitarsku plocicu s 96 jazica
nasadi se po 3000 stanica HEK293T resuspendiranih u 200 uL. DMEM medija. Stanice se 24 h
inkubiraju pri 37°C, a zatim im se doda antibiotik puromicin (y = 10 mg/mL) u sljede¢im
koncentracijama: 0,2 ug mL™?, 0,4 g mL?t, 0,6 g mL?, 0,8 pg mL?, 1 pgmL?, 2 uyg mL?, 3
ng mL?, 4 pg mLt, 5 ug mL?t i 10 pg mL. Kao kontrola koriste se jazice bez antibiotika, a
sam test se provodi u tehnickim triplikatima. Stanice s antibiotikom se inkubiraju 5 dana pri
37°C. Sadrzaj mikrotitarske plocice (medij) izlije se te se u svaku jazicu dodaje po 40 pL
otopine MTT. Stanice se inkubiraju 4 h na 37°C kako bi oksidoreduktaze ovsine o NAD(P)H u
metabolicki aktivnim stanicama reducirale MTT u netopljivi formazan. Potom se u svaku jazicu
doda po 170 uL DMSO, te se stavi na tresilicu 15 min kako bi se kristali formazana otopili.
Mikrotitarska plocica se zatim stavi u spektrofotometar i ocita se apsorbancija na A=570 nm za
svaku pojedinu jazicu. Dobiveni podaci se analiziraju i odredi se postotak prezivjelih stanica u

mediju s razlicitim koncentracijama puromicina.

3.2.2.4. Transdukcija

Transdukcija je proces unosa DNA u stanicu pomoc¢u virusa. U prirodi dovodi do horizontalnog
prijenosa gena medu bakterijama, a u laboratoriju se koristi za uvodenje gena u genom
bakterijskih i eukariotskih stanica. U prirodi transdukciju provode bakteriofazi, a u laboratoriju

se najcesce koriste retrovirusi te lentivirusi. Lentivirusi su podvrsta retrovirusa koji, za razliku
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od retrovirusa, mogu inficirati i stanice koje se ne dijele, sto ih ¢ini najpogodnijima za unos
DNA u stanicu. Sadrze gen za reverznu transkriptazu, koja omogucuje prepisivanje virusne

RNA u DNA, te integrazu koja omogucuje ugradnju DNA u stanicu domacina.

Tablica 3. Ekvimolarna mnozina plazmida shRNA koristenih u ovom eksperimentu.

m/ng
pMD2G 3600
pSPAX2 6588
shrna2 3890
shrna3 3940
shrna4 3200
shrna5 3658

Za povecanje uspjesnosti transfekcije koristen je reagens polibren (od engl. Polybrene, Sigma
Aldrich), kationski polimer (heksadimetrin bromid) koji neutralizira elektrostatsko odbijanje
izmedu virusnih ¢estica i povrsine stanice. Njegova uloga je poboljsati transdukciju i poveéati
ucinkovitost prijenosa gena u ciljne stanice. Polibren djeluje tako da neutralizira negativno
nabijene povrsine stanica, $to olakSava vezanje i ulazak lentivirusnih Cestica u stanice. Osim
toga, polibren moZe pomo¢i u sprecavanju agregacije virusnih Cestica, Sto moze poboljsati
njihovu stabilnost i sposobnost infekcije. Dodavanje polibrena u medij za infekciju
lentivirusom moze rezultirati pove¢anom stopom transdukcije, tj. prenoSenjem genetskog
materijala u ciljne stanice. To mozZe biti posebno korisno u slu¢ajevima kada je potrebno postici
visoku ucinkovitost transdukcije ili kada su ciljne stanice inace teze za infekciju. U
mikrotitarsku plocicu s 12 jazica nasadi se po 300 000 stanica po jazici, u 2 mL DMEM medija
s dodanim polibrenom do konaé¢ne koncentracije 8 pg/mL. Na stanice se dodaju sljedeci
volumeni lentivirusnih ¢estica: 0 pL, 50 pL, 100 pL, 150 pL, 200 pL i 400 pL. Pripremljna
smjesa za transdukciju centrifugira se 2 h pri 33°C i 1000 x g. Nakon 24 h medij s reagensima
za transdukciju se makne, stanice se dva puta isperu PBS-om i presade se iz mikrotitarske
plocice s 12 jazica u plocicu s 96 jazica. Nasaduje se po 2500 stanica po jazicCi, po cetiri jazice
za svaki uvjet u kojem se provodila transdukcija (za svaki dodani volumen lentivirusnih
Cestica). Stanice se nasaduju u 200 L. DMEM medija. U dvije od cetiri jazice nasadene za

svaki uvjet, dodaje se antibiotik puromicin do konacne koncentracije 0,6 ug/mL. Stanice se
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uzgajaju 5 dana u inkubatoru pri 37°C. Iz ocitane apsorbancije pri 570 nm izracuna se postotak
prezivjelih stanica u jazicama s dodanim antibiotikom, odnosno stanica koje su ugradile
plazmid s usmjeravaju¢im nukleotidnim slijedom za narusavanje gena. 1z broja prezivjelih

stanica odredi se broj lentivirusnih ¢estica u 1 mL medija prema formuli:

) 1mL % prezivljenja ) ) )
titar = — — X X broj nasadenih stanica
razrijedenje 100 %

Slika 13. Fornula za odredivanje lentivirusnog titra.

Ovaj postupak je proveden tako da je svaka stani¢na linijja ( MCF7, SW480, HEK293T,
THLES3) inficirana s dvije kombinacije lentvirusa ShRNA 2+ sh RNA4 i sShRNA 3 + shRNA 5)

te je takoder svaka stani¢na linija inficirana i shRNAscrambled lentivirusima.

3.2.2.5. Odredivanje multipliciteta infekcije

Na temelju prethodno odredene koncentracije lentivirusa, izracuna se broj stanica koji je
potrebno inficirati tako da multiplicitet infekcije bude jednak 10 (od engl. multiplicity of
infection, MOI), kako bi se osigurao gotovo siguran unos DNA u svaku stanicu. Multiplicitet
infekcije odnosi se na omjer broja lentivirusnih cestica i broja stanica koje se inficiraju. Broj
stanica za infekciju uz multiplicitet infekcije (MOI) 10. Odgovarajuc¢i broj stanica nasadi se u
mikrotitarsku ploc¢icu s 12 jazica u mediju DMEM s dodatkom polibrena do konacne
koncentracije 8 pug/mL. Na stanice se doda 1 mL suspenzije lentivirusnih cestica te se
pripremljena smjesa centrifugira 2 h pri 33°C i 1000 x g. Kao negativna kontrola transdukcije,
koriste se stanice bez dodatka lentivirusa. Nakon centrifugiranja, stanice se prebace u inkubator.
Nakon 24 h stanicama se promjeni medij uz dodatak puromicina do konacne koncentracije od
0,6 ng mL*. Selekcija puromicinom provodi se 5 dana, odnosno sve dok u kontrolnim jazicama
bez dodatka lentivirusa nema prezivjelih stanica. Nakon selekcije, prezivjele stanice koje su
primile plazmid s puromocinskom rezistencijom (ShRNA, shRNA 2 + shRNA 4, shRNA 3 +
shRNA5), uzgajaju se u mediju DMEM do potrebnog broja stanica da daljnju analizu. Preostali
alikvoti stanica cuvaju se u mediju s 5 % DMSO-a pri -80°C te se nakon toga prebacuju u

spremnik s tekuc¢im dusikom.
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3.2.2.6. lzolacija RNA iz stani¢nih linija sa stabilno utiSanim genom SAHH

Za izolaciju ukupne RNA koristen je komercijalno dostupan komplet RNeasy Plus Mini Kit.
Nakon §to su stanice uzgojene u Zeljenim uvjetima, isprane su PBS i tripsinirirane. Zatim su
centrifugirane kako bi se odstranio medij. Na talog stanica doda se 600 puL pufera RLT, te se
dobro izmije$aju pomocu vorteksa. Nakon homogenizacije smjesa se prebaci na kolonicu za
uklanjanje genomske DNA, te se centrifugira 1 min pri 8 000 x g. Kolonica se baci, te se u
preostalu otopinu doda 600 puL 70 %-tnog (v/v) etanola i dobro promijesa. Smjesa se zatim
prenese na RNeasy kolonicu te se centrifugira 1 min pri 8 000 x g. Nakon centrifugiranja
kolonica se najprije ispere sa 700 puL pufera RW1, te se centrifugira 1 min pri 8 000 x g. Zatim
slijedi ispiranje sa 500 puL pufera RPE i centrifugiranje 1 min pri 8 000 x g, te josS jedno ispiranje
sa 500 pL pufera RPE i centrifugiranje 2 minute pri 8 000 x g. Kako bi se uklonio etanol,
kolonica se prebaci u ¢istu mikroepruvetu te se dodatno centrifugira 1 min pri 8 000 x g.
Kolonica se zatim stavi u novu mikroepruvetu od 1,5 mL, doda se 40 pL redestilirane vode koja
je prisuta u sastavu kompleta bez prisutnin RNaza i DNaza, te se inkubira 2 minute. Nakon
inkubacije ukupna RNA se eluira sa kolonice centrifugiranjem 1 min pri 8 000 x g. 1zoliranoj
RNA izmjeri se koncentracija. Kako bi se uklonila genomske DNA, koja moZe zaostati tijekom
izolacije RNA, a moze smetati pri daljnjoj analizi, provodi se DNazni tretman. Dnaza specificno
prepoznaje i cijepa molekule DNA, dok RNA molekule ostaju netaknute. Za uklanjanje zaostale
DNA koristen je komplet TURBO DNA-free™, prema uputama proizvodaca. Ukupno 10 pg
RNA je dodano u tubicu od 1,5 mL, te je dodana redestilirana voda do ukupnog volumena 44
pL. Zatim se u reakcijsku smjesu doda 5 pL pufera za Dnazu, te 1 pL Dnaze. Smjesa se
promijesa, te se ukratko centrifugira, te se inkubira 20 minuta na 37 °C. Nakon inkubacije doda
se 5 uL reagensa za inaktivaciju Dnaze, te se inkubira na sobnoj temperaturi uz povremeno
mijeSanje. Nakon inaktivacije Dnaze smjesa se centrifugira 2 minute pri 10 000 x g.
Supernatant, gdje se nalazi RNA, se prebaci u novu epruvetu od 1,5 mL te se RNA izmjeri

koncentracija kao $to je prethodno opisano.

3.2.2.7. Sinteza komplementarne DNA (cDNA)

Komplet Luna One Step RT-gPCR Kit je inovativno rjesenje u podrucju molekularne biologije
I kvantitativne PCR-analize (QPCR, od engl. quantitative Polymerase Chain Reaction). Ovaj
komplet omogucéava izvodenje reverzne transkripcije (RT) i qPCR-a u jednom koraku, $to
znacajno pojednostavljuje i ubrzava proces analize genetskog materijala u usporedbi s

klasi¢nim metodama koje zahtijevaju odvojene korake za RT i PCR. Ovo znaci da su koraci RT
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1 qPCR kombinirani u jednoj reakciji, Sto smanjuje rizik od kontaminacije, ubrzava vrijeme
proizvodac¢a. Smjesa uklju¢uje Luna Universal Probe One-Step Reaction Mix (2x), Luna
WarmStart RT Enzyme Mix (20x), pocetnice i sonde. Uzorci RNA dodaju se u reakcijsku
smjesu, koja se pazljivo izmijesa, a zatim se dodaje u plocicu za qPCR. Reakcija qPCR-om
provodi se na odgovaraju¢em instrumentu prema naznacenom termostatskom protokolu, kako
je opisano u tablici 9. Detekcija fluorofora u smjesi osigurana je odabirom odgovarajuceg

kanala na instrumentu.

Volumeni reakcijskih komponenata za jednu gPCR reakciju su kako slijedi (Tablica 4):
Luna Universal Probe One-Step Reaction Mix (2X): 20 ul

Luna WarmsStart RT Enzyme Mix (20X): 10 ul

F- pocetnica (10 uM): 1 puL.

R- pocetnica (10 uM): 0.8 uL

Sonda (10 uM): 0.8 uL

Predlozak RNA: 1 pug ukupne RNA

Nuclease-free Water, komercijalna voda : dodati vodu po potrebi do ukupnog volumena od
20 ul

Tablica 4. Reakcijske komponente za jednu qPCR reakciju.
3.2.3.1. Provjera kvalitete nukleinskih kiselina

Za preciznu 1 pouzdanu procjenu stanja RNA koristi se napredna tehnologija kao §to je
bioanalizator na ¢ipu. Ova metoda omogucava visoko preciznu analizu veli¢ine, koncentracije
1integriteta RN A molekula, ¢ime se osigurava kvalitetan 1 pouzdan genetski materijal za daljnje
eksperimente i analize. Provjera ocuvanosti RNA u uzorku vazan je korak u pripremi biblioteka
za sekvenciranje. Kvaliteta RNA u uzorku procjenjuje se pomocu vrijednosti RIN (od engl.
RNA Integrity Number) izraCunate na temelju omjera fluorescentnog signala 28S i 18S rRNA.
RIN vrijednost moZe iznositi izmedu 11 10. 10 oznacava vrlo o€uvanu RNA, dok vrijednost 1
oznacava degradiranu RNA ¢ija prisutnost moZe znatno utjecati na kvalitetu rezultata daljnjih
analiza. Za provjeru kvalitete RNA koristen je komercijalni komplet RNA Nano 6000 Kit, te
uredaj BioAnalyzer 2100. Princip rada uredaja BioAnalyzer temelji se na razdvajanju i analizi
RNA-fragmenata kapilarnom elektroforezom koje se mogu detektirati zbog prisustva

flourescentne boje. Ukratko, u gel za elektroforezu dodana je fluorescentna boja, koja se veze
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na nukleinske kiseline, te se gel pro€istio na kolonicama iz kompleta, centrifugiranjem tijekom
10 min, kako bi se uklonili moguéi zaostaci ve¢ih komadiéa gela. 9 pL gela je potom nanijeto
na Cipove zajedno sa 1 uL uzorka i 5 pL markera po jazici. 1 uL standarda (uzorak poznatih
veli¢ina fragmenata RNA, od engl. Ladder) dodan je u zasebnu jaZicu. Cip je potom vorteksiran
1 min pri 2400 rpm, te je stavljen na uredaj i pokrenuta je kapilarna elektroforeza. Reakcija je
uspjesna ukoliko se na elektroferogramu standarda mogu vidjeti dobro razdvojene vrpce
fragmenata RNA samog standarda, jedna vrpca koja potje¢e od markera. Ovom metodom je
takoder provjerena kvaliteta pripremljene biblioteke za sekvenciranje. Vazno je provijeriti
kvalitetu knjiznice, odnosno njezinu veli¢inu, kako bi samo sekvenciranje bilo uspjesno. Kako
se knjiznica za sekvenciranje sastoji od lanca DNA, za njezinu provjeru kvalitete koristen je
komplet DNA High Sensitivity Kit. Postupak uporabe ovog kompleta je jednak kao i gore

navedeni postupak koriStenja kompleta za analizu RNA.

3.2.3.3. Priprema knjiZnice za sekvenciranje

Provjerom kvalitete izolirane ukupne RNA, ustanovljeno je da svi uzorci imaju RIN-vrijednost
10, $to ukazuje da je ukupna RNA nije degradirana, te je pogodna za daljnju pripremu knjiznice
za sekvenciranje. Za pripravu knjiznice za sekvenciranje koristen je komplet TruSeq Stranded
MRNA. TruSeq Stranded mMRNA pruza precizan i pouzdan protokol za pripremu
visokokvalitetnih biblioteka mMRNA uzoraka za sekvenciranje. Njegova klju¢na znacajka je
sposobnost fragmentacije mRNA 1 njena naknadna sinteza u cDNA u kojoj se ocuva
informacija o smjeru transkripcije. Ovaj protokol se Koristi u mnogim genomskim i
transkriptomskim istrazivanjima kako bi se dobile informacije o ekspresiji gena i razumio
regulacijski mehanizam na razini transkriptoma. U ovom protokolu, mRNA molekule se
izoliraju, fragmentiraju 1 pretvaraju u cDNA kako bi se omogucila daljnja priprema za
sekvenciranje. Nakon pripreme uzorka, mRNA molekule se selektivno vezu na oligo-dT
kuglice koje koje omogucuju vezanje repa poliA. Ove kuglice se zatim Koriste za izolaciju
MRNA iz ukupne RNA populacije. Nakon izolacije mRNA, one se fragmentiraju kako bi se
dobili kratki fragmenti koji ¢e se koristiti za sintezu cDNA. Fragmentirane mRNA molekule se
zatim pretvaraju u prve lan¢ane cDNA fragmente pomocu reverzne transkriptaze i nasumi¢nih
heksamernih pocetnica. Nakon sinteze prvog lanca cDNA-a, drugi lanac cDNA se sintetizira
dodavanjem druge pocetnice i enzima za DNA sintezu. Ovaj korak omogucéava dobivanje
dvolan€ane CDNA-a koji sadrzi sekvence koje su komplementarne originalnoj mRNA

molekuli. Dvolan¢ane cDNA se zatim podvrgava popravku kako bi se popravili osteceni krajevi
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i dodali A-sljedovi. Poli A sljedovi omogucéavaju vezanje adaptera na krajeve molekula cDNA.
Nakon popravka i dodavanja adaptera, molekule cDNA, odnosno biblioteke se amplificiraju
pomoc¢u PCR kako bi se povecala koli¢ina materijala za sekvenciranje. PCR amplifikacija
ukljuc¢uje dodavanje indeksnih sekvenci na krajeve cDNA molekula kako bi se omogucilo
istovremeno sekvenciranje viSe uzoraka. Nakon amplifikacije, cDNA se ¢isti 0dnosno
biblioteke se Ciste 1 pripremaju za sekvenciranje. Kona¢no, biblioteke se normaliziraju kako bi
se izjednacile koncentracije prije nego $to se spoje da bi se dobila kona¢na biblioteka spremna
za sekvenciranje. Ovaj sistemati¢an protokol omogucava pripremu visokokvalitetnih biblioteka
za sekvenciranje mRNA uzoraka, ¢ime se omogucava detaljna analiza ekspresije gena i
transkriptoma u bioloskim istrazivanjima. Priprema knjiznice pomoc¢u navedenog kompleta
zasniva se najprije na izdvajanju poli(A)-transkripata, ukljuc¢uju¢i mRNA, pomoc¢u magnetskih
kuglica koje na sebi sadrze oligo(dT)-sljedove, te zatim slijedi sinteza cDNA 1 u konacnici
ligacija adaptera. Ovaj protokol omogucava analizu eksprimiranih gena i identifikaciju
transkriptnih varijanti u uzorcima, pruzaju¢i vazne informacije o transkriptomskim profilima i

regulaciji gena u istrazivanjima genetike i biologije.

RNA-seq i analiza signalnih puteva
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— Rd1 SP P

Ind *
— ndeXs"Rd2 SP (P

P7

— 1
P5 P7
IndeX /"2 5P 5 -y
Rd1 Sl . o .
1 X Analiza signalnih puteva

P7 Ps
i SRS Ulumina BaseSpace
1 RNA-Seq Alignment

. Principal component analysis
L Rd1 SP DNA Insert Inc_ex (PCA)

| R2se P DESeq2 (edgeR)
[Lisaciia Alriia | [ Densturaiia i amplifikacja inainog produlcia|  TPA

Slika 14. Shematski prikaz protokola RNA-seq, preuzeto i modificirano iz giagen.com.
Koristen je protokol Truseq stranded mRNA koji se bazira na principu detekcije poli-A repa
zrelih transkripata mRNA ali i dio tRNA, rRNA te dugih nekodiraju¢ih RNA. Nakon sto su
sekvence obradene u platformi Illumine Basespace-u za pohranu i analizu RNAseq podataka te
mapiranja redova na referentni genom uz pomo¢ poravnanja RNA-seq (alignment). Najcesce
koristeni referentni genom je Reference Consortium Human Build 38, te PCA-analize (kontrola
kvalitete, klasteriranje podataka) koja se u analizi RNA-seq moze koristiti za identifikaciju
ekstremnih vrijednosti uzorka ili za vizualizaciju ukupnih obrazaca ekspresije gena u podacima
I statisticke analize DEseq2. Ovo su statisticke metode za analizu RNA-seq podataka za
odredivanje diferencijalne ekspresije gena izmedu skupina uzoraka gdje se odreduje broj redova
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po genu i usporeduje s kontrolnom skupinom. DESeq2 i edgeR dvije su popularne metode za
analizu diferencijalne ekspresije podataka dobivenih RNA-seg-om. Dobivena je lista gena koja
se unosi u program IPA (od engl. Ingenuity Pathway Analaysis) gdje se u analizu ukljucuju
samo diferencijalno eksprimirani geni.

Prema uputama proizvodaca, prvi korak protokola je izdvajanje poli(A) transkripata. U ovom
koraku se uzorak RNA pomijesa sa magnetskim kuglicama koje na sebi sadrze sljedove oligo
(dT) na koje se vezu sljedovi poli(A) sljedovi (Slika 14). Ispiranjem magnetskih kuglica iz
smjese se odstranjuju nevezane nukleinske kiseline i soli te se na kraju vezane molekule RNA
eluiraju s magnetskih kuglica. Eluirana RNA je zatim fragmentirana na fragmente prosjecne
veli¢ine 151 pb koje je potrebno prevesti u cDNA. Najprije se sintetizira prvi lanac cDNA, u
slijede¢em koraku drugi lanac, te kao produkt nastaje dvolan¢ana cDNA. Dobivena cDNA je
zatim pomocu magnetskih kuglica procis¢ena od koriStenih soli i komponenata za sintezu
cDNA, koji bi mogli smetati u daljnjoj obradi. Procis¢enoj cDNA su zatim popravljeni krajevi,
odnosno proces u kojem cDNA poprima tupe krajeve kako bi se u slijedecem koraku mogli
vezati adapteri. Nakon koraka ligacije slijedi obogaéivanje fragmenata DNA pomocu reakcije
PCR. U ovom koraku umnazaju se samo oni fragmenti DNA kod kojih je doslo do vezanja
adaptera te se ujedno i pripremljena knjiznica obogacuje. Sam proces PCR-a proveden je u 20
ciklusa te je nakon reakcije knjiznica pro¢is¢ena pomocu magnetskih kuglica. U kona¢nici
knjiznica je provjerena pomocu uredaja BioAnalyzer 2100 koristenjem kompleta DNA High
Sensitivity (poglavlje 3.2.3.2) kako bi se provjerila veli¢ina knjiznice. Knjiznice su potom
razrijedene i sekvencirane na platformi llumina. Koristene su dvije razlicite pasaze za izolaciju
RNA i za SAHH-deficijentne i kontrolne stanice koje ¢e biti tretirane kao bioloski replikati.
Koncentracije RNA su odredene koristenjem Qubit 3.0 Fluorometra i Qubit® RNA BR test
kompleta (Thermo Fisher Scientific). Agilent 2100 Bioanalyzer i Agilent RNA 6000 Nano Kit
(Agilent Technologies) koristene su za procjenu kvalitete uzorka. Komplet TruSeq Stranded
mMRNA koristen je za pripremu knjiznica od 90 ng ukupne ulazne RNA. Prikupljene biblioteke
analizirane su na 2100 Bioanalyzeru, razrijedene do 1,4 pM i sekvencirane na lllumina
NextSeq500 sekvenatoru pomocu NextSeq 500/550 High-Output v2 kompleta sa 75 ciklusa
(IMlumina). Postavke, prijenos podataka, demultipleksiranje i analize izvedene su pomocéu
aplikacije RNA Express BaseSpace sa zadanim parametrima analize. Dobiveni podaci koriste

se za nizvodnu analizu pomocu specijaliziranih programa.
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3.2.3.4. Provjera kvalitete neobradenih sekvenci i poravnanje na referentni genom

U analizi podataka dobivenih analizom RNA-Seq, provjera kvalitete neobradenih sekvenci i
njihovo poravnanje na referentni genom predstavljaju kljuéne faze u razumijevanju
ekspresijskog profila gen. U ovom istrazivanju, fokus je na analizu uti$anih stani¢nih linija s
posebnim naglaskom na gen SAHH. Analiza podataka RNA-Seq zahtijeva pazljivu obradu i
kontrolu kvalitete kako bismo izbjegli potencijalne artefakte i osigurali da nasi rezultati budu
znanstveno valjani i relevantni za razumijevanje bioloskih mehanizama regulacije gena. Nakon
sekvenciranja dobiveni su neobradeni podaci u formatu fastq. Prije daljnje obrade i analize
podataka sekvenciranja, potrebno je provesti provjeru kvalitete sirovih podataka te je koristen
program FastQC. Kvaliteta ocitanih sekvenci se ispituje kako bi se osiguralo da su dodijeljene
baze u sekvenci ocitane s visokom pouzdanos$éu, da udio GC nukleotida u sekvencama
odgovara ocekivanoj distribuciji, da motivi kratkog niza (od engl. k-mers) nisu previse
zastupljeni i da je stopa dupliciranih sekvenci prihvatljiva. Kvaliteta o¢itane sekvence izrazava
se pomocu vrijednosti Phred, te 0znacava vjerojatnost da je oc¢itani nukleotid u sekvenci zaista
to¢no oc€itan. Vrijednost Phred izrazava se u postotcima, te veéi postotak govori da je velika
vjerojatnost da je ocitan nukleotid to¢no ocitan. Prije poravnanja neobradenih podataka na
genom potrebno je ukloniti sekvence adaptera. Uklanjanje sekvenci adaptera s neobradenih
ocitanja povecati ¢e mapiranje odnosno ocitanje samih neobradenih podataka na genom, §to
znatno utjeCe na daljnju analizu. Za uklanjanje sekvenci adaptera iz neobradenih podataka
koriSten je program fastp. Ukoliko nam je poznata sekvenca adaptera, koriStenih u pripremi
knjiznice, sekvenca se moZe unijeti u program fastp, koji ¢e zatim iz neobradenih podataka
ukloniti sekvencu. Ukoliko nije poznata sekvenca adaptera, program fastp moZe prepoznati
ponavljajuée sekvence na pocetku nebradenih podataka, odnosno sekvence adaptera, te ih zatim
uklanja. U izradi ove disertacije koristena je opcija automatskog prepoznavanja i uklanjanja
sekvenci adaptera iz neobradenih podataka. Nakon uklanjanja adaptera podatke je potrebno
poravnati na referentni genom. Za poravnavanje na referentni genom Kkoristen je program
Spliced Transcripts Alignment to a Reference (STAR), a kao referentni genom koriStena je
verzija GRCh38.p13 humanog genoma. STAR poravnava sekvence na referentni genom u dva
koraka: najprije trazi sekvencu seed, te ih kasnije grupira. U prvom koraku STAR traga za
maksimalnim prefiksom koji se moze poravnati (0d engl. Maximal Mappable Prefix, MMP)
pocevsi od prve baze sekvence te zatim se pretraga MMP ponavlja za neporavnati dio ocitanja
te ih poravna na pripadajuci dio genoma. U drugoj fazi algoritma, STAR poravnava cijele

sekvence Citanjem i spajanjem svih dobivenih sekvenci prve faze seed. U konacnici se
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poravnata ocitanja kvantificiraju metodom kvazi-mapiranja pomocu programa Salmon, gdje se
ocitanja najprije mapiraju na referentni genom, te se zatim kvantificira kako bi dobili broj
ocitanja po genu. Tijekom same kvantifikacije uzima u obzir potencijalne sistematske pogreske
(od engl. bias) koje su specificne za metodu RNA-Seq, kao $to su razlika u dubini itanja
sekvenci ovisno o poziciji, bias na 5’ i 3’ krajevima ocitane sekvence koji je specifi¢an za
sekvencu, udjela baza GC u fragmentima sekvenci, bias koji nastaje zbog koristenja specifi¢nih
protokola za pripremu knjiZznice i u distribuciji duljine fragmenata. Na kraju se dobije popis

kvantificiranih transkripata u svakom uzorku koji se dalje obraduju.

3.2.3.5. Detekcija diferencijalno eksprimiranih gena nakon utisavanja S-adenozil
homocistein hidrolaze

Diferencijalno eksprimirani geni predstavljaju kljuénu komponentu u istrazivanju ekspresije
gena i razumijevanju promjena u bioloskim sustavima. To su geni ¢ija je ekspresija znacajno
promijenjena u specificnim uvjetima ili tijekom odredenih bioloSkih procesa. Analiza
diferencijalno eksprimiranih gena omogucava dublje razumijevanje regulacije gena i
identifikaciju kriticnih molekularnih dogadaja povezanih s raznim fizioloSkim i patoloSkim
stanjima. Razumijevanje diferencijalne ekspresije gena SAHH moze pruziti dublji uvid u
regulaciju ovih kljuénih metaboli¢kih putova i njihovu povezanost s razli¢itim bioloskim
procesima. Analiza diferencijalne ekspresije gena SAHH u ovom istrazivanju ima za cilj
razotkriti moguce veze izmedu promjena u njegovoj ekspresiji 1 specificnih bioloskih procesa
u tumorskim stani¢nim linijama (MCF7, SW480) i stani¢noj liniji HEK293T. Za analizu je
koristen paket DESeq2 u programu llumina Basespace. DESeq2 je alat koji omogucéava
kvantitativnu analizu RNA-Seq podataka koristeci procjenitelje skupljanja za disperziju (od
engl. Shrinkage estimators for dispersion) i logaritamsku promjenu ekspresije (engl.
Logarithmic Fold Change, log2FC), ukljucujuéi rangiranje gena prema promjeni ekspresije i
njihovu vizualizaciju, testiranje nulte hipoteze ispod i iznad granice (od engl. thereshold), kao
1 procjenu kvalitete i klasteriranje prekomjerno rasprSenih o€itanih sekvenci pomocu regulirane
logaritamske transformacije (od engl. Regularized Logarithm transformation, rlog). Geni su
okarakterizirani kao statisticko diferencijalno eksprimirani na temelju postavljene grani¢ne
vrijednosti |log2FC |> 0,5 i prilagodene statisticke zna¢ajnosti p<0,05, prema metodi Benjamin-

Hochberg.
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3.2.3.6. Analiza diferencijalno eksprimiranih signalnih putova i gena

Diferencijalno eksprimirani signalni putovi igraju klju¢nu ulogu u razumijevanju sloZenih
bioloskih regulacijskih mreza i njihovih uloga u razli¢itim bioloskim kontekstima. Ovi putovi
¢esto su srediSnji za prijenos informacija unutar stanica i izmedu stanica te su odgovorni za
kontrolu brojnih bioloskih procesa. Identificiranje diferencijalno eksprimiranih signalnih
putova omogucava nam bolje razumijevanje kako promjene u genetskoj ekspresiji doprinose
razli¢itim fizioloSkim i patoloSkim stanjima. Za analizu signalnih putova koristen je program
IPA, Ingenuity Systems (vidi http://www.ingenuity.com). Analiza srzi (IPA Core Analiza)
provedena je uz opciju Causal Network Analysis (Analiza kauzalne mreZe) na podacima iz
analize Deseq2. Dodatni relevantni parametri ukljucuju: mjerne vrijednosti za transkriptom:
log> (log od engl. Fold change), prag: -0,5-0,5; ukljuc¢ivanje gore / dolje reguliranih gena. Da
bi se izvrSila komparativna analiza podataka RNA-seq, dobiveni rezultati se preklapaju, a p-
vrijednost izra¢unava se pomocu 'right-tailed' Fisher Exact Test-a. IPA je softver namijenjen
za analizu, integraciju i tumacenje podataka dobivenih omics-metodama te omogucuje
vizualizaciju i konstruiranje diferencijalno eksprimiranih mreza. Program se bazira na
algoritmu koji koristi bazu podataka koja sadrzi publicirane eksperimentalne molekularne
interakcije uz pomo¢ kojih se identificiraju uzvodni regulatori, tj. uzvodni regulatori se
identificiraju enrichmentom downstream gena, algoritam funkcionira optimalno ukoliko se u
analizu uzima od 300 do 1000 diferencijalno eksprimiranih gena tako da smo za svaku Core-
analizu za svaku pojedinacnu liniju odabrali identi¢an broj diferencijalno eksprimiranih gena.
Predvida se stanje aktivnosti krovnog regulatora korelacijom efekata iz literature s opazenom
genskom ekspresijom. Takoder nam omoguéava vizualizaciju i predvidanje bioloskog utjecaja
genskih ekspresijskih promjena. Omogucéuje stvaranje hipoteze kako je fenotip, funkcija ili
bolest regulirana u podacima s aktiviranim ili inhibiranim uzvodnim regulatorima tj.
objasnjavanje utjecaja uzvodnih molekula na nizvodnu biologiju. Koriste se objavljene
eksperimentalne molekularne interakcije za identificiranje uzvodnih regulatora te se
identificiraju uzvodni regulatori po ekspresiji odnosno obogacéenju gena nizvodno od gena od
interesa. Predvida se stanje aktivnosti regulatora korelacijom literaturnih podataka prijavljenih
ucinaka s uo¢enom ekspresijom gena omogucava nam vizualizaciju i predvida bioloski utjecaj
promjena ekspresije gena. Hipotetski objasnjava utjecaj uzvodnih molekula na nizvodnu

biologiju.
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3.2.4.2. Odredivanje ukupne koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracije proteina koristio se komercijalan komplet Pierce™ BCA Protein
Assay Kit, prema uputama proizvodaca. BCA (od engl. bicinchoninic acid assay) je
kolorimetrijska metoda koja se temelji na promjeni boje iz zelene u ljubiCastu, odnosno
redukciji iona Cu?" u ione Cu®. Proteini u otopini reduciraju Cu?* u Cu*, ¢ime je koli¢ina
nastalih iona Cu™ proporcionalna koli¢ini proteina. U otopini se nalazi bikoni¢na kiselina koja
stvara ljubicasti kompleks s nastalim ionima Cu® §to omoguéava pracenje koli¢ine Cu*
spektrofotometrijom. Kako bi se izracunala koncentracija ukupnih proteina u uzorcima najprije
je potrebno napraviti standardnu krivulju pomo¢u poznatih koncentracija BSA (od engl. bovine
serum albumin). U duplikatima na plocici s 96 jazica prirede se razrjedenja BSA finalnih
koncentracija 2000, 1500, 1000, 750, 500, 500, 250, 125 i 25 pg/mL. U 25 uL otopine BSA
doda se 200 puL smjese reagensa A i reagensa B u omjeru 50:1. Plocica se protrese 30 s te se
inkubira 30 min pri 37 °C nakon Cega se izmjeri apsorbancija pri 570 nm. Iz dobivenih
vrijednosti priredi se standardna krivulja za izracun koncentracija ukupnih proteina u uzorcima.
Za dobivanje koncentracija ukupnih proteina u nasim uzorcima postupak se ponovi koristeci 25
pL pojedinog uzorka, te se ocita apsorbancija, pomocu koje se interpolacijom dobivene

standardne krivulje dobije koncentracija ukupnih proteina.

3.2.4.3. Odredivanje postotka utiSavanja gena metodom Western-blot

Metoda western blot predstavlja esencijalnu tehniku za analizu specifi¢nih proteina u bioloskim
uzorcima. Ovaj molekularni bioloski postupak omogucava selektivno prepoznavanje i
kvantifikaciju proteina na temelju njihove veli¢ine i antigenskih svojstava. U svrhu odredivanja
uspjesnosti utiSavanja gena SAHH, provedena je analiza ekspresije proteina metodom western
blot. U svakom uzorku specifi¢nim antitijelom pratila se koliina utiSanog gena, odnosno
proteina, te proteina GAPDH (od engl. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase,
Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza) kao endogene kontrole kako bi se uzorci mogli
usporedivati. Razdvajanje proteina u 10 %-tnom poliakrilamidnom gelu uz prisustvo natrijeva-
dodecil sulfata (od engl. Sodium dodecyl sulfate, SDS), omogucilo je razdvajanje proteina na
temelju njihove molekulske mase. Jednaka koli¢ina ukupnih proteina u svakom uzorku
pomijesana je s puferom za nanoSenje uzoraka na poliakrilamidni gel, zagrijana 5 min pri 95 C,

te je smjesa nanesena u jazice gela i pokrenuta je elektroforeza najprije 15 min pri 120 V, a
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zatim 30 min pri 160 V. Nakon razdvajanja proteini su sa gela preneseni na membranu PVDF
(od engl. Polyvinylidene Fluoride, 0,22 mikrona, Merck), tako da se priredila ,,sendvic¢*
konstrukcija koja se sastojala od filter papira namocenih u pufer za transfer, membrane,
poliakrilamidnog gela te jo$ jednog sloja filter papira namocenih u pufer za transfer.
Konstrukcija je stavljena u uredaja za transfer Trans-Blot Turbo Transfer System, te je pokrenut
program u trajanju od 7 min. Nakon samog prijenosa proteina, membrana je blokirana 1 h u
puferu TBST koji sadrzi 5%-tno nemasno mlijeko. Nakon blokiranja membrana je inkubirana
u odgovarajuéem primarnom antitijelu prekono¢no uz njihanje pri +4 °C. Slijede¢i dan
membrana je isprana 3 puta puferom TBST uz njihanje tijekom 15 min te je zatim inkubirana s
ogovarajué¢im sekundarnim antitjelom tijekom 2 sata. Nakon inkubacije membrana je isprana 3
puta puferom TBST uz njihanje 15 min. Zatim je slijedila vizualizacija proteina pomocu
kompleta SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate. Supstrat iz kompleta je
dodan na mebranu te je membrana inkubirana 3 min u mraku kako bi se razvila
kemiluminescencija. U konacnicici proteini su vizualizirani pomoc¢u uredaja Uvitec Alliance
Q9 mini. Nakon detekcije proteina, intenziteti vrpca su analizirani pomoc¢u programa ImageJ te
je ekspresija SAAH normalizirana endogenom kontrolom GAPDH. Ovaj postupak proveden je
za sve tri utiSane stani¢ne line (MCF7, SW480, HEK293T). Takoder dodatno su prema ovom
postupku takoder analizirani proteini iz Tablice 5. za utiSanu stani¢nu liniju HEK293T koja
nakon utiSavanja nosi oznaku HEK293T 2+4 skra¢eno od shRNA 2 i shRNA 4.

Popis koristenih antitijela kod analize metode western blot-a, kao i njihova koristena razrjedenja

prikazana su u Tablici 5.

Tablica 5. Popis koristenih antitijela kod analize metode western blot.

Antitjelo
4-3-3¢/6 (D7HS) Cell Signaling Technology #7413
SAHH Abcam ab134966
anti-biotin HRP-linked Ab Cell Signaling Technology #7075
ATM Novus Bio NB100-309
beta - actin Abcam 8226
B-Raf (55C6) Cell Signaling Technology #9433
cdc2 (POH1) Cell Signaling Technology #9116
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CDK?2

CDK®6 (DCS83)

Chk1

cMyc

C-Raf

Cyclin A

Cyclin B1 (D5C10) XP®
Cyclin D1 (92G2)

Cyclin E (HE12)

FITC Mouse Anti-BrdU (Clone B44)

Gadd45a (D17ES8)

Goat anti-mouse 1gG, Alexa Fluor 594

Goat anti-mouse 1gG, pAb
Goat anti-rabbit 1gG, pAb
MDM2 (SMP14)

MEK1/2 (L38C12)

p21 wafl/cipl (DCS60)
p27

p44/42 MAPK (Erk1/2)
p53 (DO-1)

pChk2 and chk2

fosfo-B-Raf (Ser445)

fosfo-cdc2 (Tyrl5) (10A11)

fosfo-C-Raf (Ser259)

fosfo-MDM?2 (Ser166)

fosfo-MEK1/2 (Ser221) (166F8)

fosfo-p44/42 MAPK
(Thr202/Tyr204) (197G2)

(Erk1/2)

Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling Technology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling Technology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
BD Biosciences

Cell Signaling Technology
Invitrogen

Enzo

Enzo

Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling Technology
Santa Cruz Biotechnology
Novus Bio

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Santa Cruz Biotechnology

Cell Signaling Technology

Cell Signaling Technology

sc-163
#3136
sc-8408
sc-8351
#9422
sc-8351
#12231
#2978
#4129
347583
#4632
A-11005
ADI-SAB-100
ADI-SAB-300-J
sc-965
#4694
#2946
sc528
#9102
sc-126
NB100-500
#2696
#4539
#9421
sc-293105
#2338

#4377
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fosfo-p53 (Serlb) Santa Cruz Biotechnology sc-101762

Ras (27H5) Cell Signaling Technology #3339
(ab181616)
Rb Abcam
SAHH Abcam (ab134966)
LEF1 Abcam (ab137872)
STAT3
Abcam (ab31370)
Goat Anti-mouse Sigma Aldrich (sc-516102)
Goat Anti-rabbit Abcam (ab205718)

3.2.4. Priprema uzoraka za mjerenje koncentracije metabolita SAM/SAH

Metaboliti, odnosno male molekule (<1 500 Da), mogu nam dati bolji opis odnosa genotipa i
fenotipa samih stanica. Stanice karcinoma imaju znac¢ajno promijenjen metabolizam, pa time i
metabolite, ponajprije kako bi se povecala proliferacija ali 1 drugi stani¢ni procesi. [z tog razloga
je vazno proucavati i promjene u metabolitima karcinoma. Metoda tekucinske kromatografije
povezane s tandemskom masenom spektrometrijom za odredivanje S-adenozilmetionina
(SAM) i S-adenozilhomocisteina (SAH) u ljudskim stanicama razvijena je kao modifikacija
prethodno objavljene metode laboratorija Kozich (129). Naime, umjesto koristenja perklori¢ne
kiseline, postupci su modificirani u korist amonijeva formata. Mati¢ne otopine SAM-a i SAH-
apripravljene su kao 1 mg/mL otopine u hladnoj vodi Milli-Q (MERCK MILLIPORE, Synergy).
Koncentracije su odredene pomocu UV-spektroskopije koriste¢i molarni ekstenzijski
koeficijent e=15400. Alikvoti mati¢nih otopina SAM-a i SAH-a su razrijedeni zajedno u vodi
Milli-Q kako bi se dobile koncentracije od 10 pg/mL za svaku tvar. [2 H3]-SAM je razrijeden
s 0,1% FA (mravlja kiselina) u Milli-Q vodi, dok je [13C5]-SAH dobiven iz otopine od 30,3
pg/mL u Milli-Q vodi. Otopine ozna¢enih SAM 1 SAH pripravaka su dobivene razrjedivanjem
[2 H3]-SAM u Milli-Q vodi i dodatkom [13C5]-SAH. Sve standardne otopine su pohranjene
pri -20°C. Kalibracijski uzorci su pripremljeni iz mati¢nih otopina SAM-a i SAH-a u 1 M
trifluoroctenoj kiselini (TFA) s dodatkom otopine obiljezenih radioaktivnim elementima ([2
H3]-SAM 7.54 ug/mL i [13C5]-SAH 2.66 pg/mL). Kalibracijski uzorci su neutralizirani s 5 M
otopinom amonijeva formijata neposredno prije analize, a ukupni volumen svakog
kalibracijskog uzorka je bio 300 pL. Posebni kalibracijski bodovi za SAM i SAH su bili 11, 28,
56, 111, 333, 833, 13331 1666 ng/mL. Kontrolni uzorci su pripravljeni kao 333 ng/mL otopina
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1 M TFA/5 M amonijeva formijata s dodatkom oznacenih unutarnjih standarda. Kalibracijska
krivulja je dobivena linearnom regresijom, a omjer povrsine vrska (analit/unutarnji standard) je
prikazan nasuprot koncentraciji analita. Stanice su uzgajane na plo¢ama promjera 10 cm, i
nakon §to su dosegle 80% konfluenciju, kratko su isprane u PBS-u. Liza je izvedenau 1 M TFA
na ledu. Homogenat je kratko soniciran i o¢iS¢en nakon centrifugiranja pri 16 000 x g tijekom
10 minuta na +4 °C. 100 pL uzorka stanicnog homogenata je pomijeSano s unutarnjim
standardom (]2 H3]-SAM 7.54 pg/mL i [13C5]-SAH 2.66 pg/mL). Uzorci su neutralizirani s
190 uL 5 M otopine amonijeva formijata neposredno prije analize, a bistra otopina je ubrizgana
u LC stupac. Analiza LC-MS/MS je provedena pomoc¢u HPLC sustava Agilent Technologies
serije 1200 opremljenog binarnom pumpom, vakuumskim membranskim degazerom,
automatskim autosamplerom i injektorskim suceljem s masenim spektrometrom s trostrukim
kvadrupolom 6420 s izvorom elektrosprej ionizacije (ESI; Agilent Technologies). Separacija je
izvedena na stupcu Kinetex C18 (75x4,6 mm, veli¢ina Cestica 2,6 um) (Phenomenex, Torrance,
SAD). Otapala za analizu su bila 0,1% FA u vodi (otapalo A) i 0,1% FA u acetonitrilu (otapalo
B). Gradijent je primijenjen kako slijedi: 0 min pri 100% A, 0-3 min pri 100% A, 3-12 min pri
100% A-10% A, 12-14 min pri 10% A, 14-16 min pri 10% A-90% A, i 16-25 min pri 100%
A. Protok je bio 0,3 mL/min. Izmedu 2,5 i 15 min svakog izvodenja, eluent je preusmjeren
prema ionskom izvoru, dok je na pocetku i kraju izvodenja eluent preusmjeren prema otpadu.
ESI je bio pokrenut u pozitivnom modu, a uzorci su detektirani u nac¢inu multiplekcijskog
pracenja reakcija (MRM, od engl. Multiple Reaction Monitoring), s vremenom zadrzavanja od
200 ms po MRM tranziciji. Temperatura plina za desolvaciju je bila 300°C, s protokom od 8,0
L/min, napon kapilara je bio 4,0 kV.

3.2.4.1. Priprema uzoraka za mjerenje koncetracije adenozina

Kako bi se pripremili uzorci za mjerenje koncentracije adenozina nasadene su stanice S
utiSanom ekspresijom gena SAHH i roditeljske kontrolne stani¢ne linije u Petrijevke promjera
10 mm te su uzgajane do konfluentnosti. Stanice su sakupljenje kao §to je opisano u poglavlju
izolacija proteina te je odredena koncentracija proteina i za svaki uvjet je izdvojena u zasebne
mikroepruvete jednaka koli¢na proteina. Uzeli smo jednaku koli¢inu proteina iz svakog uzorka,
a zatim su uzorci nadopunjeni do istog volumena s vodom. Nakon toga dodano je 2,5 x V 96%
hladnog etanola i centrifugirano tijekom 1 h pri +4°C pri 15 000 g. Nakon toga supernatant se
odvoji i upari u uredaju Speedvac (Thermo Fisher Scientific) dok etanol ne ispari. Zatim se

etanol otopi u adenozin assay puferu 10 uL za razrjedenje 1:25 te se ostatak protokola provede
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prema uputama proizodaca kompleta Adenosine Assay (Fluorometric, Abcam) (ab211094).
Uzoreci su prethodno normalizirani na jednaku koli¢inu proteina kako bi se osigurala pouzdanost
1 usporedivost rezultata izmedu razlicitih uzoraka. Potrebno je napraviti sljedece korake:
Priprema standardnih otopina adenozina s poznatim koncentracijama. Priprema uzoraka
stabilno utiSanih stani¢nih linija za gen SAHH. Dodavanje adenozin reagensa u svaki standard
I uzorak. Njezno mijesanje uzoraka kako bi se ravnomjerno rasporedili reagensi. Inkubacija
uzoraka na odgovaraju¢oj temperaturi i vremenskom periodu. Mjerenje fluorescencije svih
standarda i uzoraka na fluorometru (Tecan spektrofoto/fluorimetar (Infinite M200),
postavljajuci fluorometar na odgovarajuée uvjete za mjerenje adenozina. Analiza podataka,
ukljucujuéi stvaranje kalibracijske krivulje za povezivanje fluorescencije s poznatim
koncentracijama adenozina. Na temelju kalibracijske krivulje, izratunavanje koncentracije
adenozina u uzorcima stabilno utiSanih stani¢nih linija normaliziranih na jednaku koli¢inu
proteina. Ovaj protokol omogucava kvantitativno odredivanje koncentracije adenozina u
uzorcima stabilno utiSanih stani¢nih linija za gen SAHH, uz osiguranu usporedivost rezultata

zbog prethodne normalizacije na koli¢inu proteina.

3.2.6. Statisti¢ka analiza

Za obradu podataka koristili smo metode deskriptivne statistike. Varijable su izraZzene kao
aritmeticka sredina +/- standardna devijacija. Razlika srednjih vrijednosti izmedu skupina kod
testa MTT izracunata je pomocu analize varijanci (ANOVA) testa, te se za korekciju vrijednosti
p zbog viSestrukih testiranja koristila metoda Tukey. Za korekciju vrijednosti p u koristio se
pristup stope laznog otkrivanja, FDR. Znacajnost je izrazena kao vrijednost p, a za sve testove
vrijednost p < 0,05 smatrana je statisti¢ki zna¢ajnom. Statisticka analiza napravljena je pomocu
programa GraphPad Prism. Koristila se korekcija Bonferroni vrijednosti p. Vrijednost p < 0,05

oznacena je s *, vrijednost p < 0,01 oznacena je s **, te vrijednost p < 0,001 oznacena je s ***.
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4. REZULTATI

4.1. Uspostava i karakterizacija stabilno utiSanih stani¢nih linija genetski

U ovom istrazivanju, stani¢ne linije SW480, MCF7 i HEK293T su modificirane kako bi se
postiglo utiSanje ekspresije gena SAHH. Nakon uspostavljanja stabilnih stani¢nih linija S
utiSanom ekspresijom gena SAHH (SW480, MCF7 i HEK93T) i kontrolnih stani¢nih linija
(SW480 WT, SW480 SCR, MCF7 WT, MCF7 SCR, HEK 293T WT, HEK293T SCR),
analizirana je ukupna ekspresija njihove RNA kako bi se utvrdile promjene u ekspresijskom
profilu u usporedbi s kontrolnim stanicama. Nadalje, istrazene su razlike u aktivnosti pojedinih
signalnih putova u utiSanim stani¢nim linijama u odnosu na kontrolne stanice, s ciljem boljeg
razumijevanja funkcije gena SAHH u bioloskim procesima. Ova analiza omogucéit ¢e dublje
uvide u mehanizme djelovanja gena SAHH i njegovu ulogu u regulaciji signalnih putova u
istrazivanim stani¢nim linijama.

Na slici 15. prikazan je shematski prikaz kojim procesima je dobiven kljuéni i najvazniji dio
rezultata ove disertacije, a to su signalne mreze.

TruSeq Stranded
mRNA

Produkcija Generiranje stabilno RNA seg-diferencijalno +  Signalne mreZe
lentivirusa utisanih stani¢nih linija cksprimirani geni
RNA interferencija
@) @) O

Western blot- provjera
utisavanja

Slika 15. Shematski prikaz provedbe eksperimenta. U ovom poglavlju koncentrirati ¢emo se na
rezultate dobivene pokusima koji su provedeni u ovom shematskom prikazu.

Nakon $to su proizvedeni lentivirusi koji sadrze sekvencu shRNA 2, shRNA 3, shRNA 4,
ShRNA 5 za utisavanje gena SAHH u HEK293T stani¢noj liniji te nakon Sto je odredena testom
MTT koncetracija puromicina potrebna za selekciju stanica koje su primile insert, potrebno je
bilo odrediti koja lentivirusna kombinacija najbolje utisava gen SAHH. Stoga je napravljen test
MTT na stanicama SW480, MCF7, THLE3, HEK293T inficiranim razli¢itim kombinacijama
lentivirusa sa sekvencama za utiSavanje shRNA 2, shRNA3 , shRNA 4, shRNA 5.
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4.1.2. Odredivanje koncentracije puromicina za selekciju stabilnih klonova stanica s
utiSanim genom SAHH

Najprije je odredena koncentracija puromicina testom MTT (Slika 16, Slika 17, Slika 18) za
sve Cetiri stani¢ne linije koja je potrebna za selekciju stanica u koje je ugradena sekvenca za

utiSavanje gena SAHH.
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Slika 16. Rezultati testa MTT, odredivanje toksi¢nosti puromicina, stanice THLE3. Radna
koncentracija antibiotika odredena je testom MTT, kolorimetrijskom metodom koja se temelji
na mjerenju apsorbancije formazana. U mikrotitarsku plocicu s 96 jazica nasadi se po 3000
stanica resuspendiranih u 200 uL DMEM medija. Stanice se 24 h inkubiraju na 37°C, a zatim
im se doda antibiotik puromicin (Thermo Fisher Scientific, Gibco) (y = 10 mg mL™) u sljede¢im
koncentracijama: 0,2 ug mL™?, 0,4 g mL?t, 0,6 g mL?, 0,8 pg mL?, 1 pgmL?, 2 uyg mL?, 3
ug mL?t 4 ug mL?, 5 pg mL?t i 10 ug mL™. Kao kontrola koriste se jazice bez antibiotika, a
sam test se provodi u tehnic¢kim triplikatima. Stanice s antibiotikom se inkubiraju 5 dana pri
37°C. IC50 vrijednost je koncentracija antibiotika pri kojoj je prezivljavanje stanica smanjeno
za 50%. Na temelju toga je odredena radna koncetracija antibiotika. Potrebna koncentracija
iznosi 1 pug/uL.
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Slika 17. Odredivanje toksi¢nosti puromicina u stani¢noj liniji MCF-7. Radna koncentracija
antibiotika odredena je testom MTT, kolorimetrijskom metodom koja se temelji na mjerenju
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apsorbancije formazana. U mikrotitarsku plocicu s 96 jazica nasadi se po 3000 stanica po jazici
resuspendiranih u 200 uL. DMEM medija. Stanice se 24 h inkubiraju pri 37°C, a zatim im se
doda antibiotik puromicin (Thermo Fisher Scientific, Gibco) (y = 10 mg mL™?) u sljedeé¢im
koncentracijama: 0,2 pg mL™?, 0,4 pgmL™?, 0,6 g mL™, 0,8 pg mL?, 1 pgmL™?, 2 pyg mL?, 3
ng mL?, 4 ug mLt, 5 ug mLt i 10 pg mL. Kao kontrola Koriste se jazice bez antibiotika, a
sam test se provodi u tehni¢kim triplikatima. Stanice s antibiotikom se inkubiraju 5 dana na
37°C. IC50 vrijednost je koncentracija antibiotika pri kojoj je prezivljavanje stanica smanjeno
za 50%. Na temelju toga je odredena radna koncetracija antibiotika, odlu¢ili smo se za
koncentraciju gdje je postotak prezivljenja stanica manji od 20 %. Potrebna koncentracija iznosi

1 pg/ul.
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Slika 18. Odredivanje toksi¢nosti puromicina u stani¢nim linijama SW480 i HEK293T. Radna
koncentracija antibiotika odredena je testom MTT, kolorimetrijskom metodom koja se temelji
na mjerenju apsorbancije formazana. U mikrotitarsku plocicu s 96 jazica nasadi se 3000 stanica
po jazici resuspendiranih u 200 pL medija. Stanice se 24 h inkubiraju pri 37°C, a zatim im se
doda antibiotik puromicin (Thermo Fisher Scientific, Gibco) (y = 10 mg mL™?) u sljedeé¢im
koncentracijama: 0,2 ug mL™?, 0,4 pg mLt, 0,6 g mL?, 0,8 pg mL?, 1 pgmL?, 2 pyg mL?, 3
ug mL?t 4 ug mL?, 5 pg mL?t i 10 ug mL™. Kao kontrola koriste se jazice bez antibiotika, a
sam test se provodi u tehnickim triplikatima. Stanice s antibiotikom se inkubiraju 5 dana pri 37
°C. Vrijednost IC50 je koncentracija antibiotika pri kojoj je prezivljavanje stanica smanjeno za
50 %. Na temelju toga je odredena radna koncetracija antibiotika te smo odlucili Koristiti
koncentraciju gdje je postotak prezivljenja stanica manji od 20 %. Potrebna koncentracija iznosi
0,8 ug/uL za stani¢nu liniju SW480 1 1 ug/uL za HEK293T.

Odluceno je koristiti radnu koncentraciju puromicina u kojoj je postotak prezivljenja stanica
koje su primile insert za utiSavanje gena SAHH manji od 20 %. Tako radna koncentracija
puromicina za selekciju stanica MCF7, THLE3 i HEK293T iznosi 1 pg/uL te 0,8 pg/ul za
stani¢nu liniju SWA480. lako stanic¢na linija HEK293T i SW480 imaju istu krivulju pri 0,8 i 1

ng/uL prilikom izvodenja eksperimenta i selekcije klonova koje su primile insert primje¢eno
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je da je stani¢noj liniji HEK293T u odnosnu na kontrolu potreban jo§ jedan dodatan dan
selekcije u puromicinu te je stoga za iduce eksperimente odabrana koncentracija puromicina od
1 ng/ulL zbog potrebe brze provedbe eksperimenta jer u tom slucaju selekcija stanica koje su
primile insert traje dan krace, a s obzirom da se radilo s viSe stani¢nih linija vrijeme je bio bitan

faktor. Svi eksperimenti su provedeni u odnosu na kontrolu.

4.1.3. Odredivanje virusnog titra

MTT

Postotak prezivljenja %

Volumen virusa pl

Slika 19. Odredivanje virusnog titra.Virusni titar odreden je testom MTT koji se temelji na
mjerenju apsorbancije formazana, odnosno volumena virusa potrebnog za optimalnu infekciju
stanica. Ovaj eksperiment je proveden na stani¢noj liniji SW480. U mikrotitarsku plocicu
nasadi se po 300 000 stanica po jazici, u 2 mL DMEM medija s dodanim polibrenom do
konac¢ne koncentracije 8 ug mL™. Navedena koncentracija polibrena je odredena po porotokolu
proizvodaca za transfekciju jer navedena koncentracija polibrena u toj koncentraciji nije
toksi¢na za vecinu stani¢nih linija, a omogucava olakSano formiranje liposomnih ¢estica i unos
konstrukta, dok je navedena kocentracija puromicina koristena takoder jer se najc¢esce koristi 1
pg/pl u vecini stanicnih linija, a i zbog jednostavnosti eksperimenta je koristena jer je upravo
ta koncentracija najviSa za selekciju za sve tri stanicne linije odnosno za stani¢nu linju
HEK?293T s utiSanom ekspresijom gena, jer se provodio eksperiment paralelno, samo je za
preostale dvije stani¢ne linije u odnosnu na kontrolu eksperiment trajao dva, a ne tri dana, kao
prvotni eksperiment MTT za selekciju stanica koje su primile insert. Na stanice se dodaju
sljedec¢i volumeni lentivirusnih ¢estica: O puL, 50 pL, 100 pL, 150 pL, 200 pL. Nakon 24 h medij
s reagensima za transdukciju se ukloni, stanice se dva puta isperu PBS-om i presade se iz
mikrotitarske plocice s 12 jazica u plocicu s 96 jazica. Nasaduje se po 2500 stanica po jazicli,
po cetiri jazice za svaki uvjet u kojem se provodila transdukcija (za svaki dodani volumen
lentivirusnih Cestica). Stanice se nasaduju u 200 pL medija DMEM. U dvije od cetiri jazice
nasadene za svaki uvjet, dodaje se puromicin do konaéne koncentracije 1 pg mL™. Stanice se

62



uzgajaju tijekom 5 dana u inkubatoru pri 37 °C. 2 i 4 oznaCuje kombinaciju lentivursnih
Cestistica sa ShRNA 2 i sShRNA 4 za utiSavanje gena SAHH, 3 i 5 oznacuje kombinaciju
lentivirusnih Cestistica sa ShRNA 3 i shRNA 5 sekvencom za utiSavanje gena SAHH, dok mix
oznacuje kombinaciju lentivirusnih Cestica s ShRNA 2, shRNA 4, shRNA 3 i sh RNA 5 za
utiSavanje gena SAHH.

Moze se vidjeti iz grafiCkog prikaza (Slika 19) da najvecée prezivljenje stanica imam volumen
od 200 pL lentivirusa za sve tri kombinacije lentivirusnih Cestica koje sadrze sekvence za

utiSavanje gena SAHH koje se nasumic¢no ugraduju u Siru regiju genoma stani¢nih linija.

4.1.4. Odredivanje uspjeSnosti utiSavanja gena SAHH metodom western blota

WT 2+4 345 MIX

SAHH

SIS G SNEh e GAPDH

Slika 20. Provjera efikasnosti utisavanja SAHH-a u stani¢noj liniji SW480 metodom Western
blota. U svakom uzorku specifi¢nim antitijelom pratila se koli¢ina proteina SAHH te GAPDH
kao endogena kontrola kako bi se uzorci mogli usporedivati. Koristene su kombinacije
lentivirusa: ShRNA 2 + shRNA 4, shRNA 3 + shRNA5, SAHH - protein ¢ija se ekspresija
proucava, GAPDH - unutarnja kontrola. Naneseno je 50 pg proteina na gel za svaki uzorak.
WT oznaka oznacava nepromijenjenu roditeljsku stani¢nu liniju SW480, 2 + 4 oznadava
kombinaciju lentivursnih ¢estica sa ShRNA 2 i ShRNA 4, a 3 + 5 kombinaciju lentivirusnih
Cestistica s ShRNA 3 i sh RNA 5, dok mix ozna¢ava kombinaciju lentivirusnih estica sa SIRNA
2, shRNA 4, shRNA 3 ish RNA 5 za utiSavanje gena SAHH.
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Slika 21. Rezultati uspostavljanja stabilno utisane stani¢ne linije MCF 7 s utisanom
ekspresijom gena SAHH. Metodom western blota u svakom uzorku pratila se ekspresija gena
SAHH te smo kao endogenu kontrolu koristili GAPDH. MCF7 WT- roditeljske stanice, MCF7
SCR- kontrolna stani¢na linija dobivena infekcijom lentivirsima koji sadrze kontrolnu sShRNA
s nasumi¢nom sekvencom koja ne kodira produkt, ali se nasumi¢no ugraduje u Siru regiju
genoma te se u eksprimentima uz WT roditeljsku stani¢nu liniju koristi kao kontrola. 2 + 4
oznacava kombinaciju lentivirsnih cestica sa shRNA 2 i shRNA 4 za utiSavanje gena SAHH.
Naneseno je 50 ug proteina na gel za svaki uzorak.

HEK WT HEK 2+4 HEK SCR

SAHH

—-— @4 -

GAPDH
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Slika 22. Rezultati uspostavljanja stabilno utiSane stani¢ne linije HEK293T s utiSanom
ekspresijom gena SAHH. Metodom western blota u svakom uzorku pratila se ekspresija gena
SAHH te smo kao endogenu kontrolu koristili GAPDH. HEK WT- roditeljske stanice, HEK
SCR - kontrolna stani¢na linija dobivena infekcijom lentivirsima koji sadrze kontrolnu ShRNA
s nasumi¢nom sekvencom koja ne kodira produkt, ali se nasumi¢no ugraduje u Siru regiju
genoma te se u eksprimentima uz WT roditeljsku stani¢nu liniju koristi kao kontrola. 2 + 4
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oznacava kombinaciju lentivirsnih cestica sa shRNA 2 i shRNA 4 za utiSavanje gena SAHH.
Naneseno je 50 pg proteina na gel za svaki uzorak.

SW480
WT 2+4 SCR

AHCY e o | SAHH

GAPDH
GAPDH  “—

Slika 23. Rezultati uspostavljanja stabilno utisane stani¢ne linije SW480 s utisanom
ekspresijom gena SAHH. Metodom western blota u svakom uzorku specificnim antitijelom
pratila se ekspresija gena SAHH te Kao endogenu kontrolu koristili smo GAPDH. SW480 WT-
roditeljske stanice, SW480 SCR - kontrolna stani¢na linija dobivena infekcijom lentivirsima
koji sadrze kontrolnu shRNA s nasumi¢nom sekvencom koja ne kodira produkt, ali se
nasumicno ugraduje u Siru regiju genoma te se u eksprimentima uz WT roditeljsku stani¢nu
liniju koristi kao kontrola. 2 + 4 oznacava kombinaciju lentivirsnih Cestistica sa ShRNA 2 i
shRNA 4 za utiSavanje gena SAHH. Naneseno je 50 pg proteina na gel za svaki uzorak.

Moze se vidjeti da razliCite sekvence za utiSavanje imaju drugaciji utjecaj na razinu ekspresije
gena SAHH ( Slika 20). lako su koristene dvije identi¢ne Sekvence sShRNA za utiSavanje u sve
tri stani¢ne linije, razina utiSavanja nije identi¢na u svima (Slika 21, Slika 22, Slika 23). Stanice
THLE3 nakon utisane ekspresije gena SAHH nije bilo moguée odrzati u kulturi za daljenje
eksperimente jer umiru apoptozom nakon tjedan dana uzgoja u kulturi. U daljnim
eksperimentima i analizama diferencijalne ekspresije oznaka 2+4 oznacava stabilno utiSanu
stani¢nu liniju koja je koriStena kao stanicna linija sa snizenom ekspresijom gena SAHH dok
SCR oznacava stani¢nu liniju koja ima stabilno ugradenu kontrolnu shRNA tj. nasumicni

kontrolni plazmid.
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4.2. Usporedba koncentracije metabolita S-adenozil metionina, S-adenozil homocisteina i
adenozina u stani¢nim linijma s utiSanom ekspresijom gena SAHH i kontrolnim stani¢nim
linijama

Nakon produkcije lentivirusa u stanicama HEK293T generirane su stabilno utiSane stani¢ne
linije s utiSanim genom SAHH (MCF7, SW480, HEK293T) te je provjerena efikasnost
utiSavanja metodom western blota i odreden je omjer metabolita SAM/SAH nakon Cega je
uslijedio RNA-Seq i analiza podataka. Unato¢ dokazanoj esencijalnosti SAHH-a, promjene u
molekularnim mehanizmima stanice u stanju nedostatka su do sada nedovoljno istrazene. Stoga
je nas cilj vidjeti do kakvih sve promjena dolazi u stani¢noj signalizaciji prvo na razini genske
ekspresije zatim na proteinskoj razini te konac¢no koji su stani¢ni putovi promijenjeni u stanju
stabilno smanjene ekspresije SAHH-a. Kako bi se utvrdilo da li ovi modelni sustavi stani¢nih
linija s utisanom ekspresijom gena SAHH reflektiraju stanje deficijencije SAHH-a u pacijenata
odredena je koncentracija kljuc¢nih metabolita: SAM-a, SAH-a i adenozina. Mjerenje
koncentracije SAM-a i SAH-a u stani¢nim linijama u kojima je utiSan gen SAHH ima vaznu
ulogu u razumijevanju metabolickih procesa 1 metilacijskog potencijala stanica. U ovom
istrazivanju, stani¢ne linije SW480, MCF7 i HEK293T su genetski modificirane kako bi se
postiglo utiSanje gena SAHH. Budu¢i da je SAHH-a klju¢ni enzim u metabolizmu SAM-a i
SAH-a, vazno je istraziti kako utiSavanje gena SAHH utjece na koncentraciju ovih metabolita.
Ova analiza omogucit ¢e bolje razumijevanje metaboli¢kih promjena i metilacijskog potencijala
stanica te potvrditi utjecaj utiSavanja gena SAHH na koncentraciju SAM-a i SAH-a u stani¢nim
linjjama SW480, MCF7 i HEK293T. Metoda tekucinske kromatografije povezane s
tandemskom masenom spektrometrijom za odredivanje SAM-a i SAH-a u ljudskim stanicama

razvijena je kao modifikacija prethodno objavljene metode laboratorija Kozich (129).
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4.2.1. Odredivanje koncentracije SAM i SAH nakon utiSavanja gena SAHH
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Slika 24. Razine SAM-a i SAH-a (ng/mL) i njihov omjer (SAM/SAH) u lizatima stanica
HEK293T s utisanim genom SAHH i kontrolnim stanicama izmjerene pomoc¢u LC-MS/MS. Na
slici je prikazana usporedba koncentracije SAM-a i SAH-a u stani¢nim lizatima kontrolnih
stanica HEK293T (shCTRL) i stanica s utis$anim genom SAHH (shSAHH) analizirana pomoc¢u
spektrometrije masa (MS/MS). + SD je prikazana kao vertikalna crta i temelji se na tri nezavisna

mjerenja.
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Slika 25. Razine SAM-a i SAH-a (ng/mL) i njihov omjer (SAM/SAH) u stani¢nim lizatima

stanica s utisanim genom SAHH i kontrolnim stanicama mjerenom pomoc¢u LC-MS / MS. = SD

je prikazana kao vertikalna crta i temelji se na tri nezavisna mjerenja. Na slici je prikazana

usporedba koncentracije metabolita SAM-a i SAH-a u stani¢nim lizatima kontrolnih stanica
SW480 (shCTRL) i stanica s utiSanim genom SAHH (shSAHH) analizirana pomocéu

spektrometrije masa (MS/MS). + SD je prikazana kao vertikalna crta i temelji se na tri nezavisna

mjerenja.
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Slika 26. Razine SAM-a i SAH-a (ng/mL) i njihov omjer (SAM/SAH) u lizatima stanica MCF7
s utiSanim genom SAHH i kontrolnim stanicama mjerenom pomoc¢u LC-MS / MS. Na slici je
prikazana usporedba koncentracije metabolita SAM-a i SAH-a u stani¢nim lizatima kontrolnih
stanica MCF7 (shCTRL) i stanica s utiSanim genom SAHH (shSAHH) analizirana pomoc¢u
spektrometrije masa (MS/MS). + SD je prikazana kao vertikalna crta i temelji se na tri nezavisna

mjerenja.

Prema dobivenim rezultatima (Slika 24, Slika 25, Slika 26) moze se vidjeti da uslijed nedostatne
aktivnosti SAHH-a dolazi do poveéane akumulacije metabolita SAH-a u sve tri stani¢ne linije
s utiSanom ekspresijom gena SAHH (MCF7 2+4, SW480 2+4, HEK293T 2+4), vidljivo je i
povecanje razine metabolita SAM-a u sve tri utiSane stani¢ne linije te dolazi do promjene
omjera SAM-a i SAH-a. Takoder vidljivo je da do najvece promjene u koncentraciji metabolita
dolazi u uti$anoj stani¢noj liniji SW480 kod koje je najvise smanjena ekspresija proteina S-

adenozil homocistein hidrolaze (Slika 23).
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4.2.2. Analiza razine adenozina nakon utiSavanja gena SAHH

Mjerenje koncentracije adenozina u stani¢nim linijama s utiS$anom ekspresijom gena SAHH ima
vaznu ulogu u razumijevanju metaboli¢kih procesa i metilacijskog potencijala stanica. SAHH
je kljuéni enzim u metabolizmu S-adenozil metionina (SAM) i S-adenozil homocisteina (SAH),
a smanjenje njegove ekspresije moze dovesti do promjena u koncentraciji adenozina. Adenozin
je vazna molekula koja sudjeluje u razli¢itim bioloskim procesima, ukljucujuéi regulaciju
stani¢nog rasta, diferencijacije i signalizacije. Potencijalna poveznica izmedu promijenjene
razine koncentracije adenozina i promijenjenog metilacijskog potencijala uslijed smanjenja
ekspresije enzima SAHH-a moze pruziti dublje uvide u mehanizme regulacije metabolic¢kih
putova 1 epigenetskih procesa u stanicama. Ovo istraZivanje ¢e doprinijeti boljem
razumijevanju uloge SAHH-a u metabolizmu adenozina te potencijalnih posljedica smanjenja
ekspresije ovog enzima na stani¢ne funkcije i metaboli¢ke procese. Komercijalni protokol za
mjerenje koncentracije adenozina ukljucuje pripremu stani¢nih uzoraka, ekstrakciju adenozina
iz uzoraka. Mjerenje koncentracije adenozina u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom
gena SAHH pokazalo je da nije zabiljezena znacajna promjena u koncentraciji adenozina u
odnosu na kontrolnu skupinu. Ovi rezultati sugeriraju da nedostatak SAHH-a mozda nema
znacajan utjecaj na metabolizam adenozina u stani¢noj liniji SW480. U stani¢noj lini MCF7 s
utiSanom ekspresijom gena SAHH takoder nije zabiljeZzena znacajna promjena u koncentraciji
adenozina u odnosu na kontrolnu skupinu. U stani¢noj liniji HEK293T s utiSanom ekspresijom
gena S-adenozil homocistein hidrolaze zabiljezena je sniZzena koncentracija adenozina u
usporedbi s kontrolnom skupinom. Ovi rezultati podrzavaju pretpostavku da nedostatak S-
adenozil homocistein hidrolaze moze utjecati na metabolizam adenozina u tumorskim
stanicama. Smanjena koncentracija adenozina moze ukazivati na brzi metabolizam adenozina
u stani¢noj liniji HEK293T, §to moze biti posljedica nedostatka S-adenozil homocistein
hidrolaze. Adenozin, kao toksi¢ni nukleozid, vjerojatno se brzo metabolizira u ovoj stani¢noj
liniji, $to takoder moZe rezultirato smanjenom koncentracijom adenozina. Uzimajuéi u obzir
ove rezultate, moze se zakljuciti da nedostatak SAHH-a moZe utjecati na koncentraciju
adenozina u tumorskim stanicama, ali ta promjena nije konzistentna u svim stani¢nim linijama
s utis$anom ekspresijom gena S-adenozil homocistein hidrolaze. Daljnja istrazivanja su potrebna
kako bi se detaljnije razumjelo kompleksno djelovanje SAHH-a i njegov utjecaj na

metabolizam adenozina u tumorskim stanicama.
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4.3. Promjene signalnih putova u stani¢nim linijama s utiSanom ekspresijom gena SAHH

Analiza sekvenci RNA u kontrolnim stanicama i stanicama s utiSanom ekspresijom gena SAHH
omogucila je usporedbu ekspresije niza gena. Kod linije SW480 nakon utiSavanja SAHH-a
faktor povecanja iznosi (od engl. log2FoldChange) -3.03, dok za stani¢nu liniju MCF7 s
utiSanom ekspresijom gena SAHH iznosi iznosi -2.2 te je nesto niza promjena razine ekspresije
za stani¢nu liniju HEK293T s utiSanom ekspresijom gena SAHH i iznosi -0.9. Za analizu
stani¢nih signalnih putova napravljen je preklop zajednickih podataka izmedu roditeljske
stani¢ne linije SW480 i SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH (od engl. sw480wt-vs-
SIAHC) te stani¢ne linije SW480 s ugradenim plazmidom s nasumi¢nom sekvencom za
utiSavanje koja ne kodira nijedan poznati proteinski produkt i stani¢ne linije SW480 s utiSanom
ekspresijom gena SAHH (od engl. sw480scr-vs-siSAHH). Identi¢na procedura tj. preklop
podataka napravljen je za HEK293T roditeljsku stani¢ni linjju i HEK293T s utiSanom
ekspresijom gena SAHH (od engl. HEK293Twt-vs-siSAHH) te za stani¢nu liniju HEK293T s
ugradenim plazmidom s nasumi¢nom sekvencom za utiSavanje koja ne kodira nijedan poznati
proteinski produkt i HEK293T s utisanom ekspresijom gena SAHH (od engl. HEK 293Tscr-vs-
siSAHH). Ista procedura napravljenja je analogno i za stani¢nu liniju MCF7, za MCF7
roditeljsku stani¢ni liniju i stani¢nu liniju MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH (od engl.
MCF7wt-vs-siSAHH) te za stani¢nu linijju MCF7 s ugradenim plazmidom s nasumi¢nom
sekvencom za utiSavanje koja ne kodira nijedan poznati proteinski produkt i stani¢ne linije

HEK293T s utis$anom ekspresijom gena SAHH (od engl. MCF7scr-vs-siSAHH).

71



SW480-wt-vs-siAHCY 3(-2,2,0.05) - 2022-03-30 11:40 AM Summary Graph

Develop@ of head

Dlﬁerentla@f neurons
-

- Dysg gmfsm D.fferentuanor?ervous tissue Hy,,yeﬁjgsia

~/

/ ML, %, S o
Differentiatiorhphocytes ,,,,,, r b X
\ - Perinfial eath Acute Myelmd Lmken’u\a Slgnallng

N \* ,\. L,
@\ A o T Lym iesis
\\‘\ // \, e N g }@0

# ;
/ i
i gy
// B _| e N e
P g e . « | “Differentiati lymphocytes
Organi$ | death ﬁ:D elopment-ef m@;etear Ieukeeytes"—DiﬁeFenﬁatio;u?@\bry9r-ﬁc tissue
o 2T ; o
\ 5 7
/
b

: DN@IBB

© 2000-2022 QIAGEN. All rights reserved.

Slika 27. Usporedba ekspresije izmedu roditeljske stani¢ne linije SW480 i stani¢nije linije
SW480 s utisanom ekspresijom gena SAHH. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i
diferencijalne eskpresije gena dobiveni su uz pomo¢ IPA-programa za bioinformati¢ku analizu.
Parametri analize su faktor povecanja (od engl. Log. Fold change) vrijednosti u rasponu od -2
do 2, uz p-vrijednost od 0,05. Slika prikazuje graficki sazetak analize gdje moze se vidjeti da u
stanju utiSane ekspresije gena SAHH u stani¢noj liniji SW480 2+4 u odnosu na kontrolu
stani¢nu liniju (WT od engl. wilde type); narancasto: povecane aktivnosti, plavo: smanjenje
aktivnosti, isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju izmedu molekula i procesa.
Oznake najznacajnijih kratica i simbola: DNMT3B — DNA metiltransferaza 3B (od engl. DNA
(cytosine-5)-methyltransferase 3B), EPHB4 — Ephrin receptor B4 (od engl. Ephrin type-B
receptor 4), MY B — Mieloblastomski proto-onkogen (od engl. Myeloblastosis proto-oncogene)
ESR2 — Estrogen receptor 2 (od engl. Estrogen Receptor 2), NPM1 — Nukleoplasmin 1 (od
engl. Nucleophosmin 1), PTH - Paratiroidni hormon (od engl. Parathyroid Hormone), EGR2
— (od engl. Early growth response 2) — Odgovor ranog razvoja 2, TNF — Faktor nekroze tumora
(od engl. Tumor Necrosis Factor), BHLH340 — Osnovna petlja-Zavojnica-Petlja-Zavojnica 340
(od engl. Basic Helix-Loop-Helix 340), BDNF — Neurotrofni faktor dobiven iz mozga (od engl.
Brain-Derived Neurotrophic Factor), AGT — Angiotenzinogen (od engl. Angiotensinogen).

Nakon provedene analize srzi i diferencijalne ekspresije gena u IPA-programu u stani¢noj linji

SW480 s utisanom ekspresijom gena SAHH imamo zabiljezenu povecanu aktivnost procesa
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gena odgovornih za stanicnu smrt, hipoplaziju i disgenezu odnosno poremecen razvoj organa
tkiva 1 struktura u organizmu. Takoder je zabiljeZzena i1 povecana aktivhost DNMT3B

metiltransferaze. Uz povecane aktivnosti ovih procesa zamijeCena je 1 smanjena razina

diferencijacije (Slika 27).
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Slika 28. Usporedba ekspresije izmedu roditeljske stani¢ne linije SW480 i stani¢nije linije
SW480 s utisanom ekspresijom gena SAHH. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis)
diferencijalne eskpresije gena dobiveni uz pomo¢ IPA programa za bioinformati¢ku analizu;
slika prikazuje graficki sazetak analize gdje se moze vidjeti da u stanju utiSane ekspresije gena
SAHH u stani¢noj liniji MCF7 2+4 u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju s ugradenim
plazmidom s nasumi¢nom sekvencom za utiavanje koja ne kodira nijedan poznati proteinski
produkt (SCR, od engl. scrambled); narancasto: povecanje aktivnosti, plavo: smanjenje
aktivnost, isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju izmedu molekula i procesa dok
puna linija oznacava direktnu interakciju izmedu molekula i procesa. Oznake najznacajnijih
kratica i simbola: LHX1 - LIM homeobox 1 (od engl. LIM Homeobox 1), HNF1A — Hepatocitni
nuklearni faktor 1 alfa (od engl. Hepatocyte Nuclear Factor 1 Alpha), ESR2 — Estrogen receptor
2 (od engl. Estrogen receptor 2), BMP2 — Kostani morfogenetski protein 2 (od engl. Bone
Morphogenetic Protein 2,) BMP4 — Kostani morfogenteski protein 4 (od engl. Bone
Morphogenetic Protein 4), NPM1 — Nukleoplazmin 1 (od engl. Nucleophosmin 1), HGF —
Hepatocitni faktor rasta (od engl. Hepatocyte Growth Factor), ERBB2 — Receptor tirozin
kinaze erbB-2 (od engl. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), CTNNB1 — Beta
katenin 1 (od engl. Catenin Beta-1).

Nakon provedene analize srzi i diferencijalne ekspresije gena u IPA-programu u stani¢noj linji

SW480 s utisanom ekspresijom gena SAHH imamo zabiljezenu povecanu aktivnost procesa
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vezanih uz aktivaciju stani¢ne smrti (Slika 28). Uz povecane aktivnosti ovih procesa zamije¢ena

je i smanjena razina HGF i transporta molekula (Slika 28).
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Slika 29. Usporedba ekspresije izmedu roditeljske stani¢ne linije SW480 i SW480 stanicnije
linije s utisanom ekspresijom gena SAHH. Slika prikazuje rezultate analize srzi (od engl. Core
analysis) i diferencijalne eskpresije gena dobivene uz pomo¢ IPA-programa za bioinformati¢ku
analizu; graficki saZetak prikazuje rezultat analize gdje se moze vidjeti da u stanju utiSane
ekspresije gena SAHH u stani¢noj liniji SW480 u odnosu na kontrolu gdje smo preklopili
zajednicke podatke WT i SCR kontrolne grupe podataka. Narancasto: povecanje aktivnosti,
plavo:smanjenje aktivnost, isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju izmedu molekula
I procesa dok puna linijja oznacava direktnu interakciju izmedu molekula i procesa. Za
identifikaciju gena koji su znacajno regulirani u usporedbi s kontrolnim uzorcima, koriSten je
prag od -2 do 2 za faktor povecanja (od engl. Fold change), sto omogucava identifikaciju gena
koji pokazuju zna€ajnu promjenu u ekspresiji. P-vrijednost: Za statisticku znacajnost razlika u
ekspresiji gena koristen je prag p-vrijednosti od 0.05. Geni s p-vrijednostima manjim od ovog
praga smatrat ¢e se statisticki znacajnima. Oznake najznacajnijih kratica i simbola: Protein
cinkovog prsta obitelji Ikaros 1 (od engl. IKZF1 - Ikaros Family Zinc Finger 1 (IKZF1)), LIM
Homeobox 1 — LHX1 — (od engl. LIM Homeobox 1 (LHX1)), DNA metil-transferaza 3 beta,
DNMT3B - (od engl. DNA Metiltransferaza 3 Beta, 4), IL2 - Interleukin 2 (IL2) - Interleukin
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2, Faktor nekroze tumora (od engl. TNF - Tumor Necrosis Factor) (TNF), Neurotrfni faktor
dobiven iz mozga (od engl. Brain-Derived Neurotrophic Factor), Rani odgovor na rast 2 -
EGR2 (od engl. Early Growth Response 2 (EGR2)), Osnovna zavojnica-petlja-zavojnica
obitelj, ¢lan e40 BHLHE40 (od engl. Basic Helix-Loop-Helix Family, Member e40), MYB
proto-onkogen, Faktor transkripcije MYB (od engl. MYB Proto-Oncogene, Transcription
Factor (MYB)).

Rezultati diferencijalne analize pokazuju da smanjenje ekspresije gena SAHH moze biti
povezano sa smanjenjem ekspresije drugih gena i procesa u stani¢nim linijama MCF7, SW480
i HEK293T. Nakon provedene analize srzi koja obuhvaca analizu putova (od engl. Pathway
Analysis), analizu uzvodnih regulatora (od engl. Upstream Regulator Analysis), analizu bolesti
i funkcija (od engl. Diseases and Functions Analysis), ucinke regulatora (od engl. Regulator
Effects) i analizu mreza (od engl. Networks Analysis), dobivene su statisti¢ki zna¢ajno povezane
mreze koje predvidaju direktnu i indirektnu interakciju gena u ovom setu podataka. U obje
stani¢ne linije s utiSanom ekspresijom gena SAHH, MCF7 i SW480, predvidena je indirektna
interakcija histona H3 i SAHH-a (Slika 29), sto ukazuje na potencijalni utjecaja na regulaciju
strukture kromatina. Analiza mreza omogucava identifikaciju obogacenih kanonskih putova,
pri ¢emu su zajednicki i znacajni putovi u sve tri utiSane stani¢ne linije: prijenos signala
posredovan Ca?*, signalni put STAT3, prijenos signala Notch i epitelno-mezenhimalna
tranzicija, EMT. Moze se vidjeti da dolazi do povecéane aktivacije gena odgovornih za stani¢nu
smrt, hipoplaziju i disgenezu odnosno poremecen razvoj organa tkiva i struktura u organizmu.
Takoder je zabiljezena i povecana aktivnost metiltransferaze DNMT3B. Uz povecane
aktivnosti ovih procesa zamijecena je i smanjena razina diferencijacije (Slika 29). Ovi rezultati
ukazuju na potencijalnu vaznost ovih putova u regulaciji procesa u stani¢nim linijama s
utis$anom ekspresijom gena SAHH. Zajednicki faktori analize u sve tri preklapajuce observacije
s utiSanom ekspresijom gena SAHH su povecana aktivacija gena odgovornih za perinatalnu

stani¢nu smrt 1 hipoplaziju.
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Prijenos signala posredovan kalcijem Ca ?*

Calcium Signaling : sw480scrwioveriap : Expr Log Ratio
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Slika 30. Rezultati analize putova (od engl. Pathways analaysis) pomoc¢u programa IPA u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena
SAHH u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju. Slika prikazuje aktivnost prijenosa signala posredovanog Ca?* u uti$anoj stani¢noj liniji SW480.
Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok plava oznac¢ava smanjenu aktivnost, ljubiasta boja oznafava interakciju viSe molekula. Puna
linija oznacava direktnu interakciju molekula. Oznake najznacajnijih kratica i simbola: NF-AT - Nuklearni faktor aktivacije T-stanica (od engl.
Nuclear Factor of Activated T cells), CREB - Ciklicki AMP vezujuci protein (od engl. CAMP Response Element-Binding protein), CaMKI|I - Kalcij-
kalmodulin ovisna
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protein kinaza Il (od engl. Calcium/Calmodulin-Dependent Protein Kinase 1), NMO receptor
- Neuromijelitis optic¢ki receptor (od engl. Neuromyelitis Optical Receptor), CAMKK - Kalcij-
kalmodulin-ovisna protein kinaza (od engl. Calcium/Calmodulin-Dependent Protein Kinase
Kinase), HDAC - Histonska deacetilaza (od engl. Histone Deacetylase), MEF - pojacivacki
faktor miocita (od engl. Myocyte Enhancer Factor), SERGA - Serin glicin bogati proteinski
adaptori (od engl. Serine Glycine-Rich Proteins Adaptors), MEF2 - pojacivacki faktor 2 miocita
(od engl. Myocyte Enhancer Factor 2), Tmc Iry - Transmembranski ionski kanal kanal
reguliran ciklickim nukleotidima, iridoforin (od engl. Transmembrane Cyclic Nucleotide-

Gated lon Channel), Iridophorin.

Iz rezultata nakon diferencijalne ekspresije gena i analize putova u IPA-programu moze se
vidjeti da je povecana aktivnost gena povezanih uz stani¢ni rast u stani¢noj liniji SW480 s
utiSanom ekspresijom gena SAHH (Slika 30) (Cell growth) i stani¢ni razvoj (Cell development).

Povecana je razina prijenosa signala Ca?*, kalmodulina i CAMK-a.
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Calcium Signaling : hekWT-vs-sIAHCYnonres - Expr Log Ratio
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Slika 31. Rezultati analize putova (od engl. Pathways analaysis) pomocu programa IPA u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena
SAHH. Slika prikazuje aktivnost prijenosa signala posredovanog Ca?* u utisanoj stani¢noj liniji HEK293T u odnosu na kontrolnu staniénu liniju.
Narancasta boja oznac¢ava pojacanu aktivnost dok plava oznac¢ava smanjenu aktivnost, ljubi¢asta boja oznacava interakciju vise molekula. Puna

linija oznacava direktnu interakciju molekula. Oznake kratica i simbola: NF-AT - Nuklearni faktor aktivacije T-stanica od engl.
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Nuclear Factor of Activated T-cells, CREB - Ciklicki AMP vezuju¢i protein (od engl. CAMP
Response Element-Binding protein), CaMKII - Kalcij-kalmodulin ovisna protein kinaza Il (od
engl. Calcium/Calmodulin-Dependent Protein Kinase 1), NMO receptor Neuromijelitis opticki
receptor (od engl. Neuromyelitis Optica receptor), CAMKK - Kalcij-kalmodulin ovisna protein
kinaza kinaze (od engl. Calcium/Calmodulin-Dependent Protein Kinase Kinase) HDAC -
Histonska deacetilaza (od engl. Histone Deacetylas), MEF - pojacivacki faktor miocita (od
engl. Myocyte Enhancer Factor), SERGA - Serin glicin bogati proteinski adaptori (od engl.
Serine Glycine-Rich Proteins Adaptors), MEF2 - pojacivacki faktor 2 miocita (od engl. Myocyte
Enhancer Factor 2), Tmc Iry - Transmembranski ionski kanal reguliran ciklickim
nukleotidima, iridoforin (od engl. Transmembrane Cyclic Nucleotide-Gated lon Channel,
Iridophorin), PKA - Protein kinaza A (od engl. Protein Kinase A), RAP - Ras povezani protein
(od engl. Ras-Associated Protein), ERK 1/2 — Kinaza 1/2 regulirana izvanstani¢nim signalom
(od engl. Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2), TRP - Transientni receptori potencijalnih
kanala (od engl. Transient Receptor Potential channels), Osnovna zavojnica-petlja-zavojnica
obitelj, ¢lan e40-Cbp/p300 (od engl. CREB-binding protein/p300), GRM - Metabotropni
glutamatni receptor (od engl. Metabotropic Glutamate Receptor), TRDN - Triadin (od engl.
Triadin), HTR3A - Serotoninski receptor tipa 3A (od engl. Serotonin Receptor Type 3A),
PMCA - pumpa za kalcij-ATPazu (od engl. Plasma Membrane Calcium-ATPase).

Iz rezultata analize putova u programu IPA moze se vidjeti da je u stani¢noj liniji MCF7 s
utiSanom ekspresijom gena SAHH povecana aktivnost gena povezanih uz stani¢ni rast i razvoj.
Povecana je razina prijenosa signala Ca**, kalmodulina, CAMK-a (kalcij-kalmodulin ovisna
proteinska kinaza). Takoder je zabiljezena povecana aktivnost gena koji sudjeluju u CREB —
Cop/p300 prijenosu signala. Vezano uz prijenos signala kalcijem, na temelju analize putova
moze se uociti da dolazi do povecéane aktivnosti prijenosa signala uz pomo¢ kalcija u stani¢nim
linijjama MCF7 i SWA480 s utisanom ekspresijom gena SAHH (Slika 30, Slika 31). Povecana
aktivnost PKA (Protein kinaza A), RAP (Ras-povezani protein) i ERK Y2 (kinaza regulirana
izvanstani¢nim signalima 2) u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH moze
biti povezana sa zabiljezenom povecanom aktivno$¢u stani¢nog rasta u prijenosu signala

posredovanim kalcijem. Povecana aktivnost ovih signalnih mreza i kaskada moze doprinijeti
regulaciji procesa stani¢nog rasta i razvoja. Zanimljivo je da je zabiljeZena povecana razina

ekspresije i aktivnosti proteina triadin. Triadin je protein koji se nalazi u sréanim misi¢ima i
igra vaznu ulogu u regulaciji kontrakcije sr€anog misi¢a. On je klju¢ni regulator interakcije
izmedu trijada proteina u sr€anim miSi¢ima, S§to omogucava efikasnu kontrakciju sr¢anog
miSica. Triadin je vazan za odrZavanje homeostaze kalcija u miSiénim stanicama i za pravilno
funkcioniranje sr¢anog misica. Jedan od procesa koji je detektiran kao zajednicki nakon analize
putova uz pomo¢ programa IPA u utiSanim stani¢nim linijama MCF7 i SW480 je i epitelno-

mezenhimalna tranzicija, EMT (Slika 32).
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Epitelno mezenhimalna tranzicija (EMT)

Regulation Of The Epithelial Mesenchymal Transition In Development Pathway
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Slika 32. Rezultati analize putova (od engl. Pathways analaysis) pomoc¢u programa IPA u
stani¢noj liniji SW480 s utisanom ekspresijom gena SAHH gdje mozes se vidjeti prikaz i stanje
povecane aktivacije gena koji sudjeluju u epitleno-mezenhimalnoj tranziciji, EMT. Narancasta
boja oznaCava pojacanu aktivnost dok plava oznaava smanjenu aktivnost, zelena boja
oznacava snizenu razinu transkripcije, ljubiCasta boja oznaCava interakciju viSe molekula.
Objasnjenje znacenja najznacajnijih kratica i simbola: Notch — Notch signalni put (od engl.
Notch Signaling Pathway), NFkB — Nuklearni faktor kappa B (od engl. Nuclear Factor kappa
B), SNAIL — Snail homolog 1 (od engl. Snail Homolog 1), WNT — Wingless-povezano mjesto
integracije (od engl. Wingless-Integrated Frizzled), Frizzled Receptor (od engl. Frizzled —
receptor), S100A - S100 kalcij vezujuci protein (od engl. S100 Calcium-Binding Protein), LOX
— Lozil oksidaza (od engl. Lysyl Oxidase), RBPJ - Rekombinantni signalni vezuju¢i protein JK
(od engl. Recombined Signal Binding Protein Jk), HF1A — Heksafluoridin-1-alfa (od engl.
Hexafluoride-1-alpha), CDH1 — kadherin 1 (od engl. Cadherin 1).

Prema rezultatima vidljivima iz prikaza epitelno-mezenhimske tranzicije (Slika 30) i regulacije

epitelno-mezenhimalne tranzicije (Slika 32) te regulacije aktivnosti S100 proteina (Slika 33)
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moze Se vidjeti da uslijed utiSavanja gena SAHH dolazi do promjene aktivnosti u genima
povezanima s procesom EMT: Notch, NFkB, SNAI1, WNT, Frizzled, S100A, LOX, RBPJ,
HF1A, MAML1. SNAI1 je transkripcijski faktor koji je poznat po svojoj ulozi u indukciji
procesa EMT. On moze aktivirati genetske programe koji poticu prelazak stanica iz epitelnog
u mezenhimalni tip. Signalni put Wnt je takoder povezan s regulacijom EMT. Aktivacija
signalnog puta Wnt moze potaknuti promjene u fenotipu stanica koje su karakteristi¢ne za
EMT. NFkB je transkripcijski faktor koji igra vaznu ulogu u upalnim procesima i moze biti
ukljucen u regulaciju EMT putem interakcije s drugim signalnim putovima. Takoder vidljiva je
smanjena aktivnost CDH1, §to dodatno poti¢e EMT narusavajuéi adhezijske spojeve. RBPJ je
transkripcijski faktor koji igra vaznu ulogu u regulaciji gena ukljuc¢enih u EMT, koji je kljucan
za promjenu fenotipa stanica iz epitelnog u mezenhimalni tip. RBPJ moze interagirati s drugim

transkripcijskim faktorima kako bi kontrolirao ekspresiju gena koji su vazni za EMT.
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Slika 33. Analiza putova (od engl. Pathways analysis) napravljena je pomoc¢u programa IPA u
stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju
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gdje se moze vidjeti prikaz i stanje povecane aktivacije gena koji sudjeluju u samoj regulaciji
EMT. Narancasta boja oznaCava pojacanu aktivnost, plava oznacava smanjenu aktivnost,
ljubicasta boja oznacava interakciju vise molekula, crvena boja oznacava povecanu razinu
transkripcije dok zelena boja oznacava sniZenu razinu transkripcije. Objasnjenje najznacajnijih
kratica i simbola: CDH1 — Kadherin 1 od engl. Cadherin 1, od engl. N-cadherin — N-kadherin,
Twist — Twist, STAT3 — Signalni transduktor i aktivator transkripcije 3 (od engl. Signal
Transducer and Activator of Transcription 3), Notch — Notch, HIF1A — HIF1A Hipoksija
inducibilni faktor 1 alfa (od engl. Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha), MAML1 — Mastermind
slican gen 1 (od engl. Mastermind-Like Protein 1), RBPJ - Rekombinantni signal vezujuci
protein Jk (od engl. Recombined Signal Binding Protein Jk), LOX - Lizil oksidaza (od engl.
Lysyl Oxidase), CLDN3 - Klaudin 3 (od engl. Claudin 3), Akt — Akt (protein kinaza B) (od
engl. Protein Kinase B), PI3K - Fosfatidilinozitol 3-kinaza (od engl. Phosphatidylinositol 3-
Kinase), Wnt — Wnt, Frizzled — Frizzled, Dishevelled — Dishevelled, TCF/LEF — TCF/LEF
(faktor T stanica/ faktor koji veze limfoidni pojaciva¢ (od engl. T-Cell Factor/Lymphoid
Enhancer Factor), AGER — Receptor za napredne glikacijske proizvode (od engl. Advanced
Glycation End-Product Receptor), VCAM1 — Vaskularna adhezijska molekula 1 (od engl.
Vascular Cell Adhesion Molecule 1), NOS2 — sintaza dusikovog monoksida 2 (od engl. Nitric
Oxide Synthase 2), S100A8/9 — S100A8/9 (S100 kalcij-vezujuéi protein A8/9 (od engl.
Calcium-Binding Protein A8/A9), S100A10 — S100A10 (od engl. Calcium-Binding Protein
A10), S1I00A7 - S100A7 (od engl. Calcium-Binding Protein A7).

Jedan od procesa koji utjecu na EMT su i proteini S100 A 8/9, S100A10, S100A7 (Slika 32,
Slika 33, Slika 34). Poznatno je da su povezani s procesima razgradnje izvanstani¢nog matriksa
i proliferacijom te prezivljenjem tumorskih stanica kao §to je vidljivo u rezultatima analize
putova (od engl. Pathways analysis) u stani¢oj liniji s utiSanom ekspresijom gena SAHH.
Takoder, vidljiva je smanjena aktivnost CDHI, §to dodatno potice EMT naruSavajuci
medustani¢nu adheziju. Takoder, u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH
uocena je povecana aktivnost MMP9, Notch, NFkB, FOXC2 te BCL2 koji sudjeluju u procesu

prezivljavanja stanica.
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Slika 34. Rezultati analize putova napravljenje pomoc¢u programa IPA gdje vidimo prikaz i
stanje povecane aktivacije gena S100 koji sudjeluju u regulaciji EMT u stani¢noj liniji MCF7 s
utiSanom ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja oznafava pojacanu aktivnost, plava
oznacava smanjenu aktivnost, Crvena boja ozna¢ava povecanu razinu transkripcije dok zelena
boja oznacava snizenu razinu transkripcije. Puna linija oznacava direktnu interakciju izmedu
molekula dok isprekidana crta oznacava indirektnu interakciju molekula. Objasnjenje kratica 1
simbola: SMAD3 — SMAD3 transkripcijski faktor (od engl. SMAD3 Transcription Factor),
MMP9 — metaloproteinaza matriksa 9 od engl. Matrix Metalloproteinase 9, PLAT —
Plazminogenski aktivator tkivnog tipa (od engl. Tissue-Type Plasminogen Activator), Plasmin
— Plazmin (od engl. Plasmin), MMP25 — metaloproteinaza matriksa 25 (od engl. Matrix
Metalloproteinase 25), ETV4 — ETV4, MAP3K8 — Proteinska kinaza aktivirana mitogenom 8
(od engl. Mitogen-Activated Protein Kinase 8), RhoA — RhoA (od engl. RhoA GTPase), RTKN
— Rhotekin (od engl. Rhotekin), MYH9 - Teski lanac miozina 9 (od engl. Myosin Heavy Chain
9), MCAM - Adhezijske molekule stanica melanoma (od engl. Melanoma Cell Adhesion
Molecule), BSG — Basigin (od engl. Basigin).

U analizi putova pomoc¢u programa IPA u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena
SAHH u procesu EMT, istaknuli su se sljedeci proteini kao najznacajniji: MMP9, Notch, NFkB,
SMAD3, MMP9, PLAT, Plasmin, MMP25, ETV4, MAP3K8, RhoA, RTKN, MYH9, MCAM,
I BSG, FOXC2 te BCL2 (Slika 34) koji sudjeluje u procesu prezivljenja stanica. SMAD3 je
¢lan proteinske obitelji SMAD koji je ukljuéen u signalni put TGFB. On djeluje kao
transkripcijski faktor koji regulira ekspresiju gena povezanih s razli¢itim bioloSkim procesima,
ukljucujuéi stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu. Ovaj protein ima klju¢nu ulogu u
prijenosu signala od receptora TGFf do jezgre, gdje utjece na transkripciju ciljnih gena. MMP9
(metaloproteinaza matriksa 9) je enzim koji je odgovoran za razgradnju izvanstani¢nog
matriksa. MMP9 igra vaznu ulogu u procesima kao §to su remodeliranje tkiva, angiogeneza i

metastaziranje. Ovaj enzim omogucava stanicama da se kre¢u kroz izvanstani¢ni matriks, $to
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je kljuéno za procese poput rasta tumora i formiranja novih krvnih zila. PLAT (od engl.
Plasminogen aktivator tkivnog tipa) je enzim koji je odgovoran za pretvaranje plazminogena u
plazmin, klju¢ni faktor je u procesima fibrinolize i razgradnje fibrina. PLAT ima vaZznu ulogu
u regulaciji koagulacije krvi i rjeSavanju krvnih ugruSaka. Plazmin je enzim koji razgraduje
fibrin u krvnim ugruscima i igra vaznu ulogu u procesima poput fibrinolize i remodeliranja
izvanstanicnog matriksa. Plazmin omogucava normalno odrzavanje i popravak tkiva kroz
razgradnju fibrina. MMP25 (od engl. Matrix metaloproteinaza 25) je enzim koji takoder
sudjeluje u razgradnji izvanstani¢nog matriksa i moze biti povezan s procesima kao §to su
invazija stanica i metastaziranje. MMP25 omoguéava stanicama da prelaze barijere
izvanstani¢nog matriksa, $to je kljuéno za invaziju i Sirenje tumora. ETV4 je transkripcijski
faktor koji je povezan s regulacijom gena uklju€enih u razli¢ite bioloSke procese, ukljucujuci
stani¢nu proliferaciju, diferencijaciju i metastazu. ETV4 moze utjecati na ekspresiju gena koji
su klju¢ni za razvoj i progresiju tumora. MAP3KS8 je proteinska kinaza aktivirana mitogenom
koja igra ulogu u putu prijenosa signala koji regulira stani¢nu proliferaciju, prezivljavanje i
upalne odgovore. MAP3KS je vazna za odgovor stanica na vanjske signale i moze biti ukljuc¢ena
u razvoj upalnih procesa i karcinogeneze. RhoA je mali GTP-vezujuéi protein koji regulira
organizaciju aktinskog citoskeleta i sudjeluje u razli¢itim stanicnim procesima, ukljucujuéi
stani¢nu migraciju i adheziju. RhoA ima klju¢nu ulogu u regulaciji promjena oblika stanica i
njihove pokretljivosti. RTKN (od engl. Rhotekin) je protein koji regulira aktivnost Rho GTPaza
1 moZe biti ukljucen u regulaciju stani¢ne migracije i invazije. RTKN sudjeluje u prenosu
signala koji utjeCu na organizaciju citoskeleta i pokretljivost stanica. MYH9 (od engl. Myosin
heavy chain 9) je protein koji ¢ini dio miozinskog filamenata i igra vaznu ulogu u kontrakciji
mis$i¢nih stanica. Takoder je vazan za mehanicke aspekte stani¢ne migracije i adhezije. MCAM
(od engl. Melanoma cell adhesion molecule, adhezijska molekula stanica melanoma) je
molekula na povrsini stanica koji je vazan za stani¢nu adheziju i migraciju, te moze biti
povezana s invazivnim svojstvima stanica. MCAM ima ulogu u medustani¢noj komunikaciji 1
migraciji stanica. BSG (Basigin) je transmembranski protein koji je ukljucen u razli¢ite stani¢ne
procese, ukljucujuci stani¢nu adheziju, migraciju i invaziju. BSG moze igrati ulogu u progresiji
tumora i metastaziranju, utjecuci na interakcije izmedu stanica i njihovog mikrookruzenja.
Takoder, utjecaj na EMT ima i prijenos signala putem RHO A, specifi¢nije uloga integrina i
kadherina.
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Prijenos signala putem RhoA

Prijenos signala putem RhoA (Slika 35), ¢lana obitelji Rho GTPaza, igra klju¢nu ulogu u
regulaciji razlicitih stani¢nih procesa, ukljuc¢ujuéi promjene u citoskeletu, stani¢énu adheziju,
migraciju, proliferaciju i prezivljavanje. Zbog svoje sredis$nje uloge u regulaciji ovih procesa,
RhoA je takoder povezan s razvojem i progresijom tumora. Prijenos signala putem RhoA je
kljucan za reorganizaciju aktinskog citoskeleta, $to je vazno za migraciju 1 invaziju tumorskih
stanica. Aktivacija RhoA moze potaknuti formiranje filopodija i lamelipodija, struktura koje
omogucavaju stanicama da se krecu i prodiru u okolno tkivo, §to je klju¢no za metastaziranje
tumora. RhoA moze promicati proliferaciju tumorskih stanica i njihovo prezivljavanje putem
razli¢itih signalnih putova, uklju¢uju¢i MAPK/ERK i PI3K/AKT. Ovi putovi su kljuéni za rast

tumora i otpornost na apoptozu (programiranu stani¢nu smrt).
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Slika 35. Rezultati analize putova (od engl. Pathways analysis) u stani¢noj liniji SW480 s
utiSanom ekspresijom gena SAHH gdje se moze vidjeti promjenu u razini aktivacije pojedinih
gena u prijenosu signala putem RHO A. Narancasta boja oznac¢ava pojac¢anu aktivnost dok plava
oznacava smanjenu aktivnost. Ljubicasta boja oznacava interakciju vise molekula. Zelena boja
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oznacava snizenu razinu transkripta. Puna linija oznacava direktnu interakciju izmedu molekula
dok isprekidana linija oznaCava indirektnu interakciju izmedu molekula. ObjaSnjenje
najznacajnjih kratica i simbola: CDC42 —Kontrolni protein diobe stani¢nog ciklusa CDC42, (od
engl. Cell Division Control Protein 42), RAC1 Ras-povezani C3 botulinum toksin supstrat 1
(od engl. Ras-related C3 Botulinum Toxin Substrate 1), WASL — Sindrom poput Wiskott-
Aldrich Sindroma, (od engl. Wiskott-Aldrich Syndrome-Like), PAK — P21 aktivirana kinaza (od
engl. p21-Activated Kinase, WAVE - Wiskott-Aldrich Sindrom Verpolin-Homologni proteini,
od engleski Wiskott-Aldrich Syndrome Protein Family Verprolin-Homologous), ROCK — Rho-
Povezana Kinaza (od engl. Rho-associated Coiled-Coil Forming Kinase) LIMK, LIM
domenska kinaza (od engl. LIM Domain Kinase), ARP 2-3 — Protein 2/3 povezan aktinom (od
engl. Actin-related Protein 2/3), ERM, Ezrin-Radixin-Moezin, (od engl. Ezrin-Radixin-
Moesin), RHO — Rho GTPaza, (od engl. Rho GTPase), GTP — Gvanozin Trifosfat, (od engl.
Guanosine Triphosphate).

Kao jedan od zajednicki signalnih putova u sve tri stabilno utiSane stani¢ne linije izdvojio se
Rho prijenos signala gdje se moze vidjeti snizenu razinu kadherina i integrina te G proteina dok
je povecana aktivnost ROCK kinaze, CDC42, i RACL1 (Slika 35). Povecéana aktivnost kinaza
kao $to su ROCK kinaza, CDC42 1 RAC1 moZe imati zna¢ajnu ulogu u tumorskim stani¢nim
linijjama, posebno u kontekstu migracije stanica. Ove kinaze su klju¢ni regulatori reorganizacije
aktinskog citoskeleta, $to je temeljni proces u migraciji stanica. Njihova povecana aktivnost
moze dovesti do promjena u adheziji stanica, polaritetu, formiranju filopodija i lamelipodija,
Sto su sve kljuéni aspekti migracije stanica. Nadalje, ROCK kinaze (Rho-povezane kinaze) su
serin/treonin kinaze koje su direktno ukljucene u kontraktilnost aktina 1 miozina, §to rezultira
promjenama u obliku stanice 1 povecanom motilitetom. U tumorskim stanicama, povecana
aktivnost ROCK kinaza moze potaknuti invazivnost i metastaziranje tako S$to olakSava
migraciju stanica kroz izvanstani¢ni matriks. CDC42 (od engl. Cell Division Control Protein
42) je clan Rho GTPaza obitelji koji djeluje kao molekularni prekida¢ u regulaciji razlicitih
stani¢nih funkcija, ukljuujuéi reorganizaciju citoskeleta 1 formiranje filopodija. Povecana
aktivnost CDC42 u tumorskim stanicama moze potaknuti formiranje filopodija, Sto stanici
omogucava "ispitivanje" okoline i usmjeravanje migracije. RAC1 (od engl. Ras-related C3
Botulinum Toxin Substrate 1) takoder je ¢lan obitelji Rho GTPaza i igra klju¢nu ulogu u
formiranju lamelipodija, Sirokih, ravnih struktura na prednjoj strani migrirajuée stanice.
Povecana aktivnost RAC1 moze dovesti do povecane migracije stanica poticanjem formiranja
lamelipodija i promicanjem polariteta stanica, Sto je kljucno za usmjerenu migraciju. Pove¢ana
aktivnost ovih kinaza u tumorskim stani¢nim linijama moZze dovesti do povecane migracije i
invazivnost. Znacajno je snizena ekspresija kadherina 11, kadherina 12 i integrina 7. Snizena
razina transkripcije gena koji kodiraju za kadherin 11, kadherin 12 i integrin 7 moze znacajno

utjecati na povecanu razinu migracije tumorskih stani¢nih linija, s obzirom na vaznu ulogu ovih
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proteina u medustani¢noj adheziji i migraciji stanica. Kadherin 11 i kadherin 12 su
transmembranski proteini koji igraju klju¢nu ulogu u medustani¢noj adheziji, omogucavajuci
stanicama da se povezu jedna s drugom i formiraju stabilne stani¢ne strukture. SniZena
ekspresija kadherina 11 i 12 rezultira smanjenjem njihove prisutnosti na povrsini stanica, $to
dovodi do oslabljene medustani¢ne adhezije. Nedostatak ovih kadherina moze uzrokovati
smanjenu sposobnost stanica da se ¢vrsto povezu s okolnim stanicama, Sto olakSava njihovu
migraciju i invaziju u okolna tkiva. Integrini su skupina transmembranskih proteina koji
posreduju u interakciji stanica s izvanstani¢nim matriksom. Osim toga integrin 7 je specifi¢an
integrin koji igra vaznu ulogu u regulaciji migracije stanica, posebno u kontekstu tumorskih
stanica. Snizena ekspresija integrina 7 moze dovesti do poremecaja u interakciji stanica s
okolnim tkivom, $to moze potaknuti pove¢anu migraciju tumorskih stanica. Detaljan popis svih

faktora koji sudjeluju u Rho prijenosu signala moze se vidjeti u Tablici 6.

Tablica 6. Rezultati diferencijalne ekspresije gena u stani¢noj liniji SW480 s utiSanim genom
SAHH u kontekstu prijenosa signala putem Rho GTPaza. Pripadajuce vrijednosti faktora
povecéanja (od engl. Fold change, Expr Log Ratio) navedene su za gene koji su klju¢ni za ovaj
signalni put.

Simbol Naziv gena Faktor povecanja
ARHGDIB od engl. Rho GDP dissociation inhibitor  -0.574
beta, Rho inhibitor beta za disocijaciju
GDP-a
ARHGEF3 od engl. Rho guanine nucleotide exchange  0.678
factor 3, Rho faktor za razmjenu guanin
nukleotida 3
ARHGEF6 od engl. RacCdc42 guanine nucleotide -1.334
exchange factor 6, RacCdc42 faktor za

razmjenu guanin nukleotida 6

CDH11 od engl. cadherin 11, kadherin 11 -6.375
CDH12 od engl. cadherin 12, kadherin 12 -8.596
CDH13 od engl. cadherin 13, kadherin 13 0.956
CDH24 od engl. cadherin 24, kadherin 24 0.502
DIRAS3 od engl. DIRAS family GTPase 3, DIRAS  3.131

obitelj GTPaza 3
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DLC1

GNAL

GNAZ

GNG11

GRIP1

ITGAL

ITGA9

ITGA10

ITGALl

ITGAX

ITGB2

ITGB7

ITGB8

MRAS

MYH3

MYH14

od engl. DLC1 Rho GTPase activating
protein, DLC1 aktiviraju¢i protein za Rho
GTPazu

od engl. G protein subunit alpha L, G
proteinska podjedinica alfa L

od engl. G protein subunit alpha z, G
proteinska podjedinica alfa z

od engl. G protein subunit gamma 11, G
proteinska podjedinica gama 11

od engl. Glutamate receptor interacting
protein 1, protein koji interagira s
glutamatnim receptorom 1

od engl. integrin subunit alpha 1,
integrinska podjedinica alfa 1

od engl. integrin subunit alpha 9,
integrinska podjedinica alfa 9

od engl. integrin subunit alpha 10,
integrinska podjedinica alfa 10

od engl. integrin subunit alpha 11,
integrinska podjedinica alfa 11

od engl. integrin subunit alpha X,
integrinska podjedinica alfa X

od engl. integrin subunit beta 2,
integrinska podjedinica beta 2

od engl. integrin subunit beta 7,
integrinska podjedinica beta 7

od engl. integrin subunit beta 8,
integrinska podjedinica beta 8

od engl. muscle RAS oncogene homolog,
homolog onkogena RAS u misi¢ima

od engl. myosin heavy chain 3, teski lanac
miozina 3

od engl. myosin heavy chain 14, teski

-0.572

0.947

-0.649

-1.581

0.936

-0.52

2.204

0.961

0.622

0.654

1.271

-2.437

0.56

-0.815

-0.613

-0.577
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lanac miozina 14

MYL3 od engl. myosin light chain 3, laki lanac  0.839
miozina 3

MYL11 od engl. myosin light chain 11, laki lanac ~ 1.469
miozina 11

RAC2 od engl. Rac family small GTPase 2, Rac  0.635

obitelj malih GTPaza 2

RHOQ od engl. ras homolog family member Q, 0.753
¢lan obitelji ras homologa Q

RHOU od engl. ras homolog family member U, 0.799
¢lan obitelji ras homologa U

RHOV od engl. ras homolog family member V, 0.621

¢lan obitelji ras homologa V

RND1 od engl. Rho family GTPase 1, Rho obitelj  -0.696
GTPaza 1

RND3 od engl. Rho family GTPase 3, Rho obitelj  0.508
GTPaza 3

Iz rezultata (Tablica 6) jasno je vidljivo da su geni CDH11 i CDH12 izdvojeni kao nositelji
najznacajnijih promjena u ovom prijenosu stani¢nog signala putem RhoA GTPaza s najve¢im
faktorom povecanja ekspresije gena (od engl. Fold change). Ovaj podatak upucuje na njihovu
klju¢nu ulogu u regulaciji prijenosa signala Rho i ukazuje na njihov potencijalni doprinos
stani¢noj migraciji 1 invaziji u ovom kontekstu. Detaljnija analiza ovih gena moze pruziti dublje
razumijevanje njihove uloge u stani¢noj dinamici i bioloskim procesima povezanim s
invazivno$¢u tumorskih stanica. Pojedini geni koji su zajednicki u navedenom prijenosu signala
u stani¢nim linijama s utiSanom ekspresijom gena SAHH takoder sudjeluju i u drugim stani¢nim

ulogama kao $to je stani¢no pokretanje i migracija tumorskih stanica.
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Slika 36. Rezultati analize putova (Pathways analysis) u stani¢noj liniji HEK293T s utiSanom
ekspresijom gena SAHH gdje se moze vidjeti promjenu u razini aktivacije pojedinih gena u
prijenosu signala putem RhoA. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok plava
oznacava smanjenu aktivnost. Ljubicasta boja oznacava interakciju vise molekula. Zelena boja
oznacava snizenu razinu transkripta. Puna linija oznacava direktnu interakciju izmedu molekula
dok isprekidana linijja oznafava indirektnu interakciju izmedu molekula. Objasnjenje
najznacajnjih kratica i simbola: CDC42 — Kontrolni protein diobe stani¢nog ciklusa CDC42,
(od engl. Cell Division Control Protein 42), RAC1 — Ras-povezani C3 botulinum toksin
supstrat 1 (od engl. Ras-related C3 Botulinum Toxin Substrate 1), WASL — Sindrom poput
Wiskott-Aldrich Sindrom (od engl. Wiskott-Aldrich Syndrome-Like), PAK — P21 aktivirana
kinaza (od engl. p21-Activated Kinase), WAVE - Wiskott-Aldrich Sindrom Verpolin-
homologni proteini, (od engleski Wiskott-Aldrich Syndrome Protein Family Verprolin-
Homologous), ROCK — Rho-povezana kinaza (od engl. Rho-associated Coiled-Coil Forming
Kinase), LIMK, LIM Domenska Kinaza (od engl. LIM Domain Kinase), ARP 2-3 — Protein 2/3
povezan s aktinom (od engl. Actin-related Protein 2/3), ERM, Ezrin-Radixin-Moezin (od engl.
Ezrin-Radixin-Moesin), RHO — Rho GTPaza (od engl. Rho GTPase), GTP — Gvanozin trifosfat
(od engl. Guanosine Triphosphate).

Kao jedan od zajednicki signalnih putova u sve tri stani¢ne linije izdvojio se Rho prijenos
signala (Slika 35, Slika 36) gdje se moze vidjeti snizenu razinu kadherina i integrina te G-

proteina. Povecana aktivnost RAC1 zabiljezena je u stani¢noj liniji HEK293T s utiSanom
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ekspresijom gena SAHH kao i u stani¢noj liniji SW480 s utisanom ekspresijom gena SAHH.
Takoder, znacajno je snizena razina ekspresije za kadherin 11, kadherin 12 i integrin 7 kao i u
stani¢noj liniji HEK293T s utiS8anom ekspresijom gena SAHH kao i u stani¢noj liniji SW480 s

utiSanom ekspresijom gena SAHH.

Stani¢no pokretanje i invazivnost tumorskih stanica u stani¢nim linijama s utiSanom

ekspresijom gena SAHH

Nakon provodenja eksperimenta sekvenciranja RNA (od engl. RNA seq) i detaljne analize
diferencijalne ekspresije gena, otkriveni su znacajni rezultate koji bacaju novo svjetlo na
mehanizme migracije tumorskih stanica. U stani¢nim linijjama s utiSanom ekspresijom gena
SAHH, detektirali smo veliki broj gena koji su diferencijalno eksprimirani (Slika 37). Ovi geni
igraju kljucne uloge u procesima migracije i invazije, $to ukazuje na to da SAHH-a moze imati

znacajnu ulogu u regulaciji ovih stani¢nih funkcija.
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Slika 37. Graficki prikaz rezultata diferencijalne ekspresije gena uz pomo¢ programa IPA Koji
prikazuje promjenjenje razine ekspresije gena u stani¢nim linijama MCF7 i SW480 s utiSanom
ekspresijom gena SAHH. Prikazane su molekule koje sudjeluju u procesu invazije tumorskih
stanica. Crvena boja ozna¢ava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznac¢ava snizenu
razinu transkripcije. Plava boja oznaCava smanjenu aktivnost, a narancasta boja oznacava
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pojacanu aktivnost. Ljubicasta boja oznacava interakciju vise molekula. Puna linija oznacava
direktnu interakciju izmedu molekula dok isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju
izmedu molekula. Objasnjenje najznacajnijih kratica i simbola: TGFBI — Transformirajuci
faktor rasta beta (od engl. Transforming Growth Factor Beta Induced), ALCAM - Aktivirana
stani¢na molekula adhezije (0od engl. Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule), IFITM1 —
Interferonom inducirani transmembranski protein 1 (od engl. Interferon-Induced
Transmembrane Protein 1), PLXNA2 — Pleksin A2 (od engl. Plexin A2), TCF4 —
Transkripcijski faktor TCF4 (od engl. Transcription Factor 4), CDH1 - E-kadherin (od engl.
E-Cadherin), NGFR — Receptor neuronalnog faktora rasta (od engl. Nerve Growth Factor
Receptor), BMP2 — Kostani morfogenetski protein 2 (od engl. Bone Morphogenetic Protein 2),
CD226 — Klasterska diferencijacija 226 (od engl. Cluster of Differentiation 226).

Moze se vidjeti da je povecana ekspresije gena TGFBI, ALCAM, IFITM1, PLXNA2 nakon
diferencijalne ekspresije gena u IPA programu u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom
gena SAHH dok je sniZena razina ekspresije gena TCF4, CDH1, NGFR, BMP2, CD226 (Slika
37). Osim gena koji pojedin¢ano imaju ulogu u stani¢noj invaziji i migraciji (Slika 37) kao
zajednicki signalni put u stani¢nim linijama s utiSanom ekspresijom gena SAHH izdvojio se

Prijenos signala mikro-okoline tumora u kojem STAT3 ima vaznu ulogu (Slika 38).
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Slika 38. Rezultati analize diferencijalno eksprimiranih stani¢nih putova u procesu prijenosa
signala putem mikro-okoline tumora dobivenih analizom signalnih putova (od engl. Pathway
Analysis) uz pomo¢ programa IPA u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena
SAHH. Crvena boja oznaCava povecanu razinu transkripcije. Plava boja oznacava smanjenu
aktivnost. Narancasta boja oznaCava pojacanu aktivnost dok plava oznaCava smanjenu
aktivnost. Ljubicasta boja oznacava interakciju vise molekula. Zelena boja ozna¢ava snizenu
razinu transkripta. Puna linija oznacava direktnu interakciju izmedu molekula dok isprekidana
linija oznacava indirektnu interakciju izmedu molekula. Objasnjenje kratica i simbola: MYC -
MYC proto-onkogen, bHLH transkripcijski faktor / od engl. MYC proto-oncogene, bHLH
transcription factor, CCND1 - Ciklin D1 / od engl. Cyclin D1, BCL2 - B-stani¢ni limfom 2 /
od engl. B-cell lymphoma 2, SPP1 - Sekretirani fosfoprotein 1, osteopontin / od engl. Secreted
phosphoprotein 1, osteopontin, PTGS2 - Prostaglandin-endoperoksid sintaza 2,
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ciklooksigenaza-2 (COX-2) / od engl. Prostaglandin-endoperoxide synthase 2,
cyclooxygenase-2 (COX-2) 6PGE2 - Prostaglandin E2, RACL1 - Ras-slican C3 botulinum
toksin substrat 1 / od engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1, STAT3 - Signalni
transduktor i aktivator transkripcije 3/ od engl. Signal transducer and activator of transcription
3, MMP9 - Matriks metalopeptidaza 9 / od engl. Matrix metallopeptidase 9, ICAM1 -
Medustani¢na adhezijska molekula 1/ od engl. Intercellular adhesion molecule 1, TIAM1 - T-
limfocitni invazivni i metastatski 1 / T-lymphoma invasion and metastasis 1, MAP2K14 -
Mitogenom aktivirana protein kinaza kinaza 14 / od engl. Mitogen-activated protein kinase
kinase 14, 1CFLAR - CASP8 i FADD- regulator slican apoptozi / od engl. CASP8 and FADD-
like apoptosis regulator, ERK 1/2 - Izvanstani¢nim signalom regulirana kinaza 1/2 / od engl.
Extracellular signal-regulated kinases %, MAP2K 1/2 - Mitogen-aktivirana protein kinaza
kinaza 1/2 / od engl. Mitogen-activated protein kinase kinase %, BAD - BCL2 antagonist
stani¢ne smrti / od engl. BCL2 antagonist of cell death.

Rezultati (Slika 38) ove analize jasno ukazuju na poveéanu aktivaciju klju¢nih komponenti
ovog puta, ukljucujuc¢i poveéanu razinu gena poput MYC, CCND1, BCL2, SP1, STAT3, SPP1,
PGE2, ICAM1, NFkB, MMP9, ERK1/2, BAD i RACL1. Ovaj put signalizacije igra klju¢nu ulogu
u reguliranju rasta, prezivljavanja i migracije tumorskih stanica. Povecana razina gena poput
MYC, CCND1 i BCL2 sugerira intenzivnu proliferaciju stanica, dok prisutnost gena kao §to su
SP1, STAT3, SPP1, PGE2, ICAM1 i NFkB ukazuje na aktivaciju upalnih procesa i procesa
odgovornih za prezivljavanje. Uz to, prisutnost faktora kao $to je MMP9 ukazuje na pojacanu
aktivnost razgradnje izvanstani¢nog matriksa, §to moze potaknuti invaziju tumorskih stanica u
okolna tkiva. Poveéana aktivnost proteina kao $to su ERK1/2, BAD i RAC1 dodatno sugerira
visoku razinu signalizacije koja potice prezivljavanje, migraciju i invaziju stanica. Naposljetku,
istaknuta je 1 povecana aktivnost remodeliranja izvanstanicnog matriksa. Ovo ukazuje na
promjene u strukturi i kompoziciji okolnog stani¢nog okruzenja koje podrzava rast i invaziju
tumora. Svi ovi elementi zajedno ¢ine kompleksnu mrezu interakcija unutar mikrookoline
tumora, naglaSavaju¢i vaznost ovog signalnog puta u procesima povezanim s progresijom
tumora. Dodatno sam STAT3 signalni put takoder se izdvojio kao zajednicki u stani¢noj liniji
MCF7 i SW480 s utisanom ekspresijom gena SAHH. Signalni put STAT3 (od engl. Signalni
transduktor i aktivator transkripcije 3) ima vaznu ulogu u tumorskim stanicama. U normalnim
stanicama, STAT3 aktivira se samo privremeno u odgovoru na vanjske signale, ali u tumorskim
stanicama STAT3 mozZe biti stalno aktiviran §to dovodi do promjena u procesima koji reguliraju
rast, prezivljavanje 1 invaziju stanica. Aktivacija STAT3 u tumorskim stanicama potice

ekspresiju gena koji poticu proliferaciju, inhibiraju apoptozu i poti¢u angiogenezu.
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Slika 39. Rezultati analize diferencijalno eksprimiranih stani¢nih putova u procesu Regulacije
stani¢nog ciklusa i regulacije ciklina dobivenih analizom signalnih putova (od engl. Pathway
Analysis) uz pomo¢ programa IPA u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena
SAHH. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije. Naranéasta boja oznacava
pojacanu aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. LjubiCasta boja oznacava
interakciju viSe molekula. Zelena boja oznafava snizenu razinu transkripta. Puna linija
oznacava direktnu interakciju izmedu molekula dok isprekidana linija oznacava indirektnu
interakciju izmedu molekula. Objasnjenje kratica i simbola: RB1 - Retinoblastom 1 gen / od
engl. Retinoblastoma 1 gene, E2F - Transkripcijski faktor E2F / od engl. Transcription factor
E2F, TFDP1 - Transkripcijski faktor DP-1/od engl. Transcription factor DP-1, CDK1 - Ciklin-
ovisna kinaza 1/ od engl. Cyclin-dependent kinase 1, od engl. CYCLIN A - Ciklin A, MYT1 -
Membranska protein kinaza tipa 1 / od engl. Membrane-type 1 protein kinase, od engl. CYCLIN
B - Ciklin B, HDAC - Histonska deacetilaza / od engl. Histone deacetylase.

Ovi geni (Slika 39), proteini i enzimi su kljuéni u regulaciji stani¢nog ciklusa, kontroliranju
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stani¢ne proliferacije i diferencijacije te odrzavanju genomske stabilnosti. Njihova disfunkcija
moze dovesti do nekontrolirane stani¢ne diobe i razvoja bolesti poput tumora. RB1 gen je
tumorsupresorski gen koji igra klju¢nu ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa i inhibiciji
nekontrolirane stani¢ne proliferacije. Enzim HDAC regulira epigenetske promjene u kromatinu
deacetilacijom histonskih proteina, $to moze utjecati na ekspresiju gena. Ciklin B je proteinski
partner CDK1 koji igra klju¢nu ulogu u prijelazu iz G2 faze u mitozu. MYT]1 je kinaza koja
inhibira aktivnost CDK1 i regulira prijelaz iz G2 faze u mitozu. Ciklin A je proteinski partner
CDKI1 koji regulira njegovu aktivnost tijekom stani¢nog ciklusa. Takoder, CDK1 je enzim Koji
regulira progresiju stani¢nog ciklusa i kontrolira prijelaz iz G2 faze u mitozu. Uz to TFDP1 je
transkripcijski faktor koji zajedno s E2F regulira ekspresiju gena u stani¢cnom ciklusu. Nadalje,
E2F je obitelj transkripcijskih faktora koji reguliraju ekspresiju gena ukljuéenih u stani¢ni
ciklus, apoptozu i diferencijaciju. Osim toga, gen RB1 je tumorsupresorski gen koji igra kljuénu
ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa i inhibiciji nekontrolirane stani¢ne proliferacije. STAT3
igra klju¢nu ulogu u regulaciji samoodrzavanja i proliferacije embrionalnih mati¢nih stanica
(EMSC). Slika 39 ilustrira uklju¢enost STAT3 u odrzavanje pluripotentnog stanja EMSC te
poticanje njihove proliferacije, isticu¢i kljuéne efektore nizvodno i signalne putove. Moze se

vidjeti povecana aktivaciju ciklina A, ciklina B, ciklin ovisne kinaze 1, RB1, E2F, TFDP1.
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Slika 40. Rezultati analize diferencijalno eksprimiranih stani¢nih gena dobivenih analizom
signalnih putova u procesu invazije stani¢nih linija tumora (od engl. Pathway Analysis) uz
pomo¢ programa IPA u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Crvena
boja oznacava povecanu razinu transkripcije. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok
plava oznacava smanjenu aktivnost. Ljubi¢asta boja oznacava interakciju vise molekula. Zelena
boja oznacava sniZenu razinu transkripta. Puna linija oznacava direktnu interakciju izmedu
molekula dok isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju izmedu molekula. Objasnjenje
kratica i simbola: TGFB1 — Transformirajuci faktor rasta beta 1 (od engl. Transforming Growth
Factor Beta 1) RORA — od engl. RAR-related orphan receptor A, RAR povezani receptor A,
DAB2 — od engl. Disabled homolog 2 (DAB2), takoder poznat kao Disabled-2 protein koji
kodira gen DAB2. Igra ulogu u endocitozi i signalnim putovima., BMP6 — Kostani
morfogenetski protein 6 (od engl. Bone Morphogenetic Protein 6), NOS2 - Sintaza dusikovog
monoksida 2 (od engl. Nitric Oxide Synthase 2), PLXN2 — Pleksin B2 (od engl. Plexin B2),
CADPS — Aktivator sekrecije proteina ovisan o kalciju (od engl. Calcium-Dependent Secretion
Activator).

Analiza diferencijalne ekspresije gena u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena

SAHH otkrila je znacajne promjene u genima povezanim s invazijom tumorskih stanica.
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TGFp1, RORA, DAB2, BMP6, NOS2, PLXN2 i CADPS pokazali su znacajnu povecanu
ekspresiju, dok su TCF4 i SAHH (Slika 41) znacajno smanjeni. Analiza srzi (od engl. Core
analysis) je provedena u programu IPA uz strogo definirane parametre, ukljucujuéi raspon
faktora povecéanja (logaritamskih od engl. Fold change) od -0.5 do 0.5. Rezultat te analize jasno
istiCe prijenos signala Wnt kao zajednicki signalni put koji se izdvaja medu promijenjenim

genima u stani¢nim linijama s utiS$anom ekspresijom gena SAHH.
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Slika 41. Rezultati analize diferencijalno eksprimiranih stani¢nih signalnih putova dobivenih
analizom signalnih putova (od engl. Pathway Analysis) i analizom srzi (od engl. Core analysis)
uz pomo¢ programa IPA u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Prijenos
signala putem WNT — f katenin izdvojio se kao diferencijalno eksprimirani u stani¢noj liniji
SW480 s utisanom ekspresijom gena SAHH. Crvena boja oznafava poveéanu razinu
transkripcije. Narancasta boja oznaCava pojacanu aktivnost dok plava oznaCava smanjenu
aktivnost. Ljubicasta boja oznacava interakciju vise molekula. Zelena boja oznacava snizenu
razinu transkripta. Puna linija oznacava direktnu interakciju izmedu molekula dok isprekidana
linija oznacava indirektnu interakciju izmedu molekula. Analiza je provedena uz strogo
definirane parametre, ukljucujuéi raspon faktora povecanja (logaritamskih od engl. Fold
change) od -0.5 do 0.5. Objasnjenje kratica i simbola: APC2 — Adenomatozni polipozis kolona
2 (od engl. Adenomatous Polyposis Coli 2), CDH12 - Kaderin 12 (od engl. Cadherin 12),
DKK1 - Dickkopf 1, 4. DKK3 — od engl- Dickkopf 3, DKK4 — Dickkopf 4, FZD7 — od engl.
Frizzled 7, GJA1 — od engl. Gap Junction Protein Alpha 1 (Protein alfa 1 pukotinskih spojeva),
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HNF1A — Hepatocitni nuklearni faktor 1 alfa (od engl. Hepatocyte Nuclear Factor 1 Alpha),
POUSF1 —POU Transkripcijski faktor 1 POU domena, razred 5 (od engl. POU Domain Class
5 Transcription Factor 1), RARB — Receptor beta retinoi¢ne kiseline (od engl. Retinoic Acid
Receptor Beta), SFRP5 — od engl. Secreted Frizzled-Related Protein 5 (Izlu¢eni frizzled-srodni
protein 5), SOX5 — Transkripcijski faktor SOXS5, (od engl. SRY-Box Transcription Factor 5),
SOX6 — od engl. SRY-Box Transcription Factor 6 — SOX6 transkripcijski faktor, TCF4 -
Transkripcijski faktor 4 (od engl. Transcription Factor 4), TLE1 — Protein 1 sli¢an transducinu
(od engl. Transducin-Like Enhancer Protein 1), TLE4 — Protein 4 sli¢an transducinu (od engl.
Transducin-Like Enhancer Protein 4), WNT6 — ¢lan obitelji Wingless-MMTYV integracijsko
mjesto 6 (od engl. Wingless-Type MMTV Integration Site Family, Member 6).

Primje¢ujemo da neki geni pokazuju znacajne promjene u ekspresiji, pri cemu su CDH12 i
HNF1A istaknuti s najve¢om vrijednos¢u faktora povecanja. Ovi rezultati sugeriraju da bi
CDH12 i HNF1A mogli imati klju¢nu ulogu u regulaciji prijenosa signala putem Wnt-a u
kontekstu smanjene ekspresije SAHH. Ovi geni (Tablica 7), proteini i faktori transkripcije igraju
vazne uloge u razli¢itim bioloskim procesima kao Sto su razvoj, diferencijacija stanica, prijenos
signala i regulacija gena. Njihova disfunkcija moze biti povezana s razli¢itim bolestima i

stanjima.

Tablica 7. Rezultati diferencijalne ekspresije gena u prijenosu signala putem Wnt, dobiveni uz
pomo¢ analize putova, analize srzi i analize kanonskih putova funkcija (od engl. Pathways
analysis, Core analysis, Canonical Pathways Analysis) i programa IPA u stani¢noj liniji
SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH.
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Simbol

APC2
CDH12

DKK1

DKK3

DKK4
FzZD7

GJAl

HNF1A

POUSF1

RARB

SFRP5

SOX5

SOX6

TCF4

TLE1

TLE4

WNT6

Naziv gena

Od engl. APC regulator of WNT signaling
pathway 2, APC regulator prijenosa signala
WNT 2

Od engl. cadherin 12, kadherin 12

Od engl. dickkopf WNT signaling pathway
inhibitor 1, DKK1 inhibor prijenosa signala
Wnt

Od engl. Dickkopf WNT signaling pathway
inhibitor 3

DKK3 inhibor prijenosa signala Wnt

Od engl. Dickkopf WNT signaling pathway
inhibitor 4

DKK4 inhibor prijenosa signala Wnt

Od engl. Frizzled class receptor 7, receptor 7
Od engl. Gap junction protein alpha 1,
protein alpha 1 pukotinskih spojeva

Od engl. HNF1 homeobox A, HNF1
homeobox A

Od engl. POU class 5 homeobox 1, POU
homeobox 1

retinoic acid receptor beta, receptor beta
retioni¢ne kiselina

Od engl. Secreted frizzled related protein 5
Protein 5 povezan s frizzled receptorom

Od engl. SRY-box transcription factor 5
SRY transkripcijski faktor 5

Od engl. SRY-box transcription factor 6
SRY transkripcijski faktor 6

Od engl. Transcription factor 4,
transkripcijski faktor 4

Od engl. TLE family member 1,
transcriptional ~ corepressor, TLE 1
korepresor

Od engl. TLE family member 4,
transcriptional corepressor, transkripcijski
korepresor TLE4

Od engl. Wnt family member 6, ¢lan Wnt 6
proteina

Ensembl

ENSG00000115266.7
ENSG00000154162.9

ENSGO00000107984.5

ENSGO00000050165.13

ENSG00000104371.4
ENSG00000155760.1

ENSG00000152661.7

ENSG00000135100.13

ENSG00000204531.11

ENSGO00000077092.14

ENSG00000120057.4

ENSG00000134532.11

ENSG00000110693.11

ENSG00000196628.9

ENSGO00000196781.9

ENSG00000106829.14

ENSG00000115596.3

Faktor povecanja

3,428
-11,706

-3,416

3,316

-3,791
4,134

-5,544
-13,408
-5,964
-7,753
3,362
-8,898
-3,842

-3,915

4,455

4,145

4,078
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Slika 42. Rezultati analize putova (od engl. Pathways Analysis) i analize srzi (od engl. Core
analysis) napravljeni u programu IPA u stani¢nim liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena
SAHH. Ova signalna mreza prikazuje molekule koje su u direktnoj i indikretnoj intrekacije sa
SAHH-a u utiSanoj stani¢noj liniji SW480 u usporedbi s kontrolom stani¢énom linijom.
Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok plava oznaCava smanjenu aktivnost. Crvena
boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznaCava sniZenu razinu
transkripcije. Isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju, dok puna linija oznacava
direktnu interakciju. ObjaSnjenje najznacajnijih kratica i simbola: STAT3 — Signalni
transduktor i aktivator transkripcije 3 (od engl. Signal Transducer and Activator of
Transcription 3), od engl. HISTONE H3 — histon H3, od engl. HISTONE H4 — histon H4,
TMA4SF19 — Transmembranski protein 4 L Sest, ¢lan obitelji 19 (od engl. Transmembrane 4 L
Six Family Member 19), CD93 Molekula — CD93, MYT1 - tirozin/treoninska protein kinaza 1
povezana s membranom (od engl. Membrane Associated Tyrosine/Threonine 1), RCSD1 - od
engl. RCSD Domain Containing 1 je protein koji ima ulogu u vezanju filamenata aktina.

Najznacajniji geni dobiveni analizom putova uz pomo¢ programa IPA u stani¢noj liniji MCF7
s utiSanom ekspresijom gena SAHH (Slika 42) su: SAHH, STAT3 - Signalni transduktor i
aktivator transkripcije 3 (od engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3),
HISTONE H3, HISTONE H4, TM4SF19 - Transmembranski 4 L Sest protein ¢lan obitelji 19
(od engl. Transmembrane 4 L Six Family Member 19), CD93 Molekula CD93, MYT1 -
Tirozin/treoninska protein kinaza 1 povezana s membranom (od engl. Membrane Associated
Tyrosine/Threonine 1), RCSD1 - Regulator cappinga 1, Regulator domene za stani¢no
signaliziranje (od engl. CAPER, Regulator of Cellular Signaling Domain 1).
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STAT3 - Signalni transduktor i aktivator transkripcije 3 (od engl. Signal Transducer and
Activator of Transcription 3) je protein koji djeluje kao transkripcijski faktor, igrajuci vaznu
ulogu u mnogim stani¢nim funkcijama kao $to su rast, prezivljavanje i diferencijacija. Histonski
protein H3 jedan je od pet glavnih histonskih proteina koji zajedno s H2A, H2B, H4, i H1, ¢ini
strukturu nukleosoma, osnovne jedinice kromatina, i igra kljuénu ulogu u regulaciji gena.
Histon H4 je jedan od glavnih histonskih proteina koji sudjeluje u strukturi nukleosoma i igra
vaznu ulogu u pakiranju DNA i regulaciji gena. Protein TMA4SF19 pripada obitelji
transmembranskih 4 L Sest proteina, ali specificna funkcija ovog proteina moze varirati i
trenutno nije Siroko poznata ili dobro dokumentirana. Molekula CD93 je glikoprotein koji se
nalazi na povrSini stanica i igra ulogu u razli¢itim imunoloskim procesima, ukljucujuci
fagocitozu i upalu. Tirozin/treoninska protein kinaza 1 povezana s membranom (od engl.
Membrane Associated Tyrosine/Threonine 1) je kinaza koja sudjeluje u regulaciji stani¢nog
ciklusa, posebno u inhibiciji prijelaza iz G2 faze u mitozu. Protein RCSD1- RCSD ima ulogu

u vezanju filamenata aktina.
Network 12 : MCF7.WT.vs.AHCY(-1.5,1.5,0.05) - 2022-03-28 01:01 PM : MCF7.WT.vs.AHCY : MCF7.WT.vs.AHCY(-1.5,1.5,0.05) - 2022-03-28 01:01 PM
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Slika 43. Rezultati analize putova (od engl. Pathways Analysis) i analize srzi (od engl. Core
analysis) napravljeni u programu IPA u stani¢nim liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena
SAHH. Ova signalna mreza prikazuje molekule koje su u direktnoj i indikretnoj interakcije s
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SAHH-a u utiSanoj stani¢noj liniji SW480 u usporedbi s kontrolom stani¢nom linijom.
Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok plava oznaava smanjenu aktivnost. Crvena
boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava snizenu razinu
transkripcije. Ljubicasta boja oznacava interakciju vise molekula. Isprekidana linija oznacava
indirektnu interakciju, dok puna linija oznacava direktnu interakciju. Objasnjenje najznacajnijih
kratica i simbola: PDE11A - Fosfodiesteraza 11A (od engl. Phosphodiesterase 11A), SYNPO2
- Sinaptopodin 2, NOTCH - signalni put Notch, RFTNL1 - Raftlin 1, NT5E - 5-nukleotidaza,
ektocitoplazmatska (od engl. Ecto-5'-nucleotidase, TGF BETA, DNAJB9 - Dnal (Hsp40)
homolog, subobitelj B, ¢lan 9, Histonski protein H3 (od engl. HISTONE H3), APl -
Aktivacijski protein 1 (od engl. Activator Protein 1), INTERFERON ALPHA - Interferon alfa,
HIF1- Hipoksija-inducibilni faktor 1 (od engl. Hypoxia-Inducible Factor 1), FIBRINOGEN -
Fibrinogen, TRYPSIN - Tripsin.

Najznacajniji geni dobiveni analizom putova uz pomo¢ programa IPA u stani¢noj liniji MCF7
s utiSanom ekspresijom gena SAHH (Slika 43) su: PDE11A, SYNPO2, HIF1, Fibrinogen,
Interferon alfa, AP1, Histon H3, DNAJB9, TGF beta, NT5E - 5'-nukleotidaza,
ektocitoplazmatska, VEGF, RFTNL1, interferon alfa, DNAJB9 - DnaJ (Hsp40) homolog, AP1.
Fosfodiesteraza 11A (PDE11A, od engl. Phosphodiesterase 11A) je enzim koji sudjeluje u
razgradnji ciklicnih nukleotida unutar stanica, igraju¢i ulogu u signalnim putovima koji
reguliraju razlicite stani¢ne funkcije. Sinaptopodin je protein koji igra ulogu u organizaciji
aktinskog citoskeleta, posebno u podruc¢jima kao $to su dendriticke bodlje neurona, §to je vazno
za sinapticku plasti¢nost i funkciju. Signalni put Notch je Klju¢ni signalni put u mnogim vrstama
stanica koji regulira stani¢nu diferencijaciju, proliferaciju i1 sudbinu. NOTCH se odnosi na
obitelj transmembranskih receptora koji sudjeluju u ovom putu. RFTN1 je protein koji igra
ulogu u organizaciji lipidnih splavova (od engl. rafts) na stani¢noj membrani, §to moze utjecati
na signalizaciju i transport unutar stanice. Enzim koji sudjeluje u metabolizmu nukleotida je
NT5E - 5'-nukleotidaza, ektocitoplazmatska (od engl. Ecto-5'-nucleotidase), posebno u
pretvaranju ekstracelularnog AMP u adenozin, $to ima vaznu ulogu u regulaciji imunoloskog
odgovora i upale. Vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF, od engl. Vascular Endothelial
Growth Factor) je Klju¢ni signalni protein koji poti¢e rast i formiranje krvnih zila
(angiogeneza), vazan u procesima kao §to su razvoj tkiva i zacjeljivanje rana. Transformirajuci
faktor rasta beta (TGFP, od engl. Transforming Growth Factor Beta) je velika obitelj signalnih
molekula koje imaju klju¢ne uloge u regulaciji stani¢nog rasta, diferencijacije, apoptoze i
drugih funkcija. DNAJB9 je protein koji pomaze u pravilnom sklapanju drugih proteina i
odgovoru na stres, djelujuc¢i kao molekularni Saperon. Histonski protein H3 je jedan od pet
glavnih histonskih proteina koji zajedno s drugima €ini strukturu nukleosoma, osnovne jedinice
kromatina, i igra klju¢nu ulogu u regulaciji gena. Aktivacijski protein 1 (AP1, od engl. Activator

Protein 1) je transkripcijski faktor koji regulira ekspresiju gena u odgovoru na razlicite stani¢ne
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stimuluse, ukljucujuci rast, diferencijaciju i apoptozu. Interferon alfa je skupina proteina s
antivirusnim, antitumorskim i imunomodulacijskim svojstvima, dio $ire obitelji interferona koji
igraju klju¢nu ulogu u obrani tijela od virusnih infekcija hipoksija-inducibilni faktor 1 (HIF1,
od engl. Hypoxia-Inducible Factor 1) ima klju¢nu ulogu u odgovoru stanica na hipoksiju (niska
razina kisika) reguliraju¢i ekspresiju gena koji sudjeluju u metabolizmu, angiogenezi i
prezivljavanju stanica. Fibrinogen je plazma protein koji se pretvara u fibrin tijekom
zgrusavanja krvi, klju¢an za formiranje krvnog ugruska. Tripsin je enzim koji se nalazi u
probavnom sustavu, posebno u gusteraci, gdje sudjeluje u razgradnji proteina na manje peptidne
lance ili aminokiseline tijekom probave. Prema rezultatima (Slika 38, Slika 39) dobivenim
analizom srzi i analizom putova uz pomo¢ programa IPA moze se vidjeti da je predvidena
indirektna interakcija SAHH-a i histona H3 u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom
gena SAHH kao u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH (faktor povecanja,
od eng. logz Fold change -2.2.). Indirektna interakcija SAHH-a i histona H3 te STAT3 prisutna
je u obje obzervacije, takoder moze se vidjeti znacajno sniZzenu razinu ekspresije RCSD1 i
CD93 u obje analize tj. u stani¢nim linijama SW480 i MCF7 s utiSanom ekspresijom gena
SAHH. Analiza srzi nam takoder nudi opciju saZetog pregleda i kategorizacije podataka nakon
diferencijalne ekspresije gena uz pomo¢ programa IPA. Moze se vidjeti da diferencijalno
eksprimirani geni u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH najvise aktivni
za procese stani¢nog pokretanja, stani¢nog razvoja, stani¢nog rasta i proliferacije, stani¢ne
signalizacije i interakcije te stani¢ne organizacije. Dok se kod stani¢ne linije HEK293T s
utiSanom ekspresijom gena SAHH takoder radi o stani¢noj signalizaciji, stanicnom pokretanju
s ve¢im naglasom na stani¢ni transport i signalizaciju. Kao §to moze vidjeti, sli¢no je i u
stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH, no, u ovom slucaju tu se joS ubraja
I staniéna morfologija. Opcija sazetog pregleda i kategorizacije dobivenih diferencijalno
eksprimiranih gena omogucila nam je uvid u procese koji su najvise promijenjeni, 0dn0OSno
aktivni uslijed utiSavanja gena SAHH u stani¢nim linijama SW480, MCF7 i HEK293T (Slika
40, Tablica 8). Za stani¢nu liniju SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH moze se vidjeti
da u je u procesu stani¢nog pokretanja 741 molekula diferencijalno eksprimirana, u staniénom
razvoju 886 molekula, stani¢ni rast i proliferacija 887 molekula, stani¢ni prijenos signala i
interakcija 554, stani¢no organizacija 559 molekula. Za stani¢nu liniju HEK293T s utiSanom
ekspresijom gena SAHH imamo 886 molekula diferencijalno eksprimiranih koje sudjeluju u
stani¢noj interakciji, stanicnom pokretanju 962, molekularnom transportu 990, stani¢cnom
funkcioniranju i odrzavanju 726 te u stani¢noj signalizaciji 342 molekule. Za stani¢nu liniju

MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH imamo 976 molekulu diferencijalno eksprimiranu
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u procesima stani¢nog pokretanja dok je u procesima stani¢ne organizacije 876 molekula te
stani¢nih funkcija i odrzavanja 1064 molekula, stani¢na morfologija 637 molekula, te u

procesima stani¢ne smrt i prezivljenja 1223 molekule.

Tablica 8. Popis stani¢nih procesa koji su razli¢ito aktivni odnosno diferencijalno eksprimirani
kod stanica divljeg tipa linija MCF, SW480 i HEK293T i stani¢nih linija s utiSanom
ekspresijom gena SAHH.

Stani¢na linija MCF7 s utiSanim .
Broj molekula

SAHH genom

Stani¢no pokretanje 976
Stani¢na smrt i prezivljavanje 876
Stani¢na funkcija 1064
Stani¢na morfologija 637
Stani¢na smrt i prezivljavanje 1223

Stani¢na linjja HEK293T s

utiSanim SAHH genom Broj molekula

Prijenos signala i interakcija

. ; 866
1izmedu stanica

Stani¢no pokretanje 962
Transport molekula 990
Stani¢na funkcija i odrzavanje 726
Prijenos stani¢nog signala 342

Stani¢na linijja SW480 s utiSanim .
Broj molekula

SAHH genom

Pokretanje stanica 741
Razvoj stanica 886
Razvoj stanica i proliferacija 887
Prijenos signala i interakcija

. . 554
1izmedu stanica

Organizacija stanica 559
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Slika 44. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) dobiveni uz pomo¢ programa IPA u
kojoj su identificirane diferencijalne promjene u ekspresiji gena u signalnom putu Notch.
Analiza je provedena uz strogo definirane parametre, ukljucujuci raspon faktora povecanja (od
engl. Fold change) vrijednosti u rasponu od - 0.5 do 0.5 u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom
ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja oznacava pojac¢anu aktivnost dok plava oznacava
smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja
oznacava snizenu razinu transkripcije. Isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju, dok
puna linija oznacava direktnu interakciju. Ljubicasta boja oznacava interakciju viSe molekula.
Objasnjenje najznacajnijih kratica i simbola: CNTN1 - Kontaktin 1 (od engl. Contactin 1),
RBPJ - protein koji veze rekombinacijski signal za imunoglobulin J regiju, (od engl.
Recombination Signal Binding Protein for Immunoglobulin Kappa J Region), MAG -
Glikoprotein vezan za mijelin, (od engl. Myelin-Associated Glycoprotein), HERP -
Homocistein-inducirani ER protein (od engl. Homocysteine-Inducible ER Protein), NOTCH -
Notch receptor (od engl. Notch Receptor), DTX (Deltex): Obitelj gena Deltex (od engl. Deltex
Family of Genes).

Rezultat analize srzi uz pomo¢ programa IPA jasno istice signalni put Notch (Slika 44, Slika
45) kao zajednicki signalni put koji se izdvaja medu promijenjenim genima u stani¢nim linijama
s utiSanom ekspresijom gena SAHH i stanicama fibrolasta pacijenata s deficijencijom SAHH-

a.
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Slika 45. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) dobiveni uz pomo¢ programa IPA u
kojoj su identificirane diferencijalne promjene u ekspresiji gena u signalnom putu Notch.
Analiza je provedena uz strogo definirane parametre, uklju¢ujuci raspon faktora povecanja
(logaritamskih od engl. Fold change) vrijednosti u rasponu od - 0.5 do 0.5 u stani¢noj liniji
SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok
plava oznacava smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok
zelena boja oznacava sniZzenu razinu transkripcije. Ljubicasta boja oznaCava interakciju vise
molekula. Isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju, dok puna linija oznac¢ava direktnu
interakciju. Objasnjenje najznacajnijih kratica i simbola: CNTN1 - Kontaktin 1 (od engl.
Contactin 1), RBPJ protein koji veze rekombinacijski signal za imunoglobulin J regiju (od engl.
Recombination Signal Binding Protein for Immunoglobulin Kappa J Region), MAG -
Glikoprotein vezan za mijelin (od engl. Myelin-Associated Glycoprotein), HERP -
Homocistein-inducirani ER protein (od engl. Homocysteine-Inducible ER Protein), NOTCH -
receptor Notch (od engl. Notch Receptor), DTX (Deltex): Obitelj gena Deltex (od engl. Deltex
Family of Genes).

Signalni put Notch igra klju¢nu ulogu u stani¢noj signalizaciji i razvoju organizma. Aktivacija
receptora Notch pokrece kaskadu dogadaja koja moZe utjecati na stani¢nu proliferaciju,
diferencijaciju, apoptozu i stani¢ni sudbinu. U stani¢cnom putu Notch posebno je zanimljiv gen
CNTN1 koji je povecano eksprimiran u tumorskoj stani¢noj liniji s utiSanom ekspresijom gena
SAHH. Dodatno, CNTNL1 je gen koji kodira protein koji pripada obitelji adhezivnih molekula i
igra vaznu ulogu u razvoju Ziv€anog sustava. Medutim, nedavna istrazivanja su pokazala da

CNTN1 gen moze imati i ulogu u progresiji tumora. Studije su pokazale da povecana ekspresija
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CNTN1 gena moze biti povezana s agresivnijim oblikom tumora i lo$ijim ishodom kod
pacijenata s razli¢itim vrstama karcinoma, ukljucujuéi rak dojke, plu¢a i debelog crijeva.
Protein CNTN1 moze poticati invaziju i metastaziranje tumora putem interakcija s drugim
stanicnim molekulama i signalnih putova koji poticu rast i prezivljavanje tumorskih stanica.
Osim toga, gen CNTN1 moze biti ukljucen u regulaciju procesa angiogeneze (formiranje novih
krvnih Zila) u tumorskom mikrookruzenju, §to moze podrzati rast tumora i Sirenje metastaza. U
ovom istrazivanju su prepoznati su kao zajednicki signalni putovi stani¢nih linija MCF7,
SW480 HEK293T s utisanom ekspresijom gena SAHH i uzoraka fibroblasta bolesnika sljede¢i
signalni putovi: Semaphorin neuronal repulsive signaling pathway (Put neuronskog odbojnog
signaliziranja semaforina) (Slika 43, Slika 45), CREB signaling in neurons (CREB-prijenos
signala u neuronskim stanicama), ID1 signaling pathway (Put signalizacije gena ID1),
LXR/RXR activation (Aktivacija receptora LXR/RXR), Semaphorin neuronal signaling
pathway (Put neuronske signalizacije semaforina) (Slika 44) i STAT3 signaling pathway (Put
signalizacije gena STAT3). Ovi putovi su identificirani kao zajednic¢ki unato¢ tome §to nisu
specifi¢ni za navedene stani¢ne linije SW480, MCF7, HEK 293T s utiSanom ekspresijom gena
SAHH. Analizom diferencijalne ekspresije gena i analize srzi, ovi stani¢ni putovi izdvojili su
se kao zajedni¢ki u sve tri stanic¢ne linije (MCF7, SW480, HEK293T) u kojima je utisan gen

SAHH te u fibroblastima bolesnika koji postoje u nasem laboratoriju iz prethodnih istrazivanja.
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Put neuronske signalizacije putem semaforina (od engl. Semaphorin neuronal signaling

pathway)

Semaphorin Neuronal Repulsive Signaling Pathway
Overlay: CTRL_vs_CRO(-0.5,0.5) - 2022-05-04 02:42 PM, Expr Log Ratio
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Slika 46. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis ) i analize putova ( Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojoj su identificirane diferencijalne promjene u putu
neuronske signalizacije semaforina u uzorcima izoliranima iz fibroblasta bolesnika u usporedbi
s zdravim fibroblastima CTRL. Narancasta boja oznaCava pojacanu aktivnost dok plava
oznacava smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena
boja oznacava sniZzenu razinu transkripcije. Puna linija oznacava direktnu interakciju molekula
dok isprekidana linija oznaCava indirektnu interakciju molekula. Objasnjenja najznacajnijih
kratica i simbola: AKT (Proteinska kinaza B, PKB, od engl. Protein Kinase B), PI3K
(Fosfatidilinozitol 3-kinaza, od engl. Phosphatidylinositol 3-Kinase), ROCK (proteinska
kinaza povezana s Rho od engl. Rho-Associated Protein Kinase), TP53 (Tumorski supresor
p53, od engl. Tumor Suppressor Protein p53), AKT (Protein kinaz B, PKB, od engl. Protein
kinase B), Cofilin (odnosi se na gene kao $to su CFL1, koji kodira kofilin-1, od engl. Cofilin

1), SEMAS3A (Semaforin 3A od engl. Semaphorin 3A).
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Semaphorin Neuronal Repulsive Signaling Pathway : MCF7.WT.vs. AHCY 2 : Expr Log Ratio
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Slika 47. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putove (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u Putu
neuronske signalizacije semaforina u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH
u usporedbi s roditeljskom stani¢nom linijom MCF7. Narancasta boja oznacava pojac¢anu
aktivnost dok plava oznaava smanjenu aktivnost. Parametara analize diferencijalne ekspresije
gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -
0.5 do 0.5. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznaava
snizenu razinu transkripcije. Puna linija oznafava direktnu interakciju molekula dok
isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju molekula. Objasnjenja najznacajnijih kratica
i simbola: AKT (Proteinska kinaza B, PKB, od engl. Protein Kinase B), PI3K
(Fosfatidilinozitol 3-kinaza, od engl. Phosphatidylinositol 3-Kinase), ROCK (proteinska
kinaza povezana s Rho od engl. Rho-Associated Protein Kinase), TP53 (Tumorski supresor
p53, od engl. Tumor Suppressor Protein p53), AKT (Protein kinaz B, PKB, od engl. Protein
kinase B), Cofilin (odnosi se na gene kao $to su CFL1, koji kodira kofilin-1, od engl. Cofilin
1), SEMA3A (Semaforin 3A od engl. Semaphorin 3A).

Dobiveni podaci nakon diferencijalne ekspresije gena i obrade podataka u IPA programu
ilustriraju zajednicki diferencijalno eksprimirani signalni put Put neuronske signalizacije
semaforina (od engl. Semaphorin neuronal signaling pathway) u stani¢nim linijama SWA480 i
MCEF7 i fibroblastima bolesnika s utiSanom ekspresijom gena SAHH (Slika 46, Slika 47, Slika
48). Podaci ilustriraju zajednicki diferencijalno eksprimirani signalni put neuronske
signalizacije semaforina u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH i
fibroblastima bolesnika s deficijencijom SAHH-a, nakon temeljite analize koriStenjem strogo

definiranih parametara analize s fokusom na faktor povecanja vrijednosti (logaritamske
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vrijednosti) unutar raspona od -0.5 do 0.5. Analizom je izdvojen signalni put neuronske
signalizacije semaforina kao jedan od zajednickih diferencijalno eksprimiranih putova u

utiSanim stani¢nim linijama i u stanicama izoliranih iz fibroblasta bolesnika.
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Slika 48. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putove (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u Putu
neuronske signalizacije semaforina u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena
SAHH u usporedbi sroditeljskom stani¢nom linijjom SW480. Narancasta boja oznacava
pojacanu aktivnost dok plava ozna¢ava smanjenu aktivnost. Parametara analize diferencijalne
ekspresije gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona
vrijednosti od -0.5 do 0.5. Crvena boja oznac¢ava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja
oznacava snizenu razinu transkripcije. Puna linija oznacava direktnu interakciju molekula dok
isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju molekula. Objasnjenja najznacajnijih kratica
i simbola: AKT (Proteinska kinaza B, PKB, od engl. Protein Kinase B), PI3K
(Fosfatidilinozitol 3-kinaza, od engl. Phosphatidylinositol 3-Kinase), ROCK (proteinska
kinaza povezana s Rho od engl. Rho-Associated Protein Kinase), TP53 (Tumorski supresor
p53, od engl. Tumor Suppressor Protein p53), AKT (Protein kinaz B, PKB, od engl. Protein
kinase B), Cofilin (odnosi se na gene kao §to su CFL1, koji kodira kofilin-1, od engl. Cofilin
1), SEMA3A (Semaforin 3A od engl. Semaphorin 3A).

Prema rezultatima moze Se vidjeti da u stani¢nim linijama SW480 i MCF7 te uzorcima
fibroblasta bolesnika s utisanom ekspresijom gena SAHH imamo znacajno nizu razinu
ekspresije gena SEMA3A i SEMA3E. Ekspresijski profili stani¢ne linije MCF7 s utiSanom

ekspresijom gena SAHH i uzorci firoblasta bolesnika sa snizenom ekspresijom gena SAHH su
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gena SAHH u kontekstu signalnog puta neuronske signalizacije samforina znacajno razlikuje.
Semaphorin 3A (SEMA3A) je ¢lan obitelji semaforina, koji su poznati po svojoj ulozi u
vodenju aksonalnog rasta tijekom razvoja zivéanog sustava. Medutim, njihova uloga se proteze
I izvan ziv¢éanog sustava, ukljucujuci regulaciju imunoloskih odgovora i tumorigeneze. Nadalje,
SEMB3A, posebno, privla¢i znacajnu paznju zbog svoje potencijalne uloge kao tumorskog
supresora u razli¢itim tipovima tumora. U kontekstu tumora dojke, istrazivanja su pokazala da
je SEMAS3A smanjeno reguliran u tumorskim tkivima i da njegova ekspresija negativno korelira
sa stadijem tumora. Ovo sugerira da SEMA3A moze djelovati kao tumorski supresor, Cija je
smanjena ekspresija povezana s napredovanjem tumora. Studije in vivo su dodatno potvrdile
ulogu SEMA3A u inhibiciji tumorigeneze, pokazujué¢i da dodatak SEMA3A moze inhibirati
rast tumora. U kontekstu tumora mozga, posebno je zanimljiva uloga Sema3A u regulaciji
proliferacije i invazije mati¢nih stanica tumora mozga (BTSC, od engl. Brain Tumor Stem Cell
Invasion). Pretpostavlja se da SEMA3A direktno inhibira proliferaciju BTSC i potice njihovu
invaziju putem interakcija s receptorima neuropilin 1 (Nrpl) i pleksin. Ovo ukazuje na slozenu
ulogu SEMA3A u regulaciji dinamike tumora mozga, gdje moze djelovati kao supresor rasta,
ali i kao regulator invazivnog ponasanja. U kontekstu tkivne specifi¢nosti, vazno je napomenuti
da uloga SEMA3A moze varirati ovisno o tipu tkiva i tumorskom mikrookruzenju. U nasim
staniénim linijama, snizena ekspresija gena SEMA3A mogla bi potencijalno rezultirati
povec¢anom onkogenezom, $to ukazuje na znacajnu poveznicu izmedu regulacije ekspresije
gena SEMA3A i tumorigeneze. Ovo je posebno relevantno u svjetlu saznanja da SAHH-a ima
kljuénu ulogu u regulaciji metilacije DNA 1, posljedi¢no, ekspresiji gena, ukljucujuéi i
SEMABSA. Smanjena aktivnost SAHH-a mogla bi dovesti do promjena u metilacijskom statusu
promotorskih regija gena SEM3A, §to bi moglo objasniti snizenu ekspresiju SEMA3A u

stani¢nim linijama s utiSanom ekspresijom gena SAHH.
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CREB prijenos signala u neuronskim stanicama (od engl. CREB signaling in neurons)

Prijenos signala putem CREB-a (cikli¢ki

adenozin monofosfat

vezujuci

protein)

transkripcijskog faktora igra vaznu ulogu u neuronskim stanicama regulirajuci ekspresiju gena

kao odgovor na razli¢ite podrazaje. Kada su neuroni aktivirani, pokrecu se signalni putovi Koji

dovode do aktivacije CREB transkripcijskih faktora. Nakon aktivacije, CREB se veze na

specificne DNA sekvence poznate kao cAMP odgovorne elemente (CREs) u promotorskim

regijama ciljanih gena, ¢ime se poti¢e njihova transkripcija. Zanimljivo je primijetiti da se u

utiSanim stani¢nim linijiama za gen SAHH (Slika 49) moze vidjeti poremecaj u ovoj

signalizaciji s obzirom da je djelomi¢no regulirana koncentracijom adenozina.

CREB Signaling in Neurons : SW480-wt-vs-siAHCY 2 : Expr Log Ratio
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Slika 49. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putove (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u Putu
CREB-prijenosa signala u neuronskim stanicama u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom
ekspresijom gena SAHH u usporedbi s kontrolnom stani¢nom linijom SW480. Narancasta boja
oznaCava pojacanu aktivnost dok plava oznaava smanjenu aktivnost. Parametara analize
diferencijalne ekspresije gena s fokusom na faktor povecéanja (od engl. Fold change) su unutar
raspona vrijednosti od -0.5 do 0.5. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok
zelena boja oznacava sniZzenu razinu transkripcije. Puna linija oznacava direktnu interakciju
molekula dok isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju molekula. Objasnjenja
najznacajnijih kratica i simbola: GPCR (od engl. G protein-coupled receptors, Receptori
spregnuti s G proteinom), RAF1 (takoder poznat kao c-Raf): RAF1, RAS: RAS proteini (od
engl. RAS proteins) , AKT (Protein kinaza B, PKB, od engl. Protein Kinase B (PKB)), PI3K
(Fosfatidilinozitol 3-kinaza, od engl. Phosphatidylinositol 3-Kinase), PKC (Protein kinaza C,
od engl. Protein Kinase C), cREB (CAMP-vezujuéi protein, ciklicki adenozin monofosfat
vezujuci protein, od engl. Cyclic AMP Response Element-Binding Protein).

Put prijenosa signala putem gena ID1 (od engl. ID1 signaling pathway)

ID1 (od engl. Inhibitor of DNA Binding 1, Inhibitor 1 DNA vezanja) je gen koji kodira protein
koji pripada obitelji transkripcijskih regulatora zavojnica-petlja zavojnica (HLH, od engl. helix-
loop-helix). Nadalje, ID1 funkcionira kao dominantni negativni regulator diferencijacije
inhibiraju¢i aktivnost drugih HLH-proteina koji su klju¢ni za procese stani¢ne diferencijacije.
Umjesto da direktno veze DNA, ID1 se veze za druge HLH-proteine, sprjecavajuci ih da
formiraju funkcionalne transkripcijske faktore, Sto rezultira inhibicijom diferencijacije 1
poticanjem proliferacije. U kontekstu tumorskih stani¢nih linija, gen ID1 igra znac¢ajnu ulogu u
promicanju tumorigeneze i progresije karcinoma na nekoliko na¢ina. Prekomjerna ekspresija
gena ID1 u nekim tumorskim stani¢nim linijjama povezana je s pove¢anom proliferacijom i
prezivljavanjem stanica, $to moze doprinijeti rastu tumora. Takoder, ID1 moze inhibirati
procese koji vode stani¢noj diferencijaciji, omogucavaju¢i stanicama da ostanu u
proliferativnom, nediferenciranom stanju. Isto tako, ID1 moze takoder promicati angiogenezu,
proces formiranja novih krvnih zila, $to je kljucno za rast tumora 1 metastaziranje. To se moze
dogoditi kroz regulaciju faktora rasta i1 drugih molekula koje su uklju¢ene u angiogenezu.
Prekomjerna ekspresija ID1 povezana je s poveéanom sposobno$cu tumorskih stanica da
metastaziraju. Dakle, ID1 moze utjecati na ekspresiju razli¢itih gena koji su ukljuceni u
migraciju 1 invaziju tumorskih stanica, olakSavaju¢i njihovo Sirenje iz primarnog tumora u

druge dijelove tijela.
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Slika 50. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putove (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u Putu
signalizacije gena ID1 u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH u usporedbi
s kontrolnom stani¢nom linijjom MCF7. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok
plava oznacCava smanjenu aktivnost. Parametari analize diferencijalne ekspresije gena s
fokusom na faktor poveéanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -0.5 do
0.5. Crvena boja oznaCava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznafava snizenu
razinu transkripcije. Puna linija oznac¢ava direktnu interakciju molekula dok isprekidana linija
oznacava indirektnu interakciju molekula. Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola:
FOXO3 - (od engl. Forkhead box 03), VEGF — Vaskularni endotelni faktor rasta — (od engl.
Vascular Endothelial Growth Factor).

Analiza srzi (od engl. Core analysis) je provedena uz strogo definirane parametre, s fokusom
na faktor povecanja (od engl. Fold change) unutar raspona od -0.5 do 0.5. Iz rezultata analize
jasno se istice ID1 signalni put koji se izdvojio kao zajednic¢ki medu promijenjenim genima u

utiSanim stani¢nim linijama MCF7 i SW480 (Slika 50, Slika 51).
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Slika 51. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putove (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u Putu
signalizacije ID1 gena u stani¢noj liniji SW480 s utisanom ekspresijom gena SAHH u usporedbi
s kontrolnom stani¢nom linijom SW480. Naranc¢asta boja oznacava pojacanu aktivnost dok
plava oznaava smanjenu aktivnost. Parametara analize diferencijalne ekspresije gena s
fokusom na faktor povecéanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -0.5 do
0.5. Crvena boja oznafava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava snizenu
razinu transkripcije. Puna linija oznacava direktnu interakciju molekula dok isprekidana linija
oznacava indirektnu interakciju molekula. Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola:
FOXO3 - (od engl. Forkhead box O3), VEGF - Vaskularni endotelni faktor rasta - (od engl.
Vascular Endothelial Growth Factor).

Ova promjena u ekspresiji gena unutar signalnog puta ID1 (Slika 46, Slika 47, Slika 48) moze
ukazivati na kljuéne mehanizme regulacije i interakcije u stanicama. ID1 (od engl. Inhibitor of
DNA binding 1) je regulator koji igra ulogu u kontroli stani¢ne diferencijacije i proliferacije.
Analiza ovog signalnog puta pruza uvid u to kako promjene u ekspresiji gena unutar ovog puta
mogu utjecati na stani¢ne procese i bioloSke funkcije u obje utisane stani¢ne linije MCF7 (Slika
50) i SW480 (Slika 51) i u uzorcima fibroblasta bolesnika. Povecana ekspresija VEGF gena u
tumorskoj stani¢noj liniji MCF7 s utiS8anom ekspresijom gena SAHH (Slika 50) moze imati

znacajan utjecaj na progresiju tumora. Vaskularni endotelni faktor rasta je klju¢ni faktor u
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angiogenezi, procesu stvaranja novih krvnih zila, $to je vazno za opskrbu tumora kisikom i
hranjivim tvarima. Povecana ekspresija VEGF-a moze potaknuti formiranje novih krvnih zila
oko tumora, Sto moze rezultirati pove¢anom vaskularizacijom tumora i1 poticanjem rasta i

metastaza.

Aktivacija receptora LXR/RXR od engl. (LXR/RXR activation)

Aktivacija receptora LXR (od engl. Liver X receptor) i RXR (od engl. Retinoid X receptor) igra
klju¢nu ulogu u regulaciji metabolizma lipida, kolesterola i glukoze. Ovi nuklearni receptori
djeluju kao transkripcijski faktori koji reguliraju ekspresiju gena uklju¢enih u metabolizam
lipida i kolesterola, kao i u upalne procese. Kada receptori LXR i RXR formiraju heterodimer,
aktivirani kompleks moze se vezati za specifiéne DNA sekvence, poznate kao LXR-responsivni
elementi (od engl. LXRE), u promotorima gena povezanih s metabolizmom lipida i kolesterola.
Ova veza rezultira povecanom ekspresijom gena koji su ukljuceni u sintezu i transport lipida,
kao i u regulaciju homeostaze kolesterola. Osim toga, receptori LXR/RXR mogu regulirati
upalne procese u tijelu putem inhibicije ekspresije gena koji su ukljuceni u upalne odgovore,

Sto moze imati pozitivan uc¢inak na smanjenje upale i poboljsanje metabolickog statusa.
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Slika 52. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putove (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u
Aktivacija LXR/RXR receptora u stani¢noj liniji HEK293T s utiSanom ekspresijom gena SAHH
u usporedbi s kontrolnom stani¢nom linijom HEK293T. Narancéasta boja oznacava pojacanu
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aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Parametara analize diferencijalne ekspresije
gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -
0.5 do 0.5. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava
snizenu razinu transkripcije. Puna linija oznacava direktnu interakciju molekula dok
isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju molekula. Objasnjenja najznacajnijih kratica
i simbola: Biosinteza kolesterola (od engl. Cholesterol biosynthesis), IL2 — Interleukin 2, IL6 -
Interleukin 6, CD36 - Klaster diferencijacije 36 (od engl. Cluster of differentiation), CCL2 -
Kemokinski (C-C motiv) ligand 2 (od engl. Chemokine (C-C motif) Ligand 2), CCL7 -
Kemokinski (C-C motif) ligand 7 (od engl. Chemokine (C-C motif) Ligand 7), NOS2 -
Inducirana dusikov monoksid sintaza, MMP9 - Metaloproteinaza matriksa 9 (od engl. Matrix
Metalloproteinase 9).

Na slici 49 prikazani su rezultati analize srzi koja je identificirala promjene u ekspresiji gena u
signalnom putu LXR/RXR-a koji se izdvojio kao zajednicki u stani¢nim linijjama HEK293T
(Slika 52) i SW480 (Slika 53) s utisanom ekspresijom gena SAHH. Analiza je provedena uz
strogo definirane parametre, s naglaskom na faktor povecanja (od engl. Fold change)
vrijednosti unutar raspona od -0.5 do 0.5. Rezultati jasno isti¢u signalni put aktivacije receptora
LXR/RXR (od engl. LXR/RXR receptor activation) kao zajednicki izdvojen medu

promijenjenim genima u oba tipa uzoraka stanica sa smanjenom ekspresijom gena SAHH.

Slika 53. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putove (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u
aktivaciji receptora LXR/RXR u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH u
usporedbi s kontrolnom stanicnom linijjom SW480. Narancasta boja oznacava pojacanu
aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Parametara analize diferencijalne ekspresije
gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od
0.5 do 0.5. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava
snizenu razinu transkripcije. Puna linijja oznacava direktnu interakciju molekula dok
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isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju molekula. Objasnjenja najznacajnijih kratica
i simbola: od engl. Cholesterol biosynthesis - Biosinteza kolesterola, IL2 - Interleukin 2, IL6 —
Interleukin 6, CD36 — Klaster diferencijacije 36 (od engl. Cluster of differentiation), CCL2 —
Kemokinski (C-C motiv) ligand 2 (od engl. Chemokine (C-C motif) Ligand 2), CCL7 - Kemokin
(C-C motif) ligand 7 (od engl. Chemokine (C-C motif) Ligand 7), NOS; — Inducirana sinataza
dusikovog monoksida, MMP9 - Metaloproteinaza matriksa 9 (od engl. Matrix
Metalloproteinase 9).

Na slici su prikazani rezultati analize srzi koja je identificirala promjene u ekspresiji gena u
signalnom putu LXR/RXR-a koji se izdvojio kao zajedni¢ki u stani¢noj liniji SW480 s
utiSanom ekspresijom gena. Analiza je provedena uz strogo definirane parametre, s naglaskom
na faktor povecanja (od engl. Fold change vrijednosti) unutar raspona od -0.5 do 0.5. Rezultati
jasno istiCu signalni put aktivacije LXR/RXR receptora kao zajednic¢ki izdvojen medu
promijenjenim genima u oba tipa uzoraka. Ova promjena u ekspresiji gena unutar LXR/RXR
aktivacijskog puta (Slika 52, Slika 53) ukazuje na vazne mehanizme regulacije i komunikacije
u stanicama. Aktivacija receptora LXR/RXR-a ima kljuénu ulogu u regulaciji lipida i
metabolizma. Analiza ovog signalnog puta pruza dublje razumijevanje kako promjene u
izrazavanju gena unutar ovog puta mogu utjecati na stani¢ne procese i bioloske funkcije u
ispitivanim uzorcima. U rezultatima analize srzi signalnog puta LXR/RXR-a u stani¢noj liniji
s utiSanom ekspresijom gena vidimo povecanu ekspresiju gena NOS2 i smanjenu ekspresiju
CD36 (Slika 53). Ovo bi potencijalno moglo utjecati na migraciju tumorskih stanica na na¢in
da povecana ekspresija NOS2, koja kodira induciranu sintazu dusikovog monoksida, moze
poticati stvaranje dusSikova oksida (NO). Takoder, NO moze djelovati kao signalna molekula
koja potic¢e angiogenezu i modulira stani¢nu adheziju i migraciju, $to moze olaksati migraciju
tumorskih stanica. S druge strane, smanjena ekspresija CD36, koji je ukljuen u uzimanje
masnih kiselina i moze djelovati kao receptor koji modifcira adheziju stani¢nih stanica, moze
dodatno modificirati stani€no ponaSanje na nacin koji favorizira migraciju. Ove promjene u
ekspresiji gena unutar signalnog puta LXR/RXR-a mogu stoga imati vaznu ulogu u regulaciji
migracijskih sposobnosti tumorskih stanica, potencijalno doprinose¢i njihovoj invazivnosti i

metastatskom potencijalu.
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Put prijenosa signala gena STAT3 (od engl. STAT3 signaling pathway)

STAT3 Pathway : mcf7overlapwtscr : Expr Log Ratio
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Slika 54. Rezultati analize srZi (od engl. Core analysis) i analize putova (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u
prijenosu signala putem STAT3 u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH u
usporedbi s kontrolnom stanicnom linijom MCF7. Narancasta boja oznacava pojacanu
aktivnost dok plava oznaava smanjenu aktivnost. Parametara analize diferencijalne ekspresije
gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -
0.5 do 0.5. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava
snizenu razinu transkripcije. Puna linija oznacava direktnu interakciju molekula dok
isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju molekula. Objasnjenja najznacajnijih kratica
i simbola: GPCR (od engl. G protein-coupled receptors, Receptori spregnuti s G proteinom),
RAF1 (takoder poznat kao c-Raf): RAF1, RAS: RAS proteini od engl. RAS proteins, AKT
(Protein kinaza B, PKB, od engl. Protein Kinase B), PI3K (Fosfatidilinozitol 3-kinaza, od engl.
Phosphatidylinositol 3-Kinase), PKC (Protein kinaza C od engl. Protein Kinase C), STATS -
Signalni transduktor i aktivator transkripcije 3 od engl. Signal Transducer and Activator of
Transcription 3, MYC — Proto-onkogen c-Myc, od engl. Proto-oncogene c-Myc, CDC25A —
Fosfataza kontrole stani¢nog ciklusa 25A od engl. Cell Division Cycle 25A (CDC25A), INK —
c-Jun N-terminalna kinaza od engl. c-Jun N-terminal Kinase, CISH — SH2 - sadrzavajuci
protein induciran citokinom od engl. Cytokine-Inducible SH2-Containing Protein (CISH).
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Slika 55. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putove (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u
prijenosu signala putem STAT3 u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH
u usporedbi s kontrolnom stani¢énom linijom SW480. Narancasta boja oznafava pojacanu
aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Parametara analize diferencijalne ekspresije
gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -
0.5 do 0.5. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava
snizenu razinu transkripcije. Puna linijja oznacava direktnu interakciju molekula dok
isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju molekula. Objasnjenja najznacajnijih kratica
i simbola: GPCR (od engl. G protein-coupled receptors, Receptori spregnuti s G proteinom),
RAF1 (takoder poznat kao c-Raf): RAF1, RAS: RAS proteini od engl. RAS proteins, AKT
(Protein kinaza B, PKB, od engl. Protein Kinase B), PI3K (Fosfatidilinozitol 3-kinaza, od engl.
Phosphatidylinositol 3-Kinase), PKC (Protein kinaza C od engl. Protein Kinase C), STAT3 -
Signalni transduktor i aktivator transkripcije 3 od engl. Signal Transducer and Activator of
Transcription 3, MYC — Proto-onkogen c-Myc, od engl. Proto-oncogene c-Myc, CDC25A —
Fosfataza kontrole stani¢nog ciklusa 25A od engl. Cell Division Cycle 25A (CDC25A), INK —
c-Jun N-terminalna kinaza od engl. c-Jun N-terminal Kinase, CISH — SH2 - sadrzavajuci
protein induciran citokinom od engl. Cytokine-Inducible SH2-Containing Protein (CISH).

Promjene u ekspresiji gena unutar signalnog puta STAT3 (Slika 54, Slika 55) sugeriraju vazne

regulacijske mehanizme i komunikaciju unutar stanica. Signalni transduktor i aktivator
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transkripcije (od engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3) igra klju¢nu ulogu
u prenosenju unutarstani¢nih signala u stanicama te regulaciji brojnih bioloskih funkcija,
ukljucujuci proliferaciju, prezivljavanje stanica i imunoloski odgovor. Analiza je provedena uz

stroge parametre faktora povecanja unutar raspona od -0.5 do 0.5.

4.4. Usporedba signalnih putova promijenjenih u stani¢nim linijama MCF7, SW480 i
HEK?293T s utiSanom ekspresijom SAHH i putova promijenjenih u fibroblastima
pacijenata s deficijencijom SAHH

Cilj ove doktorske disertacije jest utvrditi postojanje zajedniCkih signalnih putova izmedu
utiSanih stani¢nih linija 1 uzoraka fibroblasta pacijenata, pri ¢emu se situacija razlikuje zbog
prisutnosti mutacija kod pacijenata koje utjecu na aktivnost i lokalizaciju enzima S — adenozil
homocistein hidrolaze. Diferencijalno eksprimirane analize gena, izoliranih iz fibroblasta
pacijenata, dostupni su u laboratoriju na temelju prethodnih istrazivanja. Kako je prethodno
navedeno, utiSane stani¢ne linije karakterizira samo smanjena ekspresija proteina S-
adenozilhomocistein hidrolaze, dok kod pacijenata postoji moguénost aktivacije
postranslacijskih procesa koji detektiraju nepravilno slozene proteine, stoga se ne ocekuje
slican profil ekspresije. Unato¢ navedenim razlikama, kao zajednicki signalni putovi istaknuti
su prijenos signala posredovan CREB-ovim receptorima, prijenos signala posredovan G
proteinima, formiranje fagosoma te prijenos signala u stanici posredovan protein kinazom A.
U sklopu ove doktorske studije, provedena je usporedba kanonskih signalnih putova i profila
ekspresije izmedu utiSanih stani¢nih linija i uzoraka fibroblasta pacijenata. UtiSane stanic¢ne
linije obuhvacéaju SW480, MCF7 i HEK293T s utiSanom ekspresijom SAHH, dok su pacijenti
podijeljeni u dvije skupine: CTRL-vs-CRO (od engl. CTRL-vs-CRO §to oznacava usporedbu
diferencijalne ekspresije gena uzorka fibroblasta bolesnika CRO i kontrolnog zdravog
fibroblasta CTRL) 1 FibrosTENA-vs-FibrosUSA (od engl. FibrosTENA-vs-FibrosUSA) sto
oznacava usporedbu diferencijalne ekspresije gena uzorka fibroblasta bolesnika fibros USA i
kontrolnog zdravog fibroblasta Fibros TENA). Analizom diferencijalne ekspresije gena,
primijenjeni su strogi parametri s vrijednostima faktora povecanja (od engl. Log> Fold change)
izmedu -1 1 1. Ovaj metodoloski pristup omogucio je identifikaciju gena Cija se ekspresija
znacajno razlikuje izmedu usporedenih uvjeta. Fokusirali smo se na kljuéne signalne putove i
procese s ciljem dubljeg razumijevanja promjena u stani¢noj signalizaciji 1 bioloSkim

procesima.
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Slika 56. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena dobiveni uz pomo¢ analize putova i
analize kanonskih putova (od engl. Pathways analysis i Canonical Pathways Analysis) i
programa IPA za kanonske signalne putove u stani¢nim linijama MCF7, SW480 i HEK293T s
utiSanom ekspresijom gena SAHH i putova promijenjenih u fibroblastima pacijenata s
deficijencijom SAHH-a. Kanonski putovi su poredani prema njihovoj povezanosti s
ekspresijom gena u utiSanim stani¢nim linijjama (SW480, MCF7, HEK293T) u usporedbi s
kontrolnom stani¢nom linijjom (WT) i uzorcima fibroblasta pacijenata (CTRL-vs-CRO,
FibrosTENA-vs-FibrosUSA) u usporedbi s kontrolnim zdravim fibroblastima (CTRL,
FibrosUSA) od najznacajnijeg prema najmanje znaCajnom. U istrazivanju diferencijalno
eksprimiranih kanonskih signalnih putova, rezultati su poredani od najznacajnijeg do najmanje
znacajnog kanonskog signalnog puta. Plava boja oznaCava smanjenu aktivnost dok narancasta
boja oznacava povecanu aktivnost kanonskih putova. Najznacajniji kanonski signalni putovi:
CREB prijenos signala u neuronima (od engl. CREB Signaling in neurons), formiranje
fagosoma (od engl. Phagosome formation), prijenos signala putem Ca? (od engl. Calcium
signaling) — Prijenos signala putem Ca?*, prijenos signala putem protein kinaze A, od engl.
Protein kinase A signaling, prijenos signala putem G protein-spregnutih receptora (od engl. G
— protein coupled receptor signaling).
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Slika 57. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena dobiveni uz pomo¢ analize putova,
analize kanonskih putova i analize bolesti i bioloskih funkcija (od engl. Pathways analysis i
Canonical Pathways Analysis) u programu IPA u stani¢énim linijama MCF7, SW480 i
HEK293T s utiSanom ekspresijom SAHH i putova promijenjenih u fibroblastima pacijenata s
deficijencijom SAHH. Kanonski putovi su poredani prema njihovoj povezanosti s ekspresijom
gena u utiSanim stani¢nim linijama (SW480, MCF7, HEK293T) u usporedbi s roditeljskom
stani¢nom linijom (WT) i uzorcima fibroblasta pacijenata (CTRL-vs-CRO, FibrosTENA-vs-
FibrosUSA) u usporedbi s kontrolnim zdravim fibroblastima (CTRL, FibrosUSA) od
najznacajnijeg prema najmanje znacajnom. U istrazivanju diferencijalno eksprimiranih
kanonskih signalnih putova, rezultati su poredani od najznacajnijeg do najmanje znacajnog
kanonskog signalnog puta. Plava boja oznacava smanjenu aktivnost dok narancasta boja
oznaCava povecanu aktivnost kanonskih putova. Najznaajnije uocene bioloske funkcije:
stani¢no pokretanje (od engl. Cell movement), migracija stanica (od engl. Migration of cells).

Utisane stani¢ne linije SW480, MCF7 i HEK293T sa snizenom ekspresijom gena SAHH te
uzorci fibroblasta bolesnika CRO (CTRL-vs-CRO sto oznacava usporedbu diferencijalne
ekspresije gena uzorka fibroblasta bolesnika CRO i kontrolnog zdravog fibroblasta CTRL) i
TENA (FibrosTENA-vs-FibrosUSA s§to oznacava usporedbu diferencijalne ekspresije gena
uzorka fibroblasta bolesnika fibros TENA i kontrolnog zdravog fibroblasta Fibros USA)
analizirani su uz faktor povecanja vrijednosti izmedu -1 i 1, pri ¢emu su parametri analize
ekspresije gena odradeni u strogim uvjetima definiranim u rasponu faktora povecanja od -1 do

1. Uoceno je da slican ekspresijski profil dijele utiSane stani¢ne linije SW480, MCF7 i CRO
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uzorak fibroblasta bolesnika (Slika 56, Slika 57), dok slican ekspresijski profil imaju stani¢na
linija HEK293T s utisanom ekspresijom gens SAHH i uzorak fibroblasta bolesnika TENA
(Slika 56, Slika 57, Tablica 9). Vazno je napomenuti da stani¢ne linije imaju utiSanu ekspresiju
gena SAHH, dok pacijenti pokazuju deficijenciju u ekspresiji gena SAHH u sluéaju to¢kastih
mutacija gena SAHH.

Tablica 9. Rezultati usporedbe ekspresijskih profila i diferencijalne ekspresije gena dobiveni
uz pomo¢ analize putova, analize kanonskih putova i analize bolesti i bioloskih funkcija (od
engl. Pathways analysis i Canonical Pathways Analysis) i IPA programa u stani¢nim linijama
MCEF7, SW480 i HEK293T s utiSanom ekspresijom gena SAHH i putova promijenjenih u
fibroblastima pacijenata s deficijencijom SAHH-a. Parametri analize: faktor povecanja (od
engl. Logz Fold change) iznosi -1,1.

Stani¢ne linije s utiSanom ekspresijom gena SAHH : SW480, MCF7, HEK293T
Pacijenti s SAHH-deficijencijom : CTRL-vs-CRO, FibrosTENA-vs-FibrosUSA,
Slican ekspresijski profil imaju : SW480 2+4, MCF7 2+4 i CTRL-vs-CRO uzorak
Sli¢an ekspresijski profil imaju: HEK293T 2+4 i fibrosTENA-vs-fibrosUS

Protein Kinase A Signali
Overlay: MCF7.WT.vs.AHCY(-0.5,0.5) - 2022-05-05 11:35 AM, Expr Log Ratio
Rk
«ln
A 4
+

§-

rebicaton

Slika 58. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putova (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u
prijenosu signala putem protein kinaze A u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena
SAHH u usporedbi s kontrolnom stani¢nom linijom MCF7. Narancasta boja oznacava pojacanu
aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Parameteri analize diferencijalne ekspresije
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gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -
0.5 do 0.5. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava
snizenu razinu transkripcije. Puna linijja oznacava direktnu interakciju molekula dok
isprekidana linija oznaCava indirektnu interakciju molekula. LjubiCasta boja oznafava
interakciju vise molekula. Objasnjenja najznacajnijih kratica i1 simbola: Objasnjenja
najznacajnijih kratica i simbola: CREB1 — ciklicki adenozin monofosfat vezuju¢i protein 1, (od
engl. Cyclic Adenosine Monophosphate-Binding Protein 1), FAK — Kinaza fokalnih adhezija,
(od engl. Focal Adhesion Kinase), RAF1 - RAF proto-onkogen 1, (od engl. RAF Proto-
Oncogene 1), LIPE — Lipaza, hormonski osjetljiva, (od engl. Hormone-Sensitive Lipase).
Polimerizacija aktina (od engl. Actin polymerization), Histon H1 (od engl. Histone H1), Histon
H3 (od engl. Histone H3), CTNNBL1 — Beta katenin 1 od engl. Catenin Beta 1, ROCK - Rho-
kinaza (od engl. Rho Kinase), PDE — Fosfodiesteraza, (od engl. Phosphodiesterase).

Protein Kinase A Signaling
Overlay: CTRL_vs_CRO(-0.5,0.5) - 2022-05-04 02:42 PM, Expr Log
A 3 i
L R
A 4

+

Ritia,

B

g © TTH6 ety e 47 S &

Slika 59. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putova (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u
prijenosu signala putem protein kinaze A u uzorcima fibroblasta bolesnika CRO s SAHH-a
deficijencijom u usporedbi s zdravim uzorkom bolesnika CTRL. Narancasta boja oznacava
pojacanu aktivnost dok plava oznaCava smanjenu aktivnost. Parameteri analize diferencijalne
ekspresije gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona
vrijednosti od -0.5 do 0.5. Crvena boja oznacava poveéanu razinu transkripcije dok zelena boja
oznacava snizenu razinu transkripcije. Puna linija oznacava direktnu interakciju molekula dok
isprekidana linijja oznacava indirektnu interakciju molekula. Ljubicasta boja oznacCava
interakciju viSe molekula. ObjaSnjenja najznacajnijih kratica 1 simbola: Objasnjenja
najznacajnijih kratica i simbola: CREBL1 — ciklicki adenozin monofosfat vezuju¢i protein 1, (od
engl. Cyclic Adenosine Monophosphate-Binding Protein 1), FAK — Kinaza fokalnih adhezija,
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(od engl. Focal Adhesion Kinase), RAF1 — RAF proto-onkogen 1, (od engl. RAF Proto-
Oncogene 1), LIPE — Lipaza, hormonski osjetljiva, (od engl. Hormone-Sensitive Lipase).
Polimerizacija aktina (od engl. Actin polymerization), Histon H1 (od engl. Histone H1), Histon
H3 (od engl. Histone H3), CTNNB1 — Beta katenin 1 od engl. Catenin Beta 1, ROCK — Rho
kinaza (od engl. Rho Kinase), PDE — Fosfodiesteraza, (od engl. Phosphodiesterase).

Protein Kinase A Signaling 1 h
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Slika 60. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putova (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u
prijenosu signala putem protein kinaze A u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena
SAHH u usporedbi s kontrolnom stani¢cnom linijom SW480. Narancasta boja oznafava
pojacanu aktivnost dok plava oznac¢ava smanjenu aktivnost. Parameteri analize diferencijalne
ekspresije gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona
vrijednosti od -0.5 do 0.5. Crvena boja oznac¢ava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja
ozna¢ava snizenu razinu transkripcije. Puna linija 0znacava direktnu interakciju molekula dok
isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju molekula. LjubiCasta boja oznafava
interakciju vise molekula. Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola: CREB1 — ciklicki
adenozin monofosfat vezujuéi protein 1, (od engl. Cyclic Adenosine Monophosphate-Binding
Protein 1), FAK — Kinaza fokalnih adhezija, (od engl. Focal Adhesion Kinase), RAF1 — RAF
proto-onkogen 1, (od engl. RAF Proto-Oncogene 1), LIPE — Lipaza, hormonski osjetljiva, (od
engl. Hormone-Sensitive Lipase). Polimerizacija aktina (od engl. Actin polymerization), Histon
H1 (od engl. Histone H1), Histon H3 (od engl. Histone H3), CTNNB1 — Beta katenin 1 od engl.
Catenin Beta 1, ROCK — Rho-kinaza (od engl. Rho Kinase), PDE — Fosfodiesteraza, (od engl.
Phosphodiesterase).

Signalni put protein kinaze A (PKA) je vitalni enzimski signalni put unutar stanica koji igra

kljuénu ulogu u prenoSenju signala razli¢itih izvanstani¢nih faktora u unutrasnjost stanica.
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Aktivacija PKA pokrece slozenu kaskadu dogadaja koja moze zna€ajno utjecati na razlicite
stani¢ne procese. Osim $to regulira gene, PKA takoder ima vaznu ulogu u kontroliranju stani¢ne
proliferacije 1 diferencijacije, Sto dodatno naglasava njegovu klju¢nu ulogu u odrzavanju
homeostaze i pravilnog funkcioniranja stanica. Protein kinaza A (PKA), klju¢ni regulatorni
enzim unutar signalnih putova eukariotskih stanica, igra znacajnu ulogu u modulaciji stani¢ne
proliferacije kroz preciznu regulaciju razli¢itih gena i proteina. Aktivacija PKA moze dovesti
do promjena u ekspresiji i funkciji brojnih gena koji su direktno ukljuceni u kontrolu stani¢nog
ciklusa, diferencijaciju i proliferaciju. U ovom kontekstu, razmatranje specificnih gena koji su
pod utjecajem PKA pruza uvid u mehanizme kojima se regulira stani¢na proliferacija. Jedan od
klju¢nih ciljeva PKA u regulaciji stani¢ne proliferacije je CREB (od engl. CAMP Response
Element-Binding protein). CREB je transkripcijski faktor koji se aktivira fosforilacijom od
strane PKA. Jednom aktiviran, CREB promice ekspresiju ciljnih gena koji su klju¢ni za
stani¢nu proliferaciju, ukljucujuéi c-FOS, c-JUN, i BCL-2, koji su vitalni za progresiju
stani¢nog ciklusa i prezivljavanje stanica. Osim toga, PKA regulira Rb protein (Retinoblastoma
protein), kljuni negativni regulator stani¢nog ciklusa. Fosforilacijom Rb proteina, PKA
indirektno promice tranziciju iz Gl u S fazu stani¢nog ciklusa, ¢ime se potie stani¢na
proliferacija. PKA takoder utjeCe na signalni put Wnt, koji je kljuCan za regulaciju stani¢ne
proliferacije, diferencijacije i prezivljavanja. Aktivacija PKA moze modulirati aktivnost -
katenina, centralnog proteina u putu Wnt, ¢ime se indirektno utjece na ekspresiju gena koji
promic¢u proliferaciju. U kontekstu tumorigeneze, deregulacija PKA signalnog puta moZe
dovesti do nekontrolirane stani¢ne proliferacije. Na primjer, prekomjerna aktivacija PKA moze
dovesti do hiperaktivacije CREB-a i drugih transkripcijskih faktora, $to rezultira pove¢anom
ekspresijom gena koji promicu proliferaciju i onkogenezu. Signalni kaskada CREB-a zapocinje
aktivacijom adenilat ciklaze (AC) nakon stimulacije stani¢nih receptora spregnutih s G-
proteinom (GPCR) neurotransmiterima, $to dovodi do povecanja razine cAMP. To, pak,
aktivira PKA. Kataliticke podjedinice PKA prelaze u jezgru i fosforiliraju CREB na poziciji
Ser133. U kontekstu eksperimentalnih nalaza ove doktorske disertacije, uoceno je da u
stani¢nim linijama s utiSanom ekspresijom gena i u fibroblastima pacijenata s deficijencijom
SAHH-a, postoji poremecaj u ekspresiji aktivacije PKA i aktivacije trankripcijskog faktora
CREB. Ovaj podatak je posebno znacajan s obzirom na to da je istrazivanje provedeno na
tumorskim stani¢nim linijama, ¢ime se uspostavlja nova veza izmedu gena SAHH i procesa u
tumorskim stanicama. Ova povezanost sugerira da SAHH gen igra klju¢nu ulogu u regulaciji
signalnih putova koji su odgovorni za aktivaciju PKA (Slika 58, Slika 59, Slika 60) i CREB-a
(Slika 61, Slika 62, Slika 63, Slika 64), sto je klju¢no za razumijevanje mehanizama koji
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doprinose tumorigenezi. S obzirom na to da su PKA i CREB vitalni za regulaciju stani¢ne
proliferacije, diferencijacije i prezivljavanja, poremecaji u njihovoj aktivaciji mogu imati
znacajne posljedice za razvoj 1 progresiju tumora. Stoga, otkri¢e da deficijencija SAHH-a utjece
na aktivaciju PKA i CREB-a u tumorskim stanicama pruza novi uvid u molekularne mehanizme

koji leze u osnovi tumorigeneze.

Prijenos signala putem transkripcijskog faktora CREB

CREB Signaling in Neurons
Overlay: MCF7.WT.vs.AHCY(-1,1) - 2022-05-05 11:33 AM, Expr Log Ratio
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Slika 61. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putova (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u CREB
prijenosu signala u neuronima u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH u
usporedbi s kontrolnom stanicnom linijom MCF7. Narancasta boja oznacava pojacanu
aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Parameteri analize diferencijalne ekspresije
gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -
0.5 do 0.5. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava
snizenu razinu transkripcije. Puna linija oznafava direktnu interakciju molekula dok
isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju molekula. Ljubicasta boja oznacava
interakciju vise molekula. Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola: GPCR (od engl. G
protein-coupled receptors, Receptori spregnuti s G proteinom), RAF1 (takoder poznat kao c-
Raf): RAF1, RAS: RAS proteini od engl. RAS proteins , AKT (Protein kinaza B, PKB, od engl.
Protein Kinase B (PKB)), PI3K (Fosfatidilinozitol 3-kinaza, od engl. Phosphatidylinositol 3-
Kinase), PKC (Protein kinaza C, od engl. Protein Kinase C), cREB (CAMP-vezujuci protein,
ciklicki adenozin monofosfat vezujuéi protein, od engl. Cyclic AMP Response Element-Binding
Protein).
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CREB Signaling in Neurons
Overlay: SW480-wt-vs-siAHCY(-1,1) - 2022-05-05 11:28 AM, Expr Log Ratio
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Slika 62. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putova (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u CREB
prijenosu signala u neuronima u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH u
usporedbi s kontrolnom stani¢nom linijjom SW480. Narancasta boja oznacava pojacanu
aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Parameteri analize diferencijalne ekspresije
gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -
1 do 1. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava snizenu
razinu transkripcije. Puna linija oznacava direktnu interakciju molekula dok isprekidana linija
oznacava indirektnu interakciju molekula. Ljubicasta boja oznacava interakciju vise molekula.
Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola: GPCR (od engl. G protein-coupled receptors,
Receptori spregnuti s G proteinom), RAF1 (takoder poznat kao c-Raf): RAF1, RAS: RAS
proteini od engl. RAS proteins , AKT (Protein kinaza B, PKB, od engl. Protein Kinase B
(PKB)), PI3K (Fosfatidilinozitol 3-kinaza, od engl. Phosphatidylinositol 3-Kinase), PKC
(Protein kinaza C, od engl. Protein Kinase C), cREB (CAMP-vezujuéi protein, ciklic¢ki
adenozin monofosfat vezujuci protein, od engl. Cyclic AMP Response Element-Binding
Protein).
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CREB Signaling in Neurons
Overlay: CTRL_vs_CRO(-1,1) - 2022-05-04 02:35 PM, Expr Log Ratio
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Slika 63. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis ) i analize putova (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u CREB
prijenosu signala u u uzorcima fibroblasta bolesnika CRO s SAHH-a deficijencijom u
usporedbi s zdravim uzorkom fibroblasta bolesnika CTRL. Narancasta boja oznacava poja¢anu
aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Parameteri analize diferencijalne ekspresije
gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -
1 do 1. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava snizenu
razinu transkripcije. Puna linija oznac¢ava direktnu interakciju molekula dok isprekidana linija
oznacava indirektnu interakciju molekula. Ljubicasta boja oznacava interakciju vise molekula.
Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola: GPCR (od engl. G protein-coupled receptors,
Receptori spregnuti s G proteinom), RAF1 (takoder poznat kao c-Raf): RAF1, RAS: RAS
proteini od engl. RAS proteins , AKT (Protein kinaza B, PKB, od engl. Protein Kinase B
(PKB)), PI3K (Fosfatidilinozitol 3-kinaza, od engl. Phosphatidylinositol 3-Kinase), PKC
(Protein kinaza C, od engl. Protein Kinase C), cREB (CAMP-vezujuéi protein, cikli¢ki
adenozin monofosfat vezujuéi protein, od engl. Cyclic AMP Response Element-Binding
Protein).

132



CREB Signaling in Neurons
Overlay: FibrosTENA-vs-FibrosUSA-f-status(-1,1) - 2022-05-04 02:33 PM, Expr Log Ratio
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Slika 64. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis ) i analize putova (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u CREB
prijenosu signala u u uzorcima fibroblasta bolesnika USA s deficijencijom SAHH-a u usporedbi
s zdravim uzorkom fibroblasta bolesnika TENA. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost
dok plava oznafava smanjenu aktivnost. Parameteri analize diferencijalne ekspresije gena s
fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -1 do 1.
Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznafava sniZenu razinu
transkripcije. Puna linija oznaCava direktnu interakciju molekula dok isprekidana linija
oznacava indirektnu interakciju molekula. Ljubicasta boja oznacava interakciju vise molekula.
Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola: GPCR (od engl. G protein-coupled receptors,
Receptori spregnuti s G proteinom), RAF1 (takoder poznat kao c-Raf): RAF1, RAS: RAS
proteini od engl. RAS proteins , AKT (Protein kinaza B, PKB, od engl. Protein Kinase B
(PKB)), PI3K (Fosfatidilinozitol 3-kinaza, od engl. Phosphatidylinositol 3-Kinase), PKC
(Protein kinaza C, od engl. Protein Kinase C), cREB (CAMP-vezujuéi protein, ciklic¢ki
adenozin monofosfat vezujuéi protein, od engl. Cyclic AMP Response Element-Binding
Protein).

UtiSane stani¢ne linije koje imaju sniZzenu ekspresiju gena SAHH i stanice pacijenata s
deficijencijom SAHH-a pokazuju poremecaje u aktivaciji prijenosu signala putem PKA i
CREB-a naglasava klju¢nu ulogu ovog signalnog puta u regulaciji tumorskih procesa i
povezanosti deficijencije  SAHH-a i tumorigeneze. Ova povezanost produbljuje nase

razumijevanje molekularnih mehanizama koji stoje iza tumorigeneze.
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Formiranje fagosoma

U tumorskim stani¢nim linijama, formiranje fagosoma predstavlja vazan proces koji igra
klju¢nu ulogu u regulaciji stanicnog metabolizma, homeostaze 1 odgovora na stanicni stres.
Fagosomi su membranske vezikule koje se formiraju tijekom autofagije, procesa u kojem
stanice razgraduju i recikliraju svoje oSteéene organele i proteine radi odrzavanja energetske
ravnoteZze 1 preZivljavanja. U kontekstu tumorigeneze, formiranje fagosoma moZe imati
kompleksne ucinke na proliferaciju, prezivljavanje i1 invaziju tumorskih stanica te moze

predstavljati vazan regulatorni mehanizam u razvoju i progresiji tumora.

Phagosome Formation
Overlay: SW480-wt-vs-siAHCY(-1,1) - 2022-05-05 11:28 AM, Expr Log Ratio
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Slika 65. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putova (od engl. Pathways
analysis) dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene
U procesu formiranja fagosoma u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH u
usporedbi s kontrolnom stanicnom linijom SW480. Narancasta boja oznacava pojacanu
aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Parameteri analize diferencijalne ekspresije
gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -
1 do 1. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava snizenu
razinu transkripcije. Puna linija oznacava direktnu interakciju molekula dok isprekidana linija
oznacava indirektnu interakciju molekula. Ljubicasta boja oznacava interakciju vise molekula.
Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola: RAS-Obitelj RAS gena, (od engl. Ras Family of
Genes) (RAS geni su proto-onkogeni koji kodiraju male GTPaze; odgovorni su za regulaciju
stani¢ne proliferacije, diferencijacije i prezivljavanja), PIP2-Fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat, (od
engl. Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) (lipid koji igra klju¢nu ulogu u stani¢noj
signalizaciji), RAF1-RAF1, (od engl. RAF1 - RAF1 Proto-Oncogene), Proto-onkogen,
serin/treonin kinaza, CDC42 (od engl. CDC42 - Cell Division Cycle 42 GTPase) - Kontrolni
protein diobe stani¢nog ciklusa CDC42GTPaza koja igra klju¢nu ulogu u regulaciji stani¢nog
ciklusa (CDC42), PIP5K (od engl. Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase) -
Fosfatidilinozitol-4-fosfat 5-kinaza (obitelj gena koja katalizira fosforilaciju PIP2 u PIP3), ARP
2/3 (od engl. Actin-Related Protein 2/3 complex) - Protein 2/3 povezan s aktinom kompleks
(nije gen, ve¢ kompleks proteina koji sudjeluje u nukleaciji aktinskih filamenata), RAC (od
engl. RAC) - Odnosi se na obitelj gena, ukljuc¢uju¢i RACI1 (Ras-povezani C3 botulinum toksin
supstrat 1, (od engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) i RAC2 (Ras-povezani C3
botulinum toksin supstrat 2 (od engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2), Grananje
aktinskih filamenata (od engl. Branching of actin filaments) (opisuje stani¢ni proces, a ne
specifi¢ni gen), CD36 (od engl. CD36 molekula (trombospondin receptor),C3G - CRKL - Ovo
se odnosi na interakciju izmedu C3G (gvanin nukleotidni razmjenjiva¢ faktor, (od engl. guanine
nucleotide exchange factor) i CRKL (CRK sli¢an protein od engl. CRK-like protein).
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Phagosome Formation
Overlay: CTRL_vs_CRO(-1,1) - 2022-05-04 02:35 PM, Expr Log Ratio
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Slika 66. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putova (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u procesu
formiranja fagosoma u uzorcima fibroblasta bolesnika CRO s deficijencijom SAHH-a u
usporedbi s zdravim uzorkom fibroblasta bolesnika CTRL. Narancasta boja oznacava poja¢anu
aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Parameteri analize diferencijalne ekspresije
gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -
1 do 1. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava snizenu
razinu transkripcije. Puna linija oznac¢ava direktnu interakciju molekula dok isprekidana linija
oznacava indirektnu interakciju molekula. Ljubicasta boja oznacava interakciju vise molekula.
Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola: RAS-Obitelj RAS gena, (od engl. Ras Family of
Genes) (RAS geni su proto-onkogeni koji kodiraju male GTPaze; odgovorni su za regulaciju
stani¢ne proliferacije, diferencijacije i prezivljavanja), PIP2-Fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat, (od
engl. Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) (lipid koji igra klju¢nu ulogu u stani¢noj
signalizaciji), RAF1-RAF1, (od engl. RAF1 - RAF1 Proto-Oncogene), Proto-onkogen,
serin/treonin kinaza, CDC42 (od engl. CDC42 - Cell Division Cycle 42 GTPase) - Kontrolni
protein diobe stani¢nog ciklusa CDC42GTPaza koja igra klju¢nu ulogu u regulaciji stanicnog
ciklusa (CDC42), PIP5K (od engl. Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase) -
Fosfatidilinozitol-4-fosfat 5-kinaza (obitelj gena koja katalizira fosforilaciju PIP2 u PIP3), ARP
2/3 (od engl. Actin-Related Protein 2/3 complex) - Protein 2/3 povezan s aktinom kompleks
(nije gen, ve¢ kompleks proteina koji sudjeluje u nukleaciji aktinskih filamenata), RAC (od
engl. RAC) - Odnosi se na obitelj gena, ukljucuju¢i RAC1 (Ras-povezani C3 botulinum toksin
supstrat 1, (od engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) i RAC2 (Ras-povezani C3
botulinum toksin supstrat 2 (od engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2), Grananje
aktinskih filamenata (od engl. Branching of actin filaments) (opisuje stani¢ni proces, a ne
specifi¢ni gen), CD36 (od engl. CD36 molekula (trombospondin receptor),C3G — CRKL - Ovo
se odnosi na interakciju izmedu C3G (gvanin nukleotidni razmjenjivaé faktor, (od engl. guanine
nucleotide exchange factor) i CRKL (CRK sli¢an protein od engl. CRK-like protein).
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Phagosome Formation
Overlay: MCF7.WT.vs.AHCY(-1,1) - 2022-05-05 11:33 AM, Expr Log Ratio
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Slika 67. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis ) i analize putova (od engl. Pathways
analysis) dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene
U procesu formiranja fagosoma u stanicnoj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH u
usporedbi s kontrolnom stani¢énom linijom MCF7. Narancasta boja oznacava pojacanu
aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Parameteri analize diferencijalne ekspresije
gena s fokusom na faktor povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -
1 do 1. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava snizenu
razinu transkripcije. Puna linija oznacava direktnu interakciju molekula dok isprekidana linija
oznacava indirektnu interakciju molekula. Ljubicasta boja oznacava interakciju vise molekula.
Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola: RAS-Obitelj RAS gena, (od engl. Ras Family of
Genes) (RAS geni su proto-onkogeni koji kodiraju male GTPaze; odgovorni su za regulaciju
stani¢ne proliferacije, diferencijacije i prezivljavanja), PIP2-Fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat, (od
engl. Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) (lipid koji igra klju¢nu ulogu u stani¢noj
signalizaciji), RAF1-RAF1, (od engl. RAF1 - RAF1 Proto-Oncogene), Proto-onkogen,
serin/treonin kinaza, CDC42 (od engl. CDC42 - Cell Division Cycle 42 GTPase) - Kontrolni
protein diobe stani¢nog ciklusa CDC42GTPaza koja igra kljucnu ulogu u regulaciji stani¢nog
ciklusa (CDC42), PIP5K (od engl. Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase) -
Fosfatidilinozitol-4-fosfat 5-kinaza (obitelj gena koja katalizira fosforilaciju PIP2 u PIP3), ARP
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2/3 (od engl. Actin-Related Protein 2/3 complex) - Protein 2/3 povezan s aktinom kompleks
(nije gen, ve¢ kompleks proteina koji sudjeluje u nukleaciji aktinskih filamenata), RAC (od
engl. RAC) - Odnosi se na obitelj gena, ukljuc¢uju¢i RACI1 (Ras-povezani C3 botulinum toksin
supstrat 1, (od engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) i RAC2 (Ras-povezani C3
botulinum toksin supstrat 2 (od engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2), Grananje
aktinskih filamenata (od engl. Branching of actin filaments) (opisuje stani¢ni proces, a ne
specifi¢ni gen), CD36 (od engl. CD36 molekula (trombospondin receptor),C3G — CRKL - Ovo
se odnosi na interakciju izmedu C3G (gvanin nukleotidni razmjenjivac faktor, (od engl. guanine
nucleotide exchange factor) i CRKL (CRK slican protein od engl. CRK-like protein).

U stani¢nim linijama MCF7, SW480 1 HEK293T, primje¢ujemo znacajne promjene u procesu
formiranja fagosoma (Slika 65, Slika 66, Slika 67) nakon diferencijalne ekspresije gena.
Analizom putova 1 analizom srzi uz pomo¢ programa IPA, uocili smo povecanu
depolimerizaciju aktina i povecanu aktivnost kofilina, $to ukazuje na promjene u citoskeletnoj
dinamici koje olakSavaju formiranje fagosoma. Osim toga, primjecena je povecana fagocitoza

I aktivnost signalnih putova odgovornih za progresiju tumora.

G-Protein Coupled Receptor Signaling
Overlay: MCFZ.WT.vs.AHCY(-0.5,0.5) - 2022-05-05 11:35 AM, Expr Log Ratio
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Slika 68. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putova (Pathways analysis)
dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene u
prijenosu signala putem GPCR s utiSanom ekspresijom gena SAHH u usporedbi s kontrolnom
stanicnom linijom MCF7. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok plava oznacava
smanjenu aktivnost. Parameteri analize diferencijalne ekspresije gena s fokusom na faktor
povecanja (od engl. Fold change) su unutar raspona vrijednosti od -0,5 do 0,5. Crvena boja
oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava sniZzenu razinu transkripcije.
Puna linija oznacava direktnu interakciju molekula dok isprekidana linija oznacava indirektnu
interakciju molekula. Ljubicasta boja oznacava interakciju viSe molekula. Objasnjenja
najznacajnijih kratica i simbola: G proteini (od engl. G protein) - op¢i naziv za obitelj proteina
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ukljucenih u prijenos kemijskih signala izvan stanice, uzrokuju¢i promjene unutar stanice.
Ukljuceni su u razli¢ite stani¢ne procese, ukljucujuci aktivaciju signalnih putova), GNAS -
GNAS Kompleksni Lokus (od engl. GNAS Complex Locus), RAC — RAC odnosi se na obitelj
gena, ukljucuju¢i RAC1 Ras-povezani C3 botulinum toksin supstrat 1, (od engl. Ras-related
C3 botulinum toxin substrate 1) i RAC2 Ras-povezani C3 botulinum toksin supstrat 2, (od engl.
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2), MAPKY7 — Protein kinaza 7 aktivirana mitogenom
(od engl. Mitogen-Activated Protein Kinase 7), BRAF — B-Raf Proto-Onkogen, (od engl. B-Raf
Proto-Oncogene), Serin/Treonin Kinaza (od engl. Serine/Threonine Kinase), SRC — SRC
Proto-Onkogen, (od engl. SRC Proto-Oncogene), Ne-receptorska Tirozin Kinaza (od engl.
Non-Receptor Tyrosine Kinase), STAT3 — Signalni transduktor i aktivator transkripcije 3 (od
engl. Non-Receptor Tyrosine Kinase), MTOR Mehanisticki cilj rapamicina (od engl.
mammalian target of rapamycin), PIP3-Fosfatidilinozitol (3,4,5)-trisfosfat, (od engl.
Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate), (PIP3 je produkt enzimske aktivnosti i ne odnosi
se izravno na gen, ve¢ na molekulu koja igra klju¢nu ulogu u mnogim signalnim putovima),
PDPK1-Fosfoinozitid-ovisna proteinska kinaza 1 (od engl. Phosphoinositide-Dependent
Protein Kinase 1), GSK3B - Kinaza glikogen sintaze 3 beta (od engl. Glycogen Synthase
Kinase 3 beta).

G-Protein Coupled Receptor Signaling
Overlay: CTRL_vs_CRO(-0.5.0.5) - 2022-05-04 02:42 PM, Expr Log Ratio
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Slika 69. Rezultati analize srzi (od engl. Core analysis) i analize putove (od engl. Pathways
analysis) dobiveni uz pomo¢ programa IPA u kojima su identificirane diferencijalne promjene
u prijenosu signala putem GPCR u uzorcima fibroblasta bolesnika CRO s SAHH-a
deficijencijom u usporedbi s zdravim uzorkom fibroblasta bolesnika CTRL. Narancasta boja
oznatava pojacanu aktivnost dok plava oznaava smanjenu aktivnost. Parameteri analize
diferencijalne ekspresije gena s fokusom na faktor poveéanja (od engl. Fold change) su unutar
raspona vrijednosti od -1 do 1. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena
boja oznacava snizenu razinu transkripcije. Puna linija oznacava direktnu interakciju molekula
dok isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju molekula. Ljubicasta boja oznacCava
interakciju vise molekula. Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola: G proteini (od engl. G
protein) - opéi naziv za obitelj proteina ukljucenih u prijenos kemijskih signala izvan stanice,
uzrokujuéi promjene unutar stanice. Ukljuceni su u razlicite stani¢ne procese, ukljucujuci
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aktivaciju signalnih putova), GNAS - GNAS Kompleksni Lokus (od engl. GNAS Complex
Locus), RAC — RAC odnosi se na obitelj gena, ukljuc¢uju¢i RAC1 Ras-povezani C3 botulinum
toksin supstrat 1, (od engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) i RAC2 Ras-povezani
C3 botulinum toksin supstrat 2, (od engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2), MAPK7
— Protein kinaza 7 aktivirana mitogenom (od engl. Mitogen-Activated Protein Kinase 7), BRAF
— B-Raf Proto-Onkogen, (od engl. B-Raf Proto-Oncogene), Serin/Treonin Kinaza (od engl.
Serine/Threonine Kinase), SRC - SRC Proto-Onkogen, (od engl. SRC Proto-Oncogene), Ne-
receptorska Tirozin Kinaza (od engl. Non-Receptor Tyrosine Kinase), STAT3 — Signalni
transduktor i aktivator transkripcije 3 (od engl. Non-Receptor Tyrosine Kinase), MTOR
Mehanisti¢ki cilj rapamicina (od engl. mammalian target of rapamycin), PIP3-
Fosfatidilinozitol (3,4,5)-trisfosfat, (od engl. Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate), (PIP3
je produkt enzimske aktivnosti i ne odnosi se izravno na gen, ve¢ na molekulu koja igra klju¢nu
ulogu u mnogim signalnim putovima), PDPK1 — Fosfoinozitid-ovisna proteinska kinaza 1 (od
engl. Phosphoinositide-Dependent Protein Kinase 1), GSK3B — Kinaza glikogen sintaze 3 beta
(od engl. Glycogen Synthase Kinase 3 beta).

U tumorskim stani¢nim linijama s utiS§anom ekspresijom gena SAHH (stani¢na linija MCF7) i
u stanicama fibroblasta bolesnika s deficijencijom SAHH-a (uzorak CRO) u procesu
signalizacije putem GPCR-a, primje¢ena je povecana aktivnost nekoliko kljuénih kinaza,
uklju¢ujuéi Jun, AKT, SRC, STAT3, mTOR i FAK (Slika 68, Slika 69). Ova promjena dogada
se u kontekstu snizene razine ekspresije GPCR-a (G-protein spregnutih receptora), §to moze
rezultirati nedostatkom vanjskog signala putem GPCR. Kao posljedica toga, unutarstani¢ne
Kinaze mutiraju i postaju aktivnije, §to moze potaknuti signalizaciju unutar stanice. Jun je
komponenta AP-1 transkripcijskog faktora koji igra klju¢nu ulogu u regulaciji rasta stanica i
odgovoru na stres. AKT, poznat i kao Protein kinaza B, kljucan je signalni protein u mnogim
stani¢énim procesima, ukljucujué¢i metabolizam, proliferaciju, prezivljavanje stanica, rast i

angiogenezu. Dodatno, SRC pripada obitelji ne-receptorskih tirozin kinaza koje su ukljuéene u

regulaciju rasta, diferencijacije i prezivljavanja stanica. Prijenosnik signala i aktivator
transkripcije 3, STAT3 (od engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3) je

transkripcijski faktor koji prenosi signale iz citoplazme u jezgru, odgovarajuci na razlicite
stani¢ne stimulanse, ukljucujuéi citokine i faktore rasta. Protein kinaza mTOR (od engl.
mammalian target of rapamycin) je klju¢ni regulator stani¢nog rasta i metabolizma, odgovoran
za prilagodbu stani¢nih procesa na okolisne uvjete. Protein kinaza mTOR igra klju¢nu ulogu u
regulaciji rasta stanica, proliferacije, mobilnosti stanica, sinteze proteina, autofagije i
prezivljavanja. Sredi$nji dio mTOR signalnog puta je mTOR protein, koji je vazan za detekciju
i integraciju razli¢itih vanjskih i unutarnjih signala stanice, uklju¢ujuc¢i hranjive tvari, energiju
(ATP razinu), rastuce faktore i stres. Ovaj put je klju¢an za mnoge fizioloske procese i moze

pridonijeti razvoju razliCitih bolesti, ukljucuju¢i tumor, metabolicke poremecaje i
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neurodegenerativne bolesti, kada je dereguliran. Protein FAK (od engl. Focal Adhesion Kinase)
je tirozin kinaza koja igra vaznu ulogu u signalizaciji povezanoj s adhezijom stanica i
migracijom. Povecana aktivnost ovih kinaza u tumorskim stani¢nim linijama s utiS8anom
ekspresijom gena SAHH moze dovesti do promjena u signalnim putovima koji reguliraju

kljuéne aspekte stani¢ne funkcije, ukljucujuci proliferaciju, prezivljavanje i migraciju.

4.5. Analiza diferencijalno eksprimiranih stani¢nih signalnih putova u sve tri stani¢ne

linije s utiSanom ekspresijom gena SAHH u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju

4.5.1 Analiza diferencijalno eksprimiranih stani¢nih signalnih putova u stani¢noj liniji
SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH
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Slika 70. Kategorizacija promijenjenih signalnih putova u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom
ekspresijom gena SAHH, s obzirom na tip poremecaja. Analiza srzi (od engl. Core analysis)
provedena je uz pomo¢ programa IPA. U analizi su koriSteni parametri faktora povecéanja (od
engl. Fold change) >2 i <-2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju
SW480 s utisanom ekspresijom gena SAHH. Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola:
Abnormalnosti organizma, (od engl. Organismal Injury and Abnormalites), Tumor (od engl.
Cancer), Stani¢no pokretanje (od engl. Cellular Movement).

U programu IPA (od engl. Ingenuity Pathway Analysis (IPA) u stani¢noj liniji SW480 s
utiSanom ekspresijom gena SAHH, uspjeli smo kategorizirati naSe podatke o diferencijalnoj
ekspresiji s posebnim naglaskom na poremecaje uzrokovane deficijencijom SAHH-a. Rezultati
su pokazali da je najveci broj diferencijalno eksprimiranih gena zastupljen u kategorijama koje
se odnose na tumore, inicijaciju stani¢nog ciklusa, te poremecaje i abnormalnosti unutar
organizma (Slika 70). Ovi podaci pruzaju uvid u potencijalne mehanizme putem kojih
deficijencija SAHH-a moze doprinijeti razvoju i progresiji tumora, kao i drugim stani¢nim i
organizacijskim abnormalnostima. Ovaj postupak je klju¢an za dublje razumijevanje dobivenih

podataka 1 omogucava nam bolju interpretaciju bioloSkih procesa koji su se dogodili u ovom

eksperimentalnom sustavu s utiSanom ekspresijom SAHH. Spomenuto je da analiza srzi ima
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mogucnost izracuna krovnog regulatora uz pomoc¢ obogacenja nizvodnih gena kao zajednicki
krovni regulator izdvojile se se izoforme MYC gena: MYC 2 (Slika 73), MYC 5 (Slika 71) i
MYC 3 (Slika 72) u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH. U ovom slu¢aju

predvida se da krovni regulator MY C djeluje inhibicijski na veliki set gena.
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Slika 71. Rezultat kategorizacije podatake i predikcije krovnog regulatora MYC uz pomo¢
programa IPA i analize srzi (od eng. Core Analysis) u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom
ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok plava oznacava
smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja
oznacava snizenu razinu transkripcije. U analizi su koristeni parametri faktora povecanja (od
engl. Fold change ) >2 i <-2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju
SW480 s utisanom ekspresijom gena SAHH. Objasnjenje najznacajnijih kratica i simbola:
LGR5 (od engl. Leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5) = Leucinski
receptor spregnut s G proteinom, (od engl. Activated leukocyte cell adhesion molecule):
ALCAM = Aktivirana molekula adhezije stanica leukocita, AHCY = SAHH (od engl.
Adenosylhomocysteinase) = S-adenozil homocistein hidrolaza, SOX5 (od engl. SRY-box
transcription factor 5) = transkripcijski faktor SOX5, SPN (od engl. Sialophorin): SPN gen
sijaloforin, OLR1= OLR1 Receptor 1 za oksidirane lipoproteine niske gustoc¢e, PTHL (od engl.
Parathyroid hormone-like hormone) = Hormon sli¢an paratiroidnom hormonu, POU3F2 (od
engl. POU class 3 homeobox 2) = POU razred 3 homeobox 2.

® 2000-2022 QIAGEN. All rights reserved.
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Nakon diferencijalne ekspresije gena i analize srzi (od engl. Core analysis) predvida se MYC5
kao krovni regulator transkripcije koji regulira aktivnost gen (Slika 70) LGR5, ALCAM, SAHH,
SOX5, SPN, OLR1, COLLAGEN, COLLAGEN TYPE IV, SPN, PTHLH i POU3F2. Gen LGR5
je identificiran kao gen koji je u interakciji s GPCR. U kontekstu tumorskih procesa i migracije,
ovi geni imaju vazne uloge. Gen LGR5 (od engl. Leucine-rich repeat-containing G protein-
coupled receptor 5) je Cesto povezan s tumorskim procesima. Uz to, ALCAM (od engl.
Activated leukocyte cell adhesion molecule) je gen koji igra ulogu u adheziji stanica i
interakcijama izmedu stanica. Povezan je s migracijom stanica i invazijom, te se njegova
disfunkcija moze povezati s promjenama u migracijskim svojstvima stanica. Dodatno, SOX5
je transkripcijski faktor koji regulira ekspresiju gena u razliCitim stani¢nim procesima,
ukljucujuéi razvoj i diferencijaciju stanica. Povezan je s razli¢itim tipovima tumora i moze
utjecati na migraciju stanica. Takoder, gen SPN (od engl. Sialophorin) kodira glikoprotein koji
je ukljucen u interakcije izmedu stanica i prijenos signala. Moze igrati ulogu u migraciji stanica
I invaziji u tumorskim procesima. Gen OLR1 (od engl. Oxidized low-density lipoprotein
receptor 1) je gen koji kodira receptor za oksidirane lipoproteine i moze biti povezan s
procesima upale i stani¢ne signalizacije u tumorskim procesima. Gen PTHLH (od engl.
Parathyroid hormone-like hormone) kodira hormon sli¢an paratiroidnom hormonu i igra vaznu
ulogu u regulaciji metabolizma kalcija i fosfata. Moze biti povezan s proliferacijom stanica i
tumorskim procesima. Gen POU3F2 (od engl. POU class 3 homeobox 2) kodira transkripcijski
faktor koji regulira ekspresiju gena u razli¢itim stani¢nim procesima, ukljucujuéi razvoj i
diferencijaciju stanica. MoZe biti povezan s tumorskim procesima i migracijom stanica.
Ukratko, ovi geni imaju razli¢ite funkcije u tumorskim procesima i migraciji, te njihova
regulacija MYC5 izoformom moze imati znacajan utjecaj na bioloske procese povezane s
razvojem tumora i migracijom stanica. Snizena ekspresija u tumorima je zabiljezena kod
proteina SPN (od engl. Sialophorin) i POU3F2 (od engl. POU class 3 homeobox 2).
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Slika 72. Rezultat kategorizacije podatake i predikcije krovnog regulatora MYC uz pomo¢ IPA
programa i analize srzi (od eng. Core Analysis) u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom
gena SAHH u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju. Narancasta boja oznac¢ava pojacanu aktivnost
dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije
dok zelena boja oznacava sniZenu razinu transkripcije. U analizi su koristeni parametri faktora
povecéanja (od engl. Fold change > 2 i <-2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za
stani¢nu liniju SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Objasnjenja najznacajnijih kratica
i simbola: PTHLH (od engl. Parathyroid hormone-like hormone) = Hormon sli¢an
paratiroidnom hormonu, SOX5 (od engl. SRY-box transcription factor 5) = Transkripcijski
faktor SOX5 (SRY - box faktor 5), SPN (od eng. Sialophorin )= Sijaloforin, LG5 (od eng.
Leukocyte antigen G5) = Leukocitni antigen G5, IFI27 (od engl. Interferon alpha-inducible
protein 27) = Protein 27 induciran interferonom alfa, AHCY = SAHH (od engl.
Adenosylhomocysteinase) Adenozilhomocisteinaza = S-adenozil homocistei hidrolaza, CDK6
(od engl. Cyclin-dependent kinase 6) = Ciklin - ovisna kinaza 6, EMX2 (od engl. Empty
spiracles homeobox 2) = Homeobox 2 praznih spirakula, COL4A1 (od engl. Collagen type IV
alpha 1 chain) = Kolagen tipa IV alfa lanac 1, CEBPD (od engl. CCAAT/enhancer-binding
protein delta) = CCAAT/pojacivaé-vezujuci protein delta, COL2A1 (od engl. Collagen type Il
alpha 1 chain) =Kolagen tipa Il alfa 1 lanac, HERC5 (od engl. HECT and RLD domain
containing E3 ubiquitin protein ligase 5) = E3 ubikvitin-protein ligaza 5 s HECT i RLD
domenom, LRRN1 (od engl. Leucine-rich repeat neuronal protein 1) = neuronalni protein 1
bogat leucinom, GJAL (od engl. Gap junction alpha-1 protein) = Alfa-1 protein pukotinskih
spojeva, TMSB10/TMSB4X (od engl. Thymosin beta-10/Thymosin beta-4X) = Timozin beta-
10/Timozin beta-4X.

Nakon analize diferencijalne ekspresije gena u programu IPA, predvida se izoforma MYC3 kao
krovni regulator transkripcije regulira aktivnost sljedec¢ih gena (Slika 72) : PTHLH, SOX5, SPN,
LG5, IFI27, SAHH, CDK6, EMX2, COL4Al1, CEBPD, COL2A1, HERC5, LRRN1, GJA1,
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TMSB10/TMSB4X. Ovi geni imaju razli¢ite uloge u tumorskim procesima, migraciji stanica ili
su povezani s deficijencijom SAHH-a. Evo kratkog pregleda njihovih funkcija. Protein PTHLH
(od engl. Parathyroid hormone-like hormone) je protein uklju¢en u regulaciju metabolizma
kalcija, proliferaciju stanica i moze doprinijeti metastaziranju tumora. Transkripcijski faktor
SOX5 (od engl. SRY-box transcription factor 5) sudjeluje u razvoju i diferencijaciji stanica,
moze biti povezan s invazijom i metastazom tumora. Dodatno, SPN (od engl. Sialophorin) je
glikoprotein koji sudjeluje u stani¢noj adheziji i signalizaciji, moze utjecati na migraciju i
invaziju tumora. Takoder, IFI127 (Interferon, od engl. Alpha-inducible protein 27) moze biti
povezan s odgovorom na interferon i ima ulogu u progresiji tumora. Ciklin ovisna kinaza CDK6
(od engl. Cyclin-dependent kinase 6) je Kklju¢na za regulaciju stani¢nog ciklusa, moze
promovirati rast tumora inhibiranjem procesa diferencijacije stanica. Nadalje, EMX2 (od engl.
Empty spiracles homeobox 2) je transkripcijski faktor koji moze imati ulogu u razvoju i
diferencijaciji, povezan s nekoliko vrsta tumora. Koalgeni COL4A1 (od engl. Collagen, type
IV, alpha 1) i COL2A1 (od engl. Collagen, type 1, alpha 1) pruzaju strukturnu podrsku tkivima
i mogu biti ukljueni u migraciju tumora i metastaziranje. Nadalje, CEBPD (od engl.
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), delta) je faktor transkripcije koji moze biti uklju¢en
u upalne odgovore i odgovor na stres, povezan s nekim tumorskim procesima. Ubikvitin protein
ligaza HERCS5 (od engl. HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase 5) je
uklju¢ena u imunoloski odgovor, moze imati ulogu u odgovoru na virusne infekcije i
potencijalno u tumorskim procesima. Protein LRRN1 ( od engl. Leucine rich repeat neuronal
1) moze biti ukljucen u razvojne procese i signalizaciju u mozgu te je potencijalno povezan s
tumorskim procesima. Gen GJA1 (od engl. Gap junction protein, alpha 1) kodira protein koji
formira stani¢ne spojeve, vazan je za komunikaciju izmedu stanica i moze utjecati na §irenje
signala povezanih s rastom tumora. Aktin vezujuci protein MSB10/TMSB4X (od engl.
Thymosin beta 10/Thymosin beta 4, X-linked) moze utjecati na promjene u citoskeletu,
migraciju stanica i metastaziranje tumora. Timozin beta 10/Timozin beta 4, X-povezan je vazan
regulator procesa kao $to su migracija stanica, remodeliranje citoskeleta i ozdravljenje rana.
Ovi geni zajedno igraju sloZene uloge u regulaciji tumorskih procesa, migraciji stanica i
potencijalno su povezani s deficijencijom SAHH-a, Sto ukazuje na njihovu vaznost u

razumijevanju mehanizama tumorskih procesa.
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Slika 73. Rezultat kategorizacije podatake i predikcije krovnog regulatora MYC2 uz pomo¢
programa IPA i analize srzi (od eng. Core Analysis) u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom
ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja oznacava pojac¢anu aktivnost dok plava oznacava
smanjenu aktivnost. Crvena boja oznafava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja
oznacava snizenu razinu transkripcije. U analizi su koristeni parametri faktora povecéanja (od
engl. Fold change > 2 i < -2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju
SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola:
PTHLH (od engl. Parathyroid hormone-like hormone) = Hormon sli¢an paratiroidnom
hormonu, SOX5 (od engl. SRY-box transcription factor 5) = Transkripcijski faktor SOX5
(SRY-box faktor 5), SPN (od engl. Sialophorin) = Sijaloforin, LG5 (od engl. Leukocyte antigen
Gb5) = Leukocitni antigen G5, IFI27 (od engl. Interferon alpha-inducible protein 27) = Protein
27 induciran interferonom alfa, AHCY = SAHH (od engl. Adenosylhomocysteinase) =
Adenozilhomocisteinaza, S — adenozil homocistein hidrolaza, CDK6 (od engl. Cyclin-
dependent kinase 6) = Ciklin-ovisna kinaza 6, EMX2 (od engl. Empty spiracles homeobox 2) =
Homeobox 2 praznih spirakula, COL4Al (od engl. Collagen type IV alpha 1 chain) = Kolagen
tipa IV alfa lanac 1, CEBPD (od engl. CCAAT/enhancer-binding protein delta) =
CCAAT/pojacivac-vezujuci protein delta, COL2A1 (od engl. Collagen type Il alpha 1 chain)
= Kolagen tipa Il alfa 1 lanac, HERC5 (od engl. HECT and RLD domain containing E3
ubiquitin protein ligase 5) = E3 ubikvitin protein ligaza 5 s HECT i RLD domenom, LRRN1
(od engl. Leucine-rich repeat neuronal protein 1) = neuronalni protein 1 bogat leucinom, GJA1
(od engl. Gap junction alpha-1 protein) = Alfa-1 protein pukotinskih spojeva,
TMSB10/TMSB4X (od engl. Thymosin beta-10/Thymosin beta-4X) = Timozin beta-
10/Timozin beta-4X.

Prema rezultatima dobivenim nakon diferencijalne ekspresije gena u programu IPA (Slika 73),
MYC2 izoforma MYC gena smatra se krovnim regulatorom transkripcije nakon analize
diferencijalne ekspresije gena te regulira aktivnost sljede¢ih gena CDK6, SPN, SOX5, LGR5,
LRRN1, CEBPD, COL2A1, COL4ALl, EMX2, GJAL, IFI27, ASPRV1, TMSB10, TMSB4X.

146



Navedeni geni imaju razlicite uloge u tumorskim procesima, od regulacije stanicnog ciklusa,
migracije stanica, interakcija izmedu stanica do regulacije ekspresije gena. Njihova disfunkcija
ili promijenjena ekspresija moze doprinijeti razvoju tumora. Pravilno identificiranje
diferencijalno eksprimiranih gena koji su ukljuceni u proces apoptoze u tumorskoj stani¢noj
liniji SW480 (Slika 74, Slika 75, Slika 76) s utiSanom ekspresijom gena SAHH moglo bi pruziti
vazne uvide u mehanizme regulacije apoptoze u tumorskim stani¢nim linijama te povezanosti

difecijencije s funkcijom gena koji sudjeluju u apoptozi.
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Slika 74. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u utisanoj tumorskoj stani¢noj liniji
SW480 za gen SAHH u IPA programu u procesu apoptoze dobiveni uz pomo¢ analize srzi ( od
engl. Core analysis) u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju odnosnu kontrolnu stani¢nu liniju
SW480. U analizi su koriSteni parametri faktora povecanja (od engl. Fold change) >21i1<-2 uz
p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju SW480 s utiSanom ekspresijom
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gena SAHH. Narancasta boja oznaCava pojacanu aktivnost dok plava oznacava smanjenu
aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava
snizenu razinu transkripcije. Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola: ALCAM (od engl.
Adhesion molecule ALCAM) = Adhezijska molekula ALCAM, BCL11A (od engl.Transcription
factor BCL11A) = Transkripcijski faktor BCL11A, CHI3L1AFAP1-AS1 (od engl. Long non-
coding RNA CHI3L1AFAP1-AS1) = Duga nekodiraju¢a RNA CHI3L1AFAP1-AS1, TGFBI (
od engl. Transforming growth factor beta-induced protein) = Protein induciran
transformiraju¢im faktorom rasta beta, HDAC9 (od engl. Histone deacetylase 9) = Histonska
deacetilaza 9, HNF1A (od engl. Transcription factor HNF1A) = Transkripcijski faktor HNF1A,
GPX2 (od engl. Glutathione peroxidase 2) = Glutation peroksidaza 2, BMP2 i BMP5 (od engl.
Bone morphogenetic protein family proteins) = Proteini obitelji koStanih morfogenetskih
proteina 2 i 5, CD226, CD36, i CDH11 (od engl. Claster of differentiation 226, 36, Cadherin
11) = adhezijske molekule kadherin 11, LGR5 (od engl. Leucine-rich repeat-containing G
protein-coupled receptor 5) = transmembranski receptor LGR5, receptor 5 spregnut s G

proteinom bogatim leucinom.

ADGRL2 AFAP1-AS1T ALCAMT ALPK2
AMOTL1 ANPEP ANXA1 BCL11AT
BMP2 BMP5 CD226 CD36
CDH11 CESt CHI3L1T CHL1
COL4A1 COMMD3-BMI1 CSRNP3 DEFAS
DPEP1 DPP4 GJA1 GPX2
HDAC9 HNF1A IGF2 24+
IL2ZRA KCNMA1T KITLG LGR5
MAP2K6 MUC16 MUCSB NEUROD1
NGFR NKX2-5 OLR1 PAEPT
PDE4B POU2AF1 POU3F2 PPP1R1B
PTHLH RASSF6 SEMA3A SEMA3C
SERPINI1 SORCS2+ SOX5 SPN
SSTR1 SYCP2 TCF4 TFF3
TGFBIT

Slika 75. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u utiSanoj stani¢noj tumorskoj liniji
SW480 za gen SAHH u programu IPA u procesu apoptoze dobiveni uz pomo¢ analize srzi ( od
engl. Core analysis) u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju SW480. U analizi su koristeni
parametri faktora povecanja (od engl. Fold change) > 2 i <-2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag
signifikantnosti za stani¢nu liniju SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja
oznacava pojacanu aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava
povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznaCava snizenu razinu transkripcije.
Objasnjenje najznacajnijih kratica i simbola: ALCAM (od engl. Adhesion molecule ALCAM) =
Adhezijska molekula ALCAM, BCL11A (od engl.Transcription factor BCL11A) =
Transkripcijski faktor BCL11A, CHI3L1AFAP1-AS1 (od engl. Long non-coding RNA
CHI3L1AFAP1-AS1) = Duga nekodiraju¢a RNA CHI3L1AFAP1-AS1, TGFBI (od engl.
Transforming growth factor beta-induced protein) = Protein induciran transformiraju¢im
faktorom rasta beta, HDAC9 (od engl. Histone deacetylase 9) = Histonska deacetilaza 9,

148



HNF1A (od engl. Transcription factor HNF1A) = Transkripcijski faktor HNF1A, GPX2 ( od
engl. Glutathione peroxidase 2) = Glutation peroksidaza 2, BMP2 i BMP5 (od engl. Bone
morphogenetic protein family proteins) = Proteini obitelji kostanih morfogenetskih proteina 2
i 5, CD226, CD36, i CDH11 (od engl, Claster of differentiation 226, 36 Cadherin 11) =
adhezijske molekule kadherin 226, 36, 11, LGRS (od engl. Leucine-rich repeat-containing G
protein-coupled receptor 5) = transmembranski receptor LGRS, receptor 5 spregnut s G

proteinom bogat leucinom.

Slika 74. prikazuje sve gene koji aktivno sudjeluju u procesu apoptoze unutar stani¢ne linije
SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH u IPA programu. Ovaj vizualni prikaz ilustrira
diferencijalnu ekspresiju tih gena u usporedbi s kontrolnim stanicama, naglasavajuci poja¢anu
aktivaciju signalnog puta apoptoze u nasoj utiSanoj stani¢noj liniji za gen SAHH. Rezultati
(Slika 74, Slika 75) pruzaju klju¢ne uvide u genetske promjene povezane s apoptozom u nasoj
utiSanoj stani¢noj liniji. Boje jasno isti€u promjene u ekspresiji gena, Sto je od sustinske
vaznosti za razumijevanje utjecaja gena SAHH i njegovih regulatora na proces apoptoze u ovom

eksperimentalnom kontekstu.
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Slika 76. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u stani¢noj tumorskoj liniji SW480 s
utiSanim genom SAHH u IPA programu u procesu apoptoze dobiveni pomocu analize srzi (od
engl. Core analysis) u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju SW480. U analizi su koriSteni
parametri faktora povecanja (od engl. Fold change) > 2 i <-2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag
signifikantnosti za stani¢nu liniju SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja
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oznacava pojacanu aktivnost dok plava oznac¢ava smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava
povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznaCava snizenu razinu transkripcije.
Objasnjenje najznacajnijih kratica i simbola: od engl. Apoptosis- apoptoza, BCL11A: od engl.
B-Cell CLL/Lymphoma 11A - CLL/limfom B-stanica 11A, BMP2 od engl. Bone
Morphogenetic Protein 2 — Kostani morfogenetski protein 2, HDAC9 (od engl. Histone
Deacetylase 9) — histonska deacetilaza 9, OLR1: (od engl. Oxidized Low-Density Lipoprotein
Receptor 1) — Receptor 1 za oksidirani lipoprotein niske gustoce, 1L24: Interleukin 24, SOX5:
(od engl. SRY-Box Transcription Factor 5), Transkripcijski factor 5 SRY box, CD36: (od engl.
Cluster of Differentiation 36) — Klaster diferencijacije 36, receptor za trombospondin.

Vizualizacija koju promatramo (Slika 76) pruza uvid u klju¢ne molekule koje igraju znacajnu
ulogu u apoptozi i regulaciji NF-kB procesa. Medu ovim molekulama su CD36, SOX5, 1124,
IL2RA, BMP2, HDAC9, OLR1, MUC5B i BCL11A. Primjeéujemo poviSenu ekspresiju
molekula 1124 i BCL11A, $to sugerira njihovu aktivnu ulogu u apoptozi i regulaciji NF-kB
procesa. S druge strane, ostale molekule poput CD36, SOX5, IL2RA, BMP2, HDACY9, OLR1
I MUC5B pokazuju smanjenu ekspresiju u usporedbi s kontrolnom skupinom. Ova smanjena
ekspresija ukazuje na mogucée promjene u regulaciji ovih molekula te moze imati implikacije
na procese apoptoze i regulaciju NF-kB u okviru ovog eksperimentalnog modela.
Razumijevanje kako sniZena ekspresija SAHH-a utjeCe na tumorske procese moze pruziti
vrijedne uvide u mehanizme tumorigeneze. Nakon analize diferencijalne ekspresije gena i
provedene analize srzi u programu IPA u stani¢noj liniji SW480 s utisanom ekspresijom gena
SAHH u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju, primijetili smo znacajan broj diferencijalno
eksprimiranih gena (Slika 77) koji su uklju¢eni u proces migracije tumorskih stani¢nih linija.
Medu diferencijalno eksprimiranim genima koji su se istaknuli kao rezultati u usporedbi s
kontrolom su: NOS2, PAEP, PLXNA2, SEMA3E, SEMA3C, CDH11, CD36, CADPS, CCN3,
DAB2, ALCAM, AFAP1, EMP6 i BMP2.
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Slika 77. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena stani¢noj tumorskoj liniji SW480 s
utiSanim genom SAHH u programu IPA u procesu migracije tumorskih stanica dobiveni
pomocu analize srzi (od engl. Core analysis) u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju SW480. U
analizi su koriSteni parametri faktora poveéanja (od engl. Fold change) > 2 i <-2 uz p-vrijednost
od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH.
Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok plava oznafava smanjenu aktivnost. Crvena
boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznaCava sniZenu razinu
transkripcije. Objasnjenje najznacajnijih kratica i simbola: CDH11: (od engl. Cadherin 11) —
Kadherin 11, DAB2 (od engl. Disabled homolog 2) - Dizabilirani homolog 2, CCN3: (od engl.
Cellular communication network factor 3) - Faktor 3 stani¢ne komunikacijske mreze, CADPS:
(od engl. Calcium-dependent activator protein for secretion) — Aktivator za sekreciju proteina
ovisan o kalciju, EPAS1: (od engl, Endothelial PAS domain-containing protein 1) — Endotelni
protein 1 s PAS domenom, PAEP: (od engl. Progestagen-associated endometrial protein) -
Endometrijski protein povezan s progesteronom, PLXNAZ2: (od engl. Plexin A2) - Pleksin A2,
HNF1A: (od engl. Hepatocyte nuclear factor 1 alpha) — Hepatocitni jezgrin faktor 1 alfa.

Vizualizacija prikazuje (Slika 77) sve molekule koje sudjeluju u migraciji i imaju diferencijalnu
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ekspresiju gena u nasoj utiSanoj stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH.
Molekule s povisenom ekspresijom su NOS2, ALCAM, BMP6, CADPS, TGFBI, PLXN2 i
PAEP, dok geni s smanjenom ekspresijom wkljucuju SEMA3A, SEMA3C, HNFIA, CD3G i
CDH11. NOS2 (od engl. Nitric Oxide Synthase 2) utjeCe na proizvodnja dusikova monoksida
(NO) sto moze poticati angiogenezu i modulirati stani¢nu adheziju, $to moze olaksati migraciju
tumorskih stanica. Uz to, ALCAM (od engl. Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule)
sudjeluje u stanicnoj adheziji; poviSena ekspresija moze poticati interakcije izmedu tumorskih
stanica i mikrookoliSa, olakSavajuc¢i migraciju. Transkripcijski faktor BMP6 (od engl. Bone
Morphogenetic Protein 6) je ¢lan obitelji BMP koji moZe utjecati na diferencijaciju i rast
stanica, potencijalno promicuéi migraciju tumorskih stanica kroz modulaciju mikrookolisa.
Nadalje, CADPS (od engl. Calcium-Dependent Secretion Activator) je ukljucen u sekrecijske
procese, moze utjecati na oslobadanje faktora koji promi¢u migraciju. Takoder, TGFBI (od
engl. Transforming Growth Factor Beta-Induced) je protein Kkoji moze modulirati
ekstracelularni matriks i signalne putove koji su kljuéni za migraciju i invaziju. Dodatno,
PLXN2 (od engl. Plexin A2) sudjeluje u signalnim putovima semaforina, koji reguliraju
citoarhitekturu i migraciju stanica. Gen PAEP (od engl. Progestagen-Associated Endometrial
Protein) je poznatiji po svojoj ulozi u reproduktivnom sustavu, promjene u ekspresiji mogu
indirektno utjecati na ponasanje tumorskih stanica. Proteini SEMAS3A i SEMA3C (od engl.
Semaphorin 3A i 3C) su poznati po svojoj ulozi u inhibiciji migracije i rasta tumora, stoga
smanjena ekspresija moze ukloniti ove inhibicijske u¢inke. Dodatno, HNF1A (od engl.
Hepatocyte Nuclear Factor 1 Alpha) je primarno povezan s funkcijom jetre, promjene u
ekspresiji mogu utjecati na metabolicki status stanica i indirektno na migraciju. Uz to, CD3G
(od engl. CD3 Gamma) je dio T-stani¢nog receptora, njegova smanjena ekspresija moze utjecati
na imunoloski odgovor na tumor. Kadherin CDH11 (od engl. Cadherin 11) je ukljucen u
stani¢nu adheziju. Smanjena ekspresija CDH11 moze smanjiti koheziju izmedu tumorskih
stanica, olakSavaju¢i diseminaciju. Kombinacija poviSene ekspresije gena koji promicu
migraciju i smanjene ekspresije gena koji inhibiraju migraciju moze znacajno utjecati na

povecanu migraciju tumorskih stanica, $to je kljucno za metastaziranje.
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4.5.2. Analiza diferencijalno eksprimiranih stani¢nih signalnih putova u stani¢noj liniji
MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH
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Slika 78. Kategorizacija promijenjenih signalnih putova u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom
ekspresijom gena SAHH, s obzirom na tip poremecaja. Analize srzi (od engl. Core analysis)
provedena je uz pomo¢ programa IPA. U analizi su koristeni parametri faktora povecanja (od
engl. Fold change > 2 i < -2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju
SWA480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola:
Prijenos signala EIF2 (od engl. EIF2 Signaling), Prijenos signala posredovan proteinom G (od
engl. G Protein Coupled Receptor Signaling), Prijenos signala ID1 (od engl. ID1 Signaling
Pathway).

U programu IPA (od engl. Ingenuity Pathway Analysis (IPA)) u stani¢noj liniji MCF7 s
utiSanom ekspresijom gena S-adenozilhomocistein hidrolaze (SAHH), uspjeli smo
kategorizirati nase podatke o diferencijalnoj ekspresiji s posebnim naglaskom na poremecaje
uzrokovane deficijencijom SAHH-a. Rezultati su pokazali da je najveci broj diferencijalno
eksprimiranih gena zastupljen u kategorijama koje se odnose na EIF2 prijenosu signala, G
proteinima posredovanom prijenosu signala i ID1 signali put (Slika 78). Ovi podaci pruzaju
uvid u potencijalne mehanizme putem kojih deficijencija SAHH-a moze doprinijeti razvoju i
progresiji tumora, kao i drugim stani¢nim i organizacijskim abnormalnostima. Ovaj postupak
je klju€an za dublje razumijevanje dobivenih podataka i omogucava nam bolju interpretaciju

bioloskih procesa koji su se dogodili u ovom eksperimentalnom sustavu s utisanom ekspresijom

S-adenozil homocistein hidrolaze.
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Slika 79. Rezultati analize diferencijalno eksprimiranih signalnih mreza u utiSanoj stani¢noj
tumorskoj liniji MCF7 za gen SAHH u IPA programu u procesu migracije tumorskih stanica
dobiveni uz pomo¢ analize srzi (od engl. Core analysis) u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju
SW480. U analizi su koriSteni parametri faktora povecanja (od engl. Fold change) >2i<-2 uz
p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju MCF7 s utiSanom ekspresijom

gena SAHH.

Ukupno je identificirano 25 znac¢ajno diferencijalno ekspresiranih signalnih mreza (Slika 79)
nakon analize diferencijalne ekspresije gena u programu IPA uz pomo¢ analize srzi. Ovi
rezultati ukazuju na kompleksne promjene u regulaciji stani¢nih procesa nakon utiSavanja
SAHH-a, koja igra kljuénu ulogu u metabolickim putovima stanica. Detekcija ovih
diferencijalnih mreza prijenosa signala (Slika 79) pruza dublje uvide u interakcije proteina i
putanja unutar stanica te ukazuje na potencijalne bioloske promjene koje proizlaze iz utiSavanja

gena SAHH.
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Slika 80. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u stani¢noj tumorskoj liniji MCF7 s
utiSanim genom U IPA programu u prijenosu siganala putem p53 dobiveni pomocu analize srzi
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(od engl. Core analysis) u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju SW480. U analizi su koristeni
parametri faktora povecanja (od engl. Fold change) > 2 i <-2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag
signifikantnosti za stani¢nu liniju SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja
oznacava pojacanu aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava
poveCanu razinu transkripcije dok zelena boja oznaCava sniZzenu razinu transkripcije.
Objasnjenje najznacajnijih kratica i simbola: RB1 od engl. Retinoblastoma 1 - Retinoblastom
1, E2F1 - E2F od engl. Transcription Factor 1 - E2F transkripcijski faktor 1, od engl. Cell Cycle
Progression - Ovaj izraz se ne odnosi na specifi¢an gen, ve¢ na proces napredovanja stani¢nog
ciklusa. Na hrvatskom bi se to moglo prevesti kao "Napredovanje stani¢nog ciklusa", SFN -
Stratifin, takoder poznat kao od engl. 14-3-3 sigma - Stratifin, takoder poznat kao 14-3-3 sigma,
CCNK od engl. Cyclin K - Ciklin K, CCNG1 - od engl. Cyclin G1 - Ciklin G1, CDKNL1 - Ovaj
izraz moze se odnositi na viSe gena iz obitelji inhibitora ciklina, kao §to su CDKNI1A (p21) ili
CDKN1B (p27). Na hrvatskom bi se to moglo prevesti kao "Inhibitor ciklina 1A (p21)" za
CDKNZ1A ili "Inhibitor ciklina 1B (p27)" za CDKN1B, ATM, od engl. Ataxia Telangiectasia
Mutated - Mutirani ataksija-telangiektazija, od engl. Checkpoint Kinase 2 - Kinaza provjere 2,
TP53 - od engl. Tumor Protein p53 - Tumorski protein p53.

Prvenstveno, registrirana je izrazena povecana aktivnost klju¢nih regulatornih proteina,
ukljucuju¢i TP53, RB11 E2F1 (Slika 80). Ovo povecanje aktivnosti sugerira potencijalni utjecaj
utiSavanja gena SAHH na regulaciju stani¢nog ciklusa i progresiju tumorskih stanica. Paralelno
s ovim promjenama, promatrana je znacajna povecana aktivnost faktora koji su ukljuceni u
progresiju stani¢nog ciklusa, uklju¢uju¢i CDKN1A, CCNGI1, CCNK i SFN. Ovi podaci
sugeriraju da utiSavanje gena SAHH moze imati duboki utjecaj na regulaciju stani¢nog ciklusa
1 brzinu stani¢ne diobe. Ovaj kompleksan signalni put, obogacen promjenama u aktivnosti
klju¢nih regulatornih proteina i1 faktora stani¢nog ciklusa, pruza vazan uvid u molekularne

mehanizme koji su povezani s utisavanjem gena SAHH u stani¢noj liniji MCF7.
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Slika 81. Usporedba ekspresije izmedu kontrolne stani¢ne linije MCF7 i stani¢nije linije MCF7
s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Slika prikazuje rezultate analize srzi (od engl. Core
analysis) diferencijalne ekspresije gena dobivene pomoc¢u programa IPA za bioinformati¢ku
analizu. NarancCasto: povecanje aktivnosti, plavo: smanjenje aktivnost, isprekidana linija
oznacava indirektnu interakciju izmedu molekula i procesa dok puna linija oznacava direktnu
interakciju izmedu molekula 1 procesa. Za identifikaciju gena koji su znacajno regulirani u
usporedbi s kontrolnim uzorcima, koriSten je prag od -1.5 do 1.5 za faktor povecanja (od engl.
Fold change). Objasnjenja najznacajnijih kratica i simbola : od engl. Secretion of molecule -
sekrecija molekula, od engl. Cancer of cells - tumor stanica, FGF2 - Faktor rasta fibroblasta 2
od engl. Fibroblast Growth Factor 2, SP1 - Specifi¢ni protein 1 od engl. Specific Protein 1.

Na slici 81 prikazan je koncizan graficki prikaz rezultata analize srzi (od engl. Core analysis)
koji proizlazi iz diferencijalne ekspresije gena u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom
gena SAHH, koja je karakterizirana utiSanjem gena SAHH. Vidljivo je povecanje aktivnosti
sekrecije molekula te SP1 i FGF2 te se moze vidjeti da je u utiSanoj stani¢noj liniji doslo do
povecane aktivacije tumorskih obiljezja stanice. Graficki prikaz ukazuje na znacajno povecanje
aktivacije tumorskih fenotipova u utiSanoj stani¢noj liniji, Sto sugerira mogucu ulogu gena
SAHH u supresiji tumorskih svojstava. Nadalje, istrazivanje otkriva znatno povecanu sekreciju
molekula, Sto potencijalno implicira u promjenama u intersticijskoj stani¢noj komunikaciji ili
interakcijama s mikrookolinom. Uocava se i znacajno povecanje aktivnosti faktora rasta FGF2
(od engl. Fibroblast growth factor 2) i SP1 (od engl. Specificity protein 1), Sto ukazuje na
mogucu klju¢nu ulogu ovih faktora u stanicnom odgovoru na utiSanje gena SAHH. U utiSanoj

tumorskoj stani¢noj liniji MCF7, s reduciranom ekspresijom gena SAHH, zabiljeZena je
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pojacana aktivnost sekrecije molekula. Tijekom ovog procesa dolazi do regulacije odrzavanja
koncentracije eikozanoida (Slika 82) i masnih kiselina (Slika 83), kao i do modulacije sekrecije
neurotransmitera (Slika 84). Takoder, primijecen je i poremecaj u generiranju adenozina, $to
ukazuje na znacajne promjene u metabolickim i signalnim putOvima unutar utiSane stani¢ne

linije MCF7.
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Slika 82. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u stani¢noj tumorskoj liniji MCF7 s
utiSanim genom SAHH u procesu reguliranja koncentracije eikozanoida (od engl.
Concentration of eicosanoid) dobiveni uz pomo¢ analize srzi (od engl. Core analysis) u odnosu
na kontrolnu stani¢nu liniju MCF7. U analizi su kori$teni parametri faktora povecanja (od engl.
Fold change) > 2 i < -2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju
MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja oznafava pojacanu aktivnost dok
plava oznacava smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok
zelena boja oznacava sniZenu razinu transkripcije. Objasnjenje najznacajnijih kratica i simbola:
ADORALI od engl. Adenosine Al Receptor - Receptor adenozina Al, LIF - od engl. Leukemia
Inhibitory Factor - Faktor inhibicije leukemije, HPG - od engl. Hepatocyte Growth Factor -
Hepatocitni faktor rasta, NTN1- od engl. Netrin-1 - Netrin-1. CYPAL- od engl. Cyclophilin Al
- Ciklofilin A1, HMOX- od engl. Heme Oxygenase - Hem oksigenaza.

Na ovoj slici (Slika 82) prikazani su rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u stani¢noj

liniji MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH, s posebnim naglaskom na genetickim
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promjenama koje su se dogodile nakon utiSavanja gena S-adenozil homocistein hidrolaze.
Analiza je fokusirana na promjene u transkripciji odredenih gena i koncentraciji metabolita,
pruzajuci dublji uvid u stani¢ne odgovore na ovu geneticku modifikaciju. UoCavaju se znacajne
promjene u ekspresiji gena, pri ¢emu su geni CYPAL i HMOX1 istaknuti po povecanoj razini
transkripcije. Suprotno tome, primjecuje se smanjenje ekspresije gena ADORAL, LIF, HPG i
NTNL1, sto ukazuje na potencijalne promjene u regulaciji tih gena nakon geneticke modifikacije.
Ovi geni su povezani s razli¢itim bioloSkim procesima, uklju¢uju¢i metabolizam i
antioksidativnu obranu, Sto sugerira da je njihova povecana ekspresija rezultat utiSavanja gena
SAHH. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok plava ozna¢ava smanjenu aktivnost.
Dodatno, zapazeno je povecanje koncentracije eikozanoida, koji su lipidni metaboliti s vaznom
ulogom u signalizaciji 1 upalnim procesima u stanicama. Ovo povecanje sugerira da je lipidni

metabolizam takoder podloZan promjenama nakon utiSavanja gena SAHH.
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Slika 83. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u stani¢noj tumorskoj liniji MCF7 s
utiSanim genom SAHH u procesu reguliranja koncentracije masnih kiselina (od engl.
Concentration of fatty acid) dobiveni pomo¢u analize srzi (od engl. Core analysis) u odnosu na
kontrolnu stani¢nu liniju MCF7. U analizi su koriSteni parametri faktora povecanja (od engl.
Fold change) > 2 i < -2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju
MCF7 s utisanom ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja oznac¢ava pojac¢anu aktivnost dok
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plava oznac¢ava smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok
zelena boja oznacava snizenu razinu transkripcije. Objasnjenje najznacajnijih kratica i simbola:
LIF- od engl. Leukemia Inhibitory Factor - Faktor inhibicije leukemije, NEU4 - od engl.
Neuraminidase 4 - Neuraminidaza 4, NTN1- od engl. Netrin 1 - Netrin 1, ADORA1- od engl.
Adenosine Al Receptor - Receptor adenozina Al, CPT1B - od engl. Carnitine
Palmitoyltransferase 1B - od engl. Karnitin palmitoiltransferaza 1B, MLXIPL - od engl. MLX
Interacting Protein-Like - Protein slican MLX interagiraju¢em proteinu, HPGD - od engl.
Hydroxyprostaglandin Dehydrogenase 15-(NAD) - Hidroksiprostaglandin dehidrogenaza 15-
(NAD), PLINS - od engl. Perilipin 5 - Perilipin 5.

Ovaj graficki prikaz pruza zakljuak o znacajnim metabolickim i1 genskim regulacijama,
ukljucujuéi procese antioksidativne zastite, detoksikacije i1 rasta stanica. Stoga, povecana
ekspresija ovih gena sugerira specifiéne promjene u stani¢nim funkcijama kao odgovor na
utisavanje gena SAHH. Suprotno tome, zapazeno je smanjenje ekspresije gena (Slika 83) C3,
LIF, NEU4, NTN1, ADORAL, CPT1B, MLXIPL, HPGD i PLIN5. Ovo smanjenje ekspresije tih
gena ukazuje na moguce inhibicije njihovih funkcionalnih uloga, §to moze znaciti disfunkciju

u stani¢nim procesima vezanim uz imunoloski odgovor, rast stanica, metabolizam i lipolizu.
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Slika 84. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u stani¢noj tumorskoj liniji MCF7 z s
utiSanim genom SAHH u procesu reguliranju koncentracije neurotransmitera (od engl.
Secretion of neurotransmitter) dobiveni pomocu analize srzi (od engl. Core analysis) u odnosu
na kontrolnu stani¢nu liniju MCF7. U analizi su kori$teni parametri faktora povecanja (od engl.
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Fold change) > 2 i < -2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju
MCF7 s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok
plava oznacava smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok
zelena boja oznacava snizenu razinu transkripcije. Objasnjenje najznacajnijih kratica i simbola:
GABBR1- od engl. Gamma-Aminobutyric Acid Type B Receptor Subunit 1 - Receptorska
podjedinica B tipa za gama-aminomasla¢nu kiselinu 1, NPY1R - od engl. Neuropeptide Y
Receptor Y1 - Receptor neuropeptida Y Y1 - PLCL1 od engl. Phospholipase C Like 1 -
Fosfolipaza C sli¢an 1, od engl. RET- Proto-Oncogene Tyrosine-Protein Kinase Receptor Ret -
Proto-onkogen tirozin-proteinska kinaza receptor Ret, ADORAL- od engl. Adenosine Al
Receptor - Receptor adenozina Al, 1. SNCG - od engl. Synuclein Gamma - Sinuklein gama,
ADORAZ2A- od engl. Adenosine A2a Receptor - Receptor adenozina A2a, UNC13A (od engl.
Unc-13 Homolog A - Homolog A UNC-13).

Ovaj graficki prikaz (Slika 84) pruza vrijedan uvid u promjene u procesu sekrecije
neurotransmitera u stani¢noj liniji MCF7, u kojoj je gen za SAHH utisan. Klju¢ni podaci
obuhvacaju promjene u ekspresiji klju¢nih gena povezanih s neurotransmisijom. Prvo,
primje¢ujemo smanjenje ekspresije gena GABBR1 (od engl. Gamma-Aminobutyric Acid Type
B Receptor Subunit 1), NPY1R (od engl. Neuropeptide Y Receptor Y1), PLCL1 (od engl.
Phospholipase C Like 1), RET (od engl. Proto-Oncogene Tyrosine-Protein Kinase Receptor
Ret) i ADORAL (od engl. Adenosine Al Receptor). Ova smanjenja u ekspresiji sugeriraju
potencijalne promjene u receptornim signalnim putovima, koje mogu utjecati na regulaciju
neurotransmitera i stanicne komunikacije. Suprotno tome, zabiljeZeno je povecanje ekspresije
gena SNCG (od engl. Synuclein Gamma), ADORA2A (od engl. Adenosine A2a Receptor),
UNC13A (od engl. Unc-13 Homolog A), sto sugerira da bi ovi geni mogli igrati kljuénu ulogu

u pojacanju sekrecije neurotransmitera u ovoj stani¢noj liniji nakon utiSavanja gena SAHH.
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Slika 85. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u utiSanoj stani¢noj tumorskoj liniji
MCF7 za gen SAHH u IPA programu u procesu stvaranja adenozina (od engl. Generation of
adenosine) dobiveni uz pomo¢ analize srzi (od engl. Core analysis) u odnosu na kontrolnu
stani¢nu liniju MCF7. U analizi su koristeni parametri faktora povecéanja (od engl. Fold change)
>2 1< -2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju MCF7 s utiSanom
ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok plava oznacava
smanjenu aktivnost. Crvena boja oznaCava poveéanu razinu transkripcije dok zelena boja
oznacava snizenu razinu transkripcije. Obja$njenje najznacajnijih kratica i simbola: NT5E (5'-
Nukleotidaza Ecto, od engl. 5-Nucleotidase Ecto), SAHH = AHCY (S-adenozil homocistein
hidrolaza, od engl. S-adenosylhomocysteine hydrolas).

U rezultatima (Slika 85) su prikazane znacajne promjene u ekspresiji gena koji igraju kljuénu
ulogu u metabolizmu adenozina u utiSanoj stani¢noj liniji MCF7 s utiS$anom ekspresijom gena
SAHH. Uocava se povecana ekspresija gena NT5E (od engl. 5'-Nucleotidase Ecto). Povecana
ekspresija gena NT5E ukazuje na pojacanu aktivnost enzima koji katalizira pretvorbu adenozina
u inozin. S druge strane, smanjenje ekspresije gena SAHH sugerira inhibiciju aktivnosti enzima
koji igraju ulogu u odrzavanju visokih razina adenozina. Ova kombinacija promjena u ekspresiji
gena rezultira potencijalno smanjenjem ili nepromjenjenom razine adenozina u stanicama.
Adenozin je klju¢na signalna molekula s raznim funkcijama u stani¢noj signalizaciji, pa takve
promjene mogu imati duboke posljedice na bioloske procese unutar stanica. Ovaj grafikon
(Slika 85) pruza vazan uvid u mehanizme koji reguliraju razinu adenozina i njegovu biolosku

funkciju.
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Slika 86. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u utisanoj stani¢noj tumorskoj liniji
MCF7 za gen SAHH u IPA programu u prijenosu signala EIF2 (od engl. EIF2 Signaling)
dobiveni uz pomo¢ analize srzi (od engl. Core analysis) u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju
MCF7. U analizi su kori$teni parametri faktora povecanja (od engl. Fold change) >2 i <-2 uz
p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju MCF7 s utiSanom ekspresijom
gena SAHH. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok plava oznaava smanjenu
aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznacava
snizenu razinu transkripcije. Objasnjenje najznacajnijih kratica i simbola: EIF2 kompleks =
Faktor 2 inicijacije eukariotske translacije, od engl. Eukaryotic Translation Initiation Factor
2), GDP (Guanozin difosfat od engl. Guanosine Diphosphate), EIF2S3 (od engl. Eukaryotic
Translation Initiation Factor 2 Subunit 3 Podjedinica 3 faktora 2 inicijacije eukariotske
translacije), 40S ribosomalna podjedinica (Ribosomska podjedinica 40S od engl. Ribosomal
Subunit 40S), EIF1 (Faktor 1 inicijacije eukariotske translacije od engl. Eukaryotic Translation
Initiation Factor 1), EIF1A (Faktor 1A inicijacije eukariotske translacije od engl. Eukaryotic
Translation Initiation Factor 1A), EIF3 (od engl. Eukaryotic Translation Initiation Factor 3,
Faktor 3 inicijacije eukariotske translacije ), EIF5 (Faktor 5 inicijacije eukariotske translacije
od engl. Eukaryotic Translation Initiation Factor 5), Translokacija elongacije (od engl.
Elongation Translocation, Translokacija elongacije), MYC (Proto-onkogen MYC, od engl.
Myc Proto-Oncogene), BCL2 (Limfom B-stanica 2, od engl. B-Cell Lymphoma 2), CDK11A
(Ciklin-ovisna kinaza 11A, (od engl. Cyclin-Dependent Kinase 11A), ATF4 (Aktivirajuci
transkripcijski faktor 4 (od engl. Activating Transcription Factor 4), XIAP (X-povezani
inhibitor apoptoze proteina, od engl. X-Linked Inhibitor of Apoptosis Protein), ATF5
(Aktivirajuci transkripcijski faktor 5, od engl. Activating Transcription Factor 5), DDIT3
(Transkript induciran ostecenjem DNA 3, od engl. DNA Damage Inducible Transcript 3),
VEGFA (Faktor rasta vaskularnog endotela A, od engl. Vascular Endothelial Growth Factor
A).

Na ovoj slici (Slika 86) prikazani su rezultati diferencijalne ekspresije gena i analize srzi (od
engl. Core analysis) u stani¢noj liniji MCF7 s utisanom ekspresijom gena, gdje gen SAHH-

utiSan, prikazuju znacajne promjene u stani¢noj signalnoj mrezi. Ove promjene ukazuju na
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kompleksne bioloske procese koji se dogadaju nakon utiSavanja ovog gena. Prvo, primje¢ujemo
znacajno povecanu aktivaciju EIF2 (od engl. Eukaryotic Translation Initiation Factor 2)
prijenosa signala unutar stanice. Ova aktivacija ukljucuje povecanu aktivnost specifi¢nih
komponenti, uklju¢uju¢i EIF2A (od engl. Eukaryotic Translation Initiation Factor 2A), GDP
(od engl. Guanosine Diphosphate), EIF2S3 (od engl. Eukaryotic Translation Initiation Factor
2 Subunit 3), kao 1 EIF2B kompleksa. Takoder, promatra se povecana aktivnost ribosomalnog
kompleksa sastavljenog od 40S podjedinice, EIF1 (od engl. Eukaryotic Translation Initiation
Factor 1), EIF1A (od engl. Eukaryotic Translation Initiation Factor 1A), EIF3 (od engl.
Eukaryotic Translation Initiation Factor 3), EIF5 (od engl. Eukaryotic Translation Initiation
Factor 5), EIF2A (od engl. Eukaryotic Translation Initiation Factor 2A), EIF2B i EIF2S3 (od
engl. Eukaryotic Translation Initiation Factor 2 Subunit 3. Takoder, vidljiva je povecana
aktivnost translokacije elongacije, Sto sugerira brze i u€inkovitije procese produzenja peptidnog
lanca tijekom translacije. Dodatno, primjeéuje se povecana aktivnost nekoliko klju¢nih faktora
ukljucenih u stani¢nu regulaciju i1 prezivljavanje, ukljuc¢uju¢i MYC (od engl. Myc Proto-
Oncogene), BCL2 (od engl. B-Cell Lymphoma 2), CDK11A (od engl. Cyclin-Dependent
Kinase 11A), ATF4 (od engl. Activating Transcription Factor 4), XIAP (od engl. X-Linked
Inhibitor of Apoptosis Protein), ATF5(od engl. Activating Transcription Factor 5), DDIT3 (od
engl. DNA Damage Inducible Transcript 3) i VEGFA (od engl. Vascular Endothelial Growth
Factor A). Ovi faktori mogu igraju klju¢nu ulogu u regulaciji stani¢nih odgovora na promjene
u signalnim putovima. Ova analiza pruZza detaljan uvid u kompleksne promjene u stani¢noj
signalnoj mrezi nakon uti§avanja gena SAHH. Nema evidentiranih promjena u smjeru smanjene

aktivnosti proteina ili procesa u ovom prijenosu signala.

4.5.3. Analiza diferencijalno eksprimiranih stani¢nih signalnih putova u stani¢noj liniji
HEK293T s utiSanom ekspresijom gena SAHH

Nakon provedene analize srzi (od engl. Core analysis), i diferencijalne ekspresije gena u IPA
programu su rezultirala kategorizacijom podataka koja se temelji na promjenama u ekspresiji
gena. Ovaj postupak je kljuan za dublje razumijevanje podataka 1 omogucava nam bolju
interpretaciju bioloskih procesa koji su se dogodili u ovom eksperimentalnom sustavu s
utiSanom ekspresijom gena SAHH. U analizi su koristeni parametri faktora povecanja (od engl.
Fold change) > 0,5 i <0,5 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju
HEK293T s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Moze se vidjeti da do najvece promjene u

ekspresiji molekula dolazi u kategoriji tumorskih procesa (Slika 87). U HEK293T stani¢noj
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liniji s utiSanom ekspresijom gena SAHH, identificirani su najvise diferencijalno eksprimirani
procesi povezani s migracijom (Slika 90) i stani¢nim pokretanjem (Slika 91), §to je prikazano
u grafickom saZetku rezultata na Slici 86. Takoder, uo¢ena je sinteza pirimidina de novo (Slika
92) i hipermetionemija (Slika 92), agregaciju tumorskih stanica (Slika 93) te je predvidena
indirektna interakcija izmedu Histona H3 i S-adenozil homocistein hidrolaze. Kroz stroge
parametre analize, identificirano je 28 diferencijalno eksprimiranih gena (Tablica 15) i
diferencijalno eksprimirani prijenos signala u kojoj sudjeluje S-adenozil homocistein hidrolaza
(Slika 88).
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Slika 87. Usporedba ekspresije izmedu kontrolne stani¢ne linije HEK293T i stani¢ne linije
HEK293T s utisanom ekspresijom gena SAHH. Slika prikazuje rezultate analize srzi (od engl.
Core analysis) diferencijalne eskpresije gena dobiveni uz pomo¢ IPA programa za
bioinformati¢ku analizu; grafi¢ki sazetak prikazuje rezultat analize gdje se moze Stanje utiSane
ekspresije SAHH gena u stani¢noj liniji HEK293T u odnosu na kontrolu gdje smo preklopili
zajednicke podatke WT (od engl. wild type) i SCR ( od engl. scrambled, sSiAHCY = si SAHH )
kontrolne grupe podataka. Narancasto: poveéanje aktivnosti, plavo:smanjenje aktivnost,
isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju izmedu molekula i procesa dok puna linija
oznacava direktnu interakciju izmedu molekula i procesa. Za identifikaciju gena koji su
znacajno regulirani u usporedbi s kontrolnim uzorcima, koristen je prag od -2 do 2 za faktor
povecanja (od engl. Fold change). Ovo omogucava identifikaciju gena koji pokazuju znacajnu
promjenu u ekspresiji. P-vrijednost: Za statistiCku znacajnost razlika u ekspresiji gena koristen
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je prag p-vrijednosti od 0.05. Geni s p-vrijednostima manjim od ovog praga smatrat ¢e se
statisti¢ki znacajnima. Oznake najznaacajnijih kratica i simbola: isintegrin i metaloproteinaza s
trombospondinskim motivima 12 - ADAMTS12 - (od engl. A Disintegrin And
Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs 12).

Ovaj graficki prikaz rezultata (Slika 87) predstavlja rezultate analize diferencijalne ekspresije
u HEK293T stani¢noj liniji, nakon S§to je gen SAHH utisan 1 provedena je bioinformaticka
analiza srzi (od engl. Core analysis). UoCene su vazne promjene u stani¢nim procesima.
Specifi¢no, uo¢ena je smanjena aktivnost ADAMTS12 procesa, Sto sugerira Smanjenu funkciju
ovog procesa nakon utiSavanja gena SAHH. Protein ADAMTS12 pripada obitelji enzima Kkoji
su ukljuceni u razgradnju ekstracelularnog matriksa, $to je vazno za mnoge bioloske procese,
ukljucujuéi razvoj tkiva, angiogenezu, i patoloska stanja poput artritisa i tumora. Suprotno
tome, primijetili smo povecanu aktivnost procesa povezanih s regulacijom migracije stanica.
Ovi rezultati ukazuju na sloZene promjene u stani€énim procesima nakon utiSavanja gena SAHH,
s potencijalnim implikacijama za regulaciju migracije stanica. Faktor povecanja (od engl. log2
Fold change) iznosi -0.9 za utiSanu stani¢nu liniju HEK293T za gen SAHH.

Tablica 10. Rezultati diferencijalno eksprimiranih gena u stani¢noj linji HEK293T s utiSanom
ekspresijom gena SAHH. Ovi geni su identificirani kao znacajno regulirani i predstavljaju skup
molekula ¢ija je ekspresija promijenjena u kontekstu smanjene prisutnosti adenozil homocistein
hidrolaze. Prikazane vrijednosti p-vrijednosti su postavljene unutar raspona od -0,5 do 0,5 kako
bi se identificirali geni ¢ija je diferencijalna ekspresija statisti¢ki znacajna i kako bi se obuhvatili
oni geni Cija se ekspresija mijenja unutar tog raspona. Ovaj raspon omogucuje prepoznavanje
gena Cija promjena u ekspresiji moze imati bioloski zna€aj unato¢ manjim varijacijama.
Stani¢na linija HEK293T s utiSanom ekspresijom gena

SAHH

Faktor
Naziv gena povecanja
SAHH -0.92

IRS4, Supstrat 4 inzulinskog receptora, od engl. Insulin
Receptor Substrate 4 5.91

PCDH19, Protokaderin 19, od engl. Protocadherin 19 2.42
TCEALY, Transkripcijski faktor A slican faktoru za

produzenje transkripcije 7, od engl. Transcription
Elongation Factor A-Like 7 1.6

TMEMA47, Transmembranski protein 47, od engl.

Transmembrane Protein 47 3.47

INPP5D, Inozitol polifosfat-5-fosfataza D - Inozitol1.29
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polifosfat-5-fosfataza D, od engl. Inositol Polyphosphate-
5-Phosphatase D

CTGF, Faktor rasta vezivnog tkiva, od engl. Connective
Tissue Growth Factor -0.96
LOC101928358, Lokus 101928358 (ljudski pseudogen 3.59
NUPRL1, Jezgrin protein 1, od engl. Nuclear Protein 1 2.43
C100rf10, Kromosom 10 otvoreni okvir Citanja 10 -0.59
HCLS1, Hematopoetski stani¢no-specificni Lyn supstrat

1, od engl. Hematopoietic Cell-Specific Lyn Substrate 1 2.71
LOC102724023, Lokus 102724023 2.76
MDK, Midkin, od engl. Midkine 0.82
ZCCHC12 - Protein cinkovog prsta CCHC tipa 12, od
engl. Zinc Finger CCHC-Type Domain-Containing
Protein 12 1.57
FHL1, Cetiri i pol LIM domene 1, od engl. Four and a
Half LIM Domains 1 -0.55
KRT19, Keratin 19, od engl. Keratin 19 0.75
FAM129A, Obitelj sa slicnos¢u sekvence 129, ¢lan A, od
engl. Family with Sequence Similarity 129, Member A 1.36
KRT17 Keratin 17, od eng. Keratin 17 1.57
MLLT11, Mijjeloidna/limfoidna ili mjeSana leukemija;
Translocirana na  kromsom 11, od engl.
Myeloid/Lymphoid or Mixed-Lineage Leukemia;
Translocated to Chromosome 11 0.99
ZNF737, Protein cinkovih prstiju 737, od engl. Zinc
Finger Protein 737 1.09
KRBOX1, Gen koji sadrzi KRAB box domenu 1, od engl.
KRAB Box Domain-Containing Protein 1 2.14
JUN, Jun proto-onkogen, od engl. Jun Proto-Oncogene 0.54

PMAIP1, Protein induciran s PMA i miristat-13-
acetatom 1, od engl. Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-
Induced Protein 1

IFI16, Interferon-gama induciran protein 16, od engl.2.63

0.58
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Interferon-Gamma Inducible Protein 16

PPP2R2C, Interferon-gama induciran protein 16, od engl.
Protein Phosphatase 2 Regulatory Subunit B, Gamma  1.23

Ova analiza diferencijalno eksprimiranih gena u stani¢noj liniji HEK293T s utiSanom
ekspresijom gena SAHH (Tablica 10) omogucuje dublje razumijevanje genskih interakcija i

bioloskih procesa koji se mogu mijenjati uslijed utiSavanja ove enzimske komponente.

Slika 88. Kategorizacija promijenjenih signalnih putova u stani¢noj liniji HEK293T s utiSanom
ekspresijom gena SAHH, s obzirom na tip poremecaja. Analize srzi (od engl. Core analysis)
provedena je uz pomo¢ programa IPA. U analizi su koristeni parametri faktora povecanja (od
engl. Fold change > 2 i < -2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju
HEK293T s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Objasnjenja najznacajnijih kratica 1 simbola:
Procesi povezani s tumorom (od engl. Tumor).

Takoder, slika 88 prikazuje rezultat kategorizacije diferencijalno eksprimiranih podataka koja
se temelji na promjenama u ekspresiji gena. Ovaj postupak je kljuan za dublje razumijevanje
podataka i omogucava nam bolju interpretaciju bioloskih procesa koji su se dogodili u ovom
eksperimentalnom sustavu s utiSanom ekspresijom gena SAHH. MozZe se vidjeti da do najvece

promjene u ekspresiji molekula dolazi u kategoriji tumorskih procesa.
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Slika 89. Usporedba ekspresije izmedu kontrolne stani¢ne linije HEK293T i stani¢ne linije
HEK293T s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Rezultati analize Srzi (od engl. Core analysis)
diferencijalne eskpresije gena dobiveni uz pomo¢ IPA programa za bioinformaticku analizu;
slika prikazuje grafic¢ki sazetak prikazuje rezultat analize gdje se moze vidjeti rezultate utiSane
ekspresije SAHH gena u stani¢noj liniji HEK293T u odnosu na kontrolu stani¢nu liniju s
ugradenim kontrolnim plazmidom s nasumi¢nom sekvencom za utiSavanje koja ne kodira
nijedan poznati proteinski produkt (SCR, od engl. scrambled) (narancasto: povecanje
aktivnosti, plavo: smanjenje aktivnost, isprekidana linija oznacava indirektnu interakciju
izmedu molekula i procesa dok puna linija oznacava direktnu interakciju izmedu molekula i
procesa. Objasnjenje najznacajnjih kratica i simbola: PGBD3 (od engl. PiggyBac Transposable
Element Derived 3), TMEMA47- (od engl. Transmembranski protein 479, ZNF711 - Protein
cinkovog prsta 711 (od engl. Zinc Finger Protein 711), NUPR1- Jezgrin protein 1 (od engl.
Nuclear Protein 1), Rhox5- Reproduktivni Homeobox 5 (od engl. Reproductive Homeobox 5),
(od engl. Histone H3) - Histon H3, FOXDL1 (od engl. Forkhead Box D1), SH2D5 - SH2 domena
sadrzavajué¢i 5 (od engl. SH2D5 - SH2 Domain-Containing 5), NFAT5 - Nuklearni faktor
aktiviranih T stanica 5 (od engl. Nuclear Factor of Activated T Cells 5), B3GNT5-Beta-1,3-
N-Acetilglukozaminiltransferaza 5 (od engl. Beta-1,3-N-Acetylglucosaminyltransferase 5),
SLC16AG6 - Prenosnik obitelji 16 ¢lan 6 (od engl. Solute Carrier Family 16 Member 6), NOX3-
NADPH oksidaza 3 (od engl. NADPH Oxidase 3), SHPK- Sedoheptulokinaza (od engl.
Sedoheptulokinase), ATPSCKMT - ATP kinaza mitohondrijske sulfurilaze i cisteinske sintaze
(od engl. ATP Kinase of Mitochondrial Sulfurase and Cysteine Synthase).

Znacajne promjene u ekspresiji gena uklju¢uju povecanu razinu transkripcije gena PGBD3,
TMEM47, ZNF711, NUPRL1 (Slika 89) te smanjenu razinu ekspresije gena RAB4B-EGLN2.
Takoder, primijetili smo povecanu aktivnost razlicitih proteina i faktora, ukljuc¢uju¢i RHOXS,

Histon H3, FOXDI1, SH2DS5, NFATS, B3GNTS, SLC16A6, dok je istovremeno zabiljeZena
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smanjena aktivnost gena NOX3, HIVEP3, SHPK, CODC134, PHTF1l, ATPSCKMT,
DENND5b. Zanimljivo je napomenuti da je predvidena indirektna interakcija izmedu Histona
H3 i S-adenozil homocistein hidrolaze, §to ukazuje na potencijalno sloZzenu mrezu regulacije u
stani¢nim procesima. Takoder, zanimljivo je vidjeti povecanu ekspresiju proteina NUPR1,
poznat i kao p8, je proteinski odgovor na stres koji igra ulogu u razli¢itim stani¢nim procesima
poput proliferacije stanica, diferencijacije, apoptoze i odgovora na stres. Uklju¢en je u
regulaciju ekspresije gena, progresiju stani¢nog ciklusa i prezivljavanje stanica pod razli¢itim
uvjetima stresa. NUPRL1 je povezan s razvojem i napredovanjem tumora, kao i s metabolickim
poremecajima i neurodegenerativnim bolestima. Njegove to¢ne funkcije mogu varirati ovisno

o stanicnom kontekstu i signalnim putovima ukljucenima.
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Slika 90. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u utisanoj stani¢noj tumorskoj liniji
HEK293T za gen SAHH u IPA programu u procesu proliferacije tumorskih stanica (od engl.
Proliferation of cancer cells) adobiveni uz pomo¢ analize srzi (od engl. Core analysis) u odnosu
na roditeljsku stani¢nu liniju odnosno kontrolnu stani¢nu liniju HEK293T. U analizi su
koriSteni parametri faktora povecanja (od engl. Fold change) >2 i < -2 uz p-vrijednost od 0.05
kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju HEK293T s utiSanom ekspresijom gena SAHH.
Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Crvena
boja oznaCava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja oznaCava snizenu razinu
transkripcije. Objasnjenje najznacajnijih kratica i simbola: GR1 Rani gen 1 - (od engl. Early
Growth Response 1), GDF15 Rast i diferencijacija faktora 15 - (od engl. Growth Differentiation
Factor 15), LGALS], Galaktin 1 - (od engl. Galectin 1).

U rezultatima analize diferencije ekspresije gena (Slika 90) primjeéena je znacajne promjene u
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ekspresiji gena i proteina povezane s procesom proliferacije tumorskih stanica. EGR1 (Rani
rani gen 1) od engl. Early Growth Response 1, GDF15 (Rast i diferencijacija faktora 15) od
engl. Growth Differentiation Factor 15, LGALSa (od eng. Galaktin-1) - Galectin-1 u smjeru
povecanja ekspresije gena. Konkretno, vidljiva je povecana razina ekspresije gena EGRL,
GDF15 i LGALSL, sto ukazuje na povecanu aktivnost ovih gena u regulaciji stani¢ne

proliferacije.
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Slika 91. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u utiSanoj stani¢noj tumorskoj liniji
HEK293T za gen SAHH u IPA programu u procesu migracije stanica ( od engl. migration of
cells) adobiveni uz pomo¢ analize srzi (od engl. Core analysis) u odnosu na kontrolnu stani¢nu
liniju HEK293T. U analizi su koristeni parametri faktora povecanja (od engl. Fold change) > 2
1 < -2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju HEK293T s utiSanom
ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost dok plava oznacava
smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije dok zelena boja
oznacava sniZzenu razinu transkripcije. Objas$njenje najznacajnijih kratica i simbola: SP7 -
Osteokalcin (od engl. Osteocalcin), DLK1 - Delta sli¢ni ne-kanonski Notch ligand 1 (od engl.
Delta-like Non-Canonical Notch Ligand 1), SOX8 - SRY - Box transkripcijski faktor 8 (od
engl. SOX8 - SRY-Box Transcription Factor 8).

Slika 91 prikazuje rezultate dobivene nakon diferencijalne ekspresije gena u utisanoj stani¢noj
liniji HEK293T, u kojoj je gen S-adenozilhomocistein hidrolaza, utisan. Na rezultatima moze
se vidjeti povecanje transkripcije gena SP7 (od engl. Osteocalcin), DLK1 (od engl. Delta-Like
Non-Canonical Notch Ligand 1) i smanjenju aktivnost SOX8 (od engl. SRY-Box Transcription
Factor 8) te smanje transkripcije gena PLP. Ove promjene u ekspresiji gena i aktivnosti
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proteina predstavljaju kljucne nalaze analize te ukazuju na potencijalnu ulogu gena SP7 i DLK1

u stani¢nim procesima nakon utiSavanja gena SAHH.
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Slika 92. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u utiSanoj stani¢noj tumorskoj liniji
HEK293T za gen SAHH u IPA programu u procesu sinteze pirimidina de novo (od
engl.pyrimidine de novo biosynthesis) adobiveni uz pomo¢ analize srzi (od engl. Core analysis)
u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju HEK293T. U analizi su koriSteni parametri faktora
povecanja (od engl. Fold change) > 2 i < -2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti
za stani¢nu liniju HEK293T s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja oznacava
pojacanu aktivnost dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu
razinu transkripcije dok zelena boja oznacava snizenu razinu transkripcije. ObjaSnjenje
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najznacajnijih kratica i simbola: dUTP (od engl. Deoxyuridine Triphosphate, Deoksiuridin
trifosfat), dCTP (od engl. Deoxycytidine Triphosphate, Deoksicitidin trifosfat), dUMP (od engl.
Deoxyuridine Monophosphate, Deoksiuridin monofosfat), ADP (od engl. Adenosine
Diphosphate, Adenozin difosfat).

Dodatno, slika 92 prikazuje rezultate dobivene nakon diferencijalne ekspresije gena u uti$anoj
stani¢noj liniji HEK293T, u kojoj je gen, S-adenozilhomocistein hidrolaza, utiSan. U ovim
rezultatima primjecena je povecana aktivnost sinteze pirimidina de novo: Ova promjena
ukazuje na pojacanu sintezu pirimidina iz osnovnih molekula u stanici. Povecana izmjena
dUTP-a: Povec¢ana razina dUTP-a sugerira da se dinukleotid uridin trifosfat sve vise koristi u
stani¢nim procesima. Ovi rezultati ukazuju na promjene u metabolickim putovima povezanima
s sintezom pirimidina i izmjenom nukleotida u stanicama nakon utiSavanja gena SAHH. Ova
saznanja mogu pruziti dublje razumijevanje regulacije metabolickih procesa u stanicama i

njihovih uloga u bioloskim funkcijama.

Hypermethioninemia with S-adenosylhomocysteine hydrolase deficiency 14
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Slika 93. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u utisanoj stani¢noj tumorskoj liniji
HEK293T za gen SAHH u IPA programu u procesu hypermethioninemia (od engl.
hypermethioninemia) dobiveni uz pomo¢ Analize srzi (od engl. Core analysis) u odnosu na
kontrolnu stani¢nu liniju HEK293T. U analizi su koriSteni parametri faktora poveéanja (od engl.
Fold change) > 2 i < -2 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju
HEK293T s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost
dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije
dok zelena boja oznacava snizenu razinu transkripcije. Objasnjenje najznacajnijih kratica i
simbola: hipermetionemija (od engl. hypermethioninemia), S - adenozil homocistein hidrolazna
deficijencija (od engl. S - adenozyl homocysteine hydrolase deficiency).

Takoder, slika 93 prikazuje rezultate dobivene nakon diferencijalne ekspresije gena u utisanoj
stani¢noj liniji HEK293T, u kojoj je gen, S-adenozilhomocistein hidrolaza, utiSan. U ovim
rezultatima primjecujemo i stanje hipermetionemije. Ovi podaci ukazuje na smanjenje razine
hipermetionemije, §to je stanje koje karakterizira visoka razina metionina u tijelu. Ovi podaci
sugeriraju da utiSavanje gena S-adenozilhomocistein hidrolaza moze dovesti do regulacije
metabolizma aminokiselina, posebno metionina, i smanjenja hipermetionemije u stanicama. To

moze imati vazne implikacije za bioloSke procese 1 zdravlje stanica.
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Slika 94. Rezultati analize diferencijalne ekspresije gena u utisanoj stani¢noj tumorskoj liniji
HEK293T za gen SAHH u IPA programu u procesu agregacije stanica (od engl. aggregation
of cells) adobiveni uz pomo¢ analize srzi (od engl. Core analysis) u odnosu na kontrolnu
stani¢nu liniju HEK293T. U analizi su koristeni parametri faktora povecanja (od engl. Fold
change) > 0,5 i < -0,5 uz p-vrijednost od 0.05 kao prag signifikantnosti za stani¢nu liniju
HEK293T s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Narancasta boja oznacava pojacanu aktivnost
dok plava oznacava smanjenu aktivnost. Crvena boja oznacava povecanu razinu transkripcije
dok zelena boja oznaCava sniZzenu razinu transkripcije. Objasnjenje najznacajnijih kratica 1
simbola: WNT1 - Wnt obitelj proteina 1 (od engl. Wnt Family Protein 1), CD6-CD6 molekula
(od engl. CD6 Molecule), VTN - (od engl. Vitronectin), VCAML1 - (od engl. Vascular Cell
Adhesion Molecule 1), THPO - Trombopoeitin (od engl. Thrombopoietin), ADORA2A -
Receptor adenozina A2A (od engl. Adenosine A2A Receptor), CD38-CD38 molekula, (od engl.
CD38 Molecule), CDH1-Kadherin 1 (od engl. Cadherin 1), CCR4 - CCR4, kemokinski
receptor 4 (od enlg. Chemokine Receptor 4), CSF3 Stimulirajuc¢i faktor rasta kolonija 3 (od
engl. Colony Stimulating Factor 3), EGF-Epidermalni faktor rasta (od engl. Epidermal Growth
Factor), HCLS1-Hematopoetski stani¢ni-specificni Lyn substrat 1 (od engl. Hematopoietic
Cell-Specific Lyn Substrate 1), MMP7 - Metalopeptidaza matriksa 7 (od engl. Matrix
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Metalloproteinase 7), MMP- Metalopeptidaza matriksa 9 (od engl. Matrix Metalloproteinase
9), PCDHS8 - Protokadherin 8 (od engl- Protocadherin 8), PDIA4 - Protein disulfid isomeraza
A4 (od engl. Protein Disulfide Isomerase A4), AMOT-Angiomotin (od engl. Angiomotin),
MMP1 - Metalopeptidaza matriksa 1 (od engl. Matrix Metalloproteinase), MMP3 -
Metalopeptidaza matriksa 3 (od engl. Matrix Metalloproteinase 3), LTA - Limfotoksin alfa (od
engl. Lymphotoxin Alpha), GPR132 - Receptor spregnut s G proteinom 132 (od engl. G Protein-
Coupled Receptor 1329, BTK Bruton tirozin kinaza(od engl Bruton's Tyrosine Kinase9,
CDH11- Kadherin 11 (od engl. Cadherin 11).

Uz to, slika 94 prikazuje rezultate dobivene nakon diferencijalne ekspresije gena u uti$anoj
stani¢noj liniji HEK293T, u kojoj je gen, SAHH, utiSan. Na ovim rezultatima primjecujemo
povecanu ekspresiju gena:WNT1, CD6, VTN, VCAM1, THPO, ADORA2A, CD38, CDH]1,
CCR4, CSF3, EGF, HCLS1, MMP7, MMP9, PCDHS, PDIA4, AMOT C3, MMP1, MMP3,
LTA, GPR132, BTK, CDH11 i smanjenje ekspresije gena IGF1, FGF4, PTPN7, PTGS2, KL,
APLN. Ovi rezultati ukazuju na promjene u ekspresiji gena koji su ukljuceni u proces agregacije
stanica nakon utiSavanja gena S-adenozilhomocistein hidrolaza. Ova saznanja mogu pruZiti
bolje razumijevanje mehanizama koji reguliraju stani¢nu agregaciju i njihovog utjecaja na
bioloske procese. Dodatno, VCAMI1 (Vaskularni stani¢na adhezijski molekula 1) je klju¢na
molekula u procesu adhezije stanica, posebno leukocita, na unutarnjoj stijenci krvnih Zila.
Povecana ekspresija VCAM1 moze povecati adheziju leukocita na endotelne stanice, §to moze
biti korisno u imunoloskim reakcijama i upalnim procesima. Kadherin CDHI1 je ¢lan
kadherinske obitelji proteina koji su vazni za odrzavanje mehanicke adhezije izmedu stanica.
Povecana ekspresija CDHI moZe potaknuti snaZniju adheziju izmedu stanica, §to moZe
pridonijeti ¢vrS¢em povezivanju stanica u tkivima. Takoder, CSF3 (Stimulirajuci faktor
nastanka kolonija 3) potice stvaranje neutrofila, koji igraju vaznu ulogu u adheziji i migraciji
stanica prema mjestima upale. Povecana ekspresija CSF3 moZe rezultirati povecanom
adhezijom neutrofila na ciljane stanice. Metalopeptidaze matriksa MMP7 (Matriks
metalopeptidaza 7) i MMP9 (Matriks metalopeptidaza 9) sudjeluju u razgradnji izvanstani¢nog
matriksa i mogu olaksati adheziju stanica na okolnoj matrici. Povecana ekspresija MMP7 i
MMP9 moze potencijalno potaknuti proces adhezije stanica na matriks. Povec¢ana adhezija ovih
gena moze rezultirati jaCim povezivanjem stanica 1 moze imati razli¢ite u€inke ovisno o
kontekstu. U kontekstu upalnih procesa, to moze pomo¢i u jatanju imunoloskog odgovora, dok
u drugim situacijama moze utjecati na normalnu funkciju tkiva. Vazno je daljnje istrazivanje

kako bi se razumjelo sve implikacije ovih promjena u ekspresiji gena na stani¢nu adheziju i

bioloske procese.
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4.6. Provjera ekspresije diferencijalno eksprimiranih gena u stani¢nim linijama s

utiSanim genom SAHH

Western blot metoda, takoder poznata kao imunoblotting, predstavlja esencijalnu tehniku za
analizu specifi¢nih proteina U bioloskim uzorcima. U ovoj fazi doktorske disertacije, provedena
je Western blot metoda kako bismo istrazili razinu ekspresije klju¢nih proteina koji igraju
vitalnu ulogu u regulaciji stanicnog ciklusa, popravku DNA te signalnom prijenosu putem RAS
proteina u stani¢noj linij HEK293T s utiSanom ekspresijom gena SAHH. Posebno smo
usmjereni na proucavanje razina ekspresije proteina STAT3 i LEF1 u tumorskim stanicama

SW480 i MCF7.
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Slika 95. Rezultati analize metode Western blot. U svakom uzorku specificnim antitijelom
pratila se koli¢ina utiSanog gena SAHH i analiziranih proteina prijenosa signala MAPK (od
engl. MAPK signaling proteins), (od engl. Cell cycle proteins) i (od engl. DNA damage
proteins), te B-aktin (engl. f-actin), kao endogena kontrola kako bi se uzorci mogli usporedivati.
U Western blot metodi u stani¢noj liniji HEK293T s utiSanom ekspresijom gena SAHH,
naneseno je 50 mikrograma proteina na gel za svaki uzorak. WT oznaka i broj 3 oznaka
oznacava nepromijenjenu roditelju stani¢nu liniju HEK293T, 2 + 4 i oznaka 2 oznacuje
kombinaciju lentivursnih estistica s ShRNA 2 i shRNA 4 sekvencom za utiSavanje gena SAHH,
scr oznaka 1 oznaka 1 predstavlja kontrolnu stani¢nu liniju HEK293T s ugradenim nasumi¢nim
kontrolnim plazmidom scr (od engl. scrambled). Lista gena analiziranih western blot metodom:
4-3-3{/6 (D7HS), ATM, B-Raf, CDC2, CDK2, CDK®6, Chk1, cMyc, C-Raf, Cyclin A, Cyclin
B1, Cyclin D1, Cyclin E, Gadd450, MDM2, MEK 1/ 2, p21, p27, p44/42, p53, pChk2, chk2,
fosfo-B- Raf, fosfo-cdc2, fosfo-C-Raf, fosfo-MDM2, fosfo-MEK 1/2, fosfo-p44/22, MAPK,
(ERK '), fosfo-p53, MAPK, Ras, Rb. Cell cycle proteins = signalni putova ukljucenih u
regulaciju stani¢nog ciklusa, MAPK signaling proteins = put MAP kinaza, DNA damage
proteins = putovi popravka DNA ostecenja.
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Na temelju Western blot analize (Slika 95) u stani¢noj linij HEK293T s utiSanom ekspresijom
gena SAHH moze se vidjeti da do povecane ekspresije proteina dolazi u slucaju ciklina B1,
pCDC2 i Ras proteina (Slika 96). Nisu detektirani pERK, Chk2, i CDK6, MDM2 proteini. Za
preostale proteine: 4-3-3{/6 (D7H5), ATM, B-Raf, cdc2, CDK2, CDK®6, Chkl, cMyc, C-Raf,
Cyclin A, Cyclin B1, Cyclin D1, Cyclin E, Gadd45a, MDM2, MEK 1/ 2, p21, p27, p44/42,
p53, pChk2, chk2, foafo-B- Raf, fosfo-cdc2, fosfo-C-Raf, phospho-MDM2, fosfo-MEK 1/2,
fosfo-p44/22, MAPK, (ERK Y%), fosfo-p53, MAPK, Ras, Rb nije zabiljezena znac¢ajna promjena

na razini ekspresije proteina.
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Slika 96. Rezultati analize metode Western blot u stani¢noj linji HEK293T s utiSanom
ekspresijom gena S - adenozil homocistein hidrolaza. Shematski dijagrami rezultata Western
blot analize, pri ¢emu su promjene signala za svaki analizirani protein u lizatima stanica s
utiSanim SAHH=AHCY genom prikazane kao promjena u postotku u odnosu na kontrolne
stanice (postavljene na 100%). Signal za svaki analizirani protein u stanicama sa utianim
SAHH genom prikazan je kao promjena u postotku u odnosu na shCRTL, koji je postavljen na
100% (narancasta crta). Lista gena analiziranih western blot metodom: 4-3-3{/5 (D7HS), ATM,
B-Raf, cdc2, CDK2, CDKS6, Chkl, cMyc, C-Raf, Cyclin A, Cyclin B1, Cyclin D1, Cyclin E,
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Gadd45a, MDM2, MEK 1/2, p21, p27, p44/42, p53, pChk2, chk2, fosfo-B- Raf, fosfo-CDC2,
fosfo-C-Raf, fosfo-MDM2, fosfo-MEK 1/2, fosfo-p44/22, MAPK, (ERK ' ), fosfo-p53,
MAPK, Ras, Rb. Koristen je program Image J za obradu rezultata.
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Slika 97. Rezultati metode Western blot u stani¢noj liniji SW480 s utisanom ekspresijom gena
SAHH (a) rezultati Western blot analize proteina STAT3 u stanicama SW480, GAPDH je
koristen kao unutarnja kontrola, 30 pg cjelokupnih stani¢nih proteina je ucitano po uzorku (b)
rezultati Western blot metode proteina LEF1, GAPDH je koristen kao kontrola, 30 pg
cjelokupnih stani¢nih proteina je naneseno po svakom uzorku. WT (od engl. wilde type) oznaka
oznacauje nepromijenjenu roditelju stani¢nu liniju SW480, 2 + 4 oznacuje kombinaciju
lentivursnih Cestistica s SIRNA 2 i shRNA 4 sekvencom za utiSavanje gena SAHH, SCR oznaka
predstavlja kontrolnu stani¢nu liniju SW480 s ugradenim nasumi¢nim kontrolnim plazmidom
SCR (od engl. scrambled).

Prema rezultatima analize metode Western blot-a (Slika 97) moze se vidjeti da je zabiljezena
znacajno povecana ekspresija proteina LEF1 te da je takoder povecana ekspresija STAT3

proteina u uti$anoj stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH.
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5. RASPRAVA

Polazna hipoteza doktorskog rada je da stabilno utiSavanje gena SAHH uz pomo¢ SiRNA
uzrokuje znacajne promjene u ekspresijskom profilu stani¢nih linija MCF7, SW480, THLE3 i
HEK293T zbog narusenog metilacijskog potencijala stanice uslijed nedostatne aktivnosti
enzima SAHH-a te uslijed poremecene koncentracije omjera metabolita SAM/SAH u Korist
SAH-a. Stoga je cilj ovog doktorskog rada analizirati promjene u ekspresijskom profilu stanica
sa stabilno utiSanom ekspresijom enzima SAHH-a. Takoder, cilj ovog istrazivanja je i odrediti
koncentraciju klju¢nih metabolita SAM-a, SAH-a i adenozina. S obzirom da su MCF7 i SW480
tumorske stani¢ne linije takoder nas zanima dolazi li do promjena na razini transkriptoma u
proteinima koji sudjeluju u regulaciji stani¢nog ciklusa, proliferacije, prijenosa signala putem
Wnt te proteninima LEF 1 STAT3 koji imaju vaznu ulogu u procesu proliferacijie tumorskih
stanica. Takoder cilj je vidjeti da li se promjena ekspresije na razini proteina: 4-3-3¢/5 (D7HS5),
ATM, B-Raf, cdc2, CDK2, CDKS6, Chk1, cMyc, Raf, Cyclin A, Cyclin B1, Cyclin D1, Cyclin
E, Gadd45a, MDM2, MEK 1/2, p21, p27, p44/42, p53, pChk2, chk2, fosfo-B- Raf, fosfo-cdc2,
fosfo-C-Raf, fosfo-MDM2, fosfo-MEK 1/2, fosfo-p44/22, MAPK, (ERK ' ), fosfo-p53,
MAPK, Ras, Rb poklapa s promjenom ekspresije na razini transkriptoma u stani¢noj liniji
HEK293T koja nije tumorska, ali je transformirana in vitro. S obzirom da je deficijencija
SAHH-a metabolicki i metilacijski poremecaj, Cilj je vidjeti hoce li utisavanje ovog enzima
imati veci utjecaj na metabolicke ili metilacijske prijenose signala te hoce li do istih efekata
do¢i u tumorskim stani¢nim linijama i stani¢noj liniji modificiranoj in vitro. Utvrdeno je da je
razina aktivnosti SAHH-a odrzana na 20% u odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder,
koriStenjem lentivirusa za utiSavanje gena, postignuto je najve¢e smanjenje ekspresije SAHH-
a u SW480 stani¢noj liniji, zatim u MCF7 stani¢noj liniji, dok je u HEK293T stani¢noj liniji
zabiljezena najmanja razina smanjenja ekspresije SAHH-a. Za THLE3 stani¢nu liniju nije bilo
moguce uspostaviti model S-adenozil homocistein hidrolazne deficijencije jer stanice nakon
utiSavanja lentivirusima umiru apoptozom. Ovi rezultati su u skladu s analizom RNA - seq koja
je provedena kako bi se istraZila promjena u ekspresiji gena u utiSanim stani¢nim linijjama. U
SW480 utiSanoj stani¢noj liniji zabiljeZeno je najvise diferencijalno eksprimiranih gena, dok je
u HEK293T utiSanoj stani¢noj liniji zabiljezeno najmanje diferencijalno eksprimiranih gena.
Ova promjena u ekspresiji gena moze se povezati s ulogom SAHH u odrzavanju metilacijskog
potencijala stanice i epigenetiCkim regulacijama s obzirom da upravo u SW480 utiSanoj
stani¢noj liniji imamo najbolje utiSan gen SAHH dok je HEK293T utiSanoj stani¢noj liniji

najvise zadrzana aktivnost gena SAHH. Prethodna istrazivanja su pokazala da SAHH-a igra
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kljuénu ulogu u metabolizmu S-adenozil metionina (SAM), koji je vazan donor metilne skupine
u brojnim bioloskim procesima, uklju¢ujuéi metilaciju DNA 1 histona. Smanjenje aktivnosti
SAHH-a moze rezultirati smanjenjem dostupnosti SAM-a, §to moze utjecati na metilacijski
potencijal stanice i epigeneticke regulacije gena. Ovo moZe objasniti promjene u ekspresiji gena
koje su zabiljezene u utiSanim stani¢nim linijama. Podr§ku ovim podacima pronalazimo u
literaturi. Prethodna istrazivanja su pokazala da smanjenje aktivnosti SAHH-a moze rezultirati
promjenama u metilacijskom potencijalu stanica i epigenetickim regulacijama gena (131).
Takoder, istrazivanja su pokazala da promjene u ekspresiji gena mogu biti povezane s
nedostatkom SAHH-a i smanjenjem dostupnosti SAM-a (132). Uzimajuci u obzir ove podatke,
moze Se zakljuciti da smanjenje aktivnosti SAHH-a u utiSanim stani¢nim linijama SW480,
MCF7 1 HEK293T rezultira promjenama u ekspresiji gena, pri ¢emu je najizrazenija promjena
zabiljezena u SW480 utisanoj stani¢noj liniji. Ovi rezultati ukazuju na vaznu ulogu SAHH-a u
odrzavanju metilacijskog potencijala stanica i epigenetickim regulacijama gena. Daljnja
istrazivanja su potrebna kako bi se detaljnije razumjelo kompleksno djelovanje SAHH-a i njezin
utjecaj na stani¢ne procese i funkcije. Na temelju rezultata analize Western blota, primije¢eno
je da utiSavanje gena SAHH u stani¢noj liniji HEK293T rezultira povecanom ekspresijom
proteina ciklina 1, pCDC2 i proteina Ras. Ovi proteini su klju¢ni regulatori stani¢nog ciklusa i
signalne transdukcije te su povezani s procesima proliferacije i tumorigeneze (133, 134). S
druge strane, nisu uocene znacajne promjene u ekspresiji proteina pERK, Chk2, CDKG6 i
MDM?2. To sugerira da utiSavanje gena SAHH ne utjece na njihovu ekspresiju u analiziranoj
stani¢noj liniji HEK293T s utisanom ekspresijom gena SAHH. Ostali analizirani proteini,
ukljucujuéi 4-3-3¢/6 (D7HS), ATM, B-Raf, cdc2, CDK2, CDKG6, Chkl, cMyc, C-Raf, ciklin A,
ciklin D1, ciklin E, Gadd45a, MDM2, MEK 1/2, p21, p27, p44/42, p53, pChk2, chk2, fosfo-B-
Raf, fosfo-cdc2, fosfo-C-Raf, fosfo-MDM2, fosfo-MEK 1/2, fosfo-p44/22, MAPK (ERK 1/2),
fosfo-p53, MAPK, Rb, nisu pokazali znacajne promjene u ekspresiji proteina nakon utisavanja
gena SAHH. Navedeni rezultati ukazuju na specifican utjecaj utiSavanja gena SAHH na
ekspresiju odredenih proteina u stani¢noj liniji HEK293T. Povecana ekspresija ciklina B1,
pCDC2 i Ras (133,134) moze imati vaznu ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa i signalnih
putova povezanih s proliferacijom stanica. Daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se razumjelo
kako ove promjene u ekspresiji proteina utjecu na stani¢nu fiziologiju 1 moguce terapijske
strategije za ciljanje gena SAHH u kontekstu bolesti. Na temelju rezultata moze se zakljuciti da
putovi detekcije ostecenja DNA nisu pod utjecajem utiSavanja gena SAHH dok su putovi
ukljuceni u regulaciju stani¢nog ciklusa i putovi MAP kinaza pod utjecajem utiSavanja gena

SAHH. Na temelju dodatnih rezultata analize Western blota, primije¢eno je da utiSavanje gena
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SAHH u stani¢noj liniji SW480 rezultira povec¢anom ekspresijom proteina LEF1 i STAT3 u
usporedbi s kontorolnim linijama (SCR, WT). Povecana ekspresija proteina LEF1 sugerira
aktivaciju signalizacijskog puta Wnt. LEF1 je transkripcijski faktor koji igra kljuénu ulogu u
regulaciji gena povezanih s prijenosom signala putom Wnt. Ova promjena u ekspresiji proteina
LEF1 moze ukazivati na aktivaciju signalnog puta Wnt, koji je vazan za regulaciju stani¢ne
proliferacije, diferencijacije i prezivljavanja (135). Takoder, primjec¢eno je povecanje ekspresije
proteina STAT3 u stani¢noj liniji SW480 s utiSanom ekspresijom gena SAHH. STAT3 je
signalni transkripcijski faktor koji je ukljuc¢en u brojne bioloske procese, ukljucujuéi regulaciju
rasta, prezivljavanja i imunoloskog odgovora. Povecana ekspresija proteina STAT3 moze
ukazivati na aktivaciju STAT3 signalnog puta, koji moze imati vaznu ulogu u promicanju
stani¢ne proliferacije i preZivljavanja (136). Ovi rezultati sugeriraju da utiSavanje gena SAHH
moze imati utjecaj na aktivaciju prijenosa signala putem Wnt povecane ekspresije proteina
LEF1, kao i na aktivaciji STAT3 signalnog puta putem povecane ekspresije proteina STAT3.
Ova saznanja mogu pruziti nove uvide u mehanizme regulacije stani¢nih procesa i moguénosti
terapijsko ciljanja gena SAHH u kontekstu bolesti. Daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se
razumjelo kako ove promjene u ekspresiji proteina LEF1 i STAT3 utje¢u na stani¢nu
signalizaciju i fiziologiju te kako se mogu iskoristiti u razvoju novih terapijskih strategija.
Primijeceno je da koncentracija adenozina nije konzistentna u sve tri stani¢ne linije (MCF7,
SW480, HEK293T) s utiSanom ekspresijom gena SAHH, S§to moZe ukazivati na brzu
metabolizaciju adenozina zbog njegove toksi¢nosti. U stani¢noj liniji HEK293T s utiSanom
ekspresijom gena SAHH =zabiljezena je sniZzena koncentracija adenozina u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Ovo moZe ukazivati na mogucu ulogu SAHH-a u metabolizmu
adenozina. Pretpostavlja se da nedostatak aktivnosti SAHH-a moze rezultirati akumulacijom S-
adenozil homocisteina, $to moZe inhibirati enzime ukljucene u metabolizam adenozina i dovesti
do smanjene koncentracije adenozina. Medutim, u utiSanim stani¢nim linijama MCF7 i SW480
zabiljeZena je nepromjenjena razina koncentracije adenozina u odnosu na kontrolnu skupinu.
Ovo moze ukazivati na prisutnost alternativnih metaboli¢kih putova koji kompenziraju
nedostatak SAHH-a u odrzavanju normalne koncentracije adenozina. Prethodna istrazivanja su
pokazala da SAHH-a igra klju¢nu ulogu u metabolizmu adenozina, te da njezina deficijencija
moze rezultirati promjenama u koncentraciji adenozina (130). Takoder, istrazivanja su pokazala
da brza metabolizacija adenozina moze biti posljedica njegove toksi¢nosti, §to moze objasniti
varijabilnost u koncentraciji adenozina u razli¢itim stani¢nim linijjama (131). Uzimajuéi u obzir
ove podatke, moze se zakljuciti da utisanje ekspresije S-adenozil homocistein hidrolaze moze

rezultirati promjenama u koncentraciji adenozina u stanicama, ali je uloga tkivno specifi¢na.
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Daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se razumjelo kompleksno djelovanje S-adenozil
homocistein hidrolaze 1 njezin utjecaj na metabolizam adenozina. Razumijevanje ovih
mehanizama moze pruziti nove uvide u patofiziologiju 1 potencijalne terapijske ciljeve
povezane s deficijencijom S-adenozil homocistein hidrolaze. Nakon utiSavanja THLE3
stani¢na linija umire apoptozom te nije bilo moguce uzgojiti dovoljno stanica za daljenje
eksperimente S§to sugerira da je uloga S-adenozil homocistein hidrolaze tkivno specifi¢na i
esencijalna za THLE3 stanicnu liniju. Na temelju dobivenih rezultata, primije¢eno je da
nedostatak enzima SAHH u stani¢nim linijama (SW480, MCF7, HEK293T) s utiSanom
ekspresijom gena SAHH rezultira znac¢ajnim pove¢anjem razine SAH-a, dok razine SAM-a nisu
pokazale znacajnu razliku u odnosu na kontrolnu stani¢nu liniju. Povecanje razine SAH-a u
SAHH-deficijentnim stanicama ukazuje na narusavanje kapaciteta metilacije, buduci da SAH-
a djeluje kao inhibitor enzima metiltransferaze. Ova promjena u omjeru SAM/SAH u Korist
SAH-a moze imati zna¢ajan utjecaj na metilacijski potencijal stanica (132), §to moze rezultirati
epigenetickim modifikacijama i promjenom u ekspresiji gena koji su povezani s deficijencijom
SAHH-a. S obzirom na to da je SAM prethodnik SAH-a i klju¢ni donator metila, o¢ekivalo se
da ¢e se u SAHH-a deficijentnim stanicama primijetiti smanjenje razine SAM-a. Medutim, iako
su razine SAM-a bile nesto nize u SAHH-deficijentnim stanicama u usporedbi s kontrolnim
stanicama, ta razlika nije bila znacajna. Ovi rezultati ukazuju na naruSavanje omjera
metabolickog potencijala izmedu SAM-a i SAH-a u korist SAH-a u SAHH-a deficijentnim
stanicama. Taj poremec¢aj moZe imati vazne posljedice na metilacijski potencijal stanica, buduci
da je metilacija kljucan proces u regulaciji ekspresije gena i epigenetickim modifikacijama.
Poveéana razina SAH-a kao inhibitora metiltransferaza moze rezultirati smanjenom
dostupno$éu metilnih donora i poremeéajem metilacijskih procesa (133). Ovi podaci sugeriraju
da deficijencija enzima SAHH-a dovodi do narusavanja omjera SAM/SAH, $to moZze imati
znaCajan utjecaj na epigeneticke modifikacije i promjenu u ekspresiji gena povezanih s
deficijencijom SAHH-a. Razumijevanje ovih metabolickih promjena moze pruziti nove uvide
u mehanizme regulacije gena i potencijalno otvoriti put za razvoj terapijskih strategija
usmjerenih na obnovu normalnog metabolickog potencijala i metilacijskih procesa u tim
stanicama. Integrativna analiza ekspresije gena pokazala je promjene u putu Wnt. Odnosno u
aktivnosti moleukla c-Myc, LBH, Oct4, NANOG i LEF1. Navedeni geni povezani su s
povecanom ekspresijom proteina koji su tipi¢no ukljuc¢eni u tumoru dojke, gastrointestinalnom
tumoru, tumoru prostate, leukemiji (139-161). Kljuéni geni koji odrzavaju osobine mati¢nih
stanica ukljuc¢uju c-myc, ciklin D1, Oct4 i NANOG, a njihovo utiSavanje pokrece

diferencijaciju (162-174). Ti geni su takoder efektorski geni prijenosa signala putem Wnt-a i
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aktiviraju se regrutiranjem LEF1 na njihove odgovaraju¢e promotorske lokacije. c-MYC je
transkripcijski faktor koji je kljucan za embriogenezu i regulira transkripciju gena ukljucenih u
stani¢ni ciklus te ciljane molekule u prijelazu G1/S kao §to su CDK2, CDK4, CDC25A 1 E2F
(174). Ciklin D1 sudjeluje u progresiji stani¢nog ciklusa, posebno u G1 fazi te je neophodan za
rast i proliferaciju (153). Promotori za c-myc i ciklin D1 sadrze LEF1-konsenzusne sekvence
koje omogucuju vezivanje kompleksa B-katenin-LEF1 i modulaciju ekspresije c-myc i ciklin
D1 (153-156). Osim toga, transkripcijski faktor Myc identificiran je kao glavni regulator u
ovom sustavu diferencijalno eksprimiranih odnosno izrazenih gena, $to ukazuje da igra klju¢nu
kao potencijalni glavni krovni (master) regulator u diferencijalno eksprimiranim signalnim
mrezama U stanicama SWA480 s nedostatnom aktivnos¢éu SAHH-a. Nadalje, transkripcijski
faktor LEF1 ima povecanu razina ekspresije uz faktor povec¢anja od 0.433419319 u ovim
signalnim putovima u podacima dobivenim nakon diferencijalne ekspresije gena. Tockaste
mutacije LEF1 smjestene u egSonima 2 (K86E) i 3 (P106L) rezultiraju pove¢anom aktivno$éu
promotora i ekspresijom c-MYC-a i ciklina D1, $to uzrokuje povecanu proliferaciju stanica
leukemije (168). Ekspresija LEF1 znacajno je veéa u tkivima kolorektalnog karcinoma (CRC,
od engl. colorectal carcinoma) nego u kontrolnim stanicama debelog crijeva, §to je negativno
povezano s ekspresijom Notch2 (165). Promijenjena ekspresija i funkcija LEF1 ¢esto se javljaju
u nekoliko vrsta tumora, poput adenokarcinoma pluca, karcinoma debelog crijeva, karcinoma
endometrija, tumor prostate i leukemije (164-168). Visoka ekspresija LEF1 i niska ekspresija
Notch2 povezani su s tumorigenezom, kra¢im ukupnim vremenom preZivljavanja i vecim
rizikom od smrti kod pacijenata s CRC-om (164-166). Dodatno, prisutnost povecane razine
LEF1 povezana je s povec¢anim rizikom od metastaza jetre kod CRC. Smanjenje ekspresije
LEF1 u stanicama CRC rezultira razli¢itim u¢incima na stani¢ne procese kao $to su a) poveéana
apoptoza u usporedbi s kontrolnim stanicama in vitro, i smanjeni rast tumora u usporedbi s
normalnim stanicama tumora debelog crijeva in vivo (168), b) smanjena invazivnost putem
smanjene ekspresije MMP-2 i MMP-9, i ¢) promijenjena ekspresija gena ukljucenih u
regulaciju ekspresije metalopeptidaza matriksa (169) kao $to je metalopeptidaza 7 (MMP7,
enzim proteoliti¢ki ovisan o Zn?*). Ove studije pokazuju vaznost LEF1 u razumijevanju tipi¢nih
karakteristika tumora, ukljucujuéi proliferaciju, invaziju, migraciju i prezivljavanje, medu
razli¢itim vrstama tumora te isticu njegovu nuznost u propagiranju ovih u¢inaka. LEF1 ne samo
da se nalazi u sredistu signalnih putova i mehanizama koji pokrecu i odrzavaju karcinogenezu,
nego i smanjene ekspresije LEF1 smanjuje proliferativna i invazivna svojstva tumora. Ove
informacije pokazuju da LEF1 igra klju¢nu ulogu u prezivljavanju i aktivnosti tumorskih

procesa. Prethodno je ve¢ pokazano da LEF1 ima vaznu ulogu u signalnom putu Wnt/p-katenin,
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koji je je u interakciji s nekoliko signalnih putova. Odnosno, zabiljezeno je da LEF1 potice
EMT u stanicama tumora aktiviraju¢i Wnt/p-katenin prijenos signala, sto moze aktivirati
prijenos signala posredovan Notch i GPCR receptorima. Sli¢no tome, pokazano je da prijenos
signala putem Kkalcija regulira Wnt/B-katenin prijenos signala aktiviranjem kalcijem-
kalmodulin ovisnog prijenosa singala i prijenosa signala posredovanog proteinskom kinazom
Il (CaMKII, od engl. Ca**/calmodulin-dependent protein kinase 1), koja moze fosforilirati
LEF1, aktivirati njegovu transkripcijsku aktivnost i potaknuti EMT. Stoga LEF1 moze
neizravno modulirati aktivnost nekoliko signalnih putova identificiranih analizom RNA-seq
interakcijom s drugim klju¢nim signalnim molekulama, kao $to su -katenin, Notch i GPCR.
Niza ekspresija TCF4 (-3.915) primijecena je u prije spomenutim Signalnim putovima, a
poznato je da je TCF4 u direktnoj interakciji s LEF1, poznatoj kao interakcija TCF/LEF. Kada
je LEF1 prekomjerno izrazen, poti¢e povecanu invazivnost tumorskih stanica i inducira EMT
(168-171-174). Transkripcija LEF1 moze se direktno regulirati kompleksima TCF4--katenin.
Transkripcijski faktori TCF (od engl. T-cell factor) i LEF (od engl. lymphoid enhancer-binding
factor) pripadaju istoj porodici transkripcijskih faktora i oba se vezu za isto mjesto na lancu
DNA. Oni se natjeCu za vezanje na specifi¢ne sljedove DNA koje se nazivaju TCF/LEF-vezna
mjesta (od engl. TCF/LEF binding sites). Kada se TCF/LEF faktori vezu na ove specifi¢ne
sljedove DNA, mogu aktivirati ili inhibirati ekspresiju gena koji su regulirani tim putem. Put
TCF/LEF ukljucen je u signalni put Wnt, koji je vazan za razliCite bioloske procese kao $to su
razvoj, proliferacija stanica, diferencijacija i regulacija gena. Kada se signalni put Wnt aktivira,
TCF/LEF se aktiviraju i prelaze u jezgru stanice gdje se vezu za specifi¢ne sljedove DNA i
reguliraju ekspresiju gena koji su klju¢ni za odredene bioloske procese. Ovaj put igra vaznu
ulogu u razvoju organizma i odrZzavanju homeostaze. Budu¢i da se LEF1 ne eksprimira u
normalnoj sluznici debelog crijeva, ve¢ se nalazi u ljudskom CRC-u (171), tijekom
karcinogeneze moze do¢i do promjene partnera koji se vezu za B-katenin s TCF4 na LEF1, §to
moze omoguciti pove¢an EMT i zlocudnu progresiju. LEF1 mozZe posredovati ekspresiju gena
prijenosa signala Wnt putem regrutiranja B-katenina na promotore ciljnih gena. Brojni nizvodni
ciljni geni mogli bi biti pogodeni, poput c-MYC, CYCD1-1 (kodira za ciklin D1), BIRC5 (kodira
za survin) i VEGF. Zaklju¢no, kanonski put Wnt i LEF1 povezani su s navedenim signalnim
putovima: prijenos signala posredovan kalcijem - moze se preklapati s nekanonskim putom Wnt
putem razliCitth mehanizama. Kalcijevi ioni mogu modulirati aktivnost komponenata
signalizacije Wnt, ukljuc¢uju¢i LEF1, utjeCuci na stabilnost B-katenina, interakciju izmedu [-
katenina i LEF1 ili na same dogadaje nizvodne signalizacije. Aktivacija prijenosa signala Wnt

takoder je odgovorna za regulaciju ekspresije gena, ali i za preuredenje stani¢nog citoskeleta
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zajedno s kinazama ROCK i JNK. Put WNT/Ca* povezan je s kontrakcijom miSica,
transkripcijom gena i aktivacijom enzima te aktivira putove ovisne o f-kateninu i neovisne o f3-
kateninu $to je vrlo zanimljivo jer pacijeniti imaju simptome miopatije. Dodatno, LEF1, kao
nizvodni izvodac¢ kanonskog puta Wnt, moze sudjelovati u regulaciji EMT-a. Takoder, EMT je
dinami¢an proces uklju¢en u preoblikovanje tkiva i napredovanje tumora. Aktivacija
kanonskog puta Wnt, ukljucujuci sudjelovanje LEF 1, povezana je s indukcijom ili odrzavanjem
programa EMT. Prijenos signala putem GPCR-a mozZe se preklapati s kanonskim putem Wnt
putem razli¢itih mehanizama. Ligandi Wnt-a mogu biti aktivirani od strane kinaza GPCR-a, §to
dovodi do aktivacije nizvodnih signalnih kaskada koje mogu modulirati kanonski put Wnt i
potencijalno utjecati na aktivnost LEF1, sto je vidljivo u rezultatima analize RNA-seg-a nizi
diferencijalni izraz odnosno smanjenu ekspresiju GPCR-a. Osim LEF1 na razini proteina,
temeljem analize IPA podataka dobivenih analizim RNA-seq, otkriven je Wnt6 kao
diferencijalno eksprimirani gen s faktorom povecanja 4,078. Wnt6, ¢lan obitelji Wnt koji je
visoko oCuvan u razli¢itim vrstama, uglavnom se smatra ¢lanom puta signalizacije Wnt ovisnog
o PB-kateninu. Medutim, takoder djeluje putovima neovisnim o B-kateninu. Visoka ekspresija
Whnt6-a povecava proliferativnu sposobnost stanica CRC-a (humanih linija CRC-a). Gubitak
proteina Wnt6 inhibira aktivnost kaspaze-3 i povecava ekspresiju proteina X povezanog s
limfomom B stanica 2 (Bax). Medutim, prekomjerna ekspresija Wnt6 obrée ovaj u¢inak. To
ukazuje da ekspresija proteina Wnt6 moze utjecati na gene koji reguliraju aktivnost apoptoze
kako bi inhibirao apoptozu i poticao razvoj tumora. Nadalje, visoka razina proteina Wnt6
povecava ekspresiju MMP2 i poti¢e migraciju stanica CRC-a (174-177). MMP2 takoder
sudjeluje u razgradnji izvanstani¢nog matriksa (176). Stoga ekspresija Wnt6 potice razvoj i
metastaziranje CRC-a. Osim toga, promotorsko podru¢je Wnt6 veze polimorfni adenomski
protein (PLAGL2) u jezgri stanica CRC-a (177-178). Protoonkogen PLAGL2 (od engl.
Pleomorphic Adenoma Gene Like 2), protein iz obitelji gena PLAG (178-184), je protoonkogen
i transkripcijski aktivator. PLAGL2 se povezuje s promotorskim podru¢jem Wnt6 i aktivira put
prijenosa signala Wnt ovisan o B-kateninu, ¢ime potice ekspresiju ciljanih gena nizvodno (kao
Sto su MMP7, CCND1) i potice razvoj tumora. Na temelju analize podataka dobivenih analizom
RNA-seq, identificirano je nekoliko proteina koji su potencijalno regulirani putem proteina
Myc. Geni SAHH, SOX5, SON, OLRQ, LGRP i COL4AQC bi mogli biti regulirani putem MYC
gena na temlju provedenih analiza. Zajedno s Oct4 i NANOG, SOX2 regulira pluripotenciju i
samoobnovu mati¢nih stanica, utjecu¢i na promotore velikog broja drugih gena. Takoder ima
utjecaj na proliferaciju i apoptozu, kao i na migraciju i adheziju stanica (185). U slucaju proteina

Col4al, koji je komponenta bazalnih membrana, niza ekspresija potencijalno bi moglo narusiti
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integritet bazalnih membrana i utjecati na ponasanje stanica tumora, invaziju i metastazu.
Medutim, precizan utjecaj ovisio bi o specifiécnim molekularnim mehanizmima i interakcijama
unutar tumorskog mikrookruzenja. Protein MY C - transkripcijski aktivator, djeluje kao glavni
regulator u regulaciji ekspresije gena, posebno u potencijalnom smanjenju ekspresije proteina
poput Sox5, Spn, Olrl, Lgrp i Coldal. MYC ostvaruje svoju regulatornu ulogu direktnim
vezanjem na regulatorna podrucja ovih gena i moduliranjem njihove transkripcijske aktivnosti.
Kroz svoju regulatornu funkciju, MY C pridonosi kontroli stani¢nih procesa, ukljucujuéi rast,
proliferaciju i diferencijaciju stanica. Smanjenje ekspresije ovih proteina putem proteina MYC
vazno je za odrzavanje normalnih stani¢nih funkcija i homeostaze. Proteini poput Sox5, Son i
Olrq povezani su s razli¢itim aspektima napredovanja tumora i metastaza. Snizena ekspresija
ovih proteina potencijalno moze dovesti do promjena u ekspresiji gena i stani¢énim procesima
povezanim s migracijom i metastazama. Medutim, to¢ne posljedice smanjene ekspresije ovise
o specificnim molekularnim putovima i stani¢nim kontekstima uklju¢enim u svaki slucaj.
Vazno je napomenuti da je uloga ovih proteina u tumorima slozena i vi$estrana, a njihovi u¢inci
mogu varirati ovisno o specifiénom tipu tumora i njegovim molekularnim karakteristikama.
Osim toga, ALCAM (aktivna molekula adhezije leukocita, od engl. Activated leukocyte cell
adhesion molecule), takoder poznat kao CD166, ima znacajnu ulogu u poticanju migracije
stanica tumora. Kao molekula adhezije stanica, ALCAM sudjeluje u olakSavanju interakcija
izmedu stanica i njihova okoliSa. Nadalje, utjecaj ALCAM-a proteZe se na preuredenja
stanicnog citoskeleta, poticuci stvaranje izbocCina stanica koje ubrzavaju usmjerenje stani¢ne
migracije. Njegova interakcija s molekulama signalizacije modulira putove bitne za u¢inkovito
kretanje stanica. Takoder, doprinos ALCAM-a u procesu EMT-a je ocigledan, dodatno
poboljsavajuéi pokretljivost 1 invazivnost stanica tumora. Vazno je napomenuti da nasa
opazanja U stanicama s nedostatkom SAHH-a pruzaju uvid u ove procese produbljujuci
razumijevanje slozene uloge koju ima molekula ALCAM unutar metastatskog potencijala
(185-192). Takoder primijecena je u regulaciji puta epitelno-mezenhimalne tranzicije
diferencijalna ekspresija uz vrijedost faktora povec¢anja (od engl. log Fold change) -11,705 za
CDH12. Smanjena ekspresija kadherina 12 (gen CDH12), ¢lana porodice kadherina, molekula
adhezije stanica, povezano je s poticanjem povecane metastatske sposobnosti i migracije
stanica. Kadherini igraju klju¢nu ulogu u odrzavanju adhezije stanica i integriteta tkiva. Gubitak
ili smanjenje ekspresije CDH12 moze poremetiti adhezivne interakcije izmedu stanica,
dovode¢i do smanjenog kohezivnog ponasanja unutar primarnog tumora i olakSavanja
odvajanja tumorskih stanica sa primarnog mjesta. Ovaj gubitak stani¢ne adhezije moze pojacati

migracijsku sposobnost stanica tumora, omogucéavajuci im invaziju u okolna tkiva i $irenje na
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udaljene lokacije. Posljedi¢no, smanjenja ekspresija CDH12, zajedno sa smanjenim
molekulama adhezije, moze doprinijeti agresivnijem i metastatskom fenotipu kod stanica
tumora (186-193). Karakteristican znak EMT-a je gubitak epitelnih markera, obi¢no oznacen
prisutno$¢u E-kadherina, uz dobivanje ekspresije mezenhimalnih markera poput N-kadherina i
vimentina, pra¢eno invazivnim fenotipom. Epitelne stanice odredene su apikalno-bazalnom
polaritetom, pri¢vr§¢éenjem na bazalnu laminu i1 ¢vrstim stani¢nim spojevima, dok su
mezenhimske stanice karakterizirane odvojenim rasporedom u stromi s apikalno-bazalnim
polaritetom i sposobno$¢u migracije. Koncept klasi¢énog binarnog EMT-a je proSiren na
sveobuhvatniji pogled na napredovanje tumora, nadopunjujuéi tradicionalnu "potpunu
fenotipsku konverziju" tijekom invazije i metastaza. EMT se sada smatra fleksibilnim statusom
plasti¢nosti poznatim kao "djelomi¢ni EMT program", umjesto da nosi status potpune
fenotipske transformacije tijekom napredovanja tumora (195-203). Clanovi obitelji Snail (Snail
(SNAI1L) i Slug) i ¢lanovi obitelji s veznom domenom E-box za cink (ZEB) dobro su poznati
kao krovni transkripcijski faktori i oni utiSavaju ekspresiju epitelnih gena, medu kojima su E
kadherin, klaudin i okludin. Direktno se vezu i suzbijaju E-kahedin na bliskom promotoru
CDHL te preureduju medustani¢nu adheziju (103). Snail i ZEB takoder suzbijaju druge epitelne
markere i aktiviraju mezenhimalne gene. Nadalje, poznato je da krovni transkripcijski faktori
EMT preuredujue epitelnih polariteta i ometaju stvaranje bazalne membrane kako bi potaknuli
povoljne okolnosti za invaziju. Snail, Slug i ZEB mogu direktno vezati na promotore gena koji
kodiraju klju¢ne komponente bazalne membrane, kao $to su laminini, kolageni i nidogeni, te
suzbijati njihovu ekspresiju. Smanjenjem ekspresije ovih proteina, transkripcijski faktori
smanjuju integritet i funkciju bazalne membrane, $to olakSava razgradnju i reorganizaciju
tijekom EMT-a. Kroz represiju gena kao $to je CDH1, koji kodira E-kadherin, ovi faktori
smanjuju stani¢nu koheziju unutar epitelnog sloja. E-kadherin je kljucan za odrZavanje stani¢ne
adhezije i polariteta, a njegova represija dovodi do gubitka stani¢ne adhezije i povecane
mobilnosti stanica. Ovi putovi poznati su po vaznim ulogama u razli¢itim stani¢nim procesima,
kao Sto su rast i proliferacija stanica, stani¢no kretanje te stvaranje i organizacija stanica.
Povecana ekspresija LEF1 u tim putovima moze ukazivati na mogucu regulatornu ulogu LEF1
u tim procesima. Nadalje, u kontekstu nedostatka SAHH-a, povecana ekspresija LEF1 moze
pridonijeti disfunkciji tih putova, dodatno isticu¢i vaznost SAHH-a u odrzavanju pravilne
stani¢ne funkcije. Mutacija gena CDH1 i gubitak pripadajuc¢eg proteina E-kadherina potic¢us
EMT pri ¢emu stanica gubi svoju sposobnost adhezije stanica i apikalne polaritete (204-219).
Osim toga, vazne signalne interakcije izmedu E-kadherina i drugih stani¢nih putova ukljucuju

putove RTK/EGFR/MAPK, P-120/Rho/RAC i B-katenin/Wnt. Ovi signalni putovi poznati su
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po vaznim ulogama u razli€itim stani¢nim procesima, kao $to su rast i proliferacija stanica,
stani¢no kretanje te stvaranje i organizacija stanica. Povecana ekspresija LEF1 u ovim putovima
moze sugerirati mogucu regulatornu ulogu LEF1 u tim procesima. Prijenos signala E-
kadherin/B-katenin/Wnt B-katenin ima sredi$nju ulogu kao proteinski adapter koji povezuje E-
kadherin s aktinskim citoskeletom u adheziji stanica-stanica. Takoder ostaje kljuc¢na
komponenta u signalizaciji putem prijenosa signala Wnt. U fizioloSkim uvjetima,
citoplazmatski B-katenin ostaje u neaktivnom stanju vezuc¢i se za degradacijski kompleks
APC/GSK3p/Axin/CK1 i podvrgava se fosforilaciji radi ubikvitinacije. Prijenos signala putom
Whnt-a inhibira ovaj degradacijski kompleks fosforilacijom i inhibicijom kompleksa GSK3[3-a.
To povecava kriticni prag B-katenina u citoplazmi potreban za translokaciju u jezgru. U
uvjetima koji omogucuju nenormalnu signalizaciju putem Wnt-a, kao $to su parakrini faktori iz
tumorskog okruzenja, citokini iz stromalnih stanica i TNF-a iz makrofaga, p-katenin se
translocira u jezgru i veze se za TCF-4/LEF1 kako bi inducirao ciljne gene putem Wnt-a kao
§to su c-MYC, ciklini, MMP. To dovodi do nekontrolirane stani¢ne proliferacije i rasta (216).
U odsustvu E-kadherina, oslobadanje nezadrzanog p-katenina iz membranski vezanog
kompleksa kadhernin-katenin dovodi do viska citoplazmatskog B-katenina. Pokazano je da [3-
katenin koristi istu veznu povrs$inu kao i TCF i E-kadherin, pri ¢emu E-kadherin proteini imaju
superiornu afinitetnu vezu. Vjerojatno Kkoristi istu (svoju) domenu za vezanje i E kadherina i
TCF, ali E kadherin s ve¢im afinitetom. Postoji naznaka kako E-kadherin gubi svoju prisutnost,
visak nezadrzanog citoplazmatskog B-katenina izbjegava degradaciju i ulazi u jezgru kako bi
se vezao za TCF i aktivirao put Wnt. Kinaza glikogen sintaze 3 (GSK-3, od engl. Glycogen
synthase kinase 3) igra klju¢nu ulogu u regulaciji B-katenina putem njegove degradacije. U
normalnim uvjetima, GSK-3 fosforilira B-katenin, oznaavaju¢i ga za degradaciju putem
proteasoma. Medutim, kada je put Wnt aktiviran, dolazi do inhibicije GSK-3, §to rezultira
smanjenom fosforilacijom B-katenina i sprje¢ava njegovu degradaciju. Kada je E-kadherin
prisutan, on ima superiornu afinitetnu vezu s pB-kateninom, Sto zna¢i da se [-katenin
preferencijalno veze za E-kadherin i ostaje u citoplazmi. Medutim, kada E-kadherin gubi svoju
prisutnost, viSak nevezanog citoplazmatskog B-katenina moZze izbje¢i degradaciju putem GSK-
3 1 nakupiti se u citoplazmi. Ovaj nevezani -katenin moZe zatim uéi u jezgru stanice, gdje se
moze vezati za transkripcijske faktore poput TCF i aktivirati put Wnt. Osim aktivacije
nizvodnih gena povezanih s Wnt, takoder je pokazano da nuklearna translokacija B-katenina
potiskuje ekspresiju PTEN. Dodatno, PTEN je tumorski supresor i klju¢ni regulator puta
AKT/mTOR. Time je pazljivo uravnotezeno djelovanje puta Wnt/B-katenin/E-kadherin

nagnuto u korist nekontrolirane stani¢ne proliferacije koja promovira onkogenezu.
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Diferencijalna ekspresija ciklina i regulacija signala stani¢nog ciklusa te nedostatak enzima
SAHH-a mogu znacajno utjecati na stanic¢ne procese, uklju¢ujuéi regulaciju stani¢nog ciklusa.
Kroz sveobuhvatnu analizu sekvenciranja RNA (RNA-seq), istrazena je razlika u ekspresiji
komponenata ciklina i povezanih signalnih putova u stanicama SW480 s nedostatkom
aktivnosti SAHH-a. Primijecena je povecana razina transkripata za ciklin A, ciklin B i CDKL.
Ciklin B, u suradnji s CDK1, regulira prijelaz iz faze G2 u mitotsku fazu, omogucujuéi uspjesnu
stani¢énu diobu (216-219). Povecana ekspresija ciklina B i CDKI1 sugerira poveéanu
proliferaciju stanica koja utje¢e na to da je ukupno veci broj stanica u ciklusu, sto se o¢ituje kao
povecana ekspresija ovih ciklina i kinaza, poveéana sklonost prema mitozi, Sto moze biti
kompenzacijski mehanizam pokrenut nedostatkom SAHH-a. Takoder primije¢ena je povecana
ekspresija transkripata za RB1, E2F i TFDP1, koji su klju¢ni regulatori stani¢nog ciklusa. Ovi
podaci sugeriraju da su ove molekule aktivnije u proucavanim stanicama. RB1, kada je
neaktivna ili fosforiliran, oslobada svoj inhibicijski uéinak na aktivator transkripcije E2F.
Aktivni faktori E2F poticu transkripciju gena ukljucenih u replikaciju DNA i stani¢nu diobu.
TFDP1 je u interakciji s E2F, stvaraju¢i kompleks E2F/TFDP1, koji pojacava transkripcijsku
aktivnost E2F. Taj kompleks dodatno potice ekspresiju gena potrebnih za sintezu DNA.
Takoder smo primijetili promjene u genskoj ekspresiji u putanji prijenosa signala tumorskog
mikrookruzenja, ukljuujuci poveéanu ekspresiju MMP19, MMP24 i CSF2, kao i povecanu
aktivaciju PLAU-a (urokinazni plazminogenski aktivator) i BCL2. Ove promjene su povezane
s poveéanim razinama proteina LEF1 i nedostatkom SAHH-a, $to ukazuje na potencijalne
implikacije za modulaciju tumorskog mikrookruzenja kao odgovor na nedostatak SAHH-a.
Takoder smo primijetili povisene razine transkripata za gen CSF2, citokin koji igra vaznu ulogu
u regulaciji stanica imunoloskog sustava. Osim imunomodulatornih funkcija, CSF2 takoder
moze doprinijeti migraciji i invaziji stanica tumora u kontekstu metastaza. Primijecena je
povecana ekspresija gena TIAM1, koji je potreban za tumorigenski potencijal stanica malih
stanica pluca, vazan za prezivljavanje stanica putem regulacije apoptoze. Tumorsko
mikrookruzenje u SAHH-a deficijentnim stanicama SW480 pokazuje znacajne promjene u
ekspresiji, ukljucujuci povecano ekspresiju MMP19, MMP24 i CSF2, kao i povecanu aktivaciju
PLAU i BCL2. U stanicama epitelnog ovarijalnog tumora, aktivacija CSF2/p-STAT3 puta
dovodi do povecanja svojstava slicnih mati¢énim stanicama u stanicama tumora (219). U setu
diferencijalno eksprimiranih gena u tumorskom stani¢nom mikrookruzenju kod SAHH-a
deficijentnih stanica SW480, zabiljezen je faktor povecanja od 4,435 za CSF2. TIAM1 je
potreban za tumorigenski potencijal stanica malih stanica plu¢a. Gubitak TIAM1 ili inhibicija

RACI izaziva stani¢nu smrt putem BAX/BAK-posredovane apoptoze. Interakcija izmedu
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TIAMI i Nur77 kljucna je za prezivljavanje stanica malih stanica plu¢a. Osim toga, ekspresija
TIAM1 je povisena u karcinomu StitnjaCe, a smanjenje ekspresije TIAM1 potiskuje
proliferaciju stanica tumora stitnjace i potice feroptozu putem regulacije osi Nrf2/HO-1 (220).
U podacima dobivenim nakon diferencijalne ekspresije gena otkriveno je da je aktivacija
STATS3 klju¢na za samoobnavljanje odnosno odrzavanje pluripotencije embrionalnih mati¢nih
stanica putem kontrole vaznih gena pluripotencije poput OCT4, NANOG i SOX2. Takoder,
STATS3 utjece na rast i proliferaciju ESC-a (od engl. Embrional stem cells) putem regulacije
gena ukljucenih u stani¢ni ciklus, kao §to su CCND1 i c-MYC. Nizvodni ¢imbenik c-MYC
takoder ima ulogu u razvoju, stani¢nom rastu, proliferaciji i odrzavanju pluripotencije. Ova
analiza povezuje nedostatak SAHH-a i odrzavanje pluripotencije te rasvjetljava interakciju
izmedu STAT3 i nizvodnih elemenata u mrezi HESCPS. Analiza diferencijalne genske
ekspresije u SAHH-a utisanim stanicama SW480 otkrila je znaajne promjene u genima
povezanim s invazijom tumorskih stanica. TGFf1, ROAR, DAB2, BMP6, NOS2, PLXN2 i
CADPS pokazali su znacajno povecanje ekspresije, dok je TCF4 znacajno smanjen. Ove
promjene u ekspresiji gena potencijalno su povezane s pove¢anom proliferacijom §to rezultira
povetanim razinama ekspresije proteina LEF1, aktiviranim prijenosom signala Wnt i
potencijalnim implikacijama za povecanu invaziju stanica putem povecane ekspresije ciklina
A i ciklina B. Ovi podaci otkrivaju promjene u aktivnosti gena povezane s napretkom tumora i
metastazama. Povecana aktivnost TGFB1 ukazuje na promociju invazije, porast ROAR sugerira
pojacanu invazivnost, a porast DAB2 odrazava dinamiku invazije. Povecanje BMP6 ukazuje
na napredak tumora, povecanje NOS2 povezano je s invazivnoS¢u, a povecanje PLXN2
implicira sudjelovanje u migraciji. Porast CADPS-a ukazuje na invazivnost (219-233).
Potencijalna medusobna interakcija s proteinom LEF1: Promijenjeni omjer SAM-a i SAH-a
uocen u stanicama s nedostatkom SAHH-a ukazuje na neravnotezu u metilacijskom ciklusu.
Nakupljanje SAH-a sugerira smanjenje uklanjanja SAH-a ili pove¢anu upotrebu SAM-a, §to
dovodi do smanjenih moguénosti metilacije u stanicama. Rezultati istraZzivanja ukazuju na to
da nedostatak SAHH-a uzrokuje poremecaj homeostaze SAM/SAH i naruSenu ravnotezu
sposobnosti metilacije. Povisene razine SAH-a u stanicama s nedostatkom SAHH-a mogu imati
znacajne posljedice za stani¢ne procese koji ovise o pravilnoj metilaciji, kao §to su regulacija
ekspresije gena i epigenetske modifikacije. U ovom istraZivanju primjecena je aktivacija kinaze
ROCK, $to dodatno pridonosi preuredenju citoskeleta 1 kontraktilnosti stanica. Osim toga,
povecana aktivacija FAK-a, vidljiva kroz njegovu fosforiliranu formu, ukazuje na intenzivniju
interakciju fokalnih adhezija 1 adheziju stanica sa supstratom, §to rezultira reorganizacijom

citoskeleta (233-249). Povecana ekspresija proteina LEF1, kako je prikazano na slici 97,

190



sugerira njegov potencijalni angazman u posredovanju ucinaka Rho prijenosa signala na
stani¢nu migraciju i invaziju. LEF1 je transkripcijski faktor koji regulira gene povezane s EMT
i metastazama, uz povecanu ekspresiju MMP19 i Bcl-2 (251). Ovi podaci pruzaju uvid u
mogucu mehanisticku vezu izmedu nedostatka SAHH-a, Rho prijenosa signala, preuredenja
citoskeleta i stani¢ne migracije/invazije u stanicama SW480 s povecanim razinama proteina
LEF1. Slika 35 i slika 36 vizualno prikazuju molekulske promjene povezane s nedostatkom
SAHH-a, sugeriraju¢i potencijalnu ulogu Rho signalizacije i njenih nizvodnih efektora u
poticanju sposobnosti stani¢nog kretanja i invazivnih ponasanja. Ovi rezultati ukazuju na
klju¢nu ulogu opisanih putova i signalizacijskih mehanizama u poticanju migracije i invazije
tumorskih stanica. Aktivacija signalizacije Wnt, STAT3, Rho GTPaza, ROCK-kinaze, FAK,
regulacija puta EMT i povecana ekspresija proteina LEF1 zajedno doprinose preuredenju
citoskeleta, stanicnom prometu i povecanoj sposobnosti stani¢nog kretanja. Ovi podaci isticu
slozenu mrezu molekulskih dogadaja ukljucenih u invazivno ponaSanje tumorskih stanica.
Osim toga, podaci analize RNA-seg-a otkrili su zanimljivo opazanje u vezi diferencijalne
ekspresije receptora vezanih uz GPCR. Primijetili smo smanjenu ekspresiju receptora Adora
(GPCR) u stanicama s nedostatkom SAHH-a, §to sugerira mogucu promjenu u stani¢nim
odgovorima na vanjske podrazaje. Ovo smanjenje moze staviti tumorske stanice pod povecani
stress odnosno selekciju, ¢inec¢i ih konkurentnijima za ograni¢ene resurse i poticuci aktivaciju
mehanizama odgovornih za stani¢nu migraciju i invaziju (252-253). Sveukupno, ovi podaci
pruzaju dragocjen uvid u kompleksno medudjelovanje razli¢itih signalizacijskih putova i
molekularnih aktera uklju¢enih u migraciju i invaziju tumorskih stanica. Razumijevanje ovih
mehanizama na molekularnoj razini moZze otvoriti put za razvoj ciljanih terapijskih intervencija
usmjerenih na narusavanje ovih putanja i inhibiranje metastaza tumora. Daljnja istraZivanja
preciznih molekularnih mehanizama koji leZe u osnovi promjena u signalizaciji G-proteinskih
receptora i njihovih implikacija za napredak tumora (252-253) bit ¢e klju¢na za sveobuhvatno
razumijevanje biologije tumora i povezanosti sa deficijencijom SAHH-a. Jedna od znacajnih
promjena uocenih u analizi diferncijalne ekspresije gena u stani¢noj liniji MCF7 s utiSanom
ekspresijom gena SAHH je povecana aktivacija EIF2 (od engl. Eukaryotic Translation
Initiation Factor 2) prijenosa signala unutar stanice. Ova aktivacija ukljucuje povecanu
aktivnost specificnih komponenti, kao sto su kompleks EIF2A, GDP, EIF2S3 1 EIF2B. Takoder,
primjecuje se povecana aktivnost kompleksa ribosoma sastavljenog od 40S podjedinice i drugih
faktora koji su ukljuceni u translaciju. Osim toga, uocena je povecana aktivnost translokacije
elongacije, $to ukazuje na brze i ucinkovitije procese produZenja peptidnog lanca tijekom

translacije. Ova promjena moze imati utjecaj na brzinu sinteze proteina i stani¢ni metabolizam.
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Moguce su i to posljedice povecane proliferacije i rasta stanica, pa ukupno ima vise ribosoma
(a ne brzina sinteze proteina). Takoder, analiza otkriva povecanu aktivnost nekoliko klju¢nih
faktora ukljucenih u stani¢nu regulaciju i prezivljavanje, kao sto su MYC, BCL2, CDKI11A,
ATF4, XIAP, ATF5, DDIT3 i VEGFA. Ovi faktori mogu imati vaznu ulogu u regulaciji
stani¢nih odgovora na promjene u signalnim putovima. Geni CYPALl i HMOX1 pokazuju
povecanu razinu ekspresije, dok se geni ADORA1L, LIF, HPG i NTN1 snizenu u odnosu na
kontrolu. Ove promjene u ekspresiji gena mogu ukazivati na potencijalne promjene u regulaciji
tih gena nakon geneticke modifikacije. U cjelini, ovi rezultati sugeriraju da utiSavanje gena S-
adenozil homocistein hidrolaze ima kompleksan utjecaj na stani¢nu signalnu mrezu u stani¢noj
liniji MCF7. Promjene u aktivaciji signalnih putova, translaciji i ekspresiji gena mogu imati
vazne posljedice na bioloSke procese 1 funkcije stanica. Daljnje istrazivanje ovih promjena
moze pruziti dublje razumijevanje mehanizama regulacije gena i stanicnih odgovora na
utiSavanje gena SAHH. Nakon RNA-seq analize utiSane stani¢ne linije HEK293T s utiSanom
ekspresijom gena SAHH, primije¢ene su znaCajne promjene u ekspresiji i aktivnosti gena.
Analiza je identificirala nekoliko gena ¢ija je ekspresija i aktivnost bila povecana, kao i
nekoliko gena ¢ija je ekspresija i aktivnost bila smanjena.Medu genima s povecanom
ekspresijom su PGBD3, TMEMA47, ZNF711, NUPR1, Rhox5, Histone H3, FOXD1, SH2D5,
NFATS5, B3GNT5 i SLC16A6. Povecana ekspresija i aktivnost ovih gena mogu ukazivati na
promjene u regulaciji gena i signalnim putovima koji su povezani s nedostatkom SAHH-a. Neki
od ovih gena, poput histona H3, mogu biti povezani s epigenetiCkim modifikacijama i
regulacijom ekspresije gena (254). S druge strane, identificirani su geni s smanjenom
ekspresijom, uklju¢uju¢i RAB4B-EGLN2, NOX3, SHPK, CODC134, PHTF1, ATPSCKMT i
DENNDS5b. Smanjena ekspresija i aktivnost ovih gena mogu ukazivati na poremecaje u
metaboli¢kim putovima, signalnim putovima ili regulaciji gena koji su povezani s nedostatkom
SAHH-a. Ovi rezultati sugeriraju da nedostatak SAHH-a moze imati znacajan utjecaj na
ekspresiju gena i aktivnost u stanicama HEK293T. Promjene u ekspresiji i aktivnosti ovih gena
mogu rezultirati razli¢itim bioloSkim procesima i funkcijama stanica. Daljnje istraZivanje ovih
gena i njihovih uloga u kontekstu nedostatka SAHH-a moze pruziti nove uvide u mehanizme
regulacije gena i metabolicke procese povezane s ovim nedostatkom. S-adenozil homocistein
hidrolazna deficijencija je sloZeni multisistemski, metilacijski i biokemijski poremecaj koji ima
znacajan utjecaj na signalne mreze u stani¢nim linijama s utiSanom ekspresijom gena SAHH
(MCF7, SW480, HEK293T). U ovom istrazivanju, fokus je na zajednickim stani¢nim
signalnim putovima Kkoji imaju vaznu ulogu u tumorskim stanicama. Jedan od zajednickih

signalnih putova koji je identificiran u sve tri utiSane stani¢ne linije je signalni put STAT3.
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STAT3 je transkripcijski faktor koji ima klju¢nu ulogu u regulaciji prezivljavanja, proliferacije
I invazije tumorskih stanica. Prethodne studije su pokazale da deficijencija S-adenozil
homocistein hidrolaze moze aktivirati signalni put STAT3 (255), $to mozZe doprinijeti
malignom fenotipu i progresiji tumora. Drugi zajednicki signalni put je prijenos signala Notch.
Signalni put Notch je vazan regulator razvoja i homeostaze tkiva, ali je takoder povezan s
karcinogenezom. Studije su pokazale da deficijencija SAHH-a moze utjecati na aktivaciju
signalnog puta Notch, $to moze promijeniti diferencijaciju i proliferaciju tumorskih stanica
(256). EMT je proces koji je klju¢an za invaziju i metastiranje tumora. Zajedni¢ki nalaz u sve
tri utiSane stani¢ne linije je povezanost s EMT-om. Prethodne studije su pokazale da
deficijencija SAHH-a moze potaknuti EMT, §to moze doprinijeti invazivnosti i metastazi
tumora. Takoder, identificiran je Ca®'- posredovan prijenos signala kao zajednicki signalni put
u sve tri uti$ane stani¢ne linije. Ca?* je vazan sekundarni glasnik koji regulira razli¢ite stani¢ne
procese, ukljucujuéi proliferaciju, migraciju i prezivljavanje. Deficijencija SAHH-a moze
utjecati na homeostazu Ca?* i poremetiti normalne stani¢ne funkcije (257). Ovi zajednicki
signalni putovi pruZzaju uvid u mehanizme koji su pogodeni deficijencijom SAHH-a u
tumorskim stanicama. Razumijevanje ovih putova moze pruziti nova saznanja na molekularnoj
razini koja su povezana s ovim poremecajem. Takoder, vazno je uzeti u obzir simptome kod
pacijenata s S-adenozil homocistein hidrolaznom deficijencijom, kao §to su neuroloski
simptomi, kardiovaskularni poremecaji i metaboli¢ki poremecaji. Daljnje istraZivanje i
eksperimentalni rad su potrebni kako bi se potvrdili ovi podaci i razumjelo kompleksno
djelovanje SAHH-a u tumorskim stanicama i utjecaj na simptome kod pacijenata. Analizirani
su zajednicki putovi koji su se izdvojili u sve tri stabilno utiSane stani¢ne linije i fibroblastima
bolesnika odnosno prijenos signala posredovan CREB transkripcijskim faktorom, prijenos
signala posredovan G-proteinima, formiranje fagosoma i prijenos signala u stanici posredovan
protein kinazom A. Prijenos signala posredovan receptorima CREB vaZan je signalni put koji
regulira ekspresiju gena 1 sudjeluje u raznim bioloSkim procesima. Prethodne studije su
pokazale da aktivacija transkripcijskog faktora CREB-a moze potaknuti prezivljavanje stanica,
inhibirati apoptozu i potaknuti proliferaciju. U kontekstu S-adenozil homocistein hidrolazne
deficijencije, istrazivanja su pokazala da ova deficijencija moZe utjecati na aktivhost CREB-a,
S§to moze rezultirati promjenama u ekspresiji gena i poremec¢ajima u stani¢nim funkcijama (258-
259). Prijenos signala posredovan G-proteinima je klju¢ni mehanizam prenoSenja signala
izvanstani¢nih molekula u stanicu. G-proteini su ukljueni u regulaciju raznih bioloskih
procesa, ukljucujuéi proliferaciju, migraciju i prezivljavanje stanica. Prethodne studije su

pokazale da deficijencija SAHH-a moze utjecati na aktivaciju G-proteina i poremetiti normalne
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stani¢ne funkcije povezane s tim signalnim putom (260). Formiranje fagosoma je klju¢ni proces
uklanjanja i razgradnje patogenih mikroorganizama i oSteCenih stani¢nih komponenti (261).
Deficijencija SAHH-a moze potencijalno utjecati na povecano formiranje fagosoma u
tumorskim stanicama, Sto moze rezultirati olak§anim remodeliranjem unutarstani¢nih struktura
tumorskih stanica, ali i poveéane potencijalne autofagije fibroblasta bolesnika. Prijenos signala
u stanici posredovan protein kinazom A (PKA) je vazan regulatorni mehanizam koji utjeCe na
razne stani¢ne procese, ukljucuju¢i metabolizam, proliferaciju 1 diferencijaciju. OvO
istrazivanje potencijlano indicira da deficijencija SAHH-a moZe utjecati na aktivaciju PKA i
poremetiti normalne stani¢ne funkcije povezane s tim signalnim putem u korist poveéane
aktivacije signalnih putova odgovornih za proliferaciju i migraciju tumorskih stanica na temelju
povecane aktivnosti PKA na temlju analize srzi (od engl. Core analysis) u IPA program (262-
264). Ovi podaci ukazuju na vaznost zajednickih signalnih putova u sve tri stabilno utiSane
stani¢ne linije i fibroblastima bolesnika. Razumijevanje ovih putova mozZe pruziti nove
terapijske ciljeve za lijeCenje poremecaja povezanih s deficijencijom SAHH-a. Vazno je daljnje
istrazivanje i eksperimentalni rad kako bi se potvrdili ovi podaci i razumjelo kompleksno

djelovanje SAHH-a u stanicama te utjecaj na simptome kod pacijenata.
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6. ZAKLJUCAK

Utisavanjem S-adenozil homocistein hidrolaze dolazi do nakupljanja metabolita S-adenozil
homocisteina i S-adenozil metiona u stani¢nim linijjama (MCF7, SW480, HEK293T) s
utiSanom ekspresijom gena SAHH. Razina aktivnosti SAHH-a odrzana je 20%. Stani¢nu liniju
THLE3 s utiSanom ekspresijom gena SAHH nije bilo moguce uspostaviti. Izmjerena
koncentracije adenozina nije konzinstenta u sve tri utiSane stanicne linije. ZabiljeZena je snizena
koncentracija adenozina u utiSanoj stani¢noj liniji HEK293T liniji dok je u utiSanim stani¢nim
linijjama SW480 1 MCF7 zabiljeZzena nepromijenja razina koncentracije adenozina. U ovoj
doktorskoj disertaciji prikazna su samo zajedni¢ka znacajna preklapanja i pojedini stani¢ni
signalni putovi koji imaju ulogu u tumorskim stanicama. Zajedni¢ni signalni putovi u sve tri
utiSane stani¢ne linije su: STAT3 signalni put, Notch prijenos signala, epitelno
mezenhimalna tranzicija i prijenos signala posredovan kalcijem Ca ?*. Zajednicki signalni
putovi u sve tri stabilno utiSane stani¢ne linije i fibroblastima bolesnika izdvojili su se prijenos
signala posredovan putem transkripcijskog faktora CREB, prijenos signala posredovan
G-proteinima, formiranje fagosoma te prijenos signala u stanici posredovan protein
kinazom A. Takoder moze se vidjeti da dolazi do promjene u razini ekspresije proteina ciklina
B1, fosfo-CDC2 i Ras u uti$anoj stani¢noj liniji HEK293T. Nema znacajne promjene ekspresije
proteina 4-3-3{/6 (D7HS5), ATM, B-Raf, cdc2, CDK2, CDK®6, Chkl, cMyc, C-Raf, Cyclin A,
Cyclin B1, Cyclin D1, Cyclin E, Gadd45a, MDM2, MEK 1/ 2, p21, p27, p44/42, p53, fosfo-
Chk2, chk2, fosfo-B- Raf, fosfo-cdc2, fosfo-C-Raf, fosfo-MDM2, fosfo-MEK 1/2, fosfo-
p44/22, MAPK, (ERK Y ), fosfo-p53, MAPK, Ras, Rb. U utianoj stani¢noj liniji SW480
zabiljeZen je porast razine ekspresije proteina STAT3 1 LEF1. Slican ekspresijski profil imaju
utiSane tumorske stani¢na linija SW480 i MCF7. Analiza je pokazala znacajne razlike u
ekspresijskom profilu izmedu uzoraka fibroblasta bolesnika, sto potvrduje da nedostatak
aktivnosti SAHH-a moze imati §irok spektar utjecaja na gensku ekspresiju. U staniénim
linijama HEK293T, MCF7 i SW480, u kojima je gen SAHH utisan prisutan je veci broj
diferencijalno eksprimiranih gena, $to je posljedica nakupljanja SAH-a, koji ima vaznu ulogu
u regulaciji metiltransferaznih reakcija 1 epigenetickim regulacijama genske ekspresije. Ove
promjene u ekspresijskom profilu povezane su s tumorskim fenotipom i karakteristikama ovih
stani¢nih linija. Ovi rezultati naglasavaju vaznost epigenetickih mehanizama, poput metilacija,
u regulaciji genske ekspresije. Promjene u metilacijskim obrascima mogu dovesti do
promijenjene ekspresije gena i mogu biti povezane s razli¢itim patoloskim procesima. U ovom

slu¢aju, povisena koncentracija SAH-a, koji se nakuplja uslijed nedostatne aktivnosti SAHH-a,
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moze imati Stetne ucinke na stani¢ne funkcije i doprinijeti razvoju bolesti.
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8. ZIVOTOPIS

Ivana Pavici¢ rodena je 9. lipnja 1992. godine u Zagrebu. Nakon zavrsene Osnovne skole Nova
Raca upisala je Opéu gimnaziju u Bjelovaru koju je zavrsila 2011. godine. Iste godine upisala
je Preddiplomski studij Molekularne biologije na Prirodoslovno-matematickom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu. Diplomski studij Molekularne biologije upisala je 2015. godine.
Magistarski rad nosio je naziv "Raznolikost Cryphonectria hypovirus 1 na podrucju Kasta" i
bio je dio projekta financiranog od strane SCOPES Svicarske nacionalne zaklade za znanost.
Zavrijeme studija nekoliko puta je sudjelovala na manifestaciji "No¢ biologije™ i "Otvoreni dan
kemije" te je dobitnik posebne Rektorove nagrade u sklopu manifestacije "Otvoreni dan
kemije". Takoder, sudjelovala je u radu studentske udruge BIUS. Sudjelovala je i u
istrazivanjima u okviru multilateralnog medunarodnog projekta SCOPES Joint Research
Project Invasive chestnut diseases in the Balkans and Georgia — epidemiological research and
management options. Na Zavodu za molekularnu medicinu na Institutu Ruder Boskovi¢
zaposlila se kao asistentica 2019. godine u Laboratoriju za naprednu genomiku, te je iste godine
upisala Doktorski studij biologije na PMF-u. Izrada ove doktorske disertacije financirana je
projektom Hrvatske zaklade za znanost "Molekularni aspekti patogeneze bolesti uzrokovane
nedostatkom AHCY". U sklopu izrade ove disertacije objavljen je znanstveni rad pod nazivom
Effects of S-Adenosylhomocysteine Hydrolase Downregulation on Wnt Signaling Pathway in
SW480 Cells (Pavicic, I.; Roki¢, F.; Vugrek, O. Effects of S-Adenosylhomocysteine Hydrolase
Downregulation on Wnt Signaling Pathway in SW480 Cells. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 16102,
https://doi.org/10.3390/ijms242216102). Takoder, zavrSila je teaj rada s laboratorijskim

Zivotinjama na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu i1 pohadala je radionicu Molekularne
evolucije i filogenije u Njemackoj. Sudjelovala je na desetak skupova s poster prezentacijom
svojih istrazivanja. Sudjelovala je u popularizaciji znanosti kroz predstavljanje Bioloskog

odsjeka PMF-a na Smotri sveucilista i Otvorene dane Instituta Ruder Boskovic.

214


https://doi.org/10.3390/ijms242216102

