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1. UvOD

1.1 Signalni put Hedgehog-Gli (HH-GLI)

1.1.1 Povijesni pregled

Put od kutikule vinske muSice do razvoja potencijalnih terapija zapoceo je osamdesetih
godina proslog stolje¢a istrazivanjem Christiane Niisslein-Volhard i Erica Wieschausa
(Briscoe i Therond, 2005). U svom istrazivanju proucavali su mutantne oblike li¢inki vinske
musice Drosophila melanogaster. Genska mutacija koju su otkrili uzrokovala je razvojne
deformacije u vidu segmentacije tijela licinke. Mutantne li¢inke imale su neobi¢ne "bodlje"
na ledima koje su znanstvenike podsjetile na bodlje jeza, te je stoga gen dobio ime Hedgehog
(hrv. jez) ( Niisslein-Volhard i Wieschaus, 1980). Molekularna karakterizacija uslijedila je 12
godina kasnije te pokazala da se radi o sekrecijskom proteinu koji regulira rast susjednih
stanica (Ingham 1 McMahon, 2001). Danas su poznata tri tkivno specificna homologa gena
Hedgehog kod sisavaca, Sonic Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH) i Desert Hedgehog
(DHH). Ostale komponente signalnog puta HH-GLI, receptor Patched (PTCH), koreceptor
Smoothened (SMO) te transkripcijski faktori GLI, takoder su identificirani pomocu genetike
vinske musSice te svoje nazive duguju fenotipskim karakteristikama mutantnih li¢inki. Geni
PTCH i SMO su dobili ime po izgledu krila mutantnih li¢inki vinske musSice (patched hrv.
zakrpan, smoothened hrv. zagladen). Gen GLI predstavlja iznimku jer naziv duguje ¢injenici
da je do 50 puta amplificiran u malignim gliomima (Kinzler i sur., 1987). Nedugo nakon toga
otkriveni su geni GLI2 i GLI3 (Ruppert i sur., 1988) te njihova funkcija transkripcijskih
faktora (Kinzler i sur., 1988). Pavletich i Pabo su 1993. godine rjesili kristalnu strukturu
proteina GLI te njihov na¢in vezanja za molekulu DNA. Funkcija proteina koji sa¢injavaju
ovaj signalni put ¢vrsto je evolucijski saCuvana medu razli¢itim vrstama, no postoje odredene
razlike izmedu sisavaca i beskralje$njaka (Murone i sur., 1999). Tako su istrazivanja u sklopu
razvojne biologije omogucila bolje razumijevanje ovog signalnog puta, jo§ su mnoga pitanja
ostala neodgovorena. Danas je poznata klju¢na uloga signalnog puta HH-GLI u pravilnom
embrionalnom razvoju. Posljedice nenormalnog funkcioniranja HH-GLI mogu se vidjeti u
obliku razvojnih poremecaja kao §to je Gorlinov sindrom te novija istrazivanja potvrduju

vezu HH-GLI s nastankom mnogih sporadi¢nih tumora (Briscoe i Therond, 2013).



1.2 Kanonska aktivacija prijenosa signala

Kanonska aktivacija signalnoga puta HH-GLI se temelji na vezanju liganda HH na receptor
PTCH (Slika 1). Kod sisavaca postoje tri tkivno specificna homologa gena HH: Sonic
Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH) i Desert Hedgehog (DHH) (Ingham i McMahon,
2001). Za biolosku aktivnost liganda HH su vazne posttranslacijske modifikacije u vidu
vezanja kolesterola i palmitinske kiseline (Peters i sur., 2004). Osim $to vezanjem za receptor
PTCH mogu pokrenuti autokrinu aktivaciju HH-GLI, stvaranjem koncentracijskog gradijenta
oko tkiva, izazivaju odgovore i okolnih stanica, §to im daje karakteristike morfogena (Cross 1
Bury, 2004). Glavni regulator sekrecije HH je protein Dispatched (DISP) koji omogucava
njegovo otpustanje i djelovanje na okolne stanice (Burke i sur., 1999). Receptor PTCH
predstavlja negativni regulator signalnog puta HH-GLI tako $to u odsustvu liganda HH
onemogucava prijenos signala inhibiraju¢i koreceptor Smoothened (SMO) (Ingham, 1991).
Kod sisavaca su opisana dva homologa proteina PTCH: PTCH1 i PTCH2 (Zaphiropoulos,
1999). Vezanjem liganda HH, prestaje inhibicija SMO od strane PTCH, omogucen je
prijenos signala i aktivacija transkripcijskih faktora GLI te naposlijetku dolazi do

transkripcije ciljnih gena medu kojima je i sam PTCH. (Marigo, 1996).

posttranslacijska
modifikacija

kolesterol i L‘ >
HH =
prekursor ]
palmitinska
kiselinag

HH sekretorna stanica HH aktivna stanica HH inaktivna stanica

Slika 1. Prikaz signalnog puta HH-GLI kod sisavaca. Desni dio slike prikazuje inaktivan signalni put:
u odsustvu liganda HH receptor PTCH inhibira koreceptor SMO ¢ime se blokira prijenos signala.
Proteini GLI su vezani za represor SUFU koji sprjecava njihovu translokaciju u jezgru i obiljezava ih
za razgradnju u proteasomu. Cijepanjem proteina GLI u proteasomu nastaje represorski oblik koji
blokira transkripciju ciljnih gena. Lijevi dio slike prikazuje kanonski prijenos signala koji se ostvaruje
vezanjem liganda HH za receptor PTCH. Na taj nacin prestaje inhibicija koreceptora SMO i dolazi do
prijenosa signala. Proteini GLI se otpustaju od represora SUFU te nepocijepani translociraju u jezgru
gdje poticu transkripciju ciljnih gena (preuzeto i prilagodeno prema Velcheti i Govindan, 2007).



Uz receptor PTCH, u primanju signala sudjeluje koreceptor Smoothened (SMO). SMO je za
razliku od PTCH pozitivni regulator signalnog puta HH-GLI jer u odsustvu PTCH biva stalno
aktivan te vrsi transdukciju signala u stanicu (Murone i sur., 1999). Priroda interakcije PTCH
I SMO predstavlja jedno od najveéih nerazjasnjenih pitanja vezanih za HH-GLI. Vezanje HH
na PTCH dokida inhibiciju SMO te je omogucena njegova aktivacija. Smatra se da je za
aktivaciju klju¢na njegova fosforilacija posredovana kinazama PKA i CK1, te transport sa
unutarstani¢nih vezikula na stani¢cnu membranu (Jia i sur., 2004). Aktivirani SMO uzrokuje
kaskadni prijenos signala koji je posredovan fosforilacijom molekula. U kona¢nici,
fosforilacija proteina GLI omogucava ulazak u jezgru, njihovo vezanje za ciljne gene i

transkripciju (Osterlund i Kogerman, 2006).

1.2.3 Transkripcijski faktori GLI

Obitelj gena GLI ¢ine proteini s motivom cinkovog prsta (Slika 2) koji djeluju kao
transkripcijski faktori vezu¢i se za specifi€ne, evolucijski konzervirane sekvence DNA
(Ruppert, 1988). Kod sisavaca postoje tri gena, GLI1, GLI2 i GLI3. Proteini GLI1 i GLI3
prepoznaju evolucijski o¢uvanu sekvencu 5'-GACCACCCA-3' u promotorskim regijama
ciljnih gena, dok GLI2 prepoznaje jako sli¢nu sekvencu 5-GAACCACCCA-3".

Slika 2. Shematski prikaz strukture proteina GLI vezanog za DNA. Regije cinkovog prsta (5)
prikazane su u obliku crvenih zavojnica (Zute kugle predstavljaju atome cinka) (preuzeto iz
Mastrangelo, 2018).

Proteini GLI djeluju kao aktivatori ili represori ovisno o gradi njihovih terminalnih domena.
N-terminalna domena sadrzi represijsku aktivnost, dok C-terminalna regija sadrzi

aktivacijsku domenu. Kod GLI1 je N-terminalna domena jako skracena Cime je izgubio
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represorsku aktivnost, te isklju¢ivo djeluje kao transkripcijski aktivator. GLI 2 i GLI3 mogu
djelovati i kao aktivatori i kao represori (Dai i sur., 1999). Dvojna uloga GLI2 i GLI3 ovisi 0
stani¢nom kontekstu, te je primarno kontrolirana fosforilacijom. GLI 2 i GLI3 se primarno
aktiviraju kao odgovor na signal, dok je transkripcija gena GLI1 posljedica njhove aktivacije
(Sasaki i sur., 1999). Meduodnos ova tri proteina GLI i njihov utjecaj na stanice se ¢esto
naziva u literaturi kod GLI (Ruiz i Altaba, 2007). Proteini GLI imaju preklapajuce funkcije,
stoga razvoj pojedinin GLI ,,knock-out“ modela predstavlja veliki potencijal za bolje

razumijevanje funkcija pojedinog proteina.

Kljuéan regulator aktivnosti proteina GLI kod sisavaca je tumor supresor SUFU (eng.
Suppresor of Fused protein). SUFU predstavlja negativni regulator signalnog puta HH-GLI
tako Sto u odsustvu liganda HH, zadrzava GLI u citoplazmi, upucuje na razgradnju u
proteasomu te time onemogucava transkripciju ciljnih gena (Stone i sur., 1999). Proteini GLI
se prvo fosforiliraju pomoc¢u kinaza PKA, GSK3p i/ili CK1, nakon ¢ega ih prepoznaje
ubikvitin ligaza BTrCP (eng. p-transducin-repeat containing protein) sto dovodi do njhove
degradacije i stvaranja represorske forme proteina GLI koja vezuéi se za DNA onemogucava
transkripciju ciljnih gena (Pan i sur, 2006). Shi i suradnici su dokazali da SUFU vezanjem za
GLI prekriva vezno mjesto za transportni protein, importin Kapp2 te tako onemogucava
njegov transport u jezgru (2014). Osim ovog nacina regulacije, SUFU se moZze lokalizirati u
jezgri, te direktno vezati za GLI vezna mjesta na DNA i inhibirati gensku transkripciju (Chen
i sur., 2009). Vezanje liganda HH za receptor PTCH uzrokuje raspad kompleksa GLI-SUFU i
nastanak aktivirane forme proteina GLI koji odlazi u jezgru i veze za promotorske regije

ciljnih gena.

Glavni ciljni geni signalnog puta HH-GLI su PTCH1, PTCH2 i GLI1, stoga razina njihovih
mRNA 1 proteina predstavlja vjerodostojni indikator za pracenje aktivnosti signalnog puta
(Dai i sur., 1999). Ostali geni ¢iju transkripciju kontroliraju (Slika 3) su ¢lanovi signalnog
puta WNT, regulator apoptoze BCL2, VEGFA, regulatori stani¢nog ciklusa ciklin D, ciklin E,
MYC te mnogi drugi (Zhang i sur., 2013).
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Slika 3. Ciljni geni signalnog puta HH-GLI (preuzeto i prilagodeno prema Zheng i sur., 2013).

1.3 Nekanonska aktivacija prijenosa signala

Za kanonsku klasi¢nu aktivaciju signalnog puta HH-GLI nuZna je prisutnost liganda HH koji
pokrece signalnu kaskadu 1 aktivira transkripcijske faktore GLI (Hanna 1 Sevde, 2016).
Novija istrazivanja otkrivaju vaznost nekanonske kontrole signalnog puta koja odstupa od
klasi¢ne aktivacije. Pod pojmom nekanonske aktivacije znanstvenici ukljucuju interakciju
HH-GLI s ostalim signalnim putevima, utjecaj epigenetskih mehanizama te nenormalnu
aktivaciju HH-GLI uzrokovanu mutacijama (Skoda i sur., 2017; Pandolfi i Stecca, 2015;
Levanat, 2014). Nekanonska aktivacija HH-GLI povezuje se s pojavom razvojnih

deformacija i malignom transformacijom stanica (Stecca i sur., 2010).

Mnoga istrazivanja dokazuju vaznost integracije HH-GLI s drugim signalnim putevima u
modifikaciji proteina GLI (Slika 4). Otkrivena je interakcija izmedu HH-GLI i signalnog puta
PI3K/AKT. PI3K/AKT onemogucava degradaciju GLI2 u proteasomu interferiraju¢i S
fosforilacijom posredovanom kinazama PKA/GSK3p (Riobo i sur., 2006). Signalni put
PIBK/AKT2 inhibira funkciju GLI1 u neuroblastomima. AKT2 kinaza fosforilira kinazu
GSK3B, te na taj nacin onemogucava destabilizaciju SUFU, S§to rezultira smanjenom
lokalizacijom GLI1 u jezgru i transkripcijom gena (Paul i sur., 2013). Meduodnos HH-GLI i
signalnog puta RAS/RAF/MEK opisan je u vise primjera. K-Ras i N-Ras poti¢u akivnost



GLI1, reguliraju njegovu ekspresiju u odsutnosti SMO (Nolan-Stevaux i sur., 2009) te poti¢u
prelazak s autokrine na parakrinu signalizaciju HH-GLI u adenokarcinomu gusterace (Lauth i
sur., 2010). Opisana je i interakcija sa signalnim putem EGFR u vidu aktivacije GLI1 i GLI2
(Schnidar i sur., 2009). Hilman i suradnici su opisali primjer mehanizma pozitivne povratne
sprege izmedu HH-GLI i obitelji gena Neuropilin (NRP). Aktivirani HH-GLI inducira
aktivnost NRP1 i NRP2 koji zauzvrat poticu jacu aktivaciju HH-GLI potencirajuci
transdukciju signala izmedu SMO i SUFU (2011). Interakcija negativne prirode opisana je
izmedu GLI1 i p53 kod zivéanih mati¢nih stanica. p5S3 smanjuje aktivnost i lokalizaciju GLI1
u jezgru, dok GLII potice njegovu degradaciju aktivacijom ubikvitin ligaze E3 (Abe 1 sur.,

2008).
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Slika 4. A: Shematski prikaz signalnog puta HH-GLI te njegovih pozitivnih (zeleno) i negativnih
(crveno) regulatora. B: Direktni transkripcijski regulatori proteina GLI1, GLI2 i SHH (preuzeto i
prilagodeno prema Pandolfi i Stecca, 2015).

Osim interakcije s ostalim signalnim putevima, nekanonska aktivacija prema nekim
tumacenjima podrazumijeva nenormalno funkcioniranje onkogene prirode, uzrokovano
najées¢e mutacijama. Raifenberg i suradnici su u svom istrazivanju iz 2005. godine opisali
aktivaciju HH-GLI neovisnu o ligandu. Konstitutivna aktivacija signalnog puta je uzrokovana
pozitivnim mutacijama SMO ili negativnim mutacijama PTCH i/ili SUFU. Prvi takav slucaj

je opisan kod pacijenta s mutacijom PTCH1 oboljelog od Gorlinovog sindroma (Johnson i



sur., 1996). Kod razli¢itih vrsta karcinoma opisana je autokrina i parakrina signalizacija HH-

GLI koja poti¢e proliferaciju i diferencijaciju tumorskih stanica (Skoda i sur., 2017).

1.4 Uloga signalnog puta HH-GLI u embrionalnom razvoju

Embriogeneza je slozen, strogo kontroliran proces u kojem sudjeluje vise signalnih puteva.
Jedan od klju¢nih regulatora pravilnog razvoja je i signalni put HH-GLI. Proteini HH djeluju
kao mitogeni i morfogeni u razli¢itim fazama razvoja te poti¢u morfogenezu okolnih stanica.
Nepravilno funkcioniranje bilo koje komponente HH-GLI izaziva teske posljedice u vidu

nepravilnog razvoja, rezultiraju¢i razvojnim deformacijama (Petrova 1 Joyner, 2014).

Tijekom embrionalnog razvoja SHH je izrazen na stanicama neuralne cijevi, notokordu te
pupoljicima ekstremiteta (Jia i Jiang, 2006). SHH je takoder eksprimiran na epitelno-
mezenhimalnoj granici organa kao S§to su pluca, Zzeludac, dlacni folikuli 1 zubi gdje potice
proliferaciju, prezivljenje i diferencijaciju stanica (Ingham i McMahon, 2001). Signalna
interakcija izmedu epitela 1 mezenhima je nuzna za pravilnu organogenezu. Smatra se da je
epitel izvor liganada koji odlaze na okolne mezenhimalne stanice i aktiviraju HH-GLI. Nakon
toga same mezenhimalne stanice, jo§ uvijek nepoznatim signalnim putevima djeluju na
epitelne stanice (Walterhouse i sur., 2003). Najpoznatiji fenotipski defekt povezan sa
gubitkom funkcije SHH je ciklopija, tip holoprosencefalije s teskim razvojnim posljedicama
(Zhang 1 sur., 2001). IHH 1 DHH su tkivho mnogo specifi¢niji za razliku od SHH koji je
tkivno Siroko eksprimiran. IHH je klju¢an za pravilnu morfogenezu kostiju. Zajedno s
proteinom srodnim s paratiroidnim hormonom (PTHrP eng. Parathyroid hormone-related
protein) regulira ponaSanje hondrocita (Jia i Jiang, 2006). DHH je nuZan za pravilan razvoj
Sertolijevih stanica testisa te spermatogenezu (Bitgood i McMahon, 1995). Gubitak funkcije
SMO tijekom embriogeneze rezultira ranom letalnos¢u (Zhang i sur., 2001). Kod ljudi,
mutacije u genu PTCH dovode do pojave Gorlinovog sindroma, dominantne autosomalne
bolesti koju karakteriziraju razvojne deformacije kao $to su holoprosencefalija, ciklopija,
malformacija udova, rascijep nepca i usana, te sklonost razvoja velikog broja tumora (Briscoe
i Therond, 2013). Gubitak funkcije bilo koje od komponenti ima teske posljedice u vidu
embrionalnog razvoja, stoga HH-GLI predstavlja jedan od najvaznijih razvojnih signalnih

puteva.



1.5 Uloga signalnog puta HH-GLI u odraslom organizmu

U odraslom organizmu signalni put HH-GLI je inaktivan ili slabo aktivan. Medutim, pravilno
funkcioniranje  HH-GLI nuzno je za odrzavanje matiénih 1 progenitorskih stanica,

regeneraciju tkiva, te naposlijetku odrzavanje homeostaze ( Petrova i Joyner, 2014).

S obzirom na vaznost HH-GLI u embrionalnom razvoju srediSnjeg ziv€anog sustava, ne
iznenaduje Cinjenica da je HH-GLI jedan od najvaznijih regulatora odrasle neurogeneze
(Traiffort 1 sur., 2010). SHH je nuZan za odrZavanje mati¢nih 1 progenitorskih stanica u
subventrikularnoj zoni i lateralnim ventrikulima (Petrova i Joyner, 2014). Mutacije u genu
SHH kod miSeva uzrokuje nestanak progenitorskih stanica u zonama neurogeneze (Balordi i
Fishell, 2007). U tkivima ektodermalnog podrijetla kao $to je koza, HH-GLI eksprimiran na
epidermalnim mati¢nim stanicama poti¢e sazrijevanje folikula dlake (Sato i sur., 1999). U
kostanom tkivu HH odrzava strukturu kostiju, te sudjeluje u popravku i revaskularizaciji
nakon ozljede (Fuchs 1 sur., 2012). PoviSene razine transkripcije SHH 1 IHH zabiljeZene su
nakon lomova kostiju (Ito i sur., 1999). HH-GLI igra vaznu ulogu u regeneraciji miSica
nakon ozljede promovirajuci angiogenezu, te usmjeravanjem mati¢nih misi¢nih stanica prema
mjestu ozljede (Koleva i sur., 2005). Kao kod kostiju 1 misi¢a, HH-GLI igra klju¢nu ulogu u
regeneraciji respiratornog i gastrointerstinalnog sustava (Petrova i Joyner, 2014). HH-GLI
signalizacija je vazna u dojci tijekom trudnoce 1 laktacije (Lewis 1 sur., 1999), dok u

maternici kontrolira proliferaciju mezenhima tijekom implantacije (Stewart i sur. 1997).

Bez obzira na brojna opazanja, glavni mehanizmi regulacije i odrzavanja populacije mati¢nih
i progenitorskih stanica jo$ uvijek nisu opisani. lako je primarno aktivan tijekom
embrionalnog razvoja, vidimo da HH-GLI sudjeluje u regulaciji jako vaznih funkcija u

odraslom organizmu, te je njegova uloga u odrzavanju homeostaze organizma neupitna.



1.6 Uloga signalnog puta HH-GLI u karcinogenezi

Normalan embrionalni razvoj ukljucuje aktivnost pojedinih signalnih puteva koji reguliraju
proliferaciju, prezivljavanje i diferencijaciju stanica, kao §to su HH-GLI (Briscoe i Therond,
2013), WNT (Fodde i Brabletz, 2007), TGF-B (Derynck i sur., 2001), NOTCH (Rizzo i sur.,
2008). Jednom kada se stanice maligno transformiraju, preuzimaju te koriste normalnu
stani¢nu masineriju za odrzavanje fizioloskih funkcija u vidu tkivnog rasta, prezivljenja,
vaskularizacije i regeneracije. Signalni put HH-GLI tijekom embriogeneze regulira brojne
aspekte stani¢ne proliferacije koji su tumorskim stanicama nuzni tijekom procesa
karcinogeneze (Hanna i Shevde, 2016). Mnoga istrazivanja su pokazala da HH-GLI podupire

proces karcinogeneze na vise nacina.

Prvi opisani mehanizam aktivacije HH-GLI u karcinomima je aktivacija neovisna o ligandu
uzrokovana mutacijama u genima PTCH1, SUFU ili REN koje dovode do konstitutivne
aktivacije SMO, ili amplifikacijom gena GLI1 i GLI2 koje uzrokuju konstitutivnu aktivaciju
HH-GLI. Autokrina aktivacija ovisna o ligandu HH-GLI zabiljezena je u karcinogenezi
jajnika, debelog crijeva, koze, dojke, prostate, plu¢a i mnogih drugih organa. U ovakvom
sluéaju dolazi do poviSene ekspresije liganda HH bez prisutnosti genetickih aberacija. Stanica
proizvodi 1 ponovo veze ligand HH te na taj naCin stvara pozitivnu povratnu petlju u vidu
aktivacije HH-GLI (Cochrane i sur., 2015). Opisana je i parakrina aktivacija ovisna o ligandu
koja predstavlja odraz mehanizma na kojem se temelji djelovanje HH-GLI tijekom
embrionalnog razvoja. Tumorske stanice proizvode ligande HH koji aktiviraju stanice okolne
tumorske strome. Mehanizam interakcije tumorskih stanica i strome nije u potpunosti
razrijeSen, medutim poznate su posljedice ovakvog tipa aktivacije. Stanice strome na poticaj
lu¢e razlicite faktore rasta (VEGF, IGF) te aktiviraju druge signalne puteve (WNT, IL-6)
¢ime stvaraju mikrookoli§ pogodan za daljnji razvoj tumorskih stanica (Yauch i sur., 2008).
Ovakav tip aktivacije se povezuje s karcinomom gusterace (Bailey i sur., 2009). Opisana je i
reverzna parakrina aktivacija gdje stanice iz tumorskog mikrookolisa kao §to su stromalne
stanice kos$tane srzi i endotelne stanice, luce ligande HH te tako potic¢u rast tumorskih stanica
(Pandolfi i Stecca, 2015) (Slika 5). Smatra se da ovakav nacin aktivacije igra veliku ulogu u
razvoju glioma (Becher i sur., 2008) i limfoma (Dierks i sur., 2007). Veliki znacaj u
abnormalnoj aktivaciji HH-GLI igraju i epigenetski mehanizmi u vidu hipermetilacije

promotora gena PTCH u dermoidima i fibromima jajnika (Cretnik i sur., 2007).



Nedavna istrazivanja pokazuju da HH-GLI ima veliku ulogu u odrzavanju tumorskih
mati¢nih stanica (Pandolfi i Stecca, 2015) (Slika 6). U svakom tumoru postoji populacija
mati¢nih stanica koje se sporo dijele, ali u potrebnim okolnostima imaju sposobnost brze
proliferacije i stvaranja nove populacije tumorskih stanica (Nicolis i sur., 2007). Znanstvenici
smatraju da su zbog svojstva spore diobe odgovorne za rezistenciju na konvencionalne

terapije te relaps bolesti (Skoda i sur, 2017).

A. Tip 1. Aktivacija neovisna o ligandu Tip 2. Autokrina aktivacija ovisna o ligandu

tumorska
stanica

C Tip 3. Parakrina aktivacija D Tip 3b. Reverzna parakrina aktivacija
' ovisna o ligandu 2 ovisna o ligandu
stromalna
stanica

tumorska
stanica
Hh

stromalna

tumorska stanica

stanica

Slika 5. Tipovi aktivacije signalnog puta HH-GLI u tumorskim stanicama. A. Aktivacija neovisha o
ligandu: mutacije u genima PTCH, SUFU, REN uzrokuju Kkonstitutivnu aktivaciju SMO ili
amplifikacija gena GLI1 i GLI2 konstitutivnu aktivnost HH-GLI. B. Autokrina aktivacija ovisna o
ligandu: tumorska stanica pojacano eksprimira ligand HH te ga istovremeno i veze stvarajuci
pozitivnu petlju u odrzavanju aktivnost HH-GLI. C. Parakrina aktivacija ovisna o ligandu: tumorske
stanice luce ligand HH kojeg vezu stanice okolne strome. Aktivirane stanice strome zauzvrat luce
razli¢ite faktore rasta koji promoviraju progresiju tumorskih stanica. D. Reverzna parakrina aktivacija
ovisna o ligandu: stanice okolne strome proizvode ligand HH kojeg vezu tumorske stanice ( preuzeto i
prilagodeno prema Cochrane i sur., 2015).
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HH-GLI igra vaznu ulogu u razvoju i diferencijaciji jajnika, stoga ne iznenaduje njegova
povezanost s razvojem karcinoma jajnika. Neki znanstvenici smatraju da je nenormalna
aktivacija HH-GLI u karcinomima jajnika stalna pojava, dok se drugi ipak ne slazu. Razlog
kontradiktornih rezulata proizlazi vjerojatno iz interakcije HH-GLI s ostalim signalnim
putevima. Yang i suradnici su pokazali da aktivacija HH-GLI nije stalna pojava u karcinomu
jajnika zbog izostanka korelacije ekspresije SHH i ciljnih gena signalnog puta, $to se moze
objasniti aktivacijom signalnog puta drugim mehanizmima (2009). Hiperaktivacija HH-GLI
je vazna za proliferaciju 1 odrzavanje klonskog rasta stanica primarnih karcinoma jajnika
(Bhattacharya i sur., 2008). Ray i suradnici su pokazali utjecaj HH-GLI na formiranje
sferoidnih stanica jajnika, koje pokazuju svojstva tumorskih mati¢nih stanica kao §to su
kemorezistencija, samoobnavljanje te diferencijacija (2011). HH-GLI u karcinomima jajnika
potiCe stani¢nu proliferaciju, dok inhibicija dovodi do supresije rasta i apoptoze tumorskih
stanica. Zeng i suradnici su pokazali utjecaj HH-GLI na ekspresiju adhezijske molekule

CD24 koja igra vaznu ulogu u invaziji i migraciji tumorskih stanica jajnika (2017).
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Slika 6. Uloga HH-GLI u odrZavanju tumorskih mati¢nih stanica. Tumorske stanice vezu ligand HH
kojeg su proizvele stanice okolne strome, tumorske stanice ili same mati¢ne tumorske stanice.
Aktivacijom HH-GLI regulira se ekspresija mati¢nih gena NANOG, SOX2 i BMI1 koji odrzavaju
populaciju mati¢nih stanica. Tumorske mati¢ne stanice su kemorezistente zbog svojstva spore diobe te
omogucavaju ponovno stvaranje populacije tumorskih stanica nakon terapije uzrokujuci relaps bolesti
(preuzeto i prilagodeno prema Cochrane i sur., 2015).

Vidljivo je da HH-GLI sudjeluje u razli¢itim aspektima karcinogeneze, stoga ne cudi
Cinjenica da je atraktivha meta za razvoj potencijalnih tumorskih terapija. Prvi otkriveni
inhibitor signalnog puta HH-GLI je ciklopamin koji inhibiraju¢i SMO onemogucava daljni

prijenos signala (Levanat i sur., 2008). Sve se veci naglasak stavlja na razvoj kombinirane
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terapije zbog interakcije HH-GLI sa drugim signalnim putevima. Bolje razumijevanje HH-
GLI i signalnih puteva s kojima je u interakciji pruza moguénost razvoja efikasnijih terapija u
vidu djelovanja na vise klju¢nih komponenti kojima ¢e se potencijalno zaustaviti progresiju

tumorskih stanica.

1.9 Sustav CRISPR/Cas9

Uredivanje genoma je istraZivacki pristup koriSten u studijama genomike, transgeni¢nih
zivotinja i genske terapije, koji je doZivio svoj procvat u zadnjem desetlje¢u (Zhang i sur.,
2014). Znanstvenicima je oduvijek bio izazov otkriti funkciju gena u individualnom fenotipu,
stoga su svi pristupi bili usmjereni na utiSavanje ili prekomjernu ekspresiju istrazivanog gena
(Banga i Boyd, 1992). Tehnike uredivanja genoma temelje se na programiranim i
visokospecificnim nukleazama koje mogu uzrokovati specificne promjene u genomu
organizma pomo¢u DNA- specifi¢ne vezne domene i DNA-nespecifiéne cijepaju¢e domene
(Zhang 1 sur., 2014). Kljuéni korak u tehnikama uredivanja genoma je uzrokovanje
dvolan¢anog loma unutar genskog lokusa od interesa (Carroll, 2011). Dvolan¢ani lomovi
inducirani nukleazama izazivaju popravak mehanizmom nehomolognog sparivanja krajeva
(NHEJ eng. Nonhomologous end-joining) ili popravka vodenog homologijom (HDR eng.
Homology-directed repair). Popravak posredovan mehanizmom NHEJ moze izazvati
insercije ili delecije $to dovodi do pomaka okvira Citanja kodiraju¢e sekvence. Mehanizmom
HDR moZemo izazivati specifi¢ne to¢kaste mutacije rekombinacijom sekvence ciljnog lokusa
i donorskog kalupa DNA. Danas je poznato vise metoda koje koriste specifi¢ne nukleaze za
postizanje ciljanih dvostrukih lan¢anih lomova. Medu najpoznatijima su nukleaze cinkovog
prsta (ZFN eng. Zinc finger nucleases) te efektorske nukleaze slicne transkripcijskim
aktivatorima (TALENs eng. Transcription activator-like effector nucleases), no najveéu
paznju u zadnjem desetlje¢u plijene nukleaze Cas9 (CRISPR-associated protein 9 nuclease).
Nukleaze Cas9 predstavljaju najnoviji trend u uredivanju genoma jer omogucavaju
jednostavno 1 brzo djelovanje prevladavaju¢i neke od glavnih problema prije koriStenih
nukleaza. U sljedeCem ¢e se ulomku stoga posebna paznja posvetiti ovoj revolucionarnoj
metodi, njezinim mogucénostima, potencijalnim nedostacima te buduéim perspektivama

(Sander i Joung, 2014).
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1.9.1 Metodologija CRISPR/Cas9

Uredivanje genoma metodom CRISPR/Cas9 temelji se na otkricu adaptivnog mehanizma
imunoloskog sustava bakterija koji omogucava eliminaciju stranog genetickog materijala
(Barangou i sur., 2007). Bakterije reagiraju na invaziju patogena tako Sto integriraju kratke
fragmente strane nukleinske kiseline u vlastiti genom, u posebnu regiju repetitivnih uzoraka
zvanu CRISPR (eng. Clustered regulary interspaced short palindromic repeat) (Wiedenheft i
sur., 2012). Sustav CRISPR/Cas je zabiljezen u 40% genoma bakterija te 90% genoma arheja
(Grissa i sur., 2007).
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Slika 7. Endogeni mehanizam CRISPR/Cas9 u bakterijama. Strana DNA se ugraduje u bakterijski
genom unutar CRISPR lokusa. CRISPR lokus se transkribira i procesira u crNRA, tracrRNA i protein
Cas9. Protein Cas9 tvori kompleks sa crRNA i tracrRNA te cijepa komplementarnu stranu DNA
vezanu za sekvencu PAM (slika preuzeta s www.neb.com).

Lokus CRISPR se sastoji od gena povezanih s CRISPR (Cas eng. CRISPR-associated genes)
i konzerviranih ponavljajucih serija sekvenci (direktna ponavljanja) izmedu kojih se nalaze
neponavljajuce varijabilne sekvence (spacers) s podudarajuéim sekvencama stranog
genetickog materijala (protospacers) (Hsu i sur., 2014). Transkripcijom regije CRISPR
nastaje kratka molekula crRNA (CRISPR-derived RNA) koja sadrzi sekvencu
komplementarnu sekvenci nukleinske kiseline prethodnog patogena koji je pokuSao napasti
bakteriju. crRNA usmjerava protein Cas u pronalazenju komplementarne ciljne sekvence

invadirajuceg patogena i omogucava njeno cijepanje (Slika 7) (Wiedenheft i sur., 2012).
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Iz toga proizlazi da se na poticaj razli¢itih patogena, regije spacers koriste kao transkripcijski
kalupi za specificne crRNA (Zhang i sur., 2014). Vise od 40 razli¢itih proteina Cas je do sada
opisano (Haft i sur., 2005). Proteini Cas igraju vaznu ulogu u biogenezi crRNA, ugradnji
varijabilnih regija i degradaciji strane DNA. Na temelju sekvenci i strukture proteina Cas,
sustav CRISPR/Cas se dijeli u tri osnovna tipa (Makarova i sur., 2011). Najjednostavniji je
drugi tip CRISPR/Cas9 koji se temelji na aktivnosti proteina Cas9 (Slika 8). Protein Cas9 se
sastoji od nukleazne domene HNH i nukleazne domene slicne RuvC, te sudjeluje u
pronalasku strane DNA voden molekulom RNA i cijepanju iste (Jinek i sur., 2012). Zbog
sudjelovanja u oba aspekta mehanizma, CRISPR/Cas9 se smatra najjednostavnijim za
primjenu. Upravo je zbog pogodnih Kkarakteristika sustav CRISPR/Cas9 bakterije

Streptococcus pyogenes modificiran za primjenu u uredivanju genoma.

Cas9 gRNA
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Slika 8. Sustav CRISPR/Cas9. sgRNA komplementarna ciljnoj sekvenci stvara kompleks sa
nukleazom Cas9. Vezanje za ciljnu sekvencu je omoguceno prepoznavanjem sekvence PAM koja je
vezana za sekvencu od interesa. Prepoznavanjem sekvence PAM, Cas9 uzrokuje dvostruke lomove u
ciljnoj sekvenci koji aktiviraju stani¢éne mehanizme popravka DNA (slika preuzeta s www.neb.com).

Uredivanje genoma sustavom CRISPR/Cas9 se temelji na izazivanju dvostrukih lancanih
lomova i pokretanju stani¢nih mehanizama popravka DNA. Znacajno je i to da postoje
nikazne (eng. nickase) varijante proteina Cas9 koje uzrokuju jednolancane lomove ciljne
sekvence. Takvi proteini Cas9 imaju mutaciju u jednoj od nukleaznih domena, NHN ili RuvC
(Haft i sur., 2005).
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U endogenom sustavu CRISPR/Cas9, zrela se molekula crRNA udruzuje sa
transaktiviraju¢om crRNA (tracrRNA eng. Transactivating RNA) kako bi formirale
kompleks koji vodi protein Cas9 do ciljne sekvence. TracrRNA je djelomi¢no
komplementarna crRNA te sudjeluje u njezinom sazrijevanju. Na ciljnoj molekuli, protein
Cas9 zahtjeva prepoznavanje sekvence komplementare crRNA i kratku sekvencu od tri
nukleotida 5'-NGG, PAM ( Protospacer adjacent motif) (Zhang i sur., 2014). Sekvence PAM
okruzuju sekvence strane nukleinske kiseline koja je inkorporirana u regiju CRISPR genoma
bakterije. Ciljna sekvenca mora direktno biti vezana za PAM regiju te taj dogadaj sluzi kao
dokaz za pronalazak ciljne sekvence. IstraZzivanja su pokazala da protein Cas9 ne reagira na
potpuno komplementarnu sekvencu crRNA ukoliko ne postoji susjedna sekvenca PAM
(Sternberg i sur., 2014). Interakcija sekvence PAM i proteina Cas9 je bitna za njegovu
kataliticku aktivnost (Knight i sur., 2015). Nakon prepoznavanja sekvence PAM, kompleks
Cas9/RNA destabilizira dupleks DNA 1 izaziva dvolan¢ane lomove pomocu nukleaznih
domena HNH 1 RuvC proteina Cas9 (Shvets i sur., 2017). Uslijed dvolanc¢anih lomova
pokrec¢u se stanicni mehanizmi popravka DNA, NHEJ te zahtjevniji HDR. NHEJ moze
rezultirati delecijama i insercijama u ciljnoj sekvenci te tako narusiti ili ukiniti funkciju gena

ili genomskih elemenata (Zhang i sur., 2014).

U odnosu na meganukleaze ZFNs i TALENs koje se temelje na fuzijskim proteinima koji
sadrze DNA-veznu domenu i nespecificnu nukleaznu domenu restrikcijskog enzima Fokil,
CRISPR/Cas9 se temelji na mehanizmu koji omogucava jednostavnu i jeftinu modifikaciju
ovisno o svrsi istrazivanja. Metoda uredivanja genoma primjenom sustava CRISPR/Cas9
temelji se na fuzijskoj formi kompleksa crRNA-tracrRNA u obliku kimericne sgRNA (eng.
Single guide RNA) (Jinek i sur., 2012). sgRNA sadrzi sekvencu od 20 nukleotida
komplementarnu sekvenci od interesa. Mehanizam usmjeravanja proteina Cas9 i
prepoznavanja ciljne sekvence je jednak endogenom mehanizmu bakterije. Sinteza sgRNA je
jeftina 1 jednostavna, stoga CRISPR/Cas9 omogucava znanstvenicima dizajniranje razli¢itih
sgRNA komplementarnih ciljnim sekvencama te simultano djelovanje na vise gena
odjednom. Izazivanjem specifiénih mutacija u ciljanim genima, mozemo dobiti mnogo
informacija o funkciji tih gena i njihovoj ulozi u razvoju razli¢itih patoloskih stanja. Sustav
CRISPR/Cas9 se primjenjuje ve¢ na velikom broju modelnih organizama kao Sto su glodavci,
ribe, obli¢i te vinska musica (Zhang i sur., 2014). Veliki potencijal pokazuje u izazivanju
zeljenih genetickih modifikacija kod biljaka u vidu stvaranja vrijednijeg fenotipa i

rezistencije na bolesti (Xie i Yang, 2013). Zbog lake modifikacije, CRISPR/Cas9 pokazuje
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primjenu u regulaciji transkripcije zeljenih gena (Cheng i sur., 2013), genotipizaciji
visokosrodnih bakerijskih sojeva (Richter i sur., 2013), genskoj terapiji i mnogo drugih
tipova istrazivanja. Osobito veliki potencijal predstavlja u razvoju genske terapije u vidu
ometanja funkcije gena ukljucenog u nastanak bolesti, ispravljanja mutacije koja uzrokuje

bolest ili insercije zastitnog gena.

Usprkos velikom potencijalu sustava CRISPR/Cas9, postoje i vazni nedostaci o kojima se
mora raspravljati. Najve¢i problemi sustava CRISPR/Cas9 je visoki rizik za nastanak
nezeljenih mutacija, te transport CRISPR/Cas9 do ciljnih tkiva i stanica u organizmu. Veliki
genomi Cesto sadrze viSestruke sekvence DNA homologne ciljnim sekvencama, zbog cega
moze do¢i do nezeljenih mutacija koje mogu dovesti do stani¢ne smrti ili transformacije
(Zhang i sur., 2014). Xiao i suradnici su nedavno razvili jednostavni alat za pretrazivanje
moguéih neZeljenih mutacija u cijelom genomu (Xiao i sur., 2014). Sto se ti¢e transporta
CRISPR/Cas9 u organizam, njegova uspjesnost ovisi o tipu ciljnog tkiva odnosno stanica, no
svakako bi se trebalo posvetiti razvoju boljih metoda od plazmidnih injekcija ili injekcija koje
sadrze komponente CRISPR (Zhang i sur., 2014). U svakom slucaju, CRISPR/Cas9 otvara
mnoga vrata u shvacanju funkcije gena i djelovanju na genske defekte. Daljnja istrazivanja su
potrebna kako bi se stopa nezeljenih mutacija smanjila i omogucila potencijalna sigurnija
primjena. U sljede¢em potpoglavlju ¢emo spomenuti jedan aspekt u kojem CRISPR/Cas9 ima

nevjerojatan potencijal, primjena u razvoju antitumorske terapije.

1.9.2 Potencijal sustava CRISPR/Cas9 u terapiji

Otkri¢e sustava CRISPR/Cas9 te njegov potencijal u uredivanju genoma u potpunosti je
revolucionirao podrucje genske terapije. CRISPR/Cas9 pokazuje veliku potencijalnu
primjenu u lijeCenju malignih oboljenja u vidu modulacije genske ekspresije te razvoja
antitumorske terapije (Slika 9). Osim direktnog utjecaja na tumorske stanice, CRISPR/Cas9
djelujuéi na imunoloske stanice 1 onkoliti¢ke viruse indirektno moze djelovati na suzbijanje
rasta tumora (Yi i Li, 2016). U proslom potpoglavlju smo vidjeli da sustav CRISPR/Cas9
moZe uzrokovati precizne mutacije koje za posljedice imaju gubitak ili povratak funkcije
gena. CRISPR/Cas9 ima veliki potencijal za stvaranje aberacija u genima koji sudjeluju u
razvoju karcinoma 1 ciljano utiSavanje gena nuZnih za prezivljenje tumorskih stanica.
Onkogeni i tumor supresor geni su Ceste mete prilikom razvoja antitumorskih terapija

(Hanahan i Weinberg, 2011).
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Slika 9. Primjeri primjene sustava CRISPR/Cas9 u lijeGenju karcinoma. Pristup ex vivo ukljucuje
izolaciju stanica iz pacijenta, njihovu modifikaciju 1 odrZzavanje u kulturi, te provjeru potencijalnih
nezeljenih mutacija na pokusnim zivotinjama prije vracanja pacijentu (lijevo). Pristup in vivo
uklju¢uje unos vezikula koje sadrze plazmid s komponentama CRISPR/Cas9 u cirkulaciju ili
specifi¢ni organ (desno) (slika preuzeta s www.sitn.hms.harvard.edu).

U jednoj studiji baziranoj na primjeni sustava CRISPR/Cas9 u karcinomu mokraé¢nog
mjehura, uspjes$no su aktivirani tumor supresor geni p53, E-kaderin i hBax ¢ime je znatno
smanjenja proliferacija i migracija tumorskih stanica (Liu i sur., 2014). Kelly i suradnici su u
ljudskim stanicama Burkittovog limfoma utisali anti-apoptoticki gen MCL-1 i tako potakli
apoptozu tumorskih stanica (Kelly i sur., 2014). Nedavna istrazivanja dokazuju vaznost gena
CDK11 u razvoju ciljane terapije karcinoma. Feng i suradnici su koriste¢i sustav
CRISPR/Cas9 utisali navedeni gen u osteosarkomu. Delecija gena koji je inace iznimno
vazan za proliferaciju tumorskih stanica, uzrokovala je znatno smanjenje proliferacije i
invazije (Feng 1 sur., 2015). UtiSavanje gena MDR1 koristeci sustav CRISPR/Cas9 ponistilo
je kemorezistenciju stanica osteosarkoma (Liu i sur., 2016). Razvoj mnogih malignih
oboljenja je povezan s pojavom infekcija onkogenim virusima kao $to su humani papiloma
virus (HPV), Epstein-Barr virus (EBV) te virusi hepatitisa B i C (De Martel i sur., 2012). S
obzirom da se sustav CRISPR/Cas9 temelji na imunoloskom mehanizmu bakterija, ima veliki
potencijal za suzbijanje 1 uklanjanje virusnih infekcija. KoriStenjem virusnih specifi¢nih
kompleksa Cas9/sgRNA, mogu se uzrokovati mutacije u virusnom genomu te smanjiti utjecaj
virusnih onkogena (Yi i Li, 2016). Ebina i suradnici su primjenom sustava CRISPR/Cas9

omeli funkciju promotora genoma HIV-1, sto je u konac¢nici dovelo do znatno nize ekspresije
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HIV-1 u zarazenim ljudskim stanicama (Ebina i sur., 2013). Fuzioniranjem proteina Cas9 za
razlicite epigenetske regulatore, sustav CRISPR/Cas9 dobiva primjenu i u regulaciji
epigenetskih mehanizama. Vezanje proteina Cas9 za domenu DNA metiltransferaze 3A
stvara fuzijski protein koji uzrokuje ciljanu metilaciju (Vojta i sur., 2016). Na taj nacin se
mogu metilirati promotori visokoeksprimiranih onkogena kao §to je EpCAM u karcinomu
ovarija (Nunna i sur., 2014). CRISPR/Cas9 se koristi za modifikaciju imunoloskih stanica.
Meissner i suradnici su utiSali gen B2M u pomo¢nic¢kim CD4" limfocitima $to je rezultiralo
smanjenom ekspresijom MHC-1. Ovakvom modifikacijom se mogu proizvoditi univerzalne
T stanice koje se mogu primijeniti na razli¢ite vrste tumora bez obzira na genotip ljudskih
leukocita (Meissner i sur., 2014). Kao $to je ve¢ spomenuto, unato¢ velikom potencijalu,
nedostaci postoje. Veliki je rizik na nastanak nezeljenih mutacija, stoga se takvi dogadaji
moraju otkriti kako bi se kontrolirali i izbjegli u buduénosti. Spomenuli smo i problem
transporta do ciljnog tkiva odnosno stanica. Najefikasniji transporter CRISPR/Cas9
komponenti su vektori vezani za adenoviruse (AAVs eng. Adeno-associated virus vectors)
(Chen i Goncalves, 2016). Problem je isto smanjena stopa HDR popravka u odnosu na
mehanizam NHEJ. Cesto je za popravak mutacija pozeljan mehanizam HDR (Wang i sur.,
2013). Nedavno istrazivanje je pokazalo da upotreba sparenih nikaza Cas9 povecava stopu
popravka osSte¢enja DNA mehanizmom HDR (Osborn i sur., 2014). Istrazivanja su pokazala
da mutacije u genima p53 i p21 uzrokuju rezistenciju tumorskih stanica na primjenu
radioterapije (Lee i Bernstein, 1993). Upotrebom sustava CRISPR/Cas9 takve mutacije bi se

mogle popraviti te potaknuti ponovna osjetljivost stanica na radioterapiju.

CRISPR/Cas9 doista pruza mogucnosti koje su se prije dva desetljeca Cinile nemogucéima.
Jednostavna modifikacija sustava predstavlja veliki potencijal u razli¢itim pristupima razvoja
antitumorske terapije. Potrebno je mnogo istrazivanja i ispitivanja na modelnim
organizmima. U ovom diplomskom radu prikazat ¢e se primjena CRISPR/Cas9 sustava za
izradu ,.knock-out” stani¢nog modela koji ¢e se koristiti za istrazivanje uloge signalnog puta

HH-GLI u karcinomima jajnika.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Gen GLI1 kao iskljucivi aktivator signalnog puta, predstavlja jednu od kljuénih
transkripcijskih meta signalnog puta HH-GLI, stoga je njegova ekspresija odlican marker za
precenje aktivnosti signalnog puta. GLI1 je ujedno i ciljpa meta mnogih drugih signalnih
puteva koji su interakciji s HH-GLI te uzrokuju njegovu nekonvencionalnu, nekanonsku
aktivaciju. Ometanje funkcije takvog gena primjenom sustava CRISPR/Cas9 koji omogucava
precizno uredivanje genoma, potencijalno bi moglo smanjiti aktivnost signalnog puta, a

naposlijetku uzrokovati pad proliferacije i rasta tumorskih stanica.

Na temelju dosadasnjih provedenih istrazivanja, glavni cilj ovog rada bio je:

1. Dizajn visokospecificne sgRNA koja ¢e mutacijom poremetiti funkciju gena GLI1

primjenom sustava CRISPR/Cas9

2. Kloniranje sgRNA u plazmidni vektor i validacija vektora sekvenciranjem

3. Transfekcija stanica SKOV3 plazmidnim vektorom koji kodira za protein Cas9 i SgRNA
4. Uspostava klonskih linija transfeciranih stanica iz pojedina¢nih stanica SKOV3

5. Dokaz gubitka funkcije gena GLI1 provjerom njegove proteinske ekspresije

6. Potvrda gubitka funkcije gena GLI1 provjerom proteinske ekspresije njegove

transkripcijske mete, gena PTCH1
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 MATERIJALI

Materijal na kojem je istrazivanje provedeno je stani¢na linija adenokarcinoma jajnika
covjeka SKOV3. Radi se o komercijalno dostupnoj stani¢noj liniji koja se uzgaja kao
adherentna kultura u DMEM mediju s 10% fetalnog govedeg seruma (FBS). Stani¢na linija je
odrZavana i uzgajana U inkubatoru s kontroliranom atmosferom od 95% zraka i 5% CO, pri
temperaturi 37 °C, u petrijevkama za Kkultivaciju humanih stanica. Stanice su odrzavane u
eksponencijalnoj fazi rasta te koriStene za postavljanje pokusa transfekcije plazmidnim

vektorom.

3.2 METODE
3.2.1 Dizajn molekula sgRNA

Nukleotidna sekvenca za gen GLI1 pribavljena je iz javno dostupnog servisa NCBI (National
Center for Biotechnology Information) koji se nalazi na web adresi
http://www.ncbi.nIm.nih.gov. Tamo smo pretrazivanjem baze podataka pronasli sekvencu
gena GLI1 Covjeka s oznaCenim pozicijama eksona, introna i mjesta pocetke translacije
(NC_000012 region 57459135..57472451). Navedena sekvenca obuhvaca kompletnu
sekvencu gena GLI1 sa svim eksonima i intronima te 1000 nukleotida sekvence uzvodno od

prvog eksona.

Molekule sgRNA za izradu ,knock out” gena GLI1 dizajnirala je doc.dr.sc Maja Sabol uz
pomo¢ programa koji je javno dostupan i nalazi se na web adresi crispr.mit.edu. Navedeni
program dizajnira set preporucenih sekvenci sgRNA na temelju Zeljene sekvence maksimalne
duljine 500 pb. Stoga smo iz kompletne sekvence gena GLI1 izdvojili dio sekvence priblizne
duljine 400 pb u kojem se mjesto pocetka translacije (ATG mjesto) nalazilo otprilike u
sredini sekvence, te smo je unijeli u program za dizajniranje sgRNA. Po zavrSetku analize,
pet najboljih sgRNA oznacili smo na sekvenci gena GLI1 u programu SnapGene Viewer

(GSL Biotech, USA) i odabrali onu koja se nalazi najblize mjestu pocetka translacije.
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Slika 10. Ciljni vektor pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (preuzeto s www.addgene.org).

Odabranu sgRNA potrebno je uklonirati u ekspresijski vektor. Za potrebe ovog istrazivanja
koriSten je vektor pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Addgene, plasmid #42230)
(Cong i sur, 2013) (Slika 10). Odabrana sgRNA kupljena je u obliku dva jednolan¢ana
sintetska oligonukleotida (Sigma), koji zbog specificnog dizajna ciljnog vektora moraju na
krajevima imati adaptere kojima ¢e se specifi¢no ugraditi u vektor. Stoga su na 5' krajeve
oligonukleotida dodani adapteri koji ¢e nakon hibridizacije jednolancanih oligonukleotida u

dvolancani stvoriti ljepljive krajeve za kloniranje u vektor pocijepan enzimom Bbsl.

Sekvence oligonukleotida su sljedece:

GLI1 FW oligo 5' CACCGCCCTTTTTGGTGATTCATCTGG 3
GLI1 RV oligo 5' AAACCCAGATGAATCACCAAAAAGGGC 3
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3.2.2 Kloniranje sgRNA u plazmidni vektor

Kloniranje kratkih oligonukleotida sgRNA pomocu plazmidnog vekotra se sastoji od vise
koraka: digestije plazmidnog vektora, pripreme oligonukleotida, njihove ligacije te

transformacije kompetentnih bakterija.

Prvi korak je digestija plazmidnog vektora. Napravila sam reakcijsku smjesu za digestiju od
vektora pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9, enzima Bbsl (New England Biolabs),
pufera CutSmart (New England Biolabs) i vode (Tablica 1). Pripremljenu smjesu sam
ostavila otprilike sat vremena na termoblok zagrijan na 37 °C . U tom periodu dolazi do
digestije plazmidnog vektora cijepanjem pod utjecajem enzima Bbsl. Bbsl enzim je
specifican po tome Sto ne cijepa unutar palindromske sekvence ve¢ nekoliko nukleotida
nizvodno od palindroma. Zbog takvog djelovanja enzima Bbsl, nastaju krajevi koji nisu

ljepljivi, pa stoga nije potrebno vrsiti korak defosforilacije plazmidnog vektora (Slika 11).

us CBh NLS hSpCas9 NLS
pX330: hSpCas9
+ chimeric guide RNA p
., Bbsl Bbsl . T
id 57 - . . ANAGGACGAAACACCGGGTCTTCGAGAAGACCTGTTTTAGAGCTAGAAAT A C AG w3t
opcrkari nal R e e e T A AR AR
3" - TRTCCTGCTTTGTO6C CCAGAAGCTCTTCTGGACAAAATC TCGATCTTT : S

5. ..GAAGAGC(NLT...3
3...CTTCTG(N), ...5

Slika 11. Sekvenca plazmida pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 s ozna¢enim mjestima
cijepanja enzimom Bbsl, te prikaz palindromske sekvence koju prepoznaje taj enzim. Sivo su
oznaceni palindromski sljedovi koje enzim prepoznaje, a crvenim strelicama toéna mjesta cijepanja
(preuzeto s www.addgene.org).

Tablica 1. Sastav reakcijske smjese za digestiju plazmidnog vektora

komponenta volumen
vektor pX330 lug
enzim Bbsl 0.5 pl

pufer CutSmart 2 ul
voda do 20 pl
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Nakon otprilike sat vremena, reakcijsku smjesu sam stavila 20 minuta na termoblok zagrijan
na 65 °C kako bih inaktivirala enzim Bbsl. Tijekom digestije radi se priprema sgRNA za
ugradnju u vektor, koja se sastoji od medusobnog povezivanja oligonukleotida (hibridizacije)
te njihove fosforilacije. Prvo sam napravila desetostruka razrijedenja oligonukleotida od
radnog razrjedenja (10 mM). Pomijesala sam 10 pl radnog razrjedenja i 90 ul qH.O za svaki
oligonukleotid kako bih dobila potrebnu koncentraciju od 1 mM. Smjese sam kratko
vorteksirala i centrifugirala. Nakon toga sam napravila reakcijsku smjesu koju ¢ini 10 pl
oligonukleotida GLI1 FW oligo i 10 ul oligonukleotida GLI1 RV oligo. Smjesu sam kratko
vorteksirala i centrifugirala, te stavila jednu minutu grijati na 95 °C u uredaj za PCR
(Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700). Smjesu sam nakon zagrijavanja ostavila
hladiti na sobnoj temperaturi. Nakon S§to se reakcijska smjesa ohladila, dodala sam
komponente koje ¢e izvrsiti fosforilaciju oligonukleotida: 1 ul enzima T4 PNK (polinukleotid
kinaza) (New England Biolabs) i 2.4 ul T4 ligaznog pufera (New England Biolabs). Enzim
T4 PNK dodaje fosfatnu skupinu na 5' kraj oligonukleotida koja je potrebna za uspjeSnu
ligaciju oligonukleotida u vektor. Smjesu sam inkubirala 30 minuta na 37 °C na termobloku.
Nakon pola sata, smjesu sam zagrijala 20 minuta na 65 °C kako bih suzbila aktivnost

enzima.

Sljedec¢i korak predstavlja ligacija inserta i1 plazmidnog vektora. Napravila sam ligacijsku
smjesu od pocijepanog vektora, inserta, T4 DNA ligaze (New England Biolabs), T4 DNA
ligaznog pufera (New England Biolabs) i vode, te je inkubirala dva sata na sobnoj
temperaturi (Tablica 2). T4 DNA ligaza stvara fosfodiesterske veze izmedu inserta i plazmida

te omogucava njihovo spajanje.

Tablica 2. Sastav reakcijske smjese za ligaciju vektora i inserta

komponenta volumen
pocijepani vektor (digestijska

smjesa) Lul
insert (fosforilirani oligonukleotid) 1 ul
pufer T4 DNA ligaze 2 ul

T4 DNA ligaza 1 ul
voda 14 pl
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Posljednji korak je transformacija bakterija ligacijskom smjesom. Kompetentne bakterije
(Escherichia coli, soj DH5a) pohranjene na -80°C otopila sam na ledu. Dodala sam 5 pl
ligacijske smjese u jednu ampulu bakterija te promjeSala smjesu vrhom pipete kruznim
pokretima. Smjesu sam inkubirala 10 minuta na ledu, a potom zagrijala 30 sekundi na 42 °C
na termobloku. Smjesu sam ohladila na ledu jednu minutu, te nakon toga dodala 250 pl
medija LB (Sigma) bez antibiotika. Smjesu sam inkubirala jedan sat na 37 °C na termobloku
uz mijesanje. Nakon inkubacije sam razmazala 100 pl bakterijske kulture na selektivnu plocu
koja sadrzi LB medij, agar i antibiotik ampicilin (100 pg/ml) te bakterije inkubirala na 37°C

preko no¢i.

3.2.3 Analiza bakterijskih kolonija lancanom reakcijom polimeraze

Na krutoj hranjivoj podlozi su narasle kolonije bakterija koje su primile plazmid te time
stekle gen za rezistenciju na antibiotik kojeg hranjiva podloga sadrzi. Colony PCR je metoda
koja omogucava pretrazivanje kolonija bakterija koje su ugradile plazmid sa Zeljenim
ukloniranim insertom. Metodom Colony PCR umnazala sam odsjecak DNA plazmida duljine
334 pb koji obuhva¢a mjesto cijepanja enzimom Bbsl, gdje se nakon ligacije ugradio

oligonukleotid za sgRNA (Slika 12).

pX330 FW
gagggcctatttcccatgat

5" gaggg:ctattt:ccatgattc:tL:atattLgcatata:gatacaagg:tgttagagagataattggaattaatttga:tgtaaacacaaagatattagta:aaaata:gtgacgtaga

2’ cL:ccggataaagggtacLaaggaagtataaa:gLatatgcLatgttccgacaat:tcL:tattaaccLtaattaaactgacatLtgtgttL:tataat:atgttttatgca:tg:atct
U6 promoter

aagtaataatttectt tagtttgcagttttaaaattatgttttaaaatggactatcatatgcttaccgtaacttgaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttGTGGAAAGGA
g gggtag gcag g 9g g g g g 9 g9
! N ! ! ! ! | N ! ! ! !

u u u u u u u u u u u u
ttcattattaaagaacccatcaaacgtcaaaattttaatacaaaattttacctgatagtatacgaatggcattgaactttcataaagctaaagaaccgaaatatatagaaCACCTTTCCT

Bbsl BbsI

CGAAACACCGgGTCTTCgaGAABACCctgttttagagctaGAAAtagcaagttaaaataaggctagtccgttatcaacttgaaaaagtggcaccgagtcggtgcTTTTTTgttttagaget
L | . | . | . | . | . | H | . | . | . | . | . |

+ } + } + } + } + } + } + t + t + t + t + t + t
GCTTTGTGGCCCABAABCECTTCTGgacaaaatctcgatCTTTatcgttcaattttattccgatcaggcaatagttgaactttttcaccgtggotcagccacgAAAAAAcaaaatctega

chimeric guide RNA scaffold

U6 promoter U6 terminator

ttgaactttttcaccgtggc
pX330 RV

Slika 12. Polozaj i sekvence pocetnica koje se koriste za Colony PCR u odnosu na mjesto cijepanja
enzimom Bbsl.

Reakcijska smjesa priprema se za veci broj uzoraka (obi¢no broj testnih uzoraka + pozitivna
kontrola + negativna kontrola + 1) kako bi se omjer svih komponenti bio ujednacen u svim
uzorcima (tzv. ,master mix“). Na temelju izracunatih volumena, slozila sam reakcijsku

smjesu od 10 x pufera (Roche), specificnih pocetnica (pX330 FW i pX330 RV) (Sigma),
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dNTP (Roche), gH20 i enzima FastStart Tag DNA polimeraze (Roche) (Tablica 3). Slozenu

reakcijsku smjesu sam kratko vorteksirala i centrifugirala.

Tablica 3. Reakcijska smjesa za colony PCR

volumen

komponenta (1x)
qH20 7.72ul
pufer 1pul
primer F 0.5ul
primer R 0.5ul
dNTP 0.2 ul
DNA polimeraza 0.08 pl
UKUPNI VOLUMEN SMJESE: 10 ul

Uz epruvete od 0,2 ml, oznacila sam i set epruveta od 2 ml. U svaku epruvetu od 2 ml dodala
sam 1 ml LB medija s ampicilinom (100 pg/ml). Drugi set epruveta sluzi za pripremu starter
bakterijskih Kkultura koje se analiziraju metodom Colony PCR. Dodala sam po 10 pul
reakcijske smjese u oznacene epruvete od 0,2 ml. S unutarnje strane poklopca epruveta sam
dodala kap-dvije parafinskog ulja koje ¢e onemoguciti hlapljenje reakcijske smjese. S
sterilnim nastavkom pipete sam dotakla Zzeljenu koloniju na krutoj podlozi te sadrzaj
resuspendirala u reakcijskoj smjesi unutar pripadajuce epruvete od 0,2 ml. Nakon toga sam
jo$ jednom sadrzaj na nastavku resuspendirala u LB mediju s ampicilinom unutar pripadajuce
tubice od 2 ml. Na taj nafin ¢u odmah imati spremne bakterijske kolonije koje nakon
provedbe PCR-a pokazu inserciju Zeljenog fragmenta. Ovaj postupak sam obavila za sve
narasle bakterijske kolonije. Uzorku pozitivne kontrole sam dodala u reakcijsku smjesu
nepocijepani vektor pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9, dok u negativnoj kontroli nije
stavljen DNA kalup.
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Epruvete sam naposljetku kratko vorteksirala i centrifugirala te stavila u uredaj za PCR

(Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700) na sljede¢i program:

94 °C 4:00

94 °C 0:30

60 °C 1:00 » 45x
72 °C 0:30

72 °C 7:00

4°C o

Epruvete od 2 ml stavila sam na termoblok na 37°C nekoliko sati, dok sam krute bakterijske
podloge zasti¢ene parafilmom pohranila na 4°C. Identifikaciju Zeljenog inserta u bakterijskim
kolonijama ispitala sam gel elektroforezom na agaroznom gelu (1%) u nativnim uvjetima
koriste¢i boju Midori green (Bulldog Bio inc.). Jedan gram agaroze rastopila sam u
mikrovalnoj pe¢nici u 100 ml TAE pufera (40 mM Tris, 20 mM octena kiselina, 1 mM
EDTA), u agarozu dodala 4 ul boje Midori green i izlila u kadicu za elektroforezu s
cesljicem. Agarozu sam ostavila da se ohladi 30 minuta, a zatim sam uklonila ¢eslji¢ i1 kadicu
stavila u sustav za horizontalnu elektroforezu u TE pufer. Po 3 ul svakog uzorka sam na
parafilmu pomijesala s kapljicom plavog pufera za nanoSenje na gel i nanijela u jazice. U
prvu jazicu stavila sam 3 pl standarda MassRuler Express Forward DNA Ladder Mix
(Thermo Scientific). Uzorke sam podvrgnula elektroforezi pri stalnom naponu od 100 V kroz
30 minuta, te zatim gel slikala na instrumentu UVITEC Alliance 4.7 (UVITEC Cambridge,
UK).

3.2.4 1zolacija plazmidne DNA iz bakterija

Bakterijskim kolonijama koje su na agaroznom gelu pokazale prisutnost Zeljenog inserta u
plazmidu, izolira se plazmidna DNA kako bi sekvenciranjem potvrdili rezultate PCR
reakcije. Bakterijske starter kolonije sam nasadila u tekucu hranjivu podlogu (medij LB +
ampicilin) na na¢in da sam cijeli sadrzaj starter kulture (1 ml) stavila u staklenu tikvicu sa
100 ml LB medija s ampicilinom (100 pg/ml) i inkubirala u inkubatoru tresilici na 37°C

preko no¢i.
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Prije pocetka postupka, izdvojila sam 500 pl bakterijske kulture i pomijesala s 500 pl 50%-
tnog glicerola u epruveti za zamrzavanje od 2 ml, te pohranila na -80 °C. Ostatak sadrzaja
tekuce bakterijske kulture sam podjednako raspodijelila na dvije epruvete Falcon od 50 ml.
Za izolaciju plazmidne DNA sam Kkoristila komplet Nucleobond Xtra Midi (Macherey-
Nagel). Epruvete Falcon s bakterijama sam centrifugirala 20 minuta na 4°C pri 5000 rpm.
Odlila sam supernatant i dodala 8 ml pufera za resuspenziju. Falcon epruvete sam dobro
promuckala dok se sav bakterijski talog nije resuspendirao u puferu, te sam naposljetku
spojila sadrzaj Falcon epruveta u jednu zajedni¢ku. Nakon toga sam dodala pufer za lizu
stanica, promuckala sadrzaj izvrtanjem pet puta i ostavila pet minuta na sobnoj temperaturi.
Po isteku vremena, dodala sam pufer za neutralizaciju uslijed ¢ega otopina mijenja boju iz
plave u bijelu i nastaje mnogo bijelih grudica. Bijele grudice predstavljaju koagulirane
proteine, odnosno stani¢ni otpad. Nakon dodavanja pufera za neutralizaciju, otopinu sam
dodala pazljivo u kolonu za proc¢is¢avanje DNA koju sam prethodno natopila s 5 ml pufera
EQU. Nakon prolaska otopine kroz filtar sam dodala 12 ml pufera EQU i to isklju¢ivo na
vanjske dijelove kolone (ne direktno u kolonu). Nakon prolaska pufera uklonila sam filter
kolone i dodala pufer za ispiranje WASH. Uklonila sam tikvicu s otpadnom otopinom te ju
zamjenila novom epruveticom. Na donju membranu kolone sam dodala pufer za eluaciju
ELU koji ¢e isprati vezanu DNA s kolone u epruvetu. Sastav pufera predstavlja zasti¢eni
podatak proizvoda¢a. Nakon ovog koraka sam u epruvetu s ispranom DNA dodala
izopropanol koji ¢e izazvati precipitaciju plazmidne DNA. Otopinu sam rasporedila u 4
tubice od 2 ml i centrifugirala pola sata na 4°C pri 15000 rpm. Dobivene taloge plazmidne

DNA sam isprala u 70% etanolu, te ih naposlijetku osusila i otopila u 100 ul pufera TE.

Koncentraciju i ¢isto¢u plazmidne DNA sam izmjerila na spektrofotometru NanoPhotometer
(Implen, Njemacka). Uredaj mjeri apsorbanciju pri valnim duljinama od 230 nm, 260 nm i
280 nm. Uredaj sam kalibrirala nanosenjem 1 pl TE pufera bez plazmidne DNA te sam zatim
krenula na mjerenje koncentracije plazmidne DNA, takoder na na¢in da sam 1 pl uzorka
nanijela na uredaj. Omjer A260/A280 govori o Cisto¢i plazmidne DNA te $to je taj omjer
blizi vrijednosti 2 to je DNA ¢is¢a, a ukoliko je omjer nizi moze se raditi o kontaminaciji

proteinima koji apsorbiraju pri 280 nm.
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3.2.5 Sekvenciranje plazmidne DNA

Za provjeru rezultata colony PCR-a, izolirane plazmidne DNA su sekvencirane po
Sangerovoj metodi. Sekvenciranje je obavila dr.sc Vesna Musani. Prije samog pocetka
sekvenciranja, sve komponente su kratko centrifugirane (osim DNA polimeraze koja do same
upotrebe stoji u zamrzivacu na -20°C). Napravljene su dvije reakcijske smjese, jedna za
svaku pocetnicu (pX330 FW i pX330 RV) (Tablica 4). Reakcijske smjese su sadrzavale

komplet za sekvenciranje Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems), pocetnicu i vodu.

Tablica 4. Sastav reakcijskih smjesa za sekvenciranje po Sangeru.

komponenta | volumen
Komplet 1ul
DNA 3pl
pocetnica 1ul
Voda 3l

Reakcijske smjese su naposlijetku kratko vorteksirane i centrifugirane. U oznacene epruvete
od 0,2 ml je dodano 5 pl reakcijske smjese, a potom su dodana 3 pl odgovarajuce plazmidne
DNA. Tubice su kratko vorteksirane i centifugirane , te prebacene u uredaj za PCR (Applied
Biosystems GeneAmp PCR System 2700) na sljede¢i programu:

96°C 1:00 min

96°C 0:10 minl
50°C 0:05 min _~ 25X
60°C 4:00 min

4°C o

Nakon reakcije plazmidne DNA su pohranjene na 4°C do koriStenja. Prije stavljanja na
instrument ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), uzorke je potrebno
istaloziti centrifugiranjem i otopiti u formamidu. Nakon toga slijedi oc¢itanje na instrumentu i
analiza sekvenci.

Analizu sekvenci radila sam u programu BioEdit (Ibis Therapeutics) na nacin da sam
usporedila sekvence i kromatograme svakog uzorka sekvenciranog iz oba smijera sa
referenthom sekvencom praznog plazmidnog vektora te provjerila je li se na ispravhom

mjestu ugradio slijed sgRNA.
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3.2.6 Rad sa stani¢nim kulturama

Sav rad sa stani¢nim kulturama sam obavljala u sterilnim uvjetima. Posude koje sam koristila
je sterilno, kao i otopine, puferi i mediji. Sve aktivnosti vezane uz stani¢ne kulture obavljala
sam u kabinetu za rad u sterilnim uvjetima sa laminarnim protokom zraka. Radnu povrsinu

sam prije i nakon rada cistila alkoholom, te sterilizirala UV svjetlom.
3.2.6.1 Odmrzavanje stanica

Stanice su bile pohranjene u mediju za zamrzavanje (50% serum, 40% DMEM medij, 10%
DMSO) u krio-ampulama na -80°C. Odmrzavanje stanica sam obavila u §to kra¢em roku,
kako bi citotoksi¢ni utjecaj DMSO bio minimalan. Krio-ampule sam stavila na led, a u
meduvremenu obiljezila prikladne sterilne staklene epruvete u koje sam dodala 5 ml medija
za rast stanica, medij DMEM (Gibco, Life Technologies, SAD) kompletiran s 10% FBS
(fetalni govedi serum, GE Healthcare, UK). Ampule sa stanicama sam kratko zagrijala u
rukama, dovoljno da se zaledena smjesa odvoji od stijenke, a ve€ina sadrzaja i1 dalje ostane
zaledena. Sadrzaj sam brzo prelila u staklene epruvete 1 centrifugirala na 1200 rpm 5 minuta.
Nakon centrifugiranja je bio vidljiv talog stanica koje su se isprale od krioprotektanta DMSO.
Supernatant sam odlila, a taloge stanica resuspendirala u 10 ml DMEM medija. Sadrzaj svake
epruvete sam prenijela u prikladnu petrijevku promjera 10 cm (Sarstedt, Njemacka).
Petrijevke sam lagano protresla kako bi se sadrZaj ravnomjerno rasporedio te pohranila u
inkubator (37°C, 5% COy).

3.2.6.2 Presadivanje i odrzavanje stanica u kulturi

Stanicama u kulturi sam mijenjala medij svaka dva do tri dana. Stani¢na linija SKOV3 je
adherentna, stoga sam medija mijenjala tako da bih pipetom sakupila sav medij iz petrijevke i
bacila u otpad, te ¢istom pipetom dodala 10 ml svjezeg medija. Stanice sam presadivala kada

bi narasle toliko da prekriju povr$inu petrijevke odnosno postanu konfluentne.

Kako bih stanice presadila, prvo sam sav medij uklonila ¢istom pipetom. Potom sam na
stanice dodala 5 ml PBS (1,7 mM KH2PO4, 136 mM NaCl, 1 mM Na;HPOs4, KH2PO4, pH
7,2), petrijevke kratko prodrmala, pokupila sadrzaj i bacila. Koriste¢i PBS sam isprala
zaostali medij zato $to serum moze deaktivirati djelovanje tripsina. Zatim sam dodala 1 ml
tripsina s dodatkom 1 mM EDTA i ostavila da djeluje 5-10 minuta. Stanice sam povremeno

provjeravala pod mikroskopom kako bih pratila proces odvajanja od podloge (tripsinizacija).
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Na odvojene stanice sam dodala 5 ml kompletnog medija i resuspendirala ih propuhivanjem
kroz pipetu. Jedan ml sadrzaja sam nasadila u ¢istu petrijevku i nadopunila sa 10 ml svjezeg

medija.

3.2.6.3 Transfekcija stanica

Transfekcijom ¢e se uspostaviti kultura stanica u kojoj uneseni vektor nije stabilno ugraden u
stani¢ni genom. Princip unosa plazmidnog vektora koji kodira za protein Cas9 i sgRNA
temelji se na endocitozi. Za transfekciju sam koristila komplet Xfect RNA Transfection
Reagent (Takara, USA). Reagens u interakciji sa sgRNA stvara biorazgradive nanocestice te
tako omogucava efikasnu transfekciju s minimalnim citotoksi¢nim efektom. Za pocetak sam
pomijesala u sterilnu epruvetu 5 pg plazmidne DNA i 100 pul XFECT pufera (potreban
volumen plazmidne DNA sam izracunala na temelju njene koncentracije formulom c=m/v).
Sadrzaj sam vorteksirala pet sekundi te dodala 1,5 pul XFECT polimera, nakon ¢ega sam
ponovo sadrzaj vorteksirala 10 sekundi. SadrZaj epruvete sam inkubirala 10 minuta pri sobnoj
temperaturi. Stanicama koje su do tada bile pohranjene u inkubatoru, sam uklonila medij
sterilnom pipetom, isprala u 5 ml PBS, te tripsinizirala sa 1 ml tripsina s dodatkom 1 mM
EDTA. Nakon toga sam stanice resuspendirala u 5 ml medija i prebacila u sterilnu staklenu
epruvetu. 20 pl stanica sam resuspendirala u 80 ul metilenskog modrila, te 20 ul sadrzaja
prebacila u Neubauerovu komoricu za brojanje stanica. Izbrojala sam stanice, te pomocu
formule (br.stanica/0,4)x5x10° izradunala potreban broj stanica po mililitru medija. Stanice
sam nasadivala u plodice za uzgoj s 6 bunari¢a tako da u svakom bunariéu bude 2 x 10°
stanica. Za nasadivanje stanica sam koristila 3 bunarica (dvije negativne kontrole + uzorak).
Nakon inkubacije od 10 minuta, stanicama sam dodala sav sadrzaj plazmidne DNA, XFECT
pufera i XFECT polimera, te nadodala 2 ml ¢istog medija DMEM bez dodatka seruma.
Stanice sam inkubirala Cetiri sata na 37°C 5% CO,. Nakon inkubacije, stanicama sam
uklonila medij i nadodala 2 ml ¢istog kompletiranog DMEM medija (Slika 13). 24 sata nakon
transfekcije sam ponovo zamijenila stanicama medij. Uz transfecirane stanice (jedan bunaric)
sam napravila dva negativna kontrolna uzorka (1. stanice s isklju¢ivo 2 ml medija, 2. stanice
s XFECT puferom i XFECT polimerom bez plazmidne DNA). Selekcija stanica pomocu
antibiotika ili fluorescentnog markera nije izvrSena jer je sustav CRISPR/Cas9 ru¢no

konstruiran tj. nije komercijalnog podrijetla.
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Slika 13. Protokol za transfekciju stanica (preuzeto i prilagodeno prema www.clontech.com)

3.2.6.4 Propagacija klonova

Kloniranje stanica je postupak odabira jedne jedine stanice koja dijeljenjem stvara potpuno
identi¢ne stanice (klonove). Za kloniranje stanica sam koristila metodu grani¢nog razrjedenja
u kojoj se stanice razrjeduju tako da je, nakon nasadivanja u plocice za uzgoj kulture stanica s
96 bunarica, velika vjerojatnost da se u bunaricu nade samo jedna stanica koja ¢e diobom

stvoriti klon stanica.

Transficiranim stanicama sam uklonila medij, dodala 1 ml PBS-a u svaki bunari¢, te ih
naposlijetku tripsinizirala koriste¢i 200 pl tripsina s 1 mM EDTA. Nakon nekoliko minuta
sam sakupila sadrzaj i prebacila u odgovarajuce sterilne epruvete, te izbrojala stanice kao Sto
je ve¢ opisano gore. IzraCunala sam koliko trebam razrijediti stanice kako bi konacna
koncentracija stanica bila 1-2 stanice / 100 pl. U plasti¢noj kadici sam dodala potreban
volumen medija i stanica, te koriste¢i pipetu sa osam nastavaka, dodala 100 pl suspenzije u
svaki bunari¢ plo€ice za uzgoj stanica s 96 bunari¢a. Stanice sam potom pohranila u
inkubator na 37°C uz 5% CO: do sljede¢eg dana, kada sam pregledala sve bunarice i oznacila
bunari¢e u kojima sam vidjela samo jednu prilijepljenu stanicu. Bunari¢e bez stanica ili sa
vi$e stanica sam odbacila. Stanicama sam mijenjala medij tako $to bih ga uklonila pomoc¢u

vakuumske sisaljke, a pipetom dodala 100 pl svjezeg medija u svaki bunaric.

Nakon §to su stanice formirale kolonije, presadila bih ih sa ploc¢e za uzgoj s 96 bunari¢a na
plocu za uzgoj s 24 bunari¢a. Svaka dva do tri dana sam mjenjala medij, dodavajuc¢i 1 ml
¢istog DMEM medija dok stanice nisu postale konfluentne, zatim sam presadila stanice u

plocicu za uzgoj sa 6 bunaric¢a. Stanicama sam u meduvremenu redovito mjenjala medij.
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Naposljetku, kada su stanice postale konfluentne, presadila sam ih u petrijevke promjera 10
cm. Kada bi stanice popunile cijeli povrsinu petrijevke, razrijedila bi ih u mediju u omjeru
1:5. Naposlijetku sam napravila 4 razrjedenja svakog klona koje sam zamrznula, dok je jedna

petrijevka iskoriStena za izolaciju proteina za Western blot analizu.

Probirom kojeg sam temeljila na konfluentnosti stanica, dobila sam sedam klonskih linija

kojima sam testirala proteinsku ekspresiju GLI1.

3.2.6.5 Zamrzavanje stanica

Dio stanica sam dugotrajno zamrznula u sluéaju potrebe odredenog klona, a dio kratkotrajno
za izolaciju proteina. U oba slucaja je stanice najbolje zamrzavati kada su optimalne gustoce
(80-90% konfluentne). Postupak dugotrajnog zamrzavanja pocinje sliéno kao i postupak
presadivanja. Stanicama sam uklonila medij, dodala 5 ml i tripsinizirala. Trispinizirane
stanice sam resuspendirala u 5 ml medija i prenijela u sterilnu staklenu epruvetu. Epruvete sa
stanicama sam ostavila pola sata na ledu da se polako ohlade. Kasnije sam stanice
centrifugirala na 1200 rpm 5 minuta u centrifugi ohladenoj na 4°C. Nakon centrifugiranja
sam odlila supernatant, a taloge stanica resuspendirala u 1 ml hladnog medija za zamrzavanje
(50% serum, 40% DMEM medij, 10% DMSO) i prebacila u oznacene krio-ampule. Ampule
sa Stanicama sam pohranila u zamrziva¢ na -80°C, a za dugotrajniju pohranu stanice se

stavljaju u tankove s teku¢im duSikom.

Dio stanica od svakog klona mi je trebao za izolaciju proteina. Zbog toga sam taj dio stanica
zamrznula na drugaciji na¢in. Prilikom rada sam petrijevke drzala na ledu kako bi stanice
pretrpjele $to manji temperaturni Sok. Stanicama sam prvo ¢istom pipetom uklonila medij te
dodala 1 ml PBS. PBS sam uklonila te ponovila postupak sa jos 1 ml PBS. Nakon toga sam
stanicama dodala 700 pl PBS te sterilnom strugalicom sastrugala stanice od povrsine. Stanice
sam strugala dok se nije izgubio osjecaj klizave povrSine, sadrzaj pokupila pipetom i
prebacila u oznac¢enu tubicu od 5 ml. Strugalicu sam nakon svakog uzorka isprala u etanolu i
destiliranoj vodi. Stanice sam centrifugirala 5 min pri 1200 rpm, odlila supernatant i taloge
pohranila u frizider na -20°C. Prilikom podizanja stanica nisam koristila tripsin jer razara

membranske proteine od interesa (PTCH), stoga je metoda struganja prikladnija.
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3.2.7 lzdvajanje proteina iz stanica

Proteini iz stanica se izoliraju koriste¢i pufer za lizu koji se sastoji od pufera RIPA (25 mM
Tris-HCI, 1% Na-deoksiholat, 1% Nonidet P-40, 150 mM NaCl, 0,1% SDS) i inhibitora
proteaza, uz sonikaciju. Inhibitor proteaza se dodaje u obliku tabletice (Complete Mini
Protease Inhibitor Coctail Tablets, Roche, Svicarska), jedna tabletica na 10 ml pufera.
Pohranjene taloge stanica resuspendirala sam u 50 ul pufera za lizu, te sadrzaj prebacila u
zasebne sterilne tubice od 1,5 ml koje su prikladnije za homogenizaciju i kasnije korake.
Stanice sam drzala na ledu tijekom cijelog postupka izolacije proteina. Suspenzije stanica
sam sonificirala dva puta po 15 sekundi pomocu sonifikatora Labsonic M (Sartorius,
Njemacka), a nakon toga centrifugirala 20 minuta na 13200 rpm u centrifugi ohladenoj na
4°C. Supernatant sam sakupila i prebacila u Cistu, prikladno oznafenu mikroepruvetu i

pohranila u zamrziva¢ na -80°C do upotrebe.

Koncentraciju proteina sam odredila pomo¢u kolorimetrijske metode po Bradford-u, koristeci
komercijalnu otopinu Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, USA). Mjerenje se
zasniva na svojstvu kiseline BCA da promjeni boju prilikom vezanja za bazi¢ne i aromatske
aminokiseline u proteinima. Nakon vezanja za proteine dolazi do snazne apsorbancije na 562
nm koja se linearno povecava s koncentracijom proteina. Koncentracija proteina se vrlo
jednostavno moze odrediti usporedbom apsorbancija sa standardnom krivuljom poznatih
koncentracija. Prvo sam napravila niz serijskih razrjedenja poznatog standardnog proteina, 1
mg/ml BSA (govedi albumin iz seruma) redom: 2000 ug/ml, 1500 ug/ml, 1000 pg/ml, 750
pug/ml, 500 pug/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 25 ug/ml te 0 ug/ml prateéi upute u kitu. Nakon
toga sam napravila i radnu otopinu reagensa koja se sastoji od otopine A i otopine B u omjeru
50:1. 25 ul uzorka i standarda sam pipetirala u plocicu sa 96 bunari¢a u duplikatu. Dodala
sam u svaki bunari¢ 200 pl radne otopine, te 30 sekundi prodrmala plo¢icu. Nakon toga sam
ploc¢icu inkubirala 30 minuta na 37°C, a kasnije ohladila na sobnoj temperaturi. Naposlijetku
sam izmjerila apsorbanciju na 562 nm na spektrofotometru (Labsystems Multiskan MS,
Finska). Dobivene vrijednosti sam unijela u racunalo i nacrtala standardnu Kkrivulju na

temelju koje sam odredila vrijednosti koncentracije proteina.
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3.2.8 Metoda ,,Western blot*

Metodom ,,Western blot* se detektiraju proteini u odredenom uzorku pomocu specifi¢nih

protutijela. Daje nam informaciju o tome je li protein i u kojoj mjeri eksprimiran (Slika 14)

Detekcijski signal (kolorimetrijski ili

#‘ kemiluminiscentnil

Sekundarno antitijelo \ Enzimski substrat
konjugirano s enzimom

\ Proteinod interesa

-F'_“L-

g

Primarno antitijelo

Membrana s transferiranim proteinom

Slika 14. Princip detekcije proteina protutijelima u Western analizi. Na protein vezan na membrani
veze se primarno protutijelo specifiéno za taj protein. Na primarno protutijelo veze se sekundarno
protutijelo specifi¢no za Fab fragment primarnog protutijela. Sekundarno protutijelo konjugirano je s
peroksidazom, koja djeluje na kemiluminiscentni reagens (substrat) te on pocinje svijetliti ( preuzeto i
prilagodeno prema www.leinco.com).

Prvi korak u Western analizi je razdvajanje proteina na SDS-poliakrilamidnom gelu. SDS
djeluje denaturirajue na proteine i prekriva ih negativnhim nabojem, S§to omogucava
putovanje proteina prema pozitivnom polu na temelju molekularne mase. Veci proteini ¢e
putovati sporije, a manji brze. Prvo sam napravila gel za razdavajanje kao $to je opisano u
tablici 5. APS i TEMED sam dodala neposredno prije izlijevanja gela izmedu stakala. Gel za
razdvajanje sam stavila do otprilike 3/, visine stakla kako bih imala mjesta za gel za sabijanje.
Na gel za razdvajanje sam pazljivo nanijela izopropanol i ostavila ga da se polimerizira pola
sata. Nakon toga sam napravila gel za sabijanje kao §to je opisano u tablici 3.5. Kao §to je bio
slucaj sa gelom za razdvajanje, tako sam i prilikom pripreme gela za sabijanje dodala APS i
TEMED neposredno prije izlijevanja. APS i TEMED Kataliziraju polimerizaciju akrilamida i
bisakrilamida. Prije izlijevanja gela za sabijanje sam uklonila izopropanol. Gel za sabijanje
sam nalila do vrha stakla, a potom stavila ¢eslji¢ za formiranje jaZica. Gel za sabijanje se

takoder polimerizira pola sata.
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Tablica 5. Sastav i omjeri komponenti za izradu akrilamidnih gelova

komponenta | volumen
gel za razdvajanje
voda 4,95 ml
30% akrilamid-bisakrilamid mjeSavina 2,35 ml
1.5 M TRIS-HCI pufer, pH 8,8 2,5 ml
10% SDS 0,1 ml
10% amonij persulfat 0,1 ml
TEMED 0,007 ml
gel za sabijanje

voda 3,4 mi
30% akrilamid-bisakrilamid mjeSavina 0,83 ml
1 M TRIS-HCI pufer, pH 6,8 0,63 ml
10% SDS 0,05 ml
10% amonij persulfat 0,05 ml
TEMED 0,004 ml

Nakon pripreme gela sam denaturirala proteinske uzorke. Dodala sam 50 pg proteina u
mikroepruvetu i dodala /4 konaénog volumena 4x pufera za nanosenje (pufer LB, sastav: 0,2
M Tris-HCI pH 6,8, 0,4 M DTT, 8% SDS, 40% glicerol, 0,001% bromfenol blue). Uzorke
sam zagrijala 5 minuta na 95°C i centrifugirala jednu minutu na 13200 rpm. Pola sata nakon
Sto sam napravila gel, uklonila sam ceslji¢ te postavila stakla s gelom u sustav za vertikalnu
elektroforezu Mini-Protean 11l (Bio-Rad, SAD) s puferom za elektroforezu (1 M glicin, 50
mM Tris, 1% SDS). U prvu jazicu sam nanijela 4 ul proteinskog markera BioRad Precision
Plus Protein Dual Color Standard (Bio-Rad, SAD), a zatim redom uzorke. Elektroforeza se

odvijala pri konstantnom naponu 110 V u trajanju 2 sata.

Elektroforezu sam zaustavila kada je fronta boje iz pufera LB stigla do donjeg ruba gela.
Pazljivo sam izvadila gel i slozila tzv. sendvi¢ za prijenos na membranu. U plasticni nosac
sam na prozirnu stranu slozila redom: spuzvica, dva komada filter papira, nitrocelulozna
membrana, gel, dva komada filter papira i opet spuzvica (Slika 15). Sustav sam zatvorila
crnom stranom nosaca i stavila ga u sistem za prijenos na membranu u pufer za prijenos (200
mM Tris, 1,5 M glicin, svjeze se dodaje jos 10-20% metanola). Nitroceluloznoj membrani
sam odrezala gornji lijevi ugao zbog oznacavanja orijentacije. Prijenos se odvijao pri

konstantnom naponu 100 V 90 minuta.
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Slika 15. Slaganje slojeva prilikom prijenosa na membranu (preuzeto i prilagodeno prema
www.radio.cuci.udg.mx).

Nakon S§to je prijenos zavrSio, izvadila sam 1 stavila membranu u kadicu za bojanje.
Membranu sam bojala bojom Naphtol Blue (10% metanol, 2% octena kiselina, 0,1% Naphtol
Blue Black) nekoliko sekundi, a potom je stavila u otopinu za odbojavanje (50% metanol, 7%
octena kiselina u vodi). Membranu sam odbojavala dok nije pobijelila i dok pruge proteina
nisu ostale plave. Nakon toga sam membranu isprala tri puta u puferu TBST (50 mM Tris,
150 mM NacCl, 0.05% (v/v) Tween 20, pH 7,5) na tresilici. Membranu sam izrezala na trakice
kako bi je mogla tretirati istovremeno s viSe protutijela. Membranu sam blokirala u 5%
otopini mlijeka u prahu u puferu TBST pola sata na sobnoj temperaturi na tresilici. Primarna
antitijela sam razrijedila u 5% mlijeku u puferu TBST kako je navedeno u tablici 6. Kao
kontrolu sam koristila aktin. Nakon blokiranja sam membrane stavila u kadice sa otopinom

primarnih antitijela, zatvorila te inkubirala preko noc¢i na 4°C na tresilici.

Tablica 6. Primarna i sekundarna antitijela kori§tena u Western blot analizi

antigen | proizvodaé | katalo$ki broj | Zivotinja | razrjedenje
primarna antitijela
B-ACTIN ProteinTech 60008-1-1g mouse 1:4000
GLI1 Cell Signaling C68H3 #3538 rabbit 1:1000
PTCH1 ProteinTech 17520-1-AP rabbit 1:600 — 1:1000
sekundarna antitijela
HRP goat anti- | BD Pharmingen 554002 (lot goat 1:5000
mouse Ig 7223628)
HRP goat anti- | BD Pharmingen 554021 (lot goat 1:5000
rabbit 1gG 6272517)
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Sljede¢i dan sam isprala membrane 3x5 minuta u puferu TBST na njihalici. Napravila sam
otopinu sekundarnih protutijela odgovaraju¢ih razrjedenja u 5% otopini mlijeka u TBST-u.
Membrane sam inkubirala u otopini sekundarnih protutijela sat vremena pri sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije sam membrane ponovo isprala 3x5 minuta u puferu TBST. Za
detekciju signala sam koristila kombinaciju kemiluminiscentnih reagensa SuperSignal West
PICO i SuperSignal West FEMTO (Thermo Scientific, SAD), koje sam medusobno
pomijeSala u omjeru 3:1. Membrane sam stavila u plasticnu kadicu, nakapala
kemiluminiscentnim reagensom i inkubirala 5 minuta u mraku. Nakon inkubacije sam
uklonila viSak kemilimuniscentnog reagensa papirnatim ubrusom te prenijela membrane na
prozirnu foliju. Membrane u foliji sam slikala u aparatu za slikanje UVITEC Alliance 4.7
(UVITEC Cambridge, UK).

37



4. REZULTATI

4.1 Dizajn molekula sgRNA

Na temelju odabranog dijela sekvence GLI1 od priblizno 400 pb, program za dizajniranje

sgRNA ponudio je sve moguce opcije oligonukleotidnih sekvenci (Slika 16).

all guides guide #1  quality score: 74

scored by inverse likelihood of offtarget binding guide sequence:
on-target locus
number of offtar

194 (24 are in genes)

score sequence

Guide #1 74 show all exonic
Guide #2 74

Guide #3 74

sequence score mismatches UEsE gene locus
Guide #4 72 -2 o =
Cuide# 71
Guide#s 1
Guide#7 70

Slika 16. Prikaz rezultata dizajna sgRNA sa web suéelja crispr.mit.edu. Graficki su prikazani polozaji
i orijentacije svih pronadenih sgRNA, a u nastavku se nalazi tabli¢ni prikaz preporucenih sgRNA

poredan od najboljih prema najlo$ijima, te analiza potencijalnih nespecifi¢nih mjesta cijepanja.

Pet najboljih molekula sgRNA je oznaceno na sekvenci gena GLI1 u programu SnapGe

ne

Viewer (GSL Biotech, USA) te je odabrana sgRNA koja se nalazila najblize mjestu pocetka

translacije (ATG) (Slika 17).
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Slika 17. Prikaz dijela sekvence gena GLI1 koja obuhvaca mjesto pocetka translacije te polozaje i

orijentacije 5 najboljih sgRNA. Odabrana sgRNA na slici je ozna¢ena kao GUIDE 2.
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4.2 Analiza sekvenci sgRNA u vektoru

Prije sekvenciranja plazmidne DNA metodom po Sangeru, ispitana je prisutnost zeljenog
inserta metodom colony PCR. Provjerom rezultata metodom colony PCR gel elektroforezom
izvrSena je brza pretraga bakterijskih kolonija koje posjeduju plazmide s ukloniranim
zeljenim odsjeckom DNA (tzv. pozitivne kolonije) (Slika 18). Bakterijske kolonije su
pokazale prisutnost zeljenog inserta, a rezultati su potvrdeni pozitivnim signalom pozitivne

kontrole i negativnim signalom negativne kontrole.

Slika 18. Provjera rezultata colony PCR-a na 1% agaroznom gelu. U prvoj jazici se nalazi marker
(M), a potom slijede redom uzorci bakterijskih kolonija (1-7). Jazica 8 predstavlja pozitivhu kontrolu
(plazmid pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9), a posljednja (9) negativhu kontrolu (reakcijska
smjesa bez DNA kalupa).

Potvrda rezultata colony PCR-a je izvrSena sekvenciranjem po Sangeru. Analiza dobivenih
sekvenci je napravljena u programu BioEdit (Ibis Therapeutics). Usporedivanjem sekvenci i
kromatograma svakog uzorka sekvenciranog iz oba smjera s referentnom sekvencom praznog
plazmidnog vektora, izdvojene su bakterijske kolonije koje su imale slijed sgRNA ugraden na
ispravnom mjestu (Slika 19). Analizom je utvrdeno da su bakterijske kolonije 1, 3 i 6 imale
slijed sgRNA ugraden na ispravnom mjestu i sadrzavale potpunu oligonukleotidnu sekvencu
GLI1. Neke bakterijske kolonije, kao $to je kolonija 5 su imale prazan plazmid bez Zeljenog
sgRNA odsjecka.
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Slika 19. Analiza rezultata sekvenciranja plazmidne DNA bakterijskih kolonija 1, 3, 5 i 6. Bakterijske
kolonije 1, 3 i 6 imaju pravilno ugraden slijed sgRNA te sadrze toénu sgGLI1 sekvencu 5'
CACCGCCCTTTTTGGTGATTCATCTGG '3. Bakterijska kolonija 5 sadrzi prazan vektor bez
zeljene sgRNA sekvence §to se jasno vidi usporedbom sekvence praznog plazmida iz donjeg dijela
slike.

Uspjesnost sekvenciranja dodatno potvrduje izgled kromatograma pozitivnih bakterijskih
kolonija (Slika 20). Kromatogrami pozitivnih bakterijskih kolonija bili su jasnog izgleda bez
pozadinskih signala, Sto potvrduje kvalitetu izolirane plazmidne DNA i to¢nost ugradnje

zeljene sgRNA.
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Slika 20. Kromatogram pozitivne bakterijske kolonije. Na kromatogramu je sivom bojom oznacéen 5'
gvanin oligonukleotidne sekvence sgRNA.
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4.3 Morfoloski izgled transfeciranih stanica

Da bi se izvrsila ciljana modifikacija gena, SKOV3 stanice su transfecirane plazmidnim
vektorom te nasadene u ploCicu s 96 bazenciCa gustoée 1 stanice po bunaricu. Nastale
homogene kolonije podrijetlom iz jedne stanice su nakon transfekcije odrzavane u kulturi
presadivanjem temeljenim na konfluentnosti. Tijekom propagacije klonova, stanice su
redovito promatrane pod svjetlosnim mikroskopom i biljezene su nastale promjene u
morfologiji i rastu. OpaZena je promjena morfoloskog izgleda klonske linije SKOV3 GLI1A.
Stanice su morfoloski bile vidljivo drugacije od stanica SKOV3 divljeg tipa. Za razliku od
divljeg tipa stanica SKOV3, klonska linija SKOV3 GLI1A je imala tanje i izduzenije stanice
(Slika 21). Kod klonske linije SKOV3 GLI1A je naposlijetku i zabiljeZzen izostanak
proteinske ekspresije GLI1. Druge klonske linije kod kojih je ekspresija GLI1 bila na

SKOV3 wt o 7 o UM SKOV3GLIL KO
i r s !

Slika 21. Morfoloski izgled stanica. Lijevo: SKOV3 stanice divljeg tipa. Desno: Klonska linija
SKOV3 sa smanjenom ekspresijom proteina GLI1.
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4.3 Analiza proteinske ekspresije

Nakon transfekcije plazmidnim vektorom te nasadivanja u plocicu s 96 bazencica, kako bi se
stvorile homogene kolonije, izvrSena je propagacija SKOV3 klonskih linija. Kod sedam
klonskih linija dobivenih propagacijom, ispitana je proteinska ekspresija transkripcijskog
faktora GLI1 te njegove transkripcijske mete PTCH1 metodom Western Blot. Prije
ispitivanja proteinske ekspresije, izmjerena je koncentracija proteina izoliranih iz dobivenih
SKOV3 klonskih linija metodom po Bradford-u. Koriste¢i dobivene vrijednosti apsorbancija
serijskih razrjedenja poznatog standardnog proteina, 1 mg/ml BSA (govedi albumin iz
seruma) izradena je standardna krivulja na temelju koje je izraCunata koncentracija proteina
(Slika 22).

standardna krivulja

0,0013x,.

0 500 1000 1500 2000

Slika 22. Standardna krivulja BCA na temelju koje se rauna koncentracija proteina. Na osi x je OD
(opticka gustoca), §to je vrijednost oCitanja absorbancije instrumenta.

Formula na kalibracijskoj krivulji (nagib pravca) koristi se za izracun koncentracije na

temelju formule x=(y/0,0013)*10 da bi se dobila koncentracija proteina u ng/ul (Tablica 7).

42



Tablica 7. Izraun koncentracije proteina na temelju standardne krivulje. Zadnji stupac predstavlja
volumen proteina koje je potrebno nanijeti u jazicu za kona¢nu koli¢inu od 50 pg. OD — opticka
gustoca

uzorak oD konc. konc. 50 pg
(ng/pl) (ng/ph)

SKOV3 0,536 | 4123,077 | 4,123077 | 12,12687
SKOV3 A 0,1915 | 1473,077 | 1,473077 | 33,94256
SKOV3B 0,3975 | 3057,692 | 3,057692 | 16,3522
SKOV3C 0,939 | 7223,077 | 7,223077 | 6,922258
SKOV3 D 0,6005 | 4619,231 | 4,619231 | 10,82431
SKOV3 E 0,348 | 2676,923 | 2,676923 | 18,67816
SKOV3 F 0,59 | 4538,462 | 4,538462 | 11,01695
SKOV3 G 0,454 | 3492,308 | 3,492308 | 14,31718
SKOV3 H 0,3225 | 2480,769 | 2,480769 | 20,15504
SKOV3 | 0,6035 | 4642,308 | 4,642308 | 10,77051

Metoda Western Blot je pokazala izostanak proteinske eskspresije GLI1 i PTCH1 kod
klonske linije SKOV3 GLI1A (Slika 23). Aktin je koriSten za normalizaciju koliCine.
Izostanak proteinske ekspresije GLI1 1 PTCH1 potvrduje nastanak mutacije kojom je

aktivnost transkripcijskog faktora GLI1 blokirana.

SKOv3

WT GLI1A KO

<mmmm GLI1 (150 kDa)

Gy ==  PTCH1 (160 kDa)

[ | €= \cTIN (40 kDa)

Slika 23. Rezultati western blot ekspresije proteina GLI1, PTCH1 te aktina. Proteini su izolirani iz
SKOV3 stanica divljeg tipa (WT), koje pokazuju proteinsku ekspresiju GLI1 i PTCH1, dok linija
SKOV3 GLI1A dobivena propagacijom, pokazuje ,knock-out“ proteina GLI1 te njegove
transkripcijske mete PTCH1, sto je dokazano izostankom produkta od 150 kDa i 160 kDa.
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5. RASPRAVA

Signalni put HH-GLI je uklju¢en u regulaciju niza procesa nuznih za normalan embrionalni
razvoj. Predstavlja jedan od temeljnih regulatora razvoja tkiva i organogeneze udova,
probavnog sustava, pluca, kosti i mnogih drugih organa (Briscoe i Therond, 2013). U
odraslom organizmu njegova aktivnost biva suprimirana, ali je i dalje nuzna za homeostatsko
stanje organizma, u vidu odrzavanja populacije mati¢nih stanica (Petrova i Joyner, 2014).
Signalni put HH-GLI igra jako vaznu ulogu u razvoju i deferencijaciji zrelog jajnika
(Walterhouse, 2013). Njegovo aberantno funkcioniranje povezuje se razvojem mnogih
malignih oboljenja, medu kojima je i karcinom jajnika (Kurman i Shih., 2010).
Hiperaktivacija HH-GLI je vazna za proliferaciju i odrzavanje klonskog rasta stanica
primarnih karcinoma jajnika (Bhattacharya i sur., 2008). Zbog nespecifi¢nih simptoma i
kasne dijagnoze, karcinom jajnika predstavlja maligno oboljenje sa jednom od najvecih stopa
mortaliteta (Kurman i Shih, 2010). Zbog toga se paznja mora usmjeriti na razvoj §to
efikasnijih terapija. Rezultati mnogih istrazivanja su kontradiktorni zbog kompleksne

meduinterakcije HH-GLI sa ostalim signalnim putevima.

U ovom diplomskom radu je fokus bio na transkripcijskom faktoru GLI1, isklju¢ivom
aktivatoru signalnog puta HH-GLI. Smatra se da je upravo GLI1 spona interkacije HH-GLI i
mnogih drugih signalnih puteva. Transkripcijski faktor GLI1 djeluje na ekspresiju brojnih
gena ukljucenih u regulaciji karcinogeneze kao §to su C-MYC, BCL-2 i Ciklin D1 (Ciucci i
sur., 2013). UtiSavanje njegove funkcije potencijalno moze djelovati na smanjenje
proliferacije tumorskih stanica, te naposlijetku povlacenje bolesti. Primjenom sustava
CRISPR/Cas9 inhibirana je njegova funkcija i na taj na¢in izradena "knock-out" stani¢na
linija na kojoj ¢e se vrsiti daljnje analize o ucinku izazvane inhibicije. Razvoj "knock-out"
stani¢ne linije ima prednosti nad metodama koje se inace koriste za utiSavanje funkcije gena,
kao §to je utiSavanje posredovano molekulama siRNA. U slucaju "knock-out" stani¢ne linije,
izazvani efekt je stalan, Sto ¢ini sami model stabilnijim i pouzdanijim za koriStenje.
UtiSavanje sa molekulama SiRNA izaziva prolazan efekt te jako ovisi o efikasnosti

transfekcije.

Provjerom proteinske ekspresije ispitana je uspjeSnost izrade ,knock out“ modela u
transfeciranim klonskim linijama stanica. Gubitak proteinske ekspresije GLI1, pratio je i
gubitak ekspresije PTCH1 u klonskoj liniji SKOV3 GLI1A. Ova korelacija potvrduje

funkcionalni gubitak GLI1 jer PTCHL1 predstavlja njegovu transkripcijsku metu. Proteinska
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ekspresija GLI1 i PTCH1 direktno odrazava aktivnost HH-GLI, jer aktivno$¢u HH-GLI
dolazi do njihove transkripcije. Signalni put HH-GLI je u uskoj interakciji s mnogim drugim
signalnim putevima kao $to su PI3K/AKT, EGFR, RAF/MEK, K-RAS te WNT/ B-katenin
(Pandolfi i Stecca, 2015). Ciljna meta mnogih od tih signalnih puteva koji uzrokuju
nekonvencionalnu aktivaciju HH-GLI, je upravo GLI1 (Slika 6.1). Smatra se da upravo takav
tip aktivacije HH-GLI igra veliku ulogu u razvoju karcinoma, u vidu nekontrolirane
proliferacije, zaobilazenja apoptoze, promoviranja metastaziranja i angiogeneze (Palle i sur.,
2015). Inhibiranjem funkcije GLI1 direktno se moze djelovati na smanjenje stope aktivnosti

HH-GLI uzrokovane ostalim signalnim putevima.

Klonska linija SKOV3 GLI1A imala je promjenjen morfoloski izgled. Promjena morfologije
moze, ali i ne mora biti posljedica gubitka funkcije transkripcijskog faktora GLI1 signalnog
puta HH-GLI. Ne moze se sa sigurnoscu reci da je inaktivacija GLI1 uzrokovala morfoloske
promjene, jer promjene na razini nukleotida nisu analizirane. Isto tako postoji mogucnost da
se radi o posljedici neZeljene mutacije. U velikim genomima cCesto postoje visestruke
homologne regije, te zbog toga postoji rizik za nespecificno vezanje molekula sgRNA i
enzima Cas9, te nastanka nezeljenih promjena (Zhang i sur., 2014). Takoder je poznato da
stanicne linije karcinoma jajnika vrlo Cesto sadrze velike rearanZmane genoma, sa
viSestrukim delecijama 1 amplifikacijama. U ovoj stani¢noj liniji pokazano je da gen GLI1
nije promijenjen na taj na¢in, odnosno da nema visestrukih kopija u genomu stanice (Roschke
i sur., 2002). Inaktivacija funkcije GLI1 se sigurno odrazava na funkciju drugih signalnih
puteva s kojima je HH-GLI u interakciji, stoga te promjene potencijalno mogu doprinijeti

promjenjenom morfoloskom izgledu klonske linije.

Utjecaj inhibicije GLII u transfeciranim stanicama treba tek biti istrazen. Izradena "knock-
out" stani¢na linija ¢e se koristiti u budu¢im analizama koje ¢e prouciti posljedice inhibicije
GLI1 na rast, migraciju stanica te odgovor na terapiju. Park i suradnici su svojim
istrazivanjem na mi§jim ,,knock-out* modelima pokazali da GLI1 izaziva razvojne defekte
tek u kombinaciji s ukidanjem GLI2 (2000). Zbog preklapaju¢e funkcije proteina GLI,
konstruiranje pojedinacnih ,,knock-out” modela omogucava bolje razumijevanje njihove
konkretne funkcije. Doista postoji veliki potencijal u postupcima ukidanja funkcije aktivatora
HH-GLI kao $to je GLI1. Najveéu prepreku predstavlja meduodnos HH-GLI sa ostalim
signalnim putevima, gdje priroda interakcije mnogih proteina jos uvijek nije identificirana.
Buduénost razvoja terapija predstavlja multifaktorijalan pristup u kojem se pokuSava

djelovati na viSe aspekata odredene signalne mreze. lako utjecaj ove inhibicije mora tek biti
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istrazen, smisao ovog postupka je itekako vidljiv. Transkripcijski faktor GLI1 djeluju¢i na
ekspresiju specificnih gena regulira viSestruke aspekte karcinogeneze, stoga manipuliranje

njegove funkcije predstavlja jako dobar temelj za razvoj potencijalnih terapija.
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6. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja doneseni su sljedec¢i zakljucci:

1. Visokospecificne molekule sgRNA su uspjesno klonirane u plazmidni vektor §to je

potvrdeno sekvenciranjem

2. Stanice SKOV3 su uspjesno transfecirane plazmidnim vektorom koji sadrzi sgRNA i

protein Cas9

3. Metodom grani¢nog razrjedenja su uspjeSno uspostavljene klonske linije transfeciranih

SKOV?3 stanica iz pojedinac¢nih stanica

4. Primjena sustava CRISPR/Cas9 uzrokovala je promjene u morfologiji klonske linije
SKOV3

5. Primjenom sustava CRISPR/Cas9 uzrokovan je gubitak funkcije GLI1 §to je potvrdeno

izostankom njegove proteinske ekspresije western blot analizom

6. Potpuni funkcionalni gubitak GLI1 je dodatno potvrden izostankom proteinske ekspresije

njegove transkripcijske mete, proteina PTCH1
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