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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Melanom je zlo¢udni tumor koZe koji nastaje malignom preobrazbom melanocita.! 1zrazito je
agresivan i velikog potencijala metastaziranja. Nastaje zbog akumuliranih mutacija kriti¢nih
gena ukljucenih u vitalne signalne puteve stanice, a najvazniju ulogu u patogenezi melanoma
ima signalni put proteinske kinaze aktivirane mitogenom (engl. mitogen-activated protein
kinase, MAPK). Tim stani¢énim putem povezuju se izvanstani¢ni signali s jezgrom ¢ime se
regulira ekspresija ciljanih gena te omoguc¢ava normalna stani¢na proliferacija, diferencijacija
i prezivljenje. Najvaznije komponente ovog signalnog puta su geni/proteini obitelji
serinskih/treoninskih kinaza RAF (engl. rapidly accelerated fibrosarcoma). Mutacije u ovim
genima dovode do konstitutivne aktivacije signalnog puta MAPK. Kompleksnom interakcijom
velikog broja faktora, onkogena i tumor-supresorskih proteina promovira se inhibicija apoptoze
tumorskih stanica i tumorigeneza te se poveéava metastatski potencijal tumora.?

Lije¢enje melanoma u kojem je prisutna mutacija BRAFV®E (B-tip RAF kinaze,
engl. B-rapidly accelerated fibrosarcoma) u kojoj je wvalin na 600.-tom mjestu
aminokiselinskog slijeda zamijenjen glutaminskom kiselinom, tretira se razli¢itim
kemoterapeuticima, Cesto vemurafenibom, specifi¢nim inhibitorom ove serinske/treoninske
kinaze. Iako je prvotni odgovor na terapiju obecavajué, uslijed smanjenja ili ¢ak potpunog
povlagenja tumora, neminovno se razvija otpornost na lijek.3*

Indukecija otpornosti stanica melanoma na lije¢enje vemurafenibom, uz razvitak sposobnosti
invazije i metastaziranja, povezana je s procesom epitelno-mezenhimalne tranzicije
(engl. epithelial-mesenchymal transition, EMT).> EMT je proces u kojem stanice gube svoje
epitelne karakteristike i stjeCu mezenhimalne osobine te drasti¢cno mijenjaju svoj oblik.
Karakterizira ga gubitak stani¢ne polarnosti, promjena regulacije razli¢itih gena/proteina,
odnosno smanjena ekspresija epitelnih biljega poput E-kadherina i keratina, a povecana
ekspresija mezenhimalnih biljega poput N-kadherina i vimentina. U normalnom se tkivu proces
EMT zbiva tijekom embriogeneze i zacijeljivanja rana, a u stanicama tumora dovodi do
povecane migracije stanica i metastaziranja te razvitka otpornosti na lijedenje.®

Melanom karakterizira veliki metastatski potencijal, odnosno agresivnost i sklonost Sirenju
u okolna tkiva. Metastaziranje je kompleksan proces koji zahtijeva koordinaciju aktivacije gena

koji promoviraju metastaziranje i inhibicije gena koji ga sprje¢avaju. Prvi otkriveni supresor
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§ 1. Uvod 2

metastaziranja bio je NME1/Nm23 (nukleozid-difosfatska kinaza 1, engl. non-metastatic clone
23). Opazeno je da je njegova ekspresija povezana sa statusom bolesti, odnosno da je u
uznapredovalom stadiju bolesti i metastaziranju tumora ekspresija NME1 smanjena.” Otkriveno
je jos 9 homologa koji zajedno ¢ine obitelj gena/proteina NME/Nm23. Pored NMEL najvise je
istrazivan NME2/Nm23 (nukleozid-difosfatska kinaza 2, engl. non-metastatic clone 23) koji
zajedno s NMEL1 sastavlja enzim nukleozid-difosfatsku kinazu (engl. nucleoside diphosphate
kinase, NDPK) te koji, takoder, moze djelovati kao supresor metastaziranja.®

Cilj ovog rada bio je okarakterizirati stanice metastatskog i primarnog humanog melanoma,
A375M i WM793B, nakon njihovog visemjesecnog in vitro tretmana vemurafenibom. Testom
MTT ispitana je vijabilnost stanica, potvrden je razvoj otpornosti stanica na lijek te su utvrdene
i usporedene koncentracije vemurafeniba potrebne da se vijabilnost stanica smanji za 50 %
(engl. half-maximal inhibitory concentration, 1Cso). Metodom Western blot ispitana je
ekspresija proteina koji su okarakterizirani kao znacajni biljezi epitelno-mezenhimalne
tranzicije radi utvrdivanja korelacije izmedu tog procesa i dokazane stecene otpornosti stanica
humanog melanoma na vemurafenib. Metodom Western blot ispitana je i ekspresija proteina
NME1 i NME2 da bi se utvrdila korelacija razina ekspresije ovih gena s otpornos$¢u na
vemurafenib i procesom EMT. Promjena fenotipa tijekom procesa EMT, osim promjene
ekspresije proteina, ocituje se i u translokaciji i relokalizaciji nekih od biljega tog procesa,

pa je njihova lokalizacija prou¢ena metodom fluorescentne imunocitokemije.
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§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1.  Humani melanom

Melanom je najzlocudniji tumor u ljudi, podrijetlom iz melanocita, izrazito agresivnog
ponasanja i velikog metastatskog potencijala. Melanom nastaje kao rezultat kompleksnih
interakcija genetskih i okoli$nih faktora. Osobe svijetle puti s pjegama, crvene ili svijetle kose,
plavih o¢iju ili sklone opeklinama pri izlaganju suncu spadaju u najrizi¢niju skupinu za
nastanak melanoma. Od okoli$nih faktora najznacajnije je ultraljubicasto (engl. ultraviolet, UV)
zradenje, odnosno prekomjerno izlaganje UV zrakama.t

Premda ¢ini samo 4 % tumora koze, melanom je odgovoran za 80 % smrtnih ishoda od svih
tumora koZe, a samo 10 — 30 % bolesnika s metastazama prezivi 5 godina.® Prema podacima
Registra za rak Republike Hrvatske, ucestalost melanoma se od 1998. do 2008. povecala za
149 % kod muskaraca i 130 % kod Zena, dok je, opéenito, broj umrlih od ove bolesti porastao
za 50 %. Najnoviji statisticki podaci za 2015. godinu pokazuju kako na melanom otpada tek
3 % svih malignih tumora. Po ucestalosti pojavljivanja nalazi se na 9. mjestu na ukupnom
poretku malignih tumora kod muskaraca, dok je kod Zena prvi put uSao medu 10
najzastupljenijih tumora. U 2015. godini zabiljezeno je ukupno 649 novooboljelih §to je porast
za vise od 10 % u odnosu na prethodnu godinu — 362 muskaraca i 287 Zena, s ucestalos¢u od
17,8 odnosno 13,2 novooboljenih na 100 000 stanovnika. Medutim, unato¢ niskoj pojavnosti,
melanom se brzo razvija u metastatsku bolest ¢ime postaje jedan od najagresivnijih i na lijecenje
najotpornijih oblika raka koze.'

Melanom nastaje iz melanocita koji su smjesSteni u bazalnim slojevima epidermisa koze i
folikulama dlaka, mreZznici oka i ovojnicama mozga. Melanociti sintetiziraju pigment melanin
koji je, zbog svoje molekularne strukture, sposoban apsorbirati UV zracenje te stoga sluzi kao
zaStita od istog. UV zraCenje aktivira signalni put MAPK koji aktivira transkripcijski faktor
mikroftalmije (engl. microphtalmia-associated transcription factor, MITF). On inducira
transkripciju gena za tirozinazu koja katalizira reakciju oksidacije aminokiseline tirozin u
melanin. Melanin se pakira u vezikule, melanosome, koje se prenose u okolne keratinocite gdje
se akumuliraju oko stani¢ne jezgre i na taj naéin §tite DNA od mutacija izazvanih zraéenjem.?
Terapijski protokol lijeCenja melanoma ovisi o histoloSkom tipu melanoma, stadiju bolesti

1 opéem zdravstvenom stanju pacijenta. Za rane stadije melanoma najvazniji pristup lijeCenju
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§ 2. Literaturni pregled 4

je kirur§ko odstranjivanje tumora, dok se kod pacijenata s inoperabilnim ili metastatskim
melanomom pristupa imunoterapiji (nivolumab, pembrolizumab, ipilimumab) ili ciljanoj
molekularnoj terapiji. Otkri¢em kljuénih mutacija i aktiviranih signalnih puteva koji poticu
nastanak melanoma omogucuje se razvoj ciljanih terapija, tj. razvoj inhibitora komponenti

signalnih puteva koji se u terapiji koriste samostalno ili u kombinaciji s imunoterapijom.®

2.2. Signalni put MAPK

Najc¢eS¢e primije¢ene mutacije kod melanoma dio su signalnog puta proteinske kinaze
aktivirane mitogenom (engl. mitogen-activated protein kinase, MAPK).!? Signalni put MAPK
aktivira se vezanjem izvanstani¢nog signala na membranski receptor, najcesce receptorsku
tirozinsku kinazu (engl. receptor tyrosine kinase, RTK). Vezanjem liganada (faktora rasta,
citokina i hormona) poti¢u se konformacijske promjene koje dovode do interakcija izmedu
receptora i njihove dimerizacije. Signal se potom u kaskadi prenosi preko enzima RAS
(engl. rat sarcoma virus homologue) koji se aktivira vezanjem gvanozin-trifosfata
(engl. guanosine triphosphate, GTP) te koji, potom, veze i aktivira kinaze RAF (engl. rapidly
accelerated fibrosarcoma) u obliku homo- ili heterodimera. Signal se dalje prenosi na MEK
(kinaza proteinske kinaze aktivirane mitogenom i kinaze regulirane izvanstani¢nim signalom,
engl. mitogen-activated protein kinase and extracellular signal-regulated kinase kinase) koji
fosforilira i aktivira ERK (kinaza regulirana izvanstani¢nim signalom, engl. extracellular
signal-regulated kinase) koji regulira ekspresiju gena u jezgri fosforilacijom transkripcijskih
faktora i1 drugih proteinskih kinaza. Signalni put MAPK dodatno je aktiviran u melanomu
najéeSée zbog mutacija u genu BRAF (engl. v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B)
(> 50 % melanoma) i NRAS (engl. neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) (10 — 20 %),
i rijede u MEK (~ 8 %).2

2.3. BRAF

Obitelj RAF (engl. rapidly accelerated fibrosarcoma) je obitelj unutarstani¢nih
serinskih/treoninskih kinaza koje su klju¢ne komponentne signalnog puta MAPK, a ¢ine ju tri
enzima — ARAF, BRAF i CRAF. Gen BRAF (engl. v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B), koji kodira za istoimeni enzim, mutacijom postaje onkogen, tj. gen ¢iji je produkt
sposoban transformirati normalne stanice u tumorske. Poveana sinteza mutiranog enzima

dovodi do proliferacije nedovoljno diferenciranih stanica.
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§ 2. Literaturni pregled 5

BRAF (engl. B-rapidly accelerated fibrosarcoma) sudjeluje u signalnom putu MAPK i
vazan je u kontroli stani¢ne proliferacije, diferencijacije i apoptoze. Vise od 40 razlicitih
mutacija BRAF identificirano je kod raznih tumora poput melanoma, kolorektalnog tumora,
tumora dojke i plu¢a. Mutacije BRAF javljaju se u 50 — 60 % melanoma, a do njih najcesce
dolazi u kinaznoj domeni gena/proteina. Oko 70 — 95 % svih mutacija ovog gena su toc¢kaste
mutacije, a najée$¢a je mutacija BRAFV®%E, tj. transverzija nukleotida timina u adenin na
mjestu 1799 gena BRAF koja rezultira zamjenom valina za glutaminsku kiselinu na mjestu 600
u aminokiselinskom slijedu proteina. Druge ¢este zamjene su zamjena valina za lizin (V600K),
arginin (V600R) odnosno asparaginsku Kiselinu (V600D). Takve mutacije nazivaju se
aktiviraju¢im mutacijama jer dovode do stalnog prijenosa signala u nizvodnoj kaskadi
signalnog puta MAPK ¢ime se potice stani¢na proliferacija i bez prisustva inace potrebnih

liganada membranskih receptora,t14

2.4. Vemurafenib — inhibitor enzima BRAF

Razvijanjem ciljanih inhibitora omogucava se lijeCenje genetski okarakteriziranih tumora.
Jedan od ciljanih lijekova za melanom je vemurafenib (PLX4032, RG7204), lijek kojeg je
ameriCka Agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Association, FDA) odobrila u
kolovozu 2011. godine. Vemurafenib je inhibitor enzima BRAF koji se koristi u lije¢enju
pacijenata oboljelih od inoperabilnog ili metastatskog melanoma u kojem je utvrdena prisutnost
mutacije BRAFV®%E Vemurafenib, ¢ija je molekularna struktura prikazana na Slici 1.,

svojim 7-azaindolnim prstenom veze i inhibira aktivacijsku domenu enzima BRAFV600E 34

Slika 1. Molekularna struktura vemurafeniba (PLX4032, RG7204).
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§ 2. Literaturni pregled 6

Inhibiranjem BRAF-a smanjuje se signal kroz signalni put MAPK c¢ime se reducira
transkripcija gena ukljucenih u razli¢ite signalne odgovore, te inducira apoptoza tumorskih
stanica.® Vemurafenib pokazuje veliku specifi¢nost i za druge mutante BRAF-a, tj. BRAFV60K
i BRAFV®0%P 4 3 paradoksalno, uzrokuje nastanak tumora u mi§jem modelu melanoma u kojem
je prisutan samo divlji tip gena BRAF — vezanjem vemurafeniba na dimere RAF-a dolazi do
transaktivacije jednog od monomera i povecanja njegove kataliticke aktivnosti, odnosno

pojacanja signala u nizvodnoj kaskadi signalnog puta MAPK 1°

2.5. Otpornost na tretman vemurafenibom

Unato¢ pozitivnom odgovoru pacijenata na lijeCenje vemurafenibom u pocetnom razdoblju,
brzo se uocava otpornost tumora koja uzrokuje daljnje napredovanje bolesti, odnosno sklonost
metastaziranju.'® Kompleksna mreZa stani¢nih puteva i faktora koji odreduju sudbinu stanice
omogucava razli¢ite mehanizme prilagodbe stanica na terapiju, odnosno vise je faktora koji
omogucavaju razvitak otpornosti na terapiju.

Primarna ili intrinzi¢na otpornost prisutna je u otprilike 5 — 10 % pacijenata, a uzrokovana
je, meduostalim, mutacijama enzima RAC1 (engl. RAS-related C3 botulinum toxin substrate 1)
koji regulira stani¢nu proliferaciju i migraciju, gubitkom funkcije tumor-supresora PTEN
(homolog fosfataze i tenzina, engl. phosphatase and tensin homolog) i neurofibromina koji
inhibira aktivnost enzima RAS, pove¢anom ekspresijom enzima CDK4 (ciklin-ovisna kinaza 4,
engl. cyclin-dependent kinase 4) i ciklina DI, vaznih regulatora stani¢nog ciklusa, te
povecéanom ekspresijom razlicitih receptora i pripadajucih liganada — faktora rasta, citokina i
hormona.**’

Sekundarna ili steCena otpornost javlja se u medijanu vremena od Sestog do 0Smog mjeseca
nakon pocetka tretmana, a uglavnom ukljucuje promjene u signalnom putu MAPK, odnosno
ukljucuje njegovu ponovnu aktivaciju uslijed poremecene aktivacije gena koji kodiraju za
njegove transkripcijske faktore. Unutar stanice javljaju se i aktiviraju¢e mutacije u RAS
(NRAS, engl. neuroblastoma RAS viral oncogene homolog ili KRAS, engl. Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog) i MEK. Drugi zna¢ajni mehanizmi pojave otpornosti su amplifikacija
gena BRAF i alternativno prekrajanje pripadne mRNA, a povecava se i razina enzima RAS,
CRAF, MEK i ERK. SteCena rezistencija se takoder ocituje U povecanom eksprimiranju
membranskih receptora (RTK) poput EGFR (receptor epidermalnog faktora rasta,
engl. epidermal growth factor receptor), PDGFR-B (receptor p trombocitnog faktora rasta,
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engl. platelet-derived growth factor receptor ) i IGF1-R (receptor faktora rasta nalik
inzulinu 1, engl. insulin-like growth factor 1 receptor).*

Ipak, potvrdeno je da je proces stjecanja otpornosti stanica na vemurafenib moguce izbjeci
diskontinuiranim tretmanom. Stanice nakon kontinuiranog izlaganja i tretiranja vemurafenibom
postaju i otporne na vemurafenib i ovisne o vemurafenibu za daljnju proliferaciju.
Po prestanku tretiranja stanica dolazi do deficita fitnesa (smanjenja sposobnosti preZivljenja)
stanica otpornih na vemurafenib u populaciji zbog pojacano aktiviranog signalnog puta MAPK
i one se kao nepozeljne uklanjaju iz populacije, a preostaju stanice osjetljive na lijek. Tada,
ponovnim tretiranjem vemurafenibom, lijek nastavlja inhibirati proliferaciju tumorskih

stanica.!?

2.6. Epitelno-mezenhimalna tranzicija
Epitelno-mezenhimalna tranzicija je slozeni molekularni proces u kojem dolazi do tranzicije
epitelnih stanica u mezenhimalne. Stanice tipi¢no epitelne morfologije, koje su organizirane i
izrazito diferencirane, mijenjaju oblik i postaju izduzene, gube polarnost te postaju slabije
diferencirane. Mijenjaju im se i polaritet i orijentacija, a medustani¢ne adhezijske veze se gube
te stanice dobivaju na pokretljivosti. EMT je prisutna i u fizioloSkim i u patofizioloskim
procesima. Fizioloski procesi koji su u najvec¢oj mjeri posljedica EMT-a su embriogeneza
(gastrulacija 1 organogeneza; formiranje mezoderma, neuralnog sedla i sr¢anih zalistaka) i
popravak tkiva poput zacjeljivanja rana, dok su patofizioloski procesi uzrokovani EMT-om
fibrogeneza i tumorigeneza. EMT sudjeluje i u razvoju metastatskog potencijala jer stanice s
povecanom pokretljivosti stjecu sposobnost invazije 1 migracije, a stanice koje su prosle kroz
EMT pokazuju manju osjeljivost na apoptozu.>®

Clanovi obitelji transformirajuéih faktora rasta B (engl. transforming growth faktor g,
TGF-B), najbolje su istrazene molekule koje mogu uzrokovati EMT, a najvazniji signalni putevi
ovog procesa su MAPK, PI3K/AKT/mTOR i Wnt (engl. wingless-type mammary tumor virus
integration site family).!® Tijekom samog procesa dolazi do promjene ekspresije vise stotina
razli¢itih gena 1 proteina. Transkripcijski represori Twist, Snail, Slug i ZEB (engl. zinc finger
E-box-binding homeobox) odgovorni su za gubitak epitelnih obiljezja stanice, poput ekspresije
E-kadherina i odredenih citokeratina, a dovode do povecane ekspresije N-kadherina, vimentina,
a-SMA (engl. a-smooth muscle actin), fibronektina i dr. Upravo smanjenjem ekspresije
citokeratina i povecanjem ekspresije vimentina U procesu EMT dolazi do reorganizacije

aktinskog citoskeleta, a sinteza proteina izvanstani¢nog matriksa i metaloproteaza u matriksu

Ivana Bobié Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 8

(engl. matrix metalloproteinases, MMP) dodatno doprinosi poveéanju pokretljivosti i
invazivnosti tumorskih stanica.!819

Najznacajniji dogadaj u procesu EMT je smanjena ekspresija E-kadherina ¢ime dolazi do
gubitka adherentnih veza izmedu stanica i adhezije za bazalnu laminu.>® E-kadherin je
transmembranski glikoprotein koji posreduje u stani¢noj adheziji uz pomo¢ svoje izvanstani¢ne
domene kojom ¢vrsto povezuje dvije epitelne stanice, dok je unutarstaniénom domenom
vezan za citoskelet preko veznih proteina u kateninskom kompleksu. Otpustanjem
membranskog E-kadherina naru$ava se medustani¢na adhezija i adhezija stanica za bazalnu
membranu epidermisa koze ¢ime stanice postaju pokretljivije. Uz gubitak ekspresije
E-kadherina istovremeno dolazi do povecane ekspresije N-kadherina. Prolaskom kroz EMT
stanice sintetiziraju N-kadherin §to im olakSava invaziju u dermalnu stromu zbog veceg
afiniteta mezenhimalnih stanica za N-kadherin na povrsini stanica poput fibroblasta i drugih
stromalnih stanica. Takve medustani¢ne veze su mnogo slabije, odnosno stanicama je povecana
pokretljivost, pa N-kadherin promi¢e migraciju, invazivnost i metastaziranje.%%

Drugi vazan molekularni dogadaj uklju¢en u EMT je translokacija B-Katenina u jezgru.®
B-katenin je srediS$nja molekula signalnog puta Wnt. Kad je signalni put Wnt inaktivan,
B-katenin stvara degradacijske komplekse s proteinima u citoplazmi — aksinom, proteinom APC
(engl. adenomatous polyposis coli), kinazom 3 B glikogenske sintaze (engl. glycogen syntase
kinase 3 f, GSK3p) i kazeinskom kinazom 1 (engl. casein kinase 1, CK1), te se konstantno
ubikvitinizira i razgraduje. Aktivacijom puta, degradacijski kompleks disocira, a -katenin se
stabilizira i nakuplja u jezgri. B-katenin je i transkripcijski kofaktor — interagira s ¢lanovima
obitelji proteina koji se vezu za DNA, tj. transkripcijskim faktorima TCF/LEF (engl. T-cell
factor / lymphoid enhancer binding factor) i tako promovira preoblikovanje kromatina te
inicijaciju i elongaciju transkripcije ciljanih gena.?®? Stabilizacija i nakupljanje B-katenina u
jezgri moze povecati ekspresiju transkripcijskih represora Twist, Slug i Snail koji se mogu
vezati na promotorsku regiju gena koji kodira za E-kadherin i potisnuti njegovu ekspresiju,
¢ime se oslabljuju medustani¢ni spojevi i nadalje poti¢e proces EMT.>®

Vimentin je ¢lan obitelji intermedijarnih filamenata koji se eksprimira u fibroblastima,
endotelnim stanicama, stanicama hematopoetske linije i stanicama glija te je jedan od vaznijih
citoskeletnih biljega mezenhimalnih stanica.'® Uz aktinske mikrofilamente i mikrotubule,
vimentin ¢ini komponente citoskeleta koje su zaduzene za kontrakciju i migraciju stanice.

Povec¢anom ekspresijom vimentina i stabilizacijom fosforilacijom uz pomo¢ proteinske kinaze
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AKT, enzima signalnog puta PISK/AKT/mTOR, potice se pokretljivost i Sirenje Stanica u
okolna tkiva.?? Osim kao dijagnosti¢ki biljeg bolesti, vimentin moZe posluziti i kao prognosticki
biljeg metastaziranja tumora.?

Fibronektin je esencijalna komponenta izvanstani¢énog matriksa, a njegova prekomjerna
ekspresija obiljeZje je procesa EMT.®° Fibronektin povezuje kolagenska vlakna s integrinima
na povrsini stanica, a inducira modifikacije citoskeleta omogucavajuci migraciju stanica koja
je vazna u procesima embriogeneze i angiogeneze te fibroze i cijeljenja rana. U normalnim
humanim tkivima gotovo se ne moze detektirati te bi zato mogao biti dobra meta novih lijekova
za tumore s izrazenim metastatskim potencijalom.?* Ekspresija fibronektina regulirana je
signalnim putem MAPK - konstitutivno aktivirani put MAPK, uzrokovan mutacijom

BRAFVE dovodi do prekomjerne ekspresije fibronektina.?®

2.7. Obitelj gena/proteina NME/Nm23
Obitelj gena NME u ljudi ¢ine 10 ¢lanova, poznatih i kao nm23 (engl. non-metastatic clone 23),
koji se povezuju sa supresijom metastaziranja tumora i invazije lokalnog tkiva. Proteinski
produkti ovih gena su nukleozid-difosfatske kinaze NME/NDPK (engl. nucleoside
diphosphate kinase) koje kataliziraju reakciju prijenosa terminalne fosfatne skupine s
(deoksi)nukleozid-trifosfata (engl. (deoxy)nucleoside triphosphate, (d)NTP) (najcesce
adenozin-trifosfata) na (deoksi)nukleozid-difosfat (engl. (deoxy)nucleoside diphosphate,
(d)NDP). Na temelju filogenetskih analiza, struktura eksona i introna te prisutnosti/odsutnosti
specifi¢nih domena, ¢lanovi obitelji NME/Nm23 ¢ovjeka podijeljeni su u dvije skupine. Prva
skupina obuhvaca gene/proteine NME1 — NME4 koji imaju enzimatsku aktivnost, dok druga
skupina NME5 — NME10 obuhvaca gene/proteine uglavnom bez enzimatske aktivnosti.?
Najbolje istrazeni geni ove obitelji su NMEL i NME2. Gen NMEL1 otkriven je 1988. godine
kao prvi supresor metastaziranja,” a kodira za podjedinicu A enzima NDPK.8 NME2 otkriven
je nekoliko godina kasnije,?® kao homolog NME1 s kojim se podudara u 88 % aminokiselinskog
slijeda, a koji kodira za podjedinicu B enzima NDPK.2 Oba proteina sadrze aktivnu domenu
koja katalizira reakciju prijenosa fosfatne skupine s ANTP na dNDP. U stanici se slazu u obliku
homo- ili heteroheksamera i tvore aktivan enzim, nukleozid-difosfatsku kinazu koja regulira
koli¢inu nukleotida u stanici. Proteini pokazuju i histidin-kinaznu i 3'-5' egzonukleaznu
aktivnost te tako sudjeluju i u procesima razvoja, diferencijacije, proliferacije, endocitoze,
apoptoze, popravka DNA i regulacije transkripcije u stanici.?’
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Steeg i sur. otkrili su da je razina mMRNA gena NME1 povecana 10 puta u klonovima stani¢ne
linijje melanoma s malim metastatskim potencijalom u usporedbi s klonovima s velikim
metastatskim potencijalom.” Leone i sur. dokazali su njegovu ulogu metastatskog supresora;
prolaznom transfekcijom NMEL u stanicama melanoma doslo je do smanjenja incidencije
stvaranja primarnog tumora i do zna¢ajnog smanjenja metastatskog potencijala tumora.?®
Nadalje, Xerri 1 sur. pokazali su da su pacijenti s duzim vremenom prezivljenja imali povecanu
ekspresiju NME1 u metastatskom tkivu te da se metastaze s povecanom ekspresijom
mRNA gena NME1 javljaju kasnije tijekom bolesti.?® Smatra se da je ekspresija NME1
povezana s indukcijom procesa epitelno-mezenhimalne tranzicije — knockout gena NME1
dovodi do aktivacije EMT-a, odnosno njegovom stabilnom ili povecanom ekspresijom
poveéava se razina E-kadherina te dolazi do smanjenja invazije tumora.®® UtiSavanje gena
NME1 takoder rezultira naruSenim medustani¢énim adhezijama te dolazi do translokacije
B-katenina u jezgru i aktivacije faktora TCF/LEF, a stanicama se povecava pokretljivost te
dolazi do Sirenja kroz izvanstani¢ni matriks pove¢anom sintezom enzima MMP $to upuéuje na
djelomiéan prolazak stanica kroz proces EMT.3!

NME2 je takoder povezan s tumorigenezom, a smatra se da sudjeluje u regulaciji
transkripcije, stani¢noj proliferaciji, apoptozi, diferencijaciji i telomeraznoj aktivnosti. Kao 1
NMEZ1, posjeduje aktivnost supresora metastaziranja, a povezuje se s razvojem i Sirenjem raka

jetre, maternice, dojke i pluéa te sarkoma i leukemije.®?
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Akrilamid (Sigma-Aldrich, SAD)

Amonijev persulfat ([NH4]2S20g) (engl. ammonium persulfate, APS) (Sigma-Aldrich, SAD)
Bisakrilamid (Sigma-Aldrich, SAD)

Bromfenolno plavilo (Sigma-Aldrich, SAD)

Deionizirana voda pripravljena koristenjem uredaja Milli Q (qH20)

Destilirana voda (deH20)

Dimetil-sulfoksid (JCH3].SO) (DMSO) (Kemika, Hrvatska)

Etanol (C2Hs0H) (Kemika, Hrvatska)

Etilendiamintetraoctena Kkiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) (Kemika,
Hrvatska)

Formaldehid (CH.0O) (Kemika, Hrvatska)

Glicin (Kemika, Hrvatska)

Kalijev klorid (KCI) (Kemika, Hrvatska)

Kalijev dihidrogenfosfat (KH2POs) (Kemika, Hrvatska)

L-glutamin (Sigma-Aldrich, SAD)

Metanol (CH30H) (Kemika, Hrvatska)

MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolijev bromid) (Chemicon, SAD)
Naftol-modrilo (Kemika, Hrvatska)

Natrijev dodecil-sulfat (engl. sodium dodecyl sulphate, SDS) (Sigma-Aldrich, SAD)
Natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) (Kemika, Hrvatska)

Natrijev klorid (NaCl) (Kemika, Hrvatska)

Natrijev piruvat (CH3COCOONa) (Gibco, SAD)

Obrano mlijeko u prahu (Dukat, Hrvatska)

Octena kiselina (CH3COOH) (Kemika, Hrvatska)

Serum fetusa goveda (engl. fetal bovine serum, FBS) (Gibco, SAD)

Streptomicin (Gibco, SAD)

TEMED (N, N, N', N'-tetrametiletilendiamin) (Sigma-Aldrich, SAD)
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Tripsin (Sigma-Aldrich, SAD)

Tris-baza (tris[hidroksimetilJaminometan) (Sigma-Aldrich, SAD)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, SAD)

Tween-20 (Sigma-Aldrich, SAD)

Vemurafenib (PLX4032, RG7204) (#S1267) (Selleck Chemicals, SAD)

3.1.2.

Otopine i puferi

Otopina tripsina za odljepljivanje stanica: 0,25 % (w/v) tripsin; 1 mmol dm= EDTA
Fosfatni pufer (engl. phosphate buffer saline, PBS): pH = 7,4; y (NaCl) = 8 g dm?;
v (KCI)=0,2 g dm®; y (NazHPO4) = 1,44 g dm™3; y (KH2PO4) = 0,24 g dm; deH,0
Fosfatni pufer za izolaciju proteina (engl. Dulbecco's phosphate buffered saline, DPBS)
(Sigma-Aldrich, UK)

Mati¢na otopina akrilamid/bisakrilamid (engl. acrylamide/bisacrylamide stock, AAS):
29,2 % (w/v) akrilamid, 0,8 % (w/v) bisakrilamid

Pufer za pripravu gela za razdvajanje: pH = 8,8; 1,5 mol dm™ Tris; deH-0

Pufer za pripravu gela za sabijanje: pH = 6,8; 1 mol dm Tris; deH.0

10x pufer za elektroforezu: 0,025 mol dm?® Tris; 0,192 mol dm? glicin;
0,1 % (w/v) SDS; deH.0

4x pufer za nanoSenje uzoraka na gel (engl. Laemmli buffer, LB): pH =6,8;
0,2 mol dm?® Tris-HCI; 0,4 mol dm?® DTT (ditiotreitol); 8% (w/v) SDS;
40 % (w/v) glicerol; 0,001 % (w/v) bromfenolno plavilo

10x pufer za prijenos proteina (engl. transfer buffer, TB): 184 mmol dm? Tris,
140 mmol dm glicin, deH.0O

Pufer za prijenos proteina: 10 % (v/v) 10x TB, 20 % (v/v) metanol, 70 % (v/v) deH,O
Otopina za bojanje membrane: y (naftol-modrilo) = 1 g dm=, 10 % (v/v) metanol,
2 % (v/v) octena kiselina, deH.0

Otopina za odbojavanje membrane: 40 % (v/v) metanol, 7 % (v/v) octena Kiselina,
deH20

10x pufer TBST (engl. Tris buffered saline+Tween-20): 150 mmol dm= NacCl;
50 mmol dm™ Tris-HCI; 0,1 % (v/v) Tween-20; deH,0

Pufer za blokiranje membrane: 5% (w/v) obrano mlijeko u prahu

otopljeno u puferu 1x TBST
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3.1.3.

3.14.

3.15.

3.1.6.

Hranjive podloge i mediji

Kompletirana tekuc¢a hranjiva podloga: RPMI 1640 (engl. Roswell Park Memorial
Institute) (Lonza, Belgija), 10% (v/v) FBS, 2 mmol dm? L-glutamin,
1 mmol dm natrijev piruvat, 100 U cm™ penicilin, 100 pg cm streptomicin
Krioprotektivna hranjiva podloga za zamrzavanje stanica: 45 % (v/v) RPMI 1640,
45 % (viv) FBS, 10 % (v/v) DMSO

Medij za uklapanje stanica za mikroskopiranje: reagens protiv izbljedivanja
i 0,015 mol dm natrijev azid (Dako, SAD)

Stanicne linije

Stani¢na  linija  A375M,  stanice  metastatskog ~ humanog  melanoma
(ATCC® CRL_1619™)

Stani¢na  linijja ~ WM793B,  stanice  primarnog  humanog  melanoma
(ATCC® CRL_2806™)

Inhibitori proteaza i komercijalni kompleti

Inhibitori proteaza Complete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets
(Roche, Svicarska)

Komercijalni komplet za odredivanje koncentracije proteina Pierce™ BCA Protein
Assay Kit: BCA reagens A (natrijev karbonat, natrijev bikarbonat, bikinkoni¢na
kiselina, natrijev tartarat; 0,1 mol dm® NaOH), BCA reagens B (4 % (w/v) bakrov
sulfat) (Thermo Fisher Scientific, SAD)

Komercijalni komplet za detekciju proteina kemiluminiscencijom Western Lightning®
Plus-ECL (PerkinElmer, Nizozemska)

Standardi, biljezi i boje

Standardi za odredivanje koncentracije proteina: otopine proteina albumina iz govedeg
seruma (engl. bovine serum albumin, BSA) u koncentracijama 125, 250, 500, 750, 1000,
1500 pg cm®

Biljezi za odredivanje molekularne mase proteina, raspona 10 — 250 kDa,
Precision Plus Protein Standards Dual Color (BioRad, SAD)
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3.1.7.

3.1.8.

Otopina tripanskog modrila za brojanje stanica: 0,03 % (w/v) tripansko modrilo,
1 mmol dm= PMSF (fenilmetilsulfonil fluorid, engl. phenylmethylsulfonyl fluoride),
1 mg cmBSA, sterilna qH-0

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, engl. 4' 6-diamidino-2-phenylindole),
¢ = 300 nmol dm™ (Sigma-Aldrich, SAD)

Primarna i sekundarna antitijela

Primarno monoklonsko antitijelo iz misa anti-p-aktin (#60008-1-lg), y =1 mgcm
(Proteintech, SAD)

Primarno  monoklonsko  antitijelo iz ~ misa  anti-B-katenin  (#C7207)
(Sigma-Aldrich, SAD)

Primarno monoklonsko antitijelo iz miSa anti-E-kadherin (G-10) (#sc-8426),
y =200 pg cm (Santa Cruz Biotechnology, SAD)

Primarno monoklonsko antitijelo iz miSa anti-fibronektin (EP5) (#sc-8422),
v =200 pg cm (Santa Cruz Biotechnology, SAD)

Primarno monoklonsko antitijelo iz misa anti-N-kadherin (#610920), y = 250 pg cm™
(BD Biosciences, SAD)

Primarno monoklonalno antitijelo iz miSa anti-vimentin (RV202) (#sc-32322),
y =200 pg cm (Santa Cruz Biotechnology, SAD)

Primarno poliklonsko antitijelo iz kuni¢a anti-NME1/NME2, afinitetno procis¢eno,
proizvedeno u suradnji I. Lascu, M. Herak Bosnar i S. Volarevié¢

Sekundarno poliklonsko anti-misje antitijelo iz kunic¢a konjugirano s fluoroforom FITC
(fluorescein izotiocijanat, engl. fluorescein isothiocyanate) (#ab6724), y =2 mg cm™
(Abcam, Austrija)

Sekundarno anti-misje antitijelo iz ovce konjugirano s peroksidazom iz hrena (#¥NA931)
(Amersham™ ECL™, GE Healthcare, Ujedinjeno Kraljevstvo)

Sekundarno anti-zecje antitijelo iz koze konjugirano s peroksidazom iz hrena (#7074)

(Cell Signaling Technology, Njemacka)

Posude i ostali materijali
Krio-tubice volumena 2 mL Cryo.S™ (Greiner Bio-One, Njemacka)

Petrijeve zdjelice promjera 60 mm i 100 mm (Falcon®, Corning Incorporated, SAD)
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e Plasti¢ne epruvete volumena 15 mL (Falcon®, Corning Incorporated, SAD)

e Mikrotitarske plocCice s 96 bunari¢a (Falcon®, Corning Incorporated, SAD)

e Predmetno stakalce s osam bunari¢a, S odvojivim silikonskim pregradama
(Ibidi GmbH, Njemacka)

e Plogica za brojanje stanica Neubauer, povrsine 0,0025 mm® (Blaubrand, Brand,
Njemacka)

¢ Nitrocelulozna membrana za prijenos proteina Protran BA 85, veli¢ine pora 0,2 pm

(Whatman™, GE Healthcare, Ujedinjeno Kraljevstvo)

3.1.9. Uredaji

Centrifuga Harrier 18/80 Refrigerated Centrifuge Digital (MSE, Ujedinjeno Kraljevstvo)
Centrifuga, tip 5414 R (Eppendorf, Njemacka)

Inkubator za uzgoj stanica (Kambic, Slovenija)

Invertni mikroskop Wilovert S (Hund Wetzlar, Njemacka)

Kabinet za rad u sterilnim uvjetima (Iskra, Slovenija)

Kruzna mijesalica Gyro-rocker SSL3 (Stuart®, Cole-Parmer Ltd., Ujedinjeno Kraljevstvo)
Laserski pretrazni konfokalni mikroskop Leica SP8 X FLIM (Leica, Njemacka)
Magnetska mijesalica MSH Basic (Ika, Njemacka)

Spektrofotometar za mikrotitarske ploc¢ice ELISA (Multiscan MS Labsystems, Finska)
Sustav za elektroforezu Mini-Protean Il (BioRad, SAD)

Sustav za prijenos proteina Mini Trans-Blot (BioRad, SAD)

Termoblok Thermomixer Comfort (Eppendorf, Njemacka)

Tresilica za mikrotitarske plocice, tip 715 (Asal, Italija)

Ultrazvucna sonda Labsonic® M, promjera 1 mm (Montreal Biotech, Kanada)

Uredaj za napajanje Power Pac Basic Power Supply (BioRad, SAD)

Uredaj za vizualizaciju i oslikavanje Alliance 4.7 (UVltec, Ujedinjeno Kraljevstvo)

Vaga, tip PM 4000 (Mettler Toledo, SAD)

Vodena kupelj za mikrotitarske plocice, tip 1083 (GFL, Njemacka)

Zibalica PMR-30 Rocker-Shaker (Grant Instruments, Ujedinjeno Kraljevstvo)
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3.2. Metode

3.2.1. Tretman stanica vemurafenibom

U radu se koriste dvije stani¢ne linije dobivene ljubaznos¢u dr. sc. Danielea Bergamaschija
(Blizard Institute, London, Ujedinjeno Kraljevstvo); A375M, stanice metastatskog humanog
melanoma, i WM793B, stanice primarnog humanog melanoma, osjetljive na vemurafenib, koje

sluze kao kontrolne stanice, a ¢ije su karakteristike opisane u Tablici 1.

Tablica 1. Karakteristike stani¢nih linija humanog melanoma A375M i WM793B.

A375M WM793B
Organizam Homo sapiens, ¢ovjek Homo sapiens, Covjek
Tkivo koza koza
Format proizvoda smrznuto smrznuto
Morfologija epitelna epitelna
Obiljezja kulture adherentna adherentna
Bolest metastatski melanom primarni melanom
Spol zenski muski
Dob 54 godine 37 godina

Takoder, koriste se generirane stani¢ne linije otporne na vemurafenib. Dvije sublinije A375M
otporne na vemurafenib razvijene su uzgajanjem osjetljive stani¢ne linije A375M (u daljnjem
tekstu: A375M-CTRL) u tekucoj hranjivoj podlozi s vemurafenibom kona¢ne koncentracije
1 umol dm tijekom tri mjeseca odnosno 2 pmol dm tijekom osam mjeseci (u daljnjem tekstu:
A375M-R1 odnosno A375M-R2). Takoder, tijekom tri odnosno osam mjeseci, razvijene su
dvije sublinije WM793B otporne na vemurafenib uzgajanjem osjetljive stani¢ne linije
WM793B (u daljnjem tekstu: WM793B-CTRL) u tekucoj hranjivoj podlozi s vemurafenibom
konaéne koncentracije 4 umol dm™ (u daljnjem tekstu: WM793B-R1 odnosno WM793B-R2).

3.2.2. Odmrzavanje i uzgoj stanica

Stani¢ne linije A375M 1 WM793B rastu u sterilnim plastiénim posudama, Petrijevim
zdjelicama, u inkubatoru za uzgoj stanica pri 37 °C i u atmosferi s 5 % CO», zasi¢enoj vlagom.
Sav rad sa stanicama ogranicen je u kabinetu za rad u sterilnim uvjetima radi sprjeCavanja
zagadenja, uz koriStenje sterilnog laboratorijskog pribora te sterilnih otopina i pufera. Stanice
se uzgajaju u odredenom volumenu kompletirane tekuce hranjive podloge RPMI 1640, uz

dodatak vemurafeniba razli¢itih kona¢nih koncentracija (Slika 2).

Ivana Bobié Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 17

\ ‘\\_ \ K\\"
A375M-CTRL/ | \ / WM793B-R1/
WM793B-CTRL A375M-R1 \ | A375M-R2 : WM793B-R2 ‘
omwomiceo )| apuimseno | snomsen | SRS
1 pmol dm3 / 2 pmol dm3 ¢ (:E‘Tnli;alfj:qlt:) B
/ . ,.4/

Slika 2. Shematski prikaz uvjeta uzgajanja stani¢nih linija humanog
melanoma A375M i WM793B, osjetljivih i otpornih na vemurafenib.

Tijekom uzgoja stanica, prije svake zamjene hranjive podloge svjeZzom, presadivanja stanica
I priprema stanica za eksperiment potrebno je RPMI 1640, tripsin i PBS zagrijati u vodenoj
kupelji na 37 °C. Krio-tubice sa smrznutim stanicama, pohranjene na —80 °C, potrebno je
ugrijati tek toliko da se zaledena smjesa odvoji od stijenki, a sadrzaj se potom prenese u staklenu
epruvetu s 5 mL tekuce hranjive podloge RPMI 1640, uz dodatak vemurafeniba razli¢itih
kona¢nih koncentracija. Koristi se stock otopina koncentracije 10 mmol dm= pripremljena
otapanjem praha vemurafeniba u DMSO. Sadrzaj u epruvetama se centifugira pet minuta na
1200xg, pri 4 °C (Harrier 18/80 Refrigerated Centrifuge Digital, MSE), a supernatant se baci
kako bi se uklonio DMSO koji je na sobnoj temperaturi §tetan za stanice. Talog Stanica se
resuspendira u tekuc¢oj hranjivoj podlozi RPMI 1640, uz dodatak vemurafeniba razli¢itih
konac¢nih koncentracija, 1 prebaci u odgovarajucu Petrijevu zdjelicu.

Stanice rastu u jednom sloju, a hranjiva podloga zamjenjuje se svjezom svakih dva do tri
dana, uz ispiranje stanica u PBS-u. Stanice se rasaduju pri 90 % konfluentnosti, $to se kontrolira
invertnim mikroskopom (Wilovert S, Hund Wetzlar). Najprije se odsi$e hranjiva podloga i
stanice isperu PBS-om, a potom se doda 0,5 — 1 mL tripsina i inkubira stanice na 37 °C, do tri
minute, radi odvajanja stanica od podloge. Nakon inkubacije, tripsin se inaktivira dodavanjem
tekuce hranjive podloge, uz dodatak vemurafeniba razli¢itih kona¢nih koncentracija. Sadrzaj se
dobro resuspendira i presaduje u nove Petrijeve zdjelice.

Za dugotrajno ¢uvanje, postupkom krioprezervacije, stanice je potrebno isprati 1 odlijepiti
od podloge, prebaciti u staklenu epruvetu i centrifugirati pri 4 °C na 1200xg tijekom pet minuta.
Stani¢ni talozi se resuspendiraju u krioprotektivnoj hranjivoj podlozi za zamrzavanje stanica
i prebace u krio-tubice te spreme, najprije na —20 °C, potom na —80 °C, a na Kraju,

za dugotrajnu pohranu, na —196 °C.
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3.2.3. Brojanje stanica

Kako bi rezultati eksperimenata bili kvalitetni i reproducibilni, definiran je to¢an broj stanica
za svaki eksperiment pa je zato prije izvodenja pokusa potrebno utvrditi broj stanica u stani¢noj
suspenziji.

Dvadeset mikrolitara stani¢ne suspenzije pomijesa se s 80 puL otopine tripanskog modrila i
dobro resuspendira. Otopina tripanskog modrila oboji mrtve stanice jer se nakuplja u stanicama
s oStecenom membranom, dok kod Zzivih stanica s intaktnom membranom stani¢ne pumpe
izbacuju boju izvan stanice i one ostaju neobojene. Resuspendirane stanice u tripanskom
modrilu nanose se na ploCicu za brojanje stanica (Neubauer, Blaubrand) ispod pokrovnog
stakalca i na invertnom mikroskopu (Wilovert S, Hund Wetzlar) izbroje se stanice u ukupno 64

polja. Broj stanica u jednom mililitru izra¢unava se prema formuli:

broj izbrojanih stanica X faktor razrjedenja

broj stanica / mL = x 10*

broj izbrojanih kvadranata

(broj izbrojanih kvadranata od 16 kvadratic¢a = 4; faktor razrjedenja = 5)

3.2.4. Test MTT
Test MTT Kkolorimetrijska je metoda za kvantitativnu procjenu stani¢ne vijabilnosti nakon
tretmana stanica kemijskim agensima odredivanjem postotka prezivljenja stanica. MTT je u
vodi topljiva Zuta tetrazolijeva sol (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolijev bromid)
koju mitohondrijski enzim sukcinat-dehidrogenaza zivih stanica reducira u ljubicaste kristale
formazana. Kristali formazana nisu topljivi u mediju u kojem nastaju, ve¢ u DMSO koji se
naknadno dodaje. Spektrofotometrijski se mjere apsorbancije otopina, pri 570 nm, koje su
razmjerne broju zivih, metabolicki aktivnih stanica.

Na plocice s 96 bunaric¢a nasade se stanice linija A375M i WM793B, i osjetljive i otporne
na vemurafenib, gustoée 2,5x10* stanica mL™, uz iznimku A375M-CTRL koje se nasaduju u
gustoéi od 2x10% stanica mL™, u ukupnom volumenu od 100 pL. Tijekom 24 sata u inkubatoru,
stanice se prilijepe za povrsinu plo€ica, a potom se iz bunaric¢a ukloni medij i u svaki doda po
200 pL tekuce hranjive podloge, s vemurafenibom u odredenim koncentracijama (Slika 3).
Svaka koncentracija ispitana je u kvadriplikatu. Stanice se ostave u tretmanu tijekom 72 sata te
se tada iz bunari¢a ukloni medij i doda po 40 puL otopine 1x MTT (c = 0,5 ug mm=). Nakon
trosatne inkubacije plocica pri 37 °C u bunaric¢e se doda po 170 uL DMSO i plocice se potom
stave na tresilicu za mikrotitarske plocice (Tresilica tip 715, Asal) na pet minuta pri 600 rpm.
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Osim na stanice, otopinu MTT-a i DMSO-a potrebno je dodati u 0sam dodatnih bunari¢a kako
bi se izmjerila apsorbancija slijepe probe. Netretirane stanice koje su rasle samo u hranjivoj
podlozi tijekom tretmana predstavljaju negativnu kontrolu. Apsorbancije otopina mjere se pri

570 nm na spektrofotometru za mikrotitarske plo¢ice (ELISA, Multiscan MS Labsystems).
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Slika 3. Shematski prikaz rasporeda stanica linija A375M i WM793B na
mikrotitarskoj plocici s 96 bunariéa za test MTT. Oznacene su
koncentracije tretmana vemurafeniba analiziranih u kvadriplikatu.

Kako bi se odredila letalna doza u kojoj 50 % stanica umire (engl. half-maximal inhibitory
concentration, 1Cso), prvo je potrebno izracunati postotak prezivljenja stanica na temelju
srednjih vrijednosti kvadriplikata oCitanih apsorbancija tretiranih 1 kontrolnih stanica, prema
formuli:

apsorbancija stanica tretiranih vemurafenibom

zivljenje (%) = x 100
prezivijenje (%) apsorbancija kontrolnih stanica

Dobiveni podaci obraduju se u programu GraphPad Prism 8.0.
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3.2.5. lzolacija proteina iz stanica
Od svake stani¢ne linije uzgajane u istim koncentracijama vemurafeniba, odabrane su po dvije
koje su narasle do oko 90 % konfluentnosti u Petrijevim zdjelicama. Medij se iz
Petrijevih zdjelica jednostavno ukloni, a same zdjelice potrebno je odmah smjestiti na led.
Stanicama se tada doda po 5 mL PBS-a i mehanicki se ih sastruze pomocu sterilne strugalice,
a sadrzaj prebaci u Falcon® epruvetu volumena 15 mL. Postupak je potrebno ponoviti kako bi
se $to viSe stanica prenijelo u epruvetu. Sadrzaj u epruvetama centrifugira se pet minuta na
1500xg pri 4 °C (Harrier 18/80 Refrigerated Centrifuge Digital, MSE) kako bi se stanice
oslobodile medija. Supernatant se odbaci, a talog stanica pohranjuje na —80 °C ili resuspendira
za izolaciju proteina.

Kako bi se izolirali ukupni proteini iz taloga stanica, stanice je prvo potrebno resuspendirati
u DPBS-u u koji su prethodno dodani inhibitori proteaza. Nakon resuspendiranja, sadrzaj se
prebaci u epruvete volumena 1,5 mL, a zatim se stanice soniciraju kako bi se pomocu
ultrazvuénih valova oslobodio stani¢ni sadrzaj uslijed naru$avanja integriteta stani¢nih
membrana. Ultrazvuénu sondu promjera 1 mm (Labsonic® M, Montreal Biotech) potrebno je
isprati etanolom radi sterilizacije, a potom i s deH20. Stani¢na suspenzija sonicira se tri puta
po 10 sekundi pri amplitudi od 60 Hz, uz razmak od 10 sekundi izmedu svakog soniciranja.
Pritom epruvetu drzimo na ledu kako bi se dodatno smanjila moguénost razgradnje proteina
uslijed oslobadanja topline tijekom soniciranja. Uzorci stani¢nih lizata kratko se vorteksiraju 1

drZe na ledu.

3.2.6. Odredivanje ukupne koncentracije stanicnih proteina i priprema uzoraka za
elektroforezu

Za odredivanje ukupne koncentracije proteina koristi se komercijalni komplet koji koristi
metodu koja se bazira na redukciji Cu?* u Cu* u bazi¢nim uvjetima s veoma osjetljivom i
selektivnom detekcijom nastalih Cu® iona pomocéu reagensa bikinkoni¢ne kiseline
(engl. bicinchoninic acid, BCA). U prvom koraku reakcije dolazi do kelacije bakra i proteina
uz nastanak svijetloplavog kompleksa, a u drugom koraku BCA reagira s nastalim reduciranim
lonima bakra. Pritom se stvara ljubicasto obojenje kao rezultat formiranja kelata izmedu iona
bakra i dvije molekule BCA. Apsorbancije otopina mjere se pri 570 nm, a proporcionalne su

koncentracijama proteina u uzorku.
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Na mikrotitarsku plo¢icu s 96 bunari¢a nanosi se po 20 pL otopina standarda albumina iz
govedeg seruma (engl. bovine serum albumin, BSA) u koncentracijama 125, 250, 500, 750,
1000 i 1500 pg cm, zatim 20 puL qH20 kao slijepe probe i duplikati razrijedenih otopina
uzoraka stani¢nih lizata (2 uL uzorka s 18 pL qH20). U svaki se bunari¢, potom, doda 200 puL
reagensa za odredivanje koncentracije koji se priredi prema uputama proizvodaca (mijeSanjem
otopina A i B u omjeru 50:1). Plo¢icu je potrebno kratko protresti na tresilici (Tresilica tip 715,
Asal), a zatim je pokrivenu inkubirati u vodenoj kupelji (Vodena kupelj tip 1083, GFL)
30 minuta, pri 37 °C. Nakon inkubacije plocica se ohladi i o€itava se apsorbancija pri 570 nm
na spektrofotometru za mikrotitarske plo¢ice (ELISA, Multiscan MS Labsystems). 1z o¢itanih
apsorbancija otopina standarda izradi se bazdarni pravac, a iz pripadne jednadZzbe pravca
izracuna se koncentracija ukupnih proteina u lizatu svake stani¢ne linije.

Na gel se nanosi po 20 ug ukupnih proteina. Prije nanoSenja na gel, uzorcima je potrebno
dodati pufer za nanoSenje uzoraka na gel (engl. Laemmli buffer, LB), kona¢nog udjela
25 % (v/Vv), koji u sebi sadrzi boju kako bi se omogucilo vizualno pracenje fronte uzoraka, tj.
napretka elektroforeze. Pripremljena smjesa se grije pet minuta pri 95 °C na termobloku
(Thermomixer Comfort, Eppendorf) radi pospjeSivanja denaturacije, a potom se smjesa kratko

vorteksira i centrifugira (Centrifuga tip 5414 R, Eppendorf).

3.2.7. Elektroforeza proteina na poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog
dodecil-sulfata

SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis) je brza i
osjetljiva metoda proci§¢avanja i odjeljivanja proteina pomocu elektricnog polja. Izvodi se pri
denaturiraju¢im uvjetima i proteini se odjeljuju uglavnom na osnovi mase.

Natrijev dodecil-sulfat (engl. sodium dodecyl sulphate, SDS), prisutan u puferu LB za
nano$enje uzoraka na gel te u gelu za sabijanje i razdvajanje, anionski je deterdzent koji se veze
na hidrofobne dijelove proteina te dovodi do odmatanja proteina i razdvajanja oligomernih
proteina na pojedinacne polipeptidne lance. Anioni SDS-a poniStavaju endogene naboje
proteina tako $to se ravnomjerno vezu na glavne lance proteina i daju im jednak povrSinski
negativan naboj. Zato svi nastali kompleksi SDS-a i denaturiranih proteina u uzorku imaju
jednak omjer mase i naboja i krecu se kroz gel u elektricnom polju prema pozitivno nabijenoj

elektrodi, s time da se najbrze krecu oni s relativno manjom molekulskom masom.
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Za provedbu SDS-PAGE koristi se sustav diskontinuirane -elektroforeze Ciji se
poliakrilamidni gel sastoji od dva dijela — gornjeg gela za sabijanje uzoraka i donjeg gela za
razdvajanje proteina. Da bi se razdvojili proteini biljezi procesa EMT potrebno je pripremiti
dva donja gela, 7 %-tni za razdvajanje proteina velikih molekulskih masa (fibronektin i
B-katenin) i 10 %-tni za razdvajanje proteina manjih molekulskih masa (N-kadherin i vimentin).
Za razdvajanje proteina NME1 i NME2 potrebno je pripremiti jedan 15 %-tni gel. Gorniji,
5 %-tni gel za sabijanje je isti kod svih elektroforeza, a od gela za razdvajanje razlikuje se po
sastavu i vrijednosti pH. Gel za sabijanje je rjedi i nizeg pH, a sluzi za poravnavanje uzoraka,
tj. omogucava istovremeni ulazak svih uzoraka u gel za razdvajanje, koji je gusci i viseg pH.
Volumeni potrebnih otopina za izradu pojedinih gelova ukupne veli¢ine gela 10x7 cm prikazani

su u Tablici 2.

Tablica 2. Sastav smjesa za gelove za sabijanje i razdvajanje.

Gel za sabijanje, Gel za Gel za Gel za
5 %-tni razdvajanje, razdvajanje, razdvajanje,
7 %-tni 10 %-tni 15 %-tni
Sastojak Volumen / mL Volumen / mL Volumen / mL Volumen / mL
deH20 2,7 4,95 4,3 2,3
AAS 0,67 2,35 3,0 50
1,5 mol dm-3
. - 2,5 2,5 25
Tris (pH=8,8)
1,5 mol dm-3
. 0,5 - - -
Tris (pH=6,8)
10 % (w/v) SDS 0,4 0,1 0,1 0,1
10 % (w/v) APS* 0,4 0,1 0,1 0,1
TEMED* 0,004 0,007 0,005 0,004

*dodaju se neposredno prije izlijevanja

Za izradu gelova Koriste se stakalca za elektroforezu na gelu s razmaknicom od 1,5 mm i
pokrovna stakalca koja se postave na nosace. U njih se prvo ulijeva smjesa za gel za razdvajanje
koja se nadsvodi destiliranom vodom radi sprjeCavanja kontakta s kisikom koji bi inace
inhibirao polimerizaciju i radi izbjegavanja formiranja meniskusa na gornjem rubu gela. Nakon
njegove polimerizacije, voda se ukloni i potom se medu stakalca izlije smjesa za gel za sabijanje

1 postavlja ¢eslji¢ za formiranje 10 jazica u gelu.
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Nakon polimerizacije gornjeg gela za sabijanje, ¢eslji¢ se ukloni, a stakalca se smjeStaju u
kadicu za vertikalnu elektroforezu (Mini-Protean Il, BioRad) koja je napola ispunjena
1x puferom za elektroforezu. U svaku jazicu nanosi se po 20 pg ukupnih stani¢nih proteina, te
se u posebnu jazicu nanose biljezi za odredivanje molekularne mase proteina u volumenu od
3 uL. Po zavrsetku nanoSenja uzoraka u jazice, kadica se u potpunosti napuni 1x puferom za
elektroforezu i1 spoji na uredaj za napajanje (Power Pac Basic Power Supply, BioRad).
Elektroforeza se provodi pri sobnoj temperaturi 30 minuta i konstantnom naponu od 90 V radi

sabijanja uzoraka, a potom se proteini razdvajaju 90 minuta pri konstanthom naponu od 110 V.

3.2.8. Analiza Western blot

Western blot je imunokemijska metoda kojom se proteini, prethodno razdvojeni elektroforezom
na gelu, prenose na nitroceluloznu membranu s ciljem njihove kvalitativne i relativne
kvantitativne detekcije. Po zavrSetku prijenosa proteina iz gela na nitroceluloznu membranu
pomocu elektricne struje, membrana se blokira radi sprjecavanja nespecifiénog vezanja
antitijela, a potom tretira primarnim antitijelom te sekundarnim antitijelom s vezanim enzimom.
Na koncu se dodaje supstrat tog vezanog enzima ¢ime se omogucava vizualizacija polozaja
odredenih proteina na membrani. Obojeni precipitat nastaje samo na mjestu na kojem se nalazi
protein od interesa te stoga Western blot omogucuje detekciju proteina od interesa i odredivanje
njegove priblizne molekulske mase.

U ovom radu koristi se tzv. tehnika mokrog prijenosa — proteini iz gela ulaze u pufer za
prijenos te se vezu na povrSinu membrane gdje su lako dostupni za interakcije sa specificnim
monoklonskim ili poliklonskim antitijelom.

Nakon zavrsene elektroforeze, gel za sabijanje se ukloni i u puferu za prijenos proteina slaze
se kazeta za prijenos proteina na membranu. Na donji dio kazete, koji je blizi katodi, postavi se
spuzvica, na nju dva filter papira, potom gel za razdvajanje koji sadrzi odvojene proteine,
nitrocelulozna membrana, dva filter papira i spuzvica. Pazeci da se nakon svakog dodanog sloja
kazete ne stvore mjehuri¢i zraka, kazetu zatvorimo i smjestimo u kadicu (Mini Trans-Blot,
BioRad) u kojoj se nalazi pufer za prijenos proteina. U kadicu je potrebno staviti i led kako bi
se kadica hladila, budu¢i da elektrina struja generira toplinsku energiju koja moZze degradirati
proteine. Kadica za prijenos proteina spoji se na izvor napajanja (Power Pac Basic Power
Supply, BioRad). Prijenos tece pri konstantnom naponu od 13 V preko noci, pri sobnoj

temperaturi.
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Nakon prijenosa, nitrocelulozna membrana pazljivo se izvadi iz kazete i ispere destiliranom
vodom, uz zibanje (Gyro-rocker SSL3, Stuart®, Cole-Parmer Ltd.), kako bi se uklonio metanol
iz pufera za prijenos proteina. UspjeSnost elektroforeze i prijenosa proteina provjerava se
inkubiranjem membrane u otopini naftol-modrila koji nespecifi¢no boji sve proteine na
membrani. Nakon bojanja, membrana se odboja otopinom za odbojavanje membrane pri cemu
proteini i dalje ostaju obojeni i vidljivi kao plave vrpce na svijetloj membrani.

Membrana se u kadici ispire tri puta po 10 minuta puferom 1x TBST, uz zibanje
(Gyro-rocker SSL3, Stuart®, Cole-Parmer Ltd.), kako bi se uklonili ostaci metanola i octene
kiseline iz otopine za odbojavanje, a potom se blokira u puferu za blokiranje (5 %-tno obrano
mlijeko u prahu u puferu 1x TBST) tijekom 30 minuta, uz zibanje. Primarna i sekundarna
antitijela razrijeduju se u 5 %-tnom obranom mlijeku na Zeljenu koncentraciju (Tablica 3).
Primarna antitijela dodaju se u kadice s membranama te se one inkubiraju pri 4 °C tijekom no¢i
na zibalici (PMR-30 Rocker-Shaker, Grant Instruments), osim primarnog antitijela za
imunodetekciju proteina NME1 i NME2 u kojem se membrana inkubira dva sata pri sobnoj
temperaturi. Membrane je nakon inkubacije potrebno isprati od suviska primarnog antitijela, tri
puta po 10 minuta u 1x TBST-u uz zibanje, a zatim se membrane inkubiraju u sekundarnom
antitijelu s vezanom peroksidazom iz hrena 45 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon vezanja
sekundarnog antitijela ponovno slijedi ispiranje tri puta po 10 minuta puferom 1x TBST. Kao
supstrat za vizualizaciju koristi se komplet Western Lightning® Plus-ECL. Membrana se
inkubira u supstratu jednu minutu pri sobnoj temperaturi, u mraku, a signal se detektira u

uredaju za vizualizaciju i oslikavanje (Alliance 4.7, UVItec).

Tablica 3. Razrjedenja primarnih i sekundarnih antitijela za analizu Western blot.

Primarno antitijelo Razrjedenje Sekundarno antitijelo Razrjedenje
prim. antitijela sekund. antitijela
Anti-B-aktin 1:2000
Anti-B-katenin 1:1000
Anti-fibronektin 1:200 Anti-misje iz ovce 1:3000
Anti-N-kadherin 1:500
Anti-vimentin 1:200
Anti-NME1/NME2 1:3000 Anti-zeCje iz koze 1:3000
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3.2.9. Imunocitokemijska analiza stanica
Imunocitokemija je metoda kojom se procjenjuje prisutnost i odreduje lokalizacija specificnog
proteina ili antigena u stanicama koristeci specifi¢na antitijela koja na njih vezu, omogucujuci
vizualizaciju i pregled pod mikroskopom.

Imunocitokemijska analiza provodi se na stanicama primarnog metastatskog melanoma,
osjetljivim na vemurafenib (WM793B-CTRL) i otpornim na vemurafenib generiranim tijekom
osmomjese¢nog tretmana vemurafenibom (WM793B-R2). Na predmetnom stakalcu s osam
bunarié¢a, s odvojivim silikonskim pregradama, nasaduje se 4,7x10* stanica linije WM793B po
mililitru, tj. 1,88%10% stanica u volumenu od 400 pL po bunariéu. Dvadeset i etiri sata nakon
nasadivanja, medij se iz svakog bunari¢a ukloni, prilijepljene Se stanice ispiru tri puta PBS-om,
a potom se u svaki bunari¢ doda po 200 uL 3,6 %-tnog (v/v) formaldehida kako bi se stanice
fiksirale. Formaldehid se drzi 10 minuta na sobnoj temperaturi, potom ukloni, te se stanice
ispiru tri puta PBS-om. Zatim se doda 200 pL 0,1 %-tnog (v/v) Triton X-100 za
permeabilizaciju membrana. Nakon inkubacije u Triton X-100 na sobnoj temperaturi tijekom
10 minuta, stanice se ispiru tri puta PBS-om. Na stanice se nakon ispiranja nanosi po 200 uL
primarnog antitijela odgovarajuéih razrjedenja, priredenih u otopini PBS-a s 10 % (v/v) FBS-a
(Tablica 4) i inkubira preko noci pri 4 °C. Iduéi se dan primarno antitijelo ispire tri puta
PBS-om, a onda se u svaki bunari¢ doda 200 pL sekundarnog antitijela konjugiranog s
fluoroforom FITC (fluorescein izotiocijanat, engl. fluorescein isothiocyanate), priredenog u
odredenom razrjedenju u otopini PBS-a s 10 % (v/v) FBS-a (Tablica 4). Nakon inkubacije
stanica u sekundarnom antijelu u mraku tijekom 45 minuta, pri sobnoj temperaturi, sekundarno
se antitijelo ispire tri puta PBS-om i potom doda medij za uklapanje i fluorescentna boja DAPI
koja se veze za DNA i tako obiljezava jezgru stanica. Na predmetno stakalce postavi se
pokrovno stakalce koje se u¢vrsti nanoSenjem laka za nokte po rubovima. Unutarstani¢na

lokalizacija proteina promatra se konfokalnim mikroskopom (Leica SP8 X FLIM, Leica).

Tablica 4. Razrjedenja primarnih i sekundarnih antitijela za imunocitokemijsku analizu stanica.

Primarno antitijelo Razrjedenje Sekundarno antitijelo Razrjedenje
prim. antitijela sekund. antitijela
Anti-E-kadherin 1:50
Anti-N-kadherin 1:250 FITC 1:50
Anti-B-katenin 1:500
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§4. REZULTATI

U svrhu karakterizacije stanica humanog melanoma nakon tretmana vemurafenibom ispitivane
su stanice metastatskog i primarnog humanog melanoma, A375M i WM793B, osjetljive na
vemurafenib (A375M-CTRL i WM793B-CTRL) i njihove sublinije otporne na vemurafenib
generirane tijekom tromjesecnog (A375M-R1 i WM793B-R1) odnosno osmomjese¢nog
(A375M-R2 i WM793B-R2) tretmana vemurafenibom. Pregledom stanica pomocu mikroskopa
utvrdena je njihova morfologija, a fenotip je okarakteriziran testom vijabilnosti stanica MTT,

analizom Western blot i metodom fluorescentne imunocitokemije.

4.1. Promjena morfologije stanica humanog melanoma

U svrhu odredivanja morfoloskih promjena, stanice linija A375M i WM793B, osjetljive na
vemurafenib i njihove sublinije otporne na vemurafenib, promatrane su pomocu svjetlosnog
mikroskopa pri povecanju od 100x.

Stanice linija A375M i WM793B, osjetljive na vemurafenib i njihove sublinije otporne na
vemurafenib, pokazuju razli¢itu morfologiju. Na Slici 4. prikazane su stanice linije A375M te
je primije¢eno kako njihova morfologija ne ovisi o statusu otpornosti na vemurafenib, odnosno
i osjetljive i otporne stanice pokazuju karakteristike epitelnih stanica. Za razliku od njih, stanice
linije WM793B pokazuju morfoloske promjene — stanice osjetljive na vemurafenib pokazuju
epitelnu morfologiju, a stanice otporne na vemurafenib pokazuju izduzeni, vretenasti oblik,

karakteristiCan za mezenhimalne stanice (Slika 5).
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Slika 4. Mikroskopski pregled stanica linije A375M, osjetljivih i otpornih
na vemurafenib. a) A375M-CTRL: stanice osjetljive na vemurafenib;
b) A375M-R1: stanice nakon tromjeseénog tretmana vemurafenibom;
c) A375M-R2: stanice nakon osmomjesecnog tretmana vemurafenibom.
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Slika 5. Mikroskopski pregled stanica linije WM793B, osjetljivih i
otpornih na vemurafenib. a) WM793B-CTRL: stanice osjetljive na
vemurafenib; b) WM793B-R1: stanice nakon tromjese¢nog tretmana
vemurafenibom; c¢) WM793B-R2: stanice nakon osmomjese¢nog tretmana
vemurafenibom.

4.2. Vijabilnost stanica humanog melanoma

Stanice metastatskog i primarnog humanog melanoma, A375M i WM793B, osjetljive na
vemurafenib (A375M-CTRL i WM793B-CTRL) i njihove sublinije otporne na vemurafenib
generirane tijekom tromjesecnog (A375M-R1 i WM793B-R1) odnosno osmomjese¢nog
(A375M-R2 i WM793B-R2) tretmana vemurafenibom, tretirane su nizom koncentracija
vemurafeniba nakon ¢ega je pracena njihova vijabilnost testom MTT radi utvrdivanja
otpornosti na lijek i izraCuna koncentracije vemurafeniba pri kojoj 50 % stanica umire
(engl. half-maximal inhibitory concentration, 1Cso). Prezivljenje tretiranih stanica

normalizirano je prema postotku preZivljenja netretiranih stanica.

4.2.1. Vijabilnost stanica linije A375M

Stanice osjetljive na vemurafenib A375M-CTRL pokazuju negativnu korelaciju izmedu
postotka prezivljenja stanica i koncentracije vemurafeniba kojim su stanice tretirane;
s porastom koncentracije vemurafeniba kojim su stanice tretirane postotak prezivljenja stanica
pada. Medutim, kod stanica koje su tijekom tri odnosno osam mjeseci uzgajane u tretmanu
1 odnosno 2 pmol dm vemurafeniba (A375M-R1 odnosno A375M-R2), relativna vijabilnost
je veca od vijabilnosti osjetljivih stanica, a graf ovisnosti postotka preZivljenja o koncentraciji
vemurafeniba poprima oblik zvona — postotak prezivljenja raste i postize maksimum, a potom
pada (Slika 6).
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Slika 6. Utjecaj rastu¢ih koncentracija vemurafeniba na vijabilnost
stanica linije A375M, osjetljivin i otpornih na vemurafenib.
A375M-CTRL.: stanice osjetljive na vemurafenib, A375M-R1: stanice nakon
tromjeseénog tretmana vemurafenibom, A375M-R2: stanice nakon
osmomjesecnog tretmana vemurafenibom.

Dokazana je otpornost generiranih stani¢nih sublinija nakon viSemjese¢nog tretmana
vemurafenibom. Iz krivulja inhibicije prezivljenja stanica u tretmanu razli¢itim
koncentracijama vemurafeniba, odredene su vrijednosti koncentracije vemurafeniba koje
inhibiraju rast 50 % stanica, 1Cso. Za stanice osjetljive na vemurafenib (A375M-CTRL)
ICso iznosi 83,3 nmol dm=, dok se za stanice koje su uzgajane tri mjeseca u 1 umol dm
vemurafeniba (A375M-R1) ICso poveéava ~50x% i iznosi 4,3 umol dm (Slika 7). 1Cso za stanice
koje su duze drzane u tretmanu 2 pmol dm= vemurafeniba (osam mjeseci) (A375M-R2)

poveéava se ~160x u odnosu na osjetljive stanice i iznosi 13,4 pmol dm (Slika 8).
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Slika 7. Usporedba inhibicije rasta stanica linije A375M, osjetljivih i
otpornih na vemurafenib. A375M-CTRL.: stanice osjetljive na vemurafenib;
A375M-R1: stanice nakon tromjeseénog tretmana vemurafenibom.
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Slika 8. Usporedba inhibicije rasta stanica linije A375M, osjetljivih i
otpornih na vemurafenib. A375M-CTRL.: stanice osjetljive na vemurafenib;
A375M-R2: stanice nakon osmomjeseénog tretmana Vvemurafenibom.
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4.2.2. Vijabilnost stanica linije WM793B

Postotak prezivljenja stanica linije WM793B, osjetljivih i otpornih na vemurafenib, uglavnom
pokazuje stalan pad s povec¢anjem koncentracije vemurafeniba u tretmanu. Vijabilnost stanica
WM793B-R1 i WM793B-R2, zbog njihove otpornosti na vemurafenib, veca je od vijabilnosti

osjetljivih stanica pri istim koncentracijama vemurafeniba (Slika 9).
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Slika 9. Utjecaj rastu¢ih koncentracija vemurafeniba na vijabilnost
stanica linije  WM793B, osjetljivin i otpornih na vemurafenib.
WM793B-CTRL: stanice osjetljive na vemurafenib, WM793B-R1: stanice
nakon tromjese¢nog tretmana vemurafenibom, WM793B-R2: stanice nakon
osmomjese¢nog tretmana vemurafenibom.

Dokazana je otpornost generiranih stani¢nih sublinija nakon viSemjese¢nog tretmana
vemurafenibom. 1z krivulja inhibicije prezivljenja stanica u tretmanu razliCitim
koncentracijama vemurafeniba odredene su vrijednosti 1Cso. Za stanice osjetljive na
vemurafenib (WM793B-CTRL) ICsp iznosi 683,6 nmol dm, dok se za stanice koje su uzgajane
tri mjeseca u 4 umol dm= vemurafeniba (WM793B-R1) ICso poveéava priblizno 30x i iznosi
20,3 umol dm?® (Slika 10). ICsyp za stanice koje su duze drzane u tretmanu
4 nmol dm vemurafeniba (osam mjeseci) (WM793B-R2) ve¢i je priblizno 20x od vrijednosti
ICso za stanice osjetljive na vemurafenib i iznosi 12,9 umol dm (Slika 11), no ipak je manji
od ICsp za stanice WM793B-R1.
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Slika 10. Usporedba inhibicije rasta stanica linije WM793B, osjetljivih i
otpornih na vemurafenib. WM793B-CTRL: stanice osjetljive na
vemurafenib; WM793B-R1: stanice nakon tromjeseénog tretmana
vemurafenibom.
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Slika 11. Usporedba inhibicije rasta stanica linije WM793B, osjetljivih i
otpornih na vemurafenib. WM793B-CTRL: stanice osjetljive na
vemurafenib; WM793B-R1: stanice nakon osmomjese¢nog tretmana
vemurafenibom.
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4.3. Ekspresija proteina u stanicama humanog melanoma

Za odredivanje ekspresije mezenhimalnih biljega u procesu epitelno-mezenhimalne tranzicije i
proteina obitelji NME koristene su metode SDS-PAGE i Western blot. Nakon mjerenja njihove
koncentracije, proteini iz lizata stanica metastatskog i primarnog humanog melanoma, A375M
i WM793B, osjetljivih na vemurafenib (A375M-CTRL i WM793B-CTRL) i njihovih sublinija
otpornih na vemurafenib generiranih tijekom tromjesecnog (A375M-R1 i WM793B-R1)
odnosno osmomjese¢nog (A375M-R2 i WM793B-R2) tretmana vemurafenibom, razdvojeni su
pomoc¢u SDS-elektroforeze. Nakon elektrotransfera membrane s proteinima, membrana je

inkubirana specifiénim primarnim i sekundarnim antitijelima.

4.3.1. Ekspresija biljega epitelno-mezenhimalne tranzicije
Koristeéi specifiéna primarna antitijela i specificno sekundarno antitijelo odredena je relativna
ekspresija biljega epitelno-mezenhimalne tranzicije u stani¢nim linijjama metastatskog i
primarnog humanog melanoma, A375M i WM793B, osjetljivim na vemurafenib i njihovim
sublinijama otpornim na vemurafenib. KoriStena su primarna antitijela anti-fibronektin
(u razrjedenju 1:200), anti-N-kadherin (u razrjedenju 1:500), anti-B-katenin (u razrjedenju
1:1000) i anti-vimentin (u razrjedenju 1:200) te sekundarno anti-misje antitijelo u razrjedenju
1:3000. Detektirane su vrpce na 220, 130, 100 i 57 kDa koje masama odgovaraju proteinima
fibronektinu, N-kadherinu, B-kateninu i vimentinu. Kao kontrola nano$enja uzoraka koristen je
[-aktin, detektiran pomocu primarnog antitijela anti-p-aktin (u razrjedenju 1:2000) na 42 kDa.
Rezultati analize Western blot prikazani na Slici 12. pokazuju kako se u stani¢noj liniji
A375M fibronektin eksprimira vrlo slabo, odnosno ispod razine detekcije, a razina
N-kadherina, p-katenina i vimentina ne mijenja se sa statusom otpornosti stanica na
vemurafenib. Ekspresija fibronektina se u stanicama linije WM793B otpornim na vemurafenib
znacajno povecava, dok se ekspresija N-kadherina smanjuje. Ekspresija -katenina i vimentina

ne mijenja se u odnosu na stanice osjetljive na vemurafenib.
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Slika 12. Analiza Western blot mezenhimalnih biljega u stanicama linija
A375M i WM793B, osjetljivim i otpornim na vemurafenib. Proteini
razdvojeni na a)7 %-tnom gelu, b) 10 %-tnom gelu. A375M-CTRL i
WM793B-CTRL: stanice osjetljive na vemurafenib; A375M-R1: stanice
nakon tromjese¢nog tretmana vemurafenibom; A375M-R2 i WM793B-R2:
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stanice nakon osmomjesecnog tretmana vemurafenibom.

4.3.2. Ekspresija proteina NME1 i NME2
Koriste¢i specificno primarno antitijelo anti-NMEL1/NME2, koje prepoznaje oba proteina, i

specificno sekundarno antitijelo odredena je relativna ekspresija supresora metastaziranja,

NME1L i NME2, u stani¢nim linijama metastatskog i primarnog humanog melanoma, A375M i

WM793B, osjetljivim na vemurafenib i njihovim sublinijama otpornim na vemurafenib.

Koristeno je primarno antitijelo anti-NME1/NME2 u razrjedenju 1:3000 i sekundarno

anti-ze¢je antitijelo U razrjedenju 1:3000. Detektirane su dvije vrpce izmedu 15 i 20 kDa, od

kojih gornja predstavlja NME1, a donja NME2. Kao kontrola nanosenja uzoraka na gel koristen

je P-aktin, detektiran pomocu primarnog antitijela anti-pf-aktin (u razrjedenju 1:2000)

na 42 kDa.
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Rezultati analize Western blot prikazani na Slici 13. pokazuju da su proteini NME1 i NME2
eksprimirani u stanicama osjetljivim na vemurafenib, pri ¢emu je ekspresija proteina NME1
jaca od ekspresije proteina NME2. Ekspresija proteina NME1 i NME2 vrlo je slaba kod stanica
linije A375M koje su bile izlozene vemurafenibu tijekom tri mjeseca (A375M-R1), dok stanice
linije A375M koje su bile izlozene vemurafenibu tijekom osam mjeseci (A375M-R2) pokazuju
izrazitu ekspresiju, relativno vec¢u od ekspresije u osjetljivim stanicama. Stanice linije
WM793B osjetljive na vemurafenib eksprimiraju proteine NME1 i NME2, dok u stanicama

nakon visemjese¢nog tretmana vemurafenibom ovi proteini nisu detektirani.
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Slika 13. Analiza Western blot proteina NME1 i NME2 u stanicama linija
A375M i WM793B, osjetljivim i otpornim na vemurafenib. A375M-CTRL
i WM793B-CTRL: stanice osjetljive na vemurafenib; A375M-R1 i
WM793B-R1: stanice nakon tromjesecnog tretmana vemurafenibom;
A375M-R2 i WM793B-R2: stanice nakon osmomjeseénog tretmana
vemurafenibom.

4.4. Lokalizacija proteina u stanicama humanog melanoma

Stanice linije WM793B, osjetljive na vemurafenib (WM793B-CTRL) i otporne na vemurafenib
generirane tijekom osmomjesec¢nog tretmana vemurafenibom (WM793B-R2), nasadene su na
predmetno stakalce s osam bunari¢a, s odvojivim silikonskim pregradama, te podvrgnute
imunocitokemijskoj analizi radi utvrdivanja lokalizacije proteina u stanicama. Stanice su nakon
fiksacije i permeabilizacije inkubirane u specifi¢nim primarnim antitijelima; anti-E-kadherin u
razrjedenju 1:50, anti-N-kadherin 1:250 i anti-pB-katenin 1:500; a potom u specificnom
sekundarnom antitijelu konjugiranom s fluoroforom FITC (fluorescein izotiocijanat,
engl. fluorescein isothiocyanate), u razrjedenju 1:50. Stanicama je dodan i medij za uklapanje
i fluorescentna boja DAPI koja obiljezava jezgru. Pregledom stanica konfokalnim

mikroskopom utvrdena je lokalizacija proteina u stanicama.
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Stanice osjetljive (WM793B-CTRL) i otporne na vemurafenib (WM793B-R2) eksprimiraju
E-kadherin, N-kadherin i B-katenin. E-kadherin je u osjetljivim stanicama (Slika 14)
eksprimiran u ve¢oj mjeri nego u stanicama otpornim na vemurafenib (Slika 15) te izgleda kao
da je jednoliko rasporeden po stanici, a dobro se vide rubovi stanica; to obojenje je relativno
blago. Imunoreaktivnost N-kadherina vrlo je slaba (slika nije prilozena). U stanicama
osjetljivim (Slika 16) i otpornim (Slika 17) na vemurafenib p-katenin je lokaliziran po cijeloj
stanici, iako ja¢e na membranama stanica osjetljivih na vemurafenib, a jace su obojane i jezgre

u stanicama osjetljivim na vemurafenib.

E-kadherin Preklop

Slika 14. Lokalizacija E-kadherina u stanicama WM793B-CTRL,
osjetljivim na vemurafenib. a) lokalizacija E-kadherina u stanicama,
b) jezgre stanica obiljezene bojom DAPI, c¢) preklop slika a) i b).

E-kadherin Preklop

Slika 15. Lokalizacija E-kadherina u stanicama WM793B-R2,
otpornim na vemurafenib. a) lokalizacija E-kadherina u stanicama,
b) jezgre stanica obiljezene bojom DAPI, c) preklop slika a) i b).
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B-katenin Preklop

Slika 16. Lokalizacija p-katenina u stanicama WM793B-CTRL,
osjetljivim na vemurafenib. a) lokalizacija B-katenina u stanicama,
b) jezgre stanica obiljezene bojom DAPI, c¢) preklop slika a) i b).

B-katenin Preklop

Slika 17. Lokalizacija p-katenina u stanicama WM793B-R2,
otpornim na vemurafenib. a) lokalizacija p-katenina u stanicama,
b) jezgre stanica obiljeZene bojom DAPI, ¢) preklop slika a) i b).
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§ 5. RASPRAVA

Humani melanom je bolest sa sve vecom incidencijom, a posebno zabrinjava njegova
agresivnost i sklonost metastaziranju te rani razvitak otpornosti na lijeCenje. Rezultat je
kompleksnih interakcija genetskih i okoliSnih ¢imbenika, a detektiranjem mutacija i
razumijevanjem promjena u koordiniranoj mrezi signalnih puteva, kojima dolazi do razvoja
tumora, javlja se koncept ciljane terapije genetski okarakteriziranih melanoma koji djeluju na
proteine ukljucene u razlicite stani¢ne puteve koji kontroliraju proliferaciju stanica, migraciju i
prezivljenje ili apoptozu. Vemurafenib je Cest kemoterapeutik koji se koristi u lijeCenju
melanoma s mutacijom BRAFY®%E no glavni uzrok neuspjesnosti lije¢enja je otpornost stanica
na lijek, bilo da se radi o urodenoj, primarnoj ili ste¢enoj, sekundarnoj otpornosti. Veé¢ nakon
Sest do osam mjeseci lije¢enja dolazi do razvitka otpornosti, odnosno do progresije bolesti koju
prati poveéanje invazivnosti.>*

Testom MTT, kojim se odreduje vijabilnost stanica, utvrdeno je da su stanice metastatskog
melanoma A375M nakon tri odnosno osam mjeseci tretmana vemurafenibom stekle otpornost
na lijek koja se ocituje u Cinjenici da je za inhibiciju rasta 50 % stanica potrebna veca
koncentracija vemurafeniba. Zanimljivo je kako grafovi ovisnosti prezivljenja tih stanica o
koncentraciji vemurafeniba u tretmanu poprimaju oblik zvona; s poveé¢anjem koncentracije
vemurafeniba u tretmanu postotak prezivljenja stanica raste, postize maksimum pa tek zatim
pada. Sli¢ne rezultate pokazali su Das Thakur i sur. prouc¢avajuc¢i model melanoma s mutacijom
BRAFVSE y; migevima. Kontinuirano su tretirali miseve s melanomom osjetljivim na
vemurafenib sve dok nisu razvili otpornost te su primijetili da stanice derivirane iz takvih
tumora nije moguce uzgojiti u kulturi bez prisustva vemurafeniba, a uklanjanje vemurafeniba
iz medija u kulturi otpornih stani¢nih linija rezultiralo je promjenom stani¢ne morfologije i
smanjenom proliferacijom stanica. Time se sugerira kako stanice melanoma otporne na
vemurafenib razvijaju svojevrsnu ovisnost o lijeku, odnosno da za svoj rast zahtijevaju
prisutnost lijeka. Kontinuirani tretman vemurafenibom, dakle, podrzava rast otpornih stanica,
a diskontinuiranim tretmanom iz populacije se uklanjaju takve otporne stanice zbog njihovog
smanjenog fitnesa (smanjene sposobnosti prezivljenja). U populaciji tada preostaju osjetljive
stanice te se ponovnim tretmanom vemurafenibom nastavlja pozitivan odgovor stanica na lijek

tj. njihova apoptoza.!? Kod stanica primarnog humanog melanoma WM793B takoder je
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utvrdena otpornost na vemurafenib, ali stanice tretirane vemurafenibom tijekom osam mjeseci
imaju relativno manju otpornost nego stanice koje su tretirane vemurafenibom tijekom tri
mjeseca. Dakle, stanice linije WM793B nakon dugog tretmana razvijaju otpornost, ali se
njihova osjetljivost na vemurafenib nakon osam mjeseci ponovno povecava Sto uzrokuje
smanjenje letalne doze lijeka. Tocne mehanizme i1 razloge ove povracene osjetljivosti nije
moguce utvrditi, ali moZe se pretpostaviti da stanice postaju ovisne o signalnom putu onkogena
BRAF, a povecana signalizacija unutar signalnog puta MAPK u stanicama otpornim na
vemurafenib moze biti jednako kobna za stanice kao i smanjena signalizacija u inicijalnom
odgovoru osjetljivih stanica na tretman, kao §to to navode Das Thakur i sur.

Morfologija stanica tumora mijenja se u procesu epitelno-mezenhimalne tranzicije koja je
odgovorna za tumorigenezu i metastaziranje, ali i razvitak otpornosti na lije¢enje.>® Stanice
linijje A375M bez obzira na status otpornosti na vemurafenib nisu promijenile svoju
morfologiju; stanice tipi¢no epitelnog oblika nisu postale vretenaste, sto bi se ocekivalo ako
poprimaju zlo¢udniji fenotip. Prolaskom kroz epitelno-mezenhimalnu tranziciju, stanice manje
eksprimiraju epitelne, a vise eksprimiraju mezenhimalne biljege koji im omoguéuju
pokretljivost, tipi¢nu za invazivne, zlo¢udne stanice.!® U ovom su radu metodom Western blot
proucavani biljezi protein medustani¢ne adhezije N-kadherin, protein izvanstani¢nog matriksa
fibronektin te citoskeletni proteini -katenin i vimentin. Utvrdeno je kako stanice linije A375M
eksprimiraju mezenhimalne biljege N-kadherin, vimentin i B-katenin, ali relativne promjene u
ekspresiji izmedu osjetljivih i otpornih stanica nisu uocene te se prema ovim rezultatima i
rezultatima utvrdivanja morfologije stanica moze zakljuciti kako stanice linije A375M ne
prolaze kroz proces EMT, odnosno kako ste¢ena otpornost na vemurafenib u stanicama linije
A375M nije povezana s ovim stani¢nim programom. Medutim, kako su stanice A375M stanice
metastatskog humanog melanoma, moguce je da su stanice postigle svoj maksimalni
metastatski potencijal te da razvitak otpornosti ne utjece na status metastatske moci odnosno
promjenu morfologije i ekspresije mezenhimalnih biljega procesa EMT koji inace korelira s
razvitkom otpornosti na lijek. Takoder, do danas nije poznato moraju li sve stanice tumora proci
kroz proces EMT kako bi postale metastatske. Naime, postoje razliCite vrste pokretljivosti
stanica; neke od njih (kolektivna migracija) trebaju E-kadherin jer se kre¢u u nakupinama, pri
¢emu ih E-kadherin drzi na okupu, dok cijelu skupinu vodi samo nekoliko pokretljivih stanica.

Stanice linije WM793B mijenjaju morfoloske osobine i s razvitkom otpornosti mijenja se

njihov oblik — relativno okrugle stanice postaju izduzenije, vretenastog oblika.
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Stanice WM793B nakon osmomjesecnog tretmana vemurafenibom pokazuju povecanu
ekspresiju fibronektina, dok se neocekivano ekspresija N-kadherina smanjuje, a ekspresija
B-katenina i vimentina se ne mijenja. U procesu EMT najvazniji dogadaji su smanjenje
ekspresije E-kadherina koju prati povecanje ekspresije N-kadherina i translokacija B-katenina
u jezgru stanice,®!® no u ovom radu zabiljeZene su relativno manje ekspresije i E- i N-kadherina
u stanicama nakon stjecanja otpornosti na vemurafenib. Imunocitokemijskom analizom
utvrdena je smanjena ekspresija E-kadherina te smanjena nuklearna lokalizacija B-katenina u
stanicama otpornim na vemurafenib. Koristeno antitijelo anti-N-kadherin nije pogodno za
imunocitokemijsku analizu zbog vrlo slabog signala koji se moze pripisati pozadinskom
bojanju. Pretrazivanjem literature tesko je utvrditi univerzalni obrazac ekspresije biljega
epitelno-mezenhimalne tranzicije. Mnoga istrazivanja pokazala su heterogenost rezultata,
odnosno razli¢ite promjene ekspresije biljega i epitelnih i mezenhimalnih stanica u razli¢itim
stani¢nim linijama melanoma te u uzorcima tkiva primarnih i metastatskih melanoma, a smatra
se da su takvi nalazi rezultat vise intermedijarnih stanja izmedu ovih dvaju krajnjih oblika
fenotipa te utjecaja tumorskog mikrookoli$a, tretiranja lijekovima i razvijene otpornosti na
lijek.® Rezultati istraZivanja Kim i sur. pokazuju kako stanice melanoma ne prolaze kroz tipi¢an
proces epitelno-mezenhimalne tranzicije te su u tkivima i stani¢énim linijama melanoma
zabiljezene |1 smanjene i povecane ekspresije i epitelnih (E-kadherin) i mezenhimalnih
(N-kadherin) biljega.3* Yan i sur. pokazali su da je u samo 4,8 % primarnih i 9,5 % metastatskih
melanoma zabiljezena smanjena ekspresija E-kadherina s istovremenom povecanom
ekspresijom N-kadherina, a povecana ekspresija N-kadherina zabiljezena je u 35,7 % primarnih
melanoma i 40,5 % metastatskih melanoma. Takoder su zabiljezili da je smanjena membranska
I pozitivna nuklearna ekspresija E-kadherina ¢e$¢a u metastatskom tkivu nego u primarnom
melanomu, tj. u progresivnijem stadiju bolesti,®*® no u ovom radu imunocitokemijskom
analizom utvrdena je I membranska i citoplazmatska obojenost, s time da se citoplazmatska
obojenost pripisuje pozadinskom bojanju. Naime, membranske proteine vrlo je teSko detektirati
pomocu konfokalne mikroskopije koja nam daje sliku jednog presjeka stanice. Da bi bojanje
membrana bilo vidljivije, stanice bi trebalo vrlo gusto nasaditi; tako bi se obojao i lakSe uocio
E-kadherin na mjestima kontakata stanica. U ovom radu, stanice su se tijekom provedbe
eksperimenta velikim brojem ispiranja dosta razrijedile te su, rasprSene po podlozi, tek
mjestimi¢no u medusobnom kontaktu. Za vidljivije bojenje membrana signal je potrebno

pojacati, ¢ime se pojacava i pozadinski signal, koji je i inace prisutan u stanicama. Mikesh i sur.
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inducirali su proces EMT u 12 stani¢nih linijja melanoma i utvrdili kako se ekspresija
E-kadherina smanjuje u tri stani¢ne linije, dok je povecana ekspresija N-kadherina i
fibronektina zabiljezena u 8 odnosno 11 stani¢nih linija. ZabiljeZena je i povecana ekspresija
vimentina u pet stani¢nih linija, nepromijenjena ekspresija u Cetiri stani¢ne linije odnosno
smanjena ekspresija u tri stani¢ne linije.%® Poveéana ekspresija fibronektina i nepromijenjena
ekspresija vimentina dokazane u ovom radu u skladu su s njihovim podacima heterogenosti
nalaza ekspresije fibronektina i vimentina u razli¢itim stani¢nim linijjama melanoma. Medutim,
nadeksprimirani fibronektin korelira s pretpostavljenom poja¢anom aktivacijom signalnog puta
MAPK u stanicama WM793B nakon osmomjese¢nog tretmana vemurafenibom, na temelju
testa MTT, kao u radu Gaggiolija i sur.®

lako analiza Western blot nije dokazala relativnu promjenu ekspresije p-katenina u stanici,
imunocitokemijskom analizom utvrdeno je kako stanice linije WM793B, otporne na
vemurafenib, imaju manje izrazenu nuklearnu lokalizaciju ovog proteina. Zigmund i sur.
pokazali su da se ekspresija B-katenina ne mijenja izmedu uzoraka tumora i normalnog, zdravog
tkiva, ali tumori koji su bili u uznapredovanom stadiju pokazivali su smanjenu ekspresiju
B-katenina. Takoder su potvrdili bitne razlike u lokalizaciji B-katenina. Normalno, zdravo tkivo
pokazalo je homogenu, membransku imunoreaktivnost B-katenina, dok je u melanomu
B-katenin lokaliziran u citoplazmi (32 % uzoraka), na stani¢énoj membrani (29 %), u citoplazmi
i membrani (24 %) ili citoplazmi i jezgri (5 %) ili uopée nije uocen (9,8 %).3" Arozarena i sur.
analizirali su panel biopsija melanoma te potvrdili da uslijed eksprimiranja nuklearnog
B-katenina dolazi do smanjenja tumora. Utvrdili su kako smanjena ekspresija p-katenina
smanjuje proliferaciju stanica, ali pove¢ava njihovu invazivnost, dok stanice s poveéanom
ekspresijom nuklearnog B-katenina pokazuju slabu invazivnu aktivnost i stoga zakljucili da je
B-katenin supresor invazije melanoma.*® Da povecéana ekspresija nuklearnog B-katenina utjece
na porast prezivljenja utvrdili su Chien 1 sur. prouc¢avajuci misji model melanoma u kojem je
aktivacija signalnog puta Wnt dovela do smanjene proliferacije in vitro i smanjenja veli¢ine
tumora i metastaza in vivo.*® Stoga bi smanjena lokalizacija p-katenina u jezgrama stanica
otpornim na vemurafenib, utvrdena u ovom radu, potvrdila da stanice tijekom viSemjese¢nog
tretmana vemurafenibom poprimaju zlo¢udnija svojstva i povecavaju metastatski potencijal,
unato¢ djelomi¢nom prolasku stanica kroz proces EMT tijekom kojeg, suprotno, karakteristican
proces translokacije i nakupljanja p-katenina u jezgri upucuje na povecanje metastatskog

potencijala i steCenu sposobnost invazije i migracije.
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Proteini NME1 i NME2 supresori su metastaziranja i njihova povecana ekspresija povezuje
se s pozitivnijom prognozom napredovanja bolesti.”?32%32 Kod stanica WM793B, otpornih na
vemurafenib, utvrdena je jedva zamjetna ekspresija ovih proteina. Stoga se moze tvrditi da
smanjena ekspresija NME1/NME2 u stanicama primarnog humanog melanoma WM793B
nakon tretmana vemurafenibom korelira sa stjecanjem otpornosti i djelomi¢nim prolaskom
stanica kroz EMT te da stanice stje¢u zlocudnija svojstva. Boissan i sur. utvrdili su istu
korelaciju; utiSavanje gena NMEL u stanicama tumora dovodi do narusenih medustani¢nih veza
i stanicama se povecava pokretljivost te dolazi do translokacije p-katenina u jezgru.®! U
stanicama A375M nakon tromjesecnog tretmana vemurafenibom, ekspresija NME proteina je
znacajno smanjena, dok je ekspresija povracena u stanicama koje su duze vrijeme (osam
mjeseci) tretirane vemurafenibom. Leone i sur.?® te Xerri i sur.?® pokazali su kako povec¢ana
ekspresija NMEL1 korelira s pozitivnijom prognozom bolesti, no Easty i sur. su, usporedujuci
uzorke primarnih i metastatskih melanoma, utvrdili kako imunoreaktivnost NME1 i NME2 u
primarnim tumorima nije povezana s prognozom bolesti i njezinim napredovanjem. lako su u
primarnim melanomima utvrdili manju ekspresiju NME1 u usporedbi s normalnim stanicama,
tj. melanocitima benignih novotvorina; dapace, vise od polovice uzoraka primarnog melanoma
nije pokazivala ekspresiju NME1; nije potvrdena povezanost koli¢ine NME1 i incidencije
metastaza — u uzorcima metastatskih melanoma utvrdili su zapravo vise razine NMEL od onih
u primarnim melanomima. Prema njihovim podacima pretpostavlja se mogucnost represije
ekspresije NME1 u primarnom melanomu, dok je prekomjerna ekspresija gena jedan od
mehanizama progresije bolesti i metastaziranja.*® Florenes i sur. su takoder pokazali sli¢ne
rezultate — tkiva metastaza melanoma pokazivala su izrazito vece razine MRNA gena NME1
nego zdravo tkivo.*! Potvrdeno je i kako razli¢iti stani¢ni uvjeti in vitro, poput hipoksije, mogu
dovesti do smanjene ekspresije NMEL te da NMEL1 nije uvijek moguce povezati s procesima
invazije, metastaziranja ili EMT.%® Zakljuéno, pretpostavlja se da je ukljucenost proteina
NME1/NME?2 u progresiji melanoma vrlo kompleksna i da se njihova smanjena ekspresija ne
moze univerzalno Koristiti kao prediktor metastaziranja. Prema rezultatima analize Western blot
stanica metastatskog humanog melanoma A375M u ovom radu, takoder se prepostavlja
mogucnost da u stanicama dolazi do represije ekspresije NME1/NME?2 stjecanjem otpornosti
na vemurafenib, no da daljnjim tretmanom vemurafenibom dolazi do povecane ekspresije gena
i stoga povracene ekspresije NME1/NME2, odnosno da ekspresija NME1/NME2 nije

uvjetovana statusom otpornosti na lijek, vjerojatno jer stanice nisu ni prosle kroz proces EMT.
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§ 6. ZAKLJUCAK

e Stanice metastatskog i primarnog humanog melanoma, A375M i WM793B, nakon
dugotrajnog tretmana vemurafenibom stjecu otpornost na lijek.

e Stanice linije A375M otporne na vemurafenib pokazuju ovisnost o vemurafenibu.

e Razvitak otpornosti na vemurafenib u stanicama metastatskog humanog melanoma
A375M, zbog ogranicenog seta ispitanih biljega, nije moguée povezati S procesom
epitelno-mezenhimalne tranzicije.

e Ekspresija proteina NMEL i NME2 vjerojatno ne ovisi o razvitku otpornosti stanica
metastatskog humanog melanoma A375M na vemurafenib.

e Razvitak otpornosti na vemurafenib u stanicama primarnog humanog melanoma
WM793B posredovan je djelomi¢nim prolaskom kroz proces epitelno-mezenhimalne
tranzicije.

e Razvitak otpornosti na vemurafenib u stanicama primarnog humanog melanoma

WM793B dovodi do smanjenja ekspresije supresora metastaziranja, NMEL i NME2.
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§ 7. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

a-SMA
AAS
AKT
APC
APS
ATCC
BCA
BRAF
BSA
CDK4
CK1
DAPI
deH20
DMSO
DPBS
DTT
EDTA
EGFR
EMT
ERK

FBS
FDA
FITC
GSK3p
GTP
1Cs0

IGF1-R

KRAS
LB
MAPK

engl. a-smooth muscle actin

mati¢na otopina akrilamid/bisakrilamid (engl. acrylamide/bisacrylamide stock)
proteinska kinaza B

engl. adenomatous polyposis coli

amonijev persulfat (engl. ammonium persulfate)

americka kolekcija kultura sojeva (engl. American Type Culture Collection)
bikinkoni¢na kiselina (engl. bicinchoninic acid)

B-tip RAF kinaze (engl. B-rapidly accelerated fibrosarcoma)

albumin iz govedeg seruma (engl. bovine serum albumin)

ciklin-ovisna kinaza 4 (engl. cyclin-dependent kinase 4)

kazeinska kinaza 1 (engl. casein kinase 1)

4' 6-diamidino-2-fenilindol (engl. 4',6-diamidino-2-phenylindole)

destilirana voda

dimetil-sulfoksid

fosfatni pufer za izolaciju proteina (engl. Dulbecco's phosphate buffered saline)
ditiotreitol

etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)
receptor epidermalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor receptor)
epitelno-mezenhimalna tranzicija (engl. epithelial-mesenchymal transition)

kinaza regulirana izvanstani¢nim signalom (engl. extracellular signal-regulated
kinase)

serum fetusa goveda (engl. fetal bovine serum)

ameriCka Agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Association)
fluorescein izotiocijanat (engl. fluorescein isothiocyanate)

kinaza 3 B glikogenske sintaze (engl. glycogen syntase kinase 3 J)
gvanozin-trifosfat (engl. guanosine triphosphate)

koncentracija koja inhibira rast 50 % stanica (engl. half-maximal inhibitory
concentration)

receptor faktora rasta nalik inzulinu 1 (engl. insulin-like growth factor 1
receptor)

engl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
pufer za nanoSenje uzoraka na gel (engl. Laemmli buffer)

proteinska kinaza aktivirana mitogenom (engl. mitogen-activated protein
kinase)
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MEK

MITF

MMP
mTOR
MTT
(d)NDP
NDPK

kinaza proteinske kinaze aktivirane mitogenom i Kkinaze regulirane
izvanstani¢nim signalom (engl. mitogen-activated protein kinase and
extracellular signal-regulated kinase kinase)

transkripcijski ~ faktor  mikroftalmije  (engl. microphtalmia-associated
transcription factor)

metaloproteaze u matriksu (engl. matrix metalloproteinases)

ciljna molekula rapamicina u sisavaca (engl. mammalian target of rapamycin)
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid
(deoksi)nukleozid-difosfat (engl. (deoxy)nucleoside diphosphate)
nukleozid-difosfatska kinaza (engl. nucleoside diphosphate kinase)

NME1/Nm23 nukleozid-difosfatska kinaza 1 (engl. non-metastatic clone 23)
NME2/Nm23 nukleozid-difosfatska kinaza 2 (engl. non-metastatic clone 23)

NRAS
(d)NTP
PAGE
PBS
PDGFR-B

PI3K
PMSF
PTEN
gH20
RAC1
RAF
RAS

rpm
RPMI 1640
RTK
SDS

B

TBST
TCF/LEF
TEMED
TGF-p
Tris

uv

Wnt

ZEB

engl. neuroblastoma RAS viral oncogene homolog

(deoksi)nukleozid-trifosfat (engl. (deoxy)nucleoside triphosphate)
elektroforeza u gelu poliakrilamida (engl. polyacrylamide gel electrophoresis)
fosfatni pufer (engl. phosphate buffer saline)

receptor [ trombocitnog faktora rasta (engl. platelet-derived growth factor
receptor )

fosfatidilinozitol 3-kinaza (engl. phosphatidylinositol 3-kinase)
fenilmetilsulfonil fluorid (engl. phenylmethylsulfonyl fluoride)
homolog fosfataze i tenzina (engl. phosphatase and tensin homolog)
deionizirana voda pripravljena koristenjem uredaja Milli Q

engl. RAS-related C3 botulinum toxin substrate 1

engl. rapidly accelerated fibrosarcoma

engl. rat sarcoma virus homologue

okretaji u minuti (engl. revolutions per minute)

vrsta tekuce hranjive podloge (engl. Roswell Park Memorial Institute)
receptorske tirozinske kinaze (engl. receptor tyrosine kinases)
natrijev dodecil-sulfat (engl. sodium dodecyl sulphate)

pufer za prijenos proteina (engl. transfer buffer)

engl. Tris buffered saline+Tween-20

engl. T-cell factor / lymphoid enhancer binding factor

N, N, N', N'-tetrametiletilendiamin

transformirajuci faktor rasta B (engl. transforming growth faktor )
tris(hidroksimetil)aminometan

ultraljubicasto (zracenje) (engl. ultraviolet)

engl. wingless-type mammary tumor virus integration site family
engl. zinc finger E-box-binding homeobox
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