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1. Uvod

1.1. Porodicaproteina p53

PorodcuSURWHLQD S  pL QkojiSu kodtrani ger8maP53 TP63 TP73
SRND]XMX YHOLNX VWUXNWXUQX VOLPQRVW DOL IXQNFLRQ
VD VOLpPpQLP t&¢WRIXM X XQDFDM Q ¥aksBRKEMAC)SRG) HavhEnilomeni koja
YHaAH 'LSROLJRPHUL]DFLMVNRM GRPHQ Lnosl je MdéHeanDkoaP L QRN L
YHaH '1% NRMD MH L QDMYL&H NRQ]JHUYLUDQD ODQMD V
transaktivacijskoj domeni (~30%) (Wei i sur. 2012). GER63i TP73kodiraju dodatnu regiju
NRaGNUDMX NRMD QL WMRb3SbuRCKD§\HHD D DNGRES] Emdtiw(MildelrDi@ur. .
2008)(Slika 1).

1 59 142 321 353 397 642
p63a | TAD PXXP DBD oD SAM
22% 60% 37%
> < > —>
1 45 113 300 325 363 303
pS3 TAD PXXP DBD NLS oD
29% 63% 38%
> < > >
| 54 131 310 345 390 636
p73a. | TAD PXXP DBD OD SAM

Slika1l. 6 OLp QR VW prot&inap83X pba/i Y IBLTADxtransaktivacijska domenBXXP-

domena bogata prolinalPBD + GRPHQD N R M DOD Hdligomar§zacijska domena,

SAM £V W H thhoBMNLS. tsignal ][D VPMH&W D.QYMHDIWKHIRWIV RWFL LGHQ\
pojedinihdomenaP Hy X p O D@pRdidelSD NDR L JU D QdjdvQamindksBliQd

koje pojedimm domenamaripadaju(PreuzetoL SUL O D JR YW Q@ DRk GHED

Sva tri gena imaju dva promotora koji zajedralternativim prekrajanjen L UDIOLpL W
mjestima inicijacije translacije doprinos¢ O R a kh6ydrlivetsiko da post@brojneproteinke
izoforme V U D] O L-p C\Wiajevitha(Moll i Slade 2004 Murray-Zmijewski i sur. 200R
Tumorsupresorski gefP53 LPD NOMXpQ X X O R Jbk RRQWXRFOWIUIH YWD QL Q

QD VWUHV SRWLpXuUL ] DaypMitBzMe 1akd BygH [piR#dihak tuiNcDaXL e i
Levine 2010).



7XPRU VXSUHVRUVNL SURWHLQ S P XWrhdsdRag Mo X SULE
]D UD]JOLNX RG S L S NRML JRWRYR QLNDGD QLVX PXWI
prekomjerno eksprimiranfMoll i Slade 2004). ]QROLNRVW X VWUXNWXUL UI
GRYRGL GR UD]JOLpLWRVWL X XQXWDUVWDQLPpQRM OR
ELRNHPLMVNLP ELROR&ANLP DNWLYQRVWLPD NRMH RYLVH R
proteinaporodicep53 zbroj je aktivnosti ¥ LK QMHJRYLK LJUDAHQLK L]JRIRUPL
2016 Pflaumisur. 2014). Osimulogeutumorigene&s L S LPDMX |JQDpDMQH XOR
i diferencijacii S XNOMXpHQ MH X GLIHUHQFLMDFLM»98),dD]YRM .
S LPD ]Jm DidggD Mneurogene@iioll i Slade 2004).

12 6WUXNW X parofic@ ps3 R Y D

Transkripcija gend@P53 TP63i TP73pod kontrolome dvaju promotora, P11 P2, gdje
MH 3 DOWHUQDWLYQL XQXWDUQML Skter&iRWhpildkragmitdd 8 W H QM
P51%$ WH DOWHUQDWLYQLP PMHVWLPD ]D SRpHWDN WUDQVO
NRMH LPDMX UD]J]OLpLWH VWUXNWXUH ORNDOL]JDFLMH X VW
SURWHLQL PRJX V HziRtSuidvige lghavRe VWWNDYEH DRHU LOQD]YDQH 7% L 01
01 GMHOXMX N Drieg&iwANh@IDQiIXefQrRRi TA formiranjem heteraligomernih
kompleksa (Slika 2) Dok nele izoforme imaju onkogeni potencijal, dregnogu djelovati kao
tumorski supresori 0 Hy X W L RizdPopie thogu imatii onkogeni potencijal i djelovati kao
tumorski supresoriovisno ovrsti stanicei tkivu u kojoj sueksprimirani(Pflaum i sur. 2014).
2GUHYHQH hrpRINRASE pb3 p73 mogu Yoriti heterotetramere. Formiranje takvih
PLMHAaD QL EmplkksdVv KocekR& s funkcionalnom transdominancijotn gubitkom

transaktivacije ciljnih genagroapaptotskinsposobnostima=RULUO L VXU



Dominantno-negativni proteini
> |AN (zoforme ANp53. ANp63,
g ANp73 i druge)

!
\
\ TP53 . Transkripcijski cifjevi
TAP% _ >| (p21, Puma, Noxa,
Ap Bax, pS3AIP1.)
/ \
X
Apoptoza Zaustavljanje

8 stani¢nog cikhisa
Senescencija

Slika 2. Interakcipizoformi porodiceproteinap53.1zoforme p53p63i p73 kgima nedostaje
dio N-kraja proeinaimajudominant negatian utjecaj na transkripcijsku aktivnost izoformi
p53, TAp63 i TAp7TY3UHX]HWR L SUL®® IRy 2DOZR SUHPD

1.3. Struktura i funkcija p roteina p53

Protein p53 otkriven je 1979. godine kao protein koji stupa u intguakonkogenim
T-antigenom virusa SV40 (Murrag PLMHZVNL L VXU 1D]JLYD VH pXYI
LPD NOMXpQX XORJX X WXPRBIIHQBY HXW B KLWSERRAMR DRV \
WXPRUD L VPDWUD VH GD MH PXWLUD® XL QLaMHXRR® FL MDY GKR Y
sinteze visoko stabilnih, neaktivnih proteina koji se akumuliraju u jezgri stanica tumora (Slade
L VXU OHYyXWLP SRVWRMHHpH XQNRDFHL MHQNRIMNLIR D p$H VW
SRWHQFLMDO WH SRWILRHXV WD QIHHIHK QDU REVUWD@ML QAH RGIRY
RAWHIHQMH LMD KRERNEDWLYQL VWUHYV DNWLYDFLMD RQ!
ciklusa i induciranjem popravkaD8i D DNR VH RAWHUHQMH QH PRAaH SRSU
zaustavljanjast LpPQRJ FLNO XVY{®ka3pL DSRSWR]H



Ostecenje DNA Oksidativni stres Aktivacija onkogena

Hipoksija ' l Nedostatak nutrijenata

]
Senescencija F%

Angiogeneza > =
C\i Zaustavljanje DAY ), b
staninog .Q Popravak DNA
ciklusa - -
Autofagija Migracyja

Y

Supresija tumora

Slika 3. Aktivacija p53 U D] O Ljign&mMaPV WD QLPpQRBUNYWBMAMRD L SULODJRYH(
Biegingi Attardi 2012).

6YD WUbporpdtP D IRUPLUDMX WHWUDPHUH X VYRP DNW|
odgovorm oligomerizacijska domena Kod proteina p53 oligomerizacijsklomenaV D GU aL %o
ODQDFPOK¥RMQLFX -RHUJHU L VXU SURWHLQ VBLpRELpPQ!
podjedinice i djeluje kao transkripcijski faktor. Monomeri se spajaju u dva dimera,HojysH & X
na ciljno mjesto molekule DNA (engh53 zresponsive elements (REProtein p53 ima
PRGXODUQX VWUXNWXUX NRMD ¥ HvieDransaktivacijFResdodindnéW G R P H
i Il (TAD I i TAD II, engl. transactivation domaiy domenabogag prolinom (PRD, engl.
proline-rich domain, GRPHQD N R M D(DBB &hl.TINA-binding domaii), domena
zgloba (HD, engl.hinge domai oligomerizacijsk domena (OD, englligomerization

domain) i C-terminalna domena (CTD, en@-terminal domain (Vieleri Sanyal 2018).



— A40 isoform

Slika 4. Struktura proteina p53 R ] Q D p HogherramaTransaktivacijske domene i Il (TAD

, L 7% ,, SRGUXpMH ERJDARP I5Q R ONRMIPBHE Adherbsgloba

(HD), oligomerizacijska domena (OD) rH€rminalna domengCTD) (SUHX]JHWR L SULODJ!
premaVieleri Sanyal2018).

Dvije domene na Mraju proteina, TAD | i TAD Il, mogu neovisno aktivirati
transkripciju ciljnih gena i potrebne su za poticabjdd ] OLpLWLK SURPRWRUD 'RPF
PHYXVREQR GMHOXMX V UD]O trgnsRdcikiSakiarw B LIQAFBID,XNO M X p
TFIIA), TATA-YH]XMXUL SURWHLQ 7% 3 moase Ravdtelr@ude proteiii @ J O
i histon acetiltransferazu pB@CREB-YH] XM XiuL SURWHLQ &%3 S 'RPHQD
(PRD) povezuje transaktivacijskuomienu sGRPHQRP NR M D (DBB)apiekbl &2
SUROLQVNLK RVWDWDND 2YD GRPHQD XNO MpMpIXNKH: pHWLUL
aminokiselina). Motiv PXXP mdstavlja vezno mjesto za domene SH3 (ehigl.homology B
koje posreduju interakciji pratein-proteinpri transdukciji signala. Domena bogata prolinom
je potrebna za apoptozu i supresiju rasta potaknutom@BBP HQD NRMD (MBD&H '1$
SUHSR]QDMH L YHAH VH VSHFLILpQR5GHRE Koja @ Q B 3R MA-RAMLRY F3F
PuPuC-(A/T)|(T/A)-G-Py-Py-Py (Pu xpurin, Py +t SLULPLGLQ 9HIDQMH '1%$ RO
LQWHUDNFLMRPHMQHP N RX DB idotigdrbé&izacigke domere (OD).

Cijeladomengroteina p53 naNUDM X SUHW H a Q R WDH V@ 1 YR WQIHKNNRAOX_UNLF
zavojnica razdvojenhQDV XPLpQLP 2ZJHIRWHDRID GLPHUH NRML J]DWLF
spojene tetrameréNa Gkraju nalazi sgezgrin izlazni signal (NES, enghuclear export
signal), koji je maskiran tetramerizacijom proteina pdaskiranjem NESD RQHPRJXUXMH V
izlaz p53UFLWRSOD]PX JGMH QH PR géethalDddhen@ haJbai (CFDNVSUH VL
engl.C-terminal domain NRQWUROLUD VWUXNWXUX L IXQNFLMX FLMH
RAWHUIHQX '1$ 947D terivklise h§ elektrostatskim interakcijama niskogitdta
LIPHYX "1$ L OL]LQVNLK R¥MUWERN BargdRBHOQH QD &


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vieler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30149602
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanyal%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30149602

1IDNRQ RAWHUIHQMP HIY BHaX VH QD VSHFIIRUPQHDWMXNINH

GLPHU NRML SRWLpk SRNIEGIMNADUSTF L MXN OMIEPHQ X VWDQLpQX
]DXVWDYOMDQM H ilvpapba@ak pRARGIaL NayX Wegulacijip53 ima protein

MDMZ2 (engl mouse double minute proteipkdji R P R J X protéasbrskurazgradnjyp53te

protein p14ARKoji inhibira MDMZ2 i povisuje razin p53(Vieleri Sanyal2018).p53 regulira

gene kji sudjelujuu IDXVWDYOMDQMX VWQddgPGde Hehd kojOdswode dQ S U
apoptoze staniddAX,PUMA, NOXA APAFR1 S PRaH SRWDNQXWL L SURJUDP

senescenciju. Sva tri ishoda mogu dovesti do supresije ttreora i Levine 2010).

Osim inDNWLYDFLMH SRMDpDQRP UD]JJUDGQMRP SUHNRPM
PTEN ili INK4A/ARF) p53 P R &sHinaktivirati u putevima uzvodm putovima(mutacija

ATM i Chk2) (Slika 5) Mutacije TP53 uglavhom se nalaze GRPHQL NRMDO YHAaH

VPDQMXMXQIRDONLSRPW IHLRIW € N @ bintdchb\lideRcijaTP53povezaa
s neuspjehonkemoterapi, progresijom tumora, metastemjem L N U BULHALY@MDYDQM

OHYXWLP Qidrivorh LYRID/MVH Q LV N X X b &ilVoldie0ijR TWPBBtdoxXa/pdEFne M
nisu uvijek vezane uD BAod(Surget i sur. 204).

Mutacija uzvodnih | ypy; o p19ARF
medijatora

(953 ) —— [ mDm2
Mutacija, delecija, S R , MDM2
metilacija

\ Akt

PTEN

Slika 5. Inaktivacija putap53 kodtumora Put p53 P R asHinaktivirati izravno mutacijom,
delecijom ili metilacijomTP53 ili indirektno mutacijom medijatorguta p53 (Preuzeto i

S UL O D J RyaSQriet SdurH204).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vieler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30149602
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanyal%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30149602

1.4. 1zoforme proteina p53

GenTP53 YLVRNR MH NRQJHUYLUDQ X YLaAaHVWDQLPpQLP RU.
NUDNX NURPRVRPD L VDVWRML VH RG HNVRQD RG NRML
2016). Transkripcija genBP53regulirmmajeV GYD SURPRWRUD 6OLNIEen 3UYL
MH X]YRGQR RG NRGLUDMXUH UHJLMH Lu NaRskiiEDijsk |RIRUP I
domenuV P M HidaWkju, ali i izoforme kojima nedostaje die domene 0 S oNRM
zbog altenativhog prekrajanja nedostaje prvih 40 aminokiselina transadijske domene
9LHOHU L 6DQ\DO 'UXJL SURPRWRU VPMHaAWHQ XQXW
kojima nedostaje transaktivacijska domefia S D LIRIRUPH G S nlegdVWDMX
DOWHUQDWLYQRJ P M HVAdnatvRimHeYsjanjewd bd 8 Wrajb mdalékule
P51%$ QDVWDMX GRGDWQH LJRI&Rtepistje se 9 molekda irRIPOKoje

NRGLUDMX ]D SURWHLQVNLK L]JRIRUPL S . S S {
G S . 0 S G S G S . @ S GRUXL] L %RXUGRQ
Promotor 1 Promotor 2

s  TADII  PRD  DBD o  [oF :m

1 |40 67 98 I 293 326 353 393

I-vA40p53 L A160p53
326 346

Slika 6. Struktura humanog geid®53 2ERMHQL HNVRQL NRGLUDMX ]D UD]C
p53. Promotor 1 daje transkripte s transaktivacijskom domenom, izofaune duljine § )

L LIRIRUPH G S DNR MH LQWURQ ]JDGUADQ X WUDQVNUL:
NRGLUDMX ]D LJRIRUPH OG0 S L 0 S SRpHY éatermiralne RGQR
LIRIRUPH S : L N R Q W U Bpajarije kgona®obhéne\proteiQadDpBBL Y Q L P
V SULSDGDMXuULP HNVRQLPD SULND]DQH VX UD]OLpPpLWLP ER
transaktivacijska domena Il (TAD Il), domena bogata prolinom (PRDRPHQD NRMD YHAaH '
(DBD), domena zgloba (HD), oligonigacijska domena (O domena na @&raju (CTD).
6WUHOLFH SRNDMXMXMBRYMWNHN LLJRIRUPH L GRBz2dtQH NRMH
SULODJRYHR@IBr iSahyaP ID18).



1.5. Ekspresija izoformi p53 utumorigenezi

SURWHLQ S LP D Y DojuQ XrogresiitliorXi mjdgdwom odgovoru na
kemoterapiju.8 EURMQLP NOLQLpPpNLP LVSLWLYDQMLPD WH&ANR MH
odgovor koji se temelji samo mautacijskom statusp53(Kim i An 2016) Mutacije gena P53
smatrale su se uglaem odgovornima za nastantkmora OHYXWLP UH3XOOMPNML L\
pokazuju da setumor PRaAH SRMDYLWL XQDWRPPELVWNROYINYAKRB L P XW L
VOXpDMHYLPD XRpHQD MH ]QDpDMQ@D SURPeQ BaryalUD]LQL
2018) Naprimjer, kodtumoradojke, sa stopom mutacija od samo 25%speesija izoformi
S XYHOLNH VH PLMHQMD 3RVWRMH UH]XOWDWIH WLMWUD Al
izoformi p53za60% SRYHUDQMD HNV S UH VBddddori sur2005). Bnensen
L VXU VX X VYRMLP LVWrddad ek¥dpeGijil RFED DONRKBAL@QH PV MWH O
leukemije, gdjge VDPR V O X pIb MHa¢ip TPF3DD O LV Xvelkr jplo@jeru
razine ekspresije izoformi p53% X G XUL GD L]RIRUPH i8nostpB3G ekepkadiip M X D N\
JHQD R$H&XMNhbva pkomjerna ekspresija ili gubitak ekspresijeionorupovezana
stumoriJHQH]RP G S PRAaH VWLPXOLUDWL PLJUDFLMX VWDQ!
tumorareguliranjem ekspresije angiogenih geisiogase VPDWUD GD G S LPD Y
ELRORANXrgel BRui.R0Ap(Slika7 0 S PRaH WYRULWL GLPHU LOL
(FLp53, englfull lenght p53 ili drugim izoformama p53 koje imajdomenuOD (OD, engl.
oligomerization domain( Campbdli sur. 2018e V 7$ S =RULU LDyk#dZdno je
GD 0 S PLMHQMD VHOHNWLYQRVW SURP®RMiEYEB L WUD

XNOMXpXMXUuUL LJRIRUPH S S S WH SRWLpH SUHALYOMH
angiogenezuiregulac§y L P X Q R O RéarbRd pkl@eraciju tumora (Campbell i sur. 2018).

, JRIRUPD O S WDNRVHU LQKLELUD DSRSWRI]X LQGXFLUDC
SRYH]DQD V SURDQJLRJHQH]RP WXPRUD %HUQDUG L VXU
SRSUDY D Nn@Ydm@ DA (DB, engl. doublestrand breaks WH RGJRGLWL SR{
UHSOLNDWLYQRJ VWDUHQMD LOL SURGXAaLWL ORQGDO L VX

08 S PR&aH WDNRYyHU R O L ihRifolitiche tegulibatnijegédvi fFakciju.
%XGXUL GD ]DGUADYD VD® Rpogdban,induti DSWNL \UD]J]OLpPpLWL VNXS
UHDJLUDMX QD S 6QDaQD WHQGHQFLMD G S GD IRUPLUL
a s PRJX LPDWL J]QDpDMDQ XpLQDN QD SXW S "HLQEHL
balansira regeneraciju tkiva i segiju tumora (Magr i sur. 2004). Terapijska strategija koja se

razvija sastoji se u reaktivaciji p53 u stanicama tumora reaktiviranjem mutantnog proteina p53



LOL LQKLELFLMRP UHSUHVRUD S NDR aWR MH 0'0 6 X |
mehanizama djevanja izoformi S PRAH ELWL LQVWUXPHQW |]D GDOMAQI
WXPRUD 'R VDGD YHULQD NRUHODFLMD DEQ&WWR&/GIQH HNV
R VOXpDMX 9LHOHU L 6DQ\DO

/)
Ciljana terapija
_§ Alternatvno prekrajanje,
degradacqa!staﬁzacqa

A133p53a p53p

Repﬁkaﬁx*fxla —_— p 53 Upala
S p53p A133p53a Migracija
Proliferacija
K Angiogeneza
Patogem
-Polimorfizmi 7P53 il @
-Mutacija IRES Tumorigeneza

Progresija tumora

Slika 7. 1zoformep53 u tumorui ciljana terapip. Nekeizoforme S NDR a4WR MH O S
inhibiraju antitumorsku ulogu kanonskog p53 GRN GUXJH SRMDpDYDMX QMH
(BUHXJ]HWR L SULSupéR $u.QMA). SUHPD

1.6. Protein p73i njegove izoforme

Protein p73 rijetko je mutiranwmorima DOL MH pHVWR SRMDpPpDQR HNV
ima i brojne razvojne ulogg HNVSUHVLMD SURWHLQD S SRWUHEQD MH
QHXURQVNLK VWUXNWXUD L ]D QRUPDOQX IOXLGQX GLQDPI
2004). Studije pokauju dap73 reagira na brojne, ali ne i na sve signale kao p53. Otkriveno je
da stanice koje nemaju funkcionalni pS8DGD VX L]J]ORA&HQH pRlax¥ KoHQMX '1
apoptozu izazvanu p73 (Slade i sur. 2086HnTP73sPMH&aWHQ MH QD NUDUOUHP NUD
1 i sastojise od # eksona jednog alternativhog eksonRroteini p73 rijetko su mutirani ili
GHOHWLUDQL X WXPRULPD DSOgnaVR73prRpikDjEsPppid HHINNOS. P L MLLIKD
MRNA, koje sutranslatiranei brojneproteire(Slika8). 5D]OLp LW H Pwpzb&gy @obtéieé D M
dva dternativna promotora, R15'UTR uzvodnoodlksRQD L 3 NRML VHs@@®D OD]L L]
3 i 4 te zbogalternativhogprekmjanjai N-kraja i C-kraja Transkripcijas GYD UD]JOLpLW
promotora gea TP73 rezultira stvaDQMHP 7$S L30Y8% VDGUAL SRUWUWDQVDN
domenu 7% NRMX NRGLUDMX HNVRQL L IDVXSURW WRPH



GRPHQX 'UXJD VNXSLQD VNUDUHQLK i ]dRekrajdidmNskrajaQ D VW D M
transkripta generiranoga P1 promotora (Ex2p73, (Ex2/3p73 0 1+S) (Vikhrevai sur.

2018.

DBD

Slika 8. Strukura gend@ P73i njegove izoforme6 WUHOLFH SRND]XMX PMHVWD SR
sobapromotoralzoforme & mogu podijeliti na one koje posjeduju cijato transaktivacijsko

SRGUKPBMB) i one kojima nedostaje dio ([ S ([ S 0 1 HiScijelo
WUDQVDNWLY D#&LMVNiRazER (& Xfgdhidacia®@ UDMD L]RIRUPL S
0 ."RPHQH SURWHLQD S V SULSDGDMXuULP HNVRQLPD SU

(transaktivacijskalomen3, DBD (GRP HQ D N R M | ODHpofigdmierigacijska domena),
6$0 VWHMIOQQIUHX]HWR L SUL QilhkeRay s8UQ PO18)U HP D

17. OHyXVREQH LOQOWHUDNFLMH SURWHLQD S L S

Ovisno o prisutnosti ili nedostatku TAD, izoforme p73 mogu djelovati kao aktivatori ili
LQKLELWRUL WUDQVNUe & NMKHDMRIRIUBH VNDRUH@EXWLUDQ
NRPSOHNVH V 7$S LS WH VH QDWMHpX ]D Yh[RRP MHVWD
1D WDM QDpLQERPWQPQW QRRIRUPH 0 1-SupresdfsKel dkiivbidstM X W X F
transkripcijski aktivnih izofami TAp73 (Zaika i sur. 2002). TAp73 djeluje kao inhibitor
PLJUDFLMH L LQYD]LMH WXPRUVNLK VWD LRDN HIIRID MIHS'1$

SRGUaADYD VWDQLpQX WUDQVIRUPDFLMX LQYD]JLMX WXPRL
7TDNRYHU IRUPWHD@WNRPS®HNVD L]JPHYyX L]JRIRUPL S L
WUDQVNULSFLMVND DNWLYQRVW 7$S (4orD & R SWKR&tleSRW D N C
isur.2003. .DR L S SURWHLQ S UHDJLUD QD UD]JOLpLWH VL
onkogenima OL RAWHUHQMH -3B3Q NMX DLF NMIX U 7$S PRaH
transkripciju gena inducb QLK V S NoRIRWARY BADD45 14-3- 1 BAX PUMA,

NOXA CD95/FAS PIG3 i p53AIP1 ,VWR WDNR PRAaH UHJXOLUDWL UD]
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022283618303450#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022283618303450#!

aktiviranjem transkrig) LM H V GUXJRJ SURPRWRUD 3 S WDNRYHU PI
VPMHAWDM S UR ¥aditagn® n&uroblastoma, koje eksprimiraju divlji tip ali
nefunkcionalni citoplazmatski p53, ekspresija TAp73 posredovana adenovirusom dovela je do
nuklearnetranslokacije endogenog p53, regulacije p21 i indukcije zaustavljanja rasta stanica
(Vilgelm i sur 5HODWLYQD UD]LQD HNVSUHVLMH L]JRIRUPL 7
LVKRG HNVSUHVLMH S 8 SULORJ RYRM KLSRavadgdlu G (] L
VWDQLpPQRM OLQLML QHXUREODVWRPD D ]JDWLP MPpQRWNUL"
linija tumoradojke. Relativna prekomjerna ekspresija ove izoforme uzrokuje otpornost na
apoptozu induciranu kemoterapijskim lijekovima i dokazanoe di ( [ LQKLELUD DNWL"®
p53 i TAp73. (' R Pt Q J Kdti]. 2006) (Np73izoforme LP DM X G Xv@lLneg®R TAKZS

(Slade i sur. 2004Prekomjerna ekspresij@ilS X WXPRULPD PRAaH ELWL YDabD
blokiranju proapoptakih funkcija TAp73 i p53Rufiniisur. 2011) 8 QRUPDOQLP ILJLROR
XYMHWLPD HNVSUHVLMD S niskbHra#rE UnalikyijB i Qkiivadijel pTBLp QR
XJURNRYDQH R&AWHUIHQMHP '1$ UHIXOLUDQD MH SRVWWUD
IRVIRULODFLMD L D Btd poie@abd-shitdidBcijanmBokdtdingrgtemyOzaki i sur

2010 (Slika9). p53 i TAp73 mogubiti inhibiran mutiranim p53Napolii Flores2017) Liu i

VXU SRND]DOL VX GD (Za8staviamdy WBQVRERRFIWME OXVD L
stanica. ZaUD]J]OLNX RG (1S 1S . MH QHDNWLY.DQ X VX]ELMDC

Ostecenje DNA e

Apo;toza Onkogeneza

Slika9. 'RPLQDQWQR QHJIJDWLY QAp78p..DRDRGUIIRSY RQ DD RaAWHUHC
TAp73 transaktivirasvoj dominantneQHJDWLYQL L QKAEXWRUVIDSI@LRWY B a D

L ] P HjaXine ekspresia TA S L 01R GO Xd e MaXdiudbiru stanie (Preuzeto i
SULODJR Y HQ&aRi iSWw 2OPMP
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1.8. Ekspresija izoformi p73 u tumorima

Za razliku od p53, p73 je rijetko muti@ X WXPRULPD DOL MH QMHJRYL
SRMDpDQDMDNY S BRRWIHEQR MH GREUR SURXpHQ®&@oda®WwiXPRULP
UDJLQH P51% S k&ROZ4HboBsRiki{' R PtQ J XsHr] 2006) 3RYHUDQD HNVSUF
LIRIRUPL S WDNRYHU MH RWNULYHQD X GUXaw&awhaSRYLPD
HNVSUHVLMD S VH SRYHUDY DR@iDisuR 2D} L PBUIBQIR SWHR WHRQD
u hepatocelularnirumorima JGMH Meha PEY.IOMHED HNVSUHVLMD SURWHL
s normalnim tkivom jetreMoll i sur. 200). Tumori s visokom ekspsijom p73 imaju
WHQGHQFLMX GD HNVSULPLUDMX N RéSitHiN izdo@niSyidjgel LO GR 2
S . JODYQL RE Q& NivaG KiMa th@dsddojke s niskim razinama mRNA p73
LVNOMXpPLYR HNVSULPLUDMX 7$S . GSSKUKBYRNDL]XWKH QDM
proapototsku aktivnost (Moll i Slade 2004 DR aW R $poéinedlitd. M1 HS GMHOXMX NI
dominantnenegativni reglatorii TAp73 i p53(Zaikaisur2002) KUDMQML XpLQDN S L]
u progresiji tumora pripisuje se omjeru TAp7B S . ,]JRIRUPH 73S AWLWH VWI
RQNRJHQLK SURPMHQD WH LPDOXTPTRERE DUDRIKR XRDBR SA8R
7$S 7$S \ 7%$S /| 7%$S 0 78S L 7$S X QRUPDOQLP VYV
rasponu tipova tumora izoforme TAp73 su prekomgeskspimirane Ekspresija TAp73
varijanti s C-krajem ne pokazyy VSHFLILPpDQ NRQ]LYWHSUNP @ HRE UDDDE |
neuroblastomimaju kompleksne varijante ®raja 7 $ S NRMH QLVX X NRUHODFL
NOLQLpPpNLP L ELRORA&NAP73INIDWBMLY B! \uekshrivhikadeN BiferBnciranom
neuroblastomu, dok su TAp73TAp73/, TAp730 TAp73 eksprimirare u nediferenciranom
neuroblastomu 6 YDND L]J]RIRUPD 7$%$S DNWLYLUD UD]JOLpLWH FLO
78S QHPDMX SRWSXQR duajeHencp L Q NGHJ OPMEHWW |D UD]JOLNX F
7$S LOQGXBRWMLQ N RIGBEBPBHenglIGEDinding protein 3, koji izravno
LQKLELUD UDVW L imnQ apopidzDGit ANHR MR N MUHHW OMILYD 73S XNO|
PHWDVWD]LtO [2 @okhlHa adHeRjadinterakcija ECMceptora i regulaj@ aktinskog
citoskeletgLogothetii sur. 2013) Ekspresijazoform p73sa VN U IniNFk@em | QD p EM QR
S R YrthiuDnnogim ljudskimtumorskim VWD QLPpQLPSWRQLMPWDOLQLMH NRMt
VLVRNX UD]LQ X el&prinduNRIYOHIN H N R @farpmiQiNpA3.Zhdg§ toga se
smatra da UNp73 ima potencijalnu onkogenu funkcijuer pULVLOQD HNVSUHVLMD
VWDQLp QL PtunmtaQrihiMiia Rudnorsupresrsku aktivnost p53 i TAp73 Visoka
eNVSUHVLMD L]JRIRUPL G1S X WXPRULPD RVRELWR QDS
XNOMXpHQRVW (RIik&/20P & LY IHIH @HL ]V X IFRRARIFB Yi L sueksprimirane
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RG 7$S &WR UH]XOWL U DNBR/YApERSHewRi suP 200#) ARHHzarazine
ekspresijgpokazala je da&oforme izravno koreliraju jedna s drugota da su oba promotora

PbDN L DranskriplaXr AprB il @pi73

S RY Hja Bt&@bidnost (INp73 proteinaa WRRRaH UHIX®@W YL&ARP
XQXWDUVWDQLpQ R &nkdyBnih Fvdrifamid DASdd R Bur. 2001) ,QDpH QLMH
poznato koliko je potrebno dédNp73nadvladaumorsupresorsku funkciju TApZORJIXUH MH
PbDN L QD QLVNLP UDBjuaRtbrios TAHARBWIS XQR SR
SRV OMH G L p Q@XédgoBHupoiskeFMkdije TAp7ZBuhimanni 3 « W P608)

regulirana istimpoticajem OHYyXWLP

podjednakoprisutne

da prisutnosizoformi 041 S

’ Supresija tumora |

zaustavanje rasta

A p21

| Progresija tumora I

staniéna smrt ’ | invazija |

m
GADD45 s inhibicija apoptoze

p57 A PUMA E-cadherin miR-205
NOXA ¥ miR-205 PTEN
Cyclin B1

Al DN : A
popravak DNA Cyalin B2 gIKD 4 N-cadherin ﬁé;
cdc2 Vimentin

v GRAMD4

EPLIN

Bax
RLERT pSIAIP1 s tien PUMA
SMUG1 T Scotin 28'51 ) CD95
A MUTYH CD95 i / TNF-R1
Mre11 “ TNF-R1 IGF 1R signaling TRAIL-R1

BRCA2

PMS2
Bub1

Bub3
BubR @

e

TRAIL-R2

v TRAIL-R2
D@S caspase-2, -3, -6, -8 and -9
i B8cl-2
| ABCB1/MDR1

| ABCA2

ABCAS

\
autofagija A G6PD
GLS2

4 DRAM
ATGS

neovisan rast

mati¢nost

A A
KCNK1 NANOG

COx4n

| [slomutacija ROS |
_ 7
Slika 10. 6WDQLPpQL SURFHVL UHJNOIL UIDQ L RGRIHRYXAMDHOR VAR G
(SBUHX]JHWR L SUL BrigelrRankl spiR2GBY H P D

1.9. Sarkomi mekih tkiva

Sarkomi mekih tkiva (STS, engoft tissue sarcoméheterogena su skupina rijetkih
tumora mezenhiskog SRULMHNOD 3RVWRML YLaAH RG UDJOLpLWLI
PROHNXODUQLP KLVWRORANLP L eNO®OWDHNLEXNDUDNWHDM
podtipovi su angiosarkom, liposarkom, leiomiosarkom, sinovijalni sarkom, rabdomiosarkom i
(ZLQJRY VDUNRP +RDQJ L VXU O9HULQD VDUNRPD PHNL
XJURN QDVWDMDQMD DO tocijuHé Xaslaha) HakgmbXimgjl bb@snitiSR
neurofioromatozom, obiteliskom adenomatoznom polipozomFraumeni sindromom i
UHWLQREODVWRQRP 1D WHPHOMX JHQHWVNLK DEHUDFLMD
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L VD VSHFLILPpQLP JmQ HVWRWNL X BURRHMHOOX YDULMDELOQX S
JHQD UHFLSURPQH WUDQVORNDF L MgenimakSTHIF PDGBRAH P XW D F
JDVWURLQWHVWLQDOQRP VWURPDOQRP WXPRUX LL YHOUOI
SURPMHQH NRORAVWQOHWHVWRHVWUXNH WH SUHGVWDYOMDM)
ili gubitke. Mutacije gend@ P53povezane su sa sindromomfiaumeni. NadalH SULPLMHUHQ
MH GD VX UD]JOLpPLWL JHQL NRML PGDERNA MDMRpKordijshjErii Y Q RV W
u sarkomimgBrennan i sur. 2013)5 HF L S UiBrpd3dinske UDQVORNDFLMH VX NDUI
za sinovijalni sarkom, miksoidni liposarkom i alveolarabdomiosarkom. Fuzijski geni koji
SURL]OD]H L] WLK WUDQVORNDFLMD pHVWVOR DR GLUD MM K bHFC
VDUNRPD PHNLKeWSHYD XINNOMXYPOMHQMH NHPRWHUDSLMX L
uznapredovalog STS korisge kemoterapijski lijekovi doksorubicin, ifosfamid, gemcitabin,
pazopanib, trabektedin, docetaksel (Seetharum 2018).

1.10. Mutacije TP53u sarkomima mekih tkiva

Mutacije u gend P53 Q D M [stiy@iidtske promjene u STS sa stopom mutadife?%

do 21% (Von Mehreni sur. 2016) .ORQDOQD HNVSDQ]JLMD PXWLUDQLK
metastatske prednosti ukfuX M XL JXELWDN NRQWUROH VWDQLpPpQRJ FL
invazivnost i kenorezistentnost. Das i sur. (2007) pokazali su da visoka stopa mutacija eksona

4 sugeriradaR PRAH ELWL SRGUXpMH VNORQR PXWDFLMDPD X 67¢
(SiIND <LQ L VXU SRND]DOL VP53 ¥LMR NOp XVWD D@L/
OLQLMDPD UDEGRPLRVDUNRPD W5B 3D MM @ BRHYMAIDO R VWAD P
QHVSHFLILPpQLK UHFLSURPQLK WUDQVORNDFLMD SRYH]DQI
VOXpDMHYLPD VD VSHFLILPQRP UHFLSURpPQRRINKCIOMAIVORNDF
NDR SRWHQFLMDOQL PROHNXODUQL PDUNHU ]DsuthbsfOLNRYD
mutacijaTP53 X QDVWDQNX W XPdavrid XPGRRAHX L DQMWLY 8 H F L BUhRIL@L P

translok&ijama povezanim sa sarkomom mekih tkiva.
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Transaktivacijska domena DNA -vezuju¢a domena Oligomerizacijska domena

'8 637577 93 213 250 377 393
} k. } } }
1 24 32 125 186 224 261 307 331 367 393

f At

125 245248 249 273 282

Slika 11. Spektar mutacijdP53u sarkomu mekih tkivaStrelice predstavljajunjesta
mutacijeu TP53, a brojevi granice kodona za eksorfe HX]HWR L SULDaBIREYHQR SU

2007).
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1.11 &LOM LVWUDALYDQMD

&LOM RYRJ LVWUDALYDQMD ELR MH RGUHGLWL JHQVNX
X SDQHOX VWDRUNRPH ®@HNLMDW NLY D npdaYiNzbfdirbe p33) kb SRV W L
i izoforme p73, mogle sudjelotrai inaktivaciji p53, u inicijaciji tumora i njegovoj progresiji,
VWRJD Mb#reditbrjilipiR ekspresijski profilZa detekciju proteina koriséi sam metodu
Western blota, a za gensku ekspregigformi p53 i p73 metodNYDQWLWDWLY@H ODQpl
polimerazom(gPCR).

16



2. Materijali i metode

2.1. Materijali

21.1.0DWHULMDOL NRULAWHQL X VWDQLpPQRM NXOWXUL
6WDQLpQWNDUINRIPNDH PHN LK \WdeLsam kdriktivaMstt NHD-1080

(fibrosarkom), RD (rabdomiosarkomp204 (rabdomiogarkom),SW872(liposarkom) iISW982

(sinovijalni sarkom) 6WDQLPpQH O ls@u tdidci R Staviez@MN X]IJDMDQH X WHN

hranjivim podlogama (Tablic2) u inkubatoru za uzgoj stanica gii G i 5% CQ.

Tablical. 3RSLV VWDQLPQLK OLQLMD

6 WD Q LijaQ ATCC lzvor tumora Stutus gend P53
HT-1080 CCL-121 Primarni fibrosarkom Divlji tip
RD CCL-136 Primarni rabdomiosarkom| ¢.742CT (p.Arg248Trp)
A204 HTB-82 Primarnirabdomiosarkom| c.639A>G (p.Arg213Arg)
SwW872 HTB-92 Primarni liposarkom C.752T>A (p.lle251Asn)
SwWo82 HTB-93 Primarni sinovijalni sarkom Divlji tip

Materijali kge samkoristla X UDGX VD VWDQLpPpQLP NXOWXUDPD
PBS (englphosphate buffered salipgpH=7,4 (137 mM NaCl (Kemika, HrvatskaR,7
mM KCI (Kemika, Hrvatska), 1,4 mM KHPOs (Kemika, Hrvatska), 4,3 mM NEPQO,

17 H20 (Kemika, Hrvatska))

tripsin (Sigma Aldrich, SAD)
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Tablica2. 6DVWDY NRPSOHWLUD®RGOMRHE N X]DL K CKMWD @R MHLAKL QL K '\

6DVWDY NRPSOHWLUDQLK WHN 6WDQLPQH OL
DMEM (engl.Dulbecco'smodifiedeaglemedium Thermo
Fisher Scientific SAD),

VHUXPD W H ORBS(dnbl.fétaMxwhe serum HT-1080
SigmaAldrich, SAD), A204
2 mM L-glutamin (Sigma Aldrich, SAD), RD

100 mM natrijev piruvatThermo Fisher Scientifj<SAD),
100 U/mL penicilin Thermo Fisher ScientificSAD),
J P/ VWUH SkerB EiHefScientificSAD)
L15 (engl.Leibovitz's mediupSigma Aldrich, SAD
10%FBS (Sigma Aldrich, SAD),
2 mM L-glutamin (Sigma Aldrich, SAD), SwW872
100U/mL penicilin (Thermo Fisher ScientificSAD), Swo82
J P/ VWUH SkeérB EiHefScientificSAD)

2.1.2.0topine i puferi

tfosfatni puferzaizolaciju proteingDPBS, englDulbecco's phosphate buffered
saling (Sigma Aldrich,SAD)

+medij za zamrzavanjelOmL,45% FBSa, 45%hranjive podloge 10 % DMSQ

+30%tna PDWLPpQD RW R SibiQaRrilEnhNda(BignaRALdch, SAD)

tpufer za doniji gel poliakrilamida/gel za razdvajamel = 8,8; 1,5 M Tris, dekD)

tpufer za gornjigel poliakrilamida/gel za sabijanjpH = 6,8; 1 M Tris, dekD)

+10%-tni SDS (Sigma Aldrich, SAD)

+10%-tni amonijev persulfat (Sigma Aldrich, SAD)

tizopropanol (Kemika, Hrvatska)

+TEMED (N,N,N,N-tetrametilendiamin) (Sigma Aldrich, SAD)

tpufer za eleroforezu (1071) (25 mM Tris,190 mM glicin, 0,1% SDS)
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tpuferzaQ D QR aH Q M H) XBRegNIaemmli buffey (2 mL 1M Tris (pH 6,8), 4
mL glicerol (Kemika, Hrvatska), 4 mLM ditiotreitol (Sigma Aldrich, SAD) 8 mL 10%
SDS,20 mg bromfenola plavilo (Sigma Aldrich, SAD))

tpufer za prijenos (10) (TB, engl.transfer buffey (184mM Tris, 140mM Tris, 20%
metano)

tpufer TBST (engltris buffer salingweer) (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,05% Tween
20)

totopina za blokiranje membraig2 obrano mlijeko u prahu u puferu TBST

totopina za bojanje membraRanceau $0,5% Ponceau &igmaAldrich, SAD), 10%
ledena octena kiselipa

+Takyon Low Rox SYBR MasterMix dTTP Blue (Eurogentec, Belgija)

+GoTaq Colorless Master M@ hermo Fishe6cientific SAD)

+TagMan Gend&xpression Master Mix (Thermo Fisher Scienti§&D)

+DNaza(4LDJHQ 1MHPDpPND

tinhibitori proteazaComplete, Mini, EDTAfree Protease Inhibitor Cocktail Tablets

Roche,aAYLFDUVND

2.1.4. Komercijalni kompleti

tkompOHW ]D RGNURHHGEMD@YNMIBFLMH SURWHLQD 3LHUFHE %&$
Fisher Scientific, SAD)

tkRPSOHW ]D GHWHNFLMX SURWHLQD NHMPUSECELQLVFHQFL
(PerkinElmer, Nizozemska)

tkRPSOHW ]D L]RODFLMX RiX(TOherhoBishSr Sciehtific,. §AD)

tkompletza reverznu transkripcijdigh Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher ScientificSAD)
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komplet otopine DlazeRnasd-ree DNase S€Qiagen, SAD)

2.1.5. Ostali materijali

tnitroceluloznaPHPEUDQD |]D SULMHQRYV SURWHLQD SURPMHUD
tsWDQGDUG |D RGUHYLYDQMH PROHNXODUQH PDVH SURWH
Dual Color, raspona 1250 kDa (BioRad, SAD)

tsteriine S O D &bbick B-T6 (BD Falcon,SAD)

tpORPYBD E X @D BaladipSAD)

tkrioepruveteza zamrzavanje stanica (Greiner #)oe, Austrija)

S8UHYDML

tkabinet za rad u sterilnim uvjetima (Iskra, Slovenija)

HiQNXEDWRU ]D X]JRM VWDQLFD .DPELp 6ORYHQLMD
tzibalica Gyro Rocker SSL@Etuat, Velika Britanija)

+tmMDJQHWVND PLMHADOLFD 06+ %DVLF ,ND 1MHPDpPND
#tHUPREORN 7HUPRPL[HU &RPIRUW (SSHQGRUI 1MHPDpPpNL
tsustav za elektroforezu Mirotean Il (BioRad, SAD)

tcentrifuga, Harrier 18/8QMSE, Velika Britanija

+centrifuga 51445 R (EpBQGRUI 1MHPDpND

+ pL Whikkjotitarskih SORpLFD OXOWLVFDQ 06 /DEV\VWHPV )LQVNEL
#tresLOLFD |]D PLNURWLWDUVNH SORpLFH $vDO ,WDOLM
tuUHYDM ]D RVOLNDYDQMH $OOLDQFH 89, WHF 9HOLND
+PCR 2720 Thermal CycleTfiermo Fisher ScientificSAD)

+CFX96 RealTime PCR (BioRad, SAD)
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+Applied Biosystem$teo One PlugThermo Fisher ScientificSAD)

+Nanodrop NP60 ,PSOHQ 1MHPDpPpND

2.2. Metode

2.2.1. Odmrzavanje stanica

Zamrznute stanice u kepruvetamap XYDM X VH X V S UH PigbmpX-196 WH N X U L
U& ,]¥®@BHri@epruveteV D VW D Q L RihR BodenG Kub&jid minpri3W& GRN VH
VDGUADM QLMH RWRSLR GR SR O Das8mg Wwlkbohpipade Virah['dl OHQ H |
podloge DMEM za stanice HI080,A204 i RD, a za taniceSW872i SW982kompletirane
hranjive podloge +15. 8 VW HULOQLP X Yam ptabddi Dsterne stakierd egruvete
i centrifugiral5 min pri800g, pri 4 @ kako biseuklonio medij za zamrzavanje. Supernatant
samodlila D VWDQ lepuendirBll ® RIJRJ RGIJRYDUDMXUH NRPSOHWLUDQ
istavilae X VWHULOQH ST PatiepeQ@tjeledd PHXFIRM VWDQLPQLK NXOW
10 cm EW872 SW982 RD,A204i HT-1080).

2GUADYDQMH VWDQLFD X NXOWXUL

Stanice koL aWHQLK VWDQLpPpQLK OLQLMD VX DGKHUHQWQH
8] JDMDQH VX X VWH UL O QI%iPstavim \atjepoarhapri BREIBR CG7u
DWPRVIHUL |]DVLYDNNDM YAADQRPNDGD VX VWD QaddgetogeRWUR AL
te postale 90 NRQIOXHQW Qadam3.lKH B IMHD SRPHWND UDGD VD VV
kemikalije (kompletirana hranjiva podloga, tripsin i PBS) zagrig@am u vodenoj kupelji pri
37U0U& 6YD UXNRYDQMD ¥€mV ¥eDIGRAF IRAINDUXANHTRY@IL ©okomitim
VWUXMDQMHP ] aDpbdmikréskobiRdn @rdVjRalkonfluentnost stanica, u laminaru
sam sa sterilnom staklenom pipetom ukloaihranjivu podlogu. Zatimam stanice ispras 5
mL sterilnog fosfatnog pufera kojegre nakontoga uklonif te ih inkubirah s 2mL tripsina
kako bi se odvojile od podloge, jenzimtripsin FLMHSD SURWHLQVNH YH]H PHyYX
PRAH SURYMHULWL SRG PLNURVNRSR Pplutethv Di@sifr amVH DRI
inaktivirala dodavanjem & P/ RGJRYDUDMXUH NRPSOHWLUDQH KUDQM
UHVXVSHQGLUDQMHP L LVSLUDOQ#di® KRPRQHBRR VW DBVRSGRAWRIFH

stanica u mediju. Od dobivene suspenzije stanica oatsah nekoliko kapi u sterilnim
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SODVWLpQLF/5HIRFeDijBVMINM Zdjelicamai dodah 10 mL kompletirane hranjive
podloge DMEM ili L- RYLVQR R VWDQLpPpQRM OLQLML

2.2.3.Zamrzavanje stanica

Za dugotrajno pohranjivanje stanice je najbagenrznuti. Bitno je zamrzavati stanice
NDGD VX RSWLP D -O@Hkodfuegniey.iStanicamara uklonila kompletiranu
hranjivu podlogu i isprals 5 mL sterilnog PB®& kojeg amnakon toga uklond. Zatim @am
stanice inkubira s 2mL tripsina kako bse odvojile od podloge te #tavilau sterilne staklene
epruvete iresuspendiral u 5 mL hranjive podloge. Nakon tggataklene epruveteam
centrifugirah tijekom 5 min pris00g X FHQWULIXJL RKQ@DIBERNY PHQWULIXJ
odlilasamsupernaint, a talog resuspendiaal 1mL hladnog medija za zamrzavanje ha@la
u krioepruvete pohraniana-80 U& =D GXOMH VN O B@Buvate-pQhvaRup/ D NY H N |
W HeéinX@i X & pbrN-196 U &

2.2.4.Analiza genske ekspresije
2.2.4.1.1zolacija ukupne RNA i reverzna transkripcija

=D L]JRODFLMX XNXSQHMm lirsjad ¥Korisfila \sam x@dripleQ2a izolaciju
3XUH/LQNS 51$% UKA@DDIGWR XS XW DPtRetrsad RNJ20RStdhijcdam
prvoliziala GRGDWNRP /S X1 HIyd$ds BOfep Liat B JOS XWD SSURYODD DL
NUR] @aWUFDO M NidoM. Zafri\stidlodiak) D Q R P HWDQROD QD KRPRJHC(
lizat kako bi se postigli idealni uvjeti vezanjainargjel / QD N R kén@etitrifl@ranja
15 s pri 1200@ filtrat samuklonilai na kolonu dodia 80 — étopine '1 D] H /| "1D]H X
70 / SXIHUD 5''RDHDQUS@)) te je razgradnja vezane DNA provedena tijekom 10 min
pri sobnoj temperaturi. Kol@sampotom ispréea WUL SXWD V /| SXIHUD ]D LVS
Wash Buffer)lte dva puta puferom za ispiranje 2 (eNgash Buffer ). Nakon dodatka svakog
pojedinog pufera uslijedilo je centrifugiranje 15 s pri 12§00klanjanjefiltrata. Ukupru RNA
s kolone eluirda sam V —/ YRGH SRpLailfgHRNARSefreelvinje) uz
centrifugiranje 2 min pri 12009. Nakon provedene itacije mjerila sam koncentraciy RNA
VSHNWURPHWULMVNL QD .RUHYMWDO UL DIRRCGORY 3. JK &DSDFL
Transcription Kit metodom reverzne transripcije prepissim RNA u cDNA. Reakcija
UHYHU]JQH WUDQVNULSFLMH XWRS$QRVHYRG XP H/@Djésé&Ja/DWD L M
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GUXJLK

/ pLQL

J51% QDGR SRQMBHQRIUHROXPHQD RG

RGYLMDOD X XUHyDMX 3&5
= DAMLCPBNA razrijedia V

5 min pri 85 U &
NRQFHQWU

' S WK
DFLMH

QJ |/

/

7KHUPDO®BAFOHBLQKREMHWLP

Tablica 3. Sastav 2i reakcijske smjese za revetzimanskripcip.

/| YH6GR NRQDpPQH

SRpHWQ .RQDpPQLO Volumen po
Reagens koncentracija koncentracija reakciji (10 /)

10 1 RT pufer 101 11 2,0 /

25 TdNTP 100mM 10 mM /
10T ADVXPLPpQH S 101 11 20 /
Reverzna transkriptaza 8 [/ 8 |/ 10 /
Inhibitor RNaze 8 |/ 8 |/ 1,0 /

reH0 /

2.24.2. Kvantitativni PCR metodom SYBRGreena

Ekspresiju genaTP53 R G U Hay s iDPHWRGRP NYDQWLWDWLYQH O
polimerazom, gPCR (engjuantitative polymerase chain reactjama kalupu cDNA. Metoda
se temelji na mjerenju fluorescencijskog signala tijekom amplifikacije DNA u eksponencijalnoj
fazi reakcije PCR.=ERJ V OoRjariz@dije gendP53koristilasam SULODJRYHQX PHW
XJQLMH A&y HaQéndl.rge&téd PCR NRMD XNOMXpXMH GYLMH X]DVWRSC
pre-amplifikacijsku reakciju kojonrsamumm da RGUHYHQL VHW AGXJLK3 L ANUD
zatimreakciju gZR, kojomsamodredila UD]JLQX HNVSUHVLMH VSHFLILpQH L]R
vrijednost koristih sam ukupnu ekspresiju gerBP53 =D AGXJH3 L]JRIRUPH RGQRVC
MRNA u preamplifikacijskoj reakciji koristhsam SR p HW Q L FFab8ca B. Rakonpre-
amplifikacijske reakcije slijedioje gPCRzZ& . S S a S . 0 S a S
(Slika 12) =D ANUDWNH? L]RIRUPH R G QR rQpRfikacipskiol] MakQiwH P51
koristilasam SR p HW Q L Flidbiga 4. Neakon preamplifikacijske reakije slijedio je qPCR
s . 0 S a
koristilasam25 ng DNA, dok u reakciji pramplifikacije kratkih izoformi koristd samb0 ng
DNA. PrijesiDJDQMD 3&5 U H D samzadifalsSijekoid B/mridFildoU & GD VH XNOROQ
PHYXVREQR VSDUHQH SRpHWQLFH

za U (Slika 12) U reakciji preamplifikacije dugih izoformi
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Tablica 4 3RSLV SRPpHWQLFD ]D G X@hhTP5N BRMHNHQLFD RUMH X]Y
SRPHWQLFD D SRpHWQLFD 5 MH QL]YRGQD SRpHWQLFD

lzoforma SRPHWQLH Slijed nukleotida u smjeru « e
AGXJH? SRpHWRILFLO GTCACTGCCATGGAGGAGCCGCA
SRpPHWRAFL CTTCCCAGCCTGGGCATCCTTG
ANUDWI SRpHWRBBLFLO TTCCAGTTGCTTTATCTGTTCACTTGT
SRpPHWRAFL CTTCCCAGCCTGGGCATCCTTG

Tablica 5. Sastav preamplifikacijske reakcije

Preamplifikacija dugih izoformi Preamplifikacija kratkih
izoformi
Reagens .RQD b Q Volq_r_nen po .RQD p Q Volg_r_nen po

koncentracija | reakciji / | koncentracija | reakciji (25 /)
1 i Go-Taq mix 11 125 / 11 125 /
3RpHW @LiPB) 0,4 mM 1/ 0,4 mM 10 /
BRpHW@RFL 04mM 1/ 0,4 mM 1,0 /
cDNA 1QJ / 1/ 20QJ |/ 20 /
reH.0 95 / 85 /

ReakcijapreDPSOLILNDFLMH RGY LMD Olerividh C¥clet U tvjebndX 3 & 5
3 min pri 95 @, zatim 35 ciklusa (30 s pri 9@, 40 s pri 60Q, 90 s pri 728) i 7 min pri72
& 1DNRQ ]DY U aH W-ahiplifiditaimeNdEdeMzdforrBeUrbizrijedilsam 400 puta, a
kratke 200 puta. Zatim je slijedila reakcija qPCR metod®BRGreena. Reakcije gPCR
izvodila samu duplikatima uz negativnu kontrolu bez cDNA. Reakcija se ofviia X XUHyDM X
CFX96 RealTime PCR u uvjetima: 3 min pri 98 zatim 40 ciklusa @ s pri 958G, 20 s pri
63 @, 10 s pri 720) te reakcija taljenja u rasponu od T2do 95 G s porastom od 0,8

svakih 5 s.

24



Tablica6. 3RSLY SRpHW@QPFCR]D UHDNFL

Izoforma

SRPHWOQLFH

6OLMHG QXNOHRWLIEGE

S

pS3 F

AGACCTATGGAAACTACTTCCT

S 5

CTCACGCCCACGGATCTGA

S

pS3 F

AGACCTATGGAAACTACTTCCT

S 5

AAGCTGGTCTGGTCCTGAAGGGT

p53 F

AGACCTATGGAAACTACTTCCT

TCGTAAGTCAAGTAGCATCTGAAGG

GATCCATTGGAAGGGCAGGCC

CTCACGCCCACGGATCTGA

GATCCATTGGAAGGGCAGGCC

AAGCTGGTCTGGTCCTGAAGGGT

GATCCATTGGAAGGGCAGGCC

TCGTAAGTCAAGTAGCATCTGAAGG

()
0p)

ACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTACAG

CTCACGCCCACGGATCTGA

ACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTACAG

AAGCTGGTCTGGTCCTGAAGGGT

()
wn

8]

ACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTACAG

a

TCGTAAGTCAAGTAGCATCTGAAGG

p53 all

p53 all F

CCATCTACAAGCAGTCACAGCA

p53 all R

TTCTTGCGGAGATTCTCTTCCT
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16 pa?y_a)ll F psgll R Taa
Blz[c] <] s]s] 7]z ]s]uw pS3a
p33F=>» pS3a R
ATG1 TGA
213 a| s| 6| 7|8 | 9[REl p53B
pS3 F=> < D3R
ATG1 TGA
213/ 4| s| 6| 7|8 | 9 sy BN p53y
pS3F=>» &p537 R

ATG40
md s |67 ]88 [9]wo A40p53a
A40p>3 ATO0 €p33a R

m a|ls| sl 7] 8| ol EEE A40p538
Ad40p33 &p53p R
ATGE0 TQA
m s s 7] e[ o[vEEEE A40p53y
Ad0p53 F > <p337R
P3 P2
P ATGI3 € 1A
!5 6 |7 |8 |9 [0 A133pS3a
33p53 3
A133p33 ATGI33 *?6.:?“ R
! s| 6| 7|8 |9t A133p538
Al33pS3 F &=pd3p KR
ATGI33 TGA
! AEAEIEIEIE A133p33y
A133ps3 F €p33e R

Slika 12. 3BRORADM SRPHWQLFD XXX DQRGBH&yHPROMB &NV SUHVLNMN
TP53 =D AGXJH?3 L]RamRplifikatijskojIehktiji koristh sam SRpHWQLFH 3 L 3
RIQDpHQH FUYHQRP ERpifikétijskd 2akeljQsliditljgPCR za izoforme

S . S S G S . G S 0 S =D A N UdnplifikeciskgjRIRUP H
reakciji koristlhisam SRpHWQLFH 3 L 3 Roojm) Na®Rad pFraunylifiikaétjske
UHDNFLMH VOLMHGLR MH T3&5 ]D 0 S . a4 S a S

Tablica 7. SastaveakcijegPCR 3 R p HW (Risbkonjbihirane prema tablié.

.RQDpPpQ| Volumen po
RIEIEEE koncentracli[}a reakciji (10p /)
2 1 Takyon LowRox SYBR MasterMix dTTP Blue 11 50 /
SRpHWQLFD ) 0,4 mM 04 /
SRpHWQLFD 5 0,4 mM 04 /
DNA 1,0 /
reH,0 32 /
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2243. T3&5 V KL GUR Garjdam@rsigkarn. P

Za detekciju izoformi gen@P73koristlasasmVRQGH RELOMHAHQH IOXRUHV

Kao referentni gen korisilsam SURWHLQ NRML Y HaWBP/ enyINTATABOX 7$7$
Binding Proten). Reakcije qPCR izvodilsamu duplikatima uz dodatnu negativnhu kontrolu
EH] F'1$ S5HDNFLMD VH AgGi¥dlBibByStEMsXStEpIGhg PINEXU uvjetima: 10

min pri 95 @ zatim 40 ciklusa (15 s pri 98, 1 min pri60& X NRMHP VH PMHULOD

fluorescencije).

Tablica8 3RSLVY SRpHWQLFD L VRQGL

6OLMHG QXNOHRW I G/ {
Naziv RELOMHAHQLK 10XRUF PobHW( 6OLMHG QXNOHRWI(
F CACGAACCACGGCACTGATT
TBP TGTGCACAGGAGCCAAGAGTGA
R TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC
F CCTCTGGAGCTCTCTGGAACC
TAp73 | CACCTACTTCGACCTTCCCCAGT
R TGGGCCATGACAGATGTAGTCA
F GCGCCTACCATGCTGTACGT
a1ls TGACCCCGCACGGCACCTC
R AGATTGAACTGGGCCGTGG
Tablica 9. Sastav gPCR reakcije
Reagens .RQD b QD Vqume_r]_ po
koncentracija reakciji
1 7 TagMan Gend&xpression Master Mix 11 /
3RpPHWQLFD ) 0,9 mM /
SRpPHWQLFD 5 0,9 mM /
Sonda 0,25 mM /
cDNA QJ |/ 50 /
reH,0O 2,375 /

2.2.44. Obrada podataka

Ekspresija izoformi genaP53i TP73 L]JUDAHQD MH NDR SURPMHQD HN
LJIRIRUPH X RGQRVX QD UHIHUHQWQL JHQ

novim ciklusom prali smo interkalacijom fluorescentne bd'BRGreenunutar novonastalih

lanaca DNA ili hidrolizirajX i LK VIRGEMRELOMH aH QLK dbjn GiMiSHQFLMV N
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NRMHP MH NROLpLQD '1$ ELOD GRYROMQD GD IOXRCHVFHQF
YULMHGQRVW 6YH &W YULMHGQRVWL VX QRUPDOLJLUDQH S
je GD LVSUDYL UD]JOLNH X SRpHWQRM NRQFHQWBI3FLML X]
normalizirana je prema ukupnoj ekspresiji svih izoformi gelR&3 dokje ekspresija izoformi

genaTP73 normalizirana prema ekspresiji referentnog géBd®. Ekspresija izairmi gena

TP53i TP73L]JUD&AHQD MH NDR SURPMHQD HNVSUHVLMH X RGQRV]
formuli 29%W JGMH MH G&W U D] QdiydN)-Ktirdrd-MaV o)l IHVAK iINSEhm&tiyeén

2001)

2.2.5. Analiza ekspresijgroteina metodom Western bloa

2.2.5.1. Sakupljanje stanica za izolaciju proteina

1DNRQ GDQD RG QDVDYLYDQMD VW ®¥rmkobfluedtRost PLNUR
stanica kogmora biti 9Q%6. Sve daljnje korake radisamna ledu kako bsesmanjiaemoguil Q R VW
degradacije proteina. Uklomilsam hranjivu podlogu i dodal /| 3%B NRML QH VDGL
CaCkb i MgCl2 u koji samprethodno dodalLQKLELWRUH S UR3tvugdi¢dn (@9 DVWLPQ
policeman odvojila sam stanice s podloge. Suspenziju stanica dddam resuspendiral i
prebacih u mikroepruvete od 1,5 mL. Zatinam centrifugirah 5 min pri800g, pri +4 U &

Supernatantamodlila, a talog koristia za izolaciju poteina.
2.2.5.2. I1zolacija proteina za analizu Western blotom

Za izdvajanjeproteina koristliam PHWRGX VRQLILNDFLMH NRMRP VH S
YDORYD YLVRNH IUHNYHQFLMH QDUX&aDYD LQWHJULWHW VWI
daljnje korake radih samna ledu. Na taloge sakupljenih stanica dagam | 3 %a6s
inhibitorima proteaza. Taloge stanicansresuspendiralte sonicirah 15 s pri amplitudi 80,

postupak amponoviladva puta s razmakom od 15 s.
2G UHYyLY D Qavxijel phdteicamid¢iQddm BCA

2GUHYLYDQMH NRQFHQ WddDuzlupbtiebB Wdrnérdifdln® dosdugridy H O
NRPSOHWD 3LHUFHE %&$ 3URWHLQ $VVD\ 2u\Wu itedWahgiGD VH W
proteinima te kompleksiranju nastalog"@udvije mMoOIHN XOH ELFLQNRQLpPQH NLVHO!
bicinchoninicacid X OMXELpDVWR RERMHQL SURGXNW pLMD VH NRC
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pri 570 nm. Uzorkeam GU&AQD OHGX |DMHGQR VD VWDQGDUGLPD DOE
BSA (engl. bovine serum alburme) poznatih koncentracija kojeas koristila za izradu
EDAGDUQH NULYXOMH 8] SRPRU EDA&GD U Qasarkoricanka@idH L M H C
SURWHLQD 8 PLNURWLWDUVNX &SsaRRpLFX WW D QBEDQIEWDL (¥6 K
koncentragama 125, 25 L J P/ 20 (hebgbHvha kontrola) te

/ UDJULMHYHQRJ X]J]RUND 2Q). Bydrdundd@noXia u duplikatine. U
VYDNL EXQsahh i VWDWDOHQVD |D RGUHYLYDQMH NRQFHQWU
Kit, kojeg sam pripremia PLMH&GDQMHP RWRSLQD $ L %mXS &R MHAXX
inkubirala 30 minuta pri370U& X YRGHQRM NXSHOML 1BmdRIQdih@aNXEDFL
VREQX WHPSHWDMSYRXIBEDREFLWROS UL QP QD PLMWDL X1PLN
tHPHOMX RPpLWDQLK DSVRUEDQFLMD VWD QGa@AMEDAGRWRSLQ
NULYXOMX Sd&PR UK [aKBQRBHIACIju proteina u uzorcima.

2254, (OHNWURIRUH]D X GHQDWXULUDMXUHP JHOX SROLDNUL

SDSPAGE (engl.sodium doded sulphate polyacryl gel electrophoresidi natrij
dodecil sulfatelektroforeza u poliakrilamidnom gelu je metoda razdvajanja proteina na temelju
molekulske mase. SDS (engbdium dodecyl sulphateVH KLGURIRE QHRLQHAaGE DD XSl |
LP XMHGQDWHQ@D@QHODDERM SR FLMHORM GXaLQL PROHNXOH
WURGLPHQ]JLRQDOQX VWUXNWXUX 3URWHLQL SXWXMX SUHP
LVNOMXpPLYR SUHPD QMLKRYRM YrheGe fzhjegavalitiecyjidddipL QL SF
oblika molekule. Koristt samdiskontinuiranu SDFAGE, za koju am pripremila dva gela,
gornji (gel za sabijanje) i donji (gel za razdvajanje). Gornji-th¥gel za sabijanje i doniji,
10%WQL JHO ]D UD]GY DevazlBuwuh sasddayXi\pH &R 2). Gel za sabijanje
MH UMHYyL L PDQMHJ S+ S+ WH VOXaL ]D VDELMDQMH X]R
S+ S+ L VOXaL ]D UD]JGYDMDQMH SURWHLQD QD WHPHO!
elektrdoreze pratdhsam S R P R (okirSkeég markera Precison Plus Protein Standards Dual
Color. -aktin koristhissam NDR NRQWUROX QDQRAHQMD MHGQDNLK NRC
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Tablica 10. Sastav gelova za razdvajanje i sabijanje

Gel zasabijanje Gel za razdvajanje
Reagens (5%) (10%)
reH.0 2,7mL 4,0 mL
Otopina akrilamida i bisakrilamida (309 0,67mL 3,3mL
1,5 M Tris (pH 8,8) - 2,5 mL
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,5 mL -

10%tni SDS 0,4 mL 0,1 mL
10%tni APS 0,4 mL 0,1 mL

TEMED 0,004 mL 0,004 mL

1 D N R QaraphiRen¥filagel za sabijanjerazdvajanje sastagbam D SDUDW XU X NRUL
stakalca za gel elektroforezu s razmaknicom od 1,5 mm te ihpas@@ QRVDpH ,]JPHYX C
samprvo ulilagel za razdvajanje te nakon njegove polimaijeaulila JHO |D VDELMDQMH
SURWHLQRSSRW ISKHEDRP ]D QDQRAHQMH X ampdoDrijaat /% 8]
tijekom 5 min pri96U& NDNR EL VH SURWHLQL $&WKS X ® R NXHIQ D S\DEU
Koristiasam XUHyYDM ]D H O H NYétedR IIR Blékirsfoekase odvijala u puferau z
elektroforezu pri konstantnom naponu od 90 V dok su uzorci putovali gelom za sabijanje, a pri
110 V dok su uzorci putovali gelom za razdvajanje.

2.25.5. Prijenos proteina s mliakrilamidnog gela na nitroceluloznu membranu

1DNRQ ]DY Ua&aH Q Hodte244 saivy UHRO RO H\ B E L ¥kBz8tiZ4d prijeviéi3 R a L O
SURWHLQD 1D GLR ND]HWH aAdHQYSKHEYEEGXALGNDWRGW R \B\I
UD]JGYDMDQMH NRML VDGUAL SURWHLQH QLWURFHOXOR]Q>
papira i sS X &Y L Fak Zetvdrivkazetu za prij@ RV SD]JHUL SULWRP GD QHPD F
jednom sloju. Prijenos se odvijao u puferu za prijenos tijekom 90 min pri konstantnoj jakosti
VWUXMH RG P$ -RroxeaHlyDM X OLQL

2.25.6. Bojanje i blokiranje nitroc elulozne membrane

IDNRQ BSWRMWH) RV SURWH L&xhm jMenlyanl R otdp@iNX ojabjd O
Ponceau S. Membranamstavilau kadicu na zibaliei ispiralatri puta po 10 minuta puferu
TBST. Nakon ispiranja, membranarsblokiralau otopini z blokiranje tijekom 30 minutarp
sobnoj temperaturi uz zibanje kako biS U LM®IH V S HavézBhijp Qrotutijela.
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2.25.7. Analiza proteina metodomWestern blota

Nakon blokiranja membranwasi inkubirala u primarnom protutijelu (Tablica 3). Za

detekdju izoformi proteina p53 korigia sam V O L Mptli@arniaotutijela P L & M H-pS3J R W X
NRMH SUHSR]J]QDMH L]J]RIRUPH S . G S . (0-SS . L @

SUHSR]QDMH L]JRIRUPH S 0 S % RIYDpISHPSBUBRAPSE) %o
prepanaje sve izoforme proteina p53. Za detekciju izoformi proteina p73 karsstih
primarra protutijela N X Q L 0 MpT3$BPRIBNYX koje prepoznaje sve izoforme proteina p73 i
N X QL U M-pl73SABRAV26A) koje prepoznaje samaoforme TAp73. Membranuam
inkubirah X RWRSLQL VSHFLILPQRJ SULPDUQRI G RMEXOWILIMA H GVH ¢
tri puta ispradpo 10 min u puferu TBST uz zibanje. Zatiansmembranu inkubiratijekom
60 min pri sobnoj temperaturi u otopsgkundarnog protutijela (TablF D VSHFLILPpQRJ ]D
primarnog protutijela na koji je vezan enzim peroksidaza iz hrena (HRP,hemgé radish
peroxidasg te ponovno ispira u puferu TBST. Kao supstrat za vizualizaciju koressgam
komplet Western IL J K W Q L GEXE. (BabnjeMi eagens A : reagens B = 1 : 1. Membranu sa
supstratom inkubiral sam tijekom jedne minute u mraku pri sobnoj temperaturi i ssawil
X U Hy iaaljzacijuAlliance 4.7.

Tablica 11. Popis primarnih protutijela

Primarno protut ijelo Porijeklo 5DJUMHY | zvor
Protup53SAPU Ovca 1:5000 Dobiveno OM X ED |
Protup53. 421 oLa 1:1000 dr.sc. J.C. Bourdona,
Protup53 %o Ovca 1:6000 Dundee, UK
Protup73EP436Y .XQLU 1:2000 Abcam, V. Britanija
Protup73 A300126A XQLU 1:250 Bethyl, SAD
Protu -aktin OLa& 1:2000 Proteintech, SAD

Tablica 12. Popis sekunarnih protutijela

Sekundarno protutijelo | 5DJUMH § lzvor
ODJDUHUH SU 1:3000 Jackson Immuno
Donkey AntiSheep IgG ' Research, SAD
Kozje SURW X P | 1:5000 Jackson Immuno
Goat AntiMouse IgG ' Research, SAD
.R]IMH SURWX 1:3000 Cell Sgnaling
Goatanti-Rabbit 1IgG Technology, SAD
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3. Rezultati

&LOM RYRJ LVWUDALYDQMD E L RekspresRuGzbfbtiGi p58 Lpd3H Q V N X
X VWDQLpPpQLP OLQLMDPD VDUBRITD(ligoshrkbrk, pA3xY) X4 pbRY M H N
(rabdomiosarkom, p53mtyW982(sinovijani sarkom, p53wt), RD (rabdomiosarkom, p53mt),
HT- ILEURVDUNRP S zZW ] VWaDZQllrdteBand dkupghe \pit&r@ L p Q L K
metodom sonikacije u PBX (NVSUHVLMD L]RIRUPL SURWHLQD S L
Western blota primjenom odg®@ U BdwMniiarnog i sekundarnog protutijela. Rezultati analize
‘HVWHUQ EORWD REUDVWH®@LP X0 RBHaAAKROUMNKBER6 =D RG!
ekspresije izoliral sam XNXSQX 51%$ L] VWDQLPQLK OLQLMD L PHWRC
preveB RNA ucDNA. Ekspresiju izoformi gen@P53i TP73 R G U HayshnYnie@dom gPCR.

3.1. Ekspresija izoformigenaTP53

Za ekspresiju izoformi geneP53koristlasam SULODJRYHQX PHWRGX XJQLM
D NRMD XNOMXpXMH GYLMH X]Danplifkecsku taakejiNFkopjdam3 &5 S U
XPQRZGXJH" L 3NUDWNH" LJRCORddkeiju Kojom X ddxedil razinu
HNVSUHVLMH VSHFLILPpQH LIRIRUPH .DR UHIHUHQWQX YULM
izoformi koristila sam ukupnu ekspresijisvih izoformi gena TP53 Rezultate ekspresije
izoformi genal P53odvojilasam QD AG X JH?3 L AMWreatil picarhphfikadie dugih
izoformi koristila25 ng DNA, doksamu reakciji preamplifikacije kratkih izoformi koristé
50 ng DNA. 1DNR Q ]JKa YedkxitWbreamplificirane duge izoforme razrijedikam 400
puta, a kratke 200 putRezultate kojeamdobilaprikazahsamkao relativhu gensku ekspresiju
]D AGXJH3® L ANUDWNPES LIRIRGRHHPHIQEPE PSH JHRD S
a S. 0 S 0 S aGkRBE4a 6u izoformeS S & . 0 S
0 S slabje HNVSULPLUDQH X VYL®odhdsDiggdofognu B O.L @OE)N P D
Ekspresija izoformgenaTP53VOLpRD/WHBQLPQLP OLQLMDPDTRSN&®RMLPD M
VW D QL p QL &digjilnQipdvh@ehBTP53(Slika 13).Kod A N U3 W. R liR&hRTP53
a s . 0 S 0 @kazano jaa su izoformed S 0  Sslahje
eksprimirane wdnosu nazoformu S (Slikal4) 8 VWDQLpQ@uKkojma@@LMDP
mutirani genTP53(A204, SW872i RD) izoformalG S slabije je eksprimirasmu odnosu

QD VW D Q (HTRLE8M S\@asMu-kojimaje diviji tip genaTP53(Slika 14)
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Slika13. 3ULND] UHODWLYQH JHQVNH HNVYPRJX WMWDHOA BQURPKG LQR
sarkoma mekih tkivap R'Y M HN@O0,8W982 A204, SW872i RD normalizirane prema

ukupnoj ekspresiji svih izoformi gen@dP53 6 W D Q L p Q Hlivijirh Qijholh Hyerl TP53
SULND]DQH VX SODY Rmurani\gengrL TPQ3trverh. @iikdzane/su srednje
YULMHGQRVWL HNVSUHVLMH “ VWDQGDUGQD GHYLMDFLMD

Slika14. 3ULND] UHODWLYQH JHQVNH HNVIPEBKVY W B GAINoWDD W NOLIKG
sarkoma mekih tkivap R Y MHANI@0, SW982 A204, SW872i RD normalizirane prema

ukupng ekspresiji svih izoformi gendP53 6 W D Q L p Q Hlivijirh Qijholvh Hyjersl TP53
SULND]DQH VX SODY Rmuranii\g@ngrL TPQ3trverio @tikdzdne/su srednje
YULMHGQRVWL HNVSUHVLMH “ VWDQGDUGQD GHYLMDFLMD
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3.2. Ekspresija izoformi proteinap53

=ERJ VORaH Q AP3®)ddofdih 333 (hB mnogobojne izoforme. Sveukugen

TPS53NRGLUD YDULMDQWL P51$ S . S S & S . G S

G S G S RGQRVQR L]JRIRUPL SURWHLQD S  X] QD)
ia S =D GHWHNFLMX L]RIRWRIN SORWBHQD SULRRUQ\DWS
protu-p53. SUHSR]QDMH LJRIRUPH S . @ S . 0-SS . L O !

SUHSR]QDMH L]JRIRUPH S 0 S % 0 -p53 (SAPU, papoziaje% WH ¢
sve izoforme proteina p53). Rezuitppkazuju da s ]RIRUPH SURWHLQD S . L @
HNVSULPLUDQH X \SW8rQ Rp QeteRtir@rie rofijeldi BAPU (Slika B) i 421

(Sikal6 ,JRIRUPD 0 S . SRGMHGQDNR WMWDBN S UR PQIU@LMD R |
16 1DGDOMH L]JRIRUNMB S NVDIPMUIDH DA204VaWME@ahieQ@QRM OL C
SW982 GRN MH L]JRIRUPD S MHGLQR HNWIWMLsdbIDQD X V'
SW872(Slika 17). Iz pregleda ekspresije svihiZRfUPL SURWHLQD S X VWDQLpQL
18) vidim da stD Q L p Q HSWBZZ) LR Hmaju eksprimirane gotovo sve izoforme, osim

a S X VWDQLpPpQRM OLQLMEWSB2iGanjmdm k3 hresiulpradding L M D
p53 (Tablica B).

SW872 A204 SW982 RD HT-1080 M

Slika 15. 3SULND] UH]XOWDWD HNVSUHVLMVNH DQDG@dKdhaSURWHL
mekih tkiva pRY M$WW8EZ A204, SW982 RD i HT-1080 detektiranihprimarnim
protuijelom SAPU.M =proteinski marker
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SW872 A204 SW982 RD HT-1080 M

Slika 16. Prikaz rezultata ekspresifH DQDOL]H SURWHLQD L]Rakotdd QLK L]
mekih tkiva pRY M$WBEZ A204, SW982 RD i HT-1080 detektiranih primarnim
protuijelom 421.M +proteinski marker

SW872 A204 SW982 RD HT-1080 M

Slika 17. Prikaz rezultata ekspresijske analize proteina izoliranivi/ D QL p Garkomr@L QLMD
mekih tkiva pRY M$WWBEZ A204, SW982 RD i HT-1080 detektiranih primarnim
protuijelom M zproteinski marker
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kD

50

43

50

43

31

47

28

42

a SW872 A204 SW982 RD HT-1080
S
SAPU
a S
S —
a S . L 421
a S _
S
protu-p53
a S
-aktin

Slika 18. PFPHJOHG HNVSUHVLMH VYLK L]JRIRUPL satdnd/iHek@D S X
tkiva pRY M&WBD2 A204, SW982 RD i HT-1080. Proteini su detektirani protutijelima
SAPU, 421, protuS i protu -aktin.

Tablica 13. Ekspresija izoformi proteina p53 u el p QL P GWR12MZDA BWO82 RD,
HT-1080normaliziraa HNV S U H-&ktiMd R P

Izoforme SwW872 A204 SwWo82 RD HT-1080
p . 6%$38 +++ + + +++ +
0 S . 6%$3¢ + - - + -
p . 42]) +++ - - +++ -
a S . 42) + - - ++ -
a S . 42) + + + + +
p53 ++ +++ + ++ ++
a S + + - - -
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3.3. Ekspresija zoformi genaTP73

Za ekspresiju izoformi genéP73koristlasamVRQGH RELOMHAHQH IOXRUHYV
Kao referentni gen koristlsam SURWHLQ NRML Y H &PV RatuitatekfeXant $7 $
dobila prikazahsam NDR UHODWLYQX JHQVNX HNVSUHVLMX VYHXNX
Rezultate koje amn dobila pokazuju desu N U [xéferme 0 1 S slabije eksprimirane u svim
VWDQLpPpQLP OLQLMDPD X RGQRVX QD L]RHIUGBH gdj8 RVLF
podjednaka ekspresija izoformi7 $S L G 1Slikal19).

Slika 19. Prikaz relativne genske ekspresije za pojedinu izoformu @g&v8 X VWDQLPQLP
linijama HT-1080, SW982 A204, SW872i RD normalizirane prema ekspresiji gem8P.

6 W D&linje sdivljim tipomgera TP53 SULND]DQH VX SODYRmuaniiVD QLp Q'
geromTP53crveno. 3BULND]DQH VX VUHGQMH YULMHGQRVWL HNVSUL

3.4.Ekspresija izoformi proteina p73

Gen TP73 kao i genTP53 LPD VORAHQX]EHRDYXRIXUQRVWL DOWH
SUHNUDMDQMDQD QD NUDMX L QD NUDMX NDR L XQXWD
(slika 6). Za detekciju izoformi proteina p73 korigtdam primarra protutjela protu-p73

(EP436Y) koje prpoznaje sve izofone proteina p73 i protp73 (A300126A) koje prepoznaje
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LIRIRUPH 7$S 5H]XOWDWL SRND]XMX GD MH L]JRIRUPD 7$¢
linjama RD, HF1080,SW872i A204 D VODELMH X SWaBR(SIikdaD,Bikacl), QL ML

GRN MH LIRIRURAHGLRR HNVSULPLUDQD 2R VWRIRUPRIR M$SSL QL |
SRGMHGQDNR MH HNVSULPLUDQD X.)MXréyledaeRspredi®dvih OL QL |
LIRIRUPL SURWHLQD S X VVWDW@inpdalsRri®Q®L KD DM B Ol NLCP D

LIRIRUPH HNVSULPLUDQ HSWE8R ifa \hijhiaqed. pk@bimieahik) Lzvdbmi
proteina p73 (Talica4).

kDa RD HT-1080 SW982 SW872 A204

62 «— 7%S

S0 «— (1S

Slika 20. PrikazHNVSUHVLMVNH DQDOL]H SURWsatkqnia ragki@kivel D QLK L
b R'Y NRB,NHD-1080,SW982 SW872i A204 detektiranih primarnim protijelom EP436Y.

kDa RD HT-1080 SW982 SW872 A204

80 «— 78$S

62 «— 7%S

Slika2l. 3ULND] HNVSUHVLMVNH DQDOL]H S U&kahhln@khtkiifROLUDQ
b RY MRBDNHX-1080, SW982 SW872i A204 detektiranih primarnim protijelom A300-
126A.
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kDa RD HT-1080 SW982 SW872 A204

80 7$S

EP436Y
62 7$S
62 7$S

A300-126A
50 a1s
42 -aktin

Slika22. 3 UHJOHG HNVSUHVLMH VYLK L]RIRUP lsakah\WiékihQD S
tkiva pRY M HN D -1980, $W982 SW872i A204. Proteini su detektirani protutijelima
EP436Y, A300126Ai protu -aktin.

Tablicald. (NVSUHVLMD L]RIRUPL SURW Hsa®dneSnekik tkivgp B @ MHNLCP O |
RD, HT-1080,SW982 SW872i A204 QRUPDOL]LUDQ EskinidVSUHVLMRP

Izoforma

RD

HT-1080

SW982

SW872

A204

7$S

+++

+++

+++

+++

+++

7$S

+++

+++

+

+++

+++

01s

+++
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4. Rasprava

Protein p53, kodiran genoriiP53 YMHURMDWQR MH QDMRSVHAaQLM
VXSUHVRUVNL SURWHLQ ,PD PQRIJREURMQH XORJH WH MH
YHULQL JODYQLK VWD QL p Q2048) SUWtehoHnvaDjudDfRoxed G313 j¢dan ¢ X U
RG QDMpH&aUH PXWLUDQLK SURWHLQD VD VWRSRP PXWDFLMI
vLJQDOL VWUHVD NDR a8WR MH KLSRNVLMD XOWUDOMXELDPD
GRYRGH GRWBERYBA#HDS X VWDQLFL 2YLVQR R LQWHQ]JLWHWX
FLNOXV VXGMHOXMXuL X SRSUDYNX '1$ WH SRWLpH VWDOQL}
nastanak tumora (Lane i Levine 2010, Moll i Slade 200itacije u genurP53najp Hiddu
genetske promjene u sarkomu mekog tkiva sa stopom mutalcij@o do 21% {on Mehren
i sur. 2016. Das i sur. (2007) su pokazali da se osim mutaciaBPHQL NRMD JPHIFK '1$
HNVRQD L PXWDFLMH S RTWEBYeQIM X MO¥ tduth L W D YRRUPR QHD@ M Q R
eksonu4 gendP53 .DR L SURWHLQ S SURWHLQ S UHDJLUD QD U
DNWLYDFLMD RQNRJHQLPD L-@dnkRé& wiRRaia)Qadfdrmé §73 imiajd D F N D
PRIXUQRVW VWYDUDQMD KHWHURRMDHEOWIUBBBGH V2013 IRWLAIDP L
7$S PRA&H LQGXFLUDWL WUDQVNULSFL PRXY/WAFQGEADDAE5 X FLUD G
14-3- 1BAX PUMA NOXA CD95/FASPIG3i p53AIP1 |, 7$S L 01S SUHNRPMHL
HNVSULPLUDQL X PQRJLPSWXFRWLADY D YQLVRPNBDAHEHNSUHVLMD

&LOM RYRJ LVWUDALYDQMD ELR MH RGUHGLWL JHQVNX
X VWDQLpPpQLP OLQLMD P pvjeka SakBrir DekiHtkivia lsu WeterogeDa skupina
rijetkih tumora mezenhiskog SRULMHNOD 3RVWRML YLaAH RG UD]JOLD
QDMpHauUL DQJLRVDUNRP OLSRVDUNRP OHLRPLRVDUNRP
Ewingov sarkom (Hoang i sur. (NVSUHVLMVNL SUR&kxm % VWD (R GQHPL
linijama SW872 (liposarkom),A204 (rabdomiosarkom)SW982 (sinovijalni sarkom), RD
(rabdomiosarkom) i HT ILEURVDUNRP 8 VWDQLpQEéhTEI3QLMDPD
mutiran, SW872 A204 L 5' @BanOGD MH SRYHUDQD HNVSUHVLMD L]R
0 S . $QDOL3$RPekspreQije pojedine izoforme metodoJQLMHAYH&HRI 3 &5
W D N RagnHistandvia SRMDpDQX HNVSUHVLMX L]JRIRUPL S . 8 VWD
protein p53 nije mutirarGW982i HT- Q&AaMmGD VX LIRIRUPH S . @ S . L
relativno nisko egprimirane na razini proteina, alipg . L 0O SSRMDpPDQR HNVSULP
na razini mMRNA. U literaturi ne postoje podaci o ekspresiji izoformi p53/p73 u sarkomu mekih
WNLYD DOL QMLKRYD HNVSUHVLMD LVSLWdrijabkQdaoWiiH X QHNF
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sur.(2019) XRpLODNX pLW X HNVS U HuroMbBubtegR, Idrisn® b nBitacijskom

statusu. Tako je u tumorima s divlimtipomp58 S VODELMH HNVSULPLUDQ X
]JGUDYLP RNROQLP WNLY R PturBor@ubWUHRID LY D\WUHIEKNKEMGIX V X S L
HNVSULPLUDQH LJRIRUPH S L 0O S X XSOBGRAUMZBMBEL V QRUT
8 PHODQRPX MH SRND]DQR GD VX L]JRIRUPH S L3O S HNVE
ali ne i u melanocitima ili fibroblastimgAvery-Kiejdai sur. 2008) 8 MR& QHNROLNR NO
VWXGLMD LVSLWLYDQD MH HNVSUHVLMD L]JRIRUPL S X QF
LIRIRUPH S PDOH PROHNXODUQH PDVH PR{#kdhRshisul. YDaQX
2013, Hofstetteri sur. 210, Nutthasirikuli sur. 2013,Anenseni sur. 2006,Bourdoni sur.

201). IHGDYQR MH SRND]DQR GD VYH L]JRIRUPH G S SRWLpX
V WLP GD MH L]RIRUPD 0 (Gdea QDROX).LQNRYLWLMD

Slatterisur. (2011)sunaprYLOL PLAD NRML HNVSULPLUD G S N D
a S SRND]DOR VH GD MH PXWDQW SURWHLQD @ S DNW
razvojatumora XQDWRp WRPH aWR MH L]JXELR Ri&déHen® kbaQV DNW
YHAH '1&LP WRJD PL&aHYL V 0 S SRND]XMX SURXSDOC
koncentracijama interleukina L GUXJLK SURXSDOQLK FLWRNLQD V DJUH.
L MHWUL 6WRJD 0 S PRaH VWLP X ezl Ltiibé\ptodpasijuuidial M X V W |
UHIJXOLUDQMHP HNVSUHVLMH DQJLRJHQLK JHQD 6YH WR S
XORJX 6XUJHW L VXU =D UD]JOLNX RG G0 S . NRML

replikativno starenje (Slika 7).

Analizom proteiske ekspresije izoformiproteQ D S as@D@D MH L]RIRUPD 7$S
ELOD MDpH HNVSULPLUDQD X-108%, 5WBIdi QR dk [@ izbfdReD 5' +7
01S % ELOD MHGLQR HNVSULPLUDQD X VWDQLpPpQRM OLQLI
eksprimirana uVYLP VWDQLpQL RzodLgénisié RBE3resife @ddisam vrlo nisku
HNVSUHVLMX L 7$S L 01S X VYLP VWDQLpQLP OLQLMDP
SURWHLQVNH HNVSUHVLMH QLVX QHXRELPpDMHQH ]JERJ EUF
mjesWD SRPpHWND W JengpdroeDifiilatdd X ID@QAL]L JHQVNH HMNVSUHYV
VYHXNXSQH LJRIRUPH 7 $nu dnalizll Boteinsk&ékspresije magldrediti

HNVSUHVLMX SRMHGLQDpPQH L]JRIRUPH 73$S . 7%Sto L 01S
prekomjerno eksprimirana rabdomiosarkomu i bitna je za progresiju tumaraivo (Cam i
VXU 8 VWDQLp Ralh ORLYHIMILQX BREEOHVLMX 01S S3URYV

MH X ]DXVWDYOMDQMH VWDQLPpQRJ FLNOXVD X]JURNRYDQR.
diferencLMDFLMH LQGXFLUD HNVSUHVLMX 78S X PLRJHQLP
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HNVSUHVLMX LQKEENORVD YWDRLINRRIL LQKLELUD NRPSOHN
KLSRIRVIRULODFLMX SURWHLQD UHWLQREODVWRPD 3R W
rabdomLRVDUNRPX XSXUXMH GD 01S VXUDYyXMH V WLSLPQLP
izazivanju mioblastne maligneatnsformacijen vivo. Protein p73 je neprimjetan u normalnom
PLALUX DOL MH HNVSULPLUDQ X UDEGRPLRVDUNRBX JGMH
.OLQLpNH VWXGLMH SRND]DOH VX SRMDpPpDQX HNVSUHVI
aUDYQPWHAXQMLPD RGUHYyXMH LVKRG OROO L 60DGH

PorodicuSURWHLQD S LPD NOMXpQX XORJX X NRQWUROL P
6YL pOmRES HNVSULPLUDMX PQRJREURMQH L]JRIRUPH %
SUXADMX QRYH SRJIOKHMNHFLERDQMILKRYRPHQMH ,JRIRUPH SU
IXQNFLRQDOQH UHJXODFLMH PQRJLK NULWLPQLK ELRORA]
prolLIHUDFLMX NRQWUROX VWDQLPQRJ FLNOXVD L WXPRULJ
XORJD JHQD RRHQRHSGRPVMWQOIWHVRE WE&RRRQNRIJHQD 7DNF
GD VX LJRIRUPH X pYUVWRM PHYyXVREQRM & @iWhhlUsbodFLML &
OLMHpPHQMD
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=DNOMXpDN

1. Analiza ekspresije gen@P53 pokazala je dau u stanicama sarkoma mekih tkiva
pRYMHMRDRUPH S . L 0 S . MDpH HNVSULPLUDQH X R
V N UD i Fkejer. &

2. Analiza ekspresije proeQD SRND]DOD MH GD VX L]JRIRUPH S
HNVSULPLUDQH X ViwdprQaljép@nI P53nu@dnNbW®7Ri RD), dok je
LIRIRUPD 0 S . SRGMHGQDNR HNVSULPLUDQD X VYLP \

3. 8 VWDQLpQLP OLQLMDPD VDUWDWRPDLPHRLUPTMHED pRYMH
slabije je &sprimirana u odnosu na izoformu TAp73.

4. IIRIRUPD 7$S . SRGMHGQDNR MH HNVSULPLUDQD X VY
LIRIRUPD SURWHLQD 7$%$S VODELMHSWSBZ &bftrtdb UD QD X
01S % HNVBQDPMH MHGLQR Xk§aMmDa@uirahRydiRB8.QLML 5°

5. IzoformeTP53i TP73 SRND]XMX UD]OLpLW REUD]DF HNVSUHVLMI

mutacijslom statuswgenaTP53.
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