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KRATICE:

ARF — eng. Alternative reading frame, gen Alternativni okvir itanja

APS — eng. Ammonium persulfate, amonijev persulfat

BCA - eng. bicinchoninic acid, bicinhoninska kiselina

BIRC5 — eng. Baculoviral IAP Repeat-Containing 5, gen Bakulovirusno IAP ponavljanje 5
BSA - eng. Bovine serum albumin, govedi albumin iz seruma

CCND1 - eng. cyclin D1, ciklin D1

CDC 6 — eng. cell division cycle 6, ciklus diobe stanica 6

CDK — eng. cyclin-dependent kinase, kinaza ovisna o ciklinu

CDK4 — eng. cyclin-dependent kinase, kinaza ovisna o ciklinu 4

CDK6 — eng. cyclin-dependent kinase, kinaza ovisna o ciklinu 6

CDKN2A — eng. cyclin dependent kinase inhibitor 2A, inhibitor kinaze ovisne o ciklinu 2A
DMSO - eng. Dimethyl Sulfoxide, dimetil sulfoksid

E2F — eng. E2F transcription factor, E2F transkripcijski faktor

E2F1 — eng. E2F transcription factor 1, E2F transkripcijski faktor 1

EDTA — eng. Ethylenediaminetetraacetic acid, etilendiamintetraoctena kiselina

ETS1 — eng. ETS Proto-oncogene 1 transcription factor, ETS proto-onkogen 1 transkripcijski
faktor

ETS2 - eng. ETS Proto-oncogene 2 transcription factor, ETS proto-onkogen 2 transkripcijski
faktor

FBS — eng. Fetal bovine serum, fetalni govedi serum

GRIM-19 — eng. Cell Death Regulatory Protein GRIM-19, Protein regulacije stani¢ne smrti
GRIM-19

HLH — eng. helix-loop-helix, petlja-zavojnica-petlja

HPV — eng. Human papillomavirus, humani papiloma virus

ID1 — eng. Inhibitor of DNA Binding 1, inhibitor vezanja DNA 1

JNK — eng. Mitogen-activated protein kinase, proteinska kinaza aktivirana mitogenom
LD50 — eng. Lethal dose 50%, letalna doza 50%

mRNA - eng. messenger RNA, glasnicka RNA

MTT - eng. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, 3-(4,5-

dimetiltijazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol bromid



PCR - eng. polymerase chain reaction, lan¢ana reakcija polimerazom

RB — eng. retinoblastoma gene, retinoblastoma gen

SAP - eng. Shrimp Alkanine Phosphatase, alkalna fosfazata iz Skampa

Ser/Thr — eng. serine/threonine protein kinase, serin/treonin protein kinaza

SEI-1 - eng. SERTA domain-containing protein 1, protein koji sadrzi domenu SERTA 1
SP1 — eng. SP1 transcription factor, SP1 transkripcijski faktor

P300/CBP — eng. P300/CBP coactivator family, P300/CBP koaktivatorska obitelj
PTEN — eng. Phosphatase and tensin homolog. Homolog fosfataze i tenzina

TEMED - eng. Tetramethylethylenediamine, tetrametiletilendiamin

TFIIH — eng. transcription factor Il H, transkripcijski faktor Il H

TP53 — eng. tumor protein P53, tumor supresorski protein p53



1. UVOD

1.1. Obitelj gena INK4

Stanic¢ni ciklus se sastoji od cetiri osnovne faze. Tijekom dvije od Cetiri faze, stanica stvara
jednu kopiju potpuno identicnog genetskog materijala (tijekom S faze) i prolazi proces
razdvajanje stani¢nog sadrzaja na dvije identi¢ne stanice (M faza). Ostale dvije faze su G1i G2
unutar kojih se stanica priprema za obavljanje funkcija u S i M fazi. Da bi se osigurao normalan
tijek stani¢nog ciklusa, stanice su razvile kontrolne toc¢ke. Kontrolne tocke su mjesto prevencije
napredovanja kroz stanicni ciklus ako se prethodni korak stani¢nog ciklusa nije proveo do kraja
(Roussel 1999).

Napredovanje kroz svaku fazu osiguravaju CDK (eng. Cyclin-dependent kinase, hrv. Kinaze
ovisne o ciklinu). CDK su protein kinaze Ser/Thr (serin/treonin). Aktiviraju se fosforilacijom ili
defosforilacijom nakon ¢ega se vezu na regulatorne podjedinice ili cikline kako bi stvorili
heterodimere (Massague 2004).

Mali peptidi negativno reguliraju tj. inhibiraju cikline. U sisavaca, inhibitori CDK su podijeljeni
u dvije obitelji: INK4 i Cip/KiP. INK4 (eng. family of cyclin-dependent kinase inhibitors, hrv.
obitelj inhibitora kinaze ovisne o ciklinu) specificno vezZe i inhibira proteine CDK4 i CDK6. U
obitelj INK4 pripadaju p16 (INK4A), p15 (INK4B), p18 (INK4C) i p19 (INK4D) (Li i sur. 2011, Pei i
Xiong 2005). Navedena Cetiri proteina iz obitelji INK4 dijele sli¢nu strukturu kojom dominira
nekoliko ankirinskih ponavljanja (motiv dug 33 aminokiseline unutar proteina koji se sastoji od
dvije alfa zavojnice razdvojene petljama). Proteini INK4 su Cesto inaktivirani ili izgubljeni zbog

mutacija, koje doprinose razvoju raznih oblika tumora (Ortega i sur. 2002, Pei i sur. 2005).

Ex1p Exlx ExZ Ex3d
INK4A/ARF lokus gena

Ela ﬂ pl6a transkript

Slika 1 — Shematski prikaz gena INK4A (preuzeto iz Serra i Chetty 2018)



1.2. Gen INK4A
Gen INK4A (jos poznat i pod imenom CDKN2A (eng. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, hrv.
Inhibitor kinaze ovisne o ciklinu 2A) koji kodira protein p16 nalazi se na kromosomu 9p21
unutar lokusa INK4B/ARF/INK4A koji sadrzi gene INK4B, ARF i INK4A (Krishnamurthy i sur.
2004). Geni INK4A i ARF (eng. Alternative reading frame, hrv. alternativni okvir ¢itanja) se
prepisuju s istog mjesta, ali postoje dva okvira za Citanje. Gen INK4A ukljucuje eksone Ela, E2
i E3, dok gen ARF ukljucuje E1B, koji se nalazi 20 kb uzvodno od Ela, E2 i E3 (Slika 1). Dakle,
spajanjem eksona Ela na E2 i E3 nastaje tumor supresor p16 (Li i sur. 2011, Lin i sur. 2007).

Unutar istog lokusa nalazi se gen INK4B koji se nalazi uzvodno od gena ARF i INK4A.

1.3. Struktura proteina p16
Protein p16 sastoji se od 4 ankirinska ponavljanja (Slika 2). Ankirinska ponavljanja se sastoje
od motiva koji imaju izmedu 31-34 ostataka koji su sloZeni na nacin da nakon svake zavojnice
dolazi do naglog zakretanja za 90° te ponovnog ponavljanja zavojnica. Susjedna ankirinska
ponavljanja povezana su petljama razli¢itih duzina koja su okomito orijentirana prema

zavojnici.

ANKI ANKII ANKIII  ANKIV

er—Lv—Lv—*ﬂ

Slika 2 — Shematski prikaz proteina p16 (preuzeto iz Serra i Chetty 2018)



1.4. Funkcija pl16
Funkcija proteina p16 je da negativno regulira signalni put pRb-E2F tijekom stani¢nog ciklusa.
Tijekom GO i na samom pocetkom G1 faze, pRb je hipofosforiliran te veZe i sprjeava
transkripcijske faktore E2F u aktiviranju promotora gena koji su odgovorni za proliferaciju
stanice. Tijekom proliferacije, CDK4 i CDK6 fosforiliraju pRb na kraju G1 faze. Time stanicni
ciklus ulazi u S fazu ciklusa. Kako bi se to sprijecilo, p16 se veze na CDK4 i CDK6, te dolazi do
hiposfoforilacije pRb-a.
Takoder, pl6 moZe destabilizirati komplekse CDK4 i CDK6, povecdavajuéi na taj nacin
otpustanje drugih inhibitora.
Prema nekim istrazivanjima, povecana koncentracija proteina p16 pojavljuje se ne samo kod
premalignih stanica, vec¢ i kod starenja stanica (Li i sur. 2011).

Ukratko, konacna funkcija proteina p16 je zaustavljanje stani¢nog ciklusa u G1/S fazi.

1.5. Genetske promjene

Kompleksnost lokusa INK4B/ARF/INK4A stvara velike probleme kada se na njemu dogode
genetske promjene, mutacije. Jedna, primjerice, homozigotna delecija moze istovremeno
dovesti do gubitka funkcije nekoliko tumor supresorskih gena (Kim i Sharpless 2006). S druge
strane, jedna tockasta mutacija u eksonu 2 inaktivira i INK4A i ARF (Kresty i sur. 2008). INK4A
je, uz TP53, najéeSce mutirani gen u humanim karcinomima. Do inaktivacije gena INK4A dolazi
kroz Cetiri tipa genetskih promjena: hipermetilacije promotora, homozigotnih delecija, gubitka
heterozigotnosti te tockastih mutacija (Forbes i sur 2006, Li i sur. 2000, Ortega i sur 2002).
Najc¢escée genetske promjene gena INK4A su homozigotne delecije i hipermetilacija promotora.
Kod karcinoma glave i vrata inaktivacija gena INK4A pronadena je u 50-70% slucajeva, a
prednjace toCkaste mutacije, u 30% slucajeva.

Svaka od navedenih mutacija ima razlic¢ito djelovanje na funkciju proteina p16. Homozigotne
delecije dovode do kompletnog gubitka funkcije p16, jer se protein ne moze sintetizirati. Za
razliku od toga, tockaste mutacije, medu kojima su ,,missense” (hrv. krivosmislene) mutacije
najéesce, dolazi do djelomi¢ne promjene u strukturi, te naposljetku u funkciji p16 (Byeon i sur.
1998, Guoisur. 2009). ,Missense“ mutacije pronadene su u 76 ostataka p16 (Sharpless 2005).
,Missense” mutacije povezane s nastankom karcinoma mogu se podijeliti u 4 grupe, prema

svojem efektu na protein CDK4. Prva grupa se sastoji od aminokiselina koje su direktno



ukljuene u povezivanju s CDK4/6, to su: E26, D74, D84 i D92. Oni se nalaze s konkavne strane
proteina p16 koja se veZe na CDK4. Promjene ne mijenjaju strukturu i stabilnost p16, ali
dovode do slabije inhibicije CDK4. Druga grupa se sastoji od promjena u aminokiselinama W15,
E69, N71, F90, W110i L121. Ovi ostatci su direktno odgovorni za stabilnost strukture proteina
pl6. Mutacije tih aminokiselina dovode do slabije inhibicije CDK4 i smanjuju stabilnost p16.
Treca grupa je odgovorna za strukturu proteina p16. To su ostatci L63, L78, P81, A100, G101 i
P114. Mutacije ovih ostataka dovode do znacajnih promjena u strukturi p16 i potpune
eliminacije sposobnosti p16 da inhibira CDK4. Cetvrta grupa ne uzrokuje promjene u inhibiciji,
strukturi ili stabilnosti proteina p16. Mutacije Cetvrte grupe ostataka ne mijenjaju vezanje na
CDK4, nego do promijenjenog vezanja na proteine TFIIH, JNK i GRIM-19 (Becker i sur. 2001,
Choi i sur. 2005, Sun i sur. 2010).

1.6. Regulacija na razini transkripcije

1.6.1. Regulacija putem ETS

Transkripcijski faktori ETS1 i ETS2 (eng. E-26 transformation-specific, hrv. E-26 specifi¢ni
transformatori) su nizvodni ciljevi signalnog puta Ras-Raf-MEK, te su aktivirani fosforilacijom
MAPK. U podrucju promotora gena INK4 nalazi se kratko mjesto, na pozicijama -124 do -85
pozicije na koje se veZe ETS. Prilikom vezanja ETS1 i ETS2 uzrokuju povec¢anu ekspresiju p16 u
ljudskim fibroblastima. ETS2 je dominantni protein ETS u transaktivaciji p16. Da bi se odrzavala
normalna razina ETS2, protein ID1 (od eng. Inhibitor Of DNA Binding 1, hrv. inhibitor vezanja
DNA 1) funkcionira kao protuteza njegovom djelovanju. No, onkogen Ras moZe potpuno
poremetiti takvo normalno stanje. Ras uzrokuje prekomjernu fosforilaciju ETS2 koje za
posljedicu ima aktivaciju promotora p16 i transkripciju.

Odnos razina ETS1, ETS2 i ID1 djeluje kao senzor za detekciju prekomjerne koli¢ine signala

rasta, odnosno signal onkogenog stresa (Ohtani i sur. 2001, Schmid i sur. 2007).

1.6.2. Reqgulacija putem E-kutija
Protein ID1, osim Sta kontrolira aktivnost ETS, takoder ima utjecaj na transaktivaciju
transkripcijskog faktora E47. E47 sadrzi domenu HLH (eng. helix-loop-helix, hrv. petlja-
zavojnica-petlja) koja ima moguénost povezivanja s drugim proteinima HLH te na taj nacin

regulira gensku ekspresiju INK4A. Gen INK4A ima dva elementa e-kutije. Prvi se nalazi na
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poziciji -349 (CAGGTG), a drugi na poziciji -615 (CAGGTG). (Zheng i sur. 2004)
Homodimerizacijom i heterodimerizacijom s drugim proteinima E, E47 se veZe na dva
navedena mjesta te aktivira transkripciju p16. Spomenuti ID1 sadrzi domenu HLH, no nema
domene potrebne za vezanje na molekulu DNA. Radi toga ID1 moZe stvarati samo
heterodimerske veze s E47 tako inhibirajuéi E47 u aktivaciji promotora p16 (Hansson i sur.

2003).

1.6.3. Regulacija putem SP1
U promotoru gena INK4A postoji najmanje 5 regija GC, i to na pozicijama od -474 do -447, od

-462 do -435, od -380 do -355, od -76 do -49, od -26 do -1. Ta podrudja predstavljaju vezna
mjesta za transkripcijske faktore SP (Hansson i sur. 2003, Wu i sur. 2007). SP1 uz transkripcijske
koaktivatore P300/CBP stimulira promotor INK4A i time mRNA ekspresiju p16. Ektopi¢na
ekspresija P300 mozZe uzrokovati zastoj u stanicnom ciklusu regulirajuci ekspresiju p16. No,

uloga P300 ne moze biti samostalna veé¢ samo sa SP1 (Xue i sur. 2004).

1.7. Posttranslacijska regulacija

1.7.1. Fosforilacija

Fosforilirani p16 ima povecani afinitet prema CDK4 i CDK6. Postoje Cetiri specifiéna serinska
mjesta gdje se p16 fosforilira. To su Ser7, Ser8, Ser140 i Ser152 u ljudskim fibroblastima. Ove
serinske aminokiseline, nemaju direktni kontakt s proteinima CDK4 i CDK6. No, u stanicama
melanoma su pronadene mutacije koje ukljuéuje navedene serinske aminokiseline pokazujuci

vaznost fosforilacije p16 u stanicama karcinoma (Gump i sur. 2003).

1.7.2. Regulacija p16 u stanicama karcinoma
Karcinogeneza je proces u kojem normalna stanica postane maligna putem viSestrukih
aktivacija protoonkogena i inaktivacijom tumor supresorskih gena. Uz inaktivaciju p16 kao
jednog od klju¢nih koraka pri nastanku karcinoma, postoje druge promjene na molekularnoj
razini koje direktno utje¢u na regulaciju i funkciju p16. Aktivacija ciklina D1, gankirina, SEI-1

(eng. SERTA domain-containing protein 1, hrv. protein koji sadrzi domenu SERTA 1), CDC6



(eng. cell division cycle 6, hrv. Ciklus diobe stanica 6) su samo neki od takvih razliCitih
mehanizama.

U slucaju genetske inaktivacije p16 putem delecije ili utiSavanja, njegovu funkciju mogu
zamijeniti proteini p15 ili p18 (Krimpenfort i sur. 2007, Wiedemeyer i sur. 2008). Dok s druge
strane u pojedinim slucajevima p16, iako ima normalnu ekspresiju i funkciju, mogu
funkcionalno inaktivirati prekomjerne ekspresije CDC6, ciklina D1 ili SEI-1. Prekomjerna
ekspresija navedenih proteina moze dovesti do ubrzane kancerogeneze.

Koordinacija izmedu genetski uzrokovane inaktivacije ekspresije p16 i onkogeno uvjetovane
deregulacije p16 se moze razlikovati s obzirom na stadij karcinoma (Li i sur. 2010). Deregulacija
p16 kroz aktivaciju onkogena dogada se tijekom pocetnih stadija razvoja karcinoma (Park i sur.
2001, Umemura i sur. 2008). Primjerice, u kemijski induciranoj karcinogenezi jetre na modelu
glodavaca, hipermetilacija p16 dogada se u kasnijem stadiju razvoja bolesti uz prekomjernu
ekspresiju gankirina (Park i sur. 2001). Takoder, prekomjerna ekspresija gankirina otkrivena je
u otprilike 50% premalignih lezija usne Supljine (Li i sur. 2011). Navedeno dovodi do zakljucka
kako prekomjerna ekspresija gankirina, bez obzira na genetske promjene INK4A, moze biti
vrijedan biomarker za rano otkrivanje karcinoma.

Onkogeno uvjetovana deregulacija funkcije p16 ima vedi utjecaj na funkciju p16 u usporedbi s
genetski inaktiviranim p16 (Li i sur. 2004, Li i sur. 2010). Primjerice, prekomjerna ekspresija
gankirina dovodi do poremedéaja u stani¢cnom ciklusu zbog njegovog utjecaja na CDK4, pRb te
p53 (Li i sur. 2010). Smetnje pri interakciji RD-CDC6, npr. genetske promjene RD i povecéana
ekspresija CDC6 moze imati efekt na sva tri tumor supresorska gena koju kodira lokus
INK4B/ARF/INK4A. To govori da ovakve smetnje mogu imati puno veéi utjecaj na
kancerogenezu od genetske inaktivacije gena INK4A ili ARF (Gonzalez i sur. 2006).

Vecina humanih karcinoma u kojima se dogada genetska promjena na genu INK4A, ima
potpuno netaknut gen INK4B (Ortega i sur. 2002).

Negativna regulacija pl16 dovodi do progresije karcinoma dopustaju¢i nenormalnu
proliferaciju. Prekomjerna ekspresija p16 nekada se smatrala karakteristikom staniéne smrti
inducirane stresom i starenja stanice (Collado i sur. 2007, Yang i sur. 2008). No, prekomjerna
ekspresija pl16, bilo divljeg tipa ili mutanta, povezana je s loSom prognozom kod

neuroblastoma, karcinoma jajnika, vrata maternice, prostate i usne Supljine (Lang i sur. 2002).



1.8. Survivin
Gen BIRC5 (eng. Baculoviral IAP Repeat-Containing 5, gen Bakulovirusno IAP ponavljanje 5)
odnosno njegov proteinski produkt survivin jedan je od prvih otkrivenih proteina inhibitora
apoptoze (IAP) koji ¢ine vaznu obitelj proteina koji reguliraju apoptozu (Deveraux i sur. 1997).
U istrazivanju Hu i sur. (2011) postoji povezanost izmedu reaktivacije p16 i survivina na nacin
da aktivacijom pl16 dolazi do slabije ekspresije survivina u hepatocelularnom karcinomu.
Takoder, Mirzayans i sur. (2012) su imali slabiju ekspresiju survivina pri aktivnom p16. Sto je
na kraju navelo da se i u ovom istraZivanju uz pl6 gleda genska i proteinska ekspresija

survivina.

1.9. Kemoterapeutici

1.9.1. Doksorubicin
Izoliran iz bakterije Streptomyces peuecetius, doksorubicin je prvi otkriveni antibiotik od
skupine antraciklina (Slika 3) (Damiani i sur. 2016, McGowan i sur. 2017). Od 1960-ih godina
se koristi kao kemoterapeutik. Glavna funkcija doksorubicina je da interkalira izmedu parova
baza DNA uzrokujudi inhibiciju topoizomeraze 1B, sto dovodi do zastoja u stanicnom ciklusu
(Thorn i sur. 2011). Indikacija za primjenu ovog lijeka su bolesti poput leukemija,
neuroblastoma, karcinoma dojki te vecina metastatskih karcinoma (Johnson-Arbor i sur.
2018). Doksorubicin je wvrlo agresivan tip kemoterapeutika, i kao nuspojave ima

hepatotoksi¢nost, kardiotoksi¢nost i imunosupresiju (Renu i sur. 2018, Shafei i sur. 2017).

OH

NH,
Slika 3 — Struktura doksorubicina (https://www.chem.ucla.edu/ 03.12.2020.)
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1.9.2. Etopozid
1932. godine je u biljci Podophyllum peltatum pronaden spoj pod nazivom podophyllotoxin.
1983. godine spoj etopozid, kao derivat navedenog podophyllotoxina, odobren je u svrhu
terapije karcinoma (Slika 4). Etopozid djeluje na drugi korak tijekom djelovanja topoizomeraze

I, odnosno, inhibira drugi korak u reakciji gdje se dogada ponovna ligacija DNA (Hande 1998).

Slika 4 — Struktura etopozida (Klassen i sur. 2014)

1.10. Karcinomi glave i vrata
Karcinomi glave i vrata razvijaju se iz mukoznog epitela koji se nalazi unutar usne Supljine,
grkljana i Zdrijela. Uzrok karcinoma glave i vrata je usko vezan uz dugogodi$nju konzumaciju
alkohola ili prekomjernog uZivanja duhanskih proizvoda. Osim konzumacije alkohola i
duhanskih proizvoda, infekcija s onkogenim sojem humanog papiloma virusa (HPV), tocnije
HPV-16, takoder je povezana s razvitkom karcinoma (Isayeva i sur. 2012, Michaud i sur. 2014,
Stein i sur. 2015). Karcinomi oralne Supljine i grkljana, koji su usko povezani s konzumacijom

duhanskih proizvoda, klasificirani su kao HPV-negativni karcinomi glave i vrata.

1.10.1. Patofiziologija nastanka

Kao $to je veé navedeno, ovaj tip karcinoma povezan je s mukoznim epitelom koji oblaze usnu
Supljinu, grkljan i zdrijelo. Progresija od normalnog mukoznog tkiva do invazivnog karcinoma
se ne dogada odjednom, vec je potreban niz od Cetiri koraka koji dovode do invazivnog oblika.
U prvom koraku dolazi do gubitka heterozigotnosti na lokusu 9p21, mjestu gdje se nalazi gen

INK4A, te dolazi do njegove inaktivacije. Inaktivacijom INK4A dolazi do hiperplazije, odnosno



povecanog broja stanica. Drugi korak dovodi do gubitka heterozigotnosti na lokusima 3p21 i
17p13 sto dovodi do inaktivacije gena TP53. Gen TP53 kodira protein p53 koji je tumor
supresorski protein koji regulira brzinu kojom stanica proliferira. Hiperplazija prelazi u
displaziju. Displazija je termin koji uglavhom govori o odredenoj abnormalnosti u razvoju,
uglavnom o povec¢anom broju nezrelih stanica. Gubitak heterozigotnosti na lokusima 11q13,
13921 i 14932 dovodi do amplifikacije gena CCND1 (eng. Cyclin D1, hrv. ciklin D1), koji kodira
protein ciklin D1. Displazija prelazi u in situ karcinom. In situ je naziv za nakupinu abnormalnih
stanica na jednom mjestu, bez dokaza o daljnjem Sirenju abnormalnih stanica. Ovim je zavrsen
tredi korak u progresiji bolesti. Zavrsni, Cetvrti korak je invazivni karcinom. Invazivni karcinom
je naziv za stupanj progresije u kojoj su stanice karcinoma infiltrirale u okolno tkivo. U ovom
slu¢aju dolazi do gubitka heterozigotnosti na lokusima 6p, 8, 4927 i 10923 te inaktivacija gena
PTEN (od eng. Phosphatase and tensin homolog, hrv. Homolog fosfataze i tenzina) (Shah i sur.

2011).

1.10.2. Karcinomi glave i vrata pozitivni na prisutnost papiloma virusa
Povecani rizik za nastanak karcinoma glave i vrata je infekcija humanim papiloma virusima
(HPV). Preko 70% karcinoma srednjeg dijela Zdrijela povezano je s infekcijom HPV (lsayeva i
sur. 2012, Stein i sur. 2015). HPV-16 je glavni uzrocnik, ali HPV-18, HPV-31, HPV-33 i HPV-52
su takoder pronadeni kao uzrocnici, no u vrlo malom postotku (Michaud i sur. 2014). Virusni
genom je veéinom pronaden na samo jednom mjestu u genomu domacina (Cancer Genome
Atlas Network, 2015). Genom se sastoji od 7 ranih gena (E1-E7) te dva kasna gena (L1iL2). L1
i L2 kodiraju kapsidne proteine, dok E1 i E5 kodiraju proteine odgovorne za replikaciju i
transkripciju virusnog genoma. Geni odgovorni za onkogenu trasnformaciju stanice su E6i E7.
Protein E6 formira kompleks s E6-AP i p53 sto dovodi do degradacije proteina p53 (Scheffner
i sur. 1993). Protein E7 se snazno veZe na regulator stani¢nog ciklusa, protein retinoblastoma
(RB1), uzrokujuci time proteosomsko unistenje proteina RB1 i oslobadanje transkripcijskih
faktora E2F (Eckhardt i sur. 2018, Tomaic 2016, White i sur. 2012 ). Oslobodeni proteini E2F
osiguravaju nesmetan ,,prolaz” stani¢nog ciklusa u S fazu. Onemogucavanje normalne funkcije
proteina RB1 putem E7 dovodi do povecanja ekspresije p16 (Estevao i sur. 2019, Venuti i sur.

2011).



1.10.3. Karcinomi glave i vrata neovisni o papiloma virusu
Primarni faktor za razvoj karcinoma glave i vrata negativnog na prisustvo HPV je konzumacija
duhanskih proizvoda. Duhanski dim sadrzi preko 5000 razli¢itih kemijskih spojeva, medu
kojima su policiklicki aromatski ugljikovodici (PAH, eng. Polycyclic aromatic hydrocarbon)
najodgovorniji za razvitak karcinoma (Hecht 1999). Uzivanje duhanskih proizvoda je povezano
s upalnim procesima u tkivima koja imaju direktan doticaj s duhanskim dimom. Upalni procesi
uzrokuju povecanje produkcije citokina, kemokina i faktora rasta, Sto kao posljedicu moze
imati proliferaciju stanica, a na kraju karcinogenezu (Talamini i sur. 2002). Alkohol, kao jo$
jedan faktor u nastajanju karcinomu glave i vrata funkcionira sinergisticki s duhanskim
proizvodima. Alkohol moZe sluZiti kao otopina za kancerogene spojeve te samim tim
uzrokovati vecu izloZzenost epitelnih stanica kancerogenim spojevima (Pai i i Westra 2009).
Takoder, alkohol se metabolizira u acetilaldehid koji je poznat da moZe uzrokovati mutacije

svojim vezanjem na DNA (Brooks i Theruvathu 2005).
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2. HIPOTEZA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

Protein p16, kodiran genom INK4A, pripada obitelji gena INK4 koja ima tumor supresorsku
ulogu i reguliraju puteve p53 i RB1 u stanicnom ciklusu. Protein p16 negativno regulira signalni
put pRb-E2F put tijekom stani¢nog ciklusa. Genetskim promjenama gena INK4A dolazi do

potpune inaktivacije ili do smanjene funkcije proteina p16.

Hipoteza: Transfekcijom funkcionalne sekvence gena INK4A stanicama koje imaju mutirani

gen INK4A trebao bi se modulirati odgovor na oStecenje DNA.

Cilj ovog istrazivanja je odrediti utjecaj ekspresije egzogenog p16 na stani¢ne linije karcinoma
glave i vrata A253, FaDU, Detroit 562. Ovim ispitivanjem ustanovit ¢e se kako transfekcija
funkcionalnog p16 djeluje na stanicni ciklus, apoptozu i razinu oSte¢enja DNA u normalnim
uvjetima i uz tretman kemoterapeuticima doksorubicinom i etopozidom koji izazivaju
oSteéenje DNA.

Specificni ciljevi:

1. Ustanoviti utjecaj tretmana kemoterapeuticima na ekspresiju gena INK4A u stani¢nim
linijlama A253, FaDU i Detroit 562 koje imaju razli¢ite mutacije gena INK4A sa i bez
tretmana plazmidom koji eksprimira nemutirani protein p16

2. Ustanoviti utjecaj tretmana kemoterapeuticima na ekspresiju gena BIRC5 i E2F1 u
staniénim linijama A253, FaDU i Detroit 562 sa i bez tretmana plazmidom sa sekvencom
za pl6

3. Ustanoviti utjecaj tretmana kemoterapeuticima na staniéni ciklus u stani¢nim linijama
A253, FaDU i Detroit 562 sa i bez tretmana plazmidom sa sekvencom za p16

4. Ustanoviti utjecaj tretmana kemoterapeuticima na oStecenje DNA u stanic¢nim linijama
A253, FaDU i Detroit 562 sa i bez tretmana plazmidom sa sekvencom za p16

5. Ustanoviti utjecaj tretmana kemoterapeuticima na apoptozu u staniénim linijama

A253, FaDU i Detroit 562 sa i bez tretmana plazmidom sa sekvencom za p16
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3. MATERIJALI'| METODE

3.1. Materijali
Istrazivanje je provedeno na stani¢nim linijama karcinoma glave i vrata A253 (ATCC® HTB-
41™), FaDU (ATCC® HTB-43™) i Detroit 562 (ATCC® CCL-138™). U tablici 1 prikazane su neke
karakteristike tih stani¢nih linija. To su komercijalno dostupne stani¢ne linije koje se uzgajaju
kao adherentne kulture. Stani¢ne linije FaDU i Detroit 562 uzgajaju se u mediju DMEM s 10%
FBS (eng. Fetal bovine serum, hrv. Fetalni govedi serum) dok se stanic¢na linija A253 uzgaja u
mediju McCoy's s 10% FBS. Stani¢ne linije su uzgajane i odrZavane u inkubatoru s
kontroliranom atmosferom od 95% zraka i 5% CO,, pri temperaturi od 37°C, u odgovarajuéim
petrijevkama za kultivaciju humanih stanica. Navedene stanice sam odriavao u
eksponencijalnoj fazi rasta te koristio u pokusima transfekcije plazmidnim vektorom,
tretmanima kemoterapeuticima, pradenje promjena ekspresije na razini RNA i proteina te za

analizu stani¢nog ciklusa, osteéenja DNA i apoptoze.

Tablica 1. — Karakteristika stani¢nih linija

Stanicna linija A253 FaDU Detroit 562
lokacija Zlijezda slinovnica | Hipofarinks Zdrijelo

spol Muski Muski Zenski

dob 54 56 -

mutacija INK4A c.49 61dell3 c.151-1G>T c.1 _457del457
druge mutacije KDMS5C,TP53 SMAD4, TP53 PIK3CA, TP53
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3.2. Metode

3.2.1. Umnazanje plazmida u bakterijama
Komercijalni plazmidni vektor koji eksprimira p16 nabavljen je od tvrtke OriGene (RC220937,

OriGene, SAD) (Slika 5). Za potrebe ovog rada bilo je potrebno umnoziti plazmid, te

sekvenciranjem provijeriti da nije doSlo do mutacija u sekvenci gena INK4A.

CMV promoter
M —
al
SVA40 ori 5
VP1.5 primer
T7 promoter
{ Sgfl
\
RC220937 %
(5.3 kb) ’
~—Miul
g Myc-DDK
XL39 primer

/ PolyA signal
Col g1

Slika 5 - Shematski prikaz plazmidnog vektora RC220937 s ukloniranim genom INK4A (pod
imenom CDKN2A) (www.origene.com 05.01.2021.)

Plazmidom su transformirane u kompetentne bakterije (Escherichia coli, soj One Shot
OmniMAX, Thermofisher, SAD). Bakterije se drze pohranjene na -80°C alikvotirane u volumen
od 50 ml. Jednu ampulu bakterija otopio sam na ledu i u nju sam dodao 2 ul plazmida. Smjesu
sam inkubirao 10 minuta na ledu, a potom zagrijao 30 sekundi na 42°C na termobloku. Smjesu

sam zatim hladio 1 minutu na ledu, te nakon toga sam u nju dodao 250 pl medija LB (Sigma,
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SAD) bez antibiotika, te inkubirao 80 minuta u termobloku na 37°C. Nakon inkubacije 100 pl
bakterijske kulture sam razmazao na selektivhu plocu u kojoj se nalazi medij LB, agar i

antibiotik kanamicin (50 pg/ml) i inkubirao preko nodéi na 37°C.

3.2.2. Provjera bakterijskih kolonija PCR metodom

Bakterije koje su primile plazmid, stekle su rezistenciju na antibiotik kojeg sadrZzava tvrda
hranjiva podloga (kanamicin). ,,Colony PCR“ metoda je koja omogucava provjeru bakterijskih
kolonija koje su ugradile plazmid. Ovom metodom umnazao sam odsje¢ak DNA plazmida
duljine 764 pb u kojem se nalazi insertirani gen INK4A koristeéi pocetnice T7 i XL39.

Na pocetku pripreme za PCR oznacio sam epruvete od 0,2 ml, te epruvete od 2ml. U epruvete
od 2 ml dodao sam 1 ml LB medija s kanamicinom. Taj set epruveta, kasnije ¢e sluziti za
pripremu starter bakterijske kulture koje analizom PCR i sekvenciranja pokaZzu da sadrze tocnu
sekvencu. Epruvete od 0,2 ml sluZe za pripremu PCR uzorka. U njih sam dodao po 10 pl
reakcijske smjese. S unutarnje strane poklopca, dodao am jednu kap parafinskog ulja kako bi
se sprijecilo hlapljenje reakcijske smjese tijekom PCR postupka. Sterilnim nastavkom pipete
dotaknuo sam Zeljene kolonije na krutoj podlozi i taj sadrZaj resuspendirao unutar
odgovarajuce epruvete od 0,2 ml. Nakon resuspendiranja u epruveti od 0,2 ml, tim istim
nastavkom sam resuspendirao sadrZaj unutar epruvete od 2 ml. Ovim nacinom odmah sam
priredio bakterijske kolonije koje nakon PCR postupka pokazu da sadrze zeljeni fragment. Za
svaku naraslu koloniju na tvrdoj hranjivoj podlozi postupak sam ponovio. Na kraju postupka,
epruvete sam promijesao na mjesalici i centrifugirao te ih postavio u PCR uredaj (2720 Thermal

Cycler, Applied Biosystems, SAD) na sljedeci program:

Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
94°C 0:30
51°C 1:00 45x
72°C 1:30
72°C 7:00
4°C oo
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Epruvete od 2 ml, tzv. ,starter kolonije” stavio sam na termoblok, kojega sam postavio na 37°C
tijekom nekoliko sati, a zatim na 4°C (do provjere sekvenciranjem), dok sam krute bakterijske
podloge zastitio parafilmom i pohranio na 4°C.

Da bi se identificirao Zeljeni insert u bakterijskim kolonijama, iste sam ispitivao postupkom gel
elektroforeze na agaroznom gelu (1%) koristeci boju Midori Green Advance (Nippon Genetics
Europe, Njemacka). Jedan gram agaroze rastopio sam u mikrovalnoj pecnici u 100 ml pufera
TAE (40 mM Tris, 20 mM octena kiselina, 1ImM EDTA), te sam u agarozni gel dodao 4 ul boje
Midori Green Advance. Pripremljenu smjesu izlio sam u kadicu za elektroforezu te postavio
odgovarajuci ¢eslji¢. Agaroza je ostavljena 30 minuta da se ohladi, zatim sam uklonio ¢esljic i
kadicu postavio u sustav za horizontalnu elektroforezu u kojoj se nalazio pufer TE. 3 pl svakog
uzorka, na parafilmu, sam pomijesao sa kapljicom plavog pufera za nanosenje na gel, te
nanosio u jazice. U prvu jazicu stavio sam 3 pl standarda GeneRuler 1 kb Plus (Thermo
Scientific, SAD). Kroz 30 minuta pri stalnom naponu od 100 V uzorci su bili podvrgnuti

elektroforezi. Zatim sam gel slikao na instrumentu UVITEC Alliance 4.7 (UVITEC Cambridge,

UK) (Slika 6).

Slika 6 — JaZica 1 — GeneRuler 1 kb Plus (Thermo Scientific, SAD), jaZice 2 do 11 - potvrda
insertiranog gena INK4A, jazica 12 — negativna kontrola, jaZica 13 — plazmid u kojem se nalazi

insertirani gen INK4A.

3.2.3. Sekvenciranje plazmidne DNA
Sangerovom metodom sekvencirani su produkti colony PCR-a da bi se provjerilo da li je
umnazanjem plazmidne DNA u sekvenci gena INK4A doslo do nezeljenih promjena. Uzorke je

sekvencirala dr.sc. Vesna Musani.
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Postupak je sljedeéi. Prvo se produkti PCR moraju enzimski procistiti od viska pocetnica,
plazmidne DNA i nukleotida. To se radi tako da se u PCR produkt doda 0,5 pul reagensa ExoSAP-
IT (Thermo Fisher Scientific, SAD), koji se sastoji od modificirane egzonukleaze | i alkalne
fosfazate iz Skampa (SAP, eng. Shrimp Alkanine Phosphatase) te se smjesa inkubira 30 minuta
na 37°C, te zatim zagrije 15 minuta na 85°C.

Zatim slijedi reakcija sekvenciranja. Rade se dvije reakcijske smjese, po jedna za svaku
pocetnicu (T7 i BGH). Pomijesa se 3 pl kita za sekvenciranje Big Dye Terminator v1.1 (Applied
Biosystems, SAD), 1 ul jedne od pocetnice i 3 pl vode. Na to se doda 3 pl prociséenog produkta
PCR. Reakcijske smjese su kratko promijesane na mijesalici i centrifugirane, te stavljene u

uredaj za PCR (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700) na program:

Temperatura Vrijeme Broj Ciklusa
96°C 0:10 25x
50°C 0:05

60°C 4:00
4°C oo

Prije stavljanja u instrument ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, SAD),
uzorke je bilo potrebno istaloziti centrifugiranjem i otopiti u formamidu. To se radi tako da se
u svaki uzorak stavi 25 pl apsolutnog etanola, 1 ul 0,125 M EDTA i 1 pul 3M Na-acetata. Smjesa
se precipitira 30 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon toga uzorci se centrifugiraju
20 minuta na 13.200 rpm (5415 D, Eppendorf, Njemacka). Supernatant se izlije i uzorci se
isperu 125 pl 70% etanola i centrifugiraju 15 minuta na 13.200 rpm i zatim osuSe. Slijedi
otapanje u 20 ul Hi-Di formamida (Applied Biosystems, SAD), denaturacija 2-5 minuta na 95°C
i hladenje u ledenom stalku. Nakon toga slijedi oCitanje na instrumentu i analiza sekvenci.
Sekvence sam analizirao u programu BioEdit 7.2.5. usporedivanjem sekvence i kromatograma

svakog uzorka sekvenciranog iz oba smjera s referentnom sekvencom gena INK4A.

3.2.4.1zolacija plazmidne DNA iz bakterija
Nakon provjere sekvenciranjem, jedna ,starter kolonija” se koristi za dobivanje plazmidne

DNA potrebne za eksperimente.
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Kompletan sadrzaj starter epruvete od 2 ml izlio sam u staklenu tikvicu sa 100 ml LB medija s
kanamicinom. Tikvicu sam postavio u inkubator na 37°C, preko noci, s upaljenom tresilicom.
Prije pocetka izolacije, 500 ul bakterijske kulture sam izdvojio i pomijesao s 500 ul 50%-tnog
glicerola u epruveti za zamrzavanje od 2 ml, koje sam pohranio na -80°C. Ostatak sadrZaja sam
podjednako raspodijelio u dvije Falcon epruvete od 50 ml. Plazmidnu DNA sam izolirao
pomocu kita Nucleobond Xtra Midi (Macherey-Nagel, Njemacka). Falcon epruvete u kojima su
se nalazile bakterije sam centrifugirao 20 minuta na 4°C pri 5000 rpm. Supernatant sam odlio,
te u epruvete dodao 8 ml pufera za resuspenziju. Epruvete sam dobro promuckao dok se
bakterijski talog nije potpuno resuspendirao u puferu. Nakon $to sam postupak ponovio s
drugom epruvetu, sadrzaj obiju epruveta sam spojio u jednu zajednicku falcon epruvetu.
Nakon toga sam dodao pufer za lizu stanica, promuckao na nacin da sam nekoliko puta izvrtio
epruvetu i ostavio 5 minuta na sobnoj temperaturi. Istekom vremena od 5 minuta, dodao sam
pufer za neutralizaciju nakon ¢ega je otopina promijenila boju iz plave u bijelu. Uz promjenu
boje doslo je do formiranja bijelih grudica koje predstavljaju koagulirane proteine, odnosno
stani¢ni otpad. Nakon $to sam dodao pufer za neutralizaciju, otopinu sam paZljivo dodavao u
kolonu za procis¢avanje DNA koju sam prethodno natopio s 5 ml pufera EQU. Nakon prolaska
otopine kroz filter, dodao sam 12 ml pufera EQU. Tih 12 ml pufera EQU sam paZljivo dodavao
na vanjske dijelove kolone, pritom pazeéi da ne dodajem direktno u kolonu. Prolaskom
naknadno dodanog pufera, filter sam uklonio iz kolone i zamijenio ga novom epruvetom. Na
donju membranu kolone dodao sam pufer za eluciju ELU koji je isprao vezanu DNA s kolone u
epruvetu. Sastav pufera je zaSticeni podatak proizvodaca te nije bio dostupan. Nakon ovog
koraka u epruvetu s ispranom DNA dodao sam izopropanol kako bi izazvao precipitaciju
plazmidne DNA. Otopinu sam rasporedio u 6 tubica od 2ml te centrifugirao 30 minuta na 4°C
pri 15.000 rpm. Dobivene taloge sam ispirao u 70% etanolu, osusio i otopio u 200 pL pufera
TE.

Pomocu spektrofotometra NanoPhotometer (Implen, Njemacka) izmjerio sam koncentraciju i
¢isto¢u plazmidne DNA. Uredaj mjeri apsorbanciju pri valnim duljinama od 230 nm, 260 nm i
280 nm. Uredaj sam prvo kalibrirao nanosenjem 1 ul TE pufera. Nakon toga sam mjerio
plazmidnu DNA, takoder tako da sam 1 pl uzorka nanosio na uredaj. Omjer A260/A280 govorio
o Cistoci plazmidne DNA. Sto je taj omjer bliZi vrijednosti 2 to je DNA ¢&i$éa. Ukoliko je omjer

niZi, to moze znaciti da je uzorak kontaminiran proteinima koji apsorbiraju pri 280 nm.
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3.2.5. Rad sa stani¢nim kulturama
Kompletan rad sa stanicnim kulturama je obavljan u sterilnim uvjetima. Posude, otopine,
puferi i mediji su bili sterilni. Aktivnosti vezane uz stani¢ne kulture obavljao se u kabinetu za
rad u sterilnim uvjetima sa laminarnim protokom zraka. Prije svakog pocetka rada, radna
povrsina se Cistila alkoholom. Pri zavrSetku rada se takoder radna povrsina Cistila alkoholom

te sterilizirala UV svjetlom.

3.2.5.1. Odmrzavanje stanica

Stanice koje su se koristile za ovaj eksperiment su bile pohranjene u mediju za zamrzavanje
(50% serum, 40% DMEM medij, 10% DMSQO) u ampulama za zamrzavanje koje se nalaze na
-80°C. Odmrzavanje stanica sam odradivao u sto kraéem roku, kako bi se skratilo vrijeme
djelovanja citotoksicnog DMSO-a. Vadenje ampula za zamrzavanje iz -80°C odradio sam u $to
kraéem roku i postavio ih u posudu sa ledom. U meduvremenu sam obiljeZio sterilne staklene
epruvete s nazivom pojedine stani¢ne linije te u njih dodao 5 ml odgovaraju¢eg medija za rast
stanica. Medij DMEM za FaDU i Detroit 562, te medij McCoy's za A253. Mediji u sebi sadrze
10% FBS (fetalni govedi serum, GE Healthcare, UK). Ampule za zamrzavanje koje sadrzavaju
stani¢nu liniju, kratko sam zagrijavao u rukama. Dovoljno da se zaledena smjesa odvojila od
stijenke ampule. Kada sam primijetio da se smjesa odvojila od stijenke ampule, prenio sam
kompletan sadrzaj ampule u sterilnu staklenu epruvetu sa odgovarajuéim medijem. Staklene
epruvete postavio sam u centrifugu te centrifugirao na 4°C, 1200 rpm 5 min. Nakon
centrifugiranja jasno je bio vidljiv talog stanica na dnu staklene epruvete. Supernatant sam
odlio a talog stanice resuspendirao u 10 ml odgovarajuéeg medija. Kompletan sadrzaj od 10
ml sam prenio u petrijevku promjera 10 cm (Sarstedt, Njemacka). Petrijevke sam blago
protresao kako bi se sadrzaj ravhomjerno rasporedio po petrijevki. ZavrSetkom nasadivanja

sve petrijevke sam pohranio u inkubator na 37°C, 5% CO..

3.2.5.2. Presadivanje i odrzavanje stanica u kulturi

Stanicama koje se odrzavaju u kulturi medij sam mijenjao svaka dva do tri dana. Sve tri
staniéne linije su adherentne, pa sam sav stari medij staklenom pipetom sakupio iz petrijevke

i bacio u otpad. Cistom pipetom sam dodao 10 ml svjezeg medija. Stanice sam presadivao kada
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sam provjerom na mikroskopu ustanovio da su narasle toliko da prekrivaju kompletnu
povrsinu petrijevke.

Kako bi presadio stanice, prvo sam uklonio sav medij sa sterilnom staklenom pipetom. U
petrijevku sam potom dodao 5 ml PBS-a (1,7 mM KH;POa4, 136 mM NaCl, 1 mM Na;HPOs,,
KH2PQO4, pH 7,2), kratko prodrmao petrijevku kako bi se isprao sav preostali medij, pokupio
sadrzaj, te bacio u otpad. Koristenjem PBS-a ispirao sam preostali medij kako serum unutar
medija nebi deaktivirao djelovanje tripsina. Zatim sam dodao 1 ml tripsina s dodatkom 1 mM
EDTA, protresao sam petrijevku, te ostavio da djeluje 5-10 minuta. Proces sam provjeravao
svakih par minuta, kako bi utvrdio odvajanje stanica od podloge (tripsinizacija). Nakon $ta sam
utvrdio da su stanice odvojene od podloge, u petrijevku sam dodao 5 ml odgovarajuceg
medija, resuspendirao ih propuhivanjem kroz pipetu te po 1 ml nasadio u novu, sterilnu

petrijevku. Uz 1 ml nasadenih stanica dodao sam jo$ 10 ml svjeZzeg odgovarajué¢eg medija.

3.2.5.3. Priprema stanica za transfekciju

Stanice koje su bile pohranjene u inkubatoru izvadio sam van, staklenom sterilnom pipetom
uklonio medij, te ih isprao sa 5 ml PBS-a. Nakon toga sam dodao 1 ml tripsina s dodatkom 1
mM EDTA kako bi se stanice odvojile od povrSine petrijevke. Kada su stanice bile vidljivo
odvojene od petrijevke, uzeo sam 5 ml odgovaraju¢eg medija, isprao petrijevku, te kompletan
sadrzaj prenio u sterilnu staklenu epruvetu. Kako bih pripremio stanice za transfekciju,
izbrojao sam 300.000 stanica na nacin da sam uzeo 20 pl stanica iz staklene epruvete,
resuspendirao u 80 ul metilenskog modrila, te 20 ul tog sadrzaja prebacio u Neubauerovu
komoricu za brojanje stanica. lzbrojao sam stanice, te pomo¢u formule (br.stanica/0,4)x5x103
izraCunao potreban broj stanica po mililitru medija. Stanice sam nasadivao na plocicu koja
sadrzi 6 bunari¢a, tako da u svakoj bude 300.000 stanica. Koristio sam svih 6 bunari¢a na nacin
da su tri bunari¢a bila sa kontrolnim stanicama, dok su preostala tri bunariéa bila s
transficiranim stanicama (ne tretirane, tretirane s doksorubicinom, tretirane s etopozidom, ne
tretirane transfecirane s p16, transfecirane s pl16 + doksorubicin, transfecirane s p16 +

etopozid).
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3.2.5.4. Transfekcija stanica
Transfekcijom stanica ¢e se uspostaviti kultura stanica u kojoj vektor nije stabilno ugraden u
stani¢ni genom. Komplet Xfect transfection Reagent (Takara, SAD) koristio sam za transfekciju.
Na pocetku sam dobro promijeSao na mjesalici Xfect polimer te u praznu epruvetu dodao 5 ug
plazmidne DNA i 100 pl prethodno promijesanog Xfect pufera. Nakon toga sam epruvetu
dobro promijeSao na mijesalici 5 sekundi. Potreban volumen plazmidne DNA sam izracunao
pomocu formule c=m/v. U smjesu polimera i plazmidne DNA dodao sam 1,5 pl Xfect polimera.
Ovim postupkom reagens u interakciji s DNA stvara biorazgradive nanocestice te omogucava
efikasnu transfekciju s minimalnom citotoksi¢nim efektom. Nakon dodavanja Xfect polimera
smjesu sam inkubirao 10 minuta na sobnoj temperaturi. Istekom 10 minuta stanicama sam
dodao sav sadrzaj plazmidne DNA, Xfect pufera i Xfect polimera, te na to dodao 1 ml medija.
Stanice sam inkubirao Cetiri sata na 37°C u inkubatoru s 5% CO,. ZavrSetkom inkubacije,

stanicama sam uklonio medij i dodao 2 ml odgovarajuéeg medija.

3.2.5.5. Tretiranje stanica
Tretiranje stanica uslijedilo je nakon Sta je postupak transfekcije zavrsio. Tretiranjem stanica s
dva kemoterapeutika, doksorubicinom (koncentracija 10 mM) i etopozidom (koncentracija 17
mM), zZeljelo se dobiti uvid u funkciju proteina p16 nakon ovih tretmana. U plo¢u sa 6 bunaric¢a
prethodno sam nasadio jednu stani¢nu liniju na nacin da sam u gornji red postavio ne

transfecirane stanice, dok su u donjem redu bile transfecirane stanice.

Tablica 2 — LDso doze kemoterapeutika

Stanicna linija Doksorubicin u pM Etopozid u uM
FaDU 0,9 3,9
A-253 0,9 7,1

Detroit 562 2,9 18,5

Tretiranje sam radio na nacin da sam uzimao koli¢inu kemoterapeutika (Tablica 2) potrebnu
za LDsp te nanosio u prethodno oznacene bunari¢e. Nakon nanoSenja, plo¢u sam lagano
protresao kako bi se tretman pravilno rasporedio po bunari¢u. Tretirane stanice stavio sam u
inkubator na 37°C s 5% CO; tijekom 24 sata. Kompletan postupak sam provodio u sterilnim

uvjetima unutar kabineta za rad u sterilnim uvjetima s laminarnim protokom zraka.
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3.2.5.6. Odredivanje doze LDso kemoterapeutika

Puno je ime kratice LDso , Lethal dose 50%“. To jest, kolika ¢e koli¢ina unesene toksi¢ne
supstance, kroz odredeno vrijeme, usmrtiti polovicu testirane populacije. Supstanca s nizom
vrijednosti LDso je potentniji otrov od supstance koja ima visu vrijednost LDsg.

Da bih utvrdio kolika je doza LDsp za stanicne linije koje sam testirao, prvo je bilo potrebno
uciniti MTT test. MTT test je kolorimetrijska metoda utvrdivanja aktivnosti stani¢nog
metabolizma pomocéu MTT (3-(4,5-dimetiltijazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol bromid). MTT je spoj
Zute boje koje je u Zivim stanicama reduciran u formazan ((E,Z)-5-5(4,5-dimetiltijazol-2-il)-1,3-
difenilformazan) koji je ljubicaste boje. U plocici s 96 bunari¢a nasadio 20.000 stanica u svaki
bunari¢. Stanice sam inkubirao u inkubatoru na 37°C tijekom 24 sata. Nakon 24 sata, stanice
sam tretirao s razli¢itim koncentracijama kemoterapeutika (serijska razrjedenja: doksorubicin
— 0,001 do 10 uM, etopozid — 0,01 do 100 uM) te inkubirao u inkubator kroz 4 sata. Nakon 4
sata, ploCicu sam dobro protresao kako ne bi bilo mjehuri¢éa u bunari¢ima, te izmjerio
apsorbanciju na spektrofotometar NanoPhotometer (Implen, Njemacka). Dobivene rezultate

izraéunao sam u LDsg kalkulator (https://www.aatbio.com/tools/ld50-calculator) te dobio

krivulju (Slika 7).
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Slika 7 — Primjer izracuna LDso za stani¢nu liniju A253 tretiranu kemoterapeutikom

doksorubicinom. Os X — koncentracija kemoterapeutika, os Y — postotak Zivih stanica
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3.2.5.7. Zamrzavanje stanica

Stanice su zamrzavane da bi se saCuvale za kasnije eksperimente, a ostali dio koji je
pripremljen za izolaciju proteina je kratkotrajno smrznut. Stanice je najbolje zamrzavati kada
su optimalne gustoce.

Postupak sam zapoceo na nacin da sam uklonio medij, petrijevku isprao s 5 ml PBS-a te
tripsinizirao s 1 ml tripsina. Kada su se stanice odvojile od podloge na njih sam dodao 5 ml
odgovarajuceg medija te sam ih prenio u sterilnu staklenu epruvetu. Stanice sam centrifugirao
5 minuta na 1200 rpm pri 4°C. Nakon centrifugiranja supernatant sam odvajao a talog stanica
resuspendirao u 1 ml hladnog medija za zamrzavanje. Kompletnih 1 ml sam prebacio u ampule
za zamrzavanje. Ampule sam pohranio u zamrzivac na -80°C.

Stanice koje sam zamrzavao za kasniji postupak izolacije proteina smrzavane su na drugaciji
nacin. Petrijevke sa stanicama sam postavio na led kako ne bi doslo do temperaturnog Soka.
Cistom pipetom sam im uklonio medij te sam petrijevku isprao sa 1 ml PBS-a. Postupak sam
ponovio dva puta. Nakon Sta sam isprao u petrijevku sam dodao 1 ml PBS-a te sa sterilnom
strugalicom strugao stanice s povrsine. Sadrzaj sam pokupio pipetom i prebacio u epruvetu od
2 ml. Buduci da sam stanice nasadivao u 6 bunari¢a, izmedu svakog struganja strugalicu sam
oprao etanolom i destiliranom vodom. Stanice sam centrifugirao 5 min pri 1200 rpm.

Zavrsetkom centrifugiranja, supernatant sam bacio, a taloge pohranio na -20°C.

3.2.6. 1zolacija proteina iz stanica

Za izolaciju proteina iz stanica koristio sam pufer za lizu RIPA (25 mM Tris-HCL, 1% Na-
deoksiholat, 1% Nonidet P-40, 150 mM NaCl, 0,1% SDS) i inhibitor proteaza uz koristenje
sonikatora. Prethodno pohranjene taloge stanica resuspendirao sam u 50 ul pufera za lizu.
Resuspendirani sadrzaj prebacio sam u zasebne epruvete od 1,5 ml koje su prikladne za
homogenizaciju sa sonikacijom. Tijekom cijelog postupka stanice sam drzao na ledu.
Soniciranje sam radio dva puta po 15 sekundi pomocu sonikatora Labsonic M (Sartorius,
Njemacka). Nakon soniciranja, homogeniziranu smjesu sam centrifugirao 20 minuta na 13.200
rpm pri temperaturi od 4°C. Supernatant sam pazljivo sakupio te prebacio u mikroeupruvetu.
Mikroepruvete sam pohranio na -80°C do upotrebe.

Pomocu kolorimetrijske metode po Bradford-u odredio sam koncentraciju proteina. U tu

svrhu koristio sam komercijalnu otopina Pierce BCA Protein Assay (Thermo scientific, USA).
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Navedeno mjerenje se zasniva na svojstvu bicinkoninske kiseline (BCA, eng. bicinchoninic acid)
da promjeni boju vezanja za bazi¢ne i aromatske aminokiseline u proteinima. Vezanjem na
proteine dolazi do snazne apsorbancije na 562 nm koja se linearno povecava s koncentracijom
proteina. Usporedom apsorbancija sa standardnom krivuljom poznatih koncentracija
odreduje se koncentracija proteina.

Na pocetku sam napravio niz serijskih razrjedenja poznatog standardnog proteina, 1 ug/ml
BSA (eng. Bovine serum albumin, hrv. govedi albumin iz seruma) sam razrijedio ovim
redoslijedom: 2000 pg/ml, 1500 pg/ml, 1000 pg/ml, 750 pg/ml, 500 ug/ml, 250 pg/ml, 125
ug/ml, 25 pg/ml i 0 pg/ml prema uputama u kompletu. Nakon toga napravio sam radnu
otopinu reagensa koja se sastoji od otopine A i B u omjeru 50:1. 25 ul uzorka i standarda
pipetirao sam u plocicu s 96 bunariéa u duplikatu. U svaki bunari¢ dodao sam 200 ul radne
otopine, te sam plocicu prodrmao. Nakon toga plocicu sam inkubirao 30 minuta na 37°C.
Apsorbancija sam mjerio na 562 nm na spektrofotometru (Labsystems Multiskan MS, Finska).
Dobivene vrijednosti sam unosio u racunalo te crtao standardnu krivulju na temelju koje se

odredila vrijednost koncentracije proteina.

3.2.7.1zolacija RNA iz stanica
Za izolaciju RNA iz stanica koristio sam NucleoZOL (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,

Njemacka) prema protokolu. U prethodno pripremljene taloge stanica stavio sam 500 pl
NucleoZOL-a te dobro pipetom promijesao na nacin da sam uvlacio i ispustao sadrzaj. Nakon
toga sam dodao 200 ul vode bez RNAza te prodrmao 15 sekundi. Ostavio da se inkubira 5
minuta, te nakon isteka 5 minuta centrifugirao 15 minuta na 13.000 rpm. 500 pl supernatanta
sam nakon centrifugiranja prebacio u nove, prethodno oznaéene epruvetice. U epruvete sa
supernatantom dodao sam 500 pl izopropanola te ostavio 5 minuta da se inkubira. Nakon
inkubacije ponovno sam centrifugirao, 10 minuta na 13.000 rpm. Nakon centrifugiranja
supernatant sam uklonio, te dodao 500 pl 75% etanola. Ponovno sam inkubirao 5 minuta, te
centrifugirao 5 minuta na 8000 rpm. Postupak s etanolom sam ponovio jo$ jednom. Nakon
zadnjeg centrifugiranja, supernatant sam bacio, a talog sam otopio u 50 ul TE pufera. Pomocu
spektrofotometra NanoPhotometer (Implen, Njemacka) izmjerio sam koncentraciju i Cistodu

RNA.
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3.2.8. Metoda ,westernskog otiska“
Metodom westernskog otiska detektiraju se proteini u odredenom uzorku pomodu specificnih
protutijela. Dobivamo informaciju o tome u kojoj je mjerii je li uopce protein eksprimiran.
Prvi korak zapocinje razdvajanjem proteina na SDS-poliakrilamidnom gelu. SDS djeluje
denaturiraju¢e na proteine i prekriva ih negativhim nabojem. To omogucava putovanje
proteina prema pozitivnom polu na temelju njihove molekularne mase.

Tablica 3 — Sastav i omjeri komponenti za izradu akrilamidnih gelova

komponenta volumen
gel za razdvajanje
ddH20 2,6 ml
30% akrilamid-bisakrilamid mjeSavina 3,2 ml
1.5 M TRIS-HCI pufer, pH 8,8 2 ml
10% SDS 0,08 ml
10% amonij persulfat 0,08 ml
TEMED 0,008 ml
gel za sabijanje
ddH,0 2,6 ml
30% akrilamid-bisakrilamid mjesavina 1 ml
1 M TRIS-HCI pufer, pH 6,8 1,25 ml
10% SDS 0,05 ml
10% amonij persulfat 0,05 ml
TEMED 0,005 ml

Prvo sam napravio gel za razdvajanje (Tablica 3). TEMED (eng. Tetramethylethylenediamine,
hrv. Tetrametiletilendiamin) i APS (amonij persulfat) sam dodao neposredno prije izlijevanja
gela izmedu stakala. Izmedu stakala dodao sam priblizno ¥ njegove visine gela za razdvajanje.
Na gel za razdvajanje dodao sam izopropanola kako bi gel bio ravnomjerno rasporeden unutar
stakalaca. Takav gel sam ostavio da se polimerizira, te sam krenuo pripravit gel za sabijanje.
Isto kao i sa gelom za razdvajanje, APS i TEMED dodao sam neposredno prije izlijevanja. APS

i TEMED Kkataliziraju polimerziaciju akrilamida i bisakrilamida. Prije izlijevanja gela za
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sabijanje, uklonio sam izopropanol, te sam do vrha ulio gel za sabijanje i postavio ¢eSlji¢ za
formiranje jazica. Gel sam ostavio da se polimerizira.

Nakon pripreme gela pripremio sam proteinske uzorke. Uzorke sam denaturirao na nacin da
sam u epruvetu dodao 50 pl proteina i % kona¢nog volumena 4x pufera za nanoSenje (pufer
LB, sastav: 0,2 Tris-HCL pH 6,8, 0,4 M DTT, 8% SDS, 40% glicerol, 0,002% bromfenol blue).
Uzorke sam zagrijavao 10 minuta na 95°C te centrifugirao jednu minutu na 13.200 rpm. Nakon
Sto se gel polimerizirao, uklonio sam ceslji¢ te postavio u sustav za vertikalnu elektroforezu
Mini-Protean Ill (Bio-Rad, SAD) s puferom za elektroforezu (1 M glicin, 50 mM Tris, 1% SDS). U
prvu jaZicu nanio sam 4 pl proteinskog markera BioRad Precision Plus Protein Dual Color
Standard (Bio-Rad, SAD), a zatim uzorke. Elektroforeza odvijala se pri naponu od 110 V tijekom
20 minuta.

Kada je fronta boje pufera stigla donji rub gela, elektroforezu sam zaustavio. Iz sustava sam
paZljivo izvadio gel i sloZio u ,,sendvi¢” za prijenos na membranu. U plasti¢ni nosa¢ sam redom
postavio na prozirnu stranu: spuzvica, dva komada filter papira, nitrocelulozna membrana, gel,
dva komada filter papira i opet spuzvica. Sustav sam zatvorio crnom stranom nosaca i postavio
u sistem za prijenos na membranu u pufer za prijenos (200 mM Tris, 1,5 M glicin, svjeze se
dodaje joS 10-20% metanol). Prijenos se odvijao pri naponu od 100 V tijekom 90 minuta.
Nakon zavrSetka transfera membranu sam blokirao u 5% otopini mlijeka otopljenog u puferu
TBST (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,05% (v/v) Tween 20, pH 7,5) na tresilici 1 sat. Primarna
antitijela razrijedio sam u istoj otopini 5% mlijeka. Nakon blokiranja, membrane sam postavio
u kadice sa otopinom primarnih antitijela te inkubirao preko nodéi na 4°C, zatvorena i na
tresilici.

Sljedec¢i dan sam membranu isprao 3x5 minuta u puferu TBST na njihalici. Nakon toga
pripremio sam otopinu sekundarnih protutijela u 5% otopini mlijeka u TBST-u. Membrane sam
inkubirao u otopini sekundarnih protutijela sat vremena pri sobnoj temperaturi na tresilici.
Nakon inkubacije, membrane sam ponovno isprao 3x5 minuta u puferu TBST. Za detekciju
signala koristio sam kombinaciju kemiluminiscentnih reagensa SuperSignal West PICo i
SuperSignal West FEMTO (Thermo Scientific, SAD), koji sam medusobno mijesao u omjeru 3:1.
Membrane sam nakapao kemiluminiscentnim reagensom i inkubirao 5 minuta u mraku.
Nakon inkubacije, visak kemiluminiscenta sam uklonio te sam membrane prenio na prozirnu
foliju. Membrane u foliji slikao sam u aparatu za slikanje UVITEC Alliance 4.7 (UVITEC
Cambridge, UK).
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3.2.9. Reverzna transkripcija

Prije analize lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu, potrebno je RNA molekulu
prevesti u cDNA (eng. complementary DNA, komplementarna DNA). Ovaj postupak se radi uz
pomo¢ enzima reverzna transkriptaza. Reverzna transkriptaza transkribira RNA u
komplementarnu cDNA.

1 ug RNA je potrebno za reakciju reverzne transkripcije. Za ovu reakciju koristio sam komplet
za reverznu transkripciju (Applied Biosystems, SAD). On sadrzi sve potrebne komponente za
izvodenje reakcije. U reakciju se ulazi s ukupnim volumenom od 25 ul od ¢ega je 8,5 ul
reakcijska smjesa (10x pufer (10% v/v), 5 mM dNTP, 10x pocetnice (nasumicne pocetnice, 10%
v/v), 1 U/ul inhibitora RNaza i 2,5 U/ul reverzne transkriptaze), 1 pg RNA i ostatak sam
nadopunio sa H,0 (oslobodena od nukleaza) do kona¢nog volumena. Reakcija se odvija u PCR

uredaju (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems, SAD) prema navedenom programu:

Temperatura Vrijeme
25°C 10:00
37°C 120:00
85°C 5:00

4°C oo

Zavrsetkom reakcije, cDNA sam pohranio na -20°C do koristenja.

3.2.10. Kvantitativni ,real-time PCR" (QRT-PCR)
Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (Real-time PCR) je postupak osmisljen na
temelju standardne LRP. Osnovna razlika je u uvodenju istovremene detekcije produkta PCR-
a, odnosno moguénost praéenja umnazanja novonastalih molekula DNA tijekom svakog
ciklusa reakcije. Tijekom PCR-a koli¢ina DNA se udvostrucuje sa svakim ciklusom, te se na taj
nacin eksponencijalno povedéava koli¢cina DNA u uzorku. Da bi se pratilo udvostrucavanje koristi
se fluorescentna SYBR Green boja koja se interkalira u novonastale lance DNA. Svakim
ciklusom razina fluorescencije se povecava. Ciklus u kojem se detektira dovoljno DNA,
odnosno da fluorescencija poraste iznad praga detekcije naziva se Ct vrijednost. qRT-PCR
pretpostavlja da je koli¢ina novosintetizirane DNA tijekom eksponencijalne faze reakcije PCR
proporcionalna pocetnoj koli¢ini DNA. Tako odreduje proizvoljnu vrijednost granic¢ne
fluorescencije u eksponencijalnoj fazi (eng. treshold). Prelaskom te granice definira se ciklus
prijelaza grani¢ne vrijednosti fluorescencije (eng. Treshold cycle, Ct.). Sto je Ct-vrijednost

manja, veca je pocetna koli¢ina kalupa DNA, jer je prije postignuta grani¢na vrijednost
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fluorescencije. Dakle, Sto ima vise DNA u uzorku, ranije ¢e se umnoziti dovoljan broj kako bi se
dostigao prag detekcije. Ako postoje razlike u pocetnoj koncentraciji uzorka, one se ispravljaju
pomocu referentnog gena koji sluzi kao kontrola jer je njegova ekspresija stabilna u svim
tkivima i pod svim uvjetima. Ct-vrijednosti koji se analiziraju, normaliziraju se prema
vrijednosti referentnog gena. Usporedba razina ekspresije gena izmedu dvije kategorije
uzoraka, relativna ekspresija gena je izrazena kao promjena ekspresije u odnosu na referentni
gen, izraunata kao 22¢, gdje je e ACt razlika u ekspresiji (Ct [ispitivani gen] — Ct [referentni
gen]). Za racunanje razlike u ekspresiji gena izmedu netretiranih i tretiranih stanica koriStena
je formula 222¢t | gdje je AACt razlika izmedu ACt netretiranih i ACt tretiranih stanica. gRT-PCR
se radi u pojedinacnim mikroepruvetamaili u plo¢icama s 96 bunariéa koji se stavljaju u uredaj
za kvantitativni real-time PCR Bio-Rad 96 CFX (Bio-Rad Laboratories, SAD).

Detekciju ekspresije radio sam na Cetiri gena: INK4A, BIRC5, E2F1 i RPLPO (Tablica 2). RPLPO je
sluZio kao referentni gen. Reakcijsku smjesu sam radio zasebno za svaki gen. U smjesu sam
dodao otopinu SsoFast Evagreen (Bio-Rad Laboratories, SAD) 2x (50%v/v), pocetnica F (0,3
mM), pocetnica R (0,3 mM) i voda do ukupnog volumena od 9 pl. Svaki uzorak sam analizirao
minimalno u duplikatu, a za svaku reakcijsku smjesu sam radio dodatnu negativnu kontrolu u

koju nisam stavljao cDNA.

Uvjeti koje sam koristio za gqRT-PCR: poCetna denaturacija na 95°C tijekom 3 minute, 30 ciklusa

na 95°C tijekom 15 sekundi, 61°C tijekom 1 minute i konacno krivulja meksanja sa 75°C na

95°C.
Tablica 4 — Sekvence pocetnica za odredivanje ekspresije gena:
Naziv Nukleotidni slijed Referenca
pocetnice
INK4A F - CAACGCACCGAATAGTTACG Leovic i sur. (2010)
R - AGCACCACCAGCGTGTC
BIRC5 F - TGACGACCCCATAGAGGAAC Trnski i sur. (2019)
(WT) R - TCCTTTGCATTTTGTTCTTGG
E2F1 F — CGGCGCATCTATGACATCAC Shats i sur. (2017)
R — GTCAACCCCTCAAGCCGTC
RPLPO F - GGCACCATTGAAATCCTGAGTGATGTG Leovic i sur. (2010)
R- TTGCGGACACCCTCCAGGAAGC

3.2.11. Protoc€na citometrija
Protocna citometrija je tehnologija koja omogucuje proucavanje stani¢ne populacije. Pomoc¢u

protocne citometrije, moguce je analizirati individualne stanice i njezine parametre unutar
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heterogene populacije. Nacin na koji funkcionira je da stanica po stanica prolaze kroz zraku
lasera te aparat analizira rasprsenu svjetlost koju je stanica uzrokavala svojim prolaskom kroz

zraku lasera (Picot i sur. 2012).

Uredaj koji se koristio u ovom istrazivanju je "Guava Muse Cell Analyzer" od tvrtke Luminex.

3.2.11.1. Analiza stani¢nog ciklusa

Pomocu seta za praéenje stani¢nog ciklusa ,Muse® Cell Cycle Kit“ (MCH100106, Luminex, SAD)
napravio sam kvantitativhu analizu postotka stanica u fazama GO/G1, S i G2/M stani¢nog
ciklusa. Koristedi reagense iz kompleta koji uklju¢uju DNA boju propidij jodid (PI, eng.
propidium jodid) i RNAazu A. Propidij jodid se interkalira u DNA te je razmjerna koli¢ini DNA u
stanicama u razli¢itim fazama ciklusa, dok RNAza pomaze povecati specificnost bojanja DNA.
Za pripremu ove analize prethodno sam nasadio 300.000 stanica po bunari¢u na plocicu sa 6
bunari¢a. Svaki bunari¢ je sadrzavao odredeni tretman koji sam provodio, te odredeni tretman
transfekcije. Tretirane stanice sam inkubirao 24 sata te sam nakon 24 sata pripremio prema
protokolu za ocitanje.

Prethodno sam pripremio 70% etanol te ga spremio na -20°C i drzao sve do upotrebe. Nakon
24 sata stanice sam izvadio iz inkubatora. Svaki bunari¢ sam isprao u 1 ml PBS-a. Bududi da
sam trebao svaku stanicu iz bunariéa, a ne samo Zive, isprani sadrzaj nisam bacao, ve¢ sam
prebacio u oznacene falkon epruvete od 15 ml. Nakon ispiranja, u bunari¢ sam dodao 500 pl
tripsina kako bi se stanice odvojile od podloge. Nakon 5 do 10 minuta sadrzaj iz bunari¢a sam
sakupio i prebacio u eupruvetu s ve¢ prethodno prebacenim PBS-om. Slijedi centrifugiranje 5
minuta na 1200 rpm. ZavrSetkom centrifugiranja supernatant sam uklonio, a talog stanica
ponovno isprao s PBS-om te centrifugirao 5 minuta na 1200 rpm. Tijekom centrifugiranja sam
pripremio novi set epruveta u koji sam ulio po 1 ml ledenog hladnog 70% etanola. Novo
pripremljene epruvete sam takoder drzao na ledu. Nakon centrifugiranja supernatant sam
uklonio te na talog stanica dodao 50 pl PBS-a kako bi se stanice resuspendirale.
Resuspendirane stanice sam dodavao ,kap po kap“ u epruvete s 1 ml ledeno hladnog etanola,
uz napomenu da sam epruvetu konstantno morao drZazi na mjesalici pri dodavanju stanica.
Stalno drzanje epruvete na mijesalici pri dodavanju stanica je potrebno kako bi sprijecio

nastanak velikih nakupina stanica koje bi kasnije dovele do krivog olitanja na proto¢nom
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citometru. Nakon Sta sam sav sadrzaj prenio, epruvete (u kojima se nalaze stanice i etanol)
sam dobro zatvorio i pohranio na -20°C, preko noci.

Sljede¢i dan sam pripremio epruvete od 1,5 ml, oznadene s odgovarajuéim tretmanom i
stani¢nom linijom koja se analizira. Kompletan sadrZaj iz epruveta sam prebacio u te epruvete
i centrifugirao 5 minuta na 1200 rpm. Nakon centrifugiranja, supernatant sam bacio a talog
stanica resuspendirao u 500 pl PBS-a. Ponovno sam centrifugirao 5 minuta na 1200 rpm.
Stanice sam resuspendirao u 200 ul reagensa ,,Muse cell cycle”. Nakon dodavanja reagensa,
stanice sam inkubirao 30 minuta na sobnoj temperaturi zasti¢ene od svjetla. Nakon 30 minuta
stanice su spremne za ocitavanje na instrumentu.

Ocitanje na instrumentu zapoceo sam odabirom opcije ,,system clean” kako bi se uredaj
oCistio. Nakon zavrSetka ciSéenja, u opciji softwarea sam odabrao program ,cell cycle”.
Odabirom programa zapocinje kalibriranje sustava. Kalibriranje sustava sam radio na nacin da
sam postavio prvi uzorak u instrument te se prema njegovom ocitanju postave parametri.
Kada su se parametri postavili, zapoceo sam s testiranjem. Svaki uzorak sam analizirao 3 puta
te je izmedu svakog analiziranja bilo potrebno protresti epruvetu sa sadrzajem kako bi se
stanice rasprsile po epruveti. ZavrSetkom analize, dobivene rezultate sam prebacio na USB

memoriju a instrument ponovno odistio pomocu ,,system clean” opcije.

3.2.11.2. Analiza oste¢enja DNA

Za analizu oSteéenja DNA koristio sam komplet Muse Multi-Color DNA Damage (MCH200107,
Luminex, SAD) koji omogucuje prikaz koli¢ine jednolancanih i dvolancanih DNA lomovi.
Ostedenje se detektira pomodu dva antitijela koja se nalaze u kompletu: ATM (Ser1981)-PE i
Histon H2A.X-PECy5. Aktivirana antitijela na ATM ili H2A.X nam ukazuju na koli¢inu
jednostrukih lomova DNA, dok njihova zajednic¢ka aktivacija pokazuje koli¢inu dvolancanih
lomova DNA.

Za pripremu ove analize prethodno sam nasadio 300.000 stanica po bunari¢u na plocicu sa 6
bunari¢a. Svaki bunari¢ je sadrzavao odredeni tretman koji se provodio. Tretirane stanice sam
inkubirao 24 sata te sam ih zatim obradio.

Nakon 24 sata stanice sam izvadio iz inkubatora. Budu¢i da mi je trebala svaka stanica iz
bunari¢a, a ne samo Zive, isprani sadrzaj nisam bacao, ve¢ sam prebacio u oznacene epruvete
od 15 ml. Nakon ispiranja, u bunari¢ sam dodao 500 pl tripsina kako bi se stanice odvojile od

stijenke. Nakon 5 do 10 minuta sadrzaj iz bunari¢a sam sakupio i prebacio u epruvetu s ve¢
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prethodno prebacenim PBS-om. Potom sam centrifugirao 5 minuta na 1200 rpm. ZavrSetkom
centrifugiranja supernatant sam uklonio, a talog stanica ponovno isprao s PBS-om te
centrifugirao 5 minuta na 1200 rpm. Nakon drugog centrifugiranja, talog sam resuspendirao
u 50 ul pufera za ispitivanje. U to sam dodao isti volumen fiksacijskog pufera te promijesao
pipetiranjem. Uzorke sam nakon mijeSanja stavio na led i inkubirao 10 minuta. Nakon
inkubacije uzorke sam centrifugirao 5 minuta na 1200 rpm. Supernatant sam bacio, te dodao
stanicama 100 pl permeabilizacijskog pufera. Ponovno se sve inkubirao 10 minuta na ledu te
centrifugirao u pelet 5 minuta na 1200 rpm. Supernatant sam ponovno bacio, pri ¢emu sam
supernatant pazljivo odpipetirao, budu¢i da dodatkom permeabilizacijskog pufera stanice
nakon centrifugiranja ne ostanu na dnu epruvete. U epruvetu sam zatim dodao 90 ul pufera.
Tijekom prethodnog centrifugiranja, pripremio sam antitijela na nacin da sam uzeo po 5 pl
svakog antitijela (ATM i H2A.X) te zajedno pomijeSao u zasebnu epruvetu (to je kolicina za
jedan uzorak). 10 pl mjesavine antitijela dodao sam u svaki uzorak te sam uzorke inkubirao 30
minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon 30 minuta dodao sam jo$ 100 pl pufera za
ispitivanje te centrifugirao u talog 5 minuta na 1200 rpm. Supernatant sam bacio, a stanice
sam resuspendirao u 200 pl pufera za ispitivanje.

Ocitanje na instrumentu zapoceo sam odabirom opcije ,,system clean” kako bi se uredaj
ocistio. Nakon zavrsetka CisS¢enja, u opciji softwarea sam odabrao program ,DNA damage”.
Odabirom programa zapocinje kalibriranje sustava. Kalibriranje sustava sam radio na nacin da
sam postavio prvi uzorak u instrument te se prema njegovom ocitanju postave parametri.
Kada su se parametri postavili, zapoceo sam s testiranjem. Svaki uzorak sam analizirao 3 puta
te sam izmedu svakog analiziranja protresao epruvetu sa sadrzajem kako bi stanice rasprsio
po epruveti. ZavrSetkom analize, dobivene rezultate sam prebacio na USB memoriju a

instrument ponovno ocistio ,,system clean” opcijom.

3.2.11.3. Analiza apoptoze (kaspaza-3/7)
Komplet Kaspaza-3/7 (Part Number: MCH100108) omogucuje kvantitativno mjerenje dva

parametra, apoptozu uzrokovanu aktivacijom kaspaza-3/7 i permeabilizaciju plazmatske
membrane. Analiza pokazuje relativni postotak stanica koje su ostale Zive nakon tretmana,
stanica u ranoj ili kasnoj fazi apoptoze, te mrtvih stanica. Reagens ,,Muse caspase-3/7“ prolazi

kroz stanicnu membranu i nije toksi¢an za stanicu. SadrZi boju koja se veze na DNA koja je
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povezana s peptidnim supstratom DEVD. Kada je boja vezana za DEVD, ona nije u moguc¢nosti
da se spoji s DNA. Kaspaza-3/7 lomi vezu izmedu boje i DEVD te boja ima moguénost vezanja
za DNA. Samim tim boja fluorescira, te je instrument moze ocitati. Uz kaspaza-3/7 reagens u
kompletu dolazi i marker 7-AAD koji oznaci mrtve stanice.

Za pripremu ove analize prethodno sam nasadio 300.000 stanica po bunari¢u na plocicu sa 6
bunarica. Svaki bunarié je sadrzavao odredeni tretman koji se provodio. Tretirane stanice sam
inkubirao 24 sata te sam nakon 24 sata pripremio prema protokolu za ocitanje.

Nakon 24 sata stanice sam izvadio iz inkubatora. Budu¢i da mi je trebala svaka stanica iz
bunarica, a ne samo Zive, isprani sadrzaj nisam bacao, ve¢ sam prebacio u oznacene epruvete
od 15 ml. Nakon ispiranja, u bunari¢ sam dodao 500 pl tripsina kako bi se stanice odvojile od
stijenke. Nakon 5 do 10 minuta sadrZaj iz bunari¢éa sam sakupio i prebacio u epruvetu s veé
prethodno prebacenim PBS-om. Potom sam centrifugirao 5 minuta na 1200 rpm. ZavrSetkom
centrifugiranja supernatant sam uklonio, a talog stanica ponovno isprao s PBS-om te
centrifugirao 5 minuta na 1200 rpm. Nakon centrifugiranja pripremio sam otopine. Radna
otopina , Caspase 7-AAD“ pripremio sam tako da sam pomijeSao 2 ul ,,Muse Caspase 7-AAD“ i
148 pl pufera BA. Radnu otopinu sam zamotao u foliju te drZzao na ledu do upotrebe. Reagens
»Muse caspase-3/7“ sam razrijedio u omjeru 1:8 s PBS-om. Centrifugirane stanice
resuspendirao sam u 50 ul pufera BA. Nakon resuspendiranja dodao sam po 5 pl razrijedenog
reagensa ,Muse caspase-3/7“ u svaki uzorak, promijesao pipetom i mijesalicom. Labavo
zatvorene epruvete ostavio sam 30 minuta na 37°C u inkubatoru s 5% CO». Nakon 30 minuta
u epruvete sam dodao po 150 pl radne otopine ,Caspase 7-AAD", promijeSao na mijesalici.
Potom se uzorci inkubiraju 5 minuta zasti¢eni od svjetla.

Ocitanje na instrumentu zapoceo sam odabirom opcije ,,system clean” kako bi se uredaj
oCistio. Nakon zavrsetka cis¢enja, u opciji softwarea sam odabrao program , Caspase-3/7“.
Odabirom programa zapocinje kalibriranje sustava. Kalibriranje sustava se radi na nacin da
sam postavio prvi uzorak u instrument te se prema njegovom ocitanju postave parametri.
Kada su se parametri postavili, zapoceo sam s testiranjem. Svaki uzorak sam analizirao 3 puta
te izmedu svakog analiziranja potrebno je bilo protresti epruvetu sa sadrzajem kako bi se
stanice rasprsile po epruveti. ZavrSetkom analize, dobivene rezultate sam prebacio na USB

memoriju a instrument ponovno odistio ,,system clean” opcijom.
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3.2.12. Statistika
Statisticki se obraduju rezultati dobiveni analizom genske ekspresije i primjenom proto¢ne
citometrije. Za ispitivanje normalnosti distribucije numerickih rezultata koristi se D'Agostino-
Pearsonov test. Varijable koje nisu pokazale normalnu distribuciju su logaritamski
transformirane. Za ispitivanje utjecaja tretmana na ekspresiju gena, stanicni ciklus, osteé¢enje
DNA i apoptozu koristi se nezavisni t-test za dvije grupe, te jednosmjerna analiza varijance
(ANOVA) i Tukey-Kramer post-hoc test za tri i viSe grupa. Dvosmjerne P-vrijednosti manje od
0,05 smatraju se statisticki znacajne. Statisticka analiza provodi se pomoc¢u programa
Microsoft Excel 2010, Microsoft Office 365 ProPlus (Microsoft, Redmond, WA, SAD) i MedCalc

verzija 19.6 (MedCalc Software, Ostend, Belgija).
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4. REZULTATI

4.1. Odredivanje letalne doze LDso kemoterapeutika kod staniénih
linija karcinoma glave i vrata

Kako bi se mogla utvrditi koli¢ina kemoterapeutika za daljnje eksperimente bilo je potrebno
utvrditi letalnu dozu LDsp za spojeve doksorubicin i etopozid kod stanica A253, FaDU i Detroit
562. Stanice su tretirane razlicitim koncentracijama (Tablica 3) i nakon 4 h je mjereno

prezivljenje stanica testom MTT.

4.1.1.LDso doksorubicina

a) b)

<)

Slika 8 - a), b), c) - Djelovanje doksorubicina na stanic¢ne linije a) A253 b) FaDU c) Detroit 562.

Os X — koncentracija kemoterapeutika, os Y — postotak Zivih stanica

Nakon provedenog ispitivanja djelovanja doksorubicina na ispitivane stani¢ne linije dobiveni
su rezultati (Slika 8.) za svaku od stani¢nih linija. Za stani¢nu liniju A253 potrebno je 0,9 uM
doksorubicina, kod FaDU takoder 0,9 uM i 2,9 uM kod Detroit 562 kako bi se izazvala smrt
stanica u 50% populacije. Prema ovim rezultatima vidimo da je stani¢na linija Detroit 562

otpornija na tretman doksorubicinom u odnosu na preostale dvije stani¢ne linije.
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4.1.2.LDso etopozida

a) b)

Slika 9 - a), b), ¢) — Graficki prikaz djelovanja etopozida na stani¢ne linije a) A253 b) FaDU c)

Detroit 562. Os X — koncentracija kemoterapeutika, os Y — postotak Zivih stanica

Nakon provedenog ispitivanja djelovanja etopozida na ispitivane stanicne linije dobiveni su
rezultati (Slika 9.) za svaku od stanicnih linija. Za stani¢nu liniju A253 potrebna koli¢ina od 3,9
UM etopozida, kod FaDU 7,1 uM i 18,5 uM kod Detroit 562 da bi se izazvala smrt stanica u 50%
populacije. Prema ovim rezultatima vidimo da je stani¢na linija Detroit 562 najotpornija na
djelovanje etopozida od tri testirane linije.

Usporedbom djelovanja doksorubicina i etopozida, mozemo zakljuciti da je doksorubicin
potentniji u izazivanju smrti stanica u usporedbi s etopozidom. Dok od testiranih staniénih

linija, Detroit 562 se pokazala kao najotpornija na djelovanje doksorubicina i etopozida.
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4.2. Proteinska ekspresija metodom ,Westernskog otiska“

Westernskom metodom otiska detektirala se proteinska ekspresija proteina p16 i survivin.

4.2.1. Stani¢ne linije tretirane transfekcijom p16

Nakon tretmana transfekcije, plazmidom koji sadrzi sekvencu p16 stanica A253, FaDU i Detroit
562, trazila se potvrda proteinske ekspresije ciljanog proteina pl16 i survivina. Rezultat
transfekcije se jasno moze vidjeti prema slikama (slika 10) gdje je vidljiv jaki signal proteina
p16 nakon transfekcije su svim stani¢nim linijama. Uz p16 gledala se ekspresija survivina, kao
cilinog gena cija ekspresija indukcijom p16 treba opasti. U linijama FaDU i Detroit 562 vidljiv
je pad ekspresije, odnosno jacine signala. Dok u stani€noj liniji A253 je vidljiv blago pojacani

signal survivina. Ekspresija aktina je posluZila kao mjera koli¢ine proteina.
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Slika 10 — a), b), c) — Prikaz rezultata metode , Westernskog otiska” —a) A253, b) FaDU, c)

Detroit 562

Tretmani s doksorubicinom i etopozidom imali su prevelik utjecaj na smrtnost stanica pa nije

bilo moguée dobiti dovoljno visoku koli¢inu proteina za analizu.
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4.3. Genska ekspresija INK4A i njegovih ciljnih gena
Metodom qRT-PCR odredena je relativna razina ekspresije gena IKN4A, te njegovih ciljnih gena
BIRC5 i E2F1 u stani¢nim linijama A253, FaDU i Detroit562, koje su bile tretirane s plazmidom
koji eksprimira protein pl16, te kemoterapeuticima doksorubicin i etopozid u razli¢itim
kombinacijama. Za usporedbu razina ekspresije gena koristene su vrijednosti ACt, Sto znadi da
su se Ct-vrijednosti za svaki gen normalizirale prema Ct-vrijednosti referentnog gena (RPLPO).
Razine ekspresije prikazane su kao 2% gdje su ekspresije tretiranih stanica normalizirane

prema ekspresiji netretiranih stanica.

4.3.1. Utjecaj tretmana na ekspresiju gena INK4A
Relativna razina ekspresije gena INK4A u stani¢nim linijama A253, FaDU i Detroit 562 koje su
bile tretirane kemoterapeuticima doksorubicinom i etopozidom odredena je metodom qRT-

PCR. Provjerena je i uspjesSnost transfekcije s plazmidom koji eksprimira protein 16 (Slika 11).

INK4A
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q_) =
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N4
o 1000 I =
42
S
2 100 =
o =
g 10 :
1 TIT 0 L
0,1
NT DOXO ETO p16 pl6+DOXO pl6+ETO

W A253 FaDu Detroit 562

Slika 11 - Utjecaj doksorubicina, etopozida i p16 na relativnu ekspresiju gena INK4A u
stani¢nim linijama A253, FaDU i Detroit 562. Zbog vrlo visokih vrijednosti ekspresije gena
INK4A u stanicama tretiranim s plazmidom prikazane su vrijednosti u logaritamskoj skali. NT
— netretirane stanice, DOXO — stanice tretirane doksorubicinom, ETO - stanice tretirane
etopozidom, p16 — stanice transfecirane plazmidom koji eksprimira protein p16, p16+DOXO0
— stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein p16 i doksorubicinom, p16+ETO —

stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein p16 i etopozidom
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Tretman s ekspresijskim plazmidom je pokazao relativnu ekspresiju gena INK4A od 1347, do
37871 puta vecu nego o istim stanicama koje nisu bile tretirane ili su bile tretirane samo
doksorubicinom ili etopozidom (Slika 11).

Kombinirani tretman s unesenim plazmidom i doksorubicinom zajedno je znacajno dodatno
povecao ekspresiju gena INK4A u odnosu na tretman samo s plazmidom u stani¢nim linijama
FaDU (p<0,001) i Detroit 652 (p<0,001).

Kombinirani tretman s unesenim plazmidom i etopozidom zajedno je znadajno dodatno
povecao ekspresiju gena INK4A u odnosu na tretman samo s plazmidom u stanicnoj liniji
Detroit 652 (p<0,001).

Tretman doksorubicinom pokazao je statisti¢ku razliku u poveéanoj genskoj ekspresiji gena
INK4A u stani¢nim linijama FaDU (p=0,0344) i Detroit 562 (p=0,0031), dok u stani¢noj liniji
A253 nije uzrokovao statisticki vaznu promjenu. (Slika 12 a).

Linije A253 i FaDU su se statisticki razlikovale od linije Detroit 562 (p=0,0102) u ekspresiji gena

INK4A u odgovoru na tretman doksorubicinom, dok se medusobno nisu razlikovale.
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Slika 12 - a), b) - Utjecaj doksorubicina (a) i etopozida (b) na ekspresiju gena INK4A u
stani¢nim linijama A253, FaDU i Detroit 562. NT — netretirane stanice, DOXO — stanice
tretirane doksorubicinom
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Tretman etopozidom pokazao je statisticku razliku u povecanoj genskoj ekspresiji gena INK4A
u stanicnoj liniji Detroit 562 (p=0,0102), dok u stani¢nim linijama A253 i FaDU nije uzrokovao
statisticki vaznu promjenu (Slika 12 b).

Linije A253 i FaDU su se statisticki razlikovale od linije Detroit 562 (p=0,002) u ekspresiji gena

INK4A u odgovoru na tretman etopozidom, dok se medusobno nisu razlikovale.

4.3.2. Utjecaj tretmana na ekspresiju gena BIRC5
Metodom gRT-PCR odredena je relativna razina ekspresije gena BIRC5 u stani¢nim linijama
A253, FaDU i Detroit 562 koje su bile tretirane kemoterapeuticima doksorubicinom i

etopozidom i plazmidom koji eksprimira protein 16 (Slika 13).
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Slika 13 — Relativna ekspresija gena BIRC5 u stani¢nim linijama A253, FaDU i Detroit 562 koje
su tretirane doksorubicinom, etopozidom i plazmidom p16. Metodom qRT PCR odredena
razina ekspresije u cDNA dobivenom reverznom transkripcijom. Eksperiment je napravljen
jednom. NT — netretirane stanice, DOXO — stanice tretirane doksorubicinom, ETO - stanice
tretirane etopozidom, p16 — stanice transfecirane plazmidom koji eksprimira protein p16,

p16+DOXO0 — stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein p16 i doksorubicinom,

p16+ETO — stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein p16 i etopozidom

Stanice tretirane doksorubicinom, u usporedbi s netretiranim stanicama imale su smanjenu

ekspresiju BIRC5 u stani¢nim linijama A253 (p=0,001) i FaDU (p=0,0054).
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Stanice tretirane etopozidom, u usporedbi s netretiranim stanicama imale su smanjenu
ekspresiju BIRC5 u stani¢nim linijama A253 (p=0,0166) i FaDU (p=0,0054).

Unos plazmida koji kodira protein p16 u usporedbi sa netretiranim stanicama pokazao je
smanjenu ekspresiju BIRC5 u stani¢nim linijama A253 (p=0,0209) i FaDU (p=0,0009).
Kombinacija tretmana doksorubicinom s transfekcijom p16 pokazala je poveéanu ekspresiju
BIRC5 u stani¢noj liniji FaDU (p=0,008), dok je kombinacija tretmana etopozidom sa
transfekcijom pokazala smanjenu ekspresiju BIRC5 u stani¢noj liniji A253 (p=0,001).
Usporedba stanica tretiranih kombinacijom doksorubicina i tretmana transfekcijom p16 sa
stanicama tretiranih doksorubicinom pokazala je u stani¢noj liniji A253 (p=0,001) povecanje
ekspresije BIRC5 u stanicama tretiranim kombinacijom tretmana.

Stanice tretirane kombinacijom etopozida i transfekcije u usporedbi sa stanicama tretiranih

etopozidom nisu pokazale statisti¢ki znacajne razlike u ekspresiji BIRC5.

4.3.3. Utjecaj tretmana na ekspresiju gena E2F1
Relativna razina ekspresije gena E2F1 u stani¢nim linijama A253, FaDU i Detroit 562 koje su
bile tretirane kemoterapeuticima doksorubicinom i etopozidom te plazmidom koji eksprimira

protein 16 odredena je metodom qRT-PCR (Slika 14.).
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Slika 14 - Utjecaj doksorubicina, etopozida i transfekcije p16 na ekspresiju E2F1 u stani¢nim

linijama A253, FaDU i Detroit 562. Iz stanica je izolirana RNA, prevedena je u cDNA, te je

40



analizirana metodom gqRT-PCR. NT — netretirane stanice, DOXO — stanice tretirane
doksorubicinom, ETO - stanice tretirane etopozidom, p16 — stanice transfecirane plazmidom
koji eksprimira protein p16, p16+DOXO — stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein
p16 i doksorubicinom, p16+ETO — stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein p16 i

etopozidom

Stanice tretirane doksorubicinom, u usporedbi s netretiranim stanicama imale su znacajno
povecanu ekspresiju E2F1 u stani¢nim linijama A253 (p=0,002) i FaDU (p=0,0086).

Stanice tretirane etopozidom, u usporedbi s netretiranim stanicama imale su smanjenu
ekspresiju E2F1 u stani¢noj liniji FaDU (p=0,0024).

Unos plazmida koji kodira protein p1l6 u usporedbi s netretiranim stanicama doveo je do
znacajnog pada ekspresije E2F1 u sve tri stani¢ne linije, A253 (p=0,0002), FaDU (p=0,0022) i
Detroit 562 (p=0,0396).

Stanice tretirane doksorubicinom i plazmidom koji kodira protein pl6 u usporedbi s
netretiranim stanicama pokazale su znacajno povecéanu ekspresiju E2F1 u stani¢noj liniji FaDU
(p<0,001), dok je u stani¢noj liniji Detroit 562 (p=0,001) doslo do znacajnog pada ekspresije
E2F1.

Usporedba ekspresije E2F1 stanica tretiranih kombinacijom etopozida i transfekcijom p16 sa
ekspresijom u stanicama tretiranih etopozidom pokazala je statisticku razliku u povecanoj

genskoj ekspresiji E2F1 u stani¢noj liniji FaDU (p<0,001).

4.4. Analiza stani¢nog ciklusa
Kvantitativna analiza postotka stanica u fazama GO/G1, S i G2/M stani¢nog ciklusa napravljena
je pomocu komercijalnog seta za praéenje stani¢nog ciklusa ,Muse® Cell Cycle Kit”.
Upotrebom reagensa koji sadrzi DNA boju PI (propidij jodid) i RNAazu A, mozZe se mijeriti
postotak stanica u svakoj fazi stani¢nog ciklusa na temelju diferencijalnog sadrzaja DNA, dok
RNAaza povecava specificnost obiljezavanja DNA. U GO/G1 fazi stanice sadrZe po dvije kopije
svakog kromosoma. Kako stani¢ni ciklus napreduje, stanice sintetiziraju DNA (S faza), te
fluorescencija raste dok se sva DNA ne udvostruci (G2/M faza). Programski modul proto¢nog
citometra Guava Muse automatski izraCunava udio stanica u svakoj fazi te prikazuje

populacijski profil u obliku histograma (Slika 15 a).
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4.4.1. Utjecaj transfekcijskog reagensa na stanicni ciklus
Ovim ispitivanjem utvrdeno je djelovanje transfekcijskog reagensa na stanicni ciklus u

stani¢nim linijama A253, FaDU i Detroit 562 (Slika 16).
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Slika 15 — Analiza stani¢nog ciklusa. Interkaliraju¢a boja propidij jodid koja se veZe na DNA
omogucduje razlikovanje i mjerenje postotka stanica u svakoj fazi staniénog ciklusa na temelju
diferencijalnog sadrzaja DNA. Prikaz koli¢ine stanica (histogram) u G1 (plava), S (crvena) i
G2/M (maslinasto zelena) fazi stani¢nog ciklusa. Netransfecirane stanice A253 (a),
transfecirane stanice A253 (b) netransfecirane stanice Detroit 562 (c) i transfecirane stanice

Detroit 562 (d)

Kod stani¢nih linija A253 (Slika 15 a i b) i FaDU transfekcijski reagens nema utjecaja na stanicni
ciklus, ali kod linije Detroit 562 tretman samim transfekcijskim reagensom Xfect dovodi do
statisticki znacajnog povecanja broja pozitivnih stanica u GO/G1 fazama stanicnog ciklusa
(p<0,001) u odnosu na kontrolnu skupinu (NT). Sukladno tome, broj stanica u G2/M fazi se
statisti¢ki smanijila, dok se broj stanica u S fazi nije mijenjao (Slika 15 ci d).

Zbog ovakve statisticki znaajne razlike u rezultatima kod linije Detroit 562, njezina kontrolna
skupina (NT) nije koristena u svrhu usporedbe, veé kontrola MOCK, Dok kod stanicnih linija

A253 i FaDU transfekcija nema utjecaj na stanicni ciklus, te samim tim nema utjecaja na
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rezultate. Svaka promjena u rezultatima kod ovih stani¢nih linija je isklju¢ivo odgovor na

uspjesnu transfekciju p16.

4.4.2. Utjecaj tretmana na stanicni ciklus

Analizirano je djelovanje proteina p16, te kemoterapeutika doksorubicin i etopozid u razli¢itim

kombinacijama na stanicni ciklus u stani¢nim linijama A253, FaDU i Detroit 562 (Slike 16, 17,

18).
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Slika 16 — Utjecaj razli¢itih tretmana na koli¢ine stanica zaustavljenih u pojedinoj fazi
stani¢nog ciklusa u stani¢noj liniji A253. Interkalirajuéa boja propidij jodid koja se veZe na
DNA omoguduje razlikovanje i mjerenje postotka stanica u svakoj fazi stani¢nog ciklusa na
temelju diferencijalnog sadrzaja DNA. Programski modul proto¢nog citometra Guava Muse
automatski izra¢unava udio stanica u svakoj fazi. NT — netretirane stanice, DOXO — stanice
tretirane doksorubicinom, ETO - stanice tretirane etopozidom, p16 — stanice transfecirane

plazmidom koji eksprimira protein p16, p16+DOXO0 — stanice tretirane plazmidom koji

eksprimira protein p16 i doksorubicinom, p16+ETO — stanice tretirane plazmidom koji

eksprimira protein p16 i etopozidom.
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Slika 17 — Utjecaj razli¢itih tretmana na koli¢ine stanica zaustavljenih u pojedinoj fazi
stani¢nog ciklusa u stani¢noj liniji FaDU. Interkalirajuéa boja propidij jodid koja se veze na
DNA omoguduje razlikovanje i mjerenje postotka stanica u svakoj fazi stani¢nog ciklusa na
temelju diferencijalnog sadrzaja DNA. Programski modul proto¢nog citometra Guava Muse
automatski izracunava udio stanica u svakoj fazi. NT — netretirane stanice, DOXO — stanice
tretirane doksorubicinom, ETO - stanice tretirane etopozidom, p16 — stanice transfecirane

plazmidom koji eksprimira protein p16, p16+DOXO — stanice tretirane plazmidom koji

eksprimira protein p16 i doksorubicinom, p16+ETO — stanice tretirane plazmidom koji

eksprimira protein p16 i etopozidom
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Slika 18 — Utjecaj razlicitih tretmana na koli¢ine stanica zaustavljenih u pojedinoj fazi
stani¢nog ciklusa u stani¢ne linije Detroit 562. Interkalirajuéa boja propidij jodid koja se veze
na DNA omogucuje razlikovanje i mjerenje postotka stanica u svakoj fazi stani¢nog ciklusa na

temelju diferencijalnog sadrzaja DNA. Programski modul protocnog citometra Guava Muse
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automatski izraCunava udio stanica u svakoj fazi. NT — netretirane stanice, DOXO — stanice

tretirane doksorubicinom, ETO - stanice tretirane etopozidom, p16 — stanice transfecirane
plazmidom koji eksprimira protein p16, p16+DOXO0 — stanice tretirane plazmidom koji
eksprimira protein p16 i doksorubicinom, p16+ETO — stanice tretirane plazmidom koji

eksprimira protein p16 i etopozidom

Tretman doksorubicinom u sve tri stani¢ne linije dovodi do statisticki zna¢ajnog smanjenja
udjela stanica u G1 fazi (p<0,001). U stani¢nim linilama A253 i FaDU dolazi do znacajnog
povecanja udjela stanica u S fazi, dok je u stani¢noj liniji Detroit 562 statisticki znacajno raste
udio stanica u G2/M fazi (Slika 16, 17, 18).

Tretman etopozidom u sve tri stani¢ne linije dovodi do statisti¢ki znacajnog smanjenja udjela
stanica u G1 fazi (p<0,001) i poveéanja koli¢ine stanica u S fazi (p<0,001). U stani¢nim linijama
FaDU i Detroit 562 dolazi i do statisti¢ki znac¢ajnog povecanja koli¢ine stanica u G2/M fazi (Slika
16, 17, 18).

Tretman s plazmidom koji eksprimira p16 ima razli¢iti u¢inak u stani¢nim linijama. U stani¢noj
liniji A253 statisticki znacajno raste koli¢ina stanica u G1 fazi (p<0,001) (Slika 16, 17, 18). U
stani¢noj liniji FaDU koli¢ina stanica u fazi G1 znacajno pada (p<0,001), a znadajno raste u
G2/M fazi (p<0,001). U stani¢noj liniji Detroit 562, kod koje sama transfekcija ima ucinka na
stanicni ciklus, u usporedbi s kontrolom ,MOCK" statisticki raste samo udio stanica u S fazi.
Kombinirani tretman s plazmidom koji eksprimira p16 i doksorubicinom u sve tri linije dovodi
do statisticki znacajnog pada u G1 fazi (p<0,001) i rasta koli¢ine stanica u S fazi (p<0,001) u
odnosu na netretirane stanice, odnosno kontrolu ,MOCK” (p<0,001). Usporedbom sa
stanicama tretiranim samo s doksorubicinom u stani¢noj liniji A253 statisti¢ki raste udio
stanica u G1 fazi, a u druge dvije faze pada, ali ne znacajno. U stanicnoj liniji FaDU statisticki
znacajno pada koli¢ina stanica u G1 (p<0,001), a znacajno raste u G2 (p<0,001). U stani¢noj
liniji Detroit 562 znacajno raste koli¢ina stanica u S fazi (p<0,001). Usporedbom sa stanicama
tretiranim samo s plazmidom koji eksprimira p16 u stanic¢nim linijama A253 i Detroit 562 dolazi
do statisticki znacajnog pada koli¢ine stanica u G1 fazi (p<0,001), te rasta u S fazi (p<0,001),
dok linija FaDU pokazuje samo znacajni rast koli¢ine stanica u S fazi (p<0,001).

Kombinirani tretman s plazmidom koji eksprimira p16 i etopozidom u sve tri linije dovodi do
statisticki znacajnog pada u G1 fazi (p<0,001) i rasta udjela stanica u S fazi (p<0,001) u odnosu

na netretirane stanice, odnosno kontrolu ,MOCK“ (p<0,001). U stani¢nim linijjama FaDU i
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Detroit 562 dolazi i do statisticki znacajnog rasta udjela stanica u G2 fazi. Usporedbom sa
stanicama tretiranim samo s etopozidom u stani¢noj liniji FaDU statisticki znadajno raste
koli¢ina stanica u G1 fazi (p<0,001), a pada u S fazi (p<0,001). Usporedbom sa stanicama
tretiranim samo s plazmidom koji eksprimira p16 u linijama A253 i Detroit 562 dolazi do
statisticki znacajnog pada kolicine stanica u G1 fazi (p<0,001), te rasta u S fazi (p<0,001), dok

linija FaDU pokazuje samo znacajni rast koli¢ine stanica u S fazi (p<0,001).
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4.5. Analiza oStecenja DNA
Kvantitativno mjerenje oStecenja DNA napravljeno je pomoéu komercijalnog seta za
odredivanje ostecenja DNA ,Muse® Multi-Color DNA Damage kit“. Upotrebom kombinacije
antitijela specificnih na fosforilirani ATM i fosforilirani Histon H2A.X obiljezena razli¢itim
bojama moguce je pouzdano pratiti stupanj oSteéenja DNA u stanicama. Aktivirana antitijela
na ATM ili H2A.X nam pokazuju koli¢inu jednostrukih lomova unutar DNA, dok njihova
zajednicka aktivacija pokazuje koli¢inu dvolancanih lomova unutar DNA. Programski modul
proto¢nog citometra Guava Muse automatski izraCunava postotak stanica koje nemaju
ostecenje DNA, stanica koje imaju aktivirani ATM, stanica koje imaju aktivirani H2A.X i stanica

koje imaju dvolan¢ani lom DNA.

4.5.1. Utjecaj transfekcijskog reagensa na oste¢enje DNA
Analizirano je djelovanje transfekcijskog reagensa na oSte¢enje DNA u stani¢nim linijama

A253, FaDU i Detroit 562 (Slika 19).

4 4 L
Poz. ] Poz. ]
] a) ] b)
L ®
wm
2 =
g 34 5 34
i i
g g
] L g . L
3 0 fred [ o
(= o E
wm
58 2. 28 2.
g = 5=
a5 =
H E
= E
g 2
a1 2 1
I o
(=
Meg. Nee
0 SN 0 ——rrre
a 1 2 K] 4 ] 1 2 3 4
Meg. HZA.X FOSFO. Poz. Neg. H2A.X FOSFO. Poz.

47



4 5 4
Poz. 7 ]
oz C) . PI}Z.: d)
® ] ®

1)
= 4
5 31 3
o 0
= u
=] . o 5 o *
@ i
E [ 2_ .E § 2'
= E ]
8= 5=
E = g =
= . =
= s
= -
z 1 oo
(= o

NEEI Meg

UNE: 1 2 3 4 0 1 2 3 4
E- HZAX FOSFO. Poz. Neg. HZA X FOSFO. Poz.

Slika 19 — Analiza pojave jednolancanih i dvolan¢anih lomova u stanicama. Stanice su
inkubirane s antitijelima na fosforilirani ATM i fosforilirani H2A.X, te analizirane pomocu
protoéne citometrije. Rezultati su prikazani dijagramski: negativne stanice (bez osteéenja

DNA — dolje lijevo), stanice pozitivhe samo na fosforilirani ATM (gore lijevo), stanice
pozitivnhe samo na fosforilirani H2A.X (dolje desno) i dvostruko aktivirane stanice (dvolancani
lom DNA — gore desno). Netransfecirane stanice Detroit 562 (a), transfecirane Detroit 562

(b), Netransfecirane stanice A253 (c), transfecirane stanice A253 (d)

Kod stanicnih linija A253 i FaDU tretman transfekcijskim reagensom Xfect (MOCK) dovodi do
statisticki znacdajnih razlika u odnosu na netransfecirane stanice (p<0,001), dok kod linije

Detroit 562 transfekcijski reagens nema utjecaja na osteéenje stanica.

Zbog ovakve statisticki znacajne razlike u rezultatima kod linija A253 i FaDU, njihova kontrolna
skupina (NT) nije koriStena u svrhu usporedbe, ve¢ kontrola MOCK. Dok kod stanicne linije
Detroit 562 transfekcija nema utjecaj na stanicni ciklus, te samim tim nema utjecaja na
rezultate. Svaka promjena u rezultatima kod ove stani¢ne linije je isklju¢ivo odgovor na

uspjesnu transfekciju p16.
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4.5.2. Utjecaj tretmana na oStecenje DNA
Ovim ispitivanjem utvrdeno je djelovanje proteina p16, te kemoterapeutika doksorubicin i
etopozid u razli¢itim kombinacijama na ostec¢enje DNA u stani¢nim linijama A253, FaDU i

Detroit 562 (Slike 20, 21, 22).
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Slika 20 — Utjecaj razli¢itih tretmana na oStecenje DNA. Stanice su inkubirane s antitijelima
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na fosforilirani ATM i fosforilirani H2A.X, te analizirane pomocu protocne citometrije.
Programski modul proto¢nog citometra Guava Muse automatski izraCunava postotak stanica
koje nemaju ostecenje DNA, stanica koje imaju aktivirani ATM, stanica koje imaju aktivirani
H2A.X i stanica koje imaju dvolan¢ani lom DNA. NT — netretirane stanice, DOXO — stanice
tretirane doksorubicinom, ETO - stanice tretirane etopozidom, p16 — stanice transfecirane
plazmidom koji eksprimira protein p16, p16+DOXO — stanice tretirane plazmidom koji
eksprimira protein p16 i doksorubicinom, p16+ETO — stanice tretirane plazmidom koji
eksprimira protein p16 i etopozidom. NEG — stanice negativne na oStecenje, ATM — ATM

pozitivne stanice, H2A.X — H2A.X pozitivne stanice, DSB — stanice pozitivne na dvolancani lom
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Slika 21 — Utjecaj razlicitih tretmana na oSteéenje DNA. Stanice su inkubirane s antitijelima
na fosforilirani ATM i fosforilirani H2A.X, te analizirane pomocu protocne citometrije.
Programski modul proto¢nog citometra Guava Muse automatski izracunava postotak stanica
koje nemaju oStecenje DNA, stanica koje imaju aktivirani ATM, stanica koje imaju aktivirani
H2A.X i stanica koje imaju dvolan¢ani lom DNA. NT — netretirane stanice, DOXO — stanice
tretirane doksorubicinom, ETO - stanice tretirane etopozidom, p16 — stanice transfecirane
plazmidom koji eksprimira protein p16, p16+DOXO0 — stanice tretirane plazmidom koji
eksprimira protein p16 i doksorubicinom, p16+ETO — stanice tretirane plazmidom koji
eksprimira protein p16 i etopozidom. NEG — stanice negativne na osteéenje, ATM — ATM

pozitivne stanice, H2A.X — H2A X pozitivne stanice, DSB — stanice pozitivne na dvolancani lom

50



Detroit 562
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Slika 22 — Utjecaj razli¢itih tretmana na osStecenje DNA. Stanice su inkubirane s antitijelima
na fosforilirani ATM i fosforilirani H2A.X, te analizirane pomocu protocne citometrije.
Programski modul proto¢nog citometra Guava Muse automatski izra¢unava postotak stanica
koje nemaju oStecenje DNA, stanica koje imaju aktivirani ATM, stanica koje imaju aktivirani
H2A.X i stanica koje imaju dvolan¢ani lom DNA. NT — netretirane stanice, DOXO — stanice
tretirane doksorubicinom, ETO - stanice tretirane etopozidom, p16 — stanice transfecirane
plazmidom koji eksprimira protein p16, p16+DOXO0 — stanice tretirane plazmidom koji
eksprimira protein p16 i doksorubicinom, p16+ETO — stanice tretirane plazmidom koji
eksprimira protein p16 i etopozidom. NEG — stanice negativne na oStecenje, ATM — ATM

pozitivne stanice, H2A.X — H2A X pozitivne stanice, DSB — stanice pozitivne na dvolancani lom

Tretman doksorubicinom u sve tri stani¢ne linije dovodi do statisti¢ki zna¢ajnog smanjenja
neoStecenih stanica i znacajnog povecéanja stanica s oste¢enjem DNA (p<0,001) i to najvise
dvolancanih lomovima DNA. U stani¢noj liniji A253 dolazi i do statisti¢ki znacajnog povecanja
stanica s aktiviranim H2A.X (p<0,001), $to znaci da je povedan i broj stanica s jednostrukim

lomovima DNA.

Tretman etopozidom u sve tri stani¢ne linije dovodi do znacajnog povecanja stanica s
ostec¢enjem DNA (p<0,001). U sve tri stani¢ne linije dolazi do znacajnog povecanja stanica s

dvolancanim lomovima DNA, dok u stani¢nim linijama A253 i Detroit 562 i do statisticki
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znacajnog povecanja stanica s aktiviranim H2A.X (p<0,001). S druge strane, u sve tri stanicne

linije dolazi do smanjenja aktiviranog ATM (p<0,001).

Tretman s plazmidom koji eksprimira pl6 u sve tri stanic¢ne linije dovodi do statisticki
znacajnog povecanja stanica s oste¢enjem DNA (p<0,001) u odnosu na netretirane stanice, ali
u stani¢noj liniji A253 je oSte¢enje DNA manje nego u kontroli ,,MOCK”. U stani¢noj liniji FaDU

statisticki znacajno raste udio stanica s aktiviranim ATM.

Kombinirani tretman s plazmidom koji eksprimira p16 i doksorubicinom u sve tri stanicne linije
pokazuje statisti¢ki zna¢ajno povecanje stanica s oStecenjem DNA u odnosu na netretirane
stanice, a kod stani¢nih linija FaDU i Detroit 562 i u odnosu na kontrolu MOCK (p<0,001). U
odnosu na stanice tretiranje samo s doksorubicinom stani¢na linija FaDU pokazuje manje
ukupno ostecenje stanica (p<0,001), ali veéi udio stanica s jednostrukim lomom DNA
(aktivirani H2A.X). Usporedbom sa stanicama tretiranim samo s plazmidom koji eksprimira p16
u stani¢nim linijama A253 i Detroit se znacajno povecava udio stanica s oStecenjem DNA i to

vecéim dijelom u obliku dvolancanih lomova, dok u stani¢noj liniji FaDU on pada (p<0,001).

Kombinirani tretman s plazmidom koji eksprimira p16 i etopozidom u sve tri stani¢ne linije
pokazuje statisticki znacajno povecéanje stanica s oSte¢enjem DNA u odnosu na netretirane

stanice, a stani¢ne linije FaDU i Detroit 562 i u odnosu na kontrolu MOCK (p<0,001).

Usporedbom kombiniranog tretmana s plazmidom koji eksprimira pl6 i etopozidom sa
stanicama tretiranim samo s etopozidom u stani¢noj liniji FaDU dolazi do znac¢ajno manje

dvolanéanih lomova, a vise jednolanc¢anih lomova.

Usporedbom kombiniranog tretmana s plazmidom koji eksprimira pl6 i etopozidom sa
stanicama tretiranim samo s plazmidom koji eksprimira p16, stani¢na linija A253 ima znacajno
viSe oSteéenja, dok stani€na linija FaDU znadajno manje osteéenja. Stani¢na linija FaDU i
Detroit 562 imaju manje jednolancéanih lomova pozitivnih na fosforilirani ATM, dok stani¢na

linija FaDU ima manje dvolanéanih lomova.
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4.6. Analiza apoptoze
Kvantitativho mjerenje udjela stanica u apoptozi uzrokovanoj aktivacijom kaspaza 3/7 i mrtvih
stanica (pracenjem permeabilizacije stani€he membrane) napravljeno je pomocu
komercijalnog seta za mjerenje apoptoze ,Muse® Caspase-3/7 Kit“. Test istovremeno mjeri
broj i postotak stanica u razli¢itim stadijima apoptoze bazirano na aktivnosti kaspaza 3/7 u
kombinaciji s bojom koja obiljezava mrtve stanice (7-AAD). Programski modul protocnog
citometra Guava Muse pokazuje relativni postotak Zivih stanica, stanica u ranoj ili kasnoj fazi

apoptoze, te mrtvih stanica.

4.6.1. Utjecaj transfekcijskog reagensa na apoptozu
Analizirano je djelovanje transfekcijskog reagensa na apoptozu u stani¢nim linijama A253,
FaDU i Detroit 562 (Slika 23). U niti jednoj od testiranih stani¢nih linija, A253, FaDU i Detroit
562, nema promjene vijabilnosti nakon transfekcije. Ovaj rezultat dovodi do zaklju¢ka da je

svaka promjena nakon transfekcije rezultat djelovanja p16.
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Slika 23 — Analiza vijabilnosti stanica nakon transfekcije reagensom Xfect. Aktivnost kaspaza-

3/7 se mjeri intenzitetom boje koja se veZe na DNA nakon Sto kaspaze3/7 slome vezu boje i

peptidnog supstrata DEVD. Marker 7-AAD oznacava mrtve stanice. Prikaz dijagrama s

tockama koji pokazuje Zive stanice (negativne na kaspaze 3/7 i boju 7-AAD — dolje lijevo),

apoptotske stanice (pozitivhe na kaspaze 3/7, negativne na boju 7-AAD — dolje desno),

stanice u kasnoj apoptozi i mrtve stanice (pozitivne na kaspaze 3/7 i boju 7-AAD — gore

desno) i nekroti¢ne (mrtve) stanice (negativne na kaspaze 3/7, pozitivhe na boju 7-AAD).

Netransfecirane stanice A253 (a), transfecirane stanice A253 (b), netransfecirane stanice

Detroit 562 (c), transfecirane stance Detroit 562 (d)

Analizirano je djelovanje proteina p16, te kemoterapeutika doksorubicin i etopozid u razli¢itim

kombinacijama na apoptozu u stani¢nim linijama A253, FaDU i Detroit 562 (Slike 24, 25, 26).
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4.6.2. Utjecaj tretmana na apoptozu
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Slika 24 — Graficki prikaz utjecaja razli¢itih tretmana na apoptozu. Aktivnost kaspaza-3/7 se
mjeri intenzitetom boje koja se veze na DNA nakon Sto kaspaze3/7 slome vezu boje i
peptidnog supstrata DEVD. Marker 7-AAD oznacava mrtve stanice. Programski modul

proto¢nog citometra Guava Muse pokazuje relativni postotak Zivih stanica, stanica u ranoj ili

kasnoj fazi apoptoze, te mrtvih stanica. NT — netretirane stanice, DOXO — stanice tretirane

doksorubicinom, ETO - stanice tretirane etopozidom, p16 — stanice transfecirane plazmidom
koji eksprimira protein p16, p16+DOXO0 — stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein

p16 i doksorubicinom, p16+ETO — stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein p16 i

etopozidom.
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FaDu
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Slika 25 — Graficki prikaz utjecaja razlicitih tretmana na apoptozu. Aktivnost kaspaza-3/7 se
mjeri intenzitetom boje koja se veZze na DNA nakon $to kaspaze3/7 slome vezu boje i
peptidnog supstrata DEVD. Marker 7-AAD oznacava mrtve stanice. Programski modul

protoénog citometra Guava Muse pokazuje relativni postotak Zivih stanica, stanica u ranoj ili

kasnoj fazi apoptoze, te mrtvih stanica. NT — netretirane stanice, DOXO — stanice tretirane

doksorubicinom, ETO - stanice tretirane etopozidom, p16 — stanice transfecirane plazmidom
koji eksprimira protein p16, p16+DOXO0 — stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein

p16 i doksorubicinom, p16+ETO — stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein p16 i

etopozidom.
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Detroit 562
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Slika 26 — Graficki prikaz utjecaja razliCitih tretmana na apoptozu. Aktivnost kaspaza-3/7 se
mjeri intenzitetom boje koja se veZze na DNA nakon $to kaspaze3/7 slome vezu boje i
peptidnog supstrata DEVD. Marker 7-AAD oznacava mrtve stanice. Programski modul

protoénog citometra Guava Muse pokazuje relativni postotak Zivih stanica, stanica u ranoj ili

kasnoj fazi apoptoze, te mrtvih stanica. NT — netretirane stanice, DOXO — stanice tretirane

doksorubicinom, ETO - stanice tretirane etopozidom, p16 — stanice transfecirane plazmidom
koji eksprimira protein p16, p16+DOXO — stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein

p16 i doksorubicinom, p16+ETO — stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein p16 i

etopozidom.

Tretman doksorubicinom u sve tri linije povecava udio stanica u kasnoj apoptozi i mrtvih

stanica (p<0,001) (Slika 24, 25, 26).

Tretman etopozidom u sve tri linije povecava udio stanica u apoptozi i mrtvih stanica (p<0,001)

(Slika 24, 25, 26).

Tretman s plazmidom koji eksprimira p16 u sve tri linije statisti¢ki povecava koli¢inu stanica u

kasnoj apoptozi i mrtvih stanica (p<0,001) (Slika 24, 25, 26, 27).

Kombinirani tretman s plazmidom koji eksprimira p16 i doksorubicinom u odnosu na NT u sve
tri linije statisticki povecava koli¢inu stanica u kasnoj apoptozi i mrtvih stanica (p<0,001) (Slika

24, 25, 26).
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Kombinirani tretman s plazmidom koji eksprimira p16 i doksorubicinom u odnosu na stanice
tretirane samo s doksorubicinom u u staninoj liniji A253 dovodi do pada udjela stanica u
apoptozi, a rasta udjela mrtvih stanica. U stani¢noj liniji FaDU raste udio stanica u apoptozi i

mrtvih (p<0,001), dok u Detroit 562 nema razlike.

Kombinirani tretman s plazmidom koji eksprimira p16 i doksorubicinom u odnosu na stanice
tretirane samo s plazmidom koji eksprimira p16 u svim linijama se smanjuje udio i Zivih i mrtvih

stanica, a raste udio stanica u kasnoj apoptozi i mrtvih (p<0,001).

Kombinirani tretman s plazmidom koji eksprimira p16 i etopozidom u odnosu na netretirane
stanice u sve tri linije povecava koli¢inu stanica u apoptozii broj mrtvih stanica (p<0,001) (Slika

24, 25, 26).

Kombinirani tretman s plazmidom koji eksprimira p16 i etopozidom u odnosu na stanice
tretirane samo s etopozidom u stani¢nim linijama A253 i Detroit 562 smanjuje broj Zivih
stanica, smanjuje broj stanica u ranoj apoptozi, a diZze u kasnoj apoptozi i broj mrtvih stanica.

U stanic¢noj liniji FaDU smanjuje broj stanica u apoptozi.

Kombinirani tretman s plazmidom koji eksprimira p16 i etopozidom u odnosu na stanice
tretirane samo s plazmidom koji eksprimira p16 u stani¢noj liniji A253 podize koli¢inu stanica
u apoptozi, u stani¢noj liniji FAaDU smanjuje broj Zivih stanica, dok podize broj stanica u

apoptozi, te podize broj mrtvih stanica. U stani€noj liniji Detroit 562 nema razlike.
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Slika 27 — Graficki prikaz svih apoptotskih i svih mrtvih stanica ispitivanih stanicnih linija
A253, FaDU i Detroit 562. Aktivnost kaspaza-3/7 se mjeri intenzitetom boje koja se veZe na
DNA nakon sto kaspaze3/7 slome vezu boje i peptidnog supstrata DEVD. Marker 7-AAD
oznacava mrtve stanice. Programski modul proto¢nog citometra Guava Muse pokazuje
relativni postotak Zivih stanica, stanica u ranoj ili kasnoj fazi apoptoze, te mrtvih stanica. NT —
netretirane stanice, DOXO — stanice tretirane doksorubicinom, ETO - stanice tretirane
etopozidom, p16 — stanice transfecirane plazmidom koji eksprimira protein p16, p16+DOX0O
— stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein p16 i doksorubicinom, p16+ETO —

stanice tretirane plazmidom koji eksprimira protein p16 i etopozidom.

Usporedni prikaz svih apoptotskih i svih mrtvih stanica u svim tretmanima kod sve tri stani¢ne
linije (Slika 27) pokazuje da svi tretmani pokazuju isti trend u svim linijama. Ovdje se moze
vidjeti i da kod kombiniranih tretmana s plazmidom koji eksprimira protein p16 postoji rast u

broju stanica u apoptozi i mrtvih stanica u odnosu na tretmane bez plazmida.
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5. RASPRAVA

U ovom radu istrazena je ekspresija INK4A (p16) i njegovih ciljnih gena nakon tretmana
stani¢nih linija karcinoma glave i vrata kemoterapeuticima te nakon unosa plazmida koji
eksprimira p16. Cilj istrazivanja je bio ustanoviti djelovanje kemoterapeutika doksorubicina i
etopozida na ekspresiju INK4A. Uz samostalno djelovanje kemoterapeutika, istrazena je
reakcija tumorskih stanica na povecanje ekspresije proteina p16 nakon transfekcije plazmida

s njegovom sekvencom, te nakon tretmana kemoterapeuticima.

5.1. Ekspresija gena INK4A
U ovom istrazivanju nakon tretmana doksorubicinom zabiljezen je znacajan porast ekspresije
gena INK4A u stani¢nim linijama Detroit 562 i FaDU, dok je u stani¢noj liniji A253 ekspresija
INK4A ostala jednaka. Porast ekspresije nakon tretmana se poklapa s prijasnjim rezultatima
Spallarosa i suradnika (2010) utvrdili su da male doze doksorubicina povecavaju ekspresiju
INK4A u stanicama krvi uzete iz pupcane vrpce, a Adewoye i sur. (2020) su isto ustanovili na

stanicama glioblastoma, kao i Piegari i sur. (2020) u laboratorijskim Stakorima.

Tretman etopozidom je jedino u stani¢noj liniji Detroit 562 doveo do znacajnog povecanja
ekspresije gena INK4A. Povedanje ekspresije INK4A su 2005. vidjeli Chiu i sur. na modelu raka
nemalih stanica plu¢a, dok Tamamori-Adachi i sur. (2018) na modelu karcinoma kore

nadbubrezZne Zlijezde nisu nasli promjene ekspresije.

5.2. Ekpresija gena BIRC5
Utjecaj unosa plazmida koji eksprimira p16 na ekspresiju gena BIRC5 praéena je i na genskoj i
na proteinskoj razini. Na proteinskoj razini, u stani¢noj liniji A253 proteinski produkt gena
BIRCS5, survivin je lagano poviSen u odnosu na netretirane stanice, pada u liniji FaDU i potpuno
nestaje u stanicnoj liniji Detroit 562. Na genskoj razini rezultati su se dijelom pokazali
drugacijima. U linijama A253 i FaDU ekspresija gena BIRC5 statisticki znacajno pada, dok u
staniénoj liniji Detroit ostao je nepromijenjen. Kod linije FaDU i genska i proteinska ekspresija
pokazuju pad, i tako su medusobno sukladne, dok se u liniji A253 koja u genskoj ekspresiji

pokazuje pad, proteinska raste. U liniji Detroit 562 genska ekspresija se ne mijenja, ali nije bilo
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proteinske ekspresije. U literaturi su Hu i sur. (2011) na modelu karcinoma jetre ustanovili da
p1l6 smanjuje ekspresiju survivina smanjujuci fosforilaciju proteina Akt. S druge strane Xu i sur.

(2012), su nasli da se u karcinomu dojke genska i proteinska ekspresija ne poklapaju.

Tretman doksorubicinom je u stani¢nim linijama A253 i FaDU statisticki znacajno smanjio
ekspresiju gena BIRC5. U liniji A253 su standardne devijacije bile relativno velike, jer je pokus
raden samo jednom i zbog vremenskog ograni¢enja ga nije bilo moguée ponoviti. S druge
strane ti rezultati se poklapaju s rezultatima Estéve i sur. (2007) koji su isto pokazali na

stanicama karcinoma debelog crijeva i Nestal de Moraes i sur. (2013) u stanicama raka dojke.

Tretman etopozidom je u stanicama A253 i FaDU statisticki znacajno smanjio ekspresiju gena
BIRCS5. Ti rezultati nisu u skladu s rezultatima Ceballos-Cancino i sur. (2007) koji su pokazali da
etopozid dize ekspresiju survivina, dok su Ong i sur. (2016) nasli da etopozid nije smanjivao

ekspresiju gena BIRC5 u osteosarkomu pasa.

Kombinirani tretman s p16 i doksorubicinom povecaca ekspresiju gena BIRC5 u odnosu na
samo jedan od tretmana. To ukazuje da kombinacija tretmana dokida efekt pojedinog

tretmana i da djeluju antagonisticki.

5.3. Ekspresija gena E2F1
Rezultati su pokazali da doksorubicin povecaca ekspresiju gena E2F1 u stani¢nim linijama A253
i FaDU. Ti rezultati se slazu s rezultatima Sorianija i sur. (2014) koji su nasli da tretman
doksorubicinom povecéava ekspresiju E2F1 u stanicama multiplog mijeloma. S druge strane,
Shafiei-Roudbari i sur. su 2017. godine ustanovili da doksorubicin smanjuje ekspresiju E2F1 u

Stakorima.

Tretman plazmidom koji eksprimira pl6 je u sve tri stani¢ne linije doveo do smanjene
ekspresije E2F1. To se slaze s rezultatima Al-Khalaf i sur. (2011) na humanim i misjim
stanicama, te Li i sur. (2016) u karcinomu mokra¢nog mjehura. S druge strane Jeong i sur.
(2003) su ustanovili da u stanicama karcinoma Zeluca egzogeno dodani pl6 povecava

ekspresiju E2F1 i na taj nacin vodi stanice u apoptozu.
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5.4. Utjecaj tretmana na stani¢ni ciklus
Tretman doksorubicinom smanjuje postotak stanica u G1 fazi u sve tri stani¢ne linije, a u liniji
Detoit 562 povecava postotak stanica u G2/M fazi. Zaustavljanje stani¢nog ciklusa u G2/M je

poznati efekt doksorubicina (Kim i sur, 2009).

Tretman etopozidom u sve tri linije smanjuje postotak stanica u G1 fazi i povecanja postotka
stanica u S fazi stani¢nog ciklusa. U stani¢nim linijama FaDU i Detroit 562 uzrokuje i povecanje
postotka stanica u G2/M fazi. To je u skladu s literaturnim podacima, jer etopozid usporava
stanicni ciklus i uzrokuje nakupljanje u G2 fazi (Clifford i sur, 2003, Smith i sur. 1994, Tamamori-

Adachi i sur. 2018).

Tretman plazmidom koji eksprimira p16 je u stani¢noj liniji A253 povecéao postotak stanica u
G1 fazi, dok je u stani¢noj liniji FADU smanjio postotak stanica u G1 fazi, a povecao u G2/M. U
stani¢noj liniji Detroit 562 je pak porastao postotak stanica u S fazi. Normalna funkcija p16 je
da zaustavlja stanicni ciklus na prijelazu izmedu GO i G1 faze (Lii sur. 2011), Sto je ovdje slucaj
u stanicnoj liniji A253. U malignim stanicama je pak moguce i nakupljanje u S fazi (Chien i sur.

2010), kao Sto se dogodilo u liniji Detroit 562.

5.5. Utjecaj tretmana na osteCenje DNA
Tretman doksorubicinom je u sve tri linije doveo do znacajnog povecéanja oStecenja DNA i to
najvec¢im dijelom dvolancanog loma DNA. To je sukladno s poznatim rezultatima (Halim i sur,
2018.). U stanicnoj liniji A253 doslo je i do znacajnih jednolancanih lomova, Sto je takoder

poznato iz literature (Capolongo i sur. 1990).

Tretman etopozidom u sve tri stanicne linije znacajno povecava broj stanica s dvolan¢anim
lomovima DNA, u stani¢nim linijama A253 i Detroit 562 dolazi i do povecanja jednolancéanih
lomova. To je u skladu s literaturnim podacima (Muslimovic¢ i sur. 2009, Schnake i Gutiérrez

2019).

Tretman plazmidom koji eksprimira pl16 je u sve tri stanicne linije poveéao broj stanica s
ostecenjem DNA. To je neocekivani rezultat jer se p16 aktivira kao odgovor na oSte¢enje DNA

(Spallarosa i sur. 2010).
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U kombiniranim tretmanimanp16 i doksorubicinom nema velike promjene u odnosu na
stani¢ne linije tretirane samo sa doksorubicinom, osim u stani¢noj liniji FAaDU u kojoj se

povecava koli¢ina neoStec¢ena DNA.

U kombiniranom tretmanu s p16 i etopozidom se u stan¢nim linijama A253 i Detroit 56 ne
dogada znacajna razlika. Dok u stani¢noj liniji FaDU se smanjuje koli¢ina dvolanc¢anih lomova
povecava koli¢ina jednolancanih lomov, $to znaci da dodatni tretman p16 nema znacajnog

utjecaja.

5.6. Utjecaj tretmana na apoptozu
Tretman doksorubicinom i etopozidom su u sve tri stanicne linije povecale koli¢inu stanica u

apoptozi i mrtvih stanica, Sto je ocekivano.

Tretman plazmidom koji eksprimira p16 je doveo do povedéanja stanica u apoptoza i mrtvih
stanica u sve tri linije. To je sukladno sa literaturnim podacima (Calbé i sur. 2004, Kim i sur.

2000).

Kombinirani tretmani doksorubicinom i plazmidom koji eksprimira p16 su u linijama A253 i
FaDU, a etopozidom i plazmidom koji eksprimira p16 su u linijama A253 i Detroit 562 povecali
broj stanica u apoptozi i mrtvih stanica, Sto ukazuje da tretman s p16 pojacava ucinak

kemoterapeutika.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja doneseni su sljedeci zakljuéci:

- doksorubicin inducira ekspresiju gena INK4A u stani¢nim linijama FaDU i Detroit 562;
doksorubicin inducira ekspresiju gena INK4A u tim linijama tretiranim p16 plazmidom

- etopozid inducira ekspresiju INK4A u stani¢noj liniji Detroit 562; etopozid takoder
inducira ekspresiju gena INK4A u toj liniji nakon dodatnog tretmana s p16 plazmidom

- ekspresija gena BIRC5 u stani¢nim linijama A253 i FaDU pada tretmanima
doksorubicinom, etopozidom i pl6. pl6 takoder smanjuje proteinsku ekspresiju
proteina survivin. Kombinacija tretmana p16 i kemoterapeutika djeluje antagonisticki
na ekspresiju BIRC5

- ekspresija gena E2F1 nakon tretmana doksorubicinom raste u stani¢nim linijama A253
i FaDU, a pada s tretmanom etopozidom u stani¢noj liniji FaDU. Tretman s plazmidom
koji eksprimira p16 snizuje ekspresiju E2F1 u sve tri stani¢ne linije. Kombinirani
tretmani p16 i kemoterapeutika ne pokazuju konzistentne rezultate

- tretmani doksorubicinom i etopozidom smanjuju postotak stanica u G1 fazi

- tretman doksorubicinom uzrokuje ostecenje DNA, najviSe dvolan¢ane lomove

- tretman etopozidom dovodi do povecanja osteéenja stanica dvolan¢anim lomom DNA
u sve tri stani¢ne linije, a jednolan¢anih lomova u linijama A253 i Detroit 562

- tretman plazmidom p16 uzrokuje povecéanje oStec¢enja DNA u sve tri stanicne linije

- kombinirani tretman s p16 i doksorubicinom ili etopozidom nema znacajnog utjecaja
na oStecenje stanica u odnosu na tretmane bez p16

- tretmani doksorubicinom i etopozidom uzrokuje apoptozu i smrt stanica uz znacajno
jaci efekt doksorubicina u odnosu na etopozid

- tretman s p16 povecava koli¢inu stanica u apoptozi

- kombinirani tretmani pl16 i doksorubicin ili etopozid imaju pojacani utjecaj

kemoterapeutika na apoptozu i smrt stanica

Hipoteza da bi se uvodenjem funkcionalnog p16 u stanice koje imaju mutirani gen INK4A
trebao modulirati odgovor na osStec¢enje DNA se nije pokazala ispravnom, jer pl6 nije
promijenio odgovor stanica na kemoterapeutike s obzirom na stanicni ciklus i oStecenje DNA,

ali je imao ucinak na poveéanje apoptoze.
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