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KRATICE

AAVS1 — lokus Adeno-povezano virusno mjesto integracije 1

AKT — Akt kinaza

ANG — Angiopoietin

APS — Amonijev persulfat

BCL2 — engl. B-cell lymphoma 2, protein limfoma B stanica

BIM — engl. BCL2 like protein, protein slican BCL2

BSA — engl. Bovine serum albumin, albumin iz govedeg seruma

CAS —engl. CRISPR Associated Proteins, CRISPR-povezani proteini
CI — gen Cubitus interruptus

CKl a —engl. Casein kinase 1, kazein kinaza 1

CRISPR — engl. Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats
crRNA — CRISPR RNA

DHH — protein engl. Desert Hedgehog

DISP — protein engl. Dispatched

DMEM - engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Dulbeccov minimalni esencijalni medij
DMSO — dimetil sulfoksid

dNTP — deoksinukleotid trifosfat

DYRK1B - engl. Dual Specificity Tyrosine Phosphorilation Regulated Kinase 1B, tirozin

regulirana kinaza sa dualnom specificnoséu
E-CAD — E-kadherin
EDTA — Etilendiamintetraoctena kiselina

EGFR — engl. Epidermal growth factor receptor, receptor epidermalnog faktora rasta



EMT — Epitelno-mezenhimalna tranzicija

ERK —engl. Extracellular-signal-regulated kinase, kinaza regulirana vanstani¢nim signalima
FBS — engl. Fetal Bovine Serum, fetalni govedi serum

GLI — Protein GLI, engl. Glioma-associated onkogene

GLI — gen koji kodira proteine GLI

GLI1AS — GLI1-antisense RNA

GLIA — aktivacijski oblik proteina GLI

GRK2 — engl. G protein-coupled receptor kinase 2, receptorska kinaza povezana s G-proteinima
GSK B — engl. Glicogen synthase kinaze S, Glikogen sintaza kinaza [3

HA-L, HA-R — regije homologije

HDR — engl. Homology Directed Repair, homologijom voden popravak

HH — proteini Hedhehog

HH — gen koji kodira proteine Hedgehog

HH/GLI, HH/PTCH/SMO, HH/PTC — signalni put Hedgehog-GLI, engl. Hedgehog-Patched-
Smoothened, Hedgehog-Smoothened

IHH — protein engl. Indian Hedgehog

LB —engl. Loading buffer, pufer za nanosenje

MAPK — engl. Mitogen activated protein kinase, mitogenima aktivirana protein kinaza
MiRNA — mikro RNA

MRNA — glasnicka RNA

MTOR — engl. mechanistic target of rapamycin, mehanisticka meta rapamicina
NF-KB — transkripcijski faktor NF-KB

NHEJ — engl. non-homologous end joining, spajanje nehomolognih krajeva



p19, p53 — tumor supresorski proteini

PAM — engl. protospaces adjacent motif

PCR — lanc¢ana reakcije polimeraze

PI3K — engl. Phosphoinositide 3-kinase, fosfatidilinozitol 3 kinaza
PKA — engl. Protein kinase A, protein kinaza A

PKC — engl. Protein kinase C, protein kinaza C
PTCH1,2 — receptori engl. Patched

RAF — RAF kinaze

RAS — RAS GTPaze

RIPA — engl. Radioimmunoprecipitation assay buffer
SDS — natrijev dodecil sulfat

sgRNA — engl. signle guide RNA, RNA vodilja

SHH — protein engl. Sonic hedgehog

SHH-N — aktivni oblik proteina SHH

SMO - koreceptor engl. smoothened

SNAI- proteini SNAI

SOXC2 — protein SOXC2

SUFU — engl. Supressor of Fused, Fused supresor
TAE — Tris-acetat-EDTA pufer

TBST — engl. Tris-buffered saline with 0.1% Tween buffer
TE — Tris-EDTA pufer

TEMED — tetrametiletilendiamin

TNFa — engl. Tumor necrosis factor a, faktor nekroze tumora o



tracrRNA — engl. trans-activating crRNA, trans-aktiviraju¢a crRNA

TRIS — tris(hidroksimethil)aminometan

TWIST — transkripcijski faktori TWIST

UTR — netranslacijska regija mRNA

VEGF — engl. Vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelni faktor rasta
VIM — protein vimentin

ZEB1, ZEB2 — transkripcijski faktori ZEB



1. UvOD

1.1. Signalni put Hedgehog-GLI
1.1.1. Povijest signalnog puta

Proteini Hedgehog su prvi put spomenuti 1980. godine. Istrazivanje tijekom kojeg su dobili
ime je provedeno na li¢inkama vinske musice Drosophila melanogaster. Proucavani su geni koji
uzrokuju deformacije tijela li¢inki te je identificirano petnaest genskih lokusa koji kada su
izmijenjeni dovode do nepravilnosti u segmentaciji tijela. Na ledima li¢inke koja je imala
promijenjen genski lokus koji kodira jedan od ovih proteina su uoc¢ene neobi¢ne strukture kKoje
podsjecaju na bodlje jeza te je stoga ovaj protein i nazvan hedgehog (engl. jez) ( Nisslein-Volhard
I Wieschaus, 1980). Osim kod vinske musice, postojanost gena HH je dokazana i kod nekih drugih
beskraljeznjaka kao $to su pijavice i jezinci (Ingham i McMahon, 2001). Kod vinske musice je
dokazana prisutnost samo jednog gena HH, dok je kod veéine kraljeZnjaka, ukljucujudi i sisavce,
pokazana prisutnost tri homologna tkivno specifi¢na proteina: SHH (engl. sonic hedgehog), DHH
(engl. desert hedgehog) i IHH (engl. indian hedgehog) (Burglin i sur. 2008.; Levanat i sur. 2008.;
Pereira i sur. 2014.). Signalni put Hedgehog-GLI (HH/GLI), poznat i pod nazivima HH/PTC/SMO
i HH-PTC, osim liganda SHH, DHH i IHH, kod ljudi se sastoji od jos nekoliko komponenti:
transmembranski receptori Patched (PTCH1 i PTCH2), transmembranski protein Smoothened
(SMO) koji nalikuje receptorima udruzenima s G-proteinima, Supressor of Fused (SUFU), te tri
transkripcijska faktora, GLI11, GLI2 i GLI3 (Niyaz i sur. 2019; Wu i sur. 2017). S obzirom da su
se najranija istrazivanja ovog signalnog puta provodila na vinskim musicama, vecina signalnih
komponenti je dobila ime po fenotipskim karakteristikama tijela i krila mutiranih li¢inki uz
izuzetak transkripcijskih faktora GLI koji su svoj naziv dobili zbog ¢injenice da je kod pacijenata
s glioblastomom prisutna amplifikacija gena (Levanat i sur. 2008). Genska obitelj HH kodira
sekretorne proteine koji su tkivno specifi¢ni i djeluju kao modulatori tijekom embriogeneze pri
stani¢noj proliferaciji, diferencijaciji i odrzavanju tkivne polarnosti, ali i u tkivima odraslih jedinki,
kako kod kraljeznjaka, tako i kod beskraljeznjaka (Niyaz i sur. 2019; Pereira i sur. 2014). S
obzirom na prirodu funkcije ovog signalnog puta te ¢injenice da komponente ovog puta djeluju
kao tumor supresori ili proto-onkogeni, nije iznenadujuée da organizmi kod kojih su mutirani geni

odgovorni za kodiranje komponenti signalnog puta imaju razli¢ite razvojne poteskoce koje mogu



dovesti do smrti pri rodenju. Kod ljudi, mutacija u genu SHH uzrokuje ciklopiju, a mutacija u genu
PTCH1 dovodi do razvoja Gorlinovog sindroma koji je karakteriziran malformacijama te visokom
incidencijom meduloblastoma i tumora bazalnih stanica (Murone i sur. 1999; Niyaz i sur. 2019).
Mutacije unutar signalnog puta HH/GLI mogu uzrokovati nastanak vise vrsta humanih sporadi¢nih

tumora (Stecca i sur. 2007).

1.2. Kanonski i nekanonski put HH/GL signalizacije

Kod sisavaca, tri glavna proteina koja su ukljucena u aktivaciju i prijenos signalna u stanicu
su tkivno specifi¢ni ligandi HH: SHH, DHH i IHH, receptori PTCH1, PTCH2 te SMO. Najbolje
proucen ligand signalnog puta HH/GLI je SHH. Nakon translacije proteina HH, N-terminalna
sekvenca se autokataliticki odcijepi sa prekursorskog polipeptida dugog oko 45kDa kako bi nastao
N-terminalni fragment od 20kDa i C-terminalni fragment od 25kDa. N-terminalni fragment je
odgovoran za prijenos signala, dok je zadatak C-terminalnog fragmenta procesiranje prekursora
(Porter i Young, 1996; Skoda i sur. 2018). Tijekom procesiranja, C-terminalna domena djeluje kao
kolesterol-transferaza te kovalentno veze kolesterol na C-terminusu N-terminalne domene, a na
N-terminus se veze palmitinska kiselina rezultirajuc¢i formacijom modificirane signalne domene i
aktivnog proteina HH. Lipidne modifikacije proteina imaju ulogu u sposobnosti kretanja i
lokalizaciji HH-proteina u tkivima. S obzirom na dualne lipidne modifikacije, procesirani protein
je hidrofoban te ima tendenciju zadrZzavanja na membranama. Za putovanja na duze udaljenosti je
potrebno dodatno procesiranje u kojem bi se lipidne modifikacije otklonile i omogucéilo kretanje u
hidrofilnom okruzenju. U otpustanju procesiranog proteina sudjeluje i membranski protein pod
nazivom Dispatched (DISP) koji omogucava otpustanje proteina iz stanice u okolinu (Farzan i sur.
2008; Kong i sur. 2019). Nakon otpustanja liganda iz stanice, formira se koncentracijski i
vremenski gradijent u okolini koji djeluje na druge stanice u razvoju, odredujuci njihovu stani¢nu
sudbinu ovisno o vremenu izlaganja ligandu, jacini signala i osjetljivosti stanice (Kong i sur. 2019).
Aktivni proteini HH djeluju kao mitogeni, morfogeni te diferencijacijski faktori na kratkim i dugim
udaljenostima unutar organizma (Bambakidis i Onwuzulike, 2012; Jiang i Hui, 2008; Levanat i
sur. 2008).



U slucaju kanonske signalizacije, prijenos signala zapo€inje vezanjem aktivnog proteina
HH na receptor PTCH, uglavnom PTCHL1 (Slika 1). PTCH u stanju nedostatka liganda djeluje kao

supresor signalnog puta (Teperino i sur. 2014).

Neaktivno stanje Aktivno stanje

SMO SMo m
g“@{

Ciljni geni Ciljni genl g 37~ 4
Mofa%“‘ —— jucen e ; o

bl ((cated in BioRender.com bio

Slika 1. Prikaz signalnog puta HH/GLI kod sisavaca. Lijevi dio slike prikazuje neaktivno stanje puta u
kojemu receptor PTCH inhibira koreceptor SMO. Zbog njegove inaktivnosti proteini GLI su vezani za
supresor SUFU koji sprjeCava translokaciju aktivnog oblika GLI u jezgru i njegovu funkciju kao
transkripcijski faktor. Umjesto toga proteini GLI se upucuju na cijepanje u proteasom, ¢ime nastaju
represorski oblici GLI2r i GLI3R koji djeluju kao represori transkripcije. S desne strane slike se nalazi
prikaz puta u kojemu je ligand HH vezan na receptor PTCH, nema inhibicije SMO te se u jezgru upuéuju
aktivni oblici proteina GLI koji poti¢u transkripciju ciljanih gena (Ilustracija izradena na BioRender.com).

Vezanje proteina na receptor dovodi do njihove internalizacije i razgradnje u lizosomima
§to omogucava fosforilaciju SMO pomoc¢u GPCR kinaze GRK2 i CKla (Chen i Jiang 2013).
Fosforilacija ovog proteina dovodi do njegove lokalizacije u primarnoj ciliji (Jiang i Hui, 2008).
SMO je transmembranski koreceptor vezan uz G proteine koji djeluje kao pozitivni regulator jer
u aktivnom stanju, kada nema supresije od strane receptora PTCH, konstitutivno provodi nizvodno
signal kojem su cilj GLI proteini. Kada ligandi HH nisu prisutni, proteini GLI su vezani na SUFU
koji djeluje kao negativni regulator signalnog puta, sprjecavajuci ulazak GLI proteina u jezgru.
Nakon aktivacije signalnog puta i fosforilacije SMO, kompleks SUFU-GLI translocira u primarnu

ciliju gdje se degradira te protein GLI putuje u jezgru gdje djeluje kao transkripcijski faktor (Niyaz



i sur. 2019; Skoda i sur. 2018). Proteini GLI su ljudski homolozi transkripcijskog faktora Cubitus
interruptus (CI) koji postoji kod vinskih musica, s razlikom da je Cl ujedno aktivator i represor
signalnog puta HH/GL, dok su funkcije transkripcijskih faktora GLI specijalizirane. Kod sisavaca
su poznata tri homologa transkripcijskog faktora Cl: GLI1, GLI2 i GLI3. Obitelj GLI se sastoji od
proteina koji u domenama odgovornim za vezanje DNA sadrze pet cinkovih prstiju (Hui i Angers,
2011; Niewiadomski i sur. 2019) (Slika 2). Vezu se na odredene sekvence unutar promotora gena
i djeluju na transkripciju istin. GLI1 i GLI3 se vezu na sekvencu 5’-GACCACCCA-3’ dok se GLI2
veze na veoma sli¢nu 5’-GAACCACCCA-3’ sekvencu (Skoda i sur. 2018). Kako ¢e se ponasati i
kako ¢e djelovati na prijenos signala u signalni put HH/GLI, odreduju njihove N-terminalne i C-

terminalne domene.

Glil I =1 . D
iz (NGENN ] = S B

Gli3 e L =k

0 - Represorska domena
. - Domena vezanja DNA
B - Transaktivacijska domena

- Domena vezanja SuFu
.. - Domena koia odreduje procesiranje

Slika 2. Domene proteina GLI. Na ilustraciji su prikazane represorske domene, domene vezanja DNA,
transaktivacijske domene, domene vezanja supresora SUFU te domene koje odreduju procesiranje proteina
GLI1, GLI2 i GLI3. Ove domene odreduju aktivacijsku ili represorsku funkciju proteina (preuzeto i
prilagodeno iz Niewiadomski i sur. 2019).

N-terminalna domena proteina GLI12 i GLI3 im omogucava represorsko djelovanje, dok
GLI1 koji nema tu domenu, djeluje isklju¢ivo kao aktivator. S druge strane, GLI2 i GLI3 takoder
posjeduju i C-terminalnu domenu §to im omogucava dvojno djelovanje, kao aktivatori i represori,

ovisno o stani¢nom kontekstu. Nizvodno od domene koja sadrZi cinkove prste se nalazi domena



koja odreduje procesiranje. Kod GLI3 ova domena omogucuje proteoliti¢ko procesiranje proteina
kako bi postao represor te u veéini sluc¢ajeva tako i djeluje. Kod GLI2 procesiranje u represorski
oblik je moguce, ali nije efikasno te stoga GLI2 uglavnom djeluje kao aktivator (Niewiadomski i
sur. 2019). U nedostatku HH/GLI signala, proteini iz obitelji GLI su fosforilirani od strane PKA i
GSK3p (Glikogen sintaza kinaza 3). Zbog fosforilacije, GLI2 se degradira, a GLI3 se procesira u
represorski oblik koji putuje u jezgru i sprjecava transkripciju (Teperino i sur. 2014). Kada postoji
HH/GLI signal, fosforilacija nije moguca, proteini GLI se stabiliziraju te mogu uéi u jezgru. GLI2
je glavni efektor signalnog puta HH/GLI. Djeluje pozitivno i na ekspresiju proteina GLI1. Takoder
djeluje i na ekspresiju receptora PTCH, ¢ime se stvara kontrola signalnog puta pozitivnom (GLI1)
i negativnom povratnom spregom (PTCH1, PTCH2). Osim kontrole signalnog puta, GLI2 djeluje
i na ekspresiju proteina koji su odgovorni za napredovanje stani¢nog ciklusa i proliferaciju stanica.
Povecavanjem ekspresije N-Myc, ciklin D1, ciklin D2, ciklin E i FOXMI, signalni put potice
progresiju stanice kroz kontrolne toc¢ke u stani¢cnom ciklusu, te samim time djeluje na proliferaciju
stanica (Katoh i Katoh 2009). Osim proliferacije, djeluju na ekspresiju proteina odgovornih za
angiogenezu, migraciju i invaziju tumorskih stanica kao $to su SNAI1, SOXC2, TWIST, VEGF
te EMP4 (Katoh i Katoh, 2009; Zheng i sur. 2013)(Slika 3).

Ciljni geni Gli
1
KOPUOIE.‘ sl Proliferacija N'llgraclja ' Angiogeneza Re'gvef\eracug
signalizacije invazija mati¢nih stanica
GLI1 * MYCN *  MUCSAC * VEGF * FST1
PTCHI1 *  FOXMI1 * SNAIl *  Angiopoetin 1 * GREMI
* PTCH2 * CCNE +  JAG2 *  Angiopoetin 2 * BMP4
+ HIP1 * CCNBI + FOXC2
* Ciklin D1 *  TWIST2
Ciklin D2 * ZEBI1
Osteopontin » ZEB2
MDM2
P21
P27

Slika 3. Uloge i ciljni geni transkripcijskih faktora GLI. Nakon ulaska proteina GLI u jezgru zapocinje
njihova aktivnost u aktivaciji transkripcije gena koji su ukljuceni u kontrolu HH/GLI signalizacije,
proliferacije, migracije, invazije, regeneracije i angiogeneze (preuzeto i prilagodeno od Zheng i sur. 2013).



Nekanonska HH signalizacija je naziv za dva tipa prijenosa signala HH/GLI signalnim
putem koji na odredenim mjestima mogu premostiti kanonski prijenos signala. Tip 1 funkcionira
neovisno o koreceptoru SMO, a tip 2 funkcionira pomoc¢u SMO ali neovisno o transkripcijskim
faktorima GLI (Niyaz i sur. 2019). Signalni put HH/GLI je pod utjecajem drugih signalnih puteva
u organizmu. Dokazano je da je u interakciji sa RAS-RAF-MEK-ERK signalnim putem. Ovaj
signalni put je pozitivni regulator HH/GLI jer aktivni MEK 1 povecéava aktivnost transkripcijskog
faktora GLI1, a njegova farmakoloska inhibicija smanjuje stabilnost proteina GLI1. Smatra se da
je transkripcijska aktivnost proteina GLI odredena i njihovom fosforilacijom pomoé¢u RAS-MEK-
ERK kaskade ili sprje¢avanjem njihove degradacije. Na GLI1 utjece i ekspresija onkogena K-RAS
u humanim jetrenim stanicama (Gu i Xie, 2015; Pietrobono i sur. 2019). K-RAS djeluje na
signalizaciju i na naéin da poti¢e autokrino signaliziranje preko parakrinog te inducira ekspresiju
proteina SHH. Osim toga. negativno utjeCe na kanonski na¢in signalizacije preko efektora
DYRK1B (Pandolfi i Stecca, 2015). Signalizacija preko receptora za epidermalni faktor rasta
(EGFR) takoder djeluje na HH/GLI. Aktivacija JUN/AP1 u medudjelovanju s aktivacijskim
oblicima GLI1 i GLI2 poti¢e onkogene transformacije (Schnidar i sur. 2009). Aktivnost GLI1 se
moze modulirati neovisno o SMO i preko signalnog puta TNFa/mTOR. TNFa aktivira mTOR koji
fosforilira GLI1. Fosforilacija GLI1 omogucava njegovo otpustanje sa inhibitora SUFU (Wang i
sur. 2012). AKT takoder potice transkripcijsku aktivnost GLI1, kao i PI3K (Pietrobono i sur.
2019). S obzirom na sinergisticko djelovanje ovih signalnih puteva, nije iznenadujuce da
gubljenjem njihovog negativnog regulatora PTEN, dolazi do jacanja signala (Riobd i sur. 2006).
Indukcija GLI2 neovisna o proteinima HH te PTCH i SMO receptorima pomoc¢u TGF- f3 je takoder
moguca te se njom potice i ekspresija GLI1 (Dennler i sur. 2007). Obitelj protein kinaza C (PKC)
takoder ima sposobnost modifikacije HH/GLI signalizacije, iako su nalazi provedenih istrazivanja
kontradiktorni. Neill i suradnici (2003) su pokazali da PCKa smanjuje aktivnost GLI1, dok PKCd
povecava njegovu aktivnost. S druge strane, Cai i suradnici (2009) su dokazali da PKCS smanjuje
djelovanje GLI1 i endogenog PTCH1. Osim signalnih puteva, aktivnost HH/GLI se moze
modulirati i preko tumor supresora, kao i mMiRNA molekula. Supresija aktivnosti ovog signalnog
puta moze se posti¢i pomocu proteina p53 koji smanjuje aktivnost GLI1, njegovu fosforilaciju,
koncentraciju i lokalizaciju unutar stanice (Pietrobono i sur. 2019). Neovisno o PTCH/SMO,
molekule miRNA imaju sposobnost funkcionalne supresije GLI1. Molekula miR-361 direktno
inhibira GLI1 vezanjem za 3' — UTR mRNA (Chen i sur. 2017).



1.3. Uloga signalnog puta HH/GLI u embriogenezi

Razvoj organizma je vrlo sloZzen proces stani¢ne proliferacije i diferencijacije kojeg
kontrolira nekoliko signalnih putova. Jedan od klju¢nih putova tijekom razvoja je HH/GLI koji
djeluje na naéin da odreduje specificne stani¢ne sudbine kod progenitorskih stanica kod
beskraljeznjaka i kraljeznjaka (Niewiadomski i sur. 2019). Proteini HH su tkivno specifi¢ni, uz
izuzetak SHH koji je od tri liganda HH najrasireniji unutar organizma. DHH je ogranicen na
prostor Sertolijevih stanica te je zaduzen za njihov razvoj i spermatogenezu. Gubitak proteina
DHH nije smrtonosan, ali muzjaci bez njega u potpunosti gube sposobnost za proizvodnju zrelih
spermija i postaju sterilni (Bitgood i sur. 1996). IHH je lokaliziran u probavnom sustavu, hrskavici,
kontrolira rast kostiju tijekom razvoja te popravak kostiju (Levanat i sur. 2008; Yamaguchi i sur.
2000). SHH je tijekom razvoja izrazen u nekoliko organizacijskih centara poput notohorda za
kojeg se smatra da je glavni izvor SHH u razvoju, te zonama polarizacijske aktivnosti u pupovima
udova (Jia i Jiang 2006). Izrazen je i u probavnom sustavu, folikulima dlaka, o¢ima i plu¢ima
(Levanat i sur. 2008). Zaduzen je za stvaranje obrasca tkiva u distalnim dijelovima udova pomocu
koncentracijskog gradijenta te za proliferaciju i diferencijaciju stanica. Djeluje i na vecinu
epitelnih tkiva. Delecija SHH dovodi do ozbiljnih deformacija od kojih je najpoznatija ciklopija,
ali uzrokuje 1 malformacije udova, nedostatak kraljeZnice i rebara, nerazgranata plu¢a i nepravilan
razvitak ventralne neuralne cijevi (Varjosalo i Taipale 2008). Vrlo je bitan u odredivanju stani¢nih
identiteta u zivéanom sustavu §to postize stvaranjem koncentracijskog gradijenta te djelovanjem
kao morfogen. U ventralnom dijelu ledne mozdine potice prezivljavanje i proliferaciju neuralnih
progenitora zaustavljaju¢i inhibitorno djelovanje proteina GLI3 (Jiang i Hui 2008). Takoder,
potice stvaranje neuralnih progenitora sa mezenhimalnim i neuralnim potencijalima, umjesto

iskljuc¢ivo neuralnog potencijala (Calloni i sur. 2007).

Tijekom embrionalnog razvoja stanice neuralne cijevi se medu ostalog, diferenciraju i u
melanocite. Ove stanice su sklone mobilnosti, multipotentne su, imaju sposobnost
samoobnavljanja te su pod utjecajem signalnog puta HH/GLI koji sudjeluje u obnavljanju
populacije stanica (Shakhova 2014). U kozi je dokazana prisutnost stanica sli¢nih progenitorskim
stanicama neuralne cijevi koje u kulturama mogu proliferirati i diferencirati se u neurone, glija

stanice, glatke misic¢e i adipocite, sli¢no pravim stanicama neuralne cijevi (Toma i sur. 2001).



Prisutnost ovih stanica u kozi te njihova podloznost HH/GLI signalnom putu, osobito ako je signal

aberantan, moZe pridonijeti malignom potencijalu ovih mati¢nih stanica i razvoju melanoma.

Glavni efektori signalizacije preko mitogena SHH su aktivacijski oblici proteina GLI
(GLIA), uglavnom aktivacijskog oblika proteina GLI2, te 0 njima ovisi proliferacija stanica i
razvoj tkiva. Zbog njihove funkcije poticanja diobe stanica, njihovom pretjeranom ekspresijom
moze do¢i do nastanka tumorogeneze (Jiang i Hui 2008). Dokazano je da protein GLI1 nije nuzan
za razvoj tkiva, a da vaznost GLI2/GLI3 varira ovisno o vrsti tkiva, ali njihov nedostatak se
pokazao fatalnim te se karakteriziraju s ozbiljnim defektima lubanje, centralnog ziv€anog sustava,
polidaktilijom i nepravilnostima u plu¢ima (Niewiadomski i sur. 2019). Pri stvaranju obrasca
stanica u neuralnoj cijevi, vrlo su bitni GLI2 i GLI3. U ventralnom dijelu cijevi se luce velike
koli¢ine SHH iz notohorda te se potiCe stvaranje aktivacijskih oblika proteina GLI, a stvaranje
represorskih se blokira $to usmjerava progenitorske stanice ventralno (Stamataki i sur. 2005).
Stvaranje uzorka tkiva je vidljivo 1 kod pupova udova te funkcionira na veoma sli¢an nac¢in kao u
neuralnoj cijevi — utjecaji aktivatorskih oblika proteina GLI su jaci na dijelu gradijenta gdje se
nalazi vise proteina SHH, a na mjestima gdje je njegova koncentracija niza, ja¢i su ucinci

represorskih oblika (Niewiadomski i sur. 2019).

1.4. Uloga signalnog puta HH/GLI u odraslim organizmima

U odraslom organizmu je aktivnost signalnog puta HH/GLI slaba ili je u potpunosti
inaktivan. Nakon embriogeneze uloga mu se svodi na regeneraciju tkiva i odrzavanje populacija

progenitorskih stanica u organima poput mozga, koze, prostate, mjehura i drugih (Petrova i Joyner

2014).

Signalni put HH/GLI je zaduZen za odrzavanje populacije HH osjetljivih i GLI1 pozitivnih
neuralnih mati¢nih stanica u odraslom mozgu (Jiang i Hui 2008). SHH je osim u zivéanom sustavu
prisutan i u kozi odraslih organizama. Pokazano je da tretman anti-SHH protutijelima sprjecava
progresiju anagena i blokira rast dlake, dok tretman dodatnim SHH stimulira pocetak anagena i
rast dlake (Petrova i Joyner 2014). Delecija IHH u hondrocitima rezultira trajnim poremecajima u
rastu kosti pomocu djelovanja na proliferaciju i diferencijaciju hondrocita, kao i diferencijaciju

osteoblasta (Razzaque i sur. 2005). Uz regeneraciju kostiju, SHH sudjeluje i u regeneraciji misica



i zarastanju nakon ozljede pomocéu pojacane angiogeneze i vaskulogeneze zbog stvaranja
proangiogenih faktora (VEGF, ANG1, ANG2) i stvaranja faktora rasta (Piccioni i sur. 2014). Kao
i kod kostiju i misi¢a, HH/GLI ima ulogu u regeneraciji jetre. SMO regulira popravak jetre pomocu
promoviranja epitelno-mezenhimalne tranzicije u jetrenim stanicama (Michelotti i sur. 2013).
Djelomi¢no odstranjenje jetre kod odraslih miSeva dovodi do povecane produkcije liganda HH i
pojacano se aktivira signalni put HH/GLI u jetrenim stanicama. Inhibicijom prijenosa signala
narusena je normalna regeneracija jetre, remodeliranje matriksa i proliferacija stanica (Ochoa i sur.

2010).

1.5. Uloga signalnog puta HH/GLI u tumorogenezi

Signalni put HH/GLI ima bitnu ulogu u embriogenezi i stanicama odraslog organizma zbog
C¢injenice da utjeCe na progresiju stani¢nog ciklusa, proliferaciju i diferencijaciju stanica, epitelno-
mezenhimalnu tranziciju, angiogenezu, regeneraciju stanica, migraciju i invaziju. Sve komponente
ovog puta djeluju kao proto-onkogeni ili kao tumor supresori koji se medusobno ¢vrsto reguliraju
(Niyaz i sur. 2019) (Slika 4).

SHH/Gliu
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Slika 4. Neke od uloga HH/GLI signalizacije kod tumorogeneze i progresije tumora. Tijekom
inicijacije tumorogeneze dolazi do povecanja koncentracije markera mati¢nih tumorskih stanica BMI1 koji
je ovisan o HH/GLI. Ukljuéen je u odrzavanje mati¢nih stanica tumora koje su odgovorne za inicijaciju.
Kontrolira transkripciju gena koji poticu napredovanje stani¢nog ciklusa i proliferaciju. Aktivira gene
odgovorne za stani¢no prezivljavanje i angiogenezu te je ukljucen i u autofagiju (preuzeto i prilagodeno iz
Milla i sur. 2012).

Dokazom prisutnosti populacija mati¢nih stanica raka od kojih tumori nastaju, lako je do¢i

do zakljucka da signalni put koji ima ulogu u odrZavanju velikog broja populacija mati¢nih stanica



moze imati ulogu 1 u odrzavanju tumorskih populacija. Ovakve stanice imaju sposobnost
diferencijacije u bilo koji fenotip prisutan u tumoru te imaju sposobnost obnavljanja kako bi se
rast tumora odrzao, @ mogu biti i otporne na lijekove. Signalni put HH/GLI stoga moze imati
razli¢ite uloge u inicijaciji tumorogeneze, aktiviraju¢i njihov tumorogeni¢ni potencijali i poticanje

ekspresije gena koji ¢e zauzvrat poticati proliferaciju i preZivljenje ovih stanica (Milla i sur. 2012).

Nepravilnom aktivacijom ovog puta, funkcije koje on obnasa postaju aberantne te mogu
pridonijeti tumorogenezi ili rastu ve¢ postojeceg tumora. Postoji nekoliko mehanizama preko kojih
moze doé¢i do nepravilne aktivacije signalnog puta: mutacije u genima koji kodiraju komponente
puta (pogresna/besmislena/promjena okvira Citanja/broj ponavljanja), pretjerana ekspresija ili
inhibicija komponenti puta i posttranskripcijske modifikacije GL11/2 mRNA (Niewiadomski i sur.
2019) (Slika 5).

Povisena razina produkcije liganada HH takoder moze biti zasluzna za pretjeranu autokrinu
aktivaciju signalnog puta HH/GLI. Ovaj mehanizam je opisan kod vise vrsta tumora, ukljucujuci
tumore pluca, debelog crijeva, prostate i glioblastome (Armas-Lopez i sur. 2017; Watkins i sur.
2003). Parakrina aktivacija ovisna o ligandu moze biti potaknuta pomoc¢u tumorskog mikrookolisa
koji djeluje recipro¢no izmedu strome i tumorskih stanica. Stromalne stanice imaju sposobnost
lucenja liganda SHH koji ¢e djelovati na neoplasti¢ne stanice 1 poticati njihov rast i razvoj, kao Sto
1 tumorske stanice imaju sposobnost lucenja istog koji moZe djelovati na stromalne stanice 1
poticati stvaranje tumoru pogodnog mikrookolisa (Armas-Lopez i sur. 2017). Poznata je i potreba
za parakrinom signalizacijom kod tumorogeneze onih tumora koji su osjetljivi na HH/GLI (Yauch
i sur. 2008).

Tip aktivacije signalizacije neovisan o ligandu u stanicama raka se temelji na mutacijama
komponenti koje mijenjaju stanicu kako bi bila pogodnija tumoru. Naj¢eS¢e mutacije mijenjaju
represore signalnog puta poput SUFU i PTCH1. Ovakva mutacija u genu PTCH1 dovodi do
razvoja Gorlinovog sindroma Kkoji je asociran sa viSom pojavnosti karcinoma bazalnih stanica te
je prvi opisani put kojem aberantna aktivacija signalnog puta HH/GLI moze dovesti do
tumorogeneze (Pandolfi i Stecca 2015). U tom slu¢aju, mutacije u PTCH1 dovode do pretjerane
aktivnosti signalnog puta preko koreceptora SMO i transkripcijskog faktora GLI1 te pridonose

odrzavanju maligno transformiranih stanica (Armas-Lopez i sur. 2017).
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Slika 5. Prikaz na¢ina na koje nepravilna aktivnost HH/GLI signalnog puta moZe biti odgovorna za
inicijaciju i odrZzavanje tumora. I) Neovisna o ligandu: konstitutivna aktivacija uzrokovana mutacijom
u genu PTCH, II) Ligand ovisna autokrina aktivacija u kojoj stanica producira ligand koji se veze na
receptore te iste stanice i poti¢e aktivnost signalnog puta, IIT) Parakrino: tumorske stanice luce ligand koji
aktivira stromalne stanice koje zauzvrat luce faktore rasta koji djeluju na tumorsku stanicu, IV) Parakrino:
stromalne stanice luée ligande HH kako bi potaknule signalni prijenos u tumorskim stanicama (preuzeto i
prilagodeno od Armas-Lo6pez i sur. 2017)

Sposobnost i jacinu signala je moguce modulirati i pomocu posttranslacijskih mehanizama,
osobito pomoc¢u miRNA molekula u stanicama. Gubitak liganada HH kod pacijenata s
mijeloi¢nom leukemijom ima pozitivni u¢inak na pacijente jer sprjecava obnavljanje populacije
mati¢nih stanica raka ¢ime usporava progresiju tumora. Kod iste bolesti je dokazana povecana
ekspresija koreceptora SMO kao i njegova povezanost sa smanjenom razinom miR-326 u CD34+
stanicama. PoviSena ekspresija miR-326 dovodi do smanjene razine SMO §to rezultira smanjenim
proliferacijskim kapacitetom stanica te poviSenim apoptotskim potencijalom. Pretpostavljen

mehanizam pretjerane aktivnosti SMO u stanicama mijeloi¢ne leukemije je niska razina miR-326
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molekula koja viSe nema sposobnost regulacije prijenosa signala preko koreceptora SMO
(Babashah i sur. 2013). Villegas i sur. (2014) su dokazali prisutnost GLI1 antisense RNA
(GLI1AS) u stanicama raka koja utjece na razinu GLI1. Nedostatak ove RNA molekule dovodi do
povisenja koncentracije proteina GLI1 i pojacane proliferacije tumorskih stanica $to dovodi do
rasta tumora. Njena pretjerana ekspresija smanjuje razinu proteina GLI1, ekspresiju gena PTCH1
i PTCH2 i smanjuje sposobnost proliferacije. Knock-out gena GLI1 dovodi do smanjenja razine
GLI1AS, a pojacana ekspresija proteina GLI1 povecava njenu koncentraciju §to je dovelo do
zakljucka da je GLI1AS jedan od ciljnih gena na koje djeluje transkripcijski faktor GLI1.

Stani¢na proliferacija je posljedica prolaska stanice kroz stani¢ni ciklus koji je pazljivo
kontroliran. Progresija ciklusa vodi stanicu kroz G1, S, G2 i M faze, a napredovanje ovog ciklusa
je kontrolirano pomocu prisutnosti molekula koje se nazivaju ciklin ovisne kinaze, te naravno,
ciklini. Za G1 fazu su zaduzene ciklin ovisne kinaze 4 i 6 (CDK4 i CK®6) i ciklin D. CDK2 i ciklin
E su odgovorni za prijelaz iz G1 u S fazu, CDK2 i ciklin a za S fazu, CDK1 i ciklin A za G2 fazu
i CDK1 zajedno sa ciklinom B za prijelaz iz G2 faze u mitozu. Geni koji kodiraju N-Myc, ciklin
D1 i ciklin D2 su direktne mete proteina GLI koji poticu njihovu transkripciju i prolazak stanice
kroz kontrolnu to¢ku G1/S u stani¢nom ciklusu, poti¢u¢i proliferaciju stanice. Osim direktnih
meta, GLI moze djelovati i indirektno na transkripciju gena (Katoh i Katoh 2009) (Slika 6).

Prisutnost veznih mjesta za transkripcijske faktore GLI je pronadena i kod gena koji su
odgovorni za kontrolu stani¢ne smrti ili apoptoze. BCL2 je glavni stani¢ni anti-apoptotski faktor
te je pod kontrolom HH/GLI sustava. Signalni put HH/GLI dovodi do supresije pro-apoptotskih
proteina kao §to su BIM, p53 1 p19 koji djeluju antagonisticki na BCL2. Nedostatkom njihove
aktivnosti, GLI djeluje sinergisti¢ki na BCL2 te stanica ne ulazi u apoptozu (Katoh i Katoh 2009;
Skoda i sur. 2018).
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Slika 6. Prikaz djelovanja signala HH/GLI na napredak stani¢nog ciklusa i stani¢nu proliferaciju.
Poticanjem ekspresije MYCN, CCND1, CCND2M CCNE, FOX1, CCNBI1 i CCNB2 potice se prelazak
stanice iz G1 u S fazu te iz G2 u M fazu stani¢nog ciklusa (preuzeto iz Katoh i Katoh 2009).

Epitelno-mezenhimalna tranzicija (EMT) i njegov suprotan proces, mezenhimalno-
epitelna tranzicija su nazivi za proces u kojemu stanice gube svoje originalne karakteristike,
primjerice epitelne stanice gube svoj karakteristiCan oblik, usmjerenje i ¢vrste veze sa susjednim
stanicama te poprimaju karakteristike drugih, u ovom slu¢aju mezenhimalnih stanica koje nemaju
¢vrste veze sa susjednim stanicama §to im omogucava vecu pokretljivost. EMT je vrlo znacajan
proces tijekom embriogeneze koji omogucava premjeStanje stanica, ali aktivan je i prilikom
zarastanja rana, kao i u tumorogenezi. U slucaju tumorogeneze, smatra se da tijelo gleda na tumor
kao ranu koja pretjerano koristi procese zarastanja. Proces u kojemu se omogucava poprimanje
mezenhimalnih karakteristika stanica i pove¢anje njihove mobilnosti u tumorima, omogucava tim
stanicama ulazak u krvne Zile i putovanje istima dok se ne pri¢vrste na drugo mjesto u organizmu,
ponovno poprime Kkarakteristike epitelnih stanica, proliferiraju i stvore metastazu (Zhang i sur.
2016). U EMT, zajedno sa HH/GLI sustavom, ukljuceni su i drugi signalni putovi poput Notch i
BMP, kao i drugi faktori poput citokinske obitelji TGF-p. Signalni put HH/GLI takoder regulira
ekspresiju i drugih proteina koji su ukljuceni u proces epitelno-mezenhimalne tranzicije i

metastaziranja poput proteina SNAI1 (Milla i sur. 2012). Prisutnost signala HH/GLI potice
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aktivaciju TGF-p koji aktivira MAPK-NF kB kaskadu i pojacava stvaranje SNAI2, ZEB1 i ZEB2
(Slug). HH/GLI ima utjecaj i na stvaranje TWIST2. Ovi proteini zajedno su regulatori EMT kroz
transkripcijsku represiju E-kadherina. Ekspresija FOXC2 pod utjecajem signala HH/GLI je
takoder poviSena, a on djeluje induciraju¢i N-kadherin, vimentin i fibronektin pospjesujuci
poprimanje mezenhimalnih karakteristika (Katoh i Katoh 2009). Jiang i sur. (2020) su u
istrazivanju tumorske progresije kroz EMT dokazali da je smanjena transkripcijska aktivnost GLI
povezana sa smanjenom ekspresijom N-kadherina i vimentina te da ,,knock-out GLI1 i GLI2
dovodi do smanjene invazivne sposobnosti tumora. Kod renalnih tumora i tumora dojke je situacija
vrlo sli¢na, SHH suprimira ekspresiju E-kadherina te je ekspresija vimentina i proteina SNAI

povezana sa invazivnim potencijalom tumora (Behnsawy i sur. 2013; Riaz i sur. 2019).

Melanom je najagresivniji oblik raka koji i u ranim stadijima ima lo$iju prognozu ako ga
usporedimo s drugim tipovima tumora (Shi i Chen 2019). S obzirom da signalni put HH/GLI ima
ulogu u nastajanju melanocita i da moze biti aktivan i kod odraslih populacija mati¢nih stanica u
kozi, nije iznenadujuce da je kod melanoma dokazana povisena razina ekspresije komponenti
PTCH, SMO i GLI. Dodatno povisenje ekspresije je pokazano kod metastatskih melanoma, $to je
u skladu s ve¢ objasnjenim utjecajem na metastaziranje. Inhibitori koreceptora SMO smanjuju rast

i sposobnost samoobnavljanja stanica melanoma preko inhibicije GLI1 (Pietrobono i sur. 2018).

1.6. CRISPR/Cas9 sustav

Prvo spominjanje CRISPR/Cas sustava je zabiljezeno 1987. godine kada su u genomu
bakterije Escherichia coli primjecene izmjenjuju¢e ponavljajuce i neponavljajuce sekvence.
Njihova funkcija je otkrivena tek dvadesetak godina kasnije kada je otkriveno da je ovaj dio
genoma odgovoran za adaptivnu imunost bakterija protiv bakteriofaga i drugih plazmida. Naziv
duguje svojoj strukturi unutar genoma koja se sastoji od ponavljajucih palindromskih sekvenci
razdvojenih neponavljaju¢im razmaknicama (engl. spacer) dobivenih od stranog genetskog
materijala, stoga je nazvan CRISPR (engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats). Oko 85% arheja i 45% bakterija posjeduje CRISPR lokus unutar genoma (Loureiro i Da
Silva 2019). Osim ponavljaju¢ih sekvenci i razmaknica, unutar CRISPR lokusa se nalaze i
CRISPR povezani geni Cas (engl. CRISPR associated genes) koji kodiraju proteine potrebne za

integraciju stranog materijala. Razli¢iti geni Cas odreduju do sada poznata tri glavna tipa i viSe
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podtipova CRISPR sustava (Van Der QOost i sur. 2014). Mehanizam na koji CRISPR-Cas sustav
bakterijama pruza adaptivnu imunost se sastoji od tri faze: adaptacija, biogeneza i interferencija.
Strani geneticki materijal se inkorporira u genom stanice tijekom stadija adaptacije. Proteini Casl
i Cas2, koji su prisutni u svim CRISPR sustavima, su glavni efektori ovog stadija te igraju ulogu
u odabiranju razmaknice i njenoj integraciji u genom. Kod CRISPR tipa II-A Cas9 prepoznaje
PAM (engl. protospaces adjacent motif) koji se nalazi pokraj Zeljene razmaknice. Smatra se da
Cas9 regrutira Casl i Cas2 koji zahvaljuju¢i svojoj endonukleaznoj i integraznoj aktivnosti
cijepaju nukleinsku kiselinu i ugraduju ju u genom stanice (Hille i Charpentier 2016). Prije
ugradnje razmaknice, prva ponavljaju¢a sekvenca u genomu se duplicira te se razmaknica ugraduje
na vode¢i kraj nukleinske kiseline. Tijekom biogneze, CRISPR lokus se transkribira u dugu
prekursorsku cr-RNA (pre-crRNA) koja se procesira u CRISPR RNA (cr-RNA) i sadrzi sekvencu
ugradene razmaknice. Dolazi do hibridizacije cr-RNA sa komplementarnom sekvencom trans-
activating CRISPR RNA (tracr-RNA) te procesiranja do zrele cr-RNA vodilje (engl. guide) koja
ostaje ¢vrsto vezana za Cas9 (Van Der Oost i sur. 2014). Protein Cas9 zatim prepoznaje sekvencu
na stranom materijalu na koju ju vodilja cr-RNA usmjeri te ju cijepa i time dovrSava korak
interferencije u kojem se strani genetiCki materijal cijepa te se njegov Stetni potencijal za

bakterijsku stanicu otklanja.

Uredivanje genoma organizama je moguce reprogramiranjem endonukleaze Cas9 pomocu
jedne kimerne molekule RNA (sgRNA, gRNA) koja ¢e djelovati kao vodilja i usmjeravati protein
na zeljena mjesta cijepanja DNA u genomu kako bi se postigao ciljani rezultat. Ova kimerna
molekula se sastoji od jedne hibridne RNA molekule koja ima dvije karakteristike nuzne za
pravilnu funkciju. Prva je sekvenca duZine oko 20 nukleotida na 5' kraju koja odreduje vezno
mjesto na DNA, a druga je dvolan¢ani dio molekule na 3' kraju koji omogucava vezanje na Cas9.
Stvaranjem ovakve RNA molekule omoguéeno je koristenje sustava koji se sastoji od samo dvije
komponente, a promjene u 5' kraju RNA molekule omogucavaju specifi¢no ciljanje bilo kojeg

mjesta u DNA uz uvjet da se pokraj nalazi PAM sekvenca (Slika 7) (Jinek i sur. 2012).
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Slika 7. Prikaz vezanja kompleksa sgRNA/Cas9 na ciljnu genomsku DNA nakon prepoznavanja
PAM. Kimerna molekula sgRNA 5' dijelom odreduje vezno mjesto na DNA, a 3' dijelom veze Cas9, dok
nukleazne domene HNH i RuvC cijepaju DNA domacina (preuzeto i prilagodeno sa https://www.bio-
connect.nl/crispr-cas9-genome-editing-transfection-reagents/cnt/page/5171)

Nakon uvodenja dvolancanog loma u DNA molekuli, postoje dva nacina popravka DNA.
Popravak spajanjem nehomolognih krajeva (engl. non-homologous end joining, NHEJ) je sklon
tockastim mutacijama, delecijama i moze uzrokovati pomak okvira ¢itanja koje izmjenjuju produkt
mutiranog gena koji najces¢e gubi svoju funkciju. Popravak NHEJ je koristan u slucajevima
zeljenog knock-outa. Popravak usmjeren na homologiju (engl. homology-directed repair, HDR) je
popravak tijekom kojeg dolazi do ugradivanja dijela donorske DNA koji ima krajeve homologne
domacinskoj DNA (Slika 8). Popravak se odvija homolognom rekombinacijom. U donorskoj DNA

se nalazi Zeljeni gen koji se Zeli ugraditi u genom domacinske stanice (Hille i Charpentier 2016).
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Slika 8. Popravak DNA nakon dvolan¢anog loma. Cas9 uvodi dvolanéani lom u molekulu DNA koja se
moze popraviti na dva nacina: spajanjem nehomolognih krajeva, koje je sklono pogreskama, ili popravkom
usmjerenim na homologiju kojim je moguée u domacinsku DNA ugraditi zeljeni gen uz prisutnost donorske
DNA koja sadrzi taj gen te ima krajeve DNA homologne s domac¢inskom DNA (preuzeto i prilagodeno iz
Hille i Charpentier 2016).

Metoda CRISPR-Cas se pokazala uc¢inkovitom u kreiranju stani¢nih i animalnih modela
odredenih tipova tumora, kao i za proucavanje utjecaja mutacija odredenih gena na progresiju
bolesti. Oc¢igledan je potencijal koji ova metoda ima u ispravljanju mutacija koje uzrokuju razlicite
monogenske bolesti kao §to je cisticna fibroza ili srpasta anemija. Osim kod genetskih bolesti,
sustav je vrlo koristan i kod virusnih bolesti i bakterijskih infekcija. Do sada su istrazivaci veé
uspjeli eradicirati virus HIV-a iz humanih CD4+ stanica pomocu izrezivanja dijela genoma s Cas9.
Ipak, ovakav tretman je ograni¢en samo na specifi¢ne tretirane stanice, a ne na kompletno tkivo ili
organske sustave $to ograni¢ava njegovu primjenu u lije¢enju bolesti. Zabrinutost oko pojave
bakterija koje su rezistentne na velik broj modernih antibiotika je potakla znanstvenike da ovaj
sustav testiraju i na otklanjanju antibiotske rezistencije u bakterija. Metoda se pokazala
ucinkovitom, bez Stetnih utjecaja na bakterijske stanice Escherichia coli na kojima je istrazivanje
provedeno. Potencijal CRISPR-Cas sustava nije ograni¢en isklju¢ivo na biomedicinske svrhe.
Moguce je izmijeniti genom biljaka kako bi postale rezistentne na Stetocine, viruse, kako bi bolje

podnosile susna razdoblja ili davale vise plodova (Loureiro i Da Silva 2019).
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2. CILJISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je validacija ciljane ugradnje gena SHH u stani¢ni genom i ispitivanje

aktivnosti signalnog puta HH/GLI u tim stani¢nim linijama.

Kako bi se glavni cilj postigao, odredeni su sljedeéi ciljevi:

1. Razviti individualne klonske linije stani¢ne linije CHLI1-SHH iz pojedina¢nih

transfeciranih stanica
2. Definirati koje stani¢ne linije imaju poviSenu razinu proteina SHH u odnosu na ishodisnu
3. Provjeriti prisutnost i ispravnost ugradnje gena SHH u AAVS1 lokus

4. Ispitati aktivnost signalnog puta HH/GLI u stanicama s ugradenim SHH i usporediti ih

s ishodi$nim stanicama divljeg tipa

5. Usporediti markere epitelno-mezenhimalne tranzicije i stani¢nu morfologiju ishodi$nih

i modificiranih stanica
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

Materijal na kojem je istrazivanje provedeno je komercijalno dostupna stani¢na linija
melanoma ¢ovjeka CHL-1. Uzgaja se u stani¢noj kulturi u DMEM (engl. Dulbecco's Minimal
Essential Medium, Gibco) mediju s dodatkom 10% fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine
serum, FBS, Sigma). Stani¢na linija je uzgajana u inkubatoru (Kambi¢) na temperaturi 37°C i pri

5% COz u petrijevim zdjelicama promjera 10 cm.

3.2. Metode
3.2.1. Rad sa stani¢nim kulturama

Rad koji ukljucuje stani¢ne kulture sam obavljala u sterilnim uvjetima unutar laminarnog
zastitnog uredaja s protokom zraka. Provodila sam i sterilizaciju laminara UV svjetlom prije i

poslije rada, uz dezinfekciju radne povrsine etanolom.

3.2.2. Unos gena za protein SHH u stani¢ne linijje CHL-1

Ugradnja gena SHH je napravljena pomoc¢u CRISPR-Cas9 sustava koji je omogucio ciljanu
ugradnju gena u AAVS1 lokus u genomu stanice. Za to se koristio komercijalni komplet za ugradnju
u AAVS1 lokus (GE100027, Origene, SAD) koji sadrzi dva vektora. Prvi je pCas-Guide-AAVS1
koji eksprimira sgRNA koja cilja AAVS1 lokus, te nukleazu Cas9. Drugi je pAAVS1-Puro -DNR
koji sadrzi homologne regije koje odgovaraju AAVS1 lokusu. Izmedu tih regija nalazi se mjesto za
kloniranje Zeljenog inserta i gen za rezistenciju na puromicin (Slika 9). Postupak dizajna,
kloniranja i provjere inserta gena SHH u ovaj vektor opisane su u diplomskom radu Josipe Conkas
(2021).
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Slika 9. Shematski prikaz koriStenih vektora iz kompleta (preuzeto i prilagodeno s www.origene.com)

Postupak transfekcije i selekcije stanica napravljen je u Laboratoriju za nasljedni rak.

200 000 stanica stani¢ne linije CHL-1 nasadeno je u jedan bunari¢ plocice sa Sest bunari¢a
u 2 mL kompletnog DMEM medija (90% DMEM, 10% FBS) i ostavljeno preko noc¢i u inkubatoru
na 37°C i 5% CO: kako bi se stanice pricvrstile za podlogu. Sljede¢i dan je pripremljena
transfekcijska mjesavina tako da je 2,5 pg vektora pCas-Guide-AAVS1 (3.58 uL) i 2,5 pg vektora
pAAVS1-Puro-DNR-SHH (9,29 pL) pomijesano sa 87,13 pL Xfect pufera (Takara Bio).
Mjesavini je dodan 1,5 uL Xfect polimera (Takara Bio). Smjesu se dobro protreslo 10 sekundi i
inkubiralo 10 minuta na sobnoj temperaturi. Za to vrijeme je sa stanica uklonjen medij i stanice su
isprane s 2 mL PBS pufera (engl. Phosphate-Buffered Saline; 1.7mM mM KH2PO4, 136 mM
NaCl, 1 mM NaxHPO4, KH2PO4, pH 7.2) koji je nakon ispiranja uklonjen. Na stanice je nakapana
mjeSavina vektora s Xfect reagensima, a zatim je dodano 2 mL DMEM medija bez FBS-a. Stanice
su pohranjene u inkubator na 37°C i 5% CO2 na 5 sati. Nakon inkubacije, sa stanica je uklonjen
medij, stanice su isprane sa 2 mL PBS pufera i ostavljene preko noc¢i u kompletnom DMEM
mediju. Sljedec¢i dan je na stanice dodan antibiotik puromicin u koncentraciji 1 pg/mL. Stanice su
ostavljene u antibiotiku 15 dana. Svaki drugi ili tre¢i dan im je mijenjan medij s antibiotikom.
Nakon selekcije antibiotikom, prezivjele stanice su pomocu tripsina odvojene od podloge,
izbrojane i nasadene u plocicu s 96 bunarica u gusto¢i od 5 stanica/mL u 100 pL medija u bunaricu.
Ovakvim nasadivanjem se osigurava da ¢e u pojedinom bunari¢u naj¢esce biti jedna stanica, $to

omogucava razvoj klonske linijje. Na ovaj na¢in mozemo biti sigurni da je linija geneticki
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homogena. Ako je u stanici doslo do ugradnje Zeljenog gena, cijela stani¢na linija koja je od nje
nastala ¢e nositi tu promjenu. Stanice su odrzavane u plocici s 96 bunari¢a dok nisu formirale po
jednu jasnu koloniju u bunari¢u. Ako je u bunari¢ima bilo Vvise kolonija, ili ako u bunaricu nije
bilo stanica, ti bunari¢i su odbaceni. Oni s jednom kolonijom su tripsinizirani i presadeni u plocice

sa 6 bunarica.

3.2.3. Uzgoj i odrzavanje stanica u kulturi

Sve potrebne tubice, epruvete, plocice s bunari¢ima i petrijevke sam prije pocetka samog
postupka oznacila s odgovaraju¢im oznakama te sam postupke obavljala u sterilnim uvjetima.

Stani¢ne linije su ¢uvane u inkubatoru pri 37°C i 5% CO.,

Inicijalno prikupljanje stanica za izolaciju DNA, proteina i zamrzavanje se obavljalo sa
stanicama koje su se nalazile u plo¢icama sa Sest bunarica, a svi kasniji eksprerimenti sa stanicama

nasadenima u petrijevim zdjelicama.

Promjenu medija sam radila na nacin da stari medij pipetom prikupim iz petrijeve zdjelice
i bacim te sterilnom pipetom dodam 10 mL svjezeg medija za petrijevke, i 2 mL za bunarice u
ploCicama sa 6 bunari¢a. Prikupljanje stanica sam obavljala za tri razliCite svrhe: izolaciju DNA,
izolaciju proteina i zamrzavanje. Stanice koje sam prikupljala za izolaciju DNA i zamrzavanje sam
nakon pokupljenog starog medija ispirala sa 1 mL PBS pufera po bunaricu, ili 5 mL po petrijevoj
zdjelici pomocu sterilnih pipeta. Korak ispiranja PBS puferom je nuzan iz razloga §to se ove
stanice sa podloge skidaju pomocu tripsina, a zaostali medij u bunari¢u ili petrijevci ima
sposobnost njegove deaktivacije u kojem slucaju se stanice ne¢e odvojiti od podloge. Nakon
ispiranja, ovisno o tome gdje se stanice nalaze, u bunari¢ sam dodala po 200 pL, a u petrijevku po
1 mL smjese tripsina s dodatkom 1mM EDTA. Nakon nekoliko minuta, u posudi se vidi zamucéenje
1 kretanje stanica zajedno s teku¢inom Sto je indikator da su se stanice uspje$no odvojile od
podloge. Kada je korak odvajanja od podloge gotov, u bunaric ili petrijevku sam dodala kompletni
medij te stanice resuspendirala pipetom. Od ukupnog volumena medija u bunari¢u ili petrijevoj
zdjelici sam odvojila 1 mL koji mi je sluzio za daljnje propagiranje tih stani¢nih linija. Za stanice
koje sam pripremala za izolaciju DNA, suspenziju stanica sam centrifugirala 5 minuta na 1200 x

g nakon ¢ega sam supernatant izlila iz tubica te talog ¢uvala u zamrzivac¢u na -20°C. Postupak
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zamrzavanja stanica je identi¢an skupljanju stanica za izolaciju DNA, uz razliku $to sam umjesto
kompletnog medija dodala 1 mL medija za zamrzavanje (50% FBS, 40% DMEM, 10% DMSO)
te sam ih ¢uvala u zamrzivacu na -80°C. Stanice koje sam planirala provesti kroz izolaciju proteina
nisam mogla tripsinizirati jer bi se zeljeni potrebni proteini razgradili takvim postupkom.
Stanicama bih prvo otklonila stari medij pomocu Ciste pipete. Kad u petrijevci vise nije bilo medija,
dodala sam po 1 mL PBS pufera te ih s podloge uklanjala fizi¢ki pomocu sterilne strugalice. Kada
se izgubio osjecaj klizavosti na povrsini koju struzem sam sadrzaj prikupila sterilnom pipetom te
prebacila u oznacene tubice. Nakon svake stani¢ne linije bih strugalicu isprala sa etanolom i
destiliranom vodom. Tubice sa stanicama sam zatim centrifugirala 5 min na 1200 x g, izlila

supernatant, a taloge u tubicama cuvala u frizideru na -20°C.

Presadivanje stanica iz petrijevih zdjelica u plocice sa Sest bunari¢a sam obavljala tako da
sam prvo otklonila medij iz petrijevke pomocu pipete. Isprala sam zdjelicu sa 5 ml PBS pufera,
otklonila pufer te dodala 1 mL smjese tripsina i EDTA. Nakon §to se stanice odlijepe od povrsine
sam dodala 6 mL medija te ih dobro resuspendirala pipetom. Tih 6 mL medija sa stanicama sam
ravnomjerno rasporedila u tri bunari¢a na plocici, po 2 mL u svaki bunari¢ nakon ¢ega sam

bunari¢e dodatno nadopunila medijem te pohranila stanice u inkubator.

3.2.4. Izolacija DNA

Proces izolacije DNA sam obavljala u digestoru s protokom zraka. U svaku tubicu sa
stanicama predodredenima za izolaciju DNA koje su se ¢uvale na -20°C dodala sam 500 pL pufera
za izolaciju (10 mM TRIS, 0.4 M NaCl, 2 mM EDTA, 1% SDS, pH 8.0) i 10 pL proteinaze K te
inkubirala 10 minuta na 56°C. Ovim korakom se stanica raspada, proteini degradiraju, a DNA
oslobada. Zatim sam dodala po 500uL fenola u svaku tubicu, dobro ih protresla te stavila u
centrifugu na 10 minuta, 16 000 x g pri temperaturi od 4°C. Supernatant sam prebacila u Ciste
tubice te dodala 500uL otopine kloroform-izoamilni alkohol koju sam pripremila u omjeru 24:1.
Kloroform omogucava razdvajanje vodene faze u kojoj se nalazi DNA od ostatka organskih tvari
koje zaostaju u donjoj fazi. Tubice sam dobro protresla te ponovno centrifugirala 10 minuta na
4°C. Od gornje, vodene faze sam 400 pL prebacila u Ciste tubice pomocu pipete i dodala 800 pL
apsolutnog etanola koji je cuvan na -20°C kako bi se DNA precipitirala. Tubice sam centrifugirala

20 minuta na 16 000 x g pri 4°C. Supernatant sam pipetom pazljivo uklonila bez da oStetim talog.
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Talog u tubicama sam ostavila na susenju na zraku nakon ¢ega sam u svaku tubicu dodala 100 pL
TE pufera (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH 8.0) te na nanofotometru (Implen, Njemacka) pri
apsorbanciji A = 260/280 izmjerila koncentracije DNA u uzorcima. Prije mjerenja uzoraka sam
kalibrirala uredaj nanosenjem 1 pL TE pufera, a tek nakon toga sam pocela sa nanosenjem uzoraka.
Izmedu svakog uzorka sam ocistila senzor uredaja. Omjer apsorbancije 260/280 ukazuje na Cistocu
uzorka, Sto je omjer blizi 2, to je uzorak CiS¢i, ako je prenizak, najvjerojatnija je kontaminacija

uzorka proteinima.

3.2.5. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Pomocu lancane reakcije polimerazom umnazamo specifi¢ni odsjecak male koli¢ine DNA
do koli¢ine koja nam je dovoljna za proucavanje. Kopije manjih dijelova DNA se kroz cikluse
eksponencijalno umnazaju kroz seriju temperaturnih promjena koje omogucavaju razli¢ite nuzne
reakcije poput razdvajanja lanaca dvolan¢ane DNA, prijanjanja poCenica i optimalne aktivnosti

polimeraze (Slika 10).
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Slika 10. Prikaz koraka u lan¢anoj reakciji polimeraze (slika izradena na https://app.biorender.com/).

S obzirom da je ukupni volumen u kojemu sam provodila PCR vrlo malen, to¢no 10 pL,

sve komponente je jednostavnije dodati u jednu tubicu, u pravilu za veéi broj uzoraka nego $to je
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potrebno da bi se korigirala moguca greska u pipetiranju i da reakcijska smjesa u svim uzorcima
bude homogena. Broj uzoraka sam rac¢unala kao stvarni broj uzoraka ukljuc¢ujuéi divlji tip + vektor
+ negativna kontrola + 1 uzorak. Radna otopina se sastoji od vode, pufera, pocetnica SHH KI GEN
F (sekvenca pocetnice: 5> GTGATAGTGGAGGCGGTGAT 3°) i XL39 (sekvenca pocetnice: 5'
ATTAGGACAAGGCTGGTGGG 3'), dNTPova te DNA polimeraze koje sam prije pipetiranja u
tubicu za ukupnu radnu otopinu nekoliko sekundi centrifugirala (Tablica 1). Vezna mjesta

pocetnica kao i lokus AAVSL1 su prikazani na Slici 11.

W13 rev) (5763 .. 5782) SHH-KIctr| R (6811 .. 6830)
Start (0) (4141 .. 4160) T7{ (5369 .. 5388) mﬂi ‘End (6968)
2000 0007 = 60007 N
FAL < PuoR ] < PGK promater > | T | | [ FAR

CMV enhancer | | | | hGH paly(a) signal
CMV promoter T7 promoter Myc FLAG

Mi3 rev (5763 .. 5782) SHH-KIctrl R (6811 .. 6830)

(4141 .. 4160) T?L (5369 .. 5388) E:]:!EE‘EIT End (6966)

T | ——rrrr— | | | -
|

CMV enhancer | | | hGH paly(A) signal
CMV promoter T7 promoter Myc FLAG

Slika 11. Shematski prikaz lokusa AAVS1. Prvi dio predstavlja kompletan lokus AAVS]1 sa ugradenom

ekspresijskom kazetom za protein SHH. Drugi dio slike je dio lokusa sa gene blockom SHH i prikazanim
mjestima vezanja pocetnica SHH_KI F i XL39.

Tablica 1. Volumeni komponenti radne otopine za jedan uzorak

1x
voda 6,72uL
pufer 1uL

F primer 0,5uL
R primer 0,5uL
dNTP 0,2ulL
DNA
polimeraza | 0,08uL

Ekspresijska kazeta uz gen SHH sadrzi i gen za rezistenciju na puromicin. HA-L i HA-R
su regije homologije na kojima dolazi do popravka vodenim homologijom. Kako bi osigurali da
se pocetnice nece vezati 1 za genomsku DNA, sekvence pocetnica su dizajnirane po sekvenci

sintetskog gena SHH koji daje isti produkt, ali se razlikuje u sekvenci. Takoder, pocetnice se vezu
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na regije unutar inserta za SHH i u dijelu kazete van inserta §to osigurava da se neCe umnazati

DNA domacinske stanice.

Napravljenu radnu otopinu sam zatim vorteksirala i kratko centrifugirala kako bi osigurala
homogenost otopine te raspipetirala po 9uL u tubice od 0,2 mL, u njih dodala uzorke i kontrole
volumena 1 pL. Tubice sam ponovno vorteksirala i kratko centrifugirala te postavila u uredaj za
PCR (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700). Namjestila sam program koji se sastojao
od:

Temperatura Vrijeme(min)
94°C 4:00

94°C 0:30

60°C 0:45 45x
72°C 0:45

74°C 7:00

8°C 00

Program ukupno traje otprilike 2h, uz zagrijavanje i hladenje uredaja. Kada se uredaj ohladi
na 8°C, tubice sa uzorcima sam izvadila van. Pripremila sam otopinu 1% agaroze (0,89 agaroza,
80 mL TAE pufer (40 mM Tris, 20 mM octena kiselina, 1 mM EDTA)) koju sam u mikrovalnoj
zagrijala do vrenja kako bi se sva agaroza otopila. Kada je smjesa pocela kljucati, izvadila sam ju
van i dodala 3 puL boje Midori Green, dobro promjesala smjesu u tikvici te izlila u okvir za agarozni
gel. Postavila sam ceSljice u gelove te ostavila gel da se polimerizira. Nakon §to je gel oCvrsnuo,
izvadila sam cesljice iz gela te nosa¢ gela postavila u uredaj za razdvajanje u kojemu se nalazio
TAE pufer. Po 3 pL svakog uzorka sam na komadicu parafilma pomjesala sa otprilike 1 pL pufera
zananosenje (pufer LB) te zajedno nanosila u jaZice. Sa obje strane gela sam nanosila DNA marker
Quick-Load Purple DNA Ladder (New England BioLabs, SAD). Uredaj sam ukljucila na 100V u

trajanju od 20-30 minuta. Nakon §to je proces dovrsen, gel sam slikala na transiluminatoru.
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3.2.6. lzolacija proteina iz stanica

Tubice s talozima koje su predodredene za izolaciju proteina sam izvadila iz pohrane te u
svaku tubicu dodala 100 pL pufera za lizu stanica koji se sastoji od inhibitora proteaza i pufera
RIPA (25 mM Tris-HCI, 1% Na-deoksiholat, 1% Nonidet P-40, 150 mM NacCl, 0.1% SDS).
Inhibitori proteaza dodaju se u pufer RIPA u obliku tableta (Complete Mini Protease Inhibitor
Cocktail Tablets, Roche), pri cemu na 10 mL pufera ide jedna tableta inhibitora. Tubice sam drzala
na ledu tijekom cijelog postupka izolacije proteina kako ne bi doslo do degradacije proteina. U
posudicu s ledom sam stavila tubicu u kojoj se nalazi talog i pufer te provela postupak sonikacije
kako bih razbila stanice unutar uzorka. Nastavak za sonikator (debljina sonde 1 mm) sam uronila
u tubicu koju sam drzala na ledu te sonicirala 15 sekundi, pauzirala nekoliko sekundi te ponovno
sonicirala 15 sekundi. Tako obradene uzorke sam 30 minuta centrifugirala na 4°C i 6000 X g.

Nakon centrifuge sam supernatant prebacila u sterilne oznacene tubice.

Kako bi mogla odrediti koli¢inu uzorka koju ¢u koristiti u elektroforezi i westernskoj
metodi otiska, morala sam odrediti koncentracije proteina u uzorcima. Za odredivanje
koncentracije proteina sam koristila komplet pod nazivom BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific, USA) u kojemu se nalaze otopine s ve¢ poznatim koncentracijama proteina s kojima
mozemo usporediti uzorke nepoznate koncentracije te tako odrediti njihovu koncentraciju. Ova
metoda je kolorimetrijska kvantifikacijska metoda koja se temelji na promjeni boje reagensa pri
razli¢itim koncentracijama proteina. Peptidne veze unutar proteina reduciraju ione Cu2+ u Cu+.
Koli¢ina nastalog Cut+ iona ovisi o koncentraciji proteina u uzorku kojeg testiramo.
Kolorimetrijski dio metode se zasniva na reakciji nastalih Cu+ iona s reagensima iz kompleta.
Nastali kompleksi imaju snaznu apsorbanciju na 562 nm koja se povecava s koncentracijom
proteina. Prateci upute koje dolaze uz komplet, pripremila sam niz serijskih razrjedenja poznate
koncentracije standardnog proteina 1 mg/mL BSA (engl. bovine serum albumin): 2000 pg/mL,
1500 pg/mL, 1000 pg/mL, 750 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 25 pg/mL i O pg/mL.
Pripremila sam radnu otopinu koja se sastoji od reagensa A i reagensa B u omjeru 50:1. Po 25 pL
otopina standarda i uzoraka sam u duplikatima pipetirala u plocicu s 96 bunari¢a. U svaki od
bunari¢a sam dodala po 200 pL radne otopine, 30 sekundi protresla ploc¢icu te inkubirala 30 minuta
na 37°C. Nakon inkubacije sam izmjerila apsorbanciju pri 562 nm na spektrofotometru
(Labsystems Multiskan MS, Finska). Rezultate sam unijela u Microsoft Office Excel program gdje

26



sam izradila standardnu krivulju koncentracija standardnih proteina pomocu koje sam odredila

koncentracije proteina u uzorcima.

3.2.7. Westernska metoda otiska

Westernska metoda otiska omogucava identifikaciju specificnih proteina unutar
kompleksne smjese dobivene iz stanica. Metoda koristi nekoliko koraka kako bi ovo postignula:
razdvajanje proteina po veli€ini, njihov transfer na ¢vrstu podlogu te vizualizaciju proteina pomoc¢u
primarnih i sekundarnih protutijela (Slika 12). Ovim postupkom dobivamo informacije je li protein

prisutan u smjesi i okvirno u kojoj koli€ini.

= +
— (AW N RN
v » 1 |
— v hiembrana
Gel T
v Spufvica
+
Elektroforeza irati
Transfer Blokiranje
WESTERM BLOT
— 1 I L J
] — — ——
v— —
Detekeija Inkutacija sa Inkubacija s
selundamim antitijelom primarmim antitijelom
Slika 12. SaZeti prikaz koraka westernske metode otiska (preuzeto i prilagodeno od

https://www.cusabio.com/m-244.html)

Metoda se temelji na specificnom vezanju primarnog protutijela za zeljeni protein. Na Fab
ulomak primarnog protutijela se veze sekundarno protutijelo koje je konjugirano s peroksidazom,
koja nakon reakcije sa supstratom (kemiluminiscentni reagens) daje svjetlosni signal koji se moze

detektirati.
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Westernska metoda otiska zapo€inje razdvajanjem proteina iz uzorka po veli¢ini pomocu
SDS-elektroforeze. SDS djeluje denaturirajuée na proteine te ih ¢ini negativno nabijenima kako bi
mogli kroz gel putovati prema pozitivnoj elektrodi. Brzina putovanja ovisi o veli¢ini proteina. Za
elektroforezu sam pripremila gel za sabijanje i gel za razdvajanje koji se razlikuju po svom sastavu.
Gel za razdvajanje je bio 12% SDS gel, a gel za sabijanje 5% (Tablica 2). Debljina gela za

elektroforezu je bila 1.5 mm i koristila sam ¢eslji¢e za gel za 10 jaZica.

Prvi gel koji sam pripremila je gel za razdvajanje. APS i TEMED sam dodala neposredno
prije izlijevanja gela izmedu stakala na nosacu. Gel sam nanijela do otprilike % visine stakla, a na
njega sam nanijela otprilike 1 mL izopropanola koji omoguéava stvaranje ravnog ruba gela bez
mjehuri¢a. Gel sam ostavila pola sata da se polimerizira, a u tom vremenu sam pripremila gornji
gel u kojeg sam dodala sve osim TEMED-a. Kada je donji gel polimerizirao, uklonila sam
izopropanol, u smjesu za gornji gel dodala TEMED te odmah nanijela gel za sabijanje do vrha

stakla 1 stavila ¢eslji¢ za 10 jazica. Gel za sabijanje sam ostavila da se polimerizira pola sata.

Tablica 2. Sastav koristenih gelova za elektroforezu

Gel za razdvajanje 20 mL Gel za sabijanje 6 mL
Voda 6.6mL Voda 4.1mL
30% akrilamid 8mL 30% akrilamid 1mL
1.5M TRIS pH=8,8 5mL 1.5M TRIS pH=6,8 750puL
10% SDS 200uL 10% SDS 60pL
10% APS 200uL 10% APS 60pL
TEMED 8uL TEMED 6uL

Nakon pripreme gelova, denaturirala sam uzorke. Pomocu prethodno dobivenih
koncentracija proteina u uzorcima sam odredila koli¢inu uzorka i pufera za nanoSenje (pufer LB,
engl. loading buffer; 0.2 M Tris-HCI pH 6.8, 0.4 M DTT, 8% SDS, 40% glicerol, 0.001%
bromfenol blue), tako da u svim jazicama bude po 30 pg proteina. Nakon mijesanja uzorka s
puferom LB, tubice u kojima se smjesa nalazila sam stavila na termoblok (Eppendorf, Njemacka)
10 minuta na 95°C. Kad su se proteini denaturirali, a gel za sabijanje se polimerizirao, staklo s
gelom sam postavila u sustav za elektroforezu koji sam napunila puferom za elektroforezu (1 M

glicin, 50 mM Tris, 1% SDS). U prvu jazicu u gelovima sam dodala po 3,5m pL proteinskog
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markera CozyHI Prestained Protein Ladder (HighQu, Njemacka), a zatim uzorke u ostale jazice.
Sustav sam zatvorila, prikljucila na struju i ostavila 20 minuta na 90V, a zatim povisila na 120V

jos jedan sat ili dok fronta boje ne dode na donji rub gela.

Kada je razdvajanje proteina po veliCini gotovo, sljede¢i korak je prenoSenje proteina na
¢vrstu podlogu, u ovom slucaju nitroceluloznu membranu (Amersham Protran BA83, GE
Healthcare, veli¢ina pora 0,2 um). Prije unoSenja u nosa¢ sam slozila sustav za prijenos na
membranu. Proces slaganja se sastojao od plasti¢nog nosaca koji ima prozirnu i obojenu stranu.
Nosa¢ sam postavila u kadicu u kojoj se nalazio pufer, otvorila ga te na prozirnu stranu slagala
spuzvicu, dva komada filter papira, nitroceluloznu membranu, gel koji sam pazljivo izvadila iz

stakla, dva komada filter papira te kona¢no jo$ jednu spuzvicu (Slika 13).

Spuivica
Filter papir
Membrana
Gel

Filter papir
Spuivica

Slika 13. Shema slaganja kazete za prijenos na nitroceluloznu membranu (preuzeto i prilagodeno od
http://www.radio.cuci.udg.mx/bch/EN/Western.html)

Ako sam u isto vrijeme radila viSe od jednog prijenosa, membrane sam oznacavala
rezanjem jednog kuta kako bih znala orijentaciju uzoraka na membrani. Valjkom sam pazljivo
prosla po spuzvici kako bih istisnula mjehurice zraka koji su tijekom slaganja ostali zarobljeni
izmedu gela i membrane. Sustav sam ¢vrsto zatvorila te postavila u sustav za prijenos proteina koji
sam prethodno napunila puferom (200 mM Tris, 1.5 M glicin, 10% metanol). Prijenos proteina je
trajao 1h na konstantnih 100V. Kada je proces prijenosa zavrsio, pripremila sam otopinu za
blokiranje koja se sastoji od 5% mlijeka u prahu u TBST-u (engl. Tris Buffered Saline Buffer with
Tween20; 50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0.05% Tween 20, pH 7,5). Membranu sam pazljivo pincetom
izvadila i postavila u kadicu u kojoj se nalazila 5% otopina mlijeka u prahu u TBST puferu. Kadicu
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sam postavila na tresilicu i ostavila 30 minuta. Ovaj postupak sluzi tome da se popune mjesta na
membrani na koja bi se primarno protutijelo moglo nespecifi¢no vezati i dati neto¢ne informacije
0 prisutnosti nekog proteina. Tijekom blokiranja membrane sam pripremila 1:50 razrjedenje
primarnog mi$jeg protutijela anti-SHH (sc-365112, Santa Cruz Biotechnology) u 5% otopini
mlijeka u TBST-u u ukupnom volumenu 1 mL. Membranu sam postavila izmedu dvije zapeCacene
folije, u nju dodala otopinu protutijela, zatvorila foliju te inkubirala na roteksu preko noci na 4°C.
Sljede¢i dan, membranu sam pazljivo izvadila iz folije, postavila u kadicu te tri puta uzastopno
ispirala u TBST-u po pet minuta na tresilici. Kada sam membranu temeljito isprala kako bi
otklonila visak primarnog protutijela, u kadicu gdje se nalazila membrana sam dodala otopinu
sekundarnog anti-misjeg protutijela (554002, BD Pharmigen) u razrjedenju 1:8000. Inkubacija sa
sekundarnim protutijelom je trajala sat vremena na tresilici na sobnoj temperaturi nakon cega je
uslijedio postupak vizualizacije za $to sam koristila Super Signal West (Thermo Scientific, USA)
koji se sastojao od Pico i Femto reagensa koje sam mijesala u omjeru 1:3. Pico i Femto reagensi
su kemiluminiscentni supstrati za peroksidazu iz hrena s razli¢itom ja¢inom signala. Membranu
sam postavila na foliju te na nju nanijela 1 mL otopine Pico-Femto. Membranu sam poklopila
kadicom te ostavila u mraku na inkubaciji 5 minuta. Kada je vrijeme inkubacije isteklo, membranu
sam preklopila s jo§ jednom folijom, pazljivo istisnula mjehurice zraka te prenijela u aparat za
slikanje UVITEC Alliance (UVITEC Cambridge, UK). Kao kontrolu sam isti postupak na istoj
membrani provodila sa protutijelima za B-aktin (razrjedenje 1:5000, 8H10D10, Cell Signaling).

Isti postupak je proveden pri testiranjima na ekspresiju PTCHI (razrjedenje primarnog
protutijela 1:1000, A0826, ze¢je, ABClonal, USA), GLI1 (1:500, NB600-600, ze¢je, Novus,
SAD), GLI3 (1:1000, 19949-1-AP, zecje, GeneTex, SAD), VIM (1:1000, D21H3, ze¢je, Cell
Signaling) i E-kadherin (1:1000, 24E10, ze¢je, Cell Signaling), i sekundarno anti-zecje protutijelo
/554021, BD Pharmigen) u razrjedenju 1:6000.

3.2.8. Imunofluorescencija

Imunofluorescencija je imunohistokemijska metoda koja koristi specifiéno vezanje
protutijela kako bi pomocu fluorescentnog mikroskopa mogli vizualizirati proteine u tkivu ili
njihovu lokaciju u stanici. Temelji se na sposobnosti fluorofora da otpusta svjetlo kada je izloZzen

odredenoj valnoj duZini svijetla. Primarno protutijelo se veZze na Zeljeni protein, a sekundarno
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protutijelo konjugirano sa fluoroforom se veze na primarno. Pod svjetlom odredene duljine,
fluorofor emitira svjetlost druge valne duljine koju mozemo vidjeti pod fluorescentnim
mikroskopom (Slika 14).

Direktna Indirektna
T Antigen
® 2 ,I\ Primarno antitijelo
“\ ,;'; Sekundarno antitijelo
¥ Fluorofor

Slika 14. Shema funkcioniranja imunofluorescencije. Ako je antigen prisutan, primarno protutijelo se
veze za njega. Ukoliko je do vezanja doslo, nakon dodavanja sekundarnog protutijela koje je konjugirano
s fluoroforom i izlaganja odredenoj valnoj duljini svjetla, fluorofor otpusta svjetlosni signal koji mozemo
detektirati (preuzeto i prilagodeno od https://www.abcam.com/secondary-antibodies/direct-vs-indirect-
immunofluorescence).

Stani¢nim linijama sam otklonila stari medij, tripsinizirala ih, pricekala da se odvoje od povrSine
bunari¢a, u bunari¢ dodala medij, dobro ih resuspendirala pomocu pipete te prebacila u sterilne
oznaéene epruvete. Pripremila sam Neubauerove komorice za brojanje stanica. Prije unosa u
komoricu, unutar jedne plocice sa 96 bunari¢a sam pomijesala 80 puL metilenskog modrila s 20 pL
suspenzije stanica kako bih ih lak$e vizualizirala pod mikroskopom. Zatim sam unutar mreze za
brojanje prebrojala broj stanica, te izraunala potrebni volumen za nasadivanje uzevsi u obzir
razrjedenje, broj prebrojanih stanica u volumenu komorice te Zeljenu gustocu nasadenih stanica.
Stanice sam nasadila u gusto¢i od 50 000 stanica po jednom bunari¢u u plocici sa 24 bunarica.
Ukupno sam nasadila dvije plocice sa 24 bunari¢a. Svaka od linija je nasadena u 6 bunarica te tri
dodatna bunarica s linijom divljeg tipa koje sam nasadila kako bi imala netretiranu negativnu
kontrolu, te dva bunarica samo sa sekundarnim protutijelima kako bih testirala hoce li se
sekundarno protutijelo nespecificno vezati za neku od komponenti unutar stanica. Nakon
nasadivanja stani¢nih linija po shemi (Slika 15), u svaki bunari¢ sa stanicama sam dodala 500pL

medija te ostavila plo¢ice preko no¢i u inkubatoru pri 37°C da se stanice prihvate za podlogu.
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Slika 15. Shema nasadivanja stani¢nih linija u plocice sa 24 bunari¢a i dodavanja primarnih
protutijela i negativnih kontrola.

Slijede¢i dan sam plocice izvadila s inkubacije te pipetom maknula stari medij te svaki bunari¢
isprala sa 500 pL PBS pufera tri puta pazeéi da ne isperem i stanice. Nakon svakog koraka sam
mijenjala nastavak za pipetu. Nakon temeljitog ispiranja, u digestoru s protokom zraka sam u
bunari¢e dodala po 500 YL 3,6% formaldehida te plocicu poklopila i ostavila na inkubaciji 10
minuta pri sobnoj temperaturi. Ovaj korak ¢e stanice fiksirati za povrSinu bunari¢a. Nakon 10
minuta, formaldehid sam pipetom maknula iz bunari¢a, ponovno sve bunarice isprala s PBS
puferom tri puta, te dodala 500 pL metanola po bunari¢u kako bi doslo do permeabilizacije. Nakon
10 minuta inkubacije sa metanolom, bunari¢e sam isprala tri puta sa PBS puferom. Zatim sam
zakuhala citratni pufer (Dako, SAD) u mikrovalnoj pec¢nici te dodala 500 pL pufera po bunaricu
te ostavila 20 minuta na sobnoj temperaturi. Citratni pufer omogucuje da se fiksirani proteini

renaturiraju u prirodnu konformaciju nakon fiksacije i permeabilizacije. Ponovno sam bunarice
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isprala sa PBS puferom tri puta te u svaki bunari¢ nakapala po tri kapi protein blokirajuce otopine
(engl. Protein block, Dako, SAD) i ostavila na inkubaciji pola sata na sobnoj temperaturi. Ova
otopina ¢e sprijecCiti nespecificno vezanje primarnog protutijela. Pripremila sam razrjedenja
potrebnih protutijela u 2% BSA/TBST. Primarna protutijela za PTCH (A0826, ze¢je, ABClonal,
USA), VIM (D21H3, zeéje, Cell Signaling), E-CAD (24E10, zec¢je, Cell Signaling), i GLI3
(19949-1-AP, zeéje, GeneTex, SAD), sam razrijedila u omjeru 1:500, a za GLI1 (NB600-600,
zecje, Novus, SAD), GLI2 (sc-271786, misje, Santa Cruz, SAD) i SHH (sc-365112, misje, Santa
Cruz) u omjeru 1:100. Po 100 pL odgovarajuéih protutijela sam dodala u bunari¢e odgovarajuéi
shemi. Slozila sam vlaznu komoru u koju sam postavila plo¢ice te ju dobro zatvorila i ostavila da
se inkubira preko no¢i na 4°C. Slijedec¢i dan sam pipetom uklonila primarna protutijela te bunarice
temeljito isprala PBS-om tri puta kako bi otklonila sav visak protutijela. Pripremila sam
razrjedenja sekundarnih protutijela u omjeru 1:100. Za primarno anti-SHH i anti-GLI1 protutijela
sam koristila sekundarno protutijelo specificno za misja protutijela (anti-mouse 19G FITC, sc-
2099, Santa Cruz), a za PTCH, VIM, E-CAD, GLI2 i GLI3 sekundarno protutijelo specifi¢no za
zecja protutijela (anti-rabbit 1gG TR, sc-2784, Santa Cruz). Plo¢icu sam nakon dodavanja 100 pL
odgovaraju¢eg razrjedenja protutijela umotala u aluminijsku foliju te ostavila na sobnoj
temperaturi jedan sat. Kada je vrijeme inkubacije isteklo, sve bunari¢e sam ponovno isprala tri
puta sa 500 pL PBS-a, u svaki bunari¢ nakon ispiranja dodala po 1 mL PBS-a i slikala na
fluorescentnom mikroskopu (EVOS Floid Cell Imaging Station, Invitrogen) pod odgovaraju¢im
svjetlom za sekundarna protutijela. Sve bunari¢e u kojima sam Koristila protu-misja sekundarna
protutijela sam slikala pod bijelim i crvenim svjetlom (eksitacija 586/15 nm, emisija 646/68 nm),
a protu-zecja pod bijelim i zelenim svjetlom (ekscitacija 482/18, emisija 532/59 nm). Svi bunarici
su slikani pod istim uvjetima kako bi bili medusobno usporedivi, a slike su uredene i slozene u

programu FIJI (ImageJ 1.52.i, National Institute of Health, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. Analiza prisutnosti inserta SHH u klonskim linijama

Nakon postupka transfekcije i selekcije uspjesno su uspostavljene 24 klonske linije CHL1-
SHH. Linije su imenovane na temelju pozicije u plocici s 96 bunarica iz kojih su razvijene. Sve
stani¢ne linije sam podvrgnula lan¢anoj reakciji polimerazom kako bih provjerila koje stani¢ne
linije u genomu posjeduju insert gena SHH. DNA gena SHH se na gelu moze uociti na veli¢ini oko
415 parova baza te nam govori isklju¢ivo o njegovoj prisutnosti u genomu, ali ne i 0 njegovoj
lokaciji.
U usporedbi sa pozitivnom kontrolom (V, vektor), divljim tipom (WT) i negativnom kontrolom
(B) (Slika 16), prisutnost inserta SHH pokazuju kolonije pod nazivima B4, B6, D11, E4, E10, F4,
F6, F8, F10, G1, G3, G4, G6, G7, G8 i H6.

M WK -V . (B4)(®6) B7 B9 5 c6 c8 D3 (D11) E1 (E4) ES
kb. ey

Syl

3 -—

1
e Rl - B YT Y ™
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3

_—
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Slika 16. Rezultati lan¢ane reakcije polimeraze. Slika gela nakon provodenja landane reakcije
polimeraze na fragment inserta SHH koji se moze ocitati u ravnini 0,4kb. M — marker, V — vektor, B —
negativna kontrola, WT — divlji tip
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4.2. Analiza ekspresije proteina SHH u klonskim linijama

Kod svih linija ispitala sam ekspresiju proteina SHH pomoc¢u westernske metode otiska.
Prije nego S§to sam provela postupak ispitivanja ekspresije proteina SHH, izmjerila sam
koncentraciju proteina iz uzoraka stani¢nih linija pomocu standardnih krivulja (Slika 17). S
obzirom da se stanice nisu prikupljale u isto vrijeme, westernsku metodu otiska sam radila dva
puta, kao i izradu standardnih krivulja. Koncentracija proteina je potrebna iz razloga $to u bunariée
za elektroforezu nanosimo istu koli¢inu proteina kako bi kvantitativni prikaz ekspresije proteina

bio §to tocniji.
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Slika 17. Standardne krivulje BCA na temelju kojih se ra¢una koncentracija proteina u uzorcima
nepoznate koncentracije. Os Y prikazuje ocitanja apsorbancije. Krivulja A je izradena 29.9.2020., a
krivulja B 15.10.2020.

Nagib pravca na standardnim krivuljama se koristi za izratun koncentracije na temelju formule

a=(y/x)*10 da bi dobili koncentraciju u ng/uL (Tablica 3).
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Tablica 3. lIzrac¢un koncentracija proteina prema standardnim Krivuljama. Prvi dio tablice se odnosi
na uzorke koji su racunati po standardnoj krivulji A prikazanoj na Slici 17., a drugi dio tablice na uzorke
¢ije su koncentracije racunate po standardnoj krivulji B Slike 17. Zadnji stupac je volumen uzorka u pL
koje treba nanesti u jazice na gelu da bi u jazici bilo 30 pg proteina.

uzorak Apsorbanca ng/ul pg/pl 30 pg (ul)
F8 0.187 1870 1.87 16.04
B6 0.235 2350 2.35 12.77
D3 0.073 730 0.73 41.10
F12 0.25 2500 2.5 12.00
G8 0.1245 1245 1.245 24.10
E4 0.351 3510 3.51 8.55
B7 0.112 1120 1.12 26.79
B4 0.2005 2005 2.005 14.96
G7 0.0925 925 0.925 32.43
G3 0.1005 1005 1.005 29.85
G4 0.22 2200 2.2 13.64
F4 0.255 2550 2.55 11.76
C5 0.2775 2775 2.775 10.81
E10 0.496 4960 4.96 6.05
El 0.2925 2925 2.925 10.26
H6 0.235 2350 2.35 12.77
uzorak Apsorbanca ng/ul ug/ul 30 ug (ul)
C6 0.2805 2283.33 2.28 13.14
D11 0.2195 1605.56 1.61 18.69
E5 0.188 1255.56 1.26 23.89
F6 0.578 5588.89 5.59 5.37
F10 0.3745 3327.78 3.33 9.02
Gl 0.2955 2450.00 2.45 12.24
G3 0.6535 6427.78 6.43 4.67
G6 0.411 3733.33 3.73 8.04

Rezultati westernske metode otiska su pokazali nekoliko linija koje u usporedbi s divljim
tipom stanica imaju poviSenu ekspresiju proteina SHH-N (Slika 18). Aktin je koristen za kontrolu
ukupne koli¢ine proteina po uzorku. Povisena razina ekspresije prekursorske molekule SHH
ukazuje na poviSenu razinu ekspresije gena SHH, a povecana ekspresija aktivnog oblika proteina
SHH ukazuje na to da se protein SHH autoproteoliticki cijepa na aktivnu molekulu (SHH-N) koja

funkcionalno aktivira signalni put HH/GLI.
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Slika 18. Rezultati westernske metode otiska na ekspresiju proteina SHH. SHH oznacava
prekursorsku, signalno neaktivnu molekulu proteina SHH, a SHH-N ozna¢ava N-terminalni fragment koji
je odgovoran za signalnu aktivnost proteina.

Na temelju usporedbe rezultata ekspresije neprocesirang proteina SHH, fragmenta SHH-N te PCR
analize (Tablica 4), odabrane su ¢etiri obec¢avajuce linije za daljnju obradu: E4, E10, F8 i G4.
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Tablica 4. Usporedba rezultata ekspresije proteina SHH, SHH-N te PCR analize.

LINUA Pojac¢an SHH Pojac¢an SHH-N Pozitivan PCR
B4 ] ] N
B6 - + +
B7 N ) ]
C5 N N ]
C6 - + -
D3 - - -
D11 ] N N
E1 N N ]
E4 + + +
E10 + + +
F4 - + +
F6 - + +
F8 - + +
F10 ] N N
F12 N N ]
Gl + - -
G3 - - +
G4 + + i
G6 - + +
G7 ] ) N
G8 - + +
H6 - + +
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4.3. Analiza aktivnosti signalnog puta HH/GLI i usporedba morfologije kod odabranih

stanicnih linija

Pomocu usporedbe stani¢nih linija koje su na westernskoj metodi otiska 1 lancanoj reakciji
polimeraze na dugi i kratki fragment bile pozitivne, odreden su Cetiri obecavajuce stani¢ne linije
za testiranje aktivnosti signalnog puta HH/GLI: E4, E10, F8 i G4 (Tablica 4). Kako bih odredila
aktivnost signalnog puta u odabranim stani¢nim linijama u usporedbi sa ishodiSnom stani¢nom
linijom, nakon sedam pasaza sam ponovno provela westernsku metodu otiska, ali ovaj put i na
drugim proteinima koji su ukljuceni u signalizaciju ovog signalnog puta. Ekspresiju proteina sam

testirala ponovno na neprocesirani SHH, fragment SHH-N, PTCH1, GLI1, GLI3, vimentin i E-
kadherin (Slika 19).

WT E4 E10 F8 G4 .35 WT E4 E0 F8 G4
m— 180 pm P P GLFL
4p W TEw W Y S 135 ™™
NEPROCESIRANI 100
25 2 75 : . GLI3R
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W e e e <IN
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Slika 19. Rezultati westernske metode otiska na neprocesirani SHH, fragment SHH-N, PTCH1,
GLI1, GLI3, vimentin i E-kadherin.

Rezultati westernske metode otiska na proteine signalnog puta HH/GLI nakon sedam
pasaza su pokazali sljedece rezultate: stani¢na linija E4 pokazuje snizen SHH-N, dok su drugi
proteini usporedivi s divljim tipom stanica. E10 pokazuje nepromijenjenu ekspresiju SHH i SHH-
N, kao i PTCH1, GLI1 i GLI3 nepromijenjeni. F8 pokazuje blago povisenu ekspresiju SHH-N,

dok su drugi proteini signalnog puta nepromijenjeni. G4 ima povisenu razinu SHH, SHH-N i
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PTCHL1 te smanjenu razinu GLI1 i GLI3R. E-kadherin nije detektiran u ovim stani¢nim linijama,
dok je ekspresija vimentina ujednacena u svim linijama i nepromijenjena u odnosu na divlji tip

stanica.

U morfoloskom smislu, najveée promjene su vidljive kod stani¢nih linija F8 i G4 (Slika
20). E4 i E10 su usporedive s divljim tipom stanica. Kod F8 je doslo do izduZzivanja i stanjivanja
dendritima sli¢nih stani¢nih nastavaka. U stani¢noj liniji G4 sam primijetila smanjenje

razgranjenja i sklonost nakupljanju stanica u otocice.

Slika 20. Prikaz morfologije stani¢nih linija redom: WT, E4, E10, F8 i G4. Najvecu razliku u
morfologiji se uoc¢ava kod stani¢ne linije G4. Skala = 100 pm.
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4.4. Imunofluorescencija

Iste linije analizirane su i imunofluorescencijom. Rezultati imunofluorescencije i
usporedba ekspresije komponenti signalnog puta HH/GLI te proteina koji sudjeluju u EMT-u
prikazani su na Slikama 21.-27. i Tablici 5.

wT E4 E10

2° protutijelo F8 G4

Slika 21. Prikaz imunofluorescencije na protein SHH unutar stanica. U usporedbi sa ishodisnom
stani¢nom linijom divljeg tipa, povecanje u ekspresiji proteina pokazuju E4, E10 1 G4.

2° protutijelo F8 G4

Slika 22. Prikaz imunofluorescencije na receptor PTCH1 unutar stanica. U usporedbi sa ishodisnom
staniénom linijom divljeg tipa, povecanje u ekspresiji receptora PTCH1 pokazuju E10 i G4.
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2° protutijelo F8 G4
Slika 23. Prikaz imunofluorescencije na transkripcijski faktor GLI1 unutar stanica. U usporedbi sa
ishodisnom stani¢nom linijom divljeg tipa, najocitija promjena u ekspresiji je kod stani¢ne linije E10, zatim
F8, dok su ostale linije usporedive sa divljim tipom. Jadi intenzitet bojanje je u jezgri u odnosu na
citoplazmu §to pokazuje da GLI1 vrsi funkciju transkripcijskog faktora u jezgri

wT E4 E1l0

2° protutijalo F8 G4

Slika 24. Prikaz imunofluorescencije na transkripcijski faktor GLI2 unutar stanica. Povisena
ekspresija GLI2 je najupecatljivija kod stani¢nih linija F8 i G4. GLI2 pokazuje isklju¢ivo bojanje unutar
jezgre §to znaci da se GLI2 procesira u aktivnu formu i ¢ini signalni put aktivnim.
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2° protutijelo F8 G4

Slika 25. Prikaz imunofluorescencije na transkripcijski faktor GLI3 unutar stanica. Sve stani¢ne linije
osim G4 su usporedive sa divljim tipom, dok je kod G4 doslo do smanjenja ekspresije GLI3. GLI3 takoder
pokazuje jaci intenzitet u jezgri u odnosu na citoplazmu, $to govori da GLI3 takoder aktivno sudjeluje u
regulaciji prijenosa signala.

2° protutijelo F8 G4

Slika 26. Prikaz imunofluorescencije na vimentin unutar stanica. PoviSena razina vimentina je prisutna
kod E4, F8 i G4. Vidljiva je i morfoloska promjena stanica u stani¢noj liniji G4 u kojoj se stanice skupljaju
u strukture sli¢ne lopticama. Vimentin pokazuje jasnu membransku lokalizaciju.
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wT E4 E10

2° protutijelo F8 G4

Slika 27. Prikaz imunofluorescencije na E-kadherin unutar stanica. Signal za E-kadherin je opcenito
slab u svim analiziranim stani¢nim linijama. Kod stani¢nih linija E4, F8 i G4 nema zamjetne razlike u
intenzitetu bojanja, dok je kod E10 povisen.

Tablica 5. Usporedba stani¢nih linija s obzirom na ekspresiju proteina SHH, PTCH, GLI1, GLI2,
GLI13, vimentin i E-kadherin. (objasnjenje oznaka: ++ jako pojacanje, + pojacanje, 0 bez promjene, -
smanjenje u usporedbi sa WT)

E4 E10 F8 G4 WT
SHH ++ ++ 0 ++ 0
PTCH1 0 + 0 ++ 0
GLI1 0 + + 0 0
GLI2 0 0 ++ ++ 0
GLI3 0 0 0 -- 0
Vimentin ++ 0 ++ ++ 0
E-kadherin 0 + 0 0 0

Usporedivsi  rezultate westernske metode otiska, lan¢ane reakcije polimeraze te
imunofluorescencije, kod stani¢ne linije pod nazivom G4 se vidi povecanje neprocesiranog SHH,
SHH-N i PTCHL1. Dodatno, na imunofluorescenciji se vidi i pojac¢anje u bojanju GLI2, koji je
lokaliziran u jezgri stanice. S obzirom da se rezultati vide u svim provedenim metodama, stani¢na

linija G4 je najvjerojatnija stani¢na linija u kojoj je ugradnja gena SHH uspjela.
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5. RASPRAVA

Signalni put HH/GLI je evolucijski oCuvan put s ulogom u embrionalnom razvoju i
homeostazi raznih tkiva ukljucuju¢i kozu. Nepravilnosti u ovom signalnom putu povezane su s
mnogim bolestima ukljucujuéi razna maligna oboljenja kao $to je melanom (Niyaz i sur. 2019).
Nuzan je za normalnu proliferaciju melanocita u stani¢nim kulturama te u melanomima regulira
rast, prezivljavanje i metastaziranje (Stecca i sur. 2007). S obzirom da je melanom jedan od
najagresivnijih tumora s povecavaju¢om incidencijom i lo§ijom prognozom u ranim stadijima
bolesti, od sve veée vaznosti je prouCavanje signalnih puteva koji imaju ulogu u njegovu
nastajanju. Stvaranjem stani¢nih linija s povecanom ekspresijom aktivnog SHH, PTCHI te
povec¢anom razinom HH/GLI signalizacije u stanici, moze se lakSe proucavati njegova uloga u

nastanku, rastu tumora i epitelno-mezenhimalnoj tranziciji koja dovodi do metastaziranja.

Primjenom sustava CRISPR-Cas9 provedena je transfekcija stani¢ne linije melanoma
CHL1 za gen SHH. Cilj ovog diplomskog rada bila je identifikacija stani¢ne linije melanoma
CHL1 na kojoj je postupak insercije sintetskog gena SHH bio uspjesan kako bi se uspostavila ista

za daljnje proucavanje signalnog puta i njegove uloge u stanicama melanoma.

Analizom rezultata PCR ispitana je prisutnost sintetskog inserta SHH unutar stani¢nog
genoma. Od 24 testirane linije, u 16 je dokazana uspjesna insercija gena SHH. Kod istih stani¢nih
linija je proveden test ekspresije proteina na neprocesirani SHH i aktivni oblik, SHH-N. Cetiri
linije (E4, E10, F8 i G4) su na oba testa pokazale pojacanje ekspresije ovih proteina te su odabrane
kao najbolji kandidati za dodatna ispitivanja. Provjerena je i odrzanost ekspresije proteina nakon
sedam pasaza te je na istima testirana aktivnost signalnog puta. Pojacanu ekspresiju proteina SHH
i SHH-N prati i pojacana ekspresija receptora PTCHL1 iz razloga $to je gen PTCH1 pod direktnom
transkripcijskom kontrolom transkripcijskih faktora GLI koji poti¢u transkripciju kada je signalni
put HH/GLI aktivan (Agren i sur. 2004).

U prisutstvu vece koli¢ine aktivnog proteina SHH, ocekuje se pojacanje aktivnosti
signalnog puta HH/GLI $to se iskazuje pojac¢anjem aktivnosti aktivatora GLI2 koji djeluje kao
primarni aktivator transkripcije, a manja ekspresija GLI3 koji djeluje kao represor (Hui i Angers
2011). GLII je takoder pozitivni regulator transkripcije za koji se kod povecane prisutnosti

HH/GLI signala o¢ekuje pojacanje aktivnosti, ali s obzirom da je njegova primarna uloga u
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pozitivnoj povratnoj sprezi, te ¢injenice da je GLI1 jedan od ciljnih gena transkripcijskog faktora
GLI2, aktivnost GLI2 je bitniji indikator ja¢ine signala (Bai i sur. 2002; Mill i sur. 2003). Sukladno
do sada objavljenim istrazivanjima, u ispitivanju aktivnosti signalnog puta, stani¢ne linije koje su
pokazale vecu ekspresiju proteina SHH, SHH-N i PTCH1, u nekoliko razli¢itih kombinacija
pokazale su i vidljivo pojacanje u aktivnosti primarnog aktivatora transkripcije GLI2, pozitivhog
regulatora GLI1 i smanjenu aktivnost represora GLI3, $to ukazuje na uspjeSnost pojacavanja
signala HH/GLI.

Epitelno-mezenhimalna tranzicija je proces u kojemu epitelne stanice poprimaju
karakteristike mezenhimalnih stanica gubljenjem ¢vrstih veza koje povezuju susjedne stanice.
Prisutnost signalizacije preko HH/GLI dovodi do transkripcije raznih gena, ukljucujuci gene koji
su bitni za EMT poput SNAIL, ZEB1, ZEB2, SNAI2, E-kadherina i vimentina (Katoh i Katoh
2009). Prema do sada poznatim djelovanjima proteina GLI, pri jacoj aktivaciji signalnog puta
ocekuje se smanjenje E-kadherina na povrSini stanica, a povecanje ekspresije vimentina $to

olaksava EMT. Isti rezultati su ovim istrazivanjem postignuti u nekoliko stani¢nih linija.

Neke od transfeciranih stani¢nih linija pokazuju morfoloske promjene u usporedbi s
divljim tipom CHL1 stanica. Poznato je da transkripcijski faktori induciraju promjene u
sposobnosti Sirenja te morfologiji tumorskih stanica kroz smanjenje ekspresije E-kadherina, $to
dovodi do gubitka pravilne strukture medu stanicama (Chun i Hong 2016). Stanice melanoma
divljeg tipa su poligonalnog oblika, bez medustani¢ne strukture, s malo kratkih dendritima sli¢nih
stani¢nih nastavaka, $to je u skladu s morfologijom stanica tumora s visokim metastatskim
potencijalom. 1z nepoznatog razloga kod stani¢ne linije F8 pojavila se pojacana razgranatost i
dokazana smanjena prisutnost E-kadherina i povecana ekspresija vimentina §to je u skladu s
obiljezjima EMT, ali kako bi se to¢an razlog promjene morfologije saznao, potrebno je istraziti
ekspresiju 1 drugih markera EMT. Kod stani¢ne linije G4 je takoder iz nepoznatog razloga doslo
do sklonosti stanica nakupljanju u nepravilne otocice, $to je suprotno oc¢ekivanoj morfologiji s
obzirom da je i kod ove stani¢ne linije pokazano smanjenje ekspresije E-kadherina koji je
odgovoran za medusobno povezivanje susjednih stanica. Postoji moguénost da je kod ovih
stani¢nih linija u procesu transfekcije doSlo do ugradnje inserta na nespecificna mjesta U genomu

koja su odgovorna za promjenu morfologije.
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Postoji moguénost da je tijekom inicijalnog odabira najboljih kandidata za daljnja testiranja
zapostavljena stani¢na linija s uspje$nijom ugradnjom od kona¢no odabrane stani¢ne linije G4, ali
kako bi se to utvrdilo moraju se provesti dodatna ispitivanja jo$ nekoliko linija kandidata, detaljnija
testiranja ekspresije proteina te smjestaja ugradnje sintetskog inserta SHH u genom na svim

klonskim linijama stani¢ne linije CHL1 na kojima je transfekcija provedena.

Daljnjim potvrdama te propagacijom stani¢ne linije G4 uspostavlja se stani¢na linija sa
ugradenim sintetskim genom za protein SHH koja moze sluziti kao model pojacane signalizacije
HH/GLI na kojoj se mogu provoditi daljnja istrazivanja funkcija ovog signalnog puta u razvoju,
rastu i metastatskom potencijalu melanoma, kao i inhibitorima koji bi se mogli razviti kao terapije

Za isti.

Prema znanstvenoj literaturi, do sada ne postoje radovi koji opisuju izradu i koristenje
stani¢ne linije sa stabilnom ekspresijom proteina SHH. Jedan od znacaja koje razvitak ovakvog
stani¢énog modela nosi je smanjenje ukupnog troska. Kako bi se ispitalo djelovanje proteina SHH
u stanicama, potrebne su sve njegove posttranslacijske modifikacije, ukljucujuéi kolesterol 1
palmitat. lako se sintetski protein SHH komercijalno proizvodi te se moze kupiti i kao takav
koristiti za tretiranje stanica, prili¢no je skup te nekada ne sadrzi sve potrebne modifikacije
proteina. Iz ovih razloga istrazivaci posezu za drugim na¢inima aktivacije signalnog puta HH/GLI
kao Sto su kemijski aktivatori SMO. Jedan od primjera takvih aktivatora je SAG (Bragina i sur.
2010; Chen i sur. 2002). Ovakvom kemijskom aktivacijom signalnog puta se potpuno zaobilazi
uloga SHH te njegove interakcije s drugim proteinima unutar stanice kao $to je estrogenski

receptor (Sabol i sur. 2014) i druge do sada dokazane interakcije.

Promatranje utjecaja proteina SHH na stanice se moze posti¢i i koristenjem
rekombinantnog proteina SHH ili ekspresijskog vektora. Pomocu rekombinantnog proteina je
ispitan utjecaj koji protein SHH ima na stanice tumora dojke (Ge i sur. 2015). KoriStenjem
ekspresijskog vektora provedena su istrazivanja utjecaja proteina SHH na regeneraciju tkiva kod
obnavljanja kosti kao i uloge pri specifikaciji dendrocita (Edwards i sur. 2005; Nery i sur. 2001).
Prolazna ekspresija s ekspresijskog vektora je vrlo koristan stani¢ni model koji se koristi u
nedostatku stani¢ne linije sa stabilnom ekspresijom proteina SHH. Prolazna ekspresija ovisi 0
velikom broju faktora kao §to su tip i1 gustoca stanica, primjena pravog reagensa za transfekciju te

njena uspjesnost koja moze varirati od eksperimenta do eksperimenta S§to dovodi do
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nereproducibilnosti eksperimenta. Razvitak stani¢ne linije sa stabilnom ekspresijom to¢no
modificiranog proteina SHH koja za razliku od prolazno transfeciranih stanica, ostaje stabilna i
nakon nekoliko stani¢nih dioba, uveliko ujednacava eksperimentalne uvjete i omogucava
reproducibilnost eksperimenta. Takoder, sami eksperimentalni uvjeti vise ne ovisi o uspjesnosti
transfekcije te je moguce raditi 1 dugotrajne eksperimente jer ne dolazi do smanjenja ekspresije

proteina SHH nakon dioba transfeciranih stanica.

Poznato je da se protein SHH iz stanice izlu¢uje u eksosomima (Vyas i sur. 2014; Zhao i
sur. 2020). Stanice koje stabilno eksprimiraju protein ga stoga mogu luciti u eksosomima koji se
mogu izolirati iz stani¢nog medija. Njegovom izolacijom pomocéu ovakvog postupka, osim utjecaja
ekspresije proteina SHH na stanice koje ga Iuce ili se nalaze u njihovoj blizini, omogucava se i
jeftinija, stabilna produkcija proteina SHH sa svim potrebnim proteinskim modifikacijama koje su
nuzne za njegovu signalnu aktivnost. Ovakav protein se moze koristiti i za promatranje utjecaja na
razli¢ite tipove stanica. Takoder, koriStenje proteina SHH dobivenog iz stanica pridonosi
poboljsanju uvjeta eksperimenta, za razliku od koriStenja rekombinantnog proteina ili

ekspresijskog vektora.

Ovo istrazivanje je prvi uspjesan slucaj razvoja stanicne linije melanoma s ugradenom
sekvencom SHH u genom. Znacaj ovog istrazivanja je uspostavljanje stani¢ne linije sa stabilnom
ekspresijom aktivnog oblika proteina SHH koja omoguc¢ava detaljna istraZivanja uloge proteina

SHH i signalnog puta HH/GLI u stanicama melanoma, ali i drugim tipovima stanica.
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6.

ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja doneseni su zakljucci:

1. Uspjesno su razvijene individualne klonske linije CHL1-SHH iz pojedina¢nih
transfeciranih stanica

2. Pomoc¢u PCR-a su odredene stani¢ne linije koje imaju ugraden sintetski gen SHH
unutar stani¢nog genoma

3. 1z klonskih linija identificirane su one koje pokazuju povisenu razinu proteina SHH
u odnosu na ishodisnu

4. Identificirane su stanicne linije koje imaju poviSenu aktivnost signalnog puta
HH/GLI

5. Usporedeni su markeri EMT i stani¢na morfologija ishodisnih i modificiranih
stanica

6. Uspjesno je identificirana stani¢na linijja G4 koja pokazuje prisutnost inserta,
poviSenu razinu aktivnog proteina SHH, poviSenu ekspresiju aktivatora signalnog puta,
smanjenu razinu represora, poja¢anu ekspresiju vimentina i nisku ekspresiju E-kadherina,

Sto upucuje na uspjeSnu ugradnju gena i funkcionalnost inserta
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