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SAZETAK

INTERAKCIJE PROTEINA p53 TE KARAKTERIZACIJA STANICA OTPORNIH NA
CILJANU TERAPIJU VEMURAFENIBOM U MELANOMU COVJEKA

MARTINA RADIC

Institut Ruder Boskovié

Melanom je jedan od najagresivnijih tumora ¢ovjeka te je vodeci uzrok smrti oboljelih od
tumora koze. lako su saznanja o molekularnoj pozadini bolesti dovela su do otkri¢a novih
terapija, dugotrajno lijeCenje onemoguceno je pojavom otpornosti. Iznenadujuce, iako je u
melanomu tumorski supresor p53 rijetko mutiran, ne obavlja svoju funkciju u suzbijanju
tumora.

Glavni fokus naSeg rada otkrivanje je mehanizama otpornosti na ciljanu terapiju
vemurafenibom te istraZivanje proteinskih interakcija proteina p53 koje bi mogle biti jedan od
razloga njegove inaktivacije. Razvili smo i okarakterizirali stanice melanoma otporne na
vemurafenib te proucili interakcije proteina p53 s ¢lanovima proteinskih porodica p53, NME i
GLI. NaSi rezultati pokazuju aktivaciju signalnog puta MAPK i PI3K/AKT pojavom
otpornosti na terapiju. Takoder, pokazali smo da protein p53 ostvaruje interakcije s pojedinim
izoformama proteina p53 i p73, ali ne i s ¢lanovima porodice NME i GLI. Ovim radom smo
ukazali na mogucu vaznost interakcija unutar porodice p53.

(137 stranica, 47 slika, 25 tablica, 163 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)

Kljuéne rijeci: melanom, p53, NME, GLI, ciljana terapija, vemurafenib
Mentor: dr. sc. Maja Herak Bosnar, zn. savj.

Ocjenjivaci:
1. dr. sc. Neda Slade, zn. savj.
2. prof. dr. sc. Igor Weber, zn. savj.
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ABSTRACT

PROTEIN INTERACTIONS OF p53 AND CHARACTERIZATION OF CELLS
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Melanoma is one of the most aggressive human tumors and the leading cause of death of skin
cancer patients. Even though the molecular understanding of underlying mechanisms driving
melanoma has led to the discovery of new therapies, long-term success has been hampered by
the development of drug resistance. Surprisingly, although the tumor suppressor p53 is rarely
mutated in melanoma, its tumor-suppressive function seems to be impaired.

The main focus of this work is the discovery of mechanisms of resistance to targeted
therapy by vemurafenib together with the study of protein interactions of p53 that could be
one of the causes of its inactivation. We developed and characterized vemurafenib-resistant
melanoma cells and studied the interactions of p53 with members of the p53, NME, and GLI
protein families. Our results show activation of the MAPK and PI3K/AKT signaling
pathways after the development of resistance. We further show that the p53 protein interacts
with individual isoforms of the p53 and p73 proteins, but not with members of the NME and
GLI families. In this work, we pointed out the possible importance of interactions within the
p53 family.
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1. Uvod

1. UvOD

Melanom je tumor koze koji nastaje iz melanocita. Za razliku od drugih vrsta tumora koze,
sklon je brzom rastu i metastaziranju $to ga ¢ini izrazito agresivnim [1]. Otkriée ciljane
terapije i imunoterapije predstavlja revolucionaran korak u lijeGenju melanoma te se danas
prva linija lijecenja, nakon kirurSkog uklanjanja tumora, zasniva na navedene dvije terapije.
Bolesnicima s mutiranim proteinom BRAF®%F daje se ciljana terapija u obliku monoterapije
inhibitora onkoproteina BRAF (BRAFi) ili u kombinaciji s inhibitorima proteina MEK
(MEKi). U slucaju kad je protein BRAF divljeg tipa, primjenjuje se imunoterapija [2]. lako
inicijalno daju dobre rezultate, djelovanje novih terapija naruseno je pojavom otpornosti.
Otpornost na lijekove dobro je poznata karakteristika tumora, a razlozi otpornosti mogu biti
brojni i razliciti. U 80% melanoma otpornih na BRAFi razlog pojave otpornosti reaktivacija je
signalnog puta MAPK [3].

Vrlo je interesantno da tumorski supresor p53 u melanomu gotovo nikad nije mutiran
[4]. Unato¢ tome, p53 u melanomu ne obavlja svoju supresorsku funkciju. Dosad je opisano
nekoliko mehanizama koji bi mogli biti odgovorni za inaktivaciju p53 tijekom
melanomageneze. Tako je pojacana degradacija proteina p53 vjerojatno glavni razlog njegove
inaktivacije, a moze biti posljedica povecane ekspresije E3 ubikvitinske ligaze MDM2 [5] ili
MDMA4 [6], kao i posljedica mutacije u proteinu p14“P*N** koja, takoder, dovodi do pojacane
razgradnje p53 uz pomo¢ njegovog negativhog regulatora MDMZ2 [7]. Drugi vaZan
mehanizam inaktivacije djelovanje je proteina i1ASPP (engl. Inhibitor of Apoptosis
Stimulating Protein of p53) kao funkcionalnog antagonista proteina p53. Monomeri iASPP
stupaju u interakciju s p53 i reguliraju njegovu transkripcijsku aktivnost te time inhibiraju
apoptozu koju izaziva p53, ali na taj nacin istovremeno ne utjeCu na zastoj stani¢nog ciklusa
kojeg uzrokuje p53 [8]. Takoder, moze do¢i do utiSavanja TP53 epigenetskim mehanizmima.
Medutim, fenomen inaktivacije p53 u melanomu nije u potpunosti razjasnjen.

Dosad opisana uloga proteina porodice NME u melanomagenezi, kao i pokazane
direktne interakcije proteina p53 i NMEL1/2 u razli¢itim tumorskim stanicama [9], potaknule
su nas na proucavanje njihove uloge u otpornosti na ciljanu terapiju u melanomima te
njihovim potencijalnim inhibitornim interakcijama. Poznata je uloga NMEL, a u posljednje

vrijeme i NME2, u sprjeCavanju metastaziranja melanoma [10,11]. Protein NMEL1 suzbija
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1. Uvod

melanomagenezu tako da potice popravak oste¢enja DNA uzrokovanog UV zracCenjem,
vjerojatno zahvaljujuéi svojoj aktivnosti 3'-5' egzonukleaze [12,13].

Uloga signalnog puta HH-GLI u razvoju tumora koZe, pa tako i melanoma, temeljito je
istrazena. Dokazano je da je za rast i razvoj melanoma potreban aktivan signalni put HH-GLI
te da transkripcijsku aktivnost proteina GLI1 regulira signalni put MAPK [14]. Takoder,
pojacana ekspresija GLI2 povezana je s invazijom i metastaziranjem melanoma in vitro i in
vivo [15]. Vaznu uloga transkripcijskih faktora GLI nalazimo i u pojavi otpornosti na ciljanu
terapiju u melanomima. U stani¢nim linijama melanoma otpornim na vemurafenib, kao i u
klini¢kim uzorcima, pokazana je povecana razina GLI1 i GLI2. Njihovim utiSavanjem vratila
se osjetljivost stanica otpornih na vemurafenib, a tretman inhibitorom proteina GLI, Gant61,
doveo je do smanjene invazije stanica melanoma [16].

Unato¢ velikom napretku u razumijevanju razvoja melanoma, on ostaje jedan od
najinvazivnijih tumora, tim vise Sto se kod njega razvija otpornost na lije¢enje. Smatramo da
su novi molekularni pristupi lijeenju i bolje razumijevanje mehanizama otpornosti na terapiju
kljucni za buduce klinicke pristupe. Temelj ovog rada identifikacija je molekulskih znacajki
otpornih stanica melanoma i vaznost proteinskih porodica p53, NME i GLI u procesu
stjecanja otpornosti. NaSa je hipoteza da bi razlicite uloge u karcinogenezi, nepravilna
ekspresija, razlicite lokalizacije i/ili medusobne inhibitorne interakcije proteina porodica p53,
NME i GLI mogle biti vazne ili ¢ak klju¢ne za razvoj otpornosti na ciljanu terapiju u
melanomu.

Istrazivanje interakcija divljeg tipa proteina p53 kao moguéeg razloga njegove
inaktivacije usmjerili smo na clanove proteinskih porodica p53, NME i GLI. Medu
navedenim proteinskim porodicama pokazane su izravne ili funkcionane interakcije koje su
detaljno opisane u literaturnom pregledu. IstraZzivanje smo zapoceli prou¢avanjem interakcija
egzogenog proteina p53a s ¢lanovima proteinskih porodica p53, NME i GLI u stanicama
melanoma. Na temelju potvrdenih direktnih interakcija s c¢lanovima porodice p53 (s
izoformama TAp73a, TAp73B, ANp73a i A133p53a) te dostupnih literaturnih podataka koji
pokazuju interakcije p53-NME [9], odlucili smo istraziti interakcije endogenog proteina p53a
s ¢lanovima proteinskih porodica p53 i NME. Interakcije na endogenoj razini pokazane su
samo s izoformama TAp73. Zakljuc¢no, analizirali smo interakcije odabranih proteinskih
partnera (p53a/p53P, pS3a/ANp73a, pS3a/TAp73a) metodom FRET/FLIM i proucili njihovu
lokalizaciju metodom snimanja Zivih stanica. Interakcije proteinskih partnera u jezgri

pokazane su navedenom metodom.
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1. Uvod
Kako bismo proucili mehanizam otpornosti melanoma na ciljanu terapiju

vemurafenibom te mogucéu ukljucenost proteinskih porodica p53, NME i GLI na pojavu
otpornosti na vemurafenib, razvili smo stani¢ne linije melanoma, WM793B i A375M, otporne
na vemurafenib. Mehanizam otpornosti potvrdili smo testom MTT te okarakterizirali
promjene nastale nakon pojave otpornosti. Provjerili smo promjenu fenotipa stanica bojanjem
stani¢nog citoskeleta, ekspresiju biljega procesa EMT-a te razliku u migraciji stanica pojavom
otpornosti na vemurafenib. Takoder, odredili smo signalne puteve koji su aktivirani pojavom
otpornosti te promjene nastale u stani¢nom ciklusu. Ukljucenost proteinskih porodica p53,
NME i GLI u pojavu otpornosti na vemurafenib provjerena je analizom ekspresije na genskoj
I proteinskoj razini. Primijetili smo snazno smanjenje ekspresije proteina NMEL1 i NME2 u
otpornim stanicama WM793B u odnosu na parentalne. Kako bismo provjerili povezanost s
pojavom otpornosti, utiSali smo proteine NMEL1 i NME2 u parentalnoj liniji WM793B te
provjerili vijabilnost stanica pri rastu¢im koncentracijama vemurafeniba i ekspresiju biljega
EMT. Nasi rezultati pokazali su da smanjena ekspresija proteina NME1 i NME2 nije uzrok

ve¢ posljedica pojave otpornosti na vemurafenib u stani¢noj liniji WM793B.
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2. Literaturni pregled

2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Melanom ¢ovjeka

Melanom je najopasniji tip tumora koze. Nastaje iz melanocita, stanica koje proizvode
pigment melanin koji daje boju kozi, o¢ima i kosi. Melanin nastaje procesom melanogeneze u
nekoliko koraka koji ukljucuju dekarboksilaciju, oksidaciju i polimerizaciju aminokiseline
tirozin. Pigmentacija naSe koze rezultat je dva dogadaja — sinteze melanina i transporta
melanina iz melanocita u keratinocite koji ih okruzuju [17]. Melanin, pakiran u
melanosomima, sloZzena je makromolekula sposobna reflektirati ili apsorbirati ultraljubicasto
(engl. Ultraviolet, UV) zracenje i tako sprijeéiti ili smanjiti oSteCenje molekule DNA
uzrokovano UV zra¢enjem. Melanociti se u kozi nalaze u donjem sloju epiderme, a osim u
kozi nalazimo ih, iako manjim dijelom, i u mnogim drugim dijelovima tijela poput oka,
unutarnjeg uha, vaginalnog epitela, srca, itd. [18]. Tijekom razvoja embrija melanociti nastaju
iz neuralnog grebena, multipotentnih mati¢nih stanica s velikim potencijalom migracije.
Migracija stanica neuralnog grebena pocinje djelomi¢nom ili potpunom pretvorbom stanice iz
epitelne u mezenhimalnu (engl. Epithelial to Mesenchymal Transition, EMT) koja omogucuje
stanicama neuralnog grebena da se odvoje od neuroepitela i ektoderma [19]. Tako odvojene
stanice kre¢u se unutar embrija U razvoju, stupaju u interakciju sa stani¢nim okoliSem te se
naposlijetku smjestaju na odredenim mjestima u tijelu. Nabrojana svojstva mogla bi biti jedan
od razloga zasto su melanomi, tumori porijeklom iz melanocita, izrazito agresivni i skloni
metastaziranju [18].

Tumori koze dijele se na karcinom plocastih stanica (planocelularni), karcinom
bazalnih stanica (bazocelularni) te melanom (Slika 1). Tumori koze u koje ne ubrajamo
melanom (engl. Nonmelanoma Skin Cancer, NMSC) najzastupljeniji su tumori u bijeloj
populaciji i brojna istrazivanja pokazuju da ucestalost pojavljivanja raste [20]. Maligni
melanom ¢ini manje od 5% malignih tumora koze, ali zbog izrazene sklonosti brzom rastu i
metastaziranju odgovoran je za gotovo 60% smrtonosnih ishoda tumora koze, Sto ga €ini
jednim od najagresivnijih tumora u ljudi [1]. Prema bazi podataka GLOBOCAN 2018,
Hrvatska ima srednju stopu pojave melanoma koze u usporedbi s drugim zemljama Europe te
s 597 novih slucajeva i 221 smrtnim ishodom u 2018. godini, melanom obuhvaéa 2,4%
slu¢ajeva tumora i 1,5% smrti uzrokovanih tumorima [21]. Procjene pojave tumora i smrtnosti

povezanih s istim za europske zemlje u 2020. godini govore da bi moglo biti 382 nova slucaja
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melanoma u muskaraca te 324 novih slu¢ajeva melanoma u Zena u Hrvatskoj tijekom 2020.
godine [22].
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Slika 1. Vrste tumora koze. Tumori koze dijele se na karcinome plocastih stanica koji
nastaju iz plocastih stanica koje grade epidermu, karcinome bazalnih stanica koji nastaju iz
bazalnih stanica na bazalnoj membrani i melanome koji nastaju iz melanocita, stanica koje
proizvode pigment melanin koji daje boju kozi, o€ima 1 kosi. Maligni melanom ¢ini manje od
5% malignih tumora kozZe, ali odgovoran je za gotovo 60% smrtonosnih ishoda tumora koze.
Preuzeto i prilagodeno s poveznice https://molepatrol.com.au/blog/types-of-skin-cancer/ [23].

2.1.1. Signalni put MAPK igra vaznu ulogu u tumorigenezi melanoma
Razvojem genomskih analiza velike proto¢nosti dolazi do velikog napretka u razumijevanju
biologije i molekularne genetike tumora. Projekt tumorskog genoma (engl. Cancer genome
project), istrazivanje provedeno na Sangerovom institutu u Cambridgeshireu, UK, dovelo je
do otkri¢a uloge signalnog puta kinaze MAP (engl. Mitogen-Activated Protein), tj. signalne
kaskade RAS-RAF-MEK-ERK u tumorigenezi melanoma. Otkriveno je, naime, da preko
60% melanoma posjeduje mutaciju serinske/treoninske proteinske kinaze BRAF (engl.
Rapidly Accelerated Fibrosarcoma homolog B) [24]. Kasnije je pokazano da je protein BRAF
mutiran u oko 50% melanoma, od kojih preko 90% posjeduje mutaciju na kodonu 600, a od
njih preko 90% otpada na toCkastu mutaciju T1799A koja rezultira zamjenom valina
glutaminskom kiselinom na mjestu 600 u aminokiselinskom slijedu proteina (BRAF'*%%)
[25].

Signalni put MAPK (takoder poznat kao RAS-RAF-MEK-ERK) prenosi signal s
receptora na povrsini stanice sve do DNA u jezgri stanice te je jedan od centralnih signalnih

elemenata jer regulira osnovne stani¢ne procese poput stani¢ne proliferacije, diferencijacije,
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regulacije stani¢nog ciklusa, odgovora na stres i apoptoze [26]. Prijenos signala pocinje

vezanjem liganda na receptor tirozinske kinaze (engl. Receptor Tyrosine Kinase, RTK) ¢ime
se aktivira kinazna aktivnost receptora i dolazi do autofosforilacije unutarstani¢nog dijela
receptora. Fosforilirani tirozinski aminokiselinski ogranak prepoznaje protein GRB2 (engl.
Growth Factor Receptor-Bound Protein 2) pomocu strukturalno ocuvane proteinske domene
SH2 koja prepoznaje fosforilaciju na tirozinu. GRB2 se veze na faktor razmjene nukleotida
guanina, SOS (engl. Son of Sevenless), ¢ime ga aktivira te SOS uklanja GDP s proteina RAS.
Nabrojani koraci omogucuju aktivaciju proteina RAS vezanjem GTP-a ¢ime zapoclinje
kinazna kaskada. Aktivirani RAS aktivira serinske/treoninske proteinske kinaze RAF, dok
RAF kinaze fosforiliraju i aktiviraju protein MEK (poznat i kao MAP2K, engl. Mitogen-
Activated Protein Kinase Kinase). Aktivirani MEK fosforilira i aktivira ERK (engl.
Extracellular Signal-Regulated Kinases), takoder poznat i kao MAPK (engl. Mitogen-
Activated Protein Kinase). Aktivirani ERK prelazi u jezgru gdje fosforilacijom regulira
aktivnost raznih transkripcijskih faktora utjecuci tako na bioloske funkcije stanice [27,28].

A BRAFWT B BRAF V600E

BRA
VE00E \

O,

©

!
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/
® |
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Slika 2. Shematski prikaz signalnog puta MAPK. A) Prijenos signala uz prisutnost liganda
membranskih receptora u stanicama s normalnim prijenosom signala MAPK. B) Prijenos
signala signalnog puta MAPK kada je protein BRAF mutiran (BRAFY®%). Do prijenosa
signala dolazi nizvodno od mutiranog proteina BRAF i bez uzvodne aktivacije. Preuzeto i
prilagodeno prema Haling i suradnici (2014) [29].
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U stanicama tumora ponekad se dogodi da je jedan od proteina signalnog puta MAPK mutiran

1 tada dolazi do prijenosa signala nizvodno od tog proteina ¢ak i bez prisutnosti liganda
membranskog receptora. To je kljuan korak tumorigeneze jer omogucuje brzu stani¢nu diobu
i rast tumora. Na Slici 2A prikazana je kinazna kaskada od aktivacije proteina RAS do
prelaska aktiviranog proteina ERK u stani¢nu jezgru normalnih stanica. Na Slici 2B prikazan

je prijenos signala nizvodno od mutiranog proteina BRAF'®%%F

gdje vidimo da uzvodna
aktivacija nije potrebna u slucaju mutacije jednog od proteinskih ¢lanova signalnog puta.
Otkri¢e ovog signalnog puta, kljuénog u razvoju i progresiji melanoma, rezultiralo je

razvojem novih, ciljanih terapija (vidi poglavlje 2.1.3.1).

2.1.2. Pretvorba epitelne u mezenhimalnu stanicu u metastaziranju tumora
Pretvorba epitelne u mezenhimalnu stanicu (EMT) evolucijski je oCuvan razvojni proces U
kojemu epitelne stanice gube stani¢nu polarnost i stani¢ne adhezije, dobivaju svojstva invazije
i pokretljivosti te postaju mezenhimalne stanice. Prvotno je proces EMT-a opisan u kontekstu
normalne stani¢ne diferencijacije tijekom razvoja embrija, a kasnije je pokazano da sudjeluje i
u zacjeljivanju rana, fibrozi organa i karcinogenezi. Njegova uloga u karcinogenezi temelji se
na promoviranju metastaziranja tako da tumorskim stanicama povecava Sposobnost
pokretanja, omogucuje invaziju i otpornost na apoptotiCke podrazaje. Buduci da je
metastaziranje glavni uzrok smrtnosti povezanih s tumorima, sprjeCavanje i tretiranje
metastaza kljuc je uspjeha u borbi protiv tumorskih oboljenja.

Kaskada metastaziranja ukljucuje nekoliko koraka koji su shematski prikazani na Slici
3. Prvi korak odvajanje je stanica od primarnog tumora. Zatim dolazi do intravazacije (engl.
Intravasation), tj. prodiranja stanica u krvotok ili limfni sustav. Takve stanice nazivaju se
cirkuliraju¢e tumorske stanice (CTC, engl. Circulating Tumor Cells) i one su pasivno nosene
organizmom sve dok ne dode do ekstravazacije (engl. Extravasation) u udaljenim tkivima i
organima koja moze dovesti do stvaranja metastaza [30]. Kako bi tumorska stanica postala
pokretljiva, mora pro¢i mnogo pretvorbi. Jedna od njih je proces EMT-a, a uz to treba
aktivirati gene za diferencijaciju, usporiti proliferaciju, regulirati gene ukljuene u stani¢ne
veze 1 adheziju, aktivirati proteaze koje ¢e pomoci kretanju kroz izvanstanicni prostor i slicno.
Mehanizam metastaziranja i EMT-a veoma je kompleksan, a ono $to ga ¢ini joS$
kompleksnijim jest heterogenost populacije stanica. Sve stanice nece pro¢i proces EMT-a u

isto vrijeme, niti ¢e sve koje su uspjesno prosle pretvorbu EMT-a postati metastatske [31].
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Slika 3. Shematski prikaz kaskade metastaziranja. Metastaziranje je proces od nekoliko
koraka koje zapo€inje odvajanjem stanica od primarnog tumora. Zatim slijedi intravazacija ili
prodiranje u krvotok ili limfni sustav nakon ¢ega su cirkuliraju¢e tumorske stanice pasivno
nosene organizmom sve dok ne dode do ekstravazacije i naseljavanja u udaljenim organima
Sto moze dovesti do stvaranja metastaza. Preuzeto i prilagodeno prema Wirtz i suradnici
(2011) [32].

2.1.3. Trenutne metode lije¢enja melanoma

Trenutne mogucénosti u lijeCenju melanoma temelje se uglavnom na kirurSkom odstranjivanju
tumora, kemoterapiji, imunoterapiji i ciljanoj terapiji. Ovisno o karakteristikama tumora,
poput stadija, lokalizacije, genetickog profila, ali i opéenitom zdravstvenom stanju bolesnika,
primjenjuje se jedna od navedenih terapija ili kombinacija nekoliko razli¢itih terapija [33].
Kirursko odstranjivanje najces¢a je metoda koja se koristi za lijeCenje primarnog ili ranog
stadija melanoma. Kod pacijenata s metastatskim melanomom manja je vjerojatnost izljeenja
KirurSkim odstranjivanjem, iako se ukupno prezivljenje bolesnika s jednom metastazom
povecéa nakon takvog tretmana. No, zbog Cestog velikog broja metastaza, te oteZane detekcije
manjih metastatskih lezija ¢e$ce se pribjegava drugim oblicima lijecenja [34].

Kemoterapija je cesto koriStena metoda za lijeCenje kasnih stadija metastatskog
melanoma u pacijenata s progresivnim melanomom. Pri tome se najéesce koriste dakarbazin
ili temozolomid. No, prva linija lijeCenja melanoma kod blaZih oblika bolesti oslanja se na
ciljanu terapiju i imunoterapiju i ponajprije ovisi 0 mutacijskom statusu proteina BRAF (Slika
4). Kod bolesnika s mutiranim proteinom BRAF najces¢e se primjenjuje ciljana terapija
budu¢i da odgovor na imunoterapiju Cesto dugo traje. Ciljana terapija se daje kao

monoterapija inhibitorom proteina BRAF (BRAFi) ili u kombinaciji s inhibitorom proteina
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MEK (BRAFI/MEKI). Onkoliti¢ki virusi vrsta su imunoterapije koja koristi viruse za

uniStavanje tumorske stanice. Prvi onkoliticki virus za lijeCenje tumora, odobren od strane
Americke agencije za hranu i lijekove (FDA, engl. Food and Drug Administration) 2015.
godine, bio je T-VEC, modificirani herpes simplex virus koji inficira i uniStava stanice
tumora. Mrtve stanice otpustaju tumorske antigene koji stimuliraju imunoloski odgovor Sto na

kraju rezultira uniStavanjem tumorskih stanica [2].
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Slika 4. Metode lije¢enja metastatskog melanoma u bolesnika kod kojih nije moguce
kirurSko odstranjivanje tumora. Prva linija lijeCenja uvelike ovisi o mutacijskom statusu
proteina BRAF. Bolesnici s mutiranim proteinom BRAF mogu primiti ciljanu terapiju ili
imunoterapiju, ali budu¢i da odgovor na imunoterapiju ¢esto dugo traje, ¢eS¢e se pribjegava
ciljanoj terapiji. Preuzeto i prilagodeno prema Kozar i suradnici (2019) [2].

2.1.3.1. Ciljana terapija

Ciljana terapija sprjecava rast stanica tumora tako da inhibira odredene proteine u signalnom
putu koji su odgovorni za nastanak i rast tumora, a da, pritom, nemaju nikakav utjecaj na
normalne stanice. lako se ponekad smatra podskupom kemoterapije, puno je specifi¢nija od
klasi¢ne kemoterapije u kojoj citotoksicnim agensima djelujemo na diobu svih stanica koje se
brzo dijele [35]. Ciljana terapija podrazumijeva lijeCenje malim molekulama ili
monoklonskim protutijelima. Monoklonska protutijela karakterizira velika selektivnost, ali
glavni nedostatak je Sto se radi o bioloskim makromolekulama koje ne mogu uci u stanicu
stoga su njihove ciljne mete ograni¢ene na izvanstani¢ni prostor ili povrSinu stanice. Za

razliku od njih male molekule variraju u selektivnosti i, zahvaljujuci svojoj veli¢ini, mogu
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inhibirati Siri spektar proteinskin meta. Uglavnom ih ¢ine inhibitori proteinskih kinaza
(tirozinske ili serinske/treoninske proteinske kinaze). Proteinske kinaze fosforiliraju
hidroksilnu (-OH) skupinu aminokiselina serin, treonin i tirozin i time poti¢u nizvodnu
signalnu kaskadu. Budu¢i da su to uglavnom receptori faktora rasta koji su u tumorima vrlo
¢esto mutirani ili pojacano eksprimirani u odnosu na normalne stanice, predstavljaju izvrsne
mete za ciljanu terapiju. Agencija za hranu i lijekove (FDA) do danas je odobrila 43 male
molekule u svojstvu inhibitora za lijeCenje tumora [36].

Prvi odobreni BRAFi za lijeCenje metastatskog melanoma bio je vemurafenib, a poceo
se koristiti za lijeCenje bolesnika 2011. godine. Dvije godine poslije toga, FDA je odobrila
drugi BRAFi, dabrafenib. Iako su inicijalno pokazivali sjajne rezultate u lije¢enju melanoma,
dugoroc¢no lijeCenje nije bilo moguce zbog pojave otpornosti na terapiju (vidi poglavlje 2.1.4).
Budu¢i da je signalni put MAPK cesto reaktiviran pojavom otpornosti na BRAFi, razvijeni su
inhibitori proteina MEK. Trametinib, prvi otkriveni MEKI, dobio je odobrenje Agencije za
hranu i lijekove 2013. godine. Nakon toga uslijedilo je koriStenje kombinirane ciljane terapije
BRAFi/MEK:i koja je pokazala vece prezivljenje bolesnika u odnosu na monoterapiju BRAFi.
Medutim, nekoliko mjeseci nakon pocetka lijeCenja kombiniranom terapijom, ba$ kao i

monoterapijom, pojavila se otpornost tumora na lijecenje [2].

2.1.4. Otpornost na ciljanu terapiju u melanomima

Najc¢es¢i mehanizam otpornosti na ciljanu terapiju u melanomima reaktivacija je signalnog
puta MAPK koja se dogada u oko 80% tumora otpornih na inhibitore proteina BRAF.
Ucestala reaktivacija signalnog puta MAPK ukazuje na to da su tumorske stanice o njemu
ovisne te brzo nadu nacina da zaobidu njegovu inhibiciju. Glavni mehanizmi reaktivacije puta
MAPK ukljucuju promjene na proteinima BRAF, NRAS, MEK1/2 i neurofibromin 1 (NF1)
[2,3]. Pored signalnog puta MAPK, u melanomima otpornim na ciljanu terapiju cesto je
aktiviran i signalni put PI3K-mTOR. Do aktivacije tog puta moze do¢i zbog gubitka funkcije
proteina PTEN (mutacijom ili delecijom gena PTEN) ili aktivacijom receptorske tirozinske
kinaze [37,38]. Vaznu ulogu u pojavi otpornosti igra i mikrookoli$ tumora. Pokazano je da
stromalne stanice pridonose intrinzi¢noj otpornosti na terapiju tako da luce faktore rasta i time
aktiviraju signalne puteve MAPK i PI3K. Do reaktivacije navedenih signalnih puteva moze
do¢i 1 preko mikroRNA (miRNA) koje reguliraju ekspresiju gena uklju¢enih u MAPK 1 PI3K
[2]. Melanomske stani¢ne linije koje su razvile otpornost na inhibitore BRAF i MEK zbog
koriStenja kombinirane terapije BRAFI/MEKIi pokazuju snaznu ovisnost o navedenoj

kombiniranoj terapiji Sto pruza potencijalnu terapijsku priliku za lijecenje takvih tumora.
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Snazna ovisnost 0 BRAFi nije primije¢ena kod stani¢nih linija otpornih samo na inhibitore

proteina BRAF [39].
Krayem i suradnici pokazali su vaznost aktivnog proteina p53 pri lije¢enju melanoma
vemurafenibom. Pokazano je da PRIMA-1M® (APR-246), lijek koji reaktivira funkciju

proteina p53 tako da mutiranom p53 vraca konformaciju divljeg tipa, povecava osjetljivost

melanoma s mutiranim BRAFY® na vemurafenib. Navedeno je pokazano in vitro na
panelu melanomskih stani¢nih linija, osjetljivih i otpornih na vemurafenib, kao i in vivo na
modelu misjih presadaka (engl. Xenograft Mouse Model). Smatra se da aktivacija p53 inhibira
PI3K/AKT signalni put $to uzrokuje vecu osjetljivost melanoma s mutiranim proteinom

BRAF na vemurafenib [40].

Martina Radié¢ Doktorski rad 11



2. Literaturni pregled

2.2. Porodica proteina p53

Protein p53, kojeg kodira gen TP53, otkriven je 1979. godine kao protein koji je u interakciji
s T antigenom virusa SV40 [41,42]. Pokazano je da je vazan tumor-supresorski gen te je stoga
¢esto mutiran U tumorima. Mutiran je u oko 50% slucajeva tumora, dok se gubitak njegove
funkcije smatra znacajkom svih tumora. Protein p53 transkripcijski je faktor koji regulira
nekoliko stani¢nih puteva ukljucenih u prezivljenje stanice, zaustavljanje stani¢nog ciklusa,
popravak DNA, apoptozu i senescenciju. Njegova uloga u sprjeCavanju nastanka tumora
temelji se na cCinjenici da na odredene podrazaje, kao Sto su oStecenje DNA, hipoksija ili
aktivacija onkogena, aktivira enzime za popravak DNA, zaustavlja stani¢ni ciklus ili izaziva
apoptozu. U homeostatskom stanju organizma bez stresa, razina p53 veoma je niska
zahvaljuju¢i negativnim regulatorima tog proteina. Koncentraciju p53 u stanici regulira
ubikvitinska ligaza E3, MDM2, koja ga oznacava za razgradnju u proteasomu [43].

Porodica proteina p53 sastoji se od tri do sada otkrivena ¢lana: p53, p63 i p73 koji su
kodirani genima TP53, TP63 i TP73. Svaki od tih ¢lanova sadrzi mnoStvo izoformi
zahvaljuju¢i transkripciji s alternativnih  promotora, alternativnhom izrezivanju ili
alternativnom mjestu inicijacije translacije. lako je TP53 naj¢e$¢e mutiran gen u tumorima
covjeka, ponekad je teSko povezati mutacijski status tog gena s klinickim ishodom. Otkri¢e da
gen TP53 kodira za vise razli¢itih izoformi proteina moglo bi objasniti tu pojavu buduéi da
izoforme pokazuju razli¢ite bioloske aktivnosti, koje takoder ovise i o vrsti tumora i
staniénom kontekstu [44].

Kod sva tri ¢lana porodice proteina p53 nalazimo veliku sli¢nost u strukturi. Na N-
kraju proteina nalaze se dvije transaktivacijske domene (TAD 1| i TAD II, engl.
Transactivation Domain), a njihova je uloga aktivacija p53-ciljnih gena. Duge izoforme
proteina p53 (p53a, p53P i p53y) sadrze obje TAD, dok A40p53 izoforme sadrze samo TAD
I1, a proteini p63 i p73 sadrZze samo TAD I. Regija bogata prolinom (PRD, engl. Proline-Rich
Domain) koja sadrzi slijed aminokiselina PXXP (gdje P oznacava prolin, a X bilo koju drugu
aminokiselinu) vazna je za apoptotsku aktivnost p53, bas kao i TAD Il. Kratke izoforme
proteina p53 (A133p53 i A160p53) ne sadrze PRD. SrediSnja domena proteina podrucje je za
vezanje na DNA (DBD, engl. DNA-binding domain) ¢ija struktura je dobro o¢uvana kod svih
¢lanova porodice proteina p53. DBD sadrzi cinkov atom koordiniran s tri cisteina i jednim
histidinom koji stabilizira strukturu vaznu za interakciju proteina p53 s molekulom DNA [45].
C-kraj proteina sastoji se od oligomerizacijskog podrucja (OD, engl. Oligomerization
Domain) vaZznog za stvaranje tetramera i signala za smjestaj u jezgru (NLS, engl. Nuclear

Localization Signal). Oligomerizacijsko podru¢je ne nalazimo kod P i y izoformi proteina
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p53. C-kraj proteina p53 sadrzi joS i bazi¢no podrucje (BD, engl. Basic Domain) koje je
bogato lizinom, te podlijeze brojnim posttranslacijskim modifikacijama. U nekim slucajevima
pozitivno regulira funkciju TAD I, a negativno TAD Il [46]. Kod proteina p63 i p73 na C-
kraju nalazimo podru¢je sa tzv. sterilnim motivom a (SAM, engl. Sterile-a-Motif) koje
posreduje u proteinskim interakcijama. Najveca oCuvanost strukture proteina nalazi se u
srediSnjem podrucju odgovornom za vezanje na DNA gdje je oko 60% strukture identi¢no
izmedu proteina p53 i p63, te p53 i p73, dok je identi¢nost u TAD | oko 30%, a u OD oko
40% [47]. Shematski prikaz domena izoformi proteina p53 prikazan je na Slici 5, a domena
izoformi proteina p73 na Slici 6.

Osim vazne uloge u tumorigenezi, porodica proteina p53 uklju¢ena je u mnoge druge
funkcije u stanici. Protein p63 kljucan je za epidermalnu morfogenezu i razvoj udova tijekom
embriogeneze, a inaktivacija p63 (engl. p63-knockout) dovodi do ozbiljnih kraniofacijalnih
deformacija i nemogucnosti razvoja koze te zivotinje Cesto umiru nekoliko dana nakon
rodenja [48]. Izoforme proteina p73 vazne su u razvoju mozga. Tako u misjem mozgu u
razvoju nalazimo visoku ekspresiju izoformi ANp73 koje su vazne za suzbijanje programirane
staniéne smrti posredovane proteinom p53 tijekom razvoja neurona [49]. MiSevi s
inaktiviranim p73 pokazuju mnoge neuroloske i imunoloske defekte poput disgeneze
hipokampusa, hidrocefalije, kroni¢ne infekcije i upala [50]. Ipak, do jasnijih spoznaja
istrazivaci su dosli inaktivacijom odredenog skupa izoformi. Tako inaktivacija ANp73 dovodi
do pojacane osjetljivosti na osteCenje DNA $to objaSnjava ¢injenicu zasto tumori s vecom
ekspresijom ANp73 pokazuju povecanu otpornost na kemoterapiju [51], dok inaktivacija
TAp73 dovodi do poveéanog razvoja tumora te neplodnosti [52]. MiSevi s inaktiviranim p53
u manjem broju slucajeva razviju anomalije, kao Sto su kraniofacijalne deformacije, ali u
veéem broju slu¢ajeva dolazi do spontanog razvoja neoplazmi, najcesce u razdoblju od 3 do 6

mjeseci starosti [53,54].

2.2.1. lzoforme proteina p53

Do sada je poznato 12 izoformi proteina p53. Na temelju grade na N-kraju proteina mogu se
podijeliti u dvije skupine: 1) duge izoforme koje sadrze potpunu ili djelomi¢énu TAD (TA i
A40) i 2) kratke izoforme bez TAD (A133 i A160). Na temelju strukture na C-kraju proteina
razlikujemo o, B i vy izoforme (Slika 5). Izoforme mogu nastati uz pomo¢ nekoliko
mehanizama: transkripcije s alternativnih promotora (TA izoforme se prepisuju s promotora
P1, a A133 izoforme s promotora P2), alternativnog izrezivanja introna (intron 2 - A40

izoforme, intron 9 - a, B i y izoforme) te alternativhog mjesta inicijacije translacije (A40 i
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A160 izoforme). Zahvaljuju¢i alternativnom mjestu inicijacije translacije, od 9 molekula

MRNA dobivamo 12 proteinskih izoformi [44].

P1 (p53; A40p53) P2 (A133p53; A160p53) a

BY

TAD PXXP DBD oD

n ({1}] NLS kD
ATG 1

T o 0 e

p53y MLLDLRWCYFLINSS 48
ATG 40
A40p53 47
neopsap Tl e
A40p53y _ MLLDLRWCYFLINSS 42
ATG 133
A133p53 35
p133p530 e T o
A133p53y W okvCYFLINSS 29
ATG 160
A160p53 31
s160p539 T s e
A160p53y _ MLLDLRWCYFLINSS 26

Slika 5. Shematski prikaz izoformi proteina p53. Prikazani su alternativni promotori (P1 i
P2) te podrucja alternativnog izrezivanja (o, P, y). S promotora P1 prepisuju se izoforme
p53a, p53PB, pS3y koje sadrze potpuno transaktivacijsko (TA) podrucje, te izoforme A40p53
koje sadrze djelomi¢no podrucje TA. Izoforme A40p53 mogu nastati i zbog alternativnog
mjesta inicijacije translacije na ATG 40. S promotora P2 prepisuju se izoforme A133p53 i
A160p53 kojima nedostaje TA i dio domene za vezanje na DNA. Preuzeto i prilagodeno
prema Marcel i Bourdon (2010) [55].

PrijaSnja istraZivanja su pokazala da su izoforme p53 pojacano eksprimirane u
mnogim tumorima, a prognosticka vrijednost pojedine izoforme ovisi 0 mutacijskom statusu
gena TP53 i o vrsti tumora (pregledno prikazano u Bourdon i Joruiz [44]). Na primjer,
pojacana ckspresija izoforme A40p530. u mucinoznom tumoru jajnika divljeg tipa TP53
povezana je s boljim klinickim ishodom pacijenata u odnosu na smanjenu ekspresiju
navedene izoforme. Nadalje, pojacana ekspresija izoforme A133p53a u tumoru jajnika s

mutiranim genom TP53 ukazuje na bolji klini¢ki ishod pacijenata u odnosu na smanjenu
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ekspresiju navedene izoforme [56,57]. U tumoru dojke ¢ije stanice sadrze mutirani gen TP53,
ekspresija izoforme p53B povezana je s duzim prezivljenjem, dok je ekspresija izoformi
A40p53 povezana s agresivnim, trostruko negativnim tipom raka dojke [58]. Izoforme, osim
Sto utjeCu na aktivnost proteina p53, pokazale su se i vaznim proteinskim biljezima u mnogim
vrstama tumora. No, isto tako, one pokazuju i funkcije neovisne o proteinu p53. Tako
izoforma A133p53p promovira potencijal mati¢nih stanica raka, a pojacana ekspresija te
izoforme korelira s pove¢anim metastatskim potencijalom u stani¢nim linijama tumora dojke
[59]. U kolorektalnom karcinomu A133p53p povisuje razinu IL-6 koji aktivira signalne

puteve RhoA-ROCK i JAK-STAT te tako doprinosi invaziji i metastaziranju tumora [60].

2.2.1.1. Inaktivacija p53 u melanomu ¢ovjeka
Protein p53 najcesce je u tumorima inaktiviran mutacijama, a neki mutanti dobivaju nove,
onkogene funkcije (GOF, engl. gain of function). Ve¢ina mutanata proteina p53 ima mutacije
u DBD, i to u kodu za aminokiseline ukljucene u vezanje proteina uz molekulu DNA (tzv.
kontaktni mutanti) ili u kodu za aminokiseline vazne za odrZzavanje strukture podrucja
odgovornog za vezanje uz molekulu DNA (tzv. strukturalni mutanti). Kod strukturalnih
mutanata dolazi do velike konformacijske promjene proteina i nastajanja unutarnje Supljine ili
pukotine proteina koje onemogucuju interakciju s molekulom DNA. Veéina mutanata p53
potice EMT S§to uzrokuje sijanje (engl. spreading) stanica s primarnog tumora i nastajanje
metastaza. Divlji tip proteina p53 sprje¢ava stani¢nu migraciju i invaziju (Sto su glavne
karakteristike EMT). U melanomima, za razliku od drugih vrsta tumora ¢ovjeka, protein p53
rijetko je mutiran (u manje od 10% slucajeva) [4]. Ipak, ne obavlja svoju funkciju tumorskog
supresora. PredloZzeno je nekoliko mehanizama koji objaSnjavaju inaktivaciju p53 u
melanomagenezi. Jedan od njih fosforilacija je proteina iIASPP (engl. Inhibitor of Apoptosis
Stimulating Protein of p53) preko kompleksa ciklin BI/CDK1 ¢ime se onemoguéuje tvorba
dimera 1ASPP Sto dovodi do translokacije monomera iASPP u jezgru. Monomeri iASPP
stupaju u interakciju s p53 i inhibiraju apoptozu izazvanu pomoc¢u p53 reguliraju¢i njegovu
transkripcijsku aktivnost, ali istovremeno ne utjeCu na zastoj stani¢nog ciklusa uzrokovan
djelovanjem proteina p53 [8]. Na inaktivaciju ili smanjenu razinu proteina p53 utjece
pojacana degradacija posredovana E3-ubikvitinskom ligazom MDM2, koja je cesto
prekomjerno eksprimirana u melanomima [5]. Takoder, dolazi i do pojaCane ekspresije
MDM4 koji inhibira p53 vezuéi se za njegovu TAD [6]. Nadalje, ¢este su mutacije lokusa
CDKN2 koji kodira za p14“P*N?A koji stupa u interakciju s MDM?2 i sprje¢ava ga da oznadi
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p53 za ubikvitinaciju te tako stabilizira p53 [7]. Do utiSavanja gena TP53 moze do¢i i zbog
epigenetskih promjena [61,62].

2.2.2. lzoforme proteina p73

Protein p73 ima jo$ brojnije izoforme pa tako u teoriji postoji 29 proteinskih izoformi te ¢ak
35 molekula mRNA kodiranih genom TP73. S obzirom na razliku u strukturi N-kraja proteina
razlikujemo pet transkripata: TA, Ex2, Ex2/3, AN'i AN, a s obzirom na C-kraj sedam: a, B, v,
d, & C 1 m. Izoforme nastaju zbog transkripcije s alternativnih promotora (TA izoforme se
prepisuju s promotora P1, AN izoforme s promotora P2) te alternativnog izrezivanja na N-
kraju (Ex2, Ex2/3 i AN"), kao i alternativnog izrezivanja na C-kraju (o, B, v, 0, €, C i 1).
Transkript AN'p73 u konacnici rezultira istim proteinskim produktom kao i izoforma ANp73
koja se prepisuje od promotora P2. No, postoji mogucnost da translacija zapocinje od prvog
startnog kodona AUG, smjeStenog u eksonu 2 te zavrSava stop-kodonom u eksonu 3' sto vodi
do ekspresije kratke izoforme koja se sastoji samo od N-terminalne domene proteina p73
(Slika 6) [43].

Protein p73 gotovo nikad nije mutiran u tumorima. Ipak, izoforme proteina p73 imaju
potpuno razli¢ite uloge u tumorigenezi. Tako izoforme TAp73 pokazuju znacajnu ulogu u
supresiji tumora, dok izoforme ANp73 pokazuju onkogena svojstva. Pojacana ekspresija
izoformi proteina p73 kojima nedostaje cijela ili dio transaktivacijske domene na N-kraju
proteina (ANp73, Ex2p73 i Ex2/3p73) nadena je u mnogim vrstama tumora te su tim
izoformama pripisana antiapoptotska svojstva, kao i mogucnost inhibicije funkcije proteina
p53 i TAp73 [63-65].
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Slika 6. Shematski prikaz izoformi proteina p73. Prikazani su alternativni promotori (P1 i
P2) i podru¢ja alternativnog izrezivanja (Ex2, Ex2/3, AN, a, B, v, 0, €, { i 1). lzoforme TAp73
koje se prepisuju s promotora P1 sadrze ocuvanu TAD. Izoforme ANp73 koje se prepisuju s
promotora P2 skracene su na N-kraju te nemaju TAD. Preuzeto i prilagodeno prema Murray-
Zmijewski i suradnici (2006) [43].
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2.2.3. Interakcije proteina p53 s drugim izoformama porodice proteina p53

Izoforme porodice proteina p53 uz pomo¢ oligomerizacijske domene stvaraju transkripcijski
aktivne tetramere. No, nije izgledno da ¢e sve podjedinice s jednakom vjerojatnoséu graditi
razlicite tetramere, a i aktivnost pojedinih tetramera ovisi o tome od kojih su izoformi
sastavljeni. Billant i suradnici istrazili su utjecaj izoformi porodice proteina p53 na aktivnost
divljeg tipa proteina p53 na modelu kvasca Saccharomyces cerevisiae. Pokazali su da su
izoforme p53a i A40p53a transkripcijski aktivne izoforme proteina p53, dok A133p53a i
A160p53a ne pokazuju transkripcijsku aktivnost, Sto je i za ocekivati buduéi da nemaju
transaktivacijsko podrucje te im nedostaje dio podruéja za vezanje uz DNA. Nadalje, pokazali
su da A133p53a i A160p53a imaju dominantno-negativni utjecaj na transkripcijsku aktivnost
izoformi p53a 1 A40p53a. Uvodenjem mutacija koje onemogucuju tetramerizaciju A133p53a
i Al160p53a izoformi utjecaj na transkripcijsku aktivnost proteina p53c je ponisSten.
Istrazivanja naSeg laboratorija su pokazala da izoforme p53 inhibiraju transkripcijsku i
apoptotsku aktivnost TAp73p tvore¢i heterokomplekse [66]. Transkripcijska aktivnost
izoformi proteina p73 pokazana je na izoformama TAp73a. i TAp73p, a za izoforme ANp73a.
i ANp73P pokazano je da imaju dominantno-negativni utjecaj na transkripcijsku aktivnost
divljeg tipa proteina p53 i TAp73. Istrazivaci su dosli do zakljucka da je protein p53a
inhibiran izoformama porodice proteina p53 koje nisu transkripcijski aktivne, a mogu tvoriti
heterotetramere [67].

Marcel i suradnici pokazali su da je postojanje proteinskih kompleksa p53a/p53p i
p53a/p53y ovisno o promotoru buducéi da su ih uspjeli koimunoprecipitirati samo u prisutnosti
promotora na koji se protein p53 veze. Buduc¢i da niti pS3f ni p53y ne posjeduju
oligomerizacijsko podruc¢je, kompleksi najvjerojatnije nisu tetrameri [68]. Za izoformu
A40p530 pokazana je direktna interakcija s p53a [69]. Takoder je pokazano da izoforma
A40p53a inhibira, a izoforma p53f potice zastoj stani¢nog ciklusa i apoptozu u stanicama
melanoma ¢ovjeka tako da utjecu na transkripciju gena CDKN1A (koji kodira za p21) i BBC3
(kodira za protein PUMA) koje je ovisno o proteinu p53 [70]. Takoder, pokazana je direktna
interakcija izoforme A133p53a s divljim tipom proteina p53a te je pokazano da A133p53a
inhibira apoptozu i zastoj u fazi G1 stani¢nog ciklusa koji su uvjetovani proteinom p53 [71].
Opc¢enito, utjecaj izoformi porodice proteina p53 na stani¢ni odgovor proteina pS53a ovisan je
0 vrsti stanica i tkiva.

Dominantno-negativni utjecaj izoformi ANp73 na izoforme p53 i TAp73 otkriven je
pocetkom stoljeca. Nadeno je da izoforme ANp73 imaju onkogena svojstva [72], poja¢ano su

eksprimirane u tumorima [73], te da do inhibicije proteina p53 dolazi zbog kompeticije
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homotetramera ANp73 za vezna mjesta za p53 na molekuli DNA (Slika 7D), dok do
inhibicije TAp73 dolazi zbog direktinih proteinskih interakcija i nastajanja manje aktivnih
heterotetramera TAp73/ANp73 (Slika 7C) ili zarobljavanja (engl. sequestration) TAp73
(Slika 7B) [74,75]. Dok su direktne proteinske interakcije izoformi ANp73 s divljim tipom
proteina p53 potvrdene [73], za izoforme TAp73 takve interakcije nisu potvrdene.

Interakcije proteina p53 pokazane su i s proteinom p63. Pojacana ekspresija izoformi
proteina p63 zapazena je u stanicama i klini¢kim uzorcima melanoma u usporedbi s
melanocitima te je pokazano da dolazi do nastanka kompleksa izmedu ANp63p i p53a koji

inhibira transkripcijsku aktivnost proteina p53 [76].
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Slika 7. Protein ANp73 regulira funkciju proteina TAp73 i p53. A) Kao odgovor na
oste¢enje DNA aktiviraju se p53 1 TAp73. Oni mogu transkripcijski transaktivirati ANp73
koji moze inhibirati funkciju p53 i TAp73 u zastoju stani¢nog ciklusa i apoptozi. Inhibicija
apoptoze koja je uzrokovana ANp73 rezultat je B) zarobljavanja TAp73, C) stvaranja manje
aktivnih heterotetramera TAp73-ANp73 ili D) kompeticije s p53 za ista ciljna vezna mjesta.
Preuzeto i prilagodeno prema Melino i suradnici (2002) [77].
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2.3. Porodica proteina NME/NDPK/Nm23

Nukleozid-difosfatske kinaze (NDPK) ¢ine porodicu enzima koji sudjeluju u metabolizmu
nukleotida. Otkriveni su sredinom 20. stolje¢a kao enzimi koji prenose y-fosfat s nukleozid
trifosfata (NTP) na nukleozid difosfate (NDP). Prijenos terminalnog fosfata obavlja se ,,ping-
pong“ mehanizmom preko fosfo-histidinskog intermedijera velike energije. Glavni donor
fosfata je ATP nastao oksidativnom fosforilacijom budu¢i da je to daleko najzastupljeniji
NTP u stanici [78,79]. Kako su NDPK zaduzene za odrzavanje nukleotidnog sastava u
stanicama, smatraju se 'housekeeping' enzimima. Porodica proteina kojoj pripadaju NDPK
poznata je pod tri imena: NME, NDPK i Nm23. Budu¢i da svi ¢lanovi porodice nukleozid-
difosfatskih kinaza nisu kataliticki aktivni, @ Nm23 stariji je naziv Cesto koriSten u klini¢kim
studijama, danas je uvrijezeni naziv ove porodice proteina NME. Do sada je pronadeno deset
gena NME u sisavaca (Slika 8) [80]. Po filogenetskim znacajkama, strukturi eksona i introna
te proteinskim domenama, proteini NME dijele se u dvije grupe. U grupu | ubrajamo proteine
NME 1-4 za koje je dokazano da posjeduju kinaznu aktivnost. NME1 i NME2 uglavnom se
nalaze u citosolu, dok su proteini NME3 i NME4 smjeSteni u mitohondriju [81-83]. NDPK je
kod eukariota aktivan isklju¢ivo u obliku heksamera. Smatra se da NME1 (NDPK A) i NME2
(NDPK B) podjedinice tvore veéinu stani¢nih izoenzima NDPK koji obavljaju barem 80%
ukupne stani¢ne aktivnosti NDPK. Oni mogu tvoriti heksamere u svim moguéim
kombinacijama (A6, A5B1, ... B6) [84,85]. Osim enzimske aktivnosti NDPK, ovi proteini
posjeduju i mnoge druge biokemijske funkcije: regulatori su transkripcije te imaju aktivnost
proteinske kinaze i DNaze [86]. NDP kinaze imaju i mnogobrojne bioloSke funkcije u stanici
te su ukljuéeni u razne stani¢ne procese poput diferencijacije, proliferacije, supresije
metastaziranja te vezikularnog transporta [87]. Grupu II ¢ine proteini NME 5-9 za koje nije
dokazana multimerna forma, kao ni aktivnost NDPK [86]. Proteini grupe Il slabije su
istraZzeni od grupe I, a njihovu biokemijsku i biolosku ulogu u stanici tek treba razjasniti.
Protein NME10 evolucijski je odvojen od ostalih ¢lanova porodice NME buduci da je domena
NDK u odgovaraju¢i gen umetnuta relativno nedavno te je njegovo evolucijsko podrijetlo
sasvim razlicito od ostalih ¢lanova porodice. Takoder, NMEZ10 jedini ima nepotpunu domenu
NDK $to je vidljivo na Slici 8 [88].
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Slika 8. Shematski prikaz domena ¢lanova porodice proteina NME u ¢ovjeka. Porodica
proteina NME sastoji se od 10 ¢lanova koji su podijeljeni u dvije grupe. U grupu | ubrajamo
NME1 — NME4, a u grupu Il NME5 — NME9, dok NME10 ima drugadije evolucijsko
podrijetlo. Brojevi predstavljaju aminokiseline. Proteinske domene prikazane su obojenim
kucicama. Skracenica MLS predstavlja signal za smjeStaj u mitohondrij, a NDK domenu
nukleozid-difosfatske kinaze. Preuzeto i prilagodeno prema Cetkovi¢ i suradnici (2015) [86].

2.3.1. NMEL, prvi otkriveni supresor metastaziranja

Veliki interes za proteinsku porodicu NME u biologiji tumora javio se kada je otkriveno da
gen nm23 (engl. non-metastatic clone 23), poznat kao supresor metastaziranja u misjem
modelu melanoma, zapravo kodira za jednu od podjedinica enzima NDPK, NDPK A [89].
Vazna karakteristika supresora metastaziranja sprje¢avanje je nastajanja metastaza, ali, za
razliku od tumorskih supresora, oni ne utjeCu na rast primarnog tumora. Djelovanjem
supresora metastaziranja, stanice ¢e izgubiti ili nece ni dobiti karakteristike metastatskih
stanica, ali ¢e i dalje biti tumorigene [90]. Uloga proteina NME1 kao supresora metastaziranja
potvrdena je s nekoliko otkri¢a. Pokazano je da smanjena ekspresija ili potpuni gubitak
ekspresije NME1 korelira s formiranjem metastaza i loSim klini¢ckim ishodom u oboljelih od
razli¢itih tipova tumora kao $to su melanom, tumor dojke, tumor jajnika, hepatocelularni
karcinom, karcinom grli¢a maternice i karcinom Zeluca [91,92]. Nadalje, u¢estalost metastaza
u plu¢ima znacajno je poveéana U miSu s inaktiviranim NMEL1 (engl. NME1-knockout)
sklonom hepatocelularnom karcinomu [93]. Nadalje, utiSavanje NMEL, ali ne i NMEZ2,
doprinijelo je razvoju metastatskog fenotipa nekoliko neinvazivnih tumorskih stani¢nih linija
kroz utjecaj na stani¢nu adheziju, migraciju i invaziju. UtiSavanje NME1 dovodi do
destabilizacije E-kadherina, translokacije B-katenina u jezgru i aktivacije transkripcijskog
faktora TCF/LEF-1, a sve su to znacajke procesa EMT-a [94]. Molekularni mehanizam kojim

NMEI1 suprimira metastaze jo§ nije poznat, ali mogao bi ukljucivati neke do sada poznate
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uloge proteina NMEL kao $to su njegova enzimska aktivnost (NDPK, aktivnost histidinske
kinaze te aktivnost 3'-5' egzonukleaze), slozena mreza proteinskih interakcija ili regulacija
nizvodnih gena [95].

Ipak, mnogi radovi pokazuju da prekomjerna ekspresija NMEL ili vrlo rijetka mutacija
NME1%%°® povecéava invazivna svojstva te korelira s napretkom bolesti i opéenito lo§im
ishodom u neuroblastomu kod djece [96]. Navedena istrazivanja upuéuju na zakljucak da
NME1 ima razli¢ite uloge u razli¢itim tipovima tumora. lako je uloga NME2 u biologiji
tumora manje istrazena od poznatijeg ¢lana porodice, NME1, pokazano je da posjeduje
aktivnost supresora metastaziranja. Slicno kao i kod NMEI1, ekspresija NME2 korelira s

losijim ishodom u pacijenata s odredenim tipovima tumora [97].

2.3.2. Proteini NME u melanomu ¢ovjeka

Kao i u mnogim drugim tipovima metastatskih tumora i u stani¢nim linijama i klini¢kim
uzorcima melanoma pokazana je smanjena ekspresija proteina NME1. NME1 ima vaznu
ulogu u sprje¢avanju metastaziranja u melanomu [11], ali isto tako suzbija i melanomagenezu
izazvanu UV zra¢enjem. Naime, NME1 potice popravak ostecenja DNA uzrokovanog UV-
zraCenjem, Koji je vjerojatno zahvaljuju¢i svojoj aktivnosti 3'-5' egzonukleaze [12,13].
Nedavno istrazivanje otkrilo je subpopulaciju stanica sa smanjenom ekspresijom proteina
NME1 (NME1"°") u stani¢nim linijama melanoma i ukazalo na vaznost vrlo malignih
varijanti NME1"°" stanica melanoma. Naime, izolacijom tih stanica utvrdena je poveéana
kolektivna invazija in vitro u 3D-agregatima u Matrigelu, kao i veliki broj metastaza na
plué¢ima i jetri u modelima migjih presadaka NME1-°". Modeli migjih presadaka parentalnih
stanica, s mijeSanom populacijom stanica koje eksprimiraju NMEL jako ili slabo, nisu
pokazali pojavu metastaza [98]. lako NMEL1 pokazuje snazno djelovanje supresora
metastaziranja, pokazalo se da ima i ulogu u rastu melanoma. NME1 dovodi do rasta
subpopulacije mati¢nih stanica melanoma u 3D-stani¢nim kulturama i povecanog rasta
tumora in vivo. Utisavanje ekspresije NME1 dovodi do znacajnog smanjenja veli¢ine tumora
in vitro i in vivo [99]. Ova nedavna istraZivanja razli¢itih subpopulacija stanica melanoma
pokazuju vaznost heterogene ekspresije NME1 u melanomima i opre¢nu ulogu proteina koji

se u biologiji tumora uglavnom smatra supresorom metastaziranja.

2.3.3. Interakcije proteina p53 s ¢lanovima porodice proteina NME
U okviru porodice proteina NME, dosad su najviSe istrazivani NME1 i NME2. Udio

identi¢nih aminokiselinskih ostataka u primarnoj strukturi ovih dvaju proteina iznosi 88% te
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se razlikuju samo u njih 18. Ipak, tih 12% ¢ini veliku razliku budu¢i da je povrsina NME1

kiselog, a NME2 bazi¢nog karaktera [100]. Upravo to bi moglo objasniti veliku razliku u
broju i tipu interakcijskih partera, a sukladno tome i raznolikost biokemijskih funkcija (ako
izuzmemo aktivnost NDPK) ta dva vrlo srodna proteina. H. Jung i suradnici otkrili su direktne
interakcije izmedu proteina NME1 i p53, kao i izmedu proteina NME2 i p53 metodom
koimunoprecipitacije endogenih i egzogenih proteina u nekoliko stani¢nih linija. Proteinske
interakcije posredovane su disulfidnim vezama preko cisteinskog bo¢nog ogranka Cys145 u
NMEL i Cysl76 u proteinu p53. Takoder, pokazali su da NME1 aktivira p53 uklanjanjem
MDMZ2, negativnog regulatora p53, iz kompleksa p53-MDM2 [9]. Opazanje ovih direktnih
interakcija NME-p53 nije ponovilo nijedno neovisno istrazivanje od objavljivanja tog ¢lanka
2007. godine. Medutim, pronadene su indirektne interakcije izmedu NME i p53, tj. utjecaj
proteina NME na aktivnost proteina p53 preko nekih drugih proteinskih partnera p53,
primjerice interakcija NMEL i MIF koja rezultira disocijacijom kompleksa MIF-p53. Buducéi
da je pokazano da MIF suzbija aktivnost proteina p53, disocijacijom kompleksa omoguéena
je apoptoza i zaustavljanje stani¢nog ciklusa posredovano proteinom p53 [101]. Zanimljiva je
i interakcija NME2 s negativnim regulatorom p53, MDM2. Pokazana je i poveznica izmedu
poveéane ekspresije MDM?2 i smanjene sposobnosti NME2 da suzbija pokretljivost stanica
[102].
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2.4. Porodica proteina GLI

Porodica proteina GLI dio su Hedgehog-GLI (HH-GLI) signalnog puta vaznog u razvoju i
diferencijaciji organizma. Signalni put HH-GLI vrlo je dobro ocuvan u zivotinja s
bilateralnom simetrijom, a promjene u regulaciji signalnog puta dovode do kongenitalnih
malformacija. Usprkos iznimnoj vaznosti tijekom razvoja embrija, signalni put HH-GLI
neaktivan je nakon rodenja, a ostaje aktivan samo u mati¢nim i praroditeljskim stanicama.
Naknadna aktivacija HH-GLI signalnog puta u odraslim stanicama dovodi do pojave tumora
[103].

2.4.1. Signalni put Hedgehog-GLI (HH-GLI)
Signalni put Hedgehog-GLI u sisavaca sastoji se od tri liganda HH (Desert, DHH, Indian,
IHH i Sonic Hedgehog, SHH), dva transmembranska receptora Patchedl i Patched2 (PTCH1
I PTCH2), transmembranskog receptora spregnutog s G-proteinom (engl. G protein-coupled
receptor, GPCR) Smoothened (SMO) i tri transkripcijska faktora GLI (GLI1, GLI2 i GLI3)
koji su regulirani supresorom SUFU (engl. Suppressor of Fused). PTCH1 glavni je receptor,
dok se PTCH2 rijetko spominje u literaturi [104]. Prijenos signala u signalnom putu HH-GLI
pocinje vezanjem liganada HH na receptor PTCH1 (Slika 9B). Proteini Cdo, Boc i Gasl
ponasaju se kao koreceptori liganda HH, a protein koji stupa u interakciju s HH (engl.
Hedgehog interacting protein, HHIP) natjece se s PTCHL1 za vezanje na ligand HH te se na taj
na¢in ponasa kao negativni regulator signalnog puta HH-GLI [105,106]. Receptor PTCH
nalazi se u primarnoj ciliji (duga, nepokretna organela na apikalnoj povrsini mnogih vrsta
stanica) te vezanjem liganda dolazi do relokalizacije kompleksa na endosomalne vezikule.
Relokalizacija aktivira SMO koji se translocira u primarnu ciliju [107]. Daljnji prijenos
signala dovodi do formiranja aktivne forme transkripcijskih faktora GLI (GLI-A) koji u jezgri
aktiviraju transkripciju ciljnih gena HH [108]. U odsutnosti liganada HH, receptor PTCH1
sprje¢ava ulazak SMO u primarnu ciliju i na taj nacin inhibira njegovu funkciju (Slika 9A).
To rezultira nastankom represorske forme transkripcijskih faktora GLI2 i GLI3 (GLI2/3-R)
cijepanjem N-kraja proteina. GLI-R odlaze u jezgru gdje smanjuju transkripciju ciljnih gena
HH [108].

Aktivacija signalnog puta HH-GLI moze se odvijati na kanonski ili nekanonski nacin.
Kanonski naCin aktivacije podrazumijeva vezanje liganada HH na receptor PTCHI, dok
nekanonski nacin aktivacije podrazumijeva sve mehanizme aktivacije trankripcijskih faktora

GLI koji se dogode neovisno 0 SMO [109].
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Slika 9. Pojednostavljeni prikaz signalnog puta Hedgehog-GLI u sisavaca. A) u
odsutnosti liganada HH dolazi do formiranja represorske forme transkripcijskih faktora GLI
(GLI-R) koji dolaskom u jezgru inhibiraju transkripciju ciljnih gena HH. B) u prisutnosti
liganada HH aktivne forme transkripcijskih faktora GLI (GLI-A) poticu transkripciju ciljnih
gena HH. Preuzeto i prilagodeno prema Pandolfi i suradnici (2015) [108].

2.4.2. lzoforme proteina GLI
Proteini GLI transkripcijski su faktori s motivom cinkovih prstiju kojim se vezu na slijed 5'-
GACCACCCA-3' u promotorima ciljnih gena [110]. Porodica proteina GLI sastoji se od tri
¢lana (GLI1, GLI2 i GLI3) od kojih svaki ima nekoliko do sada poznatih izoformi (Slika 10).
Proteini GLI12 i GLI3 na N-kraju imaju represorsko podrucje, dok kod proteina GLI1 takvo
podrucje ne postoji Sto bi znacilo da GLI2 1 GLI3 mogu djelovati kao aktivatori ili represori
signalnog puta, dok je GLI1 uglavnom aktivator. Represorske izoforme proteina GLI2 i GLI3
(GLI2/3-R) nastaju proteolitickim cijepanjem transaktivirajuéeg podrucja. Alternativno
izrezivanje razlog je tome da proteini GLI1 i GLI2 imaju viSe izoformi od proteina GLI3.
Izoforme GLI1AN, tGLI1 i N'AGLII razlikuju se od GLI1FL po aminokiselinama
koje im nedostaju na N-kraju proteina. 1zoforme GLIIAN i tGLI1 nastale su zahvaljujuci
alternativnom izrezivanju, dok je izoforma N'AGLI1 nastala posttranslacijskom
modifikacijom. Izoforma tGLI1 pronadena je samo u tumorskom uzorku glioblastoma i
tumora dojke, a ne i u pripadaju¢em zdravom tkivu za razliku od drugih izoformi koje se
nalaze kako u tumorskom, tako i u zdravom tkivu. Transkripcijska aktivnost navedene tri

izoforme razlikuje se po ciljnim genima koje aktiviraju, ali i po jacini aktivacije pojedinih

Martina Radié¢ Doktorski rad 25



2. Literaturni pregled
ciljnih gena zbog razlike u mehanizmu aktivacije ili razlike u sposobnosti translokacije u

jezgru [111]. Izoforma N'AGLI1 slabi je aktivator transkripcije I prisutna je u vecoj koli¢ini u
stanici od izoforme GLI1FL zbog gubitka veznog mjesta za protein SUFU, koji je supresor
transkripcijskih faktora GLI i negativni regulator signalnog puta HH-GLI. Izoforma C'AGLII
slabi je represor transkripcije [103]. Izoforma GLI2AN puno je snazniji aktivator transkripcije
od najduze izoforme GLI2, GLI2FL. Postranslacijska modifikacija, uz proteolitic¢ku
razgradnju, mogla bi biti vazan mehanizam regulacije aktivacijske i represorske aktivnosti
proteina GLI [112]. Protein GLI3 nema izoformi nastalih alternativnim izrezivanjem. Jedine
do sada poznate izoforme su GLI3FL i GLI3-R koja nastaje proteolitickom razgradnjom duge
izoforme GLI3.

G LI 1 Vezanje proteina SUFU
_.—- = TAD —  GLIIFL (1106aa; 160 kDa)
—._-‘ = TAD —  tGLI1 (1065aa; ~155 kDa)
—- = TAD — GLI1AN (978aa; ~140 kDa)
-- = TAD —  N'AGLIL (900a2a; ~130 kDa)
—.—. —I‘ EEE— C'AGLI1 (700aa; ~100 kDa)
- . -— = TAD —  GLIZFL (1586aa; ~185 kDa)
—. = TAD — GLI2AN (1258aa, ~138 kDa)
1 ___ GLI2A3 (1485aa, ~163 kDa)
—E—E TAD
_._.. = TAD —  GLI2ad-5 (1423 aa, ~156 kDa)
_- . ., = TAD —  GLI3FL (1596aa; ~190 kDa)
B Represorsko podrutje Signal za smjestaj u jezgru
W  N-iC-terminalni degroni Signal za izlaz iz jezgre
W Vezno mjesto za protein SUFU Transaktivirajute podrutje
B Motiv cinkovog prsta
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Slika 10. Shematski prikaz izoformi porodice proteina GLI. Svaki od tri ¢lana porodice
proteina GLI (GLI1, GLI2 i GLI3) sastoji se od nekoliko, do sada poznatih izoformi. Preuzeto
i prilagodeno prema Sabol i suradnici (2018) [103].

2.4.3. Uloga signalnog puta HH-GLI u razvoju melanoma

Uloga signalnog puta HH-GLI u razvoju tumora koZe, pa tako i melanoma temeljito je
istrazena i pokazalo se da je signalni put HH-GLI uklju¢en u melanomagenezu. Aktivan
signalni put HH-GLI potreban je za rast i razvoj melanoma, a signalni put MAPK regulira
nuklearnu lokalizaciju i transkripcijsku aktivnost proteina GLI1 [14]. Takoder, pojacana
ekspresija GLI2 povezana je s invazijom i metastaziranjem melanoma in vitro i in vivo.
Modeli misjih presadaka pokazali su da melanomi s jaom ekspresijom GLI2 ¢es¢e dovode do
metastaza u kostima od melanoma sa slabijom ekspresijom GLI2 [15].

Vaznu ulogu transkripcijskih faktora GLI nalazimo i u pojavi otpornosti na ciljanu
terapiju u melanomima. Faido-Flores i suradnici pokazali su povecanu razinu GLI1 i GLI2 u
staniénim linijama melanoma otpornim na vemurafenib u usporedbi s linijama osjetljivim na
vemurafenib. Isto je potvrdeno i na klinickim uzorcima melanoma. Pojacana ekspresija
GLI1/2 pokazala se neovisna o kanonskoj signalizaciji HH i povezana je s nekanonskim
signalnim putem HH koji uklju¢uje TGFB/SMAD signalizaciju. UtiSavanjem GLI1 i GLI2
vra¢ena je osjetljivost stanicama otpornim na vemurafenib, a tretman inhibitorom proteina

GLI, Gant61, doveo je do smanjene invazije stanica melanoma [16].

2.4.4. Interakcije proteina GLI s proteinom p53

Funkcionalne interakcije signalnog puta HH-GLI 1 tumorskog supresora p53 potvrdilo je
nekoliko istrazivanja iako direktne interakcije proteina GLI i p53 do danas nisu potvrdene.
Istrazivanja pokazuju da p53 inhibira aktivnost, lokalizaciju i razinu ekspresije proteina GLI1
i time sprjecava rast i proliferaciju tumora nastalog djelovanjem GLI1. S druge strane, GLI1
potiskuje protutumorsku aktivnost p53 Sto uzrokuje p53-GLI1 inhibicijsku petlju [113].
Moguce je da do inhibicije proteina p53 dolazi zbog aktivacije MDM2, ubikvitinsko-
proteinske ligaze koja je negativni regulator p53. Signalni put HH-GLI uzrokuje fosforilaciju
MDM?2 ¢ime se on aktivira, a mutirani SMO pojacava vezanje p53 na MDM2 Sto dovodi do
njegove razgradnje [114]. Do prekida interakcije MDM2-p53 i obnavljanja funkcije p53 kao
supresora tumora moze doé¢i smanjenjem aktivnosti GLI3, Sto ukazuje na potencijalnu
upotrebu inhibitora proteina GLI kao protutumorskih lijekova [115]. Utjecaj proteina p53 na
aktivnost GLI1 moZe se objasniti kompeticijom za vezanje na TAF9, protein koji se veze uz

TATA slijed. Pokazano je da je kompleks GLI1-TAF9 vazZan za onkogenu aktivnost, a p53 se
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veze za TAF9 veéim afinitetom od proteina GLI1, Sto bi moglo biti uzrok smanjene aktivnosti

GLI1 [116]. Sve navedeno pokazuje da je u aktivnosti p53 i GLI klju¢na ravnoteza te da

gubitak p53 dovodi do aktivacije GLI Sto, naposljetku, uzrokuje sijanje tumorskih mati¢nih
stanica.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Otopine, puferi, kemikalije i tekuée hranjive podloge za uzgoj stani¢nih linija i

bakterija

Popis otopina i pufera koje smo koristili u izradi rada i njihov sastav prikazan je u Tablici 1,

dok je sastav tekucih hranjivih podloga za uzgoj stanica ili bakterija prikazan u Tablici 2.

Tablica 1. Popis otopina i pufera te njihov sastav.

Otopina

Sastav

MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolijev bromid)

5 mg/mL MTT u PBS-u

Otopina akrilamida i bisakrilamida (AAS) za
pripravu poliakrilamidnog gela

29,2% (wi/v) akrilamid, 0,8% (w/v)
bisakrilamid

Otopina APS-a za pripravu poliakrilamidnog gela

10% (w/v) APS

Otopina formaldehida za fiksaciju stanica

4% (v/v) formaldehid u PBS-u

Otopina mlijeka za blokiranje membrane

5% (w/v) mlijeka u prahu u puferu TBST

Otopina Naphtol Blue za bojanje membrane

10% (v/v) metanol, 2% (v/v) octena kiselina,
0,1% (w/v) Naphtol Blue

Otopina SDS-a za pripravu poliakrilamidnog gela

10% (w/v) SDS

Otopina tripanskog modrila za brojanje stanica

0,03 % (wi/v) tripansko modrilo, 1 mM PMSF
(fenilmetilsulfonil fluorid, engl.
phenylmethylsulfonyl fluoride), 1 g dm™ BSA

Otopina Triton X-100 za permeabilizaciju stanica

0,1% (v/v) Triton X-100 u PBS-u

Otopina za odbojavanje membrane

50% (v/v) metanol, 7% (v/v) octena kiselina

PBS (engl. Phosphate Buffered Saline), fosfatni
pufer

137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 1,4 mM KH;PQO,,
4,3 mM Na,HPO,x7H,0, pH=7,4

PBST pufer

0,1% (v/v) Tween-20 u PBS-u

Pufer za nanoSenje polinukleotidnih uzoraka na
gel (5 x LB)

0,25% (w/v) bromfenolno modrilo, 0,25%
(w/v) ksilen cijanol, 35% (v/v) glicerol

Pufer za nanoSenje proteinskih uzoraka na gel (4
X LB)

0,2 M Tris-HCl, pH 6,8; 0,4 M DTT; 8% (Vv/v)
SDS; 40% (v/v) glicerol; 0,001% (w/v)
bromfenolno modrilo

RB (engl. Running Buffer), pufer za SDS-PAGE

1 M glicin, 50 mM Tris, 1% (v/v) SDS

Standardna otopina albumina iz seruma goveda
(BSA, engl. Bovine Serum Albumin)

Razrjeduje se u koncentracijama od 125, 250,
500, 750, 1000 i 1500 ng/uL serijskim
razjedenjem izvorne otopine koncentracije 2,0
mg/mL
(Pierce, Thermo Fisher Scientific, SAD)

TAE, pufer za elektroforezu u agaroznom gelu

40mM Tris, 20mM octena kiselina, 1mM
EDTA
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Tablica 1. — nastavak — Popis otopina i pufera te njihov sastav.

Otopina Sastav
TB (engl. Transfer Buffer), pufer za prijenos proteinana 200 mM Tris, 1,5 M glicin, 10% (v/v)
membranu metanol
TBST (engl. Tris buffered saline Tween), pufer za 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05% (v/v)
ispiranje membrana Tween 20, pH 7,5
TENN, pufer za imunoprecipitaciju 50 mM Tris pH 7,4, 5 mM EDTA, 150
mM NacCl, 0,5% (v/v) NP-40
Tris pufer za pripravu poliakrilamidnog gela za 1,5 M Tris, pH 8,8
razdvajanje
Tris pufer za pripravu poliakrilamidnog gela za sabijanje 1,0 M Tris, pH 6,8

Tablica 2. Hranjive podloge za uzgoj i odrzavanje ljudskih tumorskih stanica i bakterija
u kulturi.

Hranjiva podloga Sastav / proizvodac
Hranjiva podloga Lebovitz's L-15 Thermo Fisher Scientific, SAD
koji omogucuje rast stanica u okoliSu ~ Nadopunjena dodatkom 10% (v/v) seruma govedeg fetusa
bez kontrole razine CO, (FBS), 100 pg/mL penicilina, 100 pg/mL streptomicina, 1
mM L-glutamina i 1 mM natrijevog piruvata
Hranjiva podloga za uzgoj stanica Lonza, Svicarska
RPMI (engl. Roswell Park Memorial ~ Nadopunjena dodatkom 10% (v/v) seruma govedeg fetusa
Institute 1640) (FBS), 100 pg/mL penicilina, 100 pg/mL streptomicina, 1
mM L-glutamina i 1 mM natrijevog piruvata
Hranjiva podloga za uzgoj stanica Gibco, Thermo Fisher Scientific, SAD
DMEM (engl. Dulbecco's Modified Nadopunjena dodatkom 10% (v/v) seruma govedeg fetusa
Eagle's Medium) (FBS), 100 pg/mL penicilina, 100 pg/mL streptomicina, 1

mM L-glutamina i 1 mM natrijevog piruvata
Krioprotektivna hranjiva podloga za 45% (v/v) RPMI 1640, 45% (v/v) FBS, 10% (v/v) DMSO
zamrzavanje stanica

Kruta hranjiva podloga za uzgoj 5 g dm° ekstrakt kvasca, 10 g dm~ NaCl, 10 g dm
bakterija Luria-Bertani (LB) tripton, 13 g dm ™ agar
Otopina tripsina za presadivanje 0,05% (w/v) tripsin, 1L mM EDTA
stanica

Podloga za uklapanje stanica na DAKO, Danska

predmetna stakalca Doda se 1 pg/mL fluorescentne boje za DNA DAPI

Reducirana tekuc¢a hranjiva podloga Gibco, Thermo Fisher Scientific, SAD
Opti-MEM®

Tekuéa hranjiva podloga za uzgoj 5 ¢ dm ° ekstrakt kvasca, 10 g dm > NaCl, 10 g dm tripton
bakterija Luria-Bertani (LB)
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Proizvodaci osnovnih kemikalija te komponenti koje smo koristili za nadopunjavanje tekuc¢ih

hranjivih podloga prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Osnovne kemikalije i komponente za nadopunjavanje tekucih hranjivih
podloga te za tretman stanica.

Komponenta hranjive podloge

Sastav / proizvodac

Agar

Merck, SAD

Agaroza

Roche, Svicarska

Akrilamid / Bisakrilamid

Sigma Aldrich, SAD

APS, Amonijev persulfat

Sigma Aldrich, SAD

Bromfenol plavo

Sigma Aldrich, SAD

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol)

Sigma, Njemacka

DNaza |

Qiagen, Njemacka

DTT, Ditiotreitol

Sigma Aldrich, SAD

EDTA, Etilendiamintetraoctena kiselina

Kemika, Hrvatska

Faloidin TRITC, P-1951

Sigma, Njemacka

FBS, Serum govedeg fetusa (engl. Fetal Bovine

Sigma Aldrich, SAD

Serum)
Kalcein — AM, 17783 Sigma Aldrich, SAD
Kanamicin Pliva, Hrvatska
KH,PO, / Na,HPO, / KCI / NaCl / CacCl, Kemika, Hrvatska
L-glutamin Sigma Aldrich, SAD

Metanol / etanol / DMSO / octena kiselina / 2-
propanol / glicin / glicerol / formaldehid

Kemika, Hrvatska

MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolijev bromid)

Chemicon, SAD

Naftol plavo Kemika, Hrvatska
Natrijev piruvat Thermo Fisher Scietific, SAD
NP- 40 Calbiochem, SAD

Penicilin / streptomicin

Thermo Fisher Scietific, SAD

Podloga LB za uzgoj bakterija u prahu

Sigma Aldrich, SAD

SDS, natrijev dodecil-sulfat

Sigma Aldrich, SAD

TEMED, N, N, N, N-tetrametiletildiamin

Sigma Aldrich, SAD

Tripsin Sigma Aldrich, SAD
Tris-baza Sigma Aldrich, SAD
Tween-20 Sigma Aldrich, SAD

Vemurafenib (PLX4032, RG7204, #51267)

Selleck Chemicals, SAD
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3.1.2. Komercijalno dostupni kompleti kemikalija

Popis komercijalno dostupnih kompleta kemikalija, enzima i standarda koje smo Koristili pri

izradi rada prikazan je u Tablici 4.

Tablica 4. Komercijalno dostupni kompleti, enzimi i standardi.

Naziv kompleta

Primjena

Proizvoda¢

1 Kb Plus DNA Ladder

DNA-biljeg za odredivanje molekulske mase
nukleinskih kiselina raspona od 0,1 do 12 kb

Thermo Fisher
Scientific, SAD

BioRad Precision Plus
Protein Dual Color
Standard

Proteinski biljeg za odredivanje molekulske
mase proteina raspona od 10 do 250 kDa

Bio-Rad, SAD

Complete Mini EDTA-
free Protease Inhibitor
Cocktail Tablets

Inhibitori proteaza koji se koriste za izolaciju
proteina

Roche, Svicarska

Dharmafect
Transfection Reagent 4

Transfekcijski reagens

Dharmacon, SAD

Dynabeads® Protein G

Paramagnetska zrnca za odredivanje

Thermo Fisher

interakcija endogenih proteina Scietific, SAD
Elektroligaza Enzim koji sluZi za spajanje nizova DNA New England
kataliziraju¢i stvaranje fosfodiesterske veze BioLabs, SAD

Emerald MAX PCR

DNA polimeraza za umnaZanje odsje¢aka PCR

TakaraBio, Japan

Master Mix
Enzimi Hindlll i BamHI FastDigest restrikcijski enzimi koristeni Thermo Fisher
Xhol i EcoRl prilikom kloniranja Scientific, SAD
Gateway LR Clonase Il Komercijalni komplet za LR reakciju u Thermo Fisher
Enzyme Mix kloniranju Gateway Scientific, SAD

Gateway™ pENTR™ /
D-TOPO™ cloning kit

Komercijalni komplet za kloniranje odsje¢aka
PCR u TOPO vektor

Thermo Fisher
Scientific, SAD

GoTagq Colorless Master

Taq DNA polimeraza za preamplifikaciju

Promega, SAD

Mix TP53 izoformi prije reakcije qPCR
Herculase 11 Fusion DNA polimeraza za umnaZanje odsje¢aka PCR Agilent, SAD
DNA Polymerases,
#600677

High Capacity cDNA
Reverse Transcription

Komercijalni komplet za reverznu
transkripciju RNA u komplementarnu DNA

Applied Biosystems,
Thermo Fisher

Kit (cDNA) Scientific SAD
Lipofectamine 2000 Transfekcijski reagens Invitrogen, SAD
Midori Green Fluorescentna boja za vizualizaciju Bulldog-Bio, SAD

nukleinskih kiselina

Muse Cell Cycle
Reagent

Reagens za stani¢ni ciklus

Merck Millipore, SAD

NucleoBond Xtra —
plasmid Midiprep

Komercijalni komplet s kolonicama za
izolaciju plazmidne DNA

Macherey-Nagel,
Njemacka
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Tablica 4. — nastavak — Komercijalno dostupni kompleti, enzimi i standardi.

Naziv kompleta

Primjena

Proizvoda¢

Pierce BCA Protein
Assay Kit

Komercijalni komplet za odredivanje
koncentracije proteina

Thermo Fisher
Scientific, SAD

Protu-FLAG agarozna
zrnca

Komercijalni komplet za odredivanje
interakcija egzogenih proteina nakon prolazne
transfekcije stanica u kulturi

Sigma Aldrich, SAD

PureLink® RNA Mini
Kit

Komercijalni komplet s kolonicama za
izolaciju ukupne RNA

Ambion, Thermo
Fisher Scientific, SAD

QIAGEN Plasmid Maxi
Kit

Komercijalni komplet s kolonicama za
izolaciju plazmidne DNA

QiaGen, Njemacka

QIAprep Spin Miniprep
Kit

Komercijalni komplet s kolonicama za
izolaciju plazmidne DNA

QiaGen, Njemacka

QIAquick Gel
Extraction Kit

Kolonice za proc¢is¢avanje produkata reakcije
PCR iz gela

QiaGen, Njemacka

QIAquick PCR
Purification Kit

Komercijalni komplet s kolonicama za
procis¢avanje produkata reakcije PCR

QiaGen, Njemacka

SuperSignal West Femto
Maximum Sensitivity
Substrate

Kemiluminescentni reagens za detekciju
signala na membrani

Pierce Biotechnology,
Thermo Fisher
Scientific, SAD

SuperSignal West Pico
Chemiluminescent
Substrate

Kemiluminescentni reagens za detekciju
signala na membrani

Pierce Biotechnology,
Thermo Fisher
Scientific, SAD

Takyon Low Rox SYBR
MasterMix dTTP Blue

Komercijalni komplet za gPCR s
nespecificnom fluorescentnom bojom SYBR

Eurogentec, Belgija

TagMan Gene
Expression Assay

Komercijalni komplet za analizu genske
ekspresije gPCR (sastoji se od neobiljeZenih
pocetnica za PCR i probe TagMan)

Applied Biosystems,
Thermo Fisher
Scientific SAD

TagMan Gene
Expression Master Mix

Komercijalni komplet za analizu genske
ekspresije gPCR (sadrZi sve osim kalupa i

Applied Biosystems,
Thermo Fisher

pocetnica) Scientific SAD
Turbofect Transfekcijski reagens Thermo Fisher
Scietific, SAD

Western Lightning Plus-
ECL Enhanced
Chemiluminescence
Substrate

Kemiluminescentni reagens za detekciju
signala na membrani

PerkinElmer, SAD

Xfect

Transfekcijski reagens

Takara Bio, SAD
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3.1.3. Protutijela za metode western blota, koimunoprecipitacije i imunofluorescencije

Za odredivanje ekspresije proteina metodom western blota ili odredivanje proteinskih

interakcija metodom koimunoprecipitacije koristili smo primarna protutijela prikazana u

Tablici 5 te sekundarna protutijela prikazana u Tablici 6.

Tablica 5. Popis primarnih protutijela za metode western blota i koimunoprecipitacije.
Razrjedenja protutijela za metodu western blota pripravljena su u 5%-tnom mlijeku u TBST-
u. Za protutijela koriStena samo za metodu koimunoprecipitacije razrjedenja nisu napisana.

Naziv protutijela ~ Porijeklo Razrjedenje Proizvoda¢
@ DO-1 (FL izoforme) Mis 1/2000 Santa Cruz, SAD, #sc-126
=3 SAPU (sve izoforme) Ovca 1/5000 Dobiveno ljubazno$¢u dr. Bourdon
E TSRa (a izoforme) Mis 1/1000 Dobiveno ljubaznos$¢u dr. Bourdon
a KIJCS (B izoforme) Kuni¢ 1/1000 Dobiveno ljubazno$¢u dr. Bourdon
EP436Y (sve Kuni¢ 1/2000 Abcam, UK, #ab40658
izoforme)
ER-15 (sve Mis BD Biosciences, SAD, #558785
%_ izoforme)
é GC-15 (sve Mis BD Biosciences, SAD, #558787
E izoforme)
Bethyl (TA Kuni¢ Bethyl Laboratories, SAD, #A300-
izoforme) 126A
E-4 (TA izoforme) Mis Santa Cruz, SAD, #sc-17823
LW NME1/NME2 Kuni¢ 1/3000 Dobiveno ljubaznosc¢u dr. Lascu i dr.
5 S Volarevié
oz NME1 Mis 1/1000 Calbiochem, #OP48
GLI1 (Vv812) Kuni¢ 1/1000 Cell Signaling, SAD, #2534S
8 GLI2 Kuni¢ 1/1000 Aviva Systems Biology, UK,
5 #ARP31885_T100
g GLI2 (C-10) Mis 1/200 Santa Cruz, SAD, #sc-271786
GLI3 Kunié 1/600 ProteinTech, SAD, #19949-1-AP
= B-katenin Mis 1/1000 Sigma Aldrich, SAD, #C7207
2 E-kadherin Kuni¢ 1/1000 Cell Signaling, SAD, #24E10
E N-kadherin Mis 1/500 BD Biosciences, SAD, #610920
S Fibronektin Mis 1/200 Santa Cruz, SAD, #sc-8422
- Vimentin Mis 1/200 Santa Cruz, SAD, #sc-32322
B-aktin Mis 1/3000 Proteintech, SAD, #60008-1-1g
FLAG M2 Mis 1/1000 Sigma-Aldrich, SAD, #F1804
= AKT (40D4) Mis 1/1000 Cell Signaling, SAD, #2920
g pAKT (Ser473) Kuni¢ 1/200 Cell Signaling, SAD, #9271
ERK1 (K-23) Kuni¢ 1/1000 Santa Cruz, SAD, #sc-94
PERK (E-4) Mis 1/1000 Santa Cruz, SAD, #sc-7383
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Tablica 6. Popis sekundarnih protutijela za metodu western blota. Razrjedenja protutijela
pripravljena su u 5%-tnom mlijeku u TBST-u. Sekundarna protutijela obiljezena su
peroksidazom iz hrena (HRP, engl. Horseradish peroxidase).

Naziv protutijela Porijeklo  Razrjedenje Proizvoda¢

Protumisje obiljeZeno HRP-om Konj 1/5000 Cell signaling, SAD, #7076

Protukunicje obiljeZzeno HRP-om Koza 1/5000 Cell signaling, SAD, #7074

Protuovdéje obiljezeno HRP-om Magarac 1/10 000 Jackson ImmunoResearch,
SAD, #713-035-003

Protukunicje neobiljeZeno Koza 1/500 Jackson ImmunoResearch,
SAD, #111-035-003

Protukozje obiljeZeno HRP-om Magarac 1/3000 Jackson ImmunoResearch,
SAD, #705-005-003

Protukuni¢je na lake lance obiljeZzeno Mis 1/10 000 Jackson ImmunoResearch,
HRP-om SAD, #211-032-171

Protumisje na lake lance obiljezeno Koza 1/10 000 Jackson ImmunoResearch,
HRP-om SAD, #115-035-174

Popis primarnih i sekundarnih protutijela koje smo koristili za metodu imunofluorescencije
nalazi se u Tablici 7.

Tablica 7. Popis primarnih i sekundarnih protutijela za metodu imunofluorescencije.
Razrjedenja protutijela pripravljena su u PBS-u s 10% (v/v) FBS-a.

Naziv protutijela Porijeklo Razrjedenje Proizvoda¢
E-kadherin Mis 1/50 Santa Cruz, SAD, #sc-8426
B-katenin Mis 1/500 Sigma Aldrich, SAD, #C7207
Protumisje FITC Kuni¢ 1/50 Abcam, UK, #ab6724
Protumisje Alexa 594 Koza 1/200 Thermo Fisher, SAD, #A11005
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3.1.4. Pocetnice za kloniranje i qPCR te male interferiraju¢e molekule RNA

Pocetnice koje smo Koristili za umnoZavanje produkata PCR izoformi gena TP53 i TP73 koje
smo klonirali u TOPO vektor da bi dobili Gateway ulazni vektor ()ENTR) koji sadrzi nas gen
od interesa prikazane su u Tablici 8, a pocetnice koje smo Kkoristili za klasi¢no kloniranje
gena TP53 i TP73 u pEGFP N1 i pmCherry C1 vektore nalaze se u Tablici 9. Za svaki gen
imamo dvije pocetnice, jednu obiljezenu slovom F (engl. Forward) koja sjeda na kodon
START, a drugu obiljezenu slovom R (engl. Reverse) koja sjeda na kodon STOP kalupa
DNA.

Tablica 8. Po¢etnice za reakciju PCR uz pomo¢ enzima herkulaze za kloniranje u TOPO
vektor. STOP u nazivu gena oznacava da sadrzi stop-kodon na kraju sekvence.

Plazmid Pocetnica Sekvenca
p53a F 5'-CACCATGGAGGAGCCGCAGTCAGATC-3
R 5'-GTCTGAGTCAGGCCCTTCTGTC-3'
p53a STOP F 5'-CACCATGGAGGAGCCGCAGTCAGATC-3
R 5-TCAGTCTGAGTCAGGCCCTTCTGTC-3'
p53p F 5'-CACCATGGAGGAGCCGCAGTCAG-3'
R 5-ACAATTTTCTTTTTGAAAGCTGGTCTGG-3'
p53p STOP F 5'-CACCATGGAGGAGCCGCAGTCAG-3
R 5-TTAACAATTTTCTTTTTGAAAGCTGGTCTGG-3'
TAp73p F 5'-CACCATGGCCCAGTCCACCGC-3'
R 5-GGGCCCCCAGGTCCTGA-3'
TAp73p F 5'-CACCATGGCCCAGTCCACCGC-3'
STOP R 5-TCAGGGCCCCCAGGTCCTGA-3'
ANp73a F 5'-CACCATGCTGTACGTCGGTGAC-3'
R 5'-GTGGATCTCGGCCTCCG-3'
ANp73a F 5'-CACCATGCTGTACGTCGGTGAC-3'
STOP R 5-TCAGTGGATCTCGGCCTCCG-3'

Tablica 9. Nukleotidni slijed poéetnica za umnaZzanje gena p53a, p53p, ANp73a i
TAp730 metodom PCR za kloniranje u plazmide pmCherry C1 i pEGFP N1.

Plazmid Pocetnica Sekvenca
pmCherry C1 F 5'-GTCTACAAGCTTCGATGGAGGAGCCGCAGTCA-3'
p33a R 5-GTCTACGGATCCTCAGTCTGAGTCAGGCCCTTC-3'
pmCherry C1 F 5'-GTCTACAAGCTTCGATGGAGGAGCCGCAGTCA-3'
p53p R 5-GTCTACGGATCCTTAACAATTTTCTTTTTGAAAG-3'
pmCherry C1 F 5'-GTCTACAAGCTTCGATGCTGTACGTCGGTGAC-3'
ANp73a R 5-GTCTACGGATCCTCAGTGGATCTCGGCCTC-3'
pmCherry C1 F 5-GTCTACAAGCTTCGATGGCCCAGTCCACCGC -3
TAp73a R 5'-GTCTACGGATCCTCAGTGGATCTCGGCCTC-3'

pEGFP N1 pS3a F 5-GTCTACCTCGAGATGGAGGAGCCGCAGTCA-3'
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R 5-GTCTACGAATTCGGTCTGAGTCAGGCCCTTC-3
Tablica 10 prikazuje pocetnice koje smo Koristili za reakciju preamplifikacije dugih i kratkih

izoformi gena TP53 prije reakcije qPCR. Pocetnice koje smo Koristili za odredivanje
ekspresije izoformi gena TP53 reakcijom gPCR nalaze se u Tablici 11. Popis ekspresijskih
kompleta TagMan koje smo koristili za odredivanje ekspresije gena porodica Nme, Gli te
izoformi gena TP73 prikazan je u Tablici 12. Pocetnice koje smo Koristili za odredivanje

ekspresije gena biljega EMT-a nalaze se u Tablici 13.

Tablica 10. Pocetnice za reakciju preamplifikacije dugih i kratkih izoformi gena TP53.

Izoforme Pocetnica Sekvenca
Duge F 5-GTCACTGCCATGGAGGAGCCGCA-3'
(p53 i A40p53) R 5-CTTCCCAGCCTGGGCATCCTTG-3'
Kratke F 5-TTCCAGTTGCTTTATCTGTTCACTTGT-3'
(A133p53) R 5-CTTCCCAGCCTGGGCATCCTTG-3'

Tablica 11. Pocetnice za odredivanje ekspresije gena TP53.

Izoforma  Pocdetnica Sekvenca
Sve p53 F 5'-CCATCTACAAGCAGTCACAGCA-3'
R 5-TTCTTGCGGAGATTCTCTTCCT-3'
p53a F 5-AGACCTATGGAAACTACTTCCT-3'
R 5-CTCACGCCCACGGATCTGA-3'
p53p F 5-AGACCTATGGAAACTACTTCCT-3
R 5-AAGCTGGTCTGGTCCTGAAGGGT-3'
p53y F 5-AGACCTATGGAAACTACTTCCT-3'
R 5-TCGTAAGTCAAGTAGCATCTGAAGG-3'
A40p53a F 5-GATCCATTGGAAGGGCAGGCC-3'
R 5-CTCACGCCCACGGATCTGA-3'
A40p53p F 5-GATCCATTGGAAGGGCAGGCC-3'
R 5-AAGCTGGTCTGGTCCTGAAGGGT-3'
A40p53y F 5-GATCCATTGGAAGGGCAGGCC-3'
R 5-TCGTAAGTCAAGTAGCATCTGAAGG-3'
A133p53a F 5-ACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTACAG-3'
R 5-CTCACGCCCACGGATCTGA-3'
A133p53p F 5-ACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTACAG-3'
R 5-AAGCTGGTCTGGTCCTGAAGGGT-3'
A133p53y F 5-ACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTACAG-3'
R 5-TCGTAAGTCAAGTAGCATCTGAAGG-3'
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Tablica 12. Popis TagMan ekspresijskih kompleta za odredivanje ekspresije gena
porodica Nme i Gli te izoformi gena TP73. GUSB i TBP oznacavaju referentne gene [3-
glukuronidaze i proteina koji se veze uz slijed TATA (engl. TATA-binding protein).

TP73 (izoforme TA)
TP73 (izoforme AN)

Gen Ekspresijski komplet
Nmel Hs00264824_m1
Nme2 Hs00897133 g1

Glil Hs01110766_m1

Gli2 Hs01119974 ml

Gli3 Hs00609233_m1

Hs00232088_m1
Hs01065727_m1

GUSB Hs00939627_m1
TBP Hs00427620_m1

Tablica 13. Pocetnice za odredivanje ekspresije gena biljega procesa EMT-a.

Biljeg Pocetnica Sekvenca
SNAIL F 5-GCTGCAGGACTCTAATCCAGA-3'
R 5-ATCTCCGGAGGTGGGATG-3'
SLUG F 5-TGGTTGCTTCAAGGACACAT-3'
R 5-GTTGCAGTGAGGGCAAGAA-3'
TWIST F 5-CCGGAGACCTAGATGTCATTGT-3'
R 5-CCCACGCCCTGTTTCTTTGA-3'

Tablica 14. Male interferirajué¢e molekule RNA (siRNA) za utiSavanje ekspresije NME.

siRNA

Naziv

Proizvodaé

siNME1

ON-TARGETplus Human NME1
SiRNA-Smartpool-5nmol

Dharmacon, SAD

siNME2

ON-TARGETplus Human NME2
siRNA-Smartpool-5nmol

Dharmacon, SAD

siCTRL

ON-TARGETplus Non-targeting
SiRNAs

Dharmacon, SAD
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3.1.5. Uredaji, programi i potrosni materijal

Uredaji koje smo Koristili za izradu rada navedeni su u Tablici 15, racunalni programi koje

smo Koristili pri izradi rada navedeni su u Tablici 16, dok je potrodni materijal prikazan u

Tablici 17.

Tablica 15. Uredaji koje smo koristili u izradi rada.

Uredaj Proizvoda¢
Centrifuga Harrier 18/80 Refrigerated Centrifuge MSE, UK
Digital

Centrifuga tip 5414 R

Eppendorf, Njemacka

Inkubator za uzgoj stanica

Kambic¢, Slovenija

Kabinet za rad u sterilnim uvjetima

Iskra, Slovenija

Laserski pretrazni konfokalni mikroskop Leica TCS
SP8 X FLIM

Leica Microsystems, Njemacka

Magnetska mijeSalica MSH Basic

Ika, Njemacka

Spektrofotometar NanoPhotometer® N60

Implen, Njemacka

Spektrofotometar za mikrotitarske plo¢ice ELISA

Labsystems, Finska

Multiskan MS
Sustav za elektroforezu i prijenos na membranu Bio-Rad, SAD
Mini-Protean I11
Sustav za elektroforezu Mini-Protean Il BioRad, SAD
Sustav za prijenos proteina Mini Trans-Blot BioRad, SAD

Termoblok Thermomixer Comfort

Eppendorf, Njemacka

Tresilica za bakterije Unimax 1010

Heidolph, Njemacka

Ultrazvu¢na sonda za izolaciju proteina

Labsonic® M, Montreal Biotech, Kanada

Ultrazvuéni sonikator Labsonic® M i sonda
promjera 1 mm

Montreal Biotech, Kanada

Uredaj za analizu stani¢nog ciklusa Muse Cell
Analyzer

Merck Millipore, SAD

Uredaj za detekciju signala na membrani Alliance
4.7

UVItec Cambridge, UK

Uredaj za elektroforezu u agaroznom gelu Wide
Mini-Sub Cell GT ili Sub-Cell GT

BioRad, SAD

Uredaj za PCR 2720 Thermal Cycler

Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, SAD

Uredaj za PCR GeneAmp PCR System 2700

Applied Biosystems, SAD

Uredaj za qPCR Applied Biosystems 7300

Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, SAD

Uredaj za gPCR CFX96 Real-Time PCR

BioRad, SAD

Vaga tip PM 4000

Mettler Toledo, SAD

Zibalica Gyro-rocker SSL3

Stuart®, Cole-Parmer Ltd., UK
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Tablica 16. Rac¢unalni programi koje smo koristili u izradi rada.

Program Proizvoda¢
Bio-Rad CFX Manager 3.1 BioRad, SAD
ImageJ Fiji National Institutes of Health, SAD
Leica Application Suite X (LAS Leica Microsystems, Njemacka
X) 3.3.0.16799
MATLAB MathWorks, SAD
MedCalc MedCalc Software Ltd, Belgija
Microsoft Office Excel 2016 Microsoft Corporation, SAD
Photoshop CS4 Adobe Inc, SAD
Prism 7.04 GraphPad, SAD
SnapGene GSL Biotech LLC, SAD
StepOne Software v2.3 Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, SAD
SymPhoTime64 PicoQuant, Njemacka
UViBand UVIitec Cambridge, UK

Tablica 17. Laboratorijski pribor i potrosni materijal.

Materijal Proizvoda¢
Ampule za smrzavanje stanica od 2 mL Greiner Bio-One,
Njemacka
Mikroepruvete za PCR Sarstedt, Njemacka
Mikroepruvete, od 1,5 ili 2,0 mL Eppendorf, Njemacka
Neubauerova komorica za brojanje Neubauer, Blaubrand
stanica
Nitrocelulozna membrana za vezanje Whatman, GE Healthcare,
proteina, Amersham Protran 0,2 um USA
Petrijeve zdjelice promjera 3 cm s 4 Cellvis, SAD

bunarica i staklenim dnom za konfokalnu
mikroskopiju

Petrijeve zdjelice za uzgoj kulture stanica Falcon, SAD
promjera 10 ili 6 cm
Plasti¢ne epruvete od 15 ili 50 mL Falcon, SAD
Plasti¢ni inserti za migraciju po principu Falcon, SAD
Boydenovih komorica s veli¢inom pora
8,0 um

Ploc¢ice za PCR s 96 bunari¢a Falcon, SAD
Plocice za uzgoj kulture stanica s 6, 24 ili Falcon, SAD

96 bunarica

Predmetno stakalce s osam bunarica i Ibidi, Njemacka
odvojivim silikonskim pregradama
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3.2. Metode manipulacije DNA

3.2.1. Kloniranje Gateway®

Sustav Gateway metoda je s velikom proto¢nos¢u osmisljena za brzo kloniranje velikog broja
gena u vektore s razli¢itim karakteristikama. Sustav se temelji na rekombinacijskom sustavu
bakteriofaga lambda zahvaljujuc¢i kojemu nije potrebno koristenje restrikcijskih enzima sto
uvelike ubrzava proces kloniranja. Prvi korak priprema je ulaznih vektora (pENTR) koji
sadrZe gen od interesa (GOI). Postoji nekoliko metoda za pripremu ulaznih vektora. Jedna od
njih je reakcija BP pomocu koje se GOI umnozi pocetnicama koje sadrze attB mjesta
rekombinacije te se pomocu klonaze BP rekombinira s donorskim vektorom (pDONR) koji
sadrzi mjesta rekombinacije attP. Druga metoda, ujedno i koristena u ovom radu, temelji se na
aktivnosti DNA topoizomeraze |. Kod TOPO-kloniranja, linearizirani ulazni vektor,
kovalentno vezan enzimom topoizomeraza na oba 3'-kraja (pENTR-TOPO), koristi se za
efikasnu ligaciju produkta PCR u brzoj reakciji. Kao i kod pripreme ulaznih vektora, i kod
pripreme ekspresijskih vektora postoji nekoliko strategija. Mi smo koristili reakciju klonazom
LR u kojoj dobiveni ulazni vektor, koji sadrzi GOI te ima attL mjesta rekombinacije, u
reakciji s destinacijskim vektorom (pDEST), koji sadrZzi mjesta rekombinacije attR, daje
ekspresijski vektor. Destinacijski vektor sadrzi gen ccdB koji kodira za protein toksican za
bakterije te ako ne dode do rekombinacije, bakterije koje sadrze destinacijski vektor nece

izrasti na ploc¢i nakon transformacije. KoriStene metode shematski su prikazane na Slika 11.

+ D -
TOPO ligirani ulazni PCR produkt Ulazni vektor
vektor ()ENTR-TOPO) (PENTR-GOI)
B
- @m B1 - B2
LR klonaza Il
+ —_—r
Ulazni vektor Destinacijski vektor Ekspresijski vektor
(PENTR-GOI) (pDEST) (PEXP-GOI)

Slika 11. Shematski prikaz kloniranja Gateway koji smo Kkoristili za uspostavljanje
EGFP i mCherry ekspresijskih vektora. A) Ulazni vektor kreiran je pomoc¢u vektora TOPO
I produkta PCR gena od interesa (GOI). B) Ekspresijski vektor dobiven je rekombinacijom
ulaznog vektora koji nosi nas GOI i destinacijskog vektora u reakciji LR pomocu klonaze LR.
Preuzeto i prilagodeno prema F. Katzen i suradnici (2007) [117].
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3.2.1.1. Priprema ulaznih vektora (Gateway® Entry vektor, pENTR)
Odsje¢ak PCR umnozili smo pomoc¢u enzima Herculase Il. Reakciju PCR pripremili smo
pipetiranjem 10-20 ng plazmidne DNA kao kalupa, 5 pL 5 x pufera, 0,25 uL dNTP, 0,75 pL
svake od pocetnica (F i R, ¢ = 10 uM), 0,75 pL enzima te nadopunili mQH,O do volumena od
25 pL. Reakcija se odvijala u uredaju za PCR GeneAmp 2700 prema uvjetima prikazanim u
Tablici 18.

Tablica 18. Uvjeti PCR koje smo koristili za umnozavanje gena za pripremu ulaznih
vektora kod kloniranja Gateway.

Broj ciklusa Ciklus Temperatura/°C  Vrijeme/min
1 Pocetna denaturacija 95 2
25 Denaturacija 98 0,33 (20"
25 Sparivanje 62* 0,33 (20"
25 Sinteza 72 2%*
1 Zavrsna sinteza 72 3
1 Kraj reakcije 4 0

* - temperatura sparivanja pocetnica je Tm -5 °C
** - yrijeme sinteze ovisi o veliCini PCR fragmenta, uzima se 1 min za 1 kb

TOPO-reakciju pripremili smo pipetiranjem 0,5 uL Gateway vektora TOPO, 0,5 pL produkta
PCR, 1 pL otopine soli te nadopunili mQH,O do volumena od 6 pL. Reakcija se odvijala 5
min na sobnoj temperaturi, a u slu¢aju da je produkt PCR ve¢i od 1 kb vrijeme reakcije
produzili smo do 30 min. Nakon reakcije pristupili smo transformaciji bakterijskih stanica

(poglavlje 3.2.4).

3.2.1.2. Priprema ekspresijskih vektora
Nakon kloniranja ulaznog vektora (pENTR), prebacivanje GOI u bilo koji od ekspresijskih
vektora vrlo je jednostavno. PomijeSali smo ulazni vektor i destinacijski vektor u
odgovaraju¢em puferu s enzimom LR klonaza prema uputama proizvodaca. Reakciju smo
inkubirali najmanje 1 sat pri 25 °C te inaktivirali dodatkom proteinaze K 10 min pri 37 °C.

Nakon toga smjesa je spremna za bakterijsku transformaciju.

3.2.2. Klasi¢no kloniranje
Pomoc¢u DNA polimeraze iz komercijalnog kompleta Emerald Master Mix koriste¢i poéetnice

specifi¢ne za gene p53a, p53B, ANp73a i TAp73a umnozili smo navedene gene iz plazmida
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pPcDNAS3. Pocetnice sadrze restrikcijska mjesta za enzime HindIIl i BamHI za kloniranje u

plazmid pmCherry-C1 te restrikcijska mjesta za enzime Xhol i EcoRI za kloniranje u plazmid
PEGFP-N1. Kod dizajna pocetnica vodili smo paznju da okvir ¢itanja naSeg gena od interesa
ostane u okviru Citanja gena fluorescentnog proteina i obrnuto. Smjesu za svaku reakciju
pripremili smo mijeSanjem 25 pL Emerald Master Mixa, po 2 pL obje pocetnice (Fi R, ¢ =
10 pM), 50 ng plazmidnog kalupa te nadopunili mgH,O do 50 pL. Reakcija PCR odvijala se
u uredaju GeneAmp 2700. Uvijeti su prikazani u Tablici 19.

Tablica 19. Uvjeti PCR koje smo koristili kod umnoZavanja gena za klasi¢no kloniranje.

Broj ciklusa Ciklus Temperatura/°C  Vrijeme/min
1 Pocetna denaturacija 95 1
30 Denaturacija 95 0,5
30 Sparivanje 65* 0,5
30 Sinteza 72 2%*
1 Zavrsna sinteza 72 5
1 Kraj reakcije 4 0

* - temperatura sparivanja pocetnica je Tm -5 °C
** - vrijeme sinteze ovisi o veli¢ini PCR fragmenta, uzima se 1 min za 1 kb

Nakon reakcije PCR, produkt smo razdvojili elektroforezom u agaroznom gelu (poglavlje
3.2.7) 1 procistili pomoéu komercijalnih kolonica QIAquick Gel Extraction Kit prema
protokolu za izolaciju iz gela. Ukoliko su koncentracije proc¢iséenog produkta PCR bile
izmedu 50-100 ng/pL pristupili smo restrikcijskoj razgradnji. Za razgradnju ,,praznog*
plazmida pmCherry-C1 ili pEGFP-NL1 u restrikcijsku smjesu ukupnog volumena 30 pL stavili
smo 3 ug plazmida, po 1 pL svakog od enzima (Hindlll/BamHI ili Xhol/EcoRl) te 3 pL 10 x
pufera za razgradnju. Za razgradnju produkta PCR u 25 pL produkta dodali smo po 1 pL
svakog od enzima (Hindlll/BamHI ili Xhol/EcoRI) i 3 pL 10 x pufera za razgradnju.
Reakcija je tekla 40 min pri 37 °C nakon ¢ega smo ju inaktivirali 10 min pri 80 °C. Procistili
smo reakcijsku smjesu kroz kolonicu iz komercijalnog kompleta QIAquick PCR Purification
Kit, eluirali u 30 pL mgH,O te izmjerili koncentraciju razgradenog produkta PCR i
razgradenog  vektora.  Koriste¢i  kalkulator NEB  (New England  Biolabs,

https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation) za izracun ligacijske smjese, odredili smo koliko

se inserta i vektora treba Kkoristiti za 150 ng ukupne DNA uz uvjet da je omjer insert:vektor =
3:1. Otpipetirali smo dobivenu koli¢inu vektora i inserta te nadopunili mqH,O do 5 pL. Zatim

smo dodali 5 pL ligacijskog pufera i 1 pL ligaze. Ligacijska smjesa se inkubirala 30 min na
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sobnoj temperaturi nakon ¢ega se enzim inaktivirao 15 min pri 65 °C. Ligacijsku smjesu smo
spremili pri -20 °C ako smo ju Koristili u roku od tjedan dana ili smo odmah pristupili

bakterijskoj transformaciji (poglavlje 3.2.4).

3.2.3. Priprema kemokompetentnih stanica E. coli

Za pripremu kemokompetentnih bakterija E. coli inokulirali smo 5 pL bakterija u 50 mL
svjeze tekuce hranjive podloge LB i treskali u tresilici pri 37 °C do ODggo Vrijednosti od 0,3 —
0,4. Alikvotirali smo po 25 mL bakterijske kulture i drzali na ledu 10 — 20 min. Slijedilo je
centrifugiranje pri 6000 x g 5 min. Supernatant smo odbacili, a taloge resuspendirali u 12,5
mL 50 mM CaCl, ohladenog na 4 °C i ostavili na ledu 20 min. Opet je slijedilo
centrifugiranje 5 min pri 6000 x g. Supernatant smo odbacili, a taloge resuspendirali u 2,5 mL
otopine A (25 mL 0,1 M CaCl,, 20 mL H,0, 5 mL glicerola) i ostavili na ledu preko noéi.
Idu¢i dan alikvotirali smo po 50 pL pripremljenih bakterija u sterilne mikroepruvete i spremili

u zamrzivac na -80 °C.

3.2.4. Transformacija stanica E. coli

Transformaciju kemokompetentnih bakterijskih stanica toplinskim Sokom izveli smo tako da
smo u alikvot bakterijskih stanica od 50 pL dodali otprilike 100 ng plazmidne DNA te
inkubirali najmanje 5 min na ledu $to je omogucilo adsorpciju DNA na povrSinu bakterijske
stanice. Nakon toga izazvali smo toplinski Sok od 45 s pri 42 °C koji je uzrokovao unos strane
DNA u bakterijsku stanicu. Smjesu smo vratili 2 min na led nakon ¢ega smo dodali 500 pL
tekuce hranjive podloge za opravak (podloga LB bez dodanih anibiotika) i treskali u tresilici
45-60 min pri 37 °C. Odredeni volumen bakterijske smjese (npr. 100 i 500 pL) razmazali smo
na agarozne ploc¢e s antibiotikom tako da smo nakon inkubacije preko noci pri 37 °C dobili
pojedinac¢ne Kolonije. Plo¢e smo spremili na 4 °C kako bismo sprijecili daljnji rast
bakterijskih kolonija i stvaranje tzv. satelitnih kolonija te smo ih na taj nac¢in mogli ¢uvati
idu¢ih nekoliko tjedana. Za izolaciju plazmidne DNA inkubirali smo pojedina¢ne kolonije u
tekucoj hranjivoj podlozi LB s prikladnim antibiotikom, stavili u tresilicu pri 37 °C preko
no¢i te nastavili kako je opisano u poglavlju 3.2.5. Ukoliko je doSlo do uspjeSne
transformacije, odredeni alikvot transformiranih bakterijskih stanica smo pomijeSali s 50%-
tnom vodenom otopinom glicerola (v/v) u omjeru 1:1. Na taj na¢in mogli smo pohraniti

transformirane bakterije na dulje vrijeme pri -80 °C.
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3.2.5. lzolacija plazmidne DNA

Izolaciju plazmidne DNA proveli smo koristenjem komercijalnih kompleta prema uputama
proizvodaca. Nakon izolacije odredili smo koncentraciju plazmidne DNA (poglavlje 3.2.6) te
provjerili uzorak na gel elektroforezi (poglavlje 3.2.7) kako bismo molekulsku masu

izoliranog plazmida usporedili s molekulskom masom ishodnog plazmida.

3.2.6. Odredivanje koncentracije DNA i RNA

Koncentraciju plazmidne DNA i ukupne RNA odredili smo spektrofotometrom
NanoPhotometer® N60. Kao slijepu probu koristili smo 1 pL otopine za eluciju DNA ili
RNA (mqH.O ili pufer za eluiranje), dok je za odredivanje koncentracije nukleinskih kiselina
bio potreban 1 pL uzorka. Koncentraciju smo odredili o¢itavanjem apsorbancije na 260 nm,
valnoj duljini na kojoj nukleinske kiseline apsorbiraju zraéenje. Cistoéu uzorka provijerili smo
ocitavanjem omjera apsorbancija na 260 i 280 nm te 260 i 230 nm (Axso/Azgo 1 Azsol Azzo).
Vrijednost Azeo/Azgo za Cistu DNA iznosi oko 1,8, a za ¢istu RNA oko 2,0. Ako je vrijednost
Aol Azzo U rasponu od 2,0 do 2,2 smatrali smo da su nukleinske kiseline dovoljno ciste.

Kvalitetu smo dodatno provjerili elektroforezom u agaroznom gelu (poglavlje 3.2.7).

3.2.7. Elektroforeza u agaroznom gelu

Agarozni gel za razdvajanje nukleinskih Kiselina pripremili smo otapanjem agaroze u puferu
TAE uz zagrijavanje u mikrovalnoj pe¢nici. Kada se sva agaroza otopila u puferu i smjesa
malo ohladila, dodali smo boju za detekciju nukleinskih kiselina Midori Green. Ovisno o
veli¢ini plazmida ili odsje¢aka PCR koji razdvajamo koristili smo gel razli¢ite gustoce (0,8%
— 2%). Uzorke smo pripremili mijeSanjem s 5 x puferom za nanoSenje uzorka na gel tako da
je konacna koncentracija pufera bila 1 x. U jednu jazicu nanijeli smo biljeg DNA za
odredivanje molekulske mase nukleinskih kiselina raspona od 0,1 do 12 kb (1 Kb Plus DNA
Ladder). Elektroforeza se provodila u uredaju Wide Mini-Sub Cell GT ili Sub-Cell GT.

3.2.8. Kvantitativni PCR (QPCR)

Metodom kvantitativnog PCR-a (QPCR) odredili smo razinu ekspresije gena u uzorku. Dvije
su uobicajene metode za detekciju produkta PCR u stvarnom vremenu. Jedna je koriStenje
nespecifiénih fluorescentnih boja koje se interkaliraju u dvolan¢anu molekulu DNA (SYBR
green), a druga podrazumijeva koristenje specificnih hidroliziraju¢ih sondi DNA obiljezenih

fluorescentnom bojom (TagMan). Nespecifi¢ne fluorescentne boje fluoresciraju samo kada su
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interkalirane u dvolan¢anu DNA, a specificne sonde fluoresciraju kada Taq polimeraza
odcijepi fluorofor sa sonde zahvaljuju¢i svojoj 5'-3' egzonukleaznoj aktivnosti. Prednost
nespecifiénih u odnosu na specificne sonde je to Sto zahtijevaju samo par pocetnica kako
bismo mogli pratiti amplifikaciju reakcije (fluorescentna boja je ista za bilo koji gen), a
nedostatak §to su manje specificne, tj. interkaliraju se u bilo koji produkt PCR, pa tako i dimer
pocetnica. Prvi korak metode bila je izolacija ukupne RNA iz uzorka iz koje smo zatim
sintetizirali komplementarnu DNA (cDNA). Svakim ciklusom reakcije koli¢ina produkta PCR
eksponencijalno je rasla. Ciklus u kojemu je fluorescencija presla prag detekcije naziva se
vrijednost Ct (engl. threshold cycle). Ukoliko je neki gen bio jace eksprimiran, prije bi presao
prag detekcije te je njegova vrijednost Ct bila manja u odnosu na manje eksprimirani gen.
Vrijednost Ct normalizirali smo u odnosu na referentni gen te smo razinu ekspresije izrazavali
kao promjenu ekspresije u odnosu na referentni gen i raunali prema formuli
2—-ACt
u kojoj je

ACt = Ct(ciljni gen) — Ct(referentni gen).

3.2.8.1. lzolacija ukupne RNA

Sve korake prikupljanja stanica i izolacije RNA obavljali smo na ledu i u centrifugi ohladenoj
na 4 °C. Stanice iz kojih smo izolirali RNA postrugali sSmo pomo¢u sterilne strugalice u PBS-
u i centrifugirali 5 min pri 300 x g. Supernatant smo bacili, a talog stanica pohranili pri -80 °C
ako s izolacijom RNA nismo zapocinjali odmah. Koristili smo komplet za izolaciju
(PureLink® RNA Mini Kit) uz tretman DNazom | prema uputama proizvodaca. lzoliranu
RNA pohranili smo pri -80 °C. Koncentraciju RNA odredili smo kako je opisano u poglavlju
3.2.6.

3.2.8.2. Sinteza cDNA iz ukupne RNA
Iz ukupne RNA sintetizirali smo cDNA metodom reverzne transkripcije koriste¢i
komercijalni komplet (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit) prema uputama
proizvodaca. Reakcija se odvijala u uredaju za PCR GeneAmp 2700 prema uvjetima: 10 min
pri 25 °C, 120 min pri 37 °C, 5 min pri 85 °C te beskonac¢no pri 4 °C. Ako smo u reakciju
krenuli s 2 pg RNA, u 20 pL reakcijske smjese dobili smo 100 ng/uL cDNA koju smo
razrijedili do koncentracije od 25 ng/uL.

3.2.8.3. Ekspresija izoformi gena TP53
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Razinu ekspresije pojedinih izoformi gena TP53 proveli smo metodom gPCR u dva koraka. U
prvom koraku, metodi preamplifikacije, umnozili smo 9 razli¢itih izoformi mRNA koje sSmo
podijelili na duge (p53a, p53PB, p53y, A40p53a, A40p53B, A40p53y) i kratke (A133p53a,
A133p53B, A133p53y). Preamplifikaciju smo proveli koriste¢i polimerazu Taq DNA iz
kompleta GoTaq Colorless Master Mix. Pipetirali smo 12,5 puL navedenog Master Mixa, 1 puL
cDNA za duge izoforme (25 ng kalupa cDNA) ili 2 pL cDNA za kratke izoforme (50 ng
kalupa cDNA), po 1 uL svake od pocetnica (F i R, ¢ = 10 uM) te smo nadopunili vodom do
25 pL. Reakcija se odvijala u uredaju za PCR 2720 Thermal Cycler prema uvjetima

prikazanima u Tablici 20.

Tablica 20. Uvjeti za reakciju PCR preamplifikacije dugih i kratkih izoformi gena TP53.

Broj ciklusa Ciklus Temperatura/°C  Vrijeme
1 Pocetna denaturacija 95 3
35 Denaturacija 94 30"
35 Sparivanje 60 40"
35 Sinteza 72 90"
1 Zavrsna sinteza 72 7
1 Kraj reakcije 4

Nakon reakcije uzorke smo razrijedili u omjeru 1:400 za duge izoforme i 1:200 za kratke
izoforme. Za reakciju gPCR uzeli smo 5 pL mastermiksa iz kompleta Takyon™ Low ROX
SYBR 2X MasterMix blue dTTP, 0,4 uL svake od pocetnica (F i R, ¢ = 10 uM), 1 uL
razrijedenog preamplificiranog uzorka te smo nadopunili vodom do 10 pL. Reakcija za svaki
uzorak odvijala se u duplikatu, a za svaki gen napravili smo negativnu kontrolu bez dodatka
cDNA. Reakcija se odvijala u uredaju za qPCR CFX96 prema uvjetima prikazanima u Tablici
21.

Tablica 21. Uvjeti za reakciju PCR za odredivanje ekspresije gena TP53. Zadnji korak,
taljenje, oznacava reakciju taljenja odsje¢aka PCR u rasponu od 72 — 95 °C s porastom od 0,5
°Csvakih 5.

Broj ciklusa Ciklus Temperatura/°C Vrijeme
1 Pocetna denaturacija 95 3
40 Denaturacija 95 15"
40 Sparivanje 63 20"
40 Sinteza 72 10"
1 Taljenje 72 - 95 (porast 0,5) 5"
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3.2.8.4. Ekspresija gena porodica Nme i Gli te izoformi gena TP73

Ekspresiju gena porodica Nme i Gli odredili smo koriStenjem TagMan ekspresijskih kompleta
(Tablica 12). U reakcijsku smjesu pipetirali smo 10 pL TagMan Gene Expression Master
Mix, 1 L TagMan Gene Expression Assay, 4 uL kalupa cDNA (100 ng) te nadopunili vodom
do volumena od 20 pL. Reakcija za svaki uzorak odvijala se u duplikatu, a za svaki gen
napravili smo negativnu kontrolu bez dodatka cDNA. Kao referentni gen koristili smo -
glukuronidaza (GUSB) i gen za protein koji se veze za TATA slijed (TBP). Uvijeti reakcije
PCR bili su sljede¢i: 10 min pri 95 °C te 40 ciklusa od 15 s pri 95 °C i 1 min pri 60 °C.
Reakcija se odvijala u uredaju za gPCR Applied Biosystems 7300.

3.2.8.5. Ekspresija gena ukljucenih u proces EMT-a
Kako bismo izveli reakciju gPCR pipetirali smo 5 pL mastermiksa iz kompleta Takyon™
Low ROX SYBR 2X MasterMix blue dTTP, 0,4 pL svake od pocetnica (F i R, ¢ = 10 uM), 1
uL razrijedenog preamplificiranog uzorka te nadopunili vodom do 10 pL. Reakcija za svaki
uzorak odvijala se u duplikatu, a za svaki gen napravili smo negativnu kontrolu bez dodatka
cDNA. Reakcija se odvijala u uredaju za gPCR CFX96 prema uvjetima prikazanim u Tablici
22.

Tablica 22. Uvjeti za reakciju PCR za odredivanje ekspresije biljega EMT-a. Zadnji
korak, taljenje, oznacava reakciju taljenja PCR fragmenata u rasponu od 72 — 95 °C s
porastom od 0,5 °C svakih 5 s.

Broj ciklusa Ciklus Temperatura/°C Vrijeme
1 Pocetna denaturacija 95 3
40 Denaturacija 95 15"
40 Sparivanje 63 20"
40 Sinteza 72 10"
1 Taljenje 72 - 95 (porast 0,5) 5"
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3.3. Rad s kulturom stanica

3.3.1. Kultura ljudskih stanica raka

U izradi ovog rada koristili smo stani¢ne linije melanoma Covjeka prikazane u Tablici 23,
koje su dobivene ljubaznos¢u dr. sc. Danielea Bergamaschija (Blizard Institute, London, UK).
Osim navedenih stanica, koristili smo stani¢nu liniju H1299 (metastaza malih stanica
karcinoma plu¢a, ATCC® CRL-5803™) s djelomicnom homozigotnom delecijom gena
TP53, za ekspresiju proteina porodice p53 koje smo koristili kao proteinske standarde u
metodi western blota te stani¢nu liniju HeLa (rak grlica maternice, ATCC® CCL-2™) koju
smo Kkoristili za prilagodbu metode FRET/FLIM za rad na humanim stanicama. Stanice su
rasle pri¢vrséene za podlogu zdjelice u tekucoj hranjivoj podlozi za uzgoj stanica RPMI
(melanomi) ili DMEM (H1299 i HelLa). Uzgajale su se u vlaznoj atmosferi pri konstantnim
uvjetima od 37 °C i 5% CO; u inkubatoru za uzgoj stanica. Rad u kulturi stanica izvodili smo

u kabinetu za rad u sterilnim uvjetima.

Tablica 23. Stani¢ne linije melanoma ¢ovjeka. A375M je stani¢na linija metastatskog
melanoma, dok je WM793B stani¢na linija primarnog melanoma. Obje linije sadrze divlji tip
proteina p53 i mutirani protein BRAF (p. V600E).

Stani¢na linija ATCC® Porijeklo Status p53  Status BRAF  Hranjiva
podloga
A375M CRL_1619™ Metastatski Divlji tip c.1799T>A  RPMI 1640
melanom (p.V600E)
WM793B CRL_2806™ Primarni Divlji tip c.1799T>A  RPMI 1640
melanom (p.V600E)

3.3.2. Presadivanje i odrZavanje stanica u kulturi

Stanicama u kulturi mijenjali smo tekucéu hranjivu podlogu svaka dva do tri dana. Kada bi
narasle do 90% popunjenosti zdjelice, stanice smo presadili postupkom Kkoji nazivamo
tripsinizacija. Najprije smo uklonili hranjivu podlogu, zatim isprali fosfatnim puferom PBS te
dodali 1 mL otopine tripsina i ostavili da djeluje 3 min u inkubatoru. Kada smo stanice
odvojili, resuspendirali smo ih u 3 mL teku¢e hranjive podloge. Ukoliko smo ih samo
odrzavali u kulturi, ostavili bi 1/10 stanica u zdjelici i nadopunili novom teku¢om hranjivom
podlogom. Ukoliko smo nasadivali odredeni broj stanica za daljnje eksperimente, stanice

bismo izbrojali (vidi poglavlje 3.3.5).
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3.3.3. Uspostavljanje otpornih stani¢nih linija

Stani¢ne linije otporne na vemurafenib (A375M R1, A375M R2, WM793B R1 i WM793B
R2) uzgojili smo iz parentalnih stani¢nih linija osjetljivih na vemurafenib (A375M i
WM793B) visemjeseCnim tretmanom vemurafenibom. Parentalne stanice koje smo tretirali
vemurafenibom nasadili smo u maloj gusto¢i (tako da budu priblizno 20% konfluentne),
teku¢u hranjivu podlogu smo im mijenjali tri puta na tjedan, a presadili smo ih kada bi
postigle punu konfluenciju. Kako bismo stvorili stani¢nu liniju A375M otpornu na
vemurafenib, stanice smo uzgajali u tekucoj hranjivoj podlozi s postupno rastu¢om
koncentracijom vemurafeniba (0,5; 0,75; 0,8; 0,9 i 1 uM) tijekom 8 tjedana. Stanice su nakon
toga odrzavane u tekucoj podlozi s 1 pM (A375M R1) ili 2 uM (A375M R2) vemurafenibom.
Kako bismo stvorili stani¢nu liniju WM793B otpornu na vemurafenib, stanice smo uzgajali u
tekucoj podlozi s 3 pM vemurafenibom jedan tjedan, a tijekom idué¢ih sedam tjedana bile su
izlozene 4 UM vemurafenibu. Pojavu otpornosti na vemurafenib potvrdili smo testom MTT
(vidi poglavlje 3.3.8). Linije R1 uzgajali smo u tekucoj hranjivoj podlozi s vemurafenibom 2-

7 mjeseci, a linije R2 u tekucoj hranjivoj podlozi s vemurafenibom 7-12 mjeseci.

3.3.4. Zamrzavanje i odmrzavanje stanica
Zamrzavanje stanica poceli smo tripsinizacijom, potom smo resuspendirali stanice u 5 mL
tekuce hranjive podloge i prebacili u sterilnu staklenu epruvetu. Ostavili smo na ledu 30 min i
nakon toga centrifugirali 5 min pri temperaturi od 4 °C na 300 x g. Nakon centrifugiranja
odlili smo supernatant, a talog stanica resuspendirali u 1 mL krioprotektivne hranjive podloge
za smrzavanje stanica. Stanice smo prebacili u ampule za smrzavanje i pohranili na
temperaturi od -80 °C (najvise nekoliko mjeseci), a za duze skladistenje u tekuéi dusik.

Tek odledene stanice iz ampula za smrzavanje prebacili smo u sterilnu epruvetu s 5
mL tekuce hranjive podloge. Stanice smo centrifugirali 5 min pri temperaturi od 4 °C na 300
x @, supernatant odlili te smo talog stanica resuspendirali u teku¢oj hranjivoj podlozi za uzgoj

stanica i prebacili u sterilnu zdjelicu.

3.3.5. Brojanje stanica

Za brojanje stanica nakon tripsinizacije koristili smo Neubauerovu komoricu. Tripsinizirane
stanice, resuspendirane u 3 mL tekuce hranjive podloge, razrijedili smo pet puta u tripanskom
modrilu tako da smo pomijeali 20 L stanica sa 80 pL tripanskog modrila. Zive stanice
aktivno izbacuju boju izvan stanice i ostaju neobojane dok se u mrtvim stanicama boja

nakuplja. Suspenziju stanica s tripanskim modrilom nanijeli smo na komoricu za brojenje
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stanica ispod pokrovnog stakalca. Stanice smo izbrojali u ukupno 4 kvadranta, a svaki

kvadrant se sastoji od 16 kvadratica. Ukupni broj stanica po mililitru izracunali Smo prema

formuli:

broj prebrojanih stanica x faktor razrjedenja Lot
X

broj stanica/mlL = broj izbrojanih kvadranata
3.3.6. Prolazna transfekcija ljudskih tumorskih stanica u kulturi
Stanice smo nasadili 24 sata prije prolazne transfekcije u odredenom broju kako bismo na dan
transfekcije bile 80 do 90% konfluentne. Stani¢nu liniju A375M transficirali smo koristenjem
komercijalnog kompleta Turbofect, a stani¢nu liniju WM793B koriStenjem komercijalnog

kompleta Xfect prema uputama proizvodaca.

3.3.7. Prolazna transfekcija stanica u kulturi malim interferiraju¢im molekulama RNA
Prolaznu transfekciju stanica malim interferiraju¢im molekulama RNA (siRNA, engl. small
interfering RNA) Koristili smo kako bismo utisali gene NME1 i NMEZ2, tj. sprijecili translaciju
transkripata mMRNA. Metodom direktnog utiSavanja na adherentnim stanicama proveli smo
transfekciju siRNA prema uputama proizvodaca Dharmacon. Za provjeru utiSavanja
metodom western blota skupili smo stanice 48 i 72 sata nakon transfekcije. Dio stanica
ponovno smo nasadili te skupili 96 sati poslije za provjeru uspjesnosti utiSavanja u duzem

vremenskom periodu potrebnom za metodu MTT.

3.3.8. Odredivanje stani¢ne vijabilnosti testom MTT
Test MTT kolorimetrijska je metoda odredivanja prezivljenja stanica nakon tretmana
kemijskim agensima. MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) Zuti je
spoj topljiv u vodi koji se u Zivim, metabolicki aktivnim stanicama pomocu enzima sukcinat-
dehidrogenaze reducira u ljubicaste kristale formazana. Kako formazan nije topljiv u vodi,
otapamo ga dodatkom DMSO. Spektrofotometrijski se izmjeri apsorbancija otopina pri 570
nm koja je proporcionalna koncentraciji nastalog formazana, a koncentracija formazana je
razmjerna broju Zivih stanica.

Kako bismo odredili letalnu dozu pri kojoj 50% stanica umire (IC50, engl. inhibitory
concentration), stanice smo nasadili na plo€icu s 96 bunari¢a. Nasadili smo izmedu 2,0 do 2,5
x 10* stanica ovisno o stani¢noj liniji i podlinijama osjetljivim na vemurafenib. Stanice smo

tretirali 24 sata nakon nasadivanja dodatkom rastucih koncentracija agensa. Potrebno je staviti
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barem deset koncentracija agensa, netretirane stanice i slijepu probu. Netretirane stanice rastu
u tekucoj hranjivoj podlozi za uzgoj stanica i predstavljaju negativnu kontrolu, a bunarici bez
nasadenih stanica su slijepa proba i tamo se samo dodaje MTT. Sve stanice smo nasadili u
kvadriplikatima te one predstavljaju jedan bioloSki uzorak. Stanice smo ostavili u tretmanu 72
sata te smo iz bunarica uklonili teku¢u hranjivu podlogu i dodali 40 uL otopine MTT (y = 0,5
g dm™). Nakon trosatne inkubacije uzoraka u plogici pri 37 °C, u bunariée smo dodali po 170
uL. DMSO i ploc¢ice smo potom stavili na tresilicu 5 min kako bi se sav formazan otopio.
Apsorbanciju otopina pri valnoj duljini od 570 nm izmjerili smo na spektrofotometru za
mikrotitarske plocice. Postotak prezivljenja stanica na temelju srednjih vrijednosti

kvadriplikata ocitanih apsorbancija izracunali smo prema formuli:

oo apsorbancija tretiranih stanica
% prezivljenja = = - — x 100
apsorbancija kontrolnih stanica

Vrijednosti IC50 izracunali smo u programu GraphPad Prism 7.04.

3.3.9. Analiza stani¢nog ciklusa metodom protocne citometrije

Za analizu stani¢nog ciklusa metodom proto¢ne citometrije nasadili smo 2 x 10° stanica po
bunari¢u u plo€ici sa 6 bunari¢a. Idu¢i dan tretirali smo ih protutumorskim lijekom koji
uzrokuje dvolan¢ane lomove u molekuli DNA, etopozidom i inhibitorom proteina GLI1/2,
GANTOM-61 te smo ostavili jedan bunari¢ netretiranih stanica. Stanice smo, 24 sata nakon
tretmana, isprali PBS-om, tripsinizirali i centrifugirali 5 min na 300 x g. Supernatant smo
odbacili, isprali u PBS-u te ponovili korak centrifugiranja. Stani¢ni talog smo resuspendirali u
50 uL PBS-a te dodavali kap po kap resuspendiranih stanica u prethodno pripremljene tubice
s 1 mL etanola ohladenim na 4 °C. Postupak dodavanja smo radili na uredaju za vorteksiranje.
Tubice smo pohranili preko noc¢i na -20 °C. Tako pripremljene stanice mogu se pohraniti i na
duzi period od 2 do 3 mjeseca. Idu¢i dan smo prebacili 200 pL stanica u etanolu u Ciste
tubice, centrifugirali 5 min na 300 x g te odbacili supernatant. Resuspendirali smo stanice u
500 pL PBS-a te ponovili korak centrifugiranja nakon ¢ega smo stanice resuspendirali u 200
WL reagensa za stani¢ni ciklus te inkubirali 30 min na sobnoj temperaturi zasti¢eno od svjetla.

Tako pripremljene stanice o¢itali Smo na instrumentu Muse Cell Analyzer.

3.3.10. Migracija stanica tumora
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Najjednostavnija metoda za pracenje migracije Stanica jest metoda ,cijeljenja rane* (engl.
wound healing assay ili scratch assay) koja se temelji na pra¢enju dinamike prekrivanja
praznina na sloju adherentnih stanica. Nastavkom za pipete zagrebemo povrsinu konfluentnih
stanica ¢ime se stvara praznina. Stanice se dobro isperu tako da se uklone one koje su
odlijepljene te se prati migracija stanica prema sredistu sve dok ne dode do zatvaranja rane.

S druge strane, najpoznatija komercijalna metoda za odredivanje migracije stanica jest
metoda koja se temelji na principu Boydenovih komorica. Sustav se sastoji od dva odjeljka
razdvojena poroznom membranom odredene veli¢ine pora koja je manja od promjera stanice.
Stanice iz gornje komorice u kojoj je tekuc¢a hranjiva podloga bez dodanog seruma fetusa
goveda (FBS) putuju prema donjoj komorici gdje je tekuéa hranjiva podloga uz dodatak FBS-
a. lako su obje metode Cesto koriStene za ispitivanje migracije stanica tumora, informacije
koje se dobiju navedenim metodama su razli¢ite. Naime, ove dvije vrste stanicne migracije
ovise o razli¢itim na¢inima preuredivanja stani¢nog citoskeleta, dok se za metodu ,,cijeljenja

rane* treba u obzir uzeti i proliferacija stanica.

3.3.10.1. Metoda ,,cijeljenja rane* (engl. wound healing assay ili scratch assay)
Stanice smo nasadili na plocicu s 24 bunarica dan prije eksperimenta tako da na dan
eksperimenta budu konfluentne, ali i dalje u jednom sloju. U svakom bunari¢u zagrebali smo
jednu ravnu liniju vrhom nastavka za pipete tako da smo odvojili stanice od podloge na tom
dijelu. Stanice smo isprali u PBS-u tri puta kako bismo uklonili odvojene stanice te smo
dodali novu tekucu hranjivu podlogu. Nastalu prazninu snimili smo pod mikroskopom u
trenutku uzrokovanja rane te 8 i 24 sata poslije. Rezultate smo obradili pomoc¢u programa

ImageJ i prikazali kao postotak zatvorene povrsine.

3.3.10.2. Sustav Boydenovih komorica (engl. Boyden chamber assay)
Koristili smo plasti¢ne inserte koji rade prema principu Boydenovih komorica s membranom
veli¢ine pora 8 um. U gornju komoricu nasadili smo 20 000 stanica u 250 pL tekuce hranjive
podloge bez dodanog FBS-a. Svaku stani¢nu liniju nasadili smo u triplikatu. U donju
komoricu stavili smo 750 puL kompletirane tekuée hranjive podloge. Stanice su migrirale
tijekom sat vremena nakon ¢ega smo komorice isprali uranjanjem u PBS te stavili na bojanje
u 750 pL otopine kalceina u PBS-u koncentracije 4 ug/mL jedan sat. Obojane stanice snimili

smo pod mikroskopom, a broj stanica koje su migrirale odredili pomocu programa ImageJ.
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3.4. Metode u analizi proteina

3.4.1. lzolacija proteina

Sve korake prikupljanja stanica i izolacije proteina provodili smo na ledu i u centrifugi
ohladenoj na 4 °C. Stanice iz kojih smo izolirali proteine sastrugali sSmo pomocu sterilne
strugalice u PBS-u i centrifugirali 5 min pri 300 x g. Supernatant smo odbacili, a talog stanica

pohranili pri -80 °C ako s izolacijom proteina nismo zapocinjali odmah.

3.4.1.1. lzolacija proteina za analizu western blota
Proteine smo iz taloga stanica izolirali u puferu PBS uz dodatak inhibitora proteaza. Talogu
stanica iz jedne Petrijeve zdjelice promjera 10 cm odgovaralo je 100 puL pufera s inhibitorom
proteaza. Postupak izolacije napravili smo na sonifikatoru pomocu ultrazvuéne sonde
promjera 1 mm pri amplitudi od 80 Hz tako da smo sonificirali dva puta po 10 s uz stanku od
10 s izmedu ponavljanja. Ultrazvu¢ni valovi narusili su integritet stani¢nih membrana
oslobadajuci proteine iz stanica. Proteine smo pohranili pri -80 °C i Koristili za analizu

western blota.

3.4.1.2. lzolacija proteina za analizu koimunoprecipitacije
Za analizu koimunoprecipitacije proteine smo izolirali iz blagog pufera za lizu stanica,
TENN, s dodatkom inhibitora proteaza koji omoguéava ocuvanje interakcija medu
proteinima. Postupak izolacije proteina isti je kao u poglavlju 3.4.1.1, a nakon izolacije
proteina slijedi centrifugiranje od 20 min pri 16 000 x g. Stani¢ni proteini su u supernatantu
koji se prebaci u novu tubicu i moze se pohraniti pri -80 °C ili koristiti odmah za metodu

koimunoprecipitacije.

3.4.2. Odredivanje koncentracije proteina
Koncentraciju proteina odredili smo pomocu komercijalnog kompleta BCA Protein Assay Kit.
Metoda se temelji na biuretovoj reakciji gdje dolazi do redukcije bakrovih iona iz Cu?* u Cu*
u prisutnosti proteina pri bazi¢nim uvjetima. Nakon dodavanja bikinkoni¢ne kiseline (BCA,
engl. bicinchoninic acid) dolazi do formiranja ljubi¢asto obojenih kompleksa Cu® i BCA s
maksimumom apsorbancije na 562 nm.

Na mikrotitarsku plo¢icu od 96 bunari¢a nanijeli Smo po 20 puL standarda albumina iz
seruma goveda (BSA, engl. bovine serum albumin) u koncentracijama od 125, 250, 500, 750,
1000 i 1500 ng/ulL dobivenih serijskim razrjedivanjem mati¢ne otopine koncentracije 2,0

mg/mL. Uzorke proteina nepoznate koncentracije nanijeli smo u duplikatima razrijedenim 10
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puta tako da smo stavili 2 uL. uzorka i 18 uLL. mqH,0, a kao slijepu probu nanijeli smo 20 pL
mgH,0. U svaki bunari¢ dodali smo 200 uL reagensa za odredivanje koncentracije koji se
priredi mijeSanjem otopina A i B u omjeru 50:1. Uzorke u plo¢ici inkubirali smo 30 min pri
37 °C te smo apsorbancije ocitali na spektrofotometru za mikrotitarske plo¢ice. Bazdarni
pravac izracunali Smo iz ocCitanih apsorbancija standardnih otopina, a iz pripadne jednadzbe

pravca izra¢unali smo koncentracije otopina proteina.

3.4.3. Metoda koimunoprecipitacije

Metoda koimunoprecipitacije koristi se za proucavanje proteinskih interakcija i temelji se na
¢injenici da se izdvajanjem proteina iz stani¢nog lizata pomoc¢u odredenog protutijela mogu
izdvojiti i njegovi proteinski partneri. Za proucavanje interakcija endogenih proteina koristili
smo paramagnetska zrnca Dynabeads® Protein G na koje mozemo vezati protutijelo
specificno na odredeni protein, a za proucavanje interakcija egzogenih proteina nakon
prolazne transfekcije stanica u kulturi koristili smo protu-FLAG agarozna zrnca buduci da je

jedan od potencijalnih proteinskih partnera imao FLAG-privjesak.

3.4.3.1. Imunoprecipitacija uz pomo¢ paramagnetskih zrnaca (Dynabeads®
Protein G)

Za imunoprecipitaciju uz pomo¢ magnetskih zrnaca, resuspendirali smo zrnca vorteksiranjem
nakon ¢ega smo 50 pL prebacili u mikroepruvetu. Na magnetskom stalku zrnca smo odvojili
od otopine te uklonili supernatant. Na zrnca smo dodali 2 pg protutijela razrijedenog u 200 puL
PBS s 0,02% (v/v) Tween-20 te inkubirali na mjeSalici 40 min pri sobnoj temperaturi. Pomoc¢u
magnetskog stalka odvojili smo zrnca od otopine te smo odbacili supernatant. Zrnca smo
isprali u 200 uL. PBS-a s 0,02% Tween-20 njezno pipetirajuci te smo odvojili supernatant.
Dodali smo 1 mg ukupnih proteina na magnetska zrnca i njezno resuspendirali pipetiranjem.
Uzorak smo inkubirali na rotoru pri 4 °C preko noc¢i. Zrnca smo odvojili na magnetskom
stalku od otopine, a supernatant spremili radi odredivanja uspjesnosti vezanja proteina od
interesa na protutijelo. Oprali smo zrnca tri puta koriste¢i 200 pL. pufera za ispiranje te smo
bacili supernatant. Zatim smo resuspendirali zrnca u 100 puL pufera za ispiranje i prebacili u
¢istu mikroepruvetu da bi izbjegli koeluciju proteina vezanih za stjenku mikroepruvete. U
odvojeni supernatant dodali smo 20 pL pufera za eluiranje, resuspendirali i zagrijali 10 min

pri 70 °C. Tako pripremljeni uzorci bili su spremni za nanoSenje na SDS-poliakrilamidni gel.

3.4.3.2. Imunoprecipitacija uz pomo¢ agaroznih zrnaca protu-FLAG
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Za imunoprecipitaciju uz pomo¢ agaroznih zrnaca protu-FLAG uzeli smo 40 uL potpuno
promijeSane agaroze te smo dodali 500 uL pufera TENN kako bismo isprali zrnca. Uzorak
smo centrifugirali 30 s pri 12 000 x g pri ¢emu agarozna smola ostaje u talogu, a 400 pL
tekucine iz supernatanta smo odbacili. Ispiranje smo ponovili jo$ dva puta s 1 mL pufera
TENN. Vazno je da se uzorak ne vorteksira ni u jednom trenutku, ve¢ se mijesa izvrtanjem.
Na pripremljena agarozna zrnca protu-FLAG dodali smo uzorak od 200 pg ukupnih proteina
izoliranih kako je opisano u poglavlju 3.4.1.2 te smo nadopunili do ukupnog volumena od 200
uL puferom TENN. Mikroepruvete zalijepljene parafilmom inkubirali smo na rotoru preko
no¢i pri 4 °C. Slijedi centrifugiranje od 30 s pri 12 000 x g poslije kojeg smo spremili
supernatant za odredivanje uspjesSnosti vezanja. Smolu smo isprali dva puta s 1 mL pufera
PBS, centrifugirali 30 s pri 12 000 x g te bacili 900 uL tekucine iz supernatanta. Zatim smo
isprali zadnji put s 1 mL pufera PBS s 0,05% (v/v) Tween-20 i centrifugirali 30 s pri 12 000 x
g. Odbacili smo tekucinu iz supernatanta tako da ostane otprilike 10 uL. Dodali smo 10 pL 2
x pufera za nanoSenje proteinskih uzoraka na gel (2 x LB) i njezno pipetirali da se
resuspendiraju agarozne kuglice. Uzorke smo zagrijali 10 min pri 70 °C te nanijeli na SDS-

poliakrilamidni gel.

3.4.4. SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)

SDS-PAGE prvi je korak u analizi proteina metodom western blota. Gelovi za elektroforezu
pripremili smo kako je prikazano u Tablici 24. Priprema gelova ide u dva koraka. U prvom
koraku izlili smo donji gel, tzv. gel za razdvajanje i nakon toga lagano pipetom dodali 2 mL
deH,O kako bi gornji rub gela ostao ravan te kako bi se sprijecilo isuSivanje gela. Za
polimerizaciju treba otprilike 15 min nakon ¢ega smo u drugom koraku izlili gornji gel, tzv.

gel za sabijanje i umetnuli ¢esljice za elektroforezu.

Tablica 24. Sastav poliakrilamidnog gela za sabijanje i razdvajanje proteina.

Gel za Gel za razdvajanje/mL
Komponente otopine sabijanje/mL
5% 7% 8% 10% 11% 12%
deH,0 2,7 4,95 4,6 4,0 3,65 3,3
30%-tna otopina akrilamida 0,67 2,35 2,7 3,3 3,65 4.0
i bisakrilamida
Tris pufer * 0,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
10%-tna otopina SDS-a 0,04 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
10%-tna otopina APS-a 0,04 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
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TEMED 0,004 0,007 0,006 0,004 0,004 0,004
Ukupni volumen 4 10 10 10 10 10
* pufer za gel za sabijanje i gel za razdvajanje se razlikuju

U mikroepruvetu smo otpipetirali 25-50 pug ukupnih proteina ovisno o jacini ekspresije
proteina od interesa u stanici. Zatim smo dodali pufer za nanoSenje proteina na gel (4 x LB)
tako da konacna koncentracija pufera bude 1 x. Pripremljene uzorke kuhali smo 5 min pri 95
°C nakon ¢ega smo ih nanijeli na gel. Na gel smo nanijeli i biljeg za odredivanje molekulske
mase proteina. Elektroforeza se odvija u sustavu za vertikalnu elektroforezu Mini-Protean 111
s puferom za SDS-PAGE. Uzorci putuju otprilike 30 min pri naponu od 90V u gelu za
sabijanje nakon ¢ega se napon poveca na 110 V. Uzorci putuju u elektricnom polju dok ne

dodu do kraja gela.

3.4.5. Western blot
Nakon elektroforeze razdvojene proteine s gela prenijeli smo na nitroceluloznu membranu
veli¢ine pora 0,2 um u sustavu za prijenos na membranu Mini-Protean 111 u puferu za prijenos
proteina. Prijenos se odvija pri konstantnoj jakosti struje od 200 mA tijekom 2 sata ili pri
konstantnom naponu od 13 V preko no¢i. UspjeSnost prijenosa proteina na membranu
provjerili smo bojanjem otopinom za bojanje membrane Naphtol Blue. Zatim smo odbojali
membranu otopinom za odbojavanje da bi se maknuo viSak boje s membrane koji nije vezan
za proteine. Membranu smo ispirali u puferu TBST nakon ¢ega smo blokirali u 5%-tnoj (w/v)
otopini mlijeka u prahu u puferu TBST. Primarna protutijela pripremili smo u otopini 5%-
tnog mlijeka te inkubirali membrane 2 sata na sobnoj temperaturi ili preko no¢i pri 4 °C.
Nakon primarnog protutijela membrane smo isprali puferom TBST te inkubirali u
sekundarnom protutijelu pripremljenom u otopini 5%-tnog mlijeka.

Izuzetak od opisanog protokola jest protutijelo KJC8, koristeno za detekciju izoformi
[ proteina p53, za koje smo primijenili western blot u tri koraka. To je metoda kojom se moze
pojacati slabi signal proteina koji su slabije eksprimirani tako da se nakon inkubacije
membrane primarnim protutijelom stavi sekundarno protutijelo koje nije obiljezeno
peroksidazom iz hrena (HRP), a zatim slijedi inkubacija sekundarnim protutijelom
obiljeZzenim HRP-om. Pobolj$anje osjetljivosti metode posljedica je ¢injenice da povecanje
koraka vezanja razlicitih protutijela rezultira povecanjem broja vezanih protutijela obiljezenih
HRP-om u zadnjem koraku, a samim time i ja¢im signalom. U ovoj metodi membranu nismo
bojali bojom Naphtol Blue, a sve korake ispiranja membrane i pripreme otopine 5%-tnog

mlijeka provodili smo u puferu PBST.
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Za detekciju signala koristili smo kemiluminescentni reagens Western Lightning Plus-
ECL. Proteini koji su slabije eksprimirani zahtijevaju ,,jaci* kemiluminescentni reagens pa
smo koristili SuperSignal West Pico i SuperSignal West Femto Substrate. Za ocitavanje

signala koristili smo uredaj Alliance 4.7.

3.5. Metode konfokalne mikroskopije

Snimanje zivih i fiksiranih stanica proveli smo na laserskom pretraznom konfokalnom
mikroskopu Leica TCS SP8 X opremljenim s HC PL APO CS2 63%/1.40 objektivom s uljnom
imerzijom, laserskom diodom na 405 nm i superkontinuiranim pobudnim laserom s emisijom

u podrucju 470-650 nm.

3.5.1. Snimanje Zivih stanica (engl. live cell imaging)

Za snimanje Zivih stanica koristili smo komoricu za kontrolu temperature koja odrzava
fizioloSku temperaturu od 37 °C te tekucu hranjivu podlogu Lebovitz's L-15 koja omoguéava
rast stanica u okoliSu bez kontrole razine CO,. Koristili smo valne duljine pobude te
detekcijski raspon valnih duljina od 488 nm i 500-550 nm za EGFP te 575 nm i 588-650 nm

za mCherry.

3.5.2. Priprema stanica za imunofluorescenciju i bojanje citoskeleta

Stanice smo nasadili na predmetno stakalce s osam bunarié¢a i silikonskim pregradama koje se
mogu odvojiti te, 24 sata nakon nasadivanja, uklonili teku¢u hranjivu podlogu, a stanice
isprali fosfatnim puferom (PBS). Fiksirali smo ih otopinom formaldehida 10 min pri sobnoj
temperaturi i isprali u PBS-u te permeabilizirali otopinom Triton X-100 nakon ¢ega je opet
slijedilo ispiranje u PBS-u. Tako pripremljene fiksirane stanice koristili smo za
imunofluorescenciju i bojanje citoskeleta. Za metodu imunofluorescencije stanice smo
inkubirali s primarnim protutijelima preko noci na 4 °C. Idu¢i dan stanice smo isprali u PBS-u
te inkubirali sa sekundarnim protutijelima 45 min pri sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja u
PBS-u stanice smo uklopili u medij za uklapanje s dodanom fluorescentnom bojom za
obiljezavanje DNA, DAPI. Koristili smo sekundarna protutijela konjugirana s fluoroforima
fluorescein-izotiocijanatom (FITC, engl. fluorescein isothiocyanate) te Alexa Fluor 594, sto je
omogucilo detekciju na fluorescencijskom mikroskopu. Za bojenje citoskeleta konjugatom
faloidin TRITC-om, stanice smo nakon fiksiranja inkubirali u otopini faloidin TRITC-a u

PBS-u (50 pg/mL) 40 min pri sobnoj temperaturi. Koristili smo valne duljine pobude te
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detekcijski raspon valnih duljina od: 490 nm i 500-550 nm za FITC, 590 nm i 600-650 nm za
Alexa-594, 405 nm i 430-500 nm za DAPI te 545 nm i 555-605 nm za TRITC.

3.5.3. Metoda FRET/FLIM
FRET (engl. Forster Resonance Energy Transfer) je pojava prijenosa energije izmedu dva
kromofora (donora i akceptora). Do prijenosa energije dolazi neradijativno, preko dipol-dipol
sprezanja ako su donor i akceptor u neposrednoj blizini (< 10 nm). FRET se moze koristiti za
pracenje proteinskih interakcija u bioloskim sustavima kao Sto su stanice, tkiva i organizmi.
Jedna od cesto koristenih metoda za mjerenje FRET-a je FLIM (engl. Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy). Metoda se temelji na pra¢enju smanjenja vremena Zivota pobudenog
stanja molekule donora do kojeg dolazi prilikom FRET-a [118-120]. Postoji mnostvo
fluorescentnih proteina koji ¢ine dobre FRET-parove, a mi smo se odlucili za EGFP (donor) i
mCherry (akceptor) [121].

FLIM mijerenja proveli smo na laserskom pretraznom konfokalnom mikroskopu Leica
SP8 X FLIM sparenom s modulom za brojanje pojedina¢nih fotona i mjerenje njihove
vremenske korelacije (TCSPC, engl. Time-Correlated Single Photon Counting). Kontrola
temperature i razine CO, u uzorku Zivih stanica provedena je kako je opisano u poglavlju
3.5.1. Za detekciju fotona koristili smo spektralne FLIM fotomultiplikatore (SP) kojima je
instrument opremljen. Analiza rezultata mjerenja napravljena je u programu SymPhoTime64.
Detekcija fotona podeSena je na 100 ponavljanja sa stopom izbrojanih fotona izmedu 200 i
500 kcounts/s. Donorski fluorofor (EGFP) pobuden je pulsnim superkontinuiranim laserom
pri 488 nm, frekvencijom laserskog pulsa namjeStenom na 40 MHz. Kako bismo dobili
vrijeme Zivota samog donora bez prisutnosti akceptora, snimali smo stanice koje eksprimiraju
protein p53 fuzioniran s proteinom EGFP nakon prolazne transfekcije stanica u kulturi.
Vrijeme Zivota donora, t,, dobili smo prilagodbom (,,fitanjem*) eksponencijalnog modela
fluorescentnog trnjenja (engl. fluorescent decay):

N(t) = Ae /%

na eksperimentalnu krivulju trnjenja. Dobivena vrijednost sluzila je kao konstantni parameter
u analizama potencijalnih proteinskih partnera metodom FRET. Kako bismo dobili vrijeme
Zivota donora u prisutnosti akceptora prolazno smo transficirali stanice s plazmidima koji
kodiraju za potencijalne proteinske partnere i to za jedan u fuziji s donorskom molekulom
(EGFP), a za drugi s akceptorskom molekulom (mCherry). Za analizu rezultata mjerenja tih
uzoraka koristili smo tzv. dvoeksponencijalni model fluorescentnog trnjenja koji je zapravo

linearna kombinacija dva eksponencijalna modela:
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N(t) = Aje /™ + A,e~ %,
gdje se amplitude A; i A,, kao i tipi¢no vrijeme zivota fluorescencije donora u prisutnosti
akceptora (engl. lifetime), z,, variraju tijekom postupka prilagodbe modela. Postotak
molekula donora koje su u interakciji s akceptorom izrac¢unali smo prema formuli:
Dp = A3/(A; + 4A2)
gdje je Dp postotak donorskih molekula u kojima dolazi do FRET-a [122]. Za svaki par
fluorescentno obiljezenih proteina proveli smo mjerenja efekta FRET na 40 stanica, a Dg

vrijednost prikazali smo kao medijan s interkvartilnim rasponom.

3.6. Statisticka analiza

U statistickoj analizi rezultata eksperimenata koristili smo programe GraphPad Prism (v.
7.04), MATLAB ili MedCalc (v. 18.11.3). Svi eksperimenti ponovljeni su barem tri puta, a na
slikama je uvijek prikazan jedan reprezentativni primjer. U opisu svake slike naveden je
statisti¢ki test koriSten u analizi, a rezultati koji su medusobno statisticki znacajno razli¢iti
oznaceni su zvjezdicom (*). U programu GraphPad Prism 7.04 znacajnost razliCitosti
rezultata prikazana je brojem zvjezdica od jedne zvjezdice (*) do Cetiri zvjezdice (****), Sto
je uvrijezen nacin prikazivanja u biologiji ukoliko se Zeli stratificirati statisticka znacajnost, tj.
naglasiti rezultate koji su statisticki vrlo razli¢iti. Broj zvjezdica povezan s p-vrijednos$éu

prikazan je u Tablici 25.

Tablica 25. Zna¢aj broja zvjezdica na prikazanim rezultatima.

Broj zvjezdica p-vrijednost

* <0,05

x* <0,01
folekl <0,001
falakaled <0,0001
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4. REZULTATI

4.1. Interakcije proteina p53 u melanomu ¢ovjeka

Interakcije divljeg tipa proteina p53 s ¢lanovima porodice proteina p53, NME i GLI
analizirali smo metodom koimunoprecipitacije i metodom FRET/FLIM. Budu¢i da su neke
izoforme navedenih proteinskih porodica u koriStenim stanicama vrlo slabo eksprimirane,
najprije smo analizirali interakcije s egzogenim proteinima nakon prolazne transfekcije
stanica u kulturi metodom koimunoprecipitacije. Zatim smo metodom koimunoprecipitacije s
endogenim proteinima, koriste¢i protutijelo za odredenu izoformu ili skupinu izoformi,
pokuSali potvrditi pronadene interakcije. Na kraju, kako bismo dobili neovisnu potvrdu
interakcija te njihovu lokalizaciju, koristili smo metodu FRET/FLIM. Treba napomenuti da su
sve interakcije proucavane s divljim tipom proteina p53a. Kako se u literaturi naziv 'protein
p53' odnosi upravo na najduzu izoformu proteina p53 - p53a, radi jednostavnosti u daljnjem

tekstu koristit ¢emo skraceni naziv.

4.1.1. Interakcije egzogenih proteina p53 s drugim ¢lanovima porodica p53, NME i GLI
odredene metodom koimunoprecipitacije

Ovo poglavlje disertacije (4.1.1) sadrzi rezultate objavljene u sklopu diplomskog rada lvana
Bradi¢a, mag. chem. Ivan je eksperimentalni dio diplomskog rada odradio u Laboratoriju za
proteinsku dinamiku na Institutu Ruder Boskovi¢ pod mentorstvom dr. sc. Maje Herak Bosnar
te mojim neposrednim voditeljstvom. Rad je obranjen na Kemijskom odsjeku PMF-a 2019.
godine.

Kako bismo promatrali proteinske interakcije na egzogenoj razini, izolirali smo
proteine nakon prekomjerne ekspresije potencijalnih proteinskih partnera prolaznom
transfekcijom stanica A375M. Jedan od potencijalnih proteinskih partnera bio je obiljezen
privieskom FLAG te smo ga izdvojili metodom koimunoprecipitacije pomocu agaroznih
zrnaca na koja je kovalentno vezano protutijelo protu-FLAG. lzdvajanjem proteina s
privieskom FLAG izdvajamo i sve njegove proteinske partnere. Tako izdvojene proteine
razdvojili smo poliakrilamidnom gel-elektroforezom (SDS-PAGE) i analizirali metodom
western blota.

Rezultati interakcija proteina p53 s izoformama proteina p53 i p73 prikazani su na

Slici 12. Interakciju proteina p53 pokazali smo s tri izoforme proteina p73 - TAp73a, TAp73p3
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I ANp73a, dok s izoformom ANp73f interakcija nije pokazana. Interakcija je takoder

primijec¢ena S A133p53a, izoformom proteina p53.

A A375M B A375M

Protu-FLAG Protu-FLAG
SL P s K kDa SL P s K kDa
50 50
P53a-FLAG | Sy p53a-FLAG — — =
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o[ - o | 0
- 50
C A375M D A3TEM
Protu-FLAG Protu-FLAG
kDa
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ANp73a-FLAG — PS3a-FLAG | " 50
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P53 | M T m— - ANp73p | S - 50
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Slika 12. Interakcije egzogenih proteina p53 s drugim c¢lanovima porodice p53.
Interakcije smo promatrali nakon prolazne transfekcije stanica melanoma A375M vektorima
koji nose gen potencijalnih proteinskih partnera. Jedan je od potencijalnih proteinskih
partnera bio obiljezen privjeskom FLAG (p53a-FLAG ili ANp73a-FLAG), dok je drugi
partner bio bez privjeska. Ukupni stani¢ni lizat nanijeli smo kao kontrolu ekspresije proteina
(SL). Uzorke smo imunoprecipitirali koristenjem protutijela protu-FLAG (IP), a za provjeru
uspjeSnosti imnuoprecipitacije nanijeli smo supernatant (S). Kao kontrolu koristili smo
staniéni lizat imunoprecipitiran bez prekomjerno eksprimiranih egzogenih proteina (K).
Koristili smo 200 pg ukupnih proteina za svaku reakciju imunoprecipitacije. Za detekciju
proteina na membrani koristili smo protutijelo protu-FLAG za proteine obiljeZene privjeskom
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FLAG, protutijelo EP436Y za izoforme proteina p73 bez privjeska FLAG, DO-1 za p53 bez
privjeska FLAG te SAPU za A133p53a. Svaki eksperiment ponovljen je tri puta.

Rezultati koimunoprecipitacije proteina p53 s proteinima NME1 i NME2 nakon njihove
prekomjerne ekspresije prikazani su na Slici 13. Rezultati ovog eksperimenta ukazuju na to da

spomenuti proteini ne interagiraju.

A A375M B A375M
Protu-FLAG Protu-FLAG
K SL P s
50 50
p53a-FLAG — e — - p53a-FLAG S — -
20
20
NME1 | - | — NME2 S —

Slika 13. Interakcije egzogenih proteina p53 s proteinima NME1 (A) i NME2 (B).
Interakcije smo promatrali nakon prolazne transfekcije stanica melanoma A375M vektorima
koji nose gen potencijalnih proteinskih partnera. Jedan je od potencijalnih proteinskih
partnera bio obiljezen privjeskom FLAG (p53a-FLAG), dok je drugi partner bio bez privjeska
(NME1 i NMEZ2). Ukupni stani¢ni lizat nanijeli Smo kao kontrolu ekspresije proteina (SL).
Uzorke smo imunoprecipitirali koristenjem protutijela protu-FLAG (IP), a za provjeru
uspjesnosti imnuoprecipitacije nanijeli smo supernatant (S). Kao kontrolu koristili smo
staniéni lizat imunoprecipitiran bez prekomjerno eksprimiranih egzogenih proteina (K).
Koristili smo 200 pg ukupnih proteina za svaku reakciju imunoprecipitacije. Za detekciju
proteina na membrani Kkoristili smo protutijelo protu-FLAG za p53a-FLAG, tj. protutijelo
NME1/NME?2 za protein NMEL i NME2. Svaki eksperiment ponovljen je tri puta.

Interakcije proteina p53 s proteinima GLI1, GLI2 i GLI3 nakon prekomjerne ekspresije
prikazane su na Slici 14. Kao i u slu¢aju interakcija p53 s proteinima porodice NME, ni s
proteinima porodice GLI interakcije nisu utvrdene. Zaklju¢no, metodom koimunoprecipitacije
na egzogenim proteinima pokazali smo jedino interakcije p53 s drugim ¢lanovima porodice
p53 - TAp73a, TAp73pB, ANp73a i A133p53a.
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Slika 14. Interakcije egzogenih proteina p53 s proteinima GLI1 (A), GLI2 (B) i GLI3
(C). Interakcije smo promatrali nakon prolazne transfekcije stanica melanoma A375M
vektorima Kkoji nose gen potencijalnih proteinskih partnera. Jedan je od potencijalnih
proteinskih partnera bio obiljezen privjeskom FLAG (p53a-FLAG), dok je drugi partner bio
bez privjeska (GLILFL, GLI2FL i GLI3FL). Ukupni stani¢ni lizat nanijeli smo kao kontrolu
ekspresije proteina (SL). Uzorke smo imunoprecipitirali koristenjem protutijela protu-FLAG
(IP), a za provjeru uspjeSnosti imnuoprecipitacije nanijeli smo supernatant (S). Kao kontrolu
koristili smo stani¢ni lizat imunoprecipitiran bez prekomjerno eksprimiranih egzogenih
proteina (K). Koristili smo 200 ug ukupnih proteina za svaku reakciju imunoprecipitacije. Za
detekciju proteina p53a-FLAG koristili smo protutijelo protu-FLAG, a za detekciju proteina
GLI1, GLI2 i GLI3 protutijelo protu-GLI1, protu-GLI2 (#ARP31885) i protu-GLI3. Svaki
eksperiment ponovljen je tri puta.

4.1.2. Interakcije endogenih proteina p53 s ¢lanovima porodica p53 i NME odredene
metodom koimunoprecipitacije

Istrazivanja interakcija endogenog proteina p53 s ¢lanovima porodica p53 i NME proveli smo
na stanicnim linijama melanoma koje eksprimiraju divlji tip proteina p53 (p53wt), a to su
linijja primarnog melanoma WM793B (ATCC® CRL_2806™) i linija metastatskog
melanoma A375M (ATCC® CRL_1619™). Proteinske interakcije koje smo pokazali na

egzogenim proteinima pokusali smo potvrditi na endogenim proteinima upotrebom
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magnetskih zrnaca DynaBeads™ Protein G koja vezu imunoglobulinske lance protutijela.

Protutijelo specificno za pojedinu izoformu, odnosno skupinu izoformi, vezali smo na
magnetska zrnca te izdvojili odredenu izoformu ili skupinu izoformi zajedno s njihovim
proteinskim partnerima i na taj nacin detektirali interakcije endogenih proteina u stani¢nom
lizatu.

Za laksu identifikaciju velikog broja izoformi proteina p53 i p73 metodom western
blota, koristili smo proteinske standarde (Slika 15). Standarde proteina dobili smo tako da
smo transficirali stani¢nu liniju H1299 plazmidima koji nose gene za izoforme proteina p53 i
p73 te, 24 sata nakon transfekcije skupili stanice i izolirali proteine. Stani¢na linija H1299 ima
djelomi¢nu homozigotnu deleciju gena TP53 i kao rezultat toga ne eksprimira izoforme

proteina p53 te je dobar izbor za ekspresiju proteinskih standarda.
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Slika 15. Proteini koje smo koristili kao standarde za odredivanje molekulske mase
pojedine izoforme. Proteine smo dobili tako $to smo transficirali stani¢nu liniju H1299
plazmidima koji nose gene naSih proteina. Stani¢na linija H1299 ima djelomicnu
homozigotnu deleciju gena TP53 te ne eksprimira izoforme proteina p53. Standarde smo
nanosili na gel kada smo provjeravali ekspresiju proteina p53 i p73 metodom western blota,
no u radu nisu prikazivani na svakoj slici, ve¢ su sumarno prikazani ovdje.
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Interakcije endogenih proteina u Stani¢nim linijama A375M 1 WM793B metodom

koimunoprecipitacije odredivali smo u uvjetima bez stresa (-E) 1 u uvjetima genotoksi¢nog
stresa izazvanog dodatkom etopozida (+E). Etopozid je kemoterapeutik Sirokog spektra koji
formira kompleks molekule DNA s enzimom topoizomeraza II i na taj na¢in uzrokuje lomove
u DNA. Na Slici 16 prikazan je test MTT kojim smo odredili vijabilnost stanica A375M |
WM793B pri rastuéim koncentracijama etopozida kako bismo odredili dozu pri kojoj
otprilike 50% stanica umire te smo Kkoristili koncentraciju od 1 uM etopozida pri daljnjim
pokusima. Promatrali smo ekspresiju nasSih proteina od interesa te smo primijetili znac¢ajno
poveéanje ekspresije proteina p53 nakon tretmana 1 pM etopozidom tijekom 24 sata.
Dobiveni rezultati proteinske ekspresije nakon genotoksi¢nog stresa provedeni su u suradnji s

dr.sc. Nikolinom Hanzi¢ te su prikazani u njezinoj doktorskoj disertaciji [123].
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Slika 16. Odredivanje koncentracije etopozida za pokuse izazivanja oSteCenja DNA.
Interakcije endogenih proteina odredivali smo u uvjetima bez stresa 1 s izazivanjem
genotoksi¢nog stresa KoriStenjem etopozida. U tu svrhu odredili smo vijabilnost stanica
A375M 1 WM793B pri rastu¢im koncentracijama etopozida koriste¢i test MTT.

Na Slici 17 prikazane su interakcije proteina p53 s izoformama proteina p73 na endogenoj
razini. Koristili smo protutijela koja prepoznaju sve izoforme proteina p73 (ER-15) ili samo
izoforme TAp73 (A300-126A i E-4). Interakcije proteina p53 s izoformama proteina p73
potvrdene su imunoprecipitacijom svih izoformi, kao i1 imunoprecipitacijom isklju¢ivo
izoformi TAp73. Rezultati analize western blota nisu tako jasni kao u prethodnom poglavlju
na egzogenim proteinima buduci da se tu radi o proteinima s niskom razinom ekspresije, a
takoder imunoprecipitiramo skupinu izoformi pomocu koje dobijemo veéi broj signala koje je

teZe interpretirati.
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Slika 17. Interakcije endogenih proteina p53 s izoformama proteina p73 u stani¢nim
linijama melanoma WM793B (A,C,E) i A375M (B,D,F). Koimunoprecipitaciju smo proveli
koriste¢i protutijelo ER-15 koje prepoznaje sve izoforme proteina p73 (A), protutijelo GC-15
koje takoder prepoznaje sve izoforme proteina p73 (B), protutijelo A300-126A koje
prepoznaje TAp73 (C,D) te protutijelo E-4 koje takoder prepoznaje izoforme TAp73 (E,F).
Koristili smo 1 mg ukupnih proteina za svaku reakciju imnuoprecipitacije. Za detekciju
proteina na membrani metodom western blota koristili smo protutijelo DO-1 za p53a te
protutijelo EP436Y za izoforme proteina p73. Ukupni stani¢ni lizat nanijeli smo kao kontrolu
ekspresije proteina (SL), a kao kontrolu imunoprecipitacije koristili smo magnetska zrnca bez
dodatka protutijela (K). Uzorci su imunoprecipitirani (IP) bez tretmana etopozidom (-E) i
nakon tretmana 1 pM etopozidom tijekom 24 sata (+E), a za provjeru uspjesnosti
imnuoprecipitacije nanesen je supernatant (S). Svaki eksperiment ponovljen je tri puta.
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Slika 18 prikazuje interakcije proteina p53 s proteinom NMEL na endogenoj razini. lako
interakcije nisu pokazane na egzogenim proteinima, odlucili smo imunoprecipitirati endogene
proteine buduci da u literaturi postoji podatak da su ta dva proteina u direktnoj interakciji [9].

Medutim, interakciju nismo potvrdili ni na endogenoj razini.
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Slika 18. Interakcije endogenih proteina p53 s proteinom NMEI1 u stani¢nim linijama
melanoma WM793B (A) i A375M (B). Koimunoprecipitaciju smo proveli Kkoristeci
protutijelo OP48 koje prepoznaje NMEL. Koristili smo 1 mg ukupnih proteina za svaku
reakciju imunoprecipitacije. Za detekciju proteina na membrani metodom western blota
koristili smo protutijelo DO-1 za p53a te protutijelo OP48 za NMEL. Ukupni stani¢ni lizat
nanesen je kao kontrola ekspresije proteina (SL), a kao kontrola imunoprecipitacije koriStena
su magnetska zrnca bez dodatka protutijela (K). Uzorci su imunoprecipitirani (IP) bez
tretmana etopozidom (-E) i nekon tretmana 1 puM etopozidom tijekom 24 sata (+E), a za
provjeru uspjesnosti imnuoprecipitacije nanesen je supernatant (S). Svaki eksperiment
ponovljen je tri puta.

4.1.3. Istrazivanje interakcija proteina p53 s odabranim proteinskim partnerima
koristenjem metode FRET/FLIM

Istrazivanje proteinskih interakcija metodom FRET/FLIM metodoloski je zahtjevnije od
prethodno koriStene metode koimunoprecipitacije i to ne samo zbog pripreme koja zahtijeva
ukloniravanje gena od interesa u vektore koji nose gen za fluorescentne proteine vec i zato §to
zahtijeva koriStenje posebno opremljenog konfokalnog mikroskopa i sofisticirane metode
analize. No, takva metoda ima i svoje prednosti, a neke od njih su mogucnost pracenja
lokalizacije interakcija u stanici, odredivanje postotka molekula u interakciji i vrlo mala
moguénost dobivanja lazno pozitivnih interakcija. Da bi se mogle pratiti moguce interakcije
parova proteina, potencijalni proteinski partneri trebaju biti obiljezeni fluoroforima koji ¢ine
,dobar FRET-par“ [121]. Mi smo Koristili EGFP kao molekulu donora i mCherry kao
molekulu akceptora. Pobudivanjem molekule donora laserskim zracenjem to¢no odredene

valne duljine dobivamo donor u pobudenom elektronskom stanju koji moze prenijeti energiju
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na akceptor ako su proteini dovoljno blizu (na udaljenosti manjoj od 10 nm), a na toj su
udaljenosti samo ako su u interakciji. PrenoSenje energije je neradijativno (preko sprezanja
dipol-dipol), a ta pojava se naziva FRET (engl. Fluorescence Resonance Energy Transfer).
Ako akceptor nije u blizini (proteini nisu u interakciji), donor ¢e se vratiti u osnovno
elektronsko stanje radijativno, tj. emisijom svjetlosti, buduéi da je pobudeno energetsko stanje
nestabilno i ne moze se odrzati. Uobicajeno se eksperimentalno FRET efekt odreduje
mjerenjem razlike u fotofizikalnim svojstvima donora ili akceptora koja nastupa zbog
neradijativnog prijenosa energije. U naSem slucaju mjerili smo vrijeme Zivota donora u
pobudenom stanju koje se u prisutnosti akceptora smanjuje te se takva metoda naziva FLIM
(engl. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy). Kao kontrolu koristili smo plazmide koji
eksprimiraju fluorescentne proteine EGFP (donor) i mCherry (akceptor).

FRET/FLIM metodu prilagodili smo za rad na humanim stanicama uz pomo¢ kolega
iz Laboratorija za biozifiku stanice koristeci stanice HeLa. Kao pozitivnu kontrolu uzeli smo
proteine za koje znamo da su u interakciji u stanici, a to su NME1 i NME2 koji tvore
enzimatski aktivne heksamere. Kako bismo provjerili kako poloZaj molekule donora i
akceptora u odnosu na proteine NME utje¢e na njihovu interakciju, odlucili smo molekulu
donora (EGFP) fuzionirati na N-kraj proteina (EGFP-NMEL i EGFP-NMEZ2) ili na C-kraj
proteina (NMEL1-EGFP i NME2-EGFP), dok je molekula akceptora (mCherry) fuzionirana
uvijek na N-kraju proteina (mCherry-NME1 i mCherry-NMEZ2). Donor i akceptor su proteini
znacajne molekulske mase koja iznosi oko 27 kDa, $to je u ovom slu¢aju vece od mase nasih
proteinskih partnera te njihov polozaj na proteinu moze utjecati na interakcije. Vrijednost Dg,
tj. postotak donorskih molekula u kojima dolazi do FRET-a uz prisutnost akceptora (FRET-
populacija), prikazana je na Slici 19 za svaku od 8 kombinacija FRET-parova NME1/NMEL,
NME1/NME2 i NME2/NME2. Zadnji stupac predstavlja kontrolu (sami donor i akceptor,
EGFP i mCherry) koji pokazuju vrijednost Dg od oko 0,05.
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Slika 19. FRET-populacija (Dg) razli¢itih kombinacija fluorescentno obiljezenih
proteina NME: NME1/NME2, NME1/NMEL ili NME2/NME2. Molekula donora (EGFP)
fuzionirana je ili na N-kraj ili C-kraj proteina NME, dok je molekula akceptora (mCherry)
uvijek na N-kraju proteina NME. FRET-populacija, Dg, prikazana je kao medijan i
interkvartilni raspon na uzorku od 18 stanica iz svake grupe. Eksperimenti su napravljeni
koristeci stanice HeLa. Preuzeto i prilagodeno prema Radi¢ i suradnici (2020) [122].

Pokazali smo da proteini NME stupaju u interakciju te u nekim sluc¢ajevima dobivamo FRET-
populaciju vrijednosti do 0,4, a to bi znacilo da je 40% populacije proteina fuzioniranog s
donorom u interakciji s proteinom fuzioniranim s akceptorom. Takoder, vidjeli smo da vecu
FRET-populaciju daju FRET-parovi u kojima je molekula EGFP na N-kraju proteina.
Interakcije smo promatrali u citoplazmi stanice budu¢i da su proteini NME1 i NME2 velikom
ve¢inom lokalizirani u citoplazmi.

Nakon Sto smo uspjeSno potvrdili interakcije proteina NME, metodom FRET/FLIM
istraZzili smo interakcije proteina p53 s proteinima p53p, ANp73a te TAp73a. U ovom slucaju
protein p53 imao je fuzioniran EGFP na N-kraju (EGFP-p53a) ili C-kraju (p53a-EGFP) dok
je drugi proteinski partner imao fuzioniran privjesak mCherry na N-kraju proteina (Slika 20).
Interakcije smo promatrali u stani¢noj jezgri budu¢i da su navedeni proteinski partneri
najve¢im dijelom tamo lokalizirani. Vidljivo je da poloZaj privjeska EGFP na proteinu p53
utjeCe na interakcije s proteinima pS3p i ANp73a. Kada je EGFP na C-kraju (p53a-EGFP)
interakcija nema, tj. FRET-populacija pokazuje istu vrijednost kao i kod kontrolne grupe
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(EGFP i mCherry). S druge strane, kada je EGFP na N-kraju, FRET-populacija je statisticki
znacajno veca od kontrolne grupe Sto ukazuje na postojanje interakcija izmedu potencijalnih
partnera. Takav utjecaj poloZaja privjeska EGFP na proteinu p53 na interakciju s proteinom
TAp73a nismo primijetili t¢ FRET-par p530/TAp73a pokazuje gotovo jednaku FRET-
populaciju u oba slucaja koja je statisticki znacajno veéa od kontrolne grupe.

Zaklju¢no, metodom FRET/FLIM pokazali smo interakcije proteina p53 sa sva tri
promatrana proteinska partnera - p53B, ANp73a i TAp73a. Primijetili smo da poloZaj
privieska EGFP na proteinu p53 utjee na interakcije s proteinima p53p i ANp73a te smo
zakljucili da za daljnje eksperimente ispitivanja interakcija trebamo koristiti protein pS3 s

fuzioniranim privjeskom EGFP na njegovom N-kraju (EGFP-p53a).
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Slika 20. FRET-populacija (Dg) razli¢itih kombinacija fluorescentno obiljezenog
proteina p53 s drugim izoformama porodice p53: p53a/p53p, p53a/ANp73a,
p53a/TAp73a. Molekula donora (EGFP) fuzionirana je ili na N-kraj ili C-kraj proteina p53a,
dok je molekula akceptora (mCherry) uvijek na N-kraju proteinskog partnera. FRET-
populacija, D, prikazana je kao medijan i interkvartilni raspon na uzorku od 40 stanica. Za
statistiCku usporedbu navedenih proteinskih partnera s kontrolnom grupom (EGFP i mCherry)
koristen je Mann Whitney test u programu GraphPad Prism 7.04.
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4.1.4. Odredivanje lokalizacije potencijalnih proteinskih partnera tijekom 24 sata
koriste¢i metodu snimanja zivih stanica (engl. live-cell imaging) konfokalnim
mikroskopom

Stani¢na lokalizacija potencijalnih proteinskih partnera tijekom 24 sata prikazana je na Slici
21.
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Slika 21. Snimanje Zivih stanica koje eksprimiraju potencijalne proteinske partnere:
p530/p53P, p53a/TAp73a, p530/ANp73a te sam protein p53. Zeleni fluorescentni protein
(EGFP) fuzioniran je ili na N-kraj ili C-kraj proteina p53, dok je crveni fluorescentni protein
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(mCherry) uvijek na N-kraju proteinskog partnera. Stanice su snimane 24 sata nakon
transfekcije u vremenskom periodu od 24 sata.

Zive stanice koje eksprimiraju proteinske partnere p53a/p53p, pS3a/TAp73a, p530/ANp73a
te sam protein p53, snimali smo pomocu fluorescencijskog konfokalnog mikroskopa. Protein
p53 obiljezen je fluorescentnim proteinom EGFP, dok su njegovi proteinski partneri
obiljezeni fluorescentnim proteinom mCherry. Stanice smo snimali tijekom 24 sata, a
prikazane su reprezentativne snimke. Odabrali smo ¢etiri vremenske to¢ke u kojima se vidi
dinamika lokalizacije proteinskih partnera. Primijetili smo da transficirane stanice pojacano
umiru tijekom snimanja. Razlog moze biti preveliko nakupljanje prekomjerno eksprimiranih
fluorescentnih proteina, ali i stres uzrokovan transfekcijom. Protein p53 i njegovi proteinski
partneri, p53p, TAp73a i ANp73a, najvec¢im dijelom su lokalizirani unutar jezgre iako se
manja koli¢ina proteina moze pronaéi i u citoplazmatskom dijelu stanice. Lokalizacija u
citoplazmi vidljiva je najviSe za proteine p53p, TAp73a i pS3a (Slika 21). Iako je moguce da
ti proteini budu zastupljeni i u citoplazmi, uzrok takve lokalizacije moze biti i prekomjerna

ekspresija fluorescentnih proteina u stanici zbog koje dolazi do nespecifi¢ne lokalizacije.
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4.2. Karakterizacija stanica melanoma otpornih na vemurafenib

Kako bismo istrazili zasada nepoznate razloge otpornosti melanoma na lije¢enje inhibitorom
proteina BRAF, vemurafenibom, uzgojili smo podlinije stanica A375M i WM793B otporne
na vemurafenib (A375M-R i WM793B-R). Stani¢ne linije A375M i WM793B imaju mutirani
protein BRAF (BRAFY*F) pa su pogodne za lijeGenje vemurafenibom. Podlinije otporne na
vemurafenib (R) dobili smo visemjese¢nim uzgojem u tekucoj hranjivoj podlozi uz dodatak
vemurafeniba kako je opisano u poglavlju 3.3.3. Linije R1 uzgajali smo u tekucoj hranjivoj
podlozi s vemurafenibom 2-7 mjeseci, a linije R2 u tekucoj hranjivoj podlozi s
vemurafenibom 7-12 mjeseci. Parentalne stanice A375M i WM793B, iz kojih smo dobili
otporne podlinije, koristili smo kao kontrolne stanice u eksperimentima i oznacene su slovom
K.

4.2.1. Potvrda otpornosti stanica melanoma na vemurafenib i promjena fenotipa
otpornih stanica

Nakon viSemjese¢nog tretmana vemurafenibom stanice su promijenile fenotip (Slika 22).
Stanice primarnog melanoma, WM793B, postale su vretenaste i izduzene Sto je karakteristika
mezenhimalnih stanica, dok je kontrolna linija (K) epitelne morfologije. Za razliku od
primarnog melanoma, kod metastatske stani¢ne linije A375M, nema takve jasno vidljive
promjene morfologije. Kontrolna (K), kao i otporne stani¢ne linije (R1 i R2), pokazuju

karakteristike mezenhimalnih stanica.

WM793B

A375M

©

Slika 22. Promjena fenotipa stani¢nih linija melanoma WM793B i A375M nakon
viSemjeseénog tretmana vemurafenibom vidljiva je pod svjetlosnim mikroskopom.
Oznaka R1 predstavlja tretman vemurafenibom tijekom 3 mjeseca, a oznaka R2 tretman
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tijekom 7 mjeseci, dok je kontrolna parentalna linija oznacena s K. Ljestvica veliCine,
prikazana u kutu desno, iznosi 150 pm.

Kako bismo potvrdili pojavu otpornosti na vemurafenib napravili smo test MTT kojim smo
usporedili vijabilnost parentalnih stani¢nih linija (K) s vijabilnos¢u potencijalno otpornih
stani¢nih linija (R1 i R2) za stanice WM793B i A375M tijekom tretmana vemurafenibom
rastu¢ih koncentracija (Slika 23). Vrijednost 1C50 (engl. half-maximal inhibitory
concentration), tj. koncentracija pri kojoj 50% stanica umire trebala bi se razlikovati za 1-2
reda veli¢ine izmedu kontrolnih stani¢nih linija i stani¢nih linija tretiranih vemurafenibom
kako bi se stanice mogle okarakterizirati otpornima na vemurafenib. Obje stani¢ne linije
pokazale su promjene u vrijednosti IC50 dva mjeseca nakon pocetka uzgoja u mediju s
vemurafenibom. Pojavom otpornosti na vemurafenib stani¢na linija WM793B pokazala je
povecéanje vrijednosti 1C50 sa 6,78 x 107 M na 7,95 x 10° M sto je povecéanje od 11,7.
Stani¢na linija A375M pojavom otpornosti na vemurafenib pokazala je povecanje vrijednosti
IC50 sa 5,65 x 10® M na 3,91 x 10° M to je povecanje od 69,1. Duljim tretmanom
vemurafenibom pojavljuju se maksimumi prezZivljenja otpornih stanica upravo pri
koncentraciji vemurafeniba pri kojoj su uzgajane. Navedeno je najuocljivije na stani¢noj liniji
A375M (Slika 23D) iako se moze primijetiti i na stani¢noj liniji WM793B (Slika 23C). S
takvim podacima nemoguce je dobiti pravilne sigmoidalne krivulje. Ovisnost vijabilnosti
stanica o koncentraciji vemurafeniba daje zvonolike krivulje. Samim time i izracun
vrijednosti 1C50 je otezan. Stani¢na linija WM793B daje 7,5 puta vecéu vrijednost IC50 kod
linije R1 u usporedbi s kontrolom i 5,1 puta vecu vrijednost IC50 kod linije R2 u usporedbi s
kontrolom (IC50 (K) = 3,03 x 10° M, IC50 (R1) = 2,27 x 10 M, IC50 (R2) = 1,55 x 10°
M). Stani¢na linija A375M daje 5,0 puta vecu vrijednost IC50 kod linije R1 u usporedbi s
kontrolom i 16,5 puta vecu vrijednost IC50 kod linije R2 u usporedbi s kontrolom (IC50 (K)
=8,41 x 107 M, IC50 (R1) = 4,21 x 10° M, IC50 (R2) = 1,38 x 10™° M).
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Slika 23. Vijabilnost kontrolnih (K) te odgovarajuéih podlinija stanica otpornih na
vemurafenib (R1 i R2) za stani¢ne linije WM793B (A i C) i A375M (B i D) pri rastu¢im
koncentracijama vemurafeniba. A) i B) MTT napravljen dva mjeseca nakon pocetka
tretmana vemurafenibom, C) i D) MTT test ponovljen nakon $to su stanice bile 3 mjeseca u
mediju s vemurafenibom (R1) i 7 mjeseci u mediju s vemurafenibom (R2). Prikazane su
srednje vrijednosti tri bioloSke replike sa standardnom devijacijom. Svaka bioloSka replika je
napravljena u triplikatu.

Kako bismo ustvrdili do kakvih je promjena stani¢nog citoskeleta doslo pojavom otpornosti
na vemurafenib, koristili smo faloidin, peptid koji se selektivno veZe za aktinske filamente.
Faloidin pripada skupini falotoksina, a u prirodi se nalazi u jednoj od najotrovnijih gljiva,
zelenoj pupavki (Amanita phalloides). Zahvaljujuéi jakom i selektivnom vezanju na F-aktin,
derivati obiljezeni fluorescentnim privjeskom (u nasem slucaju TRITC - tetrametilrodamin)
koriste se za detekciju aktina u biomedicinskim istraZivanjima. Parentalne (K) te
odgovarajuce stanice otporne na vemurafenib (R1 i R2) bojane konjugatom faloidin-TRITC

prikazane su na Slici 24 za stani¢nu liniju WM793B te Slici 25 za stani¢nu liniju A375M.
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WM793B

F-aktin Jezgra Preklop

Slika 24. Kontrolne stanice WM793B (K) te odgovarajuce podlinije stanica otporne na
vemurafenib (R1 i R2) bojane konjugatom faloidin-TRITC koji se veze za F-aktin i
fluorescentnom bojom DAPI. Ljestvica veli¢ine, prikazana u kutu desno na preklopu, iznosi
30 um. Eksperimenti su ponovljeni tri puta.

U otpornoj stani¢noj liniji WM793B mozemo primijetiti puno viSe stresnih vlakana u
usporedbi s parentalnim stanicama. Stresna vlakna naglaSavaju izduzeni i vretenasti oblik
stanica otpornih na vemurafenib. U parentalnim stanicama WM793B vidimo gusti kortikalni

aktin.
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A375M

F-aktin Jezgra Preklop

Slika 25. Kontrolne stanice A375M (K) te odgovarajuée podlinije stanica otporne na
vemurafenib (R1 i R2) bojane konjugatom faloidin-TRITC koji se veze za F-aktin i
fluorescentnom bojom DAPI. Ljestvica veli€ine, prikazana u kutu desno na preklopu, iznosi
30 pm. Eksperimenti su ponovljeni tri puta.

Pojavom otpornosti na vemurafenib nije doslo do velikih promjena citoskeleta stanica A375M

te su otporne i parentalne stanice iste morfologije.

4.2.2. Biljezi EMT-a u stanicama otpornim na vemurafenib

Pojavom otpornosti na vemurafenib doslo je do promjene morfologije stanica te smo stoga
odlucili istraziti biljege procesa EMT-a. Promjene u obliku stanice, migracijskoj sposobnosti
te fundamentalne promjene u ekspresijskom profilu stanice glavne su znacajke procesa EMT-
a. Poznato je da proces EMT-a moZe utjecati na bilo koji korak u procesu metastaziranja;
migraciju, invaziju, prodiranje u krvne Zile (intravazaciju), izlazak iz Zila (ekstravazaciju), pa
¢ak i na dormanciju tumorskih stanica. No, nakon nabrojanih koraka metastaziranja, stanice

tumora koje posjeduju karakteristike EMT-a mogu se rediferencirati u epitelni fenotip
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obrnutim procesom — mezenhimalno-epitelnom tranzicijom (MET, engl. Mesenchymal to
Epithelial Transition). Kod stanica tumora, za razliku od normalnih, netumorskih stanica,
moguce je da se ve¢ dogodio, barem djelomic¢ni, proces EMT-a. Stoga tumorske stanice ¢esto
pokazuju i epitelne i mezenhimalne karakteristike. Djelomi¢ni proces EMT-a povecava
invazivna svojstva stanica, generira cirkulirajuée tumorske stanice i tumorske mati¢ne stanice
te utjeCe na otpornost stanica na protutumorske lijekove [124].

Snail, Slug i Twist transkripcijski su faktori koji reguliraju ekspresiju tumorskih
supresora, poput E-kadherina. Gubitak ekspresije E-kadherina klju¢ni je korak procesa EMT-
a. Transkripcijski faktori Snail i Slug proteini su s domenom cinkovog prsta te direktni
represori E-kadherina preko interakcije njihove COOH-terminalne domene sa slijedom 5'-
CACCTG-3' u promotoru E-kadherina. Ukljuceni su u pojavu otpornosti na apoptozu i na taj
nadin pomazu progresiji tumora. Twist je takoder represor E-kadherina koji je ukljucen u
progresiju tumora tako Sto smanjuje ekspresiju E-kadherina i potice EMT [125]. Slika 26
prikazuje ekspresiju gena SNAIL, SLUG i TWIST u parentalnim linijama WM793B (A) i

A375M (B) u usporedbi s odgovaraju¢im podlinijama otpornim na vemurafenib (R1 1 R2).
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Slika 26. Ekspresija gena SNAIL, SLUG i TWIST u stani¢nim linijama WM793B (A) i
A375M (B). Prikazana je ekspresija u parentalnim linijama (K) u usporedbi s odgovaraju¢im
podlinijama otpornim na vemurafenib (R1 i R2). Rezultati su prikazani kao relativna
ekspresija pojedinog gena normalizirana prema referentnom genu TBP te prema parentalnoj
liniji, K (2724€%), Statisti¢ka analiza je napravljena u programu MedCalc koriste¢i test One-
way ANOVA s post-hoc metodom Tukey Kramer.

Pojavom otpornosti na vemurafenib u stani¢noj liniji WM793B dolazi do smanjenja
ekspresije sva tri markera EMT-a, dok u stani¢noj liniji A375M dolazi do smanjenja

ekspresije markera TWIST te poveéanja ekspresije markera SLUG.
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Na proteinskoj razini provjerili smo eskpresiju biljega EMT-a, fibronektina, N-

kadherina i vimentina, koji se poja¢ano eksprimiraju kada stanica prode EMT te -katenina
koji povezuje E-kadherin sa stani¢nim skeletom te se gubitkom E-kadherina oslobada i odlazi

u jezgru. Rezultati ekspresije biljega EMT-a na proteinskoj razini prikazani su na Slici 27.
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Slika 27. Ekspresija biljega EMT-a u stani¢nim linijama melanoma WM793B i A375M
na proteinskoj razini. Kod obje stani¢ne linije naneseni su proteinski uzorci parentalne linije
(K) te podlinija otpornih na vemurafenib (R1 — tretman vemurafenibom tijekom 4 mjeseca i
R2 — tretman vemurafenibom tijekom 10 mjeseci). Kao kontrola nanoSenja uzoraka koristen
je B-aktin. Eksperimenti su ponovljeni na najmanje tri bioloske replike.

Pojavom otpornosti na vemurafenib markeri -katenin, N-kadherin i vimentin ne pokazuju
razliku u ekspresiji na proteinskoj razini niti u stani¢noj liniji WM793B niti u liniji A375M.
Jedina primjetna razlika vrlo je jako povecanje ekspresije fibronektina u stani¢noj liniji

melanoma WM793B koja je uzgajana u vemurafenibu u razdoblju od 10 mjeseci. lako se ¢ini
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da u stani¢noj liniji A375M pojavom otpornosti na vemurafenib dolazi do smanjenja
ekspresije fibronektina, ponavljanjem eksperimenata nismo dobili isti rezultat. Ekspresija
fibronektina u linijama A375M (K i R) malo varira, ali nema neke uocene ponavljajuce
razlike.

Ivana Bobi¢, mag. chem., eksperimentalni dio diplomskog rada pod nazivom
»Ispitivanje fenotipa stanica humanog melanoma nakon tretmana vemurafenibom* izradila je
u Laboratoriju za proteinsku dinamiku Instituta Ruder Boskovi¢ pod mentorstvom dr. sc.
Maje Herak Boshar te mojim neposrednim voditeljstvom. Rad je obranjen na Kemijskom
odsjeku PMF-a 2019. godine. Ivana je izvela preliminarne eksperimente koji nisu prikazani u
mojoj disertaciji. Jedini zajednicki rezultat moje doktorske disertacije i njenog diplomskog
rada jest dio Slike 28 koji se odnosi na unutarstani¢nu lokalizaciju E-kadherina.

Unutarstani¢nu lokalizaciju biljega EMT-a, B-katenina i E-kadherina, odredili smo
metodom imunocitokemije. E-kadherin transmembranski je glikoprotein koji je u kontaktu s
E-kadherinima susjednih stanica te s njima stvara homodimere. Gubitak E-kadherina vazan je
korak EMT-a koji dovodi do promjene morfologije stanice te agresivhog i invazivnog
fenotipa. Gubitkom E-kadherina oslobada se B-katenin koji odlazi u jezgru te aktivira
transkripcijski faktor Tcf/Lef koji nadzire program EMT. Unutarstani¢na lokalizacija f-
katenina i E-kadherina u stani¢noj liniji WM793B, parentalnoj (K) i otpornoj na vemurafenib
(R1i R2), prikazana je na Slici 28.

Dobiveni rezultati pokazuju da pojavom otpornosti na vemurafenib ne dolazi do
translokacije B-katenina u jezgru. Dapace, pojavom otpornosti na vemurafenib, -katenin je
manje zastupljen u jezgri nego Sto je bio u parentalnoj liniji. lako je zastupljen unutar cijele
stanice, vidi se znacajna lokalizacija na membrani stanica. E-kadherin jednoliko je lokaliziran

u stanicama osjetljivim i otpornim na vemurafenib.
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Slika 28. Unutarstanicna lokalizacija biljega EMT-a odredena metodom
imunocitokemije. Za detekciju P-katenina koriSteno je protutijelo protu-p-katenin, za
vizualizaciju E-kadherina koriSteno je protutijelo protu-E-kadherin dok je jezgra vizualizirana
fluorescentnom bojom DAPI koja se veZze za DNA. Ljestvica veli¢ine, prikazana u kutu desno
na preklopu, iznosi 30 um. Eksperimenti su ponovljeni tri puta.
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4.2.3. lIstrazivanje utjecaja pojave otpornosti na vemurafenib na migraciju stanica u
kulturi

Promjene u migracijskoj sposobnosti vazna su karakteristika procesa EMT-a. Kako bismo
provjerili je li pojavom otpornosti na vemurafenib doslo do promjene u migraciji stanica,
koristili smo metodu ,,cijeljenja rane” (engl. wound healing) te metodu migracije koja se
bazira na principu Boydenove komorice. U metodi ,,cijeljenja rane, vrhom nastavka za pipete
zagrebali smo konfluentne stanice u bunari¢u tako da smo ih odvojili od povrsine (uzrokovali
ranu). Stanice su snimljene u trenutku nastanka rane te 8 i 24 sata poslije toga, a rezultati su

prikazani kao popunjenost povrsine u odnosu na prvi sat (Slika 29).
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Slika 29. Migracije stanica melanoma WM?793B (A) i A375M (B) odredene metodom
»Cijeljenja rane” (engl. wound healing assay/scratch assay). Parentalne stanic¢ne linije (K) |
podlinije otporne na vemurafenib (R1 i R2) snimljene su u trenutku uzrokovanja rane te 8 i 24
sata nakon toga. Rezultati su prikazani kao popunjenost povrSine u odnosu na nulti sat.
Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija 12 mjerenja po svakom uzorku i
vremenskoj tocki. Za statisticku usporedbu otpornih podlinija (R1 i R2) s parentalnim

linijama (K) koriSten je Mann Whitney test u programu GraphPad Prism 7.04. Eksperimenti
su ponovljeni na tri bioloSke replike.

Dobiveni rezultati pokazuju da obje stani¢ne podlinije otporne na vemurafenib imaju manju
sposobnost migracije u odnosu na parentalne stanice osjetljive na vemurafenib. Jedan
eksperiment smo napravili tako da smo, umjesto da snimimo ranu samo u tri vremenske tocke
(0, 8 i 24 sata), snimali u periodu od 24 sata po jednu snimku svakih 20 min. To nam je
omogucilo dodatne informacije o Kretanju stanica, a mikroskopijski prikaz migracije stani¢ne
linije A375M prikazan je na Slici 30.
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A375M
K R1 R2

Slika 30. Mikroskopijski prikaz migracije stani¢ne linije A375M. Kod prikaza zatvaranja
rane vidljivo je da kontrolne stanice (K) zatvaraju ranu pojedinaénom migracijom dok stanice
podlinija otpornih na vemurafenib (R1 i R2) pokazuju kolektivnu migraciju.

0 sati

16 sati

Kontinuirano snimanje nam je pokazalo da stani¢na linija A375M osjetljiva na vemurafenib
zatvara ranu pojedinaénom migracijom, dok kod stanica otpornih na vemurafenib
primijecujemo kolektivnu migraciju.

Migracija stanica melanoma A375M 1 WM793B odredena metodom Boydenovih
komorica prikazana je na Slici 31. Stanice smo nasadili u gornju komoricu te odredili broj
stanica koji je preSao kroz membranu u donju komoricu u periodu od sat vremena. Kao i kod
metode ,cijeljenja rane” 1 kod metode Boydenovih komorica primijetili smo smanjenu

migraciju pojavom otpornosti na vemurafenib u obje stani¢ne linije.
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Slika 31. Migracije stanica melanoma WM793B (A) i A375M (B) odredene metodom
Boydenovih komorica (engl. Boyden chamber assay). Kontrolne stani¢ne linije (K) i
podlinije otporne na vemurafenib (R1 i R2) snimljene su sat vremena nakon nasadivanja u
gornju komoricu. Rezultati su prikazani kao broj stanica koje produ kroz membranu iz gornje
u donju komoricu. Prikazana je srednja vrijednost i standardna devijacija Sest mjerenja po
svakom uzorku. Za statisticku usporedbu otpornih podlinija (R1 i R2) s parentalnim linijama
(K) koristen je Mann-Whitney test u programu GraphPad Prism 7.04. Eksperimenti su
ponovljeni na tri bioloSke replike.

4.2.4. Odredivanje signalnih puteva ukljucenih u pojavu otpornosti na vemurafenib
melanomima reaktivacija je signalnog puta MAPK koja se dogada u oko 80% tumora
otpornih na inhibitore proteina BRAF. Osim signalnog puta MAPK, drugi najcesce aktivirani
signalni put u melanomima otpornim na ciljanu terapiju je PI3K/AKT. Kako bismo provjerili
ukljucenost ta dva signalna puta u mehanizam pojave otpornosti na vemurafenib u nasSim
staniénim linijama, provjerili smo ekspresiju fosforiliranog i nefosforiliranog oblika proteina
pAKT/AKT i pERK/ERK u parentalnim stanicnim linijama, linijama otpornim na
vemurafenib te parentalnim linijama nakon kratkotrajnog tretmana vemurafenibom u
koncentracijama od 1, 2 i 5 UM tijekom 24 sata. Rezultati za stani¢nu liniju WM793B
prikazani su na Slici 32, a za stani¢nu liniju A375M na Slici 33. Fosforilirani oblik proteina
(pPAKT ili pERK) pokazuje aktivaciju uzvodne kaskade signalnog puta (PIBK/AKT ili
MAPK). Povecanje omjera pAKT/AKT ili pERK/ERK u stanicama otpornim na vemurafenib
u odnosu na parentalne stanice upucuje na aktivaciju pojedinog signalnog puta.

Kratkotrajni tretman stanica WM793B vemurafenibom u koncentracijama od 1, 2 i 5
MM tijekom 24 sata pokazuje znacajnu aktivaciju signalnog puta PI3K/AKT (Slika 32).
Dolazi do povecane ekspresije fosforiliranog oblika proteina AKT (pAKT). U otpornim

stanicama (R1 i R2) takoder mozemo primijetiti aktivaciju istog signalnog puta, iako ne tako
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jasno kao pri kratkotrajnom tretmanu. Medutim, ako pogledamo omjer pAKT/AKT u

otpornim stanicama u odnosu na parentalne, jasno je da je omjer veéi u otpornim stanicama.
Nadalje, moZzemo vidjeti da dolazi do smanjenja ekspresije fosforiliranog oblika proteina
ERK, tj. smanjenja omjera pERK/ERK i kod kratkotrajnog tretmana vemurafenibom, kao i
kod stanica koje su razvile otpornost na vemurafenib u odnosu na parentalne stanice. Mozemo
zakljuciti da tretman vemurafenibom inhibira BRAF ¢ime se zaustavlja prijenos signala do
proteina ERK, ali ne dolazi do ponovne reaktivacije signalnog puta nakon stjecanja otpornosti

na vemurafenib.

Slika 32. Uklju¢enost signalnog puta PI3K/AKT i MAPK u pojavu otpornosti na ciljanu
terapiju vemurafenibom u stani¢noj liniji WM?793B. Prikazan je kratkotrajni tretman
parentalne stani¢ne linije tretirane vemurafenibom u koncentracijama od 1, 2 1 5 uM tijekom
24 sata (1 pM, 2 uM, 5 uM), a kao kontrola napravljen je i tretman otapalom u kojemu je
vemurafenib otopljen (DMSQO). Zatim su naneseni uzorci parentalne linije (K) te podlinija
otpornih na vemurafenib (R1 — tretman vemurafenibom tijekom 4 mjeseca i R2 — tretman
vemurafenibom tijekom 10 mjeseci). Provjerena je ekspresija proteina AKT, pAKT, ERK i
pPERK. Kao kontrola nanoSenja uzoraka koriSten je B-aktin. Eksperimenti su ponovljeni
najmanje tri puta.
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4. Rezultati
Pojavom otpornosti stanica A375M na vemurafenib dolazi do jake reaktivacije signalnog puta

MAPK (Slika 33). U otpornim stanicama (R1 i R2) dolazi do velikog povecanja ekspresije
fosforiliranog oblika proteina ERK (pERK) u odnosu na parentalne stanice (K). Kratkotrajnim
tretmanom vemurafenibom u koncentracijama od 1, 2 i 5 uM tijekom 24 sata pokazali smo da
se ekspresija proteina pERK, veoma slaba u parentalnim stanicama, dodatno smanji do te
mjere da nismo bili u moguénosti detektirati signal. To nam pokazuje ucinkovitost
vemurafeniba koji inhibira signalnu kaskadu uzvodno od proteina ERK. Na istoj slici
mozemo primijetiti da je omjer proteina pAKT/AKT nepromijenjen u parentalnim i otpornim
stanicama, kao i kod kratkotrajnog tretmana vemurafenibom. To nam pokazuje da signalni put
PI3K/AKT nije uklju¢en u mehanizam otpornosti na ciljanu terapiju vemurafenibom u
stani¢noj liniji A375M.
A375M
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Slika 33. Ukljucenost signalnog puta PI3K/AKT i MAPK u pojavu otpornosti na ciljanu
terapiju vemurafenibom u stani¢noj liniji A375M. Prikazan je kratkotrajni tretman
parentalne stani¢ne linije tretirane vemurafenibom u koncentracijama od 1, 2 i 5 uM tijekom
24 sata (1 puM, 2 uM, 5 uM), a kao kontrola napravljen je i tretman otapalom u kojemu je
vemurafenib otopljen (DMSO). Zatim su naneseni uzorci parentalne linije (K) te podlinija
otpornih na vemurafenib (R1 — tretman vemurafenibom tijekom 4 mjeseca i R2 — tretman
vemurafenibom tijekom 10 mjeseci). Provjerena je ekspresija proteina AKT, pAKT, ERK i
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4. Rezultati
pERK. Kao kontrola nanoS$enja uzoraka korisSten je p-aktin. Eksperimenti su ponovljeni
najmanje tri puta.

4.2.5. Utjecaj pojave otpornosti na vemurafenib na faze stani¢nog ciklusa
Regulacija stani¢nog ciklusa usko je vezana uz popravak genetickog materijala i sprjeavanje
nekontrolirane stani¢ne diobe. Vazna karakteristika tumorskih stanica poremecaj je u
regulaciji stani¢nog ciklusa zbog mutacija u genima koji su ukljuceni u njegovu kontrolu.
Vemurafenib blokira signalni put MAPK i uzrokuje zastoj stani¢nog ciklusa u fazi GO/G1, ali
stanice otporne na vemurafenib uspijevaju pronac¢i alternativni mehanizam prezZivljenja
usprkos inhibiciji signalnog puta MAPK [126]. Kako bismo provjerili utjecaj pojave
otpornosti na ovaj lijek na faze stani¢nog ciklusa, mjerili smo razliku u raspodjeli stanica po
fazama stani¢nog ciklusa u parentalnim stani¢nim linijjama i stanicama otpornim na
vemurafenib. Eksperimente smo proveli na stani¢nim linijama osjetljivim (K) i otpornim (R1
i R2) na vemurafenib, i to netretiranima, tretiranima inhibitorom GANT-61, ili tretiranima
etopozidom. GANT-61 je inhibitor proteina GLI1/2 koji zaustavlja stani¢ni ciklus u fazi
GO/G1. Etopozid je protutumorski lijek Sirokog spektra koji uzrokuje dvolan¢ane lomove
DNA te zaustavlja stani¢ni ciklus u fazi G2/M. Stanicni ciklus analizirali smo na uredaju
Muse Cell Analyzer.

Stanice WM793B otporne na vemurafenib pokazale su veliku otpornosti na tretman
etopozidom i na tretman inhibitorom GANT-61 tijekom 24 sata (Slika 34). GANT-61 niti u
kontrolnim stanicama nije uzrokovao veliki zastoj u fazi GO/G1 (iako ima razlike u odnosu na

tretirane), ali je zato etopozid u kontrolnim stanicama uzrokovao veliki zastoj u fazi G2/M.
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4. Rezultati
Slika 34. Utjecaj pojave otpornosti na vemurafenib u stani¢noj liniji WM793B na
stani¢ni ciklus. Raspodjela kontrolnih parentalnih stanica WM793B (K) te odgovarajucih
stani¢nih podlinija otpornih na vemurafenib (R1 i R2) po fazama stani¢nog ciklusa
analizirana je proto¢nom citometrijom. Eksperiment je proveden na netretiranim stanicama
(NT) te nakon tretmana s GANT-61 ili etopozidom tijekom 24 sata. Statisticka analiza
napravljena je u programu MedCalc uz pomo¢ testa One-way ANOVA s post-hoc metodom
Tukey Kramer.

Zbog velike otpornosti rezistentnih stanica na tretman etopozidom ili inhibitorom GANT-61 u
vremenskom razdoblju od 24 sata, proveli smo isti eksperiment uz tretman od 48 sati (Slika
35). Produzenim tretmanom u otpornim stanicama vidimo prepoznatljiv profil i zastoj u fazi
G2/M pri tretmanu s etopozidom, dok GANT-61 ne pokazuje nikakav utjecaj na faze
stani¢nog ciklusa. Ipak, tretman etopozidom tijekom 48 sati nije pogodan za kontrolnu
stani¢nu liniju WM793B koja ne pokazuje pravilnu raspodjelu po fazama stani¢nog ciklusa,
ve¢ veliko nakupljanje stanica u fazi G2/M, dok je faza S gotovo odsutna, zbog ¢ega je tesko

odrediti granice medu fazama.
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4. Rezultati

Slika 35. Utjecaj pojave otpornosti na vemurafenib u stani¢noj liniji WM793B na
stani¢ni ciklus. Raspodjela kontrolnih parentalnih stanica WM793B (K) te odgovarajucih
stani¢nih podlinija otpornih na vemurafenib (R1 i R2) po fazama stani¢nog ciklusa
analizirana je proto¢nom citometrijom. Eksperiment je proveden na netretiranim stanicama
(NT) te nakon tretmana s GANT-61 ili etopozidom tijekom 48 sati. Statisticka analiza je
provedena u programu MedCalc testom One-way ANOVA s post-hoc metodom Tukey
Kramer.

Za razliku od stani¢ne linije WM793B, za stani¢nu liniju A375M tretman S inhibitorom
GANT-61 ili etopozidom tijekom 24 sata bio je prikladan za svaku podliniju. Raspodjelu
kontrolnih parentalnih stanica A375M (K) te odgovarajucih stani¢nih podlinija otpornih na
vemurafenib (R1 i R2) po fazama stani¢nog ciklusa nakon tretmana s inhibitorom GANT-61
ili etopozidom tijekom 24 sata mozemo vidjeti na Slici 36. Tretman etopozidom uzrokuje
veliki zastoj u fazi G2/M za svaku podliniju, dok tretman inhibitorom GANT-61 ne uzrokuje

zastoj u fazi GO/G1, iako ima razlike u raspodjeli po fazama u odnosu na netretirane stanice.
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4. Rezultati

Slika 36. Utjecaj pojave otpornosti na vemurafenib u stani¢noj liniji A375M na stani¢ni
ciklus. Raspodjela kontrolnih parentalnih stanica A375M (K) te odgovarajucih stani¢nih
podlinija otpornih na vemurafenib (R1 i R2) po fazama stani¢nog ciklusa analizirana je
proto¢nom citometrijom. Eksperiment je proveden na netretiranim stanicama (NT) te nakon
tretmana s inhibitorom GANT-61 ili etopozidom tijekom 24 sata. Statisticka analiza je
napravljena u programu MedCalc uz pomo¢ testa One-way ANOVA s post-hoc metodom
Tukey Kramer.

4.2.6. Genska i proteinska ekspresija ¢lanova porodica p53, NME i GLI

Ekspresiju na genskoj i proteinskoj razini ¢lanova porodica p53, NME i GLI provjerili smo
metodama gPCR-a i western blota kako bismo ispitali njihovu uklju¢enost u proces nastanka
otpornosti na ciljanu terapiju vemurafenibom.

Slika 37 prikazuje ekspresiju gena TP53 u parentalnim linijjama WM793B (A) i
A375M (B) u usporedbi s odgovaraju¢im podlinijama otpornim na vemurafenib. lako
statistiCka analiza pokazuje znaCajnu razliku u genskoj ekspresiji vecine izoformi izmedu
parentalnih (K) i otpornih (R) linija, u sve tri bioloske replike zajednicka je jedino razlika u
ekspresiji izoforme A133p53p koja je smanjeno eksprimirana u liniji R2 u odnosu naR1i Ku
obje stani¢ne linije — A375M i WM793B. Na Slici 38 vidimo ekspresiju izoformi proteina
p53 u stani¢nim linijjama melanoma WM793B i A375M, osjetljivim i otpornim na
vemurafenib. Ekspresija na proteinskoj razini, kao i na razini gena, provjerena je na tri
bioloske replike. lako ekspresija pojedinih izoformi malo varira, nisu uocene razlike koje se

ponavljaju u svim bioloskim replikama.
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Slika 37. Ekspresija gena TP53 u stani¢nim linijjama WM793B (A) i A375M (B).

Prikazana je ekspresija gena u kontrolnim parentalnim

linijjama (K) u usporedbi s

odgovaraju¢im podlinijama otpornim na vemurafenib (R1 i R2). Ekspresija je analizirana
metodom ugnijezdenog qPCR-a (engl. nested-gPCR) koja ukljucuje reakciju preamplifikacije
dugih (p53a, p53pB, p53y, A40p53a, A40p53P, A40p53y) te kratkih (A133p53a, A133p53P,
A133p53y) izoformi prije same analize qPCR. lako su prikazane na istom grafu, kratke i duge
izoforme nisu usporedive stoga su i odijeljene pregradom. Rezultati su prikazani kao relativna
ekspresija pojedine izoforme normalizirana prema ukupnoj ekspresiji gena TP53. Statisticka
analiza je napravljena u programu MedCalc testom One-way ANOVA s post-hoc metodom
Tukey Kramer. Eksperimenti su ponovljeni tri puta, a prikazan je reprezentativni uzorak.
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Slika 38. Ekspresija izoformi proteina p53 u stani¢nim linijama melanoma WM?793B i
A375M. Naneseni su uzorci kontrolnih parentalnih linija (K) te podlinija otpornih na
vemurafenib (R1 — tretman vemurafenibom tijekom 4 mjeseca i R2 — tretman vemurafenibom
tijekom 10 mjeseci). Za ekspresiju a-izoformi proteina p53 koristili smo protutijelo TSRa
(A), za ekspresiju izoformi B protutijelo KIC8 (B), a ekspresiju svih izoformi provjerili smo
koristenjem protutijela SAPU (C). Kao kontrola nanoSenja uzoraka koristen je [B-aktin.
Eksperimenti su ponovljeni najmanje tri puta.
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Ekspresija gena TP73 prikazana je na Slici 39. U podlinijama stani¢ne linije WM793B
otpornim na vemurafenib ekspresija izoformi TAp73 i ANp73 gena TP73 je smanjena, dok je
u podlinijama stani¢ne linije A375M otpornim na vemurafenib ekspresija TAp73 i ANp73
izoformi gena TP73 povecana. Dobiveni rezultati ekspresije na proteinskoj razini (Slika 40)
potvrduju taj rezultat. Vidimo smanjenje ekspresije izoforme TAp73p u otpornim stanicama
WM793B u odnosu na kontrolne, kao i povecanje ekspresije izoforme TAp73a u otpornim
stanicama A375M u odnosu na kontrolne. Takoder, ekspresija ANp73a 1 B smanjuje se u
otpornim stanicama WM793B. U A375M nasli smo samo ekspresiju ANp73a, koja se

povecala u otpornim stanicama.
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Slika 39. Ekspresija gena TP73 u stani¢nim linijjama WM793B (A) i A375M (B).
Prikazana je ekspresija gena u kontrolnim parentalnim linijama (K) u usporedbi s
odgovaraju¢im podlinijama otpornim na vemurafenib (R1 i R2). Rezultati su prikazani kao
relativna ekspresija pojedinog gena normalizirana prema referentnim genima TBP i GUSB.
Statisticka analiza provedena je u programu MedCalc koristeci test One-way ANOVA s post-
hoc metodom Tukey Kramer. Eksperimenti su ponovljeni tri puta.
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Slika 40. Ekspresija izoformi proteina p73 u stani¢nim linijama melanoma WM?793B i
A375M. Naneseni su uzorci kontrolnih parentalnih linija (K) te podlinija otpornih na
vemurafenib (R1 — tretman vemurafenibom tijekom 4 mjeseca i R2 — tretman vemurafenibom
tijekom 10 mjeseci). Za provjeru ekspresije izoformi proteina p73 koriSteno je protutijelo
EP436Y. Kao kontrola nanosenja uzoraka koristen je B-aktin. Eksperimenti su ponovljeni
najmanje tri puta.
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Ekspresija gena NME1 i NME2 u parentalnim linijama WM793B (A) i A375M (B) u
usporedbi s odgovaraju¢im podlinijama otpornim na vemurafenib (R1 i R2) prikazana je na
Slici 41. Stanice A375M otporne na vemurafenib pokazuju povecéanje ekspresije gena NME2,
dok u WM793B vidimo najprije povecanje ekspresije gena NME2 (R1), a dugotrajnim
tretmanom (R2) dolazi do smanjenja ekspresije. U ekspresiji gena NME1 nema razlike nakon
tretmana vemurafenibom. Te rezultate ne potvrduju eksperimenti ekspresije proteina NME1 i
NME2 (prikazani na Slici 42). U stani¢noj liniji A375M tretman vemurafenibom nema
utjecaja na ekspresiju proteina, dok u WM793B dolazi do jakog smanjenja ekspresije oba

proteina, NMEL i NMEZ2, i nakon kraceg (R1) i duzeg (R2) tretmana vemurafenibom.
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Slika 41. Ekspresija gena NME1 i NME2 u stani¢nim linijjama WM793B (A) i A375M
(B). Prikazana je ekspresija gena u kontrolnim parentalnim linijama (K) u usporedbi s
odgovaraju¢im podlinijama otpornim na vemurafenib (R1 i R2). Rezultati su prikazani kao
relativna ekspresija pojedinog gena normalizirana prema referentnim genima TBP i GUSB.
Statisticka analiza je napravljena u programu MedCalc koriste¢i test One-way ANOVA s
post-hoc metodom Tukey Kramer. Eksperimenti su ponovljeni tri puta.
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Slika 42. Ekspresija proteina porodice NME u stani¢nim linijama melanoma WM793B i
A375M. Naneseni su uzorci kontrolnih parentalnih linija (K) te podlinija otpornih na
vemurafenib (R1 — tretman vemurafenibom tijekom 4 mjeseca i R2 — tretman vemurafenibom
tijekom 10 mjeseci). Kao kontrola nanoSenja uzoraka koriSten je B-aktin. Eksperimenti su
ponovljeni najmanje tri puta.
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Ekspresija gena GLI1, GLI2 i GLI3 u kontrolnim parentalnim linijjama WM793B (A) i

A375M (B) u usporedbi s odgovaraju¢im podlinijama otpornim na vemurafenib (R1 i R2)
prikazana je na Slici 43. Razlika u genskoj ekspresiji porodice GLI u stani¢noj liniji
WM793B nakon tretmana vemurafenibom statisticki je znacajna, ali veoma mala za GLI1,
dok kod GLI2 i GLI3 nema nikakve promjene. U stani¢noj liniji A375M nasli smo povecanje
ekspresije GLI1 i GLI3, dok vidimo smanjenje ekspresije GLI2. Ekspresija proteina GLI1,
GLI2 i GLI3 u stani¢nim linijama melanoma WM793B i A375M, parentalnim i otpornim na
vemurafenib (R1 i R2) prikazana je na Slici 44. Ekspresija proteina GLI1 i GLI2 veoma je
slaba u obje stani¢ne linije, dok je ekspresija proteina GLI3 jaca pa tako osim izoforme
GLI3FL mozemo vidjeti i represorsku izoformu GLI3R. Nismo primijetili razliku u ekspresiji

proteina porodice GLI nakon tretmana vemurafenibom.

A WM793B B A375M
1
10° it 10 @ K
10° % Ar = R 10° 7l = R
8] ? ? R2 5 ? R2
3 404 Al A < 10 Al
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Bl A ) o A
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10-3 4 E = ’/' o A | 10.3 s g E 4

GLI1  GLI2  GLI3 GLI1
Slika 43. Ekspresija gena GLI1, GLI2 i GLI3 u stani¢nim linijjama WM793B (A) i
A375M (B). Prikazana je ekspresija gena u kontrolnim parentalnim linijama (K) u usporedbi
s odgovaraju¢im podlinijama otpornim na vemurafenib (R1 i R2). Rezultati su prikazani kao
relativna ekspresija pojedinog gena normalizirana prema referentnim genima TBP i GUSB.
Statisticka analiza je napravljena u programu MedCalc koriste¢i test One-way ANOVA s

post-hoc metodom Tukey Kramer. Eksperimenti su ponovljeni tri puta.
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Slika 44. Ekspresija proteina porodice GLI u stani¢nim linijama melanoma WM793B i
A375M. Naneseni su uzorci kontrolnih parentalnih linija (K) te podlinija otpornih na
vemurafenib (R1 — tretman vemurafenibom tijekom 4 mjeseca i R2 — tretman vemurafenibom
tijekom 10 mjeseci). Kao kontrola nanoSenja uzoraka koriSten je B-aktin. Eksperimenti su
ponovljeni najmanje tri puta.

4.2.7. Utjecaj utiSavanja proteina NME1 i NME2 na otpornost stanica WM793B na
vemurafenib

U prethodnom poglavlju na Slici 42 prikazana je smanjena ekspresija proteina NME1 i NME2
u podlinijama stani¢ne linije WM793B otpornim na vemurafenib (R1 i R2) u odnosu na
kontrolnu parentalnu liniju (K) te smo stoga zeljeli utvrditi hoce 1i utiSavanje proteina NME1 i
NME?2 u parentalnim stanicama primarnog melanoma WM793B utjecati na pojavu otpornosti
na vemurafenib. Provjerili smo uspjeSnost kombiniranog utiSavanja oba proteina tijekom 48h
i 72h, a takoder i u duzem vremenskom periodu od 6 dana (48 + 96 sati) i 7 dana (72 + 96
sati) koliko treba za oCitavanje testa MTT (Slika 45).

Pojedina¢nim utiSavanjem proteina NME1 1 NME2 razli¢itim koncentracijama siRNA

(12,5 i 25 nM) nismo primijetili razliku u uspjesnosti utiSavanja (rezultati nisu prikazani), pa
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smo odlucili za kombinirano utiSavanje oba proteina koristiti ukupne koncentracije siRNA od
25 nM (12,5 nM siNME1 + 12,5 nM siNME2) i 50 nM (25 nM siNMEL1 + 25 nM siNME2).
Budu¢i da je kombinirano utiSavanje oba proteina bilo jednako uspjeSno pri obje koriStene
koncentracije siRNA, odlucili smo za test MTT koristiti manju koncentraciju od 25 nM.
Znacajno utiSavanje ekspresije proteina (priblizno 100%-tno utiSavanje) vidimo u oba
vremenska razdoblja od 6 dana (48 + 96 sati) i 7 dana (72 + 96 sati). Budué¢i da su oba
vremenska razdoblja pokazivala zadovoljavajuce utiSavanje ekspresije, odlucili smo se za

razdoblje od 6 dana (48 sati za nasadivanje i 48 + 96 sati za o¢itavanje MTT-a).
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Slika 45. UtiSavanje ekspresije proteina NME1 i NME2 koriStenjem malih
interferiraju¢ih molekula RNA (siRNA) u stani¢noj liniji WM793B. UtiSavanje je
provedeno kombinacijom dvije siRNA za proteine NME1 i NME2 (siNME1/2) ukupne
koncentracije siRNA od 25 nM i 50 nM. Provjerena je uspjesSnost utiSavanja u trenutku
nasadivanja stanica za test MTT (48 sati i 72 sata) te u trenutku ocitavanja testa MTT (48+96
sati 1 72+96 sati). Na gel su naneseni i netretirani uzorci (NT) te uzorci utiSani kontrolnom
siRNA (K siRNA). Kao kontrola nanoSenja uzoraka koristen je B-aktin.
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Vijabilnost stanica WM793B pri rastu¢im koncentracijama vemurafeniba prikazana je na Slici

46. Stanice pokazuju istu vijabilnost nakon utiSavanja proteina NME1 i NME2 kao i
kontrolne stanice bez tretmana te stanice nakon utiSavanja kontrolnom siRNA. MoZemo
zakljucCiti da utiSavanje proteina NME1 1 NME2 ne utjeCe na pojavu otpornosti na

vemurafenib u vremenskom razdoblju od Sest dana.
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Slika 46. Vijabilnost stanica WM793B pri rastu¢im koncentracijama vemurafeniba.
Prikazana je vijabilnost netretiranih stanica (NT), stanica nakon utiSavanja kontrolnom
siRNA (K siRNA) te stanica nakon utiSavanja proteina NME1 i NME2 (SINMEL/2).
Prikazane su srednje vrijednosti tri bioloSke replike sa standardnom devijacijom. Svaka
bioloska replika je napravljena u triplikatima.

Provjerili smo utjecaj utiSavanja proteina NMEL1 i NME2 na ekspresiju biljega EMT-a.
Izolirali smo proteine netretiranih stanica (NT), proteine stanica nakon utiSavanja kontrolnom
SIRNA (K siRNA) te proteine stanica nakon utiSavanja proteina NME1 i NME2 (sSiNME1/2)
ukupnom koncentracijom siRNA od 25 nM. Stanice su skupljene Sest dana nakon utiSavanja,
a ekspresija biljega EMT-a nakon utiSavanja prikazana je na Slici 47. Nismo primijetili utjecaj
utiSavanja proteina NME1 i NME2 na ekspresiju biljega EMT-a — fibronektina, N-kadherina,

E-kadherina, vimentina i B-katenina.
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Slika 47. Ekspresija biljega EMT-a u stani¢noj liniji WM793B nakon utiSavanja
proteina NME1 i NME2. Ekspresiju smo provjerili u netretiranim stanicama (NT),
stanicama nakon utiSavanja kontrolnom siRNA (K siRNA) te stanicama nakon utiSavanja

proteina NME1 i NME2 (siNME1/2).
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5. RASPRAVA

5.1. Interakcije proteina p53 u melanomu covjeka

Protein p53 transkripcijski je faktor koji se veZe na promotorske regije stotina razli¢itih gena i
na taj na¢in regulira njihovu ekspresiju. Jedan je od klju¢nih proteina u biologiji tumora koji
reagira na razliCite signale stresa tako da sudjeluje u zaustavljanju stani¢nog ciklusa, popravku
ostecenja DNA ili, ako popravak nije mogué, potiCe apoptozu i senescenciju [43]. U
normalnim stanicama razina ekspresije p53 vrlo je niska zahvaljuju¢i djelovanju proteina
MDMZ2 koji ubikvitinira protein p53 te, kao posljedica toga, dolazi do njegove proteasomske
degradacije. Uslijed stresa, kao §to je oSte¢enje DNA ili aktivacija onkogena, dolazi do
aktivacije proteina p53 [127]. Budu¢i da je vazan tumorski supresor, njegova inaktivacija
jedna je od znacajki tumora. Najée$¢i je uzrok inaktivacije mutacija proteina p53 te je
pokazano da je mutiran u otprilike 50% svih tumora. Takva inaktivacija u melanomima vrlo je
rijetka. lako razli¢ite studije pokazuju razinu mutacije proteina p53 od 0% do 30%, smatra se
da je protein p53 mutiran u manje od 10% melanoma [4,128-130]. Naj¢esce navedeni razlozi
inaktivacije proteina p5S3 u melanomima su pojacana degradacija proteina p53 kao posljedica
povecane ekspresije ubikvitinske ligaze MDM2, inaktivacija proteinom MDM4, djelovanje
proteina iASPP kao funkcionalnog antagonista proteina p53 te mutacija u proteinu p14<P*NA
koja dovodi do pojacane razgradnje p53 pomocéu njegovog negativnog regulatora MDM?2
[8,127].

Mehanizmu inaktivacije proteina p53 u melanomima mogu pridonijeti i neke
proteinske interakcije, a istrazivatka grupa u kojoj sam izradila doktorsku disertaciju
zainteresirana je za istrazivanje interakcija proteina p53 s drugim ¢lanovima porodice p53 te
porodica NME i GLI. S navedenim proteinima dosada su pokazane izravne ili regulacijske
interakcije koje su detaljno opisane u literaturnom pregledu (poglavlja 2.2.3, 2.3.3 1 2.4.4).

Istrazivanje interakcija proteina p53 s ¢lanovima navedenih proteinskih porodica u
melanomu proveli smo na dvije stani¢ne linije koje eksprimiraju divlji tip proteina p53:
stani¢noj liniji primarnog melanoma, WM793B i stani¢noj liniji metastatskog melanoma,
A375M. Interakcije divljeg tipa proteina p53 s c¢lanovima porodica p53, NME i GLI
analizirali smo metodom koimunoprecipitacije i metodom FRET/FLIM. Budu¢i da su mnoge
izoforme navedenih proteinskih porodica u stanici vrlo slabo eksprimirane, najprije smo

analizirali interakcije medu egzogenim proteinima metodom koimunoprecipitacije nakon
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prolazne transfekcije stanica. Dodatna prednost prolazne transfekcije stanica je to Sto smo

jedan proteinski partner obiljezili privjeskom FLAG pa smo ga jednostavno mogli izdvojiti iz
proteinskog lizata koriste¢i protu-FLAG protutijelo. Zatim smo pokuSali potvrditi interakcije
pronadene na egzogenim proteinima, metodom koimunoprecipitacije endogenih proteina,
koristeci protutijela za odredeni protein ili skupinu izoformi. Buduéi da porodica p53 ima tri
¢lana od kojih svaki ima mnostvo izoformi koje se razlikuju po N-kraju ili C-kraju, nije
moguce koristiti protutijelo specificno samo za jednu izoformu, ve¢ postoje protutijela za
odredenu skupinu izoformi.

Ranija istrazivanja pokazala su da interakcije proteina p53 utjecu na sudbinu stanice te
da mnoge izoforme porodice p53 mogu modulirati stani¢ni odgovor proteina p53 u ovisnosti
0 vrsti stanica i tkiva [44]. Upravo zbog toga vazan dio naSeg istraZzivanja predstavljaju
interakcije proteina p53 s drugim c¢lanovima porodice p53. NaSi rezultati pokazali su
interakcije egzogenog proteina p53 nakon prolazne transfekcije stanica A375M (Slika 12) s
tri izoforme proteina p73 - TAp73a, TAp73p i ANp73a te izoformom proteina p53 -
A133p53a. S izoformom ANp73p interakcija nije pokazana. Direktne interakcije divljeg tipa
proteina p53 s izoformama ANp73 vec¢ su otprije poznate u literaturi te je pokazano da takve
interakcije inhibiraju transkripcijsku aktivnost proteina p53 i sposobnost poticanja apoptoze
[73,74]. U prijaSnjim istrazivanjima pokazane su interakcije izmedu TAp73 i mutiranog p53,
ali ne i divljeg tipa proteina p53 [131-133]. Ipak, treba napomenuti da se ti rezultati ne
odnose na interakcije u melanomskim linijama, ve¢ uglavnom na interakcije nakon prolazne
transfekcije u stanicama H1299 koje nemaju eksprimiran protein p53 zbog djelomi¢ne
homozigotne delecije gena TP53. Interakcija divljeg tipa proteina p53 s izoformom proteina
p53 - A133p53a, potvrdena je na stanicama osteosarkoma U20S [71]. Budu¢i da smo
pokazali interakcije divljeg tipa proteina p53 s izoformama proteina p73 (TAp73a, TAp73p i
ANp73a) i p53 (A133p53a) koje do sada nisu bile pokazane na stanicama melanoma, pruza se
mogucénost daljnjeg istrazivanja njihovog utjecaja na aktivnost proteina p53.

Zahvaljujuc¢i rezultatima interakcija egzogenih proteina, naS fokus istrazivanja
interakcija endogenih proteina bio je na izoformama proteina p73 (Slika 17). U metodi
koimunoprecipitacije koristili smo protutijela koja prepoznaju sve izoforme proteina p73 (ER-
15 i GC-15) te protutijela koja prepoznaju samo izoforme TAp73 (E-4 i A300-126A).
Imunoprecipitaciju smo napravili na netretiranim stanicama i nakon tretmana etopozidom ¢iju
koncentraciju smo odredili nakon testa MTT (Slika 16). Tretman kemoterapeuticima uzrokuje
povecanu ekspresiju izoformi proteina p53 1 p73 sto je dobro poznata ¢injenica u znanstvenoj

literaturi [134]. Stoga smo izlagali stanice etopozidu §to je omogucilo da imunoprecipitiramo
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vecu koli¢inu 1 viSe razli¢itih izoformi. Primijetili smo interakcije s proteinom p53 nakon
precipitacije svih izoformi p73, kao i nakon precipitacije samo izoformi TAp73 (Sto je
uocljivije u slucaju kada smo koristili protutijelo E-4) i u slu¢aju netretiranih stanica i nakon
tretmana etopozidom. S obzirom na to da protutijelo prepoznaje skupinu izoformi, a ne svaku
pojedinacnu izoformu, moZemo tvrditi samo da smo na endogenim protenima pokazali
interakcije s jednom ili vise izoformi TAp73.

Vazna uloga proteina NME1, a u posljednje vrijeme i NME2, u sprjeCavanju
metastaziranja melanoma [10,11], kao i pokazane direktne interakcije proteina p53 i NME1/2
u drugim tumorskim stanicama [9], potaknule su nas na prou¢avanje interakcija proteina p53 s
proteinima NMEL i NME2 u melanomskim stani¢énim linijama. Za protein NME1 pokazano
je da suzbija melanomagenezu izazvanu UV zra¢enjem. Naime, NMEI poti¢e popravak
oste¢enja DNA uzrokovanog UV zraCenjem, vjerojatno zahvaljujuci svojoj aktivnosti 3'-5'
egzonukleaze [12,13]. NaSi rezultati koimunoprecipitacije egzogenog proteina p53 s
proteinima NMEL, odnosno NME2, nakon prolazne transfekcije stanica A375M (Slika 13)
pokazuju da navedeni proteini ne tvore komplekse. Medutim, postojanje interakcija izmedu
proteina NME1 i p53, kao i proteina NME2 i p53 pokazalo je istraZivanje H. Junga i
suradnika. Interakcije proteina p53 i NME1 pokazali su u stani¢nim linijama 293T (bubrezne
stanice embrija), HelLa (stanice raka grlica maternice) i HepG2 (stanice tumora jetre), dok su
interakcije proteina p53 i NME2 pokazali u stanicama 293T. Takoder, pokazali su da je
interakcija proteina p53 i NME1 najvjerojatnije posljedica stvaranja disulfidnih mostova
buduci da nakon mutacije aminokiselina Cys176 u proteinu p53 ili Cys145 u proteinu NME1
ne dolazi do interakcije [9]. Buduéi da navedeni autori u svom istrazivanju nisu koristili
stani¢ne linije melanoma, odlucili smo ispitati postojanje navedenih interakcija i na
endogenim proteinima u melanomskim stanicama. Interakcije endogenog proteina p53 s
proteinima NME1 i NMEZ2 nisu pokazane niti u stani¢noj liniji WM793B, niti u liniji A375M
(Slika 18), bas kao i u slucaju interakcija na egzogenim proteinima. Budué¢i da direktne
interakcije nismo uspjeli utvrditi u stanicama melanoma, rad H. Junga i suradnika ostaje
jedini do sada poznati literaturni izvor koji pokazuje direktnu interakciju tih proteina [9]. Nasi
rezultati pokazuju da protein p53 ne stupa u direktne interakcije s proteinima NME1 i NME2
u melanomima. Moguce je, medutim, da proteinske interakcije divljeg tipa proteina p53 s
proteinima NME1 i NME2 ovise o tipu tumora.

Signalni put HH-GLI ima vaznu ulogu u melanomagenezi. Naime, pokazano je da je
aktivan signalni put HH-GLI potreban za rast i razvoj melanoma te da signalni put MAPK

regulira transkripcijsku aktivnost proteina GLI1 [14]. Takoder, pojacana ekspresija GLI2
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povezana je s invazijom i metastaziranjem melanoma in vitro i in vivo [15]. Zbog uklju¢enosti
proteina GLI u melanomagenezu odlucili smo istrazili njihove interakcije s divljim tipom
proteina p53. Na Slici 14 prikazani su rezultati ispitivanja interakcija egzogenog proteina p53
s proteinima GLI1, GLI2 i GLI3 nakon prolazne transfekcije stanica A375M. Interakcije
proteina p53 nismo uspjeli utvrditi niti s jednim ¢lanom porodice GLI u stanicama melanoma.
Budu¢i da literaturni izvori navode postojanje funkcionalnih interakcija proteina p53 s
proteinima porodice GLlI, ali ne i postojanje direktnih interakcija (opisano u poglavlju 2.4.4),
odustali smo od daljnjih istraZivanja interakcija p53-GLlI.

Na kraju, kako bismo neovisno ispitali interakcije detektirane imunoprecipitacijom,
koristili smo metodu FRET/FLIM. FRET (engl. Forster Resonance Energy Transfer) je
proces u kojemu dolazi do neradijativnog prijenosa energije preko sprezanja dipol-dipol s
molekule donora na molekulu akceptora. Iako donor i akceptor mogu biti sinteticke boje, kao
Sto su cijanini koji su nasli veliku primjenu u biotehnologiji, u in vivo istrazivanjima koriste se
fluorescentni proteini koji se u fuziji s proteinom od interesa eksprimiraju direktno u stanici.
U stani¢noj biologiji FRET se najéeSc¢e koristi za ispitivanje proteinskih interakcija, zatim za
testiranje proteoliti¢kih reakcija u kojima dolazi do razdvajanja dva kraja proteina ili za
pracenje konformacijskih promjena unutar proteina. U prvom slucaju jedan proteinski partner
obiljezen je molekulom donora, a drugi proteinski partner obiljezen je molekulom akceptora,
dok je u druga dva slucaja isti protein obiljezen i donorom i akceptorom [120]. Pojavu FRET-
a ne mozemo direktno mijeriti. Ono Sto pratimo i mjerimo je promjena u fotofizikalnim
svojstvima donora ili akceptora. Jedna od metoda kojom mozemo pratiti FRET je FLIM
(engl. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) kojom mjerimo razliku u vremenu zivota
donora koje se, u interakciji s akceptorom, skracuje. Prednost tehnike FRET/FLIM u mjerenju
proteinskih interakcija, u usporedbi s klasicnim biokemijskim metodama poput
koimunoprecipitacije, jest to Sto je vrlo specifi¢na i osjetljiva, omogucéuje pracenje interakcija
in vivo te pracenje lokalizacije interakcija. Pregledom literature primijetili smo da navedenu
tehniku nitko nije koristio za pracenje proteinskih interakcija proteina p53. Ono Sto je do sada
istrazeno tehnikom FRET/FLIM jest Kinetika oligomerizacije proteina p53 in vitro na
proteinima obiljeZenim razli¢itim fluorescentnim bojama [135]. FRET je, takoder, koriSten za
pracenje posttranslacijskih modifikacija (fosforilacija, acetilacija, ubikvitinacija) proteina p53
fuzioniranog s molekulom GFP [136] te za pracenje viSestrukih konformacija proteina p53
[137], oboje in vitro.

NaSa grupa pratila je oligomerizaciju proteina NME1 i NME2 koriStenjem metode

FRET/FLIM te njihovu lokalizaciju nakon o$tecenja DNA uzrokovanu y-zracenjem [122]. U

Martina Radié¢ Doktorski rad 107



5. Rasprava

navedenom istrazivanju razvili smo i uhodali metodu FRET/FLIM za pracenje proteinskih
interakcija u tumorskim stanicama ¢ovjeka te smo proteine NME1 i NME2 mogli koristiti kao
pozitivnu kontrolu za pracenje interakcija proteina p53. Naime, proteini NME1 i NME2
podjedinice su heksamernog enzima nukleozid-difosfatske kinaze te za njih pouzdano znamo
da moraju stupiti u interakciju. Odlucili smo kao FRET-par koristiti molekulu EGFP kao
donor te molekulu mCherry kao akceptor. EGFP/mCherry ¢ine ,,dobar FRET-par“ zbog
relativno dugackog vremena Zivota donora (2,4 ns) i velikog preklapanja izmedu emisijskog
spektra donora i pobudnog spektra akceptora [121]. Primijetili smo da poloZaj fluorescentnih
proteina (molekula donora i akceptora) moze utjecati na udio molekula donora koje pokazuju
FRET efekt (FRET-populacija, Dg) kod interakcija proteina NME1 i NME2 (Slika 19).
Interakcije smo promatrali u citoplazmi stanice budu¢i da se proteini NMEI i NME2
uglavnom nalaze u citoplazmi. Op¢enito su ve¢u FRET-populaciju davali parovi kojima su i
molekula EGFP i molekula mCherry bile na N-krajevima proteina. Stoga smo i kod
istrazivanja interakcija proteina p53 s proteinima p53p, TAp73a te ANp73a fuzionirali
molekulu EGFP ili na N-kraj proteina p53 (EGFP-p53a) ili C-kraj (p53a-EGFP) dok je drugi
proteinski partner imao fuzioniran privjesak mCherry na N-kraju proteina. Interakcije smo
promatrali u stani¢noj jezgri buduéi da su svi proteinski partneri uglavnom tamo lokalizirani.
Primijetili smo da vectu FRET-efikasnost daju proteinski partneri na kojima je EGFP
fuzioniran s N-krajem proteina p53 (Slika 20). U slu¢aju kada je EGFP fuzioniran s C-krajem
proteina p53, efikasnost FRET-parova p53a/p53p te p530/ANp73a jednaka je negativnoj
kontroli. Kao negativnu kontrolu koristili smo molekulu donora i akceptora, EGFP i mCherry
bez fuzioniranih proteinskih partnera. FRET-populacija negativne kontrole iznosi oko 0,05.
U usporedbi s proteinima NME1 i NME2, proteinski partneri p53a/p53p, pS3a/ANp73a te
p53a/TAp73a ne daju tako visoke vrijednosti FRET-populacije. Medutim, vrijednosti su
statisti¢ki znacajne u odnosu na kontrolu te ukazuju na postojanje interakcija.

Zaklju¢no, metodom FRET/FLIM pokazali smo postojanje interakcija proteina p53 s
proteinima p53B, TAp73a te ANp73a u stani¢noj liniji A375M. Primijetili smo da polozaj
privjeska EGFP na proteinu p53 utjece na interakcije s proteinima p53 i ANp73a te moZzemo
predloziti da se za daljnje eksperimente ispitivanja interakcija koristi protein p53 s
fuzioniranim privjeskom EGFP na njegovom N-kraju (EGFP-p53a). Interakcije proteina p53
s proteinima TAp73a i ANp73a pokazali smo i metodom koimunoprecipitacije. Takoder,
interakcije proteina p53 koje smo pokazali u ovom radu koriste¢i koimunoprecipitaciju ili

metodu FRET/FLIM, prethodno su pokazane su metodom koimunoprecipitacije koristeci
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protutijelo protu-53 (DO1), Sto je objavljeno u doktorskoj disertaciji dr. sc. Nikoline Hanzi¢
[123].

Koriste¢i metodu snimanja zivih stanica, snimili smo stanice koje eksprimiraju
fluorescentno obiljezene proteinske partnere pS3a/p53p, pS3a/ANp73a, p53a/TAp73a te sam
protein p53 u vremenskom periodu od 24 sata (Slika 21) kako bismo ispitali njihovu
lokalizaciju. Zbog citotoksi¢nog efekta same transfekcije, kao i zbog nakupljanja velike
koli¢ine egzogenih proteina koji se ne stignu tako brzo razgraditi, stanice nije bilo moguce
snimati u periodu duzem od 24 sata. Cak i unutar 24-satnog perioda opazili smo da stanice
pojacano umiru. Navedeni proteinski partneri kolokaliziraju u stani¢noj jezgri uz djelomicnu
translokaciju u citoplazmu. Primijetili smo translokaciju svih promatranih proteinskih
partnera u citoplazmu iako na Slici 21 nije vidljiva citoplazmatska translokacija izoforme
ANp73a. Poznato je da proteini p53 1 p73 sadrze i podrucje za smjesStaj u jezgru (NLS,
engl. Nuclear Localization Signal) i podrucje za izlazak iz jezgre (NES, engl. Nuclear Export
Signal). lako se prvotno smatralo da je relokalizacija u citoplazmu potrebna za uspjeSnu
degradaciju proteina p53 i p73, kasnije se pokazalo da je proteasom u jezgri takoder sposoban
razgraditi navedene proteine [138,139]. Ipak, glavno mjesto degradacije proteina p53 ostaje
citoplazma u kojoj protein p53 nastaje i degradira se u uvjetima bez stresa. U odgovoru na
stres, dramati¢no se smanjuje ubikvitinacija proteina p53 u citoplazmi, protein importin-o3
prepoznaje podrucje NLS-a na proteinu p53 te dolazi do njegove translokacije u jezgru [140].
Pokazano je da tetramerizacija proteina p53 maskira NES i samim time zarobljava (stabilizira
lokalizaciju) proteina p53 u jezgri [141]. Budu¢i da smo lokalizaciju proteina p53 i p73 u
citoplazmi vidjeli uglavnom u uvjetima vrlo velike prekomjerne ekspresije (u stanicama koje
su pokazivale jaci fluorescentni signal), moZemo pretpostaviti da su proteini u citoplazmi bili

predodredeni za razgradnju.
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5.2. Karakterizacija stanica melanoma otpornih na vemurafenib
Melanom je izrazito agresivan tip tumora koze koji nastaje iz melanocita. lako relativno
rijedak, odgovoran je za veliku vec¢inu smrtnih slucajeva povezanih uz tumore koze [1]. Veliki
napredak u lije¢enju melanoma bilo je otkrice ciljane terapije koja se temelji na inhibitorima
signalnog puta MAPK te otkri¢e imunoterapije koja se temelji na inhibitorima imunoloskih
kontrolnih to¢aka. Razvoj ciljane terapije, detaljno opisan u preglednom c¢lanku I. Kozar i
suradnika, zapoceo je odobravanjem inhibitora proteina BRAF (BRAFi), vemurafeniba
(Zelboraf, PLX4032) 2011. godine. Nedugo nakon toga odobreni su inhibitori dabrafenib i
enkorafenib. lako su BRAFi u pocetku pokazivali izvrsne rezultate vezane uz smanjenje i
povlacenje tumora, dugorocan uspjeh nije bio mogué zbog brze pojave otpornosti tumora na
terapiju. Usporedno s razvojem BRAFI tekao je i razvoj inhibitora proteina MEK (MEKI).
Prvi odobreni MEKi bio je trametinib 2013. godine, zatim su slijedili kobimetinib i
binimetinib. Kombinirana terapija BRAFI/MEKIi pokazivala je prednosti u odnosu na
monoterapiju BRAFi, no pojava otpornosti i u tom slucaju predstavljala je veliki problem [2].
lako su najcesc¢i mehanizmi pojave otpornosti na terapiju otkriveni, stanice tumora uvijek
mogu pronaci drugaciji put za prezivljenje te je daljnje istraZzivanje i bolje razumijevanje
pojave otpornosti kljuéno za pronalaZenje novih terapijskih meta. 1z tog razloga razvili smo i
okarakterizirali dvije stani¢ne linije melanoma, WM793B i A375M, otporne na vemurafenib.
Kako bismo potvrdili pojavu otpornosti na vemurafenib koristili smo test MTT gdje
smo usporedili vijabilnost parentalnih stanica (K) s vijabilno$¢u potencijalno otpornih stanica
(R1 i R2) kod obje stani¢ne linije (WM793B i A375M) tijekom tretmana vemurafenibom
rastu¢ih koncentracija. Pojava otpornosti dokazana je dva mjeseca nakon pocetka tretmana
vemurafenibom (Slika 23 A i B). Stanice WM793B pojavom otpornosti na vemurafenib
pokazale su povecanje vrijednosti 1C50 od 11,7 puta (sa 6,78 x 107 M na 7,95 x 10° M), dok
su stanice A375M pojavom otpornosti na vemurafenib pokazale povecanje vrijednosti 1C50
od 69,1 puta (s 5,65 x 10° M na 3,91 x 10°® M). Tako velike razlike u vrijednosti 1C50 od 1-2
reda veli¢ine izmedu otpornih i parentalnih stanica pokazuju da je do pojave otpornosti na
vemurafenib doSlo ve¢ dva mjeseca nakon pocetka tretmana. Tijekom daljnjih eksperimenata
otporne stanice smo uzgajali u tekucoj hranjivoj podlozi s vemurafenibom. Produzenim
uzgojem u mediju s vemurafenibom dobili smo dvije otporne podlinije — R1 koju smo
uzgajali u mediju s vemurafenibom 2 do 7 mjeseci te R2 koju smo uzgajali u mediju s
vemurafenibom 7 do 12 mjeseci. Kona¢na koncentracija vemurafeniba u kojoj smo uzgajali
otporne stanice WM793B (R1 i R2) bila je 4 uM, dok je za stanice A375M R1 kona¢na
koncentracija vemurafeniba u kojoj su uzgajane bila 1 uM, a za stanice A375M R2 2 uM. Sve
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daljnje eksperimente proveli smo na parentalnim te na obje podlinije otpornih stanica kako
bismo ustvrdili dolazi li produzenim tretmanom vemurafenibom do dodatnih promjena. Stoga,
kako bismo provjerili ima li promjena u osjetljivosti na vemurafenib tijekom duZe selekcije,
ponovili smo test MTT (Slika 23 C i D). U ponovljenom testu MTT stanice otporne na
vemurafenib pokazale su vece prezivljenje od kontrolnih parentalnih stanica pri manjim
koncentracijama lijeka. Graf ovisnosti prezivljenja otpornih stanica o koncentraciji
vemurafeniba poprima oblik zvona s maksimumom (najveéim prezivljenjem) upravo oko
koncentracije uz koju su otporne stanice uzgajane. Navedeno je vidljivo kod obje stani¢ne
linije, a narocito kod A375M. Zvonoliki oblik krivulje pokazuje nam da otporne stanice bez
vemurafeniba imaju manje prezivljenje od otpornih stanica pri koncentraciji vemurafeniba uz
koju su uzgajane. To nam daje naslutiti da stanice razviju neku vrstu ovisnosti o
vemurafenibu. Budu¢i da ovisnost prezivljenja o koncentraciji vemurafeniba daje zvonoliku
umjesto sigmoidalnu krivulju, ocitavanje vrijednosti IC50 je otezano. No, Cak i s takvim
podacima vidimo da su pojavom otpornosti na vemurafenib vrijednosti IC50 povecane, tako
da nam stani¢na linija WM793B daje 7,5 puta vecu vrijednost IC50 kod linije R1 u usporedbi
s kontrolom 1 5,1 puta vecu vrijednost IC50 kod linije R2 u usporedbi s kontrolom (IC50 (K)
= 3,03 x 10° M, IC50 (R1) = 2,27 x 10° M, IC50 (R2) = 1,55 x 10®° M). Stani¢na linija
A375M daje 5,0 puta vecu vrijednost IC50 kod linije R1 u usporedbi s kontrolom i1 16,5 puta
vecu vrijednost IC50 kod linije R2 u usporedbi s kontrolom (IC50 (K) = 8,41 x 107 M, 1C50
(R1) = 4,21 x 10° M, 1C50 (R2) = 1,38 x 10 M). Smanjenje vrijednosti IC50 nakon duZe
izlozenosti vemurafenibu vjerojatno je rezultat promjene krivulje u zvonoliku. Ipak, i
najmanja razlika u vrijednostima IC50 izmedu otpornih i osjetljivih linija je peterostruka. U
literaturi nalazimo radove u kojima je opisana razlika jo§ manja ili je ¢ak i nema, a stanice su
ipak okarakterizirane kao otporne zbog drugih svojstava poput povecanja fosforilacije ERK-a
ili promjene fenotipa iz epitelnog u izduZeni i vretenasti oblik [142]. ,,Zvonolika“ ovisnost
vijabilnosti stanica melanoma o koncentraciji vemurafeniba ve¢ je ranije opisana u literaturi.
Naime, Das Thakur i suradnici primijetili su takvu ovisnost na melanomima koji eksprimiraju

FY%%F y migevima. Miseve s BRAF-mutiranim melanomom tretirali su

onkoprotein BRA
vemurafenibom dok nisu dobili melanome otporne na vemurafenib, a primarne stanice tih
melanoma pokazivale su najvecée prezivljenje pri koncentraciji kojom su tretirane. Uklanjanje
vemurafeniba iz tekuce hranjive podloge rezultiralo je znacajnim smanjenjem proliferacije i
promjenom morfologije stanica. Opazanja su potvrdili i in vivo gdje je pokazano da
ukidanjem tretmana vemurafenibom miSevima s melanomima otpornim na vemurafenib

dolazi do jasne regresije melanoma unutar 10 dana. Autori smatraju da stanice otporne na
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vemurafenib razviju ovisnost o lijeku te da se kontinuiranim tretmanom vemurafenibom
omogucuje nesmetan rast stanica otpornih na vemurafenib. Diskontinuirani tretman
vemurafenibom omogucio bi da se u odsutnosti lijeka uklone stanice otporne na vemurafenib
zbog njihove smanjene proliferacije u odsutnosti vemurafeniba, a ponovnim vrac¢anjem lijeka
odstranile bi se preostale stanice osjetljive na vemurafenib [143]. lako diskontinuirani tretman
inhibitorima BRAF-a jo$ uvijek nije primijenjen u klini¢kim istrazivanjima, nailazimo na
slicnu ideju koja bi trebala sprijeciti pojavu otpornosti na BRAFi, a to je sekvencijalno
lijeCenje ciljanom terapijom i1 imunoterapijom. U pacijenata kojima je terapija mijenjana
nakon pozitivnog odgovora na pocetnu terapiju dolazi do boljeg ishoda u smislu ukupnog
prezivljenja u odnosu na pacijente kojima je terapija mijenjana zbog progresije bolesti. Time
je u klinickim istrazivanjima potvrdeno pozitivno djelovanje prelaska s ciljane terapije na
imunoterapiju, ali ostaje nejasno moze li izbor pocetne terapije utjecati na ukupno prezivljenje
pacijenata [144].

Parentalne stanice primarnog melanoma, WM793B, nakon visemjese¢nog tretmana
vemurafenibom promijenile su fenotip te su iz epitelne preSle u vretenastu i izduZzenu
morfologiju, Sto je karakteristika mezenhimalnih stanica. Za razliku od primarnog melanoma,
stanice metastatskog melanoma, A375M nisu pokazale tako jasno vidljivu promjenu
morfologije. Parentalne, kao i otporne stani¢éne podlinije pokazuju karakteristike
mezenhimalnih stanica (Slika 22). Promjenu fenotipa, koju smo zapazili na svjetlosnom
mikroskopu, dodatno smo istrazili bojenjem citoskeleta faloidinom koji se specificno veze za
F-aktin (Slika 24 i Slika 25). Kod parentalnih stanica WM793B uocili smo gusti kortikalni
aktin koji nije vidljiv u otpornim stanicama. Pojava otpornosti stanica WM793B na
vemurafenib rezultirala je velikim brojem stresnih vlakana (kontraktilnih snopova aktina) koja
naglaSavaju izduZeni i vretenasti oblik stanica. U stanicama A375M nema velike razlike u
citoskeletu parentalnih i otpornih podlinija te obje pokazuju mezenhimalni fenotip. Promjena
fenotipa stanica iz epitelnog u mezenhimalni oblik s velikim brojem stresnih vlakana,
uobicajeni je dogadaj nakon pojave otpornosti melanoma na lijekove. Tako su S. A. Misek i
suradnici promijetili povecanje broja stresnih vlakana pojavom otpornosti na vemurafenib u
linijjama melanoma UACC62, M229 i M238 [145], dok su vretenasti i izduzeni oblik stanica,
kao i velik broj stresnih vlakana primijetili E. Dratkiewicz i suradnici pojavom otpornosti na
vemurafenib u stanicama melanoma A375 i WM9 [142]. Medutim, navedena promjena
stani¢nog fenotipa pojavom otpornosti na lijekove nije svojstvena samo melanomima, vec je

zabiljeZena na raznim drugim stanicama tumora [146,147]. U tako ocitu promjenu fenotipa
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mogu biti ukljuceni razni signalni putevi, no, zajednicka karakteristika stanica koje dobiju
izduzeni, vretenasti oblik pojavom otpornosti na lijek jest uklju¢enost procesa EMT-a.

EMT je proces u kojemu epitelne stanice gube svoje originalne karakteristike i
dobivaju mezenhimalni fenotip. lako je vaZzan u razvojnim procesima i zacjeljivanju rana,
ukljucen je 1 u metastaziranje tumora. Ekspresija mezenhimalnih proteina povecava
invazivnost, pokretljivost i metastatski potencijal tumora. U navedeni proces ukljucen je velik
broj signalnih puteva, a neki od vaznijih su MAPK, PI3K/AKT i Wnt [148]. Jedno od glavnih
obiljezja procesa EMT-a gubitak je ekspresije E-kadherina. Melanomske stanice WM793B i
A375M ne pokazuju ekspresiju E-kadherina na proteinskoj razini (Slika 27 i Slika 47). S
druge strane, metodom imunocitokemije dobili smo slabo pozitivho obojenje koristeéi
protutijelo protu-E-kadherin (Slika 28). Medutim, obojenje je ravnomjerno rasporeden po
cijeloj stanici, a ne specificno na membrani gdje bismo ga primarno oc¢ekivali. 1z zapaZzenog
mozemo zakljuc€iti da postoji velika moguénost da je dobiveni signal nespecifican i da ne
odgovara stvarnom signalu E-kadherina u naSim stanicama. Nadalje, metodom western blota
nismo primijetili povecanje ekspresije mezenhimalnih proteina N-kadherina i vimentina, ali
smo zato primijetili znacajno povecanje ekspresije fibronektina pojavom otpornosti u liniji
WM793B. Takoder, nema razlike niti u razini ekspresije B-katenina. Budu¢i da se gubitkom
E-kadherina B-katenin oslobada i odlazi u jezgru, provjerili smo njegovu lokalizaciju
imunocitokemijom. NaSi rezultati pokazuju da je razina ekspresije B-katenina u jezgri veca
kod parentalnih WM793B nego kod otpornih stanica. Takva lokalizacija pB-katenina nije
ocekivana buduéi da pretpostavljamo da bi stanice trebale, barem djelomi¢no, proéi proces
EMT-a. Nadalje, provjerili smo ekspresiju transkripcijskih faktora SNAIL, SLUG i TWIST
metodom gPCR-a (Slika 26). SNAIL, SLUG i TWIST represori su E-kadherina i stoga je
povecana transkripcija tih faktora povezana sa smanjenom ekspresijom E-kadherina i
povecanom ekspresijom N-kadherina. U stani¢noj liniji WM793B primijetili smo smanjenje
ekspresije sva tri gena pojavom otpornosti na vemurafenib, dok je u stani¢noj liniji A375M
doslo do povecanja ekspresije gena SLUG. Nasi rezultati ne daju jednoznacnu sliku promjena
povezanih uz proces EMT-a, medutim, to je sasvim razumljivo jer je EMT vrlo kompleksan
proces u koji su ukljueni mnogi signalni putevi te je nemoguce ocekivati da dode do
promjena svih promatranih biljega procesa EMT-a. Izmedu ostalog, stanice koje smo Koristili
su tumorske stanice u kojima se mozda ve¢ dogodio, barem djelomican, proces EMT-a.
Navedeno je ponajviSe ocekivano u stanicama metastatskog melanoma, A375M buduc¢i da se
proces EMT-a moZe dogadati u bilo kojem koraku metastaziranja. Gubitak E-kadherina i

povecanje N-kadherina znacajno su povezani s razvojem metastaza u melanomu [149], a
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ekspresija E-kadherina u nasim melanomskim linijama nije pokazana na proteinskoj nazini.

Takoder, ustanovljeno je da djelomicni proces EMT-a generira cirkuliraju¢e tumorske stanice
i tumorske mati¢ne stanice te utjeCe na otpornost stanica na protutumorske lijekove [124].
Izmedu ostalog, nastankom metastaza u udaljenim tkivima stanice mogu pro¢i kroz obrnuti
proces — MET. Zbog svih nabrojenih razloga ne mozemo ocekivati da melanomske stanice
pojavom otpornosti na vemurafenib pokazu jednoznacna svojstva procesa EMT-a.

Pojava otpornosti stanica tumora na terapiju povezana je S promjenama u migraciji
stanica. 1z tog smo razloga migraciju stanica melanoma nakon pojave otpornosti na
vemurafenib provjerili pomocu dvije metode, metode ,.cijeljenja rane” i metode koja se
temelji na principu Boydenovih komorica. U metodi ,,cijeljenja rane” vrhom nastavka za
pipete zagrebali smo konfluentne stanice u bunari¢u tako da smo odvojili stanice od povrsine i
uzrokovali ranu. Stanice primarnog melanoma, WM793B, manje su migratorne od stanica
metastatskog melanoma, A375M Sto se moze vidjeti na Slici 29. U obje stani¢ne linije
pojavom otpornosti na vemurafenib primijetili smo smanjenje migracijske sposobnosti u
odnosu na parentalne stanice. Druga metoda koriStena za ispitivanje migracija otpornih
stanica je sustav Boydenovih komorica. Stanice su stavljene u gornju komoricu bez FBS-a, a
kre¢u se u donju komoricu gdje je stavljen FBS kao kemoatraktant. Kako bi doSle do donje
komorice stanice trebaju pro¢i kroz membranu koja ima pore veli¢ine 8 um. Kod sustava
Boydenovih komorica, kao i kod metode ,.cijeljenja rane®, primijetili smo brZzu migraciju
parentalnih stanica u odnosu na otporne stanice kod obje stani¢ne linije (Slika 31). Ta razlika
znatno je veca kod stanica primarnog melanoma, WM793B, u odnosu na stanice metastatskog
melanoma, A375M. Treba napomenuti da su koriStene metode za odredivanje migracije
stanica razli¢ite 1 zahtijevaju razliito preuredivanje stani¢nog citoskeleta. Takoder, kod
metode ,,cijeljenja rane® treba uzeti u obzir i proliferaciju stanica budu¢i da metoda traje 24
sata. Medutim, kod metode Boydenovih komorica proliferacija se ne treba uzimati u obzir jer
metoda traje znatno krace (u nasem slucaju sat vremena). Buduci da su obje metode pokazale
smanjenu migraciju pojavom otpornosti stanica WM793B i A375M na vemurafenib, moze se
zakljuciti da proliferacija nije imala tako velikog utjecaja u metodi ,,cijeljenja rane®. Dobiveni
rezultati su iznenadujuéi jer su u suprotnosti s literaturnim izvorima. Naime, dosadasnja
istrazivanja pokazala su da pojavom otpornosti na vemurafenib dolazi do poveéanja
migracijske sposobnosti u primarnim linijama melanoma izvedenim iz klini¢kih uzoraka, kao
i u staniénim linijama melanoma A375 (primarni melanom) i WM9 (metastatski melanom)

[142,150]. Takoder, i u drugih vrsta tumora nailazimo na pove¢anu migracijsku sposobnost
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stanica otpornih na terapiju. Tako, na primjer, stanice tumora jajnika pokazuju povecanu
migraciju nakon pojave otpornosti na kemoterapeutike [151,152].

Primjenom video mikroskopije zapazili smo razlike u migraciji otpornih i parentalnih
stanica A375M koje nije bilo moguée zapaziti metodom ,cijeljenja rane* i metodom
Boydenovih komorica (Slika 30). Nasi rezultati pokazuju da parentalne stanice popunjavaju
ranu migracijom pojedinac¢nih stanica. Svaka stanica migrira u svom smjeru i svojom brzinom
te brzo popune nastalu ranu. Otporne stanice, s druge strane, popunjavaju ranu kolektivnom
migracijom. Ona se temelji na komunikaciji izmedu stanica koje migriraju. Smjer svake
stanice ovisi 0 njezinim susjedima te se jasno vidi fronta migrirajucih stanica. Pokazano je da
je intravazija nakupina epitelnih stanica kolektivnom migracijom jedan od nacina prodiranja u
krvne Zile koji nije posredovan EMT-om [30]. Naime, metastaziranje kao posljedica migracije
pojedinac¢nih stanica zahtijeva neke preinake EMT-a, dok metastaziranje kolektivnom
migracijom ne zahtijeva takve preinake. Kolektivna invazija zapoc¢inje nakupinom stanica
koje tvore mikrometastaze te se smjeStaju u udaljenim organima gdje nastaju metastaze [153].
Medutim, kao i kod EMT-a, promjena iz pojedinaéne u kolektivnu migraciju moze biti
reverzibilna. Vazno je napomenuti uklju¢enost E-kadherina u proces kolektivne migracije.
Naime, on igra vaznu ulogu u navedenom procesu budué¢i da kolektivha migracija
podrazumijeva da stanice ostvaruju medusobni kontakt te da najcesce nisu prosle kroz proces
EMT-a [154,155]. Budu¢i da nismo uspjeli detektirali E-kadherin u stanicama A375M koje
su pojavom otpornosti na vemurafenib pokazale promjene u migraciji, daljnjim istraZzivanjima
planiramo preispitati ekspresiju E-kadherina kako bismo otkrili je li neophodan za kolektivnu
migraciju u melanomima.

Kako bismo provjerili koji signalni putevi su ukljueni u pojavu otpornosti na
vemurafenib najprije smo odredili aktivaciju signalnih puteva MAPK i PISK/AKT. Ranija
otpornosti na ciljanu terapiju u melanomima, dok je aktivacija signalnog puta PISK/AKT
drugi najcesci razlog pojave otpornosti [2]. Mogucu ukljucenost signalnog puta MAPK u
pojavu otpornosti na vemurafenib provjerili smo ispitivanjem ekspresije proteina pERK i
ERK, dok smo za signalni put PIBK/AKT provijerili relativnu razinu ekspresije proteina
pAKT i AKT. Povecanje ekspresije fosforiliranih oblika proteina (pERK ili pAKT) ukazalo bi
na aktivaciju uzvodne kaskade signalnog puta MAPK, odnosno PI3K/AKT.

NaSi rezultati pokazuju da kratkotrajni tretman vemurafenibom stanica WM793B
dovodi do znacajne aktivacije signalnog puta PI3K/AKT S§to se ocituje povecanom

ekspresijom fosforiliranog oblika proteina pAKT (Slika 32). U otpornim stanicama (R1 i R2)
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takoder smo uo¢ili aktivaciju signalnog puta PI3K/AKT. lako ekspresija proteina pAKT nije
tako snazna kao kod kratkotrajnog tretmana, vidljivo je da je omjer pAKT/AKT veéi u
otpornim stanicama u odnosu na parentalne. Nadalje, uocili smo da kod kratkotrajnog
tretmana vemurafenibom dolazi do smanjenja ekspresije fosforiliranog oblika proteina ERK
(ili smanjenja omjera pERK/ERK) u odnosu na parentalne stanice, kao sto je to slucaj i kod
stanica otpornih na vemurafenib. Iz toga mozemo zakljuciti da tretman vemurafenibom
inhibira mutirani protein BRAF ¢ime se zaustavlja prijenos signala do proteina ERK, ali ne
dolazi do reaktivacije signalnog puta MAPK nakon stjecanja otpornosti na vemurafenib. Nas
je zakljucak da mehanizmu otpornosti na vemurafenib u stani¢noj liniji WM793B pridonosi
aktivacija signalnog puta PI3K/AKT.

Pojavom otpornosti na vemurafenib u stani¢noj liniji metastatskog melanoma A375M
dolazi do jake reaktivacije signalnog puta MAPK (Slika 33). U otpornim stanicama (R1 i R2)
dolazi do znatnog povecanja ekspresije fosforiliranog oblika proteina ERK (pERK) u odnosu
na parentalne stanice (K). Primijetili smo da se nakon kratkotrajnog tretmana vemurafenibom
ekspresija proteina pERK, ionako slaba u parentalnim stanicama, dodatno smanji do te mjere
da nismo bili u moguénosti detektirati signal. To nam pokazuje ucinkovitost vemurafeniba
koji inhibira signalnu kaskadu uzvodno od proteina ERK. Takoder, primijetili smo da je
omjer proteina pAKT/AKT nepromijenjen u parentalnim i otpornim stanicama, kao i kod
kratkotrajnog tretmana vemurafenibom. Zakljuc¢ak je da pojavom otpornosti na vemurafenib u
stanicama metastatskog melanoma A375M dolazi do reaktivacije signalnog puta MAPK dok
signalni put PI3K/AKT nije uklju¢en u mehanizam otpornosti na vemurafenib.

Regulacija stani¢nog ciklusa usko je vezana uz popravak genetickog materijala i
sprjeCavanje nekontrolirane stani¢ne diobe. Stoga smo odlucili provjeriti utjecaj pojave
otpornosti na vemurafenib na raspodjelu stanica po fazama stani¢nog ciklusa. Osim
netretiranih stanica otpornih i osjetljivin na vemurafenib, koristili smo i stanice tretirane
etopozidom ili inhibitorom GANT-61. Inhibitori proteina BRAF'*%, kao $to je vemurafenib,
blokiraju signalni put MAPK i uzrokuju zastoj stani¢nog ciklusa u fazi GO/G1 Sto vodi do
apoptoze u melanomima. U melanomima otpornima na vemurafenib ne dolazi do zastoja u
fazi GO/G1 [156]. Etopozid je protutumorski lijek Sirokog djelovanja koji uzrokuje zastoj
stani¢nog ciklusa u fazi G2/M [157], dok je GANT-61 inhibitor proteina GLI1/2 koji
zaustavlja stani¢ni ciklus u fazi GO/G1 [158].

Uoc¢ili smo da nakon 24-satnog tretmana etopozidom kod parentalnih stanica
WM793B dolazi do zastoja stani¢nog ciklusa u fazi G2/M, dok kod otpornih stanica nema

zastoja (Slika 34). Takoder, nasli smo da se veéina stanica otpornih na vemurafenib nalazi u
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fazi GO/G1. Tijekom naSeg istrazivanja primijetili smo smanjenu proliferaciju stanica
otpornih na vemurafenib u usporedbi sa stanicama osjetljivim na vemurafenib. Navedeno
vrijedi za obje otporne stani¢ne linije, iako je kod stanica WM793B puno uocljivije. Stanice
WM793B pokazuju otpornost na tretman kako etopozidom tako i inhibitorom GANT-61 u
obje linije (R1 i R2) otporne na vemurafenib 24 sata nakon tretmana. Usporeni stani¢ni ciklus
jedan je od mehanizama otpornosti na terapiju [159], a kako bismo istrazili je li otpornost
posljedica usporenog stani¢nog ciklusa, odluéili smo cijeli eksperiment ponoviti uz tretman
od 48 sati (Slika 35). Nakon produzenog tretmana vidimo ocekivano djelovanje etopozida s
velikim zastojem stani¢nog ciklusa u fazi G2/M iz ¢ega mozemo zakljuciti da se stanice
otporne na vemurafenib sporije proliferiraju od stanica osjetljivih na vemurafenib. Za stanice
osjetljive na vemurafenib tretman od 48 sati je predug te dobivamo neobican profil raspodjele
po fazama ciklusa iz kojega je teSko odrediti granice pojedinog ciklusa. Stanice A375M
otporne na vemurafenib pokazuju, bas kao i u slucaju stanica WM793B, ve¢éi zastoj u fazi
GO/G1 u odnosu na stanice osjetljive na vemurafenib (Slika 36). Takoder, u stanicama
otpornim na vemurafenib, primijetili smo i vefu otpornost na tretmane etopozidom i
inhibitorom GANT-61, Sto bi moglo sugerirati da se otporne stanice A375M slabije
proliferiraju od osjetljivih stanica.

Nedavno istrazivanje M. Webster i suradnika bacilo je novo svjetlo na ulogu divljeg
tipa proteina p53 u melanomima. Naime, pokazali su da Wnt5A, nekanonski Wnt ligand,
stabilizira vrijeme poluzivota proteina p53 i koristi ga da bi potaknuo fenotip s usporenim
staniénim ciklusom nakon stresa (poput oSteCenja DNA, ciljane terapije ili starenja).
Pokazano je da odredeni podskup stanica melanoma osjetljivih na ciljanu terapiju moze
prije¢i u stanje s usporenim stani¢nim ciklusom i na taj na¢in biti otporan na ciljanu terapiju.
Inhibicija divljeg tipa proteina p53 mogla bi blokirati fenotip s usporenim stani¢nim ciklusom
I senzitizirati melanomske stanice na inhibitore BRAF/MEK [159]. Ovaj rad daje zanimljivu
pretpostavku za naSa daljnja istrazivanja buduci da povezuje fenotip s usporenim stani¢nim
ciklusom (kojeg primijecujemo u otpornim linijama WM793B) s divljim tipom proteina p53,
koji je u fokusu naseg istraZivanja.

Kako bismo provjerili uklju¢enost porodica p53, NME i GLI u pojavu otpornosti na
vemurafenib, analizirali smo njihovu ekspresiju na proteinskoj i genskoj razini. Analizom
ekspresije gena TP53 nasli smo znacajno smanjenje ekspresije izoforme A133p53p3 pojavom
otpornosti na vemurafenib u podlinijama R2 stanica WM793B i A375M (Slika 37). 1zoforma
A133p53p povezana je s invazijom tumora, povecanjem potencijala mati¢nih stanica raka i

opcenito losim ishodom [59,160]. Navedeno je potvrdilo i naSe prijasnje istrazivanje gdje smo
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povezali visoku ekspresiju izoformi p53a i A133p53p na razini MRNA u klini¢kim uzorcima

melanoma sa smanjenim prezivljenjem pacijenata [161]. Medutim, u naSim stanicama
melanoma pojavom otpornosti na vemurafenib dolazi do smanjenja ekspresije izoforme
A133p53p na razini mMRNA. Buducdi da je povecana ekspresija izoforme A133p53[3 povezana s
invazijom stanica tumora dojke [160], moguca je poveznica smanjene ekspresije navedene
izoforme sa smanjenom migracijom otpornih stanica WM793B i A375M. S druge strane,
analiza ekspresije izoformi proteina p53 nije slijedila rezultate dobivene analizom genske
eskpresije (Slika 38). Ipak, nedosljednosti izmedu ekspresije gena i proteina nisu neobi¢ne
buduci da posttranslacijske modifikacije igraju vaznu ulogu u preinaci proteina. Kod izoformi
skupine a nema razlike u ekspresiji nakon pojave otpornosti na vemurafenib, dok kod
izoforme skupine B, kao i kod svih izoformi razina ekspresije varira, ali nismo primijetili
ponavljajuée obrasce. Mozemo zakljuciti da pojavom otpornosti na vemurafenib u stani¢nim
linijama WM793B i A375M ne vidimo razliku u ekspresiji izoformi proteina p53, dok
smanjena ekspresija mMRNA izoforme A133p53p predstavlja zanimljivu metu za daljnja
istraZzivanja.

Mutacijska inaktivacija gena TP73 u tumorima vrlo je rijetka. Umjesto toga brojne
studije ukazuju na njegovu prekomjernu ekspresiju u tumorima, posebice ANp73 [63]. U
ovom radu analizirali smo ekspresiju dvije skupine izoformi p73 relevantnih u tumoru,
TAp73 i ANp73. Analiza ekspresije gena TP73 pokazuje povecanu ekspresiju izoformi
ANp73 u odnosu na izoforme TAp73 u parentalnim linijama (Slika 39) sto je o¢ekivano, ali u
suprotnosti s nasim prijasnjim istrazivanjem [161]. Takoder, ekspresija izoformi TAp73 i
ANp73 gena TP73 veca je u metastatskoj liniji, A375M u usporedbi s primarnim melanomom,
WM793B. U podlinijama stanica primarnog melanoma WM793B otpornih na vemurafenib
ekspresija izoformi TAp73 i ANp73 gena TP73 je smanjena, dok je u podlinijama stanica
A375M otpornih na vemurafenib povecana. Rezultati ekspresije na proteinskoj razini
dobiveni metodom western blota potvrduju taj rezultat (Slika 40). Primijetili smo smanjenje
ekspresije izoformi TAp73p te ANp73a i ANp73p pojavom otpornosti stanica WM793B na
vemurafenib, kao i povecanje ekspresije izoforme TAp73a i ANp73a pojavom otpornosti
stanica A375M na vemurafenib. Dobiveni rezultati potvrduju nasu pretpostavku da su ¢lanovi
porodice p53 ukljuéeni u pojavu otpornosti na vemurafenib, a daljnim istrazivanjima trebali bi
utvrditi jesu li uzrok ili pak posljedica te pojave.

Supresori metastaziranja su proteini koji inhibiraju metastatski potencijal stanica
tumora bez utjecaja na rast primarnog tumora [162]. Do danas je poznato tridesetak supresora

metastaziranja, a prvi otkriveni bio je NMEL1 [89]. Pokazano je da NMEL1 inhibira metastatsku
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aktivnost kada je prekomjerno eksprimiran u stani¢nim linijjama melanoma i tumora dojke
nakon ¢ega su uslijedila brojna istrazivanja koja povezuju smanjenu ekspresiju proteina
NME] s agresivnim svojstvima razli¢itih vrsta tumora [163]. Njegova uloga u melanomu
temeljito je istraZena te je pokazano snazno djelovanje supresora metastaziranja u stani¢nim
linijama, kao i u melanomima in vivo [10]. Medutim, najnovija istrazivanja ukazuju na veliku
kompleksnost tumora i postojanje razli¢itih subpopulacija stanica koje mogu imati drugacije
karakteristike. Tako je nedavno istraZzivanje pokazalo novu funkciju proteina NMEL, potpuno
razli¢itu od njegove uloge supresora metastaziranja. Otkriveno je da je NMEL zasluZan za rast
melanoma koji pokazuju agresivni fenotip tumorskih mati¢nih stanica [99]. No, takoder, ista
istrazivacka grupa ukazala je na postojanje subpopulacije stanica s izrazito smanjenom
ekspresijom NME1 (NME1*°") u ljudskim stanicama melanoma koja pokazuje iznimni
potencijal metastaziranja in vivo §to je potvrdilo ulogu proteina NME1 kao supresora
metastaziranja [98]. Nase istrazivanje pokazalo je drasticno smanjenje ekspresije proteina
NME1 i NME2 pojavom otpornosti na vemurafenib u stanicama WM793B (Slika 42). U
stani¢noj liniji A375M pojavom otpornosti na vemurafenib razina ekspresije proteina NMEL i
NME?2 ostala je nepromijenjena. S druge strane, razina ekspresije gena NME1 i NME2 nije
koherentna s rezultatima proteinske ekspresije. No, kako smo ranije ustvrdili, neuskladenosti
izmedu ekspresije gena i proteina nisu neuobicajene. Tako u stani¢noj liniji WM793B vidimo
da je dugoro¢nim tretmanom vemurafenibom doslo do smanjenja ekspresije gena NME2 u
podliniji R2, dok je u podliniji R1 doslo do povecanja njegove ekspresije (Slika 41). U
stani¢noj liniji A375M primijetili smo povecéanje ekspresije gena NME2 u obje podlinije, R1 i
R2. Do sada u literaturi nismo naisli na istrazivanje proteina porodice NME u stani¢nim
linijjama melanoma otpornim na ciljanu terapiju. Medutim, djelovanje proteina NME1 kao
supresora metastaziranja u melanomu dobro je poznata Cinjenica, dok se genu NME2
aktivnost supresora metastaziranja u melanomima pripisala tek nedavno [10]. Smanjena
ekspresija proteina NMEL1 i NME2 pojavom otpornosti na vemurafenib u stani¢noj liniji
WM793B stoga nije iznenadujuca buduci da su navedene stanice promijenile fenotip i postale
izduZzene mezenhimalne stanice (Slika 22) te, vrlo vjerojatno, povecale svoj metastatski
potencijal. Odlucili smo istraziti povezanost smanjene ekspresije proteina NMEL i NME2 u
otpornim stanicama WM793B s pojavom otpornosti na vemurafenib. Stoga smo utiSali oba
proteina u kontrolnoj stani¢noj liniji WM793B te provjerili utjecaj na otpornost na
vemurafenib i ekspresiju biljega EMT-a. lako se utiSavanje oba proteina pokazalo iznimno
uspjesnim (Slika 45), utjecaj utiSavanja na pojavu otpornosti na vemurafenib nije primijecen

(Slika 46). Naime, i kontrolne stanice, kao i stanice s utiSanom ekspresijom proteina NMEL1 i
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NME2 pokazuju istu vijabilnost pri rastu¢im koncentracijama vemurafeniba, tj. istu vrijednost
IC50. Takoder, pokazali smo da utiSavanje navedenih proteina nema utjecaja na razinu
ekspresije fibronektina, N-kadherina, E-kadherina, vimentina i B-katenina (Slika 47). Ipak,
treba napomenuti da je vremenski period od utiSavanja do ocitavanja testa MTT, kao i do
provjere ekspresije biljega EMT-a bio Sest dana Sto je ipak vrlo kratko vremensko razdoblje.
Stoga postoji moguénost da bismo primijetili utjecaj utiSavanja u provedenim eksperimentima
da je utiSavanje provedeno u duzem vremenskom periodu. Ipak, tu sSmo ograni¢eni i samom
metodom prolaznog utiSavanja koja pokazuje efekt 5 do 7 dana nakon utiSavanja. NasSi
rezultati ukazuju na to da smanjena ekspresija proteina NMEI i NME2 nije uzrok ve¢ je
posljedica pojave otpornosti na vemurafenib u stani¢noj liniji WM793B.

Istrazivanje Faido-Flores i suradnika pokazalo je da stani¢ne linije melanoma otporne
na vemurafenib imaju povecanu razinu proteina GLI1 1 GLI2 u usporedbi s parentalnim
linijama. Navedeno su pokazali i na klinickim uzorcima melanoma. Otkrili su da utiSavanje
proteina GLI1 i GLI2 vracéa osjetljivost stanicama otpornim na vemurafenib te da tretman
otpornih stanica s Gant61 (inhibitorom proteina GLI1 i GLI2) vodi do smanjene invazije
stanica melanoma [16]. NasSi rezultati ne pokazuju razliku u ekspresiji proteina porodice GLI
nakon pojave otpornosti na vemurafenib u stanicama melanoma (Slika 44). Treba, medutim,
naglasiti kako je razina ekspresije proteina GLI1 i GLI2 relativnho niska u melanomskim
linijjama WM793B 1 A375M. No, moguce je da problem predstavljaju i protutijela koja smo
upotrebljavali i koja prepoznaju velik broj nespecificnih pruga, a signal naSih proteina je
veoma slab. Nazalost, na trziStu trenutno ne postoje bolja protutijela za proteine GLI i GLI2.
S druge strane, protutijelo za protein GLI3 vrlo je specifi¢no te, osim punog oblika proteina
GLI3 — GLI3FL, vidimo i represorsku izoformu, GLI3R. Na genskoj razini pojavom
otpornosti na vemurafenib vidimo da dolazi do poveéanja ckspresije gena GLI1 u liniji
WM793B te GLI1 i GLI3 u liniji A375M te smanjenja ekspresije GLI2 u liniji A375M (Slika
43). Razlika nije tako znatna, ali je statisticki znacajna i lakSa za potvrditi kvantitativnom
metodom gPCR nego semikvantitativnom metodom western blota. Takoder, nase prijasnje
istraZzivanje povezalo je povecanu ekspresiju GLI1 u klinickim uzorcima melanoma sa
smanjenim preZivljenjem pacijenata [161].

Najvaznije rezultate dobivene karakterizacijom stanica melanoma WM793B i A375M
otpornih na vemurafenib mozemo sumirati u ovom odjeljku. Stanice WM793B pojavom
otpornosti promijenile su fenotip u izduzeni i vretenasti oblik te je doSlo do povecane
ekspresije fibronektina za koji je pokazano da pospjeSuje malignu transformaciju i migraciju

stanica melanoma [149]. Zanimljivo je da su otporne stanice pokazale najvece prezivljenje uz
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koncentraciju vemurafeniba uz koju su uzgajane. Pojavom otpornosti na vemurafenib doslo je
do smanjenja migracijske sposobnosti obje stani¢ne linije, WM793B i A375M, a dobiveni
rezultati u suprotnosti su s literaturnim izvorima koji pokazuju da pojavom otpornosti tumora
na terapiju dolazi do povecanja njihove migracijske sposobnosti [142,150]. Pojava otpornosti
stanica WM793B dovela je do aktivacije signalnog puta PI3K/AKT, dok je pojava otpornosti
stanica A375M reaktivirala signalni put MAPK. Prema literaturnim podacima to su dva
najéeS¢e aktivirana signalna puta kao posljedica pojave otpornosti na terapiju BRAFi [2].
Ukljucenost porodica p53, NME i GLI u pojavu otpornosti na vemurafenib istrazena je
provjerom ekspresije na genskoj i proteinskoj razini ¢lanova navedenih proteinskih porodica.
U najznacajnije promjene spada smanjenje genske ekspresije izoforme A133p53p koju smo, u
naSem prijaSnjem radu, povezali sa smanjenim preZivljenjem pacijenata [161]. Zatim,
znacajno je smanjenje ekspresije izoformi p73 na genskoj i proteinskoj razini pojavom
otpornosti u stanicama WM793B te povecanje ekspresije izoformi p73 u otpornim stanicama
A375M. U otpornim stanicama WM793B dolazi do drasticnog smanjenja ekspresije proteina
NMEI1 i NME2 ¢iju povezanost s pojavom otpornosti smo detaljnije istrazili. Nasi rezultati
pokazali su da smanjena ekspresija proteina NME1 i NME2 nije uzrok ve¢ posljedica pojave
otpornosti na vemurafenib u stani¢noj liniji WM793B. Ovim radom pokazali smo da su
¢lanovi porodica p53 i NME povezani s pojavom otpornosti na vemurafenib. Daljnja
istraZzivanja su potrebna kako bi se detaljnije razjasnila njihova povezanost, pogotovo kod
porodice proteina p53. Time se otvara mogucnost za otkrivanje novih terapijskih meta koje bi

pomogle senzibilizirati melanom na ciljanu terapiju.
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Proucavanjem interakcija divljeg tipa proteina p53 s ¢lanovima porodica p53, NME i GLI u

stanicama melanoma dosli smo do sljede¢ih zakljucaka:

Interakcije egzogenog proteina p53 pokazali smo s egzogenim izoformama proteina
p53 (A133p53a) i p73 (TAp73a, TAp73p i ANp73a). Na endogenoj razini pokazali
smo interakcije proteina p53 s jednom ili viSe izoformi TAp73.

Interakcije proteina p53 nismo pokazali s ¢lanovima porodice NME niti na egzogenoj
niti endogenoj razini.

Interakcije proteina p53 nismo pokazali s ¢lanovima porodice GLI na egzogenoj
razini.

Interakcije proteina p53 s proteinima p53B, ANp73a te TAp73a u stani¢noj jezgri
pokazali smo metodom FRET/FLIM te smo potvrdili kolokalizaciju navedenih

proteinskih partnera u jezgri uz povremenu translokaciju u citoplazmu.

Pojavu otpornosti stanica melanoma WM793B i1 A375M na vemurafenib okarakterizirali smo

idu¢im eksperimentima te smo dosli do navedenih zakljucaka:

Mehanizam otpornosti potvrdili smo testom MTT.

Pojavom otpornosti na vemurafenib stanice WM793B razvile su vretenasti fenotip s
mnostvom stresnih vlakana te je doSlo do promjene ekspresije biljega EMT-a.

Otporne stanice melanoma WM793B i A375M pokazale su smanjenu migraciju u
odnosu na parentalne.

U stani¢noj liniji WM793B doslo je do aktivacije signalnog puta PI3K/AKT, a u
stani¢noj liniji A375M signalnog puta MAPK kao mehanizma pojave otpornosti.
Pojavom otpornosti u stanicama WM793B doslo je do usporavanja stani¢nog ciklusa.
Uodili smo razliku u genskoj i/ili proteinskoj ekspresiji porodica p53 i NME kao
posljedicu pojave otpornosti na vemurafenib u obje melanomske linije te smo time
potvrdili nasu hipotezu o ukljuéenosti navedenih proteinskih porodica u mehanizam
otpornosti.

lako su otporne stanice WM793B pokazale znacajno smanjenje ekspresije proteina

NME1 i NME2 u usporedbi s parentalnim, utiSavanje navedenih proteina u parentalnoj
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6. Zakljucak

liniji WM793B nije utjecalo na pojavu otpornosti na vemurafenib te nije dovelo do
promjene ekspresije biljega EMT-a.
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7. Popis oznaka, kratica i simbola

7. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

BCA Bikinkoni¢na kiselina
BD Bazno podrucje (engl. Basic Domain)

BRAF serinska/treoninska proteinska kinaza (engl. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

homolog B)

cDNA Komplementarna DNA

colP Koimunoprecipitacija (engl. coimmunoprecipitation)

DBD DNA-vezno podrucje (engl. DNA-Binding Domain)

De FRET-populacija, tj. postotak donorskih molekula u kojima dolazi do FRET-a
uz prisutnost akceptora

EGFP PoboljSani zeleni fluorescentni protein (engl. Enhanced Green Fluorescent
Protein)

EMT Epitelno-mezenhimalna pretvorba (engl. engl. Epithelial to Mesenchymal
Transition)

ERK Proteinska kinaza (engl. Extracellular Signal-Regulated Kinases)

FDA Americka Agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)

FLIM Mikroskopijsko oslikavanje vremena zivota fluorescencije (engl. Fluorescence-

Lifetime Imaging Microscopy)

FRET Rezonantni prijenos energije po Forsteru (engl. Forster Resonance Energy
Transfer)
GLlI Transkripcijski faktor prvotno pronaden u stanicama ljudskog glioblastoma

(engl. Glioma- Associated Oncogene)

GOl Gen od interesa

GRB2 Adaptorski protein ukljucen u prijenos signala (engl. Growth Factor Receptor-
Bound Protein 2)

HH-GLI  Signalni put Hedgehog-GLI

HHIP Protein koji stupa u interakciju s HH

HRP Peroksidaza iz hrena (engl. Horseradish Peroxidase)

IASSP Protein koji inhibira aktivnost p53 (engl. Inhibitor of Apoptosis Stimulating
Protein of p53)

MAPK Proteinska kinaza aktivirana mitogenom (engl. Mitogen-Activated Protein
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7. Popis oznaka, kratica i simbola

MEK
MET
MIF
NDP
NDPK
NLS
Nm23
NTP
oD
PAGE
PBS
PRD
PTCH
PUMA

gPCR

RAF

RAS

RTK
SAM
SMO
SOS
SUFU
TAD

Kinase)

Proteinska kinaza, akronim dolazi od naziva MAPK/ERK Kinaza
Mezenhimalno-epitelna pretvorba (engl. Mesenchymal to Epithelial Transition)
(engl. Macrophage Migration Inhibitory Factor)

Nukleozid difosfat

Nukleozid-difosfatska kinaza (engl. Nucleoside-Diphosphate Kinases)

Signal za smjesStaj u jezgru (engl. Nuclear Localization Signal)

Drugi naziv za protein NME/NDPK (engl. Non-metastatic clone 23)

Nukleozid trifosfat

Oligomerizacijsko podrucje (engl. Oligomerization Domain)

Poliakrilamidna gel elektroforeza (engl. Polyacrylamide Gel Electrophoresis)
Fosfatni pufer (engl. Phosphate Buffer Saline)

Podrucje bogato prolinom (eng. Proline-Rich Domain)

Transmembranski receptor Patched

Proapoptotski protein ¢iju ekspresiju regulira protein p53 (engl. p53
Upregulated Modulator of Apoptosis)

Kvantitativna lanCana reakcija polimerazom (engl. Quantitative Polymerase
Chain Reaction)

Kinaza koja pripada porodici serinskih treoninskih proteinskih kinaza, akronim
dolazi od engl. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

Protein koji pripada malim GTPazama, naziv je skracenica od engl. Rat
Sarcoma

Receptor tirozinske kinaze

Sterilno podru¢je alfa (engl. Sterile Alpha Motif)

Transmembranski receptor spregnut s G-proteinom Smoothened

Faktor razmjene nukleotida guanina (engl. Son of Sevenless)

Supresor transkripcijskih faktora GLI (engl. Suppressor of Fused)

Transaktivacijsko podrucje (eng. Transactivation Domain)
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