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1. UVOD

1.1. Melanom covjeka
Melanom (poznat i kao maligni melanom), karcinom bazalnih stanica i karcinom

plocastih stanica tri su glavna tipa tumora koze (Liu i sur., 2015). Od nabrojanih, melanom je
najzlo¢udniji jer ima vrlo visoku sklonost metastaziranju, iako se ne pojavljuje jednako
velikom ucestaloséu kao ostali (Domingues i sur., 2018). Pocetkom prosloga stoljeca,
maligni melanom bio je relativno slabe pojavnosti, a danas se smatra da ¢e u zapadnjackim
populacijama svaka pedeseta osoba razviti ovu bolest. lako se ve¢inom javlja u starijih, treéi
je najéesci tumor u dobnih skupina od 19 do 39 godina starosti (Dzwierzynski, 2021). Prema
Europskom informacijskom sustavu za rak (ECIS engl. European Cancer Information
System) najvecu pojavnost melanoma imaju skandinavske zemlje, a najmanju Rumunjska,
Bugarska i Cipar. Hrvatska se nalazi u sredini po broju slucajeva u odnosu na broj i
demografiju stanovnika, ali ima jednu od najnizZih stopa prezivljenja na prostoru Europske

unije (https://ecis.jrc.ec.europa.eu/, pristupljeno: prosinac, 2022.).

keratinociti MELANOM

- = epidermis

mmp- dermis

== hipodermis

Slika 1. Presjek koze s prikazom razvoja melanoma. Na slici su prikazani osnovni slojevi
koze te su istaknute glavne komponente epidermisa, melanociti iz kojih se razvija melanom i

keratinociti (preuzeto i prilagodeno s https://www.mayoclinic.org/).
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Melanom nastaje zlo¢udnom preobrazbom melanocita, stanica koje su specijalizirane za
proizvodnju pigmenta melanina koji o¢ima i kozi daje specificno obojenje (Slika 1.).
Sintetizirani melanin pakira se u organele melanosome koji putuju od melanocita do
keratinocita gdje iz melanina nastaju pigmenti feomelanin (crveno-plavi) te poznatiji
eumelanin (smede-crni) za kojega je vazno da pruza zastitu od Stetnog ultraljubicastog (UV,
engl. UltraViolet) zracenja (Sullivan i sur., 2014). Melanociti se nalaze u najdubljem sloju
epiderme - bazalnoj membrani gdje su u simbiontskom odnosu s keratinocitima te zajedno
tvore epidermalno-melaninsku jedinicu. Kako bi melanociti proliferirali moraju se odvojiti od
susjednih keratinocita, podijeliti se 1 putovati duz bazalne membrane gdje ¢e interakcijom s
drugim keratinocitima tvoriti novu epidermalno-melaninsku jedinicu (Haass i sur., 2005).
Melanociti su podrijetlom iz multipotentnih stanica neuralnog grebena koje tijekom
embrionalnoga razvoja migriraju prema epidermi 1 dermi prilikom c&ega prolaze
specijalizaciju do prekursora melanocita - melanoblasta. Stani¢ni i molekularni mehanizmi
uklju¢eni u proliferaciju i migraciju melanoblasta tijekom razvoja blisko su povezani s

progresijom melanoma (Liu i sur., 2014).

Postoji viSe uzroka melanoma, ali kao i1 kod drugih tumora njegov je razvoj rezultat
medudjelovanja genetskih predispozicija 1 vanjskih ¢imbenika. Osobe svijetle puti Ciji se
melanociti slabo dijele ili osobe s puno madeza ¢iji se melanociti ¢eS¢e dijele te njihova
izloZzenost Suncevoj svjetlosti predstavljaju glavne rizicne skupine. Razvoj 60-70%
melanoma potaknut je djelovanjem UV zraCenja pri ¢emu vrlo vaznu ulogu u razvoju imaju
UVA 1 UVB zraenje. UVB zraCenje stvara izravna oSte¢enja u molekuli DNA
(ciklobutanske pirimidinske dimere i 6-4 fotoprodukate), dok UVA zraCenje ima znatno veéu
prodornost u kozu i uzrokuje nastanak velikog broja radikalnih kisikovih vrsta (ROS, engl.
Reactive Oxygen Species) (Dzwierzynski, 2021). Faktori rizika nastanka melanoma ukljucuju
nastanak opeklina uslijed izlozenosti Sunéevoj svjetlosti u djetinjstvu, svijetlu put,
nemogucénost tamnjenja, kozmetiCku preplanulost uslijed koriStenja uredaja za suncanje u
zatvorenom prostoru (solarij), prisutnost velikog broja dobro¢udnih melanocitnih nevusa
(madeza) i displasti¢nih nevusa (atipicnih madeza). Genetske predispozicije ukljucuju
mutacije u tumor supresorskim genima, ¢iji su produkti ukljuceni u regulaciju stani¢nog

ciklusa ili uslijed mutacija u protoonkogenima koji kodiraju komponente signalnih puteva.



1.1.1. Signalni put MAPK (RAS-RAF-MEK-ERK)
Postoje Cetiri razli¢ita signalna puta proteinske kinaze aktivirane mitogenom (MAPK,

engl. Mitogen-Activated Protein Kinase) koji podrazumijevaju podrazaj transmembranskih
receptora na povrsini stanice, prijenos signala preko tri uzastopne kinaze, to¢nije kinaze
kinaze MAP kinaze (MAPKKK), kinaze MAP kinaze (MAPKK) i kinaze MAP (MAPK), pri
¢emu potonje mogu regulirati transkripcijske faktore u jezgri, a time i razliite stani¢ne
odgovore. Svaki signalni put naziva se prema posljednjoj kinazi u signalnoj kaskadi i shodno
tome dijele se na puteve ERK1/2 (engl. Extracellular signal- Regulated Kinase), JNK (engl.
c-Jun N-terminal Kinase), p38 i ERKS5 (Slika 2.) (Wei i sur., 2002; Morrison, 2012; Soares-
Silva i sur., 2016).

FAKTORI RASTA o STRES
PODRAZAT  M\ITOGENI GPRC AGONISTI FAKTORI RASTA
PROUPALNI CITOKINI , :
GPRC AGONISTI FACORER ST MITOGENI
L GPRC AGONISTI
MAPKKK
y
MAPKK
MAPK
4
BIOLOSKI RAST UPALA RAST
ODGOVOR  PREZIVLIENJE APOPTOZA DIFERENCIJACITA
DIFERENCIJACIIA RAST RAZVOJ
RAZVOJ DIFERENCIJACIIA

Slika 2. Prikaz razli¢itih signalnih puteva MAPK, podrazaja koji ih aktiviraju, glavnih
komponenata u signalnoj kaskadi kinaza i stanicnih odgovora do kojih dovode (preuzeto i

prilagodeno prema Morrison, 2012).

Signalni put ERK1/2 naziva se i kanonski signalni put MAPK, a aktivira se faktorima rasta i
mitogenima te regulira rast, proliferaciju, diferencijaciju i prezivljenje stanica. Putevi JNK i

p38 aktiviraju se okolinim stresom, proupalnim citokinima 1 faktorima rasta pa imaju vaznu
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ulogu u regulaciji apoptoze, proupalnog odgovora, metabolizma i diferencijacije. Signalni put
ERK5 aktivira se stresom, faktorima rasta i mitogenima te regulira rast, razvoj i
diferencijaciju stanica (Slika 2.) (Wei i sur., 2002; Morrison, 2012; Soares-Silva i sur., 2016).

Aktivacija kanonskog signalnog puta MAPK zapoCinje vezanjem liganda na
transmembransku receptorsku tirozinsku kinazu (RTK, engl. Receptor Tyrosine Kinase)
(Slika 3.) sto uzrokuje homodimerizaciju receptora i autofosforilaciju aminokiseline tirozin
na citoplazmatskim repovima. Ovim je korakom omoguéena aktivacija receptora te prijenos
izvanstanicnoga signala u unutra$njost stanice (Paul i sur., 2019). Fosforilirani tirozinski
ostaci receptora tada postaju mjesto visokog afiniteta za protein Grb2 (engl. growth factor
receptor-bound protein 2) koji potom veze protein SOS (engl. Son of Sevenless). Novonastali
kompleks receptor-Grb2-SOS dovodi do aktivacije proteina SOS, faktora razmjene
nukleotida guanina (GEF, engl. guanine nucleotid exchange factor), koji dovodi do zamjene
GDP-a (engl. guanosine diphosphate) GTP-om (engl. guanosine triphosphate) na proteinu
RAS (engl. rat sarcoma virus homologue) $to rezultira njegovom aktivacijom. Protein RAS
tada zapoc¢inje signalnu kaskadu MAPK aktivacijom prve kinaze u nizu koja se naziva RAF
(engl. rapidly accelerated fibrosarcoma) i koja potom fosforilira sljede¢u u nizu, kinazu
MEK1/2 (engl. mitogen-activated protein kinase kinase). Signalna kaskada zavrSava
aktivacijom kinaze ERK1/2 koja ulazi u jezgru i regulira aktivnost transkripcijskih faktora,
ukljucujuéi razli¢ite protoonkogene kao $to su c-Fos, c-Jun i c-Myc (Slika 3.) (Dhillon i sur.,
2007; Inamdar i sur., 2010) . Pojedine komponente signalnoga puta MAPK podloZne su
pojacanoj ekspresiji i/ili mutacijama $§to dovodi do njihove Kkonstitutivne aktivnosti i
posljedicno razvoja malignih tumora. Prekomjerna ekspresija i aktivnost RTK, kao Sto je
EGFR (engl. epidermal growth factor receptor), uoéena je u razli¢itim tipovima tumora, kao
Sto su rak pluca, gusterace 1 debelog crijeva. Takoder, kod ve¢ine tumora gusterace i debelog
crijeva uocene su mutacije u proteinima RAS, pri ¢emu je izoforma NRAS mutirana u 10-
30% melanoma. Medutim, najée$¢e mutirana kinaza signalnog puta MAPK u melanomima je
protein BRAF (Roberts i sur., 2007; Ascierto i sur., 2012).
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Slika 3. Prikaz signalne kaskade kanonskog signalnog puta MAPK koji zavrSava aktivacijom
kinaze ERK1/2. Ostale komponente glavne su sastavnice signalnog puta MAPK. Zvjezdicom
Su oznaceni naj¢eS¢e mutirani ili pojaCano eksprimirani proteini ukljuceni u razvoj tumora.

(preuzeto i prilagodeno prema Roberts i sur., 2007).

1.1.2. Lije¢enje ciljanim inhibitorima BRAF-a

BRAF je serinska/treoninska kinaza kodirana protoonkogenom BRAF na kromosomu
7q. Uz BRAF, postoje joS dvije izoforme, ARAF 1 CRAF koje su kodirane razli¢itim genima
(Matallanas i sur., 2011; Fedorenko i sur., 2011). Od navedenih, BRAF je najlakse aktiviran
proteinom RAS, a zahvaljuju¢i vecoj kinaznoj aktivnosti glavni je aktivator kinaze MEK1/2
te samim time i kinaze ERK1/2 (Wellbrock i sur., 2004). U prosjeku, 60% melanoma nosi
mutaciju u genu BRAF od kojih 90% ima toc¢kastu mutaciju T1799A koja uzrokuje zamjenu
aminokiseline valin glutaminskom kiselinom na kodonu 600 i stvaranje mutiranog proteina
BRAF V600E. Ova mutacija dovodi do konstitutivne aktivnosti proteina BRAF V600E i
posljedi¢no do prekomjerne aktivnosti signalnog puta MAPK neovisne o izvanstani¢nim
signalima 1 uzvodnoj inhibiciji Sto rezultira poja¢anom proliferacijom i preZivljenjem stanica,
izbjegavanjem senescencije i apoptoze, angiogenezom, metastaziranjem te izbjegavanjem

imunoloskoga odgovora (Ascierto i sur., 2012; Chan i sur., 2017).



Upravo zbog aktivirajuée mutacije, protein BRAF V600E postao je meta u lijeCenju
melanoma ciljanom terapijom. Prvi razvijeni inhibitor mutirane kinaze BRAF V600E je
vemurafenib. Vemurafenib, poznat i kao PLX4032, mala je molekula koja inhibira vezanje
ATP-a u aktivno mjesto proteina BRAF V600E i tako onemogucéuje njegovu aktivaciju.
Zahvljujuéi tome, vemurafenib zaustavlja prijenos signala i aktivnost puta MAPK sto
rezultira smanjenom proliferacijom i prezivljenjem tumorskih stanica (Slika 4.) (Bollag i sur.,
2017).
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Slika 4. Usporedni prikaz normalnog i onkogenog signalnog puta MAPK te prikaz djelovanja
vemurafeniba na protein BRAF V600E u onkogenom signalnom putu MAPK (preuzeto i

prilagodeno prema Ascierto i sur., 2012).

U pretklini¢kim istrazivanjima, u kojima su koriSteni in vitro i in vivo modeli, uoceno je da
vemurafenib ima ve¢i afinitet za mutirani BRAF V600E od divljeg tipa proteina BRAF ¢ime
je osigurana specifi¢nost ovoga lijeka za stanice koje sadrze mutaciju u kodonu 600 proteina
BRAF (Yang i sur., 2010). Americ¢ka agencija za hranu i lijekove (FDA, engl. U.S. Food and
Drug Administration) 2011. godine odobrila je upotrebu vemurafeniba nakon obecavajuéih

rezultata u trecoj fazi klinickih istrazivanja. Pokazano je da terapija vemurafenibom uzrokuje



povlaCenje 1 smanjenje tumora u pacijenata te da je prezivljenje pacijenata lijecenih
vemurafenibom 3,6 mjeseci duze u donosu na terapiju poznatim kemoterapeutikom,
dakarbazinom. Medutim, wunato¢ dobrim pocetnim rezultatima, pacijenti lijeCeni
vemurafenibom razviju otpornost na ovaj lijek nekoliko mjeseci nakon spomenutih uspjeha
Sto rezultira progresivhom boles¢u. Stecena otpornost tumorskih stanica na druge inhibitore
kinaza javlja se i kod lije¢enja drugih tipova tumora, stoga je od klju¢ne vaznosti istraziti
molekularne mehanizme otpornosti te pronaci njihove biljege kako bi se predvidio moguci
odgovor stanica na terapiju (Villanueva i sur., 2010; Heakal i sur., 2011; Fisher i sur., 2012;
Griffin i sur., 2017)

1.1.3. Mehanizmi ste€ene otpornosti na ciljanu terapiju

Najces¢i mehanizam steCene otpornosti na ciljanu terapiju vemurafenibom
reaktivacija je signalnog puta MAPK Kkoja se odvija putem nekoliko mehanizama uzvodno ili
nizvodno od proteina BRAF V600E. Uzvodna reaktivacija puta MAPK nastaje uslijed
prekomjerne ekspresije RTK ili zbog mutiranog proteina NRAS (engl. neuroblastoma RAS
viral oncogene homolog). Mutirani protein NRAS aktivira druge izoforme proteina RAF
(ARAF 1/ili CRAF) §to rezultira reaktivacijom signalnog puta MAPK, ali i aktivacijom
alternativnog signalnog puta PISK/AKT (Lim i sur., 2017). Naj¢e$¢i mehanizam nizvodne
reaktivacije puta MAPK rezultat je mutirane kinaze MEKI1/2 koja je posljedi¢no
konstitutivno aktivna. Upravo zbog toga u lijeenju melanoma cesto Se pribjegava
kombiniranoj terapiji inhibitorima mutiranih proteina BRAF 1 MEK ¢ija se ucinkovitost
pokazala klini¢ki znacajnom (Grimaldi i sur., 2017). Otpornost na vemurafenib moze biti
uzrokovana promjenama na razini samog proteina BRAF V600E koja ukljucuje sekundarne
mutacije (Hoogstraat i sur., 2015) ili putem amplifikacije mutiranog gena koja uzrokuje
njegovu povecanu ekspresiju. U sluc¢aju amplifikacije, lije¢enje vemurafenibom je otezano jer
fizioloSki prihvatljive doze vemurafeniba nisu dostatne za inhibiciju povecane koliCine
proteina (Shi i sur., 2012). Osim toga, varijanta proteina p61BRAF V600E, nastala kao
rezultat alternativnoga izrezivanja, pojacano dimerizira u odnosu na BRAF V600E, neovisno
o proteinu RAS, Sto rezultira konstitutivnom aktivacijom puta MAPK i otpornosti na tretman

vemurafenibom (Slika 5.) (Poulikakos i sur., 2011).
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Slika 5. Neki od mehanizama steCene otpornosti stanica melanoma na ciljanu terapiju
inhibitorima BRAF-a koji uklju¢uju reaktivaciju signalnog puta MAPK i aktivaciju signalnog
puta PI3K/AKT (preuzeto i prilagodeno prema Klinac i sur., 2013).

Osim reaktivacije signalnog puta MAPK, jedan od cestih mehanizama steCene otpornosti
aktivacija je alternativnog signalnog puta PI3K/AKT koji ukljucuje fosfoinozitid-3 Kinazu
(PI13K, engl. phosphatidylinositol-3 kinase) i proteinsku kinazu B (PKB, engl. protein kinase
B), poznatiju kao AKT (engl. Ak strain transforming) (Mendoza i sur., 2011) (Slika 5.).
Signalni put PIBK/AKT, uz put MAPK, jedan je od glavnih puteva ukljuéenih u regulaciju
proliferacije, diferencijacije, metabolizma stanice 1 stanicnog prezivljenja. Aktivacija
signalnog puta PI3K/AKT ukljucuje kaskadni prijenos signala i zapodinje vezanjem
izvanstani¢nih liganda, kao Sto faktori rasta, hormoni i citokini za odredene RTK §to dovodi
do aktivacije i autofosforilacije RTK-a. Aktivirani RTK potiu vezanje kinaze PI3K za
fosforilirane citoplazmatske repove RTK-a i njezinu aktivaciju. PI3K moze biti aktiviran i
proteinom RAS Kkoji je bitna poveznica signalnih puteva MAPK i PI3K/AKT. Aktivirani
PI3K fosforilira fosfatidilinozitol bifosfat (PIP2, engl. phosphatidylinositol bisphosphate) u
fosfatidilinozitol trifosfat (PIP3, engl. phosphatidylinositol triphosphate) i potice aktivaciju
kinaze AKT. Kinaza AKT potice fosforilaciju i inhibiciju proteina TSC2 (engl. tuberous
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sclerosis complex 2), sto zauzvrat inhibira RHEB (engl. Ras homologue enriched in brain) i
uzrokuje aktivaciju kompleksa mTORCL1 (engl. mammalian target of rapamacin complex 1).
Kompleks mTORC1, koji se sastoji od proteina mTOR, raptor i podjedinice mLSTS, vazna je
komponenta signalnog puta PI3K/AKT koja kao nizvodna molekula potice rast stanica,

sintezu proteina i skladistenje energije (Slika 5.) (Fruman i sur., 2014; Rascio i sur., 2021).

1.2. Porodica ITI

Proteini ITI (engl. inter-a-trypsin inhibitor family) su proteoglikani gradeni od lakog
lanca, bikunina i od jednog ili dva teska lanca (ITIH, engl. inter-a-tripsin inhibitor heavy
chain) koji se kovalentno vezu na bikunin preko glikozaminoglikana, hondroitin sulfata.
Proteini ITI mogu se naéi u razli¢itim tkivima kao S§to su jetra, gusteraca, bubrezi, jajnici,
amnionska membrana, plu¢a, koza, vezivna tkiva i mozak, te u tjelesnim tekucinama
ukljucujuéi krv, peritonealnu, amnionsku, cerebrospinalnu i sinovijalnu tekucinu, dok se u
urinu moze na¢i samo bikunin bez vezanog teSkog lanca (Slika 6.). Postoje Cetiri razlicita
teska lanca ITIH1, ITIH2, ITIH3 i ITIH5 koji su kodirani istoimenim genima i koji se vezu
na hondroitin sulfat. Ekspresija gena ITIH razlikuje se ovisno o tkivima pa su tako geni
ITIH1-4 najvise eksprimirani u jetri (Hennies, 2015; Lord i sur., 2020), dok je poviSena
ekspresija gena ITIH3 uocena u jajnicima, a ITIH4 u gusteraci (Hamm i sur.., 2008). Gen
ITIH5 povecano je eksprimiran u tkivu dojke, adipoznom tkivu i placenti, te umjereno u kozi

(Hennies, 2015; Lord i sur., 2020).
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Slika 6. Najces¢a pojavnost razli¢itih vrsta proteina ITI u urinu (A) te krvi i tkivima (B).
Bikunin (Bk) bez teskih lanaca, ali s hondroitin sulfatom (CS) naj¢es¢e je prisutan u urinu,
dok se u krvi i tkivima ¢e$ce javlja bikunin vezan s dva teska lanca (HC) ili bikunin s jednim

teskim lancem (preuzeto i prilagodeno prema Lord i sur., 2020).

Od navedenih podjedinica, bikunin je proteazni inhibitor za kojega je pokazano da ima ulogu
u upalnim procesima i u regulaciji signalnih puteva te da utjeCe na smanjenje proliferacije i
pokretljivosti stanica (Kobayashi i sur., 2003). Najpoznatija uloga teskih lanaca stabilizacija
je izvanstani¢nog matriksa (ECM, engl. extracellular matrix) preko interakcije s razli¢itim
molekulama kao $to su vitronektin i fibronektin te s najznacajnijim glikozaminoglikanom
ECM-a, hijaluronskom kiselinom (HA, engl. hyaluronic acid) (Hamm i sur., 2008; Lord i
sur., 2020). HA kljucan je element ECM-a, slozene trodimenzionalne mreze proteina i
molekula koja ga okruzuje, koji daje strukturu i funkcionalnu potporu stanicama i tkivima u
organizmu. HA potice signalne puteve i time utjeCe na migraciju, adheziju i komunikaciju
izmedu stanica. Poznato je da su razgradnja i naruSavanje stabilnosti ECM-a medu glavnim
faktorima u razvoju metastaza (Amorim i sur., 2021). Zanimljivo je da bikunin i pojedini
proteini ITIH pokazuju antimetastatski potencijal (Paris i sur.., 2002; Sasaki i sur., 2017
Weidle i sur., 2018), pri ¢emu je izmijenjena ekspresija svih Cetiriju gena ITIH uocena u
razli¢itim tipovima tumora §to potvrduje njihovu povezanost s nastankom 1/ili progresijom
zlo¢udnih oboljenja, invazijom i metastaziranjem (Hiroshi i sur., 1995; Paris i sur., 2002;
Hamm i sur., 2008; Weidle i sur., 2018).
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1.2.1. Uloga proteina ITIHS u tumorima ¢ovjeka
Smanjena ekspresija ITIH5 uocena je u mnogim tumorima kao §to su tumori dojke

(Himmelfarb i sur., 2004), mokra¢nog mjehura (Rose i sur., 2021), plu¢a (Dotsch i sur.,
2015), debelog crijeva (Kloten i sur., 2014), zeluca (Mai i sur., 2014) i grlica maternice
(Dittmann i sur., 2017) i povezana je s losijim ishodom bolesti. Uzrok smanjenoj ekspresiji je
hipermetilacija promotora gena ITIH5, a uo¢ena je u razli¢itim tumorima, kao $to su tumori
dojke (Veeck i sur., 2008), debelog crijeva (Hamm i sur., 2008), Zeluca (Mai i sur., 2014),
grlica maternice (Dittmann i sur., 2017), mokra¢nog mjehura (Rose i sur., 2014) i pluca
(Dotsch i sur., 2015), u stani¢nim linijama izoliranima iz akutne mijeloidne leukemije te u
uzorcima pacijenata oboljelih od akutne mijeloidne leukemije (Oing i sur., 2011). Shodno
tome, ITIH5 djeluje kao tumor supresor s obzirom da njegova povecana ekspresija u
razli¢itim in vitro 2D ili 3D stani¢nim modelima smanjuje proliferaciju, invaziju i migraciju
stanica te rast tumora in vivo. Neki od navedenih in vitro 2D stani¢nih modela uklju¢uju
stani¢ne linije tumora mjehura (Rose i sur., 2014), tumora dojke (Rose i sur., 2017) tumora
grlica maternice (Dittmann i sur., 2017) i tumora gusterate (Sasaki i sur., 2017) dok 3D
model ukljucuje sferoide podrijetlom od stanica tumora grlica maternice (Daum i sur., 2021).
Uz funkciju tumor supresora, ITIH5 je i Supresor metastaziranja. Tocnije, povecana
ekspresija ITIH5 u razli¢itim stani¢énim linijama tumora guStera¢e smanjuje broj metastaza u
jetri u in vivo modelu laboratorijskog miSa (Sasaki i sur., 2017), dok povecana ekspresija
ITIH5 u metastatskim stani¢nim linijama tumora dojke uzrokuje smanjeno metastaziranje in
Vivo u pluca laboratorijskog misa (Rose i sur., 2017). Ujedno, ekspresija ITIH5 u stani¢nim
linijama tumora dojke mijenja ECM, povecava adhezivnost stanica i povisuje razinu integrina
B1 1 B3 te dovodi do epigenetskog reprogramiranja i povecane ekspresije poznatog tumor
supresorskog gena DAPK1 (engl. death-associated protein kinase 1) (Rose i sur., 2017). lako
istrazivanja ukazuju na tumor supresorsku ulogu proteina ITIHS, njegova vaznost u razvoju i
progresiji melanoma tek se pocinje istraZivati. Nedavno je pokazano da je ekspresija ITIHS
smanjena u melanomima u odnosu na zdravo tkivo te je kod pacijenata s nizom ekspresijom
ITIH5 uoceno krace prezivljenje (Liu i sur., 2021) Sto se moze potvrditi i analizom dostupnih
baza podataka, kao §to je TCGA (engl. The cancer genome atlas program) (Tomczak i sur.,
2015) pomocu programa UALCAN (The University of ALabama at Birmingham CANcer
data analysis Portal) (Chandrashekar i sur., 2022, http://ualcan.path.uab.edu, pristupljeno:

prosinac, 2022.) (Slika 7.). Takoder, povecana ekspresija ITIHS smanjuje rast i migraciju
stanica melanoma in vitro i in vivo. Zanimljivo, regulacija ekspresije gena ITIH5 regulirana je

tumor supresorom p53 koji potice njegovu transkripciju (Liu i sur., 2021).
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Slika 7. Kaplan-Meier krivulja prezivljenja pacijenata s visokom (narancasta) i niskom
(plava) ekspresijom ITIH5. Slika je dobivena i prilagodena sa stranice UALCAN
(http://ualcan.path.uab.edu, pristupljeno: prosinac, 2022.), a podaci koje koristi UALCAN su
iz baze podataka TCGA.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj je ovog diplomskog rada istraziti vaznost proteina ITIHS u otpornosti parentalnih
stani¢nih linija melanoma ¢ovjeka WM793B i A375M na ciljanu terapiju vemurafenibom
pod pretpostavkom da se ekspresija ITIH5 razlikuje u parentalnim stani¢nim linijama u
odnosu na podlinije otporne na vemurafenib. Osim toga, cilj je i provjeriti utjecaj utiSavanja
ITIH5 na proliferaciju te regulaciju signalnih puteva MAPK i PI3K/AKT u parentalnim
staninim linijjama. Pokusi su provedeni sa svrhom boljeg razumijevanja uloge ITIHS u
stanicama melanoma Covjeka i koristenja ITIHS kao potencijalnog prediktivnog biljega na
ciljanu terapiju BRAF inhibitorom, vemurafenibom. Pri tome su koriStene metode u
molekularnoj biologiji i uklju¢uju qPCR (engl. quantitative polymerase chain reaction), test
MTT, Western blot i utiSavanje ekspresije gena odnosno sprjeavanje translacije transkripta
primjenom malih specifi¢nih interferiraju¢ih RNA koje ciljaju gen ITIH5. Metodom gPCR
analizirana je ekspresija gena ITIH5, testom MTT provjerena je osjetljivost stanica na
vemurafenib te proliferacija stanica, dok je metodom Western blot analizirana ekspresija
proteina od interesa koji ukljucuju biljeg proliferacije (protein PCNA) i biljege aktivnosti
signalnog puta MAPK (proteine pERK i ERK) i signalnog puta PI3K/AKT (proteine pAKT i
AKT).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1 Kemikalije

Popis kemikalija koje sam koristila, njihova formula ili naziv, proizvodac i zemlja podrijetla:

akrilamid (Sigma Aldrich, SAD), amonijev persulfat (APS, engl. ammonium persulfate,
[NH4]2S20s, Sigma Aldrich, SAD), deionizirana voda (mqH:O, pripravljena koristenjem
uredaja Milli Q), destilirana voda (deH-0), dimetil-sulfoksid (DMSO, [CH3].SO, Kemika,
Hrvatska), 70% etanol (C.HsOH, Kemika, Hrvatska), etilendiamintetraoctena kiselina
(EDTA, engl. ethylenediaminetetraacetic acid, Kemika, Hrvatska), L-glutamin (Sigma
Aldrich, SAD), metanol (CH3OH, Kemika, Hrvatska), MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolijev bromid, Chemicon, SAD), naftolno plavilo (Kemika, Hrvatska), natrijev
dodecil-sulfat (SDS engl. sodium dodecyl sulphate, Sigma Aldrich, SAD), natrijev piruvat
(CH3COCOONa, Gibco, SAD), obrano mlijeko u prahu (Dukat, Hrvatska), serum fetusa
goveda (FBS engl. fetal bovine serum, Gibco, SAD), TEMED (N, N, N’ N'*-
tetrametiletilendiamin, Sigma Aldrich, SAD), tripsin (Sigma Aldrich, SAD), Tween-20
(Sigma Aldrich, SAD), vemurafenib (PLX4032, Selleck Chemicals, SAD)

3.1.2. Otopine i puferi
Popis otopina i pufera koje sam koristila te njihov sastav prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Popis koristenih otopina i pufera te njihov sastav.

Otopina Sastav
Fosfatni pufer (PBS, engl. phosphate pH 7,4; 8 g dm NaCl, 0,2 g dm™ KClI,
3 3
buffer saline) 1,44 g dm™ Na2HPOy4, 0,24 g dm™ KH2POy,
deH.0
Otopina MTT-a 10x 5 mg/mL MTT u PBS-u
Otopina HBSS-a 2x ( engl. Hank's 2,979 g HEPES-a, 4,09 g NaCl, 53 mg
balanced salt solution) za transfekciju NaHPO,, 186,25 g KCI, 250 mL deH-0,
kalcijevim fosfatom pH 7,04

Otopina APS-a za pripravu
poliakrilamidnog gela
Mati¢na otopina akrilamida i

10% (wiv) APS

29,2% (w/v) akrilamid, 0,8% (w/v)
bisakrilamida (AAS, engl. bisakrilamid
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acrylamide/bisacrylamide stock)

6% vrudi pufer za izolaciju proteina
(HLB engl. hot lysis buffer)

Otopina za blokiranje membrane
Otopina SDS-a za pripravu
poliakrilamidnog gela

Otopina tripanskog modrila za brojanje
stanica

Otopina tripsina za odvajanje stanica od
podloge

Otopina za bojanje membrane

Otopina za odbojavanje membrane

10x pufer za elektroforezu (RB engl.
running buffer)
10x% pufer za prijenos proteina (TB engl.
transfer buffer)

1x pufer za prijenos proteina

10x otopina pufera za ispiranje
membrana (TBST engl. Tris buffered
saline+Tween-20)

Pufer za pripravu poliakrilamidnog gela
za razdvajanje
Pufer za pripravu poliakrilamidnog gela
za sabijanje

0,5 mol dm™ Tris- HCI, 18% (w/v) SDS,
45% (v/v) glicerol, 0,3 (w/v) bromfenolno
plavilo, 18% (v/v) 2-merkaptoetanol

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

10% (w/v) SDS

0,03% (w/v) tripansko modrilo, 1 mM
PMSF (fenilmetilsulfonil fluorid, engl.
phenylmethylsulfonyl fluoride), 1 g dm™
BSA
0,25% (wi/v) tripsin, 1 mmol dm™® EDTA

1 g dm? naftolnog plavila, 10% (v/v)
metanol, 2% (v/v) octena kiselina, deH.O
50% (v/v) metanol, 7% (v/v) octena
kiselina
0,025 mol dm™ Tris, 0,192 mol dm™
glicin, 0,1% (w/v) SDS, deH20
184 mmol dm= Tris, 140 mmol dm,
glicin, deH.0
10% (v/v) 10xTB, 20% (v/v) metanol,
70% (v/v) deH.O

50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0,05%
(v/v) Tween 20, deH20, pH 7,5

1,5M Tris, pH 8,8

1,0 M Tris, pH 6,8

3.1.3. Komercijalno dostupni kompleti kemikalija

Koristila sam komercijalno dostupne komplete kemikalija prikazanih su u Tablici 2.

Tablica 2. Komercijalno dostupni kompleti kemikalija, proizvodac¢ te njihova primjena.

Naziv

Absolutely RNA miRNA

Proizvodac

Agilent Technologies,

Primjena

Kit SAD

High-Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit

Thermo Fisher Scientific,
SAD

Za prepisivanje RNA u
cDNA

Za izolaciju RNA iz stanica
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Smjesa malih

ITI-H5 siRNA (h): sc- Santa Cruz interferiraju¢ih RNA za
90320 Biotechnology, SAD utiSavanje ekspresije gena
ITIHS

ON-TARGETDplus control bh SAD Mala nespecifina
i - i armacon,
SIRNA, Non-Targeting interferiraju¢a RNA

SIRNA#1
RNase-Free DNase Set Qiagen, Njemacka Za razgradnju DNA tijekom
izolacije RNA
Takyon™ Low ROX
SYBR 2X MasterMix blue Eurogentec, Belgija NespecifCina fluorescentna
boja SYBR za qgPCR
dTTP
Western Lightning Plus-
ECL Enhanced Za detekciju proteina
o PerkinElmer, SAD kemiluminiscencijom
Chemiluminescence
Substrate
3.1.4. Standardi i biljezi veli¢ine
Koristila sam standarde i biljege veli¢ine prikazane u Tablici 3.
Tablica 3. Standardi i biljezi veli¢ine.
Naziv Proizvoda¢ Primjena

.. . Biljeg za odredivanje
Precision Plus Protein ] ]
BioRad, SAD molekularne mase proteina

raspona 10-250 kDa

Standards Dual Color

3.1.5. Pocetnice za qPCR
Koristila sam pocetnice za qPCR prikazane u Tablici 4.

Tablica 4. Pocetnice za qPCR

Gen Slijed Proizvoda¢

ITIHS (engl. inter-

alpha-trypsin F 5-TTCCCGTTATGCCTTCACTAC-3'

MilliporeSigma,
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inhibitor heavy SAD

R
chain 5) 5-TTTCGCCCTGATACACCTTG-3'
RPLPO (engl.
ribosomal protein F 5'-GGCACCATTGAAATCCTGAGTGATGTG-3'
) BioRad, SAD
lateral strak unit
PO) R 5'-TTGCGGACACCCTCCAGGAAGC-3'
TBP (engl. TATA- F 5'-CACGAACCACGGCACTGATT-3' Sigma Aldrich,
binding protein) SAD
R 5-TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC-3'
3.1.6. Primarna i sekundarna protutijela
Koristila sam primarna i sekundarna protutijela prikazana u Tablici 5.
Tablica 5. Primarna i sekundarna protutijela.
Naziv
protutijela Podrijetlo Razrjedenje Proizvoda¢
pAkt (Ser4d73) kunic 1:1000 Cell Signaling Technology, SAD
Akt (pan) mis 1:1000 Cell Signaling Technology, SAD
Fosfo-p44/42 o
Erk1/2 kuni¢ 1:1000 Cell Signaling Technology, SAD
(Thr202/Tyr204)

ERK kuni¢ 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, SAD
PCNA kuni¢ 1:1000 Cell Signaling Technology, SAD
B-aktin mis 1:10000 Proteintech, SAD

Anti-rabbit koza 1:5000 Cell Signaling Technology, SAD
(HRP-linked)

Antl-mouse konj 1:5000 Cell Signaling Technology, SAD
(HRP-linked)

3.1.7. Stanicne linije
Za potrebe ovoga rada koristila sam komercijalno dostupne adherentne stani¢ne linije

melanoma ¢ovjeka A375M 1 WM793B dobivene ljubaznosc¢u dr. sc. Danielea Bergamaschija
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(Blizard Institute, London, Ujedinjeno Kraljevstvo). Obje stani¢ne linije eksprimiraju

mutirani protein BRAF V600E i time su osjetljive na vemurafenib. U radu sam koristila i 4
stani¢ne podlinije otporne na vemurafenib (A375M_R1/ R2 i WM793B_R1/ R2) koje su

razvijene iz parentalnih linija A375M i WM793B, a dobivene visemjesecnim izlaganjem

rastucoj koncentraciji vemurafeniba te uzgajane u tekucoj hranjivoj podlozi s vemurafenibom

(RPMI+VF) (Tadijan i sur., 2021; Radi¢ i sur., 2022).

3.1.8. Hranjive podloge

Hranjive podloge koje sam koristila za uzgoj stanica prikazane su u Tablici 6.

Tablica 6. Hranjive podloge.

Kratica Naziv hranjive podloge

Tekuca hranjiva podloga za uzgoj

stanica RPMI 1640 bez antibiotika

RPMI-P/S
(engl. Roswell Park Memorial
Institute 1640)
Kompletirana tekuca hranjiva
RPMI- podloga za uzgoj stanica RPMI
kompl. 1640 s antibiotikom (engl. Roswell

Park Memorial Institute 1640)
Kompletirana tekuca hranjiva
podloga za uzgoj stanica RPMI-
RPMI+VE 1640 s vemurafenibom - (engl.
Roswell Park Memorial Institute
1640)

Tekuca hranjiva podloga DMEM
za uzgoj stanica bez antibiotika
DMEM-P/S »
(engl. Dulbecco's Modified Eagle's

Medium)

Proizvodac

Lonza,

Svicarska

Lonza,

Svicarska

Lonza,

Svicarska

Gibco,
Thermo
Fisher
Scientific,
SAD

Sastav
Hranjiva podloga u koju
je dodan 10% (v/v)
FBS, 2 mmol dm™ L-
glutamina i 1 mmol dm

% natrijeva piruvata

RPMI, 100 pg cm™
penicilina, 100 pg cm-3

streptomicina

RPMI-kompl. te
vemurafenib s
kona¢nim
koncentracijama 1, 2 ili
4 uM
Hranjiva podloga
DMEM u koju je dodan
10% (v/v) FBS, 2 mmol
dm? L-glutamina i 1
mmol dm™ natrijeva

piruvata
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Gibco,

Kompletirana tekuca hranjiva Thermo DMEM, 100 pg cm™
DMEM- podloga za uzgoj stanica DMEM s Fisher penicilina, i 100 pg cm’
kompl. antibiotikom Scientific, 3 streptomicina
SAD

Kompletirana tekuca hranjiva
Medij za podloga za uzgoj stanica RPMI
- 0,
smrzavanje 1640 (engl. Roswell Park Memorial va)nza, RPMI-kompl., 5%
Institute 1640) s dodatkom DMSO-  >Vicarska DMSO

a

stanica

3.1.9. Uredaji i potroSni materijal

Uredaje koje sam koristila prikazani su u Tablici 7., a potro$ni materijal koji sam koristila

prikazan je u Tablici 8.

Tablica 7. Uredaji.

Uredaj Proizvoda¢
Centrifuga Harrier 18/80 s hladenjem MSE, Ujedinjeno Kraljevstvo
Centrifuga tip 5414 R Eppendorf, Njemacka
Fotoaparat uredaja Redmi Note 10 Xiaomi, Kina
Inkubator za uzgoj stanica Kambi¢, Slovenija
Kabinet za rad u sterilnim uvjetima Iskra, Slovenija

Cole-Parmer Ltd., Ujedinjeno

Kruzna mijesalica Gyro-rocker SSL3 Stuart® _
Kraljevstvo

Magnetska mijesalica MSH Basic Ika, Njemacka

Spektrofotometar za mjerenje Cisto¢e uzoraka
NanoPhotometer® N60
Spektrofotometar za mikrotitarske ploCice
ELISA Multiscan MS

Implen, Njemacka

Labsystems, Finska

Spremnik za tekuéi dusik MVE Cryogenics, SAD
Sustav za elektroforezu Mini-Protean Il BioRad, SAD
Sustav za prijenos proteina Mini Trans-Blot BioRad, SAD
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Uredaj za obrnuto prepisivanje Applied
Biosystems 7300

Uredaj za qPCR BioRad CFX96 Real Time

Termoblok Thermomixer Comfort

Tresilica za mikrotitarske plocice tip 715

Ultrazvuéna sonda Labsonic® M promjera 1

mm
Uredaj za vizualizaciju i fotografiranje
kemiluminiscentnog signala Alliance 4.7

Vaga tip PM 4000
Zibalica PMR-30 Rocker-Shaker

Tablica 8. Potro$ni materijal.

Materijal
Ampule za smrzavanje stanica od 2 mL
Petrijeve zdjelice Falcon® promjera 60
mm i 100 mm za kulturu stanica

Plod¢ice za kulturu stanica sa 6, 12 ili 24
bunarica

Mikrotitarske plocice Falcon® s
96 bunarica za kulturu stanica

Mikroepruvete za gPCR
Mikroepruvete, od 1,5 ili 2,0 mL
Plasti¢ne epruvete Falcon®

Silikonska strugalica Cell Scraper

Komorica za brojanje stanica Neubauer
povrsine 0,0025 mm®
Nitrocelulozna membrana za prijenos
proteina Protran BA 85 veli¢ine pora 0.2
pm

Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, SAD

BioRad, SAD
Eppendorf, Njemacka
Asal, Italija

Montreal Biotech, Kanada

Uvitec, Ujedinjeno Kraljevstvo

Mettler Toledo, SAD

Grant Instruments, Ujedinjeno
Kraljevstvo

Proizvodac

Greiner Bio-One, Njemacka

Corning Incorporated, SAD

Corning Incorporated, SAD
Corning Incorporated, SAD
Sarsted, Njemacka
Eppendorf, Njemacka
Corning Incorporated, SAD

Sarsstedt, SAD

Blaubrand Brand, Njemacka

GE Healthcare Life Sciences, Ujedinjeno

Kraljevstvo
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3.2. Metode rada sa stanicama u stani¢noj kulturi

3.2.1. Uzgoj i presadivanje stanica u kulturi
Stanice sam uzgajala na Petrijevim zdjelicama (promjera 100 mm) u tekuéem

hranjivom mediju i ¢uvala u inkubatoru na 37 °C. Sve stanice su adherentne i rastu u jednom
sloju. Satnice sam presadivala u laminaru dva puta tjedno, odnosno kada bi konfluencija bila
oko 80% S$to sam provjeravala pod invertnim mikroskopom. Hranjive podloge, pufere i sve
sterilne otopine koje sam koristila za presadivanje stanica prije koriStenja sam zagrijala na 37
°C u termo kupelji. Sve §to sam unosila u laminar prethodno sam dezinficirala sa 70% EtOH.
Nakon uklanjanja teku¢eg medija, stanice sam isprala PBS-om volumena 2 mL i inkubirala u
1 mL otopine tripsina za odvajanje stanica od podloge na 37 °C par minuta. Odvojenost
stanica od povrSine provjerila sam na invertnom mikroskopu te ako je tripsinizacija bila
uspjeSna, daljnje djelovanje tripsina sprijeCila sam dodatkom medija u omjeru 1:4
(tripsin:medij). Takvu smjesu dobro sam resuspendirala te 1/10 smjese stanica vratila u
Petrijevu zdjelicu i dodala medij tako da ukupan volumen bude 10 mL. Ostatak stanica sam

zamrznula, skupila taloge ili prebrojala pa koristila za pokuse.

Za parentalne linije A375M i WM793B koristila sam podlogu RPMI-kompl., a za odrZavanje
stani¢nih podlinija otpornih na vemurafenib RPMI+VF. Kona¢na koncentracija vemurafeniba
u podlozi RPMI+VF razlikovala se ovisno o podlinijama. Za podliniju A375M_R1 iznosila je
1 uM, za podliniju A375M_R?2 iznosila je 2 uM, a za podlinije WM793B_R1 i WM793B_R2
iznosila je 4 uM.

Sav rad sa stanicama izvodila sam u kabinetu za rad u sterilnim uvjetima s laminarnim

strujanjem sterilnog zraka pri ¢emu sam Koristila sterilne otopine i pribor.

Otpornost stani¢nih podlinija na vemurafenib potvrdena je usporedbom prezivljenja
parentalnih stani¢nih linija 1 podlinija otpornih na vemurafenib pri istoj koncentraciji
vemurafeniba. U tu svrhu provela sam test MTT pri ¢emu sa za izraun prezivljenja koristila

formulu:

asporbancija tretiranih stanica

100.

% preZivljenja =
op Jeny apsorbancija netretirnih stanica

Na stani¢noj liniji WM793B i podlinijama otpornima na vemurafenib WM793B_R1 i

WM793B_R2 najviSa koncentracija vemurafeniba kojoj su bile izloZene sve stani¢ne linije
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bila 10 puM. Pri toj koncentraciji prezivljenje parentalne stani¢ne linije WM793B bilo je 47%,
dok je za podliniju WM793B_R1 bilo 68%, a za podliniju WM793B _R2 63%. Za stani¢nu
liniju A375M i podlinije A375M_R1 i A375M_R2 najvisa koncentracija vemurafeniba kojoj
su bile izlozene iznosila je 0,1 uM. Prezivljenje parentalne stani¢ne linije A375M pri toj
koncentraciji iznosilo je 11%. Uc¢inak vemurafeniba ove koncentracije na podliniju
A375M_RI1 nije uocljiv, odnosno prezivljenje je 104% u odnosu na netretiranu kontrolu, dok

je prezivljenje A375M_R2 linije 95%.

3.2.2. Zamrzavanje i odmrzavanje stanica

Tijekom rada sa stanicama dio stanicne kulture pojedine linije sam odvojila,
zamrznula 1 tako sacuvala za daljnje koriStenje. Stanice odvojene od podloge otopinom
tripsina resuspendirala sam u mediju za uzgoj stanica i prebacila u epruvetu odgovaraju¢ega
volumena te spustila na dno centrifugiranjem 5 minuta na 1200 rpmi pri 4 °C. Talog stanica
resuspendirala sam u 1 mL medija za zamrzavanje te prebacila u ampulu za zamrzavanje.
Ampule su ¢uvane u zamrzivacu na -80 °C i u spremniku za tekuc¢i dusik. Zamrznute stanice
koje su mi bile potrebne odmrzavala sam naglo u termo kupelji na 37 °C nakon ¢ega sam sav
sadrzaj prebacila u Petrijevu zdjelicu odgovaraju¢eg promjera u koju sam prethodno stavila

10 mL RPMI-kompl. zagrijanoga na 37 °C.

3.2.3. Skupljanje taloga stanica

Talog stani¢nih kultura ¢iji mi je stanicni materijal bio potreban za pokuse skupila
sam metodom struganja na ledu. Stanice pricvr§¢ene na podlogu isprala sam PBS-om te
sastrugala u PBS-u na ledu silikonskom strugalicom koju sam prethodno dezinficirala 70%
EtOH. Dobivenu suspenziju stanica prenijela sam u epruvetu od 15 mL i centrifugirala 5

minuta na 1200 rpmi i 4 °C. Suhi talog stanica pohranila sam u zamrziva¢ na -80 °C.

3.2.4. Brojanje zivih stanica

Za odredivanje broja stanica u suspenziji koristila sam Neubauer komorice za brojanje
stanica. Iz suspenzije stani¢ne kulture pripremljene podizanjem od podloge otopinom
tripsina, uzela sam 20 pL i pomijesala s 80 pL tripanskoga modrila. Takvu smjesu nanijela

sam ispod pokrovnice na Neubauer komorici. Pod invertnim mikroskopom pronasla sam
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iscrtanu mrezicu na komorici i prebrojala broj stanica u Cetiri kutna kvadrata. S obzirom da
uzorak za brojanje sadrzi pet puta razrijedenu stanicnu suspenziju, ukupan broj stanica u

suspenziji po mililitru dobila sam uvrStavanjem vrijednosti u formulu:

ukupan broj stanica
broj izbrojanih kvadrata

broj stanica / mL = X faktor razrjedenja x 10*

(broj izbrojanih kvadrata= 4, faktor razrjedenja= 5).

3.2.5. Kratkotrajni tretman vemurafenibom
Za provjeru ucinka vemurafeniba na ekspresiju gena ITIH5 napravila sam kratkotrajni

tretman vemurafenibom na stani¢nim linijama WM793B 1 A375M. U plocicu s 12 bunari¢a
nasadila sam 6x10° stanica po bunariéu u mediju RPMI-kompl. Drugi dan od nasadivanja
jednom setu stanica koji se sastojao od dva tehnicka replikata zamijenila sam RPMI-kompl.
RPMI+VF-om pri ¢emu sam za stanicnu linijju WM793B koristila medij konacne
koncentracije vemurafeniba 4 uM, a za stani¢nu liniju A375M 2 uM. Drugom setu stanica
koji je predstavljao netretirane kontrolne uzorke stavila sam novi RPMI-kompl. Sutradan sam

skupila taloge te ih pohranila za sljede¢e pokuse.

3.2.6. Prolazna transfekcija stanica u kulturi malim interferiraju¢im RNA

U svrhu prolaznoga utiSavanja ekspresije gena ITIH5 u stanicnim linijama A375M 1
WM793B koristila sam metodu prolazne transfekcije stanica malim interferiraju¢im RNA
(SIRNA, engl. small interfering RNA) pomoc¢u kalcijevog fosfata. Transfekciju sam provela
na stanicama uzgojenima u plo¢icama s 12 bunariéa. U svaki sam bunari¢ nasadila 1x10°
stanica u 400 puL tekuceg medija DMEM-P/S. Transfekciju stanica provela sam metodom
izravnog utiSavanja. Dan nakon utiSavanja pripremila sam transfekcijsku smjesu sastava
prikazanog u Tablici 9. U mikroepruvetu sam dodala siRNA, CaCl; i deioniziranu vodu te
lagano pomijesala smjesu mikropipetom. Nakon toga sam dodala pufer 2xHBSS, sve zajedno
pomijesala i pricekala jednu minutu. U svaki sam bunari¢ nanijela po 40 pL transfekcijske

smjese u kojoj je konacna koncentracija siRNA bila 0,55 puM u obliku kapljica s ciljem
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pokrivanja §to veée povrSine. Za prolazno utiSavanje ekspresije gena ITIH5 koristila sam
komercijalno dostupnu smjesu siRNA koja se sastoje od tri individualne siRNA koje ciljaju
sekvence mRNA ITIH5, a kao negativnu kontrolu koristila sam nespecifiécnu SIRNA. Dan
nakon nanoSenja transfekcijske smjese takve sam stanice nasadila na mikrotitarske plocice za

provodenje testa MTT ili sam skupila taloge za daljnje pokuse.

Tablica 9. Sastav i volumen kemikalija za prolaznu transfekciju stanica kalcijevim fosfatom

na plo¢icama s 12 bunarica.

Sastavnica Volumen po jednoj jazici/pL
SIRNA (5 puM) 4.4
CaCl2 (2,5 M) 2
mqgH-0 13,6
HBSS 2x 20
ukupan volumen 40

3.2.7. Odredivanje prezivljenja i proliferacije stanica testom MTT
Test MTT kolorimetrijska je metoda za odredivanje metabolicke aktivnosti stanica $to

je usporedivo s prezivljenjem stanica. Dodatkom tetrazolijeve soli MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) koja je Zute boje, u metabolicki aktivnim stanicama ta
boja reducirana je u ljubiCaste kristale formazana zahvaljuju¢i NAD(P)H-ovisnim stani¢nim
oksidoreduktazama. Nastali netopljivi kristali trebaju se otopiti u dimetilsulfoksidu (DMSO)
te se njihova koncentracija tada mjeri spektrofometrijski na 570 nm. Upravo zbog toga, ovaj
test moze sluziti kao test vijabilnosti stanica tijekom izlaganja nekoj supstanci gdje je
koncentracija nastaloga formazana proporcionalna broju zivih, odnosno metabolicki aktivnih

stanica (Berridge i sur., 2005).

Test MTT provela sam tijekom pet dana na plo¢icama s 96 bunari¢a. Prvi dan nasadila sam
2x10°% stanica po bunariéu u 90 pL pri ¢emu sam svaku stani¢nu liniju nasadivala u
triplikatima. Sljedeeg dana tretirala sam stanice serijskim razrjedenjima vemurafeniba i
nakon toga uzgajala u inkubatoru na 37 °C. Peti dan od nasadivanja odstranila sam sadrzaj iz
bunari¢a pri ¢emu su u bunari¢ima ostale samo pricvr§¢ene (zive) stanice. U svaki bunarié
dodala sam 40 pL otopine 1x MTT i vratila plo¢icu u inkubator u trajanju od tri sata na 37

°C. Nakon toga dodala sam 170 pL DMSO-a po bunari¢u pri ¢emu je otapanje formazana
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pospjeseno na tresilici za mikrotitarske plo¢ice u trajanju od 30 minuta. Kada bi se svi kristali
otopili i boja ravnomjerno rasporedila, apsorbanciju sam ocitala na spektrofotometru za
mikrotitarske ploCice pri 570 nm. Prezivljenje stanica izraCunala sam na temelju srednje
vrijednosti dobivenih apsorbancija kojima sam oduzela slijepu probu (bunari¢i u koje sam
nanosila 40 pL otopine 1x MTT i 170 pL DMSO-a) pri ¢emu sam apsorbancije

normalizirala na odgovarajuce netretirane uzorke.

Test MTT koristila sam 1 za utvrdivanje proliferacije stanica nakon transfekcije siRNA. U tu
svthu u staniénim linijama WM7935 i A375M utisala sam ITIH5 transfekcijom male
interferiraju¢e RNA. Drugi dan nakon transfekcije, nasadila sam Cetir1 mikrotitarske plocice s
96 bunari¢a. Po bunari¢u sam nasadivala 2x10° stanica u 100 pL medija, a svaki biologki
uzorak (kontrole i stanice transfecirane malom interferirajuom RNA) nasadivala sam u
peteroplikatima. Na plo¢icama sam provodila test MTT u Cetiri razli¢ite vremenske tocke od
nasadivanja. Ploc¢icu koja se uzima za vremensku tocku od 0 sati predstavlja ploCica na kojoj
je test MTT proveden 24 sata nakon nasadivanja. Isto sam ponovila i za plo¢ice koje
predstavljaju 24 sata (48 sati nakon nasadivanja), 72 sata (96 sati nakon nasadivanja) i 96 sat
(120 sati nakon nasadivanja) od nasadivanja. Svaki sam tretman nasadivala u tehnickim
peteroplikatima. Proliferaciju stanica izracunala sam prema srednjim vrijednostima dobivenih

apsorbancija koje sam usporedila kroz razli¢ite vremenske tocke za svaki tretman.

3.3. Analiza RNA

3.3.1. lzdvajanje ukupne RNA
Za analizu ekspresije gena u stanicama gPCR-om prvo je potrebno izolirati ukupnu

RNA. Za izolaciju ukupne RNA u stanicama koristila sam komplet za izolaciju RNA prema
uputama proizvodaca. Detaljnije, talog stanica lizirala sam puferom (engl. Lysis Buffer) uz
dodatak 10% B-2-merkaptoetanola i homogenizirala provlacenjem kroz 21-gauge Spricu 7
puta. U tako pripremljeni homogenat dodala sam 70% EtOH i vorteksirala 15 sekundi paze¢i
da nije ostao vidljivi talog. Uzorke sam zatim propustila kroz filter membranu kolonice i
centrifugirala 15 sekundi na 12 000 x g na sobnoj temperaturi. Kako bih uklonila DNA iz
uzorka, nakon centrifugiranja na kolonicu sam dodala 80 pL otopine enzima DNaze u puferu
RDD koja se sastojala od 10 uL DNaze i 70 pL pufera RDD. Nakon 10 minuta membranu

sam isprala sa 700 pL pufera za ispiranje pod brojem 1 (engl. Wash Buffer 1) i centrifugirala
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u trajanju od 15 sekundi na 12 000 x g pri sobnoj temperaturi. Membranu sam zatim isprala
dva puta s 500 pL pufera za ispiranje pod brojem 2 (engl. Wash Buffer II), centrifugirala pri
istim uvjetima i bacila konacni filtrat. Membranu s vezanom RNA dodatno sam osusila
centrifugiranjem kolonice dvije minute pri istim uvjetima. Kolonicu s membranom zatim sam
postavila u novu mikroepruvetu te dodala 30 pL vode bez ribonukleaza (engl. RNase-free
water), inkubirala 1 minutu na sobnoj temperaturu i centrifugirala dvije minute pri prethodno
navedenim uvjetima kako bih eluirala RNA. RNA sam cuvala u mikroepruvetama u

zamrzivaéu na -80 °C.

3.3.2. Odredivanje koncentracije RNA

Ucinkovitost izolacije RNA provjerila sam mjerenjem kvalitete 1 koncentracije RNA
na sprektrofotometru za mjerenje Cisto¢e uzoraka. Kao slijepu probu koristila sam vodu bez
ribonukleaza jer je u toj otopini RNA eluirana. Cistoéu izolacije RNA s obzirom na prisutnost
proteina provijerila sam prema omjeru A260/A280 gdje je prihvatljiva vrijednost za RNA
iznosila 2,0-2,2, a Cistou s obzirom na soli omjerom A260/A230 gdje je prihvatljiva

vrijednost takoder iznosila 2,0-2,2.

3.3.3. Reverzna transkripcija
Izoliranu RNA prepisala sam u komplementarnu DNA (cDNA) (engl. reverse

transcription) koriste¢i kemikalije iz komercijalnog kompleta za prepisivanje RNA u cDNA

(Tablica 10.) prateci upute proizvodaca.

Tablica 10. Potrebne kemikalije i njihovi volumeni za jednu reakciju reverzne transkripcije.

Sastavnica Volumen/pL
pufer za reverznu transkripciju RT Buffer 10x 2,0
nukleozid trifosfati ANTP mix 25x (100 mM) 0,8
nasumiéne pocetnice Random Primers 10x 2,0
reverzna transkriptaza _MultiScribe Reverse 10
Transcriptase ’
mgH20 + RNA (do 2 pg) prema izracunu
ukupan volumen 20

26



Sve kemikalije ¢uvala sam na ledu. Maticnu otopinu sastavljenu od pufera za reverznu
transkripciju, nukleozid trifosfata, nasumic¢nih pocetnica te reverzne transkriptaze pipetirala
sam u svaku mikroepruvetu, a zatim dodala volumen RNA do kona¢ne koli¢ine od 2 pg.
Ovisno o volumenu RNA, dodala sam deioniziranu vodu tako da ukupni volumen u svakoj
reakcijskoj smjesi bude 20 pL nakon ¢ega sam sadrzaj smjese promijeSala pipetom nekoliko
puta. Nakon kratkog centrifugiranja pripremljene sam uzorke stavila u uredaj za reverznu

transkripciju i pokrenula program prema uvjetima u Tablici 11.

Tablica 11. Uvjeti programa za reverznu transkripciju.

Koraci 1 2 3 4
Temperatura/°C 25 37 85 4
Vrijeme/min 10 120 5 0

3.3.4. Kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom (qPCR)

Kvantitativna polimerazna lanc¢ana reakcija ili gPCR je metoda kojom je omoguceno
istovremeno umnoZavanje, ali i kvantifikacija uzorka DNA (Higuchi i sur., 1993). Za
uspjesnu qPCR reakciju potrebno je imati DNA kalup od interesa, DNA polimerazu, DNA
podetnice komplementarne 3~ kraju DNA od interesa, nukleotide, katione (uglavnom Mg?*)
koji su kofaktori za DNA polimerazu te pufere koji pruzaju optimalan kemijski okoli§ za
izvodenje reakcije. Cijela se reakcija temelji na ciklusima izmjene temperature, a izvodi se u
qPCR uredaju. Ciklus zapocinje denaturacijom ili razdvajanjem DNA lanaca $to se izvodi na
94-98 °C tijekom priblizno 30 sekundi do 5 minuta (ovisno o duljini DNA te nukleotidima od
kojih se sastoji) nakon cega slijedi prijanjanje pocetnica na sada jednolan¢anu DNA od
interesa §to se postiZze snizavanjem temperature na 45-65 °C u trajanju 20-30 sekundi. Zadnji
korak je produljenje lanaca ili elongacija koji se odvija zahvaljuju¢i polimerazi i
nukleotidima u reakcijskoj smjesi. Temperatura ovoga koraka ovisi o polimerazi koja se
koristi i duljini DNA od interesa. Najc¢esce koristena DNA polimeraza je polimeraza Taqg koja

ima optimum replikacije na 70-80 °C (van Pelt-Verkuil i sur., 2008). Kvantifikacija
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novosintetizirane DNA mogucéa je zahvaljujuéi fluorescentnoj boji ili fluorescentno
oznacCenim probama koje uredaj za qPCR moze prepoznati. Najpoznatija fluorescentna boja
je SYBR Green koja se ugraduje u novosintetiziranu dvolan¢anu DNA $§to pojacava njezinu
fluorescenciju. Napredovanjem qPCR reakcije pojatava se fluorescencija takvih boja.
Fluorescentno oznacene probe vezu se na sekvencu od interesa. Na takvim probama
fluorescentna boja je na jednom kraju, a molekula koja utiSava fluorescenciju na drugom
kraju probe. Probe su komplementarne dijelu kalupa pa se vezu na denaturiranu jednolanc¢anu
DNA. Egzonukleaznom 5'-3" aktivno$c¢u polimeraze Taq u sljede¢em ciklusu qPCR reakcije
proba bude pocijepana ¢ime je onemoguceno daljnje utiSavanje fluorescencije (Arya i sur.,

2005).

Za provjeru ekspresije gena ITIH5 u uzorcima, pripremila sam mati¢nu otopinu qPCR
reakcije ovisno o broju uzoraka prema Tablici 12. Nakon §to sam ispipetirala 9 pL mati¢ne
otopine u svaku mikroepruvetu dodala sam po 1 uL cDNA od interesa ili DNA referentnog
gena Cija mi je ekspresija posluzila za normalizaciju reakcije na pocéetnu koli¢inu DNA u
uzorku. Tako pripremljene mikroepruvete kratko sam centrifugirala kako bi se sastav
mikroepruvete spustio na dno. Nakon toga sam mikroepruvete s uzorcima stavila u uredaj za
gPCR prema programu u kojemu se razdvajanje lanaca odvijalo tijekom 10 sekundi na 95 °C,

a prijanjanje i produljenje tijekom 50 sekundi na 60 °C. Ovakav ciklus ponovio se 40 puta.

Tablica 12. Potrebne kemikalije i njihovi volumeni za jednu gPCR reakciju.

Sastavnica Volumen za jednu reakciju/pL
SYBR Green 5
uzvodna pocetnica (10 uM) 0,4
nizvodna pocetnica (10 uM) 0,4
mqgH:0 3,2
DNA kalup (25 ng/uL) 1
ukupan volumen 10

3.4. Priprema i analiza ekspresije proteina metodom Western blot
Metoda Western blot koristi se za razdvajanje i analizu proteina iz smjese. Metoda se

sastoji od tri osnovna koraka. Najprije se proteini razdvajaju na temelju mase zahvaljujuci

SDS-elektroforezi u poliakrilamidnom gelu. SDS (eng. sodium dodecyl sulfate) negativno je
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nabijeni deterdzent koji je sastavni dio gela i koji denaturira oligomerne proteine iz uzorka
omogucujuéi stvaranje kompleksa izmedu SDS-a i polipeptidnih lanaca proteina ¢iji je naboj
negativan zahvaljuju¢i SDS-u. Time je omoguceno njihovo razdvajanje na temelju
molekularne mase s obzirom da sada svi oligomerni proteini imaju jednak omjer mase i
naboja. Propustanjem struje kroz gel, negativno nabijeni proteini putuju prema anodi pri
¢emu manji proteini kroz pore gela putuju brze. Sljede¢i je korak prijenos proteina iz
poliakrilamidnog gela na nitroceluloznu membranu. Prijenos je omoguéen slaganjem gela i
membrane jedno na drugo. Propustanjem struje kroz gel okomito s obzirom na povrSinu gela,
proteini putuju u smjeru anode i time se prenose na membranu u rasporedu prema kojemu su
bili razdvojeni u elektroforezi. Membranu s vezanim proteinima potrebno blokirati Sto
sprjeCava nespecificno vezanje primarnog protutijela na membranu. Slijedi inkubacija
membrane s otopinom primarnog protutijela. Primarna protutijela Zivotinjskog su podrijetla i
visoke su specificnosti za proteine od interesa S$to omogucuju njihovu interakciju.
Vizualizacija mjesta 1 koli¢ine vezanja primarnih protutijela na protein od interesa
omogucena je sekundarnim protutijelom. Sekundarna protutijela moraju biti podrijetlom iz
iste Zivotinje kao 1 primarna S§to omogucuje njihovu interakciju. Nakon vezanja sekundarnoga
na primarno protutijelo, na membranu se dodaje kemiluminiscentni supstrat. Zahvaljujuci
enzimu, naj¢es¢e hrenovoj peroksidazi (HRP engl. horseradish peroxidase), koji je vezan na

sekundarno protutijelo, kemiluminiscentni supstrat se razgraduje Sto dovodi do stvaranja

kemiluminiscentnog signala koji se zatim fotografira i dalje analizira (Gwozdz i sur., 2017).

3.4.1. Izdvajanje proteina iz stanica vrué¢im puferom
Za analizu Western blot prvo je potrebno izdvojiti proteine iz stanica. lzdvajanje

proteina radila sam 1x vru¢im puferom koji se priprema iz koncentriranog 6x vruceg pufera
za izdvajanje proteina. Za analizu proteina, stanice sam uzgajala na ploficama od 24
bunari¢a, zatim sam ih isprala PBS-om i u svaki bunari¢ dodala 50 uL 1x vruéeg pufera kojeg
sam prethodno zagrijala na 96 °C. SadrZaj stanica zatim sam prenijela u mikroepruvetu i
grijala u termobloku na 96 °C 5 minuta. Svaki uzorak nakon $to se ohladio sonicirala sam 10
sekundi ultrazvu€nom iglom promjera 1 mm pri amplitudi od 80 Hz uz razmak od 5 sekundi
na ledu. Tako pripremljene uzorke nanijela sam na gel ili pohranila za daljnje koristenje na -

20 °C.

29



3.4.2. Priprema gelova i pufera za diskontinuiranu elektroforezu (SDS-
PAGE)

Za diskontinuiranu elektroforezu potrebno je pripremiti dva razli¢ita poliakrilamidna
gela: gel za sabijanje i gel za razdvajanje. Svrha gela za sabijanje je koncentriranje svih
proteina u uzorku u jednoj horizontalnoj liniji, dok se u gelu za razdvajanje proteini
razdvajaju na temelju molekularne mase. Zbog razli¢itih uloga u elektroforezi gelovi su
razli¢itoga sastava i pripremaju se u razli¢itim puferima prema Tablici 13. Takoder,
koncentracija poliakrilamida u gelu za razdvajanje ovisi o veli¢ini promatranih proteina gdje
se gelovi vece koncentracije poliakrilamida koriste za proucavanje manjih proteina, dok se
gelovi manje koncentracije koriste za proucavanje vecih proteina. Za razliku od gela za

razdvajanje, gel za sabijanje je uvijek 5%-tni poliakrilamidni gel.

Tablica 13. Sastav smjese gelova za sabijanje i razdvajanje.

GEL ZA SABIJANJE 5% (3 mL)

Sastavnica Volumen/mL
deH20 2,1
AAS 30% 0,5
Tris pufer 1M (pH 6,8) 0,38
SDS 10% 0,03
APS 10% 0,03
TEMED 0,003
GEL ZA RAZDVAJANJE 10% (10 mL)
Sastavnica Volumen/ mL
deH20 4,0
AAS 30% 3,3
Tris pufer 1,5M (pH 8,8) 2,5
SDS 10% 0,1
APS 10% 0,1
TEMED 0,004

Gelove sam pripremila izlijevanjem izmedu stakalaca za elektroforezu s razmakom od 1,5

mm. Prije izlijevanja stakalca sam dobro pritisnula plastiénim hvataljkama i pricvrstila na
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postolje za pripremu gelova. Prvo sam dodala smjesu gela za razdvajanje ispunivsi tako dvije
treCine prostora izmedu stakalaca. Zatim sam na smjesu gela dodala destiliranu vodu i
ostavila barem 45 min dok se gel ne bi polimerizirao. Nakon toga, odlila sam vodu i na gel za
razdvajanje dodala sam gel za sabijanje do vrha pokrovnoga stakalca. U gel za sabijanje
umetnula sam c¢eslji¢ zahvaljujuéi kojemu se oblikuju jazice u koje se poslije unose uzorci te

pricekala da se gel za sabijanje polimerizira za $to je bilo dovoljno 20 minuta.

3.4.3. Razdvajanje proteina na SDS-poliakrilamidnom gelu

Nakon polimerizacije gelova, odstranila sam c¢eslji¢ iz gela za sabijanje. Stakalca s
gelovima postavila sam u sustav za okomitu elektroforezu koji sam ispunila 1x puferom za
elektroforezu koji se priprema razrjedivanjem 10x pufera za elektroforezu. U prvu jaZicu gela
dodala sam 2 pL biljega za odredivanje molekularne mase proteina, dok sam u ostale jaZice
nanijela 20 pL uzorka. Nakon nanosenja uzoraka gelovi su spremni za elektroforezu pri cemu
sam sustav za elektroforezu spojila na uredaj za napajanje i zapocela elektroforezu prvih 30
min pri konstantnom naponu od 80 V. Nakon ulaska uzoraka u gel za sabijanje elektroforezu
sam provodila pri konstantnom naponu od 120 V. Zahvaljujuéi boji koja se nalazi u biljegu i
u vruéem puferu u kojemu su uzorci pratila sam frontu putovanja uzoraka u gelu.

Elektroforezu sam zaustavila kada bi fronta bila pri kraju gela za razdvajanje.

3.4.4. Prijenos proteina s poliakrilamidnog gela na nitroceluloznu
membranu

Razdvojene proteine nakon elektroforeze potrebno je prenijeti s gela na nitroceluloznu
membranu. Stakalca paZljivo sam izvadila iz sustava za vertikalnu elektroforezu, nakon ¢ega
sam razdvojila gel od stakalca te odstranila gel za sabijanje. Za prijenos proteina s gela na
nitroceluloznu membranu koristila sam tehniku mokrog prijenosa koja ukljucuje sastavljanje
sendvica za prijenos (engl. transfer sandwich) u 1x puferu za prijenos. Sendvi¢ za prijenos
ukljuc¢uje spuzvice, dva filter papira, nitroceluloznu membranu i gel koje je prethodno
potrebno uravnoteziti u 1x puferu za prijenos. Sendvi€ se slaZze izmedu nosaca za prijenos, pri
¢emu se prvo stavlja spuzvica, zatim dva filter papira, nitrocelulozna membrana 1 gel.
Mjehurie zraka koji se mogu pojaviti izmedu gela i membrane odstranila sam malim
valjkom. Na gel sam potom nanijela dva filter papira i spuzvicu te zatvorila nosa¢. Nosa¢ sam

smjestila okomito u sustav za prijenos u koji sam dodala 1x pufer za prijenos, kadicu s ledom
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za hladenje cijelog sustava i magnet. Prijenos se odvija na magnetskoj mjesalici preko noci

pri konstantnom naponu od 13 V na hladnom.

3.4.5. Bojanje i blokiranje membrane

Za utvrdivanje uspjesnosti prijenosa i za vizualizaciju odvojenih proteina, membranu
je potrebno obojati. Membranu sam bojala u otopini za bojanje membrane u trajanju od 30
sekundi na zibalici, nakon ¢ega sam ju isprala dva puta po 1 minutu u otopini za odbojavanje
dok ne bi ostali vidljivi samo proteini. Membranu sam zatim isprala 1x puferom za ispiranje
membrane na zibalici u trajanju od 5 min i nakon toga fotografirala. Za blokiranje membrane
koristila sam otopinu za blokiranje koja se sastoji od 5%-tne otopine mlijeka u prahu
otopljenog u 1x puferu za ispiranje membrane. Blokiranje membrane traje 30 minuta na

zibalici, a sprjeCava nespecificno vezanje protutijela na membranu.

3.4.6. Inkubacija membrane u otopini primarnog i sekundarnog protutijela
Nakon blokiranja, membranu sam inkubirala u otopini primarnoga protutijela na

zibalici preko no¢i na 4 °C. Otopinu primarnog protutijela pripremila sam u otopini za
blokiranje membrane razrjedenja navedenog u Tablici 4. Sutradan sam membranu isprala 1x
puferom za ispiranje membrane tri puta po 5 minuta kako bih uklonila otopinu primarnog
protutijela. Membranu sam zatim inkubirala u otopini sekundarnog protutijela 1 sat na
zibalici na sobnoj temperaturi. Prije imunodetekcije, isprala sam ju tri puta po 5 minuta na
zibalici s 1x otopinom za ispiranje membrane kako bih uklonila viSak otopine sekundarnog

protutijela.

3.4.7. Kemiluminiscentna imunodetekcija proteina na nitroceluloznoj
membrani

Za kemiluminiscentnu detekciju proteina koristila sam komercijalno dostupan
komplet za detekciju proteina kemiluminiscencijom u kojem se nalaze dvije otopine, luminol
i peroksid. Otopine sam pomijeSala u omjeru 1:1 i na membranu nanijela 700-1000 pL
kemiluminiscentnog supstrata. Uzimaju¢i u obzir da sekundarna protutijela imaju vezan

enzim hrenovu peroksidazu koja cijepa luminol u prisutnosti peroksida, dodatkom
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kemiluminiscentnog supstrata na membranu nastaje kemiluminiscentni signal koji se

fotografira uredajem Uvitec Alliance u mraku.

3.5. Statistika

Statisticku obradu podataka radila sam u programu GraphPad Prism (v.8, Dotmatics,
UK). Za izra¢un standardne devijacije koristila sam Excelovu ugradenu funkciju STDEV.S.
Podaci su provjereni za odudaranje od Gaussove (normalne) raspodjele i za homogenost
varijance u programu GraphPad Prism. Ako su podaci pratili Gaussovu raspodjelu te su im
varijance bile homogene, statistiCku znacajnost racunala sam studentovim t-testom, a u
sluajevima s dva ili viSe setova podataka koristila sam analizu ANOVA s post-hoc testom
Tukey. U suprotnom, koristila sam neparametrijski test Mann-Whitney, a kod vise setova test
Kruskal-Wallis s post-hoc testom Dunnet. Dobivene p-vrijednosti smatrala sam statisticki

znacajnima ako su bile manje ili jednake od p = 0,05.
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4. REZULTATI

U sklopu ovoga diplomskoga rada provjerila sam razliku u ekspresiji gena ITIH5
izmedu parentalnih stani¢nih linija (WM793B i A375M) i pripadajuc¢ih podlinija otpornih na
vemurafenib (R1 i R2) te utvrdila utjece li utiSavanje gena ITIH5 na otpornost parentalnih
linija na terapiju vemurafenibom, na proliferaciju stanica i na aktivnost signalnih puteva
MAPK i PI3K/AKT. Ekspresiju gena ITIH5 u parentalnim stani¢nim linijama i podlinijama
otpornima na vemurafenib provjerila sam metodom qPCR. Takoder, gPCR-om sam na razini
ekspresije gena provjerila i ucinkovitost utiSavanja ITIH5 u parentalnim linijama nakon
prolazne transfekcije malim specifi¢cnim interferiraju¢im RNA (SiRNA) metodom kalcijevog
fosfata. Osjetljivost na vemurafenib parentalnih linija, podlinija otpornih na vemurafenib i
parentalnih linija nakon utiSavanja gena ITIH5 provjerila sam testom MTT. Testom MTT
provjerila sam i proliferaciju parentalnih linija nakon utiSavanja gena ITIH5. Metodom
Western blot provjerila sam razinu proteina PCNA (biljega proliferacije), proteina pERK i
ERK (biljega aktivnosti signalnog puta MAPK) te proteina pAKT i AKT (biljega aktivnosti

signalnog puta PI3K/AKT) u stanicama parentalnih linija nakon utisavanja gena ITIH5.

4.1. Provjera ekspresije gena ITIH5 metodom qPCR
Ekspresiju gena ITIH5 provjeravala sam metodom gPCR na kalupu cDNA koja je

prepisana iz izolirane RNA reverznom transkripcijom. Metoda ukljucuje eksponencijalni rast
produkta svakim ciklusom reakcije koji se prati ugradnjom fluorescentne boje SYBR Green u
novosintetizirane DNA lance i povecanjem fluorescencije. Broj ciklusa potreban da
fluorescentni signal poraste iznad praga detekcije naziva se Ct (engl. cycle threshold) i
obrnuto je proporcionalan koli¢ini DNA u uzorku. Prema tome, ako je gen ITIH5 manje
eksprimiran, kasnije ¢e se prije¢i prag detekcije, a vrijednost Ct za taj uzorak bit ¢e veca u
odnosu na uzorak s vise eksprimiranim genom ITIH5. Rezultate sam analizirala metodom
AACt koja ukljuéuje Ct vrijednosti ciljnog gena ITIH5 i referentnih gena RPLPO ili TBP u
tretiranom/utiSanom uzorku i u netretiranom/kontrolnom uzorku. Ekspresija gena ITIH5
moze se izraziti razinom ekspresije kao promjenom u ekspresiji ciljnog ITIH5 u odnosu na
referentni gen (ACt = Ct (ciljni gen) — Ct (referentni gen)) i relativnom promjenom u
ekspresiji (AACt) tretiranog/utiSanog uzorka u odnosu na kontrolni uzorak (AACt = ACt

(tretirani/utisani uzorak) — ACt (kontrolni uzorak)).
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4.1.1. Provjera ekspresije gena ITIHS5 u parentalnim linijama i podlinijama
otpornim na vemurafenib

Kako bih utvrdila ekspresiju ITIH5 u parentalnim stani¢nim linijama WM793B
(plavo) 1 A375M (zuto) te pripadajuc¢im podlinijama otpornima na vemurafenib (R1 i R2)
provela sam metodu qPCR na cDNA koja je dobivena reverznom transkripcijom iz RNA
izolirane iz tih stanica. Rezultate sam analizirala metodom AACt gdje sam kao referentni gen
koristila RPLPO, a kao kontrolu odgovaraju¢u parentalnu stani¢nu liniju. Rezultati pokazuju
da je ITIHS slabije eksprimiran u podlinijama otpornima na vemurafenib u odnosu na
parentalne linije (Slika 8.). Rezultati ukazuju da tretman vemurafenibom utjeCe na ekspresiju
gena ITIHS.

ITIHS
* *
1.2
*
1 |
0.8
g
< 06
(@]
0.4
0.2
O — —
WM793B R1 R2 A375M R1 R2

Stani¢na linija

Slika 8. Ekspresija gena ITIH5 u parentalnim stani¢énim linijama WM793B (plavo) i A375M
(zuto) te u pripadajué¢im podlinijama otpornima na vemurafenib R1 i R2 utvrdena metodom
gPCR. Rezultati prikazuju relativnu ekspresiju gena ITIH5 normaliziranu prema referentnom
genu RPLPO i parentalnoj liniji. Na grafu je prikazana i standardna devijacija te p-vrijednost
(*p < 0,05). Statisticka analiza provedena je u programu GraphPad Prism koriste¢i test
ANOVA s post-hoc metodom Tukey zasebno za A375M i WM793B set stani¢nih linija.
Prikazan je reprezentativni od ukupno tri ponovljena pokusa u kojima je svaki bioloski

replikat napravljen u tehnickim triplikatima.
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4.1.2. Provjera ekspresije gena ITIH5 u parentalnim linijama nakon
kratkotrajnog tretmana vemurafenibom
Kako bih provjerila utjece li vemurafenib na ekspresiju gena ITIH5 u stani¢nim

linijama WM793B (plavo) i A375M (zuto), stanice sam tretirala 24 sata razli¢itom krajnjom
koncentracijom vemurafeniba ovisno o koncentraciji vemurafeniba u kojoj se uzgajaju
pripadajucée podlinije otporne na vemurafenib (potpoglavlje 3.2.5.). Stani¢nu liniju WM793B
tretirala sam vemurafenibom krajnje koncentracije 4 uM, dok sam stani¢nu liniju A375M
tretirala vemurafenibom krajnje koncentracije 2 pM. Nakon 24 sata od pocetka tretmana,
provela sam gPCR. Rezultate sam analizirala AACt metodom gdje sam kao referentni gen
koristila TBP, a kao kontrolni uzorak stanice koje nisu tretirane vemurafenibom. Rezultati
pokazuju da kratkotrajni tretman vemurafenibom znatno snizava ekspresiju gena ITIH5 u

stani¢nim linijama WM793B i A375M (Slika 9.).
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Slika 9. Ekspresija gena ITIH5 u parentalnim stani¢nim linijama WM793B (plavo) i A375M
(zuto) nakon kratkotrajnog izlaganja vemurafenibu (24 sata) koncentracije 4 uM za WM793B
te 2 uM za A375M. Rezultati prikazuju relativnu ekspresiju gena ITIH5 u odnosu prema
referentnom genu TBP i kontrolnom, netretiranom uzorku (oznacen ,,0° ispod stupca). Na
grafu su prikazane srednje vrijednosti i standardna devijacija te p-vrijednost (*p < 0,05).
Statisticka analiza provedena je u programu GraphPad Prism koriste¢i test Mann-Whitney.
Prikazan je reprezentativni od ukupno tri ponovljena pokusa u kojima je svaki bioloski

uzorak napravljen u tehnickim duplikatima.
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4.1.3. Provjera ekspresije gena ITIHS5 u parentalnim linijama nakon
utiSavanja gena ITIH5

S obzirom da je snizena razina gena ITIH5 uocena u podlinijama otpornima na
vemurafenib u odnosu na pripadajuce parentalne linije, provela sam prolaznu transfekciju
parentalnih stanica malim specificnim SIRNA Kkoje ciljaju ITIH5 sa svrhom utiSavanja
ekspresije gena ITIH5, odnosno sprjeCavanja translacije transkripta ITIH5. Uspjesnost
prolaznog utiSavanja ekspresije gena ITIH5 u parentalnim stanicama provjerila sam u dva
vremenska perioda od transfekcije stanica koja su bitna za test MTT. Test MTT koristila sam
kako bih provjerila utjeCe li utiSavanje gena ITIH5 na osjetljivost parentalnih stanica na
vemurafenib (potpoglavlje 4.2.2.). Prvi vremenski period bio je 48 sati nakon transfekcije i
odgovara vremenu kada su stanice nasadene za test MTT, dok drugi vremenski period iznosi
6 dana (48 + 96 sati) nakon transfekcije, a odgovara vremenu dodatka otopine MTT.
Rezultate sam analizirala metodom AACt gdje sam kao referentni gen koristila RPLPO, a za
kao kontrolni uzorak stanice transfecirane nespecificnom siRNA (Slika 10.). Rezultati
ukazuju da je transfekcija parentalnih stanica bila uspjesna i da je tijekom cijelog vremena

izvodenja testa MTT utiSavanje ekspresije gena ITIH5 u obje stani¢ne linije bilo u¢inkovito.
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Slika 10. Ekspresija gena ITIH5 nakon transfekcije parentalnih stanica WM793B (A) i
A375M (B) sa siRNA koje specifi¢no ciljaju ITIH5 (si(ITIH5)). Oznaka si(-) odnosi se na
stanice transfecirane nespecificnom siRNA 1 predstavljaju negativnu kontrolu. Slike lijevo
prikazuju ekspresiju gena ITIH5 48 sati nakon transfekcije stanica, a slike desno 6 dana (48
sati + 96 sati) nakon transfekcije stanica. Na grafu je prikazana srednja vrijednost i
standardna devijacija te p-vrijednost (*p < 0,05). Statisti¢ka analiza provedena je u programu
GraphPad Prism koriste¢i test Mann-Whitney. Prikazan je reprezentativni od ukupno tri

ponovljena pokusa pri ¢emu je svaki bioloski replikat napravljen u tehnickim duplikatima.
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4.2. Odredivanje otpornosti stani¢nih linija na tretman
vemurafenibom

Otpornost na vemurafenib parentalnih stanicnih linija i podlinija otpornih na
vemurafenib te parentalnih linija nakon utiSavanja gena ITIH5 odredivala sam izlaganjem
stanica rastu¢im koncentracijama vemurafeniba nakon ¢ega sam provela test MTT. Metoda
ukljucuje redukciju MTT-a u ljubicaste kristale formazana u metaboli¢ki aktivnim stanicama
koji se potom otapaju u DMSO-u. Nastala se koncentracija formazana mjeri pri 570 nm
spektrofotometrom i proporcionalna je broju Zivih stanica. Otpornost, odnosno prezivljenje
nakon tretmana rastu¢im koncentracijama vemurafeniba parentalnih stani¢nih linjja 1
podlinija otpornih na vemurafenib te parentalnih linija nakon utiSavanja ITIH5 odredila sam
omjerom apsorbancija stanica tretiranih vemurafenibom i odgovarajucih stanica koje nisu
tretirane vemurafenibom, odnosno prikazala sam relativno na uzorak koji nije tretiran

vemurafenibom.

4.2.1. Provjera otpornosti parentalnih linija i podlinija otpornih na
vemurafenib

lako su podlinije otporne na vemurafenib ve¢ razvijene i opisane u Laboratoriju za
proteinsku dinamiku (Tadijan i sur., 2021; Radi¢ i sur., 2022) nakon svakih nekoliko pasaza
potrebno je provjeriti otpornost tih stanica na vemurafenib testom MTT. Slike 11. i 12.
prikazuju prezivljenje parentalnih linija WM793B 1 A375M te pripadaju¢ih podlinija otpornih
na vemurafenib nakon tretmana rastu¢im koncentracijama vemurafeniba. Kao kontrolne
uzorke koristila sam odgovaraju¢e netretirane linije. Rezultati ukazuju da izlaganje stanica
vemurafenibu smanjuje postotak prezivljenja stanica parentalnih linija (Slika 11.). Ujedno,
postotak prezivljenja podlinija otpornih na vemurafenib ne mijenja se drasti¢no u odnosu na
kontrolne uzorke $to je posebno uocljivo pri niskim koncentracijama vemurafeniba za obje
stani¢ne linije. Ovakvi rezultati ukazuju da su parentalne linije znacajno osjetljivije na

vemurafenib u odnosu na podlinije otporne na vemurafenib (Slika 11. i 12.).

39



WM793B
140

[y
N
o

*

*

%
E3
E3 * *
£
mWM739B
B R1
6 5 10

CTRL 0, 1,25 2,5
Vemurafenib/uM

=
o
o

prezivljenje (%)
S &8 8 8

o

Slika 11. PrezZivljenje parentalne stani¢ne linije WM793B i podlinija otpornih na
vemurafenib R1 i R2 nakon izlaganja rastu¢im koncentracijama vemurafeniba. Oznaka
CTRL se u parentalnoj liniji WM793B odnosi na kontrolne stanice koje nisu izlozene
vemurafenibu, a za podlinije R1 i R2 na stanice izlozene vemurafenibu u koncentraciji u
kojoj su rasle pripadajuce podlinije (4 UM za obje podlinije R1 i R2). Rezultati prikazuju
srednje vrijednosti i standardnu devijaciju te p-vrijednost (*p < 0,05). Statisticka analiza
provedena je u programu GraphPad Prism koriste¢i test dvostruke ANOVA-e s post-hoc
metodom Dunnet. Prikazan je reprezentativni pokus od tri ponovljena pri ¢emu je svaki

bioloski replikat napravljen u tehni¢kim triplikatima.
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Slika 12. Prezivljenje parentalne stani¢ne linije A375M i podlinija otpornih na vemurafenib
R1 i R2 nakon izlaganja rastu¢im koncentracijama vemurafeniba. Oznaka CTRL se u
parentalnoj liniji WM793B odnosi na kontrolne stanice koje nisu izloZzene vemurafenibu, a za
podlinije R1 1 R2 na stanice izlozene vemurafenibu u koncentraciji u kojoj su rasle
pripadaju¢e podlinije (I UM za podliniju R1 i 2 uM za podliniju R2). Rezultati prikazuju
srednje vrijednosti i standardnu devijaciju te p-vrijednost (*p < 0,05). Statisticka analiza
provedena je u programu GraphPad Prism koriste¢i test dvostruke ANOVA-e s post-hoc
metodom Dunnet. Prikazan je reprezentativni pokus od tri ponovljena pri ¢emu je svaki

bioloski replikat napravljen u tehnickim triplikatima.

4.2.2. Odredivanje otpornosti parentalnih linija na vemurafenib nakon
utiSavanja gena ITIH5

Nakon uéinkovitog utiSavanja gena ITIH5 u parentalnim linijama A375M i WM793B
(potpoglavlje 4.1.3.), otpornost na vemurafenib provjerila sam testom MTT. Stanice su 48
sati nakon transfekcije kontrolnom nespecificnom siRNA (si(-)) ili specificnim siRNA koje
ciljaju ITIH5 (si(ITIHS)), tretirane vemurafenibom. Slike 13. i 14. prikazuju prezivljenje
stanica WM793B 1 A375M pri rastu¢im koncentracijama vemurafeniba. Vijabilnost sam
mjerila u stanicnim linijama koje nisu transfecirane (CTRL), koje su transfecirane
kontrolnom nespecificnom siRNA (si(-)) ili specificnim siRNA koje ciljaju ITIH5
(si(ITTHS)). Stanice nakon utiSavanja ITIH5 pokazuju slicnu vijabilnost kao i kontrolne,

netransfecirane stanice i transfecirane stanice kontrolnom, nespecificnom siRNA. Ovakvi
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rezultati otvaraju moguénost da prolazno utiSavanje gena ITIH5 nema utjecaj na prezivljenje
parentalnih stani¢nih linija WM793B (Slika 13.) i A375M (Slika 14.) nakon izlaganja

vemurafenibu.
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Slika 13. Prezivljenje parentalne stani¢ne linije WM793B sa smanjenom ekspresijom gena
ITIH5 nakon izlaganja rastu¢im koncentracijama vemurafeniba. Oznaka si(-) odnosi se na
stanice transfecirane kontrolnom nespecificnom siRNA, si(ITIH5) odnosi se na stanice
transfecirane specificnim siRNA koje ciljaju transkript gena ITIH5. Na grafu su prikazani i
rezultati za kontrolne uzroke koji nisu transfecirani (CTRL). Statisticka analiza provedena
koriste¢i test dvostruke ANOVA-e s post-hoc metodom Dunnet nije pokazala znacajnu
razliku. Prikazan je reprezentativni pokus od tri ponovljena u kojima je svaki bioloski replikat

napravljen u tehnickim triplikatima.
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Slika 14. Prezivljenje parentalne stani¢ne linije A375M sa smanjenom ekspresijom gena
ITIH5 nakon izlaganja rastu¢im koncentracijama vemurafeniba. Oznaka si(-) odnosi se na
stanice transfecirane kontrolnom nespecificnom siRNA, si(ITIH5) odnosi se na stanice
transfecirane specificnim siRNA koje ciljaju transkript gena ITIH5. Na grafu su prikazani i
rezultati za kontrolne uzroke koji nisu transfecirani (CTRL). Statisticka analiza provedena
koriste¢i test dvostruke ANOVA-e s post-hoc metodom Dunnet nije pokazala znacajnu
razliku. Prikazan je reprezentativni pokus od tri ponovljena u kojima je svaki bioloski replikat

napravljen u tehnickim triplikatima

4.3. Provjera proliferacije i aktivnosti glavnih signalnih puteva
MAPK i PI3K/AKT

Proliferaciju parentalnih stani¢nih linija WM793B i A375M nakon utiSavanja gena
ITIH5 provjerila sam dvjema metodama, testom MTT i analizom Western blot. Prva metoda
ukljucivala je nasadivanje stanica nakon utiSavanja gena ITIH5 malim specificnim siRNA na
cetiri mikrotitarske plocice. Svaka plocica predstavljala je odredenu vremensku tocku (0, 24,
72 1 96 sati) od nasadivanja pri kojoj sam provodila test MTT. Iz dobivene apsorbancije koja
je proporcionalna broju stanica izraCunala sam srednje vrijednosti. Za provjeru ucinka
utisavanja ITIH5 na proliferaciju analizom Western blot Kkoristila sam protein PCNA za
kojega je poznato da ima bitnu ulogu u replikaciji DNA (Jurikova i sur., 2016). Proteine koje
sam koristila za provjeru proliferacije izdvojila sam iz stani¢nih taloga 72 sata nakon

transfekcije specificnim siRNA te sam na njima provela analizu Western blot. Kao kontrolne
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uzorke u objema metodama provjere proliferacije koristila sam stanice kojima gen ITIH5 nije

utiSan te stanice koje su transfecirane nespecificnom siRNA.

Osim toga, analizom Western blot provjerila sam i aktivnost signalnih puteva MAPK i
PI3K/AKT u parentalnim stani¢nim linijama nakon utiSavanja ITIH5 transfekcijom siRNA.
Proteine potrebne za analizu izolirala sam iz stani¢nih taloga 72 sata nakon transfekcije. Za
provjeru aktivnosti signalnog puta MAPK koristila sam usporedbu ekspresije fosforiliranog
proteina ERK (pERK1/2) i ukupnog proteina ERK, a za provjeru aktivnosti signalnog puta
PI3K/AKT Kkoristila sam usporedbu ekspresije fosforiliranog proteina pAKT i ukupnog
proteina AKT (Greengard, 1978).

4.3.1. Provjera proliferacije nakon utiSavanja gena ITIH5

S obzirom da nije uocena promjena u osjetljivosti stanica parentalnih stani¢nih linija
na vemurafenib nakon utiSavanja gena ITIH5 (potpoglavlje 4.2.2.) pristupila sam provijeri
proliferacije stanica. Slika 15. prikazuje rezultate dobivene analizom proliferacije stanica u
parentalnim linijama WM793B (A) i A375M (B) nakon utiSavanja gena ITIH5. Proliferacija
je odredena u stanicama u kojima je utiSan gen ITIH5 (Si(ITIH5)), te kontrolnim stanicama
koje nisu transfecirane (CTRL) ili koje su transfecirane kontrolnom, nespecificnom siRNA
(si(-)). 1z rezultata je vidljivo da utiSavanje gena ITIH5 u stanicama linijje WM793B
negativno utjeCe na proliferaciju stanica u krajnjim vremenskim to¢kama mjerenim testom
MTT (Slika 15.A, lijevo), dok povecava proliferaciju stanica u stani¢noj liniji A375M (Slika
15.B, lijevo). Medutim, utiSavanje gena ITIH5 povecava ekspresiju proteina PCNA u
stanicama obje stani¢ne linije WM793B i A375M (Slika 15.A i B, desno).
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Slika 15. Analiza proliferacije u stani¢nim linijama WM793B (A) i A375M (B) nakon
utiSavanja gena ITIH5. Grafovi lijevo prikazuju proliferaciju mjerenu testom MTT za tri
bioloska replikata sa standardnim devijacijama, pri ¢emu je svaki bioloski replikat napravljen
u tehnickim peteroplikatima. Statisticka analiza provedena je koriste¢i test dvostruke
ANOVA-e s post-hoc metodom Tukey. Rezultati prikazuju srednje vrijednosti i standardnu
devijaciju te p-vrijednost (*p < 0,05). Zvjezdica plave boje odnosi se na usporedbu si(ITIH5)
s CTRL, a zvjezdica naranaste boje odnosi se na usporedbu si(ITIHS) sa si(-). Proliferacija
je analizirana i razinom ekspresije proteina PCNA metodom Western blot (desno) pri ¢emu je
kao kontrola nanosa ukupnih proteina koriStena razina proteina f AKTIN i prikaz obojenja
membrane naftolnim plavilom (Np). Prikazani su reprezentativni rezultati jednog od tri

bioloska replikata.
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4.3.2. Provjera aktivnosti glavnih signalnih puteva MAPK i PI3K/AKT
nakon utiSavanja gena | TIHS u parentalnim stani¢nim linijama
S obzirom da aktivnost signalnih puteva utjeCe na razlicite bioloske funkcije stanica,

ukljucujuéi proliferaciju stanica, u sljede¢em koraku odredila sam aktivnost signalnih puteva
MAPK i PIBK/AKT u parentalnim stani¢énim linijama WM793B (A) i A375M (B) nakon
utiSavanja gena ITIH5 (Slika 16.). Kao kontrolne uzorke u analizi rezultata koristila sam
stanice kojima gen ITIH5 nije utiSan te stanice koje su transfecirane nespecificnom siRNA.
Analiza uzoraka stani¢nih linija WM793B i A375M sa smanjenom genskom ekspresijom
ITIH5 (si(ITIH5)) pokazala je da nema promjena u aktivnosti signalnih puteva MAPK i
PIBK/AKT u odnosu na kontrolne uzorke u kojima gen nije utiSan (CTRL) te na kontrolne

uzorke koji su transfecirani nespecificnom siRNA (si(-)) (Slika 16.).

B
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Slika 16. Analiza aktivnosti signalnih puteva PI3K/AKT i MAPK u stani¢nim linijama
WM793B (A) i A375M (B) nakon utisavanja gena ITIH5 metodom Western blot. Analizirana
je ekspresija proteina pERK i ERK, kao biljega aktivnosti signalnog puta MAPK te proteina
pAKT i AKT, kao biljega aktivnosti signalnog puta PI3K/AKT u kontrolnim stanicama koje
nisu transfecirane (CTRL), u stanicama u kojima je utiSan gen ITIH5 transfekcijom

specificnim siRNA si(ITIH5) ili u stanicama koje su transfecirane nespecificnom,
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kontrolnom siRNA (si(-)). Kao kontrola nanosa ukupnih proteina koriStena je razina proteina
B AKTIN i prikaz obojenja membrane naftolnim plavilom (Np). Prikazani su reprezentativni

rezultati jednog od tri bioloska replikata.
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5. RASPRAVA

Melanom, kao jedan od najagresivnijh tipova tumora, predstavlja velik izazov u
lije¢enju (Fedorenko i sur., 2011). Jedan od glavnih uzroka razvoja melanoma mutacije su u
genima koji kodiraju komponente signalnog puta MAPK, jednog od najvaznijih signalnih
puteva u kontroli stani¢nog rasta i proliferacije (Burotto i sur.., 2014). U ¢ak 60% melanoma
uocena je aktiviraju¢a mutacija u genu BRAF, koji kodira vaznu komponentu puta MAPK, i
dovodi do nastanka mutiranog proteina BRAF V600E te shodno tome, konstitutivne
aktivacije signalnog puta MAPK (Ascierto i sur., 2012). Poznavanje mutacije koja primarno
dovodi do razvoja tumora otvara mogucnost lijeCenja ciljanom terapijom. Prvi razvijeni
selektivni inhibitor proteina BRAF V600E je vemurafenib. Unato¢ obecavaju¢im pocetnim
rezultatima, nedugo nakon lijeCenja vemurafenibom dolazi do pojave steCene otpornosti
stanica melanoma na ovaj lijek §to Cesto dovodi do razvoja agresivnijeg oblika bolesti.
Razvoj otpornosti na ciljane inhibitore nije iznenaduju¢ u tumorima, a ni u vrlo heterogenim
melanomskim stanicama. Takoder, istrazivanja usmjerena na molekularne mehanizme
steCene otpornosti od velikoga su znacaja s obzirom da je tretman kombinacijom inhibitora
koji ciljaju razli¢ite komponente signalnog puta MAPK pokazan kao obecavajuci pristup

lije¢enju melanoma (Griffin i sur., 2017).

Teski lanci ITIH iz porodice proteina ITI imaju bitnu ulogu u stabilizaciji ECM-a.
Narusavanje ECM-a pokazalo se kao bitni faktor u razvoju metastaza. Upravo se za ove
proteine pokazalo da imaju smanjenu ekspresiju u razli¢itim tumorima (Hamm i sur., 2008).
Uoceno je da je ekspresija gena ITIHS snizena u mnogim tumorima uklju¢uju¢i tumore
mjehura (Rose i sur., 2014), grlica maternice (Daum i sur., 2021), akutne mijeloidne
leukemije (Oing i sur., 2011), tumora gusterace i dojke (Sasaki i sur., 2017; Rose i sur.,
2017). Ujedno, snizena ekspresija ovog gena uocena je u primarnim tumorima i metastazama
melanoma ¢ovjeka u odnosu na zdravo tkivo (Liu i sur., 2021). Upravo se zbog toga razvija
potreba za dubljim shvacanjem uloge tumorskog supresora ITIHS u melanomima te
istrazivanjem njegove potencijalne uloge u mehanizmima otpornosti stanica melanoma na
ciljanu terapiju. U ovom diplomskom radu koristila sam dvije komercijalno dostupne
parentalne stani¢ne linije melanoma ¢ovjeka WM793B koja je podrijetlom iz primarnog
tumora i A375M koja je podrijetlom iz metastaza te 4 podlinije otporne na vemurafenib
A375M_R1 i A375M_R2 te WM793B_R1 i WM793B_R2 (Tadijan i sur., 2021; Radi¢ i sur.,
2022). Metodom kvantitativnhog PCR-a provjerila sam razlikuje li se ekspresija gena ITIH5 u

parentalnim stani¢nim linijama i podlinijama otpornima na vemurafenib. Rezultati g°PCR-a
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(Slika 8.) pokazali su da je ekspresija ITIH5 u linijama otpornima na vemurafenib znatno
snizena u odnosu na razinu ekspresije u pripadaju¢im parentalnim linijama. Ovakvi rezultati
ukazuju na potencijalni utjecaj proteina ITIH5 na otpornost stanica melanoma koje nose
mutirani protein BRAF V600E na vemurafenib. U tu svrhu koristila sam male interferirajuce
RNA zahvaljuju¢i kojima sam smanjila ekspresiju ITIH5 u parentalnim stani¢nim linijjama
Sto sam utvrdila qPCR-om. Takvim sam stanicama provjerila otpornost na vemurafenib
testom MTT izlazuéi ih rastu¢im koncentracijama vemurafeniba. Rezultati testa MTT (Slika
13. 1 14.) ukazuju da utiSavanje ITIH5 ne utjeCe na otpornosti parentalnih stani¢nih linija na

vemurafenib.

Provjerila sam i utjecaj kratkotrajne izloZenosti vemurafenibu na ekspresiju ITIH5 u
parentalnim stani¢nim linijama provedbom qPCR-a. Analiza (Slika 9.) je pokazala znacajan
uc¢inak vemurafeniba na smanjenje ekspresije gena ITIHS u stani¢nim linijama WM793B i
A375M. Smanjenje ekspresije bilo je puno jace u odnosu na smanjenje postignuto malim
interferiraju¢im RNA. Ovakav rezultat ukazuje da je smanjena ekspresija ITIH5 u
podlinijama otpornima na vemurafenib posljedica izloZenosti vemurafenibu i moze biti jedan

od ¢imbenika koji doprinosi razvoju ste¢ene otpornosti.

Poznato je da ITIH5 kao tumor supresor ima negativan utjecaj na proliferaciju.
Uoceno je da povecana ekspresija ITIHS snizava proliferaciju, dok obrnuto, smanjena
ekspresija ITIH5 povecava proliferaciju u stani¢nim linijama nekoliko razli¢itih tumora, kao
Sto su tumor dojke (Rose i sur., 2017), debelog crijeva (Kloten i sur., 2014) te grlica
maternice (Daum i sur., 2021). Za provjeru uéinka utiSavanja ITIH5 na proliferaciju
parentalnih stani¢nih linija WM793B i A375M napravila sam test MTT u vremenskim
tockama 0, 24, 72 i 96 sati od nasadivanja na mikrotitarsku plo¢icu te analizu Western blot u
kojoj sam pratila koli¢inu proteina PCNA, biljega proliferacije stanica. Rezultati dobiveni
testom MTT pokazali su povecanje proliferacije samo u stani¢noj liniji A375M, dok je u
objema stani¢nim linijama poveéana koli¢ina proteina PCNA (Slika 15.). Vazno je za
primijetiti da pocetni broj stanica testnog i kontrolnih uzoraka u vremenskoj tocki 0 sati nije
jednak za obje stani¢ne linije §to moZe utjecati na dobivene rezultate. Umjesto testa MTT,
bilo bi dobro provesti test bojanja stanica kristal violetom (Saotome i sur., 1989) ili neku
drugu metodu za provijeru proliferacije i rasta stanica pa usporediti te rezultate s rezultatima
MTT-a i analize Western blot. Ujedno, pokazano je da povisena ekspresija ITIHS u nekim
stanicama tumora mjehura ne utjeCe na rast stanica nakon 96 sati analizirano testom XTT, no

negativan utjecaj na rast stanica se uocava nakon 10 dana mjereno testom bojanja stanica
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(Rose i sur., 2021). U skladu s tim, mozda je duzi vremenski period potreban kako bi se uocio
utjecaj utiSavanja ITIH5 na proliferaciju stanica parentalne linijje WM793B. Rezultati
dobiveni analizom ekspresije proteina PCNA (Slika 15., desno) dovode do zakljucka o
povecéanju proliferacije u obje stani¢ne linije nakon utiSavanja ITIH5. Takvi su rezultati u
skladu s rezultatima koje su dobili Liu i sur. (2021) na drugim melanomskim stani¢nim
linjjama. Liu i suradnici uoCili su da povisena ekspresija ITIH5 smanjuje rast stanica
melanoma SK-Mel-28 i ME4405, dok utisavanje ITIH5 poveéava rast stanica melanoma Mel-

RM i Mel-CV mjereno testom bojanja stanica kristal violetom (Liu i sur., 2021).

Nadalje, mogu¢ je u€inak proteina ITIHS na signalne puteve. Iz literature je poznato
da do otpornosti na vemurafenib moze do¢i zbog reaktivacije signalnog puta MAPK, uslijed
razli¢itih mehanizama koji uklju¢uju sekundarne mutacije u NRAS ili MEK1 te povecane
ekspresije proteina NRAS, Sto rezultira povecanom aktivnosti proteina, komponenti puta
MAPK ( Trunzer i sur., 2013; Lidsky i sur., 2014; Hui Goh i sur., 2021 ). Osim sekundarnih
mutacija u komponentama puta MAPK, jedan od poznatih mehanizama stecene otpornosti
stanica melanoma je i1 prekomjerna aktivacija signalnog puta PI3K/AKT, takoder bitnoga za
stani¢ni rast i proliferaciju (Shi i sur., 2014; Tran i sur., 2021). U podlinijama otpornima na
vemurafenib koje sam koristila u svome radu, a dobivenima iz stani¢ne linije A375M uocena
je povecana koli¢ina fosforiliranog proteina ERK1/2 u odnosu na parentalne Sto pretpostavlja
da je u tim stani¢nim linijama doSlo do reaktivacije signalnog puta MAPK. Medutim, u
objema podlinijama otpornima na vemurafenib koje su dobivene iz parentalne stani¢ne linije
WM793B uocena je povecana kolicina fosforiliranog proteina AKT u odnosu na parentalnu
liniju $to upucuje na aktivaciju signalnog puta PI3K/AKT (Tadijan i sur., 2021; Radi¢ i sur.,
2022). S obzirom da se u podlinijama otpornima na vemurafenib ekspresija ITIH5 znatno
razlikuje 1 niza je u odnosu na parentalne linije, sljede¢e sam provjerila utjecaj utiSavanja
ITIH5 na aktivnost signalnog puta MAPK i signalnog puta PI3K/AKT u linijama WM793B i
A375M. Gen ITIHS utiSala sam koriStenjem smjese malih interferiraju¢ih RNA koje ciljaju
ITIH5, dok sam analizom razine fosforiliranog i ukupnog proteina ERK1/2 provijerila
aktivnost signalnog puta MAPK, a analizom razine fosforiliranog i ukupnog proteina AKT
provjerila aktivnost signalnog puta PI3K/AKT. Provjerom koli¢ine aktivnih proteina ERK1/2
1 AKT u objema parentalnim stani¢nim linijama nakon utiSavanja ITIH5, nisam uocila da

utisavanje ITIH5 utjece na signalne puteve MAPK i PI3K/AKT (Slika 16.).

Dobiveni rezultati ipak ne iskljuuju moguénost utjecaja ovoga proteina na

proucavane signalne puteve. Naime, poznato je da su koli¢ine tumor supresora potrebne za
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uspjes$nu inhibiciju razvoja tumora dosta niske (Guo i sur., 2014). Shodno tome, moguce je
da smanjenje ekspresije uzrokovano malim interferiraju¢im RNA nije bilo dostatno za uocljiv
uc¢inak na aktivnost navedenih signalnih puteva. Kako bi se to provjerilo, potrebno je potpuno
ukinuti ekspresiju gena ITIH5 metodom genskog uredivanja CRISPR-Cas9 i zatim provjeriti

utjecaj na signalne puteve.

Navedeni rezultati otvaraju puno novih smjerova u istrazivanjima. Mogu¢ je utjecaj
snizene ekspresije ITIH5 kao posljedice tretmana vemurafenibom na druge signalne puteve
ukljuéene u proliferaciju 1 preZivljenje. Iz literature je poznato da ITIHS utjeCe na
komponente nekanonskog signalnog puta WNT (engl. Wingless/Integrated), Racl (engl. Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1) i RhoA (engl. Ras homologous) u tumorskim
stani¢nim linijama dojke pozitivnhom regulacijom razine p-integrina, posebno integrina Bl za
koji je pokazano da regulira aktivnost RhoA i integrina B3 koji regulira aktivnost Racl (Rose
i sur., 2017). Za protein Rac je poznato da povecava aktivaciju proteina JNK, posljednje
kinaze u jednom od signalnih puteva MAPK (Katoh, 2017). Prekomjerna aktivacija signalnog
puta JNK u melanomskim stani¢nim linijama dovodi do povecane stani¢ne proliferacije,
migracije i invazije (Hammouda i sur., 2020). Ujedno, ITIH5 smanjuje aktivnost proteina
Racl, S§to je u skladu s tumor supresorskom ulogom ovoga proteina, i poti¢e aktivnosti
proteina RhoA u stanicama tumora dojke (Rose i sur., 2017). Pokazano je da proteini Rho
reguliraju aktivnost proteina YAP (engl. Yes-associated protein) i TAZ (od engl, Taffazin) pri
¢emu povecana aktivnost YAP/TAZ u melanomskim stani¢nim linijama potice proliferaciju i
metastaziranje stanica te otpornost na vemurafenib (Thompson, 2020; Kim i sur., 2017).
Ujedno je pokazano da komponente nekanonskog signalnog puta mogu aktivirati put
PIBK/AKT i utjecati na otpornost stanica melanoma na vemurafenib (Anastas i sur., 2014;
Katoh, 2017). Shodno tome, bilo bi zanimljivo istraziti utjecaj ITIH5 na aktivnost
komponenti signalnog puta WNT u stanicama melanoma. Signalizacija koja ukljucuje Rho-
ROCK (engl. RHO-associated protein kinase) utjece na stabilnost i sastav ECM-a, potice
rast, invaziju i migraciju tumorskih stanica kao i pokretljivost fibroblasta i limfocita
povezanih s tumorom (Johan i sur., 2019). Ujedno, povisena aktivnost proteina RhoA
povezana je s otpornosti stanica melanoma na vemurafenib (Misek i sur., 2020). Ako postoji
povezanost ITIH5 sa signalizacijom Rho-ROCK za pretpostaviti je da bi smanjenje aktivnosti
ITIH5 uzrokovalo smanjenje aktivnosti proteina ROCK uslijed smanjenja proteina Rho i time
dovelo do promjena u stani¢noj proliferaciji, migraciji te interakciji stanica s izvanstani¢nim

matriksom u melanomima. Medutim, vezu ITIH5-Rho-ROCK potrebno je ispitati u
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stanicama melanoma. Takoder, u melanomskim stani¢nim linijjama otpornima na
vemurafenib uocCena je snizena ekspresija proteina NF2 (engl. neurofibromin 2), poznatog
tumor supresora (Shalem i sur., 2014). SniZzena eckspresija NF2 utjeCe na cjelovitost
signalnoga puta Hippo za Cije je komponente YAP/TAZ dokazano da imaju bitnu ulogu u
melanomima i da povecavaju invazivnost i metastatski potencijal melanomskih stanica (Kim
i sur., 2013; Nallet-Staub i sur., 2014 ). Iako interakcija s ovim proteinom jo§ nije uocena,
bilo bi korisno provjeriti postoji li utjecaj snizenja ITIH5 na signalni put Hippo i njegove

komponente.

Razvoj otpornosti na vemurafenib u melanomskim stanicama potaknut je promjenama
1 u ostalim procesima u stanici kao Sto su stanicni ciklus 1 translacija, a primije¢ene su i
mnoge epigenetske promjene (Hui Goh i sur., 2021). Zanimljivo je da je u stani¢nim linijama
tumora dojke uoCen utjecaj smanjene ekspresije ITIH5 na epigenetski status mnogih gena
povezanih s napretkom tumora. Jedan od takvih gena je tumor supresorski gen DAPK1 (engl.
death-associated protein kinase 1) koji je hipometiliran u stanicama tumora dojke s
poveéanom ekspresijom ITIH5 (Rose i sur., 2017). Ujedno, ITIH5 utjeCe na metilaciju
promotora gena ENG za kojeg je pokazana pozitivha Kkorelacija u ekspresiji s ITIH5 u
stanicama tumora dojke. Takoder, ITIHS negativno regulira aktivnost nekih komponenti
signalnog puta TGFp, kao sto je 1d1, poznatog promotora metastaziranja (Rose i sur., 2018).
Shodno navedenom, moguce je da smanjenje ekspresije ITIH5 nakon izlaganja vemurafenibu

i U melanomskim stanicama utjeCe na epigenetski status gena bitnih za napredak tumora.

Osim na signalne puteve, primarna je uloga proteina ITIH5 interakcija s ECM-om. Za
destabilizaciju ECM-a poznato je da poti¢e razvoj tumora, a posebno metastaziranje,
mobilnost i adherenciju stanica (Amorim i sur., 2021). S obzirom da vemurafenib smanjuje
razinu ITIH5, bilo bi zanimljivo istraziti na koji nadin tretman vemurafenibom utjeCe na
komponente ECM-a i na vezu ITIH5 s ECM-om. Pokazano je da povecanje ekspresije ITIH5
u stani¢nim linijjama tumora mjehura potice osjetljivost na kemoterapiju, tocnije na cisplatinu
i gemcitabin. Sami mehanizam otpornosti najvjerojatnije ukljucuje povezanost s povr§inskim
receptorom CD44 koji interagira s komponentom ECM-a, hijaluronskom kiselinom, za koju
je poznato da se kovalentno veze s ITIHS. Osim toga, za hijaluronsku kiselinu je pokazano da
utjeCe na mobilnost stanica te na diferencijaciju zahvaljujuci povezanosti s HABP (engl. HA

binding proteins) kao sto je CD44 (Rose i sur., 2021; Zhuo i sur., 2004; Misra i sur., 2015).

Takoder, osim pristupa koji ukljucuje smanjenje ekspresije ITIH5, zanimljivo bi bilo
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1 provijeriti utjecaj povecanja ekspresije ITIH5 na navedene stani¢ne procese u parentalnim
linijama ili podlinijama otpornima na vemurafenib koristenjem sustava kao $to su CRISPR-
Cas9, ZFN (engl. Zinc Finger Nucleases), TALEN (engl. Transcription activator-like effector
nucleases) ili uvodenjem plazmida s ITIH5 (Laufer i sur., 2015). Drugaciji bi pristup bio
postignut i nasadivanjem stanica na podlogu oblozenu proteinom ITIHS (Ambriovi¢ Ristov i
sur., 2007) ili unoSenjem proteina ITIHS elektroporacijom, mikroinjiciranjem ili nekim

drugim metodama unosa proteina u stanicu (Chau i sur., 2020).
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6. ZAKLJUCAK

Prema dobivenim rezultatima, dosla sam do nekoliko zakljucaka o ulozi gena ITIH5 u
otpornosti melanomskih stani¢nih linija na ciljanu terapiju vemurafenibom. Prije svega,
vazno je napomenuti uocenu znatno smanjenu ekspresiju ovoga gena u podlinijama
otpornima na vemurafenib u odnosu na parentalne linije WM793B i A375M. Pokazano je da
je uzrok navedene razlike u ekspresiji rezultat izloZenosti stanica vemurafenibu. Analize
utjecaja proteina ITIH5 na aktivnost signalnih puteva MAPK i PI3SK/AKT nisu pokazale
uocljive promjene. Iako utjecaj na signalne puteve nije uoc¢en, moguce je da utiSavanje malim
interferiraju¢im RNA nije bilo dovoljno za vidljivu promjenu. Nadalje, primije€en je utjecaj
utiSavanja ITIH5 na proliferaciju stanica zahvaljuju¢i povecanoj koli¢ini proteina PCNA $to
otvara mogucnost utjecaja ITIHS na druge signalne puteve koji su ukljuceni u regulaciju

proliferacije stanica.
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