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1 Uvod



1 Uvod

Stvaranje te diferencijacija funkcionalnih krvnih stanica iz hematopoetskih stanica
matica upravljani su mnoStvom ¢imbenika, od kojih znac¢ajnu ulogu imaju transkripcijski
¢imbenici iz obitelji Ikaros te puta dojavljivanja Notch. Pokazano je da su ¢imbenici iz obitelji
Ikaros bitni za normalan razvoj limfoidnih loza te kako aberantne promjene u njihovoj
ekspresiji mogu dovesti do razvoja limfoma kod miSeva (1). Receptori puta dojavljivanja
Notch transmembranski su proteini koji igraju znacajnu ulogu prilikom medudjelovanja sa
susjednim stanicama i bitni su pri procesima proliferacije, apoptoze te diferencijacije stanica.
Mnoga dosadasnja istrazivanja potvrdila su kako je dojavljivanje putem Notcha kljucan korak
pri upravljanju smjera diferencijacije hematopoetskih stanica te su istrazivanja gubitka
funkcije gena za Notch pokazala njegovu odlucuju¢u ulogu u razvoju razli¢itih zlo¢udnih
hematoloskih novotvorina (2). Dok je uloga pri diferencijaciji limfocita T dobro proucena,
ponajviSe zahvaljuju¢i otkricu povezanosti mutacija gena za Notch s pojavom i razvojem
akutne leukemije limfocita T, znacenje navedenih puteva u diferencijaciji limfocita B te
mijeloidnoj lozi ostaje slabo istrazeno, a rezultati kontradiktorni. Jedna od uloga Notcha
otkrivena je u kroni¢noj leukemiji limfocita B, gdje je pokazano kako Notch utje¢e na
sprecavanje nastanka apoptoze unutar zlocudnog klona, cuvaju¢i na taj nacin moguce
uklanjanje te omogucujuéi nakupljanje zlo¢udnih stanica u kosStanoj srzi (3, 4). Kannan i sur.
pokazali su da put dojavljivanja Notch inhibira rast i prezivljenje stanica akutne mijeloidne
leukemije, dok su Lobry i sur. uvidjeli da aktivacija puta dojavljivanja Notch utjeée na
diferencijaciju i homeostazu stanica akutne mijeloidne leukemije (5, 6). Utjecaj
medudjelovanja ¢imbenika iz obitelji Ikaros te Notch iznimno je slabo istrazen te je svrha
doktorske disertacije pokusati ispitati povezanost navedenih puteva kao i njihovu ulogu u
diferencijaciji limfoidne i mijeloidne loze. Cilj ove doktorske disertacije je propitati i donekle
rasvijetliti ulogu puta dojavljivanja Notch pri diferencijaciji hematopoetskih stanica na
modelima dvaju najcescih leukemija ljudi u odrasloj dobi, kroni¢ne leukemije limfocita B te
akutne mijeloidne leukemije. Takoder, jedan od glavnih ciljeva je i pracenje koekspresije i
medudjelovanje gena za transkripcijske ¢cimbenike iz obitelji Ikaros i puta dojavljivanja Notch

na populacijskoj te razini pojedinacne stanice.



1 Uvod

1.1 Plan istraZivanja

Istrazivanja o utjecaju aktivacije Notcha pratit ¢emo testom proliferacije, ispitivanjem

stupnja apoptoze te funkcionalnim testom djelovanja na diferencijaciju leukemijskih stanica.

Ekspresiju transkripcijskih ¢imbenika iz obitelji Ikaros te puta dojavljivanja Notch na
razini prepisivanja glasnicke mRNA ispitivat ¢emo lancanom reakcijom polimerazom u
stvarnom vremenu. Ekspresiju proteina prikazat ¢emo i provjeriti metodama bugacenja po

Westernu te proto¢nom citometrijom.

Istrazivat ¢emo ciljne gene na razini glasnicke RNA pojedina¢nih stanica osoba
oboljelih od B-CLL metodom istovremene viSestruke lancane reakcije polimerazom. S
obzirom na klju¢ne uloge transkripcijskih ¢imbenika iz obitelji Ikaros te puta dojavljivanja
Notch u hematopoezi, a istodobno na izostanak podataka o njihovom medudjelovanju, pratit
¢emo i koekspresiju navedenih ¢lanova. Takoder, odredit ¢e se i ukupni broj molekula

glasnicke RNA za Notchl1 po pojedinacnoj stanici.
1.2  Ocekivani znanstveni doprinos predloZenog istrazivanja

PojaSnjavanje mehanizama bitnih za razvoj hematopoetskih stanica te uloga
interakcije transkripcijskih ¢imbenika iz obitelji Ikaros i puta dojavljivanja Notch od klju¢nog
su znacenja za daljnje usavrSavanje prognosticko-dijagnosti¢ckih metoda, kao i samu
farmakoloSku primjenu znanja u lije¢enju zlo¢udnih bolesti nastalih remec¢enjem i krivim

usmjeravanjem diferencijacije stanica.
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2.1 Transkripcijski ¢imbenici

Transkripcijski ¢imbenici su proteini sa sposobnos¢u vezanja posebnih sljedova u
molekulama DNA-genoma ¢ime utjecu na regulaciju ekspresije gena, kroz novacenje ili
utiSavanje aktivnosti enzima RNA-polimeraze 1l (7, 8). Osim samog vezanja za DNA,
transkripcijski ¢imbenici imaju sposobnost vezanja drugih proteina pri ¢emu moze doé¢i do
tvorenja veéih kompleksa koji reguliraju aktivnost transkripcijskih ¢imbenika. Veéina
transkripcijskih ¢imbenika sastoji se od dvije domene: aktivacijske te domene koja veze
DNA. Domena koja veze DNA sastoji se od aminokiselina koje ¢e se vezati na molekulu
DNA ukoliko prepoznaju mjesto pocCetka prepisivanja, dok ¢e aminokiseline u aktivacijskoj
domeni vezati RNA-polimerazu Il i druge regulacijske proteine, sudjelujuéi na taj nacin u
transkripciji. S obzirom na prepoznavanje to¢no odredenih sljedova nukleotida, transkripcijski
¢imbenici imaju moguénost ograni¢enog vezanja na posebna mjesta unutar molekule DNA.
Obic¢no se medudjelovanje transkripcijskog ¢imbenika te dvolanc¢ane uzvojnice DNA ostvari
nekovalentnim vezanjem jednog dijela proteina s DNA na mjestu velikog ili malog utora (9).
U velikom utoru bo¢ni ogranci aminokiselina transkripcijskog ¢imbenika tvore vodikove veze
s bazama, dok u malom utoru nastaju prvenstveno hidrofobne interakcije. Sto se ti¢e povrsine
dvolancane uzvojnice, najces¢e su elektrostatske veze izazvane privlaCenjem suprotno
nabijenih fosfatnih ostataka i pozitivno nabijenih bo¢nih ogranaka aminokiselina poput

arginina i lizina.
2.2 Razredbovanje transkripcijskih ¢imbenika

Transkripcijske ¢imbenike moguce je podijeliti s obzirom na razliku u strukturi
domene koja veze DNA. Najces¢i motivi koji se javljaju unutar proteina su: motiv uzvojnica-
okret-uzvojnica (HTH, eng. helix-turn-helix), domena koja svija DNA (HMG, eng. high
mobility group), uzvojnica-om¢a-uzvojnica (HLH, eng. helix-loop-helix), leucinski zatvarac

(eng. leucine zipper) te motiv cinkovog prsta (eng. zinc finger).
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2.2.1  Uzvojnica-omca-uzvojnica

Transkripcijski ¢imbenici koji se vezu za promotorsku regiju DNA i ¢imbenici Koji
djeluju kao pojacivaci imaju najces¢e motiv uzvojnica-omca-uzvojnica (10) (Slika 2.1).
Proteini koji spadaju u ovaj razred vezu DNA preko dijela sastavljenog od 10-ak ostataka
aminokiselina koji prethode prvoj o-uzvojnici. Uzvojnice se sastoje od hidrofobnih
aminokiselina na svakom trecem ili ¢etvrtom poloZaju, tako da uzvojnica ima hidrofobnu
povrSinu u odnosu na okoliS. To omogucuje proteinu vezanje sa slicnim proteinima preko

hidrofobnih interakcija te na taj nacin mogu nastati homodimeri i heterodimeri.

Slika 2.1 Motiv uzvojnica-omc¢a-uzvojnica. Na slici su prikazana dva monomera koja su
zajedno povezana: svaki monomer sastoji se od dvije alfa-uzvojnice povezane omcom

(crveno). Preuzeto iz knjige Alberts i sur. (11).
2.2.2  Leucinski zatvarac¢

Kao i obitelj transkripcijskih ¢imbenika HLH, obitelj transkripcijskih ¢imbenika s
motivom leucinskog zatvaraca je sac¢injena od alfa-uzvojnica s om¢ama (Slika 2.2). Ime
potje€e od ¢injenice da je aminokiselina leucin na tom dijelu proteina vrlo ¢esta (12). U ovoj
obitelji leucinski ostaci smjesteni na svakom okretu uzvojnice omogucuju hidrofobno sucelje
za medudjelovanje dvaju proteina. Ustanovljeno je da je N-terminalni dio leucinskog
zatvaraca glavna regija odgovorna za prepoznavanje i vezanje specificnih DNA sekvenci. Ovi

¢imbenici takoder mogu biti u obliku homodimera ili heterodimera.
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Slika 2.2 Prikaz dviju alfa-uzvojnica koje se vezu za DNA putem podru¢ja nazvanog
leucinski zatvara¢, koje stvara oblik obrnutog slova Y prilikom vezanja na DNA. Svaki krak
slova Y ¢ini zasebna alfa-uzvojnica koja posreduje pri vezanju posebnog slijeda DNA.

Preuzeto iz Alberts i sur. (11),
2.2.3  Uzvojnica-okret-uzvojnica

Domena koja veze DNA unutar transkripcijskih ¢imbenika Kkoji spadaju u ovu
podskupinu gradena je od dvije alfa-uzvojnice izmedu kojih se nalazi kratak slijed
aminokiselina u obliku sekundarne strukture beta-okreta (13) (Slika 2.3). Uloga samog beta-
okreta i prve uzvojnice je usmjeravanje druge uzvojnice prema povrsini proteina u orijentaciji
koja ¢e joj omoguciti pristajanje u veliki utor DNA molekule. Za razvoj mijeloidne i
limfoidne loze jedan od bitnijih transkripcijskih ¢imbenika s opisanim motivom je i PU.1, koji
se veze na dio DNA bogat purinima i regulira ekspresiju gena u koordinaciji s drugim

transkripcijskim ¢imbenicima (14).
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Slika 2.3 Motiv uzvojnica-okret-uzvojnica. Kod motiva (a) bijele kruznice predstavljaju
vodikove atome aminokiselina. Alfa-uzvojnica smjestena na C-kraju (crveno) naziva se jos i
prepoznavajuca uzvojnica, s obzirom na svoju ulogu pri vezanju na DNA. Alfa-uzvojnica
smjeStena na N-kraju ima potpornu te strukturnu ulogu, koja pomazZe pri smjeStanju

prepoznavajuce sekvence. Preuzeto iz Alberts i sur. (11).
2.2.4  Domene koje svijaju DNA

Osim proteina koji vezu DNA postoje i oni proteini koji pomoc¢u karakteristicnih
motiva svijaju DNA te na taj nac¢in omogucuju vezanje drugih aktivatora ili represora na
odredeni slijed doticne DNA. Vecina tih proteina sadrzi slijed HMG (eng. high mobility
group) sastavljen od 80-ak aminokiselina koje posreduju u pristajanju proteina u mali utor
DNA. Proteini koji svijaju DNA sposobni su tvoriti posebnu trodimenzionalnu strukturu ¢ija
je uloga iskrivljavanje zahvacenog dijela DNA i omogucavanje vezanja drugih
transkripcijskih ¢imbenika.

2.2.5  Transkripcijski ¢imbenici s motivom cinkovih prstiju

Centralni dio transkripcijskih ¢imbenika s motivom cinkovih prstiju ¢ine jedan ili vise
atoma cinka. Svaki od ovih proteina ima dva ili viSe takvih motiva koji vezu DNA (najcesce
do devet motiva). Postoji viSe podskupina transkripcijskih ¢imbenika s motivom cinkovih
prstiju s obzirom na slozenost grade, a jedna od njih oznacava se kao motiv C,H; (15), gdje su

domene povezane i svaka je stabilizirana s atomom cinka u sredini, koordiniranim od strane
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dva cisteina i dva unutrasnja histidina (Slika 2.4). Vecina proteina iz ove grupe se veze na

DNA preko velikog utora.

HOOC—N, ¥ —MNH,
K. x :
by C:
o
R Wl |
Q. ){'&
il i
|
R Il
I
5 |
I R
' |
L 5
| |
5 A
K. W

Slika 2.4 Transkripcijski ¢imbenik s motivom cinkovih prstiju. Ovaj protein pripada obitelji
transkripcijskih ¢imbenika s C,H, motivom. Cistein (C) i histidin (H) koordiniraju atom cinka

uzrokujuéi stvaranje om¢i izvan motiva cinkovih prstiju. Preuzeto iz Alberts i sur. (11).

Primjer proteina s motivom cinkovih prstiju je i obitelj transkripcijskih ¢imbenika

Ikaros, u ¢iju skupinu, osim proteina Ikaros, spadaju i Helios, Aiolos, Eos te Pegasus (16).
2.3 Uloga transkripcijskih ¢imbenika u hematopoezi

Stanice imunosnog sustava se u velikom broju izmjenjuju tijekom Zivota, dok su
mehanizmi koji omogucéuju stvaranje te razvoj stanica iznova relativno nepoznati i
neistrazeni. NaruSena pravilnost bilo kojeg koraka od pocetka udvostrucavanja DNA,
prepisivanja u glasnicku RNA, prevodenja (translacije) na razinu proteina te post-
translacijskih  promjena, moze dovesti do razvojnih poremecaja. Prepisivanje DNA u
glasnicku RNA jedna je od klju¢nih razina kontrole diferencijacije i sazrijevanja krvotvornih
stanica. Uloge transkripcijskih ¢imbenika prilikom razvoja stanica imunosnog sustava u
samom su ZariStu znanstvenih istrazivanja na podrucju diferencijacije i sazrijevanja
krvotvornih stanica. Transkripcijski ¢imbenici igraju klju¢nu ulogu u procesu hematopoeze te
u moduliranju stanica matica pri diferencijaciji u izvedenije oblike stanica. VVaquerizas i sur.
pokazali su kako je krv (samim time i proces hematopoeze) jedno od transkripcijski

najaktivnijih tkiva pri ¢emu oko 8% ekspresije svih gena otpada na ekspresiju transkripcijskih

9
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¢imbenika (17). Medudjelovanja transkripcijskinh ¢imbenika unutar regulacijske mreze
eksprimiranih proteina bitan su kotaci¢ pravilnog razvoja i sazrijevanja stanica dok bilo kakav
oblik nepravovremenog prekomjernog ispoljavanja, delecije ili fuzije na razini gena mogu

dovesti do nastanka razvojnih poremecaja (18).
2.4 Transkripcijski ¢éimbenici u razvoju limfocita B

Loze krvnih stanica nastale su diferencijacijom iz zajednickog pluripotentnog
hematopoetskog pretka, ishodiSne stanice matice (HSC, eng. hematopoetic stem cell),
prolaze¢i odredene stadije pri kojima se smanjivao multipotentni potencijal samih stanica.
Svakim danom u kostanoj srZi nastaje velik broj limfocita B koji postupno sazrijevaju. Razvoj
limfocita B karakteriziran je ekspresijom razlic¢itog skupa gena u razlicitim vremenskim
odmacima tijekom diferencijacije. Postupak pri kojem se odreduje sudbina sazrijevanja
stanica reguliran je malim brojem transkripcijskih regulatora. Glavna obiljeZzja razvoja
limfocita B putem Kkojih je moguce pratiti proces diferencijacije su preslaganje
imunoglobulinskih gena V(D)J, ekspresija pretece receptora limfocita B (pre-BCR, eng. pre
B-cell receptor) te potom receptora limfocita B (BCR, eng B-cell receptor). Uvjet koji je
potreban da stanica prijede iz ranog u kasni stupanj pre-B razvoja je da se preteca receptora
limfocita B (pre-B) sastoji od imunoglobulinskog teSkog lanca i zamjenskog lakog lanca (A5)
u kompleksu s V pre-B. Kompleks ¢e moc¢i dojavljivati putem koreceptorskih molekula Iga i
IgP te na taj nacin zaustaviti daljnje uredivanje kako bi se zaustavilo stvaranje drugog gena za
teSki lanac u istom limfocitu B (19). Stanice s eksprimiranim prete¢om receptora limfocita B
proliferiraju te im se povecava broj. Potom se potie rekombinacija unutar gena koji daju
uputu za laki lanac u svrhu ispoljavanja lakog lanca « ili A u kompleksu s proteinom IgH na
povrsini stanice. Cijeli opisani postupak zahtijeva preciznu regulaciju od strane
transkripcijskih ¢imbenika (Slika 2.5).
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Slika 2.5 Razvoj limfocita B. Stupnjevi pojedinog razvoja stanice prikazani su ispod skice,
preslaganje imunoglobulinskih gena te lanaca receptora limfocita B unutar skice, dok su

povrsinski biljezi prikazani iznad skice stanice. Prilagodeno i preuzeto iz Hagman i sur. (20).

U ranom razvoju limfocita B vrijedi istaknuti transkripcijske ¢imbenike PU.1,
¢imbenike iz obitelji proteina E (E2A, EBF) te Pax5. PU.1 poznat je kao regulator mnostva
ranih 1 kasnih gena upletenih u razvoj limfocita B modulirajuéi strukturu kromatina ciljnih
gena (21). Proteini E2A i1 EBF takoder su bitni u najranijim stupnjevima razvoja limfocita B;
E2A posjeduju sposobnost vezanja kompleksa SAGA koji preoblicuje kromatin,
omugucavajuéi na taj nacin transkripciju mnostva ciljnih gena. Sli¢no kao i E2A, i EBF
posjeduje domenu HLH putem koje aktivira transkripciju ciljnih gena. Kljucan ¢imbenik pri
determinaciji loze limfocita B je PAXS5, koji ima ulogu represije vecine gena koji su bitni za
diferencijaciju stanica u druge loze. IstraZzivanje na miSevima pokazalo je kako nedostatak
Pax5 dovodi do gubitka osnovnih znacajki zrelih limfocita B, neuéinkovitog stvaranja
limfoblasta te smanjenja koncentracije imunoglobulina G u serumu (22). Popis znacajnijih

¢imbenika koji sudjeluju u razvoju limfocita B moguce je vidjeti na Slici 2.6.
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Slika 2.6 Razvoj limfocita B u koStanoj srzi: prikaz najbitnijih ¢imbenika koji odreduju
diferencijaciju prema zrelim oblicima limfocita B. Popis skra¢enica naveden je u popisu

kratica. Prilagodeno i preuzeto iz Matthias i sur. (23).
2.5  Cimbenici i mehanizmi bitni za razvoj stanica mijeloidne loze

U razumijevanju diferencijacije hematopoetskih stanica matica prema mijeloidnoj lozi,
od iznimne je vaznosti otkriti te opisati transkripcijske ¢imbenike koji sudjeluju u tom
procesu. Buduci da su isti ¢imbenici odgovorni i za nastanak zlocudnih oboljenja (npr. akutna
mijeloidna leukemija) detaljnije poznavanje njihove uloge u postupku diferencijacije,
odnosno naruSene funkcije, vazno je i sa stajaliSta onkologije. Vec¢ina promotora mijeloidne
loze posjeduje funkcionalno vezno mjesto za ¢imbenik PU.1 (u stanju vezati domenu “TATA
box), koji je ujedno vezanjem na ¢imbenik TBP (eng. tata binding protein) u stanju potaknuti
ekspresiju cijelog niza ¢imbenika bitnih pri mijeloidnom usmjeravanju hematopoetskih
stanica matica (24). S obzirom na nemoguc¢nost samostalnog vezanja ¢imbenika TBP, vecina
gimbenika mijeloidne loze ovisna je o ekspresiji PU.1. Cimbenik PU.1 neizostavan je u
reprogramiranju iz limfocitne prema mijeloidnoj lozi, pri ¢emu s PU.1 medudjeluje mnostvo
¢imbenika (25, 26). Stvaranje mijeloidnih stanica uskladeno je relativno malim brojem
eksprimiranih transkripcijskih ¢imbenika. Osim PU.1, najvazniji medu njima su RARa,
RARSB, RAR 7 (eng. Retinoic acid receptor alpha, beta, gamma), C/EBPa (CCAAT/enhancer

binding protein), GFI1 (eng. growth-factor independent 1), IRF8 (eng. interferon-regulatory
factor 8), RUNX1 (eng. runt-related transcription factor 1), MYC te lIkaros (27). Put
dojavljivanja Notch je takoder bitan kod poticanja diferencijacije viSe mijeloidnih loza kroz
pozitivnu kontrolu ekspresije PU.1 (28).
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Neki od mehanizama diferencijacije stanica preteCa prema mijeloidnoj lozi otkriveni
su prilikom proucavanja mijeloidnih leukemija. Jedan od proucavanijih modela je onaj putem
¢imbenika RARa, smijeStenog u jezgri. Cinjenica kako nedostatak vitamina D vodi
neuobicajenom postupku stvaranja krvotvornih stanica (29), kao i otkrice fuzijskog proteina
PML-RARa u slaaju akutne promijelocitne leukemije (30) dovelo je do rasvjetljavanja
dojavljivanja putem ¢imbenika RARa. U tom procesu ¢imbenik RARa stvara heterodimer s
RXRa (eng. retinoid X receptor a), Sto omoguéuje vezanje za promotorsku regiju ciljnog gena
nazvanu RARE (eng. retinoic acid response element). Heterodimer uz pomo¢ dodatno
vezanih korepresora (SMRT, NcoR, mSin3A) je sposoban vezati kompleks HDAC (eng.
histone deacetylase) i dovodi do deacetilacije, odnosno utiSavanja ekspresije RARE.
Retinoi¢na kiselina (ATRA, eng. All trans retinoic acid) Se mozZe vezati za sve tri vrste

receptora RAR (a, B, 7 ), ¢ime uzrokuje konformacijsku promjenu unutar dimera RXR-

RAR, koja uzrokuje otpustanje kompleksa HDAC te novacenje koaktivatora poput p300/CBP,
Sto dovodi do acetilacije histona te aktivacije transkripcije (31). U slucaju nastanka PML-
RARa mutacije, novonastali fuzijski protein se veze na RARE u kompleksu s HDAC i
onemogucava transkripciju. S obzirom na to da fizioloSka koncentracija retinoi¢ne kiseline
nije dovoljno visoka za odvajanje kompleksa HDAC, dolazi do zastoja u sazrijevanju preteca
mijeloidne loze (Slika 2.7). Stvaranje fuzijskog proteina pogada put dojavljivanja retinoi¢cnom
kiselinom na vise nacina: reguliraju¢i ekspresiju ukljucenih gena, mijenjaju¢i uobicajen put
dojave putem heterodimera RAR/RXR te povecanjem opsega potencijalnih mjesta na koja se
fuzijski protein mozZe vezati na razmaknute ponavljajuce sljedove (DR, eng. Direct repeats)
unutar promotorskih mjesta (uobicajen put dojavljivanja ukljuc¢uje vezanje RAR i RXR samo
na motive DR2 te DR5 unutar promotorskih regija, dok fuzijski protein ima sposobnost
vezanja i na motive DR1, DR3 te DR4) (32). Pokazano je kako PML-RARa medudjeluje s
¢imbenikom PU.1 na nacin da fuzijski protein uzrokuje smanjenje aktivnosti PU.1 (33). Osim
toga, Alcalay i sur. pokazali su kako fuzijski proteini kod mijeloidne leukemije utjeCu na
poviSenu ekspresiju liganda Jaggedl unutar puta dojavljivanja Notch (34).

13



2 Literaturni pregled

= Motiv DR @

@ are ) AA?

ATRA

Slika 2.7 Model vezanja PML-RARa (a) PML-RARGa, zajedno s RXR te PU.1 veze se na
motive DR, novaéi kompleks HDAC te uzrokuje utiSavanje ciljnog gena. (b) Po dodatku
ATRA, dolazi do raspada PML-RARa, ¢ime se fuzijski protein zamjenjuje heterodimerom
RARa-RXR, pri ¢emu dolazi do aktivacije transkripcije. Prilagodeno i preuzeto iz Saeed i sur.
(32).

2.6 Diferencijacija u smjeru mijeloidne loze potaknuta agensom PMA

Forbol 12-miristat-13-acetat (PMA) poseban je aktivator obiju grupa (A- a, BI, BII, y
te B- 9, €, 1, 0) proteina kinaze C (PKC). Skupina forbol estera, kojoj pripada i PMA, djeluje
na PKC oponasaju¢i prirodni ligand, malu molekulu diacilglicerola (DAG). Kod mijeloidnih
leukemijskih loza stanica aktivacija s PMA dovodi do zastoja u rastu te pojave fenotipa
karakteristi¢cnih za monocitnu lozu stanica. FizioloSki odgovor mijeloidnih leukemijskih loza
stanica na PMA povezan je s aktivacijom kinaze c-Jun te transkripcijskih ¢imbenika EIk-1 te
ATF2. Takoder je otkriveno da je prilikom diferencijacije mijeloidne leukemijske loze stanica
U937 izazvane s PMA neophodna ekspresija transkripcijskog ¢imbenika MS-2, koji sudjeluje
u kontroli ekspresije povrsinskih biljega (35). Nadalje, poznato je kako ciljana diferencijacija
s PMA uzrokuje i stvaranje reaktivnih kisikovih radikala (ROS, eng. reactive oxygen species)

(36) te utjece na niz promjena u ekspresiji niza povrsinskih biljega (37).
2.7  Putdojavljivanja Notch

Put dojavljivanja Notch pripada skupini visoko konzerviranih mehanizama unutar

stanice, koji je prisutan u vecini visestani¢nih organizama (38). Prvotno je otkriven u vinskoj
14
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musici, gdje je mutacija gena notch pridonosila posebnom izgledu krila mutantnih jedinki, sa
savrSenim urezima na njihovoj povrsini (eng. Notch= zarez, urez) te je takoder otkriveno da
se radi o spolno vezanom genu smjeStenom na kromosomu X (39). Zbog izuzetne vaznosti
radi se o evolucijski sacuvanom putu dojavljivanja koji je prisutan kod svih Metazoa te je

najvjerojatnije postojao kao funkcionalan oblik ¢ak kod Urmetazoa (40).

Intenzivno zanimanje istrazivaca za ulogu Notcha uslijedilo je krajem proslog stoljeca,
nakon saznanja o povezanosti Notcha s akutnom leukemijom T-limfocitne loze (T-ALL) (41).
Mreza molekula koje sudjeluju u putu dojavljivanja Notch kod ljudi sastoji se od 4 receptora
(Notch 1-4) te liganada koji su dio obitelji liganada Delta-like (eng. DII1, DII3 te DIl4) te
Jagged (Jagl, Jag2) (Slika 2.8). Transkripcijski ¢imbenik Notch se na N-kraju vanjske
domene sastoji od ponavljajucih sljedova koji lice epidermalnom ¢imbeniku rasta (EGF-like
repeat, eng. epidermal growth factor-like repeat), ¢ija je uloga vezanje liganda. Svaki slijed
sastoji se od cetrdesetak aminokiselina unutar kojih je smjeSteno 6 cisteina koji tvore
disulfidne mostove. Negativna regulatorna regija receptora (NRR) smjeStena je izmedu
domene koja veze ligand te transmembranskog dijela molekule. Sastoji se od tri ponavljajuca
slijeda bogata cisteinskim ostacima (LNR, eng. LIN-12-Notch repeats) i heterodimerizacijske
domene (HD, eng. heterodimerization domain), ¢ija je uloga otpornost na metaloproteinazu u
odsustvu vezanja liganada (42). Unutarstani¢ni dio Notcha (NICD, eng. Notch intracellular
domain) sastoji se od regije RAM (eng. recombination binding protein-J-associated
molecule), ankirinske regije te slijeda PEST (eng. proline-glutamate-serine-threonine-rich) na
samom C-kraju proteina. Uloga regije RAM sastoji se u omogucavanju interakcije s
proteinom CSL (CBF1 kod sisavaca, Su(H) kod vinske musice te Lag-1 kod C. elegans).
Ankirinska regija sastoji se od ponavljajucih sljedova i klju¢na je za funkciju samog Notcha.
Svaki slijed sastoji se od 33 aminokiseline koje tvore sekundarnu strukturu obrnuto okrenutih
uzvojnica koje su B-om¢om spojeni s narednim slijedom (43). Vezanje na CSL dogada se
putem stabilnih interakcija s regijom RAM (jace veze) te ankirinskom (slabije veze)
domenom (44). Vezanje s kompleksom MAMLI1 (eng. Mastermind like 1) dogada se
iskljué¢ivo preko ankirinske domene (45). Domena PEST isklju¢ivo je zaduZena za

degradaciju te stvaranje proteasoma vodenog prethodnim ubikvitiniranjem (46).
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Slika 2.8 Organizacija domena c¢lanova puta dojavljivanja Notch. Prikazana je shema
receptora (lijevo) te liganada (desno) podrijetlom iz ¢ovjeka, vinske musice te C. elegans. S1-

S3 predstavlja mjesto cijepanja proteazama. Preuzeto iz Gordon i sur. (42).

Mehanizam puta dojavljivanja Notch ukljucuje tri zasebna proteoliticka koraka, nakon
kojih se signal putem unutarstanicne domene molekule Notch prenosi u jezgru. Prvo
proteolitiCko cijepanje posredovano proteazom PCS5/furin dogada se u trans-Golgijevom
aparatu pri Cemu nastaje heterodimer povezan nekovalentnim vezama, sastavljen od
izvanstani¢ne te unutarstanicne domene spojene s transmembranskim dijelom. Prilikom
vezanja receptora s nekim od odgovaraju¢ih liganada, dolazi do drugog cijepanja,
posredovanog proteazom ADAM (eng. A disintegrin and metalloprotease), koje dovodi do
stvaranja izvanstani¢nog dijela molekule NEXT (eng. Notch extracellular truncation) slabo
povezanog s membranom. Prijelazni oblik receptora u postupku odbacivanja sluzi kao
supstrat y-sekretazi, koja cijepa preostali dio receptora na dva mjesta unutar membranskog
dijela. Po cijepanju y-sekretazom, dolazi do premjeStanja NICD u jezgru, gdje tvori kompleks
s proteinom CSL (Slika 2.9), sto dovodi do novacenja dodatnih koaktivatora (Mastermind kod

vinske musice i sisavaca, Lag-3 kod C.Elegans) (47). Nastali kompleks veze se s kompleksom
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odgovornim za aktivaciju transkripcije (MEDS) Sto za posljedicu ima prepisivanje nizvodnih
ciljnih gena (48), od kojih su najpoznatiji ¢lanovi obitelji HES (eng. Hairy enhancer of split),
HERP (eng. Hes related repressor protein) te Deltex1. Osim regulacije navedenih gena Notch
ima vaznu ulogu i u regulaciji ekspresije transkripcijskog ¢imbenika PU.1, koji isudjeluje u
usmjeravanju diferencijacije stanica matice prema mijeloidnoj, odnosno limfoidnoj lozi (28).
Aktivacija Notcha vazan je dio mnogih procesa unutar stanice, ukljucujuéi proliferaciju,

diferencijaciju, hematopoezu, onkogenezu, embriogenezu te apoptozu.

Put dojavljivanja Notchl jedan je od glavnih elemenata prilikom usmjeravanja
diferencijacije limfocita. Pui i sur. (1999.) pokazali su da se konstitutivnim ispoljavanjem
Notchl, diferencijacija pomic¢e u smjeru razvoja limfocita T na Stetu razvoja limfocita B (49).
Kod miSeva je put dojavljivanja Notch neophodan pri procesu beta-selekcije timocita (50).
Pokazano je u perifernim limfocitima T da Notch utjeCe na ekspresiju interferona-y preko
aktivacije NF- ¢ B, transkripcijskog ¢imbenika odgovornog za proliferaciju, diferencijaciju,

stani¢no prezivljenje te zlo¢udnu transformaciju (51).
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Slika 2.9 Put dojavljivanja Notch. Preuzeto iz Gazave i sur. (40).
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Mutacije ¢imbenika koji ¢ine put dojavljivanja Notch uzrokuju mnoge poremecaje koji
zahvacaju veéinu tkiva poput krvozilnog sustava, o¢iju, bubrega, srca, mozga i jetre. Nekoliko
bolesti izravno je povezano s putem dojavljivanja Notch poput: Alagilleovog sindroma
(mutacija Jaggedl), spondilokostalne dizostoze (upletenost DII3, Hes7, Lunatic fringe),
sindroma Hajdu Cheney (mutacije gena za Notch2) te Alzheimerove bolesti (upletenost
gama-sekretaze) (52, 53). Metodom detaljnog sekvenciranja pokazano je kako je put
dojavljivanja Notch ukljucen i kod nekoliko ljudskih oblika raka, no za razliku od veéine
transkripcijskih ¢imbenika, uloga mu je dvojaka; moze se ponasSati i kao onkogen i kao
supresor tumora (54). Kao $to je prije pokazano, najbolje proucen utjecaj ¢imbenika Notch je
kod akutne leukemije limfocita T, pri ¢emu su najceS¢i uzrok razvoja bolesti tockaste
zamjenske mutacije te male delecije unutar okvira Citanja, koje omogucuju konstitutivnu
ekspresiju Notcha (55). Takoder, uzrok razvoja bolesti mogu biti i mutacije u sklopu domene
PEST na C-kraju samog proteina. Osim T-ALL, onkogeni utjecaj Notcha opisan je i u drugim
vrstama leukemija poput kroni¢ne leukemije limfocita B (Notchl1,2) (4), mijeloidne leukemije
(5, 6) te karcinoma dojke (Notchl, 4) (56). Potisnuto ponaSanje puta dojavljivanja Notch
opisano je po prvi put od strane Nicolasa i sur. (57). Istrazivanja na misevima kojima je
nativna uloga gena Notchl ciljano isklju¢ena dovela su do spontanog razvoja raka koze (57).
Takoder, Viatour i sur. dokazali su kako put dojavljivanja Notch ima ulogu supresora tumora
u slucaju raka jetre (58). Nicolas i sur. (2003) predlozili su da funkcija supresora tumora
Notchl djeluje kroz supresiju puteva dojavljivanja Wnt te Sonic Hedgehog (57). U istom radu
pokazano je kako se spontane lezije karcinoma bazalnih stanica pojavljuju odmah po deleciji
Notchl u kozZi miSeva starih sedam dana. Nadalje, ekspresija dominantno negativnog oblika
transkripcijskog ¢imbenika ¢lana puta dojavljivanja Notch, MAMLI1 dovela je kod miSeva do
razvoja karcinoma epitelnih stanica (59). Prilikom istrazivanja radenog na Stakorima koji su
kroni¢no bili izlozeni protutijelu ¢ija je svrha bila blokirati ligand DIl4 puta dojavljivanja
Notch, doslo je do razvoja supkutanih tumora te nepravilnosti povezanih s aktivacijom stanica
endotela (60). Takoder, namjerno izazvana deficijencija gena za Notch (pomocu sustava Cre-

LoxP) kod miSeva dovela je do pojave i Sirenja vaskularnog tumora (61).

Hesl je jedan od istraZenijih nizvodnih ¢lanova puta dojavljivanja Notch, no moguce

je potaknuti transkripciju Hesl neovisno o Notchu uz pomo¢ aktivacije putem JNK (eng. c-
Jun N-terminal kinase) (62) ili preko puta dojavljivanja Sonic Hedgehog (Slika 2.10) (63).
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Ukoliko je aktivacija Hesl izazvana putem dojavljivanja Notch, Hesl se u tom slu¢aju ponasa
kao represor transkripcije. Transkripcijski ¢imbenik Hes1 u veéini stanica ima ulogu represora
te je eksprimiran u gotovo svim nediferenciranim stanicama (64). Glavni mehanizam
djelovanja ¢imbenika Hesl je utiSavanje aktivnosti drugih ¢imbenika ili novacenje kofaktora
iz obitelji TLE, ¢ija je jedna od glavnih sposobnosti novafenje kompleksa HDAC i
deacetilacija histona, a time represija transkripcije (65, 66). MiSevi kojima nedostaje Hesl
pokazuju znakove preranog sazrijevanja stanica te ozbiljne poremecaje mozga, oka te

gusterace (67).
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stani¢nog ciklusa
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Slika 2.10 Uloga Hesl u utiSavanju transkripcije te pojavi zloc¢udnih oboljenja. Preuzeto iz
Sang i sur. (68).

Transkripcijski  ¢imbenik Deltexl posjeduje regiju sastavljenu od bazi¢nih
aminokiselina na N-kraju proteina gdje se veze za ankirinske ponavljajuce sljedove
unutarstani¢ne domene proteina Notch (69). Deltex1 regulira aktivnost ¢imbenika Notch
ometaju¢i medudjelovanje ¢imbenika Notch i Hes. Kako je poznato, kod sisavaca Notch
djeluje na transkripciju ¢imbenika Deltex1 te je njihova uzajamna regulacija povezana
mehanizmom pozitivne povratne sprege (69). Pokazano je kako Deltex1 ¢ini kompleks s
¢imbenicima Notch i beta-arestina, posredujuci u degradaciji unutarstani¢nog dijela Notcha.
Deltex 1 igra bitnu ulogu i pri ubikvitinaciji ¢lanova drugih puteva dojavljivanja, poput ciljane
degradacije ¢lanova puta dojavljivanja MAPK (eng. mitogen activated protein kinase) (70).
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2.8 Obitelj transkripcijskih ¢imbenika Ikaros

Obitelj transkripcijskih ¢imbenika Ikaros spada u obitelj proteina strukturno
prepoznatljivin po motivima cinkovih prstiju, koji su rasporedeni u dvije grupe, na N-
terminalnom (bitan za vezanje na DNA) i C-terminalnom dijelu sekvence, putem kojeg
protein moZze tvoriti homo- ili heterodimere (71). Radi se o konzerviranoj obitelji koju ¢ini 5

¢lanova: Ikaros, Helios, Aiolos, Eos te Pegasus (72).

Protein Ikaros prvotno je identificiran u miSeva kao ¢imbenik koji se veze za pojacivac
gena CD36 (73). Naknadno je pokazano da Ikaros sudjeluje u regulaciji niza gena specifi¢nih
za razvoj limfoidnih loza stanica kao Sto su: VpreB, Lck, CD8a, IL-R2, TCRa, TCRB, A5
(71).

Gen ikaros eksprimiran je u hematopoetskim stanicama matica, stanicama pretecama
limfoidne loze, zrelim limfocitima T i B te stanicama NK odraslih miSeva (74). Sli¢na
ekspresija potvrdena je i kod ljudi (75). Ekspresija Ikarosa potvrdena je i u mozgu, tj. u

neuronima striatusa (76).

Gen ikaros nalazi se u blizini gena za epidermalni ¢imbenik rasta na kra¢em kraku
kromosoma 7 u, evolucijski ofuvanom, lokusu kod ljudi (75). Sadrzi 7 egzona ¢ijim
prepisivanjem i razli¢itim kombinacijama prekrajanja moze nastati velik broj izoformi (Slika
2.11) (71, 77).
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Slika 2.11 Shematski prikaz inacica transkripcijskog cimbenika Aiolos, nastalih
postupkom prekrajanja. Zelene oznake unutar egzona 3-5 ozna¢avaju motive cinkovih prstiju
pomocu kojih ¢imbenici veZu DNA, dok ljubicaste oznake na C-kraju proteina oznacavaju
motive cinkovih prstiju potrebne prilikom dimerizacije s drugim proteinima. Preuzeto iz
Ballestar i sur. (77).

Obitelj proteina lkaros spada u proteine koji vezu DNA s C2H2 motivom cinkovih
prstiju te pripada obitelji transkripcijskih ¢imbenika Kriippel koji imaju prostorno odijeljene
motive smjeStene na C-kraju i N-kraju. Motivi na N-kraju, putem koje obitelj Ikaros veze
DNA od iznimne su vaznosti za diferencijaciju limfocita (78). 1zoforme koje imaju viSe od
dva motiva cinkovih prstiju na N-kraju mogu vezati DNA dok ostale ne mogu. Nedavno
istrazivanje pokazalo je kako motivi na N-kraju razli¢ito pridonose vezanju DNA, s obzirom
na to da nisu istodobno svi motivi cinkovih prstiju potrebni za vezanje DNA. Tako npr. prvi i
Cetvrti motiv igraju bitnu ulogu prilikom limfopoeze, dok je Cetvrti motiv neophodan kod
uloge Ikarosa kao tumor supresora (79). Takoder, primjeé¢eno je kako su kod svih izoformi
prisutna dva motiva na C-kraju dok se na N-kraju kod Ikarosa, Heliosa, Aiolosa te Eosa
pojavljuju Cetiri motiva cinkovih prstiju (71). Kod transkripcijskog ¢imbenika Pegasus se
jedino pojavljuju tri motiva cinkovih prstiju na N-kraju proteina (80). Neposredno ispred

dimerizacijske domene nalazi se jo$ jedna domena koja je bitna za aktivaciju koja se sastoji
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od kiselih i hidrofobnih aminokiselina. Kisele su zaduzene za aktivaciju transkripcije kada se
ostvari kontakt ciljnog gena s domenom na amino kraju, dok hidrofobne stabiliziraju veze s

osnovnim transkripcijskim kompleksom (81).

Ik-1 je najduza izoforma koja sadrzi sve moguce motive cinkovih prstiju. Nakon
sinteze Ik-1 i Ik-2 (nedostaje mu motiv cinkovog prsta najblizi N-kraju) ulaze u jezgru gdje
poticu transkripciju ciljnih gena. 1k-3 i Ik-4 su pretezno smjesSteni u citoplazmi te su puno
slabiji aktivatori transkripcije. Tek je lk-4 naden u znacajnijoj koli¢ini u ranim precima
limfocita T (71). Ostale izoforme Ikarosa nemaju uopée moguénost vezanja DNA te se
nazivaju dominantno-negativne izoforme. Kod miSeva su radeni pokusi uvodenjem mutacije
(delecije) egzona 3 i 4 $to kod homozigotnih dominantno negativnih miseva (DN™) dovodi do
zaustavljanja razvoja svih limfoidnih loza ukljucujuc¢i limfocite T, B i NK (82). No,
heterozigotni misevi (DN'") razvijaju sve limfoidne loze iako je opazeno da se u tom sludaju
pojavljuju leukemije i limfomi u roku 3 do 6 mjeseci. Pokazano je kako smanjenje i gubitak
aktivnosti Ikarosa dovodi do aberantne proliferacije limfocita T nakon aktivacije, Sto
potvrduje ulogu lkarosa u supresiji nastanka tumora (83, 84). lkaros takoder ima ulogu u
utiSavanju gena (85). Proteini Ikaros ve¢im su dijelom smjesteni u podru¢ju centromernog
heterokromatina u jezgri proliferiraju¢ih limfocita, a promjene strukture kromatina se
povezuju s utiSavanjem transkripcije (86). Takoder je dokazana prisutnost Ikarosa u
kompleksu NuRD (eng. nucleosomal remodeling and histone deacetylase) s ATP-azom Mi-2p
i histonskom deacetilazom (HDAC). Smanjenje lkarosa povetava vezanje kromatina s
kompleksom NuRD, deacetilaciju histona te utiSavanje gena. Kompleks NuRD takoder moze
medudjelovati s represorskim kompleksom Polycomb, ¢ime dolazi do aktivacije gena
povezanih s proliferacijom (87). Osim tog kompleksa, znacajan udio Ikarosa vezan je uz
kompleks SWI/SNF (eng. SWItch/Sucrose NonFermentable), koji oblikovanjem nukleosoma
olakSava transkripciju (88). Ikaros je klju¢an ¢imbenik pri razvoju hematopoetskih stanica
matica prema limfoidnoj i mijeloidnoj lozi te nastanku prve usmjerene stanice s potencijalom
ograniCenim na razvoj limfoidne i mijeloidne loze (LMPP, eng lymphoyd-primed multipotent
progenitor) (89). Medu ostalim, Ikaros regulira i ekspresiju ciljnih gena puta dojavljivanja
Notch kompetitivnom inhibicijom s proteinom RBPj £ (eng. Recombining binding protein

suppressor of hairless) s kojim dijeli isto vezujuée mjesto za DNA (90). Ista grupa autora
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pokazala je kako Ikaros i Notch djeluju antagonisticki na ekspresiju nekoliko ciljnih gena puta

dojavljivanja Notch (91).
2.9  Proliferativni poremec¢aji

Novotvorine krvotvornog tkiva mogu se podijeliti prema tijeku bolesti, podrijetlu
stanica te prema stupnju agresivnosti u odnosu na zdravo tkivo (dobroc¢udni ili zlo¢udni).
Leukemija je zlocudni oblik novotvorina unutar kojih je moguce razlikovati akutne i kroni¢ne
stupnjeve leukemije. Leukemije (gr¢. leukos-bijel, aima-krv) su zlo¢udne bolesti krvotvornih
stanica koje zahvacaju kosStanu srz i perifernu krv. Akutne leukemije su sve vrste leukemija
koje karakterizira bujanje nezrelih stanica, dok je za kroni¢ne karakteristi¢cno umnozavanje
zrelijih stanica zastalih u odredenom stupnju razvoja. Iz navedenog razloga je tijek kroni¢nih

leukemija polaganiji, s manjim stupnjem zlo¢udnosti u odnosu na akutne leukemije (55, 92).

Kroni¢nu leukemiju limfocita B, naj¢esc¢u vrstu leukemije kod odraslih, karakterizira
klonska proliferacija te nakupljanje zrelijih oblika limfocita B. Javlja se ve¢inom u osoba
starijih od 50 godina, nesto ¢esée kod muskaraca. Radi se o0 veoma heterogenoj bolesti koju
karakterizira monoklonska populacija limfocita B s eksprimiranim povrsSinskim biljezima
CD5, CD19 te CD23, uz smanjenu razinu membranskih IgM i IgD te biljega CD79b (93).
Ishod i tijek, s obzirom na samu heterogenost bolesti, moguce je donekle odrediti pracenjem
ekspresije razlicitih prognostoc¢kih ¢imbenika poput ZAP70, CD38, mutacijskog statusa gena
IGHV (eng. Immunoglobulin heavy chain variable region genes), mutacijskog statusa gena
TP53, te nekih citogenetskih karakteristika (94, 95), iako se osnovno stupnjevanje bolesti
najcesce vrsi prema parametrima koje su razvili Binet sa sur. (96) te Rai sa sur. (97). Jaksi¢ i
sur. takoder su razvili metodu odredivanja ukupne mase tumora kao jedan od parametara pri
razredbovanju stupnja bolesti (98). Pretpostavlja se da je podrijetlo zlo¢udnosti klona B-CLL
limfocita potrebno traziti ve¢ u stupnju samoobnavljaju¢e hematopoetske stanice matice (99),
lako druga istrazivanja govore i o ideji kako B-CLL nastaje iz limfocita B marginalne zone
(100, 101). Pokazano je kako je proces apoptoze jedan od bitnijih pri nastanku bolesti, s
obzirom na veliku ekspresiju proteina Bcl-2 koji ima protuapoptotsku ulogu (102). Billot i
sur. pokazali su da Aiolos kontrolira prezivljenje limfocita B-CLL regulirajuci ekspresiju

nekih ¢lanova obitelji Bel-2 (103). Takoder, aktivacija puta dojavljivanja Notch takoder
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izravno utjeCe na pojavu apoptoze kod osoba oboljelih od B-CLL, spasavajuéi zlo¢udni klon

limfocita B od nastanka apoptoze (4).

Akutnu mijeloidnu leukemiju (AML) karakterizira brza proliferacija abnormalnih
stanica koje se nakupljaju u koStanoj srzi, pri ¢emu dolazi do preklapanja sa stvaranjem
normalnih krvnih stanica. Sli¢no kao i u slu¢aju B-CLL, podrijetlo zlo¢udnog klona stanica
AML-a ima izvoriSte u hematopoetskim stanicama maticama ograni¢enog potencijala
diferencijacije prema mijeloidnoj lozi (104, 105). Najcesca je vrsta akutne leukemije kod
odraslih, a zahvaca otprilike 20% leukemijskih oboljenja kod djece (106). Prema vazeéim
kriterijima stupnjevanja AML (107) moguce je razlikovati osam razreda (M0-M7) koji se
medusobno, izmedu ostalog, razlikuju i1 po translokaciji karakteristicnoj za odredeni stupanj
(26). Jedna od poznatijih i najproucavanijih je translokacija t(15;17) pri kojoj nastaje fuzijski
protein PML-RARa. U nastanku i razvoju AML sudjeluju i dodatni ¢imbenici kao §to su
tirozinske kinaze FIt3 i c-Kit, koje mogu potaknuti i put dojavljivanja RAS te na taj nacin

stanici pruziti signale za nastavak proliferacije (108).
2.10 Obitelj Ikaros i put dojavljivanja Notch u proliferativhim poremecéajima

Za normalnu limfopoezu od iznimne su vaznosti, kako ¢imbenici iz obitelji Ikaros,
tako i put dojavljivanja Notch. Mutacije koje su odgovorne za smanjenje aktivnosti lkarosa te
za poviSenje aktivacije Notcha odgovorne su za promicanje leukemogeneze. Pokazano je
kako lkaros upravlja ekspresijom nekoliko ciljnih gena, koji su ujedno povezani s putem
dojavljivanja Notch, kao $to su pTa, Hesl, Deltexl, Gata3 te Runxl (90). Mehanizam
supresije gena Hesl, kao zajednickog ciljnog gena Notch i Ikaros puteva objasnjen je
kooperativnim vezanjem lkarosa za promotorsko mjesto gena Hesl, zajedno s vezanjem

transkripcijskog represora RBPj x u nezrelim miSjim timocitima (91). Ista grupa autora
pokazala je takoder da je represor RBPj x neucinkovit u odsustvu Ikarosa. Utjecaj ostalih

transkripcijskih ¢imbenika iz obitelji Ikaros na put dojavljivanja Notch je relativno neistrazen.

U nekim slucajevima Notchl se takoder ponaSa kao onkoprotein. Njegova uloga
najbolje je proucena u T-ALL, agresivhom obliku leukemije koja uglavnom pogada djecu i
adolescente. Weng i sur. (2004) su otkrili da je Notchl mutiran u 56% proucavanih slucajeva

koji boluju od T-ALLa (55). Identificirane su dvije Zarisne to¢ke podloZzne za mutacije unutar
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gena za Notch: domene HD te PEST. Poslije otkri¢a proto-onkogenih svojstava Notcha u ljudi
oboljelih od T-ALL, njegova uloga dokazana je i u drugim tumorima, poput raka dojke,
debelog crijeva, pluca te melanoma (109). Nedavna istrazivanja ukazala su na moguci
poremecaj zbog mutacija Notcha u kroni¢noj leukemiji limfocita B (B-CLL, eng. B cell
chronic lymphocitic leukemia). Mutacije otkrivene u tim istraZivanjima pokazale su kako je
Notchl primarno mutiran kod pacijenata s agresivnijim stadijem bolesti te loSijom
prognozom, kao npr. kod Richterovog sindroma, pri kojem se leukemijske stanice
transformiraju u brzorastu¢i difuzni limfom. Notchl bio je mutiran u 31% slucajeva
pacijenata s Richterovim sindromom te je 20,8% pacijenata s oblikom CLL-a otpornim na
lijekove imalo mutiran Notchl. Ve¢ina mutacija smjeStena je u domeni PEST (110, 111).
Rezultati dosadasnjih istrazivanja Notch u patogenezi B-CLL nisu jednoznacni. Rosati i sur.
pokazali su prekomjernu ekspresiju Notchl i Notch2, predlazué¢i prekomjernu aktivaciju puta
dojavljivanja Notch kod oboljelih od B-CLL (4). Nasuprotno, Hajdu i sur. pokazali su kako
na razini glasnicke RNA put dojavljivanja Notch nije prekomjerno aktiviran u osoba oboljelih
od B-CLL (112).

Novija istrazivanja usmjerena su na ulogu Notcha u procesu apoptoze. Apoptoza je
aktivni mehanizam ciljanog odumiranja stanica te su mnogi ¢imbenici uklju¢eni u regulaciju
ovog iznimno vaznog procesa. Jedan od utjecajnijih ¢imbenika na proces apoptoze je put
dojavljivanja Notch. Prijasnja istrazivanja pokazala su kako loza miSjih fibroblasta OP9
potpomaze prezivljenje hematopoetskih preteca stanica, dok su Kamdje i sur. pokazali kako
mezenhimske stanice koStane srzi oboljelih ¢uvaju stanice B-CLL od procesa apoptoze (113)
(114). Rosati i sur. pokazali su kako je upravo konstitutivna ekspresija Notchl odgovorna za
inhibiciju apoptoze (4), dok su Hubmann i sur. otkrili kako inhibicija puta dojavljivanja Notch
moZe dovesti do iniciranja apoptoze u stanicama B-CLL (115). Proturje¢ni rezultati dobiveni
su u slucaju akutne mijeloidne leukemije (AML), gdje su Zhang i sur. pokazali kako je
ekspresija DIlI4 i Notchl znacajno visa kod osoba oboljelih od AML u odnosu na zdrave
osobe (116). Kannan i sur. pokazali su upravo suprotno na razini ekspresije Notchl te
pokazali kako Notchl moZe inhibirati rast stanica te potaknuti apoptozu ovisnu o kaspazama
(5). Tohda i sur. dosli su do zaklju¢ka kako ligandi puta dojavljivanja Notch pod odredenim
uvjetima viSe pogoduju smjeru diferencijacije stanica nego samoobnavljanja stanica AML
(117). Konstitutivno eksprimiran i aktiviran put dojavljivanja Notch ima bitnu ulogu u
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otpornosti stanica B-CLL na apoptozu kao rezultat poviSene aktivnosti NF- x B te ekspresije
inhibitora apoptoze c-1AP (4). Uloga Notchl, 2 i 4 u inhibiciji apoptoze vidljiva je kroz
poviSenu ekspresiju inhibitora apoptoze Bcl-2 i transkripcijskog ¢imbenika NF- k£ B, odnosno
snizenu ekspresiju apoptotskog gena kaspaze 3 (113). U sluc¢aju B-CLL na poviSenu
ekspresiju Bcl-2 djeluje i transkripcijski ¢imbenik Aiolos, koji putem veznih mjesta na
promotorskom mjestu gena moze regulirati njegovu ekspresiju. Takoder je primje¢eno kako je
za otpornost na apoptozu od izrazite vaznosti okruZzenje u kojem se stanice nalaze. Kamdje i
suradnici (2012) pokazali su da stanice strome koStane srzi pridonose otpornosti stanica B-
CLL na apoptozu.

Dosadasnja saznanja iznjedrila su nekoliko lijekova koji izravno utje¢u na modulaciju
puta dojavljivanja Notch. Tako je otkric¢e inhibitora gama sekretazne aktivnosti bilo potaknuto
ponajvise istrazivanjima na Alzheimerovoj bolesti te kasnije primijenjeno u lijecenju razlicitih
oblika zlo¢udnih oboljenja. Osim inhibitora gama sekretazne aktivnosti dosad je poznat jos
jedan pokuSaj modulacije puta dojavljivanja Notch, putem imunoterapije i razvijanja
protutijela usmjerenih na bilo koji od ¢lanova puta (118). Povezanost puta dojavljivanja
Notch te Aiolosa, kao i ostalih ¢imbenika unutar obitelji Ikaros (Helios, Eos, Pegasus) u B-

CLL-u ostaje nerazjasnjena iako su predmet intenzivnih istrazivanja (119, 120).
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3.1 Ispitanici

Skupinu ispitanika Cinilo je trinaest osoba koje, prema dijagnostickim kriterijima
Svjetske zdravstvene organizacije, boluju od kroni¢ne leukemije limfocita B (eng. B cell
chronic lymphocytic leukemia, B-CLL) te Sest zdravih ispitanika. Uzorci periferne Kkrvi i
koStane srzi prikupljeni su u suradnji s Klinickom bolnicom ,,Merkur®”. Za sve bolesnike
napravljena je detaljna dijagnoza na temelju ispoljavanja biljega karakteristi¢nih za kroni¢nu
limfocitnu leukemiju (stanice kojima je istovremeno pokazana prisutnost biljega CD5 i
CD19) i pokazatelja stadija progresije bolesti prema Jaksicu i sur. (98) (Tablica 3.1). Za osobe
oboljele od kroni¢ne limfocitne leukemije B-CLL 6 i B-CLL10 (Tablica 3.1) nisu dostupni
klini¢ki podaci, no, uvrstili smo ih u studiju nakon provjere prisutnosti biljega karakteristi¢nih
za kroni¢nu limfocitnu leukemiju. U skupinu zdravih ispitanika uvrstili smo uzorke periferne
krvi osoba kojima metodom proto¢ne citometrije nije potvrdena prisutnost zlocudnog
CD5"19" klona stanica. Svi uzorci prikupljeni su nakon potpisanih pristanaka, a istraZivanja
su odobrena i potvrdena pri Etickom povjerenstvu Medicinskog fakulteta SveuciliSta u

Zagrebu.
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Tablica 3.1 Dijag

nosticirane karakteristike ispitanika oboljelih od kroni¢ne leukemije limfocita B.

3 Ispitanici, materijali i metode

1 70 z netr. 124 117 8 141 145 14 B | NE J DA NE
2 69 z netr. 34,36 27,49 4,47 135 200 8 B | DA NE NE
3 47 M netr. 97,19 92,33 3,88 138 128 15 B ] NE DA NE
4 48 z netr. 91,22 85,84 3,9 124 131 13 A ] NE NE NE
5 68 z netr. 91,88 80,85 6,43 113 131 13 B | NE NE NE
6 ND | ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
7 79 M netr. 54,72 43,78 5,47 122 284 9 | NE NE NE
8 57 z netr. 29,01 25,8 2 134 180 6 A 0 NE NE NE
9 47 M netr. 24,24 18,9 4,8 157 200 6 B | DA NE NE
10 ND | ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
11 65 z netr. 41,71 36,87 3,84 134 168 7 A 0 ND ND ND
12 67 z netr. 45,64 40,89 3,7 139 163 7 A 0 ND ND ND
13 72 M netr. 39,58 35,07 3,92 150 188 7 A 0 ND ND ND

netr. — novootkriveni uzorci osoba koji boluju od B-CLL, nisu prethodno primali nikakvu terapiju
ND - nije definirano

TTM- ukupna masa tumora
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3.2  Materijali

3.21  Kemikalije

Koristene kemikalije popisane su u Tablici 3.2. Popis koriStenih enzima moguée je
pronaci u Tablici 3.3. Molekulski biljezi navedeni su u Tablici 3.4.

Tablica 3.2 Popis koriStenih kemikalija.

Kemikalija (eng.)

Skraéeni naziv

Proizvodag

Animalne kulture stanica

Dimethyl-sulfoxide DMSO Sigma-Aldrich
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate PMA Sigma-Aldrich
All trans retinoic acid ATRA Sigma-Aldrich
L-Glutamine L-GLN Sigma-Aldrich
Roswell park memorial institute medium RPMI Sigma-Aldrich
Minimum essential medium o a-MEM Life technologies
Foetal calf serum FCS Life technologies
Newborn calf serum NBCS Life technologies
Sodium chloride NaCl Kemika
Potassium chloride KCl, Kemika
Potassium dihydrogen phosphate KH,PO, Kemika

Calcium chloride CaCl, Kemika
Lymphocyte separation medium - Flow laboratories
TrypLE select - Life technologies
Lymphocyte separation medium - Flow laboratories
Trypan blue - Fluka AG
Protoclna citometrija

BD FACSFlow Sheath fluid - BD Biosciences
BD FACS Clean Solution - BD Biosciences
BD FACSRinse solution - BD Biosciences
Dichloro-dihydro-fluorescein acetate DCFH-DA Molecular probes
Konfokalna mikroskopija

Poly-L-lysine solution Sigma-Aldrich
16% formaldehyde PFA Life technologies
Vectashield hard set medium with DAPI Vectorlabs
Bugacenje po Westernu, imunodetekcija

SignalFire plus ECL Reagent - Cell Signaling
Bovine serum albumine BSA Sigma Aldrich
Ammonium persulphate APS Merck
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan TRIZMA base Merck

Glycine for electrophoresis Sigma Aldrich
Ethylenediaminetetraacetic acid EDTA Kemika
Tetramethylethylenediamine TEMED Sigma-Aldrich
N,N'-Methylenebisacrylamide - Sigma Aldrich
Acrylamide - Sigma Aldrich
Tween 20 - Sigma Aldrich
Nonidet-P40 - Sigma Aldrich
Glicerol - Kemika

Nitrocelulozna membrana

Amersham pharmacia biotech
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Medical x-ray film

Razvijac

Fiksir

Test proliferacije stanica

Cell proliferation reagent WST-1
Izdvajanje RNA

RNA Bee Isolation solvent
TRIzol reagent

Izopropanol

Etanol

Kloroform
Diethylpyrocarbonate
Obrnuto prepisivanje
Oligo dT (50 pM)
Ditiothreitol

5XRT buffer

10x Taq RT buffer

MgCl, (25mM)

dNTP mix (2.5 mM svaki)
Random hexamers (50 uM)
Priprema vanjskog standarda

Wizard SV Gel and PCR clean up system kit
PicoGreen dsDNA Quantitation reagent
Picogreen Assay

Film za detekciju

(CHs),CHOH
C,HsOH
CHCl,
DEPC

Fuji Film
Kodak
Kodak

Roche

Biogenesis

Life technologies
Kemika

Kemika

Kemika
Sigma-Aldrich

Life technologies (Invitrogen)
Life technologies (Invitrogen)
Life technologies (Invitrogen)
Life technologies (Applied biosystems)
Life technologies (Applied biosystems)
Life technologies (Applied biosystems)
Life technologies (Applied biosystems)

Promega
Molecular probes
Molecular probes

Tablica 3.3 Popis koriStenih enzima.

Kemikalija (eng.)

Kataloski broj

Proizvodaé

Izdvajanje RNA

Superscript 111 reverse transcriptase
RNAse inhibitor (20 U/ul)

RNAse block (40 U/ul)

Gold Taq Polymerase

MuLV reverse transcriptase
Multiscribe reverse transcriptase
Protease inhibitor cocktail

18080-044
N808-0234
300152
N808-0249
N808-0018
N808-0234
P8340

Life technologies (Invitrogen)

Life technologies (Applied biosystems)
Agilent technologies

Life technologies (Applied biosystems)
Life technologies (Applied biosystems)
Life technologies (Applied biosystems)
Sigma Aldrich

Tablica 3.4 Popis koriStenih molekulskih biljega.

Molekulski biljezi

KataloSki broj

Proizvoda¢

Colorplus Prestained protein ladder
Marker VIII
100 bp DNA ladder

P77115
11336045001
15628-019

New England biolabs
Roche

Life technologies (Invitrogen)
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Tablica 3.5 Popis protutijela upotrijebljenih tijekom istrazivanja.

Protutijelo Klon/Razrjedenje #/ Tvrtka

Bugadenje po Westernu
Notchl XP Rabbit mAb D1E11/ 1:2000 3608/ Cell Signaling
Cleaved Notchl Rabbit mAb D3B8/ 1:500 4147/ Cell signaling
b-actin Rabbit mAb 13E5/ 1:1000 4970/ Cell signaling
Anti-rabbit 19gG, HRP-linked antibody 1: 1000 7074/ Cell signaling

Protoéna citometrija, konfokalna mikroskopija
Monoclonal Mouse anti-Human CD5 (RPE) DK23/1:30 R0842/ Dako
Monoclonal Mouse anti-Human CD19 (APC) HD37/ 1:5 C7224/ Dako
Monoclonal Mouse anti-Human CD11b (FITC) Bear1/1:50 IM0530/Beckman Coulter
Monoclonal Mouse anti- Human CD19 (PE) HD37/1:10 R0808/Dako
Annexin-V-FLUOS Staining kit 1:200 11858777001/ Roche
Sytox green 1:10000 S7020/ Life technologies

3.2.2  Loze stanica
Koristene loze stanica vidljive su u Tablici 3.6.

Tablica 3.6 Loze stanica koriStene prilikom izrade doktorske disertacije.

Loza stanice Opis Referenca

Mijeloidne loze

NB4 AML FAB M3 (121)

HL-60 AML FAB M2 (122)

U-937 Histiocitni limfom (123)

NALM-1 CML (124)
Limfoidne loze

MOLT-4 T-ALL (125)

Jurkat T-ALL (126)
Fibroblasti

OP9 Transfecirani mis§ji fibroblasti (127, 128)

OP9-DL1 Transfecirani mi§ji fibroblasti (128, 129)

Lozu stanica NB4 koja je uspostavljena od osobe oboljele od akutne promijelocitne
leukemije (APL), koristili smo prilikom ovog istrazivanja. Prema razredbovanju FAB (107),
radi se o podvrsti M3 AML koju karakterizira translokacija t(15;17) te postojanje fuzijskog
gena PML-RARA, Kkoji je rezultat/posljedica navedene translokacije. U odnosu na druge

podvrste AML, osobe koje boluju od APL odgovaraju na terapiju potaknutu ATRA.
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Loza stanica HL-60, uspostavljena od osobe oboljele od akutne mijeloidne leukemije
(AML FAB M2), prvotno se koristi pri ispitivanjima diferencijacije potaknute s DMSO,
PMA, ATRA te drugim agensima.

Loza stanica U-937 izvedena je iz zlocudnih stanica pleuralne efuzije 37-godisnje
osobe oboljele od histiocitnog limfoma. Mogucée je poticanje diferencijacije k odvedenijim

oblicima monocitne loze zriobe stanica.

NALM-1 naziv je loze stanica izvedene od trogodisnjeg djecaka oboljelog od kroni¢ne
mijeloidne leukemije u blasti¢noj krizi. Stanice su pozitivne na terminalnu deoksinukleotidil

transferazu te posjeduju Philadelphia kromosom t(9;22), tj. fuzijski BCR-ABL 1 gen.

MOLT-4 loza stanica periferne krvi izolirana iz devetnaestogodiSnjaka oboljelog od
akutne limfoblasti¢ne leukemije (ALL). Stanice su okruglastog oblika i rastu u suspenziji, a

jedna od bitnijih karakteristika je postojanje mutacija genu za Notch1l.

Loza stanica Jurkat izvedena je iz periferne krvi Cetrnaestogodi$njeg djecaka oboljelog
od akutne limfoblasti¢ne leukemije. Stanice mogu rasti u nakupinama i pojedina¢no, a jedna
od osobitosti je konstantna proizvodnja interleukina-2. Primarno se koriste u svrhu

odredivanja osjetljivosti stanica raka na lijekove i zracenje.

Loza fibroblasta OP9 izvedena je iz Zrtvovanih novorodenih miSeva soja B6C3F1.
Posebnost stanica je da mogu podrzavati razvoj i diferencijaciju hematopoetskih stanica
matica, ukljucujuéi i razvoj limfocita B (130). Stanice OP9 zarazene su s praznim MigR1
retrovirusnim vektorom (49) ili s retrovirusnim vektorom MigR1 napravljenim da eksprimira
gen za Delta-like 1(131), dopustajuéi istovremenu ekspresiju gena od interesa te zelenog
fluorescentnog proteina kao biljega (GFP, eng. green fluorescent protein). Takoder, pokazano
je kako loza stanica OP9 ima slicne imunofenotipske karakteristike kao i misje mezenhimske

stanice matica (132).
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3.3 Metode

3.3.1  [Izdvajanje stanica na gradijentu gustoce

Uzorke koStane srzi te periferne krvi izdvajali smo centrifugiranjem na gradijentu
gustoce upotrebom medija za odvajanje limfocita (Tablica 3.2), po modificiranom protokolu
(133). Uzorke smo razrijedili s otopinom PBS u omjeru 1:1 te smo tako razrijedene nadslojili
na 3 ml medija za odvajanje limfocita u koni¢nim, 15 ml epruvetama za centrifugiranje.
Uzorke smo potom centrifugirali pri 18°C, (900 g, 15 minuta uz isklju¢enu ko¢nicu
centrifuge). Po razdvajanju stanica limfocite smo izdvojili u novu epruvetu. Limfocite smo
potom dvaput isprali s otopinom PBS, izbrojali pomo¢u Neubauerove komorice te ih koristili
u daljnjoj manipulaciji.

3.3.2  Brojanje stanica

Brojanje stanica vrsili smo pomoc¢u komorice Neubauer koja sadrzi urezanu mrezicu
definiranog volumena. Mrezica je podijeljena na polja dvaju razlicitih veli¢ina pri ¢emu veca
polja (N=64) sluze za brojanje limfocita, dok se manja polja koriste za brojanje eritrocita.

Stanice smo razrijedili i obojali tripanskim modrilom (0,03%), kako bi se razlikovale Zive

neobojane stanice od obojanih mrtvih. Stanice smo brojali prema formuli:

N=N64/V64X Vuzorka X razrjedenje.

Pri ¢emu je N=ukupan broj stanica; Ngs=broj izbrojanih stanica u 64 kvadratica;

Vga=volumen komorice
3.3.3  Zamrzavanje stanica i pohrana

Limfocite izdvojene prethodno opisanim nacinom priredili smo u mediju za
zamrzavanje stanica (Tablica 3.7) te pohranili u hladnjaku za duboko zamrzavanje pri

temperaturi od -80°C.
3.3.4  Kultura animalnih stanica

U istrazivanju smo koristili linije navedene u Tablici 3.6. Kako se loze stanica ¢uvaju

u mediju za zamrzavanje stanica pri temperaturi od -80°C, prije upotrebe smo ih otopili te
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isprali u 5 ml medija za ispiranje stanica, kako bi uklonili visak medija za zamrzavanje koji
sadrzi DMSO (Tablica 3.7). Stanice smo potom centrifugirali deset minuta (300 g pri +4°C),
uklonili nadtalog te smo postupak ispiranja ponovili jo$ jednom. Po ispiranju, loze stanica
prenijeli smo u Petrijeve zdjele ili bocice za uzgoj stanica uz dodavanje prikladnog medija za
uzgoj stanica (Tablica 3.7).

Tablica 3.7 Sastav razli¢itih vrsta medija koristenih pri radu s kulturama animalnih
stanica.

Medij Sastav

Medij za zamrzavanje stanica RPMI-1640 : 70%
FCS : 20%
DMSO : 10%
Medij za zamrzavanje stanica OP9  a-MEM : 40%
FCS : 50%
DMSO: 10%
Medij za uzgoj stanica RPMI-1640 : 90%
FCS: 10%
L-glutamin : 1mM
Medij za uzgoj stanica OP9 a-MEM : 80%
FCS: 20%
L-glutamin: 1mM
Medij za ispiranje stanica PBS: 90%
NBCS: 10%
Medij za propustanje stanica PBS: 98%
NBCS: 2%

3.3.5  Protocna citometrija

Metoda analize stanica proto¢nim citometrom stara je cetrdesetak godina i do danas je
jedna od osnovnih hematoloskih i imunoloskih tehnika. Proto¢ni citometar sastoji se od tri
medusobno povezana dijela: opti¢kog, proto¢nog te elektronskog. Protocni sustav sacinjavaju
pokretacka tekucina (eng. sheath fluid), suspenzija stanica te sustav zracnog potiska. Opticki
dio zaduZen je za detekciju svakog dogadaja laserskom zrakom, nakon c¢ega putem niza
zrcala, leca te fotomultiplikatorskin dioda taj dogadaj bude pojedinacno prikazan u
elektronskom obliku. Svaki proto¢ni citometar ima mogucénost prac¢enja veli¢ine stanica (eng.
forward scatter- svjetlost koja se rasprsi pod malim kutom) te zrnatosti (eng. side scatter,
svjetlost koja se raprsi pod pravim kutom). Osim navedenog, stanice je moguce razvrstati i
razlikovati i prema razli¢itim fluorokromima vezanim na odredena monoklonska protutijela,
koja se koriste za identifikaciju stani¢nih biljega. Fluorokromi obasjani laserskom svjetlos¢u

35



3 Ispitanici, materijali i metode

emitirat ¢e svjetlost vece valne duljine od ulazne svjetlosti Sto ¢e citometar putem posebnih
osjetnika i zabiljeziti (134). Ovim nac¢inom, ovisno o vrsti uredaja, moguce je razvrstati
stanice na temelju prisutnosti i do osamnaest biljega istovremeno, a u novije vrijeme se
pojavljuju i naprednije inacice uredaja i metoda poput fotoakusti¢nog razvrstavaca stanica,

masene citometrije, koji omogucuju pracenje i do 40 biljega istovremeno (135, 136).

Prilikom istraZzivanja Kkoristili smo dva instrumenta za proto¢nu citometriju: proto¢ni
razvrstava¢ stanica FACS Aria, opremljen automatiziranom jedinicom za razvrstavanje
pojedinacnih stanica te proto¢ni uredaj za analizu FACS Calibur (Oba Becton Dickinson,
SAD). Tijekom razvrstavanja stanica koristili smo ra¢unalni program FACS Diva, dok smo
prilikom prikupljanja i snimanja dogadaja proto¢nim citometrom FACS Calibur koristili
pripadujuéi program za analizu CellQuest (oba Becton Dickinson, SAD). Racunalni program

FCS Express 3 (De novo software, SAD) Kkoristili smo za obradu dobivenih rezultata.
3.3.6  Kokultivacija i diferencijacija

Za potrebe ciljane diferencijacije koristili smo OP9 sustav (128), pri kojemu smo
stanice loze NB4 te HL-60 kultivirali na podlozi s OP9 stanicama ili s OP9-DL1 stanicama.
10° stanica OP9/OP9 DL1 nasadili smo pocetnog (nultog) dana pokusa po svakoj Petrijevoj
zdjelici promjera 35mm (Greiner, Njemacka). Nakon inkubacije stanica OP9 te perioda
priljepljivanja stanica (inkubacija u trajanju 6 do 18 sati) adheriranim stanicama promjenili
smo medij ¢Gime smo uklonili mrtve stanice OP9. Potom smo 10° stanica leukemijske loze
NB4 ili HL-60 resuspendirali u 2 ml medija za uzgoj OP9 stanica (Tablica 3.6) te dodali na
adherirane stanice. Za diferencijaciju loza stanica koristili smo reagense ATRA te PMA
(Sigma, SAD). Stanice smo uzgajali bez i u prisustvu ATRA (zavrSna koncentracija 1uM) te
PMA (zavrsna koncentracija 80ng/ml) jedan do pet dana, bez ili s adheriranim stanicama OP9
(ovisno o vrsti pokusa). Reagens ATRA dodavali smo na dnevnoj osnovi tijekom trajanja
eksperimenta, dok smo PMA jednokratno dodali na pocetku pokusa. Po isteku predvidenog
trajanja pokusa stanice smo odlijepili od podloge, upotrebom tripsina ili reagensa Tryple
select (Tablica 3.2). Prikupljene stanice dvaput smo isprali u otopini PBS te smo potom
uzorke spremili za daljnju analizu. U slufaju pripreme uzoraka za analizu proto¢nim
citometrom, stanice smo nakon dvostrukog ispiranja u PBS-u te uklanjanja nadtaloga nakon

centrifugiranja (300 g, 10 minuta, +4°C) obiljezavali protutijelom CD11b FITC (Tablica 3.5).
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Nakon 20 min inkubacije pri +4°C stanice smo isprali u PBS-u te resuspendirali u

primjerenom volumenu PBS-a s dodanim propidij jodidom.
3.3.7  Apoptoza

Za pracenje stupnja apoptoze koristili smo loze stanica (HL-60, NB4) i limfocite
izolirane iz Sest ispitanika koji boluju od B-CLL. Limfocite B-CLL inkubirali smo u prisustvu
jednoslojnih stanica strome transfeciranih s praznim retrovirusnim vektorom (OP9) ili s
vektorom koji osim gena reportera GFP ima i ligand DL1. 1-2x10° limfocita B-CLL nasadili
smo u Petrijeve zdjelice promjera 60 mm bez i u prisustvu OP9 ili OP9-DL1 (1x10°). Loze
stanica smo, uz inkubaciju s OP9-DL1 fibroblastima, ciljano diferencirali s agensima PMA i
ATRA te uzgajali 24 sata pri 37°C. Prilikom svih pokusa, stanice smo kultivirali u mediju za
uzgoj stanica OP9 (Tablica 3.7). Sve uzorke prilikom istrazivanja inkubirali smo pri
temperaturi od 4°C ili 37°C. Postotak apoptotskih stanica mjerili smo protocnim citometrom
(FACS Calibur, Becton Dickinson). Leukemijske stanice opisali smo na temelju ekspresije
povrsinskih biljega CD5 PE/CD19 APC, dok smo postotak apoptotskih stanica odredili prema
ekspresiji biljega Annexin V FITC (veze se na fosfatidil serin koji u ranom stupnju apoptoze
postane vidljiv na vanjskoj povrsini stanicne membrane te propidij jodida (ugradbeni agens
koji se veze na DNA te se koristi pri razlikovanju Zivih od mrtvih stanica ili pri analizama
stani¢nog ciklusa metodom proto¢ne citometrije, Tablica 3.5). Obiljezavanje stanica vrsili
smo prema napucima proizvodaca (Tablica 3.5). Podatke dobivene proto¢nom citometrijom

analizirali smo koristeci racunalni program FCS express 3 (De Novo software, SAD).
3.3.8  Razvrstavanje stanica

Odmrznuli smo uzorke ispitanika, dvaput smo ih isprali u mediju za ispiranje stanica
te potom inkubirali s reagensom Sytox green (Life technologies) deset minuta u mraénom
prostoru pri sobnoj temperaturi uz lagano mijeSanje. Potom smo stanice centrifugirali (300 g,
pet minuta pri +4°C) te inkubirali s protutijelima (Tablica 3.5) u mra¢nom prostoru dvadeset
minuta pri temperaturi od +4°C. Nakon ispiranja (300 g, 5 minuta pri +4°C), stanice smo
priredili u odredenom volumenu medija za propustanje stanica (Tablica 3.7) te smo ih potom
razvrstavali i pohranjivali u 5 pl PBS po pojedinom dogadaju u mikroepruvete (0,2 ml).
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Razvrstane pojedinacne stanice pohranili smo pri -80°C, dok smo od ostatka razvrstanih

stanica priredili lizat za izolaciju ukupnih molekula RNA.
3.3.9  Mijerenje koncentracije, SDS PAGE, bugacenje po Westernu te imunodetekcija proteina

Priprema staniénog lizata: Izdvojene stanice isprali smo u mediju PBS te smo na
talog stanica dodali pufer za lizu stanica (Tablica 3.8) s dodanim inhibitorima proteaza (prema
uputama proizvodaca, 1 pl mjeSavine inhibitora dovoljno je za susprezanje proteazne
aktivnosti milijun stanica, Tablica 3.3). Na svakih milijun stanica dodali smo 20 pl pufera za

lizu stanica s dodanim inhibitorima proteaza.

Odredivanje koncentracije proteina po Bradfordu: Odredivanje koncentracije
proteina po Bradfordu (137) temelji se na vezanju proteina na boju u otopini (Coomassie
Brilliant blue G-250), ¢ime proteini u kiselom okruzenju reagensa utje¢u da protonirani oblik
otopine (crvenkaste boje, maksimum apsorbancije pri 465 nm) prijede u neprotonirani
plavkasti oblik (maksimum apsorbancije pri 610 nm). Razlika izmedu dva oblika boje najveca
je pri 595 nm, Sto je ujedno i valna duljina pri kojoj se odreduje koncentracija proteina.
Raspon detekcije seze od 50-1000 pg/ml. Sastav reagensa za odredivanje koncentracije po
Bradfordu vidljiv je u Tablici 3.8.

U svrhu odredivanja standardne krivulje, napravili smo seriju razrjedenja proteina
BSA (eng. bovine serum albumine) u rasponu 0,5-8 pg/ul. Potom smo na ploc¢u s 96 bunaric¢a
nanijeli triplikate uzoraka za mjerenje u tri razlicita razrjedenja (4x, 8x te 16x) te pomijeSali s
200 pl pripremljenog reagensa. Koncentraciju proteina izmjerili smo pomoc¢u automatskog

¢itaca vrijednosti apsorbancija.

Elektroforeza SDS PAGE, bugacenje po Westernu: Po izmjerenoj koncentraciji
denaturirali smo proteine pri povisenoj temperaturi (5 minuta, 95°C) te potom normalizirane
koncentracije proteina (~45ug) nanijeli u prethodno pripremljen SDS-PAGE gel (Tablica
3.8). Tijek elektroforeze (150 V, 10 min; 180 V, 100 min) pratili smo uz pomo¢ prethodno
obojanog molekulskog biljega (Tablica 3.4). Po zavrSetku elektroforeze (Hoefer Mighty small

system), vrSili smo bugacenje proteina na nitroceluloznu membranu (GE Healthcare) pomocu
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sustava za prijenos proteina tvrtke BioRad (1500 mA preko no¢i, konstantna jakost struje,
+4°C).

Imunodetekcija: Nitroceluloznu membranu inkubirali smo u TBS-T + 5% BSA (Sest
sati, +4°C, 40 rpm, valovito zibanje) u svrhu smanjenja nespecificnog vezanja. Potom smo
odlili otopinu za blokiranje te smo membranu preko noc¢i inkubirali u pripremljenoj otopini
primarnog protutijela, pri +4°C uz valovito zibanje od 40 rpm. Membranu smo isprali (3x5
minuta) u TBS-T + 5% BSA te smo inkubirali u otopini sekundarnog protutijela (jedan sat,
valovito zibanje, 40 rpm). Razrjedenja protutijela vidljiva su u Tablici 3.5. Nakon Cetiri serije
po deset minuta ispiranja u TBS-T, prisutnost proteina smo detetktirali koriStenjem sustava za
imunodetekciju Signalfire (Tablica 3.2) (138).
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Tablica 3.8 Puferi

Westernu.

koristeni

prilikom elektroforeze SDS-PAGE te bugalenja po

Naziv otopine

Sastav/ Referenca

Bradfordov reagens

Pufer za prijenos proteina na membranu

Pufer za SDS-PAGE (10X)

Izmjenjeni Carin pufer za lizu stanica

Pufer za skidanje proteina s membrane

Pufer za nano3enje uzoraka na gel (6x)

Tris-Buffered saline Tween 20 (TBS-T)

10% SDS-PAGE-gel za razdvajanje

10% SDS-PAGE- gel za sabijanje

Coomassie brilliant blue G-250: 10 mg
95% etanol: 5 mi

Fosforna kiselina: 10 ml
Redestilirana voda do 100 ml
25 mM Tris

192 mM glicin

20 % metanol

Redestilirana voda do 1000 mi
Tris: 30,3 g

Glicin: 144 g

SDS:10g

Redestilirana voda do 1000 ml
Tris/HCI (pH 7,4): 20 mM
NaCl: 137 mM

EDTA: 2 mM

NP40: 1%

Glicerol: 10%

Inhibitori proteaza

Glicin: 0,2 M

Tween 20: 0,05%

Tris: 1,875 ml

SDS: 0,6 g

100 % glicerol: 4,8 ml
2-Betamerkaptoetanol (14,7 M): 0,9 ml
Bromfenolno plavilo: 3 mg
Redestilirana voda do 10 mi
Tris: 2,42 g

NaCl: 8,77 g

Tween 20: 0,01%
Redestilirana voda do 10 ml
Redestilirana voda: 2,95 ml
Akrilamid/bisakrilamid (29:1): 2,5 ml
Tris-HCI (pH 8,8): 1,9 mi
10% SDS: 75 pl

10% APS:75 pl

TEMED: 15 pl

Redestilirana voda: 4,1 ml
Akrilamid/bisakrilamid (29:1): 1 ml
Tris-HCI (pH 8,8): 750 pl
10% SDS: 60 pl

10% APS: 60 pl

TEMED : 15 pl
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3.3.10 lzdvajanje ukupne RNA

Stanice uzoraka (do 5x10°%) dvaput smo isprali u otopini PBS, centrifugirali (500 g,
+4°C, sedam minuta) te na talog stanica dodali 500 pl reagensa TRIZOL ili RNA BEE
(Tablica 3.2). Navedena metoda izolacije RNA poboljSana je inac¢ica protokola razvijenog od
strane Chomczynski i sur. (139). Uzorak smo inkubirali pri sobnoj temperaturi pet minuta te
mu potom dodali 100 ul kloroforma uz blago mijeSanje. Centrifugiranjem pri 12000 g (15
minuta, +4°C) odvojili smo gornju (vodenu) te donju (organsku) faza. Vodenu fazu prebacili
smo u novu epruvetu te dodali 250 pl izopropanola kako bi se izdvojena RNA mogla lakse
istaloziti. PomijeSanu vodenu fazu s izopropanolom inkubirali smo pri sobnoj temperaturi
deset minuta te smo potom uzorak centrifugirali pri 12000 g (10 minuta, +4°C), uklonili
nadtalog te talog dvaput isprali u otopini etanola (75%). Nadtalog smo uklonili, a na talog
RNA dodali 15 pl vode obradene s DEPC te smo pomocu spektrofotometra (Biospec
Shimadzu) izmjerili koncentraciju dobivene RNA.

3.3.11 Obrnuto prepisivanje enzimom Superscript 111

Reakcija reverzne transkripcije zasniva se na svojstvu molekula RNA da pri
odredenim uvjetima vezu komplementarne slijedove koji mogu posluziti kao pocetnice u
reakciji sinteze novog lanca, kataliziranoj enzimom reverzne transkriptaze. Rezultat navedene

reakcije nastajanje je komplementarnog lanca DNA (cDNA).

Uvjeti: 1 pl oligo dT (50 pM), dNTP (10 mM), 9 ul DEPC H,O te 2 pl RNA
(500ng/ul). Pri temperaturi od 65° C pet minuta se odvija denaturacija. Potom smo dodali 4 pl
5x pufera te 2 ul DTT (0,1 M). Pri ovom koraku protresli smo epruvetu na tresilici te ju
kratko centrifugirali u svrhu homogenizacije uzorka te postavili u uredaj za PCR pri
temperaturi od 42° C. Nakon dvije minute dodali smo 0,7 pl reverzne transkriptaze
Superscript 111 (Invitrogen- Life technologies). Uzorak smo inkubirali 50 minuta pri 42° C.
Nakon zavrSetka reakcije uzorak smo stavili na led, te razrjedili s 20 ul vode obradene s

DEPC do kona¢nog volumena od 40 pl.
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3.3.12  Lancana reakcija polimerazom

Pojedinacne lancane reakcije polimerazom radili smo prema sljedecem protokolu: 2pl
MgCl; (256mM), 0,5 pl dNTP (10 mM), 2,5 pl 10x pufer 11 15,8 pl H,O, 2 ul cDNA, 1 pl
pocetnica 1 (5 uM), 1 pl pocetnica 2 (5uM), te 0,2 ul Taq polimeraze. Uvijeti pri kojima smo

radili lan¢ane reakcije polimerazom prikazani su u Tablici 3.9.

Tablica 3.9 Uvjeti umnazanja odsjeaka pojedina¢nih gena tijekom lanéane
reakcije polimerazom.

Temperatura Vrijeme Broj ciklusa
Lancana reakcija polimerazom
95°C 10 minuta -
94°C 30 sekundi
60°C 30 sekundi 35
72°C 60 sekundi
72°C 10 minuta -

3.3.13 Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (Tagman metoda)

Nacelo lancane reakcije polimerazom pomo¢u metode Tagman oslanja se na 5'-3'
egzonukleaznu aktivnost Taq polimeraze koja ima sposobnost cijepanja dvostruko obiljezenih
proba tijekom postupka hibridizacije. Pocetnice za Tagman sastoje se od kovalentno
pri¢vrséenog fluorofora na 5' kraj pocetnice, te utiSivaca signala na 3' kraju. Dok su fluorofor i
utiSava¢ u svojim nativnim pozicijama, ne dolazi do emitiranja fluorescencije uslijed pojave
rezonancijskog prijenosa fluorescentne energije (eng. fluorescence resonance energy transfer,
FRET). Po ugradbi pocetnica tijekom lancane reakcije polimerazom, a uslijed polimerazne
egzonukleazne aktivnosti, dolazi do otpustanja fluorofora iz blizine utiSivaca, te je signal
dobiven Tagman metodom proporcionalan pokazatelj koliko se fluorofora oslobodilo tj.

koliko se pocetnica ugradilo u nastale odsjecke molekula DNA u odredenoj reakciji.

Sve pokuse radili smo s reagensom Tagman Gene expression Mastermix (Applied
biosystems). Za metodu Tagman napravili smo ¢cDNA po naputku proizvodaca, pri ¢emu je
najbitnija stavka reverzna transkriptaza MultiScribe, koja je posebno prilagodena za pokuse
temeljene na metodi Tagman. Sastav reakcijske smjese pri izradi cDNA vidljiv je u Tablici
3.10.
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Prvotno smo pripremili te pomijeSali sve neenzimske komponente, koje smo potom
protreskali pomocu elektri¢ne tresilice. Potom smo dodali enzimske komponente (Multiscribe
RT te inhibitore RNAza) te smo na kraju dodali uzorak RNA. Dodane komponente blago smo
promijesali ruénim okretanjem zatvorene epruvetice. Reakcija se odvija pri uvjetima

prikazanim u Tablici 3.11.

Tablica 3.10 Sastav reakcije pri obrnutom prepisivanju (metoda Tagman).

Sastojak Volumen

HZ0 9,25 pl

10x Taq RT buffer 5ul

MgCl, (25mM) 11 pl (zavrsna koncentracija: 5,5 mM)
dNTP mix (2,5 mM svaki) 10 pl (zavrdna koncentracija: 0,5 mM)
Random hexamers (50 pM) 2,5 pl (zavrdna koncentracija: 2,5 pM)
MultiScribe RT (50 U/ul) 1,25 pl

RNAse inhibitors (20 U/ul) 1ul

RNA 10 pl

Ukupni volumen 50 pl

Tablica 3.11 Uvjeti pri kojima se odvijaju reakcije temeljene na kvantitativnoj metodi

Tagman.
Temperatura | Vrijeme | Broj ciklusa
Obrnuto prepisivanje
25°C 10 minuta 1
37°C 120 minuta 1
4°C - ;

Lan¢ana reakcija polimerazom-Tagman

50°C 2 minute 1
95°C 10 minuta 1
95°C 15 sekundi

S 40
60°C 60 sekundi

Nakon dobivanja komplementarne DNA, uzorak smo deset puta razrijedili s vodom

prije stavljanja u reakciju lan¢ane reakcije polimerazom (Tablica 3.12).
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Tablica 3.12 Smjesa za lanfanu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu metodom

Tagman. Prikazana je reakcijska mje3avina za jedan uzorak.

Sastojak Volumen
H,0 11,9 pl
20x Assay 1,7 pl

2x Tagman 17
cDNA 3,4 ul
Ukupni volumen 34 ul

Prilikom pripreme i po dodavanju svih komponenti od iznimne je vaznosti sve uzorke
dobro promijesati uz pomoc¢ tresilice te potom kratko centrifugirati i oboriti uzorak. Svaki
uzorak razdijelili smo na tri opticke epruvetice (10 pl/epruvetici), namijenjene iskljucivo za
reakcije lanCanom polimerazom u stvarnom vremenu (Applied biosystems). Reakcija se
odvijala pri uvjetima prikazanim u Tablici 3.12. Za reakcije lancane reakcije polimerazom u
stvarnom vremenu metodom Tagman Koristili smo sustav 7300 real time PCR system, dok

smo prikupljanje podataka u stvarnom vremenu vrSili pri 60°C, 60 sekundi.

Pocetnice koriStene pri kvantitativnoj lancanoj reakciji polimerazom u stvarnom

vremenu prikazane su u Tablici 3.13.

Tablica 3.13 Komercijalno dostupne pocetnice za kvantitativnhu lananu reakciju

polimerazom u stvarnom vremenu metodom Tagman.

Ime pocetnice Kataloski broj
18S Hs999901-s1

MRPL19 Hs00608519_m1
Notchl Hs00413187_m1
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3.3.14  ViSestruko umnazanje lancanom reakcijom polimerazom

ViSestruka lanc¢ana reakcija polimerazom (eng. Multiplex polymerase chain reaction,
mxPCR) izmijenjena je metoda lancane reakcije polimerazom pri kojoj se istovremeno koristi
viSe parova pocetnica za umnazanje odsjecaka gena od interesa. Prilikom izvedbe mxPCR,
potrebno je paziti na optimizaciju uvjeta te pomno birati koriStene pocetnice, kako bi se
izbjegla pojava dimerizacije medu pocetnicama i drugih nejedinstvenih odsjec¢aka. Osim
samog slijeda, bitna je i koncentracija svake od pocetnica koje moraju biti uskladene. Za
umnazanje odsjecaka komplementarne DNA (cDNA) Koristi se djelomi¢no ugnjezdeni sustav
lancane reakcije polimerazom, cija je prednost veca osjetljivost i jedinstvenost metode.
Metoda se temelji na primjeni dvije uzastopne reakcije PCR, nakon ciljanog postupka
obrnutog prepisivanja. Cilj prve reakcije je umnaZanje jedinstvenog dijela odsjecka iz male
pocetne koncentracije cDNA, dok je cilj druge reakcije povecati jedinstvenost unutar
umnozenog odsjecka putem promjene pocetnice koja se veze u pravom smjeru. Pocetnica

koja se veze u obrnutom smjeru ostaje nepromjenjena.

Istrazivanja radena na vecem broju stanica mjeSovite populacije, kojima je fenotip
neodreden, ¢esto mogu biti neprikladna s obzirom na ¢injenicu kako na razini glasnicke RNA
nekoliko stanica s prekomjerno eksprimiranim genom od interesa moZe dati isti ili ¢ak i jaci
signal kao i mnosStvo stanica s nizom razinom ekspresije odredenog gena (Slika 3.1). Pri
sluc¢aju istovremenog istrazivanja veceg broja stanica rezultat nije dovoljno osjetljiv, tj. ne
pruza dovoljno informacija o uzorku, dok je u slu¢aju analize na pojedina¢noj stanici moguce
utvrditi postotak pozitivnih stanica za proucavani gen od interesa te je moguce odrediti i
apsolutni broj kopija molekula po odredenoj stanici. Time se dobiva preciznija i ucinkovitija

slika ekspresije za odredeni uzorak na razini glasnicke RNA.
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Apsorbancija SYBR Green
Apsorbancija SYBR Green

1% 26 35 45 1§ 25 35 45

Slika 3.1 Hipotetski primjer istrazivanja pri kojem veliki broj stanica ima nizu razinu
ekspresije (lijevo) te istrazivanja u kojem nekoliko stanica s viSom razinom ekspresije gena
od interesa daju slican signal prilikom kvantitativnog mjerenja lanCanom reakcijom

polimerazom (desno).

Odabir i oblikovanje pocetnica: KoriStene poc¢etnice pomno smo odabrali te smo ih
izradili po izri¢ito propisanim pravilima (140). Ukratko, odabrane pocetnice su duljine 20
parova baza, s istom ucestalos¢u parova nukleotida A-T i G-C. Duljina o¢ekivanih odsjecaka
prve lancane reakcije polimerazom ne bi smjela premasivati 360 parova baza, dok se duljina
odsjecaka druge lancane reakcije polimerazom obi¢no kre¢e oko 200 do 250 parova baza.
Nespecificnost vezanja pocetnica provjerili smo pomoc¢u besplatno dostupnog rac¢unalnog
programa Amplify 3.0 (141), dok smo jedinstvenost vezanja na ljudski slijed provjerili
pomocéu programa Primer blast (142). Sve pocetnice s otkrivenim jakim nejedinstvenim
vezanjem izbacili smo iz istrazivanja. Takoder, sve sljedove pocetnica izradili Sm0 na nacin
da prelaze granice egzona i introna te na taj nacin sprije¢e umnazanje genomske DNA. Popis

koriStenih pocetnica vidljiv je u sklopu Tablice 3.14.
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Tablica 3.14 Popis koristenih pocetnica.

Nukleotidni slijed Gen (oznaka pocetnice)  Duljina odsjecka*
Ikaros
gacatgtcccaagtttcagg Ikaros 1F 243 pb
aagcgatactccagatgagg Ikaros 2F 205 pb
cgaggcatcaagcattcgta Ikaros 1R
Helios
gacaatgagctttcacccga Helios 1F 234 pb
ggagcactccaatatggcaa Helios 2F 211 pb
cacctcgctgctctcaatta Helios 1R
Aiolos
tgcggaactgaaaagcactc Aiolos 1F 358 pb
aaaagcactcaggagcagtc Aiolos 2Fb 348 pb
ggataatccacacacatcgc Aiolos 1Rb
Eos
catctctggagaaggagttc Eos 1F 326 pb
tcagtgccaactccatcaag Eos 2F 239 pb
cacgttgggtccaatacaga Eos 1R
Pegasus
aaccagagcctttggacttc Pegasus 1F 315 pb
agctggaacagatggtgatc Pegasus 2F 197 pb
gaggotttttcacctgtgtgg Pegasus 1R
Notchl
aagacatgaccagtggctac Notch 1F 251 pb
aacatcaacgagtgtgcgtc Notch 2F 186 pb
gctctcatagtcctcggatt Notch 1R
Deltex1
cttgtgccctacatcatcga Deltex1 1F 250 pb
tgcagtccatgcaccagttt Deltex1 2F 228 pb
agatgaggtagcagaagcct Deltex1 1R
Hesl
cgacaccggataaaccaaag Hes 1F 344 pb
gcatctgagcacagaaagtc Hes 2F 321 pb
agtgcgcacctcggtattaa Hes 1R
CD3e
gottattatgtctgctaccc CD3e A 347 pb
tggagatggatgtgatgtcg CD3eC 259 bp
ggtcagatgcgtctctgatt CD3e B
HPRT
gtcttgctcgagatgtgatg HPRT1 1F 346 pb
ttgctgacctgcetggattac HPRT1 2F 265 pb
aagcttgcgaccttgaccat HPRT1 1R

*duljina odsjeCaka izraZena u parovima baza pocetnica 1F ili 2F u kombinaciji s 1R
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Obrnuto prepisivanje i viSestruke lanc¢ane reakcije polimerazom: Prilikom
istraZzivanja koristili smo istovremeno obrnuto prepisivanje za osam gena. Sastav reakcijske
smjese prikazan je u Tablici 3.15., prve lan¢ane reakcije polimerazom u Tablici 3.16 te druge

lan¢ane reakcije polimerazom u Tablici 3.17.

Tablica 3.15 Sastav reakcijske smjese pri obrnutom prepisivanju.

Sastojak Volumen

MgCl; (25mM) 2 pl (zavréna koncentracija 3,33 mM)

10x PCR buffer 2 1,5 ul

dNTP (10mM svaki) 1,5 ul (zavr$na koncentracija: 1mM)
RNAse block (40U/ pl) 1pl

MMLYV reverse transcriptase 0,7ul

Pocetnica 1R (25 uM svaka) 0,08 I (zavrna koncentracija: 0,130 pM)
Uzorak 5ul

Voda obradena s DEPC Nadopuniti do ukupnog volumena od 15 pl
Ukupni volumen 15 pl

Tablica 3.16 Prva lancana reakcija polimerazom. Prikazane vrijednosti odnose se na

jednu reakcijsku smjesu pri kojoj je istovremeno koristeno osam gena.

Sastojak Volumen

MgCl, (25mM) 7 ul (zavrsna koncentracija: 2mM)

10x PCR buffer 2 8,5 ul

dNTP (2.5 mM svaki) 7 ul (zavrsna koncentracija: 0,2mM)
Pocetnica 1F (25 uM svaka) 0,05 pl (zavrsna koncentracija 0,015 pM)
Pocetnica 1R (25 pM svaka) 0,05 pl (zavrsna koncentracija 0,015 uM)
Taq polimeraza (5 U/ul) 0,6 ul

Voda 46,1 pl

Produkt obrnutog prepisivanja 15 ul

Ukupni volumen 85 pl

48



3 Ispitanici, materijali i metode

Tablica 3.17 Druga lan¢ana reakcija polimerazom. Prikazana je jedna reakcijska smjesa pri

kojoj je istovremeno koristen jedan par poc¢etnica za svaki od gena.

Sastojak

Volumen (ul)

MgCl, (25mM)

10x PCR buffer 2

dNTP (2.5 mM svaki)
Pocetnica 2F (25 uM svaka)
Pocetnica 1R (25 pM svaka)

1,6 pl (zavrdna koncentracija: 2 mM)

2 ul

2 ul (zavrsna koncentracija: 0,25 mM)
0,2 ul (zavrdna koncentracija: 0,25 pM)
0,2 ul (zavrdna koncentracija: 0,25 uM)

Taq polimeraza (5 U/ul) 0,1 pl
Voda 11,9 ul
Produkt prve reakcije PCR 2ul
Ukupni volumen 20 pl
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Uvijeti pri kojima se odvijaju reakcije prikazani su u Tablici 3.18.

Tablica 3.18 Uyjeti

polimerazom.

reakcija prilikom istovremenih viSestrukih lanéanih reakcija

Temperatura Vrijeme ciilrgéa

Obrnuto prepisivanje

37°C 60 minuta -

95°C 3 minute -

10°C 0 -

Prva lané¢ana reakcija polimerazom

95°C 10 minuta -

94°C 45 sekundi

60°C 60 sekundi 15

72°C 90 sekundi

72°C 10 minuta -

Druga lancana reakcija polimerazom

95°C 10 minuta -

94°C 30 sekundi

70°C 45 sekundi 2

72°C 60 sekundi

94°C 30 sekundi

66°C 45 sekundi 2

72°C 60 sekundi

94°C 30 sekundi

62°C 45 sekundi 2

72°C 60 sekundi

94°C 30 sekundi

60°C 45 sekundi 48

72°C 60 sekundi

72°C 10 minuta -

Izrada standarda: prilikom kvantifikacije ekspresije odsjeGaka gena na razini

glasnicke RNA dobivene viSestrukim lan¢anim reakcijama polimerazom, koriSten je naputak

razvijen od strane Monteiro i sur. (143). Za ukupnu kvantifikaciju molekula Notchl koristili

smo vanjski standard tj. uzorak poznate koncentracije i volumena s to¢no odredenim brojem

molekula, koji smo analizirali odvojeno od nepoznata uzorka, no pod jednakim uvjetima.

Uzorak ljudske komplementarne DNA umnoZen je Kkoriste¢i jedinstvene pocetnice za

umnazenje odsjecka gena za biljeg CD3e. Dobiveni odsjecak naneSen je na agarozni gel

koncentracije 1% te su jedinstveni odsjecci procisceni koriste¢i Wizard SV Gel and PCR

clean up system kit (Promega, SAD). Primjenom reagensa Picogreen assay (Molecular
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probes, SAD) dobiveni odsjecci su kvantificirani te je apsorbancija mjerena na uredaju ABI
Prism 7900 HT Sequence detection system (Applied biosystems, SAD). Koncentracija
procis¢enih odsjeCaka DNA izmjerena je uz pomo¢ reagensa PicoGreen dsDNA Quantitation
reagent (Molecular probes, SAD). Standard je definiran mjerenjem Ccetiri koncentracije

svakog pojedinog uzorka.

Kvantitativno odredivanje apsolutnog broja molekula glasnicke RNA: Sastav
reakcijske smjese lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (eng. quantitative real

time polymerase chain reaction, gRT PCR) prikazan je u Tablici 3.19.

ABI Prism 7900 Sequence detection system Koristili smo u svrhu pra¢enja ekspresije
glasnicke RNA za gen Notchl. U svrhu provjere nespecificnog vezanja, napravili smo
krivulju denaturacije (15 sekundi pri 95°C; 15 sekundi pri 60°C te 15 sekundi pri 95°C) na
kraju svake reakcije (Tablica 3.20). Vrijednost grani¢nog ciklusa (eng. Ct- threshold cycle)

bila je nepromijenjena u svim pokusima, a iznosila je Cnreshols= 0,25.

Tablica 3.19 Reakcijska smjesa lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu prilikom

odredivanja apsolutnog broja molekula glasnicke RNA.

Sastojak Volumen (ul)
2xSYBR Green Master mix 12 ul
Produkt prve lancane reakcije polimerazom 4l
Pocetnica 2F (25 uM) 0,24 ul
Pocetnica 1R (25 pM) 0,24 pl
Voda 7,52 pl
Ukupni volumen 24 ul
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Tablica 3.20 Uvjeti pri kojima se odvija lan¢ana reakcija polimerazom prilikom odredivanja

apsolutnog broja molekula glasnicke RNA.

Druga lancana reakcija polimerazom
95°C 10 minuta -
95°C 30 sekundi

60°C 30 sekundi

95°C 15 sekundi 48
60°C 15 sekundi

95°C 15 sekundi

3.3.15 Statisticka analiza

Prilikom statisticke analize podataka doktorske disertacije i dokazivanja statisticke

znacajnosti koristili smo neparametrijski test Mann Whitney s pragom znacajnosti p<0,05.
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4.1  Kinetika ekspresije gena iz obitelji Ikaros i Notch tijekom diferencijacije hematopetskih stanica

Ispitali smo ekspresiju transkripcijskih ¢imbenika iz obitelji lkaros te puta
dojavljivanja Notch na razini glasnicke RNA. Prethodno izradene pocetnice napravili Smo na
nacin da optimalno rade izvrgnute istim uvjetima. Ovim pokusom pokazali smo kako su svi
ispitani geni prisutni u lozama stanica HL-60 te NB4, s izuzetkom Deltex1 kod loze stanica
NB4.

Slika 4.1 Semikvantitativna analiza lan¢anom reakcijom polimerazom transkripcijskih
¢imbenika iz obitelji Ikaros te puta dojavljivanja Notch u lozama stanica HL-60 te NB4. 40 pl
komplementarne DNA dobili smo iz 1ug RNA te smo za provjeru ekspresije pojedinaénog

gena koristili 2 pl dobivene cDNA.

S obzirom na nedovoljnu osjetljivost RT-PCR-a, za neke gene smo napravili dodatne pokuse.
Krivulje zasi¢enja reakcije vidljive su na Slici 4.2. Kako reakciju treba pratiti u stupnju
nezasi¢enosti, odlucili smo kako ¢e se reakcije PCR zaustavljati nakon 34 ciklusa umnaZanja.
Tijekom lancane reakcije polimerazom mijenjali Smo broj ciklusa kako bi odredili optimalan

broj ciklusa pri kojem je krivulja nastalih odsjec¢aka u eksponencijalnoj fazi rasta.
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Slika 4.2 Semikvantitativna analiza ekspresije gena za Notch1, Hes1, Aiolos te HPRT na lozi
stanica NB4.

Napravili smo i dodatne pokuse ciljanog diferenciranja s ATRA na mijeloidnoj lozi
stanica NB4. Pokazali smo kako se na razini glasnicke RNA ekspresija gena za Aiolos te
Notchl, ne mijenja, dok je razina Hesl znacajno smanjena nakon stimulacije s ATRA (Slika
4.3). Prvotno mjerenje razine ekspresije pratili smo pet dana, s tim da je ve¢ nakon prvog
dana Hesl znacajno doSlo do smanjenja u odnosu na nediferencirane stanice. Niska razina

Hes1 ostala je postojanom tijekom svih pet dana pokusa.
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Aiolos
Notch1

HPRT

Slika 4.3 Ekspresija glasnicke RNA za Aiolos, Notchl, Hesl nakon pet dana izlaganja loze
stanica NB4 s retinoi¢nom kiselinom (zavr$na konc. 1uM). Stalno eksprimirani gen za HPRT

koristili smo za normalizaciju ekspresije prikazanih gena.

Prvotno smo utvrdili kako se ekspresija Hesl na razini glasnicke RNA mijenja u
procesu diferencijacije mijeloidnih stanica te smo potom pratili Kinetiku ekspresije Hesl tj.
dolazi li do smanjenja razine Hesl na pocetku postupka diferencijacije potaknutog s ATRA,
ili tek u kasnijem stupnju i pojavi CD11b. Slika 4.4. prikazuje kinetiku ekspresije gena od
interesa. Na razini glasnicke RNA ekspresija Hes1 zna¢ajno se smanjuje ve¢ nakon osam sati
stimulacije vodene s ATRA, dok se unutar dvadeset sati razina Hesl mRNA svodi na

minimum. Pojavu CD11b zabiljezili smo po isteku dvadeset sati.
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Slika 4.4 Kinetika ekspresije glasnicke RNA gena Hesl. (a) Semikvantitaivna lanc¢ana
reakcija polimerazom te (b) relativni omjer odsjecka gena Hesl u odnosu na ekspresiju
HPRT, dobiven denzitometrijskim mjerenjem nakon dva, osam te dvadeset sati inkubacije
loze stanica NB4, bez ili u prisustvu ATRA. Denzitometrijsku analizu napravili smo uz
pomo¢ racunalnog programa Genetools (Syngene, Velika Britanija). (¢) Ekspresija CD11b
kod NB4 stanica nakon dva, osam te dvadeset sati inkubacije stanica, bez ili u prisustvu
ATRA.

4.2 Postupak dokazivanja ekspresije Notchl kod osoba oboljelih od B-CLL

Kako bi dokazali ekspresiju transkripcijskog ¢imbenika Notchl na razini proteina,
uc¢inili smo analizu te imunosno dokazivanje trazenog proteina bugacenjem po Westernu
(Slika 4.5). 45 pg lizata stanica dobivenih od osoba oboljelih od kroni¢ne leukemije limfocita
B (B-CLL 1-8), zdravih ispitanika (ZI1-2) te leukemijskih loza stanica podvrgnuli smo
elektroforezi. Uzorak akutne mijeloidne leukemije koristili smo kao negativnu kontrolu.
Uzorak B-CLL1 odnosi se na proteine iz limfocita periferne krvi, dok su B-CLL2-8 proteini
limfocita iz koStane srzi. Slika 4.5a prikazuje razinu ekspresije analiziranih uzoraka osoba
oboljelih od B-CLL, kao i zdravih ispitanika te loza stanica. Za usporedbu te normalizaciju
razine ekspresije koristili smo protutijelo na beta aktin, koji je konstitutivnho eksprimirani

protein, te smo razinu ekspresije ukupnog Notchl usporedivali s razinom ekspresije
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navedenog proteina (Slika 4.5b). Povecana razina ekspresije Notcha u odnosu na razinu
ekspresije beta-aktina uocili smo jedino kod loze stanica MOLT-4 (akutna leukemija
limfocita T, Tablica 3.6). Slika 4.5¢ prikazuje kako s protutijelom na aktivirani Notch-1 kod
istih uzoraka kao na Slici 4.5a nismo utvrdili ekspresiju aktiviranog proteina Notch1l.
Ekspresija aktiviranog oblika Notchl u lizatima loza stanica MOLT-4 te Jurkat posluzila nam

je kao pozitivna kontrola prilikom istrazivanja.
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Slika 4.5 (a) Ekspresija ukupnog proteina Notchl bugacenjem po Westernu kod uzoraka
osoba oboljelih od B-CLL (1-8), AML (-), uzoraka proteina iz limfocita periferne krvi zdravih
ispitanika (Z11-2) te loza stanica leukemija. Podjednaku koncentraciju lizata stanica nanosili
smo na gel (~45 pg). Uzorak B-CLL1 te uzorci zdravih ispitanika (Z11-2) izolirani su iz
periferne krvi, dok su ostali uzorci dobiveni izolacijom limfocita iz koStane srzi. Loze stanica
HL-60, U937, MOLT-4 te Jurkat koristili smo kao pozitivhu kontrolu, a uzorak osobe
oboljele od AML (-) kao negativnu kontrolu. Koristili smo protutijela na Notchl (gornji red)
te protutijelo na B-aktin (donji red). (b) Denzitometrijska analiza omjera Notchl u odnosu na
B-aktin. (c) Razina ekspresije aktiviranog unutarstani¢nog oblika proteina Notchl kod

navedenih uzoraka.
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4.3  Utjecaj puta dojavljivanja Notch na spontanu pojavu apoptoze tijekom zajedni¢kog uzgoja sa
stanicama OP9-DL1

Izolirane limfocite Sest osoba oboljelih od B-CLL uzgajali smo samostalno ili u
prisustvu stanica OP9-DL1. Stanice smo uzgajali dvadeset i Cetiri sata u mediju za uzgoj
stanica OP9 te smo ih inkubirali pri +4°C te +37°C, bez ili u prisustvu OP9-DL1 fibroblasta.
Ovim istrazivanjem pokazali smo kako kako put dojavljivanja Notch igra bitnu ulogu pri
nastanku apoptoze. Na Slici 4.6 vidljivo je smanjenje postotka apoptotskih stanica u slucaju
uzgoja limfocita B-CLL u prisustvu OP9-DL1 fibroblasta u odnosu na limfocite uzgajane bez
stanica OP9-DL1, iako nismo utvrdili statisticku znacajnost (Slika 4.6). No, jedan uzorak od
Sest ispitanih osoba oboljelih od B-CLL pokazivao je znakove rezistencije na apoptozu te
paralelan uzgoj s OP9-DL1 nije utjecao na smanjenje postotka apoptotskih stanica. Primjetili
smo kako je veci postotak stanica pozitivnih na Annexin V izmjeren kod svih uzoraka (osim
B-CLL8) kad su stanice uzgajane samostalno pri 37°C u odnosu na stanice koje su 24h
kultivirane pri 4°C. Takoder, pet uzoraka (B-CLL1, 3-6) imalo je manju ucestalost
induciranih apoptotskih stanica pri uvjetima od 37°C te u prisustvu stanica OP9-DL1, u
odnosu na stanice uzgajane pri temperaturi od 37°C i bez prisustva stanica OP9-DL1 (Slika
4.6). Ucestalost postotka apoptotskih stanica mjerenih kod jedne osobe oboljele od B-CLL
koje su uzgajane zajedno sa stanicama OP9 sli¢na je postotku apoptotskih stanica koje su
uzgajane u odsustvu fibroblasta pri temperaturi od 37°C, Sto upucuje kako ¢imbenici lucenja
stanica strome nisu dovoljni za spas stanica od apoptotskog procesa kod osoba s B-CLL.
Nadalje, stanice dobivene kod jedne osobe oboljele od B-CLL (B-CLL8), koje su uzgajane na
podlozi s pri¢vrs¢enim OP9-DL1 stanicama imale su veé¢i postotak apoptotskih stanica
ukoliko ih usporedimo sa samostalno uzgajanim stanicama bez OP9-DL1 podloge.
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Slika 4.6 (a) Postotak apoptotskih stanica izmjeren u uzorcima koStane srzi Sest osoba

oboljelih od B-CLL. Stanice smo uzgajali bez ili u prisustvu OP9-DL1 stanica. Uzgoj stanica

te kokultivaciju u trajanju 24 h priredili smo u mediju za uzgoj stanica OP9 te su stanice

uzgajane pri razli¢itim uvjetima pri temperaturi od +4°C te +37°C. (Mann-Whitney U test,

p<0,05). (b) Odabrani prikaz apoptoze dobiven metodom proto¢ne citometrije te razlicite

reakcije stanica dobivenih od dva B-CLL bolesnika prilikom razli¢itih uvjeta prilikom uzgoja
(B-CLL1 gornji red, B-CLL8 donji red).
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Naknadno smo provijerili i utjecaj puta dojavljivanja Notch na apoptozu kod loza
stanica NB4 i HL-60 pri diferencijaciji potaknutoj s agensom PMA (Slika 4.7), pri ¢cemu

nismo primjetili znacajan utjecaj aktivacije Notcha u navedenim linijama.
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Annexin V

Slika 4.7 Analiza apoptoze nakon 24 sata kokultivacije loze stanica NB4 s (donji red) te HL-
60 (gornji red) u prisustvu OP9-DL1 stanica. Stanice smo inkubirali s PMA ili ATRA te smo
intenzitet fluorescencije Annexina V te propidij jodida mjerili proto¢nim citometrom. Stanice

OP9-DL1 izuzeli smo iz analize na temelju ekspresije zelenog fluorescentnog proteina.
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4.4  Razvrstavanje stanica

Slika 4.8 prikazuje postupak odabira stanica od interesa koriStenjem proto¢nog
razvrstavaca. Prilikom razvrstavanja koristili smo metodu pulsnog procesiranja koja ukljucuje
analizu fluorescencijskog signala svakog pojedinog dogadaja. Pulsno procesiranje ukljucuje
mjerenje Sirine, visine te povrSine signala (144) na temelju cega se prilikom razvrstavanja
pouzdano mogu izdvojiti samo pojedinaéne stanice. Mrtve stanice smo ciljanim
obiljeZzavanjem (Sytox green) uklanjali iz analize te smo razvrstavanje Zivih stanica temeljili
na ispoljavanju molekula CD5 te CD19. Naknadno smo proveli i analizu uspjeSnosti
razvrstavanja ponovnim testiranjem dobivenog uzorka proto¢nim citometrom i utvrdili

Cisto¢u razvrstavanja veéu od >98%.
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Slika 4.8 (a) Odabir stanica od interesa pomocu proto¢nog razvrstavaca stanica. Stanice smo
razvrstavali prema velicini i zrnatosti stanica. Okviri napravljeni oko stanica na temelju (b)
zrnatosti i (c) veli¢ine promjene Sirine amplitude signala (eng. pulse width; SSC-W) u
odnosu na povrSinu signala posluzili su nam u uklanjanju stani¢nih nakupina. (d) Mrtve
stanice obiljezene sa Sytox green iskljucili smo iz daljnje analize. (e) Stanice smo potom
razvrstavali na temelju ekspresije CD5 PE i CD19 APC nakon ¢ega smo (f) mali dio uzorka
pomocu proto¢nog citometra nanovo analizirali pri ¢emu smo ustanovili uspjeSnost samog

postupka razvrstavanja.
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Za odredivanje ekspresije Notchl koristili smo kvantitativnu lancanu reakciju
polimerazom u stvarnom vremenu za uzorke koji su bili razvrstani prema povrsinskim
biljezima (CD5"19") te za nerazvrstane uzorke dobivene od istih osoba. Geometrijsku sredinu
pokusno dobivenih vrijednosti dva konstitutivno eksprimirana kontrolna gena koristili smo za
normalizaciju podataka pri izracunu i analizi vrijednosti ACt. Slika 4.9 pokazuje kako je
razina ekspresije na razini glasnicke RNA znagajno vida kod razvrstanih CD5'19" stanica u

odnosu na mjeSovitu, nerazvrstanu populaciju stanica istih osoba oboljelih od leukemije.

a) 15 b) S
p<0,05 BLCLL ACt ACt CD5*19° Notchl'
T 1 . |Nerazvrstano | Razvrstano | st (proteini) |st. (mRNA)
- 10 20 99 | 59 | 56 | 53
O 5 102 | 49 | 91 | 52
< 6| 102 | 57 | 87 | 45
5 70 99 | 47 | 8 | 66
8 | 5,1 [ 7,1 | 89 | 25
10 10,5 9,3 71 25

Nerazvrstano Razvrstano

Slika 4.9 Kvantitativna analiza ekspresije glasnicke RNA za Notchl lan¢anom reakcijom
polimerazom u stvarnom vremenu. Razvrstane CD5"19" stanice usporedili smo s mjeSovitom
(nerazvrstanom) populacijom istih osoba oboljelih od B-CLL. Linije povezuju rezultat
dobiven iz iste osobe oboljele od B-CLL. Mann Whitney U test koristili sSmo za odredivanje

statisticke znacajnosti.

Zanimljivo je kako je B-CLL8 imao drugaciji uzorak ekspresije (ACt=5,1
nerazvrstano; A Ct=7,1 razvrstano) od ostatka poredenih bolesnika. Takoder, uzorak B-CLL
10 pokazao je manju razliku izmedu nerazvrstanih i razvrstanih (A Ct=10,5 nerazvrstano;
A Ct=9,3 razvrstano), a znakovito je kako oba navedena bolesnika imaju manji broj Notchl
pozitivnih stanica na razini glasnicke RNA (25%, Slika 4.9b). Slika 4.10. prikazuje pocetnu
kvantitativnu lancanu reakciju polimerazom metodom Tagman napravljenu na 6 uzoraka
dobivenih od osoba oboljelih od B-CLL te 4 zdrava darivatelja. Pokazali smo kako nema
statisticki znacajne razlike u ekspresiji glasnicke RNA gena za Notchl izmedu CD5719"
stanica kostane srzi osoba oboljelih od B-CLL te CD19" limfocita B periferne krvi zdravih
osoba. Metodu razlike u ciklusima pri zadanom pragu ocitavanja vrijednosti (ACt) Koristili
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smo pri analizi dobivenih podataka i detekciji promjena ekspresije. Kao interne kontrole
koristili smo komercijalno dostupne pocetnice za metodu Tagman za gene 18S ribosomske
RNA (18S rRNA) te za mitohondrijski ribosomski protein L19 (MRPL19, Tablica 3.13).
Koristili smo geometrijsku sredinu dvaju navedenih gena prilikom usporedbe Ct vrijednosti

(145). Za odredivanje genske ekspresije svaki pojedini uzorak napravljen je u triplikatu.
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Slika 4.10 Ekspresija Notchl glasnicke RNA u stanicama zlo¢udnog klona stanica osoba
oboljelin od B-CLL (N=6) te perifernih limfocita B zdravih ispitanika (N=4). Svaka tocka

predstavlja aritmetiCku sredinu dobivenih vrijednosti pojedinog ispitanika radenog u
triplikatu.
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45  Analiza viSegenske koekspresije na razini pojedina¢nih stanica; povezanost puta dojavljivanja

Notch te transkripcijskih ¢imbenika iz obitelji Ikaros

Rezultate dobivene na populaciji stanica provjerili sSmo metodom visestruke lan¢ane
reakcije polimerazom na razini pojedinacne stanice. Analizu smo napravili za sve ¢imbenike
obitelji Ikaros (Ikaros, Helios, Aiolos, Eos te Pegasus) kao i za ¢imbenike puta dojavljivanja
Notch (Notchl, Hesl, Deltex1) te smo prikazali koekspresiju navedenih gena na razini
glasnicke RNA pojedinacnih stanica kod osoba oboljelih od B-CLL te zdravih ispitanika
(slika 4.11). Analizirali smo 18-30 stanica po ispitaniku te smo na Slici 4.11 prikazali

postotak stanica koje su eksprimirale odredeni gen.
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Slika 4.11 (a) ViSestruka istovremena analiza transkripcijskih ¢imbenika iz obitelji Ikaros te puta dojavljivanja Notch lancanom reakcijom
polimerazom na razini pojedina¢nih stanica izoliranih iz osoba oboljelih od B-CLL. crno- CD519" stanice osoba oboljelih od B-CLL (s lijeva na
desno uzorci B-CLL1-11); bijelo- limfociti B izolirani iz periferne krvi zdravih ispitanika; sivo- CD519" stanice koStane srzi osoba oboljelih od
B-CLL (s lijeva na desno B-CLL8-11). 18-30 stanica analizirali smo za svaki gen po pojedinom uzorku. (b) Prikaz dva razlic¢ita ekspresijska
obrasca analizom koekspresije gena za Aiolos, Ikaros i Deltex1 ispitanika B-CLL, B-CLL6 (N=14) te B-CLL7 (N=16). N predstavlja broj
izdvojenih CD5'CD19" analiziranih stanica za pojedinog ispitanika.
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Unato¢ dokazanoj ekspresiji navedenih ¢imbenika, za vecinu gena nismo utvrdili
razliku u postotku stanica koje eksprimiraju odredeni gen od interesa, ukoliko se usporeduju
CD5"19" stanice kostane srzi osoba oboljelih od B-CLL s limfocitima B periferne krvi
zdravih ispitanika, odnosno s CD519" stanicama kostane srzi osoba oboljelih od B-CLL.
Takoder, kod veéine uzoraka nismo primjetili ekspresiju Hesl, iako su svi uzorci eksprimirali
Notchl. Istovremenom viSestrukom analizom koekspresije lan¢anom reakcijom polimerazom
otkrili smo i obostran utjecaj gena za lkaros i Deltex1 gdje smo pokazali kako Ikaros® stanice
ne eksprimiraju Deltex1, prilikom ¢ega vrijedi i obrnuta situacija gdje Deltex1” stanice u
vecéini sluCajeva nemaju eksprimiran Ikaros. No, u malom postotku ispitanih stanica (18
stanica od 162) stanice su bile Ikaros'Deltex1”, §to je vidljivo u Tablici 4.1. Takoder se moze
vidjeti kako CD5"19" stanice osoba oboljelih od B-CLL imaju veéi postotak stanica pozitivnih
na Ikaros u odnosu na periferne limfocite B zdravih ispitanika ili CD519" stanice kostane srZi
osoba oboljelih od B-CLL.

Tablica 4.1 Ekspresija Ikarosa i Deltexl unutar CD5%19" stanica osoba oboljelih od B-
CLL (N=11), zdravih ispitanika (N=6) te CD519" stanica koStane srzi osoba oboljelih
od B-CLL (N=4).

Stanice Broj stanica  Postotak (%)
B-CLL (CD5'19")=82
Ikaros* Deltex1 44 (53)
Ikaros™ Deltex” 33 (40)
Ikaros” Deltex” 5 (6)
Zdravi ispitanici (CD19%)=39
Ikaros” Deltex1® 13 (34)
Ikaros™ Deltex” 18 (46)
Ikaros” Deltex” 8 (20)
B-CLL (CD519")=41
Ikaros* Deltex1 15 (36)
Ikaros™ Deltex” 21 (51)
Ikaros® Deltex” 5 (12)
Ukupno 162

S obzirom na veliku raznolikost izmedu pojedinih osoba te pri radu s humanim
materijalom, oteZzan je postupak definiranja svojstava pravih kontrolnih uzoraka. Prilikom
ovog istrazivanja uzorke kosStane srzi osoba oboljelih od B-CLL usporedivali smo s
perifernim limfocitima B zdravih ispitanika, iako bi vjerodostojniju kontrolu u ovom slucaju

¢inili uzorci ko$tane srzi zdravih osoba. U nedostatku istih, napravili smo dodatnu analizu
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CD5719" stanica osoba oboljelih od B-CLL. Slika 4.12 prikazuje nacin razvrstavanja stanica
pri ¢emu su pohranjene stanice zloéudnog klona te mala populacija CD519" limfocita za koje
smatramo kako ne pripadaju zlo¢udnom klonu. Tablica 4.1 pokazuje kako su na temelju
koekspresije gena za Ikaros i Deltex]l CD519" stanice kostane srzi oboljelih po postotku
stanica sliénije limfocitima B periferne krvi, dok CD5719" stanice imaju povisen broj

Ikaros Deltex” stanica.

10*

1 1d 16 16 1d 16

CD19

Slika 4.12 Razvrstavanje stanica uzoraka oboljelin od B-CLL. Unutar istog uzorka
razvrstali smo CD5719" limfocite zloéudnog klona te limfocite s fenotipom CD519" koje smo

koristili za medusobnu usporedbu.

Razliku u frekvenciji pozitivnih stanica unutar CD5"19" stanica kod osoba oboljelih
od B-CLL te zdravih ispitanika primjetili smo kod ekspresije Notchl gena. CD5'19" B-CLL
stanice imaju vide Notch1" stanica ukoliko se usporeduju s perifernim limfocitima B zdravih
kontrola (Slika 4.13). Prosje¢no 46% B-CLL stanica koje su CD5'CD19" je ujedno bilo i
Notchl pozitivno, dok je na Notchl kod perifernih limfocita B bilo pozitivho 29% stanica.
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Slika 4.13 (a) Postotak CD5'19" stanica osoba oboljelih od B-CLL prilikom postupka
razvrstavanja te postotak unutar CD5'19" stanica pozitivnih na Notchl na razini glasnicke
RNA. (b) Usporedba postotaka stanica pozitivnih na Notchl, primjenom metode viSestruke
lan¢ane reakcije polimerazom na pojedina¢nim stanicama, izmedu CD519" stanica osoba
oboljelih od B-CLL (B-CLL1-11) i CD19" stanica zdravih ispitanika (N=6). Svaka tocka
predstavlja pojedinu osobu te pripadaju¢i postotak stanica pozitivnih na Notchl. 57+ 14

stanica analizirano je po pojedinacnom uzorku (p<0,05, Mann Whitney U test).

4.6  Mjerenje apsolutnog broja kopija molekula glasni¢cke RNA Notchl u stanicama zdravih ispitanika

te kod stanica zlo¢udnog klona B-CLL

Napravili smo kvantitativhu analizu lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom
vremenu na limfocitima CD519" dobivenim iz kostane srzi jedanaest osoba oboljelih od B-
CLL (B-CLL1-11), limfocitima B izoliranim iz pet uzoraka periferne krvi zdravih ispitanika
te CD519" limfocitima kostane srzi dobivenim od &etiri uzorka oboljela od B-CLL (B-CLL8-
11), Sto je prikazano na Slici 4.14. Ukupni broj kopija molekula glasnicke RNA mjerili smo
prema odredenoj koli¢ini molekula glasnicke RNA vanjskog standarda (ekspresija CD3).
Apsolutni broj molekula glasnicke RNA gena Notchl nije podjednak u svim pracenim
uzorcima. Unutar zlo¢udnog klona pet je uzoraka (B-CLL1, 2, 3, 8, 10) imalo slican uzorak
ekspresije s ukupno manjim brojem molekula glasnicke RNA po stanici. U CD519"
limfocitima osobe oboljele od B-CLL (B-CLL11) takoder je izmjeren manji broj Notchl

molekula. S druge strane, uzorci B-CLL4, 5, 6, 9, 11 imaju umjereno povecan broj molekula
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u odnosu na uzorke zdravih ispitanika, dok je uzorak B-CLL7 imao izrazito veci broj

molekula Notchl, no to povecéanje nije dostignuto i na razini proteina (Slika 4.5).

Kvantitativnom visestrukom analizom lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom
vremenu na razini pojedinacne stanice pokazali smo kako CD19" limfociti periferne krvi
zdravih ispitanika imaju veci broj kopija glasnicke RNA Notchl molekula u usporedbi s
CD5'19" stanicama B-CLL, dok izmedu medijana CD5719" stanica ko3tane srzi osoba
oboljelih od B-CLL te dviju prethodno navedenih populacija stanica nismo pokazali statisticki
znacajnu razliku (Slika 4.14). Nadalje, unutar istog uzorka postoje varijacije u broju kopija
glasnicke RNA po stanici. Na Slici 4.14 moguce je vidjeti razli¢ite grupe stanica razvrstane
prema broju eksprimiranih Notchl molekula. Distribucija stanica kod svih uzoraka uglavnom
pokazuje razdiobu stanica u tri podgrupe: stanice koje eksprimiraju do 9000 molekula, stanice
koje eksprimiraju do 15000 kopija, te stanice koje ekprimiraju vise od 15000 kopija.
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Slika 4.14 (a) Ukupan broj kopija glasnicke RNA gena Notchl po stanici kod CD5'19"
zloéudnog klona (B-CLL1-11) te stanica CD519" (B-CLL8-11) izoliranih iz osoba oboljelih
od B-CLL te zdravih ispitanika (Z11-2, Z14-6). Svaka tocka predstavlja jednu stanicu dok
linije predstavljaju srednju vrijednost zajedno sa standardnom pogreSkom srednje vrijednosti.
Apsolutni broj molekula glasnicke RNA za Notchl mijerili smo prema vanjskom standardu
kojemu smo prethodno utvrdili broj kopija. (b) Prikaz sazetih podataka svih osoba oboljelih
od B-CLL, zdravih ispitanika te uzoraka CD519" stanica dobivenih iz cetiri osobe koje
boluju od B-CLL. (Mann-Whitney U test, p<0,05).
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S obzirom kako se po broju kopija gena Notchl CD519" stanice osoba oboljelih od B-
CLL nisu razlikovale od CD5'19" populacije, koekspresijskom analizom viestruke lan¢ane
reakcije polimerazom pokazali smo razliku u postotku pozitivnih stanica na transkripcijske
¢imbenike iz obitelji Ikaros i puta dojavljivanja Notch te smo napravili usporedbu (N=4, B-
CLL8-11). Kod svih ispitanika ustanovili smo manji postotak Eos i Deltex1 pozitivnih stanica
u CD5%19" stanicama u usporedbi s CD519" stanicama (Slika 4.15). Kod svakog ispitanika
usporedba frekvencije limfocita pozitivnih na gene od interesa radena je na 21-24 limfocita
CD5"19" te na istom broju CD519" limfocita (izuzetak je B-CLL9 , kod kojeg je analizirano
12 stanica unutar CD519" populacije limfocita, nasuprot 22 analizirana limfocita unutar

CD5"19" zloéudnog klona).
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Slika 4.15 Razlika u postotku genske ekspresije transkripcijskih ¢imbenika iz obitelji Ikaros
te puta dojavljivanja Notch kod zlo¢udnog klona CD5'19" te CD519" stanica uzoraka
koStane srzi osoba oboljelih od B-CLL. Svaka linija predstavlja jednu osobu oboljelu od B-

CLL.
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Put dojavljivanja Notch jedan je od najbitnijih signalnih puteva pri razvoju i
diferencijaciji hematopoetskih stanica te je njegova neprirodno poremecéena ekspresija
potvrdena u velikom broju leukemijskih oboljenja. Poremecaji puta dojavljivanja Notch kod
leukemija prvi put je uocena putem otkri¢a mutacija u genu za Notchl kod osoba oboljelih od
akutne leukemije limfocita T (41). Stovide, Wang i sur. pokazali su kako vise od 50% osoba
oboljelih od T-ALL posjeduju mutacije u izvanstani¢cnoj domeni HD te u domeni PEST
smjeStenoj na C-kraju samog proteina Notchl (55). Sli¢ne mutacije pronadene su takoder i u
kroni¢noj leukemiji limfocita B, dok uloga puta dojavljivanja Notch u B-CLL nije u
potpunosti razjasnjena (110, 111). Dosadasnja istrazivanja pokazala su kako je kod osoba
oboljelih od B-CLL put dojavljivanja Notch dereguliran putem sustavne i trajne ekspresije
aktiviranog ¢imbenika Notchl (4). Isti autori pokazali su kako sakupljeni uzorci perifernih
limfocita ne eksprimiraju Notch na razini proteina. Medutim, na$i rezultati potvrduju
ekspresiju Notch1 na razini glasnicke RNA i proteina kod svih ispitanih osoba oboljelih od B-
CLL. No, niti u jednom sluc¢aju nismo ocitali prekomjernu ekspresiju proteina Notchl u
odnosu na razinu ekspresije beta-aktina. Takoder, prisutnost Notchl potvrdili smo i kod
ispitanih uzoraka periferne krvi zdravih osoba. Kod jednog uzorka ocitali Smo sli¢nu koli¢inu
ukupnog proteina Notchl kao i kod osoba oboljelih od B-CLL, dok je drugi zdravi ispitanik
imao nizu ekspresiju Notchl. Uzorak osobe oboljele od akutne mijeloidne leukemije bio je u
potpunosti negativan, Sto odgovara otprije objavljenim podacima (5). Jedino je kod loze
stanica MOLT-4 ocitana viSa ekspresija Notchl u odnosu na beta-aktin, $to takoder odgovara
otprije poznatim podacima (146). Nadalje, aktivirani oblik Notchl nismo detektirali niti u
jednom od ispitanih uzoraka osoba oboljelih od B-CLL (loze stanica Jurkat i MOLT-4
posluzile kao pozitivna kontrola), Sto je u suprotnosti s dosad objavljenim rezultatima (4).
Razlicite veli¢ine dobivenih odsjecaka kod Jurkat i MOLT-4 prethodno su opisane u literaturi,
a uzrok su im opetovane mutacije u podru¢ju PEST (sekvenca bogata prolinom, glutamatom,
serinom i treoninom), na C-kraju proteina Notchl (147).

.....

RNA kako je razina ciljnog gena puta dojavljivanja Notch niza u odnosu na zdrave ispitanike,
predlazu¢i kako Notch nije prekomjerno aktiviran u osoba oboljelih od B-CLL (112). No,
ekspresija Hes1 ne mora uvijek biti izravno povezana s putem dojavljivanja Notch, s obzirom

na dokazanu upletenost ¢imbenika Hesl i u druge puteve dojavljivanja (npr. Hedgehog) (63).
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Na razini glasnicke RNA nismo ocitali nikakav stupanj razlike medu uzorcima osoba
oboljelih od B-CLL u odnosu na zdrave ispitanike, iako razina ekspresije gena Notchl
izravno ovisi o subpopulaciji stanica. Drugim rije¢ima, analizom na nerazvrstanim i
razvrstanim uzorcima pokazali smo kako u slu¢aju B-CLL zlo¢udni klon CD5"19" stanica
eksprimira vise Notchl nego ostale subpopulacije zajedno. Iznimka je uzorak osobe oboljele
od B-CLL P8, koji je imao manji broj kopija gena Notchl u usporedbi s vlastitim CD519"
limfocitima koStane srzi. Taj nalaz ukazuje na heterogenu ekspresiju Notchl unutar skupine
ispitanika s B-CLL-om. Glavni problem kod analiza na uzorcima koji se sastoje od velikog
broja stanica je njihovo usrednjavanje, s obzirom na ¢injenicu kako je dobiveni rezultat npr.
ekspresije odredenog biljega srednja vrijednost svih ispitanih stanica. Proces usrednjavanja
Cesto moze prikriti bitne informacije i podatke o samom uzorku. Kod metoda, poput
kvantitativne viSestruke lanCane reakcije polimerazom ili enzimskog imunoloskog testa
vezanog na povrsinu (ELISA, eng. Enzyme-linked immunosorbent assay), moze se dogoditi
da nekoliko stanica koje prekomjerno eksprimiraju gen od interesa daju isti rezultat kao i
mnostvo niskoeksprimirajucih stanica (148). No, pored pozitivnih svojstava istraZivanja na
pojedina¢nim stanicama, utvrdeno je kako koekspresijska analiza na viSe od 5 gena u
pojedinoj stanici dovodi do nespecificnih inhbicija te laZzno negativnih rezultata (149).
Daljnjim istrazivanjima omoguceno je prac¢enje do dvadeset gena istodobno (140). Tijekom
ovog istrazivanja pratili smo istodobnu ekspresiju osam gena iz obitelji transkripcijskih
¢imbenika Ikaros te puta dojavljivanja Notch. Po prvi put smo pokazali istodobnu ekspresiju
navedenih ¢imbenika u osoba oboljelih od B-CLL. Neki geni nisu bili eksprimirani u osoba s
B-CLL Sto je u skladu s nekim od prijasnjih istrazivanja (112). Nadalje, istrazivanjem na
pojedina¢nim stanicama pokazali smo kako lIkaros igra bitnu ulogu u represiji transkripcije
ciljnog gena puta dojavljivanja Deltex1. Geimer Le Lay i sur. koristili su metodu ChiP
sekvenciranja u modelu gdje su regulirali funkciju odredenih gena (inaktiviranje gena ili
povecéanje ekspresije) kako bi odredili gene koji su pod izravnom kontrolom transkripcijskih
¢imbenika lkaros i Notch. U slu¢aju delecije gena Ikarosa zapaZena je kontinuirana ekspresija
ciljnih gena puta dojavljivanja Notch te ubrzana pojava leukemija, utvrdivsi ulogu Ikarosa
kao jednog od klju¢nih ¢imbenika moduliranja puta dojavljivanja Notch u timocitima (119).
Chari i sur. takoder su pokazali kako je ponovna ekspresija Ikarosa unutar miseva koji su
prethodno bili deficijentni za Ikaros dovela do smanjenja ekspresije ciljnih gena puta

dojavljivanja Notch poput Hesl te Deltex1 (90). Prilikom koekspresijske analize, kod dvije
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osobe oboljele od B-CLL pronasli smo razliku u koekspresiji Ikarosa i Deltex1 Sto pridonosi
hipotezi kako Ikaros igra bitnu ulogu u moduliranju puta dojavljivanja Notch. Takoder,
mozZemo ustanoviti kako nisu sve stanice koje su pozitivne na lkaros, ujedno i negativne na
Deltex1 (vrijedi i obrnuto), Sto podrazumijeva i sudjelovanje nekog drugog mehanizma
medukontrole ekspresije. Druga mogucénost je kako se mora prije¢i odredeni prag ekspresije u
slu¢aju transkripcijskog ¢imbenika Ikaros, kako bi moglo do¢i do utjecaja na ekspresiju
Deltex1. To upucuje na mehanizam kompetitivne inhibicije izmedu transkripcijskih
¢imbenika Ikaros i Deltex1 u B-CLL. U literaturi je opisan antagonizam izmedu dva navedena
gena, pri ¢emu se lkaros veze na regulatornu regiju gena Deltex1 (91). Drugi ¢imbenici
takoder mogu biti ukljuceni u regulaciju Ikarosa i Deltex1 $to bi moglo objasniti pojavnost
dvostruko pozitivnih stanica. Zanimljiv je 1 odnos postotaka medu subpopulacijama u odnosu
na ekspresiju lkarosa i Deltex1, gdje CD5'19" stanice imaju vise Ikaros® stanica u odnosu na
periferne limfocite B zdravih ispitanika, kod kojih prevladavaju Deltex1” limfociti. Suprotno,
postoci limfocita CD5719" kostane srzi osoba koje boluju od B-CLL koje eksprimiraju Ikaros

I Deltex1 sli¢nije su stanicama zdravih ispitanika (Tablica 4.1).

Geimer Le Lay i sur. pokazali su kako Ikaros regulira ekspresiju ciljnih gena ovisnih o
Notchu na nacin da nedostatak ekspresije Notcha dovodi do otvorene kromatinske strukture te
olakSavanja prepisivanja ciljnih gena (119). Ovim istrazivanjem pokazali smo kako je
postotak stanica koje su pozitivne za Notchl na razini glasnicke RNA ve¢i u odnosu na
limfocite B zdravih ispitanika. Usporedbom stanica pozitivnih za Notchl unutar razli¢itih
subpopulacija istih bolesnika (CD519" stanice nasuprot zlo¢udnom klonu CD5%19") dosli
smo do saznanja kako neki bolesnici imaju mali postotak Notchl pozitivnih stanica unutar
strane, postotak Notchl™ stanica unutar subpopulacije CD519" nekih osoba oboljelih od B-
CLL jednak je onom unutar zloéudnog CD5'19" klona. Rezultat dobiven u odnosu na
ekspresiju Notchl upucuje na Cinjenicu kako limfociti B izolirani iz koStane srzi osobe
oboljele od B-CLL nisu idealna kontrola zlo¢udnom dvostruko pozitivnom klonu. No,
koekspresijskom analizom dvaju navedenih populacija pokazali smo odredene razlike medu
CD519" te CD5"19" subpopulacijama upudéujuéi na &injenicu kako i neki drugi ¢imbenici
unutar isprepletenosti transkripcijske mreze mogu biti znacajni, poput ¢imbenika EOS i

Deltex1. Opéenito gledano, postotak stanica pozitivnih za neki gen, u kombinaciji s brojem
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kopija eksprimiranih po pojedinacnoj stanici tvore izvrstan alat prilikom predvidanja
kvantifikacije genske ekspresije. Prilikom ovog istraZzivanja izmjerili smo apsolutni broj
molekula glasnicke RNA za Notchl u pojedinoj stanici osoba oboljelih od B-CLL te smo
rezultate usporedili s brojem kopija Notchl, dobivenim iz perifernih limfocita B zdravih
osoba. Periferni limfociti B zdravih osoba imali su veci broj kopija glasnicke RNA po
pojedinacnoj stanici, u usporedbi sa stanicama zlocudnog klona. Prosjecan broj kopija u CD5"
19" subpopulaciji smjesten je izmedu vrijednosti dobivenih u zlo¢udnom klonu te perifernim
limfocitima zdravih ispitanika. Nadalje, unutar zlo¢udnih stanica moguce je razlikovati
stanice s razli¢itom razinom ekspresije kopija glasnicke RNA gena za Notchl. S obzirom na
navedeno, daljnja istrazivanja moguce je temeljiti na razlicitoj ekspresiji Notchl, no ulogu
ekspresije Notcha na razini glasnicke RNA kao prognosti¢kog biljega treba utvrditi dodatnim

istrazivanjima.

Konstitutivno prisutan unutarstani¢ni dio receptora Notchl-4 inhibira rast te potice
apoptozu u misjim i ljudskim lozama limfocita B, dok loze stanica limfocita T nisu
zahvacene. Slican rezultat dobiven je i u slucaju loza stanica akutne leukemije limfocita B,
gdje je Notch aktiviran kokultivacijom sa stanicama fibroblasta koje eksprimiraju ligande
puta dojavljivanja Notch (Jaggedl, Jagged 2). Takoder, istrazivaci su zakljucili kako je Hesl
odgovoran za inhibiciju stani¢cnog rasta te zacinjanje procesa apoptoze u slucaju misjih i
ljudskih loza stanica B-ALL (150). Uloga Notcha kao onkogena poprilicno je dobro
definirana u odredenim vrstama hematoloskih oboljenja (T-ALL, B-CLL) dok se u drugim
ponaSa kao supresor tumora (AML), Sto se objaSnjava izrazito visokim utjecajem okolisnih
¢imbenika (151). Hajdu i sur. pokazali su kako utjecaj inhibitora gama-sekretazne aktivnosti
DAPT ili ligand puta dojavljivanja Notch (DIl4) ne utjeCu na stani¢nu proliferaciju te na
pojavu spontane apoptoze loze stanica Jurkat. No, DIl4 je u stanju aktivirati ekspresiju Hes1 u
stanicama Jurkat, dok je DAPT utjecao na smanjenje ekspresije Hesl na razini glasnicke
RNA. U istom istrazivanju, autori su ispitivali utjecaj aktivacije puta dojavljivanja Notch
putem DII4 na pojavu apoptoze kod osoba oboljelih od B-CLL, no nisu pronasli zna¢ajnu
razliku izmedu stanica kokultiviranih s DII4 u odnosu na stanice koje su rasle samostalno
(152). Kannan i sur. pokazali su u osoba oboljelih od B-ALL kako Hesl medudjeluje s
PARPI1, na nacin da se smanjuje utjecaj Hesl dok se PARP cijepa te na taj nacin regulira

proapoptotske signale. Drugim rije¢ima, medudjelovanje izmedu Hesl i PARP1 modulira
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transkripcijski utjecaj c¢imbenika Hesl te rezultira pojavom apoptoze posredovane
¢imbenikom PARP1 (153). Hubmann i sur. pokazali su kako je Notch2 prekomjerno
eksprimiran kod osoba oboljelih od B-CLL te kako je CD23 ciljni gen puta dojavljivanja
Notch2 (154). Kamdje i sur. izlagali su stanice B-ALL protutijelima specificnim za
neutralizaciju puta dojavljivanja Notch i s inhibitorom gama-sekretaza te su pokazali kako je
navedeno izlaganje smanjilo prezivljenje stanica B-ALL bez obzira jesu li uzgajali stanice u
prisustvu ili odsustvu stromalnih stanica. Nadalje, uocili su kako je kokultivacija stanica B-
ALL s mezenhimskim stanicama matica izoliranim iz koStane srzi povecala prezivljenje B-
ALL stanica (155). U prilog uloge Notchl u prezivljavanju stanica pokazano je pokusima
gdje smanjenje ekspresije Notch koriStenjem snRNA (eng. small nuclear RNA) dovodi do
apoptoze stanica osoba oboljelih od B-CLL (4). Kako bi se funkcionalno uvidjela uloga puta
dojavljivanja Notch u B-CLL, napravili smo analizu apoptoze nakon 24 sata inkubacije u
prisutnosti ili odsustvu OP9-DL1 stanica. Ovim istrazivanjem potvrdili smo otprije poznatu
¢injenicu kako stanice B-CLL spontano umiru apoptozom bez prisustva stanica hranilica
(fibroblasta) (3). Takoder smo potvrdili kako stanice osoba oboljelih od B-CLL uzgajane u
prisustvu fibroblasta OP9-DL1 imaju manji postotak apoptotskih stanica, ukazuju¢i na
zastitnu ulogu aktivacije puta dojavljivanja Notch u razvoju apoptoze. Ovi rezultati slazu se s
prethodno objavljenim sli¢nim istrazivanjima (4). No, nisu svi ispitanici reagirali podjednako.
Jedan od Sest oboljelih ispitanika (B-CLL8) imao je vec¢i postotak apoptotskih stanica nakon
kultivacije na OP9-DL1 u odnosu na limfocite B-CLL rasle u odsustvu fibroblasta. Takav
rezultat potvrduje kako se u slucaju B-CLL radi o heterogenoj bolesti ovisno o potencijalu
stanica da se odupru spontanoj smrti. Daljnja istrazivanja potrebna su kako bi se rasvijetlila
dvojaka uloga Notch-a pri nastanku apoptotskih procesa. Oboljelom ispitaniku (B-CLLS)
izmjerili smo i mali postotak Notchl® stanica na razini glasnicke RNA (25%) prilikom
koekspresijske analize lan¢anom reakcijom polimerazom na pojedina¢nim stanicama.
Razli¢ita sudbina stanica osoba koje imaju drugaciji uzorak ekspresije Notchl mogla bi biti
dobar prognosti¢ki ¢imbenik tijekom individualnih analiza. Dodatna istrazivanja potrebna su
kako bi se razotkrile veze izmedu ekspresije Notchl te razli¢itin prognosti¢kih i
dijagnostickih mogucnosti. Pored utjecaja puta dojavljivanja Notch u limfocitnim B 1 T
leukemijama (T-ALL i B-CLL), sve je viSe dokaza o utjecaju navedenog puta u najcescoj
vrsti akutne leukemije kod odraslih, akutnoj mijeloidnoj leukemiji. Put dojavljivanja Notch od

iznimne je vaznosti pri razvoju limfocita B te limfocita T, dok se njegova uloga u mijeloidnim
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lozama stanica pocela tek nedavno pomnije proucavati. U istrazivanjima s opre¢nim
rezultatima pokazano je kako put dojavljivanja Notch kod mijeloidnih prekursora utjece na
samoobnavljanje, inducira/inhibira diferencijaciju te (ne) utjece na apoptozu (28, 156, 157).
Tako su Schroeder i sur. pokazali kako putem aktivacije kompleksa RBP-J Notch potpomaze
mijeloidnu diferencijaciju te inducira ekspresiju CD11b (158). Murata-Ohsawa i sur. utvrdili
su kako utjecaj liganda DII1 moZe imati suprotan ucinak na diferencijaciju mjerenu
ekspresijom povrsinskih biljega specifi¢nih za mijeloidnu lozu. Tako je npr. kod loze stanica
OCI/AMLG6 opazeno smanjenje ekspresije CD11b, dok je kod loze stanica THP-1 doSlo do
povecanja ekspresije CD11b, mjerene proto¢nom citometrijom (159). Mjerenje diferencijacije
AML stanica nakon izlaganja PMA i uz prisustvo aktivacije puta dojavljivanja Notchl

rezultira nizom ekspresijom biljega CD11b i stani¢ne diferencijacije (Slika 8.2).

U literaturi postoje suprotni nalazi vezano za ekspresiju Notch receptora i pripadajucih
liganada. Li i sur. pokazali su ekspresiju receptora i liganada puta dojavljivanja Notch na
razini glasnicke RNA pri ¢emu kod HL-60 stanica nije bilo eksprimirane RNA za Notch1l,
Notch3 i DII1, dok je ¢imbenicima Notch2, Notch4 te ligandima DIl4 i Jaggedl dokazana
ekspresija (160). NaSim pokusima potvrdili smo ekspresiju Notch1 na razini glasnicke RNA u
HL-60 i NB4 stanicama (Slika 4.1). Takoder smo pokazali kako se pri diferencijaciji loze
stanica NB4 potaknutoj ATRA-om smanjuje ekspresija ¢imbenika Hesl, ciljnog gena puta
dojavljivanja Notch. Paralelno s pojavom povrsinskog biljega CD11b dolazi do smanjivanja
ekspresije Hes1 na razini glasnicke RNA te smo odsutnost ekspresije Hes1 mogli uociti nakon
dvadeset sati inkubacije pri ¢emu je potvrdena uloga ¢imbenika Hesl pri diferencijaciji
izazvanoj ATRA-om (Slika 4.4). No, Kkultivacijom loza stanica HL-60 te NB4 na
fibroblastima OP9-DL1 nismo uocili promjene u diferencijaciji u odnosu na stanice uzgajane
na OP9 fibroblastima. Uloga te sam mehanizam ATRA-e u ovom procesu nije istrazen, no
poznato je kako kod puteva dojavljivanja Notch te puta ovisnog o receptoru RARa sudjeluju i
neke zajednicke molekule poput p300, CBP1 te kompleksa NCor/SMRT/HDAC (161, 162).
Reineke i sur. pokazali su kako endogeni PML-RARa reagira s CBP1 te p300 te spominje
kako navedeni put igra ulogu u smanjenju transkripcijske aktivacije efektora CBP1 (161).
Jedno od moguc¢ih objasnjenja koje proizlazi iz dobivenih rezultata je kako aktivacija puta
dojavljivanja Notch preko liganda DII1 nema utjecaja na transkripciju ciljnih gena puta

dojavljivanja Notch, s obzirom kako vjerojatno dolazi do inhibicije transkripcije u trenutku u
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kojem jedan od navedenih ¢imbenika pocinje imati svoju ulogu koju, medutim, ne moze
ispuniti. Dodatna istrazivanja su potrebna kako bi se utvrdili ¢imbenici koji omogucuju

inhibiciju u¢inka puta dojavljivanja Notch po stimulaciji puta ovisnog o receptoru RARa.

Pokazano je kako aktivacija puta dojavljivanja Notch dovodi do inhibicije rasta
mijeloidne loze stanica te zastoja u proliferaciji (5). Osim toga, indukcija putem aktivacije
Notcha vodi do apoptoze, smanjujuci ekspresiju Bcl-2. Negativni utjecaj aktivacije Notchl na
proliferaciju uslijed vjerojatne apoptoze nediferenciranin HL-60 stanica akutne mijeloidne
leukemije suprotan je ucinku na stanice koje su uzgajane uz dodatak PMA (Prilog A, Slika
8.4) (138). Nasuprot tome, Muhrata-Ohsawa i sur. pokazali su kako solubilni ligand DII1 nije
utjecao na povecanje postotka apoptotskih stanica mijeloidne loze stanice THP-1 (159).
Medutim izgleda da ucinak aktivacije puta dojavljivanja Notchl ovisi 0 koriStenoj metodi te o
vrsti stanica s obzirom na razlicite rezultate i mehanizme koje isti ligand moze izazvati u

razli¢itim stanicama.
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Prilikom istrazivanja dobili smo nove spoznaje o putu dojavljivanja Notch te
transkripcijskim ¢imbenicima iz obitelji Ikaros na podruc¢ju diferencijacije, stani¢nog rasta,

proliferacije te sveukupnog razvoja hematopoetskih stanica.

e Pokazali smo ekspresiju ukupnog te aktiviranog oblika proteina Notchl kod osoba
oboljelih od B-CLL. Svi ispitani uzorci osoba oboljelih od B-CLL bili su pozitivni
na ukupni Notch, dok prisustvo aktiviranog oblika nismo uocili niti na jednom

ispitaniku.

e Kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu metodom
Tagman pokazali smo kako zloéudni klon CD5"19" najvide pridonosi ukupnoj
ekspresiji Notchl kod osoba koje boluju od B-CLL. Takoder, pokazali smo kako
razvrstane stanice CD5'19" ispitanih osoba koje boluju od B-CLL nisu imale vi3u
ekspresiju Notchl na razini glasnicke RNA u usporedbi s uzorcima perifernih

limfocita B zdravih osoba.

e ViSestrukom analizom lan¢anom reakcijom polimerazom potvrdili smo ekspresiju

svih transkripcijskih ¢imbenika iz obitelji Ikaros kod osoba oboljelih od B-CLL.

e Kod nekih osoba oboljelih od B-CLL primjetili smo na razini glasnicke RNA
pojedina¢nih stanica medusobni antagonisti¢ki ucinak djelovanja gena za lkaros i
Deltex1.

e ViSestrukom analizom lancanom reakcijom polimerazom na razini pojedinacne
stanice pokazali smo kako osobe oboljele od B-CLL imaju visi postotak stanica
pozitivnih na Notchl na razini glasnicke RNA, u usporedbi s perifernim

limfocitima B zdravih osoba.

e Utvrdili smo kako je broj kopija molekula glasnicke RNA po pojedina¢noj stanici
u prosjeku veci kod perifernih limfocita B, u usporedbi s uzorcima osoba oboljelih

od B-CLL.
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Na razini glasnicke RNA uocili smo razliku u postotku Eos te Deltex1 pozitivnih
stanica izmedu zloéudnih CD5%19" te jednostruko pozitivnih CD19" stanica
ko3tane srZi unutar istih osoba oboljelih od B-CLL. Kod oba gena CD519" stanice

imale su niZi postotak pozitvnih stanica od jednostruko pozitivne populacije.

Put dojavljivanja Notch utjece na spontanu pojavu apoptoze kod B-CLL: kod pet
od Sest ispitanih uzoraka stanice uzgajane na OP9-DL1 te inkubirane pri 37°C
imale su manji postotak apoptotskih stanica u odnosu na stanice koje su rasle bez
prisustva OP9-DL1 stanica. No, analizom jednog uzorka od Sest primjetili smo i
obrnut slucaj. Rezultati upucuju na dvojaku ulogu Notcha te pokazuje kako se u
slu¢aju B-CLL radi o heterogenoj bolesti. U slucaju loza stanica HL-60 i NB4,
pokazali smo kako aktivacija puta dojavljivanja Notch nije utjecala na postotak

apoptotskih stanica.

U slucaju loza stanica akutne mijeloidne leukemije potvrdili smo ekspresiju
transkripcijskih ¢imbenika iz obitelji lkaros te puta dojavljivanja Notch, pri ¢emu
je Deltex1 imao vrlo slabu razinu ekspresije (HL-60) ili ga se nije uop¢e moglo

detektirati.
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8.1  Utjecaj puta dojavljivanja Notch na diferencijaciju stanica hematopoeze

8.1.1  Detekcija reaktivnih kisikovih radikala

Stvaranje reaktivnih kisikovih radikala (ROS, eng. Reactive oxygen species) pratili
smo putem fluorescentnog agensa DCFH-DA (eng. dichlorofluorescein diacetate) (163).
Osnova reakcije je cijepanje acetatnih grupa od strane stani¢nih esteraza pri ¢emu dolazi do
oksidacije te se nefluorescentni DCFH-DA pretvara u fluorescentni diklorofluorescein (DCF).
Reagens DCFH-DA (Life technologies, Molecular probes) koristili smo prema sljedecem
protokolu: 2x10° stanica HL-60 resuspendiranih u 2 ml PBS inkubirali smo s DCFH-DA (tri
minute u tamnom prostoru pri 37°C, zavrSna koncentracija 0,3 pM). Potom smo uzorke
razdijelili na dva jednaka dijela te smo u 1 ml stani¢ne suspenzije dodali agens PMA (zavrsna
koncentracija 80ng/ml), dok je drugi, neizlozeni, uzorak stani¢ne suspenzije posluzio kao
kontrola. Za isklju¢ivanje mrtvih stanica, u svaku epruvetu je dodan propidij jodid. Aktivnost
stvaranja kisikovih radikala izmjerili smo proto¢nim citometrom u nekoliko navrata u

odredenim vremenskim intervalima.
8.1.2  Konfokalna mikroskopija

Za analizu konfokalnim mikroskopom stanice smo vezali na suha pokrovna stakalca
(15mmx15mm), prethodno izloZena 0,01% otopinom poly-L-lizina. Oko 3,5x10° stanica
otopljenih u 100 pl PBS-a inkubirali smo na povrsini pokrovnog stakalca petnaest minuta pri
sobnoj temperaturi. Nakon uklanjanja nadtaloga na stanice smo dodali protutijelo CD11b
FITC i inkubirali dvadeset minuta pri +4°C. Nakon tri serije ispiranja PBS-om, uzorke smo
fiksirali petnaest minuta pri  sobnoj temperaturi, dodavanjem 2%-tne otopine
paraformaldehida (100 pl po uzorku). Uzorke smo isprali tri puta u PBS-u i dodali medij za
optakanje (Tablica 3.2). Pri analizi uzoraka koristen je konfokalni mikroskop tvrtke Leica

Microsystems (Heidelberg, Njemacka).
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8.1.3  Rezultati

Za diferencijaciju stanica hematopoeze koristili smo OP9 sustav osovljavanja nezrelih
k diferenciranim stanicama. Prilikom istrazivanja potvrdili smo diferencijaciju loza stanica
nakon izlaganja agensima PMA ili ATRA. S obzirom na moguc¢nost pojave otpornosti na
navedene agense (164, 165), loze stanica smo prethodno provijerili. Slika 8.1 prikazuje
pracenje morfoloskih promjena, mjerenje oksidativnog stresa te ekspresije povrsinskog
biljega CD11b konfokalnim mikroskopom te protocnim citometrom. Diferencijacija
potaknuta ATRA-om, ovisno o koncentraciji, usmjerava pretece stanica k neutrofilnoj,
odnosno monocitnoj lozi (166). Otprije je poznato kako pri procesu diferencijacije potaknute
s PMA ili ATRA loze stanica HL-60 i NB4 mijenjaju i vlastitu morfologiju (167). Na Slici
8.1c prikazali smo snimku konfokalnog mikroskopa nakon pet dana diferencijacije s ATRA,
pri ¢emu je vidljiva povrSinska lokalizacija biljega CD11b. Protein iz obitelji integrina
CD11b, prisutan na razli¢itim vrstama leukocita, koriSten je kao pokazatelj diferencijacije

loze stanica, Sto je vidljivo i na Slici 8.1d.
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Slika 8.1 Ciljana diferencijacija loza stanica HL-60 pomo¢u PMA (a, b) te NB4 (c,d) putem

Relativni
broj stanica

reagensa ATRA. (a) Promjenu u morfologiji loze stanica HL-60 pratili smo svjetlosnim
mikroskopom nakon stimulacije s PMA (zavrsna konc. 80 ng/ml). (b) Diferencijaciju loze
stanica HL-60 detekcijom pojave kisikovih radikala izazvanih stimulacijom s PMA (zavrsna
konc. 80ng/ml) pratili smo proto¢nim citometrom u dvije tocke: prije dodavanja PMA te
Sezdeset minuta nakon dodavanja PMA (b, dolje). Diferencijacija loze stanica NB4 uz
pracenje povrsinskog biljega CD11b nakon 24 sata stimulacije s retinoi¢nom kiselinom

(1uM) te detekcijom putem (c) konfokalnog mikroskopa te (d) proto¢nog citometra.
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Nakon potvrdene ekspresije sastavnih ¢imbenika puta dojavljivanja Notch te
optimizacije buducih lancanih reakcija polimerazom, napravili smo pokus upotrebom sustava
stanica OP9. Loze stanica HL-60 te NB4 ciljano smo diferencirali uz pomo¢ PMA, uz
zajednicki uzgoj sa stanicama OP9 ili OP9-DL1. Nakon tri dana kokultivacije, analizom
proto¢nim citometrom pokazali smo kako rast loza stanica HL-60 te NB4 na stanicama OP9-
DL1 dovodi do smanjenja stupnja diferencijacije te slabije ekspresije povrSinskog biljega
CD11b, sto je vidljivo na Slici 8.2.
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Slika 8.2 Analiza loza stanica NB4 te HL-60 proto¢nim citometrom te pracenje ekspresije
povrsinskog biljega CD11b. Netretirane loze stanica uzgajane na stanicama OP9 prikazane su
crnim histogramom, dok su tretirane loze stanica uzgajane na stanicama OP9 prikazane
plavim histogramom. Tretirane loze stanica uzgajane na stanicama OP9-DL1 prikazane su
crvenim histogramom. Populacija najjaeg intenziteta fluorescencije na svim histogramima
predstavlja stanice OP9, odnosno OP9-DL1, koje zbog prisutnosti zelenog fluorescencijskog
proteina imaju jak signal te ih je na temelju navedenog svojstva poprili¢éno lagano ukloniti iz

analize.

Smanjenje ekspresije povrsinskog biljega zapazili smo kod obiju loza stanica
diferenciranih s PMA pri ¢emu ovaj rezultat upucuje na bitnu ulogu aktivacije puta
dojavljivanja Notch prilikom inducirane diferencijacije hematopoetskih stanica. Ulogu puta

dojavljivanja Notch dodatno smo potvrdili upotrebom inhibitora gama-sekretaze, DAPT, Kkoji
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onemogucuje daljnju aktivaciju i poticanje nizvodnih procesa puta dojavljivanja Notch ( Slika
8.3). Loza stanica HL-60 uzgajana je tri dana zajedno s OP9 te OP9-DL1 stanicama u
prisustvu PMA, s ili bez dodanih inhibitora puta dojavljivanja Notch (DAPT-zavr$na konc.

5uM) (138).
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Slika 8.3 Ogledni prikaz utjecaja puta dojavljivanja Notchl na diferencijaciju loza stanica
HL-60. Loza stanica HL-60 uzgajana je tri dana te ciljano diferencirana agensom PMA
(otvoreni crni histogram). HL-60 stanice rasle su (a) bez ili u (b,c) prisustvu OP9-DL1
stanica. Inhibitor 7 -sekretaza, DAPT, dodan je na pocetku pokusa (c) u optimalnoj, unaprijed
odredenoj koncentraciji (zavr$na konc. 5uM). Promjene u ekspresiji povrSinskog biljega
CD11b pratili smo proto¢nim citometrom. Inhibicija puta dojavljivanja Notch DAPT-om
potaknula je povecanu ekspresiju CDI11b prilikom diferencijacije loze stanica HL-60.
Ispunjeni histogram predstavlja oznaCene te netretirane stanice tijekom izvodenja pokusa.

Preuzeto iz Matuli¢ i sur. (138).
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8.2  Udinak aktivacije puta dojavljivanja Notch na proliferaciju hematopoetskih stanica

8.2.1  Test proliferacije stanica WST-1

U sklopu istrazivanja koristili smo kolorimetrijsku metodu mjerenja zasnovanu na
kvantifikaciji stanicne proliferacije. Otopina za mjerenje stani¢ne proliferacije crvenkaste boje
sadrzi reagens WST-1 (Roche) te dodatni reagens u svrhu sparivanja elektrona. Spoj WST-1
spada u skupinu tetrazolijevih soli koje stani¢ni enzimi, poput mitohondrijskih dehidrogenaza
cijepaju u formazan. Porast broja stanica u ispitivanom uzorku dovodi do joS vece ukupne
aktivnosti mitohondrijskih dehidrogenaza pri ¢emu dolazi i do povecane koncentracije
nastalog formazana, Sto je usporedivo s brojem metabolicki aktivnih stanica u kulturi te je
mjerljivo spektrofotometrijskom metodom. Test proliferacije stanica reagensom WST-1 izveli
smo prema uputama proizvodaca (Tablica 3.2). Za mjerenje proliferacije stanica pomijesali
smo u plo¢icama s 96 bunari¢a 100 ul ispitivane suspenzije stanica te 10 ul reagensa WST-1
po svakom bunari¢u. Nakon mijeSanja, uzorke smo inkubirali dva sata pri temperaturi od
37°C te 5% CO, te smo potom mjerili apsorbanciju otopine unutar svakog bunari¢a. Svaki
uzorak cetverostrukom ponavaljanju te smo naknadno izracunali srednju vrijednost svih

bunari¢a koji potjecu od istog uzorka (138).
8.2.2  Rezultati

Utjecaj puta dojavljivanja Notch na proliferaciju stanica te na stani¢no prezivljavanje
pokazali smo na Slici 8.4. Stanice HL-60 inkubirali smo u prisustvu ili odsustvu
diferenciraju¢eg agensa PMA te fibroblasnih stanica OP9 te OP9-DL1. Pokazali smo kako je
kokultivacija HL-60 na OP9-DL1 stanicama inhibirala proliferaciju u usporedbi sa stanicama
koje su rasle zajedno s fibroblastima OP9. Kod tih stanica se proliferacijski uc¢inak nije znatno
promijenio te su stanice kultivirane s fibroblastima OP9 proliferirale kao i stanice HL-60 koje
su rasle u odsustvu fibroblasta. Takoder, prilikom uzgajanja stanica HL-60 u prisustvu PMA,
nije bilo statisticki znacajne razlike (Mann Whitney test, p< 0,05) medu stanicama
inkubiranim na OP9 te OP9-DL1, no, ¢ini se kako je razina proliferacije ipak visa u odnosu na
HL-60 stanice rasle bez prisustva fibroblasta te one uzgajane na podlozi prekrivenoj OP9
fibroblastima. Slika pokazuje podatke dobivene putem tri neovisna eksperimenta. O¢itanja
tijekom WST-1 testa radena su u Cetiri primjerka te je aritmeticka sredina svakog uzorka

koriStena za daljnju analizu.
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Slika 8.4 WST-1 proliferacijski test te pracenje stanicnog prezivljenja uz pomo¢ tripanskog

modrila. Stanice HL-60 uzgajali smo tri dana bez ili u prisustvu PMA te su rasle samostalno

ili u prisustvu OP9-DL1 ili OP9 stanica. Nakon tri dana stanice smo (a) izbrojali koristeci

tripansko modrilo pri detekciji mrtvih stanica te smo napravili (b) proliferacijski test uz

pomo¢ agensa WST-1. Preuzeto iz Matuli¢ i sur. (138).
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9.1 Popis kratica

ADAM- eng. A disintegrin and metalloprotease

AML- eng. Acute myeloid leukemia (Akutna mijeloidna leukemija)

ATRA- eng. All trans retinoic acid (Retinoic¢na kiselina)

B-ALL- eng. B.cell acute lymphoblastic leukemia (Akutna leukemija limfoblasta B)

B-CLL- eng. B-cell chronic lymphocytic leukemia (Kroni¢na leukemija limfocita B)

BCR- eng. B-cell receptor (Receptor limfocita B)

BSA- eng. Bovine serum albumine (govedi serumski albumin)

C/EBPa- eng. CCAAT/enhancer binding protein

CBP- eng. CREB (cCAMP response element-binding protein)-binding protein

CD- eng. Cluster of differentiation

CLP- eng. Common lymphoid progenitor (Zajednicki preteca limfocita)

DAG- Diacilglicerol

DAPT- N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester
DCFH-DA-eng. Dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (Dikloro-dihidro-fluorescein diacetat)
DNA- eng. Deoxyribonucleic acid (Deoksiribonukleinska kiselina)

DR- eng. Direct repeats (Ponavljajuci sljedovi)

EBF- eng. early B-cell factor (Rani ¢imbenik limfocita B)

EGF- eng. Epidermal growth factor (Epidermalni ¢cimbenik rasta)

ELISA- eng. Enzyme-linked immunosorbent assay (Enzimski imunolodki test vezan na
povrsinu)

FAB- Razredbovanje stupnjevitosti akutne leukemije nastalo suradnjom triju nacija:
Francuske, Amerike te Velike Britanije.

GFI11- eng. Growth-factor independent 1

GFP- eng. Green fluorescent protein (Zeleni fluorescentni protein)

HD- eng. Heterodimerization domain

HDAC- eng. Histone deacetylase

HES- eng. Hairy enhancer of split

HMG- eng. High mobility group

HPRT- eng. Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase

HSC- eng. Hematopoietic stem cell (Hematopoetska stanica matice)
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IgD- Imunoglobulin D

IgG- Imunoglobulin G

IGHV- eng. Immunoglobulin heavy chain variable region genes

IgM- Imunoglobulin M

IRF- eng. Interferon-regulatory factor (Cimbenik regulacije interferona)

IRF8- eng. Interferon-regulatory factor 8

JNK- eng. c-Jun N-terminal kinase

LEF1- eng. Lymphoyd- enhancer- binding factor 1  (Limfoidno-pojacivacki vezujuéi
¢imbenik 1)

LNR- eng. LIN-12-Notch repeats

MAML1- eng. Mastermind like 1

MLP- eng. Multi-lineage progenitor cell (Multipotentna stanica preteca loza)

MNNL- eng. Module at the N-terminus of Notch ligands

NEXT- eng. Notch extracellular truncation

NF-xB- eng. Nuclear factor kB

NICD- eng. Notch intracellular domain (Unutarstani¢éna domena Notch)

NRR- Negativna regulatorna regija receptora

NuRD- eng. Nucleosomal remodeling and histone deacetylase

OBF1- eng. OCT (octamer-binding transcription factor)-binding factor 1 (Oktamerni vezujuci
¢imbenik 1)

PAX5- eng. Paired box protein 5

PEST- Slijed aminokiselina bogat prolinom (P), glutamatom (E), serinom (S) te treoninom
(M)

PHSC- eng. Pluripotent hematopoietic stem cells (Pluripotentne krvotvorne matice stanica)
PKC- eng. Protein kinase C

PMA- eng. Phorbol 12-myristate 13-acetate

RARa- eng. Retinoic acid receptor alpha

RARE- eng. Retinoic acid response element

RBPj k£ - eng. Recombining binding protein suppressor of hairless

RNA- eng. Ribonucleic acid (Ribonukleinska kiselina)

ROS- eng. Reactive oxigen species (Reaktivni Kisikovi radikali)
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RUNX1- eng. Runt-related transcription factor 1

RXRa- eng. Retinoid X receptor a

SDS PAGE- eng. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SEM- eng. Standard error of the mean (Standardna greska srednje vrijednosti)
SnRNA- eng. Small nuclear RNA

TBP- eng. TATA binding protein

T-CLL- eng. T-cell chronic lymphocytic leukemia (Kroni¢na leukemija limfocita T)
TCR- eng. T-cell receptor (Receptor limfocita T)

TTM- eng. Total tumor mass (ukupna masa tumora)

ZAP70- eng. Zeta associated protein 70

ACt- eng. Delta cycle threshold (Metoda razlike u ciklusima pri zadanom pragu ocitavanja

vrijednosti).
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