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1. UVOD
1.1.  Topoizomeraza I«

1.1.1. Topoizomeraze i njihova uloga

Topoizomeraze su enzimi, koji su nuzni za metabolizam molekula DNK time §to moduliraju
njihovo topolosko stanje (Davies 1996; Joshi i sur. 2003; McClendon i Osheroff 2007). U svim
zivim sustavima dvostruka uzvojnica DNK je negativno superzavijena $to joj daje jednolancani
karakter i uvelike olak$ava odvajanje lanaca potrebno za neke stani¢ne procese poput replikacije
(Espeli i Marians 2004). Enzimi koji se linerano pokrecu po lancima DNK (primjerice helikaze i
polimeraze) ispred sebe komprimiraju zavoje DNK u manju regiju (Slika 1). Stoga u dvostrukoj
uzvojnici nizvodno od tih enzima nastaju pozitivni superzavoji koji otezavaju otvaranje strukture
dvostruke uzvojnice i tako blokiraju esencijalne procese poput replikacije (Wang 2002). Takve i

slicne topoloske probleme rjesavaju topoizomeraze (Wang 2002).
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Slika 1. A: Replikacijski aparat je prikazan kao zuti §tapi¢, a crvene kuglice predstavljaju hipotetsku
nepokretnu strukturu (npr. jezgrina membrana). B: Ako je replikacijski aparat nepokretan, DNK se
okrece kako prolazi kroz njega i pozitivni superzavoji se nakupljaju ispred replikacijske raslje. C:
Ako se replikacijski aparat moze rotirati oko osi nereplicirane DNK, onda ta rotacija omogucava
preraspodjelu pozitivnih superzavoja, koji se nalaze ispred raslje, u podrucje iza nje, $to dovodi do
zapetljavanja/ispreplitanja para dupliciranih dvostrukih uzvojnica (kao prikazano) i/ili k pozitivnog
superzavijanja te regije (nije prikazano). Takve topoloske probleme rjesava topoizomeraza tipa II.
Preuzeto iz Wang (2002).



Stanice sisavaca sadrze dva tipa topoizomeraza (tip 11 II). Ovi enzimi smanjuju torzijski
stres u dvostrukoj uzvojnici DNK pomocu razlicitih katalitickih mehanizama, koji ukljucuju
prisutnost bivalentnog kationa, a u slucaju topoizomeraza tipa II i ATP (Berg i sur. 2002).
Topoizomeraze tipa I stvaraju privtemene jednolancane lomove u dvostrukoj uzvojnici DNK te
tako igraju vaznu ulogu u odrzavanju stabilnosti genoma; a topoizomeraze tipa Il stvaraju
privtemene dvolancane lomove (Davies 1996) te su nuzne za odvijanje procesa replikacije,
transkripcije, rekombinacije, kondenzacije i odvajanja kromosoma tijekom mitoze i mejoze, a

mozda i za popravak DNK (Wang 2002).

1.1.2. Topoizomeraza tipa II i njene izoforme

Pronadene su dvije razlicite izoforme topoizomeraze tipa II kod sisavaca, topoizomeraza II «
(TOP2A) i topoizomeraza 11 § (TOP2B) (Magan i sur. 2003; Williams i sur. 2007). Izoforme a 1 §8
imaju visok stupanj homologije slijeda aminokiselina (~70%), iako su kodirane razlicitim genima
(TOP2A na kromosomu 17, a TOP2B na kromosomu 3) (Grue i sur. 1998; Fritz i sur. 2005).
Primarna struktura im je veoma sli¢na 1 moze se, na temelju homologije slijeda aminokiselina sa
bakterijskom topoizomerazom tipa II (DNK girazom), podijeliti u tri domene (Berg i sur. 2002;
McClendon 1 Osheroff 2007): (1) N-terminalna domena (prvih 670 aminokiselina) sa mjestom za
vezanje 1 hidrolizu ATP-a, (2) centralna domena (aminokiseline ~671-1200) sa tirozinom u
aktivhom podrucju vaznom za cijepanje i ligaciju DNK te (3) C-terminalna domena (aminokiseline
~1200-1621), koja je veoma varijabilna, a sadrzi mjesta za fosforilaciju, slijed odgovoran za

smjestaj u jezgri te ima ulogu u prepoznavanju geometrije DNK (Slike 2 1 3).

cijepanje/
ATPaza religacija
N s 75 |-coon
1531
N-terminalna centralna  C-terminalna
domena domena domena

Slika 2. Shematski prikaz domena topoizomeraze tipa II. N-terminalna domena (plavo) ima ATP-
aznu ulogu, centralna domena (rozo) cijepa i ligira DNK, a C-terminalna domena (Zuto) je
varijabilna i sadrzi neka regulatorna mjesta. Preuzeto iz McClendon i Osheroff (2007).



Izoforme a i B se razlikuju svojim molekularnim masama (izoforma a ima 170 kDa, a 180
kDa), stupnjem ispoljavanja te fizioloskim ulogama (Wang i sur. 1997; Falck i sur. 1999). Izoforma
o je neophodna za prezivljavanje stanica koje se dijele i rastu te joj se ispoljavanje dramati¢no

ik - pojacava tijekom stani¢ne proliferacije. Tako se ona pojacano
B
3 T x Fh'

ispoljava pri ulasku u stani¢ni ciklus i vrhunac postize u G,/M fazi
(Woessner 1 sur. 1991; Adachi i sur. 2000). Njeno pojacano

ispoljavanje se povezuje i sa malignom transformacijom stanica

(Grue i sur. 1998). Suprotno tome, stanice u mirovanju ispoljavaju
izoformu B, ali ne i a (Isaacs i sur. 1996; Hopfner i sur. 2000). Toc¢na
uloga izoforme @ za sada nije poznata, ali se zna da je nuzna za
razvoj neurona (McClendon i Osheroff 2007). Takoder se smatra da
ima ulogu u transkripciji hormonalno i razvojno reguliranih gena (Ju

i sur. 2006).

Slika 3. Vrpcasti dijagram kristalne strukture homodimera kvasceve topoizomeraze tipa II. N-
terminalna domena je prikazana zutom i narancastom bojom, a centralna domena crvenom i

plavom. Za sada nema informacija o kristalnoj strukturi C-terminalne domene. Preuzeto iz
McClendon i Osheroff (2007).

1.1.3. Grada i aktivnost promotora gena TOP2A

Aktivnost promotora gena TOP2A je regulirana tijekom stani¢nog ciklusa tako da je
smanjena u G,/G,, a pojacana u G,/M fazama (Adachi i sur. 2000). Ispoljavanje gena TOP2A
poveéano je, primjerice, u snazno proliferirajuéim stanicama nakon izlaganja toplotnom Soku
(Matsuo i sur. 1993) i djelovanjem ras onkogena (Chen i sur. 1999). S druge strane, ispoljavanje se
smanjuje djelovanjem proteina p53 (Wang i sur. 1997; Joshi i1 sur. 2003) i zbog zastoja u rastu

konfluentnih stani¢nih kultura (Isaacs i sur. 1996; Tolner i sur. 2001).
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Slika 4. Promotorska regija gena TOP2A. Prikazana su mjesta vazna za regulaciju aktivnosti
promotora (ICB1-5, GC1-2 itd.) te mjesta interakcije sa regulatornim proteinima poput Sp3, p53
itd. Preuzeto iz Tolner 1 sur. (2001).



Ispoljavanje gena TOP2A reguliraju razliciti transkripcijski mehanizmi. Promotorska regija
sadrzi pet invertnih CCAAT bokseva (engl. «inverted CCAAT box», ICB), dva GC elementa, ATEF
vezno mijesto te mjesta za interakciju s drugim proteinima (Hochhauser i sur. 1992; Isaacs i sur.
1996; Wang i sur. 1997; Adachi i sur. 2000; Hopfner i sur. 2000) (Slika 4). CCAAT boks je
umjereno konzerviran transkripcijski regulatorni element pronaden u mnogim eukariotskim
promotorima i pojacivackim regijama (Mantovani 1998), a pokazano je da djeluje i u invertnoj
orijentaciji (Ng i sur. 1995). GC elementi su takoder Cesto prisutni u promotorima eukariota i to u
visestrukom broju (Williams i sur. 2007).

DNK-protein i protein-protein interakcije, koje se odvijaju u TOP2A promotoru, su slozene.
Poznato je nekoliko transkripcijskih faktora koji dolaze u vezu sa promotorom tog gena: NF-Y,
Spl, Sp3, c-myb, p53, ATF itd. (Beck i sur. 1999; Adachi i sur. 2000; Hopfner i sur. 2000; Magan i
sur. 2003; Allen i sur. 2004).

Za sada su najbolje opisane uloge proteina NF-Y i Sp1/Sp3 u regulaciji aktivnosti TOP2A
promotora. NF-Y (engl. «nuclear factor-Y») je transkripcijski faktor koji specificno prepoznaje
motiv. CCAAT boks, a odgovoran je za savijanje DNK i privlacenje ostalih aktivatora u
promotorsku regiju (Joshi i sur. 2003; Ronchi 1 sur. 1995; Magan i sur. 2003). Sp1 (engl. «specificity
protein 1») i drugi proteini Sp obitelji su transkripcijski faktori koji se vezu na GC/GT bogate
promotorske elemente i tako utjecu na ispoljavanje mnogih gena ukljucenih u regulaciju stanicnog
ciklusa u normalnom i tumorskom tkivu (Kadonaga i sur. 1987; Majello i sur. 1994; Allen i sur.
2004; Williams i sur. 2007). Interakcije izmedu proteina NF-Y i Sp1 ve¢ su pokazane u slucajevima
drugih promotora, kao §to su promotori humanog cdc25C gena, Stakorjeg gena za sintazu masnih
kiselina i p27(Kip1) gena (Magan i sur. 2003).

Maksimalna aktivnost TOP2A promotora se postize regulacijom unutar prvih 617 parova
baza (Hochhauser i sur. 1992; Adachi i sur. 2000), gdje se nalaze dva GC elementa (GC1 i GC2) te
pet invertnih CCAAT bokseva (ICB1-ICB5) kao mjesta za interakciju sa NF-Y i Sp proteinima.

ICB1 boks je najvazniji za postizanje bazalne razine transkripcije humanog TOP2A
promotora (Slika 5A): interakcija NF-Y vezanog za ICB1 boks sa Spl vezanim na GC1 elementu
aktivira bazalnu razinu transkripcije (Magan i sur. 2003; Williams, 1 sur. 2007).

Sp1/Sp3, koji je vezan za GC2 element, potiskuje transkripciju interakcijom sa ICB1 i GC1
elementima (Slika 5A), $to je vjerojatno posredovano proteinom NF-Y i jednim, za sada jos
nepoznatim, proteinom (Magan i sur. 2003). Eksperimentalni dokazi upucuju na to da proteini koji
se vezu za GC2 element djeluju kao represori transkripcije (Magan 1 sur. 2003; Yu i sur. 2003;

Williams 1 sur. 2007).



NF-Y vezan za ICB2 boks, svojom funkcijom savijanja DNK, omogucuje predloZzene
interakcije izmedu proteina vezanih za GC1 i GC2 elemente (Ronchi i sur. 1995). Nemoguénost
vezanja Sp1/Sp3 za GC2 element rezultira otvaranjem strukture promotora tako da ne moze dodi
do represivne interakcije izmedu Sp1/Sp3 vezanih za GC1 i GC2 elemente (Magan i sur. 2003), §to
vodi k pojacanoj transkripciji (Slika 5B).

Ako se NF-Y ne moze vezati za ICB1 boks (Slika 5C), manje Sp1/Sp3 i/ili nepoznatog
proteina bude privuceno na promotor i rezultat je smanjena transkripcija (Magan 1 sur. 2003). p53 i
odredeni antitumorski lijekovi induciraju smanjenje ispoljavanja TOP2A gena inhibicijom vezanja

NF-Y za odredene ICB elemente (Joshi i sur. 2003).
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Slika 5. Prikaz strukture promotora i proteina vezanih za promotorske elemente gena TOP2A. A:
Interakcija NF-Y vezanog za ICB1 boks sa Spl vezanim na GC1 element aktivira bazalnu razinu
transkripcije. Oznaka X predstavlja nepoznati protein. B: Interakcija NF-Y vezanog za ICB1 boks
sa Spl vezanim na GC1 elementu aktivira bazalnu razinu transkripcije, a nemogucnost vezanja
Sp1/Sp3 za GC2 element vodi k pojacanoj transkripciji. C: Kada se NF-Y ne moze vezati za ICB1
boks, manje Sp1/Sp3 i/ili nepoznatog proteina bude privuceno na promotor i rezultat je smanjena
transkripcija. Preuzeto iz Magan i sur. (2003).

I drugi transkripcijski faktori, osim onih koji vezu CCAAT bokseve, mogu posredovati u
regulaciji ispoljavanja gena. Tako, primjerice, ATF vezno mjesto u promotoru gena za cicklin A
igra ulogu u njegovoj regulaciji, a prepoznaju ga proteini ATF-1 i CREB (Yoshizumi i sur. 1995).
Promotor gena TOP2A, osim ICB i GC mjesta vaznih za regulaciju,takoder ima ATF vezno mjesto
(Isaacs i sur. 1990).

Vaznu ulogu u regulaciji stani¢ne razine topoizomeraze Ilo ima i stabilnost mRNK. Stanice u

S fazi imaju najvisu razinu TOP2A mRNK, a poluvijek trajanja te mRNK je velik (preko 4 sata)



(Goswami i sur. 1996). Naprotiv, u G, fazi, kada je stanicna razina TOP2ZA mRNK najniza,

utvrdeno je da je poluvijek trajanja mRNK samo oko 30 minuta (Goswami i sur. 1996).

1.1.4. Topoizomeraza Ilu i rak

Rak je bolest, koja nastaje kao posljedica molekularnih dogadaja poput aktivacije onkogena,
inaktivacije tumor supresora i/ili disfunkcije proteina cija je uloga popravak DNK i odrzavanje
stabilnosti genoma (Schulz 2005). U solidnim tumorima uglavnom dolazi do aktivacije onkogena i
to Cesto mehanizmom amplifikacije gena. HER-2 je primjer dobro poznatog onkogena, koji je
cesto amplificiran u tumorima dojke, Zeluca, jajnika, prostate, mokra¢nog mjehura itd. (Jarvinen i

Liu 2003b; Simon i sur. 2003; Schulz 2005; Murphy i

HER-2
sur. 2007), a smjesten je na duzem kraku kromosoma 17q12 - q21 THRAL
RARA
17 1 kodira za transmembranski tirozin kinazni TorzA
MEN 50, MLN 51, MLN 62
receptor (Fritz i sur. 2005). Za amplikon regije 17q12- MLN 64/ CABI
GASTRIN
21 je danas poznato da osim gena HER-2 (Slika 6), PEPIPARBPT/TRAP-220
.. . vq - v HER-2 TRAP-100
nosi i druge bioloski vazne gene poput THRAL (gen DARPP.32
za receptor tiroidnog hormona), RARA (gen za HOXB2 and HOXB7
GRB7
o .17 ‘
receptor retinoicne kiseline), GRP7 (gen za protein Jup
CrkRS
koji je dio receptora za faktor rasta) i sl, a takoder i Tep
Aiolos
gen TOP2A (Bofin i sur. 2003; Guérin i sur. 2003; HSDITBI
PNMT
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Slika 6. Smjestaj gena TOP2A u blizini gena HER-2 na duzem kraku kromosoma 17. Prikazani su i
drugi geni, koji se u tumorima cesto amplificiraju zajedno sa genom HER-2. Preuzeto iz Jarvinen i
Liu (2003b).

Topoizomeraza Ila je meta velikog broja strukturalno razlicitih citotoksi¢nih agenasa,
ukljucujudi i neke od najznacajnijih antitumorskih lijekova poput antraciklina (npr. doksorubicin),
epipodofilotoksina (npr. etopozid, tenipozid), derivata kumarinskih antibiotika (npr. novobiocin,
kumermicin), merbarona itd. (Beck i sur. 1999; Zhou i sur. 1999; Jarvinen i sur. 2000). Istrazivanja
su pokazala da osjetljivost stanica na inhibitore topoizomeraze tipa II ovisi o ispoljavanju tog
enzima u tumorskim stanicama (Champoux 2001; Jarvinen 1 Liu 2003a; Koren i sur. 2003). Stanice
s manjom koli¢inom topoizomeraze Ila su manje osjetljive na antitumorske lijekove od onih gdje
se taj protein pojacano ispoljava (Slika 7) (Jarvinen i sur. 2000; Schulz 2005).

Topoizomeraza Il je korisna i kao klinicki znacajan prognosticki faktor jer sluzi kao marker

za stani¢nu proliferaciju u normalnom i tumorskom tkivu (Muss i sur. 1994; Holden i sur. 1995).



Razina ispoljavanja TOP2A je pokazatelj stanja tumorskog oboljenja: visa razina topoizomeraze Ilo
upucuje na vecu vjerojatnost povratka bolesti i manju vjerojatnost prezivljenja (Koren 1 sur. 2003;

Fritz i sur. 2005).
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Slika 7. Shematski prikaz osjetljivosti tumorskih stanica na kemoterapiju sa inhibitorima
topoizomeraze II. Stanice sa manjom koncentracijom proteina topoizomeraza Ila su manje
osjetljive na antitumorske lijekove od onih gdje se taj protein pojacano ispoljava. Preuzeto iz
Jarvinen i Liu (2003b).

1.2.  CTCEF (engl. «.CCCTC binding factor»)
1.2.1. Protein CTCF

CTCF je prvotno identificiran kao protein sa cinkovim prstima koji regulira promotor ¢-myc
onkogena u stanicama kokosi i sisavaca (Lobanenkov i Goodwin 1989; Lobanenkov i sur. 1990;
Klenova i sur. 1993). On nije samo strogo konzerviran, ve¢ je i neophodan te se ispoljava u svim
somatskim stanicama ljudi (Filippova 1 sur. 1996). Smjesten je u jezgri, ima molekularnu masu od
82 kDa i moze ga se podijjeliti u tri domene: dvije tredine proteina ¢ine N- i C-terminalne domene
koje su zasluzne za njegove funkcije, a izmedu njih se nalazi DNK-vezuju¢a domena sastavljenu od

11 cinkovih prstiju (Slika 8) (Filippova i sur. 1996; Ohlsson i sur. 2001; Klenova i sur. 2002).
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Slika 8. Shematski prikaz proteina CTCF. Prikazan je potpuni slijed aminokiselina sa posebnim
naglaskom na domenu, kojom se protein specificno veze za odredene DNK sljedove, a to je 11
cinkovih prstiju. Uvecano su prikazani cinkovi prsti 31 7 (ZF3 1 ZF7) te su na njima oznacene
aminokiseline na pozicijama —1, 2, 3 i 6, koje su odgovorne za prepoznavanje DNK sljedova.

Preuzeto iz Ohlsson 1 sur. (2001).

1.2.2. Uloga CTCF-a u regulaciji transkripcije

Do sada su opisana mnoga vezna mjesta za CTCF u promotorima, izolatorima i drugim
regulatornim regijama gena (Lobanenkov 1 sur. 1990; Burcin i sur. 1997; Vostrov i Quitschke 1997;
Bell i Felsenfeld 2000; Hark i sur. 2000; Kanduri i sur. 2000; Filippova i sur. 2001). Ta vezna mjesta
su obi¢no duzine ~50 parova baza i razlicitih sljedova nukleotida (Filippova i sur. 2002). Naime,
CTCF koristi razlicite skupine pojedinih cinkovih prstiju da bi se vezao za razlicite regulatorne
sliedove (Filippova i sur. 1996; Burcin i sur. 1997). Xie i sur. te Kim i sur. su 2007. godine pokazali
da humani genom sadrzi gotovo 15 000 izolatorskih mjesta na koje se CTCF moze vezati, §to
ukazuje na njegovu vaznost u regulaciji gena. Tako se smatra da kod sisavaca CTCF ima ulogu u
transkripcijskoj aktivaciji i utiSavanju ispoljavanja gena, stvaranju konstitutivnih kromatinskih
izolatora i granica te «cCitanju» genomskog upisa (Vostrov i Quitschke 1997; Bell i Felsenfeld 2000,
Hark i sur. 2000; Ohlsson i sur. 2001; Yusufzai i sut. 2004).

CTCF je podlozan i posttranslacijskim modifikacijama koje utjecu na njegovu ulogu. Poznato
je da fosforilacija obi¢no smanjuje aktivnost transkripcijskih faktora (Hunter i1 Karin 1992).

Sukladno tome su Klenova i sur. (2002) pokazali da fosforilacija umanjuje aktivnost CT'CF-a, ali ne



mijenja njegovu lokalizaciju u jezgri niti svojstva vezanja za DNK. Yu i sur. (2004) su pokazali da
se CTCF moze modificirati 1 poli(ADP-ribozil)acijom pomocu enzima zvanih poli(ADP-
riboza)polimeraze (skrac¢eno: PARP), koje na proteine dodaju ADP-ribozu, stvarajuéi polimere
ADP-riboze (Naegeli i sur. 1989). Promjene u poli(ADP-ribozil)acijskom statusu CTCF-a mogu
rezultirati epigenetskim poremecajima, koji se ocituju gubitkom njegove izolatorske uloge i/ili
uloge regulatora transkripcije te mogu dovesti do neravnoteze u cijelom genomu i potaknuti
tumorigenezu (Klenova i Ohlsson 2005). Eksperimentalno, promjene u poli(ADP-ribozil)acijskom
statusu CTCF-a mogu biti izazvane, primjerice, tretmanom 3-aminobenzamidom (3-AB), koji je
nespecifican inhibitor ADP-riboziltransferaza, ukljucujuéi enzime iz obitelji PARP. Tretman 3-
aminobenzamidom rezultira smanjenjem poli(ADP-ribozil)acije (Yu i sur. 2004; Klenova i Ohlsson
2005). Osim toga, CTCF moze stupati u vezu sa drugim proteinima u jezgri, poput faktora YB-1 i
histon deacetilaza, $to takoder utje¢e na njegovu ulogu (Chernukhin i sur. 2000). Vezanje CTCF-a

za DNK moze biti ovisno o metilaciji CTCF-veznih mjesta (Kanduri i sur. 2000).

1.2.3. CTCFirak

CTCF regulira ispoljavanje nekih gena koji se izravno povezuju sa rakom, primjerice p53,
¢-myc, pRb, 1gf2 i BRCAL (Lobanenkov i Goodwin 1989; Bell i Felsenfeld 2000; Hark i sur. 2000;
Kanduri 1 sur. 2000; Qi i sur. 2003; Engel i sur. 2006; Butcher i Rodenhiser 2007; De La Rosa-
Velazquez i sur. 2007), ali i sam prolazi kroz geneticke promjene u nekim humanim tumorima. Na
vaznu ulogu CTCF-a u razvoju tumora ukazuju c¢injenice (1) da je u tumorima cesto poremecena
regulacija gena koje regulira CTCF (Ohlsson i sur. 2001), (2) da je regija 16q22.1 gdje se nalazi gen
za CTCF podlozna gubitku heterozigotnosti (engl. «oss of heterozygosity», LOH) u razli¢itim
tumorima (Filippova i sur. 2002), (3) da je vezanje CT'CF-a za DNK u nekim tumorima smanjeno
hipermetilacijom konzerviranih CpG otoka u sljedovima koje CTCFE prepoznaje (Klenova i sur.

1998; Feinberg 2001).

1.3. BORIS (engl. «Brother of the Regulator of Imprinted Sites»)
1.3.1. Protein BORIS

Do nedavno se smatralo da CTCF nema srodnih proteina, no Loukinov i sur. (2002) su
otkrili protein koji ima istth 11 cinkovih prstiju kao i CTCF, a potpuno drugacije N- i C-
terminalne domene (Slika 9). Taj protein je nazvan BORIS. Sliénost u domeni sa cinkovim

prstima navodi na zakljucak da proteini CTCF 1 BORIS prepoznaju iste sljedove DNK, a razlike



u N- i C-terminalnim domenama, koje okruzuju cinkove prste, ukazuju na to da su funkcionalne
posljedice vezanja tih proteina za DNK vjerojatno razlicite (Klenova i sur. 2002; Loukinov i sur.
2002; Hong i sur. 2005). Naime, BORIS ne sadrzi strukturalne motive pomoc¢u kojih CTCF
privlaéi proteinske partnere, niti posjeduje neka mijesta za specificne posttranslacijske
modifikacije, kao $to je fosforilacija, a koje su vazne za funkciju CTCF-a (Klenova i sur. 2002;

Klenova i Ohlsson 2005; Chernukhin i sur. 2007).

yoE
human CTCF E ko3 B Yz i g
s B E K E B 2 % 3
rE e g PE oL, o5 2
o - [ |
2 E B R E R R B 2EE ¢
Rromoter -1n-[|-n-§q-|.-m -I-m-l- 4.u-|-n? +sn-|-| s-'- ' |+ mo-l-n.n AUTR
e B E- E EE E E E E E E E E,
sze(opk 184 16 782 171 134 121 150 181 183 136 162 1480
1
- @
E S E A
[+ ol * W
T B e B B o5 E 2 g
human BORIS £ E g e
L b 1 = - ol 9
cf £ X oS4 Emood Emom &K g
gz = S e RS S
oo o4 JJoafosf2ofosfrefaafs o Jesfrum
Exon E, EE E E E E E E E E,
size {bpi: 830 553 188 136 118 155 159 184 186 1534

Slika 9. Usporedba strukture gena za humani CTCF i BORIS. Zelena boja oznacava regiju
homologije koja kodira za 11 cinkovih prstiju. Preuzeto iz Loukinov 1 sur. (2002).

1.3.2. Uloga i regulacija BORIS-a

Za razliku od CTCF-a, BORIS nije ispoljen u normalnim somatskim stanicama, ve¢ samo u
subpopulaciji spermatocita u kojoj dolazi do uspostavljanja genomskog upisa tijekom razvoja
zametnih stanica u testisima (Klenova i sur. 2002; Loukinov i sur. 2002; Vatolin i sur. 2005). U toj
subpopulaciji stanica tada dolazi do znacajnog smanjenja ispoljavanja CTCF-a i «brisanja» uzorka
metilacije (Loukinov i sur. 2002) te transkripcijske aktivacije jedinstvene grupe gena, tzv.
rak/testis gena, putem demetilacije DNK njihovih promotorskih regija (Vatolin i sur. 2005). Te
promotorske regije su u normalnim somatskim stanicama utiSane, a u testisima i razli¢itim
tipovima tumora aktivne te otuda naziv rak/testis geni (engl. «cancer/testis genes») (Chen i sur.
1998). U kasnijim fazama spermatogeneze, utiSava se ispoljavanje gena BORIS i drugih rak/testis
gena, a reaktivira ispoljavanje gena CTCF i nanovo uspostavlja ocinski metilacijski uzorak, t.

genomski upis (Loukinov i sur. 2002; Hong i sur. 2005).
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Transkripcijska aktivnost gena BORIS ovisi o metilaciji DNK te se eksperimentalno moze
potaknuti tretmanom DNK-demetiliraju¢im agensom 5-aza-2"-deoksicitidinom, koji uz gen BORIS
inducira ispoljavanje brojnih drugih rak/testis gena (Hong i sut. 2005).

Aktivnosti proteina BORIS regulirana je njegovim premjestanjem iz citoplazme, gdje se
nalazi u velikoj kolicini, u jezgru, $to nije svojstveno CTCF-u, koji je isklju¢ivo smjesten u jezgrama

stanica (Loukinov i sur. 2002).

1.3.3. BORISi rak

Gen za protein BORIS je smjesten u regiji 20q13 (Loukinov i sur. 2002), a poznato je da je
upravo ta regija cesto amplificirana u mnogim tipovima tumora kod kojih je cesto prisutan i
gubitak heterozigotnosti (LOH) gena CTCF (Risinger i sur. 2007; D'Arcy i sur. 2008). Stovise, u
velikom broju razli¢itth tumora uocena je aktivacija gena BORIS (Hong i sur. 2005; Vatolin i sur.
2005; D'Arcy i sur. 2008; Risinger i sur. 2007). Budu¢i da tumorske stanice ispoljavaju i CTCF,
vjerojatno dolazi do suparnistva izmedu ta dva proteina (Slika 10), pri cemu CTCF gubi dio svojih
funkcija $to rezultira epigenetskim promjenama kao s$to je gubitak genomskog upisa, aktivacija
nekih onkogena i sl., koje pogoduju razvoju malignih oboljenja (Klenova i sur. 2002; Ulaner i sur.

2003; Dougherty i sur. 2008).

Post-translacijske
modifikacije
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metilacijskog | somatske
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zametne
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Slika 10. Prikaz uloga proteina CTCF i BORIS u normalnim i tumorskim stanicama. BORIS i
CTCF djeluju skladno u uspostavi epigenetskog statusa tijekom normalnog razvoja muskih
zametnih stanica, a njthovo suparni$tvo uzrokovano aktivacijom gena za BORIS u somatskim
stanicama povezuje se sa rakom. Preuzeto iz Klenova i sur. (2002).
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1.4.  Kromatinska imunoprecipitacija

Kromatinska imunoprecipitacija je metoda koja se koristi za odredivanje mjesta u genomu
za koja se vezu odredeni proteini (Slika 11). Ta metoda daje sliku protein-DNK interakeija koje se
in vivo dogadaju u jezgrama stanica (Orlando 2000; Aparicio i sur. 2005). Temeljni princip je da se
DNK-vezujudi proteini (primjerice transkripcijski faktori) mogu fiksirati za DNK na koju su
vezani i zatim uz pomo¢ specificnog protutijela imunoprecipitirati (Solomon i Varshavski 1985;
Orlando 2000). 1z istalozenih protein-DNK kompleksa se zatim razdvoji DNK od proteina te se

ona zatim identificira i kvantificira lan¢anom reakcijom polimerazom (Spencer i sur. 2003).
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na regulatorni protein A
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| m—
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VEZE U GENOMU ZIVE STANICE

Slika 11. Shematski prikaz kromatinske imunoprecipitacije pomocu protutijela specificnog za
regulatorni protein A. Preuzeto iz Alberts i sur. (2002).
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1.5.  Ciljevi istraZivanja:

Ciljevi istrazivanja provedenih za izradu diplomskog rada bili su:

- optimizirati metode kromatinske imunoprecipitacije pomocu agaroznih i magnetnih
kuglica

- provjerit da li se protein CTCF veze na promotorsku regiju gena TOP2A

- otkriti da li se protein BORIS takoder veze na promotorsku regiju gena TOP2A, nakon
$to potaknemo njegovo ispoljavanje tretiranjem stanica 3-aminobenzamidom

13



2. MATERIJALI I METODE
2.1.  Materijali
2.1.1. Kemikalije

- agaroza tipa I niske endoosmotske jakosti (Sigma)
- akrilamidni nosa¢ (Sigma)

- 3-aminobenzamid (Sigma)

- bromfenolno modrilo (Sigma)

- DMEM medjj za uzgoj stanica (Gibco/BRL)
- DMSO (Sigma)

- EDTA (Sigma)

- EGTA (Sigma)

- etanol p.a., 96% (Kemika)

- fenol (pH 8,0; ekvilibriran s Tris-HCI) (Sigma)
- fenilmetilsulfonil fluorid (Sigma)

- fetalni tele¢i serum (Sigma)

- formaldehid 36,5% (Sigma)

- glicin (Sigma)

- glikogen (Ambion)

- GoTaq"” Green Master Mix 2X (Promega)

- izoamilni alkohol (Kemika)

- KH,PO, (Sigma)

- KCI (Kemika)

- kloroform p.a. (Kemika)

- komplet kemikalija za kromatinsku imunoprecipitaciju: «Chromatin Immunoprecipitation
(ChIP) Assay Kit» (Upstate, Millipore)

- ksilen-cijanol (Kemika)

- LiCl (Upstate, Millipore)

- MgCl, (Applied Biosystems)

- natrijev acetat (Kemika)

- natrijev deoksikolat

- NaCl (Kemika)

- NaHCO, (Sigma)

- Na,HPO, (Sigma)

- NP-40 (IGEPAL, Sigma)
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- otopina magnetnih kuglica prekrivenih proteinom A (Dynabeads® Protein A) (Invitrogen)

- otopina penicilin/streptomicin (Sigma)

- proteinaza K (Sigma)

- RNaza A (bez DNaza) (Sigma)

- SDS (Sigma)

- smjesa inhibitora proteaza (Sigma)

- standard DNK XIII (Roche Applied Science): odsje¢ci DNK su velicine 50, 100, 150, 200, 250,
300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750 1 2642 parova baza

- standard Directl.oad™ Step Ladder, 50 bp (Sigma-Aldrich): odsje¢ci DNK su veli¢ine 50, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 2000 1 3000 parova baza

- SYBR" Safe boja 10 000X (Invitrogen)

- tripansko modrilo (Sigma)

- tripsin (Sigma)

- Tris-HCI (pH 6,5) (Upstate)

- Triton X-100 (Sigma)

- voda bez nukleaza (Promega)

2.1.2. Puferi i otopine

- PBS pufer (1X): 130 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 7 mM Na,HPO,, 3 mM KH,PO, (pH 7,4)

- pufer za lizu: 50 mM Tris-HCI (pH 8), 10 mM EDTA, 1% SDS

- TE pufer (1X): 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA (pH 8)

- RIPA pufer: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 1% Triton X-100, 0,1%
SDS, 0,1% Na-deoksikolat, 140 mM NaCl

- elucijski pufer (protokol sa paramagnetskim kuglicama): 20 mM Tris-HCl (pH 7,5), 5 mM
EDTA, 50 mM NaCl

- smjesa fenol/kloroform/izoamilni alkohol (omjer 25:24:1)

- smjesa kloroform/izoamilni alkohol (omjer 24:1)

- smjesa fenol/kloroform (omjer 1:1)

- pufer za bubrenje («swelling buffer): 10 mM Tris-Cl (pH 7,5), 10 mM NaCl, 3 mM MgCl,,
0,5% NP-40

- TAE pufer (1X): 40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA (pH 8)

- pufer za nanoSenje uzoraka na gel za elektroforezu: 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM EDTA
(pH 8), 0,025% bromfenolno modrilo, 0,025% ksilen-cijanol, 30% glicerol
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- otopina DNK iz sperme lososa/protein A-agaroza (dio kompleta kemikalija «ChIP assay kit»,
Upstate, Millipore): 1,5 mlL agaroznih kuglica, 600 pg sonificirane DNK sperme lososa, 1,5 mg
BSA, 4,5 mg rekombinantnog proteina A, 0,05% natrijevog azida, TE pufer (pH 8) do konac¢nog
volumena od 3 mL

- pufer za razrjedivanje (dio kompleta kemikalija «ChIP assay kit», Upstate, Millipore): 16,7 mM
Tris-HCI (pH 8,1), 1,2 mM EDTA, 167 mM NaCl, 0,01% SDS, 1,1% Triton X-100

- pufer niske ionske jakosti za ispiranje imunokompleksa (dio kompleta kemikalija «ChIP assay
kit», Upstate, Millipore): 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 8,1), 2 mM EDTA, 1% Triton X-
100, 0,1% SDS

- pufer visoke ionske jakosti za ispiranje imunokompleksa (dio kompleta kemikalija «ChIP assay
kit», Upstate, Millipore): 500 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 8,1), 2 mM EDTA, 1% Triton X-
100, 0,1% SDS

- LiCl pufer za ispiranje imunokompleksa (dio kompleta kemikalija «ChIP assay kit»y, Upstate,
Millipore): 0,25 M LiCl, 1% NP-40, 1% deoksikolat, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA

- 2X GoTaq® Green Master Mix: DNK polimeraza GoTaq”, pufer za lanéanu reakciju
polimerazom (pH 8,5), 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP, 3 mM
MgCl, (Promega)

2.1.3. Sterilizacija otopina i opreme

Otopine i plasti¢ni materijal neosjetljiv na toplinu sterilizirala sam 60 minuta u autoklavu
(121°C, 10° Pa), a otopine osjetljive na toplinu filtriranjem. Sve otopine sam priredila u

deioniziranoj vodi.

2.1.4. Stani¢na linija

Koristila sam stani¢nu liniju Cal 27, koja je uspostavljena 1982. godine od tkiva tumora
jezika 56.-godi$njeg bijelca prije nego li je bio podvrgnut terapiji. Stanice Cal 27 su epitelne
stanice, poligonalnog oblika sa veoma granuliranom citoplazmom i aneuploidnim brojem
kromosoma. U stani¢noj kulturi rastu prilijepljene za podlogu i vrijeme udvostruc¢avanja im iznosi
35 sati.

Za uzgoj ove stanicne linije koristila ssam DMEM medij uz dodatak fetalnog teleceg seruma
1 antibiotika. Stanice sam uzgajala u inkubatoru pti 37°C uz 5% CO,. Medij za smrzavanje stanica

u tekucem dusiku sadrzi 95% potpunog medija za uzgoj i 5% DMSO.
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2.1.5. Specificna protutijela

Za kromatinsku imunoprecipitaciju sam koristila poliklonalna kuniéja protutijela na CTCF

(Upstate) te poliklonalna kuniéja protutijela na BORIS (Abcam).

2.1.6. Oligonukleotidne pocetnice

Sve koristene pocetnice sam prikazala u Tablici 1. Pocetnice su sintetizirane u Invitrogen-u.

Tablica 1. Oligonukleotidni slijedovi pocetnica i produkt koji umnazaju.

pocetnica nukleotidni slijed pocetnica (5' — 3 umnozeni produkt

ChlIPinsF | CTG AAA GAA TAA CAA GGA GGT GGC TGG izolator gena C-myC

ChIPinsR AAATTA CTC CTG CCT CCA GGC CTT TG izolator gena C-myc

TOP-Pf1 TTG AGG CAG ATG CCA GAATCT GTT CG promotor gena TOP2A

TOP-Prl ATT GAC AGG GAATCT GGC CAATG promotor gena TOP2A
Ge2

-617 AGCCACCGCACACAGCCTACTTTTATTTCTTTGAAAAATGAATTCGAGGGTAAAGGGGCG
=557 GGGTTGAGGCAGATGCCAGAATCTGTTCGCTTCAACCAAGCAGCCAGGCTGCCTGTCCAG
-497 AAAGCCGGCACTCAGTTTCCTCAGGAAAACGAAGCTAAGGCTCCCATTCCCCTCGCTAAC

ICB5
-437 AACGTCAGAACAGAGGACAGTTTTTAGATTTCAGGGATCTTAAATAGATTGGCAGTTCCT

-377 GGAGAATARACATCCTTTGCTTTTCTCCTGCACACTTTTGCCTCAGGCCACCCCTTCCCG

-317 CTTCCAAAGCCCATCTCTTCCAAGCTTTCCGCACGAGAAAACAAGTGAGCCCTTCTgAC;_;‘_

-257 GGCCAGATTCCCTGTCAATCTCTCCGCTAIQASEE&AGTGGTGCCTTTTGAAGCCTCTC

-197 TAGTCCCGCCTCCCTAACCTGAEIJ‘CEET'I‘TATTCAAACAAACCCCGGCCAACTCAGCCGTT

-137 CATAGGTGGATATAAAAGGCAAGCTACGA;IC‘_GB;TTCTTCTGGACGGAGACGGTGAGAGCG
ICB1 GC1

=77 AGTCAGGGATITGGCTGGTCTGCTTCGGGCGGGCTAAAGGAAGGTTCAAGTGGAGCTCTCC
=17 TAACCGACGCGCGTCTGTGGAGAAGCGGCTTGGTCGGGGGTGGTCTCGTGGGGTCCTGCC

+44 TGTTTAGTCGCTTTCAGGGGTTCTTGAGCCCCTTCACGACCGTCACCATG

Slika 12. Slijed nukleotida prvih 617 parova baza TOP2A promotora, gdje se nalaze dva GC
elementa (GC1 1 GC2) te invertni CCAAT boksevi (ICB1-ICB5) kao mjesta za interakciju sa NF-
Y i Sp proteinima. Plavom bojom je potcrtana sekvenca koristenih pocetnica TOP-Pf1 i TOP-
Prl, a zelenom bojom cetiri potencijalna vezna mjesta za protein CTCF. Preuzeto iz Isaacs i sur.
1996.
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2.2. Metode
2.2.1. Uzgoj stanica Cal 27

Stanice Cal 27 sam uzgajala u bocicama povrsine 75 cm’ (T-75) u DMEM mediju
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) sa 10% fetalnog teleceg seruma, 2 mM L-glutamina i 1%
otopine penicilin (6 mg/mL)/streptomicin (5 mg/mlL). Presadivala sam ih nepostedno prije
postizanja konfluentnosti tako $to sam uklonila medij i stanice isprala PBS puferom te ih
inkubirala u otopini tripsin-EDTA (0,25% tripsin, 0,53 mM EDTA) pri 37°C dok se sve stanice
nisu odlijepile od podloge. Zatim sam stani¢nu suspenziju prebacila u Falcon tubicu i
centrifugirala pet minuta na 1200 rpm. Nakon uklanjanja supernatanta sam talog resuspendirala u
DMEM mediju te stanice razdijelila u ciste bocice za uzgoj i stavila ih u inkubator (37°C, 5%

CO,).

2.2.2. Tretman Cal 27 stanica 3-aminobenzamidom

Stanice, koje sam tretirala 3-aminobenzamidom, sam u inkubatoru uzgajala 48 sati u

DMEM mediju sa dodatkom 3-aminobenzamida konacne koncentracije 10 mM.

2.2.3. Odredivanje broja stanica

Za kromatinsku imunoprecipitaciju sam stanicama uklonila medjj i isprala ih PBS puferom
te inkubirala u otopini tripsin-EDTA (0,25% tripsin, 0,53 mM EDTA) pri 37°C da se stanice
odlijepe od podloge. Zatim sam iz svake T-75 bocice uzela 50 pL stani¢ne suspenzije i tome
dodala 75 uL. DMEM medija i 125 pL tripanskog modrila te odredila broj stanica pomocu
hemocitometra. Ostatak stani¢ne suspenzije sam prebacila u Falcon tubicu i centrifugirala pet
minuta na 1200 rpm. Nakon uklanjanja supernatanta sam talog resuspendirala u DMEM mediju
sa serumom te uzela po 6,5 x 10" stanica u Falcon tubicu od 50 mL i centrifugirala pet minuta na
1200 rpm. Nakon uklanjanja supernatanta, talog stanica sam resuspendirala u DMEM mediju

tako da konacni volumen bude 40 mL.

2.2.4. Fiksacija formaldehidom i liza stanica

U stani¢nu suspenziju sam zatim dodala 36,5%-tne otopine formaldehida tako da ga u

suspenziji konacno bude 1% (v/v) i inkubirala 15 minuta pti sobnoj temperaturi uz lagano
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mijesanje. Reakciju unakrsnog povezivanja kromatina i proteina sam prekinula inkubiranjem pet
minuta u glicinu konac¢ne koncentracije 200 mM pri sobnoj temperaturi.

Uzorak sam zatim centrifugirala pet minuta pri 450 rcf na 4°C i u sljedeé¢im koracima drzala
na ledu. Odlila sam supernatant, a talog stanica resuspendirala u 10 mL ledenog PBS pufera te
centrifugirala pet minuta pri 450 rcf na 4°C. Stanice sam jo$ jednom isprala sa PBS puferom, a
zatim tri puta sa po 10 mL pufera za bubrenje («swelling buffer») bez inhibitora proteaza.
Uklonila sam pufer i talog jezgara zamrznula uranjanjem Falcon tubica sa uzorcima u tekudi dusik
na 15 sekundi. Uzorak sam odmrznula u hladnoj vodi i dodala 1,3 mL pufera za lizu sa dodatkom
PMSF konacne koncentracije 1 mM i inhibitora proteaza (1X). Sadrzaj Falcon tubice sam

ravnomjerno (po 650 uL) razdijelila u dvije tubice od 1,5 mL te inkubirala 10 minuta na ledu.

2.2.5. Sonifikacija lizata

2.2.5.1.  Sonifikacija

Uzorak sam, drzeéi ga na ledu, sonificirala pomocu uredaja Ultrasonic processor (Core
Palmer) na sljedeci nacin: 2 x 60 sekundi pri Asy; 5 x 45 sekundi pri Ay, te 5 x 45 sekundi pri Ay,
Nakon centrifugiranja 15 minuta na 14 000 rpm pri 4°C, u ¢iste tubice sam prebacila oko 600 pL
supernatanta te ponovno centrifugirala na isti nacin. 500 pL. supernatanta sam zatim prenijela u
kriotubu i zamrznula u tekuéem dusiku te pohranila na —80°C do sljedeceg dana, a ostatak
supernatanta iskoristila za provjeru fragmentacije kromatina.

Na dio supernatanta uzetog za provjeru fragmentacije kromatina, dodala sam priblizno
jednak volumen (100 pL) svjeZe pripremljenog pufera za eluciju (pH 8,3), koji sadrzi 1% SDS i
100 mM NaHCO;, te 20 pg RNaze A i inkubirala 15 minuta pri 37°C. Zatim sam dodala 50 pg
proteinaze K i inkubirala preko no¢i pri 65°C. Idudi dan sam izolirala DNK metodom opisanom

u stavei 2.2.5.2. 1 izoliranu DNK nanijela na 2%-tni gel agaroze prema metodi opisanoj u stavci

2.2.5.3.

2.2.5.2.  Izolacija DNK za provjeru fragmentacije kromatina

Na uzorak sam dodala jednak volumen fenola (pH 7,9), inkubirala 10 minuta na kruznoj
mjesalici te potom centrifugirala 10 minuta na 10 000 rpm pri sobnoj temperaturi. U ¢istu tubicu
od 1,5 mL sam prenijela vodenu fazu i dodala jednaki volumen smjese fenol/kloroform te na isti
nacin rotirala na kruznoj mjesalici i centrifugirala. Postupak sam ponovila dodavanjem jednakog

volumena kloroforma, mijeSanjem i centrifugiranjem.
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U distu tubicu sam zatim prenijela dobivenu vodenu fazu i istalozila DNK dodavanjem
1/10 volumena 3 M natrijevog-acetata (pH 5,2), 8 pg glikogena i 2,5 volumena ledenog 96%-tnog
etanola te inkubacijom pri -20°C preko nodi.

Uzorak sam sljede¢i dan centrifugirala 30 minuta na 14 000 rpm pri 4°C. Nakon uklanjanja
supernatanta talog DNK sam isprala dva puta sa 1 mL ledenog 70%-tnog etanola, a izmedu
ispiranja centrifugirala 5 minuta na 13 000 rpm pri 4°C. Uklonila sam etanol i taloge inkubirala

pet minuta pri 37°C te istalozenu DNK otopila u 15 uL. TE pufera (pH 7.5).

2.2.5.3.  Provjera fragmentacije kromatina

Izoliranu DNK sam radi provjere uspjesnosti fragmentacije kromatina nanijela na agarozni
gel sastava: 1X TAE pufer, 2% agaroze (m/v) i 1X SYBR® Safe boje. Uzorke sam neposredno
prije nanosenja na gel pomijesala sa oko 2 pl. pufera za nanosenje uzoraka i elektroforezu

provodila 30 minuta na 100 V. Ishod elektroforeze sam promatrala pomocéu UV transiluminatora

(Uvitek).

2.2.6. Imunoprecipitacija

2.2.6.1.  TaloZenje imunokompleksa

Alikvote od 500 pl., koji su bili pohranjeni pri —80°C, sam otopila na ledu te centrifugirala
10 minuta na 14 000 rpm pri 4°C. Supernatant sam potom prebacila u Falcon tubicu od 15 mL i
deset puta razrijedila puferom za razrjedivanje, u koji sam dodala PMSF konaé¢ne koncentracije 1
mM i inhibitore proteaza (1X). Zatim sam dodala 1/25 volumena otopine DNK iz sperme
lososa/protein A-agaroza i inkubirala tri sata uz rotiranje na kruznoj mjesalici pri 4°C.

Nakon inkubacije sam uzorke centrifugirala pet minuta na 300 rcf pri 4°C i supernatant (5
ml) prebacila u novu Falcon tubicu. 500 pL supernatanta (10%) sam odvojila kao ulaznu
(«inputy) DNK te pohranila pri —20°C do daljnje upotrebe. 2 ml supernatanta sam uzela za
negativiu kontrolu i dodala 60 L otopine DNK iz sperme lososa/protein A-agaroza, a u ostatak
supernatanta (2,5 mL) sam dodala 10 pg odgovarajuceg protutijela (na CTCF ili na BORIS,
ovisno o uzorku) i 70 uL. otopine DNK iz sperme lososa/protein A-agaroza te inkubirala pri 4°C

preko nodi uz rotiranje na kruznoj mjesalici.
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2.2.6.2.  Ispiranje istaloZenih imunokompleksa

Sljede¢i dan sam uzorke centrifugirala jednu minutu na 1000 rcf pri 4°C te uklonila
supernatant. Sljedeca tri ispiranja sam izvodila drzeéi uzorke na ledu i centrifugirajuéi ih pri 4°C.
Prvo sam talog isprala sa 1 mL pufera niske ionske jakosti za ispiranje imunokompleksa, rotirala 5
minuta na kruznoj mjesalici te centrifugirala dvije minute na 200 rcf, a zatim postupak ponovila sa
1 mL pufera visoke ionske jakosti i sa 1 mL LiCl pufera za ispiranje imunokompleksa. Nakon

toga sam talog pri sobnoj temperaturi na isti nacin isprala dva puta s TE puferom.

2.2.7. Elucija DNK sa istaloZenih imunokompleksa

Na isprani talog sam dodala 250 pL svjeze pripremljenog pufera za eluiranje (pH 8,3), koji
sadrzi 1% SDS i 100 mM NaHCO,, vorteksirala i inkubirala 10 minuta pri 65°C. Nakon
dvominutnog centrifugiranja na 1000 rcf sam supernatant prebacila u cistu tubicu od 1,5 mIL.. Na
preostali talog sam nanovo dodala 250 uL. pufera za eluiranje i ponovila postupak te supernatant
dodala odgovaraju¢em supernatantu dobivenom u prethodnom koraku i pohranila uzorke pri 4°C
do sljedeceg dana.

Na imunopreceipitirane 1 ulazne («input»y) uzorke sam dodala RNazu A do konacne
koncentracije 0,05 pg/uL te inkubirala jedan sat pri 37°C uz blagu tresnju. Potom sam dodala 10
mM EDTA, 40 mM Tris-HCI (pH 6,5) 1 proteinazu K, tako da joj kona¢na koncentracija u smjesi
bude 0,5 pg/pl. Takvu smjesu sam inkubirala tri sata pri 37°C. Zatim sam dodala NaCl do

konaé¢ne koncentracije 200 mM i inkubirala uzorke pet sati pti 65°C.
2.2.8. Izolacija imunoprecipitirane DNK
DNK sam izolirala na nacin opisan u stavci 2.2.5.2., s razlikom da sam u ovom slucaju za

talozenje DNK (uz natrijev acetat i apsolutni alkohol) dodala 20 ug glikogena te dobivene taloge

otopila u 30 uL. TE pufera.
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2.2.9. Odredivanje efikasnosti kromatinske imunoprecipitacije
2.2.9.1.  Semikvantitativha lancana reakcija polimerazom za izolatorsku

regiju gena c-myc

Lancanu reakciju polimerazom sam provodila u smjesi u kojoj sam na 4 pl. DNK dodala
po 0,4 uM ChIPinsF i ChIPinsR pocetnica, 1 mM MgCl,, GoTaq” Green Master Mix (da mu
konacna koncentracija bude 1X) 1 vode bez nukleaza do konacnog reakcijskog volumena od 12,5
pL. Uzorci DNK su bili razli¢ita razrjedenja ulazne («inputy) DNK, imunoprecipitirana DNK te
negativna kontrola kromatinske imunoprecipitacije.

Umnazanje produkta se odvijalo prema sljede¢em programu: pocetna denaturacija pri 95°C
(tri minute), zatim 30 ciklusa denaturacije pri 95°C (30 sekundi), nalijeganja pocetnica na kalup pri
63°C (30 sekundi) i produzenja novonastalih lanaca pri 72°C (30 sekundi u prvom ciklusu, a
zatim po jednu sekundu duze u svakom sljedeéem) te zavr$nog produzenja novonastalih lanaca
pri 72°C (sedam minuta). Umnazanje lancanom reakcijom polimerazom sam izvodila u uredaju

GeneAmp PCR System 2400 (Applied Biosystems).

2.2.9.2.  IzraCunavanje efikasnosti kromatinske imunoprecipitacije

Ishod semikvantitativne lancane reakcije polimerazom za izolatorsku regiju gena C-Myc sam
provijerila elektroforezom u 2%-tnom gelu agaroze na nacin opisan u stavci 2.2.5.3. Jacinu vrpci
dobivenih produkata umnazanja usporedila sam uz pomo¢ Image analyzer softvera te efikasnost

kromatinske imunoprecipitacije izracunala po sljede¢oj formuli:

koli¢ina produkta imunoprecipitirane DNK
efikasnost imunoprecipitacije =

koli¢ina produkta ulazne («dnputy) DNK

2.2.10. Lancana reakcija polimerazom za promotor gena TOP2A
2.2.10.1. Optimizacija lanCane reakcije polimerazom za promotor gena

TOP2A

Lancanu reakciju polimerazom sam provodila u smjesi u kojoj sam na 4 pl. DNK dodala

po 0,4 uM TOP-Pfl i TOP-Prl pocetnica, 1 mM MgCl,, GoTaq®” Green Master Mix (da mu
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konacna koncentracija bude 1X) 1 vode bez nukleaza do konacnog reakcijskog volumena od 12,5
pL. Kao uzorak DNK koristila sam 20 puta razrjedenu ulaznu («dnputy) DNK stanica Cal 27.

Umnazanje produkta se odvijalo prema sljede¢em programu: pocetna denaturacija pri 95°C
(tri minute), zatim razli¢it broj ciklusa denaturacije pri 95°C (30 sekundi), nalijeganja pocetnica na
kalup pri 63°C (30 sekundi) i produzenja novonastalih lanaca pri 72°C (30 sekundi u prvom
ciklusu, a zatim po jednu sekundu duze u svakom sljede¢em) te zavrsnog produzenja
novonastalih lanaca pri 72°C (sedam minuta). Broj ciklusa koji sam isprobala bio je 26, 28, 30, 31,
32, 33, 34 i 36. Umnazanje lanéanom reakcijom polimerazom sam izvodila u uredaju GeneAmp
PCR System 2400 (Applied Biosystems).

Za proucavanje ishoda optimizacije lancane reakcije polimerazom za promotor gena

TOP2A uslijedila je elektroforeza u 2%-tnom gelu agaroze na nacin opisan u stavci 2.2.5.3.

2.2.10.2. Lancana reakcija polimerazom za promotor gena TOP2A

Lancanu reakciju polimerazom sam provodila na nacin opisan u stavci 2.2.10.1., a broj
ciklusa za umnazanje produkta bio je 32. Nakon lancane reakcije polimerazom za promotor gena

TOP2A uzorke sam nanijela na 2%-tni gel agaroze i provela elektroforezu opisanu u stavci

2.2.5.3.

2.2.11. Uzgoj i tretman Cal 27 stanica za pokus s magnetnim kuglicama

Stanice Cal 27 sam uzgajala na nacin opisan u stavci 2.2.1., samo §to sam u ovom slucaju
koristila bocice povrsine 25 cm® (T-25). Zatim sam dio stanica uzgajala 48 sati u DMEM mediju

uz dodatak 3- aminobenzamida u konac¢noj koncentraciji od 20 mM.

2.2.12. Priprema kompleksa protutijelo-magnetna kuglica

Za kromatinsku imunoprecipitaciju pet uzoraka uzela sam 55 ul. dobro promijesane
otopine magnetnih kuglica prekrivenih proteinom A. Nakon stavljanja na magnetsko postolje,
uklonila sam pufer u kojem su bile magnetne kuglice te dodala 125 pIL RIPA pufera. Vorteksirala
sam smjesu i uklonila pufer te jo$ jednom ponovila ispiranje sa 125 pL RIPA pufera. Zatim sam
magnetne kuglice resuspendirala u 50 uL. RIPA pufera.

U male tubice od 200 pL alikvotirala sam po 90 uL. RIPA pufera, dodala 10 pL prethodno

pripremljene suspenzije magnetnih kuglica prekrivenih sa proteinom A i 2,4 pg odgovarajuéeg
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specifi¢énog protutijela (na CTCF i na BORIS, ovisno o uzorku). Navedene smjese sam inkubirala

dva sata pri 4°C uz rotaciju na kruznoj mijesalici.

2.2.13. Odredivanje broja stanica

Broj stanica u bocicama za uzgoj sam odredila na nacin opisan u stavci 2.2.3.. Za potrebe
ovog pokusa sam uzimala po 1 x 10° stanica u Falcon tubicu od 15 mlL i talog stanica, nakon
centrifugiranja, resuspendirala u PBS puferu tako da konacni volumen resuspendiranih stanica

bude 500 pL.

2.2.14. Fiksacija formaldehidom

Resuspendiranim stanicama sam dodala 36,5%-tne otopine formaldehida tako da ga u
suspenziji kona¢no bude 1% (v/v) i inkubirala na tresilici 10 minuta pri sobnoj temperaturi.
Reakciju unakrsnog povezivanja kromatina i proteina sam prekinula dodavanjem glicina do

konacne koncentracije 125 mM 1 inkubiranjem 5 minuta pri sobnoj temperaturi.

2.2.15. Liza stanica

Lizu stanica sam provodila drzeéi uzorke na ledu. Stanice sam centrifugirala 10 minuta na
300 rcf pri 4°C i resuspendirala u 500 wL. PBS pufera. Navedeni korak sam ponovila jo§ jednom i
nakon centrifugiranja uklonila supernatant te odredila velicinu taloga. Stanice sam zatim lizirala
resuspendiranjem u Sesterostrukom razrjedenju taloga u puferu za lizu sa dodatkom inhibitora

proteaza (1X) i 1 mM PMSF te inkubirala pet minuta na ledu.

2.2.16. Sonifikacija lizata
2.2.16.1.  Sonifikacija

Stanicne lizate sam, drzeci ih na ledu, sonificirala pomocu uredaja Ultrasonic processor
(Core Palmer) na sljede¢i nacin: 8 x 30 sekundi sonifikacije pri amplitudi A, 1 ciklusu 0,5 sa
probom od 3 mm. Lizate sam zatim centrifugirala 10 minuta na 10 000 rcf pri 4°C. Supernatante
sam prenijela u ciste tubice na ledu.

Za ulaznu («inputy) DNK sam uzela 20 pl. supernatanta i razrijedila ga sa 80 ul. RIPA
pufera sa 0,01% SDS i pohranila pri 4°C do daljnje upotrebe.
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2.2.16.2. Odredivanje koncentracije DNK

Koncentraciju DNK sam odredila mjerenjem apsorbancije na A = 260 nm (Beckman) u
alikvotu lizata, koji sam sto puta razrijedila u TE puferu. Zatim sam uzorke razrijedila sa RIPA
puferom sa 0,01% SDS-a tako da u kona¢nom volumenu od 100 pl. imam 10 pg DNK. U

otopinu sam dodala i inhibitore proteaza te 1 mM PMSF.

2.2.17. Imunoprecipitacija u pokusu sa magnetnim kuglicama

2.2.17.1. TaloZenje imunokompleksa

Male tubice od 200 uL sa prethodno pripremljenim magnetnim kuglicama prekrivenima
proteinom A sam stavila na ledeno magnetsko postolje, pri¢ekala jednu minutu i uklonila
supernatant. U svaku tubicu sam zatim dodala 100 pL. kromatina razrijedenog u RIPA puferu i

inkubirala preko nodi pri 4°C uz rotaciju na kruznoj mijesalici.

2.2.17.2. Ispiranje istaloZenih imunokompleksa

Sljedeéi dan sam uzorke tri puta isprala sa 100 pL svjezeg RIPA pufera tako da sam
supernatant uklanjala na magnetskom postolju, a magnetne kuglice potom resuspendirala u
puferu pomocu pipete i inkubirala cetiri minute pri 4°C na kruznoj mijesalici. Komplekse
magnetna kuglica-protutijelo sam zatim isprala u 100 pLL TE pufera i inkubirala Cetiri minute pri
4°C na kruznoj mijesalici te prvo prenijela smjese u ciste tubice od 200 uL i tek tada stavila na

magnetsko postolje te uklonila TE pufer.

2.2.18. Elucija DNK sa imunokompleksa istaloZenih pomocu magnetnih kuglica

Na imunoprecipitirane uzorke sam dodala 150 pL elucijskog pufera, koji sadrzi 1% SDS i
50 pg/mL proteinaze K, a na ulazne («input») uzorke 200 uL elucijskog pufera i proteinazu K do
kona¢ne koncentracije 50 pg/mL. Sve uzroke sam zatim inkubirala dva sata pri 68°C.

Na magnetskom postolju sam pri sobnoj temperaturi uklonila supernatante i prebacila ih u
ciste tubice od 1,5 mL. Eluciju DNK sam ponovila jo$ jednom dodajuci 150 uL elucijskog pufera
sa 1% SDS i 50 pug/mlL proteinaze K na imunoprecipitirane uzorke te inkubirala pet minuta pri

68°C. Supernatante sam prebacila u odgovarajuce tubice sa supernatantima iz prve elucije.
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2.2.19. Izolacija imunoprecipitirane DNK

Na imunoprecipitirane i ulazne («dnput») uzorke sam dodala 200 pL elucijskog pufera te
zapocela  izolaciju DNK  dodavanjem jednakog volumena (500 pl)  otopine
fenol/kloroform/izoamilni alkohol. Uzorke sam centrifugirala pet minuta na 15000 rcf pri sobnoj
temperaturi. Prenijela sam 460 pL vodene faze u ¢istu tubicu i dodala jednaki volumen otopine
kloroform/izoamilni alkohol te centrifugirala na isti na¢in kao i u prethodnom koraku. U distu
tubicu sam zatim prenijela 400 pL. vodene faze i istalozila DNK dodavanjem 1/10 volumena 3 M
natrijevog-acetata (pH 7,0), 10 pL 0,25% akrilamidnog nosaca i 2,5 volumena ledenog 96%
etanola te inkubacijom uzoraka 30 minuta na -80°C.

Centrifugirala sam uzorke 15 minuta na 20 000 rcf pri 4°C i talog DNK isprala dva puta u 1
mL ledenog 70% etanola, a izmedu ispiranja centrifugirala 10 minuta na 20 000 rcf pri 4°C.
Uklonila sam etanol i taloge inkubirala pet minuta pri 37°C te istalozenu DNK otopila u 150 pL

TE pufera (pH 8,0).

2.2.20. Semikvantitativna lanCana reakcija polimerazom za izolatorsku regiju gena

c-myc

Lancanu reakciju polimerazom sam provodila na nacin opisan u stavci 2.2.9.1., a umnazanje
produkta se odvijalo prema sljede¢em programu: pocetna denaturacija pri 95°C (pet minuta),
zatim 30 ciklusa denaturacije pri 95°C (30 sekundi), nalijeganja pocetnica na kalup pri 63°C (30
sekundi) i produzenja novonastalih lanaca pri 72°C (45 sekundi u prvom ciklusu, a zatim po
jednu sekundu duze u svakom sljede¢em) te zavrsnog produzenja novonastalih lanaca pri 72°C
(sedam minuta). Umnazanje lanc¢anom reakcijom polimerazom sam izvodila u uredaju GeneAmp
PCR System 2400 (Applied Biosystems).

Ishod semikvantitativne lancane reakcije polimerazom za izolatorsku regiju gena -Myc sam
provijerila elektroforezom u 2%-tnom gelu agaroze na nacin opisan u stavci 2.2.5.3. Takoder sam
izracunala efikasnost pokusa kromatinske imunoprecipitacije pomoc¢u magnetnih kuglica na nacin

opisan u stavci 2.2.9.2.

2.2.21. Lancana reakcija polimerazom za promotor gena TOP2A

Lancanu reakciju polimerazom sam provodila na nacin opisan u stavci 2.2.10.1. Umnazanje

produkta se odvijalo prema sljede¢em programu: pocetna denaturacija pri 95°C (tri minute),
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zatim 32 ciklusa denaturacije pri 95°C (30 sekundi), nalijeganja pocetnica na kalup pri 63°C (30
sekundi) i produzenja novonastalih lanaca pri 72°C (45 sekundi u prvom ciklusu, a zatim po
jednu sekundu duze u svakom sljede¢em) te zavrsnog produzenja novonastalih lanaca pri 72°C
(deset minuta). Umnazanje lan¢anom reakcijom polimerazom sam izvodila u uredaju GeneAmp
PCR System 2400 (Applied Biosystems).

Nakon lancane reakcije polimerazom za promotor gena TOP2A uzorke sam nanijela na

2%-tni gel agaroze i provela elektroforezu opisanu u stavci 2.2.5.3.
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3. REZULTATI

3.1.  Provjera fragmentacije kromatina

U pokusu kromatinske imunoprecipitacije pomocu agaroznih kuglica sam iz lizata stanica
Cal 27, kao i stanica tretiranih 3-aminobenzamidom, nakon sonifikacije izolirala DNK.
Nanosenjem te DNK na gel agaroze sam potvrdila da su odsjecci fragmentiranog kromatina

manji od 1000 parova baza (Slika 13, linije 1-6).

1 2 3 4 S 5 6

Slika 13. Provjera fragmentacije kromatina nakon sonifikacije. Strjelicom je posebno naznacen
odsjecak standarda DNK veli¢ine 500 parova baza.

1-4 — sonificirani stani¢ni lizati
S — standard DNK XIII
5-6 — sonificirani stani¢ni lizati

3.2.  Odredivanje efikasnosti kromatinske imunoprecipitacije

DNK dobivenu pokusima kromatinske imunoprecipitacije pomocu agaroznih i magnetnih
kuglica sam kvantificirala semikvantitativnom lanc¢anom reakcijom polimerazom za izolatorsku
regiju gena C-MyC. Zatim sam izracunala efikasnost kromatinske imunoprecipitacije usporedbom
jacine vrpci imunoprecipitiranih uzoraka sa jacinama vrpci razlicitih razrjedenja odgovarajucih

uzoraka ulazne («dnputy) DNK pomocu programa Image analyzer.
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3.2.1. Semikvantitativna lanCana reakcija polimerazom za izolatorsku regiju gena
c-myc

U pokusu kromatinske imunoprecipitacije pomocu agaroznih kuglica nisam dobila produkt
lancane reakcije polimerazom u negativnoj kontroli (uzorak gdje nisam dodala protutijelo tijekom
kromatinske imunoprecipitacije), kao ni u uzorku kromatina stanica Cal 27 tretiranih 3-
aminobenzamidom gdje sam imunoprecipitaciju provodila sa anti-BORIS protutijelom (Slika 14,
linije 1 i 4). Umnozeni produkt velicine 303 parova baza sam dobila u uzorcima kromatina
netretiranih i tretiranih stanica Cal 27 imunoprecipitiranim sa anti-CT'CF protutijelom (linije 2 i
3). Usporedbom jacine vrpce navedenog produkta (linija 2) sa jacinama vrpci razlicitih razrjedenja
odgovarajucih uzoraka ulazne («input») DNK (linije 8-10), dobila sam da je jacina vrpce uzorka
kromatina stanica Cal 27 imunoprecipitiranih sa anti-CTCF protutijelom priblizno jednaka 25x
razrjedenju ulazne («inputy) DNK netretiranih Cal 27 stanica. Osim toga se vidi da je jacina vrpce
uzorka tretiranih Cal 27 stanica imunoprecipitiranih sa anti-CTCF protutijelom (linija 3), slabija

od odgovarajuée vrpce stanica koje nisu bile tretirane 3-aminobenzamidom (linija 2).

Slika 14. Semikvantitativna lancana reakcija polimerazom za izolatorsku regiju gena ¢-myc sa DNK
dobivenom kromatinskom imunoprecipitacijom pomocu agaroznih kuglica.

1 — negativna kontrola

2 — Cal 27, anti-CTCF protutijelo

3 — Cal 27 + 3-AB, anti-CTCF protutijelo

4 — Cal 27 + 3-AB, anti-BORIS protutijelo

5 —ulazna («input») DNK Cal 27 + 3-AB, razrjedenje 10x
6 — ulazna («input») DNK Cal 27 + 3-AB, razrjedenje 20x
7 — ulazna («input») DNK Cal 27 + 3-AB, razrjedenje 40x
8 —ulazna («inputy) DNK Cal 27, razrjedenje 10x

9 — ulazna («input») DNK Cal 27, razrjedenje 20x

10 — ulazna («inputy) DNK Cal 27, razrjedenje 40x
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U pokusu kromatinske imunoprecipitacije pomocu magnetnih kuglica takoder nisam dobila
produkt lané¢ane reakcije polimerazom u negativnoj kontroli kao ni uzorcima kromatina iz stanica
Cal 27, koje su bile imunoprecipitirane pomocu anti-BORIS protutijela (Slika 15, linije 5, 6 1 7).
Umnozeni produkt velicine 303 parova baza sam dobila u uzorku kromatina iz stanica Cal 27,
koje sam imunoprecipitirala sa anti-CTCF protutijelom (linija 4). Usporedbom jacine vrpce
navedenog produkta (linija 4) sa jacinama vrpci razli¢itih razrjedenja odgovarajucih uzoraka
ulazne («nput») DNK (linije 1-3), dobila sam da je jacina vrpce uzorka stanica Cal 27
imunoprecipitiranih sa anti-CTCF protutijelom priblizno jednaka 3x razrjedenju ulazne («dnput»)

DNK stanica Cal 27.

1 2 3 4 5 6 S 7

Slika 15. Semikvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom za izolatorsku regiju gena ¢-myc sa DNK
dobivenom kromatinskom imunoprecipitacijom pomoc¢u magnetnih kuglica.

1 — ulazna («dnputy) DNK Cal 27, razrjedenje 10x
2 — ulazna («inputy) DNK Cal 27, razrjedenje 20x
3 —ulazna («input») DNK Cal 27, razrjedenje 30x
4 — Cal 27, anti-CTCF protutijelo

5 — Cal 27, anti-BORIS protutijelo

6 — negativna kontrola

S — standard DirectlLoad Step Ladder

7 — Cal 27 + 3-AB, anti-BORIS protutijelo
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3.2.2. Izracunavanje efikasnosti kromatinske imunoprecipitacije

U pokusu kromatinske imunoprecipitacije pomocu agaroznih kuglica sam uz pomoc
programa Image analyzer odredila da je koli¢ina produkta umnazanja DNK izolatorske regije
C-my¢ gena stanica Cal 27 imunoprecipitiranih anti-CTCF protutijelom priblizno jednaka kolicini
odgovarajuce ulazne («dinputy) DNK razrjedene 25x (Slika 14). Efikasnost imunoprecipitacije sam
izracunala prema shemi na Slici 16. Za umnazanje lancanom reakcijom polimerazom koristila sam
4 uL. imunoprecipitiranog uzorka (oznaka IP u shemi) $to je ekvivalentno 4 pl. ulazne DNK
(oznaka INPUT u shemi) razrjedene 25x. Tih 4 ul ulazne DNK razrjedene 25x je jednako
0,0132% od pocetnog volumena jer sam 10% volumena inkubiranog sa protein A/agarozom
uzela za uzorak ulazne («dnput») DNK, koju sam nakon imunoprecipitacije izolirala i otopila u 30
uL pufera. Tako koli¢ina od 1 pLL 100% imunoprecipitiranog uzorka (IP) odgovara kolic¢ini od 1
ul. 0,0264% ulazne DNK (INPUT), sto daje efikasnost kromatinske imunoprecipitacije od
0,79%.

50 + antitijelo
m bez antitijela m imunoprecipitirano,
10%za INPUT isprano i eluirano

-———————

odvajanje proteina od DINK : :
nakon dodavanja otopine e nakon dodavanja otopine
izolirana DINK eluirana l

proteina A/agaroze i centrifugiranja proteina A fagaroze i centrifugiranja

tzela sam 500yL (10%) 1177 T wzela sam 2,5 mL (50%)
10% INPUT/30 uL = lan¢ reakciia 50% imunoprecipitiranog
0,33% INPUT/JL po azo uzorka (IF)
(pozitivna kontrola)
WL 1 440 1:25
44l 110 441125 14l 140 gL

0,033% 0,0132% 0.00825%

L IP 50% =0,0132% uL. INPUT
uL IP 100% = 0,0264% pL INPUT

30 pLIP = 0.792% INPUT

Slika 16. Shematski prikaz za izra¢unavanje efikasnosti kromatinske imunoprecipitacije pomocéu
agaroznih kuglica.

Efikasnost kromatinske imunoprecipitacije pomoc¢u magnetnih kuglica sam izracunala na
isti nacin. Odredila sam da je efikasnost pokusa za uzorke stanica Cal 27 precipitiranih sa anti-

CTCF protutijelom iznosila 0,65% te za uzorke tretiranih Cal 27 stanica 1,14%.

31



3.3.  Optimizacija lancane reakcije polimerazom za promotor gena TOP2A

Lancanu reakciju polimerazom za umnazanje promotorske regije gena TOP2A sam
optimizirala umnazanjem ulazne («nputy) DNK stanica Cal 27 iz pokusa kromatinske
imunoprecipitacije pomoc¢u agaroznih kuglica. Za optimizaciju postupka produkt sam umnozila
kroz 26 do 36 ciklusa (Slika 17, linije 1-8). Uocila sam da koli¢ina umnozenog produkta velicine
271 parova baza sa povecanjem broja ciklusa raste. Kao optimalan broj ciklusa sam odredila 32

ciklusa umnazanja (linija 5).

<+ 271 pb

Slika 17. Optimizacija broja ciklusa umnazanja za lancanu reakciju polimerazom promotorske

regije gena TOP2A.

1 - 26 ciklusa umnazanja
2 — 28 ciklusa umnazanja
3 — 30 ciklusa umnazanja
4 — 31 ciklus umnazanja

5 — 32 ciklusa umnazanja
6 — 33 ciklusa umnazanja
7 — 34 ciklusa umnazanja
8 — 36 ciklusa umnazanja
S — standard DNK XIII
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3.4. Lancana reakcija polimerazom za promotor gena TOP2A

U uzorcima netretiranih i tretiranih Cal 27 stanica imunoprecipitiranih pomocu anti-CTCF i
anti-BORIS protutijela u pokusu kromatinske imunoprecipitacije sa agaroznim kuglicama sam
uspjela lancanom reakcijom polimerazom umnoziti DNK promotorske regije gena TOP2A
velicine 271 parova baza (Slika 18, linije 3-5). Vidi se da je jacina vrpci umnozene DNK
imunoprecipitirane sa anti-CTCF protutijelom (linije 3 i 4) znatno manja od jacine vrpci
umnozene raztjedene ulazne («dnputy) DNK odgovarajucih uzoraka (linije 1 i 2). Takoder se vidi
da je jacina vrpce umnozene DNK imunoprecipitirane sa anti-BORIS protutijelom znatno manja
od jacine vrpce umnozene razrjedene ulazne («inputy) DNK odgovarajuceg uzorka (linije 2 1 5).

Vidi se i veoma slaba vrpca umnozenog produkta negativne kontrole (linija 6).

«— 271 pb

Slika 18. Lancana reakcija polimerazom za promotor gena TOP2A nakon kromatinske imuno-
precipitacije pomocu agaroznih kuglica.

S — standard DNK XIII

1 — ulazna («dnputy) DNK Cal 27, razrjedenje 20x

2 — ulazna («inputy) DNK Cal 27 + 3-AB, razrjedenje 25x
3 — Cal 27, anti-CTCF protutijelo

4 — Cal 27 + 3-AB, anti-CTCF protutijelo

5 — Cal 27 + 3-AB, anti-BORIS protutijelo

6 — negativna kontrola
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U pokusu kromatinske imunoprecipitacije sa magnetnim kuglicama sam takoder u uzorcima
netretiranih i tretiranih Cal 27 stanica imunoprecipitiranih pomocu anti-CTCF i anti-BORIS
protutijela uspjela lancanom reakcijom polimerazom umnoziti DNK promotorske regije gena
TOP2A (Slika 19, linije 4, 6 i 7). Vidi se da je jacina vrpce umnozene DNK stanica Cal 27
imunoprecipitirana sa anti-CTCF protutijelom priblizno jednaka umnozenoj ulaznoj («input»)
DNK stanica Cal 27 raztjedenoj 20x (linija 1), dok je jacina vrpce umnozene DNK stanica Cal 27
imunoprecipitirana sa anti-BORIS protutijelom slabija 1 jedva se vidi (linija 4). U slucaju negativne
kontrole nema umnozenog produkta (linija 5), ali ga ima u uzorcima sa stanicama Cal 27
tretiranima 3-aminobenzamidom i imunoprecipitiranima sa anti-CTCF 1 anti-BORIS protutijelima

(linije 61 7).

271 pb

Slika 19. Lancana reakcija polimerazom za promotor gena TOP2A nakon kromatinske imuno-
precipitacije pomoc¢u magnetnih kuglica.

1 — ulazna («dnputy) DNK Cal 27, razrjedenje 20x

2 —ulazna («dnputy) DNK Cal 27, razrjedenje 30x

3 — Cal 27, anti-CTCF protutijelo

4 — Cal 27, anti-BORIS protutijelo

5 — negativna kontrola

S — standard DirectlLoad Step Ladder

6 — Cal 27 + 3-AB, anti-BORIS protutijelo

7 — Cal 27 + 3-AB, anti-CTCF protutijelo

8 —ulazna («nputy) DNK Cal 27 + 3-AB, razrjedenje 30x
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4. RASPRAVA

Topoizomeraza Ila je enzim neophodan za prezivljavanje stanica koje se dijele i rastu
(Adachi i sur. 2000). Razina tog enzima je ¢esto povisena u zlocudnim tumorima i stoga je meta
cesto koristenih kemoterapeutika poput doksorubicina, mitozantrona i etopozida (Froelich-
Ammon i Osheroff 1995). Iako su ovi lijekovi vtlo uéinkoviti, ¢esto se na njih razvija otpornost.
Pokazano je da postoji povezanost izmedu razine enzima topoizomeraze Ilo u stanicama i njihove
osjetljivosti na citotoksi¢ne lijekove (Champoux 2001; Jarvinen i Liu 2003a; Koren i sur. 2003).
Naime, smanjenje koli¢ine topoizomeraze Ila u stanici je jedan od mehanizama pomocu kojih
tumorske stanice stjecu otpornost na kemoterapeutike (Falck i sur. 1999). Burgess i sur. (2008) su
pokazali da je upravo razina topoizomeraze Ila u tumorskim stanicama kljucni ¢imbenik njihove
osjetljivosti na doksorubicin. Sukladno tome radeni su pokusi koji su pokazali da se otpornost na
inhibitore topoizomeraza tipa II moze zaobi¢i unosom gena za topoizomerazu Ila u stanicu. Zhou
1 sur. (1999) su na taj nacin uspjeli povecati stani¢nu razinu navedenog enzima i istovremeno
pojacati osjetljivost tih stanica na njegove inhibitore. Dakle, poznavanje mehanizama regulacije
transkripcije gena TOP2A nuzno je za nalazenje novih pristupa u lijecenju zlo¢udnih tumora.

Istrazivanja su pokazala da je transkripcija gena TOP2A ovisna o utjecajima iz okoline kao
§to su toplotni Sok, zastoj rasta konfluentnih stani¢nih kultura te tretman lijekovima i nekim
kemikalijama (Matsuo 1 sur. 1993; Isaacs 1 sur. 1996; Tolner i sur. 2001; Joshi i sur. 2003), a isto
tako se mijenja i tijekom stani¢nog ciklusa (Woessner i sur. 1991; Adachi i sur. 2000). Objavljeni
podaci o ¢imbenicima koji utje¢u na transkripciju TOP2A nisu dostatni da bi se u potpunosti
objasnio mehanizam regulacije transkripcije tog gena. Najveéa aktivnost promotora je regulirana
nukleotidnim slijedom od 617 parova baza uzvodno od mjesta pocetka transkripcije (Hochhauser 1
sur. 1992; Adachi i sur. 2000). U tom podrudju se nalaze dva GC bogata motiva, GC1 i GC2, na
koja se vezu cimbenici transkripcije Spl 1 Sp3 (Majello i sur. 1994; Allen i sur. 2004). Spl je
aktivator transkripcije TOP2A, kada je smjesten na GC1 element (Magan i sur. 2003; Williams i
sur. 2007). Sp3 je, nasuprot tome, represor transkripcije gena TOP2A i funkcionalno je
dominantan u usporedbi sa Spl (Magan i sur. 2003; Yu i sur. 2003; Williams i sur. 2007). Izmedu
GC1 i GC2 elemenata u promotorskoj regiji TOP2A se, prema podacima iz baza podataka
Insulator Database i programa za trazenje CTCF veznih mjesta na web stranici

http://www.essex.ac.uk/bs/molonc/spa.htm, nalaze 4 potencijalna vezna mjesta za protein CTCF

(vidi Sliku 12). S obzirom da CTCF ima brojne i vrlo raznovrsne uloge u regulaciji transkripcije
brojnih gena, htjela sam provjeriti da li se on doista veze u tom podrucju. Takoder sam zeljela

utvrditi da li se u tom podrudju veze njegov paralog BORIS nakon $to potaknemo njegovo
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ispoljavanje tretmanom 3-aminobenzamidom. Vezanje ovih proteina na predvidena vezna mjesta u
promotoru TOP2A bi moglo imati vaznu ulogu u regulaciji transkripcije ovog gena zbog toga §to
je nedavno pokazano da CTCF dolazi u vezu sa poli(ADP-riboza)polimerazom-1 (PARP-1) i
potice njezinu aktivnost (Gustafierro i sur. 2008). PARP-1 se veze na Sp1 i poli(ADP-ribozil)ira ga,
¢ime je onemoguceno vezanje Spl na DNK (Zaniolo i sur. 2007). Kako su CTCF vezna mjesta
smjestena blize distalnom GC2 elementu, postoji moguénost da CTCF regrutiranjem enzima
PARP-1 u to podrudje i poticanjem njegove aktivnosti negativno utjece na vezanje Spl na GC2
element. Time ne bi bilo onemoguceno vezanje Sp3 na GC2 element, ali s obzirom da Sp3 ne
moze multimerizirati, za razliku od Sp1 koji moze formirati homodimere/oligomere, doslo bi do
Sp3 ovisne represije TOP2A transkripcije. S obzirom da se CTCF i BORIS razlikuju u svojim N- i
C- terminalnim dijelovima te stoga vezu razliCite proteinske partnere, a imaju visok stupan;
homologije u podrudju cinkovih prstiju, oc¢ekivano je da se BORIS moze vezati u tom podrudju i
utjecati na transkripciju gena TOP2A razli¢ito od proteina CTCF. BORIS, za razliku od proteina
CTCF, moze vezati Spl i privuci ga u podrucje promotora (Kang i sur. 2007). Takvo regrutiranje
Spl i njegovo vezanje na GC2 element bi moglo imati za posljedicu formiranje Spl multimera
izmedu elemenata GC1 i GC2 te povecanu transkripcijsku aktivnost promotora TOP2A. Ipak,
kako su ovi pokusi radeni na stanicama Cal 27 u kojima je tretmanom 3-aminobenzamidom
potaknuto ispoljavanje proteina BORIS, treba imati na umu da ovaj tretman osim ucinka na
ispoljavanje proteina BORIS dovodi i do globalne hipermetilacije (Klenova i Ohlsson 2005;
Gustafierro i sur. 2008) te nuzno ne reflektira stanje u tumorskim stanicama, koje imaju izrazenu
aktivnost proteina BORIS ili je on potaknut na neki drugi nacin (npr. tretmanom 5-azacitidinom).
Kako bih istrazila navedenu problematiku, pokuse sam radila sa netretiranim Cal 27
stanicama, kao i sa onima koje sam tretirala 3-aminobenzamidom, koji je nespecifi¢ni inhibitor
ADP-riboziltransferaza i koji dovodi do ispoljavanja proteina BORIS. Nacin tretiranja stanica
(konacne koncentracije 3-aminobenzamida 1 trajanje samog tretmana) sam temeljila na
istrazivanjima drugih znanstvenika, poput Yu i sur. (2004). Uocila sam da se stanice nakon
izlaganja 3-aminobenzamidu razlikuju od netretiranih stanica po morfologiji te jos nekim
svojstvima, kao §to je stopa rasta (rezultati nisu prikazani). Navedene promjene, poput sportijeg
rasta, su vjerojatno posljedica globalne hipermetilacije DNK uslijed inhibicije poli-ADPribozilacije,
a time 1 dokidanja negativnog utjecaja polimera ADP-riboze na kataliticku aktivnost DNK metilaze
Dnmtl (Gustafierro i sur. 2008). Ovakav negativan ucinak 3-aminobenzamida na proliferaciju
stanica vjerojatno je posljedica nemogucénosti vezanja Spl na metiliranu DNK kako u promotoru
TOP2A tako i u promotorima drugih gena vaznih za odvijanje stani¢nog ciklusa, koji su pod

utjecajem Spl.
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Uloga poli(ADP-ribozil)acije u tumorigenezi je za sada slabo istrazena i vjerojatno ukljucuje
kombinaciju izravnih i neizravnih efekata, ali vazno je napomenuti da inhibicija poli(ADP-
ribozil)acije 3-aminobenzamidom utjece i na funkcije proteina CTCF. Tako su Yu i sur. (2004)
pokazali da je kod miSeva vise od 140 lokusa, koji vezu CTCF, osjetljivo na tretman 3-
aminobenzamidom. Dakle, promjene u poli(ADP-ribozil)acijskom statusu mogu dovesti do
gubitka izolatorske funkcije proteina CTCF, a 1 do razvoja patoloskih promjena u ispoljavanju
nekih gena (Klenova i sur. 2002; Vatolin i sur. 2005). Sukladno tome sam pokazala da navedeni
tretman, vjerojatno gubitkom uloge proteina CTCF u utiSavanju transkripcije gena za protein
BORIS, potice njegovo ispoljavanje u stanicama Cal 27 (vidi Slike 18 i 19).

Jednako tako je vidljivo da tretman 3-aminobenzamidom ne inhibira ispoljavanje proteina
CTCF u potpunosti (vidi Slike 18 i 19), $to je u skladu sa cinjenicom da je CTCF esencijalan
protein te se tolerira samo djelomican gubitak njegove funkcije (Filippova i sur. 2002; Klenova i
sur. 2002).

Broj i lokalizacija potencijalnih mjesta vezanja proteina CTCF i BORIS u humanom genomu
su tema brojnih istrazivanja. Takva istrazivanja je omogucio razvoj metoda poput kromatinske
imunoprecipitacije i metoda koje objedinjuju tehnologiju kromatinske imunoprecipitacije i genskih
¢ipova te omogucuju odredivanje veznih mjesta istrazivanih proteina na razini genoma (Kim i sur.
2007; Xie i sur. 2007). Zbog sli¢nosti u podrudju sa cinkovim prstima, odgovornom za vezanje na
DNK, vjeruje se da se CT'CF 1 BORIS vezu za ista mjesta u genomu (Klenova i sur. 2002). To
vrijedi barem za dio gena koje regulira CTCF, a pokazala sam da je to svakako slucaj kod
promotora gena TOP2A (vidi Slike 18 i 19). Otkrivanje CTCF-veznih mjesta u humanom genomu
je korisno za odredivanje uloga proteina CTCF u organizaciji i regulaciji kromatina, ali i u
istrazivanju njegove uloge kao potencijalnog tumor-supresorskog gena (Filippova 1 sur. 2002;
Klenova i sur. 2002). Vaznost ispoljavanja gena za protein BORIS u stanicama tumora za sada jos
nije sasvim jasna, ali se vjeruje da taj protein utjece na regulaciju gena koje inace regulira CTCF
tako sto je BORIS sa proteinom CTCF u suparnis$tvu za vezanje na CTCF-vezna mjesta (Klenova i
sur. 2002; Hong i sur. 2005). Stoga se pretpostavlja da u tumorskim stanicama BORIS djeluje kao
epigenetski onkogen, koji uzrokuje abnormalnu metilaciju i deregulaciju nekih gena i/ili onkogena
koji imaju CTCF-vezna mjesta (Ulaner i sur. 2003; Vatolin i sur. 2005; D'Arcy i sur. 2000;
Dougherty i sur. 2008).

Pokuse kromatinske imunoprecipitacije, kojima sam pokazala da se proteini CTCF i BORIS
vezu za promotorsku regiju gena TOP2A izvodila sam na dva na¢ina. Oba imaju isti osnovni
princip, ali se donekle razlikuju u izvedbi pa se tako jedan izvodi pomocu agaroznih kuglica, dok se

drugi izvodi pomoc¢u magnetnih.
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U pokusu kromatinske imunoprecipitacije pomocu agaroznih kuglica pokus sam izvodila
tako da sam optimizirala protokol komercijalno dostupnog kompleta kemikalija «Chromatin
Immunoprecipitation (ChIP) Assay Kit» (Upstate). Izmedu ostaloga je za svaku stani¢nu liniju i
volumen lizata bilo potrebno odrediti optimalan nacin fragmentacije kromatina. To sam postigla
sonifikacijom stani¢nih lizata u nekoliko pokuSaja sa razlicitim amplitudama i brojem ciklusa
sonifikacije (nisu prikazani svi rezultati, ve¢ samo konacan rezultat postupka koji je omogudio
dobivanje fragmenata pozeljne velicine; vidi Sliku 13). Pri samoj sonifikaciji je vazno paziti da ne
dode do pjenjenja uzorka jer bi to dovelo do denaturacije prisutnih proteina, a kao rezultat je
optimalno dobiti fragmente kromatina velicine 200-1000 parova baza jer to utjeCe na njihovu
topivost 1 stoga na efikasnost same imunoprecipitacije (Otlando 2000).

U kromatinskoj imunoprecipitaciji pomoc¢u magnetnih kuglica pokus sam izvodila tako da
sam optimizirala protokol «Q* ChIP - Quick and quantitative chromatin immunoprecipitation,

dostupan na internetskoj stranici www.collaslab.com. Taj protokol uklju¢uje i upotrebu natrijevog

butirata, koji je inhibitor histon deacetilaza, no on se pri imunoprecipitaciji transkripcijskih faktora
moze i izostaviti. Bududi da je poznato da natrijev butirat ima znacajan utjecaj na promotor gena
TOP2A tako $to privremeno uzrokuje njegovu snaznu indukciju (Kurz i sur. 2001), odlucila sam
provesti pokus bez njegovog dodatka jer nisam bila sigurna kakav bi on utjecaj imao na moje
rezultate.

Optimizirati je trebalo i uvjete lancane reakcije polimerazom za umnazanje promotorske
regije gena TOP2A, sto se prvenstveno odnosi na same uvjete provodenja tog koraka, tj. broj
ciklusa umnazanja. Odredila sam da je u uvjetima u kojima sam izvodila pokus optimalan broj
ciklusa umnazanja 32 (vidi Sliku 17), jer je u tom dijelu postupka umnazanja jos uvijek prisutan
linearni porast kolic¢ine produkta, tj. jo$ nije postignut maksimum (engl. «end-point») reakcije pri
kojem viSe ne dolazi do umnazanja produkta. Time sam postigla da se koli¢ine produkata u
razli¢itim uzorcima mogu relativno kvantificirati 1 medusobno usporedivati, §to je bilo nuzno za
odredivanje valjanosti postupka imunoprecipitacije. Kako je ve¢ poznato da lancana reakcija
polimerazom ima svoja ogranicenja $to se tice kvantitativne analize, za precizniju analizu bi bilo
pozeljno provesti lancanu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu (engl. «real-time PCR») koja
prati koli¢ine produkta u svakom ciklusu tijekom umnazanja, a ne samo koli¢inu produkta koja je
prisutna u uzorku nakon odredenog broja ciklusa (Kubista i sur. 2006). No, za potrebe ovih
pokusa imunoprecipitacije su rezultati lancane reakcije polimerazom bili zadovoljavajuéi za
odredivanje efikasnosti i valjanosti postupka.

Kao pozitivau kontrolu kromatinske imunoprecipitacije koristila sam izolatorsku regiju gena

C-MYC jer je poznato da se CTCF veze za tu regiju (Lobanenkov i sur. 1990; Filippova i sur. 1996).
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Takva pozitivna kontrola je takoder bila nuzna za racunanje efikasnosti. Naime, ako je izracunata
efikasnost pokusa u rasponu vrijednosti od 0,2% - 2%, onda je taj pokus kromatinske
imunoprecipitacije bio uspjesan (Aparicio 1 sur. 2005). Buduéi da sam u pokusu sa agaroznim
kuglicama dobila efikasnost od 0,79%, potvrdila sam da je taj pokus nedvojbeno bio valjan. I u
pokusu sa magnetnim kuglicama je dobivena efikasnost bila u odgovaraju¢em rasponu vrijednosti
(0,65% 1 1,14%) te je i taj pokus bio uspjesan.

Glavni nedostatak metode kromatinske imunoprecipitacije je moguénost dobivanja
pozitivnog rezultata u slucaju negativne kontrole, kao $to sam dobila u pokusu pomocu agaroznih
kuglica (vidi Sliku 18). Takva nespecifi¢na kromatinska pozadina se obi¢no dobiva u sluc¢ajevima
kada se smanjuje koli¢ina ulaznog («nput») materijala i volumen uzoraka, jer je tada povecan omjer
povrsine tubice u odnosu na reakcijski volumen. No, vazno je da jacina vrpci te nespecificne
kromatinske pozadine u lancanoj reakciji polimerazom bude slabija od jacine vrpci
imunoprecipitiranih uzoraka, sto je u mojem pokusu bio slucaj jer se vrpca kod negativne kontrole
jedva nazire, dok su vrpce imunoprecipitiranih uzoraka jasno vidljive (vidi Sliku 18). U pokusu
pomocu magnetnih kuglica taj problem sam izbjegla tako $to sam reakcijski materijal, dok je za
vrijeme ispiranja istalozenih imunokompleksa jos bio u TE puferu, prenijela u ¢istu tubicu i tek
tada stavila na magnetsko postolje te uklonila pufer (vidi Sliku 19). To se ve¢ i u slucaju autora
protokola  «Q* ChIP - Quick and quantitative chromatin immunoprecipitation»

(www.collaslab.com), pokazalo kao klju¢an korak za povecanje specificnosti pokusa.

TIako za sada postoje jo§ mnoge nepoznanice §to se tice mehanizama regulacije gena TOP2A
1 uloga koje u tome igraju proteini CTCF i BORIS, pokazivanje da se proteini CTCF i BORIS vezu
za tu promotorsku regiju bio je prvi korak. Sada bi trebala uslijediti istrazivanja koja ¢e odgovoriti
na sljedeca pitanja: (1) koje je toc¢no vezno mjesto tih proteina u promotorskoj regiji, (2) kako to
utjeCe na ostala regulatorna mjesta i proteine koji se tamo vezu, (3) kakav to utjecaj ima na razinu
ispoljavanja tog gena, (4) da li i kako se razlikuju posljedice vezanja proteina BORIS, umjesto

proteina CTCF, na to mjesto, (5) da li postoji potencijal koristenja tih saznanja u nalazenju novih

pristupa lijecenju zlo¢udnih bolesti.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuditi sljedece:

1. Protein CTCF se veze za promotorsku regiju gena TOP2A.

2. Tretman stanica Cal 27 s 3-aminobenzamidom potaknuo je ispoljavanje gena za protein
BORIS.

3. Iako je u tretiranim stanicama potaknuto ispoljavanje gena za protein BORIS, te stanice i
dalje ispoljavaju i gen za protein CTCF.

4. Protein BORIS se takoder veze za promotorsku regiju gena TOP2A.
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ZIVOTOPIS
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