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POPIS KRATICA

AAV eng. Adeneassociated virus vectors, vektori povezani s adenovirusom

Akt Akt kinaza

APS amonijev persulfat

BCA eng. Bicinchoninic acid

BCL-2 eng. Bcell lymphoma, protein limfoma B stanica

BSA HQJ %RYLQH 6HUXP $OEXPLQ DOEXPLQ L] JRY,

B2M beta2 mikroglobulin

Cas9 CRISPRassociated protein 9

CDK1 eng. Cyclin dependant kinase 1, cikbmisna kinaza 1

CD24 protein CD24

CK1 eng. Casein kinase 1, Kazein kinaza 1

CRISPR Clustered regulary interspaced short palindromic repeat

CrRNA CRISPRderived RNA

DHH gen Desert Hedgehog

DISP protein Dispatched

DMEM eng. Dulbecco's Minimal Essential Medium, Dulbeccov minimalni
esencijalni medij

DMSO dimetil-sulfoksid

dNTP deoksinukleetidosfati

EBV EpsteinBar virus

EDTA etilendiamintetraoctenadelina

EGFR eng. Epidermal growth factor receptor, receptor epidermalnog faktora rasta

EpCAM eng. Epithelial cell adhesion molecule, molekula adhezije epitelnih stanica

FBS HQJ )HWDO %RYLQH 6HUXP IHWDOQL JRYHYL

FGF eng. Fibroblasgrowth factor, fibroblastni faktor rasta

Fokl protein Fokl

GLI protein Gli

GLI gen Gili

*6 . eng. Glycogen synthase kinase 3 beta, Kinaza glikogen sintaze 3beta

hBax eng. Human BeR-associated X protein, ljudski X protein povezan s BCL




HDR

eng. HomologyGLUHFWHG UHSDLU KRPRORJLMRP Y

HH protein Hedgehog

HH gen Hedgehog

HH-GLI Hedgehaglli

+,) -indudib@ facter\BIpNaLimucibilni faktor hipoksije 1 alfa

HIV virus humane imunodeficijencije

HPV humani papiloma virus

IGF eng. InsulinOLNH JURZWK IDFWRU IDNWRU UDVWD
IHH gen Indian Hedgehog

IL-1 interleukin 1

IL-6 interleukin 6

.DS HQJ .DU\RSKHULQ NDULRIHULQ

MCL-1 HQJ O\HORLG FHOO OHXNHPLD SURWHLQ V
MDR HQJ OXOWLGUXJ UHVLVWHQFH SURWHLQ SUR
MEK eng.Mitogen-activated protein kinase, mitogenom aktivirana protein kinaza
MHC eng. Major histocompatibility complex, glavni sustav histokompatibilnosti
MYC protein Myc

NANOG gen Nanog

NCBI National Center for Biotechnology Information

NHEJ eng. Nonhomologousndjoining, nehomologno sparivanje krajeva

NOTCH gen Notch

NRP protein Neuropilin

PAM protospacer adjacent motif

PBS eng. Phosphate Buffer Saline, fosfatni pufer

PCR HQJ 3RO\PHUDVH FKDLQ UHDFWLRQ ODQpDQ
PI3K eng.Phosphatidylinositol &inase, fosfatidilinozitol 3 kinaza

PKA eng. Protein kinase A, protein kinaza A

PNK polinukleotid kinaza

PTCH protein Patched




PTCH gen Patched

PTHrP eng.Parathyroid hormoneelated protein, protein srodan sa paratiroidnim
hormonom

p53 gen p53

RAS protein RAS

RAF protein RAF

REN gen Ren

SDS natrijev dodecil sulfat

SgRNA single guide RNA

SHH gen Sonic Hedgehog

SOX2 gen Sox2

SMO protein Smoothened

SMO gen Smoothened

STAT eng. Signal transducer and activator of transcription, prijenosnik signala i
aktivator transkripcije

SUFU protein Suppressor of Fused

SUFU genSuppressor of Fused

TALENSs eng. Transcription activa®LNH HIITHFWRU QXFOHDVHV HI
transkripcijskim aktivatorima

TEMED tetrametiletilendiamin

7*) eng. Transformid *URZWK )DFWRU %HWD WUDQVIRUPL

71). eng. Tumor necrosis factor alpha, faktor tumorske nekroze alfa

TracRNA transactivating RNA

VEGFA eng. Vascular endothelial growth factor A, vaskularni endotelni faktor rasta A

WNT protein Wnt

ZFN eng. Zinc finger nucleases, nukleaze cinkovog prsta

7U&3 HQ JtransducihrUHSHDW FRQWDLQLQJ SURWHLQ SUR

transducina




1. UvVOD

1.1 Signalni put Hedgehogli (HH-GLI)

1.1.1Povijesni pregled

3XW RG NXWLNXOH YAYRWNIH FPXE HFEH LOFD QU@LK WHUDSLMD |
JRGLQD SURAEORJ VWROWMHLINW L &M Daze VB r@d Wieschausa
(Briscoe i Therond, 20058 VYRP LVWUDALYDQMX SURXpDYDOL VX PXW
P X & LKd$ophila melanogast. Genska mutacija koju su otkrili uzrokovala jevajne
GHIRUPDFLMH X YLGX VHIJPHQWDFLMH WLMHOD OLpPLQNH O
QD OHYLPD NRMH VX JQDQVWYHQLNH SRGVMHWddgGeHOQQ D ER G (
KUY M~ ¥ \-Zothar@i Wieschaus, 1980). Molekularna karakterizacija uslijedila je 12

godina kasnije te pokazala da se radi o sekrecijskom proteinu koji regulira rast susjednih
VWDQLFD ,QJKDP L OFODKRQ 'DQDV VX SRlgemaWwD WUL
Hedgehog kod sisavac@pnic HedgehoSHH), Indian HedgehoglHH) i Desert Hedgehog

(DHH). Ostale komponente signalnog puta #8Hl, receptorPatched(PTCH), koreceptor
Smoothened 602 WH WUDQVNULSFLMVNL IDNWRUL u*denetileD NRYyH U
YLQVNH PXaLFH WH VYRMH QD]JLYH GXJXMX IHQRWLSVNLP I
PTCHi SMOVX GRELOL LPH SR L]JJOHGX NULOD pahéd@.W QLK OL
zakrpan,smoothenedcKUY |DJODGHGUHBYWDYOMD L]J]QLPNX MHU QD]
da je do 50 puta amplificiran u malignim gliomima (Kinzler i sur., 1987). Nedugo nakon toga
otkriveni su geniGLI2 i GLI3 (Ruppert i sur., 1988)e njihova funkcijatranskripcijskih

faktora (Kinzler i sur., 188). Pavletth i Pabo su 1993JR G L Q H kiistdlirLiadtrGkiuru
SURWHLQD */, WH QMLKRY QDpLQ YH]DQMD ]D PROHNXOX "I
RYDM VLIJQDOQL SXW pYUVWR MH HYROXFLMVNL VDpXYDQD
razlke LIPHYyX VLVDYDFD L EHVNUDOMH&EQMDND OXURQH L VXU
UD]YRMQH ELRORJLMH RPRJXULOD EROMH UDIXPLMHYDQMH
RVWDOD QHRGJRYRUHQD 'DQDV MH SR]QOMWDpdNDMXpQD XO
emlrionalnom razvoju. Posliedice mermalnog funkcioniranja HHGLI mogu se vidjeti u
REOLNX UD]YRMQUXR SRWR PNHHI DR D Orlo@iR ¥trad LIBQRP WRIW YUY
vezu HHGLIs QDVWDQNRP PQRJLK VSRUDGLPpQLK3IWXPRUD %ULV!



1.2 Kanonskaaktivacija prijenosa signala

Kanonskaaktivacija signalnoga puta HBLI se temelji na vezam liganda HH na receptor
PTCH (Slka }. KRG VLVDYDFD SRVWRMH WUL WNHMERNeY SHFLIL)
Hedgehog SHH), Indian HedgehodIHH) i Desert Hedgeho¢gDHH) (Ingham i McMahon,

=D ELRORANX DNWLYQRVW OLJDQGD ++ VX YDaQH SR
vezanja kolesterola i palmitinskeseline (Peters i sur., 20042VLP aWR YH]DQMHP ]D U
PTCH mogu pokrenutwutokrinu aktivaciju HHGLI, stvaranjem koncentracijskog gradijenta
RNR WNLYD L]DJLYDMX RGIJRYRUH L RNROQLK VWDQLFD aw
Bury, 2004).Glavni regulator sekrecije HH je proteispatched ',63 NRML RPRJXUDY
negovR RWSXaWDQMH L GMHORYDQMH QD RRE®REEHCNWDQLFH
predstavlja negativni regulator signalnog puta-FiIH, WDNR &daWR X RGVXVWYX C
RQHPRJXUDYD SULMHQRYV VLJQInOdhehadSMd I(IbghavhX1PR1)N R U H F H
Kod dsavaca su opisana dva homologa proteina PTCH: PTCH1 i PTCH2 (Zaphiropoulos,
1999). 9HIDQMHP OLIJDQGD ++ SUHVWDMH LQKLELFLMD 602
prijenos signala i aktivacija transkripcijskin faktora GLI te naposlijetku dolazi do
transkripcijie FLOMQLK JHQD PHYyX NRMatgppl99ed L VDP 37 &+

'tll-lligalxd,"": =

posttransl:cn)sk5
modifikacija

kolesterol }
HH ) mikrotubu
prekursor = Gli
Opalmmnsk K J
kiselina -
g S Smo

/mﬁ‘\

(‘. ciljni geni'i

. Fu 4

< ufuoﬁ mikrotubuli /_,s.'l‘o
Gli (

Ptch

HH sekretorna stanica HH aktivna stanica HH inaktivna stanica

Slika 1. Prikaz signalnogruta HHGLI kod sisavaca. Desuiio slike prikazuje inaktivan signalni put:

X RGVXVWYX OLJDQGD ++ UHFHSWRU 37&+ LQKLELUD NRUHFHSW
BURWHLQL */, VX YH]DQL ]D UHSUHVRU 68)8 NRML VSUMHpPDYD QM
za razgradnju wproteasomu. Cijepanjem proteina GLI u proteasomu nastaje represorski oblik koiji

blokira transkipciju ciljnih gena. Lijevi dioslike prikazuje kanonskirijenos signala koji se ostvaruje
YHIDQMHP OLJDQGD ++ ]D UHFHSWRU 3& Botecep@raVEHI®Ii d@BZdddocQ S UHV\
SULMHQRVD VLIJQDOD 3URWHLQL */, VH RWSXawDMX RG UHSUHV
JGMH SRDWQYVXUWISFLMX FLOMQLK JpiegBVelhetH BowindeR, 2006 ULODJRYHQF



Uz receptor PTCH, u primansignala sudjeluje koreceptor Smoothened (SMEMO je za

razliku od PTCH pozitivni regulator signalnog puta @l jer u odsustvu PTCH biva stalno
DNWLYDQ WH YUAL WUDQVGXNFLMX VEiQb ot&akCij& RVOHQLFX O
i SMO predSV DYOMD MHGQR RG QDMYHULK QHAGD]WVeRsj@ MHH QLK SL
QD 37&+ GRNLGD LQKLELFLMX 602 WH MH RPRJXUHQD QMH
DNWLYDFLMX NOMXpQD QMHJR Yazanh& PHAR UAKQD,Od travidposB R V U H G R
XQXWDUVWDQLpPpQLK YH]JLNXOD QD VWDQLpPpQX PHPEUDQX -L
kaskadni prijenos signala koji je posredovan fosforilaciom moleklBa NRQDpPQLFL
IRVIRULODFLMD SURWHLQD */, RPRJXézBrjeDzaXcliri2]dehi X MH]J!
transkripciju(Osterlund i Kogerman, 2006).

1.2.3 Transkripcijski faktori GLI

Obitelj genaGLI pLQH S U RatikbioQdink&og prsta (Slika2) koji djeluju kao
WUDQVNULSFLMVNL IDNWRUL YH&XuL VH ]D VSHFLILpQH |
(Ruppert, 1988). Kod sisavaca postoje tri geahll, GLI2 i GLI3. Proteini GLI1 i GLI3
SUHSR]QDMX HYROXFLMVMNMACRACCER X pkordoOriHiQ Fegijama
FLOMQLK JHQD GRN */, SUHSRIGRACBAGOTAR VOLPpQX VHNYHC

Slika 2. Shenatski prikaz strukture proteina GLI vezanog za DNA. Regije cinkovog pBta (
SULND]JDQH VX X REOLNX FUYHQLK ]DYRMQLFD (préu¢atolizt NXJOH
Mastrangelo, 2018

SURWHLQL */, GMHOXMX NDR DNW L NjiboMRterningiOih dohésaU HV R U L
N-termLQDOQD GRPHQD V Ddktiyrost, dokSEWMNURNVQXOQD UHJILMD
aktivacijsku domenu. Kod GLI1 e N WHUPLQDOQD GRPHQD MDNR VNUDUGF
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UHSUHVRUVNX DNWLYQRVW WH kiNakt@etbX BLIVR GG3HRoQUK MH ND |
djelovati i kao aktivatori i kao mresori (Dai i sur., 1999). Dvojna uloga GLI2 i GLI3 ovisi 0
VWDQLPQRP NRQWHNVWX WH MH SULPDUQR NRQWUROLUDC
aktiviraju kao odgovor na signal, dgk transkripcija gena GLI1 posljedica njhove aktivacije
(Sasaki i sur., 1999)0HYyXRGQRV RYD WUL SURWHLQD *VHLpEMWKRY
naziva u literaturiN { GLI (Ruiz i Altaba 200%. SURWHLQL */, LPDMX SUHNODSLI
stoga razvojpojedinin GLI ,,knockout® modela predstavlja veliki potencijal za bolje

razumijevanje funkcija pojedinog proteina.

.OMXpDQ UHJXO pim&Eind DN Lsys@vRed W Ltumor supresor SUFU (eng.
Suyopresor ofFusedprotein). SUFU predstavlja negativnégulator signalnog puta HBLI

WDNR ad4WR X RGVXVWYX OLJDQGD ++ ]DGUaDYD */, X FL\
SURWHDVRPX WH WLPH RQHPRJXUDYD WUDQVNULSFLMX FLC
VH SUYR IRVIRULOLUDMX SRPRUXLNLQDDPDBRTY HeiIJD LK SL
ubikvitin ligaza 7U &3 H-@adnsduciarepeatcontainingprotein  aWR GRYRGL GR QN
GHJUDGDFLMH L VWYDUDQMD UHSUHVRUVNH IRUPH SURWHL
transkripciju ciljnih gena (Pan i sup06). Shi i suradnici su dokazali da SUFU vezanjem za

*/, SUHNULYD YH]QR PMHVWR ]D WUDQVSRUWQL SURWHLQ
QMHJRY WUDQVSRUW X MH]JUX P8V VAH PPYRRAH QIRANLOL PLH
jezgri, te direktno vezatza GLI vezna mjesta na DNAIinhibirati gensku transkripciju (Chen

i sur., 2009). Vezanje liganda HH za receptor PTCH uzrokuje raspad kom@ek&UFU i

nastanak aktivrand RUPH SURWHLQD */, NRML RGOD]L X MH]JUX L

ciljnih gena.

Glavni ciljni geni signalnog puta H&LI suPTCHL PTCH2i GLI1, stoga razina njihovih

P51%$ L SURWHLQD SUHGVWDYOMD YMHURGRVWRMQL LQGLN
‘DL L VXU 2 V W Dképciju) kbQtrolirpju kEkkad) WIXQWODQRdg. VLIQD

puta WNT, regulator apoptozBCL2 VEGFA UHJXODWRUL VWDQLPQRJ FLNOX!

MYCte mnogi drugi (Zhag i sur., 2013).



GLI ciljni geni
| | | |
pavratni geni proliferasija migrasija anyisyeneza regenerasija
sighalney puta invazija maticnih
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Slika 3. Ciljni geni signalnogpta HH*/, SUHX]HWR L S U EZebyliRurHIDE).SUHPD

1.3 Nekanonskaktivacija prijenosa signala

Za kanonskiNODVLPpQX DNWLYDFLMKX QXBE@DOKR JSEXWOWOQRVW OL
SRNUHUH VLIQDOQX NDVNDGX L DNWLYLUD WUDQVNULSFL
1IRYLMD LMW URDVE NYDSp bekbXongkkar@dle signalnog puta koja odstupa od

N O DV Ltv&te. Bad pojmom nekanonske NWLYDFLMH JQDQVWYHQLFL XN
HH-GLI s ostalim signalnimputevima, utjecaj epigenetskih mehaama te neormalnu

aktivaciju HHGLI uzrokovanu nKWDFLMDPD ANRGD L VXU 3DQGR
Levanat, 201} Nekanonskaaktivacija HHGLI povezuje ses pojavom razvojnih

deformacija i malignom transformacijom stanica (Stecca i sur., 2010).

OQRJD LVWUDALYDQMD GR NDH>XGM drupitnGgnamimpuevintd WU D F LM H
modifikaciji proteina GLI (Slikad). 2WNULYHQD MH L Q WGLUIBighRlhdg puta ]PHY X +
3, . %$.7 3,.%$.7 RQHPRJXUDYD GHKJWBERMNHMKXRPX $QWHUIH
fosforilacijom posredovanomNLQD]DPD 3.$ Ri6bo i sur., 2006). Signalni put
PI3K/AKT2 inhibira funkciju GLI1 u neuroblastomimaAKT2 kinaza fosforilira kinazu

*6. WH QD WDM QDpLQ RQHPRJIJXUDYD GHVWDELOL]DFLMW
lokalizacijom GLI1 u jezgru i transkripcijom gena (PawiX U OHYyXBBQRV ++
VLIQDOQRJ SXWD 5%$6 5%) 0(. RSLV-B&3 iNi#5 DV YSLIRAW LH X LB MIHQ



GLI1, reguliraju njegovu ekspresiju u odsutnosti SMO (Ne&dV HYD X[ L VXU W H
prelazak sautokrine na parakrinu signalizaciiH-*/, X DGHQRNDUFLQRPX JX&WHL
ur., 2010). Opisana je i interakcija sa signalnim putem EGFR u vidu aktivacije GLI1 i GLI2
(Schnidar i sur., 2009). Hilman i suradnici su opisali primjer mehanizma pozitivne povratne
sprege izm& X +GLI i obitelji gena Neuropin (NRP. Aktivirani HH-GLI inducira
DNWLYQRVW 153 L 153 NRML ]DX]YUDW, SSRWLH G F MDpM X
WUDQVGXNFLMX VLIQDOD L]PHYyX 602 L 68)8 na jeQWHUDN
LIPHYX */, L S amNR@GiRQYK VWDQLFD S VPDQMXMH DNWLYGQ
X MH]JUX GRN */, SRWLpH QMHJRYX GHJUDGDFLMX DNWLY
2008).

1 SMO

N 7 > an
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Slika 4. A: Shematski prikaz signalnog puta HBLI te njegovih pozitivnih (zeleno) i negativnih
(crveno) regulatora. B: Direktni transkripcijski regulatorbigina GLI1, GLI2 i SHH (preuzeto i
S UL ODJRY HaEoIB iLBteetd, 2015).

Osim interakcije sostalim signalnim putevima, nekanonskaktivacija prema nekim

W X P D p H@dfdzerbijevanenormdno funkcioniranje onkogene prirode, uzrokovano
QDMpHAaUH PXWDFLMDPD 5DLIHQEHUJ L VXUydB«dpEdi VX X V
aktivaciju HHGLI neovisnu o ligandu. Konstitivna aktivacija signalnog puta je uzrokovana
pozitivnim mutacijama SMdli negativhim mutacijama PTCH i/ili SUFU. Prvi takauGsX p D M

je opisan kod pacijenta s mutacijom PTCbloljelog od Gorlinovog sindroma (Johnson i



VXU .RG UD]OLpLWLK YUVWD NDUFLQRPD RSLVDQD Mtk
*/, NRMDHSRWRPLIHUDFLMX L GLIHUHQFLMDFLMX WXPRUVNLK

1.4 Uloga signalnog puta HHGLI u embrionalnom razvoju

(PEULRJHQH]D MH VORAHQ VWURJR NRQWUROLUDQ SURFH)
-HGDQ RG NOMXpPpQLK UHJXODWRUD SWDIYRr@dhRHH digljy RMD MF
NDR PLWRJHQL L PRUIRJHQL X UD]OLpLW kzlPokdn|iDskabicd) D] Y R ML
Nepravilno funkcioniranje bilo koje komponente HH, L]D]JLYD WH&ANH SRVOMHG
QHSUDYLOQRJ UD]JYRMD UH]XOWLUDMXUL UDJYRMQLP GHIRL

7LMHNRP HPEULRQDOQRJ UD]JYRMD 6+ +e bij¢li, nptoknédd @ QD VW

pupoljicima ekstremiteta (Jia i Jiang, 2006). SHH gNayHU HNVSULPLUDQ QD

PHIHQKLPDOQRM JUDQLFL RUJDQD NDR daWR VX SOXUD aH

proliferaF LM X S U H difere@difadiiQ Mtahica (wham i McMahon,2001). Signaha

LQWHUDNFLMD LL]PHH\HQ KSR BV IBIDQXAQD ]D SUDYLOQX RUJDQ

epitelizvor liganada koji odlaze na okolne mezenhime stanice i aktiviraju HHGLI. Nakon

WRJD VDPH PH]HQKLPDO Q hepdziaidrQdighaim pae\amax djeliyuHs

epitelre stanice (Walterhouse i sur., 2003). Najpoznatiji fenotipski defekt povezan sa

gubitkom funkcije SHH je cildpija, tip holoprosencefalije Y HANLP UD]JYRMQLP SRVC
=KDQJ L VXU ,++ L '"++ VX WNLYQR PQRJR VSHFLILp(

WNLYQR ALURNR HNVSULPLUDQ ,++ MH NOMZgQ s]D SUD?

proteinom srodnim garatiroidnim hormonom (PTHrP en@arathyroid hormonerelated

protein UHJXOLUD SRQD&DQMH KRQGURFLWD -LD L -LDQJ

Sertolijevih stanica testisa te spermatogenezu (Bitgood i McMahon, 1995). Gubitak funkcije

SMO tijekom embriogeneze rezultira rano@HWDOQRAauUX =KDQJ L VXU

mutacije u genlPTCH dovode do pojave Gorlinovog sindroma, dominantne autosomalne
EROHVWL NRMX NDUDNWHUL]JLUDMX UD]YRMQH GHIRUPDFLI

malformacija udova, rascijep nepcasiana, te sklonost razvoja velikog broja tumora (Briscoe

i Therond, 2013)Gubitak funkcijebilo koje od komponentiiPD WH&NH SRVOMHGLF

embrionalnog razvoja, stogdH-GLI SUHGVWDYOMD MHGDQ RG QDMYDAaQL

puteva.



1.5 Uloga signénog puta HH-GLI u odraslom organizmu

U odraslom oganizmu signalni put HH*/, MH LQDNWLYDQ LOL VODER DNWLY
funkcioniranje HH*/, QX&QR MH |]D RGUARKDQMBURDMQLWRUVNL
UHJHQHUDFLMX WNLYD WH QDSRVOLMHWNX RGU&DYDQMH K

6 REJLURP QD ¥YDAQRNREWERQDOQRP UD]YRMX VUHGL&aAQMH
LIQHQDYXMH pLQMHQUFHDGBQ RE ®PMYDAQLMLK UHJXODWR
7UDLIIRUW L VXU 6++ MH QXaDQ ]D RGUADYDQMH P
subventrikularnoj zoni i lateralnim ventrikulima (Petrova i Joyner, 2014). Mutacije u genu

6++ NRG PLAHYD XJURNXMH QHVWDQDN SURJH @®alvdRiUVNLK V
JLVKHOO 8 WNLYLPD HNWRGHUPD OQGIR ékspritrn@d nM HW O D |
HSLGHUPDOQLP FDADLS@MPL VNV BIX{E diske (B&IQIiNUH., 1999). U
NRAWDQRP WNLYX ++ RGUADYD VWU Xa&Uki X teXashuRNZE[i M X W H
QDNRQ RJOMHGH )XFKV L VXU BRYLAHQH UD]JLQH WU
nakon lomova kostiju (Ito i sur., 1999). HH/, LJUD YDAaQX XORLMLXP U&LHH
nakon ozliede promow DM X ii L D Qt& uSnjdfa®HIMHP PDWLPpQLK PLALUQLK V
PMHVWX R]JOMHGH .ROHYD L VXU -*/, .IDIRJ D NG MR VO M X F
regeneraciji respiratornog i gastrointerstinalnog sustava (Petrova i Joyner, 201@GLIHH
VLIQDOL]DFLMD MHNRPAQD XGCQGRWHFLL VODMNMW DFLMH /HZLV |

maternici kontrolira proliferaciju mezenhima tijekom implantacije (Stewart i sur. 1997).

%H] REJLUD QD EURMQD RSDAabDQMD JODYQL PHKDQL]PL UHJ
i progeniorskin stalLFD MRa XYdadis&hN [akp Lj&/ Xrimarno aktivan tijekom

embrionalnog razvoja, vidimo da HH/, VXGMHOXMH X UHJXODFLML MDNEF
odraVORP RUJDQL]PX WH MH QMHJRYD XORJD X RGUADYDQMX



1.6 Uoga signalnogputa HH-GLI u karcinogenezi

1RUPDODQ HPEULRQDOQL UD]YRM XN O MiepaX kbjireDNirajl Y Q R VW
SUROLIHUDFLMX SUHALYWYWD®DRMHNBEGE IEBWsBbeEMXRdrdnd F L M X
2013),WNT (Fodde i Brabletz, 2007YGF (Derynck i sur., 2001), NOTCH (Rizzo i sur.,

2008). Jednom kada se stanice maligno transformiraju, preuzimaju te koriste normalnu
VWDQLpQX PDE&LQHULMX ]D RGUADYDQMH IL]JLRORENLK IXQ
vaskularizacije i regeneraeij Signalni put HHGLI tijekom embriogeneze regulira brojne

aspektH VW D QLp tie Rdji RsD Ltukhorskim V W D Q L F DiP fi)eka@X grQcesa
karcinogeneze + DQQD L 6 KHYGH 0sQ pokérala\daVHID Bdodupi@ M D

proces kecinogenezen&y LAH QDpLQD

Prvi opisani mehanizam aktivaciigH-GLI u karcinomima jeaktivacijaneovisna o ligandu
uzrokovana mutacijama u geninkdf CH1L SUFU ili REN koje dovode do konstitutivne

aktivacije SMQ ili amplifikacijom genaGLI1 i GLI2 koje uzrokuju konstitutivhu ak/aciju

HH-GLI. Autokrina aktivacijaovisna o liganduHH-*/, ]JDELOMHAHQD MH X NDU
MDMQLND GHEHORJ FULMHYD NR&H GaBryaNaH) ogdkendy W D W H
VOXpDMX GROD]L GR S Ri¥ HA He prisdthogye i o N MHdcREkADI@
SURL]YRGL L SRQRYR YHaH OLJDQG ++ WH QD WDM QDpLQ
aktivacije HH-GLI (Cochrane i sur., 2015Dpisana je parakrina aktivacijavisna o ligandu

koja predstavlja o@dz mehanizma na kojem se temelji djelovanje -BH tijekom
embrionalnog razvoja. Tumorske stanice proizvode ligande HH koji aktiviraju stanice okolne
tumorske strome. Mehanizam interakcije tumorskih stanica i strome nije u potpunosti
UD]ULMHa&aH Q zn&elsuXpsligdics &vakvog tipa aktivacije. Stanice strome na poticaj
OXWH]OLpLWH IDNWRUH UDVWD 9(*) ,*) WH DNWI)YLUDMX
pbLPH VWYDUDMX PLNURRNROL& SRJRGDQ ]D GDOMQML UD]Y
Ovalav tip aktivacije se povezuje S DUFLQRPRP JXaWHUDpHOpiZabaj©iH\ L VX
UHYHU]QD SDUDNULQD DNWLYDFLMD JGMH VWDQLFH L] WX
VWDQLFH NRAWDQH VWALQL FHH GBRRAPH O L JDignididkik sariiaH W D N R
(Pardolfi i Stecca, 2015) (Slikd). 6 PDWUD VH GD RYDNDY QDpLQ DNWLYD]I
razvoju glioma (Becher i sur., 2008) i limfoma (Dierks i sur., 2009 HOLNL ]J]QDpDM
abnormalnoj aktivaciji HHGLI igraju i epigenetski mehanizmi u vidu hipermetilacije

promotora gen®TCH u dermoidima i fibromima jajnika (Cretnik i sur., 2007).



1HGDYQD LVWUDALYDQWMD ISRINDX®MXNXGDXGRJIX X IRGUAaDYD
PDWLPpQLK YdMDiChleeda, 2G15) (Slik&). U svakom tumoru postoji populacija
PDWLpQLK VWDQLFD , MRwMpotrabhim\oBomosBmaGimajuHspdsobnost brze
proliferacije i stvaranja nove populacije tumorskih stanica (Nicolis.j 2007). Znanstvenici

smatraju da su zbog svojstva spore diobe odgovorne za rezistenciju na konvencionalne
WHUDSLMH WH UHODSV EROHVWL a4aNRGD L VXU

A. Tip 1. Aktivacija neovisna o ligandu B. Tip 2. Autokrina aktivacija ovisna o ligandu

tumorska
stanica stanica
C Tip 3. Parakrina aktivacija D Tip 3b. Reverzna parakrina aktivacija
‘ ovisna o ligandu 2 ovisna o ligandu
stromalna
stanica

un D

tumorska
stanica
Hh

stromalna

tumorska stanica

stanica

Slika 5. Tipovi aktivacije signalnog puta H&LI u tumorskim stanicama. Adktivacija neovisna o

ligandu mutacije u genimaPTCH, SUFU, REN uzrokuju konstitutivhu aktivaciju SMO ili

amplifikacija genaGLI1 i GLI2 konstitutivhu aktivnost HHGLI. B. Autokrina aktvacija ovisna o

ligandu WXPRUVND VW RGQpimba fgard HpIDQ BAMWRYUHPHQR L YHaH VW
SR]ILWLYQX SHW O Most HRIGL. 3D M kpind Xaktatijablisna o ligandutumorske
VWDQLFH OXpH OLJDQG ++ NRMHJ YHAX VWDQLFH RNROQH VWU|
UD]JOLPpLWH ID N whivUréju pProgvegiiDtumdkiv ktaSith. D. Bverznaparakrinaaktivacija

ovisna o ligandu VWDQLFH RNROQH VWURPH S URroijsk&stahice(lpdeD@tGi ++ NR N
S UL ODJRY HQcRra8eJ BupP.[2015).
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HH-*/, LJUD YD&QX XORJX X UD]JYRMX L GL]IGH® DPLNHD FQMIH J|
povezanost gazvojem karcinoma jajnika. Neknanstvenici smatraju da je m@malna
aktivacjiaHH*/, X NDUFLQRPLPD MDMQLND VWDOQD BRMDYD GR
kontradiktornih rezulata proizlazi vjggatno iz interakcije HHGLI s ostalim signalnim

putevima. Yang i suradnici su pokazali da aktivacija-BH nije stalna pojava u karcinomu

jajnika zbog izostanka korelacije ekspresije SHH i ciljnih genaBIPQRJI SXWD &WR VF
objasniti aktivacijom ginalnog puta drugim mehanizmima (200Q)peraktivacija HHGLI

MH YDaQD ]D SUROLIHUDFLMX L RGUADYDQMH NORQVNRJ
(Bhattacharya i sur., 2008). Ray i suradnici su pokazggcaj HHGLI na formiranje
VIHURLGQLK VWDQLFD MDMQLND NRMH SRND]XMX VYRMVYV
kemorezistencija, samoobnavljanje te diferencija(al1) HH-GLI u karcinomima jajnika
SRWLpPpH VWDQLpQX SUR Qlouddid®suprsie rastRapomtax« tumarskihM D
stanica. £ng i suradnici su pokazali utjecaj HBLI na ekspresiju adhezijske molekule

&' NRMD LJUD YDaQX X Q@djixdxmotshirQsvanidd jprika (2B17).U

stromalna ili tumorska stanica

V kemoterapeutik
v

-
> Hh Ixhacivanje

/ m - kemoterapeutiia
: )
[ Prent Hﬂm Smo

ponovni rast
tumora

\ A )
.‘\ \ Ay 5
e’ - A
obnavijange " A f (
%] D | ) _— -
tumorske mati¢ne stanice tumorske tumorskamasa  prezivljavanje maticnih relaps
MMalicne stansce stanica tumora

Slika 6. Uloga HH*/, X RGUADKPRMXYXNLK PDWLPpQLK VWDQL&HBDHH XPRUVNI
NRMHJ VX SURL]YHOH VWDQLFH RNROQH VWURPH WXPRUVNH
Aktivacijom HH-*/, UHJXOLUD VH HNVSUNAMQ® SORDBWL RRK LIRG aDYDM
populaciu MDWLPpQLK VWDQLFD 7XPRUVNH PDWLPpQH VWDQLFH VX NHF
RPRJIJXUDYDMX SRQRY QR timarskib sténiQavhbekdd Repije] L RINVKHV Xholest) HOD SV
SUHX]HWR L SU LCoéhBRe/iB®).R03%).HP D

Vidljivo je da HH*/, VXGMHOXMH X UD]JOLpLWLP DVSHNWLPD ND
b L Q M HaQje Rfbaktivha meta za razvpptencijalnin tumorskih terapijaPrvi otkriveni

inhibitor signalnog puta HH/, MH FLNORSDPLQ NRML LQKLELUDMXUL 6
prijenos signa (Levanat i sur., 2008 6 YH VH YHUL QDJODVDN VWDYOMD Q
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terapije zbog interakcije HKELI sa drugim ginalnim putevima. Bolje razumijevanje HH
*/, LVLIQDOQLK SXWHYD V NRMLPD MH Xfika@ilrHésdpiEe LML SU:
YLGX GMHORYDQMD QD YLaAH NOMXpPpQLK NRPSRQHQWL NRMI

tumorskih stanica.

1.9 Sustav CRISPR/Cas9

S8UHYLYDQMH JHQRPD MH LVWUDALYDpPNL SULVWXS NRULA&V
ALYRWLKDONONH WHUDSLMH NRML MH GRALYLRang/iRm., SURFYL
2014). Znanstvenicima je oduvijek bio izazov otkriti funkciju gena u individualnom fenotipu,
VWRJD VX VYL SULVWXSL ELOL XVPMHUHQ LWQYD XIW IDADR' D QHAQ
(Banga i % R\G 7HK QLN HendideH yelmél[@ s da programiranim i
YLVRNRVSHFLILPQLP QXNOHD]DPD NRMH PRJX X]JURNRYDYV
RUJDQL]PD S R-P\RSIKKF LUz pe@dadinene DNA-QHV SHFRLMHSHD MXUH GRPF
=KDQJ L VXU .OMXpQL NRUDN X WHHK®@QdavbnePD XUH
GYRODQpPDQRJ ORPD XQXWDU JHQVNRJ ORNXVD RG LQWHU
inducirani nukleazama izavaju popravak mehanizmom nehomolognog sparivanja krajeva

(NHEJ eng. Nonhomologousend-joining LOL SRSUDYND YRYHQRJ KRPRORJ
Homologydirected repair BRSUDYDN SRVUHGRYDQ PHIUKBzgtilPRP 1+
LQVHUFLMH LOL GHOHFLMH aWR GRYRGL GRM8HR/IDWND RNYLU
+'5 PRaHARAWL VSHFLILPQH WRPNDVWH PXWDFLMkis’) HNRPEL
i donorskog kalupa DNA'DQDV MH SR]QDWR YLaAH PHWRGD NRMH NRU
SRVWLIDQMH FLOMDQLK GYRVWUXNLK ODQpDQLK ORPRYD
prsta (ZFN eng.Zinc finger nuclkases WH HIHNWRUVNH QXNOHD]H VOLD
aktivatorima (TALENs eng.Transcription activator-like effector nucleases QR QDMYH U X
SDAQMX X |DGQMHP GHVHW O ERISPRaSCclaMdHpfokeindXidle@ D |H & DV
1XNOHD]JH &DV SUHGVWDYOMDMX QDMQRYLML WUHQG X
MHGQRVWDYQR L EUJR GMHORYDQMH SUHYODGDYDMXuUL Q
QXNOHD]D 8 MMHGHRIPINX VWRJID SRVHEQD S aapwiD SRVY|
PHWRGL QMH]LQLP PRJIJXUQRVWLPD SRWHQFLMDOQLP QH
(Sander i Joung, 2014).
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1.9.1 Metodologija CRISPR/Cas9

UHYLYDQMH PHHWQRGRP &5,635 &DV WHPHOML VH naD RWNU
LPXQRORANREDWXWMWDL¥YIDD NRML RPRJXUDYD HOLPLQDFLMX
%DUDQJRX L VXU %DNWHULMH UHDJLUDMX QD LQYD

fragmente strane nukleinske kiseline u vlastiti genom, u posebnu regiju repetitivnih uzoraka

zvanu CRISPRéng.Clusteredregularyinterspacedhort palindromicrepeaj (Wiedenhetf i

sur., 2012)SustavCRISPR/CasM H ] D E L O M H & H Qbakterija té A@dEyErdma arheja

(Grissa i sur., 2007).

Foreign |
DNA

ﬂ
Acquisition Tarfget PAM
' \_CRISPR loci

Bacterial | g

genome tracrANA  cas9  cas crANA crilA crRNA
genes

p [ ===
tracrRNA, trRNA Primary transcript

crANA ‘_]\J J J /

biogenesis ———

Cas9
crRNA

l
e N ?RNA
/

[S=————p
=== = et
Cleavage

Interference
Foreign
DNA (

Slika 7. Endogeni mehanizan& 5,635 &DV X EDNWHULMDPD 6WUDQD '1$ VH
genom unutar CRISPR lokusa. CRISPR lokus se transkribira i procesira u crNRA, tracrRNA i protein
Cas9. Protein Cas9 tvori kompleda crRNA i tracrRNA te cijepa komplementarnu stranu DNA

vezanu za sekvencu PAM (slika preuzetavgw.neb.con).

Lokus CRISPR se sastoji ogena povezanih s CRISPfas engCRISPRassociated gengs

L NRQJHUYLUDQLK SRQDYOMDMXuULK VHULMD \sélhaMeQFL GL
QHSRQDYOMDMXUH YD¢phddd SLOREXEFBHUYMRE&ELHP VHNYHQFDI
JHQHWLpPpNRJI ppobipatert MsuQO Bur., 2014).Transkripcijom regije CRISPR

nastaje kratka molekula crRNA CRISPRderived RNA NRMD VDGUAL VHN®
NRPSOHPHQWDUQX VHNYHQFL QXNOHLQVNH NLVHOLQH SUH
EDNWHULMX FU51%$ XVPMHUDYD SURWhtn® cigne \sek¥enséJ R QD OL
LQYDGLUDMXUHJ SDWRJHQD ISK&MR Weidéenkddi QV2IQR FLMHSDQ
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Iz toga proizlazidaBl QD SRWLFDM U Dddidspaceérkdfiste Ray RagkdicZi3ki
NDOXSL |D ¥BHESIIHKDHJ L VXU 9L&H RG UD]OLpLWL
RSLVDQR +DIW L VXU 3 U BgW H biQgen&&DcYRNA) Udbadn YD & Q)
varijabilnih regija i degradaciji strane DNA. Na temelju sekvenci i strukture proteina Cas,
sustav CRISPR/Cas se dijelitri osnovna tipa (Makarova i sur., 2011). Najjednostavniji je

drugi tip CRISPR/Cdkskoji se temgi na aktivnosti proteinaCas9 (Slika8). Protein Cas9 se
VDVWRML RG QXNOHD]QH GRPHQH +1+ L @XNd2H®LQH GRP
pronalaskuVWUDQH '1$ YRYHQ PiRi2poNjX St& RinékLissur., 2012). Zbog
sudjelovanja u oba aspekta mehanizi@RISPR/Cas9 se smatra najjednostavnijim za
primjenu. Upravo je zbog pogodnih karakteristikesustav CRISPR/Cas9 bakterije
Streptooccus pyogene® RGLILFLUDQ |]D SULPMHQX X XUHYLYDQMX JH(

Cas9 iili gRNA

A
Cleavage | dsDNA
S ecuags <
Target 98 “pam
p sty iy
[ ——
Donor DNA
Insertion/
+ deletion
— —eeeet
New DNA New DNA

Non-homologous Homology directed
end joining (NHEJ) repair (HDR)

Slika 8. Sustav CRISPR/Cas9. sgRNA komplementarna cilinoj sekvenci stvara kompleks sa
QXNOHD]RP &DV 9H]DQMH ]D FLOMQX VHNYHQFX MH RPRJXUHQR
vezana za sekvencu od interesa. Prepoznavanjem sekvence PAM, Cas9 uzrokuje dvostruke lomove u
FLOMQRM VHNYHQFL NRML DNWLYLUDM X pvézBt@Qsnjpnidb.dhkK D QL] PH S

SUHYLYDQMH JHQRPD VXVWDYRP &5,635 &DV VH WHPHOML

lomova i pokretanu VWDQLPpQLK PHKDQL]D P BREWEPR Nyiistole$ WR GD
nikazne (eng. nickas¢ YDULMDQWH SURWHLQD &DV NRMH XJURNXM?

sekvence. Takvi proteini Cas9 imaju mutaciju u jednoj od nukleaznih domena, NHN ili RuvC

(Haft i sur., 2005).
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U endogenom sustavu CRISPR/Cas@rela se PROHNXOD FU51% XGUXax
WUDQVDNWLYLUDMXURP FUans&tivathgy RNAY Kakp i Garmirale
NRPSOHNV NRML YRGL SURWHLQ &DV GR FLOMQH VH!
komplementarna crRNA te sudjeluje u njezinom sazrijevanju. Na ciljnojkulplerotein

Cas9 zahtjevgorepoznavanjesekvence komplementare crRNA i kratku sekvencu od tri
nukleotida5-NGG, PAM ( Protospaceradjacentmotif) (Zhang i sur., 2014). Sekvence PAM
RNUX&AXMX VHNYHQFH VWUDQH QXNOHLQjyORSRRLgehbWE QH NR|
EDNWHULMH &LOMQD VHNYHQFD PRUD GLUHNWQR ELWL YH
GRND] ]D SURQDOD]DN FLOMQH VHNYHQFH ,VWUDALYDQMD
potpuno komplementarnu sekvencu crRNA ukoliko ne piostesjedna sekvenca PAM
(Sternberg i sur., 20)4Interakcija sekvence PAM i proteina Cas9 je bitha za njegovu
NDWDOLW L p(KnighDiNW/, [ 20T3R Makon prepoznavanja sekvence PAM, kompleks

&DV 51% GHVWDELOL]JLUD GXSOHNWRPRYHLEHRERDXGQROOI
GRPHQD +1+ L 5XY& SURWHLQD &DV 6KYHWYV L VXU
SRNUHUX VH VWDQLpQL PHKDQL]PL SRSUDYND(-'IBRA&H (- W
rezultrati GHOHFLMDPD L LQVHUFLMDPD X FLOMQRM VHNYHQFL

ili genomskih elemenata (Zhang i sur., 2014).

U odnosu na meganukleaze ZFNs i TALENs koje se temelje na fuzijskim proteinima koji

VD G U a Hvezi$ domenu i nespd L p @ukleaznu domenu restrikcijskog enzima Fokl,
&5,635 &DV VH WHPHOML QD PHKDQL]JPX NRML RPRJXuUDYD
RYLVQR R VYUVDHWRAD XYDQAMDQMD JHQRPD SULPMHQRP
temelji se na fuzijskoj formi kompleksaRNA-W UDFU51%$ X REOLNX NLPHULpPpQF
Sngle guide RNA) (Jinek i sur.,, 2012).VJ51$%$ VDGUAL VHNYHQFX RG
komplementenu sekvenci od interesa. Mehanizam usmjeravanja proteina Cas9 i
prepoznavanja ciljne sekvence je jednak endogenom rzemamakterije Sinteza sgRNA je
MHIWLQD L MHGQRVWDYQD VWRJD &5,635 &DV RPRJXUDYL
sgRNA komplementarnih ciljnim sekvencama te simultanddH @ RYDQMH QD YL&H
odjednom. ,]D]JLYDQMHP VSHFLILpQLKIJRRWHIFLMRANKPRLGREQWR
LQIRUPDFLMD R IXQNFLML WLK JHQD L QMLKRYRM XOR]L X
&5,635 &DV VH SULPMHQMXMH YHUO QD YHOLNRP EURMX PRG
ULEH REOLUL WH YLQVN P01RP XNelkFidtensilalDpQkhzuje U xakivanju
AHOMHQHKWIPpNLK PRGLILNDFLMD NRG ELOMDND X YLGX
rezistencije na bolesti (Xie i Yang, 2012bog lake modifikacije, CRISPR/Cas9 pokazuje
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primjenu u regulaciji WUDQVNULSFLMH AHOMHQLK JHQD &KHQJ L
visokosrodnih bakerijskih sojeva (Richter i sur., 2013), genskoj terapijnogo drugih
WLSRYD L V®@sabiodvekkDgtdbijal predstavlja u razvoju genske terapije u vidu
ometanja XQNFLMH JHQD XNOMXpHQRJ X QDVWDQDN EROHVWL
bolevW LOL LQVHUFLMH ]DAWLWQRJ JHQD

8VSUNRYV YHOLNRP SRWHQFLMDOX VXVWDYD &5,635 &DV S
PRUD UDVSUDYOMDW kustav® MMSRRAasS (¢ RvEdkiHrR ik za nastanak
QHaHOMH Q,l&trah¥pdHDORIIARICas9 do ciljnih tkiva i stanica u organiireliki

JHQRPL pHVWR VDGUA&H YLAHVWUXNH VHNYHQFH '1$ KRPRC
PRa4H GRUL GR QHAHOMHQLK HAVW.D 6 RM B WNDROMLIH QFHR P LGMRLY L (
(Zzhang i sur.,2014). ;LDR L VXUDGQLFL VX QHGDYQR UD]YLOL MHG!
PRIJXULK QHAHOMHQLK PXW XRb MsDr.,X20E4).51W & R\PH JWQ RHP XW U D Q
CRISPR/Cas9 u organizam, njego¥av SMHaQRVW RYLVL R WLSX FLOMQRJ \
svakako bi se trebalo posvetiti razvoju boljih metoda od plazmidnih injekcija ili injekcija koje
VDGUaH NRPSRQHQWH &5,635 =KDQJ L VXU 8 VYDNR
mnoga vratau shB iDQMX IXQNFLMH JHQD L GMHORYDQMX QD JHQV
SRWUHEQD NDNR EL VH VWRSD QHAHOMHQLK PXWDFLMD V
SULPMHQD 8 VOMHGHUHP SRWSRJODYOMX UHPR VSRPHQXW

nevjerojatan potencijaprimjena u razvoju antitumorskerapije.

1.9.2Potencijal sustavaCRISPR/Cas9 u terapiji

2WNULUH VXVWDYD &5,635 &DV WH QMH aRMotpurwetHi®@ FLMD O
revolucionra SRGUXpMH JHQVNH WHUDSLMH &50@Rchal&lDV SRN
SULPMHQX Xmalighik diphe@avX vidumodulacije genske ekspresije te razvoja
antitumorske terapije (SlikQ). Osim direktnog utjecaja na tumorske stanice, CRISPR/Cas9
GMHO ODMXRXQRORANH VWDQLFH L RQNROLWLPNH YLUXVH LQ
rasta tumoraX(i i Li, 2016). 8 SURAORP SRWSRJODYOMX VPR YLGMHOL
PRaH XJURNRYDWL SUHFL]QH PXWDFLMH NRMH ]D 68 RVOMH(
gena. CRISPR/Cas9 ima veliki potencijal za stvaranje abemaaj@nimakoji sudjeluju u
UD]YRMX NDUFLQRPD L FLOMDQR XWLaADYDQMH JHQD QX3
2Q0NRJHQL L WXPRU VXSUHVRU JHQL VX pHVWHappHWH SU
(Hanahan i Weinberg, 2011).
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Expand cells in the lab,

hen test for safety and ¢
off-target effects Return modified

and tested cells

to the patient
Diseased cells

‘ X I
‘ Deliver the CRISPR/Cas9 %

pacakge into circulation
or to a specific organ

Healthy cells

Package CRISPR/Cas9 plasmid
into a delivery vehicle
ex. lipid nanoparticles

Modify cells using Isolate cel
CRISPR/Cas9

@}._

Ex Vivo Approach In Vivo Approach

Out of the Body Inside the Body

IIs from patient

Slika9. SULPMHUL SULPMHQH VXVWDYD &5, 6RiStuf &xWivoXX @Q M K p M Q M X
LIRODFLMX VWDQLFD L] SDFLMHQWD QMLKRYX PRGLILNDFLMX L
QHAHOMHQLK PXWDFLMD QD SRNXVQLP &LYRWtisuMDRDo SULMH
XNOMXpXMH]DXNIFOD NRMH ¢ Qdrganentag@ CRPFPA/Cas® cirkulaciju ili
VSHFLILp Q LndR Qlik® gpeuzetElwivw.sitn.hms.harvard.edu).

8 MHGQRM VWXGLML ED]J]LUDQRM QD SULPMHQL VXVWDYD
PMHKXUD XVSMH&aQR VX DNWhp538LEKREYD i WBaP [RULP NV X\Bit HERU J|
smanjenja proliferacija i migracija tumorskih stanitai(i sur., 2014. Kelly i suradnici su u
OMXGVNLP VWDQLFDPD % XU N{1D\W B WRINTHh R LiRakbDepaMi LAD O L [
apoptozu tumorskih stanica (Kelly i sur., 2014HGDYQD LVWUDALYDQMD GRND]
CDK11 X UD]YRMX FLOMDQH WHUDSLMH NDUFLQRPD )HQJ
&5,635 &D\ali naWdeai gen u osteosarkonidelecija gena kojiMH LQDpH L]J]QLPC
YDADQ ]D SUROLIHUDFLMX WXPRUVNLK VWDQLFD X]JURNR®
LQYD]LMH )HQJ L VXU MDR1 8\W UAMWIHQM HV AM@DY &5,635 &L
je kemorezistenciju stanica osteosarkoma (Liu i sur., 20R&gvoj mnogih malignih

oboljenja je povezan SRMDYRP LQIHNFLMD RQNRJHMMAaR papildimdVLPD N
virus (HPV), EpsteirBarr virus (EBV) te virusi hepatitisa B i C (De Martel i sur., 2012). S

obzirom da se sustav CRISPR/Cas9 temelji na imuadldR P PHKDQL]PX EDNWHULMD
SRWHQFLMDO ]D VX]ELMDQMH L XNODQMDQMH YLUXVQLK
kompleksa Cas9/sgRNA, mogu se uzrokovati mutacije u virusnom genomu te smanijiti utjecaj
virusnih onkogena (Yi i Li2016).Ebina i suradnici su primjenom sustava CRISPR/Cas9

omeli funkciju promotora genoma HiV aWR MH X NRQDPQLFL GRYHOR GR ]
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HIV- X |DUDAHQLP OMXGVNLP VWD Quzibrirénizm piote@ Oadd 24 X U
UD]J]OLPpLWH H§uladoreQ BLglay NHRISPR/Cas9 dobiva primjenu i u regulaciji
epigenetskih mehanizama. Vezanje proteina Cas9 za domenu DNA metiltransferaze 3A
VWYDUD IX]JLMVNL SURWHLQ NRML XJURNXMH FLOMDQX PHYV
mogu metilirati pronrRWRUL YLVRNRHNVSULPLU EQUAKI uRk@&MRIH QD NDF
ovarja 1XQQD L VXU &5,635 &DV VH NRULVWL |]D PRGLI
OHLVVQHU L VXUDGB2MFX SR PRWwNAPFPOALPHROFLWLPD aWR MH U
smanjenom edpresijom MHG1. Ovakvom modifikacijom se mogu proizvoditi univerzalne

7 VWDQLFH NRMH VH PRJX SULPLMHQLWL QD UD]OLpLWH Y
leukocita (Meissner i sur., 2014)DR aWR MH YHUO VSRPHQXWR XQDWRP)p
nedsstaci postoje.9HOLNL MH ULJLN QD QDVWDQDN QHAHOMHQLK F
moraju otkriti kako bi se RQWUROLUDOL L LJIEMHJOL X EXGXUQRVWL
transporta do ciljnog tkiva odnosno stanica. Najefikasniji transporter CRISB®R/Ca
komporenti su vektori vezani za adenuse (AAVs eng. Adencassociatedvirus vector$

(Chen i Goncalves, 2016). Problem je isto smanjena stopa HDR popravka u odnosu na
PHKDQL]DP 1+(- yHVWRPNW OBL 5RSS®FHDDNDR QWang i sur.,

2013. 1HGDYQR L&/ j&/podknadlorda@pdtreba spare@LND]D &DV SRYHUDYD
SRSUDYND RAWHUHQMD '1 ®sBorhK Bu@,lZ0BR,F WWBDALYDQMD VX SF
da mutacije u genimg53 i p21 uzrokuju rezistenciju tumorskih stanica na primjenu
radterapije (Lee i Bernstein, 1993Jpotrebom sustava CRISPR/Cas9 takve mutacije bi se

mogle popraviti te potaknuti ponovna osjetljivost stanica na radioterapiju.

&5,635 &DV GRLVWD SUXaD PRJXUQRVWL NRMH VX VH SULI
-HGQRVWDYQD PRGLILNDFLMD VXVWDYD SUHGVWDYOMD YH(
antitumorske terapije. PotrebnoMH PQRJR LVWUDALY D@ Mrddelhim LVSLW L
organizmima.8 RYRP GLSORPVNRP UDGX SULND]DW UH VH SULPN
LIUDGX -RNKOQWRFWWDQLPpQRJ PRGHODrN&KRUWID QM K EK OIRIH. WW 1 @O

HH-GLI u karcinomima jajnika.
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&,/- ,675%4,9%$1-%

Gen GLI1 kao LVNOMXpLYL DNW Litd) VpiRdstaval Jedm@ GR N OM X p QLK
transkripcijskin meta signalnog puta HbLI, stoga je negovaBVSUHVLMD RGOLpDQ P
S UeHjé aktivnost signalnog putaGLI1 je ujedno i ciljna metamnogih drugih signaih

putevakoji su interakciji sSsHH-GLI te uzrokuju njegow nekonvencionalnu, nekanonsku
aktivaciju. Ometanjéunkcije takva gena primjenom sustava CRISPR/ICM®R ML RPRJXUDYD
SUHFL]QR XUHYyL pde@ciakio Bi H@doP$nanjitiaktivnost signalng puta, a

napaslijetku uzrokovati pad proliferacijerastatumorskih stanica.

NatemeluGRVDGDAQMLK SUR YHa@niHod bwoglrati/bibGed L Y D Q M D

'LIDMQ YLVRNRVSHF LI L p@tecijom parémexitR MriRciji igendLI1

primjenom sustava CRISPR/Cas9

2. Kloniranje sgRNA u plazmidni vektor i validacija vektora sekvenciranjem

3. Transfekcija stanica SKOV3 plazmidnim vektorom koji kodira za protein Cas9 i sgRNA
4. Uspostava klonskih linija transfecirarstanicaiz SRMHGLQD pSKO¥X3 VWD QLFD
5. Dokaz guiika funkcije genaGLI1 provijeromnjegoveproteinske ekspresije

6. Potvrda gubitkafunkcije gena GLI1 provjerom proteinske ekspresije njegove

transkripcijske mete, gerfiar CH1
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 MATERIJALI

ODWHULMDO QD N R MroeddhtiMHY WWD&ILYODEMBLQLMD DGHQRN
PRYMHND 6.29 5DGL VH R NRPHUFLMDOQR GRVWXSQRM
DGKHUHQWQD NXOWXUD X '0(0 PHGLMX V 6WBWDEKOIIRDURL W
R GUAaDY D Q D ulinkibddbuM Raptipliranom atmosferood 95% zraka i 5%COy,, pri
WHPSHUDWXUL f &za KultiSadijyhuindmid StaxibaP BW D Q L F BvaneXu R G U a
eksponencijalnojID]L UDVWD W HoodaRljdnj& WokiQeHtrajiSfekcije plazmidnim

vektorom.

3.2 METODE

3.2.1 Dizajn molekula sgRNA

Nukleotidna sekvenca za g&i.l1 pribavljena je iz javno dostupnog servisa NCBI (National

Center for Biotechnology Information) koji se nalazi na web adresi
http://mwww.ncbi.nlm.nih.gov 7DPR VPR SUHWUDALYDQMHP ED]H SRGDW
genaGLI1 pRYMHRIDPHQLP SR]LFLMDPD HNVRQD LQWURQD L
(NC_000012 region57459135..57472451 1DYHGHQD VHNYHQFD REXKYDI
sekvencu gen&LI1 sa svim eksonima i intronima te 1000 nukleotida sekvence uzvodno od

prvog eksona.

OROHNXOH VJ51% ]D L]UD GGLIAdzgidtaNje RoxXdisc Mij@ Saboliz

SRPRU SURJUDPD NRML MH MDYQR GRVWXS8uQNave@d OD]L VF
program dizajniraseBUHSRUXpHQLK VHNYHQFL VJ51%$ QD WHPHOMX :
duljine 500 pb. Stoga smo iz kompletne sekvence drid LI GYRMLOL GLR VHNYHQF
GXOMLQH SE X NRMHP VH PMHVWR SRpidWthrilkewiUDQVOD
VUHGLQL VHNYHQFH WH VPR MH XQLMHOL X SURJUDP ]D G
SHW QDMEROMLK VJ51% R]QDPpGIODILu @rBdgRan® [SnapBéhy Miewet. JHQD
(GSL Biotech 86$ L RGDEUDOL RQX NRMD ViKa edsabjgL. QDMEOLAH
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Slika 10. Ciljni vektor pX330U6-Chimeric_BBCBh-hSpCas9 (preuzetosvw.addgene.org).

2GDEUDQX VJ51% SRWUHEQR MH XNORQLUDWL X HNVSUHVL
NRULaAWHQ MH -06-CKNiWeRAJBBEBhhSpCas9 (Addgene, plasmid #4283
(Cong i sur,2013) (dika 10). 2GDEUDQD VJ51% NXSOMHQD MH X REOL
VLQWHWVND ROLJRQXNOHRWLGD 6LJPD NRML JERJ VSHFL
NUDMHYLPD LPDWL DGDSWHUH NRMLPD UH VH VSHFLILPpQR
oligonukleotida dod QL DGDSWHUL NRML UH QDNRQ KLEULGL]DFLMFE
GYRODQpDQL VWYRULWL OMHSOMLYH NUDMHYH ]D NORQLUD

6HNYHQFH ROLIJIRQXNOHRWLGD VX VOMHGHUH

GLI1 FW oligo5' CACCGCCCTTTTTGGTGATTCATA GG 3
GLI1 RV oligo 5' AAAC CCAGATGAATCACCAAAAAGGGC 3
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3.2.2 Kloniranje sgRNA u plazmidni vektor

Klonirane NUDWNLK ROLJRQXNOHRWLGD VJ®WIHD S\RHP RV W & MLP IR
koraka: digesfe plazmidnog vektora, pripremeligonukleotida, njihove ligacije te
transformacije kompetemih bakterija.

Prvi korak je digestija plazmidnog vektora. Napravila saakcijsku smjesu za digestipd

vektora pX330-U6-Chimeric. BBCBh-hSpCas9, enzima Bbsl (New England Biolabs)

pufera CutSmartNew England Biolabs) vode (Tablica 1). Pripremljenu smjesu sam

ostavila otprilike sat vremena na termoblok zagrijan na f & U tom periodu dolazdo

digestije plazmidnog vektora cijepanjem pod utjecajenzirea Bbsl. Bbsl enzim je
VSHFLILPDQ SR WRPH aWR QH NIHWHSI) K XYWDUQSNROQERF
nizvodno od palindroma. Zbog takvog djelovanja enzima Bbhastaju krajevi koji nisu

liepljivi, pa stogaQ LM H S R W U H E Q Bsfarilhéije YazniidiedvBkior&(Blika 1)1

ué CBh NLS hSpCas9 NLS
pX330: hSpCas9
+ chimeric guide RNA P

=T , Bbst BbSI, TTTEEeea
. AAAGGACGAAACACCGGGTCTTCGAGAAGACCT AGAGCTAGAAAT ( ; ;
FERRREEEEEEEERE T eernrrnienn (ARRARNRRNRRNAR (ARARRNRRRRRRRR RRRRRRRARARE (ARRRRRRRANARAY 1l

3°- TTTCCTGCTTTGTGGA(L(A(;AAGL TCTTCTGGA ‘ CGATCTTT

guide sequence 2
insertion site

Slika 11. Sekvenca plazmida pX338U6-Chimeric BBCBRK6S&DV V R]QDpHQLP PMFE
cijepanja enzimom Bbsl, te prikaz palindromske sekvence koju prepoznaje taj enzimsuSivo
R]QDpHQL SDO L QiGdajeReRANN freponi|e] & &venim strelicemWRpQD PMHVWD FLWM
(preuzetes www.addgene.org).

Tablica 1. Sastav reakcijske smjese za digestiju plazmidnog vektora

komponenta volumen
vektor pX330 —J
enzim Bb$ —0
pufer CutSmart —0
voda GR —
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Nakon oprilike sat vremena, reakcijskamjesu sam stavila 20 minuta na termoblok zagrijan

na 65 f &ako bih inaktivirala enzim BbsITijekom digestijeradi se priprema sgRNA za

ugradnju u vektorNRMD VH VDVWRML Rv@nj& dligotvkir&iQdRibridszRcyd)l | L

WH QMLKRYH IRVIRULODFLMH 3UYR &iaPoligohuséediitsodOD GHYV
UDGQRJ UDJUMBYHIRWDLMHEDODUUBGBRRJ UM WdHOy2d QuikD
oligonukleotid kako bih dobila potrebnu koncentracgd 1 mM. Smjese sam ratko
YRUWHNVLUDOD L FHQWULIXJLUDOD 1DNRQ WRJD+VDP QD
oligonukleotida GLI1 FW oligo i 10 +4oligonukleotidaGLI1 RV oligo. Smjesu sam kratko
vorteksirala i centrifugirala, te stavila jednu minutu grijati na & u XUHyYyDM ]D 3&5
(Applied Biosystems GeneAmp PCR System 27@dhjesu sam nakon zagrijavanja ostavila
KODGLWL QD VREQRM WHPSHUDWXUL IDNRQ &WR VH Ut
NRPSRQHQWH NRMH U0H L]YUa&aLWL -#éhxrmBTd PRKYpolindkKieoRdAO L JR Q X N
kinaza) (New England Biolabs) 2.4 +T4 ligaznog pufera (New England Biolab&nzim

T4 PNK dodaje fosfatnu skiLQ X QD NUDM ROLJRQXNOHRWLGD NRM
ligaciju oligonukleotida u vektorSmjesu sam inkubirala 30 minuta na 3&a termobloku.

Nakon pola sata, smjesu sam zagrijala 20 minuta naf 8kako bih suzbila aktivhost

enzima.

6OMHGHUL NRUDN SUHGVWDYOMD OLJDFLMD LQVHUWD L S
smjesu od pof@panog vektora, inserta, T4 DNA dige (New England Biolabs)T4 DNA

ligaznog pufera(New England Biolabs)i vode te je inkubirala dva sata na sobnoj
temperaturi (Tablic2). T4 DNA ligaza stvara fosfodd@V HUVNH YH]H L]PHYX LQVHU\
WH RPRJXUDYD QMLKRYR VSDMDQMH

Tablica 2. Sastav reakcijske smjese za ligaciju vektora i inserta

komponenta volumen
pocijepani vektor (digestijska

smjesa) —0
insert(fosforilirani oligonukleotid) —0
pufer T4 DNAligaze —0
T4 DNA ligaza —O0
voda io Ro
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Posljednji korak je transformacija bakterija ligaciiskom smjesom. Kompetentne bakterije
(Escherichiacoli, VR M ‘)+pahranjene na80 f &topila sam na ledu. Dodala s&bn— O

ligacijske smjese u jednu ampuE DNWHULMD WH SURPMH&aADO®AYPMHYVX
pokretima Smjesu sam inkubirala 10 minuta na ledu, a potom zagrijala 30 sekundi h& 42

na termobloku.Smjesu sam ohladila na ledu jednu minutu, te nakon toga dodala—=2%D

medija LB (Sigma)bez antibotika. Smjesu sam inkubirala jedan sat naf3&a termobloku

X1 P LM HNaRoOQ MKdbacije sam razmazala 1600ODNWHULMVNH NXOWXUH QD
NRMD MDndijddgar iantibiotik ampicilin J Pt®bakterije inkubiralana 37f &

SUHNR QRUL

323$QDOL]D EDNWHULMVNLK NRORQLMD ODQpDQRP UHD

Na krutoj hranjivoj podlozi su narasle kaolje bakterija koje su primilglazmid te time
VWHNOH JHQ ]D UH]JLVWHQFLMX QD D Q GbloRyPRRj_MNetddB MHJ KU
NRMD RPRJXuUuDYD SUHWUDALYDQMH NRORQLMD EDNWHULNMN
ukloniranim insertm.. MetodomColonyPCR XPQDaDOD VDP RGVMHpPDN '1$ SOL

SE NRML REXKYDUD PMHVWR FLMHSDQMD HQJLPRP %E\
oligonukleotid za sgRNA (Slika )2

pX330 FW

5k ga ggg ctatttcccatgattccticata tttg atatacgata gg tgttagagagataattgg atta Lttg ctgta agatatta gt atacgtgacgtaga

t
2" cL:ccgg gggt L agga gt L gL ata Lg cta tgtt cgacaatctc L tatta Lt attaaactga tLtgtgttL ctata L Lgtttt Lg tg atc t
U6 promoter

aagtaataatttectt tagtttgcagttttaaaattatgttttaaaatggactatcatatgcttaccgtaacttgaaagtatttcgatttcttggctttatatatcttGTGGAAAGGA
g gggtag gcag g 9g g g g g 9 g9
! N ! ! ! ! | N ! ! ! !

u u u u u u u u u u u u
ttcattattaaagaacccatcaaacgtcaaaattttaatacaaaa ttttacctgatagtatacgaatggcattgaactttcataaagctaaagaaccgaaatatatagaaCACCTTTCCT

Bbsl BbsI

CGAAACACCQQGTCTTCQ aGAABACS tgtttt gagctaGAAAtagcaagttaaaataaggeta gt gtt atcaacttgaaaaa gtggcaccga gt ggtg TTTTTTgtttt gaget
I I + .

GCTTTGTGG cCAGAAGC u:TTc:TGg atctcga tCTTT tcgttcaatttta u cgatcaggcaata gttg ctttttcaccgtggctcage gAAAAAA t:tcga

chimeric guide RNA scaffold _
U6 promoter U6 termina tor

ttgaactttttcaccgtggc
pX330 RV

Slika 12. 3BRORaDM L VHNYHQFH SR pEowrRPCRUY ddiroblitha \iiiests Bijdnjay WH D
enzimom Bbsl.

5HDNFLMVND VPMHVD SULSUHPD VH J]D YHUL EURM X]J]RUDND
NRQWUROD QHIJDWLYQD NRQWUROD NDNR EL VH RPMH
X]RUFLPD W]Y AARDVWHBHBIMX vbliovéEnp X QR SMICKD kdijgke UHD
smjesu odl0 x pufera 5RFKH VSHFLILRRABRH FARIipHIBORP([BSigma)
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dNTP (Roche) gH:0 i enzimaFastStart TadpNA polimeraze(Roche)(Tablica3) 6ORAHQX

reakcijsku smjesu sam kratko vorteksirala i cengyirfala.

Tablica 3. Reakcijska smjesa zalonyPCR

volumen
komponenta (1x)
gH20 7.72— 0O
pufer 1—0
primer F 0.5—0
primer R 0.5—0
dNTP 02—0
DNA polimeraza 0.08 — O
UKUPNI VOLUMEN SMJESE —0

Uz epruvetod 0,2PO R]QDpLOD VD&dE2ml W\avad SuuxetubtV? il dodala

sam 1ml LB medija s ampicilinom J P Drugi set epruvetd O X dtiprehu starter

bakterijskin kulturakoje se analizirajumetodom Colony PCR Dodala sam po 10— O
reakcijskeVPMHVH X R]Q D pdi@2hl. FbSubuxarhié trdne poklopearuvetasam

dodala kapdvie pDUDILQVNRJ XOMD N RdenjeHeadRdipskeP rjeses

steriinim nastavkom pip¢/ H VDP GRWDNOD aHOMHQX NR-OR/@IOMX DQLC
resuspendirala u reakcijskoj smjesi unu@utJ L S D @@uvVexedd0,2ml. Nakon toga sam

MRa MWGGREABDM Q&sugpbrdivil® ¥BNmédju s ampicilinomunutar SULSDGDMX U H
tubiceod 2 m. 1D WDM QDpPpLQ 0X R GPiakterijsikeDkaldnijeVi®jaakBn

provedbe PCRD SRNIDAWXHUFLMX aHOMHQRJ IUDJPHQWD 2YDM SF
narasle bakterijske kolonije.Uzorku pozitvne kontrole sam dodala u reakcijskmjesu
nepocijepani vektompX330-U6-Chimeric_ BBCBh-hSpGs9 dok u negativnoj kontroli nije

stavljen DNA kalup.
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Epruvetesam napogttku kratko vorteksirala i centrifugirala te stavia X UHyDM ]D 3&5
(Applied Biosystems GeneAmp PCR System 27@0p VOMHGHUL SURJUDP

f &:00

f &:30

f &:00 > 45x
f 8:30

f &:00

f&’

Epruveteod 2 mistavila sam na termoblok na g&ekoliko sati, dok sarkrute bakterijske
PRGORJH ]DaAW L aptaniBDaPa | @HPRW LILN D F LM X Bekt@ijdkditQ RJ LQV
kolonijamaispitala sam gel elektroforezom na agaroznom gelu (1%) u nativnim uvjetima

N R ULVW Hidori EjiRén XBulldog Bio inc.). Jedan gram agaroze rastopila sam u
PLNURYDOQRM SHUQLFL X0 mM Pr3, Z00iM SxtérblkiBelina,l mM

EDTA), u agarozuGRGDOD MiQori EgRebhH izlila u kadicu za elektroforezu s
pHAOMLUHP $JDUR]X VDP RVWDYLOD GD VH RKODGL PLQX
VWDYLOD X VXVWDY ]D KRUL]IRQWDOQX HOHNWURIRUH]X X
paraiOPX SRPLMH&DOD V NDSOMLFRP SODYRJ SXIHUD ]D QDC
prvu MDALFX VWDYLOD V Bd#ssRuleOEXpMSD Gdbviatd MNA Ladder Mix

(Thermo Scientific). Uzorke sam podvrgnula elektroforezi pri stalnom naponu od 100 V kroz

30 minuta, te zatim gel slikala na instrumentu UVITEC Alliance AYITEC Cambridge,

UK).

3.2.4 Izolacija plazmidne DNA iz bakterija

%DNWHULMVNLP NRORQLMDPD NRMH VX QD DJDUR]JQRP JHC
plazmidu, izolira se plazmidna DNA kako I=sekvenciranjempotvrdili rezultate PCR

reakcije. BakteriskeVWDUWHU NRORQLMH VDP QDVD@®édpIB X WHNXI
ampiciiQn QD QDpLQ GD VDP FLMHOL VDGUADM VWDUWHU NXO
100 ml LB medija s ampicilinom J P Oinkubirala u inkubatoru tresilici na 37&

SUHNR QRUL
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SULMH SRpHWND SRVW XShakerijtkeG\YROMWLOWDHVID BOR P50 aDOD V
tnog glicerola u epruvetia zamrzavanjed 2 ml, te pohranila ne880 f& 2VWDWDN VDGU:
WHNXUH EDNWHULMYV Nado M3podijeXdartd avijepruvgteraltbridal 50 ml

Za izolaciju plamidne DNA sam Kkoristila komplet Nucleobond Xtra MidMacherey

Nage). EpruveteFalcon s bakterijama sam centrifugirala 20 minuta 4 f &ri 5000 rpm.

Odlila sam supernatant i dodala 8 ml pufera za resuspea|mn epruvete sam dobro

S U RRaXldok se sawakterijski talog nije resugmdirao u puferu, te sam nagesku
VSRMLOD \bwbD @douaddavu jedrl B M H G QlaKoi dga am dodala pufer za lizu

stanica S U R@lxsada Dzavritanjempet puta i ostavilgpet minuta na sobnoj temperaturi.

3R LVWHNX YUHPHQD GRGDOD VDP SXIHU ]D QHXWUDOL]DT
plave u bijelu i nastaje mnogo bijelih grudica. Bijele grudice predstavljaju koagulirane
SURWHLQH R GQRV Q&kory tidaveniap gferaRzZaedtiakzaciju, otopinu sam
dodalaSDAOXMINRRORQX ]D SURpPLAUDYDQMH '1$ NRMX VDP SUHW
EQU. Nakon prolaska otape kroz filtar sam dodala2 ml puferaEQU L WR LVNaOMXPLYF
vanjske dijeloe kolone (ne direkim u kolonu).Nakon prolaska pufera uklonila sam filter

kolone i dodala pufer za ispiranje WASHklonila sam tikvicu sotpadnom otopinom te ju

zamjenila novom epruveticom. Na donju membranu kolone sam dodala pufer za eluaciju

ELU NRML UH LVSUD W koloheid bpu¥etuls8D VWDY SXIHUD SUHGVWDY
SRGDWDN S UWUNRkonY 8ggD kobaka samu epruvetus ispranom DNAdodala
LIRSURSDQRO NRML UH L]D]YDWL SUHFLSLWDFLMX SOD]PL
tubice od 2 ml i centrifugirala polsatana 4 f &ri 15000 rpm. Dobivenéaloge plazmidne

DNA sam ispralas 70% HWDQROX WH LK QDSRVOQMpif&raNTkE. RVXaLOD L

KoncentracijuL p L VplazridKe DNA sam izmijerila ngpektrofotometru NanoPhotometer
,PSOHQ 1M&PBHPDI PMHUL DSVRUEDQFLMX SUL YDOQLP GX
280 nm. 8 U H Y D khliWrbaR Q D Q R a H Q MEHb&fera b€z @lazmidne DNA te sam zatim
krenulana mjerenje koncentracije plaancG QH '1$ WDNRYHU QD QDpLQ GD V
naniela QD XUHyYyDM 2PMHU $ $ JRYRUL R pLVWRUL SOD]PI
EOWwrgednostt WR MH '1% ykbl&kaiMH RPMHU QLAL PRaAH VH UDGLW

proteinima koji apsorbiraju pri 280 nm.
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3.2.5 Sekvaciranje plazmidne DNA

Za provjeru rezultatacolony PCRa, izolirane plazmidne DNA su sekvenciram®
6DQJHURYRM PHWRGL 6HNYHQFLUDQMH MH REDYLOD GU
sekvenciranja, sve komponente su kratko centrifugirane (osim DNA polimeraze ksgando
upotUHEH VWRML pna-pPDPRNaprdvijeXe su dvije ekcijske smjese.efna za

VYDNX SRpHWQLFX S; [Tahllice4). ReeNF LMVNH VPMHVH VX VL
kompletza sekvenciranjBig Dye Terminator v3.1(Applied Biosystem SR p HWAuL F X

Tablica 4. Sastav reakcijskih smjesa za sekvenciranje po Sangeru.

komponenta | volumen
Komplet 1—0
DNA 3—0
SRpPHWQ1—0
Voda 3—0

Reakcijske smjese su naposlijetku kratko vastee i centrifugirane. U ozigH QH HSUXYHW
od 0,2ml je dodano 5—é€&xakcijske smjese, a potom S8R GD QD —O RGJRYDUDMXUu
'1$ 7XELFH VX NUDWNR YRUWHNVLUDXH HyBDMQRMLERESLUDQH

Biosystems GeneAmp PCR System 270@) V O M pr&gkainu:

9% f & PLQ
96 f &0:10 min

f& PR
60 f &4:00 min
4f&

Nakon reakcije plazmidne DNAu pohranjene nd f & GR N R U [P#ijé/ $ialjsij® na

instrument ABI PRISM 310 Genetic nalyzer (Applied Biosystems)uzorke je potrebno
LVWDPOHR@WWLIXJLUDQMHP L RWRSLWL X IRUPDPLGX 1DNRQ
analiza sekvenci.

$QDOL]X VHNYHQFL UDGLOD VDP X SURJUDPX %LR(GLW
usporedila sekvence i kromatograme svakog uzorka sekvenciranog izsngbsa sa
referentnom sekvencom praznog zmadnog vektora te provjerila j& se na ispravnhom

mjestu ugradio slijed sgRNA.
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5DG VD VWDQLPQLP NXOWXUDPD
6DY UDG VD VWDQLPpQLP NXOWXUDPD VDP REDYOMDOD X VW
lestHULOQR NDR L RWRSLQH SXIHUL L PHGLML 6YH DNWLY(
sam u kabinetu za rad u sterilnim uvjetima sa laminarnim protokom zraka. R&IMUJA L Q X
sam prije inakonradp LVWLOD DONRKRORP WH VWHULOL]JLUDOD 89 !

3.2.6.1 Odmrzavanje stanica

Stanice su bile pohranjene u mediju za zamrzavanje (50% serum, 40% Dh¢EN) 10%

DMSO) u kricampulamana -80 f & Odmrzavanje stanica sam obd OD X aWR NUDUHP
kako bicitot RNVLpQL X W Mid Frilnivhalah6 Rrieampule am stavila na led, a u
PHYXYUHPHQX RELOMHALOD SULNOD @ Garh dodald B mOnagdijaV W D N O
za rast stanicamedij DMEM (Gibco, Life Technologies, SADkompletiran s10% FBS
(IHWDOQL JRYHYL VHUXP. An(pueHsP StariamnBdihHkratBo zagrijala u
UXNDPD GRYROMQR GD VH |DOHYHQD VPMHVD RGYRML RG
]DOHYHQD 6DGUA&DM VDP EU]JR SUHOLOD X VWDNOHQH HSUX
Nakon centrifugiranja je bio vidljiv talog atica koje su se isprale od krioprotektanta DMSO.
6XSHUQDWDQW VDP RGOLOD D WDORJH VWDQLFD UHVXVSH
epruvete sam prenijela prikladnu petrijevku promjera 10 ctht6 DUVWHGW). 1MHPD|
Petrijevke sam lagano protressDNR EL VH VDGUADM UDYQRPMHUQR UL
inkubator (37f &5% CQ).

SUHVDYLYDQMH L RGUADYDQMH VWDQLFD X NXOW.

Stanicama u kulturi sam mijenjala medij svaka dva do tri dana. |s@id OLQLMD 6.29 N\
adherentna, stoga sam medijaenjplatako da bih pipetom sakupila sav medij iz petrijevke i
EDFLOD X RWSDG WH pLVWRP SLSHW@WReVeRGIUIDV D YyRYDWIMI
bi QDUDVOH WROLNR GD Sk btiNddrioNpostshR RobflaeneX SHWULMHY

Kako bih stanice pre@aLOD SUYR VDP VDY PHGLM XNORQb®OD pLVW
stanice dodala 5 ml PB&,7 mM KHPQs;, 136 mM NaCl, 1 mM NaHPQi, KHPQi, pH

7,2), petrijevke kratko prodrmala SRNXSLOD VDGUADM L EDBw&dD .RUL\
]JDRVWDOL PHGHWXPDWRABEWERHDNW LY LU et sagnMibti@iRlYmQMH W
tripsina s dodatkoh mM EDTA i ostavila da djeluje 40 minuta. Stanice sam povremeno

provjeravala pod mikroskopom kako bih pratila proces odvajanja od podloge (tripsinizacija)
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Na odvojer stanie sam dodala 5 ml kompletnogedija i resuspendiralia propuhivanjem
kroz pipetu. Jeda®O VDGUaDMD VDP QDVDGLOD X pLVWX SHWULMH

medija.

3.2.6.3 Transfekcija stanica

7UDQVIHNFLMR®&itikditwastahk® Koy Mneseni vektonje VW DELOQR XJUDVYF
VWDOQLpQ Erintl QidSa plazmidnog vektora koji kodira za protein Cas9 i sgRNA

temelji se na endocitozZa transfekciju sam koristila kompletfect RNA Transfection

Reageh (Takara USA). Reagensu ind UDNFLML VD VJ51%$ VWYDUD ELRUD]JI
tako omRJIJXUDYD HILNDVQRLWUPQO CHNFE MY RW RD \SLP[aw DHNH N W
SRPLMH&EDOD X VWHULGQY]ABGEQRMHMWEHCT pufera (potreban
YROXPHQ SOD]PLGQH '1$ VDP L]JUDpXQDOD QD WHPHOMX QI
6DGUADM VO IRUIHMNWIHNXQGL ;WMB7GREOMIOAHUD —QDNRQ p
SRQRYR VDGUEDEK DY R UNWHHNN\Q G L sahinubidala 1D HiSuthXoN sobvid)
temperaturi.Stanicama koje su do tada bile pohranjene u inkubatoru, sam uklonila medij
sterilnom pipetomjsprala u5 ml PBS te tipsinizirala sa 1 ml trigea s dodatkom 1 mM

EDTA. Nakon toga sam stanice resuspendirala u 5 ml medija i prebacila u sterilnu staklenu
epruvetu. 20— O VWDQLFD VDP UHWXNSIH@BRGDOODX WH—0 —O VI
prebacila uNeubauerovu komoricu za brojanje stanica. Izbrojala sam staniceSte PR U X
formule (br.stanica/O,5x10° LIJUDpXQDOD SRWUHEDQ EURNMtaNED QLFD S
VDP QDVDYLYDBOD X|9RRpYVFWBXRDGDUR VYDNRP EXQDULUX
stanica.=D QDVDYyLYDQMH VWDQLFD VDP NRULVWLOD EXQDUL
Nakon inkubacije od 10 minuta, stanicama s&fiR GDOD VDY VDGUADM SOD]PLGC
SXIHUD L ;)(&7 SROLPHUD WH QDDMWEG DheérDdodatRaDsepumd W RJ P H
StanFH VDP LQNXELUD O Df &PbVWCOU Nakdib WkDba€j®& stanicama sam
XNORQLOD PH G L Mistog@dnpeRréenbg DMEMRedifa (Slika 1)324 sata nakon
transfekcije sam ponavzamijenila stanicama medij. Uz transfecirane stankeHG D Q EX QDU L1
sam napravila dva negativkantrolna uzorka (1. stanicelsVNOMXpLYR PO PHGLMD
s XFECT puferom i XFECT polimerom bez plazmidne DNAHAHOHNFLMD VWDQLFD
DQWLELRWLND LOL IOXRUHVFHQWQRJY POIRBURDYLMHXpPLQR

konstruiran tj. nije komercijalnog podrijetla.
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Slika 13. Protokol za transfekciju stanica (preuzéto S U L O D J R whiv@®.8or@ddiHdeim)

3.2.6.4 Propagacija klonova

Kloniranje stanica je postupak odabira jedne jedine stanice koja dijeljenjem stvara potpuno

LGHQWLpQH VWDQLFH NORQRYH =D NORQLUDQMH VWDQLF

X NRMRM VH VWDQLFH UDJUMHYXMX W42a dzZgoj&Wtund btanQalsN R Q QI
EXQDULUD YHOLND YMHURMDWQRVW GD VH X EXQDULUOX

stvoriti klon stanica.

Transfciranim stanicamaam uklonila medij, dodala 1 niBSa X VYDNL EXQDULUO V
napost MHWNX WULSVLQLHM$NA B 1 NiRILEDVANKDL nekoliko minuta

sam sakupilasé DM L SUHEDFLOD X RBSEXPHWMX WHHVIWEHWR KD ED
MH YHUO RSLVPDUIR X@RLEGD VDP NROLNR WUHEDWNR@DOPQMHGI
koncentacija stanica bila - stanice / 08 SODVWLpPQRM NDGLFL VDP GI
volumen medija i stanica, te kkWWHUOUL SLSHWX VD RVDP—Ep¥M®YDND G
svaki bunDULUO SORPLFH 1D X]IRMQNMWILOI@LFEOWDYQLFH VDP SRWHF
inkubator na 3Ff &z25% CQ GR VOMHGHUHJ GDQD NDGD VDPMBUGBGDOHG
EXQDULUH X NRMLPD VDP iVLKGSVOHVOHDQ X DWPWR DIQH 5XQ X %S4UQLEDU L U H
YLAH VWDQLFDSuwincame s HQMDOD PHGLM WDNR awR ELK .
vakuumske sisaljke, a pipetom dodala 1:0600Y M Ha H JIJXPWGD.WMID EXQDU L(

1 D N Rdsuastnice formirale kolonijjgresDGLOD ELK LK VD S GRGID P i JRM
SORpPpX ]D X]ERK D&vakaliva do tri dana sam mjenjala medij, aldd M X U L PO
pLVWRJ '0(0 ddK @hitkisu postale konfluentne, zatim spresadilastanice u
SORpPLFX ]D X]JR M StabicamaE sa@D WPIHX Y Unddd¥itQ Xjenjala medij.
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Naposjetku, kada su stanice postale konfluentne, presadilaisampetrijevke promjera 10

cm. Kadabi stanice popunile cijeli poLQX SHWULMHYNH mé&dipnjWamfeHUGLOD E
1:5. Ngoslijetku sam napravila 4 raltHYyH Q M D V X&eNs&d zahZARU@aPdok je jedna
SHWULMHYND LVNRUL&AWHQD ]D LIRODFLMX SURWHLQD ]D :H

Probirom kojeg sam temeljila na konfluentnogarsca, dobila sam sedam klonskih linija

kojima sam testirala proteinsku ekspresiju GLI1.

3.2.6.5 Zamravanje stanica

'LR VWDQLFD VDP GXJRWUDMQR ]DPU]Q X Galliokratktttdjpd MX SRV
]D LIRODFLMX SURWHLQD 8 RED VOXpDMD MH VWDQLFH QD
(80-90% konfluentne). Postupak dugotrajnog zamrzavaBi R pLQMH VOLpPQR NDR L
SUHVDYLYDQMD 6W DQLHIp Bddaly B PnliXipSriigalaO Trisghiizirane

stanice sam resuspendirala u 5 ml medija i prenijela u sterilnu staklenu epruvetu. Epruvete sa
stanicama sam ostavila pola sata na leldu se polako ohlade. Kasnije sam stanice
centrifugiralana 1200 rpm 5 M@ XWD X FHQWULIXf&Nak&nOcbnirfuQiRiye Q D

sam odlila supernatant, a taloge stanica resuspendirala uladnbg medija za zamrzavanje

(50% serum, 40% DMEM meglil0% DM62 L S UH E D Fdn® Briecxmpu]eQ Arjipule
sasDQLFDPD VDP SRKUDRL&P& X zd Dlegattdjijd pohranu stanice se
VWDYOMDMX X WDQNRYH V WHNXULP GXAaLNRP

Dio stanica od svakog klona mi je trebao za izolaciju proteina. Zbog toga sam séquoica
]JDPU]IQXOD QD GUXJBRPLMDGDD VDP SIHWQHIW kKaKONGHSt@dadD OD Q
SUHWUSMHOH aWR PDQML WHPSHUDWXUQL aRN GWDQLFDPI
dodala 1 ml PBSPBS sam uklonila te ponovila pa$tS DN V D | PESaNakdh toga sam
stanicama dodala 706RFBSWH VWHULOQRP VWUXJDOLFRP VDVWUXJDO
VDP VWUXJDOD GRN VH QLMH L]JXEDLR p&kbdaHipBtdin NOL]DYH
prebacilau R ] QeBytubicu od 5 mlStrugalicu sammakon svakog uzorka isprala u etanolu i
destiliranoj vodi.Stanice santentrifugirala 5 min pri 1200 rpm, odlila supernatant i taloge
SRKUDQLOD Xx20 fU8FiilikGril pbdigedja stnica nisam Koristila tripsin jer razara

membranske proteine od inteee(PTCH), stoga je metoda struganja prikladnija.
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3.2.7 lzdvajanjeproteina iz stanica

SURWHLQL L] VWDQLFD V Ha lizJRQilst §aMofi odiRethRWPW @51 ioMS X TH U
Tris-HCI, 1% Nadeoksiholat, 1% Nonidet-B0, 150 mM NaCl,0,1% SDS)i inhibitora

proteaza, uz sakaciju. Inhibitor proteaza se dodaje u obliku tableti€oraplete Mini

Protease Inhibitor Coctail Tablets SRFKH &YLFDUVND MHGQD WDEOHW
Pohranjendaloge stanica resuspendiradlamu 50 —@fera]D OL]X WH VDGUADM S
zasebne sterik tubiceod 15 ml koje su prikladnije za homogenizacijikasnije korake
6WDQLFH VDP GUaCizlo§ pospké iXolawije Mrdtbim&uspenzije stanica

sam sorficirala dva puta po 15 sekundi poR U X ifk&dpa Labsonic M (Sartorius,
IMHPDEINDRDNRQ WRJD FHQWULIXJLUDOD PLQXWD QD

4f& 6XSHUQDWDQW VDP VDNXSLOD L SPHRERFEOB®UIR HELL/XAX
SRKUDQLOD na-pofraiblupytizhb.

KoncentracluSURWHLQD VDP RGUHGLOD SRPRUX N-KKO RWRUANWWHLINM
komercijalnu otopinuPierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, USA). Mjge se
]DVQLYD QD VYRMVWYX NLVHOLQH %&$ GD S Udombishk€Q L ER M X
DPLQRNLVHOLQH X SURWHLQLPD 1DNRQ YH]DQMD ]D SURWI
QP NRMD VH OLQHDUQR SRYHUDYD V NRQFHQWUDFLMRP S
MHGQRVWDYQR PRAH RGUHGLWL XV 8RR KiQERmPoINSMRUEDQF
NRQFHQWUDFLMD 3UYR VDP QDSUDYLOD @rop pdtdiha MVNLK U
PJ PO %6% JRYiniyg lsen@ErEddm: 2000g/ml, 1500 -g/ml, 1000 -g/ml, 750

-g/ml, 500 -g/ml, 250 -g/ml, 125 -g/ml, 25 g/mlte 0 -g/ml SUDWH UL X®NAHKMH X NLW
toga sam napravila i radnu otopineagens&oja se sastoji od otopine A i otopine B u omjeru

50:1.25 —orka i standarda sam pipalD X SORpPpLFX VD likat.@bddla U D X G X
VDP X VYDNL EX@DO3E)QH RWRSLQH WH VHNXQGL SURGUPDC
plopLFX LQNXELUD O Df &a Kasnjexhdia QaDsobnoj temperaturi. Naposlijetku

sam izmjerila apsorbanciju na 562 nm na spektrofotometalsfystems Multiskan MS,

Finskg. 'RELYHQH YULMHGQRVWL VDP XQLMlidm xrivdliulhBp XQD OR

temelju koje sam odredila vrijednosti koncentracije proteina.
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3.2.8Metoda , Western blot3

Metodom ,,Western blstVH GHWHNWLUDMX SURWHLQL X RGUHYHQRF

protutijela. Daje nam informaciju o tome je li protein i u kojoj mjeri eksprimilika 14

Slika 14. Princip detekcije proteina protutijelima u Western analizi. Na protein vezan na membrani
YHAH VH SULPDUQR SURWXWLMHGR L\PRHIFIRLBEQ R W R WL MM C8RJ R\W &
SURWXWLMHOR VSHFLILPpQR ]D )DE IUDJPHQW SULPDUQRJ SURWX

peroksidazom, koja djeluje na kemiluminiscentni reagensst{eathbte onppLQMH VYLMHWOLWL
S U L Oy pRegnavww.leinco.com).

Prvi korak u Western analizi je razdvajanje pneéena SDSoliakrilamidnom gelu. SDS
GMHOXMH GHQDWXULUDMXUH QD SURWHLQH L SUHNULYD
SXWRYDQMH SURWHLQD SUHPD SRJLWLYQRP SROX QD WHP
SXWRYDWL VSRULMH D PD Q Ml z& taZdevaj@nidiYORR VADAPR QNDIS URCEL V@D
tablici5. $36 L 7(0(' VDP GRGDOD QHSRVUHGQR SULMH L]J]OLMHY
razdvajanje sam stavila do otpriliRe visine stakla kako bih imala mjesta za gel za sabijanje.

1D JHO |D UD]GYDMDQMH VDP Sihsavialgy &a <@ PdlirhéviziredgdlaL |R S U R
sata. Nakon toga sam napravila gel za sabij@@eR aWR MH RSLV.DRRaAW RV MHEHOHEIER
V O Xsp Ddlbm za razdvajanje, tako sam i prilikom pripreme gela za sabijanje dodala APS i
TEMED neposredno prije izlijevanj&PS i TEMED kataliziraju polimerizaciju akrilamida i
bisakrilamida.Prije izlijevanja gela za sabijanje sam uklonila izopropanol. @edabijanje

VDP QDOLOD GR YUKD VWDNOD D SRWRP VWDYLOD pH&OM
WDNRyYHU SROLPHUL]JLUD SROD VDWD
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Tablica 5. Sastav i omjeri komponenti za izradu akrilamidnih gelova

komponenta | volumen
gel za razdvajanje
voda 4,95ml
30% akrilamdELVDNULODPLG 12,35 ml
1.5 M TRISHCI pufer, pH 8,8 2,5 ml
10% SDS 0,1 ml
10% amonij persulfat 0,1 ml
TEMED 0,007 ml
gel za sabijanje

voda 3,4 ml
30% akrilamdELVDNULODPLG 10,83 ml
1 M TRISHCI pufer, pH 6,8 0,63ml
10% SDS 0,05 ml
10% amonij persulfat 0,05 ml
TEMED 0,004 mi

Nakon pripreme gela samenaturirala proteinske uzorke. Dodalam 50 — jroteina u
mikroepruvetu i dodalds NRQDPQRJ YROXPHQD [ ®XdHB,Baj@v:QRQRAHQ
M Tris-HCI pH 6,8, 0,4 M DTT, 8% SDS, 40% glicerol, 0,001% bromfenol bluzprke

sam zagrijala 5 minuta na $5& centrifugirala jednu minutu na 13200 rpfola sata nakon

aAWR VDP QDSUDYLOD JHO XNORQLOD VDP pHaOMLiG WH SR\
elektroforezuMini-Protean Ill (BieRad, SAD)s puferom za elektroforezd M glicin, 50

mM Tris, 1% SDS)U SUY X MdaraRijlat +proteinskogmarkena BioRad Precision

Plus Protein Dual Color Standard (BRad, SAD) a zatimredom uzorkeElektroforeza se

odvijala pri konstantnom napori0 V u trajanju 2 sata

Elektroforezu sam zawstila kada je fronta boje ipuferalLB stigla do donjeg ruba gela.
SDAOMLYR VDP L]YDGLOD JHO L VORALOD W]Y VHQGYLp ]D
VDP QD SUR]JLUQX VWUDQX VORALOD UHGRP VSXAYLFD G
membrana, gel, dva komada fiteDlSLUD L RSHW V 3.)SustdavFsam fm@drivhD
FUQRP VWUDQRP QRVDpPpD L VWDYLOD JD X Vjrkews{(Z0]D SULM
PO 7ULYV 0 JOLFLQ VY MEO¥HmMAatahol&) Rittobelibiznbj Rambrani

VDP RGUH]DOD JRUQML OLMHYL XJDR jgfefR de BdMpD [pb YD Q MD

konstantnormaponu 100 \90 minuta
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Slika 15. Slaganje slojeva prilikom prijenrdD QD PHPEUDQX
www.radio.cuci.udg.mx).

SUHX]JHWR L SUL

IDNRQ aWR MH SULMHQRV ]JDYUALR L] YDGLOD VDP L VW
Membranu sam bojala bojom Naphtol Bi{i®% metanol, 2% octeraselina, 0,1% Naphtol

Blue Black)nekoliko sekundi, a potom je stavila u otopinuwziojavanje (50% metanol, 7%

octena kiselina u vodiMembranu sam odbojavala dok nije pobijelila i dok pruge proteina

nisu ostale plave. Nakon toga sam membranu ispriatauta u puferu TBST50 mM Tris,

150 mM NacCl, 0.05% (v/v) Tween 20, pH 78 tresilici. Membranu sam izrezala na trakice

kako bi je mogD WUHWLUDWL LVWRY U MNeénb@rir sim Ylokitdla $1LRW X W L M
otopini mlijeka u prahu u puferu TBST polats na sobnoj temperaturi na tresilici. Primarna
antitijela sam razrijedila u 5% mlijeku u puferu TB%ako je naedeno u tablice. Kao

kontrolu sam koristila aktinNakon blokiranja sam mebrane stavila u kadice sa otopinom
primarnih antitijela,]| DWYRULOD WH LONXE&MERSID SUHNR QRUL QD

Tablica6. 3ULPDUQD L VHNXQGDUQD DQWLWLMHOD NRUL&GWHQD X :HYV

antigen | SURL]JYR]| NDWDORZ4] ALYRWL| UD]JUMHY
primarna antitijela

-ACTIN ProteinTech 600081-Ig mouse 1:4000
GLI1 Cell Signaling C68H3 #3538 rabbit 1:1000
PTCH1 ProteinTech 175201-AP rabbit 1:600 £1:1000

sekundarna antitijela

HRP goat anti | BD Pharmingen | 554002 (lot goat 1:5000
mouse Ig 7223628)
HRP goat anti | BD Pharmingen | 554021 (lot goat 1:5000
rabbit IgG 6272517)
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6OMHGHUL GDQ VDP LVSUDOD PHPEUDQH [ PLQXWD X SXIt
RWRSLQX VHNXQGDUQLK SURWXWLMHOD RGJRYDUIDMXULK L
Membrane sam inkubirala u otopini sekundarnih protutijeéd vremena pri sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije sam membrane ponovo isprala 3x5 minuta u puferu TBST. Za
detekciju signala sam koristila kombinaciju kemiluminiscenneiagensa SuperSignal Wes

PICO i SuperSignal West FEMTO (Thermo Scientific, SADDNRMH VDP PHYyXVRE
SRPLMHADOD X RPMHUX OHPEUDQH VDP VWDYLOD
kemiluminiscentnim reagensom i inkubirala 5 minuta u mraku. Nakon inkubacije sam
XNORQLOD YLADN NHPLOLPXQLVFHQWQRJ UHDJH®@Y®D SDSLU
prozirnu foliju. Membrane u foliji sam slikala u aparatu za slikdsydTEC Alliance 4.7

(UVITEC Cambridge, UK)

37



4. REZULTATI

4.1 Dizajn molekula sgRNA

Na temelju odabranog dijela sekverGtll RG SULEOLAQR SE SURJUDP ]I
VJ51%$ SRQXGLR MH VYH reiRebiidinH sekgdrdi (BikaR® L J R

Slika16. 3ULND] UH]XOWDWD GL]DMQD VJ51$ VD ZHE VXpHOMD FULVSE
i orijentacijie sinSURQDYHQLK VJ51%$ D X QDVWDYNX VH QDOD]L WDEO
SRUHGDQ RG QDMEROMLK SUHPD QDMOR&LMLPD WH DQDOL]D SR

Pet najboljin molekulasgRNA M H Reh®@ balsekvenci gen&Lll u programu SnapGene
Viewer (GSL Biotech USA) te je odabranagRNAkoja se nalath QDMEOLaH PMHVWX S
translacije(ATG) (Slika 17.

Slika 17. Prikaz dijela sekvence getaLIl NRMD REXKYDUD PMHVWR SRpHWND WU
orijentacije 5 ajboljih sqRNA.2GDEUDQD VJ51% QD VOLFL MH R]QDpHQD NDR *
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4.2 Analiza sekvenci sgRNA u vektoru

Prije sekvenciranja @ ]PLGQH '1$ PHWRGRP SR 6DQJHUX LVSLWDQI
insertametodomcolony PCR Provjerom rezultatenetodomcolony PCR gel elektroforezom
LIlYUAHQD MH EU]D SUHWUDJD EDNWHULMVNLK NRORQLMD
AHOMHQLP RGV ftzd.ppoEtikne’ kdonije) (Slika 18§. Bakterijske kolonije su
SRND]DOH SULVXWQRVW aHOMH QR JzitivQiw Kignaldn péxitiviie ] X OW D W

kontrole i negativnim signalom negativne kontrole.

Slika 18. Provjera rezultat@olony PCRa na 1% agaroznom gel8 SUYRM MDAaLFL VH QDOD
(M), a potom slijede redom uzorci bakterijskih kolor(§a7). JD & L8FpEedstavlja pozitivnu kontrolu

(plazmid pX336U6-Chimeric_ BBCBh-hSpCas9) a posljednja(9) negativnu kontrolu (reakcijska

smjesa bez DNA kalupa).

Potvrda rezultat@olonyPCR D MH L]YUAHQD VHNYHQFLUDQMHP SR 6DC
sekvenci je napravljenaprogramu BioEdit (ELVY 7KHUDSHXWLFV 8VSRUHYVyLY]
kromatogramavakog zorka sekvenciranog iz oba smjereeerentnom sekveom praznog
SOD]PLGQRJ YHNWRUD L]JGYRMHQH VX EDNWHULMVNH NROR
ispravhom mjestSlika 19. $QDOL]RP MH XWYUyYyHQR &0, ¥X6 B & WHULM
sljedsgRNAUJUDYHQ QD LVSULDYV DG B amN iy &IROitBUXIBkvencu

GLI1. Neke bakterijske RORQLMH NDR aWR INPH QIR GRQ@LMO® SOD]PLG E
VJ51%$ RGVMHpPpND
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Slika 19. Analizarezultata sekvenciranja plazmidne DMAkterijskih kolonija 1, 3, 5 i 6. Bakterijske
NRORQLMH L LPDMX SUDYLOQR XJUD{3LRQ sel@dnbdHG VJ51$%
EP&E&E*&EKETTTTT**T*$T7T7T&S7T&T** %DNWHULMYV N@h Wik ReQL MD V
AHOMHQH Vensd3®WRHNH MDVQR YLGL XVSRUHGERP VHNYHQFH SUL
slike.

8VSMHAQRVW VHNYHQFLUDQMD GRGDW®RIRNIB RaktefiiskiK MH L] J(
kolonija (Slika 20. Kromatogrami pozitivnih balkrijskih kolonija bili 1 jasnogizgleda bez
SRIDGLQVNLK VLJQD Gretudisvlirans RlaZnvidhg XONAM WVNRFp QRVW XJUD G
AHOMHQH VJ518$%

Slika 20. KromatogranpR]LWLYQH EDNWHULMVNH NRORQLMH 1D NURPDWHF
gvanin oligonukleotidne sekvence sgRNA.
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430RUIROR&NL L]JOHG WUDQVIHFLUDQLK VWDQLFD

'D EL VH L]YU&ALOD FLOMBKOY3RtfRrEe IduNmrisfeditdne Jothrinim
YHNWRURP WH QDVDYHQH XgBWRHHFX WW D QED:HNa@HR (DX Q D U
homogene kolonije podgtlom iz jedne stsice VX QDNRQ WUDQVIHNFLMH RGU
SUHVDYLYDQMHP kirtlkeht@diH kdm @dpagacije klonova, stanice su

redovito promatrane pod svjetlosnim mkiR SRP L ELOMHAaKkQheng Xt QDV WL
morfologiji i rastu. OSDaAaHQD MH SWIRMOMREAGRJIPR]JOHGKOWCGRIAVNH OLQ
Stanice suP R U IR Gl &itljijo GUXJIDpLMH RG VWDQLFIPa Gizikd odGLY OMH
divljeg tipa stanica SKOV3, klonska linigkOV3 */, $ MH LPDOD WDQM¢e L L]GXa
(Slika 2J). Kod klonske linije SKOV3 GLI1A je naposlijetkui |DELOMHAHQ L]RVW
proteinske ekspresije GLI1. Drugdonske linije kodkojih je ekspresija GLI1 bila na
XRELpDMHQRRIMOBWDYXQIHQRWLS PQRJR VOLPQLML GLYOMHP W

SKOV3 wt SKOV3 GLI1 KO

Slika 21. ORUIRORAaNL L]JJOHG VWDQLFD /LMHYDRsno6 KahskavVlinijp QLFH G|
SKOV3 sa smanjenom ekspresijom proteina GLI1
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4.3 Analiza proteinske ekspresije

IDNRQ WUDQVIHNFLMH SOD]JPLGQLP YHNWRURP WH QDVDYyL"®
VWYRULOH KRPRJHQH NRORQLMH L]YUAHQD MH SURSDJDF
klonskih linija dobivenih propagacijom, ispitana je proteinska ekspresija tipoigskog

faktora GLI1 te njegove transkripcijske mete PTCH1 metoddrastern Blot. Prije

ispitivanja proteinske ekspresije, izmjerena je koncentracija proteina izoliranih iz dobivenih
SKOV3 klonskihlinija metodom po Bradford. . RULVWH UL GR &sti4ps@@bandj LM HG Q
VHULMVNLK UDJUMHYHQMD SR]QDWRJ VWDQGDUGQRJ SURV
VHUXPD L]JUDYHQD MH VWDQGDUGQD N Wbhc¥ntraciaprogDa W HPH O
(Slika 29.

Slika 22. Standardna krivulja BCA na temelju kbH VH UDpXQD NRQFHQWUDFLMD SUR
RSWLpND JXVWRUD &WR MH YULMHGQRVW RpLWDQMD DEVRUED!

JRUPXOD QD NDOLEUDFLMVNRM NULYXOML QDJLE SUDYFD
temelju formule x=(y/0,0013)*10 da bi sl®bila koncentracMD SURWHLQD X.QJ O 7D
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Tablica7. ,]JUDpXQ NRQFHQWUDFLMH SURWHLQD QD WHPHOMX VWDQ
YROXPHQ SURWHLQD NRMH MH SRWUHEQR QDQLMHWBWL WMNDIA L F X

JXVWRUD
uzorak oD konc. konc. J
QJ ( J O

SKOV3 0,536| 4123,077| 4,123077| 12,12687
SKOV3 A 0,1915| 1473,077| 1,473077| 33,94256
SKOV3 B 0,3975| 3057,692| 3,057692| 16,3522
SKOV3 C 0,939 7223,077| 7,223077| 6,922258
SKOV3 D 0,6005| 4619,231| 4,619231| 10,82431
SKOV3 E 0,348| 2676,923| 2,676923| 18,67816
SKOV3 F 0,59| 4538,462| 4,538462 11,01695
SKOV3 G 0,454 | 3492,308| 3,492308| 14,31718
SKOV3H 0,3225| 2480,769| 2,480769 20,15504
SKOV3 | 0,6035| 4642,308| 4,642308| 10,77051

Metoda Western Blot je pokazala izostanak proteinske eskspresije GLI1 i PTCH1 kod

klonke linije SKOV3 GLI1A (Slika 23 Aktin MH NRUL&GWHQ
, JRVWDQDN SURWHLQVNH HNVSUHVLMH

aktivnost traskripcijskog faktora GLI1 blokirana.

SKOV3

WT GLIAKO

<mmm GLI1 (150 kDa)

<mmm PTCH (160 kDa)

<4 A\KTIN (40 kDa)

*/

]JD QRUPDOL]D
L 37&+ SRWY

Slika 23. Rezultati western blot ekspresipeoteina GLI1, PTCH1 taktina. Proteini su izolirani iz
SKOV3 stanica divljeg tipaWT), koje pokazuju proteinsku ekspresiju GLI1 i PTGHIbk linija

SKOV3 GLI1A dobivena propagacijompokazuje ,,knockout3 proteina GLI1 te njegove
transkripcijske mete PTCHAWR MH GRND]DQR LIRVWDQNRP SURGXNWD RG
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5. RASPRAVA

Signalniput HH-*/, MH XNOMXpHQ X UHJXODFLMX QL]D SURFHVD Q
razvoj. Predstavlja jedan od temeljnih regulatora razvoja tkiva i organogerkrea,

probavnog K VWDYD SOXiuD NRVWL L PQRJLK GU20I3)KU RUJDQD
odrasbm organizmu njegova tiknost biva suprimirana, ali je i dalj® X & Qi njddsatsko
VWDQMH RUJDQL]PD SR GXFRIGH aDI'\WQMIDLK VWDQLFD 3H
Signalni put HH*/, LJUD MDNR YDAaQX XORJX X UD]JYRMX L GHII
(Walterhouse, 2013)Njegovo aberantno funkcioniranjpovezuje se razvojenmnogih
PDOLJQLK REROMHQMD kardihpid jaMikaM(K@riman M HShih., 2010
Hiperaktivacija HH*/, MH YDAaQD ]D SUROLIHUDFLMX L RGUAaDYDC
primarnih karcinoma jajnika (Bhattacharya i sur., 2008)ERJ QHVSHFLILpQLK VLP
kasne dijjagnoze, RUFLQRP MDMQLND SUHGVWDYOMD PDbS&dpaQR RER
mortaliteta (Kurman i Shih, 2010)Zbog toga VH SDaQ MiEmjfiR bad D]YRM aWR
efikasnijih terapija 5H]XOWDWL PQRJLK LVW U D &bdgD kpMleksieX NR QW
P Hy XLQW H UGLNSa bataim siggnalnim putevima.

U ovom diplomskomradu je fokusbio na transkripcijskom faktoru GLI1 LVNOMXpPpLYRP
aktivatoru signalnog puta HB&LI. Smatra se da je upravo GLI1 spona interkacije GIH i

mnogih drugih signalnih puteva.ranskripcijski faktor GLI1 djeluje na ekspresiju brojnih

gena XN OM X p H Q L KkaXcindgbhezENCDFRL M GHRYG/, BCIL-2 i Ciklin D1 (Ciucci i

sur., 2013). s WLaADYDQMH QMHJIRYH IXQNFLMH SRWHQFLMDOQI
proliferacije tumorskih VWDQLFD WH QDSRVOLMBAMBEIOMmSIRtEVAD pH Q M
CRISPR/Cas9nhibirana jenjegova funkcijaL QD WDIMU@EFPIQDL R XNVQRFMW D QLD C
linja QD NRMRM 0B OWMQVMWaDWD L ]H ifhibiclel Radwj "krjdzkoud Q H
VWDQLpQPRDOEQHEMRRVWL QDG PHWRGDPONNRIMWMD QN H QPOQN FN
kDR aWR MH XWLADYDQMH SRV.UHEAXPQNWRRPARN G R/KKDIDA [ VHL 50
izazvani efekt MH VW D OD @amianéde! pthliigh i pouzdanijiP ]|D NRUL&AWHQM
UWLAaD Y DoikilanaD siRNA izaziva prolazan efekt jako ovisi o efikasnosti

transfekije.

Provjerom proteinske ekspresije ispitana XVSMH&AQRVW L]JUDGH ANQRFN F
transfeciranimklonskim linijjama stanicaGubitak proteinske ekspresije GLI1, pratio je i
gubitak ekspreije PTCH1 u klonskoj linijiSKOV3 GLILJA 2YD NRUHODFLMD SR

funkcionalni gubitak GLI1 jer PTCH predstavlja njegovu transkripcijsku metu. Proteinska
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ekspresija GLI1 i PTCHHdrHNW QR RGUDADY-D/,D NWHLLY MRNWWNEGHOR 80U X + -
dolazido njihove transkripcijeSignalni putHH-GLI je u uskoj interakciji snnogim drugim
siJQDOQLP SXWHYLPD NDR da4WR VX 3,-RAS.té WN\TY5-katesin O (.
(Pandolfi i Stecca, 2015)Cilijna meta mnogihod tih signalnih puteva koji uzrokuju
nekonvencionalnaktivaciju HHGLI, je upravo Gl (Slika 6.1).Smatra se da upravo takav

tip aktivacije HHGLI igra veliku ulogu u razvoju karcinoma, u vidu nekontrolirane
SUROLIHUDFLMH ]DRELODAHQMD DSRSWR]H SURPRYLUDQM
2015). Inhibiranjem funkcije GLIHirektnose PRaH GMHORYDWL QRivvoRtD QMH QM

HH-GLI uzrokovaneostalim signalnim putevima.

Klonska Inija SKOV3 GLI1A imala je promjenjermorfolR &N L LPdo@jdra morfologije

PR a&li i ne morabiti posljedica gubitka funkcije transkripcijskog faka GLI1 signalnog

puta HHGLI 1H PR&aH VH VD VLIJXUQRAUX UHUL GD MH LQDNWLY
promjene jer promjene na razinQ XNOHRWLGD QLVX DQDOL]JLUDQH ,VWR
VH UDGL R SRVOMHGLFB QHOH®MMH JH QRPA P B lisitke VR SRV
homologneregje, te zbogWRJD SRVWRML UL |\ekanj@no@kild SIRIRALILPp QR
HQ]JLPD &DV WH QDVWDQND QHAHOMHTWIKRYHR PMWHA GR | GB Y
VWDQLpQH OLQLMH NDUFLQRPD MDMQLND YUOR pHVWR
YLAHVWUXNLP GHOHFLMDPD L DPSOLILNDFLMDP®LIB RYRM
QLMH SURPLMHQMHQ QD WDM QDpLQ RGQRVEGERR&GhKOHPD YL
i sur., 2002).Inaktivacja funkcije GLI1 VH V LJX U Q RaRuaKdip drbgfhDsignalnih

puteva s kojima je HFGLI u interakciji, stoga te promjengotencijalnomogu doprinijeti
SURPMHQMHQRP PRUIROR&ANRP L]JJOHGX NORQVNH OLQLMH

Utjeca LQKLELFLMH */, X WUDQVIHFLUDQLP VWDQLFDPD WUHI
RXW DWDL@UPMD UH VH NRULVWLWL X EXGXuLP DQDOL]DPD
GLI1 na rast, migraciju stanica te odgovor na terapijark i suradmi su svojim
LVWUDALYDQMHP QOX Rddéalivhh PokaZdlQA&BEIN izaziva razvojne defekte

tek u kombinaciji s ukidanjen@LI2 =ERJ SUHNOD& prieina HoLLI X QN F
NRQVWUXLUDQMH S-RMMEAR @D LRKP R IMQIFDAMND ERrjilde UD]XPL
konkretne funkcijeDoista postoji veliki potencijal u postupcima ukidanja funkcije aktivatora

HH-*/, NDR awR MH */, IDMYHUX SUHSUHMKI sabkt@didMWDY OM
signalnim putevima, gdje priroda interakcije mnogih proteMd&r & Knfjd Méttificirana.
%XGXUQRVW UD]YRMD WHUDSLMD SUHGVWDYOMD PXOWLII
GMHORYDWL QD YLAH DVSHNDWD RGUHVYHQH VLIQDOQH PUF
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LVWUD&HQ g\pbstipiaie iRNaRo vidljiv. BQVNULSFLMVNL IDNWRU */,
HNVSUHVLMX VSHFLILPQLK JHQD UHJXOLUD YLAHVWUXNH C

njegove funkcije predstavlja jako dobar temelj za razvoj potencijalnih j@rapi
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=$./-8y&,
NatemeluSURYHGHQRJ LVWUDALYDQMD GRQHVHQL VX VOMHGHH!

1. 9LVRNRYV S mdldkulep@Qb1$ VX XVSMHEQR NORQLUDQH X SOD]
SRWYUYyHQR VHNYHQFLUDQMHP

2. Stanice SKOV3 suXVSMMAUIIRQVIHFLUDQH SOD]PLGQLP YHNWRUR
protein Gas9

3 OHWRGRP JUDQLpPQRJ UDJUMHYHQMD VX XVSMH&QR XVSR
6.29 VWDQLFD L] SRMHGLQDpPQLK VWDQLFD

4. Primjena sustava CRISPR/Cas9 uzrokovala je promjene u morfologiji klonske linije
SKOV3

5. Primjenom sustava CRISPR/CasO]URNRYDQ MH JXELWDN IXQNFLMH */

izostankommjegoveproteinske ekspresije western blot analizom

6. Potpuni funkcionalni gubitak GLI1 @odatn oSRWYUyYHQ L]IRVWDQNRP SURWH
njegove transkripcijske meteroteinaPTCH1
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stjecanjatitule prvostupnilk, nastavljaobrazovanje naliplomskom studiu Eksperimentalne

biologije: modul fiziologija i imunbioORJLMD 7LMHNRP AaNRORYDQMD MH \
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