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PRIMJENOM SUSTAVA CRISPR/Cas9 

�1�L�N�R�O�L�Q�D���5�L�Q�þ�L�ü 

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska 

U okviru diplomskog rada napravljena je �Ä�N�Q�R�F�N-�R�X�W�³���V�W�D�Q�L�þ�Q�D���O�L�Q�L�M�D���]�D���J�H�Q��GLI1 primjenom 
sustava CRISPR/Cas9. �7�D�N�Y�D���Ä�N�Q�R�F�N-�R�X�W�³���V�W�D�Q�L�þ�Q�D���O�L�Q�L�M�D���N�R�U�L�V�W�L�W�L���ü�H���V�H���N�D�R��model in vitro za 
�G�D�O�M�Q�M�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �L�� �P�R�å�H�� �G�R�S�U�L�Q�L�M�H�W�L�� �E�R�O�M�H�P�� �U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�X�� �X�O�R�J�H�� �V�L�J�Q�D�O�Q�R�J�� �S�X�W�D Hedgehog-Gli 
(HH-GLI) u nastanku i progresiji tumora. Gen GLI1 je dio navedenog signalnog puta �þ�L�M�D�� �M�H��
p�R�U�H�P�H�ü�H�Q�D�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D��opisana u 30% tumora. GLI1 �N�D�R�� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�L�� �D�N�W�L�Y�D�W�R�U�� �V�L�J�Q�D�O�Q�R�J�� �S�X�W�D��
�S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�X�� �P�H�W�X�� �]a razvoj potencijalnih terapija, stoga su SKOV3 stanice bile 
podvrgnute ciljanoj modifikaciji gena GLI1 primjenom sustava CRISPR/Cas9���� �3�R�þ�H�W�Q�L��
postupak je uklju�þ�L�Y�D�R dizajn sgRNA te njeno kloniranje u plazmidni vektor. SKOV3 stanice 
su naposljetku tra�Q�V�I�H�F�L�U�D�Q�H���S�O�D�]�P�L�G�Q�L�P���Y�H�N�W�R�U�R�P�����D���]�D�W�L�P���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�H �X���S�O�R�þ�L�F�H���V���������E�X�Q�D�U�L�ü�D��
�J�X�V�W�R�ü�H�������V�W�D�Q�L�F�H���S�R���E�X�Q�D�U�L�ü�X�����N�D�N�R���E�L���V�H���X���V�Y�D�N�R�P���E�X�Q�D�U�L�ü�X���X�]�J�R�M�L�O�D���K�R�P�R�J�H�Q�D���O�L�Q�L�M�D���Q�D�V�W�D�O�D��
�R�G�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Qica. Odabranim linijama stanica izolirani su proteini i analizirani 
metodom Western Blot. Metodom Western Blot ispitana je proteinska ekspresija 
transkripcijskog faktora GLI1 te proteina PTCH koji predstavlja njegovu ciljnu molekulu. 
�3�U�L�P�M�H�Q�R�P���V�X�V�W�D�Y�D���&�5�,�6�3�5���&�D�V�����X�V�S�M�H�ã�Q�R���M�H���Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���Ä�N�Q�R�F�N-�R�X�W�³���V�W�D�Q�L�þ�Q�D�� �O�L�Q�L�M�D���]�D���J�H�Q��
GLI1, �ã�W�R���M�H���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���L�]�R�V�W�D�Q�N�R�P���S�U�R�W�H�L�Q�V�Ne ekspresije GLI1 i PTCH. Potencijal provedene 
inhibicije je doista velik, no njene posljedice na rast stanica, njihovu migraciju i odgovor na 
terapiju tek moraju biti ispitane. 
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�1�L�N�R�O�L�Q�D���5�L�Q�þ�L�ü�� 

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Croatia  

Within the graduate thesis a knock-out cell line was created for the GLI1 gene using the 
CRISPR/Cas9 system. Such knock-out cell line will be used as an in vitro model for further 
analyses and can contribute to a better understanding of the role of Hedgehog-Gli (HH-GLI) 
signal pathway in tumor development and progression. Gen GLI1 is part of the mentioned 
signal pathway whose disturbed activation is described in 30% of tumors. GLI1 as a restricted 
activator of the signal pathway represents a significant target for the development of potential 
therapies, therefore SKOV3 cells were subjected to targeted modification of the GLI1 gene 
using the CRISPR/Cas9 system. The initial procedure involved sgRNA design and its cloning 
into the plasmid vector. The SKOV3 cells were transfected with plasmid vectors and then 
planted in 96-well (1 cell per well) to produce a homogeneous line from each cell in each 
well. Proteins were isolated from selected cell lines and analyzed with Western Blot analysis. 
Western blot analysis investigated the protein expression of the transcription factor GLI1 and 
the PTCH protein that represents its target molecule. Using the CRISPR/Cas9 system, a 
knock-out GLI1 cell line was successfully developed and confirmed by the absence of protein 
expression of GLI1 and PTCH. The potential of this inhibition is high, but its effects on cell 
growth, migration, and response to therapy need to be investigated. 

(55 pages, 23 figures, 7 tables, 107 references, original in: Croatian)  
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     POPIS KRATICA 

1. UVOD............................................................................................................................1 

                 1.1 Signalni put Hedgehog-Gli (HH-GLI)�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«������ �«�«������ 

                           1.1.1 Povijesni pregled�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�« ..1 

                 1.2  Kanonska aktivacija prijenosa signala�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�« ..2 

                           1.2.1 Transkripcijski faktori GLI�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«��  

                 1.3 Nekanonska aktivacija prijenosa signala �«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�« .�«���� 

                 1.4 Uloga signalnog puta HH-GLI u embrionalnom razvoju�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«��������  

                 1.5 Uloga signalnog puta HH-GLI u odraslom organizmu�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«������  

                 1.6 Uloga signalnog puta HH-GLI u karcinogenezi�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�« .9 

                 1.7 �6�X�V�W�D�Y���&�5�,�6�3�5���&�D�V���«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«����������                     

                             1.7.1 CRISPR/Cas9 metodologija�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«��������  

                             1.7.2 Potencijal sustava CRISPR/Cas9 u terapiji�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«����������  

 

2. �&�,�/�-���,�6�7�5�$�ä�,�9�$�1�-�$�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«����  

 

3. MATERIJALI I METODE�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�����«�«�«�«�«����  

               3.1 Materijali�«�« �«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«���«�«�«�«�«�«�����«�«�«������ 20 

                3.2 Metode�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«����������  

                          3.2.1 Dizajn molekula sgRNA�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«��������  

                          3.2.2 Kloniranje sgRNA u plazmidni vektor�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«������  

                          �������������$�Q�D�O�L�]�D���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���N�R�O�R�Q�L�M�D���O�D�Q�þ�D�Q�R�P���U�H�D�N�F�L�M�R�P���S�R�O�L�P�H�U�D�]�H�«�«�����«�«������  

                          3.2.4 Izolacija plazmidne DNA �L�]���E�D�N�W�H�U�L�M�D�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�« ..�«�«�«����  

                           3.2.5 Sekvenciranje plazmidne DNA�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«��������  

                          3.2.6 �5�D�G���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���N�X�O�W�X�U�D�P�D�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«������  

                                   3.2.6.1 Odmrzavanje stanica�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«����  

                                   3.2.6�������3�U�H�V�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���L���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���V�W�Dnica u kulturi�«�«�«�«�«�«�«�«�«��������  

                                   3.2.6.3 Transfekcija stanica�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«��������  

                                   3.2.6.4 Propagacija klonova�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«������  



 
 

                                   3.2.6.5 Zamrzavanje stanica�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«������  

                          3.2.7 Izdvajanje proteina iz stanica�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«����������  

                          3.2.8 Metoda ,,Western blot�³�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�« �«�«�«�«�«�« �«�������������� 

 

4. REZULTATI�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«������������  

                     4.1 Dizajn molekula sgRNA�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«�«����������  
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EGFR   eng. Epidermal growth factor receptor, receptor epidermalnog faktora rasta 
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IGF   eng. Insulin-�O�L�N�H���J�U�R�Z�W�K���I�D�F�W�R�U�����I�D�N�W�R�U���U�D�V�W�D���V�O�L�þ�D�Q���L�Q�]�X�O�L�Q�X 

IHH    gen Indian Hedgehog 

IL-1   interleukin 1 

IL-6   interleukin 6 
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MYC   protein Myc 

NANOG  gen Nanog 

NCBI   National Center for Biotechnology Information 

NHEJ   eng. Nonhomologous end-joining, nehomologno sparivanje krajeva 

NOTCH   gen Notch 

NRP   protein Neuropilin 

PAM   protospacer adjacent motif 

PBS   eng. Phosphate Buffer Saline, fosfatni pufer 

PCR   �H�Q�J�����3�R�O�\�P�H�U�D�V�H���F�K�D�L�Q���U�H�D�F�W�L�R�Q�����O�D�Q�þ�D�Q�D���U�H�D�N�F�L�M�D���S�R�O�L�P�H�U�D�]�R�P 
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 p53   gen p53 
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REN   gen Ren 
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sgRNA                           single guide RNA 
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                                       transducina 

 

 

    



1 
 

1. UVOD 

  

1.1    Signalni put Hedgehog-Gli (HH -GLI)  

 

1.1.1 Povijesni pregled 

�3�X�W�� �R�G�� �N�X�W�L�N�X�O�H�� �Y�L�Q�V�N�H�� �P�X�ã�L�F�H�� �G�R�� �U�Dz�Y�R�M�D�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K�� �W�H�U�D�S�L�M�D�� �]�D�S�R�þ�H�R�� �M�H�� �R�V�D�P�G�H�V�H�W�L�K��

�J�R�G�L�Q�D�� �S�U�R�ã�O�R�J�� �V�W�R�O�M�H�ü�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P���&�K�U�L�V�W�L�D�Q�H�� �1�•�V�Vlein-Volhard i Erica Wieschausa 

(Briscoe i Therond, 2005). �8���V�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���S�U�R�X�þ�D�Y�D�O�L���V�X�� �P�X�W�D�Q�W�Q�H���R�E�O�L�N�H�� �O�L�þ�L�Q�N�L�� �Y�L�Q�V�N�H��

�P�X�ã�L�F�H��Drosophila melanogaster. Genska mutacija koju su otkrili uzrokovala je razvojne 

�G�H�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �X�� �Y�L�G�X�� �V�H�J�P�H�Q�W�D�F�L�M�H�� �W�L�M�H�O�D�� �O�L�þ�L�Q�N�H���� �0�X�W�D�Q�W�Q�H�� �O�L�þ�L�Q�N�H�� �L�P�D�O�H�� �V�X�� �Q�H�R�E�L�þ�Q�H�� �
�
�E�R�G�O�M�H�
�
��

�Q�D���O�H�ÿ�L�P�D���N�R�M�H���V�X���]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L�N�H���S�R�G�V�M�H�W�L�O�H���Q�D���E�R�G�O�M�H���M�H�å�D�����W�H���M�H���V�W�R�J�D���J�H�Q���G�R�E�L�R���L�P�H��Hedgehog 

���K�U�Y�����M�H�å�� �����1�•�V�V�O�H�L�Q-Volhard i Wieschaus, 1980). Molekularna karakterizacija uslijedila je 12 

godina kasnije te pokazala da se radi o sekrecijskom proteinu koji regulira rast susjednih 

�V�W�D�Q�L�F�D�� ���,�Q�J�K�D�P�� �L�� �0�F�0�D�K�R�Q���� �������������� �'�D�Q�D�V�� �V�X�� �S�R�]�Q�D�W�D�� �W�U�L�� �W�N�L�Y�Q�R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �K�R�P�R�O�R�Ja gena 

Hedgehog kod sisavaca, Sonic Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH) i Desert Hedgehog 

(DHH). Ostale komponente signalnog puta HH-GLI, receptor Patched (PTCH), koreceptor 

Smoothened ���6�0�2�����W�H���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�� �I�D�N�W�R�U�L�� �*�/�,�����W�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�X�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�Q�L�� �S�R�P�R�üu genetike 

�Y�L�Q�V�N�H�� �P�X�ã�L�F�H�� �W�H�� �V�Y�R�M�H�� �Q�D�]�L�Y�H�� �G�X�J�X�M�X�� �I�H�Q�R�W�L�S�V�N�L�P�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�D�P�D�� �P�X�W�D�Q�W�Q�L�K�� �O�L�þ�L�Q�N�L���� �*�H�Q�L��

PTCH i SMO �V�X�� �G�R�E�L�O�L�� �L�P�H�� �S�R�� �L�]�J�O�H�G�X�� �N�U�L�O�D�� �P�X�W�D�Q�W�Q�L�K�� �O�L�þ�L�Q�N�L�� �Y�L�Q�V�N�H�� �P�X�ã�L�F�H�� ��patched hrv. 

zakrpan, smoothened �K�U�Y�����]�D�J�O�D�ÿ�H�Q�������*�H�Q��GLI �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �L�]�Q�L�P�N�X�� �M�H�U���Q�D�]�L�Y���G�X�J�X�M�H���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�L��

da je do 50 puta amplificiran u malignim gliomima (Kinzler i sur., 1987). Nedugo nakon toga 

otkriveni su geni GLI2 i GLI3 (Ruppert i sur., 1988) te njihova funkcija transkripcijskih 

faktora (Kinzler i sur., 1988). Pavletich i Pabo su 1993. �J�R�G�L�Q�H�� �U�M�H�ã�L�O�L kristalnu strukturu 

�S�U�R�W�H�L�Q�D�� �*�/�,�� �W�H�� �Q�M�L�K�R�Y�� �Q�D�þ�L�Q�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �]�D�� �P�R�O�H�N�X�O�X�� �'�1�$���� �)�X�Q�N�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�L�� �V�D�þ�L�Q�M�D�Y�D�M�X��

�R�Y�D�M���V�L�J�Q�D�O�Q�L���S�X�W���þ�Y�U�V�W�R���M�H���H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L���V�D�þ�X�Y�D�Q�D���P�H�ÿ�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���Y�U�V�W�D�P�D�����Q�R���S�R�V�W�R�M�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H��

razlike �L�]�P�H�ÿ�X���V�L�V�D�Y�D�F�D���L���E�H�V�N�U�D�O�M�H�ã�Q�M�D�N�D�����0�X�U�R�Q�H���L���V�X�U���������������������,�D�N�R���V�X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X���V�N�O�R�S�X��

�U�D�]�Y�R�M�Q�H���E�L�R�O�R�J�L�M�H���R�P�R�J�X�ü�L�O�D�� �E�R�O�M�H���U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�H���R�Y�R�J���V�L�J�Q�D�O�Q�R�J���S�X�W�D�����M�R�ã���V�X���P�Q�R�J�D���S�L�W�D�Q�M�D��

�R�V�W�D�O�D�� �Q�H�R�G�J�R�Y�R�U�H�Q�D���� �'�D�Q�D�V�� �M�H�� �S�R�]�Q�D�W�D�� �N�O�M�X�þ�Q�D�� �X�O�R�J�D�� �V�L�J�Q�D�O�Q�R�J�� �S�X�W�D�� �+�+-GLI u pravilnom 

embrionalnom razvoju. Posljedice nenormalnog funkcioniranja HH-GLI mogu se vidjeti u 

�R�E�O�L�N�X�� �U�D�]�Y�R�M�Q�L�K�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �*�R�U�O�L�Q�R�Y�� �V�L�Q�G�U�R�P�� �W�H novija istra�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X��

vezu HH-GLI s �Q�D�V�W�D�Q�N�R�P���P�Q�R�J�L�K���V�S�R�U�D�G�L�þ�Q�L�K���W�X�P�R�U�D�����%�U�L�V�F�R�H���L���7�K�H�U�R�Q�G����������3). 
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1.2 Kanonska aktivacija prijenosa signala 

Kanonska aktivacija signalnoga puta HH-GLI se temelji na vezanju liganda HH na receptor 

PTCH (Slika 1). K�R�G�� �V�L�V�D�Y�D�F�D�� �S�R�V�W�R�M�H�� �W�U�L�� �W�N�L�Y�Q�R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �K�R�P�R�O�R�J�D�� �J�H�Q�D��HH: Sonic 

Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH) i Desert Hedgehog (DHH) (Ingham i McMahon, 

�������������� �=�D�� �E�L�R�O�R�ã�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �O�L�J�D�Q�G�D�� �+�+�� �V�X�� �Y�D�å�Q�H�� �S�R�V�W�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�H�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�H�� �X�� �Y�L�G�X��

vezanja kolesterola i palmitinske kiseline (Peters i sur., 2004). �2�V�L�P���ã�W�R���Y�H�]�D�Q�M�H�P���]�D���U�H�F�H�S�W�R�U��

PTCH mogu pokrenuti autokrinu aktivaciju HH-GLI, stvaranjem koncentracijskog gradijenta 

�R�N�R���W�N�L�Y�D�����L�]�D�]�L�Y�D�M�X���R�G�J�R�Y�R�U�H���L���R�N�R�O�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����ã�W�R���L�P���G�D�M�H���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H���P�R�U�I�R�J�H�Q�D�����&�U�R�V�V���L��

Bury, 2004). Glavni regulator sekrecije HH je protein Dispatched ���'�,�6�3���� �N�R�M�L�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D��

njegov�R�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �L�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� �Q�D�� �R�N�R�O�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� ���%�X�U�N�H�� �L�� �V�X�U������ ������������ Receptor PTCH 

predstavlja negativni regulator signalnog puta HH-�*�/�,�� �W�D�N�R�� �ã�W�R�� �X�� �R�G�V�X�V�W�Y�X�� �O�L�J�D�Q�G�D�� �+�+��

�R�Q�H�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�� �V�L�J�Q�D�O�D�� �L�Q�K�L�E�L�U�D�M�X�ü�L�� �N�R�U�H�F�H�S�W�R�U��Smoothened (SMO) (Ingham, 1991). 

Kod sisavaca su opisana dva homologa proteina PTCH: PTCH1 i PTCH2 (Zaphiropoulos, 

1999). �9�H�]�D�Q�M�H�P�� �O�L�J�D�Q�G�D�� �+�+���� �S�U�H�V�W�D�M�H�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�D�� �6�0�2�� �R�G�� �V�W�U�D�Q�H�� �3�7�&�+���� �R�P�R�J�X�ü�H�Q�� �M�H��

prijenos signala i aktivacija transkripcijskih faktora GLI te naposlijetku dolazi do 

transkripcije �F�L�O�M�Q�L�K���J�H�Q�D���P�H�ÿ�X���N�R�M�L�P�D���M�H���L���V�D�P���3�7�&�+. (Marigo, 1996). 

 

Slika 1. Prikaz signalnog puta HH-GLI kod sisavaca. Desni dio slike prikazuje inaktivan signalni put: 
�X�� �R�G�V�X�V�W�Y�X�� �O�L�J�D�Q�G�D�� �+�+�� �U�H�F�H�S�W�R�U�� �3�7�&�+�� �L�Q�K�L�E�L�U�D�� �N�R�U�H�F�H�S�W�R�U�� �6�0�2�� �þ�L�P�H�� �V�H�� �E�O�R�N�L�U�D�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�� �V�L�J�Q�D�O�D����
�3�U�R�W�H�L�Q�L���*�/�,���V�X���Y�H�]�D�Q�L���]�D���U�H�S�U�H�V�R�U���6�8�)�8���N�R�M�L���V�S�U�M�H�þ�D�Y�D���Q�M�L�K�R�Y�X���W�U�D�Q�V�O�R�N�D�F�L�M�X���X���M�H�]�J�U�X���L���R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D���L�K��
za razgradnju u proteasomu. Cijepanjem proteina GLI u proteasomu nastaje represorski oblik koji 
blokira transkripciju ciljnih gena. Lijevi dio slike prikazuje kanonski prijenos signala koji se ostvaruje 
�Y�H�]�D�Q�M�H�P���O�L�J�D�Q�G�D���+�+���]�D���U�H�F�H�S�W�R�U���3�7�&�+�����1�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���S�U�H�V�W�D�M�H���L�Q�K�L�E�L�F�Lja koreceptora SMO i dolazi do 
�S�U�L�M�H�Q�R�V�D���V�L�J�Q�D�O�D�����3�U�R�W�H�L�Q�L���*�/�,���V�H���R�W�S�X�ã�W�D�M�X���R�G���U�H�S�U�H�V�R�U�D���6�8�)�8���W�H���Q�H�S�R�F�L�M�H�S�D�Q�L���W�U�D�Q�V�O�R�F�L�U�D�M�X���X���M�H�]�J�U�X��
�J�G�M�H���S�R�W�L�þ�X���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�X���F�L�O�M�Q�L�K���J�H�Q�D�����S�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R prema Velcheti i Govindan, 2007). 
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Uz receptor PTCH, u primanju signala sudjeluje koreceptor Smoothened (SMO). SMO je za 

razliku od PTCH pozitivni regulator signalnog puta HH-GLI jer u odsustvu PTCH biva stalno 

�D�N�W�L�Y�D�Q���W�H���Y�U�ã�L���W�U�D�Q�V�G�X�N�F�L�M�X���V�L�J�Q�D�O�D���X���V�W�D�Q�L�F�X�����0�X�U�R�Q�H���L���V�X�U������������������ Priroda interakcije PTCH 

i SMO preds�W�D�Y�O�M�D���M�H�G�Q�R���R�G���Q�D�M�Y�H�ü�L�K���Q�H�U�D�]�M�D�ã�Q�M�H�Q�L�K���S�L�W�D�Q�M�D���Y�H�]�D�Q�L�K���]�D���+�+-GLI. Vezanje HH 

�Q�D�� �3�7�&�+�� �G�R�N�L�G�D�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�X�� �6�0�2�� �W�H�� �M�H�� �R�P�R�J�X�ü�H�Q�D�� �Q�M�H�J�R�Y�D�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D���� �6�P�D�W�U�D�� �V�H�� �G�D�� �M�H�� �]�D��

�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �N�O�M�X�þ�Q�D�� �Q�M�H�J�R�Y�D�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D�� �S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�D�� �N�L�Qazama PKA i CK1, te transport sa 

�X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �Y�H�]�L�N�X�O�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �P�H�P�E�U�D�Q�X�� ���-�L�D�� �L�� �V�X�U������ �������������� �$�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L�� �6�0�2�� �X�]�U�R�N�X�M�H��

kaskadni prijenos signala koji je posredovan fosforilacijom molekula. �8�� �N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L����

�I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �*�/�,�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �X�O�D�]�D�N�� �X�� �M�H�]�J�U�X���� �Q�M�L�K�R�Y�R�� �Yezanje za ciljne gene i 

transkripciju (Osterlund i Kogerman, 2006). 

 

1.2.3 Transkripcijski faktori GLI  

Obitelj gena GLI �þ�L�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �V motivom cinkovog prsta (Slika 2) koji djeluju kao 

�W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�� �I�D�N�W�R�U�L�� �Y�H�å�X�ü�L�� �V�H�� �]�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���� �H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L�� �N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �'�1�$��

(Ruppert, 1988). Kod sisavaca postoje tri gena, GLI1, GLI2 i GLI3. Proteini GLI1 i GLI3 

�S�U�H�S�R�]�Q�D�M�X�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L�� �R�þ�X�Y�D�Q�X�� �V�H�N�Y�H�Q�F�X�� ���
-GACCACCCA-3' u promotorskim regijama 

�F�L�O�M�Q�L�K���J�H�Q�D�����G�R�N���*�/�,�����S�U�H�S�R�]�Q�D�M�H���M�D�N�R���V�O�L�þ�Q�X���V�H�N�Y�H�Q�F�X 5'-GAACCACCCA-3'.  

 

Slika 2. Shematski prikaz strukture proteina GLI vezanog za DNA.  Regije cinkovog prsta (5) 
�S�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �V�X�� �X�� �R�E�O�L�N�X�� �F�U�Y�H�Q�L�K�� �]�D�Y�R�M�Q�L�F�D�� ���å�X�W�H�� �N�X�J�O�H�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �D�W�R�P�H�� �F�L�Q�N�D����(preuzeto iz 
Mastrangelo, 2018). 

�3�U�R�W�H�L�Q�L���*�/�,���G�M�H�O�X�M�X���N�D�R���D�N�W�L�Y�D�W�R�U�L�� �L�O�L���U�H�S�U�H�V�R�U�L���R�Y�L�V�Q�R���R���J�U�D�ÿ�L njihovih terminalnih domena. 

N-term�L�Q�D�O�Q�D�� �G�R�P�H�Q�D�� �V�D�G�U�å�L�� �U�H�S�U�H�V�L�M�V�N�X aktivnost, dok C-�W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�D�� �U�H�J�L�M�D�� �V�D�G�U�å�L��

aktivacijsku domenu. Kod GLI1 je N-�W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�D�� �G�R�P�H�Q�D�� �M�D�N�R�� �V�N�U�D�ü�H�Q�D�� �þ�L�P�H�� �M�H�� �L�]�J�X�E�L�R��
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�U�H�S�U�H�V�R�U�V�N�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�����W�H���L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R���G�M�H�O�X�M�H���N�D�R���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�Vki aktivator. GLI 2 i GLI3 mogu 

djelovati i kao aktivatori i kao represori (Dai i sur., 1999). Dvojna uloga GLI2 i GLI3 ovisi o 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �N�R�Q�W�H�N�V�W�X���� �W�H�� �M�H�� �S�U�L�P�D�U�Q�R�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�Q�D�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�R�P���� �*�/�,�� ���� �L�� �*�/�,���� �V�H�� �S�U�L�P�D�U�Q�R��

aktiviraju kao odgovor na signal, dok je transkripcija gena GLI1 posljedica njhove aktivacije 

(Sasaki i sur., 1999). �0�H�ÿ�X�R�G�Q�R�V�� �R�Y�D�� �W�U�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �*�/�,�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�� �X�W�M�H�F�D�M�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�H���V�H�� �þ�H�V�W�R��

naziva u literaturi �N�{�G GLI (Ruiz i Altaba, 2007). �3�U�R�W�H�L�Q�L���*�/�,�� �L�P�D�M�X���S�U�H�N�O�D�S�D�M�X�ü�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H����

stoga razvoj pojedinih GLI ,,knock-out�³ modela predstavlja veliki potencijal za bolje 

razumijevanje funkcija pojedinog proteina. 

�.�O�M�X�þ�D�Q�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L��proteina GLI kod sisavaca je tumor supresor SUFU (eng. 

Suppresor of Fused protein).  SUFU predstavlja negativni regulator signalnog puta HH-GLI 

�W�D�N�R�� �ã�W�R�� �X�� �R�G�V�X�V�W�Y�X�� �O�L�J�D�Q�G�D�� �+�+���� �]�D�G�U�å�D�Y�D�� �*�/�,�� �X�� �F�L�W�R�S�O�D�]�P�L���� �X�S�X�ü�X�M�H�� �Q�D�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�X�� �X��

�S�U�R�W�H�D�V�R�P�X���W�H���W�L�P�H���R�Q�H�P�R�J�X�ü�D�Y�D���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�X���F�L�O�M�Q�L�K���J�H�Q�D�����6�W�R�Q�H���L���V�X�U���������������������3�U�R�W�H�L�Q�L���*�/�,��

�V�H�� �S�U�Y�R�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�M�X�� �S�R�P�R�ü�X�� �N�L�Q�D�]�D�� �3�.�$���� �*�6�.���� i���L�O�L�� �&�.������ �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �L�K�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�M�H��

ubikvitin ligaza  ���7�U�&�3�����H�Q�J���� ��-transducin-repeat containing protein�����ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R���Q�M�K�R�Y�H��

�G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�H���L���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���U�H�S�U�H�V�R�U�V�N�H���I�R�U�P�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���*�/�,���N�R�M�D���Y�H�å�X�ü�L���V�H���]�D���'�1�$���R�Q�H�P�R�J�X�ü�D�Y�D��

transkripciju ciljnih gena (Pan i sur, 2006). Shi i suradnici su dokazali da SUFU vezanjem za 

�*�/�,�� �S�U�H�N�U�L�Y�D�� �Y�H�]�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �]�D�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q���� �L�P�S�R�U�W�L�Q�� �.�D�S������ �W�H�� �W�D�N�R�� �R�Q�H�P�R�J�X�ü�D�Y�D��

�Q�M�H�J�R�Y���W�U�D�Q�V�S�R�U�W���X���M�H�]�J�U�X�������������������2�V�L�P���R�Y�R�J���Q�D�þ�L�Q�D���U�H�J�X�O�D�F�L�M�H�����6�8�)�8���V�H�� �P�R�å�H�� �O�R�N�D�O�L�]�L�U�D�W�L���X��

jezgri, te direktno vezati za GLI vezna mjesta na DNA i inhibirati gensku transkripciju (Chen 

i sur., 2009). Vezanje liganda HH za receptor PTCH uzrokuje raspad kompleksa GLI-SUFU i 

nastanak aktivirane �I�R�U�P�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �*�/�,�� �N�R�M�L�� �R�G�O�D�]�L�� �X�� �M�H�]�J�U�X�� �L�� �Y�H�å�H�� �]�D�� �S�U�R�P�R�W�R�U�V�N�H�� �U�H�J�L�M�H��

ciljnih gena.  

Glavni ciljni geni signalnog puta HH-GLI su PTCH1, PTCH2 i GLI1, stoga razina njihovih 

�P�5�1�$�� �L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �Y�M�H�U�R�G�R�V�W�R�M�Q�L�� �L�Q�G�L�N�D�W�R�U�� �]�D�� �S�U�D�ü�H�Q�M�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �V�L�J�Q�D�O�Q�R�J�� �S�X�W�D��

���'�D�L�� �L�� �V�X�U������ �������������� �2�V�W�D�O�L�� �J�H�Q�L�� �þ�L�M�X�� �W�U�D�Q�Vkripciju kontroliraju (Slika 3) �V�X�� �þ�O�D�Q�R�Y�L�� �V�L�J�Q�D�O�Qog 

puta WNT, regulator apoptoze BCL2, VEGFA�����U�H�J�X�O�D�W�R�U�L���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���F�L�N�O�X�V�D���F�L�N�O�L�Q���'�����F�L�N�O�L�Q���(����

MYC te mnogi drugi (Zhang i sur., 2013). 
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    Slika 3. Ciljni geni signalnog puta HH-�*�/�,�����S�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���S�U�H�P�D��Zheng i sur., 2013). 
 

1.3 Nekanonska aktivacija prijenosa signala 

Za kanonsku �N�O�D�V�L�þ�Q�X���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���V�L�J�Q�D�O�Q�R�J���S�X�W�D���+�+-�*�/�,���Q�X�å�Q�D���M�H���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���O�L�J�D�Q�G�D���+�+���N�R�M�L��

�S�R�N�U�H�ü�H�� �V�L�J�Q�D�O�Q�X�� �N�D�V�N�D�G�X�� �L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�H�� �I�D�N�W�R�U�H�� �*�/�,�� ���+�D�Q�Q�D�� �L�� �6�H�Y�G�H���� ��������������

�1�R�Y�L�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �R�W�N�U�L�Y�D�M�X�� �Y�D�å�Q�Rst nekanonske kontrole signalnog puta koja odstupa od 

�N�O�D�V�L�þ�Q�H�� �D�Ntivacije. Pod pojmom nekanonske �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L�F�L�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X��

HH-GLI s ostalim signalnim putevima, utjecaj epigenetskih mehanizama te nenormalnu 

aktivaciju HH-GLI uzrokovanu m�X�W�D�F�L�M�D�P�D�� ���â�N�R�G�D�� �L�� �V�X�U������ ������������ �3�D�Q�G�R�O�I�L�� �L�� �6�W�H�F�F�D���� ������������

Levanat, 2014). Nekanonska aktivacija HH-GLI povezuje se s pojavom razvojnih 

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

�0�Q�R�J�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �G�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�D�å�Q�R�V�W�� �L�Q�W�H�J�U�D�F�L�M�H�� �+H-GLI s drugim signalnim putevima u 

modifikaciji proteina GLI (Slika 4). �2�W�N�U�L�Y�H�Q�D���M�H���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���L�]�P�H�ÿ�X���+�+-GLI i signalnog puta 

�3�,���.���$�.�7���� �3�,���.���$�.�7�� �R�Q�H�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�X�� �*�/�,�����X�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�X�� �L�Q�W�H�U�I�H�U�L�U�D�M�X�ü�L��s 

fosforilacijom posredovanom �N�L�Q�D�]�D�P�D�� �3�.�$���*�6�.������ ��Riobo i sur., 2006). Signalni put 

PI3K/AKT2 inhibira funkciju GLI1 u neuroblastomima. AKT2 kinaza fosforilira kinazu 

�*�6�.�������� �W�H�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �R�Q�H�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �G�H�V�W�D�E�L�O�L�]�D�F�L�M�X�� �6�8�)�8���� �ã�W�R�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �V�P�D�Q�M�H�Q�R�P��

lokalizacijom GLI1 u jezgru i transkripcijom gena (Paul i �V�X�U���������������������0�H�ÿ�X�R�G�Q�R�V���+�+-GLI i 

�V�L�J�Q�D�O�Q�R�J�� �S�X�W�D�� �5�$�6���5�$�)���0�(�.�� �R�S�L�V�D�Q�� �M�H�� �X�� �Y�L�ã�H�� �S�U�L�P�M�H�U�D���� �.-Ras i N-�5�D�V�� �S�R�W�L�þ�X�� �D�N�L�Y�Q�R�V�W��
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GLI1, reguliraju njegovu ekspresiju u odsutnosti SMO (Nolan-�6�W�H�Y�D�X�[���L���V�X�U�������������������W�H���S�R�W�L�þ�X��

prelazak s autokrine na parakrinu signalizaciju HH-�*�/�,���X���D�G�H�Q�R�N�D�U�F�L�Q�R�P�X���J�X�ã�W�H�U�D�þ�H�����/�D�X�W�K���L��

sur., 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 izme�ÿ�X�� �+�+-GLI i obitelji gena Neuropilin (NRP). Aktivirani HH-GLI inducira 

�D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �1�5�3���� �L�� �1�5�3���� �N�R�M�L�� �]�D�X�]�Y�U�D�W�� �S�R�W�L�þ�X�� �M�D�þ�X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �+�+-�*�/�,�� �S�R�W�H�Q�F�L�U�D�M�X�ü�L��

�W�U�D�Q�V�G�X�N�F�L�M�X�� �V�L�J�Q�D�O�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �6�0�2�� �L�� �6�8�)�8�� ���������������� �,�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H�� �S�U�L�U�R�G�H�� �R�S�L�V�Dna je 

�L�]�P�H�ÿ�X���*�/�,�����L���S�������N�R�G���å�L�Y�þanih mati�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����S�������V�P�D�Q�M�X�M�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���L���O�R�N�D�O�L�]�D�F�L�M�X���*�/�,����

�X�� �M�H�]�J�U�X���� �G�R�N�� �*�/�,���� �S�R�W�L�þ�H�� �Q�M�H�J�R�Y�X�� �G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�� �O�L�J�D�]�H�� �(���� ���$�E�H�� �L�� �V�X�U������

2008).  

 

Slika 4. A: Shematski prikaz signalnog puta HH-GLI te njegovih pozitivnih (zeleno) i negativnih 
(crveno) regulatora. B: Direktni transkripcijski regulatori proteina GLI1, GLI2 i SHH (preuzeto i 
�S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���S�U�H�P�D��Pandolfi i Stecca, 2015). 

Osim interakcije s ostalim signalnim putevima, nekanonska aktivacija prema nekim 

�W�X�P�D�þ�H�Q�M�L�P�D podrazumijeva nenormalno funkcioniranje onkogene prirode, uzrokovano 

�Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �P�X�W�D�F�L�M�D�P�D���� �5�D�L�I�H�Q�E�H�U�J�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �V�X�� �X�� �V�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �L�]�� ���������� godine opisali 

aktivaciju HH-GLI neovisnu o ligandu. Konstitutivna aktivacija signalnog puta je uzrokovana 

pozitivnim mutacijama SMO ili negativnim mutacijama PTCH i/ili SUFU. Prvi takav s�O�X�þ�D�M��

je opisan kod pacijenta s mutacijom PTCH1 oboljelog od Gorlinovog sindroma (Johnson i 
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�V�X�U���������������������.�R�G���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Y�U�V�W�D���N�D�U�F�L�Q�R�P�D���R�S�L�V�D�Q�D���M�H���D�X�W�R�N�U�L�Q�D���L���S�D�U�D�N�U�L�Q�D���V�L�J�Q�D�O�L�]�D�F�L�M�D���+�+-

�*�/�,���N�R�M�D���S�R�W�L�þ�H���S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X���L���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X���W�X�P�R�U�V�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����â�N�R�G�D���L���V�X�U�������������������� 

 

1.4 Uloga signalnog puta HH-GLI u embrionalnom razvoju 

�(�P�E�U�L�R�J�H�Q�H�]�D�� �M�H�� �V�O�R�å�H�Q���� �V�W�U�R�J�R�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�Q�� �S�U�R�F�H�V�� �X�� �N�R�M�H�P�� �V�X�G�M�H�O�X�M�H�� �Y�L�ã�H�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�K�� �S�X�W�H�Y�D����

�-�H�G�D�Q���R�G���N�O�M�X�þ�Q�L�K���U�H�J�X�O�D�W�R�U�D���S�U�D�Y�L�O�Q�R�J���U�D�]�Y�R�M�D���M�H���L���V�L�J�Q�D�O�Q�L���S�X�W���+�+-GLI. Proteini HH djeluju 

�N�D�R���P�L�W�R�J�H�Q�L���L���P�R�U�I�R�J�H�Q�L���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���I�D�]�D�P�D���U�D�]�Y�R�M�D���W�H���S�R�W�L�þ�X���P�R�U�I�R�J�H�Q�Hzu okolnih stanica. 

Nepravilno funkcioniranje bilo koje komponente HH-�*�/�,�� �L�]�D�]�L�Y�D�� �W�H�ã�N�H�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�H�� �X�� �Y�L�G�X��

�Q�H�S�U�D�Y�L�O�Q�R�J���U�D�]�Y�R�M�D�����U�H�]�X�O�W�L�U�D�M�X�ü�L���U�D�]�Y�R�M�Q�L�P���G�H�I�R�U�P�D�F�L�M�D�P�D�����3�H�W�U�R�Y�D���L���-�R�\�Q�H�U������������������ 

�7�L�M�H�N�R�P�� �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�R�J�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �6�+�+�� �M�H�� �L�]�U�D�å�H�Q�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �Q�H�X�U�D�O�Qe cijevi, notokordu te 

pupoljicima ekstremiteta (Jia i Jiang, 2006). SHH je ta�N�R�ÿ�H�U�� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�� �Q�D�� �H�S�L�W�H�O�Q�R-

�P�H�]�H�Q�K�L�P�D�O�Q�R�M�� �J�U�D�Q�L�F�L�� �R�U�J�D�Q�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �S�O�X�ü�D���� �å�H�O�X�G�D�F���� �G�O�D�þ�Q�L�� �I�R�O�L�N�X�O�L�� �L�� �]�X�E�L�� �J�G�M�H�� �S�R�W�L�þ�H��

prolifera�F�L�M�X���� �S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�H i diferencijaciju stanica (Ingham i McMahon, 2001). Signalna 

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �H�S�L�W�H�O�D �L�� �P�H�]�H�Q�K�L�P�D�� �M�H�� �Q�X�å�Q�D�� �]�D�� �S�U�D�Y�L�O�Q�X�� �R�U�J�D�Q�R�J�H�Q�H�]�X���� �6�P�D�W�U�D�� �V�H�� �G�D�� �M�H��

epitel izvor liganada koji odlaze na okolne mezenhimalne stanice i aktiviraju HH-GLI. Nakon 

�W�R�J�D�� �V�D�P�H�� �P�H�]�H�Q�K�L�P�D�O�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �M�R�ã�� �X�Y�L�M�H�N nepoznatim signalnim putevima djeluju na 

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

gubitkom funkcije SHH je ciklopija, tip holoprosencefalije s �W�H�ã�N�L�P���U�D�]�Y�R�M�Q�L�P���S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�P�D��

���=�K�D�Q�J�� �L�� �V�X�U������ �������������� �,�+�+�� �L�� �'�+�+�� �V�X�� �W�N�L�Y�Q�R�� �P�Q�R�J�R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�M�L�� �]�D�� �U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �6�+�+�� �N�R�M�L�� �M�H��

�W�N�L�Y�Q�R�� �ã�L�U�R�N�R�� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q���� �,�+�+�� �M�H�� �N�O�M�X�þ�D�Q�� �]�D�� �S�U�D�Y�L�O�Q�X�� �P�R�U�I�R�J�H�Q�H�]�X�� �N�R�V�W�L�M�X�� Zajedno s 

proteinom srodnim s paratiroidnim hormonom (PTHrP eng. Parathyroid hormone-related 

protein�����U�H�J�X�O�L�U�D���S�R�Q�D�ã�D�Q�M�H���K�R�Q�G�U�R�F�L�W�D�������-�L�D���L���-�L�D�Q�J�������������������'�+�+�����M�H���Q�X�å�D�Q���]�D���S�U�D�Y�L�O�D�Q���U�D�]�Y�R�M��

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

SMO tijekom embriogeneze rezultira ranom �O�H�W�D�O�Q�R�ã�ü�X�� ���=�K�D�Q�J�� �L�� �V�X�U������ �������������� �.�R�G�� �O�M�X�G�L����

mutacije u genu PTCH dovode do pojave Gorlinovog sindroma, dominantne autosomalne 

�E�R�O�H�V�W�L�� �N�R�M�X�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�M�X�� �U�D�]�Y�R�M�Q�H�� �G�H�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �K�R�O�R�S�U�R�V�H�Q�F�H�I�D�O�L�M�D���� �F�L�N�O�R�S�L�M�D����

malformacija udova, rascijep nepca i usana, te sklonost razvoja velikog broja tumora (Briscoe 

i Therond, 2013). Gubitak funkcije bilo koje od komponenti �L�P�D�� �W�H�ã�N�H�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�H�� �X�� �Y�L�G�X��

embrionalnog razvoja, stoga HH-GLI �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �M�H�G�D�Q�� �R�G�� �Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�L�K�� �U�D�]�Y�R�M�Q�L�K�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�K��

puteva. 
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1.5 Uloga signalnog puta HH-GLI u odraslom organizmu 

U odraslom organizmu signalni put HH-�*�/�,���M�H���L�Q�D�N�W�L�Y�D�Q���L�O�L���V�O�D�E�R���D�N�W�L�Y�D�Q�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����S�U�D�Y�L�O�Q�R��

funkcioniranje HH-�*�/�,�� �Q�X�å�Q�R�� �M�H�� �]�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �L�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�V�N�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� 

�U�H�J�H�Q�H�U�D�F�L�M�X���W�N�L�Y�D�����W�H���Q�D�S�R�V�O�L�M�H�W�N�X���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���K�R�P�H�R�V�W�D�]�H�������3�H�W�U�R�Y�D���L���-�R�\�Q�H�U������������������ 

�6�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �Y�D�å�Q�R�V�W�� �+�+-�*�/�,�� �X�� �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�R�P�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�J�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �Q�H��

�L�]�Q�H�Q�D�ÿ�X�M�H�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D�� �G�D�� �M�H�� �+�+-�*�/�,�� �M�H�G�D�Q�� �R�G�� �Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�L�K�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�D�� �R�G�U�D�V�O�H�� �Q�H�X�U�R�J�H�Q�H�]�H��

���7�U�D�L�I�I�R�U�W�� �L�� �V�X�U������ �������������� �6�+�+�� �M�H�� �Q�X�å�D�Q�� �]�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �L�� �S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�V�N�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X��

subventrikularnoj zoni i lateralnim ventrikulima (Petrova i Joyner, 2014).  Mutacije u genu 

�6�+�+���N�R�G���P�L�ã�H�Y�D���X�]�U�R�N�X�M�H���Q�H�V�W�D�Q�D�N���S�U�R�J�H�Q�L�W�R�U�V�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���X���]�R�Q�D�P�D���Q�H�X�U�R�J�H�Q�H�]e (Balordi i 

�)�L�V�K�H�O�O�������������������8���W�N�L�Y�L�P�D���H�N�W�R�G�H�U�P�D�O�Q�R�J���S�R�G�U�L�M�H�W�O�D���N�D�R���ã�W�R���M�H���N�R�å�D�����+�+-GLI eksprimiran na 

�H�S�L�G�H�U�P�D�O�Q�L�P�� �P�D�W�L�þ�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �S�R�W�L�þ�H�� �V�D�]�U�L�M�H�Y�D�Q�M�H��folikula dlake (Sato i sur., 1999). U 

�N�R�ã�W�D�Q�R�P�� �W�N�L�Y�X�� �+�+�� �R�G�U�å�D�Y�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�X�� �N�R�V�W�L�M�X���� �W�H�� �V�X�G�M�H�O�X�M�H�� �X�� �S�R�Sravku i revaskularizaciji 

�Q�D�N�R�Q�� �R�]�O�M�H�G�H�� ���)�X�F�K�V�� �L�� �V�X�U������ �������������� �3�R�Y�L�ã�H�Q�H�� �U�D�]�L�Q�H�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�H�� �6�+�+�� �L�� �,�+�+�� �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�H�� �V�X��

nakon lomova kostiju (Ito i sur., 1999). HH-�*�/�,�� �L�J�U�D�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �U�H�J�H�Q�H�U�D�F�L�M�L�� �P�L�ã�L�ü�D��

nakon ozljede promovi�U�D�M�X�ü�L���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�X, te usmjerav�D�Q�M�H�P���P�D�W�L�þ�Q�L�K���P�L�ã�L�ü�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���S�U�H�P�D��

�P�M�H�V�W�X���R�]�O�M�H�G�H�����.�R�O�H�Y�D���L���V�X�U���������������������.�D�R���N�R�G���N�R�V�W�L�M�X���L���P�L�ã�L�ü�D�����+�+-�*�/�,���L�J�U�D���N�O�M�X�þ�Q�X���X�O�R�J�X���X��

regeneraciji respiratornog i gastrointerstinalnog sustava (Petrova i Joyner, 2014). HH-GLI 

�V�L�J�Q�D�O�L�]�D�F�L�M�D�� �M�H�� �Y�D�å�Q�D�� �X�� �G�R�M�F�L�� �W�L�M�H�N�R�P�� �W�U�X�G�Q�R�ü�H�� �L�� �O�D�N�W�D�F�L�M�H�� ���/�H�Z�L�V�� �L�� �V�X�U������ �������������� �� �G�R�N�� �X��

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

�%�H�]���R�E�]�L�U�D���Q�D���E�U�R�M�Q�D���R�S�D�å�D�Q�M�D�����J�O�D�Y�Q�L���P�H�K�D�Q�L�]�P�L���U�H�J�X�O�D�F�L�M�H���L���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D���S�R�S�X�O�D�F�L�M�H���P�D�W�L�þ�Q�L�K��

i progenitorskih stan�L�F�D�� �M�R�ã�� �X�Y�L�M�H�N�� �Q�L�V�X��opisani. Iako je primarno aktivan tijekom 

embrionalnog razvoja, vidimo da HH-�*�/�,�� �V�X�G�M�H�O�X�M�H�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�L�� �M�D�N�R�� �Y�D�å�Q�L�K�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�� �X��

odra�V�O�R�P���R�U�J�D�Q�L�]�P�X�����W�H���M�H���Q�M�H�J�R�Y�D���X�O�R�J�D���X���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X���K�R�P�H�R�V�W�D�]�H���R�U�J�D�Q�L�]�P�D���Q�H�X�S�L�W�Q�D�� 
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1.6 Uloga signalnog puta HH-GLI u karcinogenezi 

�1�R�U�P�D�O�D�Q�� �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�L�� �U�D�]�Y�R�M�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�K�� �Suteva  koji reguliraju 

�S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X�����S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H�� �L���G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�X �V�W�D�Q�L�F�D�����N�D�R���ã�W�R���V�X���+�+-GLI (Briscoe i Therond, 

2013), WNT (Fodde i Brabletz, 2007), TGF-�� (Derynck i sur., 2001), NOTCH (Rizzo i sur., 

2008). Jednom kada se stanice maligno transformiraju, preuzimaju te koriste normalnu 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �P�D�ã�L�Q�H�U�L�M�X�� �]�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�K�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�� �X�� �Y�L�G�X�� �W�N�L�Y�Q�R�J�� �U�D�V�W�D���� �S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�D����

vaskularizacije i regeneracije. Signalni put HH-GLI tijekom embriogeneze regulira brojne 

aspekt�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �S�U�R�O�L�I�Hracije koji su tumorskim �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �Q�X�å�Qi tijekom procesa 

karcinogeneze ���+�D�Q�Q�D���L���6�K�H�Y�G�H�������������������0�Q�R�J�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��su pokazala da HH-GLI podupire 

proces karcinogeneze na �Y�L�ã�H���Q�D�þ�L�Q�D�� 

 Prvi opisani mehanizam aktivacije HH-GLI u karcinomima je aktivacija neovisna o ligandu 

uzrokovana mutacijama u genima PTCH1, SUFU  ili REN koje dovode do konstitutivne 

aktivacije SMO, ili amplifikacijom gena GLI1 i GLI2 koje uzrokuju konstitutivnu aktivaciju 

HH-GLI. Autokrina aktivacija ovisna o ligandu HH-�*�/�,�� �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D�� �M�H�� �X�� �N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�H�]�L��

�M�D�M�Q�L�N�D���� �G�H�E�H�O�R�J�� �F�U�L�M�H�Y�D���� �N�R�å�H���� �G�R�M�N�H���� �S�U�R�V�W�D�W�H���� �S�O�X�ü�D�� �L�� �P�Q�R�J�L�K�� �G�U�X�J�L�K organa. U ovakvom 

�V�O�X�þ�D�M�X���G�R�O�D�]�L���G�R���S�R�Y�L�ã�H�Q�H���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���O�L�J�D�Qda HH bez prisutnosti genet�L�þ�N�L�K���D�E�H�Uacija. Stanica 

�S�U�R�L�]�Y�R�G�L�� �L�� �S�R�Q�R�Y�R�� �Y�H�å�H�� �O�L�J�D�Q�G�� �+�+�� �W�H�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �V�W�Y�D�U�D�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�X�� �S�R�Y�U�D�W�Q�X�� �S�H�W�O�M�X�� �X�� �Y�L�G�X��

aktivacije HH-GLI (Cochrane i sur., 2015). Opisana je i parakrina aktivacija ovisna o ligandu 

koja predstavlja odraz mehanizma na kojem se temelji djelovanje HH-GLI tijekom 

embrionalnog razvoja. Tumorske stanice proizvode ligande HH koji aktiviraju stanice okolne 

tumorske strome. Mehanizam interakcije tumorskih stanica i strome nije u potpunosti 

�U�D�]�U�L�M�H�ã�H�Q���� �P�H�ÿ�X�W�L�P���S�Rznate su posljedice ovakvog tipa aktivacije. Stanice strome na poticaj 

�O�X�þ�H �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �I�D�N�W�R�U�H�� �U�D�V�W�D�� ���9�(�*�)���� �,�*�)���� �W�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�� �G�U�X�J�H�� �V�L�J�Q�D�O�Q�H�� �S�X�W�H�Y�H�� ���:�1�7���� �,�/-6) 

�þ�L�P�H�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�� �P�L�N�U�R�R�N�R�O�L�ã�� �S�R�J�R�G�D�Q�� �]�D�� �G�D�O�M�Q�M�L�� �U�D�]�Y�R�M�� �W�X�P�R�U�V�N�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���<�D�X�F�K�� �L�� �V�X�U������ ��������������

Ovakav tip aktivacije se povezuje s �N�D�U�F�L�Q�R�P�R�P���J�X�ã�W�H�U�D�þ�H�����%�D�L�O�H�\���L���V�X�U������������������ Opisana je i 

�U�H�Y�H�U�]�Q�D�� �S�D�U�D�N�U�L�Q�D�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �J�G�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�� �W�X�P�R�U�V�N�R�J�� �P�L�N�U�R�R�N�R�O�L�ã�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �V�W�U�R�P�D�O�Q�H��

�V�W�D�Q�L�F�H���N�R�ã�W�D�Q�H���V�U�å�L���L���H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�����O�X�þ�H���O�L�J�D�Q�G�H���+�+���W�H���W�D�N�R���S�R�W�L�þ�X���U�D�V�W tumorskih stanica 

(Pandolfi i Stecca, 2015) (Slika 5).  �6�P�D�W�U�D���V�H���G�D���R�Y�D�N�D�Y���Q�D�þ�L�Q���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���L�J�U�D���Y�H�O�L�N�X���X�O�R�J�X���X��

razvoju glioma (Becher i sur., 2008) i limfoma (Dierks i sur., 2007). �9�H�O�L�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�� �X��

abnormalnoj aktivaciji HH-GLI igraju i epigenetski mehanizmi u vidu hipermetilacije 

promotora gena PTCH  u dermoidima i fibromima jajnika (Cretnik i sur., 2007).  
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�1�H�G�D�Y�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �+�+-�*�/�,�� �L�P�D�� �Y�H�O�L�N�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X�� �W�X�P�R�U�V�Nih 

�P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���3�Dndolfi i Stecca, 2015) (Slika 6).  U svakom tumoru postoji populacija 

�P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�R�M�H�� �V�H�� �V�S�R�U�R�� �G�L�M�H�O�H, ali u potrebnim okolnostima imaju sposobnost brze 

proliferacije i stvaranja nove populacije tumorskih stanica (Nicolis i sur., 2007). Znanstvenici 

smatraju da su zbog svojstva spore diobe odgovorne za rezistenciju na konvencionalne 

�W�H�U�D�S�L�M�H���W�H���U�H�O�D�S�V���E�R�O�H�V�W�L�����â�N�R�G�D���L���V�X�U�������������������� 

 

Slika 5. Tipovi aktivacije signalnog puta HH-GLI u tumorskim stanicama. A. Aktivacija neovisna o 
ligandu: mutacije u genima PTCH, SUFU, REN uzrokuju konstitutivnu aktivaciju SMO ili 
amplifikacija gena GLI1 i GLI2 konstitutivnu aktivnost HH-GLI. B. Autokrina aktivacija ovisna o 
ligandu���� �W�X�P�R�U�V�N�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�R�M�D�þ�D�Q�R eksprimira ligand HH te ga i�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R�� �L�� �Y�H�å�H�� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L��
�S�R�]�L�W�L�Y�Q�X�� �S�H�W�O�M�X�� �X�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X�� �D�N�W�Lvnost HH-GLI. C. Parakrina aktivacija ovisna o ligandu: tumorske 
�V�W�D�Q�L�F�H�� �O�X�þ�H�� �O�L�J�D�Q�G�� �+�+�� �N�R�M�H�J�� �Y�H�å�X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �R�N�R�O�Q�H�� �V�W�U�R�P�H���� �$�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�W�U�R�P�H�� �]�D�X�]�Y�U�D�W�� �O�X�þ�H��
�U�D�]�O�L�þ�L�W�H���I�D�N�W�R�U�H���U�D�V�W�D���N�R�M�L���S�Uomoviraju progresiju tumorskih stanica. D. Reverzna parakrina aktivacija 
ovisna o ligandu�����V�W�D�Q�L�F�H���R�N�R�O�Q�H���V�W�U�R�P�H���S�U�R�L�]�Y�R�G�H���O�L�J�D�Q�G���+�+���N�R�M�H�J���Y�H�å�X��tumorske stanice ( preuzeto i 
�S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���S�U�H�P�D��Cochrane i sur., 2015). 
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HH-�*�/�,�� �L�J�U�D�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �L�� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�L�� �M�D�M�Q�L�N�D���� �V�W�R�J�D�� �Q�H���L�]�Q�H�Q�D�ÿ�X�M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�D��

povezanost s razvojem karcinoma jajnika. Neki znanstvenici smatraju da je nenormalna 

aktivacija HH-�*�/�,�� �X�� �N�D�U�F�L�Q�R�P�L�P�D�� �M�D�M�Q�L�N�D�� �V�W�D�O�Q�D�� �S�R�M�D�Y�D���� �G�R�N�� �V�H�� �G�U�X�J�L�� �L�S�D�N�� �Q�H�� �V�O�D�å�X�� Razlog 

kontradiktornih rezulata proizlazi vjerojatno iz interakcije HH-GLI  s ostalim signalnim 

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

jajnika zbog izostanka korelacije ekspresije SHH i ciljnih gena sign�D�O�Q�R�J�� �S�X�W�D���� �ã�W�R�� �V�H�� �P�R�å�H��

objasniti aktivacijom signalnog puta drugim mehanizmima (2009). Hiperaktivacija HH-GLI 

�M�H�� �Y�D�å�Q�D�� �]�D�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X�� �L�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �N�O�R�Q�V�N�R�J�� �U�D�V�W�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�U�L�P�D�U�Q�L�K�� �N�D�U�F�L�Q�R�P�D�� �M�D�M�Q�L�N�D��

(Bhattacharya i sur., 2008). Ray i suradnici su pokazali utjecaj HH-GLI na formiranje 

�V�I�H�U�R�L�G�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �M�D�M�Q�L�N�D���� �N�R�M�H�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D�� �W�X�P�R�U�V�N�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��

kemorezistencija, samoobnavljanje te diferencijacija (2011). HH-GLI u karcinomima jajnika 

�S�R�W�L�þ�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X���� �G�R�N�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�D��dovodi do supresije rasta i apoptoze tumorskih 

stanica. Zeng i suradnici su pokazali utjecaj HH-GLI na ekspresiju adhezijske molekule 

�&�'�������N�R�M�D���L�J�U�D���Y�D�å�Q�X���X�O�R�J�X���X���L�Q�Y�D�]�L�M�L���L���P�L�J�Uaciji tumorskih stanica jajnika (2017). 

 

 

Slika 6. Uloga HH-�*�/�,���X���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X���W�X�P�R�U�V�N�L�K�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����7�X�P�R�U�V�N�H���V�W�D�Q�L�F�H���Y�H�å�X���O�L�Jand HH 
�N�R�M�H�J�� �V�X�� �S�U�R�L�]�Y�H�O�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �R�N�R�O�Q�H�� �V�W�U�R�P�H���� �W�X�P�R�U�V�N�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�O�L�� �V�D�P�H�� �P�D�W�L�þ�Q�H�� �W�X�P�R�U�V�N�H�� �V�W�D�Q�L�F�H����
Aktivacijom HH-�*�/�,�� �U�H�J�X�O�L�U�D�� �V�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �J�H�Q�D��NANOG, SOX2 i BMI1 �N�R�M�L�� �R�G�U�å�D�Y�D�M�X��
populaciju m�D�W�L�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����7�X�P�R�U�V�N�H���P�D�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���V�X���N�H�P�R�U�H�]�L�V�W�H�Q�W�H���]�E�R�J���V�Y�R�M�V�W�Y�D���V�S�R�U�H���G�L�R�E�H���W�H��
�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X���S�R�Q�R�Y�Q�R���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���S�R�S�X�O�D�F�L�M�H��tumorskih stanica nakon terapije �X�]�U�R�N�X�M�X�ü�L���U�H�O�D�S�V��bolesti 
���S�U�H�X�]�H�W�R���L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���S�U�H�P�D��Cochrane i sur., 2015). 

 

Vidljivo je da HH-�*�/�,�� �V�X�G�M�H�O�X�M�H�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �D�V�S�H�N�W�L�P�D�� �N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�H�]�H���� �V�W�R�J�D�� �Q�H�� �þ�X�G�L��

�þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D��da je atraktivna meta za razvoj potencijalnih tumorskih terapija. Prvi otkriveni 

inhibitor signalnog puta HH-�*�/�,�� �M�H�� �F�L�N�O�R�S�D�P�L�Q�� �N�R�M�L�� �L�Q�K�L�E�L�U�D�M�X�ü�L�� �6�0�2�� �R�Q�H�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �G�D�O�M�Q�L��

prijenos signala (Levanat i sur., 2008).  �6�Y�H�� �V�H�� �Y�H�ü�L�� �Q�D�J�O�D�V�D�N�� �V�W�D�Y�O�M�D�� �Q�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �N�R�P�E�L�Q�L�U�D�Q�H��
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terapije zbog interakcije HH-GLI sa drugim signalnim putevima. Bolje razumijevanje HH-

�*�/�,���L���V�L�J�Q�D�O�Q�L�K���S�X�W�H�Y�D���V���N�R�M�L�P�D���M�H���X���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L���S�U�X�å�D���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���U�D�]�Y�R�M�D��efikasnijih terapija u 

�Y�L�G�X�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �Q�D�� �Y�L�ã�H�� �N�O�M�X�þ�Q�L�K�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L�� �N�R�M�L�P�D�� �ü�H�� �V�H�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �]�D�X�V�W�D�Y�L�W�L�� �S�U�R�J�U�H�V�L�M�X��

tumorskih stanica. 

 

1.9 Sustav CRISPR/Cas9 

�8�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �J�H�Q�R�P�D�� �M�H�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�N�L�� �S�U�L�V�W�X�S�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �X�� �V�W�X�G�L�M�D�P�D�� �J�H�Q�R�P�L�N�H���� �W�U�D�Q�V�J�H�Q�L�þ�Q�L�K��

�å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�� �L �J�H�Q�V�N�H�� �W�H�U�D�S�L�M�H���� �N�R�M�L�� �M�H�� �G�R�å�L�Y�L�R�� �V�Y�R�M�� �S�U�R�F�Y�D�W�� �X�� �]�D�G�Q�M�H�P�� �G�H�V�H�W�O�M�H�ü�X�� ���=�Kang i sur., 

2014). Znanstvenicima je oduvijek bio izazov otkriti funkciju gena u individualnom fenotipu, 

�V�W�R�J�D���V�X���V�Y�L���S�U�L�V�W�X�S�L���E�L�O�L���X�V�P�M�H�U�H�Q�L���Q�D���X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�H���L�O�L���S�U�H�N�R�P�M�H�U�Q�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�R�J���J�H�Q�D��

(Banga i �%�R�\�G���� �������������� �7�H�K�Q�L�N�H�� �X�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D genoma temelje se na programiranim i 

�Y�L�V�R�N�R�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �Q�X�N�O�H�D�]�D�P�D�� �N�R�M�H�� �P�R�J�X�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�W�L�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X�� �J�H�Q�R�P�X��

�R�U�J�D�Q�L�]�P�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �'�1�$- �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H vezne domene i DNA-�Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���F�L�M�H�S�D�M�X�ü�H�� �G�R�P�H�Q�H 

���=�K�D�Q�J�� �L�� �V�X�U������ �������������� �.�O�M�X�þ�Q�L�� �N�R�U�D�N�� �X�� �W�H�K�Q�L�N�D�P�D�� �X�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �J�H�Q�R�P�D�� �M�H�� �X�]rokovanje 

�G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�R�J�� �O�R�P�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �J�H�Q�V�N�R�J�� �O�R�N�X�V�D�� �R�G�� �L�Q�W�H�U�H�V�D�� ���&�D�U�U�R�O�O���� �������������� �'�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�L�� �O�R�P�R�Y�L��

inducirani nukleazama izazivaju popravak mehanizmom nehomolognog sparivanja krajeva 

(NHEJ eng. Nonhomologous end-joining���� �L�O�L�� �S�R�S�U�D�Y�N�D�� �Y�R�ÿ�H�Q�R�J�� �K�R�P�R�O�R�J�L�M�R�P�� ���+�'�5�� �H�Q�J����

Homology-directed repair������ �3�R�S�U�D�Y�D�N�� �S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�R�P�� �1�+�(�-�� �P�R�å�H��izazvati 

�L�Q�V�H�U�F�L�M�H���L�O�L���G�H�O�H�F�L�M�H���ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R���S�R�P�D�N�D���R�N�Y�L�U�D���þ�L�W�D�Q�M�D���N�R�G�L�U�D�M�X�ü�H���V�H�N�Y�H�Qce. Mehanizmom 

�+�'�5���P�R�å�H�P�R���Lzaziva�W�L���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���W�R�þ�N�D�V�W�H���P�X�W�D�F�L�M�H���U�H�N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�R�P���V�H�N�Y�H�Q�F�H���F�L�O�M�Q�R�J���O�Rkusa 

i donorskog kalupa DNA. �'�D�Q�D�V�� �M�H���S�R�]�Q�D�W�R���Y�L�ã�H�� �P�H�W�R�G�D���N�R�M�H���N�R�U�L�V�W�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �Q�X�N�O�H�D�]�H���]�D��

�S�R�V�W�L�]�D�Q�M�H�� �F�L�O�M�D�Q�L�K�� �G�Y�R�V�W�U�X�N�L�K�� �O�D�Q�þ�D�Q�L�K�� �O�R�P�R�Y�D���� �0�H�ÿ�X�� �Q�D�M�S�R�]�Q�D�W�L�M�L�P�D�� �V�X�� �Q�X�N�O�H�D�]�H�� �F�L�Q�N�R�Y�R�J��

prsta (ZFN eng. Zinc finger nucleases���� �W�H�� �H�I�H�N�W�R�U�V�N�H�� �Q�X�N�O�H�D�]�H�� �V�O�L�þ�Q�H�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�P��

aktivatorima (TALENs eng. Transcription activator-like effector nucleases������ �Q�R�� �Q�D�M�Y�H�ü�X��

�S�D�å�Q�M�X���X���]�D�G�Q�M�H�P���G�H�V�H�W�O�M�H�ü�X���S�O�L�M�H�Q�H���Q�X�N�O�H�D�]�H���&�D�V������CRISPR-associated protein 9 nuclease). 

�1�X�N�O�H�D�]�H�� �&�D�V���� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �Q�D�M�Q�R�Y�L�M�L�� �W�U�H�Q�G�� �X�� �X�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�X�� �J�H�Q�R�P�D�� �M�H�U�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X��

�M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�R�� �L�� �E�U�]�R�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� �S�U�H�Y�O�D�G�D�Y�D�M�X�ü�L�� �Q�H�N�H�� �R�G�� �J�O�D�Y�Q�L�K�� �S�U�R�E�O�H�P�D�� �S�U�L�M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K��

�Q�X�N�O�H�D�]�D���� �8�� �V�O�M�H�G�H�ü�H�P���ü�H���V�H�� �X�O�R�P�N�X�� �V�W�R�J�D�� �S�R�V�H�E�Q�D�� �S�D�å�Q�M�D�� �S�R�V�Y�H�W�L�W�L�� �R�Y�R�M�� �U�H�Y�R�O�X�Fionarnoj 

�P�H�W�R�G�L���� �Q�M�H�]�L�Q�L�P�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�P�D���� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�P�� �Q�H�G�R�V�W�D�F�L�P�D�� �W�H�� �E�X�G�X�ü�L�P�� �S�H�U�V�S�H�N�W�L�Y�D�P�D��

(Sander i Joung, 2014). 

 



13 
 

1.9.1 Metodologija CRISPR/Cas9 

�8�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �J�H�Q�R�P�D�� �P�H�W�R�G�R�P�� �&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �W�H�P�H�O�M�L�� �V�H�� �Q�D�� �R�W�N�U�L�ü�X�� �D�G�D�S�W�L�Y�Q�R�J�� �P�H�K�D�Q�L�]ma 

�L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �N�R�M�L�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �H�O�L�P�L�Q�D�F�L�M�X�� �V�W�U�D�Q�R�J�� �J�H�Q�H�W�L�þ�N�R�J�� �P�D�W�H�U�L�M�D�O�D��

���%�D�U�D�Q�J�R�X�� �L�� �V�X�U������ �������������� �%�D�N�W�H�U�L�M�H�� �U�H�D�J�L�U�D�M�X�� �Q�D�� �L�Q�Y�D�]�L�M�X�� �S�D�W�R�J�H�Q�D�� �W�D�N�R�� �ã�W�R�� �L�Q�W�H�J�U�L�U�D�M�X�� �N�U�D�W�N�H��

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

zvanu CRISPR (eng. Clustered regulary interspaced short palindromic repeat) (Wiedenheft i 

sur., 2012). Sustav CRISPR/Cas �M�H���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q���X�����������J�H�Q�R�P�D bakterija te 90% genoma arheja 

(Grissa i sur., 2007). 

 

Slika 7. Endogeni mehanizam �&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �X�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�P�D���� �� �6�W�U�D�Q�D�� �'�1�$�� �V�H�� �X�J�U�D�ÿ�X�M�H�� �X�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L��
genom unutar CRISPR lokusa. CRISPR lokus se transkribira i procesira u crNRA, tracrRNA i protein 
Cas9. Protein Cas9 tvori kompleks sa crRNA i tracrRNA te cijepa komplementarnu stranu DNA 
vezanu za sekvencu PAM (slika preuzeta s www.neb.com). 

 

Lokus CRISPR se sastoji od gena povezanih s CRISPR  (Cas eng. CRISPR-associated genes) 

�L�� �N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�L�K�� �S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X�ü�L�K�� �V�H�U�L�M�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�� ���G�L�U�H�N�W�Q�D�� �S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D���� �L�]�P�H�ÿ�X�� �N�R�M�L�K se nalaze 

�Q�H�S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X�ü�H�� �Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� ��spacers) s �S�R�G�X�G�D�U�D�M�X�ü�L�P�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�P�D�� �V�W�U�D�Q�R�J��

�J�H�Q�H�W�L�þ�N�R�J�� �P�D�W�H�U�L�M�D�O�D�� ��protospacers) (Hsu i sur., 2014). Transkripcijom regije CRISPR 

nastaje kratka molekula crRNA (CRISPR-derived RNA���� �N�R�M�D�� �V�D�G�U�å�L�� �V�H�N�Y�H�Q�F�X��

�N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�X�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�� �Q�X�N�O�H�L�Q�V�N�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�J�� �S�D�W�R�J�H�Q�D�� �N�R�M�L�� �M�H�� �S�R�N�X�ã�D�R�� �Q�D�S�D�V�W�L��

�E�D�N�W�H�U�L�M�X���� �F�U�5�1�$�� �X�V�P�M�H�U�D�Y�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �&�D�V�� �X�� �S�U�R�Q�D�O�D�å�H�Q�M�X�� �N�R�P�S�O�H�P�Hntarne ciljne sekvence 

�L�Q�Y�D�G�L�U�D�M�X�ü�H�J���S�D�W�R�J�H�Q�D���L���R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���Q�M�H�Q�R���F�L�M�H�S�D�Q�M�H (Slika 7) (Wiedenheft i sur., 2012). 

http://www.neb.com/
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Iz toga proizlazi da s�H���Q�D���S�R�W�L�F�D�M���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���S�D�W�R�J�H�Q�D�� regije spacers koriste kao transkripcijski 

�N�D�O�X�S�L���]�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H �F�U�5�1�$�����=�K�D�Q�J���L���V�X�U���������������������9�L�ã�H���R�G���������U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���&�D�V���M�H���G�R���V�D�G�D��

�R�S�L�V�D�Q�R�� ���+�D�I�W�� �L�� �V�X�U������ �������������� �3�U�R�W�H�L�Q�L�� �&�D�V�� �L�J�U�D�M�X�� �Y�D�å�Q�X�� �X�Oogu u biogenezi crRNA, ugradnji 

varijabilnih regija i degradaciji strane DNA. Na temelju sekvenci i strukture proteina Cas, 

sustav CRISPR/Cas se dijeli u tri osnovna tipa (Makarova i sur., 2011). Najjednostavniji je 

drugi tip CRISPR/Cas9 koji se temelji na aktivnosti proteina Cas9 (Slika 8). Protein Cas9 se 

�V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �Q�X�N�O�H�D�]�Q�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �+�1�+�� �L�� �Q�X�N�O�H�D�]�Q�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �V�O�L�þ�Q�H�� �5�X�Y�&,  te sudjeluje u 

pronalasku �V�W�U�D�Q�H�� �'�1�$�� �Y�R�ÿ�H�Q�� �P�R�O�H�N�X�O�R�P�� �5�1�$��i cijepanju iste (Jinek i sur., 2012). Zbog 

sudjelovanja u oba aspekta mehanizma, CRISPR/Cas9 se smatra najjednostavnijim za 

primjenu. Upravo je zbog pogodnih karakteristika sustav CRISPR/Cas9 bakterije 

Streptococcus pyogenes �P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�Q���]�D���S�U�L�P�M�H�Q�X���X���X�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�X���J�H�Q�R�P�D�� 

 

Slika 8. Sustav CRISPR/Cas9. sgRNA komplementarna ciljnoj sekvenci stvara kompleks sa 
�Q�X�N�O�H�D�]�R�P�� �&�D�V������ �9�H�]�D�Q�M�H�� �]�D�� �F�L�O�M�Q�X�� �V�H�N�Y�H�Q�F�X�� �M�H�� �R�P�R�J�X�ü�H�Q�R�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H�P�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �3�$�0�� �N�R�M�D�� �M�H��
vezana za sekvencu od interesa. Prepoznavanjem sekvence PAM, Cas9 uzrokuje dvostruke lomove u 
�F�L�O�M�Q�R�M���V�H�N�Y�H�Q�F�L���N�R�M�L���D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�H�K�D�Q�L�]�P�H���S�R�S�U�D�Y�N�D���'�1�$�����V�O�L�N�D preuzeta s www.neb.com). 

�8�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �J�H�Q�R�P�D�� �V�X�V�W�D�Y�R�P�� �&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �V�H�� �W�H�P�H�O�M�L�� �Q�D�� �L�]�D�]�L�Y�D�Q�M�X�� �G�Y�R�V�W�U�X�N�L�K�� �O�D�Q�þ�D�Q�L�K��

lomova i pokretanju �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D�� �S�R�S�U�D�Y�N�D�� �'�1�$�����=�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �M�H�� �L�� �W�R�� �G�D postoje 

nikazne (eng. nickase) �Y�D�U�L�M�D�Q�W�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �&�D�V���� �N�R�M�H�� �X�]�U�R�N�X�M�X�� �M�H�G�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�H�� �O�R�P�R�Y�H�� �F�L�O�M�Q�H��

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/Cas9, zrela se �P�R�O�H�N�X�O�D�� �F�U�5�1�$�� �X�G�U�X�å�X�M�H�� �V�D��

�W�U�D�Q�V�D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�R�P�� �F�U�5�1�$�� ���W�U�D�F�U�5�1�$�� �H�Q�J����Transactivating RNA) kako bi formirale 

�N�R�P�S�O�H�N�V�� �N�R�M�L�� �Y�R�G�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �&�D�V���� �G�R�� �F�L�O�M�Q�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H���� �7�U�D�F�U�5�1�$�� �M�H�� �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R��

komplementarna crRNA te sudjeluje u njezinom sazrijevanju. Na ciljnoj molekuli, protein 

Cas9 zahtjeva prepoznavanje sekvence komplementare crRNA i kratku sekvencu od tri 

nukleotida 5'-NGG, PAM ( Protospacer adjacent motif) (Zhang i sur., 2014). Sekvence PAM 

�R�N�U�X�å�X�M�X���V�H�N�Y�H�Q�F�H���V�W�U�D�Q�H���Q�X�N�O�H�L�Q�V�N�H���N�L�V�H�O�L�Q�H���N�R�M�D���M�H���L�Q�N�R�U�S�R�U�L�U�D�Q�D���X���U�H�Jiju CRISPR genoma 

�E�D�N�W�H�U�L�M�H���� �&�L�O�M�Q�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�� �P�R�U�D�� �G�L�U�H�N�W�Q�R�� �E�L�W�L�� �Y�H�]�D�Q�D�� �]�D�� �3�$�0�� �U�H�J�L�M�X�� �W�H���W�D�M���G�R�J�D�ÿ�D�M�� �V�O�X�å�L�� �N�D�R��

�G�R�N�D�]�� �]�D�� �S�U�R�Q�D�O�D�]�D�N�� �F�L�O�M�Q�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H���� �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �G�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �&�D�V���� �Q�H�� �U�H�D�J�L�U�D�� �Q�D��

potpuno komplementarnu sekvencu crRNA ukoliko ne postoji susjedna sekvenca PAM 

(Sternberg i sur., 2014). Interakcija sekvence PAM i proteina Cas9 je bitna za njegovu 

�N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W (Knight i sur., 2015). Nakon prepoznavanja sekvence PAM, kompleks 

�&�D�V�����5�1�$�� �G�H�V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D�� �G�X�S�O�H�N�V�� �'�1�$�� �L�� �L�]�D�]�L�Y�D�� �G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�H���O�R�P�R�Y�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �Q�X�N�O�H�D�]�Q�L�K��

�G�R�P�H�Q�D�� �+�1�+�� �L�� �5�X�Y�&�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �&�D�V���� ���6�K�Y�H�W�V�� �L�� �V�X�U������ �������������� �8�V�O�L�M�H�G�� �G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�L�K�� �O�R�P�R�Y�D��

�S�R�N�U�H�ü�X�� �V�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�L�� �S�R�S�U�D�Y�N�D�� �'�1�$���� �1�+�(�-�� �W�H�� �]�D�K�W�M�H�Y�Q�L�M�L�� �+�'�5�� �1�+�(�-�� �P�R�å�H��

rezultirati �G�H�O�H�F�L�M�D�P�D���L���L�Q�V�H�U�F�L�M�D�P�D���X���F�L�O�M�Q�R�M���V�H�N�Y�H�Q�F�L���W�H���W�D�N�R���Q�D�U�X�ã�L�W�L���L�O�L���X�N�L�Q�L�W�L���I�X�Q�N�F�L�M�X���J�H�Q�D��

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

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

�V�D�G�U�å�H�� �'�1�$-veznu domenu i nespeci�I�L�þ�Q�X nukleaznu domenu restrikcijskog enzima Fokl, 

�&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �V�H�� �W�H�P�H�O�M�L�� �Q�D�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�X�� �N�R�M�L�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�X�� �L�� �M�H�I�W�L�Q�X�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�X��

�R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �V�Y�U�V�L�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�����0�H�W�R�G�D�� �X�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �J�H�Q�R�P�D�� �S�U�L�P�M�H�Q�R�P�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �&�5�,�6�3�5���&�D�V����

temelji se na fuzijskoj formi kompleksa crRNA-�W�U�D�F�U�5�1�$�� �X�� �R�E�O�L�N�X�� �N�L�P�H�U�L�þ�Q�H�� �V�J�5�1�$�� ���H�Q�J����

Single guide RNA) (Jinek i sur., 2012). �V�J�5�1�$�� �V�D�G�U�å�L�� �V�H�N�Y�H�Q�F�X�� �R�G�� ������ �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D��

komplementarnu sekvenci od interesa. Mehanizam usmjeravanja proteina Cas9 i 

prepoznavanja ciljne sekvence je jednak endogenom mehanizmu bakterije. Sinteza sgRNA je 

�M�H�I�W�L�Q�D�� �L�� �M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�D�����V�W�R�J�D���&�5�,�6�3�5���&�D�V�������R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L�F�L�P�D���G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�M�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

sgRNA komplementarnih ciljnim sekvencama te simultano dj�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� �Q�D�� �Y�L�ã�H�� �J�H�Q�D��

odjednom. �,�]�D�]�L�Y�D�Q�M�H�P�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �P�X�W�D�F�L�M�D�� �X�� �F�L�O�M�D�Q�L�P���J�H�Q�L�P�D���� �P�R�å�H�P�R�� �G�R�E�L�W�L�� �P�Q�R�J�R��

�L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�D�� �R�� �I�X�Q�N�F�L�M�L�� �W�L�K�� �J�H�Q�D�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�R�M�� �X�O�R�]�L�� �X�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�L�K�� �V�W�D�Q�M�D���� �6�X�V�W�D�Y��

�&�5�,�6�3�5���&�D�V�����V�H���S�U�L�P�M�H�Q�M�X�M�H���Y�H�ü���Q�D���Y�H�O�L�N�R�P���E�U�R�M�X���P�R�G�H�O�Q�L�K���R�U�J�D�Q�L�]�D�P�D���N�D�R���ã�W�R���V�X���J�O�R�G�D�Y�F�L����

�U�L�E�H���� �R�E�O�L�ü�L�� �W�H�� �Y�L�Q�V�N�D�� �P�X�ã�L�F�D�� ���=�K�D�Q�J�� �L�� �V�X�U��, 2014). Veliki potencijal pokazuje u izazivanju 

�å�H�O�M�H�Q�L�K�� �J�H�Q�H�W�L�þ�N�L�K�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �N�R�G�� �E�L�O�M�D�N�D�� �X�� �Y�L�G�X�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�L�M�H�J�� �I�H�Q�R�W�L�S�D�� �L��

rezistencije na bolesti (Xie i Yang, 2013). Zbog lake modifikacije, CRISPR/Cas9 pokazuje 
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primjenu u regulaciji �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�H�� �å�H�O�M�H�Q�L�K�� �J�H�Q�D�� ���&�K�H�Q�J�� �L�� �V�X�U������ �������������� �J�H�Q�R�W�L�S�L�]�D�F�L�M�L��

visokosrodnih bakerijskih sojeva (Richter i sur., 2013), genskoj terapiji i mnogo drugih 

�W�L�S�R�Y�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� Osobito veliki potencijal predstavlja u razvoju genske terapije u vidu 

ometanja f�X�Q�N�F�L�M�H�� �J�H�Q�D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�R�J�� �X�� �Q�D�V�W�D�Q�D�N�� �E�R�O�H�V�W�L���� �L�V�S�U�D�Y�O�M�D�Q�M�D�� �P�X�W�D�F�L�M�H�� �N�R�M�D�� �X�]�U�R�N�X�M�H��

bole�V�W���L�O�L���L�Q�V�H�U�F�L�M�H���]�D�ã�W�L�W�Q�R�J���J�H�Q�D��  

�8�V�S�U�N�R�V�� �Y�H�O�L�N�R�P�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�X�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �&�5�,�6�3�5���&�D�V������ �S�R�V�W�R�M�H�� �L�� �Y�D�å�Q�L�� �Q�H�G�R�V�W�D�F�L�� �R�� �N�R�M�L�P�D�� �V�H��

�P�R�U�D�� �U�D�V�S�U�D�Y�O�M�D�W�L���� �1�D�M�Y�H�ü�L�� �S�U�R�E�O�H�Pi sustava CRISPR/Cas9 je visoki rizik za nastanak 

�Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K�� �P�X�W�D�F�L�M�D, te transport CRISPR/Cas9 do ciljnih tkiva i stanica u organizmu. Veliki 

�J�H�Q�R�P�L�� �þ�H�V�W�R�� �V�D�G�U�å�H�� �Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �'�1�$�� �K�R�P�R�O�R�J�Q�H�� �F�L�O�M�Q�L�P�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�P�D���� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D��

�P�R�å�H�� �G�R�ü�L�� �G�R�� �Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K�� �P�X�W�D�F�L�M�D�� �N�R�M�H�� �P�R�J�X�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�P�U�W�L�� �L�O�L�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�H��

(Zhang i sur., 2014). �;�L�D�R�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �V�X�� �Q�H�G�D�Y�Q�R�� �U�D�]�Y�L�O�L�� �M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�L�� �D�O�D�W�� �]�D�� �S�U�H�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H��

�P�R�J�X�ü�L�K�� �Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K�� �P�X�W�D�F�L�M�D�� �X�� �F�L�M�H�O�R�P�� �J�H�Q�R�P�X��(Xiao i sur., 2014). �â�W�R�� �V�H�� �W�L�þ�H�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�D��

CRISPR/Cas9 u organizam, njegova �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W���R�Y�L�V�L���R���W�L�S�X���F�L�O�M�Q�R�J���W�N�L�Y�D���R�G�Q�R�V�Q�R���V�W�D�Q�L�F�D�����Q�R��

svakako bi se trebalo posvetiti razvoju boljih metoda od plazmidnih injekcija ili injekcija koje 

�V�D�G�U�å�H�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �&�5�,�6�3�5�� ���=�K�D�Q�J�� �L�� �V�X�U������ �������������� �8�� �V�Y�D�N�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X���� �&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �R�W�Y�D�U�D��

mnoga vrata u shv�D�ü�D�Q�M�X���I�X�Q�N�F�L�M�H���J�H�Q�D���L���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X���Q�D���J�H�Q�V�N�H���G�H�I�H�N�W�H�����'�D�O�M�Q�M�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���V�X��

�S�R�W�U�H�E�Q�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �V�W�R�S�D�� �Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K�� �P�X�W�D�F�L�M�D�� �V�P�D�Q�M�L�O�D�� �L�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�D�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�D�� �V�L�J�X�U�Q�L�M�D��

�S�U�L�P�M�H�Q�D�����8���V�O�M�H�G�H�ü�H�P���S�R�W�S�R�J�O�D�Y�O�M�X���ü�H�P�R���V�S�R�P�H�Q�X�W�L���M�H�G�D�Q���D�V�S�H�N�W���X���N�R�M�H�P���&�5�,�6�3�5���&�D�V�����L�P�D��

nevjerojatan potencijal, primjena u razvoju antitumorske terapije. 

 

1.9.2 Potencijal sustava CRISPR/Cas9 u terapiji  

�2�W�N�U�L�ü�H�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �W�H�� �Q�M�H�J�R�Y�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� �X�� �X�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�X�� �J�H�Q�R�Pa u potpunosti je 

revolucionirao �S�R�G�U�X�þ�M�H�� �J�H�Q�V�N�H�� �W�H�U�D�S�L�M�H���� �&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �Y�H�O�L�N�X�� �Sotencijalnu 

�S�U�L�P�M�H�Q�X�� �X�� �O�L�M�H�þ�H�Q�M�X malignih oboljenja u vidu modulacije genske ekspresije te razvoja 

antitumorske terapije (Slika 9). Osim direktnog utjecaja na tumorske stanice, CRISPR/Cas9 

�G�M�H�O�X�M�X�ü�L�� �Q�D�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�� �R�Q�N�R�O�L�W�L�þ�N�H�� �Y�L�U�X�V�H�� �L�Q�G�L�U�H�N�W�Q�R�� �P�R�å�H�� �G�M�H�O�R�Y�D�W�L�� �Q�D�� �V�X�]�E�L�M�D�Q�M�H��

rasta tumora (Yi i Li , 2016). �8�� �S�U�R�ã�O�R�P�� �S�R�W�S�R�J�O�D�Y�O�M�X�� �V�P�R�� �Y�L�G�M�H�O�L�� �G�D�� �V�X�V�W�D�Y�� �&�5�,�6�3�5���&�D�V����

�P�R�å�H�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�W�L�� �S�U�H�F�L�]�Q�H�� �P�X�W�D�F�L�M�H�� �N�R�M�H�� �]�D�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�H�� �L�P�D�M�X�� �J�X�E�L�W�D�N�� �L�O�L�� �S�R�Y�U�D�W�D�N�� �I�X�Q�N�F�L�Me 

gena. CRISPR/Cas9 ima veliki potencijal za stvaranje aberacija u genima koji sudjeluju u 

�U�D�]�Y�R�M�X�� �N�D�U�F�L�Q�R�P�D�� �L�� �F�L�O�M�D�Q�R�� �X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�H�� �J�H�Q�D�� �Q�X�å�Q�L�K�� �]�D�� �S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�H�� �W�X�P�R�U�V�N�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D����

�2�Q�N�R�J�H�Q�L�� �L�� �W�X�P�R�U�� �V�X�S�U�H�V�R�U�� �J�H�Q�L�� �V�X�� �þ�H�V�W�H�� �P�H�W�H�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �D�Q�W�L�W�X�P�R�U�V�N�L�K�� �W�H�Uapija 

(Hanahan i Weinberg, 2011).  
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Slika 9. �3�U�L�P�M�H�U�L�� �S�U�L�P�M�H�Q�H�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �X�� �O�L�M�H�þ�H�Q�M�X�� �N�D�U�F�L�Q�R�P�D����Pristup ex vivo �X�N�O�M�X�þ�X�M�H��
�L�]�R�O�D�F�L�M�X�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�� �S�D�F�L�M�H�Q�W�D���� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�X�� �L�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �X�� �N�X�O�W�X�U�L���� �W�H�� �S�U�R�Y�M�H�U�X�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K��
�Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K�� �P�X�W�D�F�L�M�D�� �Q�D�� �S�R�N�X�V�Q�L�P�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D�� �S�U�L�M�H�� �Y�U�D�ü�D�Q�M�D�� �S�D�F�L�M�H�Q�W�X�� ���O�L�M�H�Y�R������Pristup in vivo 
�X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �X�Q�R�V �Y�H�]�L�N�X�O�D�� �N�R�M�H�� �V�D�G�U�å�H�� �S�O�D�]�P�L�G��s komponentama CRISPR/Cas9 u cirkulaciju ili 
�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���R�U�J�D�Q�����G�H�Vno) (slika preuzeta s www.sitn.hms.harvard.edu). 

 

�8�� �M�H�G�Q�R�M�� �V�W�X�G�L�M�L�� �E�D�]�L�U�D�Q�R�M�� �Q�D�� �S�U�L�P�M�H�Q�L�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �X�� �N�D�U�F�L�Q�R�P�X�� �P�R�N�U�D�ü�Q�R�J��

�P�M�H�K�X�U�D���� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �V�X�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L�� �W�X�P�R�U�� �V�X�S�U�H�V�R�U�� �J�H�Q�L��p53, E-kaderin i hBax �þ�L�P�H�� �M�H�� �]�Q�Dtno 

smanjenja proliferacija i migracija tumorskih stanica (Liu i sur., 2014). Kelly i suradnici su u 

�O�M�X�G�V�N�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �%�X�U�N�L�W�W�R�Y�R�J�� �O�L�P�I�R�P�D�� �X�W�L�ã�D�O�L�� �D�Q�W�L-�D�S�R�S�W�R�W�L�þ�N�L�� �J�H�Q��MCL-1 i tako potakli 

apoptozu tumorskih stanica (Kelly i sur., 2014). �1�H�G�D�Y�Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���G�R�N�D�]�X�M�X���Y�D�å�Q�R�V�W���J�H�Q�D��

CDK11 �X�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �F�L�O�M�D�Q�H�� �W�H�U�D�S�L�M�H�� �N�D�U�F�L�Q�R�P�D���� �)�H�Q�J�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �V�X�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �V�X�V�W�D�Y��

�&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �X�W�L�ãali navedeni gen u osteosarkomu. Delecija gena koji �M�H�� �L�Q�D�þ�H�� �L�]�Q�L�P�Q�R��

�Y�D�å�D�Q�� �]�D�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X�� �W�X�P�R�U�V�N�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �X�]�U�R�N�R�Y�D�O�D�� �M�H�� �]�Q�D�W�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�H�� �L��

�L�Q�Y�D�]�L�M�H�� ���)�H�Q�J�� �L�� �V�X�U������ �������������� �8�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�H�� �J�H�Q�D��MDR1 �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �V�X�V�W�D�Y�� �&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �S�R�Q�L�ã�W�L�O�R��

je kemorezistenciju stanica osteosarkoma (Liu i sur., 2016). Razvoj mnogih malignih 

oboljenja je povezan s �S�R�M�D�Y�R�P�� �L�Q�I�H�N�F�L�M�D�� �R�Q�N�R�J�H�Q�L�P�� �Y�L�U�X�V�L�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��humani papiloma 

virus (HPV), Epstein-Barr virus (EBV) te virusi hepatitisa B i C (De Martel i sur., 2012).  S 

obzirom da se sustav CRISPR/Cas9 temelji na imunolo�ã�N�R�P���P�H�K�D�Q�L�]�P�X���E�D�N�W�H�U�L�M�D�����L�P�D���Y�H�O�L�N�L��

�S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�� �]�D�� �V�X�]�E�L�M�D�Q�M�H�� �L�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�� �Y�L�U�X�V�Q�L�K�� �L�Q�I�H�N�F�L�M�D���� �.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �Y�L�U�X�V�Q�L�K�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K��

kompleksa Cas9/sgRNA, mogu se uzrokovati mutacije u virusnom genomu te smanjiti utjecaj 

virusnih onkogena (Yi i Li, 2016). Ebina i suradnici su primjenom sustava CRISPR/Cas9 

omeli funkciju promotora genoma HIV-�������ã�W�R���M�H���X���N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L���G�R�Y�H�O�R���G�R���]�Q�D�W�Q�R���Q�L�å�H���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H��
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HIV-�����X���]�D�U�D�å�H�Q�L�P�� �O�M�X�G�V�N�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D�����(�E�L�Q�D�� �L���V�X�U��������������������Fuzioniranjem proteina Cas9 za 

�U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �H�S�L�J�H�Q�H�W�V�N�H regulatore, sustav CRISPR/Cas9 dobiva primjenu i u regulaciji 

epigenetskih mehanizama. Vezanje proteina Cas9 za domenu DNA metiltransferaze 3A 

�V�W�Y�D�U�D�� �I�X�]�L�M�V�N�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �N�R�M�L�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �F�L�O�M�D�Q�X�� �P�H�W�L�O�D�F�L�M�X�� ���9�R�M�W�D�� �L�� �V�X�U������ �������������� �1�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �V�H��

mogu metilirati prom�R�W�R�U�L�� �Y�L�V�R�N�R�H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�L�K�� �R�Q�N�R�J�H�Q�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H��EpCAM u karcinomu 

ovarija ���1�X�Q�Q�D�� �L�� �V�X�U������ �������������� �&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �]�D�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�X�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D����

�0�H�L�V�V�Q�H�U�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �V�X�� �X�W�L�ã�D�O�L�� �J�H�Q��B2M �X�� �S�R�P�R�ü�Q�L�þ�N�L�P�� �&�'��+ �O�L�P�I�R�F�L�W�L�P�D�� �ã�W�R�� �M�H�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�O�R��

smanjenom ekspresijom MHC-1. Ovakvom modifikacijom se mogu proizvoditi univerzalne 

�7�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�H�� �V�H�� �P�R�J�X�� �S�U�L�P�L�M�H�Q�L�W�L�� �Q�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �Y�U�V�W�H�� �W�X�P�R�U�D�� �E�H�]�� �R�E�]�L�U�D�� �Q�D�� �J�H�Q�R�W�L�S�� �O�M�X�G�V�N�L�K��

leukocita (Meissner i sur., 2014). �.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �Y�H�ü�� �V�S�R�P�H�Q�X�W�R���� �X�Q�D�W�R�þ�� �Y�H�O�L�N�R�P�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�X����

nedostaci postoje. �9�H�O�L�N�L�� �M�H�� �U�L�]�L�N�� �Q�D�� �Q�D�V�W�D�Q�D�N�� �Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K�� �P�X�W�D�F�L�M�D���� �V�W�R�J�D�� �V�H�� �W�D�N�Y�L�� �G�R�J�D�ÿ�D�M�L��

moraju otkriti kako bi se k�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�O�L�� �L�� �L�]�E�M�H�J�O�L�� �X�� �E�X�G�X�ü�Q�R�V�W�L���� �6�S�R�P�H�Q�X�O�L�� �V�P�R�� �L�� �S�U�R�E�O�H�P��

transporta do ciljnog tkiva odnosno stanica. Najefikasniji transporter CRISPR/Cas9 

komponenti su vektori vezani za adenoviruse (AAVs eng. Adeno-associated virus vectors) 

(Chen i Goncalves, 2016). Problem je isto smanjena stopa HDR popravka u odnosu na 

�P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �1�+�(�-���� �ý�H�V�W�R�� �M�H�� �]�D�� �S�R�S�U�D�Y�D�N���P�X�W�D�F�L�M�D�� �S�R�å�H�O�M�D�Q��mehanizam HDR (Wang i sur., 

2013). �1�H�G�D�Y�Q�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�Me je pokazalo da upotreba sparenih �Q�L�N�D�]�D�� �&�D�V���� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �V�W�R�S�X��

�S�R�S�U�D�Y�N�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���'�1�$�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�R�P���+�'�5����Osborn i sur., 2014). �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���V�X���S�R�N�D�]�D�O�D��

da mutacije u genima p53 i p21 uzrokuju rezistenciju tumorskih stanica na primjenu 

radioterapije (Lee i Bernstein, 1993). Upotrebom sustava CRISPR/Cas9 takve mutacije bi se 

mogle popraviti te potaknuti ponovna osjetljivost stanica na radioterapiju.  

�&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �G�R�L�V�W�D�� �S�U�X�å�D�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �N�R�M�H�� �V�X�� �V�H�� �S�U�L�M�H�� �G�Y�D�� �G�H�V�H�W�O�M�H�ü�D�� �þ�L�Q�L�O�H�� �Q�H�P�R�J�X�ü�L�P�D����

�-�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�D���P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D���V�X�V�W�D�Y�D���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���Y�H�O�L�N�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���S�U�L�V�W�X�S�L�P�D���U�D�]�Y�R�M�D��

antitumorske terapije. Potrebno �M�H�� �P�Q�R�J�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �L�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D na modelnim 

organizmima. �8�� �R�Y�R�P�� �G�L�S�O�R�P�V�N�R�P�� �U�D�G�X�� �S�U�L�N�D�]�D�W�� �ü�H�� �V�H�� �S�U�L�P�M�H�Q�D�� �&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �V�X�V�W�D�Y�D�� �]�D��

�L�]�U�D�G�X���Ä�N�Q�R�F�N-�R�X�W�³���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���P�R�G�H�O�D���N�R�M�L���ü�H���V�H���N�R�U�L�V�W�L�W�L���]�D���L�V�Wr�D�å�L�Y�D�Q�M�H���X�O�R�J�H���V�L�J�Q�D�O�Q�R�J���S�X�W�D��

HH-GLI u karcinomima jajnika. 
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�������&�,�/�-���,�6�7�5�$�ä�,�9�$�1�-�$ 

Gen GLI1 kao �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�L�� �D�N�W�L�Y�D�W�R�U�� �V�L�J�Q�D�O�Q�R�J�� �Suta, predstavlja jednu �R�G�� �N�O�M�X�þ�Q�L�K��

transkripcijskih meta signalnog puta HH-GLI, stoga je njegova e�N�V�S�U�H�V�L�M�D���R�G�O�L�þ�D�Q�� �P�D�U�N�H�U���]�D��

�S�U�H�üenje aktivnosti signalnog puta. GLI1 je ujedno i ciljna meta mnogih drugih signalnih 

puteva koji su interakciji s HH-GLI te uzrokuju njegovu nekonvencionalnu, nekanonsku 

aktivaciju. Ometanje funkcije takvog gena primjenom sustava CRISPR/Cas9 �N�R�M�L���R�P�R�J�X�ü�D�Y�D��

�S�U�H�F�L�]�Q�R�� �X�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �J�H�Q�R�P�D����potencijalno bi moglo smanjiti aktivnost signalnog puta, a 

naposlijetku uzrokovati pad proliferacije i rasta tumorskih stanica.  

 

Na temelju �G�R�V�D�G�D�ã�Q�M�L�K���S�U�R�Y�H�G�H�Q�L�K���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� glavni cilj ovog rada bio je: 

������ �'�L�]�D�M�Q�� �Y�L�V�R�N�R�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �V�J�5�1�$�� �N�R�M�D�� �ü�H mutacijom poremetiti funkciju gena GLI1 

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 transfeciranih stanica iz �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D SKOV3 

5. Dokaz gubitka funkcije gena GLI1 provjerom njegove proteinske ekspresije 

6. Potvrda gubitka funkcije gena GLI1 provjerom proteinske ekspresije njegove 

transkripcijske mete, gena PTCH1 
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3. MATERIJALI I METODE  

3.1 MATERIJALI  

�0�D�W�H�U�L�M�D�O�� �Q�D�� �N�R�M�H�P�� �M�H�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H��provedeno �M�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�D�� �O�L�Q�L�M�D�� �D�G�H�Q�R�N�D�U�F�L�Q�R�P�D�� �M�D�M�Q�L�N�D��

�þ�R�Y�M�H�N�D�� �6�.�2�9������ �5�D�G�L�� �V�H�� �R�� �N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R�� �G�R�V�W�X�S�Q�R�M�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �O�L�Q�L�M�L�� �N�R�M�D�� �V�H�� �X�]�J�D�M�D�� �N�D�R��

�D�G�K�H�U�H�Q�W�Q�D���N�X�O�W�X�U�D���X���'�0�(�0���P�H�G�L�M�X���V�����������I�H�W�D�O�Q�R�J���J�R�Y�H�ÿ�H�J���V�H�U�X�P�D�����)�%�6���� �6�W�D�Q�L�þ�Q�D���O�L�Q�L�M�D���M�H��

�R�G�U�å�D�Y�D�Q�D�� �L���X�]�J�D�M�D�Q�D u inkubatoru s kontroliranom atmosferom od 95% zraka i 5% CO2, pri 

�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� ������ �ƒ�&���� �X�� �S�H�W�U�L�M�H�Y�N�D�P�D za kultivaciju humanih stanica���� �6�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �R�G�U�åavane u 

eksponencijalnoj �I�D�]�L�� �U�D�V�W�D�� �W�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �]�D postavljanje pokusa transfekcije plazmidnim 

vektorom. 

 

3.2 METODE 

3.2.1 Dizajn molekula sgRNA 

Nukleotidna sekvenca za gen GLI1 pribavljena je iz javno dostupnog servisa NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) koji se nalazi na web adresi 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov. �7�D�P�R�� �V�P�R�� �S�U�H�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P�� �E�D�]�H�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �V�H�N�Y�H�Q�F�X��

gena GLI1 �þ�R�Y�M�H�N�D�� �V �R�]�Q�D�þ�H�Q�L�P�� �S�R�]�L�F�L�M�D�P�D�� �H�N�V�R�Q�D���� �L�Q�W�U�R�Q�D�� �L�� �P�M�H�V�W�D�� �S�R�þ�H�W�N�H�� �W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�H��

(NC_000012 region 57459135..57472451������ �1�D�Y�H�G�H�Q�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�� �R�E�X�K�Y�D�ü�D�� �N�R�P�S�O�H�W�Q�X��

sekvencu gena GLI1 sa svim eksonima i intronima te 1000 nukleotida sekvence uzvodno od 

prvog eksona.  

�0�R�O�H�N�X�O�H�� �V�J�5�1�$�� �]�D�� �L�]�U�D�G�X�� �Ä�N�Q�R�F�N�� �R�X�W�³�� �J�H�Q�D��GLI1 dizajnirala je doc.dr.sc Maja Sabol uz 

�S�R�P�R�ü�� �S�U�R�J�U�D�P�D�� �N�R�M�L�� �M�H�� �M�D�Y�Q�R�� �G�R�V�W�X�S�D�Q�� �L�� �Q�D�O�D�]�L�� �V�H�� �Q�D�� �Z�H�E�� �D�G�U�H�V�L�� �F�U�L�V�S�U���P�L�W���Hdu. Navedeni 

program dizajnira set �S�U�H�S�R�U�X�þ�H�Q�L�K���V�H�N�Y�H�Q�F�L���V�J�5�1�$���Q�D���W�H�P�H�O�M�X���å�H�O�M�H�Q�H���V�H�N�Y�H�Q�F�H���P�D�N�V�L�P�D�O�Q�H��

duljine 500 pb. Stoga smo iz kompletne sekvence gena GLI1 �L�]�G�Y�R�M�L�O�L���G�L�R���V�H�N�Y�H�Q�F�H���S�U�L�E�O�L�å�Q�H��

�G�X�O�M�L�Q�H�� �������� �S�E�� �X�� �N�R�M�H�P�� �V�H�� �P�M�H�V�W�R�� �S�R�þ�H�W�N�D�� �W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�H�� ���$�7�*�� �P�M�H�V�W�R���� �Q�D�O�D�]�L�Oo otprilike u 

�V�U�H�G�L�Q�L�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H���� �W�H�� �V�P�R�� �M�H�� �X�Q�L�M�H�O�L�� �X�� �S�U�R�J�U�D�P�� �]�D�� �G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�M�H�� �V�J�5�1�$���� �3�R�� �]�D�Y�U�ã�H�W�N�X�� �D�Q�D�O�L�]�H����

�S�H�W�� �Q�D�M�E�R�O�M�L�K�� �V�J�5�1�$�� �R�]�Q�D�þ�L�O�L�� �V�P�R�� �Q�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�� �J�H�Q�D��GLI1 u programu SnapGene Viewer 

(GSL Biotech�����8�6�$�����L���R�G�D�E�U�D�O�L���R�Q�X���N�R�M�D���V�H���Q�D�O�D�]�L���Q�D�M�E�O�L�å�H���P�M�H�V�W�X���S�R�þ�Htka translacije.  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Slika 10. Ciljni vektor pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (preuzeto s www.addgene.org). 

�2�G�D�E�U�D�Q�X�� �V�J�5�1�$�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �M�H�� �X�N�O�R�Q�L�U�D�W�L�� �X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�V�N�L�� �Y�H�N�W�R�U���� �=�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �R�Y�R�J�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �Y�H�N�W�R�U�� �S�;������-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Addgene, plasmid #42230) 

(Cong i sur, 2013) (Slika 10).  �2�G�D�E�U�D�Q�D�� �V�J�5�1�$�� �N�X�S�O�M�H�Q�D�� �M�H�� �X�� �R�E�O�L�N�X�� �G�Y�D�� �M�H�G�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�D��

�V�L�Q�W�H�W�V�N�D�� �R�O�L�J�R�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�� ���6�L�J�P�D������ �N�R�M�L�� �]�E�R�J�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J�� �G�L�]�D�M�Q�D�� �F�L�O�M�Q�R�J�� �Y�H�N�W�R�U�D�� �P�R�U�D�M�X�� �Q�D��

�N�U�D�M�H�Y�L�P�D�� �L�P�D�W�L�� �D�G�D�S�W�H�U�H�� �N�R�M�L�P�D�� �ü�H�� �V�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �X�J�U�D�G�L�W�L�� �X�� �Y�H�N�W�R�U���� �6�W�R�J�D�� �V�X�� �Q�D�� ���
�� �N�U�D�M�H�Y�H��

oligonukleotida dod�D�Q�L�� �D�G�D�S�W�H�U�L�� �N�R�M�L�� �ü�H�� �Q�D�N�R�Q�� �K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�H�� �M�H�G�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�L�K�� �R�O�L�J�R�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�� �X��

�G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�L���V�W�Y�R�U�L�W�L���O�M�H�S�O�M�L�Y�H���N�U�D�M�H�Y�H���]�D���N�O�R�Q�L�U�D�Q�M�H���X���Y�H�N�W�R�U���S�R�F�L�M�H�S�D�Q���H�Q�]�L�P�R�P���%�E�V�,�� 

�6�H�N�Y�H�Q�F�H���R�O�L�J�R�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���V�X���V�O�M�H�G�H�ü�H�� 

GLI1 FW oligo 5' CACCGCCCTTTTTGGTGATTCATCTGG 3'  

GLI1 RV oligo 5' AAAC CCAGATGAATCACCAAAAAGGGC 3' 
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3.2.2 Kloniranje sgRNA u plazmidni vektor 

Kloniranje �N�U�D�W�N�L�K�� �R�O�L�J�R�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�� �V�J�5�1�$�� �S�R�P�R�ü�X�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�R�J�� �Y�H�N�R�W�U�D�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �Y�L�ã�H��

koraka: digestije plazmidnog vektora, pripreme oligonukleotida, njihove ligacije te 

transformacije kompetentnih bakterija. 

Prvi korak je digestija plazmidnog vektora. Napravila sam reakcijsku smjesu za digestiju od 

vektora pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9, enzima BbsI (New England Biolabs), 

pufera CutSmart (New England Biolabs) i vode (Tablica 1). Pripremljenu smjesu sam 

ostavila otprilike sat vremena na termoblok zagrijan na ������ �ƒ�& . U tom periodu dolazi do 

digestije plazmidnog vektora cijepanjem pod utjecajem enzima BbsI. BbsI enzim je 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�D�Q�� �S�R�� �W�R�P�H�� �ã�W�R�� �Q�H�� �F�L�M�H�S�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �S�D�O�L�Q�G�U�R�P�V�N�H���V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �Y�H�ü�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D��

nizvodno od palindroma. Zbog takvog djelovanja enzima BbsI, nastaju krajevi koji nisu 

ljepljivi, pa stoga �Q�L�M�H���S�R�W�U�H�E�Q�R���Y�U�ã�L�W�L���N�R�U�D�N���G�H�Iosforilacije plazmidnog vektora (Slika 11). 

 

 

 

Slika 11. Sekvenca plazmida pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-�K�6�S�&�D�V���� �V�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�L�P�� �P�M�H�V�W�L�P�D��
cijepanja enzimom BbsI, te prikaz palindromske sekvence koju prepoznaje taj enzim. Sivo su 
�R�]�Q�D�þ�H�Q�L�� �S�D�O�L�Q�G�U�R�P�V�N�L�� �V�O�M�H�G�R�Yi koje enzim prepoznaje, a crvenim strelicam�D�� �W�R�þ�Q�D�� �P�M�H�V�W�D�� �F�L�M�H�S�D�Q�M�D��
(preuzeto s www.addgene.org). 

 

Tablica 1. Sastav reakcijske smjese za digestiju plazmidnog vektora  

 

 

 

 

 

 

komponenta volumen 

vektor pX330 ���—�J 

enzim BbsI ���������—�O 

pufer CutSmart �����—�O 

voda �G�R���������—�O 
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Nakon otprilike sat vremena, reakcijsku smjesu sam stavila 20 minuta na termoblok zagrijan 

na 65 �ƒ�& kako bih inaktivirala enzim BbsI. Tijekom digestije radi se priprema sgRNA za 

ugradnju u vektor, �N�R�M�D���V�H���V�D�V�W�R�M�L���R�G���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�J���S�R�Y�H�]�Lvanja oligonukleotida (hibridizacije) 

�W�H�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H���� �3�U�Y�R�� �V�D�P�� �Q�D�S�U�D�Y�L�O�D�� �G�H�V�H�W�R�V�W�U�X�N�D�� �U�D�]�U�L�M�H�ÿenja oligonukleotida od 

�U�D�G�Q�R�J���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D ���������P�0�������3�R�P�L�M�H�ã�D�O�D���V�D�P���������—�O���U�D�G�Q�R�J���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D i 90 �—l qH2O za svaki 

oligonukleotid kako bih dobila potrebnu koncentraciju od 1 mM. Smjese sam kratko 

�Y�R�U�W�H�N�V�L�U�D�O�D�� �L�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�O�D���� �1�D�N�R�Q�� �W�R�J�D�� �V�D�P�� �Q�D�S�U�D�Y�L�O�D�� �U�H�D�N�F�L�M�V�N�X�� �V�P�M�H�V�X�� �N�R�M�X�� �þ�L�Q�L�� �������—l 

oligonukleotida  GLI1 FW oligo i 10 �—l oligonukleotida GLI1 RV oligo. Smjesu sam kratko 

vorteksirala i centrifugirala, te stavila jednu minutu grijati na 95 �ƒ�&  u �X�U�H�ÿ�D�M�� �]�D�� �3�&�5 

(Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700). Smjesu sam nakon zagrijavanja ostavila 

�K�O�D�G�L�W�L�� �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���� �1�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�H�� �U�H�D�N�F�L�M�V�N�D�� �V�P�M�H�V�D�� �R�K�O�D�G�L�O�D���� �G�R�G�D�O�D�� �V�D�P��

�N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H���N�R�M�H���ü�H���L�]�Y�U�ã�L�W�L���I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�X���R�O�L�J�R�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D: 1 �—l enzima T4 PNK (polinukleotid 

kinaza) (New England Biolabs) i  2.4 �—l T4 ligaznog pufera (New England Biolabs). Enzim 

T4 PNK dodaje fosfatnu sku�S�L�Q�X�� �Q�D�� ���
�� �N�U�D�M�� �R�O�L�J�R�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�D�� �]�D�� �X�V�S�M�H�ã�Q�X��

ligaciju oligonukleotida u vektor. Smjesu sam inkubirala 30 minuta na 37 �ƒ�& na termobloku. 

Nakon pola sata, smjesu sam zagrijala 20 minuta na 65 �ƒ�&  kako bih suzbila aktivnost 

enzima.  

�6�O�M�H�G�H�ü�L�� �N�R�U�D�N�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �O�L�J�D�F�L�M�D�� �L�Q�V�H�U�W�D�� �L�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�R�J�� �Y�H�N�W�R�U�D���� �1�D�S�U�D�Y�L�O�D�� �V�D�P�� �O�L�J�D�F�L�M�V�N�X��

smjesu od pocijepanog vektora, inserta, T4 DNA ligaze (New England Biolabs), T4 DNA 

ligaznog pufera (New England Biolabs) i vode, te je inkubirala dva sata na sobnoj 

temperaturi (Tablica 2). T4 DNA ligaza stvara fosfodies�W�H�U�V�N�H���Y�H�]�H���L�]�P�H�ÿ�X���L�Q�V�H�U�W�D���L���S�O�D�]�P�L�G�D��

�W�H���R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���Q�M�L�K�R�Y�R���V�S�D�M�D�Q�M�H���� 

Tablica 2. Sastav reakcijske smjese za ligaciju vektora i inserta 

komponenta volumen 
pocijepani vektor (digestijska 
smjesa) ���—�O 
insert (fosforilirani oligonukleotid) �����—�O 
pufer T4 DNA ligaze �����—�O 
T4 DNA ligaza �����—�O 
voda �í�ð���R�o 
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Posljednji korak je transformacija bakterija ligacijskom smjesom. Kompetentne bakterije 

(Escherichia coli, �V�R�M�� �'�+���.) pohranjene na -80�ƒ�& otopila sam na ledu. Dodala sam 5 �—�O 

ligacijske smjese u jednu ampulu �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �W�H�� �S�U�R�P�M�H�ã�D�O�D�� �V�P�M�H�V�X�� �Y�U�K�R�P�� �S�L�S�H�W�H�� �N�U�X�å�Q�L�P��

pokretima. Smjesu sam inkubirala 10 minuta na ledu, a potom zagrijala 30 sekundi na 42 �ƒ�& 

na termobloku. Smjesu sam ohladila na ledu jednu minutu, te nakon toga dodala 250 �—�O 

medija LB (Sigma) bez antibiotika. Smjesu sam inkubirala jedan sat na 37 �ƒ�& na termobloku 

�X�]���P�L�M�H�ã�D�Q�M�H. Nakon inkubacije sam razmazala 100 �—�O �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H���Q�D���V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�X���S�O�R�þ�X��

�N�R�M�D���V�D�G�U�å�L LB medij, agar i antibiotik ampicilin �������������J���P�O����te bakterije inkubirala na 37�ƒ�& 

�S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���� 

 

3.2.3 �$�Q�D�O�L�]�D���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���N�R�O�R�Q�L�M�D���O�D�Q�þ�D�Q�R�P���U�H�D�N�F�L�M�R�P���S�R�O�L�P�H�U�D�]�H 

Na krutoj hranjivoj podlozi su narasle kolonije bakterija koje su primile plazmid te time 

�V�W�H�N�O�H���J�H�Q���]�D���U�H�]�L�V�W�H�Q�F�L�M�X���Q�D���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N���N�R�M�H�J���K�U�D�Q�M�L�Y�D���S�R�G�O�R�J�D���V�D�G�U�å�L����Colony PCR je metoda 

�N�R�M�D�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �S�U�H�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �N�R�O�R�Q�L�M�D�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �X�J�U�D�G�L�O�H�� �S�O�D�]�P�L�G�� �V�D�� �å�H�O�M�H�Q�L�P��

ukloniranim insertom. Metodom Colony PCR �X�P�Q�D�å�D�O�D���V�D�P���R�G�V�M�H�þ�D�N���'�1�$���S�O�D�]�P�L�G�D���G�X�O�M�L�Q�H��

�������� �S�E�� �N�R�M�L�� �R�E�X�K�Y�D�ü�D�� �P�M�H�V�W�R�� �F�L�M�H�S�D�Q�M�D�� �H�Q�]�L�P�R�P�� �%�E�V�,���� �J�G�M�H�� �V�H�� �Q�D�N�R�Q�� �O�L�J�D�F�L�M�H�� �X�J�U�D�G�L�R��

oligonukleotid za sgRNA (Slika 12). 

 

Slika 12. �3�R�O�R�å�D�M�� �L�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �N�R�M�H�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�H�� �]�D��Colony PCR u odnosu na mjesto cijepanja 
enzimom BbsI. 

 

�5�H�D�N�F�L�M�V�N�D���V�P�M�H�V�D���S�U�L�S�U�H�P�D���V�H���]�D���Y�H�ü�L�� �E�U�R�M���X�]�R�U�D�N�D�����R�E�L�þ�Q�R���E�U�R�M���W�H�V�W�Q�L�K���X�]�R�U�D�N�D�������S�R�]�L�W�L�Y�Q�D��

�N�R�Q�W�U�R�O�D�� ���� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�� ���� ������ �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �R�P�M�H�U�� �V�Y�L�K�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L�� �E�L�R�� �X�M�H�G�Q�D�þ�H�Q�� �X�� �V�Y�L�P��

�X�]�R�U�F�L�P�D�� ���W�]�Y���� �Ä�P�D�V�W�H�U�� �P�L�[�³�������1�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L�K��volumena, s�O�R�å�L�O�D�� �V�D�P�� �U�H�Dkcijsku 

smjesu od 10 x pufera ���5�R�F�K�H������ �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D (pX330 FW i pX330 RV) (Sigma), 
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dNTP (Roche), qH2O i enzima FastStart Taq DNA polimeraze (Roche) (Tablica 3)�������6�O�R�å�H�Q�X��

reakcijsku smjesu sam kratko vorteksirala i centrifugirala. 

Tablica 3. Reakcijska smjesa za colony PCR 

komponenta 
volumen 
(1x) 

qH2O 7.72�—�O 
pufer 1 �—�O 
primer F 0.5�—�O 
primer R 0.5�—�O 
dNTP 0.2 �—�O 
DNA polimeraza 0.08 �—�O 
UKUPNI VOLUMEN SMJESE: �������—�O 

 

Uz epruvete od 0,2 �P�O�����R�]�Q�D�þ�L�O�D���V�D�P���L���V�H�W���H�S�U�X�Y�H�W�D od 2 ml. U svaku epruvetu od 2 ml dodala 

sam  1 ml LB medija s ampicilinom �������������J���P�O������Drugi set epruveta �V�O�X�å�L���]�D��pripremu starter 

bakterijskih kultura koje se analiziraju metodom Colony PCR. Dodala sam po 10 �—�O 

reakcijske �V�P�M�H�V�H�� �X���R�]�Q�D�þ�H�Q�H�� �H�S�U�X�Y�H�W�H od 0,2 ml. S unutarnje strane poklopca epruveta sam 

dodala kap-dvije p�D�U�D�I�L�Q�V�N�R�J�� �X�O�M�D�� �N�R�M�H�� �ü�H�� �R�Q�H�P�R�J�X�üiti hlapljenje reakcijske smjese. S 

sterilnim nastavkom pipe�W�H�� �V�D�P�� �G�R�W�D�N�O�D�� �å�H�O�M�H�Q�X�� �N�R�O�R�Q�L�M�X�� �Q�D�� �N�U�X�W�R�M�� �S�R�G�O�R�]�L���W�H�� �V�D�G�U�å�D�M��

resuspendirala u reakcijskoj smjesi unutar �S�U�L�S�D�G�D�M�X�ü�H��epruvete od 0,2 ml. Nakon toga sam 

�M�R�ã���M�H�G�Q�R�P���V�D�G�U�å�D�M���Q�D���Q�D�V�W�D�Y�N�X resuspendirala u LB mediju s ampicilinom unutar �S�U�L�S�D�G�D�M�X�ü�H��

tubice od 2 ml. �1�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �ü�X�� �R�G�P�D�K�� �L�P�D�W�L�� �V�S�U�H�Pne bakterijske kolonije koje nakon 

provedbe PCR-�D�� �S�R�N�D�å�X���L�Q�V�H�U�F�L�M�X�� �å�H�O�M�H�Q�R�J�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D���� �2�Y�D�M�� �S�R�V�W�X�S�D�N�� �V�D�P�� �R�E�D�Y�L�O�D�� �]�D�� �V�Y�H��

narasle bakterijske kolonije. Uzorku pozitivne kontrole sam dodala u reakcijsku smjesu 

nepocijepani vektor pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9, dok u negativnoj kontroli nije 

stavljen DNA kalup. 
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Epruvete sam naposljetku kratko vorteksirala i centrifugirala te stavila u �X�U�H�ÿ�D�M�� �]�D�� �3�&�5 

(Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700) �Q�D���V�O�M�H�G�H�ü�L���S�U�R�J�U�D�P�� 

 

�������ƒ�& 4:00 

�������ƒ�& 0:30 

�������ƒ�& 1:00  45x 

�������ƒ�& 0:30 

�������ƒ�& 7:00 

�����ƒ�& �’  

 

Epruvete od 2 ml stavila sam na termoblok na 37�ƒ�& nekoliko sati, dok sam krute bakterijske 

p�R�G�O�R�J�H���]�D�ã�W�L�ü�H�Q�H���S�D�U�D�I�L�O�P�R�P��pohranila na 4�ƒ�&. �,�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X���å�H�O�M�H�Q�R�J���L�Q�V�H�U�W�D u bakterijskim 

kolonijama ispitala sam gel elektroforezom na agaroznom gelu (1%) u nativnim uvjetima 

�N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �E�R�M�X��Midori green (Bulldog Bio inc.). Jedan gram agaroze rastopila sam u 

�P�L�N�U�R�Y�D�O�Q�R�M�� �S�H�ü�Q�L�F�L�� �X�� �������� �P�O�� �7�$�(�� �S�X�I�H�U�D�� ��40 mM Tris, 20 mM octena kiselina, 1 mM 

EDTA), u agarozu �G�R�G�D�O�D�� ���� ���O�� �E�R�M�H��Midori green i izlila u kadicu za elektroforezu s 

�þ�H�ã�O�M�L�ü�H�P�����$�J�D�U�R�]�X���V�D�P���R�V�W�D�Y�L�O�D���G�D���V�H���R�K�O�D�G�L���������P�L�Q�X�W�D�����D���]�D�W�L�P���V�D�P���X�N�O�R�Q�L�O�D���þ�H�ã�O�M�L�ü���L���N�D�G�L�F�X��

�V�W�D�Y�L�O�D�� �X�� �V�X�V�W�D�Y�� �]�D�� �K�R�U�L�]�R�Q�W�D�O�Q�X�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X�� �X�� �7�(�� �S�X�I�H�U���� �3�R�� ���� ���O�� �V�Y�D�N�R�J�� �X�]�R�U�N�D�� �V�D�P�� �Q�D��

parafi�O�P�X�� �S�R�P�L�M�H�ã�D�O�D�� �V�� �N�D�S�O�M�L�F�R�P�� �S�O�D�Y�R�J�� �S�X�I�H�U�D�� �]�D�� �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H�� �Q�D�� �J�H�O�� �L�� �Q�D�Q�L�M�H�O�D�� �X�� �M�D�å�L�F�H���� �8��

prvu �M�D�å�L�F�X�� �V�W�D�Y�L�O�D�� �V�D�P�� ���� ���O�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�D MassRuler Express Forward DNA 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 4.7 (UVITEC Cambridge, 

UK). 

 

3.2.4 Izolacija plazmidne DNA iz bakterija 

�%�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�P�� �N�R�O�R�Q�L�M�D�P�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �Q�D�� �D�J�D�U�R�]�Q�R�P�� �J�H�O�X�� �S�R�N�D�]�D�O�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �å�H�O�M�H�Q�R�J�� �L�Q�V�H�U�W�D�� �X��

plazmidu, izolira se plazmidna DNA kako bi sekvenciranjem potvrdili rezultate PCR 

reakcije. Bakterijske �V�W�D�U�W�H�U�� �N�R�O�R�Q�L�M�H�� �V�D�P�� �Q�D�V�D�G�L�O�D�� �X�� �W�H�N�X�ü�X�� �K�U�D�Q�M�L�Y�X�� �S�R�G�O�R�J�X (medij LB + 

ampicili�Q���� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �V�D�P�� �F�L�M�H�O�L�� �V�D�G�U�å�D�M�� �V�W�D�U�W�H�U�� �N�X�O�W�X�U�H�� ������ �P�O���� �V�W�D�Y�L�O�D�� �X�� �V�W�D�N�O�H�Q�X�� �W�L�N�Y�L�F�X�� �V�D��

100 ml LB medija s ampicilinom ���������� ���J���P�O���� i inkubirala u inkubatoru tresilici na 37�ƒ�&��

�S�U�H�N�R���Q�R�ü�L. 
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�3�U�L�M�H�� �S�R�þ�H�W�N�D�� �S�R�V�W�X�S�N�D���� �L�]�G�Y�R�M�L�O�D�� �V�D�P�� ���������—�O bakterijske �N�X�O�W�X�U�H�� �L�� �S�R�P�L�M�H�ã�D�O�D�� �V 500 �—�O 50%-

tnog glicerola u epruveti za zamrzavanje od 2 ml, te pohranila na -80 �ƒ�&���� �2�V�W�D�W�D�N�� �V�D�G�U�å�D�M�D��

�W�H�N�X�ü�H�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H�� �N�X�O�W�X�U�H�� �V�D�P�� �S�R�G�M�H�Gnako raspodijelila na dvije epruvete Falcon od 50 ml. 

Za izolaciju plazmidne DNA sam koristila komplet Nucleobond Xtra Midi (Macherey-

Nagel). Epruvete Falcon s bakterijama sam centrifugirala 20 minuta na 4�ƒ�& pri 5000 rpm. 

Odlila sam supernatant i dodala 8 ml pufera za resuspenziju. Falcon epruvete sam dobro 

�S�U�R�P�X�ükala dok se sav bakterijski talog nije resuspendirao u puferu, te sam naposljetku 

�V�S�R�M�L�O�D�� �V�D�G�U�å�D�M�� �)�D�O�Fon epruveta u jednu �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�X. Nakon toga sam dodala pufer za lizu 

stanica���� �S�U�R�P�X�ükala sadr�å�D�M��izvrtanjem pet puta i ostavila pet minuta na sobnoj temperaturi. 

�3�R�� �L�V�W�H�N�X�� �Y�U�H�P�H�Q�D���� �G�R�G�D�O�D�� �V�D�P�� �S�X�I�H�U�� �]�D�� �Q�H�X�W�U�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �X�V�O�L�M�H�G�� �þ�H�J�D�� �R�W�R�S�L�Q�D�� �P�L�M�H�Q�M�D�� �E�R�M�X�� �L�]��

plave u bijelu i nastaje mnogo bijelih grudica. Bijele grudice predstavljaju koagulirane 

�S�U�R�W�H�L�Q�H���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �R�W�S�D�G. Nakon dodavanja pufera za neutralizaciju, otopinu sam 

dodala �S�D�å�O�M�L�Y�R �X�� �N�R�O�R�Q�X�� �]�D�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�� �'�1�$�� �N�R�M�X�� �V�D�P�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �Q�D�W�R�S�L�O�D�� �V�� ���� �P�O�� �S�X�I�H�U�D��

EQU. Nakon prolaska otopine kroz filtar sam dodala 12 ml pufera EQU �L�� �W�R�� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R��na 

vanjske dijelove kolone (ne direktno u kolonu). Nakon prolaska pufera uklonila sam filter 

kolone i dodala pufer za ispiranje WASH. Uklonila sam tikvicu s otpadnom otopinom te ju 

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

ELU �N�R�M�L�� �ü�H�� �L�V�S�U�D�W�L�� �Y�H�]�D�Q�X�� �'�1�$ s kolone u epruvetu. �6�D�V�W�D�Y�� �S�X�I�H�U�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �]�D�ã�W�L�ü�H�Q�L��

�S�R�G�D�W�D�N�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� Nakon ovog koraka sam u epruvetu s ispranom DNA dodala 

�L�]�R�S�U�R�S�D�Q�R�O�� �N�R�M�L�� �ü�H�� �L�]�D�]�Y�D�W�L�� �S�U�H�F�L�S�L�W�D�F�L�M�X�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�H�� �'�1�$���� �2�W�R�S�L�Q�X�� �V�D�P�� �U�D�V�S�R�U�H�G�L�O�D�� �X�� ����

tubice od 2 ml i centrifugirala pola sata na 4�ƒ�& pri 15000 rpm. Dobivene taloge plazmidne 

DNA sam isprala u 70% �H�W�D�Q�R�O�X�����W�H���L�K���Q�D�S�R�V�O�L�M�H�W�N�X���R�V�X�ã�L�O�D���L���R�W�R�S�L�O�D���X 100 ���O pufera TE. 

Koncentraciju �L���þ�L�V�W�R�ü�X plazmidne DNA sam izmjerila na spektrofotometru NanoPhotometer 

���,�P�S�O�H�Q���� �1�M�H�P�D�þ�N�D���� �8�U�H�ÿ�D�M�� �P�M�H�U�L�� �D�S�V�R�U�E�D�Q�F�L�M�X�� �S�U�L�� �Y�D�O�Q�L�P�� �G�X�O�M�L�Q�D�P�D�� �R�G�� �������� �Q�P���� �������� �Q�P�� �L��

280 nm. �8�U�H�ÿ�D�M���V�D�P��kalibrirala �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H�P���������O���7E pufera bez plazmidne DNA te sam zatim 

krenula na mjerenje koncentracije plazm�L�G�Q�H�� �'�1�$���� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �V�D�P�� ���� ���O�� �X�]�R�U�N�D��

nanijela �Q�D�� �X�U�H�ÿ�D�M���� �2�P�M�H�U�� �$���������$�������� �J�R�Y�R�U�L�� �R�� �þ�L�V�W�R�ü�L�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�H�� �'�1�$�� �W�H�� �ã�W�R�� �M�H�� �W�D�M�� �R�P�M�H�U��

�E�O�L�å�L vrijednosti ���� �W�R�� �M�H�� �'�1�$�� �þ�L�ã�ü�D�� a ukoliko �M�H�� �R�P�M�H�U�� �Q�L�å�L�� �P�R�å�H�� �V�H�� �U�D�G�L�W�L�� �R�� �N�R�Q�W�D�P�L�Q�D�F�L�M�L��

proteinima koji apsorbiraju pri 280 nm. 
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3.2.5 Sekvenciranje plazmidne DNA 

Za provjeru rezultata colony PCR-a, izolirane plazmidne DNA su sekvencirane po 

�6�D�Q�J�H�U�R�Y�R�M�� �P�H�W�R�G�L���� �6�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H�� �M�H�� �R�E�D�Y�L�O�D�� �G�U���V�F�� �9�H�V�Q�D�� �0�X�V�D�Q�L���� �3�U�L�M�H�� �V�D�P�R�J�� �S�R�þ�H�W�N�D��

sekvenciranja, sve komponente su kratko centrifugirane (osim DNA polimeraze koja do same 

upot�U�H�E�H�� �V�W�R�M�L�� �X�� �]�D�P�U�]�L�Y�D�þ�X na -20�ƒ�&). Napravljene su dvije reakcijske smjese, jedna za 

�V�Y�D�N�X�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�X�� ���S�;�������� �)�:�� �L�� �S�;�������� �5�9���� (Tablica 4). Rea�N�F�L�M�V�N�H�� �V�P�M�H�V�H�� �V�X�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�H��

komplet za sekvenciranje Big Dye Terminator v3.1  (Applied Biosystems�������S�R�þ�H�W�Q�L�F�X i vodu. 

Tablica 4. Sastav reakcijskih smjesa za sekvenciranje po Sangeru. 

komponenta volumen 
Komplet 1�—�O 
DNA 3 �—�O 
�S�R�þ�H�W�Q�L�F�D 1 �—�O 
Voda 3 �—�O 

    

Reakcijske smjese su naposlijetku kratko vorteksirane i centrifugirane. U ozna�þ�H�Q�H�� �H�S�U�X�Y�H�W�H 

od 0,2 ml je dodano 5 �—�O reakcijske smjese, a potom su �G�R�G�D�Q�D�������—�O���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���S�O�D�]�P�L�G�Q�H��

�'�1�$�����7�X�E�L�F�H���V�X���N�U�D�W�N�R���Y�R�U�W�H�N�V�L�U�D�Q�H���L���F�H�Q�W�L�I�X�J�L�U�D�Q�H�������W�H���S�U�H�E�D�þ�H�Q�H���X���X�U�H�ÿ�D�M���]�D���3�&�5��(Applied 

Biosystems GeneAmp PCR System 2700)  na �V�O�M�H�G�H�ü�L��programu: 

96�ƒ�&�����������������P�L�Q 

96�ƒ�&   0:10 min 

�����ƒ�&�����������������P�L�Q      25x 

60�ƒ�&   4:00 min 

4�ƒ�&     �’  

 

Nakon reakcije plazmidne DNA su pohranjene na 4�ƒ�&  �G�R�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D�� Prije stavljanja na 

instrument ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), uzorke je potrebno 

�L�V�W�D�O�R�å�L�W�L���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�H�P���L���R�W�R�S�L�W�L���X���I�R�U�P�D�P�L�G�X�����1�D�N�R�Q���W�R�J�D���V�O�L�M�H�G�L���R�þ�L�W�D�Q�M�H���Q�D���L�Q�V�W�U�X�P�H�Q�W�X���L��

analiza sekvenci. 

�$�Q�D�O�L�]�X�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�� �U�D�G�L�O�D�� �V�D�P�� �X�� �S�U�R�J�U�D�P�X�� �%�L�R�(�G�L�W�� ���,�E�L�V�� �7�K�H�U�D�S�H�X�W�L�F�V���� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �V�D�P��

usporedila sekvence i kromatograme svakog uzorka sekvenciranog iz oba smjera sa 

referentnom sekvencom praznog plazmidnog vektora te provjerila je li se na ispravnom 

mjestu ugradio slijed sgRNA. 
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�������������5�D�G���V�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���N�X�O�W�X�U�D�P�D 

�6�D�Y���U�D�G���V�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���N�X�O�W�X�U�D�P�D���V�D�P���R�E�D�Y�O�M�D�O�D���X���V�W�H�U�L�O�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�����3�R�V�X�ÿ�H���N�R�M�H���V�D�P���N�R�U�L�V�W�L�O�D��

je st�H�U�L�O�Q�R�����N�D�R���L���R�W�R�S�L�Q�H�����S�X�I�H�U�L�� �L�� �P�H�G�L�M�L�����6�Y�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���Y�H�]�D�Q�H���X�]���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H���R�E�D�Y�O�M�D�O�D��

sam u  kabinetu za rad u sterilnim uvjetima sa laminarnim protokom zraka. Radnu p�R�Y�U�ã�L�Q�X��

sam prije i nakon rada �þ�L�V�W�L�O�D���D�O�N�R�K�R�O�R�P�����W�H���V�W�H�U�L�O�L�]�L�U�D�O�D���8�9���V�Y�M�H�W�O�R�P���� 

3.2.6.1 Odmrzavanje stanica 

Stanice su bile pohranjene u mediju za zamrzavanje (50% serum, 40% DMEM medij, 10% 

DMSO) u krio-ampulama na -80�ƒ�&. Odmrzavanje stanica sam oba�Y�L�O�D�� �X�� �ã�W�R�� �N�U�D�ü�H�P�� �U�R�N�X����

kako bi citot�R�N�V�L�þ�Q�L�� �X�W�M�H�F�D�M�� �'�0�6�2��bio minimalan. Krio-ampule sam stavila na led, a u 

�P�H�ÿ�X�Y�U�H�P�H�Q�X�� �R�E�L�O�M�H�å�L�O�D�� �S�U�L�N�O�D�G�Q�H�� �V�W�H�U�L�O�Q�H�� �V�W�D�N�O�H�Q�H�� �H�S�U�X�Y�H�W�H�� �X�� �N�R�Me sam dodala 5 ml medija 

za rast stanica, medij DMEM (Gibco, Life Technologies, SAD) kompletiran s 10% FBS 

(�I�H�W�D�O�Q�L�� �J�R�Y�H�ÿ�L�� �V�H�U�X�P���� �*�(�� �+�H�D�O�W�K�F�D�U�H���� �8�.��. Ampule sa stanicama sam kratko zagrijala u 

�U�X�N�D�P�D���� �G�R�Y�R�O�M�Q�R�� �G�D�� �V�H�� �]�D�O�H�ÿ�H�Q�D�� �V�P�M�H�V�D�� �R�G�Y�R�M�L�� �R�G�� �V�W�L�M�H�Q�N�H���� �D�� �Y�H�ü�L�Q�D�� �V�D�G�U�å�D�M�D�� �L�� �G�D�O�M�H�� �R�V�W�D�Q�H��

�]�D�O�H�ÿ�H�Q�D�����6�D�G�U�å�D�M���V�D�P���E�U�]�R���S�U�H�O�L�O�D���X���V�W�D�N�O�H�Q�H���H�S�U�X�Y�H�W�H���L���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�O�D���Q�D�������������U�S�P�������P�L�Q�X�W�D����

Nakon centrifugiranja je bio vidljiv talog stanica koje su se isprale od krioprotektanta DMSO. 

�6�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W���V�D�P���R�G�O�L�O�D�����D���W�D�O�R�J�H���V�W�D�Q�L�F�D���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�O�D���X���������P�O���'�0�(�0���P�H�G�L�M�D�����6�D�G�U�å�D�M���V�Y�D�N�H��

epruvete sam prenijela u prikladnu petrijevku promjera 10 cm (�6�D�U�V�W�H�G�W���� �1�M�H�P�D�þ�N�D). 

Petrijevke sam lagano protresla �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �V�D�G�U�å�D�M�� �U�D�Y�Q�R�P�M�H�U�Q�R�� �U�D�V�S�R�U�H�G�L�R�� �W�H�� �S�R�K�U�D�Q�L�O�D�� �X��

inkubator (37�ƒ�&, 5% CO2). 

 

�����������������3�U�H�V�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���L���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���V�W�D�Q�L�F�D���X���N�X�O�W�X�U�L 

Stanicama u kulturi sam mijenjala medij svaka dva do tri dana. Stani�þ�Q�D�� �O�L�Q�L�M�D�� �6�.�2�9���� �M�H��

adherentna, stoga sam medija mijenjala tako da bih pipetom sakupila sav medij iz petrijevke i 

�E�D�F�L�O�D���X���R�W�S�D�G�����W�H���þ�L�V�W�R�P���S�L�S�H�W�R�P���G�R�G�D�O�D���������P�O���V�Y�M�H�å�H�J���P�H�G�L�M�D�� Stanice �V�D�P���S�U�H�V�D�ÿ�L�Y�D�O�D���N�D�G�D��

bi �Q�D�U�D�V�O�H���W�R�O�L�N�R���G�D���S�U�H�N�U�L�M�X���S�R�Y�U�ã�L�Q�X���S�H�W�U�L�M�H�Yke odnosno postanu konfluentne.  

Kako bih stanice presa�G�L�O�D���� �S�U�Y�R�� �V�D�P�� �V�D�Y�� �P�H�G�L�M�� �X�N�O�R�Q�L�O�D�� �þ�L�V�W�R�P�� �S�L�S�H�W�R�P���� �3�R�W�R�P��sam na 

stanice dodala 5 ml PBS (1,7 mM KH2PO4, 136 mM NaCl, 1 mM Na2HPO4, KH2PO4, pH 

7,2), petrijevke kratko prodrmala���� �S�R�N�X�S�L�O�D�� �V�D�G�U�å�D�M�� �L�� �E�D�F�L�O�D���� �.�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �3�%�6�� �V�D�P��isprala 

�]�D�R�V�W�D�O�L�� �P�H�G�L�M�� �]�D�W�R�� �ã�W�R���V�H�U�X�P�� �P�R�å�H�� �G�H�D�N�W�L�Y�L�U�D�W�L�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� �W�U�L�S�V�L�Q�D����Zatim sam dodala 1 ml 

tripsina s dodatkom 1 mM EDTA i ostavila da djeluje 5-10 minuta. Stanice sam povremeno 

provjeravala pod mikroskopom kako bih pratila proces odvajanja od podloge (tripsinizacija). 
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Na odvojene stanice sam dodala 5 ml kompletnog medija i resuspendirala ih propuhivanjem 

kroz pipetu. Jedan �P�O�� �V�D�G�U�å�D�M�D���V�D�P�� �Q�D�V�D�G�L�O�D���X���þ�L�V�W�X���S�H�W�U�L�M�H�Y�N�X�� �L���Q�D�G�R�S�X�Q�L�O�D���V�D���������P�O���V�Y�M�H�å�H�J��

medija. 

 

3.2.6.3 Transfekcija stanica 

�7�U�D�Q�V�I�H�N�F�L�M�R�P���ü�H���V�H���X�V�S�R�V�Waviti kultura stanica u kojoj uneseni vektor nije �V�W�D�E�L�O�Q�R���X�J�U�D�ÿ�H�Q���X��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �J�H�Q�R�P����Princip unosa plazmidnog vektora koji kodira za protein Cas9 i sgRNA 

temelji se na endocitozi. Za transfekciju sam koristila komplet Xfect RNA Transfection 

Reagent (Takara, USA). Reagens u int�H�U�D�N�F�L�M�L�� �V�D���V�J�5�1�$���V�W�Y�D�U�D���E�L�R�U�D�]�J�U�D�G�L�Y�H���Q�D�Q�R�þ�H�V�W�L�F�H���W�H��

tako om�R�J�X�ü�D�Y�D���H�I�L�N�D�V�Q�X���W�U�D�Q�V�I�H�N�F�L�M�X���V �P�L�Q�L�P�D�O�Q�L�P���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L�P�� �H�I�H�N�W�R�P�����=�D���S�R�þ�H�W�D�N��sam 

�S�R�P�L�M�H�ã�D�O�D�� �X�� �V�W�H�U�L�O�Q�X�� �H�S�U�X�Y�H�W�X 5 �—�J�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�H�� �'�1�$�� �L�� ���������—�O XFECT pufera (potreban 

�Y�R�O�X�P�H�Q�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�H�� �'�1�$�� �V�D�P�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�O�D�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �Q�M�H�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �I�R�U�P�X�O�R�P�� �F� �P���Y��������

�6�D�G�U�å�D�M�� �V�D�P�� �Y�R�U�W�H�N�V�L�U�D�O�D�� �S�H�W�� �V�H�N�X�Q�G�L�� �W�H�� �G�R�G�D�O�D�� �������� �—�O�� �;�)�(�&�7�� �S�R�O�L�P�H�U�D���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �V�D�P��

�S�R�Q�R�Y�R���V�D�G�U�å�D�M���Y�R�U�W�H�N�V�L�U�D�O�D���������V�H�N�X�Q�G�L�����6�D�G�U�å�D�M���H�S�U�X�Y�H�W�H sam inkubirala 10 minuta pri sobnoj 

temperaturi. Stanicama koje su do tada bile pohranjene u inkubatoru, sam uklonila medij 

sterilnom pipetom, isprala u 5 ml PBS, te tripsinizirala sa 1 ml tripsina s dodatkom 1 mM 

EDTA. Nakon toga sam stanice resuspendirala u 5 ml medija i prebacila u sterilnu staklenu 

epruvetu. 20 �—�O�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�D�P�� �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�O�D�� �X�� ������ �—�O��metilenskog �P�R�G�U�L�O�D���� �W�H�� ������ �—�O�� �V�D�G�U�å�D�M�D��

prebacila u Neubauerovu komoricu za brojanje stanica. Izbrojala sam stanice, te �S�R�P�R�ü�X��

formule (br.stanica/0,4)x5x103 �L�]�U�D�þ�X�Q�D�O�D�� �S�R�W�U�H�E�D�Q�� �E�U�R�M�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�R�� �P�L�O�L�O�L�W�U�X�� �P�H�G�L�M�D����Stanice 

�V�D�P�� �Q�D�V�D�ÿ�L�Y�D�O�D�� �X�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �]�D�� �X�]�J�R�M�� �V�� ���� �E�X�Q�D�U�L�ü�D �W�D�N�R�� �G�D�� �X�� �V�Y�D�N�R�P�� �E�X�Q�D�U�L�ü�X�� �E�X�G�H�� ���� �[�� ����5 

stanica. �=�D�� �Q�D�V�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D���V�D�P���N�R�U�L�V�W�L�O�D�������E�X�Q�D�U�L�ü�D�����G�Y�L�M�H�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H���N�R�Q�W�U�R�O�H�������X�]�R�U�D�N������

Nakon inkubacije od 10 minuta, stanicama sam �G�R�G�D�O�D���V�D�Y���V�D�G�U�å�D�M���S�O�D�]�P�L�G�Q�H���'�1�$�����;�)�(�&�7��

�S�X�I�H�U�D�� �L�� �;�)�(�&�7�� �S�R�O�L�P�H�U�D���� �W�H�� �Q�D�G�R�G�D�O�D�� ���� �P�O�� �þ�L�V�W�R�J�� �P�H�G�L�M�D DMEM bez dodatka seruma. 

Stani�F�H�� �V�D�P�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�O�D�� �þ�H�W�L�U�L�� �V�D�W�D�� �Q�D�� �����ƒ�& 5% CO2. Nakon inkubacije, stanicama sam 

�X�N�O�R�Q�L�O�D���P�H�G�L�M���L���Q�D�G�R�G�D�O�D�������P�O���þistog kompletiranog DMEM medija (Slika 13). 24 sata nakon 

transfekcije sam ponovo zamijenila stanicama medij. Uz transfecirane stanice ���M�H�G�D�Q���E�X�Q�D�U�L�ü�� 

sam napravila dva negativna kontrolna uzorka (1. stanice s �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R�������P�O���P�H�G�L�M�D�����������V�W�D�Q�L�F�H����

s XFECT puferom i XFECT polimerom bez plazmidne DNA). �6�H�O�H�N�F�L�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�R�P�R�ü�X��

�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D�� �L�O�L�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�J�� �P�D�U�N�H�U�D�� �Q�L�M�H�� �L�]�Y�U�ã�H�Q�D�� �M�H�U�� �M�H�� �V�X�V�W�D�Y�� �&�5�,�6�3�5���&�D�V���� �U�X�þ�Q�R��

konstruiran tj. nije komercijalnog podrijetla. 
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Slika 13. Protokol za transfekciju stanica (preuzeto �L���S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R���S�U�H�P�D��www.clontech.com) 

 

3.2.6.4 Propagacija klonova 

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

�L�G�H�Q�W�L�þ�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�����N�O�R�Q�R�Y�H�������=�D���N�O�R�Q�L�U�D�Q�M�H���V�W�D�Q�L�F�D���V�D�P���N�R�U�L�V�W�L�O�D���P�H�W�R�G�X���J�U�D�Q�L�þ�Q�R�J���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D��

�X���N�R�M�R�M���V�H���V�W�D�Q�L�F�H���U�D�]�U�M�H�ÿ�X�M�X���W�D�N�R���G�D���M�H�����Q�D�N�R�Q���Q�D�V�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���X���S�O�R�þ�L�F�H��za uzgoj kulture stanica s 

������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D���� �Y�H�O�L�N�D�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�V�W�� �G�D�� �V�H�� �X�� �E�X�Q�D�U�L�ü�X�� �Q�D�ÿ�H�� �V�D�P�R�� �M�H�G�Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �N�R�M�D�� �ü�H�� �G�L�R�E�R�P��

stvoriti klon stanica.  

Transficiranim stanicama sam uklonila medij, dodala 1 ml PBS-a �X�� �V�Y�D�N�L�� �E�X�Q�D�U�L�ü���� �W�H�� �L�K��

naposl�L�M�H�W�N�X�� �W�U�L�S�V�L�Q�L�]�L�U�D�O�D�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� ���������—�O tripsina s 1 mM EDTA. Nakon nekoliko minuta 

sam sakupila sa�G�U�å�D�M���L���S�U�H�E�D�F�L�O�D���X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���V�W�H�U�L�O�Q�H �H�S�U�X�Y�H�W�H�����W�H���L�]�E�U�R�M�D�O�D���V�W�D�Q�L�F�H���N�D�R���ã�W�R��

�M�H�� �Y�H�ü�� �R�S�L�V�D�Q�R�� �J�R�U�H�� �,�]�U�D�þ�X�Q�D�O�D�� �V�D�P�� �N�R�O�L�N�R�� �W�U�H�E�D�P�� �U�D�]�U�L�M�H�G�L�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�D�N�R�� �E�L �N�R�Q�D�þ�Q�D��

koncentracija stanica bila 1-2 stanice / �������� ���O�����8�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�R�M�� �N�D�G�L�F�L�� �V�D�P�� �G�R�G�D�O�D�� �S�R�W�U�H�E�D�Q��

volumen medija i stanica, te kor�L�V�W�H�ü�L�� �S�L�S�H�W�X�� �V�D���R�V�D�P�� �Q�D�V�W�D�Y�D�N�D���� �G�R�G�D�O�D�� ���������—�O suspenzije u 

svaki bun�D�U�L�ü�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �]�D�� �X�]�J�R�M�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D���� �6�W�D�Q�L�F�H�� �V�D�P�� �S�R�W�R�P�� �S�R�K�U�D�Q�L�O�D�� �X��

inkubator na 37�ƒ�& uz 5% CO2 �G�R���V�O�M�H�G�H�ü�H�J���G�D�Q�D�����N�D�G�D���V�D�P���S�U�H�J�O�H�G�D�O�D���V�Y�H���E�X�Q�D�U�L�ü�H���L���R�]�Q�D�þ�L�O�D��

�E�X�Q�D�U�L�ü�H�� �X�� �N�R�M�L�P�D�� �V�D�P�� �Y�L�G�M�H�O�D�� �V�D�P�R�� �M�H�G�Q�X�� �S�U�L�Oi�M�H�S�O�M�H�Q�X�� �V�W�D�Q�L�F�X���� �%�X�Q�D�U�L�ü�H�� �E�H�]�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�O�L�� �V�D��

�Y�L�ã�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�D�P�� �R�G�E�D�F�L�O�D�� Stanicama sam mi�M�H�Q�M�D�O�D�� �P�H�G�L�M�� �W�D�N�R�� �ã�W�R�� �E�L�K�� �J�D�� �X�N�O�R�Q�L�O�D�� �S�R�P�R�ü�X��

vakuumske sisaljke, a pipetom dodala 100 �—�O �V�Y�M�H�å�H�J���P�H�G�L�M�D���X���V�Y�D�N�L���E�X�Q�D�U�L�ü���� 

�1�D�N�R�Q�� �ã�Wo su stanice formirale kolonije, pres�D�G�L�O�D�� �E�L�K�� �L�K�� �V�D�� �S�O�R�þ�H�� �]�D�� �X�]�J�R�M�� �V ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� �Q�D��

�S�O�R�þ�X�� �]�D�� �X�]�J�R�M�� �V ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� Svaka dva do tri dana sam mjenjala medij, dodav�D�M�X�ü�L�� ���� �P�O��

�þ�L�V�W�R�J�� �'�0�(�0�� �P�H�G�L�M�D��dok stanice nisu postale konfluentne, zatim sam presadila stanice u 

�S�O�R�þ�L�F�X�� �]�D�� �X�]�J�R�M�� �V�D�� ���� �E�X�Q�D�U�L�ü�D����Stanicama sam �X�� �P�H�ÿ�X�Y�U�H�P�H�Q�X��redovito mjenjala medij. 
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Naposljetku, kada su stanice postale konfluentne, presadila sam ih u petrijevke promjera 10 

cm. Kada bi stanice popunile cijeli povr�ã�L�Q�X�� �S�H�W�U�L�M�H�Y�N�H���� �U�D�]�U�L�M�H�G�L�O�D�� �E�L ih u mediju u omjeru 

1:5. Naposlijetku sam napravila 4 razr�M�H�ÿ�H�Q�M�D���V�Y�D�N�R�J���N�O�R�Q�D koje sam zamrznula, dok je jedna 

�S�H�W�U�L�M�H�Y�N�D���L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���]�D���L�]�R�O�D�F�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���]�D���:�H�V�W�H�U�Q���E�O�R�W���D�Q�D�O�L�]�X�� 

Probirom kojeg sam temeljila na konfluentnosti stanica, dobila sam sedam klonskih linija 

kojima sam testirala proteinsku ekspresiju GLI1. 

 

3.2.6.5 Zamrzavanje stanica 

�'�L�R���V�W�D�Q�L�F�D���V�D�P���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�R���]�D�P�U�]�Q�X�O�D���X���V�O�X�þ�D�M�X���S�R�W�U�H�E�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J���N�O�R�Q�D����a dio kratkotrajno 

�]�D���L�]�R�O�D�F�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D�����8���R�E�D���V�O�X�þ�D�M�D���M�H���V�W�D�Q�L�F�H���Q�D�M�E�R�O�M�H���]�D�P�U�]�D�Y�D�W�L���N�D�G�D���V�X���R�S�W�L�P�D�O�Q�H���J�X�V�W�R�ü�H��

(80-90% konfluentne). Postupak dugotrajnog zamrzavanja �S�R�þ�L�Q�M�H�� �V�O�L�þ�Q�R�� �N�D�R�� �L�� �S�R�V�W�X�S�D�N��

�S�U�H�V�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���� �6�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �V�D�P�� �X�N�O�R�Q�L�O�D�� �P�Hdij, dodala 5 ml i tripsinizirala. Trispinizirane 

stanice sam resuspendirala u 5 ml medija i prenijela u sterilnu staklenu epruvetu. Epruvete sa 

stanicama sam ostavila pola sata na ledu da se polako ohlade. Kasnije sam stanice 

centrifugirala na 1200 rpm 5 mi�Q�X�W�D�� �X�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�� �R�K�O�D�ÿ�H�Q�R�M�� �Q�D��4�ƒ�&. Nakon centrifugiranja 

sam odlila supernatant, a taloge stanica resuspendirala u 1 ml hladnog medija za zamrzavanje 

(50% serum, 40% DMEM medij, 10% DM�6�2�����L���S�U�H�E�D�F�L�O�D���X���R�]�Q�D�þene krio-ampule. Ampule 

sa st�D�Q�L�F�D�P�D�� �V�D�P�� �S�R�K�U�D�Q�L�O�D�� �X�� �]�D�P�U�]�L�Y�D�þ na -80�ƒ�&, a za dugotrajniju pohranu stanice se 

�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���X���W�D�Q�N�R�Y�H���V���W�H�N�X�ü�L�P���G�X�ã�L�N�R�P�� 

Dio stanica od svakog klona mi je trebao za izolaciju proteina. Zbog toga sam taj dio stanica 

�]�D�P�U�]�Q�X�O�D�� �Q�D�� �G�U�X�J�D�þ�L�M�L�� �Q�D�þ�L�Q���� �3�U�L�O�L�N�R�P�� �U�D�G�D�� �V�D�P�� �S�H�W�U�L�M�H�Y�N�H�� �G�U�å�D�O�D�� �Q�D ledu kako bi stanice 

�S�U�H�W�U�S�M�H�O�H�� �ã�W�R���P�D�Q�M�L���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�Q�L���ã�R�N�����6�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �V�D�P���S�U�Y�R���þ�L�V�W�R�P���S�L�S�H�W�R�P���X�N�O�R�Q�L�O�D�� �P�H�G�Lj te 

dodala 1 ml PBS. PBS sam uklonila te ponovila post�X�S�D�N���V�D���M�R�ã�������Pl PBS. Nakon toga sam 

stanicama dodala 700 �—�O PBS �W�H���V�W�H�U�L�O�Q�R�P���V�W�U�X�J�D�O�L�F�R�P���V�D�V�W�U�X�J�D�O�D���V�W�D�Q�L�F�H���R�G���S�R�Y�U�ã�L�Q�H�����6�W�D�Q�L�F�H��

�V�D�P�� �V�W�U�X�J�D�O�D�� �G�R�N�� �V�H�� �Q�L�M�H�� �L�]�J�X�E�L�R�� �R�V�M�H�ü�D�M�� �N�O�L�]�D�Y�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�����V�D�G�U�å�D�M��pokupila pipetom i 

prebacila u �R�]�Q�D�þenu tubicu od 5 ml. Strugalicu sam nakon svakog uzorka isprala u etanolu i 

destiliranoj vodi. Stanice sam centrifugirala 5 min pri 1200 rpm, odlila supernatant i taloge 

�S�R�K�U�D�Q�L�O�D�� �X�� �I�U�L�å�L�G�H�U�� �Q�D��-20�ƒ�&. Prilikom podizanja stanica nisam koristila tripsin jer razara 

membranske proteine od interesa (PTCH), stoga je metoda struganja prikladnija.  
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3.2.7 Izdvajanje proteina iz stanica 

�3�U�R�W�H�L�Q�L�� �L�]���V�W�D�Q�L�F�D���V�H�� �L�]�R�O�L�U�D�M�X���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���S�X�I�H�U��za lizu koji se sastoji od pufera RIPA (25 mM 

Tris-HCl, 1% Na-deoksiholat, 1% Nonidet P-40, 150 mM NaCl, 0,1% SDS) i inhibitora 

proteaza, uz sonikaciju. Inhibitor proteaza se dodaje u obliku tabletice (Complete Mini 

Protease Inhibitor Coctail Tablets���� �5�R�F�K�H���� �â�Y�L�F�D�U�V�N�D������ �M�H�G�Q�D�� �W�D�E�O�H�W�L�F�D�� �Q�D�� ������ �P�O�� �S�X�I�H�U�D. 

Pohranjene taloge stanica resuspendirala sam u 50 �—�O pufera �]�D�� �O�L�]�X���� �W�H�� �V�D�G�U�å�D�M�� �S�U�H�E�D�F�L�O�D�� �X��

zasebne sterilne tubice od 1,5 ml koje su prikladnije za homogenizaciju i kasnije korake. 

�6�W�D�Q�L�F�H�� �V�D�P�� �G�U�å�D�O�D�� �Q�D�� �O�H�G�X�� �W�L�M�H�N�Rm cijelog postupka izolacije proteina. Suspenzije stanica 

sam sonificirala dva puta po 15 sekundi po�P�R�ü�X�� �V�R�Qifikatora Labsonic M (Sartorius, 

�1�M�H�P�D�þ�N�D���� �D�� �Q�D�N�R�Q�� �W�R�J�D�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�O�D�� ������ �P�L�Q�X�W�D�� �Q�D�� ������������ �U�S�P�� �X�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�� �R�K�O�D�ÿ�H�Q�R�M�� �Q�D��

4�ƒ�&���� �6�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� �V�D�P�� �V�D�N�X�S�L�O�D�� �L�� �S�U�H�E�D�F�L�O�D�� �X�� �þ�L�V�W�X���� �S�U�L�N�O�D�G�Q�R�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�X�� �P�L�N�U�R�H�S�U�X�Y�H�W�X i 

�S�R�K�U�D�Q�L�O�D���X���]�D�P�U�]�L�Y�D�þ na -80�ƒ�& do upotrebe. 

Koncentraciju �S�U�R�W�H�L�Q�D���V�D�P���R�G�U�H�G�L�O�D���S�R�P�R�ü�X���N�R�O�R�U�L�P�H�W�U�L�M�V�N�H���P�H�W�R�G�H���S�R���%�U�D�G�I�R�U�G-�X�����N�R�U�L�V�W�H�ü�L��

komercijalnu otopinu Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientific, USA). Mjerenje se 

�]�D�V�Q�L�Y�D���Q�D���V�Y�R�M�V�W�Y�X���N�L�V�H�O�L�Q�H���%�&�$���G�D���S�U�R�P�M�H�Q�L�� �E�R�M�X���S�U�L�O�L�N�R�P���Y�H�]�D�Q�M�D���]�D���E�D�]�L�þ�Q�H��i aromatske 

�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���X���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D�����1�D�N�R�Q���Y�H�]�D�Q�M�D���]�D���S�U�R�W�H�L�Q�H���G�R�O�D�]�L���G�R���V�Q�D�å�Q�H���D�S�V�R�U�E�D�Q�F�L�M�H���Q�D����������

�Q�P�� �N�R�M�D�� �V�H�� �O�L�Q�H�D�U�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �V�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�R�P�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �V�H�� �Y�U�O�R��

�M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�R�� �P�R�å�H�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �X�V�S�R�U�H�G�E�R�P�� �D�S�V�R�U�E�D�Q�F�L�M�D�� �V�D�� �V�W�D�Q�G�D�Udnom krivuljom poznatih 

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�����3�U�Y�R���V�D�P�� �Q�D�S�U�D�Y�L�O�D�� �Q�L�]���V�H�U�L�M�V�N�L�K���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D���S�R�]�Q�D�W�R�J���V�W�D�Q�G�D�Udnog proteina, 1 

�P�J���P�O�� �%�6�$�� ���J�R�Y�H�ÿ�L�� �D�O�E�X�Pin iz seruma) redom: 2000 �—g/ml, 1500 �—g/ml, 1000 �—g/ml, 750  

�—g/ml, 500 �—g/ml, 250 �—g/ml, 125 �—g/ml, 25 �—g/ml te 0 �—g/ml �S�U�D�W�H�ü�L�� �X�S�X�W�H�� �X�� �N�L�W�X�� Nakon 

toga sam napravila i radnu otopinu reagensa koja se sastoji od otopine A i otopine B u omjeru 

50:1. 25 �—�O uzorka i standarda sam pipetiral�D�� �X�� �S�O�R�þ�L�F�X�� �V�D�� ������ �E�X�Q�D�U�L�ü�D�� �X�� �G�X�Slikatu. Dodala 

�V�D�P���X���V�Y�D�N�L���E�X�Q�D�U�L�ü�����������—�O �U�D�G�Q�H���R�W�R�S�L�Q�H�����W�H���������V�H�N�X�Q�G�L���S�U�R�G�U�P�D�O�D���S�O�R�þ�L�F�X�����1�D�N�R�Q���W�R�J�D���V�D�P��

plo�þ�L�F�X���L�Q�N�X�E�L�U�D�O�D���������P�L�Q�X�W�D���Q�D�������ƒ�&, a kasnije ohladila na sobnoj temperaturi. Naposlijetku 

sam izmjerila apsorbanciju na 562 nm na spektrofotometru (Labsystems Multiskan MS, 

Finska). �'�R�E�L�Y�H�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �V�D�P�� �X�Q�L�M�H�O�D�� �X�� �U�D�þ�X�Q�D�O�R�� �L�� �Q�D�F�U�W�D�O�D�� �V�W�D�Q�G�D�Udnu krivulju na 

temelju koje sam odredila vrijednosti koncentracije proteina. 
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3.2.8 Metoda ,,Western blot�³ 

Metodom ,,Western blot�³ �V�H�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�P�� �X�]�R�U�N�X�� �S�R�P�R�ü�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�Lh 

protutijela. Daje nam informaciju o tome je li protein i u kojoj mjeri eksprimiran (Slika 14) 

 

Slika 14. Princip detekcije proteina protutijelima u Western analizi. Na protein vezan na membrani 
�Y�H�å�H�� �V�H�� �S�U�L�P�D�U�Q�R�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �]�D�� �W�D�M�� �S�U�R�W�H�L�Q���� �1�D���S�U�L�P�D�U�Q�R�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� �Y�H�å�H�� �V�H�� �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�R��
�S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���]�D���)�D�E���I�U�D�J�P�H�Q�W���S�U�L�P�D�U�Q�R�J���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�����6�H�N�X�Q�G�D�U�Q�R���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R���N�R�Q�M�X�J�L�U�D�Q�R���M�H���V��
peroksidazom, koja djeluje na kemiluminiscentni reagens (substrat) te on po�þ�L�Q�M�H���V�Y�L�M�H�W�O�L�W�L�������S�U�H�X�]�H�W�R i 
�S�U�L�O�D�J�R�ÿ�Hno prema www.leinco.com). 

 

Prvi korak u Western analizi je razdvajanje proteina na SDS-poliakrilamidnom gelu. SDS 

�G�M�H�O�X�M�H�� �G�H�Q�D�W�X�U�L�U�D�M�X�ü�H�� �Q�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �L�� �S�U�H�N�U�L�Y�D�� �L�K�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L�P�� �Q�D�E�R�M�H�P���� �ã�W�R�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D��

�S�X�W�R�Y�D�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �S�U�H�P�D�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�R�P�� �S�R�O�X�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�H�� �P�D�V�H���� �9�H�ü�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �ü�H��

�S�X�W�R�Y�D�W�L�� �V�S�R�U�L�M�H���� �D�� �P�D�Q�M�L�� �E�U�å�H���� �3�U�Y�R�� �V�D�P�� �Q�D�S�U�D�Y�L�Oa gel za razdavajanje �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �R�S�L�V�D�Q�R�� �X��

tablici 5. �$�3�6���L���7�(�0�(�'���V�D�P���G�R�G�D�O�D���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���S�U�L�M�H���L�]�O�L�M�H�Y�D�Q�M�D���J�H�O�D���L�]�P�H�ÿ�X���V�W�D�N�D�O�D�����*�H�O���]�D��

razdvajanje sam stavila do otprilike 3/4 visine stakla kako bih imala mjesta za gel za sabijanje. 

�1�D���J�H�O���]�D���U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H���V�D�P���S�D�å�O�M�L�Y�R���Q�D�Q�L�M�H�O�D�� �L�]�R�S�U�R�S�D�Q�R�O i ostavila ga da se polimerizira pola 

sata. Nakon toga sam napravila gel za sabijanje �N�D�R���ã�W�R���M�H���R�S�L�V�D�Q�R���X���W�D�E�O�L�F�L�������������.�D�R���ã�W�R���M�H���E�L�R��

�V�O�X�þ�D�M��sa gelom za razdvajanje, tako sam i prilikom pripreme gela za sabijanje dodala APS i 

TEMED neposredno prije izlijevanja. APS i TEMED kataliziraju polimerizaciju akrilamida i 

bisakrilamida. Prije izlijevanja gela za sabijanje sam uklonila izopropanol. Gel za sabijanje 

�V�D�P�� �Q�D�O�L�O�D�� �G�R�� �Y�U�K�D�� �V�W�D�N�O�D���� �D�� �S�R�W�R�P�� �V�W�D�Y�L�O�D�� �þ�H�ã�O�M�L�ü�� �]�D�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H�� �M�D�å�L�F�D���� �*�H�O�� �]�D�� �V�D�E�L�M�D�Q�M�H�� �V�H��

�W�D�N�R�ÿ�H�U���S�R�O�L�P�H�U�L�]�L�U�D���S�R�O�D���V�D�W�D�� 
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Tablica 5. Sastav i omjeri komponenti za izradu akrilamidnih gelova 

komponenta volumen 
gel za razdvajanje 

voda 4,95 ml 
30% akrilamid-�E�L�V�D�N�U�L�O�D�P�L�G���P�M�H�ã�D�Y�L�Q�D 2,35 ml 
1.5 M TRIS-HCl 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% akrilamid-�E�L�V�D�N�U�L�O�D�P�L�G���P�M�H�ã�D�Y�L�Q�D 0,83 ml 
1 M TRIS-HCl pufer, pH 6,8 0,63 ml 
10% SDS 0,05 ml 
10% amonij persulfat 0,05 ml 
TEMED 0,004 ml 

 

Nakon pripreme gela sam denaturirala proteinske uzorke. Dodala sam 50 �—�J proteina u  

mikroepruvetu i dodala 1/4 �N�R�Q�D�þ�Q�R�J���Y�R�O�X�P�H�Q�D�����[���S�X�I�H�U�D���]�D���Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H (pufer LB, sastav: 0,2 

M Tris-HCl pH 6,8, 0,4 M DTT, 8% SDS, 40% glicerol, 0,001% bromfenol blue). Uzorke 

sam zagrijala 5 minuta na 95�ƒ�& i centrifugirala jednu minutu na 13200 rpm. Pola sata nakon 

�ã�W�R���V�D�P���Q�D�S�U�D�Y�L�O�D���J�H�O�����X�N�O�R�Q�L�O�D���V�D�P���þ�H�ã�O�M�L�ü���W�H���S�R�V�W�D�Y�L�O�D���V�W�D�N�O�D�� �V���J�H�O�R�P���X���V�X�V�W�D�Y���]�D���Y�H�U�W�L�N�D�O�Qu 

elektroforezu Mini-Protean III (Bio-Rad, SAD) s puferom za elektroforezu (1 M glicin, 50 

mM Tris, 1% SDS). U �S�U�Y�X�� �M�D�å�L�F�X sam nanijela 4 �—l proteinskog markera BioRad Precision 

Plus Protein Dual Color Standard (Bio-Rad, SAD), a zatim redom uzorke. Elektroforeza se 

odvijala pri konstantnom naponu 110 V u trajanju 2 sata. 

Elektroforezu sam zaustavila kada je fronta boje iz pufera LB stigla do donjeg ruba gela. 

�3�D�å�O�M�L�Y�R�� �V�D�P�� �L�]�Y�D�G�L�O�D�� �J�H�O�� �L�� �V�O�R�å�L�O�D�� �W�]�Y���� �V�H�Q�G�Y�L�þ�� �]�D�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�� �Q�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�X���� �8�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�L�� �Q�R�V�D�þ��

�V�D�P�� �Q�D�� �S�U�R�]�L�U�Q�X�� �V�W�U�D�Q�X�� �V�O�R�å�L�O�D�� �U�H�G�R�P���� �V�S�X�å�Y�L�F�D���� �G�Y�D�� �N�R�P�D�G�D�� �I�L�O�W�H�U�� �S�D�S�L�U�D���� �Q�L�W�U�R�F�H�O�X�O�R�]�Q�D��

membrana, gel, dva komada filter p�D�S�L�U�D�� �L�� �R�S�H�W�� �V�S�X�å�Y�L�F�D�� ���6�O�L�N�D�� ����). Sustav sam zatvorila 

�F�U�Q�R�P���V�W�U�D�Q�R�P���Q�R�V�D�þ�D���L���V�W�D�Y�L�O�D���J�D���X���V�L�V�W�H�P���]�D���S�U�L�M�H�Q�R�V���Q�D���P�H�P�E�U�D�Q�X���X���S�X�I�H�U���]�D��prijenos (200 

�P�0�� �7�U�L�V���� �������� �0�� �J�O�L�F�L�Q���� �V�Y�M�H�å�H�� �V�H�� �G�R�G�D�M�H�� �M�R�ã�� ����-20% metanola). Nitroceluloznoj membrani 

�V�D�P�� �R�G�U�H�]�D�O�D�� �J�R�U�Q�M�L�� �O�L�M�H�Y�L�� �X�J�D�R�� �]�E�R�J�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�D�� �R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H���� �3�U�Ljenos se odvijao pri 

konstantnom naponu 100 V 90 minuta. 
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Slika 15. Slaganje slojeva prilikom prijeno�V�D�� �Q�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�X�� ���S�U�H�X�]�H�W�R�� �L�� �S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�R�� �S�U�H�P�D 
www.radio.cuci.udg.mx). 

 

 

�1�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �M�H�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�� �]�D�Y�U�ã�L�R���� �L�]�Y�D�G�L�O�D�� �V�D�P�� �L�� �V�W�D�Y�L�O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�X�� �X�� �N�D�G�L�F�X�� �]�D�� �E�R�M�D�Q�M�H����

Membranu sam bojala bojom Naphtol Blue (10% metanol, 2% octena kiselina, 0,1% Naphtol 

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

octena kiselina u vodi). Membranu sam odbojavala dok nije pobijelila i dok pruge proteina 

nisu ostale plave. Nakon toga sam membranu isprala tri puta u puferu TBST (50 mM Tris, 

150 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween 20, pH 7,5) na tresilici. Membranu sam izrezala na trakice 

kako bi je mogl�D�� �W�U�H�W�L�U�D�W�L�� �L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R�� �V�� �Y�L�ã�H�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D. Membranu sam blokirala u 5% 

otopini mlijeka u prahu u puferu TBST pola sata na sobnoj temperaturi na tresilici. Primarna 

antitijela sam razrijedila u 5% mlijeku u puferu TBST kako je navedeno u tablici 6. Kao 

kontrolu sam koristila aktin. Nakon blokiranja sam membrane stavila u kadice sa otopinom 

primarnih antitijela, �]�D�W�Y�R�U�L�O�D���W�H���L�Q�N�X�E�L�U�D�O�D���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���Q�D�����ƒ�& na tresilici. 

Tablica 6. �3�U�L�P�D�U�Q�D���L���V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�D���D�Q�W�L�W�L�M�H�O�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���X���:�H�V�W�H�U�Q���E�O�R�W���D�Q�D�O�L�]�L 

antigen �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ �N�D�W�D�O�R�ã�N�L���E�U�R�M �å�L�Y�R�W�L�Q�M�D �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H 
primarna antitijela  

��-ACTIN ProteinTech 60008-1-Ig mouse  1:4000 
GLI1  Cell Signaling C68H3 #3538 rabbit 1:1000 
PTCH1 ProteinTech 17520-1-AP rabbit 1:600 �± 1:1000 
     

sekundarna antitijela 
HRP goat anti-
mouse Ig 

BD Pharmingen 554002 (lot 
7223628) 

goat 1:5000 

HRP goat anti-
rabbit IgG 

BD Pharmingen 554021 (lot 
6272517) 

goat 1:5000 
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�6�O�M�H�G�H�ü�L�� �G�D�Q�� �V�D�P�� �L�V�S�U�D�O�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� ���[���� �P�L�Q�X�W�D�� �X�� �S�X�I�H�U�X�� �7�%�6�7�� �Q�D�� �Q�M�L�K�D�O�L�F�L���� �1�D�S�U�D�Y�L�O�D�� �V�Dm 

�R�W�R�S�L�Q�X�� �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�L�K�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K�� �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�� �X�� ������ �R�W�R�S�L�Q�L�� �P�O�L�M�H�N�D�� �X�� �7�%�6�7-u. 

Membrane sam inkubirala u otopini sekundarnih protutijela sat vremena pri sobnoj 

temperaturi. Nakon inkubacije sam membrane ponovo isprala 3x5 minuta u puferu TBST. Za 

detekciju signala sam koristila kombinaciju kemiluminiscentnih reagensa SuperSignal West 

PICO i SuperSignal West FEMTO (Thermo Scientific, SAD)���� �N�R�M�H�� �V�D�P�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R��

�S�R�P�L�M�H�ã�D�O�D�� �X�� �R�P�M�H�U�X�� ���������� �0�H�P�E�U�D�Q�H�� �V�D�P�� �V�W�D�Y�L�O�D�� �X�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�X�� �N�D�G�L�F�X���� �Q�D�N�D�S�D�O�D��

kemiluminiscentnim reagensom i inkubirala 5 minuta u mraku. Nakon inkubacije sam 

�X�N�O�R�Q�L�O�D�� �Y�L�ã�D�N�� �N�H�P�L�O�L�P�X�Q�L�V�F�H�Q�W�Q�R�J�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �S�D�S�L�U�Q�D�W�L�P�� �X�E�U�X�V�R�P�� �W�H�� �S�U�H�Q�L�M�H�O�D�� �P�H�P�Erane na 

prozirnu foliju. Membrane u foliji sam slikala u aparatu za slikanje UVITEC Alliance 4.7 

(UVITEC Cambridge, UK). 
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4. REZULTATI  

4.1 Dizajn molekula sgRNA 

Na temelju odabranog dijela sekvence GLI1 �R�G�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R�� �������� �S�E���� �S�U�R�J�U�D�P�� �]�D�� �G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�M�H��

�V�J�5�1�$���S�R�Q�X�G�L�R���M�H���V�Y�H���P�R�J�X�ü�H���R�S�F�L�M�H���R�O�L�J�Rnukleotidnih sekvenci (Slika 16).  

 

 

Slika 16. �3�U�L�N�D�]���U�H�]�X�O�W�D�W�D���G�L�]�D�M�Q�D���V�J�5�1�$���V�D���Z�H�E���V�X�þ�H�O�M�D���F�U�L�V�S�U���P�L�W���H�G�X�����*�U�D�I�L�þ�N�L���V�X���S�U�L�N�D�]�D�Q�L���S�R�O�R�å�D�M�L��
i orijentacije svih �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L�K�� �V�J�5�1�$���� �D�� �X�� �Q�D�V�W�D�Y�N�X�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �W�D�E�O�L�þ�Q�L�� �S�U�L�N�D�]�� �S�U�H�S�R�U�X�þ�H�Q�L�K�� �V�J�5�1�$��
�S�R�U�H�G�D�Q���R�G���Q�D�M�E�R�O�M�L�K���S�U�H�P�D���Q�D�M�O�R�ã�L�M�L�P�D�����W�H���D�Q�D�O�L�]�D���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���P�M�H�V�W�D���F�L�M�H�S�D�Q�M�D�� 

 

Pet najboljih molekula sgRNA �M�H�� �R�]�Q�D�þeno na sekvenci gena GLI1 u programu SnapGene 

Viewer (GSL Biotech, USA) te je odabrana sgRNA koja se nalazila �Q�D�M�E�O�L�å�H�� �P�M�H�V�W�X���S�R�þ�H�W�N�D��

translacije (ATG) (Slika 17). 

 

Slika 17.  Prikaz dijela sekvence gena GLI1 �N�R�M�D�� �R�E�X�K�Y�D�ü�D�� �P�M�H�V�W�R�� �S�R�þ�H�W�N�D�� �W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�H�� �W�H�� �S�R�O�R�å�D�M�H�� �L��
orijentacije 5 najboljih sgRNA. �2�G�D�E�U�D�Q�D���V�J�5�1�$���Q�D���V�O�L�F�L���M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���N�D�R���*�8�,�'�(������ 
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4.2 Analiza sekvenci sgRNA u vektoru 

Prije sekvenciranja pl�D�]�P�L�G�Q�H�� �'�1�$�� �P�H�W�R�G�R�P�� �S�R�� �6�D�Q�J�H�U�X���� �L�V�S�L�W�D�Q�D�� �M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �å�H�O�M�H�Q�R�J��

inserta metodom colony PCR. Provjerom rezultata metodom colony PCR gel elektroforezom 

�L�]�Y�U�ã�H�Q�D�� �M�H�� �E�U�]�D�� �S�U�H�W�U�D�J�D�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �N�R�O�R�Q�L�M�D�� �N�R�M�H�� �S�R�V�M�H�G�X�M�X�� �S�O�D�]�P�L�G�H�� �V�� �X�N�O�R�Q�L�U�D�Q�L�P��

�å�H�O�M�H�Q�L�P�� �R�G�V�M�H�þ�N�R�P�� �'�1�$ (tzv. pozitivne kolonije) (Slika 18). Bakterijske kolonije su 

�S�R�N�D�]�D�O�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �å�H�O�M�H�Q�R�J�� �L�Q�V�H�U�W�D���� �D�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�L�� �S�Rzitivnim signalom pozitivne 

kontrole i negativnim signalom negativne kontrole. 

 

 

Slika 18. Provjera rezultata colony PCR-a na 1% agaroznom gelu. �8�� �S�U�Y�R�M�� �M�D�å�L�F�L�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �P�D�U�N�H�U 
(M), a potom slijede redom uzorci bakterijskih kolonija (1-7). J�D�å�L�F�D 8 predstavlja pozitivnu kontrolu 
(plazmid pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9), a posljednja (9) negativnu kontrolu (reakcijska 
smjesa bez DNA kalupa). 

 

Potvrda rezultata colony PCR-�D�� �M�H�� �L�]�Y�U�ã�H�Q�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H�P�� �S�R�� �6�D�Q�J�H�U�X���� �$�Q�D�O�L�]�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K��

sekvenci je napravljena u programu BioEdit (�,�E�L�V�� �7�K�H�U�D�S�H�X�W�L�F�V������ �8�V�S�R�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�� �L��

kromatograma svakog uzorka sekvenciranog iz oba smjera s referentnom sekvencom praznog 

�S�O�D�]�P�L�G�Q�R�J���Y�H�N�W�R�U�D�����L�]�G�Y�R�M�H�Q�H���V�X���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���N�R�O�R�Q�L�M�H���N�R�M�H���V�X���L�P�D�O�H���V�O�L�M�H�G���V�J�5�1�$���X�J�U�D�ÿ�H�Q���Q�D��

ispravnom mjestu (Slika 19). �$�Q�D�O�L�]�R�P�� �M�H���X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���G�D���V�X���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���N�R�O�R�Q�L�Me 1, 3 i 6 imale 

slijed sgRNA u�J�U�D�ÿ�H�Q���Q�D�� �L�V�S�U�D�Y�Q�R�P�� �P�M�H�V�W�X �L���V�D�G�U�å�D�Y�D�O�H���S�R�W�S�X�Qu oligonukleotidnu sekvencu 

GLI1.  Neke bakterijske k�R�O�R�Q�L�M�H�����N�D�R���ã�W�R���M�H���N�R�O�R�Q�L�M�D�������V�X���L�P�D�O�H���S�U�D�]�D�Q���S�O�D�]�P�L�G���E�H�]���å�H�O�M�H�Q�R�J��

�V�J�5�1�$���R�G�V�M�H�þ�N�D���� 

 

 

  M            1             2            3             4            5             6             7            8             9                  
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Slika 19. Analiza rezultata sekvenciranja plazmidne DNA bakterijskih kolonija 1, 3, 5 i 6. Bakterijske 
�N�R�O�R�Q�L�M�H�� ������ ���� �L�� ���� �L�P�D�M�X�� �S�U�D�Y�L�O�Q�R�� �X�J�U�D�ÿ�H�Q�� �V�O�L�M�H�G�� �V�J�5�1�$�� �W�H�� �V�D�G�U�å�H�� �W�R�þ�Q�X��sgGLI1 sekvencu  5' 
�&�$�&�&�*�&�&�&�7�7�7�7�7�*�*�7�*�$�7�7�&�$�7�&�7�*�*�� �
������ �%�D�N�W�H�U�L�M�V�N�D�� �N�R�O�R�Q�L�M�D�� ���� �V�D�G�U�å�L�� �S�U�D�]an vektor bez 
�å�H�O�M�H�Q�H�� �V�J�5�1�$�� �V�H�Nvence �ã�W�R�� �V�H�� �M�D�V�Q�R�� �Y�L�G�L�� �X�V�S�R�U�H�G�E�R�P�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �S�U�D�]�Q�R�J�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �L�]�� �G�R�Q�M�H�J�� �G�L�M�H�O�D��
slike. 

 

 

�8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�D�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �L�]�J�O�H�G�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�D�� �Sozitivnih bakterijskih 

kolonija (Slika 20). Kromatogrami pozitivnih bakterijskih kolonija bili su jasnog izgleda bez 

�S�R�]�D�G�L�Q�V�N�L�K�� �V�L�J�Q�D�O�D���� �ã�W�R�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �N�Yalitetu izolirane plazmidne DNA i �W�R�þ�Q�R�V�W�� �X�J�U�D�G�Q�M�H��

�å�H�O�M�H�Q�H���V�J�5�1�$�� 

 

 

Slika 20. Kromatogram p�R�]�L�W�L�Y�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���N�R�O�R�Q�L�M�H�����1�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X���M�H���V�L�Y�R�P���E�R�M�R�P���R�]�Q�D�þ�H�Q�����
��
gvanin oligonukleotidne sekvence sgRNA. 
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4.3 �0�R�U�I�R�O�R�ã�N�L���L�]�J�O�H�G���W�U�D�Q�V�I�H�F�L�U�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D 

�'�D�� �E�L�� �V�H�� �L�]�Y�U�ã�L�O�D�� �F�L�O�M�D�Q�D�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �J�H�Q�D����SKOV3 stanice su transfecirane plazmidnim 

�Y�H�N�W�R�U�R�P�� �W�H�� �Q�D�V�D�ÿ�H�Q�H�� �X�� �S�O�R�þ�L�F�X�� �V�� ������ �E�D�]�H�Q�þ�L�ü�D gus�W�R�ü�H�� ���� �V�W�D�Q�L�F�H�� �S�R�� �E�X�Q�D�U�L�ü�X. Nastale 

homogene kolonije podrijetlom iz jedne stanice �V�X�� �Q�D�N�R�Q�� �W�U�D�Q�V�I�H�N�F�L�M�H�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�H�� �X�� �N�X�O�W�X�U�L��

�S�U�H�V�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P�� �W�H�P�H�O�M�H�Q�L�P�� �Q�D konfluentnosti. Tijekom propagacije klonova, stanice su 

redovito promatrane pod svjetlosnim mikros�N�R�S�R�P�� �L�� �E�L�O�M�H�å�H�Q�H�� �V�X�� �Q�D�V�W�D�O�H��promjene u 

morfologiji i rastu. O�S�D�å�H�Q�D���M�H���S�U�R�P�M�H�Q�D���P�R�U�I�R�O�R�ã�N�R�J���L�]�J�O�H�G�D���N�O�R�Q�V�N�H���O�L�Q�L�M�H SKOV3 GLI1A. 

Stanice su �P�R�U�I�R�O�R�ã�N�L��bile vidljivo  �G�U�X�J�D�þ�L�M�H�� �R�G�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �6�.�2�9���� �G�L�Y�O�M�H�J�� �W�L�S�D����Za razliku od 

divljeg tipa stanica SKOV3, klonska linija SKOV3 �*�/�,���$���M�H���L�P�D�O�D���W�D�Q�M�H���L���L�]�G�X�å�H�Q�L�M�H���V�W�D�Q�Lce 

(Slika 21). Kod klonske linije SKOV3 GLI1A je naposlijetku i �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�� �L�]�R�V�W�D�Q�D�N��

proteinske ekspresije GLI1. Druge klonske linije kod kojih je ekspresija GLI1 bila na 

�X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�R�M���U�D�]�L�Q�L���L�P�D�O�H���V�X���I�H�Q�R�W�L�S���P�Q�R�J�R���V�O�L�þ�Q�L�M�L���G�L�Y�O�M�H�P���W�L�S�X���V�W�D�Q�L�F�D���6�.�2�9����  

 

Slika 21. �0�R�U�I�R�O�R�ã�N�L�� �L�]�J�O�H�G�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �/�L�M�H�Y�R���� �6�.�2�9���� �V�W�D�Q�L�F�H�� �G�L�Y�O�M�H�J�� �W�L�S�D. Desno: Klonska linija 
SKOV3 sa smanjenom ekspresijom proteina GLI1. 

 

 

 

 

 

 

 

    SKOV3 wt SKOV3 GLI1  KO 
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4.3 Analiza proteinske ekspresije 

�1�D�N�R�Q���W�U�D�Q�V�I�H�N�F�L�M�H���S�O�D�]�P�L�G�Q�L�P���Y�H�N�W�R�U�R�P���W�H���Q�D�V�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���X���S�O�R�þ�L�F�X���V���������E�D�]�H�Q�þ�L�ü�D�����N�D�N�R���E�L���V�H��

�V�W�Y�R�U�L�O�H�� �K�R�P�R�J�H�Q�H�� �N�R�O�R�Q�L�M�H���� �L�]�Y�U�ã�H�Q�D�� �M�H�� �S�U�R�S�D�J�D�F�L�M�D�� �6�.�2�9���� �N�O�R�Q�V�N�L�K�� �O�L�Q�L�M�D���� �.�R�G�� �V�H�G�D�P��

klonskih linija dobivenih propagacijom, ispitana je proteinska ekspresija transkripcijskog 

faktora GLI1 te njegove transkripcijske mete PTCH1 metodom Western Blot. Prije 

ispitivanja proteinske ekspresije, izmjerena je koncentracija proteina izoliranih iz dobivenih 

SKOV3 klonskih linija metodom po Bradford-u. �.�R�U�L�V�W�H�ü�L���G�R�E�L�Y�H�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Qosti apsorbancija 

�V�H�U�L�M�V�N�L�K�� �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�� �S�R�]�Q�D�W�R�J�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R�J�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� ���� �P�J���P�O�� �%�6�$�� ���J�R�Y�H�ÿ�L�� �D�O�E�X�P�L�Q�� �L�]��

�V�H�U�X�P�D���� �L�]�U�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �N�U�L�Y�X�O�M�D�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �N�R�M�H�� �M�H�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �Noncentracija proteina 

(Slika 22). 

 

Slika 22. Standardna krivulja BCA na temelju ko�M�H���V�H���U�D�þ�X�Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D�����1�D���R�V�L���[���M�H���2�'��
���R�S�W�L�þ�N�D���J�X�V�W�R�ü�D�������ã�W�R���M�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���R�þ�L�W�D�Q�M�D���D�E�V�R�U�E�D�Q�F�L�M�H���L�Q�V�W�U�X�P�H�Q�W�D���� 

 

�)�R�U�P�X�O�D�� �Q�D�� �N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�R�M�� �N�U�L�Y�X�O�M�L�� ���Q�D�J�L�E�� �S�U�D�Y�F�D���� �N�R�U�L�V�W�L�� �V�H�� �]�D�� �L�]�U�D�þ�X�Q�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �Q�D��

temelju formule x=(y/0,0013)*10 da bi se dobila koncentraci�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���Q�J�����O�����7�D�E�O�L�F�D����). 
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Tablica 7. �,�]�U�D�þ�X�Q�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H�� �N�U�L�Y�X�O�M�H���� �=�D�G�Q�M�L�� �V�W�X�S�D�F�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D��
�Y�R�O�X�P�H�Q�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�H�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �Q�D�Q�L�M�H�W�L�� �X�� �M�D�å�L�F�X�� �]�D�� �N�R�Q�D�þ�Q�X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �R�G�� ������ ���J���� �2�'���± �R�S�W�L�þ�N�D��
�J�X�V�W�R�ü�D 

uzorak OD konc. 
���Q�J�����O�� 

konc. 
�����J�����O�� 

���������J 

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 

SKOV3 H 0,3225 2480,769 2,480769 20,15504 

SKOV3 I 0,6035 4642,308 4,642308 10,77051 

 

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

klonske linije SKOV3 GLI1A (Slika 23). Aktin �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �]�D�� �Q�R�U�P�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H. 

�,�]�R�V�W�D�Q�D�N�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �*�/�,���� �L�� �3�7�&�+���� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �Q�D�V�W�D�Q�D�N�� �P�X�W�D�F�L�M�H�� �N�R�M�R�P�� �M�H��

aktivnost transkripcijskog faktora GLI1 blokirana. 

 

 

Slika 23. Rezultati western blot ekspresije proteina GLI1, PTCH1 te aktina. Proteini su izolirani iz 
SKOV3 stanica divljeg tipa (WT), koje pokazuju proteinsku ekspresiju GLI1 i PTCH1, dok linija 
SKOV3 GLI1A dobivena propagacijom, pokazuje ,,knock-out�³ proteina GLI1 te njegove 
transkripcijske mete PTCH1, �ã�W�R���M�H���G�R�N�D�]�D�Q�R���L�]�R�V�W�D�Q�N�R�P���S�U�R�G�X�N�W�D���R�G�����������N�'�D���L�����������N�'�D�� 

 

SKOV3 

 WT  GLI1A KO 

 GLI1 (150 kDa) 

PTCH1 (160 kDa) 

AKTIN (40 kDa) 
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5. RASPRAVA 

Signalni put HH-�*�/�,�� �M�H�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �Q�L�]�D�� �S�U�R�F�H�V�D�� �Q�X�å�Q�L�K�� �]�D�� �Q�R�U�P�D�O�D�Q�� �H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�L��

razvoj. Predstavlja jedan od temeljnih regulatora razvoja tkiva i organogeneze udova, 

probavnog s�X�V�W�D�Y�D���� �S�O�X�ü�D���� �N�R�V�W�L�� �L�� �P�Q�R�J�L�K�� �G�U�X�J�L�K�� �R�U�J�D�Q�D�� ���%�U�L�V�F�R�H�� �L�� �7�K�H�U�R�Q�G�� 2013). U 

odraslom organizmu njegova aktivnost biva suprimirana, ali je i dalje �Q�X�å�Q�D���]�D homeostatsko 

�V�W�D�Q�M�H�� �� �R�U�J�D�Q�L�]�P�D���� �X�� �Y�L�G�X�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D���S�R�S�X�O�D�F�L�M�H�� �P�D�W�L�þ�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���3�H�W�U�R�Y�D�� �L�� �-�R�\�Q�H�U���� ������������ 

Signalni put HH-�*�/�,�� �L�J�U�D�� �M�D�N�R�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �L�� �G�H�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�L�� �]�U�H�O�R�J�� �M�D�M�Q�L�N�D��

(Walterhouse, 2013). Njegovo aberantno funkcioniranje povezuje se razvojem mnogih 

�P�D�O�L�J�Q�L�K�� �R�E�R�O�M�H�Q�M�D���� �P�H�ÿ�X�� �N�R�M�L�P�D�� �M�H�� �L karcinom jajnika (Kurman i Shih., 2010). 

Hiperaktivacija HH-�*�/�,�� �M�H�� �Y�D�å�Q�D�� �]�D�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X�� �L�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �N�O�R�Q�V�N�R�J�� �U�D�V�W�D�� �V�W�D�Q�L�F�D��

primarnih karcinoma jajnika (Bhattacharya i sur., 2008). �=�E�R�J�� �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �V�L�P�S�W�R�P�D�� �L��

kasne dijagnoze, k�D�U�F�L�Q�R�P���M�D�M�Q�L�N�D���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���P�D�O�L�J�Q�R���R�E�R�O�M�H�Q�M�H���V�D���M�H�G�Q�R�P���R�G���Q�D�M�Y�H�üih stopa 

mortaliteta (Kurman i Shih, 2010). Zbog toga �V�H�� �S�D�å�Q�M�D�� �P�R�U�D��usmjeriti na r�D�]�Y�R�M�� �ã�W�R��

efikasnijih terapija. �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �P�Q�R�J�L�K�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �N�R�Q�W�U�D�G�L�N�W�R�U�Qi zbog kompleksne 

�P�H�ÿ�X�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���+�+-GLI sa ostalim signalnim putevima. 

U ovom diplomskom radu je fokus bio na transkripcijskom faktoru GLI1���� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R�P��

aktivatoru signalnog puta HH-GLI. Smatra se da je upravo GLI1 spona interkacije HH-GLI i 

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

gena �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�Mi karcinogeneze �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X C-MYC, BCL-2 i Ciklin D1 (Ciucci i 

sur., 2013). �8�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �P�R�å�H�� �G�M�H�O�R�Y�D�W�L�� �Q�D�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H��

proliferacije tumorskih �V�W�D�Q�L�F�D���� �W�H�� �Q�D�S�R�V�O�L�M�H�W�N�X�� �S�R�Y�O�D�þ�H�Q�M�H�� �E�R�O�H�V�W�L����Primjenom sustava 

CRISPR/Cas9 inhibirana je njegova funkcija �L�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q �L�]�U�D�ÿ�H�Q�D�� �
�
�N�Q�R�F�N-�R�X�W�
�
�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�D��

linija �Q�D�� �N�R�M�R�M�� �ü�H�� �V�H�� �Y�U�ã�L�W�L�� �G�D�O�M�Q�M�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �R�� �X�þ�L�Q�N�X�� �L�]�D�]�Y�D�Q�H inhibicije. Razvoj ''knock-out'' 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�L�Q�L�M�H �L�P�D���S�U�H�G�Q�R�V�W�L���Q�D�G���P�H�W�R�G�D�P�D���N�R�M�H���V�H���L�Q�D�þ�H���N�R�U�L�V�W�H �]�D���X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�H���I�X�Q�N�F�L�M�H���J�H�Q�D, 

k�D�R���ã�W�R���M�H���X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�H���S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�R���P�R�O�H�N�X�O�D�P�D���V�L�5�1�$.  �8���V�O�X�þ�D�M�X���
�
�N�Q�R�F�N-�R�X�W�
�
���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�L�Q�L�M�H����

izazvani efekt �M�H�� �V�W�D�O�D�Q���� �ã�W�R�� �þ�L�Q�L��sami model stabilnijim i pouzdaniji�P�� �]�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H����

U�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�H�� �V�D molekulama siRNA izaziva prolazan efekt te jako ovisi o efikasnosti 

transfekcije. 

Provjerom proteinske ekspresije ispitana je �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �L�]�U�D�G�H�� �Ä�N�Q�R�F�N�� �R�X�W�³�� �P�R�G�H�O�D��u 

transfeciranim klonskim linijama stanica. Gubitak proteinske ekspresije GLI1, pratio je i 

gubitak ekspresije PTCH1 u klonskoj liniji SKOV3 GLI1A���� �2�Y�D�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�D�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H��

funkcionalni gubitak GLI1 jer PTCH1 predstavlja njegovu transkripcijsku metu. Proteinska 



45 
 

ekspresija GLI1 i PTCH1 dir�H�N�W�Q�R�� �R�G�U�D�å�D�Y�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �+�+-�*�/�,���� �M�H�U�� �D�N�W�L�Y�Q�R�ã�ü�X�� �+�+-GLI 

dolazi do njihove transkripcije. Signalni put HH-GLI je u uskoj interakciji s mnogim drugim 

si�J�Q�D�O�Q�L�P�� �S�X�W�H�Y�L�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �3�,���.���$�.�7���� �(�*�)�5���� �5�$�)���0�(�.���� �.-RAS te WNT/ ��-katenin 

(Pandolfi i Stecca, 2015). Ciljna meta mnogih od tih signalnih puteva koji uzrokuju 

nekonvencionalnu aktivaciju HH-GLI, je upravo GLI1 (Slika 6.1). Smatra se da upravo takav 

tip aktivacije HH-GLI igra veliku ulogu u razvoju karcinoma, u vidu nekontrolirane 

�S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�H�����]�D�R�E�L�O�D�å�H�Q�M�D���D�S�R�S�W�R�]�H�����S�U�R�P�R�Y�L�U�D�Q�M�D�� �P�H�W�D�V�W�D�]�L�U�D�Q�M�D�� �L���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�H�����3�D�O�O�H�� �L���V�X�U������

2015). Inhibiranjem funkcije GLI1 direktno se �P�R�å�H�� �G�M�H�O�R�Y�D�W�L�� �Q�D�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �V�W�R�S�H aktivnosti 

HH-GLI uzrokovane ostalim signalnim putevima.  

Klonska linija SKOV3 GLI1A imala je promjenjen morfol�R�ã�N�L���L�]�J�O�H�G. Promjena morfologije 

�P�R�å�H, ali i ne mora biti posljedica gubitka funkcije transkripcijskog faktora GLI1 signalnog 

puta HH-GLI�����1�H���P�R�å�H���V�H���V�D���V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X���U�H�ü�L���G�D���M�H���L�Q�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D���*�/�,�����X�]�U�R�N�R�Y�D�O�D���P�R�U�I�R�O�R�ã�N�H��

promjene, jer promjene na razini �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���Q�L�V�X�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�H�����,�V�W�R���W�D�N�R���S�R�V�W�R�M�L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���G�D��

�V�H�� �U�D�G�L�� �R�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�L�� �Q�H�å�H�O�M�H�Q�H�� �P�X�W�D�F�L�M�H�����8�� �Y�H�O�L�N�L�P�� �J�H�Q�R�P�L�P�D�� �þ�H�V�W�R�� �S�R�V�W�R�M�H �Y�L�ã�Hstruke 

homologne regije, te zbog �W�R�J�D�� �S�R�V�W�R�M�L�� �U�L�]�L�N�� �]�D�� �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R��vezanje molekula sgRNA i 

�H�Q�]�L�P�D�� �&�D�V������ �W�H�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� ���=�K�D�Q�J�� �L�� �V�X�U������ ������������ �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �S�R�]�Q�D�W�R da 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �N�D�U�F�L�Q�R�P�D�� �M�D�M�Q�L�N�D�� �Y�U�O�R�� �þ�H�V�W�R�� �V�D�G�U�å�H�� �Y�H�O�L�N�H�� �U�H�D�U�D�Q�å�P�D�Q�H�� �J�H�Q�R�P�D���� �V�D��

�Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�L�P�� �G�H�O�H�F�L�M�D�P�D�� �L�� �D�P�S�O�L�I�L�N�D�F�L�M�D�P�D���� �8�� �R�Y�R�M�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �O�L�Q�L�M�L�� �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �J�H�Q��GLI1 

�Q�L�M�H���S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q���Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q�����R�G�Q�R�V�Q�R���G�D���Q�H�P�D���Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�L�K���N�R�S�L�M�D���X���J�H�Q�R�P�X���V�W�D�Q�Lce (Roschke 

i sur., 2002). Inaktivacija funkcije GLI1 �V�H�� �V�L�J�X�U�Q�R�� �R�G�U�D�å�D�Y�D na funkciju drugih signalnih 

puteva s kojima je HH-GLI u interakciji, stoga te promjene potencijalno mogu doprinijeti 

�S�U�R�P�M�H�Q�M�H�Q�R�P���P�R�U�I�R�O�R�ã�N�R�P���L�]�J�O�H�G�X���N�O�R�Q�V�N�H���O�L�Q�L�M�H�� 

Utjecaj �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H�� �*�/�,���� �X�� �W�U�D�Q�V�I�H�F�L�U�D�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �W�U�H�E�D�� �W�H�N�� �E�L�W�L�� �L�V�W�U�D�å�H�Q���� �,�]�U�D�ÿ�H�Q�D�� �
�
�N�Q�R�F�N-

�R�X�W�
�
�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�D�� �O�L�Q�L�M�D�� �ü�H�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �X�� �E�X�G�X�ü�L�P�� �D�Q�D�O�L�]�D�P�D�� �N�R�M�H�� �ü�H�� �S�U�R�X�þ�L�W�L�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�H�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H��

GLI1 na rast, migraciju stanica te odgovor na terapiju. Park i suradnici su svojim 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P�� �Q�D�� �P�L�ã�M�L�P�� �����N�Q�R�F�N-�R�X�W�³��modelima pokazali da GLI1 izaziva razvojne defekte 

tek u kombinaciji s ukidanjem GLI2 ���������������� �=�E�R�J�� �S�U�H�N�O�D�S�D�M�X�ü�H�� �I�X�Q�N�Fije proteina GLI, 

�N�R�Q�V�W�U�X�L�U�D�Q�M�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K�� �����N�Q�R�F�N-�R�X�W�³ �P�R�G�H�O�D�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �E�R�O�M�H�� �U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�Me njihove 

konkretne funkcije. Doista postoji veliki potencijal u postupcima ukidanja funkcije aktivatora 

HH-�*�/�,�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �*�/�,������ �1�D�M�Y�H�ü�X�� �S�U�H�S�U�H�N�X�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �P�H�ÿ�X�R�G�Q�R�V�� �+�+-GLI sa ostalim 

signalnim putevima, gdje priroda interakcije mnogih proteina �M�R�ã�� �X�Y�L�M�Hk nije identificirana. 

�%�X�G�X�ü�Q�R�V�W�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �W�H�U�D�S�L�M�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �P�X�O�W�L�I�D�N�W�R�U�L�M�D�O�D�Q�� �S�U�L�V�W�X�S�� �X�� �N�R�M�H�P�� �V�H�� �S�R�N�X�ã�D�Y�D��

�G�M�H�O�R�Y�D�W�L�� �Q�D�� �Y�L�ã�H���D�V�S�H�N�D�W�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���V�L�J�Q�D�O�Q�H�� �P�U�H�å�H�����,�D�N�R���X�W�M�H�F�D�M���R�Y�H�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H�� �P�R�U�D���W�H�N���E�L�W�L��
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�L�V�W�U�D�å�H�Q���� �V�P�L�V�D�R�� �R�Y�Rg postupka je itekako vidljiv. Tra�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�� �I�D�N�W�R�U�� �*�/�,���� �G�M�H�O�X�M�X�ü�L�� �Q�D��

�H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �J�H�Q�D�� �U�H�J�X�O�L�U�D�� �Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�H�� �D�V�S�H�N�W�H�� �N�D�U�F�L�Q�R�J�H�Q�H�]�H���� �V�W�R�J�D�� �P�D�Q�L�S�X�O�L�U�D�Q�M�H��

njegove funkcije predstavlja jako dobar temelj za razvoj potencijalnih terapija. 
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�������=�$�.�/�-�8�ý�&�, 

Na temelju �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���G�R�Q�H�V�H�Q�L���V�X���V�O�M�H�G�H�ü�L���]�D�N�O�M�X�þ�F�L�� 

1. �9�L�V�R�N�R�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H��molekule �V�J�5�1�$�� �V�X�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �N�O�R�Q�L�U�D�Q�H�� �X�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�L�� �Y�H�N�W�R�U�� �ã�W�R�� �M�H��

�S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H�P 

2. Stanice SKOV3 su �X�V�S�M�H�ã�Q�R �W�U�D�Q�V�I�H�F�L�U�D�Q�H�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�L�P�� �Y�H�N�W�R�U�R�P�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �V�J�5�1�$�� �L��

protein Cas9 

3���� �0�H�W�R�G�R�P�� �J�U�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�� �V�X�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�H�� �N�O�R�Q�V�N�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �W�U�D�Q�V�I�H�F�L�U�D�Q�L�K��

�6�.�2�9�����V�W�D�Q�L�F�D���L�]���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D 

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

SKOV3  

5. Primjenom sustava CRISPR/Cas9 �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�� �M�H�� �J�X�E�L�W�D�N�� �I�X�Q�N�F�L�M�H�� �*�/�,���� �ã�W�R�� �M�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R��

izostankom njegove proteinske ekspresije western blot analizom 

6. Potpuni funkcionalni gubitak GLI1 je dodatno �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�� �L�]�R�V�W�D�Q�N�R�P�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H��

njegove transkripcijske mete,  proteina PTCH1 
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8. �ä�,�9�2�7�2�3�,�6 

�1�L�N�R�O�L�Q�D���5�L�Q�þ�L�ü���M�H���U�R�ÿ�H�Q�D���������������������������J�R�G�L�Q�H���X���6�S�O�L�W�X�����2�V�Q�R�Y�Q�X���L���V�U�H�G�Q�M�X���ã�N�R�O�X���M�H���]�D�Y�U�ã�L�O�D���X��

�7�U�R�J�L�U�X�����*�R�Y�R�U�L���H�Q�J�O�H�V�N�L�����Q�M�H�P�D�þ�N�L���L���V�O�R�Y�D�þ�N�L���M�H�]�L�N����������������godine je upisala studij Znanosti o 

�R�N�R�O�L�ã�X�� �Q�D�� �3�U�L�U�R�G�R�V�O�R�Y�Q�R-�P�D�W�H�P�D�W�L�þ�N�R�P�� �I�D�N�X�O�W�H�W�X�� �X�� �=�D�J�U�H�E�X���� �1�D�N�R�Q���W�U�L�� �J�R�G�L�Q�H�� �ã�N�R�O�R�Y�D�Q�M�D�� �L��

stjecanja titule prvostupnika, nastavlja obrazovanje na diplomskom studiju Eksperimentalne 

biologije: modul fiziologija i imunobio�O�R�J�L�M�D���� �7�L�M�H�N�R�P�� �ã�N�R�O�R�Y�D�Q�M�D�� �M�H�� �V�X�G�M�H�O�R�Y�D�O�D�� �X�� �E�U�R�M�Q�L�P��

�P�D�Q�L�I�H�V�W�D�F�L�M�D�P�D�� �V�� �F�L�O�M�H�P�� �S�R�S�X�O�D�U�L�]�D�F�L�M�H�� �]�Q�D�Q�R�V�W�L�� �N�D�R�� �ãt�R�� �V�X�� �1�R�ü�� �E�L�R�O�R�J�L�M�H�� �W�H�� �=�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L��

piknik. Diplomski rad je izradila na Inst�L�W�X�W�X���5�X�ÿ�H�U���%�R�ã�N�R�Y�L�ü���X���/�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�X���]a nasljedni rak 

pod vodstvom �G�U���V�F�����0�D�M�H���6�D�E�R�O�����'�R�E�L�W�Q�L�F�D���M�H���W�R�S���V�W�L�S�H�Q�G�L�M�H���2�S�ü�L�Q�H���0�D�U�L�Q�D�� 

 

 

 

 


