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1. UvOD

Diferencijacija krvnih stanica jedan je od najslozenijih procesa u organizmu. Regulirana je
djelovanjem transkripcijskih faktora u vremenu i prostoru te stvara specifi¢nu signalnu mrezu.
Ova mreza karakteristi¢na je za svaku vrstu krvnih stanica i diferencijacijsku fazu. Jedan od
signalnih putova koji reguliraju diferencijaciju je put Notch (Artavanis-Tsakonas i sur., 1999).
Ukljucen je u razvojne procese u mnogim tkivima, od tkiva kukaca do sisavaca, a njegovi ucinci
jedinstveni su za tip stanica, ¢ak i izmedu srodnih vrsta hematopoetskih stanica (Somasundaram i
sur., 2015). Siroki spektar ciljanih gena puta Notch posljedica je njegove suradnje s drugim
signalnim putovima i aktivacije ekspresije gena u ovisnosti 0 kromatinskom statusu promotora i
sukladno tome trenutaénom stani¢énom programu (Wang i sur., 2014).

Za aktivaciju puta Notch potrebna je interakcija receptora s odgovarajuéim ligandom
eksprimiranim na susjednoj stanici. Mehanizmi koji vode razli¢itim ishodima signalizacije kao
posljedica razli¢itih kombinacija receptora i liganda jo§ uvijek nisu do kraja objasnjeni
(Andersson i sur., 2011). Postoji mnogo razli¢itih molekula koje utje¢u na ishod signalizacije.
Povratne petlje reguliraju npr. trajanje signalizacije, a mogu¢e imaju ulogu i u uspostavljanju
specificnosti odgovora. Set gena aktiviranih signalnim putem Notch razli¢it je u razli¢itim
stani¢nim tipovima.

U hematopoetskom sustavu signalizacija putem Notch jedan je od glavnih regulatora razvoja
limfocita. Odgovoran je za usmjeravanje hematopoetskih multipotentnih prekusorskih stanica
prema razvoju limfocita T (Taghon i sur., 2005). Ukljuéen je takoder u nekoliko procesa bitnih u
sazrijevanju limfocita T u timusu i diferencijaciji perifernih limfocita T (Koyanagi i sur., 2012). S
druge strane, iako u ranoj limfopoezi blokira usmjeravanje prema limfocitima B, specificno
signaliziranje Notch ima ulogu u specifikaciji B-stani¢nih podskupina u slezeni. Mutacije
receptora Notch ili kromosomske translokacije koje dovode do aktivacije puta vidljive su u
gotovo 60 % osoba koje boluju od akutne leukemije limfocita T (T-ALL) (Breit i sur., 2006;
Mirandola i sur., 2011). Uloga signalnog puta Notch u razvoju leukemija limfocita B manje je
jasna. Aktivacija Notcha u nekim tipovima akutne leukemije limfocita B (B-ALL) moze dovesti
do apoptoze i zaustavljanja rasta, dok u kroni¢noj limfocitnoj leukemiji (CLL, od eng. chronic
lymphocytic leukemia) i nekoliko tipova limfoma njegova mutacija i naknadna aktivacija moze

dovesti do pojave agresivnijih oblika bolesti (Fabbri i sur., 2011; Hernandez Tejada i sur., 2014;
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Tohda i sur., 2005). Akumulacija podataka o signalnom putu Notch i njegovoj vaznosti u razvoju
leukemija dovela je i do prvih klini¢kih ispitivanja u kojima su se koristili njegovi inhibitori za
lijeCenje T-ALL-a (Andersson and Lendahl, 2014). Signalni put Notch, iako sastavljen od
relativno malog broja ¢lanova s osnovnim funkcijama, moze biti moduliran molekulama koje
djeluju kao inhibitori, kompetitori ili na druge nacine utjecu na njegove kljucne molekule.
Nedavno je pokazano da enzim poliADP-ribolizacijska polimeraza (PARP) takoder ima ulogu u
regulaciji ovog puta (Kannan i sur., 2011).

PARP je enzim koji sudjeluje u procesima poliADPribolizacije, posttranslacijske modifikacije
proteina u stanici. PARP, u slu¢aju oSteCenja DNA, mijenja strukturu kromatina i omogucava
popravak, a ukljucen je u procese apoptoze i nekroze (Kim i sur., 2004; Krishnakumar i Kraus,
2010; Morales i sur., 2014). S druge strane, PARP ima ulogu u regulaciji transkripcije preko
modulacije transkripcijskih faktora te sudjeluje u procesima diferencijacije. U hematopoetskom
sustavu potice procese upale kroz regulaciju upalnih transkripcijskih faktora, a nadena je njegova

uloga i kod rekombinacije DNA tijekom diferencijacije limfocita T i B (Rosado i sur., 2013).

Hipoteza ovog istrazivanja je da enzim PARP1 modulira put Notch kod pojedinih tipova
limfocitnih stanica. Cilj ovog istrazivanja je analizirati ulogu signalnog puta Notch i enzima
PARP1 u limfocitima. Pronalazak veze izmedu ta dva puta zahtijevao je analizu ekspresije i
aktivnosti puta Notch u razli¢itim stani¢nim linijama proizaslih iz leukemija limfocita T i B, te
odredivanje koje su specificne molekule uklju¢ene u put Notch karakteristine za pojedini tip
limfocitnih stanica. Modulacijom putova Notch i PARP specifi¢nim inhibitorima i aktivatorima
analizirane su promjene u ekspresiji na razini gena i proteina, rastu i prezivljenju. Takoder,
optimizirana je metoda direktne analize ekspresije iz malog broja stanica, kao polog za buduce
istrazivanje na primarnim stanicama.

Saznanja iz ovog istrazivanja mogla bi pripomo¢i boljem razumijevanju biologije leukemija, a

kroz njega 1 lijecenju.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Hematopoetski sustav

Hematopoetski sustav u organizmu ima vaznu ulogu jer krv, sastavljena od seruma i stanica,
cirkulacijom opskrbljuje kisikom sve stanice, ima ulogu u obrani organizma, prijenosu hranjivih
tvari i odnosenju Stetnih produkata metabolizma. Krvne stanice, ukljucujuéi stanice imunosnog
sustava, potjeCu od samoobnavljajuce pluripotentne hematopoetske mati¢ne stanice koje
nalazimo u kostanoj srzi (Slika 1.) (Spangrude i sur., 1988). Diobom nastala stanica kéer moze
imati svojstva mati¢ne stanice, ili pak nastaje stanica koja se diferencira u specijaliziranu stanicu.
Ovi procesi su regulirani unutarstaniénim i okolisnim ¢imbenicima. Diobom hematopoetske
mati¢ne stanice koStane srzi nastaju multipotentne progenitorske stanice koje daljnom diobom
diferenciraju u zajedni¢ke mijeloidne progenitore (CMP od eng. common myeloid progenitors) i
zajednicke limfoidne progenitore (CLP od eng. common lymphoid progenitors) (Antica i sur.,
1994; Kondo i sur., 1997). Proces hematopoeze odvija se neprestano, a zapocinje tijekom
embrionalnog razvoja. Hematopoetski sustav odrzava se klonalnom proliferacijom kojom nastaju
tri funkcionalno razli¢ita tipa stanica: mati¢ne stanice, stanicae progenitora i zrele krvne stanice.
Mati¢ne stanice imaju veliku sposobnost samoobnavljanja 1 diferenciraju se u razlicite
progenitorske stanice. Progenitorske stanice nemaju sposobnost samoobnavljanja, a njihovom
diferencijacijom nastaju svi tipovi zrelih krvnih stanica (eritrociti, granulociti, monociti,
megakariociti i limfociti). U medusinusnom prostoru koStane srzi stromalne stanice, zajedno sa
stanicama hematopoetskog podrijetla (npr. makrofazima), stvaraju mikrookoli§ u kojem se odvija
diferencijacija i sazrijevanje krvnih stanica posredstvom stani¢nih interakcija i faktora rasta
(Despars i sur., 2007; Patel i sur., 2007). Stromalne stanice i stanice mikrookoli$a koStane srzi
sintetiziraju razliite ¢cimbenike rasta (interleukine (IL), interferone (IFN), ¢imbenike stimulacije
kolonija (CSF), transformiraju¢e ¢imbenike rasta (TGF), ¢imbenike tumorske nekroze (TNF))
koji djeluju aktiviraju¢i ili inhibicijski na procese mijelo- i limfopoeze (Gabrilove and
Jakubowski, 1990; di Giovine and Duff, 1990; Myoken i sur., 1990). Ciljane hematopoetske
stanice sadrze membranske receptore za odredene ¢imbenike rasta koji posredstvom sekundarnih

unutarstani¢nih molekula induciraju proliferaciju, diferencijaciju i sazrijevanje stanica.
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Slika 1. Razvoj krvnih stanica iz hematopoetske mati¢ne stanice.

Preuzeto i prilagodeno prema PDQ Adult Treatment Editorial Board, 2002.

2.2. Razvoj i diferencijacija limfocita

Limfociti su najvaznije stanice imunosnog sustava, a naziv limfocit odnosi se na sve razvojne
stadije limfocita. Nositelji su svih vrsta specifi¢éne (adaptivne) imunosti, a lu¢enjem limfokina
aktiviraju ili pojaCavaju mehanizme nespecificne (urodene) imunosti. Na temelju funkcije
povrsinskih biljega razlikujemo tri populacije limfocita nastalih procesom limfopoeze: limfociti
B, limfociti T i limfociti 0. Limfociti O ne posjeduju receptore limfocita T i B, a dijelimo ih na
stanice ubojice (K-stanice od eng. killer cell) i stanice prirodne ubojice (NK-stanice od eng.
natural killer cell). U primarnim limfatickim organima nastaju u velikom broju (oko 10° stanica
na dan), odlaze kroz krvotok do sekundarnih limfnih organa i tkiva, gdje sazrijevaju i poprimaju
razlicite funkcije.

Limfociti sadrze brojne povrSinske molekule na temelju kojih mozemo razlikovati njihove
razli¢ite subpopulacije. Zbog toga je razvijena i posebna nomenklatura nazvana CD-Klasifikacija

(od eng. cluster of differentiation) zasnovana na prepoznavanju membranskih biljega specifi¢nim
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antitijelima, kojih je danas poznato vise od 200. Tako se moze odrediti vrsta stanica
diferencijacijski stupanj i razvojna faza, kao i stupanj aktivacije.

Sazrijevanje limfocita odigrava se u dvije faze. U prvoj dolazi do stvaranja zrelih
imunokompetentnih stanica (primarna diferencijacija limfocita), a u drugoj, nakon susreta s
antigenom, stanice diferenciraju u efektorske (izvrsne) stanice imunosnog odgovora (sekundarna
diferencijacija limfocita). Dva klju¢na procesa dogadaju se tijekom primarne diferencijacije:
preuredba gena za antigenski receptor i izrazaj receptora na membrani te odabir (selekcija)
klonova limfocita koji su izrazili dobar receptor. U tom procesu stanice 'uce' razlikovati vlastito
od tudeg, a pri toj selekciji veliki broj stanica (npr. autoreaktivne, inertne) umire apoptozom
(Andreis i sur., 2010).

Y 4 N~ N\
STUPANJ Zajednicki limfoidni Nezreli - -
DIFERENCUACIJE  progenitor _— e limfocit B Zrell imfocith
POVRSINSKI — cD10* €D20* IgM IgM
MARKERI CD43+ CD43+ CD43- CD10*
CD19* CD19* CD19* cD19*
| Kostana srz || Periferija |
Notch
\Z
STUPANJ  Zajednickilimfoidni s Dvostruko Jednostruko Zreli limfocit T
. Dvostruko negativni e R
DIFERENCIJACIJE  progenitor s pozitivni pozitivni
timocit i 3 c :
timocit timocit
. kit cD10* cDa* CD8CD4*/ cD8CD4*/
POM\:\RRSI:'I\;:IK I 3 CD44* c-kit* CD8* CD8*CD4" CD8*CD4
CD25* cD25* CD3* CD3* CD3*
| Kodtana sri || Timus || Periferija |

Slika 2. Prikaz sazrijevanja limfocitaB i T.
Preuzeto i prilagodeno prema Abbas i sur., 2012,

2.2.1. Limfociti T

Limfociti T su nositelji stani¢ne imunosti. Sazrijevaju i diferenciraju se u timusu. Razlikujemo

dvije populacije zrelih limfocita T, regulacijske (pomagacke i supresorske) i izvrSne
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(citotoksi¢ne). Osnovna je funkcija limfocita prepoznati antigene koje im predocuju druge stanice
imunosnog sustava. Nakon prepoznavanja antigena, pomoc¢u T-stani¢nog receptora (TCR, od
eng. T cell receptor), aktivirani regulacijski limfociti luce citokine kojima poti¢u imunosni
odgovor, dok citotoksi¢ne stanice izravno uniStavaju stanicu S antigenima.

Nakon nastanka zajednickog limfoidnog progenitora u kostanoj srzi, razvoj limfocita T nastavlja
se u timusu (Miller, 1961). Prastanice limfocita T ulaze u subkapsularno podrucje timusa pod
utjecajem razli¢itih kemotaktickih signala i tu ith nazivamo timociti. Ove stanice ne sadrze
obiljezja limfocita T, ve¢ izrazavaju membranske adhezijske molekule (CD34, CD44) i receptor
za Cimbenik rasta mati¢nih stanica (CD117). Receptor limfocita T sastoji se od idiotipskog
(klonotipskog) receptora TCR (polimorfan i razli¢it za klonove limfocita T), kompleksa
glikoproteina CD3, te glikoproteina CD4/CD8. TCR je proteinski dimer, sastoji se od dva
razli€ita polipeptidna lanca, af} ili yd, koji su spojeni disulfidnom vezom. ap TCR ¢ine 90-95%
populacije limfocita T. Kodirani su genima na dva razli¢ita lokusa. Svaki lokus se sastoji od
nekoliko genskih segmenata koji se moraju pravilno organizirati kako bi stvorili aktivan i
specifican TCR. Segmenti se nazivaju V (od eng. variable), D (od eng. diversity), J (od eng.
joining) i C (od eng. constant genes). Genski segmenti receptora limfocita T preureduju se da bi
formirali kompletni ekson varijabilne domene, a taj rearanZzman lokusa za TCR odvija se tijekom
sazrijevanja limfocita u timusu. Zahvaljuju¢i tom procesu osigurava se varijabilnost
prepoznavanja razliCitih antigena. Kako se radi o slozenom procesu postoji niz kontrolnih to¢aka
koje provjeravaju ispravnost i funkcionalnost nastalih produkata. Da bi timocit prosao kontrolnu
tocku zvanu B-selekcija, preureden § lanac receptora TCR mora zadrzati strukturna svojstva koja
omogucuju njegovo prezentiranje na povrsini timocita s pre-TCRa. Time se eliminiraju timociti s
velikim defektima uvedenim u TCR prilikom genskog preustroja. Sazrijevanjem stanica mijenja
ekspresiju i drugih povrsinskih biljega. Stanice ulaze u timus kao dvostruko negativni timociti jer
ne izrazavaju biljege CD4 i CDS8 (Slika 2.). Razvoj vece populacije limfocita T koji imaju TCR
sastavljen od ap lanaca, nastavlja se izrazavanjem CD4" i CD8" biljega i u ovoj ih fazi nazivamo
dvostruko pozitivnim timocitma. Ove stanice prolaze pozitivnu i negativnu selekciju koja dovodi
do apoptoze stanica koje ne prepoznaju molekule MHC/HLA (od eng. major histocompatibility
complex / human leukocyte antigen) u koje se antigeni uklapaju, kao i stanica koje na njih
pojacano reagiraju. Na kraju ovog procesa opstaju jednostruko pozitivni timociti te izlaze iz

timusa kao zrele stanice CD4" ili CD8" (za pregled vidi Janeway, 2005). y5 limfociti T ne



izrazavaju koreceptorske molekule CD4 i CDS8 1 napuStaju timus bez procesa selekcije.
Varijabilnost je njihovog receptora manja, prepoznaju antigene vezane za CD1, a ne za molekule
MHC | te imaju ulogu intraepitelnih limfocita.

Nakon sazrijevanja u timusu zreli imunokompetentni limfociti T ulaze u krv, naseljavaju
periferna limfna tkiva i recirkuliraju u potrazi za antigenom. Takvi limfociti nazivaju se naivnim
ili djevicanskim limfocitima. Nakon dodira s antigenom dolazi do sekundarne diferencijacije
limfocita T.

Temeljem razli¢itih povrSinskih biljega razlikujemo nekoliko subpopulacija limfocita T.
Pomagacki limfociti (Ty, CD4") sudjeluju u sazrijevanju citotoksi¢nih limfocita i pomazu
limfocitima B u proizvodnji antitijela. Prepoznaju antigen u sklopu molekule MHC/HLA razreda
II (izrazen na profesionalnim predo¢nim stanicama kao $to su makrofazi, limfociti B i dendritske
stanice). Ovisno o luéenju citokina pomagacki limfociti T se dijele na Tyl koje izlucuju IFN-y,
IL-2 i TNF-B, a zada¢a im je razvoj stani¢ne imunosti te Ty2 koji izlu¢uju IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
I poticu limfocite B na luéenje antitijela. Postoje i limfociti Ty17 koje luce IL-17 i IL-22 te
dovode do razvoja lokalne upale privlatenjem granulocita.

Citotoksi¢ni limfociti T (Tc, CD8+) nastaju iz precitotoksi¢nih limfocita T nakon stimulacije
antigenom. Prepoznaju peptide iz citosola u sklopu molekula MHC/HLA razreda | (molekule
izrazene na svim stanicama s jezgrom), a njihovo je glavno obiljezje razaranje stanica bliskim
kontaktom.

Regulacijski limfociti T (Treg) lucenjem topivih molekula potiskuju imunosnu reakciju, posebno
proizvodnju antitijela. Vazni su u odrzavanju tolerancije, te sudjeluju u sprje¢avanju autoimunosti

i nezeljenih reakcija na tude antigene (npr. kod alergija).

2.2.2. Limfociti B

Limfociti B nositelji su humoralne imunosti. Ove stanice imaju na svojoj membrani receptore
antigena (BCR, od eng. B cell receptor), molekule imunoglobulina (Ig), koje, kada dodu u doticaj
s antigenom, aktiviraju niz procesa unutar stanice i rezultiraju proizvodnjom specifi¢nog
antitijela. Vecina ljudskih limfocita B nosi membranski IgM i IgD, a manjina imunoglobuline
preostalih razreda (IgG, IgA, IgE). Kao signalna molekula BCR sluzi heterodimerna molekula
sastavljena od dva polipeptidna lanca Ig-a i Ig-p (CD79a. i CD79p), te tako tvori B-staniéni
receptorski kompleks. U citoplazmatskom dijelu prisutna je domena ITAM (od eng.



immunoreceptor tyrosine-based activation motif) odgovorna za pokretanje signala. Na povrsini
limfocita B nalaze se i brojne druge molekule poput molekula MHC I, receptori za komponente
komplementa, receptori za Fc-fragment imunoglobulina G, koreceptorske molekule i mnogi drugi
biljezi (npr. CD19, CD21, CD81).

Sazrijevanje limfocita B odvija se u primarnim (neovisno o antigenu) i sekundarnim organima
(ovisno o antigenu i suradnji s limfocitima T) imunosnog sustava. Tijekom sazrijevanja moZzemo
razlikovati sedam stadija sazrijevanja limfocita B: limfociti pro-B, limfociti pre-B, nezreli, zreli,
usmjereni, memorijski limfociti B i plazma-stanice (Burrows i sur., 1991).

Limfociti B zapo¢inju razvoj u kostanoj srzi gdje praroditeljska stanica pocinje preslagivati gene
V, ], D za teski lanac (u) IgM te nastaje limfocit pro-B. U sljede¢em stadiju razvija se limfocit
pre-B s preslozenim genima za laki lanac imunoglobulina i sintetizira teski lanac p. Nakon
sinteze lakih lanaca (x i A) na povrsini se eksprimiraju kompletne monomerne molekule IgM,
tako nastaje nezreli limfocit B. Daljnje sazrijevanje odvija se u perifernim limfati¢kim organima.
Najprije dolazi do pojave molekule 1gD, a pod utjecajem limfocita T i njihovih citokina zbiva se
tzv. gensko prekapcanje te se na povrSini izraZavaju i drugi razredi imunoglobulina umjesto IgM.
Limfociti prelaze u limfoblaste, te prolaze niz diferencijacijskih dioba dajuci plazma stanice ili
memorijske stanice. Plazma stanice ne izrazavaju povrSinske imunoglobuline, ali izlucuju
antitijela, dok memorijske stanice izrazavaju povec¢anu gusto¢u Ig receptora.

Molekulu antitijela ¢ine dva teSka i dva laka polipeptidna lanca. Pripadnost odredenom razredu
ovisi o vrsti tesSkih lanaca (a, v, 9, U, €) u molekuli imunoglobulina. Trodimenzionalno molekula
imunoglobulina ima oblik slova Y. Lanci su medusobno povezani disulfidnim mostovima u
osnovnu cetveroClanu jedinicu. Antitijelo se sastoji od dva funkcionalno i topoloski razlicta
dijela. Jedan dio antitijela, domena Fab, obavlja funkciju prepoznavanja epitopa na antigenu, a
drugi, domena Fc ima efektorsku funkciju, aktivira obrambene mehanizme i odreduje bioloska
svojstva.

Razvoj limfocita B odnosi se na najbrojniju skupinu nazvanu limfociti B2 koji su nositelji
humoralne adaptivne imunosti. Druga subpopulacija limfocita B1 (5-10 %) izrazava biljeg CD5",
imaju sposobnost samoobnove, ograni¢enu varijabilnost antigenskog receptora, izraZzavaju samo
IgM i ne stvaraju memorijske stanice. Limfocite B1 zovemo i prirodna antitijela, a nositelji su

urodene imunosti u pleuralnoj Supljini.



2.3. Poremecaji razvoja i diferencijacije limfocita

Leukemije i limfomi tumori su hematopoetskog i limfnog tkiva. Leukemije su zlo¢udne bolesti
koje nastaju bujanjem krvnih stanica. Osim u krvi, nakupljanje moze nastati i u drugim
dijelovima limfnog sustava. S obzirom na vise vrsta limfocita, i leukemije predstavljaju skupinu
bolesti, a ne jednu izoliranu bolest. Takoder, leukemije se mogu razlikovati po tijeku bolesti.
Neke se razvijaju brzo i agresivno, ugrozavajuéi zivot bolesnika, a druge sporije. Leukemija
moze biti akutna ili kroni¢na. U akutnoj leukemiji stanice brzo proliferiraju. Kroni¢na je
leukemija ¢eSc¢a 1 broj stanica raste sporije u pocetnim fazama. Limfoidne se leukemije takoder
dijele prema stopi rasta i podrijetlu stanica na akutnu limfocitnu leukemiju (ALL) i kroni¢nu
limfocitnu leukemiju (CLL). Limfomi, za razliku od leukemija, pripadaju kategoriji solidnih
tumora, tj. ograniceni su na tkivo, obi¢no limfne ¢vorove. Vrsta limfoma temelji se na podrijetlu

stanica tumora. Neki tipovi bolesti po¢inju u limfnom sustavu, dok drugi u stanicama u krvi.

Neoplazme limfocita B i limfocita T/NK klonalni su tumori zrelih i nezrelih stanica u razlic¢itim
fazama diferencijacije. Kako potje¢u od normalnih limfocita, u odredenoj Se mjeri mogu
klasificirati prema odgovarajucoj normalnoj fazi diferencijacije (Swerdlow i sur., 2017). Postoje
medutim neke neoplazme limfocita B koje ne odgovaraju jasno normalnom stadiju
diferencijacije. U zadnje vrijeme je pokazano da neke neoplazme pokazuju veliku heterogenost ili
¢ak plasti¢nost (Macon i sur., 2001). Zbog tih razloga nemoguce je napraviti klasifikaciju samo
na temelju sli¢nosti normalnim diferencijacijskim stadijima stanica. Klasifikacija limfoidnih
neoplazmi temelji se na svim raspolozivim podacima dobivenim od oboljelih osoba (Harris i sur.,
1994). Morfologija i imunofenotipizacija uglavnom su dovoljne za klasifikaciju veéeg broja
limfoidnih neoplazmi, iako treba imati na umu da nijedan zasebni antigenski biljeg nije
specifican za samo jedan tip neoplazme. Za tocnu dijagnozu potrebno je napraviti kombinaciju
morfoloskih obiljezja i antigenskih biljega. Ulogu u Klasifikaciji imaju i geneticka obiljezja poput
detekcije kromosomskih aberacija i genskih mutacija, te ekspresije pojedinih gena. Analize
lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR) i fluorescencijska hibridizacija in situ (FISH), dragocjeni
dijagnosticki alati za ispitivanje klonalnosti kod B- i T-neoplazmi, te identifikaciju translokacija
povezanih s nekim vrstama oboljenja. Limfoidna oboljenja variraju u klinickoj slici, od

indolentnih do agresivnih, a zahvaljujuci klasifikaciji moguée je prognozirati i tijek bolesti.



Imunofenotip 1 morfologija Cesto se mijenjaju tijekom vremena, buduc¢i da limfoidna neoplazma

prolazi klonalnu evoluciju uz stjecanje dodatnih genetskih promjena (Green i sur., 2013).

Neoplazme limfoidnih prekursora primarno su bolesti djece (75 % slucajeva je u djece mlade od
6 godina). U priblizno 85 % slucajeva limfoblasti¢nih leukemija rije¢ je o prekusorima limfocita

B, dok su prekursori limfocita T ¢es¢e prisutni u limfomima (Swerdlow i sur., 2017).

Pokazalo se da infekcije patogenima mogu doprinijeti razvoju limfoma i leukemija. Tako je
pokazano da prisustvo pojedinih virusa zna¢ajno korelira s razvojem limfoidnih neoplazmi (npr.
prisutnost virusa T-limfocitne leukemije ¢ovjeka i virusa Epstein-Barr). Osim patogena, i okolisni
¢imbenici povecavaju rizik razvoja B-stani¢nih limfoma, poput izlozenosti pesticidima,

herbicidima i nekim kacinogenima (Colt i sur., 2006; Hartge i sur., 2005).

2.4. Signalni put Notch

Signalni put Notch prvotno je otkriven 1914. g. kada je John S. Dexter primijetio pojavu ureza
(od eng. notch) na krilu vinske musice Drosophila melanogaster. 1917. g. Thomas Hunt Morgan
pronasao je alele gena odgovornog za taj fenomen, a 1985. g. opisan je homologni gen odgovoran
za sintezu istoimenog proteina u ljudi (Wharton i sur., 1985). Signalni put Notch jedan je od
nekoliko signalnih putova koji ima bitnu ulogu u procesima diferencijacije u razli¢itim tkivima.
Jedan od poznatijih mehanizama djelovanja je lateralna inhibicija i indukcija (Sjoqvist i
Andersson, 2017). Lateralna inhibicija dogada se kada pojedina stanica koja zapoc¢ne
diferencijaciju signalizira svojim susjedinim stanicama da ne ucine isto. Ovaj inhibitorni signal
ovisan o medusobnom kontaktu stanica posredovan je ligandom na povrsini diferencirane stanice
koji se veze na receptor Notch eksprimiran na susjednim stanicama. Osobitost je kanonskog puta
Notch nedostatak amplifikacije tijekom transdukcije signala, §to je suprotno vecini drugih putova
koji imaju integrirane korake amplifikacije signala, na primjer u obliku fosforilacije jednog ili
vise proteina ukljucenih u put (Andersson i sur., 2011). Signalni put Notch vrlo je osjetljiv na
devijaciju u 'koli¢ini gena', a haploidne i jedinke s prisutnom dodatnom kopijom gena receptora
Notch ili nekog od njegovih liganda mogu imati razli¢ite poremecaje (Krebs i sur., 2004;
McDaniell i sur., 2006).
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Slika 3. Kanonska signalizacija putem molekule Notch. Preuzeto i prilagodeno prema Osborne
i Minter, 2007.

Aktivacija signaliziranja u putu Notch zapocinje interakcijom transmembranskog receptora s
izvanstani¢énim transmembranskim ligandom na susjednoj stanici, Sto izaziva proteoliticko
cijepanje receptora. Tako dolazi do oslobadanja intracelularne domene receptora Notch (NICD).
NICD se translocira u jezgru, veze s molekulom CBF1 (RBPJ-x) / Suppressor of Hairless / LAG-
1 (CSL) te vezanjem kompleksa za specifi¢énu sekvencu DNA inicira transkripciju ciljanih gena
ovog puta (Slika 3.). Ne-kanonski signalizacijski put razlikuje se od kanonskog u tome §to se
moze inicirati vezanjem nekog drugog liganda ili ne zahtijeva cijepanje receptora Notch
(D’Souza i sur., 2010). Osim osnovnih molekula signalnog puta Notch, pokazalo se da mnogo
drugih proteina utjece na signalizaciju u razli¢itim fazama prijenosa signala. Tako na primjer neki
proteini utjeCu na unutarstani¢ni transport liganda, poput proteina Mind bomb (Mib) (Itoh i sur.,
2003) i Neuralized (Neur) (Yeh i sur., 2001), dok drugi reguliraju vezanje NICD-a na CSL, poput
proteina slicnih Mastermindu (MAML) (Jeffries i sur., 2002). Osim toga, signaliziranje putem
Notch ovisi i o aktivnosti drugih signalnih putova, kao §to su Wnt, TGF-B, kinaza MAP ili PI3K
(Guruharsha i sur., 2012; Osborne i Minter, 2007).
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Slika 4. Shematski prikaz organizacije domena receptora Notch i liganada Delta-Serrate-

Lag (DSL). Preuzeto i prilagodeno prema Gordon i sur., 2008.

Kod sisavaca postoje cetiri tipa receptora Notch (Notch1-4) i pet kanonskih liganada (Slika 4.) za

koje je karakteristicno prisustvo domene Delta-Serrate-Lag (DSL) (Tax i sur., 1994). Ovo

generira velik broj kombinacija izmedu razliitih receptora i liganda, §to bi potencijalno moglo

dovesti do razli¢itih stani¢nih odgovora (Andersson i sur., 2011). Receptori iz porodice Notch

evolucijski su konzervirani transmembranski proteini koji se sastoje od izvanstaniéne,

transmembranske i unutarstanicne domene. Izvanstani¢na domena bitna je jer sadrzi uzastopna

ponavljanja sli¢na epidermalnom faktoru rasta (EGF, od eng. epidermal growth factor) potrebna

za vezivanje liganda (Rebay i sur., 1991).
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Slika 5. Strukturna organizacija i proteoliticko procesiranje Notch receptora.

LNR: ponavljanja bogata cisteinom LIN12; NLS: jezgrin lokalizacijski signal, RAM: domena
asocirana s RBP-J; OPA: regija koja sadrzi poliglutaminska ponavljanja; EGF: domena nalik
epidermalnom faktoru rasta; TM: transmembranska domena; ANK: ponavljanja nalik ankirinu;
PEST: prolin, glutaminska kiselina, serin, treonin , signal za degradaciju proteina. Preuzeto i

prilagodeno prema Ranganathan i sur., 2011.

Ekstracelularna domena receptora NOTCH1 sastoji se od 36 ponavljanja N-terminalnih regija
EGF, pracenih negativnhom regulatornom regijom (NRR) koja se sastoji od 3 ponavljanja regije
Notch-Linl i heterodimerizacijske domene (HD). Za vrijeme transporta na povrSinu Stanice
protein NOTCHL1 cijepa se proteazom nalik furinu na mjestu S1 u domeni HD (Slika 5.). Kao
rezultat tog cijepanja zreli je receptor NOTCH1 heterodimer sastavljeni od nekovalentno
povezane izvanstani¢ne i transmembranske podjedinice. Prijenos signala zapocinje vezanjem
receptora Notch za ligand eksprimiran na susjednoj stanici. Vezanje izaziva konformacijske
promjene na receptoru te omogucava jo§ dva cijepanja. Iduée cijepanje odvija se preferentno s
metaloproteinazom ADAM10 na mjestu S2. Cijepanju na mjestu S2 prethodi endocitoza liganda

kod susjedne stanice koja ga je eksprimirala. Tim cijepanjem stvara se kratko zivu¢i intermedijer
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koji se zatim cijepa y-serectazom na mjestu S3. To cijepanje oslobada intracelularnu domenu

receptora NOTCH1 i omogucava njezin put U jezgru kao molekule NICD1.

Kod sisavaca razlikujemo pet liganda DSL koji su ili slicni molekuli Delta (DII1, D112, DII3; od
eng. Delta like ligand) ili sliéni molekuli Serrate vinske musice (Jaggedl i Jagged2). Unatoc
slicnosti u ukupnoj modularnoj organizaciji izvanstani¢énih domena (Slika 4.), postoje neke
strukturne razlike izmedu liganada DSL. Broj ponavljanja sli¢nih molekuli EGF moze varirati,
kao i razmak izmedu motiva. Stovise, ligandi sli¢ni molekuli Serrate (Jagged) imaju i regiju
bogatu cisteinom i djelomi¢ne homologije s domenom von Willebrandovg faktora tipa C
(VWEFC) koja nije prisutna kod liganada sli¢nih Delti (Vitt i sur., 2001). Intracelularna domena
liganada DSL pokazuje najnizu razinu ukupne homologije. Vecina, ali ne i svi ligandi DSL imaju
C terminalni motiv PDZ koji omogucava interakciju s aktinskim citoskeletom i ima ulogu
ligand s degeneriranom domenom DSL i s viSe lizinskih ostataka (potencijalna mjesta za
ubikvitinizaciju s E3 ubikvitin ligazama). D113 ne veZe receptor Notch in trans i ne aktivira
signalizaciju puta Notch, a funkcionira isklju¢ivo kao antagonist receptora Notch (Ladi i sur.,
2005). Za razliku od ostalih liganada vecina liganda DII3 nalazi se u Golgijevom aparatu, dok je
na povrsini stanice jedva prisutan (Geffers i sur., 2007). Razvojni procesi osjetljivi su na koli¢inu
receptora Notch i liganda, naglaSavajuéi vaznost razine ekspresije za normalno signaliziranje. U
ljudi, mutacije i haploinsufijencije JAGGEDL1 ili NOTCH2 povezane su s Alagillovim
sindromom (McDaniell i sur., 2006), dok su haploinsuficijencije NOTCH1 ukljucene u podtip
nasljedne bolesti aorte (Garg i sur., 2005). Za razliku od trans-interakcije izmedu Notch liganda
I receptorske stanice koja dovodi do aktiviranja signalizacije, interakcija izmedu Notch liganada i
receptora izrazenih u istoj stanici dovodi do inhibicije signalizacije kroz slabo definirani proces
cis-interakcija (Glittenberg i sur., 2006). Takoder, ovisno o vrsti liganda, tipu receptora i
njihovom cis ili trans polozaju, mogu¢ je razli¢iti odgovor signalizacije putem Notch (Sprinzak i
sur., 2010). Ligandi DSL prolaze kroz proteoliticka cijepanja pomoc¢u metaloproteinaza ADAM i
y-sekretaze slicno kao i receptor Notch, medutim, za razliku od signalizacije inducirane
cijepanjem receptora Notch, proteoliti¢ko uklanjanje liganda s povrSine stanice moze ili inhibirati
ili pojacati signalizaciju puta Notch. Dok proteoliza receptora Notch generira intracelularni
fragment koji djeluje kao prenosioc signala, proizvodi li cijepanje liganda u susjednoj stanici

unutarstani¢ne signale, jo$ uvijek nije razjasnjeno (Zolkiewska, 2008).
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Slika 6. Grada unutarstani¢ne domene receptora Notch (NICD) i njene postranslacijske

modifikacije. Preuzeto i prilagodeno prema Andersson i sur., 2011.

Zanimljivo je da se relativna snaga interakcije receptor-ligand moze modulirati post-
translacijskim modifikacijama receptora Notch (Stanley i Okajima, 2010) (Slika 6.).

Velik je broj gena reguliranih kao nizvodne mete puta Notch, a najbolje opisane porodice su
transkripcijski faktori strukture uzvojnica-petlja-uzvojnica poput HES (od eng. Hairy enhancer of
split) i HEY (porodica srodna represorskom proteinu HES; HERP, od eng. Hes-related repressor
protein). Nadalje, signalizacija putem Notch pozitivno je ili negativno regulirana raznim drugim
proteinima poput Fringe, koji regulira proces fukozilacije, Mastermind, Wingless, NUMB,
DELTEX i RUNX (Artavanis-Tsakonas i sur., 1999). lako je glavni protein za vezanje NICD-a
CSL, put neovisan o CSL takoder je poznat (Weinmaster, 1997). NICD moze vezati domenom
ANK (od eng. ankyrin repeats) citoplazmatski protein s domenom cinkova prsta, DELTEX i tako

ometati vezanje za CSL (Matsuno i sur., 1998).

Signalizacija putem Notch ima vaznu ulogu u diferencijaciji hematopoetskih stanica. Tako na
primjer, CLP migriraju iz koStane srzi u timus, gdje timusne epitelne stanice eksprimiraju DLL4 i
pokrecu signalizaciju putem receptora NOTCH. Ovaj signal je neophodan za razvoj limfocita T i

potreban za rane faze diferencijacije timocita sve do nastanka dvostruko negativnih timocita
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(Hozumi i sur., 2008; Jaleco i sur., 2001). Aktivno signaliziranje tijekom ovih ranih faza razvoja
limfocita T inhibira razvoj drugih linija, kao sto su limfociti B i mijeloidne stanice. Tijekom (-
selekcije, Notch signalizacija se iskljucuje kao rezultat signala pre-T receptora stanice. Stoga
kasnije faze razvoja limfocita T pokazuju vrlo nisku razinu Notch signalizacije. Kod CLP u
kostanoj srzi pravilan razvoj limfocita B omogucava neaktivnost puta Notch. Nakon migracije
nezrelih limfocita B u slezenu, interakcija DLL1 s receptorom NOTCH2 usmjerava limfocite B u
marginalne zone umjesto razvoja folikularnih limfocita B (Pillai and Cariappa, 2009). Pokazano
je da signalizacija putem Notch ima ulogu i u razvoju dendritskih stanica, pomo¢nickih limfocita
T, Treg, ali i kod drugih krvnh stanica u pojedinim fazama razvoja i specifikacije (Radtke i sur.,
2013).

U skladu s vaznom ulogom u mnogim vrstama stanica, mutacija gena Notch dovodi do bolesti u
razli¢itim organima i tkivima (jetra, kosti, srce, oko, koza, bubreg i vaskulatura) (Talora i sur.,
2008). Poremecaji povezani s putem Notch ukljucuju Alagilleov sindrom uzrokovan mutacijama
liganda (JAGL) ili receptora (NOTCH2) i autosomalna recesivna spondilokostalna disostoza
uzrokovana mutacijama u ligandu (DLL3), kao i u nekoliko drugih ¢lanova signalnog puta Notch.
Mutacije receptora NOTCH2 takoder su nedavno povezane s Hajdu-Cheney sindromom.
Mutacije u receptoru NOTCH1 povezane su s nekoliko tipova bolesti srca, a mutacije receptora
NOTCH3 uzrokuju sindrom CADASIL (cerebralna autosomno dominantna arteriopatija sa

subkortikalnim infarktima i leukoencefalopatijom) (Penton i sur., 2012).

Onkogeni potencijal signalizacije putem Notch pokazan je prvi put kod podskupine
limfoblasti¢nih leukemija i limfoma limfocita T kod kojih je translokacija (7; 9) (q34; g34.3)
dovela do nastanka konstitutivno aktivne molekule NICD (Ellisen i sur., 1991). U kasnijim
studijama je pokazano da manje od 1 % svih ljudskih leukemija limfocita T ili limfoma sadrzi
ovu translokaciju (Ma i sur., 1999). Takoder su pokazani poremecaji u signalizaciji putem Notch
u nekoliko humanih leukemija limfocita T i limfoma koji nisu imali genomska preustrojstva
(Jundt i sur., 2008), sto zna¢i da povecana aktivnost puta Notch moze imati bitnu ulogu u
ljudskoj leukemogenezi. Visoke razine ekspresije NOTCH3 dokazane su u uzorcima humanih
akutnih leukemija limfocita T (T-ALL) (Bellavia i sur., 2002). Mutacije NOTCH1 nisu povezane
s razvojem B-ALL, a aktivirana signalizacija puta Notch mocan je induktor zaustavljanja rasta i

apoptoze kod odredenih tipova malignih limfocita B (Zweidler-McKay i sur., 2005). Pove¢ana
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ckspresija NOTCH2 zapazena je kod malignih stanica bolesnika s kroni¢énom limfocitnom
leukemijom limfocita B (B-CLL), a povezana je s povecanim prezivljavanjem limfocita B
(Hubmann i sur., 2002). Kod multiplog mijeloma i pojave malignosti plazma stanica, uz
aktivaciju signalnog puta Notch jako je vazna i interakcija s mikrookoliSem gdje on igra vaznu
ulogu u diferencijaciji, migraciji, proliferaciji, prezivljavanju i otpornosti na lijekove malignih
plazma stanica (Kawano i sur., 2015).

Moze se zakljuciti da poremecaji u aktivaciji puta Notch imaju drugacije uloge u razliitim
tumorima limfocita B, akutnim ili kroni¢nim, vjerojatno ovisno o stupnju diferencijacije limfocita

B, na kojem se odvija glavni leukemogeni dogadaj (Matulic i sur., 2015; Talora i sur., 2008).
2.5. Poli(ADP)-ribolizacijska polimeraza (PARP)

Poli(ADP-riboza) polimeraza (PARP) enzim je koji katalizira nastanak nukleotidnih polimera,
poliADP-ribozilaciju proteina. PARP je prvotno primije¢en 80-ih godina kod ostecenih stanica
kada je opisana njegova osnovna funkcija: aktivacija nakon jednolancanog/dvolanc¢anog loma
DNA. Takve promjene aktiviraju enzim, uzrokuju nastanak lanaca poliADP-riboze na kromatinu,
Sto dovodi do smanjenja zbijenosti kromatina, a to omogucuje pristup enzimima popravka. PARP
takoder omogucuje promjene na transkripcijskim faktorima koje imaju za cilj smanjenje
transkripcije kako bi se omogucio popravak. U porodicu enzima PARP spada ¢ak 17 proteina koji
imaju homolognu kataliticku domenu (Amé i sur., 2004). Svi ¢lanovi te porodice ne moraju imati
iste domene, a ¢ak ni parpilacijsku ulogu. Neki imaju i funkciju mono(ADP)-ribozil transferaze
(Hottiger i sur., 2010). Clanovi porodice PARP lokalizirani su u razli¢itim stani¢nim
kompartimentima, ukljucujuéi jezgru, citoplazmu i mitohondrije, a subcelularna lokalizacija i
funkcija mnogih tipova PARP-a je jos nepoznata (Amé i sur., 2004; Hassa and Hottiger, 2008).
Vecina nastalih lanaca poli(ADP)-riboze u stanici degradirana je enzimom poli(ADP)-riboza
glikohidrolaza (PARG), koji ima aktivnosti egzo- i endo-glikozidaze (Cohen-Armon i sur.,
2007).

PARP1 je jedan od najznacajnih i najbolje opisanih proteina porodice poli(ADP-riboza)
polimeraza. To je visoko konzervirani protein veli¢ine od 116 kDa (D’Amours i sur., 1999a), s
modularnom strukturom od vise neovisnih domena (Slika 7.). Glavne su funkcionalne domene
enzima PARP1 amino-terminalna domena koja veze DNA (DBD), srediSnja domena za
automodifikaciju (AMD) i karboksi-terminalna kataliticka domena (CD) (Hakmé i sur., 2008).
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Takoder sadrzi jezgrin lokaliziraju¢i signal (NLS) i mjesto cijepanja kaspazom. AKktivnost
PARP1 se povecava i do 100 puta u slucaju oStecenja DNA nastankom lomova i ima glavnu
ulogu u popravku jednostrukog lan¢anog loma DNA procesima izrezivanja baze (BER) (Dantzer
i sur., 1999), a pokazana je i njegova uloga u popravku dvolan¢anih lomova (von Kobbe i sur.,
2003).

A Auto-
DNA vezna modifikacijska Kataliticka
domena domena domena
hPARP1 NGARGD N e . | 1014
Motiv NLS AKtivno
cinkovih mjesto
prstiju
B
hPARP1 PARG
Protein ———— Poli(ADP)-riboza-protein Mono(ADP)-riboza
; : ; : Oligo(ADP)-riboza
NAD™ \lkotlnaml(l H,0 Mono(ADP)-riboza-protein
e ADP-ribozil
Protein ~ protein liaza
ADP-DP

Slika 7. Domene poliADP-ribolizacijske polimeraze 1 (PARP1) (A) i proces sinteze i degradacije
lanaca poli(ADP)-roboze na akceptorskom proteinu (B). Preuzeto i prilagodeno prema Kim i
sur., 2005

PARPI1 ima vaznu ulogu u regulaciji duljine telomera, a zajedno s ostalim ¢lanovima porodice
PARP, PARP3, PARP4 i PARP5, prisutan je i u mitotskom aparatu i stoga moze biti ukljucen u
regulaciju razdvajanja kromosoma (Miwa i sur., 2006). PARP1 moze modificirati transkripcijske
faktore i na taj nacin sudjelovati u regulaciji transkripcije. Vezivanjem na kromatin, PARP1 moze
promijeniti strukturu nukleosoma, kao i sastav te zbijenost kromatina. To se moze dogoditi
ciljanom promjenom proteina enzimskom aktivnos¢u PARP1, kao i kompeticijom za vezna
mjesta na nukleosomima (Ju i sur., 2006; Kim i sur., 2004; Krishnakumar i sur., 2008). Nedavna
studija genomske lokalizacije pokazala je da je PARP1 vezan na promotore aktivno
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transkribiranih gena (Krishnakumar i sur., 2008). Takoder je pokazano kako PARP ima ulogu u

regulaciji transkripcije pomoc¢u RNA polimeraze II (Chen i sur., 2018).

o]
7 NH, 7 NH,
</Nj'\/\N N N
N N) Of Nikotinamid NH
® (NAm) 2 c=0
) OH OH NN |
¢ :
N) Liaza

OH OH N @ ko
Nikotinamid adenin NH, o OFH OH
dinukleotid (NAD*) </N | Y =
N N) ® O
® PARG
" T 0 OH O
NN
0y, 5t
N NZ @ ko
” btz 0 OH OH
N
</ l ) O OH AH,
N NZ @k ° /N NN
® PARG < | )
o OH OH NN k0
®
OH OH H. 0 OH OH
i
< ) O OH
N NZ @®k°
® Poli(ADP)-riboza
0 OH OH
OH OH

Slika 8. Kemijske strukture NAD", nikotinamida i lanca poli(ADP)-riboze (PAR).
PARG: poli (ADP)-riboza glikohidrolaza. Preuzeto i prilagodeno prema Kim i sur., 2005.

Za razliku od uloge kao faktora prezivljavanja u prisustvu niske razine oSte¢enja DNA, PARP1
potice stani¢nu smrt kod opseznog oste¢enja DNA, oslobadaju¢i faktor indukcije apoptoze (AIF)
iz mitohondrija. Povecana parpilacija jezgrinih proteina prisutna je za vrijeme apoptoze (Boulares
i sur., 1999), nakon cCega slijedi cijepanje PARP-a, katalizirano kaspazom-3. Ova inaktivacija
PARP-a vjerojatno je nuzna kako bi se sprijecilo iscrpljivanje NAD-a (supstrata PARP-a) i ATP-
a, budu¢i da je je apoptoza proces koji zahtijeva mnogo ATP. U slucaju nedostatka energije

stanica ide u nekrozu (Fatokun i sur., 2014)

PARP1 je krajnja tocka brojnih stani¢nih signalnih putova, ukljucujué¢i i one regulirane
hormonima, stresom i ostecenjima DNA (Maduni¢ i sur., 2016). PARP1 je podlozan razli¢itim
posttranslacijskim modifikacijama koje igraju klju¢nu ulogu u reguliranju njegove aktivnosti i

stvaranju specifi¢nosti krajnje signalizacije (Krishnakumar i Kraus, 2010). To ukljucuje
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parpilaciju, acetilaciju, fosforilaciju, ubikvitinizaciju i sumolizaciju (Cohen-Armon i sur., 2007;
D’Amours i sur., 1999b; Martin i sur., 2009). PARP igra vaznu ulogu prilikom sazrijevanja
limfocita, sprjecavanjem aktivacije apoptskog odgovora ovisnog 0 ostecenju DNA tijekom
visestrukih krugova preuredivanja DNA (Rosado i sur., 2013; Stepnik i sur., 2017), kao i kod
prekapcanja imunogobulinskih razreda (Paddock i sur., 2010; Robert i sur., 2009).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Staniéna kultura

U istrazivanju su kori$tene komercijalno dostupne stani¢ne linije razli¢itih tipova leukemija B- i
limfocita T: Jurkat (ACC 282; akutna leukemija limfocita T), 697 (ACC 42; akutna
limfoblasti¢na leukemija prekursora limfocita B) CLL (ACC 773; kroni¢na leukemija limfocita
B) i Nalm6 (ACC 128; akutna limfoblasti¢na leukemija prekursora limfocita B) (DSMZ (od
njem. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen). Stanice su uzgajane u
mediju RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) s dodatkom 10 % fetalnog govedeg seruma
(Sigma-Aldrich) pri 37 °C uz 5 % CO; i vlagu. Stanice su periodi¢no testirane na prisustvo
mikoplazmi kompletom EZ-PCR Mycoplasma Test Kit (Biological Industries, Beit Haemek,

Izrael).

3.2. Kokultura stani¢nih linija OP9-DL1 i 697

Stanice 697 uzgajane su u kokulturi sa stanicama hranilicama linije OP9. Ova je linija izvedena iz
zrtvovanih novorodenih miseva soja B6C3F1. Stanice su transducirane retrovirusnim vektorom
MigR1 za ekspresiju proteina DLL1 (Schmitt and Zuniga-Pfliicker, 2002). Stanice OP9-DL1 i
OP9-GFP su dar profesora J.C. Zuniga-Pfliicker (Odjel za imunologiju, Sveuéiliste u Torontu,
Kanada), a institucija koja je potpisnik ugovora o prijenosu materijala je Sunnybrook and
Women's College Health Sciences Centre. 10° stanica OP9-DL1 nasadeno je poetnog (nultog)
dana pokusa po svakoj Petrijevoj zdjelici promjera 35 mm. Nakon inkubacije stanica OP9 te
perioda priljepljivanja stanica (inkubacija u trajanju 6 do 18 sati) adheriranim stanicama
promijenjen je medij, a kulturi dodano 10° stanica linije 697 u 2 ml medija za uzgoj OP9 stanica
(DMEM). Stanice su uzgajane u kokulturi kroz 7 dana, nakon Cega Su sortirane pomocéu
proto¢nog citometra (SONY SH800).

3.3. Tretiranje stanica proteinom DLL1

Rekombinantni protein DLL1 (Enzo Life Sciences, New York, SAD) otopljen je u 0,1 % BSA u
koncentraciji od 40 pg/ml. 0,2 % zelatina otopljena je u vodi. Autoklavirana i ohladena na 37°C,
zelatina je pomijeSana s otopinom proteina DLL1 tako da je zavrSna koncentracija bila 1 pg/ml

(Lee i sur., 2013; Tsao i sur., 2011). 250 ul takve smjese stavljeno je na petrijevku promjera 35
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mm i ostavljeno 1,5 h na + 4° C. Kod tretiranja proteinom DLL1 otopljenim u mediju, u
petrijevku je dodan medij RPMI i protein DLL1 u konacnoj koncentraciji 1 pg/ml, te je nakon
inkubacije od 1,5 h na 37° C nasadeno 1 x 10° stanica 697 u mediju sa serumom.

3.4. Odredivanje krivulje rasta i vijabilnosti

Suspenzijske su stanice nasadene u petrijeve posude za uzgoj stanica (promjera 35 mm) u
optimalnoj koncentraciji (4 x 10° st/ml) u volumenu od 1,5 ml hranjivog medija. Svaki drugi dan
stanice su izbrojane tako $to bi se prvo resuspendiralo stanice, izjednacio volumen na 1,5 ml, a
zatim uzeo alikvot za brojanje. Za daljnji tijek eksperimenta nasadila bi se tre¢ina volumena
stanica (0,5 ml) u 1 ml novog medija. Broj stanica odreden je pomoc¢u Biirkerove komorice
(Marienfeld-Superior, Lauda-Ko6nigshofen, Njemacka). Vijabilnost stanica odredena je bojanjem

stanica tripanskim modrilom (Gibco, Massachusetts, SAD).

3.5. Umnazanje plazmida

Plazmidi od interesa uneseni su u soj DH5a bakterije Escherichia coli elektoporacijom (Biorad
MicroPulser, Kalifornija, SAD) ili u kemijski kompetentni soj XL10-Gold kemijskom
transformacijom. Za elektroporaciju koristene su elektroporacijske kivete promjera 1 mm (Carl
Roth, Karlsruhe, Njemacka). 50 pl bakterija transformirano je sa 100-200 ng plazmida i nakon
inkubacije od 45 min bakterije su nasadene na selektivne antibiotske plo€e. 1z zasebnih kolonija
su uzgojene prekonoéne kulture u 3 ml tekuceg LB-Medija (Carl Roth), takoder uz dodatak
odgovarajuceg antibiotika (ampicilin 100 pg/ml, kanamicin 50 pg/ml). 1z dobivene bakterijske
kulture izolirani su plazmidi pomocu kompleta za izolaciju Wizard Plus SV Mnipreps DNA
Purification System (Promega, Wisconsin, SAD) prema protokolu proizvodaca.

Na talog bakterija dobivenih iz 3 ml prekonoéne kulture dodano je 250 upl otopine za
resupendiranje stanica (50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNaza A), 250 ul
pufera za lizu (0.2 M NaOH, 1 % SDS), te 10 ul otopine alkalne proteaze. Nakon inkubacije od 5
min pri sobnoj temperaturi dodano je 350 ul otopine za neutralizaciju (4.09 M gvanidin
hidroklorid, 0.759 M Kkalij acetat, 2.12 M ledena octena kiselina, pH= 4,2). Nakon centrifugiranja
(14000 x g, 10 min) supernatant je prebacen u kolonice za procis¢avanje plazmida. Kolonice su
isprane s ukupno 1 ml otopine za ispiranje (60 % etanol, 60 mM kalij acetat, 8.3 mM Tris-HCI,
0.04 mM EDTA). Nakon toga plazmid je eluiran u 100 ul deH,O.
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3.6. Kloniranje plazmida

Insert od interesa umnozen je pomocu specifiénih pocetnica na kalupu cDNA iz stanica koje
eksprimiraju ciljani gen, te polimeraze Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (New
England Biolabs, Massachusetts, SAD). Dobiveni produkt pro¢i$¢en je iz 1 % agaroznog gela
pomocu kompleta Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega), dodana mu je krajnja
baza adenin pomoc¢u Taq polimeraze (Sigma Aldrich) te je insert ligiran u plazmid pGEM Easy
(Promega, 3015 pb).

Za ligaciju je koristena T4 DNA ligaza (Promega), 1 x pufer (30 mM Tris-HCI (pH 7.8 at 25°C),
10 mM MgClI2, 10 mM DTT, 1 mM ATP), pocisceni vektor i insert u omjeru 1:3 uz inkubaciju
preko noéi pri 16°C.

Kompetentne bakterije DH5a su transformirane elektoporacijom i selektirane su bakterije s
unesenim insertom. Buduc¢i da ugradnja inserta unutar operona lacZ sprjecava ekspresiju gena za
enzim [-galaktozidazu, kolonije s insertom su bijele boje (tzv. plavo-bijela selekcija). Iz
pozitivnih bakterijskih kolonija proc¢iséen je plazmid koji je zatim podvrgnut digestiji pomocu
restrikcijskog enzima EcoRI HF (New England Biolabs). Digestija restrikcijskim
endonukleazama odvijala se u reakcijskoj smjesi koja je sadrzavala specifi¢an pufer (50 mM
kalijev acetat, 20 mM Tris-acetat, 10 mM magnezijev acetat, 100 pg/ml BSA, pH 7.9 pri 25°C;
New England Biolabs), 1 ug pDNA te 0,2 U/ul restrikcijskog enzima, a odvijala se pri 37 ° C
kroz 1 h.

Insert je proc¢iséen iz 1 % agaroznog gela kompletom Wizard SV Gel and PCR Clean-up System
(Promega) i ukloniran u vektor pCDNA3 (Thermo Fisher Scientific, 5446 pb), prethodno
pocijepanim enzimom EcoRI i podvrgnutim uklanjanju fosfatnih skupina govedom crijevnom
alkalnom fosfatazom CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase, TaKaRa, Kusatsu, Japan).
Reakcija defosforilacije se odvijala u puferu (500 mM Tris-HCI, 10 mM magnezijev klorid, pH
9.0), kroz 5 min pri 37°C uz 1 U enzima, nakon cega je linearizirani vektor prociscen iz gela.
Nakon ligacije napravljena je transformacija elektrokompetentnih bakterija DH5a plazmidom, a
izolirani plazmidi odgovarajue veli¢ine podvrgnuti su digestiji specificnim restrikcijskim

enzimima (New England Biolabs) kako bi se utvrdila ispravna orijentacija inserta.
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3.7. Transfekcija stanica u suspenziji

Transfekcija stanica napravljena je pomoc¢u kompleta FuGENE® HD Transfection Reagent
(Promega) prema uputama proizvodaca. Mape koriStenih plazmida nalaze se u prilogu 4.
Napravljena je smjesa reagensa i plazmidne DNA, u mediju bez seruma u volumenu od 20 pl.
Omjer transfekcijskog reagensa FuGene HD i plazmidne DNA iznosio je 1 pl : 500 ng. Nakon
inkubacije (10 min) smjesa je nakapana na stanice. Transfekcija se odvijala u plocici s 24
bunar¢i¢a, u volumenu od 500 pl's 0,25 x 10° stanica.

48 h nakon transfekcije zapoceta je selekcija pomoc¢u odgovarajucih antibiotika. Prethodno je
napravljena titracijska krivulja i odredena optimalna koncentracija antibiotika za svaku liniju,
tako S$to su stanice uzgajane u mediju s antibiotikom dodanim u razli¢itim koncentracijama.
Odabrana je najniza koncentracija antibiotika pri kojoj su sve stanice uginule u optimalnom
vremenu. Transficirane stanice uzgajane su u selekcijskom mediju (za antibiotik geneticin (G418)
Jurkat 400 pg/ml; CLL 100 pg/ml) kroz dva tjedna. Pomoéu serijskog razrijedenja stani¢ne
suspenzije na 0-2 st/ml, u plocici za uzgoj stanica od 96 bunarc¢i¢a u 100 pl medija uzgojene su

klonalne linije transficiranih stanica.

3.8. Izolacija genomske DNA

Na stani¢ni talog od 10° stanica dodano je 100 ul digestijskog pufera (50 mMTris - pH 8.5, 1 mM
EDTA, 0.5 % Tween 20) i 2 pl Proteinaze K (20 mg/ml, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, SAD). Smjesa je inkubirana preko noci na 37°C, uz protresanje (300 rpm). Zatim
je uslijedila inkubacija na 95° C kroz 8 min kako bi se inaktivirala proteinaza K. Nakon
centrifugiranja (900 x g, 5 min) supernatant je koristen je kao kalup za lancanu reakciju

polimerazom.

3.9. Izolacija RNA i reverzna transkripcija

Ukupna RNA izolirana je uz pomo¢ TRI reagent (Sigma Aldrich) prema uputama proizvodaca.

Stanice su prikupljene centrifugiranjem (900 x g, 5 min, 4°C), isprane u fosfatnom puferu (PBS),
te je na 5 x 10°stanica dodano 500 ul TRI reagensa). Lizat je inkubiran 5 min na ledu. Zatim je
dodano 100 pl hladnog kloroforma te je cijela smjesa potresana kroz 15 sec. Nakon inkubacije od
7 min na ledu i centrifugiranja (14000 x g, 15 min, 4°C), gornja vodena faza je odvojena i dodano
je 250 ul izopropanola (Kemika, Zagreb, Hrvatska). Talozenje RNA odvijalo se kroz 30 min na -
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80°C. Nakon centrifugiranja na 14000 x g, 15 min pri 4°C talog je ispran s 500 ul 75 % etanola.
Nakon susenja talog je otopljen u vodi bez RNAza.

Kvaliteta tako dobivene RNA provjerena je elektroforezom na 1 % agaroznom gelu (100 V, 15
min), te je uz pomo¢ uredaja NanoVue (GE Life Sciences, New York, SAD) spektrofotometrijski
odredena njezina koncentracija i ¢isto¢a iz omjera apsorbancija Azso/Azso | AzsolAzzo. Samo RNA

zadovoljavajuée kvalitete koriStena je za reverznu transkripciju.

Reverzna transkripcija

RNA je prepisana u cDNA u reakciji koja je sadrzavala 125 ng nasumi¢nih heksamera (Carl
Roth), 500 uM dNTP mix (Sigma Aldrich), 2 ug RNA i vode oc¢is¢ene od RNaza do volumena
od 10 pl. Reakcijska smjesa stavljena je 5 min na 65°C da bismo denaturirali RNA, a zatim je
naglo ohladena na ledu kroz 5 min. Potom je u reakcijsku smjesu dodano 20 U RNaznog
inhibitora (Applied Biosystems), 100 U reverzne transkriptaze (PrimeScript, TaKaRa), 4 ul 5x
pufera (250 mM Tris-HCI, 375 mM kalijev klorid, 15 mM magnezijev klorid, pH 8,3; TaKaRa) i
voda ocis¢ena od RNaza do volumena od 20 pul. Reakcijska smjesa inkubirana je 10 min na 30°C,
60 min na 42°C, te 15 min na 70°C. Nakon reakcije u smjesu je dodano jos 20 pul vode ociS¢ene
od nukleaza. Uspjesnost reverzne transkripcije provjerena je lanéanom reakcijom polimeraze

pomocu pocetnica za gen HPRT1 (umnoZen odsjecak veli¢ine 700 pb).

3.10. Lanéana reakcija polimerazom i lanéana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Pojedine sekvence DNA umnazale su se lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR) u reakcijskoj
smjesi koja je sadrzavala pufer (10 mM Tris-HCI, 50 mM Kkalijev klorid, pH 8.3 pri 20 °C, Sigma
Aldrich), MgCl; (0,5 mM, Applied Biosystems), dNTP (0,2 mM, Sigma Aldrich), 1,5 ul cDNA,
pocetnice F (0,2 uM) i R (0,2 uM), 1 U Taq polimeraze (Sigma Aldrich), te vodu oc¢is¢enom od

nukleaza do ukupnog volumena od 25 pl.

Za reakciju PCR koristen je uredaj ProFlex (Applied Biosystems) prema programu: 94 °C kroz 5
min, 35-40 ciklusa (94 °C 30 s, Tr, °C 30 s, 72 °C 20-60 s), 72 °C kroz 7 min.

Reakcijska smjesa u kojoj je koristena DNA polimeraza Q5 Hot Start High-Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs) sadrzavala je reakcijski pufer (New England Biolabs), Q5
High GC Enhancer (New England Biolabs), 200 uM dNTP, 0,2 uM pocetnica, 100 ng DNA
kalupa i 0.02 U/ul Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs).
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Reakcija je tekla prema programu: 98 °C kroz 30 s, 30-35 ciklusa (98 °C 15 s, T, °C 30 s, 72 °C
30 s/kb), 72 °C kroz 2 min.

Reakcijska smjesa za umnazanje polimerazom u stvarnom vremenu (QRT-PCR) sadrzavala je 1x
reakcijsku smjesu s polimerazom GoTaq gPCR Master Mix (200 uM dNTP, 1,5 mM magnezijev
klorid, pH 8,5; Promega), pocetnice F i R (0,2 uM), 1 ul cDNA i vodu do 15 ul. Reakcija gRT-
PCR odvijala se prema programu: 50°C 2 min, 95°C 10 min, 40 ciklusa (95°C 15 s, 58°C 1 min),
faza izraCuna krivulje taljenja (od 60°C do 95°C po 1 % rast temp). Za qRT-PCR koristen je
uredaj 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Kalifornija, SAD).

Ciklus praga (Ct) odreden je na linearnom dijelu amplifikacijske krivulje PCR-a pomocu softvera
7500 Software version 2.0.6. (Applied Biosystems).

Ucinkovitost reakcije PCR izracunata je iz nagiba amplifikacijske krivulje u eksponencijalnoj
fazi, pomocu softvera za linearnu regresiju (LinRegPCR 2014.x) (Ruijter i sur., 2009). Birane su
one pocetnice Cija je efikasnost u zadanim uvjetima bila veca od 90 %. Krivulja taljenja
produkata reakcije je koriStena za odredivanje specificnosti produkta. Rezultati su obradeni

prema opisu (Livak i Schmittgen, 2001).
3.11. Dizajn pocetnica

Podaci o podudarnim sljedovima nukleotida gena i granicama egzona/introna dobiveni su iz baze
podataka projekta Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html). Pocetnice su dizajnirane
pomoc¢u softvera Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus
.cgi) i IDT PrimerQuest Tool (http://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index). Pocetnice su
dizajnirane tako da se nalaze na dva razlicita egzona da se izbjegne umnazanje genomske DNA.
Kako bi imale istu uc¢inkovitost umnazanja, dizajnirane Su tako da imaju sli¢an broj parova baza,
slicne temperature taljenja (Tm), sadrzaj GC oko 50 % i maksimalnu vrijednost AG zadnjih pet
baza od 3 'kraja. Jedinstvenost vezanja na ljudski genom provjerena je u programu BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Sve pocetnice provjerene su da ne stvaraju homodimere i
heterodimere u programu Multiple primer analyzer (https://www.thermofisher.com/hr/en
/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/ molecular-biology-learning-center/molecular-
biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-analyzer.html).

Kompatibilnost pocetnica i veli¢ina umnozenih fragmenata provjerena je pomocéu softvera
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AmplifyX (http://engels.genetics.wisc.edu/amplify/). Osim provjera in silico, pocetnice Su
provjerene i u stvarnim reakcijskim uvjetima. Popis svih pocetnica i njihove sljedove nukleotida

nalaze se u prilogu 1.
3.12. Visestruka lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Metoda visestrukog qRT-PCR-a omoguc¢ava direktnu reverznu transkripciju iz stani¢nog lizata
bez izolacije RNA i analizu ekspresije seta gena iz malog broja stanica. Ova metoda je
optimizirana i prilagodena prema prethodno opisanom protokolu (Peixoto i sur., 2004), a
usporedba izmedu starog i novog protokola vidljiva je u prilogu 2.

Stanice su lizirane u 5 ul PBS-DEPC metodom smrzavanja i otapanja, smrzavanjem na -80 ° C i
zagrijavanjem na 65 °C 2 minute. Nakon naglog hladenja na 4°C, RNA se specifi¢no prepisuje u
cDNA direktnim dodavanjem smjese specifiénih R (3") pocetnica do koncentracije od 100 nM,
pufera First Strand Bufer (50 mM Tris-HCI (pH 8.3), 75 mM Kkalijev klorid, 3 mM magnezijev
klorid; Gibco), 0,01 M DTT (Gibco), 500 uM dNTP (Applied Biosystems), 20 U RNAznog
inhibitora (Agilent, Kalifornija, SAD) i 50 U reverzne transkriptaze MmuLV (Applied
Biosystems) u ukupnom volumenu od 20 pl. Reakcija je zaustavljena nakon 50 minuta inkubacije
na 42 °C, 15-minutnom inkubacijom na 70 °C.

cDNA dobivena direktnom reverznom transkripcijom iz stani¢nih lizata prvo se umnoZila u
reakciji | (PCRI). Za reakciju je koristeno 2,5 pl cDNA. Svaka reakcija sastojala se od pufera za
PCR (10 mM Tris-HCI, 50 mM kalijev klorid, pH 8.3 pri 20 °C ; Sigma Aldrich), 2 mM MgCl,
(Sigma Aldrich), 0,2 mM dNTP mix (Applied Biosystems), 1 U Tag DNA polimeraze (Sigma
Aldrich) te 0,015 uM svakog od specifi¢nih primera (F1 1 R) u volumenu od 25 pl. Uvjeti
reakcije su bili: 94 °C 5 min, 15 ciklusa (94 °C 30 s, 58 °C 30 s, 72 °C 20 s), 72 °C kroz 7 min.
Da bi se postigla veca specifi¢nost reakcije, prva reakcija PCRI posluzila je kao kalup za drugu
reakciju, PCRII, poluugnjezdenu, s poéetnicama F2 koje prepoznaju sekvence unutar fragmenata
umnozenih prvom reakcijom. Za drugu reakciju PCR kao kalup koristen je 1 pl produkta iz
reakcije PCRI, zajedno s 150 nM pocetnica (F2 R) za svaki od odabranih gena u zasebnoj
reakciji. PCRII reakciju moguce je raditi i kao obican PCR ili kao qRT-PCR, a koriSteni su
prethodno opisani standardni protokoli.
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Slika 9. Validacija strategije izrade pocetnica (A) Analiza efikasnosti pocetnica: reakcije PCR
koje umnazaju fragmente CDNA pomocu para pocetnica FIR ili F2R trebaju imati jednaku
ucinkovitost. U¢inkovitost dizajniranih pocetnica ispitana je na smjesi cDNA dobivenoj iz Cetiri
stani¢ne linije. (B) Analiza kompeticije pocetnica: 12 pocetnica prisutnih u istoj reakcijskoj
smjesi ne smiju se medusobno vezati. Nakon reakcije umnazanja CONA PCRI, sa 6 parova
pocetnica istovremeno, postavljene su odvojene reakcije PCR s polu-ugnijezdenim pocetnicama
F2 i R radi analize specifi¢nosti reakcije. M: 100 bp DNA marker; HPRT, HES1, NOTCH2,
PARP1, PAX5, AIOLOS: umnozeni sljedovi nukleotida gena od interesa; duljine produkata PCR
navedene su s imenom gena (duzi produkti dobiveni su pomoc¢u para pocetnica F1 i R, a kraci

pomocu para F2 i R). Preuzeto i prilagodeno prema Horvat i sur., 2018.

3.13. Izolacija DNA iz agaroznog gela

Fragmenti DNA izolirani su iz agaroznog gela pomocu kompleta Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega). Fragment DNA vizualiziran pomocu boje SYBR Safe DNA Gel Stain
(Thermo Fisher Scientific) u 1 % agaroznom gelu, izrezan je i dodana je ekvivalentna koli¢ina
otopine (Membrane Binding Solution; 4.5 M gvanidin izotiocijanat, 0.5 M kalij acetat (pH 5.0)).

Nakon inkubacije od 10 minuta na 60 °C smjesa je prebacena u kolonicu i centrifugirana 1 min
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na 140000 x g, isprana s otopinom za ispiranje (Membrane Wash Solution; 10 mM Kkalij acetat
(pH 5.0), 80 % etanol, 16.7 uM EDTA (pH 8.0)) te eluirana vodom.

3.14. Protocéna citometrija

Proto¢nim citometrom moze se analizirati veli¢ina stanica (pomoc¢u metode eng. forward scatter),
zrnatost (pomoc¢u metode eng. side scatter), te intenzitet svjetlosti fluorokroma, bilo vezanim za
stani¢ne strukture pomocu antitijela, bilo prisutnim u stanici.

Prilikom istrazivanja koristena su dva instrumenta za proto¢nu citometriju: proto¢ni razvrstavacé
stanica (SONY SH800, SONY, Tokio, Japan), te proto¢ni uredaj za analizu FACS Calibur
(Becton Dickinson, New Jersey, SAD) uz pomo¢ pripadajuéeg programa CellQuest.

Proto¢na je citometrija koriStena za detekciju apoptoze u stani¢nim kokulturama. Stanice iz
kokulture profiltritrane su kroz 30 um filtar (Becton Dickinson), istaloZene i isprane dva puta U
PBS-u s 5 % FCS. Na stanice je dodana otopina aneksina-V-FITC (2,5 ug/ml) ili propidij jodida
(2,5 ug/ml), ili njihove kombinacije, u puferu za vezanje (10 mM HEPES/NaOH, 150 mM
natrijev klorid, 5 mM Kkalijev klorid, 1 mM magnezijev klorid, 1,8 kalcijev klorid, pH 7,4) te su
zatim stanice analizirane proto¢nom citometrijom prema koncentraciji fluorokroma (Ambriovic¢

Ristov i sur., 2007).
3.15. Izolacija stanic¢nih proteina i odredivanje njihove koncentracije prema metodi Bradford

Proteini su izolirani iz stanica uzgojenih u kulturi lizom membrana neionskim detergentom. Na
stani¢ni talog dodano je 50 pl hladnog pufera za lizu (20 mM Tris HCI pH 7.5, 137 mM NaCl
(Kemika), 2 mM EDTA (Sigma Aldrich) pH 8.0, 10 % glicerol (Carl Roth), 1 % Triton X-100
(Sigma Aldrich), 100 pg/ml PMSF (Sigma Aldrich), 1 ug/ml leupeptin (Sigma Aldrich), 100
pug/ml natrijev ortovanadat (Sigma Aldrich) i 1 ul inhibitora proteaza (Carl Roth)), te je talog
inkubiran 10 minuta na ledu i zatim smrznut u teku¢em dusiku i pohranjen na -80 ° C. Proteini su
centrifugirani 15 minuta na 12000 rpm pri 4°C i odvojeni od taloga.

Koncentracije proteina odredena je metodom po Bradfordu koja se temelji na pomaku
maksimuma apsorbancije od 465 nm na 595 nm pri vezanju boje Coomasie briljant plavo (CBB,
Carl Roth) za proteine u kiseloj otopini, sto uzrokuje plavo obojenje. Proteinski lizat razrijeden je
10 x Bradfordovim reagensom (100 mg CBB G-250, 50 ml 95 % etanola, 100 ml 85 % fosforne

kiseline te voda do ukupnog volumena od 1 L). Bazdarna krivulja napravljena je pomocu
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albumina govedeg seruma (BSA od eng. Bovine serum albumin, New England Biolabs) u
rasponu koncentracija od 0 do 10 ug po reakciji. Absorbancija je izmjerena na spektrofotometru
Glomax (Promega).

3.16. Westernska metoda otiska

3.16.1 Razdvajanje proteina elektroforezom u poliakrilamidnom gelu

Proteini se u SDS-elektroforezi u poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) denaturiraju i oblazu
detergentom te postaju negativno nabijeni i razdvajaju u elektricnom polju samo na temelju
razlike u njihovoj molekularnoj masi. Proteini su zato prethodno inkubirani u puferu s
reduciraju¢im agensom (225 mM Tris-HCI, 20 % (v/v) glicerol, 2 mM SDS, 0.02 % (w/v)
bromfenol-plavo, 1 % p-merkaptoetanol) (Laemmli, 1970) i denaturirani 5 min pri temperaturi od
95 °C. Za izradu poliakrilamidnog gela koristen je vertikalni sustav za izlijevanje gelova
Biometra Eco-Mini (Biometra, Jena, Njemacka). Svaki se gel sastojao od donjeg gela za
razdvajanje proteina (10 %) i gornjeg gela za sabijanje (4 %). U jazice je naneSeno 25 pg proteina
pomijeSanih s puferom za nanoSenje uzoraka te je cijela aparatura uronjena u pufer za
elektroforezu (25 mM Tris-HCI, 250 mM glicin, 0.1% SDS, pH 8.3). Elektroforeza je tekla 120
min pri konstantnom elektricnom naponu od 130 V do pocetka donjeg gela, a zatim je napon
poviSen na 180 V (Sambrook, 2001).

Kao marker za odredivanje molekularnih masa razdvojenih proteina koristen je PageRuler Plus

Prstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scienfitic).

3.16.2. Prijenos proteina na membranu

Nakon razdvajanja elektroforezom proteini iz poliakrilamidnog gela preneseni su na membranu
PVDF (Roche) u hladnom puferu za prijenos (48 mM Tris-HCI, 39 mM glicin, 0.037% SDS,
20% metanol, pH 8.3) (Sambrook, 2001). Koristen je uredaj za prijenos proteina u elektri¢nom
polju Eco-Mini Tankblot (Biometra). U kazeti za prijenos slozen je 'sendvic¢' sljedeeg sastava:
donja spuzvica, 2 komada navlazenog filtar papira, gel, membrana PVDF, 2 komada filtar papira
I gornja spuzvica. SloZeni 'sendvi¢' uronjen je u pufer te se prijenos odvijao uz konstantnu jakost
struje od 400 mA 120 min. Poslije prijenosa gel je obojen s otopinom za bojanje (0.25 % (m/v)
boje Commasie Brilliant Blue CBB R-250 u smjesi (v/v/v) 45 % metanol : 10 % octena kiselina :
45% deH20). Nakon blokiranja membrane u 5 % otopini nemasnog mlijeka ili u 3% otopini BSA
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(ovisno o antitijelu) u puferu TBST (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NacCl, 0.1 % (v/v) Tween
20), membrana je isprana puferom TBST i inkubirana preko noé¢i u primarnom antitijelu.
Primarna antitijela (Tablica 1.) razrijedena su prema uputama proizvodaca (1:500 do 1:3000) u
0.5 % nemasnom mlijeku (ili 0.3 % BSA) u puferu TBST. Sljede¢i dan membrana je isprana 4 X
15 min u puferu TBST te inkubirana 60 min u otopini odgovarajué¢eg sekundarnog antitijela s
konjugiranim enzimom peroksidazom hrena. Sekundarna antitijela bila su porijeklom iz koze
(specificno za proteine misa, Sigma Aldrich), magarca (specifiéno za proteine kunica, GE
Healthcare, Amersham, UK) i zeca (specifi¢no za proteine koze, Sigma Aldrich) te su razrijedena
prema uputama proizvodaca (1:5000 do 1:50000) u 0.5 % nemasnom mlijeku (ili 0.3 % BSA) u
puferu TBST. Nakon inkubacije u mraku membrana je isprana 4 x 15 min u puferu TBST.
Proteini na membrani detektirani su reakcijom kemiluminiscencije. Membrana je inkubirana 1-3
min u komercijalnom kemiluminiscentnom supstratu Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad).
Nakon inkubacije rendgenski film Super HR-U30 (Fujifilm, Tokio, Japan) je izloZen
luminiscenciji membrane 5-30 min, te su filmovi razvijeni u razvijacu i fiksirani u fiksiru (Efke
Fotokemika, Samobor, Hrvatska). Filmovi su denzitometrirani u raCunalnom programu ImageJ
(National Institutes of Health, SAD).

Tablica 1. Popis koristenih primarnih antitijela

Kataloski ) Molekularna
. Antigen Domacin Razrjedenje | Proizvodac
broj masa (kDa)
NOTCH1 Cell signaling
#3608 120, 300 Zec 1:1000
(D1E11) technology
Cleaved o
Cell signaling
#4147 NOTCH1 110 Zec 1:1000
technology
(D3B8)
NOTCH2 Cell signaling
#5732 110, 300 Zec 1:1000
(D76A6) technology
HES1 Cell signaling
#11988 30 Zec 1:1000
(D6P2U) technology
IKAROS Cell signaling
#14859 50-70 Zec 1:1000
(D6N9Y) technology
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P-GSK-3-

a/p Cell signaling
#8566 46,51 Zec 1:1000

(Ser21/9) technology

(D17D2)

GSK-3-p Cell signaling
12456P 46 Zec 1:1000

(D5C2) technology

BACH?2 Cell signaling
#80775 130 Zec 1:1000

(D3T3G) technology
sc- AIOLOS (H- Santa  Cruz

50,58,65 Mis 1:500 ]

515913 8) Biotechnology

B-ACTIN Santa  Cruz
sc-69879 43 Mis 1:1000 ]

(AC-15) Biotechnology

PARP1 (A- Santa  Cruz
sc-1562 116 Koza 1:1000 ]

20) Biotechnology

JAGGED1 Santa  Cruz
sc-6011 180 Koza 1:750 ]

(C-20) Biotechnology

3.17. Statisti¢ka obrada podataka

Statisticka analiza podataka provedena je pomocu raCunalnog programa STATISTICA 12
(StatSoft Inc.). Usporedba kontrole i tretmana napravljena je pomocu T-testa (dvokraka
distribucija, jednake varijance dvaju uzoraka). Kao statisticki znacajne razlike uzete su

vrijednosti koje su se razlikovale na razini p < 0.05.
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4. REZULTATI

4.1. Karakterizacija stanic¢nih linija

Kako bismo analizirali ulogu putova Notch i PARP u biologiji limfocita, odabrane su Cetiri linije
leukemija limfocita T i B. 1z uzgojenih stanica izolirana je RNA, prepisana u cDNA, te reakcijom
RT gPCR u njima istrazena razina ekspresije osnovnih elemenata puta Notch: receptora
NOTCH1-3, liganada (DLL1, JAG1), nizvodnih meta (HES1, HEY1, DTX1), kao i negativnih
regulatora puta (NUMB, RUNX1). Sustav PARP analiziran je kroz ekspresiju gena PARPL,
PARG, te YY1 koji regulira ekspresiju gena PARP1. Takoder su analizirani pojedini biljezi
diferencijacije, poput PAX5 i PU.1, karakteristi¢ni za limfocite B. Ispitana je i ekspresija gena c-
Myc, kao pokazatelja stani¢ne proliferacije, TGFp, faktora rasta i tumorskog supresora, kao i
ekspresija transkripcijskih faktora iz porodice Ikaros (IKFZ1-IKAROS, IKFZ3-AIOLOS). Naime,
pokazano je da put lkaros kompetira s putom Notch pri vezanju kompleksa za promotorske
sljedove nukleotida ciljanih gena (Kathrein i sur., 2008).

Sve Cetiri stani¢ne linije imaju eksprimirane receptore NOTCH1 i NOTCH2. Receptor NOTCH3
slabo je eksprimiran u liniji 697 i Nalm6, dok je u liniji Jurkat njegova ekspresija vise od 20 puta
veca. U stani¢noj liniji CLL ekspresija receptora NOTCH3 nije detektirana.

Ligand DLL1 slabo je eksprimiran u stanicama Jurkat. Ligand JAGGED1 prisutan je kod svih
promatranih stani¢nih linija, osim kod stanica Nalm6 (Slika 10.). Ekspresija gena koji se nalaze
nizvodno od puta Notch (HES1, HEY1) ukazuje da je put aktivan samo u stanicama Jurkat i CLL.
Negativni regulatori puta DELTEX1, NUMB i RUNX1 eksprimirani u sve Cetiri stani¢ne linije.
Geni PARP, PARG, YY1, c-MYC, TGFf zna¢ajno su eksprimirani u sve ¢etiri stani¢ne linije.
Kako je pokazano da se NICD moze natjecati za vezanje za specificne slijedove nukleotida s
tumorskim supresorima iz porodice lkaros (Chari and Winandy, 2008), ispitana je i njihova
ekspresija. Pokazano je da su geni IKFZ1 i IKFZ3 eksprimirani u sve Cetiri stani¢ne linije, a
ekspresija IKFZ1 i do Cetiri puta je veca kod stanica Jurkat nego kod ostalih. Transkripcijski
faktor PAX5 eksprimiran je u svim linijama porijeklom iz limfocita B (CLL, 697 i Nalm6), a
transkripcijski faktor PU.1 samo u stani¢nim linjjama CLL i Nalm6. Uspostava linija iz
primarnih stanica Cesto zahtijeva imortalizaciju pomoc¢u Epstein-Barrovog virusa. Zbog mogucih

interferencija s putem Notch (Gunnell i sur., 2016; Henkel i sur., 1994) ispitana je i ekspresija
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virusnog proteina EBNAZ2, porijeklom iz Epstein-Barrovog virusa, te je njegova prisutnost

detektirana u stani¢noj liniji CLL.
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Slika 10. Karakterizacija genske ekspresije u stani¢nim linijama. RNA stani¢nih linija
prepisana je reverznom transkripcijom i kvantificirana metodom gRT-PCR. Relativna ekspresija
predstavljena je kao vrijednost ACt dobivena normalizacijom s vrijednostima ekspresije gena
HPRT1. ACt vrijednost 10 znaci da nije bilo umnazanja. Jurkat, 697, Nalm 6, CLL: stani¢ne

linije.
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4.2. Visestruka analiza ekspresije RNA iz malog broja stanica

Usporedno s analizom ¢cDNA dobivenom iz stani¢nih linija, analizirali smo ekspresiju manjeg
seta gena putova Notch i PARP metodom direktne transkripcije i viSestuke analize iz malog broja
stanica. Naime kako je u budu¢im analizama predvideno raditi s bioloskim uzorcima koji
ukljucuju mali broj stanica, odlu¢ili smo uspostaviti, optimizirati i validirati ovu metodu. U ovom
pristupu cDNA se reverzno prepisuje iz stani¢nog lizata malog broja stanica i to pomocu seta
specifi¢nih pocetnica koje moraju zadovoljiti odredene uvjete. Sve pocetnice u reakciji moraju
biti jednako ucinkovite i nekompetitivne (prilog 3.). Validacija je napravljena tako da su
usporedene normalizirane vrijednosti ekspresije gena dobivenih reakcijom gRT-PCR-om iz
stani¢nih lizata i vrijednosti ekspresije dobivene klasi¢nim putem, nakon reverzne transkripcije
izolirane RNA iz iste stani¢ne linije. Validacija je napravljena na stani¢noj liniji 697, a relativni
odnosi ekspresije gena, kod uzoraka dobivenih izolacijom RNA i uzoraka stani¢nih lizata nisu se

znacajno razlikovale (Slika 11.).
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Slika 11. Validacija viSestruke direktne analize ekspresije iz malog broja stanica.
Kvantitativna analiza ekspresije metodom qRT-PCR. Relativna ekspresija predstavljena je kao
vrijednost ACt dobivena normalizacijom s ekspresijom gena HPRT1. ACt vrijednost 10 znaci da
nije bilo amplifikacije. cDNA: cDNA dobivena iz RNA izolirane iz 2x10° stanica; PCRI: cDNA
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dobivena direktnom reverznom transkripcijom iz lizata 500 stanica. Statisti¢ka znacajnost (n = 3)
odredena je studentovim t-testom (p vrijednost > 0.05). Preuzeto i prilagodeno prema Horvat i
sur., 2018.

Nakon validacije istom metodom su karakterizirane sve cetiri stani¢ne linije (Slika 12.).
Analizirana je ekspresija gena HES1, NOTCH2, PARP1, PAX5 i AIOLOS. Ekspresija receptora
NOTCHZ2, gena PARP1 i AIOLOS detektirana je u sve Cetiri stani¢ne linije. Ekspresija gena HES1
detektirana je u stani¢noj liniji Jurkat i CLL, dok ekspresija transkripcijskog faktora PAX5 nije
detektirana samo u stani¢noj liniji Jurkat.

Dobiveni rezultati odgovaraju rezultatima karakterizacije stani¢nih linija standardnim postupkom.
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Slika 12. Kvantitativna analiza ekspresije gena u stani¢nim linijjama metodom direktne
analize ekspresije iz malog broja stanica. Stani¢ni lizati 500 stanica reverzno su transkribirani
pomocu specifiénih pocetnica i umnozeni kroz 15 ciklusa reakcije PCR. Reakcija qRT-PCR
napravljena je pomoc¢u drugog para pocetnica kao polu-ugnijezdena reakcija. Slika prikazuje
reprezentativni eksperiment i standardnu devijaciju dobivenu iz tri tehni¢ke replike. Razine
ekspresije prikazane su kao vrijednosti ACt. Vrijednost ACt 10 znaci da nije bilo amplifikacije.
Jurkat, 697, Nalm 6, CLL: stani¢ne linije.
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4.3. Analiza ekspresije proteina

Nakon analize na razini RNA, putove Notch i PARP okarakterizirali smo i na razini proteina.
Kod modelnih stani¢nih linija pokazano je da sve linije eksprimiraju receptore Notch (Slika 13. i
Slika 14). NICD1, tj. pocijepana domena receptora karakteristi¢na za aktivan put, bila je prisutna
samo u stanicama Jurkat. Ekspresija HES1, nizvodne mete puta Notch, bila je prisutna u
stanicama Jurkat i CLL. PARP1 je bio prisutan u svim linijjama, s jatom ekspresijom u
limfocitima pre-B. BACH2, transkripcijski faktor bitan kod diferencijacije limfocita, bio je

eksprimiran samo u stanicama linije 697.
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Slika 13. Analiza ekspresije proteina NOTCH2, PARP i HES1 u stani¢nim linijama. Ukupni
proteini izolirani su iz linjje porijeklom iz T stanicne akutne leukemije (Jurkat), B kroni¢ne
limfocitne leukemije (CLL) i leukemije prekursora limfocita B (697, Nalm 6). FL: cijeli protein;
NTM: transmembranska/unutarstani¢na regija; Ekspresija [B-aktina koriStena je kao mjera

koli¢ine proteina. Preuzeto i prilagodeno prema Horvat i sur., 2018.
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Slika 14. Analiza ekspresije proteina povezanih s putem Notch i PARP. Ukupni proteini
izolirani su iz linije porijeklom iz T stani¢ne akutne leukemije (Jurkat), B kroni¢ne limfocitne
leukemije (CLL) i leukemije prekursora B stanica (697). FL: punu duljinu; NTM:
transmembranska/unutarstani¢na regija; Ekspresija P-aktina koristena je kao mjera koli¢ine

proteina. Preuzeto i prilagodeno prema Horvat i sur., 2018a.

4.4. Inhibicija puteva Notch i PARP

Put Notch se smatra jednim od glavnih putova usmjeravanja stanica prema lozi limfocita T i ¢esto
je njegova funkcija poremecena u leukemijama limfocita T. Odredene vrste leukemije ¢ak mogu
biti "ovisne" o aktivnosti puta Notch i njegova inhibicija moze utjecati na proliferaciju stanica
(Palomero i sur., 2006). S druge strane, poznato je da PARP mozZe utjecati na strukturu stani¢nog

kromatina i modulirati aktivnost faktora transkripcije te moguce interferirati s putom Notch

39



(Hassa i Hottiger, 2002; Krishnakumar i Kraus, 2010). Stoga smo analizirali kakav je efekt
inhibicije puta Notch i aktivnosti proteina PARP kod stani¢nih linija B- i T-leukemija. Prethodna
je analiza puta Notch u modelnim stani¢nim linijama pokazala je da je ovaj put aktivan u liniji
Jurkat, kao i u stani¢noj liniji CLL, dok kod pre-B stanica 697 nije. PARP1 je bio eksprimiran
kod svih stani¢nih linija.

Prvo je analizirana stani¢na proliferacija i citotoksi¢nost tretmana s 20 uM inhibitorom y-
sekretaze, DAPT (Kogoshi i sur., 2007). Inhibicija puta Notch nije znacajno utjecala na
proliferaciju stanica Jurkat. Proliferacija stanica 697 i CLL pocela se smanjivati nakon éetvrtog
dana i znacajno je smanjena kod linije 697 nakon 6 dana tretmana (Slika 15.). Vijabilnost svih

stani¢nih linija bila je na razini kontrole.

Paralelno, stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama inhibitora aktivnosti enzima PARP,
PJ-34 (Garcia Soriano i sur., 2001). Nijedan od tretmana nije znacajno promijenio stani¢nu
proliferaciju, te nije bilo naznake citotoksi¢nosti u bilo kojoj od tri stani¢ne linije. I1znimka je bila

linija CLL-a koja je pokazala znacajno smanjenu proliferaciju nakon 6 dana tretmana s 50 pM

PJ-34 (Slika 16).
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Slika 15. Krivulje proliferacije i vijabilnosti nakon tretmana inhibitorom DAPT. Stani¢ne

linije Jurkat, 697 i CLL tretirane su inhibitorom y-sekretaze (DAPT) kroz 6 dana, svaki drugi

dan. Ukupan broj stanica i udio zivih stanica dobiveni su brojanjem stanica obojenih tripanskim

modrilom pod svjetlosnim mikroskopom. C: kontrolne stanice; 10 uM, 20 uM, 40 uM, 50 uM:

koncentracija dodanog inhibitora. Preuzeto i prilagodeno prema Horvat i sur., 2018a.
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Slika 16. Krivulje proliferacije i vijabilnosti nakon tretmana inhibitorom PJ-34. Stani¢ne
linije Jurkat, 697 i CLL tretirane su PARP inhibitorom (PJ-34) kroz 6 dana, svaki drugi dan.
Ukupan broj stanica i udio zivih stanica dobiveni su brojanjem stanica obojenih tripanskim
modrilom pod svjetlosnim mikroskopom. C: kontrolne stanice; 10 uM, 20 uM, 40 uM, 50 uM:
koncentracija dodanog inhibitora. Preuzeto i prilagodeno prema Horvat i sur., 2018a.

4.4.1. Analiza ekspresije gena u stanicnim linijama nakon inhibicije putova Notch i PARP

Ekspresija panela gena ukljucenih u putove Notch i PARP analizirana je nakon jednog i
devetodnevnog tretmana s inhibitorima putova Notch i PARP, metodom lancane reakcije

polimerazom u stvarnom vremenu (Slika 17.). Stani¢na linija Jurkat pokazala je ocekivano
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smanjenje ekspresije gena HES1, kao nizvodnog produkta aktivacije puta Notch, u uzorcima
tretiranim Notch inhibitorom tijekom 24 h i 9 dana. Ekspresija receptora NOTCH1 i NOTCH2
pokazala je oscilacije ovisno o tretmanu DAPT-om nakon 24 h i 9 dana. Ekspresija c-MYC
smanjila se ve¢ nakon 24 sata od tretmana, te je ostala smanjena i nakon devetog dana tretmana
inhibitorom DAPT. Takoder je doslo do smanjenja ekspresije gena JAGGED1, nakon jednog i 9
dana. Inhibicija PARP-a utjecala je na ekspresiju gena JAGGED1. PARP1 i PARG, gen koji
kodira enzim ukljuéen u degradaciju poliADPriboznih lanaca, imali su ekspresiju jednaku
kontroli neovisno o duljini tretmana. Takoder smo testirali ekspresiju IKZF3 i IKZF1, dva ¢lana
porodice transkripcijskih faktora Ikaros, koji mogu kompetirati s putom Notch. Nakon tretmana
od 24 h nije doslo do promjene u njihovoj ekspresiji, ali nakon 9 dana tretmana s inhibitorom
DAPT, ekspresija IKZF3 je bila smanjena ~ 40%.

Inhibicija y-sekretaze tijekom 9 dana kod stanica linije CLL izazvala je samo blagi pad ekspresije
HES1 i NOTCHL1. Drugi nizvodni cilj puta Notch, c-MYC, nije pokazao znacajne razlike u
ekspresiji nakon 24 sata, ali nakon 9 dana tretmana DAPT-om, ekspresija c-MYC je smanjena na
~ 50% kontrolne vrijednosti. Devetodnevna inhibicija y-sekretaze inducirala je ~ 50 % smanjenje
ekspresije IKZF1. lako je poznato da stanice CLL mogu imati aktivni put Notch zbog mutacije
receptora Notch, ove stanice nisu uti$ale ekspresiju gena HES1 nakon inhibicije y-sekretaze.
Stoga je analizirana ekspresija proteina EBNA2 virusa EBV. Naime, stani¢ne linije kroni¢nih
leukemija limfocita B imortaliziraju se transdukcijom EBV, a poznato je da se njegov protein
EBNA2 moze vezati za ciljane sljedove nukleotida puta Notch (Henkel i sur., 1994). U stani¢noj
liniji CLL detektirana je ekspresija EBNA2, i iz toga se moze zakljuciti da je ekspresija gena
nizvodnih od puta Notch posljedica prisutnosti virusnog proteina. lako je tretman od 24 h izazvao
fluktuacije ekspresije EBNAZ2, nije bilo znacajnih promjena nakon produljenog tretmana
inhibitorima. Inhibicija PARP-a dovela je do povecanja ekspresije JAGGEDL1 za vise od 2 puta,
u uzorcima tretiranim tijekom 9 dana.

Analizirana je i stani¢na linija 697 koja potjece od akutne limfocitne leukemije limfocita B i
pokazuje fenotip pre-B limfocita. lako te stanice nemaju aktivan put Notch, zbog neizravnog
ucinka inhibicije y-sekretaze u ostalim stanicnim linijama, ove stanice tretirane su Ssamo
pojedina¢no inhibitorom PJ-34 i DAPT-om bez njihove kombinacije. Inhibicija y-sekretaze
smanjila je ekspresiju IKZF3 nakon 9 dana za ~ 30 %. Inhibicija PARP-a smanjila je ekspresiju
NOCH1, NOTCH2, PARP1, IKZF3 i IKZF1 nakon 24 sata, ali dugotrajnim tretmanom vecina je
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tih ucinaka nestala. PJ-34 je takoder povecao ekspresiju JAGGED1 gotovo dva puta nakon

devetodnevnog tretmana.
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Slika 17. Analiza ekspresije gena u stani¢nih linija nakon tretmana inhibitorima PJ-34 i
DAPT tijekom 24 h i 9 dana. Stanice su tretirane inhibitorom PARP-a PJ-34 i/ili inhibitorom
Notch-a DAPT svaki drugi dan kroz 9 dana, kad je izolirana ukupna RNA i nakon reverzne
transkripcije napravljena analiza metodom gRT-PCR. Prikazani su reprezentativni rezultati triju
nezavisnih eksperimenata. Relativna ekspresija prikazana je kao faktor promjene u usporedbi s
vrijednostima kontrolnog uzorka. Kao endogena kontrola koriStena je ekspresija gena HPRT1. C:

kontrolne stanice, PJ-34: stanice tretirane s PJ-34 (10 uM za stanice Jurkat, CLL i 40 uM za
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stanice 697), DAPT: 20 uM DAPT, PJ-34 / DAPT: stanice tretirane kombinacijom 10 uM PJ -34
1 20 uM DAPT; Statisticka znacajnost odredena je studentovim t-testom: * p-vrijednost < 0,05.

Preuzeto i prilagodeno prema Horvat i sur., 2018a.

4.4.2. Analiza ekspresije proteina u stanic¢nim linijama nakon inhibicije putova Notch i PARP

Geni Cija se ekspresija mijenjala pod utjecajem inhibitora puta PARP i Notch analizirani su
westernskom metodom otiska. Pratila se ekspresija proteina: liganda JAGGED1, PARP1,
IKAROS, AIOLOS i HES1 nakon inhibicije puta Notch obradom s DAPT-om i inhibicije
aktivnosti PARP-a, nakon 9 dana.

Analiza stanica Jurkat tretiranih tijekom 9 dana inhibitorom y-sekretaze pokazala je inhibiciju
ekspresije proteina HES1. Ekspresija proteina IKZF1 bila je jednaka u kontrolnim i tretiranim
stanicama, a IKZF3 umjereno smanjena nakon tretmana. Ekspresija proteina JAGGEDL bila je
smanjena na razini proteina. Inhibicija aktivnosti enzima PARP nije znacajno promijenila
ekspresiju  HES1, IKZF3, |1KZFl1, PARP1 i JAGGED1 na razini proteina.
U stani¢noj liniji CLL ekspresija proteina HES1 nije bila promijenjena nakon 9 dana inhibicije
putova PARP i Notch. Razine IKZF1 i IKZF3 bile su niZze kod stanica tretiranih DAPT-om.
Ekspresija proteina PARP bila je sli¢na u netretiranim i tretiranim stanicama, a ekspresija
JAGGEDI1 neznatno poveéana u stanicama tretiranim inhibitorom PARP (Slika 18). U stanicama
697 IKZF1 bio je na kontrolnoj razini, a IKZF3 je pokazao smanjenje ekspresije nakon tretmana

s oba inhibitora. Povecanje ekspresije liganda JAGGEDL nije detektirano na razini proteina.
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Slika 18. Analiza ekspresije seta proteina vezanih uz signalni put Notch i PARP nakon
tretmana inhibitorima kroz 9 dana. Analiza je napravljena na stani¢noj liniji T akutne
limfocitne leukemije (Jurkat), B kroni¢noj limfocitnoj leukemiji (CLL) i stani¢noj liniji leukemije
prekursora B stanica (697). Stanice su tretirane inhibitorom puta Notch (20 uM) ili inhibitorom
aktivnosti enzima PARP1 (10 uM) tijekom 9 dana, kada su izolirani ukupni stani¢ni proteini 1
analizirani westernskom metodom otiska. CTF: C-terminalni fragment; Ekspresija B-aktina

koristena je kao mjera koli¢ine proteina. Preuzeto i prilagodeno prema Horvat i sur., 2018a.

4.4.3. Analiza puta kinaze glikogen sintaze

Budu¢i da se kinaza glikogen sintaze (GSK) nalazi na ¢vori$tu putova koji usmjeravaju razvoj i
proliferaciju, istraZena je njena aktivnost u stani¢nim linijama, te posljedice inhibicije puta Notch.

GSK je aktivnost pokazala samo u stanicama Jurkat i nije ovisila o putu Notch.
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Slika 19. Analiza aktivnosti puta GSK3 (glikogen sintaza kinaza-3). pGSK a/B: fosforilirani

oblik proteina; GSK B: ukupni proteini GSK [ koriSteni su kao mjera koli¢ine proteina.

4.5. Inhibicija kazein kinaze 11

Kako su prethodna istrazivanja pokazala znacajne promjene u ekspresiji proteina porodice Ikaros
u kontekstu puta Notch, istrazen je utjecaj inhibitora kazein kinaze Il (CK II), CX-4945 na
modelne stani¢ne linije. Naime, CK II moze fosforilirati Ikaros i tako utjecati na njegovu
biolosku funkciju (Marke i sur., 2018; Song i sur., 2015). Kako bismo istrazili u¢inke spoja CX-
4945 kod stani¢nih linija Jurkat, CLL 1 697 pracena je njihova proliferacija u prisutnosti razli¢itih
koncentracija inhibitora CX-4945. Iz proliferacijskih krivulja vidljivo je da je CX-4945 djelovao
toksicno na sve stani¢ne linije u koncentracijama ve¢im od 5 uM. Najosjetljivija je bila stani¢na
linija 697 (Slika 20.).

Nakon titracije odabrane su one koncentracije koje ne smanjuju vijabilnost, ali utjeCu na
proliferaciju stanica (5 uM za stanice Jurkat, CLL i 2,5 uM za 697). Stanice su tretirane
inhibitorom CX-4945 svaki drugi dan kroz 9 dana. Nakon 24 h i nakon 9 dana inhibicije CK I,
metodom lanCane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu, analizirana je ekspresija gena
vezanih za putova Notch i PARP kod sve tri linije. Analizirani su geni za receptore NOTCH1-2,
nizvodna meta puta Notch, HES1, PARP1 i PARG. Takoder je istrazena ekspresija c-MYC, kao
pokazatelja stani¢ne proliferacije, TGFJf, faktora rasta i tumorskog supresora, kao i
transkripcijskih faktora iz porodice Ikaros, IKFZ1, IKFZ3.

47



18000000 -
16000000 4
14000000
12000000
10000000
8000000
6000000
4000000
2000000 4

Broj stanica

12000000 -

10000000

Broj stanica

2000000

0

25000000 -

20000000 -

Broj stanica

5000000

Jurkat CX-4945

8000000

6000000 A

4000000

15000000 -

10000000 4

] —_—1pM
. 1 5 um
1 —10 pM
1
—20 M
2 4 6_l
Dani
CLL CX-4945
—_K
—1 pM
-5 pM
—10 pM
I —20 M
2 4 6
Dani
697 CX-4945
—_—K
—1 M
5uM
—10 M

udio Zivih stanica
o o =) o -
[¥] B [=2] [+ -] - %)
R

[=]

Udio Zivih stanica
o o o e I
L8] - o -] L L]
L L )

o

udio fivih stanica
g 2 2 g I
¥ = [=)] oo - o

[=]

Jurkat CX-4945

4

—_—1 M
5puM
—10pM
—20 uM
2 4 6
Dani
CLL CX-4945
: e —
T —_
—1pm
5pm
—10pM
— 20 uM
2 4 6
Dani
697 CX-4945
} —x
" —_—1puM
L 5pM
—_—10 M
——20pM
2 4 6

Dani

Slika 20. Krivulje proliferacije i vijabilnosti nakon tretmana inhibitorom CX-4945. Stani¢ne
linije Jurkat, 697 i CLL tretirane su inhibitorom kazein kinaze 2 (CX-4945) kroz 6 dana, svaki

drugi dan. Ukupan broj stanica i udio zivih stanica dobiveni su brojanjem stanica obojenih

tripanskim modrilom pod svjetlosnim mikroskopom. C: kontrolne stanice; 1 uM, 5 uM, 10 uM,

20 uM: koncentracija dodanog inhibitora.

Analiza genske ekspresije (Slika 21.) pokazala je u stani¢nim linijama Jurkat i CLL smanjenje

ekspresije gena HES1 za ~ 25 % a c-MYC za ~ 55 % nakon 24 h. Nakon devetodnevnog

tretmana stani¢na inhibicija ekspresije HES1 iznosila je ~ 45 %, a c-MYC-a ~ 80 %. Takoder je
doslo do smanjenja ekspresije JAGGEDL i povecanja ekspresije gena NOTCH2, IKFZ1 i TGFp.

Kod linije CLL nakon 9 dana tretmana zabiljezeno je samo smanjenje ekspresije c-MYC-a za 40
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%. Buduci da linija 697 nema aktivan put Notch, napravljena je analiza ekspresije samo nakon 9

dana tretmana i nije zabiljezena nikakva znacajnija promjena.
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Slika 21. Analiza ekspresije gena u stani¢nih linija nakon tretmana inhibitorom CX-4945

tijekom 24 h i 9 dana. Stanice su tretirane inhibitorom kazein kinaze 2, CX-4945 svaki drugi

dan kroz 9 dana. Nakon reverzne transkripcije izolirane RNA napravljena je analiza metodom

gRT-PCR. Prikazani su reprezentativni rezultati triju nezavisnih eksperimenata. Relativna

ekspresija prikazana je kao faktor promjene u usporedbi s vrijednostima kontrolnog uzorka. Kao

endogena kontrola koristena je ekspresija gena HPRT1. C: kontrolne stanice, CX-4945: stanice
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tretirane inhibitorom (5 uM za Jurkat i CLL stanice i 2,5 uM za 697); Statisticka znacajnost

odredena je studentovim T-testom: * p-vrijednost < 0,05.

4.6. IstraZivanje utjecaja poveéanja aktivnosti puta Notch i ekspresije PARP na biologiju

stanica leukemije

Kako bismo istrazili utjecaj pojacane ekspresije enzima PARP i kako bismo mogli aktivirati put
Notch u stani¢nim linijama u kojima nije aktivan, stani¢ne linije leukemija su transficirane
ekspresijskim plazmidima koji sadrze slijed nukleotida koji kodiraju za protein PARP i aktivni
fragment NICD. Kao kontrolni plazmidi koristeni su plazmidi koji nose slijed nukleotida koji
kodiraju za zeleni fluorescentni protein (pGFP) ili crveni fluorescentni protein (pRFP) (Slika
22.). Nakon optimizacije uvjeta transfekcije i selekcije, uspjesnom se pokazala samo transfekcija
stani¢nih linijja Jurkat i CLL. Metodom klonalne selekcije uzgojeni su pojedini klonovi

transficiranih stanica. Stani¢ne linije Nalm6 i 697 nije bilo moguce transficirati na slican nacin.

Jurkat

CLL

Slika 22. Stani¢ne linije Jurkat i CLL nakon transfekcije i klonalne selekcije plazmidom
koji nosi gen za zeleni fluorescentni protein (Jurkat) i crveni fluorescentni protein (CLL),

snimljene pod fluorescencijskim mikroskopom.

4.6.1. Analiza utjecaja povecanja ekspresije gena YY1 na signalne putove Notch i PARP

Kako bismo istrazili utjecaj pojacane ekspresije enzima PARP, u stanice je unesen plazmid sa

slijedom nukleotida koji kodiraju za protein PARP1 fuzioniran sa zelenim fluorescentim
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proteinom (pGFP-hPARP, dar Valerie Schreiber, Strassbourg). Kao kontrolni plazmid kori$ten je
plazmid pGFP, sa slijedom nukleotida koji kodiraju za zeleni fluorescentni protein. 48 h nakon
transfekcije plazmidom pGFP-hPARP zeleni fluorescentni signal lociran je u jezgri limfocita,
gdje je u stanici smjesten protein PARP (Slika 23.). Nakon uspostave stabilnih klonova linije
Jurkat (Slika 24.) prisutnost plazmida pGFP-hPARP potvrdena je reakcijom PCR (Slika 25.).
Klonovi linija koji sadrze pGFP-hPARP izgubili su medutim zeleni fluorescentni signal, te je
zakljuceno da je dosSlo do utiSavanja ekspresije transkripcije plazmida (Slika 24.). Stoga nije

nastavljeno s daljnjom analizom.

Slika 23. Stani¢na linija CLL 48 h nakon transfekcije plazmidom pGFP-hPARP. Stanice su
transfecirane plazmidom koji kodira za fuzijski protein (pGFP-hPARP). Slike su snimljene pod
fluorescencijskim mikroskopom (Olympus BX51) pod povecanjem 200 puta A: slika pod
vidljivim svjetlom; B: slika pod UV svjetlom; C: preklopljene slike A'i B

pGFP-hPARP |

Slika 24. Stani¢na linija Jurkat nakon transfekcije plazmidima koji kodiraju zeleni
fluorescenti protein i fuzijski protein PARP. Stanice su transficirane plazmidom koji nosi
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slijed nukleotida koji kodiraju za zeleni fluorescentni protein (pGFP) i plazmidom koji nosi slijed
nuleotida za fuzijski protein (pGFP-hPARP). Nakon selekcije antibiotikom G418, uzgojeni su

pojedinacni stabilni klonovi.

Slika 25. Analiza prisutnosti ugradenog slijeda nukleotida u DNA transficiranih plazmida u
klonovima stanica Jurkat. Nakon transfekcije plazmidima pGFP i pGFP-hPARP i klonalne
selekcije izolirana je DNA iz nekoliko klonova stani¢ne linije Jurkat. DNA je analizirana
reakcijom PCR. Pocetnice su dizajnirane tako da umnazaju slijed nukleotida za GFP s plazmida.
M: standard veli¢ine DNA, -K: negativna kontrola (DNA netransficiranih stanica), +K: pozitivna
kontrola s plazmidom koji nosi slijed nukleotida za GFP; GFP1, GFP2: klonovi stani¢ne linije
Jurkat nakon transfekcije plazmidom pGFP; PARP1, PARP2, PARP3: klonovi stani¢ne linije
Jurkat nakon transfekcije plazmidom pGFP-hPARP1.

4.6.2. Analiza utjecaja povecanja ekspresije gena YY1 na signalne putove Notch i PARP

Kako je promotor gena PARP1 (Doetsch i sur., 2012) reguliran proteinom YY1, a protein YY1
moze mijenjati svoju aktivnost u ovisnosti 0 djelovanju PARP-a, pokusalo se promijeniti
ekspresiju PARP-a povec¢anjem ekspresije YY1. Stanice Jurkat transficirane su plazmidom koji
sadrzi slijed nukleotida za gen YY1 (pYY1, dar Bernharda Liischera Institut za biokemiju i
molekularnu biologiju, Aachen, Njemacka). Nakon selekcije uzgojeni su pojedinacni klonovi.
Analizom ekspresije YY1 na razini RNA pokazalo se povecanje od 2.7 puta u odnosu na stanice
transficirane kontrolnim plazmidom. Analiza ekspresije panela gena vezanih uz signalni put
Notch i PARP pokazala je promjene u ekspresiji niza gena: IKFZ3 (9,6 puta), HES1 (6,1 puta),
JAGGEDL1 (6,4 puta), HEY1 (2 puta), DELTEX (5 puta), NOTCH1 (1,5 puta), NOTCH2 (3,4
puta), NOTCHS3 (1,2 puta), DLL1 (1,5 puta), NUMB (3,7 puta). Ekspresija gena RUNX1 bila je
smanjena za 32 %. Ekspresija lkarosa, c-MYC, te PARP1 i PARG nije bila znacajno

promijenjena.
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Slika 26. Analiza ekspresije panela gena vezanih uz signalni put Notch i PARP linije Jurkat
s povecanom ekspresijom gena YY1. Stanice Jurkat transficirane su plazmidom koji sadrzi
slijed nukleotida koji kodiraju za protein YY1 (pYY1l). RNA je izolirana iz stabilno
transfeciranih stanica plazmidima pYY1 i pGFP i nakon reverzne transkripcije analizirana
metodom gPCR. Kao endogena kontrola koriStena je ekspresija gena HPRT1; pGFP: stanice
transficirane plazmidom koji sadrzi slijed nukleotida koji kodiraju za zeleni fluorescentni protein;
pYY1: stanice transficirane plazmidom koji sadrzi slijed nukleotida koji kodiraju za protein YY1.

Statisticka znacajnost odredena je studentovim T-testom: * p-vrijednost < 0,05.

Klonovi s povec¢anom ekspresijom YY1 takoder su uporedeni s kontrolnom stani¢nom linijom s
obzirom na vijabilnost i sposobnost proliferacije. Proliferacija i vijabilnost stanica koje sadrze
pYYL1 nije bila promijenjena u odnosu na kontrolne stanice (Slika 27.). Buduéi da YY1 sudjeluje
u regulaciji putova Notch, kao Sto je pokazao i porast ekspresije HES1 i JAGGEDL, pracena je
stani¢na proliferacija u prisutnosti inhibitora DAPT. Nije bilo bitnih razlika u vijabilnosti i

proliferaciji stanica u odnosu na kontrolu.
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Slika 27. Krivulje proliferacije i vijabilnosti linije Jurkat s pove¢anom ekspresijom YY1.
Stanice Jurkat su transficirane plazmidom pYY1. Uzgojeni su stabilni klonovi. Dio kultura je
tretiran inhibitorom DAPT (20 uM) svaki drugi dan. Stanice su brojane svaki drugi dan. pGFP:
stanice transficirane plazmidom koji sadrzi slijed nukleotida koji kodiraju za zeleni fluorescentni
protein; pYY1: stanice transficirane plazmidom koji sadrzi slijed nukleotida koji kodiraju za
protein YY1.

4.6.3. Analiza utjecaja unosa plazmida sa slijedom nukleotida koji kodira za protein NICD na

leukemijske stanicne linije

Usporedno s eksperimentima kojima je bio cilj povecati djelovanje proteina PARP1, pokusali
smo povecati 1 aktivnost puta Notch u modelnim stani¢nim linijama. Jedna od mogu¢nosti je bio
unos plazmida koji bi kodirao intracelularnu domenu proteina NOTCH1 (NICD1) ¢ija bi
ekspresija simulirala konstitutivno aktivni receptor. Fragment NICD1 umnozen je s plazmida
pJT111 (dar Paula Dalling Linga, Houston). Dobiveni produkt kloniran je u vektor pPCDNAS3, a
ispravnost kloniranja provjerena je pomocu restrikcijskih endonukleaza (Slika 30.) i
sekvenciranjem. Medutim, stani¢ne linije koje nemaju aktivan put Notch, (697 i Nalm6) bile su

refraktorne na postupke transfekcije.
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Slika 30. Restrikcijska digestija plazmida pNICD nakon ugradnje fragmenta NICD u
plazmid pCDNAS3. Ligacijom fragmenta procis¢enog iz gela S lineariziranim plazmidom
pcDNAS3 dobiven je plazmid kojim su transformirane bakterije E. coli. 1z selektiranih kolonija
izoliran je plazmid i cijepan s enzimima EcoRI i Ndel, kako bi se utvrdila ispravnost orijentacije
fragmenta u plazmidu. Ispravna orijentacija daje fragmente od 6432 pb i 1470 pb. M: 1 kb DNA
Marker (New England Biolabs); plazmidl i plazmid2: dvije varijante plazmida pCDNA3-
hNICD1.

4.7. Aktivacija puta Notch ekstracelularnim ligandom

Kako bismo promatrali utjecaj puta Notch u stanicama limfocita pre-B u kojima nije aktivan (697
i Nalm6), a kako su se stanice pokazale otporne na unos plazmida transfekcijom, pokusalo se

aktivirati put aktivacijom receptora Notch ekstracelularnim ligandom.

4.7.1.Djelovanje proteina DLL1 na signalizaciju

Rekombinantni protein DLL1 otopljen u mediju aktivirao je signalni put Notch u nekim tipovima
stanica (Lee i sur., 2013; Tsao i sur., 2011). Prijasnjom karakterizacijom linije 697 pokazali smo
da ona sadrzi receptore NOTCH1 i NOTCH2 te da signalni put nije aktivan. Stoga smo stanice
697 tretirali proteinom DLL1 na dva nacina. U jednu smo kulturu dodali protein otopljen u
mediju, u koncentraciji 1 ug/ml, te nakon 4 i 24 sata izolirali RNA i nakon reverzne transkripcije
analizirali ekspresiju nizvodne mete puta Notch, HES1. Buduéi da postoje hipoteze da je za
aktivaciju receptora Notch putem liganda potrebna imobilizacija liganda na podlozi (Ju i sur.,
2004; Zolkiewska, 2008), uklopili smo solubilni protein DLL1 u Zelatinu i na takvu podlogu

nasadili stanice. Stanice su takoder inkubirane 4 i 24 sata, kad je izolirana RNA 1 analizirana
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ekspresija gena HES1. Rezultati su pokazali da niti jedan od pristupa nije doveo do transkripcije
nizvodne mete HES1 (Slika 28.).
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Slika 28. Analiza aktivnosti puta Notch nakon tretmana stanica 697 proteinom DLL1.
Stanice 697 tretirane su proteinom DLL1 otopljenim u mediju (1ug/ml ) ili su nasadene na
podlogu od Zelatine s uklopljenim proteinom DLL, te inkubirane 4 i 24 sata. cDNA dobivena
reverznom transkripcijom RNA iz stanica analizirana je reakcijom PCR s pocetnicama za gen
HES1. M: PCR marker (New England Biolabs); K: netretirane stanice; Zelatina: stanice uzgajane
samo na sloju Zelatine; Zelatina: stanice 697 na zelatini; sDLL1 4h: stanice 697 s dodanim
proteinom DLL1 nakon 4h; sDLL1 24: stanice 697 s dodanim proteinom DLL1 nakon 24h;
zelatina + sDLL1 4h: stanice 697 na zelatini s uklopljenim proteinom DLL1 nakon 4h; Zelatina +
sDLL1 24h: stanice 697 na Zelatini s uklopljenim proteinom DLL1 nakon 24h; +K: stanice s
aktivnim putem Notch (Jurkat).

Da bismo pokusali utvrditi imaju li stanice mehanizme koji sprjecavaju aktivaciju puta Notch ili
prisutnost otopljenog liganda nije dovoljna za aktivaciju receptora, analizirali smo ekspresiju
nekoliko negativnih regulatora puta Notch, DELTEX1, RUNX1 i NUMB. RUNX1 i NUMB su kod
svih stanica bili jako eksprimirani, dok je ekspresija DELTEX1 pokazala blago povecanje nakon
tretmana s ligandom DLL1 kroz 24 sata.
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Slika 29. Analiza regulatora puta Notch nakon tretmana proteinom DLL1. Stanice 697
tretirane su proteinom DLL otopljenim u mediju (1png/ml ) ili su nasadene na podlogu od Zelatine
s uklopljenim proteinom DLL, te inkubirane 4 i 24 sata. cDNA dobivena reverznom
transkripcijom RNA iz stanica analizirana je reakcijom PCR s pocetnicama za gene DELTEX1,
RUNX1, NUMB te HPRT1. M: PCR marker (New England Biolabs); K: netretirane stanice;
Zelatina: stanice uzgajane samo na sloju Zelatine; K: netretirane stanice; Zelatina: stanice
uzgajane samo na sloju zelatine; zelatina: stanice 697 na Zelatini; sDLL1 4h: stanice 697 s
dodanim proteinom DLL1 nakon 4h; sDLL1 24: stanice 697 s dodanim proteinom DLL1 nakon
24h; zelatina + sDLL1 4h: stanice 697 na Zelatini s uklopljenim proteinom DLL1 nakon 4h;
zelatina + sDLL1 24h: stanice 697 na Zelatini s uklopljenim proteinom DLL1 nakon 24h; +K:

stanice s aktivnim putem Notch (Jurkat).

4.7.2. Analiza aktivacije puta Notch uzgojem limfocita u kokulturi sa stanicama koje eksprimiraju
ligande

Pretpostavili smo da bi najbolji nain prezentiranja liganda stanicama bio uzgoj stanica u
kokulturi s drugom linijom koja ga eksprimira. Karakterizacija linija pokazala je da stanice Jurkat
izrazavaju ligande DLL1 i JAGGEDI. Tako su stanice CLL i 697 uzgajane u kokulturi sa
stanicama 697 (Slika 31.).
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Stanice CLL i 697 su nasadene u omjeru 1:1 i uzgajane kroz 6 dana, uz dohranjivanje po potrebi.
Jedna kultura je tretirana inhibitorom DAPT (20 uM), da bi se ispitala specifi¢nost djelovanja na
put Notch. Da bismo mogli razlikovati stani¢ne linije, koriStene su stanice Jurkat prethodno
transficirane plazmidom pGFP koje su fluorescirale zeleno, i stanice CLL transficirane
plazmidom pRFP koje su fluorescirale crveno. Pracena je proliferacija i vijabilnost stanica u
kokulturi. Svaki drugi dan brojale su se sve stanice, a bojanjem s tripanskim modrilom odredena
im je vijabilnost. Obje kokulture stanica 697 i CLL pokazale su eksponencijalan porast broja
stanica i visoku razinu vijabilnosti kroz svih 6 dana, usporedivu s rastom pojedinac¢nih kultura
(Slika 32.). Kokulture stanica tretiranih inhibitorom DAPT S$esti dan su pokazale je usporavanje

proliferacije u odnosu na netretirane. Na razini vijabilnosti nije bilo razlike.

Slika 31. Kokultura stani¢nih linija Jurkat-GFP i CLL-RFP. A: Kokultura stanica snimljena
pod fluorescencijskim mikroskopom (Olympus BX51; povecanje 100 puta) s filterom za GFP; B:
kokultura stanica pod fluorescencijskim mikroskopom filterom za RFP; C: Kokultura stanica pod

vidljivom svjetlosti; D: preklop fotografije A'i B..
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Slika 32. Krivulje proliferacije i vijabilnosti kokulture stani¢ne linije Jurakt s linijama CLL
i 697. Stanice Jurkat i 697 te Jurkat i CLL nasadene su u omjeru 1:1 te uzgajane kroz 6 dana u
prisutnosti ili odsutnosti inhibitora DAPT. Stanice su brojane pod mikroskopom svaki drugi dan,
a vijabilnost je odredena bojanjem s tripanskim modrilom. K: kokultura bez inhibitora DAPT;
DAPT: kokultura s inhibitorom DAPT (20 uM).

Schmitt i Zaniga-Pfliicker opisali su uzgoj i diferencijaciju hematopoetskih stanica na stanicama
hranilicama OP9-DL1. To su misje stromalne stanice koje eksprimiraju ljudski DLL1 (OP9-DL1)
(Schmitt and Zuniga-Pfliicker, 2002). Takve su stanice upotrijebljene za uzgoj stanica 697 u
kokulturi. Usporedno su stanice uzgajane i u prisutnosti inhibitora PJ-34. Stanice su uzgajane
kroz 7 dana, kad su analizirane na proto¢nom citometru i1 sortirane prema intenzitetu
fluorescencije zelenog fluorescentnog proteina, buduci da ga stanice OP9-DL1 eksprimiraju. Kod
stanica 697 ispitana je pojava apoptoze usporednim bojanjem s propidij jodidom i obiljezavanjem
aneksinom te sortiranjem stanica proto¢nim citometrom. Rezultati prikazani na slici 33. pokazuju
da su stanice uzgajane na hranidbenoj podlozi s ligandom DLL1 imale poveéanje broja
apoptotskih stanica. Dok je kod kontrole, u prosjeku, samo 2 % bilo pozitivno i na aneksin i na

propidij jodid, §to su obiljezja stanica u kasnoj apoptozi, kod stanica u kokulturi bilo ih je 47 %.

59



Najveca je letalnost bila kod stanica tretiranih inhibitorom PJ-34 , gdje je udio vijabilnih stanica
iznosio 31,2 %.

K OP9-DL1 OP9-DL1+PJ-34

800 -

LT

SSC-H

FSC-H Aneksin-V Aneksin-V Aneksin-V

Slika 33. Analiza apoptoze proto¢nom citometrijom nakon kokultivacije stanica 697 na
stanicama hranilicama OP9-DL1. Stanice su nasadene na stanice hranilice u omjeru 1:1 i
uzgajane kroz 7 dana. Kao kontrola su uzgajane stanice u suspenziji. Jednoj kokulturi dodan je
inhibitor PJ-34 (20 uM). Stanice 697 su sortirane na osnovi prisustva zelenog fluorescencijskog
signala stanica OP9-DL1. Apoptotske stanice su detektirane prema prisutnosti fluorescencije
aneksina V i propidij jodida. Stanice su analizirane na proto¢nom citometru u programu FlowJo.
K: stanice 697; OP9-DL1: kokultura stanica 697 na hranidbenoj podlozi OP9-DL1; OP9-DL1 +
PJ-34: kokultura stanica 697 na hranidbenoj podlozi OP9-DL1 uz prisustvo inhibitora PJ-34.

Iz stanica sortiranih proto¢nim citometrom izolirana je RNA, reverzno prepisana u cDNA te
zatim ispitana ekspresija seta gena povezanih s putem Notch reakcijom PCR u stvarnom vremenu
(Slika 34.). Analizirana je ekspresija gena HES1, HEY1, DELTEX, NUMB, RUNX1, NOTCH1,
JAGGEDL1 i PARP1. Razina ekspresije gena HES1 i HEY1 kod stanica 697 uzgajanih na
stanicama OP9-DL1 nije se promijenila u odnosu na kontrolne stanice uzgajane bez hranidbenog
sloja. Ekspresija gena NUMB, RUNX1 i NOTCH2 je bila smanjena. Kod kultura kojima je dodan
inhibitor PARP-a takoder je smanjena ekspresija gena NUMB, RUNX1 i NOTCH2, ali i
DELTEXL. Ekspresija gena JAGGEDL1 u skupini s inhibitorom povecana je 8 puta (Slika 34.).
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Slika 34. Analiza genske ekspresije stanica 697 nakon kokultivacije na stanicama
hranilicama OP9-DL1. Stanice su nasadene u omjeru 1:1 i uzgajane kroz 7 dana. Tada su
stani¢ne populacije razdvojene proto¢nim citometrom, izolirana je RNA 1 dobivena cDNA
analizirana reakcijom PCR u stvarnom vremenu. Kao endogena kontrola koriStena je ekspresija
gena HPRT1; Statisti¢ka znacajnost odredena je studentovim T-testom: * p-vrijednost < 0,05. K:
stanice 697; OP9-DL1: kokultura stanica 697 na hranidbenoj podlozi OP9-DL1; OP9-DL1 + PJ-
34: kokultura stanica 697 na hranidbenoj podlozi OP9-DL1 uz prisustvo inhibitora PJ-34; NOT2:
Notch2; JAG1: Jaggedl.
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5. RASPRAVA

U ovom se radu pokusalo odgovoriti na pitanje kakva je povezanost signalnog puta Notch i
enzima PARP u razli¢itim leukemijskim linijama, te kakva je njihova uloga u stani¢nim
procesima poput proliferacije, diferencijacije i tumorigeneze. Objasnjenje tih procesa i uloge ovih
putova omogucile bi bolje razumijevanje nastanka i tijeka bolesti, kao i razvoj specifi¢nije
terapije s boljim ishodima.

Istrazivanje je zapocelo karakterizacijom seta gena koje eksprimiraju stani¢ne linije uzgojene iz
leukemijskih stanica, a koje su predstavljale razlicite tipove malignih limfocita. Osim na razini
ekspresije gena, analizirana je 1 ekspresija proteina putova Notch i PARP. U daljnjim
eksperimentima pratila se stani¢na reakcija na direktnu ili indirektnu inhibiciju ovih putova, te se

pokusalo aktivirati put Notch kod stanica kod kojih je ovo signaliziranje utiSano.
Metoda visestruke analize ekspresije RNA iz malog broja stanica

Stanice leukemija analizirane su pomocu dvije metode: klasi¢énim qRT-PCR uc¢injenim na cDNA
dobivenom nakon izolacije ukupne RNA 1 viSestrukom reverznom transkripcijom iz lizata malog
broja stanica (50-2500 stanica). Druga metoda potvrdila je rezultate dobivene klasicnom
metodom. Ta je metoda optimizirana kako bi mogla sluziti kao brzi protokol za otkrivanje
ekspresije kljucnih gena iz uzoraka s malim brojem stanica. Izvorno je ova metoda koriStena za
analizu pojedinacnih stanica (Peixoto i sur., 2004). Naime, razvoj novih tehnologija omogucio je
znanstvenicima analizu ekspresije RNA na razini jedne stanice, pa ¢ak i moguénost detektiranja
prisutnosti samo dvije molekule DNA. Ove metode vrijedne su kada je dostupna samo jedna
stanica ili mali broj stanica, kao $to je slucaj kod ranih embrionalnih stanica ili mati¢nih stanica.
Takoder ovaj pristup omogucuje analizu razlika izmedu stanica u stani¢noj populaciji. Ta vrsta
analize ucinjena je u nekoliko studija, gdje se ukazuje na postojanje varijabilnosti izmedu profila
ekspresije gena u populaciji stanica istog tipa (Boudil i sur., 2013). Istovremeno, ove tehnike
zahtijevaju velik broj validacija jer rezultirajue vrijednosti potjeCu od jedine stanice, a samo
pouzdani rezultati mogu ukazati na razlike izmedu entiteta. Varijabilnost u genskoj ekspresiji
izmedu pojedinih stanica izbjegava se istovremenom analizom viSe stotina pojedinacnih stanica
(Peixoto i sur., 2004). I najizvedeniji oblici analize na razini jedne stanice (poput sekvenciranja
transkriptoma jedne stanice pomocu tehnologije mikrofluida (Pellegrino i sur., 2018)) jos uvijek

ukazuju na probleme poput nekoleracije izmedu transkriptoma i proteoma a takoder i stanice za
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takve analize moraju biti vijabilne pa prikupljanje stanica iz pacijenata mora biti dobro
koordinirano.

Prema nasim rezultatima pokazalo se da je metoda viSestruke direktne analize genske ekspresije
iz malog broja stanica osjetljiva i da su dobiveni rezultati u skladu s klasi¢nim metodama koje
ukljucuju korak izolacije RNA, kao i s rezultatima dobivenih analizom proteina. Prva prednost
optimizirane metode jest izbjegavanje izolacije RNA. Nadalje, viSestruka reakcija PCR
omogucuje amplifikaciju rijetkih sljedova nukleotida, izbjegavajuéi njihov gubitak. Male razlike
koje se pojavljuju u razini ekspresije izmedu uzoraka dobivenih na razli¢ite nafine vjerojatno
proizlaze iz dvostupanjske reakcije PCR primijenjene u izravnoj analizi. Razlike se takoder
javljaju kada se primjenjuju razliéiti tipovi reverzne transkripcije, npr. ovisno o upotrijebljenim
pocetnicama (nasumic¢ni heksameri, specifi¢ni primeri ili oligo dT) (podaci nisu prikazani).

Treba naglasiti da je dizajn pocetnica najkriticniji korak. Iako je efikasnost svih parova pocetnica
provjerena, jo$ uvijek je moguce da postoje male razlike. S druge strane, moguce je da prisutnost
drugih komponenti stani¢nog lizata utje¢e na rezultate. Ipak, relativni omjer ekspresije gena u
viSestrukoj reakciji sacuvan je u usporedbi s rezultatima dobivenih iz cDNA. Prednosti su ove
metode mogucnost koriStenja malog broja stanica, jednostavna priprema uzorka, izravni pristup i
simultana analiza Zeljenog skupa gena. Takoder, u kombinaciji sa stani¢nim sortiranjem
omogucuje analizu malih populacija stanica (npr. mati¢nih stanica). Ova svojstva su vazna u
uvjetima kad je dostupan samo mali broj stanica, poput pojedinih bioloskih uzoraka, kao i kad su
potrebne jednostavne i brze metode dijagnoze. Rezultati o statusu signalizacije putem Notch u

uzorcima leukemije mogu doprinijeti u¢inkovitoj i personaliziranoj terapiji u buduénosti.
Karakterizacija ekspresije leukemijskih stanicnih linija

697 1 Nalm6 stanic¢ne su linije dobivene iz limfocita pre-B koje pokazuju tipi¢nu ekspresiju gena
loze limfocita B: prisutnost PAX5, PU.1 (kod linije Nalm6), kao i odsutnost aktivnog puta Notch,
Sto je pokazano prisustvom represije ekspresije nizvodnih ciljeva puta Notch, gena iz porodice
HES i HEY. Ove stanice eksprimiraju Notch receptore, s NOTCH2 kao dominantnim oblikom.
Linija 697 takoder ima eksprimiran i ligand JAGGED1. Neaktivnost puta Notch takoder je
potvrdena na razini proteina. Analiza limfocita B tijekom razvoja, opcenito, pokazuje nisku
aktivnost Notch signalizacije, iako je utvrdeno da put Notch ima ulogu u diferencijaciji limfocita

B marginalne zone (Koyanagi i sur., 2012).
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Stani¢na linija porijeklom iz stanica kroni¢ne limfocitne leukemije limfocita B, CLL, pokazala je
medutim, uz ekspresiju receptora NOTCHL1 i 2 i niske razine liganada JAGGED1, te ekspresiju
svih nizvodnih meta puta Notch koji su analizirani, $to ukazuje na aktivnost nizvodne
signalizacije. Protein HES1 detektiran je i na razini proteina. Nedavno je ustanovljeno da u
podskupu kroni¢nih limfocitnih leukemija, mutacija PEST domene receptora NOTCHL1 povecéava
poluzivot Notch-a i pridonosi agresivnosti bolesti (Gianfelici, 2012). Medutim, u stanicama CLL
nije detektirana prisutnost aktivnog pocijepanog oblika receptora NOTCH1, NICD. Prisutnost
nizvodnih meta puta Notch potakla nas je da istrazimo prirodu ove osobine. Kao i velik broj
stani¢nih linija limfocita B, ove stanice imortalizirane su Epstein Barrovim virusom (Hertlein i
sur., 2013). Njegov protein EBNA2 ima sposobnost vezanja na iste sljedove nukleotida u
promotorima kao i NICD (Henkel i sur., 1994; Strobl i sur., 1997). Zbog te Cinjenice stani¢na
linija CLL testirana je na prisutnost EBNA2, ¢ija je ekspresija potvrdena i vjerojatno odgovorna
za aktivaciju gena koji su inace mete molekule NICD, nastao aktivacijom receptora. Takoder je
zanimljivo zamijetiti da je kod stani¢ne linije CLL znacajno smanjena ekspresija gena RUNXI,
Sto je vjerojatno povezano s povecanom ekspresijom antigena EBNA2. Pokazano je da
transkripcijski faktor EBNA2 aktivira transkripciju gena RUNX3 §to ima za posljedicu represiju
promotora RUNX1 (Gunnell i sur., 2016). RUNX1 je transkripcijski faktor bitan u regulaciji
hematopoeze 1 njegove distrupancije povezane su s mnogim poremecajima, a ¢esto mu se
pripisuje i uloga tumorskog supresora (Jenkins i sur., 2012).

Analiza stani¢ne linije Jurkat, podrijetlom iz akutne leukemije limfocita T, pokazala je aktivnu
signalizaciju puta Notch na razini RNA i proteina. Iz literature je poznato da stanice linije Jurkat
imaju mutaciju receptora NOTCH1 koja omogucuje njegovu konstantnu aktivaciju (Sulis i sur.,
2008). Ovi podaci u skladu su s poznatom ulogom Notch-a u diferencijaciji limfocita T.
Povecana i stalna signalizacija putem Notch povezana je s razvojem malignih tumora limfocita T
(Weng i sur., 2004).

Linije koje pokazuju eksprimirane nizvodne elemente puta Notch, Jurkat 1 CLL, takoder imaju 1
vecu ekspresiju gena NUMB, ¢ija je primarna uloga inhibicija puta Notch (Giebel i Wodarz,
2012; Katoh i Katoh, 2006).

Transkripcijski faktori iz porodice Ikaros, IKFZ1 i IKFZ3, bili su znacajno eksprimirani u svim
linijjama, iako je njihova razina ekspresije varirala u vremenu (osobito IKFZ3), ¢emu je uzrok

vjerojatno varijacija uvjeta uzgoja (gustoca stanica, broj pasaze, sastav seruma...). Zamjetno
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veéu ekspresiju IKFZ1 imale su stanice Jurkat, $to je vjerojatno posljedica drugacije stani¢ne
loze (limfociti T) (Kastner i Chan, 2011).

Analiza ekspresije na razini RNA, enzima PARP1, bila je znacajna, podjednaka i varijabilna u
vremenu kod sve Cetiri stani¢ne linije, dok je analiza na razini proteina pokazala povecan sadrzaj
proteina PARP1 u stanicama porijetlom iz limfocita pre-B. Mogu¢i uzrok tome je da je PARP
vazan faktor u prezivljavanju stanica tijekom sazrijevanja, pospjeSuju¢i popravak i tako
sprjecavajuéi aktivaciju apoptskog odgovora ovisnog o osStecenju DNA tijekom visestrukih
krugova preuredivanja DNA prilikom sazrijevanja BCR (Rosado i sur., 2013; Stepnik i sur.,
2017). Linija Jurkat imala je ne$to ve¢u ekspresiju PARG-a i YY1 nego preostale tri linije.

Utjecaj inhibicije puta Notch na leukemijskim stanicnim linijama

Analizirane su promjene u skupini gena/proteina uklju¢enih u signalne putove PARP i Notch
nakon dugotrajnog tretmana triju leukemijskih linija specifiénim inhibitorima. Analizirana je
linija limfocita T (Jurkat) s aktivnim putem Notch, zatim stani¢na linija leukemije limfocita pre-B
kod koje put Notch nije aktivan (697) te linija kroni¢ne limfocitne leukemije dobivena
imortalizacijom stanica pomo¢u EBV (CLL). Linija CLL nije imala aktivnu intracelularnu
domenu NOTCH1, a pokazala je ekspresiju nizvodne mete puta Notch, gena HES1, neovisno o
inhibiciji puta Notch.

Analiziraju¢i promjene u ekspresiji kod stanica tretiranih inhibitorom y-sekretaze DAPT,
primije¢ena je inhibicija gena za koje se zna da su produkti aktivacije puta Notch u stanicama
gdje je Notch put bio aktivan. Inhibicija y-sekretaze moze za posljedicu imati i inhibiciju niza
molekula koje su njezini izravni supstrati (oko 90 proteina, ako ih stanica eksprimira). Pored
Notch receptora, to su ligandi Delta i Jagged i amiloidni prekursorski protein (LaVoie i Selkoe,
2003). Medutim, ¢ak i ako njihova konformacija dopusta y-sekretazi da ih cijepa, tesko je
predvidjeti ucinak na ekspresiju gena jer su ciljani geni regulirani kroz visestruke pozitivne i
negativne povratne veze kao i strukturom kromatina u mjestu promotora.

Stanice Jurkat predstavljaju tipi¢ne stanice s aktivnim Notch signaliziranjem, ¢ija je signalizacija
inhibirana y-sekretazom. Ve¢ 24 h nakon inhibicije doSlo je do smanjenja ekspresije gena
reguliranih Notch-om kao §to su HES1 i c-MYC. Takoder smo primijetili inhibiciju ekspresije

gena JAGGEDL, liganda receptora Notch i moguceg supstrata y-sekretaze.
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Inhibicija Notch signalizacije nije uzrokovala zaustavljanje stani¢ne proliferacije ili apoptozu, a
stanice su ostale vijabilne. Stanice Jurkat pripadaju skupini T-ALL otpornoj na inhibitore Notch
puta zbog poremecaja ekspresije tumorskog supresora PTEN. Naime, ekspresija PTEN-a u
stanicama divljeg tipa inhibira putove prezivljenja aktivirane kinazama PI3K i Akt i zaustavlja
proliferaciju. Promotor PTEN-a je reguliran s HES1, produktom aktivacije puta Notch. Kod
stanica Jurkat i nekih drugih T-ALL ova povratna veza koja ograni¢ava stani¢nu proliferaciju je
dokinuta nedostatkom tumorskog supresora PTEN i ove stanice postaju ovisne o0 putu
prezivljenja Akt i neovisne o putu Notch u regulaciji proliferacije (Hales i sur., 2013; Palomero i
sur., 2007).

Drugi gen, ¢ija je ekspresija smanjena inhibicijom puta Notch, jest c-MYC. Taj se gen takoder
moze regulirati s nekoliko putova, kao Sto su npr. putovi prezivljenja. c-MYC je kod CLL i
stanica Jurkat smanjen za 50 %. Mozemo pretpostaviti da je kod linije CLL smanjenje ekspresije
c-MYC-a povezano sa smanjenjem stani¢ne proliferacije, a kod linije Jurkat stani¢na proliferacija
se pokazala neovisna o ekspresiji c-MYC. Posljedica je toga vjerojatno postojanje drugih
signalnih putova koji prisiljavaju na proliferaciju. Smanjenje c-MYC u proliferiraju¢im stanicama
nije neuobicajeno u biologiji limfocita, tj. sline su znaajke prisutne u nekim dijelovima
germinativnog centra limfnih ¢vorova (Klein i Dalla-Favera, 2008). Osim toga, Notch i c-MYC
takoder mogu biti povezani regulacijskim petljama koje uklju¢uju mikroRNA (uglavnom
mikroRNA30a) u B- i T-leukemijama (Ortega i sur., 2014). U pre-B leukemijskim stanicama
takoder se ustanovilo da IKZF1 1 IKZF3 inhibiraju proliferaciju kroz smanjenje c-MYC
ekspresije (Ma i sur., 2010).

JAGGEDL je ligand receptora Notch ¢ija se uloga u regulaciji puta Notch jos uvijek istrazuje.
Pronadeno je da JAGGED1 povecava signalizaciju puta Notch u limfomima, putem okosnice
NOTCH2-HEY1 (Cao i sur., 2014). U odredenim tkivima utvrdeno je da reciprocna regulacija
putova djeluje na DLL1 i JAGGEDL tj. povecana ekspresija JAGGED1 smanjuje ekspresiju
DLL1 i NOTCH1 (Robinson i sur., 2017). Nedavno je otkriveno da se JAGGED1 moze cijepati
istim molekulama kao i receptor NOTCH te da intracelularna domena moze uzrokovati
transdukciju signala u stanici domacina, natjecuci se s NICD (LaVoie and Selkoe, 2003). Dakle,
buduci da je supstrat y-sekretaze, moguce je da DAPT inhibira njegovu ekspresiju u Stanicama
Jurkat pomoc¢u povratnog signala. Dakle, kako u drugim dvjema linijma gdje nije bilo aktivnog
puta Notch, DAPT nije uzrokovao smanjenje ekspresije JAGGED1, te bi se moglo zakljuciti da je
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smanjenje ekspresije JAGGED1 u stani¢noj liniji Jurkat uzrokovano dokidanjem signalizacije
putem Notch (Chen i sur., 2010).

Produljeni tretman inhibitorom y-sekretaze izazvao je promjene u ekspresiji ne samo gena koji su
izravno regulirani, ve¢ i kod transkripcijskih faktora iz porodice Ikaros: kod stanica Jurkat i 697
doslo je do smanjenja IKZF3, a kod CLL IKZF1, neovisno o aktivnosti puta Notch. Njihova
uloga u regulaciji stanica jo$ je uvijek nedovoljno poznata. IKZF1 je vazan za usmjeravanje
limfocita prema lozi limfocita T i poremecaj njegove funkcije pronaden je u skupini T-ALL (Sun
i sur., 1999). Proteini iz porodice Ikaros djeluju kao transkripcijski faktori i mogu imati ulogu u
remodeliranju kromatina kroz interakcije s kompleksom NuRD (Billot i sur., 2011; Oestreich i
Weinmann, 2011). IKZF1 cilja elemente slicne kao i RBPJ, koji su i meta signaliziranja putem
NICD. Na ovim specificnim sljedovima nukleotida ¢esto dolazi do suradnje ili kompeticije
izmedu razli¢itih transkripcijskih faktora. IKZF1 utjeCe na repertoar ciljanih gena puta Notch u
limfocitima T, djeluju¢i na regulatorne sljedove nukleotida na koje se veze protein RBPJ
(Jeannet i sur., 2010; Kathrein i sur., 2008), a Notch signalnom petljom regulira ekspresiju
IKZF1 u T-ALL. Ekspresija IKZF1 smanjena je kod T-ALL pacijenata s mutiranim elementima
puta Notch. Pretpostavljeni je mehanizam natjecanje za vezanje na ciljne promotore, npr. za gen
MYC (Witkowski i sur., 2015). IKZF1 i IKZF3 smatraju se tumorskim supresorima, a njihova
nemogucnost da obavljaju svoje funkcije povezana je s razvojem tumora. UtiSavanje gena IKZF1
smanjuje diferencijaciju limfocita B u plazma-stanice (Ochiai i sur., 2018). Nedavno je pronaden
novi mehanizam kojim Ikaros sudjeluje u transkripcijskom kompleksu s IRF4 i tako regulira gene
koji bi trebali utisati ekspresiju tijekom diferencijacije plazma-stanica (Marke i sur., 2018; Ochiai
i sur., 2018). Takoder je otkriveno da IKFZ1 potiskuje ekspresiju gena PI3K. Ti podaci upucéuju
na ulogu ove porodice u signalnim petljama koje reguliraju diferencijaciju krvnih stanica. Mozda
se inhibicija signalnog puta koja stimulira proliferaciju, treba uravnoteziti inhibicijom tumorskog
supresora, kroz svoje signalne krugove, da bi zadrzala odrzivost i proliferaciju. Osim toga,
gubitak IKFZ1 dovodi do nedjelotvornosti terapije inhibitorom tirozin kinaza u odredenim
vrstama leukemija, te bi sposobnost kemoterapije da smanji njegovu ekspresiju mogla imati
utjecaja na konac¢ni u¢inak antikancerogene terapije (Evangelisti i sur., 2018).

Promjene ekspresije transkripcijskih faktora iz porodice Ikaros postale su znaajne nakon
produzenog razdoblja inhibicije y-sekretaze, S§to ukazuje na indirektno i1 sekundarno

signaliziranje. Promotor IKZF1 izuzetno je slozen, ima nekoliko razli¢itih modula/pojacivaca
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koji tvore regulacijske jedinice kako bi se regulirala njegova ekspresija tijekom diferencijacije
razli¢itih hematopoetskih stanica. Ove regulatorne regije ovise o brojnim transkripcijskim
faktorima, kao $to su IKZF1, ETS1, c-MYC, RUNXI1 itd., a neki od njih mogu biti ukljuceni u
pozitivne i negativne petlje puta Notch (Yoshida i sur., 2013). IKZF1 takoder kontrolira
ekspresiju IKZF3 (Ghadiri i sur., 2007).

Kod stani¢nih linija loze limfocita B, aktivacija puta Notch dovela je do apoptoze pojedinih
tipova leukemijskih pre-B stanica (Kannan i sur., 2011). S druge strane, dio podtipova B-CLL
moze imati konstitutivno aktivan put Notch, uglavnom zbog mutacija domene PEST uklju¢ene u
degradaciju proteina. Ove stanice su ovisne o putu Notch i ukidanje tog signala moze dovesti do
apoptoze (Rosati i sur., 2009). Nas model, linija CLL, pokazala je aktivne nizvodne putove
Notch, ali nakon inhibicije aktivacije receptora Notch stanice nisu krenule u apoptozu. Dugotrajni
tretman doveo je do smanjenja proliferacije za 20 %. Analiza proteina pokazala je odsutnost
NICD1, unutarstani¢ne domene receptora NOTCHL1, ali ekspresiju nizvodne mete HES1, ¢ak i
nakon tretmana inhibitorom DAPT. Zakljuceno je da stanice eksprimiraju EBNA2, rani EBV
proteini ukljucen u latenciju tipa II i III, vjerojatno kao posljedicu imortalizacije primarnih
stanica. EBNA2 veze se na sljedove nukleotida kao i protein RBPJ u genomu, natjecuéi se S
unutarstaniénom domenom aktiviranog receptora Notch (NICD) (Henkel i sur., 1994) te je
vjerojatno odgovorna za ekspresiju HES1 i c-MYC. Medutim, razina ekspresije EBNA2 nije se
znacajno promijenila nakon tretmana inhibitorom DAPT, tako da su u modulaciju ekspresije
nizvodnih gena moguce ukljuceni sloZeniji mehanizmi.

U konacnici moZzemo zakljuciti da svaka vrsta leukemije i leukemijske stani¢ne linije ima
jedinstvenu mrezu signalnih putova povezanih s povratnim petljama i ne reagiraju na inhibiciju
odredenog puta na isti na¢in. Stanice Jurkat i CLL, iako imaju eksprimirane nizvodne elemente
puta Notch, ne reagiraju na inhibitor puta Notch stani¢nim zaustavljanjem, diferencijacijom ili
apoptozom. U sli¢nim eksperimentima s razliitim tipovima tumora, odredeni znakovi
diferencijacije uzrokovali su promjene u uzorku metilacije DNA i obrascima vezanja odredenih
transkripcijskih faktora, ali kada je uklonjen faktor rasta stanice su ponovno usle u ciklus
proliferacije. Perzistentna ekspresija onkogena sprijecila je pojavu znakova diferencijacije (Carén
i sur., 2016). lIako smo pokazali da dugotrajni tretman moze uzrokovati promjene u ekspresiji
signalnih molekula, moguce je da su drugi signalni krugovi koji poticu proliferaciju dominirali

nad putem Notch, zbog ¢ega su se ove stanice pokazale otporne na apoptozu i1 diferencijaciju.
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Nasa istrazivanja na modelnim stani¢nim linijama trebala bi posluziti kao uvod u istrazivanje
odgovora primarnih limfocita B i T, kao i primarnih stanica leukemija. Pojedine podskupine
limfocita B i T su analizirane u nizu eksperimenata. Tako je pokazano da razliéiti inhibitori puta
Notch utjecu na rani razvoj limfocita T, kao i na smanjenje proizvodnje citokina u aktiviranim
limfocitima T (Dar i sur., 2017). Kod limfocita B, inhibicija Notch-a nije znac¢ajno utjecala na
vijabilnost normalnih perifernih limfocita B, ali je prouzrocila iscrpljivanje limfocita B u
marginalnoj zoni limfnih ¢vorova in vivo (Meng i sur., 2011). Kod primarnih leukemijskih
stanica, inhibicija puta Notch pokazala se citotoksi¢na za podskupinu B- i T-leukemija mutiranog

i aktivnog receptora Notch (Kogoshi i sur., 2007; Rosati i sur., 2009).
Utjecaj inhibicije proteina PARP na leukemijskim stanicnim linijama

Osim analize utjecaja puta Notch, u ovom je radu analiziran i utjecaj inhibicije proteina PARP na
leukemijske stani¢ne linije. Iako se osnovnom funkcijom PARP-a smatra njegova uloga u
odgovoru na oStecenje DNA, znacajna je njegova uloga u oblikovanju kromatina, procesima
transkripcije i diferencijacije. PARP1 moze modulirati aktivnost nekoliko transkripcijskih
faktora, bilo putem interakcija protein-protein ili putem parpilacije, dodavanjem poliADP-riboze.
Neki od tih transkripcijskih faktora imaju bitnu ulogu u biologiji hematopoetskih stanica, poput
NF-kB, p53 i NFAT. Dio procesa u kojima sudjeluje zahtijeva aktivaciju PARP-a, a dio procesa
je posredovan proteinskim interakcijama. Zbog toga inhibitor aktivacije PARP-a (PJ-34) moze
utjecati samo na skup aktivnosti PARP-a u stanici. Direktna povezanost proteina PARP i puta
Notch utvrdena je kod zivéanih stanica gdje PARP modificira kompleks u kojem sudjeluje
transkripcijski faktor HES1 i tako mijenja njegovu funkciju (Ju i sur., 2004). Kannan i sur.
(Kannan i sur., 2011) pokazali su da aktivacija signalizacije puta Notch kod B-ALL dovodi do
usporavanja rasta i apoptoze, pri cemu dolazi do modifikacije faktora HES1 pomo¢u PARPL.
Inhibicija aktivnosti PARP-a nije bitno utjecala na proliferaciju stani¢nih linija limfocita T i B
koriStenih kao modeli u nasim istrazivanjima, niti je znacajno interferirala s inhibicijom puta
Notch. lako su stanice 697 i Nalm6 pre-B podrijetla, kod njih nije bio eksprimiran HES1, te se
pretpostavlja da inhibicija PARP-a nije mogla tim putem utjecati na prezivljavanje i proliferaciju
ovih stanica.

Kod sve tri linije najizrazitiji u¢inak inhibicije enzima PARP bio je utjecaj na ekspresiju liganda

JAGGEDL1. Kod stanica limfocita B njegova je ekspresija bila povecana, a kod stanica Jurkat
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ekspresija JAGGEDL bila je smanjena. Jedna od mogucnosti je da PARP1 modulira i aktivacijske
i represijske komplekse na promotoru gena, ovisno o unutarstani¢cnom okruzenju (Ju i sur., 2004),
a druga da PARP modulira razlicite transkripcijske faktore koji su prisutni u razli¢itim tipovima
stanica, kao $to su NFAT1, NF-kB i drugi (Hassa i Hottiger, 1999; Krishnakumar i Kraus, 2010;
Valdor i sur., 2008). Mete PARP1 takoder su transkripcijski faktori SMAD, koji utje¢u na
trajanje signalizacije putem TGF-B, a JAGGEDL je meta tog puta (Chen i sur., 2001; Lonn i sur.,
2010). S druge strane, analiza ekspresije TGFS nakon inhibicije PARP-a otkrila je smanjenje
ekspresije kod stanica Jurkat nakon produZenog tretmana. U ostalim stani¢nim linijama
ekspresija TGFf nije bila znaajno promijenjena nakon djelovanja inhibitora (podaci nisu
prikazani).

Kombinacije inhibitora DAPT i PJ-34 nisu dale znacajne promjene u odnosu na pojedinac¢ne
tretmane kod stanica B- i T-linija s aktivnim putom Notch. U skladu s ovim rezultatima je studija
citotoksi¢nosti antitumorskih lijekova primijenjenih u kombinaciji s inhibitorom PJ-34 na
leukemijskim stanicama u kojoj nije zamijeceno znac¢ajno povecanje efikasnosti lijeka (Stepnik i
sur., 2017).

Nasi rezultati pokazali su da ucinci inhibicije PARP-a, sli¢no kao i kod putova Notch, iako utjecu
na slicne skupine gena u razli¢itim stani¢nim linijama, takoder u velikoj mjeri ovise o
intracelularnom okruzenju svake stani¢ne linije. Ucinci inhibicije PARP-a analizirani su u
pokusima koji su testirali olaparib, inhibitor PARP-a koji se koristi za lijeCenje raka. Inhibicija
PARP-a kod imortaliziranih limfocita B nije uzrokovala smanjenje vijabilnosti stanica. Na
molekularnoj razini, Martin i sur. otkrili su da olaparib uzrokuje promjene u ekspresiji gena koji
su ukljuceni u reakciju na stres, ubikvitinizaciju proteina i signalizaciju stanica, vjerojatno putem
regulacije epigenetskih regulatora EZH2 i NFAT (Martin i sur., 2015). Ti su procesi ukljuéeni u
diferencijaciju stanica i ekspresiju citokina. S obzirom na limfoidne tumorske stanice, inhibicija
PARP-a pokazala se citotoksicnom za stanice koje nemaju normalnu razinu kinaze ATM,
odgovorne za nizvodnu aktivaciju putova nakon dvolanéanog loma DNA, in vivo i in vitro
(Weston i sur., 2010). Svi ovi podaci upucuju na nuznost otkrivanja globalnog uvida u
mehanizme upravljanja signalizacijskih mreza koje ukljucuju Notch i PARP u pojedinim vrstama

stanica.
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Utjecaj inhibitora kazein kinaze 11 na leukemijske stanicne linije

Nakon analize djelovanja direktnih inhibitora putova Notch i PARP, napravljeni su eksperimenti
u kojima se pokusalo indirektnim putovima utjecati na njihovu aktivnost odnosno ekspresiju.
Jedna od metoda je bila obrada stanica inhibitorom kazein kinaze II za koju je utvrdeno da moze
utjecati na biolosku aktivnost Ikarosa, a preko njega moguce 1 modificirati aktivnost puta Notch.
Druga metoda je obuhvacala promjenu ekspresije polikomb proteina YY1 koji bi mogao
povratnom vezom utjecati na ekspresiju proteina PARP.

Odnedavno se u klinicka ispitivanja lijeka za hematoloske maligne bolesti uveo spoj CX-4945
(Arcaro i sur., 2015). CX-4945, takoder poznat kao Silmitasertib, visoko je specifiCan,
kompetitivni inhibitor za ATP-vezno mjesto kazein kinaze I, CK2. CK2 ima niz meta u stanici:
aktivira putove prezivljenja PI3K/AKt/mTOR te fosforilira Ikaros, ¢ime utjeCe na njegovu
lokalizaciju i sprje¢ava njegovo djelovanje kao tumorskog supresora u jezgri (Arcaro i sur., 2015;
Siddiqui-Jain i sur., 2010). Fosforiacija transkripcijskih faktora iz porodice Ikaros ima vaznu
ulogu u njihovoj funkciji i tumorigeni¢nosti (Antica i sur., 2007; Molnar i sur., 1994). CX-4945
djeluje citotoksi¢nosto i izaziva apoptozu i trenutno se ispituje u klini¢kim ispitivanjima za
lijeCenje mnogih vrsta tumora. Fokus terapijskog potencijala CX-4945 pomaknuo se s ¢vrstih
tumora na hematoloSke maligne bolesti jer je pokazano da inhibicija CK2 inhibira proliferaciju
leukemijskih stanica (Song i sur., 2015). Ovaj spoj nedavno je uveden kao terapija za B-ALL
buduéi da, sprjecavajuci fosforilaciju Ikarosa, omoguéuje mu da djeluje kao tumorski supresor
(Arcaro i sur., 2015).

Budu¢i da su prethodna istrazivanja pokazala da je meta Ikarosa i kompleksa NICD isti sljed
nukleotida u promotoru, te da oni mogu kompetirati, hipoteza je bila da bi se aktivacijom Ikarosa
pomocu CX-4945 moguce inhibirao put Notch (Kathrein i sur., 2008).

Stanice tretirane inhibitorom CK2 (CX-4945) kod vecih koncentracija o¢ekivano su pokazale
smanjenje proliferacije i smanjenje vijabilnosti. Kako bismo mogli ispitati u¢inak inhibitora na
molekularnoj razini, odlucili smo koristiti koncentraciju od 5 uM koja se pokazala kao ona koja
smanjuje proliferaciju, ali stanice ostaju vijabilne. Pokazalo se da smanjena vijabilnost korelira sa
smanjenom ekspresijom c-MYC kod stani¢nih linija Jurkat i CLL. Nakon devetodnevnog
tretmana inhibitorom CX-4945 ekspresija gena HES1 bila je smanjena. Ovo je vjerojatno
posljedica aktivacije IKFZ1 zbog inhibicije CK2, a koji zatim moze direktno suprimirati
ekspresiju HES1 (Chari i Winandy, 2008; Kathrein i sur., 2008; Song i sur., 2015). Zanimljivo je
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da je i kod stani¢ne linije CLL postignut isti u¢inak, iako smo pokazali da je ekspresija gena
HES1 posljedica prisutnosti proteina EBNA2. Ocekivano, ovaj ucinak nije zamijecen kod linije
697 koja nema aktivnu signalizaciju putem Notch.

Kod stani¢ne linije Jurkat, nakon dugotrajnog tretmana inhibitorom CX-4945, znac¢ajno je bila
smanjena i ekspresija JAGGEDL1, sli¢no kao i kod tretmana inhibitorom DAPT, vjerojatno
posljedica dokidanja signalizacije putem Notch koji pozitivno regulira njegovu ekspresiju (Chen i
sur., 2010).

Utjecaj ekspresije proteina YY1 na ekspresiju PARP1

Ekspresija proteina PARP1 pokusala se modulirati pove¢anjem ekspresije proteina YY 1. Naime,
pokusaj povecéanja ekspresije proteina PARP1 direktnim unosom plazmida koji ga kodira nije bio
uspjesan. Dok su stanice limfocita pre-B otporne na transfekciju uobicajenim metodama, stanice
Jurkat su uspjesno transficirane, medutim citomegalovirusni promotor se utiSao u klonovima.
PrijaSnji eksperimenti na glioblastomskim stanicama su pokazali sli¢ne rezultate (podaci nisu
objavljeni). UtiSavanje gena PARP pomoc¢u shPARP1 bilo je letalno za stanice Jurkat (podaci
nisu objavljeni). Budué¢i da se transkripcijski faktor YY1 i PARP1 medusobno recipro¢no
reguliraju, pokuSalo se modulacijom YY1 utjecati na ekspresiju PARP1. Transkripcijski faktor
Yin Yang 1 (YY1) je protein polikomb koji ima temeljnu ulogu u bioloskim procesima kao $to su
embriogeneza, diferencijacija, replikacija i1 stani¢na proliferacija (Gordon i sur., 2006).
Parpilacija YY1 utjeCe na njegovu sposobnost regulacije izolacije dijelova kromatina (funkcija
insulatora) kao i u stvaranju trodimenzionalne strukture kromatina. Analiza utjecaja povecane
ekspresije proteina YY1 na signalne putove Notch i PARP, ukazala je na njihovu medusobnu
povezanost. Naime, pokazano je da interakcija YY1 s PARP1 stimulira aktivnost enzima PARP1,

Sto rezultira poboljsanim popravkom DNA, kao i da YY1 regulira promotorsku

u gena za PARP1 (Vidakovi¢ i sur., 2009). Takoder, povecana ekspresija PARP1 smanjuje
afinitet YY1 prema mjestima vezanja za kromatin putem poli-ADP-ribozilacije i izaziva
utiSavanje transkripcije (Oei i Shi, 2001a, 2001b).

Nasi eksperimenti su pokazali da stanice Jurkat s povecanom ekspresijom YY1 nisu imale
promijenjenu ekspresiju PARP1 niti PARG. Medutim, kako YY1 regulira velik broj promotora,

detektirali smo povecanu ekspresiju elementa puta Notch kao i njegovih nizvodnih meta.
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Takoder, povecanje ekspresije YY1 uzrokovalo je i do devet puta vecu ekspresiju IKFZ3. Jedna
je od mogucénosti da YY1 poti¢e ekspresiju receptora Notch, direktno ili nekim indirektnim
putem, a kako je kod stanica Jurkat receptor Notch mutiran i zbog toga aktivan, povecanje
njegove ekspresije dovodi do povecanja ekspresije njegovih nizvodnih meta (Liao i sur., 2007).
Ovo istrazivanje trebalo bi nastaviti i ispitati je li povecanje ekspresije IKFZ3 posljedica

povecane prisutnosti YY1 ili povecane aktivnosti puta Notch.
Sustavi aktivacije puta Notch

Da bismo mogli analizirati utjecaj aktivacije puta Notch, pokusali smo ga aktivirati kod linija pre-
limfocita B. Stanice pre-B ALL-a pokazale su se refraktorne na pokusaje transfekcije plazmidom
koji nosi sljed nukleotida koji kodiraju za intracelularnu domenu proteina Notch, NICD1, a
omoguéio bi konstitutivnu aktivaciju puta. Strategija aktivacije puta Notch ligandom DLL1
otopljenim u mediju takoder nije dovela do aktivacije receptora Notch, koji je eksprimiran, ali
neaktivan kod ove linije. Kod nekih drugih tipova stanica poput makrofaga, embrionalnih stanica
i stanica akutne mijeloidne leukemije (AML), ovom se metodom uspjelo aktivirati put Notch i to
je dovelo do razli¢itih stani¢nih odgovora (Lee i sur., 2013; Tohda i sur., 2005; Tsao i sur.,
2011). Kod nekih je doslo do diferencijacije i promjena u proliferaciji, a neke nisu pokazale
nikakav stani¢ni odgovor. Neki znanstvenici tvrde da otopljeni ligand DLL1 djeluje kao
antagonist puta Notch (Hallahan i sur., 2004; Klose i sur., 2015; Trifonova i sur., 2004), dok neki
objaSnjavaju da je potrebno fiksirati ligand kako bi mogao aktivirati receptor Notch, vjerojatno
zbog mehanicke protusile koja nakon vezanja receptora mora osloboditi regiju receptora da bi se
mogla cijepati (Morrison i sur., 2000; Varnum-Finney i sur., 2000). Najc¢esce se u tu svrhu koristi
vezanje za podlogu liganda fuzioniranog s domenom Fc ili se ligand fiksira pomoc¢u matrigela.
Nas$ model je ukljucivao fiksaciju liganda pomocu zelatine. Medutim ni ova metoda nije dovela
do pojave ekspresije nizvodnog gena HES1 iako postoje naznake blagog povecanja ekspresije
gena DELTEX1. DELTEX1 se takoder nalazi nizvodno od puta Notch, a ima ulogu u negativnoj
regulaciji puta Notch (Matsuno i sur., 1998; Zhang i sur., 2010).

Takoder, eksperimenti s kokulturom stanica 697 s linijama koje eksprimiraju ligande DSL, Jurkat
i linjjom humanog glioblastoma A1235 (podaci nisu prikazani) nije doSlo do smanjenja

vijabilnosti kao ni proliferacije stanica 697.
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Kao najoptimalnija metoda aktivacije receptora Notch danas se koristi kokultura hematopoetskih
stanica s mi§jim stromalnim stanicama OP9. Ove stanice su transficirane sljedom nukleotida koji
kodiraju za ligand DLL1 i pokazale su se uspjesne u usmjeravanju limfoidnih progenotorskih
stanica prema lozi limfocita T (Matulic i sur., 2015; Schmitt and Zaniga-Pfliicker, 2002; Taghon
i sur., 2005). Kod kokulture stanica 697 sa stanicama koje izrazavaju ligande DSL, nije
zamijeceno zaustavljanje rasta, dok je u kokulturi na stanicama OP9-DL1 doslo do povecanja
smrtnosti za 56,5 % nakon 7 dana kokultivacije. Medutim, analizom ekspresije nizvodnih meta
puta Notch stanica 697 nije pokazana aktivacija. Mogucée objasnjenje nemogucnosti aktivacije
puta Notch, u linijama limfocita pre-B, jest da u stanicama loze limfocita B prirodno nije prisutna
Notch signalizacija (osim u specifi¢nim fazama razvoja) te da njihov unutarstani¢ni milje,
prisutnost transkripcijskih faktora i struktura kromatina onemogucava aktivaciju nizvodnih gena.
Moguce je da i epigeneticka regulacija ima ulogu u utiSavanju gena povezanih s putem Notch.
Kuang i suradnici su pokazali da kod pacijenata s B-ALL postoji hipermetilacija elemenata puta
Notch za razliku od pacijenata s T-ALL (Kuang i sur., 2013). U tome ide u prilog i ¢injenica da
mutacije NOTCHL1 nisu povezane s razvojem B-ALL, a signalizacija puta Notch pokazala se kao
induktor zaustavljanja rasta i apoptoze kod odredenih tipova malignih limfocita B (Zweidler-
McKay i sur., 2005). Medutim kod nekih leukemija loze limfocita B signalizacija putem Notch se
pokazala kao ona koja spaSava od apoptoze (Liu i sur., 2013; Nwabo Kamdje i sur., 2011).
NICD1 ima 13986 veznih mjesta u genomu ¢ovjeka od kojih je samo 10 % aktivno kod T-ALL,
§to zbog ustrojstva kromatina, §to zbog prisutnih regulatora transkripcije (Wang i sur., 2014).
Istrazili smo moze li inhibicija aktivnosti PARP-a djelovati na kromatin i doprinijeti drugacijem
staniénom odgovoru (Krishnakumar i Kraus, 2010). Kod kokulture stanica 697 na OP9-DL1
tretiranih inhibitorom aktivnosti PARP-a, na razini ekspresije stanica 697 doslo je do znacajnog
povecanja ekspresije liganda JAGGED1 i smanjenja ekspresije gena DELTEXL. Sli¢ni su
rezultati dobiveni kod eksperimenata u kojima je pracen utjecaj inhibitora na stani¢nu ekspresiju
kod monokultura stanica 697. Zanimljivo je da same stanice 697 eksprimiraju ligand JAGGED1,
te ako bi ovaj ligand aktivirao put Notch i potaknuo apoptozu, ne bi bio mogu¢ njen opstanak. S
druge strane, istrazivanja su pokazala da kod stanica koje eksprimiraju i receptor i ligand dolazi
do cis-interakcija s ligandom koje djeluju inhibitorno na receptor Notch i onemogucava njegovu
aktivaciju (del Alamo i sur., 2011; Palmer i sur., 2014).
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Moguce objasnjenje razlika u biologiji stanica 697 kod uzgoja u kokulturi sa stanicama Jurkat i
A1235 i u kokulturi s OP9-DL1, jest da mikrookolis koji pruzaju stromalne stanice OP9
omogucava aktivaciju puta Notch kod frakcije stanica koje odlaze u apoptozu (Burger i sur.,
2009; Scott i Gascoyne, 2014). Medutim, ckspresija nizvodnih meta puta analizirana je u
sortiranoj frakciji zivih stanica i ove su stanice pokazale male promjene u ekspresiji negativnih
regulatora puta Notch (NUMB, RUNX1, a u prisustvu inhibitora PJ-34 smanjen je i DELTEX1).
OP9 stanice koje ne eksprimiraju ligand DLL1 podrzavaju inace razvoj limfoidnih progenitora
prema B-lozi (Taghon i sur., 2005; Zhang i sur., 2016) jer kao stromalne stanice izolirane iz
koStane srzi lu¢e niz molekula (poput FIt3-L, IL-7) koje su bitne za normalnu diferencijaciju
hematopoetskih stanica.

Moglo bi se zakljuciti da stanice 697 imaju mehanizme koji sprjecavaju aktivaciju puta Notch
i/ili ekspresiju njegovih nizvodnih meta jednostavnim kontaktom liganda i receptora. Moguce je
da sustav aktivacije ovih stanica trazi dodatne membranske receptore ili kofaktore, budu¢i da
limfociti B u organizmu programirano aktiviraju ovaj put samo u odredenim fazama razvoja i u
specificnom mikrookoli$u, iako mnoge stanice s kojima dolaze u dodir imaju eksprimiran neki od
liganada (Bertrand i sur., 2000).

Uloga modulacije putova Notch kod leukemija

Razvoj hematopoetskih stanica je vrlo kompleksan i normalne stanice ovise o0 pravovremenom
ukljuéivanju puta Notch i njegovom iskljuéivanju, 0 varijantama receptora i liganda, o
mikrookoliSu 1 unutarstanicnom miljeu. Poremecaji u aktivaciji puta Notch imaju drugacije uloge
u razli¢itim tumorima hematopoetskih stanica, akutnim ili kroni¢nim, vjerojatno ovisno o stupnju
diferencijacije limfocita, na kojem se odvija glavni leukemogeni dogadaj (Talora i sur., 2008).

Neke leukemije su "ovisne o Notch signalizaciji” (Medyouf i sur., 2010) i njegovo dokidanje
dovodi do ugibanja stanica (npr T-ALL), dok kod nekih stanica aktivacija nekog drugog puta koji
dominantno potice proliferaciju ¢ini stanice neovisnim o Notch-u (Hales i sur., 2013; Palomero i
sur., 2007). | dio podtipova B-CLL moze imati konstitutivno aktivan put Notch, uglavnom zbog
mutacija domene PEST ukljucene u degradaciju proteina i ukidanje tog signala moze dovesti do
apoptoze (Rosati i sur., 2009). Nasuprot tome, kod nekih leukemija limfocita B aktivacija puta

Notch dovodi do apoptoze (Zweidler-McKay i sur., 2005).
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Zbog vazne uloge puta Notch u diferencijaciji mnogih stanica u razli¢itim tkivima, oteZzano je
terapeutski utjecati na put Notch kod hematoloskih oboljenja. Terapija leukemija sprjecavanjem
signalizacije putem Notch u pacijenata s T-ALL inhibicijom y-sekretaze dosla je ve¢ do
pretklini¢kih i klini¢kih istrazivanja (Ran i sur., 2017). Uz inhibitore y-sekretaze postoje i druge
strategije utiSavanja puta Notch, poput inhibirajucih antitijela ili liganda (Hernandez Tejada i
sur., 2014). Nasuprot tome, agonisti puta Notch jos$ nisu usli u klinicka ispitivanja, iako aktivacija
signalizacije putem Notch, koja inhibira rast i prezivljavanje kod nekih AML i B-ALL, ima veliki

potencijal za klinicku upotrebu (Kumar i sur., 2016).

Kako bi terapija bila ciljana i uspje$na bitno je dobro poznavati genezu i biologiju malignih
oboljenja. 1z ovog rada vidljivo je da su leukemije limfocita vrlo raznolike zbog kompleksnih
procesa i stupnjevite diferencijacije ovih stanica, te da ponekad ciljanje samo jedne mete nije
dovoljno za inhibiciju proliferacije. Da bi se mogla primijeniti ciljana, personalizirana terapija za
svaki tip leukemije potreban je razvoj dobrih dijagnostickih alata i daljnja istrazivanja sloZenih

mehanizama regulacije signalnih putova.
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6. ZAKLJUCCI

Stani¢na linija Jurkat (akutna leukemija limfocita T) ima aktivan put Notch, dok stani¢na linija
CLL (kroni¢na leukemija limfocita B) ima prisutne nizvodne elemente puta Notch, zbog
prisutnosti virusnog proteina EBNA2. Stani¢ne linije 697 i Nalm6 (akutne limfoblasti¢ne
leukemije prekursora limfocita B) nemaju aktivnu signalizaciju putem Notch iako eksprimiraju

receptore.

Dugotrajna inhibicija signalizacije putevima Notch i PARP kod linija Jurkat, CLL i 697 nije
uzrokovala zaustavljanje proliferacije ili apoptozu, ali su inducirane promjene u ekspresiji
odredenih skupina gena. Inhibicija PARP-a uzrokovala je promjene u ekspresiji JAGGED1 u sva
tri tipa stani¢nih linija. Kod linije Jurkat ekspresija JAGGEDL bila je smanjena, dok je kod linije
CLL i1 697 povetana vise od dva puta. Inhibitor y-sekretaze utjecao je na ekspresiju
transkripcijskih faktora iz porodice Ikaros (IKFZ1 i IKFZ3), bez obzira na signalnu aktivnost puta
Notch, ali ovisno o tipu limfocita. Kod linije CLL smanjena je ekspresija IKZF1, a kod linija

Jurkat i 697 smanjena je bila ekspresija IKZF3.

Put Notch kod stanica 697 pokusSao se aktivirati razliitim metodama — dodavanjem liganda
DLL1 u medij i uzgojem u kokulturi sa stanicama koje ga eksprimiraju, medutim nije detektirano

bitno povecanje ekspresije nizvodnih meta puta.

Uspostavljena je metoda direktne i brze analize ekspresije RNA u malom broju stanica.
Uspostavljena metoda primjenjiva je za ucinkovitu klasifikaciju stanica i odredivanje malignih

promjena koje bi mogle posluziti kao potencijalni markeri u dijagnostici leukemija.

Ovo istrazivanje je potvrdilo hipotezu da enzim PARP1 moze modulirati put Notch kod pojedinih
tipova limfocitnih stanica, medutim svaka vrsta leukemije i1 leukemijske stani¢ne linije ima
jedinstvenu mrezu signalnih putova povezanih s povratnim petljama, te ne reagiraju na

inhibiciju/aktivaciju odredenog puta na isti nacin.
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PRILOZI

Prilog 1. Popis dizajniranih pocetnica

Duljina
Gen Slijed nukleotida ocfekivanog
fragmenta

F1: TGCTCGAGATGTGATGAAGG

HPRT1 F2: CTTTGCTGACCTGCTGGATT 192 (117)
R: TCCCCTGTTGACTGGTCATT
F1: AAGCAGAGTCCCAGTGCCTA

NOTCH2 F2: CTGGCAACACGCATTACT 330 (189)
R: GGCACTCATCCACTTCATAC
F1:AACACGACACCGGATAAACC

HES1 F2:GAGCACAGAAAGTCATCAAAGC 150 (117)
R:CCGCGAGCTATCTTTCTTCA
F1: GCTCCTGAACAATGCAGACA

PARP1 F2: TGGAAATGCTTGACAACCTG 233 (198)
R: CATTGTGTGTGGTTGCATGA
F1:AACACGACACCGGATAAACC

PAX5 F2:GAGCACAGAAAGTCATCAAAGC 212 (183)
R:CCGCGAGCTATCTTTCTTCA
F1: GCCCAGCCAATGAAGATGAA

AIOLOS
F2: GAAGAGCCTGAAATCCCTTAC 291 (185)

(IKZF3) R: CCAGTATGGCTTCGCTTATG

NOTCHL F: GCAGTTGTGCTCCTGAAGAA 152
R: GTCCATATGATCCGTGATGT

NOTCH3 F: CTTGGGAAATCAGCCTTACA 188
R: ATCTCACGGTTGGCAAAG

HEY1 F: ACCGTGGATCACCTGAAA 201

R: GGAAGCGTAGTTGTTGAGATG

DELTEX1 |F:CCCTCGCCACTGCTATCTAC

157
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:GGTCTTGTGGTGGATCTCGT

R
F: GGCTGGCAATGATGAAAACT

RUNX1 122
R: TGAAGCTTTTCCCTCTTCCA
F: GATGCCAAGAAAGCTGAAAC

NUMB 258
R: CTCATTGATGCGTAGGGATAG
F: GAGAAGGATGAGTGCGTCATAG

DLL1 126
R: CCTCCTCTTCAGCAGCATTC
F: CAACACAGGCCCTGACAAAT

JAGGED1 154
R: TGGGGAACACTCACACTCAA
F: TGGAAATGCTTGACAACCTG

PARP1 198
R: CATTGTGTGTGGTTGCATGA
F: GCATGCTACAGGTGGATTT

PARG1 197
R: CTCAGCATAGCCTGTGTATTC

IKAROS | F: CACTCCGTTGGTAAACCTC a8

(IKZF1) R: CCTATCTTGCACAGGTCTTC
F: GAGCCATAGCGACCATTAC

PU.1 161
R: TATCGAGGACGTGCATCT

i F: GGATAACTCGGCCATGAGAAA 86
R: CGCAAATTGAAGTCCAGTGAAA
F: CTGCTTAGACGCTGGATTT

c-MYC 140
R: CTCCTCGTCGCAGTAGAAA
F: GACACCAACTATTGCTTCAG

TGFp 124
R: AGAAGTTGGCATGGTAGCCC
F: TTCCACCTATGCCATTACCC

EBNA2 161
R: GCCTTGAGTCTTAGAGGGTT

NICD- F. GCAACGTGCTGGTTATTGTG o1

kloniranje | R: TTTACCGTCTAGATTACTTGTCATCGTCGTCCTT

JAGGED- | F: ATGCGTTCCCCACGGAC
- 3657

kloniranje

: CTATACGATGTACTCCATTCGG
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Prilog 2. Usporedba originalnog protokola za viSestruku direktnu analizu iz jedne stanice prema

Peixoto i sur., 2004 i prilagodenog protokola za visestruku direktnu analizu iz malog broja

stanica.

Originalni protokol

Prilagodeni protokol

Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija

1 stanica lizirana je u 5 ul PBS-DEPC
hladenjem na -80 ° C, nakon cega je lizat
zagrijavan na 65 ° C kroz 2 minute. Nakon
hladenja na + 4 © C, RNA se specifi¢no
retrotranskribira 1 sat na 37 © C dodavanjem 10
pl smjese koja sadrzi 0,13 uM specificne 3'

pocetnice (konacna koncentracija 86 nM).

U reakciju je dodano:
50 mM KCI, 10 mMTris-HCI at pH 8.3
(Applied Biosystems),
3.3 mM MgCl, (Applied Biosystems),
1 mM dNTP (Pharmacia Biotech),
39 U inhibitora RNAza (Stratagene)
11.5 U of MuLV Reverzne transkriptaze
(Applied Biosystems) u ukupnom

volumenu od 15 pl.

Reakcija je zaustavljena 3 min inkubacijom na
95 °C.

500 stanica lizirano je u 5 ul PBS-DEPC
hladenjem na -80 ° C, nakon ¢ega je lizat
zagrijavan na 65 ° C kroz 2 minute. Nakon
hladenja na + 4 ° C, RNA se specifi¢no
retrotranskribira 50 min na 42 ° C dodavanjem
0,4 ul smjese koja sadrzi 5 uM specificne 3'

pocetnice (kona¢na koncentracija 100 nM).

U reakciju je dodano:
First Strand Buffer (Gibco)
[50 mM Tris-HCI (pH 8.3), 75 mM KCl,
3 mM MgCly],
0,01 M DTT (Gibco BRL),
500 uM dNTP (Applied Biosystems),
20 U inhibitora RNAza(Agilent)
50 U MuLV Reverzne transkriptaze
(Applied Biosystems) u ukupnom

volumenu od 20 pl.

Reakcija je zaustavljena 15 min inkubacijom
na 70 °C.

PCRI

PCRI

Ukupna cDNA dobivena reverznom

transkripcijom koriStena je u idu¢em koraku

2,5 uL. cDNAs dobivene reverznom

transkripcijom koristeno je u idu¢em koraku
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umnazanja.

Prvi korak PCR reakcije sastoji se od

denaturacije pri 95 °C tijekom 10 minuta a
zatim slijedi 15 ciklusa umnazanja (45 s na
95°C, 1 min na 60°C i 1 min 30 s na 72°C).

Reakcijska smjesa sadrzi 50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI pri pH 8.3 (Applied Biosystems), 2
mM MgCI2 (Applied Biosystems), 0.2 mM
GeneAmp dNTPs (Applied Biosystems), 3 U
AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied
Biosystems), i 0.015 uM specifi¢nih pocetnica

u ukupnom volumenu od 85 pL.

umnazanja.

Prvi korak PCR reakcije sastoji se od
denaturacije pri 94°C tijekom 5 minuta a zatim
slijedi 15 ciklusa umnazanja (30 s na 94°C, 30
min na 58°C i 20 s na 72°C).

Reakcijska smjesa sadrzi 50 mM KCI, 10 mM
Tris-HCI pri pH 8.3 (Sigma Aldrich), 2 mM
MgCI2 (Sigma Aldrich), 0.2 mM dNTPs
(Applied Biosystems), 1 U Tag DNA
Polymerase (Sigma Aldrich) i 0.015 uM
specifi¢nih pocetnica u ukupnom volumenu od

25 nL.

PCR Il

PCR II

2X SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 4 uL kalupa iz prethodne reakcije
(PCR 1) i pocetnice koncentracije 75 nM u
ukupnom volumenu od 20-pL . Koristen je
uredaj ABI PRISM 7700 Sequence Detection
System (Applied Biosystems). Nakon
denatuacije na 95°C kroz 10 min, uslijedio je
niz od 60 ciklusa (30 s na 95°C, 30 s na 60°C i
45 s na 72°C).

Ciklus praga (Ct) odreden je na linearnom
dijelu amplifikacijske krivulje PCR-a pomoc¢u
softvera Sequence Detector version 1.7

(Applied Biosystems).

2X SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 1 pL kalupa iz prethodne reakcije
(PCR I) i pocetnice koncentracije 150 nM u
ukupnom volumenu od 20-pL . Koristen je
uredaj ABI PRISM 7700 Sequence Detection
System (Applied Biosystems). Nakon
denatuacije na 95°C kroz 10 min, uslijedio je
niz od 40 ciklusa (15 s na 95°C, 1 min na

58°C).

Ciklus praga (Ct) odreden je na linearnom
dijelu amplifikacijske krivulje PCR-a pomoc¢u
softvera 7500 Software version 2.0.6. (Applied

Biosystems).
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Prilog 3. Validacija pocetnica za viSestruku direktnu analizu iz malog broja stanica metodom

PCR u stvarnom vremenu na primjeru pocetnica za gen HPRT1. FIR i F2R: parovi pocetnica

potrebni za polu-ugnjezdeni PCR
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Prilog 4. Mape kori$tenih plazmida. A: pYY1 (dar Bernharda Liischera, Aachen); B: pRFP
(Addgene #13032); C: pGFP-hPARP (dar Valerie Schreiber, Strassbourg); D: pNICD1.
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