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SAZETAK

ULOGA TRANSKRIPCIJSKIH FAKTORA GLI U RAZVOJU KOZNOG MELANOMA
KOD LJUDI

Kristina Sladi¢

Ciljevi ovog diplomskog rada jesu povezati razinu ekspresije transkripcijskih faktora GLI1 i
GLI3 sa stadijem razvoja primarnog melanoma koZe kod ljudi te ispitati utjecaj inhibicije ili
aktivacije signalnog puta Hedgehog-GLI na stani¢ni ciklus. Na tkivnim preparatima tumora
imunohistokemijskom metodom ispitana je i potvrdena pojacana ekspresija proteina GLI1 i
GLI3. Pokazano je da je ekspresija oba proteina znacajno visa u tumorima Stadija T4 u
odnosu na tumore in situ (Tis). Ekspresija proteina GLI1 i GLI3 takoder je ispitana i
potvrdena u humanim stani¢nim linijama LM6 i WM793B, kao modeli primarnog melanoma,
te u stanicnim linijama A375M i1 Mel224, modelima metastatskog melanoma.
Imunofluorescencijom je odredena lokalizacija proteina GLI1 i GLI3 u citoplazmi i jezgri
stanica navedenih stani¢nih linija. Dodatno je ispitan utjecaj inhibitora (GANTG61) i aktivatora
(SAG) signalnog puta na stani¢ni ciklus spomenutih humanih stani¢nih linija. Stani¢ne linije
znacajno reagiraju na tretman GANT-om, dok SAG nema znacajan utjecaja na signalni put.
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A375M and Mel224, human metastatic melanoma cell lines. Localization of GLI1 and GLI3
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immunofluorescence. The influence of pathway inhibitor (GANT61) and activator (SAG) on
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Signalni put Hedgehog-GLI (HH-GLI) je evolucijski visoko o¢uvan put prijenosa signala od
staniéne membrane do jezgre, vazan za regulaciju embriogeneze i organogeneze te u odraslom
organizmu za odrzavanje mati¢nih stanica i regeneraciju tkiva.l Njegovo poremeéeno
funkcioniranje povezuje se s razvojnim malformacijama, a sve se vise otkriva i njegova uloga
U razvoju razli¢itih tipova tumora.? Sukladno tome, u ovom diplomskom radu je istrazena
uloga signalnog puta HH-GLI u nastanku i progresiji najmalignijeg i najagresivnijeg oblika
raka koze, melanoma. Melanom iako ¢ini samo 10% svih slucajeva raka koze odgovoran je za
preko 75% smrtnih slu¢ajeva povezanih s rakom koze.?

Oko 90% melanoma nastaje zbog izloZenosti ultraljubi€astom zracenju 1 poznati su
molekularni mehanizmi koji dovode do pojave raka koze, pri ¢emu je za melanom posebno
vazan signalni put Ras-Raf-MEK-ERK.* Povezanost melanoma i signalnog puta HH-GLI
pokazana je na interakciji signalnog puta Ras-Raf-MEK-ERK i proteina GLI1.> Naime, glavni
izvrsitelji aktivnosti signalnog puta HH-GLI su ¢lanovi obitelji transkripcijskih faktora GLI
(GLI1, GLI2 i GLI3) koji kontroliraju aktivaciju i inhibiciju transkripcije ciljnih gena. Ciljni
geni signalnog puta HH-GLI povezani su s proliferacijom, blokiranjem apoptoze,
angiogenezom i metastaziranjem.®

Ciljevi ovog istrazivanja bili su utvrditi povezanost razine ekspresije proteina ¢lanova
obitelji transkripcijskih faktora GLI sa stadijem razvoja melanoma koze kod ljudi te ispitati
utjecaj inhibicije ili aktivacije proteina GLI na razini stani¢nog ciklusa. Kao model koristeni
su parafinski rezovi tkiva primarnog melanoma, stadija Tis (Tumor in situ) i T4, i trajne
stani¢ne linije melanoma (WM793B, LM6, A375M i Mel224). Za odredivanje razine
proteinske ekspresije koriStene su tri imunokemijske metode: imunohistokemija,
imunocitokemija i imunofluorescencija. Mikroskopske fotografije stani¢nih i tkivnih
preparata digitalno su obradene, a ekspresija proteina je odredena racunalno. Stani¢ne linije
tretirane su inhibitirom (GANTG61) i aktivatorom (SAG) signalnog puta HH-GLI nakon cega
su analizirane na instrumentu MUSE Cell Analyzer (Merck Millipore) u svrhu odredivanja

stani¢nog ciklusa.
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§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Tumor

Tumor ili neoplazija se definira kao ‘“nova masa“ nastala nekontroliranim rastom i
proliferacijom tumorskih stanica koje se mogu neograni¢eno dijeliti i imaju sposobnost
invazije susjednog tkiva. Ukoliko tumorske stanice nisu invadirale susjedno tkivo onda se
tumor definira kao benigni, dok se pojam rak odnosi na maligni tumor kod kojeg je prisutna
invazija susjednih tkiva.” Invazivnost je glavna karakteristika tumorskih stanica koja im
omogucava Sirenje kroz krv i limfne ¢vorove do drugih mjesta u tijelu gdje tvore sekundarne
tumore, tzv. metastaze. Osim §to su invazivne 1 metastaziraju, postoji jo§ nekoliko osnovnih
karakteristika koje pokazuju stanice malignog tumora: samodostatnije su od ostalih stanica za
rast i razvoj, neosjetljive su na antiproliferativne ekstracelularne signale, manje su sklone
apoptozi, induciraju angiogenezu, defektne su u kontrolnim mehanizmima koji zaustavljaju
diobu, genetski su nestabilne, proizvode telomerazu ili imaju neki drugi mehanizam
stabilizacije telomera, itd.’

Geni ¢ija promjena dovodi do nastanka tumora nazivaju se geni kriti¢ni za tumor, a
najvazniji medu njima su onkogeni i tumor-supresori. U normalnom obliku onkogeni se
nazivaju proto-onkogenima koji promjenom i povecanom funkcijom doprinose razvoju
tumora te se u tom kontekstu zapravo nazivaju onkogenima. Tumor-supresori su normalni
geni koji sudjeluju u regulaciji normalnog rasta i razvoja, a njihova smanjena funkcija
doprinosi razvoju tumora. Poznato je da za nastanak tumora nije dovoljna mutacija samo

jednog jedinog gena.’

2.2. Stanic¢ni ciklus

Osnovna funkcija stani¢nog ciklusa je samoreprodukcija, odnosno nastanak dvije identitcne
stanice kceri iz jedne stanice majke.

Stani¢ni ciklus kod eukariota mozemo generalno podijeliti u dvije faze — interfaza i
mitoza. Tijekom tih faza dogadaju se razliCiti procesi koji ukljucuju stani¢ni rast, replikaciju

DNA, raspodjelu udvostruc¢enih kromosoma i na samom kraju podjelu stanica. Interfaza
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§ 2. Literaturni pregled 3

obuhvaca stani¢ni rast i replikaciju DNA, dok se u mitozi odvija podjela kromosoma i
dijeljenje stanica. Najveci dio stani¢nog ciklusa zauzima upravo interfaza unutar koje se
stanica priprema za diobu kroz tri faze: G1 faza, u kojoj je stanica metaboli¢ki aktivna i raste;
S faza, unutar koje se replicira DNA; i G2 faza, u kojoj se nastavlja rast i sinteza potrebnih
proteina za sljede¢i dio ciklusa, mitozu. Takoder postoji i GO faza unutar koje se stanice
nalaze u stanju mirovanja, kada se stanice prestaju dijeliti, ali su metabolicki aktivne i u tom
stanju mirovanja ostaju sve dok ne prime signal za daljnju proliferaciju.®

Svaki korak u procesu je strogo reguliran na viSe nacina. Postoje tri glavne kontrolne
tocke u stanicnom ciklusu putem kojih se odvija regulacija na nacin da se provjerava da li je
stanica spremna za ulazak u idu¢u fazu ciklusa. Prva kontrolna tocka nalazi se na kraju G1
faze gdje se regulira ulazak stanice u S fazu. Ovdje su za kontrolu odgovorni ekstracelularni
signali, tj. faktori rasta koji su signal za daljnu proliferaciju. Druge dvije kontrolne tocke su
G2/M (provjerava se je li sva DNA replicirana i je li okoli§ povoljan) i metafazno-anafazna
tranzicija (provjerava se jesu li svi kromosmi vezani za diobeno vreteno) (slika 2.1.). Prolazak
kroz kontrolne tocke stani¢nog ciklusa reguliraju ciklin ovisne kinaze (CDK). Njihova
aktivnost raste i opada kroz ciklus, ¢ime dovode do cikli¢kih promjena u fosforilaciji
unutarstani¢nih proteina koji iniciraju ili reguliraju glavne dogadaje stani¢nog ciklusa (npr.
kondenzacija kromosoma, oblikovanje diobenog vretena). Ciklin ovisne kinaze reguliraju

ciklini, koji se sintetiziraju i razgraduju u svakom novom ciklusu dok je koli¢ina CDK stalna.®

Kristina Sladi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

G2/Mkontrolnatotka  Metafazno-anafazna
tranzicija

Ry

Kontr:

G,

START

Slika 2.1. Faze stani¢nog ciklusa i njegove kontrolne tocke (slika preuzeta i prilagodena).®
Dvije glavne faze stani¢nog ciklusa su interfaza, koju ¢ine tri faze: G1, S i G2, i metafaza.
Kontrole stani¢nog ciklusa nalaze se na kraju G1 (ukoliko je okoli§ povoljan stanice ulaze u
diobu), na granici G2/M (ukoliko je okoli§ povoljan i DNA replicirana stanice ulaze u mitozu)
i kao krajnja tocka je metafazno-anafazna tranzicija (provjerava se jesu li svi kromosomi

vezani za diobeno vreteno).

Kod normalnih stanica rast i kontrola diobe regulirana je vezanjem ekstracelularnih
signalnih molekula na razli¢ite transmembranske receptore za rast. U odsutnosti tih signala
normalne stanice se nece dijeliti, za razliku od tumorskih stanica koje nedostatak tih signala
mogu nadomjestiti promjenama u genima. Obzirom da tumori imaju abnormalne stani¢ne
cikluse, inhibiranjem jedne ili viSe faza stani¢nog ciklusa moze se odgoditi mitoza. Suprotno
stani¢nom ciklusu je apoptoza. Apoptoza je programirana stani¢na smrt kojom se obnavlja
tkivo i uklanjaju oStecene stanice. Kod tumora su poremeceni signalni putovi koji vode do
apoptoze §to rezultira time da se ostec¢ene stanice, umjesto da budu uklonjene, nastave dijeliti
¢ime raste broj abnormalnih stanica koje vode do nastanka tumora. Upravo su kemijski

spojevi koji zaustavljaju diobu stanica ili poti¢u apopotozu pogodni antitumorski lijekovi.>°
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§ 2. Literaturni pregled 5

2.3. Grada koZe i njezina funkcija

Koza je najvec¢i ljudski organ c¢ija ukupna povrSina kod odraslog ¢ovjeka prosjecne visine
iznosi oko 1,7 m?, dok joj ukupna masa ¢ini 18% ukupne tjelesne mase. Funkcije koZe su
mnogobrojne, ali kao najvaznija i osnovna funkcija smatra se fizicka barijera prema okolini.
U sklopu te funkcije koza sprjeCava gubitak vode 1 elektrolita iz organizma, dok s druge
strane §titi organizam od raznih vanjskih utjecaja te mikroorganizama. Osim ove glavne
funkcije, koza sudjeluje i u termoregulaciji, metabolizmu vitamina, minerala, CO2

U gradi koze razlikujemo dva osnovna sloja: dermis i epidermis. Hipodermis

(potkozno masno tkivo) se nalazi ispod dermisa i ne smatra se dijelom koze (slika 2.2.). 2

Slika 2.2. Grada koze®®

Dermis je unutarnji sloj koze debljine 1-2 mm. Sastoji se od dva sloja: tanjeg
papilarnog i debljeg retikularnog. Dermis obuhva¢a mrezu krvnih i limfnih Zila, Zlijezde
lojnice i znojnice, receptore za hladnoéu te folikul dlake.?

Epidermis je povrSinski sloj koZe debljine 120 pm graden od nekoliko slojeva:
povrsinski odnosno roznati sloj, svijetli sloj, zrnati sloj, nazubljeni sloj i temeljni sloj unutar

kojeg se nalaze melanociti, Markelove i Langerhansove stanice.*?

Kristina Sladi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 6

2.4. Melanin i melanociti

Melanin je pigment koji proizvode melanociti, a nastaje iz aminokiseline tirozina. U sintezi
melanina glavnu ulogu ima enzim tirozinaza koja tirozin pretvara u 3,4-dihidroksifenilalanin,
nakon ¢ega se on pretvara u dopakvinon. Nadalje se dopakvinon nizom reakcija prevodi u
melanin. Postoji nekoliko vrsta melanina: eumelanin, feomelanin i neuromelanin. 4

Glavna uloga melanina je zaStita organizma od UV-zraenja. Osim te uloge, melanin
djeluje i kao antioksidans u borbi protiv slobodnih radikala.*® Melanociti se osim u epidermisu

koze nalaze i u oku, folikulama dlaka, mozdanim ovojnicama.

2.5. Melanom

Melanom je maligni tumor koze koji nastaje iz melanocita. Karakterizira ga sklonost
limfogenom i/ili hematogenom metastaziranju. Manifestira se kao mrlja tamnosmede do crne
boje, iako moze biti 1 bez pigmenta. Osim na kozi gdje se naj¢eSce javlja, u zadnje vrijeme
&esta je pojava i melanoma oka.™®

Iako ¢ini svega 10% svih oblika raka koze, melanom je odgovoran za 75% smrtnih
slu¢ajeva povezanih s rakom koZe. Svaka dva sata jedna osoba umre od melanoma. U
posljednjem desetlje¢u broj dijagnosticiranih melanoma se povecao za 53%. IstraZivanja su
pokazala da uglavnom oko 70% slucajeva melanoma nastaje iz nepromijenjene koze, dok

preostalih 30% se moZe razviti iz atipiénih nevusa (madeza).*®

2.5.1. Uzrocnici i faktori rizika za razvoj melanoma

Na razvoj melanoma utjeCu kako okoli$ni tako i ¢imbenici samog domacina. Kao glavni
¢imbenik iz okoliSa smatra se ultraljubi¢asto (UV) zrafenje koje uzrokuje oko 90%
melanoma. Cimbenici domaéina su broj nevusa, boja i tip koZe, obiteljsko nasljede kao i
genske mutacije. Iako je razvoj melanoma u vecini slucajeva de novo, manji broj melanoma
se ipak razvija iz atipi¢nih nevusa, pa su tako osobe s povecanim brojem madeza sklonije
melanomu.'” Osobe svijetle puti su takoder sklonije oboljenju nego tamnopute osobe, obzirom
da je melanin kod osoba sa svijetlom puti prisutan u manjim koli¢inama, a poznato je da
melanin ima zastitnu ulogu od UV-zracenja.’* Osobe kojima je veé¢ jednom dijagnosticiran

melanom, ili imaju bazocelularni (BCC) ili planocelularni karcinom (SCC), imaju velike
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Sanse za ponovnim razvojem melanoma. Obiteljska povijest bolesti isto ima ulogu u razvoju

melanoma. Naime, 1 od 10 oboljelih ve¢ ima dijagnositiciran melanom u obitelji.'®

2.5.2. Mutacije u genima kod melanoma

Najucestalije mutacije kod melanoma javljaju se u genima BRAF i NRAS. Mutacije su
pronadene u oko 90% slucajeva melanoma. Oba proteina sudjeluju u proliferacijskim
signalnim putevima, a njihovom mutacijom dolazi do nekontroliranog dijeljenja stanica §to
pridnosi razvoju tumora.

Kod obiteljskog melanoma najces¢e mutacije su pronadene U tumor-supresoru CDKN2A
(ciklin-ovisan inhibitor kinaze 2A) i protonkogenu CDK4 (ciklin-ovisna kinaza 4). Mutacije u
genu CDKNZ2A su ¢esée (1/3 bolesnika s obiteljskim melanomom). Takoder su pronadene

mutacije i u genu za tumorski protein p53 (TP53).°

2.5.3. Histoloski tipovi melanoma

Obzirom na nadin rasta melanomskih stanica razlikujemo dvije faze: horizontalno
(povrsinsko) i vertikalno Sirenje (u dubinu i visinu). Horizontalno $irenje moze se oCitovati u
epidermisu uzduz bazalne membrane (Melanom in situ) ili u povrSinskom dijelu papilarnog
dermisa. Vertikalno Sirenje obuhvaca stvaranje tumorske mase u dermisu te takvi melanomi
uglavnom metastaziraju. Postoje 4 osnovna histoloska tipa melanoma? :

e Povrsinsko Sire¢i melanom — ovaj oblik ¢ini 70% svih sluc¢ajeva melanoma 1 najcesce
se javlja kod mladih ljudi. Zapo¢inje rastom u epidermisu nakon ¢ega probija bazalnu
membranu 1 Siri se u dermis. Naj¢eS¢e ga nalazimo na trupu kod muskaraca, na
nogama kod Zena te ne predjelu vrata kod oba spola. Asimetri¢nog je oblika, a boja
mu varira u kombinacijama od plave, crvene, crne, smede pa ¢ak i bijele.

e Lentigo maligni melanom (LMM) — najée$ce se javlja na kozi oStecenoj suncem na
podrucju lica, usiju, ruku i gornjeg dijela trupa. Prvo se lokalizira in situ, a nakon $to
postane invazivan onda se definira kao LMM.

e Akralni lentiginozni melanom (ALM) — takoder se prvo $iri povrsinski prije daljnjeg
dubljeg prodiranja. NajceS¢e se javlja kod ljudi tamnije koZe, a uglavnom je

lokaliziran ispod nokta, na dlanovima, prstima, petama i stopalima.
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e Nodularni melanom (NM) — je najagresivniji oblik melanoma. Odmah zapocinje
invaziju u dermis, bez prethodnog horizontalnog Sirenja. Uglavnom je crne boje, ali

moze biti i plave, bijele, sive, crvene, smede boje te u boji koze.?°

2.5.4. Klasifikacija melanoma

Nakon $to je dijagnosticiran tip melanoma potrebno ga je klasificirati, Sto znaci odrediti
stupanj razvoja melanoma. Prvu klasifikaciju napravili su patolog Clark i suradnici 19609.
godine. Obzirom da su uocili povezanost prognoze melanoma s fazom rasta i dubinom
invazije u samu kozu, oni su melanom Kklasificirali u 5 stupnjeva (tablica 2.1.). Prvi stupanj
predstavlja najbezopasniji tip melanoma i ima najbolju prognozu, tzv. melanom in situ, dok je

stupanj V najopasniji.?

Tablica 2.1. Clarkova klasifikacija melanoma na temelju histoloskih karakteristika koze

zahvacene melanomom

Stupanj Histoloske karakteristike

I Tumor zahvaca samo epidermis (Melanom in situ)

I Zahvacen je papilarni dio dermisa

Il Zahvacen je papilarni dermis, ali pocinje prodirati i u

retikularni dermis

v Tumor prodire u retikularni dermis
\Y Zahvacen je cijeli dermis, a po€inje prodirati i u
hipodermis

Alexander Breslow je godinu dana kasnije klasificirao tumor na temelju debljine melanoma
(tablica 2.2.). Debljina melanoma izraZzava se u milimetrima, a mjeri se pomocu bazdarnog
okularnog mikroskopa. Mijeri se dio od gornjeg granularnog dijela epidermisa, okomito, do

najdubljeg dijela dijela tumora.®
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Tablica 2.2. Breslowa klasifikacija prema debljini melanoma

Stupanj Maksimalna debljina melanoma / mm
I tanji od 0,75
I 0,76 — 1,50
Il 1,51-2,25
v 2,26 -3
Vv deblji od 3

No, danas se najcesce koristi klasifikacija prema AJCC (American Joint Committee on
Cancer) koja se temelji na opseznoj studji Balcha i sur., sluzbeno prihva¢eno u sije¢nju
2010.22 U ovoj klasifikaciji se osim faktora debljine tumora kao dodatni faktori uzimaju i
prisutnost ulceracija, mitotska aktivnost, mikrometastaze dokazane imunohistokemijski te
razina laktat-dehidrogenaze (LDH). Ulceracija se definira kao odsutstvo netaknutog
epidermisa iznad veceg dijela melanoma i ovaj oblik tumora ima najloSiju prognozu jer je
najagresivniji. Mitotska aktivnost se definira kao broj mitoza po mm?. Vise od pet mitoza po
kvadratnom milimetru ukazuje na losiju prognozu.'® Stupnjevanje prema AJCC bazira se na
TNM Klasifikaciji gdje T predstavlja debljinu primarnog tumora, N predstavlja metastaze u
regionalne limfne ¢vorove, a M predstavlja udaljene metastaze. Primarni melanom, koji je
tema ovog istrazivanja, ima stupnjeve NO i MO te se klasificira samo prema debljini (tablica
2.3.). U ovom istrazivanju usporeduju se Tis i T4 stadiji primarnog tumora, Tis kao najblazi,

te T4 kao najuznapredovaliji oblik po AJCC.
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Tablica 2.3. Prikaz T-klasifikacije primarnog melanoma prema AJCC?

T stupnjevanje Debljina tumora / mm Ulceracija i mitotska aktivnost
Tis - Melanom in situ, nema invazije
T1 <1,00 a: bez ulceracije, br. mitoza < 1 mm?

Clark 1/111

b: s ulceracijom ili br. mitoza > 1mm?

Clark 111/1V
T2 1,01-2,00 a: bez ulceracije
b: s ulceracijom
T3 2,01 -4,00 a: bez ulceracije
b: s ulceracijom
T4 >4,00 a: bez ulceracije
b: s ulceracijom

2.6. Signalni put Hedgehog-GLI

Signalni put Hedgehog-GLI (HH-GLI) je put prijenosa stani¢nih signala povezan s
embrionalnim razvojem, proliferacijom i odrzavanjem matiénih stanica. Cvrsto je reguliran
tijekom embrionalnog razvoja, gdje kontrolira diferencijaciju i razvoj tkiva i organa. Tkivo u
kontekstu melanoma koje je pod kontrolom signalnog puta HH-GLI su progenitori neuralne
cijevi, od kojih se razvijaju melanociti. U odraslom organizmu signalni put je uglavnom
inaktivan, osim u populacijama mati¢nih stanica u raznim tkivima, ukljucuju¢i mozak i kozu.
Proteini ovog signalnog puta otkriveni su kod vinske musice (Drosophilla melanogaster),
odakle mu 1 potjeCe ime jer mutacija jednog od proteina uzrokuje nastanak $iljastih izraslina u
li¢inke vinske muSice zbog cega takve karakteristike deformirane jedinke izgledom
podsjecaju na jeza (eng. hedgehog).?%?*

Signalni put HH-GLI (slika 2.3.) aktivira se vezanjem jednog od proteina Hedgehog
(HH) na transmembranski receptor Patched (PTCH). Nastajanjem kompleksa receptor-ligand
dolazi do translokacije koreceptora Smoothened (SMO) na stani¢nu povrsinu ¢ime se potice
niz reakcija fosforilacije u stani¢noj citoplazmi koje dovode do modulacije kompleksa
proteina Supressor of Fused (SUFU) i transkripcijskog faktora GLI. SUFU se ubikvitinira i

Salje na razgradnju ¢ime se protein GLI oslobada i odlazi u jezgru gdje djeluje kao
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transkripcijski faktor. U ovaj proces je ukljueno jo§ nekoliko proteina: protein-kinaza A
(PKA), glikogen-sintaza-kinaza 3 beta (GSK3B), kazein-kinaza 1 (CK1) i E3 ubikvitin-ligaza
BTrCP. U odsutnosti fosforilacijskog signala SUFU sprije¢ava ulazak proteina GLI u jezgru, a
samim time i transkripciju ciljnih gena, reguliraju¢i gene za proliferaciju, epitelno-
mezenhimsku tranziciju, prezivljenje i autoregulaciju signalnog puta.?2

Poremecena regulacija bilo koje komponente signalnog puta HH-GLI dovodi do
njegove aberantne aktivacije §to moze rezultirati zlo¢udnom preobrazbom. Smatra se da ovaj
signalni put sudjeluje u nastanku ¢ak jedne treéine svih zloé¢udnih tumora.?®?* Dosad je

otkrivena poremecena aktivnost signalnog puta HH-GLI kod tumora koze, mozga, crijeva,

pluéa, prostate, $titnjade i mnogih drugih.?®
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INAKTIVAN

AKTIVAN

\r sMo

Slika 2.3. Prikaz signalnog puta HH-GLI1.2* Gornja slika prikazuje kako u odsustvu liganda
receptor PTCH inhibira ko-receptor SMO ¢ime se inaktivira signalni put. Proteini GLI su tada
u kompleksu s proteinom SUFU koji sprjecava njihovu translokaciju u jezgru. Dodatno GLI
se obiljezavaju za razgradnju/cijepanje na proteasomu ¢ime nastaje transkripcijski represor
koji inhibira ekspresiju ciljnih gena. Donja slika prikazuje aktivni signalni put gdje kaskada
zapocinje vezanjem liganda HH za receptor PTCH. SMO vise nije inhibiran te je omoguceno
daljnje Sirenje signala koje dovodi do otpustanja GLI iz kompleksa sa SUFU. GLI odlazi u

jezgru gdje aktivira transkripciju ciljnih gena.
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2.6.1. Proteini GLI

Proteini GLI su dobili ime prema glioblastomu iz kojeg su prvi put izolirani. Postoje tri GLI
proteina kod kraljesnjaka: GLI1, GLI2 i GLI3. C- terminalna regija kod sva tri proteina sadrzi
aktivacijsku domenu, dok N- terminalna regija kod GLI1 i GLI2 sadrzi jo$ i regulacijsku
domenu. Sva tri GLI proteina su transkripcijski faktori s motivom cinkovog prsta. Specifi¢na
grada N- i C- kraja se odrazava na njihovu funkiju, pa GLI1 djeluje iskljucivo kao aktivator
transkripcije dok GLI2 i GLI3 mogu djelovati ili kao aktivatori ili kao inhibitori. Aktivnost
proteina ovisi o premjeStanju iz citoplazme stanice u jezgru. Vezanjem liganda HH na
receptor PTCH aktivira se kaskada reakcija koje rezultiraju aktivacijom GLI1 i sprjeCava se
cijepanje GLI2 i GLI3 u represorski oblik. Regulacija aktivnosti moze se odvijati na vise
razina (prekrajanje RNA, interakcija s drugim proteinima, posttranlacijsko procesiranje,
mehanizam degradacije). Ulazak proteina u jezgru kao rezultat niza sloZenih reakcija
signalnog puta HH-GLI aktivira transkripciju gena za proliferaciju i difrenencijaciju (Ciklin
D1, D2 i E, MYCN, WNT, PDGFRA, IGF2, FOXM1, HES1, TGFB), prezivljenje stanice
(BCL2), samoobnavljanje (BM1, NANOG), angiogenezu (VEGF), epitelno-mezenhimalnu
tranziciju (SNAIL1, SIP1, ELK1, MSX2) i invazivnost (osteopontin) te autoregulaciju
signalnog puta (PTCH1 i GLI1). Aktivacija, inaktivacija i promjena ekspresije ovih gena

moze pridonijeti malignoj transformaciji stanica.?3%*

2.6.2. Spojevi koji modificiraju aktivnost signalnog puta HH-GLI

Sezdesetih godina proslog stolje¢a uocen je teratogeni efekt biljke Veratrum californicum,
kada je primije¢eno da uzrokuje ciklopiju kod potomstva ovaca koje su se hranile tom
biljkom. Naknadno je otkriveno da je aktivna supstanca steroidni alkaloid ciklopamin, koji
inhibira signalni put HH-GLI djelujuéi na razini koreceptora SMO, na nacin da se direktno
veze za SMO 1 mijenja njegovu konformaciju. Iako se ciklopamin i dalje najcesce koristi za
inhibiciju signalnog puta HH-GLI in vitro, razvijene su i druge male molekule kojima je cilj
inhibicija ovog signalnog puta. Vecéina tih molekula su antagonisti koreceptora SMO, a medu
njima je njih sedam u postupku klini¢kih ispitivanja za lije¢enje tumora.?*

Kao potencijalne mete za inhibiciju signalnog puta HH-GLI su i komponentne puta koje
se nalaze nizvodno od koreceptora SMO, odnosno transkripcijski faktori GLI. Najpoznatije

male molekule koje djeluju na razini proteina GLI su GANT58 i GANT61 (GLI antagonist).
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Djeluju direktno blokiraju¢i vezanje GLI1 i GLI2 na promotore ciljnih gena. In vivo
ispitivanja su pokazala da imaju jace djelovanje od ciklopamina u nekoliko razli¢itih stani¢nih
tumorskih linija. Svi dosad poznati inhibitori transkripcijskih faktora GLI inhibiraju samo
aktivnost GLI1 1 GLI2, ali ne i aktivnost GLI3. Najve¢i problem u klinici predstavlja
otpornost na inhibitore signalnog puta HH-GLI. lako je jasno da je signalni put HH-GLI vrlo
zanimljiva meta u kontekstu antitumorskih terapija, potrebna su daljnja istrazivanja
mehanizama njegove aktivacije u onim tumorima koji nisu ovisni 0 mutacijama njegovih
komponentni. Samo detaljno poznavanje mehanizma koji dovodi do aktivacije
transkripcijskih faktora GLI u svakom pojedinom tumoru omoguditi ¢e izbor optimalnog
inhibitora ili kombinacije inhibitora.?

Osim antagonista, poznati su i agonisti signalnog puta HH-GLI. Agonisti su male
molekule koje pospjeSuju aktivnost signalnog puta. Prirodni agonist je sam ligand HH, ali
zbog skupoce njegove proizvodnje sintetizirane su male molekule koje imaju isti u¢inak na
signalni put kao on. Prva takva mala molekula bila je SAG (Smoothened Agonist), koja
aktivira signalni put direktnim vezanjem za koreceptor SMO. Uz SAG medu poznatijim

agonistima signalnog puta HH-GLI je i purmorfamin koji se takoder direktno veze na SMO.%*

2.7. Povezanost signalnog puta HH-GLI i melanoma

Pokazano je kako je signalni put HH-GLI povezan s nastankom tumora koZe, ali mehanizam
djelovanja se razlikuje u melanomima i ostalim tipovima tumora koZe koji najceS¢e nastaju
zbog mutacija u genima PTCH1 i SMO.?® Istrazivanja su pokazala da signalni put HH-GLI
sudjeluje u normalnoj proliferaciji melanocita Covjeka u stani¢noj kulturi. Takoder je
pokazano da se razvoj ksenografta kod miSeva moze inhibirati ciklopaminom, posebice u
RAS-ovisnim melanomima. U metastatskom melanomu je primije¢ena jaca ekspresija
proteina GLI1 i PTCH1 u odnosu na primarni melanom.?® Pokazana je i uloga proteina GLI2
kod melanoma: stani¢ne linije melanoma koje imaju pojac¢anu ekspresiju proteina GLI2 lakse
metastaziraju u kosti u odnosu na primarni melanom.?® Signalni put HH-GLI je takoder
aktivan i u melanosferama, a broj i veli¢ina sfera se smanjuje djelovanjem inhibitora
signalnog puta puta, ciklopaminom i GANT61.2” Ostali inhibitori signalnog puta HH-GLI
takoder pokazuju aktivnost u melanomu smanjujuéi rast melanoma in vitro i in vivo.??
Pojacana ekspresija komponentni tog signalnog puta korelirana je sa smrtnoséu bolesnika

kojima je dijagnosticiran melanom.?®

Kristina Sladi¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 15

Osim kanonske aktivacije signalnog puta, proteini GLI se mogu aktivirati i
nekanonoski. Poznati su molekularni mehanizmi koji dovode do pojave raka koze pri ¢emu je
za melanom posebno vazan signalni put Ras-Raf-MEK-ERK, §to je u skladu s oc¢ekivanjem
obzirom da je u oko 90% slu¢ajeva melanoma otkrivena mutacija u genu BRAF ili NRAS.*
BRAF je ¢lan obitelji serin/treoninskih kinaza RAF, koju ¢ine 3 kinaze: RAF, CRAF i BRAF.
BRAF sudjeluje u regulaciji signalnog puta MAPK/ERK (RAS/RAF/MEK/ERK) na nacin da
prenosi izvanstani¢ne signale do jezgre aktivirajuci transkripcijske faktore koji reguliraju
stani¢ne procese kao $to su proliferacija, rast, diferencijacija i apoptoza. Osim aktivacije
MAPK/ERK signalnog puta NRAS je takoder dio i signalnih puteva PI3K i RalGEF, koji se u
sluaju mutacije isto mogu poremetiti. Poznato je da MAPK i PI3K mogu aktivirati taj
nekanonski prijenos signala na razini transkripcijskih faktora GLI.

Upravo na interakcijama signalnog puta Ras-Raf-MEK-ERK i proteina GLI je
prikazana povezanost melanoma i signalnog puta HH-GLI® (slika 2.4.).
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Slika 2.4. Kanonska i nekanonska aktivacija signalnog puta HH-GLI (slika preuzeta i
prilagodena).*® Vezanjem HH na receptor PTCH aktivira se kanonski prijenos signala. Kao
primjer nekanonske aktivacije na razini transkripcijskih faktora GLI je aktivacija GLI putem
RAS/RAF/MEK/ERK signalnog puta (interakcije GLI s komponentama tog signalnog puta).

2.8. Imunokemijske metode

Imunokemijske metode imaju Siroku upotrebu u znanstveno-istrazivackim laboratorijima gdje
se primarno koriste za detekciju, lokalizaciju i kvantifikaciju ekspresije proteina u stanicama i
tkivima. Takoder se vrlo Cesto koriste u klini¢koj patologiji za dijagnostiku i prognostiku

tumorskih i drugih bolesti.?!

2.8.1. Imunohistokemija i imunocitokemija

Imunohistokemija i imunocitokemija su imunokemijske metoda koje se temelje na
stvaranju imunokompleksa antitijela i proteina (antigena) na koje to anitijelo reagira. Na
tkivne antigene koji se mogu nalaziti na membrani stanica, u citoplazmi ili na membrani
jezgre proizvode se specifi¢na antitijela imunizacijom Zzivotinja (svinja, zec, koza, mis...).

Kompleks antitijelo-antigen se vizualizira pomocu antitijela koja mogu biti obiljeZena
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razli¢itim biljezima kao $to su fluorescentne boje, enzimi, radioaktivni izotopi itd. Promjena
boje ili prac¢enje radioaktivnih izotopa omogucavaju vizualizaciju kompleksa u svrhu prac¢enja
lokalizacije 1 ekspresije zeljenog proteina od interesa u odredenom tkivu, odnosno u stanici.
Obzirom na to imamo li izravno vezanje obiljeZenog antitijela na antigen ili ne, razlikujemo
direktne, odnosno indirektne metode kod kojih je na antigen prvo vezano primarno antitijelo,
a potom je na primarno anitijelo vezano obiljezeno sekundarno anitijelo (slika 2.4.).
Antititijela mogu biti monoklonska ili poliklonska. Poliklonska antitijela proizvode
razliCite stanice S$to kao rezultat daje imunokemijsku razli¢itost te se zbog toga vezu na
razliite epitope na antigenu. Suprotno tome, monoklonska antitijela su od istog klona stanica
I imunokemijski su identi¢ni te stoga reagiraju sa istim specifi¢nim epitopom na antigenu na

koji su usmjerena.

ciljni antigen
Smo
> 4
pr |marr‘o
antitijelo

sekundarno
antitijelo

Slika 2.5. Princip imunohistokemijskog bojanja antitijelima.®* Na antigen, odnosno
ciljni protein od interesa SMO veZe se primarno antitijelo specifi¢no za taj protein. Na
primarno antitijelo veze se sekundarno antitijelo specifi¢no za Fc fragment primarnog

antitijela. Sekundarno antitijelo je konjugirano s biotinom koji ima veliku specifi¢nost za
glikoprotein avidin (A) koji je obiljezen peroksidazom (P). Zeljeni protein se vizualizira
dodatkom diamidobenzidina (DAB), supstrata peroksidaze koji nakon cijepanja stvara smedi

talog.
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2.8.2. Imunofluorescencija

Imunofluorescencija je imunokemijska metoda kod koje se imunokompleks antigen-antitijelo
detektira fluorecentno obiljezenim sekundarnim antitijelom. Fluorescentne tvari koje se
koriste najceS¢e su fluorescein, rodamin, Texas Red, DAPI itd. Njihovim vezanjem na
antitijela ne dolazi do gubitka specifi¢nosti ni reaktivnosti antitijela.

Fluorescentna tvar (fluorofor) apsorbira zrac¢enje odredene valne duljine ¢ime prelazi u
pobudeno elektronsko singletno stanje nakon ¢ega se procesom emisije vra¢a nazad u
osnovno stanje pri ¢emu emitira svjetlost odredene boje. Na taj nacin se promjenom boje
detektira imunokompleks. Ukoliko se fluorofor ireverzibilno ne unisti u pobudenom stanju

moze se uzastopno pobudivati i detektirati.
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valna duljina

Slika 2.6. Pobudni (iscrtkane linije) i emisijski (pune linije) spektri fluoresceina

(zeleno), Texas Red-a (crveno), DAPI-a (plavo).®*

2.9. Protoc¢na citometrija

Proto¢na citometrija je kvantitativna metoda kojom se mogu analizirati razliita svojstva
stanica, ali i drugih bioloskih ¢estica. Ima jako veliku primjenu u dijagnostici kao i praéenju

terapija.

2.9.1. Dijelovi i nacelo rada protocnog citometra

Proto¢ni citometar ima 3 glavna dijela: protocni, opticki i elektronicki dio. Proto¢ni sustav
¢ine pokretacka tekucina, suspenzija stanica i zracni pritisak. Dijelovi optickog sustava su
laser kao izvor zragenja, leée, filteri i osjetnici.3>%

Proto¢ni sustav tjera stanice iz stani¢ne suspenzije pojedinacno laminarnim protokom

(brzina protoka se moZe podeSavati) kroz sustav uske kapilare kojim dolaze do optickog dijela
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gdje se izlazu laserskom svjetlu. Stupanj rasprSenja svjetlosti iste valne duljine je pokazatelj
fizickih osobina stanica. Dio svjetlosti koji se postrani¢no raspr$i odgovara stani¢noj
granuliranosti, odnosno kompleksnosti unutrasnje stanice, dok dio rasprSen u smjeru izvora
zraCenja odgovara veli¢ini stanice. Detektori za fluorescenciju ocitavaju fluorescentni signal
koji potjece od fluorokroma kojim su stanice prethodno obiljezene. Za svaku valnu duljinu
postoji odgovarajuéi detektor. Kao fluorokrom za odredivanje faza stanicnog ciklusa se

najéesée koristi propidij-jodid.*®

2.9.2. Primjena protocne citometrije u svrhu odredivanja stanicnog ciklusa

Fluorescentni signal koji se detektira potjece od fluorokroma kojim se obiljezavaju stanice.
Fluorokromi u stanicama kompleksiraju s molekulama DNA, pa je samim time intenzitet
fluorescencije proprocionalan koli¢ini DNA. Prema samoj koli¢ini DNA u stanicama i
veliini stanice, moguée je razvrstati stanice po fazama stani¢nog ciklusa. Program koji je
ugraden u proto¢ni citometar preracunava emitirane svjetlosne signale u histogram u kojem su
prikazani intenziteti fluorescencije koji odgovaraju broju stanica u pojedinim fazama ciklusa.
Na taj na¢in mozemo pratiti kako razli¢iti faktori (kemijski i fizikalni agensi) utjecu na

stani¢ni ciklus u odnosu na kontrolne stanice.®®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Uzorci tkiva

Za potrebe ovog istrazivanja eksperimenti su se provodili na arhivskim parafinskim tkivima
primarnih melanoma koze stadija Tis i T4 (tablica 2.3.), prikupljenih tijekom kirurskih

operacija i ustupljenih od strane Klini¢kog bolnickog centra Sestre milosrdnice u Zagrebu.

3.2. Stanicne linije

U ovom eksperimentu koristene su trajne stani¢ne linije melanoma WM793B i LM6 kao
model primarnog te A375M i Mel224 kao model metastatskog melanoma. Stani¢ne linije su
dobivene od dr. sc. Nede Slade, Laboratorij za proteinsku dinamiku, Zavod za molekularnu

medicinu, Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb.

3.3. Kemikalije

Tris (SigmaAldrich)

Tween (SigmaAldrich, P 2287- 500 ml)
NaCl (Kemika, p.a.)

1M HCI (Kemika, p.a.)

NasCsHs07 x 2H20 (Kemika, p.a.)

3.4. Rad sa stani¢nim kulturama

Prilikom rada sa stanicnim kulturama bitno je da se sve odvija u sterilnim uvjetima. Sav
potreban pribor i kemikalije (otopine, puferi i mediji) su sterilizirane. Rukovanje svime $to je
vezano uz stani¢ne kulture odvija se u posebnom kabinetu za rad u sterilnim uvjetima sa
laminarnim protokom zraka. Radna povrsina laminara brise se 70%-tnim alkoholom prije i

nakon svake upotrebe, te sterilizira paljenjem UV svjetla kada nije u upotrebi.
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3.4.1. Odmrzavanje stanica

Trajne stani¢ne linije su bile pohranjene u mediju za zamrzavanje (50% FBS, 40% medij,
10% DMSO) u krio-ampulama u teku¢em dusiku. Postupak odmrzavanja bitno je $to brze
napraviti kako u procesu ne bi doSlo do fizickog oSteCenja stanica. U sterilnu staklenu
epruvetu stavljeno je 5 mL medija u kojem stanice rastu. Za trajne stani¢ne linije LM6, A375
I WM793B medij za rast je RPMI (Gibco) medij sa 10% fetalnog govedeg seruma (FBS), 1%
L-glutamina i 1% natrijevog piruvata. Mediju za rast stani¢ne linije Mel224 je uz sve ovo
prethodno navedeno dodano jos$ i 0,5% neesencijalnih aminokiselina. Ampula sa stanicama
zagrijana je u ruci toliko dugo dok se zaledena smjesa nije odvojila od stijenke ampule, a
veéina sadrzaja joS ostala zaledena. Sadrzaj je zatim brzo prebacen u staklenu epruvetu s
medijem, te centrifugiran (5 min, 1200 g). Na taj nacin stanice su isprane od krioprotektanta
DMSO (dimetilsulfoksid) i istalozene na dno epruvete. Odmah nakon centrifugiranja
supernatant je dekantiran, a talog stanica resuspendiran u 5 mL medija i prenesen u plasti¢nu
Petrijevu zdjelicu. Kako bi se sadrzaj sa stanicama jednoliko rasporedio, bilo je potrebno
protresti Petrijevu zdjelicu, nakon Cega su stanica pohranjene u inkubator na temperaturu od
37°C i atmosferu s 5% CO:x.

3.4.2. Presadivanje i odrzavanje stanica u kulturi

Stani¢ne kulture koje su koriStene u ovom eksperimentu rastu prihvacene za podlogu.
Promjena medija u takvim stani¢énim kulturama radena je svaka tri dana na nacin da je
pipetom pokupljen i zatim bacen sav stari medij, dok je novom ¢istom pipetom dodano 5 mL
svjezeg medija. Nakon S§to su narasle toliko da su gotovo prekrile podlogu (postale
konfluentne), stanice su presadene na nacin da je prvo uklonjen sav medij nakon ¢ega je na
stanice dodano 5 mL fosfatnog pufera PBS (1,7 mM KH2POs, 136 mM NaCl, 1mM
Na2HPOg4, pH 7,2 ). Petrijeva zdjelica je kratko proljuljana, nakon ¢ega je PBS izvaden i
bacen.Na taj nacin stanice su isprane od zaostalog seruma iz medija. Na stanice je dodan 1
mL tripsina (0,05% w/v + 1 mM EDTA), a prethodnim korakom ispiranja sprijeCena je
moguca inaktivacija tripsina serumom. Stanice su ostavljene 5-10 minuta kako bi se
tripsinizirale (odvojile od podloge). Nakon $to su se odvojile, na stanice je dodano 5 mL
svjezeg medija (bilo je potrebno resuspendirati par puta propuhivanjem kroz pipetu), a potom

je na Cistu Petrijevu zdjelicu nasadeno 1 mL te otopine, te je nadopunjeno medijem do 5 mL.
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3.4.3. Nasadivanje stanica na pokrovnice u komorice sa Sest bunari¢a

Za potrebe imunofluorescencije i imunocitokemijskog bojanja bilo je potrebno nasaditi
stanice na pokrovnice u komorice sa 6 bunari¢a. Pokrovnice su uzete pincetom, nakon ¢ega su
uronjene u alkohol 1 sterilizirane provlacenjem kroz plamen plamenika. U svaki bunari¢ je
potom stavljena po jedna pokrovnica. 1z petrijevke sa kulturom stanica je uklonjen medij, a
zatim je na stanice dodano 5 mL PBS-a, nakon ¢ega je uslijedio korak tripsinizacije identi¢an
onome opisan u prethodnom odlomku. Resuspendirane stanice su nasadene u bunarice s
pokrovnicama na nacin da je u svaki bunari¢ dodano 500 uL suspenzije stanica na §to je jos
dodan 1,5 mL medija tako da je ukupan volumen u svakom bunari¢u bio 2 mL. Nakon svakog
nasadivanja, ostatak stanica je presaden tako Sto je 1 mL resuspendirane otopine vracen u
Petrijevu zdjelicu te mu je dodano 5 mL medija. Nasadene stanice, kao i presadene, stavljene

su u inkubator na 24 h kako bi se prihvatile za podlogu.

3.4.4. Tretmani stanica

1,5 x 10° stanica je nasadeno na pokrovnice u komorice sa 6 bunari¢a, nakon ¢ega su
ostavljene u inkubatoru 24 h da se zalijepe. Iduci dan su stanice tretirane spojevima: GANT61
(Selleckchem, S8075) u kona¢nim koncentracijama 10 uM i 20 uM, SAG (konacna
koncentracija 10 uM) i etopozidom (ETO) (Sigma-Aldrich, kona¢na koncentracija 1 uM) kao
pozitivnom kontrolom. Etopozid je alkaloidni citostatik koji vezanjem na protein
tubulinsprjeCava stvaranje diobenog vretena te zaustavlja rast stanica u metafazi mitoze 1 G2
fazi stani¢nog ciklusa.®” Tretirane stanice su ostavljene 24 h u inkubatoru, nakon ¢ega su
spremne za skidanje prije analize stani¢nog ciklusa na instrumentu MUSE Cell Analyzer

(Merck Millipore).

3.4.5. Skidanje stanica za analizu na instrumentu MUSE Cell Analyzer (za odredivanje

stanicnog ciklusa)

Iz bunaric¢a na koje su nasadene tretirane stanice na pokrovnice prikupljen je sav supernatant i
dodan u epruvetu od 15 mL. Stanice na pokrovnicama su isprane PBS-om te je PBS
prikupljen i dodan supernatantu u epruveti, nakon ¢ega su stanice jo§ i tripsinizirane te su
prikupljene i dodane u epruvetu sa supernatantom i PBS-om. Sve zajedno je stavljeno u

centrifugu (5 min, 1200 g), nakon Cega je supernatant otklonjen, a talog ispran s 1 mL PBS-a
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te centrifugiran (5 min, 1200 g). Supernatant je ponovno otklonjen te je talog resuspendiran u
rezidualnom PBS-u (ono $to je ostalo na talogu nakon uklanjanja supernatanta). Tresuci
stanice na vortexu dodan je 1 mL kap po kap ledeno hladnog 70%-tnog etanola (Sigma
Aldrich), nakon ¢ega su stanice pohranjene preko no¢i na -20°C. Slijede¢i korak je priprema

stanica za ocitanje na instrumentu MUSE.

3.4.6. Priprema stanica za ocitanje na instrumentu (MUSE CelL Analyzer)

Od stanica pohranjenih u etanolu uzeto je 500 uL u mikroepruvetu volumena 1,5 mL i
stavljeno na centrifugu (5 min, 1200 g), nakon ¢ega je supernatant otklonjen, a talog ispran u
1mL-u PBS-a i centrifugiran (5 min, 1200 g). Supernatant je otklonjen,a na talog je dodano
100 uL MUSE CELL CYCLE reagensa (Millipore) te je ostavljeno u mraku pola sata na
sobnoj temperturi. Nakon tih pola sata stanice su bile spremne za ocitavanje. Ocitavanje se
obavljalo na nacin da se mikroepruveti odrezao poklopac, nakon cega se stavila u

odgovarajuci drza¢ u MUSE instrumentu, te pokrenuo postupak ocitanja.

3.5. Odredivanje stani¢nog ciklusa metodom protocne citometrije

Ocitanje je radeno na mini proto¢nom citometru MUSE Cell Analyzer (Millipore). Uzorci
stanica za analizu na instrumentu MUSE su pripremljeni na nacin opisan u poglavlju 3.3.6. Za
svaki uzorak oc€itanje je ponovljeno dva puta. Svi o¢itani podaci spremaju se na racunalo, koje

je u sklopu instrumenta.

3.5.1. Racunalna obrada i analiza ocitanih podataka

Nakon $to su obavljena o€itanja na instrumentu MUSE Cell Analyser, svi podaci su
prikupljeni na racunalu koje se nalazi u samom instrumentu. Podaci su obradeni pomocu
progama MUSE Analysis Software na sljede¢i nacin: nakon S$to se otvori program odabran je
zeljeni test, u ovom slucaju stani¢ni ciklus (Cell Cycle) (slika 3.1.a), nakon cega je odabrana
opcija View Results (jedina koja se moze odabrati) za analizu mape s podacima prikupljenih
tijekom analize na instrumentu. Dobiveni rezultati su prikazani kao postotak stanica u
pojedinim fazama (slika 3.1.b) koji su dodatno doradeni odabirom funkcije plots (slika 3.1.b)
gdje se nalaze histogram i dvoparametarski dijagram populacije stanica. Na histogramu
imamo prikaz kolicine DNA u stanici (x-0S) te broj stanica (y-0s). Namjeste se pikovi

(markeri) koji prikazuju granice pojedinih faza stani¢nog ciklusa. Pik s najmanjom koli¢inom
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DNA odgovara G1, srednji dio odgovara S fazi, a pik s najve¢om kolicinom DNA odgovara

G2/M obzirom da kako stanica prolazi kroz faze stanicnog ciklusa, povecava se koli¢ina DNA

unutar same stanica (udvostru¢enje DNA). Namjeste se pikovi (markeri) koji prikazuju

granice pojedinih faza stani¢nog ciklusa (Slika 3.2.a).

Iz dvoparametarskog dijagrama

populacije stanice je prikazan koji raspon stanica se mjerio (sve izvan crvenog pravokutnika

je odbaceno, jer se radi o praznim stanicama ili agregatima) (sliaka 3.2.b). Dobiveni postotci

su potom uneSeni u Excel dokument u programskom paketu Office 1 graficki obradeni.
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Slika 3.1. Prikaz prozora MUSE Analysis softvera; a) prikaz po¢etnog prozora programa u

kojem se odabire Zeljeni test; b) prikaz rezultata (postotak stanica u pojedinim fazama)
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Slika 3.2. Prikaz prozora MUSE Analysis softvera; a) prikaz histograma s pikovima pojedinih
faza stani¢nog ciklusa; b) prikaz dvoparametarskog dijagrama populacije stanica

3.6. Imunohistokemijsko bojanje (IHC)

Imunohistokemijsko bojanje je provedeno na 67 uzoraka tkiva primarnih melanoma
uklopljenih u parafin. Za svaki uzorak pripremljena su minimalno dva prereza, jedan za
kvantifikaciju proteina GLI1 i drugi za protein GLI3. Visak prereza je koriSten kao negativna
kontrola u svakom ciklusu bojanja. Koristen je protokol tvrtke Aviva Systems Biology i jedan
ciklus imunohistokemijskog bojanja se odvija u dva dana.®

1. DAN: Prvi korak je bio uklanjanje parafina iz tkivnih prereza na nacin da je u
staklenu kadicu u kojoj se nalaze predmetna stakalca tkivnih prereza dodana otopina BioClear
(BioGnost) tri puta po tri minute. BioClear je sredstvo na bazi ksilena (nepolarno otapalo)
koje otapa parafin. Nakon deparafinizacije je uslijedila rehidracija uranjanjem stakalaca u niz
vodenih otopina etanola, u kojima se postupno povecava udio vode. Prvo su stakalca bila

uronjena 2 puta po tri minute u apsolutni etanol (Sigma Aldrich), pa 2 puta po minutu u 95%-
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tni etanol i jo§ 2 puta po minutu u 70%-tni etanol. Rehidrirani uzorci su potom isprani u
destiliranoj vodi u trajanju od 1 minute. U meduvremenu je u mikrovalnoj peénici zagrijana
prethodno pripremljena otopina za renaturaciju proteina, tzv. Epitope Retrieval Buffer (0,01
M Natrijev citratni pufer, pH 6,0; sastav i priprema pufera je prikazana u tablici 3.1) do
vrenja. Takoder, na zagrijavanje u mikrovalnu pecnicu je stavljena i posuda s vodom. Nakon
ispiranja u destiliranoj vodi u kadicu sa stakalcima je dodan zagrijani pufer, a kadica je
stavljena u posudu sa zagrijanom vodom, kako bi se odrzala toplina. Uzorci su se u puferu
inkubirali 20 minuta, nakon ¢ega su ostavljeni 20 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se
ohladili. Za vrijeme hladenja dolazi do renaturacije proteina, odnosno dolazi do otkrivanja
antigena koji su sakriveni prilikom fiksiranja tkiva u formaldehidu prije uklapanja u parafin.
Nakon hladenja stakalca su isprana puferom TBST (1x)(pripravljen je iz pufera TBST (10x);
sastav i priprema je prikazana u tablici 3.2.) u trajanju od 1 minute, a potom kako bi sprijecili,
odnosno blokirali, aktivnost endogene peroksidaze u kadicu sa stakalcima je dodano 100 mL
3%vodikovog peroksida u metanolu (10 mL 30% H20. + 90 mL MetOH) u trajanju od 10
minuta. U sljede¢em koraku su stakalca ponovo isprana 3 puta u TBST-u, a za to vrijeme je
pripremljena vlazna komora na nacin da se u plasticnu kutiju s poklopcem stavi par ubrusa
preko kojih se poslozi filter papir i sve zajedno se namoci destiliranom vodom. Vlazna
komora sprjeCava isuSivanje uzoraka tijekom koraka inkubacije. Nakon zadnjeg ispiranja
TBST-om, stakalca su ostavljena u kadici kako se preparati ne bi isusili te se jedno po jedno
stakalce izvadi iz kadice, filter papirom pokupi se viSak tekucine, a potom se svaki uzorak na
stakalcu okruzi PAP-PEN olovkom (Invitrogen). PAP-PEN olovka stvara hidrofobni trag oko
uzorka koji sprjeCava otjecanje tekucine s prereza. Na uzorke je potom dodana kap do dvije
(ovisno koliko je potrebno da se prekrije preparat) tekucine za blokiranje nespecificnog
vezanja antitijela (Protein Block Serum-Free, Dako) nakon Cega su uzorci stavljeni na
inkubaciju u vlaznu komoru u trajanju od 20 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije
filter papirom se pokupi visak tekuéine te je na svaki tkivni prerez dodano 60 puL otopine
primarnog antitijela. Primarna antitijela koja su koriStena u ovom istrazivanju su ze¢ji anti-
GLI1 IgG (Novus, NB600-600) i zec¢ji anti-GLI3 1gG (Proteintech,19949-1-AP). Navedena
antitijela je prije upotrebe bilo potrebno razrijediti u 2%-tnom BSA/TBST-u u odgovaraju¢em
omjeru: anti- GLI1 1gG : 2% BSA/ TBST =1 : 200 te anti- GLI3 1gG : 2% BSA/ TBST =1
100. Oba antitijela su poliklonska. Kao negativna kontrola je uzeta jedna kopija prereza koji

je bio u suvisku. Prilikom bojanja uzorka za negativnu kontrolu jedina razlika u postupku je
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Sto je umjesto primarnog antitijela dodano 60 uL 2% BSA/ TBST. Uzorci su, ukljucujuéi i
negativnu kontrolu, potom ostavljeni u vlaznoj komori preko no¢i na +4°C kako bi se
inkubirali.

2. DAN: Nakon inkubacije stakalca s uzorcima su isprana TBST-om 3 puta po minutu.
Nakon treceg ispiranja, filter papirom se pokupi visak tekucine te se na svaki preparat kapne
univerzalno sekundarno antitijelo obiljeZzeno biotinom (Biotinylated link, Dako LSAB +
System-HRP K067511). Uzorci su potom inkubirani u vlaznoj komori u trajanju od 10 minuta
na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su ponovo isprani TBST-om, ali samo jednom, filter
papirom je uklonjen visak tekucine te je na uzorke dodana otopina konjugata streptavidina i
peroksidaze iz hrena (Streptavidin-HRP, Dako LSAB + System-HRP K067511). Ponovo je
uslijedila inkubacija u vlaznoj komori u trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi, nakon
Cega su stakalca isprana TBST-om 3 puta po minutu. Kao i u prethodnim koracima ponovo je
filter papirom uklonjen viSak tekucine, a na uzorke je dodano 50 uL kromogena 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) (Dako, K346811) koji je svjeze pripremljen u priloZenom puferu
(Dako LSAB + System-HRP K067511) neposredno prije koriStenja (1 kap DAB-a na 1 mL
prilozenog pufera). DAB je supstrat peroskidaze pri ¢emu oksidacijom nastaje tamno smedi
talog na mjestu interakcije antitijela i proteina kojeg to antitijelo prepoznaje. Uslijedila je
inkubacija u vlaznoj komori u trajanju od 7 minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega su
stakalca isprana u destiliranoj vodi u trajanju od 5 minuta, a potom je u kadicu sa stakalcima
dodan hematoksilin u trajanju od 10 sekundi. Hematoksilin boji jezgre stanica plavo do
blijedo ljubicasto. Visak boje sa stakalaca je ispran u vodovodnoj vodi u trajanju od 5 minuta
(prvo se natoci voda nekoliko puta u kadicu i ispere pa potom ostavi stajati). Slijede¢i korak je
bio dehidracija preparata. Stakalca su isprana nizom vodenih otopina etanola 2 puta po minutu
sljede¢im redoslijedom: 70%-tni EtOH, 95%-tni EtOH i na kraju apsolutni etanol. Nakon
rehidracije stakalca su isprana u BioClear-u 3 puta po 3 minute, a potom je uslijedilo
uklapanje s odgovaraju¢im sredstvom (Biomount). Stakalca se nakon treeg ispiranja izvade
na suhi papirnati ru¢nik, obrisu se tragovi PAP-PENA, koliko je to moguce, kapne se medij za
uklapanje na preparat te se poklopi ¢istom pokrovnicom pazec¢i da ne zaostanu mjehurici

zraka. Uklopljeni preparati stavljeni su na susenje.
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Tablica 3.1. Sastav i priprava natrij-citratnog pufera (0,01 M, pH=6,0)

Komponenta Masa ili volumen
dest. H20 900 MI
NasCsHs507 X 2H.0 2,969

*nakon §to je NazCeHs07 X 2H20 otopljen u vodi, ¢asa s otopinom je dodana na magnetsku
mijesalicu, te je u ¢aSu uronjena prethodno kalibrirana elektroda nakon ¢ega je dodavan HCl

do pH=6,0

Tablica 3.2. Sastav i priprava TBST-a 10x *

Komponenta Volumen / mL

Tris aq (1 M) 100

NaCl & (5 M) 87,5
Tween** 5

*vodene otopine Tris-a i NaCl-a su dodane u ¢asu, potom je dodana voda do volumena od 1L,
nakon ¢ega je na magnetskoj mijesalici dodan Tween

**Tween je dodan mikropipetom kap po kap

3.7. Imunocitokemijsko bojanje (ICC)

Za razliku od imunohistokemijskog bojanja gdje su kao uzorci koriStena tkiva, postupci
imunocitokemijskog bojanja provedeni su na uzorcima stani¢nih linija. Prije samog postupka
bojanja koje se takoder odvija u dva dana, bilo je potrebno prethodno nasaditi stanice na
pokrovnice u komorice sa 6 bunarica kao §to je opisano u poglavlju 3.4.3. Svaka stani¢na
linija nasadena je u 3 bunaric¢a (negativna kontrola, GLI1, GLI3) dakle bojanje je provedeno
na 24 uzorka.

1. DAN: Iz svakog bunari¢a komorice, u kojem su se nalazile pokrovnice sa stanicama,
mikropipetom je izbacen medij, a potom su pokrovnice isprane 3 puta u PBS-u. Nakon toga
kako bi fiksirali stanice na pokrovnice u svaki bunari¢ komorice je dodan 1ml 3,6%-tnog
paraformaldehida u trajanju od 15 minuta. Treba paziti da se prilikom ispiranja i dodavanja
otopina mikropipetom tekucina ispusta sa strane, a ne direktno po pokrovnicama kako bi se
izbjeglo ispiranje stanica s pokrovnica. Nakon fiksacije su pokrovnice opet isprane 3 puta u

PBS-u nakon ¢ega je dodan 1 mL metanola u trajanju od 15 minuta na sobnoj temperaturi.
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Uloga metanola je permeabilizacija stanicne membrana ¢ime se antitijelima omogucuje
ulazak u stanicu. Nakon 15 minuta pokrovnice su ponovo isprane 3 puta u PBS-u, a potom
prebaCene u Falcon komorice sa 6 bunarica. U meduvremenu je u mikrovalnoj pecnici
zagrijana prethodno pripremljena otopina za renaturaciju proteina (Epitope Retrieval buffer)
(0,1 M natrij-citratni pufer, pH=6,0; tablica 3.1.) do vrenja. U svaki bunari¢ je dodan 1ml
zagrijanog pufera u trajanju od 10 minuta nakon ¢ega su ostavljeni jo§ 20 minuta na sobnoj
temperaturi kako bi se ohladili. Za vrijeme hladenja dolazi do renaturacije proteina, odnosno
dolazi do otkrivanja antigena koji su sakriveni prilikom fiksiranja i uklapanja. Nakon toga
pokrovnice su isprane jednom u PBS-u, a potom je u svaki bunari¢ dodan 1mL 3%-tnog
vodikovog peroksida u metanolu (metanol : 30% H20>=9 : 1) u trajanju od 10 minuta kako bi
blokirali aktivnost endogene peroksidaze. U idu¢em koraku je uslijedilo ponovno ispiranje
pokrovnica u PBS-u 3 puta, a potom kako bi se blokirale nespecificno vezanje antitijela je
dodan Protein Block Serum-Free (Dako). Za svaku komoricu sa 6 bunari¢a se uzme komad
parafilma na koji se kapne onoliko kapi seruma koliko ima pokrovnica, te se svaka
pokrovnica izvrne na kap seruma i inkubiraju se pola sata. U sljede¢em koraku na komad
parafilma je nakapano 50 uL (volumen za 1 pokrovnicu) primarnog antitijela na koje se
izvrnu pokrovnice. Primarna antitijela koja su koriStena u ovom istrazivanju su zecji anti-
GLI1 IgG (Novus, NB600-600) i zecji anti-GLI3 IgG (Proteintech,19949-1-AP). Navedena
antitijela je prije upotrebe bilo potrebno razrijediti u 2%-tnom BSA/ PBS-u u odgovaraju¢em
omjeru: anti- GLI1 1gG : 2% BSA/ PBS =1 : 200 te anti- GLI3 1gG : 2% BSA/ PBS =1 :
100. Jedno i drugo antitijelo je poliklonsko. Prilikom bojanja uzorka za negativhu kontrolu
jedina razlika u postupku je §to je umjesto primarnog antitijela na stanice dodano 50 pL 2%
BSA/ PBS-a. Stanice su potom inkubirane preko no¢i na +4°C.

2. DAN: Nakon inkubacije pokrovnice su isprane 3 puta u PBS-u,a potom je na komad
parafilma nakapano univerzalno sekundarno antitijelo (Biotinylated link, Dako LSAB +
System-HRP K067911) te su stanice inkubirane pola sata na sobnoj temperaturi (na svaku kap
sekundarnog antitijela se izvrne jedna pokrovnica). Ponovo je uslijedilo ispiranje pokrovnica
3 puta u PBS-u nakon ¢ega je na komad parafilma dodana otopina streptavidin-peroksidaze
(Streptavidin-HRP, Dako LSAB + System-HRP K0679) na koju su izvrnute pokrovnice i
inkubirane pola sata. Nakon pola sata pokrovnice su ponovo isprane u PBS-u tri puta, a na
parafilm je nakapan kromogen DAB. Pokrovnice su izvrnute na DAB i inkubirane 7 minuta, a

potom isprane u vodoovodnoj vodi u trajanju od 5 min. Nakon toga na parafilm je nakapan
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hematoksilin na koji su izvrnute pokrovnice na 10 sec te potom isprane u vodovodnoj vodi u
trajanju od 10 minuta. Zadnji korak je bio uklapanje. Na ¢istu predmetnicu dodana je kap
sredstva za uklapanje Biomount na §to je izvrnuta pokrovnicasa stanicama pritom pazeéi da

ne zaostanu mjehurici zraka.

3.8. Imunofluorescencija (IF)

U ovom postupku su takoder kao wuzorci koriStene stani¢ne linije. Kao 1 kod
imunocitokemijskog bojanja stanice je bilo potrebno prethodno nasaditi na pokrovnice prema
postupku prethodno opisanom u poglavlju 3.4.3. Prema protokolu bojanje se takoder odvija u
dva dana.

1. DAN: Postupak je identiCan onome opisanom u postupku imunocitokemijskog
bojanja.

2. DAN: Nakon inkubacije uslijedilo je ispiranje pokrovnica PBS-om 3 puta. U idu¢em
koraku je na komad parafilma nakapano 50 puL sekundarnog antitijela obiljezenog bojom
Texas Red (fluorescira crveno) za detekciju proteina od interesa Sto ¢ini glavnu razliku ovog
protokola u odnosu na imunocitokemijsko bojanje gdje je za to koriSten kromogen.
Pokrovnice sa stanicama su izvrnute na kapljice sekundarnog antitijela, a potom inkubirane 1
sat u mraku (komorice sa 6 bunarica omotane folijom). Nakon inkubacije je uslijedilo
uklapanje na predmetno stakalce pomocu sredstva za uklapanje Biomount (BioGnost) koji
sadrzi boju DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) koja sluzi za protubojenje jezgri. Nakon
uklapanja, preparati su ostavljeni na susenju u mraku (1 dan), nakon ¢ega su fiskirani lakom

za nokte.

3.9. Mikroskopiranje

Ocitavanje je radeno na svjetlosnom (Zavod za molekularnu biologiju) i konfokalnom (Zavod
za molekularnu biologiju) mikroskopu.

Marka koristenog konfokalnog mikroskopa je Leica TCS-SP2-AOBS (Microsystem,
Njemacka) i ima objektiv 63 x 1,40 OI. Imunofluorescentne slike su analizirane softverom

Leica Confocal.
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3.10. Racunalna metoda kvantifikacije imunohistokemijskih rezultata

Kvantifikacija, tj. odredivanje intenziteta imunohistokemijskog bojanja preparata provedena
je racunalnom analizom digitalnih fotografija u programu Adobe Photoshop CS2 9.0. Na
svjetlosnom mikroskopu uslikane su digitalne fotografije svih uzoraka tkiva. Za sve slike
histoloSkih preparata namijenjenih za mjerenje intenziteta obojenja koriSteno je povecanje
100x. Intenzitet obojenja odreden je metodom koju su predstavili Pham 1 sur. 2007.
Spomenuta metoda koristi Cyan/Magenta/Yellow/Key (CMYK) model za automatsku
racunalnu procjenu intenziteta pozitivnog signala bojenja u zutom dijelu spektra. Prednost ove
metode je da ne zahtijeva skupe i specijalizirane programe za kvantifikaciju rezultata
imunohistokemijskog bojenja, a istovremeno pruza vrlo visoku korelaciju sa uobicajenim
metodama procjene intenziteta obojenja od strane lijecnika patologa.
Prilikom izvodenja ove metode ucinjeni su sljedeci koraci:

e Slika je pretvorena u CMYK oblik (eng. Convert to CMYK) (slika 3.3.)

e Odabran je zuti kanal (eng. sellect yellow chanel) (slika 3.4.)

e Odabran je sav pozitivan signal na slici (eng. select color range - higlights, inverted)

(slika 3.5.)
e Funkcijom Histogram oditan je prosjecni intenzitet zutog signala (eng. histogram —

read average yellow intensity) (slika 3.6.)
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Slika 3.3. Prikaz prozora s analiziranom digitalnom fotografijom u programu Adobe
Photoshop CS2 9.0. Odabrana je opcija prebacivanja u CMYK oblik.
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Slika 3.4. Prikaz prozora s analiziranom digitalnom fotografijom u programu Adobe

Photoshop CS2 9.0. Odabrana je opcija Zuti kanal.
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Slika 3.5. Prikaz prozora s analiziranom digitalnom fotografijom u programu Adobe
Photoshop CS2 9.0. Odabrana je opcija sav pozitivan kanal na slici.
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Slika 3.6. Prikaz prozora s analiziranom digitalnom fotografijom u programu Adobe

Photoshop CS2 9.0. Prikaz ocCitanog prosje¢nog intenziteta Zutog signala.
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Ovako ocitani brojevi su upisani u Excel dokument u programskom paketu Office. Obzirom
da histogram mjeri broj svijetlih piksela, a nas zanima broj tamnih, Zeljena vrijednost
intenziteta obojenja dobivena je oduzimanjem ocitane srednje vrijednosti piksela od broja
255, jer je raspon za svaku boju u CMYK modu 0-255. Na primjeru prikazanom na slikama
3.1-3-4 dobiven je srednji broj piksela 137,51. Dakle, intezitet obojenja proteina GLI1 za ovu
sliku (uzorak) iznosi 255-137,51=117,49, pri ¢emu broj 255 oznacava maksimalni moguci
broj bijelih piksela, kod potpunog nedostatka obojenja.

Da bi ovako dobivene rezultate prikazali u obliku semi-kvantitativne skale koja je
uobicajena kada patolog procjenjuje intenzitet imunohistokemijskog bojanja (skala 0-3 / gdje
0 oznacava odsutnost, a 3 maksimalni intenzitet obojenja), dobivene vrijednosti intenziteta su
kategorizirane u Cetiri skupine. Maksimalna izmjerena vrijednost srednjeg broja piksela za
negativne kontrole (u nasem slucaju 57,94) oznaena je kao gornja granica negativnog
rezultata (skupina 0). Preostali raspon od navedene maksimalne vrijednosti za negativne
kontrole do maksimalne vrijednosti izmjerene za svaki pojedini protein je podijeljen na tri
jednaka dijela koji predstavljaju intenzitete bojanja (skupine) 1, 2 i 3. Intenzitet obojenja
izmjeren za svaki preparat je kategoriziran u tako definirane Cetiri skupine, posebno za GLII i

posebno za GLI3 protein.

3.11. Statisticka analiza rezultata

Razlika u distribuciji kategorija imunohistokemijskog obojenja ovisno o tipu proteina ili T
stadiju melanoma testirana jer pomocu hi-kvadrat testa. Normalnost distribucije postotaka
stanica u pojedinoj fazi stani¢nog ciklusa testirana je pomocu D'Agostino-Pearsonovog testa.
Razlika u stanicnom ciklusu izmedu netretiranih i tretiranih stanica testirana je pomocu
jednosmjerne analize varijance (one-way ANOVA) uz koriStenje Dunnetovog post hoc testa
za medusobnu usporedbu svakog pojedinog tretmana s netretiranim stanicama. P-vrijednosti
manje od 0,05 smatrane su statisticki znacajnim. Statisticka analiza provedena je pomocu

programa MedCalc 18.2.1 (MedCalc Software) i GraphPadPrism 7.0.1 (GraphPad Software).
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Ekspresija proteina GLI1 i GLI3 u uzorcima tkiva primarnih

melanoma

Ekspresija proteina GLI1 1 GLI3 u primarnom melanomu koZe istrazena je
imunohistokemijskim bojanjem 67 arhivskih uzoraka tumorskog tkiva, a razina ekspresije
odredena je racunalnom analizom digitalnih mikroskopskih fotografija tkivnih preparata.

Intenzitet obojenja preparata na testirane proteine prikazan je u skali od 0 do 3, gdje 0
predstavlja izostanak pozitivne reakcije, a 3 najveci intenzitet bojanja, odnosno jaku
ekspresiju promatranog proteina. Ovako izraZene vrijednosti govore o prisutnosti i intenzitetu
ekspresije testiranih proteina signalnog puta HH-GLI, GLI1 i GLI3.

Rezultati imunohistokemijske analize pokazali su da veéina uzoraka tkiva primarnog
melanoma pokazuje ekspresiju proteina GLI1 i GLI3. Najvise uzoraka imalo je intenzitet 1 za
oba proteina, dok je broj uzoraka s intenzitetom 2 bio podjednak za protein GLI1 i GLI3.
Najmanji broj uzoraka je pokazao najjaCe obojenje intenziteta 3. StatistiCka analiza je
pokazala da nema znacajne razlike u jaCini obojenja izmedu proteina GLI1 i GLI3
(P=0,1397).

Postojanje ekspresije transkripcijskih faktora GLI1 i GLI3 potvrduje da je signalni put

HH-GLI aktivan u melanomu, §to su veé pokazala dosada$nja istrazivanja.*®

Tablica 4.1. Rezultati intenziteta imunohistokemijske reakcije na testirane proteine GLI1 i
GLI3 u parafinskim uzorcima tkiva primarnog melanoma koze. 0 - izostanak pozitivne
reakcije, 1 - slaba pozitivna reakcija, 2 - umjerena pozitivna reakcija, 3 - jaka pozitivna
reakcija, n - broj uzoraka tkiva. Intenzitet obojenja odreden je na temelju mikroskopskih

fotografija histoloskih preparata u programu Adobe Photoshop inacica CS2 9.0.

GLI1 GLI3
Intenzitet n % n %
0 8 11,94 3 4,48
1 29 43,28 38 56.72
2 24 35,82 24 35,82
3 6 8,96 2 2,99
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Nadalje je promatrana ekspresija proteina GLII1 i GLI3 u razli¢itim stadijima primarnog
tumora: Tis i T4. Tis stadij se definira kao melanom in situ kod kojeg nema invazije, dok kod
T4 stadija dolazi do invazije cijelog dermisa i hipodermisa, a postoji i moguénost
metastaziranja. Tis ima najbolju prognozu, dok suprotno tome T4 ima najlosiju prognozu.
Rezultati mog istrazivanja pokazuju da kod ekspresije proteina GLI1 u uzorcima
tumora stadija Tis prevladava intenzitet 1, dok je u uzorcima stadija T4 ekspresija proteina
GLI1 jaca, odnosno prevladava intenzitet 2 (tablica 4.2.). Statisticka analiza je potvrdila da
postoji znacajna razlika u jacini ekspresije izmedu stadija Tis 1 T4 (P=0,0153). Ista situacija se
moze primijetiti i kod ekspresije proteina GLI3 (tablica 4.3.) kod kojeg takoder postoji

statisticki znacajna razlika u intenzitetu obojenja izmedu tumora stadija Tis i T4 (P=0,0008).

Tablica 4.2. Intenzitet ekspresije proteina GLI1 u uzorcima tkiva tumora u stadiju Tis i T4.
Statisti¢ki znacajna vrijednost P=0.0153. O - izostanak pozitivne reakcije, 1 - slaba pozitivna
reakcija, 2 - umjerena pozitivna reakcija, 3 - jaka pozitivna reakcija, n- broj uzoraka tkiva.

Tis T4
Intenzitet n % n %
0 5 13,89 3 9,68
1 20 55,56 9 29,03
2 10 27,78 14 45,16
3 1 2,78 5 16,13

Tablica 4.3. Intenzitet ekspresije proteina GLI3 u uzorcima tkiva tumora u stadiju Tis i T4.
Statisticki znacajna vrijednost P=0,0008. 0 - izostanak pozitivne reakcije, 1 - slaba pozitivha
reakcija, 2 - umjerena pozitivna reakcija, 3 - jaka pozitivna reakcija, n - broj uzoraka tkiva.

Tis T4
Intenzitet n % n %
0 3 8,33 0 0,00
1 25 69,44 13 41,94
2 8 22,22 16 51,61
3 0 0,00 2 6,45

Na fotografijama histoloskih preaprata tkiva postoji vidljiva razlika u intenzitetima
ekspresije proteina. Pozitivna reakcija ekspresije se ocitava kao smede obojenje, a samim time

Sto je prisutnije i intenzivnije smede obojenje veca je ekspresija proteina. Na nekim uzorcima

Kristina Sladi¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 37

tkiva vidljivo je i smede obojenje za intenzitet 0, ali uzrok tom obojenju je uglavnom pigment

melanin. (slika 4.1.)

Slika 4.1. Mikroskopska fotografija histoloskog preparata na koji nije dodano
primarno antitijelo (negativna kontrola). Na ovom preparatu tamno smede obojenje daju zrnca

melanina.

Pri usporedbi izgleda tkiva za stadij Tis vidi se kako je epitel uglavnom zagladen bez
znacajnih invazija u dermis dok kod T4 stadija postoji jaka invazija dermisa i porast tumorske
mase, te epitel vise nije zagladen (slika 4.2. — 4.5.).

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju poveznicu izmedu ekspresije proteina GLI1 i
GLI3 sa razli¢itim stadijem primarnog tumora. Sto je tumor invazivniji (stadij T4), to je veéa
ekspresija proteina, odnosno prevladavaju tumori intenziteta 2. S druge strane kod uzoraka
tumora u pocetnom stadiju (Tis) prevladava ekspresija intenziteta 1. Takoder, tumori najjaceg
intenziteta 3 gotovo isklju¢ivo pripadaju stadiju T4 (tablica 4.2.14.3.).

Ostaje za utvrditi kakva je razina ekspresije proteina GLI1 i GLI3 u tumorima stadija
T1, T2 i T3, odnosno postoji li linearna povezanost ekspresije ta dva proteina sa stadijem
razvoja primarnog melanoma. Takoder, §to je jo§ vaznije, potrebno je istraziti moze li se
razina proteinske ekspresije povezati i sa stopom preZivljenja pacijenata, pri ¢emu bi se
proteini GLI mogli koristiti kao moguc¢i prognosticki biljezi kod oboljelih od primarnog

melanoma koze.
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Slika 4.2. Mikroskopske fotografije histoloskih preparata. Na slici su prikazani rezultati

bojanja uzorka tkiva klasificiranog prema TNM kao stadij Tis. Slike A-D prikazuju ekspresiju
proteina GLI1 u intenzitetu 0-3 (A- 0, B-1, C-2, D-3).
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Slika 4.3. Mikroskopske fotografije histoloSkih preparata. Na slici su prikazani rezultati

bojanja uzorka tkiva Klasificiranog prema TNM kao stadij T4. Slike A-D prikazuju ekspresiju
proteina GLI1 u intenzitetu 0-3 (A- 0, B-1, C-2, D-3).
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Slika 4.4. Mikroskopske fotografije histoloskih preparata. Na slici su prikazani rezultati
bojanja uzorka tkiva klasificiranog prema TNM kao stadij Tis. Slike A-D prikazuju ekspresiju
proteina GLI3 u intenzitetu 0-2 (A- 0, B-1, C-2).
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Slika 4.5. Mikroskopske fotografije histoloskih preparata. Na slici su prikazani rezultati
bojanja uzorka tkiva klasificiranog prema TNM kao stadij T4. Slike A-C prikazuju ekspresiju
proteina GLI3 u intenzitetu 1-3 (A-1, B-2, C-3)
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4.2. Ekspresija proteina GLI1 i GLI3 u humanim stani¢nim linijama

melanoma

Ekspresija proteina GLI1 i GLI3 u melanomima dodatno je istrazena u humanim stani¢nim
linijjama WM793B i LM6, kao modelima primarnog melanoma, te A375M i Mel224, kao
modelima metastatskog melanoma, metodom imunocitokemije.

Rezultati imunocitokemijskog bojanja pokazuju da i humane stani¢ne linije pokazuju
ekspresiju proteina GLI i GLI3 (slika 4.6.), dakle signalni put HH-GLI je aktivan u humanim
staniénim linijama melanoma. U stani¢nim linijama A375M i Mel224 ekspresija proteina
GLII 1 GLI3 je slicna. Razliku u ekspresiji vidimo kod stani¢nih linija WM793B 1 LM6 kod
kojih je uocena razlika u jacoj ekspresiji proteina GLI3 u odnosu na GLI1. Takoder, vizualno
se primjecuje da je ekspresija oba proteina generalno jac¢a u stani¢nim linijama primarnog
melanoma u usporedbi s metastatskim, $to je u suprotnosti sa starijim istrazivanjem Stecce i
sur. iz 2007.°
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Slika 4.6. Imunocitokemijsko bojanje stanica. Na slici su prikazani rezultati bojanja za

negativnu kontrolu (NK) te proteine GLI1 i GLI3 u ¢etiri stani¢ne linije humanog melanoma:
A375M, LM6, Mel224 i WM793B. Sve su fotografije napravljene na svjetlosnom

mikroskopu, poveéanje 20x, IRB

4.3. Lokalizacija proteina GLI1 i GLI3 u stanici

Za precizniju lokalizaciju proteina GLI1 i GLI3 unutar stani¢nih odjeljaka koristili smo

metodu imunofluorescencije.

Rezultati imunofluorescencije pokazuju da su proteini GLI1 i GLI3 smjeSteni u jezgri

ili citoplazmi ili u oba stani¢na odjeljka, $to je u skladu s o¢ekivanjima obzirom da se radi o

transkripcijskim faktorima koji kada su aktivni se nalaze u jezgri, a u citoplazmi se nalaze u

represorskom obliku. Kod stani¢ne linije WM793B vidimo lokalizaciju proteina GLI3 u

citoplazmi, dok je GLI1 lokaliziran u blizini jezgrine ovojnice, te se malim dijelom nazire
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njegova lokalizacija u jezgri, ali zbog nedovoljne jacine signala (starost sekundarnog antitijela
obiljeznog Texas Red-om) ne mozemo biti sigurni je li lokaliziran u jezgri (slika 4.7.). U
stani¢noj liniji LM6 proteini GLI 1 i GLI3 su kolokalizirani u citoplazmi (slika 4.8.).
Lokalizacija proteina GLI1 i GLI3 je kod stani¢ne linije Mel224 zabiljezena u jezgri (slika
4.9.). Obzirom da se radi o metastatskoj liniji to moze biti oc¢ekivano. Kod stani¢ne linije
A375M lokalizacija proteina GLI1 je blizu jezgrine ovojnice, dok se protein GLI3 nalazi u

citoplazmi (slika 4.10.).
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Slika 4.7. Lokalizacija proteina GLI1 i GLI3 u stani¢noj liniji WM793B. Na slici su prikazani
rezultati imunofluorescencijskog bojanja stanica sekundarnim antitijelom ozna¢enim
fluorescentom bojom Texas Red (crveno obojenje). Za obojenje jezgri je upotrijebljen DAPI

(boji jezgre stanica u plavo)
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Slika 4.8. Lokalizacija proteina GLI1 i GLI3 u stani¢noj liniji LM6. Na slici su prikazani
rezultati imunofluorescencijskog bojanja stanica sekundarnim antitijelom oznacenim
fluorescentom bojom Texas Red (crveno obojenje). Za obojenje jezgri je upotrijebljen DAPI

(boji jezgre stanica u plavo)
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Slika 4.9. Lokalizacija proteina GLI1 i GLI3 u stani¢noj liniji Mel 224. Na slici su prikazani
rezultati imunofluorescencijskog bojanja stanica sekundarnim antitijelom ozna¢enim
fluorescentom bojom Texas Red (crveno obojenje). Za obojenje jezgri je upotrijebljen DAPI

(boji jezgre stanica u plavo)
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Slika 4.10. Lokalizacija proteina GLI1 i GLI3 u stani¢noj liniji A375M. Na slici su prikazani
rezultati imunofluorescencijskog bojanja stanica sekundarnim antitijelom ozna¢enim
fluorescentom bojom Texas Red (crveno obojenje). Za obojenje jezgri je upotrijebljen DAPI

(boji jezgre stanica u plavo)
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4.4. Utjecaj aktivacije i inhibicije signalnog puta HH-GLI na stani¢ni

ciklus

Da bi istrazili mogucu korist inhibitora i aktivatora signalnog puta HH-GLI za lijecenje
melanoma analizirali smo njihov utjecaj na stanicni ciklus, poSto je poznato da je
disregulacija stani¢nog ciklusa jedna od oznaka razvoja melanoma.® U tu svrhu tretirali smo
humane stani¢ne linije WM793B, LM6, A375M i Mel224 s GANT61, SAG-om i etopozidom
(ETO) te postotak stanica u pojedinoj fazi stani¢nog ciklusa odredili pomocu aparata MUSE
Cell Analyzer.

Rezultati su pokazali da kod svih stani¢nih linija tretiranih etopozidom vidimo
statistiCki znacajan porast broja stanica u fazi G2/M u odnosu na netretirane stanice (slika
4.14.,4.18.,4.22.14.26.). To je u skladu s o¢ekivanjima obzirom da je etopozid citostatik koji
vezanjem na protein tubulin sprjeava stvaranje stani¢nog diobenog vretena te zaustavlja
stanice u metafazi mitoze i fazi G2 stani¢nog ciklusa. ETO je dodatno koristen i kao kontrola
da li aparat MUSE dobro radi, obzirom da se zna da ETO radi zastoj u G2/M fazi.*°

Kod stani¢nih linija tretiranih SAG-om ne postoje statisti¢ki znac¢ajne razlike u odnosu
na netretirane stani¢ne linije. lako SAG djeluje kao aktivator signalnog puta, obzirom da je u
tumorskim stanicama signalni put ve¢ aktivan, SAG ga ne aktivira dodatno. Inace, SAG
djeluje na nacin da potice proliferaciju i ubrzava vrijeme duplikacije stanica.*!

Kod stani¢nih linija tretiranih s GANT61 (10 uM i 20 uM) postoje znacajne razlike
utjecaja GANTA-a u odnosu na netretirane stanice, a medu njima su najznacajnije one koje
rade zastoj u G1 fazi, obzirom da je upravo to mehanizam djelovanja GANT-a.*? Takav slucaj
imamo kod stani¢nih linija LM6, WM793B i Mel224 (slika 4.12., 4.16. 1 4.20..). Uz to imamo
I znacajan utjecaj GANT61 (20 uM) na S fazu kod stani¢ne linije A375M. Iako je primarni
mehanizam GANT-a zastoj u G1 fazi, u slucaju prevelikog ostecenja DNA moze raditi i
zastoj u S fazi, §to je ovdje upravo i slucaj obzirom da se radi o metastatskim stanicama.

Dodatno, proucavanjem populacijskog profila stanica (slika 4.27.) primijec¢eno je da
kod tretmana GANT-om (20 uM) stanice umiru puno viSe nego $to bi trebale u odnosu na
tretman nizom koncentracijom GANT-a (10 uM). Na temelju toga moze se izvesti zakljucak

da bi GANT u ve¢im koncentracijama mogao biti znatno letalan.
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Slika 4.11. Zbirni prikaz utjecaja pojedinih tretmana na faze stani¢nog ciklusa u odnosu na
netretirane stanice (NT). Stani¢na linija WM793B tretirana je sa sljede¢im spojevima:
GANTG61 (10 uM i 20 uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO) (pozitivna

kontrola inhibicije stani¢nog ciklusa).
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Slika 4. 12. Utjecaj kemijskih spojeva na G1 fazu stani¢nog ciklusa u odnosu na netretirane

stanice (NT). Stani¢na linija WM793B tretirana je sljede¢im spojevima: GANT61 (10 uM i

20 uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO) (pozitivna kontrola inhibicije

stani¢nog ciklusa). Statisticka analiza je pokazala znacajan utjecaj spoja GANT61 i ETO na
stani¢ni ciklus (P<0,0001).
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Slika 4.13. Utjecaj kemijskih spojeva na S fazu stani¢nog ciklusa u odnosu na netretirane
stanice (NT). Stani¢na linija WM793B tretirana je sljede¢im spojevima: GANT61 (10 uM i
20 uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO) (pozitivna kontrola inhibicije

stani¢nog ciklusa). Statisti¢ka analiza je pokazala znacajan utjecaj spoja GANT61 (20 uM) na
stani¢ni ciklus (P=0,0013).
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Slika 4.14. Utjecaj kemijskih spojeva na G2/M fazu stani¢nog ciklusa u odnosu na netretirane
stanice (NT). Stani¢na linija WM793B tretirana je sljede¢im spojevima: GANT61 (10 uM i
20 uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO) (pozitivna kontrola inhibicije
stani¢nog ciklusa). Statisticka analiza je pokazala znacajan utjecaj spoja GANT61 i ETO na

stani¢ni ciklus (P<0,0001).
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Slika 4.15. Zbirni prikaz utjecaja pojedinih tretmana na pojedine faze stani¢nog ciklusa u
odnosu na netretirane stanice (NT). Stani¢na linija LM6 tretirana je sa sljede¢im spojevima:
GANT61 (10 uM i 20 uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i Etopozidom (ETO) (pozitivna

kontrola inhibicije stani¢nog ciklusa).
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Slika 4.16. Utjecaj kemijskih spojeva na G1 fazu stani¢nog ciklusa u odnosu na netretirane
stanice (NT). Stani¢na linija LM6 tretirana je sljede¢im spojevima: GANT61 (10 uM i 20
uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO) (pozitivna kontrola inhibicije
stani¢nog ciklusa). Statisticka analiza je pokazala zna¢ajan utjecaj spoja GANT61 (10 uM) i
ETO na stanic¢ni ciklus (P=0,0002).
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Slika 4.17. Utjecaj kemijskih spojeva na S fazu stani¢nog ciklusa u odnosu na netretirane

stanice (NT). Stani¢na linija LM6 tretirana je sljede¢im spojevima: GANT61 (10 uM i 20

uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO) (pozitivna kontrola inhibicije

stani¢nog ciklusa). Statisticka analiza je pokazala da ne postoji utjecaj koristenih spojeva na
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Slika 4.18. Utjecaj kemijskih spojeva na G2/M fazu stani¢nog ciklusa u odnosu na netretirane

stanice (NT). Stani¢na linija LM6 tretirana je sljede¢im spojevima: GANT61 (10 uM i 20

uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO) (pozitivna kontrola inhibicije

stani¢nog ciklusa). Statisticka analiza je pokazala znacajan utjecaj spoja ETO na stani¢ni

ciklus (P=0,0038).
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Slika 4.19. Zbirni prikaz utjecaja pojedinih tretmana na pojedine faze stani¢nog ciklusa u

odnosu na netretirane stanice (NT). Stani¢na linija Mel224 tretirana je sa sljede¢im
spojevima: GANT61 (10 uM i 20 uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO)
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(pozitivna kontrola inhibicije stani¢nog ciklusa).
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Slika 4.20. Utjecaj kemijskih spojeva na G1 fazu stani¢nog ciklusa u odnosu na netretirane

stanice (NT). Stani¢na linija Mel224 tretirana je sljede¢im spojevima: GANT61 (10 uM i 20

uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO) (pozitivna kontrola inhibicije

stani¢nog ciklusa). Statisticka analiza je pokazala znacajan utjecaj spoja GANT61 1 ETO na

stanicni ciklus (P<0,0001).
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Slika 4.21. Utjecaj kemijskih spojeva na S fazu stani¢nog ciklusa u odnosu na netretirane
stanice (NT). Stani¢na linija Mel224 tretirana je sljedec¢im spojevima: GANT61 (10 uM i 20
uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO) (pozitivna kontrola inhibicije
stani¢nog ciklusa). Statisticka analiza je pokazala znacajan utjecaj spoja GANT61 (10 uM) i
ETO na stanic¢ni ciklus (P=0,0076).
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Slika 4.22. Utjecaj kemijskih spojeva na G2/M fazu stani¢nog ciklusa u odnosu na netretirane
stanice (NT). Stani¢na linija Mel224 tretirana je sljede¢im spojevima: GANT61 (10 uM i 20
uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO) (pozitivna kontrola inhibicije
stani¢nog ciklusa). Statisticka analiza je pokazala zna¢ajan utjecaj spoja GANT61 (20 uM)i
ETO na stani¢ni ciklus (P<0,0001).
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Slika 4.23. Zbrirni prikaz utjecaja pojedinih tretmana na pojedine faze stani¢nog ciklusa u
odnosu na netretirane stanice (NT). Stani¢na linija A375M tretirana je sa sljede¢im
spojevima: GANT61 (10 uM i 20 uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO)

(pozitivna kontrola inhibicije stani¢nog ciklusa).
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Slika 4.24. Utjecaj kemijskih spojeva na G1 fazu stani¢nog ciklusa u odnosu na netretirane
stanice (NT). Stani¢na linija A375M tretirana je sljede¢im spojevima: GANT61 (10 uM i 20
uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO) (pozitivna kontrola inhibicije
stanicnog ciklusa). Statisticka analiza je pokazala znacajan utjecaj spoja GANT61 i ETO na
stanicni ciklus (P=0,0003).
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Slika 4.25. Utjecaj kemijskih spojeva na S fazu stani¢nog ciklusa u odnosu na netretirane

stanice (NT). Stani¢na linija A375M tretirana je sljede¢im spojevima: GANT61 (10 uM i 20

uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO) (pozitivna kontrola inhibicije

stani¢nog ciklusa). Statisticka analiza je pokazala znacajan utjecaj spoja GANT61 (20 uM) i
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Slika 4.26. Utjecaj kemijskih spojeva na G2/M fazu stani¢nog ciklusa u odnosu na netretirane

stanice (NT). Stani¢na linija A375M tretirana je sljede¢im spojevima: GANT61 (10 uM i 20

uM) (inhibitor), SAG-om (aktivator) i etopozidom (ETO) (pozitivna kontrola inhibicije

stani¢nog ciklusa). Statisticka analiza je pokazala znacajan utjecaj spoja ETO na stani¢ni

ciklus (P=0,0001).
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Slika 4.27. Prikaz rezultata analize stani¢nog ciklusa u obliku populacijskog profila stanice.
Na dijagramu se moze pratiti sadrzaj DNA (DNA content index) te veli¢ina stanica (Cell size
index). U crvenom kvadraticu je raspored stanica po fazama G1, S i G2/M. Sve izvan toga su
ili prazne stanice (donji lijevi dio) ili agregati (gornji desni dio) koji se ne uzimaju u obzir pri

odredivanju broja stanica u pojedinim fazama. Sa slike je vidljivo da kod stanica tretiranih
GANT-om (20 uM) imamo povecan broj mrtvih stanica (donji lijevi kut) u odnosu na tretman

s GANT-om (10 uM) (slike 4.27.a i b).

Inhibitori signalnog puta HH-GLI pokazuju slabu efikasnost u klinickoj primjeni
obzirom da oni djeluju na uzvodne komponente signalne kaskade (SMO i HH), a znamo da se
signalni put HH-GLI moze aktivirati i nekanonskim signalima. Novija istraZivanja pokazuju
da regulacija proteina GLI pokazuje puno bolji ucinak, jer se njthovom inhibicijom koce i
kanonski i nekanonski put prijenosa signala.** Najcesée koristeni inhibitori proteina GLI su
upravo GANT61 i GANT58% te su potrebna daljnja istraZivanja in vitro i in vivo o njihovoj

mogucoj koristi u lijeCenju primarnog melanoma koze.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Analizom rezultata provedenog istrazivanja 0 ekspresiji proteina GLI1 i GLI3 u

uzorcima tkiva primarnog melanoma i humanim stani¢nim linijama melanoma, te analizom

rezultata utjecaja tretmana stanica inhibitorima i aktivatorima siglnalnog puta HH-GLI na

stanicni ciklus dosli smo do sljedecih zakljucaka:

Proteini GLI1 i GLI3 su pojacano eksprimirani u tkivnim uzorcima primarnog
melanoma

Nema razlike u razini ekspresije izmedu proteina GLI1 1 GLI3

Postoji povezanost razine ekspresije proteina GLI1 i GLI3 sa stadijem razvoja
primarnog melanoma koze, pri ¢emu je ekspresija oba proteina znacajno visa u
tumorima stadija T4 u odnosu na stadij Tis

Proteini GLI1 i GLI3 su eksprimirani u humanim stani¢nim linijama melanoma
LM6, WM793B, A375M i Mel224

stani¢na linija LM6 pokazuje izrazito jaku ekspresiju proteina GLI3
Lokalizacija proteina GLI1 i GLI3 unutar stanice je na ocekivanim mjestima: i
u jezgri i u citoplazmi

Postoji statisti¢ki znac¢ajan utjecaj spoja GANT61, koji je inhibitor proteina

GLI, na stani¢ni ciklus
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BSA
BCC
BRAF
BRAF
CDK
CDK4
CDKNZ2A
DAB
DAPI
DMSO
DNA
EDTA
ETO
FBS
GANT
GLI
HH

HH
Hh-GLI
HRP
19G
NRAS
P53
PBS
PKA
PTCH1
PTCH

rpm

albumim iz govedeg seruma (eng. Bovine Serum Albumin)
bazeocelularni karcinom (eng. Basal Cell Carcinoma)
gen BRAF

protein BRAF

ciklin-ovisna kinaza (eng. Cyclin Dependant Kinase 1)
ciklin-ovisna kinaza 4

ciklin-ovisan inhibitor kinaze 2A

diaminobenzidin

4,6-dimidino-2-fenilindol

dimetilsulfoksid

deoksiribonukleinska kiselina
etilendiamintetraoctena kiselina

etopozid

fetalno govedi serum (eng. Fetal Bovine Serum)
antagonist proteina GLI (eng. GLI Antagonist)
protein GLI

gen Hedgehog

protein Hedgehog (od eng. jez)

Hedgehog-GLI

peroksidaza iz hrena (eng. Horseradish peroxidase)
imunoglobulin

gen NRAS

protein 53

fosfatni pufer (eng. Phospate Buffer Saline)

Protein kinaza A

gen Patched kod ljudi

protein Patched

broj okretaja u minuti (eng. Revolutions per minute)
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RTK
SAG
SCC
SMO
SUFU
TBST
TNM
uv

receptor tirozinskih kinaza

agonist proteina Smo (eng. Smoothened agonist)

karcinom plocastih stanica (eng. Squamos Cell Carcinoma)
protein Smoothened

protein Suppressor of Fused

TBS-Tween (eng. Tris Buffer Saline)

klasifikacija tumora ( eng. T-Tumor, N-Nodul, M-Metastasis)

ultraljubicasto zracenje (eng. Ultraviolet)
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Tablica 8.1. Rezultati kvantifikacije imunohistokemijskog bojenja proteina GLI1 i GLI3 u

uzorcima tkiva primarnog melanoma koze stadija Tis 1 T4

INTENZITET INTENZITET

UZORAK UZORAK

TKIVA STADI! GLI1 GLI3 TKIVA STADI! GLI1 GLI3
Mel-01 T4 48,91 75,68 Mel-35 Tis 55,4 56,77
Mel-02 T4 96,12 106,56 Mel-36 T4 100,03 145,15
Mel-03 T4 75,69 70,42 Mel-37 Tis 72,7 58,77
Mel-04 T4 99,48 100,64 Mel-38 Tis 72,68 89,96
Mel-05 Tis 56,12 65,65 Mel-39 T4 99,88 65,45
Mel-06 Tis 93,57 90,77 Mel-40 Tis 89,87 69,36
Mel-07 Tis 70,72 81,86 Mel-41 Tis 86,51 75,56
Mel-08 T4 72,27 82 Mel-42 T4 68,32 59,35
Mel-09 Tis 75,33 71,27 Mel-43 Tis 54,31 79,62
Mel-10 Tis 82,2 69,9 Mel-44 Tis 65,11 80,54
Mel-11 Tis 81,02 70,82 Mel-45 Tis 67,07 51,94
Mel-12 T4 99,16 73,58 Mel-46 Tis 64,94 76,98
Mel-13 Tis 93,43 80,73 Mel-47 Tis 67,94 107,91
Mel-14 T4 95,76 108,7 Mel-48 T4 102,74 112,97
Mel-15 Tis 72,18 67,58 Mel-49 T4 88,54 120,07
Mel-16 T4 97,2 105,5 Mel-50 Tis 117,49 104,23
Mel-17 Tis 85,19 90,66 Mel-51 T4 85,95 115,03
Mel-18 Tis 69,66 81,84 Mel-52 T4 76,48 95,79
Mel-19 T4 92,51 94,68 Mel-53 Tis 92,44 90,01
Mel-20 T4 68,02 78,21 Mel-54 T4 79,21 91,17
Mel-21 Tis 71,19 79,64 Mel-55 Tis 75,92 50,2
Mel-22 T4 51,19 64,81 Mel-56 T4 78,94 88,54
Mel-23 Tis 67,73 87,53 Mel-57 T4 92,17 99,98
Mel-24 T4 96,74 80,94 Mel-58 Tis 55,92 73,34
Mel-25 Tis 64,9 67,99 Mel-59 Tis 67,28 67,7
Mel-26 T4 71,22 83,68 Mel-60 Tis 74,74 67,74
Mel-27 T4 53,51 60,68 Mel-61 Tis 78,5 63,77
Mel-28 T4 88,6 60,12 Mel-62 Tis 65,21 67,41
Mel-29 T4 93,85 94,09 Mel-63 T4 72,88 88,38
Mel-30 Tis 71,63 90,84 Mel-64 Tis 70,47 64,5
Mel-31 Tis 41,95 81 Mel-65 T4 87,71 99,13
Mel-32 T4 84,49 105,15 Mel-66 T4 65,24 88,47
Mel-33 T4 62,78 84,29 Mel-67 Tis 72,47 80,49
Mel-34 Tis 82,34 74,41
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