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1.UVvOD

1.1. Epigenetika

Epigenetika je grana znanosti vezana uz istrazivanje promjena ispoljavanja gena koje nisu
posljedica promjena slijeda nukleotida u molekuli DNA [1]. Epigeneticke promjene ili
modifikacije klju¢ne su u kontroli ispoljavanja gena. Izravno i/ili neizravno utjecu na svaki
proces koji se odvija u stanici. Epigeneticke promjene odgovorne su i za razlikovno, u
odredenim vremenskim intervalima specificno ispoljavanje gena, Sto je osnova za
diferencijaciju; sloZeni proces tijekom kojeg iz oplodene jajne stanice nastaju sve vrste stanica

u sloZzenim organizmima [2, 3].

Epigeneticke modifikacije nuzne su za pravilno ispoljavanje upisanih gena (od engl. Imprinted
Genes), koji se ispoljavaju sa samo jednog kromosoma, nasljedenog od majke ili od oca [4].
Jo§ jedan primjer vaznosti epigenetike u reguliranju ispoljavanja gena jest nasumicna
inaktivacija jednog od kromosoma X u stanicama Zenki viSih sisavaca, s ciljem regulacije
razine produkata gena smjeStenih na kromosomu X, u odnosu na stanice muzjaka. SrediSnju
ulogu u ovom procesu ima nekodirajuéa RNA Xist koja se veZe na kromosom X predviden za
inaktivaciju te posreduje vezanju enzima Kkoji postavljaju druge inaktivirajue epigeneti¢ke
oznake, $to u konacnici dovodi do inaktivacije kromosoma [5]. Razli¢iti epigeneticki
mehanizmi ukljuceni su u utiSavanje retrotranspozona prisutnih u genomu sisavaca, ¢ime se
sprijeCava njithova aktivacija i ugradnja na nova mjesta u genomu, $to u kona¢nici moze

pridonijeti genomskoj nestabilnosti stanica [6, 7].

Nekoliko je razli¢itih modifikacija ili procesa koji se smatraju “epigenetickima”: metilacija
molekule DNA, posttranslacijske modifikacije histona, dugacke nekodiraju¢e RNA (IncRNA,
od engl. Long Non-Coding RNA), mikro RNA (miRNA), piRNA (od engl. Piwi-Interacting
RNA) i remodeliranje nukleosoma [8, 9]. Najdetaljnije istrazeni epigeneticki mehanizmi su

metilacija molekule DNA i posttranslacijske modifikacije histona.

1.1.1. Metilacija molekule DNA

U stanicama sisavaca se termin “metilacija DNA” tradicionalno odnosi na metilaciju citozina
u dinukleotidu CpG [10], pri ¢emu “p” oznacava fosfatnu vezu. Prikaz naglaSava da se radi o
dva uzastopna nukleotida u lancu molekule DNA, a ne o komplementarnom sparivanju baza.

Citozin se metilira na polozaju 5 pirimidinskog prstena; nastaje 5-metilcitozin. Reakciju



metilacije, tj. prijenosa metilne skupine s kofaktora S-adenozil-L-metionina (SAM, od engl. S-
Adenosyl-L-methionine) na citozin kataliziraju enzimi DNA metiltransferaze (DNMT, od engl.
DNA Methyltransferases).

1.1.1.1. Uspostava metilacije molekule DNA

Genom covjeka sadrzi pet gena koji kodiraju DNA metil transferaze: DNMT1, DNMT2,
DNMT3A, DNMT3B i DNMT3L. Samo su tri enzima kataliticki aktivna: DNMT1, DNMT3A i
DNMT3B. Proteini DNMT?2 i DNMT3L, iako kataliticki neaktivni, imaju regulatorne uloge u
procesu metilacije molekule DNA [11]. Kataliticki aktivne DNA metiltransferaze tradicionalno
se dijele u dvije skupine: DNMT1 koja je odgovorna za odrzavanje obrasca i razine metilacije
molekule DNA prilikom diobe stanica te DNMT3A i DNMT3B koje imaju sposobnost
metiliranja lanca molekule DNA de novo.

Enzim DNMT1 ispoljen je u vecini tkiva sisavaca i ima afinitet prema dvolancanoj molekuli
DNA, u kojoj je metiliran samo jedan lanac (hemimetilirana DNA), dok je novonastali lanac,
koji nastaje replikacijom molekule DNA, nemetiliran. DNMT1 se veze za hemimetilirani lanac
molekule DNA i metilira novonastali lanac, pri ¢emu se odrZava originalan uzorak metilacije
molekule [12]. Mutacije koje uzrokuju gubitak funkcije gena DNMT1 nisu spojive sa zivotom
[13].

Enzimi DNMT3A i DNMT3B odgovorni su za veéinu novih obrazaca metilacije DNA (de
novo). Ova dva enzima imaju visok stupanj homologije: DNA metiltransferaza DNMT3A
ispoljena je u vecini tkiva, dok je razina DNMT3B niska u svim tkivima, osim u tkivima
sjemenika, Stitnjace 1 koStane srzi [14]. MiSevi s inaktivirajuéim mutacijama u genu Dnmt3b
ugibaju tijekom embrionalnog razvoja, dok misevi s mutacijama Dnmt3a ugibaju u cetvrtom
postnatalnom tjednu. Ovi podatci upucuju na to da ova dva enzima imaju kljucne, ali razlicite

uloge, tijekom embrionalnog i postnatalnog razvoja sisavaca [15].

U genomu kraljeznjaka ucestalost dinukleotida CpG, na kojima se moze metilirati molekula
DNA, znacajno je smanjena u odnosu na ostale dinukleotide; samo 20% od o¢ekivane. Smatra
se da je razlog ovoj smanjenoj ucestalosti smanjena stabilnost metiliranih citozina od kojih
mogu, zbog spontane deaminacije, nastajati timini [16, 17]. Vec¢ina dinukleotida CpG (60-
80%) u genomu covjeka je metilirana. Izuzetak su dinukeotidi koji se nalaze u dijelovima
genoma Kkoji se nazivaju otocima CpG (engl. CpG Islands) [18]. Otoci CpG su dijelovi genoma,

u prosjeku dugacki 1000 parova baza, koji imaju povecani udio parova baza “GC”, kao 1



nemetiliranih dinukeotida CpG. Velik broj otoka CpG nalazi se u promotorima gena. Razina

njihove metiliranosti ima vaznu ulogu u ispoljavanju ovih gena [18].

Kao S§to je ranije navedeno, metilacija molekule DNA ima klju¢nu ulogu u reguliranju
ispoljavanja upisanih gena, inaktivaciji kromosoma X, utiSavanju retrotranspozona i,

posljedi¢no, o¢uvanju stabilnosti genoma [19, 20].

Postoje tri skupine proteina koji se mogu se vezati na DNA, u podru¢ju u kojem se nalaze
metilirani citozini: proteini MBD (od engl. Methyl-CpG-binding Domain), proteini UHRF (od
engl. Ubiquitin-like, Containing PHD and RING Finger Domain), i proteini koji sadrze
domenu cinkovih prstiju (engl. Zinc Finger Proteins) [21]. Proteini MBD prvi su otkriveni i
njihova uloga najbolje je istraZena. Prvi otkriveni protein ove skupine (1992. godine) je MeCP2
(od engl. Methyl-CpG-binding Protein 2) koji sadrzi domenu MBD. Ova domena, koja je
klju¢na za funkciju ove obitelji proteina, sastoji se od 85 amino kiselina i specificno se veze
samo za metiliranu molekulu DNA [22]. Kasnije su identificirana jo§ Cetiri proteina koji
posjeduju cjelovitu domenu MBD: MBD1, MBD2, MBD3 i MBD4 [23]. Proteini MeCP2,
MBD1 i MBD2 posjeduju domene TRD (od engl. Transcriptional Repression Domain)
pomocu kojih mogu stupiti u interakciju s drugim proteinima koji dovode do represije
transkripcije gena, na primjer, s histon deacetilazama (HDAC, od engl. Histone Deacetylase)
[24, 25].

1.1.1.2. Demetiliranje molekule DNA

Uklanjanje metilacijske oznake na molekuli DNA moze se odvijati na dva nacina, pasivno i
aktivno. Pasivno uklanjanje metilacije dogada se prilikom diobe stanica. Prilikom sinteze
novog lanca molekule DNA, enzim DNMT1 metilira novonastali lanac. U slu¢aju utiSavanja
ili inhibicije DNMT1, izostaje metilacija novonastalog lanca. Kontinuirane diobe stanica

dovest ¢e, u tom scenariju, do gubitka metilacije, zbog “razrjedivanja” metiliranih lanaca.

Aktivna demetilacija molekule DNA odvija se posredstvom enzima. Jedan od mehanizama je
deaminacija metiliranog citozina, pri ¢emu dolazi do prijelaza metiliranog citozina u timin. S
obzirom na to da se u molekuli DNA timin ne moze komplementarno spariti s gvaninom, ovo
pogresno sparivanje prepoznaju enzimi odgovorni za popravak molekule DNA izrezivanjem
baza. Nukleotid koji sadrzi krivo sparenu bazu timin uklanja se iz molekule DNA i zamjenjuje

se nemetiliranim citidinom. Enzimi koji mogu deaminirati citozin su proteini AID (od engl.



Activation-Induced Deaminase) i APOBEC1 (od engl. Apolipoprotein B  mRNA-Editing
Enzyme 1) [26].

Drugi mehanizam posredovan je proteinima TET (od engl. Ten-Eleven Translocation). Genom
Covjeka sadrzi tri gena TET: TETL, TET2, TET3. Ovi enzimi kataliziraju reakciju oksidacije
metilne skupine 5-metilcitozina u nekoliko koraka, pri ¢emu nastaju: 5-hidroksimetilcitozin,
potom 5-formilcitozin te u konacnici S-karboksicitozin. Proteini uklju¢eni u popravak
molekule DNA izrezivanjem baza prepoznaju 5-formilcitozin i 5-karboksicitozin i uklanjaju

ih, a na njihovo mjesto se ugraduje nemetilirani citidin [27].
1.1.2. Posttranslacijske modifikacije histona

U stanicama eukariota molekula DNA se veze s proteinima histonima, tvore¢i kromatin.
Temeljna jedinica kromatina je nukleosom koji se sastoji od osam proteina histona koji ¢ine
jezgru nukleosoma (po dva proteina histona H2A, H2B, H3 i H4) oko kojih je omotano 146
parova baza DNA [28]. Nukleosomi su medusobno povezani kratkim slijedom DNA (engl.
Linker DNA) na koji se veze histon HI, koji nije sastavni dio nukleosoma. Ova osnovna
struktura kromatina, debljine 10 nm, pod elektronskim mikroskopom nalikuje na nanizane
bisere, pa otuda i naziv “perle na niti” (engl. “Beads on a String”). Ova struktura kromatina,
koja dozvoljava vezanje Cimbenika transkripcije i transkripcijske maSinerije stanice $to
omogucuje transkripciju gena, naziva se “otvoreni kromatin” ili eukromatin. Kondenzacijom
osnovne strukture kromatina nastaje sekundarna struktura, kromatinska vlakna, debljine 30 nm.
Kromatinska vlakna mogu se dodatno “pakirati” u jo§ kompaktnije, tercijarne, oblike
kromatina. Zgusnuta struktura kromatina ima klju¢ni utjecaj na transkripciju, budu¢i da
ogranicava pristup ¢imbenicima transkripcije 1 cjelokupnoj transkripcijskoj masineriji stanice
ciljnim sljedovima DNA [29, 30]. Osim transkripcije, struktura kromatina ima ulogu u
replikaciji i popravku molekule DNA. Zgusnuti dijelovi kromatina nazivaju se jo§ i
heterokromatinom. Heterokromatin se dalje moze podijeliti na konstitutivni i fakultativni
heterokromatin. Konstitutivni heterokromatin obi¢no ne sadrzi gene i1 njegov smjestaj u
genomu istovjetan je u svim stanicama organizma. Nasuprot tome, fakultativni heterokromatin
sadrzi gene koji su utiSani tijekom diferencijacije stanica i specifi¢an je za pojedinu vrstu

stanice u organizmu [31].

199

N-terminalni dio histona je u obliku lanca neorganizirane strukture koji “str$i” iz nukleosoma
i stupa u interakciju s drugim nukleosomima i molekulom DNA. Ovi dijelovi histona mogu se

posttranslacijski modificirati na velikom broju aminokiselina, §to ima utjecaj na strukturu
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kromatina i, samim time, na transkripciju gena [32]. Postoji nekoliko vrsta posttranslacijskih
modifikacija kojima se histoni mogu obiljeziti: acetilacija, metilacija, fosforilacija,
ubikvitinacija, SUMOQilacija, ADP-ribozilacija, deiminacija, proteoliticko kidanje N-
terminalnog lanca histona i druge modifikacije. Od nabrojanih modifikacija, najbolje su

istraZene acetilacija i metilacija.

1.1.2.1. Acetilacija histona

Histoni se mogu acetilirati na bo¢nom ogranku aminokiseline lizin, $to za posljedicu ima
neutraliziranje pozitivnog naboja ove aminokiseline. Zbog toga slabi elektrostaticna veza
izmedu histona i molekule DNA, $to utjeCe na strukturu kromatina [33]. Acetilacija lizina
takoder onemogucuje postavljanje drugih posttranslacijskih modifikacija na taj lizin. Jedan od
primjera je acetilacija lizina na polozaju 9 u histonu H3 (H3K9) koja sprecava njegovu
metilaciju i uspostavu transkripcijski represivne oznake. Jo$ jedna uloga acetilacije lizina je
stvaranje veznih mjesta za druge proteine koji sadrze bromodomenu/e, domene proteina koje
specifi¢no prepoznaju acetilirane lizine. Brojni proteini koji sadrze ovu domenu imaju ulogu u
aktivaciji transkripcije gena [34, 35]. Na primjer, kompleks proteina SWI/SNF (od engl.
SWitch/Sucrose Non-Fermentable), koji moze, uz utroSak ATP, remodelirati strukturu
kromatina [36].

Postavljanje ove oznake kataliziraju enzimi histon acetiltransferaze, koji se dijele u dvije
skupine, tip A i tip B. Enzimi tipa B mogu acetilirati samo histone koji nisu vezani u
nukleosome. Ovi enzimi smjesteni su u citoplazmi, u kojoj acetiliraju novosintetizirane histone
na nekoliko lizina. Pretpostavlja se da ova acetilacija utjeCe na ugradnju novosintetiziranih
histona u nukleosome, nakon ¢ega se acetilne skupine uklanjaju [37]. Histon acetiltransferaze
tipa A mogu acetilirati histone u nukleosomu. Ovi proteini ve¢inom su dio kompleksa proteina
koji djeluju kao aktivatori transkripcije. Protein TAF(11)250 (od engl. TBP-associated Factor
250 kDa (p250)), koji je dio kompleksa TFIID, sastavnog dijela transkripcijske masinerije, je
histon acetiltransferaza [38]. Protein CBP (od engl. CREB-binding protein), poznati aktivator
transkripcije gena ima histon acetiltransferaznu aktivnost, kao i njemu srodan protein, p300
[39].

Uklanjanje acetilne skupine kataliziraju enzimi histon deacetilaze. U ¢ovjeka je za sada poznato
18 histon deacetilaza, koje se razvrstavaju u Cetiri klase. Velik broj ovih enzima otezava
precizno definiranje njihovih specifi¢nih ciljnih supstrata, s obzirom na to da nedostatak

aktivnosti jednog enzima moze biti nadomjesten aktivno$¢u drugih enzima. Takoder, pojedini
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enzimi mogu biti dio nekoliko razliCitih kompleksa proteina koji imaju razlicite uloge u

stanicama [40].

Uklanjanje acetilne skupine s bo¢nog ogranka lizina pridonosi promjeni strukture kromatina
Sto dovodi do smanjenog ispoljavanja gena. Deacetilacija, logi¢no, dovodi do poniStavanja
ucinaka acetilacije. Ponovno uspostavljanje pozitivnog naboja na lizinu jaca elektrostati¢ne
veze izmedu histona i molekule DNA. Deacetilirani lizini mogu se modificirati i drugim
posttranslacijskim modifikacijama koje mogu pridonjeti utiSavanju gena. Dobar primjer je
metilacija lizina 9 1 27 u histonu H3. Uklanjanje acetilne skupine takoder uklanja vezna mjesta
za proteine koji sadrze bromodomene, od kojih brojni, kao Sto je prije navedeno, djeluju kao

aktivatori transkripcije [34, 41].

1.1.2.3. Metilacija histona

U histonu se mogu metilirati dvije aminokiseline: lizin i arginin, u nekoliko koraka. Lizin se
moze mono-, di- i tri metilirati, dok se arginin moZze monometilirati te dimetilirati; simetri¢no
ili asimetri¢no [42]. Metilacija lizina bolje je istrazena u odnosu na metilaciju arginina.
Metilacija, za razliku od acetilacije, ne mijenja naboj molekule, ali stvara vezna mjesta za druge
proteine koji, u konacnici, utjeCu na strukturu kromatina [43]. Nekoliko je domena proteina
koje prepoznaju metilirane histone i omogucuju vezanje. Od posebnog znacaja je Tudor
superobitelj] domena proteina koju ¢ine: domena Tudor, kromodomene, domena PWWP 1

domena MBT [43, 44].

Metilaciju lizina kataliziraju enzimi histon lizin metiltransferaze. Za sada su poznate dvije
obitelji ovih enzima; enzimi koji sadrze domenu SET te proteini nalik proteinu DOT1 (od engl.
Disruptor of Telomeric Silencing 1). Ovi enzimi kataliziraju prijenos metilne skupine s
kofaktora S-adenozil-L-metionina na bo¢ni ogranak lizina [45, 46]. Uklanjanje metilnih
skupina kataliziraju histon lizin demetilaze. Sli¢no histon lizin metiltransferazama, ovi su
enzimi podijeljeni u dvije obitelji. Enzimi obitelji LSD (od engl. Lysine Specific Demethylase),
nazvane prema prvoj otkrivenoj histon lizin demetilazi, LSD1, [47] oksidiraju amin na bo¢nom
ogranku lizina ¢ime se uklanja metilna skupina i oslobada formaldehid. Kao kofaktor se u ovoj
reakciji koristi flavin adenin dinukleotid, FAD. Enzimi ove obitelji mogu demetilirati samo
mono- i dimetilirane lizine [48]. Drugu obitelj ¢ine enzimi koji imaju domenu Jumonji C.
Enzimi ove obitelji mogu ukloniti metilne skupine s lizina neovisno o stupnju metilacije, a u

reakcijama koriste kofaktore: o-ketoglutarat i Fe?* [49].



Uloga metilacije u regulacije transkripcije ovisi o polozaju lizina u histonu. Na primjer,
trimetilacija lizina 4 u histonu H3 snazno je povezana s transkripcijski aktivnim kromatinom
[50]. S druge strane, trimetilacija lizina 9 u histonu H3 prisutna je u konstitutivhom i

fakultativnom heterokromatinu i ima ulogu u inaktivaciji kromosoma X u sisavaca [51].

1.1.2.4. Metilacija H3K27

U stanicama eukariota molekula DNA veze se s proteinima, histonima, i tvori nukleosome.
Jezgra nukleosoma sastoji se od osam proteina histona, po dvije molekule histona H2A, H2B,
H3 i H4. N-terminalni dijelovi histona “izviru” iz nukleosoma i mogu biti postranslacijski
modificirani na brojnim aminokiselinama $to utjece na strukturu samog nukleosoma i okolnog

kromatina [52, 53, 54].

Jedna od posttranslacijskih modifikacija histona H3 je metilacija lizina 27 (H3K27). Ovu
reakciju katalizira enzim EZH2 (od engl. Enhancer of Zeste Homolog 2), koji je podjedinica
kompleksa proteina PRC2 (od engl. Polycomb Repressive Complex 2), koji moze mono-, di- i
trimetilirati H3K27. Postojanje vise razina metilacije H3K27 moguce je zbog toga S§to se
afinitet EZH2 u odnosu na lizin 27 smanjuje s ve¢im stupnjem metilacije. EZH2 je
najucinkovitiji u mono- i dimetilaciji H3K27, dok je manje u¢inkovit u uspostavljanju oznake

H3K27me3 [55, 56].

Trimetilacija H3K27 povezana je s utiSavanjem gena. Ovu oznaku prepoznaje drugi kompleks
proteina, PRC1 (od engl. Polycomb Repressive Complex 1) koji potom monoubikvitinira lizin
119 u histonu H2A, §to za posljedicu ima kondenziranje kromatina; nastaje heterokromatin
[57, 58]. Trimetilacija H3K27 nuzna je za pravilnu diferencijaciju stanica te odrzavanje
pluripotentnosti mati¢nih stanica [59, 60, 61]. Nepravilno postavljanje ili uklanjanje oznake

H3K27me3 ima vaznu ulogu u nastanku i napredovanju novotvorina [62].

U nekim je stanicama metilacija H3K27 izrazito ucestala. Na primjer, analize koje su proveli
Ferrari i suradnici pokazale su da je u embrionalnim stanicama misa priblizno 80% histona H3
metilirano na lizinu 27. Od toga, 70% je dimetilirano (H3K27me2). Preostalih 30% ¢ini mono-
i trimetilirani H3K27 [63]. Oznaka H3K27mel pronadena je u genima koji se aktivno
prepisuju, dok je H3K27me3 obogaéen u podrucju otoka CpG utiSanih gena [64].

Buduéi da trimetilacija H3K27 ima vaznu ulogu u regulaciji ispoljavanja gena, osim
postavljanja ove oznake, nuzno je postojanje mehanizama kojima se ona moze i ukloniti.

Uklanjanje oznake ovisi o dvije lizin specifi¢ne demetilaze: 6A i 6B (KDM6A i KDM6B) [65].



Svaki od spomenutih enzima, kao i njihove uloge u fizioloSkim uvjetima i onkogenezi, bit ¢e

raspravljeni u narednim poglavljima.

1.1.2.5. Histon lizin metiltransferaza EZH2

Protein EZH2 je histon lizin metiltransferaza koja katalizira prijenos metilne skupine sa S-
adenozil-L-metionina na lizin 27 u histonu H3. Kao $to je ranije re¢eno, EZH2 moZze mono-,
di- i trimetilirati H3K27, s time da afinitet enzima negativno korelira sa stupnjem metilacije
[55]. EZH2 ovu funkciju obnasa kao podjedinica kompleksa proteina PRC2, koji se sastoji od
nekoliko razli¢itih podjedinica. Podjedinice EED (od engl. Embryonic Ectoderm Development
Protein) i SUZ12 (od engl. Suppressor of Zeste 12 Protein Homolog) neophodne su za
aktivnost EZH2 in vitro [66, 67]. Ostale podjedinice, RbAp46/48 (od engl. Retinoblastoma-
Associated Proteins p46/p48), JARID2 (od engl. Jumonji/ARID Domain-Containing Protein
2), AEBP2 (od engl. Adipocyte Enhancer-Binding Protein 2) i proteini PCL (od engl.
Polycomb-like Proteins) odreduju aktivnost EZH2 i ciljna mjesta metilacije histona H3 u
kromatinu [62, 68]. Stanice sisavaca posjeduju i paralog, EZH1 (od engl. Enhancer of Zeste
Homolog 1), koji katalizira istu reakciju metilacije kao i EZH2 [69], ali je manje aktivan u
odnosu na EZH2. Ova dva enzima takoder imaju drugaciji profil ispoljavanja u tkivima. EZH1

je konstitutivno ispoljen u vecini tkiva, dok je EZH2 ispoljen u stanicama koje proliferiraju
[70].

Gen EZH2 zauzima 77 kilobaza na duga¢kom kraku sedmog kromosoma (7g36.1). Prema
podatcima dostupnim u bazi podataka NCBI (od engl. National Center for Biotechnology
Information), alternativnim prekrajanjem primarnog transkripta EZH2 nastaje pet
eksperimentalno potvrdenih transkripcijskih inaica. Prema bazi podataka UniProt,
“kanonska” inacica proteina EZH2 sastoji se od 746 aminokiselina. Protein EZH2 sadrzi
nekoliko domena nuznih za funkcioniranje enzima koje su prikazane na Slici 1. Preko domena
“EED”, “1”1“2” EZH2 stupa u interakciju s drugim proteinima kompleksa PRC2 [71]. Na C-
terminalnom dijelu proteina nalazi se domena SET (Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and
Trithorax). Sastoji se od 116 aminokiselina i kataliticka je domena enzima koja prenosi metilne
skupine s kofaktora, S-adenozil-L-metionina, na supstrat. Domena SET prisutna je i u drugim
metiltransferazama. EZH2 posjeduje 1 podru¢je CXC, koje je bogato aminokiselinom cistein.

Ovo podrucje, nuzno za aktivnost enzima, nije prisutno u ostalim metiltransferaza [72, 73].
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Slika 1. Struktura proteina EZH2. EED — domena za interakciju s EED; 1 — domena 1

(interakcijas PCL1); 2 — domena 2 (interakcija sa SUZ12); CXC — podrucje bogato cisteinima;

SET — kataliticka domena enzima.

Proteini grupe Polycomb otkriveni su u organizmu Drosophila melanogaster, u kojem, zajedno
s proteinima skupine Trithorax, kontroliraju ispoljavanje gena skupine HOX, koji su klju¢ni za
pravilan razvoj vinske musice [74]. Homolozi proteina grupe Polycomb otkriveni su i u drugim

organizmima, ukljucujuci i sisavce [75].

Kao $to je prethodno spomenuto, EZH2 i PRC2 imaju klju¢nu ulogu u kontroli pravilne
diferencijacije stanica i odrzavanju pluripotentnosti mati¢nih stanica [59, 60, 61, 76, 77].
Kompleks PRC2 sudjeluje u nasumicnoj inaktivaciji jednog od X kromosoma u stanicama
zenki sisavaca [78, 79]. Vire i suradnici su pokazali da EZH2, u sklopu PRC2, stupa u
interakciju sa sve tri DNA metiltransferaze (DNMT1, DNMT3a i DNMT3b) i poti¢e njihovo
vezanje na istovjetno, ciljno mjesto na molekuli DNA. Autori su na primjeru gena MYT1 (od
engl. Myelin Transcription Factor 1) pokazali da su za utisavanje MYT1 potrebni i EZH2, i
DNA metiltransferaze [80]. Analiza posrednog vezanja PRC2 za DNA u embrionalnim
fibroblastima ¢ovjeka pokazala je da se PRC2 veze u podrucju vise od 1000 gena, od kojih su

brojni vazni za razvoj embrija [81].

Najbolji dokaz o vitalnoj vaznosti EZH2 i PRC2 povezan je s istrazivanjima Kojima je
pokazano da “knock-out” kljuénih komponenti kompleksa PRC2: Suz12, Eed i Ezh2, u miSeva
nije spojiv sa zivotom [66, 82, 83].

1.1.2.6. Histon lizin demetilaza KDM6A

Histon lizin demetilaza KDMG6A (od engl. Lysine Specific Demethylase 6A), poznata i pod
nazivom UTX (od engl. Ubiquitously-Transcribed TPR Protein on the X Chromosome),
katalizira demetilaciju H3K27me3. Dio je obitelji proteina KDM6, zajedno s proteinima
KDM6B (sinonim: JMJD3) i KDMG6C (sinonim: UTY).

Gen KDMG6A zauzima 240 kilobaza na kratkom kraku kromosoma X (Xp11.3). Prema bazi

podataka NCBI, prekrajanjem primarnog transkripta nastaje Sest eksperimentalno potvrdenih



transkripcijskih inacica. U bazi podataka UniProt navedena je jedna potvrdena izoforma
proteina koja sadrzi 1401 aminokiselinu, molekularne mase 154 kDa. Kodirana je
transkripcijskom inac¢icom 3 (NM_021140.4), koja se sastoji od 29 eksona. Baza podataka
UniProt navodi i 19 potencijalnih, eksperimentalno nepotvrdenih, inacica proteina. Gen
KDMG6C je paralog gena KDM6A. Smjesten na kromosomu Y i kodira protein UTY koji, u
ljudi, pokazuje visoki stupanj sli¢nosti (83%) primarne strukture s proteinom KDMO6A [84].
Gen KDMG6A prepisuje se u stanicama zenki misa, ali i covjeka, s inaktiviranog kromosomaX
[85].

Protein KDM6A u C-terminalnom dijelu posjeduje domenu Jumonji C (JmjC) koja je nuzna
za kataliti¢ku aktivnost enzima [65]. Ova domena sadrzi vezna mjesta za kofaktore: ione Fe?*
i a-ketoglutarat te odreduje specifi¢nost enzima u odnosu na supstrat. KDM6A demetilira
isklju¢ivo metilirani H3K27, ali ne i druge metilirane lizine u histonu H3; na primjer lizin 9 ili
lizin 36 [86]. lako KDM6A moze ukloniti vise metilnih skupina s H3K27me3, najve¢i afinitet
ima upravo prema H3K27me3. Afinitet prema supstratu opada sa stupnjem metilacije
(H3K27me3>me2>mel) [87]. Protein KDM6A takoder sadrzi Sest domena TPR (od engl.
Tetratricopeptide Repeat) koje su nuzne za interakciju s drugim proteinima [88, 89]. Od
posebnog znacaja su interakcije s proteinima koji mogu posttranslacijski modificirati histone,
ili remodelirati kromatin. Protein KDM6A moze stupiti u interakciju s kompleksom proteina
MLL4 (od engl. Myeloid/lymphoid or Mixed-lineage Leukemia Protein 4) koji katalizira
metilaciju lizina na polozaju 4 u histonu H3 (H3K4); ova posttranslacijska modifikacija
povezana je s aktivnom transkripcijom [90]. Tie i suradnici pokazali su da se KDM6A veZe s
acetiltransferazom CBP (od engl. CREB-binding protein) koja acetilira H3K27 i antagonist je
kompleksu proteina PRC2 [91]. KDMG6A stupa u interakciju i s kompleksom proteina
SWI/SNF, koji moze remodelirati strukturu kromatina. Na ovaj nac¢in KDM6A, kao i srodni

protein KDM6B, mogu posredno sudjelovati u remodeliranju kromatina [92].

Protein KDMG6A konstitutivno je ispoljen u velikom broju tkiva [85], osobito tijekom razvoja
organizma - nuzan je za pravilno odvijanje embriogeneze. Lan i suradnici utisali su gen
KDM6A u liniji stanica HeLa §to je dovelo do povecanja razine H3K27me3 u podruc¢ju
promotora pojedinih gena obitelji HOX, koji imaju ulogu u razvoju tijekom embriogeneze.
Autori su potom napravili “knock-down” homologa gena KDMG6A u oplodenim jajnim
stanicama riba zebrica, te opazili abnormalnosti u razvoju straznjeg dijela Zivotinja. Unos
divljeg tipa glasnicke RNA UTX u oplodenu jajnu stanicu, dovodi do smanjenja razvojnih

defekata [93]. Wang i suradnici napravili su velik broj pokusa na embrionalnim mati¢nim

10



stanicama podrijetlom od muZzjaka misSeva, kako bi istrazili ulogu gena i proteina UTX i UTY.
Pokazali su da ova dva gena nisu neophodna za odrzavanje pluripotentnosti, niti za
zapocinjanje diferencijacije embrionalnih stanica. Medutim, protein UTX, neovisno o tome da
li je kataliticki aktivan ili neaktivan, nuzan je za diferencijaciju mezoderma. Stanice u kojima
je gen UTX inaktiviran “knock-out” ne ispoljavaju biljege mezoderma tijekom diferencijacije,
i sukladno tome, mezoderm nastao iz ovih stanica je defektan. Pokusi na miSevima pokazali su
da je potpuni “knock-out” gena UTX (UTX ) u embrijima Zenki smrtonosan tijekom
embriogeneze, dok UTX ~ muzjaci prezivljavaju embrionalni razvoj, ali umiru u vrijeme okota

zbog defektata neuralne cijevi i nemoguénosti disanja [94].

Welstead i suradnici takoder su pokazali da je homozigotni “knock-out” gena UTX u zenki
miSa letalan u embrionalnom stadiju razvoja, ali za razliku od prije spomenutog rada, kojega
su objavili Wang i suradnici [94], “knock-out” gena UTX u muzjacima nije uzrokovao smrt
svih embrija. Iako je broj okoc¢enih muzjaka bio je manji od o¢ekivanog, misevi su bili vijabilni
te reproduktivno kompetentni [95]. Jo$ jedna skupina znanstvenika pokazala je da UTX 7~ Zenke
ugibaju tijekom embrionalnog razvoja, dok dio UTX muzjaka prezivljava do odrasle dobi.
Medutim, “knock-out” oba gena, UTX i UTY, u embrijima muzjaka nije spojiv s Zivotom, §to
upucuje na to da je gen UTY, koji se nalazi na Y kromosomu, u stanju barem djelomi¢no

nadoknaditi gubitak gena UTX, u muZzjaka [84].

1.1.2.7. Histon lizin demetilaza KDM6B

KDMBG6B (od engl. Lysine Specific Demethylase 6B), poznat i pod nazivom JMJD3 (od engl.
JmjC domain-containing protein 3), je histon lizin demetilaza, koja katalizira demetilaciju
H3K27me3.

Gen KDM6B zauzima 20,6 kilobaza na kratkom kraku 17. kromosoma (17p13.1). Prema
podatcima u bazi podataka NCBI, postoje dvije eksperimentalno potvrdene transkripcijske
inacice KDM®6B, ¢ijom translacijom nastaju dvije izoforme proteina. Prema bazi podataka
UniProt, izoforma dva (#015054-2) koju kodira transkripcijska inacica dva
(NM_001348716.2) smatra se kanonskom izoformom proteina koja se sastoji od 1643
aminokiseline. Transkripcijska inacica jedan (NM_001080424.2), u odnosu na inacicu dva,
zadrzava intron u 3’ kodirajucoj regiji i njenom translacijom nastaje izoforma jedan (#015054-
1), koja se sastoji od 1682 aminokiselina. Kao i ostali ¢lanovi obitelji KDM®6, protein KDM6B

sadrzi domenu Jumonji C koja je nuzna za kataliticku aktivnost enzima. lako postoji znacajni
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stupanj homologije izmedu proteina KDM6A i KDM6B, protein KDM6B ne sadrzi domene
TPR [65, 87].

Kao i enzim KDM6A, KDM6B neophodan je za embrionalni razvoj organizma. Protein Jmjd3
zajedno s proteinom Thx3 (od engl. T-box 3) regulira ispoljavanje gena Eomes koji ima klju¢nu
ulogu u diferencijaciji embrionalnih mati¢nih stanica misa u stanice endoderma [96]. Pokusima
na embrionalnim mati¢nim stanicama miseva pokazano je da “knock-out” gena Jmjd3 uzrokuje
poremecaj u diferencijaciji stanica u stanice mezoderma. Takoder, “knock-out” gena Jmjd3
interferira s diferencijacijom embrionalnih mati¢nih stanica u stanice endotela i kardiomiocite.
Daljnje analize pokazale su da “knock-out” Jmjd3 rezultira smanjenim vezanjem RNA
polimeraze II na gene koji imaju klju¢nu ulogu u diferencijaciji embrionalnih mati¢nih stanica
u stanice mezoderma. Na promotorima dva gena Brachyury i MixI1 (od engl. Mix1 Homeobox-

like 1) otkrivena je poveéana razina H3K27me3 [97].

Ispoljavanje KDM6B potaknuto je upalnim procesima i onkogenima. U makrofazima misa,
aktiviranim izlaganjem lipopolisaharidu (LPS) i interferonu gama, ¢imbenik transkripcije NF-
kB snazno potice ispoljavanje Jmjd3. Kromatinskom imunoprecipitacijom pokazano je da se
Jmjd3 veze na promotore gena ukljuenih na odgovor makrofaga na LPS te razli¢itih
kemokina, citokina i drugih molekula ukljucenih u upalni proces [98]. Satoh i suradnici
pokazali su da je Jmjd3 nuZzan je za polarizaciju makrofaga u M2-makrofage, nakon izlaganja
miseva polisaharidu hitinu. Takoder, Jmjd3” makrofazi potaknuti s M-CSF (od engl.
Macrophage Colony Stimulating Factor) imaju smanjenu proliferiraciju u odnosu na divlji tip
makrofaga. Pokusima, u kojima su miSevi bili inficirani parazitom Nippostrongylus,
brasiliensis pokazano je da “knock-out” gena Jmjd3 u makrofazima dovodi do smanjenjog
ispoljavanja kemokina eotaxin-2 i interleukina 4 i 13, koji imaju klju¢nu ulogu u privlacenju

eozinofila. Posljedica toga je znacajno smanjen broj eozinofila na mjestu infekcije [99].

Infekcija CD19+ mononuklearnih B-stanica virusom Epstein-Barr (EBV) poveéava razinu
transkripta i proteina KMDG6B. Pokazano je i da onkoprotein LMP1 (od engl. Latent Membrane
Protein 1), koji moze uzrokovati zlo¢udnu preobrazbu B-limfocita [100], poti¢e ispoljavanje
KDMG6B. Analizom diferencijalno ispoljenih gena u stanicama koje su prekomjerno ispoljavale
KDM6B pokazano je da je veliki broj tih gena takoder ispoljen 1 u B-limfocitima zaraZenim
EBV, sto upucuje na ulogu KDM6B u odgovoru stanica na EBV 1 njegovu potencijalnu ulogu

u patogenezi limfoma, u patogenezi kojih EBV ima vaznu ulogu [101].
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1.2. Epigeneti¢ke promjene u zlo¢udno preobrazenoj stanici

Epigeneticke promjene mogu doprinijeti nastanku i napredovanju tumora. Brojni epigeneticki
procesi promijenjeni su u stanicama tumora, 0 ¢emu najbolje svjedoce brojne mutacije u
proteinima koji uspostavljaju obrazac specifi¢nih epigenetickih modifikacija [102]. Metilacija
molekule DNA ima posebno vaznu ulogu u onkogenezi. Jo$ prije 40 godina primijecena je
globalna hipometilacija genoma tumora [103]. Hipometilacija DNA pridonosi nastanku
genomske nestabilnosti i preslagivanju kromosoma [104] te aktivaciji, inace utiSanih,
retrotranspozona [105]. Hipometilacija u podrucju regulatornih podru¢ja molekule DNA
takoder je povezana s ispoljavanjem upisanih gena, na primjer gena IGF2 (od engl. Insulin Like
Growth Factor 2) u raku debelog crijeva [106]. S druge strane, u tumorima je primije¢ena
hipermetilacija promotora gena Ciji su proteinski produkti negativni regulatori procesa
zlo¢udne preobrazbe (tumor supresorski geni), Sto dovodi do njihovog smanjenog ispoljavanja

te doprinosi nastanku i napredovanju tumora [107, 108].

Posttranslacijske modifikacije histona takoder mogu biti promijenjene u stanicama tumora.
Gubitak acetilacije lizina 16 u histonu H4 (H4K16) otkriven je u odredenim vrstama tumora
[109]. Neke histon deacetilaze prekomjerno su ispoljene u stanicama raka prostate, dojke,
debelog crijeva, Zeluca i drugih tumora [110, 111, 112, 113]. S druge strane, u nekim vrstama
tumora otkrivena je smanjena razina histon deacetilaza; na primjer, u raku plu¢a nemalih
stanica [114]. Povecano ispoljavanje histon deacetilaza moze dovesti do utiSavanja tumor
supresorskih gena, na primjer, CDKN1A (od engl. Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A;
poznatiji pod nazivom P21), BAX (od engl. BCL2 Associated X, Apoptosis Regulator) te
receptora za TGF-B1 (od engl. Transforming Growth Factor Beta 1) [115].

U tumorima postoji i aberantna metilacija lizina u histonima. Prekomjerna metilacija lizina 9
u histonu H3 (H3K9) povezana je s utiSavanjem tumor supresorskih gena u stanicama raka
mokraénog mjehura [116]. Histon lizin metiltransferaza EZH2, cesto je mutirana ili
prekomjerno ispoljena u odredenim vrstama zlo¢udnih tumora, o ¢emu ¢e biti rije¢i u sljede¢im
poglavljima. U stanicama raka prostate, histon lizin demetilaza LSD1 veze se s receptorom za
androgene 1 potiCe transkripciju ciljnih gena uklanjanjem transkripcijski represivne oznake,
trimetilacije H3K9 (H3K9me3) [117]. Isti enzim je snazno ispoljen u stanicama neuroblastoma

I povezan je sa smanjenom diferencijacijom stanica [118].
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1.2.1. Osobitosti EZH2 u zloéudnim tumorima

EZH2 je prekomjerno ispoljen u zloCudnim tumorima dojke, prostate, endometrija, jajnika i
melanoma. Njegovo prekomjerno ispoljavanje Cesto je povezano sa slabije diferenciranim
tumorima i/ili uznapredovalim stadijem bolesti [119, 120, 121, 122]. Bracken i suradnici
pokazali su da je ispoljavanje EZH2 pod utjecajem signalnog puta pRB-E2F (od engl.
Retinoblastoma-Associated Protein - Transcription Factor E2F) te da je EZH2 nuzan za
proliferaciju transformiranih i netransformiranih stanica covjeka. Autori su pretpostavili da je
EZH2 onkogen, s obzirom na to da ektopi¢no ispoljavanje EZH2 omogucuje brzu proliferaciju
stanica, a genski lokus na kojem se nalazi gen EZH2 ¢esto je amplificiran u zlo¢udnim
tumorima [123]. Kleer i suradnici pokazali su da prekomjerno ispoljavanje EZH2 u
imortaliziranim epitelnim stanicama dojke potiCe rast neovisan o sidrenju i invaziju stanica, a

za ovaj u¢inak nuzna je funkcionalna kataliticka domena EZH2 [121].

Osim poviSenih razina EZH2, dokazane su i njegove mutacije, u nekim zlo¢udnim tumorima.
Morin i suradnici otkrili su da je mutacija tirozina na polozaju 641 u katalitickoj domeni EZH2
prisutna u znacajnom postotku difuznih B-velikostani¢nih (21,7%) i folikularnih limfoma
(7,3%) [124]. Ova mutacija dovodi do promjene afiniteta enzima u odnosu na supstrat. Kao $to
je prije spomenuto, divlji tip EZH2 ima najveci afinitet prema nemetiliranom H3K27, dok se s
povecanjem razine metilacije supstrata afinitet EZH2 smanjuje. Mutirani EZH2 ima znacajno
smanjeni afinitet prema nemetiliranom supstratu, dok je afinitet prema metiliranom H3K27
povecan [55]. Mutacija je monoalelna; jedan alel je mutiran, dok je drugi nepromijenjen (divlji
tip alela). U ovakvom slucaju, divlji tip enzima metilira nemetilirani H3K27, potom mutirani
enzim ,,dovrSava“ metiliranje kona¢nim nastankom H3K27me3. Posljedica je povecana razina
oznake H3K27me3, u odnosu na stanice s dva nemutirana alela EZH2 [55, 125]. McCabe i
suradnici otkrili su jo$ jednu vrstu mutacije EZH2 u limfomu B-stanica; zamjenu alanina
glicinom, na polozaju 677. Ova mutacija takoder dovodi do povecane razine H3K27me3 u

stanicama, s time da je afinitet mutiranog proteina EZH2 u ovom sluc¢aju jednak za sve razine
metilacije H3K27 [126].

Navedene mutacije 1 prekomjerno ispoljavanje EZH2 mogu dovesti do utiSavanja tumor
supresorskih gena. EZH2 moze utiSati gen koji kodira protein RADS51, uklju¢en u popravak
oSte¢enja molekule DNA. Zbog toga dolazi do povecane nestabilnosti kromosoma 1i
nakupljanja mutacija od kojih neke mogu biti onkogene [127]. U imortaliziranim stanicama
epitela prostate prekomjerno ispoljavanje EZH2 dovodi do smanjene razine tumor
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supresorskog proteina, E-kadherina [128]. Proteini kompleksa Polycomb takoder sudjeluju u
utiSavanju lokusa INK4A/ARF, koji sadrzi nekoliko tumor supresorskih gena [129]. Povec¢ano
ispoljavanje EZH2 povezano je sa smanjenom razinom tumor supresorskog proteina, inhibitora
ciklin ovisne kinaze 1C (engl. Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 1C), u raku jajnika [122].
Protein EZH2 moze negativno utjecati i na mikrookoli§ tumora te na taj nacin poticati rast i
razvoj tumora. Lu i suradnici istrazili su ulogu EZH2 u angiogenezi tumora jajnika [130].
Otkrili su povecanu razinu EZH2 u stanicama endotela u tumorima u usporedbi sa stanicama
endotela zdravog tkiva. Daljnji pokusi, na stanicama endotela izdvojenih iz jajnika miSeva,
pokazali su da je ispoljavanje Ezh2 potaknuto vaskularnim endotelnim ¢imbenikom rasta
(VEGF, od engl. Vascular Endothelial Growth Factor), preko signalnog puta E2F. Povecana
razina EZH2 uzrokuje metiliranje promotora gena Vashl (od engl. Vasohibin 1), snaznog
supresora angiogeneze, zbog ¢ega se smanjuje njegovo ispoljavanje, ¢ime se potiCe

angiogeneza [130].

Onkogene uloge proteina EZH2 mogu biti i neovisne o kompleksu PRC2. Iznenadujuée, u tim
slu¢ajevima EZH2 potic¢e transkripciju gena. Shi i suradnici pokazali su da u stanicama
karcinoma dojke, MCF-7, EZH2 stupa u interakciju s receptorom za estrogen alfa (ERa) i B-
kateninom. Ova interakcija, koja je neovisna o metiltransferaznoj aktivnosti EZH2, dovodi do
povecane transkripcije gena koji kodiraju proteine c-MYC 1 ciklin D1, §to za posljedicu ima

poticanje proliferacije stanica raka [131].

Lee i suradnici pokazali su, koriste¢i ER-negativne, “basal like” stanice raka dojke, da se EZH2
veze s proteinima - ¢lanovima obitelji NF-kB (od engl. Nuclear Factor Kappa Light Chain
Enhancer of Activated B Cells) i potice transkripciju ciljnih gena: 1L-6 (od engl. Interleukin-6)
i TNF (od engl. Tumor Necrosis Factor), koji imaju vaznu ulogu u razvoju ove vrste raka. Niti
u ovom slucaju, aktivacija transkripcije gena ne ovisi o metiltransferaznoj aktivnosti EZH2
[132]. Xu i suradnici pokazali su da u stanicama raka prostate otpornog na kastraciju
fosforilacija EZH2 na serinu 21 potice vezanje EZH2 s receptorom za androgene. Nastali
kompleks proteina potice transkripciju gena koji su ukljuceni u napredovanje ove vrste raka
[133]. Mutacija EZH2 S21D, koja u funkciji oponasa fosforilaciju, omogucuje stanicama raka
prostate ovisne o androgenima da rastu neovisno o njima. Za razliku od prethodno opisanih
aktivnosti EZH2, neovisnih o PRC2 u stanicama raka, aktivacija transkripcije gena u stanicama
raka prostate ovisi o0 metiltransferaznoj aktivnosti EZH2 [131, 132].
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U populaciji mati¢nih stanica glioblastoma, fosforilacija EZH2 na serinu 21 poti¢e vezanje
EZH2 na STATS3 (od engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 3), dovodi do
metilacije STAT3 i aktivacije nizvodnog signalnog puta. Aktivacija ovog signalnog puta ima
vaznu ulogu u razvoju i progresiji glioblastoma [134]. Pokusi ha imunokompromitiranim golim
misSevima pokazali su da utiSavanje ili farmakoloska inhibicija EZH2 smanjuje rast ksenograft-
tumora, smanjuje razinu metilacije i fosforilacije STAT3 te za krajnju posljedicu ima smanjenu
aktivnost signalnog puta STAT3 [135].

Osim onkogenih funkcija EZH2, zapazene su mutacije koje dovode do gubitka funkcije
proteina, $to, u konkretnim modelima, upucuje na potencijalnu tumor supresivnu ulogu EZH2.
Analizom 219 uzoraka mijelodisplasti¢nih/mijeloproliferativnih neoplazmi otkrivene su
mutacije koje su dovele do gubitka funkcije EZH2 u 27 uzoraka (12%) [136]. Nikoloski i
suradnici analizirali su DNA 126 bolesnika oboljelih od mijelodisplati¢nih neoplazmi i u 23%
otkrili delecije ili tockaste mutacije gena EZH2 koje uzrokuju gubitak funkcije proteina [137].
Wang i suradnici analizirali su promjene gena EZH2 u 230 uzoraka adenokarcinoma plu¢a. U
najvec¢em postotku uzoraka (42%) bile su prisutne aktiviraju¢e mutacije ili amplifikacija gena
EZH2. Medutim, u manjem dijelu uzoraka (14%) uocene su inaktivirajuée mutacije ili delecije
EZH2. Daljnjim pokusima na misevima koji imaju konstitutivno aktivan protein Kras (Kras
G120y pokazano je da “knock-out” Ezh2 znagajno poveéava udestalost pojave tumora u miseva
1 drasti¢no smanjuje zivotni vijek miSeva u odnosu na miSeve koji imaju samo mutirani Kras.
Ovo upuéuje na to da bi u adenokarcinomu pluéa koji ima aktivirajuéu mutaciju Kras 22/

Ezh2 mogao imati tumor supresivnu ulogu [138].

1.2.2. Osobitosti KDMG6A u zloéudnim tumorima

U najveéem broju objavljenih znanstvenih publikacija, KDMG6A ima tumorsupresorsku ulogu.
Postoje i podatci koji upuéuju na onkogenu ulogu KDM6A u specificnim vrstama raka. Van
Haaften i suradnici analizirali su 1390 uzoraka zlocudnih tumora i otkrili inaktivirajuce
mutacije gena UTX u 39 uzoraka. Najveca ucestalost mutacija UTX uocena je u uzorcima
multiplog mijeloma (6/58, 10%), raku jednjaka plocastih stanica (6/77, 8%) i karcinomu
bubrega (6/419, 1,4%) [139]. Analizom 3281 uzorka (12 razli¢itih vrsta zlo¢udnih tumora)
otkriven je visok stupanj mutacija KDMG6A u urotelijanom tipu karcinoma mokra¢nog mjehura
(26,5%) [140]. U ovoj vrsti raka, mutacije koje dovode do gubitka funkcije KDMG6A rezultiraju
povecanom razinom H3K27me3 i represijom transkripcije odredenih gena. Takoder, linija

stanica podrijetlom od zlocudno promijenjenih uroelijalnih stanica koje imaju mutirani
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KDMBG6A osjetljive su na utiSavanje EZH2 u odnosu na stanice istog podrijetla, koje imaju divlji
tip KDM6A [141].

Pokusima na genetski modificiranim miSevima koji su imali aktivirajuéu mutaciju u
protoonkogenu Kras (Kras ®?°"*) pokazano je da “knock-out” gena Utx znacajno poveéava
broj tumora pluca, veli¢inu tumora i smanjuje medijan prezivljenja miSeva u odnosu na miseve
Kras ©12°™* Utx*"* (17, odnosno 30 tjedana). Daljnjim molekularnim analizama utvrdeno je da
“knock-out” Utx dovodi do povecane razine proteina Ezh2 i posttranslacijske modifikacije
H3K27me3 te smanjene razine mRNA tumor supresorskih gena Cdkn2a i Cdkn2b [142].

Watanabe i suradnici su metodom imunohistokemije analizirali 103 uzorka duktalnog
adenokarcinoma gusterace Covjeka. U 26 uzoraka (26/103) KDMG6A nije bio ispoljen, a
njegovo neispoljavanje bilo je povezano s kra¢im prezivljenjem (OS, od engl. Overal Survival)
(p=0,001). Pokusima na liniji stanica duktalnog adenokarcinoma gusterace BxPC3 pokazano
je da “knock-out” KDM6A uzrokuje brzi rast tumora u odnosu na divlji tip stanica BXPC3,
nakon usadnje u miSeve NOD-SCID (od engl. Nonobese Diabetic/Severe Combined

Immunodeficiency) [143].

Zheng 1 suradnici su na miSevima pokazali da ‘“knock-out” gena Utx uzrokuje
mijeloproliferativne/mijelodisplati€ne sindrome, sli¢ne kroni¢noj mijelomonocitnoj leukemiji.
Istovremeni, dvostruki “knock-out” gena Utx i Tp53 rezultirao je razvojem istog poremecaja i
drastiéno kraéim preZivljenjem Zivotinja (7/12 Utx”" miSeva je poZivjelo do 25 mjeseci, UTX”
i Tp537 misevi su imali medijan preZivljenja 3,8 mjeseci). Analizom kogtane srzi mideva Utx
I opazen je poveéan broj hematopoetskih mati¢nih stanica koje su imale izraZzeniju sposobnost

samoobnove u usporedbi sa stanicama dobivenim iz koStane srzi miseva divljeg tipa [144].

Ezponda i suradnici pokazali su, velikim brojem pokusa na linijama stanica podrijetlom od
multiplog mijeloma, da gubitak gena UTX potice proliferaciju i adheziju stanica raka u odnosu
na divlji tip stanica. Ponovno ispoljavanje UTX u stanicama dovelo je do smanjene proliferacije
stanica, ali ne i njihove smrti. Rezultati dobiveni in vitro potvrdeni su na misevima NOD-SCID
in vivo: stanice multiplog mijeloma ARD koje su imale inducibilni UTX sustav usadene su pod
kozu. Ponovno poticanje ispoljavanja UTX dovelo je do smanjene mase tumora i proliferacije
stanica [145].

Analizom 35 uzoraka akutne limfoblasti¢ne lekemije T-stanica (T-ALL), Van der Meulen i
suradnici otkrili su mutacije koje su dovele do gubitka funkcije gena UTX u pet uzoraka
(14,3%), u muskaraca (25/35). Pokusima in vivo, na modelu T-ALL u miSa, s potaknutim
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prekomjernim ispoljavanjem gena Notch1 (od engl. Neurogenic Locus Notch Homolog Protein
1) pokazano je da utiSavanje gena Utx, uz prekomjerno ispoljavanje Notch1, ubrzava nastajanje
T-ALL u odnosu na samo prekomjerno ispoljen Notchl (29 dana u odnosu na 54 dana).
Analizom transkriptoma stanica T-ALL potaknutih utiSavanjem Utx otkriveno je smanjeno
ispoljavanje tumor supresorskih gena Ect2l (od engl. Epithelial Cell Transforming Sequence 2
Oncogene-like) i Nf1 (od engl. Neurofibromin 1) te povecano ispoljavanje onkogena Tall (od
engl. T Cell Acute Lymphocytic Leukemia 1). Dodatno, kromatinskom imunoprecipitacijom
pokazana je povecana razina oznake H3K27me3 na promotorima nekoliko potencijalnih tumor

supresorskih gena [146].

Postoje 1 publikacije koje upucuju na postojanje onkogenih funkcija proteina KDMO6A.
Eksperimentima koje su proveli Xie i suradnici na stanicama raka dojke MCF-7, koje su
pozitivne na estrogeni receptor, pokazano je da KDMG6A stupa u interakciju s receptorom za
estrogen o (ERa), narocito u prisutnosti 17p-estradiola. Kromatinskom imunoprecipitacijom je
dokazano da se UTX i ERa vezu na regulatorni element cis, koji utjeCe na ispoljavanje
koreceptora za kemokin CXCR4 (od engl. Chemokine (C-X-C motif) Receptor 4), koji ima
vaznu ulogu u proliferaciji 1 preZivljenju stanica raka dojke te metastaziranju. Sukladno tome,
inaktiviranje UTX (“knock-out”) bilo je povezano sa smanjenom proliferacijom i migracijom
stanica MCF-7. Metodom imunohistokemije, na 104 uzorka raka dojke, pokazana je pozitivna
korelacija izmedu razine proteina UTX i CXCR4 u ER+ pozitivnim uzorcima (r= 0,45;
p=0,0006). Takoder, povecana razina UTX povezana je s losijim sveukupnim prezivljenjem

bolesnica s rakom dojke pozitivnim na estrogeni receptor (logrank p=0,019) [147].

lako prethodno navedena publikacija Van der Meulena i suradnika upucuje na tumor
supresivnu ulogu gena UTX u T-ALL [146], rezultati pokusa koje su proveli Benyoucef i
suradnici ukazali su na onkogena svojstva gena UTX u podskupini T-ALL koju karakterizira
ispoljavanje onkogenog ¢imbenika transkripcije, TALI. Autori su pokazali da UTX i TAL1
stupaju u interakciju, vezu se na promotore gena ukljucenih u proliferaciju stanica i inhibiciju
apoptoze te poti¢u njihovu transkripciju. Smanjena razina proteina UTX dovela je do povecane
razine oznake H3K27me3 na promotorima tih gena i njihovim smanjenim ispoljavanjem.
Utisavanje gena UTX u TAL1-pozitivnoj skupini T-ALL dovelo je do smanjene proliferacije i
povecane stope apoptoze stanica. Istovjetno utiSavanje nije imalo znacajan uc¢inak na stanice
T-ALL koje ne ispoljavaju TALL. S druge strane, prekomjerno ispoljavanje UTX potaknulo je
proliferaciju stanica T-ALL pozitivnin na TAL1l. U stanicama negativhim na TALL,

prekomjerno ispoljavanje imalo je suprotan uc¢inak — smanjenju stopu proliferacije. U obje vrste
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stanica T-ALL opazeni ucinak ovisio je o katalitiCkoj aktivnosti enzima [148]. Navedeni

rezultati upucuju na stani¢no-specifican, i o molekularno-geneti¢koj podlozi ovisan, u¢inak

KDMGA.

1.2.3. Osobitosti KDM6B u zloéudnim tumorima

U veéini do sada objavljenih istrazivanja pokazano je da KDMG6B ima onkogenu ulogu.
Medutim, kao i kod EZH2, postoje dokazi da u odredenim vrstama tumora KDM6B ima tumor
supresivnu ulogu. Ovdje su navedni neki od primjera uloge koju KDM6B ima u razli¢itim

tumorima.

Park i suradnici prekomjerno su ispoljili divlji tip i kataliti¢ki neaktivan JMJD3 u stanicama
melanoma A375-LM3 i MeWo-LM2. Prekomjerno ispoljavanje nije imalo ucinak na
proliferaciju stanica i stani¢ni ciklus in vitro. Medutim, usadivanje stanica koje su prekomjerno
ispoljavale divlji tip enzima pod kozu imunokompromitiranih miSeva za posljedicu je imalo
brzi rast melanoma. Ovaj fenomen izostao je kada je isti eksperiment napravljen sa stanicama
koje nisu prekomjerno ispoljavale JMJD3, ili su ispoljavale kataliticki neaktivan enzim.
Dodatnim pokusima utvrdeno je da JMJD3 potie angiogenezu i infiltraciju makrofaga u

melanom, aktiviranjem signalnog puta BMP (od engl. Bone Morphogenetic Protein) [149].

Ispoljavanje proteina KDM6B povecano je u nekim virusnim infekcijama koje su pro-
tumorigeni¢ne, na primjer infekcija papilomavirusom ¢ovjeka (HPV). McLaughlin-Drubin i
suradnici pokazali su da onkoprotein E7 u stanicama keratinocita izdvojenih iz prepucija
povecava razinu transkripta i proteina KDM6A 1 KDM6B. Povecana razina KDM6B rezultirala
je smanjenom razinom oznake H3K27me3 u podrucju promotora tumor supresorskog gena
P16INK4A , dobro poznatog biljega za tumore povezane s HPV. Osim ovog gena, smanjena
razina H3K27me3 primije¢ena je na promotorima nekoliko gena iz obitelji HOX, vaznih
regulatora embriogeneze. UtiSavanje KDM6A 1 KDM6B u stanicama raka vrata maternice
pozitivnih na HPV tip 16 (linija stanica Ca Ski) dovodi do smanjene sposobnosti stvaranja
kolonija in vitro, $to upucuje na mogucu ulogu koju ova dva enzima imaju u procesu

onkogeneze, vezane uz infekciju HPV [150].

Ohguchi i suradnici otkrili su da je ispoljavanje KDM6B povecano u uzorcima multiplog
mijeloma u usporedbi s plazma stanicama. UtiSavanje ili “knock-out” KDM6B smanjili su
proliferaciju te potaknuli apoptozu u linijama stanica multiplog mijeloma, dok je prekomjerno

ispoljavanje KDM6B potaknulo njihovu proliferaciju. Daljnjim pokusima autori su pokazali da
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je ispoljavanje gena KDMG6B, ali ne i KDMG6A, pod utjecajem signalnog puta NF-xB. Inhibicija
ovog signalnog puta spojem MLN120B smanjila je proliferaciju stanica multiplog mijeloma
MM.1S, dok je istovremeno prekomjerno ispoljavanje KDM6B imalo suprotan ucinak.
Analizom stanica MM.1S KDM6B™ pronadena je smanjena razina transkripta i proteina ELK 1
(od engl. ETS Transcription Factor ELK1) i FOS (od engl. Fos Proto-oncogene, AP-1
Transcription Factor Subunit). Ovi proteini ukljuceni su u signalni put protein-kinaza
potaknutih mitogenom (MAPK; od engl. Mitogen-activated Protein Kinase), koji je vazan za

proliferaciju i prezivljenje stanica multiplog mijeloma [151].

Posebno zanimljiva je studija koju su objavili Ntziachristos i suradnici, kojom su otkrili da
KDMBG6A i KDMG6B, iako Kkataliziraju istu reakciju, imaju suprotne uloge u T-ALL. Na modelu
T-ALL potaknute prekomjernim ispoljavanjem Notchl u miseva, autori su pokazali da je u
stanicama raka poveéana razina mRNA i proteina Jmjd3, dok Utx i Ezh2 nisu promijenjeni, u
odnosu na kontrolne T-stanice [152]. Poveéano ispoljavanje Jmjd3 posljedica je aktivacije
signalnog puta NF-kB, $to je u skladu s rezultatima objavljenim u prethodno navedenim
publikacijama [151]. Analizom nativnih uzorka T-ALL pokazano je da je JMJD3 povecano
ispoljen u ovoj vrsti raka; 1 u odnosu na druge leukemije, 1 u odnosu na normalne pretece T-
stanica. Pokusima kromatinske imunoprecipitacije pokazano je da se u liniji stanica T-ALL,
CUTLLI1 (stanice humanog podrijetla), protein JMJD3 veze na promotore gena (HEY1,
NRARP, HES1) koji su pod utjecajem proteina NOTCHI1 1 ¢iji proteinski produkti imaju
onkogene funkcije. UtiSavanje JMJID3 dovelo je do povecanja razine oznake H3K27me3 na
promotorima gena, i samim time njihovog smanjenog ispoljavanja. Takoder, utiSavanje JMJD3
smanjilo je vijabilnost stanica. Medutim, utiSavanje gena UTX uzrokovalo je njihovu povecanu
proliferaciju nakon usadnje u imunokompromitirane miseve. Ovo ukazuje da gen UTX moze
imati tumorsupresorsku ulogu u T-ALL [146]. Dodatno, sekvenciranjem gena UTX u uzorcima
T-ALL u djece otkrivene su razli¢ite mutacije koje dovode do gubitka funkcije UTX, S§to

dodatno upucuje na njegovu tumor supresorsku ulogu, u ovoj vrsti zlo¢udne bolesti [152].

Osim onkogenih uloga u nekim vrstama zlo¢udne bolesti, postoje i dokazi o tumor supresorskoj
ulozi KDM6B. Pokusima na stanicama podrijetlom od duktalnog adenokarcinoma gusterace
(linije stanica BxPC3 i SU.86.86) pokazano je da “knock-down” KDMG6B poti¢e njithovu
diseminaciju nakon ortotopijske implantacije u imunokompromitirane gole miseve. Pokusima
in vitro, s istim stanicama, pokazano je da smanjeno ispoljavanje KDM6B potice rast stanica

neovisan o sidrenju 1 stvaranje sfera. Pokazano je, takoder, da KDM6B regulira transkripciju
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poznatog tumor supresorskog gena, CEBPA (od engl. CCAAT Enhancer Binding Protein
Alpha) [153].

Yang i suradnici su pokusima na linijama stanica podrijetlom od neuroblastoma misSa otkrili
da je ispoljavanje Kdméb smanjeno u mati¢nim stanicama, u odnosu na stanice raka koje su
pokazale veéi stupanj diferencijacije. Analizom uzoraka neuroblastoma dvije neovisne skupine
bolesnika otkrivena je povezanost smanjene razine mMRNA KDM6B s kra¢im prezivljenjen,
vezano uz osnovnu bolest (p= 2,3x10? i p= 0,0034). Prekomjerno ispoljavanje KDM6B
inhibiralo je proliferaciju stanica neuroblastoma in vitro te smanjilo njihov tumorigeni¢ni
potencijal in vivo, u imunokompromitiranim misevima. Ovaj u¢inak ovisio je o katalitickoj
aktivnosti enzima; ispoljavanje neaktivnog enzima nije imalo uc¢inka na stanice. U skladu s
ovim rezultatima, utiSavanje KDMG6B povecalo je proliferaciju stanica neuroblastoma.
Utvrdeno je 1 da KDM6B potice diferencijaciju stanica neuroblastoma: stvaraju se aksoni 1

povecava se ispoljavanje gena koji su biljezi diferencijacije neurona [154].

Navedeni spoznaje ukazuju da, slicno kao EZH2 i KDM6A, uloga KDM6B u zlocudno

promijenjenoj stanici ovisi 0 njezinom podrijetlu - njegova uloga je stani¢no-specifi¢na.
1.3. Temeljna obiljeZja stanice raka ovisna su o viSestrukim genskim promjenama

U zlo¢udno promijenjenoj stanici, osim opisanih, postoji velik broja promjena u razli¢itim
genima i njihovim proteinskim produktima, §to za posljedicu ima nastanak temeljnih obiljezja
stanice raka. Promijenjena razina ispoljavanja glasnicke RNA i proteinskih produkata nekih

gena pokazala se zna¢ajnom za razumijevanje hipoteze, ciljeva i rezultata ovog istrazivanja.

1.3.1. Ciklin D2

Gen CCND2 zauzima 31,5 kilobaza na kratkom kraku 12. kromosoma (12p13.32). Prema
podatcima dostupnim u bazi podataka NCBI, postoji samo jedna eksperimentalno potvrdena
transkripcijska inacica. Translacijom ove glasnicke RNA nastaje protein ciklin D2 koji se

sastoji od 289 aminokiselina, ukupne molekularne mase ~ 33 kDa.

Ciklin D2, zajedno s ciklinima D1 1 D3, ¢ini skupinu proteina “Ciklin D”. Ovi proteini imaju
kljuénu ulogu u regulaciji ciklusa stanice. Nakon §to stanica primi mitogeni signal, dolazi do
ispoljavanja ciklina D koji potom stupaju u interakciju s ciklin ovisnim kinazama 4 i 6 (CDK
4/6, od engl. Cyclin-dependent Kinase). Funkcionalni kompleksi ciklina D i CDK 4/6 nuzZni su

za prolaz stanice kroz restrikcijsku tocku u G1-fazi stani¢nog ciklusa [155, 156]. Prolaz kroz
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ovu tocku posljedica je fosforilacije proteina pRB, koja je ovisna o kompleksu ciklin
D/CDK4/6. Zbog fosforilacije se protein pRB odvaja od ¢imbenika transkripcije E2F, koji

potice transkripciju gena nuznih za daljnje odvijanje stani¢nog ciklusa [157].

Ciklin D2 vazan je za proliferaciju stanica raka. Specifi¢nost njegovog djelovanja ovisna je o
vrsti stanica. U fibroblastima Stakora i miSa protoonkogen c-myc potice ispoljavanje ciklina
D2, koji, u kompleksu s Cdk4, veze inhibitor ciklin ovisnih kinaza, p27, $to za poljedicu ima

poticanje aktivnosti ciklin ovisne kinaze 2 (Cdk2) i poticanje stani¢nog ciklusa [158].

Sicinski i suradnici istrazili su ulogu ciklina D2 u granuloznim stanicama jajnika misa. “Knock-
out” ciklina D2 uzrokovao je neplodnost Zenki zbog izostanka proliferacije nakon poticanja
hormonom FSH (od engl. Follicle-stimulating Hormone). U muzjaka, “knock-out” ciklina D2
uzrokovao je hipoplaziju testisa i smanjeni broj spermija. Autori su potom analizirali razinu
ciklina D2 u uzorcima tumora jajnika i testisa, u ljudi. Otkrili su da tumori podrijetlom od
granuloznih stanica jajnika imaju znac¢ajno vecu koli¢inu ciklina D2 u odnosu na pripadajuce

tkivo netumora. Sli¢an fenomen uocen je i u tumorima zametnih stanica testisa [159].

Evron i suradnici opisali su smanjenu razinu ciklina D2 u stanicama raka dojke, u odnosu na
pripadajuce tkivo netumora. Pokazali su da je smanjena ekspresija ciklina D2 posljedica
hipermetilacije promotora gena za ciklin D2 [160]. Ovaj rad upucuje na ¢injenicu da ciklin D2
ima i odredena protuproliferacijska svojstva, barem u stanicama karcinoma dojke. Druge
istrazivaCke skupine pokazale su smanjeno ispoljavanje ciklina D2 u stanicama raka Zeluca

[161] i raka pluca [162].

U kulturi stanica fibroblasta ¢ovjeka (WI-38, IMR-90, Hs68) kontaktna inhibicija rasta
uzrokovala je smanjenje glasnicke RNA ciklina B te povecanje glasnicke RNA ciklina D2.
Presadivanje stanica u nove posude, ¢ime se ponistio utjecaj kontaktne inhibicije rasta,
uzrokovalo je postepeno smanjenje razine ciklin D2 mRNA tijekom 15 sati. Deprivacija stanica
od seruma u mediju takoder je uzrokovala povecanje razine ciklin D2 mRNA. Ovakve
promjene razine ciklin D2 mRNA specifi¢ne su samo za ovaj ciklin D. U istim uvjetima razina
ciklina D1 opada, dok razina ciklina D3 nije zna€ajno promijenjena. Autori su takoder uocili
da je u uvjetima uspostavljene kontaktne inhibicije rasta stanica, uz depleciju seruma, ciklin
D2 vezan u kompleks s ciklin ovisnim kinazama CDK2 i CDKA4, ali ne i s CDK6 [163]. Ovo
upucuje na razlicite uloge pojedinih ciklina D u odgovoru na uvjete rasta kojima su stanice

1zloZene.
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Analiza 57 uzoraka raka debelog crijeva i okolnog pridruzenog netumorskog tkiva pokazala je
da je ciklin D2 prekomjerno ispoljen u 53% tumora (30/57). Takoder, u istim tumorima trec¢eg
ili ¢etvrtog stadija (klasifikacija TNM) ciklin D2 bio je pojacano ispoljen u odnosu na ostale
cikline obitelji D; ciklin D2 (68%; 13/19 uzoraka) u odnosu na ciklin D1 (37%, 7/19 uzoraka,
p=0,1) 1 ciklin D3 (32%, 6/19 uzoraka, p=0,05). Autori su takoder analizirali prisutnost
pojedinih ciklina D u stanicama adenokarcinoma, kolona HT-29. Analizom western blot je u
ovim stanicama pokazana prisutnost ciklina D1 i D3, ali ne i ciklina D2 [164]. Takano i
suradnici proucavali su ispoljenost nekoliko razli¢itih ciklina, ciklin ovisnih kinaza i njihovih
inhibitora u uzorcima raka Zeluca. Prekomjerno ispoljavanje ciklina D2 opaZeno je u 34%
sluc¢ajeva, a njegovo prisustvo u citoplazmi (pokazano metodom imunohistokemije) povezano

je s napredovanjem bolesti i loSom prognozom [165].

1.3.2. Transformirajuéi ¢imbenik rasta beta 1

Obitelj transformirajucih ¢imbenika rasta beta (engl. Transforming Growth Factor Beta; TGF-
p) ¢ini vise od 30 proteina koji imaju vrlo vazne uloge u razvoju i rastu organizma, regulaciji
proliferacije stanica i njihove diferencijacije, sintezi i razgradnji izvanstanicnog matriksa,
regeneraciji tkiva, zacjeljivanju rana i drugim bioloskim procesima [166, 167, 168]. Unutar
ove obitelji nalazi se podskupina TGF-f po kojoj je cijela obitelj dobila ime. Ovu podskupinu
citokina u sisavaca €ine tri ¢lana: TGF-B1, TGF-B2 1 TGF-33.

Od posebnog interesa za ovaj rad je protein TGF-p1 (NCBI ID: 7040, UniProt: PO1137). TGF-
B1 kodiran je genom TGFB1 koji zauzima 23,6 kilobaza na dugackom kraku 19. kromosoma
(19q13.2). Transkripcijom gena nastaje samo jedna eksperimentalno potvrdena transkripcijska
inacica koja se sastoji od sedam eksona. Kao i ostali ¢lanovi podskupine TGF-f, polipeptid
TGF-B1 sintetizira se kao prekursor koji se sastoji od tri dijela. Amino terminalni dio sadrzi
signalni slijed kojim se peptid prilikom sinteze upucuje u endoplazmatski retikulum, nakon
Cega se uklanja iz polipeptida. Sredi$nji dio peptida, LAP (od engl. Latency Associated
Peptide) nuzan je za pravilno smatanje i dimerizaciju C-terminalnog dijela, koji je zreli i
funkcionalni oblik TGF-B [169]. C-terminalni odsjecak propeptida sadrzi devet cisteinskih
ostataka, od kojih osam formira intramolekularne cistinske disulfidne mostove, a jedan cistein
formira intermolekularni disulfidni most s drugom molekulom TGF-f [168]. U
endoplazmatskom retikulumu dolazi do kidanja kovalentne veze izmedu srediSnjeg i C-
terminanog dijela prekursora TGF-p. Ta dva dijela ostaju vezana nekovalentnim vezama i ¢ine

kompleks SLC (od engl. Small Latent TGF-f Complex), koji se disulfidnom vezom veze s
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proteinom LTBP (od engl. Latent TGF-f Binding Protein). Nastali kompleks naziva se LLC
(od engl. Large Latent TGF-S Complex) i izluCuje se iz stanice u medustaniéni prostor [170,
171]. LLC se veze na komponente izvanstani¢nog matriksa; TGF-B je u ovom kompleksu
inaktivan [172]. Njegova aktivacija povezana je s oslobadanjem iz LLC, $to je posredovano
razli¢itim mehanizmima. Najzanimljvije jest da se aktivni TGF-B oslobada zbog kontrakcije
stanica, posredovano mehanickom silom [173]. Matriks metaloproteinaze 2 i 9 mogu
proteolitickim djelovanjem osloboditi TGF-f iz LLC [174]. BMP1 (od engl. Bone
Morphogenetic Protein 1) takoder moze proteoliticki cijepati LTBP i osloboditi TGF-3 [175].

Receptori za TGF-f su tetraheteromeri, sastavljeni od po dvije podjedinice transmembranskih
serin/treonin kinaza receptora tipa 1 i tipa 2. U kraljeZnjaka je, za sada, poznato sedam
receptora tipa 1 1 pet receptora tipa 2 koji, u razli¢itim kombinacijama, ¢ine funkcionalne
receptore za sve ¢lanove superobitelji TGF- [176]. Prijenos signala u unutras$njost stanice
zapoCinje vezanjem TGF- na dimer receptora tipa 2 koji je autofosforiliran i konstitutivno
aktivan. Potom se kompleks TGF-B i receptora tipa 2 veze s dimerom receptora tipa 1 ¢ime
nastaje aktivan receptorski kompleks. Nakon ovog vezanja, podjedinice receptora tipa 2
fosforiliraju podjedinice receptora tipa 1 na nekoliko serinskih i treoninskih ostataka unutar
visoko konzervirane GS-domene. Fosforilacija podjedinica receptora tipa 1 stvara vezna mjesta
za podskupinu proteina SMAD (od engl. Mothers Against Decapentaplegic (MAD) Homolog)
[177,178].

Skupina proteina SMAD (homolozi proteina Mad u oganizmu Droshophila melanogaster i
proteina Sma u organizmu Caenorhabditis elegans) odgovorni su za prijenos signala od TGF-

B receptora u stanicu. Podijeljeni su u tri skupine [179]:

e Receptorom regulirani proteini: SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD5, SMAD&/9;
¢ Inhibitorni proteini: SMAD6, SMAD?7,
e Protein-posrednik SMADA.

Nakon aktivacije receptora za TGF-f, proteini SMAD?2 ili SMAD3 vezu se za novonastala
vezna mjesta te ih podjedinica receptora tipa 1 fosforilira na dva serinska ostatka, na C-
teminalnom dijelu proteina. Ova fosforilacija omogucuje stvaranje dimera SMAD2 i SMAD3
te vezanje s proteinom SMAD4 koji se veZe na sve, receptorom regulirane proteine SMAD
nakon njihove fosforilacije [180]. Kompleks SMAD2/SMAD3 i SMAD4 ulazi u jezgru stanice
i poti¢e ili utiSava transkripciju ciljnih gena, ovisno o vrsti stanice [181, 182]. Inhibitorni

proteini SMAD sluze kao negativni regulatori aktivnosti TGF-B/SMAD. Na primjer, SMAD7

24



moze se vezati za podjedinicu aktiviranog receptora tipa 1 i sprijeciti fosforilaciju SMAD?2

[183] ili posredovati ubikvitinaciji i posljedi¢noj razgradnji receptora TGF-[3 [184].

Aktivirani receptori TGF-B mogu aktivirati i druge signalne putove, neovisne o proteinima
SMAD (nekanonski signalni putovi TGF-B). Na primjer, pokazano je da TGF-p mozZe aktivirati
signalni put mitogenom aktiviranih protein kinaza (MAPK) [185,186] ili PI3K/AKT/mTOR
signalni put [187,188].

1.3.2.1. Zlo¢udni tumori i signalni put posredovan transformiraju¢im ¢imbenikom rasta
beta

Uloga signalnog puta TGF-p u zlo¢udnim je tumorima dvojaka. U pocetnim stadija razvoja
bolesti TGF-B djeluje kao tumor supresor. Medutim, tijekom progresije bolesti stanice raka
cesto postaju otporne na tumor supresivni utjecaj TGF-f. Tada dolazi do prevage “negativnih”

uc¢inaka TGF-f: poticanja imunosupresije, angiogeneze, invazije i metastaziranja [189, 190].

Inhibitorni potencijal signalnog puta TGF-B se u odnosu na nastanak tumora temelji na

nekoliko razli¢itih mehanizama:

1. TGF-B u liniji stanica adenokarcinoma gusterace Panc-1 potice ispoljavanje dobro poznatog
tumor supresorskog gena CDKNIA. Isti u¢inak nije bio opazen u linijjama stanica raka
gusteraCe koje imaju mutacije u TGF-f receptor podjedinici tipa dva ili u proteinu SMAD4
[191];

2. Takoder, prekomjerno ispoljavanje SMAD4 proteina u stanicama raka dojke MDA-MB-468

dovelo je do povecanja razine proteina P21 i zaustavljanja rasta stanica [192];

3. U liniji stanica adenokarcinoma endometrija HEC-1A, aktivnost TGF-B poti¢e povecanje
razine proteina P27 i njegovu translokaciju u jezgru. Posljedica je zaustavljanje stani¢nog
ciklusa u kasnoj G1-fazi. Utisavanje P27 koristenjem tehnologije siRNA ukinulo je u¢inak
TGF-p na stani¢ni ciklus [193];

4. Jang i suradnici pokazali su, na liniji stanica hepatocelularnog karcinoma Hep3B, da TGF-3
uzrokuje apoptozu povecanjem ispoljavanja kinaze DAP (od engl. Death Associated Protein).
Inhibicija ove kinaze za posljedicu je imala smanjenu stopu apoptoze [194].;

5. Korah i suradnici pokazali su, na stanicama raka jetre, melanoma i imortaliziranim
keratinocitima, da TGF- poti¢e apoptozu, ovisno o proteinu E2F1. UtiSavanje E2F1 je gotovo

u potpunosti sprije¢ilo apoptozu stanica, nakon izlaganja TGF-f3 [195].
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Iako je povecano ispoljavanje TGF-B primije¢eno u tumorima, veliki broj analiziranih tumora
posjeduje mutacije u genima koji kodiraju proteine koje signalni put TGF- moze modulirati,
te na taj nacin iskljucuit tumor supresivno djelovanje ovog signalnog puta. Opisane su, na
primjer, mutacije u podjedinicama receptora za TGF-f tip 1 i 2 te mutacije u SMAD2, SMAD3
i SMAD4 [196, 197].

Protumorski ucinci TGF- mogu se o€itovati na razini stanica tumora i na razini stanica
strome. Na primjer, na modelu ksenografta stanica raka dojke MDA-MB-231 u golih miSeva
pokazano je da “knock-down” SMAD4 u stanicama smanjuje njihov potencijal za stvaranje

osteogenih metastaza [198].

1.4. Senzibiliziranje stanice na cisplatinu farmakoloSkim moduliranjem razine

H3K27me3

1.4.1. Tazemetostat — inhibitor EZH2

Tazemetostat (zaSticeno ime: Tazverik®), poznat pod nazivom EPZ-6438, snazan je,
selektivan inhibitor enzima EZH2 (Slika 2). Razvile su ga tvrtke Epizyme i Eisai. Tazemetostat
djeluje kao kompetitivni inhibitor EZH2; natjeCe se sa S-adenozil metioninom za vezanje na
kataliticku domenu EZH2. Pokazuje 35 puta veéu selektivnost prema EZH2 (ICs 2,5 nM) nego
prema EZH1 te nekoliko tisu¢a puta vecu selektivnost u odnosu na ostale histon
metiltransferaze [199]. U¢inkovitost protutumorskog djelovanja tazemetostata pokazana je na
razli¢itim pretklinickim modelima, in vitro i in vivo. Na primjer, u rabdomioidnim tumorima
[199], ne-Hodgkin limfomu [200], karcinomu jajnika malih stanica [201], karcinomu
Merkelovih stanica [202], hordomu [203] i drugim modelima. Vazno je napomenuti da su, u
vedini istrazenih modela, u stanicama/tumorima prisutne mutacije ili delecije proteina koji su
dio kompleksa SWI/SNF (antagonist PRC2), ili su prisutne mutacije i/ili prekomjerno
ispoljavanje EZH2.

Ucinkovitost tazemetostata, u monoterapiji ili u kombiniranom lijecnju u onkologiji, predmet
je desetak klinickih ispitivanja. Pretrazivanjem baze klini€kih ispitivanja, ClinicalTrials.gov,
koristenjem klju¢nih rijeci ,,cancer* i ,,tazemetostat™, pronadena je 41 studija. Najveci broj
studija usredotocen je na ispitivanje tazemetostata u lijeCenju razli¢itih vrsta limfoma.
Medutim, ucinak tazemetostata ispituje se i za lijeenje velikog broja drugih zlo¢udnih
oboljenja. Od 41 studije, devet je zavrSeno, jedna studija je suspendirana, jedna prijevremeno

zavsena 1 jedna povucena. Trenutno su aktivne 23 studije, a Sest je tek odobreno. U trenutku
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pisanja ovog rada, tazemetostat je odobren od strane Agencije za hranu i lijekove Sjedinjenih
Americkih Drzava (eng. U.S. Food and Drug Administration; FDA) za lijeCenje epiteloidnog
sarkoma i refraktornog folikularnog limfoma [204].

Slika 2. Struktura tazemetostata

1.4.2. GSK-J4 - inhibitor KDM6A i KDM6B

GSK-J4 je derivat spoja GSK-J1 koji je snazan i selektivan inhibitor dva enzima, KDM6A i
KDMG6B, ¢lanova obitelji histon lizin demetilaza. GSK-J1 se natjee s a-ketoglutaratom za
vezanje na enzime, dok je vezanje supstrata za enzim neometano. Budu¢i da GSK-J1 sadrzi
visoko polarnu karboksilnu skupinu (Slika 3), ima ogranic¢enu sposobnost prolaska kroz
lipofilnu stani¢énu membranu. Acetilacijom karboksilne skupine spoja GSK-J1 nastaje spoj
GSK-J4 koji prolazi kroz stani¢nu membranu. Unutar stanica se GSK-J4 deacetilira stani¢nim
esterazama i pretvara u aktivan spoj — GSK-J1 [205, 206]. Nuzno je napomenuti da su
Heinemann i suradnici otkrili da spojevi GSK-J1/GSK-J4 inhibiraju i enzime KDM5B i
KDMS5C — histon lizin demetilaze koje demetiliraju metiliranu aminokiselinu lizin na poloZaju

4 u histonu H3 [207].
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Slika 3. Strukture spojeva GSK-J1 (lijevo) i GSK-J4 (desno)

Protutumorski uéinak GSK-J4, u slu¢aju samostalne primjene, ili u kombinaciji s drugim
protutumorskim lijekovima, pokazan je na razli¢itim pretklinickim modelima, in vitro i in vivo.
Na primjer: anaplasticnom raku $titnjac¢e [208], adenokarcinomu pluc¢a s mutacijom u genu
KRAS [209], raku pluca i karcinomu jajnika malih stanica s mutacijama u genu SMARCA4
[210], akutnoj mijeloidnoj leukemiji [211] i drugim modelima. Usprkos tomu, u¢inkovitost

spoja GSK-J4 jos uvijek nije istrazena u klinickim studjama.

1.4.3. Cisplatina

Cisplatina je protutumorski lijek, odobren 1978. godine od strane FDA za lijecenje raka testisa.
Danas se cisplatina koristi, kao monoterapija ili u kombinaciji s drugim lijekovima, za lijeenje
razlicitih tumora: raka mokracnog mjehura, grlica maternice, jajnika, testisa, raka pluca

nemalih stanica, raka glave i vrata [212].

Cisplatina u stanicu ulazi putem visoko afinitetnog transportera za bakar CTR1 (SLC31A1)
[213]. Nakon ulaska u stanicu dolazi do izmjene atoma klora s molekulama vode. Novonastali
spoj je elektrofilan i reagira s molekulama koje su bogate elektronima, kao $to su duSi¢ne baze
nukleinskih kiselina [214]. Reagiraju¢i s molekulom DNA, cisplatina primarno dovodi do
stvaranja veza izmedu dvije susjedne purinske baze unutar istog lanca. Najcesce je rije¢ o

stvaranju veze izmedu dva susjedna gvanina (GpG), ili adenina i gvanina (ApG) [215].

Cisplatina uzrokuje stvaranje reaktivnih kisikovih jedinki, Sto rezultira povecanim
oksidacijskim stresom u stanici, koji moze uzrokovati ostecenje proteina, lipida i nukleinskih
kiselina [215, 216]. Oksidacijski stres takoder potic¢e aktivaciju gena ukljucenih u apoptozu,
Sto zajedno s ostalim oStecenjima dovodi do programirane smrti stanice. U slu€aju izrazitog

oksidacijskog stresa, nastala oste¢enja mogu rezultirati i nekrozom [217]. Pokazano je da u
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nekim eksperimentalnim modelima ucinak cisplatine ovisi o unutarstani¢noj razini glukoze
[218], te da linije stanica raka neosjetljive na cisplatinu imaju povecanu potrebu za glukozom
[219, 220].

Zbog navedenih molekularnih mehanizama, djelovanje cisplatine nije selektivno. Posljedica
neselektivnosti su izrazeni nezeljeni ucinci poput mucnine i povracanja, nefrotoksi¢nosti,
neurotoksi¢nosti, oSteCenja sluha, supresije koStane srzi, oSteCenja pluca, neplodnosti. U

konacnici moze posredovati u razvoju sekundarnih tumora [221, 222].

Osim neselektivnog djelovanja , dodatni problem je razvoj otpornosti zlo¢udno promijenjene
stanice. Poznato je nekoliko razli¢itih mehanizama koji pridonose razvoju smanjene
osjetljivosti: smanjenje unutarstani¢ne razine cisplatine, zbog smanjenog unosa ili
odstranjivanja cisplatine iz stanice, te zbog povecane sinteze glutationa, koji se izravno veze
na molekulu cisplatine. Osim mehanizama koji izravno djeluju na molekulu cisplatine, postoje
i mehanizmi rezistencije koji se nalaze ,,nizvodno* - nakon vezanja cisplatine na DNA. Ovo
ukljucuje povecano ispoljavanje proteina koji sudjeluju u popravku ostec¢enja molekule DNA
izrezivanjem nukleotida (engl. Nucleotide Excision Repair; NER) ili u popravku dvolan¢anih
lomova (DBS, od engl. Double Strand Brake) molekule DNA. Takoder, smanjena aktivnost
sustava koji aktivira apoptozu stanica u odgovoru na oSte¢enje molekule DNA ili mutacije u
proteinima koji sudjeluju u procesu apoptoze, mogu stanice uéiniti rezistentnim na cisplatinu
[223, 224].

Fenotip stanica koje su otporne na cisplatinu, izmedu ostalog, proizlazi i iz genetickih 1
epigeneti¢kih promjena koje postoje u stanici. Za razliku od geneti¢kih promjena, koje su u
pravilu trajne, epigeneticke promjene su dijelom reverzibilne, §to ih ¢ini zanimljivim metama,
vaznim u prevladavanju otpornosti na veliki broj protutumorskih lijekova, ukljucujuéi i

cisplatinu [225, 226].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

1. Istraziti postojanje ucinka: aditivnog 1ili sinergistickog, primjenom spojeva
tazemetostat/GSK-J4 u kombinaciji s cisplatinom in vitro, na stanice podrijetlom od zlo¢udnih
tumora glave i vrata te zlo¢udnog tumora debelog crijeva odredivanjem vijabilnosti,

proliferacije, apoptoze i promjenom udjela stanica u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa.
2. Istraziti ovisnost uc¢inka o razini glukoze u mediju.

3. Istraziti molekularno-geneticku podlogu opaZzenih promjena na razini mRNA, i na razini

proteina.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Linije stanica

Za izradu doktorskog rada koriStene su tri trajne linije stanica raka; dvije linije stanica
podrijetlom od zlo¢udih tumora glave i vrata te jedna linija stanica podrijetlom od

adenokarcinoma debelog crijeva. Navedene linije su:

e FaDu — podrijetlom od karcinoma donjeg dijela zdrijela [227];
e Detroit 562 — podrijetlom od metastaza (pleuralni izljev) karcinoma zdrijela [228];
e HT-29 — podrijetlom od adenokarcinoma debelog crijeva [229].
Sve linije stanica nabavljene su od ATCC (American Type Culture Collection, SAD) i

pohranjene u teku¢i dusik.
3.1.2. Materijali i kemikalije za uzgoj stanica

e Bogice povriine 75 cm? s ventiliranim ¢epom (SARSTEDT AG & Co. KG, Njemacka);

e Bogice povriine 25 cm? s ventiliranim ¢epom (SARSTEDT AG & Co. KG, Njemacka);

e Plocice s 96 jazica (96-well plate, Sigma-Aldrich, SAD);

e Konusne epruvete od 15 mL (Greiner Bio-One, Njemacka);

e Hemocitometar Birker-Tiirk (Brand, Njemacka);

e Medij DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) - high glucose (Sigma-Aldrich,
SAD, [D5796));

e Medij DMEM - low glucose (Sigma-Aldrich, SAD, [D6046]);

e Serum fetusa goveda (FCS — od engl. Fetal Calf Serum) (Sigma-Aldrich, SAD, [F7524]);

e Otopina 0,25% Tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, SAD, [T4049]);

e Otopina tripanskog modrila (Sigma-Aldrich, SAD);

e 1 x pufer PBS (od engl. Phosphate Buffer Saline): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
NazHPO4, 1,8 MM KHzPOq, pH 7,4.
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3.1.3. KorisStena otapala i spojevi

Istrazivao se ucinak tri spoja, zasebno i1 u kombinaciji, te otapala u kojemu su spojevi bili

otopljeni.:

e Dimetil sulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich, SAD);

e C(Cisplatina (Cayman Chemical Company, SAD); otopljena u fizioloskoj otopini;
koncentracija originalne (“stock’) otopine 1666,7 uM;

e Tazemetostat (Cayman Chemical Company, SAD); otopljen u DMSO; koncentracija
originalne (“stock™) otopine 5 mM;

e GSK-J4 (Sigma-Aldrich, SAD); otopljen u DMSO; koncentracija originalne (“stock”)

otopine 5 mM.

3.1.4. Mjerenje vijabilnosti i proliferacije stanica

e Komplet kemikalija za mjerenje vijabilnosti stanica “EZ4U — Cell Proliferation and
Cytotoxicity Assay BI-5000” (Biomedica, Austrija);
e Komplet kemikalija za mjerenje proliferacije stanica “Cell Proliferation ELISA, BrdU

(colorimetric)” (Roche, Svicarska).

3.1.5. Odredivanje stani¢nog ciklusa i apoptoze

e Komplet kemikalija za odredivanje stani¢nog ciklusa “Muse Cell Cycle Kit” (Luminex
Corporation, SAD);

e Komplet kemikalija za odredivanje apoptoze ‘“Muse Annexin V & Dead Cell Kit”
(Luminex Corporation, SAD).

3.1.6. Izdvajanje ukupne RNA i procis¢avanje od zaostale genomske DNA

e “TRIzol“ (Invitrogen, SAD);

e Kloroform p.a. (Kemika, Hrvatska);

e Izopropanol p.a. (CARLO ERBA Reagents GmbH, Njemacka);

e Etanol, 70%, pripravljen iz 100% (CARLO ERBA Reagents GmbH, Njemacka);
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e Komplet kemikalija za uklanjanje genomske DNA “gDNA Removal kit* (Jena Bioscience
GmbH, Njemacka);

e Sterilna deionizirana voda.

3.1.7. Obrnuto prepisivanje

e Komplet kemikalija “High-Capacity ¢cDNA Reverse Transcription

Biosystems, SAD);
e Pocetnice “Oligo(dT)23, Anchored* (Sigma-Aldrich, SAD);

e Sterilna deionizirana voda.

3.1.8. Lancana reakcija polimeraze (PCR) i elektroforeza u gelu agaroze

e “AmpliTaq Gold™ 360 Master Mix“ (Applied Biosystems, SAD);
e “360 GC Enhancer* (Applied Biosystems, SAD) ;

e Sterilna deionizirana voda;

Kit“ (Applied

e Agaroza “BioReagent”, za molekularnu biologiju, niske elektroendoosmotske jakosti
(Sigma-Aldrich, SAD);
e 1 x pufer TAE (od engl. Tris-acetate-EDTA): 20 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0;

e Pufer za nanoSenje uzoraka: 0,25% ksilen-cijanol, 0,25% bromfenolno modrilo, 50%

glicerol;

e Standard “Lambda DNA/HindIIl Marker* (Thermo Fisher Scientific, SAD);

e Standard “100 bp DNA Ladder* (Invitrogen, SAD);

e Pocetnice za “end-point” PCR (Tablica 1) (Metabion International AG, Njemacka).

Tablica 1. Pocetnice za ,,end-point™“ PCR

Naziv pocetnice Slijed nukleotida Veli¢ina odsjecka (pb) Tm (°C)
GAPDH 1 5’ AACGGATTTGGTCGTATTGGGC 3’ GAPDH 1 + 2 = 600 bp 59
GAPDH 2 5’ AGGGATGATGTTCTGGAGAGCC 3’ 59
GAPDH 3 5’ AAGCTGACTCAGCCCTGCAAAGG 3’ GAPDH 2 +3 =644 bp 59
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3.1.9. Lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (RT-gPCR) i TagMan Gene

Expression Array

e “TagMan Array Human Cyclins & Cell Cycle Regulation* (Applied Biosystems, SAD);
e “TagMan Fast Advanced Master Mix‘“ (Applied Biosystems, SAD);

e Sterilna deionizirana voda;

e “PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix“ (Applied Biosystems, SAD);

e “MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate” (Applied Biosystems, SAD);

e Pocetnice za RT-gPCR (Tablica 2) (Metabion International AG, Njemacka).

3.1.10. Izdvajanje proteina i odredivanje njihove koncentracije

e “RIPA Lysis and Extraction Buffer” (Thermo Fisher Scientific, SAD);

e “NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents” (Thermo Fisher Scientific,
SAD);

e 1 x pufer PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPOQO4, 1,8 mM KH2POg4, pH 7,4;

e “Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate, 450 ml” (Bio-Rad Laboratories, SAD);

e Strugalice za sakupljanje lizata — “Cell Scraper and Cell Spatula [99002]” (TPP Techno
Plastic Products AG, gvicarska);

e Albumin seruma goveda (BSA, od engl. Bovine Serum Albumin) (Cell Signaling
Technology, SAD);

e Sterilna deionizirana voda.
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Tablica 2. Poc¢etnice za RT-gPCR.

Naziv Velidina
Slijed nukleotida Tm (°C)
pocetnice odsjecka (pb)
PPIA F 5’"GACTGAGTGGTTGGATGGCA 3’ 60
PPIAR 5’GCTCCATGGCCTCCACAATA 3° ! 60
IPO8 F 5" CACCACTCAGCGAGGATCAG 3’ 63
IPO8 R 5" TCTTCTTTGCCTCTGCCACC 3’ o7 60
pl8 F 5 CCTGATCGTCAGGACCCTA 3 17 59
pl8 R 5 GGATTTCCAAGTTTCATAACCTGC 3 62
pl9 F 5 GCAGGTCATGATGTTTGGCAG 3' 107 61
pl9 R 5 CTGCGTCATGGACTGGACTG 3 63
p21 F 5 GACCATGTGGACCTGTCACT 3 131 60
p21 R 5 TGGTAGAAATCTGTCATGCTGGT 3 61
CCND2 F 5'TCCTGGCCTCCAAACTCAAA G 132 58
CCND2R 5 GGTTCCACTTCAACTTCCCCA 3 61
CDK2 F 5 TGGGCCCGGCAAGATTTTAG 3 60
CDK2R 5" GGCCGAAATCCGCTTGTTAG 3’ 105 60
TGFB1 F 5 GGAAATTGAGGGCTTTCGCC 3' 60
TGFB1 R 5' CCGGTAGTGAACCCGTTGAT 3 % 60
TGFB3 F 5" ACCTCCAAGGTTTTCCGCTT 3° 146 58
TGFB3 R 5" GGCCGAAGGATCTGGAAGAG 3’ 63
KDM6B F 5" CACCTTGAGCACAAACGGAA 3° 58
KDM6B R 5" GTCTGTTCAGAGTTGCAGCC 3’ 1 60
EZH2 F 5’ TCCGGGATGCCGCTGCAAAG 3° 63
EZH2 R 5" AAATCCCCCCAGCCTGCCACG 3’ 209 63

3.1.11. Western blot

e Pufer za denaturaciju i nanosenje uzoraka (Laemmli pufer): 300 mM Tris-HCI pH 6,8, 250
mM DTT, 50% glicerol, 10% SDS, 0,02% bromfenolno modrilo;

e 30% otopina akrilamida: akrilamid/bis-akrilamid — 29:1 (Sigma-Aldrich, SAD);

e Pufer za gel 1(sabijanje): 500 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,4% SDS;
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Pufer za gel 2 (razdvajanje): 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 0,4% SDS;

Sterilna deionizirana voda;

10% amonijev persulfat (APS) (Sigma-Aldrich, SAD);

N,N,N',N'-tetrametiletilenediamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, SAD);

1 x pufer za elektroforezu: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0.1% SDS;

1 x pufer za transfer proteina: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 20% metanol;

Nitrocelulozna membrana velicine pora 0,2 um “Roti-NC, transfer membrane” (Carl Roth
GmbH, Njemacka);

Otopina Ponceau S (Sigma-Aldrich, SAD, [P7170]);

1 x pufer TBS (od engl. Tris-Buffered Saline): 150 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7,6;

1 x pufer TBST: 1 x pufer TBS, 0,1% Tween 20;

Albumin seruma goveda (Cell Signaling Technology, SAD);

Nemasno mlijeko u prahu (Cell Signaling Technology, SAD);

Proteinski standard “Color-coded Prestained Protein Marker, Broad Range (10-250 kDa)
#74124” (Cell Signaling Technology, SAD);

Primarna i sekundarna protutijela opisana su u Tablici 3. Sva protutijela, osim anti-JMJD3,
nabavljena su od proizvodaca Cell Signaling Technology (SAD). Protutijelo anti-JMJD3
nabavljeno je od proizvodaca Thermo Fisher Scientific (SAD). Sva primarna protutijela
podrijetlom su iz kuni¢a (Rabbit), dok je sekundarno protutijelo, koje prepoznaje
imunoglobulin G (IgG) kuniéa, podrijetlom iz koze (Goat). Sva protutijela razrijedena su u
omjeru 1:1000, u 5% otopini BSA u puferu TBST, ili u 5% otopini nemasnog mlijeka u

puferu TBST, prema uputama proizvodaca.
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Tablica 3. Protutijela koriStena za Western blot.

Protutijelo C'Un.' Vrsta protutijela
protein
p21 Wafl/Cipl (12D1) Rabbit mAb #2947 P21
Cyclin D2 (D52F9) Rabbit mAb #3741 ciklin D2
) TGFBL1li
TGF-B (56E4) Rabbit mAb #3709 TGEB3 |
P53 (7F5) Rabbit mAb #2527 P53 Primarno -
. Monoklonsko
Ezh2 (D2C9) XP Rabbit mAb #5246 EZH2
GAPDH (D16H11) XP Rabbit mAb #5174 GAPDH
TBP (D5C9H) XP Rabbit mAb #44059 TBP
B-Actin (D6A8) Rabbit mAb #8457 Beta aktin
JMJD3 Polyclonal Antibody #PA5-72751 JMID3 Primarno -
Poliklonsko
Anti-rabbit 19G, HRP-linked Antibody #7074 IgG kunica Sekundarno

3.1.12. Imunofluorescencija

e Plocice s 24 jazice “Nunc™ Cell-Culture Treated Multidishes” [142475] (Thermo Fisher
Scientific, SAD);

e Pokrovna stakalaca “Coverslips thickness 1 round, ©@: 12 mm” (Carl Roth GmbH,
Njemacka);

e Predmetna stakalca “Microscope Slides 76x26 mm” (Waldemar Knittel Glasbearbei- tungs
GmbH, Njemacka);

e Pufer PBS;

e “Normal Goat Serum Blocking Solution S-1000” (Vector Laboratories, SAD);

e Triton X-100 (Sigma-Aldrich, SAD);

e Otopina za fiksiranje stanica: 4% otopina paraformaldehida u puferu PBS (Sigma-Aldrich,
SAD);

e Albumin seruma goveda (BSA) (Cell Signaling Technology, SAD);

e Dboja DAPI [4',6-diamidino-2-phenylindole] (Cell Signaling Technology, SAD);

¢ “ProLong Gold Antifade Reagent” (Cell Signaling Technology, SAD);

e Otopina za blokiranje: pufer PBS, 5% serum koze, 0.3% Triton X-100;

e Otopina za protutijela: pufer PBS, 1% BSA, 0.3% Triton X-100;
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Monoklonsko primarno protutijelo iz kunic¢a “Tri-Methyl-Histone H3 (Lys27) (C36B11)
Rabbit mAb #9733” (Cell Signaling Technology, SAD); razrijedeno u omjeru 1:1000 u
otopini za protutijela;

Sekundarno protutijelo koje se veze na imunoglobuline (IgG) kuni¢a “Anti-rabbit IgG
(H+L), F(ab")2 Fragment (Alexa Fluor 488 Conjugate) #4412 (Cell Signaling Technology,

SAD); razrijedeno u omjeru 1:1000 u otopini za protutijela.
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3.2. METODE

3.2.1. Uzgoj stanica

Stanice su odmrznute i nasadene u bocice povriine 75 cm? s ventiliranim ¢epom, u mediju
DMEM s 4,5 g/L glukoze uz dodatak 10% FCS, u inkubatoru u vlaznoj atmosferi s 5% CO2
pri 37°C.

Nakon odmrzavanja stanica i uzgoja u bo¢icama od 75 cm? stanice su, za potrebe pokusa,
odvojene od podloge otopinom 0,25% (w/v) Tripsin-0,53 mM EDTA. Nakon odvajanja stanica
od podloge tripsin je neutraliziran dodatkom svjezeg medija DMEM s 10% FCS. Otopina koja
je sadrzavala odvojene stanice prebacena je u sterilne konusne epruvete od 15 ml (Greiner Bio-
One, Njemacka) i centrifugirana 5 minuta pri 300 x g. Supernatant je uklonjen, a zaostale
stanice su resuspendirane u 1 mL medija. 20 pL otopine stanica pomijeSano je s 180 puL otopine
tripanskog modrila i kori$teno je za odredivanje broja zivih stanica koristenjem hemocitometra

Burker-Tiirk (Brand, Njemacka) i metode tripan modrilo iskljucujuceg eseja.
U daljnjim pokusima stanice su uzgajane u dvije vrste medija:

e DMEM s 4,5g/L (25 mM) glukoze uz dodatak 10 % FCS;
e DMEMs1g/L (555 mM) glukoze uz dodatak 10% FCS.
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3.2.2. Odredivanje vijabilnosti i proliferacije stanica

Vrijeme i nacin izlaganja stanica odredenim spojevima ili njihovim kombinacijama razlikovalo

se, ovisno 0 samim spojevima. Shema izlaganja stanica spojevima prikazana je u Tablici 4.

Tablica 4. Protokol izlaganja stanica odabranim spojevima.

Prvo izlaganje, 24h
o o Nasadivanje
Ispitivani spojevi ) nakon nasadivanja 24 h 48 h 72h
stanica
(Oh)
) ) 100 pL 100 pL medija + ) )
Cisplatina (24h) B ] ) Mijerenje
medija cisplatina
) ) 100 pL 100 pL medija + ) )
Cisplatina (48h) B ] ) / Mjerenje
medija cisplatina
Tazemetostat/ 100 pL 100 pL medija + . .
i / / Mjerenje
DMSO medija tazemetostat/DMSO
100 pL 100 pL medija + . .
GSK-J4 B / / Mjerenje
medija GSK-J4
] ] B 50 pL medija +
Cisplatina + 100 pL 50 pL medija + ) ) . .
B cisplatina + / Mjerenje
tazemetostat medija tazemetostat
tazemetostat
) ) B 50 pL medija +
Cisplatina + 50 pL medija + ) )
. 100 pL o cisplatina + ) )
tazemetostat ili B tazemetostat ili GSK- o / Mjerenje
medija tazemetostat ili
GSK-J4 J4
GSK-J4

U svim uvjetima uzgoja, pocetni uvjeti bili su isti: 3000 stanica nasadeno je u 100 pL ranije
opisanih medija, u plocice s 96 jazica. Spojevi od interesa pomijeSani su s medijem koji je
potom dodan stanicama u nazna¢enom volumenu. Konaé¢ni volumen medija u kojem su stanice

uzgajane, nakon dodatka svih spojeva, iznosio je 200 pL.

3.2.2.1. Mjerenje vijabilnosti stanica

Za mjerenje vijabilnosti stanica koriSten je komercijalno dostupan pribor kemikalija “EZ4U —
Cell Proliferation and Cytotoxicity Assay BI-5000”, prema uputama proizvodaca. Ukratko,
nakon §to su stanice inkubirane sa spojevima u predvidenim vremenskim intervalima, dodano
im je 20 pL supstrata a potom su inkubirane sat vremena u inkubatoru pri standardnim, ranije

opisanim, uvjetima. Apsorbancija je izmjerena na valnoj duljini 450 nm, na kojoj apsorbira
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nastali obojeni produkt (formazan) i na valjnoj duljini 620 nm, koja je koriStena kao referentna
vrijednost. Apsorbancija je izmjerena koriStenjem instrumenta “EZ Read 2000 Microplate
Reader” (Biochrom, Ujedinjeno Kraljevstvo). Izmjerene vrijednosti za pojedine
eksperimentalne uvjete usporedene su s vrijednostima kontrolnog uvjeta (stanice uzgojene bez

dodatka ispitivanih spojeva).

3.2.2.2. Odredivanje proliferacije stanica

Za odredivanje proliferacije stanica koristen je komercijalno dostupan pribor kemikalija “Cell
Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)” (Roche, Svicarska), prema uputama proizvodaga.
Ukratko, nakon izlaganja stanica prethodno spomenutim spojevima ili njihovim
kombinacijama, stanicama je dodano 20 pL otopine koja je sadrzavala 5-bromo-2-deoksiuridin
I inkubirane su u inkubatoru tijekom dva sata. Nakon toga, medij je odliven, a stanicama je
dodano 200 pL otopine za fiksaciju te su inkubirane 30 minuta pri sobnoj temperaturi. Otopina
je potom odlivena i dodano je 100 uL otopine koja je sadrzavala protutijela koja prepoznaju 5-
bromo-2-deoksiuridin. Poslije inkubacije (90 minuta, sobna temperatura) otopina je odlivena,
ajazice su isprane otopinom za ispiranje, tri puta po 300 uL. Nakon ispiranja, u jazice je dodano
100 pL otopine sa supstratom. Inkubacija je trajala do razvoja boje, nakon cega je reakcija
zaustavljena dodatkom 25 pL otopine 1 mM sumporne Kiseline. Apsorbancija je izmjerena na
valnoj duljini 450 nm, na kojoj apsorbira nastali obojeni produkt te 620 nm (referentna
vrijednosti). Apsorbancija je izmjerena koristenjem insrumenta “EZ Read 2000 Microplate
Reader”. Dobivene vrijednosti za pojedine eksperimentalne uvjete usporedene su s

vrijednostima kontrolnog uvjeta (stanice uzgojene bez dodatka ispitivanih spojeva).
3.2.3. Konacna uspostava modela istraZivanja

Na temelju podataka dobivenih analizom vijabilnost i proliferacije stanica definirani su kona¢ni
eksperimentalni uvjeti koji su koristeni u svim daljnjim pokusima: koriSten je medij DMEM s

4,5 g/L (25 mM) glukoze uz dodatak 10 % FCS. Eksperimentalni uvjeti bili su sljede¢i:

1) Kontrolni uvjet (stanice uzgojene bez dodatka spojeva);
2) DMSO - stanice izloZene samo otapalu DMSO;

3) Tazemetostat - stanice izlozene samo tazemetostatu;

4) GSK-J4 — stanice izloZzene samo spoju GSK-J4;

5) Cisplatina — stanice izloZene samo cisplatini;

6) Cisplatina + DMSO - stanice izloZene otapalu DMSO i cisplatini;
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7) Cisplatina + tazemetostat — stanice izloZene tazemetostatu i cisplatini;

8) Cisplatina + GSK-J4 — stanice izlozene cisplatini i GSK-J4;

Vremenski intervali izlaganja stanica u svim uvjetima bili su sljede¢i (Slika 4.):

1) Prvi dan pokusa stanice su nasadene;

2) Drugi dan pokusa stanice su izloZzene spojevima: DMSO ili tazemetostat ili GSK-J4
(eksperimentalne skupine 2, 3, 4, 6, 71 8);

3) Treci dan pokusa stanice su izloZene cisplatini (eksperimentalne skupine 5, 6, 7 i 8);

4) 48 sati nakon dodatka cisplatine iz stanica je izdvojen materijal ili su koriStene u

daljnjim pokusima.

Predtretman s

o g DMSOQ/
Na:?;:\i/::je tazemetostat/ Qodat_ak
GSK-J4 cisplatine
: Izdvajanje
> ® Cl.., o NH; RNA ili
s % proteina ili
. ' Cl/ \NH3 drugi pokusi
= 24h = 24h -~ 48h =
: —l E— > p
1. dan 2. dan 3. dan 5. dan

Slika 4. Izlaganja stanica ispitivanim spojevima u odnosu na vrijeme.

3.2.4. Analiza stani¢nog ciklusa

Za analizu stani¢nog ciklusa koristen je komercijalno dostupan pribor kemikalija “Muse Cell
Cycle Kit”. U svaku bocice povrsine 25 cm? s ventiliranim ¢epom nasadeno je 300 000 stanica,
u 5 mL medija. Nakon uzgoja stanica u ranije navedenim eksperimentalnim uvjetima,
stanicama je uklonjen medij i odvojene su od podloge otopinom 0.25% (w/v) Tripsin-0,53 mM
EDTA. Tripsin je potom neturaliziran dodatkom svezeg medija s FCS. Stanice su

centrifugirane u konusnim epruvetama od 15 mL na 300 x g, na sobnoj temperaturi tijekom pet
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minuta. Potom je uklonjen medij a stanice su resuspendirane u puferu PBS, nakon kojega su
opet centrifugirane. Poslije drugog centrifugiranja PBS je ukonjen, a stanice su resuspendirane
u hladnom 70% etanolu i fiksirane preko no¢i -20°C. Sljede¢i dan, 200 uL otopine fiksiranih
stanica preneseno je u mikroepruvetu i centrifugirano pri 300 x g, na sobnoj temperaturi
tijekom pet minuta. Supernatant je uklonjen i stanice su resuspendirane u puferu PBS i opet
centrigirane pri istim uvjetima. Poslije ovog, zavr$nog, centrifugiranja supernatant je uklonjen,
a stanice su resuspendirane u 200 uL reagensa “Muse Cell Cycle Reagent” i inkubirane 30
minuta na sobnoj temperaturi, u mraku. Nakon inkubacije, uzorci su analizirani koristenjem
instrumenta “Guava® Muse Cell Analyzer” (Luminex Corporation, SAD), prema uputi

proizvodaca.

3.2.5. Analiza apoptoze

Za analizu apoptoze koriSten je komercijalno dostupan pribor kemikalija “Muse Annexin V &
Dead Cell Kit” koji se temelji na spojevima aneksin V i 7-amino-aktinomicin. U svaku boc¢icu
povrine 25 cm? s ventiliranim &epom nasadeno je 300 000 stanica u 5 mL medija, koje su
uzgajane u ranije navedenim eksperimentalnim uvjetima. Kao negativna kontrola koristene su
stanice uzgajane u kontrolnom uvjetu — bez dodatka ispitivanih spojeva. Kao pozitivna kontrola
za apoptozu koriStene su stanice dodatno uzgojene u prisustvu nekoliko koncentracija
cisplatine (15 puM za FaDu, 20 uM za Detroit 562, 100 uM za HT-29) koja je uzrokovala
povecanu stopu apoptoze u odnosu na negativnu kontrolu. Nakon uzgoja, stanicama je uklonjen
medij koji je odvojen u konusne epruvete od 15 ml. Stanice su potom odvojene od podloge
otopinom 0.25% (w/v) Tripsin-0.53 mM EDTA. Tripsin je neutraliziran s prethodno odvojenim
medijem u koji je dodan 1 mL svjezeg FCS. Stanice su centrifugirane pet minuta pri 300 x g,
nasobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja je supernatant uklonjen, a stanice su
resuspendirane u 1 mL pufera PBS koji je sadrzavao 2% FCS. Od ove suspenzije stanica uzeto
je 100 pL 1 pomijeSano sa 100 puL reagensa “Muse Annexin V & Dead Cell Reagent” u
mikroepruveti. Uzorak je promijesan pipetom i inkubiran 20 minuta, na sobnoj temperaturi, u
mraku. Uzorci su nakon inkubacije analizirani na koristenjem instrumenta “Guava Muse Cell

Analyzer” (Luminex Corporation, SAD) prema uputi proizvodaca.
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3.2.6. 1zdvajanje ukupne RNA

Za izdvajanje ukupne RNA stanice su nasadene u bodice povrsine 25 cm? s ventiliranim &epom,
u 5 mL medija. Ukupna RNA je izdvojena reagensom “TRIzol”, prema uputama proizvodaca.
Stanicama je uklonjen medij i dodan 1 mL otopine “TRIzol”, nakon ¢ega su inkubirane na
ledu tijekom pet minuta. Sadrzaj bocice prenesen je u mikroepruvetu od 2 mL i dodano mu je
200 pL kloroforma. Sadrzaj je promijeSan u ruci i ostavljen na ledu tijekom 10 minuta.
Mikroepruvete su centrifugirane 15 minuta pri 12 000 x g i na 4°C. Nakon centrifugiranja,
gornja, vodena, bezbojna faza prenesena je u novu mikroepruvetu od 1,5 mL i dodano joj je
500 pL izopropanola. Smjesa je inkubirana na ledu 10 minuta a potom centrifugirana 10 minuta
na 12 000 x g i na 4°C. Prilikom centrifugiranja stvoren je talog RNA. Pipetom je uklonjen
supernatant, a talogu su dodana 1,3 mL 70% etanola. Mikroepruvete su kratko vorteksirane i
pohranjene na -20°C preko no¢i. SljedeCeg dana, mikroepruvete su centrifugirane pet minuta
na 12 000 x g i na 4 °C, kako bi se RNA istalozila. Etanol je nakon centrifugiranja uklonjen,

talog posusen i otopljen u odgovaraju¢em volumenu sterilne, deionizirane vode.

3.2.7. Odredivanje koncentracije i provjera kvalitete izdvojene RNA

Koncentracija RNA odredena je spektrofotometrom, koriStenjem instrumenta “BioSpec-nano”
(Shimadzu, Japan). Osim koncentracije, odreden je i omjer apsorbancije na valnim duljinama
260 i 280 nm, koji ukazuje na prisustvo proteina u uzorku, te omjer apsorbancije na valnim
duljinama 260 i 230 nm, koji ukazuje na prisustvo kemikalija zaostalih tijekom procesa
izdvajanja RNA. Prihvatljive vrijednosti omjera A260/280 bile su 1,9-2,0; a za vrijednosti
omjera A260/230 2,2 — 2,3. Za provjeru ocuvanosti RNA koristena je elektroforeza u 1% gelu
agaroze. Jedan mikrolitar otopine RNA pomijesan je s 10 pL sterilne deionizirane vode i 1,5
uL pufera za nanoSenje uzoraka te nanesen U Qgel agaroze. Ocuvanost izdvojene RNA
procijenjena je na temelju izgleda vrpci koje odgovaraju ribosomalnoj RNA. Jedino RNA koja
je imala oCuvane vrpce ribosomalne RNA i prihvatljive vrijednosti omjera A260/280 te

A260/230 koriStena je u daljnjim pokusima. Izdvojena RNA pohranjena je na -80°C.
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3.2.8. Uklanjanje genomske DNA iz uzoraka RNA i obrnuto prepisivanje

Prije koriStenja u reakciji obrnutog prepisivanja, RNA je proc¢iS¢ena od Kontaminirajuce
genomske DNA. Za uklanjanje genomske DNA koristen je komercijalno dostupan komplet
kemikalija “gDNA Removal Kit”, prema uputama proizvodaca. Ukratko, u reakciji
procis¢avanja koristeno je 17 pL RNA, kojoj je dodano 2 pL pufera “10x Reaction Buffer” i 1
uL otopine DNaze “gDNA remover”. Reakcijska smjesa pomijeSana je u mikroepruvetama
volumena 0,2 mL i inkubirana u instrumentu “GeneAmp PCR System 2400” (Applied
Biosystems, SAD), 20 minuta pri 25°C, te pet minuta pri 58°C stupnjeva kako bi se inaktivirala
DNaza. Nakon uklanjanja genomske DNA, koncentracija RNA opet je izmjerena

spektrofotometrom.

Za obrnuto prepisivanje koriSten je “High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” i
“Oligo(dT)23” pocetnice. U reakciji je koriSten 1 pg ukupne proc¢is¢ene RNA, u ukupnom

volumenu od 20 pL. Svaka reakcijska smjesa sadrzavala je:

e 10x RT Buffer — 2 uL;
e 25X dNTP Mix (100 mM) — 0,8 uL (konac¢na koncentracija 4 mM);
e Oligo(dT)23, Anchored — 1 uL (kona¢na koncentracija 3,5 uM);
e MultiScribe Reverse Transcriptase - 1 pL (broj jedinica 50U);
e RNase Inhibitor — 0,5 pL (broj jedinica 10 U);
e Nuclease-free H,O — 4,7 pL;
e RNA i sterilna deionizirana voda — 10 pL.
Reakcijska smjesa pomijeSana je u mikroepruvetama volumena 0,2 mL 1 inkubirana u

instrumentu “GeneAmp PCR System 2400” u uvjetima:

e 25°C - 10 minuta
e 37°C - 120 minuta
e 85°C -5 minuta
e 4°C — ¢uvanje uzoraka
Po zavrSetku reakcije, svakoj reakcijskoj smjesi dodano je 80 pL sterilne deionizirane vode, do

ukupnog volumena 100 pL. cDNA pohranjena je na -20°C do uporabe.

45



3.2.9. RT-PCR (konzervativna lan¢ana reakcija polimeraze (“end-point PCR”))

Konzervativna lancana reakcija polimeraze izvedena je koriStenjem instrumenta “GeneAmp

PCR System 2400”. Svaka reakcijska smjesa sadrzavala je:

“AmpliTaq 360 Gold Master Mix” — 6,25 UL,
e “GC Enhancer” - 0,3 uL,;
e Pomijesani forward i reverse pocetnice (konc. 5 uM) — 1 pL (konac¢na koncentracija
400 nM);
e Sterilna, deoinizirana voda — 3,95 pL;
e CDNA -1 pL.
Ukupni volumen reakcijske smjese bio je 12,5 puL. Reakcijski uvjeti bili su sljede¢i:

e 95°C -5 minuta

e 95°C — 30 sekundi

e 59°C — 30 sekundi 32 ciklusa
e 72°C — 30 sekundi

e 72°C -7 minuta

e 4°C —neograniceno

Produkti reakcije umnaZanja analizirani su u 2% gelu agaroze.

3.2.10. Probir transkripata koriStenjem plo¢ica TagMan Gene Expression Array Plates

Za pregled ispoljavanja veceg broja gena klju¢nih za proliferaciju/stani¢ni ciklus, koriStene su
komercijalno dostupne TagMan plocice “TagMan Gene Expression Array Plates”. Specifi¢no,
koriStene su plocice “TagMan Array Human Cyclins & Cell Cycle Regulation” koje su u sebi
sadrzavale probe i poCetnice za 44 gena 0d interesa i Cetiri referentna gena. Prije koriStenja,
ploCice su centrifugirane kako bi se njihov sadrzaj spustio na dno jazica. U svaku jazicu

stavljena je reakcijska smjesa koja je sadrzavala:

e 10 puL “TagMan Fast Advanced Master Mix”;
e 8,5 uL sterilne, deionizirane vode;
e 15puLcDNA;
Ukupni volumen reakcijske smjese bio je 20 uL. Nakon $to su reakcijske smjese otpipetirane,

plo¢ice su pokrivene prozirnom folijom “MicroAmp Optical Adhesive Film”, kratko
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vorteksirane kako bi se sadrzaj svake jazice pomijeSao s probom 1 pocetnicama te
centrifugirane kako bi se sadrzaj spustio na dno jazica. Reakcija je izvedena koriStenjem
instrumenta, “7300 Real-Time PCR System” (Applied Biosystems, SAD) u uvjetima koje je

naveo proizvodac:

e 50°C -2 minute

e 95°C — 2 minute

e 95°C — 15 sekundi } 20 ciklusa
e 60°C — 60 sekundi

Relativna promjena razine transkripta ciljnih gena izracunata je metodom delta delta Ct (2~

AACt) )

3.2.11. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (RT-gPCR)

Za preciznu relativnu kvantifikaciju ciljnih transkripata koriStena je lancana reakcija
polimerazom u stvarnom vremenu. Reakcija su izvedne koristenjem instrumenta “7300 Real-
Time PCR System”, u plo¢icama s 96 jazica “MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate”.

Svaka reakcijska smjesa sadrzavala je:

e 10 puL “PowerUp SYBR™ Green Master Mix”;
e 1 uL pomijesanih “forward” i “reverse” pocetnica (koncentracija svake 5 uM; konac¢na
koncentracija u smjesi 250 nM);
e 7,5 L sterilne, deionizirane vode;
e 15puL cDNA.
Ukupni volumen reakcijske smjese bio je 20 uL. Uvjeti umnaZzanja:

e 50°C -2 minute
e 95°C -5 minuta
e 95°C — 15 sekundi
e 60°C — 15 sekundi 40 ciklusa
e 72°C-1minuta
Svaka reakcija radena je u tehnickom triplikatu. Relativna promjena razine transkripta ciljnih

gena izraunata je metodom delta delta Ct (2722¢Y),
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3.2.12. lzdvajanje ukupnih proteina i proteina jezgre/citoplazme

3.2.12.1. Ukupni proteini

Za izdvajanje ukupnih proteina te proteina citoplazme i jezgre stanice su nasadene u bocice

povriine 25 cm?

s ventiliranim ¢epom, U 5 mL medija. Uzgajane su ustanovljenim
eksperimentalnim uvjetima. Za izdvajanje ukupnih proteina koristen je “RIPA Lysis and
Extraction Buffer” uz dodatak inhibitora proteaza “cOmplete, Mini Protease Inhibitor
Cocktail”. Ukratko, stanicama je uklonjen medij i dva puta su isprane hladnim puferom PBS
(od engl. Phosphate-Buffered Saline). Nakon ispiranja, stanicama je dodano 350 pL hladnog
pufera RIPA i inkubirane su na ledu tijekom pet minuta uz povremeno mijeSanje. Nakon
inkubacije, lizat stanica skupljen je strugalicom, prebacen u mikroepruvetu od 1,5 mL i

centrifugiran 15 minuta na 14 000 x g, na 4°C. Nakon centrifugiranja, supernatant koji je

sadrzavao proteine prebacen je u novu mikroepruvetu i pohranjen na -80°C do daljnje uporabe.

3.2.12.2. Proteini citoplazme i jezgre

Za izdvajanje proteina citoplazme i jezgre koristen je “NE-PER nuclear and cytoplasmic
extraction reagents” uz dodatak inhibitora proteaza “cOmplete, Mini Protease Inhibitor
Cocktail”. Ukratko, stanice su odvojene od podloge otopinom 0.25% (w/v) Tripsin-0.53 mM
EDTA, apotom je, za neutralizaciju tripsina, stanicama dodan svjezi medij DMEM s 10% FCS.
Stanice su centrifugirane pet minuta na 500 x g i resuspendirane u 1 mL hladnog PBS. Potom
su prebacene u mikroepruvetu i centrifugirane tri minute na 500 x g, na 4°C. Supernatant je
odvojen pipetom i stanicama je dodan reagens CER I, u volumenu koji je ovisio o volumenu
taloga (proizvoda¢ navodi preporuceni volumen). Talog je resuspendiran vorteksiranjem
tijekom 15 sekundi, a potom je uzorak inkubiran na ledu tijekom 10 minuta. Nakon inkubacije
je dodan reagens CER IlI, uzorak je vorteksiran pet sekundi i ostavljen jednu minutu na ledu,
ponovo vorteksiran pet sekundi i centrifugiran pet minuta na 16 000 x g i na 4°C. Supernatant
koji je sadrzavao proteine citoplazme prebacen je u novu mikroepruvetu i pohranjen na -80°C.
Pelet koji je ostao resuspendiran je u hladnom reagensu NER i vorteksiran 15 sekundi. Uzorak
je stavljen na led tijekom deset minuta. Vorteksiranje i inkubacija na ledu ponovljeni su jos
Cetiri puta, a potom je uzorak centrifugiran 10 minuta na 16 000 x g i na 4°C. Supernatant koji

je sadrzavao proteine jezgre prebacen je u novu mikroepruvetu i pohranjen na -80°C.
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3.2.13. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odredena je spektrofotometrijom, metodom po Bradfordu [230]. Za
odredivanje koncentracije proteina koriSten je “Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate, 450 ml”. Po pet mikrolitara uzorka naneseno je u pojedine jazice u ploCicama s
96 jazica. Paralelno s uzorcima, u zasebne su jazice naneseni uzorci BSA otopljeni u PBS,
tocno odredene koncentracije. Potom je dodano 200 uL reagensa Bradford i plocica je
inkubirana na sobnoj temperaturi pet minuta. Nakon toga, izmjerena je apsorbancija na valnoj
duljini 620 nm koristenjem instrumenta “EZ Read 2000 Microplate Reader”. Koncentracija
proteina odredena je pomocu bazdranog pravca koji se izvede mjerenjem apsorbancije
prethodno spomenutih uzoraka BSA u PBS. Izrac¢unat je volumen uzorka potreban za pohranu
tocno odredene koli¢ine proteina, za daljnje analize. Uzorci su pomijesani s odgovarajuéim
volumenom pufera PBS i puferom Laemmli, te zagrijani pet minuta na temperaturu od 95°C

pri kojoj dolazi do ireverzibilne denaturacije proteina.

3.2.14. Analiza proteina metodom Western blot

Proteini su razdvojeni elektroforezom u diskontinuiranom denaturiraju¢em gelu poliakrilamida
koji se sastojao od 5% sabijajuceg gelai 10% razdvajajuceg gela. U svaku jazicu gela nanesena
je unaprijed odredena koli¢ina proteina: 14 pg za ukupne proteine i proteine citoplazme te 8
ug za proteine jezgre. Napon koriSten za elektroforezu iznosio je 90 volti. Elektroforeza je
trajala sve dok boja bromofenolno modrilo iz uzoraka nije dosla do donjeg ruba gela. Nakon
elektroforeze, proteini su preneseni na nitroceluloznu membranu veli¢ine pora 0,2 um “Roti-
NC, transfer membrane”. Transfer proteina izvrSen je koristenjem instrumenta “Trans-Blot
Turbo Transfer System” (Bio-Rad Laboratories, SAD). Transfer je trajao 10 minuta pri stalnoj
jacini struje od 1,3 ampera. Nakon transfera, membrane su obojane 0,1% otopinom Ponceau S
u octenoj kiselini kako bi se odredila uspjesnost prijenosa na membranu, Visak otopine na

membrani ispran je destiliranom vodom, a membrane su skenirane za potrebe daljenje analize.

Membrane su potom blokirane u 5% otopini nemasnog mlijeka, u puferu TBST. Nakon
blokiranja, inkubirane su s otopinom primarnog protutijela preko noéi, na 4°C, uz stalno
mijesanje. Isprane su tri puta puferom TBST po pet minuta te inkubirane jedan sat s otopinom
sekundarnog protutijela. Nastali kompleksi antigen — primarno protutijelo — sekundarno

protutijelo vizualizirani su pomocu “SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent
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Substrate” koriStenjem instrumenta “Alliance Q9 Mini” (Uvitec Ltd, Ujedinjeno Kraljevstvo).
Vrpce ciljnih proteina kvantificirane su denzitometrijom koriStenjem programa “Imagel”
(National Institutes of Health, SAD). Za normalizaciju signala koristen je signal “housekeeper”

protein i signal ukupnih proteina obojenih bojom Ponceau S.

3.2.15. Imunofluorescencija — H3K27me3

Prije nasadivanja stanica, pokrovna stakalca su sterilizirana potapanjem u 70% etanol i
zraGenjem UV-svijetlom tijekom pola sata. Nakon toga, stakalca su smjestena u plocice s 24
jazice i u njih su nasadene stanice. U svaku jazicu nasadeno je 30 000 stanica u jednom mililitru
medija. Nakon uzgoja u prethodno definiranim eksperimentalnim uvjetima, stanicama je
uklonjen medij i dodano je 600 pL otopine za fiksaciju (4% otopina paraformaldehida). Stanice
su fiksirane 15 minuta na sobnoj temperaturi, otopina za fiksaciju je uklonjena, a stakalca na
kojima se nalaze fiksirane stanice isprana su tri puta s PBS, svaki puta u trajanju od pet minuta.
Nakon ispiranja, stakalca su stavljena u otopinu za blokiranje tijekom jednog sata, na sobnoj
temperaturi, a nakon toga u otopinu primarnog protutijela “Tri-Methyl-Histone H3 (Lys27)
(C36B11) Rabbit mAb #9733”.

Stakalca su inkubirana s primarnim protutijelom preko no¢i na +4°C. Sljede¢i dan su isprana
puferom PBS tri puta po pet minuta, a potom inkubirana s otopinom sekundarnog protutijela
“Anti-rabbit IgG (H+L), F(ab')2 Fragment (Alexa Fluor 488 Conjugate) #4412”, isprana su tri
puta u puferu PBS po pet minuta, a potom im je dodana otopina boje DAPI u puferu PBS,
koncentracija 1 pg/mL. Inkubirana su pet minuta na sobnoj temperaturi, u mraku. Otopina
DAPI isprana je dva puta u puferu PBS, po pet minuta. Na predmetna stakalca dodano je pet
mikrolitara tekucine za uklapanje “ProLong Gold Antifade Reagent” i u tu su tekuc¢inu
stavljena stakalca sa stanicama. Stakalca su ostavljena u mraku na sobnoj temperaturi 24 sata,

a potom su pohranjena na +4°C.

Fluorescencija protutijela i boje DAPI detektirana je na koristenjem mikroskopa “FLoid™ Cell

Imaging Station” (Thermo Fisher Scientific, SAD).

3.2.16. Statisticka obrada podataka

Svi pokusi radeni su u, minimalno, bioloSkom duplikatu i tehnickom triplikatu. Podatci su
statisticki obradeni u programu GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, SAD). Ukoliko nije

naznaceno drugacije, podatci su analizirani kao skupina podataka jednosmjernom analizom
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varijance (1 way ANOVA) s post hoc Dunnett ili Tukey testom. Vrijednost p < 0,05 smatrana
je znacajnom. KoriStene oznake znacajnosti: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; ****p <

0,0001
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4. REZULTATI

4.1. Pregled svih dostupnih podataka: kombinirana primjena cisplatine i

utiSavanja/inhibiranja EZH2

Histon lizin metiltransferaza EZH2 jedan je od kljuénih enzima koji uspostavljaju
transkripcijski represivnu oznaku u podru¢ju promotora brojnih gena. U skladu s time, neke
istrazivacke skupine su proucile djelovanje istovremenog uti$avanja ili farmakoloske inhibicije
EZH2 i primjene cisplatine na stanice raka, in vitro i in vivo, s ciljem postizanja aditivnog ili
sinergistickog u¢inka [231]. Pretrazivanjem baze podataka PubMed, koristenjem klju¢nih rijeci
,EZH2“ 1 cisplatin®, pronadene su 82 publikacije; u 27 istrazivanja cisplatina je primijenjena
u kombinaciji s utiSavanjem ili inhibiranjem aktivnosti EZH2. Velik broj studija izveden je u
uvjetima in vitro; u samo pet publikacija opisuju se u¢inci in vivo. Koncentracija cisplatine koja
se upotrebljavala u pokusima in vitro bila je zna¢ajno razli¢ita u pojedinim studijama. Cesto su
koriStene koncentracije koje nisu ostvarive in Vvivo, i koje se, zbog toksi¢nost, ne smiju dati

pacijentima.

Ucinak kombinirane primjene istraZen je u razli¢itim modelima tumora, najceS¢e na stanicama
podrijetlom od zlo¢udnih tumora jajnika ili pluca, za koje je cisplatina nerijetko lijek izbora.
Ukupni broj i vrste modela istrazivanja prikazani su na Slici 5. Metode inhibicije ili utiSavanja
EZH2 bile su raznolike. U veéini istrazivanja koriSteno je utiSavanje EZH2 sa shRNA ili
SiRNA, dok su se u manjem broju studija koristili selektivni (GSK126, EPZ011989, GSK343,
tazemetostat) i neselektivni inhibitori EZH2 (DZNep). Nacini utiSavanja EZH2 u pojedinim
studijama prikazani su na Slici 5, uz napomenu da je u nekim publikacijama koristeno nekoliko
metoda inhibicije ili utiSavanja.

U najvecem broju studija (24 od 27), inhibicija ili utiSavanje EZH2 uz istovremenu primjenu
cisplatine rezultiralo je aditivnim ili sinergisti¢kim u¢inkom u odnosu na smanjenu vijabilnost
i/ili proliferaciju stanica. U samo tri studije ova kombinacija imala je antagonisti¢ki u¢inak: na
modelima stanica podrijetlom od zlo¢udnih tumora testisa, osteosarkoma i na jednom modelu

stanica podrijetlom od zlo¢udnog tumora glave i vrata (nazofarinks, linije CNE and 8F) [232,
233, 234].
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Broj studija u odnosu na podrijetlo zlo¢udno promijenjenih stanica

7 Rak jajnika

6 Rak pluéa

3 Rak glave i vrata
2 Rak mjehura

2 Rak dojke

2 Rak endometrija
I Rak vrata maternice
1 Rak Zeludea

I Rak jetre

1 Rak testisa

1 Osteosarkom

Ukupno=27

KoriStene metode inhibicije ili utiSavanja EZH2

13 siRNA

7 shRNA

4 GSK126

3 Tazemetostat
3 DZNep

1 EPZ011989
1 GSK343

Ukupno=32

Slika 5. Studije kojima se istrazio u¢inak istovremene primjene utiSavanja i/ili inhibicije EZH2
i cisplatine. Na gornjoj slici prikazana je podjela studija s obzirom na podrijetlo stanica, a na

donjoj su slici su prikazane koriStene metode inhibicije ili utiS8avanja EZH2.
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4.2. Pregled svih dostupnih podataka: kombinirana primjena cisplatine i
utiSavanja/inhibiranja KDM6A i KDM6B

Istovremena primjena cisplatine i inhibicije KDM6A | KDM6B je istrazena u manjem broju
studija, u odnosu na EZH2. Pretrazivanjem baze PubMed, koristenjem kombinacija klju¢nih
rijeci: ,,KDM6A®, , KDM6B*, ,,UTX*, ,, JMID3%, ,, GSK-J4* i ,cisplatina®, pronadeno je 11
znanstvenih radova. Od ovih 11 radova, u pet se istrazivala primjena cisplatine uz utiSavanje
ili inhibiranje KDM6A i KDMG6B. Istrazivanja su provedena na stanicama osteosarkoma [233],
karcinoma plu¢a nemalih stanica [235], raku zametnih stanica testisa [232], hondrosarkomu
[236] i raku jajnika [237].

U svim se istrazivanjima, osim u istrazivanju na stanicama raka jajnika [237], koristio spoj
GSK-J4 i/ili utisavanje metodom shRNA, kako bi se ponistilo djelovanje oba enzima; i
KDM6A, 1 KDM6B. Ovim istrazivanjima pokazano je da utiSavanje 1ili inhibicija
KDM6A/KDMG6B povecéava osjetljivost stanica raka na cisplatinu, te da kombinacija cisplatine
I GSK-J4 ima aditivni/sinergisti¢ki u¢inak u odnosu na smanjenje proliferacije i/ili vijabilnosti
stanica. Studijom provedenom na stanicama raka jajnika pokazan je antagonisti¢ki ucinak
selektivnog utiSavanja siRNA-KDM6B na citotoksi¢ni ucinak cisplatine. Medutim, vazno je
naglasiti da u ovom istrazivanju nije bio utisan enzim KDMO6A koji takoder moze ukloniti

metilne skupine s H3K27me3.

4.3. Uspostavljanje eksperimentalnih uvjeta

Dva stani¢na parametra koriStena su za uspostavljanje eksperimentalnih uvjeta, kako bi se
odredile koncentracije i vrijeme izlaganja spojevima u daljnjem radu: vijabilnost i proliferacija.
Prilikom odabira koncentracije i duljine izlaganja spojevima odlu¢eno je da ¢e se koristiti oni
uvjeti koji imaju prvenstveno modulatoran ucinak u vidu blagog smanjenja vijabilnosti i/ili

smanjenja proliferacije stanica (IC1s - 1C30; 0d engl. Inhibitory Concentration).

54



4.3.1. Vijabilnost stanica u odnosu na koncentraciju i vrijeme izlaganja cisplatini

Prvi spoj za koji su definirane koncentracija i vrijeme izlaganja bila je cisplatina. Mjerena je
vijabilnost stanica uzgojenih u medijima “High i Low glucose”, testom MTT nakon izlaganja
cisplatini, u pet razli¢itih koncentracija (3 uM do 20 uM). Vrijeme izlaganja bilo je 24 i 48 sati.

Rezultati su prikazani na Slikama 6-8.

MTT Detroit 562 High glucose - Cisplatina 24 h MTT Detroit 562 Low glucose - Cisplatina 24h
125 125+
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Slika 6. Vijabilnost stanica Detroit 562 nakon izlaganja razli¢itim koncentracijama cisplatine

tijekom 24 i 48 sati, u medijima s razli¢itom koncentracijom glukoze. *p < 0,05; **p <0,01;
*#¥p < 0,001; ****p < 0,0001.
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MTT FaDu High glucose - Cisplatina 24h MTT FaDu Low glucose - Cisplatina 24h
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Slika 7. Vijabilnost stanica FaDu nakon izlaganja razli¢itim koncentracijama cisplatine
tijekom 24 i 48 sati, u medijima s razli¢itom koncentracijom glukoze. *p < 0,05; **p <0,01;
**%p < 0,001; ****p < 0,0001.
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MTT HT-29 High glucose - Cisplatina 24h MTT HT-29 Low glucose - Cisplatina 24h
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Slika 8. Vijabilnost stanica HT-29 nakon izlaganja razli¢itim koncentracijama cisplatine
tijekom 24 i 48 sati, u medijima s razli¢itom koncentracijom glukoze. *p < 0,05; **p < 0,01;
**%p < 0,001; ****p < 0,0001.

Nakon analize podataka odluceno je da ¢e se za daljnje pokuse stanice biti izlozene 3 uM
cisplatini tijekom 48 sati. Ova koncentracija cisplatine pokazala je neznatan utjecaj na
vijabilnost stanica. Stoga je procijenjeno da ovu koncentraciju cisplatine treba kombinirati s

drugim spojevima.
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4.3.2. Koncentracija tazemetostata

Nakon odredivanja vremena izlaganja i koncentracije cisplatine, odredila se koncentracija
tazemetostata koja ¢e se koristiti u daljnjem istrazivanju. Kako bi se povecala osjetljivost
stanica na djelovanje cisplatine, predvideno je da stanice 24 sata prije i tijekom izlaganja
cisplatini budu izloZene tazemetostatu koji je bio otopljen u DMSO. Budu¢i da je vremenski
interval izlaganja cisplatini 48 sati, stanice su bile izloZzene tazemetostatu sveukupno 72 sata.
Mjerena je vijabilnost stanica uzgajanih u medijima “High i Low glucose” testom MTT, nakon
tretiranja s Cetiri razli¢ite koncentracija tazemetostata (5 uM do 20 uM). Kao kontrola otapala

stanicama je dodan DMSO.

Niti jedna od ispitanih koncentracija nije imala znacajan utjecaj na vijabilnost stanica, niti
nakon izlaganja u trajanju od 72 sata, neovisno o razini glukoze u mediju. Odluceno je, na
temelju prethodnih iskustava i istrazivackog rada, da se u istrazivanju koristi 10 uM

tazemetostat.

4.3.3. Vijabilnost stanica nakon izlaganja cisplatini i tazemetostatu

Nakon odredivanja optimalnog vremenskog intervala i koncentracija individualnih spojeva,
cisplatine 1 tazemetostata, u odnosu na vijabilnost stanica, istraZzen je ucinak njihove
istovremene primjene u medijima “High 1 Low glucose”. Pokusi su postavljeni moduliranjem
Sest eksperimentalnih uvjeta. Osim kontrolnog uvjeta, individualnih spojeva i njihove
kombinacije, koristen je i DMSO kao “kontrola otapala™, te kombinacija DMSO i cisplatine.

Usporedena je vijabilnost stanica u odnosu na kontrolne, netrertirane stanice.
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MTT Detroit 562 High glucose - Tazemetostat
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Slika 9. Vijabilnost tri linije stanica nakon izlaganja razli¢itim koncentracijama tazemetostata

tijekom 72 sata, u medijima s razli¢itom koncentracijom glukoze. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p

<0,001; ****p <0,0001.
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Slika 10. Vijabilnost stanica Detroit 562 nakon izlaganja individualnim spojevima i njihovim
kombinacijama, u medijima s razli¢itom koncentracijom glukoze. Ukupno vrijeme izlaganja:
72 sata. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Slika 11. Vijabilnost stanica FaDu nakon izlaganja individualnim spojevima i njihovim
kombinacijama, u medijima s razli¢itom koncentracijom glukoze. Ukupno vrijeme izlaganja:
72 sata. *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001.
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MTT HT-29 High glucose - cisplatina + tazemetostat
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Slika 12. Vijabilnost stanica HT-29 nakon izlaganja individualnim spojevima i njihovim

kombinacijama u medijima s razli¢itom koncentracijom glukoze. Ukupno vrijeme izlaganja:
72 sata. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Slika 13. Usporedba vijabilnost sve tri linije stanica nakon izlaganja individualnim spojevima

i njihovim kombinacijama u odnosu na koncentraciju glukoze u mediju. o mediju. *p < 0,05;
*kp < 0,01; ¥**p < 0,001; ****p < 0,0001.

Analizom dobivenih podataka pokazana je statisti¢ki znacajna razlika izmedu pojedinih uvjeta,

ali ona — prema nasSoj procjeni, nije nuzno bioloski relevantna, u odnosu na koncentraciju
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glukoze. Zbog toga su svi budu¢i pokusi radeni na stanicama uzgojenim samo u mediju s

ve¢om koncentracijom glukoze — “High glucose”.

4.3.4. Proliferacija stanica nakon izlaganja cisplatini i tazemetostatu

Test MTT nije pokazao velike razlike u vijabilnosti stanica izloZenih ispitivanim spojevima,
iako su se pod mikroskopom mogle uociti promjene u morfologiji stanica. Zbog toga smo se
odlucili koristiti osjetljivi test proliferacije stanica u kojem se mjeri koli¢ina ugradenog
bromodeoksiuridina (BrdU) u molekulu DNA. Kao i u prethodnom pokusu, stanice su bile
uzgajane u Sest eksperimentalnih uvjeta. Osim kontrolnog uvjeta, individualnih spojeva i

njihove kombinacije, koristen je i DMSO kao “kontrola otapala” te kombinacija DMSO i

cisplatine.
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Slika 14. Proliferacija stanica nakon izlaganja individualnim spojevima i njihovim
kombinacijama. Ukupno vrijeme izlaganja: 72 sata. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p
< 0,0001.
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Za razliku od podataka dobivenim metodom MTT, mjerenje proliferacije pokazalo je znatne
razlike u pojedinim eksperimentalnim uvjetima. U stanicama podrijetlom od zlo¢udnih tumora
glave i vrata (FaDu i Detroit 562) izlaganje cisplatini dovodi do znacajnog smanjenja
proliferacije, dok kombinacija cisplatine s otapalom DMSO ili tazemetostatom ne dovodi do
dodatnih promjena. Za razliku od njih, cisplatina nije imala jednako snazan utjecaj na
proliferaciju stanica HT-29, dok je kombinacija cisplatine s tazemetostatom dovela do

znacajnog povecanja proliferacije, samo u ovoj liniji stanica.
4.3.5. Koncentracija GSK-J4

Istovremena primjena cisplatine i tazemetostata nije rezultirala sinergistickim u¢inkom na
proliferaciju stanica. Naprotiv, u stanicama HT-29 imala je antagonisticki u¢inak. Buduéi da
tazemetostat inhibira EZH2, i samim time postavljanje transkripcijski represivne oznake
H3K27me3, postavilo se pitanje uéinka spoja GSK-J4. Ovaj spoj, kao §to je raspravljeno u
uvodu, inhibira dva enzima, KDM6A i KDM6B, koji uklanjaju metilne skupine s H3K27me3
I kao takav djeluje kao antagonist tazemetostatu. Kako bismo odredili koncentraciju GSK-J4
koju ¢emo koristiti u pokusima, stanice smo izlozili razli¢itim koncentracijama spoja,
samostalno i u kombinaciji s 3 uM cisplatinom. U¢inak smo odredili samo testom ugradnje
interval izlaganja stanica spoju GSK-J4 istovjetan je kao za spoj tazemetostat — 72 sata. U
uvjetima u kojima je koriStena kombinacija spojeva GSK-J4 i cisplatine, stanice su prvo
izloZene vec¢em broju koncentracija GSK-J4 24 sata prije izlaganja cisplatini koje je trajalo 48
sati. Budu¢i da je GSK-J4, kao i tazemetostat, otopljen u DMSO, koristili smo DMSO kao

“kontrolu otapala”. Rezultati za pojedine linije stanica prikazane su na slici 15.

Mijerenje proliferacije stanica pokazalo je da su stanice razliito osjetljive na ovaj spoj.
Najotpornijim su se pokazale stanice HT-29, Detroit 562 pokazao se umjereno osjetljivim, dok
su FaDu stanice najosjetljivije na djelovanje GSK-J4. Zbog tog razloga za daljnje pokuse nije
bilo moguce, niti prakti¢no, Koristiti jedinstvenu koncentraciju spoja GSK-J4 za sve tri linije
stanica. Stoga je za buduce pokuse odlu¢eno koristiti individualne koncentracije GSK-J4 za

pojedine linije stanica. Za Detroit 562 — 1 uM; za FaDu — 0,5 uM; za HT-29 — 2,5 uM.
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Slika 15. Proliferacija linija stanica nakon izlaganja spoju GSK-J4; samostalno ili u

kombinaciji s cisplatinom. Ukupno vrijeme izlaganja: 72 sata. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <

0,001; ****p <(,0001.

4.3.6. Razina oznake H3K27me3

Metodom Western blot, kojom smo odredivali razinu drugih proteina, nismo bili u mogu¢nosti

odrediti razinu H3K27me3. Moguce je da se koriSteno protutijelo nije moglo vezati za

metilacijom modificrani odsje¢ak denaturiranog proteina nakon pripreme uzorka. Zbog tog

razloga odlucili smo provjeriti razinu H3K27me3 metodom imunofluorescencije.

64



Imunofluorescencija H3K27me3 — Detroit 562
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Slika 16. Imunofluorescencija H3K27me3 u stanicama Detroit 562.
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Imunofluorescencija H3K27me3 - FaDu
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Slika 17. Imunofluorescencija H3K27me3 u stanicama FaDu.
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Imunofluorescencija H3K27me3 - HT-29
H3K27me3 DAPI Prijeklop
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Slika 18. Imunofluorescencija H3K27me3 u stanicama HT-29.
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Postotak kenlrole

4.3.7. Proliferacija stanica

Nakon odredivanja koncentracija i vremenskih intervala izlaganja za sve spojeve koji ¢e se
koristiti u daljnjim pokusima, definirani su kona¢ni eksperimentalni uvjeti. Za sve linije stanica
koncentracija cisplatine iznosila je 3 pM, koncentracija tazemetostata 10 puM, dok je
koncentracija GSK-J4 bila individualna za svaku liniju: 1 uM za Detroit 562, 0,5 uM za FaDu,
2,5 UM za HT-29. Svi eksperimentalni uvjeti detaljno su opisani u poglavlju “Materijali i
metode”, u potpoglavlju 3.2.3. Poslije definiranja kona¢nih eksperimentalnih uvjeta izmjerena

je proliferacija stanica. Rezultati su prikazani na slici 19.
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Slika 19. Proliferacija svih linija stanica nakon izlaganja ispitivanim spojevima u definiranim
eksperimentalnim uvjetima. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001; ns-nije

statisticki znacajno
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4.4. Stupanj apoptoze

Nakon §to su odredeni konaéni eksperimentalni uvjeta na temelju rezultata testa vijabilnosti te
proliferacije stanica, analizirali su se ostali stani¢nih parametri; apoptoza i stani¢ni ciklus.

Navedeni stani¢ni parametri odredeni su za sve linije stanica i sve definirane eksperimentalne

uvjete.
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Slika 20. Rezultati mjerenja apoptoze stanica Detroit 562, u definiranim eksperimentalnim

uvjetima. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <0,0001.
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Tablica 5. Rezultati mjerenja apoptoze stanica Detroit 562 u svim eksperimentalnim uvjetima.

Svi brojevi izrazeni su kao aritmeticka sredina + standardna devijacija postotka ukupnih

stanica.
Eksperimentalni . ]
Vet Zive stanice Rana apoptoza | Kasna apoptoza | Mrtve stanice
Kontrola 90,03 + 1,05 7,2+1,73 2,68 +£0,77 0,15+0,17
DMSO 90,28 + 1,28 7,35+1,73 2,30 £ 0,57 0,08 £0,10
Tazemetostat 10 UM 90,35+ 0,91 6,58 +1,13 3,05 +0,69 0,08 £0,05
GSK-J41uM 89,60 + 2,20 7,90 2,27 2,50 £ 0,23 0,05 £ 0,06
Cisplatina 3 pM 85,28 + 3,11 10,13+ 2,23 4,53 +0,85 0,05 £ 0,06
Cisplatina + DMSO 85,63 +2,25 10,10 £ 1,87 4,28 +0,57 0,05 £ 0,06
Cisplatina + TZM 86,78 + 1,13 8,53 +1,01 4,68 £ 0,57 0,10 £ 0,00
Cisplatina + GSK-J4 85,93+0,73 9,43+0,85 4,60 +0,73 0,05+ 0,06

Rezultati mjerenja apoptoze stanica Detroit 562 u skladu su s rezultatima mjerenja vijabilnosti
stanica testom MTT. U eksperimentalnim uvjetima bez cisplatine nije bilo znacajnog
citotoksi¢anog uc¢inka. Stanice uzgajane u prisustvu cisplatine imaju poveéani postotak stanica
u kasnoj apoptozi. Kombinacija cisplatine s drugim spojevima nije imala dodatni u¢inak na

apoptozu stanica.
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Slika 21. Rezultati mjerenja apoptoze stanica FaDu u definiranim eksperimentalnim uvjetima.
*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <(,0001.
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Tablica 6. Rezultati mjerenja apoptoze stanica FaDu u svim eksperimentalnim uvjetima. Svi

brojevi izrazeni su kao aritmeticCka sredina + standardna devijacija postotka ukupnih stanica.

Eksperimentalni . Kasna ]
Vet Zive stanice Rana apoptoza apoptoza Mrtve stanice
Kontrola 89,48 + 1,57 4,73+0,78 3,88 +£0,90 20,77
DMSO 90,25+1,42 545+0,44 3,48+0,94 0,80+0,24
Tazemetostat 10 UM 89,58 + 1,34 5,18 £ 0,56 458 + 0,57 0,68 £ 0,57
GSK-J4 0,5 uM 89,93+ 1,16 5,03 £ 0,56 3,95+0,80 1,08 + 0,46
Cisplatina 3 uM 85,03+ 0,89 7,93 +£0,59 5,73+0,87 1,30 £ 0,57
Cisplatina + DMSO 86,08 + 1,43 7,08 £ 0,61 5,65+0,72 1,23+0,19
Cisplatina + TZM 82,53+ 3,28 8,03 +2,07 795+1,71 1,53 + 0,56
Cisplatina + GSK-J4 | 84,85+ 1,35 7,14+1,40 595 +2,10 1,33+0,85

Rezultati mjerenja apoptoze stanica FaDu slaZu se s rezultatima mjerenja vijabilnosti stanica

testom MTT. Eksperimentalni uvjeti koji nisu ukljucivali cisplatinu nisu pokazali znac¢ajnu

promjenu apoptoze u odnosu na kontrolni uvjet. Stanice uzgajane u prisustvu cisplatine imale

ve¢inom povecani postotak stanica u ranoj i kasnoj apoptozi. Najsnazniji u€inak postignut je

zajednickom primjenom tazemetostata i cisplatine (rana apoptoza; p= 0,0028; kasna apoptoza:

p= 0,0013). Kombinacija cisplatine s drugim spojevima nije imala dodatni u¢inak na razinu

apoptoze stanica.
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Slika 22. Rezultati mjerenja apoptoze stanica HT-29 u svim eksperimentalnim uvjetima. *p <
0,05; **p < 0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001.
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Tablica 7. Rezultati mjerenja apoptoze stanica HT-29 u svim eksperimentalnim uvjetima. Svi

brojevi izrazeni su kao aritmeticCka sredina + standardna devijacija postotka ukupnih stanica.

Eksperimentalni . ]
wjeti Zive stanice Rana apoptoza | Kasna apoptoza | Mrtve stanice
Kontrola 92,03+ 1,05 4,74 + 0,86 2,79+0,90 0,45 +0,39
DMSO 94,01 + 0,74 3,71+£0,62 2,05+1,10 0,23 £ 0,27
Tazemetostat 10 uM 91,30 £ 0,49 511+1,35 3,21+0,61 0,38 +£0,40
GSK-J4 2,5 uM 92,16 + 1,60 4,66+041 2,91+1,20 0,26 + 0,22
Cisplatina 3 pM 87,78+ 4,18 8,75+1,28 3,88 +2,13 0,43 £0,39
Cisplatina + DMSO 88,16 + 2,78 8,06 + 1,27 3,33+1,24 0,45+ 0,53
Cisplatina + TZM 88,64 + 2,66 7,29 +0,49 3,43+ 1,66 0,64 +0,78
Cisplatina + GSK-J4 89,39+ 0,39 6,80 £ 0,73 3,44 + 0,25 0,38 + 0,27

Rezultati mjerenja apoptoze stanica HT-29 djelomi¢no se slazu s rezultatima mjerenja
vijabilnosti stanica testom MTT. Niti u jednom eksperimentalnom uvjetu nije zapazen
statisti¢ki znacajan pad postotka Zivih stanica , iako je vidljiv porast postotka stanica u ranoj
apoptozi u uvjetima cisplatina (p=0,0002), cisplatina i DMSO (p= 0,0009), cisplatina i TZM

(p=0,0142). Razlog ovome su nesto vise standardne devijacije mjerenja u ovim uvjetima.

4.5. Faze stani¢nog ciklusa

Rezultati dobiveni mjerenjem vijabilnosti stanica i apoptoze bili su kompatibilni. Medutim,
postojalo je nesuglasje izmedu razine proliferacije stanica i apoptoze. Kako bi se dobio uvid u
razloge koji su u pozadini nesuglasja, analizirao se 1 stani¢ni ciklus. Ovo je bilo nuzno za
dodatno razumijevanje mehanizama djelovanja ispitivanih spojeva na stanice. U ovim
mjerenjima, stanice su razvrstane u nekoliko skupina koje odreduju odsjecak stani¢nog ciklusa
(fazu), ovisno o udjelu DNA u stanici: G0/G1, S, G2/M. Zbog rasapa stanica izmedu faza S i
G2/M nakon primjene cisplatine, prikazan je i zbroj postotaka stanica u ovim fazama (Slike
23-25; Tablice 8-10).
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Slika 23. Detroit 562: Stani¢ni ciklus u zadanim eksperimentalnim uvjetima. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001 (jednosmjerni test ANOVA,; svi eksperimentalni uvjeti).
Ap < 0,05; #%p < 0,01; 24%p < 0,001; 2444%p < 0,0001 (jednosmijerni test ANOVA, samo

eksperimentalni uvjeti koji ukljucuju cisplatinu).
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Tablica 8. Rezultati odredivanja faza stani¢nog ciklusa stanica Detroit 562 u svim
eksperimentalnim uvjetima. Svi brojevi izrazeni su kao aritmeticka sredina + standardna

devijacija postotka ukupnih stanica.

Eksperimentalni
wieti Faze GO/G1 Faza S Faze G2/M Faze S + G2/M

Kontrola 40,78 + 2,54 26,38 + 0,50 30,2+1,78 56,58 + 2,14
DMSO 43,03 £ 3,35 25,15+ 1,59 29,00+ 1,76 54,15 + 3,17
Tazemetostat 10 uM 45,73+ 4,12 25,03+ 2,25 26,48 + 1,37 51,45 + 3,57
GSK-J4 1 pM 42,15 + 3,54 25,98 + 0,62 28,90 + 3,13 54,88 + 3,74
Cisplatina 3 pM 7,93+0,81 39,90 + 8,67 48,05 + 11,68 87,95 + 3,01
Cisplatina + DMSO 12,18 +1,15 35,68 + 8,83 48,53 £ 9,13 84,20 + 0,48
Cisplatina + TZM 17,73+0,10 37,80 £ 5,32 42,05+ 5,45 79,85 + 0,47
Cisplatina + GSK-J4 9,33+1,47 40,38 + 7,83 46,03 £ 8,53 86,40 + 0,73

Analiza podataka vezanih uz stani¢ni ciklus stanica Detroit 562 jednosmjernim testom
ANOVA nije pokazala statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih uvijeta,
prvenstveno onih vezanih uz izlaganje cisplatini. Medutim, iz dobivenih grafova jasno se moze
uociti da postoje odredene razlike (faze GO/G1 i S+G2/M; Slika 23). Podatci su ponovno
analizirani jednosmjernom analizom varijance, ali samo za eksperimentalne uvjete koji su
ukljucivali cisplatinu (cisplatina, cisplatina + DMSO, cisplatina + tazemetostat, cisplatina +
GSK-J4). Ova analiza pokazala je da postoje statisticki znacajne razlike izmedu
eksperimentalnih uvjeta koji ukljuuju cisplatinu. Statisticki znacajne razlike dobivene
analizom dvije skupine podataka oznacene su drugim simbolima, zvjezdicama i trokutima. Isti
postupak primijenjen je na podatcima vezanim uz staniéni ciklus za liniju stanica FaDu (Slika
24).
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Slika 24. FaDu: stani¢ni ciklus u zadanim eksperimentalnim uvjetima. *p < 0,05; **p <0,01;
#4%p < 0,001; ****p < 0,0001 (jednosmijerni test ANOVA; svi eksperimentalni uvjeti). %p <
0,05; #%p < 0,01; **%p < 0,001; 2%%%p < 0,0001 (jednosmjerni test ANOVA; samo

eksperimentalni uvjeti koji ukljucuju cisplatinu).
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Tablica 9. Rezultati odredivanja faza stani¢nog ciklusa stanica FaDu u svim eksperimentalnim

uvjetima. Svi brojevi izrazeni su kao aritmeticka sredina + standardna devijacija postotka

ukupnih stanica.

Eksperimentalni

wieti Faze GO/G1 Faza S Faze G2/M Faze S + G2/M
Kontrola 50,90 + 3,72 25,88 £ 1,60 21,38+ 2,58 47,25 + 4,15
DMSO 54,35+ 1,20 24,83+ 0,98 19,28 + 1,00 44,10 +£1,33
Tazemetostat 10 uM 59,00 + 4,87 22,23+ 2,61 16,95 + 2,26 39,18 +4,48
GSK-J4 0,5 uM 50,18 £ 1,90 26,88 £ 0,97 21,03+ 1,38 47,90 + 2,35
Cisplatina 3 uM 6,18 + 2,48 51,98 £ 6,71 38,28 £ 6,63 90,25+ 0,25
Cisplatina + DMSO 7,30 £ 2,32 35,83+ 8,89 52,40 + 7,95 88,23+ 0,97
Cisplatina + TZM 10,83+ 1,59 35,95+ 9,96 49,68 £ 9,12 85,63+ 0,92
Cisplatina + GSK-J4 6,45+ 2,65 51,78 £ 3,50 38,65 + 4,03 90,43 + 0,69
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Slika 25. HT-29: stani¢ni ciklus u zadanim eksperimentalnim uvjetima. *p <0,05; **p <0,01;

##%p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Tablica 10. Rezultati odredivanja faza stani¢nog ciklusa stanica HT-29 u svim
eksperimentalnim uvjetima. Svi brojevi izrazeni su kao aritmeticka sredina + standardna

devijacija postotka ukupnih stanica.

Eksperimentalni
wieti Faze GO/G1 Faza S Faze G2/M Faze S + G2/M

Kontrola 55,88 + 3,16 25,70 £1,63 17,13 £ 2,63 42,83 +4,18
DMSO 57,58 +1,77 24,23 +£0,93 17,25+1,84 41,48 + 2,67
Tazemetostat 10 UM 55,80 + 1,82 25,93+ 1,20 16,88 + 0,77 42,80 £ 0,94
GSK-J4 2,5 uM 58,68 + 2,87 23,78+ 1,44 16,13+ 2,71 39,90 + 4,03
Cisplatina 3 uM 34,05 + 5,66 22,93+0,85 39,95 + 3,82 62,88 + 3,05
Cisplatina + DMSO 44,15+1,81 23,75+ 3,47 30,05 + 3,07 53,80 + 0,62
Cisplatina + TZM 43,05+ 1,43 26,23+ 2,54 28,38+ 1,69 54,60 + 1,44
Cisplatina + GSK-J4 35,63 + 4,09 25,23 +£4,25 36,68 + 6,09 61,90 + 1,90
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4.6. 1zdvajanje i proc¢is¢avanje ukupne RNA i obrnuto prepisivanje

Nakon $to smo odredili sve stanicne parametre; vijabilnost, proliferaciju, apoptozu i stani¢ni
ciklus, odlucili smo istraziti molekularno-geneti¢ku osnovu opazenih promjena. Prvi korak u
tome bio je odredivanje aktivnosti gena od interesa kvantifikacijom njihovih transkripata. Za
izdvajanje ukupne RNA koriSten je TRIzol. Nakon izdvajanja, koncentracija i ¢istoca RNA
odredena je spektrofotometrijom, mjerenjem apsorbancije na valnim duljinama 230, 260 i 280

nm. U Tablici 11. prikazani su reprezentativni podatci za stanice Detroit 562.

Tablica 11. Podatci spektrofotometrijskog mjerenja ukupne RNA jednog bioloskog replikata
stanica Detroit 562.

. Volumen
] o Koncentracija
Eksperimentalni uvjeti dodane A260/280 A260/230
(ng/uL)

vode (uL)
Kontrola 452,45 60 1,97 2,31
DMSO 415,55 60 1,98 2,32
Tazemetostat 379,19 70 1,97 2,35
GSK-J4 501,10 40 2,01 2,29
Cisplatina 466,49 50 2,00 2,33
Cisplatina + DMSO 427,44 50 1,99 2,36
Cisplatina + TZM 410,42 50 1,98 2,34
Cisplatina + GSK-J4 728,32 30 2,04 2,26

Koncentracija izdvojene ukupne RNA mijenjala se zbog utjecaja eksperimentalnih uvjeta na
aktivnost gena i zbog toga $to je volumen sterilne, deionizirane vode u kojemu su uzorci
otopljeni ,,proizvoljan“, prema osobnoj procjeni. lzdvojena RNA koja je koristena u
istrazivanju morala je zadovoljiti kriterije CistoCe, a to su omjer apsorbancije na valnim
duljinama A260/280 (priblizno 2,00) te omjer apsorbancije na valnim duljinama A260/230
(priblizno 2,30).

Ocuvanost izdvojene RNA provjerena je u 1% gelu agaroze. Glasnicka RNA ne moze se vidjeti
u gelu agaroze. Stoga je njezina o¢uvanost procijenjena prema kvaliteti vrpci koje odgovaraju
najzastupljenijoj vrsti RNA u uzorku — ribosomalnoj RNA; to¢nije, 28S i 18S rRNA. Jedino je
RNA koja je imala dobro oc¢uvanu ribosomalnu RNA koriStena u reakciji obrnutog

prepisivanja. Na slici 26. prikazani su uzorci izdvojene ukupne RNA.
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Slika 26. Elektroforeza izdvojene ukupne RNA u 1% gelu agaroze. Linija 1: standard “Lambda
DNA/HindIII Marker®. Linije 2 — 7: reprezentativni uzorci izdvojene ukupne RNA razli¢itih
koncentracija. Ocuvanost ribosomalne RNA u ovim uzorcima je zadovoljavajuée razine. U

uzorcima 5 i 7 moze se vidjeti zaostala genomska DNA.

U nekim uzorcima izdvojene RNA mogla se uociti genomska DNA, koja je bila nepozeljna.
Kontaminirajuéa genomska DNA uklonjenja je iz uzoraka koriSenjem kompleta kemikalija
“geDNA Removal kit“. Kako bismo se uvjerili da je genomska DNA zaista uklonjena,
procis¢ena RNA koriStena je kao kalup u lancanoj reakciji polimerazom uz par pocetnica
GAPDH 2 1 3. Pocetnica GAPDH 2 smjestena je u eksonu gena GAPDH, dok je poCetnica
GAPDH 3 smjestena u intronu istog gena. U slucaju prisustva genomske DNA u uzorku ovim
parom pocetnica umnozit ¢e se odsjecak veli¢ine 644 parova baza (pb). Nakon procis¢avanja
RNA i PCR u 2% gelu agaroze nisu uoceni odsjecci (amplikoni) koji bi mogli nastati zbog
umnazanja genomske DNA (Slika 27.)

82



Slika 27. Provjera prisustva kontaminirajuc¢e genomske DNA u uzorcima, nakon pro¢i§¢avanja
i reakcije umnazanja. Linija 1: standard “100 bp DNA Ladder*; linije 2-9 uzorci RNA nakon

procisc¢avanja, linija 10: genomska DNA - pozitivna kontrola.

Nakon provjera kvalitete i ¢istoce ukupne RNA, jedan mikrogram je koriSten u reakciji
obrnutog prepisivanja. Kako bi se provjerila uspjesnost obrnutog prepisivanja, nastala cDNA
koriStena je kao kalup u reakciji PCR s poc€etnicama GAPDH 1 i 2, koje su smjeStene u
eksonima visoko ispoljenog gena GAPDH (“housekeeping” gen). U slucaju da je reakcija

obrnutog prepisivanja uspjela, ovim ¢e se pocetnicama umnoziti odsjecak veli¢ine 600 parova

baza (Slika 28).
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Slika 28. Provjere uc¢inkovitosti obrnutog prepisivanja, PCR s pocetnicama GAPDH 1 i 2.
Linija 1: standard “100 bp DNA Ladder®, linije 2-8 reprezentativni uzorci.

84



4.7. Probir transkripata — plo¢ice TagMan

Kako bi se objasnili ucinci ispitivanih spojeva na proliferaciju stanica, odredena je razina

transkripata veceg broja gena ukljucenih u regulaciju stani¢nog ciklusa. U tu svrhu odlucili

smo koristiti plocice “TagMan Array Human Cyclins & Cell Cycle Regulation®. Ove plocice,

s 96 jazica, sadrze pocetnice i probe za detekciju transkripata 48 gena; 44 ciljna gena i Cetiri

“housekeeping” gena za normalizaciju, u duplikatu (Slika 29).

m
m
i
i
0]
u
i

O
o
)l

NIE SO cord

HDACS

oee2CA

TOFEZ TOFBI TP

SNOI | CONAY | CENAZ

CoNet

24 CONDI  CONEY CONeR

COMIQA COMN2B CTOwNIC CDMN2D

E2F3 £2F1  GSi38
HOACA HOACS HOACE
RAF1T RE? TOFP

Guse

cone2

CON

Coxz

TOFR2

ATM

conot

CONIA

E2FY

=02C3

HOACS

TOFE3

ATR

conp2

cOCas4

CoxNta

E2¢2

FeE2CA

Slika 29. Plo¢ica “TagMan Array Human Cyclins & Cell Cycle Regulation”

Pokusi su napravljeni koristenjem cDNA dobivenih iz stanica Detroit 562 i HT-29, i to u Cetiri

eksperimentalna uvjeta: 1. kontrola, 2. cisplatina, 3. cisplatina i tazemetostat te 4. cisplatina i

GSK-J4. Nakon zavrs$enih reakcija, dobiveni rezultati upisani su u tablicu i odabrani su geni za

koje su uoCene promjene u razini transkripta koje bi potencijalno mogle objasniti uocene

razlike u proliferaciji stanica u eksperimentalnim uvjetima. U Tablicama 12. i 13. navedeni su

“sirovi” podatci za stanice HT-29.

Tablica 12. Registrirane vrijednosti Ct koriStenjem plocice “TaqgMan Array Human Cyclins &
Cell Cycle Regulation”; linija HT-29.

Geni Kontrola Cisplatina Cisplatina + TZM Cisplatina + GSK-J4
18S 16,209 15,5616 16,0564 15,2141
GAPDH 18,2748 19,3231 19,4659 19,1601
HPRT1 23,8102 24,6315 24,2814 24,5665
GuUsB 22,7714 23,376 23,2355 23,3655
ATM 27,4493 28,4211 29,1967 28,7799
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ATR 25,3219 27,0242 27,1744 27,2171
CCNAl 37,8086 Neodredeno 36,7083 Neodredeno
CCNA2 24,0955 25,0555 25,3707 25,0856
CCNB1 22,0674 23,0742 23,1146 22,4928
CCNB2 22,2977 23,2407 23,371 23,6573
CCND1 24,2689 24,6875 24,5142 24,5557
CCND2 36,9331 Neodredeno 32,9468 Neodredeno
CCND3 24,9696 25,4736 25,6681 25,3096
CCNE1 24,4463 25,0124 24,9538 24,9764
CCNE2 26,1203 25,9372 25,5547 26,1769
CCNH 23,5742 24,9872 25,0479 25,1438

CDC2 23,1723 23,7838 24,0626 23,6202
CDC25A 24,6457 25,9372 26,1299 25,7245
CDK2 24,7964 24,8173 26,2219 25,8416
CDK4 21,8034 22,7594 22,9442 23,0018
CDK®6 24,0274 24,6065 25,3871 24,6575
CDKY7 24,4465 25,1812 25,7078 25,6538
CDKN1A 27,6 27,7667 27,4517 29,0014
CDKN1B 24,6055 25,4161 25,8851 25,1339
CDKN2A 20,1908 21,1282 21,6899 21,4596
CDKN2B 36,4952 36,2798 37,1857 38,0502
CDKN2C 27,6147 29,2227 28,3077 29,3491
CDKN2D 25,6768 26,7858 26,873 26,8964

E2F1 23,6222 24,712 24,9349 24,9942

E2F2 32,0213 32,5553 32,7859 33,0716

E2F3 25,0633 26,3945 27,1149 27,3042

E2F4 23,2325 24,5602 25,2817 24,7503
GSK3B 23,3561 24,7281 24,5133 24,1379
HDAC1 21,9891 22,4777 22,7711 22,826
HDAC2 23,7531 25,0543 24,8885 24,5304
HDAC3 24,9955 25,4744 26,3344 26,1399
HDACA4 30,2109 33,478 33,0746 32,6219
HDAC5 26,6376 28,2775 29,0151 29,4197
HDACS6 26,3558 27,8273 28,8209 29,0531
HDACY7 25,3628 26,4702 26,9502 26,9457
HDAC9 32,603 34,2168 33,0968 34,4197
PPP2CA 23,6636 24,6932 25,0775 24,8266

RAF1 28,5319 30,0464 30,6938 31,132

RB1 24,5455 25,9892 26,1957 27,2149
TGFB1 26,034 25,8544 23,5145 25,6777
TGFB2 26,7109 28,1774 28,1683 28,1698
TGFB3 29,2211 31,3396 31,5762 32,4511

TP53 23,2283 24,5854 24,72 24,6038
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Tablica 13. Izra¢un promjene transkripcijske aktivnosti (“fold change™) u stanicama HT-29,

metodom izracuna delta delta Ct — plo¢ice TagMan.

Geni Cisplatina Cisplatina + TZM Cisplatina + GSK-J4
ATM -1,290 -2,434 -1,666
ATR -2,140 -2,618 -2,464
CCNAL Neodredeno 2,958 Neodredeno
CCNAZ2 -1,279 -1,755 -1,316
CCNB1 -1,322 -1,498 1,124
CCNB2 -1,264 -1,525 -1,586
CCND1 1,138 1,164 1,237
CCND2 Neodredeno 21,863 Neodredeno
CCND3 1,072 -1,176 1,193
CCNE1 1,027 -1,031 1,045
CCNE2 1,726 2,042 1,451
CCNH -1,751 -2,013 -1,966
CDC2 -1,005 -1,344 1,107
CDC25A -1,610 -2,028 -1,399
CDK2 1,499 -1,947 -1,367
CDK4 -1,276 -1,598 -1,520
CDK6 1,018 -1,860 -1,025
CDKY7 -1,094 -1,738 -1,530
CDKN1A 1,355 1,529 -1,750
CDKN1B -1,153 -1,760 1,047
CDKN2A -1,259 -2,049 -1,596
CDKN2B 1,765 -1,170 -1,947
CDKN2C -2,005 -1,172 -2,204
CDKN2D -1,419 -1,661 -1,543
E2F1 -1,400 -1,801 -1,715
E2F2 1,050 -1,232 -1,372
E2F3 -1,655 -3,005 -3,131
E2F4 -1,651 -3,000 -1,897
GSK3B -1,702 -1,617 -1,139
HDAC1 1,084 -1,247 -1,183
HDAC2 -1,621 -1,593 -1,135
HDAC3 1,091 -1,834 -1,464
HDAC4 -6,331 -5,277 -3,5623
HDAC5 -2,050 -3,767 -4,557
HDACG6 -1,824 -4,003 -4,297
HDAC7 -1,417 -2,178 -1,985
HDAC9 -2,013 -1,021 -2,334
PPP2CA -1,343 -1,932 -1,483
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RAF1 -1,879 -3,244 -4,017
RB1 -1,789 -2,275 -4,214
TGFB1 1,722 7,910 1,932
TGFB2 -1,817 -1,991 -1,821
TGFB3 -2,856 -3,709 -6,216
TPS53 -1,685 -2,039 -1,719

Na temelju dobivenih rezultata odlucili smo se detaljnije analizirati transkripciju nekoliko
odabranih gena, na temelju promjene transkripcijske aktivnosti i/ili uloge koju bi proteinski
produkt mogao imati u nastanku opazenih fenomena: CDKN2C (P18), CDKN2A (P19),
CDKN1A (P21), CCND2 (ciklin D2), CDK2 (ciklin ovisna kinaza 2) i TGFB1
(transformirajuci ¢imbenik rasta beta 1). Uz ove gene, analizirana je i razina transkripata gena
EZH2 i KDM6B (JMJD3) koji se ne nalaze na popisu gena u plocici TagMan ali je aktivnost

njihovih proteinskih produkata izravno inhibirana tazemetostatom i GSK-J4.

Nakon odredivanja gena od interesa, konstruirali smo pocetnice specificne za odabrane gene,
koje smo koristili u lan¢anoj reakciji polimerazom u stvarnom vremenu (RT-qPCR). Pocetnice
su konstruirane na nacin da se barem jedna od pocetnica, ukoliko je moguce, nalazi na spoju
dva eksona. Pocetnice su takoder smjeStene na dijelovima transkripta koji su zajednicki svim
transkripcijskim ina¢icama ciljnog gena, u slucaju da postoji viSe od jedne potvrdene
transkripcijske inacice u bazi podataka GeneBank. Veli¢ina umnoZenog odsjecka nuzno je bila
veca od 70 1 manja od 200 parova baza. Pocetnice EZH2 prethodno su konstruirane, za potrebe

prethodnog istrazivanja.

Specifi¢nost vezanja pocetnica provjerena je konvencionalnom reakcijom “end-point” PCR,
na cDNA uzorka kontrola stanica HT-29. Produkti reakcije analizirani su elektroforezom u 2%
gelu agaroze. Na Slici 30. su specificni produkti PCR reakcije s odabranim pocetnicama za

ranije navedene gene.
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Slika 30. Odsjecci PCR u 2% gelu agaroze. Linija 1: standard “100 bp DNA Ladder*; linije: 2
do 7 - odjecci dobiveni umnazanjem pocetnicamas za gene: P18, P19, P21, TGFB1, CDK2,
CCND2.

4.8. Lan¢ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (RT-gPCR)

Razina transkripata odredena je metodom RT-qPCR, koriStenjem SYBR Green kemije. Razina
transkripata izrazena je kao relativna promjena u odnosu prema kontrolnom eksperimentalnom
uvjetu, u kojem je razina transkripata uvijek bila jedan. Za odredivanje relativne promjene

koristen je izratun delta delta Ct (2722¢Y),
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Slika 31. RT-gPCR: Razina transkripata gena CDKN2C (P18). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001; ***¥p < 0,0001.
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Slika 32. RT-gPCR: Razina transkripata gena CDKN2A (P19). *p < 0,05; **p <0,01; ***p <
0,001; ****p <0,0001.
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Slika 33. RT-gPCR: Razina transkripata gena CDKN1A (P21). *p <0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001; ****p <(0,0001.
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Slika 34. RT-gPCR: Razina transkripata gena CDK2. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;

*x < 0,0001.
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Slika 35. RT-gPCR: Razina transkripata gena CCND2. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;

sxkkp < 0,0001.
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Slika 36. RT-gPCR: Razina transkripata gena TGFB1. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;

*x%%p < 0,0001.



RY-qPCR Detroit 562 - EZH2
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Slika 37. RT-gPCR: Razina transkripata gena EZH2. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;
*kxkpn <0,0001.
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Slika 38. RT-gPCR Razina transkripata gena KDM6B. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;
**%%*p < 0,0001.

4.9. Analiza proteina - Western blot

Nakon odredivanja promjene razine transkripata ciljnih gena, istrazeno je: da li je promjena u
razini transkripata pra¢ena promjenom razine proteina. Buduci da je RT-gqPCR izrazito
osjetljiva metoda, odlucili smo da gene, ¢ija je promjena aktivnosti (mjerena koli¢inom
transkripta) bila manja od dva puta (povec¢ana ili smanjena), ne¢emo istraziti na razini proteina.
U skladu s time, proteinski produkti gena CDKN2C (P18), CDKN2A (P19) i CDK2 nisu bili
obuhvaceni daljnjim analizama. Geni od interesa, TGFB1, CCND2 i CDKN1A, pokazali su
znacajnu promjenu razine transkripta u pojedinim eksperimentalnim uvjetima i, sukladno tome,
odredili smo razinu njihovih proteinskih produkata. Razina proteina P53 istrazena je budu¢i da

je ¢imbenik transkripcije; snazan regulator transkripcije gena CDKN1A. Proteini EZH2 i

92



KDM6B obuhvacdeni su analizom zbog toga Sto je njihova aktivnost meta primijenjenih
inhibitora, tazemetostata (EZH2) i GSK-J4 (KDM6B). Takoder, plan istrazivanja nuzno je
morao ukljuciti i odredivanje sveukupne razine posttranslacijske modifikacije H3K27me3.

Analizom Western blot odredeni su proteini od interesa u uzorcima izdvojenih ukupnih
proteina, te proteina citoplazme i jezgre. Na slikama 39 — 56 prikazani su dobiveni rezultati.
Na svakoj slici prikazani su reprezentativni primjeri dobivenih vrpci, pripadajuci
,housekeeping® proteini 1 ukupni proteini obojani bojom Ponceau S. Dobiveni signali
analizirani su denzitometrijom, koriStenjem racunalnog programa ,,Imagel*. Rezultati analize
nalaze se pokraj slika; ali samo ako je ja¢ina signala u svim uvjetima bila dovoljno jaka, §to je
omogucilo pouzdanu kvantifikaciju. U svim pokusima proteini su naneseni standardnim

redosljedom, u odnosu na eksperimentalne uvjete:

Kontrola

DMSO

Tazemetostat

GSK-J4

Cisplatina

Cisplatina + DMSO
Cisplatina + tazemetostat
Cisplatina + GSK-J4

© N o gk~ 0w D
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4.9.1. Protein P21

Western blot Detroit 562 - P21

Ukupni proteini
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Denzitometrija WB Detroil 562 proteini jezgre - P21

a’f@'??df&*
S

Exsperimentaini ujet

Slika 39. Detroit 562: P21 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSQO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4, 5-
cisplatina, 6-cisplatina i DMSOQO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4. *p < 0,05; **p <

0,01; ***p <0,001; ****p <(0,0001.
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Western blot FaDu - P21

Ukupni proteini
1 2 3 4 5 6 7 8

P21 - e -

::tti: — " — et — — —
.a
-

Ukupni

prot. W%
e
-

Proteini citoplazme
1 2 3 4 5 6 7 8

P21 L — - | —

Beta i e —
aktin

-l
Ukupni -
prot.
—
-
Proteini jezgre
1 2 3 4 5 6 7 8
P21 - - -—
TBP T ——————
-
.~
Ukupni g
prot.
-
-~

Denzitometrija WB FaDu ukupni proteini - P21

2.59

Razina proteina
5 @ B
1 1 s 1

e
w
1

Eksperimentalni uvjeti

Denzitometrija WB FaDu proteini citoplazme - P21

Razina proteina

Eksperimentalni uvjeti
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Slika 40. FaDu: P21 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4, 5-
cisplatina, 6-cisplatina i DMSQO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4. *p < 0,05; **p <

0,01; ***p <0,001; ****p <(0,0001.
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Western blot HT-29 - P21

Ukupni proteini Denzitometrija WB HT-23 ukupni proteini - P21
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Slika 41. HT-29: P21 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4, 5-
cisplatina, 6-cisplatina i DMSO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p <0,001; ****p <(,0001.
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4.9.2. Protein P53

Western blot Detroit 562 — P53
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Slika 42. Detroit 562: P53 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4, 5-
cisplatina, 6-cisplatina i DMSOQO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4. *p < 0,05; **p <

0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001.
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Western blot FaDu - P53
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Slika 43. FaDu: P53 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4, 5-
cisplatina, 6-cisplatina i DMSO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p <0,001; ****p<0,0001.
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Western blot HT-29 - P53
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Slika 44. HT-29: P53 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSQO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4, 5-
cisplatina, 6-cisplatina i DMSQO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001.

99



4.9.3. Protein ciklin D2

Western blot Detroit 562 — Ciklin D2
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Slika 45. Detroit 562: Ciklin D2 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-
J4, 5-cisplatina, 6-cisplatina i DMSO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4.
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Western blot FaDu — Ciklin D2
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Slika 46. FaDu: Ciklin D2 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4, 5-
cisplatina, 6-cisplatina i DMSO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4. *p < 0,05; **p <

0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001.
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Western blot HT-29 - Ciklin D2
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Slika 47. HT-29: Ciklin D2 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4,
5-cisplatina, 6-cisplatina i DMSO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4.
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4.9.4. Protein TGFB1

Western blot Detroit 562 — TGF Beta
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Slika 48. Detroit 562: TGFB1 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-
J4, 5-cisplatina, 6-cisplatina i DMSO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4.
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Western blot FaDu — TGF Beta
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Slika 49. FaDu: TGFBL1 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4, 5-
cisplatina, 6-cisplatina i DMSO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4.
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Western blot HT-29 — TGF Beta
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Slika 50. HT-29: TGFB1 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4, 5-

cisplatina, 6-cisplatina i DMSO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4.
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4.9.5. Protein EZH2

Western blot Detroit 562 - EZH2

Ukupni proteini
1 2 3 4 5 6 7 8

EZH2 — G G G S— G—— — —
Beta — — — | — — — —
aktin

-

.-
Ukupni
prot. b

Proteini citoplazme
1 2 3 4 5 6 7 8

130 kDa —» - - .
95 kDa —» W g S S e s D s—
Bet,a T ————— — —
aktin
—
Ukupni
prot. -
p— — —-— - — - -
Proteini jezgre
1 2 3 4 S5 6 7 8
EZH2 T ——————

TBP \~—-—--—_l

-
Ukupni .
prot. .

.

Denzitometrijsa WS Detroit 562 ukupai proteini - EZH2

104

a’j!??df&"
474

Ensperimantalni uvjes

Denzitometrija W8 Detrolt 562 proteini citoplazme - EZHZ

Jf’f&’??df"&’
y /o7

Exsparimantaini uvjet

Denzitometrija WB Detroit 562 proteini jezgre - EZH2

294

o’f?s'?égi’&?
L/

Eksporimentaini uvjeti

Slika 51. Detroit 562: EZH2 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4,
5-cisplatina, 6-cisplatina i DMSQO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4. *p <0,05; **p <

0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001.
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Western blot FaDu — EZH2
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Slika 52. FaDu: EZH2 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4, 5-
cisplatina, 6-cisplatina i DMSO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4. *p < 0,05; **p <

0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001.
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Western blot HT-29 -EZH2
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Slika 53. HT-29: EZH2 - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4, 5-
cisplatina, 6-cisplatina i DMSO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001.
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4.9.6. Protein KDM6B

Western blot Detroit 562 — KDM6B
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Slika 54. Detroit 562: KDM6B - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-
J4, 5-cisplatina, 6-cisplatina i DMSO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4. *p < 0,05;
**p < 0,01; ***p <0,001; ****p<0,0001

109



Western blot FaDu - KDM6B
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Slika 55. FaDu; KDM6B - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4, 5-
cisplatina, 6-cisplatina i DMSQO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 (jednosmjerni test ANOVA sa svim eksperimentalnim
uvjetima). 2p < 0,05; 24p <0,01; 244p < 0,001; 2444p < 0,0001 (jednosmjerni test ANOVA bez

eksperimentalnih uvjeta DMSO i GSK-J4).
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Western blot HT-29 - KDM6B
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Slika 56. HT-29: KDM6B - Western blot. 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-GSK-J4, 5-
cisplatina, 6-cisplatina i DMSO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4. *p <0,05; **p <

0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001.
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5. RASPRAVA

Cisplatina je protutumorski lijek koji se koristi u lije¢enju razli¢itih zlo¢udnih tumora.
Ucinkovitost ovog lijeka Cesto je ograni¢ena pojavom neosjetljivost ili ozbiljnih nezeljenih
pojava, zbog kojih se lijeCenja cisplatinom prekida. Takoder, za lijeenje nekih vrste raka, na
primjer raka debelog crijeva, cisplatina se ne koristi s obzirom na to da je iskustvo u klinici
pokazalo da je ova vrsta raka otporna na cisplatinu zbog Cesto prisutnih mutacija gena TP53
i/ili zbog primarno nefunkcionalnih mehanizama ukljuéenih u popravak ostec¢enja molekule
DNA [238].

Uz ,,konvencionalne® protutumorske lijekove, u posljednjih 18 godina su u klini¢koj uporabi i
spojevi koji moduliraju epigenom stanica. Epigeneticke promjene ukljucene su, izravno ili
neizravno, u razvoj svih kljuénih obiljezja stanica raka. U skladu s time, pokazano je da
primjena ovih spojeva moze povecati osjetljivost stanica raka na druge protutumorske lijekove
[239]. Prvi lijekovi, koji primarno moduliraju epigenom stanice: inhibitor DNA
metiltransferaza (azacitidin) i inhibitor histon deacetilaza (vorinostat), odobreni su od strane
FDA 2004., odnosno 2006. godine. Tijekom narednih godina sintetizirani su i istrazeni novi
spojevi koji djeluju na druge elemente koji ¢ine epigeneticki ustroj stanica [240]. Jedan od tih
spojeva je i tazemetostat, inhibitor enzima EZH2 koji metilira lizin 27 u histonu H3.
Tazemetostat je, za sada, odobren za lijeCenje dvije vrste zlocudnih oboljenja, epiteloidnih

sarkoma i refraktornog folikularnog limfoma.

Cilj ovog doktorskog rada temelji se na istrazivanju utjecaja istovremene primjene spojeva Koji
utjeCu na uspostavljanje ili uklanjanje transkripcijski represivne oznake (H3K27me3),
tazemetostata i GSK-J4, u kombinaciji s cisplatinom, na stanice raka. KoriSenjem modela
karcinoma jednjaka pokazano je da ucinak cisplatine ovisi o unutarstani¢noj razini glukoze
[218], te da linije stanica raka jajnika koje su neosjetljive na cisplatinu imaju poveéanu potrebu

za glukozom [219, 220].

Stoga smo istrazili utjecaj ovih spojeva uzgajanjem i tretiranjem stanica u dva medija koja su
se razlikovala s obzirom na koncentraciju glukoze. Istrazivanje je napravljeno na linijama
stanica podrijetlom od zlo¢udnih tumora glave i vrata (Detroit 562 i FaDu) te zlo¢udnog tumora
debelog crijeva (HT-29). Ucinak odabranih spojeva je pocetno istrazen funkcionalnim
stani¢nim testovima, mjerenjem vijabilnosti i proliferacije stanica kao, i odredivanjem postotka

stanica u pojedinim fazama stanicnog ciklusa 1 apoptoze. OpaZene promjene su se,
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istrazivanjem na molekularno-genetickoj razini, pokuSale povezati s promjenama u

ispoljavanju odabranih gena/proteina.

lako postoji 27 znanstvenih publikacija u kojima je opisan utjecaj istovremene primjene
cisplatine u kombinaciji sa spojevima koji inhibiraju/utiSavaju EZH2, u samo tri studije je
koriSten tazemetostat. Takoder, samo u tri studije radilo se s linijjama stanica podrijetlom od
zlo¢udnih tumora glave 1 vrata, a niti jedna studija, oCekivano, nije istrazivala utjecaj ove
kombinacije na modelu stanica podrijetlom od raka debelog crijeva (Slika 5). Kombinirana
primjena GSK-J4 i cisplatine znacajno je slabije istrazena i ne postoje podatci dobiveni na

modelima zlo¢udnih tumora podrijetlom od stanica glave i vrata i/ili debelog crijeva.

5.1. Uspostavljanje eksperimentalnih uvjeta i funkcionalni stani¢ni testovi

Kako bismo uspostavili optimalne eksperimentalne uvjete, koristili smo testove kojima smo
odredili vijabilnost i proliferaciju stanica nakon izlaganja razli¢itim koncentracijama
ispitivanih spojeva, u razli¢itim vremenskim intervalima. Nakon ispitivanja djelovanja spojeva
odlucili smo koristiti koncentracije spojeva koji su imali slabo izrazen utjecaj na vijabilnost
(IC5 - 15) i nesto jaci uéinak na proliferaciju stanica (IC5 - 75). S obzirom na to da je cilj ovog
rada bio vezan uz istrazivanje utjecaja kombinirane primjene spojeva, koriStenjem ovakvih
koncentracija spojeva ostavljen je prostor za uocavanje eventualnih aditivnih, sinergistickih ili

antagonistickih uc¢inaka. Ovo ne bi bilo moguce primijenom visoko citotoksi¢nih doza.

5.1.1. Uspostava eksperimentalnog modela na temelju mjerenja vijabilnosti stanica:
cisplatina i tazemetostat

5.1.1.1. Cisplatina

Prvi spoj ¢iju smo koncentraciju i vrijeme izlaganja definirali bila je cisplatina. Vijabilnosti
stanica je nakon izlaganja cisplatini primarno ovisila o podrijetlu stanica, a znatno slabiji
utjecaj je imala koncentracija glukoze u mediju. Linije Detroit 562 i FaDu, podrijetlom od
zlo¢udnih tumora glave i vrata, pokazale su smanjenje vijabilnosti ve¢ nakon 24 sata. Nakon
48 sati izlaganja cisplatini ucinak je bio puno izrazeniji, pri ¢emu je ve¢ 15 uUM cisplatina
dovela do 50% smanjenja vijabilnosti (Slike 6 i 7; p < 0,0001), u vi$oj koncentraciji glukoze.
Stanice HT-29, podrijetlom od zlo¢udnog tumora debelog crijeva, pokazale su se zna¢ajno
otpornijima. Ista koncentracija cisplatine (15 uM) je nakon 48 sati dovela do smanjena
vijabilnosti od samo 20% (Slika 8; p < 0,0001). Rezultati ovih pokusa dobro se slazu s
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postojecim saznanjima o osjetljivosti pojedinih vrsta tumora na cisplatinu, Sto utjece i na odabir
nacina lijeCenja pojedinih zlo¢udnih oboljenja. Naime, cisplatina je sastavni dio protokola za
lijecenje raka glave i vrata [241], dok se za lijecenje raka debelog crijeva cisplatina ne koristi.

U indiciranim se slucajevima koristi njezin derivat, oksaliplatina [242].

Na temelju ovih eksperimenata, smo u daljnjem istrazivanju sve tri linije stanica izlagali 3 uM
cisplatini, u trajanju od 48 sati. Ova koncentracija pokazala je minimalan ili zanemariv u¢inak
na vijabilnost stanica in vitro (Slike 6-8.). U klinickim je istraZivanjima pokazano da
koncentracija cisplatine u rasponu od 1-5 uM ima terapijski ucinak, pri ¢emu veé i viSe
terapijske koncentracije (4-5 pM) mogu dovesti do teskog oStecenja bubrega [243]. Sljedeci

korak bio je definirati nacin izlaganja stanica tazemetostatu.

5.1.1.2. Tazemetostat

Kako bismo istrazili postojanje senzibilizirajuceg djelovanja tazemetostata, stanice smo izlozili
njegovom djelovanju tijekom 72 sata. Ovaj je vremenski interval odabran zbog toga $to je
poznato da se ucinci tazemetostata pojavljuju nakon produljenog vremena izlaganja. Postoje
istrazivanja kojima je pokazano antiproliferativno i/ili citotoksi¢no djelovanje tazemetostata
nakon nekoliko dana inkubacije. Dobro je dokumentirano smanjene H3K27me3 nakon 72 sati
izlaganja tazemetostatu [244]. Knutson i suradnici pratili su u¢inak tazemetostata nakon §to su
stanice izlozili njegovom djelovanju tijekom dva do Sest dana dana in vitro [200], a Brach i
suradnici ¢ak 28 dana [245].

Izlaganje stanica tazemetostatu nije pokazalo znac¢ajno smanjenje vijabilnosti u liniji stanica
HT-29. Postojao je blagi ucinak u odnosu na smanjenje vijabilnosti stanica Detroit 562 1 FaDu
u (FaDu High glucose 15 uM (p=0,0191), FaDu Low glucose 20 uM (p=0,0347); Detroit High
glucose 15 puM (p=0,0143) i 20 uM (p=0,0111), Detroit Low glucose 15 uM (p=0,0105) i 20
MM  (p=0,0002)) (Slika 9). Uzev§i u obzir da niti jedna primjenjena koncentracija
tazemetostata, neovisno o razini glukoze u mediju, nije rezultirala znac¢ajnim smanjenjem
vijabilnosti, sve tri linije stanica smo u daljnjim pokusima izlagali 10 UM tazemetostatu,
tijekom 72 sata. U radu smo posebnu pozornost posvetili djelovanju otapala, DMSO, i to tako
da smo u u svakoj analizi , uz netretirane, kontrolne stanice, uvodili i otapalom tretirane stanice
(,,solvent control®). U uspostavljanju eksperimentalnih uvjeta, koristen je volumni postotak

DMSO koji je bio prisutan u pripravku s najvisom koncentracijom tazemetostata (0,4%).
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5.1.1.3. Cisplatina i tazemetostat

Na temelju prethodnih rezultata, stanice su izloZzene 10 pM tazemetostatu tijekom 24 sata kako
bi se postigao senzibilizirajuci u¢inak, dodana je cisplatina i pokus se nastavio tijekom narednih
48 sati (ukupna izlozenost tazemetostatu — 72 sata). U ovim je pokusima volumni postotak

DMSO (,,solvent control) odgovarao njegovoj koncentraciji u 10 pM tazemetostatu (0,2%).

Pregledom dostupne znanstvene literature u kojoj je opisano inhibiranje ili utiSavanje EZH2 u
kombinaciji s cisplatinom nismo nasli usaglasen pristup (protokol) vezan uz kombiniranu
primjenu utiSavanja EZH?2 i cisplatine; niti u odnosu na nacin 1 trajanje inhibiranja/utiSavanja
EZH2, niti u odnosu na primijenjenu koncentraciju ili trajanje izlaganje cisplatini. Nacini na
koje se pokusavala smanjiti aktivnost EZH2 su razliCiti: stabilno utiSavanje sa shRNA,
prolazno utiSavanje sa siRNA ili koriStenje selektivnih i neselektivnih farmakoloskih inhibitora
(Slika 5). Inhibitori su bili primijenjeni u razli¢itim koncentracijama i razli¢itim vremenskim
intervalima; prije dodatka cisplatine, ili su primijenjeni istovremeno s cisplatinom. Takoder,
koncentracija cisplatine znacajno se razlikovala u pojednim studijama (od 0,1 do 3333 pM)
[246].

Mjerenjem vijabilnosti su, nakon primijenjene kombinacije spojeva, pokazani neocekivani
ucinci. U liniji stanica Detroit 562, otapalo DMSO 1 tazemetostat imali su u¢inak. Doslo je do
vrlo blagog, ali statisticki znac¢ajnog pada vijabilnosti stanica u odnosu prema kontrolnom
uvjetu, u mediju s viSom koncentracijom glukoze (High glucose DMSO (p=0,0002), High
glucose tazemetostat (p=0,0147)) (Slika 10). Opazeni uinak najvjerojatnije je posljedica
djelovanja spoja DMSO, s obzirom na to da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu
vijabilnosti stanica izlozenth DMSO 1 stanica izlozenih tazemetostatu (p=0,4847). Jo§
su ukljucivali cisplatinu. Vidljivo je da cisplatina ima citotoksi¢ni u€inak na stanice (~IC15), a
istovremena primjena cisplatine i tazemetostata za posljedicu ima povecanje vijabilnosti
stanica (p=0,006). Drugim rije¢ima, tazemetostat umanjuje citotoksi¢ni uc¢inak cisplatine. Ovaj
ucinak ne moZze se objasniti djelovanjem otapala DMSO, s obzirom na to da postoji statisticki
znacajna razlika izmedu uvjeta: cisplatina + DMSO i cisplatina + TZM (p<0,0001), a ne postoji

razlika izmedu uvjeta cisplatina + DMSO u odnosu prema samoj cisplatini (p=0,2327).

Uc¢inak cisplatine, bilo samostalno ili u kombinaciji s DMSO ili tazemetostatom, primijecen je
neovisno o razini glukoze u mediju. Vazno je naglasiti da su sve opazene promjene u

vijabilnosti stanica u ovoj skupini pokusa relativno male, vijabilnost je smanjena do 15%. Ove
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razlike, iako statisticki znaCajne zbog male standardne devijacije mjerenja, mozda nemaju
veliku bioloSku znacajnost, u kontekstu cijelog bioloskog sustava stanice. Primjena cisplatine
na stanicama FaDu dovela je do priblizno 15% smanjenja vijabilnosti stanica u uvjetima visoke
koncentracije glukoze u mediju, i priblizno 20% smanjenja u uvjetima niske koncentracije
glukoze, u odnosu na kontrolni uvjet (Slika 11). Cisplatini dodani tazemetostat ili DMSQO nisu

doveli do dodatnih promjena u vijabilnosti.

U stanicama HT-29 (Slika 12) samostalna primjena tazemetostata povecala je vijabilnost
stanica, u obje vrste medija, i u odnosu prema kontrolnom uvjetu, i u odnosu na DMSO (High
glucose kontrola vs. TZM p=0,0042, DMSO vs. TZM p< 0,0001; Low glucose kontrola vs.
TZM p=0,0224, DMSO vs. TZM p=0,0088). Dodatno, kombinacija tazemetostata i cisplatine
u ovoj liniji stanica rezultira antagonistickim u¢inkom (High glucose cisplatina (99,29%) vs.
cisplatina + TZM (106,24%), p=0,0251; Low glucose cisplatina (94,55%) vs. cisplatina + TZM
(100,47%), p=0,027). S obzirom na male razlike u mjerenjima, ucinak tazemetostata nije

moguce odijeliti od ucinaka koji su posljedica djelovanja otapala, DMSO.

U svim opisanim eksperimentima, stanice su uzgajane i tretirane u medijima s dvije razliCite
koncentracije glukoze. lako je i stanicama HT-29 postojao slabo izrazeni ué¢inak kombinacija
cisplatina + DMSO i cisplatina + tazemetosta s obzirom na dostupnu glukozu (porast u mediju
s nizom koncentracijom glukoze), zakljuc¢ili smo da, iako razlike postoje, ne opravdavaju
daljnje izvodenje pokusa u dva razli¢ita medija. Stoga smo odustali od uzgoja stanica u mediju
s nizom razinom glukoze te je daljnje istraZivanje napravljeno u mediju s viSom razinom

glukoze (,,high glucose®).

U ovim je pokusima kombinirana primjena tazemetostata i cisplatine ukazala na stani¢no-
specifican odgovor koji nismo ocekivali. Dodavanje tazemetostata cisplatini je, u stanicama
koje su osjetljive na cisplatinu smanjilo uc¢inak cisplatine (Detroit 562) ili nije imalo u¢inka
(FaDu) na vijabilnost stanica. Stanice neosjetljive na djelovanje cisplatine (HT-29)

tazemetostat nije senzibilizirao.

Svakodnevnim promatranjem stanica pod mikroskopom uocene su morfoloSke promjene, u
odredenim eksperimentalnim uvjetima. Ove su promjene upucivale na znacajan ucinak
spojeva, iako analiza vijabilnosti na to nije upucivala. Analiza metabolicke vijabilnosti, koju
smo primjenjivali, temelji se na redukciji soli tetrazolija (MTT) u kristal formazan, u
metabolicki aktivnim stanicama. Razina redukcije ovisi o dehidrogenazama mitohondrija

[247], primarno o sukcinat dehidrogenazi [248]. Nakon izlaganja stanica zracCenju, Rai i
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suradnici su primjetili da test vijabilnosti ne odrazava promjene koje su primijetili
mikroskopiranjem i brojenjem stanica koje su izlozili zraGenju u eksponencijalnoj fazi rasta.
Istrazili su podlogu fenomena i zakljucili da stanica na izlaganje zraenju pokrece proces
,obogacenja“ mitohondrija, zbog ¢ega povecava broj aktivnih enzima koji reduciraju MTT.
Razlike su bile drasti¢ne: smanjenje vijabilnosti od 20-30% u podlozi je imalo pad broja stanica
u rasponu od 70-90% [249]. Godine 2019. Kleith i suradnici su dokazali da izlaganje stanica
cisplatini dovodi do povecanja sadrzaja mitohondrija (,,mitochondrial content™) [250]. Ovaj
ucinak cisplatine mogao bi biti razlog nesuglasju izmedu opaznih morfoloskih promjena i

relativno malog pada vijabilnosti koju smo izmjerili testom MTT.

Zbog toga smo izmjerili proliferaciju stanica mjerenjem koli¢ine ugradenog bromdeoksiuridina
(BrdU) u molekulu DNA. Poznato je, a to smo pokazali i naSim ranijim istrazivanjima [251]
da je ova metoda osjetljivija u odnosu test MTT [252]. Mjerenje proliferacije pokazalo je da

ispitivani spojevi imaju vrlo snazan ucinak na ovaj parametar (Slika 14).
5.1.2. Proliferacija stanica: cisplatina i tazemetostat

U stanicama Detroit 562, 3 UM cisplatina je uzrokovala smanjenje proliferacije vece od 50%,
u odnosu na kontrolu (p< 0,0001; Slika 14). lako je na razini vijabilnosti stanica kombinirana
primjena cisplatine 1 tazemetostata dovela do smanjenog ucinka cisplatine, na razini
proliferacije ovaj u¢inak nije opazen. MoZe se primijetiti trend porasta razine proliferacije koji
nije statisti¢ki znacajan, kada se uz cisplatinu stanice izloze DMSO ili tazemetostatu (cisplatina

vs. cisplatina + tazemetostat; p=0,9152; Slika 14).

Mijerenje proliferacije stanica FaDu pokazalo je rezultate koji su bili u skladu s rezultatima
dobivenim mjerenjem vijabilnosti stanica. Cisplatina je dovela do pada proliferacije stanica od
70%, u odnosu na kontrolni uvjet (p< 0,0001; Slika 14). Kombinirana primjena cisplatine s
DMSO 1/ili tazemetostatom, nije rezultirala statisticki znacajnom razlikom proliferacije u

odnosu na samostalnu primjenu cisplatine.

pokazali i na razini proliferacije. Vidljivo je da tazemetostat aktivno potice proliferaciju stanica
kada se primjenjuje sam, ili u kombinaciji s cisplatinom (tazemetostat 116,5%, p< 0,0001;
cisplatina + TZM 112,07%, p=0,004; Slika 14). Ovo povecanje znacajno je u i odnosu prema

otapalu DMSO, koje se nije pokazalo bioloski aktivnim u ovom bioloSkom modelu
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(tazemetostat vs. DMSO, p=0,0009; cisplatina + TZM vs. cisplatina + DMSO p< 0,0001; Slika
14).

Znacajno je da primjena tazemetostata zajedno s cisplatinom u potpunosti ponistava inhibitorni
ucinak cisplatine na proliferaciju stanica HT-29. Ovaj ucinak tazemetostata, prema naSim
saznanjima, do sada nije opisan u znanstvenoj literaturi. Pretrazivanjem baze podataka
PubMed, pronaden je samo jedan znanstveni rad u kojem je opisano da primjena tazemetostata
na stanice raka debelog crijeva [253] povecava osjetljivost stanica na spoj (,,platinum-acridine

hybrid*) u kojem se nalazi platina.

Kombinacija cisplatine i tazemetostata nije dovela do (pretpostavljenog) aditivnog i/ili
sinergistiCkog ucinka na stanice. Naprotiv, u slucaju stanica raka HT-29 tazemetostat se
pokazao kao pro-proliferativan spoj. U kontekstu takvog djelovanja, zapitali smo se ho¢emo li,

mozda, naSu hipotezu potvrditi zauzimanjem drugacijeg pristupa problemu.

Primjenom tazemetostata inhibirali smo EZH2 kako bismo uklonili represivne oznake s
promotora tumor supresorskih gena. Ovo djelovanje je temelj njegove primjene u klinic¢koj
medicini. Oc¢ekivali smo da Ce taj pristup omoguciti snaznije djelovanje cisplatine. To se nije
dogodilo. Stoga smo pretpostavili (na temelju promjene vijabilnosti stanica Detroit 562 (Slika
10) i proliferacijskog potencijala stanica HT-29 (Slika 14)) da ovaj pristup, vrlo vjerojatno,
potice aktivnost gena ¢iji proteinski produkti suprimiraju djelovanje cisplatine. Zbog toga smo
na$ eksperimentalni sustav postavili u potpuno drugaciji kontekst: inhibirali smo antagoniste
EZH2, KDM6A i KDMBG6B, i istrazili hoéemo li na taj na¢in pojacati djelovanje cisplatine. U
tu svrhu odlucili smo se koristiti spoj GSK-J4, za koji je pokazano da je selektivni inhibitor
ova dva enzima [207]. U¢inak ovih spojeva na enzime EZH2, KDM6A i KDM6B prikazan je

na slici 57.
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Slika 57. Promjena aktivnosti transkripcije moduliranjem represivne oznake H3K27m3

djelovanjem tazemetostata i GSK-J4.

5.1.3. Odredivanje koncentracije GSK-J4

S obzirom na to da smo s tazemetostatom radili ve¢ dulje vrijeme, a spoj GSK-J4 nikada ranije
nismo Kkoristili, pazljivo smo odredili koncentraciju koju ¢emo u istraZivanju koristiti. S
obzirom na ranije raspravljene nedostake procjene vijabilnosti stanica na temelju njihovog
metaboliCkog statusa, djelovanje spoja GSK-J4 istrazili smo samo testom ugradnje BrdU.
Stanice su pocetno izlozene djelovanju nekoliko razli¢itih koncentracija GSK-J4, samostalno i
u kombinaciji s cisplatinom. Kao §to je bio slu¢aj s tazemetostatom, vrijeme izlaganja spoju
GSK-J4 bilo je 72 sata. Stanice FaDu pokazale su se veoma osjetljivima na ovaj spoj, stanice
Detroit 562 umjereno osjetljive, dok se linija HT-29 pokazala najotpornijom (Slika 15). Stoga,
za razliku od cisplatine i1 tazemetostata, u daljnjim pokusima nije bilo moguce koristiti istu
koncentraciju GSK-J4 na sve tri linije stanica. Primijenjene koncentracije GSK-J4 u daljnjem
istrazivanju bile 0,5 uM za FaDu, 1 pM za Detroit 562 i 2,5 uM za HT-29; i u samostalnoj, i u

kombiniranom tretmanu.

5.1.4. Utjecaj tazemetostata i GSK-J4 na razinu H3K27me3

Ovaj doktorski rad temelji se na koriStenju spojeva kojima se stanice zlocudnih tumora Zele

senzibilizirati na djelovanje cisplatine, moduliranjem razine supresivne oznake H3K27me3.
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Zanimalo nas je na koji naéin primijenjeni uvjeti utje¢u na razinu H3K27me3. Metodom
Western blot nismo uspjeli uociti promjenu razine posttranslacijske modifikacije H3K27me3.
Moguce je da se koristeno protutijelo nije moglo vezati za denaturirani protein nakon pripreme
uzorka. U naSim smo pokusima koristili lizate jezgara. Postoje medutim, i protokoli za
samostalno izdvajanje histona ¢ije se posttranslacijske modifikacije, u pravilu, analiziraju
spektrometrijom masa [254]. Mozda bismo, da smo uveli taj protokol imali kvalitetniji uzorak
i analize bi bile uspjesne. Umjesto toga, odlucili smo se za alternativhu metodu; razinu
H3K27me3 provjerili smo metodom imunofluorescencije. Rezultati su prikazani na Slikama
16-18.

U stanicama Detroit 562 i HT-29 vidljiv je ucinak tazemetostata i GSK-J4; samostalno i u
kombinaciji s cisplatinom. Tazemetostat je doveo do smanjene razine oznake H3K27me3, dok
je GSK-J4 doveo do povecanja. Ovo je u potpunosti o¢ekivano. U stanicama FaDu moze se
primijetiti isti trend, s time da je razina oznake H3K27me3 porasla nakon koriStenja samo
cisplatine te cisplatine u kombinaciji s DMSO, kada se usporeduje prema kontrolnom uvjetu.
Mozemo zakljuditi da su spojevi tazemetostat i GSK-J4 aktivni i uistinu povezan s promjenama
razine oznake H3K27me3 u zadanim eksperimentalnim uvjetima. Svakako treba napomenuti
da je odredena globalna razina H3K27me3, ali raspodjela oznake u odnosu na promotore ciljnih

gena i dalje ostaje nepoznata.

5.1.5. Znacajne promjene proliferacije u pojedinim eksperimentalnim uvjetima

U stanicama Detroit 562 potvrden je snazan inhibitorni u¢inak cisplatine na proliferaciju
stanica, a potvrdeno je i da njezina kombinacija s DMSO i/ili tazemetostatom ne dovodi do
dodatnog smanjenja proliferacije (cisplatina vs. cisplatina + DMSO, p=0,9998; cisplatina vs.
cisplatina + TZM, p=0,9483). Znacajan je utjecaj spoja GSK-J4 koji, primijenjen samostalno
(1 uM), nije imao znacajan utjecaj na proliferaciju, ali je njegova istovremena primjena s
cisplatinom rezultirala sinergisti¢kim u¢inkom u odnosu na smanjen stupanj proliferacije (p<

0,0001). Ovaj u¢inak znacajan je i u odnosu na kombinaciju cisplatine i DMSO (p< 0,0001).

Stanice FaDu bile su osjetljive samo na cisplatinu koja je proliferaciju smanjila za priblizno
70% (slika 19, p< 0,0001). Primjena cisplatine u kombinaciji s drugim spojevima nije imala
znaajan ucinak. Na temelju rezultata testa ugradnje BrdU moZe se zakljuciti da GSK-J4,
primijenjen samostalno kao 0,5 pM smanjuje proliferaciju stanica FaDu za priblizno 25%.
Kombinacija GSK-J4 i cisplatine nije imala dodatni ucinak. Moguce je da cisplatina

primijenjena u ovoj koncentraciji (3 uM) ve¢ posjeduje izraziti citostatski uc¢inak zbog kojeg

120



se ne moze izmjeriti relativno blagi antiproliferativni u¢inak GSK-J4. Ne moze se iskljuciti
mogucnost da bi nize koncentracije cisplatine (u odnosu na primijenjene) mogle imati

aditivni/sinergisticki u¢inak u kombinaciji s GSK-J4, u ovoj liniji stanica.

na slikama 14 i 19, jest da tazemetostat potice proliferaciju stanica HT-29 i u potpunosti
ponistava slab antiproliferativan u¢inak cisplatine. Za razliku od tazemetostata, kombiniranjem
spoja GSK-J4 (2,5 uM) i cisplatine dobiven je sinergisti¢ki u¢inak, u odnosu na proliferaciju.
lako samostalno primijenjen GSK-J4 u ovoj koncentraciji nema uc¢inka na proliferaciju stanica
HT-29 razvidno je da pojacava antiproliferativni ucinak cisplatine, pri ¢emu proliferacija
stanica pada sa 81,61% (primjena samo cisplatine) na 50,25%. Dijametralno suprotni u¢inci
tazemetostata i GSK-J4 upucuju na to da je mehanizam, kojim dolazi do povecanja ili
smanjenja antiproliferativnog ucinka cisplatine, ovisan o uspostavljanju i uklanjanju oznake

H3K27me3, snaznog epigeneti¢kog biljega [57].

Izlaganje stanica spoju koji je antagonist odobrenog lijeka, logi¢no, nije podrucje koje se cesto
istrazuje. Ipak, sinergisticno djelovanje cisplatine i GSK-J4 pokazano je i stanicama
hondrosarkoma [236]. Dodatno, tumori koji posjeduju mutaciju u genu SMARC-4 (mutacija je
prisutna u tre¢ini karcinoma plu¢a ne-malih stanica) iznimno su osjetljivi na inhibiranje
KDM6A/KDM6B spojem GSK-J4 [210].

5.2. Stupanj apoptoze u pojedinim eksperimentalnim uvjetima

Nakon S§to smo funkcionalnim staniénim testovima, kroz odredivanje vijabilnosti 1
proliferacije, definirali eksperimentalne uvjete istraZivanja, odredili smo stupanj apoptoze i
specifi¢nosti stani¢nog ciklusa. Mjerenje apoptoze stanica Detroit 562 (Slika 20, Tablica 5)
ukazalo je na pro-apoptoticki u¢inak u onim eksperimentalnim uvjetima koji su ukljucivali
cisplatinu. Cisplatina dovodi do smanjenja postotka zivih stanica (kontrola 90,03 = 1,05%,
cisplatina 85,28 + 3,11%; p=0,0167) i, sukladno tome, povecanja postotka stanica u kasnoj
apoptozi (kontrola 2,68 + 0,77%, cisplatina 4,53 + 0,85%; p=0,0168). Opazeni ucinci gotovo
su u potpunosti posljedica djelovanja cisplatine, s obzirom na to da kombinacija cisplatine i
ostalih spojeva nije dovela do dodatnih promjena. Nisu uoc¢ene znac¢ajne promjene u postotcima
stanica u ranoj apoptozi i mrtvih stanica. Pogreske mjerenja koje su se pojavile (osobito u
mjerenju udjela mrtvih stanica) u pojedinim analizama posljedica su malog postotka ciljnih

stanica u analiziranom uzorku. Ovo je osobito dobro vidljivo u skupini mrtvih stanica, ¢iji je
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udio manji od 0,2% (Slika 20). Opazeni ucinak tazemetostata u kombinaciji s cisplatinom na

vijabilnost stanica (Slika 10) nije se odrazio na apoptozu stanica.

Jedno od mogucih objasnjenja jest razlika u temeljni stani¢nim procesima na kojima se temelje
primijenjene metode. Kao $to je ve¢ reCeno, test MTT mjeri metabolicku aktivnost
mitohondrija, na temelju koje se procjenjuje vijabilnost stanica [255], a cisplatina povecava
aktivni sadrzaj mitohondrija. Proto¢nom se citometrijom izravno mjeri udio stanica u apoptozi.
Postoje dokazi da EZH2 mozZe utjecati na metabolizam stanica raka prostate [256]. Vrlo je
jasno pokazano, na modelu karcinoma mokra¢nog mjehura, da EZH2 postavlja represivnu
oznaku na promotor gena aldehid oksidaze (AOX1, od engl. Aldehyde Oxidase 1), §to za
posljedicu ima snazan porast NADPH (od engl. Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate), metabolita PPP (Put pentoza fosfata, eng. Pentose Phosphate Pathway) puta i
sinteze nukleotida [257]. Stoga se ne moze iskljuciti moguénost da u naSem modelu istrazivanja
inhibicija EZH2 tazemetostatom mogla utjecati na metabolizam stanice i samim time na
rezultate testa MTT.

Udio stanica FaDu u apoptozi (Slika 21, Tablica 6) bio je slican udjelima u stanicama Detroit
562. Cisplatina je uzrokovala smanjenje postotka zivih stanica (kontrola 89,48 = 1,57%,
cisplatina 85,03 £ 0,89%; p=0,0207), koje je bilo nesto izrazenije (82,53 = 3,28%) kada je
cisplatina kombinirana s tazemetostatom. Uc¢inci uvjeta koji su ukljucivali cisplatinu nisu se
statistiCki zna€ajno razlikovali. Smanjenje postotka Zivih stanica odrazilo se na povecanje
postotka stanica u ranoj 1 kasnoj apoptozi, iako bez statisticki znacajne razlike izmedu uvjeta
koji ukljucuju cisplatinu. Na temelju podataka o vijabilnosti stanica 1 apoptozi mozemo
zakljuciti da u liniji stanica FaDu, kombinacija cisplatine i tazemetostata i/ili DMSO, nema

znacajni utjecaj na stupanj apoptoze, u odnosu na cisplatinu.

Stanice HT-29 su, u odnosu na promjenu vijabilnosti, bile najmanje osjetljive na djelovanje
cisplatine. Mjerenjem apoptoze stanica (Slika 22, Tablica 7) nije pokazana statisticki znacajna
promjena u postotku Zivih stanica, iako je vidljivo smanjenje postotka nakon izlaganja stanica
cisplatini (p=0,1427). Postoji moguénost da je ovo posljedica odstupanja u mjerenjima, §to je
vidljivo u nesto ve¢im standardnim devijacijama mjerenja u eksperimentalnim uvjetima koji
ukljucuju cisplatinu. Postotci stanica u ranoj apoptozi upucuju na citotoksi¢ni ucinak cisplatine
Sto je kompatibilno s izmjerenom vijabilno$¢u stanica; izmjeren je blagi utjecaj cisplatine na
stanice. Postotci stanica u kasnoj apoptozi 1 mrtvih stanica nisu znac¢ajno razli¢iti u odnosu na

primijenjene eksperimentalne uvjete.
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5.3. Eksperimentalni uvjeti i stani¢ni ciklus

Promjene u proliferaciji stanica bile znatno izrazenije u odnosu na vijabilnost, §to je bio dobar
razlog da se odredi postotak stanica u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa: GO/G1, S i G2/M.
Ovim mjerenjima dobiveni su podatci koji su bili djelomi¢no kompatibilni s podatcima

vezanim uz proliferaciju stanica. Takoder, ovi rezultati otvorili su i dodatna pitanja.

U liniji stanica Detroit 562 (Slika 23, Tablica 8) primjena spojeva od interesa, bez dodane
cisplatine: DMSO, tazemetostata, GSK-J4 nije dovela do zna¢ajne promjene postotka stanica
u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa. Drugim rije¢ima, izlaganje stanica ovim spojevima nije
rezultiralo znacajnim promjenama stani¢nog ciklusa, u odnosu na kontrolni uvjet. Medutim,
ovi spojevi, u kombinaciji s cisplatinom, imaju ucinak na stani¢ni ciklus. Utjecaj otapala
DMSO i tazemetostata ocit je kroz povecanje udjela stanica koje se nalaze u fazama G0/G1.
Statistickom analizom podataka jednosmjernim testom ANOVA, koji se koristio za usporedbu
svih podataka dobivenih na jednoj liniji stanica, o€ite promjene koje postoje izmedu pojedinih
eksperimentalnih uvjeta (na primjer, cisplatina vs. cisplatina + DMSO vs. cisplatina + TZM)
nisu se pokazale statisti¢ki znac¢ajnima. Ovo je vjerojatno posljedica nesto visih standardnih

devijacija u mjerenjima, u nekim eksperimentalnim uvjetima (DMSQO, tazemetostat i GSK-J4).

Stoga je napravljena nova analiza jednosmjernim testom ANOVA kojim smo analizirali razlike
izmedu eksperimentalnih skupina koje su ukljucivale cisplatinu. Ovom analizom uocene su
razlike bile statisti¢ki znacajne. Moze su odmah uo€iti utjecaj DMSO na povecanje postotka
stanica u fazama G0/G1 u odnosu prema samoj cisplatini (cisplatina vs. cisplatina + DMSO,
p=0,0004). Ovaj ucinak jo§ je izrazeniji u stanicama izloZenim cisplatini i tazemetostatu, a
promjena je znacajna i u odnosu na cisplatinu i u odnosu na cisplatinu kombiniranu s DMSO
(cisplatina vs. cisplatina + TZM, p< 0,0001; cisplatina + DMSO vs. cisplatina + TZM, p<
0,0001). Zanimljiv je i utjecaj GSK-J4 u kombinaciji s cisplatinom. lako nema razlike izmedu
djelovanja same cisplatine i cisplatine u kombinaciji s GSK-J4, treba uzeti u obzir da je GSK-
J4 otopljen u DMSO koji se pokazao kao aktivna komponenta u kombinaciji s cisplatinom.
Dakle, GSK-J4 nadvladava utjecaj otapala i de facto smanjuje postotak stanica u fazama G0/G1
(cisplatina + DMSO vs. cisplatina + GSK-J4, p=0,009).

U odnosu na primjenu same cisplatine, porast stanica u fazama G0/G1 u uvjetima cisplatina +
DMSO i cisplatina + tazemetostat pracen je smanjenjem postotka jednako tretiranih stanica
koje se nalaze u fazama S 1 G2/M. Ove podatke nuzno je razmotriti u kontekstu rezultata

mjerenja proliferacije stanica (Slika 19). O¢it je stanoviti nesrazmjer izmedu ovih rezultata.
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Mijerenje proliferacije stanica Detroit 562 pokazalo je da ne postoji razlika u proliferaciji
stanica kada se primjeni samo cisplatina te kombinacije cisplatine s DMSO ili tazemetostatom
(Slike 14 i 19, p> 0,05). Poznato je da cisplatina uzrokuje zastoj stani¢nog ciklusa u fazama
G2/M [258, 259]. Moguce je da DMSO i tazemetostat primijenjeni zajedno s cisplatinom
barem djelomi¢no ponistavaju zastoj izazvan primjenom cisplatine i omoguc¢uju napredovanje
u novi ciklus, u faze GO/GI. Alternativno, mozda primjena DMSO i tazemetostata s

cisplatinom uzrokuje zastoj stanica u GO/G1 fazi.

U znanstvenoj literaturi postoje podatci o zastoju stanica u Gl-fazi stani¢nog ciklusa, u
stanicama podrijetlom od lekemija i limfoma izlozenim djelovanju DMSO [260, 261]. Stazi i
suradnici pokazali su, na stanicama glioblastoma, da farmakoloska inhibicija EZH2 ne
uzrokuje apoptozu stanica, ali uzrokuje zastoj u fazama stani¢nog ciklusa GO/G1. Ovaj zastoj
popracen je pove¢anom razinom proteina P21 i P27 [262]. Mi smo, takoder, zapazili povecanje
razine proteina P21 u stanicama Detroit 562 (Slika 39) u eksperimentalnim uvjetima koji su
ukljucivali DMSO i tazemetostat. lako postoje dokazi da inhibicija EZH2 moze uzrokovati
zastoj u fazama GO/G1 postavlja se logi¢no pitanje: Zasto se ovaj zastoj nije o¢itovao na razini
ugradnje BrdU u DNA? Ako je ciklus stanica zaustavljen u fazi GO/G1, tada je manji postotak
populacije stanica u S-fazi, tijekom koje dolazi do ugradnje BrdU u molekulu DNA.
Pretrazivanjem znanstvene literature nismo pronasli mogucée objaSnjenje za postojanje ovog
fenomena. Jo§ jedan neobjasnjen fenomen vezan je uz uéinak spoja GSK-J4 u kombinaciji s
cisplatinom. OCit je sinergisti¢ki u¢inak ove kombinacije na proliferaciju stanica Detroit 562
(Slika 19, p< 0,0001), iako nije opaZena razlika u raspodjeli udjela stanica u pojedinim fazama
stani¢nog ciklusa, u usporedbi sa samom cisplatinom. Na razli¢itim modelima zlocudnih
tumora in vitro pokazano je da primjena spoja GSK-J4 moze uzrokovati zastoj u pojedinim
fazama stani¢nog ciklusa, na primjer, U fazama GO/G1 [209, 211] i S [263]. Mi nismo uocili
slicne promjene. Jedna od pretpostavki je da GSK-J4 u kombinaciji s cisplatinom uzrokuje
op¢e usporavanje stani¢nog ciklusa, pa je mozda mjerenje nakon 48 sati izlaganja prekratko
vrijeme da bi se znacajnije promjene vezane uz preraspodjelu udjela stanica u pojedinim
fazama stani¢nog ciklusa uocile. Dokazivanje ove hipoteze dobra je podloga za daljnje

istrazivanje.

U konacnici, opazene razlike izmedu mjerenja ugradnje BrdU 1 stani¢nog ciklusa mogle bi biti
posljedica nesavrSenosti i nedovoljne preciznosti metoda koje smo koristili. Ugradnja BrdU u
molekulu DNA dogada se prvenstveno tijekom faze S stani¢nog ciklusa. S druge strane, metode

mjerenja stanicnog ciklusa oslanjaju se na koriStenje boja koje se vezu na molekule DNA u
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stanici, pri ¢emu broj veznih mjesta oscilira tijekom stani¢nog ciklusa. Takoder, mjerenje
stani¢nog ciklusa izvodi se na instrumentu za proto¢nu citometriju koji, zbog tehnicke izvedbe,
analizira samo odredeni broj stanica (u naSim analizama mjeri se 5000 ,,dogadaja‘), a granice
izmedu pojedinih faza stani¢nog ciklusa odreduje osoba koja izvodi pokus i analizira podatke,
a ne program mjernog instrumenta. Ovaj podatak je vazan | zbog toga §to stanice u nasem
eksperimentalnom modelu nisu rasle sinkronizirano. Zbog toga se ocekuje znacajan ,,rasap‘
izmjerenog signala. S druge strane, mjerenje proliferacije stanica izvodi se kolorimetrijskim

esejem ELISA, u kojem se mjeri apsorbancija cjelokupnog uzorka, unutar jedne jazice.

Raspodjela stanica FaDu u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa bila je sli¢na raspodjeli stanica
Detroit 562 (Slika 24, Tablica 9). Istovremena primjena cisplatine i tazemetostata dovela je do
smanjenog postotka stanica koje se nalaze u fazama S + G2/M, §to je bilo praceno blagim
porastom postotka stanica u fazama GO/G1, u odnosu prema cisplatini. Ova promjena nije
dosegla granicu statisticke znacajnosti, vjerojatno zbog nesto veéih standardnih devijacija
mjerenja u odnosu na mjerenja stanica u fazama S + G2/M. Takoder, u stanicama FaDu,
izlaganje samo tazemetostatu povecalo je udio stanica u fazama G0/G1, uz istovremeno
smanjenje udjela stanica u fazama S + G2/M. Ova promjena znac¢ajna je u odnosu na kontrolu,
medutim ne i1 u odnosu na otapalo, DMSO (kontrola vs. tazemetostat, p=0,0091; DMSO vs.
tazemetostat, p=0,3184). Promjene postotka stanica u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa
nakon izlaganja stanica tazemetostatu nisu se ocitovale na razini proliferacije mjerene testom
BrdU. Isto kao i u stanica Detroit 562, potencijalni zastoj u GO/G1-fazi mogao bi se objasniti

povecanom razinom proteina P21 u stanicama izloZenim tazemetostatu (Slika 40).

Rezultatima mjerenja stani¢nog ciklusa stanica HT-29 (Slika 25, Tablica 10) dodatno je
potvrdena otpornost ove linije na cisplatinu, u odnosu na linije stanica podrijetlom od zlo¢udnih
tumora glave i vrata. Nakon primjene samo cisplatine, udio stanica u fazama G2/M manje je
izrazen nego u druge dvije linije (60% u odnosu na 80%). S druge strane, ove su stanice su
osjetljive na kombinaciju cisplatine i DMSO, $to se zakljucuje na temelju poveéanog udjela
stanica u fazama GO0/G1 i1 smanjenim udjelom u fazama S+G2/M. Isti rezultat zabiljeZen je i
nakon izlaganja stanica kombinaciji cisplatine i tazemetostata. U ovom kontekstu, nema
statisticki znacajne razlike izmedu djelovanja DMSO i tazemetostata (faze G0/G1 p=0,9915;
faze S+G2/M p=0,9961) i zbog toga, u ovom slucaju, ne mozemo iskljuciti bioloski utjecaj
otapala. Razvidno je da kombinacija DMSO + tazmetostat u ovim stanicama djeluje pro-
proliferativno, zbog toga Sto stanicama omogucuje prevladavanje zastoja stani¢nog ciklusa u

fazama G2/M koje inducira cisplatina.
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lako je kombinacijom cisplatine i GSK-J4 doslo do smanjena razine proliferacije stanica HT-
29 u odnosu prema samoj cisplatini, ovi rezultati nisu se odrazili na razini stani¢nog ciklusa.
Kao §to je ranije spomenuto, jedna od hipoteza jest da bi GSK-J4, u kombinaciji s cisplatinom,
mogao dovesti do opéeg usporavanja stani¢nog ciklusa, bez preraspodjele stanica u pojedinim
fazama stani¢nog ciklusa. Takoder, iako je GSK-J4 otopljen u DMSO koji se pokusima
pokazao izrazito aktivnim spojem, vidljivo je da GSK-J4 nadvladava utjecaj DMSO, u ovom

eksperimentalnom sustavu.

5.4. Molekularno-geneti¢ke analize transkripata i proteina

Istrazivanje je nastavljeno na molekularno-geneti¢koj razini, kako bi se objasnile promjene
vidljive na razini proliferacije i stanicnog ciklusa/apoptoze. Na pocetku ovog dijela
istrazivanja, Zeljeli smo istraziti u¢inak eksperimentalnih uvjeta ciljano, na veci broj gena ¢iji
su proteinski produkti uklju€eni u stani¢ni ciklus i proliferaciju stanica. Za pocetni probir gena
koristili smo plo€ice ,,TagMan Array Human Cyclins & Cell Cycle Regulation” koje sadrze
pocetnice i probe TagMan za 48 gena (Slika 29). Zbog financijskih ogranic¢enja, koriStenjem
ovih plocica je analizirana promjena razine transkripta gena u linijama stanica Detroit 562 i
HT-29, u sljede¢im uvjetima: 1) kontrola, 2) cisplatina, 3) cisplatina + TZM i 4) cisplatina +
GSK-J4. Na temelju dobivenih podataka, nekoliko gena, Cija se transkripcija znacajno
mijenjala (Tablice 12 i 13), odabrano je za daljnju validaciju metodama RT-qPCR, koristenjem
boje SYBR Green, te Western blot, za analizu proteina. Odabrani geni bili su: CDKN2C (P18),
CDKN2A (P19), CDKN1A (P21), TGFB1, CCND2 (ciklin D2) i CDK2 (ciklin ovisna kinaza
2). Osim ovih gena analizirani su i trankripti/proteini EZH2 i KDM6B zbog toga $to su, na

razini proteina, bili izravno inhibirani izlaganjem tazemetostatu i GSK-J4.

Za odabrane gene, s izuzetkom EZH2, konstruirane su pocetnice prikladne za daljnju analizu
RT-gqPCR i kemiju SYBR Green. Prilikom odabira pocetnica vodili smo racuna da veli¢ina
umnozenog produkta budu manje od 200 parova baza, da barem jedna od pocetnica bude
komplementarna spoju dva eksona te da pocetnicama budu obuhvacene sve transkripcijske
inacice analiziranog gena, navedene u bazi podataka NCBI. Pocetnice za EZH2 konstruirane

su za potrebe prethodnih istraZivanja.

Rezultati analize razine transkripata navedenih gena nalaze se na Slikama 31-38. S obzirom
na to da je metoda RT-qPCR izrazito osjetljiva, znacajnim rezultatima smo, u pravilu, smatrali
barem dvostruko povecanje ili smanjenje razine transkripta gena. Analiza razine transkripata

gena CDKN2C i CDKN2A te CDK2 (Slike 31, 32, 34) u uvjetima validiranja nije pokazala,
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prema nasem misljenju, dovoljno velike promjene da bi se istrazivanje za ove gene nastavilo
na razini njihovih proteinskih produkata. Ostali geni pokazali su znac¢ajne promjene u razini

ispoljavanja transkripta i stoga su istrazene i promjene na razini proteina.

5.4.1. CDKNI1A (P21) i P53

Jedan od analiziranih gena jest gen CDKN1A (P21) ¢iji je proteinski produkt, P21, dobro
poznat tumor supresorski gen. Ovaj protein pripada obitelji Cip/Kip inhibitora ciklin ovisnih
kinaza. Ima sposobnost vezanja za ciklin ovisne kinaze 1 i 2, $to dovodi do inhibicije njihove
aktivnosti 1 do zaustavljanja stani¢nog ciklusa. Dodatno, P21 moZe se vezati i na protein PCNA
(od engl. Proliferating Cell Nuclear Antigen), koji je poticatelj replikacije molekule DNA.
Posljedica vezanja je zaustavljane procesa replikacije [264]. S druge strane, pokazano je da u
odredenom stani¢nom kontekstu P21 ima i pro-tumorsku aktivnost. Na primjer, pri niskim
koncentracijama, protein P21 pozitivno modulira nastanak kompleksa ciklina D s ciklin
ovisnim kinazama 4 i 6, $to moZze potaknuti proliferaciju stanica [265]. U citoplazmi stanica se
protein P21 moze vezati za neke proapoptotske cimbenike (prokaspaza 3, kaspaza 8 i stresom
aktivirane protein kinaze) i inhibirati njihovo djelovanje, ¢ime se potice prezivljenje stanica u
uvjetima stresa [266, 267]. Onkogena uloga P21 pokazana je u stanicama raka dojke koje
prekomjerno ispoljavaju HER2. Zhou i suradnici pokazali su da u ovim stanica aktivirana
protein kinaza AKT fosforilira P21 na treoninu 145, §to dovodi do zadrzavanja P21 u
citoplazmi i za posljedicu ima poticanje rasta stanica raka [268].

Postoji nekoliko ¢imbenika transkripcije koji poticu transkripciju gena CDKNZ1A. Protein P53
najpoznatiji je i najbolje proucen ¢imbenik transkripcije koji poti¢e transkripciju CDKNI1A,
nakon oSte¢enja molekule DNA [269]. Cisplatina, kao jedan od protutumorskih lijekova koji
uzrokuju znatno oStecenje molekule DNA dovodi do stabilizacije proteina P53 i njegovog
nakupljanja u jezgri stanica [270]. S druge strane, protein P53 Cesto je mutiran u stanicama
tumora, $to je slucaj i u tri linije stanica, koje su bile nasi modeli istrazivanja. Osim proteina
P53, postoji nekoliko drugih proteina koji mogu aktivirati transkripciju gena CDKN1A, kao §to
su ¢imbenici transkripcije SP1 1 SP3 (od engl. Specificity Protein), MI1Z-1 (od engl. Myc-
interacting Zinc Finger Protein 1) [271] te signalni put TGFp [272].

Rezultati analize razine transkripta i proteina P21 vrlo su zanimljivi, osobito kada se uzme u

obzir neslaganje rezultata dobivenih metodama RT-gPCR i Western blot.
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Cisplatina je uzrokovala porast razine transkripta u svim linijama stanicama (Slika 33). U
stanicama Detroit 562 porast razine transkripta CDKN1A potaknut je cisplatinom (porast +2,5
puta) te u svim eksperimentalnim uvjetima koji su ukljucivali cisplatinu (porast izmedu +2,7 i
+3 puta). Preostali spojevi, primijenjeni zasebno, nisu imali znacajan u¢inak na promjenu
razine transkripta CDKNZ1A. Kako bismo objasnili porast transkripcijske aktivnosti CDKN1A
analizirali smo unutarstani¢ni smjestaj proteina P53 1 promjenu jaine signala. U stanicama
Detroit 562, doslo je do snaznog porasta razine proteina P53 u jezgri (Slika 42; linija 5-8), koja
bi mogla dovesti do aktivacije transkripcije CDKN1A. Prema bazama podataka COSMIC i
Expasy Cellosaurus, u liniji stanica Detroit 562 gen TP53, posjeduje mutaciju ¢.524G>A koja
dovodi do zamjene aminokiseline arginin aminokiselinom histidin (R175H). lako se u novoj
znanstvenoj literaturi tvrdi da nije poznato da li je ova mutacija homo- (gubitak jednog alela,
preostao mutirani alel) ili heterozigotna, Caano i suradnici su jo§ 1993. godine pokazali da se
radi 0 homozigotnom tipu mutacije [273]. Ova mutacija smjestena je u domeni proteina nuznoj
za vezanje na molekulu DNA i dovodi do gubitka fizioloske funkcije proteina. Willis i
suradnici pokazali su da ovaj tip mutiranog P53 ima dominantno negativni u¢inak nad divljim
tipom P53 i ometa njegovu funkciju u stanicama [274, 275]. No, u stanicama Detroit 562
divljeg tipa proteina nema. Vrlo je vjerojatno, da u ovom slucaju, kontrolu transkripcije
CDKNI1A ,preuzimaju“ drugi, ranije navedeni ¢imbenici transkripcije. Za potvrdu ove

pretpostavke trebalo bi primijeniti metodu kromatinske imunoprecipitacije.

Analiza proteina P21 metodom Western blot jasno je ukazala da se promjene nastale na razini
trankripta ne moraju automatski preslikati na razinu proteina. Analizom ukupnih proteina i
proteina citoplazme jasno se moze uociti pad razine P21 nakon izlaganja stanica Detroit 562
svim uvjetma koji su ukljucivali cisplatinu (Slika 39; linije 5-8). Ovo je zanimljivo, buduéi da
postoje istrazivanja koja su pokazala da cisplatina inducira porast proteina P21 u stanicama
karcinoma ovarija [276]. Jasan pad razine proteina P21 djelomic¢no se poklapa s padom
proliferacije stanica Detroit 562 (Slika 19) sto upucuje na to da bi P21 u citoplazmi mogao
doprinositi proliferativnom potencijalu stanice [268]. Medutim pad razine proteina P21 ne
moze objasniti dodatni pad proliferacije nakon kombinirane primjene cisplatine i GSK-J4 niti
podatak da se proliferacija stanica ne mijenja pri kombiniranoj primjeni cisplatine i
tazemetostata u odnosu na samostalnu primjenu cisplatine, iako je razina proteina P21,
primarno u jezgri, izrazito povecana. Postoji mogucnost da je cisplatina uzrokovala povecano
ispoljavanje mikro RNA koje su potom dovele do razgradnje P21 mRNA. Neke od obitelji
miRNA koje mogu utjecati na transkript CDKN1A su obitelj miR-302 i miR-371-372 [277].
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Dodatno, promjene slozenih stani¢nih procesa kao $to je proliferacija ne mogu se, i ne smiju,

tumaciti promjenom razine samo jednog proteina.

S druge strane odit je porast razine proteina P21 nakon izlaganja stanica tazemetostatu (Slika
39, linija 3). Kao $to je prethodno spomenuto Stazi 1 suradnici uocili su slican fenomen nakon
izlaganja stanica glioblastoma inhibitorima EZH2 (MC4040). Mehanizam nastanka ovog
fenomena nije istrazen [262]. Sigurno je da poveéana razina proteina P21 nakon izlaganja
tazemetostatu nije posljedica znacajnog povecanja njegove transkripcije (Slika 33). Postoji
mogucnost da tazemetostat dovodi do povecanog ispoljavanja nekog drugog gena cCiji bi
proteinski produkt mogao utjecati na stabilnost i/ili razgradnju P21. Porast koli¢ine proteina
P21 nakon izlaganja stanica tazemetostatu o¢it je i u nuklearnoj frakciji proteina. Ovaj porast,
medutim, nije pracen promjenom proliferacije stanica. S druge strane, povisena razina P21 u

jezgri mogla bi objasniti opazeni povecani postotak stanica u fazama G0/G1 stani¢nog ciklusa.

S obzirom na promjenu razine transkripta CDKN1A stanice FaDu reagirale su sli¢no stanicama
Detroit 562. Medutim, u ovim je stanicama izlaganje samo cisplatini dovelo do znatno
snaznijeg aktiviranja (+8 puta) transkripcije gena CDKN1A (Slika 33). Kombiniranje cisplatine
s ostalim spojevima djelomi¢no je umanjilo ovaj porast, iako je razina transkripta i dalje bila
priblizno pet puta veéa nego u kontrolnom uvjetu. Za razliku od stanica Detroit 562, u liniji
FaDu izlaganje cisplatini nije rezultiralo zna¢ajnom promjenom u koli¢ini TP53 (ukupni
proteini), niti je doslo do statisticki znacajne promjene (porasta) razine proteina P53 u jezgri.
(citoplazma-jezgra; Slika 43). U bazi podataka COSMIC navedeno je da su stanice FaDu
heterozigoti za mutaciju gena TP53 ¢.743G>T koja dovodi do zamjene aminokiseline arginin
na poziciji 248 s leucinom (R248L). Medutim, ovaj podatak je netocan. Pregledom znanstvene
literature pronasli smo radove koji su jasno pokazali da je u stanicama FaDu doslo do gubitka
heterozigotnosti (LOH, od engl. Loss of Heterozygosity) lokusa na kromosomu 17 na kojem je
smjeSten gen TP53. Preostali alel sadrzava navedenu mutaciju ¢.743G>T. Zakljuéno, stanice
FaDu su homozigoti za ovu mutaciju [273, 278]. Mutacija R248L uzrokuje gubitak fizioloske
funkcije proteina P53 i djeluje kao dominantno negativni mutant u odnosu na divlji tip P53
[279]. Stoga je sigurno da u ovim stanicama porast razine transkripta P21 nije posljedica
djelovanja proteina P53. Moguce je da ranije navedeni ¢imbenici transkripcije djeluju na
transkripciju gena CDKN1A i u stanicama FaDu, ili da izlaganje stanica cisplatini uzrokuje
stabilizaciju mMRNA CDKNZ1A. Na razini proteina P21 stanice FaDu su odgovorile na
eksperimentalne uvjete sli¢no kao i stanice Detroit 562; nakon izlaganja cisplatini doslo je do

smanjenje razine proteina P21 u ukupnim proteinima i proteinima citoplazme. Takoder, kao i

129



u liniji Detroit 562, tazemetostat je i u ovoj liniji stanica doveo do znacajnog povecéanja razine

proteina P21.

U odnosu na aktivnost gena CDKN1A, stanice HT-29 pokazale su nesto razlic¢it odgovor u
odnosu na linije stanica podrijetlom od zlo¢udnih tumora glave i vrata. Cisplatina je uzrokovala
povecanje transkripta CDKN1A (+2,0 puta). Medutim povecanje je primije¢eno i nakon
izlaganja samo tazemetostatu (+2,5 puta), $to nije zabiljezeno u linijama stanica FaDu i Detroit
562 (Slika 33). Primjena tazemetostata u kombinaciji s cisplatinom dovodi do dodatnog,
statistiCki znaCajnog povecanja (+4,5 puta; cisplatina vs. cisplatina + TZM, p< 0,0001;
tazemetostat vs. cisplatina + TZM, p=0,0001). Ovo povecanje znacajno je i u odnosu na
kontrolu, i u odnosu na otapalo, DMSO (cisplatina + DMSO vs. cisplatina + TZM, p< 0,0001).
Ovo upucuje na to da, u stanicama HT-29, transkripcijski represivna oznaka, H3K27me3,
djeluje na utisavanje gena CDKN1A. U odnosu na P53, stanice HT-29 pokazale su sli¢nost sa
stanicama Detroit 562: nakon izlaganja cisplatini doslo je poveéanja razine proteina P53 u
jezgri. Stanice HT-29 homozigoti u odnosu na mutaciju gena TP53 koja rezultira zamjenom
arginina na poziciji 273 u histidin (R273H). Ova mutacija uzrokuje gotovo potpuni gubitak
sposobnosti P53 za vezanje na molekulu DNA [280]. S obzirom na postojanje ove mutacije, i
ovdje se namece pitanje postojanja nekog drugog, o P53-neovisnog mehanizma, koji bi mogao
biti odgovoran za porast razine mRNA CDKNI1A nakon izlaganja cisplatini. Jedan mogu¢i
mehanizam za povecanje aktivnosti CDKNI1A jest signalni put TGFB koji moze, kao §to je
ranije spomenuto, potaknuti transkripciju CDKNZ1A neovisno o proteinu P53 [272]. Analizom
proteina TGFB1, metodom western blot, pokazana je povecana razina ovog proteina u
stanicama HT-29, upravo nakon izlaganja tazemetostatu (Slika 50). Analizom promjene razine
transkripata CDKN1A postavlja se pitanje moze li tazemetostat, inhibiranjem EZH2 i
uklanjanjem supresivne oznake H3K27me3 doprinijeti promjeni transkripcije, neovisno o
razini metilacije molekule DNA u podrucju promotora gena Cija se transkripcija promijenila
(primjer CDKN1A u stanicama HT-29). Prema podatcima iz literature — moze. Kondo i
suradnici su, na modelu karcinoma prostate pokazali da pribizno 5% utiSanih gena posjeduje
normo- ili hipometilirane promotore. Njihovu su transkripciju potaknuli inhibiranjem EZH2 i
na temelju toga zakljucili da je represivna oznaka H3K27me3 iznimno snazna i, u konacnom

djelovanju, moze biti funkcionalno nadredena metilaciji molekue DNA [281].

Analizom proteina P21, metodom Western blot, pokazani su fenomeni koji su drugaciji od onih
koji su prisutni u stanicama FaDu i Detroit 562 (Slika 41). Cisplatina, na koju su stanice HT-

29 relativno otporne, nije dovela do smanjenja razine P21 u citoplazmi. Tazemetostat je doveo
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do povecanja kolic¢ine razine P21; i na razini ukupnih proteina, i u svakoj pojedinoj frakciji u
skladu s pove¢anom razinom transkripta CDKN1A. Povecana razina P21 u citoplazmi nakon
izlaganja stanica tazemetostatu mozda bi mogla objasniti povec¢anu proliferaciju stanica HT-
29 (Slika 19), s obzirom na to da unutarstani¢ni smjestaj P21 utje¢e na njegovu funkciju; u
citoplazmi moze imati protumorske ucinke koji su otkriveni u nekim eksperimentalnim
modelima [268].

5.4.2. Ciklin D2

Ciklin D2, zajedno s ciklinima D1 i D3, ¢ini skupinu proteina ,,Ciklin D* koji imaju klju¢nu
ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa. Rezultati dobiveni metodom RT-qPCR pokazali su velike
promjene u razinama transkripta ciklina D2, u nekim linijama stanica. U stanicama Detroit 562
primjetan je trend povecanja transkripta nakon izlaganja cisplatini, ali nije udvostrucen u
odnosu na kontrolu. Analizom Western blot pokazane su vrpce iznimno slabog intenziteta na
ukupnim proteinima (Slika 45), dok u proteinima citoplazme i jezgre nije bilo signala. Ovo je
iznenadujuce s obzirom na to da smo u znanstvenoj literaturi nasli radove kojima je prisutnost
ciklina D2 u stanicama Detroit 562 pokazana [282, 283]. Protutijela s kojima su istrazivaci
radili su poliklonska (2002. godina) (u meduvremenu povucena s trzista) [282], odnosno
konstruirana i napravljena u laboratoriju (1998. godina), komercijalno nedostupna [283]. Jedno
od objaSnjenja za nemogucénost dokazivanja proteina je relativno kratko poluvrijeme Zivota
ciklina D2. He i suradnici pokazali su, na B-stanicama gusteraCe, da je poluvrijeme Zivota
ciklina D2 prili¢no kratko; ve¢ina proteina razgraduje se unutar sat vremena [284]. Takoder,
moguce je da razli¢ite mikro RNA inhibiraju translaciju mRNA ciklin D2, na primjer miR-
409-3p [285] ili miR-135b-5p [286]. Prema bazama podataka, za ciklin D2 mRNA potencijalno
bi se mogle vezati 337 miRNA [287].

U stanicama FaDu uocili smo povecanje razine transkripta u gotovo svim eksperimentalnim
uvjetima u odnosu na kontrolu. Iznimka je bio tretman s DMSO (Slika 35, p>0,9999).
Primjenom samo tazemetostata ili GSK-J4 doslo je do viSe nego dvostrukog povecanja
transkripta ciklina D2 (+2,2 puta) , a istovjetno povecanje uoceno je i nakon izlaganja cisplatini.
Kombinacija cisplatine i tazemetostata dovela je do dodatnog, aditivnog, povecanja razine
transkripta (+5,0 puta) u odnosu na primjenu individualnih spojeva (tazemetostat vs. cisplatina
+ TZM, p=0,0018; cisplatina vs. cisplatina + TZM, p=0,0007). Isto je uoceno i za kombinaciju
cisplatine i GSK-J4, ali u znac¢ajno manjoj mjeri; promjena nije statisticki znac¢ajna u odnosu

prema ucinku samo cisplatine (Slika 35, cisplatina vs. cisplatina + GSK-J4, p=0,1123).
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Analizom Western blot pokazano je prisustvo ciklina D2 i u ukupnim proteinima, i u frakcijama
jezgre i citoplazme (Slika 46). Trendovi promjene vidljivi u ukupnim proteinima i proteinima
citoplazme pokazali su dobro slaganje s promjenama razine transkripata. Vidljiv je porast
razine ciklina D2 u ukupnim proteinima i proteinima citoplazme nakon izlaganja cisplatini,

tazemetostatu, 1 narocito, nakon primjene kombinacije cisplatine 1 tazemetostata.

Analizom proteina jezgre, u kojoj bi kompleksi proteina ciklin-ovisnih kinaza i ciklina D trebali
biti aktivni, pokazane su prili¢no slab signal na kojima se moze samo okvirno uociti nesto veca
razina ciklina D2 nakon izlaganja stanica tazemetostatu te cisplatini. Prema bazi podataka
UniProt, ciklin D2 smjesten je u jezgri i citoplazmi stanica [288], dok je u bazi podataka The
Human Protein Atlas navedeno da je ciklin D2 smjeSten samo u jezgri [289, 290]. Alao i
suradnici pokazali su da je u stanicama zlo¢udnog tumora dojke MCF-7 i MDA-MB231 ciklin
D1 smjesten najveéim dijelom upravo u citoplazmi stanica [291]. S obzirom na to da ciklin D1
i D2 pripadaju istoj obitelji i imaju sli¢nu strukturu, moguée je da je ciklin D2 primarno
smjeSten u citoplazmi stanica FaDu. Zanimljivo je uociti kako je upravo cisplatina, koja
uzrokuje znacajni pad proliferacije stanica FaDu (Slika 19), uzrokovala povecano ispoljavanje
ciklina D2, koji potic¢e proliferaciju stanica. U znanstvenoj literaturi nasli smo radove koji
navode da je ciklin D2 povecano ispoljen u stanicama zlocudnog tumora vrata maternice
otpornim na cisplatinu [292]. Medutim, u naSem istraZivanju, stanice FaDu bile su osjetljive
na cisplatinu, barem u odnosu na smanjenje proliferacije. Pokazano je, takoder, da cisplatina
dovodi do pada razine ciklina D2 u liniji stanica raka plu¢a A549 [293], §to je u suprotnosti s
naSim rezultatima. Najvjerojatnije ova Sarolikost podataka ukazuje na redundantne mehanizme
regulacije koji ovise o ciklinu D2, ciklinu D1 i D3 (razinu kojih nismo mijerili) koji se

uspostavljaju specifi¢no, i u ovisnosti o podrijetlu stanica.

U stanicama HT-29 je izlaganje tazemetostatu, samostalno ili u kombinaciji s cisplatinom
dovelo do porasta ciklina D2 za vi$e od 150 puta u odnosu na kontrolu (Slika 35, kontrola vs.
tazemetostat p=0,0003; kontrola vs. cisplatina + TZM, p=0,0004). Medutim, ovo veliko
povecéanje nije uo¢eno na razini proteina. Dapace, u niti jednoj analiziranoj skupini proteina
(ukupni, citoplazmatski, jezgreni) nismo uocili vrpce koje bi odgovarale ciklinu D2 (Slika 47),
Sto je u skladu s rezultatima drugih istrazivanja koja takoder nisu uspjela dokazati prisutnost
ciklina D2 u pojedinim vrstama stanica raka [283, 164]. Ovaj podatak nije toliko iznenadujuéi
s obzirom na to da ciklin D2, kao §to je ranije reCeno, ima kratak poluzivot. Treba napomenuti
i da se u analizi RT-qPCR signal ciklina D2 javljao izrazito kasno — u kontrolnom uvjetu tek

oko 36 ciklusa; nakon izlaganja tazemetostatu oko 29 ciklusa. lako je ovo velika relativna
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promjena razine transkripta u odnosu prema kontroli, porast apsolutnog broja transkripata, iako
nedvojbeno postoji, nije morao biti dovoljno snazan (¢ak 1 pod uvjetom da su svi transkripti
translatirani) da ciklin D2 dovede do razine detekcije metodom Western blot. U ostalim
linijama stanica ciklin D2 se ,,javljao* u puno ranijim ciklusima u kontrolnim uvjetima: Detroit
562 — oko 26 ciklusa, FaDu — oko 23 ciklusa. S obzirom na razinu ciklina D2 u stanicama
FaDu, vrlo je vjerojatno da posjeduju dodatne mehanizme koji stabiliziraju protein ciklin D2 i

produljuju njegov poluzivot.
5.4.3. TGFB1

Kvantificiranjem transkripta u stanicama Detroit 562 i FaDu pokazano je da dolazi do
statisticki znaCajne promjene razine transkripta TGFB1 u nekim eksperimentalnim uvjetima
(Slika 36). Detroit 562: cisplatina (+1,7 puta; p=0,0119), cisplatina + DMSO (+1,6 puta;
p=0,0435), cisplatina + GSK-J4 (+1,6 puta; p=0,0207). FaDu: cisplatina (+1,9 puta;
p=0,0379), cisplatina + DMSO (+1,9 puta; p=0,0322). lako prisutni, ovi pomaci u razini
transkripcije nisu dosegli prethodno spomenut, kriterij znacajnosti - dvostruki porast ili pad
razine transkripta, u odnosu na kontrolni eksperimentalni uvjet. Znacajan je bio porast
transkripta TGFBL1 u stanicama FaDu nakon izlaganja stanica cisplatini i GSK-J4 (u odnosu na
kontrolu: p< 0,0001); ovaj porast znacajan je u odnosu na cisplatinu i cisplatinu kombiniranu
s otapalom DMSO (Slika 36, cisplatina vs. cisplatina + GSK-J4, p=0,003; cisplatina + DMSO
vs. cisplatina + GSK-J4, p=0,0035). Takoder, primjena samo GSK-J4 je u stanicama ove linije
dovela do porasta transkripta (+1,9 puta), ali razlika nije dosegla statistiCku znacajnost
(p=0,1344). Ovi rezultati upucuju na moguce postojanje sinergistickog ucinka cisplatine i

GSK-J4, na razinu transkripta TGFBL1 u stanicama FaDu.

Analiza proteina metodom Western blot u ove dvije linije stanica pokazala se problematicnom
zbog sljedeceg razloga: proteini obitelji TGFp (TGFB1, TGFB2, TGFB3), kao S$to je opisano
u poglavlju Uvod (1.3.2), izluCuju se iz stanice. Ovi proteini prvenstveno se nalaze u
izvanstanicnom prostoru, i kao takvi, u stanicama se nalaze tijekom sinteze i tijekom odredenog
vremenskog perioda prije nego §to se izluce u izvanstani¢ni prostor. Zbog toga je razina ovih
proteina unutar stanice niska, $to znacajno otezava njihovu kvantifikaciju. Takoder, protutijelo
koje smo koristili za odredivanje proteina TGFBI1, koji je od primarnog interesa u ovom

istrazivanju se, osim za TGFBI1, veze 1 na strukturno sli¢an protein, TGFB3.

Rezultati koje smo dobili analizom ukupnih proteina 1 proteina citoplazme odrazavaju ove

¢injenice. Vrpce dobivene analizom ovih uzoraka slabog su intenziteta i svaki pokuSaj
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kvantifikacije rezultirao bi znacajnim pogreSkama i/ili velikim standardnim devijacijama. U
ukupnim proteinima dobivene su tri vrpce, dvije na visini, ili ne§to manje u odnosu na vrpcu
standarda molekularne mase 55 kDa, te jednu vrpcu veli¢ine oko 58-60 kDa. Dvije vrpce
priblizne veli¢ine 55 kDa odgovaraju proteinima TGFB1 i TGFB3, prije proteoliti¢kog
cijepanja, kojim nastaju ,,zreli* proteini koji se izlucuju izvan stanice. Baza podataka UniProt
navodi da je molekulska masa proproteina TGFB1 44,341 kDa, a proproteina TGFB3 47,328
kDa. lako brzina putovanja proteina u denaturirajuéem gelu poliakrilamida primarno ovisi o
njihovoj masi, moze se dogoditi da protein unutar gela ne putuje brzinom koja odgovara
njegovoj molekularnoj masi odredenoj primarnom strukturom proteina. Na primjer, protein
P53 ima molekulsku masu oko 44 kDa, a redovito se, nakon putovanja kroz gel poliakrilamida,
vizualizira na ,,visini“ od 53 kDa. Dodatno, analizom slika Western blotova drugih proizvodaca
protutijela za TGFBL1 vrpce koje odgovaraju TGFB1 nalaze u podruc¢ju koje odgovara visini
od 55 kDa. Postoji nekoliko mogucih razloga koji bi uzrokovali ovakvo ,,ponaSanje* proteina
u gelu. Proteini koji imaju veliki broj pozitivno nabijenih aminokiselina ili proteini koji sadrze
veliki udio aminokiseline prolin putuju sporije kroz gel [294]. Razli¢ite posttranslacijske
modifikacije proteina, poput fosforilacije, ubikvitinacije, SUMOilacije ili glikozilacije mogu
utjecati na elektroforetsku pokretljivost proteina. Budu¢i da se proteini TGFB1 i TGFB3
izluCuju izvan stanice, ovi proteini prilikom sinteze prolaze kroz Golgijev aparat i postoji
mogucnost glikoziliraju na odredenim aminokiselinama. Racunalna analiza programima
NetNGlyc-1.0 [295] i NetOGlyc-4.0 [296] pokazala je da postoje potencijalna mjesta
glikozilacije u ovim proteinima. U bazi podataka UniProt za protein TGFB1 navedeno je
potencijalno mjesto (aminokiselina) glikozilacije proteina na temelju racunalne analize i
eksperimentalnih podataka. Stoga je uistinu moguce da su ova dva proteina glikozilirana i da

to utjece na njihovo putovanje kroz gel.

Kada se promatraju dvije vrpce koje odgovaraju TGFB1 i TGFB3, u stanicama Detroit 562 i
FaDu, ne mozemo zakljuciti da je doSlo do bilo kakve promjene razine proteina U
eksperimentalnim uvjetima (Slike 48 i 49), neovisno o0 povecanoj razini transkripta (Slika 36)

u uvjetu cisplatina + GSK-J4, u stanicama FaDu.

Osim ove dvije vrpce moze se primijetiti postojanje ve¢ spomenute, trece vrpce, koja se
pojavljuje u razini standarda na od 58-60 kDa. Ova vrpca prisutna je u frakciji ukupnih proteina
I U proteinima jezgre, ali je nema u proteinima citoplazme. Ovi reproducibilni rezultati upucuju
na protein koji se nalazi isklju¢ivo u jezgrama stanice. Takoder, ovaj signal puno je jaci u

proteinima jezgre nego ukupnim proteinima $to je ocekivano s obzirom na to da je udio proteina
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jezgre u ukupnim proteinima znacajno manji u odnosu na proteine citoplazme. Proizvodac
koristenog protutijela, Cell Signaling Technology, ne navodi mogu¢nost detektiranja vrpce na

visini 58-60 kDa. U dostupnoj literaturi nismo pronasli slicne podatke.

Postoji nekoliko mogucih objaSnjenja; prvo je to da se protutijelo uistinu vezalo za proproteine
TGFB1 i TGFB3 koji su, zbog nekog razloga, prisutni u jezgri stanica. Ovo bi bilo izrazito
zanimljivo otkrice, buduéi da je poznato da su proteini obitelji TGFp prvenstveno prisutni u
izvanstanicnom prostoru. Nikada nisu dokazani u jegrama. Racunalnom analizom
programomom NLStradamus [297] nije pronaden slijed NLS (od engl. Nuclear Localization
Signal) u proteinima TGFB1 i TGFB3. U skladu s ranije raspravljenim, ne moze se iskljuciti
moguénost da neka posttranslacijska modifikacija, koja je odgovorna za povecanje mase
proteina, za posljedicu ima sporije putovanje kroz gel, i dodatno usmjeravanje proteina u
jezgru. U literaturi postoje podatci vezani uz ovaj fenomen; unutarstani¢ni smjestaj Jak2, na
primjer, odreden je razinom njegove SUMOilacije [298]. Ne moze se isljuciti niti moguénost
postojanja genskih varijanata TGFB1 / TGFB3 koje bi dovele do alternativnog prekrajanja
transkripta, na primjer, neizrezivanja introna ili uklju¢ivanja dijela introna, $to bi moglo
objasniti opazeno povecanje mase proteina. Medutim, u bazama podataka Expasy i COSMIC,
u genima TGFB1 i TGFB3 nisu navedene varijante ovog tipa, pa je postojanje ovog scenarija
malo vjerojatno. Dodatno, bilo bi neobi¢no da se ista promjena nalazi u sve tri analizirane linije
stanica. Jo$ jedan problem je Sto se intenzitet dobivenih vrpci znacajno razlikuje izmedu
bioloskih replikata, zbog Cega, naZalost, imamo i veliku standardnu devijaciju vezanu uz
mjerenje signala ovih vrpci (denzitometrija). Drugo, mozda i najvjerojatnije objasnjenje s
obzirom na sve navedeno, jest da se protutijelo nespecificno vezalo na neki protein koji je
,»prirodno* prisutan u jezgri stanica. Ovaj scenarij nije narocito izgledan, s obzirom na to da je
koriSteno protutijelo, prema deklaraciji proizvodaca, monoklonalno. U konacnici, analiza

spektrometrijom masa mogla bi razjasniti identitet proteina koji odgovara opazenoj vrpci.

U stanicama HT-29 zapazili smo veliko povecanje razine transkripta TGFB1 nakon izlaganja
stanica tazemetostatu; individualno (+180 puta) i u kombinaciji s cisplatinom (+180 puta). Ovo
povecanje znacajno je u odnosu na kontrolu i u odnosu na otapalo DMSO (Slika 36, kontrola
vs. tazemetostat p=0,0003; DMSO vs tazemetostat p=0,0004; cisplatina vs. cisplatina + TZM
p=0,0004; cisplatina + DMSO vs. cisplatina + TZM p=0,0004). S obzirom na to da nema
statistiCki znacajne razlike izmedu ova dva eksperimentalna uvjeta (tazemetostat vs cisplatina
+ TZM p>0,9999), moze se zakljuciti da je za ovu promjenu prvenstveno odgovorno djelovanje

tazemetostata. Kao najvjerojatnije objaSnjenje opazenog fenomena jest smanjen broj
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supresivnih oznaka H3K27me3 na promotoru i/ili ostalim regulatornim elementima o kojima
ovisi transkripcija gena TGFB1. U ovom trenutku nismo bili u moguénosti provjeriti razinu
H3K27me3 na promotoru ovog gena, ali pokuse planiramo izvesti u buduc¢nosti. Ovaj porast
transkripta pracen je porastom proteina u stanici, §to smo detektirali metodom Western blot
(Slika 50). Porast je o¢it u ukupnim proteinima i proteinima citoplazme u stanicama HT-29,
najviSe nakon izlaganja tazemetostatu. U ostalim eksperimentalnim uvjetima jacina signala je
slaba, a u nekim slucajevima na razini buke. Kao i u ostale dvije analizirane linije stanica, u
proteinima jezgre zapazena je vrpca veli¢ine 58-60 kDa, promjenjivog intenziteta u odnosu na

eksperimentalne uvjete.

Povecanje koli¢ine TGFB1 u stanicama vjerojatno znac¢i da je povecana sinteza TGFBI 1,
posljedicno, razina izvanstani¢énog TGFBI1 koji moze aktivirati razli¢ite signalne putove. Kao
§to je spomenuto u poglavlju Uvod (1.3.2.1), u ranim stadijima razvoja raka protein TGFB1
ima tumor supresorsko djelovanje koje ostvaruje poticanjem ispoljavanja tumorsupresora P21,
P27, kinaze DAP i1 drugih proteina [191, 192, 193, 194, 195]. Povecanje razine proteina P21
smo dokazali u pojedinim eksperimentalnim uvjetima. Glavni signalni put TGF Beta ukljucuje
proteine SMAD koji se, nakon aktivacije, translociraju u jezgru stanica i poticu transkripciju
ciljnih gena. U kasnijim stadijima bolesti ovaj signalni put je inaktiviran u stanovitom broju
tumora. Pretrazivanjem baze podataka COSMIC pronasli smo da je kljucni protein ovog
signalnog puta, SMAD4, mutiran u stanicama HT-29. Mutacija Q311*, koja dovodi do
preuranjenog STOP-kodona prilikom translacije proteina, prisutna je na oba alela u ovoj liniji

stanica.

Aktivirani receptori TGF-B mogu aktivirati i druge signalne putove, neovisne o proteinima
SMAD; na primjer signalni put MAPK ili signalni put PI3K/AKT/mTOR [185, 187]. Buduci
da je kanonski signalni put zbog postojanja mutacije proteina SMAD4 neucinkovit, moguce je
da, zbog redundantnosti prijenosa signala posredovanih s TGFB1, dolazi do aktivacije
signalnog puta MAPK ili PI3K/AKT/mTOR. U ovom scenariju, u konacnici se ocekuje

snaznija proliferacijska aktivnost stanice, koju smo mi i opazili (Slika 19).

5.4.4.EZH?2

Razina transkripta gena EZH2 u stanicama Detroit 562 nije se zna¢ajno mijenjala u odnosu na
eksperimentalne uvjetie. Na razini proteina takoder nisu uocene promjene U razini proteina
EZH2; niti u ukupnim proteinima, niti u proteinima jezgre. Rezultati mjerenja EZH2 u

citoplazmi pokazali su da razina proteina opada nakon izlaganja cisplatini, a vidljiv je porast
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proteina nakon izlaganja tazemetostatu; samostalno ili u kombinaciji s cisplatinom. lako je
trend vidljiv, porast nije dosegao statisticku razinu znacajnosti, najvjerojatnije zbog nesto vecih

standardnih devijacija.

Moguce je da tazemetostat nekim, za sada nepoznatim, mehanizmom uzrokuje preraspodjelu
EZH2 iz jezgre u citoplazmu. Budu¢i da je EZH2 vec¢inom smjesten u jezgri ovu preraspodjelu
mozda je teSko uociti u uzorcima proteina jezgre. U citoplazmatskoj frakciji proteina uocili
smo dodatnu vrpcu proteina molekularne mase nesto manje od 130 kDa. Prema bazi podataka
UniProt, molekularna masa najdulje proteinske izoforme EZH2 je priblizno 86 kDa. Druge
istrazivacke skupine takoder su uocile postojanje nekoliko vrpci prilikom analize Western blot
EZH2 [299, 300], ali ne na visini koja odgovara molekulskoj masi od 130 kDa. Mozda se
koriSteno protutijelo nespecifiéno veze na neki protein prisutan samo u citoplazmi, ili je u
pitanju neka od posttranslacijskih modifikacija, koje bi mogle potencijalno zadrzati EZH2 u
citoplazmi. U literaturi smo pronasli rad u kojem je pokazano da fosforilacija EZH2 natirozinu
367 potice smjestaj EZH2 u citoplazmu [301]. Osim fosforilacijom, EZH2 se moze
postranslacijski modificirati na druge nacine, na primjer metilacijom, acetilacijom,
ubikvitinicijom [302]. Mozda jedna od ovih modifikacija zadrzava EZH2 u citoplazmu i
usporava putovanje kroz gel. Dodatni pokusi koji bi ukljucivali spektrometriju masa mogli bi

objasniti ovaj fenomen.

U stanicama FaDu doslo je do porasta koli¢ine transkripta EZH2 nakon izlaganja cisplatini
(+2,1 puta) (Slika 37). Kombinacije cisplatine s drugim spojevima dovele su do odredenog
pada razine transkripta. Ova razlika znacajna je samo kada se usporeduju cisplatina te cisplatina
+ GSK-J4 (p=0,0046). Medutim, ovdje se uglavnom radi o u¢inku otapala, zbog toga Sto ne
postoji razlika izmedu djelovanja GSK-J4 i DMSO u kombinaciji s cisplatinom (p=0,9063).
Analizom frakcija proteina nije pokazana statisticki znac¢ajne promjena razine proteina EZH2
(Slika 52). Dodatna vrpca, molekulske mase manje od 130 kDa, koja postoji u citoplazmi
stanica Detroit 562, ovdje je bila izrazito slabog intenziteta, gotovo na razini intenziteta

pozadine.

Opisani eksperimentalni uvjeti u stanicama HT-29 nisu doveli do znac¢ajne promjene u razini
transkripta EZH2. Na razini ukupnih proteina nisu postojale znacajne promjene u kolicini
EZH2, kao ni u proteinima jezgre. Kao i u stanicama Detroit 562, tazemetostat je uzrokovao
porast proteina EZH2 u frakciji proteina citoplazme. Dodatna vrpca, na visini ispod 130 kDa,

koja postoji u citoplazmi stanica Detroit 562, uocena je i u ovim uzorcima.
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lako je u znanstvenim publikacijama pokazano da je EZH2 neophodan za proliferaciju nekih
vrsta stanica i da je prekomjerno ispoljen u odredenim vrstama raka [119, 120, 121, 122, 123],
nasi rezultati ne pokazuju povezanost proliferacije i razine proteina EZH2, u ovim

eksperimentalnim uvjetima i modelima.

5.4.5. KDM6B

Svi eksperimentalni uvjeti uzrokovali su povecanje razine transkripta KDM6B u stanicama
Detroit 562, iako povecanje nije statisticki zna¢ajno u uvjetima vezanim uz primjenu GSK-J4
(Slika 38). Porast transkripta nakon izlaganja stanica samo tazemetostatu ili GSK-J4 nije bio
znacajno razli¢it od utjecaja samog otapala, DMSO (DMSO vs. tazemetostat p=0,911; DMSO
vs. GSK-J4 p=0,9427). Cisplatina je takoder uzrokovala porast razine transkripta, pri cemu je
kombinacija cisplatine i tazemetostata imala snazan aditivan ili sinergisti¢ki u¢inak (+4 puta).
Ova promjena pokazala se znacajnom u odnosu na cisplatinu i cisplatinu kombiniranu s DMSO
(cisplatina vs. cisplatina + TZM p=0,0002; cisplatina + DMSO vs. cisplatina + TZM
p=0,0006). Ovo upucuje na stanoviti bioloski u¢inak tazemetostata, neovisno o djelovanju
otapala, DMSO. Jedna od moguénosti je da je transkripcija KDM6B, barem djelomicno,
ograni¢ena transkripcijski represivnom oznakom H3K27me3. Inhibicija postavljanja ove
oznake tazemetostatom mozZda je potaknula transkripciju gena KDMG6B, §to se moglo i
izmjeriti.

Promjene koliCine transkripta nisu se ocitovale na razini proteina (Slika 54). Jedno od
objasnjenja je moguca prisutnost miRNA koje inhibiraju translaciju ovog transkripta, na
primjer miR-146a [303] ili miR-939 [304]. Moze se uociti trend smanjenja proteina u
citoplazmi stanica nakon djelovanja cisplatine, ali promjena nije statisticki znacajna, s obzirom
na varijabilnost u mjerenju, izmedu bioloskih duplikata. Takoder, vazno je napomenuti kako
je KDM6B prvenstveno smjesten u jezgri stanica. Njegova je koli¢ina u citoplazmi mala, $to
doprinosi ve¢im greSkama prilikom mjerenja, u odnosu na proteine kojih u stanici ima puno.
Nakon izlaganja cisplatini dolazi do malog porasta KDMG6B u frakciji proteina jezgre i

njegovog istovremenog smanjenja u citoplazmi.

U odnosu na ispoljavanje i preraspodjelu proteina KDM6B stanice FaDu razlikovale su se u
odnosu na stanice Detroit 562. Do porasta transkripta KDM6B (Slika 38) doslo je u
eksperimentalnim uvjetima u kojima su stanice bile izloZene cisplatini. Kombiniranje
cisplatine s drugim spojevima nije se odrazilo na razinu transkripta KDM6B. Medutim, porast

razine transkripta nije bio pracen statisticki znac¢ajnim porastom razine proteina KDMG6B (Slika

138



55), u ukupnim proteinima stanica. Moguce je da, slicno kao u stanicama Detroit 562, mikro
RNA interferiraju s translacijom KDM6B. Medutim, nakon izlaganja stanica cisplatini, doslo
je do ocitog pada KDM6B u citoplazmi stanica. Ovaj pad statisticki je znacajan nakon analize
jednosmjernim testom ANOVA, uz iskljuc¢ivanje podataka koji su dobiveni nakon izlaganja
stanica DMSO i GSK-J4, primarno zbog velike varijabilnosti izmedu bioloskih replikata.
Istovremeno se mozZe primijetiti porast razine KDM6B proteina u jezgri nakon izlaganja
cisplatini (razlika nije statisticki znacajna). BioloSki znacaj ove preraspodjele nije dovoljno
dobro istrazen, iako postoje znanstvene publikacije koje su pokazale da se smjestaj KDM6B u
stanicama moze mijenjati u odgovoru stanice na stres [305]. Takoder, zanimljiv je podatak da
se smanjenje razine KDMG6B u citoplazmi podudara sa smanjenom proliferacijom stanica FaDu
nakon izlaganja cisplatini. U ovom trenutku ne mozemo procijeniti jesu li ova dva fenomena

povezana.

Za razliku od stanica podrijetlom od zlo¢udnih tumora glave i vrata, u stanicama HT-29 nije

zabiljezena promjena u razini KDMBS6, niti na razini transkripta, niti na razini proteina.

Sveukupni rezultati dobiveni ovim istrazivanjem definiraju novu perspektivu na kombiniranje
cisplatine sa spojevima koji utjeCu na epigeneticku supresivnu oznaku H3K27me3. Suprotno
vecini do sada objavljenih publikacija, nismo uocili aditivne ili sinergisticke ucinke primjene
inhibitora EZH2, tazemetostata, i cisplatine. Ova kombinacija nije imala u¢inak na proliferaciju
stanica podrijetlom od zlo¢udnih tumora glave i vrata, dok je u stanicama podrijetlom od
zlo¢udnog tumora debelog crijeva rezultirala znac¢ajnim antagonistickim u¢inkom. S druge
strane, pokazali smo da dijametrano suprotan pristup; inhibicija KDM6A i KDM6B, koje
uklanjanju H3K27me3, u kombinaciji s cisplatinom dovodi do smanjene proliferacije stanica
Detroit 562 i HT-29. Opazene promjene istrazili smo na molekularno-genetickoj razini,
analizom transkripata i proteinskih produkata gena koji imaju klju¢ne funkcije u stanicnom
ciklusu. Posebno zanimljivi rezultati povezani su s aktivnos¢u gena CDKN1A i TGFB1, kojima

se moze Objasniti dio opazenih fenomena, osobito onih koji su vezani uz proliferaciju.

U konacnici, ovi rezultati snazno ukazuju na stani¢no specifican odgovor u zadanim
eksperimentalnim modelima i dodatno potvrduju specifi¢nost i sloZzenost epigenetic¢kih procesa
u zlocudno promijenjenim stanicama. Nadamo se da ¢e ovi rezultati posluziti kao podloga za
daljnja ispitivanja kojima bi se odredila uc¢inkovitost inhibicije enzima KDM6A i KDM6B u

kombinaciji s drugim protutumorskim lijekovima, u pretklini¢kim modelima.
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6. ZAKLJUCCI

e Primjena 3 pM cisplatine nije se znacajno odrazila na metabolicku vijabilnost stanica
iako postoji slab apoptotski ucinak, koji je izrazeniji u kombiniranoj primjeni s
tazemetostatom.

e Utjecaj cisplatine na proliferaciju stanica ovisi o podrijetlu linije: najosjetljive su bile
FaDu, najmanje osjetljive HT-29.

e Tazemetostat nema ucinak na proliferaciju stanica podrijetlom od zlo¢udnih tumora
glave i vrata, ali potice proliferaciju stanica podrijetlom od karcinoma kolona (HT-29),
u kojima ponistava antiproliferacijski uc¢inak cisplatine.

e Antagonist tazemetostata, GSK-J4, smanjuje proliferaciju stanica, prema redu
osjetljivosti: FaDu > Detroit 562 > HT-29.

e Kombinirana primjena cisplatine i GSK-J4 u stanicama Detroit 562 i HT-29 ima
aditivan/sinergistic¢ki u¢inak koji izostaje u liniji stanica FaDu.

e Cisplatina, samostalno ili u kombinacijama, potice transkripciju gena CDKN1A u sve
tri linije stanica, koje je, u stanicama Detroit 562 i FaDu, praéeno smanjenom razinom
proteina P21. Ovaj fenomen nije uoéen u stanicama HT-29.

e Tazemetostat je uzrokovao povecanje razine proteina P21 u svim linijama stanica.

e U stanicama Detroit 562 i HT-29, neovisno o tretmanima, nema ciklina D2. U
stanicama FaDu primjena cisplatine (samostalno ili u kombinacijama) te tazemetostata
uzrokuje porast ciklina D2. Tazemetostat i cisplatina imaju aditivni uéinak na ovaj
porast.

e U stanicama HT-29 primjena tazemetostata, samostalno ili s cisplatinom, za posljedicu
ima porast transkripta i proteina TGFBL1. Porast se poklapa s poja¢anom proliferacijom.
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8. SAZETAK

Cisplatina se koristi za lijeCenje velikog broja razli¢itih zlo¢udnih tumora. Ucinkovitost
lijeCenja ograniCena je pojavom ozbiljnih nezeljenih pojava i/ili zbog otpornosti stanica
zlo¢udnih tumora na lijecenje. U posljednjih 18 godina za lijecenje zlocudnih tumora koriste
se spojevi koji moduliraju epigenom. Epigeneticke promjene su ukljucene, barem djelomicno,
u razvoj neosjetljivosti stanica zlo¢udnih tumora na velik broj protutumorskih lijekova. Vazna
epigeneticka modifikacija koja je uklju¢ena u nastanak neosjetljivosti je trimetilacija lizina na
polozaju 27 u histonu H3 (H3K27me3). Ovu represivnu oznaku uspostavlja enzim EZH2 koji
se moze selektivno inhibirati lijekom tazemetostatom. Uklanjanje ove oznake kataliziraju
enzimi KDMG6A i KDM6B koji se mogu inhibirati spojem GSK-J4. Cilj rada bio je istraziti
ucinak spojeva tazemetostat i GSK-J4, u odnosu na promjenu osjetljivosti stanica na cisplatinu.
Model istrazivanja bile su stanice podrijetlom od zlo¢udnih tumora glave i vrata (Detroit 562 i
FaDu) i debelog crijeva (HT-29). Kombinacije ovih spojeva s cisplatinom nisu dovoljno, ili
uopce, istrazene na ovim modelima. Dodatno je istrazen u¢inak ovih spojeva u odnosu na

razinu glukoze u hranjivom mediju.

Cisplatina je uzrokovala stani¢no specifican odgovor izmjeren primjenom funkcionalnih
stani¢nih testova (test vijabilnosti, test proliferacije). Linija stanica FaDu pokazala se
najosjetljivijom na djelovanje cisplatine, Detroit 562 umjereno osjetljivom, dok su stanice HT-
29 bile najotpornije. Kombiniranje cisplatine s tazemetostatom nije dovelo do dodatnog
povecanja ucinka cisplatine na proliferaciju stanica FaDu 1 Detroit 562, dok je u stanicama
zlo¢udnog tumora debelog crijeva, HT-29, tazemetostat antagnonizirao djelovanje cisplatine.
Za razliku od tazemetostata, spoj GSK-J4 sinergisticki je djelovao s cisplatinom u odnosu na
smanjenje proliferacije stanica Detroit 562 i HT-29. Sinergisti¢ki u¢inak izostao je u stanicama
FaDu. U¢inci kombinacija spojeva nisu se znacajno razlikovali u odnosu na koncentraciju
glukoze u mediju. Pozadina opaZenih promjena istrazila se na molekularno-genetickoj razini,
mjerenjem transkripata i proteinskih produkata gena uklju¢enih u regulaciju stani¢nog ciklusa.
lako je cisplatina uzrokovala porast transkripta CDKN1A (P21) u svim linijama, u stanicama
Detroit 562 i FaDu (ali ne i HT-29) doslo je do sniZzenja razine P21 u ukupnim proteinima i
proteinima citoplazme. Tazemetostat je uzrokovao porast P21 u svim stanicama. Takoder,
primjena tazemetostata, samostalno ili s cisplatinom, uzrokovala je porast transkripta i proteina
TGFB1 u stanicama HT-29. Porast se poklapa s povetanom proliferacijom u ovim

eksperimentalnim uvjetima.
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Ovaj rad posluziti ¢e kao osnova za dodatna istrazivanja kojima ¢e se ispitati moguénost
inhibicije enzima KDM6A i KDM6B u kombinaciji s cisplatinom, u pretklinickim modelima.
Takoder, ovo istrazivanje pokazalo je i potencijalno opasne ucinke tazemetostata u slucaju

primjene na bolesnicima koji imaju karcinom debelog crijeva.
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9. SUMMARY

Cisplatin is used to treat a number of various malignant tumors. The effectiveness of the
treatment is limited by the occurrence of serious side effects and/or the cancer cells develop
resistance to the treatment. Over the last 18 years, epigenome modulating compounds have
been used to treat cancer. Epigenetic changes are involved, at least in part, in the development
of cancer cell resistance to a number of antitumor drugs. An important epigenetic mark which
is involved in development of resistance is trimethylation of lysine at the position 27 in histone
H3 (H3K27me3). This repressive mark is established by the enzyme EZH2, which can be
selectively inhibited by the drug tazemetostat. The removal of this mark is catalyzed by the
enzymes KDM6A and KDMG6B, which can be inhibited by the compound GSK-J4. The aim of
this work was exploration of the effect of tazemetostat and GSK-J4, on sensitivity of cancer
cells to cisplatin. The research was conducted using cells originating from head and neck
(Detroit 562 and FaDu) and colon malignant tumors (HT-29). Combinations of tazemetostat
and GSK-J4 with cisplatin have not been sufficiently, if at all, investigated in these models.
Additionally, the effect of these compounds in relation to the content of glucose in the nutrient

medium was investigated.

The cellular response to cisplatin was cell-type specific and was measured with functional
cellular assays (viability assay, proliferation assay). FaDu cell line proved to be the most
sensitive to cisplatin, Detroit 562 was moderately sensitive, while HT-29 cells were the most
resistant. Combining cisplatin with tazemetostat did not increase the effect of cisplatin with
respect to the rate of FaDu and Detroit 562 proliferation, while in colon cancer cells, HT-29,
tazemetostat antagonized the effect of cisplatin. Contrary to tazemetostat, the compound GSK-
J4 exerted synergistic effect with cisplatin, which was obvious through the reduced
proliferation rate of Detroit 562 and HT-29 cells. This effect was absent in FaDu cell lines. The
effects of combined treatments did not differ significantly regarding the concentration of
glucose in the medium. The underlying causes of the changes observed were investigated at
the molecular-genetic level, by measuring the transcriptional activity, as well as the protein
level of the selected genes involved in the regulation of the cell cycle and their protein products.
Cisplatin application was associated with an increase of CDKNZ1A (P21) transcription in all cell
lines. However, in Detroit 562 and FaDu, it was joined with a decrease of the P21 protein in
both the total proteins and in the cytoplasmic protein fraction. This decrease was not observed
in HT-29 cells. Tazemetostat caused an increase of P21 in all cell lines. Also, administration
of tazemetostat, whether alone or in combination with cisplatin, caused an increase of TGFB1
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HT-29 cells, on both, transcriptional and protein level. This increase coincides with increased

proliferation under these specific experimental conditions.

This work will serve as the basis for additional research that will explore the possibility of
combining inhibition of enzymes KDM6A and KDM6B with cisplatin application, in
preclinical cancer models. This in vitro research showed the potentially dangerous side effects

of tazemetostat should it be used in patients with colon cancer.
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