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1.UVOD



1.1 Melanom koze

Melanom predstavlja karcinom koze s najve¢om smrtnoS¢u. Do razvoja melanoma dolazi u
melanocitima, stanicama neuroektodermalnog porijekla koje tijekom razvoja sisavaca
migriraju u razli¢ite dijelove tijela poput koze, sluznice i unutarnjeg uha gdje proizvode pigment
melanin koji §titi stanice od oSte¢enja izazvanim ultraljubi¢astim (UV) zracenjem (1). Zbog
Siroke distribucije melanocita, melanom moZe nastati bilo gdje u tijelu, neovisno o anatomskoj
lokaciji i tipu organa, odnosno, tkiva. Pojavnost melanoma koZe razlikuje se medu geografskim
regijama, te ovisi o klinickom fenotipu, geneti¢koj predispoziciji pojedinca te ucestalosti
izlaganja UV zra€enju (2). UCestalo izlaganje UV zraenju mozZe uzrokovati promjene u
molekuli DNA, dovesti do akumulacije reaktivnih kisikovih vrsta te upalnih procesa koji
uklju€uju infilitraciju makrofaga i neutrofila, Sto u konacnici mozZe dovesti do maligne
transformacije melanocita (3). Pojedinci s velikim brojem nevusa, svijetle puti i boje ociju te
ljudi koji se akutno izlazu djelovanju UV-a najviSe su podlozni razvoju melanoma koze. Za
razliku od ostalih solidnih tumora, melanom koze najéesce se javlja kod mlade populacije te
onih srednjih godina (4). Prema podacima Hrvatskog Zavoda za javno zdravstvo, u 2019.
godini u Hrvatskoj je od melanoma oboljelo 520 musSkaraca i 384 Zena, $to predstavlja oko
4% svih malignih oboljenja, i po u€estalosti je osmo najCeS¢e maligno oboljenje u Hrvatskoj
(5). Ovisno o stadiju razvoja melanoma, stopa prezivljenja pacijenata bitno se razlikuje.
Zahvaljujuéi ranoj dijagnozi pacijenti u ranim stadijima melanoma imaju stopu prezivljenja
preko 80 %, dok petogodiSnja stopa prezivljenja pacijenata s metastazama jedva prelazi 20
% (6).
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Slika 1.1 Ucestalost mutacija gena kljuénih za razvoj melanoma koze prema TCGA (The Cancer
Genome Atlas) (7).



Klini¢ki, melanom se klasificira u Cetiri glavna tipa na temelju histopatoloskih karakteristika:
superficijalni melanom, nodularni melanom, lentigo maligni melanom te akralni melanom.
Razvoj melanoma definira se stupnjevanjem TNM (eng. Tumour Node Metastasis) gdje se
prati veli€ina tumora (oznaka T), prisutnost stanica u limfnim &vorovima (oznaka N) te pojava
udaljenih metastaza (oznaka M) (8). Na molekularnoj razini, melanomi sadrze mnoge genske
promjene koje mijenjaju aktivnost mnogih signalnih puteva. Melanom koze moze nastati iz
benignih nevusa ili de novo, te moze imati nasljednu podlogu ili biti sporadi¢ne prirode. Kao
glavne molekularne znacajke nasliednog melanoma istiCu se gubitak funkcije tumorskog
supresora CDKNZ2A (eng. Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A), te mutacije u genima CDK4
(eng. Cyclin Dependent Kinase 4), MITF (eng. Melanocyte Inducing Transcription Factor) te
BAP1 (eng. BRCA1 Associated Protein 1) (9). Naju€estalije mutacije u melanomu zabiljezene
su u genima BRAF (eng. B-Raf Proto-Oncogene) (40%), NRAS (eng. NRAS Proto-Oncogene)
(20%) te KIT (eng. KIT Proto-Oncogene) (15%) (Slika 1.1). BRAF i NRAS su dio signalnog
puta RAS/RAF/MAPK koji predstavlja signalni put koji je najvise promijenjen u melanomu. U
slu¢aju gena BRAF naj¢e3c¢e se radi o supstituciji jednog nukleotida u kodonu 600 koja
uzrokuje zamjenu aminokiseline valin glutaminskom kiselinom (BRAF V600E). U genu NRAS
najceS¢e dolazi do mutacija u kodonima 12, 13 te 61 (10). U oba slu€aja, mutacije uzrokuju
konstitutivhu aktivaciju signalnog puta RAS/RAF/MAPK ¢ime su promijenjeni osnovni stanicni
procesi poput proliferacije, prezivljenja i migracije stanica (11).
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Slika 1.2 Prikaz glavnih signalnih puteva koji su naj¢ed¢e promijenjeni u melanomu, signalni putevi
RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT te CDKN2A (12).



Osim signalnog puta RAS/RAF/MAPK, vaznu ulogu u progresiji melanoma imaju i signalni
putevi PIBK/AKT, WNT, NFkB te HH-GLI (Slika 1.2). Bolje razumijevanje signalnih puteva koji
su deregulirani u melanomu dovelo je do razvoja novih terapijskih pristupa. Kirursko
odstranjivanje primarnog melanoma predstavlja najucestaliji i najsigurniji nacin lijeCenja, no u
slu¢aju metastaza takav pristup je €esto onemogucéen. Zbog relativno slabog odgovora
metastaza na standardnu radioterapiju i kemoterapiju, zadnjih godina fokus je stavljen na
razvoj imunoterapije te ciljanih lijekova (13). S obzirom na to da su mutacije u genu BRAF
jedna od glavnih znacajki melanoma, ne iznenaduje €injenica da je upravo protein BRAF meta
velikog broja lijekova u upotrebi. NajceS¢e se koriste kombinacije lijekova koji inhibiraju
mutirani protein BRAF poput vemurafeniba, dabrafeniba te enkorafeniba s inhibitorima kinaza
MEK, poput trametiniba, kobimetiniba ili binimetiniba (14,15). Osim ciljanih lijekova isprva je,
znaCajan napredak u lijeCenju metastatskog melanoma imao razvoj imunoterapije,
neutralizirajucih protutijela inhibitornih receptora imunosnog odgovora poput CTLA-4 i PD1
(16). Nazalost, uc€inak trenutne terapije pokazao se kratkog vijeka jer ubrzo nakon primjene
ljeka dolazi do relapsa bolesti zbog razvoja rezistencije na terapiju (17). Kako bi se
unaprijedila trenutna terapija, radi se na razvoju kombinirane terapije koja ukljuuje ciljanje
signalnih puteva koji su u interakciji s RAS/RAF/MAPK, reprogramiranju imunosnog odgovora
te otkrivanju ranih biliega melanoma (10). O molekularnim mehanizmima koji su odgovorni za
fenomen otpornosti stanica na terapiju te kako ih potencijalno zaobici biti ¢e viSe rijeci u

Poglavlju 1.6.

1.2 Signalni put RAS/RAF/MAPK
Prica o signalnom putu RAS/RAF/MAPK zapocela je prije viSse od 30 godina kada su

znanstvenici Strugill i Ray otkrili protein s kinaznom aktivho$¢u u adipocitima koji se aktivira
dodatkom inzulina (18). Daljnjim analizama utvrdeno je da je protein sli¢an prethodno
opisanim proteinima Cija je kinazna aktivnost stimulirana faktorima rasta te je dobio ime MAP
(eng. Mitogen Activated Protein) (19). Ubrzo nakon toga su identificirane i brojne druge
komponente signalnog puta. Odonda je je signalni put RAS/RAF/MAPK pobudio veliki interes
znanstvene zajednice jer se ubrzo uvidjelo da se radi o evolucijski zna¢ajno konzerviranom
putu vaznom u stani¢noj regulaciji. Danas je poznato da se signalni put aktivira vezanjem
Sirokog spektra liganada koji mogu biti faktori rasta, kemokini, hormoni te patogeni pout
bakterija i virusa (Slika 1.3). Ovisno o tipu liganda koji se veze na receptorsku tirozin kinazu
(RTK eng. Receptor Tyrosine Kinase), mogu se aktivirati razli€iti krakovi signalnog puta,
krakovi ERK, JNK ili p38. Naziv RAS/RAF/MAPK se &esto koristi kao sinonim za krak ERK jer

je upravo taj krak dominantno povezan s malignom transformacijom stanica.
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Slika 1.3 Shematski prikaz signalnog puta RAS/RAF/MAPK. Vezanjem Sirokog spektra liganada, mogu
se aktivirati razli¢iti krakovi signalnog puta, ERK, JNK te p38 koji aktiviraju svoje nizvodne mete medu
kojima su mnoge transkripcijski faktori (20).

Krak ERK najceS¢e aktiviraju razliCiti faktori rasta, dok se krakovi JNK i p38 aktiviraju stresnim
signalima kao $to su patogeni i proupalni citokini (20). Vezanjem liganada, dolazi do aktivacije
citoplazmatske domene receptora i fosforilacije tirozinskih ostataka €ime je omoguéeno
vezanje adaptorskih proteina koji sluze za vezanje daljnih efektora. U slu€aju kraka ERK, radi
se o proteinima GRB2 (eng. Growth Factor Receptor Bound Protein) i SOS (eng. SOS
Ras/Rac Guanine Nucleotide Exchange Factor) koji omogucavaju vezanje GTPaze RAS
(KRAS, NRAS ili HRAS) (21). Uslijed vezanja, omogucena je izmjena GDP-GTP na proteinu
RAS, te on kao takav mozZe dalje aktivirati protein RAF (CRAF, BRAF, ARAF). U konacnici,
protein RAF aktivira dvojno specificne kinaze MEK1 i MEK2 koje aktiviraju kinaze MAPK,
ERK1 i ERK2 fosforilirajuci njihove tirozinske i treoninske aminokiselinske ostatke (22). Kinaze
ERK djeluju na svoje nizvodne mete medu kojima su brojni transkripcijski faktori koji
kontroliraju esencijalne staniCne procese poput proliferacije, prezivljenja, migracije,
metabolickih procesa te epitelno-mezenhimalne tranzicije (eng. epithelial-mesenchymal
transition, EMT) (23). Vaznost signalnog puta RAS/RAF/MAPK u kontroli navedenih procesa
u zdravom organizmu dobro je opisana. Tijekom embrionalnog razvoja bitan je za normalno
formiranje udova i mozga time Sto regulira populaciju progenitorskih stanica (24,25). U

odraslom organizmu, kinaze ERK reguliraju prezivljenje miocita i hipokampalnih neurona
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sprje€avajuci njihovu apoptozu uslijed oksidacijskog stresa. Isto tako, pokazano je da inhibicija
ovog signalnog puta inducira apoptozu u epitelnim stanicama bubrega i T-limfocitima (26—29).
U raku signalni put RAS/RAF/MAPK vrlo je Cesto poremecen te su procesi pod kontrolom

ovog signalnog puta modificirani tako da rade u korist tumorskih stanica (Slika 1.4).
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Slika 1.4 Uloga signalnog puta RAS/RAF/MAPK u procesima koji su promijenjeni u karcinogenezi

(shema izradena pomocu platforme BioRender https://app.biorender.com).

Kao $to je spomenuto u prethodnom poglavlju, mutacije onkogena RAS i RAF najucestalije
su promjene signalnog puta RAS/RAF/MAPK. Smatra se da ¢ak 30% svih tumora nosi
amplifikaciju ili neku mutaciju u genu RAS (30). Mutacije u genu BRAF takoder su prisutne u
razli¢itim tipovima tumora: melanomu (do 50%), raku §titnjace (40%), raku debelog crijeva
(20%) te raku jajnika (30%) (31). BRAF promovira maligni fenotip melanocita kroz fosforilaciju
ovisnu o ERK transkripcijskog faktora MITF koji, kontroliraju¢i proteine BCL-2 (eng. BCL2
Apoptosis Regulator) i CDK2 (eng. Cyclin Dependent Kinase 2), potiCe prezivljenje
transformiranih stanica (32). U odredenim tipovima tumora, RAS/RAF/MAPK modulira i
ekspresiju proteina koji djeluju kao protonske pumpe te tako regulira razvoj otpornosti na
liegkove (33). Takoder, kinaze ERK reguliraju ekspresiju metaloproteinaza matriksa (eng.
matrix metalloproteinase, MMP) te tako direktno kontroliraju invaziju tumorskih stanica (34).
Regulirajuci ekspresiju interleukina IL-6 i IL-10 kontroliraju aktivnost i infiltraciju imunosnih
stanica u tumoru (35). UtiSavanje ekspresije BRAF u melanomu uporabom molekula
interferiraju¢ih  RNA inhibira signalni put RAS/RAF/MAPK, potie apoptozu i gubitak
transfomiranog fenotipa stanica (36). RAS/RAF/MAPK je u interakciji s brojnim drugim
signalnim putevima kao $to su PI3K/AKT,WNT,TGF-3 i HH-GLI &to €ini regulaciju stani¢nih
procesa jos slozenijom. U Poglavlju 1.4 opisana je interakcija signalnog puta RAS/RAF/MAPK

i HH-GLI koja je u sklopu ovog doktorskog rada od osobite vaznosti.



1.3 Signalni put Hedgehog-GLI

1.3.1 Kanonski prijenos signala
Signalni put Hedgehog-GLI (HH-GLI) otkriven je prije 35 godina zahvaljujuéi znanstvenicima
Nusslein-Volhard i Wieschaus koji su prou¢avali embrionalni razvoj vinske musice (Drosophila
melanogaster). Prva opisana komponenta bio je ligand HH (eng. Hedgehog) nakon §to je
uoceno da mutacija u ovom genu remeti segmentaciju tijela li€inke vinske musice i uzrokuje
pojavu “bodlji” nalik onima kod jeza (37). Molekularna karakterizacija liganda HH uslijedila je
12 godina nakon i pokazala da se radi o sekretornom proteinu koji djeluje kao morfogen (38).
Ubrzo nakon toga otkrivena su tri homologa liganda HH kod sisavaca, SHH (eng. Sonic
Hedgehog), IHH (eng. Indian Hedgehog) te DHH (eng. Desert Hedgehog). Ostale
komponente, receptor PTCH (eng. Pacthed) te koreceptor SMO (eng. Smoothened) otkrivene
su u sliénim studijama te su nazive dobili kao i ligand HH, na temelju fenotipskih promjena
koje njihove mutacije uzrokuju u izgledu krila vinske musice. Krajem 1980tih otkriveni su
proteini GLI nakon S$to je ustanovljeno da je gen GLI/1 viSestruko amplificiran u malignim
gliomima (39). Ubrzo nakon otkrica proteina GLI2 i GLI3, opisana je i njihova funkcija
transkripcijskih faktora (40,41). Pocletkom 21. stoljeCa rekonstruirana je evolucijski
konzervirana signalna kaskada HH-GLI kakvu danas poznajemo i krenuo je val istrazivanja o
fizioloSkim ucincima ovog signalnog puta kod sisavaca. Kanonska aktivacija signalnog puta
HH-GLI ovisi o dostupnosti liganda HH (Slika 1.5). U slu¢aju odsutnosti liganda HH, receptor
PTCH1 u primarnoj ciliji inhibira koreceptor SMO (42). Mehanizam inhibicije koreceptora SMO
receptorom PTCH1 joSs je uvijek nepoznanica. Postoji hipoteza da PTCH1 indirektno sudjeluje
u lu€enju ili transportu endogenih sterolnih inhibitora koreceptora SMO, dok neki smatraju da
je kolesterol klju¢an za aktivaciju SMO (43,44). Zbog inhibicije koreceptora SMO, sprjeCena
je njegova akumulacija u primarnoj ciliji te blokiran daljnji prijenos signala, zbog ¢ega proteini
GLI ostaju zarobljeni u citoplazmi u kompleksu s proteinom SUFU (eng. Supressor of Fused).
Vezanjem SUFU na proteine GLI, prekriva se vezno mjesto za transportni protein, importin
KapB2 (eng. Transportin-1) ¢ime je onemogucena njihova translokacija u jezgru (45).
Formiranjem kompleksa SUFU-GLI aktiviraju se kinaze: PKA (eng. Protein kinase A), CK1
(eng. Casein kinase 1) te GSK3B (eng. Glycogen synthase kinase 3 beta) koje fosforiliraju
proteine GLI. Fosforilacijom, proteini GLI postaju supstrat za E3 ubikvitinsku ligazu, BTrCP
(eng. Beta-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase) koja na proteine GLI veze
ubikvitin te ih tako obiljezava za degradaciju u proteasomu. U slu€aju proteina GLI1 razgradnja
je potpuna, dok se proteini GLI2 i GLI3 cijepaju u skracene forme. Skraceni oblici proteina
GLI2 i GLI3 djeluju kao transkripcijski represori, te ih u tom obliku oznatavamo kao GLI2R i
GLI3R (46,47). Uslijed vezanja liganda HH, dokida se inhibicija receptora PTCH1 na

koreceptor SMO, ¢ime dolazi do njegove akumulacije u primarnoj ciliji i transdukcije signala u



citoplazmu. U tom slu€aju, kinaza GSK3 fosforilira protein SUFU umjesto proteina GLI te
time potice njihovo razdvajanje iz kompleksa SUFU-GLI (48). Proteini GLI se u nepocijepanom
obliku translociraju u jezgru pomoc¢u importina Kapf32 gdje se vezu za promotore ciljnih gena
koji kontroliraju niz stani¢nih procesa poput proliferacije, stani¢nog ciklusa, apoptoze, epitelno-
mezenhimalne tranzicije, autofagije i adhezije (49). O ulozi primarne cilije u aktivaciji signalnog

puta HH-GLI biti ¢e viSe rijeci u Poglavlju 1.3.3.
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Slika 1.5 Shematski prikaz signalnog puta HH-GLI. Na lijevom dijelu prikazan je signalni put u

ciljni geni

inaktivnom stanju kada je ligand HH odsutan. U tom slu€aju, receptor PTCH1 inhibira koreceptor SMO
te posljedi€no, proteini GLI ostaju u citoplazmi u kompleksu s proteinom SUFU te bivaju obiljeZeni za
proteasomsku razgradnju. Cijepanjem nastaju skraéeni oblici proteina GLI koje djeluju kao
transkripcijski represori. Signalni put aktivira se vezanjem liganda HH ¢ime se dokida inhibicija
koreceptora SMO receptorom PTCH1 (desno). Uslijed dokidanja inhibicije SMO, dolazi do transdukcije
signala, oslobodenja proteina GLI1-3 iz kompleksa s proteinom SUFU koji se nepocijepani translociraju
u jezgru gdje potic¢u transkripciju ciljnih gena (50).



1.3.2 Transkripcijski faktori GLI
Proteini GLI predstavljaju glavne efektore signalnog puta HH-GLI. Kod sisavaca, razlikujemo
tri proteina GLI: GLI1, GLI2 te GLI3 koji pripadaju obitelji transkripcijskih faktora GLI-Kruppel.
Proteine iz te obitelji odlikuje prisutnost motiva cinkova prsta u domenama za vezanje uz DNA.
Vezne domene pokazuju znacajan stupanj homologije, te stoga proteini GLI medusobno imaju
mnoge preklapajuée funkcije. Proteini GLI1 i GLI3 prepoznaju slijed 5'-GACCACCCA-3' u
promotorskim regijama ciljnih gena, dok GLI2 prepoznaje veoma sli€nu slijed 5'-
GAACCACCCA-3' (40). Dok su vezne domene proteina evolucijski vrlo oCuvane, grada
njihovih terminalnih domena razlikuje se te zbog toga svaki protein GLI ima i svoje specificne
jedinstvene funkcije (Slika 1.6). Proteini GLI2 i GLI3 posjeduju obje terminalne domene,
transaktivirajucu i represorsku te stoga mogu djelovati na oba nacina, dok proteinu GLI1
nedostaje represorska domena te djeluje skljucivo kao aktivator signalnog puta. Blizu vezne
domene proteina GLI, nalazi se domena koja determinira procesiranje proteina PDD (eng.
Processing determinant domain) koja je u slu€aju proteina GLI3 vrlo efikasna, te se zato
protein GLI3 naj¢eSce procesira u represorsku formu. Kod proteina GLI2, ta domena je zbog
prisustva odredenih aminokiselinskih ostataka manje uc€inkovita, zbog ¢ega GLI2 dominantno

ostaje u obliku aktivatorske forme pune duljine (51).
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Slika 1.6 Grada domena proteina GLI1, GLI2 i GLI3. Proteini GLI2 i GLI3 posjeduju obje terminalne
domene, transaktivacijsku (zeleno) i represorsku (naranc¢asto) te zato mogu djelovati na oba nacina.

Protein GLI1 nema represorsku domenu te stoga djeluje isklju€ivo kao aktivator signalnog puta (51).

Aktivnost proteina GLI regulirana je na vi$e razina, naj¢es¢ée posttranslacijskim modifikacijama
i regulatornim ko-proteinima. Na posttranslacijskoj razini, proteini GLI najéeSc¢e su regulirani
fosforilacijom. Kao $to je prethodno opisano, u odsustvu liganda proteine GLI fosforiliraju

kinaze PKA, CK1 te GSK3p te tako odrzavaju signalni put inaktivnim (46). Mjesta fosforilacije
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oznacena su na slici 1.6 zvjezdicama. Osim fosforilacije, od neizostavne vaznosti je i
ubikvitinacija kojom je regulirana proteasomalna razgradnja proteina. Protein GLI1 veé¢inom
se regulira na transkripcijskoj razini, te obi¢no nije prisutan u stanicama s inaktivnim signalnim
putem. Kao odgovor na aktivaciju signalnog puta, protein GLI2 poti€e transkripciju ciljnih gena
medu kojima je i GL/1 koji dalje amplificira efekt signalnog puta (52). Stupanjem u interakciju
s drugim proteinima, bilo citoplazmatskim ili jezgrenim, transkripcijska aktivnost proteina GLI
moze se jako modificirati. Najpoznatiji primjer je prethodno opisani mehanizam represije preko
proteina SUFU koji onemoguc¢ava translokaciju proteina GLI te njihovu transkripcijsku
aktivnost (45). Neki proteini poput MIM (eng. Missing in Metastasis) t¢ mTOR (eng.
Mammalian target of rapamycin) mogu se vezati za kompleks SUFU-GLI te tako potaknuti
njihovu disocijaciju i daljnu transkripcijsku aktivnost GLI (53). Takoder, proteini GLI u jezgri
mogu stupiti u interakciju s drugim proteinima koji pospjesuju njihovu transkripcijsku aktivnost.
Histon acetiltransferaza PCAF (eng. Lysine acetyltransferase 2B), stupa u interakciju s
proteinom GLI1 prilikom vezanja za promotor cilinog gena kako bi odrzavala otvorenu
konformaciju kromatina koja pogoduje jaCoj transkripcijskoj aktivnosti (54). Posttranskripcijski,
na razini mMRNA, GLI1 moze se modificirati deaminacijom nukleotida 2179 koja uzrokuje
promjenu aminokiselinskog slijeda u domeni za vezanje SUFU. U tom slucaju, protein GLI1
pokazuje manji odgovor na negativnu regulaciju od strane SUFU. Takav mehanizam obrade
transkripta GL/1 uoCen je u mijelomima i leukemiji te pridonosi malignim karakteristikama (55).
Istrazivanja na pocCetku 21. stolje¢a uglavnom su bila fokusirana na pojedini protein GLI,
osobito GLI1 koji je oduvijek plijenio posebnu pozornost medu znanstvenicima zbog
karakteristike iskljuCivog aktivatora. Takav trend istraZivanja trajao je dok se u HH-GLI
zajednici nije uveo pojam “kéd GLI” (56). Kod GLI oznaCava ukupnu interakciju medu
proteinima GLI, odnosno aktivatorskih i represorskih formi koja u konacnici stvara spektar
transkripcijskih odgovora koji su veoma ovisni o stanichom kontekstu. Vaznost stani¢nog
konteksta u kddu GLI potvrdilo je istrazivanje u kojem se pratila aktivnost proteina GLI tijekom
embrionalnog razvoja. Ovisno o tipu tkiva, odnos proteina GLI razlikovao se, kao i njihova
aktivnost, odnosno udio aktivatorskih i represorskih formi. Upravo je stani¢ni kontekst
potencijalni razlog mnogih kontradiktornih rezultata na temu aktivnosti proteina GLI.
Kompleksnost kéda GLI moze se jednostavno sazeti sljede¢im primjerima: protein GLI3 moze
regulirati razliCite setove gena ovisno o tome je li eksprimiran bez ili s proteinom GLI1, kao $to
kooperacija proteina GLI2 i GLI3 moze imati suprotan efekt na regulaciju aktivnosti GLI1 u
usporedbi sa samostalnom regulacijom putem proteina GLI3 (56). Stvar daleko sloZenijom
¢ini interakcija signalnog puta HH-GLI s drugim signalnim putevima koji stvaraju signale koji
modificiraju kéd GLI (Slika 1.7). Ovisno o stani€énom kontekstu, neki signalni putevi reguliraju
HH-GLI pozitivno, dok neki pokuSavaju utiSati njegovu aktivnost. U konacnici sve interakcije

rezultiraju regulacijom ciljnih gena koji vr8e promjene u stanicnim procesima poput
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proliferacije, prezivljenja, metabolizma te migracije (57). Da bi se proteini GLI te uloga kdda
GLI bolje opisala u kontekstu funkcije u stanici, nuzno je identificirati te prou¢avati njihove
ciline mete. Poznato je da proteini GLI reguliraju ekspresiju gena koji su uklju€eni u gitav
spektar stani¢nih procesa poput diferencijacije i proliferacije (CCND1, CCNDE, E2F1, N-MYC,
FOXM1, PDGFRa), prezivlienja (BCL2), samoobnavljanja (SOX2, NANOG, BMI1),
angiogeneze (VEGF, CYR61, ANG1/2), epitelno-mezenhimalne tranzicije (SNAIL1, ZEB1,
ZEB2, TWIST2, MMP9) te invazije (OPN).

EGF HH EGF  TGFB

PTCH  EGFR  FGRF receptori

PTEN

integracija signala ovisnao
staniénom kontekstu

unutarstanic¢na
transdukcija signala

kod “GLI” jezgreni ¢vor

Regulacija ovisna o
stani¢énom kontekstu

Pmm modifikatori

@

dobiveni signali ovisni o
stani¢cnom kontekstu

daljnje funkcioniranje

stanice
prezivljenje migracija
matic¢na svojstva

proliferacija = metabolizam

Slika 1.7 Model regulacije kéda GLI. Signalni put HH-GLI prima mnoge signale od ostalih puteva
prijenosa poput RAS/RAF/MAPK i PI3K/AKT zajedno s drugim modulatorima poput p53 i NANOG

modificiraju kdd GLI te reguliraju aktivnost gena ukljuéenih u osnovne stani¢ne procese (57).

Medu ciljnim metama signalnog puta HH-GLI nalaze se i same njegove komponente GLI1,
PTCH1 i HHIP1 (eng. Hedgehog interacting protein 1) kojima se uspostavlja autoregulacija
puta prijenosa (49). Identificirani ciljni geni kodiraju za proteinske produkte, no za regulaciju
stani¢nih procesa vazni su i nekodirajuci genski produkti poput miRNA (eng. Micro RNA) te

IncRNA (eng. Long noncoding RNA). miRNA na posttranskripcijskoj razini vrSe represiju
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vezuci se na mRNA ciljnih gena, dok IncRNA sluze kao molekularne “spuzve” koje odvlace
miRNA od njihovih ciljnih meta. Trenutno nema znanstvenih radova o potencijalnim
nekodiraju¢im ciljnim genima proteina GLI. Zato metode poput nativhe kromatinske
imunoprecipitacije uz sekvenciranje (ChlP-seq eng. Chromatin Immunoprecipitation
sequencing), koje mogu identificirati potencijalne kodirajuce i nekodirajuce ciljne mete, imaju

osobitu vaznost u istrazivanju transkripcijskih faktora poput proteina GLI.

1.3.3 Primarna cilija
Primarna cilija solitarna je organela duljine 1-15 pm gradena od tri komponente: aksoneme,
mikrotubularne srZi koja sa stani¢ne povrSine raste u ekstracelularni prostor, bazalnog
tjeleSca, strukture gradene od centriola te zone tranzicije (Slika 1.8). lako je struktura primarne
cilije danas vrlo dobro opisana, i dalje je predmet mnogih istrazivanja. Prva saznanja o
primarnoj ciliji datiraju iz 19. stoljeca kada su radena istrazivanja na morskim svitkovcima (58).
Sredinom 20. stolje¢a zbog razvoja elektronske mikroskopije, primarna cilija dobiva osobitu
pozornost u znanstvenoj zajednici. Otkricéem intraflagelarnog transporta (IFT) kod zelene alge
Chlamydomonas, te njegove uloge u integritetu primarne cilije, poCele su spekulacije o tome
kako defekti u strukturi primarne cilije mogu biti povezani s razli¢itim bolestima (59). Po¢etkom
21. stolje¢a Pazour i suradnici prvi su put demonstrirali na misjem modelu policisti¢nih bubrega

da je primarna cilija povezana s bolestima kod ljudi (60).

N
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strukture Y
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zona
tranzicije
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Slika 1.8. Grada primarne cilije. Primarna cilija sastoji se od tijela, aksoneme koju gradi 9 parova
mikrotubula u formaciji prstena, bazalnog tjeleSca gradenog od centriola te zone tranzicije u

proksimalnom dijelu aksoneme koja sadrzi strukture, veze Y (62).
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Nakon tog otkri¢a, brojne studije pokazale su povezanost razli€itih bolesti poput pretilosti,
mentalne retardacije te tumora s defektima primarne cilije. Samim tim doSlo je i do razvoja
pojma “ciliopatija”, bolesti povezanih s defektima u strukturi primarne cilije (61). Danas se zna
da je primarna cilija senzorna organela koja prima vanjske podraZaje nuZzne za aktivaciju
mnogih signalnih puteva, te je zato njeno pravilno formiranje od iznimne vaznosti za normalno
funkcioniranje takvih puteva prijenosa. Aksonema kao struktura koja je gradena od 9 parova
mikrotubula poslozenih u formaciji prstena, stabilizira ciliju te je neophodna za intraflagelarni
transport. Intraflagelarnim transportom proteini se prenose od baze do vrha cilije (anterogradni
IFT) te natrag prema bazi cilije (retrogradni IFT). Za prijenos proteina potrebni su motorni
proteini, kinezin-2, dinein-2 te takozvani proteini IFT (63). Protein koji se prenosi prvo se veze
za proteine IFT u bazi cilije, te proteini IFT potom stupaju u interakciju s motornim proteinima
koji se krecu duz mikrotubula aksoneme. U zoni tranzicije, regiji veli€ine 0,5 ym u
proksimalnom dijelu aksoneme, nalaze se takozvane strukture, veze-Y, koje kontroliraju

ulazak i izlazak proteina u ciliju i izvan nje (64).

Osim Sto kontrolira transport proteina, primarna cilija regulira i brojne druge stani¢ne procese
poput stani€nog ciklusa i autofagije. Veza izmedu primarne cilije i stani¢nog ciklusa otkrivena
je u ranim istrazivanjima kada je opazeno da prije same mitoze dolazi do resorpcije primarne
cilije (65). Razlog tome je Sto centrosom bazalnog tjeleSca koji osim Sto tvori bazu primarne
cilije, sluzi kao centar za organizaciju mikrotubula uklju¢enih u formiranje diobenog vretena
tijekom mitoze. Zato je prihvaceno misljenje da se ciliogeneza dogada iskljucivo kada je
centrosom slobodan, odnosno u fazi prije same diobe (fazama G0/G1). Ulaskom u fazu G2/M,
dolazi do degradacije primarne cilije (66). Regulatori stani¢nog ciklusa poput proteina AURKA
(eng. Aurora kinase A), PLK1 (eng. Polo like kinase 1) i NEK2 (eng. NIMA related kinase 2)
sudjeluju u resorpciji cilije. AURKA fosforilira i aktivira histon deacetilazu HDACG6 (eng. Histone
deacetylase 6) koja deacetilira supstrate aksoneme primarne cilije poput a-tubulina ¢ime
dovodi do njene resorpcije (67). Interakcija primarne cilije i procesa autofagije dosta je
kompleksna i kontroverzna. Tang i suradnici pokazali su da se vazni cilijarni protein OFD1
(eng. OFD1 centriole and centriolar satellite protein), razgraduje autofagijom nakon $to se
stanice izloze uvjetima izgladnjivanja ¢ime se potiCe formiranje cilija (68). Potpuno suprotno
tome, druga grupa znanstvenika pokazala je da autofagija negativno regulira ciliogenezu tako
Sto degradira OFD1 (69). Xu i suradnici, koriste¢i miSje embrionalne fibroblaste pokazali su
da autofagija posredovana deacetilazom HDACG6 uzrokuje razgradnju motornih proteina
primarne cilije IFT i KIF3 te redukciju ciliogeneze (70). Pampliega i suradnici otkrili su da se
proteini esencijalni za autofagiju lokaliziraju u podrucju primarne cilije gdje djeluju na supstrate
koji mogu biti pozitivni ili negativni regulatori ciliogeneze. Regulacija ciliogeneze naposlijetku

ovisi 0 spektru supstrata koji se razgraduju autofagijom (69).
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Osim $to regulira stani€ne procese, primarna cilija takoder sluzi kao medijator signalnih
puteva, tako da prima signale iz ekstracelularnog prostora te istovremeno eksprimira na svojoj
povrsini receptore nuzne za primanje istih. Medu signalnim putevima Cija je aktivnost
povezana s primarnom ciljom su signalni put WNT, PDGF te HH-GLI. Vaznost cilije u
normalnom funkcioniranju HH-GLI, pokazana je ve¢ u studijama embriogeneze misSeva.
MiSevi s mutacijama komponenata IFT imali su abnormalnu morfologiju neuralne cijevi, fenotip
karakteristiCan za deficijentnu aktivnost HH-GLI (71). Daljnja istrazivanja pokazala su da su
proteini IFT nuzni za potpunu aktivaciju i represiju proteina GLI nakon odgovora na ligande
HH. (72). Negativna regulacija proteina GLI ovisi o primarnoj ciliji jer se negativni regulatori
SUFU i PKA transportiraju u ciliju gdje vrSe svoju funkciju (73). Gubitak funkcije SUFU,
omogucava transkripciju ciljnih gena proteina GLI neovisno o primarnoj ciliji (74). Mehanizam
transporta proteina GLI u primarnu ciliju i dalje nije u potpunosti objasnjen. Proteini GLI veliki
su proteini koji sporo difundiraju, a ulazak proteina u primarnu ciliju izmedu ostalog je pod
kontrolom difuzne barijere. Transport proteina GLI u primarnu ciliju mora imati tri koraka: ciljani
transport u bazu primarne cilije, kontrolirani ulazak u ciliju preko difuzijske barijere te aktivni
transport prema vrhu cilije (75). Malo je poznato o tome kako se proteini GLI transportiraju do
baze cilije, no smatra se da se mehanizam razlikuje od onoga kod receptora PTCH1 i
koreceptora SMO. Transport preko difuzijske barijere u zoni tranzicije temelji se na prolasku
proteina kroz pore prema veli€ini. Mali proteini mogu pro¢i pasivhom difuzijom, dok vedi
proteini prolaze aktivnim prijenosom (76). Smatra se da su za aktivni prijenos proteina GLI

odgovorni proteini koji vrse i njihovu translokaciju u jezgru, poput importina Kap2 (Slika 1.9).

Delecija KapB2 ne utjeCe na procesiranje proteina GLI3 u represorsku formu, §to potencijalno
znaci da GLI3 ne zahtijeva jednak prelazak preko difuzijske barijere poput proteina GLI1 i
GLI2 (77). Kada proteini GLI produ difuzijsku barijeru, akumuliraju se u ciliji. Za daljnji transport
duz aksoneme odgovoran je motorni protein Kif7, za kojeg se smatra da reorganizira
mikrotubule duz aksoneme te zato omogucava prijenos proteina GLI do vrha cilije (78).
Nedavne studije pokazuju da za razliku od ostalih komponenata, defekti u komponentama IFT
nemaju ucinak na akumulaciju koreceptora SMO. Smatra se da se SMO krece difuzijom kroz
membranu te da njegov afinitet vezanja za bazu cilije uvjetuje receptor PTCH1 (79).
Istrazivanja pokazuju da je primarna cilija nuzna za normalno funkcioniranje HH-GLI, no jo$
uvijek nije jasno predstavlja li promijenjena aktivhost HH-GLI direktnu ili indirektnu posljedicu

defekata primarne cilije.
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Slika 1.9 Pretpostavljeni mehanizam transporta proteina GLI u primarnu ciliju (51).

S obzirom na uklju¢enost primarne cilije u regulaciju signalnih puteva, nije iznenadujuca
¢injenica da se primarna cilija povezuje s tumorigenezom kroz brojne aspekte. Defekti u
primarnoj ciliji mogu poremetiti stanicni ciklus. Zato mnoge tumorske stanice koje pokazuju
viSu stopu proliferacije gube primarne cilje (80). Smatra se da faktori hipoksije poput
transkripcijskih faktora HIF (eng. Hypoxia inducible factor 1) inaktiviraju pVHL, strukturnu
komponentu cilije te tako onemogucavaju ciliogenezu (81). U stanju hipoksije, tumorske
stanice metaboli¢ki se reprogramiraju preferirajuci glikolizu koja nije ovisna o kisiku. Lee i
suradnici pokazali su da gubitak funkcije primarne cilije uzrokuje disfunkciju mitohondrija Sto
potpomaze proces glikolize u stanicama raka stitnjace (82). Gubitak cilija takoder je zabiljezen
u melanomu te je pokazano da gubitak cilija prati stupanj malignosti (83). Radford i suradnici
pokazali su da deregulacija signalnog puta RAS/RAF/MAPK u karcinomu bubrega dovodi do
gubitka primarne cilije, jer pretjerana aktivhost ERK1/2 uzrokuje njihovo skraéivanje (84). lako
se veéinom gubitak ciliogeneze povezuje s protumorskim karakteristikama, postoji velik broj
publikacija koje tvrde da ciliogeneza radi u prilog tumorskim stanicama u kontekstu odrzavanja
populacije mati¢nih stanica, promocije angiogeneze te rezistencije na stani¢nu smrt (85,86).
U ovim istrazivanjima jo$ je jednom vidljiva vaznost stani¢nog konteksta te kako ovisno o

njemu ciliogeneza moze imati efekte dvojne prirode.

1.3.4 Uloga signalnog puta Hedgehog-GLI u embrionalnom razvoju i
odraslom organizmu

Studije na vinskoj musSici koje su proveli znanstvenici Nusslein-Volhard i Wieschaus odmah
su ukazale da signalni put HH-GLI ima odredenu ulogu u embrionalnom razvoju. S obzirom

na to da je signalni put evolucijski vrlo o€uvan, veliki broj znanstvenika zanimala je uloga HH-
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GLI u razvoju sisavaca koja je potvrdena studijama morfogeneze kraniofacijalnog kompleksa
mozga. Pokazano je da mutacija u genu SHH uzrokuje defekte u obrascu razvoja embrija koji
dovode do pojave holoprozencefalije i ciklopije. Kasnije studije potvrdile su da je HH-GLI
esencijalan za normalan razvoj frontonazalnog i maksilarnog dijela glave. Cak i privremeni
gubitak funkcije SHH uzrokuje teSke defekte poput holoprosencefalije (87,88). Pored
navedenog, SHH kontrolira simetriju tijela, razvoj udova, neuralne cijevi, malog mozga i koze.
DHH je klju€an za normalan razvoj testisa, a IHH za morfogenezu kostiju (89). Signalni put
HH-GLI regulira i normalnu angiogenezu induciranjem luenja proangiogenih faktora (VEGF,
ANG1 i ANG2) u endotelnim stanicama i vezivhom tkivu (90). Brojna istrazivanja pokazuju da
je aktivhost signalnog puta HH-GLI u embrionalnom razvoju neophodna za normalnu
organogenezu mnogih tkiva i organa. U razvoju jetre, HH-GLI ima esencijalnu ulogu u
diferencijaciji hepatocita iz progenitorskih stanica (91). Nakupljanje proteina SMO i GLI2 u
primarnoj ciliji je od iznimne vaznosti za normalan razvoj gusterace (92). Ranakho-Santos i
suradnici pokazali su da je SHH klju¢an za organogenezu gastrointestinalnog trakta kod
sisavaca. Ekspresija komponenti signalnog puta HH-GLI mijenja se tijekom faza razvoja dojke

te se na taj nacin odrzava homeostaza (93).

U odraslom organizmu, aktivhost signalnog puta utiSana je te usmjerena na odrzavanje
populacije somatskih mati¢nih stanica i saniranje ozljeda tkiva. Pokazano je da neuralne
mati¢ne stanice reagiraju na SHH ¢ime se potiCe neurogeneza i regulira migracija neurona u
odraslom mozgu (94). Aktivnost HH-GLI nuzna je za regeneraciju jetre i crijevnog epitela
(95,96). Ekspresija proteina PTCH1, SMO, GLI1 i GLI2 vazna je u ranom razvoju folikula dlake
te kontrolira njeno sazrijevanje (97). Aktivnost signalnog puta u folikulama dlaka nuzna je
takoder za aktivnost Merkelovih stanica koje kontroliraju razvoj epidermalnih senzornih
struktura koje okruzuju folikule (98). Osim populacije mati¢nih stanica raznih tkiva i organa, u

odraslom organizmu, signalni put HH-GLI je iskljuivo aktivan u primarnim cilijama (99).

1.3.5 Uloga signalnog puta Hedgehog-GLI u karcinogenezi
S obzirom na to da proteini GLI reguliraju esencijalne stani¢ne procese poput embriogeneze,
diferencijacije, regulacije mati¢nih stanica i proliferacije, nije teSko za pretpostaviti da
deregulacija HH-GLI ima veliku vaznost u procesu karcinogeneze. Prva saznanja o ulozi
signalnog puta HH-GLI u karcinogenezi krenula su opisivanjem Gorlinovog sindroma, rijetkog
sindroma uzrokovanog mutacijom u tumorskom supresor genu PTCH1. Osim §to oboljeli
pojedinci imaju razvojne deformacije, karakterizira ih i uCestalija pojava tumora poput

bazocelularnog karcinoma, meduloblastoma, fibroma te rabdomiosarkoma (100).
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Danas je poznato da regulirajuci svoje ciljne mete, transkripcijski faktori GLI odrzavaju brojna
temeljna obiljezja karcinogeneze kao $to su: poticanje proliferacije, utiS8avanje supresora
rasta, blokiranje apoptoze, utiS8avanje imunosnog odgovora, poticanje migracije i invazije
stanica, angiogeneze te nestabilnosti genoma (Slika 1.10) (101). Transkripcijskom
regulacijom ciklina CCND1 i CCND2, proteini GLI mogu poremetiti stani¢ni ciklus tako da se
kontrolne to¢ke mitoze zaobidu i uzrokuje nekontrolirana proliferacija stanica (102). Takoder,
u prisustvu citotoksi¢nih spojeva, proteini GLI reguliraju anti-apoptotski gen BCL2 &ime se
zaobilazi smrt stanica (103). Proteini GLI pojalavaju ekspresiju gena povezanih s invazijom
te EMT stanica kao $to su MMP2 i MMP9 (metaloproteinaze matriksa 2 i 9), CDH2 (N-
kadherin), VIM (vimentin) te SNAI1 (eng. Snail family transcriptional repressor 1) (104). Stecca
i suradnici pokazali su da HH-GLI regulira proliferaciju i prezivljenje transformiranih melanocita
te tako utjeCe na procese rasta, metastaziranja i relapsa bolesti. Eksperimenti na miSevima
demonstrirali su da se inhibicijom HH-GLI mogu modificirati navedeni procesi u melanomu
(105). PojaCana aktivnost proteina GLI vrlo je Cesto popracena smanjenom ekspresijom
Cuvara genoma, TP53, C¢ime je staniCni ciklus dodatno poremecen te ugrozena genomska
stabilnost (106). Das i suradnici su pokazali da GLI1 poti¢e transkripciju SPP1 (osteopontin)
u stanicama melanoma koji parakrino djeluje na okolne stanice te potie njihovu proliferaciju i
migraciju (107).
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Slika 1.10 Pojednostavljeni prikaz uloge signalnog puta Hedgehog-GLI u regulaciji osnovnih obiljezja

karcinogeneze (113).
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Unutar svakog tumora postoji dio stanica koje imaju svojstva mati¢nih stanica. Takve stanice
sporo se dijele, ali u odredenim uvjetima mogu brzo proliferirati te stvoriti novu populaciju
tumorskih stanica (108). Smatra se da HH-GLI regulira brojna svojstva mati¢nih stanica
pojaCavajuci transkripciju gena ukljuCenih u dediferencijaciju, samoobnavljanje i
pluripotentnost ¢ime se povecéava karcinogeni potencijal stanica za inicijaciju melanoma (109).
Aberantna aktivacija signalnog puta HH-GLI moze biti uzrokovana razli¢itim mehanizmima:
mehanizmima ovisnim o ligandu HH, mehanizmima neovisnim o ligandu HH koji su rezultat
nekanonske aktivacije signalnog puta, genetickim promjenama komponenata HH-GLI te
epigenetiCkim mehanizmima (51,110). Aktivacija ovisna o ligandu moze biti autokrina,
parakrina te reverzno parakrina (111). U autokrinoj aktivaciji, tumorska stanica pojacano
proizvodi te istovremeno veze ligand HH bez prisutnosti genetiCkih promjena komponenata
HH-GLI. Ovakav tip aktivacije zabiljezen je u karcinomima epitelnog porijekla poput jajnika
(110). U melanomu je pokazano da autokrina aktivacija HH-GLI uzrokuje pojacanu ekspresiju
transkripcijskog faktora E2F1 (eng. E2F transcription factor 1) ¢ime se potiCe proliferacija i

prezivljenje maligno transformiranih stanica (112).

U parakrinoj aktivaciji, tumorske stanice proizvode ligand HH kojeg potom veZu stanice
strome. Zauzvrat, stanice strome proizvode faktore rasta koji omogucavaju daljni rast
tumorskih stanica. Ovakav tip aktivacije zabiljezen je u tumoru prostate (114). Grund-
Groschke i suradnici pokazali su da aktivacija HH-GLI u bazocelularnom karcinomu potice
stvaranje imunosupresivnog mikrookoliSa u stanicama strome (115). U reverznoj parakrinoj
aktivaciji, stanice strome proizvode ligand HH kojeg vezu tumorske stanice. U skvamoznom
karcinomu usne Supljine pokazano je da fibroblasti sluze kao izvor liganda HH za okolnu
stromu i tumorske stanice (116). Mehanizmi aktivacije HH-GLI neovisni o ligandu rezultat su
nekanonske interakcije s drugim signalnim putevima koji neovisno o membranskim uzvodnim
komponentama HH-GLI djeluju direktno na proteine GLI. Nekanonska aktivacija HH-GLI biti
¢e detaljno opisana u poglavlju 1.4. Geneticke modifikacije jo$ su jedan od mehanizama koji
moze modificirati aktivnost HH-GLI. Amplifikacije gena GL/1 u gliomima jedan su od
mehanizama opisanih u ranijoj povijesti istrazivanja signalnog puta (39). UCestale supstitucije
c.576G > A u eksonu 5 gena GLI/1 takoder su zabiljezene u karcinomu Merkelovih stanica
(117). Nedavno istrazivanje Dunji¢ i suradnika pokazalo je da polimorfizmi gena GL/7 mogu
sluziti kao faktor predikcije razvoja melanoma i prognosticki biljezi (118). Nasljedne mutacije
PTCH1 smatraju se odgovornima za razvoj sindroma nevoidnog bazocelularnog karcinoma,
dok su somatske mutacije PTCH1 pronadene u ¢ak 30 % sporadi¢nih bazocelularnih
karcinoma (119). Kod takvih pojedinaca vrlo su ¢este i mutacije u genu SUFU koje dovode do
razvoja meduloblastoma u ranoj zivotnoj dobi (120). Mutacie SMO S278I i L412F koje

uzrokuju konstitutivhu aktivaciju HH-GLI zabiljezene su u sporadi¢nim meduloblastomima i
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meningiomima (121). Pojedinci oboljeli od blesti Xeroderma pigmentosum vrlo su Cesto
nositelji mutacija u genu SHH §to ih €ini podloznijim za razvoj bazocelularnog karcinoma (122).
Epigeneticki mehanizmi regulacije HH-GLI u kontekstu karcinogeneze takoder su opisani u
brojnim publikacijama. Prekomjerna ekpsresija GL/3 uzrokovana smanjenom metilacijom
promotora gena zabiljezena je u karcinomu Zeluca (123). U karcinomu dojke pokazan je
gubitak lizin metiltransferaze SETD7 (eng. SET domain containing 7, histone lysine
methyltransferase), koja dodaje represivne oznake na histone prisutne u promotoru gena
GLI/1. Gubitak represivnih oznaka rezultira pojatanom ekspresijom GL/1 i malignim
potencijalom stanica (124). Cretnik i suradnici dokazali su hipermetilaciju promotora gena
PTCH1 u dermoidima i fiboromima jajnika koja rezultira njegovom smanjenom ekspresijom
(125). Nekodiraju¢e RNA, miRNA i IncRNA takoder mogu regulirati aktivnost signalnog puta
HH-GLI. Mir-141-3p djeluje protutumorski tako $to vezanjem GLI2 blokira proliferaciju te potice
apoptozu stanica osteosarkoma (126). Zhang i suradnici pokazali su da se GLI2 pojacano
eksprimira u karcinomu zeluca zahvaljujuéi IncRNA MALAT1 koja vezanjem mir-202

onemogucéava njegovu inhibiciju (127).
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1.4 Nekanonska aktivacija signalnog puta Hedgehog-GLlI

Nekanonska aktivacija signalnog puta HH-GLI rezultat je funkcionalne interakcije s drugim
signalnim putevima koji direktno ili indirektno djeluju na transkripcijske faktore GLI neovisno o
ligandu HH i membranskim komponentama PTCH1 i SMO. Poznata je interakcija signalnog
puta HH-GLI s putevima prijenosa PI3K/AKT, mTOR, TGF-, AMPK, PKC te RAS/RAF/MAPK
(Slika 1.11) (128).
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Slika 1.11. Nekanonska aktivacija HH-GLI drugim signalnim putevima koji su povezani s
karcinogenezom poput PI3K/AKT, RAS/RAF/MAPK i mTOR. Zelenom bojom oznaceni su pozitivni, a

crvenom bojom negativni regulatori HH-GLI (128).

PIBK/AKT sprjeCava proteasomalnu degradaciju GLI2 tako $to ometa inhibitornu funkciju
kinaze PKA, ¢ime u konacnici poti¢e njegovu translokaciju u jezgru i transkripcijsku aktivnost
(129). Aktivnost PI3K/AKT u svrhu oc€uvanja stabilnosti GLI1 i poticanja njegove
transkripcijske aktivnost zabiljezena je u karcinomu gusterace, jajnika, prostate, gliomima i
melanomu (128). Vaznost ove interakcije potvrduje Cinjenica da se povecana aktivnost
PI3BK/AKT povezuje s pojavom otpornosti tumorskih stanica na terapiju inhibitorima
koreceptora SMO (130). Dennler i suradnici prvi su pokazali da TGF- regulira transkripcijske
faktore GLI neovisno o SMO u normalnim fibroblastima, keratinocitima te tumorskim
stanicama. Kasnije je pokazano da je TGF-3 potreban za ekspresiju GLI i proliferaciju stanica
karcinoma gusterace rezistentnih na ciklopamin (131). Daljnje studije pokazale su da je GLI2
direktna transkripcijska meta TGF-B preko proteina SMAD3 i B-katenin koji se vezu na
promotor GL/2 (132). Takoder, TGF- potiCe aktivaciju GLI1 u tumorskim stanicama kako bi
se potakla transkripcija komponenata TGF- poput BCL2, IL-7 te ciklina D1 (133). Veza HH-
GLI i PKC kontroverzna je zbog mnogih kontradiktornih istraZivanja. Konstitutivna aktivacija

PKCa povezuje se sa smanjenom transkripcijskom aktivhoS¢u GLI1, dok se smatra da PKC®
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poti€e aktivnost GLI1 neovisno o putu prijenosa RAS/RAF/MAPK (134). Suprotno tome, druga
studija pokazala je da PKCa potiCe aktivaciju GLI1 preko RAS/RAF/MAPK u tumoru jetre, a
PKCd funkcionira kao negativni regulator HH-GLI (135). PKCi/A fosforilira GLI1 u domeni
cinkova prsta te poti€e njegovo vezanje za promotore ciljnih gena i transkripcijsku aktivnost.
GLI1, izmedu ostalog, potice transkripciju gena PKCi ¢ime se ostvaruje pozitivha povratna
regulacija. Vaznost interakcije vidljiva je iz toga $to je PKCI/A prekomjerno aktivna u
bazocelularnim karcinomima rezistentnim na vismodegib, te da supresija PKCI/A rezultira
smanjenom aktivnosti HH-GLI (53). Interakcija HH-GLI i mTOR otkrivena je kada je opazeno
da tumori s amplifikacijama gena GL/1 poput rabdomiosarkoma iznimno reagiraju na terapiju
inhibitorom mTOR, rapamicinom (136). mTOR pozitivho regulira HH-GLI te se smatra da toj
aktivaciji posreduju drugi signalni putevi poput TGF-. Aktivacija signalnog puta AMPK
uzrokuje inhibitornu fosforilaciju GLI1 koja blokira transkripcijsku aktivnost i narusSava
stabilnost (137). Takoder, AMPK potice lokalizaciju GLI1 u citoplazmu te interakciju s ubikvitin
ligazom B-TrCP koja poti¢e njegovu proteasomalnu degradaciju (138). Postoje studije koje
pokazuju da AMPK moze biti pozitivan regulator HH-GLI u metabolickom reprogramiranju
adipocita prema glikolizi (139). S obzirom na to da je interakcija signalnih puteva
RAS/RAF/MAPK i HH-GLI posebno vazna, biti ¢e detaljno opisana u zasebnom potpoglavlju

ovog doktorskog rada.

1.4.1 Interakcija signalnih puteva RAS/RAF/MAPK i HH-GLI
Prvi dokazi interakcije HH-GLI i RAS/RAF/MAPK proizasli su iz istrazivanja koje je pokazalo
da konstitutivna aktivacija MEK1 uzrokuje pojacanu aktivnost GLI1, te da se aktivnost prekida
inhibicijom MEK1/2. Autori istrazivanja kasnije su otkrili na proteinu GLI1 domenu gradenu od
130 aminokiselina koju prepoznaju ERK1/2. Delecijom te domene dobiva se aktivni protein
GLI1 sa smanjenim odgovorom na MEK1 (140). Veliki broj istrazivanja pokazao je da
RAS/RAF/MAPK moze modulirati aktivnost HH-GLI u raznim tipovima tumora. U melanomu,
mutirani proteini NRAS i HRAS mogu poticati transkripcijsku aktivnhost GLI1 te njegovu
translokaciju u jezgru. Takoder, oba proteina destabiliziraju kompleks GLI-SUFU te tako
onemogucavaju zadrzavanje proteina GLI u citoplazmi koje u konacnici dovodi do njihove
proteosomalne razgradnje (105). KRAS moze aktivirati HH-GLI u karcinomu gusterace tako
Sto potiCe aktivaciju GLI1 neovisno o tretmanu ciklopaminom, iz ega se moze zakljuciti da je
interakcija neovisna o koreceptoru SMO. Tretman inhibitorom MEK1/2, UO126, smanjuje
aktivnost i stabilnost proteina GLI1 (141). Na mi§jem modelu karcinoma gusterace pokazano
je da mutirani KRAS stupa u interakciju s formom proteina GLI2 kojoj nedostaje terminalna

represorska domena te poti€e tumorigenezu (142). Sato i suradnici pokazali su da se
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aktivacija HH-GLI inducira dodatkom EGF (eng. Epidermal growth factor) te da je aktivacija
potpuno neovisna o inhibiciji koreceptora SMO (143). U adenokarcinomu plu¢a, GLI1 aktivan
je iako je aktivnost SMO vrlo €esto utiSana epigenetickim mehanizmima. U takvim slu€ajevima
inhibicija HH-GLI inhibitorima SMO u potpunosti je neucinkovita, dok inhibicija GLI1 dovodi do
redukcije rasta tumorskih stanica. U multiplom mijelomu, MEK1/RSK (eng. Ribosomal S6
kinase) potiCu nekanonsku aktivaciju HH-GLI tako S$to stabiliziraju GLI2. RSK potice
translokaciju GLI2 u jezgru i onemogucava inhibitornu fosforilaciju putem GSK33. Kombinirani
tretman inhibitorom RSK SL0101 i inhibitorom GLI, GANT58 smanjuje proliferaciju tumorskih
stanica i aktivnost HH-GLI (144). Bardwell i suradnici pokazali su da ERK2 fosforilira GLI1 u
veznoj domeni za SUFU te tako onemogucéava njegovo vezanje te potiCe transkripcijsku
aktivnost GLI1 (145). Brojni faktori rasta koji se vezu za receptorske tirozin kinaze mogu,
aktiviraju¢i RAS/RAF/MAPK, modulirati aktivhost HH-GLI neovisno o SMO. U normalnim
keratinocitima, koekspresija EGF i GLI poti€e istovremenu aktivaciju HH-GLI i ERK1/2 te
onkogenu transformaciju stanica (146). EGFR (eng. Epidermal growth factor receptor)
modulira HH-GLI tako Sto regulira interakciju GLI1 i GLI2 s transkripcijskim kofaktorima u
promotorima svojih ciljnih gena. Stimulacijom EGFR, aktiviraju se ERK1/2 koji djeluju na svoje
nizvodne mete JUN/AP-1. JUN/AP-1 djeluju kao kofaktori proteina GLI te poti€u transkripciju
cilinih gena uklju€enih u malignu transformaciju stanica. Istovremeno, ERK1/2 cuvaju
stabilnost GLI1 i GLI2 tako Sto sprje€avaju njihovu proteasomalnu degradaciju (147). Zbirni

prikaz opisanih interakcija signalnih puteva RAS/RAF/MAPK i HH-GLI prikazan je na slici 1.12.

Slika 1.12 Interakcije signalnih puteva RAS/RAF/MAPK i HH-GLI. Zelene strelice ukazuju na pozitivhu
regulaciju, a crvene na negativnu (shema izradena pomocu platforme BioRender

https://app.biorender.com).
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Suprotno prethodnim studijama, postoje istrazivanja koja pokazuju da RAS/RAF/MAPK moze
negativno regulirati HH-GLI. Uzvodne kinaze MEKK1 i MEKK2/3 utiSavaju aktivnost GLI1 te
smanjuju vijabilnost stanica meduloblastoma. MEKK1 direktno fosforilira GLI1 na C-
terminalnim domenama poticuci njegovu interakciju s citoplazmatskim proteinom 14-3-3 i
redukciju transkripcijske aktivnosti (148). U meduloblastomu je pokazano da fosforilacija GLI1
putem MEKK2/3 naru$ava stabilnost GLI1 te poti€e njegovo vezanje za SUFU (149). Dok je
regulacija HH-GLI putem RAS/RAF/MAPK dokumentirana brojnim publikacijama, malo se zna
o tome kako HH-GLI regulira RAS/RAF/MAPK. Nedavna studija Tusa i suradnika pokazala je
da se povecana aktivacija HH-GLI uzrokovana inhibicijskom mutacijom PTCH1 povezuje s
viSom razinom ERK5 na genskoj i proteinskoj razini. Istrazivanje je pokazalo da se GLI1
direktno veze za promotor gena MAPK? te da je indukcija ERK5 putem HH-GLI iznimno vazna
za proliferaciju stanica melanoma. Kombiniranom inhibicijom ERKS5 i HH-GLI dokida se
vijabilnost i invazija stanica (150). S obzirom na to da je interakcija HH-GLI i RAS/RAF/MAPK
vazna u mnogim aspektima karcinogeneze, modifikacija ovih interakcija uporabom
kombinacije inhibitora ima izniman potencijal. Potrebna su daljnja istrazivanja kojima ¢e se

bolje ispitati priroda medusobne regulacije te njene posljedice na funkcioniranje stanice.

1.5 Signalni put Hedgehog-GLI kao terapijska meta

Signalni put Hedgehog-GLI kao put prijenosa koji regulira niz esencijalnih stani¢nih procesa,
predstavlja atraktivhu metu za razvoj novih teraputskih pristupa. Prvi otkriveni inhibitor HH-
GLI je ciklopamin, prirodno prisutan alkaloid iz bilike Veratrum californicum, koji direktnim
vezanjem za koreceptor SMO blokira njegovu aktivnost (151). Ciklopamin nikada nije doSao
u klini€ku primjenu zbog visoke toksi¢nosti, teratogenih svojstva te slabih farmakokinetickih
karakteristika (152). Od otkri¢a prvog inhibitora do danas razvijen je velik broj kemijskih
spojeva koji modificiraju aktivnost HH-GLI na razli€itim razinama: uzvodno od koreceptora
SMO, na razini koreceptora SMO te nizvodno od koreceptora SMO. Prve inhibitore uzvodno
od koreceptora SMO, inhibitore HH aciltransferaza, razvila je grupa znanstvenika instituta
Memorial Sloan Kettering Cancer Center. Enzimi HH aciltransferaze dodaju palmitinsku
kiselinu na N-kraj nezrelog proteina HH te su iznimno vazne u procesu sazrijevanja liganda
HH (153). Nakon inhibitora HH aciltransferaza, razvijena je i grupa makrociklickih peptida
koji inhibiraju ligande HH te njihovu interakciju s receptorom PTCH1. Struktura razvijenih
inhibitora napravljena je po uzoru na veznu domenu za SHH proteina HHIP (eng. Hedgehog
interacting protein) koji djeluje kao negativni regulator HH-GLI tako Sto veze ligande HH (154).
Grupa znanstvenika Sveucilista Kalifornija razvila je anti-SHH monoklonalna protutijela kao

inhibitore HH-GLI te neki od njih pokazuju veliki potencijal u pretklini¢kim ispitivanjima (155).
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Tijekom zadnjeg desetlje¢a, razvoj inhibitora HH-GLI dominantno se temelji na razvoju
antagonista koreceptora SMO. Upravo je inhibitor koreceptora SMO, vismodegib, prvi
inhibitor HH-GLI koji je odobrila FDA (eng. Food and Drug Administration) (156). Vismodegib
se koristi za lije€enje uznapredovalog i metastatskog bazocelularnog karcinoma. lako njegova
primjena ima inicijalni u€inak, terapija vrlo ¢esto dovodi do nastanka rijetkih mutacija u genu
SMO koje su povezane s razvojem otpornosti na lijekove. Trenutno se ucinak vismodegiba u
obliku monoterapije i kombinacije s drugim kemoterapeuticima proucava u klini¢kim
ispitivanjima na raznim tipovima tumora ukljuCuju¢i karcinom prostate, glioblastom,
meduloblastom te karcinom gusteraCe (157). Drugi inhibitor SMO koji je odobrila FDA,
sonidegib, pokazao je efekt redukcije rasta tumorskih stanica na modelu meduloblastoma,
karcinoma prostate i melanoma (157). Kao i kod vismodegiba, dugotrajna terapija
sonidegibom dovodi do razvoja mutacija SMO koje mjenjaju u€inkovitost same terapije (130).
Saridegib, sinteti¢ki derivat ciklopamina s poboljSanom stabilno$¢u, smanijio je aktivhost HH-
GLI na modelu meduloblastoma i karcinoma gusterace (158). Itrakonazol, antimikoticki lijek
koji je odobrila FDA, otkriven je kao inhibitor HH-GLI analizom baze postojecih lijekova.
Tretman itrakonazolom blokira translokaciju SMO u primarnoj ciliji. Takoder, pokazana je
inhibicija rasta tumorskih stanica na modelu meduloblastoma i bazocelularnih karcinoma s
mutacijama SMO otpornih na terapiju (159,160). Glasdegib, inhibitor koji se veze za
koreceptor SMO i onemogucava transdukciju signala trenutno je u klinickim ispitivanjima za
ljeCenje hematolo$kih oboljenja (158). Nedavno je otkrivena grupa derivata acilgvanidina

koji pokazuju odli¢nu efikasnost u blokiranju aktivnosti SMO u klini¢kim istrazivanjima (157).

Kod vecine tumora, kanonski put prijenosa HH-GLI nije primaran, ve¢ se proteini GLI aktiviraju
nekanonski neovisno o koreceptoru SMO. Zato vrlo ¢esto dolazi do pojave razvoja otpornosti
na inhibitore SMO te se znanstvenici fokusiraju na razvoj inhibitora koji djeluju nizvodno od
koreceptora SMO, inhibitore transkripcijskih faktora GLIl. Razlikujemo direktne inhibitore
proteina GLI te indirektne, koji ciljajuci druge proteine koji su u interakciji s proteinima GLI
modificiraju njihovu aktivnost. Najpoznatiji direktni inhibitori proteina GLI su GANT58 i
GANT61 (eng. GLI antagonist) Cija je inhibitorna aktivnost otkrivena analizama na stani¢noj
liniji HEK293 (161). Osim inhibicije uzrokovane direktnim stupanjem u interakciju s proteinima
GLI, ovi spojevi modificiraju GLI1 i tako Sto mijenjaju sposobnost vezanja za molekulu DNA.
GANT®61 indirektno uzrokuje oStecenja DNA te inhibira vezanje GLI2 za promotore ciljnih gena
HHIP i BCL-2. Efekti GANT61 naruSavaju mnoge osnovne stani¢ne procese koji doprinose
karcinogenezi poput vijabilnosti stanica, proliferacije, apoptoze, autofagije, EMT i odrzavanja
populacije mati¢nih stanica (Slika 1.13) (162). GANT58 i GANT61 smanjuju proliferaciju
Sirokog spektra tumorskih stanica, od karcinoma prostate, pluca, crijeva do glioblastoma
(163). lako je otkriven kasnije, GANT61 je u odnosu na GANT58 efikasniji inhibitor
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tumorigeneze. GANT61 se diljem znanstvene zajednice koristi kao pozitivna kontrola za razvoj
novih inhibitora visoke specificnosti za proteine GLI. Unato¢ tome, GANT61 je nestabilan u
fizioloSkim uvjetima te se brzo hidrolizira u bioloSki inaktivnu aldehidnu formu (GANT61-A) te
diaminski derivat (GANT61-D) koji blokira transkripcijsku aktivnost proteina GLI (164). Zato se
nastoje razviti novi, jednako specificni inhibitori proteina GLI. GANT61 se vrlo Cesto u
istrazivanju koristi u kombinaciji s drugim inhibitorima. GANT61 u kombinaciji s inhibitorom
BCL2, obatoklaksom, pokazuje sinergisti¢ki u€inak u blokiranju rasta stanica melanoma (165).
U usporedbi s inhibicijom kanonskog prijenosa signala (inhibicijom SMO), nizvodna inhibicija
predstavlja ucinkovitiji pristup u terapiji tumora. Benvenuto i suradnici usporedili su
ucinkovitost ova dva pristupa te pokazali na miSjem modelu karcinoma dojke da je GANT61
mnogo efikasniji u odnosu na inhibiciju SMO (166). Lospinoso Severini i suradnici su
modifikacijom prethodno otkrivenog izoflavona koji pokazuje HH-GLI inhibitornu aktivnost,
razvili spoj koji istovremeno inhibira aktivnost GLI1 i koreceptora SMO ¢€ime je postignut
sinergisti¢ni ucinak inhibicije HH-GLI (167). Razvoj ovakvih spojeva osobito je vazan zbog

uCestale pojave otpornosti na inhibitore koreceptora SMO.
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Slika 1.13 Efekti GANT61 na neke od temeljnih procesa koji su naruseni u karcinogenezi.

Arsenov trioksid (ATO) kemijski je spoj koji je odobrila FDA kao terapija druge linije za
liie€enje akutne promijelocitne leukemije (168). ATO diretkno stupa u interakciju s domenom
cinkova prsta proteina GLI ¢ime je onemoguéeno njihovo vezanje za DNA. Takoder, pokazano
je da ATO onemogucava akumulaciju komponenata HH-GLI u primarnoj ciliji (169). Za razliku
od GANT61, ATO ima viSestruke protutumorske efekte tako Sto djeluje na viSe signalnih
puteva kao $to su RAS/RAF/MAPK, PI3K/AKT i NF-»B. You i suradnici pokazali su da ATO
indirektno inhibira proteine GLI tako $to poti¢e degradaciju AKT, pozitivhog regulatora HH-GLI

(170). Zbog visoke toksi¢nosti, klinicka primjena arsenovog trioksida ograni¢ena je za
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nehematoloSka maligna oboljenja, no trenutno se radi na razvoju arsenovih spojeva koji bi

mogli biti primjereniji za Siri spektar malignih oboljenja.

Tijekom zadnjeg desetlje¢a razvijena je grupa malih molekula, HPI (eng. Hedgehog Pathway
Inhibitors) koje blokiraju proteine GLI potpune duljine neovisno o nekanonskim partnerima HH-
GLI (171). lako ova grupa spojeva pokazuje iznimne ucinke inhibicije in vitro, u uvjetima in
vivo imaju nisku bioraspolozivost zbog slabe topivosti u vodi. Chenna i suradnici nedavno su
razvili sustav u kojem je inhibitor HPI enkapsuliran u nanoc&estice polimera te bi se tako mogla
povecati bioraspolozivost ovih spojeva (172). Indirektni inhibitori proteina GLI blokiraju njihovu
funkciju preko mehanizama kojima se regulira njihova aktivnost, poput proteoliticke
degradacije i posttranslacijskih modifikacija. Vecinu indirektnih inhibitora odobrila je FDA ili su
u uznapredovalim KkliniCkim ispitivanjima jer su mehanizmi njihova djelovanja vrlo dobro
opisani. Litijev klorid (LiCl) agens je koji se desetlje¢ima koristi za lijeCenje psihijatrijskih
poremecaja poput bipolarnog poremecaja i depresije te je ubrzo opazeno da pacijenti lijeceni
litjevim kloridom imaju manju incidenciju razvoja malignih bolesti (173). Litijev klorid potice
inhibitornu fosforilaciju kinaze GSK3B koja na posttranslacijskoj razini regulira aktivnost
proteina GLI. Tako je onemoguéeno djelovanje GSK3B na protein SUFU i oslobadanje
proteina GLI iz kompleksa SUFU-GLI u citoplazmi (174). Inhibitori obitelji proteina BET vec¢
su godinama prepoznati kao vazna terapeutska strategija u raku. Radi se o proteinima koji
vezu mjesta pocCetka transkripcije na molekuli DNA. Pokazano je da inhibitori proteina BET
snizavaju razinu mRNA GL/1, GLI2 i SHH (175). Histon deacetilaze (eng. Histone
deacetylase, HDAC) grupa su enzima koji modulirajuci stupanj acetilacije histona kontroliraju
transkripciju gena. Odredene HDAC od esencijalne su vaznosti za HH-GLI tako Sto poticu
transkripcijsku aktivnost GLI1, GLI2 te stabilnost GLI3 (176). Mirza i suradnici pokazali su da
postoji pozitivna povratna regulacija izmedu HDAC1 i HH-GLI, tako §to HDAC1 potice
transkripcijsku aktivnost GLI, a ciljni geni HH-GLI povratno poti¢u aktivnost HDAC1 (177).

Posljednjih godina opisan je veliki broj potencijalnih inhibitora HH-GLI prirodnog porijekla.
Glabrescione B (GlaB), izoflavon iz bilike Derris glabrescens specifi€no se veze za strukture
cinkova prsta GLI1 i GLI2 te na taj onemogucava njihovu transkripcijsku aktivnost (178). Zaista
postoji Siroki spektar inhibitora koji ciljaju komponente signalnog puta HH-GLI (sazeto u tablici
1.1). Direktni inhibitori proteina GLI su zbog svojih pojedinih nezeljenih karakteristika jo$ uvijek

u pretklini¢koj ili klini¢koj fazi ispitivanja.
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Tablica 1.1 Zbirni prikaz opisanih inhibitora signalnog puta HH-GLI.

SPOJ STRUKTURA CILJNI PROTEIN MEHANIZAM FDA ODOBRENJE
[~]
INHIBITORI HH Q INHIBICIJA
ACILTRANSFERAZA . HH SAZRIJEVANJA NE
(pr. RUSKI-41) (f)«’»"«\ LIGANDA HH
S
MAKROCIKLIGKI INHIBICIJA
PEPTIDI B8t HH INTERAKCIJE S NE
(pr.1-(R) Ll G RECEPTOROM
' PTCH1
ANTI-SHH VEZANJE SHH |
MONOKLONALNA SHH BLOKIRANJE NE
PROTUTIJELA NJEGOVE
(pr. 1C11-2G4) AKTIVNOSTI
VEZANJE SMO |
SMO BLOKIRANJE DA
VISMODEGIB NJEGOVE
AKTIVNOSTI
. , VEZANJE SMO |
VIS § § BLOKIRANJE
SONIDEGIB & Smo NJEGOVE DA
AKTIVNOSTI
R VEZANJE SMO |
SARIDEGIB ool smo BLORIRANIE NE
oo (Yata NJEGOVE
A AKTIVNOSTI
e INHIBICIJA
(§ LOKALIZACIJE
ITRAKONAZOL e} SMO SMO DA
' U PRIMARNU
¢ CILIU
N oo VEZANJE SMO |
GLASDEGIB e AN SMO BLOKIRANJE NE
O NJEGOVE
AKTIVNOSTI
" . VEZANJE SMO |
DERIVATI o Juil)\o — BLOKIRANJE -
ACILGVANIDINA NJEGOVE
(pr.MRT-10) AKTIVNOSTI
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Tablica 1.1 (nastavak) Zbirni prikaz opisanih inhibitora signalnog puta HH-GLI.

SPOJ STRUKTURA | CILJNIPROTEIN | MEHANIZAM | FDA ODOBRENJE
VEZANJE GLI |
BLOKIRANJE
GANT58 GLI/2/3 NOEGOVE NE
AKTIVNOSTI
s VEZANJE GLI |
o« U < BLOKIRANJE
GANT61 v X GLI/2/3 NJEGOVE NE
U AKTIVNOSTI
oZ N0 VEZANJE GLI |
GLI1/2/3 BLOKIRANJE
ARSENOV TRIOKSID AIS\ NOEGOVE DA
o AKTIVNOSTI
HEDGEHOG AN VEZANJE SMO |
PATHWAY o o BLOKIRANJE
INHIBITORS (HPI) o~ GL1283 NJEGOVE NE
(pr. HPI-1) N e AKTIVNOSTI
S o
POTICANJE
ar: INHIBITORNE
LITIJ KLORID Hio” N cH, U GSK3p FOSFORILACIJE DA
s GSK3p
~ INHIBICIJA
INHIBITORI A FIZICKE
PROTEINA BET Y. GLi1/2 INTERAKCIJE S PA
(pr.IBET-151) e \Qf“}% PROTEINIMA GLI
\ W=
b INHIBICIJA
INHIBITORI HISTON Sk AKTIVATORSKE DA
DEACETILAZA ; ACETILACIJE
(pr. Vorinostat) d PROTEINA GLI
VEZANJE GLI |
GLABRESCIONEB | ., , .6 GLI1/2 BLOKIRANJE NE
22U NJEGOVE
AL AKTIVNOSTI




1.6 Otpornost tumorskih stanica na kemijske spojeve

Trenutne opcije lije€enja tumora uklju€uju kirurSko odstranjivanje, kemoterapiju, radioterapiju,
cilianu terapiju, endokrinu terapiju te imunoterapiju. Medu navedenim moguénostima,
kemoterapija je najuCestalija te omogucava sistemsko ciljanje brzo proliferirajuéih tumorskih
stanica. U nekim sluajevima kemoterapija dovodi do redukcije tumorske mase, no u velikom
broju slu€ajeva razvija se otpornost stanica na primijenjenu terapiju $to dovodi do relapsa
bolesti i pojave metastaza (17). Vrlo Cesto je uzrok tome populacija tumorskih mati¢nih
stanica, koje kao mirujuce sporoproliferiraju¢e stanice zaobilaze djelovanje velikog broja
kemoterapeutika (108). Procesu razvoja otpornosti na terapiju, jako je sli€no svojstvo
tolerancije stanica na terapiju. Dok su stanice otporne na terapiju u potpunosti ireverzibilno
reprogramirane tako da sadrze genomske alteracije i transkriptom koji im omoguéava
prezivljenje u prisutnosti terapeutika, stanice tolerantne na terapiju ulaze u mirujuce stanje
smanjene diobe, fenotip sli€an onome kod tumorskih mati¢nih stanica. Stjecanjem takvog
fenotipa, mogu do odredene mjere tolerirati tretman terapeutikom, no s obzirom na to da se
radi o reverzibilnom fenomenu, stanice tolerantne na terapiju se privremenim uklanjanjem
terapeutika mogu ponovo uciniti osjetljivima. Stanice koje ostanu dovoljno dugo u stanju
tolerancije, mogu preci trajno u stanje otpornosti (179). Kao Sto je ve¢ spomenuto, u
melanomu otpornost stanica na terapiju predstavlja veliki zdravstveni problem. U stanicama
otpornim na terapiju, signalni putevi poput HH-GLI i RAS/RAF/MAPK dobivaju karakteristike
kojima zaobilaze djelovanje kemijskog spoja te stvaranjem alternativnih mehanizama

odrzavaju staniCne procese esencijalne za promociju karcinogeneze.

1.6.1 Signalni put Hedgehog-GLI u otpornosti stanica na kemijske

spojeve
S obzirom na to da su proteini GLI krajnji efektori kanonske i nekanonske aktivacije HH-GLI,
predstavljaju potencijalne mete za terapiju tumora. Ekspresija svih komponenata HH-GLI,
neovisno radi li se o uzvodnim poput SHH, PTCH1, SMO i SUFU ili nizvodnim kao §to su
proteini GLI, povezuje se s razli€itim aspektima razvoja otpornosti. Bidet i suradnici prvi su u
svom istrazivanju pokazali da PTCH1 djeluje kao viSestruki transporter kemijskih spojeva, te
moze biti uklju¢en u uspostavu otpornosti tumorskih stanica na kemoterapiju. Na modelu
kvasca (Saccharomyces cerevisiae) opazili su da PTCH1 potiCe izbacivanje kemijskih spojeva
poput doksorubicina, metotreksata, temozolomida te 5-fluorouracila. Svoju hipotezu potvrdili
su istraZivanjem u kojem su pokazali da mis;ji fibroblasti NIH3T3 tretirani ligandom SHH imaju
smanjeni transport doksorubicina. Daljnim studijama pokazali su da PTCH1 koriste¢i protonski

gradijent uslijed uvjeta kod glikolize neovisne o kisiku omogucava opazene ucinke (180).
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Kasnije je pokazano i na modelu melanoma i leukemije da smanjenu razinu PTCH1 prati i
smanjeno izbacivanje doksorubicina iz tumorskih stanica, te da se ucinak gubi dodatkom
liganda SHH (181). Inhibicija transporterske aktivhosti PTCH1 u stanicama melanoma s

mutacijom BRAF V600E dovodi do ponovne osjetljivosti na inhibitor vemurafenib (182).

Otpornost na inhibitore koreceptora SMO moze se podijeliti na primarnu i sekundarnu
otpornost. Primarnu otpornost karakterizira pojava da pacijent ishodiSno ne reagira na
inhibitore SMO, &to se dogada u slu€aju kada su komponente nizvodno od SMO poput SUFU
mutirane (183). Sekundarna otpornost javlja se nakon §to pacijent inicijalno reagira na terapiju.
Smatra se da su glavni razlozi uspostave sekundarne otpornosti na inhibitore SMO pojava
mutacija u genu SMO, nekanonska aktivacija HH-GLI te gubitak primarne cilije (184). Mutacije
SMO zapazene su u €ak 50% bazocelularnih karcinoma koji ne odgovaraju na terapiju
inhibitorima SMO. Mutacije SMO mogu se podijeliti u dvije kategorije: mutacije koje se
dogadaju u domeni proteina koja veZze lijek te mutacije koje se dogadaju van mjesta vezanja.
Spontane mutacije C469Y, D473G/H/N/Y, 1408V, V321M te W281C/L onemogucavaju
vezanje inhibitora SMO poput vismodegiba za koreceptor SMO. Mutacije T241M, A459V,
S553N i G497W koje se dogadaju izvan mjesta za vezanje inhibitora, destabiliziranjem

konformacije SMO promoviraju njegovu aktivnost i smanijuju afinitet za vezanje inhibitora (43).

Osim mutacija SMO, do pojave otpornosti na inhibitore SMO mogu dovesti mutacije i
amplifikacije drugih gena. Amplifikacije GLI2 te njegove transkripcijske mete CCND1 smatraju
se jednim od mehanizama odgovornih za otpornost na vismodegib (185). Meduloblastomi s
mutacijama u genima SUFU i MYCN pokazuju primarnu otpornost na sonidegib (186).
Nekanonske interakcije HH-GLI i ostalih signalnih puteva mogu zaobiéi djelovanje inhibitora
SMO. Yao i suradnici pokazali su da TGF-f aktivacijom transkripcijskog kofaktora MRTF
vaznog za transkripcijsku aktivnost GLI, poti¢e nekanonsku aktivaciju HH-GLI i otpornost na
inhibitore SMO u bazocelularnom karcinomu (187). Mutacije u onkogenima HRAS (G12V) i
BRAF (V600E) dovode do pojave otpornosti na inhibitore SMO, sonidegib i vismodegib (188).
Seidl i suradnici pokazali su da stanice karcinoma plué¢a rezistente na cisplatinu imaju

smanjenu ekspresiju mir-182-5p koja negativno regulira GLI2 (189).

Jedan od nedavno otkrivenih mehanizama povezanih s otpornosti na inhibitore SMO je
gubitak primarne cilije. Gubitak primarne cilije zapazen je u meduloblastomima otpornim na
terapiju sonidegibom. Genomskom analizom ustanovljeno je da takvi meduloblastomi Cesto

nose mutacije u genima SUFU i OFD1 koje mogu doprinijeti gubitku primarne cilije (190).

Transkripcijski faktori GLI, modulirajuci viSestruke stani¢ne procese, mogu poticati pojavu
otpornosti na inhibitore na viSe nacina. Proteini GLI reguliraju¢i ekspresiju enzima potrebnih

za popravak ostecenja DNA mogu doprinijeti razvoju otpornosti. Wang i suradnici pokazali su
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da je enzim MGMT (metilgvanin-DNA metiltransferaza) direktna transkripcijska meta GLI1 u
gliomima €ime se povecava potencijal tumorskih stanica za popravak ostecenja DNA i potiCe
otpornost na terapiju (191). Nedavna studija pokazala je da u uvjetima hipoksije, petlja HIF-
1/SHH/GLI1 poti¢e aktivnost MGMT te dovodi do otpornosti na temozolomid (192). Zhang i
suradnici pokazali su da je NBS1, protein vazan za popravak dvolan¢anih lomova DNA,
direktna transkripcijska meta GLI1 u karcinomima debelog crijeva rezistentnih na 5-
fluorouracil (193). Modulacija procesa autofagije proteinom GLI takoder doprinosi nastanku
otpornosti tumorskih stanica. Istrazivanje Amantini i suradnika pokazalo je da HH-GLI
pozitivno regulira autofagiju nakon tretmana kemoterapeuticima doksorubicinom i
gemcitabinom zbog ¢ega dolazi do njihova smanjenog djelovanja u stanicama karcinoma
mokracnog mjehura (194). Suprotno tome, druga studija pokazala je da HH-GLI negativno
regulira autofagiju, €¢ime onemoguéava smrt stanica i dovodi do otpornosti stanica

glioblastoma na tretman temozolomidom (195).

Jedan od procesa koji doprinosi otpornosti stanica, a reguliran je signalnim putem HH-GLI, je
interakcija tumorskih stanica s mikrookoliSem. Hui i suradnici pokazali su u ranijem istrazivanju
da u karcinomu dojke tumorske stanice aktiviraju HH-GLI u stanicama strome kako bi
promovirali otpornost na terapiju. Indukcijom HH-GLI u fibroblastima poti¢e se proizvodnja
proteina ekstracelularnog matriksa (COL2A1, COL3A1, COL4A1) te metaloproteinaza
matriksa (MMP3, MMP13, MMP15) koji remodeliraju ekstracelularni prostor $to doprinosi
stvaranju otpornijeg staniénog fenotipa (196). GLI1 preko Saperona kalretikulina regulira
stabilnost UGT1A (UDP-glukuronoziltransferaza 1A), enzima koji kemijski modificira Citav
spektar kemoterapeutika poput memotreksata, idarubicina i sunitiba te tako poti¢e njihovu
degradaciju i izbacivanje iz stanice (197). Po i suradnici pokazali su da GLI1 transkripcijski
regulira Clanove obitelji ABC-transportera (eng. ATP-binding cassette) ABCA2, ABCB1,
ABCB4, ABCB, ABCC2 i ABCG1 &ime doprinosi razvoju otpornosti stanica na 5-fluorouracil i
oksaliplatinu u karcinomu debelog crijeva (198). Reguliraju¢i proces EMT kroz aktivaciju
transkripcijskih faktora TWIST1/2, SNAI1, SLUG i ZEB1/2, HH-GLI indirektno promovira
otpornost stanica, tako Sto pojatana aktivnost navedenih transkripcijskih faktora uzrokuje i

jacu ekspresiju ABC-transportera (199).

Zbog svojih karakteristika, tumorske mati¢ne stanice vrlo su Cesto odgovorne za pojavu
otpornosti na kemoterapiju i relaps bolesti. Smatra se da je HH-GLI od esencijalne vaznosti
za odrzavanje CD44-pozitivne populacije tumorskih mati¢nih stanica karcinoma zeluca i
jednjaka koje pokazuju svojstvo kemorezistencije (17). Usui i suradnici pokazali su da je HH-
GLI jedan od glavnih regulatora razvoja otpornosti na 5-fluorouracil u trodimenzionalnim
kulturama organoida karcinoma debelog crijeva (200). U kontekstu signalnog puta HH-GLI,

pojava otpornosti na inhibitore SMO ucestali je problem. Proteini GLI kao krajnji efektori
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predstavljaju idealnije ciline mete za razvoj potencijalnih novih terapija. Za razvoj novih
inhibitora GLI, potrebno je izmedu ostalog na neki nacin predvidjeti i onemoguciti mehanizme
koji bi potencijalno doveli do pojave otpornosti. U tu svrhu, mogu se koristiti stani¢ni modeli
otpornosti na inhibitore GLI, na kojima ¢e se istraziti mehanizmi odgovorni za taj fenomen.
Trenutno, u znanstvenoj zajednici nema uspostavljenih i opisanih stani¢nih modela otpornosti
na inhibitore GLI.

1.6.2 Signalni put RAS/RAF/MAPK u otpornosti stanica na kemijske

spojeve
Signalni put RAS/RAF/MAPK predstavlja put prijenosa koji je najceSc¢e promijenjen u
melanomu. Cak kod 80% tumora rezistentnih na inhibitore BRAF, uzrok otpornosti predstavlja
reaktivacija signalnog puta RAS/RAF/MAPK. Jedan od mehanizama koji dovodi do pojave
otpornosti kod 20% melanoma amplifikacija je mutiranog gena BRAF zbog €ega su inhibitori
vrlo &esto nedovoljno efikasni. PojaCana ekspresija BRAF moze dovesti do spontane
dimerizacije proteina Cime se potiCe reaktivacija signalnog puta. Alternativnim prekrajanjem
BRAF, nastaju razli¢ite varijante gena koje su povezane s 15-30% melanoma otpornih na
terapiju. Kod pacijenata sa sekundarnom otpornoS¢u na inhibitor vemurafenib Cesto je
opazena varijanta BRAFV600E. Ta varijanta dovodi do formiranja dimera BRAF neovisno o
aktivaciji kinaze RAS, Cime se dokida ucinak inhibitora BRAF koji djeluju samo na monomere

proteina (201).

Jedan od razloga otpornosti na inhibitore BRAF heterogenost je tumora u kontekstu proteina
BRAF. Unutar tumora, neke ¢Ce stanice imati protein BRAF divljeg tipa, a dio mutirani protein.
Inhibitor ¢e djelovati na monomere mutiranog proteina BRAF, no istovremeno moze potaknuti
nezelijeno stvaranje dimera izmedu divljeg tipa proteina BRAF i CRAF Cime se potiCe
reaktivacija RAS/RAF/MAPK (202). Mutacije komponenata nizvodno od BRAF kao $to su
MEK1/2 takoder mogu dovesti do reaktivacije MAPK koja je neovisna o djelovanju inhibitora
BRAF. Mutacija MAP3K8 dovodi do aktivacije MAPK tako $to uzrokuje fosforilaciju kinaza
MEK. Pokazano je da su stanice sa smanjenom aktivno§¢u MAP3K8 osijetljivije na inhibiciju
inhibitorima BRAF te da imaju smanjenu proliferaciju (203). Mutacije u genu RAS takoder
mogu dovesti do reaktivacije RAS/RAF/MAPK i pojave otpornosti. Pretjerano aktivni RAS
moze fosforilirati proteine ARAF i CRAF &ime se kompenzira inhibicija proteina BRAF.
Njegova aktivhost moze potaknuti stvaranje dimera divljeg tipa proteina BRAF koji su
neosjetljivi na terapiju, a u konacnici do ponovne reaktivacije RAS/RAF/MAPK (204). Gubitak
tumor supresorskog gena PTEN zabiljezen je kod 10-35% melanoma te se smatra Cestim

razlogom otpornosti na terapiju. Gubitkom njegove funkcije, dolazi do aktivacije PI3K/AKT koji
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je u uskoj interakciji s RAS/RAF/MAPK te se potiCe proliferacija i rast stanica te blokiranje
apoptoze. Gubitak negativnog regulatora proteina RAS, NF1 dovodi do konstitutivne aktivacije
RAS/RAF/MAPK i pojave otpornosti na inhibitore BRAF. Pojatana ekspresija receptorskih
tirozinskih kinaza poput EGFR, ILGF1R, PDGFR i FGF omoguc¢ava primanje vanjskih signala
kojima se potiCe aktivacija signalne kaskade i smanjenje efikasnosti inhibitora (205).
Mehanizmi koji se smatraju odgovornim za otpornost na inhibitore signalnog puta
RAS/RAF/MAPK sumirani su u Tablici 1.2.

S obzirom na snaznu interakciju signalnih puteva u procesu stjecanja otpornosti, trenutni
trendovi novih terapijskih pristupa idu u smjeru razvoja kombinirane terapije. Kombiniranom
terapijom mogu se ciljati proteini razlicitih signalnih puteva za koje znamo da su u interakciji ili
proteini istog signalnog puta koji su na razli€itim razinama regulacije. Primjerice, Dratkiewitz i
suradnici okarakterizirali su stani¢ne linijje melanoma rezistente na vemurafenib te pokazali
da kombinirana terapija inhibitorima EGFR i MET (eng. Hepatocyte growth factor receptor)
¢ini stanice ponovo osjetljive na terapiju (206). Nekoliko studija pokazalo je vaznost interakcije
HH-GLI i RAS/RAF/MAPK u otpornosti stanica na terapiju. U svom istraZivanju, Dong i
suradnici pokazali su da je aktivhost GLI1 u tumoru plu¢a nemalih stanica jedan od klju¢nih
dogadaja koji dovodi do otpornosti na inhibitor EGFR, erlotinib, te predlazu za buduce
terapeutske smjernice kombiniranu terapiju inhibitorima GLI i EGFR (207). Faiado-Flores i
suradnici pokazali su da utiSavanje aktivnosti GLI1 i GLI2 €ini stanice melanoma rezistentne
na vemurafenib ponovno osjetljivima na terapiju. Kao i u prethodnoj studiji, autori naglasavaju
potrebu razvoja kombinirane terapije HH-GLI i RAS/RAF/MAPK (208).

Tablica 2.1. Inhibitori signalnog puta RAS/RAF/MAPK te mehanizmi koji se smatraju odgovornim za

uspostavu rezistencije (209).

INHIBITOR MEHANIZAM DJELOVANJA MEHANIZAM ODGOVORAN ZA USPOSTAVU
RAS/RAF/MAPK REZISTENCIJE
VEMURAFENIB selektivni inhibitor BRAF V600E aktivacijske mutacije NRAS i MEK
(kompeticija za ATP-vezno mjesto) amplifikacija BRAF/CRAF
DABRAFENIB alternativno prekrajanje BRAF

heterodimerizacija RAF
ENKORAFENIB pojacana ekspresija RTK

TRAMETINIB selektivni inhibitor MEK1/2 __ Qubitak NF1
pojac¢ana ekspresija COT

BINIMETINIB
KOBIMETINIB selektivni inhibitor MEK1
GEFITINIB selektivni inhibitor EGFR mutacija EGFR T790M
amplifikacija gena (MET i HER2)
gubitak NF1
mutacija BRAF
LAPATINIB selektivni inhibitor EGFR i HER2 aktivacija drugih signalnih puteva (AKT, mTOR,

ER) amplifikacija gena (TRAPPC9),
mutacije HERZ2 u tirozin kinaznoj domeni
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2.CILJ ISTRAZIVANJA

Osnovna hipoteza ovog istrazivanja glasi da je interakcija signalnih puteva RAS/RAF/MAPK

i Hedgehog-GLI vazna u procesu rezistencije na lijekove u stani¢nim linjjama melanoma

Covjeka.

Specifitne hipoteze istrazivanja su:

1.

Uspostava rezistencije na GANT61 u stani¢nim linijama melanoma uzrokovati ¢e
promjenu aktivnosti signalnih puteva RAS/RAF/MAPK i HH-GLI.

Proteini GLI1/2/3 imati ¢e specifine ali i preklapaju¢e endogene transkripcijske mete.
Odredene transkripcijske mete proteina GLI1/2/3 imati ¢e ulogu u signalnom putu
RAS/RAF/MAPK.

Neke transkripcijske ciline mete proteina GLI1/2/3 biti ¢ée promijenjene u

uspostavljenim rezistentnim stanicnim linijama.

Cilj ove doktorske disertacije je ispitati interakciju signalnih puteva RAS/RAF/MAPK i

Hedgehog-GLI u procesu rezistencije na lijekove u stani¢nim linijama melanoma €ovjeka.

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja su:

1.
2.

Uspostaviti stani¢ne linije melanoma rezistentne na kemijski spoj GANT61.

Ispitati aktivnost signalnih puteva RAS/RAF/MAPK i HH-GLI na uspostavljenim
rezistentnim stani¢nim linijjama.

Ispitati kako se uspostavom rezistencije na GANT61 mijenja odgovor uspostavljenih
stani¢nih linija na druge lijekove.

Identificirati transkripcijske mete proteina GLI1/2/3 povezane sa signalnim putem
RAS/RAF/MAPK u parentalnim stani¢nim linijama melanoma.

Ispitati ekspresiju transkripcijskih meta proteina GLI1/2/3 povezanih sa signalnim
putem RAS/RAF/MAPK u uspostavljenim rezistentnim stani¢nim linijama.

Predloziti potencijalni mehanizam interakcije signalnih puteva RAS/RAF/MAPK i HH-

GLI u rezistentnim stani¢nim linijama melanoma.
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3.1 Materijali

U sklopu doktorske disertacije koristene su 4 stani¢ne linije. Linije Mel 224 i CHL-1 dobivene
su na dar od prof.dr.sc Nede Slade (Institut Ruder Boskovi¢), dok su linije A375 i RPMI-7951

dobivene na dar od prof.dr.sc Andreje Ambriovi¢ Ristov (Institut Ruder BoSkovic).

Stani¢ne linije A375 i Mel 224 dobivene su iz primarnog melanoma koze, dok su linije RPMI-
7951 i CHL-1 dobivene iz metastaza primarnog tumora. Porijeklo i mutacijski status gena
BRAF i NRAS stanicnih linija prikazani su u Tablici 3.1.

Tablica 3.1. Porijeklo koristenih stani¢nih linija i mutacijski status gena BRAF i NRAS.

STANICNA LINJA TKIVO MUTACIJSKI STATUS
CHLA1 Metastatski melanom (pleuralni izljev) Divlji tip BRAF/NRAS
A375 Amelanoti¢ni melanom BRAF V600E homozigot
RPMI-7951 Metastatski melanom (limfni ¢vor) BRAF V600E heterozigot
Mel 224 Melanom (koza) NRAS Q61R
homozigot

3.2 Rad sa stanicnim kulturama

Rad sa stani¢nim kulturama odvija se u sterilnim uvjetima. Rukovanje s priborom koji se koristi
za rad sa stani¢nim kulturama odvija se u kabinetu za rad u sterilnim uvjetima s laminarnim

protokom zraka.

3.2.1.0dmrzavanje stanica
Stanice su pohranjene u mediju za zamrzavanje (50% serum, 40% medij, 10% DMSO).
Sadrzaj ampule stavi se u 5 ml medija u kojem stanice rastu. U slu¢aju A375, CHL-1 i RPMI-
7951 radi se o mediju DMEM (Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka), a Mel 224 mediju RPMI
1640 (Merck KgaA). Mediji su kompletirani dodatkom 10% FBS (govedi fetalni serum, Merck
KGaA), 1 mM natrijevog piruvata (Gibco Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), 1%
streptomicin-penicilina (Gibco) te 4 mM L-glutamina (Gibco). Sadrzaj se centrifugira na 300 x
g 5 minuta na sobnoj temperaturi, talog stanica resuspendira u 10 ml kompletnog medija te

prebaci u petrijevku promjera 10 cm (Sarstedt, Nimbrecht, Njemacka).

3.2.2 Presadivanje i odrzavanje stanica u kulturi
Stanicama u kulturi medij se mijenja svaka dva do tri dana ovisno o dinamici rasta pojedine
linije. Pipetom se ukloni sav medij iz petrijevke te doda 10 ml svjezeg kompletnog medija.
Kada stanice prekriju cijelu povrSinu za rast tj. postanu vise od 90 % konfluentne, potrebno ih
je presaditi. U tom slu€aju takoder se prvo ukloni sav medij te nakon toga stanice isperu s 5
ml fosfatnog pufera PBS (eng. Phosphate-Buffered Saline; 1,7 mM KH2PQO4, 136 mM NacCl,
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10 mM NaxHPOs, 2,7 mM KCI, pH 7,2). Nakon ispiranja, na stanice se doda 1 ml tripsina (0,05
% wi/v) s dodatkom 1 mM EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina) te ostavi nekoliko minuta
dok se stanice vidljivo ne odlijepe (proces tripsinizacije). Kada se stanice odvoje od podloge,
doda se medij, otopina resuspendira i dio otopine vrati u petrijevku. Stanice se za potrebe
razliCitih eksperimenata nasaduju u plastiCne ploCice razliCitih formata te ih je prethodno
izbrojati. Stanice se broje u Neubauerovoj komorici te se pritom moraju 5 puta razrijediti u
metilenskom modrilu koje omogucava da razlikujemo zive od mrtvih stanica. Pomocéu formule

(br.stanica/0,4) x 5 x 10% izratuna se broj stanica po mililitru medija u uzorku.

3.2.3 Zamrzavanje stanica
Stanice se zamrzavaju kada su optimalne gustoc¢e (80-90 % konfluentne). Postupak
zamrzavanja zapocinje tripsinizacijom stanica, stanice se potom inkubiraju pola sata na ledu
kako bi se polako ohladile. Sadrzaj se centrifugira na 300 x g 5 minuta u centrifugi ohladenoj
pri +4°C te potom resuspendira u medij za zamrzavanje. Krio-ampula se pohranjuje u hladnjak

na -80°C te za potrebe duljeg skladiStenja prebacuje u spremnik s tekuéim dusikom.

3.2.4 Uspostava rezistentnih staniénih linija
Za uspostavu rezistentnih stani¢nih linija koriStene su stani¢ne linije A375, Mel 224, CHL-1 i
RPMI-7951. Stani¢ne linije nasade se u petrijevke promjera 10 cm do popunjenosti 50 %.
Dvadeset Cetiri sata nakon nasadivanja, stanice se tretiraju inhibitorom GANT61 (Selleck

Chemicals, Houston, Texas, SAD) (2-25 uM) te ostave u tretmanu sljedecih 48 sati.

PODIZANJE DOZE PODIZANJE DOZE PODIZANJE DOZE PODIZANJE DOZE

GANT 61- 10 pM GANT 61- 15 uM GANT 61- 20 pM GANT 61- 25 uM
VALIDACIJA
MTT
NASADIVANJE
STANICA
v e V v v
| ] | | | | | | | | ] | | ] ] | |
1 7 14 28 35 45 60 65 75 8 90 95 105 115 120 130 150
<+ > < > ¢———
TRETMAN DOZOM LD50 SELEKCIJA STANICA ODRZAVANJE
GANT 61-5 M STANICNIH LINIJA

>
>

A

TRAJANJE (DANI)

Slika 3.1. Shema izrade rezistentnih staniénih linija (shema napravljena na platformi Biorender

https://biorender.com/).
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Nakon 48 sati, ovisno o konfluentnosti stanica, stanicama se promijeni medij ili napravi
tripsinizacija. Stanice se 24 sata nakon pripreme ponovo tretiraju navedenim inhibitorima.
Ovaj postupak ponavlja se sve dok stanice normalno ne prezivljavaju koncentracije koje su
barem 1-2 puta veée od doze LD50 (doza spoja koja inaCe ubija 50 % staniCne populacije).
Doza koriStenih inhibitora pove¢ava se ovisno o tome kako stanice reagiraju na tretman (Slika

3.1) te se raspon doza inhibitora prethodno odredi na temelju rezultata testa MTT.

3.2.5 Transfekcija stanica
Transfekcija stanica koristila se za potrebe validacije odabranih potencijalnih transkripcijih
meta proteina GLI1/2/3 koje su otkrivene metodom nativhe kromatinske precipitacije uz
sekvenciranje. U tu svrhu, odabrane stani¢ne linije: A375, Mel 224 i CHL-1 transfeciraju se
ekspresijskim plazmidima za proteine GLI1 (pcDNA4NLSMTGLI1, dobiveno na dar od prof.
Fritz Aberger, Fakultet prirodnih znanosti, Austrija), GLI2 i GLI3 (p4TO6MTGLI2,
pcDNA4/TO/GLI3richtig, oba dobivena na dar od prof. Milene Stevanovi¢, Institut za
molekularnu genetiku i geneti¢ko inZzenjerstvo, Srbija). Za transfekciju stanica koristi se
protokol proizvodac¢a kompleta Xfect RNA Transfection Reagent (Clontech, Mountain View,
CA, SAD). Stani¢ne linije se 24 sata prije transfekcije nasade u plo€ice sa 6 bunari¢a tako da
u svakom bunari¢u bude 3 x 10° stanica. Na dan transfekcije, u sterilnoj epruveti potrebno je
promijeSati 5 ug plazmidne DNA i 100 ul XFECT pufera. Sadrzaj se vorteksira pet sekundi,
nakon ¢ega se doda 1,5 pl polimera XFECT, te se ponovo sadrzaj vorteksira nekoliko sekundi
kako bi se sve komponente dobro izmijeSale. Sadrzaj epruvete inkubira se 10 minuta pri
sobnoj temperaturi te potom 100 ul sadrzaja nakapa u bunari¢e s 1 ml sviezeg medija bez
dodatka seruma. Stanice se inkubiraju 4 sata nakon ¢ega se isti ukloni i doda 2 ml kompletnog
medija (Slika 3.2). Cetrdeset osam sati nakon transfekcije, talozi stanica skupljaju se za

izdvajanje RNA i proteina.

1,5ul
Sug
plazmidna Xf_ect
DNA polimer

, Inkubacha —— Inkubacija 48 sati

nanocestica10 | G\D @9G§ ‘ Analiza genske
minuta [ S'S= | 37°c ekspresijeiizrazaja

> > | @%9 @ | > proteina 48 sati

> =) < 42
4 Tretiranje stanicne | —— = Promjena nakon transfekcije

linije kompleksima - hranidbenog medija
Xfect reakcijski pufer nanocestica

100 pl

Slika 3.2. Protokol transfekcije stanica uporabom transfekcijskog reagensa Xfect (Clontech) (preuzeto

i prilagodeno prema www.clontech.com).
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3.2.6 Test MTT
Test MTT koriSten je za pracenje rasta i prezivljenja stanica nakon tretmana GANT61 (Selleck
Chemicals), ciklopaminom (CYC) (Selleck Chemicals), litijevim kloridom (LiCl), SAG (Selleck
Chemicals), arsenovim trikosidom (ATO) (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD),
sonidegibom (SDG) (Selleck Chemicals) te vismodegibom (VDG) (Selleck Chemicals).
Stanice se nasade u plodice s 96 bunari¢a tako da u svakom bunariéu bude 2 x 103 stanica u
ukupnom volumenu od 100 ul medija. Dvadeset Cetiri sata nakon nasadivanja, stanice se
tretiraju sa 100 pl kemijskih spojeva koji se testiraju u razli€itim koncentracijama. U tablicama
3.2 i 3.3 prikazan je nacin pripreme spojeva u mediju u kojem se stanice uzgajaju, no bez
dodatka seruma. Na dan odcitanja, stanicama se doda otopina MTT u mediju bez seruma
konaéne koncentracije 1 mg/ml. PloCica se inkubira zasti¢ena od svijetla 4 sata u inkubatoru
pri 37°C i 5 % CO.. Nakon inkubacije od 4 sata, u bunari¢e se doda 160 yl DMSO. Obojenost
bunari¢a mjeri se fluorimetrijski na aparatu Labsystem Multiskan MS (Thermo Fisher

Scientific) pri absorbanciji od 570 nm.

Tablica 3.2 Priprema serijskih razrjedenja kemijskog spoja arsenovog trioksida za test MTT.

ARSENOV RADNA VOLUMEN
TRiOKSID  sTock| VOLUMEN PRIPREMA KOEFICUENT ONCENTRACLIA NANESEN U KONACNA KONCENTRACIA
50mM MEDUA RAZRUEDENJA RAZRUEDENJA SPOJA BUNARIE SPOJA U BUNARICU

A 1,5 ml 7,5ul stocku A 0 250 uM 100 pl 125 uM

B 0,75 ml 0,75mlAuB 2 125 pM 100 pl 62,5 um

C 1,2ml 0,3mlIBucC 5 25 uM 100 pl 12,5 uM

D 0,75 ml 0,75ml CuD 2 12,5 uM 100 6,25 UM

E 1,2 ml 0,3mIDuUE 5 2,5uM 100 pl 1,25 uM

F 0,75 ml 0,75mlEuF 2 1,25 uM 100 pl 0,625 uM

G 1,2ml 0,3mlFuG 5 0,25 uM 100 pl 0,125 uM

H 0,75 ml 0,75ml GuH 2 0,125 uM 100 pl 0,0625 puM

| 1,2ml 0,3mlHul 5 0,0625 uM 100 pl 0,03125 uM

Tablica 3.3. Priprema tretmana kemijskih spojeva GANT61, ciklopamin, litijev klorid, SAG, sonidegib i
vimodegib za test MTT.

N Konaéna
Pocetna Radna Volumen ..
.. | Volumen Volumen .. koncentracija
koncentracija R . koncentracija [ nanesen u .
spoja spoja medija spoja bunari¢ SPOJE,EJ
bunaricu
5mM 1,5ul 1,5ml 5 uM 100 pl 2,5 uM
5mM 3ul 1,5ml 10 uM 100 pl 5 uM
5mM 4,5ul 1,5ml 15 uM 100 pl 7,5 uM
§ 5mM 6ul 1,5ml 20 UM 100 pl 10 UM
z 5mM 7,5ul 1,5ml 25 uM 100 pl 12,5 uM
o 5mM Il 1,5ml 30 pM 100 pl 15uM
5mM 12 pl 1,5ml 40 uM 100 pl 20 uM
5mM 15 pl 1,5ml 50 pM 100 pl 25 puM
5mM 18 pl 1,5ml 60 uM 100 pl 30uM
1mg/ml 0,75 ul 1,5ml 0,5 pg/ml 100 pl 0,25 ug/ml
1mg/ml 1,5l 1,5ml 1 pg/ml 100 pl 0,5 ug/ml
= 1mg/ml 2,25 ul 1,5ml 1,5 pg/ml 100 pl 0,75 ug/ml
E 1mg/ml 3l 1,5ml 2 pg/ml 100 pl 1pg/ml
% 1mg/ml 6l 1,5ml 4 pg/ml 100 pl 2 ug/ml
= 1 mg/ml 9ul 1,5ml 6 ug/ml 100 pl 3 pg/ml
© 1mg/ml 12l 1,5ml 8 ug/ml 100 pl 4 pg/ml
1mg/ml 15l 1,5ml 10 pg/ml 100 pl 5 pg/ml
1mg/ml 18 ul 1,5ml 12 pg/ml 100 pl 6 pg/ml
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Tablica 3.3 (nastavak). Priprema tretmana kemijskih spojeva GANT61, ciklopamin, litijev klorid, SAG,
sonidegib i vimodegib za test MTT.

N Konacna
Pocetna Radna Volumen .
.. | Volumen Volumen . koncentracija
koncentracija R L. koncentracija | nanesenu .
spoja spoja medija spoja bunari¢ Spoja,tl
bunaricu
1M 3ul 1,5ml 2mM 100 pl 1mM
1M 7,5ul 1,5ml 5mM 100 pl 2.5mM
a 1M 15l 1,5ml 10mM 100 pl 5mM
g 1M 30l 1,5ml 20mM 100 pl 10 mM
4 1M 45 pl 1,5ml 30mM 100 pl 15mM
= 1M 60 pl 1,5ml 40mM 100 20 mM
- 1M 75l 1,5ml 50 mM 100 pl 25 mM
1M 90 pl 1,5ml 60 MM 100 pl 30 mM
1M 120 pl 1,5ml 80mM 100 pl 40 mM
400 uM 0,75 pl 1,5ml 0,2 uM 100 pl 0,1pM
400 uM 1,875l 1,5ml 0,5uM 100 pl 0,25 uM
400 uM 3,75 ul 1,5ml 1pM 100 pl 0,5puM
© 400 uM 7,5ul 1,5ml 2uM 100 pl 1uM
S 400 uM 11,25 pl 1,5ml 3uM 100 pl 1,5uM
400 uM 15pl 1,5ml 4uM 100 pl 2uM
400 uM 18,75 ul 1,5ml 5um 100 pl 2,5uM
400 uM 22,5l 1,5ml 6 uM 100 pl 3uM
400 uM 26,25 pl 1,5ml 7 uM 100 pl 3,5uM
5mM 0,3ul 1,5ml 1pM 100 pl 0,5puM
5mM 0,6 ul 1,5ml 2uM 100 pl 1uM
@ 5mM 1,8l 1,5ml 6 uM 100 pl 3um
g 5mM 3ul 1,5ml 10 uM 100 pl 5uM
g 5mM 6l 1,5ml 20 uM 100 pl 10 M
8 5mM 12 pl 1,5ml 40 uM 100 pl 20 uM
5mM 18 pl 1,5ml 60 uM 100 pl 30 uM
5mM 24 ul 1,5ml 80 uM 100 pl 40 uM
5mM 30l 1,5ml 100 uM 100 pl 50 uM
5mM 0,3pl 1,5ml 1pM 100 pl 0,5puM
5mM 0,6 ul 1,5ml 2uM 100 pl 1uM
o 5mM 1,8ul 1,5ml 6 uM 100 pl 3uMm
§ 5mM 3ul 1,5ml 10 uM 100 pl 5uM
o 5mM 6l 1,5ml 20 uM 100 pl 10 uM
S 5mM 12 pl 1,5ml 40 uM 100 pl 20 uM
> 5mM 18 pl 1,5ml 60 uM 100 pl 30 uM
5mM 24 ul 1,5ml 80 uM 100 pl 40 uM
5mM 30 pl 1,5ml 100 uM 100 pl 50 uM
10mM 0,32 pl 1,5ml 3,2uM 100 pl 1,6 uM
10mM 0,62 pl 1,5ml 6,2 uM 100 pl 3,1uM
@ 10mM 1,26 pl 1,5ml 12,6 yM 100 pl 6,3 UM
g 10mM 2,5ul 1,5ml 25uM 100 pl 12,5uM
3 10mM Sul 1,5ml 50 uM 100 pl 25 uM
n 10mM 0pl 1,5ml 100 uM 100 pl 50 uM
10mM 20 pl 1,5ml 200 pM 100 pl 100 uM
10mM 40 pl 1,5ml 400 uM 100 pl 200 uM

3.2.7 Analiza sposobnosti formiranja kolonija stanica
Analiza sposobnosti formiranja kolonija radi se kako bi se karakterizirale uspostavljene
rezistentne stani¢ne linije, odnosno ispitalo kako uspostava rezistencije utjeCe na sposobnost
formiranja kolonija u odnosu na ishodisne linije. Kako bi se analizirala sposobnost formiranja
kolonija (eng. Colony forming assay), stanice se nasade u plo€ice sa 6 bunari¢a tako da u
svakom bunari¢u bude 1 x 10% stanica. Dvadeset Getiri sata nakon nasadivanja, stanice se
tretiraju s Cetiri razliite doze kemijskih spojeva GANT61 (Selleck Chemicals), arsenovog
trioksida (Sigma Aldrich), litijevog klorida te ciklopamina (Selleck Chemicals). Rast kolonija

prati se dva tjedna, a stanicama se svaka tri dana doda svjezi medij s tretmanom. Nakon dva
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tiedna, stanicama se odstrani medij te se isperu 3 puta u PBS-u. Stanice se nakon toga
fiksiraju u 3,6 % formaldehidu 10 minuta pri sobnoj temperaturi, te potom ponovo isperu 3 puta
u PBS. Kolonije se vizualiziraju 1 %-thom (w/v) otopinom kristal ljubi¢asto 5 minuta pri sobnoj
temperaturi. Na samom kraju ukloni se boja te se bunarici isperu vodom dok se podloga ne

odboja, a kolonije ostanu jasno ljubi¢asto obojene. Kolonije se analiziraju u programu ImageJ.

3.2.8 Analiza migracijske sposobnosti stanica
Analiza migracijske sposobnosti radi se za karakterizaciju uspostavljenih rezistentnih
stani¢nih linija, odnosno kako bi se ispitalo utjeCe li uspostava rezistencije na migracijsku
sposobnost stanica. Metoda se zasniva na nasadivanju stanica u visokoj konfluenciji i
stvaranju “rane”, odnosno ureza koje stanice trebaju popuniti (eng. Wound healing assay).
Stanice se nasade u ploGice s 24 bunari¢a tako da je u svakom bunariéu 2 x 10° stanica.
Dvadeset Cetiri sata nakon nasadivanja ukloni se medij i doda svjeZi medij bez seruma.
Sutradan, u svakom bunari¢u naprave se dva ureza s najmanjim plasticnim nastavkom pipete
(Slika 3.3A), bunariéi isperu PBS-om te dodaju tretmani kemijskim spojevima GANT61 10 uM
(Selleck Chemicals), arsenov trioksid 1 uM (Sigma Aldrich), litijev klorid 20 mM te ciklopamin
2 pg/ml (Selleck Chemicals) pripremljeni u mediju bez seruma. Svaki bunari¢ potom se
fotografira na Cetiri polozaja (Slika 3.3 B) na dan tretmana te 18 i 24 sata nakon te analizira u
programu ImagedJ s dodatkom Wound Healing Tool koji identificira rubove ureza i daje podatak

0 povrsini reza.

Slika 3.3. Analiza migracijske sposobnosti stanica. A) Prikaz nasadivanja stanica i stvaranja ureza
kojeg stanice moraju popuniti. B) lzgled bunari¢a. Isprekidane linijje oznaavaju mjesta ureza.
Zaokruzena mjesta su to¢ne lokacije koje se fotografiraju na 0.dan, 18 i 24 sata nakon tretmana. Puna
horizontalna linija sluzi za orijentaciju kako bi se svaki put fotografirale iste lokacije bunari¢a (preuzeto
i prilagodeno prema: https://www.reactionbiology.com/services/cell-based-assays/migration-assay-
wound healing-assay-and-oris-assay).

41



3.3 Analiza ekspresije gena, IncRNA i miRNA

3.3.1 lzdvajanje RNA iz stanica

Za izolaciju RNA koristi se otopina NucleoZOL (Macherey-Nagel, Diren, Njemacka). Talog
stanica dobro se resuspendira pipetom u 500 ul NucloZOL-a, nakon ¢ega se doda 200 ul vode
bez RNAza. Nakon inkubacije od 5 minuta pri sobnoj temperaturi, uzorci se centrifugiraju 15
minuta na 16000 x g. Supernatant u kojem se nalazi RNA prebaci se u Cistu mikroepruvetu
od 1,5 ml. Za precipitaciju RNA, doda se 700 ul izopropanola, te inkubira 5 minuta pri sobnoj
temperaturi. Uzorci se ponovo centrifugiraju 10 minuta na 8000 x g. Talog RNA se ispere u
500 pl 70 %-tnog etanola i centrifugira 3 minute na 3000 x g na sobnoj temperaturi. Isti
postupak ispiranja u 70 %-tnom etanolu ponovi se joS dva puta. Talog RNA osusi se nekoliko
minuta, otopi u 30 ul pufera TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) te pohrani u hladnjak
na -80°C.

3.3.2 Mjerenje koncentracije RNA
Koncentracija RNA mjeri se na spektrofotometru NanoPhotometer N60 (Implen, Minchen,
Njemacka). Uredaj mjeri apsorbanciju pri valnim duljinama od 230 nm, 260 nm te 280 nm.
Omijer Azsorso pokazuje Cistocu RNA te Sto je vrijednost bliza 2, to je uzorak RNA ¢€iséi. Omjer
Azsor230 takoder pokazuje Cistocu uzorka te se u idealnim uvjetima kre¢e u rasponu vrijednosti
20-2,2.

3.3.3 Reverzna transkripcija
Za reakciju reverzne transkripcije koriste se dva kompleta, High-Capacity cDNA synthesis
(Thermo Fisher Scientific) i mMiRCURY LNA RT Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka). Komplet High-
Capacity cDNA synthesis koristi se za sintezu cDNA protein-kodirajuc¢ih gena te gena koji
kodiraju za duge nekodirajuée RNA (IncRNA, eng. Long Noncoding RNAs). Od ukupnog
volumena osnovne reakcije od 25 pl, na reakcijsku smjesu otpada volumen od 8,5 pl.
Reakcijska smjesa sastoji se od: 10 x RT MgCl, pufera, 25 x dNTP Mix (100 mM), 10 x RT
nasumicnih pocetnica, MultiScribe™ reverzne transkriptaze te inhibitora RNAza. Ostatak

volumena od 16,5 ul sacinjava 500 ng RNA koja je otopljena u vodi bez RNAza (Tablica 3.4).
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Tablica 3.4. Prikaz komponenti reakcijske smjese za reverznu transkripciju protein- kodirajuéih gena i
gena za IncRNA.

POCETNA KONACGNA VOLUMEN ZA
KOMPONENTA KONCENTRACIJA | KONCENTRACIJA REAKL:I'JU 25
10 x pufer 10 x 1 X 2,5
d NTP 100 mM 4 mM 1
nasumicne pocetnice 10 x 1 X 2,5
reverzna transkriptaza 50 U/ul 62,5U 1,25
inhibitor RNAza 20 U/ 4l 25 U 125

Reakcija se provodi u uredaju za PCR GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems,

Waltham, Massachusetts, SAD) prema sljede¢em programu:

25°C  10:00 min
37°C  120:00 min
85°C  5:00 min
4°C o0

Dobivena cDNA pohranuje se u hladnjaku pri -20°C do koristenja.

Za sintezu cDNA gena koji kodiraju za miRNA (eng. micro RNAs) koristi se komplet miRCURY
LNA RT Kit. Od ukupnog volumena osnovne reakcije od 10 ul, na reakcijsku smjesu otpada
volumen od 8 pl. Reakcijska smjesa sastoji se od: pufera 5 x miRCURY SYBR RT BUFFER,
enzima 10x miRCURY RT te vode bez RNAza. Ostatak volumena od 2 ul sacinjava 100 ng

RNA koja je u reakcijskoj smjesi kona¢ne koncentracije 10 ng/ul (Tablica 3.5).

Tablica 3.5. Prikaz komponenti reakcijske smjese za reverznu transkripciju gena koji kodiraju za
miRNA.

3 3 VOLUMEN ZA
POCETNA KONAENA
KOMPONENTA KONCENTRACIJA | KONCENTRACIJA REAK;”””
pufer 5 x miRCURY 5x 1X 2 ul
enzim 10 x mMiRCURY 10 x 1x 1l
voda bez RNAza / / 5l
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Reakcija se provodi u uredaju za PCR GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems)

prema sljede¢em programu:

25°C  10:00 min
42°C  60:00 min
95°C  5:00 min
4°C o0

Dobivena cDNA pohranjuje se u hladnjaku na -20°C do koriStenja.

3.3.4 Kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom
Za analizu genske ekspresije potencijalnih ciljnih meta proteina GLI te karakterizaciju
uspostavljenih rezistentnih stanicnih linija napravljena je kvantitativna lanCana reakcija
polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR). Za analizu ekspresije protein-kodirajuc¢ih gena te
gena koji kodiraju za IncRNA, reakcijska smjesa sastoji se od SsoAdvanced SYBR Green
Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, SAD), poCetnica F (eng. Forward, 0,03 mM),
poCetnica R (eng. Reversed, 0,03 mM) te vode do ukupnog volumena 9 pl po uzorku. Na
reakcijsku smjesu koja je ispipetirana u bunari¢e doda se 1 pl uzorka cDNA. Normalizacija se
radi prema referentnom genu, RPLPO ili TBP. Nukleotidni slijedovi poCetnica koje su se
koristile nalaze se u Tablici 3.6. Kvantitativni PCR radi se na instrumentu Bio-Rad CFX96 (Bio-
Rad). Reakcija se odvija po sljedeéim uvjetima: 95°C 30 s, a zatim u 40 ciklusa (95°C 5 s,

61°C 5 s), te se na kraju analizira krivulja mekSanja u rasponu od 70°C do 95°C.
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Tablica 3.6. Nukleotidni slijedovi po€etnica koje su se koristile u eksperimentima. F ozna¢ava “forward”

odnosno 5'-3' smjer sekvence gena, a R “ reverse” odnosno 3'-5' smjer.

GEN NUKLEOTIDNA SEKVENCA REFERENCA

F: 5-TTACCACCGAGCAACTTACAAC-3’
MTDH (210)
R: 5-ATTCCAGCCTCCTCCATTGAC-3'

F: 5-CAATTTGTGGACTCCTAC-3'
RHEB 211)
R: 5-ATATCTATGGAGTATGTC-3'

F: 5-CTACCCCTGGCTCTCTGTTG-3'
CD63 dizajn na platformi Primer3
R: 5-TCGGGTAATTCTCCATCTGC-3'

F: 5-ACAATGACAAAGGGCTGACC-3'
MERTK dizajn na platformi Primer3
R: 5-CTGAATGCTGCAATTCCTGA-3'

F: 5-ATGGGAGCTTGGAATGTGAC-3'
FOX03a dizajn na platformi Primer3
R: 5'-GAGAGCAGATTTGGCAAAGG-3'

F: 5-TTTCGGGTAGTGGAAAACCA-3'
c-MYC (212)
R:5'- CACCGAGTCGTAGTCGAGGT-3'

F: 5-ACCGGGACCTGGATTTTAAC-3'
SOX4 dizajn na platformi Primer3
R: 5'-AAACCAGGTTGGAGATGCTG-3'

F: 5-AGAAGTGTACTGAAGGGACTGGAG-3’
SPRY4 (213)
R: 5-GTGTGTAGACCACCAAGATCACC-3’

F:5-TGCTGGCCTAATAGAGTGGCA-3’
SIRT1 (214)
R: 5-CTCAGCGCCATGGAAAATGT-3’

F: 5-TGGTGTCCTTGAGGTTGTCA-3'

SOS1 dizajn na platformi Primer3
R: 5-CTCAGGGTTGCCTTCTTCTG-3'
F: 5-TCAGAGCCATGGACACACTC-3'

GNAQ dizajn na platformi Primer3
R: 5-ACGCGGTCCAAGTCATTAAG-3'
F: 5-GGGGCAGATCTGAACAACAT-3'

p38 a dizajn na platformi Primer3
R: 5'-GAGCCAGTCCAAAATCCAGA-3'
F: 5-CCATGATGCTATCAAGACTGTG-3

BCL9 (215)
R: 5-CGAGGATTCTGTGTATTAATGC-3’
F: 5-GAGCCAAGAAGGAGCACAAGATT -3’

CDC6 (216)
R: 5-CTTCCAAGAGCCCTGAAAGTGAC -3’
F: 5-CAAACCCTGCCTTTCCTTTAC-3'

JUND (217)
R: 5-GGCGAACCAAGGATTACAAA-3'
F: 5-ACGTCAATGCACAAAATGGA-3’

CDKN2C (218)

R: 5-TCATGAATGACAGCGAAACC-3
F: 5-CTCGGCCCAGAACGTGATT-3'

SPRY2 (219)
R: 5-GGCAAAAAGAGGGACATGACAC-3'
F: 5-ATGAACGCCTTCATGG TGTGGG-3'

SOX10 (220)
R: 5-CGCTTGTCACTTTCGTTCAGCAG-3'
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Tablica 3.6 (nastavak). Nukleotidni slijedovi poCetnica koje su se koristile u eksperimentima. F

oznacava “forward” odnosno 5'-3' smjer sekvence gena, a R “ reverse” odnosno 3'-5' smjer.

GEN NUKLEOTIDNA SEKVENCA REFERENCA
F: 5-GGCAAATCCTGAAGAATCCA-3' L L
FLG dizajn na platformi Primer3
R: 5-TGCTTTCTGTGCTTGTGTCC-3'
F: 5- TCTTTCTTTGAAGCAGCAAG-3’
JAK2 (221)
R: 5-CCATGCCAACTGTTTAGCAA-3’
F:5- CTTGTGGTCCCCATGACTCT-3'
GLI1 dizajn na platformi Primer3
R- 5'- GTTGGGGCTGGACATATCAC-3'
F: 5 TCCTCGTGTGCGCTGTCTTCCTTC 3'
PTCH1 (222)
R: 5' CGTCAGAAAGGCCAAAGCAACGTGA 3
F: 5-ATTACAAGGCCACCATTGGA-3' o .
RAB34 dizajn na platformi Primer3
R: 5'-TGCAATGCATTTGAACCTCT-3'
F: 5-GAGCTTTGCAGGAAGTTTGC-3'
SOX2 (223)
R: 5-GCAAGAAGCCTCTCCTTGAA-3'
F: 5-~ACCTTGGCTGCCGTCTCTGG-3'
NANOG (224)
R: 5'-~AGCAAAGCCTCCCAATCCCAAACA-3'
F: 5-TTTTGGTACCCCAGGCTATG-3'
OCT4 (225)
R: 5'-GCAGGCACCTCAGTTTGAAT-3'
F: 5-GCCATCAAGACCGAGAGCTC-3'
GLI2 (226)
R: 5-CGGCCCATGAGCAGGAATCC-3'
F: 5-CACTACCTCAAAGCGGGAAG-3'
GLI3 (227)
R: 5-TGTTGGACTGTGTGCCATTT-3'
F: 5-AACAGCAAACCTGTCCTTCC-3'
SUFU (228)
R: 5'-TCAGATGTACGCTCTCAAGC-3'
F: 5-GAAAGCAGAGAACTCGGTGG-3' e L
SHH dizajn na platformi Primer3
R: 5-GGTAAGTGAGGAAGTCGCTG-3'
F: 5-GGAGAACTGGTCGCCATCAAG-3'
GSK3B (229)
R: 5'-ACATTGGGTTCTCCTCGGACC-3'
F: 5-TTCTAAGAGAAATGTCCTGAGCAATC-3'
CMYC (212)
R: 5'-TCAAGACTCAGCCAAGGTTGTG-3'
F: 5-CACTGTCCACCCCTCAGAGC-3'
MMP9 (230)
R: 5-GCCACTTGTCGGCGATAAGG-3'
F: 5-CCCCAAAACGGACAAAGAG-3'
MMP2 (231)
R: 5'-CACGAGCAAAGGCATCATCC-3'
F: 5-TGTCCAAATCGATGTGGATGTTT-3'
VIMENTIN (232)
R: 5'-TTGTACCATTCTTCTGCCTCCTG-3'
F: 5-CCCGGGACAACGTTTATTAC-3'
CDH1 (233)
R: 5-GCTGGCTCAAGTCAAAGTCC-3'
F: 5-CTGGTACGAGGACGTGGAGG-3'
SMO (234)
R: 5'-~AGGGTGAAGAGCGTGCAGAG-3'
F: 5-GGCACCATTGAAATCCTGAGTGATGTG-3'
RPLPO (235)
R: 5'-TTGCGGACACCCTCCAGGAAGC-3'
F: 5-CACGAACCACGGCACTGATT-3'
BP (236)

R: 5-TTTTCTTGCTGCCAGTCTGGAC-3'
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Za analizu ekspresije gena koji kodiraju za miRNA koristi se komplet miRCURY LNA SYBR
Green PCR Kit (Qiagen). Reakcijska smjesa sastoji se od mjeSavine specificne za svaku
miRNA 2 x miRCURY SYBR Master Mix, te vode do ukupnog volumena 7 pl po uzorku.
MjeSavina pocetnica za svaku miRNA prethodno dizajnira se i naruci (Qiagen) (Tablica 3.7).
Na reakcijsku smjesu koja se ispipetira u bunaric¢e doda se 3 ul 10 puta prethodno razrijedene
cDNA. Kao referentni geni koriStene su miRNA U6 te SNORD48.

Tablica 3.7. Popis naru¢enih mjeSavina pocetnica miRNA.

miRNA KATALOSKI BROJ LOT BROJ
U6 YP00203907 202003160003-2
SNORDA48 YP00203903 201803080071-5
hsa-miR-377-3p YP00204733 201705050398-1
hsa-miR-377-5p YP00205428 201705190365-1
hsa-miR-3065-3p YP02114101 201908200008-1
hsa-miR-3065-5p YP021106617 201903280132-1
hsa-miR-1231 YP02114733 201710180233-1
hsa-miR-1299 YP02114891 201710180258-1
hsa-miR-1302 YP02115302 201903280141-1
hsa-miR-3194-3p YP02119067 201909170177-1
hsa-miR-3194-5p YP02101080 00600723-1
hsa-miR-3648 YP02107125 00600724-1
hsa-miR-4477a YP02118912 00600725-1

3.3.5 Optimizacija po€etnica za qPCR
Kako bi se analizirala ekspresija gena od interesa, potrebno je odabrati poCetnice koje
umnozavaju Zeljeni genski fragment. U nekim sluajevima, odgovaraju¢e pocetnice nije
moguce naéi u ve¢ objavljenoj literaturi te se stoga moraju dizajnirati uz pomo¢ on line
dostupnih alata i optimizirati kako bi se provjerilo umnozavaju li zaista fragment od interesa.
Za dizajn pocetnica, u sklopu ove doktorske disertacije koristen je alat Primer3
(https://primer3.ut.ee/). Platforma Primer3 na temelju Zeljenog nukleotidnog slijeda i
karakteristika pocCetnica (duljina, temperatura taljenja, udio gvanina i citozina) automatski

predlaze nekoliko opcija poCetnica.

U svrhu optimizacije po€etnica takoder se koristila metoda kvantitativnog PCR-a. Od dobivene
cDNA napravi se Sest serijskih razrijedenja u vodi: 1) nerazrijedeni uzorak, 2) 1:5, 3) 1:25, 4)
1:125, 5) 1:625 te 6) 1:3125. Reakcijska smjesa za kvantitativni PCR pripremi se koristeci
poCetnice koje Zelimo analizirati kao Sto je prethodno opisano. Reakcija se odvija na
instrumentu Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad) po sljedecim uvjetima: 95°C 30 s, a zatim u 40 ciklusa

(95°C 5 s, 59°C-62°C* 5 s) te se na kraju analizira krivulja mekSanja u rasponu od 70°C do
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95°C. Temperatura prianjanja i ekstenzije oznacena s (*) ovisno o dizajnu pocetnica
prilagodava se dok se ne dobiju optimalne vrijednosti parametara koji pokazuju efikasnost
pocetnica. Efikasnost poCetnica analizira se u programu Bio-Rad CFX Manager (Bio-Rad)
tako da se promatra nekoliko parametara (Slika 3.4 A-B): nagib krivulje (eng. slope) iz kojeg
se racuna efikasnost same reakcije, vrijednost R? koja govori o koeficijentu korelacije na
temelju standardne krivulje dobivene od serijskih razriedenja te krivulja mekSanja. Ako svi
analizirani parametri izgledaju dobro, dobiveni PCR produkt provjeri se elektroforezom na
agaroznom gelu kako bi bili sigurni da je produkt prave veli€ine i da nije doslo do umnozavanja

nespecifi¢nih produkata.
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Slika 3.4. Analiziranje parametara bitnih za uhodavanje pocetnica za qPCR u programu Bio-Rad CFX
Manager. A) lIzgled standardne krivulje dobivene na temelju serijskih razriedenja cDNA. Distribucija
toaka pravilna je $to se odrazava na vrijednosti nagiba i R2. B) Primjer krivulje mek$anja analiziranog
PCR produkta. Krivulja ima oblik jedinstvenog vrha bez popratnih vrhova koje mogu upuéivati na
nespecificne produkte. C) Provjera veli¢ine i specificnosti PCR produkta gena SPRY2 za dvije

reakcijske smjese (1:1-nerazrijedeni uzorak i 1:3125) elektoroforezom na agaroznom gelu.

3.3.6 Provjera DNA na agaroznom gelu
Veli¢ina i kvaliteta dobivenih PCR produkata nakon reakcije qPCR-a moze se provijeriti
elektroforezom u 1 % (w/v) agaroznom gelu. Elektroforeza se odvija 20-25 minuta na
konstantnih 100 V. Vrpce na gelu detektiraju se na instrumentu ImageMaster (UVITEC
Cambridge, UK). Usporedbom s DNA markerom GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo
Fischer Scientific) provjeri se ispravnost veli¢ine dobivenog PCR produkta te je li doSlo do

umnozavanja nespecifi¢nih produkata tijekom PCR reakcije (Slika 3.4 C).

3.4 Analiza ekspresije proteina

3.4.1 lzdvajanje proteina iz stanica
Kako bi se iz stanica izdvoijili proteini, stanice se trebaju sakupiti struganjem na ledu kako bi
se oCuvao integritet proteina. Proteini iz stanica izdvajaju se koristeci pufer za lizu koji je
sacinjen od pufera RIPA (25 mM Tris-HCI, 1 % Na-deoksiholat, 1 % Nonidet P-40, 150 mM
NaCl, 0,1 % SDS) i inhibitora proteaza koji se dodaju u obliku tabletice (Complete Mini

Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche, Basel, Svicarska). Za analizu fosforiliranih oblika
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proteina, uz inhbitore proteaza dodani su i inhibitori fosfataza PhosSTOP (Phosphatase
Inhibitor Cocktail, Roche) kako bi se sprijecilo uklanjanje fosfatnih skupina. Na dobiveni talog
stanica doda se 50 pl pufera te se uzorci potom soniciraju dva puta na ledu po 15 sekundi
pomocu sonikatora Labsonic M (Sartorius, Géttingen, Njemacka). Nakon sonikacije uzorci se
centrifugiraju 20 minuta na 16000 x g u centrifugi ohladenoj na +4°C, supernatant s izdvojenim

proteinima prebaci u Cistu mikroepruvetu te pohrani u hladnjak na -80°C do koristenja.

3.4.2 Mjerenje koncentracije proteina
Koncentracija proteina odreduje se pomocu kolorimetriske metode BCA, uz pomo¢
komercijalne otopine Pierce BCA Protein Assay (Thermo Fischer Scientific) u ploicama s 96
bunari¢a. Prvi korak priprema je serijskih razrjedenja poznatog standardnog proteina, 1 mg/mi
BSA (govedi albumin iz seruma) u sljedeéim koncentracijama: 2000 ug/ml, 1500 pg/ml, 1000
pug/ml, 750 ug/ml, 500 pg/ml, 250 ug/ml, 125 pg/ml, 25 ug/ml te 0 pug/ml. Napravi se radna
otopina reagensa koja se sastoji od otopine A i otopine B u omjeru 50 : 1 koje se nanosi 200
Ml po bunariéu. U bunari¢e s reagensom doda se 25 ul proteina koji su razrijedeni 10 x u vodi
i standardi redom. Plocica se inkubira 30 minuta pri 37°C u inkubatoru zasticena od svijetla te
potom o ita apsorbancija na 562 nm spektrofotometru Labsystems Multiskan MS (Thermo

Fischer Scientific).

3.4.3 Detekcija proteina westernskom metodom otiska
Westernska metoda otiska koristena je za analizu ekspresije proteina prilikom karakterizacije
uspostavljenih rezistentnih stani¢nih linija. Prvi korak u westernskoj metodi otiska je
razdvajanje proteina na SDS-poliakrilamidnom gelu. Za razdavajanje proteina koristi se 7 %-
tni, a za sabijanje proteina 5 %-tni poliakrilamidni gel. 50 ug proteina pripremi se s '/skona¢nog
volumena 4 x pufera za nano$enje (pufer LB sastava: 0,2 M Tris-HCI pH 6,8, 0,4 M DTT, 8 %
SDS, 40 % glicerol, 0,001 % bromfenol blue) te denaturira 10 minuta pri 95°C u termobloku.
Elektroforeza se odvija u sustavu Mini-Protean Ill (Bio-Rad) prvih 10 minuta na konstantnih
90 V, a potom 1,5 h na 110 V. Proteinski marker CozyHi Prestained Protein Ladder (Bio-Rad)
koristi se za kasnije odredivanje veliCine proteina. Nakon elektroforeze, proteini se prenose
(eng. transfer) na nitroceluloznu membranu veli¢ine pora 0,2 ym (Protran, GE Healthcare,
Chicago, lllinois, SAD) u sistemu za prijenos Mini-Protean IIl (Bio-Rad). Za proteine manje
molekulske mase (do 50 kDa) uvjeti prijenosa su konstantna jakost struje od 200 mA tijekom
1 sata, a za proteine vece molekulske mase (veci od 50 kDa) konstantnih 100 V u periodu od
90 minuta. Nakon prijenosa, membrana se boja bojom Naphtol Blue (10 % metanol, 2 %
octena kiselina, 0,1 % Naphtol Blue) kako bi se vizualizirali proteini. Kako bi se sprije€ilo
nespecificno vezanje protutijela, membrana se blokira u 5 % (w/v) otopini mlijeka u prahu u

puferu TBST 1 sat pri sobnoj temperaturi na tresilici. Nakon blokiranja, na membrane se
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dodaju otopine primarnih protutijela pripremljenih u 5 %-tnom mlijeku u TBST te inkubiraju
preko noci pri 4°C. KoriStena protutijela i njihova razrjedenja prikazana su u Tablici 3.8. Kao
kontrola koli€¢ine nanesenih proteina koristi se B-aktin. Sljedec¢i dan dodaju se sekundarna
protutijela odgovarajucih razriedenja u 5 %-tnoj otopini mlijeka u TBST (prema Tablici 3.8).
Membrane se inkubiraju u otopini sekundarnih protutijela sat vremena pri sobnoj temperaturi.
Za detekciju signala koristi se kombinacija kemiluminiscentnih reagensa SuperSignal West
PICO i SuperSignal West FEMTO (oboje Thermo Fischer Scientific) koja se priprema u omjeru
PICO:FEMTO 3:1. Membrane se slikaju u aparatu UVITEC Alliance Q9 Mini (UVITEC).

Tablica 3.8. Protutijela koriStena za detekciju westernskom metodom otiska.

PRIMARNO PROTUTIIELO RAZRIEDENJE SEKUNDARNO RAZRIEDENJE
PROTUTUELO
ze¢je protu-GLI1 IgG )
(Novus Biologicals, NB600-600) 1:500
ze¢je protu-GLI3 1gG ]
(GeneTex, GTX104362) 1:1000
zeCje protu-PCTH1 1gG )
(AB clonal, A0826) 1:1000
zetje protu-GSK3p IgG (Cell Signaling 11000
Technologies, 98325) :
zetje protu-pGSK3p IgG (Cell Signaling | ., o0
Technologies, 5558P) :
zeje protu-E kadherin 1gG 1:1000
(Cell signaling Technologies, 3195S) )
ze¢je protu-Vimentin 1gG )
(Cell signaling Technologies, 57415S) 1:1000
ze¢je protu-ERK IgG ]
(Cell signaling Technologies, 4695S) 1:1000
zetje protu-pERK 1gG ]
(Cell signaling Technologies, 4370s) 1:1000 HRP kozje protu-zegji IgG 16000
zetje protu-JNK 1gG 1.1000 (BD Pharmingen, 554021)
(Cell signaling Technologies, 92525) :
ze¢je protu-pJNK 1gG ]
(Cell signaling Technologies, 4668S) 1:1000
zedje protu-p38 IgG _
(Cell signaling Technologies, 8690S) 1:1000
zecje protu-pp38 1gG )
(Cell signaling Technologies, 4511S) 1:1000
zeCje protu-RAB34 I1gG )
(ProteinTech, 27435-1-AP) 1:500
zedje protu-p62 1gG _
(Cell signaling Technologies, 5114S) 1:1000
ze¢je protu-LC3B 1gG ]
(Cell signaling Technologies, 2775S) 1:1000
ze€je protu-SHH 1gG 1250
(Cell signaling Technologies, 2207S) ’
zec¢je protu-SUFU 1gG ]
(Cell signaling Technologies, 25225S) 1:1000
misje protu-GLI2 1gG .
(Santa Cruz, sc-271786) 1:200
misje protu-SMO 1gG .
(Santa Cruz, sc-13943) 1:200 HRP kozje protu-miji 1gG
i : 1:8000
misje protu-B actin IgG 1:5000 (BD Pharmingen, 554002)
(Cell Signaling Technologies, 3700S) :
misje protu-alfa tubulin )
(Zymed, 32-2700) 1:1000
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3.5 Analiza autofagije

U svrhu analize autofagije, prac¢ena je ekspresija proteina p62 i LC3B koji sluze kao biljezi tog
procesa. Stanice se nasade u plocCice sa 6 bunari¢a tako da u svakom bunari¢u bude 5 x 10°
stanica te 24 sata nakon ftretiraju razlicitim kemijskim spojevima koji modificiraju proces
autofagije. U sklopu ove disertacije koriStena su Cetiri uvjeta, odnosno tretmana: (1) tretman
100 nM bafilomicinom A1 (inhibitor autofagije, Tocris Bioscience, Bristol, UK), (2) tretman 0,5
uM rapamicinom (aktivator autofagije, Sigma Aldrich), (3) kombinirani tretman rapamicinom i
bafilomicinom A1, te (4) netretirana kontrola. U tretmanu bafilomicinom stanice se inkubiraju
4 sata, dok tretman rapamicinom traje 48 sata. Za kombinirani tretman stanice se prvo tretiraju
0,5 yM rapamicinom u trajanju tretmana od 44 sata te se potom posljednja 4 sata doda tretman
100 nM bafilomicinom A1. Po zavrSetku tretmana, stanice se sakupe struganjem i ekspresija

proteina analizira westernskom metodom otiska kao $to je prethodno opisano.

3.6 Protoc¢na citometrija

U sklopu ovog doktorskog rada, protoéna citometrija radena je za karakterizaciju
uspostavljenih rezistentnih stani¢nih linija. Analize se rade na stolnom protoénom citometru
Guava Muse Cell Analyzer (Luminex, Austin, Texas, SAD) uporabom komercijalno dostupnih

kompleta.

3.6.1 Analiza staniénog ciklusa
Analiza stani€nog ciklusa radi se koriste¢i komercijalno dostupni komplet Muse® Cell Cycle
Kit (Luminex). Stanice se nasade u ploCice sa Sest bunaric¢a tako da broj stanica u svakom
bunari¢u bude 2 x 105. Dvadeset Getiri sata nakon nasadivanja, stanice se tretiraju kemijskim
spojem 10 uM i 20 uM GANT61 te 100 nM doksorubicinom (pozitivha kontrola za blokadu
stani¢nog ciklusa u fazama G2/M), sakupe tripsiniziranjem (ukljuuju¢i medij u kojem su
stanice rasle te PBS s kojim su se stanice isprale) te centrifugiraju 5 minuta na 300 x g pri
sobnoj temperaturi. Dobiveni talog stanica resuspendira se u 1 ml PBS te ponovo centrifugira
kako bi se dodatno procistio. Talog se resuspendira u 50 yL PBS-a te suspenzija doda kap
po kap u sterilne epruvete s ledeno hladnim 70%-tnim etanolom na ledu kako bi se stanice
fiksirale. Epruvete se pritom vorteksiraju kako bi se razbili eventualni agregati stanica prilikom
fiksacije te potom pohrane preko noci u hladnjak pri -20°C. Na dan analize, fiksirane stanice
prebace se u mikroepruvete od 1,5 ml te centrifugiraju 5 minuta na 300 x g na sobnoj
temperaturi. Talog se resuspendira u 500 yL PBS-a te ponovo prodisti, potom resuspendira u
200 pL reagensa Muse Cell Cycle i inkubira 30 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi. Nakon
inkubacije, uzorak se dobro resuspendira te o€ita u tri navrata na instrumentu. Prije samog
ocitanja, potrebno je kalibrirati parametre instrumenta pomocu kojih se iz analize izuzmu mrtve

stanice te fragmenti raspadnutih stanica (eng. debris) i namjestaju granice markera kojima ¢e
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se jasno izdvoijiti staniCne populacije u razli¢itim fazama stani€nog ciklusa (Slika 3.5). Nakon

oc€itanja, rezultati se analiziraju pomoc¢u programa Muse 1.5 Analysis (Luminex).

A B
P POPULATION PROFILE DNA CONTENT PROFILE
230 GO/G1 44.7
e 2004 S$229
W 3 ) ) 1801 G2/M 29.4
z P s —1__ Stanice bojane s = 13& :
W o, propidij jodidom 3 120
» 3 O 1004
| L Stanicni debris g&
6 ' izuzet iz analize 401
2%
0 01 2 3 4 5 6 7 8 9 10

01234567889 DNA CONTENT INDEX

Slika 3.5. Kalibracija parametara za analizu stani¢nog ciklusa. A) Eliminacija stani¢nih fragmenata
prema veliCini Cestica. B) NamjeStanje markera za svaku fazu stani¢nog ciklusa tako da se detektira
jasan vrh (plavo — stanice u fazama GO0/G1, ljubi¢asto — stanice u fazi S, zeleno — stanice u fazama

G2/M) (preuzeto i prilagodeno prema: https://www.luminexcorp.com/muse-cell-cycle-kit/#overview).

3.6.2 Analiza aktivnosti signalnih puteva PI3K/MAPK
Analiza aktivnosti signalnih puteva PI3SK/MAPK radi se koriste¢i komercijalno dostupni
komplet Muse® PI3K/MAPK Dual Pathway Activation Kit (Luminex). Stanice se nasade u
plocice sa 6 bunari¢a tako se u svakom bunarié¢u nalazi 2 x 10° stanica te sljedec¢i dan tretiraju
u trajanju od 30 minuta sa spojevima: 0,01 mM U0126 (Cell Signaling Technologies), GANT61
(Selleck Chemicals) u dvije doze 15 uM i 25 uM, arsenov trioksid (Sigma Aldrich) u dvije doze,
5uMi 15 uM, 20 mM litijev klorid te 1 ug/ml ciklopamin (Selleck Chemicals). Stanice se sakupe
tripsiniziranjem te centrifugiraju 5 minuta na 300 x g pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se
talozi resuspendiraju u 500 uL PBS-a te dodatno prociste. Dobiveni talozi resuspendiraju se
u 100 pl 1 x ASSAY BUFFER i jednakom volumenu pufera za fiksaciju stanica (oba dostupna
iz kompleta) te potom inkubiraju 10 minuta na ledu. Nakon inkubacije uzorci se centrifugiraju,
talozi resuspendiraju u 200 yL ledeno hladnog pufera za permeabilizaciju (dostupan iz
kompleta) te ponovo inkubiraju na ledu 10 minuta. Nakon inkubacije, talozi se sakupe
ponovnim centrifugiranjem te pohrane u hladnjak pri -20°C preko noci. Sutradan, talog se
resuspendira u 180 pL otopine pufera 1 x ASSAY BUFFER i 10 uL mjeSavine protutijela (5 uL
anti-fosfo-Akt i 5 uL anti-fosfo-ERK1/2, oba dostupna iz kompleta). Uzorci se inkubiraju 1 sat
pri sobnoj temperaturi na rotirajuc¢oj mijesalici zasticeni od svjetla. Nakon inkubacije, po uzorku
doda se 100 uL otopine pufera 1 x ASSAY BUFFER te se talozi sakupe centrifugiranjem.
Talog se u konacnici resuspendira u 200 pL otopine pufera 1 x ASSAY BUFFER te ocitava u

tri navrata na uredaju. Prije ocitanja, kao i u prethodnom poglavlju, potrebno je kalibrirati
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parametre uredaja kojima ¢e se iz analize eliminirati stani¢ni fragmenti i jasno postaviti granice
izmedu razli€itih populacija stanica (Slika 3.6). Nakon ocitanja, rezultati se analiziraju pomocu

programa Muse 1.5 Analysis (Luminex).
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Slika 3.6. Kalibracija parametara za analizu aktivnost signalnih puteva PI3K/MAPK. A) Eliminacija
stani¢nih fragmenata prema veliini Cestica. B) Namjestanje granica napravljeno je prema uputama dr.
Jasek-Gajda (prema publikaciji (237) i osobnoj komunikaciji s autoricom) kako bi se jasno izdvojile
razliCite populacije stanice (doniji lijevi kvadrant — stanice s neaktivnim PI3BK/MAPK, donji desni kvadrant
— stanice s aktivnim PI3K, gornji desni kvadrant—stanice s aktivnim PISK/MAPK, gorniji lijevi kvadrant-
stanice s aktivnim MAPK) (preuzeto i prilagodeno prema: https://www.luminexcorp.com/muse-cell-

cycle-kit/#overview).

3.7 Imunofluorescentno bojanje stanica

Imunofluorescentno bojanje koristilo se za vizualizaciju proteina bitnih za regulaciju primarnih
cilija. Stanice se nasade u plocice s 24 bunari¢a te mikroskopska stakalca s 8 komorica tako
da u svakom bunari¢u, odnosno komorici bude 4 x 10* stanica. Dvadeset etiri sata nakon
nasadivanja, stanicama se doda medij bez seruma te 2,5 yM SAG kako bi se induciralo
formiranje primarnih cilija. Stanice se inkubiraju u tretmanu 72 sata te potom fiksiraju u 300
uL 3,6 % paraformaldehida 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon fiksacije, stanice se
permeabiliziraju dodavanjem 300 pyL 0,5 % Triton X-100 u PBS-u 10 minuta pri sobnoj
temperaturi. Po zavrSetku permeabilizacije, stanice se inkubiraju 30 minuta pri sobnoj
temperaturi u 300 pL prethodno zagrijanog vruceg citratnog pufera Epitope Retrieval Solution
(Dako, Glostrup, Glostrup, Danska). Nespecificno vezanje protutijela sprieCava se
inkubiranjem u otopini Protein Block (Dako) 30 minuta pri sobnoj temperaturi. Primarna i
sekunadarna protutijela pripreme se razrijedena 1:100 u 2 % BSA (govedi albumin iz seruma
eng. Bovine Serum Albumin) u PBS-u. Primarna protutijela se inkubiraju pri + 4°C preko noéi,
a sekundarna protutijela sat vremena pri sobnoj temperaturi u mraku. U slu¢aju stakalaca,
komorice se uklapaju u mediju koji sadrzi DAPI (eng. 4'6-Diamidino-2-phenylindole)
(Invitrogen), dok kod plocica bojanje s DAPI predstavlja zasebni korak. Protutijela koriStena

za imunofluorescentno bojanje navedena su u Tablici 3.9.
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Tablica 3.9. Protutijela koriStena za imunofluorescentno bojanje. Sekundarna antitijela su konjugirana

s fluorescentnim bojama Alexa Flour 594 ili Alexa Flour 488.

PRIMARNO PROTUTIJELO

RAZRJEDENJE

SEKUNDARNO
PROTUTIJELO

RAZRJEDENJE

misje protu-alfa tubulin
(Zymed, 32-2700)

1:100

protu-misje 1gG (H+L),
F(ab")2 Fragment (Alexa
Fluor 594 Conjugate), Cell
Signaling Technologies,
8890

1:100

zecje protu-RAB34 IgG
(ProteinTech, 27435-1-AP)

1:100

protu-zecje IgG (H+L),
F(ab")2 Fragment (Alexa
Fluor 488 Conjugate), Cell
Signaling Technologies,
4412

1:100
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3.8 Nativna kromatinska imunoprecipitacija uz sekvenciranje

Nativna  kromatinska  imunoprecipitacia  uz  sekvenciranje  (eng. Chromatin
immunoprecipitation sequencing, ChIP-seq) metoda je koja omoguéava proucavanje
interakcije DNA i proteina, u slu¢aju ovog doktorskog rada identifikaciju potencijalnih
transkripcijskih meta proteina GLI1, GLI2 i GLI3. Metoda se svodi na nekoliko koraka: poCetna
fiksacija interakcija DNA i proteina, cijepanje DNA na fragmente manje veli€ine te izdvajanje
fragmenata od interesa uporabom specifi¢nih protutijela. Kasnije, od dobivenih kromatinskih

fragmenata se pripremaju biblioteke za sekvenciranje nove generacije (Slika 3.7).

PROTEIN-DNA KOMPLEKSI (D FIKSIRANJE DNA-PROTEIN KOMPLEKSA | @ IMUNOPRECIPITACIJA KOMPLEKSA

DIGESTIJA KROMATINA DNA-PROTEIN

PROTEIN R O o O 1 - ),
S ! P il

2y @%o- : s&iﬂ j}

GENOMSKA DNA @ o s =N\ 1 /=

(3) PROCISCAVANJE DNA | PRIPREMA @ SEKVENCIRANJE NOVE GENERACIJE @ANALIZA SEKVENCI! | IDENTIFIKACIJA MOTIVA
DNA BIBLIOTEKA

NGS NEOBRADENI PODAC
PROCISCENA DNA
OCITANJA |
“““““ > REFERENTNI GENOM
ADAPTER .

. , IDENTIFIKACIJA PIKOVA

— — ! DOBIVANJE PODATAKA :

""" el OCITANJA: /\k//\

BIBLIOTEKA ZA SEKVENCIRANJE STTCCTTCAGCATTTGCAGGTACCGT

MOTIV 1 MOTIV 2

Slika 3.7. Protokol nativne imunoprecipitacije uz sekvenciranje. U stanicama, transkripcijski faktori se
vezu za promotore svaji ciljnih gena. 1) Fiksiranje uspostavljenih interakcija proteina i DNA, nakon ¢ega
se DNA cijepa u fragmente manje veli€ine. 2) Uporabom specifi¢nih protutijela, imunoprecipitiraju se
kompleksi DNA i proteina od interesa. 3) DNA se prociS¢ava te koristi za pripremu biblioteka. 4)
Pripremljene biblioteke idu na sekvenciranje nove generacije. 5) Dobiveni podaci se bioinformaticki

analiziraju (shema izradena pomocu platforme BioRender https://app.biorender.com).
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3.8.1 Validacija protutijela
U sklopu ovog doktorskog rada, imunoprecipitacija se koristila kako bi se protutijela za nativnu
kromatinsku imunoprecipitaciju uz sekvenciranje validirala, odnosno da bi se provijerilo je li
protutijelo specifi€éno, odnosno povlaci li protein od interesa. U tu svrhu, stanice se nasade u
petrijevke promjera 10 cm te 24 sata nakon nasadivanja talog stanica sakupi struganjem na
ledu kao $to je prethodno opisano. Za potrebe imunoprecipitacije, dobiveni talog resuspendira
se u 150 pl pufera za lizu TENN (50 mM Tris pH 7,4, 5 M EDTA, 150 mM NaCl, 0,5 % (v/v)
Nonidet P-40, inhibitori proteaza). Ostali koraci izdvajanja proteina jednaki su onima
prethodno opisanim. U reakciju imunoprecipitacije ide se s 1000 ug proteina, s tim da se od
svakog uzorka izdvoji 50 pg proteina za analizu ukupnih proteina stavljenih u reakciju

imunoprecipitacije (tzv. kontrola INPUT).

Kako bi se izdvaijili proteini od interesa, koriste se magnetne kuglice Dynabeads obloZzene
proteinom G (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, SAD) te magnetski stalak DynaMag
(Life Technologies). Po uzorku se koristi 50 pl otopine magnetnih kuglica. Mikroepruvete se
postave na magnet kako bi se kuglice izdvojile iz otopine. Supernatant se ukloni, a kuglice
isperu u 200 pl pufera WASH & BIND (0,1 M natrij fosfat, 0,01 % (v/v) Tween20 pH 9,0) te
potom inkubiraju na rotiraju¢oj mijesalici 20 minuta pri sobnoj temperaturi u otopini prethodno
pripremljenih protutijela u puferu WASH & BIND. Za imunoprecipitaciju proteina GLI1
koristeno je 10 ug protutijela GLI1 (AF3324, R&D SYSTEMS, Minneapolis, Minnesota, SAD),
za protein GLI2 4 ug protutijela GLI2 (AF3526, R&D SYSTEMS), te za protein GLI3 10 g
protutijela GLI3 (AF3690, R&D SYSTEMS) po uzorku. Za svaki uzorak takoder se radi i
negativna kontrola koju predstavljaju same magnetne kuglice bez dodanog protutijela. Nakon
inkubacije, mikroepruvete se stave na magnet te supernatant ukloni. Magnetne kuglice koje
su vezale protutijelo se 3 puta ispiru u 200 pl pufera TBST (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05
% (v/iv) Tween20 pH 7,5). Nakon zadnjeg ispiranja, magnetne kuglice se pomijeSaju s
prethodno pripremljenih 1000 pg proteina te inkubiraju na rotiraju¢oj mijeSalici u hladnoj
komori pri +4°C preko noci. Tijekom inkubacije, magnetne kuglice s vezanim protutijelom
vezat ¢e se za protein od interesa. Sutradan, magnetne kuglice se isperu 3 puta u 200 pl
pufera TBST. Nakon zadnjeg ispiranja, prije same elucije, kuglice se resuspendiraju u 100 pl
pufera TBST te prebace u novu mikroepruvetu od 1,5 ml kako se ne bi eluirali proteini
nespecificno vezani za stijenke koriStene mikroepruvete. Nova mikroepruveta se stavi u
magnetni stalak te supernatant ukloni, nakon ¢ega se doda 20 ul 1 x pufera LB (0,05 M Tris-
HCI pH 6,8, 0,1 M DTT, 2 % SDS, 10 % glicerol, 0,00025 % bromfenol plavo) te se uzorci
zagriju 10 minuta pri 70°C u termobloku kako bi se eluirali vezani proteini. Nakon elucije,
mikroepruveta se ponovo stavi na magnetni stalak kako bi izdvojili prazne magnetne kuglice i

supernatant u kojem se nalaze proteini. Supernatant se prenese u &istu mikropipetu te je
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spreman za analizu westernskom analizom otiska kao Sto je prethodno opisano. Uz
imunoprecipitirane uzorke, analizira se i negativna kontrola te prethodno pripremljeni uzorci
ukupnih proteina koji sluze kao kontrola da se u po¢etnom uzorku zaista nalazio protein koji
pokuSavamo detektirati. Westernskom analizom otiska detektira se ciljni protein koriStenog
protutijela. Protutijela koridtena za detekciju westernskom analizom otiska navedena su
prethodno u Tablici 3.9.

3.8.2 Fiksacija stanica i digestija kromatina
Prvi korak u ChlP-seq fiksacija je uspostavljenih interakcija izmedu DNA i proteina. U tu svrhu,
odabrane stani¢ne linije A375, MEL224 i CHL-1 nasade se u boce 175-T za uzgoj tako da je
u svakoj boci za uzgoj 4 x 108 stanica. Fiksacija stanica i kromatinska digestija rade se uz
pomoc¢ kompleta SimpleChlIP Plus Enzymatic Chromatin IP kit (Cell Signaling Technology,
Danvers, Massachusetts SAD). Dvadeset Cetiri sata nakon nasadivanja, stanice se fiksiraju u
dva koraka, prvo koriste¢i 2 mM DSG (Di(N-sucinimidil) glutarat) (Merck KGaA) u PBS-u 30
minuta, te potom u 1 % formaldehidu (Kemika, Zagreb, Hrvatska) 10 minuta pri sobnoj
temperaturi. Fiksacija stanica blokira se dodatkom 10x otopine glicina (dostupno iz kompleta)
5 minuta pri sobnoj temperaturi. Stanice se potom isperu dva puta u ledeno hladnom PBS te
im se doda otopina 200 x PIC-PBS (Protease Inhibitor Coctail, dostupno iz kompleta) nakon
¢ega se sakupe struganjem. Talog stanica dobije se centrifugiranjem 5 minuta na 2000 x g u

centrifugi ohladenoj pri +4°C.

Nakon §to se fiksiraju uspostavljene interakcije DNA i proteina, potrebno je DNA pocijepati u
manje fragmente kromatina u rasponu veli¢ina 100 — 900 pb. Za nastavak rada pripreme se
puferi: PUFER A 1 x (250 pl PUFER A 4 x, 750 pl voda, 0,5 pl 1 M DTT, 5 pl 200 x PIC),
PUFER B 1 x (275 yl PUFER B 1 x, 825 pl VODA, 0,55 pl 1 M DTT) te PUFER CHIP 1 x (10
pul PUFER CHIP 10 x, 90 pl voda, 0,5 pl 200 x PIC). Talog stanica resuspendira se u
pripremljenom hladnom 1 x PUFERU A te inkubira na ledu 10 minuta. Tijekom inkubacije
stanice se mijeSaju izvrtanjem tubice svake 3 minute nakon cega se talog sakupi
centrifugiranjem 5 minuta na 2000 x g u centrifugi ohladenoj pri + 4°C. Talog se resuspendira
u hladnom 1 x PUFERU B te sakupi ponovnim centrifugiranjem 5 minuta na 2000 x g u
centrifugi ohladenoj pri +4°C. Sakupljeni talog se jo$ jednom resuspendira u 1 x PUFERU B
nakon ¢ega se doda 2 pl enzima, mikrokokalne nukleaze (dostupno iz kompleta). Uzorak se
promijeSa nekoliko puta izvrtanjem tubice te inkubira 20 minuta pri 37°C na termobloku uz
mijeSanje. Tijekom inkubacije uzorak se dodatno mijeSa izvrtanjem tubice svake 3 minute.
Digestija kromatina blokira se dodatkom 0.5 M EDTA na ledu 2 minute. Otopina se centrifugira
na 16000 x g 1 minutu u centrifugi ohladenoj pri +4°C, sakupljeni talog resuspendira u 1 x

PUFERU CHIP te inkubira na ledu 10 minuta. Nakon inkubacije, lizat se sonicira na ledu u 2

57



navrata po 15 sekundi uz pauzu za hladenje od 30 sekundi izmedu 2 pulsa. Necisto¢e se
uklone centrifugiranjem na 9400 x g 10 minuta u centrifugi ohladenoj pri +4°C te supernatanti

pohrane u hladnjaku na -80°C do nastavka pokusa.

3.8.3 Imunoprecipitacija kromatina
Za jednu reakciju imunoprecipitacije koristi se 5-10 ug dobivenog kromatina $to odgovara
potrebnom broju nasadenih stanica od 4 x 10°. Pripremljeni lizati otope se na ledu te svjeze
pripreme potrebni puferi. Sastav pufera je sljedeci: pufer LOW SALT WASH (300 ul 10 x
PUFER CHIP, 2,7 ml voda), pufer HIGH SALT WASH (100 ul 10 x PUFER CHIP, 900 pl voda,
70 pl 5 M NaCl), pufer 1 x CHIP (40 pl 10 x PUFER CHIP, 360 pl voda, 2 pl 200 x PIC). Uzorak
kromatina razrijedi se Cetiri puta u 1 x PUFERU CHIP. Od razrijedenja, 10 pl prebaci se u Cistu
mikroepruvetu te spremi u hladnjak na -20°C do upotrebe (kontrola INPUT). Ostatak uzorka
raspodijeli se po 500 pl u Ciste mikroepruvete te se doda protutijelo specificno za protein od
interesa. KoriStena protutijela prikazana su Tablici 3.10. Uzorci se inkubiraju u protutijelima
preko noéi pri 4°C na rotiraju¢oj mijeSalici. Za svaki uzorak, ukljuCuju¢i kontrolu INPUT
pripremi se 1 x CHIP ELUTION (75 pl PUFER 2 x CHIP ELUTION + 75 ul voda). Na svaki
uzorak doda se 30 pl kuglica te se uzorci inkubiraju na rotirajucoj mijesalici 2 sata pri +4°C.
Nakon inkubacije, uzorci se stave na magnetni stalak 2 minute te se ukloni supernatant.
Kuglice vezane za magnet isperu se u puferu LOW SALT WASH te inkubiraju 5 minuta na
rotirajuc¢oj mijesalici pri + 4°C. Postupak odvajanja kuglica i ispiranja ponovi se jo§ 2 puta
(ukupno 3 ispiranja). Na kuglice doda se pufer HIGH SALT WASH te se kuglice inkubiraju na

rotiraju¢oj mijesalici 5 minuta pri + 4°C.

Tablica 3.10. Popis protutijela koristenih za reakciju imunoprecipitacije kromatina.

PROTUTIJELO KOLICINA/JUZORAK PROIZVODAC
ljudsko protutijelo GLI1 10 R&D SYSTEMS, kat.br
Antigen Affinity-pro&igéeni poliklonalni kozji IgG H9 AF3324
ljudsko protutijelo GLI2 4 R&D SYSTEMS, kat.br
Antigen Affinity-pro&igéeni poliklonalni ov&jilgG H9 AF3526
ljudsko/misje protutijelo GLI3 10 R&D SYSTEMS, kat.br
Antigen Affinity- proCi§éeni poliklonalni kozji IgG H9 AF3690
. - . Cell Signaling
Histone H3 (D2B12) XI.D zecje monoklenalno protutijelo 10 ul Technology, kat br.
(formulirano za ChlIP) 4620
Cell Signaling
normalni zegji IgG 1 ug Technology, kat br.
2729

*podatak o koncentraciji protutijela nije dostupan kod proizvodaga (koristena preporuéena koli€ina

izraZzena iskljucivo u pl).

Nakon inkubacije, supernatant se ukloni na magnetnom stalku te se po uzorku (uklju€ujuci
INPUT kontrolu) doda 150 pl pripremljenog pufera 1 x CHIP ELUTION. Uzorci sa specificnim
protutijelima inkubiraju se 30 minuta pri 65°C u termobloku uz mijeSanje. Kontrola INPUT

inkubira se pri sobnoj temperaturi na radnom stalku. Nakon inkubacije, uzorci se stave na
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magnetni stalak te se supernatanti pazljivo prebace u Ciste mikroepruvete. Na uzorke
imunoprecipitacije i kontrolu INPUT doda se 6 ul 5 M NaCl i 2 ul proteinaze K (dostupni iz
kompleta) te se uzorci inkubiraju 2 sata pri 65°C u termobloku. Kromatinski fragmenti dodatno
se procCiste na kolonama (dostupne iz kompleta) po uputama proizvodaca. Na svaki uzorak
doda se 750 yl DNA Binding pufera te se uzorci kratko vorteksiraju. Od uzorka, 450 ul prebaci
se na kolonicu te potom centrifugira na 16000 x g 30 sekundi. Nakon centrifugiranja, tekucina
iz mikroepruvete kolonice se ukloni. Preostalih 750 ul uzorka prebaci se na kolonicu te ponovi
korak centrifugiranja. Na uzorak se doda 750 ul pufer DNA WASH, centrifugira na 16000 x g
na 30 sekundi te potom ukloni tekucina sakupljena u mikroepruveti kolonice. Potom se na
kolonicu doda 50 pl pufer DNA ELUTION, te se kolonica prebaci u novu mikroepruvetu od 1,5
ml u koju ¢e se sakupiti proCiS¢ena DNA. Centrifugiranjem na 16000 x g 30 sekundi sakupi

se prociS¢éena DNA koja se pohrani u hladnjaku pri -20°C do pripreme biblioteka.

3.8.4 Priprema biblioteka DNA za sekvenciranje nove generacije
Priprema biblioteka predstavlja prvi korak kod sekvenciranja nove generacije. Priprema
biblioteka DNA ukljuCuje obradu kromatinskih krajeva, dodavanje adaptera i indeksiranih

pocetnica, umnozavanje indeksiranih fragmenata te prociS¢avanje uzorka.

Koncentracija DNA izmjeri se na fluorimetru Qubit V3 (Invitrogen, Waltham, Massachusetts,
SAD). Priprema biblioteka DNA radi se po uputama proizvodaca kompleta SimpleChip ChlP-
seq DNA Library Prep Kit for lllumina (Cell Signaling Technology). Za pripremu biblioteka
koristi se 5 ng prociS¢enog imunoprecipitiranog kromatina. Prvo se pripremi pufer 1 x TE (10
mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA). Od uzorka kromatina, 5 ng (ukljuujuci kontrolu INPUT)
promijeSa se s puferom 1 x TE do ukupnog volumena 50 ul u mikroepruvetama od 0,2 ml. Na
svaki uzorak doda se 3 ul mjeSavine End-prep enzyme i 7 ul pufera End-prep reaction. Uzorci
se stave u aparat za PCR 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) s postavljenim uvjetima

reakcije: 30 minuta 20°C, 30 minuta 65°C, odrzavanje temperature na kraju reakcije na 4°C.

Adapteri se otope pri sobnoj temperaturi i razrijede u puferu 10 mM Tris-HCI pH 8,0 do radne
koncentracije od 1,5 uM. Na uzorke se doda 30 ul mjeSavine Library-prep ligation, 1 ul Ligation
enchancer-a i 2,5 ul radne otopine adaptera. Uzorci se dobro promije$aju pipetiranjem te
inkubiraju 15 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, po uzorku doda se 3 ul enzima
USER te se uzorci inkubiraju 15 minuta pri 37°C u aparatu za PCR 2720 Thermal Cycler
(Applied Biosystems). Uzorci se potom prebace u Ciste mikroepruvete od 1,5 ml. Po uzorku
se doda 87 yl AMPure XP beads magnetnih kuglica (Beckman Coulter, Brea, Kalifornija,
SAD). Uzorci se potom stave na magnetni stalak te supernatanti pazljivo uklone nakon 5
minuta. Na uzorke se doda 200 pl 80 %-tnog etanola bez doticanja kuglica te se nakon

inkubacije od 30 sekundi etanol pazljivo ukloni. Ispiranje s 80 %-tnim etanolom ponovi se jo$
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jednom na isti nacin. Uzorci se nakon toga osuse 5 minuta na magnetnom stalku kako bi sav
etanol ishlapio pazeci da magnetne kuglice ne presu$e. Elucija kromatinskih fragmenata s
vezanim adapterima radi se resuspendiranjem magnetnih kuglica u 17 pyl 10 mM Tris-HCI pH
8,0 te inkubiranjem 5 minuta pri sobnoj temperaturi. Uzorci se potom vrate na magnetni stalak
te 15 pl supernatanta prebaci u nove mikroepruvete od 0,2 ml. U svaki uzorak se doda 25 pl
mjeSavine Q5 PCR-master, 5 pl poCetnice Dual-indeks 7 i 5 pl poCetnice Dual-indeks 5.
Svakom uzorku se doda jedinstvena kombinacija indeksiranih poCetnica kako bi znali koja
ocitanja pripadaju kojem uzorku (Tablica 3.11). Uzorci se stave u aparat za PCR 2720 Thermal

Cycler (Applied Biosystems) na sljede¢e uvjete:

98°C 30sek
98°C 10 sek
10 ciklusa
65°C 75sek
65°C  5:00 min
4°C 00

Nakon reakcije umnaZanja, po uzorku se doda 45 ul magnetnih kuglica AMPure XP beads
(Beckman Coulter). Uzorci se potom stave na magnetni stalak te se supernatanti pazljivo
uklone nakon 5 minuta. Na uzorke se doda 200 ul 80 %-tnog etanola bez doticanja magnetnih
kuglica te se paZzljivo ukloni nakon 30 sekundi. Ispiranje etanolom ponovi se jo$ jednom po
istom principu. Uzorci se nakon toga suSe 5 minuta na magnetnom stalku kako bi sav etanol
ishlapio pazeéi da magnetne kuglice ne presuse. Elucija umnozenih kromatinskih fragmenata
s vezanim adapterima radi se resuspendiranjem magnetnih kuglica u 33 pl 10 mM Tris-HCI
pH 8,0 te inkubiranjem 5 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon elucije, uzorci se vrate na
magnetni stalak te se 30 ul supernatanta prebaci u nove mikroepruvete od 0,2 ml.
Koncentracija uzoraka provjeri se na fluorimetru Qubit V3 (Invitrogen). Prije sekvenciranja
nove generacije, kvaliteta biblioteka analizira se na uredaju Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD). Usluga sekvenciranja nove generacije
provedena je u Laboratoriju za naprednu genomiku Instituta Ruder Boskovi¢ na uredaju
NextSeq 500 (lllumina, San Diego, Kalifornija, SAD).
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Tablica 3.11. Indeksi koristeni prilikom pripreme biblioteka DNA, njihovi nukleotidni slijedovi te uzorci

kojima su pridruzeni.

INDEX INDEX
700 SEKVENCA 500 SEKVENCA
1 A375 INPUT 701 AT T A C T C G 501 T AT A G C C 1
2 A375GLI1 701 A T T A C T C G 502 A T A G A G G C
3 A375 GLI2 701 A T T A C T C G 503 c ¢ T A T C C T
4 A375GLI3 701 A T T A C T C G 504 G G C T C 1T G A
5 A375 PK H3 702 T C C G G A G A 501 T A T A G C C T
6 A375GLI1 702 T €C C G G A G A 502 AT A G A G G C
7 A375 GLI2 702 T C C G G A G A 503 c ¢ T A T Cc cCc 1
8 A375GLI3 702 T €C C G G A G A 504 G G C T C 1T G A
9 CHL-1 INPUT 703 c G CcC 1T ¢ AT T 501 T AT A G C C T
10 CHL-1GLI1 703 c G ¢ T C A T T 502 AT A G A G G C
11 CHL-1GLI2 703 c G ¢ 1T C A T T 503 c ¢ T AT Cc cCc T
12 CHL-1GLI3 703 c G C 1T C A T T 504 G G C T C T G A
13 CHL-1 PKH3 704 G A G A T T C C 501 T AT A G C C 1
14 CHL-1GLI1 704 G A G A T T C C 502 A T A G A G G C
15 CHL-1 GLI2 704 G A G A T T C C 503 c ¢ T A T C C T
16 CHL-1GLI3 704 G A G A T T C C 504 G G C T C 1T G A
17 MEL224 INPUT 705 A T T C A G A A 501 T A T A G C C T
18 MEL224 GLI1 705 A T T C A G A A 502 AT A G A G G C
19 MEL224 GLI2 705 A T T C A G A A 503 c ¢ T AT C cCc T
20 MEL224 GLI3 705 A T T C A G A A 504 G G C T C 1T G A
21 MEL224 PK H3 706 G AAT T C G T 501 T AT A G C C T
22 MEL224 GLI1 706 G A AT T C G T 502 AT A G A G G C
23 MEL224 GLI2 706 G A AT T C G T 503 c ¢ T AT Cc cCc 1
24 MEL224 GLI3 706 G A AT T C G T 504 G G C T C T G A

3.8.5 Bioinformaticka analiza rezultata ChiP-seq
Bioinformati¢ku analizu podataka do sastavljanja liste potencijalnih transkripcijskih meta
napravio je suradnik dr.sc. Nenad Bartonicek (Institut Garvan, Australija). Bibliotekama DNA
uklone se adapteri koriste¢i program FastQC (v.0.11.5), nakon €ega se mapiraju pomocu
programa BWA (V.0.7.9a) na sekvencu genoma Covjeka (verzija hg38). Nakon $to se uklone
duplikati pomocu programskog alata Picard Tools (v.1.138), vrhovi se identificiraju programom
MACS (V.2.0.10) koristeéi parametre -f BAMPE -g -B -q 0.01. Ostale analize rade se u
programu R (v.4.0.1) s programskim paketima ChlPpeakAnno i ChIiPseeker koristeci viastite
prilagodene skripte koje su dostupne na https://github.com/NenBarto/GLI. Analiza motiva radi

se pomoc¢u programa MEME Suite v.5.3.0.

Nakon navedenih analiza na Institutu Garvan, dobivena lista potencijalnih transkripcijskih
meta elektroni¢ki je poslana, nakon ¢ega je analizirana na Institutu Ruder Boskovi¢ uporabom
nekoliko javno dostupnih alata. Uporabom platforme Gene Cards v.5.11

(https://lwww.genecards.org/) mogu se dobiti informacije o gradi, funkciji te signalnim putevima
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s kojima je povezan gen, odnosno protein. Gepia (Gene Expression Profiling Interactive
Analysis, http://gepia.cancer-pku.cn/) je platforma na kojoj se moze vidjeti ekspresija gena u
razliitim tkivima, krivulje preZivljenja te usporedba ekspresije gena u zdravom u odnosu na
tumorsko tkivo. String v.11.5 (https://string-db.org/) je platforma na kojoj se mogu proucavati
interakcijske mreZze proteina od interesa te same jaCine istih. JASPAR
(https://jaspar.genereg.net/) je platforma na kojoj se mogu analizirati profili veznih mjesta
transkripcijskih faktora u genomu eukariota. U platformi JASPAR provjerena je prisutnost
konsenzus sekvenci za proteine GLI u promotorima gena. Prilikom analize gena za daljnju
selekciju, odabrani su geni povezani s malignim oboljenjima (primarno melanomom),
signalnim putem RAS/RAF/MAPK te geni koji pokazuju promijenjenu ekspresiju od odnosu na
zdravo tkivo koze. Takoder, genima u C€ijim promotorima su pronadena vezna mjesta za

transkripcijske faktore GLI dana je posebna pozornost.

3.9 Statisticka obrada podataka

Za analizu podataka koji su pokazivali normalnu distribuciju koristeni su Studentov T-test (za
usporedbu dva seta podataka) ili ANOVA (za usporedbu vise od dva seta podataka). P

vrijednosti nize od 0,05 smatrale su se statistiCki znacajnima.

Za analizu vijabilnosti i migracijske sposobnosti, svi su eksperimenti radeni u biolodkim
duplikatima te u tehnic¢kim dCetriplikatima. Za analizu sposobnosti formiranja kolonija,
eksperimenti su radeni u bioloskim duplikatima, te je izraCunat koeficijent korelacije po
Pearsonu (r) koji pokazuje ovisnost vijabilnosti stanica o dozi spojeva. Koeficijent korelacije je
broj izmedu vrijednosti 0 i 1, pri éemu vrijednosti od 0,76 do 1 predstavljaju vrlo dobru do
izvrsnu povezanost, od 0,51 do 0,75 umjerenu do dobru povezanost, dok vrijednosti ispod 0,5
predstavljaju slabu povezanost. Eksperimenti vezani uz protoénu citometriju (analiza
stani¢nog ciklusa i aktivnosti signalnog puta RAS/RAF/MAPK) radeni su u bioloSkim
duplikatima i tehniCkim triplikatima, te su za statistiCki znacajne vrijednosti uzete vrijednosti
koje se poklapaju u oba bioloSka duplikata te su znaCajne nakon Bonferronijeve korekcije.
Gdje je bilo potrebno, sirovi podaci obradeni su u programu Excel, a potom analizirani

programom MedCalc for Windows verzija 19.4.1 (MedCalc Software, Belgija).
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4. REZULTATI
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4.1 Karakterizacija i odabir stani¢nih linija melanoma

4.1.1 Genska ekspresija komponenti signalnog puta HH-GLI
Kvantitativnim real time PCR-om odredena je genska ekspresija komponenti signalnog puta
HH-GLI: GLI1, GLI2, GLI3, PTCH1, SUFU i GSK3-8 na panelu od 13 stani¢nih linija
melanoma: MeWo, CHL-1, Hs 895.T, Mel-501, RPMI-7951, SK-MEL-24, SK-MEL-3, A375-M,
A375, Hs 940.T, SK-MEL-2, Mel 224, Mel 505 te kontrolne linije zdrave koze Hs 895.SK (Slika
4.1).
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Slika 4.1 Razine genske ekspresije komponenti signalnog puta HH-GLI, GLI/1 (A), GLI2 (B), GLI3 (C),
PTCH1 (D), SUFU (E) i GSK3-B (F) na panelu stani¢nih linija melanoma. Na apscisi su prikazane
analizirane stanic¢ne linije, a na ordinati izrazena relativna razina ekspresije normalizirana prema genu
RPLPO u obliku vrijednosti 2"2¢t (log10 skala). Bojama je oznagen mutacijski status staniénih linija za
gene BRAF, NRAS i KRAS: bijelo (zdrava koza), sivo (divlji tip BRAF/NRAS/KRAS), narancasto
(mutacija BRAF), plavo (mutacija NRAS), crno (mutacija KRAS).
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Za usporedbu razine ekspresije koristene su 2! vrijednosti dobivene normalizacijom na
referentni gen, RPLPO. Vidljivo je da sve stani¢ne linije eksprimiraju komponente signalnog
puta (ukljuujuci zdravu kontrolu Hs 895.SK), no KRAS mutirana stani¢na linija, Mel 505
pokazuje najslabiju ekspresiju svih komponenata. Gledaju¢i mutacijski status gena BRAF i
NRAS, nema razlike u prosjecnoj ekspresiji komponenata medu stani¢nim linijjama. GLI/3

pokazuje najjau prosjecnu ekspresiju medu svim linijama (Slika 4.2.).
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Slika 4.2. ProsjeCna razina genske ekspresije komponenti HH-GLI, GL/1, GLI2, GLI3 i PTCH1 u
stani¢nim linijama melanoma s obzirom na mutacijski status gena BRAF, NRAS i KRAS. Na apscisi su
prikazani analizirani geni, a na ordinati izraZena prosje¢na razina ekspresije u obliku vrijednosti 2"2¢,
Bojama je ozna¢en mutacijski status stani¢nih linija za gene BRAF, NRAS i KRAS: bijelo (zdrava koza),
sivo (divlji tip BRAF/NRAS/KRAS), narancasto (mutacija BRAF), plavo (mutacija NRAS), crno (mutacija

KRAS).
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4.1.2 Ekspresija proteina signalnog puta HH-GLI

Westernskom analizom otiska ispitana je ekspresija proteina signalnog puta HH-GLI na
panelu od 14 stani¢nih linija melanoma te usporedena s rezultatima genske ekspresije. Za
razliku od genske ekspresije koja je sli¢na izmedu stani¢nih linija, ekspresija proteina GLI1,
GLI2, GLI3 i PTCH1 je raznolika. Proteine GLI1 i GLI2 staniCne linije razli¢ito eksprimiraju,
dok je ekspresija GLI3 dosta jaka i stabilna u svim linijama. Neke linije eksprimiraju ¢ak i
represorski oblik proteina GLI3 (GLI3R, veli¢ine 83 kDa), dok se aktivatorski oblik pune duljine
(GLI3FL, veli¢ine 190 kDa) detektira u svim stani¢nim linijama melanoma. lako ekspresija
proteina GLI1, GLI2 i GLI3 varira, ekspresija proteina PTCH1, direktne transkripcijske mete
HH-GLI dosta je stabilna u svim linijama. Zanimljivo, iako stani¢na linija Hs 895.SK koja
predstavlja zdravu kontrolu (fibroblasti koze), eksprimira sve komponente na razini gena, na
razini proteina nije detektirana ni jedna komponenta (Slika 4.3). Analiza ekspresije proteina je
osobito vazna za metodu nativne imunoprecipitacije kromatina uz sekvenciranje jer se za
navedenu metodu moraju odabrati stani¢ne linije koje imaju najjacu ekspresiju proteina GLI.
U svrhu navedene metode odabrane su tri stani¢ne linije koje pokazuju najjacu ekspresiju
proteina GLI1, GLI2 i GLI3: CHL-1 (divlji tip BRAF/NRAS), Mel 224 (NRAS Q61R) te A375
(BRAF V600E).

| BRAF/NRAS DIVLI TIP | | BRAF V600E | | nRas e1r || KRAS |

| MeWo
Hs 895.T
SK-MEL-24
SK-MEL-3
Mel 224
| Mel 505

|| CHL-1
| Mel-501

| RPMI-7951
| A375-M
|| Hs 940

| Sk-MEL-2

1 A375

¢ | Hs 895.5K

< GLI1 FL (160 kDa)

180 | SN o - — - << GLI2 FL (185 kDa)

130 | g e ‘_.....__ e s e @ o | < GLI3FL (190 kDa)

' o
75 '3...." - - < GLI3R (83 kDa)

180 :
180 - q.-“-"‘~,,‘m<ZPTCH1(160kDa)
48 }“__---- P —— << R-AKTIN (43 kDa)

Slika 4.3. Ekspresija proteina GLI1, GLI2, GLI3 i PTCH1 na panelu stani¢nih linija melanoma. 3-aktin
sluzi kao kontrola nanosenja proteina. FL oznacava formu proteina pune duljine, a R represorsku formu

proteina.
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4.1.3 Odgovor stanic¢nih linija melanoma na inhibiciju HH-GLI
Kako bi se ispitao odgovor stani¢nih linijja melanoma na inhibiciju signalnog puta HH-GLI
napravljen je test MTT koristeéi kemijski spoj GANT61, specificni inhibitor proteina GLI.
Stanicne linije su tretirane s pet doza kemijskog spoja te je izmjerena vijabilnost stanica 72
sata nakon tretmana. Vidljivo je da GANT61 smanjuje prezivljenje stanica s povecanjem
koncentracija, no izmedu linija moze se vidjeti razlika u osjetljivosti na GANT61. Za vecinu
stani¢nih linija doza LD50 nalazi se u rasponu 5-15 yM GANTG61, iako odredene linije poput

Mel 224 pokazuju inicijalnu otpornost u tim dozama (Slika 4.4).

140% M bez mutacija BRAF/NRAS (zdrava koZa)
° M bez mutacija BRAF/NRAS (melanom)
M mutacija BRAF V600E (melanom)

120% m mutacija NRAS Q61R (melanom)
° mutacija KRAS G12V (melanom)
)

100%
'G o — heterozigot
g ---homozigot
= 80%
o
<
-
S 60%
<<
=2
S 40%
2
b 2%

0% -~ = -
NT GANT 5 GANT 10 GANT 15 GANT20  GANT25
-20% GANT61 (uM)

Slika 4.4. Vijabilnost stani€nih prema mutacijskom statusu gena BRAF i NRAS nakon inhibicije
signalnog puta HH-GLI kemijskim spojem GANT61 72 sata nakon tretmana. Na apscisi su izrazene
koncentracije pojedinog spoja, a na ordinati postotak vijabilnih stanica. Bojama je oznagen mutacijski
status stanicnih linija: crno (zdrava koza), crveno (melanom bez mutacija BRAF/NRAS), plavo (mutacija
BRAF), zeleno (mutacija NRAS), zuto (mutacija KRAS), a stilom linija tip alela: puna linija (heterozigot),

isprekidana linija (homozigot).

Navedeni rezultati pokazuju da su stani¢ne linije melanoma osjetljive na inhibiciju proteina
GLI. Vidljivo je da su najosjetljivije stani¢ne linije s heterozigotnom mutacijom BRAF (plave
pune linije, Slika 4.4). Umjerenu osjetljivost pokazuju stani¢ne linije s mutacijom u genu NRAS
te stani¢ne linije divljeg tipa. Stani¢ne linije s homozigothom mutacijom BRAF i stani¢na linija
s mutacijom u genu KRAS pokazuju najmanju osjetljivost. Ovi rezultati ukazuju na to da
potencijalno postoji razli¢ita regulacija signalnog puta HH-GLI u stani¢nim linijjama melanoma

s mutacijama u genima BRAF i NRAS.
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4.2 Optimizacija parametara i validacija reakcije ChiP-seq

Nativnom imunoprecipitacijom kromatina uz sekvenciranje (ChlP-seq) utvrduje se na koje se
slijedove u DNA veZzu transkripcijski faktori od interesa, u nasem sluc¢aju GLI1, GLI2 i GLI3.
Kako bi bili sigurni da reakcija ChlP-seq bude Sto kvalitetnija, potrebno je odredene korake
optimizirati. Prije same reakcije, potrebno je validirati protutijela kako bi bili sigurni da ¢e se
tijekom imunoprecipitacije specificno vezati samo proteini od interesa. Protutijela za proteine
GLI1 i GLI2 su uspjesSno validirana reakcijom imunoprecipitacije te su proteini detektirani na
oCekivanim veli¢inama (Slika 4.5A). Protutijela GLI1 i GLI2 odabrana su na temelju ranije
objavljene publikacije iz 2019. godine Ali i suradnika koji su radili analizu transkripcijskih meta
proteina GLI1 i GLI2 u hondrocitima koriste¢i metodu ChlIP-seq (238). Kod GLI1 vidljiva je
slaba vrpca u uzorku ukupnih proteina (INPUT), no nakon reakcije imunoprecipitacije, u
uzorku je detektiran protein. Kod GLI2 vrpce su dosta slabe, ali na odgovarajucoj veli€ini.
Protutijelo za protein GLI3 koristeno je u prethodnim ranijim studijama naseg laboratorija te je

validirano za reakciju imunoprecipitacije (239).
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Slika 4.5. Optimizacija parametara bitnih za reakciju ChlP-seq. A) Validacija protutijela na stani¢noj
liniji A375. B) Optimizacija kromatinske digestije. C) Provjera reakcije ChIP analizom gena PTCH1. SQ
oznacava pocetnu koli€inu (eng. Starting Quantity) analiziranog gena.

Osim validacije protutijela, vazan korak koji se mora optimizirati je sama kromatinska digestija.
Fiksirani kromatin mora se enzimatski pocijepati kako bi se dobio profil fragmenata duljine u
rasponu 100 — 900 parova baza koji su za ChlP-seq najpozeljniji. Za optimizaciju koriStena je
DNA stani¢ne linije A375 koja je fragmentirana upotrebom razli€itih koncentracija enzima
mikrokokalne nukleaze prema preporukama proizvodaca kompleta (0,2 ul, 0,5 pl, 1 pli 2 pl)
(Slika 4.5B). Uvjeti s 0,5 pl mikrokokalne nukleaze dali su optimalni raspon veli€ine
fragmenata. Kako bi se prije same analize dobivenih podataka provjerilo da je
imunoprecipitacija bila uspjeSna, analizirana je poCetna koli¢ina (eng. SQ-Starting Quantity)
PTCH1 u uzorcima biblioteka (Slika 4.5C) metodom kvantitativnog PCR-a. Analiza poc¢etne
koli¢ine PTCH1 moze nam pokazati je li doSlo do o€ekivanog zasi¢enja PTCH1 u uzorcima
biblioteka. PTCH1 direktna je transkripcijska meta signalnog puta HH-GLI te se iz toga razloga

moze koristiti za kontrolu kvalitete reakcije. U odnosu na kontrolu INPUT koja predstavlja
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razrijedenu ukupnu genomsku DNA, u uzorcima biblioteka gdje je izvr§ena imunoprecipitacija
kompleksa DNA i proteina od interesa (GLI1, GLI2, GLI3) vidljivo je zasicenje PTCH1 za sva
tri proteina GLI koje je minimalno 5 puta ve¢e u odnosu na negativnu kontrolu. U negativnoj
kontroli, histonu H3, takoder je detektiran PTCH1, ali u mnogo manjoj koli€ini od uzoraka gdje

je izvrSena imunoprecipitacija pomocu specifi¢nih protutijela.

Prije samog sekvenciranja, pripremljene biblioteke analizirane su na uredaju Bioanalyzer koji
daje informacije o kvaliteti DNA te profilu veliCina fragmenata. Pripremljene biblioteke
analizirane su zasebno te takoder nakon pripreme finalne ukupne biblioteke koja sadrzi sve
biblioteke pomijeSane u tzv. library pool. Kao primjer prikazan je elektroferogram jedne od
pripremljenih biblioteka na kojoj se vidi da dominira raspon veli€ina kromatinskih fragmenata
300 - 1000 parova baza (4.6A). Unutar analiziranog spektra nema fragmenata manjih od 100
parova baza koji mogu predstavljati zaostale adaptere i indeksirane pocetnice. Na kapilarnoj
elektroforezi vide se vrpce odgovarajucih veli¢ina koje su jasne Cime je pokazano da je
integritet DNA o€uvan. Uredaj takoder daje informacije o koncentraciji uzorka na temelju koje
se priprema ukupna biblioteka. Analizirana ukupna biblioteka takoder sadrzi kromatinske
fragmente u rasponu Zeljenih veli¢ina bez oneciSéenja te je Zeljene molarnosti od 4 pmol/L
(Slika 4.6B).
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Slika 4.6. Provjera uzoraka biblioteka na uredaju Bioanalyzer. A) Elektroferogram pojedinacne DNA

biblioteke. B) Elektrogram ukupne DNA biblioteke (sastavljene od 24 pojedinadna uzorka).
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4.3 Analiza rezultata ChIP-seq

Nakon analize rezultata ChIP-seq pokazalo se da je pokrivenost sekvenciranja bila nesto
manja od oCekivane. Zbog toga su se podaci dobiveni za sve tri staniCne linije za potrebe
analize trebali spoijiti u jedinstveni uzorak za svaki transkripcijski faktor, GLI1, GLI2 te GLI3.
Ukupno je detektirano 603 ciljnih gena, od ¢ega su 183 potencijalna meta transkripcijskog
faktora GLI1, 399 meta GLI2 i 131 meta GLI3. Zanimljivo je da svega 23 gena (3,8 %)
predstavljaju preklapaju¢e mete sva tri transkripcijska faktora, $to dokazuje da svaki od

proteina ima svoje specificne funkcije (Slika 4.7).
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Slika 4.7. Prikaz identificiranih transkripcijskih meta za pojedini protein GLI te medusobno preklopljenih
meta. Na apscisi se nalaze kombinacije transkripcijskih faktora GLI1, GLI2 i GLI3, a na ordinati broj

identificiranih potencijalnih transkripcijskih meta.

Analizom transkripcijskih veznih mjesta proteina GLlI, vidljivo je da viSe od 80 % veznih mjesta
otpada na intergenske regije, $to se moze povezati sa svojstvom pojacivaca transkripcije koje
proteini GLI posjeduju. Kada se promatraju vezna mjesta iskljucivo na razini promotora gena,
vidljivo je da je podjednak udio veznih mjesta koja se nalaze direktno u promotoru te veznih

mjesta u udaljenijim intergenskim regijama (Slika 4.8).
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Slika 4.8. Pozicije veznih mjesta transkripcijskih faktora GLI1, GLI2, i GLI3. A) vezna mjesta na razini
cijelog genoma. B) vezna mjesta na razini promotora gena. Na apscisi je oznacen postotak u pojedinoj
genskoj regiji, a na ordinati transkripcijski faktori GLI1, GLI2 i GLI3.

Na razini cijelog genoma pronadeno je ukupno 9862, a u promotorskih regijama 1639 veznih
mjesta. U oba slu€aja, najveci broj veznih mjesta ima protein GLI2. Proteini GLI2 i GLI3 na
razini cijelog genoma i promotora imaju najveci broj preklapajucih veznih mjesta. Najmaniji broj
preklapanja u veznim mjestima imaju proteini GLI1 i GLI3 $to nije iznenadujuce s obzirom da
GLI1 djeluje isklju€ivo kao aktivator signalnog puta, a GLI3 dominantno kao represor. Na razini
cijelog genoma, sva tri proteina GLI imaju zajedniCka 2449 vezna mjesta, $to nije neobi¢no s
obzirom da su koncenzus sekvence koje proteini GLI prepoznaju medusobno jako sli¢ne (Slika
4.9).

Slika 4.9. Vennovi dijagrami za broj specificnih te medusobno preklapajuc¢ih veznih mjesta proteina

GLI1, GLI2 i GLI3. A) na razini cijelog genoma. B) na razini promotora gena.

Prije daljnjih analiza gena, provjereno je nalaze li se na listi identificiranih gena ve¢ poznate
transkripcijske mete proteina GLI, kao $to je PTCH1. Na listi identificiranih gena pronaden je
PTCH1, nakon Cega je analizirana distribucija oCitanja (eng. peak-ova) u regiji gena (Slika
4.10). U analiziranoj regiji gena PTCH1 (chr9: 95,475,000-95,520,000) vidljiv je veci broj
oc€itanja u promotorskim regijama za sva tri proteina GLI u odnosu na okolne regije, s najvisSim

vrhom na poziciji uzvodno od eksona 1B, u kojem se nalazi promotorska regija sa CpG
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otocima za gen PTCH1. Kod GLI2 i GLI3 su ocitanja u promotoru gena PTCH1 jasno izrazena,
dok je kod GLI1 pozadinski Sum nesto izrazeniji. U kontroli INPUT koju predstavlja ukupna
razrijedena genomska DNA nema takvih jakih specifi¢nih o€itanja. Pozitivna kontrola, histon
H3K4me3, koji se koristi za identifikaciju aktivnih promotora, u analiziranim regijama takoder

ima ocitanja koja se preklapaju s profilima opazenima kod proteina GLI.

chr9: 95,475,000-95,520,000 — ,

o
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Slika 4.10. Distribucija ocitanja u regiji gena PTCH1 za ukupne podatke ChlP-a proteina GLI1, GLI2,
GLI3. Kontrola INPUT predstavlja ukupnu razrijedenu genomsku DNA. Histon H3K4me3 predstavlja
pozitivhu kontrolu - mjesta transkripcijski aktivhog kromatina. Plava linija predstavlja shematski prikaz

genomske regije PTCH1, s pozicijama eksona oznagenim crnim pravokutnicima.

Od identificiranih gena, najveci udio otpada na gene koji kodiraju za proteinske produkte
(91,87 %). Maniji dio otpada na gene koji kodiraju za miRNA (3,3 %) te IncRNA (4,8 %).
Detektirane liste gena analizirane su s nekoliko javno dostupnih mreznih programa. Za analizu
povezanosti popisa gena s bolestima koristen je alat Gene Set to Diseases (GS2D) Sveucilista
u Mainzu (240). U tablici 4.1 prikazano je 10 najzastupljenijih kategorija bolesti s kojima su
identificirane transkripcijske mete povezane. Najveci dio transkripcijskih meta povezuje se s
genetskom predispozicijom za bolesti, stvaranju neoplazmi, invazivho$¢u neoplazmi te raznim
individualnim tipovima tumorskih oboljenja. Za analizu funkcija u koje su ukljueni detektirani
geni koristen je ConsensusPathDB-human, alat Max Planck Instituta (241). U tablici 4.2 je
prikazano 20 najzastupljenijin kategorija medu kojima su metabolizam proteina, transdukcija

signala, transkripcija, odgovor stanice na stres te stani¢ni ciklus.
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Tablica 4.1. Analiza povezanosti identificiranih transkripcijskih meta proteina GLI s bolestima

(http://cbdm-01.zdv.uni-mainz.de/~jfontain/cms/?page_id=592).

BROJ
BOLEST GENA % GENI

ADA|APOD|BMPR2|CBR3|CDC6|CDKN2C|CHEK1|CO

L9A3|CYP24A1|FOXO3|FLG|FUS|GALNT2|GRIK2|JAK

Genetska 2|LAMC1|MCM4|MYC|NAB2|NINJ1|PSEN2|PTCH1|PT

predispozicija za 56 16 % PN1|SCNBA|SDC4|SOS1|SREBF1|KLF10| YWHAZ|LR

bolesti P8|PSCAIMLLT10|IRS2|BCL2L11|SH2B3|SPRY2MER

TK|PITRM1|FAF1|KLF12|NEDD4L|USP24|SIRT1|POL
R1D|CCNL1|NMNAT1|MUS81|CEP63|SPRY4| TRAPPC
9|IMMP2L|LZTS2|STXBP5| TMC8|SPRED2|C90rf72

ARF1|CBR3|CDC25A|CDKN2C|CHEK1|MAPK14|CYP2
4A1|DHX9|FOXO3|GLI1|HSF1|HSPASIKPNA2|LASP1|
Tumori dojke 32 9% MYC|PSAP|SLC5A5|FSCN1|YWHAZ|LMO4|STUB1|CI
TED2|TUBA1B|DDX17|HEXIM1|UBE2C|SGK3|HBP1|S

ULF2|SMURF2|MUS81|\MTDH
MAPK14|E2F3|[EGR1|FOXO3|GLI1|HSF1|LAMA4|LAM
C1|RPSA|LASP1|MYC|PKM|PTPN1|PTPN12|FSCN1|S

Invazivnost 26 7% OX4|YWHAZ|SLC7A5|ARID1A|SPAGI|SPRY2|STUB1|
tumora SIRT1|SULF2|SPRY4|MTDH
CALR|CDC25A|MAPK14|E2F3|FOXO3|GLI1|HES1|HS
Naoplasti¢na F1|JAK2|JUNB|MYC|PKM|PLEC|PTPN1|RHEB|SCD|S
transformacija 24 7 % KIL|SOS1|SOX4|YWHAZ|PSCA|ARID1A|SIRT1|MTDH
stanice
CDC25A|MAPK14|E2F3|EGR1|GLI1|HSF1|JUNB|KPN
Hepatocelularni 18 5% A2IMYC|PKM|PTPN1|SOX4|SREBF1|YWHAZ|BCL2L1
karcinom 1|PRDX3|SIRT1|MTDH
CDC6|CYP24A1|DAG1|E2F3|EGR1|FOXO3|GAPDH|J
Tumori prostate 15 4% UNDI|MYC|PSAP|SOX4|PSCA|GDF15|PRDX3|SIRT1
CDC25A|MAPK14|E2F3|GLI1|HSF1|JUNB|KPNA2IMY
Tumori jetre 15 4 % C|PKM|SOX4|YWHAZ|PRDX3|SIRT1|SULF2|MTDH
CHEK1|E2F3|FOXO3|RPSA|MYC|PKM|FSCN1|SOX4|
Tumori plu¢a 14 4% SLC7A5|HYAL2|BCL2L11|STUB1|UBE2C|MTDH
CDKN2C|CHEK1|MAPK14|E2F3|FOXO3|KPNA2|PLAG
Tumori jajnika 13 4% L1|SKILIFSCN1|ARID1A|RIPK1|BCL2L11|MTDH
13 4% CDC25A|CHEK1|DHX9|HNRNPU|HSF1|MYC|PKM|RP
Ostali tumori L11|SMARCC1|HIST2H4A|BCL2L11|TUBB4B|DDX17

Od ukupno identificiranih 20 molekula miRNA, njih 9 (hsa-miR-377-3p, hsa-miR-3065-3p, hsa-
miR-377-5p, hsa-miR-3194-5p, hsa-miR-3194-3p, hsa-miR-1299, hsa-miR-3065-5p, hsa-
miR-1302, hsa-miR-1231) ukljueno je u regulaciju signalnog puta RAS/RAF/MAPK (Slika
4.11). Na slici je prikazano deset najzastupljenijin funkcija gena koji su regulirani najvecim
brojem detektiranih miRNA. miRNA mogu modulirati ekspresiju gena na posttranskripcijskoj
razini te mogu predstavljati potencijalni razlog razliCite reakcije stanicnih linija melanoma s
mutacijama NRAS i BRAF na inhibiciju signalnog puta HH-GLI. Takoder su analizirani geni
koji se povezuju s navedenih devet miRNA. Sustavom bodovanja, izdvojeno je 50 gena koji
su regulirani najveéim brojem miRNA uklju¢enih u regulaciju signalnog puta RAS/RAF/MAPK
te su medu njima uoCene vazne komponente signalnog puta RAS/RAF/MAPK kao Sto su
IGF1R, MAPK13, DUSP3, DUSP4, EGFR, MAPK14, SOS1, KRAS i mnoge druge (Tablica
4.3).
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Tablica 4.2. Analiza funkcija s kojima su povezane detektirane transkripcijske mete faktora GLI

(http://cpdb.molgen.mpg.de/).

Funkcija Broj gena
Metabolizam proteina 100
Prijenos signala 95
Ekspresija gena (transkripcija) 74
Post-translacijske modifikacije proteina 7
Transkripcija RNA Polymerazom Il 69
Transkripcija 62
Stanicni ciklus 48
Mitoza (stanicni ciklus) 46
Odgovor stanice na vanjske podrazaje 45
Odgovor stanice na stres 40
Prijenos signala putem Rho GTPaza 39
Efektori RHO GTPaza 38
M faza 37
Stani¢no starenje 35
Enzimi koji modificiraju kromatin 35
Organizacija kromatina 35
Signalni put WNT 35
TCF-ovisan prijenos signala kao odgovor na 33
WNT
Alkoholizam- Homo sapiens 32
Epigenetska regulacija ekspresije gena 31
— 7
Pogresna transkripcija u tumorima | 926
— 7
Proteoglikani u tumorima | J37
— 8
Signalni put estrogena | 716
— 8
Huntingtonova bolest | 721
8
Regulacija citoskeleta {'=n 730
8
Spojevi medu stanicama | 726
— 8
Endocitoza | 934
— 8
Signalni put Hippo | 728
. . 9
Signalni put MAPK | 937
— 9
Viralna karcinogeneza | 942
0 10 20 30 40 50
OBROJ miRNA [@OBROJ GENA

Slika 4.11. Funkcije gena koji su pod regulacijom detektiranih miRNA. Od detektiranih 20 molekula

miRNA, njih 9 je povezano sa signalnim putem RAS/RAF/MAPK.
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Tablica 4.3. Popis 50 gena koji su regulirani najveéim brojem miRNA poveznih sa signalnim putem
RAS/RAF/MAPK. Zeleni kvadrati¢ oznaCava da je gen reguliran od strane miRNA, dok bijeli kvadrati¢
oznaCava da nema regulacije uz pomo¢ ili posredovane s miRNA. Na kraju je izrazena ukupna

vrijednost bodovanja s obzirom na broj miRNA kaji je uklju¢en u regulaciju pojedinog gena.

GENI
PRKCA
RASA1
IGF1IR
IKBKG
MAP2K6

hsa-miR-1231
hsa-miR-1299
hsa-miR-1302

CACNAIE
ELK4
TAOK1
STK4
TGFBR2
RASGRF2
TRAF6
MAPT
MAPK13
NTRK2
MAPK1
MAP3K2
AKT3
DUSP3
CACNB4
ARRB1
DUSP4
EGFR
AKT1
CACNA1D
CACNG8
RPS6KA3
RAP1A
RPS6KA6
PRKCB
PPM 1A
MAPK14
IRAK1

MAPKAPKS
IGF1
HSPA6
DUSP2
FGF1

hsa-miR-3065-3p
hsa-miR-3065-5p
hsa-miR-3194-3p
hsa-miR-3194-5p

ELK1
CACNG2
FGFR2
CACNAIC
SOS1

RPS6KAS5

RELA

MAPK9

MYC
MEF2C
KRAS

i
L] hemiarzag

hsa-miR-377-5p

|
L L] LTI ][ heminssss

hsa-miR-4477a

UKUPNO

QOO ||| |0 |0 |0 |0 ||| ([ [ | |NININININININININ N[NNIV (N[N [N|N|N|N]J00 |00 |00 |00 |00 |00
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4.3.1 Odabir transkripcijskih meta proteina GLI za daljnju validaciju

Kako bi se odabrali geni za daljnju validaciju, koristili smo nekoliko javno dostupnih mreznih
alata, kao §to su platforme Genecards, String, Gepia te JASPAR (242-245). Uz koristenje
navedenih platformi, analizirana je i prethodno objavljena relevantna literatura. Za daljnju
validaciju odabrani su geni koji su povezani sa signalnim putem RAS/RAF/MAPK,
melanomom ili drugim tipovima tumora. U konacnici su odabrana 23 gena koja kodiraju za
proteine, 9 miRNA te dvije IncRNA za daljnju validaciju (Tablica 4.4). Za validaciju
potencijalnih transkripcijskih meta proteina GLI1 odabrani su geni MTDH, RHEB, CD63 i
MERTK, IncRNA MALAT i SAMMSON te miRNA mir-1231 i mir-1302. Za validaciju
potencijalnih transkripcijskih meta proteina GLI2 odabrani su geni FOX03, C-MYC, SOX4,
SPRY4, SIRT1, SOS1 i GNAQ te miRNA mir-3065-3p, mir-3065-5p i mir-1299. Za validaciju
potencijalnih meta proteina GLI3 odabrani su MAPKp38a, BCL9 i CDC6, miRNA mir-377-3p i
mir-377-5p. Osim specifinih transkripcijskin meta za pojedini protein GLI, odabrane su i
potencijalne preklapajuée ciljne mete. Za preklapaju¢e mete GLI1 i GLI2 odabrani su: SPRY2,
SOX10, FLG, mir-3194-3p i mir-3194-5p. Za grupu preklapajucih ciljnih meta GLI2 i GLI3
odabrani su: JAK2, RAB34 te GLI1i PTCH1 kao poznate transkripcijske mete koje ¢e sluziti
kao kontrole. Kao predstavnici grupe preklapajucih ciljnih meta sva tri proteina GLI odabrani
su: JUND, CDKN2C, mir-4477a te mir-3648-2.

Tablica 4.4. Popis gena koji kodiraju za proteine i INcRNA za daljnju validaciju te njihovih poznatih

funkcija.
GEN FUNKCIJA REFERENCA
MTDH regulacija signalnih puteva PI3K/Akt, NF-kB, Wnt/B-katenin ¢ime promovira (246)
karcinogenezu i metastaziranje
RHEB regulacije fosforilacije i dimerizacije proteina BRAF i CRAF (247)
CcDC6 regulacija migracije i adhezije stanica preko signalnog puta RAS/RAF/MAPK (248)
MERTK regulacija rasta tumorskih stanica s mutacijom u genu BRAF (249)
MALAT1 regulacija stani¢nog ciklusa, migracije i metastaziranja (250)
SAMMSON regulacija preZivljenja stanica melanoma (251)
FOX03 regulacija signalnog puta RAS/RAF/MAPK te apoptoze preko proteina p53 (252)
Cc-mYc regulacija kemorezistencije u melanomima s mutacijom u genu BRAF (253)
SOX4 regulacija signalnog puta RAS/RAF/MAPK, angiogeneze te stani¢nog ciklusa (254)
SPRY4 negativni regulator signalnog puta RAS/RAF/MAPK u melanomima s mutacijama u (255)
genima BRAF i NRAS
SIRT1 regulacija epitelno-mezenhimalne tranzicije u melanomu (256)
SO0s1 regulacija aktivnosti proteina RAS (257)
GNAQ onkogen povezan s melanogenezom (258)
MAPKp38a regulacija epitelno-mezenhimalne tranzicie i migracije stanica melanoma (259)
BCL9 regulacija signalnog puta Wnt (260)
CD63 potencijalni tumor supresor u melanomu (261)
SPRY2 negativni regulator signalnog puta RAS/RAF/MAPK u melanomima bez mutacija u (262)
genu BRAF
SOX10 regulacija rezistenciie na inhibitore proteina BRAF i MEK (263)
FLG regulacija signalnog puta RAS/RAF/MAPK u keratinocitima (264)
JAK2 regulacija citokina i faktora rasta (265)
RAB34 regulacija stani¢nog transporta, ciliogeneze i signalnog puta RAS/RAF/MAPK (266)
JUND regulacija stani¢nog preZivljenja i proliferacije preko signalnog puta RAS/RAF/MAPK (267)
CDKN2C potencijalna meta za kombiniranu terapiju s inhibitorima proteina BRAF (268)
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4.4 Validacija odabranih ciljnih gena

Kako bi se validirale odabrane transkripcijske mete, stani¢ne linije A375, Mel 224 i CHL-1 su
transfecirane ekpresijskim plazmidima za proteine GLI1, GLI2 te GLI3. Prije validacije gena
gPCR-om, potrebno je prvo potvrditi da je transfekcija stanica bila efikasna na genskoj i
proteinskoj razini. U sve tri linije, nakon transfekcije dolazi do porasta genske ekspresije
analiziranog gena GL/ u odnosu na netransfecirane stanice (Slika 4.12 A-C). Na proteinskoj

razini se na primjeru stani¢ne linije A375 vidi poja¢ana ekspresija proteina GLI1, GLI2 i GLI3.

A GLI1 B GLI2
1,00E+05 1,00E+03
1,00E+04
$ 1006402
& 1006403 3
3 ~
~y 1,00E+02
~ 1,00E+01
1,00E+01
1,00E+00 = - — 1,006+00 — — —
A375K A375GLIL  CHL-1 CHL-1GLIL MEL224K MEL224 A375K A375GLI2  CHL-1 CHL-1GLR2 MEL224K MEL224
1,006-01 GL1 GLI2
A375K A375TF
C GLI3 D

1,00E+03

1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00 = s . —— |

A375K A375GLI3  CHL-1 CHL-1GLI3 MEL224K MEL224 48

1,00€-01 sl | — > € B-AKTIN (43 kDa)

— 135 "“'l &€ GLI1 (160 kDa)

€ GLI2 (185 kDa)

2 AACt

180 € GLI3 (190 kDa)

Slika 4.12. Validacija transfekcije stani¢nih linija A375, Mel 224 i CHL-1 ekspresijskim plazmidima za
proteine GLI, GLI2 i GLI3 na genskoj razini (A-C). Na apscisi su prikazani analizirani uzorci, a na ordinati
izraZzena razina ekspresije normalizirana prema kontrolnoj netransfeciranoj liniji u obliku vrijednosti 2 -

AACt Validacija transfekcije na stani¢noj liniji A375 na proteinskoj razini (D).

4.4.1 Validacija transkripcijskih meta koje kodiraju za proteinske

produkte
Medu potencijalnim transkripcijskim metama koje kodiraju za proteinske produkte, za protein
GLI1 analizirana su Cetiri gena: MTDH, CD63, RHEB i MERTK te SPRY2, SOX10i FLG kao
potencijalne preklapaju¢e mete s GLI2 (Slika 4.13A). Kao pozitivha kontrola, analiziran je gen
PTCH1. Kod stani¢ne linije A375 s mutacijom u genu BRAF, nakon prekomjerne ekspresije
proteina GLI1 raste genska ekspresija RHEB i FLG, dok opada ekspresija SPRY2 i SOX10.
Razina gena PTCH1 takoder se ponasa ocCekivano. Kod stani¢ne linije divljeg tipa, CHL-1
nijedan gen ne reagira znac¢ajno osim kontrole PTCH1 (Slika 4.13B). Kod stani¢ne linije s
mutacijom u genu NRAS, Mel 224 genima RHEB i MTDH se neznatno povecéava ekspresija

nakon prekomjerne ekspresije GLI1 (Slika 4.13C).

77



A A375 B CHL-1

o
s
o
50
8
DA375K 3
DA375GU1 6 QthL-K
30 BCHL16LIL
4
20 3
& Sz
A fia
TCH

B 60,56

2-taCT
a
S

2 BOCT

10 =] oY oo Qo co

S 88 88 3:- S5 | 84| S+ Ed o | 88
- 323
: ﬂl ﬂl ﬂl ﬂl ﬁl fin =°

1 MTDH CD63 RHEB MERTKSPRY250X10 FLG

12,64

-
0. m
PTCH1 MTDH CD63 RHEB MERTKSPRY2S50X10 FLG

~ 1 )
—-c - = —-c PEpAS
-~ - - .-.ﬁ - -

C MEL224

8
g
~N 6 OMEL224K
B MEL224 GLI1
4 )
- N
o ol 9w o 2 -
24 S S | Qa | © oo
- - -o |« = <2 g8
B B IEHE I I
TCH H

CH1MTDH CD63 R MERTKSPRY25S0X10 FLG

m
iy EE—lSQ

Slika 4.13. Validacija gena koji kodiraju za proteinske produkte nakon prekomjerne ekspresije proteina
GLI1 na stani¢nim linijama A375, CHL-1 i Mel 224. Gen PTCH1 sluzi kao kontrola. Na apscisi su
oznadeni analizirani geni, a na ordinati razina genske ekspresije izrazena kao vrijednost 2-22Ct nakon

normalizacije na kontrolni netransfecirani uzorak.

Medu potencijalnim transkripcijskim metama koje kodiraju za proteinske produkte, za protein
GLI2 analizirano je 12 gena: FOXO03, C-MYC, SOX4, SPRY4, SIRT1, SOS1, GNAQ i JAK2
kao specificne transkripcijske mete te SPRY2, FLG i RAB34 kao preklapaju¢e mete s GLI1 i
GLI3. PTCH1 analiziran je kao pozitivna kontrola. U stani¢noj liniji A375, nakon prekomjerne
ekspresije GLI2 zna€ajno raste genska ekspresija PTCH1 i FLG, dok opada genska ekspresija
C-MYC, SPRY2, GNAQ, SPRY4 i SIRT1 (Slika 4.14A). U stani¢noj liniji CHL-1 raste
ekspresija gena PTCH1, dok se u genima SPRY2, FOXO3A, GNAQ, SOS1 i SOX4 vidi pad
u ekspresiji (Slika 4.14B). U stani¢noj liniji Mel 224, nakon prekomjerne ekspresije GLI2 raste
ekspresija PTCH1, RAB34 i JAK2, dok opada ekspresija SOX4, C-MYC,SPRY2 te GNAQ
(Slika 4.14C).
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Slika 4.14. Validacija gena koji kodiraju za proteinske produkte nakon prekomjerne ekspresije proteina
GLI2 na stani¢nim linijama A375, CHL-1 i Mel 224. Gen PTCH1 sluzi kao kontrola. Na apscisi su
oznadeni analizirani geni, a na ordinati razina genske ekspresije izrazena kao vrijednost 2- 2Ct ngkon
normalizacije na kontrolni netransfecirani uzorak.

Medu potencijalnim transkripcijskim metama koje kodiraju za proteinske produkte, za protein
GLI3 analizirano je sedam gena: JUND, CDKN2C, MAPKp38/MAPK14, BCL9, CDC6 kao
specificne mete, RAB34 i SOX10 kao preklapajuée mete s GLI1 i GLI3, te PTCH1 kao
kontrola. Gen PTCH1 u svim analiziranim linijjama nakon prekomijerne ekspresije proteina
GLI3 ima olekivani trend tj. smanjuje se ekspresija gena. U stani¢noj liniji A375, znatno raste
ekspresija gena CDKN2C, dok ekspresija gena SOX710 opada. Ekspresija ostalih analiziranih
gena je na razini netransfecirane kontrole (Slika 4.15A). U stani¢noj liniji CHL-1, raste genska
ekspresija gena JUND, dok se snizava ekspresija gena MAPKp38/MAPK14 i SOX10 (Slika
4.15B). U stani¢noj liniji Mel 224 nakon prekomjerne ekspresije GLI3 znatno raste genska
ekspresija gena BCL9 i CDC6, dok SOX10 opada (Slika 4.15C).
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Slika 4.15. Validacija gena koiji kodiraju za proteinske produkte nakon prekomjerne ekspresije proteina
GLI3 na stani¢nim linijama A375, CHL-1 i Mel 224. Gen PTCH?1 sluzi kao kontrola. Na apscisi su
oznadeni analizirani geni, a na ordinati razina genske ekspresije izrazena kao vrijednost 2-22Ct nakon

normalizacije na kontrolni netransfecirani uzorak.

80



4.4.2 Validacija transkripcijskih meta koje kodiraju za IncRNA

U grupi gena koji kodiraju za IncRNA analizirani su geni MALAT1 i SAMMSON kao
potencijalne transkripcijske mete proteina GLI1 (Slika 4.16). U stani¢noj liniji Mel 224 nakon
prekomjerne ekspresije GLI1 genska razina MALAT1 ostaje na razini kontrole, dok u linijama
A375 i CHL-1 dolazi do znatnog snizenja genske ekspresije. U sluaju gena SAMMSON, u
stani¢noj liniji A375 takoder je vidljiv pad genske ekspresije nakon prekomjerne ekspresije
GLI1. U stani¢noj liniji CHL-1 nema promjena, dok u Mel 224 imamo sasvim suprotan trend,
rast genske ekspresije SAMMSON.

A MALAT1

2- AACt
N

0,4 '
0,2
. 1

A375K  A375GL1 CHL-1K  CHL-1GU1 MEL224K  MEL224
GLI1

B SAMMSON

2- AACt

s A0 7N

A375K  A375GLU1 CHL-1K  CHL-1GU1 MEL224 K MEL224 GLI1

Slika 4.16. Validacija gena koji kodiraju za IncRNA MALAT (A) i SAMMSON (B) nakon transfekcije
proteina GLI1 na stani¢nim linijama A375, CHL-1 i Mel 224. Na apscisi su oznaceni analizirani uzorci,
a na ordinati razina genske ekspresije izraZzena kao vrijednost 2 -22Ct nakon normalizacije na kontrolni

netransfecirani uzorak.
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4.4.3 Validacija transkripcijskih meta koji kodiraju za miRNA
U grupi potencijalnih transkripcijskih meta koje kodiraju za miRNA, za protein GLI1 analizirane
su mir-1302, mir-1231, mir-3648-2, mir-3194-5p i mir-3194-3p (Slika 4.17). U stani¢noj liniji
A375 nakon prekomjerne ekspresije proteina GLI1 raste ekspresija mir-3648-2, a opada mir-
3194-5p. mir-1231 detektirana je samo u kontrolnom uzorku, dok mir-1302 uopée nije
detektirana. U stani¢noj liniji CHL-1 raste ekspresija mir-3648-2 i mir-3194-5p, dok su ostale
mMiRNA detektirane samo u kontrolnom uzorku. mir-1302 kao i u prethodnoj liniji, uopée nije
detektirana. U stani¢noj liniji Mel 224, takoder raste ekspresija mir-3648-2 te mir-3194-5p.
Detektirane su takoder mir-1302 i mir-3194-3p, ali njihova ekspresija opada nakon

prekomjerne ekspresije GLI1. mir-1231 u stanicnoj liniji Mel 224 nije detektirana.

A B
4 9
35 80
70
’ 5
4= 60
S 25 3
5 <
3 ., S0
. 2 (o]
o~ 40
1,5 30
1 20
0,5 ’ 10
0 —— 0 —_— — e _——
mir-1231 mir-3648-2 mir-3194-5p mir-3194-3p mir-1231 mir-3648-2 mir-3194-5p mir-3194-3p
OA375K DOA375GLI1 OCHL-1K @CHL-1G6Ln
C

2- AACt

' e ﬁ M

mir-1302 mir-3648-2 mir-3194-5p mir-3194-3p

OMEL224K @MEL224 GLI1

Slika 4.17. Validacija gena koji kodiraju za miRNA nakon transfekcije proteina GLI1 na stani¢nim
linjama A375 (A), CHL-1 (B) i Mel 224 (C). Na apscisi su oznaceni analizirani geni, a na ordinati razina
genske ekspresije izrazena kao vrijednost 2 -22Ct nakon normalizacije na kontrolni netransfecirani

uzorak.

Kao potencijalne transkripcijske mete proteina GLI2, analizirane su miRNA: mir-3065-5p, mir-
3065-3p, mir-3648-2, mir-3194-3p, mir-3194-5p te mir-1299 (Slika 4.18). U stani¢noj liniji A375
dolazi do porasta genske ekspresije mir-3065 i mir-3648-2. mir-3065-3p i mir-3065-5p nakon
prekomjerne ekspresije GLI2 biljeze znatan porast u ekspresiji u stani¢noj liniji divljeg tip CHL-
1. U stani¢noj liniji Mel 224 dolazi do porasta ekspresije mir-3065-3p, mir-3065-5p te mir-3648-
2.
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Slika 4.18. Validacija gena koji kodiraju za miRNA nakon transfekcije proteina GLI2 na stani¢nim
linfjama A375 (A), CHL-1 (B) i Mel 224 (C). Na apscisi su oznaceni analizirani geni, a na ordinati razina
genske ekspresije izrazena kao vrijednost 2 -22Ct nakon normalizacije na kontrolni netransfecirani

uzorak.

Kao potencijalne transkripcijske mete proteina GLI3, analizirane su miRNA: mir-3648-2, mir-
377-3p i mir-377-5p (Slika 4.19). U sve tri linije, nakon prekomjerne ekspresije proteina GLI3,
genska ekspresija mir-3648-2 raste, dok je mir-377-3p na razini kontrolnog uzorka. mir-377-

5p nije detektirana u analiziranim uzorcima.
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Slika 4.19. Validacija gena koji kodiraju za miRNA nakon transfekcije proteina GLI3 na stani¢nim
linijama A375 (A), CHL-1 (B) i Mel 224 (C). Na apscisi su oznaceni analizirani geni, a na ordinati razina
genske ekspresije izrazena kao vrijednost 2 -22Ct nakon normalizacije na kontrolni netransfecirani

uzorak.

Kada se sumiraju podaci validacije odabranih miRNA, vidljivo je da mir-3648-2 reagira na
prekomjernu ekspresiju sva tri proteina GLI, te predstavlja potencijalnu zajedni¢ku metu. Kao
specificna meta proteina GLI1 izdvojila se mir-3194, dok na prekomjernu ekspresiju GLI2
najbolje reagiraju mir-3065-3p i mir-3065-5p. Navedene miRNA analizirane su na platformi
OncoMir Cancer Database (OMCD) gdje se mogu pronaci podaci sekvenciranja miRNA iz
tkiva pacijenata (Slika 4.20).
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Slika 4.20. Analiza povezanosti ekspresije miRNA mir-3648, mir-3065 i mir-3194 s tumorskim
oboljenjima pacijenata u bazi podataka OncoMir Cancer Database (OMCD). Crna boja ozna¢ava nisku
razinu ekspresije, plava boja osrednju, a spektar Zutih boja snaznu ekspresiju. Crvenim strelicama
oznaceni su skupovi uzoraka melanoma za pojedinu miRNA.

mir-3648 i mir-3065 imaju snaznu ekspresiju u raznim tipovima tumora medu kojima je i
melanom, dok mir-3194 nije eksprimiran uopée u tumorima. S obzirom na poznatu
meduregulaciju miRNA i IncRNA, pomocéu online platforme Diana Tools LNC base v.3
istraZzeno je postoje li potencijalna vezna mjesta za IncRNA medu analiziranim miRNA. Na
temelju naSe validacije i podataka iz navedene platforme, napravljena je shema

eksperimentalno potvrdenih te prediktivnih interakcija analiziranih miRNA i IncRNA (Slika
4.21).
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Slika 4.21. Shema potencijalnih interakcija analiziranih miRNA, IncRNA i proteina GLI na temelju
validacije ChIP-a te podataka s platforme Diana LNC base v.3. Crnim strelicama oznacene su
interakcije dobivene na temelju analize rezultata ChlIP-a, crvenom prethodno eksperimentalno

potvrdene interakcije, a plavom prediktivne interakcije.

Kada se objedine podaci, vidljivo je da IncRNA MALAT1 ima vezna mjesta za nekoliko miRNA,
u sluéaju mir-1231, mir-3065-3p, mir-3065-5p te mir-377-5p ta vezna mjesta su
eksperimentalno potvrdena, a u slu¢aju mir-3194-5p i mir-1299 vezna mjesta su prediktivha
na temelju analize komplementarnosti slijedova miRNA i IncRNA. U svakom slucaju,
identificirane interakcije bilo bi korisno u buducim studijama ispitati te vidjeti kako proteini GLI
utjeCu na regulaciju istih. Medu analiziranim miRNA nisu pronadena vezna mjesta za IncRNA
SAMMSON.
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4.5 Uspostava stani€nih linija rezistentnih na GANT61

Kako bi se uspostavile rezistentne stani¢ne linije, stanice su tretirane tijekom 8-12 mjeseci
rastu¢éim dozama spoja GANT61. Kada bi stanice rasle normalno u koncentraciji spoja
GANT61 koja je barem 1-2 puta veca od doze LD50 validirane su testom MTT. Istovremeno
ispitano je djeluje li i na koji nacin stjecanje rezistencije na osjetljivost na druge inhibitore HH-
GLI i RAS/RAF/MAPK: litijev klorid (LiCl), ciklopamin (CYC), vismodegib (VDB), sonidegib
(SDB), arsenov trioksid (ATO) i salirasib (SAL).

4.5.1 Validacija uspostavljenih stani¢nih linija rezistentnih na GANT61
Nakon Sto smo ustanovili da stani¢ne linije Mel 224 i CHL-1 prezivljavaju koncentracije
GANT61 koje su 1-2 puta barem vece od njihove doze LD50, napravijen je test MTT kako bi
se uspostavljene linije i validirale. Kod rezistentne stani¢ne linije Mel 224 s mutacijom NRAS
zabiliezen je pomak vrijednosti LD50 GANT61 s 11,97 uM na 29,73 uM. Razvijajudi
rezistenciju na GANT61, staniCna linija Mel 224 pokazuje kratkotrajnu nespecificnu kriznu
otpornost na arsenov trioksid (ATO), neselektivni inhibitor proteina GLI. Reakcija na inhibitore
litijev klorid (LiCl), ciklopamin (CYC), vismodegib (VDG), sonidegib (SDG) i salirasib (SAL)
nije znacajno promijenjena (Slika 4.22). lako sonidegib i vismodegib inhibiraju protein SMO,
uoCena je velika razlika u aktivnosti izmedu ova dva spoja. Vismodegib gotovo nema ucinka.
Naime, pri najvecoj koncentraciji od 50 yM, gotovo 90 % stanica je vijabilno, dok sonidegib
gotovo u potpunosti smanjuje prezivljenje stanica pri dozi od 20 yM. UocCeni trend odgovara

klinickim opazanjima koji takoder potvrduju bolju efikasnost sonidegiba (269).

Kako bi bili sigurni da se radi o pojavi rezistencije a ne o privremenoj toleranciji terapije,
stani¢na linija Mel 224 odrzavana je dva tjedna bez tretmana, nakon Cega je test MTT
ponovljen (narancaste linije Slika 4.22). Vidljivo je da je otpornost na GANT61 ouvana te da
je doslo do promjene oblika same krivulje vijabilnosti stanica (LD50 27,64 uM). Vijabilnost
stanica niza je s manjim dozama spoja, nakon ¢ega se povecava te postupno pada. Ovakav
oblik krivulje ukazuje na to da su stanice na neki nacin postale “ovisne” o tretmanu s GANT61
(270). Unakrsna otpornost na arsenov trioksid izgubila se tijekom perioda netretiranja, sto
ukazuje na to da se radilo o nespecifi€noj otpornosti. Reakcija na ostale inhibitore je ostala

nepromijenjena.

Kod stanicne linije divljeg tipa, CHL-1 zabiljeZzen je pomak u dozi LD50 na GANT61 s 5,76 uM
na 13,86 uM, dok se reakcija na ostale inhibitore ATO, LiCl i CYC nije zna¢ajno promijenila
(Slika 4.23, plave linije). Kako bi se provjerilo radi li se o stvarnoj rezistenciji, ispitan je odgovor
stanica na inhibitore nakon dva tjedna bez tretmana s GANT61 (Slika 4.23, narancaste linije).
Otpornost na GANT61 zadrzana je kod stani¢ne linije CHL-1 i nakon dva tjedna bez tretiranja

stanica pokazujuéi da je stani¢na linija rezistentna na GANT61 (LD50 24,62 pM), dok se
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odgovor na ostale inhibitore HH-GLI nije promijenio. Kao i u slu€aju stani¢ne linije Mel 224,
vidljiv je jaci efekt sonidegiba na smanjenje vijabilnosti stanica u odnosu na vismodegib.
Zanimljivo, reakcija na salirasib razlikuje se izmedu kontrolne i rezistentne stanicne linije. Dok
najve¢a koncentracija salirasiba u potpunosti smanjuje vijabilnost stanica, u rezistentnoj

stani¢noj liniji, oko 40 % stani¢ne populacije jos je uvijek vijabilno.
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Slika 4.22. Validacija stani¢ne linije Mel 224 rezistentne na GANT61 testom MTT. Stani¢na linija
tretirana je s devet koncentracija kemijskih spojeva GANT61 (A), ATO (B), LiCI (C), CYC (D), VDG (E),
SDG (F) i SAL (G) oznacenih na apscisi te je vijabilnost izmjerena 72 sata nakon tretmana. Na ordinati
je oznacen postotak vijabilnih stanica. PL (sivo) oznagava parentalnu liniju, RL (plavo) uspostavljenu
rezistentnu stani¢nu liniju, a RL 2TJ NT (naran&asto) rezistentnu stani¢nu liniju koja nije tretirana u
periodu od dva tjedna.
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Slika 4.23. Validacija stani¢ne linije CHL-1 rezistentne na GANT61 testom MTT. Stani¢na linija tretirana
je s devet koncentracija kemijskih spojeva GANT61 (A), ATO (B), LiClI (C) i CYC (D) oznacgenih na
apscisi te je vijabilnost izmjerena 72 sata nakon tretmana. Na ordinati je oznaen postotak vijabilnih
stanica. PL (sivo) ozna€ava parentalnu liniju, RL (plavo) uspostavljenu rezistentnu stanicnu liniju, a RL

2TJ NT (naran&asto) rezistentnu stani¢nu liniju koja nije tretirana u periodu od dva tjedna.

89



4.5.2 Morfologija rezistentnih stani€nih linija
Tijekom uspostave rezistentnih stani¢nih linija doslo je do vidljive promjene morfologije
stanica. Iz tog razloga su stani¢ne linije fotografirane te je usporedena morfologija stanica s
ishodisnim parentalnim linijama (Slika 4.24). Rezistentne stanice su mnogo vece i izduzenije,
odnosno morfologija im nalikuje mezenhimalnim stanicama. U slu€aju ishodiSnih parentalnih
linija, stanice su manje i imaju ploCasti oblik koji nalikuje epitelnim stanicama. Promjene u
morfologiji rezistentnih stani¢nih linija ukazuju na to da je vrlo vjerojatno tijekom uspostave
rezistencije doSlo do procesa epitelno-mezenihmalne tranzicije ili je taj proces dodatno
induciran uslijed razvoja iste (271). |1z toga razloga su biljezi epitelno-mezenhimalne tranzicije

uvrsteni u panel za karakterizaciju uspostavljenih stanicnih linija na genskoj i proteinskoj razini.

MEL224 CHL-1

- 7
< £ G
PL & T,
“» . PR )

Slika 4.24. Morfologija uspostavljenih stani¢nih linija Mel 224 i CHL-1 rezistentnih na GANT61. Vidljiva
je promjena u morfologiji rezistentnih stani¢nih linija u vidu poprimanja fenotipa mezenhimalnih stanica.

PL oznacava ishodidne parentalne linije, a RL uspostavljene rezistentne stanicne linije.
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4.5.3 Profil genske ekspresije u uspostavljenim rezistentnim staniénim

linijama
Nakon Sto su rezistentne stani¢ne linije na GANT61 uspjeSno uspostavljene i validirane,
analizirana je genska ekspresija komponenti signalnog puta HH-GLI: GLI1, GLI2, GLI3,
PTCH1, SMO, SUFU i GSK3- 3, biliega epitelno-mezenhimalne tranzicije E-kadherin (CDH1),
vimentin (VIM), biljega invazivnosti MMP9 i MMP2, proliferacijskih biliega Ki67 i C-MYC te
biliega mati¢nih stanica NANOG, OCT4 i SOX2. Kod stani¢ne linije Mel 224 s mutacijom
NRAS, vidljiva je snizena genska ekspresija ve¢ine komponenti signalnog puta HH-GLI,
povecanje razine VIM i MMP9, biljega epitelno-mezenhimalne tranzicije te biliega mati¢nih

stanica SOX2, dok je ekspresija epitelnog biljiega CDH-1 snizena (Slika 4.25).
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Slika 4.25. Razina genske ekspresije komponenti signalnog puta HH-GLI, GLI/1, GLI2, GLI3, PTCH1,
SUFU, SMO i GSK3-B, biljega proliferacije, EMT-a te mati¢nih stanica u rezistentnoj stani¢noj liniji Mel
224 (RL) i njenoj parentalnoj liniji (PL). Na apscisi su prikazani analizirani geni, a na ordinati izrazena
razina ekspresije normalizirana prema kontrolnoj parentalnoj liniji u obliku vrijednosti 2 -22Ct. Zvjezdicom

* su oznacene statisticki zna€ajne vrijednosti (p<0,05).
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Rezistentna stani¢na linija divljeg tipa, CHL-1 pokazuje povisenu razinu gena GLI/1 i PTCH1,
dok su ostale komponente HH-GLI u razini genske ekspresije parentalne linije. Genska razina
billega epitelno-mezenhimalne tranzicije VIM te MMP2 takoder je poviSena u odnosu na

kontrolnu liniju, a ekspresiju epitelnog biliega CDH-1 nije bilo moguce detektirati (Slika 4.26).
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Slika 4.26. Razina genske ekspresije komponenti signalnog puta HH-GLI, GLI/1, GLI2, GLI3, PTCH1,
SUFU, SMO i GSK3-8, biliega proliferacije, EMT-a te mati¢nih stanica u GANT61 rezistentnoj stani¢noj
liniji CHL-1 (RL) i njenoj parentalnoj liniji (PL). Na apscisi su prikazani analizirani geni, a na ordinati
izrazena razina ekspresije normalizirana prema kontrolnoj parentalnoj liniji u obliku vrijednosti 2 -2ACt,

Zvjezdicom * su oznacene statisticki znacajne vrijednosti (p<0,05).
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4.5.4 Analiza profila ekspresije proteina u uspostavljenim rezistentnim

stani€nim linijama
Osim genske ekspresije, analizirana je i proteinska ekspresija komponenti signalnog puta HH-
GLI: GLI1M, GLI2, GLI3, PTCH1, SMO i GSK3-3, komponenti signalnog puta RAS/RAF/MAPK:
ERK, JNK, p38 te njihovih aktivnih fosforiliranih formi i biliega epitelno-mezenhimalne
tranzicije, E-kadherina i vimentina. [3-aktin koristen je kao kontrola volumena za nanoSenje
proteina. Kod rezistentne stani¢ne linie Mel 224, vidljiva je snizena ekspresija proteina
signalnog puta HH-GLI, PTCH1, GLI1, GLI2, GLI3 i SMO. Zanimljivo, komponente signalnog
puta RAS/RAF/MAPK, ERK i JNK pojacano su eksprimirane u aktivnom fosforiliranom obliku.
Od komponenti HH-GLI, jedino kinaza GSK3-f u fosforiliranom obliku ima jacu ekspresiju u

rezistentnoj stani¢noj liniji u odnosu na kontrolnu parentalnu liniju (Slika 4.27).
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Slika 4.27 Proteinska ekspresija komponenti signalnog puta HH-GLI i RAS/RAF/MAPK te biljega
epitelno-mezenhimalne tranzicije u rezistentnoj stani€noj liniji Mel 224. 3-aktin koristen je kao kontrola
za nanoSenje proteina. PL oznaCava kontrolnu parentalnu liniji, a RL rezistentnu stani¢nu liniju. FL

oznacava formu proteina GLI pune duljine (eng. full length).
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Kod rezistentne stani¢ne linije CHL-1 takoder je proteinska ekspresija nekih komponenata
signalnog puta HH-GLI promijenjena. PTCH1, GLI2, GLI3 i pGSK3-B pokazuju sniZzenu
ekspresiju u odnosu na kontrolnu liniju. Detektirane su dvije forme proteina GLI1, jedna na
160 kDa te druga na 130 kDa. Forma od 160 kDa iskljucivo je prisutna u rezistentnoj stani¢noj
liniji, dok je forma od 130 kDa jaCe eksprimirana u kontrolnoj liniji. Epitelni biljieg E-kadherin
takoder je smanjen u rezistentnoj stani¢noj liniji. Za razliku od rezistentne stani¢ne linije Mel
224 s mutacijom NRAS, CHL-1 pokazuje smanjenu ekspresiju komponenti signalnog puta
RAS/RAF/MAPK, pERK i pJNK, dok je signalni krak p38 jace eksprimiran (Slika 4.28).
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Slika 4.28. Proteinska ekspresija komponenti signalnog puta HH-GLI i RAS/RAF/MAPK te biljega
epitelno-mezenhimalne tranzicije u rezistentnoj stani¢noj liniji divljeg tipa CHL-1. B-aktin koristen je kao

&€ pp38 (43 kDa)

kontrola volumena za nano$enje proteina. PL oznaCava kontrolnu parentalnu liniji, a RL rezistentnu

stani¢nu liniju. FL oznacava formu proteina GLI pune duljine (eng. full length).
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4.5.5 Sposobnost formiranja kolonija u uspostavljenim rezistentnim

stani€nim linijama
Kako bi se ispitalo utjeCe li stjecanje rezistencije na sposobnost formiranja kolonija te na koji
nacin, koristena je metoda klonalnog rasta stanica (eng. Colony forming assay). Kod stani¢ne
linije Mel 224 s mutacijom NRAS vidi se povec¢ani potencijal za formiranje kolonija kod
rezistentne linije u odnosu na kontrolnu liniju unato¢ povecéanju koncentracija GANT61.
Kontrolna linija Mel 224 na 5 yM GANTG61 stvara jako mali broj kolonija, dok rezistentna linija
ima vidljive kolonije i pri najvecoj koncentraciji od 10 uM. Kod tretmana arsenovim trioksidom
(ATO) rezistentna stani¢na linija formira veci broj kolonija u odnosu na kontrolnu liniju, ali pri
najvecoj koncentraciji od 1 uM obje linije gube sposobnost formiranja kolonija. Ciklopamin
(CYC) pokazuje najslabiji u€inak te se vidi da stanice imaju sposobnost formiranja kolonija u
cijelom rasponu koncentracija. Litijev klorid (LiCl) dokida formiranje kolonija u kontrolnoj liniji
pri koncentraciji od 10 mM, dok rezistentna linija pri toj dozi joS uvijek formira kolonije. Svi
tretmani, GANT61 (r=-0,7246, p =0,0420), ATO r=-0,8371, p =0,0095), CYC (r=-0,9187,
p=0,0013) i LiCl (r=-0,769, p=0,0257) pokazuju efekt ovisan o dozi te dovode do smanjene
sposobnosti formiranja kolonija pove¢anjem koncentracije spoja. Zanimljivo, unato€ tome sto
je svuda nasaden jednak broj stanica, inicijalno rezistentna stanic¢na linija formira veéi broj
kolonija (Slika 4.29).

Za razliku od stanicne linije Mel 224 s mutacijom u genu NRAS, stani¢na linija divljeg tipa,
CHL-1 stvara kolonije koje su potpuno morfoloski drugacije (Slika 4.30). Dok su kolonije kod
Mel 224 sitne, u stani¢noj liniji CHL-1 kolonije su mnogo vece i pravilnog okruglog oblika. lako
bi se vizualnom analizom zakljuCilo da obje linije CHL-1 reagiraju na tretmane GANT61,
arsenovog trioksida (ATO) i litijevog klorida (LiCl) tako da s povec¢anjem doze tretmana broj
kolonija opada, jedino tretman LiCl ima zadovoljavajuéi koeficijent korelacije (r=-0,8645,
p=0,0056). Tretman ciklopaminom (CYC), kao i u slu€aju stani¢ne linije Mel 224, gotovo da
nema utjecaj na sposobnost formiranja kolonija. Stani¢na linija rezistentna na GANT61
pokazuje jaci potencijal formiranja kolonija u odnosu na kontrolu. Dok kod kontrolne linije
gotovo nema vidljivih kolonija na koncentraciji 2,5 uM GANT61, rezistentna stani¢na linija i
dalje formira veliki broj kolonija. Sli¢na situacija je kod tretmana arsenovim trioksidom. lako
koncentracija od 0,244 uM smanjuje sposobnost formiranja kolonija u obje linije, na manjoj
koncentraciji od 0,122 uM rezistentna stani¢na linija formira velik broj kolonija za razliku od
kontrolne linije. Litijev klorid pravilno dokida sposobnost formiranja kolonija, no kod rezistentne
linije broj kolonija je veci. Kao i kod stani¢ne linije Mel 224, kod rezistentne linije CHL-1 izgleda

kao da stanice inicijalno stvaraju veci broj kolonija u odnosu na kontrolu.
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Slika 4.29. Utjecaj kemijskih spojeva GANT61, arsenovog trioksida (ATO), ciklopamina (CYC) i litijevog
klorida (LiCl) na sposobnost formiranja kolonija u rezistentnoj stani¢noj liniji Mel 224 (RL) i njenoj
parentalnoj liniji (PL). NT oznacava netretirane stanice, dok drugi stupac oznacava kontrolu otapala
(ETOH - etanol, NaOH - natrij hidroksid, PBS).
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Slika 4.30. Utjecaj kemijskih spojeva GANT61, arsenovog trioksida (ATO), ciklopamina (CYC) i litijevog
klorida (LiCl) na sposobnost formiranja kolonija u rezistentnoj stani¢noj liniji CHL-1 (RL) te njenoj

kontroli (PL). NT oznaCava netretirane stanice, dok drugi stupac ozna¢ava kontrolu otapala (ETOH -
etanol, NaOH - natrij hidroksid, PBS).
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4.5.6 Sposobnost migriranja u rezistentnim stani€nim linijama
Kako bi se ispitala migracijska sposobnost stanica, koriSten je test zatvaranja ureza (eng.
“Wound healing assay”). Kod stani¢ne linije Mel 224 vidljive su razlike u migracijskoj
sposobnosti izmedu rezistentne stani¢ne linije i njene kontrole. lako svi spojevi u konacnici
onemogucéavaju popunjenje ureza unutar analizirana 24 sata, vizualnom analizom vidljivo je
da kontrolna linija pokazuje manju migracijsku sposobnost u odnosu na rezistentnu liniju u
svakom od promatranih uvjeta, u uvjetima bez tretmana te u prisutnosti GANT61, ATO, CYC
i LiCl (Slika 4.31). Najveca razlika u migracijskom potencijalu vidljiva je u netretiranim uvjetima

gdje rezistentna stani¢na linija unutar 24 sata gotovo u potpunosti popuni napravljeni urez.

A MEL224K MEL224R B MEL224K MEL224R C MEL224K MEL224R

oh Oh

18h 18h

24h 24h

E MEL224K
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Slika 4.31. Vizualno praéenje utjecaja kemijskih spojeva na migracijsku sposobnost jednog seta
uzoraka rezistentne stanicne linije Mel 224 (R) i njene kontrole (K). A) netretirane stanice B) tretman 10
MM GANT61 C) tretman 0,5 uyM arsenov trioksid D) tretman 1 pg/ml ciklopamin E) tretman 20 mM
litijev klorid. Migracijska sposobnost analizirana je na dan tretmana 0.dan, 18 i 24 sata nakon tretmana.

Kvantifikacijom rezultata potvrdeno je da rezistentna stani¢na linijja ima veci migracijski
potencijal u odnosu na parentalnu liniju u oba vremenska intervala u uvjetima bez tretmana
(18h p=0,0001; 24h p=0,0003) te prisutnosti ATO (18h p=0,0001; 24h p=0,0001) i CYC (18h
p=0,0071; 24h p=0,0012) (Slika 4.32). U tretmanima GANT61 te LiCl nisu opazene statisticki

znacajne razlike izmedu parentalne i rezistentne linije.
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Zanimljivo, kvantifikacijom je ustanovljen suprotan trend 24 sata nakon tretmana GANTG61.
Obje linije pokazuju povecéani migracijski potencijal u odnosu na uvjete bez tretmana, no jedino
se u slu€aju parentalne linije opaza statisticki znac¢ajni u€inak (p=0,0002). Povec¢ani migracijski
potencijal uslijed tretmana GANT61 predstavlja neoCekivani ishod, ali trend koji je veé
prethodno opazen i na drugim stani¢énim modelima s kojima laboratorij ima iskustva (239).
Usporedbom pojedinacnih tretmana s uvjetima bez tretmana, vidljivo je da je u uvjetima s
tretmanom ATO i LiCl migracijska sposobnost rezistentne linije smanjena (ATO p=0,0306;
LiCl p=0,0012). Suprotno tome, kontrolna stani¢na linija pokazuje statistiCki znacajnu
osjetljivost isklju€ivo na tretman LiCl (p=0,0414). UCinak ostalih spojeva nije se pokazao

statistiCki znaCajan u odnosu na uvjete bez tretmana.
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Slika 4.32 Kvantifikacija migracijske sposobnosti rezistentne stani¢ne linije Mel 224 i njene kontrole.
Na apscisi su oznaCeni parovi uzoraka i pojedini uvjeti NT- netretirano, 10 uM GANT61, 1 pg/ml
ciklopamin (CYC), 20 mM litijev klorid (LiCl) te 0,5 uM arsenov trioksid (ATO). Na ordinati je oznacen
postotak pokrivenosti ureza nakon 18 (plavo) i 24 (naranc¢asto) sata. PL oznac¢ava kontrolnu parentalnu
liniju, a RL rezistentnu stani¢nu liniju. Kvantifikacija je napravljena na temelju dvije bioloske replike i 8

tehni¢kih replikata. Zvjezdicom (*) su oznacene statistiCki znac¢ajne vrijednosti (p<0,05).

U stani¢noj liniji divljeg tipa, CHL-1 takoder su vidljive razlike izmedu rezistentne i kontrolne
linije u migracijskom potencijalu stanica (Slika 4.33). Vizualnom analizom vidljivo je da u svim
ispitanim uvjetima rezistentna stani¢na linija ima veéi migracijski potencijal u odnosu na
kontrolnu liniju. Dok u uvjetima bez tretmana rezistentna linija u potpunosti popuni napravljeni
urez nakon 24 sata, dodatkom tretmana migracijska se sposobnost donekle smanjuje.

Kvantifikacijom vizualnih rezultata, odredeni trendovi su potvrdeni te je vidljivo da u uvjetima
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bez tretmana (24h p=0,0027) te prisutnosti GANT61 (18h p=0,0215, 24h p=0,0048) i LiCl (18h
P<0,0001; 24h p=0,0134) rezistentna stani¢na linija ima jaCu migracijsku sposobnost od
parentalne linije (Slika 4.34). Tretman GANT61 i CYC ¢ak pokazuju suprotan stimulativni efekt
na migracijsku sposobnost. U slu€aju parentalne linije, u odnosu na uvjete bez tretmana,
tretmani CYC (18h p=0,0065; 24h p=0,0129) i LiCl (18h p=0,0005; 24h p=0,0179) su se
pokazali statistiCki znacajni. U rezistentnoj stani¢noj liniji, tretmani GANT61 (18h p=0,0028),
CYC (18h p=0,0024 ; 24h p=0,0430), LiCl (24h p=0,0001) te ATO (24h p=0,0196) su se

pokazali znaCajni u odnosu na uvjete bez tretmana.
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Slika 4.33 Vizualno praéenje utjecaja kemijskih spojeva na migracijsku sposobnost jednog seta
uzoraka rezistentne stani¢ne linijje CHL-1 (R) i njene kontrole (K). A) netretirane stanice B) tretman 10
mM GANT61 C) tretman 0,5 uM arsenov trioksid D) tretman 1 pg/ml ciklopamin E) tretman 20 mM

litijev klorid. Migracijska sposobnost analizirana je na dan tretmana 0.dan, 18 i 24 sata nakon tretmana.
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Slika 4.34. Kvantifikacija migracijske sposobnosti rezistentne stani¢ne linije CHL-1 i njene kontrole. Na
apscisi su oznaceni parovi uzoraka i pojedini uvjeti NT-netretirano, 10 yM GANT61, 1 ug/ml ciklopamin
(CYC), 20 mM litijev klorid (LiCl) te 0,5 uM arsenov trioksid (ATO). Na ordinati je ozna¢en postotak
pokrivenosti ureza nakon 18 i 24 sata. PL oznaCava kontrolnu parentalnu liniju, a RL rezistentnu
stani¢nu liniju. Kvantifikacija je napravljena na temelju dvije bioloSke replike i 8 tehnickih replikata.

Zvjezdicom (*) su oznacene statisticki znacajne vrijednosti (p<0,05).
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4.5.7 Analiza aktivnosti signalnog puta RAS/RAF/MAPK u

uspostavljenim rezistentnim stani€nim linijama
Kako bi se analizirala aktivnost signalnog puta MAPK/PI3K, stanice su uzgajane u razli€itim
uvjetima: tretman 0,01 mM inzulinom (aktivator RAS/RAF/MAPK Kkojim se osigurava
detektabilna bazalna aktivnost signalnog puta), tretman 0,01 mM UQ126 (inhibitor MEK1/2 koji
sluzi kao negativna kontrola) te tretmani inhibitorima HH-GLI (GANT61, ATO, LiCl i CYC).
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Slika 4.35. Analiza aktivnosti signalnog puta MAPK/PI3K u kontrolnoj (A) i rezistentnoj staniénoj liniji
Mel 224 (B). Na apscisi su oznaceni tretmani, a na ordinati udio stani¢ne populacije (%) s ne/aktivnim
signalnim putem MAPK/PI3K. PK oznacava tretman 0,01 mM inzulinom, NK tretman 0,01 mM U0126,
GANT10 i GANT25 istoimene tretmane u yM, 15 yM ATO, 20 mM LiCl te 1 ug/ml CYC. Bijelo — stanice
s neaktivnim MAPK/PI3K, crno — aktivni MAPK, sivo — dvojna aktivacija MAPK/PI3K, Zuto — aktivni
PI3K.

Parentalna i rezistentna stani¢na linija Mel 224 pokazuju sli¢nu bazalnu aktivhost MAPK/PI3K
(crni, sivi i zuti segmenti grafa) (Slika 4.35). Tretman inhibitorom MEK1/2 U0126, uzrokuje u
rezistentnoj liniji statisticki zna¢ajno povecanje udjela negativnih stanica (p=0,0072) u odnosu
na parentalnu liniju. U odnosu na parentalnu liniju, tretmani inhibitorima HH-GLI, GANT61,
ATO i LiCl u rezistentnoj liniji uzrokuju statisti¢ki znacajno povecéanje udjela stanica s aktivnim
signalnim putem MAPK/PI3K (GANT61 p=0,0010; ATO p=0,0079; LiCl p=0,0008). Suprotno
tome, u kontrolnoj liniji inhibitori HH-GLI, GANT61 i ATO uzrokuju dodatno povecanje udjela
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stanica s negativnim signalnim putem. Zanimljivo, u rezistentnoj stanicnoj liniji tretman
inhibitorima GANT61, ATO i LiCl ima znacajan ucinak na povec¢anje udjela populacije stanica
s aktivnim signalnim putem u odnosu na tretman inzulinom koji predstavlja bazalne uvjete
(GANT61 p=0,0395; ATO p=0,0354; LiCl p=0,0026). Neovisno o tretmanu, aktivacija je
naj¢esce dvojne prirode, odnosno naj¢esce se aktiviraju oba signalna puta, MAPK i PI3K, $to

ne iznenaduje s obzirom na poznatu meduovisnost navedenih signalnih puteva.
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Slika 4.36. Analiza aktivnosti signalnog puta MAPK/PI3K u kontrolnoj (A) i rezistentnoj stanic¢noj liniji
CHL-1 (B). Na apscisi su oznaceni tretmani, a na ordinati udio stani€¢ne populacije (%) s ne/aktivnim
signalnim putem MAPK/PI3K. PK oznacava tretman 0,01 mM inzulinom, NK tretman 0,01 mM U0126,
GANT10 i GANT25 istoimene tretmane u uM, 15 yM ATO, 20 mM LiCl te 1 yg/ml CYC. Bijelo — stanice
s neaktivnim MAPK/PI3K, crno — aktivni MAPK, sivo — dvojna aktivacija MAPK/PI3K, Zuto — aktivni
PI3K.

Kod stanicne linije divljeg tipa, CHL-1 profili aktivhosti MAPK/PI3K izgledaju sli¢nije u odnosu
na stani¢nu liniju Mel 224 (Slika 4.36). Kod obje linije, parentalnoj i rezistentnoj, u bazalnim
uvjetima (PK) mozZe se vidjeti da aktivnost signalnog puta iznosi oko 30 % S3to predstavlja
podjednak udio stani¢ne populacije onome koji je detektiran kod stani¢ne linije Mel 224. U
parentalnoj stani¢noj liniji CHL-1 tretmani inhibitorima ATO i CYC uzrokuju smanjenje udjela
stani¢ne populacije s aktivnim signalnim putem, dok ostali tretmani ne djeluju znacajno na

parentalnu liniju. S druge strane, u rezistentnoj liniji svi inhibitori HH-GLI smanjuju udio stanica
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s aktivnim signalnim putem, no polu€eni efekt nije statistiCki znacajan. Kod medusobne
usporedbe linija, osobito se istice tretman LiCl koji u rezistentnoj stani¢noj liniji dovodi do
statistiCki znaCajnog povecanja udjela populacije s negativnim signalnim putem MAPK/PI3K u
odnosu na parentalnu liniju (p=0,0394). Suprotno tome, tretman 10 yM GANT61 dovodi do
smanjenja populacije s negativnim signalnim putem u odnosu na parentalnu liniju (p=0,0304).

Kao i u slu¢aju stani¢ne linije Mel 224, aktivacija signalnih puteva je najCeSce dvojne prirode.

4.5.8 Analiza staniénog ciklusa u uspostavljenim rezistentnim staniénim
linijama
Kako bi se analizirao stani¢ni ciklus uspostavljenih stani¢nih linija, stanice su uzgajane u
nekoliko uvjeta: uvjeti bez tretmana, tretman 100 nM doksorubicinom (DOXO) koji je poznati
blokator faza G2/M, te tretmani GANT61 u dozama LD50 (10 uM) i dozi u kojoj rezistentne

stani¢ne linije normalno preZivljavaju, u slu¢aju Mel 224 25 yM GANT61, a kod CHL-1 20 uM
GANTG61.
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Slika 4.37. Analiza stani¢nog ciklusa u rezistentnoj stani¢noj liniji Mel 224. A) Analiza stani¢nog ciklusa
24 sata nakon tretmana. B) Analiza stani¢nog ciklusa 48 sati nakon tretmana. Na apscisi se ozna&eni
pojedini tretmani, a na ordinati postotak stanica u fazama stani¢nog ciklusa sub-G1 (bijelo), GO/G1
(crno), S (naranc€asto) i G2/M (sivo) te polinuklearne stanice (crveno). PL oznafava kontrolnu
parentalnu liniju, a RL rezistentnu stani¢nu liniju. NT oznacava netretirane uzorke, DOXO tretman 100
nM doksorubicinom, a GANT61 10 i 25 istoimene tretmane u koncentracijama pM.
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Rezistentna stani¢na linija Mel 224 u uvjetima bez tretmana ima profil stani¢nog ciklusa veoma
slican onome kod kontrolne linije neovisno o vremenskoj tocki (Slika 4.37). Tretman DOXO
oCekivano radi statistiCki znacajan zastoj u G2/M fazama stani¢nog ciklusa u rezistentnoj liniji
(p <0,0001) u odnosu na uvjete bez tretmana, dok u parentalnoj liniji 48 sati nakon tretmana
dovodi do pojave populacije sub-G1 (p< 0,0001). Populacija sub-G1 izdvaja se kao signal prije
same faze G1 (Slika 4.38) te predstavlja stani¢nu populaciju s fragmentiranom DNA koja
potencijalno ulazi u proces apoptoze (272). Isti trend vidljiv je u parentalnoj liniji 48 sati nakon
tretmana 25 uM GANT61, gdje se u odnosu na uvjete bez tretmana moze detektirati statisticki
znacajno povecanje populacije sub-G1 (p<0,0001). Suprotno tome, u rezistentnoj stani¢noj
liniji 24 sata nakon tretmana 25 uyM GANTG61 dolazi do pojave populacije sub-G1 (p=0,0008),
koja se 48 sati nakon tretmana ponovo smanjuje (p=0,0053), Sto se moze potencijalno
povezati s adaptivnim mehanizmima kojima se poku$ava zaobici apoptoza. Tretman 25 yM
GANT61 u rezistentnoj stani¢noj liniji dovodi do povecanja udjela stanica u fazama G0/G1
(p=0,0002).
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Slika 4.38. Analiza histograma stani¢nog ciklusa rezistentne stani¢ne linije Mel 224 u uvjetima bez
tretmana (A), nakon tretmana 100 nM DOXO (B) i 25 yM GANT61 (C) te izgled viSejezgrenih stanica
(oznacene bijelom strelicom) (D). Plavi signali oznacavaju staniénu populaciju u fazama GO0/G1,
ljubiCasti fazi S, a svijetlo zeleni fazama G2/M. Zelenim strelicama oznacena je populacija sub-G1 koja
se javlja nakon tretmana DOXO i GANT61. Crvenim strelicama oznacena je populacija viSejezgrenih

stanica koja se moze detektirati u svim uzorcima.
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Neovisno o tretmanu, u svakom uzorku moze se detektirati udio stani¢ne populacije koji se
izdvaja kao signal nakon faze G2 te potencijalno predstavlja viSejezgrene stanice (Slika
4.38D). Tretmani DOXO i 25 yM GANT61 dovode do statistiCki znaCajnog povecanja
navedene populacije u odnosu na parentalnu liniju (p=0,0001; p=0,0005 redom). ViSejezgrene
stanice vrlo su Cesta pojava u tumorskim stanicnim linijama te su rezultat genomske
nestabilnosti koja dovodi do nekontrolirane diobe i fuzije stanica. Smatra se da vrlo Cesto takve
stanice prezivljavaju tretmane terapeuticima te se stoga povezuju s loSijom prognostickom

slikom pacijenata (273).
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Slika 4.39. Analiza stani¢nog ciklusa u rezistentnoj stani¢noj liniji CHL-1. A) Analiza stani¢nog ciklusa
24 sata nakon tretmana. B) Analiza stani¢nog ciklusa 48 sati nakon tretmana. Na apscisi se ozna&eni
pojedini tretmani, a na ordinati postotak stanica u fazama stani¢nog ciklusa sub-G1 (bijelo), GO/G1
(crno), S (naranc€asto) i G2/M (sivo) te polinuklearne stanice (crveno). PL oznafava kontrolnu
parentalnu liniju, a RL rezistentnu stani¢nu liniju. NT ozna&ava netretirane uzorke, DOXO tretman 100

nM doksorubicinom, a GANT61 10 i 20 istoimene tretmane u koncentracijama pM.
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Profili stani€nog ciklusa parentalne i rezistentne linije CHL-1 u uvjetima bez tretmana se
razlikuju (Slika 4.39). U vremenskoj toCki 48 sati, rezistentna stani¢na linija u odnosu na
parentalnu ima statisticki znacajno povecéanje staniCne populacije u fazama GO0/G1
(p=0,0001). Tretman DOXO dovodi do oc¢ekivane akumulacije stanica u fazama G2/M u
rezistentnoj stani¢noj liniji nakon 24 sata (p<0,0001), no nakon 48 sati se taj uCinak gubi i
dolazi do povecéanja populacije stanica u fazi sub-G1, §to indicira ulazak u apoptozu. Suprotno
tome, u kontrolngj liniji tretman DOXO isprva dovodi do povecanja populacije sub-G1 u odnosu
na uvjete bez tretmana (bez statisticke znacajnosti) te nakon 48 sati dolazi do statisticke
znacajne akumulacije stanica u G2/M (p<0,0001). Kod kontrolnih stanica tretman 10 yM
GANT61 dovodi do statistiCki znacajnog nakupljanja stanica u GO0/G1 ve¢ nakon 24h
(p=0,0001), dok se u rezistentnoj liniji taj u¢inak dobiva tek nakon 48h, i to pri obje koriStene
doze (GANT61 10 uM (p=0,0002); GANT61 20 uM p=0,0001). Tretman 20 yM GANT61 u

rezistentnoj liniji dodatno dovodi do pojave populacije stanica u sub-G1 (p=0,0001).
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4.6 Analiza gena identificiranih analizom ChIP na uspostavljenim

rezistentnim stani¢nim linijama

Kako bismo dalje okarakterizirali uspostavljene rezistentne stanicne linije, ispitana je genska
ekspresija manjeg panela gena koji su analizirani kao potencijalne transkripcijske mete
proteina GLI: SAMMSON, RHEB, MALAT, SPRY4, SOS1, DUSP4, DUSP7, MAPK14,
SPRY2, RAB34 te SOX10 (Slika 4.40). Panel analiziranih gena napravljen je na temelju
analize postojecCe literature tako da su odabrani geni povezani sa signalnim putem
RAS/RAF/MAPK. Rezistentna stani¢na linija Mel 224 s mutacijom u genu NRAS, kod koje je
prethodno detektirana pojacana proteinska ekspresija komponenti RAS/RAF/MAPK, pokazuje
shizenu ekspresiju gena SPRY4, DUSP4, DUSP7, RAB34 i SOX10. Proteini SPRY4, DUSP4
i DUSP7 poznati su negativni regulatori signalnog puta RAS/RAF/MAPK, tako da njihova
smanjena genska ekspresija nije iznenaduju¢a u stanicnom modelu kod kojeg je doslo do
prekomjerne aktivacije navedenog signalnog puta. SOX10 predstavlja transkripcijski faktor
koji se smatra biljiegom metastaziranja u melanomu. RAB34 poznati je regulator ciliogeneze.
S obzirom da je aktivnost signalnog puta HH-GLI jako ovisna o pravilnom formiranju i
funkcioniranju primarne cilije, detaljnije je ispitan protein RAB34 u kontekstu rezistentnih

stani¢nih linija.
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Slika 4.40. Analiza genske ekspresije potencijalnih transkripcijskih meta proteina GLI u rezistentnoj
stani¢noj liniji Mel 224 (R). Na apscisi su oznaceni analizirani geni, a na ordinati razina genske
ekspresije koja je izrazena kao vrijednost 2 22Ct nakon normalizacije na kontrolnu parentalnu liniju (K).

Zvjezdicom (*) oznacene su statisti¢ki znacajne vrijednosti (p<0,05).
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Slika 4.41. Analiza genske ekspresije potencijalnih transkripcijskih meta proteina GLI u rezistentnoj
stani¢noj liniji CHL-1 (R). Na apscisi su oznaceni analizirani geni, a na ordinati razina genske ekspresije
koja je izrazena kao vrijednost 2 22t nakon normalizacije na kontrolnu parentalnu liniju (K). Zvjezdicom

(*) oznaCene su statisti¢ki znacajne vrijednosti (p<0,05).

U stani¢noj liniji divljeg tipa, CHL-1 takoder su vidljive promjene u genskoj ekspresiji odredenih
potencijalnih meta proteina GLI (Slika 4.41). Genska ekspresija negativnih regulatora
signalnog puta RAS/RAF/MAPK, SPRY4 i DUSP4 sniZzena je u rezistentnoj stani¢noj liniji, $to
nije iznenadujuce s obzirom na prethodno opaZenu snizenu ekspresiju proteinskih komponenti
RAS/RAF/MAPK u toj liniji. Ekspresija gena SAMMSON i RHEB poja¢ana je u odnosu na
kontrolnu liniju. SAMMSON je IncRNA izuzetno vazna za prezivljenje i metabolizam stanica u

razvoju melanoma.
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4.6.1 Ekspresija proteina RAB34 u uspostavljenim rezistentnim
stani€nim linijama
Kako bi se ispitale prethodno uoCene promjene na genskoj razini, ispitana je proteinska
ekspresija RAB34 na uspostavljenim rezistentnim stani¢nim linijama te njihovim parentalnim
linijama (Slika 4.42). Kod stani¢ne linije Mel 224 kao i na genskoj razini, u rezistentnoj liniji
vidljiva je smanjena ekspresija proteina RAB34, dok u rezistentnoj stani¢noj liniji CHL-1 nema

promjena u ekspresiji proteina RAB34 u odnosu na kontrolnu liniju.
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Slika 4.42. Proteinska ekspresija RAB34 u rezistentnim staniCnim linijama Mel 224 (A) i CHL-1 (B) i

njihovim parentalnim linijama. B-aktin koristen je kao kontrola nano$enja proteina.

110



4.6.2 Imunofluorescentna vizualizacija primarnih cilija

S obzirom na to da je proteinski izrazaj RAB34 promijenjen u rezistentnoj stani¢noj linij Mel
224, imunofluorescentnim bojanjem provjereno je stvaraju li te stanice i u kojoj mjeri, primarne
cilije. U tu svrhu radena je detekcija acetiliranog oblika proteina a-tubulina koji se u takvom
obliku snazno akumulira u tijelu primarne cilije te detektira kao prstolika struktura na povrsini
stani¢ne membrane. S obzirom da u melanomu vrlo ¢esto dolazi do gubitka primarnih cilija,
prije same detekcije istih, bilo je potrebno optimizirati uvjete kojima ¢e se osigurati Sto bolji
eksperimentalni uvjeti za vizualizaciju cilija. Zato su stanice uzgajane kroz nekoliko
vremenskih toCaka (24, 48 i 72 sata) u uvjetima s i bez prisutnosti seruma u mediju te tretirane
spojem SAG (agonist SMO) u koncentraciji od 2,5 uM koji dovodi do akumulacije koreceptora
SMO u primarnoj ciliji (274). Usporedbom navedenih uvjeta, uoCeno je da je vizualizacija
primarnih cilija najuspjesnija nakon 72 sata u uvjetima bez seruma i tretmana SAG (Slika
4.43).

Slika 4.43. Optimizacija uvjeta za imunofluorescentnu vizualizaciju primarnih cilija na stani¢noj liniji Mel
224. Acetilirani a-tubulin vidljiv je kao crveni signal dok su jezgre stanica plave zbog bojenja bojom

DAPI. Detektirane cilije vidljive su kao prstolike strukture te su oznacene bijelim strelicama.
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Nakon $to su uvjeti za vizualizaciju primarnih cilija optimizirani, provjereno je akumulira li se
RAB34 kao regulator procesa ciliogeneze zaista u primarnim ciljama u naSim uzorcima.
Usporedbom zasebnih kanala detekcije acetiliranog a-tubulina (crveno) i RAB34 (zeleno)

vidljivo je da se oba proteina akumuliraju u primarnim cilijama (Slika 4.44).

Slika 4.44. Provjera kolokalizacije acetiliranog a-tubulina i RAB34 u primarnim cilijama (A). Pojedinacni
kanali lokalizacije acetiliranog a-tubulina (crveno) (B), RAB34 (zeleno) (C) i jezgara stanica koje su
vizualizirane pomocu boje DAPI (plavi signal) (D). Bijelim strelicama oznacene su primarne cilije u
kojima se istovremeno eksprimiraju oba proteina.

Kvantifikacija primarnih cilija napravljena je kako bi se vidjelo postoje li razlike u sposobnosti
formiranja primarnih cilija u rezistentnim stani¢nim linijama. Nakon vizualizacije cilija, uzorci
su fotografirani u sedam vidnih polja te su identificirane cilije izbrojene i kvantificirane u odnosu
na ukupan broj identificiranih jezgara stanica. U slu€aju stani¢ne linije Mel 224 opazeno je da

rezistentna stani¢na linija koja ima smanjenu ekspresiju RAB34, zaista stvara maniji broj cilija
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u odnosu na parentalnu liniju. U slu¢aju parentalne stani¢ne linije analizirano je 1410 jezgara
u 7 vidnih polja te su pronadene 64 cilije, $to znaci da ukupno 4,539 % stanica stvara primarne
cilije. Kod rezistentne stani¢ne linije, analizirano je 1945 jezgara u 6 vidnih polja te pronadeno
48 primarnih cilija, $to znacdi da 2,468 % stanica stvara cilije. lako se u oba slu¢aja rado o vrlo
malom ukupnom postotku identificiranih cilija, rezistentna staniCna linijja ima smanjen
potencijal ciliogeneze za 54,37 % u odnosu na parentalnu liniju (p=0,0308). U slu€aju stani¢ne
linije divljeg tipa, CHL-1 primarne cilije nisu detektirane uopée $to je uobicajeno za stanice
melanoma (Slika 4.45). Zanimljivo je §to obje linije, i parentalna i rezistentna, eksprimiraju

protein RAB34, sto znaci da njegova ekspresija nije isklju€ivo vezana za proces ciliogeneze.

Slika 4.45. Odsutnost primarnih cilija u stani¢noj liniji CHL-1. Primarne cilije nisu detektirane kroz

vizualizaciju acetiliranog a-tubulina (crveni signal) i jezgara stanica (plavi signal).
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4.6.3 Analiza autofagije u rezistentnim stani€nim linijama
Buduc¢i da su ciliogeneza i autofagija usko povezani procesi, u radu je ispitana ekspresija
biliega autofagije u rezistentnim stani¢nim linijama te analizirano kako stanice reagiraju na
tretmane kemijskim spojevima koji modificiraju proces autofagije. Prvo je provjerena bazalna
proteinska ekspresija biliega autofagije, p62 i LC3B (Slika 4.46). LC3B se smatra mnogo
to€nijim markerom autofagije jer se njegova aktivna forma LC3BII regrutira u membranu
autofagosoma, dok p62 ima i druge nespecifitne funkcije osim autofagije. U stani¢noj liniji Mel
224 vidljiva je pojacana ekspresije LC3BIl u rezistentnoj liniji u odnosu na kontrolnu, dok je
ekspresija vise-manje nepromijenjena u stani¢noj liniji CHL-1. Ekspresija p62 ostala je
nepromijenjena, ali je vidljivo da stani¢na linija Mel 224 inicijalno jate eksprimira p62 od

stani¢ne linije CHL-1.

30 p62 (62 kDa)

15 — e — . LC3BI (17 kDa)
e — LC3BII (14 kDa)

37— ————— B-aktin (42 kDa)

Slika 4.46. Bazalna proteinska ekspresija biliega autofagije p62 i LC3B u rezistentnim stani¢nim

linijama i njihovim kontrolama. B-aktin koristen je kao kontrola nano$enja proteina.

Nakon $to je provjerena ekspresija biljega autofagije u bazalnim uvjetima, stanice su tretirane
kemijskim spojevima koji modificiraju proces autofagije kako bi mogli zakljuciti kako je
autofagija regulirana u nasim stani¢nim linijama. Tretman 100 nm bafilomicinom A1, poznatim
inhibitorom autofagije, trebao bi izazvati blokadu autofagije i nakupljanje biljega autofagije p62
i LC3B (Slika 4.47). Ocekivani u€inak vidljiv je u stani¢noj liniji divljeg tipa CHL-1. Vidljivo je
nakupljanje aktivhe forme LC3BII u obje linije, parentalnoj i rezistentnoj, dok sama kontrola
otapala, DMSO nema nikakav ucinak. U slu€aju biljega p62, ucinak je vidljiv isklju¢ivo u
rezistentnoj liniji. U stani¢noj liniji Mel 224 tretman bafilomicinom A1 uzrokuje ocekivano
akumuliranje p62 i LC3BII u kontrolnoj i rezistentnoj liniji. Kako bi se u potpunosti razjasnilo
kako autofagija funkcionira u uspostavljenim rezistentnim linijama, navedene linije tretirane su
0,5 uM rapamicinom, aktivatorom autofagije te kombiniranim tretmanom 100 nM bafilomicina
i 0,5 uM rapamicina (Slika 4.48). Tretman aktivatorom autofagije trebao bi potaknuti autofagiju
i ne bi trebalo doc¢i do nakupljanja navedenih biljega. Kombiniranjem tretmana bafilomicina A1

i rapamicina moze se zakljuciti kako autofagija funkcionira ovisno o tome koji tretman ¢e imati
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dominantniji efekt. U stani¢noj liniji CHL-1, tretman rapamicinom dovodi do o¢ekivanog ucinka
te nema akumulacije markera p62. Cak i u kombiniranom tretmanu, rapamicin nadja¢ava
inhibitorni u€inak bafilomicina, te ne dolazi do akumulacije p62. U slu¢aju LC3B, jednaki uc¢inak
vidimo kod parentalne linije gdje je autofagija i dalje aktivha, dok se u rezistentnoj stani¢noj
liniji detektira blokada autofagije u obliku nakupljanja proteina LC3BIlI unato¢ tretmanu
rapamicinom. Kod stanic¢ne linije Mel 224 vidljiv je suprotan u€inak. Kontrolna linija Mel 224
ne reagira na aktivaciju rapamicinom, te se mogu detektirati p62 i LC3B. U kombiniranom
tretmanu, bafilomicin A1 svojim inhibitornim ucinkom nadjaCava ucinak rapamicina te je
vidljiva snazna akumulacija p62 i LC3BII.

— N — ( p62 (62 kDa)

15 | — — — — — — & .c381(17 kDa)
S L3811 (14 kDa)

s | € g aKTIN (42 kD)

o o
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Slika 4.47. Analiza biljega autofagije p62 i LC3B nakon tretmana 100 nm bafilomicinom (BAF) u
rezistentnoj stani¢noj liniji CHL-1 (A) i MEL224 (B). DMSO je koriSten kao kontrola otapala spoja. 3-
aktin koristen je kao kontrola nanoSenja proteina.

lako bi se na temelju rezultata dobivenih analizom biljega p62 zaklju€ilo da autofagija u
rezistentnoj liniji ne funkcionira, analiza to¢nijeg biliega LC3B ukazuje na suprotan trend. U
kombiniranom tretmanu LC3BIl moze se detektirati, ali mnogo manje nego u kontrolnoj liniji.
Isto tako, u rezistentnoj stani¢noj liniji, omjer formi LC3BI LC3BII veéi je u korist neaktivne
forme LC3BIl. Na temelju provedenih eksperimenata, moze se zakljuCiti da je u slu€aju
stani¢ne linije divljeg tipa CHL-1, autofagija iz nekog razloga poremeéena u rezistentnoj
stani¢noj liniji u odnosu na kontrolu. U slu¢aju stani¢ne linije Mel 224, aktivnost autofagije je
ja€a u rezistentnoj liniji. Kada se usporede stani¢ne linije medusobno, stani¢na linija CHL-1

inicijalno ima izrazitiju aktivhost autofagije nego stani¢na linija Mel 224.
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Slika 4.48. Analiza biliega autofagije p62 (A) i LC3B (B) nakon tretmana rapamicinom (RAP) te
kombiniranog tretmana rapamicina (RAP) i bafilomicina (BAF) na rezistentnim stani¢nim linijama CHL-
1i Mel 224 te njihovim kontrolama. Oznakama +/- oznacéeno je li neki spoj prisutan u tretmanu ili ne.

DMSO je koriten kao kontrola otapala spoja. GAPDH je koriSten kao kontrola nanoSenja proteina.
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5. RASPRAVA

Signalni put Hedgehog-GLI od iznimne je vaznosti za normalan embrionalni razvoj. Danas je
poznato da poremecéena aktivhost HH-GLI potie karcinogenezu manipuliraju¢i osnovnim
stani¢nim procesima poput preZivljenja, stani¢nog ciklusa, apoptoze, migracije i odgovora na
terapiju (275). Prethodnim istrazivanjima ve¢ je pokazana aktivnost HH-GLI u nastanku i
progresiji melanoma. Signalni put RAS/RAF/MAPK put je prijenosa koji je najCesce
promijenjen u melanomu, stoga je jedan od kljuénih nositelja karcinogenih svojstava
melanoma (11). Signalni putevi RAS/RAF/MAPK i HH-GLI kroz nekanonske interakcije
neovisne o0 membranskim komponentama, mogu stanici osigurati funkcioniranje alternativnih
mehanizama kojima se dalje odrzavaju karcinogena svojstva, no te interakcije su jo$ uvijek
slabo opisane (128). Dosadasnje publikacije uglavnom se fokusiraju na nekanonsku aktivaciju
HH-GLI putem RAS/RAF/MAPK, no jo$ uvijek nije poznato kako HH-GLI povratno moze
djelovati na aktivaciju RAS/RAF/MAPK. U ovom radu, razvijajuéi stani¢ne linije rezistentne na
GANT61 i kroz identifikaciju transkripcijskihn meta proteina GLI, ispitana je interakcija i
meduovisnost signalnih puteva RAS/RAF/MAPK i HH-GLI u procesu rezistencije na lijekove
u stani€¢nim linijama melanoma. Glavni cilj ovog doktorskog rada bio je pokazati da je
interakcija signalnih puteva RAS/RAF/MAPK i HH-GLI vazna u procesu rezistencije na
ljekove. Naime, boljim razumijevanjem tih interakcija, otvaraju se moguc¢nosti za razvoj

kombinirane terapije u buduénosti.

Transkripcijski faktori GLI predstavljaju glavne efektore signalnog puta HH-GLI time Sto
vezanjem za promotore svojih ciljnih gena, kontroliraju niz stani¢nih procesa (40). Unato¢
brojnim istrazivanjima zadnjih desetljeca, funkcije proteina GLI1, GLI2 i GLI3 jo§ su uvijek
relativno slabo opisane. Jedan od nacina kojim se moze opisati funkcija nekog proteina je
identifikacija njegovih nizvodnih meta. U ovom istrazivanju, koristeéi metodu ChlP-seq
identificirane su potencijalne transkripcijske mete proteina GLI u stani¢nim linijama melanoma.
Kako bi se identificirao §to veci broj potencijalnih transkripcijskin meta, ispitana je aktivnost
signalnog puta HH-GLI prateéi gensku i proteinsku ekspresiju GLI1, GLI2 i GLI3 na panelu
stanic¢nih linijja melanoma razli€itog mutacijskog statusa gena BRAF i NRAS. Proteini BRAF i
NRAS dio su signalnog puta RAS/RAF/MAPK te predstavljaju najceS¢e mutirane komponente
koje za rezultat imaju konstitutivan put prijenosa (11). Na temelju analize genske eskpresije
GLI1, GLI2 i GLI3, vidljivo je da je ekspresije detektirana u svim linijjama neovisno o
mutacijskom statusu BRAF i NRAS (Poglavlje 4.1.1, Slika 4.1). Na razini proteina, ekspresija
je raznolika, GLI1 i GLI2 su nejednoliko eksprimirani, dok je ekspresija proteina GLI3 najjaca,
stabilna i konzistentna u svim stani¢nim linijama (Poglavlje 4.1.2, Slika 4.2). lako se protein
GLI3 primarno zbog svoje dominantne represorske prirode povezuje s protektivnim

protutumorskim svojstvima, nedavna istraZzivanja ukazuju na to da GLI3 mozZe i promovirati
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karcinogenezu uslijed izmijenjenog procesiranja. ZubcCi¢ i suradnici pokazali su da se u
stani¢nim linijama tumora glave i vrata, glavni inhibitorni efekt na HH-GLI ostvaruje preko
proteina GLI3 ¢ime se smanjuju protumorska svojstva poput prezivljenja stanica, migracijskog
kapaciteta i potencijala formiranja kolonija (239). Reda i suradnici objavili su studiju u kojoj su
ispitali ekspresiju komponenti HH-GLI na Sirokom panelu stani¢nih linija medu kojima su bile
prisutne i stani¢ne linije melanoma (276). Za razliku od naseg istrazivanja gdje je ekspresija
proteina GLI3 bila najjata u svim linijama, u njihovoj je studiji ekspresija GLI1 i GLI2 bila
najsnaznija. Zanimljivo, iako ekspresija proteina GLI1 i GLI2 varira medu stani¢nim linijama,
ekspresija proteina PTCH1, direktne transkripcijske mete HH-GLI, koji se smatra markerom
aktivnosti ovog signalnog puta, jednako je stabilna kao ekspresija GLI3 medu linijama. U
svakom slucaju, vidljivo je da su komponente HH-GLI eksprimirane te da je signalni put u
stani¢nim linijjama melanoma aktivan. Santini i suradnici prethodno su pokazali da je aktivnost
HH-GLI nuzna za samoobnavljanje i ostala karcinogena svojstva stanica koje iniciraju
nastanak melanoma (109). Nakon §to je potvrdeno da stani¢ne linije melanoma eksprimiraju
proteine GLlI, ispitan je odgovor stanica na inhibiciju HH-GLI tretmanom GANT61 (Poglavlje
4.1.3, Slika 4.4). Neovisno o mutacijskom statusu, sve stani¢ne linijje pokazale su trend
smanjenja prezivlienja s povecanjem njegove koncentracije. NaSa opazanja potvrdilo je
prethodno spomenuto istrazivanje Reda i suradnika koji su pokazali da GANT61 djeluje
negativno na prezivljenje analiziranih stani¢nih linija (276). Zanimljivo, iako bi se oCekivalo da
su stani¢ne linije s jacom ekspresijom proteina GLI osjetljivije na tretman GANT61, u nasoj
studiji ekspresija GLI nije se mogla povezati s osjetljivoS¢u na tretman. Medu linijjama, ovisno
o mutacijskom statusu gena BRAF i NRAS, mogu se vidjeti razlike u prezivljenju. Vidljivo je
da su stanicne linije s heterozigotnom mutacijom u genu BRAF najosjetljivije, a stanicne linije
s homozigothom mutacijom BRAF i NRAS te stani¢ne linije divljeg tipa nesto otpornije na
tretman GANT61, no bez statistiCke znacajnosti (277). Opazene razlike nisu neuobiCajene, s
obzirom na postojanje velikog broja publikacija koje podupiru stajalite o postojanju razli€itih
karakteristika melanoma ovisno o mutacijskom statusu gena BRAF i NRAS. Istrazivanje
Stones i suradnika u skladu je s naSim opazanjima te je pokazalo da su stani¢ne linije
melanoma s mutacijom BRAF osijetljiviie na inhibiciju RAS/RAF/MAPK od stani¢nih linija s
mutacijom u genu NRAS (278). Suprotno tome i nasoj studiji, Carlino i suradnici pokazali su
da mutacijski status BRAF/NRAS nema utjecaj na kemoosijetljivost stani¢nih linija melanoma
(279). U odnosu na inhibitore uzvodnih komponenti HH-GLI, tretman GANT61 izaziva najjaci
u€inak na smanjenje prezivljenja Sto pokazuje da aktivacija proteina GLI u melanomu ne ovisi
isklju€ivo o kanonskoj signalnoj kaskadi HH-GLI. Stecca i suradnici medu prvima su pokazali
da je u melanomu nuzna nekanonska aktivacija HH-GLI, isti¢u¢i RAS/RAF/MAPK kao jedan

od glavnih puteva prijenosa koji djeluju na proteine GLI (105). Upravo je nekanonska aktivacija
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HH-GLI jedan od glavnih razloga zasto je inhibicija uzvodnih komponenti vrlo Cesto neefikasna

i rezultira razvojem rezistencije.

Unato€ odabiru stani¢nih linija s najjatom endogenom ekspresijom proteina GLI1, GLI2 i GLI3,
analiza ChlP-seq pokazala je da je pokrivenost sekvenciranja bila manja od ocekivane.
Ovakve poteSkoce su se potencijalno mogle zaobiéi tako da se linije dodatno transfeciraju
ekspresijskim plazmidima za proteine GLI, no u naSem slu€aju se studija temeljila na analizi
endogenih proteina koji najrealnije prikazuju transkripcijske profile. Najveci broj potencijalnih
transkripcijskih meta imaju proteini GLI1 i GLI2, Sto ne iznenaduje s obzirom na sli¢nost
konsenzus sekvenci koje prepoznaju te zajedni¢ku dominantnu aktivatorsku prirodu
(Poglavlje 4.3, Slika 4.7). Postojece studije su se do sada fokusirale isklju¢ivo na identifikaciju
transkripcijskih meta GLI1 i GLI2 iz navedenih razloga, podosta zanemarujuci protein GLI3.
Ali i suradnici identificirali su transkripcijske mete GLI1 i GLI2 u neoplasti¢nim hondrocitima
(280). Protein GLI3 ima najmaniji broj potencijalnih transkripcijskih meta Sto se moze hipotetski
objasniti tako Sto GLI3 dominanto djeluje direktno na GLI1 te na tako indirektno regulira ¢itav
niz transkripcijskin meta odnosno stani¢nih procesa (281). NaSa studija predstavlja jedino
istraZivanje gdje su istovremeno opisani transkripcijski profili proteina GLI1, GLI2 i GLI3. S
obzirom na to da je cilj ovog istrazivanja bio opisati interakciju HH-GLI i RAS/RAF/MAPK
identificirajuci potencijalne posrednike, selekcija transkripcijskih meta za daljnju validaciju
napravljena je tako da su odabrani geni koji su vezani uz regulaciju RAS/RAF/MAPK. Do sada
opisani mehanizmi interakcije HH-GLI i RAS/RAF/MAPK rezultat su direktne regulacije
proteina GLI putem komponenti RAS/RAF/MAPK (128). Smatra se da indirektne interakcije
jednako doprinose regulaciji proteina GLI preko RAS/RAF/MAPK, no one jo$ uvijek nisu
opisane. Prilikom selekcije ciljnih meta izdvojila se grupa miRNA uklju¢ena u regulaciju gena
od kojih su mnogi komponente signalnog puta RAS/RAF/MAPK (Poglavlje 4.4.3, Slike 4.17
- 4.19). Vaznost molekula miRNA u regulaciji RAS/RAF/MAPK vidljiva je u procesima
proliferacije, prezivljenja, diferencijacije i odgovora na terapiju koji su izmijenjeni zbog
najéeSce smanjene ekspresije miRNA i onemogucene posttranskripcijske represije ciljnih
meta (282). Kao potencijalna transkripcijska meta GLI1 izdvojila se mir-3194. Wei i suradnici
pokazali su da mir-3194 djeluje tumor supresorski u karcinomu dojke jer smanjuje proliferaciju,
migraciju i invaziju ciljaju¢i akvaporin 1, poznati supstrat RAS/RAF/MAPK (283). Na
prekomjernu ekspresiju GLI2 najjaCe je reagirala mir-3065, miRNA za koju su Palkina i
suradnici pokazali da djeluje protutumorski i da je €esto smanjeno eksprimirana u melanomu
(284). Suprotno tome, studija Li i suradnika pokazuje da mir-3065 promovira metastaziranje i
oCuvanje mati¢nih svojstva stanica karcinoma debelog crijeva jer utiSava CRLF1, potencijalni
inhibitor RAS/RAF/MAPK i PI3K/AKT (285). Kao zajednicka meta miRNA proteina GLI,

izdvojila se mir-3648-2 koja inhibiraju¢i tumorske supresor gene poput APC2 u tumoru
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prostate promovira prezivljenje i proliferaciju stanica (286). Navedene miRNA stabilno se
ponasaju medu analiziranim stani¢nim linijama Sto ukazuje na to da imaju ulogu u melanomu,
Sto je od velike vaznosti s obzirom na to da se neke od njih do sada uopc¢e nisu dovodile u
vezu s melanomom. Identificirane miRNA predstavljaju vrijedan materijal za buduca
istraZivanja s obzirom na to da one jo$ uvijek nisu opisane kao potencijalne transkripcijske
mete proteina GLI. U slu€aju validacije transkripcijskih meta koje kodiraju za proteinske
produkte, vidljive su velike razlike medu analiziranim linijama koje mogu biti posljedica
razliCitog mutacijskog statusa BRAF i NRAS ili specificnosti odredene stani¢ne linije
(Poglavlje 4.4.1, Slike 4.13 — 4.15). Filaggrin (FLG) isti¢e se kao potencijalna meta GLI1 i
GLI2 specifiCna za stani¢nu liniju A375 s mutacijom u genu BRAF. Filaggrin je iznimno vazan
u odrzavanju kozne barijere, a njegova poremecena funkcija povezana je s povecanom
proliferacijom i angiogenezom u melanomu (287). Kao specificna meta GLI2 u stani¢noj liniji
Mel 224 s mutacijom u genu NRAS istiCe se gen RAB34, koji kodira za malu GTP-azu koja se
povezuje s kontrolom invazije, migracije, adhezije, ciliogeneze i intracelularnog transporta, te
je ujedno moguci supstrat RAS/RAF/MAPK (288). Kod potencijalnih transkripcijskih meta
proteina GLI3 vidljiva su dva trenda nakon prekomjerne ekspresije, smanjenje genske
ekspresije u slucaju SOX710 i MAPK14, te povecanje genske ekspresije u slu€aju JUND,
CDKN2C, BCL9 i CDC6. Za transkripcijski faktor SOX10 poznato je da kontrolira Citav spektar
procesa vaznih u razvoju melanoma, primarno preko regulacije transkripcijskog faktora MITF
(289). Kinaza MAPK14 od velike je vaZznosti za migraciju i epitelno-mezenhimalnu tranziciju
stanica melanoma (290). CDKN2C predstavlja inhibitor kinaza ovisnih o ciklinu, regulatoru
stani¢nog ciklusa Cija je funkcija u melanomu €esto utiSana (291). Iz navedenih primjera moze
se spekulirati o potencijalnoj protektivnoj ulozi GLI3 u melanomu, no takoder se mora uzeti u
obzir pozitivha regulacija gena JUND, BCL9 i CDC6 koiji reguliraju plasti¢nost melanoma,
odgovor stanica na inhibiciju RAS/RAF/MAPK i mnoge druge maligne karakteristike
(292,293). Kao i u slu€aju miRNA, identificirani geni od velike su vaznosti za buduca

istrazivanja jer se do sada nisu povezivali s transkripcijskom regulacijom proteina GLI.

Zbog iznimne plasti¢nosti stanica, melanom se odlikuje visokim metastatskim potencijalnom i
sposobnos$¢u razvoja rezistencije na terapiju. S obzirom na to da je signalni put
RAS/RAF/MAPK naj¢esSce promijenjen u melanomu, on ujedno predstavlja i najucestaliju
metu za razvoj terapija. Nazalost, €ak 80% melanoma razvije rezistenciju na inhibitore BRAF
zbog ponovne reaktivaciie RAS/RAF/MAPK (201). Smatra se da nekanonske interakcije
izmedu signalnih puteva dodatno doprinose razvoju alternativnih mehanizama kojima stanica
zaobilazi djelovanje terapeutika. 1z tog razloga kombinirana terapija kojom se cilja viSe
komponenti jednog ili vide signalnih puteva predstavlja strategiju kojom se potencijalno mogu
blokirati alternativni mehanizmi. Vaznost interakcije HH-GLI i RAS/RAF/MAPK u rezistenciji
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na terapiju vec¢ potvrdili su neki autori poput Faido-Flores i suradnika koji su pokazali da
inhibicija GLI1 i GLI2 u stanicama melanoma rezistentnim na vemurafenib €ini stanice
ponovno osjetljivima (208). U sklopu ovog istrazivanja fokus je stavljen na razvoj stani¢nih
linja melanoma koje su rezistentne na GANT61 zbog toga Sto se inhibicija uzvodnih
komponenti HH-GLI poput koreceptora SMO pokazala neudinkovitom u karcinomima koji
preferiraju nekanonski put prijenosa. Bolje razumijevanje interakcije HH-GLI i
RAS/RAF/MAPK moze rezultirati naprednijim terapeutskim strategijama jer se potencijalno

moze predvidjeti koje su “slabe tocke” tumorskih stanica koje treba ciljati.

U ovom istrazivanju uspjesno su uspostavljene stani¢ne linije Mel 224 i CHL-1 rezistentne na
GANT61. Zbog iznimne preosjetljivosti na tretman GANT61 nismo mogli uspostaviti stani¢nu
liniju RPMI-7951, §to potvrduje naSe prethodne rezultate koji pokazuju da su linije s
heterozigotnom mutacijom u genu BRAF najosjetljivije na inhibiciju HH-GLI uz pomo¢ proteina
GLI. Obje uspostavljene stani¢ne linije uspjeSno su validirane provjerom vijabilnosti stanica
nakon inhibicije HH-GLI tretmanom GANT61 (Poglavlje 4.5.1, Slike 4.22 i 4.23). Provjera
vijabilnosti stanica nakon perioda od dva tjedna bez tretmana, kako bi se iskljucila moguc¢nost
da se radi o toleranciji na terapiju, a ne rezistenciji, pokazala je da su obje stani¢ne linije
postale na neki nacin ovisne o tretmanu GANT61, Sto je vidljivo kroz smanjenu vijabilnost
stanica na nizim koncentracijama GANT61, koja potom raste do odredene toCke povecanjem
doza. Kong i suradnici predlozili su model kojim bi se objasnio ovaj fenomen te naglasavaju
da jednom kada stanica prilagodi signalnu maSineriju terapeutiku, njegovo uklanjanje uzrokuje
gubitak te uspostavljene ravnoteze ¢ime dolazi do smanjenog prezivljenja (270). Reakcija na
uzvodne inhibitore HH-GLI poput litijevog klorida, ciklopamina, sonidegiba te vismodegiba
ostala je nepromijenjena u obje linije, potvrdujuci vaznost nekanonske aktivacije HH-GLI. U
slu¢aju vismodegiba i sonidegiba, inhibitora koreceptora SMO koji imaju primjenu u klinici,
vidljiva je razlika u ucinkovitosti koja se slaze s klini¢kim ishodima kod pacijenata. Za razliku
od tretmana vismodegibom koji ima minimalan utjecaj, vijabilnost stani¢nih linija se u
potpunosti dokida sonidegibom koji je kliniCki u€inkovitiji (269). Zanimljivo, kod stani¢ne linije
Mel 224 s mutacijom u genu NRAS, vidljiva je kratkotrajna krizna otpornosti na arsenov
trioksid, nespecifi¢ni inhibitor proteina GLI, ¢ime se dodatno potvrduje vaznost nekanonskog
prijenosa signala HH-GLI u melanomu. S obzirom na to da se radi o ucinku kratkog vijeka,
vjerojatno je rije€C o reverzibilnoj toleranciji stanica koja se temelji na nespecificnom
mehanizmu koji je neovisan o glavhom mehanizmu razvoja rezistencije na GANT61. Inhibicija
signalnog puta RAS/RAF/MAPK uz pomoc¢ salirasiba, inhibitora proteina RAS ucinkovita je tek
pri najvecoj koncentraciji, te su uoCene razlike u vijabilnosti izmedu kontrolnih i rezistentnih
linija kod stani¢ne linije divljeg tipa, CHL-1. lako neki autori pokazuju pozitivan efekt salirasiba

na blokiranje tumorskih karakteristika, u melanomu, izmedu ostalog, dominira i nekanonska
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aktivacija efektorskih kinaza koja je neovisna o uzvodnim komponentama poput proteina RAS
i RAF (294). Inhibitori nizvodnih komponenti poput MEK1/2 i ERK1/2 mogli bi imati jaci efekt
na vijabilnost stanica. Jedna od prvih promjena zamije¢ena kod rezistentnih staniénih linija je
promjena morfologije tj. pojava mezenhimalnih obiljezja stanica, u odnosu na ishodisne
kontrolne linije, Sto upucuje da je tijekom uspostave rezistencije doSlo do epitelno-
mezenhimalne tranzicije ili je taj proces dodatno induciran (Poglavlje 4.5.2, Slika 4.24). To je
potvrdeno pracenjem ekspresije epitelnog biliega, CDH-1, koji je u rezistentoj liniji snizen, te
mezenhimalnog biljega VIM, koji je pojatano eksprimiran. Procesom EMT regulira se Citav niz
signalnih kaskada ukljucenih u diferencijaciju i svojstva mati¢nih stanica ¢ime se moze
modulirati odgovor stanica na terapiju (295). Uvidom u ekspresiju komponenti HH-GLI,
RAS/RAF/MAPK, biliega EMT-a, proliferacije i mati¢nih stanica, utvrdeno je da je kod
rezistentne stani¢ne linije Mel 224 doSlo do velikih promjena (Poglavlja 4.5.3 i 4.5.4, Slike
4.25 — 4.28). Ekspresija gotovo svih komponenti HH-GLI, GLI1, GLI2, GLI3 i SMO smanjena
je u odnosu na kontrolnu liniju. Moguce je da do ovog ishoda dolazi jer stanice smanjujuci
aktivnosti HH-GLI pokuSavaju izbje¢i efekt GANT61, te samim time potencijalno dobivaju
selektivnhu prednost i prezivljavaju tretman. S druge strane, moguce je da se radi o efektu
uskog grla, gdje su uslijed tretmana preZivjele samo stanice s nizom ekspresijom komponenti
signalnog puta, te su one zasluzne za rezistentnu populaciju s niZzom ekspresijom. Neovisno
o mehanizmu, konac¢ni ucinak je isti, snizena aktivnost signalnog puta HH-GLI detektirana je
u stanicama rezistentnima na GANT61. Zanimljivo, snizena ekspresija proteina HH-GLI prati
povecanu ekspresiju komponenti RAS/RAF/MAPK (osobito krakova ERK i JNK), na temelju
C¢ega proizlazi hipoteza da se aktivnoS¢u RAS/RAF/MAPK na neki nacin pokuSava
kompenzirati utiSavanje aktivnosti HH-GLI. Oba signalna puta kontroliraju esencijalne
staniCne procese poput prezivijenja, stani¢nog ciklusa, apoptoze i diferencijacije, stoga
RAS/RAF/MAPK moze zaista predstavljati potencijalni rezervni plan stanica za odrzavanje
nuznih stani¢nih procesa. Osim toga, krakovi RAS/RAF/MAPK koji su pojacano aktivirani,
ERK i JNK povezuju se s promocijom navedenih procesa, dok krak p38, koji je €ak smanjeno
aktivan regulira iste procese tako da promovira stani¢nu smrt (20). Pojatana aktivnost
RAS/RAF/MAPK potvrdena je u rezistentnoj liniji i protoénom citometrijom gdje je vidljivo da
osobito tretman GANT61 potice dvojnu aktivaciju MAPK i PIBK/AKT (Poglavlje 4.5.7, Slika
4.35). Poznato je da protein RAS moze takoder aktivirati kinazu PI3K te tako osigurati
simultano funkcioniranje signalnog puta koji podrzava sli€ne stanine procese kao i
RAS/RAF/MAPK (296). Na genskoj razini, rezistentna stani¢na linija ima pojaanu ekspresiju
biliega mati¢nih stanica SOX2 te biljega invazivnosti MMP2, $to upucéuje na povecanje
invazivnih svojstva. Povecana invazivnost i agresivnost rezistentne stani¢ne linije potvrdena
je i provjerom migracijskog kapaciteta i sposobnosti formiranja kolonija (Poglavlja 4.5.5 i

4.5.6, Slike 4.29 i 4.31). Zanimljivo, kada se stanice tretiraju inhibitorima HH-GLI, smanjenje
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migracijske sposobnosti vidljivile je u rezistentnoj stani¢noj liniji. Jedino tretman GANT61
izaziva suprotan uc€inak, odnosno, povecanje migracijskog potencijala, $to predstavlja
trenutno neobjasdnjivi trend koji je prethodno uocen i na drugim tumorskim stani¢nim linijama
(239).

U stani¢noj liniji divljeg tipa, CHL-1 ekspresijski profil bitno se razlikuje od onog uo€enog kod
stani¢ne linije Mel 224. Kao i kod rezistentne stani¢ne linije Mel 224, u rezistentnoj liniji CHL-
1 vidi se smanjenje ekspresije komponenti HH-GLI, no komponente signalnog puta
RAS/RAF/MAPK slabije su aktivne. Kao iznimka izdvaja se krak p38 koji je pojacano
eksprimiran u rezistentnoj stani¢noj liniji u odnosu na kontrolnu. Unato¢ brojnim studijama koje
naglasavaju ulogu p38 u kontekstu tumor supresorskog gena kroz aktivaciju stani¢ne smrti,
nedavne studije pokazuju da p38 moze imati dvojnu ulogu te promovirati karcinogenezu. Kalli
i suradnici pokazali su da transkripcijski faktori inducirani EMT-om mogu aktivirati p38 te
promovirati migraciju i invaziju stanica (297). Jos ranije istrazivanje Guo i suradnika pokazalo
je da p38 moze regulirati ekspresiju transportnih pumpi te tako poticati izbacivanje
kemoterapeutika iz stanica i promovirati kemorezistenciju (298). Ekspresijski profil gena koji
kodiraju za billege EMT-a slaze se s prethodnom studijom te moze objasniti pojacana
invazivna svojstva koja su potvrdena analizom migracijskog kapaciteta i potencijala stvaranja
kolonija (Poglavlja 4.5.5 i 4.5.6, Slike 4.30 i 4.32). Uz to, na genskoj razini, rezistentna
staniCna linija CHL-1 pokazuje povecanje ekspresie MMP2, Zzelatinaze vazne za
remodeliranje ekstracelularnog matriksa, $to dodatno podupire uo&ene promjene. Za razliku
od aktivacijskih profila MAPK/PI3K stani¢ne linije Mel 224 dobivenih protoénom citometrijom,
koji potvrduju rezultate proteinske ekspresije, profili stanicne CHL-1 pomalo su zbunjujuéi
(Poglavlje 4.5.7, Slika 4.36). Dok u uvjetima bez tretmana obje, kontrolna i rezistentna linija
imaju veéi dio staniCne populacije s aktivnim signalnim putem MAPK/PI3K, dodatkom
tretmana taj se u€inak gubi te veéi dio populacije postaje inaktivan. lako se rezultati slazu s
onima prethodno opazenima s GANT61, izgleda da ucinak nije specifiCan s obzirom da i ostali

spojevi uzrokuju smanjenje stani¢ne populacije s aktivnim MAPK/PI3K.

U svrhu opisivanja interakcije HH-GLI i RAS/RAF/MAPK u rezistenciji, u ovom istrazivanju
objedinjena su dva istraZivacka pristupa, razvoj rezistentnih stani¢nih linija te identifikacija
transkripcijskih meta proteina GLI. 1z tog razloga, analizirana je genska ekspresija manjeg
panela gena koji predstavljaju potencijalne mete proteina GLI na uspostavljenim rezistentnim
stani¢nim linijama (Poglavlje 4.6, Slike 4.40 i 4.41). U rezistentnoj stani¢noj liniji Mel 224
vidljivo je smanjenje ekspresije gena SPRY4, DUSP4, DUSP7 te RAB34 u odnosu na
kontrolnu liniju. Proteini SPRY4, DUSP4 i DUSP7 predstavljaju poznate negativne regulatore
RAS/RAF/MAPK te s obzirom na pojaCanu aktivnost signalnog puta RAS/RAF/MAPK u

rezistentnoj liniji, njihova smanjena ekspresija nije iznenaduju¢a. Gubitak funkcije DUSP4
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povezuje se s promocijom svojstva tumorskih matiénih stanica te rezistencijom na terapiju
(299,300). Kumar i suradnici u svojoj su studiji pokazali da je supresija tumorskog rasta u
melanomima s mutacijom u genu NRAS posredovana djelovanjem SPRY4 (301). Protein
RAB34 poznati je regulator ciliogeneze, odnosno formiranja primarne cilije, mikrotubularne
strukture iznimno vazne za normalno funkcioniranje signalne kaskade HH-GLI. U primarnoj
ciliji akumuliraju se komponente HH-GLI te istovremeno na njenoj povrsini ekspimiraju
receptori nuzni za vezanje liganda (72). Xu i suradnici pokazali su da je aktivnost RAB34
nuzna za rane korake ciliogeneze poput formiranja cilijarnih vezikula, te da se samim time
uvjetuje i aktivnost HH-GLI (302). S obzirom na to da je u rezistentnoj stani¢noj liniji Mel 224
detektirana smanjena ekspresija komponenti HH-GLI, postavlja se pitanje je li smanjena
ekspresija RAB34 potencijalni uzrok ove pojave. Smanjena ekspresija RAB34 povezuje se sa
smanjenom ciliogenezom koja za posljedicu moze imati nefunkcioniranje HH-GLI, Sto je
naposlijetku moglo dovesti do kompenzacijske aktivacije RAS/RAF/MAPK. U rezistentnoj
stani¢noj liniji divljeg tipa, CHL-1 opazen je suprotan trend genske ekspresije negativnih
regulatora RAS/RAF/MAPK. Ekspresija gena SPRY4, DUSP4 i SPRY2 je u rezistentnoj
stani¢noj liniji poviSena u odnosu na kontrolnu liniju Sto se takoder slaze s prethodno uo€enom
smanjenom ekspresijom komponenti RAS/RAF/MAPK. Takoder je uofena smanjena
ekspresija gena RHEB koji kodira za protein koji veze GTP, za koji su Karbowniczek i
suradnici pokazali da onemogucava heterodimerizaciju proteina RAS (303). Ekspresija gena

RAB34 u stani¢noj liniji divljeg tipa ostala je nepromijenjena u odnosu na kontrolnu liniju.

S obzirom na to da je protein RAB34 direktno vezan uz regulaciju HH-GLI preko ciliogeneze,
te bi njegova promijenjena ekspresija mogla objasniti druge uoCene promjene, daljnji fokus
istrazivanja stavljen je na navedeni protein. Promjene uoCene na genskoj razini, takoder su
potvrdene i na razini proteina. U rezistentnoj stani¢noj liniji Mel 224 uoCena je smanjena
ekspresija RAB34 u odnosu na kontrolu, dok u stani¢noj liniji divljeg tipa CHL-1 nema razlike
u ekspresiji medu linijama (Poglavlje 4.6.1, Slika 4.42). Nadalje, provjerena je sposobnost
formiranja cilija u stani¢nim linijama kako bi se vidjelo izaziva |li promijenjena ekspresija RAB34
oCekivane posljedice na ciliogenezu. U rezistentnoj stani¢noj liniji Mel 224 kod koje je uoCena
smanjena ekspresija RAB34 detektirana je i smanjena sposobnost formiranja primarnih cilija
za 54,37 % u odnosu na kontrolnu liniju, dok u stani¢noj liniji divljeg tipa CHL-1 primarne cilije
uopce nisu detektirane. Udio stanica koje formiraju cilije u stani¢noj liniji Mel 224 malen je u
odnosu na ukupnu populaciju, no za melanome je opcéenito karakteristiCan gubitak primarnih
cilija te se smatra da gubitak cilija prati stupanj malignosti (83). Kada se uzme u obzir ta
Cinjenica, sama detekcija primarnih cilija ve¢ predstavlja vaZzan rezultat. Vrlo ¢esto u tumorima
dolazi do gubitka primarnih cilija zbog poviSene ekspresije negativnih regulatora ciliogeneze

poput kinaze AURKA. U karcinomu jajnika pokazano je da poviSena ekspresija AURKA
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uzrokuje smanjenu ciliogenezu $to za posljedicu ima utiSavanje aktivnosti HH-GLI i promociju
karcinogeneze (304). Smanjena ciliogeneza mogla bi objasniti pad aktivnosti HH-GLI, no
vjerojatno se radi o pojavi koja dodatno pojacava efekt opetovanih tretmana GANT61. Stanice
potencijalno mogu smanijiti aktivnost proteina GLI kako bi zaobisle djelovanje GANT61, dok
smanjena ciliogeneza onemogucava akumulaciju ostalih uzvodnih komponenti HH-GLI ¢ime
se dodatno smanijuje aktivnost signalnog puta. Zanimljivo, stani¢na linija CHL-1 ne formira
primarne cilije iako je prethodno detektirana ekspresija RAB34 Sto ukazuje na to da osim
ciliogeneze, RAB34 regulira i druge stanine procese neovisne o ciliogenezi. Kuonen i
suradnici su u nedavnom istrazivanju pokazali da promjena u signalnoj aktivnosti s HH-GLI
na RAS/RAF/MAPK dovodi do gubitka primarnih cilja u bazocelularnim karcinomima
rezistentnim na vismodegib, inhibitor koreceptora SMO (305). S obzirom na sli¢nost nasih
opazanja s prethodnom studijom, postavlja se pitanje dolazi li u sluaju stani€énog modela

rezistencije na GANT61 do slichog fenomena.

Ciliogeneza je proces koji je usko vezan s drugim stani¢nim procesima, stoga je ispitana
regulacija autofagije i stani¢nog ciklusa u uspostavljenim stani¢nim linijama. Pri bazalnim
uvjetima, u rezistentnoj stani¢noj liniji Mel 224 vidljiva je pove¢ana ekspresija aktivnhe forme
billega LC3B, LC3BII koja se moze na¢i u membrani autofagosoma (Poglavlje 4.6.3, Slike
4.46 — 4.48) Tretman bafilomicinom A1, inhibitorom autofagije izaziva ocekivani ucinak
nakupljanja LC3BIl u obje linije, kontrolnoj i rezistentnoj. Suprotno tome, tretman
rapamicinom, aktivatorom autofagije, izaziva oCekivanu indukciju autofagije i odsutnost biljega
LC3BII. Na temelju tih rezultata, vidimo da se autofagija funkcionira na oCekivani nacin kada
se inducira odnosno inhibira, no tek kombinirani tretman bafilomicinom A1 i rapamicinom
ukazuje na razliku u efikasnosti autofagije. Nakon kombiniranog tretmana u obje se linije moze
detektirati nakupljanje LC3BII, no ono je mnogo izrazenije u kontrolnoj liniji, $to upucuje na
slabije funkcioniranje autofagije u odnosu na rezistentnu liniju. Poznato je da terapeutici
induciraju stani¢nu smrt, stoga tumorske stanice vrlo ¢esto dodatno induciraju autofagiju kako
bi uklonile oStecene stanitne komponente i izbjegle stani¢énu smrt (306). Zato se inhibitori
autofagije poput arsenovog trioksida preporuCuju kao dodatna strategija u prevenciji
kemorezistencije (307). Navedena studija Zhang i suradnika potencijalno moze objasniti zasto
je rezistentna linija Mel 224 nakon perioda netretiranja postala ponovo osjetljiva na arsenov
trioksid unato€ prvotnoj kratkotrajnoj rezistenciji. Postoje brojne studije koje naglaSavaju
dvojnu ulogu autofagije u karcinogenezi te istiCu da i reducirana autofagija moze promovirati
malignost stanica. Interakcija ciliogeneze i autofagije kompleksna je te se u znanstvenoj
zajednici mogu pronaci opre€¢na misljenja. Cuervo i suradnici pokazali su da autofagija
negativno regulira ciliogenezu tako $to poti¢e degradaciju proteina esencijalnih za formiranje

cilija (69). Isto tako postoje studije koje pokazuju pozitivhu regulaciju izmedu ciliogeneze i
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autofagije, poput one Tang i suradnika koji su pokazali da se autofagijom mogu degradirati
negativni regulatori ciliogeneze (68). Rezultati nase studije uklapaju se u negativnu regulaciju
ciliogeneze autofagijom. Ovu hipotezu dodatno potvrduje studija Wang i suradnika u kojoj su
pokazali da aktivacija HH-GLI negativno regulira autofagiju, te da se inhibicijom HH-GLI moze
povratiti ponovna aktivnost autofagije. Ista grupa pokazala je da GANT61, inhibitor proteina
GLI, dodatno inducira autofagiju te da se inhibicijom autofagije povecava efikasnost tretmana
GANT61 (308,309). Kada se uzme u obzir da su rezistentne stani¢ne linije uspostavljene
opetovanim tretiranjem GANT61, postavlja se pitanje je li promjena stani€ne signalizacije s
HH-GLI na RAS/RAF/MAPK uzrokovala gubitak primarnih cilija i dovela do povecane

aktivnosti autofagije koja dodatno poti€e odrzavanje takve signalizacije.

U stani¢noj liniji divljeg tipa, CHL-1 vidljiv je suprotan trend u funkcioniranju autofagije. Dok
tretman bafilomicinom izaziva o€ekivani u€inak u obje linije, tretman rapamicinom izaziva
aktivaciju autofagije isklju€ivo u kontrolnoj liniji. U rezistentnoj liniji unato¢ indukciji autofagije,
dolazi do nakupljanja LC3BII Sto upuc¢uje na to da je autofagija manje funkcionalna. lako
prevladava misljenje da je pojaana aktivnost autofagije protektivha za tumor, mnoge studije
pokazuju suprotno Sto potvrduje koliko je proces autofagije kompleksan. S obzirom na
prethodno uo€ena izraZena invazivna svojstva rezistentne linije CHL-1 postavlja se pitanje ide
li u ovom slu€aju redukcija autofagije u prilog daljnjoj karcinogenezi. Vega Rubin de Celis i
suradnici pokazali su da smanjena autofagija doprinosi agresivnosti tumorskih stanica u HER2
pozitivnim tumorima dojke (310). Kao i kod rezistentne stani¢ne linije Mel 224, ekspresija
komponenti HH-GLI snizena je i u rezistentnoj stani¢noj liniji CHL-1, no trend u aktivnosti
autofagije je suprotan. Ve¢ je spomenuto da HH-GLI moze negativno regulirati autofagiju, no
u slu€aju stani¢ne linijle CHL-1 mozemo pretpostaviti da su promjene uoCene u autofagiji
neovisne o HH-GLI. Promjene bi potencijalno mogle objasniti prethodno uocena pojacana
ekspresija kinaze p38 u rezistentnoj stani¢noj liniji CHL-1. Paillas i suradnici pokazali su da
pojaCana aktivnost p38 promovira svojstva mati¢nih stanica i popravak DNA, dok potice

inhibiciju autofagije i stani¢ne smrti ¢ime doprinosi razvoju kemorezistencije (311).

Analiza stani¢nog ciklusa pokazala je da u obje stani¢ne linije tretman GANT61 uzrokuje
oCekivano blokiranje stani¢nog ciklusa u fazama G0/G1 u parentalnim linijama. Poznato je da
GANT61 izmedu ostalih efekata izaziva i zastoj u fazi G1 stani¢nog ciklusa (312). Kod obje
rezistentne linije taj ucinak je vidljiv pri ve¢im dozama spoja te nakon duljeg vremena (48h).
Kod stani¢ne linije Mel 224 dulji tretman inhibitorom GANT61 dovodi do pojave populacije sub-
G1, Sto indicira aktivaciju apoptoze. Populacija stanica sub-G1 izdvaja se kao zasebna
populacija zbog fragmentirane DNA male molekulske mase te se iz tog razloga smatraju
stani€nom populacijom koja ulazi u proces apoptoze (313). Kod rezistentne stani¢ne linije

CHL-1 takav u€inak moze se vidjeti pri viSim dozama spoja GANT61 (Poglavlje 4.5.8, Slike
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4.37 - 4.39). U odnosu na kontrolne linije, populacija sub-G1 se u obje rezistentne stani¢ne
linije javlja tek s vremenskim odmakom te pri viS§im koncentracijama Sto se moze povezati sa
stjecanjem rezistencije. Takoder, u svim stanicnim linjama opazena je populacija
viSejezgrenih stanica koje su rezultat genomske nestabilnosti zbog koje dolazi do
nekontrolirane diobe i fuzije stanica (273). Pojava viSejezgrenih stanica pokazuje kako
tumorske stani¢ne linije same po sebi predstavljaju genomski nestabilan sustav, no vidljivo je

kako tretmani kemijskim spojevima mogu dodatno inducirati tu pojavu.

Kada se sumiraju dobiveni rezultati, vidljivo je da iako su razvijene dvije stani¢ne linije
rezistentne na isti spoj, GANT61, potencijalni mehanizmi koji doprinose razvoju rezistencije
nisu jednaki. Takoder je utvrdeno da rezistencija na GANT61 ne dovodi do krizne rezistencije
na druge lijekove koji djeluju na signalne puteve HH-GLI i RAS/RAF/MAPK, kao S§to su
vismodegib sonidegib i salirasib. UocCeni razli€iti mehanizmi mogu se potencijalno objasniti
razli¢itim mutacijskim statusom gena NRAS, no u svakom slu€aju bi uoCene promjene bilo
dobro potvrditi na viSe stani¢nih linija kako bi se isklju€io utjecaj specificnosti odredene
stani¢ne linije. Dobiveni rezultati imaju veliku vrijednost u razumijevanju procesa rezistencije
jer u do sada neopisanom kontekstu dovode u vezu signalne puteve HH-GLI i
RAS/RAF/MAPK, osobito u slu€aju stani¢ne linije s mutacijom u genu NRAS. Bolje
razumijevanje interakcija moze rezultirati razvojem naprednijih strategija kombinirane terapije
¢ime bi se predubhitrili alternativni mehanizmi kojima tumorska stanica izbjegava djelovanje
terapeutika. UoCene razlike izmedu stani¢nih linija ukazuju na potencijal razvoja selektivne
terapije koja bi bila od osobite koristi za uzu grupu pacijenata oboljelih od melanoma s obzirom
na mutacijski status gena NRAS. Takva terapija bila bi od osobite vaznosti jer se veéina
terapeutskih strategija fokusira na protein BRAF, pomalo zanemarujuéi skupinu melanoma s
mutacijama u drugim genima. U slucaju stani¢ne linije s mutacijom u genu NRAS, primarna
cilija predstavlja potencijalnu poveznicu izmedu signalnih puteva RAS/RAF/MAPK. Daljnja
istrazivanja koja bi se temeljila na obnavljanju primarnih cilija te opisivanju regulacije
ciliogeneze putem RAS/RAF/MAPK dala bi dodatan uvid u cijelu signalizaciju. Grupa Riobo
del Galdo vec je pokazala da obnova primarnih cilija u gliomima nakon inhibicije negativnih
regulatora ciliogeneze, dovodi do reverzije karcinogenih svojstava (314). Kod stanic¢ne linije
divljeg tipa CHL-1, vidljivo je da je signalizacija bitno drugacija upucujuéi na to da uz krak p38
neki drugi signalni put neovisan o HH-GLI i RAS/RAF/MAPK sudjeluje u rezistenciji. Buduce
studije bi se trebale orijentirati na opisivanje utjecaja inhibicije p38 na stanice te identifikaciju

signalnog partnera koji doprinosi razvoju invazivnih karakteristika stanica.
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Na temelju rezultata ovog istrazivanja predlozen je sljedeci model stanicne signalizacije koji
potencijalno doprinosi razvoju rezistencije u stani¢nim linijama Mel 224 (NRAS Q671R) i CHL-
1 (NRAS WT) (Slika 5.1). Opetovani tretmani GANT61 su u stani¢noj liniji Mel 224 doveli do
smanjene ciliogeneze koja moze biti direktna posljedica smanjene ekspresije proteina RAB34,
no mora se uzeti u obzir da postoji jo§ veliki broj pozitivnih regulatora ciliogeneze cija
ekspresija u ovoj studiji nije ispitana. Smanjena ciliogeneza je samim time mogla uzrokovati
dodatno utiSavanje signalnog puta HH-GLI koji kontrolira cCitav niz staniénih procesa
esencijalnih u karcinogenezi i transkripcijski aktivira RAB34 koiji je od esencijalne vaznosti za
ciliogenezu. Opetovano tretiranje GANT61 moze direktno dovesti do smanjene aktivhost HH-
GLI kako bi stanice stekle selektivhu prednost i zaobisle djelovanje spoja. Ova studija predlaze
model povratne petlje izmedu HH-GLI i ciliogeneze koji u konacnici rezultira smanjenom
aktivnoS¢u HH-GLI i ciliogenezom. Kako bi se odrzala funkcija esencijalnih stani¢nih procesa,
doSlo je do povecane kompenzacijske aktivnosti signalnog puta RAS/RAF/MAPK (krakovi
ERK i JNK). Smanjena ciliogeneza ide u prilog razvoju invazivnih karakteristika stanica, poput
migracije i sposobnosti formiranja kolonija koju dodatno potice povecana aktivnost
RAS/RAF/MAPK. S obzirom na poznatu negativhu regulaciju autofagije putem HH-GLI,
smanjena aktivnost HH-GLI je izmedu ostalog mogla dovesti do pojacane autofagije koja
dodatno promovira smanjeno formiranje primarnih cilija. Pove¢ana autofagija sama je za sebe
mogla biti direktan odgovor na opetovane tretmane GANT61, no smanjena aktivhost HH-GLI
u svakom slucaju ide u prilog njenoj jacoj aktivnosti. U slu€aju stani¢ne linije CHL-1 opetovano
tretiranje GANT61 dovelo je do smanjene aktivnosti HH-GLI ¢ime se potencijalno pokuSava
zaobici djelovanje spoja. Smanjenje aktivnosti HH-GLI, prate i krakovi ERK i JNK signalnog
puta RAS/RAF/MAPK, no poveéana aktivnost kraka p38 potencijalno potice razvoj invazivnih
karakteristika te smanjuje autofagiju. Uz p38 pretpostavlja se da neki drugi signalni put

kompenzira smanjenu aktivnost HH-GLI te krakove ERK i JNK.
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Slika 5.1. Potencijalna stani¢na signalizacija uslijed stjecanja rezistencije na GANT61 u
stani¢nim linijama Mel 224 (A) i CHL-1 (B). U stani¢noj liniji Mel 224 opetovano tretiranje
GANT61 dovodi do smanjene ciliogeneze koja uzrokuje smanjenu aktivnost HH-GLI te
kompenzacijsku aktivaciju RAS/RAF/MAPK (ERK i JNK). Smanjena aktivhost HH-GLI
dodatno pogoduje smanjenoj ciliogenezi jer transkripcijski regulira regulator ciliogeneze,
RAB34. Smanjena ciliogeneza i povec¢ana aktivhost RAS/RAF/MAPK promoviraju invazivna
svojstva stanica, dok smanjena aktivnost HH-GLI omoguéava povecanu autofagiju koja
dodatno inhibira ciliogenezu. U stani¢noj liniji CHL-1 opetovano tretiranje dovodi do smanjene
aktivnosti HH-GLI i RAS/RAF/MAPK s iznimkom kraka p38 koji uz pomo¢ neidentificiranog

signalnog puta poti€e invazivna svojstva i smanjenu autofagiju.

129



6.

ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata koji su dobiveni u ovom radu mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Signalni put Hedgehog-GLlI aktivan je u stani€nim linijjama melanoma.

Ekspresija proteina GLI3 je najsnaznija i najstabilnija od sva tri proteina GLI u
stani¢nim linijama melanoma.

Stanicne linije melanoma pokazuju smanjeno prezivljenje nakon tretmana inhibitorom
proteina GLI, GANT61.

Metodom ChlIP-seq identificirane su specifi¢ne i preklapajuée mete proteina GLI te je
utvrdeno da najveci broj potencijalnih transkripcijskih meta ima protein GLI2 (66,16 %).
Najveci dio potencijalnih transkripcijskih meta povezan je s malignim oboljenjima.

Od identificiranih potencijalnih transkripcijskih meta, 21 gen je bio usko povezan s
regulacijom signalnog puta RAS/RAF/MAPK.

Kao potencijalna meta proteina GLI €ija bi se uloga u melanomu trebala dalje istraziti
izdvaja se RAB34.

Uspjesno su uspostavljene i validirane stani¢ne linije Mel 224 i CHL-1 rezistentne na
GANTG61.

Rezistencija na GANT61 ne dovodi do krizne rezistencije na lijekove poput
vismodegiba, sonidegiba i salirasiba.

Rezistentne stani¢ne linije su uslijed stjecanja otpornosti promijenile morfoloski
fenotip iz epitelnog u mezenhimalni.

Obje rezistentne stani¢ne linije pokazuju snizenu proteinsku ekspresiju komponenti
HH-GLI.

Rezistentna stani¢na linija Mel 224 pokazuje pojaCanu aktivnost krakova ERK i JNK
signalnog puta RAS/RAF/MAPK, dok rezistentna stani¢na linija CHL-1 pokazuje
pojaCanu aktivnost kraka p38 signalnog puta RAS/RAF/MAPK.

Obje rezistentne stani¢ne linije pokazuju povecanje invazivnih svojstava poput
migracije i sposobnosti formiranja kolonija u odnosu na parentalne linije.

Rezistentna stani¢na linifja Mel 224 pokazuje smanjenu ekspresiju regulatora
ciliogeneze, RAB34 te ima smanjenu sposobnost formiranja cilja u odnosu na
kontrolnu liniju.

U rezistentnoj stani¢noj liniji Mel 224 povecana je aktivnost autofagije, dok je ona u
stani¢noj liniji CHL-1 smanjena.

lako su uspostavljene rezistentne staniCne linije rezistentne na identiCan spoj,
GANT®61, potencijalni mehanizmi koji doprinose razvoju rezistencije te odnos aktivnosti
HH-GLI i RAS/RAF/MAPK medu njima se razlikuje.
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8. SAZETAK

Signalni put HH-GLI predstavlja put prijenosa od iznimne vaznosti za normalan embrionalni
razvoj. U velikom broju tumora dolazi do promijenjene aktivnosti signalnog puta €ime se
promovira maligna transformacija stanica. Poznato je da vaznu ulogu u tom procesu igra
nekanonska interakcija HH-GLI i signalnog puta RAS/RAF/MAPK. Signalni put
RAS/RAF/MAPK predstavlja put prijenosa koji je naj¢eS¢e promijenjen u melanomu, stoga je
vazna meta za razvoj potencijalnih terapija. Nekanonska interakcija HH-GLI i RAS/RAF/MAPK
je donekle opisana, no jo$ uvijek brojni mehanizmi aktivacije, proteini koji sudjeluju u tom
procesu te konacni ishodi tih interakcija na stanicu nisu poznati. Upravo istrazivanje interakcije
signalnih puteva moze biti vazno za razvoj potencijalne kombinirane terapije, jedne od

aktualnih strategija za nadilaZenje otpornosti na terapiju.

U ovom radu, kombinirajuci dva istrazivacka pristupa, istrazena je interakcija signalnih puteva
RAS/RAF/MAPK i HH-GLI u rezistenciji na lijekove u stani€nim linijjama melanoma. Prvi
istrazivaCki smjer se temeljio na identifikaciji transkripcijskih meta proteina GLI koje su
potencijalno ukljuene u regulaciju RAS/RAF/MAPK, a drugi na razvoju stani¢nih linija
rezistentnih na GANT61, specifi¢ni inhibitor proteina GLI. Metodom ChlP-seq identificirane su
potencijalne transkripcijske mete proteina GLI uklju¢ene u regulaciju RAS/RAF/MAPK, koje
predstavljaju potencijalne medijatore interakcija izmedu ova dva signalna puta. Uspostavljene
stani¢ne linije su karakterizirane, te je uoCena razli€ita aktivnost signalnih puteva ovisno o
mutacijskom statusu linija. Dok obje rezistentne linije pokazuju povecéanje invazivnih
karakteristika u odnosu na ishodisne linije, razlikuju se medusobno u staniénim procesima

poput autofagije i stani¢nog ciklusa.

Analizom potencijalnih transkripcijskih meta u rezistentnim linijjama, uoena je smanjena
ekspresija regulatora ciliogeneze, proteina RAB34 u stani¢noj liniji s mutacijom u genu NRAS.
U konachnici je pokazano da stani¢na linija formira maniji broj cilija, to predstavlja promjenu
koja se mozZe povezati sa smjenom signalne aktivnosti HH-GLI i RAS/RAF/MAPK koja je
prethodno opazena u navedenoj liniji. Ovaj fenomen nije zapazen u stani¢noj liniji divljeg tipa
Sto upucuje na to da se radi o drugim mehanizmima koji su ukljuéeni u razvoj rezistencije
(aktivacije kraka p38). Ovim radom je pokazano da primarna cilije predstavlja potencijalnu
poveznicu izmedu signalnog puta RAS/RAF/MAPK i HH-GLI u stani¢noj liniji melanoma s
mutacijom u genu NRAS, te su potrebna daljnja istrazivanja da se detaljnije opiSe kako
regulacija ciliogeneze utjeCe na dinamiku signalnih puteva i sami proces rezistencije na
liiekove. Takoder, pokazano je da iako su uspostavljene rezistentne stanicne linije na isti spoj,

GANTG61, mehanizmi koji doprinose razvoju rezistencije se medusobno razlikuju.
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9. SUMMARY

Hedgehog-GLlI is a signaling pathway essential for normal embryonal development. Aberrant
HH-GLI is known for regulating a wide span of carcinogenesis aspects and therefore is
connected with the development of various cancer types, including melanoma. It is known that
the noncanonical interaction HH-GLI and RAS/RAF/MAPK is one of main driver of melanoma
development. RAS/RAF/MAPK is one of the most deregulated pathways in melanoma and
thus it represents an important target for therapy development. There are previously described
mechanisms of the noncanonical interaction between HH-GLI and RAS/RAF/MAPK, but many
other mechanisms, proteins involved in them and the outcomes are still not fully understood.
By investigating signaling pathway interactions, we can bring new insights important for
combined therapy development which presents one of current strategies to overcome therapy

resistance.

In this study, we investigated the interaction between RAS/RAF/MAPK and HH-GLI in resistant
melanoma cell lines, using two experimental approaches. The first experimental approach is
based on the identification of potential GLI transcription target, and the second on the
establishment of GANT61 (specific GLI inhibitor) resistant cell lines. By using ChIP-seq, we
identified potential transcription targets which present also potential mediators between
RAS/RAF/MAPK and HH-GLI. Resistant cell lines were characterized and we noticed that
signaling differences between them. NRAS mutated resistant cell line has downregulated
protein expression of HH-GLI and upregulated RAS/RAF/MAPK components, while the wild
type cell line shows downregulation of both signaling pathways. Both cell lines have a higher
invasive properties than the control cell lines and by gaining resistance they underwent

through changes in cell processes like cell cycle and autophagy.

By analyzing potential transcription targets in established resistant cell lines, we noticed that
ciliogenesis regulator, RAB34 protein was downregulated in the NRAS mutated resistant cell
line. We noticed that the NRAS mutated resistant cell lines shows primary cilia loss, which
makes sense when we take in count the changes in HH-GLI and RAS/RAF/MAPK signaling
dynamics which were observed previously. This phenomenon was specific for the NRAS
mutated cell line, which suggest that other mechanisms are involved in resistance
development of the wild type cell line (activation of p38 pathway). This study proposes that
primary cilia present a potential link between RAS/RAF/MAPK and HH-GLI in resistance.
Further investigation is necessary to describe in more depth how ciliogenesis regulation
affects the signaling pathway dynamics and therapy resistance development. We need to take
in count that even though we established cell lines resistant to the same drug, signaling

mechanisms are different.
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