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1. UVOD

1.1. Signalni put Hedgehog-Gli
1.1.1. Povijesni pregled

Prica o signalnom putu Hedgehog-Gli (Hh-Gli) zapocinje osamdesetih godina proslog stoljeca,
Nobelovom nagradom nagradenim radom Christiane Nisslein-Volhard i Erica Wieschausa. U
svom radu pretrazivali su mutacije koje dovode do razvojnih deformacija li¢éinke vinske
musice (Drosophila melanogaster). Mutacija u jednom genu narusavala je segmentaciju tijela
licinke, a kao posljedica izgubili su se karakteristicni segmenti s ,bodljama“ te su one bile
ravnomjerno rasporedene. Takav izgled li¢inke podsjetio je znanstvenike na bodlje jeza te je
stoga gen dobio ime hedgehog (hrv. jez) (Nusslein-Volhard i Wieschaus, 1980). Njegova
molekularna karakterizacija uslijedila je tek nakon 12 godina i pokazala da se radi o
sekrecijskom proteinu koji regulira razvoj susjednih stanica (Ingham, 2001). Ubrzo nakon
toga otkrivena su i tri homologa kod sisavaca, Sonic Hedgehog (SHH), Desert Hedgehog
(DHH) i Indian Hedgehog (IHH) kao i njihova evolucijski o€uvana uloga u razvoju organizma.
Glavne komponente signalnog puta takoder su identificirane uglavhom pomoéu genetike
vinske musice. One su takoder evolucijski konzervirane, a nazivi su u skladu s fenotipskim
karakteristikama mutiranih li¢inki vinske musice. Prvi identificirani receptor bio je Ptc
(Patched, hrv. zakrpan), transmembranski protein koji sprje¢ava prijenos signalna kada
ligand nije vezan za njega. Klju¢nu ulogu ima i koreceptor Smo (Smoothened, hrv. zagladen),
takoder transmembranski protein te transkipcijski posrednik signalnog puta Cubitus
interruptus (Ci), odnosno obitelj Gli transkripcijskih faktora kod kraljeSnjaka (Briscoe i
Thérond, 2013). Protein Gli identificiran je 1987. godine, kada je ustanovljeno da je i do 50
puta amplificiran u malignim gliomima, po ¢emu je i dobio ime (Kinzler i sur., 1987). Ubrzo je
uslijedila i identifikacija proteina Gli2 i Gli3 (Ruppert i sur., 1988), te otkri¢e funkcije proteina
Gli kao transkripcijskih faktora (Kinzler i sur., 1988). Kristalna struktura proteina Gli i

njegovog vezanja na DNA razjasSnjena je pocetkom devedesetih (Pavletich i Pabo, 1993).
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Osim njegove kristalne strukture, danas su poznate i one proteina Shh, koji je kristaliziran
sredinom devedesetih te proteina Smo, Cija je struktura razjasnjena tek 2013. godine (Wang i

sur., 2013a).

Signalni put Hh-Gli otkriven je u kontekstu embrionalnog razvoja, kako kod vinske musice
tako i kod viSih organizama, gdje je prepoznata njegova klju¢na uloga u pravilnom razvoju
brojnih tkiva i organa. Medutim, nakon Sto je 1996. godine povezan s nastankom Gorlinovog
sindroma (takoder poznatog i kao sindrom nevoidnih bazeocelularnih karcinoma, NBCCS),
nasljedne bolesti karakterizirane razvojnim deformacijama te podloZnosti razvoja velikog
broja tumora (Hahn i sur., 1996; Johnson i sur., 1996) pocelo je prepoznavanje njegove
uloge, ne samo u razvoju nasljednih bolesti, ve¢ i u nastanku mnogih sporadi¢nih tumora,

kao i njegova uloga u odrzavanju somatskih i tumorskih mati¢nih stanica.

S obzirom da je ovaj rad izraden na humanom modelu karcinoma debelog crijeva, primarno

¢e biti prikazana funkcija i mehanizam prijenosa signala kod ljudi, odnosno sisavaca.
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1.2. Prijenos signala
INAKTIVAN
\F\ L SMO
W)
1
?‘O\ GLI 4/ .

-« ~

—
T EASQ, 47 / @ Q)

NUQ EUs
GLI R

AKTIVAN

\F | SMO
A /V‘ \)J
o @ ) @

Qcm\

TEA
Y\o 5047
NUQ Eus
GLIR

Slika 1.1 Shematski prikaz signalnog puta Hh-Gli. Na gornjem dijelu slike prikazan je

HH

inaktivan signalni put — u odsustvu liganda receptor Ptch inhibira koreceptor Smo, sto koci
prijenos signala u citoplazmu. Proteini Gli tada su vezani za protein SuFu koji sprjecava
njihovu translokaciju u jezgru i omogucuje njihovo obiljezavanje za razgradnju/cijepanje na
proteasomu. Cijepanjem nastaje transkripcijski represor koji koci ekspresiju ciljnih gena.
Kanonicki se signalni put aktivira vezanjem liganda Hh za receptor Ptch. Time prestaje
inhibicija koreceptora Smo, sto aktivira daljnju signalnu kaskadu. Pritom se Gli otpusta sa
SuFu i nepocijepan se translocira u jezgru, gdje potice transkripciju ciljnih gena.
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1.2.1. Inicijacija prijenosa signala - protein Hedgehog

Obitelj gena hedgehog (HH) kodira skupinu sekretornih signalnih molekula, koje su klju¢ne za
rast i formiranje mnogih dijelova embrija. Obitelj proteina Hh, osim $to djeluje na stanice u
blizini izvora signala, mozZe djelovati i na udaljenije stanice, Sto im daje karakteristike
morfogena. Morfogeni stvaraju koncentracijski gradijent na Sirem podrucju tkiva te izazivaju
razlicite odgovore stanica, ovisno o njihovom polozaju u gradijentu (Jeong i McMahon,
2002). Kod sisavaca postoje tri izoforme proteina Hedgehog (Hh): Sonic Hedgehog (Shh),
Desert Hedgehog (Dhh) i Indian Hedgehog (lhh). Od ova tri proteina najbolje je istrazen Shh
(Slika 1.2), a eksprimiran je u Sirokom spektru tkiva (Murone i sur., 1999). Zbog visoke
homologije medu ovim proteinima zakljucilo se da su im i funkcije slicne, medutim dokazano

je da se razlikuju u nacinu i jacini djelovanja (Pathi i sur., 2001).

Slika 1.2 Kristalna struktura proteina Shh (slika preuzeta s www.ebi.ac.uk)

Jedna od najznacajnijih karakteristika proteina Hh je njihovo procesiranje. Intramolekularnim
cijepanjem proteina prekursora (45 kDa za Shh) nastaju C-terminalni fragment molekularne
mase 25 kDa i N-terminalni fragment (Hh-N) molekularne mase 19 kDa. C-terminalni
fragment odgovoran je za autokataliti¢ko cijepanje prekursora, kao i za kovalentno vezanje
kolesterola na C-kraj N-terminalnog fragmenta. N-terminalni fragment odgovoran je za svu

4
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signalnu aktivnost (Porter i sur., 1996). Shematski prikaz autoprocesiranja prikazan je na Slici

1.3.

signalna kataliticka
ey | NHR P CHa N (NN A CHh | Tgomena
u\ I
CH
(o] P
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N NH,

A |
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Slika 1.3 Mehanizam autoprocesiranja proteina Hh kod vinske musice. U prvom koraku
tiolna skupina cisteina258 napravi nukleofilni napad na karbonilnu skupinu glicina257 kako
bi se peptidna veza zamjenila tioesterom. Kolesterol zatim napada isti ugljik u
tioesterskom intermedijeru, Sto rezultira kovalentnim vezanjem kolesterola za Hh-N i
otpustanjem Hh-C. Oba dogadaja katalizirana su Hh-C fragmentom (slika preuzeta i
prilagodena iz Jeong i McMahon, 2002).

Osim kolesterola, da bi signalna molekula bila zrela potrebno je i vezanje palmitoilne skupine
na visoko ocuvani cistein na N-terminusu Hh-N, Sto je katalizirano acil-transferazom Hhat
(engl. Hedgehog acyltransferase) (Pepinsky i sur., 1998). Dvostruka lipidna modifikacija ima
znacajan utjecaj na svojstva proteina Hh: pospjeSuju njegovu vezu s membranom,
potenciraju njegovu sekreciju te odreduju podrucje djelovanja u tkivu (Ingham i sur., 2011).
Za izlucivanje proteina Hh iz stanica koje ga proizvode potreban je veliki transmembranski

protein Dispatched (Disp), a pri tom znacajnu ulogu ima kolesterol vezan za Hh-N (Burke i
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sur., 1999). Kada se Hh-N izludi iz stanica, krece se kroz izvanstani¢ni prostor do ciljnih

stanica (Hooper i Scott, 2005).
1.2.2. Primanje signala - receptor Patched i koreceptor Smoothened

Patched (Ptch) je primarni receptor proteina Hh. Za razliku od vinske musice, kod sisavaca su
prisutna dva homologa, Ptchl i Ptch2 (Carpenter i sur., 1998). Ptch2 nije toliko uklju¢en u

nastanak bolesti kao Ptch1 te je stoga i slabije istrazen (Jogi i sur., 2000; Smyth i sur., 1999).

Ptch je protein koji se sastoji od 12 transmembranskih podrucja i dvije velike izvanstanicne
petlje (Slika 1.4). S obzirom na topologiju i primarnu sekvencu, Ptch najvise homologije dijeli
s obitelji bakterijskih transportera, koji sluZe za izbacivanje toksina i teSkih metala iz stanice,
a pokreéu se protonskim gradijentom. lako postoji malo primjera takvih gradijenata u
eukariotskim stanicama, mutiranjem visoko konzerviranih aminokiselina u proteinu Ptch,
koje su kljuéne za transportersku funkciju, utiSava se aktivnost ovog proteina (Taipale i sur.,
2002). Ptch takoder sadrzi i podrucje osjetljivo na sterole SSD (engl. Sterol Sensing Domain),
motiv koji se pronalazi u mnogim proteinima koji vezu kolesterol (Martin i sur., 2001).
Mutacije koje mijenjaju konzervirane aminokiseline unutar SSD proteina Ptch, utjecu na
njegovu sposobnost regulacije ciljnih gena, bez da utjeu na sposobnost vezanja proteina Hh
(Robbins i sur., 2012). Osim Sto vezanjem proteina Hh, Ptch inicira signalni put, Ptch takoder
mijenja izvanstani¢ni gradijent proteina Hh, Sto predstavlja samoogranicavajuéi mehanizam
kojim se kontrolira podrucje djelovanja proteina Hh (Chen i Struhl, 1996). Pokazano je da
proteini Ptch i Hh kolokaliziraju u unutarstani¢nim vezikulama, sto ukazuje na Cinjenicu da se
nakon vezanja za Ptch, kompleks Hh-Ptch internalizira u ciljnim stanicama, nakon cega se

uglavnom upucduje na razgradnju u lizosom (Ingham, 2001; Sabol i sur., 2012).
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Slika 1.4 Shematski prikaz proteina Patched (Ptch). Izmedu dvije izvanstani¢ne petlje nalazi

2

COOH

se vezno mjesto za protein Hh. SSD oznacava domenu osjetljivu na sterole (slika preuzeta i
prilagodena iz Yu i sur., 2014).

Vezanje proteina Hh za receptor Ptch ukida inhibiciju koreceptora Smoothened (Smo).
Protein Smo prema strukturi pripada superobitelji receptora vezanih za G-protein (engl. G
Protein Coupled Receptor, GPCR), koji se sastoje od 7 transmembranskih domena. Medutim,
danas ne postoje c¢vrsti dokazi da je aktivnost proteina Smo povezana s G-proteinom
(Ingham, 2001). Kristalna struktura ovog proteina (Slika 1.5) razrjeSena je 2013. godine te je
pokazala slabu sliénost proteina Smo s drugim proteinima iz obitelji GPCR (Wang i sur.,
2013a). Jos jedna razlika u odnosu na klasi¢ne proteine iz obitelji receptora vezanih za G-
protein je to Sto Smo ne stupa u interakciju direktno s aktivirajuéim signalom (ligandom), ve¢
vezanje liganda za protein Ptch dokida inhibitorni efekt koji Ptch ima na protein Smo. Priroda
ove inhibitorne interakcije jedna je od najveéih nerazjasnjenih misterija u sklopu signalnog
puta Hh-Gli. U pocetku se smatralo da su Ptch i Smo u direktnoj interakciji te da stvaraju
receptorski kompleks vezan za membranu. Vezanjem liganda za Ptch, kompleks prolazi kroz
konformacijsku promjenu koja aktivira Smo (Murone i sur., 1999; Stone i sur., 1996).
Medutim, daljnja istraZzivanja pokazala su da Smo ne kolokalizira s proteinom Ptch u ciljnim
stanicama (Denef i sur., 2000) te nije pokazana fizicka interakcija izmedu ova dva proteina
(Johnson i sur., 2000). Novije teorije okreéu se mogucénosti da Ptch regulira unutarstanicnu

koncentraciju endogene male molekule koja modulira aktivnost koreceptora Smo.
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Homologija proteina Ptch s transporterima i prisutnost domene osjetljive na sterole daju
naslutiti da bi mala molekula mogla biti sterol ili lipid. Do danas je nekoliko grupa
identificiralo razli¢ite klase oksisterolskih modulatora proteina Smo, od kojih neki aktiviraju

Smo, a drugi ga inhibiraju (Robbins i sur., 2012).

Slika 1.5 Kristalna struktura humanog koreceptora Smo vezan za spoj LY2940680. Protein
je kristaliziran kao dimer (slika preuzeta iz Wang i sur., 2013a).

Aktivacija proteina Smo se dogada u dva koraka: 1) fosforilacija i 2) translokacija Smo iz
unutarstanicnih  vezikula na povrSinu stanice. Protein Smo sadrZzi dugacku
karboksiterminalnu domenu, koja je neophodna za Hh-ovisni prijenos signala. Vezanje
liganda za Ptch potice fosforilaciju karboksiterminalnog repa i dovodi do konformacijske
promjene te dimerizacije/oligomerizacije karboksiterminalnih repova (Chen i Jiang, 2013;
Corbit i sur., 2005; Zhao i sur., 2007). Tofan nacin na koji se signal prenosi na nizvodne
komponente signalnog puta jo$ nije poznat. Kod vinske musice protein Costal-2 (Cos-2),
direktno stupa u interakciju s karboksiterminalnim krajem proteina Smo i regrutira nizvodne

regulatore transkripcijskih faktora. Kod sisavaca nije pronadena aktivnost slicna proteinu
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Cos-2, a dva strukturna homologa Kif7 i Kif27 nisu neophodna za provodenje Hh signala.
Posljednjih godina se spekulira da bi kao signalni intermedijer izmedu plazma membrane i
citoplazme kod sisavaca mogla djelovati primarna cilija. Primarna cilija je senzorni organel na
povrsini stanica koje nastaju iz bazalnog tjeleSca, pomocu kompleksa intraflagelarnih
transportnih proteina (IFT), odgovornih za rast i odrzavanje cilije. Kod miseva gubitak
funkcije IFT rezultira istim fenotipom kao i gubitak signalizacije Hh-Gli. Zanimljivo je i da su
aktivatorske funkcije proteina Gli2 i Gli3, kao i procesiranje Gli3, poremeceni u IFT-
mutantima. Proteini Smo, Glil, Gli2 i Gli3 nakupljaju se u primarnoj ciliji nakon stimulacije
ligandom. Dakle, moguce je da je kod sisavaca funkciju proteina Cos-2 preuzela primarna
cilija, iako jo$ nije poznato na koji nacin, odnosno radi li se 0 samom organelu ili sustavu za

prijenos proteina unutar organela (Wang i sur., 2007).

1.2.3. Prijenos signala u citoplazmi - aktivacija transkripcijskih

faktora Gli

Glavni za izvrSenje signalne aktivnosti kod sisavaca su ¢lanovi obitelji transkripcijskih faktora
Gli, Gli1, Gli2 i Gli3, koji kontroliraju aktivaciju ili inhibiciju signalnog puta na transkripcijskoj
razini. To su transkripcijski faktori s motivom cinkovog prsta, kojim se vezu za specifi¢ni slijed
(5'-GACCACCCA-3') u promotorima ciljnih gena (Kinzler i Vogelstein, 1990). Na proteinskoj
razini Gli2 i Gli3 dijele mnoge karakteristike, dok je Glil nesto drugaciji. Gli2 i Gli3 na N-
terminalnom kraju imaju represorsku domenu, dok kod Glil takva domena ne postoji (Slika
1.6). To znaci da Gli2 i Gli3 mogu djelovati kao aktivatori ili represori signalnog puta, dok Glil
djeluje iskljucivo kao aktivator. Gli2 i Gli3 odgovorni su za primarni odgovor na Hh-signal, dok
je transkripcija gena Glil1 posljedica aktivacije Gli2/3 (Bai i sur., 2002; Dai i sur., 1999; Hui i
Angers, 2011; Sasaki i sur., 1999). Koraci koji dovode do njihove aktivacije, slabije su poznati

kod sisavaca u odnosu na vinsku musicu, ali se i medu vrstama ti koraci znatno razlikuju.
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Slika 1.6 Shematski prikaz podrucja i motiva u proteinima Glil, Gli2 i Gli3. Zn - motiv
cinkovog prsta, DNA vezujuée podrucje; TAD — transaktiviraju¢e podrucje; TAF — vezno
mjesto za protein TAF (protein vezan uz TBP); Rep — represorsko podrucje; Sufu BS — vezno
mjesto za protein SuFu; * mjesto fosforilacije PKA; PC — fosforilacijski klaster; PDD -
domena za odredivanje procesiranja; Dy, Dc — N- i C-terminalni degroni, slijedovi
aminokiselina koji odreduju pocetno mjesto degradacije. Slika je preuzeta i prilagodena iz
Hui i Angers, 2011.

Glavni regulator aktivnosti proteina Gli kod sisavaca je tumorsupresorski protein SuFu koji je
negativni regulator signalnog puta (Stone i sur., 1999). Dok kod vinske musice nema
znacajniju ulogu u embriogenezi, kod sisavaca je klju¢an za razvoj, a delecija gena SufFu kod
miSeva dovodi do aktivacije signalnog puta neovisne o ligandu i embrionalne letalnosti
(Svard i sur., 2006). Nadalje, gubitak aktivnosti proteina SuFu u humanim stanicama povezan

je s nastankom razlicitih oblika tumora (Taylor i sur., 2002; Tostar i sur., 2006).

Glavni predlozeni modeli regulacije tranksripcijskih faktora Gli putem SuFu ukljucuju
zadrzavanje u citoplazmi (Kogerman i sur., 1999), dovodenje korepresorskog kompleksa na
promotore za koje se veze transkripcijski faktor Gli (Cheng i Bishop, 2002) i poticanje
konverzije proteina Gli2 i Gli3 iz aktivatorskog u represorski oblik (Wang i sur., 2010).
Mehanizam zadrzavanja proteina Gli u citoplazmi razjasnjen je u novijoj studiji koja je
pokazala da vezanje SuFu za protein Gli maskira njegovu sekvencu za lokalizaciju u jezgru, sto
sprjecava vezanje importina KapB2, proteina koji omogucuje unos proteina u jezgru (Shi i
sur., 2014). Dokazano je da se protein SuFu direktno veze sa sva tri proteina Gli (Dunaeva,
2002; Kogerman i sur., 1999; Merchant i sur., 2004; Stone i sur., 1999), a razdvajanje

kompleksa SuFu-Gli kljuéan je korak u aktivaciji signalnog puta (Humke i sur., 2010;
10
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Tukachinsky i sur., 2010). 2013. godine razrjeSena je kristalna struktura proteina SuFu (Slika
1.7) kao i kompleksa SuFu-Gli te je pokazano da slobodni SuFu ima otvorenu konformaciju, a
nakon vezanja proteina Gli dolazi do konformacijske promjene u kojoj se N- i C-terminalna
podrucja priblizavaju i ukljes¢uju visokokonzervirane aminokiseline u proteinu Gli (Cherry i

sur., 2013).

N-terminalna domena C-terminalna domena

-

Slika 1.7 Kristalna struktura humanog proteina SuFu (slika preuzeta i prilagodena iz Cherry
i sur., 2013).

Dok je signalni put inaktivan, dolazi do potpune degradacije proteina Glil te procesiranja
proteina Gli2 i Gli3 u transkripcijske represore. Degradacija odnosno procesiranje odvija se
ubikvitin proteasomalnim putem. Prvo dolazi do fosforilacije proteina Gli pomocu protein
kinaze A (PKA), nakon cega slijede fosforilacije pomodu kinaze glikogen sintaze 3B (GSK3B) i
kasein kinaze 1 (CK1). Fosforilacije su znak za vezanje E3 ubikvitin ligaze BTrCP, koja veze
ubikvitin za protein Gli te ga na taj nacin obiljezava za razgradnju, odnosno procesiranje u

proteasomu (Huntzicker, 2006; Pan i sur., 2006; Tempe i sur., 2006). Proces je shematski
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prikazan na Slici 1.8. Glil za degradaciju moZe biti obiljezen i dodatnim mehanizmom,

pomocu adapterskog proteina Numb i E3 ubikvitin ligaze Itch (Di Marcotullio i sur., 2006).
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Current Opinion in Cell Biclogy

Slika 1.8 Shematski prikaz regulacije cijepanja i/ili degradacije proteina Glil, Gli2 i Gli3 (Ci
kod vinske musice). PKA: protein kinaza A, GSK3: kinaza glikogen sintaze 3, CK1: kasein
kinaza 1 (slika preuzeta i prilagodena iz Wang i sur., 2007).
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Aktivacijom signalnog puta ligandom, dolazi do otpustanja transkripcijskih faktora Gli s
proteina SuFu, Sto omogucuje njihovu translokaciju u jezgru. Pokazano je da u stanicama
koje su stimulirane ligandom Hh, GSK3p veze i fosforilira SuFu umjesto proteina Gli te na taj
nain poti¢e razdvajanje kompleksa SuFu-Gli, odnosno pozitivnho regulira signalni put
(Takenaka i sur., 2007). Takoder, jedno neovisno istraZivanje je pokazalo da aktivacija
signalnog puta ligandom dovodi do degradacije proteina SuFu posredovane ubikvitinom,
iako jo$ nije poznato koja ubikvitin ligaza katalizira proces (Yue i sur., 2009). Oslobodeni
aktivatorski oblici transkripcijskih faktora Gli u jezgri se vezu za promotore ciljnih gena i
poticu njihovu ekspresiju. Proteini Gli kontroliraju transkripciju brojnih gena uklju¢enih u
razne stanicne funkcije, primjerice gena ukljucenih u stanicni ciklus i proliferaciju (Ciklin D,
Ciklin E, N-Myc, FOXM1, PDGFRa), adheziju (Osteopontin), prezivljenje (BCL-2), proces
epitelijalno-mezenhimalne tranzicije (EMT) (SNAIL, ZEB1, ZEB2, TWIST2) samoobnavljanje
(BMI1, NANOG), angiogenezu (VEGF) te gene za autoregulaciju signalnog puta Hh-Gli (PTCH1,
GLI1) (Katoh i Katoh, 2009; Stecca i Ruiz i Altaba, 2010; Yoon, 2001). Omjer aktivatorskih i
represorskih oblika transkripcijskih faktora vrlo je dinamiéan i ovisan o stanicnom kontekstu i
kao takav klju¢an je za pravilne odgovore na specificne signale, Sto ga ¢ini klju¢nim za

odrzavanje homeostaze (Aberger i Ruiz i Altaba, 2014).

1.3. Kinaza glikogen sintaze 3 (GSK38)

Kinaza glikogen sintaze 3B je multifunkcionalna serin/treonin kinaza. Ime je dobila prema
prvoj funkciji s kojom je bila povezana, a to je funkcija u metaboli¢kim signalnim putevima.
Danas je, medutim, poznato da je kinaza GSK3 neophodna za viSestani¢ni razvoj i za Sirok
spektar staniénih funkcija, kao $to su obnavljanje matiénih stanica, diferencijacija, apoptoza
te ¢ak i cirkadijani ritam. Aberacije u proteinu GSK3 mogu potencirati nastanak tumora,
neurodegeneracije, dijabetesa i otpornost na inzulin (Frame i Cohen, 2001; Jope i Johnson,

2004).

Sisavci imaju dva oblika proteina GSK3: GSK3a i GSK3B (prikazan na Slici 1.9). Kataliti¢ke

domene su im gotovo identi¢ne, dijele mnoge oblike regulacije, medutim funkcije im se ne
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preklapaju potpuno. Funkcija GSK3B je mnogo bolje istrazena. Glavni nacin regulacije
aktivnosti ove kinaze je putem fosforilacijskih dogadaja. Postoje dvije aminokiseline na
kojima ova kinaza mozZe biti fosforilirana. Fosforilacija GSK3B Ser9 od strane kinaze Akt i
drugih kinaza je inhibitorna. Fosforilacija Ser9 funkcionira kao pseudo-supstrat te blokira
pristup u aktivno mjesto. Za razliku od Ser9, fosforilacija Tyr216 pojacava kinaznu aktivnost
GSK3pB. FizioloSka aktivnost ove kinaze regulirana je ravnotezom izmedu aktivacijske i

inhibitorne fosforilacije (Doble i Woodgett, 2003; Grimes i Jope, 2001; Jope i Johnson, 2004).

Slika 1.9 Kristalna struktura GSK3p (slika preuzeta iz Dajani i sur., 2001).

GSK3B sudjeluje u brojnim signalnim putevima koji su ukljuceni u razvojne procese, izmedu
ostalog i signalni put Hh-Gli. Kao $to je prethodno ve¢ opisano, GSK3[ je negativni regulator
signalnog puta Hh-Gli, jer fosforilacijom obiljezava transkripcijske faktore Gli za razgradnju il

procesiranje u represorske oblike u nedostatku liganda (Wang i sur., 2007).

Za razliku od vedine protein-kinaza, GSK3B je konstitutivno aktivna u stanju mirovanja stanica
i prolazi kroz brzu i prolaznu inhibiciju u odgovoru na vanstanicne signale. Veéinu svojih
supstrata GSK3pB funkcionalno inaktivira, dakle djeluje kao represor u uvjetima mirovanja. S
obzirom da GSK3[ negativno regulira mnoge proto-onkogene i regulatore stani¢nog ciklusa,

moglo bi se zakljuciti da ova kinaza sprje¢ava tumorigenezu. Ovaj zaklju¢ak podupiru brojna
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istrazivanja u kojima je pokazano da je u nekim oblicima tumora, kao $to su tumori koZe i
dojke, smanjena aktivnost ove kinaze (Luo, 2009). S druge strane, sve je viSe istraZivanja koja
pokazuju da GSK3B moZe poticati razvoj tumora, odnosno da ima onkogenu funkciju.
Prekomjerna ekspresija ove kinaze primijecena je u tumorima debelog crijeva (Shakoori i
sur., 2005), gusterace (Ougolkov et al., 2005), jajnika (Rask i sur., 2003), bubrega (Bilim i sur.,
2009), stitnjace (Kunnimalaiyaan i sur., 2007), jetre (Erdal i sur., 2005) i prostate (Mazor i
sur., 2004). Konkretno za karcinom debelog crijeva pokazano je da su razina ekspresije i
koli¢ine proteina GSK3B s prisutnom aktivirajucom fosforilacijom u stanicama karcinoma
mnogo veée nego u normalnim stanicama debelog crijeva. GSK3[ povezan je s pojatanom

proliferacijom i prezZivljenjem stanica ovog karcinoma (Shakoori i sur., 2005).

S obzirom na ukljucenost u razvoj nekih tumora i onkogeno djelovanje, kinaza GSK3pB je
postala vrlo zanimljiva kao nova meta za razvoj protutumorskih terapija. Danas je poznat
cijeli niz farmakoloskih inhibitora GSK3B. Najpoznatiji je litij, koji se ve¢ 50 godina koristi u
lije¢enju bipolarnog poremecaja, u kojem GSK3p ima klju¢nu ulogu. Litij, za razliku od drugih
inhibitora, koji se ve¢inom natje¢u s ATP-om za ATP vezno mjesto kinaze, inhibira GSK3f na
dva nacina, direktni i indirektni. Direktni nacin uklju¢uje kompeticiju za vezno mjesto Mg2+, a
indirektna inhibicija ukljucuje poticanje inhibitorne fosforilacije Ser9 (Jope, 2003; Meijer i
sur., 2004). Zanimljivo je da je zabiljezen smanjen rizik od tumora kod bipolarnih pacijenata
koji su lijeceni litijem u odnosu na opcu populaciju te postoji obrnuta korelacija izmedu doze

litija i razvoja tumora (Cohen i sur., 1998).

Medutim, bududi da joS nije razjasnjena priroda razlike u funkciji u pojedinim tumorima,
prije nego Sto se razvije terapijska strategija detaljno treba istraziti mehanizam djelovanja

GSK3B.

1.4. Spojevi koji modificiraju aktivnost signalnog puta Hh-Gli

Sezdesetih godina prodlog stolje¢a uogen je teratogeni efekt biljke Veratrum californicum,

kada je primije¢eno da uzrokuje ciklopiju kod potomstva ovaca koje su se tom biljkom
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hranile. Naknadno je otkriveno da je aktivna supstanca steroidni alkaloid ciklopamin, koji
inhibira signalni put Hh-Gli djelujuéi na razini koreceptora Smo. Kemijska struktura
ciklopamina prikazana je na Slici 1.10. Ciklopamin se direktno vezZe za protein Smo i mijenja

njegovu konformaciju (Binns i sur., 1963; Chen i sur., 2002a; Cooper i sur., 1998).

HO

Slika 1.10 Kemijska struktura ciklopamina (slika preuzeta iz Heretsch i sur., 2010).

lako je ciklopamin i dalje najéesée koriSteni spoj za inhibiciju signalnog puta Hh-Gli in vitro,
razvijene su i druge male molekule kojima je cilj inhibicija ovog signalnog puta. Vecina tih
malih molekula su antagonisti koreceptora Smo, a danas je 7 od njih u postupku klini¢kih
ispitivanja za tumore. To su Vismodegib (GDC-0449), BMS-833923 (XL139), IPI-926
(Saridegib), LDE-225, PF-04449913, LEQ 506 i TAK-441. Kemijske strukture GDC-0449, IPI-926
i LDE-225 prikazani su na Slici 1.11. Za sve spojeve u postupku klinickih ispitivanja
karakteristi¢no je da su najbolje odgovore dali kod onih tumora koji ovise o mutacijama u
komponentama signalnog puta Hh-Gli, kao Sto su bazeocelularni karcinom (BCC) i
meduloblastom. lzazov predstavlja lijeCenje drugih tipova tumora, kod kojih mehanizam
aktivacije Hh-Gli signalnog puta nije tako jasan (Low i de Sauvage, 2010; Sahebjam i sur.,
2012). Primjerice, djelovanje Vismodegiba ispitano je u kombinaciji s klasicnom terapijom
kod pacijenata s metastatskim karcinomom debelog crijeva, medutim rezultati su pokazali
kako u tom slucaju Vismodegib ne daje povoljnije ucinke u odnosu na samu kemoterapiju

(Curis Inc., 2010).
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Slika 1.11 Poznate strukturne formule inhibitora koreceptora Smo koji su u postupku
klinickih ispitivanja. U zagradama su naznacene farmaceutske kompanije koje pojedini spoj
razvijaju (slika preuzeta iz Onishi i Katano, 2011).

Vrlo zanimljiva meta za inhibiciju signalnog puta Hh-Gli su komponente koje se nalaze
nizvodno od koreceptora Smo, odnosno transkripcijski faktori Glil, Gli2 i Gli3. Danas postoji
nekoliko spojeva koji djeluju na razini proteina Gli, medutim svi su joS u pretklini¢ckim
fazama. Najpoznatije male molekule su GANT58 i GANT61 (engl. Gli antagonist), koje
direktno blokiraju vezanje Glil i Gli2 za promotore ciljnih gena. Ispitivanja in vitro pokazala
su da imaju jace djelovanje od ciklopamina u nekoliko razlic¢itih tumorskih linija. Takoder su
otkriveni i spojevi koji djeluju na razini proteina SuFu te na taj nacin djeluju na procesiranje i
aktivaciju proteina Gli. Arsen trioksid (ATO) posljednjih je godina prepoznat kao inhibitor
transkripcijskih faktora Gli te je zanimljiv s obzirom da je ve¢ u postupku klinickih ispitivanja
u drugom kontekstu, ali zbog pleiotropnih ucinaka interpretacija ¢e biti otezana (Amakye i
sur., 2013). Svi dosada poznati inhibitori transkripcijskih faktora Gli inhibiraju samo aktivnost

Glili Gli2, ali ne i aktivnost Gli3.

Veliki problem u klinici predstavlja otpornost na inhibitore signalnog puta Hh-Gli. Najcesci

mehanizam otpornosti su novosteCene mutacije u koreceptoru Smo, koje onda
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onemogucuju vezanje inhibitora. Nadalje, primije¢éen je i alternativni mehanizam,
amplifikacija ili pojatana ekspresija transkripcijskog faktora Gli2 i ciklina D. Kao
kompenzatorni mehanizam javlja se i pojacana aktivacija signalnog puta IGF-1R/PI3K, iako se
ova pojava moze zaobic¢i dodatkom inhibitora PI3K uz inhibitore proteina Smo (Sahebjam i

sur., 2012).

lako je jasno da je signalni put Hh-Gli vrlo zanimljiva meta u kontekstu protutumorskih
terapija, potrebna su daljnja istraZivanja mehanizama njegove aktivacije u onim tumorima
koji nisu ovisni o mutacijama njegovih komponenata. Vazno je razlikovati Smo-ovisne i Smo-
neovisne kanonicke ili nekanonicke aktivacije. Samo detaljno poznavanje mehanizma koji
dovodi do aktivacije transkripcijskih faktora Gli u svakom pojedinom tumoru omoguditi c¢e

izbor optimalnog inhibitora ili kombinacije inhibitora (Amakye i sur., 2013).

Osim antagonista, poznati su i agonisti signalnog puta Hh-Gli, dakle male molekule koje
pospjesuju aktivnost signalnog puta. Prirodni agonist je ligand Hh, medutim vrlo je skup te su
stoga sintetizirane male molekule koje imaju isti ucinak na signalni put. Prva takva mala
molekula bila je SAG (engl. Smoothened Agonist), koja aktivira signalni put direktnim
vezanjem za koreceptor Smo (Chen i sur., 2002b). Prva primjena SAG-a bila je u diferencijaciji
embrionalnih mati¢nih stanica (Frank-Kamenetsky i sur., 2002). Ubrzo nakon SAG-a opisan je
drugi agonist signalnog puta Hh-Gli, purmorfamin. Purmorfamin se kao i SAG veZe direktno
na Smo (Sinha i Chen, 2006). Kemijske strukture SAG-a i purmorfamina prikazane su na Slici
1.12. Terapijske moguénosti ovih spojeva su velike te se radi na ispitivanju njihove primjene
kod zarastanja rana, poticanja ulaska folikula dlake u anagenu fazu, odnosno za poboljsan
rast kose. Takoder postoje naznake da bi ovi agonisti mogli imati neuroprotektivna svojstva

(Carney i Ingham, 2013).
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Slika 1.12 Kemijske strukture agonista signalnog puta Hh-Gli koji djeluju na razini proteina
Smo. (A) kemijska struktura agonista proteina Smo (SAG) (B) Kemijska struktura
purmorfamina. Slika preuzeta i prilagodena iz Sinha i Chen, 2006.

1.5. Uloga signalnog puta Hh-Gli u embrionalnom razvoju i

razvoju gastrointestinalnog trakta

Pravilno funkcioniranje signalnog puta Hh-Gli klju¢no je tijekom embrionalnog razvoja. Svaka
deregulacija moze dovesti do poremecaja u razvoju i rezultirati malformacijama. Prvi primjer
ucinka deregulacije je ve¢ prije spomenuta ciklopija kod janjadi Cije su se majke hranile
bilikom Veratrum californicum, koja sadrZi ciklopamin, inhibitor signalnog puta Hh-Gli

(Heretsch i sur., 2010).

Tijekom embrionalnog razvoja ligand Shh je eksprimiran u ogranicenom setu stanica u
notokordu, neuralnoj cijevi i pupoljcima ekstremiteta. Nakon otpustanja iz stanica aktivni
protein Shh-N djeluje kao difuzna molekula koja pokreée morfogenezu okolnih stanica. Shh
kontrolira asimetriju lijeve i desne strane tijela, klju¢an je za pravilan razvoj udova, neuralne
cijevi, cerebeluma, probavnog sustava i koZze. Dhh je kljuan za pravilan razvoj testisa, a Ilhh
je uglavnom ukljuc¢en u morfogenezu kostiju (Jia i Jiang, 2006). Dokaz za kriticnu funkciju
ovog proteina su mutacije u genu SHH koje rezultiraju holoprosencefalijom, a ponekad i
ciklopijom (Cordero i sur., 2004; Roessler i sur., 1997). Kod ljudi mutacije u genu PTCH

uzrokuju nastanak Gorlinovog sindroma kojeg karakteriziraju poremecaji skeleta, povecan
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rast, abnormalnosti u strukturi lica te podloZnost pojedinim tumorima kao S$to su
meduloblastomi i bazeocelularni karcinomi (Hooper i Scott, 2005; Unden i sur., 1996).
Mutacije u genu SHH ili obitelji gena GL/, posebno GLI3, mogu rezultirati Greigovim
cefalopolisindaktilnim sindromom i Pallister-Hall sindromom koje karakteriziraju polidaktilija,
poremecdaji u razvoju traheja, bubrega te makrocefalija (Ogden i sur., 2004; Villavicencio i

sur., 2000).

Geni HH eksprimirani su u endodermu crijeva svih kraljeSnjaka. Kod misa, SHH i IHH su
koeksprimirani s djelomi¢no preklapaju¢im uzorkom od stadija ranih somita. MiSevi s
homozigotnim mutacijama SHH i IHH pokazuju razne abnormalnosti probavila i pokazuju
fenotipske slicnosti s malformacijama probavila kod ljudi. SHH i IHH reguliraju razvoj glatkih
misSica probavila i entericki ziv€ani sustav. SHH je bitan za razvoj epitela Zeluca, a /IHH za
proliferaciju i diferencijaciju intestinalnih mati¢nih stanica (Ramalho-Santos i sur., 2000). Sto
se ti¢e razvoja crijeva, SHH i IHH eksprimirani su u cijelom endodermu crijeva. Ekspresija SHH
se utiSava u tankom crijevu kada se formiraju vili i kada dolazi do diferencijacije. IHH je
eksprimiran u tankom i debelom crijevu tijekom cijelog razvoja. Kasnije tijekom razvoja se
ekspresija oba gena ograni¢ava na epitel izmedu vilusa tankog crijeva. U debelom crijevu
SHH je eksprimiran u bazi kripta, dok je IHH eksprimiran u cijelom epitelu. Smjer slanja
signala tijekom razvoja tankog i debelog crijeva je iz epitela u mezenhim, s obzirom da su

PTCH1 i GLI1 eksprimirani iskljucivo u mezenhimu tijekom razvoja (Van den Brink, 2007).

1.6. Uloga signalnog puta Hh-Gli u odraslom organizmu

U odraslom organizmu signalni put Hh-Gli veéinom je inaktivan ili slabo aktivan. Medutim,
mogucnost aktivacije zadrzana je u mati¢nim i progenitorskim stanicama, odgovornim za
regeneraciju tkiva. U miruju¢im somatskim mati¢nim stanicama ekspresija proteina Glil je
niska, a signalni put Hh-Gli odgovoran je za njihovu aktivaciju, poticanje samoobnavljanja i
produkciju stanica kéeri s ograni¢enim potencijalom (Ruiz i Altaba i sur., 2007). Do sada je
signalni put Hh-Gli povezan s nizom somatskih mati¢nih stanica. Primjerice, poznato je da

Shh igra bitnu ulogu u neurogenezi u odraslom mozgu sisavaca. Receptor Ptch i koreceptor
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Smo eksprimirani su u odraslom hipokampusu i progenitorskim stanicama porijeklom iz ove
regije. Pokazano je da neuralne mati¢ne stanice, kao i neuralne progenitorske stanice
odgovaraju na signalizaciju Shh i doprinose neurogenezi u odraslom mozgu. Osim Sto Shh
ima ulogu u poticanju samoobnavljanja i proliferacije mati¢nih stanica, takoder ima ulogu u
regulaciji migracije stanica u odraslom mozgu sisavaca (Faigle i Song, 2013). U zdravoj
odrasloj jetri ekspresija komponenti signalnog puta Hh-Gli je niska, medutim pokazano je da
ekspresija postoji u progenitorskim stanicama te da je ovaj signalni put nuzan za regeneraciju
nakon akutne ozljede (Omenetti i sur., 2011). Geni PTCH1, GLI1 i GLI2 eksprimirani su u
normalnim humanim mati¢nim i progenitorskim stanicama dojke, a ekspresija se smanjuje
tijekom diferencijacije. Poja¢ana aktivnost signalnog puta Hh-Gli ima vaznu ulogu tijekom
povecanja mlije¢nih Zlijezda u trudno¢i (Hui i sur., 2013). Takoder, u koZi sisavaca ovaj
signalni put ima klju¢nu ulogu u kontroli rasta folikula dlake te je eksprimiran u
epidermalnim matic¢nim stanicama (Zhou i sur., 2006). U odraslom gastrointestinalnom
sustavu Hh-Gli signalizacija ima vaznu ulogu u odrzavanju i funkciji pojedinih stanica, iako se
mehanizmi razlikuju u pojedinim dijelovima sustava (Van den Brink, 2007). U odrZzavanju i
homeostazi odraslog debelog crijeva lhh je glavna signalna molekula, koja se proizvodi u
epitelnim stanicama i signal se Salje u mezenhimalne stanice. |hh je signal koji oznacdava
integritet epitela. Gubitak tog signala usljed ozljede, pokreée proces zarastanja rana s
programom popravka epitela te privlaci fibroblaste i makrofage, a takoder aktivira
mezenhimalni imuni odgovor. Detalji ovih procesa josS nisu poznati te su potrebna daljnja
istrazivanja kako bi se razjasnili (Buller i sur., 2012). Na Slici 1.13 shematski je prikazana
dinamika ekspresije komponenti signalnog puta Hh-Gli u pojedinim dijelovima

gastrointestinalnog sustava.
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1.13 Ekspresija molekula iz signalnog puta Hh-Gli duz gastrointestinalnog trakta tijekom
razvoja embrija i u odraslom organizmu. Tijekom razvoja embrija Shh je visokoeksprimiran
u Zelucu, a razina ekspresije se smanjuje duz crijeva. Shh je eksprimiran i u Zlijezdama
debelog crijeva. Najveca ekspresija lhh je u pilorusu, a duz crijeva je konstantna. Za Dhh
jo$ nisu provedene adekvatne studije. Glil i Ptchl eksprimirani su u mezenhimu i zrcalna
su slika ekspresije Shh u epitelu. U odraslom gastrointestinalnom traktu Shh je ve¢inom
eksprimiran u Zelucu. Ihh pokazuje visoke razine ekspresije u tankom crijevu te u debelom
crijevu. Ekspresija Dhh primije¢ena je u Zelu¢anoj mukozi, ali nije primijeéena u tankom
crijevu. Ptchl, Glil i Smo eksprimirani su u mezenhimu odraslog gastrointestinalnog trakta
(slika preuzeta i prilagodena iz Saqui-Salces i Merchant, 2010).

1.7. Uloga signalnog puta Hh-Gli u karcinogenezi

Kljuéni dogadaj koji rezultira razvojem tumora je neprekidna deregulirana proliferacija
tumorskih stanica. Tumorske stanice ne odgovaraju na signale koji kontroliraju ponasanje
normalnih stanica, ve¢ se nekontrolirano dijele, prodiru u zdravo tkivo i organe te se u
konacnici Sire kroz cijeli organizam. Gubitak kontrole rasta rezultat je nakupljenih promjena
u genima koji kontroliraju klju¢ne regulatorne procese u stanici. Te gene Cine proto-onkogeni

i tumor-supresorski geni. Proto-onkogeni su geni koji u zdravim stanicama poticu prolazak
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stanice kroz stani¢ni ciklus, reguliraju diferencijaciju ili inhibiraju stani¢cnu smrt. Medutim, u
tumorima ti su geni ¢esto promijenjeni te se tada nazivaju onkogenima. U takvim stanicama
gubi se fina regulacija procesa koje oni kontroliraju i dolazi do pojacane proliferacije i
izbjegavanja stani¢ne smrti. Za razliku od proto-onkogena, tumor-supresorski geni u zdravim
stanicama sprjecavaju diobu stanice i poti¢u stani¢nu smrt. U tumorima su ¢esto inaktivirani,
¢ime se gubi njihova funkcija. Prekomjerna aktivacija onkogena ili inaktivacija tumorskih
supresora dovodi do deregulacije signalnih puteva ¢iji su ¢lanovi te do deregulacije procesa
koje kontroliraju, $to su kljuéni koraci u karcinogenezi (Cooper, 2000). Clanovi signalnog puta
Hh-Gli takoder se mogu svrstati u onkogene i tumorske supresore. Kada je otkriveno da
mutacija u genu PTCH uzrokuje Gorlinov sindrom, rijedak sindrom kojeg izmedu ostalog
karakterizira pojava tumora: bazeocelularnih karcinoma, meduloblastoma,
rabdomiosarkoma, fibroma srca i jajnika, meningeoma i cisti Celjusti, tada je ustanovljena
funkcija gena PTCH kao tumor-supresorskog gena i povezan nastanak ovih tumora s
poremeéenom funkcijom signalnog puta Hh-Gli (Hahn i sur., 1996; Levanat i sur., 1996).
Nakon toga, otkriveno je da vecina sporadi¢nih bazeocelularnih karcinoma ima
hiperaktivirani signalni put Hh-Gli, te da osim inaktiviraju¢ih mutacija gena PTCH, nastanak
ovih karcinoma mogu uzrokovati i aktiviraju¢e mutacije gena SMO. Kozne promjene slicne
BCC bile su vidljive kod transgeni¢nih miseva koji prekomjerno eksprimiraju mutirani Smo,
¢ime je pokazano da Smo ima funkciju onkogena (Xie i sur., 1998). Sli¢éno proteinu Ptch, i
protein SuFu je identificiran kao tumorski supresor kada je otkriveno da inaktivirajuce
mutacije u genu SUFU uzrokuju nastanak meduloblastoma (Taylor i sur., 2002). Daljnja
istrazivanja su pokazala da su genetske promjene SUFU ipak vrlo rijetka pojava u humanim
meduloblastomima (Koch i sur., 2004). Medutim, kada je pokazano da SUFU™" migevi
razvijaju fenotip koZze s mnogim znacajkama karakteristicnim za Gorlinov sindrom, a da je
nedostatak gena SuFu letalan za miseve te da pokazuju sli¢énosti s miSevima kojima nedostaje
gen PTCH, potvrdena je njegova uloga negativnog regulatora signalnog puta Hh-Gli te
tumorskog supresora (Svard i sur., 2006). Transkripcijski faktor Glil identificiran je kao
onkogen odmah kod otkri¢a, kada je ustanovljeno da je gen GL/1 i do 50 puta amplificiran u
malignom gliomu, po ¢emu je i dobio ime (Glioma-associated oncogene homolog 1) (Kinzler i
sur., 1987). Za razliku od drugih komponenata signalnog puta Hh-Gli, u genu GL/1 nisu
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pronadene mutacije. lako je identificiran kao amplificirani gen u stanicama glioma,
amplifikacija ovog gena zapravo nije Cesta pojava u vecini tumora. Najvisu frekvenciju
amplifikacije (28%) pokazuje u alveolarnim rabdomiosarkomima, dok je u gliomima ta
frekvencija niZa. IstraZzivanja ranih devedesetih su pokazala relativno rijetku pojavu
amplifikacije gena GL/II u humanim malignim gliomima (1,6-3,3%), medutim novije
istrazivanje zabiljezilo je amplifikaciju gena GL/1 u 22,6% uzoraka glioma (Zhu i Lo, 2010).
lako je razina promjena ovog gena u tumorima vrlo niska, danas je poznato da onkogeno
djelovanje gena GLI moze biti rezultat modulacije signalima izvan signalnog puta Hh-Gli. Kao
Sto je prethodno objasnjeno, u homeostatskim uvjetima precizno je regulirana ravnoteza
signala Hh-Gli te proto-onkogenih i tumorsupresorskih signalnih puteva $to osigurava
precizno kontroliran omjer aktivatorskih i represorskih oblika transkripcijskih faktora Gli. U
tumorima, gubitak tumorskih supresora i prekomjerna aktivacija onkogena direktno utjece
na deregulaciju omjera Gli aktivatora i represora i pomice ravnotezu prema transkripcijskim

aktivatorima Gli (Aberger i Ruiz i Altaba, 2014).

Aberantna aktivacija signalnog puta Hh-Gli pronadena je u velikom broju tumora. Danas se
pretpostavlja da ovaj signalni put igra ulogu u tumorima koji su odgovorni za vise od treéine

smrti povezanih s karcinomima (Barakat i sur., 2010).

Identifikacija ciljnih gena signalnog puta Hh-Gli pridonijela je razumijevanju procesa
inicijacije tumora i njegovog odrzavanja. Ovaj signalni put kontrolira ekspresiju niza gena
ukljucenih u vaZzne bioloSke procese, koji su kljuéni i za karcinogenezu. Primjerice aktivacija
signalnog puta moze stimulirati proliferaciju aktivacijom klju¢nih regulatora progresije
stani¢nog ciklusa, kao Sto su ciklin D i E2F, moZe inhibirati apoptozu direktnom indukcijom
BCL-2 te mozZe pojacati invazivnost i potaknuti metastaziranje aktivacijom faktora koji potic¢u

epitelno-mezenhimalnu tranziciju (EMT), kao Sto je SNAIL (Kasper i sur., 2006).

Nacini aktivacije signalnog puta Hh-Gli razliciti su u razlicitim tipovima tumora. Kao sto je veé
re¢eno, tumori povezani s Gorlinovim sindromom te njihovi sporadi¢ni oblici ovisni su o

mutacijama u pojedinim komponentama signalnog puta, najéesé¢e Ptch i Smo, a rjede i SuFu.
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S obzirom da su mutacije glavni nacin aktivacije, a ne ligand, ovi tumori nazivaju se ligand-

neovisni.

Za razliku od njih, velik broj tumora je ligand-ovisan. Kod njih dolazi do prekomjerne
ekspresije liganda Hh, koji kod jednog dijela tumora djeluje na autokrini nacin, odnosno
nastali ligand djeluje na samu tumorsku stanicu i poti¢e proliferaciju i prezivljenje. Kod
drugih oblika tumora eksprimirani ligand djeluje na stanice strome, odnosno parakrino. U
autokrine ligand-ovisne tumore ubrajaju se tumori gusterace (Berman i sur., 2003; Thayer i
sur., 2003), pluéa (Watkins i sur., 2003; Yuan i sur., 2006), gornjeg gastrointestinalnog trakta
(Berman i sur., 2003; Ma i sur., 2006), debelog crijeva (Qualtrough i sur., 2004), prostate
(Karhadkar i sur., 2004; Sanchez i sur., 2004), dojke (Mukherjee i sur., 2006) i melanomi
(Stecca i sur., 2007). Karakteristicno za ove tumore je da osim liganda, eksprimiraju i
nizvodne komponente signalnog puta te je njihov rast moguce inhibirati in vitro, u odsustvu
stromalnih stanica, pomocu inhibitora signalnog puta. Postoji nekoliko nedoumica, vezano za
ovu skupinu tumora. U eksperimentima su koristene vrlo visoke koncentracije ciklopamina, u
nekim slucajevima, iako je bio inhibiran rast stanica, nisu padale ekspresije ciljnih gena, a
ugibale su i stanice koje nemaju eksprimiran protein Smo, ciljnu molekulu ciklopamina. Ipak,
druge studije uspjele su ponoviti inhibiciju rasta ciklopaminom in vivo, koristedi
neutraliziraju¢e protutijelo za Hh ili utiSavanjem GLI1 i SMO. Zbog mogucih nespecifi¢nih
ucinaka ciklopamina, postojanje ove skupine tumora in vivo treba se jo$ dokazati (Scales i de

Sauvage, 2009).

Kod parakrinih ligand-ovisnih tumora, ligand se proizvodi u tumorskim stanicama te on
djeluje na stanice strome u kojima se aktivira signalni put Hh-Gli. Na odredenim misjim
modelima za tumor prostate (Fan i sur., 2004), gusterace i debelog crijeva (Yauch i sur.,
2008) pokazano je da ligand iz tumorskih stanica poti¢e ekspresiju GLI1, GLI2 i PTCH1 u
stromalnim stanicama, ali ne i u stanicama tumora. Nadalje u uzorcima humanih tumora
prostate i gusterace zabiljeZzeno je da tumorski epitel eksprimira HH, a GLI1 se eksprimira u
okolnim stanicama strome (Bailey i sur., 2008; Fan i sur., 2004; Tian i sur., 2009). Postoji i

reverzno parakrini model tumora, kod kojeg ligand proizvode stanice strome, a signalni put
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se aktivira u tumorskim stanicama. Zasad je takav model opisan u modelima limfoma B

stanica, multiplog mijeloma i leukemije (Scales i de Sauvage, 2009).

Jedan od novijih modela je, da je signalni put Hh-Gli (autokrini ili parakrini) bitan samo za
odrzavanje tumorskih maticnih stanica. Tumorske mati¢ne stanice su mala skupina stanica
koje imaju sposobnost samoobnavljanja i multipotentne su, odnosno imaju sposobnost
obnavljanja svih stanica u tumoru. Zbog otpornosti ovih stanica na kemoterapiju i zraenje,
smatra se da su odgovorne za ponovno pojavljivanje tumora nakon navedenih tretmana.
Idealan lijek za tumor ukljucivao bi eliminaciju mati¢nih stanica. Aktivnost signalnog puta Hh-
Gli zabiljezena je u tumorskim mati¢nim stanicama glioma (Clement i sur., 2007), gusterace
(Liisur., 2007) i dojke (Liu i sur., 2006). IstraZzivanja pokazuju da inhibicija signalnog puta Hh-
Gli uniStava ovu populaciju stanica te bi mogla biti dobra terapija u kombinaciji s klasicnom.
Medutim, bududi da su tumorske maticne stanice vrlo slicne somatskima, potrebno je dobro

istraziti u¢inak na samoobnavljajuca tkiva (Scales i de Sauvage, 2009).

Osim ovih skupina tumora, kod kojih je signalni put aktiviran kanonicki, postoji i velik broj
tumora kod kojih je signalni put aktiviran nekanonicki, odnosno kao rezultat medudjelovanja
s drugim signalnim putevima. Do danas je pokazano da razni drugi signalni putevi koji
reguliraju (proto)-onkogene mogu aktivirati signalni put Hh-Gli, neovisno o ligandu. Riobd i
sur. pokazali su da signalni put PI3K/Akt moZe ponistiti djelovanje PKA i na taj nacin sprijeciti
procesiranje Gli2 i posljedi¢no aktivirati put (Riobd i sur., 2006). Jedna studija pokazala je da
NF-kB direktno regulira SHH in vitro i in vivo te pospjeSuje proliferaciju tumorskih stanica i
njihovu otpornost na apoptozu (Kasperczyk i sur., 2009). U stanicama karcinoma Zeluca koje
eksprimiraju estrogeni receptor (ER), estrogen aktivira signalni put ER, koji inducira stvaranje
Shh. Posljedi¢na aktivacija signalnog puta Hh-Gli pojacava proliferaciju tumorskih stanica
(Kameda i sur., 2010). U tumorskim stanicama gusteracnog voda Smo nije potreban za
aktivaciju signalnog puta Hh-Gli, ve¢ K-Ras i TGFB aktiviraju transkripciju ovisnu o Gli. Glil je
u ovim stanicama neophodan za preZivljenje i transformaciju (Nolan-Stevaux i sur., 2009). U
melanomima je pokazano da tumorske stanice ovise o aktivnosti transkripcijskog faktora
Gli1, ali da do njegove aktivacije i nuklearne translokacije dolazi putem signalnih puteva

Ras/MEK i Akt (Stecca i sur., 2007). Takoder Shh moZe transaktivirati receptor epidermalnog
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faktora rasta (EGFR), a EGF moZe aktivirati signalni puta Ras/MEK, koji tada aktivira Glil
(Aberger i Ruiz i Altaba, 2014; Reinchisi i sur., 2013). Zanimljiva je i interakcija izmedu
signalnih puteva Hh-Gli i Wnt, posebno u kontekstu karcinoma debelog crijeva. PojaCana
ekspresija Glil inhibira signalni put Wnt, a inhibicija signalnog puta Wnt dovodi do aktivacije
signalnog puta Hh-Gli. Ova interakcija znacajna je u kontekstu metastatske tranzicije stanica
karcinoma debelog crijeva, naime, samo pacijenti s metastazama imaju primarne tumore
koje karakterizira inhibirani signalni put Wnt te pojacana aktivnost signalnog puta Hh-Gli
(Varnat i sur., 2010). Osim onkogena pokazano je i da tumorski supresori reguliraju aktivnost
signalnog puta Hh-Gli. Pokazana je medusobna inhibitorna regulacija Glil i p53, prisutna u
normalnim stanicama i koja osigurava broj stanica prekursora i mati¢nih stanica. Gubitak
p53, Sto je Cesta pojava u humanim tumorima, moze dovesti do neregulirane aktivnosti Glil,
Sto uzrokuje pojacanu proliferaciju tumorskih stanica i pojatano samoobnavljanje tumorskih

maticnih stanica (Stecca i Ruiz i Altaba, 2009).

1.8. Karcinom debelog crijeva

Karcinom debelog crijeva u Hrvatskoj treéi je po incidenciji i kod muskaraca i kod Zena. Kod
muskaraca ¢ini 15% svih tumora, dok kod Zena 13% svih tumora (Hrvatski Zavod za Javno
Zdravstvo, 2011). U Europi je jedan od najées¢e dijagnosticiranih tumora te znacajno
doprinosi smrtnosti povezanom s rakom u cijelom svijetu. Posljednjih godina naglasak je
stavljen na rano otkrivanje i razvoj novih tretmana pa je mortalitet pao za 5% u posljednjem
desetlje¢u. Medutim, opce razine mortaliteta i morbiditeta i dalje su visoke (Reimers i sur.,
2013). Oko 90% karcinoma debelog crijeva je sporadi¢no, bez obiteljske povijesti ili genske

predispozicije. U manje od 10% identificirana je uzro¢na genska promjena.

Zahvaljujuci genetickoj revoluciji, doslo je do velikog napretka u razumijevanju molekularne
osnove sporadic¢nog karcinoma debelog crijeva. 1990. godine Fearon i Vogelstein su opisali
da nakupljanjem genskih mutacija dolazi do selektivne prednosti u rastu epitelnih stanica

debelog crijeva. Takoder opisali su da je ukupna akumulacija mutacija bitna za bioloski
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ucinak, a ne njihov redosljed. U ovom modelu mutacija u genu APC je inicijalni dogadaj pri
formiranju adenoma, nakon cega slijedi niz drugih mutacija (Fearon i Vogelstein, 1990).

Opisana su najmanje tri molekularna puta koja mogu dovesti do karcinoma debelog crijeva, a
sazeti su i shematski prikazani na Slici 1.14. Najces¢i put je onaj kojeg karakterizira
kromosomska nestabilnost, zbog ¢ega dolazi do kromosomskih abnormalnosti. Kao rezultat
dolazi do kariotipske varijabilnosti od stanice do stanice, a Cesta je pojava gubitka
heterozigotnosti (eng. Loss of heterozygosity, LOH) na lokusima tumorsupresorskih gena, kao
i kromosomskih prekrajanja. Ovu skupinu karakteriziraju mutacije u specificnim onkogenima
i tumorskim supresorima (APC, KRAS, PIK3CA, BRAF, SMAD4, TP53 i dr.), Sto aktivira signalne
puteve kriticne za razvoj karcinoma debelog crijeva. Jo$ jedan vazian molekularni put
nastanka ovog karcinoma je preko mikrosatelitne nestabilnosti, koju uzrokuje
nefunkcionalan proces popravka krivo sparenih baza DNA. U konacnici to rezultira brojnim
mutacijama. Osim Sto je ovaj molekularni put karakteristiCan za nasljedni nepolipozni
karcinom debelog crijeva (engl. Hereditary non-polyposis colorectal cancer, HNPCC), naden je
i u 15% sporadicnih karcinoma. U sporadi¢nim sluc¢ajevima nefunkcionalan put popravka
uzrokovan je hipermetilacijom promotora gena neke od komponenti puta popravka, Sto
dovodi do utiSavanja iste. Tre¢i molekularni put je prisutnost opée metilacije CpG otoka u
karcinomima debelog crijeva. Ova tri puta nisu medusobno iskljuciva, te pojedini karcinomi

mogu pokazivati karakteristike vise puteva (Bogaert i Prenen, 2014).

Kromosomska nestabilnost Kromosomska nestabilnost

Normalni epitel Rani adenom Intermedijami adenom Kasni adenom Karcinom

PO PN el

“Sootn,,
OO

R
“Coooooom

Kkrivo
Mikrosatelitna nestabilnost ‘sparenin baza | hipermetilaclja

Slika 1.14 Geneticki model za nastanak karcinoma debelog crijeva. Slika je preuzeta i
prilagodena iz Walther i sur., 2009).
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2. CIL] ISTRAZIVANJA

Signalni put Hedgehog-Gli aberantno se aktivira u stanicama velikog broja tumora te stoga
predstavlja zanimljivu metu za razvoj novih terapija. Medutim, nacini aktivacije ovog
signalnog puta razlikuju se od tumora do tumora, te su mnogi mehanizmi jo$ neistrazeni. Cilj
ovog istrazivanja bio je poblize istraziti aktivnost i mehanizme aktivacije ovog signalnog puta
u stanicama karcinoma debelog crijeva €ovjeka, s posebnim naglaskom na kinazu glikogen
sintaze 3B (GSK3B). Prethodna istrazivanja u Laboratoriju za nasljedni rak pokazala su
pojacanu ekspresiju transkripcijskog faktora Gli3, ali i protein-kinaze GSK3B u klinickim
uzorcima karcinoma debelog crijeva. S obzirom da je otkrivena deregulacija i potencijalna
onkogena funkcija kinaze GSK3p u stanicama karcinoma debelog crijeva, cilj ovog istraZivanja
bio je pokusati odrediti ima li i kakav efekt deregulirana kinaza GSK3p na signalni put Hh-Gli,
¢iji je regulator. U tu svrhu su izabrane dvije stanicne linije karcinoma debelog crijeva
covjeka, SW480 i SW620 na kojima se detaljnije ispitala uloga GSK3B u aktivaciji signalnog
puta Hh-Gli.

Osnovna hipoteza ovog istrazivanja je da poremecena funkcija GSK3B proteina u stanicama
karcinoma debelog crijeva dovodi do pojafane aktivnosti signalnog puta Hh-Gli, Sto

omogucava prezivljenje stanica.

Specifiéni ciljevi istrazivanja na stani¢nim linijama karcinoma debelog crijeva SW480 i SW620

Su:

1. Utvrditi espresiju komponenti signalnog puta Hh-Gli u stani¢nim linijama karcinoma

debelog crijeva ¢ovjeka SW480 i SW620

2. Utvrditi aktivnost signalnog puta Hh-Gli te potvrditi onkogenu funkciju protein-kinaze

GSK3pB

3. Utvrditi efekt farmakoloske inhibicije GSK3B na signalni put Hh-Gli te na stanice

karcinoma debelog crijeva
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Utvrditi ucinak dokidanja ekspresije protein-kinaze GSK3B na signalni put Hh-Gli te

utvrditi potencijalne razlike u odnosu na farmakolosku inhibiciju.

Utvrditi potencijalni mehanizam onkogenog djelovanja deregulirane proten-kinaze

GSK3p putem signalnog puta Hh-Gli
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

Stani¢na linija karcinoma debelog crijeva ¢ovjeka SW480 (ATCC™ CCL-228") dobivena je na
dar od dr.sc. Sanje Kapitanovi¢, Institut Ruder Boskovi¢, dok je stani¢na linija SW620 (ATCC®

CCL-227") dobivena na dar od dr.sc. Marijete Kralj, Institut Ruder Bodkovic.

Stani¢na lijina SW480 uzgojena je iz primarnog adenokarcinoma kolona stadija B prema
klasifikaciji po Dukes-u. Stani¢na linija SW620 dobivena je iz metastaze u limfnom ¢voru
primarnog tumora iz kojeg je dobivena stani¢na linija SW480 godinu ranije. Stanice

adenokarcinoma kolona SW620 klasificiraju se kao stadij C prema klasifikaciji po Dukes-u.

3.2. Rad sa stani¢nim kulturama

Sav rad sa stani¢nim kulturama odvija se u sterilnim uvjetima. Svo posude, otopine, puferi i
mediji su sterilni. Rukovanje svime $to je vezano uz stani¢ne kulture odvija se u kabinetu za
rad u sterilnim uvjetima s laminarnim protokom zraka. Radna povrsina se briSe alkoholom

prije i nakon svake upotrebe, a sterilizira se UV svjetlom.
3.2.1. Odmrzavanje stanica

Stanice su pohranjene u mediju za zamrzavanje (45% serum, 45% medij, 10% DMSO) u krio-
ampulama u teku¢em dusiku. Bitno je odmrzavanje stanica izvrsiti Sto prije, zbog toksi¢nosti
krioprotektanta DMSO. U sterilnu staklenu epruvetu se stavi 5 ml medija u kojem stanice
rastu, DMEM medij (Gibco, Life Technologies, SAD) kompletiran s 10% FBS (fetalni govedi
serum, GE Healthcare, UK), osim ako nije naglaseno drugacije. Ampula sa zamrznutim
stanicama se malo zagrije u ruci, toliko da se zaledena smjesa odvoji od stijenke ampule, ali
da vedina sadrzaja joS ostane zaledena. SadrZaj se brzo prelije u staklenu epruvetu s

medijem, te centrifugira na 3 000 x g 5 minuta. Na taj nacin se stanice isperu od
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krioprotektanta DMSO i istaloZe na dno epruvete. Odmah nakon centrifugiranja supernatant
se odlije, a talog stanica se resuspendira u 10 ml medija i prenese u petrijevku promjera 10
cm (Sarstedt, Njemacka). Petrijevka se lagano protrese da se stanice jednoliko rasporede, te

se pohrani u inkubator (37°C, 5% CO,).
3.2.2. Presadivanje i odrZavanje stanica u kulturi

Stanicama u kulturi medij se mijenja svaka dva do tri dana. Za promjenu medija pipetom se
skupi sav medij iz petrijevke i baci se. Nakon toga, ¢istom pipetom se dodaje 10 ml svjezeg
medija. Kada stanice narastu toliko da gotovo potpuno prekriju podlogu (postanu
konfluentne) treba ih se presaditi. Kod presadivanja, prvo im se pipetom ukloni sav medij.
Tada se na stanice stavi 5 ml fosfatnog pufera (PBS bez Ca i Mg) (1,7 mM KH,PQ4, 136 mM
NaCl, 1 mM Na,HPO,, KH,PO4, pH 7,2), petrijevka se kratko proljulja i PBS se izvadi i baci.
Time se stanice isperu od zaostalog seruma iz medija, jer serum inaktivira djelovanje tripsina.
Zatim se na stanice doda 1 ml tripsina (0,05% w/v) te ostavi da djeluje 5-10 min, toliko da se
stanice odvoje od podloge (tripsinizacija). Kada se stanice odvoje, na njih se doda 5 ml
kompletiranog medija i dobro resuspendira propuhivanjem kroz pipetu. 1 ml otopine se
nasadi u Cistu petrijevku, te dopuni do 10 ml medijem. Kada se stanice nasaduju u plocice sa
6 ili viSe bunariéa, trebaju se prethodno izbrojati, kako bi se odgovarajuéi broj stanica
nasadio u svaki bunari¢. Da bi se stanice izbrojale, nakon tripsinizacije na njih se doda 5 ml
kompletiranog medija te se sadriaj prenese u sterilnu staklenu epruvetu. Prije brojanja
stanice se 5 puta razrijede u metilenskom modrilu, koje sluzi za raspoznavanje mrtvih i Zivih
stanica. Zive stanice aktivno izbacuju plavu boju, dok mrtve to ne mogu te se one onda
raspoznaju po plavoj boji. Stanice se broje u Neubauerovoj komorici (Slika 3.1). Broj
izbrojanih stanica uvrStava se u formulu [(potreban broj stanica/broj izbrojanih
stanica)*razrjedenje*10%] pomocu koje se izratunava broj stanica po mililitru te se dalje
moze izraCunati volumen potreban za odgovarajuéi broj stanica po bunariéu. Dobiveni
volumen prenese se u novu sterilnu epruvetu te se nadopuni s odgovarajué¢im volumenom

medija potrebnim za nasadivanje u bunarice.

32



MATERIJALI | METODE

A B i
|
0,100 mm
D:':;‘;, Neubauer 3mm
Profondeur Improved ]
0,0025 mm? e =
Shateny
T
1 Iun

—’{ |<f 0.25 mm —" }‘— 0.20 mm

Slika 3.1 Brojanje stanica. (A) prikaz Neubauerove komorice za brojanje stanica; (B)
uvecani prikaz rasporeda polja za brojanje stanica. Slike preuzete i prilagodene s
http://lifescience.kinesis.co.uk i https://proscitech.com.

3.2.3. Zamrzavanje stanica

Za dugotrajno pohranjivanje stanice je najbolje zamrznuti. Bitno je zamrzavati stanice kada
su optimalne gustoée (80-90% konfluentne). Postupak zamrzavanja pocinje slicno kao
postupak presadivanja, dakle stanice se tripsiniziraju. Tripsinizirane stanice se resuspendiraju
u 5 ml medija i prenesu u sterilnu staklenu epruvetu, te ostave na hladnom (na ledu) pola
sata do sat da se polako ohlade. Nakon toga se stanice centrifugiraju na 3 000 x g 5 min u
centrifugi ohladenoj na +4°C. Odmah nakon centrifugiranja sa stanica se odlije supernatant,
a talog se resuspendira u 1 ml hladnog medija za zamrzavanje (45% serum, 45% medij, 10%
DMSO) i odmah prebaci u krio-ampulu. Takva ampula se odmah pohranjuje u frizider na -
80°C, gdje treba stajati barem 1-2 dana (a moZe i do nekoliko mjeseci). Za dulje skladidtenje

takve ampule se pohranjuju u tekuci dusik.

3.3. Tretmani stanica u kulturi

4 x 10’ stanica je nasadeno u plotice sa 6 bunari¢a u 1,5 ml medija. Nakon 24 sata, §to je
stanicama dovoljno da se uhvate za podlogu, promijenjen je medij te dodane odgovarajuce

kemikalije. Za inhibiciju signalnog puta Hh-Gli koriSten je specifican inhibitor ciklopamin
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(M,=411,63, Toronto Research Chemicals, Kanada, konacna koncentracija 10 uM) u trajanju
48 sati, a za stimulaciju signalnog puta koristeni su Smoothened agonist (SAG, M,=490,06,
Santa Cruz Biotechnology, SAD, konac¢na koncentracija 0,5 uM) u trajanju 24 sata ili protein
Shh (M,=19 kDa, poklon dr. A. Kenney, konacna koncentracija 3 ng/ul) u trajanju 24 sata. Za
inhibiciju protein-kinaze GSK3B koristen je specifi¢ni inhibitor litij-klorid (LiCl, M,=42,4,
Kemika, Hrvatska, kona¢na koncentracija 20 - 40 mM) u trajanju od 24, 48 ili 72 sata. Pri
analizi autofagije koristen je inhibitor autofagije, tocnije inhibitor lizosomalnih proteaza
amonij-klorid (NH4Cl, M,=53.49, Kemika, Hrvatska, konacna koncentracija 10 mM), s kojim su
stanice inkubirane 1 sat prije tretmana litij-kloridom.

Nakon navedenih perioda inkubacije s odgovarajuc¢im spojevima iz stanica su izdvojeni RNA i

proteini.

3.4. Unos malih interferirajucih RNA (siRNA) koje koce ekspresiju
GSK386 i SuFu

UtiSavanje RNA ucinkovit je nacin utiSavanja ekspresije gena od interesa u Zivim stanicama.
Prolazno utiSavanje radi se pomoc¢u malih interferiraju¢ih molekula RNA (siRNA) koje se
transfeciraju u stanice. Transfeciraju se stanice nasadene u plocice sa 6 bunari¢a kada su
otprilike 50-70% konfluentne. Za svaki od bunari¢a pomijeSa se 50 nM siRNA s 250 pl Opti-
MEM-a (medij s reduciranim udjelom seruma, Life Technologies, SAD) i ostavi da odstoji 5
minuta. U zasebnoj mikroepruveti pomijesa se 1,25 ul transfekcijskog reagensa siPORT
NeoFX (Life Technologies, SAD) s 250 ul Opti-MEM-a i takoder ostavi da odstoji 5 minuta. Po
isteku tog vremena pomijeSa se sadrzaj mikroepruveta i ostavi da odstoji 20 minuta. U
meduvremenu stanice se isperu 2 puta s PBS-om te se u svaki bunari¢ doda 1,5 ml medija
bez seruma i bez antibiotika. Nakon isteka vremena u svaki bunari¢ se nakapa 500 ul
mjesSavine siRNA i transfekcijskog reagensa. Nakon 24 sata, medij se zamijeni kompletiranim

medijem.

U ovom radu koristene su 3 siRNA molekule:
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siNK — kontrolna siRNA koja nema homologiju niti s jednim poznatim genom u sisavaca

(Ambion Silencer Negative Control #1 siRNA, Life Technologies, SAD)
siGSK3pB — specificna za GSK38 (sc-35527, Santa Cruz Biotechnology, SAD)

siSuFu — specificna za SUFU (Ambion Silencer Select siRNA, s28522, Life Technologies, SAD).

3.5. Test MTT

MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolij bromid) je Zuti spoj koji se u Zivim
stanicama reducira u ljubicasti formazan. Koristi se za mjerenje proliferacije stanica nakon
tretmana kemijskim agensima. U ovom radu test MTT koriSten je za pracenje rasta i

prezivljenja stanica nakon tretmana ciklopaminom i litij-kloridom.

Suspenzija stanica, gustoce 5x10” stanica/ml, nasadi se u plogicu s 96 bunaric¢a, u ukupnom
volumenu od 180 ul po bunariéu, u €etiriplikatima. Uz to se na dodatnu plocicu s 96 bunariéa
nasade stanice u jo$ 4 bunariéa za kontrolno oditanje, tzv. ,0. dan“. 24 sata nakon
nasadivanja, kada se stanice uhvate za podlogu, na stanice se dodaje po 20 ul kemijskih

spojeva koje testiramo u razli¢itim koncentracijama, prema shemi na Slici 3.2.
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Slika 3.2 Shematski prikaz rasporeda tretmana stanica u plocici s 96 bunaric¢a za test MTT, s
oznacenim konacnim koncentracijama spojeva. Svaki tretman analiziran je u Cetiriplikatu.
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U Tablici 3-1 prikazano je na koji nacin su spojevi razrjedivani u mediju u kojem se uzgajaju

stanice.

Tablica 3-1 Shema razrjedivanja kemijskih spojeva u mediju za MTT test.

.. .. | Volumen .
Koncentracija Koncentracija Konacna
. Volumen | Volumen nanesen .
pocetne . .. radne koncentracija
. spoja medija . u .,
otopine otopine ., u bunaricu
bunaric
2,5 mM 1l 99 ul 25 uM 20 pl 2,5 uM
2,5 mM 2 ul 98 ul 50 uMm 20 pl 5uM
c
= 2,5mM 3l 97 pl 75 uM 20 pl 7,5 uM
©
o
o 2,5mM 4 ul 96 pl 100 uM 20 ul 10 uM
~
© 2,5 mM 5ul 95 ul 125 uM 20 ul 12,5 uM
2,5 mM 6 ul 94 ul 150 uM 20 pl 15 uM
1M 10 ul 90 pl 100 mM 20 ul 10 mM
1M 15 ul 85 ul 150 mM 20 ul 15 mM
1M 20 ul 80 pl 200 mM 20 ul 20 mM
- 1M 25 ul 75 ul 250 mM 20 ul 25 mM
‘=
:‘: 1M 30 ul 70 ul 300 mM 20 ul 30 mM
:"_E' 1M 35 ul 65 ul 350 mM 20 ul 35 mM
1M 40 pl 60 ul 400 mM 20 ul 40 mM
1M 45 ul 55 ul 450 mM 20 ul 45 mM
1M 50 ul 50 ul 500 mM 20 ul 50 mM

Isti taj dan stanice nasadene za ,0. dan“ tretiraju se otopinom MTT, na nacin da se ukloni
medij sa stanica te se na njih doda 40 pl MTT otopine koncentracije 1 mg/ml, plocica se
zamota u aluminijsku foliju kako bi se zastitila od svjetla, i inkubira 5 sati u inkubatoru na

37°C i pri 5% CO,. Osim na stanice, Cisti MTT se dodaje u 4 dodatna bunari¢a kako bi se
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izmjerila osnovna obojenost MTT otopine za normalizaciju. Nakon 5 sati na stanice s
otopinom MTT doda se 160 ul DMSO i stavi na tresilicu 10 minuta kako bi se kristalici
formazana dobro otopili. Sto je otopina ljubicastija to je vise vijabilnih stanica, dok bunariéi s
mrtvim stanicama uglavnom ostaju obojani Zuto. Obojenost otopine mjeri se na
spektrofotometru (Labsystems Multiskan MS, Finska) pri apsorbanciji od 570 nm. Isto
oCitanje napravi se i u plo¢icama koje su tretirane kemijskim spojevima, 72 sata nakon
tretmana. Sve vrijednosti se unesu u Excel program te se matematicki obrade kako bi se
dobio postotak preZivljenja stanica pri svakoj koncetraciji kemijskog agensa u odnosu na

netretirane stanice.

3.6. Analiza sposobnosti klonalnog rasta stanica

Za ovaj pokus stanice se nasaduju u plocice sa 6 bunaric¢a. U svaki bunari¢ nasadi se mali broj
stanica, 10° te se nakon $to se uhvate za podlogu gleda njihova sposobnost stvaranja
kolonija. U ovom radu pratio se utjecaj 20 i 30 mM LiCl na stvaranje kolonija. Nakon $to su se
pojedinadne stanice prihvatile za podlogu, promijenjen im je medij te im je dodan
odgovarajuci tretman. Uz tretirane stanice kao kontrola su se pratile i netretirane stanice.
Rast kolonija pratio se dva tjedna, a stanicama se svaka tri dana mijenjao medij s tretmanom.
Nakon dva tjedna, stanicama je odstranjen medij i isprane su 2 puta u PBS-u bez Ca i Mg.
Nakon toga, stanice su fiksirane u 3,6% paraformaldehidu, 10 minuta na sobnoj temperaturi,
nakon ¢ega su ponovno isprane 2 puta u PBS-u bez Ca i Mg. Da bi kolonije postale vidljive
golim okom, bojane su otopinom 1% kristal violeta tijekom 1 sata na sobnoj temperaturi. Po
isteku vremena kristal violet se odstrani, a kolonije ispiru vodovodnom vodom 4 puta, ili dok

se podloga ne odboja, a kolonije ostanu obojane u ljubiéasto.
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3.7. Izdvajanje RNA iz stanica

Svi koraci izdvajanja RNA iz stanica rade se na ledu, kako bi se ouvao njen integritet.
Takoder, svi koraci centrifugiranja rade se u centrifugi ohladenoj na +4°C. Stanice u
plo¢icama stave se na led, s njih se ukloni medij i doda im se 1 ml PBS-a bez Ca i Mg. Stanice
se sastruzu s podloge koristeéi posebni strugac te se suspenzija stanica u PBS-u prenese u
mikroepruvetu, i zatim centrifugira na 3000 x g 5 min u centrifugi ohladenoj na +4°C. Odmah
nakon centrifugiranja sa stanica se odlije supernatant. Za izolaciju RNA koriStena je otopina
TRIzol (Life Technologies, SAD). Talog stanica iz jednog bunariéa plocice sa 6 bunarica
resuspendira se u 500 ul TRIzola te se inkubira na sobnoj temperaturi 5 minuta. Nakon toga
doda se 100 pl kloroforma, sadrzaj mikroepruvete se dobro promijesa i inkubira na sobnoj
temperaturi tijekom 10 minuta. Zatim slijedi centrifugiranje u centrifugi ohladenoj na +4°C,
15 minuta na 16000 x g. Centrifugiranjem se razdvoje vodena faza, interfaza i organska faza.
U gornjoj, vodenoj fazi nalazi se RNA te se ta faza prebaci u Cistu mikroepruvetu. Za
precipitaciju RNA doda se 250 ul izopropanola, dobro se promijesa i ostavi na sobnoj
temperaturi tijekom 10 minuta. Nakon inkubacije, centrifugira se 30 minuta na 16000 x g u
ohladenoj centrifugi. Potom se odlije supernatant, a RNA ostaje u talogu. Talog RNA se
ispere sa 750 ul 70% etanola i centrifugira u ohladenoj centrifugi na 16 000 x g 10 minuta.
Ponovno se odlije supernatant, a mikroepruveta se ostavi otvorena, kako bi zaostali etanol
ishlapio, ali pazeci da se sam talog ne presusi. RNA se otopi u 30 pl sterilne vode i pohranjuje

u frizideru na -80°C.
3.7.1. Mjerenje koncentracije RNA

Koncentracija RNA mjeri se na spektrofotometru BioSpec-nano Micro-volume UV-Vis
Spectrophotometer (Shimadzu, Japan). Uredaj mjeri apsorbanciju pri valnim duljinama od
230 nm, 260 nm i 280 nm. Uredaj se kalibrira nanoSenjem 1 pl vode u kojoj je RNA otopljena
te se zatim prelazi na mjerenje koncentracije RNA, takoder na nacin da se 1 ul uzorka nanese
na uredaj. Uredaj je spojen na racunalo na kojem se prikazuje koncentracija RNA te omjeri
Azs0/a280 t€ Azso/a230 - Omijer Azeo/azso govori o Cistoci RNA te $to je taj omjer blizi 2 to je RNA

CiS¢a, ako je omjer nizi moze se raditi o kontaminaciji proteinima koji apsorbiraju pri 280 nm.
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Omijer Axso/a230 takoder govori o Cistodi uzorka te je on za Cist uzorak u rasponu 2 — 2,2, a ako

je nizi moZe znaciti da je u uzorku zaostalo TRIzola koji apsorbira pri 230 nm.

3.8. Reverzna transkripcija

Bududi da je RNA vrlo osjetljiva molekula, prije analize ekspresije gena kvantitativnim PCR-
om, potrebno ju je prevesti u cDNA, koja je znatno stabilnija. To se radi pomocu enzima

reverzna transkriptaza, koja prepisuje RNA u sebi komplementarnu cDNA.

Reakcija reverzne transkripcije radi se s 1 pg RNA. U ukupni volumen od 50 pl ulazi 30,75 ul

reakcijske smjese, 1 ug RNA te se nadopunjuje vodom do konacnog volumena (Tablica 3-2).

Tablica 3-2 Sastav reakcijske smjese za reverznu transkripciju.

. . volumen
pocetna konacna .
komponenta . . (reakcija od
koncentracija | koncentracija

50pl)
10x pufer 10 x 1x 5ul
MgCl, 25 mM 5,5 mM 11 ul
dNTP 10 mM 2 mM 10 ul
oligo dT 50 puM 1,25 pM 1,25 pl
nasumiéni heksameri 50 uMm 1,25 uM 1,25 ul
inhibitor RNaze 20 U/l 20U 1l
reverzna transkriptaza 50 U/l 62,5U 1,25 ul
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Reakcija se odvija u uredaju za PCR (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 2700, SAD)

prema sljede¢em programu:
25°C  10:00 min

37°C  60:00 min

95°C  5:00 min

4°C 0

Nakon reakcije cDNA se pohranjuje na -20°C do koristenja.

3.9. Kvantitativni PCR (PCR u stvarnom vremenu)

Karakteristika kvantitativnog PCR-a je moguénost pracenja novonastalih molekula DNA sa
svakim ciklusom. Tijekom PCR reakcije svakim ciklusom eksponencijalno se povecava kolicina
DNA u uzorku, Sto se prati fluorescentnom bojom SYBR Green, koja se interkalira u
novostvorene lance DNA. Fluorescencija se povecava svakim ciklusom, a ciklus u kojem ima
dovoljno DNA da bi fluorescencija porasla iznad praga detekcije naziva se vrijednost Ct (Slika
3.3). Sto neke DNA u uzorku ima vide, ranije ¢e se umnoziti dovoljno da prijede prag
detekcije, odnosno vrijednost Ct ¢e biti manja, dok ¢ée uzorak s manje DNA imati vecu
vrijednost Ct.

Eventualne razlike u pocetnoj koncentraciji uzorka ispravljaju se pomocu tzv. referentnog
gena (engl. housekeeping gene), koji sluzi kao kontrola jer je njegova ekspresija stabilna i u
svim tkivima ga u bilo kojem trenutku ima jednaka kolic¢ina. Sve vrijednosti Ct normaliziraju
se prema vrijednosti referentnog gena. Za usporedbu razina ekspresije gena izmedu dvije
stani¢ne linije, ekspresija gena izraZzena je kao promjena ekspresije u odnosu na referentni

-ACt

gen, i izracunata kao 27+, gdje je ACt razlika u ekspresiji (Ct [ciljni gen] — Ct[referentni gen]).

Za izraCunavanje razlike u ekspresiji gena izmedu tretiranih i netretiranih uzoraka koristena

-AACt

je formula 27, gdje je AACt razlika izmedu ACt tretiranog uzorka i ACt netretiranog uzorka.
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Kvantitativni PCR se radi u posebnim optickim mikroepruvetama ili plo¢icama s 96 bunaric¢a

da bi se mogla ocitavati fluorescencija na odredenom uredaju.
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Slika 3.3 lzgled krivulje fluorescencije kod kvantitativnog PCR-a. Vrijednost fluorescencije
eksponencijalno raste sa svakim ciklusom, dok ne dosegne plato, gdje dolazi do zasi¢enja
reakcije. Ct vrijednost oznacava broj ciklusa u kojem vrijednost fluorescencije prelazi prag
detekcije. Shema preuzeta i prilagodena s www.bio-rad.com.

Za detekciju bazalne ekspresije gena koji kodiraju za komponente signalnog puta Hh-Gli,
analizirano je 8 gena: SHH, PTCH1, SMO, SUFU, GSK36, GLI1, GLI2 i GLI3 te referentni gen
RPLPO. Za analizu aktivacije i inhibicije signalnog puta analizirala se ekspresija gena koji su
markeri aktivnosti puta GL/1 i PTCH1 te referentni gen RPLPO. Reakcijska smjesa se radi za
svaki gen posebno. U smjesu se dodaje SsoFast™ EvaGreen supermix 2x (50% v/v, Bio-Rad,
SAD), pocetnica F (0,3 mM), pocetnica R (0,3 mM) te voda do ukpnog volumena 9 pl po
uzorku. Kvantitativni PCR se izvodi minimalno u duplikatu za svaki uzorak, a za reakcijsku
mjeSavinu za svaki gen radi se i jedna dodatna negativna kontrola, u koju se ne stavlja
uzorak. Nukleotidne sekvence koriStenih pocetnica navedene su u Tablici 3-3. KoriStene su

opticke mikroepruvete i plocice s 96 bunari¢a proizvodaca Bio-Rad, SAD, a reakcija se
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odvijala u aparatu za kvantitativni PCR Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad, SAD). Reakcija se odvijala
prema sljede¢im uvjetima: 95°C 30 s, zatim 40 ciklusa (95°C 5 s, 61°C 5 s) te je na kraju

analizirana krivulja meksanja od 70 do 95°C.

Tablica 3-3 Slijedovi pocetnica koristeni za kvantitativni PCR. Oznaka F oznacava ,, forward"
odnosno 5'->3' smjer sekvence gena, dok su R ,,reverse”, odnosno u 3'->5' smjeru.

naziv L
L. nukleotidni slijed referenca
pocetnice
RPLPO F 5' GGCACCATTGAAATCCTGAGTGATGTG 3' . .
(Eichberger i sur., 2004)
RPLPOR 5' TTGCGGACACCCTCCAGGAAGC 3'
SHH F 5' GAAAGCAGAGAACTCGGTGG 3' .
(Kallassy i sur., 1997)
SHHR 5' GGTAAGTGAGGAAGTCGCTG 3'
PTCH1 F 5' TCCTCGTGTGCGCTGTCTTCCTTC 3' i
(Reglisur., 2002)
PTCH1R 5' CGTCAGAAAGGCCAAAGCAACGTGA 3'
SMO F 5' CTGGTACGAGGACGTGGAGG 3' .
(Kallassy i sur., 1997)
SMOR 5' AGGGTGAAGAGCGTGCAGAG 3'
SUFUF 5' AACAGCAAACCTGTCCTTCC 3! i
(Koch i sur., 2004)
SUFUR 5' TCAGATGTACGCTCTCAAGC 3'
GSK36 F 5’-GGAGAACTGGTCGCCATCAAG-3’ .
(Pandey i sur., 2009)
GSK38 R 5’-ACATTGGGTTCTCCTCGGACC-3’
GLI1 F 5' GCCGTGTAAAGCTCCAGTGAACACA 3! i
(Regl i sur., 2002)
GLI1R 5' TCCCACTTTGAGAGGCCCATAGCAAG 3'
GLI2 F 5'-GCCATCAAGACCGAGAGCTC-3' o
- - (Tojo i sur., 2003)
GLI2 R 5'-CGGCCCATGAGCAGGAATCC-3
GLI3 F 5'-CACTACCTCAAAGCGGGAAG-3' L
(Saceddn i sur., 2003)
GLI3 R 5'-TGTTGGACTGTGTGCCATTT-3'
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3.10. Izdvajanje proteina iz stanica

Proteini se iz stanica izdvajaju koristeéi pufer za lizu, koji se sastoji od RIPA pufera (25 mM
Tris-HCI, 1% Na-deoksiholat, 1% Nonidet P-40, 150 mM NaCl, 0,1% SDS) i inhibitora proteaza,
uz sonifikaciju. Inhibitori se dodaju u obliku tabletice (Complete Mini Protease Inhibitor
Cocktail Tablets, Roche, Svicarska), jedna tabletica na 10 ml RIPA pufera. Stanice se sakupe
na isti nacin kao i kod izdvajanja RNA i cijelo vrijeme se drZze na ledu: ukloni se medij, doda se
1 ml PBS-a bez Ca i Mg i stanice se sastruzu s podloge. Suspenziju stanica u PBS-u se tada
centrifugira pri 3000 x g tijekom 5 min u centrfiugi ohladenoj na +4°C. Supernatant se odlije,
a talog stanica resuspendira se u 50 ul pufera za lizu i stavi u posudu s ledom te sonificira dva
puta po 15 sekundi pomocu sonifikatora Labsonic M (Sartorius, Njemacka). Uzorak se nakon
toga centrifugira pri 16000 x g tijekom 20 minuta u centrifugi ohladenoj na +4°C. Nakon
centrifugiranja se supernatant s izdvojenim proteinima sakupi i prebaci u Cistu
mikroepruvetu. Proteini se pohranjuju u frizider na -80°C.

Kada se Zele analizirati fosforilirani proteini u pufer za lizu se uz inhibitore proteaza dodaju i
inhibitori fosfataza (PhosSTOP — Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets, Roche, Svicarska),
koje sprjecavaju otklanjanje fosfatnih skupina. Daljnji postupak je isti.

Za pokus ko-imunoprecipitacije potrebna je velika koli¢ina proteina, a takoder je bitno
ocuvati interakcije medu proteinima. Zato se proteini izoliraju iz stanica koje su rasle u dvije
petrijevke promjera 10 cm. Stanice se u 5 ml PBS-u sastruzu s podloge, skupe u epruvetu i
centrifugiraju pri 3000 x g 5 min u centrfiugi ohladenoj na +4°C. Talog se resuspendira u 150
ul blagog pufera za lizu, TENN (50 mM Tris pH 7,4, 5 mM EDTA, 150 mM NacCl, 0,5% (v/v)
Nonidet P-40, inhibitori proteaza), koji omogucéava ocCuvanje interakcija medu proteinima.

Uzorak se sonificira dva puta po 10 sekundi. Daljnji postupak izdvajanja je isti.
3.10.1. Mjerenje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odreduje se metodom po Bradfordu, koristeéi komercijalnu otopinu
(Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad, SAD). Mjerenje se zasniva na svojstvu boje Coomassie

Brilliant Blue da promijeni boju prilikom vezanja na bazi¢ne i aromaticne aminokiseline u
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proteinima. Nakon vezanja na proteine dolazi do promjene u apsorbanciji boje sa 465 nm na
595 nm, S$to se jednostavno detektira spektrofotometrijskim mjerenjem. Usporedbom
vrijednosti apsorbancije sa standardnom krivuljom poznatih koncentracija jednostavno se
moze odrediti koncentracija proteina. Prvo se napravi niz serijskih razrjedenja poznatog
standarda proteina, 2,5 mg/ml BSA (govedi albumin iz seruma). Razrjedenja se rade u
konacnom volumenu od 50 pl, redom: 0 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,15 mg/ml, 0,2
mg/ml i 0,25 mg/ml. Takoder se pripreme razrjedenja proteina koji se mjere (5 pl proteina +
45 pl vode). Zatim se napravi radna otopina za bojanje, na nacin da se otopina Bio-Rad
Protein Assay razrijedi pet puta s destiliranom vodom. Radna otopina se nanese u plocicu s
96 bunariéa, za svaki uzorak koji se mjeri po dva bunari¢a, i po dva bunari¢a za svaki u nizu
serijskih razrjedenja, po 190 pl po bunariéu. Iz svakog razrjedenja standarda i uzoraka uzima
se po 10 pl i nanosi u 190 pl radne otopine. Plocica se tada stavi na tresilicu da se otopine
dobro pomijesaju, 10 minuta. Ocitavanje apsorbancije pri 595 nm se radi na Citacu za plocice
(Labsystems Multiskan MS, Finska). Dobivene vrijednosti se unesu u racunalo, prema
vrijednostima standarda nacrta se standardna krivulja na temelju koje odredujemo

koncentraciju proteina u uzorcima.
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3.11. Western blot

Western blotom se detektiraju proteini u odredenom uzorku pomocu specifi¢nih protutijela.

Daje nam informaciju o tome je li protein i u kojoj mjeri eksprimiran (Slika 3.4).

A Ciljni protein
il P Primarno protutijelo

l Sekundarno protutijelo

’ : /\
" 4 ® Enzimski konjugat (HRP)
Substrat
Produkt

Emitirano svjetlo

Slika 3.4 Princip detekcije proteina protutijelima u Western analizi. Na protein vezan na
membrani veZe se primarno protutijelo specificno za taj protein. Na primarno protutijelo
veze se sekundarno protutijelo specifichno za Fab fragment primarnog protutijela.
Sekundarno protutijelo konjugirano je s peroksidazom, koja djeluje na kemiluminiscentni
reagens (substrat) te on pocinje svijetliti. Slika preuzeta o prilagodena s www.bio-rad.com.

Prvi korak kod Western blot analize je razdvajanje proteina na SDS-poliakrilamidnom (PAA)
gelu. Gel se izlijeva izmedu vertikalnih stakalaca, u dva koraka. Prvo se izlijeva gel za
razdvajanje. Gel za razdvajanje mozZe biti razli¢itih gustoéa, ovisno o molekulskoj masi
proteina koji se Zeli detektirati. Guséi gelovi imaju manje pore te se u njima bolje razdvajaju
manji proteini, dok rjedi gelovi imaju veée pore i bolji su za razdvajanje proteina vecih
molekulskih masa. Veli¢ina pora odredena je udjelom akrilamida u gelu, vise akrilamida dati
¢e manje pore. Sastav gela je sljedeci: voda, 30%-tna akrilamidna mjeSavina, 1,5 M Tris-HCI
pH 8,8, SDS, 10%-tni amonij-persulfat (APS) i TEMED. APS i TEMED se dodaju neposredno

prije izlijevanja gela medu stakla. Gel za razdvajanje napuni se do otprilike % stakala, jer
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treba ostaviti dovoljno mjesta za gel za sabijanje. Gel se nadsvodi s izopropanolom i ostavi da
polimerizira otprilike pola sata. Sastav gela za sabijanje je sljedeéi: voda 68%, 30%-tna
akrilamidna mjesavina 17%, 1 M Tris-HCl pH 6,8 12,5%, SDS 0,1%, 10%-tni amonij-persulfat
1%, TEMED 0,01%. Isto kao i s gelom za razdvajanje, u gel za sabijanje se amnoij-persulfat i
TEMED dodaju neposredno prije izlijevanja. Prije izlijevanja gela za sabijanje treba ukloniti
izopropanol. Gel za sabijanje se nalijeva do vrha stakala, i onda se umece ceslji¢ pomocu
kojeg se formiraju jaZice, pazeéi da ne ostanu mjehuriéi zraka. Gel za sabijanje takoder

polimerizira oko pola sata.

50 pg proteina se odpipetira u Cistu mikroepruvetu i u njega se doda jedna cetvrtina
konacnog volumena 4x pufera za nanoSenje (pufer LB, sastav: 0,2 M Tris-HCl pH 6,8, 0,4 M
DTT, 8% SDS, 40% glicerol, 0,001% bromfenol blue). Uzorak pomijeSan s puferom LB se
zagrije tijekom 5 minuta na 95°C i centrifugira 1 minutu pri 16 000 x g. Tako denaturirani

uzorci spremni su za nanosenje na gel.

Nakon Sto je gel polimerizirao, izvade se ceslji¢i i stakla s gelom se postave u sustav za
vertikalnu elektroforezu Mini-Protean Ill (Bio-Rad, SAD) s puferom za elektroforezu (1 M
glicin, 50 mM Tris, 1% SDS). Tada se u jaZice nanesu proteinski marker BioRad Precision Plus
Protein Dual Color Standard (Bio-Rad, SAD) i redom uzorci. Elektroforeza se odvija pri

konstantnom naponu otprilike 2,5 h pri 100 V.

Kada je fronta boje iz pufera LB stigla do donjeg ruba gela, elektroforeza se zaustavlja. Nakon
elektroforeze razdvojeni proteini se s gela prenose na nitroceluloznu membranu (Protran
BA83, GE Healthcare, UK, veli¢ina pora 0,2 um). Za prijenos se slaze tzv. sendvi¢ u plasticnom
nosacu koji se sastoji od: spuzvice, dva komada filterpapira, nitrocelulozne membrane, gela,
dva komada filter papira i spuzvice. Bitno je paziti na orijentaciju membrane i gela u nosacu,
odnosno da membrana bude okrenuta prema anodi (+) (Slika 3.5). Kada je ,sendvi¢” slozen,
nosac se postavi u sustav za prijenos na membranu Mini-PROTEAN Il (Bio-Rad, SAD) u pufer
za prijenos (200 mM Tris, 1,5 M glicin, svjeZe se dodaje joS 10-20% metanola). Uvjeti

prijenosa ovise molekularnoj masi proteina od interesa. Uobicajeno se prijenos odvija pri
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konstantnoj jakosti struje od 200 mA, tijekom 1 sata. Medutim za proteine ve¢ih molekulskih

masa prijenos se odvija pri 100 V do 80 minuta.

+

Spuzva

Filter papiri

Membrana
Gel

Filter papiri

elektricna struja

“ ] L “

Spuzva

Slika 3.5 Slaganje slojeva ,sendvica“ za prijenos na membranu. Strelica ozna¢ava smjer
putovanja proteina (koji su negativno nabijeni) prema pozitivnoj elektrodi. Slika preuzeta i
prilagodena s http://en.wikipedia.org/wiki/Electroblotting.

Nakon Sto prijenos zavrSi, membrana se izvadi u kadicu za bojanje. Membrana se oboji
bojom Naphtol Blue (10% metanol, 2% octena kiselina, 0,1% Naphtol Blue Black) nekoliko
sekundi, a zatim se membrana odbojava otopinom za odbojavanje (50% metanol, 7% octena
kiselina u vodi) dok sama membrana ne bude bijela, a pruge proteina ostanu plave. Na taj
nacin se moZe provjeriti koli¢ina nanesenih proteina prije detekcije protutijelima, te se
takoder proteini malo bolje fiksiraju na membrani. Nakon odbojavanja, membrana se ispire
u puferu TBST (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween 20, pH 7,5) na tresilici. Prema
proteinskom markeru membrana se moZe izrezati na trakice te se na taj nacin na istoj
membrani u isto vrijeme moZe detektirati viSe proteina razlicitih velicina. Membrane se
blokiraju u 5% otopini mlijeka u prahu u puferu TBST pola sata na sobnoj temperaturi na
tresilici. Primarna protutijela razrjeduju se u 5% mlijeku u puferu TBST kako je navedeno u
Tablici 3-4. Kao kontrola koli¢ine nanesenih proteina koristi se aktin. Nakon blokiranja,

trakice membrana se upakiraju u plastiénu foliju s otopinom primarnih protutijela, paketici
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se zavare kako tekucina ne bi iscurila, te se inkubiraju preko noc¢i na +4°C na njihalici kako bi

se protutijela cijelo vrijeme mijesala.

Tablica 3-4 Protutijela koriStena za Western blot analizu. Sekundarna protutijela su
konjugirana s peroksidazom (HRP). pPt = poliklonalno protutijelo, mPt = monoklonalno

protutijelo.
primarno protutijelo razrjedenje sekundarno protutijelo razrjedenje
Aktin kozje pPt (Santa Cruz,
1:500
SAD, sc-1616)
Gli2 kozje pPt (Santa Cruz, SAD, rotu-kozji IgG-HRP (Santa
12 kozje pPt (Santa Cruz 1250 | ° e ( 1:3000
sc-20290) Cruz, SAD, sc-2350)
Gli3 kozje pPt (R&D Systems,
1:500
SAD, AF3690)
GSK3p misje mPt (Cell Signaling,
P misje mPt (Cell Signaling, | 1 55
SAD, #9832)
ig rotu-misji IgG-HRP (Santa
PARP migje mPt (BD 12000 | P jilg ( 1:2000
Pharmingen, SAD, 556362) Cruz, SAD, sc-2371)
kaspaza-3 misje mPt (Santa
1:200
Cruz, SAD, sc-7272)
Shh zecje pPt (Santa Cruz, SAD,
1:250
sc-9024)
Ptch1l zecje pPt (Proteintech,
1:600
SAD, 17520-1-AP)
Smo zecje pPt (Santa Cruz, SAD,
1:250
sc-13934)
SuFu zecje mPt (Cell Signaling,
je mPt (Cell Signaling 1:1000
SAD, #2520)
Glil zegje pPt (Proteintech, 1250 p'rotu-.zeql 18G-HRP (Cell
SAD, 25733-1-AP) : Signaling, SAD, #7074) 1:2000
Gli3 zecje pPt (Santa Cruz, SAD,
1:250
sc-20688)
Gli3 zecje pPt (Proteintech,
1:600
SAD, 19949-1-AP)
hospho-Ser9 GSK3 Cj Pt
p osp‘ o c'ar B zeCjem 1:1000
(Cell Signaling, SAD, #5558)
MAP LC3a/B zecje pPt (Santa 1250
Cruz, SAD, sc-292354) '
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Sljede¢i dan membrane se ispiru 3x5 minuta u puferu TBST. Zatim se napravi otopina
sekundarnih protutijela odgovarajucih razrjedenja u 5% otopini mlijeka u TBST-u (Tablica 3-
4). Membrane se inkubiraju u otopini sekundarnih protutijela tijekom sat vremena na sobnoj

temperaturi na njihalici. Nakon inkubacije membrane se ispiru u puferu TBST 3x5 minuta.

Za detekciju signala koristi se kombinacija kemiluminiscentnih reagensa SuperSignal West
PICO i SuperSignal West FEMTO (Thermo Scientific, SAD), koji se medusobno mijesaju u
omjeru 3:1. Membrane se posloZe u suhu kadicu te se na njih nakapa kemiluminscentni
reagens i inkubira tijekom 5 minuta. Nakon toga membrane se prenesu na otklopljenu
prozirnu foliju, odstrani se visSak kemiluminscentnog reagensa pomocu papirnatog ubrusa i
membrane se prekriju prozirnom folijom kako bi zadrzale vlagu. Membrane u foliji stave se u
aparat za slikanje Alliance 4.7 (UVITEC Cambridge, UK). Duljina ekspozicije ovisi o jacini

signala te moze biti od nekoliko sekundi do 5 minuta.

3.12.  Ko-imunoprecipitacija

Ko-imunoprecipitacija je metoda koja omogudéava analizu interakcija medu pojedinim
proteinima pomocu specifiénih protutijela vezanih za magnetne kuglice. Proteini se u tu
svrhu izoliraju iz veéeg broja stanica u blagim uvjetima kako se ne bi narusile proteinske
interakcije. Postupak izdvajanja proteina za ko-imunoprecipitaciju te mjerenje njihove
koncentracije opisano je u poglavlju 3.10. Kada se izracuna koncentracija proteina za reakciju
ko-imunoprecipitacije se odvoji 800 ug — 1 mg proteina (za svaki uzorak ista koli¢ina), te se za
svaki uzorak odvoji jos 50 ug proteina za Western analizu ukupnih proteina stavljenih u

reakciju ko-imunoprecipitacije, koji se pripremaju kako je opisano u poglavlju 3.11.

Za ko-imunoprecipitaciju koriste se magnetne kuglice Dynabeads obloZene proteinom G (Life
Technologies, SAD), koji omogucava vezanje protutijela preko Fc domene, te magnet

DynaMag (Life Technologies, SAD). Shema postupka prikazana je na Slici 3.6.
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Slika 3.6 Princip ko-imunoprecipitacije. Slika preuzeta i prilagodena s

www.molecularsciences.org.

Po uzorku se koristi 50 pl otopine magnetnih kuglica koje se prebace u mikroepruvetu od 1,5
ml. Mikroepruveta se postavi na magnet koji na sebe privu¢e magnetne kuglice, koje se sada
nalaze prilijepljene za stijenku mikroepruvete te to dozvoljava uklanjanje supernatanta.
Magnetne kuglice se nakon toga isperu u 200 pl pufera Wash & Bind (0,1 M natrij fosfat,
0,01% (v/v) Tween20, pH 9) te se nakon toga inkubiraju na roteksu s otopinom protutijela
odgovarajuce koncentracije u puferu Wash & Bind, 20 minuta na sobnoj temperaturi. Za ko-
imunoprecipitaciju Gli3 koristeno je 4 pg Gli3 protutijela (kozje, R&D Systems, SAD, AF3690)
po uzorku, a za SuFu i GSK3p ko-imunoprecipitaciju koriStena su protutijela SuFu (zecje, Cell
Signaling, SAD, #2520) i GSK3B (misje, Cell Signaling, SAD, #9832), oba razrijedena 1:25.
Nakon inkubacije mikroepruveta se stavi na magnet i supernatant se odstrani. Magnetne
kuglice, za koje je sada vezano protutijelo, se sada ispiru 3 puta u 200 pl pufera TBST (50 mM

Tris, 150 mM NaCl, 0,05% (v/v) Tween 20, pH 7,5). Nakon zadnjeg ispiranja magnetne kuglice
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se pomijeSaju s prethodno odredenim volumenom uzorka proteina te se inkubiraju na
roteksu u hladnoj komori na +4°C, preko nodi. Tijekom tog vremena, za specifi¢na protutijela
vezao se ciljni protein, koji za sebe veze proteine interaktore. Kompleks se ispire 3 puta u
200 pl pufera TBST. Prije elucije, kompleks se resuspendira u 100 ul pufera TBST i prenese u
Cistu mikroepruvetu, kako se ne bi eluirali i proteini nespecificlno vezani za stijenku
mikroepruvete. Kada se kompleks prebaci u ¢istu mikroepruvetu, supernatant se odstrani,
dodaje se 20 pl 1X pufera LB (0,05 M Tris-HCIl pH 6,8, 0,1 M DTT, 2% SDS, 10% glicerol,
0,00025% bromfenol blue) te se uzorci zagriju na 70°C tijekom 10 minuta, sto omogudava
eluciju ko-imunoprecipitiranog kompleksa proteina. Nakon elucije, pomocéu magneta se
odvoje sada prazne kuglice, a supernatant, koji sadrzi kompleks proteina prenese se u Cistu
mikroepruvetu. Za svaki set uzoraka analizira se i negativna kontrola, sto su magnetne
kuglice bez vezanih protutijela. Daljnji protokol isti je kao i za standardne uzorke te nam ova
kontrola daje uvid u eventualno nespeificno vezanje proteina na magnetne kuglice. Nakon
elucije, uzorak je spreman za analizu Western blotom. Uz ko-imunoprecipitirane uzorke
analiziraju se i prethodno pripremljeni uzorci ukupnih proteina s kojima se islo u reakciju,
koji sluze kao kontrola da je u uzorku bio prisutan protein od interesa. Metodom Western
blota analizira se protein koji je bio ciljni protein koristenog protutijela kao kontrola da je

reakcija bila uspjesna te protein za kojeg se zZeli ispitati veze li se za ciljni protein.

3.13. Imunofluorescentno bojanje stanica

Imunofluorescentno bojanje je metoda koja se bazira na detekciji proteina od interesa
specificnim protutijelom u stanici, a signal se detektira pomoéu fluorescentno obiljezenog
sekundarnog protutijela (Slika 3.7). Fluorescentne boje omogucuju istovremenu detekciju

viSe proteina u stanici, na nacin da se svaki od njih detektira protutijelom druge boje.
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Slika 3.7 Princip imunofluorescentnog bojanja protutijelima. Na protein u stanici veZe se
primarno protutijelo specificno za taj protein. Na primarno protutijelo veZe se sekundarno
protutijelo specificno za Fab fragment primarnog protutijela. Sekundarno protutijelo
konjugirano je sa fluorescentnom bojom koja fluorescira kada se pobudi odredenom
valnom duljinom. Slika preuzeta i prilagodena s http://biosiva.50webs.org.

Na Slici 3.8 prikazani su emisijski i apsorpcijski spektri koristenih fluorofora, DAPI (plavo),
fluorescein (zeleno) i Texas Red (crveno). ldealno bi bilo da se spektri ne preklapaju,
medutim zbog Sirokog emisijskog spektra boje DAPI, ona djelomi¢no pobuduje fluorescein.
Zbog toga je klju¢no svaki od fluorofora snimati kao odvojeni kanal, te naknadno preklopiti

dobivene slike.

Da bi se stanice mogle promatrati pod mikroskopom prvo ih je potrebno uzgojiti na
staklenim pokrovnicama. Za rukovanje pokrovnicama koristi se sterilna pinceta finog vrha.
Pokrovnice se prvo isperu u 70% alkoholu i provuku kroz plamen kako bi se sterilizirale te
isperu u sterilnom PBS-u bez Ca i Mg. Pokrovnice se stave u plocicu sa 6 bunari¢a u koje se
onda nasadi odgovarajuéi broj stanica, kako je opisano u poglavlju 3.2.2. Stanice se ostave u

inkubatoru tijekom 24 sata da bi se prilijepile za podlogu.
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Slika 3.8 Prikaz ekscitacijskih (crtkane linije) i emisijskih (pune linije) spektara za DAPI
(plavo), fluorescein (FITC, zeleno) i Texas Red (crveno). Fluorescein i Texas Red se
minimalno preklapaju, dok se emisijski spektar boje DAPI djelomi¢no preklapa sa
ekscitacijskim  spektrom  fluoresceina.  Slika preuzeta i prilagodena s
http://physwiki.apps01.yorku.ca.

Sljedeci dan stanicama se mijenja medij i dodaju odgovarajuci tretmani, odnosno 20 i 30 mM
LiCl te se inkubiraju tijekom 16 sati. Nakon isteka vremena tretmana stanice se prvo dobro
isperu PBS-om bez Ca i Mg, na nacin da se prvo sa njih pipetom ukloni medij, doda se 2-3 ml
PBS-a bez Ca i Mg u svaki bunarié, ploCica se kratko proljulja i pipetom se izvadi PBS. Takvo
ispiranje ponavlja se tri puta, nakon cega se stanice fiksiraju 3,6%-tnom (v/v) otopinom
paraformaldehida, te se inkubiraju 15 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga se stanice
ponovno ispiru PBS-om bez Ca i Mg tri puta, te se na njih dodaje metanol i ostavi 15 minuta
na sobnoj temperaturi, Sto sluzi za permeabilizaciju stanica. Slijedi ispiranje u PBS-u bez Ca i
Mg tri puta, nakon cega se na stanice stavlja u prethodno zagrijani (85°C) pufer za
renaturaciju proteina (10mM Natrij-citrat, 0,05% Tween 20, pH 6,0). PloCica s puferom se
inkubira u hibridizacijskoj peénici 10 minuta na 85°C, nakon ¢ega se izvadi na sobnu
temperaturu gdje se hladi sljede¢ih 20 minuta. Nakon Sto se otopina ohladila, pokrovnica se
kratko ispere u PBS-u bez Ca i Mg. Pripremi se parafilm na ravnoj podlozi na koji se nakapa,
onoliko razdvojenih kapljica koliko ima pokrovnica, otopine koja sprje¢ava nespecificno
vezanje protutijela (Protein Block, Dako, Danska). Pokrovnica se pincetom s finim vrhom
izvadi iz bunariéa i stranom na kojoj su prilijepljene stanice se okrene u jednu od kapljica. Na
taj nacin otopina se ravnomjerno rasporedi po cijelom stakalcu. Inkubacija u otopini koja
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sprjecava nespecifi€no vezanje traje 30 minuta na sobnoj temperaturi. Tijekom tog vremena
pripreme se otopine primarnih protutijela u 2% (w/v) BSA u PBS-u (Tablica 3-5). Otopine
protutijela se na isti nacin kao i Protein Block nakapaju na parafilm (50 pl po pokrovnici). Po
isteku vremena se s pokrovnica filter-papirom (uz rubove) pokupi visak Protein Blocka te se
pokrovnice sa stranom na kojoj su prihvaéene stanice okrenu u kapljicu otopine protutijela.

Inkubacija primarnim protutijelom odvija se preko noéi na +4°C.

Tablica 3-5 Popis protutijela koristenih za imunofluorescentno bojanje. Sva navedena
protutijela su poliklonalna. Sekundarna protutijela su konjugirana sa fluorescentnim
bojama Texas Red (TR) ili fluorescein (FITC). pPt = poliklonalno protutijelo, mPt =
monoklonalno protutijelo.

primarno protutijelo | razrjedenje sekundarno protutijelo razrjedenje
Gli3 kozje pPt (R&D protu-kozji IgG-TR (Santa
10 pg/ml
Systems, SAD, AF3690) Cruz, SAD, sc-2783)
1:100
GSK3pB misje mPt (Cell 1:150 protu-misji IgG-FITC (Santa
Signaling, SAD, #9832) ' Cruz, SAD, sc-2099)

Sljedec¢i dan pokrovnice se prvo prenesu u odgovaraju¢e bunaric¢e u plocici sa 6 bunariéa i
ispiru tri puta po 5 minuta u PBS-u bez Ca i Mg. Pritom se pripremi otopina fluorescentno
obiljezenih sekundarnih protutijela u 2% BSA/PBS (Tablica 3-5). Pokrovnice se na isti nacin
stavljaju u sekundarno protutijelo kao i u primarno. Inkubacija sekundarnim protutijelom
odvija se na sobnoj temperaturi tijekom sat vremena, u mraku. Na kraju se pokrovnice opet
dobro isperu, tri puta po 5 minuta u PBS-u bez Ca i Mg, takoder u mraku. Nakon ispiranja
stanice se uklapaju u mediju za uklapanje koji sadrzi DAPI (Mounting Meduim with DAPI, Life

Technologies, SAD), na nacin da se pokrovnica izvrne u 10 pl medija za uklapanje na
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predmetnom stakalcu, pazeéi da ne ostanu mjehuric¢i zraka. Medij se susi preko nodi na
sobnoj temperaturi, u mraku, nakon ¢ega se rubovi pokrovnice obrube lakom. Takvi uzorci
spremni su za promatranje pod mikroskopom. Slike u ovom radu snimljene su na
konfokalnom mikroskopu Leica TCS SP2 AOBS (Leica Microsystems, Njemacka, Laboratorij za

elektronsku mikroskopiju, Zavod za molekularnu biologiju, IRB).

3.14.  Bojanje stanica bojom akridin oranz i analiza na protocnom

citometru

Akridin oranZ je boja koja ulazi u kisele odjeljke u stanici gdje se protonira. Pod utjecajem
niskog pH akridin oranZ emitira u crvenom spektru, dok pri neutralnom pH emitira u
zelenom. Zbog toga se ova boja izmedu ostalog koristi i u detekciji kiselih vezikularnih
organela, koji su karakteristi¢ni za autofagiju. Na proto¢nom citometru ocitavaju se crvena i
zelena fluorescencija. Uobicajeno se broji 10 000 stanica po uzorku te se moze odrediti udio

stanica u kojima su detektirani kiseli vezikularni organeli koji emitiraju u crvenom spektru.

Za analizu, stanice se nasaduju u triplikatu u plotice s 12 bunari¢a. Nasaduje se 4 x 10*
stanica po bunari¢u u kompletiranom mediju. Nakon 24 sata stanicama se promijeni medij i
dodaju tretmani (20 mM LiCl, 30 mM LiCl i 40 mM LiCl) te se jedan triplikat ostavi bez
tretmana koji sluZi kao kontrola. Nakon 72 sata stanicama se odstrani medij te im se dodaje
medij bez seruma u koji je prethodno dodano 2 pg/ml akridin oranz boje. Inkubacija traje 30
minuta, u mraku, u inkubatoru, nakon ¢ega se stanice isperu PBS-om bez Ca i Mg. Stanice se
potom tripsiniziraju, prebace u epruvete od 5 ml za protocni citometar i centrifugiraju 5
minuta pri 3 000 x g u ohladenoj centrifugi na +4°C. Odstrani se supernatant i talog se
resuspendira u 0,5 ml PBS bez Ca i Mg u koji je dodano 2ug/ml akridin oranz boje. Epruvete
se stavljaju u posudu s ledom te slijedi mjerenje na proto¢nom citometru (BD FACSCalibur,
BD Biosciences, SAD). Analiza podataka vrSena je pomodu programa FlowlJo v. 7.6.5 (FlowJo,

LLC, SAD).
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3.15.  Statisticka obrada podataka

Za analizu genske ekspresije, svi su eksperimenti provedeni najmanje u duplikatu, a za svaki
uzorak izra¢unate su srednje vrijednosti i standardna pogreska. Za analizu autofagije,
odnosno analizu udjela stanica s kiselim vezikularnim organelima koriStena je jednosmjerna
analiza varijance (ANOVA). Za analizu razlike u kolokalizaciji crvenog i zelenog signala izmedu
tretiranih i netretiranih uzoraka na imunofluorescentnim slikama takoder je koriStena
jednosmjerna analiza varijance (ANOVA). Sve P-vrijednosti testova s dvosmjernom
vjerojatnoS¢u manje od 0,05 smatrane su statisticki znacajnim. Analiza je provedena u

programu MedCalc za Windowse verzija 11.4.2.0 (MedCalc Software, Belgija).
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4. REZULTATI

Prethodna istraZivanja u nasem laboratoriju pokazala su da postoji ekspresija komponenti
Hh-Gli signalnog puta u uzorcima tkiva karcinoma debelog crijeva. Najjaci intenzitet
imunohistokemijskog bojanja pokazivali su proteini GSK3p i Gli3. Intenzitet bojanja za GSK3
korelirao je sa stadijem bolesti po Dukes-u, $to znaci da su visi stadiji imali jace bojanje. Gli3
je pokazivao slican trend, medutim nije bio statisti¢ki zna¢ajan (P=0,058) (Gojevi¢, 2011).
Pojacana ekspresija GSK3B u viSim stadijima bolesti sukladna je literaturnim navodima o
njegovoj onkogenoj funkciji u stanicama karcinoma debelog crijeva. Ova istraZivanja bila su
povod detaljnijem istraZzivanju mehanizma aktivacije signalnog puta Hh-Gli u stanicama
karcinoma debelog crijeva s naglaskom na ulogu protein-kinaze GSK3B na aktivaciju kao i
uloge proteina Gli3 kao mogudéeg glavnog efektora signalnog puta u ovim stanicama.
Istrazivanje je dakle usmjereno na dio signalne kaskade Hh-Gli koja se dogada u
citoplazmatskom dijelu stanice, odnosno prvenstveno na odnos izmedu GSK3B i
transkripcijskog faktora Gli3. U tu svrhu izabrane su dvije stani¢ne linije karcinoma debelog
crijeva koje su koristene kao modeli in vitro za temeljito ispitivanje signalnog puta Hh-Gli u

stanicama karcinoma debelog crijeva.

4.1. Ekspresija komponenti signalnog puta Hh-Gli u stanicama

karcinoma debelog crijeva

4.1.1. Genska ekspresija komponenti signalnog puta Hh-Gli

Pradena je genska ekspresija komponenti Hh-Gli signalnog puta, SHH, PTCH1, SMO, SUFU,
GSK38, GLI1, GLI2 i GLI3 u stani¢nim linijama SW480 i SW620. Za usporedbu razine ekspresije
koristene su ACt vrijednosti, odnosno Ct vrijednosti za svaki gen normalizirane prema Ct
vrijednosti referentnog gena, RPLPO. Razine ekspresije prikazane su kao 2. Pokazano je da
su u obje stani¢ne linije eksprimirani geni SHH, PTCH1, SMO, SUFU, GSK36 i GLI3, dok su GL/1

i GLI2 nesto slabije eksprimirani (Slika 4.1).
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Slika 4.1 Razine genske ekspresije komponenti signalnog puta Hh-Gli u stani¢nim linijama
SW480 i SW620. Na apscisi su prikazani pojedini geni, a na ordinati je izraZzena razina
ekspresije normalizirana prema genu RPLPO.

4.1.2. Ekspresija proteina signalnog puta Hh-Gli

Stani¢ne linije SW480 i SW620 analizirane su Western blotom na prisutnost proteina
signalnog puta Hh-Gli. Na proteinskoj razini detektirana je ekspresija svih komponenti
signalnog puta. Vidljivo je da se u obje staniéne linije eksprimira aktivni oblik liganda Shh
(Shh-N, 19kDa), sto ukazuje na mogucnost autokrine regulacije. U stanicama SW620
ekspresija proteina Shh je jaca nego u stanicama SW480 te je sukladno tome jaca i ekspresija
proteina Glil te slabije procesiranje proteina Gli3, sto se vidi po manjem udjelu oblika Gli3R
u tim stanicama. U obje stanic¢ne linije eksprimirana su sva 3 proteina Gli, iako Gli3 pokazuje

najjacu ekspresiju (Slika 4.2).
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Slika 4.2 Proteinska ekspresija komponenti signlnog puta Hh-Gli u SW480 i SW620
stanicama te ekspresija aktina koji sluzi kao kontrola nanosenja.

4.2. Moguénost modulacije signalnog puta specificnim

aktivatorom i inhibitorom

4.2.1. Aktivacija signalnog puta Hh-Gli

Stani¢ne linije SW480 i SW620 tretirane su specifiécnim aktivatorom signalnog puta,
agonistom proteina Smo (engl. Smoothened agonist, (SAG)), kako bi se ispitala moguc¢nost
dodatne stimulacije. U¢inak stimulacije pratio se na razini gena Cija je ekspresija kontrolirana
signalnim putem, PTCH1 i GLI1, a praceni su i geni GLI2 i GLI3. Za raCunanje ekspresije

-hact gdje je AACt razlika ACt vrijednosti u svakom od uzoraka od

koristena je formula FC=2
ACt vrijednosti referentnog uzorka. Kao referentni uzorak korisStene su stanice koje nisu

tretirane te je njihova vrijednost prikazana kao 1.

Obje stani¢ne linije reagirale su na stimulaciju spojem SAG poveéanjem razine ekspresije
PTCH1 i GLI1, sto ukazuje na aktivaciju puta, a takoder je zabiljezen i porast ekspresije GLI2 i
GLI3 (Slika 4.3).
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Slika 4.3 Stimulacija signalnog puta Hh-Gli specificnim aktivatorom SAG. Ekspresija ciljnih
gena signalnog puta Hh-Gli, PTCH1 i GLI1 te gena GLI2 i GLI3 nakon 24-satne stimulacije
agonistom proteina Smo (SAG) u stani¢nim linijama SW480 i SW620. Prikazana je relativna
ekspresija u odnosu na netretirani uzorak, cija je vrijednost oznacena s 1, sto je oznaceno
zadebljanom crtom.

S obzirom da je u staniénoj liniji SW480 bila nesto slabija indukcija ekspresije GL/1, ta je linija
dodatno tretirana ligandom signalnog puta, Shh, kako bi potvrdili moguénost stimulacije
signalnog puta. Tretman egzogenim proteinom Shh, potvrdio je moguénost dodatne
stimulacije signalnog puta u stanicama SW480, buducdi da je nakon tretmana zabiljezen
porast ekspresije i PTCH1 i GLI1. Shh je takoder pojacao ekspresiju GL/2, ali za razliku od

tretmana spojem SAG, nije imao utjecaja na ekspresiju GLI3 (Slika 4.4).
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Slika 4.4 Stimulacija signalnog puta Hh-Gli specificnim aktivatorima. Ekspresija ciljnih gena
signalnog puta Hh-Gli PTCH1 i GLI1 te gena GLI2 i GLI3 u stanicama SW480 nakon 24-satne
stimulacije egzogenim proteinom Shh. Prikazana je relativna ekspresija u odnosu na
netretirani uzorak cija je vrijednost 1. Vrijednosti su prikazane na logaritamskoj skali.

4.2.2. Inhibicija signalog puta Hh-Gli

Ciklopamin je koristen kao inhibitor signalnog puta. Ovaj spoj blokira prijenos signala na
razini proteina Smo. Stanicne linije SW480 i SW620 tretirane su ciklopaminom 48h te je
ucinak na aktivnost signalnog puta pracena kvantitativnim PCR-om, na razini ekspesije ciljnih
gena PTCH1 i GLI1. Ciklopamin nije imao ucinka na aktivnost signalnog puta Hh-Gli, sto je
vidljivo iz razina ekspresije gena PTCH1 i GLI1, koje nisu snizene nakon tretmana

ciklopaminom u odnosu na netretirani uzorak (Slika 4.5).
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Slika 4.5 Ekspresija ciljnih gena signalnog puta Hh-Gli u stanicnim linijama SW480 i SW620
nakon tretmana specificnim inhibitorom ciklopaminom. Na apsicisi su prikazane pojedine
stanicne linije, a na ordinati promjena ekspresije gena u odnosu na netretirani uzorak, cija
je vrijednost 1 i oznacena je zadebljalom crtom.

Utjecaj ciklopamina praéen je i na razini proliferacije stanica. Stanice su tetirane nizom
koncentracija ciklopamina nakon ¢ega je pracena njihova proliferacija testom MTT nakon 72
sata. Kada ciklopamin djeluje inhibitorno na signalni put Hh-Gli, dolazi do smanjene
proliferacije stanica. Ciklopamin nije imao udinka na razinu proliferacije ni stani¢ne linije
SW480 niti SW620 (Slika 4.6), Sto je u skladu s prethodnim rezultatom koji je pokazao da niti

ne djeluje na aktivnost signalnog puta Hh-Gli.
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Slika 4.6 Utjecaj rastucih koncentracija ciklopamina, inhibitora signalnog puta Hh-Gli, na
proliferaciju stani¢nih linija SW480 i SW620. Na apscisi su izrazene koncentracije
ciklopamina, dok je na ordinati izrazen postotak rasta stanica.

Ciklopamin se pokazao neucinkovitim u inhibiciji signalnog puta Hh-Gli u stani¢nim linijama
SW480 i SW620 te nema ucinka na njihovu proliferaciju, Sto ukazuje na mogucnost
kontinuirane aktivacije signalnog puta Hh-Gli nizvodno od koreceptora Smo, $to bi imalo

ponistavajuci efekt na ciklopamin.

4.3. Inhibicija GSK38 smanjuje proliferaciju stanica karcinoma

debelog crijeva te smanjuje aktivnost signalnog puta Hh-Gli

Literaturni podaci pokazuju da je kinaza GSK3B deregulirana u karcinomu debelog crijeva te
da ima onkogenu funkciju. To podupiru i prethodni nalazi u naSem laboratoriju, gdje visi
stadiji karcinoma debelog crijeva imaju jacu ekspresiju GSK3B (Gojevi¢, 2011). Nepravilna
aktivnost GSK3B mozZe dovesti do aktivacije signalnog puta Hh-Gli. Tome u prilog ide i
nemogucnost inhibicije signalnog puta Hh-Gli ciklopaminom koji djeluje na Smo, a koji se u

signalnoj kaskadi nalazi uzvodno od GSK38.
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Iz tog razloga pracen je ucinak inhibicije GSK3 specifi¢nim inhibitorom litij-kloridom (LiCl) na

proliferaciju stanica, tumorigenicni potencijal stanica te aktivnost signalnog puta Hh-Gli.

4.3.1. Uc¢inak inhibicije GSK3B na proliferaciju i tumorigenicni

potencijal stanica karcinoma debelog crijeva

Stani¢ne linije SW480 i SW620 tretirane su s nizom koncentracija LiCl (0 — 50 mM) te je
proliferacija praédena testom MTT nakon 72 sata. Dobivene krivulje na Slici 4.7 jasno

prikazuju da se proliferacija obiju stanicnih linija smanjuje s poveé¢anjem koncentracije LiCl.

120 -
100 +—
80 -

60 - —SW480

i | SW620

20 +

% STANICA

1

0 - ; . : . . ‘ ; ; , ;
0 10 15 20 25 30 35> 40 45 50
LiCl (mM)

Slika 4.7 Ucinak rastucih koncentracija LiCl na proliferaciju stanica SW480 i SW620. Na
apscisi su izrazene koncentracije LiCl, dok je na ordinati izrazen postotak rasta stanica
nakon 72 sata.

Za analizu tumorigeni¢nog potencijala stanica koriStena je metoda klonalnog rasta stanica.
Rezultati ove analize pokazuju da sposobnost stvaranja kolonija stanica SW480 nakon
tretmana s 20 mM LiCl nije promjenjena o odnosu na netretirane stanice, medutim 30 mM

LiCl gotovo u potpunosti dokida sposobnost stvaranja kolonija stanica SW480. Kod stanica
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SW620, ve¢ i 20 mM LiCl smanjuje sposobnost stavaranja kolonija, a 30 mM LiCl ima jo$

izraZzeniji u¢inak (Slika 4.8).

LiCl

SW480

SW620

Slika 4.8 Utjecaj LiCl na sposobnost stvaranja kolonija stanica SW480 i SW620. 20mM LiCl u
manjoj mjeri smanjuje sposobnost stvaranja kolonija, Sto je bolje vidljivo kod stanica
SW620. 30mM LiCl gotovo u potpunosti inhibira sposobnost stvaranja kolonija u obje
stanicne linije. NT-netretirane stanice.

Smanjena proliferacija i tumorigenic¢ni potencijal stanica karcinoma debelog crijeva nakon
inhibicije GSK3B ukazuje na klju¢nu ulogu GSK3B u prezivljavanju stanicnih linija SW480 i
SW620.

4.3.2. Uc¢inak inhibicije GSK3p na aktivnost signalnog puta Hh-Gli

Inhibicija GSK3B s LiCl dovela je do utiSavanja signalnog puta Hh-Gli u stani¢nim linijama
SW480 i SW620, sto je vidljivo po smanjenju ekspresije ciljnih gena signalnog puta PTCHI i
GLI1 (Slika 4.9A). Smanjena aktivnost puta nesto je manje izraZzena u stanicama SW620 gdje

je tretman s LiCl smanjio ekspresiju GL/1, ali ne i PTCH1. Na razini proteina se, medutim, vidi
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da u obje stani¢ne linije dolazi do smanjenja koli¢ine proteina Ptchl nakon tretmana te je

smanjenje proporcionalno koncentraciji LiCl (Slika 4.9B).

/ﬂ\ LiCl

2 .
6 1 | . —
g : mPTCH1
N I I GLI1
0.5 1 mGLI3
0.25 -
SW480 SW620
B 20 mM LiCl

ctrl 24h 48h 72h

= -~
PTCH1 160 kDa « e D * g
AKTIN =
rontcowos (R N R O |
N
o
AKTIN S S S s %

Slika 4.9 Ucinak tretmana s LiCl na aktivnost signalnog puta Hh-Gli u stani¢nim linijama
karcinoma debelog crijeva. (A) LiCl u koncentraciji od 20 mM smanjuje ekspresiju ciljnih
gena signalnog puta Hh-Gli PTCH1 i GLI1 te gena GLI3 u stanicnoj liniji SW480. U stanicama
SW620 snizava ekspresiju ciljnog gena GLI1 te gena GLI3, ali ne i ciljnog gena PTCH1. Na
apscisi su prikazane pojedine stanicne linije, a na ordinati razlika u ekspresiji u odnosu na
netretirane stanice, Cija ekspresija ima vrijednost 1. (B) Smanjenje ekspresije proteina Ptch
u obje stanicne linije ukazuje na utisSavanje signalnog puta. Aktin je prikazan kao kontrola
nanosenja.
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Takoder je praéen i utjecaj LiCl na transkripcijske faktore te je zabiljeZen zanimljiv utjecaj na
Gli3. Naime, nakon tretmana s 20 mM LiCl, vidljivo se smanjuje koli¢ina Gli3A, a raste udio
Gli3R u obje stani¢ne linije (Slika 4.10). To ukazuje na pojacano procesiranje Gli3 uslijed

inhibicije GSK3, sto u konacnici moZe uzrokovati opazenu inhibiciju signalnog puta.

SW480 SW620
20 mM LiCl 20 mM LiCl
ctl  24h  48h ctrl  24h  48h
GLI3A W 3
190 kDa | s
GLI3R
83 kDa ||

Slika 4.10 Ucinak tretmana s LiCl na transkripcijski faktor Gli3 u stani¢nim linijama
karcinoma debelog crijeva. Na razini proteina Gli3 uo¢ava se njegovo pojacano cijepanje
na represorski oblik (Gli3R) usljed tretmana s LiCl u koncentraciji od 20 mM, Sto upucuje na
utiSavanje signalnog puta. Aktin je prikazan kao kontrola nanosenja.

4.3.3. LiCl potice inhibitornu fosforilaciju GSK3

S obzirom da je iz literature poznato da LiCl poti¢e inhibitornu fosforilaciju proteina GSK3p

na poziciji Ser9 (Jope, 2003) ispitano je je li to i slu¢aj i u ovim stanicama.

Na Slici 4.11 mozZe se vidjeti da uistinu dodatak vec¢ i nizih koncentracija LiCl dovodi do
znacajnog povecanja udjela GSK3p fosforiliranog na aminokiselini Ser9 u stani¢nim linijama

SW480 (A) i SW620 (B), dok ukupna koli¢ina proteina GSK3p ostaje konstantna.
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utiSavanje signalnog puta Hh-Gli.

Slika 4.11 LiCl pospjesuje fosforilaciju na aminokiselini Ser9 proteina GSK3p. (A) Pojacana
fosforilacija GSK3B na poziciji Ser9 u stani¢noj liniji SW480 usljed tretmana s rastuc¢im
koncentracijama LiCl. Ukupna koli¢ina proteina GSK3B je konstantna bez obzira na
tretman. (B) Pojacana fosforilacija GSK3pB na poziciji Ser9 u stani¢noj liniji SW620 usljed
tretmana s rastu¢im koncentracijama LiCl. Ukupna koli¢ina proteina GSK3pB u obje stani¢ne
linije je konstantna bez obzira na tretman.

Iz ovoga se moze zakljuciti da pojacana fosforilacija proteina GSK3B na poziciji Ser9 mijenja
djelovanje samog proteina i dovodi do poveéane sposobnosti fosforilacije proteina Gli3 od

strane GSK3pB, Sto u konacnici omogucéava efikasno cijepanje Gli3 na represorski oblik te
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4.3.4. Inhibicija GSK3 dovodi do efikasnijeg stvaranja kompleksa
GSK33-SuFu-Gli3

4.3.4.1. Lokalizacija proteina Gli3 i GSK38

Da bi se potvrdio prethodni zakljucak, da fosforilacija aminokiseline Ser9 u proteinu GSK3f
mijenja djelovanje ove kinaze tako da omogucuje efikasniju fosforilaciju proteina Gli3, sto je
onda direktni znak za njegovo procesiranje, ispitana je lokalizacija proteina GSK3B i Gli3 u
stanicama SW480 i SW620 prije i nakon tretmana s LiCl. Lokalizacija ova dva proteina moze
ukazati na eventualne razlike u medusobnoj interakciji. Lokalizacija proteina pradena je
imunofluorescencijom, a rezultati su prikazani na Slici 4.12 te Slici 4.13. Lokalizacija proteina
GSK3pB prikazana je zelenim signalom, lokalizaciju proteina Gli3 oznacava crveni signal, a
podrucja preklapanja signala su Zuta. KoriStene su dvije koncentracije LiCl, 20 i 30 mM. U
obje stani¢ne linije uocen je slican trend. Veé¢ nakon tretmana niZom koncentracijom
znacajno je poveéana razina ko-lokalizacije izmedu proteina GSK3B i Gli3, te se ona
znacajnije ne mijenja s porastom koncentracije, sto je sukladno udjelu GSK3pB fosforiliranom
na aminokiselini Ser9, koji takoder ne raste s koncentracijom. U netretiranim stanicama
postoji odredena razina ko-lokalizacije te je ona uglavnom difuzna. Zanimljivo je da
dodatkom LiCl dolazi do pojacane ko-lokalizacije proteina GSK3f i Gli3 u specificnim regijama
perinuklearnog prostora. Povedana razina ko-lokalizacije upucuje na moguéu poveéanu
razinu interakcije izmedu ova dva proteina, odnosno poveéanu razinu fosforilacije

transkripcijskig faktora Gli3 od strane protein-kinaze GSK3p.
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Slika 4.12 Lokalizacija proteina GSK3B i Gli3 u stanicama SW480. Dodatkom 20 i 30 mM LiCl dolazi do
pojacane ko-lokalizacije ova dva proteina u specificnim regijama perinuklearnog prostora. Skala
predstavlja 5 um. Na grafu su prikazane razine ko-lokalizacije crvenog i zelenog signala, izrazene preko
Manderovog koeficijenta preklapanja. *P<0.05. NT — netretirane stanice, NK — negativha kontrola.
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Slika 4.13 Lokalizacija proteina GSK3p i Gli3 u stanicama SW620. Dodatkom 20 i 30 mM LiCl dolazi do
pojacane ko-lokalizacije ova dva proteina u specificnim regijama perinuklearnog prostora. Skala
predstavlja 5 um. Na grafu su prikazane razine ko-lokalizacije crvenog i zelenog signala, izrazene preko
Manderovog koeficijenta preklapanja. *P<0.05. NT — netretirane stanice, NK — negativna kontrola.
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4.3.4.2. Ko-imunoprecipitacija proteina Gli3, SuFu i GSK38

Kako bi se sa sigurno$éu potvrdilo da nakon tretmana s LiCl dolazi do efikasnije fosforilacije
Gli3 od strane GSK3B te posljedicno i efikasnijeg cijepanja Gli3, ispitana je direktna
interakcija izmedu proteina GSK3pB, Gli3 i SuFu prije i nakon tretmana s 20 mM LiCl. Prema
podacima iz literature poznato je da protein SuFu predstavlja platformu koja veze protein
Gli3 te regrutira GSK3B i omogucuje mu da fosforilira Gli3 (Kise i sur., 2009). Interakcija
medu proteinima GSK3pB, SuFu i Gli3 pracena je u stanicnoj liniji SW480. Rezultati prikazani
na Slici 4.14 pokazuju da ve¢ 10 sati nakon tretmana dolazi do pojacane interakcije izmedu
proteina SuFu i Gli3 (Slika 4.14 A iB), kao i izmedu proteina SuFu i GSK3p (Slika 4.14 B i C), Sto
je potvrdeno ko-imunoprecipitacijama u oba smjera. Direktna interakcija proteina GSK3p i
Gli3 nije pokazana, Sto znaci da je ona vjerojatno prekratka da bi je se moglo detektirati,
medutim efikasnost vezanja GSK3pB za protein SuFu direktno govori o njegovoj sposobnosti

fosforilacije Gli3, s obzirom da je SuFu protein koji tu reakciju omogucuje.

Iz ovih rezultata namede se zakljucak da, fosforilacija GSK3B na poziciji Ser9 usljed tretmana s
LiCl, uspostavlja ravnotezu izmedu inhibitorne fosforilacije na poziciji Ser9, i aktivirajuée
fosforilacije na poziciji Tyr216, koja je u karcinomu debelog crijeva izgubljena. Time se
omogucuje pravilna funkcija kinaze GSK3[3, odnosno u odredenoj mjeri se vra¢a sposobnost

fosforilacije proteina Gli3, koji se time obiljezava za procesiranje u represorski oblik.
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Slika 4.14 Rezultati eksperimenata ko-imunoprecipitacije. (A) Reakcija ko-
imunoprecipitacije proteina Gli3 pokazala je da zajedno s njim ko-imunoprecipitira protein
SuFu, Sto ukazuje na njihovu direktnu interakciju. Interakcija postoji i u netretiranim
uvjetima, ali pojacava se nakon tretmana s 20 mM LiCl tijekom 10 sati. (B) Reakcija ko-
imunoprecipitacije proteina SuFu pokazuje da zajedno s njim ko-imunoprecipitiraju i
proteini Gli3 u GSK3B. (C) Ko-imunoprecipitacija proteina GSK3B ukazuje na njegovu
direktnu vezu s proteinom SuFu. Pokraj slika Western blota graficki su prikazani rezultati
denzitometrijskog mjerenja.
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4.3.5. Uc¢inak utiSavanja ekspresije GSK3B i SuFu na aktivnost

signalnog puta Hh-Gli u stanicama SW480
4.3.5.1. Utisavanje GSK36

S obzirom da inhibicija deregulirane protein-kinaze GSK3B u stanicama karcinoma debelog
crijeva ucinkovito smanjuje aktivnost signalnog puta Hh-Gli, ispitan je i uinak utiSavanja
njegove ekspresije na aktivnost puta u stanicama SW480. Ekspresija GSK3B uspjesno je
utiSana, Sto je prikazano na Slici 4.15. Za razliku od inhibicije litijem, utiSavanje ove kinaze
dovodi do potpuno suprotnog ucinka. Na Slici 4.15 se moze vidjeti da raste ekspresija
proteina Ptchl, kao i udio aktivatorskog oblika transkripcijskog faktora Gli3 (Gli3A), Sto

upucuje na aktivaciju signalnog puta.

SW480

siNK siGSK3p

PTCH1 160 kDa I— —|

GLI3A190kDa | WS SN
GLI3R 83 kDa —( —— S

GSK3p 45 kDa \ — |

actin 43 kDa bﬁ

Slika 4.15 Western blot analiza ekspresije proteina nakon utiSavanja ekspresije GSK36.

UspjesSnost utiSavanja manifestira se sniZzenom ekspresijom proteina GSK3B. Posljedica
utiSavanja su pojacana ekspresija proteina Ptchl i GIli3FL, sto ukazuje na aktivaciju
signalnog puta.
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4.3.5.2. Utisavanje SuFu

UtiSavanjem eskpresije SuFu htjelo se pokazati da je njegova funkcija neophodna za
procesiranje Gli3 u ovim stanicama. UspjesSnost utiSavanja SuFu prikazana je na Slici 4.16. Na
istoj slici se takoder vidi u¢inak na signalni put Hh-Gli. Dolazi do nakupljanja aktivatorskog
oblika transkripcijskog faktora Gli3 (Gli3A), sto potvrduje da smanjenjem koli¢ine proteina

SuFu opada ucinkovitost procesiranja Gli3, Sto dovodi do aktivacije signalnog puta.

SW480
SiNK  siSuFu

GLI3A190 kDa

GLI3R 83 kDa

SUFU 54 kDa | oo

aklin 43 KD2 | st S

Slika 4.16 Western blot analiza ekspresije proteina nakon utiSavanja SuFu. UspjesSnost
utiSavanja vidljiva je po smanjenoj koli€ini proteina SuFu u odnosu na uzorak transfeciran s
nespecificnom siRNA. Kao posljedica utiSavanja SuFu dolazi do nakupljanja aktivatorskog
oblika Gli3 (Gli3A), sto ukazuje na aktivaciju signalnog puta.
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41.4. Tretman litij-kloridom inducira autofagiju te apoptozu

S obzirom da je primije¢eno znacajno smanjenje proliferacije stanica SW480 i SW620 nakon
tretmana s LiCl ispitano je dolazi li do stani¢ne smrti prilikom tretmana. Ispitana su dva
oblika stani¢ne smrti, autofagija i apoptoza. Autofagija je ispitana s obzirom da postoje
literaturni navodi da Hh-Gli signalni put moZe imati ulogu u regulaciji autofagije (Jimenez-
Sanchez i sur., 2012; Wang i sur., 2013b) kao i da sam LiCl moZe aktivirati autofagiju (Sarkar,
2005). Takoder je poznato da inhibicija signalnog puta Hh-Gli dovodi do apoptoze (Varnat i
sur., 2009).

4.4.1. Analiza autofagije

Autofagija je generalni naziv za razgradnju citoplazmatskih komponenti u lizosomima,
medutim autofagija je uklju¢ena u velik broj stani¢nih procesa. Klju€na je pri adaptaciji na
izgladnjivanje, prilikom odstranjivanja proteina i organela, u razvoju, starenju, pri eliminaciji
mikroorganizama, supresije tumora te stani¢noj smrti. Nakon inicijacije procesa autofagije
dolazi do formiranja autofagosoma oko organela ili proteina. Autofagosomi se zatim spajaju
s lizosomima, pri ¢emu nastaju autolizosomi, u kojima dolazi do razgradnje sadrzaja
autofagosoma putem lizosomalnih proteaza (Mizushima, 2007). Bojom akridin oranz, mogu
se detektirati kiseli vezikularni organeli, u koje se ubrajaju i autolizosomi. Akridin oranz ulazi

u kisele vezikularne organele te pri tom mijenja boju iz zelene u crvenu.

U ovom radu pokazano je da nakon tretmana s 20 mM LiCl nema znadajne promjene u
koliCini kiselih vakuola kod stani¢ne linije SW480. Medutim, pri tretmanu s 30 i 40 mM LiCl
znacajno se povecava udio stanica s nakupljenim kiselim vezikulama, koje emitiraju crvenu
boju, $to je posebno izrazeno pri najvisoj koncentraciji (Slika 4.17A). Kod stani¢ne linije
SW620 bojanje bojom akridin oranz nakon tretmana s LiCl ukazuje na znacajno povedanje
broja kiselih vezikularnih organela ve¢ pri koncentraciji LiCl od 20 mM, a taj broj raste pri

visim koncentracijama (Slika 4.17B).
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Slika 4.17 Rezultati analize kiselih vezikularnih organela u stani¢nim lliniama SW480 i
SW620. (A) Rezultati bojanja bojom akridin oranZ pokazuju povecanje udjela stanica
SW480 s kiselim vakuolama s koncentracijom LiCl, sto je kvantificirano i prikazano na grafu
pored tockastog prikaza rezultata. * oznacava P<0.05. (B) Rezultati bojanja bojom akridin
oranz pokazuju povecéanje udjela stanica SW620 s kiselim vakuolama s koncentracijom LiCl,
sto je kvantificirano i prikazano na grafu pored tockastog prikaza rezultata. * oznacava
P<0.05.
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S obzirom da se u kisele vezikularne organele ubrajaju i lizosomi i endosomi nije mogude sa
sigurnos$éu zakljuciti da se radi o indukciji autofagije odnosno povecanju broja autolizosoma.
Zbog toga je napravljena analiza specifi¢nog markera autofagije, proteina LC3, koji se nalazi
na unutarnjoj membrani autofagosoma. Protein LC3 se cijepa, ¢ime nastaje topivi oblik
proteina LC3-l. Dodatkom fosfolipidne modifikacije LC3-I se procesira u LC3-Il koji lokalizira u
autofagosome i autolizosome. Zbog toga je LC3-ll dobar rani marker za nastanak

autofagosoma. Nakon spajanja autofagosoma s lizosomima dolazi i do razgradnje LC3-II.

Analiza proteina LC3 pokazala je da tretman s LiCl dovodi do smanjenja udjela LC3-Il u
stanicama SW480, $to daje naslutiti da dolazi do njegove brze razgradnje u autolizosomima
(Sato i sur., 2007; Tanida i sur., 2005). Dodatkom inhibitora lizosomalnih proteaza, ¢ime se
inhibira razgradnja u autolizosomima, dolazi do nakupljanja LC3-Il, Sto potvrduje da se on
brzo razgraduje u autolizosomima nakon tretmana s LiCl, odnosno da tretman s LiCl dovodi
do tijeka autofagije, a ne samo nakupljanja autolizosoma (Slika 4.18A). Analiza proteina LC3
u stanicama SW620 pokazala je nakupljanje LC3-Il nakon tretmana s 30 mM LiCl, Sto ukazuje
na nastanak autofagosoma, a dodatak inhibitora lizosomalnih proteaza je pojacao

nakupljanje LC3-Il, $to potvrduje protok autofagije (Slika 4.18B).
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LC3-I
LC3-II

Slika 4.18 Western blot analiza procesiranja proteina LC3. (A) Analiza procesiranja proteina
LC3 u stanicama SW480 ukazuje na protok procesa autofagije. (B) Analiza procesiranja
proteina LC3 u stanicama SW620 takoder ukazuje na protok procesa autofagije.

4.4.2. Analiza apoptoze

Apoptoza je pracena analizom specifi¢nih markera Western analizom. Kao specifi¢ni markeri

praéeni su cijepanje kaspaze-3 i cijepanje proteina PARP nakon tretmana s LiCl.

Apoptoza je oblik programirane smrti stanica Cije izvrSenje osiguravaju specificne cisteinske
proteaze, kapsaze. Kaspaze se sintetiziraju kao zimogeni, a aktivacijom apoptoze dolazi do
njihovog cijepanja ¢ime nastaju zreli proteini s pojatanom enzimskom aktivnoséu. Kaspaza 3
ubraja se u efektorske kaspaze, koje se nalaze na kraju proteoliticke kaskade i cijepanjem
supstrata osiguravaju kontroliranu razgradnju stanice. Jedan od najranijih supstrata
efektorskih kaspaza je i polimeraza poli-(ADP-riboze), PARP (engl. Poly (ADP-ribose)

polymerase), protein uklju¢en u popravak DNA (Earnshaw i sur., 1999).
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Kod stanicne linije SW480 jasno se vidi cijepanje prokaspaze-3, kao i cijepanje proteina PARP
veé pri koncentraciji od 20 mM LiCl, a cijepanje se pojacava s koncentracijom LiCl. Ovi
rezultati ukazuju na aktivaciju apoptoze uslijed tretmana s LiCl (Slika 4.19A). Kod stani¢ne
linije SW620 iz dobivenih rezultata nije potpuno jasna slika o aktivaciji apoptoze. Primijeéeno
je cijepanje proteina PARP samo pri najvisoj koncentraciji LiCl, dok cijepanje prokaspaze-3
nije zabiljezeno (Slika 4.19B). Cijepanje proteina PARP ukazuje na aktivaciju apoptoze,
medutim u manjoj mjeri nego u stani¢noj liniji SW480. Isto tako, izostanak cijapanja
prokaspaze-3 ukazuje na mogucénost aktivacije apoptoze/cjepanja PARP-a putem neke druge

kaspaze koja nije ispitana.

A SW480 LiCI (mM)

ctrl 20 30 40

prokaspaza-3
35 kDa

pocijepana kasp-3

19 kDa
17 kDa

PARP 118 kDa | 1
89 kDa A ;

ctrl 20 30 40
prokasgaza-s

SkDa el i i aa—

PARP 118 kDa ' (i s s ——
89 kDa =

Slika 4.19 Western analiza markera apoptoze, kaspaze-3 i proteina PARP. (A) Kod stani¢ne
linije SW480 uocava se pojacano cijepanje kaspaze-3 i proteina PARP s porastom
koncentracije LiCl. (B) Kod stanica SW620 pri najvisoj koncentraciji LiCl dolazi do cijepanja
proteina PARP, ali nije zabiljezeno cijepanje kaspaze-3.
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5. RASPRAVA

Glavna uloga signalnog puta Hh-Gli je tijekom embrionalnog razvoja, kada su njegove
komponente kljuéne za pravilan razvoj brojnih tkiva i organa, izmedu ostalog i
gastrointestinalnog trakta, Ccijim dijelom se bavi i ovaj rad. Tijekom razvoja
gastrointestinalnog sustava Hh je klju¢an za razvoj glatkih misi¢a povezanih s ovim sustavom
kao i enterickog Zivéanog sustava. U crijevu je bitan za proliferaciju i diferencijaciju stanica
(Ramalho-Santos i sur., 2000). Kao $to je ve¢ opisano u uvodu, funkcija signalnog puta Hh-Gli
u odraslom organizmu zadrzava se samo u maloj skupini stanica, mati¢nim stanicama,
vaznim za obnovu tkiva. Tako se i u crijevu odraslog organizma funkcija ovog signalnog puta
zadrZava u intestinalnim mati¢nim stanicama, klju¢nim za odgovor na ostecenje (Buller i sur.,
2012). S obzirom na klju¢nu ulogu u razvoju brojnih organa i mati¢nim stanicama u odraslom
organizmu, i na stani¢ne procese koje kontrolira, nije neobi¢no da se poremecéena aktivacija

signalnog puta Hh-Gli nalazi u podlozi mnogih tumora.

Karcinom debelog crijeva jedan je od najcesée dijagnosticiranih tumora u Europi. Danas je,
bez obzira na napore da se optimizira dijagnosticki proces i poboljsa rezim lijeCenja, stopa
mortaliteta i dalje visoka (Reimers i sur., 2013). Ta Cinjenica upucuje na potrebu za daljnjim
istrazivanjima, kako bi se produbilo razumijevanje ove bolesti te otvorili novi putevi za razvoj

terapija.

Istrazivanje signalnog puta Hh-Gli u kontekstu karcinoma debelog crijeva pocelo je prije
desetak godina. Prve studije bile su dosta oprecne. Dvije studije pokazivale su da signalni put
Hh-Gli nije aktivan u stanicama karcinoma debelog crijeva (Berman i sur., 2003; Chatel i sur.,
2007). Treba napomenuti da su te studije pratile samo ekspresiju liganda (SHH i IHH), PTCH1
i GLI1, te su put smatrale aktivnim iskljucivo u prisustvu sve tri komponente, a nisu uzimale u
obzir moguénost aktivacije transkripcijskih faktora Gli2 i/ili Gli3 niti moguénost nekanonicke
aktivacije signalnog puta. Druge studije su pokazivale aktivnost puta u stanicama karcinoma
debelog crijeva. Douard i sur. pokazali su pozitivnu korelaciju izmedu ekspresije Shh i

ekspresije Glil u klinickim uzorcima karcinoma debelog crijeva (Douard i sur., 2006), a
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Qualtrough i sur. su pokazali ekspresiju Shh i lhh kao i ekspresiju Ptchl, Smo i Glil u
stani¢nim linijama karcinoma debelog crijeva. Pokazali su i da ciklopamin inducira apoptozu

u ovim stanicama (Qualtrough i sur., 2004).

Novije studije su opseznije i pokazuju aktivnost signalnog puta Hh-Gli u stanicama karcinoma
debelog crijeva. OpseZna studija koju su proveli Varnat i sur. pokazala je da tumorske
epitelne stanice karcinoma debelog crijeva imaju aktivan signalni put Hh-Gli, dok u stromi
nije bilo izraZenije ekspresije. Aktivna signalizacija Hh-Gli neophodna je za proliferaciju i
prezivljenje stanica karcinoma debelog crijeva in vitro i in vivo, a ciklopamin inducira
apoptozu. Ekspresija Glil povecava broj stanica i pojacava proliferaciju, dok represorski oblik
Gli3 smanjuje broj stanica i razinu proliferacije. U ovom radu takoder je pokazano da je
signalni put Hh-Gli neophodan za metastatski rast stanica karcinoma debelog crijeva (Varnat
i sur., 2009). Mazumdar i sur. u panelu su stanicnih linija karcinoma debelog crijeva pronasli
sve komponente kanonickog signalnog puta Hh-Gli. Takoder, ustvrdili su da je inhibicija
transkripcijskih faktora Gli pomocu inhibitora GANT61 efikasnija u induciranju stani¢ne smrti
od tretmana ciklopaminom, koji je pokazao ograni¢en ucinak (Mazumdar i sur., 2011). lako
se dugo smatralo da transkripcijski faktor Gli3 ima pretezno represorsku funkciju, danas mu
se pridaje sve viSe pazinje jer je sve ocitije da je njegov aktivatorski kapacitet velik. U jednom
istrazivanju pokazano je da inhibicija Gli3 smanjuje proliferaciju stanica karcinoma debelog
crijeva tako Sto pojacava funkciju p53, sto smanjuje prezivljenje. Takoder je pokazano da
utiSavanje Gli3 pojacava osjetljivost stanica na protutumorske agense (Kang i sur., 2011).
Nadalje, jedna novija studija pokazala je da aktivatorski oblik Gli3 pridonosi tumorigeni¢nosti
stanica karcinoma debelog crijeva na nacin da pojacavaju ekspresiju gena kljucnih za

adherenciju (lwasaki i sur., 2013).

Prethodna istraZivanja u Laboratoriju za nasljedni rak, imunohistokemijskim bojanjem
pokazala su ekspresiju svih komponenti signalnog puta Hh-Gli u klinickim uzorcima
karcinoma debelog crijeva. Najjaci intenzitet bojanja imali su upravo GSK3B i protein Gli3.
Ekspresija GSK3B bila je u pozitivnoj korelaciji sa stadijem bolesti po Dukes-u, odnosno visi
stadiji pokazivali su jaCu ekspresiju. Ovaj podatak govori u prilog deregulacije i onkogenog
djelovanja ove kinaze u karcinomima debelog crijeva. Slican trend pokazao je i protein Gli3,
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medutim nije bio statisti¢ki znac¢ajan (P<0.058) (Gojevi¢, 2011). Potrebno je obraditi veéi broj
klinickih uzoraka da bi se sa sigurno$éu potvrdila korelacija Gli3 sa stadijem bolesti. Ti
rezultati predstavljali su temelj na kojem se gradila ideja za ovo istrazivanje. Cilj je bio
detaljnije ispitati ulogu GSK3p i signalnog puta Hh-Gli na modelu stanicnih linija karcinoma
debelog crijeva te mehanizam njihovog medudjelovanja. U posljednje vrijeme postalo je sve
oCitije da protein-kinaza GSK3B moZe imati promjenjenu, onkogenu funkciju u pojedinim
tipovima tumora (Cao i sur., 2006; Kunnimalaiyaan i sur., 2007; Nowicki i sur., 2008), sto je
pokazano i za karcinom debelog crijeva. Medutim, mehanizam izvrSenja te onkogene
funkcije nije pokazan, ustanovljeno je samo da se u karcinomu debelog crijeva onkogena
funkcija ne provodi preko signalnog puta Wnt, kojeg GSK3 takoder regulira (Shakoori i sur.,
2005, 2007). Ovim radom htjelo se istraziti djeluje li takva deregulirana kinaza na aktivaciju
signalnog puta Hh-Gli. Prisutnost komponenti signalnog puta ispitana je na genskoj i
proteinskoj razini, te je pokazano da su u obje stani¢ne linije karcinoma debelog crijeva
eksprimirane sve komponente (Slika 4.1 i Slika 4.2). Sukladno prethodnim rezultatima
ekspresije komponenti u uzorcima tkiva pacijenata, potvrdena je visoka razina ekspresije
GSK3B u obje linije, a Gli3 je od tri transkripcijska faktora pokazivao najjacu ekspresiju.
Zanimljivo je da obje stanicne linije pokazuju ekspresiju i liganda i svih nizvodnih komponenti
signalnog puta, Sto upucuje na mogucnost autokrine regulacije. Takoder, treba naglasiti da je
staniéna linija SW620 metastatska, a signalni put Hh-Gli ima slicnu razinu ekspresije svih
komponenti kao i stanice primarnog tumora SW480 te GSK3B takoder aktivira put preko
transkripcijskog faktora Gli3. Ove Cinjenice ukazuju na vaznost signalnog puta Hh-Gli i ovog
mehanizma u metastatskom rastu stanica karcinoma debelog crijeva. Sposobnost
kanonickog prijenosa signala dokazana je egzogenom aktivacijom puta pomodéu agonista
koreceptora Smo, gdje je pokazano da stanice reagiraju na dodatnu stimulaciju (Slika 4.3i
Slika 4.4). Medutim, stanice nisu odgovarale na inhibiciju signalnog puta ciklopaminom,
molekulom koja inhibira koreceptor Smo. Nije opaZzeno niti smanjenje aktivnosti puta, kao ni
utjecaj na proliferaciju stanicnih linija (Slika 4.5 i Slika 4.6). Ovo opaZanje zapravo je u skladu
s deregulacijom GSK3pB, s obzirom da ova kinaza djeluje nizvodno od Smo, logi¢no je da ¢e
njena onkogena aktivnost ponistiti bilo kakvu inhibiciju na uzvodnim razinama signalnog
puta. Dokaz aktivnosti puta i nemoguénost inhibicije uzvodno od GSK3B usmjerilo je
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istrazivanje prema inhibiciji kinaze GSK3. Za to je koristen litij-klorid, koji je, kako je opisano
u uvodu, specifican inhibitor ove kinaze (Jope, 2003). Inhibicija GSK3B znacajno je smanijila
stopu proliferacije i sposobnost stvaranja kolonija kod obje stani¢ne linije, Sto je potvrdilo
klju€nu ulogu GSK3p u rastu i tumorigenicnom potencijalu ovih stanica (Slika 4.7 i Slika 4.8).
Zanimljivo je da je inhibicija GSK3B imala direktan utjecaj na Hh-Gli signalni put, koji je
posljedi¢no bio utisan (Slika 4.9). To je bio direktan dokaz o promjenjenoj funkciji ove kinaze.
Njenom inhibicijom u zdravim stanicama doSlo bi do aktivacije signalnog puta, posto u
takvim uvjetima GSK3f ima ulogu negativnog regulatora signalnog puta (Tempe i sur., 2006).
Na proteinskoj razini pokazalo se da uzrok utiSavanja signalnog puta lezi u pojacanom
procesiranju Gli3 u represorski oblik (Slika 4.10). Dok su kod netretiranih stanica prisutni i
aktivatorski i represorski oblik Gli3, nakon inhibicije GSK3B udio aktivatorskog oblika se
drasti¢no smanjuje, dok udio represorskog oblika raste. Gli3R tada inhibira signalni put te sve
druge gene pod njegovom kontrolom te je vjerojatno to uzrok smanjenja proliferacije i
tumorigeni¢nog potencijala stanica. Dakle, inhibicija GSK3B je pojacala procesiranje Gli3,
proces direktno reguliran kinazom GSK3. Iz toga se moZe pretpostaviti da LiCl na neki nacin
modificira funkciju kinaze GSK3pB, usljed ¢ega se vrati odredeni dio njene fizioloske funkcije.
Poznato je da litij potiée inhibitornu fosforilaciju GSK3B na Ser9, sto smo i potvrdili analizom
udjela proteina fosforiliranog na aminokiselini Ser9. Udio proteina fosforiliranog na
aminokiselini Ser9 vidljivo se povecao s tretmanom (Slika 4.11). 1z ovih rezultata proizasla je
hipoteza da se povecanjem udjela inhibitorne fosforilacije ponovno uspostavlja izgubljena
ravnoteza izmedu aktivacijske i inhibitorne fosforilacije GSK3B, koja je neophodno za
pravilno funkcioniranje kinaze. Kao S$to je iz literature poznato, u stanicama karcinoma
debelog crijeva prevladava aktivirajuéa fosforilacija GSK3B na aminokiselini Tyr216, a
fosforilacija na aminokiselini Ser9 je drasticno smanjena (Shakoori i sur., 2005). Ponovno
uspostavljanje dijela funkcije rezultiralo je efikasnijim procesiranjem transkripcijskog faktora
Gli3. Medutim, da bi se hipoteza potvrdila, bilo je potrebno stvarno pokazati da se usljed
tretmana pospjesuje funkcija GSK3B. S obzirom da je za izvrSenje njene konkretne funkcije u
signalnom putu Hh-Gli, fosforilaciju Gli3, potrebno stvaranje kompleksa GSK3B-SuFu-Gli3,
trebalo je potvrditi efikasnije stvaranje doticnog kompleksa nakon tretmana.
Imunofluorescencijom se prvo pratila lokalizacija proteina GSK3B i Gli3, kako bi uvidjeli
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eventualne promjene u medusobnoj lokalizaciji nakon tretmana litijem. U netretiranim
stanicama, oba proteina se nalaze difuzno u stanici i oko jezgre te pokazuju bazalnu razinu
kolokalizacije. Medutim, nakon tretmana litijem, kolokalizacija se pojaCava te se proteini
koncentriraju u specificne regije u perinuklearnom prostoru (Slika 4.12 i Slika 4.13). Moguce
je da te regije predstavljaju bazalna tjelesca, iz kojih nastaje primarna cilija. Pokazano je da je
procesiranje Gli3 direktno ovisno o proteinima bazalnog tjeleSca, a ne same cilije (Gerdes i
sur., 2009). Nakon toga, ko-imunoprecipitacijom dobivena je konacna potvrda, litij
pospjeSuje funkciju GSK3B, odnosno pospjesuje stvaranje kompleksa GSK3B-SuFu-Gli3 i
procesiranje proteina Gli3. Ko-imunoprecipitacija je pokazala da 10 sati nakon tretmana
dolazi do pojacanog stvaranja spomenutog kompleksa (Slika 4.14). Pokazana je poveéana
interakcija izmedu proteina Gli3 i SuFu te proteina GSK3fB i SuFu. Poznato je da u tom
kompleksu SuFu sluzi kao platforma koja veze Gli3 i GSK3B te na taj nain omogucuje
fosforilaciju Gli3 (Kise i sur., 2009). Sama interakcija izmedu Gli3 i GSK3f nije detektirana pa
je moguce da je ona prolazna i kratkotrajna te se zbog toga ne moze detektirati. Da je SuFu
klju¢an za procesiranje Gli3 potvrdeno je njegovim utiSavanjem, koje dovodi do smanjene
sposobnosti procesiranja Gli3 i nakupljanja aktivhe forme GIli3A (Slika 4.16). Na Slici 5.1
shematski je prikazan pretpostavljeni tijek dogadaja prilikom stvaranja GSK3B-SuFu-Gli3

kompleksa prije i nakon tretmana litijem.
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Slika 5.1 Shematski prikaz djelovanja GSK3B na procesiranje Gli3 u prisustvu i odsustvu
litija. U stanicama karcinoma debelog crijeva prevladava aktivacijska fosforilacija GSK3p
(Y216). Takav protein ne moze fosforilirati Gli3 te on ostaje u nepocijepanom,
aktivatorskom obliku, sto aktivira signalni put Hh-Gli i sve procese koje on kontrolira.
Tretman litijem pospjesuje inhibitornu fosforilaciju GSK3pB (S9), Sto uspostavlja izgubljenu
ravnotezu izmedu ta dva fosforilacijska dogadaja i dijelom vra¢a normalnu funkciju GSK3p.
Kao rezultat uspjesnije je cijepanje Gli3 te njegov represorski oblik u konacnici inhibira
signalni put i procese pod njegovom kontrolom, kao sto je proliferacija stanica.

U jednom novijem istraZivanju pokazano je da LiCl moZe smanijiti aktivnost Glil u modelu
karcinoma gusterace, Sto potvrduje nas nalaz direktnog utjecaja litija na signalni put Hh-Gli

(Pengisur., 2013).

Takoder, htjeli smo pokazati ima li razlike u odgovoru nakon razli¢itih nacina inaktivacije
GSK3B. Zato je provedeno utiSavanje ove kinaze i pokazalo se da ukidanje njene ekspresije
dolazi do potpuno suprotnog ucinka. Naime, nakon utiSavanja doSlo je do porasta u
ekspresiji Ptchl proteina i do nakupljanja nepocijepanog aktivatorskog oblika Gli3, odnosno
doslo je do stimulacije signalnog puta (Slika 4.15). Ovo opaZanje vrlo je bitno u svjetlu
razvoja bududéih terapija koje bi kao ciljnu molekulu imale GSK3B. Ovime je pokazano da
samo uspostavljanje fosforilacijske ravnoteze na GSK3B ima povoljne ucinke u terapijskom

smislu, dok potpuno dokidanje njene ekspresije moze imati nezeljene ucinke.
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U ovom radu takoder je ispitano koji je oblik stanicne smrti uzrok smanjenoj proliferaciji
stanica nakon tretmana litijem. Tretman litijem uzrokovao je znacajan porast u stvaranju
kiselih vezikularnih organela, karakteristicnih za proces autofagije (Slika 4.17 A i B). Medutim
da bi se potvrdilo da je poveéan broj kiselih vezikula stvarno rezultat tijeka autofagije, a ne
nespecificno bojanje lizosoma ili rezultat poremeéenog tijeka autofagije usljed kojeg dolazi
do nakupljanja ovih vezikula, potrebno je pratiti specificne markere za tijek autofagije. U
ovom radu kao specificni marker pratilo se procesiranje proteina LC3-1 u LC3-Il (Klionsky i
sur., 2012). LC3-ll protein nalazi se u autofagosomima i marker je za njihov nastanak.
Medutim pravi protok autofagije pokazan je nakon dodatka inhibitora lizosomalnih proteaza,
Sto blokira lizosomalnu razgradnju, karakteristicnu za autofagiju. Povedanja koli¢ine LC3-II
nakon te inhibicije znak je da u istrazivanom sustavu dolazi do neometanog protoka
autofagije, jer nakon inhibicije lizosomalnih proteaza dolazi do nakupljanja LC3-Il koji se
inace razgradi u funkcionalnom sistemu (Slika 4.18). Potrebno je, medutim, jos$ ispitati je li
aktivacija autofagije posljedica djelovanja samog litija, za kojeg postoje naznake da moze
inducirati autofagiju preko inhibicije inositol monofosfataze ili je direktni rezultat inhibicije
signalnog puta Hh-Gli. lako do danas ima malo istrazivanja koja se bave ulogom signalnog
puta Hh-Gli u regulaciji autofagije, dvije novije publikacije daju naznake da bi ovaj signalni
put mogao biti uklju¢en u regulaciju autofagije. Jedna skupina autora pokazala je da
regulacija ide preko transkripcijskog faktora Gli2, dok druga skupina autora navodi da je Glil
glavni regulator (Jimenez-Sanchez i sur., 2012; Wang i sur., 2013b). Ovi rezultati upucuju na
mogucnost regulacije autofagije preko Gli3, medutim tu mogucnost trebalo bi detaljnije

ispitati u nastavku ovog istraZivanja.

lako je autofagija evolucijski o¢uvan proces koji omoguéava prezivljenje stanica u stresnim
uvjetima, danas je poznato da moze sudjelovati i u procesu stani¢ne smrti (Eisenberg-Lerner
i Kimchi, 2009). U ovom modelu, autofagija je rezultirala stanicnom smrti, zbog ocitog
smanjenja proliferacije stanica i indukcije apoptoze. U stani¢noj liniji SW480 je uz autofagiju
nedvojbeno pokazana i aktivacija apoptoze (Slika 4.19A), sto mozZe znaciti da autofagija
proizvodi energiju za provodenje apoptoze ili suraduje s apoptozom u izvrSenju stani¢ne

smrti (Eisenberg-Lerner i sur., 2009). Za represorski oblik Gli3 (Gli3R) je ve¢ prije pokazano da
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moze pokrenuti apoptozu u stanicama karcinoma debelog crijeva (Varnat i sur., 2009). Sto se
tice stanice linije SW620, primije¢eno je cijepanje proteina PARP pri najviSoj koncentraciji
LiCl, medutim nije detektirano cijepanje kaspaze-3 (Slika 4.19B). To ne znaci da apoptoze
nema u ovim stanicama, ali moguée je da se PARP cijepa pomocu neke druge kaspaze koja
ovdje nije testirana (Germain i sur., 1999), ili da se cijepa neovisno o kaspazama (Masdehors

i sur., 2000). Aktivaciju apoptoze u stani¢noj liniji SW620 potrebno je jos dodatno istraziti.

Ovim radom pokazano je da poremecena funkcija kinaze GSK3pB direktno utjece na signalni
put Hh-Gli. Dolazi do aktivacije signalnog puta, jer deregulirana kinaza GSK3B ima smanjenu
sposobnost fosforilacije transkripcijskog faktora Gli3, zbog ¢ega se on ne procesira i potice
aktivaciju samog signalnog puta, ali i svih procesa koje on kontrolira, kao Sto je proliferacija
stanica, inhibicija apoptoze, migracija. Ovim radom je takoder pokazano da je kinaza GSK3f
vrlo zanimljiva meta za razvoj novih terapija, s obzirom da njena inhibicija litijem utisala
signalni put Hh-Gli i dovela do smanjene proliferacije stanica te aktivirala apoptozu i
autofagiju. S obzirom da je utiSavanje kinaze GSK3f, uzrokovalo potpuno suprotan efekt,
aktivaciju signalnog puta Hh-Gli, mozZe se zakljuciti da nije svejedno na koji ¢e se nacin
djelovati na kinazu GSK3B u tumorima u kojima je njena funkcija poremeéena. Aktivacija
signalnog puta Hh-Gli nakon utiSavanja GSK3B u konacnici moZe dovesti do nezeljenog
ishoda. Rezultati dobiveni u ovom radu govore u prilog uspostavljanja izgubljene
fosforilacijeske ravnoteze GSK3pB, poticanjem inhibitorne fosforilacije GSK3B na aminokiselini
Ser9, ¢ime se ponovno uspostavlja normalna funkcija kinaze. Do nedavno je litij bio jedini
poznati element koji potice fosforilaciju na poziciji Ser9. lako se litij ve¢ koristi u lije€enju
drugih bolesti, kao Sto je bipolarni poremecaj (Jope i sur., 2007), problem je Sto se u uvjetima
in vitro za testiranje na tumorskim stanicama koristi u koncentracijama koje su vise od onih
koje su koristene u pacijentima. Medutim, nedavno je objavljen spoj CGO009 koji takoder
inducira fosforilaciju GSK3f na poziciji Ser9, a koristi se u mnogo manjim koncentracijama od
litija. Testiran je na stanicama raka dojke u kojima dovodi do stani¢ne smrti (Kim i sur., 2013)
te bi bilo zanimljivo ucinkovitost takvih spojeva ispitati i a drugim tumorskim modelima kao i

in vivo.
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S obzirom da je ovim radom pokazano da je signalni put Hh-Gli sudjeluje u izvrSavanju
onkogene funkcije GSK3B u stanicama karcinoma debelog crijeva, potencijalno zanimljiva
strategija lije€enja mogla bi biti i blokiranje ovog signalnog puta. Medutim, s obzirom da
aktivacija ide putem GSK3pB, i u radu je pokazano da inhibicija na uzvodnim komponentama
(Smo) nema ucdinka, trebalo bi djelovati na komponente signalnog puta koje se nalaze
nizvodno, kao $to su transkripcijski faktori Gli. Ovaj rad je takoder pokazao da je glavni
efektor signalnog puta u ovim stanicama Gli3, te time potvrduje aktivatorski kapacitet ovog
proteina, koji se sve viSe istrazuje. Bilo bi zanimljivo vidjeti potencijalne ucinke inhibicije
transkripcijskog aktivatora Gli3 na ovim stanicama, medutim do danas jo$ nije razvijen

inhibitor ovog proteina.

Na temelju dobivenih rezulata u ovom radu predlazem model signalnog puta Hh-Gli u
stanicama karcinoma debelog crijeva koji je prikazan na Slici 5.2. U stanicama karcinoma
debelog crijeva, deregulirana funkcija protein-kinaze GSK3pB direktno utjece na aktivaciju
signalnog puta Hh-Gli. Takva protein-kinaza ima smanjenu sposobnost obiljeZzavanja
transkripcijskog faktora Gli3 za procesiranje u transkripcijski represor, zbog ¢ega velik dio tog
proteina ostaje u obliku transkripcijskog aktivatora. Gli3 kao transkripcijski aktivator potice
aktivaciju signalnog puta Hh-Gli kao i aktivaciju procesa koje on kontrolira. Litij, kao specifi¢ni
inhibitor protein-kinaze GSK3pB, potice fosforilaciju GSK3B na poziciji Ser9, sto se pokazalo
kao klju¢ni korak za ispravljanje funkcije ove kinaze. Naime, nakon tretmana litijem dolazi do
pojacanog procesiranja proteina Gli3 u transkripcijski represor, Sto rezultira inhibicijom
signalnog puta Hh-Gli, a posljedi¢no i smanjenom proliferacijom te stanicnom smrti. Treba
naglasiti da u stanicnom modelu karcinoma debelog crijeva glavnu efektorsku ulogu u
signalnom putu Hh-Gli ima transkripcijski faktor Gli3, dosada najslabije istrazeni
transkripcijski faktor iz obitelji proteina Gli. lako je uvrijezeno misljenje da Gli3 uglavnom ima
represorsku ulogu u ovom signalnom putu, ovim istraZivanjem doprinosi se rastuéem

interesu za aktivatorske moguénosti transkripcijskog faktora Gli3.
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Slika 5.2 PredloZzeni model provodenja signala Hh-Gli u stanicama karcinoma debelog
crijeva. (A) U stanicama karcinoma debelog crijeva deregulirana kinaza GSK3B uzrokuje
aktivaciju signalnog puta. (B) Inhibicija GSK3p litijem potice procesiranje Gli3 u represorksi
oblik i utiSavanje signalnog puta.
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6. ZAKLJUCCI

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

1. Signalni put Hh-Gli aktivan je u stani¢nim linijama karcinoma debelog crijeva SW480 i
SW620: prisutna je genska i proteinska ekspresija svih glavnih komponenti signalnog
puta (Shh, Ptchl, Smo, SuFu, GSK3pB, Glil, Gli2 i Gli3), a put je moguée dodatno

stimulirati agonistom.

2. Signalni put Hh-Gli u ovim stani¢nim linijama aktiviran je zbog deregulirane funkcije
GSK3B: inhibicija signalnog puta uzvodno od GSK3p je neefikasna, a inhibicija GSK3[

smanjuje aktivnost signalnog puta.

3. Inhibicija GSK3B litijem dovodi do pojacanog cijepanja transkripcijskog faktora Gli3 na

represorski oblik, Sto smanjuje aktivnost signalnog puta.
4. Inhibicija GSK3p litijem smanjuje proliferaciju i tumorigeni¢ni potencijal stanica.

5. Litij potice inhibitornu fosforilaciju kinaze GSK3B, Sto utjeCe na njenu funkciju i
rezultira poja¢anim stvaranjem kompleksa GSK3B-SuFu-Gli3 te procesiranjem Gli3 na

represorski oblik.

6. Dokidanje ekspresije kinaze GSK3p rezultira dodatnom stimulacijom signalnog puta

Hh-Gli.

7. Tretman stanicnih linija karcinoma debelog crijeva litijem aktivira autofagiju i

apoptozu.
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SAZETAK

8. SAZETAK

Hedgehog-Gli (Hh-Gli) put prijenosa signala vazan je za pravilan embrionalni razvoj. U
odraslom organizmu aktivnost je prisutna samo u mati¢nim stanicama uklju¢enim u
regeneraciju tkiva. Do njegove aberantne aktivacije dolazi u stanicama velikog broja tumora.
Ovaj doktorski rad ispitao je mehanizam aktivacije signalnog puta Hh-Gli u stanicama
karcinoma debelog crijeva ¢ovjeka. Dosadasnja istraZivanja su pokazala da Kinaza glikogen
sintaze 3B (GSK3B) u karcinomu debelog crijeva ima onkogenu, umjesto uobicajene
tumorsupresorske funkcije. Medutim, nije pokazan mehanizam izvrSenja njene onkogene
funkcije. Kinaza GSK3B ima vaznu ulogu u regulaciji signalnog puta Hh-Gli te je klju¢na za
proces vezan uz aktivaciju/inhibiciju transkripcijskih faktora Gli. U ovom radu pokazano je da
je signalni put aktivan u dvije stani¢ne linije karcinoma debelog crijeva, te da je okidac
aktivacije poremecena funkcija kinaze GSK3B. Inhibicija GSK3p litijem dovela je do smanjene
aktivnosti signalnog puta Hh-Gli. Mehanizam inhibicije uklju¢uje poboljSano stvaranje
kompleksa GSK3B-SuFu-Gli3 i procesiranje Gli3 u transkripcijski represor, Sto utisava
djelovanje signalnog puta. Inhibicija litijem uzrokovala je smanjenu proliferaciju i
tumrgeniéni potencijal stanica karcinoma debelog crijeva, kao i aktivaciju apoptoze i
autofagije. Spojevi koji imaju isti nacin djelovanja na GSK3B kao i litij imaju potencijal u
razvoju buducih terapija za tumore u kojima je funkcija GSK3B poremecena. Medutim,
pristupi kojima bi se ukinula ekspresija GSK3B mogli bi imati neZeljene posljedice, s obzirom

da je ovdje pokazano da utiSavanje GSK3B dovodi do aktivacije signalnog puta Hh-Gli.
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9. SUMMARY

The Hedgehog-Gli (Hh-Gli) signaling pathway has an essential role during embryonic
development. In the adult organism it is mostly inactivated, except in stem cells which are
vital for tissue regeneration. It has been shown that this pathway becomes aberrantly
activated in various tumor types. The aim of this thesis was to investigate the role of Hh-Gli
signaling in colon cancer. To date it has been shown that GSK3B has a pro-tumorigenic role
in colon cancer cells, rather than its usual tumor suppressor role. The mechanism through
which its oncogenic role is manifested has not been discovered yet. GSK3B plays an
important role in Hh-Gli signaling regulation, where it is crucial for the activation/inhibition
of the Gli transcription factors. The data presented in this thesis show, that the Hh-Gli
signaling pathway is active in two colon carcinoma cell lines, and that this activation is the
result of deregulated GSK3B function. Inhibition of GSK3B with lithium leads to
downregulation of Hh-Gli signaling. The mechanism of downregulation involves enhanced
GSK3B-SuFu-Gli3 complex formation. This leads to enhanced Gli3 processing into repressor
form, which, in turn, downregulates the pathway. On a cellular level, the consequences of
Hh-Gli signaling inhibition with lithium manifest themselves as reduced proliferation and
tumorigenicity. Also, cell death through apoptosis and autophagy is initiated. Compounds
with properties similar to lithium could have potential in future drug design for tumors that
harbour deregulated GSK3p. In contrast, it was shown here, that GSK3p silencing leads to
additional Hh-Gli pathway stimulation and therefore, approaches that would involve

abolishing GSK3 expression, could have unwanted effects.
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10. POPIS KRATICA

APS

ATO
ATP

BCC

BSA
cDNA
Ci
CK1
Cos-2
DAB
DAPI
Dhh
Disp

DMEM

DMSO
DNA
dNTP
DTT

EDTA

EGF

amonij persulfat

arsen trioksid
adenozin trifosfat

bazeocelularni karcinom (engl. Basal Cell Carcinoma), karcinom
bazalnih stanica

albumin iz govedeg seruma (engl. Bovine Serum Albumin)
komplementarna DNA (engl. complementary DNA)

Cubitus interruptus, homolog proteina Gli kod vinske musice
Kasein kinaza 1

protein Costal-2, ¢lan signalnog puta Hh-Gli kod visnke musice
diaminobenzidin

4',6-diamidino-2-fenilindol

protein Desert Hedgehog

protein Dispatched (od engl. otpremljen, poslan)

Dulbeccov minimalni esencijalni medij (engl. Dulbecco's Minimal
Essential Medium)

dimetil-sulfoksid

deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleid acid)
deoksinukleotid-trifosfati

ditiotreitol

etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic
acid)

epidermalni faktor rasta (engl. Epidermal Growth Factor)
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EGFR

FBS
FC
FITC
GANT
Gli
GIli3FL
Gli3R
GPCR
GSK3B
Hh
Hhat
Hh-Gli
Hh-N

HNPCC

HRP

IFT

Ilhh
Itch
KapB2
Kif27

Kif7

receptor epidermalnog faktora rasta (engl. Epidermal Growth Factor
Receptor)

fetalni govedi serum (engl. Fetal Bovine Serum)

promjena ekspresije (engl. Fold change)

Fluorescein

antagonist proteina Gli (engl. Gli antagonist)

protein Gli (engl. Glioma associated oncogene)

nepocijepani protein Gli3, aktivator (engl. Gli3 full length)
pocijepani oblik proteina Gli3, represor (engl. Gli3 repressor)
receptor vezan uz G protein (engl. G Protein-Coupled Receptor)
Kinaza glikogen sintaze 3

protein Hedgehog (od engl. jez)

Hedgehog aciltransferaza

Hedgehog-Gli

aktivni oblik proteina Hh, N-terminalni

nasljedni nepolipozni karcinom debelog crijeva (engl. Hereditary non-
polyposis colorectal cancer)

peroksidaza iz hrena (engl. Horseradish peroxidase)

kompleks intraflagelarnih transportnih proteina

imunoglobulin

protein Indian Hedgehog

E3 ubikvitin ligaza itchy

protein Karioferin B2 iz obitelji importina (engl. Karyopherin 82)
protein iz obitelji kinezina 27 (engl. Kinesin family member 27)

protein iz obitelji kinezina 7 (engl. Kinesin family member 7)
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LB

LOH

MAP-LC3

MEM

MTT

NBCCS

Numb

PAA

PARP

PBS

PCR

PDGFRa

PKA

Ptc

Ptch

RNA

RPLPO

SAG

SDS

Shh

Smo

SSD

SuFu

pufer za nanosenje uzoraka na PAA gel (engl. Loading buffer)
gubitak heterozigotnosti (engl. Loss of heterozygosity)

laki lanac 3 proteina vezanog s mikrotubulima (engl. Microtubule-
associated protein 1 light chain 3)

minimalni esencijalni medij (engl. Minimal essental medium)
(3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolij bromid)

sindrom nevoidnih bazeocelularnih karcinoma (engl. Nevoid Basal Cell
Carcinoma Syndrome)

protein Numb

poliakrilamid

polimeraza poli ADP riboze (engl. Poly ADP ribose polymerase)
fosfatni pufer (engl. Phosphate Buffer Saline)

lanc¢ana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction)

receptor trombocitnog faktora rasta alfa (eng. Platelet-Derived Growth
Factor Receptor Alfa)

Protein kinaza A

protein Patched kod vinske musice (od engl. zakrpan)

protein Patched kod ljudi

ribonukleinska kiselina (engl. Ribonucleic acid)

gen za veliki ribosomalni protein PO (engl. ribosomal protein, large, PO)
agonist proteina Smo (engl. Smoothened agonist)

natrijev dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl-sulphate)

protein Sonic Hedgehog

protein Smoothened (od engl. zagladen)

domena osjetljiva na sterole (engl. Sterol-Sensing Domain)

protein Suppressor of Fused (od engl. spojen)
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TGFB transformirajudi faktor rasta beta (engl. Transforming Growth Factor
Beta)

TR Teksas crveno (engl.Texas red)

VEGF vaskularni endotelijalni faktor rasta (engl. Vascular endothelial growth
factor)

BTrCP protein koji sadrZi ponavljanje beta transducina (engl. Beta-transducin

repeat containing protein)
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