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1. UvOoD

1.1. Signalni put Hedgehog-Gli (Hh-Gli)

1.1.1. Povijesni pregled otkréa signalnog puta Hh-Gli

Zadnjih desetak godina proSlog milenija¢cv@ tumor supresora otkrivena je zahvaljujué
nasljednim oboljenjima koja sadrze rak u svojoj patogenezi. Tako je novi tumor supresor
kloniran 1996. godine koji je uklj@h u razvoj nasljednog oboljenja pod nazivom Govlino
sindrom. Tada se pokazalo da se radi o genu Patched (PTCH), ljudskom homologutgena ve
poznatog iz genetike vinske musSi€rosophila melanogaste(Johnson i sur, 1996). Iste
godine pokazano je da je upravo protein kojeg kodira gen PTCH receptor za protein
Hedgehog (Hh) (Stone i sur, 1996) te je ustanovljena povezanostuzyta/nih komponenti
signalnog puta Hh-Gli: proteina Hh, Ptch i Smoothened (Smo) (Marigo i sur, 1996).iBuduc¢
da je razvojna biologija imala veliku ulogu u otkrivanju spomenutih proteina, i kakaGs@ave
gena otkrila u vinskoj musici na temelju razvojinih nepravilnosti, upravo su te nepravilnosti
dovele do zanimljivih naziva ovih gena odnosno proteina. Gen HH (eng. hedgehog=jez) dobio
je ime prema mutantimatlnke vinske musice koja je imala ,bodlje” nat®j strani, a PTC i

SMO prema izgledu zila u krilima vinske muSice (eng. patched=zakrpan;
smoothened=izglen). Godine 1987. ustanovljeno je da je ekspresgaqgg proteina do 50

puta povéana u glioblastomima, te je otkriveni protein naz\ain (Kinzler i sur, 1987).
Godinu dana kasnije otkriveni su i proteini Gli2 i Gli3 (Ruppert i sur, 1988). Ubrzo nakon
otkrica navedenih proteina ustanovljeno je da su proteinzapravo transkripcijski faktori
(Kinzler i sur, 1988). Pavletich i Pabo (1993) razjasSnjavaju kristalnu strukturu proteina Gli i
njegovog vezanja na DNA. Kristalna struktura Sonic Hedgehog (Shh) razjasSnjena je 1995.
godine (Tanaka Hall i sur, 1995) dok kristalne strukture proteina Ptch i Smo joS nisu
razrjeSene. Cohen Jr. (2003) navodi da signalni put Hh-Gli nije u cijelosti razjasnjen i da se
gotovo svakodnevno otkrivaju nove komponente ovog signalnog puta. Osim Sto je signalni
put Hh-GIi primarno vezan uz embrionalni razvoj gdje ima vaznu ulogu pri razvoju mnogih
tkiva i organa, sve se viSe prepoznaje njegova uloga u razvoju tumora, te u odrzavanju

somatskih i tumorskih maiiih stanica (Taipale i Beachy, 2001). Budda je ovaj rad rden



na humanim statinim linijama tumorskih stanica dojke odnosno nanistma sisavaca,

usredotditi ¢u se na grdu i funkciju signalnog puta Hh-Gli kod sisavacak@l1.1.).
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Slika 1.1. Pregled signalnog puta Hh-Gli kod sisavaca. U ldkrecijskoj stanici se posttranslacijski modificikh prekurzor dodavanjem kolesterola i palmitata iz
palmitinske kiseline. Protein Disp (eng. Dispatchethogiéava otpustanje proteina Hh iz stanica u kojimaajasiezanjem Hh liganda na svoj receptor Ptch,Sifpse
represija Smo, Sto dovodi do otpuStanja Gli sa SuFanslokacije Gli u jezgru, gdje on p#itranskripciju ciljnih gena. Dok nema stimuladiggndom Hh, protein Ptch
drzi protein Smo reprimiranim, te ne dolazi do dj@§ prijenosa signala i nema transkripcije ciljgéna. U takvom stiaju Gli se zadrzava u citoplazmi vezan za SuFu.
Protein Hhip (eng. Eldgehogrteracting potein) moze vezati Hh protein i na taj¢éimaodvl&iti Hh protein od svojeg pravog receptora, te tafdjesiti aktivaciju signalnog
puta Hh-Gli. (slika preuzeta i predena iz: Vamsidhar i Ramaswamy, 2007)



1.1.2. Glavne komponente signalnog puta Hh-Gli

1.1.2.1. Hedgehog gen/protein

Gen Hedgehog (HH) je otkriven pri genetskim istvahjima kojima je cilj bio razumijevanje
pravilne segmentacije tijela vinske musice (Nusskolhard i Wieschaus, 1980). Ovaj je gen
visoko konzerviran od vinske musice dovjeka i danas se na njega gleda kao nakiju
regulator pri embrionalnom razvoju (Varjosalo i gae, 2008). U kraljeSnjaka su otkrivena
tri njegova homologa, a nazvani su: Sonic hedgdBétH), Indian hedgehog (IHH) i Desert
hedgehog (DHH) (Echelard i sur, 1993; Krauss i $983; Riddle i sur, 1993; Marigo i sur,
1995). Sva tri produkta ekspresije ovih gena maguexzati za Ptchl i aktivirati signalni put
Hh-Gli (Pathi i sur, 2001). Shh je naSiroko ekspréam Hh protein i ukljdgen je u razvoj
razlicitih organa tijekom razvoja. Eksprimiran je pri vapj srediSnjeg Zianog sustava,
ekstremiteta, crijeva, pta, zubi i folikula dlaka (Ingham i McMahon, 200Dhh i Ihh
prvenstveno sudjeluju u razvoju kosti i siemeniBégood i sur, 1996; Day i Yang, 2008;
Cool i Capel, 2009). Ihh taker ima ulogu pri razvoju hrskavice, crijeva i mtijgh Zlijezdi
(Vortkamp i sur, 1996; St-Jacques i sur, 1999; dam Brink, 2007; Lewis i Veltmaat, 2004).
Naj¢egi i najbolje okarakteriziran je produkt gena SHHnodno protein Shh (slika 1.2.)
(Murone i sur, 1999). Shh protein pokazuje raijjaktivnost i najSiri raspon u tkivima (Pathi i
sur, 2001).

Slika 1.2.Kristalna struktura proteina Shh (slika preuzetaanaka Hall i sur, 1995).



Hh proteini prolaze procese sazrijevanja prije nggotpuste njihovi aktivni oblici iz stanica i
potom mogu aktivirati Hh signalizaciju (slika 1.3Nakon translacije, prvo se uklanja N-
terminalna signalna sekvenca sa polipeptidaveioko 45 kDa koji se potom autokat&kii
cijepa izméu glicina i cisteina pricemu nastaje N-terminalni fragment. Na N-terminalni
fragment se potom na njegovom C-kraju na glicinevkdlesterol prtemu nastaje fragment
velicine oko 19 kDa koji je povezan sa nizom poznatgnalizirajutih aktivnosti (Mann i
Beachy, 2004). Nakon toga se za cistein na N-teximom kraju uz pomoenzima Skinny
(Ski) hedgehog aciltransferaze veze palmitoilngsial palmitinske kiseline ptiemu nastaje
aktivni Hh protein (Buglino i Resh, 2008). Takavtigki Hh protein veze se na svoj
transmembranski receptor Ptch, koji se pri tomevaéti internalizira (Incardona i sur, 2000).
Veliku ulogu ima i protein Dispatched (Disp), kamogwava otpuStanje proteina Hh iz
stanica u kojima nastaje (Burke i sur, 1999). Tako protein Hhip (eng. étigehog
interacting_potein) moze vezati Hh protein i na taj¢ma odvlaiti Hh od svojeg pravog

receptora, te tako spr§@i aktivaciju signalnog puta (Vogt i sur, 2004).
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palmitinske kiseline pontm Skinny (Ski) hedgehog aciltransferaze na N-teaminkraj rezultira nastanak
dvostruko izmijenjene Hh signalne domene (HhNp)gli@in, C-cistein, F-fenilalanin. (slika preuzeta i
preurelena iz: Varjosalo i Taipale, 2008)



1.1.2.2. Patched gen/protein

Dva su homologa proteina Patched (Ptchl i Ptcliftiréma u kraljeSnjaka (Zaphiropoulous i
sur, 1999). Oni vezuju Shh, Ihh i Dhhe¢glim afinitetom i oba mogu oblikovati kompleks sa
proteinom Smoothened (Smo) (Hooper i Scott, 198n&i sur, 1996). Ptchl je prvenstveno
eksprimiran u mezenhimskim stanicama koje primajh,Sdok je Ptch2 eksprimiran u
epitelnim stanicama u kojima se proizvodi Shh prof@otoyama i sur, 1998). Ptchl je
eksprimiran u svim glavnim Shh ciljnim tkivima, dg& raspodjela Ptch2 opaZena gotovo
iskljucivo u kozi i sjemenicima (Hahn i sur, 1996; Motoyarm sur, 1998). Ljudski gen
PTCH1 obuhvéa 34 kb, smjeSten je na kromosomu 9922.3 i sad@2Kaona (Hahn i sur,
1996). Ptchl je transmembranski protein koji imatrbBAsmembranskih domena (slika 1.4.),
dvije velike vanstarhe petlje gdje se veze protein Hh i dvije velikautamstanine petlje
(Marigo i sur, 1996).

Slika 1.4.Shematski prikaz proteina Ptch. Zuto je a&ma starina membrana kroz koju prolazi 12

transmembranskih domena.

Poznato je da se u strukturi proteina Ptch nalazigha osjetljiva na sterole (SSD; engral
sensing_@main), za koju se pretpostavlja da stupa u int@jalsa kolesterolom vezanim na
Hh proteinu (Ingham, 2000). Tadker, protein Ptch gdom podsjéa na membranske

transporteregija je funkcija prijenos malih molekula kroz membua no njegova funkcija
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kao transportera joS nije dokazana. Protein Ptdkormbinaciji sa proteinom Hh, regulira i
stantni ciklus (Fan i Khavari, 1999), i to na dvac¢mea. Prvo, Ptch bez svog liganda moze
vezati faktor koji promovira M-fazu (MPF, eng.-phase ppmoting_factor), koji se sastoji od
ciklina B1 i kinaze CDK-1, te ga time zadrZava toplazmi i sprjéava njegovu aktivnost.
Kada dade do vezanja proteina Hh na Ptch, dolazi do otpigtaezanog ciklina Bl i
progresije kroz statini ciklus (Barnes i sur, 2001; Cross i Bury, 200B@yugo, prijenos
signala ovim signalnim putem dovodi do transkrigagiklina D i ciklina E,cime se opet
potice progresija kroz stafmi ciklus kada je signalni put aktivan (Duman-Sdheseir, 2002).
Protein Ptch djeluje kao negativni regulator sigogl puta jer u nedostatku vezanja Hh
blokira daljnji prijenos signala time Sto blokiraog koreceptor Smo. Kada se protein Hh veze
na Ptch, on otpusSta svoju blokadu proteina Smagnas se prenosi dalje. Krajnji produkt
prijenosa signala je transkripcija ciljanih genakaje spada i sam PTCH1. Ekspresija gena
PTCH1 smatra se univerzalnim markerom aktivnogmainog puta Hh-GIli (Murone i sur,
1999).

1.1.2.3. Smoothened gen/protein

Protein Smoothened (Smo) jeévgomenuti koreceptor signalnog puta Hh-Gli. Ossatra
pozitivnim regulatorom signalnog puta, jer je u wstsu inhibirajéeg Ptch konstitutivho
aktivan i potée prijenos signala ovim signalnim putem (Muroneui, s1999). Takder je
transmembranski protein, sa 7 transmembranskih dar@&cedo i sur, 1996). Blizu svog C-

terminusa sadrzi vezna mjesta za protein kinazslika(1.5.).
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Slika 1.5.Shematski prikaz proteina Smo. Prikazan je njggueZaj u membrani sa svojih 7 transmembranskih

domena.



Ptch se u neaktivnom obliku @bio nalazi na sta&inoj membrani, dok je Smo unutar stanice,
vjerojatno na membranama vezikula. Nakon aktivacggnalnog puta dolazi do
internalizacije proteina Ptch, i transporta prodeiBmo na vanjsku membranu stanice
(Incardona i sur, 2002). Nakon aktivacije protei8mo dolazi do niza fosforilacijskih
dogataja u citoplazmi u koje je ukljeno viSe kinaza, od kojih je jedna kinaza vezan&uz
protein vezane receptore (GRK; engpfBtein-coupledaceptor_knase) (Philipp i sur, 2008).
U kona&hnici to dovodi do fosforilacije proteina Gli, kage premjeSta iz citoplazme u jezgru i

pacinje djelovati kao transkripcijski faktor.

1.1.2.4. Gli gen/protein

Protein Gli (slika 1.6.) kod sisavaca je prisutatmi wazlicite izoforme, Glil, Gli2 i Gli3. Sve
tri izoforme imaju djelomino preklapajée funkcije, ali se ipak mogu okarakterizirati kao
iskljucivo aktivator (Glil), aktivator/represor (Gli2) epresor (Gli3) (Sasaki i sur, 1999). N-
terminalna domena proteina Gli sadrzi dominantquésorsku aktivnost, a C-terminalna
regija aktivacijsku domenu i domenu za smjestajtaptazmi. Glil protein ima skéanu N-
terminalnu domenug¢ime se kod njega izgubila represorska aktivnostppeein djeluje
iskljucivo kao aktivator (Dai i sur, 1999). Gli2 i Gli3 mo djelovati i kao aktivator i kao
represor, s time da je Gli2 primarno aktivator, gekGli3 primarno represor. Ativnost je
regulirana fosforilacijom putem PKA, nakon koje G2 i Gli3 proteini cijepaju na dva
fragmenta, od kojih N-terminalni fragment posjedigpresorsku aktivnost. Glil i Gli2 imaju
uglavnhom preklapajtu aktivnost, iako moze dbdo razlcite ekspresije pojedinih ciljnih
gena, primjerice nekih proteaza, inhibitora proteamnetaloproteaza te gena ukaih u

razvoj folikula dlake (Eichberger i sur, 2006).



Slika 1.6.Kristalna struktura proteina Glil vezanog na DNA.

Protein Glil je u neaktivnom obliku smjeSten u plieemi, gdje je vezan uz protein Suppessor
of Fused (SuFu), a mozda i joS neke proteine (Dwmaesur, 2003). Kompleks nije joS u
potpunosti okarakteriziran kod sisavaca, ali se dmge SuFu negativni regulator signalnog
puta te da mijenja lokalizaciju proteina Glil urmutganice (Kogerman i sur, 1999; Ding i sur,
1999). Nakon aktivacije signalnog puta SuFu se wtikra i proslijeiuje na razgradnju u
proteasom (Yue i sur, 2009). Talay, postoji teorija da Ptch moZe direktno djelovetiGili,
Sto zn&i da prijenos signala moZe biti neovisan o Smo kBulraian mehanizam jos nije
razjasnjen ali poznato je da u interakciji sudjelaminokiseline 180-786 i 1058-1210 na
proteinu Ptch (Rahnama i sur, 2006). Téko vezanje Shh pét ekspresiju Glil, a ko
ekspresiju Gli3. S druge strane, Gli3 moze direkijecati na aktivhost promotora gena
GLI1 (Dai i sur, 1999). Prema najnovijim saznanjjnaktivacija proteina Gli ne mordii
iskljucivo kanonékim putem. Gli se moze aktivirati preko ratiih signalnih puteva, Sto je
do sada pokazano za signalne puteve EGFR, kojviaktAkt (Omi i sur 2005), TGF
(Dennler i sur, 2007) i Ras/Raf (Ji i sur, 2007 &ktoptku aktivaciju se najzasluznijim
smatra upravo protein Gli2, a ne Glil (Bai i sui02).

1.1.2.5. Ciljni geni signalnog puta Hh-Gli

Svi Gli proteini se vezuju na DNA por&@w pet domena cinkovog prsta koje prepoznaju
konsenzus Gli selektivhu sekvencu 5-TGGGTGGTCH2! taj néin aktiviraju ili reprimiraju
specifene ciljne gene (Kinzler i Vogelstein, 1990). Glawiljni geni za signalni put Hh-Gli
uklju¢uju PTCH1, PTCH2 (Rahnama i sur, 2004) i GLI1 (lLesair, 1997; Dai i sur, 1999)
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gene koji u odgovoru na aktivirani signalni put pplgju poviSenu razinu mRNA i proteina
(Dai i sur, 1999; Ikram i sur, 2004). P¢ame ekspresije PTCH1, PTCH2 i GLI1 su vrlo
pouzdani pokazatelji aktiviranog signalnog puta sSigaravaju negativhu i pozitivhu
~feedback” regulaciju Hh signalizacije. Ostali niljgeni ukljwuju Hip (Chuang i McMahon,
1999), regulatore stafnog ciklusa (ciklin D2 i ciklin E) (Duman-Scheelsur, 2002) i
apoptoze (Regl i sur, 2004)anove signalnog puta Wnt (Mullor i sur, 2001; Lsur, 2007),
N-Myc (Oliver i sur, 2003), Ptch (Cross i Bury, Z)0ceruloplazmin, Intee-tripsin inhibitor
teski lanac 3 (ITIH3) (Kato i sur, 2001), bcl-2 ¢@low i sur, 2004), FOXM1 (Teh i sur,
2002) i mnoge druge. Aktiviranje i deaktiviranjeito\gena su mehanizmi kojima Hh moze

doprinijeti normalnom razvoju tkiva i organa alktder i nastanku tumora.

1.2. Uloga signalnog puta Hh-Gli u embrionalnom razoju sisavaca

Signalni put Hh-Gli ukljgen je u niz razéitih procesa tijekom embriogeneze, i visoko je
oc¢uvan kroz evoluciju (Huangfu i Anderson, 2006).r&ilpi put Hh-Gli izuzetno je zdajan
kod embrionalnog razvoja sisavaca. U prilog tomeogocinjenica da knock-out miSevi iz
kojih je izba&en gen za PTCH1 ili SHH umiru vrlo rano tijekom embalnog razvoja.
Proteini Hh mogu djelovati kao mitogeni, morfogendiferencijacijski cimbenici tijekom
razlicitih faza razvoja na raziitim mjestima, na v@m ili manjim udaljenostima (Cross i
Bury, 2004). Shh kontrolira oblikovanje neuralngewi, udova, probavnog sustava, ¢dui
folikula dlake te simetriju lijeve i desne stramela (Jia i Jiang, 2006). Ihh se eksprimira u
crijevima i prehipertropnim hondrocitima u hrskayigdje regulira morfogenezu kosti (Jia i
Jiang, 2006). Dhh se eksprimira pretezito, ali skljucivo, u Sertolijevim stanicama
sjemenika. Tu ima Kklgnu ulogu u diferencijaciji spolnih stanica (Muronsur, 1999). Pod
utjecajem signalnog puta Hh-Gli razvijaju se i gudia (Hebrok, 2003), diferenciraju stanice
kosti (Nakamura i sur, 1997), @ i hrskavica (Miller i sur, 2004), sazrijevajuinetblasti i
diferenciraju ganglijske stanice (Masai i sur, 2008h-Gli signalni put takdéer odrzava
proliferirajuce mattne stanice u fetalnoj kozi (Zhou i sur, 2006). Svaleregulacija ovog
signalnog puta mozZe dovesti do ozbiljnih poréaje tijekom razvoja i rezultirati razltim
malformacijama. Najbolji primjer za to je ciklopijed ovaca, zahvaljufu kojoj je otkriven
prvi poznati inhibitor signalnog puta Hh-Gli. Ovkeje su se hranile planinskim ljillanom,
Veratrum californicummnogo suwe&e janjile malformiranu janjad nego ovce koje seneji
nisu hranile. Biokemijskom analizom biljke ufieno je da je za malformacije zasluzan jedan

alkaloid iz te biljke, koji je dobio ime ciklopamifTaipale i sur, 2000). Kasnije je otkriven niz
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drugih spojeva koji mogu na Hh-Gli signalni putldjati kao antagonisti ili kao agonisti.
Kasnije je detektiran i niz drugih poretaga vezanih uz porerdagje u ovom signalnom putu.
Gubitak proteina Gli2 povezan je sa nastankom hokyncefalije (Belloni i sur, 1996;
Roessler i sur, 1996) i ciklopije (Chiang i sur96® Promjene u GIi3 dovode do sindaktilije
(Litingtung i sur, 2002), polidaktilije tipa A (Radkrishna i sur, 1999) i Pallister-Hall
sindroma (Kang i sur, 1997). Gorlinov sindrom zdjwac¢i kojem je ovaj signalni put
pronaien kod sisavaca, karakterizira niz malformacija:lptasencefalija, ciklopija,
malformacije Saka i stopala, malformacije kraljegnirasjeplijeno nepce i usne (Levanat i sur,
1996). Kako je Gorlinov sindrom uzrokovan mutacijargenu PTCH1, sve ove malformacije

su direktna posljedica pored@nog prijenosa signala signalnim putem Hh-Gli.

1.3. Uloga signalnog puta Hh-Gli u odraslom organinu

U odraslom organizmu signalni put Hh-Gli jecieom inaktiviran ili slabo aktivan, ali se po
potrebi moze aktivirati. Takva aktivacija se javhamijerice kod zacjeljivanja rana, gdje je
¢ini se signalni put Hh-Gli jedan od kaih signala (Le i sur, 2008). Signalni put Hh-Gli |
uklju¢en u odrzavanje somatskih ntaih stanica u odraslom organizmu. Somatske dmati
stanice su pluripotentne stanice koje se spordedigdi iz njih mogu nastati pojedini tipovi
tkiva, te su vazne u obnavljanju tog tipa tkiva\{itg i Richter, 2007). Najpoznatije métie
stanice su krvotvorne matie stanice, iz kojih mogu nastati réik krvne stanice, ali takve
stanice se mogu tiai u svim ostalim tkivima. Do sada je signalni gdbh-Gli impliciran u
nizu takvih somatskih manih stanica, primjerice dojke (Kalirai i Clarke, @), ziwanih
stanica (Stecca i Ruiz i Altaba, 2005; Shi i sQ&), plka (Watkins i sur, 2003), koze (Zhou
i sur, 2006), eritropoetskih stanica (Detmer i 2004). Vaznu ulogu ima u oblikovanju i
normalnoj funkciji folikula dlake (Silva-Vargas ug 2005). Osim u matnim stanicama, u
ostalim tkivima signalni put Hh-Gli prisutan je sam primarnim cilijama. Primarne cilije su
nepoméne strukture na povrSini stanica, dgae su od mikrotubula a sudjeluju u primanju
signala iz okoliSa. Mogu se éiana mnogim stromalnim stanicama u tijelu sisavd@ma
najnovijim saznanjima, primarna cilija je neophodra funkciju signalnog puta Hh-Gli
(Michaud i Yoder, 2006).
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1.4. Uloga signalnog puta Hh-Gli u karcinogenezi

Osim odrzavanja normalnih métih stanica, u zadnje vrijeme je popularan novi aetod
razvoja tumora koji ukljtuje maténe stanice tumora. Taj model govori da unutar sgako
tumora postoji set stanica koje se ponaSaju kacineastanice: sporo se dijele, ali ucslju
potrebe mogu vrlo brzo proliferirati i stvoriti nowopulaciju tumorskih stanica (Nicolis,
2007). Cesto su karakterizirane upravo aktiviranim sigmalrputevima ukljdenim u rast,
prezivljenje, migraciju, proliferaciju i otpornosa lijekove. Jedan od tih signalnih puteva je
upravo Hh-Gli (Mimeault i sur, 2007; Peacock i se007). Upravo se na njih pokuSavaju
usmijeriti nove generacije antitumorskih lijekovajek bi ciljano blokirale ovakve signalne
puteve (Lou i Dean, 2007). Matie stanice nekih tumora sudévekarakteizirane, te je
potvideno da u njihovom odrzavanju ulogu igra signalri ib-Gli, primjerice u multiplim
mijelomima (Peacock i sur, 2007) ili adenokarcinogusterde (Dembinski i Krauss, 2009).
Ve¢ spomenuti Gorlinov sindrom osim navedenih malfarijaakarakteriziraju i razni tumori.
Sam sindrom je poznati i pod drugim nazivima, kensii Sindrom nevusa bazalnih stanica
(NBCS; eng._pvus Iasal _ell syndrome) ili NBCCS (eng. evoid lasal _ell carcinoma
syndrome). Samo ime govori da se u ovome sindronhu dgsto javljaju tumori bazalnih
stanica, tzv. bazeocelularni karcinomi (BCC; erapsd®llular arcinoma) (Bale i Yu, 2001).
Osim njih, u sindromu sdesti i meduloblastomi, rabdomiosarkomi, fibromiasicjajnika,
meningiomi i ciste&eljusti (Levanat i sur, 1996). Dakle, nastanak spoatih tumora povezan
je sa poremi&nom funkcijom signalnog puta Hh-GIli. Talay, gliobastomi, po kojima su
proteini Gli dobili ime, takder nastaju kao direktna posljedica poremetnje asiggalnog
puta (Kinzler i sur, 1987). Pokazalo se da je razpomradénih BCC-a, koji nisu vezani uz
Gorlinov sindrom, takder posljedica poremetnje ovog signalnog puta (Bod€99). Skni
podaci dobiveni su i za fiborome jajnika (Levanagur, 2004), cisté€eljusti (Levanat i sur,
2000) i meduloblastome (Pietsch i sur, 1997; diddaullio i sur, 2004). Osim dite veze
navedenih tumora sa signalnim putem Hh-Gli, u zadmjjeme nalazi se sve viSe i viSe
razlicitih tipova tumora u kojima je ovaj signalni put neki n&in poreméen. Do sada je to
pokazano za: melanome (Stecca i sur, 2007; BariE8ur, 2007), trihoepiteliome
(Votechovsky i sur, 1997), rabdomiome i rabdomiosarkdqiestar i sur, 2006; Zhan i
Helman, 1998), tumore probavnog trakta (Qualthrougbur, 2004)), tumore prostate
(Karhadkar i sur, 2004), rak malih stanicagalWatkins i sur, 2003), skvamozni karcinom
plu¢a (Fujita i sur, 1997), rak gusStéea (Thayer i sur, 2003), rak mokreog mjehura
(Aboulkassim i sur, 2003; Thievessen i sur, 20@8enome hipofize (Vila i sur, 2005), rak
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dojke (Katano, 2005), rak jajnika (Chen i sur, 200/@0 i sur, 2009) te krotnu mijeloidnu
leukemiju (Sengupta i sur, 2007). Polimorfizmi tngePTCH1 mogu djelovati na &a da
poveavaju sklonost organizma da razvije atéei tip tumora u oddenim uvjetima,
primjerice BCC-a (Strange i sur, 2004) ili raka ldoju kombinaciji sa oralnom
kontracepcijom (Chang-Claude i sur, 2003). Najrnovgzultati pokazuju da se osim
mutacijama, ovaj signalni put moze poremetiti iggpietski, ténije metilacijom promotora
gena. Do sada je pokazano da je metilacija proraaiena PTCH1 po¢ana u dermoidima i
fibromima jajnika Cretnik i sur, 2007) i raku dojke (Wolf i sur, 2007Jok u drugim
tumorima nema utjecaja, primjerice kod BCCé&efnik i sur, 2007), tumori endometrija i
jajnika (L6f-Ohlin i sur, 2010) i meduloblastomir{hard i Olson, 2008).

1.5. Ciklopamin

Prvi i najpoznatiji spoj, koji se joS uvijek najei&oristi za modulaciju ovog signalnog puta je
ciklopamin (slika 1.7.), alkaloid izoliran iz bigkplaninskog ljillanayeratrum californicum
(McFerren, 2006)Ciklopamin inhibira aktivnost signalnog puta nainada blokira prijenos
signala nizvodno od proteina Smo. VeZe se na SmojoBanepoznatom mjestu, te
onemogdava njegovu aktivaciju i daljnji prijenos signalBe@chy i sur, 1997). Nedugo
nakon otkréa ciklopamina prorden je i njegov strukturni analog tomatidin (slik8&.) koji je
bez inhibicijske aktivnosti (Thayer i sur, 2003)kiBpamin i tomatidin vrlo s€&esto koriste
paralelno u pokusima buéiuda je tretman tomatidinom dobra negativna koatrdDstali
spojevi koji modificiraju aktivnost signalnog putdh-Gli djeluju na razliitim razinama
prijenosa signala (slika 1.9.). Na najvisoj razifeluje antitijelo 5E1, koje inhibira vezanje
proteina Hh na Ptch. Na razini proteina Smo djeldjdopamin, a i kasnije razvijene
modifikacije ciklopamina, kao Sto su KAAD-ciklopam{koji ima joS j&i ucinak nego sam
ciklopamin) ili bodipy-ciklopamin (koji je obiljezetako da fluorescira zeleno). Posljednjih
godina se radi na ispitivanju niza r&#ih kemijskih spojeva u svrhu pronalazenja novih
modulatora signalnog puta Hh-Gli koji bi imali pdjSanu aktivnost i manju tok&iost, te bi
se mogli primjenjivati u terapiji, primjerice GDC@2 (Yauch i sur, 2008). Oksisteroli
stimuliraju signalni put Hh-Gli na & da poniStavaju inhibiraje djelovanje inhibitora
sinteze kolesterola. Inhibitori sinteze kolesterstgzavaju ekspresiju ciljnin gena signalnog
puta Hh-Gli, a dodatak oksisterola t&nak poniStava (Corcoran i Scott, 2006).

14



Slika 1.7.Struktura ciklopamina.

Slika 1.8. Struktura tomatidina.
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Slika 1.9. Prikaz razkitih natina inhibicije signalnog puta Hh-Gli. Ligandi Shihh i Dhh izl&uju se iz
sekrecijskih stanica i vezu na transmembranskiptecePtch u Hh osjetljivoj stanici. U odsustvu Hbanda
Ptch je vezan za Smo i blokira funkciju proteinacSidada je ligand prisutan, Smo poseesignalizirajgdu

kaskadu koja rezultira otpuStanje transkripcijskaigora Gli sa proteina Fused (Fu) i proteina Ssipref Fused
(SuFu). Dok je blokirana funkcija Smo, SuFu sgapa translokaciju Gli u jezgru. Kada je ligand Hisptan,
Fu inhibira SuFu i Gli se otpuSta. OtpuSteni Gliaga translocira u jezgru i kontrolira transkrjpaiiljnih gena.
Crvene linije i spojevi napisani crveno pokazujlibitore ovoga signalnog puta koji imaju potencifal
terapeutsko djelovanje. Ova slika se odnosi nakuimauSicu, ali vrijedi i za prijenos signala u si@ea sa

izuzetkom proteina Fu. (slika preuzeta iz: Liui,2005)

1.6. Estrogeni i estrogeni receptori
1.6.1. Estrogeni

Estrogeni su skupina steroidnih spolnih hormona okazuju vazne bioloSke funkcije. Tri
su glavna estrogena koja se prirodno nalaze ukamdsorganizmu: estradiol, estriol i estron.
Estradiol je najvazniji estrogen u ljudskom tijéslika 1.10.). Estrogeni su regulatori za rast i
diferencijaciju razkitih tkiva uklju¢ujuéi reproduktivni sustav, dojke odnosno mine
Zlijezde, sredisSnji ziani i potporni sustav (Couse i Korach, 1999; Pssten i Gustafsson,
2001). Izmdu ovih tkiva, rast mlijénih zlijezda i endometrija maternice tijekom trudea
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menstruacijskog ciklusa ovise o estrogenu. @akdge poznato da je estrogen ukba u
mnoge patoloSke procese kao Sto su tumori dojkelometrija maternice (Henderson i sur,
1988) te osteoporoza (Horowitz, 1993). Uz prolibgski ucinak na normalne stanice,
estrogen se smatra stimulansom za inicijaciju icpofe tumora. EpidemioloSke studije su
pokazale da dugotrajno izlaganje estrogenu kod rapearhe, kasne menopauze, i kod
nadomjesne terapije estrogenom mogu bitcnizfaktor za nastanak raka dojke i maternice
(Rose, 1996; Clemons i Goss, 2001). Eksperimemvaateniin vitro pokazali su da su
stanice izvedene iz tumora dojke i maternice spwosotasti pri tretmanu estrogenom.
Opravdano je smatrati da stimulativnéinak estrogena na proliferaciju stanica o

pridonosi rastu malignih tumora (Holinka i sur, 89&oster i sur, 2001).

Slika 1.10.Struktura estradiola.

1.6.2. Estrogeni receptori

Estrogene receptore (ER) prvi je opisao ranih Setide godina Elwood Jensen i njegov
suradnik (Jensen 1962; Jensen i Jacobson, 196&#pgEsi receptori swlanovi obitelji
jezgrinih receptora gine strukture i n@na djelovanja, a djeluju kao transkripcijski fakto
Dva su tipa estrogenih receptora kod ljudi,cERERB. ERx je protein grden od 595
aminokiselina i molekularne tezine od 66 kDa dokEjeB kraci i laksi, graien je od 530
aminokiselina i ima molekularnu tezinu oko 60 k[Q¥a estrogena receptora sudgma od

pet domena (slika 1.11.).
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Slika 1.11.Prikaz grae estrogenih receptora (ERERp). A/B je N- terminalna regulatorna domena kojarzad
aktivacijsku funkciju 1 (AF-1¥ija je aktivnost neovisna o prisustvu liganda. Blaipcijska aktivacija AF-1 je
obi¢no vrlo slaba ali zajedno sa AF-2 u E-domeni poj@aminogo jasniju pojanu regulaciju ekspresije gena.
A/B domena je vrlo varijabilna u sekvencama izmeva dva estrogena receptora. C je DNA-veiaigomena
(DBD; eng. INA-binding domain) koja je visoko konzervirana domena i sadr& cinkova prsta kojima se
vezuje na specifne sekvence DNA koje nazivamo ERE (engtr@gen_esponse lements). D je savitljiva
domena koja povezuje DBD sa ligand vezojm domenom (LBD; engidand binding dmain). E je ligand
vezujua domena, umjereno je konzervirana u sekvencamao&ovkonzervirana u strukturi izide ova dva
estrogena receptora. LBD sadrzi aktivacijsku fujkgi (AF-2) ¢ija je aktivnhost ovisna o prisustvu liganda. F je
C-terminalna domena, razlikuje se u sekvencama dam@va dva estrogena receptora. (slika preuzeta i
preurelena iz: Klinge, 2000)

Regulatorna domena (A/B) ima ulogu regije za irkeija sa koregulatorima i najmanje je
konzervirana. Niska homologija A/B domene je razzagazléitu funkciju ova dva receptora
Sto rezultira razlikama u njihovoj aktivaciji (Clitati i sur, 2009). DNA vezujéa (C) i ligand
vezujwta (E) domena su najviSe konzervirane (Mosselmam,i1996). C domena ima veliki
afinitet za povezivanje sa estrogen odgovornim elgima (ERE; eng. $frogen_Rsponse
Elements), a to su specifie DNA sekvence ciljnih genaju transkripciju vezanjem na ERE
ta domena pate (Melvin i sur, 2004). E domena je odgovorna zeacsggno vezanje za
ligande kao Sto su estradiol ili selektivni modatatestrogenih receptora (SERM; eng.

selective _strogen_eceptor_modulator). D domena je ukljena u lokalizaciju receptora u
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jezgri te u modulaciju koaktivatora i posttransisice@ modifikacije (Sentis i sur, 2005). F
domena se nalazi na karboksilnom kraju receptargp doj je funkcija bila nepoznata a u
zadnje vrileme pokazalo se da modificira vezargarida (Skafar i Zhao, 2008). Mehanizam
molekularnog djelovanja ER (slike 1.12. i 1.13Jetena ndin da se ER na koje su vezani
estrogeni vezu kao homodimeri (EERa, ERBERP) ili kao heterodimeri (ERERB) na ERE
pomau svoje DNA vezujée domene i reguliraju transkripciju ciljnih genaR Emaju dvije
neovisne transkripcijske aktivacijske funkcije (Akdje zajedno sa aktivatorima piti
aktivnost RNA polimeraze Il. N-terminalna A/B donazeposjeduje ligand-neovisnu AF-1,
dok E domena posjeduje ligand-ovisnu AF-2 aktikeij funkciju (Delaunay i sur, 2000;
Wwarnmark i sur, 2003).

gene T
4 expression
(g O
q Q.f = agonist
:slrogen . q L

eceptor ry

gene
expression

7 >
Estrogen = /(

"

P 3¢ oo

Receptor ~ antagonist

Slika 1.12. Mehanizam aktivacije i deaktivacije estrogenihepgora. Strukture na slici prikazuju ligand
vezujutu domenu estrogenog receptora (zeleno) kompleksisanagonistom (estrogenom) ili antagonistom
(npr. tamoksifenom). Kada se agonist veze za estiogeceptor, C-terminalni kraj ligand-vezégudomene
(H12, svjetlo plavo) je pozicioniran tako da se Woator (crveno) moZe vezati za ligand-vezujudomenu.
Vezani antagonist ispunjava isto ligand-veZajudubljenje estrogenog receptora. Antagonist iodathk koji
steriki istisne H12 koji tada zauzima otprilike isto i@ u prostoru gdje se ¥mveze koaktivator i na taj éia
blokira vezanje koaktivatora za ligand vezujudomenu. (slika preuzeta iz: Brzozowski i sur, Z:9hiau i sur,
1998)
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Slika 1.13.Shematski prikaz molekularnog djelovanja estradial- estradiol (E) se veze velikim afinitetom za
estrogeni receptor (ER) ptemu dolazi do disocijacije proteina HSP90 (engati®iock Rotein 90); 2 - E-ER
kompleksi se dimeriziraju i lokaliziraju u jezgriasice; 3 - E-ER dimer se veze za DNA sekvencu R& H
promotorskoj regiji estrogen-osjetljivih gena; 4aktivacija transkripcije poniu E-ER dimera ukljtuje
interakciju transkripcijskih aktivacijskih funkcijeAF-1 i AF-2) sa transkripcijskim koaktivatorimajk poticu

aktivnost RNA polimeraze Il. (slika preuzeta iz: Wil i sur, 2000)

1.7. Tamoksifen

Tamoksifen (slika 1.14.) je nesteroidni selektivnodulator estrogenih receptora (SERM,;
eng._*lective_Estrogen_Rceptor_Mdulator) koji sefesto koristi u kemoterapiji za tretman
estrogen-ovisnih tumora dojke (Fisher i sur, 1988Keon, 1999; Radmacher i Simon, 2000;
de Médina i sur, 2004). Kada se daje kao adjuvatdgrepija djelotvoran je pri lifEnju
pacijenata sa metastatskim rakom dojke¢prnu smanjuje opasnost od recidiva i smrti od
raka dojke (Love, 1989). KoriStenje tamoksifena gesebno indicirano kod Zena u
postmenopauzi koje imaju estrogen receptor-ovisingote dojke. Takder se koristi i kao
kemopreventivno sredstvo kod zZena koje imaju visaik za razvoj tumora dojke (Marshall,
1998). Tamoksifen djeluje primarno preko estrogeriteptora tako da modulira ekspresiju
gena (slika 1.15.). Dok tamoksifen u nizim koncaajama (0,1-1uM) uzrokuje zastoj
stantnog ciklusa (Otto i sur, 1996), farmakoloSke koricanje (viSe od 2uM) tamoksifena
uzrokuju apoptozu stanica tumora dojke (Perry i, 1995). Pored genomskihcinaka
posredstvom estrogenih receptora, farmakoloSke ekdrexcije tamoksifena pokazuju da

imaju estrogen receptor-neovisne negenomskeka na razliite vrste stanica (Ferlini i sur,
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1999; Kim i sur, 1999; Zhang i sur, 2000). Tamodsiftak@er pokazuje proapoptoie
ucinke na estrogen receptor-neovisne stanice tumopieed na neke druge tipove stanica
kojima nedostaju estrogeni receptori kao Sto snicamalignih glioma, tumora gustéea
tumora jajnika, te melanoma (Couldwell i sur, 19&&Imann, 1997; Heerdt i Borgen, 1999;
Lehenkari i sur, 2003). Tamoksifen u farmakoloSkiomcentracijama ima ionof@ni ucinak
na stanine membrane koji je povezan sa naglim promjenanogpusnosti membrana i
unutarstarinog pH, Sto dovodi do smanjene vijabilnosti i snattanica (Lehenkari i sur,
2003). Promjene protoka kroz membranu i izmjenetanstantnog protoka kalcija (Zhang i
sur, 2000; Custodio i sur, 1998) te porast oksidaty stresa i poremiena funkcija
mitohondrija povezani su sa st&mom smrti koju uzrokuje tamoksifen (Cardoso i 2001;
Dietze i sur, 2001; Cardoso i sur, 2003). Tamoksgiekazuje brzu inhibiciju estrogen-ovisne
protein kinaze C u MCF-7 stanicama i hondrocitifsahiwartz i sur, 2002; Boyan i sur,
2003), a uzrokuje i brzu smrt mitohondrija u estre@visnih i estrogen-neovisnih stéamh

linija tumora dojke (Kallio i sur, 2005).

Slika 1.14.Struktura tamoksifena.
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Slika 1.15.Shematski prikaz molekularnog djelovanja tamoksifel - tamoksifen (T) se veZe nizim afinitetom
u usporedbi sa estradiolom za estrogeni recep®R) (i cemu dolazi do disocijacije proteina HSP90 (ereath
shock potein 90); 2 - T-ER kompleksi se dimeriziraju; 3-ER dimer se translocira u jezgru stanice¢pmu je
aktivacijska funkcija AF-1 aktivha dok je AF-2 inaka; T-ER dimer se veZze za DNA sekvencu na ERE u
promotorskoj regiji estrogen osjetljivin gena; 4transkripcija estrogen osjetljivih gena je smanjertmg
inaktivne aktivacijske funkcije AF-2 jer ne doladth vezanja koaktivatora za T-ER dimer; djelomai aktivnost
koja je prisutna posljedica je&inka AF-1 koja nakon vezanja tamoksifena za ERjestktivha u T-ER dimeru.

(slika preuzeta iz: Howell i sur, 2000)

Kompeticija tamoksifena sa estrogenom glavni je anetam u efikasnim terapijama esrogen-

ovisnih i estrogen neovisnih tumora dojke.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovih istrazivanja bili su ispitati aktivnbgiena signalnog puta Hh-Gli u sté&mm
linjama tumora dojke kao i modge mehanizme regulacije. Naime, signalni put Hh-Gli
aktivan je u embrionalnom i ranom razvoju i sudglu formiranju organa, a poremetnje u
njegovom funkcioniranju odrazavaju se u malformeoig ploda. U odraslom organizmu
signalni put je neaktivan, a u nekim se tumorimkazala njegova povana ili promijenjena
aktivnost. U posljednjih nekoliko godina otkrivesie promjene u aktivnostima nekih od gena
tog signalnog puta koje bi mogle imati ulogu u g&eezi mnogih tumora kao $to su tumori
plu¢a, prostate, dojke, probavnog trakta i drugimanfrerocjenama signalni put Hh-Gli
sudjeluje u jednoj t@ni svih smrtonosnih tumora i stoga ovaj signalai postaje zn&jnom
metom potencijalnih terapija raka.

Ovim radom smo Zzeljeli utvrditi ziaj signalnog puta Hh-Gli u raku dojke u uvjetimadk
se radi o0 estrogen-ovisnim ili estrogen-neovisnwvetima. U tu svrhu koristili smo dvije

stanine linije: estrogen-ovisne i estrogen-neovisne.

Glavni ciljevi ovog rada bili su:

- istraziti i upoznati mehanizme djelovanja sigmgrputa Hh-Gli i mogéih inhibitora kao
novih terapeutika tumora dojke

- istraziti mehanizme djelovanja signalnog puta@lht eventualne interakcije sa estrogenim
receptorima u tumorima dojke

- utvrditi da li inhibitori signalnog puta Hh-Gli ogu djelovati kao terapeutici u tumorima
dojke ovisnima ili neovisnima o estrogenim recejptar

- ispitati radi li se o kanonijskom signalnom ptth-Gli

- utvrditi da li ima elemenata autokrine regulatije-Gli signalnog puta

- doprinijeti novim putevima u terapijama raka dojyudui da se koristi novi signalni put joS
neopteréen rezistencijom na poznate lijekove

- ispitati moguénost koriStenja ciklopamina i tamoksifena u komiandj terapiji tumora
dojke
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

U ovom radu su koriStene dvije trajne stae linije tumora dojke, MCF-7 i Sk-Br-3. MCF-7
je estrogen-ovisna stamia linija tumora dojke dok je Sk-Br-3 estrogen-rispa starina
linija tumora dojke koje rastu zalijepljene na pugil u mediju DMEM (Dulbeccov minimalni
esencijalni medij; eng. Wbecco's_Nhimal Essential_Mdium, SIGMA) sa 10% fetalnog
goveaieg seruma, FBS (engefal Bovine Srum, GIBCO).

3.2. Metode

3.2.1. Rad sa stanim kulturama

Rad sa statinim kulturama odvijao se u sterilnim uvjetima, uklyo sav laboratorijski
pribor, otopine, puferi i hranjivi mediji. Rukovangvime Sto je vezano uz stame kulture
odvijalo se u kabinetu za rad u sterilnim uvjetisadaminarnim protokom zrakdja se radna
povrSina dezinficira 70% etanolom prije i nakonlsaporabe, te sterilizira UV svjetlom. Za

potrebe ovog rada koriste se petrijeve zdjelicenpeca 10 cm.

3.2.1.1. Odmrzavanje stanica

Stanice su pohranjene u mediju za zamrzavanje (5&m, 40% medij, 10% DMSO) u
krioampulama na temperaturi od 280 Prilikom odmrzavanja stanica bitno je stanickediti

Sto brze. U sterilnu staklenu epruvetu se odpipdtiml hranjivog medija (DMEM sa 10%
FBS). Krioampula sa zamrznutim stanicama se majdjeau ruci, toliko dugo da se zakna
smjesa odvoji od stijenke krioampule pézpri tome da véina sadrzaja ostane zdéna.
Sadrzaj se brzo prelije u sterilnu staklenu epwget hranjivim medijem, a zatim centrifugira
na 1200 rpm (HARRIER 18/80, Sanyo, r=10 cm) 5 nanuta bi se stanice isprale od
krioprotektanta DMSO. Odmah nakon centrifugiranjpesnatant se odlije, a talog stanica se

resuspendira u 10 ml hranjivog medija i prenesetujpvku promjera 10 cm. Petrijevka se
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potom lagano protrese da se sadrzaj sa stanicainalijo rasporedi po dnu petrijevke, a

potom se pohrani u inkubator &7, 5% CQ).

3.2.1.2. Odrzavanje i presdivanje stanica u kulturi

Stanicama u kulturi pozeljno je mijenjati hranjimiedij svaka dva do tri dana. Kada stanice
narastu toliko da gotovo potpuno prekriju podlogetripevke treba ih presaditi. Prvo se
pipetom ukloni sav hranjivi medij sa stanica. Zasena stanice nalije 5 ml fosfatnog pufera
(PBS bez Ca i Mg, eng. Phosphate Buffer Saling@) idM KH,PQO,, 136 mM NaCl, 1 mM
NaHPOy, KH.PO,, pH 7,2), petrijevka se potom kratko protrese idselsadrzaj promijesao i
nakon toga se PBS ukloni pipetom i baci. Na t&mae stanice isperu od zaostalog seruma
iz hranjivog medija, a to je potrebndiniti jer bi zaostali serum iz hranjivog medija namg
inaktivirati djelovanje tripsina. Zatim se na stmidoda oko 1 ml tripsina (0,05% w/v) te
ostavi da djeluje na priljepljene stanice oko 5 umanodnosno toliko vremena dok se stanice
ne odvoje od podloge. Kada se stanice odvoje otbgedna njih se doda 5 ml kompletiranog
hranjivog medija i cijeli sadrzaj u petrijevki dabse resuspendira propuhivanjem nekoliko
puta kroz pipetu. Od cijelog volumena otopine 1atdpine se nasadi &istu petrijevku i

dopuni do 10 ml kompletiranim hranjivim medijem.

3.2.1.3. Zamrzavanje stanica

Za dugotrajno pohranjivanje duvanje stanica stanice je potrebno zamrznuti. Stase
zamrzavaju kada je njihova guétooptimalna odnosno kada su od 80% do 90% konfheent
Postupak zamrzavanja ¢ioje slicno kao postupak predisanja. Sa stanica se prvo ukloni
hranjivi medij, a zatim se stanice isperu PBS-omz @& i Mg i potom tripsiniziraju.
Tripsinizirane stanice se resuspendiraju u 5 mhjivag medija i prenesu u sterilnu staklenu
epruvetu, te ostave na hladnom mjestu (u frizidexu#C ili na usitnjenom ledu) pola sata
do sat da se polako ohlade. Nakon toga se stamiciifogiraju na 1200 rpm 5 min u
centrifugi koja je ohldena na +4C. Nakon centrifugiranja sa stanica se odmah odlije
supernatant, a talog se resuspendira u 1 ml hlanheatija za zamrzavanje (50% serum, 40%
medij, 10% DMSO) i zatim odmah prebaci u krioampwumioampula se odmah pohrani u
frizider na -80C, gdje treba stajati od 1 do 2 dana (moze i dmlilek mjeseci). Za dulje

pohranjivanje £uvanje stanica krioampule se pohranjujuvaju u tekdem dusSiku.
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3.2.2. Tretmani stan&nih linija sa ciklopaminom, tomatidinom ili ligandom Shh

Stanice su nadane u 7 petrijevki (6 tretmana i 1 kontrola) salPanl medija. Nakon 24 sata
koliko je stanicama dovoljno da se uhvate, u hvamjiedij su dodani ciklopamin (f323R)-
17,23-epoksiveratraman-3-ol, 411,62, Toronto Research Chemicals, Koiaa
koncentracija 2,5 pM), tomatidin ((3259-5a-spirosolan-B-ol, M,=452,10, Sigma,
konana koncentracija 2,2 uM) ili Shh protein (poklon Ar Kenney, konéa koncentracija
3 ng/ml). Stanice su potom sa odgovafeju spojem inkubirane kroz 24 ili 48 sati u
inkubatoru, a zatim su iz njih izolirani RNA i peati. Ciklopamin je blokator signalnog puta
Hh-Gli i ovdje je koriSten u svrhu inhibicije putdh-Gli, tomatidin je strukturni analog
ciklopamina ali nema bioloSkicinak blokiranja puta Hh-GIi te je koriSten kao negaa
kontrola, dok je ligand Shh pokrétauta Hh-Gli i ovdje je koriSten u svrhu aktivacgeog

signalnog puta.

3.2.3. Tretmani stanénih linija sa ciklopaminom i tamoksifenom

Stanice su nadane u 7 petrijevki (6 tretmana i 1 kontrola) salPanl medija. Nakon 24 sata
koliko je stanicama dovoljno da se uhvate, u hvamjiedij su dodani ciklopamin (kotiaa
koncentracija 2,5 uM), tamoksifen (2-[4-(1,2-difdxit-1-enil)fenoksi]N,N-dimetil-
etanamine, M371,51, TORONTO RESEARCH CHEMICALS, kafma koncentracija 2,5
UM za MCF-7 i 10 uM za Sk-Br-3), te kombinacijelofrlamina i tamoksifena. Primjenjene
koncentracije pojedinih spojeva prikazane su udaBll. Stanice su potom sa odgovaéaju
spojem ili spojevima inkubirane kroz 48 ili 96 satinkubatoru, a zatim su iz njih izolirani
RNA i proteini.
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Tablica 3.1.Primjenjene koncentracije ciklopamina i tamoksifémajihovih kombinacija.

Primjenjeni spo;j: Primjenjena koncentracija:
ciklopamin (cyc) 2,5uM (za MCF-7 i Sk-Br-3)
tamoksifen (tam) 2,5uM (za MCF-7)

10 uM (za Sk-Br-3)
ciklopamin kroz 48 sati zatim tamoksifen kroz 4&i s2,5uM - 2,5uM (za MCF-7)

(cyc-tam) 2,5uM - 10 uM (za Sk-Br-3)
tamoksifen kroz 48 sati zatim ciklopamin kroz 4& $2,5uM - 2,5uM (za MCF-7)
(tam-cyc) 10uM - 2,5uM (za Sk-Br-3)
ciklopamin + tamoksifen kroz 48 sati (cyc+tam) 2N + 2,5uM (za MCF-7)

2,5uM + 10uM (za Sk-Br-3)
ciklopamin + tamoksifen kroz 96 sati (cyc+tam) gN + 2,5uM (za MCF-7)

2,5uM + 10 uM (za Sk-Br-3)

3.2.4. Izdvajanje RNA iz stanica

Svi koraci izdvajanja RNA iz stanica odvijaju seledu, kako bi RNA duvala svoj integritet.
Takader, svi koraci centrifugiranja se odvijaju u cefutgi ohlaienoj na +48C. Stanice u
petrijevkama se stave na led, sa njih se pipetdonukranjivi medij i doda im se 5 ml PBS-a
bez Ca i Mg. Stanice se odvoje od podloge kaligguga za stanice, suspenzija stanica u
PBS-u se potom prenese u epruvetu i zatim centr&uga 1200 rpm 5 min u centrifugi
ohlaienoj na +8C. Odmah nakon centrifugiranja sa stanica se odlijgernatant, a talog sa
stanicama se resuspendira u 1,5 ml TRIzola (TRRedgent, Invitrogen) i prebaci distu
mikroepruvetu. Ovdje treba provjeriti da li je sdebro homogenizirano jer suprotno bi
moglo rezultirati degradacijom izolirane RNA. Rgseisdirani talog se inkubira 10 min na
sobnoj temperaturi a potom se u smjesu stanicalzdl& pipetom doda 300l kloroforma
(Kemika), sadrzaj u mikroepruveti se rukom protrese 20 sekundi (ne vorteksirati) i ostavi
se inkubirati 10 min na sobnoj temperaturi. Nakokubacije na sobnoj temperaturi sadrzaj u
mikroepruveti se centrifugira na maksimalnoj brz(@di3200 rpm) 15 min u centrifugi
(Eppendorf Centrifuge 5415R) olllenoj na +8C. Nakon centrifugiranja gornji vodeni sloj se
prebaci wistu mikroepruvetu préemu pipetirati treba pazljivo da se izbjegne kontetija
proteinima koji su prisutni u srednjem i donjemjsldNa odijeljeni vodeni sloj pipetom se
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doda 750ul izopropanola (Kemika), rukom se protrese kroz dékundi i odlozi na
precipitaciju kroz 15 min na sobnoj temperaturi kdia precipitacije na sobnoj temperaturi
sadrzaj u mikroepruveti se centrifugira na maksmgbrzini 15 min u centrifugi ohéenoj

na +#C. Nakon centrifugiranja na dnu mikroepruvete &dibijeli talog precipitirane RNA.
Sa bijelog taloga se pazljivo odlije supernatam talog doda 1,5 ml 80% etanola (Kemika) a
zatim centrifugira na maksimalnoj brzini 10 min antrifugi ohlatenoj na +4C. Nakon
centrifugiranja se ukloni supernatant i ostavimd&noepruvetu s talogom da se kratko osusi
na zraku. Nakon suSenja na zraku talog otopimo ul Si@stilirane vode. Izdvojena RNA se
pohranjuje u frizider na -2Q.

3.2.5. Mjerenje koncentracija RNA

Koncentracija RNA se mjeri na spektrofotometru (TQECE 2040), koriStenjem valnih
duljina apsorbancije 260 nm i 280 nm ujedno se dgeei kvaliteta RNA. RNA se razrijedi
100 puta u destiliranoj vodi (1 pl RNA + 99 ul vod8pektrofotometar se kalibrira tako da
voda koriStena za raztwanje bude vrijednost 0. Tada se uzorak nanese/etuki mjeri
apsorbancija pri 260 nm i 280 nm. Koncentracij@s®una prema sljed®j formuli:

C=~AgXx40x R

gdje je C koncentracija, 280 vrijednost apsorbancije pri valnoj duljini od 266, a R faktor
razrjgienja (u ovom skaju 100), 40 - je faktor za odii@anje koncentracije RNA. Taker,
provjeravajdi omjer Apso/Azg0 MoZe se provijeriti tistoca izdvojene RNA, naime Sto je RNA

CiS¢a taj omjer je blizi 2.

3.2.6. lzdvajanje proteina iz stanica

Proteini se iz stanica izdvajaju koriGt@ufer za lizu, koji se sastoji od RIPA pufera (251
Tris-HCI, 1% Na-deoksiholat, 1% Nonidet P-40, 1581 nmNaCl, 0,1% SDS) i inhibitora
proteaza. Inhibitori se dodaju u obliku tableti€@omplete Mini Protease Inhibitor Cocktail
Tablets, Roche), jedna tabletica na 10 ml RIPA jgufStanice u petrijevkama se stave na led,
sa njih se ukloni hranjivi medij i doda im se 5 RBS-a bez Ca i Mg. Stanice se odvoje od
podloge koristél struga& za stanice, suspenzija stanica u PBS-u se potenege u epruvetu i
zatim centrifugira na 1200 rpm 5 min u centrifugladenoj na +48C. Supernatant se zatim
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odlije, a talog stanica se resuspendira u 50 pérpuga lizu i ostavi stajati na ledu sat
vremena. Nakon sat vremena doda se joS 50 pl pméetau i ostavi stajati na ledu josS sat
vremena. Nakon toga se centrifugira pri 13000 rinm2Zhuta u centrifugi ohtenoj na +4C.
Nakon centrifugiranja supernatant koji sadrZi izéwe proteine sakupi se i prebactiatu

mikroepruvetu. lzdvojeni proteini se pohranjujuiditier na -20C.

3.2.7. Mjerenje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odtgje se metodom po Bradfordu (Bradford, 1976), ketis
komercijalnu otopinu (Bio-Rad Protein Assay). Mjgeese zasniva na svojstvu Coomassie
Brilliant Blue boje da promijeni boju prilikom veag na bazine i aromatske aminokiseline u
proteinima. Mjerenjem apsorbancije na 595 nm, tgoredbom sa standardnom krivuljom
poznatih koncentracija proteina vrlo se jednostamuie odrediti koncentracija uzorka. Na
pocetku se napravi niz serijskih raatgnja poznatog standarda proteinacobise koristi 1
mg/ml BSA (govéi albumin iz seruma, eng. Bovine Serum Albumin)ziggenja se rade u
konanom volumenu od 25 pl. Razdenja koja se prirede su: 1 mg/ml, 0,8 mg/ml, 0,6
mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0 mg/ml. Nakon pripemazrjgenja proteinskog standarda
pripreme se i razr{genja proteina koja se Zele izmjeriti. Protein kajese mjeri koncentracija
obicno se pet puta razrijedi (5 pl proteina + 20 ultilene vode). Zatim se napravi radna
otopina za bojanje, na &a da se razrijedi sa destiliranom vodom pet pR&dna otopina se
nanese u pkacu sa 96 bunada, za svaki uzorak koji se mjeri po dva buéar po dva
bunarta za svaki u nizu serijskih razdgnja. Za svaki uzorak u kojem mjerimo koncentraciju
proteina nanesemo u buriapo 190 ul radne otopine za bojanje. Iz svakogjedenja
standarda i uzoraka uzima se po 10 ul i nanosiQupd9adne otopine za bojanje. Bl se
tada stavi na tresilicu kroz 10 min da se otopinbrd pomijeSaju. Gtavanje se radi na
¢itacu za pl@ice Labsystem Multiskan MS pri apsorbanciji od 386. Dobivene vrijednosti
se unesu u tainalo, prema vrijednostima standarda nacrta selatdna krivulja na temelju

koje izra&unamo koncentraciju proteina u ispitivanim uzorcima
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3.2.8. Reverzna transkripcija

Za analizu ekspresije gena potrebno je napravisinktativni real-time PCR (qRT-PCR).
Buduwi da je RNA vrlo osjetljiva molekula, potrebno ja prvo prevesti u cDNA koja je
znatno stabilnija. Predenje se izvrSi uz pondo enzima reverzna transkriptaza koja
transkribira RNA u sebi komplementarnu cDNA. Regkeceverzne transkripcije provodi se
sa poznatom kalinom RNA, nafeke je 1 pg. U ukupni volumen od 50 pl ulazi 30,75 ul
reakcijske smjese (10x pufer (10% v/v), 5,5 mM Mg@ mM dNTP, 1,25 uM nasutmih
heksamera, 1,25 uM oligo dT ¢mnica, 20 U inhibitora Rnaza te 62,5 U reverzne
transkriptaze), ig RNA te se nadopuni destiliranom vodom do kowg volumena (tablica
3.2).

Tablica 3.2.Sastav reakcijske smjese za reverznu transkripciju

Komponenta: Poatetna Konana Volumen
koncentracija: | koncentracija:| (za reakciju od 50ul):

10x pufer 10 x 1x 5 ul

MgCl, 25 mM 5,5 mM 11 pl

dNTP 10 mM 2mM 10 pl

oligo dT 50 uM 1,25 uM 1,25 pl

nasuméni heksameri 50 uM 1,25 uM 1,25 pl

inhibitor Rnaze 20 U/ul 20U 1l

reverzna transkriptaza| 50 U/ul 62,5U 1,25 ul

Reakcija se odvija u PCR masini (Applied BiosysteBeneAmf PCR System 2700) na

sljedeéem programu:

25°C 10:00 min
37°C 60:00 min
95°C  5:00 min
4°C

Nakon reakcije cDNA se pohranjuje u frizider na®Q@lo koristenja.
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3.2.9. Kvantitativni real-time PCR

Kvantitativni real-time PCR zasniva se na svojstause tijekom PCR reakcije kéilha DNA
udvostréi u svakom ciklusu. Svakim ciklusom eksponencijategpovéava koltina DNA u
uzorku, Sto se prati fluorescentnom bojom kojargerkalira u novostvorene lance cDNA.
Flourescencija se po¥ava svakim ciklusom, a metodom se mjeri u kojemusik ima
dovoljno cDNA da bi flourescencija porasla iznadga detekcije (Ct vrijednost) (slika 3.1.).
Sto neke cDNA u uzorku ima vide, ranfie se umnoZiti dovoljno da prige prag detekcije,
odnosno Ct vrijednosie biti niza, dolkce uzorak s manje cDNA kasnije pr@rag detekcije i
stoga ¢e imati viSu Ct vrijednost. Kako bi se ispravileeewalne razlike u @etnoj
koncentraciji uzorka koristi se i tzv. ,housekeeggigen kao kontrolni gen. Sve Ct vrijednosti
normaliziraju se prema vrijednosti ,housekeepingng odnosno kontrolnog gena, jer je
njegova karakteristika da mu je ekspresija vriditta te ga u svim tkivima u bilo kojem

trenutku ima podjednaka koina.

jedinice
fluorescencije

2000000 — plato

fluorescencija
uzorka

1000000 —
eksponencijalna
prag Ct faza
detekcije vrijednost
bazalna razina
fluorescencije (bez DNA)
i 1
0 20 40

broj ciklusa PCR-a

Slika 3.1. lzgled krivulje fluorescencije kod kvantitativnogeal-time PCR-a. Vrijednost fluorescencije
eksponencijalno raste svakim ciklusom, sve dok needne plato, gdje dolazi do zasija reakcije. Ct
vrijednost ozn&ava broj ciklusa u kojem vrijednost fluorescencieelazi prag detekcije. Bazalna razina

fluorescencije predstavlja fluorescenciju boje kdija vezana na DNA.
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Kvantitativni real-time PCR se radi u pojedinan mikroepruvetama ili pkbicama sa 96
bunarta za real-time PCR aparat. Ovdje je opisan postapgl@icama sa 96 bunaa iako
se sam postupak za jedan ili drugi tip ne razlikda svaki od uzoraka se analiziralo 8
razlicitih gena: PTCH1, SMO, GLI1, SHH, SUFU, p16, c-Myekatenin, te referentni gen
ARP (gen za kiseli ribosomalni protein, engcidic Ribosomal_Potein). Prvo se napravi
reakcijska mjeSavina za svaki gen odvojeno. U rigsdc mjeSavinu se dodaje redom: 1Q
SYBR Green Supermix 2x (50% v/v), qainica F (0,3 mM), p&etnica R (0,3 mM) te voda
do ukupnog volumena od 9 ul po uzorku. MjeSavinalsgno radi za vé broj uzoraka i tada
razdijeli po 9 ul u odgovaraje bunarée. Real-time PCR je napravljen u duplikatu za svaki
istrazivani uzorak. Svaki je od uzoraka imao prateeakciju sa ARP genom. Za reakcijsku
mjeSavinu za svaki gen napravljena je i jedna dwdategativha kontrola u koju se nije

dodavala cDNA. Nukleotidne sekvence koriStenibigtoica navedene su u tablici 3.3.
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Tablica 3.3. Slijedovi pa@etnica koriSteni u kvantitativnim real-time PCR p&smentima. Oznaka F ozteva
Jforward“ odnosno 5>3' smjer sekvence gena, dok oznaka R &ave ,reverse“, odnosno -35' smjer
sekvence gena.

Naziv Nukleotidni slijed pdetnice: Referenca:
pocetnice:

Arp F 5' GGCACCATTGAAATCCTGAGTGATGTG 3'| Eichbergesur, 2006
Arp R 5' TTGCGGACACCCTCCAGGAAGC 3' Eichberger rsR006
Ptch F 5'TCCTCGTGTGCGCTGTCTTCCTTC 3' Regl i 2002

Ptch R 5' CGTCAGAAAGGCCAAAGCAACGTGA 3' Regl i st2p02

Smo F 5' CTGGTACGAGGACGTGGAGG 3' Kallassy i su897
Smo R 5" AGGGTGAAGAGCGTGCAGAG 3 Kallassy i sur,91®@
GlilF 5 GCCGTGTAAAGCTCCAGTGAACACA 3 Regl i sur002
GlilR 5' TCCCACTTTGAGAGGCCCATAGCAAG 3 Regl i suz002

Shh F 5' GAAAGCAGAGAACTCGGTGG 3 Kallassy i sur,909
Shh R 5 GGTAAGTGAGGAAGTCGCTG 3' Kallassy i sugar
SuFu F 5' AACAGCAAACCTGTCCTTCC 3' Koch i sur, 2004
SuFu R 5' TCAGATGTACGCTCTCAAGC 3' Koch i sur, 2004
c-Myc F | 5 TTCTAAGAGAAATGTCCTGAGCAATC 3 Ponchelsur, 2003
c-Myc R | 5 TCAAGACTCAGCCAAGGTTGTG 3 Ponchel i s@003
plé F 5' CAACGCACCGAATAGTTACG 3 Bocker i sur, 200
plé R 5' AGCACCACCAGCGTGTC 3 Bocker i sur, 2008
B-CAT F | 5-GCGTGGACAATGGCTACTCA-3' Wong i sur, 2004
B-CATR | 5-CCGCTTTTCTGTCTGGTTCC-3' Wong i sur, 2004
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3.2.10. Transfekcija ubacivanjem pcDNA4nISMtGLI1 phzmida

U stanéne linije MCF-7 i Sk-Br-3 transfekcijom je uden plazmid pcDNA4nISMtGLI1
(slika 3.2.) sa fragmentom GLI1, poklon prof. Eribberger, Salzburg. Transfekcija je
provodena uz pontolipofektamina (INVITROGEN). Stanice su ndsae u pldice sa Sest
jazica u kojima su rasle 24 sata. Nakon toga naicgasse doda smjesa DNA i lipofektamina
koja se pripremi na ga da se prvo pomijeSa 1) DNA (0,5 ug DNA po jazici) i 6 ml
DMEM hranjivog medija bez FBS-a, a odvojeno80ipofektamina i 6 ml DMEM hranjivog
medija bez FBS-a, obje smjese ostavimo stajati itbma sobnoj temperaturi. Nakon toga
pomijeSaju se smjese DNA i lipofektamina u DMEM mjreom mediju bez FBS-a, a
dobivena smjesa se ostavi stajati slfgdel5 min na sobnoj temperaturi. Prije dodavanja
smjese DNA i lipofektamina na stanice, stanicespefiu 3 puta DMEM hranjivim medijem
bez FBS-a. Poslije stajanja od 15 min u smjesu DMNpofektamina doda se 40 ml DMEM
hranjivog medija bez FBS-a, promijeSa se i razidijedvaki bunad po 2 ml osim u bunare
gdje su nasiene stanice za kontrolu. Nakon Sto se na staniagla doamjesa DNA i
lipofektamina ostave se u inkubatoru n&@pri 5% CQna 5 sati. Nakon 5 sati sa stanica se
ukloni smjesa DNA i lipofektamina, isperu se 3 psi#éaPBS-om, a potom se na stanice doda
po 2 ml DMEM hranjivog medija sa 20% FBS-a. Potagnstanice ostave u inkubatoru na
37°C pri 5% CQdo sljedéeg dana. Sljede dan (ujutro) na dio transfeciranih stanica dodan
je 1 ul ,stock” otopine proteina Shh (ko&@a koncentracija 1,5 ng/ml), a potom je sve
ponovo ostavljeno u inkubatoru na®B7pri 5% CQ do sljedéeg dana. Sljededan (ujutro)

se izdvajaju RNA i proteini.
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bla promoter ChY promoter (with TetOs)
Amp(R) / CMV fonward primer
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“TetR binding sites
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SV40 pA
Zeo(R) 6L
EM7 promoter .~ jRg

SV40 early promoter
1 origin
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BGH reverse plirner; .l')

¥
Aal(3252)

Slika 3.2. Plazmid p4TO GLI1. Puna cDNA gena GLI1 nalazi zmaiu 883. i 4252. nukleotida na sekvenci
plazmida, iza jakog CMV promotora. Na plazmidu sénptoga nalaze i geni za rezistenciju na ampidilin

zeocin (poklon od dr. Aberger, Austrija).

3.2.11. Western blot analiza

Western blotom se proteini u odemom uzorku, nakon Sto se razdvoje u elektrofoosisk
polju, detektiraju specinim antitijelima. Na taj né8n moZemo saznati kako je protein
eksprimiran, i usporivati razlicito tretirane stanice ndesobno. Western blot analizom prvo
se proteini pod utjecajem istosmjerne elekiei struje razdvoje u gelu u denaturitajol
uvjetima na temelju molekulske mase. SDS djelujeatigirajite na proteine i prekriva ih
negativnim nabojem Sto omogava putovanje prema pozitivnom polu pod utjecajem
elektricne struje pricemu veéi proteini putuju sporije, a manji brze. Nakon rea@nja na
gelu, sa gela se vrSi prijenos na membranu kofakeier odvija pod utjecajem istosmjerne
elektricne struje. Proteini koji se vezu na membranu diegglitse specifinim antitijelima.

Prvi korak kod western blot analize je razdvajgmeteina na SDS-poliakrilamidnom (PAA)
gelu. Gel se izlijeva iznal vertikalnih staklenih pka. Prvo se izlijeva gel za razdvajanje, u
nasem sléaju to je 8%-tni gel. Sastav gela je sljéidevoda 46%, 30%-tna akrilamidna
mjeSavina 27%, 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 25%, SDS 0,126%-tni amonij-persulfat 1%,
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TEMED 0,06%. Prvo se napravi mjeSavina bez amaamgyifata i TEMED-a, oni se dodaju
neposredno prije izlijevanja gela izdwestakala. Gel za razdvajanje se ne puni do vdiakt
jer treba ostaviti mjesta za izlijevanje gela zhijsaje a to je neSto malo viSe nego Sto je
dubinaceslja koji¢e se staviti u gel za sabijanje. Gel se nadsvodiggaopanolom, i ostavi
da polimerizira otprilike pola sata. Potom se mipa gel za sabijanje prema sljéei®
receptu: voda 68%, 30%-tna akrilamidna mjeSavirtd,17 M Tris-HCI pH 6,8 12,5%, SDS
0,1%, 10%-tni amonij-persulfat 1%, TEMED 0,01%ol&&t0 i kod gela za razdvajanje, u gel
za sabijanje amnoij-persulfat i TEMED dodajemo rsgpdno prije izlijevanja gela. Prije
izlijevanja gela za sabijanje treba ukloniti izopaool uz pomé vakuum sisaljke. Gel za
sabijanje se nalijeva do vrha stakala, a potom gega umetnéesljic paz€i da ne zaostanu
mjehurii zraka. Gelu za sabijanje tatar treba oko pola sata da polimerizira. 30 pg jmate
se odpipetira @istu mikroepruvetu i u njega se doda jedeavrtina konanog volumena LB
4x pufera za nanoSenje (sastav LB 4x pufera: 0,RristHCI pH 6,8, 0,4 M DTT, 8% SDS,
40% glicerol, 0,001% bromfenol blue). Uzorak podge sa LB 4x puferom se zagrije na
95°C 5 minuta, a zatim centrifugira kroz 1 min pri 080pm (Eppendorf Centrifuge 5415R).
Ovako denaturirani uzorci proteina su sada sprerannanoSenje na gel. Nakon Sto je gel
polimerizirao izvadi seceSljic i stakla sa gelom se postave u sustav za vertikaln
elektroforezu sa puferom za elektroforezu (sastderp za elektroforezu: 1 M glicin, 50 mM
Tris, 1% SDS). Tada se u jazice nanesu proteinskken (BioRad Precision Plus Protein
Dual Color Standard) i redom pripremljeni uzorciotgina. Elektroforeza se odvija pri
konstantnom naponu oko 1 h pri 100 V. Nakon Stelg&troforeza zavrSila odnosno kada je
fronta boje iz LB 4x pufera stigla do donjeg ruledag elektroforeza se prekida i gel se vadi iz
sustava za vertikalnu elektroforezu. Pazljivo s&lvaje stakla paze na orijentaciju gela, a
zatim se slaze tzv. sendvza prijenos razdvojenih proteina na nitrocelulonmembranu. U
plasténi nos& slazu se redom na prozirnu stranu kasapuZzvica, dva komada filter papira,
nitrocelulozna membrana (sa odrezanim gornjim ilifeuglom radi ozn&vanja orijentacije
gela), zatim gel tako da je prvi uzorak na lijestsani gela, i potom dva komada filter papira i
na kraju opet spuzvica, te se sve zatvori sa crsibanom nos& prema gore. Bitno je kod
slaganja paziti da gel uvijek bude blize crnoj sitnaos&a, dok je nitrocelulozna membrana
blize bijeloj strani noss (zbog naboja crne i bijele strane rR@aNosé& se postavi u sustav
za prijenos na nitroceluloznu membranu u pufer iZj@nos (sastav pufera za prijenos: 200
mM Tris, 1,5 M dlicin, svjeze se dodaje joS 10-2@%6tanola) i to crnom stranom noaa
prema crnoj strani sustava za prijenos. Prijenazdsga pri konstantnoj jakosti struje od 200

mA kroz 1 sat. Nakon $to prijenos zavrSi nitroocetula membrana se izvadi i stavi u kutijicu
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za bojanje. Prvo se cijela membrana oboji NaphiaeBojom (10% metanol, 2% octena
kiselina, 0,1% Naphtol Blue Black) kroz nekolikoksadi. Zatim se membrana odbojava
otopinom za odbojavanje (50% metanol, 7% octenalikes u vodi) dok sama membrana ne
bude bijela, a pruge proteina ostanu plave (od 20dm pola sata). Na taj &ia se brzo moze
provijeriti koli¢ina nanesenih proteina prije detekcije antitijelimai proteini se malo bolje
fiksiraju na membrani. Membrana se nakon toga trgyati u TBS puferu (50 mM Tris, 150
mM NaCl, pH 7,5) 3 puta po 5 min na tresilici. N@mbrani se prema proteinskom markeru
oznd&e velcine, a potom se membrana izreze na trakice premaeaim veltinama. Na
navedeni n&n se na istoj membrani u isto vrijeme moze detatitviSe proteina razlitih
velicina. lzrezane trakice se potom blokiraju u 5% atopilijeka u prahu u TBS puferu pola
sata na sobnoj temperaturi na tresilici. Otopina@mih antitijela se pripremi u 1% mlijeku u
TBS puferu. Razrjgenja koriStenih primarnih antitijela navedena stablici 3.4. Aktin se
koristi kao kontrola kotine nanesenih proteina nakon detekcije antitijelinfaakice
membrana se upakiraju u paketiu plastinu foliju sa otopinom primarnih antitijela, a
paketti se zavare kako tekina ne bi iscurila van, te se inkubiraju prekcinoa +£C na

roteksu kako bi se primarna antitijela cijelo umje mijeSala.

Tablica 3.4. Antitijela koriStena za Western blot analizu. Swavedena antitijela su poliklonalna. Sekundarna

antitijela su konjugirana sa peroksidazom (HRP).

Primarno antitijelo: Razrigenje: | Sekundarno antitijelo: Razdenje:
oat anti-Actin  IgG
J J 1:500 . _
(Santa Cruz, sc-1616) bovine anti-goat IgG-HRPl_2000
goat anti-Ptch 1gG 1500 (Santa Cruz, sc-2350) '
(Santa Cruz, sc-6147) '
rabbit antiSmo IgG
1:250
(Santa Cruz, sc-13934
rabbit antiGlil I1gG bovine anti-rabbit IgG-HRP
1:250 1:3000
(Santa Cruz, sc-20678 (Santa Cruz, sc-2370)
rabbit antiShh IgG
1:250
(Santa Cruz, sc-9024)
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Sljedei dan (jutro) trakice se ispiru 3x5 min u TBST puféTBS pufer sa 0,05% Tween20).
Zatim se napravi otopina sekundarnih antitijela axd@gajite koncentracije (tablica 3.4.) u
5%-tnoj otopini mlijeka u TBS-u. Trakice se inkulgir u sekundarnim antitijelima sat
vremena na sobnoj temperaturi na njihalici. Nakokubacije potrebno je dobro isprati
antitijela, Sto se radi sa barem tri &tiri ispiranja po 5 min u TBST puferu. Poslijeirsmja
membrana ¢&injena je detekcija dvokomponentnim kemiluminisoeémt reagensom (Super
Signal West Pico:Femto = 3:1, Pierce). Kemilumiargai reagens se pomijeSa prema
uputama proizvéata neposredno prije nanoSenja na membranu. Trakéerebmana stave se
izmedu dvije prozirne folije, a potom se na njih nakd@miluminiscentni reagens i ostavi
stajati 5 min. Nakon 5 min reagens se sa membrhkloaiiypomau papirnatog ubrusa, zatim
se ponovo prekriju prozirnom folijjom kako bi ostakazne, a potom se poslikaju pri
razlicitom vremenu pom&u aparata za slikanje (ALLIANCE 4.7, UVITEC CAMBRGE).

3.2.12. MTT test

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazgl bromid) je Zuti spoj koji se reducira u
ljubicasti formazan u Zivim stanicama. Koristi se za engr preZivljenja stanica, osobito je
pogodan za ispitivanjecinaka na proliferaciju nakon tretmana kemijskimjspgmma. U ovom
radu MTT test koriSten je za penje rasta i prezivljenja stanica nakon tretmana
ciklopaminom, Shh proteinom i tamoksifenom. Starseenasade u pliwu sa 96 bunata
gustae 17 stanica/ml u ukupni volumen 180 pl medija po bifarStanice su nagiwane u
cetiriplikatima. Uz to se na dodatnu picu sa 96 bunata nasade stanice u joS 4 bubarza
kontrolno @itanje, tzv. ,0. dan“. 24 sata nakon ndisanja kada se stanice uhvate za podlogu
bunarta na stanice se doda po 20 pl kemijskih spojeva kegtiramo u oddenim
koncentracijama. U tablici 3.5. prikazane su primgee koncentracije ispitanih kemijskih

spojeva u kojima su uzgajane stanice.

38



Tablica 3.5. Primjenjene koncentracije ciklopamina, Shh praeaitamoksifena na stamie linije tumora dojke

MCF-7 i Sk-Br-3.

Primjenjeni spoj:

Primjenjena koncentracija:

OuM

0,5uM

Ciklopamin (cyc)

2,5uM

5,0uM

7.5uM

0 ng/ml

0,5 ng/ml

Shh protein (Shh)

1 ng/ml

2 ng/ml

3 ng/ml

ouM

1uM

Tamoksifen (tam)

5uM

10uM

15uM

OuM +0uM

0,5uM + 1 uM

Ciklopamin + Tamoksifer

25uM +5uM

kroz 48 sati (cyc+tam)

50uM + 10uM

7,5uM + 15uM

0 ng/ml + OuM

0,5 ng/ml + IuM

Shh protein + Tamoksife

N1 ng/ml + 5uM

kroz 48 sati (Shh+tam)

2 ng/ml + 10uM

3 ng/ml + 15uM

Ciklopamin + Tamoksifer

kroz 96 sati (cyc+tam)

OuM +0puM

0,5uM + 1 uM

2,5uM +5uM

5,0uM + 10puM

7,5uM + 15uM

Ciklopamin kroz 48 sat
zatim Tamoksifen kroz 4

sati (cyc-tam)

OuM-0uM

0,5uM -1uM

32,5uM - 5uM

5,0uM - 10uM

7,5uM - 15uM
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OuM -0uM
Tamoksifen kroz 48 sati1puM - 0,5uM
zatim Ciklopamin kroz 48 5uM - 2,5uM
sati (tam-cyc) 10puM - 5,0uM
15uM - 7,5uM

Isti taj dan stanice nagdane za ,0. dan® se tretiraju sa otopinom MTT naimala se prvo
ukloni medij sa stanica a zatim te se na njih dé@al MTT otopine koncentracije 1 mg/ml.
Plccica se potom zamota u aluminijsku foliju kako bizsstitila od svjetla i inkubira 5 sati u
inkubatoru na 3C pri 5% CQ. Osim na staniceiisti MTT se doda i u 4 prazna bunai
kako bi se izmjerila osnovna obojenost MTT otopiee normalizaciju. Nakon 5 sati na
stanice sa MTT otopinom doda se po 160 ul DMSCtinzae pl@ica stavi na tresilicu 10
min kako bi se kristati formazana dobro otopili. Sto je intenzitet otapiljubicastiji to je
viSe vijabilnih stanica, dok se sadrzaj u buéiara sa mrtvim stanicama oboji Zuto. Obojenost
otopine mijeri se fluorimetrijski na aparatu Labsyss Multiskan MS pri apsorbanciji od 570
nm. Isti postupak @tavanja wini se i u pl@cama koje su tretirane raglim kemijskim
spojevima 48, 72 ili 96 sati nakon tretmana startisee vrijednosti se unesu u Excel program
te izr&una postotak prezivljenja stanica pri svakoj primgeoj koncetraciji odidenog
kemijskog spoja u odnosu na netretirane kontralaeice (0. dan).
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4. REZULTATI

4.1. Bazalna aktivnost signalnog puta Hh-Gli u estrgen-ovisnim (MCF-7) i estrogen-

neovisnim (Sk-Br-3) stanénim linijama tumora dojke

Bazalna aktivnost signalnog puta Hh-Gli u estrogeisnoj staninoj liniji MCF-7 i estrogen-
neovisnoj starnoj liniji Sk-Br-3 predstavlja vrijednosti dobiveneuvjetima normalnog rasta
(kompletni DMEM medij, 10% FBS) kada stanice nistitane dodatnim agensima.

4.1.1. Bazalna ekspresija gena signalnog puta Hh-GlI

Ekspresija gena je ptana za gene PTCH1, SMO, GLI1, SHH, SUFU, p16, c-Mye
katenin. Tablica 4.1. prikazuje zbirni pregled féata bazalne ekspresije gena u istrazivanim
stan&nim linijama tumora dojke. Bazalna ekspresija gendarazena kaaCt. Kao referentni

gen koriSten je gen ARP (Eichberger i sur, 2004).

Tablica 4.1. Bazalna ekspresija gena signalnog puta Hh-Glittogsn-ovisnim (MCF-7) i estrogen-neovisnim

(Sk-Br-3) staninim linijjama tumora dojke izrazena kaGt.

Stantna | PTCH1| SMO | GLI1 | SHH| SUFU | pl16| c-Myc | B-katenin

linija:
MCE-7 12,56 | 11,01 | 21,52 | 6,51 9,50 - 4,39 6,96
Sk-Br-3 8,15 | 15,78 | 22,70 | 21,16 | 7,71 8,54 | 2,96 4,08

Ekspresija gena signalnog puta Hh-Gli u estrogaaroy MCF-7 i u estrogen-neovisnoj
stan&noj liniji Sk-Br-3 tumora dojke izrazena je katCt u tablici 4.1., pokazuje broj ciklusa
u kojem se detektira odteni gen u odnosu na referetni gen ARP. Zakivati je da su
vrijednosti za c-Myc niske, odnosno da se pojagljpyvi jer je on odraz proliferacije. U
stanica MCF-7 prvi se, nakon c-Myc pojavljuje liga8HH, naprotiv, u Sk-Br-3 tek na kraju.
Nema ekspresije p16 u stanicama MCF-7, naprotik-B1S3 se relativnho rano pojavljuje kao
i sam PTCHCak i B-katenin se pojavljuje relativno rano u obje stasilinije, ukazujdi da
je i Wnt signalni put aktivan. U stamioj liniji MCF-7 za SHH ligand se javlja rano, aliSk-

Br-3 vrlo kasno. Vidljivo je da je Hh-Gli put akewm u obje statine linije ali vjerojatno se
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odvija razlgitim mehanizmima. U staémoj liniji Sk-Br-3 svi istrazivani geni su eksprirani
pri cemu je ekspresija SMO, GLI1 i SHH gena na granietekicije (javlja se kasna
ekspresija).

4.1.2. Bazalna ekspresija proteina signalnog putahdGli

Estrogen ovisne (MCF-7) i estrogen neovisne (SKBBrstanéne linije tumora dojke
analizirane su Western blot-om na prisutnost pnatsignalnog puta Hh-Gli. St&nie linije
tumora dojke su testirane pri normalnim uvjetimstag kompletni DMEM medij, 10% FBS).
Tablica 4.2. prikazuje zbirni pregled rezultataettetje bazalne ekspresije proteina Western
blot-om u istrazivanim stagmim linijjama tumora dojke. Kao kontrola nanosSengaidten je
protein Aktin.

Tablica 4.2. Bazalna ekspresija proteina signalnog puta HhiGlestrogen ovisnim (MCF-7) i estrogen

neovisnim (Sk-Br-3) statinim linijjama tumora dojke (oznaka + prikazuje dagtektiran odréeni protein).

Stantna linija: Ptch Smo Gli1 Shh
+ + + +
MCF-7 e . . |
+ + + +
Sk-Br-3 N
=1 I

Proteini Ptch, Smo, Glil i Shh detektirani su ueoistrazivane statme linije tumora dojke,
medutim intenzitet bojanja slabiji je u Sk-Br-3 u odimona MCF-7 statinu liniju.
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4.2. Odgovor estrogen-ovisnih (MCF-7) i estrogen-i@isnih (Sk-Br-3) staninih linija
tumora dojke na inhibiciju i aktivaciju signalnog puta Hh-Gli

4.2.1. Praenje rasta i vijabilnosti stanica
Obje istrazivane stafne linijje tumora dojke tretirane su s nekoliko kemicacija

ciklopamina ili proteina Shh te je MTT testom ¢@a njihov rast i vijabilnost. Doze su

odabrane na temelju literaturnih podataka.

linija MCF-7, tretman ciklopaminom linija MCF-7, tretman Shh proteinom
0 140 o 140
120 T 120
100 100 L
80 T ——48h 80 ——48h
—72h - —72h
60 R ——96h 60 + ——96h
“ \—1 *
20 20
o] T T T T 1 o) T T T T 1
kontrola 0,5 uM 2,5 uM 5,0 uM 7,5 UM kontrola 0,5 ng/mi 1,0 ng/ml 2,0 ng/ml 3,0 ng/ml
linija Sk-Br-3, tretman ciklopaminom C linija Sk-Br-3, tretman Shh proteinom D

E t
—_— ——a48h ——48h
100
80 —72h —72h
T
——96h 80 ——96h

kontrola 0,5 UM 2,5uM 5,0 uM 7,5 UM kontrola 0,5 ng/ml 1,0 ng/ml 2,0 ng/ml 3,0 ng/ml

Slika 4.1. Rezultati MTT testa na estrogen-ovisnoj (MCF-7¢sitrogen-neovisnoj (Sk-Br-3) st&noj liniji
tumora dojke nakon tretmana ciklopaminom (grafikéni C) ili Shh proteinom (grafikoni B i D) nakon8t
(plavo), 72h (zeleno) i 96h (crveno). Na apscisizmaZzene koncentracije primjenjenih spojeva, aordinati

postotak rasta stanica.

MTT test pokazao je djelovanje primjenjenih spojena stanice obje istraZivane stara
linije tumora dojke. Winak ciklopamina je izrazeniji na st&npj liniji MCF-7 u odnosu na
Sk-Br-3, vidljivo je da je u svim promatranim vremi@a pad krivulje v& Sto je doza
ciklopamina véa. Vidljivo je da je doza od 0,0M preniska te da je inhibicija proliferacije
zamjetnija tek od 2,5M a postaje zn@jnija tek od 5uM. Za drugu starnu liniju bila bi
potrebna puno & doza i tek nakon 96 sati bi se inhibicija probfdje mogla uditi, Sto

ukazuje da ciklopamin za Sk-Br-3 stanice nema indgile djelovanije (slike 4.1. Ai 4.1. C).
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Protein Shh pote rast stanica u obje stane linije ali proliferacija stanica ovisna je o
trajanju izlozenosti Shh proteinu (48, 72 ili 96tisa o primjenjenoj koncentraciji Shh
proteina (slika 4.1. B i 4.1. D). Duza izlozenostte doze potrebne su za obje linije, osobito
za MCF-7.

4.2.2. Inhibicija i aktivacija signalnog puta Hh-Gli na razini mRNA

Rezultati na slikama 4.2. i 4.3. daju vrijednostmpjene ekspresije (FC, eng. fold change) u
odnosu na referentni gen ARP. Obje staeilinije, MCF-7 i Sk-Br-3, pokazuju raziiu
ekspresiju gena signalnog puta Hh-Gli ovisno antegtu sa ciklopaminom, tomatidinom ili
proteinom Shh. Talder, postoje razlike u reaktivnosti stanica ovisntraganju izloZzenosti
(24 ili 48 sati) ciklopaminu, tomatidinu ili protei Shh. Dodatak ciklopamina na stami
liniju MCF-7 pri tretmanu od 24 sata izaziva padmiesije PTCH1, SMO, SHH, SUFU, c-
Myc i B-katenina. Duze izlaganje ciklopaminu (kroz 48 )satvjetuje povratak prema
normalnim vrijednostima za gene PTCH1, SUFU i c-Mgcak poticajni dinak ima za
SMO, GLI1, SHH ip-katenin. Takder su skne vrijednosti ekspresije pri tretmanu stanica
MCF-7 tomatidinom (kroz 24 i 48 sati), koji ovdj@kazuje da nije podesna kontrola, u
literaturi secak nailaze oprae tvrdnje o0 njegovoj strukturnoj a nefunkcional@mjalogiji
(Lipinski i sur, 2007). Protein Shh tek nakon tratra od 48 sati izaziva paianje aktivnosti
svih promatranih gena osim c-Myc gena u MCF-7 stma. Neovisno o0 primjenjenom spoju
na staninu liniju MCF-7 tijekom préenja ekspresije gena nije registrirana ekspresjag
pl16. Djelovanje ciklopamina na Sk-Br-3 pokazujéasii tinak kao na MCF-7 liniju, gdje pri
kratkotrajnom tretmanu (24h) dolazi do smanjenjapegsije svih testiranih gena koja se
nakon duljeg vremena polako ¥eaprema normalnim vrijednostima. Tretman Shh pnotei
kroz 48 sati dovodi do povanja ekspresije SMO, SUFU i p16 gena u Sk-Br-3istama dok
Nneovisno o primjenjenom spoju nije registriranape&sija GLI1 i SHH gena. Ovaj nedostatak
detekcije vjerojatno je posljedica niske ekspresjelva gena, te ih pri 40 ciklusa qRT-PCR

ne zamjéujemo.
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PTCH1 A SMO B
FC 10,0 q
2,0
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6,0
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4,0
05 30
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1,0
0,0 0,0
B C-24h C-48n T-24h  T-48n S-24h  S-48h B C-24h C-48h T-24h T-48h S-24h S-48h
GLI1 SHH
Fc 20
FC 45
4,0
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30
25 1,0
2,0
15
104 0,5 1
0,5
0,0 0,0 1
B C-24h  C-48h  T-24h T-48h S-24h  S-48h B C-24h  C-48h  T-24h  T-48h S-24h S-48h
SUFU E c-Myc F
FC207 Fc 15
1,5 A
1,0 T
1,0 A
0,5
05 1
0,0 - 0,0
B C-24h C-48h T-24h T-48h S-24h S-4gh B C-24h  C-48h T-24h T-48h  S-24h  S-48h
B-katenin G
FC 30
25
2,0 I
15
1,0 4
0,5
0,0 4
B C-24h C-48h T-24h T-48h S-24h S-48h

Slika 4.2. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogvisnoj (MCF-7) statinoj liniji tumora dojke.
Primjenjene koncentracije spojeva iznosile su:opkimin (2,51M), tomatidin (2,2uM) i protein Shh (3 ng/ml).
Na apscisama su prikazane oznake primjenjenih gpdjeduljine tretmana: ciklopamin kroz 24 ili 48tisa
(oznake C - 24h i C - 48h, crveni stéipi tomatidin kroz 24 ili 48 sati (oznake T - 241 i- 48h, plavi stugi),
protein Shh kroz 24 ili 48 sati (oznake S - 24h i &h, zeleni stupi) i netretirane stanice (oznake B, crni
stupki). Na ordinati je izrazena promjena ekspresijedmasu na gen ARP. Svaki grafikon (A-G) prikazuje

relativnu ekspresiju pojedinog gena.
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Slika 4.3. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogeovisnoj (Sk-Br-3) statmoj liniji tumora
dojke. Primjenjene koncentracije spojeva iznosileciklopamin (2,51M), tomatidin (2,2uM) i protein Shh (3
ng/ml). Na apscisama su prikazane oznake primjémgpojeva i duljine tretmana: ciklopamin kroz 4B sati
(oznake C - 24h i C - 48h, crveni stéipi tomatidin kroz 24 ili 48 sati (oznake T - 241 i- 48h, plavi stugi),
protein Shh kroz 24 ili 48 sati (oznake S - 24h i &h, zeleni stupi) i netretirane stanice (oznake B, crni
stupki). Na ordinati je izrazena promjena ekspresijedmasu na gen ARP. Svaki grafikon (A-F) prikazuje

relativnu ekspresiju pojedinog gena.

4.2.3. Inhibicija i aktivacija signalnog puta Hh-Gli na razini proteina

Stantne linije tumora dojke, MCF-7 i Sk-Br-3, tretirangklopaminom, tomatidinom,
proteinom Shh, te kontrolne netretirane stanicdiarane su na razini proteina. Proteini
signalnog puta Hh-GIi detektirani su u obje istvanie star@ine linije tumora dojke. Dodatak
ciklopamina na statnu liniju MCF-7 dovodi do pada ekspresije Ptch,08r®lil u prvih 24
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sata, a dodatak Shh proteina ima poticafimak u prvih 24 sata na SMO i SHH, a nakon 48
sati primj&uje se lagani pad ekspresije Ptch, Glil i Shh prat¢slika 4.4. A-D). Dodatak
ciklopamina na statinu liniju Sk-Br-3 dovodi do smanjenja ekspresij@tpma Ptch, Smo,
Glil i Shh. Kod tretmana stame linijje Sk-Br-3 proteinom Shh dolazi do poésaja
ekspresije Ptch, Smo i Shh proteina (slika 4.5.)A-D

1,0 1

°

Ptch A Smo
1,04
0,8

0,6
0,2
0,0 4

C - 24h C - 48h T-24h T-48h S - 24h S - C - 24h C - 48h T-24h T-48h S - 24h S -

®
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=
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IS
IS

0,2

N
N

0,0 4
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°

Ptch—' —— — —— —— S0

e C D
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1,0 1 3,0 1
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0,8
2,0
0,6
1,51
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0,2 1 0.5 4 I I
0,0 + 0,0 -
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Amndw i g T S

Slika 4.4. Rezultati Western blot analize na estrogen-ovidMECF-7) staninoj liniji tumora dojke nakon
tretmana ciklopaminom kroz 24 i 48 sati (oznake2dh i C - 48h, crveni stufi), tomatidinom kroz 24 i 48 sati
(oznake T - 24h i T - 48h, plavi stdpii proteinom Shh kroz 24 i 48 sati (oznake S h245 - 48h, zeleni
stupkii). Netretirane stanice (oznake B, crni stijpiTestirani su proteini Ptch (A), Smo (B), GIiC)i Shh (D),

a kao kontrola koriSten je protein Aktin.
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Slika 4.5. Rezultati Western blot analize na estrogen-neoyi$Bk-Br-3) staninoj liniji tumora dojke nakon
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0,2 1

N

0,0

°

tretmana ciklopaminom kroz 24 i 48 sati (oznake2dh i C - 48h, crveni stufi), tomatidinom kroz 24 i 48 sati
(oznake T - 24h i T - 48h, plavi stdpii proteinom Shh kroz 24 i 48 sati (oznake S h245 - 48h, zeleni
stupkii). Netretirane stanice (oznake B, crni stijpiTestirani su proteini Ptch (A), Smo (B), GIiC)i Shh (D),

a kao kontrola koriSten je protein Aktin.

Iz slike 4.5. vidljivo je da kod Sk-Br-3 stanic&kldpamin djeluje prvih 24 sata inhibicijski za
proteine Ptch, Smo, Glil i Shh, dok nakon duZzegmnama, dolazi do laganog ¥emja u
razinu netretiranih stanica, osim kod Shija se razina vig na normalnu vrijednost nakon
tretmana od 48 sati. Shh protein djeluje poticagaoneke proteine u prvih 24 sata jer se
povetava razina proteina Ptch i samog Shh, dok nakedesh 24 sata dolazi do Wwanja na

normalnu razine Ptch, Glil i samog Shh proteinaali Smo.
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4.3. Aktivacija Hh-Gli signalnog puta u estrogen-oisnim (MCF-7) i estrogen-neovisnim

(Sk-Br-3) staniénim linijama tumora dojke sa pcDNA4nISMtGLI1 plazmidom

Poticanje puta Hh-Gli ubacivanjem Glil plazmida elavje do raztite aktivacije odnosno
pokazala je aktivacija signalnog puta Hh-Gli uagtvanim star@inim linijama tumora dojke,
MCF-7 i Sk-Br-3.

Transfekcija stakne linije MCF-7 Glil plazmidom dovodi do paianja ekspresije PTCH1,
GLI1, SUFU, c-Myc iB-katenin gena, do pada ekspresije SMO gena, deks#esija SHH
gena ne mijenja u odnosu na kontrolne netransfexif4CF-7 stanice. Dodatak proteina Shh
na MCF-7 stanice nakon transfekcije Glil plazmidaovodi do povéanja ekspresije
PTCH1, SMO, GLI1, SUFU i c-Myc gena, dok je ekspeeSHH i B-katenin gena smanjena
(slika 4.6. A-G). Nakon transfekcije i u ovim uvjat nije registrirana ekspresija p1l6 gena
kao niti nakon dodatka proteina Shh, dok su swalpogtomatrani geni eksprimirani.

Stantna linijja Sk-Br-3 nakon transfekcije Glil plazmiddam nakon dodatka Shh proteina
pokazuje povéanu ekspresiju PTCH1, GLI1, SHH, pl16, c-My@-katenin gena, dok je
ekspresija SMO i SUFU smanjena za obaah (slika 4.7. A-H). Posto MCF-7 stanice
eksprimiraju relativno visoke razine Shh, vjeroaije da se transfecirane stanice aktiviraju
autokrinom stimulacijom te dodatno dodavanje Shimaneveliki winak. Sk-Br-3 imaju
pocetno nisku razinu Shh, te vanjski dodatak Skk nakamsfekcije uzrokuje dodatnu

aktivaciju signalnog puta.
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Slika 4.6. Rezultati kvantitativhog real-time PCR-a na estrogvisnoj (MCF-7) statinoj liniji tumora dojke

nakon aktivacije signalnog puta Hh-Gli sa Glil predom. Na apscisama su prikazane oznake primjenjeni

tretmana: Glil plazmid (oznake Glil, crveni stilpiGlil plazmid potom protein Shh (oznake Glil khSzeleni

stupki). Netretirane stanice (oznake B, crni stijpiNa ordinati je izrazena promjena ekspresijelnasu na gen

ARP. Svaki grafikon (A-G) prikazuje relativnu ekepiju pojedinog gena.
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Slika 4.7.Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogeovisnoj (Sk-Br-3) statnoj liniji tumora dojke

nakon aktivacije signalnog puta Hh-Gli sa Gli1 predom. Na apscisama su prikazane oznake primjenjeni

tretmana: Glil plazmid (oznake Glil, crveni stilRiGlil plazmid potom protein Shh (oznake Glil khSzeleni

stupki). Netretirane stanice (oznake B, crni stijpiNa ordinati je izrazena promjena ekspresijelnasu na gen

ARP. Svaki grafikon (A-H) prikazuje relativhu ekspiju pojedinog gena.
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4.4. Odgovor estrogen-ovisne (MCF-7) i estrogen-neisne (Sk-Br-3) stanéne linije

tumora dojke na tamoksifen

4.4.1. Praenje rasta i vijabilnosti stanica

U svrhu utvdivanja koncentracija tamoksifena koje uzrokuju jiito 50% odnosno
priblizno 80% prezivljenja istrazivanih sténih linija, MCF-7 i Sk-Br-3, préen je rast i
vijabilnost stanica uz pondoMTT testa u uvjetima ragitih primjenjenih koncentracija
tamoksifena kroz 72 sata. Nakowinjenog MTT testa potdeno je da su MCF-7 stanice
osjetljivije na tamoksifen u odnosu na Sk-Br-3 gtarsto je ¢ekivani rezultat budti da su

MCF-7 stanice estrogen-ovisna stana linija.

linija MCF-7, tretman tamoksifenom A linija Sk-Br-3, tretman tamoksifenom B
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Slika 4.8.Rezultati MTT testa na estrogen-ovisnoj (MCF-7.i &strogen-neovisnoj (Sk-Br-3, B) standj liniji
tumora dojke nakon tretmana r&#liim koncentracijama tamoksifena kroz 72h (crvenpddnosu na netretirane
stanice (crno). Na apscisi su izrazene primjenjareentracije tamoksifena, a na ordinati postotaZipljenja

stanica.

Iz slike 4.8. A) vidljivo je da kod stagne linije MCF-7 koncentracija tamoksifena od )@
uzrokuje prezivljenje od oko 50%, dok koncentradigemoksifena od 1,QuM uzrokuje
prezivljenje od oko 80%. Nadalje, na slici 4.8.\#]ljivo je da koncentracija tamoksifena od
10,0 yM uzrokuje prezivljenje od oko 50%, dok koncentradiamoksifena od 5,@M
uzrokuje prezivljenje od oko 80% za stamui liniju Sk-Br-3.
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linija MCF-7, tretman tamoksifenom A linija Sk-Br-3, tretman tamoksifenom B
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Slika 4.9.Rezultati MTT testa na estrogen-ovisnoj (MCF-7.i &strogen-neovisnoj (Sk-Br-3, B) standj liniji
tumora dojke nakon tretmana tamoksifenom nakon @#wo), 72h (zeleno) i 96h (crveno). Na apscisi su

izraZene primjenjene koncentracije tamoksifenaa andinati postotak rasta stanica.

Slika 4.9. prikazuje rast i vijabilnost stanica s o0 primjenjenim koncentracijama
tamoksifena kroz 48, 72 i 96 sati. Primjenjene lamtiacije tamoksifena na stanoj liniji
MCF-7 (slika 4.9. A) pokazuju podjednakiinak tamoksifena u tretmanima koji su trajali 48
I 72 sata (66-95% prezivljenja), dok u tretmanu f@frajao 96 sati tamoksifen pokazujeéija
ucinak na stanice Sto seéitwje zna&ajno slabijim rastom i vijabiln@$l stanica. Koncentracija
tamoksifena od 15,0M u tretmanu koji je trajao 96 sati uzrokuje snansca odnosno obara
prezivlienje na 0%. Sk-Br-3 stanice ovisno o trpjatretmana tamoksifenom pokazuju
drugaiji odgovor u odnosu na MCF-7 stanice (slika 4.9. Bod njih je uéeno da stanice
neovisno o trajanju tretmana postizu prezivljerifeevod 75% kod koncentracija tamoksifena
od 1,0, 5,0 i 10,uM, dok samo najviSa primjenjena koncentracija tasifeka u iznosu od

15,0uM uzrokuje smrt stanica odnosno obara prezivljerj®@% i to za sve duljine tretmana.
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4.4.2. Ekspresija signalnog puta Hh-Gli na razini RNA

Rezultati na slikama 4.10. i 4.11. daju vrijedngstmjene ekspresije (FC, eng. fold change)
u odnosu na referentni gen ARP. Obje stamilinije, MCF-7 i Sk-Br-3, pokazuju razitu
ekspresiju gena signalnog puta Hh-Gli ovisno o pmenoj koncentraciji tamoksifena.
Takader, postoje razlike u reaktivnosti stanica ovisrtoaganju izlozenosti (24, 48 ili 72 sata)
tamoksifenu.

Dodatak tamoksifena u koncentraciji od 1Bl kroz 24 sata na MCF-7 stanice dovodi do
povetanja ekspresije PTCHL1 i GLI1, pada ekspresije SBHFU i c-Myc. Pri 2,5M dozi
ekspresija PTCH1 i SMO gena nije detektirana telgélo do smanjenja ekspresije svih
testiranih gena osim GLI1 (slika 4.10.). Tretmad dM tamoksifenom kroz 48 sati zadrzava
povetanu ekspresiju PTCHL1, te pa@eava razinu SMO i c-Myc, dok i dalje padaju eksgeesi
SHH, SUFU ip-katenina, a ekspresija GLI1 gena nije registriraPa tretmanu 2,5uM
tamoksifenom kroz 48 sati dolazi do poéare ekspresije PTCH1 i SMO, pada ekspresije
GLI1 i SHH, dok je ekspresija c-Myc, SUFBikatenin gena na razini vrijednosti izmjerene
u kontrolnim netretiranim stanicama. lzlozenoshigta 1,0uM tamoksifenu u trajanju od 72
sata zadrzava pot@nu ekspresiju PTCH1, neSto manje SMO i GLI1, pespeesije SHH,
SUFU ip-katenina, dok je ekspresija c-Myc gena na raazipednosti izmjerene u konrolnim
netretiranim stanicama. Nakon izlozenosti stani&au®1 tamoksifenu kroz 72 sata ekspresija
gena PTCH1, SMO, SUFU i SHH je izrazito smanjenasloGLI1 i SUFU u razini kontrole.
Kod svih tretmana neovisno o trajanju izlozenamtnoksifenu MCF-7 stanice nisu pokazale
ekspresiju p16 gena (slika 4.10.).

Stantna linijja Sk-Br-3 pri tretmanu 5,0 ili 10,M tamoksifenom neovisno o trajanju
tretmana nije pokazala ekspresiju GLI1 i SHH gdmatman 5,QuM tamoksifenom kroz 24
sata izaziva blago potenu ekspresiju samo gena SUFU, blago smanjenuesigpSMO i
B-katenina, a ekspresija ostalih gena je na raznijednosti izmjerene u kontrolnim
netretiranim stanicama. Dodatak 1)@ tamoksifena kroz 24 sata dovodi do pada eksgresij
svih registriranih gena osim za gene SUFU, pl1®/iyc-cija je izmjerena ekspresija na razini
ekspresije koja je izmjerena u kontrolnim netretina stanicama. Pri izloZenosti 5{M
tamoksifenu u trajanju od 48 sati dolazi do blagegdane ekspresije PTCH1 i jako péeae
ekspresije SMO, pada ekspresije pl6, c-Myekiatenina, dok je ekspresija SUFU gena na
razini vrijednosti izmjerene u kontrolnim netretina stanicama. Nakon izloZenosti stanica
10,0 yuM tamoksifenu kroz 48 sati te 5,0 i 1) tamoksifenu kroz 72 sata izmjerena je

povetana ekspresija samo gena SMO, dok je ekspresija gstalih gena smanjena.
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Ekspresija gena PTCH1 je na razini vrijednosti emape u kontrolnim netretiranim

stanicama samo kod tretmana tamoksifenom u koramjntod 10,0uM kroz 72 sata.

PTCH1 A SMO B
FC 2,5 Fc 3.5 7
3,0 -
2,0
2,54
15 2,04
1,0 1 1,5
1,0
0,5 -
0,5 +
0,0 - 0,0 ~
B 1,0 UM - 1,0 uM - 1,0 uM - 2,5 pM - 2,5 uM - 2,5 uM - B 1,0uM-1,0uM- 1,0 uM - 2,5 yM - 2,5 uM - 2,5 uM -
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
GLI1 SHH
Fc 2° Fc 1.57
15
1,0
1,0 4
0,5
0,5 1
0,0 - 0,0 ~
B 1,0pM -1,0 uM - 1,0 pM - 2,5 uM - 2,5 uM - 2,5 pM - B 1,0uM-1,0 uM - 1,0 pM - 2,5 uM - 2,5 yM - 2,5 uM -
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
SUFU E c-Myc F
Fc 15 Fc 15
1,0 § 1,0
0,5 0,5
0,0 - 0,0
B 1,0uM-1,0 uM - 1,0 uM - 2,5 yM - 2,5 yM - 2,5 uM - B 1,0uM-1,0uM - 1,0 yM - 2,5 pM - 2,5 M - 2,5 uM -
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
B-katenin G
1,5
FC
1,0 -
0,5 +
0,0 ~
B 1,0uM-1,0uM-1,0 uM - 2,5 uM - 2,5 uM - 2,5 uM -
24h 48h 72h 24h 48h 72h

Slika 4.10.Rezultati kvantitativhog real-time PCR-a na estrogvisnoj (MCF-7) statinoj liniji tumora dojke.
Na apscisama su prikazane primjenjene koncentraaipeksifena kroz 24, 48 i 72 sata. Staailinija MCF-7
je tretirana tamoksifenom u koncentraciji ogl (80% preZivljenja) (oznake @M - 24h, 1uM - 48h i 1uM -
72h, plavi stugii) i 2,5 yM (50% preZivljenja) (oznake 2,pM - 24h, 2,5uM - 48h i 2,5uM - 72h, crveni
stupki). Netretirane stanice (oznake B, crni stilpiNa ordinati je izrazena promjena ekspresijelnasu na gen
ARP. Svaki grafikon (A-G) prikazuje relativnu ekepiju pojedinog gena.
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PTCH1 A SMO B
e 14 re 3.0
1,2 2,5 [
1,0 1
2,0
0,8 1
1,54
0,6
1,0 4
0,4 4
0,2 0,5
0,0 + 0,0 +
B 50uM - 50puM - 50puM - 10,0 yM 10,0 uM 10,0 uM B 50puM - 50puM - 5,0 yM - 10,0 pM - 10,0 pM - 10,0 pM -
24h 48h 72h - 24h - 48h -72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
SUFU pl6
Fc 12 ec 12
1,0 4 1,0 4
0,8 0,8 1
0,6 0,6
0,4 4 0,4 1
0,2 1 0,2 1
0,0 0,0
B 50uM - 5,0 uM - 5,0 uM - 10,0 yM 10,0 uM 10,0 uM B 50uM- 50uM - 50uM- 10,0 pM 10,0 uM 10,0 uM
24h 48h 72h - 24h - 48h -72h 24h 48h 72h - 24h -48h -72h
c-Myc E B-katenin F
Fc 12 Fc 12
1,0 4 1,0 1
0,8 0,8 1
0,6 0,6
0,4 0,4 1
0,2 4 0,2 1
0,0 + 0,0 +
B 50pM - 50puM - 5,0 uM - 10,0 uM - 10,0 uM - 10,0 uM - B 50pM - 50pM- 50uM- 10,0 uM 10,0 pM 10,0 pM
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h - 24h - 48h -72h

Slika 4.11. Rezultati kvantitativhog real-time PCR-a na estregeovisnoj (Sk-Br-3) stamoj liniji tumora
dojke. Na apscisama su prikazane primjenjene kdragje tamoksifena kroz 24, 48 i 72 sata. Staailinija
Sk-Br-3 je tretirana tamoksifenom u koncentraaiisouM (80% preZivljenja) (oznake M - 24h, 5uM - 48h i
5 UM - 72h, plavi stugii) i 10 yM (50% prezivljenja) (oznake 10M - 24h, 10uM - 48h i 10uM - 72h, crveni
stupki). Netretirane stanice (oznake B, crni stijpiNa ordinati je izrazena promjena ekspresijelnasu na gen

ARP. Svaki grafikon (A-F) prikazuje relativnu ekepiju pojedinog gena.

4.4.3. Ekspresija signalnog puta Hh-Gli na razini poteina

Nakon tretmana stamih linija tumora dojke, MCF-7 i Sk-Br-3, koncentifama
tamoksifena koje izazivaju 80% i 50% prezivljenfargca, proteini signalnog puta Hh-Gli
detektirani su u obje istrazivane star@ linije tumora dojke prEtemu postoje razlike u

reaktivnosti stanica ovisno o trajanju izlozen@24, 48 ili 72 sata) tamoksifenu. Rezultati na
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slici 4.12. daju vrijednosti ekspresije promatrapibteina (Ptch, Smo, Glil i Shh) za stani

liniju MCF-7.
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Slika 4.12. Rezultati Western blot analize na estrogen-ovifMEF-7) staninoj liniji tumora dojke nakon

tretmana tamoksifenom. Na apscisama su prikazamgepjene koncentracije tamoksifena kroz 24, 48 sata.

Stanéna linijja MCF-7 je tretirana tamoksifenom u konganiji od 1 uM (80% prezivljenja) (oznake iM -
24h, 1uM - 48h i 1uM - 72h, plavi stupii) i 2,5 uM (50% prezivljenja) (oznake 28V - 24h, 2,5uM - 48h i
2,5uM - 72h, crveni stugi). Netretirane stanice (oznake B, crni stilpl estirani su proteini Ptch (A), Smo (B),
Glil (C) i Shh (D), a kao kontrola je koriSten Akti

Dodatak tamoksifena u koncentraciji od M kroz 24 sata na stafmu liniju MCF-7 dovodi

do blagog povéanja ekspresije Glil i pada ekspresije Ptch i Stdtema dok je Smo na

sli¢cnoj razini kao netretirane stanice. TretmamuM tamoksifenom kroz 48 sati poteva

ekspresiju Ptch, Glil i Shh proteina te blago sm@ngkspresiju proteina Smo, dok tretman

kroz 72 sata zadrzava p@emje ekspresije Glil i Shh, zadrzava blago smaaj&mo, i

smanjuje ekspresiju Ptch. Nakon tretmana tamoksifen koncentraciji od 2,6M kroz 24
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sata povéana je ekspresija Shh a smanjena ekspresija Ptoh,i &lil proteina, dok je kod

tretmana kroz 48 sati pot@na ekspresija Shh, Ptch i Glil su u razini neaeih stanica te je

smanjena ekspresija Smo proteina. Tretman /b tamoksifenom u trajanju od 72 sata

dovodi do pada razine ekspresije svih promatrarotema.
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Slika 4.13.Rezultati Western blot analize na estrogen-neoyitbk-Br-3) staninoj liniji tumora dojke nakon
tretmana tamoksifenom. Stana linijja Sk-Br-3 je tretirana tamoksifenom u kontreciji od 5 uM (80%
prezivljenja) (oznake M - 24h, 5uM - 48h i 5uM - 72h, plavi stugii) i 10 uM (50% prezivljenja) (oznake 10
MM - 24h, 10uM - 48h i 10uM - 72h, crveni stugi). Netretirane stanice (oznake B, crni stilpiTestirani su
proteini Ptch (A), Smo (B), Glil (C) i Shh (D), adkkontrola je koriSten Aktin.

Iz slike 4.13. vidljivo je da dodatak tamoksifen&ancentraciji od 5,QuM kroz 24 sata na
stantnu liniju Sk-Br-3 dovodi do pada razine ekspregjeteina Ptch, Glil i Shh dok je
razina ekspresije proteina Smo na razini ekspreskentrolnim netretiranim stanicama. Kod

tretmana kroz sljeda 24 sata poraste razina ekspresije proteina P&ma, dok se Shh
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odrZzava na snizenoj razini. Nakon tretmana krosata razina ekspresije Ptch ponovo opada
dok razina Smo proteina ostaje i dalje p@area, kao i Glil. Shh razina je i pri ovom tretmanu
smanjena. Tamoksifen u koncentraciji od L0\ pri tretmanu u trajanju od 24 sata uzrokuje
smanjenje ekspresije Ptch, Glil i Shh, dok Smoj®sta razini kontrole. Nakon izloZenosti
Sk-Br-3 stanica 48 satnom tretmanu 10M tamoksifenom pow&avaju se razine ekspresije
Ptch i Smo proteina, dok Glil i Shh ostaju smanj@mretretmanu koji je trajao 72 sata razina
ekspresije proteina Ptch ponovo opada, dok seaakispresije proteina Smo i Glil poaea

Shh ostaje smanjen kao i kod svih prethodnih trema

4.5. Odgovor estrogen-ovisnih (MCF-7) i estrogen-i@isnih (Sk-Br-3) staninih linija

tumora dojke na kombinirane tretmane

4.5.1. Praenje rasta i vijabilnosti stanica

Slika 4.14. prikazuje rast i vijabilnost stanicaismo 0 primjenjenim koncentracijama
ciklopamina, proteina Shh i tamoksifena kroz 48, BB sati pri kombiniranim tretmanima
ciklopaminom i tamoksifenom te proteinom Shh i tésitenom.

Primjenjene kombinacije ciklopamina i tamoksifersastantnoj liniji MCF-7 (slika 4.14. A)
pokazuju podjednakidnak (50-88% prezivljenja) u tretmanima kroz 482 Jata dok pri
tretmanu od 96 sati prezivljenje stanica je oko 5R%ize pri éemu kombinacija od 7,6M
ciklopamina i 15,QuM tamoksifena uzrokuje smrt stanica odnosno obeeaiyjenje na 0%.
Stantna linija Sk-Br-3 pokazuje drugig odgovor u odnosu na MCF-7 stanice (slika 4.14.
C). Primjenjene kombinacije ciklopamina i tamoksdetakaer pokazuju podjednakicinak

ali sa slabijim dinkom na stanice, koji sec¢ibuje boljim rastom i vijabilno&u stanica s
prezivljenjem viSim od 80% neovisno o duljini traja tretmana osim za najviSe primjenjene
koncentracije koje uzrokuju prezivljenje nize od¥%Ga tretmane kroz 48 i 72 sata dok
tretman u trajanju od 96 sati uzrokuje smrt staodaosno obara prezivljenje na 0% jednako
kao i kod MCF-7 stanica.

Tretmani kombinacijama proteina Shh i tamoksifeasstantnim linjjama MCF-7 i Sk-Br-3
(slika 4.14. B i D) pokazuju slan odgovor stanica kao i kod tretmana kombinacijama
ciklopamina i tamoksifena, osim kod tretmana SK3Bstanica najviSim primjenjenim
koncentracijama proteina Shh i tamoksifena kojeokizju smrt stanica neovisno o duljini

tretmana.
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linija MCF-7, tretman ciklopaminom i tamoksifenom A linija MCF-7, tretman Shh proteinom i tamoksifenom B
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Slika 4.14. Rezultati MTT testa na estrogen-ovisnoj (MCF-7gstrogen-neovisnoj (Sk-Br-3) stanoj liniji
tumora dojke nakon kombiniranih tretmana ciklopammini tamoksifenom (A i C) ili Shh proteinom i
tamoksifenom (B i D) nakon 48h (plavo), 72h (zelen®6h (crveno). Na apscisi su izrazene konceijrac

primjenjenih spojeva, a na ordinati postotak ratamica.

Shh djeluje uvijek pow@nom proliferacijom ali u kombinaciji sa tamoksiben taj se tinak
potpuno gubi i jednak je samom tamoksifenu ili t&sifenu u kombinaciji sa ciklopaminom.
Ciklopamin ima manje inhibiragui u¢inak u SK-Br-3 stanicama u odnosu na MCF-7 stanice.
Kombinirani tretmani uspodeni su i sa pojedigaim tretmanima kako bi se usporedio
njihov Wwinak. Rezultati su prikazani na slici 4.15. U MCFstanénoj liniji nakon
kratkotrajne izlozenosti (48h) ciklopaminu in¢ak izrazeniji @inak na stadinu smrt od
tretmana tamoksifenom ili kombinacijom ciklopamirtamoksifena. Duljom izlozenosti (72h
i 96h) vidljiv je proliferacijski @inak Shh, ali on se u potpunosti blokira u kombijnac
tamoksifenom. Tamoksifen i kombinacija tamoksifenaiklopamina sada pokazuju ¢ja
ucinak od ciklopamina, ali nema bitne razlike iztadgretmana tamoksifenom i kombinacijom
tamoksifena i ciklopamina. U Sk-Br-3 liniji je pr@racijski winak Shh vidljiv nakon duljeg
tretmana (72-96h), te tater ne mijenja osjetljivost na tamoksifen. Ciklopangokazuje

opcenito slabiji &inak nego tamoksifen, ndatim kombinirani tretman ciklopaminom i
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tamoksifenom ublaZzavac¢mak tamoksifena pri kiam vremenima (48 i 72 sata) te se

izjedna&ava sa tamoksifenom tek pri dugom tretmanu (96h).

linija MCF-7, 48h linija Sk-Br-3, 48h
A B
—C
140 —C —s
% 160
120 == —5 % 140 - J—
100 + T —7 120 4
80 1 > et 1g8 b C+T
= +
60 = N\ S+T
20 AN S+T & \ =
1 40 AN
20 20 AN
0 0
cilopamin/| 05 25 5,0 75 cikopamin| 0,5 25 50 75
um /uM
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M /uM
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/' ng/ml protein /
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60 : e 80 1 N\ —s+T
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40 4 —S+T 0 - \\\’=
20 20
0 0 N\
ciklopamin / 05 25 50 75 ciklopamin 05 25 5,0 75
uM [ uM
tamoksifen / 1,0 50 10,0 15,0 tamoksifen 1,0 50 10,0 15,0
oM /M
Shh protein 05 1,0 2,0 30 Shh 05 1,0 2,0 3,0
I ng/ml protein /
linija MCF-7, 96h linija Sk-Br-3, 96h
E
—cC
140 —C R
% S
120 —s % 160 p== S
100 - 140
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60 1 —CeT gg 1 —S+T
B —S+T
40 + 40 \
20 4 20 \\
0 0
cilopamin/| 05 25 5,0 75 cidopamin| 0,5 25 50 75
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tamoksifen /| 10 50 10,0 15,0 tamoksifen 10 50 10,0 15,0
M /M
Shh protein 05 1,0 2,0 3,0 Shh 05 1,0 2,0 3,0
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Slika 4.15. Rezultati MTT testa na estrogen-ovisnoj (MCF-7gstrogen-neovisnoj (Sk-Br-3) stanoj liniji
tumora dojke nakon tretmana ciklopaminom (C, plavanoksifenom (T, crveno), Shh proteinom (S, z&len
kombinacijom ciklopamina i tamoksifena (C + T, nafasto) te kombinacijom Shh proteina i tamoksifena (S
T, ljubicasto) nakon 48h (A i B), 72h (C i D) i 96h (E i la apscisi su izrazene koncentracije primjenjenih

spojeva, a na ordinati postotak rasta stanica.
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4.5.2. Ekspresija signalnog puta Hh-Gli na razini lRNA

Rezultati na slikama 4.16. i 4.17. daju vrijedngstmjene ekspresije u odnosu na referentni
gen ARP. Stake linije MCF-7 i Sk-Br-3 pokazuju razltu ekspresiju gena signalnog puta
Hh-Gli ovisno o primjenjenom tretmanu ciklopaminomamoksifenom ili kombinacijom
ciklopamina i tamoksifena. Taler, postoje razlike u reaktivnosti stanica ovisntraganju
izloZzenosti (48 ili 96 sati) kombiniranom tretmatiklopaminom i tamoksifenom.

Tretman tamoksifenom MCF-7 stanica kroz 48 satziiza povéanu ekspresiju PTCH1 i
SMO, pad ekspresije gena GLI1 i SHH, dok je eksjresMyc, SUFU ip-katenina na razini
ekspresije izmjerene u netretiranim kontrolnim sama. Kod kombiniranog tretmana
ciklopaminom i tamoksifenom kroz 48 sati registgige povéana ekspresija PTCH1, SMO,
GLI1, SHH, SUFU ip-katenina te smanjena ekspresija gena c-Myc. Naditjmbinirani
tretman kroz 96 sati dovodi do p@amja ekspresije PTCH1, SMO, c-My@-katenina dok je
ekspresija gena GLI1 i SHH smanjena u odnosu natirane kontrolne stanice (slika 4.16.).
Naprotiv Sk-Br-3 tretman tamoksifenom kroz 48 sadiziva povéanu ekspresiju samo gena
SMO, a ekspresija gena GLI1 nije detektirana (sfiker.). Ekspresija ostalih testiranih gena
smanjena je pri ovom tretmanu. Dodatak kombinazkmpamina i tamoksifena kroz 48, 72 i
96 sati dovodi do smanjene ekspresije svih regastih gena osim za gen SM@ja je
izmjerena ekspresija pot@na kod 48-satnog kombiniranog tretmana ciklopamino
tamoksifenom (slika 4.17.). Neovisno o trajanjuozdnosti primjenjenim spojevima nije

detektirana ekspresija gena GLI1.
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Slika 4.16.Rezultati kvantitativhog real-time PCR-a na estrogvisnoj (MCF-7) statinoj liniji tumora dojke.
Na apscisama su prikazane oznake primjenjenih gpajduljine tretmana: ciklopamin kroz 48 sati (aka C -
48h, plavi stupii), tamoksifen kroz 48 sati (oznake T - 48h, crvemipti), kombinacija ciklopamina i
tamoksifena kroz 48 sati (oznake C + T - 48h, n&asii stupdi), te kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz
96 sati (oznake C + T - 96h, lj@aisti stupéi). Primjenjena koncentracija ciklopamina iznogéa2,5uM dok je
primjenjena koncentracija tamoksifena iznosila 2\6. Netretirane stanice (oznake B, crni stijpiNa ordinati
je izrazena promjena ekspresije u odnosu na gen ARRi grafikon (A-G) prikazuje relativnu ekspresij

pojednog gena.
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Slika 4.17. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogeovisnoj (Sk-Br-3) stamoj liniji tumora
dojke nakon tretmana ciklopaminom i tamoksifenora. dypscisama su prikazane oznake primjenjenih spojev
duljine tretmana: ciklopamin kroz 48 sati (oznake @8h, plavi stugi), tamoksifen kroz 48 sati (oznake T -
48h, crveni stuggi), kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz 48igoznake C + T - 48h, nar&asti stupti),

te kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz 9@ ¢aznake C + T - 96h, ljubasti stupti). Primjenjena
koncentracija ciklopamina iznosila je 21 dok je primjenjena koncentracija tamoksifena &teo 10 uM.
Netretirane stanice (oznake B, crni stilpiNa ordinati je izrazena promjena ekspresijednasu na gen ARP

Svaki grafikon (A-G) prikazuje relativhu ekspresgadnog gena.
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4.5.3. Ekspresija signalnog puta Hh-Gli na razini poteina

Nakon tretmana istrazivanih stanih linija tumora dojke ciklopaminom, tamoksifenam
kombinacijom ciklopamina i tamoksifena proteinirsagnog puta Hh-Gli detektirani su u obje
stanéne linije pri ¢emu su ututene razlike u reaktivnosti stanica ovisno o prijgaom
spoju/spojevima i trajanju izlozenosti (48 ili 9@ti$ stanica odid@enom spoju/spojevima.
Rezultati na slici 4.18. daju vrijednosti ekspreggromatranih proteina (Ptch, Smo, Glil i
Shh) za stakinu liniju MCF-7.

Ptch A Smo
3,01 1,4+
25 1,2 4
1,0 1
2,04
0,8
15
0,6
1,0 4
0,4 1
0,5 1 0,24
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Slika 4.18. Rezultati Western blot analize na estrogen-ovifMEF-7) staninoj liniji tumora dojke nakon
tretmana ciklopaminom, tamoksifenom te kombinacigiklopamina i tamoksifena. Na apscisama su prikaza
oznake primjenjenih spojeva i duljine tretmana:lapiamin kroz 48 sati (oznake C - 48h, plavi stipi
tamoksifen kroz 48 sati (oznake T - 48h, crvenpgi) kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz 4&is
(oznake C + T - 48h, nar&asti stupti), te kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz $ati (oznake C + T -
96h, ljubtasti stupti). Primjenjena koncentracija ciklopamina iznosja 2,5 uM dok je primjenjena
koncentracija tamoksifena iznosila 2i51. Netretirane stanice (oznake B, crni stilpiTestirani su proteini Ptch
(A), Smo ( B), Gli1 (C) i Shh (D), a kao kontrok koriSten Aktin.
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Iz slike 4.18. vidljivo je da tretmani MCF-7 staaicciklopaminom, tamoksifenom, te
kombinacijom ciklopamina i tamoksifena kroz 48 s@dvode do pow@ne ekspresije svih
promatranih proteina, dok izlaganje stanica konmmhmom tretmanu ciklopaminom i
tamoksifenom kroz 96 sati uzrokuje pémau ekspresiju samo proteina Shh fgmu je
registriran pad razine ekspresije proteina Ptchp Sn®lil. Rezultati na slici 4.19. daju
vrijednosti ekspresije promatranih proteina (P&mo, Glil i Shh) za staimu liniju Sk-Br-3.

Ptch A Smo B
1,60 1.8
1,40 1,6
1,20 1,4
1,2
1,00
1,0 4
0,80
0,8
0,60
0,6
0,40 7 0,44
0,00 A 0,0 4
B C-48h T-48h C+T- 48h C+T - 96h B C-48h T-48h C+T-48h C+T - 96h

Gli1 C Shh

1.8 124

T-48h C+T - 48h C+T - 96h

Slika 4.19.Rezultati Western blot analize na estrogen-neoyiébk-Br-3) staningj liniji tumora dojke nakon
tretmana ciklopaminom, tamoksifenom te kombinacigkiopamina i tamoksifena. Na apscisama su prikaza
oznake primjenjenih spojeva i duljine tretmana:laglamin kroz 48 sati (oznake C - 48h, plavi stipi
tamoksifen kroz 48 sati (oznake T - 48h, crvenpgi)y kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz 4&is
(oznake C + T - 48h, nar&asti stupti), te kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz $ati (oznake C + T -
96h, ljubkasti stupti). Primjenjena koncentracija ciklopamina iznosja 2,5 uM dok je primjenjena
koncentracija tamoksifena iznosila iM. Netretirane stanice (oznake B, crni stilpiTestirani su proteini Ptch
(A), Smo (B), Gli1 (C) i Shh (D), a kao kontrolaleriSten Aktin.
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Iz slike 4.19. vidljivo je da dodatak ciklopaminaok 48 sata na stamu liniju Sk-Br-3
vecinom ne uzrokuje promjene u razini ekspresije pitoamih proteina. Kod tretmana
tamoksifenom te kombiniranim tretmanom ciklopaminotamoksifenom kroz 48 sati blago
je pove&ana razina ekspresije proteina Smo i Shh dok jeaaakspresije proteina Ptch i Glil
proteina smanjena. Kombinirani tretman ciklopaminammoksifenom kroz 96 sati uzrokuje
poveanu razinu ekspresije Ptch, Smo i Glil proteinpaé razine ekspresije Shh proteina u

odnosu na netretirane kontrolne stanice.

4.6. Odgovor estrogen-ovisnih (MCF-7) i estrogen-i@isnih (Sk-Br-3) staninih linija

tumora dojke na dodavanja ciklopamina i tamoksifena

4.6.1. Praenje rasta i vijabilnosti stanica

Slika 4.20. prikazuje rast i vijabilnost stanicaismo 0 primjenjenim koncentracijama
ciklopamina i tamoksifena kroz 48 i 96 sati pri Kaniranim tretmanima ciklopaminom i
tamoksifenom s raglitim redosljedom dodavanja pojedinog spoja, te kadadva spoja
dodana zajedno. Primjenjene kombinacije ciklopamirtamoksifena (kada su dva spoja
dodana zajedno) na stanoj liniji MCF-7 (slika 4.20. A) uzrokuju od 75 d88% prezivljenja
stanica u tretmanima kroz 48 sati dok izloZzenoahisa kroz 96 sati uzrokuje prezivljenje
stanica od 0 do 52% ovisno o0 koncentracijama pnjajgh spojeva pricemu najvise
koncentracije primjenjenih spojeva obaraju pre2ivg stanica na 0%. Kod tretmana u
kojima su stanice prvo tretirane ciklopaminom kéi&zsati a zatim tamoksifenom kroz 48 sati
prezivljenje stanica je u rasponu od 17 do 60%. tRfimanu u kojem je prvo dodan
tamoksifen kroz 48 sati a zatim ciklopamin kroz 48ti v& najnize koncentracije
primjenjenih spojeva obaraju prezivljenje stani@a(0%. Starina linija Sk-Br-3 pokazuje
drugaiji odgovor u odnosu na MCF-7 stanice (slika 4.8). Primjenjene kombinacije
ciklopamina i tamoksifena (kada su dva spoja dodamadno) kroz 48 i 96 sati pokazuju
slican trend ovisno o duljini tretmana ali sa slabijismkom u odnosu na MCF-7 stanice koji
se @ituje boljim rastom i vijabilno& stanica s prezivljenjem od 0 do 146% ovisno o
koncentracijama primjenjenih spojeva pamu najviSe koncentracije primjenjenih spojeva
obaraju prezivljenje stanica na 0% samo kod tretmatrajanju od 96 sati. Kod tretmana u
kojima su stanice prvo tretirane ciklopaminom kd&zsati a zatim tamoksifenom kroz 48 sati

prezivljenje stanica je u rasponu od 96 do 112%.tfetmanu u kojem je prvo dodan
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tamoksifen kroz 48 sati a zatim ciklopamin krozsé® prezivljenje stanica je u rasponu od 0
do 103% pricemu najviSe koncentracije primjenjenih spojeva ajuaprezivljenje stanica na
0%.

linija MCF-7, tretman ciklopaminom i tamoksifenom A
% 120
100
——C-48h—T-48h
80 Y L T — ——T-48h— C-48h
60 - ——C+T-48h
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M
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Slika 4.20. Rezultati MTT testa na estrogen-ovisnoj (MCF-7, iA@strogen-neovisnoj (Sk-Br-3, B) st&moj
liniji tumora dojke nakon kombiniranih tretmana lojgaminom i tamoksifenom, zajedno ili s railm
redosljedom dodavanja odenog spoja: ciklopamin kroz 48 sati zatim tamoksifeoz 48 sati (oznake C - 48h
— T - 48h, plavo), tamoksifen kroz 48 sati zatiml@glamin kroz 48 sati (oznake T - 48k C - 48h, crveno),
ciklopamin i tamoksifen istovremeno kroz 48 satzri@ke C+T - 48h, zeleno), ciklopamin i tamoksifen
istovremeni kroz 96 sati (oznake C+T - 96h, n&aaitp). Na apscisi su izrazene koncentracije prijign

spojeva, a na ordinati postotak rasta stanica.

Redosljed dodavanja spoja mogao bi imati utjecapotancijalnu terapiju, te je stoga MTT
ponovljen sa razitim redosljedom dodavanja spojeva. MCF-7 staailinija bolje reagira na
ingibiciju ciklopaminom i tamoksifenom od Sk-Br-3, to je vidljivo i na ovom pokusu.
Dapae, ukoliko se prvo stanice tretiraju tamoksifeno@hda zatim doda ciklopamin 48h,
smrtnost je izrazito velik, v& od svakog spoja pojedira. Ukoliko se ciklopamin doda
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prvi, pa nakon toga tamoksifen, prezivljenje jetaeBolje. Meiutim, ukoliko se spojevi
dodaju istovremeno, 48h tretman dré&sti poboljSa prezivljenje stanica. Ovaj efektemje i
na Sk-Br-3 liniji, koja u svim ostalim tretmanimakazuje smrtnost. Dugotrajna izlozenost

obje linije (96h) u konénici ipak uzrokuje smrt stanica.

4.6.2. Ekspresija signalnog puta Hh-Gli na razini iRNA

Rezultati na slikama 4.21. i 4.22. daju vrijedngstmjene ekspresije u odnosu na referentni
gen ARP. Stake linije MCF-7 i Sk-Br-3 pokazuju razltu ekspresiju gena signalnog puta
Hh-Gli ovisno o primjenjenim tretmanima: kombininan tretmanima ciklopaminom i
tamoksifenom s razlitim redosljedom dodavanja pojedinog spoja te karabijom
ciklopamina i tamoksifena kada su dva spoja dodajedno kroz 48 ili 96 sati. Dodatak
ciklopamina kroz 48 sati a zatim tamoksifena kr& sati na MCF-7 stanice dovodi do
poveanja ekspresije PTCHI1Bikatenina, te pada ekspresije GLI1, SHH i SUFUgpmu je
razina ekspresije gena c-Myc i SMO na razini eksal netretiranim kontrolnim stanicama
(slika 4.21.). Pri obrnutom redosljedu dodavanidogiamina i tamoksifena s istom duljinom
djelovanja dodanih spojeva izmjerena je @awve razina ekspresije PTCH1, SMO, SUFU, c-
Myc i B-katenina dok je razina ekspresije GLI1 i SHH gbit@ smanjena. Kod kombiniranog
tretmana ciklopaminom i tamoksifenom kroz 48 sa&fjistrirana je poumana ekspresija
PTCH1, SMO, GLI1, SHH, SUFU f}-katenina te smanjena ekspresija c-Myc gena. Nadalj
kombinirani tretman kroz 96 sati dovodi do péasja ekspresije PTCH1, SMO, c-My@-
katenina dok je ekspresija GLI1, SHH i SUFU genaasigna u odnosu na netretirane
kontrolne stanice (slika 4.21.). Stama linija Sk-Br-3 pri tretmanu ciklopaminom u traja

od 48 sati a zatim tamoksifenom kroz 48 sati poleajapoveéanu razinu ekspresije PTCH1 i
blago SMO, a pad razine ekspresije gena SHH, 8 ped SUFU, p16, c-Myc -katenin
(slika 4.22.). Nakon tretmana tamoksifenom krozd8 a zatim ciklopaminom kroz 48 sati u
stanicama je izmjerena smanjena razina ekspresgife momatraninh gena. Kombinacija
ciklopamina i tamoksifena kroz 48 i 96 sati dovddi smanjene ekspresije svih registriranih
gena osim gena SM@jja je izmjerena ekspresija paana kod 48-sathog kombiniranog
tretmana ciklopaminom i tamoksifenom. Neovisno ajaimju izloZzenosti primjenjenim

spojevima nije registrirana ekspresija gena GLIikds1.22.).
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Slika 4.21. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estregeisnoj (MCF-7) star@inoj liniji tumora dojke nakon
kombiniranih tretmana ciklopaminom i tamoksifenarajedno ili s raztiitim redosljedom dodavanja odienog spoja. Na
apscisama su prikazane oznake primjenjenih spajeudjine tretmana: ciklopamin kroz 48 sati zatiemtoksifen kroz 48
sati (oznake C - 48h> T - 48h, plavi stuggi), tamoksifen kroz 48 sati zatim ciklopamin kro2 dati (oznake T - 48k C -
48h, crveni stuggi), ciklopamin i tamoksifen zajedno kroz 48 satkrfake C+T - 48h, nara&asti stupdi), te ciklopamin i
tamoksifen zajedno kroz 96 sati (oznake C+T - 9fbibjdasti stupti). Primjenjena koncentracija ciklopamina i tamdésa
iznosila je 2,5uM. Netretirane stanice (oznake B, crni stilpiNa ordinati je izrazena promjena ekspresijednasu na gen

ARP. Svaki grafikon (A-G) prikazuje relativhu eksgife jednog gena.
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Slika 4.22. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogieovisnoj (Sk-Br-3) stamoj liniji tumora
dojke nakon kombiniranih tretmana ciklopaminom méksifenom, zajedno ili s razitim redosljedom
dodavanja odienog spoja. Na apscisama su prikazane oznake pjenja spojeva i duljine tretmana:
ciklopamin kroz 48 sati zatim tamoksifen kroz 48 gaznake C - 48k~ T - 48h, plavi stui), tamoksifen kroz
48 sati zatim ciklopamin kroz 48 sati (oznake T8h4— C - 48h, crveni stupi), ciklopamin i tamoksifen
zajedno kroz 48 sati (oznake C+T - 48h, n&asti stupti), te ciklopamin i tamoksifen zajedno kroz 96 sati
(oznake C+T - 96h, ljubasti stupdi). Primjenjena koncentracija ciklopamina iznogéa2,5uM a tamoksifena
10 uM. Netretirane stanice (oznake B, crni stilpiNa ordinati je izraZzena promjena ekspresijelnasu na gen
ARP. Svaki grafikon (A-G) prikazuje relativnu ekepiju jednog gena.
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4.6.3. Ekspresija signalnog puta Hh-Gli na razini poteina

Nakon tretmana MCF-7 i Sk-Br-3 stanih linija tumora dojke kombinacijom ciklopamina i
tamoksifena s razlitim redosljedom dodavanja pojedinog spoja te karabijom
ciklopamina i tamoksifena kada su dva spoja dodemjadno kroz 48 ili 96 sati proteini
signalnog puta Hh-Gli detektirani su u obje stasi linije pri ¢emu su ututene razlike u
reaktivnosti stanica ovisno o primjenjenim spojeximtrajanju izlozenosti (48 ili 96 sati)
stanica primjenjenim spojevima. Rezultati na sli€i23. daju vrijednosti ekspresije
promatranih proteina (Ptch, Smo, Glil i Shh) zaigtau liniju MCF-7.

Ptch A Smo
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25 12
1,0 4
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0,8
1,5 4
0,6 1
1,0 1
0,4 1
0,54 024
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c- 48h ~>T T-48h—C- C+T-48h C+T - 96h c- 48h ~>T T-48h—C- C+T-48h C+T - 96h
48h 48h
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Slika 4.23. Rezultati Western blot analize na estrogen-oviM{F-7) staninoj liniji tumora dojke nakon kombiniranih tretmana
ciklopaminom i tamoksifenom, zajedno ili s r&ilm redosliedom dodavanja odenog spoja. Na apscisama su prikazane oznake
primjenjenih spojeva i duljine tretmana: ciklopankiroz 48 sati zatim tamoksifen kroz 48 sati (ozn@ke48h— T - 48h, plavi stugi),
tamoksifen kroz 48 sati zatim ciklopamin kroz 48 ¢aznake T - 48h— C - 48h, crveni stupi), ciklopamin i tamoksifen zajedno kroz 48
sati (oznake C+T - 48h, nakssti stupdi), te ciklopamin i tamoksifen zajedno kroz 96 s@znake C+T - 96h, ljubasti stupdi).
Primjenjena koncentracija ciklopamina i tamoksiférzosila je 2,5uM. Netretirane stanice (oznake B, crni stilpiTestirani su proteini
Ptch (A), Smo (B), Gli1 (C) i Shh (D), a kao kor&rge koristen Aktin.

72



Iz slike 4.23. vidljivo je da tretman MCF-7 stanici&klopaminom kroz 48 sati a zatim
tamoksifenom kroz 48 sati uzrokuje péaau ekspresiju proteina Ptch, Smo i Glil dok je
ekspresija Shh proteina na razini ekspresije izzneru netretiranim kontrolnim stanicama.
Izlaganje stanica kombiniranom tretmanu tamoksiferi@oz 48 sati a zatim ciklopaminom
kroz 48 sati dovodi do povane ekspresije samo proteina Shhgamu je registriran pad
razine ekspresije proteina Ptch, Smo i Glil. Koetniana kombinacijom ciklopamina i
tamoksifena kroz 48 sati dolazi do péare ekspresije svih promatranih proteina, dok
izlaganje stanica kombiniranom tretmanu ciklopamndamoksifenom kroz 96 sati uzrokuje
poveanu ekspresiju samo proteina Shhgamu je registriran pad razine ekspresije proteina
Ptch, Smo i Glil. Rezultati na slici 4.24. dajujetinosti ekspresije promatranih proteina
(Ptch, Smo, Glil i Shh) za st&nu liniju Sk-Br-3.
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Slika 4.24.Rezultati Western blot analize na estrogen-neoyiébk-Br-3) staningj liniji tumora dojke nakon

kombiniranih tretmana ciklopaminom i tamoksifenarajedno ili s raziiitim redosljedom dodavanja odienog

spoja. Na apscisama su prikazane oznake primjénggaujeva i duljine tretmana: ciklopamin kroz 48 zatim

tamoksifen kroz 48 sati (oznake C - 48hT - 48h, plavi stugi), tamoksifen kroz 48 sati zatim ciklopamin kroz
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48 sati (oznake T - 48h> C - 48h, crveni stupi), ciklopamin i tamoksifen zajedno kroz 48 satirfake C+T -
48h, naradasti stupti), te ciklopamin i tamoksifen zajedno kroz 96 gattnake C+T - 96h, ljubasti stupti).
Primjenjena koncentracija ciklopamina iznosila j& 2M a tamoksifena 1QM. Netretirane stanice (oznake B,
crni stupti). Testirani su proteini Ptch (A), Smo (B), GIiC)(i Shh (D), a kao kontrola je koriSten Aktin.

Iz slike 4.24. vidljivo je da tretman Sk-Br-3 steaiciklopaminom kroz 48 sati a zatim
tamoksifenom kroz 48 sati uzrokuje blago p&ameu ekspresiju svih promatranih proteina.
Izlaganje stanica kombiniranom tretmanu tamoksifen@oz 48 sati a zatim ciklopaminom
kroz 48 sati dovodi do povane ekspresije proteina Ptch i Glil, pada razingpmsije
proteina Shh préemu je registrirana razina ekspresije proteina 8moazini ekspresije koja
je izmjerena u netretiranim kontrolnim stanicama.

Kod kombiniranog tretmana ciklopaminom i tamoksdenkroz 48 sati pov@ana je razina
ekspresije proteina Smo i Shh dok je razina ekgprgsoteina Ptch i Glil smanjena.
Kombinirani tretman ciklopaminom i tamoksifenom kré6 sati uzrokuje po¢anu razinu
ekspresije proteina Ptch, Smo i Glil te pad razhkspresije proteina Shh u odnosu na

netretirane kontrolne stanice.

4.7. Zbirni prikaz rezultata

1. Signalni put Hh-Gli je aktivan u obje stame linije: na razini ekspresije gena i proteina.

Hh-Gli put aktivan u obje stame linije ali vjerojatno se odvija raziiim mehanizmima.

2. Ekspresija gensignalnog puta Hh-Gli prema redoslijedu pojavijija
(A) u estrogen ovisnoj MCF-7 signal je autokrin;, ganica sama proizvodi ligand (visoka
ekspresija Shh) te je na njega sposobna odgoyekipresija Ptch, Smo, Glil).

1. proliferacija jaka c-Myc

2. rana ekspresija SHH

3. f-katenin relativno rano (signalni put Wnt je aktiyaciljni gen signalnog puta Hh-Gli
4. SUFU

5. SMO (11. ciklus)

6. PTCH

7.GLI 1

8. nema ekspresije pl16
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(B) U estrogen-neovisnoj sta&nioj liniji Sk-Br-3 svi istrazivani geni su eksprirani pri¢emu
je ekspresija gena SMO, GLI1 i SHH na granici defiek(kasna ekspresija). Stanice su
vjerojatno parakrino stimulirane, jer proizvode gakiske razine Shh, ali su u md@gosti

odgovoriti na signal.

1. proliferacija jaka c-Myc

2. p-katenin relativno rano (Wnt signalni put aktivan)
3. relativno rano SUFU

PTCH

. ekspresije p16

SMO

SHH

GLI1

© N o g &

3. U obje star@ine linije zabiljezena je ekspresija glavnih protesignalnog puta Hh-Gli: Shh,
Smo, Ptch i Glil, iako je ekspresija proteina nefabija u Sk-Br-3 liniji.

4. Signalni put Hh-Gli moze se pokrenuti:

Egzogeno - ligandom Shh - obje star@ linije pokazuju pow&anu proliferaciju nakon
dodatka Shh.

Endogeno - ubacivanjem Gli - obje stare linije povéavaju ekspresiju gena signalnog puta,
autokrino odmah (autostimulacija) a parakrino natodatka Shh

5. Signalni put Hh-Gli moZe se blokirati:
a) blokatorom Smo - ciklopaminom - obje star@ linije pokazuju smanjenu proliferaciju
nakon dodatka ciklopamina, MCF-Zganego Sk-Br-3

c) kombinacijom blokatora estrogenih receptoraergg djelovati na proliferaciju

6. Tamoksifen djeluje na obje stamé linijjle smanjenjem proliferacije, ali na estrogen

neovisne u puno ¥en dozama.

7. Kombinacijski tretman ciklopaminom i tamoksifemokratkor@no uzrokuje aktivaciju

signalnog puta i omoguje prezivljenje stanica.
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5. RASPRAVA

Tumori dojke su n&p&i tumori zena u svijetu. Velika epidemioloska igivanja i kasnije
najsuvremenije genomske i proteomske analize (rarkag-i) pokazale su da je oko 400 gena
u tumorima dojke izmijenjeno te da su tumori dojké heterogeni tumori sa stanovista
dijagnostike, terapije i prognoze. Wle bitnijim genima za tumore dojke svakako treba
spomenuti gene BRCAL i BRCA2, koji su ukigni u 2,5% sporadnih tumora dojke (Han i
sur, 2006) tecak 20-30% nasljednih tumora dojke (Pharoah i s0022 Osim ndenih
mutacija u mnogim genima te epigenetskih promjenama veliku ulogu igra i niz raztitih
signalnih puteva u stanici tumora, osobito oni weza steroidnim hormonima (estrogenski
receptori, progesteronski receptori i sl.). Jedah signalnih puteva u novije vrijeme
povezanim s tumorima dojke je upravo signalni pht®li. Mutacije u ovom signalnom putu
pronaiene su u tumorima dojke u genu PTCH1 (Xie i su§7)9 SHH (Oro i sur, 1997), dok
u nekim sld¢ajevima nisu pronkene (Vdechovsky i sur, 1999). Zanimljiv je podatak da je
polimorfizam u genu PTCH povezan sa rizikom za arast tumora dojke u kombinaciji sa
koriStenjem oralne kontracepcije (Chang-Claude ri 2003). Imunohistokemijske studije
pokazale su da je signalni put Hh-Gli p@gao eksprimiran u tumorima dojke, posebice Shh,
Ptch i Glil, u odnosu na zdravo tkivo dojke gdjsmksija ovih gena nije prodena (Kubo i
sur, 2004). Kasnija studija Moraes i sur. pokagalabrnuto: da je Ptchl eksprimiran u
normalnom epitelu dojke, i smanjeno eksprimiranumdrima dojke (Moraes i sur, 2007,
Wolf i sur, 2007). Mdutim, Glil1 je poj&ano eksprimiran u tumorima dojke, i to korelira s
stadijem, zahwg&nogu limfnih ¢vorova i loSijom prognozom (ten Haaf i sur, 200S)i¢na
situacija je i sa ekspresijom Shh, koja je povazaimNM stadijem tumora (Cui i sur, 2010).
Rezultati studija genske ekspresije vrlo s¢nsli GLI1, SMO i GLI2 ¢esto su pojano
eksprimirani u odnosu na zdravo tkivo (Mukherjesur, 2006), dok je ekspresija SHH
povezana s loSijom prognozom (Bieche i sur, 2084an&ne linije tumora dojke pokazuju
osjetljivost na tretman ciklopaminom, i to neovisnotome jesu li estrogen-ovisne ili
estrogen-neovisne (Zhang i sur, 2009).

Novi trend u istrazivanju tumora dojke su niaé tumorske stanice, koje se relativho
jednostavno mogu uzgoijiti u kulturi u obliku tzvamosfera. Mamosfere su stanice koje uz
odgovarajdi hranjivi medij rastu u suspenziji u obliku nakogj te nastavljaju tvoriti nove

sfere ako se stanice razdvoje. U mamosferama jezaola pojgana ekspresija lhh, Shh,
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Ptchl, Ptch2, Smo, Glil i Gli2 u odnosu na istaist&a koje rastu adherentne na podlozi;
dodatak Shh pate diobu stanica i stvaranje deg broja sfera, dok ciklopamin ima obrnuti
uc¢inak (Liu i sur, 2006). Ekspresija estrogenskogeptara i progesteronskog receptora je
smanjena u tim stanicama, Sto &nda su one neosjetljive na signale steroidnih looran
(Shipitsin i sur, 2007; Kok i sur, 2009).

U vedini slucajeva se u terapijama raka dojke (osobito ako sogen-ovisni tumori) koriste
blokatori sinteze estrogena ili blokatori receptesérogena&ime bi se utjecalo na smanjenje
proliferacije tumora, te blokatori receptora zatfek& rasta (né&p&e epidermalnog faktora
rasta), od kojih je u novije vrijeme najpoznatigrbeptin. Uz te osnovne principijelno se
koriste u kombinacijama sa kemoterapeuticima.

Problemi terapije raka dojke &eom pdainju zbog razvoja rezistentnosti na estrogen, pa
brojne terapije koje obuh¥aju blokatore estrogena ili njihovih receptora \ee su
newinkovite. Zato su svee&i pokuSaji aktivacije nekih drugih sustava, kojirbase ta
rezistentnost i netinkovitost mogla minimalizirati. Signalni put Hh-Gdotencijalna je meta
novih terapija tumora, osobito kada se uzme u atzise na \@nu konvencionalnih terapija
stjete otpornost. Ovaj signalni put je relativno nedawatkriven, 1996. godine. Tada se je
postavljala veza sa nekim vrstama tumora vezanimGozlinov sindrom, prvenstveno
bazocelularnim karcinomom koze i medulablastomonedWm, otkricem inhibitora puta,
ciklopamina, male molekule koja je u stanju blokirproliferaciju stanica, p&ela su
istrazivanja i drugih agresivnih tumoréme je i utvden zndaj signalnog puta Hh-GIi, u
mnogim tipovima tumora.

Cillanjem do sada manje istrazivanih signalnih pata stanici otvara se mogwst terapija
koje ¢e zaobilaziti signalne puteve na koje jecstea otpornost. Dodatna prednost ciljanja
upravo ovog signalnog puta je mdgost djelovanja na mahe stanice tumora.
Konvencionalna terapija ¢mom djeluje ne glavninu tumorske mase, te se otxirstvara
kada tumorske maine stanice otporne na tu terapijucpo diobu i nadomjeste tumorsku
masu novim, otpornim stanicama. Signalni put Hh-@tdan je od puteva ukkenih u
odrzavanje tumorskih madtiih stanica, te bi se kombiniranom terapijom saxddadnim
kemoterapeuticima istovremeno moglo djelovati naviginu tumora i tumorske maitie
stanice, Sto bi zrdo smanjenje stvaranja otpornosti i temeljitije larjanje tumora.
Ciklopamin je testiran u kombinaciji sa drugim lkg/ima u tretmanu tumora prostate, gdje je
pokazano da uistinu pokazuju sinergistiucinak (Mimeault 2006; Hu 2007; Shaw 2008;
Mimeault 2010).
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Ovaj rad ispituje mogte winke kombiniranog tretmana tumora dojke ciklopamind
tamoksifenom. Tamoksifen je inhibitor estrogensk@&geptora, te se koristi u terapiji
estrogen-ovisnih tumora dojke. Ciklopamin je, sgdrustrane, predlozen kao jedan od
potencijalnih terapeutika u tretmanu tumora dojkaibo i sur, 2004). Do sada njihov
kombinirani &inak nije ispitivan, te je ovo prvi rad koji ispjeuovakav dinak u tumorima
dojke.

Prvi korak u ovom istrazivanju bio je ispitati postli uistinu bazalna ekspresija gena
signalnog puta Hh-Gli u tumorima dojke. Kao modehrane su dvije stame linije, jedna
estrogen-ovisna te druga estrogen-neovisna. Amalizgenske i proteinske ekspresije
ustanovljeno je da su glavni geni signalnog putspahkiirani u obje statine linije (tablica
4.1).

MCF-7 (estrogen-ovisna): c-Myc > SHHB>katenin > SUFU > SMO > PTCH > GLI1
Sk-Br-3 (estrogen-neovisna): c-Myd3skatenin > SUFU > PTCH > SMO > SHH > GLI1

Obje linije su izrazito proliferativne, Sto se vipo ekspresiji markera proliferacije c-Myc.
Osim toga, pokazuju i po¥anu ekspresiju ciljnog gena signalnog p@t&atenina, Sto govori

u prilog da je signalni put Hh-Gli uistinu aktivanobje starine linije. Ograniavajue su
razine upravo onkogena SMO i GLI1, Sto je i Zakivati, a poznato je da su male Kole
GLI1 transkripcijskog faktora dovoljne da se sigmagbut aktivira. Proteinska ekspresija
testiranih proteina (Ptch, Smo, Glil i Shh) té#nje detektirana u obje stane linije, te je
nesto intenzivnija u estrogen-ovisnoj liniji. Glavrazlika izméu estrogen-ovisne i estrogen-
neovisne linije vidi se u razlici ekspresije ligan@®HH: izrazito je jako eksprimiran u
estrogen-ovisnoj liniji, dok je u estrogen-neovisingji ekspresija niska. Prema literaturi bilo
je za @ekivati da estrogen-ovisna stama linijja ima smanjenje ekspresije Gli, Sto se je
potvrdilo nasSim prvim eksperimentima (tablica 4.eiutim, slican je rezultat dobiven i u
estrogen-neovisnoj stamoj liniji.

Posto su komponente signalnog puta eksprimiraneim etanicama, slijede korak bio je
testirati reagiraju li stanice na aktivaciju ilihibiciju signalnog puta. Za aktivaciju koristen je
ligand signalnog puta, protein Shh, dok je za iiijip koriSten ciklopamin, spoj koji
vezanjem na protein Smo inhibira aktivnost signgliputa. Tretman ligandom paisera
proliferaciju obje stagne linije, Sto zn& da je signalni puta u ovim stanicama aktivan i u
potpunosti sposoban prenositi signal. Odgovor gstieneovisne linije ipak je nesto

intenzivniji, Sto bi moglo biti posljedica niske zasne ekspresije liganda u tim stanicama:
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estrogen-ovisna linija e je autokrino stimulirana proteinom Shh te dodatajanda
djelomino poja&ava proliferaciju, dok je autokrina stimulacijaregien-neovisne linije slaba,
te vanjski signal j&e djeluje na proliferaciju. Djelovanje ciklopaminguokazuje znatno ve
ucinak na estrogen-ovisnu nego na estrogen-neovianisu liniju, te je djelovanje ovisno o
dozi i vremenu. Ciklopamin djeluje na smanjenje gkenekspresije u kratkom vremenskom
roku nakon tretmana, ¥enakon 24h, dok nakon toga dolazi do oporavka.efrdbshh pak
pokazuje aktivacijski ¢ginak sa malim vremenskim odmakom, odnosno 48h naletmana.
Ucinak je vidljiv ¢ak i na razini proteina, ali nesto slabije. Po&asmteza proteina odvija s
vremena.

Drugi korak u istrazivanju bio je ispitati djeloyartamoksifena na stanice. Prema literaturnim
podacima, tamoksifen bi trebao pokazivati inhilntaxtinak na estrogen-ovisne stanice, dok
bi u estrogen-neovisnim stanicamé&nak mogao biti vidljiv samo pri vém dozama, i to
zbog citotoksinosti (Bachmann-Moisson i sur, 1996). Upravo takdgovor dobiven je i u
ovom sliaju, te je ustanovljena LD50, koja za estrogenvayistanénu liniju iznosi otprilike

1 uM, dok je u estrogen-neovisnoj stampj liniji ta koncentracija 10 puta viSa, oko [1®.
Odgovor stanica tretiranih sa subletalnim dozametaifena razlikuje se u slaju estrogen-
ovisne i estrogen-naovisne stam linije. U sl¢aju dugotrajnog tretmana LD50 dozom
dolazi do smanjenja ekspresije svih testiranih géhastrogen-ovisnoj staimoj liniji dolazi
do postupnog smanjenja ekspresije gena za prdliferigako se produljuje tretman (c-Myc) i
nekih elemenata signalnog puta Hh-Gli (SHH, SURdgiutim i do povéanja ekspresije
nekih gena signalnog puta (PTCH, SMO, GLI1). Ovakagovor ne nalazimo u estrogen
neovisnoj liniji, gdje povéanjem doze i produljenjem tretmanaw®m dolazi do smanjenja
ekspresije véine gena (osim PTCH i SMQjja ekspresija v@nom varira oko vrijednosti
netretiranih stanica).

Ovakav razkiti odgovor stanica daje naslutiti da bi stanicegieorazltito reagirati na
kombinirani tretman ciklopaminom i tamoksifenom,gtoteinom Shh i tamoksifenom. MTT
test nakon dugotrajnog tretmana (96h) pokazao jes dda sldaja dolazi do smanjenja
vijabilnosti stanica, i to do vrijednosti &tiih winku samog tamoksifena. Metim, uaene su
zanimljive razlike kada se u obzir uzme redoslipeinjene spojeva na stanice, i to raité u
estrogen-ovisnoj i estrogen-naovisnoj stanj liniji. Za estrogen ovisnu liniju, u siaju
dodavanja tamoksifena kroz 48h pa nakon toga catopa kroz 48h, dolazi do rapidne smrti
stanica, koja je brza od tretmana iskijo tamoksifenom. Méutim, kada je redoslijed

dodavanja spoja obrnut, efekt na stanicéaslije efektuwistog tamoksifena. Najintrigantniji
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nalaz ipak je istovremeni tretman ciklopaminomnintésifenom 48h: u tom staju dolazi do
drastEno poboljSanog prezivljenja stanica u odnosu na kdji od tretmana. Ovaj nalaz ima
potencijalno vrlo velike posljedice na mdaguterapiju tumora dojke, jer bi kombinirani
tretman mogao biti poguban za pacijenta. Ekspremgjaa signalnog puta Hh-Gli taker je
zn&ajno poveéana u kombiniranom tretmanu u odnosu na netretistan@ce kao i na ostale
tretmane. Estrogen ovisna stara linija pokazuje stan W&inak prezivljenja pri
kombiniranom tretmanu, mdatim kod nje genska ekspresija gena signalnog piltaGli
oc¢ekivano pada tretmanom. Proteinsku ekspresiju l@ beSto teZze odrediti, jer je zbog
smrtnosti stanica kalina proteina varirala, a denzitometrijsko ativanje relativne kotiine
produkta nepreciznije je octitanja na real-time aparatu. Stoga su rezultatskerekspresije

u ovom sldaju nesto pouzdanije od Western blot analize.

Tumaenje ovih razlika u odgovoru stanica komplicirar® zbog manjka literaturnih
podataka. Do sada su poznati podaci dvije grupe &ojistrazivale povezanost estrogenskih
receptora i signalnog puta Hh-Gli. Koga i sur. prteasu da estrogen-ovisne stanice u
nedostatku estrogena pokazuju smanjenu eksprekljly & dodatak estrogena pe@injegovu
ekspresiju. Taj efekt nije den na estrogen-neovisnoj stamj liniji. Estrogen-ovisne stanice
reagiraju na protein Shh paanjem ekspresije protein Glil, Sto Znda je signalni put Hh-
Gli aktivan u njima (Koga i sur, 2008). S drugeas, Zhao i sur. pokazali su da aktivacija
signalnog puta Hh-Gli u estrogen-neovisnim stanearansfekcijom Glil pov@&va njihovo
prezivljenje i proliferaciju, smanjuje osjetljivosta estrogen i na inhibitore estrogena, te
zakljwuju da bi signalni put mogao igrati ulogu u priglastanica iz estrogen-ovisnog u
estrogen-neovisni tip (Zhao i sur, 2010).

Na temelju podataka u ovom radu, u kombinaciji $adienim podacima, predlazemo
moguti tijek dogataja u estrogen-ovisnoj liniji:

U slkaju tretmana tamoksifenom, nak@ega slijedi tretman ciklopaminom, dolazi do
ubrzane stagne smrti. Tamoksifen u nasem &hu poveéava ekspresiju nekih gena
signalnog puta Hh-Gli, Sto bi moglo zfita da te stanice postaju osjetljivije na tretman
ciklopaminom, te dolazi do ubrzane star@ smrti.

U obrnutom sldaju, kada tretman ciklopaminom prethodi tretmamdiesifenom, dolazi do
smanjenja vijabilnosti stanica do razine iste kami tamoksifen, Sto bi z&i#o da oba spoja
djeluju na istom signalnom putu.

Najintrigantniji nalaz, u kojem dolazi do prezivija u sl¢aju kombiniranog tretmana, jos je

nejasan. Postoje dvije mamosti:
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a) spojevi méusobno kemijski reagiraju te na tajmadolazi do méusobne inaktivacije oba
spoja (malo vjerojatno, osim ako je reakcija reimhza, posSto nakon duljeg tretmana ipak
dolazi do stargine smrti)

b) spojevi djeluju na r@n da omogde stantno prezivljenje, i to na @ koji nije ovisan o
estrogenskom receptoru, posto je efekiemoi u estrogen.neovisnoj stamoj liniji. Moguce
objasnjenje je da ciklopamin djeluje na smanjerjgpeesije estrogenskog receptora putem
transkripcijskog faktora FoxM1 (Teh i sur, 2002, da stanice time postaju otpornije na
djelovanje tamoksifena. Metim, uz ovo mora postojati joS neki mehanizam,vissn o
estrogenskom receptoru, koji omaégua prezivljenje stanica dojke pri kombiniranom
tretmanu, ali taj mehanizam nije tema ovog rada.

Glavni zakljwtak ovog rada je da kombinirani tretman ciklopaminaamoksifenom, unato
dobrim wincima svakog spoja zasebno, moZe imaticekivane posljedice pri istovremenoj
primjeni, jer nepoznatim mehanizmom oméagua prezivljenje stanica, kako estrogen-ovisne
tako i estrogen-neovisne, ako se spojevi primjenigovremeno.

Nuzno bi bilo u daljnjem radu ispitati interakciy@zanja na estrogeni receptor i receptor
Ptch. Premda je jedan sigurno lociran na membratrugi u citoplazmi, postoji mognost
interakcije.

Uz dodatne pokuse kojima bi se ispitivala kinetikgzanja i kompeticija za esterogene
receptore u kombinaciji sa kinetikom vezanja napéar Ptch u balansiranju sa koreceptorom
Smo utvdili bismo vjerojatno sinergigki uc¢inak na prezivljenje stanica. Metim, nuzna bi

bila i kombinacija sé@n vivo modelima.
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6. ZAKLJU CCI

1. Signalni put Hh-GIli moZe se pokrenuti u objéjéiregzogeno, prtemu pokazuju povanu
proliferaciju liganda, te endogeno, gemu dolazi u autokrinoj liniji do autostimulacijeua

parakrinoj tek nakon dodatka liganda Shh.

2. Signalni put Hh-Gli moze se blokirati blokatorddmo - ciklopaminom te blokatorom
estrogenih receptora - tamoksifenom. Tamoksiferlugjeu puno véoj dozi u estrogen-
neovisnoj liniji. Taka@er kombinacijom tretmana ciklopaminom i tamoksifenkratkor@no

se aktivira Hh-Gli put.

3. Glavni zaklj¢dak ovog rada je da kombinirani tretman ciklopaminot@amoksifenom,
unat@ dobrim wincima svakog spoja zasebno, moZe imatic¢ekivane posljedice pri
istovremenoj primjeni, jer nepoznatim mehanizmomoguava prezivljenje stanica, kako

estrogen-ovisnih tako i estrogen-neovisnih lirglay se spojevi primjenjuju istovremeno.
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