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1. UVOD

___________________________________________________________________________ 

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

1.1.1. Povijesni pregled otkrića signalnog puta Hh-Gli 

Zadnjih desetak godina prošlog milenija većina tumor supresora otkrivena je zahvaljujući 

nasljednim oboljenjima koja sadrže rak u svojoj patogenezi. Tako je novi tumor supresor 

kloniran 1996. godine koji je uključen u razvoj nasljednog oboljenja pod nazivom Gorlinov 

sindrom. Tada se pokazalo da se radi o genu Patched (PTCH), ljudskom homologu gena već 

poznatog iz genetike vinske mušice Drosophila melanogaster (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 povezanost izmeñu glavnih komponenti 

signalnog puta Hh-Gli: proteina Hh, Ptch i Smoothened (Smo) (Marigo i sur, 1996). Budući 

da je razvojna biologija imala veliku ulogu u otkrivanju spomenutih proteina, i kako se većina 

gena otkrila u vinskoj mušici na temelju razvojinih nepravilnosti, upravo su te nepravilnosti 

dovele do zanimljivih naziva ovih gena odnosno proteina. Gen HH (eng. hedgehog=jež) dobio 

je ime prema mutantima ličinke vinske mušice koja je imala „bodlje“ na leñnoj strani, a PTC i 

SMO prema izgledu žila u krilima vinske mušice (eng. patched=zakrpan; 

smoothened=izglañen). Godine 1987. ustanovljeno je da je ekspresija jednog proteina do 50 

puta povećana u glioblastomima, te je otkriveni protein nazvan Gli (Kinzler i sur, 1987). 

Godinu dana kasnije otkriveni su i proteini Gli2 i Gli3 (Ruppert i sur, 1988). Ubrzo nakon 

otkrića navedenih proteina ustanovljeno je da su proteini Gli zapravo transkripcijski faktori 

(Kinzler i sur, 1988). Pavletich i Pabo (1993) razjašnjavaju kristalnu strukturu proteina Gli i 

njegovog vezanja na DNA. Kristalna struktura Sonic Hedgehog (Shh) razjašnjena je 1995. 

godine (Tanaka Hall i sur, 1995) dok kristalne strukture proteina Ptch i Smo još nisu 

razrješene. Cohen Jr. (2003) navodi da signalni put Hh-Gli nije u cijelosti razjašnjen i da se 

gotovo svakodnevno otkrivaju nove komponente ovog signalnog puta. Osim što je signalni 

put Hh-Gli primarno vezan uz embrionalni razvoj gdje ima važnu ulogu pri razvoju mnogih 

tkiva i organa, sve se više prepoznaje njegova uloga u razvoju tumora, te u održavanju 

somatskih i tumorskih matičnih stanica (Taipale i Beachy, 2001). Budući da je ovaj rad rañen 
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na humanim staničnim linijama tumorskih stanica dojke odnosno na stanicama sisavaca, 

usredotočiti ću se na grañu i funkciju signalnog puta Hh-Gli kod sisavaca (slika 1.1.).  
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Slika 1.1. Pregled signalnog puta Hh-Gli kod sisavaca. U Hh sekrecijskoj stanici se posttranslacijski modificira Hh prekurzor dodavanjem kolesterola i palmitata iz 

palmitinske kiseline. Protein Disp (eng. Dispatched) omogućava otpuštanje proteina Hh iz stanica u kojima nastaje. Vezanjem Hh liganda na svoj receptor Ptch, otpušta se 

represija Smo, što dovodi do otpuštanja Gli sa SuFu i translokacije Gli u jezgru, gdje on potiče transkripciju ciljnih gena. Dok nema stimulacije ligandom Hh, protein Ptch 

drži protein Smo reprimiranim, te ne dolazi do daljnjeg prijenosa signala i nema transkripcije ciljnih gena. U takvom slučaju Gli se zadržava u citoplazmi vezan za SuFu. 

Protein Hhip (eng. Hedgehog interacting protein) može vezati Hh protein i na taj način odvlačiti Hh protein od svojeg pravog receptora, te tako spriječiti aktivaciju signalnog 

puta Hh-Gli. (slika preuzeta i preureñena iz: Vamsidhar i Ramaswamy, 2007) 
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1.1.2. Glavne komponente signalnog puta Hh-Gli 

 

1.1.2.1. Hedgehog gen/protein 

 

Gen Hedgehog (HH) je otkriven pri genetskim istraživanjima kojima je cilj bio razumijevanje 

pravilne segmentacije tijela vinske mušice (Nüsslein-Volhard i Wieschaus, 1980). Ovaj je gen 

visoko konzerviran od vinske mušice do čovjeka i danas se na njega gleda kao na ključni 

regulator pri embrionalnom razvoju (Varjosalo i Taipale, 2008). U kralješnjaka su otkrivena 

tri njegova homologa, a nazvani su: Sonic hedgehog (SHH), Indian hedgehog (IHH) i Desert 

hedgehog (DHH) (Echelard i sur, 1993; Krauss i sur, 1993; Riddle i sur, 1993; Marigo i sur, 

1995). Sva tri produkta ekspresije ovih gena mogu se vezati za Ptch1 i aktivirati signalni put 

Hh-Gli (Pathi i sur, 2001). Shh je naširoko eksprimiran Hh protein i uključen je u razvoj 

različitih organa tijekom razvoja. Eksprimiran je pri razvoju središnjeg živčanog sustava, 

ekstremiteta, crijeva, pluća, zubi i folikula dlaka (Ingham i McMahon, 2001). Dhh i Ihh 

prvenstveno sudjeluju u razvoju kosti i sjemenika (Bitgood i sur, 1996; Day i Yang, 2008; 

Cool i Capel, 2009). Ihh takoñer ima ulogu pri razvoju hrskavice, crijeva i mliječnih žlijezdi 

(Vortkamp i sur, 1996; St-Jacques i sur, 1999; van den Brink, 2007; Lewis i Veltmaat, 2004). 

Najčešći i najbolje okarakteriziran je produkt gena SHH odnosno protein Shh (slika 1.2.) 

(Murone i sur, 1999). Shh protein pokazuje najjaču aktivnost i najširi raspon u tkivima (Pathi i 

sur, 2001).     

 

 

 

Slika 1.2. Kristalna struktura proteina Shh (slika preuzeta iz: Tanaka Hall i sur, 1995). 
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Hh proteini prolaze procese sazrijevanja prije nego se otpuste njihovi aktivni oblici iz stanica i 

potom mogu aktivirati Hh signalizaciju (slika 1.3.). Nakon translacije, prvo se uklanja N-

terminalna signalna sekvenca sa polipeptida veličine oko 45 kDa koji se potom autokatalitički 

cijepa izmeñu glicina i cisteina pri čemu nastaje N-terminalni fragment. Na N-terminalni 

fragment se potom na njegovom C-kraju na glicin veže kolesterol pri čemu nastaje fragment 

veličine oko 19 kDa koji je povezan sa nizom poznatih signalizirajućih aktivnosti (Mann i 

Beachy, 2004). Nakon toga se za cistein na N-terminalnom kraju uz pomoć enzima Skinny 

(Ski) hedgehog aciltransferaze veže palmitoilna skupina palmitinske kiseline pri čemu nastaje 

aktivni Hh protein (Buglino i Resh, 2008). Takav aktivni Hh protein veže se na svoj 

transmembranski receptor Ptch, koji se pri tome aktivira i internalizira (Incardona i sur, 2000). 

Veliku ulogu ima i protein Dispatched (Disp), koji omogućava otpuštanje proteina Hh iz 

stanica u kojima nastaje (Burke i sur, 1999). Takoñer, protein Hhip (eng. Hedgehog 

interacting protein) može vezati Hh protein i na taj način odvlačiti Hh od svojeg pravog 

receptora, te tako spriječiti aktivaciju signalnog puta (Vogt i sur, 2004). 
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Slika 1.3. Proces sazrijevanja Hh proteina: 1 - signalna sekvenca se odcijepi; 2, 3 - C-terminalna domena 

(autoprocesuirajuća domena) Hh polipeptida potiće reakciju vezanja kolesterola za glicin pri čemu nastaje N-

terminalna Hh signalna domena (HhN) koja je izmijenjena kolesterolom na C-terminalnom kraju. Vezani 

kolesterol na C-terminalnom kraju uzrokuje spajanje HhN sa membranom. 4 - dodavanje palmitoilne skupine 

palmitinske kiseline pomoću Skinny (Ski) hedgehog aciltransferaze na N-terminalni kraj rezultira nastanak 

dvostruko izmijenjene Hh signalne domene (HhNp). G-glicin, C-cistein, F-fenilalanin. (slika preuzeta i 

preureñena iz: Varjosalo i Taipale, 2008)  
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1.1.2.2. Patched gen/protein 

 

Dva su homologa proteina Patched (Ptch1 i Ptch2) izolirana u kralješnjaka (Zaphiropoulous i 

sur, 1999). Oni vezuju Shh, Ihh i Dhh sličnim afinitetom i oba mogu oblikovati kompleks sa 

proteinom Smoothened (Smo) (Hooper i Scott, 1989; Stone i sur, 1996). Ptch1 je prvenstveno 

eksprimiran u mezenhimskim stanicama koje primaju Shh, dok je Ptch2 eksprimiran u 

epitelnim stanicama u kojima se proizvodi Shh protein (Motoyama i sur, 1998). Ptch1 je 

eksprimiran u svim glavnim Shh ciljnim tkivima, dok je raspodjela Ptch2 opažena gotovo 

isključivo u koži i sjemenicima (Hahn i sur, 1996; Motoyama i sur, 1998). Ljudski gen 

PTCH1 obuhvaća 34 kb, smješten je na kromosomu 9q22.3 i sadrži 23 eksona (Hahn i sur, 

1996). Ptch1 je transmembranski protein koji ima 12 transmembranskih domena (slika 1.4.), 

dvije velike vanstanične petlje gdje se veže protein Hh i dvije velike unutarstanične petlje 

(Marigo i sur, 1996).    

 

 

 

Slika 1.4. Shematski prikaz proteina Ptch. Žuto je označena stanična membrana kroz koju prolazi 12 

transmembranskih domena. 

 

 

Poznato je da se u strukturi proteina Ptch nalazi domena osjetljiva na sterole (SSD; eng. sterol 

sensing domain), za koju se pretpostavlja da stupa u interakciju sa kolesterolom vezanim na 

Hh proteinu (Ingham, 2000). Takoñer, protein Ptch grañom podsjeća na membranske 

transportere, čija je funkcija prijenos malih molekula kroz membranu, no njegova funkcija 
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kao transportera još nije dokazana. Protein Ptch, u kombinaciji sa proteinom Hh, regulira i 

stanični ciklus (Fan i Khavari, 1999), i to na dva načina. Prvo, Ptch bez svog liganda može 

vezati faktor koji promovira M-fazu (MPF, eng. M-phase promoting factor), koji se sastoji od 

ciklina B1 i kinaze CDK-1, te ga time zadržava u citoplazmi i sprječava njegovu aktivnost. 

Kada doñe do vezanja proteina Hh na Ptch, dolazi do otpuštanja vezanog ciklina B1 i 

progresije kroz stanični ciklus (Barnes i sur, 2001; Cross i Bury, 2004). Drugo, prijenos 

signala ovim signalnim putem dovodi do transkripcije ciklina D i ciklina E, čime se opet 

potiče progresija kroz stanični ciklus kada je signalni put aktivan (Duman-Scheel i sur, 2002). 

Protein Ptch djeluje kao negativni regulator signalnog puta jer u nedostatku vezanja Hh 

blokira daljnji prijenos signala time što blokira svoj koreceptor Smo. Kada se protein Hh veže 

na Ptch, on otpušta svoju blokadu proteina Smo, i signal se prenosi dalje. Krajnji produkt 

prijenosa signala je transkripcija ciljanih gena, u koje spada i sam PTCH1. Ekspresija gena 

PTCH1 smatra se univerzalnim markerom aktivnosti signalnog puta Hh-Gli (Murone i sur, 

1999). 

 

1.1.2.3. Smoothened gen/protein 

 

Protein Smoothened (Smo) je već spomenuti koreceptor signalnog puta Hh-Gli. On se smatra 

pozitivnim regulatorom signalnog puta, jer je u odsustvu inhibirajućeg Ptch konstitutivno 

aktivan i potiče prijenos signala ovim signalnim putem (Murone i sur, 1999). Takoñer je 

transmembranski protein, sa 7 transmembranskih domena (Alcedo i sur, 1996). Blizu svog C-

terminusa sadrži vezna mjesta za protein kinazu A (slika 1.5.). 

 

 

 

Slika 1.5. Shematski prikaz proteina Smo. Prikazan je njegov položaj u membrani sa svojih 7 transmembranskih 

domena.  
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Ptch se u neaktivnom obliku obično nalazi na staničnoj membrani, dok je Smo unutar stanice, 

vjerojatno na membranama vezikula. Nakon aktivacije signalnog puta dolazi do 

internalizacije proteina Ptch, i transporta proteina Smo na vanjsku membranu stanice 

(Incardona i sur, 2002). Nakon aktivacije proteina Smo dolazi do niza fosforilacijskih 

dogañaja u citoplazmi u koje je uključeno više kinaza, od kojih je jedna kinaza vezana uz G 

protein vezane receptore (GRK; eng. G protein-coupled receptor kinase) (Philipp i sur, 2008). 

U konačnici to dovodi do fosforilacije proteina Gli, koji se premješta iz citoplazme u jezgru i 

počinje djelovati kao transkripcijski faktor. 

 

1.1.2.4. Gli gen/protein 

 

Protein Gli (slika 1.6.) kod sisavaca je prisutan u tri različite izoforme, Gli1, Gli2 i Gli3. Sve 

tri izoforme imaju djelomično preklapajuće funkcije, ali se ipak mogu okarakterizirati kao 

isključivo aktivator (Gli1), aktivator/represor (Gli2) i represor (Gli3) (Sasaki i sur, 1999). N-

terminalna domena proteina Gli sadrži dominantnu/represorsku aktivnost, a C-terminalna 

regija aktivacijsku domenu i domenu za smještaj u citoplazmi. Gli1 protein ima skraćenu N-

terminalnu domenu, čime se kod njega izgubila represorska aktivnost pa protein djeluje 

isključivo kao aktivator (Dai i sur, 1999). Gli2 i Gli3 mogu djelovati i kao aktivator i kao 

represor, s time da je Gli2 primarno aktivator, dok je Gli3 primarno represor. Ativnost je 

regulirana fosforilacijom putem PKA, nakon koje se Gli2 i Gli3 proteini cijepaju na dva 

fragmenta, od kojih N-terminalni fragment posjeduje represorsku aktivnost. Gli1 i Gli2 imaju 

uglavnom preklapajuću aktivnost, iako može doći do različite ekspresije pojedinih ciljnih 

gena, primjerice nekih proteaza, inhibitora proteaza, metaloproteaza te gena uključenih u 

razvoj folikula dlake (Eichberger i sur, 2006). 
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Slika 1.6. Kristalna struktura proteina Gli1 vezanog na DNA. 

 

Protein Gli1 je u neaktivnom obliku smješten u citoplazmi, gdje je vezan uz protein Suppessor 

of Fused (SuFu), a možda i još neke proteine (Dunaeva i sur, 2003). Kompleks nije još u 

potpunosti okarakteriziran kod sisavaca, ali se zna da je SuFu negativni regulator signalnog 

puta te da mijenja lokalizaciju proteina Gli1 unutar stanice (Kogerman i sur, 1999; Ding i sur, 

1999). Nakon aktivacije signalnog puta SuFu se ubikvitinira i proslijeñuje na razgradnju u 

proteasom (Yue i sur, 2009). Takoñer, postoji teorija da Ptch može direktno djelovati na Gli, 

što znači da prijenos signala može biti neovisan o Smo i SuFu. Točan mehanizam još nije 

razjašnjen ali poznato je da u interakciji sudjeluju aminokiseline 180-786 i 1058-1210 na 

proteinu Ptch (Rahnama i sur, 2006). Takoñer, vezanje Shh potiče ekspresiju Gli1, a koči 

ekspresiju Gli3. S druge strane, Gli3 može direktno utjecati na aktivnost promotora gena 

GLI1 (Dai i sur, 1999). Prema najnovijim saznanjima, aktivacija proteina Gli ne mora ići 

isključivo kanoničkim putem. Gli se može aktivirati preko različitih signalnih puteva, što je 

do sada pokazano za signalne puteve EGFR, koji aktivira Akt (Omi i sur 2005), TGFβ 

(Dennler i sur, 2007) i Ras/Raf (Ji i sur, 2007). Za ektopičku aktivaciju se najzaslužnijim 

smatra upravo protein Gli2, a ne Gli1 (Bai i sur, 2002). 

 

1.1.2.5. Ciljni geni signalnog puta Hh-Gli 

 

Svi Gli proteini se vezuju na DNA pomoću pet domena cinkovog prsta koje prepoznaju 

konsenzus Gli selektivnu sekvencu 5'-TGGGTGGTC-3' i na taj način aktiviraju ili reprimiraju 

specifične ciljne gene (Kinzler i Vogelstein, 1990). Glavni ciljni geni za signalni put Hh-Gli 

uključuju PTCH1, PTCH2 (Rahnama i sur, 2004) i GLI1 (Lee i sur, 1997; Dai i sur, 1999) 
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gene koji u odgovoru na aktivirani signalni put pokazuju povišenu razinu mRNA i proteina 

(Dai i sur, 1999; Ikram i sur, 2004). Povećane ekspresije PTCH1, PTCH2 i GLI1 su vrlo 

pouzdani pokazatelji aktiviranog signalnog puta i osiguravaju negativnu i pozitivnu 

„feedback“ regulaciju Hh signalizacije. Ostali ciljni geni uključuju Hip (Chuang i McMahon, 

1999), regulatore staničnog ciklusa (ciklin D2 i ciklin E) (Duman-Scheel i sur, 2002) i 

apoptoze (Regl i sur, 2004), članove signalnog puta Wnt (Mullor i sur, 2001; Li i sur, 2007), 

N-Myc (Oliver i sur, 2003), Ptch (Cross i Bury, 2004), ceruloplazmin, Inter-α-tripsin inhibitor 

teški lanac 3 (ITIH3) (Kato i sur, 2001), bcl-2 (Bigelow i sur, 2004), FOXM1 (Teh i sur, 

2002) i mnoge druge. Aktiviranje i deaktiviranje ovih gena su mehanizmi kojima Hh može 

doprinijeti normalnom razvoju tkiva i organa ali takoñer i nastanku tumora.    

 

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

 

Signalni put Hh-Gli uključen je u niz različitih procesa tijekom embriogeneze, i visoko je 

očuvan kroz evoluciju (Huangfu i Anderson, 2006). Signalni put Hh-Gli izuzetno je značajan 

kod embrionalnog razvoja sisavaca. U prilog tome govori činjenica da knock-out miševi iz 

kojih je izbačen gen za PTCH1 ili SHH umiru vrlo rano tijekom embrionalnog razvoja. 

Proteini Hh mogu djelovati kao mitogeni, morfogeni i diferencijacijski čimbenici tijekom 

različitih faza razvoja na različitim mjestima, na većim ili manjim udaljenostima (Cross i 

Bury, 2004). Shh kontrolira oblikovanje neuralne cijevi, udova, probavnog sustava, pluća i 

folikula dlake te simetriju lijeve i desne strane tijela (Jia i Jiang, 2006). Ihh se eksprimira u 

crijevima i prehipertropnim hondrocitima u hrskavici, gdje regulira morfogenezu kosti (Jia i 

Jiang, 2006). Dhh se eksprimira pretežito, ali ne isključivo, u Sertolijevim stanicama 

sjemenika. Tu ima ključnu ulogu u diferencijaciji spolnih stanica (Murone i sur, 1999). Pod 

utjecajem signalnog puta Hh-Gli razvijaju se i gušterača (Hebrok, 2003), diferenciraju stanice 

kosti (Nakamura i sur, 1997), pluća i hrskavica (Miller i sur, 2004), sazrijevaju retinoblasti i 

diferenciraju ganglijske stanice (Masai i sur, 2005). Hh-Gli signalni put takoñer održava 

proliferirajuće matične stanice u fetalnoj koži (Zhou i sur, 2006). Svaka deregulacija ovog 

signalnog puta može dovesti do ozbiljnih poremećaja tijekom razvoja i rezultirati različitim 

malformacijama. Najbolji primjer za to je ciklopija kod ovaca, zahvaljujući kojoj je otkriven 

prvi poznati inhibitor signalnog puta Hh-Gli. Ovce koje su se hranile planinskim ljiljanom, 

Veratrum californicum, mnogo su češće janjile malformiranu janjad nego ovce koje se njime 

nisu hranile. Biokemijskom analizom biljke utvrñeno je da je za malformacije zaslužan jedan 

alkaloid iz te biljke, koji je dobio ime ciklopamin (Taipale i sur, 2000). Kasnije je otkriven niz 
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drugih spojeva koji mogu na Hh-Gli signalni put djelovati kao antagonisti ili kao agonisti. 

Kasnije je detektiran i niz drugih poremećaja vezanih uz poremećaje u ovom signalnom putu. 

Gubitak proteina Gli2 povezan je sa nastankom holoprosencefalije (Belloni i sur, 1996; 

Roessler i sur, 1996) i ciklopije (Chiang i sur, 1996). Promjene u Gli3 dovode do sindaktilije 

(Litingtung i sur, 2002), polidaktilije tipa A (Radhakrishna i sur, 1999) i Pallister-Hall 

sindroma (Kang i sur, 1997). Gorlinov sindrom zahvaljujući kojem je ovaj signalni put 

pronañen kod sisavaca, karakterizira niz malformacija: holprosencefalija, ciklopija, 

malformacije šaka i stopala, malformacije kralješnice, rasjepljeno nepce i usne (Levanat i sur, 

1996). Kako je Gorlinov sindrom uzrokovan mutacijom u genu PTCH1, sve ove malformacije 

su direktna posljedica poremećenog prijenosa signala signalnim putem Hh-Gli. 

 

1.3. Uloga signalnog puta Hh-Gli u odraslom organizmu 

 

U odraslom organizmu signalni put Hh-Gli je većinom inaktiviran ili slabo aktivan, ali se po 

potrebi može aktivirati. Takva aktivacija se javlja primjerice kod zacjeljivanja rana, gdje je 

čini se signalni put Hh-Gli jedan od ključnih signala (Le i sur, 2008). Signalni put Hh-Gli je 

uključen u održavanje somatskih matičnih stanica u odraslom organizmu. Somatske matične 

stanice su pluripotentne stanice koje se sporo dijele, ali iz njih mogu nastati pojedini tipovi 

tkiva, te su važne u obnavljanju tog tipa tkiva (Lowry i Richter, 2007). Najpoznatije matične 

stanice su krvotvorne matične stanice, iz kojih mogu nastati različite krvne stanice, ali takve 

stanice se mogu naći i u svim ostalim tkivima. Do sada je signalni put Hh-Gli impliciran u 

nizu takvih somatskih matičnih stanica, primjerice dojke (Kalirai i Clarke, 2006),  živčanih 

stanica (Stecca i Ruiz i Altaba, 2005; Shi i sur, 2008), pluća (Watkins i sur, 2003), kože (Zhou 

i sur, 2006), eritropoetskih stanica (Detmer i sur, 2004). Važnu ulogu ima u oblikovanju i 

normalnoj funkciji folikula dlake (Silva-Vargas i sur, 2005). Osim u matičnim stanicama, u 

ostalim tkivima signalni put Hh-Gli prisutan je samo u primarnim cilijama. Primarne cilije su 

nepomične strukture na površini stanica, grañene su od mikrotubula a sudjeluju u primanju 

signala iz okoliša. Mogu se naći na mnogim stromalnim stanicama u tijelu sisavaca. Prema 

najnovijim saznanjima, primarna cilija je neophodna za funkciju signalnog puta Hh-Gli 

(Michaud i Yoder, 2006).  
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1.4. Uloga signalnog puta Hh-Gli u karcinogenezi 

 

Osim održavanja normalnih matičnih stanica, u zadnje vrijeme je popularan novi model 

razvoja tumora koji uključuje matične stanice tumora. Taj model govori da unutar svakog 

tumora postoji set stanica koje se ponašaju kao matične stanice: sporo se dijele, ali u slučaju 

potrebe mogu vrlo brzo proliferirati i stvoriti novu populaciju tumorskih stanica (Nicolis, 

2007). Često su karakterizirane upravo aktiviranim signalnim putevima uključenim u rast, 

preživljenje, migraciju, proliferaciju i otpornost na lijekove. Jedan od tih signalnih puteva je 

upravo Hh-Gli (Mimeault i sur, 2007; Peacock i sur, 2007). Upravo se na njih pokušavaju 

usmjeriti nove generacije antitumorskih lijekova, koje bi ciljano blokirale ovakve signalne 

puteve (Lou i Dean, 2007). Matične stanice nekih tumora su već okarakteizirane, te je 

potvrñeno da u njihovom održavanju ulogu igra signalni put Hh-Gli, primjerice u multiplim 

mijelomima (Peacock i sur, 2007) ili adenokarcinomu gušterače (Dembinski i Krauss, 2009). 

Već spomenuti Gorlinov sindrom osim navedenih malformacija karakteriziraju i razni tumori. 

Sam sindrom je poznati i pod drugim nazivima, kao što su Sindrom nevusa bazalnih stanica 

(NBCS; eng. nevus basal cell syndrome) ili NBCCS (eng. nevoid basal cell carcinoma 

syndrome). Samo ime govori da se u ovome sindromu vrlo često javljaju tumori bazalnih 

stanica, tzv. bazeocelularni karcinomi (BCC; eng. basocellular carcinoma) (Bale i Yu, 2001). 

Osim njih, u sindromu su česti i meduloblastomi, rabdomiosarkomi, fibromi srca i jajnika, 

meningiomi i ciste čeljusti (Levanat i sur, 1996). Dakle, nastanak spomenutih tumora povezan 

je sa poremećenom funkcijom signalnog puta Hh-Gli. Takoñer, gliobastomi, po kojima su 

proteini Gli dobili ime, takoñer nastaju kao direktna posljedica poremetnje ovog signalnog 

puta (Kinzler i sur, 1987). Pokazalo se da je razvoj sporadičnih BCC-a, koji nisu vezani uz 

Gorlinov sindrom, takoñer posljedica poremetnje ovog signalnog puta (Booth, 1999). Slični 

podaci dobiveni su i za fibrome jajnika (Levanat i sur, 2004), ciste čeljusti (Levanat i sur, 

2000) i meduloblastome (Pietsch i sur, 1997; di Marcotullio i sur, 2004). Osim očite veze 

navedenih tumora sa signalnim putem Hh-Gli, u zadnje vrijeme nalazi se sve više i više 

različitih tipova tumora u kojima je ovaj signalni put na neki način poremećen. Do sada je to 

pokazano za: melanome (Stecca i sur, 2007; Bar-Eli i sur, 2007), trihoepiteliome 

(Vořechovský i sur, 1997), rabdomiome i rabdomiosarkome (Tostar i sur, 2006; Zhan i 

Helman, 1998), tumore probavnog trakta (Qualthrough i sur, 2004)), tumore prostate 

(Karhadkar i sur, 2004), rak malih stanica pluća (Watkins i sur, 2003), skvamozni karcinom 

pluća (Fujita i sur, 1997), rak gušterače (Thayer i sur, 2003), rak mokraćnog mjehura 

(Aboulkassim i sur, 2003; Thievessen i sur, 2005), adenome hipofize (Vila i sur, 2005), rak 
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dojke (Katano, 2005), rak jajnika (Chen i sur, 2007; Liao i sur, 2009) te kroničnu mijeloidnu 

leukemiju (Sengupta i sur, 2007). Polimorfizmi u genu PTCH1 mogu djelovati na način da 

povećavaju sklonost organizma da razvije odreñeni tip tumora u odreñenim uvjetima, 

primjerice BCC-a (Strange i sur, 2004) ili raka dojke u kombinaciji sa oralnom 

kontracepcijom (Chang-Claude i sur, 2003). Najnoviji rezultati pokazuju da se osim 

mutacijama, ovaj signalni put može poremetiti i epigenetski, točnije metilacijom promotora 

gena. Do sada je pokazano da je metilacija promotora gena PTCH1 povećana u dermoidima i 

fibromima jajnika (Čretnik i sur, 2007) i raku dojke (Wolf i sur, 2007), dok u drugim 

tumorima nema utjecaja, primjerice kod BCC-a (Čretnik i sur, 2007), tumori endometrija i 

jajnika (Löf-Öhlin i sur, 2010) i meduloblastomi (Pritchard i Olson, 2008). 

 

1.5. Ciklopamin 

 

Prvi i najpoznatiji spoj, koji se još uvijek najviše koristi za modulaciju ovog signalnog puta je 

ciklopamin (slika 1.7.), alkaloid izoliran iz biljke planinskog ljiljana, Veratrum californicum 

(McFerren, 2006). Ciklopamin inhibira aktivnost signalnog puta na način da blokira prijenos 

signala nizvodno od proteina Smo. Veže se na Smo na još nepoznatom mjestu, te 

onemogućava njegovu aktivaciju i daljnji prijenos signala (Beachy i sur, 1997). Nedugo 

nakon otkrića ciklopamina pronañen je i njegov strukturni analog tomatidin (slika 1.8.) koji je 

bez inhibicijske aktivnosti (Thayer i sur, 2003). Ciklopamin i tomatidin vrlo se često koriste 

paralelno u pokusima budući da je tretman tomatidinom dobra negativna kontrola. Ostali 

spojevi koji modificiraju aktivnost signalnog puta Hh-Gli djeluju na različitim razinama 

prijenosa signala (slika 1.9.). Na najvišoj razini djeluje antitijelo 5E1, koje inhibira vezanje 

proteina Hh na Ptch. Na razini proteina Smo djeluje ciklopamin, a i kasnije razvijene 

modifikacije ciklopamina, kao što su KAAD-ciklopamin (koji ima još jači učinak nego sam 

ciklopamin) ili bodipy-ciklopamin (koji je obilježen tako da fluorescira zeleno). Posljednjih 

godina se radi na ispitivanju niza različitih kemijskih spojeva u svrhu pronalaženja novih 

modulatora signalnog puta Hh-Gli koji bi imali poboljšanu aktivnost i manju toksičnost, te bi 

se mogli primjenjivati u terapiji, primjerice GDC0449 (Yauch i sur, 2008). Oksisteroli 

stimuliraju signalni put Hh-Gli na način da poništavaju inhibirajuće djelovanje inhibitora 

sinteze kolesterola. Inhibitori sinteze kolesterola snižavaju ekspresiju ciljnih gena signalnog 

puta Hh-Gli, a dodatak oksisterola taj učinak poništava (Corcoran i Scott, 2006). 
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Slika 1.7. Struktura ciklopamina. 

 

 

 

Slika 1.8. Struktura tomatidina. 
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Slika 1.9. Prikaz različitih načina inhibicije signalnog puta Hh-Gli. Ligandi Shh, Ihh i Dhh izlučuju se iz 

sekrecijskih stanica i vežu na transmembranski receptor Ptch u Hh osjetljivoj stanici. U odsustvu Hh liganda 

Ptch je vezan za Smo i blokira funkciju proteina Smo. Kada je ligand prisutan, Smo pokreće signalizirajuću 

kaskadu koja rezultira otpuštanje transkripcijskog faktora Gli sa proteina Fused (Fu) i proteina Supresor of Fused 

(SuFu). Dok je blokirana funkcija Smo, SuFu spriječava translokaciju Gli u jezgru. Kada je ligand Hh prisutan, 

Fu inhibira SuFu i Gli se otpušta. Otpušteni Gli se tada translocira u jezgru i kontrolira transkripciju ciljnih gena. 

Crvene linije i spojevi napisani crveno pokazuju inhibitore ovoga signalnog puta koji imaju potencijalno 

terapeutsko djelovanje. Ova slika se odnosi na vinsku mušicu, ali vrijedi i za prijenos signala u sisavaca sa 

izuzetkom proteina Fu. (slika preuzeta iz: Liu i sur, 2005) 

 

 

1.6. Estrogeni i estrogeni receptori 

 

1.6.1. Estrogeni 

 

Estrogeni su skupina steroidnih spolnih hormona koji pokazuju važne biološke funkcije. Tri 

su glavna estrogena koja se prirodno nalaze u ljudskom organizmu: estradiol, estriol i estron. 

Estradiol je najvažniji estrogen u ljudskom tijelu (slika 1.10.). Estrogeni su regulatori za rast i 

diferencijaciju različitih tkiva uključujući reproduktivni sustav, dojke odnosno mliječne 

žlijezde, središnji živčani i potporni sustav (Couse i Korach, 1999; Pettersson i Gustafsson, 

2001). Izmeñu ovih tkiva, rast mliječnih žlijezda i endometrija maternice tijekom trudnoće i 
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menstruacijskog ciklusa ovise o estrogenu. Takoñer je poznato da je estrogen uključen u 

mnoge patološke procese kao što su tumori dojke i endometrija maternice (Henderson i sur, 

1988) te osteoporoza (Horowitz, 1993). Uz proliferacijski učinak na normalne stanice, 

estrogen se smatra stimulansom za inicijaciju i poticanje tumora. Epidemiološke studije su 

pokazale da dugotrajno izlaganje estrogenu kod rane menarhe, kasne menopauze, i kod 

nadomjesne terapije estrogenom mogu biti rizični faktor za nastanak raka dojke i maternice 

(Rose, 1996; Clemons i Goss, 2001). Eksperimenti provedeni in vitro pokazali su da su 

stanice izvedene iz tumora dojke i maternice sposobne rasti pri tretmanu estrogenom. 

Opravdano je smatrati da stimulativni učinak estrogena na proliferaciju stanica takoñer 

pridonosi rastu malignih tumora (Holinka i sur, 1986; Foster i sur, 2001).   

 

 

 

Slika 1.10. Struktura estradiola. 

 

 

1.6.2. Estrogeni receptori 

 

Estrogene receptore (ER) prvi je opisao ranih šezdesetih godina Elwood Jensen i njegov 

suradnik (Jensen 1962; Jensen i Jacobson, 1962). Estrogeni receptori su članovi obitelji 

jezgrinih receptora slične strukture i načina djelovanja, a djeluju kao transkripcijski faktori. 

Dva su tipa estrogenih receptora kod ljudi, ERα i ERβ. ERα je protein grañen od 595 

aminokiselina i molekularne težine od 66 kDa dok je ERβ kraći i lakši, grañen je od 530 

aminokiselina i ima molekularnu težinu oko 60 kDa. Oba estrogena receptora su grañena od 

pet domena (slika 1.11.).  
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Slika 1.11. Prikaz grañe estrogenih receptora (ERα i ERβ). A/B je N- terminalna regulatorna domena koja sadrži 

aktivacijsku funkciju 1 (AF-1) čija je aktivnost neovisna o prisustvu liganda. Transkripcijska aktivacija AF-1 je 

obično vrlo slaba ali zajedno sa AF-2 u E-domeni pokazuje mnogo jasniju pojačanu regulaciju ekspresije gena. 

A/B domena je vrlo varijabilna u sekvencama izmeñu ova dva estrogena receptora. C je DNA-vezujuća domena 

(DBD; eng. DNA-binding domain) koja je visoko konzervirana domena i sadrži dva cinkova prsta kojima se 

vezuje na specifične sekvence DNA koje nazivamo ERE (eng. estrogen response elements). D je savitljiva 

domena koja povezuje DBD sa ligand vezujućom domenom (LBD; eng. ligand binding domain). E je ligand 

vezujuća domena, umjereno je konzervirana u sekvencama a visoko konzervirana u strukturi izmeñu ova dva 

estrogena receptora. LBD sadrži aktivacijsku funkciju 2 (AF-2) čija je aktivnost ovisna o prisustvu liganda. F je 

C-terminalna domena, razlikuje se u sekvencama izmeñu ova dva estrogena receptora. (slika preuzeta i 

preureñena iz: Klinge, 2000) 

 

 

Regulatorna domena (A/B) ima ulogu regije za interakciju sa koregulatorima i najmanje je 

konzervirana. Niska homologija A/B domene je razlog za različitu funkciju ova dva receptora 

što rezultira razlikama u njihovoj aktivaciji (Charitidi i sur, 2009). DNA vezujuća (C) i ligand 

vezujuća (E) domena su najviše konzervirane (Mosselman i sur, 1996). C domena ima veliki 

afinitet za povezivanje sa estrogen odgovornim elementima (ERE; eng. Estrogen Response 

Elements), a to su specifične DNA sekvence ciljnih gena čiju transkripciju vezanjem na ERE 

ta domena potiče (Melvin i sur, 2004). E domena je odgovorna za specifično vezanje za 

ligande kao što su estradiol ili selektivni modulatori estrogenih receptora (SERM; eng. 

selective estrogen receptor modulator). D domena je uključena u lokalizaciju receptora u 
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jezgri te u modulaciju koaktivatora i posttranslacijske modifikacije (Sentis i sur, 2005). F 

domena se nalazi na karboksilnom kraju receptora, dugo joj je funkcija bila nepoznata a u 

zadnje vrijeme pokazalo se da modificira vezanje liganda (Skafar i Zhao, 2008). Mehanizam 

molekularnog djelovanja ER (slike 1.12. i 1.13.) teče na način da se ER na koje su vezani 

estrogeni vežu kao homodimeri (ERαERα, ERβERβ) ili kao heterodimeri (ERαERβ) na ERE 

pomoću svoje DNA vezujuće domene i reguliraju transkripciju ciljnih gena. ER imaju dvije 

neovisne transkripcijske aktivacijske funkcije (AF) koje zajedno sa aktivatorima potiču 

aktivnost RNA polimeraze II. N-terminalna A/B domena posjeduje ligand-neovisnu AF-1, 

dok E domena posjeduje ligand-ovisnu AF-2 aktivacijsku funkciju (Delaunay i sur, 2000; 

Wärnmark i sur, 2003).                

 

 

 

 

Slika 1.12. Mehanizam aktivacije i deaktivacije estrogenih receptora. Strukture na slici prikazuju ligand 

vezujuću domenu estrogenog receptora (zeleno) kompleksiranu sa agonistom (estrogenom) ili antagonistom 

(npr. tamoksifenom). Kada se agonist veže za estrogeni receptor, C-terminalni kraj ligand-vezujuće domene 

(H12, svjetlo plavo) je pozicioniran tako da se koaktivator (crveno) može vezati za ligand-vezujuću domenu. 

Vezani antagonist ispunjava isto ligand-vezujuće udubljenje estrogenog receptora. Antagonist ima dodatak koji 

sterički istisne H12 koji tada zauzima otprilike isto mjesto u prostoru gdje se inače veže koaktivator i na taj način 

blokira vezanje koaktivatora za ligand vezujuću domenu. (slika preuzeta iz: Brzozowski i sur, 1997; Shiau i sur, 

1998) 
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Slika 1.13. Shematski prikaz molekularnog djelovanja estradiola: 1 - estradiol (E) se veže velikim afinitetom za 

estrogeni receptor (ER) pri čemu dolazi do disocijacije proteina HSP90 (eng. Heat Shock Protein 90); 2 - E-ER 

kompleksi se dimeriziraju i lokaliziraju u jezgri stanice; 3 - E-ER dimer se veže za DNA sekvencu na ERE u 

promotorskoj regiji estrogen-osjetljivih gena; 4 - aktivacija transkripcije pomoću E-ER dimera uključuje 

interakciju transkripcijskih aktivacijskih funkcija (AF-1 i AF-2) sa transkripcijskim koaktivatorima koji potiču 

aktivnost RNA polimeraze II. (slika preuzeta iz: Howell i sur, 2000) 

 

 

1.7. Tamoksifen 

 

Tamoksifen (slika 1.14.) je nesteroidni selektivni modulator estrogenih receptora (SERM; 

eng. Selective Estrogen Receptor Modulator) koji se često koristi u kemoterapiji za tretman 

estrogen-ovisnih tumora dojke (Fisher i sur, 1998; McKeon, 1999; Radmacher i Simon, 2000; 

de Médina i sur, 2004). Kada se daje kao adjuvantna terapija djelotvoran je pri liječenju 

pacijenata sa metastatskim rakom dojke pri čemu smanjuje opasnost od recidiva i smrti od 

raka dojke (Love, 1989). Korištenje tamoksifena je posebno indicirano kod žena u 

postmenopauzi koje imaju estrogen receptor-ovisne tumore dojke. Takoñer se koristi i kao 

kemopreventivno sredstvo kod žena koje imaju visoki rizik za razvoj tumora dojke (Marshall, 

1998). Tamoksifen djeluje primarno preko estrogenih receptora tako da modulira ekspresiju 

gena (slika 1.15.). Dok tamoksifen u nižim koncentracijama (0,1-1 µM) uzrokuje zastoj 

staničnog ciklusa (Otto i sur, 1996), farmakološke koncentracije (više od 5 µM) tamoksifena 

uzrokuju apoptozu stanica tumora dojke (Perry i sur, 1995). Pored genomskih učinaka 

posredstvom estrogenih receptora, farmakološke koncentracije tamoksifena pokazuju da 

imaju estrogen receptor-neovisne negenomske učinke na različite vrste stanica (Ferlini i sur, 
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1999; Kim i sur, 1999; Zhang i sur, 2000). Tamoksifen takoñer pokazuje proapoptotičke 

učinke na estrogen receptor-neovisne stanice tumora dojke i na neke druge tipove stanica 

kojima nedostaju estrogeni receptori kao što su stanice malignih glioma, tumora gušterače, 

tumora jajnika, te melanoma (Couldwell i sur, 1994; Gelmann, 1997; Heerdt i Borgen, 1999; 

Lehenkari i sur, 2003). Tamoksifen u farmakološkim koncentracijama ima ionoforični učinak 

na stanične membrane koji je povezan sa naglim promjenama propusnosti membrana i 

unutarstaničnog pH, što dovodi do smanjene vijabilnosti i smrti stanica (Lehenkari i sur, 

2003). Promjene protoka kroz membranu i izmjene unutarstaničnog protoka kalcija (Zhang i 

sur, 2000; Custodio i sur, 1998) te porast oksidativnog stresa i poremećena funkcija 

mitohondrija povezani su sa staničnom smrti koju uzrokuje tamoksifen (Cardoso i sur, 2001; 

Dietze i sur, 2001; Cardoso i sur, 2003). Tamoksifen pokazuje brzu inhibiciju estrogen-ovisne 

protein kinaze C u MCF-7 stanicama i hondrocitima (Schwartz i sur, 2002; Boyan i sur, 

2003), a uzrokuje i brzu smrt mitohondrija u estrogen-ovisnih i estrogen-neovisnih staničnih 

linija tumora dojke (Kallio i sur, 2005).  

 

 

 

 

Slika 1.14. Struktura tamoksifena. 
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Slika 1.15. Shematski prikaz molekularnog djelovanja tamoksifena: 1 - tamoksifen (T) se veže nižim afinitetom 

u usporedbi sa estradiolom za estrogeni receptor (ER) pri čemu dolazi do disocijacije proteina HSP90 (eng. heat 

shock protein 90); 2 - T-ER kompleksi se dimeriziraju; 3 - T-ER dimer se translocira u jezgru stanice pri čemu je 

aktivacijska funkcija AF-1 aktivna dok je AF-2 inaktivna; T-ER dimer se veže za DNA sekvencu na ERE u 

promotorskoj regiji estrogen osjetljivih gena; 4 - transkripcija estrogen osjetljivih gena je smanjena zbog 

inaktivne aktivacijske funkcije AF-2 jer ne dolazi do vezanja koaktivatora za T-ER dimer; djelomična aktivnost 

koja je prisutna posljedica je učinka AF-1 koja nakon vezanja tamoksifena za ER ostaje aktivna u T-ER dimeru. 

(slika preuzeta iz: Howell i sur, 2000) 

 

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

ovisnih i estrogen neovisnih tumora dojke. 
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2. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

___________________________________________________________________________ 

 

Ciljevi ovih istraživanja bili su ispitati aktivnost gena signalnog puta Hh-Gli u staničnim 

linijama tumora dojke kao i moguće mehanizme regulacije. Naime, signalni put Hh-Gli 

aktivan je u embrionalnom i ranom razvoju i sudjeluje u formiranju organa, a poremetnje u 

njegovom funkcioniranju odražavaju se u malformacijama ploda. U odraslom organizmu 

signalni put je neaktivan, a u nekim se tumorima pokazala njegova povećana ili promijenjena 

aktivnost. U posljednjih nekoliko godina otkrivene su promjene u aktivnostima nekih od gena 

tog signalnog puta koje bi mogle imati ulogu u patogenezi mnogih tumora kao što su tumori 

pluća, prostate, dojke, probavnog trakta i drugima. Prema procjenama signalni put Hh-Gli 

sudjeluje u jednoj trećini svih smrtonosnih tumora i stoga ovaj signalni put postaje značajnom 

metom potencijalnih terapija raka.  

Ovim radom smo željeli utvrditi značaj signalnog puta Hh-Gli u raku dojke u uvjetima  kada 

se radi o estrogen-ovisnim ili estrogen-neovisnim uvjetima. U tu svrhu koristili smo dvije  

stanične linije: estrogen-ovisne i estrogen-neovisne. 

 

Glavni ciljevi ovog rada bili su: 

 

- istražiti i upoznati mehanizme djelovanja signalnog puta Hh-Gli i mogućih inhibitora kao 

novih terapeutika tumora dojke 

- istražiti mehanizme djelovanja signalnog puta Hh-Gli i eventualne interakcije sa estrogenim 

receptorima u tumorima dojke 

- utvrditi da li inhibitori signalnog puta Hh-Gli mogu djelovati kao terapeutici u tumorima 

dojke ovisnima ili neovisnima o estrogenim receptorima 

- ispitati radi li se o kanonijskom signalnom putu Hh-Gli 

- utvrditi da li ima elemenata autokrine regulacije Hh-Gli signalnog puta 

- doprinijeti novim putevima u terapijama raka dojke budući da se koristi novi signalni put još 

neopterećen rezistencijom na poznate lijekove 

- ispitati mogućnost korištenja ciklopamina i tamoksifena u kombiniranoj terapiji tumora 
dojke 
 
 
 
 



 

24 
 

3. MATERIJALI I METODE 

___________________________________________________________________________ 

 

3.1. Materijali 

 

U ovom radu su korištene dvije trajne stanične linije tumora dojke, MCF-7 i Sk-Br-3. MCF-7 

je estrogen-ovisna stanična linija tumora dojke dok je Sk-Br-3 estrogen-neovisna stanična 

linija tumora dojke koje rastu zalijepljene na podlogu u mediju DMEM (Dulbeccov minimalni 

esencijalni medij; eng. Dulbecco's Minimal Essential Medium, SIGMA) sa 10% fetalnog 

goveñeg seruma, FBS (eng. Fetal Bovine Serum, GIBCO). 

 

3.2. Metode 

 

3.2.1. Rad sa staničnim kulturama 

 

Rad sa staničnim kulturama odvijao se u sterilnim uvjetima, uključivo sav laboratorijski  

pribor, otopine, puferi i hranjivi mediji. Rukovanje svime što je vezano uz stanične kulture 

odvijalo se u kabinetu za rad u sterilnim uvjetima sa laminarnim protokom zraka, čija se radna 

površina dezinficira 70% etanolom prije i nakon svake uporabe, te sterilizira UV svjetlom. Za 

potrebe ovog rada koriste se petrijeve zdjelice promjera 10 cm. 

 

3.2.1.1. Odmrzavanje stanica 

 

Stanice su pohranjene u mediju za zamrzavanje (50% serum, 40% medij, 10% DMSO) u 

krioampulama na temperaturi od -80ºC. Prilikom odmrzavanja stanica bitno je stanice odlediti 

što brže. U sterilnu staklenu epruvetu se odpipetira 5 ml hranjivog medija  (DMEM sa 10% 

FBS). Krioampula sa zamrznutim stanicama se malo zagrije u ruci, toliko dugo da se zaleñena 

smjesa odvoji od stijenke krioampule pazeći pri tome da većina sadržaja ostane zaleñena. 

Sadržaj se brzo prelije u sterilnu staklenu epruvetu sa hranjivim medijem, a zatim centrifugira 

na 1200 rpm (HARRIER 18/80, Sanyo, r=10 cm) 5 minuta, da bi se stanice isprale od 

krioprotektanta DMSO. Odmah nakon centrifugiranja supernatant se odlije, a talog stanica se 

resuspendira u 10 ml hranjivog medija i prenese u petrijevku promjera 10 cm. Petrijevka se 
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potom lagano protrese da se sadržaj sa stanicama jednoliko rasporedi po dnu petrijevke, a 

potom se pohrani u inkubator (37ºC, 5% CO2). 

 

3.2.1.2. Održavanje i presañivanje stanica u kulturi 

 

Stanicama u kulturi poželjno je mijenjati hranjivi medij svaka dva do tri dana. Kada stanice 

narastu toliko da gotovo potpuno prekriju podlogu petrijevke treba ih presaditi. Prvo se 

pipetom ukloni sav hranjivi medij sa stanica. Zatim se na stanice nalije 5 ml fosfatnog pufera 

(PBS bez Ca i Mg, eng. Phosphate Buffer Saline) (1,7 mM KH2PO4, 136 mM NaCl, 1 mM 

Na2HPO4, KH2PO4, pH 7,2), petrijevka se potom kratko protrese da bi se sadržaj promiješao i 

nakon toga se PBS ukloni pipetom i baci. Na taj način se stanice isperu od zaostalog seruma 

iz hranjivog medija, a to je potrebno učiniti jer bi zaostali serum iz hranjivog medija mogao 

inaktivirati djelovanje tripsina. Zatim se na stanice doda oko 1 ml tripsina (0,05% w/v) te 

ostavi da djeluje na priljepljene stanice oko 5 minuta odnosno toliko vremena dok se stanice 

ne odvoje od podloge. Kada se stanice odvoje od podloge, na njih se doda 5 ml kompletiranog 

hranjivog medija i cijeli sadržaj u petrijevki dobro se resuspendira propuhivanjem nekoliko 

puta kroz pipetu. Od cijelog volumena otopine 1 ml otopine se nasadi u čistu petrijevku i 

dopuni do 10 ml kompletiranim hranjivim medijem. 

 

3.2.1.3. Zamrzavanje stanica 

 

Za dugotrajno pohranjivanje i čuvanje stanica stanice je potrebno zamrznuti. Stanice se 

zamrzavaju kada je njihova gustoća optimalna odnosno kada su od 80% do 90% konfluentne. 

Postupak zamrzavanja počinje slično kao postupak presañivanja. Sa stanica se prvo ukloni 

hranjivi medij, a zatim se stanice isperu PBS-om bez Ca i Mg i potom tripsiniziraju. 

Tripsinizirane stanice se resuspendiraju u 5 ml hranjivog medija i prenesu u sterilnu staklenu 

epruvetu, te ostave na hladnom mjestu (u frižideru na +4ºC ili na usitnjenom ledu) pola sata 

do sat da se polako ohlade. Nakon toga se stanice centrifugiraju na 1200 rpm 5 min u 

centrifugi koja je ohlañena na +4ºC. Nakon centrifugiranja sa stanica se odmah odlije 

supernatant, a talog se resuspendira u 1 ml hladnog medija za zamrzavanje (50% serum, 40% 

medij, 10% DMSO) i zatim odmah prebaci u krioampulu. Krioampula se odmah pohrani u 

frižider na -80ºC, gdje treba stajati od 1 do 2 dana (može i do nekoliko mjeseci). Za dulje 

pohranjivanje i čuvanje stanica krioampule se pohranjuju i čuvaju u tekućem dušiku. 
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3.2.2. Tretmani staničnih linija sa ciklopaminom, tomatidinom ili ligandom Shh 

 

Stanice su nasañene u 7 petrijevki (6 tretmana i 1 kontrola) sa po 10 ml medija. Nakon 24 sata 

koliko je stanicama dovoljno da se uhvate, u hranjivi medij su dodani ciklopamin ((3β,23R)-

17,23-epoksiveratraman-3-ol, Mr=411,62, Toronto Research Chemicals, konačna 

koncentracija 2,5 µM), tomatidin ((22S,25S)-5α-spirosolan-3β-ol, Mr=452,10, Sigma, 

konačna koncentracija 2,2 µM) ili Shh protein (poklon dr. A. Kenney, konačna koncentracija 

3 ng/ml). Stanice su potom sa odgovarajućim spojem inkubirane kroz 24 ili 48 sati u 

inkubatoru, a zatim su iz njih izolirani RNA i proteini. Ciklopamin je blokator signalnog puta 

Hh-Gli i ovdje je korišten u svrhu inhibicije puta Hh-Gli, tomatidin je strukturni analog 

ciklopamina ali nema biološki učinak blokiranja puta Hh-Gli te je korišten kao negativna 

kontrola, dok je ligand Shh pokretač puta Hh-Gli i ovdje je korišten u svrhu aktivacije ovog 

signalnog puta. 

 

3.2.3. Tretmani staničnih linija sa ciklopaminom i tamoksifenom 

 

Stanice su nasañene u 7 petrijevki (6 tretmana i 1 kontrola) sa po 10 ml medija. Nakon 24 sata 

koliko je stanicama dovoljno da se uhvate, u hranjivi medij su dodani ciklopamin (konačna 

koncentracija 2,5 µM), tamoksifen (2-[4-(1,2-difenilbut-1-enil)fenoksi]-N,N-dimetil-

etanamine, Mr=371,51, TORONTO RESEARCH CHEMICALS, konačna koncentracija 2,5 

µM za MCF-7 i 10 µM za Sk-Br-3), te kombinacije ciklopamina i tamoksifena. Primjenjene 

koncentracije pojedinih spojeva prikazane su u tablici 3.1. Stanice su potom sa odgovarajućim 

spojem ili spojevima inkubirane kroz 48 ili 96 sati u inkubatoru, a zatim su iz njih izolirani 

RNA i proteini. 
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Tablica 3.1. Primjenjene koncentracije ciklopamina i tamoksifena te njihovih kombinacija. 

 

Primjenjeni spoj: Primjenjena koncentracija: 

ciklopamin (cyc) 2,5 µM (za MCF-7 i Sk-Br-3) 

tamoksifen (tam) 2,5 µM (za MCF-7) 

10 µM (za Sk-Br-3) 

ciklopamin kroz 48 sati zatim tamoksifen kroz 48 sati 

(cyc-tam) 

2,5 µM - 2,5 µM (za MCF-7) 

2,5 µM - 10 µM (za Sk-Br-3) 

tamoksifen kroz 48 sati zatim ciklopamin kroz 48 sati 

(tam-cyc) 

2,5 µM - 2,5 µM (za MCF-7) 

10 µM - 2,5 µM (za Sk-Br-3) 

ciklopamin + tamoksifen kroz 48 sati (cyc+tam) 2,5 µM + 2,5 µM (za MCF-7) 

2,5 µM + 10 µM (za Sk-Br-3) 

ciklopamin + tamoksifen kroz 96 sati (cyc+tam) 2,5 µM + 2,5 µM (za MCF-7) 

2,5 µM + 10 µM (za Sk-Br-3) 

 

 

3.2.4. Izdvajanje RNA iz stanica 

 

Svi koraci izdvajanja RNA iz stanica odvijaju se na ledu, kako bi RNA očuvala svoj integritet. 

Takoñer, svi koraci centrifugiranja se odvijaju u centrifugi ohlañenoj na +4ºC. Stanice u 

petrijevkama se stave na led, sa njih se pipetom ukloni hranjivi medij i doda im se 5 ml PBS-a 

bez Ca i Mg. Stanice se odvoje od podloge koristeći strugač za stanice, suspenzija stanica u 

PBS-u se potom prenese u epruvetu i zatim centrifugira na 1200 rpm 5 min u centrifugi 

ohlañenoj na +4ºC. Odmah nakon centrifugiranja sa stanica se odlije supernatant, a talog sa 

stanicama se resuspendira u 1,5 ml TRIzola (TRIzol Reagent, Invitrogen) i prebaci u čistu 

mikroepruvetu. Ovdje treba provjeriti da li je sve dobro homogenizirano jer suprotno bi 

moglo rezultirati degradacijom izolirane RNA. Resuspendirani talog se inkubira 10 min na 

sobnoj temperaturi a potom se u smjesu stanica i TRIzola pipetom doda 300 µl kloroforma 

(Kemika), sadržaj u mikroepruveti se rukom protrese kroz 20 sekundi (ne vorteksirati) i ostavi 

se inkubirati 10 min na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi sadržaj u 

mikroepruveti se centrifugira na maksimalnoj brzini (13200 rpm) 15 min u centrifugi 

(Eppendorf Centrifuge 5415R) ohlañenoj na +4ºC. Nakon centrifugiranja gornji vodeni sloj se 

prebaci u čistu mikroepruvetu pri čemu pipetirati treba pažljivo da se izbjegne kontaminacija 

proteinima koji su prisutni u srednjem i donjem sloju. Na odijeljeni vodeni sloj pipetom se 
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doda 750 µl izopropanola (Kemika), rukom se protrese kroz 10 sekundi i odloži na 

precipitaciju kroz 15 min na sobnoj temperaturi. Nakon precipitacije na sobnoj temperaturi 

sadržaj u mikroepruveti se centrifugira na maksimalnoj brzini 15 min u centrifugi ohlañenoj 

na +4ºC. Nakon centrifugiranja na dnu mikroepruvete vidi se bijeli talog precipitirane RNA. 

Sa bijelog taloga se pažljivo odlije supernatant i na talog doda 1,5 ml 80% etanola (Kemika) a 

zatim centrifugira na maksimalnoj brzini 10 min u centrifugi ohlañenoj na +4ºC. Nakon 

centrifugiranja se ukloni supernatant i ostavimo mikroepruvetu s talogom da se kratko osuši 

na zraku. Nakon sušenja na zraku talog otopimo u 50 µl destilirane vode. Izdvojena RNA se 

pohranjuje u frižider na -20oC. 

 

3.2.5. Mjerenje koncentracija RNA 

 

Koncentracija RNA se mjeri na spektrofotometru (CECIL CE 2040), korištenjem valnih 

duljina apsorbancije 260 nm i 280 nm ujedno se odreñuje i kvaliteta RNA. RNA se razrijedi 

100 puta u destiliranoj vodi (1 µl RNA + 99 µl vode). Spektrofotometar se kalibrira tako da 

voda korištena za razrjeñivanje bude vrijednost 0. Tada se uzorak nanese u kivetu i mjeri 

apsorbancija pri 260 nm i 280 nm. Koncentracija se izračuna prema sljedećoj formuli: 

 

C = A260 x 40 x R 

 

gdje je C koncentracija, A260 vrijednost apsorbancije pri valnoj duljini od 260 nm, a R faktor 

razrjeñenja (u ovom slučaju 100), 40 - je faktor za odreñivanje koncentracije RNA. Takoñer, 

provjeravajući omjer A260/A280 može se provjeriti i čistoća izdvojene RNA, naime što je RNA 

čišća taj omjer je bliži 2. 

 

3.2.6. Izdvajanje proteina iz stanica 

 

Proteini se iz stanica izdvajaju koristeći pufer za lizu, koji se sastoji od RIPA pufera (25 mM 

Tris-HCl, 1% Na-deoksiholat, 1% Nonidet P-40, 150 mM NaCl, 0,1% SDS) i inhibitora 

proteaza. Inhibitori se dodaju u obliku tabletice (Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail 

Tablets, Roche), jedna tabletica na 10 ml RIPA pufera. Stanice u petrijevkama se stave na led, 

sa njih se ukloni hranjivi medij i doda im se 5 ml PBS-a bez Ca i Mg. Stanice se odvoje od 

podloge koristeći strugač za stanice, suspenzija stanica u PBS-u se potom prenese u epruvetu i 

zatim centrifugira na 1200 rpm 5 min u centrifugi ohlañenoj na +4ºC. Supernatant se zatim 



 

29 
 

odlije, a talog stanica se resuspendira u 50 µl pufera za lizu i ostavi stajati na ledu sat 

vremena. Nakon sat vremena doda se još 50 µl pufera za lizu i ostavi stajati na ledu još sat 

vremena. Nakon toga se centrifugira pri 13000 rpm 20 minuta u centrifugi ohlañenoj na +4ºC. 

Nakon centrifugiranja supernatant koji sadrži izdvojene proteine sakupi se i prebaci u čistu 

mikroepruvetu. Izdvojeni proteini se pohranjuju u frižider na -20ºC. 

 

3.2.7. Mjerenje koncentracije proteina 

 

Koncentracija proteina odreñuje se metodom po Bradfordu (Bradford, 1976), koristeći 

komercijalnu otopinu (Bio-Rad Protein Assay). Mjerenje se zasniva na svojstvu Coomassie 

Brilliant Blue boje da promijeni boju prilikom vezanja na bazične i aromatske aminokiseline u 

proteinima. Mjerenjem apsorbancije na 595 nm, te usporedbom sa standardnom krivuljom 

poznatih koncentracija proteina vrlo se jednostavno može odrediti koncentracija  uzorka. Na 

početku se napravi niz serijskih razrjeñenja poznatog standarda proteina, obično se koristi 1 

mg/ml BSA (goveñi albumin iz seruma, eng. Bovine Serum Albumin). Razrjeñenja se rade u 

konačnom volumenu od 25 µl. Razrjeñenja 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 pripreme razrjeñenja proteinskog standarda 

pripreme se i razrjeñenja proteina koja se žele izmjeriti. Protein kojemu se mjeri koncentracija 

obično se pet puta razrijedi (5 µl proteina + 20 µl destilirane vode). Zatim se napravi radna 

otopina za bojanje, na način da se razrijedi sa destiliranom vodom pet puta. Radna otopina se 

nanese u pločicu sa 96 bunarića, za svaki uzorak koji se mjeri po dva bunarića i po dva 

bunarića za svaki u nizu serijskih razrjeñenja. Za svaki uzorak u kojem mjerimo koncentraciju 

proteina nanesemo u bunarić po 190 µl radne otopine za bojanje. Iz svakog razrjeñenja 

standarda i uzoraka uzima se po 10 µl i nanosi u 190 µl radne otopine za bojanje. Pločica se 

tada stavi na tresilicu kroz 10 min da se otopine dobro pomiješaju. Očitavanje se radi na 

čitaču za pločice Labsystem Multiskan MS pri apsorbanciji od 595 nm. Dobivene vrijednosti 

se unesu u računalo, prema vrijednostima standarda nacrta se standardna krivulja na temelju 

koje izračunamo koncentraciju proteina u ispitivanim uzorcima. 
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3.2.8. Reverzna transkripcija 

 

Za analizu ekspresije gena potrebno je napraviti kvantitativni real-time PCR (qRT-PCR). 

Budući da je RNA vrlo osjetljiva molekula, potrebno ju je prvo prevesti u cDNA koja je 

znatno stabilnija. Prevoñenje se izvrši uz pomoć enzima reverzna transkriptaza koja 

transkribira RNA u sebi komplementarnu cDNA. Reakcija reverzne transkripcije provodi se 

sa poznatom količinom RNA, najčešće je 1 µg. U ukupni volumen od 50 µl ulazi 30,75 µl 

reakcijske smjese (10x pufer (10% v/v), 5,5 mM MgCl2, 2 mM dNTP, 1,25 µM nasumičnih 

heksamera, 1,25 µM oligo dT početnica, 20 U inhibitora Rnaza te 62,5 U reverzne 

transkriptaze), 1 µg RNA te se nadopuni destiliranom vodom do konačnog volumena (tablica 

3.2). 

 

Tablica 3.2. Sastav reakcijske smjese za reverznu transkripciju. 

 

Komponenta: 
Početna 

koncentracija: 

Konačna 

koncentracija: 

Volumen  

(za reakciju od 50µl): 

10x pufer 10 x 1 x 5 µl 

MgCl2 25 mM 5,5 mM 11 µl 

dNTP 10 mM 2 mM 10 µl 

oligo dT 50 µM 1,25 µM 1,25 µl 

nasumični heksameri 50 µM 1,25 µM 1,25 µl 

inhibitor Rnaze 20 U/µl 20 U 1 µl 

reverzna transkriptaza 50 U/µl 62,5 U 1,25 µl 

 

Reakcija se odvija u PCR mašini (Applied Biosystems GeneAmp® PCR System 2700) na 

sljedećem programu: 

 

25ºC 10:00 min 

37ºC 60:00 min 

95ºC    5:00 min 

4ºC ∞ 

 

Nakon reakcije cDNA se pohranjuje u frižider na -20ºC do korištenja. 
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3.2.9. Kvantitativni real-time PCR 

 

Kvantitativni real-time PCR zasniva se na svojstvu da se tijekom PCR reakcije količina DNA 

udvostruči u svakom ciklusu. Svakim ciklusom eksponencijalno se povećava količina DNA u 

uzorku, što se prati fluorescentnom bojom koja se interkalira u novostvorene lance cDNA. 

Flourescencija se povećava svakim ciklusom, a metodom se mjeri u kojem ciklusu ima 

dovoljno cDNA da bi flourescencija porasla iznad praga detekcije (Ct vrijednost) (slika 3.1.). 

Što neke cDNA u uzorku ima više, ranije će se umnožiti dovoljno da prijeñe prag detekcije, 

odnosno Ct vrijednost će biti niža, dok će uzorak s manje cDNA kasnije preći prag detekcije i 

stoga će imati višu Ct vrijednost. Kako bi se ispravile eventualne razlike u početnoj 

koncentraciji uzorka koristi se i tzv. „housekeeping“ gen kao kontrolni gen. Sve Ct vrijednosti 

normaliziraju se prema vrijednosti „housekeeping“ gena odnosno kontrolnog gena, jer je 

njegova karakteristika da mu je ekspresija vrlo stabilna te ga u svim tkivima u bilo kojem 

trenutku ima podjednaka količina.  

 

 

 

 

Slika 3.1. Izgled krivulje fluorescencije kod kvantitativnog real-time PCR-a. Vrijednost fluorescencije 

eksponencijalno raste svakim ciklusom, sve dok ne dosegne plato, gdje dolazi do zasićenja reakcije. Ct 

vrijednost označava broj ciklusa u kojem vrijednost fluorescencije prelazi prag detekcije. Bazalna razina 

fluorescencije predstavlja fluorescenciju boje koja nije vezana na DNA.  
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Kvantitativni real-time PCR se radi u pojedinačnim mikroepruvetama ili pločicama sa 96 

bunarića za real-time PCR aparat. Ovdje je opisan postupak sa pločicama sa 96 bunarića iako 

se sam postupak za jedan ili drugi tip ne razlikuje. Za svaki od uzoraka se analiziralo 8 

različitih gena: PTCH1, SMO, GLI1, SHH, SUFU, p16, c-Myc, β-katenin, te referentni gen 

ARP (gen za kiseli ribosomalni protein, eng. Acidic Ribosomal Protein). Prvo se napravi 

reakcijska mješavina za svaki gen odvojeno. U reakcijsku mješavinu se dodaje redom: IQ 

SYBR Green Supermix 2x (50% v/v), početnica F (0,3 mM), početnica R (0,3 mM) te voda 

do ukupnog volumena od 9 µl po uzorku. Mješavina se obično radi za veći broj uzoraka i tada 

razdijeli po 9 µl u odgovarajuće bunariće. Real-time PCR je napravljen u duplikatu za svaki 

istraživani uzorak. Svaki je od uzoraka imao prateću reakciju sa ARP genom. Za reakcijsku 

mješavinu za svaki gen napravljena je i jedna dodatna negativna kontrola u koju se nije 

dodavala cDNA. Nukleotidne sekvence korištenih početnica navedene su u tablici 3.3. 
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Tablica 3.3. Slijedovi početnica korišteni u kvantitativnim real-time PCR eksperimentima. Oznaka F označava 

„forward“ odnosno 5'�3' smjer sekvence gena, dok oznaka R označava „reverse“, odnosno 3'�5' smjer 

sekvence gena. 

 

Naziv 

početnice: 

Nukleotidni slijed početnice: Referenca: 

Arp F 5' GGCACCATTGAAATCCTGAGTGATGTG 3' Eichberger i sur, 2006 

Arp R  5' TTGCGGACACCCTCCAGGAAGC 3' Eichberger i sur, 2006 

Ptch F  5' TCCTCGTGTGCGCTGTCTTCCTTC 3' Regl i sur, 2002 

Ptch R  5' CGTCAGAAAGGCCAAAGCAACGTGA 3' Regl i sur, 2002 

Smo F  5' CTGGTACGAGGACGTGGAGG 3' Kallassy i sur, 1997 

Smo R 5' AGGGTGAAGAGCGTGCAGAG 3' Kallassy i sur, 1997 

Gli1 F  5' GCCGTGTAAAGCTCCAGTGAACACA 3' Regl i sur, 2002 

Gli1 R  5' TCCCACTTTGAGAGGCCCATAGCAAG 3' Regl i sur, 2002 

Shh F 5' GAAAGCAGAGAACTCGGTGG 3' Kallassy i sur, 1997 

Shh R  5' GGTAAGTGAGGAAGTCGCTG 3' Kallassy i sur, 1997 

SuFu F  5' AACAGCAAACCTGTCCTTCC 3' Koch i sur, 2004 

SuFu R 5' TCAGATGTACGCTCTCAAGC 3' Koch i sur, 2004 

c-Myc F 5' TTCTAAGAGAAATGTCCTGAGCAATC 3' Ponchel i sur, 2003 

c-Myc R 5' TCAAGACTCAGCCAAGGTTGTG 3' Ponchel i sur, 2003 

p16 F  5' CAACGCACCGAATAGTTACG 3' Bocker i sur, 2008 

p16 R  5' AGCACCACCAGCGTGTC 3' Bocker i sur, 2008 

β-CAT F 5'-GCGTGGACAATGGCTACTCA-3' Wong i sur, 2004 

β-CAT R 5'-CCGCTTTTCTGTCTGGTTCC-3' Wong i sur, 2004 
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3.2.10. Transfekcija ubacivanjem pcDNA4nlSMtGLI1 plazmida 

 

U stanične linije MCF-7 i Sk-Br-3 transfekcijom je ubačen plazmid pcDNA4nlSMtGLI1 

(slika 3.2.) sa  fragmentom GLI1, poklon prof. Fritz Aberger, Salzburg. Transfekcija je 

provodena uz pomoć lipofektamina (INVITROGEN). Stanice su nasañene u pločice sa šest 

jažica u kojima su rasle 24 sata. Nakon toga na stanice se doda smjesa DNA i lipofektamina 

koja se pripremi na način da se prvo pomiješa 12 µg DNA (0,5 µg DNA po jažici) i 6 ml 

DMEM hranjivog medija bez FBS-a, a odvojeno 80 µl lipofektamina i 6 ml DMEM hranjivog 

medija bez FBS-a, obje smjese ostavimo stajati 15 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga 

pomiješaju se smjese DNA i lipofektamina u DMEM hranjivom mediju bez FBS-a, a 

dobivena smjesa se ostavi stajati sljedećih 15 min na sobnoj temperaturi. Prije dodavanja 

smjese DNA i lipofektamina na stanice, stanice se isperu 3 puta DMEM hranjivim medijem 

bez FBS-a. Poslije stajanja od 15 min u smjesu DNA i lipofektamina doda se 40 ml DMEM 

hranjivog medija bez FBS-a, promiješa se i razdijeli u svaki bunarić po 2 ml osim u bunariće 

gdje su nasañene stanice za kontrolu. Nakon što se na stanice doda smjesa DNA i 

lipofektamina ostave se u inkubatoru na 37ºC pri 5% CO2 na 5 sati. Nakon 5 sati sa stanica se 

ukloni smjesa DNA i lipofektamina, isperu se 3 puta sa PBS-om, a potom se na stanice doda 

po 2 ml DMEM hranjivog medija sa 20% FBS-a. Potom se stanice ostave u inkubatoru na 

37ºC pri 5% CO2 do sljedećeg dana. Sljedeći dan (ujutro) na dio transfeciranih stanica dodan 

je 1 µl „stock“ otopine proteina Shh (konačna koncentracija 1,5 ng/ml), a potom je sve 

ponovo ostavljeno u inkubatoru na 37ºC pri 5% CO2 do sljedećeg dana. Sljedeći dan (ujutro) 

se izdvajaju RNA i proteini.     
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Slika 3.2. Plazmid p4TO GLI1. Puna cDNA gena GLI1 nalazi se izmeñu 883. i 4252. nukleotida na sekvenci 

plazmida, iza jakog CMV promotora. Na plazmidu se osim toga nalaze i geni za rezistenciju na ampicilin i 

zeocin (poklon od dr. Aberger, Austrija). 

 

 

3.2.11. Western blot analiza 

 

Western blotom se proteini u odreñenom uzorku, nakon što se razdvoje u elektroforetskom 

polju, detektiraju specifičnim antitijelima. Na taj način možemo saznati kako je protein 

eksprimiran, i usporeñivati različito tretirane stanice meñusobno. Western blot analizom prvo 

se proteini pod utjecajem istosmjerne električne struje razdvoje u gelu u denaturirajućim 

uvjetima na temelju molekulske mase. SDS djeluje denaturirajuće na proteine i prekriva ih 

negativnim nabojem što omogućava putovanje prema pozitivnom polu pod utjecajem 

električne struje pri čemu veći proteini putuju sporije, a manji brže. Nakon razdvajanja na 

gelu, sa gela se vrši prijenos na membranu koji se takoñer odvija pod utjecajem istosmjerne 

električne struje. Proteini koji se vežu na membranu detektiraju se specifičnim antitijelima. 

Prvi korak kod western blot analize je razdvajanje proteina na SDS-poliakrilamidnom (PAA)  

gelu. Gel se izlijeva izmeñu vertikalnih staklenih ploča. Prvo se izlijeva gel za razdvajanje, u 

našem slučaju to je 8%-tni gel. Sastav gela je sljedeći: voda 46%, 30%-tna akrilamidna 

mješavina 27%, 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 25%, SDS 0,1%, 10%-tni amonij-persulfat 1%, 
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TEMED 0,06%. Prvo se napravi mješavina bez amonij-persulfata i TEMED-a, oni se dodaju 

neposredno prije izlijevanja gela izmeñu stakala. Gel za razdvajanje se ne puni do vrha stakala 

jer treba ostaviti mjesta za izlijevanje gela za sabijanje a to je nešto malo više nego što je 

dubina češlja koji će se staviti u gel za sabijanje. Gel se nadsvodi sa izopropanolom, i ostavi 

da polimerizira otprilike pola sata. Potom se priprema gel za sabijanje prema sljedećem 

receptu: voda 68%, 30%-tna akrilamidna mješavina 17%, 1 M Tris-HCl pH 6,8 12,5%, SDS 

0,1%, 10%-tni amonij-persulfat 1%, TEMED 0,01%. Isto kao i kod gela za razdvajanje, u gel 

za sabijanje amnoij-persulfat i TEMED dodajemo neposredno prije izlijevanja gela. Prije 

izlijevanja gela za sabijanje treba ukloniti izopropanol uz pomoć vakuum sisaljke. Gel za 

sabijanje se nalijeva do vrha stakala, a potom se u njega umetne češljić pazeći da ne zaostanu 

mjehurići zraka. Gelu za sabijanje takoñer treba oko pola sata da polimerizira. 30 µg proteina 

se odpipetira u čistu mikroepruvetu i u njega se doda jedna četvrtina konačnog volumena LB 

4x pufera za nanošenje (sastav LB 4x pufera: 0,2 M Tris-HCl pH 6,8, 0,4 M DTT, 8% SDS, 

40% glicerol, 0,001% bromfenol blue). Uzorak pomiješan sa LB 4x puferom se zagrije na 

95oC 5 minuta, a zatim centrifugira kroz 1 min pri 13000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5415R). 

Ovako denaturirani uzorci proteina su sada spremni za nanošenje na gel. Nakon što je gel 

polimerizirao izvadi se češljić i stakla sa gelom se postave u sustav za vertikalnu 

elektroforezu sa puferom za elektroforezu (sastav pufera za elektroforezu: 1 M glicin, 50 mM 

Tris, 1% SDS). Tada se u jažice nanesu proteinski marker (BioRad Precision Plus Protein 

Dual Color Standard) i redom pripremljeni uzorci proteina. Elektroforeza se odvija pri 

konstantnom naponu oko 1 h pri 100 V. Nakon što je elektroforeza završila odnosno kada je 

fronta boje iz LB 4x pufera stigla do donjeg ruba gela, elektroforeza se prekida i gel se vadi iz 

sustava za vertikalnu elektroforezu. Pažljivo se razdvoje stakla pazeći na orijentaciju gela, a 

zatim se slaže tzv. sendvič za prijenos razdvojenih proteina na nitroceluloznu membranu. U 

plastični nosač slažu se redom na prozirnu stranu nosača: spužvica, dva komada filter papira, 

nitrocelulozna membrana (sa odrezanim gornjim lijevim uglom radi označavanja orijentacije 

gela), zatim gel tako da je prvi uzorak na lijevoj strani gela, i potom dva komada filter papira i 

na kraju opet spužvica, te se sve zatvori sa crnom stranom nosača prema gore. Bitno je kod 

slaganja paziti da gel uvijek bude bliže crnoj strani nosača, dok je nitrocelulozna membrana 

bliže bijeloj strani nosača (zbog naboja crne i bijele strane nosača). Nosač se postavi u sustav 

za prijenos na nitroceluloznu membranu u pufer za prijenos (sastav pufera za prijenos: 200 

mM Tris, 1,5 M glicin, svježe se dodaje još 10-20% metanola) i to crnom stranom nosača 

prema crnoj strani sustava za prijenos. Prijenos se odvija pri konstantnoj jakosti struje od 200 

mA kroz 1 sat. Nakon što prijenos završi nitrocelulozna membrana se izvadi i stavi u kutijicu 
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za bojanje. Prvo se cijela membrana oboji Naphtol Blue bojom (10% metanol, 2% octena 

kiselina, 0,1% Naphtol Blue Black) kroz nekoliko sekundi. Zatim se membrana odbojava 

otopinom za odbojavanje (50% metanol, 7% octena kiselina u vodi) dok sama membrana ne 

bude bijela, a pruge proteina ostanu plave (od 20 min do pola sata). Na taj način se brzo može 

provjeriti količina nanesenih proteina prije detekcije antitijelima, a i proteini se malo bolje 

fiksiraju na membrani. Membrana se nakon toga treba isprati u TBS puferu (50 mM Tris, 150 

mM NaCl, pH 7,5) 3 puta po 5 min na tresilici. Na membrani se prema proteinskom markeru 

označe veličine, a potom se membrana izreže na trakice prema označenim veličinama. Na 

navedeni način se na istoj membrani u isto vrijeme može detektirati više proteina različitih 

veličina. Izrezane trakice se potom blokiraju u 5% otopini mlijeka u prahu  u TBS puferu pola 

sata na sobnoj temperaturi na tresilici. Otopina primarnih antitijela se pripremi u 1% mlijeku u 

TBS puferu. Razrjeñenja korištenih primarnih antitijela navedena su u tablici 3.4. Aktin se 

koristi kao kontrola količine nanesenih proteina nakon detekcije antitijelima. Trakice 

membrana se upakiraju u paketiće u plastičnu foliju sa otopinom primarnih antitijela, a 

paketići se zavare kako tekućina ne bi iscurila van, te se inkubiraju preko noći na +4ºC na 

roteksu kako bi se primarna antitijela cijelo vrijeme miješala. 

 

Tablica 3.4. Antitijela korištena za Western blot analizu. Sva navedena antitijela su poliklonalna. Sekundarna 

antitijela su konjugirana sa peroksidazom (HRP). 

 

Primarno antitijelo: Razrjeñenje: Sekundarno antitijelo: Razrjeñenje: 

goat anti-Actin IgG 

(Santa Cruz, sc-1616) 
1:500 

bovine anti-goat IgG-HRP 

(Santa Cruz, sc-2350) 
1:2000 

goat anti-Ptch IgG 

(Santa Cruz, sc-6147) 
1:500 

rabbit anti-Smo IgG  

(Santa Cruz, sc-13934) 
1:250 

bovine anti-rabbit IgG-HRP 

(Santa Cruz, sc-2370) 
1:3000 

rabbit anti-Gli1 IgG  

(Santa Cruz, sc-20678) 
1:250 

rabbit anti-Shh IgG  

(Santa Cruz, sc-9024) 
1:250 
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Sljedeći dan (jutro) trakice se ispiru 3x5 min u TBST puferu (TBS pufer sa 0,05% Tween20). 

Zatim se napravi otopina sekundarnih antitijela odgovarajuće koncentracije (tablica 3.4.) u 

5%-tnoj otopini mlijeka u TBS-u. Trakice se inkubiraju u sekundarnim antitijelima sat 

vremena na sobnoj temperaturi na njihalici. Nakon inkubacije potrebno je dobro isprati 

antitijela, što se radi sa barem tri do četiri ispiranja po 5 min u TBST puferu. Poslije ispiranja 

membrana učinjena je detekcija dvokomponentnim kemiluminiscentnim reagensom (Super 

Signal West Pico:Femto = 3:1, Pierce). Kemiluminiscentni reagens se pomiješa prema 

uputama proizvoñača neposredno prije nanošenja na membranu. Trakice membrana stave se 

izmeñu dvije prozirne folije, a potom se na njih nakapa kemiluminiscentni reagens i ostavi 

stajati 5 min. Nakon 5 min reagens se sa membrana ukloni pomoću papirnatog ubrusa, zatim 

se ponovo prekriju prozirnom folijom kako bi ostale vlažne, a potom se poslikaju pri 

različitom vremenu pomoću aparata za slikanje (ALLIANCE 4.7, UVITEC CAMBRIDGE).   

 

3.2.12. MTT test 

 

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolij bromid) je žuti spoj koji se reducira u 

ljubičasti formazan u živim stanicama. Koristi se za mjerenje preživljenja stanica, osobito je 

pogodan za ispitivanje učinaka na proliferaciju nakon tretmana kemijskim spojevima. U ovom 

radu MTT test korišten je za praćenje rasta i preživljenja stanica nakon tretmana 

ciklopaminom, Shh proteinom i tamoksifenom. Stanice se nasade u pločicu sa 96 bunarića 

gustoće 105 stanica/ml u ukupni volumen 180 µl medija po bunariću. Stanice su nasañivane u 

četiriplikatima. Uz to se na dodatnu pločicu sa 96 bunarića nasade stanice u još 4 bunarića za 

kontrolno očitanje, tzv. „0. dan“. 24 sata nakon nasañivanja kada se stanice uhvate za podlogu 

bunarića na stanice se doda po 20 µl kemijskih spojeva koje testiramo u odreñenim 

koncentracijama. U tablici 3.5. prikazane su primjenjene koncentracije ispitanih kemijskih 

spojeva u kojima su uzgajane stanice. 
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Tablica 3.5. Primjenjene koncentracije ciklopamina, Shh proteina i tamoksifena na stanične linije tumora dojke 

MCF-7 i Sk-Br-3. 

 

Primjenjeni spoj: Primjenjena koncentracija: 

 

 

Ciklopamin (cyc) 

0 µM 

0,5 µM 

2,5 µM 

5,0 µM 

7,5 µM 

 

 

Shh protein (Shh) 

0 ng/ml 

0,5 ng/ml 

1 ng/ml 

2 ng/ml 

3 ng/ml 

 

 

Tamoksifen (tam) 

0 µM 

1 µM 

5 µM 

10 µM 

15 µM 

 

 

Ciklopamin + Tamoksifen 

kroz 48 sati (cyc+tam) 

0 µM + 0 µM 

0,5 µM + 1 µM 

2,5 µM + 5 µM 

5,0 µM + 10 µM 

7,5 µM + 15 µM 

 

 

Shh protein + Tamoksifen 

kroz 48 sati (Shh+tam) 

0 ng/ml + 0 µM 

0,5 ng/ml + 1 µM 

1 ng/ml + 5 µM 

2 ng/ml + 10 µM 

3 ng/ml + 15 µM 

 

 

Ciklopamin + Tamoksifen 

kroz 96 sati (cyc+tam) 

0 µM + 0 µM 

0,5 µM + 1 µM 

2,5 µM + 5 µM 

5,0 µM + 10 µM 

7,5 µM + 15 µM 

 

Ciklopamin kroz 48 sati 

zatim Tamoksifen kroz 48 

sati (cyc-tam) 

0 µM - 0 µM 

0,5 µM - 1 µM 

2,5 µM - 5 µM 

5,0 µM - 10 µM 

7,5 µM - 15 µM 
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Tamoksifen kroz 48 sati 

zatim Ciklopamin kroz 48 

sati (tam-cyc) 

0 µM - 0 µM 

1 µM - 0,5 µM 

5 µM - 2,5 µM 

10 µM - 5,0 µM 

15 µM - 7,5 µM 

 

 

Isti taj dan stanice nasañene za „0. dan“ se tretiraju sa otopinom MTT na način da se prvo 

ukloni medij sa stanica a zatim te se na njih doda 40 µl MTT otopine koncentracije 1 mg/ml. 

Pločica se potom zamota u aluminijsku foliju kako bi se zaštitila od svjetla i inkubira 5 sati u 

inkubatoru na 37ºC pri 5% CO2. Osim na stanice, čisti MTT se doda i u 4 prazna bunarića 

kako bi se izmjerila osnovna obojenost MTT otopine za normalizaciju. Nakon 5 sati na 

stanice sa MTT otopinom doda se po 160 µl DMSO i zatim se pločica stavi na tresilicu 10 

min kako bi se kristalići formazana dobro otopili. Što je intenzitet otopine ljubičastiji to je 

više vijabilnih stanica, dok se sadržaj u bunarićima sa mrtvim stanicama oboji žuto. Obojenost 

otopine mjeri se fluorimetrijski na aparatu Labsystems Multiskan MS pri apsorbanciji od 570 

nm. Isti postupak očitavanja učini se i u pločicama koje su tretirane različitim kemijskim 

spojevima 48, 72 ili 96 sati nakon tretmana stanica. Sve vrijednosti se unesu u Excel program 

te izračuna postotak preživljenja stanica pri svakoj primjenjenoj koncetraciji odreñenog 

kemijskog spoja u odnosu na netretirane kontrolne stanice (0. dan). 
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4. REZULTATI 

___________________________________________________________________________ 

 

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

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

 

Bazalna aktivnost signalnog puta Hh-Gli u estrogen-ovisnoj staničnoj liniji MCF-7 i estrogen-

neovisnoj staničnoj liniji Sk-Br-3 predstavlja vrijednosti dobivene u uvjetima normalnog rasta 

(kompletni DMEM medij, 10% FBS) kada stanice nisu tretirane dodatnim agensima. 

 

4.1.1. Bazalna ekspresija gena signalnog puta Hh-Gli 

 

Ekspresija gena je praćena za gene PTCH1, SMO, GLI1, SHH, SUFU, p16, c-Myc i β-

katenin. Tablica 4.1. prikazuje zbirni pregled rezultata bazalne ekspresije gena u istraživanim 

staničnim linijama tumora dojke. Bazalna ekspresija gena je izražena kao ∆Ct. Kao referentni 

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

 

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

(Sk-Br-3) staničnim linijama tumora dojke izražena kao ∆Ct. 

 

Stanična 

linija: 

PTCH1 SMO GLI1 SHH SUFU p16 c-Myc β-katenin 

MCF-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 estrogen-ovisnoj  MCF-7 i u estrogen-neovisnoj 

staničnoj liniji Sk-Br-3 tumora dojke izražena je kao  ∆Ct  u tablici 4.1., pokazuje broj ciklusa 

u kojem se detektira odreñeni gen u odnosu na referetni gen ARP. Za očekivati je da su 

vrijednosti za c-Myc niske, odnosno da se pojavljuje prvi jer je on odraz proliferacije. U 

stanica MCF-7 prvi se, nakon c-Myc pojavljuje ligand SHH, naprotiv, u Sk-Br-3 tek na kraju. 

Nema ekspresije p16 u stanicama MCF-7, naprotiv u Sk-Br-3 se relativno rano pojavljuje kao 

i sam PTCH. Čak i β-katenin se pojavljuje relativno rano u obje stanične linije, ukazujući da 

je i Wnt signalni put aktivan. U staničnoj liniji MCF-7 za SHH ligand se javlja rano, ali u Sk-

Br-3 vrlo kasno. Vidljivo je da je Hh-Gli put aktivan u obje stanične linije ali vjerojatno se 
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odvija različitim mehanizmima. U staničnoj liniji Sk-Br-3 svi istraživani geni su eksprimirani 

pri čemu je ekspresija SMO, GLI1 i SHH gena na granici detekcije (javlja se kasna 

ekspresija).   

 

4.1.2. Bazalna ekspresija proteina signalnog puta Hh-Gli 

 

Estrogen ovisne (MCF-7) i estrogen neovisne (Sk-Br-3) stanične linije tumora dojke 

analizirane su Western blot-om na prisutnost proteina signalnog puta Hh-Gli. Stanične linije 

tumora dojke su testirane pri normalnim uvjetima rasta (kompletni DMEM medij, 10% FBS). 

Tablica 4.2. prikazuje zbirni pregled rezultata detekcije bazalne ekspresije proteina Western 

blot-om u istraživanim staničnim linijama tumora dojke. Kao kontrola nanošenja korišten je 

protein Aktin.  

 

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

neovisnim (Sk-Br-3) staničnim linijama tumora dojke (oznaka + prikazuje da je detektiran odreñeni protein). 

 

Stanična linija: Ptch Smo Gli1 Shh 

MCF-7 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

Sk-Br-3 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

 

Proteini Ptch, Smo, Gli1 i Shh detektirani su u obje istraživane stanične linije tumora dojke, 

meñutim intenzitet bojanja slabiji je u Sk-Br-3 u odnosu na MCF-7 staničnu liniju. 
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4.2. Odgovor estrogen-ovisnih (MCF-7) i estrogen-neovisnih (Sk-Br-3) staničnih linija 

tumora dojke na inhibiciju i aktivaciju  signalnog puta Hh-Gli 

 

4.2.1. Praćenje rasta i vijabilnosti stanica 

 

Obje istraživane stanične linije tumora dojke tretirane su s nekoliko koncentracija 

ciklopamina ili proteina Shh te je MTT testom praćen njihov rast i vijabilnost. Doze su 

odabrane na temelju literaturnih podataka. 
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Slika 4.1. Rezultati MTT testa na estrogen-ovisnoj (MCF-7) i estrogen-neovisnoj (Sk-Br-3) staničnoj liniji 

tumora dojke nakon tretmana ciklopaminom (grafikoni A i C) ili Shh proteinom (grafikoni B i D) nakon 48h 

(plavo), 72h (zeleno) i 96h (crveno). Na apscisi su izražene koncentracije primjenjenih spojeva, a na ordinati 

postotak rasta stanica. 

 

MTT test pokazao je djelovanje primjenjenih spojeva na stanice obje istraživane stanične 

linije tumora dojke. Učinak ciklopamina je izraženiji na staničnoj liniji MCF-7 u odnosu na 

Sk-Br-3, vidljivo je da je u svim promatranim vremenima pad krivulje veći što je doza 

ciklopamina veća. Vidljivo je da je doza od 0,5 µM preniska te da je inhibicija proliferacije 

zamjetnija tek od 2,5 µM a postaje značajnija tek od 5 µM. Za drugu staničnu liniju bila bi 

potrebna puno veća doza i tek nakon 96 sati bi se inhibicija proliferacije mogla uočiti, što 

ukazuje da ciklopamin za Sk-Br-3 stanice nema inhibirajuće djelovanje (slike 4.1. A i 4.1. C). 

A B 

C D 
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Protein Shh potiče rast stanica u obje stanične linije ali proliferacija stanica ovisna je o 

trajanju izloženosti Shh proteinu (48, 72 ili 96 sati) i o primjenjenoj koncentraciji Shh 

proteina (slika 4.1. B i 4.1. D). Duža izloženost i veće 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 vrijednosti promjene ekspresije (FC, eng. fold change) u 

odnosu na referentni gen ARP. Obje stanične linije, MCF-7 i Sk-Br-3, pokazuju različitu 

ekspresiju gena signalnog puta Hh-Gli ovisno o tretmanu sa ciklopaminom, tomatidinom ili 

proteinom Shh. Takoñer, postoje razlike u reaktivnosti stanica ovisno o trajanju izloženosti 

(24 ili 48 sati) ciklopaminu, tomatidinu ili proteinu Shh. Dodatak ciklopamina na staničnu 

liniju MCF-7 pri tretmanu od 24 sata izaziva pad ekspresije PTCH1, SMO, SHH, SUFU, c-

Myc i β-katenina. Duže izlaganje ciklopaminu (kroz 48 sati) uvjetuje povratak prema 

normalnim vrijednostima za gene PTCH1, SUFU i c-Myc, a čak poticajni učinak ima za 

SMO, GLI1, SHH i β-katenin. Takoñer su slične vrijednosti ekspresije pri tretmanu stanica 

MCF-7 tomatidinom (kroz 24 i 48 sati), koji ovdje pokazuje da nije podesna kontrola, u 

literaturi se čak nailaze oprečne tvrdnje o njegovoj strukturnoj a nefunkcionalnoj analogiji 

(Lipinski i sur, 2007). Protein Shh tek nakon tretmana od 48 sati izaziva povećanje aktivnosti 

svih promatranih gena osim c-Myc gena u MCF-7 stanicama. Neovisno o primjenjenom spoju 

na staničnu liniju MCF-7 tijekom praćenja ekspresije gena nije registrirana ekspresija gena 

p16. Djelovanje ciklopamina na Sk-Br-3 pokazuje sličan učinak kao na MCF-7 liniju, gdje pri 

kratkotrajnom tretmanu (24h) dolazi do smanjenja ekspresije svih testiranih gena koja se 

nakon duljeg vremena polako vraća prema normalnim vrijednostima. Tretman Shh proteinom 

kroz 48 sati dovodi do povećanja ekspresije SMO, SUFU i p16 gena u Sk-Br-3 stanicama dok 

neovisno o primjenjenom spoju nije registrirana ekspresija GLI1 i SHH gena. Ovaj nedostatak 

detekcije vjerojatno je posljedica niske ekspresije ta dva gena, te ih pri 40 ciklusa qRT-PCR 

ne zamjećujemo.           
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Slika 4.2. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogen-ovisnoj (MCF-7) staničnoj liniji tumora dojke. 

Primjenjene koncentracije spojeva iznosile su: ciklopamin (2,5 µM), tomatidin (2,2 µM) i protein Shh (3 ng/ml). 

Na apscisama su prikazane oznake primjenjenih spojeva i duljine tretmana: ciklopamin kroz 24 ili 48 sati 

(oznake C - 24h i C - 48h, crveni stupići), tomatidin kroz 24 ili 48 sati (oznake T - 24h i T - 48h, plavi stupići), 

protein Shh kroz 24 ili 48 sati (oznake S - 24h i S - 48h, zeleni stupići) i netretirane stanice (oznake B, crni 

stupići). Na ordinati je izražena promjena ekspresije u odnosu na gen ARP. Svaki grafikon (A-G) prikazuje 

relativnu ekspresiju pojedinog gena.  
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G 
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Slika 4.3. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogen-neovisnoj (Sk-Br-3) staničnoj liniji tumora 

dojke. Primjenjene koncentracije spojeva iznosile su: ciklopamin (2,5 µM), tomatidin (2,2 µM) i protein Shh (3 

ng/ml). Na apscisama su prikazane oznake primjenjenih spojeva i duljine tretmana: ciklopamin kroz 24 ili 48 sati 

(oznake C - 24h i C - 48h, crveni stupići), tomatidin kroz 24 ili 48 sati (oznake T - 24h i T - 48h, plavi stupići), 

protein Shh kroz 24 ili 48 sati (oznake S - 24h i S - 48h, zeleni stupići) i netretirane stanice (oznake B, crni 

stupići). Na ordinati je izražena promjena ekspresije u odnosu 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 

 

Stanične linije tumora dojke, MCF-7 i Sk-Br-3, tretirane ciklopaminom, tomatidinom, 

proteinom Shh, te kontrolne netretirane stanice analizirane su na razini proteina. Proteini 

signalnog puta Hh-Gli detektirani su u obje istraživane stanične linije tumora dojke. Dodatak 

ciklopamina na staničnu liniju MCF-7 dovodi do pada ekspresije  Ptch, Smo i Gli1 u prvih 24 

A B
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E F
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sata, a dodatak Shh proteina ima poticajni učinak u prvih 24 sata na SMO i SHH, a nakon 48 

sati primjećuje se lagani pad ekspresije Ptch, Gli1 i Shh proteina (slika 4.4. A-D). Dodatak 

ciklopamina na staničnu liniju Sk-Br-3 dovodi do smanjenja ekspresije proteina Ptch, Smo, 

Gli1 i Shh. Kod tretmana stanične linije Sk-Br-3 proteinom Shh dolazi do povećanja 

ekspresije Ptch, Smo i Shh proteina (slika 4.5. A-D).     
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Slika 4.4. Rezultati Western blot analize na estrogen-ovisnoj (MCF-7) staničnoj liniji tumora dojke nakon 

tretmana ciklopaminom kroz 24 i 48 sati (oznake C - 24h i C - 48h, crveni stupići), tomatidinom kroz 24 i 48 sati 

(oznake T - 24h i T - 48h, plavi stupići) i proteinom Shh kroz 24 i 48 sati (oznake S - 24h i S - 48h, zeleni 

stupići). Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Testirani su proteini Ptch (A), Smo (B), Gli1 (C) i Shh (D), 

a kao kontrola korišten je protein Aktin. 
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Slika 4.5. Rezultati Western blot analize na estrogen-neovisnoj (Sk-Br-3) staničnoj liniji tumora dojke nakon 

tretmana ciklopaminom kroz 24 i 48 sati (oznake C - 24h i C - 48h, crveni stupići), tomatidinom kroz 24 i 48 sati 

(oznake T - 24h i T - 48h, plavi stupići) i proteinom Shh kroz 24 i 48 sati (oznake S - 24h i S - 48h, zeleni 

stupići). Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Testirani su proteini Ptch (A), Smo (B), Gli1 (C) i Shh (D), 

a kao kontrola korišten je protein Aktin. 

 

Iz slike 4.5. vidljivo je da kod Sk-Br-3 stanica ciklopamin djeluje prvih 24 sata inhibicijski za 

proteine Ptch, Smo, Gli1 i Shh, dok nakon dužeg tretmana, dolazi do laganog vraćanja u 

razinu netretiranih stanica, osim kod Shh čija se razina vraća na normalnu vrijednost nakon 

tretmana od 48 sati. Shh protein djeluje poticajno za neke proteine u prvih 24 sata jer se 

povećava razina proteina Ptch i samog Shh, dok nakon sljedeća 24 sata dolazi do vraćanja na 

normalnu razine Ptch, Gli1 i samog Shh proteina ali ne i Smo. 
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4.3. Aktivacija Hh-Gli signalnog puta u estrogen-ovisnim (MCF-7) i estrogen-neovisnim 

(Sk-Br-3) staničnim linijama tumora dojke sa pcDNA4nlSMtGLI1 plazmi dom 

 

Poticanje puta Hh-Gli ubacivanjem Gli1 plazmida dovela je do različite aktivacije odnosno 

pokazala je aktivacija signalnog puta Hh-Gli u istraživanim staničnim linijama tumora dojke, 

MCF-7 i Sk-Br-3.  

Transfekcija stanične linije MCF-7 Gli1 plazmidom dovodi do povećanja ekspresije PTCH1, 

GLI1, SUFU, c-Myc i β-katenin gena, do pada ekspresije SMO gena, dok se ekspresija SHH 

gena ne mijenja u odnosu na kontrolne netransfecirane MCF-7 stanice. Dodatak proteina Shh 

na MCF-7 stanice nakon transfekcije Gli1 plazmidom dovodi do povećanja ekspresije 

PTCH1, SMO, GLI1, SUFU i c-Myc gena, dok je ekspresija SHH i β-katenin gena smanjena 

(slika 4.6. A-G). Nakon transfekcije i u ovim uvjetima nije registrirana ekspresija p16 gena 

kao niti nakon dodatka proteina Shh, dok su svi ostali promatrani geni eksprimirani.  

Stanična linija Sk-Br-3 nakon transfekcije Gli1 plazmidom te nakon dodatka Shh proteina 

pokazuje povećanu ekspresiju PTCH1, GLI1, SHH, p16, c-Myc i β-katenin gena, dok je 

ekspresija SMO i SUFU smanjena za oba slučaja (slika 4.7. A-H). Pošto MCF-7 stanice 

eksprimiraju relativno visoke razine Shh, vjerojatno je da se transfecirane stanice aktiviraju 

autokrinom stimulacijom te dodatno dodavanje Shh nema veliki učinak. Sk-Br-3 imaju 

početno nisku razinu Shh, te vanjski dodatak Skk nakon transfekcije uzrokuje dodatnu 

aktivaciju signalnog puta. 
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Slika 4.6. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogen-ovisnoj (MCF-7) staničnoj liniji tumora dojke 

nakon aktivacije signalnog puta Hh-Gli sa Gli1 plazmidom. Na apscisama su prikazane oznake primjenjenih 

tretmana: Gli1 plazmid (oznake Gli1, crveni stupići), Gli1 plazmid potom protein Shh (oznake Gli1 + Shh, zeleni 

stupići). Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Na ordinati je izražena promjena ekspresije u odnosu na gen 

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

nakon aktivacije signalnog puta Hh-Gli sa Gli1 plazmidom. Na apscisama su prikazane oznake primjenjenih 

tretmana: Gli1 plazmid (oznake Gli1, crveni stupići), Gli1 plazmid potom protein Shh (oznake Gli1 + Shh, zeleni 

stupići). Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Na ordinati je izražena promjena ekspresije u odnosu na gen 

ARP. Svaki grafikon (A-H) prikazuje relativnu ekspresiju pojedinog gena. 
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4.4. Odgovor estrogen-ovisne (MCF-7) i estrogen-neovisne (Sk-Br-3) stanične linije 

tumora dojke na tamoksifen 

 

4.4.1. Praćenje rasta i vijabilnosti stanica 

 

U svrhu utvrñivanja koncentracija tamoksifena koje uzrokuju približno 50% odnosno 

približno 80% preživljenja istraživanih staničnih linija, MCF-7 i Sk-Br-3, praćen je rast i 

vijabilnost stanica uz pomoć MTT testa u uvjetima različitih primjenjenih koncentracija 

tamoksifena kroz 72 sata. Nakon učinjenog MTT testa potvrñeno je da su MCF-7 stanice 

osjetljivije na tamoksifen u odnosu na Sk-Br-3 stanice što je očekivani rezultat budući da su 

MCF-7 stanice estrogen-ovisna stanična linija. 
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Slika 4.8. Rezultati MTT testa na estrogen-ovisnoj (MCF-7, A) i estrogen-neovisnoj (Sk-Br-3, B) staničnoj liniji 

tumora dojke nakon tretmana različitim koncentracijama tamoksifena kroz 72h (crveno), u odnosu na netretirane 

stanice (crno). Na apscisi su izražene primjenjene koncentracije tamoksifena, a na ordinati postotak preživljenja 

stanica. 

 

Iz slike 4.8. A) vidljivo je da kod stanične linije MCF-7 koncentracija tamoksifena od 2,5 µM 

uzrokuje preživljenje od oko 50%, dok koncentracija tamoksifena od 1,0 µM uzrokuje 

preživljenje od oko 80%. Nadalje, na slici 4.8. B) vidljivo je da koncentracija tamoksifena od 

10,0 µM uzrokuje preživljenje od oko 50%, dok koncentracija tamoksifena od 5,0 µM 

uzrokuje preživljenje od oko 80% za staničnu liniju Sk-Br-3.  

 

 

 

 

 

B A 



 

53 
 

linija MCF-7, tretman tamoksifenom

0

20

40

60

80

100

120

kontrola 1,0 µM 5,0 µM 10,0 µM 15,0 µM

%

48h

72h

96h

linija Sk-Br-3, tretman tamoksifenom

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

kontrola 1,0 µM 5,0 µM 10,0 µM 15,0 µM

%

48h

72h

96h

 

 

Slika 4.9. Rezultati MTT testa na estrogen-ovisnoj (MCF-7, A) i estrogen-neovisnoj (Sk-Br-3, B) staničnoj liniji 

tumora dojke nakon tretmana tamoksifenom nakon 48h (plavo), 72h (zeleno) i 96h (crveno). Na apscisi su 

izražene primjenjene koncentracije tamoksifena, a na ordinati postotak rasta stanica. 

 

Slika 4.9. prikazuje rast i vijabilnost stanica ovisno o primjenjenim koncentracijama 

tamoksifena kroz 48, 72 i 96 sati. Primjenjene koncentracije tamoksifena na staničnoj liniji 

MCF-7 (slika 4.9. A) pokazuju podjednaki učinak tamoksifena u tretmanima koji su trajali 48 

i 72 sata (66-95% preživljenja), dok u tretmanu koji je trajao 96 sati tamoksifen pokazuje jači 

učinak na stanice što se očituje značajno slabijim rastom i vijabilnošću stanica. Koncentracija 

tamoksifena od 15,0 µM u tretmanu koji je trajao 96 sati uzrokuje smrt stanica odnosno obara 

preživljenje na 0%. Sk-Br-3 stanice ovisno o trajanju tretmana tamoksifenom pokazuju 

drugačiji odgovor u odnosu na MCF-7 stanice (slika 4.9. B). Kod njih je uočeno da stanice 

neovisno o trajanju tretmana postižu preživljenje više od 75% kod koncentracija tamoksifena 

od 1,0, 5,0 i 10,0 µM, dok samo najviša primjenjena koncentracija tamoksifena u iznosu od 

15,0 µM uzrokuje smrt stanica odnosno obara preživljenje na 0% i to za sve duljine tretmana.      
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4.4.2. Ekspresija signalnog puta Hh-Gli na razini mRNA 

 

Rezultati na slikama 4.10. i 4.11. daju vrijednosti promjene ekspresije (FC, eng. fold change) 

u odnosu na referentni gen ARP. Obje stanične linije, MCF-7 i Sk-Br-3, pokazuju različitu 

ekspresiju gena signalnog puta Hh-Gli ovisno o primjenjenoj koncentraciji tamoksifena. 

Takoñer, postoje razlike u reaktivnosti stanica ovisno o trajanju izloženosti (24, 48 ili 72 sata) 

tamoksifenu.  

Dodatak tamoksifena u koncentraciji od 1,0 µM kroz 24 sata na MCF-7 stanice dovodi do 

povećanja ekspresije PTCH1 i GLI1, pada ekspresije SHH, SUFU i c-Myc. Pri 2,5 µM dozi 

ekspresija PTCH1 i SMO gena nije detektirana te je došlo do smanjenja ekspresije svih 

testiranih gena osim GLI1 (slika 4.10.). Tretman 1,0 µM tamoksifenom kroz 48 sati zadržava 

povećanu ekspresiju PTCH1, te povećava razinu SMO i c-Myc, dok i dalje padaju ekspresije 

SHH, SUFU i β-katenina, a ekspresija GLI1 gena nije registrirana. Pri tretmanu 2,5 µM 

tamoksifenom kroz 48 sati dolazi do povećane ekspresije PTCH1 i SMO, pada ekspresije 

GLI1 i SHH, dok je ekspresija c-Myc, SUFU i β-katenin gena na razini vrijednosti izmjerene 

u kontrolnim netretiranim stanicama. Izloženost stanica 1,0 µM tamoksifenu u trajanju od 72 

sata zadržava povećanu ekspresiju PTCH1, nešto manje SMO i GLI1, pad ekspresije SHH, 

SUFU i β-katenina, dok je ekspresija c-Myc gena na razini vrijednosti izmjerene u konrolnim 

netretiranim stanicama. Nakon izloženosti stanica 2,5 µM tamoksifenu kroz 72 sata ekspresija 

gena PTCH1, SMO, SUFU i SHH je izrazito smanjena dok su GLI1 i SUFU u razini kontrole. 

Kod svih tretmana neovisno o trajanju izloženosti tamoksifenu MCF-7 stanice nisu pokazale 

ekspresiju p16 gena (slika 4.10.).  

Stanična linija Sk-Br-3 pri tretmanu 5,0 ili 10,0 µM tamoksifenom neovisno o trajanju 

tretmana nije pokazala ekspresiju GLI1 i  SHH gena. Tretman 5,0 µM tamoksifenom kroz 24 

sata izaziva blago povećanu ekspresiju samo gena SUFU, blago smanjenu ekspresiju SMO i 

β-katenina, a ekspresija ostalih gena je na razini vrijednosti izmjerene u kontrolnim 

netretiranim stanicama. Dodatak 10,0 µM tamoksifena kroz 24 sata dovodi do pada ekspresije 

svih registriranih gena osim za gene SUFU, p16 i c-Myc čija je izmjerena ekspresija na razini 

ekspresije koja je izmjerena u kontrolnim netretiranim stanicama. Pri izloženosti 5,0 µM 

tamoksifenu u trajanju od 48 sati dolazi do blago povećane ekspresije PTCH1 i jako povećane 

ekspresije SMO, pada ekspresije p16, c-Myc i β-katenina, dok je ekspresija SUFU gena na 

razini vrijednosti izmjerene u kontrolnim netretiranim stanicama. Nakon izloženosti stanica 

10,0 µM tamoksifenu kroz 48 sati te 5,0 i 10,0 µM tamoksifenu kroz 72 sata izmjerena je 

povećana ekspresija samo gena SMO, dok je ekspresija svih ostalih gena smanjena. 
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Ekspresija gena PTCH1 je na razini vrijednosti izmjerene u kontrolnim netretiranim 

stanicama samo kod tretmana tamoksifenom u koncentraciji od 10,0 µM kroz 72 sata.                 
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Slika 4.10. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogen-ovisnoj (MCF-7) staničnoj liniji tumora dojke. 

Na apscisama su prikazane primjenjene koncentracije tamoksifena kroz 24, 48 i 72 sata. Stanična linija MCF-7 

je tretirana tamoksifenom u koncentraciji od 1 µM (80% preživljenja) (oznake 1 µM - 24h, 1 µM - 48h i 1 µM - 

72h, plavi stupići) i 2,5 µM (50% preživljenja) (oznake 2,5 µM - 24h, 2,5 µM - 48h i 2,5 µM - 72h, crveni 

stupići). Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Na ordinati je izražena promjena ekspresije u odnosu na gen 

ARP. Svaki grafikon (A-G) prikazuje relativnu ekspresiju pojedinog gena. 
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Slika 4.11. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogen-neovisnoj (Sk-Br-3) staničnoj liniji tumora 

dojke. Na apscisama su prikazane primjenjene koncentracije tamoksifena kroz 24, 48 i 72 sata. Stanična linija 

Sk-Br-3 je tretirana tamoksifenom u koncentraciji od 5 µM (80% preživljenja) (oznake 5 µM - 24h, 5 µM - 48h i 

5 µM - 72h, plavi stupići) i 10 µM (50% preživljenja) (oznake 10 µM - 24h, 10 µM - 48h i 10 µM - 72h, crveni 

stupići). Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Na ordinati je izražena promjena ekspresije u odnosu na gen 

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

 

 

4.4.3. Ekspresija signalnog puta Hh-Gli na razini proteina 

 

Nakon tretmana staničnih linija tumora dojke, MCF-7 i Sk-Br-3, koncentracijama 

tamoksifena koje izazivaju 80% i 50% preživljenje stanica, proteini signalnog puta Hh-Gli 

detektirani su u obje istraživane stanične linije tumora dojke pri čemu postoje razlike u 

reaktivnosti stanica ovisno o trajanju izloženosti (24, 48 ili 72 sata) tamoksifenu. Rezultati na 
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slici 4.12. daju vrijednosti ekspresije promatranih proteina (Ptch, Smo, Gli1 i Shh) za staničnu 

liniju MCF-7.  
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Slika 4.12. Rezultati Western blot analize na estrogen-ovisnoj (MCF-7) staničnoj liniji tumora dojke nakon 

tretmana tamoksifenom. Na apscisama su prikazane primjenjene koncentracije tamoksifena kroz 24, 48 i 72 sata. 

Stanična linija MCF-7 je tretirana tamoksifenom u koncentraciji od 1 µM (80% preživljenja) (oznake 1 µM - 

24h, 1 µM - 48h i 1 µM - 72h, plavi stupići) i 2,5 µM (50% preživljenja) (oznake 2,5 µM - 24h, 2,5 µM - 48h i 

2,5 µM - 72h, crveni stupići). Netretirane stanice (oznake B, crni stupići).Testirani su proteini Ptch (A), Smo (B), 

Gli1 (C) i Shh (D), a kao kontrola je korišten Aktin. 

 

 

Dodatak tamoksifena u koncentraciji od 1,0 µM kroz 24 sata na staničnu liniju MCF-7 dovodi 

do blagog povećanja ekspresije Gli1 i pada ekspresije Ptch i Shh proteina dok je Smo na 

sličnoj razini kao netretirane stanice. Tretman 1 µM tamoksifenom kroz 48 sati povećava 

ekspresiju Ptch, Gli1 i Shh proteina te blago smanjuje ekspresiju proteina Smo, dok tretman 

kroz 72 sata zadržava povećanje ekspresije Gli1 i Shh, zadržava blago smanjenje Smo, i 

smanjuje ekspresiju Ptch. Nakon tretmana tamoksifenom u koncentraciji od 2,5 µM kroz 24 
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sata povećana je ekspresija Shh a smanjena ekspresija Ptch, Smo i Gli1 proteina, dok je kod 

tretmana kroz 48 sati povećana ekspresija Shh, Ptch i Gli1 su u razini netretiranih stanica te je 

smanjena ekspresija Smo proteina. Tretman 2,5 µM tamoksifenom u trajanju od 72 sata 

dovodi do pada razine ekspresije svih promatranih proteina.   
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Slika 4.13. Rezultati Western blot analize na estrogen-neovisnoj (Sk-Br-3) staničnoj liniji tumora dojke nakon 

tretmana tamoksifenom. Stanična linija Sk-Br-3 je tretirana tamoksifenom u koncentraciji od 5 µM (80% 

preživljenja) (oznake 5 µM - 24h, 5 µM - 48h i 5 µM - 72h, plavi stupići) i 10 µM (50% preživljenja) (oznake 10 

µM - 24h, 10 µM - 48h i 10 µM - 72h, crveni stupići). Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Testirani su 

proteini Ptch (A), Smo (B), Gli1 (C) i Shh (D), a kao kontrola je korišten Aktin. 

 

 

Iz slike 4.13. vidljivo je da dodatak tamoksifena u koncentraciji od 5,0 µM kroz 24 sata na 

staničnu liniju Sk-Br-3 dovodi do pada razine ekspresije proteina Ptch, Gli1 i Shh dok je 

razina ekspresije proteina Smo na razini ekspresije u kontrolnim netretiranim stanicama. Kod 

tretmana kroz sljedeća 24 sata poraste razina ekspresije proteina Ptch i Smo, dok se Shh 
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održava na sniženoj razini. Nakon tretmana kroz 72 sata razina ekspresije Ptch ponovo opada 

dok razina Smo proteina ostaje i dalje povećana, kao i Gli1. Shh razina je i pri ovom tretmanu 

smanjena. Tamoksifen u koncentraciji od 10,0 µM pri tretmanu u trajanju od 24 sata uzrokuje 

smanjenje ekspresije Ptch, Gli1 i Shh, dok Smo ostaje na razini kontrole. Nakon izloženosti 

Sk-Br-3 stanica 48 satnom tretmanu 10,0 µM tamoksifenom povećavaju se razine ekspresije 

Ptch i Smo proteina, dok Gli1 i Shh ostaju smanjene. Pri tretmanu koji je trajao 72 sata razina 

ekspresije proteina Ptch ponovo opada, dok se razina ekspresije proteina Smo i Gli1 poveća, a 

Shh ostaje smanjen kao i kod svih prethodnih tretmana.    

 

 

4.5. Odgovor estrogen-ovisnih (MCF-7) i estrogen-neovisnih (Sk-Br-3) staničnih linija 

tumora dojke na kombinirane tretmane 

 

4.5.1. Praćenje rasta i vijabilnosti stanica 

 

Slika 4.14. prikazuje rast i vijabilnost stanica ovisno o primjenjenim koncentracijama 

ciklopamina, proteina Shh i tamoksifena kroz 48, 72 i 96 sati pri kombiniranim tretmanima 

ciklopaminom i tamoksifenom te proteinom Shh i tamoksifenom.  

Primjenjene kombinacije ciklopamina i tamoksifena na staničnoj liniji MCF-7 (slika 4.14. A) 

pokazuju podjednaki učinak (50-88% preživljenja) u tretmanima kroz 48 i 72 sata dok pri 

tretmanu od 96 sati preživljenje stanica je oko 52% ili niže pri čemu kombinacija od 7,5 µM 

ciklopamina i 15,0 µM tamoksifena uzrokuje smrt stanica odnosno obara preživljenje na 0%.  

Stanična linija Sk-Br-3 pokazuje drugačiji odgovor u odnosu na MCF-7 stanice (slika 4.14. 

C). Primjenjene kombinacije ciklopamina i tamoksifena takoñer pokazuju podjednaki učinak 

ali sa slabijim učinkom na stanice, koji se očituje boljim rastom i vijabilnošću stanica s 

preživljenjem višim od 80% neovisno o duljini trajanja tretmana osim za najviše primjenjene 

koncentracije koje uzrokuju preživljenje niže od 50% za tretmane kroz 48 i 72 sata dok 

tretman u trajanju od 96 sati uzrokuje smrt stanica odnosno obara preživljenje na 0% jednako 

kao i kod MCF-7 stanica.  

Tretmani kombinacijama proteina Shh i tamoksifena na staničnim linijama MCF-7 i Sk-Br-3 

(slika 4.14. B i D) pokazuju sličan odgovor stanica kao i kod tretmana kombinacijama 

ciklopamina i tamoksifena, osim kod tretmana Sk-Br-3 stanica najvišim primjenjenim 

koncentracijama proteina Shh i tamoksifena koje uzrokuju smrt stanica neovisno o duljini 

tretmana.      
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Slika 4.14. Rezultati MTT testa na estrogen-ovisnoj (MCF-7) i estrogen-neovisnoj (Sk-Br-3) staničnoj liniji 

tumora dojke nakon kombiniranih tretmana ciklopaminom i tamoksifenom (A i C) ili Shh proteinom i 

tamoksifenom (B i D) nakon 48h (plavo), 72h (zeleno) i 96h (crveno). Na apscisi su izražene koncentracije 

primjenjenih spojeva, a na ordinati postotak rasta stanica. 

 

 

Shh djeluje uvijek povećanom proliferacijom ali u kombinaciji sa tamoksifenom taj se učinak 

potpuno gubi i jednak je samom tamoksifenu ili tamoksifenu u kombinaciji sa ciklopaminom. 

Ciklopamin ima manje inhibirajući učinak u SK-Br-3 stanicama u odnosu na MCF-7 stanice. 

Kombinirani tretmani usporeñeni su i sa pojedinačnim tretmanima kako bi se usporedio 

njihov učinak. Rezultati su prikazani na slici 4.15. U MCF-7 staničnoj liniji nakon 

kratkotrajne izloženosti (48h) ciklopaminu ima čak izraženiji učinak na staničnu smrt od 

tretmana tamoksifenom ili kombinacijom ciklopamina i tamoksifena. Duljom izloženosti (72h 

i 96h) vidljiv je proliferacijski učinak Shh, ali on se u potpunosti blokira u kombinaciji s 

tamoksifenom. Tamoksifen i kombinacija tamoksifena i ciklopamina sada pokazuju jači 

učinak od ciklopamina, ali nema bitne razlike izmeñu tretmana tamoksifenom i kombinacijom 

tamoksifena i ciklopamina. U Sk-Br-3 liniji je proliferacijski učinak Shh vidljiv nakon duljeg 

tretmana (72-96h), te takoñer ne mijenja osjetljivost na tamoksifen. Ciklopamin pokazuje 

općenito slabiji učinak nego tamoksifen, meñutim kombinirani tretman ciklopaminom i 
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tamoksifenom ublažava učinak tamoksifena pri kraćim vremenima (48 i 72 sata) te se 

izjednačava sa tamoksifenom tek pri dugom tretmanu (96h).    
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Slika 4.15. Rezultati MTT testa na estrogen-ovisnoj (MCF-7) i estrogen-neovisnoj (Sk-Br-3) staničnoj liniji 

tumora dojke nakon tretmana ciklopaminom (C, plavo), tamoksifenom (T, crveno), Shh proteinom (S, zeleno), 

kombinacijom ciklopamina i tamoksifena (C + T, narančasto) te kombinacijom Shh proteina i tamoksifena (S + 

T, ljubičasto) nakon 48h (A i B), 72h (C i D) i 96h (E i F). Na apscisi su izražene koncentracije primjenjenih 

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

 

Rezultati na slikama 4.16. i 4.17. daju vrijednosti promjene ekspresije u odnosu na referentni 

gen ARP. Stanične linije MCF-7 i Sk-Br-3 pokazuju različitu ekspresiju gena signalnog puta 

Hh-Gli ovisno o primjenjenom tretmanu ciklopaminom, tamoksifenom ili kombinacijom 

ciklopamina i tamoksifena. Takoñer, postoje razlike u reaktivnosti stanica ovisno o trajanju 

izloženosti (48 ili 96 sati) kombiniranom tretmanu ciklopaminom i tamoksifenom.  

Tretman tamoksifenom MCF-7 stanica kroz 48 sati izaziva povećanu ekspresiju PTCH1 i 

SMO, pad ekspresije gena GLI1 i SHH, dok je ekspresija c-Myc, SUFU i β-katenina na razini 

ekspresije izmjerene u netretiranim kontrolnim stanicama. Kod kombiniranog tretmana 

ciklopaminom i tamoksifenom kroz 48 sati registrirana je povećana ekspresija PTCH1, SMO, 

GLI1, SHH, SUFU i β-katenina te smanjena ekspresija gena c-Myc. Nadalje, kombinirani 

tretman kroz 96 sati dovodi do povećanja ekspresije PTCH1, SMO, c-Myc i β-katenina dok je 

ekspresija gena GLI1 i SHH smanjena u odnosu na netretirane kontrolne stanice (slika 4.16.). 

Naprotiv Sk-Br-3 tretman tamoksifenom kroz 48 sati izaziva povećanu ekspresiju samo gena 

SMO, a ekspresija gena GLI1 nije detektirana (slika 4.17.). Ekspresija ostalih testiranih gena 

smanjena je pri ovom tretmanu. Dodatak kombinacije ciklopamina i tamoksifena kroz 48, 72 i 

96 sati dovodi do smanjene ekspresije svih registriranih gena osim za gen SMO, čija je 

izmjerena ekspresija povećana kod 48-satnog kombiniranog tretmana ciklopaminom i 

tamoksifenom (slika 4.17.). Neovisno o trajanju izloženosti primjenjenim spojevima nije 

detektirana ekspresija gena GLI1.  
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Slika 4.16. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogen-ovisnoj (MCF-7) staničnoj liniji tumora dojke. 

Na apscisama su prikazane oznake primjenjenih spojeva i duljine tretmana: ciklopamin kroz 48 sati (oznake C - 

48h, plavi stupići), tamoksifen kroz 48 sati (oznake T - 48h, crveni stupići), kombinacija ciklopamina i 

tamoksifena kroz 48 sati (oznake C + T - 48h, narančasti stupići), te kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz 

96 sati (oznake C + T - 96h, ljubičasti stupići). Primjenjena koncentracija ciklopamina iznosila je 2,5 µM dok je 

primjenjena koncentracija tamoksifena iznosila 2,5 µM. Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Na ordinati 

je izražena promjena ekspresije u odnosu na gen ARP svaki grafikon (A-G) prikazuje relativnu ekspresiju 

pojednog gena. 
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Slika 4.17. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogen-neovisnoj (Sk-Br-3) staničnoj liniji tumora 

dojke nakon tretmana ciklopaminom i tamoksifenom. Na apscisama su prikazane oznake primjenjenih spojeva i 

duljine tretmana: ciklopamin kroz 48 sati (oznake C - 48h, plavi stupići), tamoksifen kroz 48 sati (oznake T - 

48h, crveni stupići), kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz 48 sati (oznake C + T - 48h, narančasti stupići), 

te kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz 96 sati (oznake C + T - 96h, ljubičasti stupići). Primjenjena 

koncentracija ciklopamina iznosila je 2,5 µM dok je primjenjena koncentracija tamoksifena iznosila 10 µM. 

Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Na ordinati je izražena promjena ekspresije u odnosu na gen ARP 

Svaki grafikon (A-G) prikazuje relativnu ekspresiju jednog gena. 
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4.5.3. Ekspresija signalnog puta Hh-Gli na razini proteina 

 

Nakon tretmana istraživanih staničnih linija tumora dojke ciklopaminom, tamoksifenom i 

kombinacijom ciklopamina i tamoksifena proteini signalnog puta Hh-Gli detektirani su u obje 

stanične linije pri čemu su utvrñene razlike u reaktivnosti stanica ovisno o primjenjenom 

spoju/spojevima i trajanju izloženosti (48 ili 96 sati) stanica odreñenom spoju/spojevima. 

Rezultati na slici 4.18. daju vrijednosti ekspresije promatranih proteina (Ptch, Smo, Gli1 i 

Shh) za staničnu liniju MCF-7.  
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Slika 4.18. Rezultati Western blot analize na estrogen-ovisnoj (MCF-7) staničnoj liniji tumora dojke nakon 

tretmana ciklopaminom, tamoksifenom te kombinacijom ciklopamina i tamoksifena. Na apscisama su prikazane 

oznake primjenjenih spojeva i duljine tretmana: ciklopamin kroz 48 sati (oznake C - 48h, plavi stupići), 

tamoksifen kroz 48 sati (oznake T - 48h, crveni stupići), kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz 48 sati 

(oznake C + T - 48h, narančasti stupići), te kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz 96 sati (oznake C + T - 

96h, ljubičasti stupići). Primjenjena koncentracija ciklopamina iznosila je 2,5 µM dok je primjenjena 

koncentracija tamoksifena iznosila 2,5 µM. Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Testirani su proteini Ptch 

(A), Smo ( B), Gli1 (C) i Shh (D), a kao kontrola je korišten Aktin. 
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Iz slike 4.18. vidljivo je da tretmani MCF-7 stanica ciklopaminom, tamoksifenom, te 

kombinacijom ciklopamina i tamoksifena kroz 48 sati dovode do povećane ekspresije svih 

promatranih proteina, dok izlaganje stanica kombiniranom tretmanu ciklopaminom i 

tamoksifenom kroz 96 sati uzrokuje povećanu ekspresiju samo proteina Shh pri čemu je 

registriran pad razine ekspresije proteina Ptch, Smo i Gli1. Rezultati na slici 4.19. daju 

vrijednosti ekspresije promatranih proteina (Ptch, Smo, Gli1 i Shh) za staničnu liniju Sk-Br-3. 
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Slika 4.19. Rezultati Western blot analize na estrogen-neovisnoj (Sk-Br-3) staničnoj liniji tumora dojke nakon 

tretmana ciklopaminom, tamoksifenom te kombinacijom ciklopamina i tamoksifena. Na apscisama su prikazane 

oznake primjenjenih spojeva i duljine tretmana: ciklopamin kroz 48 sati (oznake C - 48h, plavi stupići), 

tamoksifen kroz 48 sati (oznake T - 48h, crveni stupići), kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz 48 sati 

(oznake C + T - 48h, narančasti stupići), te kombinacija ciklopamina i tamoksifena kroz 96 sati (oznake C + T - 

96h, ljubičasti stupići). Primjenjena koncentracija ciklopamina iznosila je 2,5 µM dok je primjenjena 

koncentracija tamoksifena iznosila 10 µM. Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Testirani su proteini Ptch 

(A), Smo (B), Gli1 (C) i Shh (D), a kao kontrola je korišten Aktin. 
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Iz slike 4.19. vidljivo je da dodatak ciklopamina kroz 48 sata na staničnu liniju Sk-Br-3 

većinom ne uzrokuje promjene u razini ekspresije promatranih proteina. Kod tretmana 

tamoksifenom te kombiniranim tretmanom ciklopaminom i tamoksifenom kroz 48 sati blago 

je povećana razina ekspresije proteina Smo i Shh dok je razina ekspresije proteina Ptch i Gli1 

proteina smanjena. Kombinirani tretman ciklopaminom i tamoksifenom kroz 96 sati uzrokuje 

povećanu razinu ekspresije Ptch, Smo i Gli1 proteina te pad razine ekspresije Shh proteina u 

odnosu na netretirane kontrolne stanice.    

 

 

4.6. Odgovor estrogen-ovisnih (MCF-7) i estrogen-neovisnih (Sk-Br-3) staničnih linija 

tumora dojke na dodavanja ciklopamina i tamoksifena 

 

4.6.1. Praćenje rasta i vijabilnosti stanica 

 

Slika 4.20. prikazuje rast i vijabilnost stanica ovisno o primjenjenim koncentracijama 

ciklopamina i tamoksifena kroz 48 i 96 sati pri kombiniranim tretmanima ciklopaminom i 

tamoksifenom s različitim redosljedom dodavanja pojedinog spoja, te kada su dva spoja 

dodana zajedno. Primjenjene kombinacije ciklopamina i tamoksifena (kada su dva spoja 

dodana zajedno) na staničnoj liniji MCF-7 (slika 4.20. A) uzrokuju od 75 do 88% preživljenja 

stanica u tretmanima kroz 48 sati dok izloženost stanica kroz 96 sati uzrokuje preživljenje 

stanica od 0 do 52% ovisno o koncentracijama primjenjenih spojeva pri čemu najviše 

koncentracije primjenjenih spojeva obaraju preživljenje stanica na 0%. Kod tretmana u 

kojima su stanice prvo tretirane ciklopaminom kroz 48 sati a zatim tamoksifenom kroz 48 sati 

preživljenje stanica je u rasponu od 17 do 60%. Pri tretmanu u kojem je prvo dodan 

tamoksifen kroz 48 sati a zatim ciklopamin kroz 48 sati već najniže koncentracije 

primjenjenih spojeva obaraju preživljenje stanica na 0%. Stanična linija Sk-Br-3 pokazuje 

drugačiji odgovor u odnosu na MCF-7 stanice (slika 4.20. B). Primjenjene kombinacije 

ciklopamina i tamoksifena (kada su dva spoja dodana zajedno) kroz 48 i 96 sati pokazuju 

sličan trend ovisno o duljini tretmana ali sa slabijim učinkom u odnosu na MCF-7 stanice koji 

se očituje boljim rastom i vijabilnošću stanica s preživljenjem od 0 do 146% ovisno o 

koncentracijama primjenjenih spojeva pri čemu najviše koncentracije primjenjenih spojeva 

obaraju preživljenje stanica na 0% samo kod tretmana u trajanju od 96 sati. Kod tretmana u 

kojima su stanice prvo tretirane ciklopaminom kroz 48 sati a zatim tamoksifenom kroz 48 sati 

preživljenje stanica je u rasponu od 96 do 112%. Pri tretmanu u kojem je prvo dodan 
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tamoksifen kroz 48 sati a zatim ciklopamin kroz 48 sati preživljenje stanica je u rasponu od 0 

do 103% pri čemu najviše koncentracije primjenjenih spojeva obaraju preživljenje stanica na 

0%.  
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Slika 4.20. Rezultati MTT testa na estrogen-ovisnoj (MCF-7, A) i estrogen-neovisnoj (Sk-Br-3, B) staničnoj 

liniji tumora dojke nakon kombiniranih tretmana ciklopaminom i tamoksifenom, zajedno ili s različitim 

redosljedom dodavanja odreñenog spoja: ciklopamin kroz 48 sati zatim tamoksifen kroz 48 sati (oznake C - 48h 

→ T - 48h, plavo), tamoksifen kroz 48 sati zatim ciklopamin kroz 48 sati (oznake T - 48h → C - 48h, crveno), 

ciklopamin i tamoksifen istovremeno kroz 48 sati (oznake C+T - 48h, zeleno), ciklopamin i tamoksifen 

istovremeni kroz 96 sati (oznake C+T - 96h, narančasto). Na apscisi su izražene koncentracije primjenjenih 

spojeva, a na ordinati postotak rasta stanica. 

 

 

Redosljed dodavanja spoja mogao bi imati utjecaj na potencijalnu terapiju, te je stoga MTT 

ponovljen sa različitim redosljedom dodavanja spojeva. MCF-7 stanična linija bolje reagira na 

ingibiciju ciklopaminom i tamoksifenom od Sk-Br-3, a to je vidljivo i na ovom pokusu. 

Dapače, ukoliko se prvo stanice tretiraju tamoksifenom 48h, a zatim doda ciklopamin 48h, 

smrtnost je izrazito velik, veća od svakog spoja pojedinačno. Ukoliko se ciklopamin doda 

B 

A 
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prvi, pa nakon toga tamoksifen, preživljenje je nešto bolje. Meñutim, ukoliko se spojevi 

dodaju istovremeno, 48h tretman drastično poboljša preživljenje stanica. Ovaj efekt uočen je i 

na Sk-Br-3 liniji, koja u svim ostalim tretmanima pokazuje smrtnost. Dugotrajna izloženost 

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

 

4.6.2. Ekspresija signalnog puta Hh-Gli na razini mRNA 

 

Rezultati na slikama 4.21. i 4.22. daju vrijednosti promjene ekspresije u odnosu na referentni 

gen ARP. Stanične linije MCF-7 i Sk-Br-3 pokazuju različitu ekspresiju gena signalnog puta 

Hh-Gli ovisno o primjenjenim tretmanima: kombiniranim tretmanima ciklopaminom i 

tamoksifenom s različitim redosljedom dodavanja pojedinog spoja te kombinacijom 

ciklopamina i tamoksifena kada su dva spoja dodana zajedno kroz 48 ili 96 sati. Dodatak 

ciklopamina kroz 48 sati a zatim tamoksifena kroz 48 sati na MCF-7 stanice dovodi do 

povećanja ekspresije PTCH1 i β-katenina, te pada ekspresije GLI1, SHH i SUFU, pri čemu je 

razina ekspresije gena c-Myc i SMO na razini ekspresije u netretiranim kontrolnim stanicama 

(slika 4.21.). Pri obrnutom redosljedu dodavanja ciklopamina i tamoksifena s istom duljinom 

djelovanja dodanih spojeva izmjerena je povećana razina ekspresije PTCH1, SMO, SUFU, c-

Myc i β-katenina dok je razina ekspresije GLI1 i SHH gena bila smanjena. Kod kombiniranog 

tretmana ciklopaminom i tamoksifenom kroz 48 sati registrirana je povećana ekspresija 

PTCH1, SMO, GLI1, SHH, SUFU i β-katenina te smanjena ekspresija c-Myc gena. Nadalje, 

kombinirani tretman kroz 96 sati dovodi do povećanja ekspresije PTCH1, SMO, c-Myc i β-

katenina dok je ekspresija GLI1, SHH i SUFU gena smanjena u odnosu na netretirane 

kontrolne stanice (slika 4.21.). Stanična linija Sk-Br-3 pri tretmanu ciklopaminom u trajanju 

od 48 sati a zatim tamoksifenom kroz 48 sati pokazala je povećanu razinu ekspresije PTCH1 i 

blago SMO, a pad razine ekspresije gena SHH, te slabi pad SUFU, p16, c-Myc i β-katenin 

(slika 4.22.). Nakon tretmana tamoksifenom kroz 48 sati a zatim ciklopaminom kroz 48 sati u 

stanicama je izmjerena smanjena razina ekspresije svih promatranih gena. Kombinacija 

ciklopamina i tamoksifena kroz 48 i 96 sati dovodi do smanjene ekspresije svih registriranih 

gena osim gena SMO, čija je izmjerena ekspresija povećana kod 48-satnog kombiniranog 

tretmana ciklopaminom i tamoksifenom. Neovisno o trajanju izloženosti primjenjenim 

spojevima nije registrirana ekspresija gena GLI1 (slika 4.22.).  
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Slika 4.21. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogen-ovisnoj (MCF-7) staničnoj liniji tumora dojke nakon 

kombiniranih tretmana ciklopaminom i tamoksifenom, zajedno ili s različitim redosljedom dodavanja odreñenog spoja. Na 

apscisama su prikazane oznake primjenjenih spojeva i duljine tretmana: ciklopamin kroz 48 sati zatim tamoksifen kroz 48 

sati (oznake C - 48h → T - 48h, plavi stupići), tamoksifen kroz 48 sati zatim ciklopamin kroz 48 sati (oznake T - 48h → C - 

48h, crveni stupići), ciklopamin i tamoksifen zajedno kroz 48 sati (oznake C+T - 48h, narančasti stupići), te ciklopamin i 

tamoksifen zajedno kroz 96 sati (oznake C+T - 96h, ljubičasti stupići). Primjenjena koncentracija ciklopamina i tamoksifena 

iznosila je 2,5 µM. Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Na ordinati je izražena promjena ekspresije u odnosu na gen 

ARP. Svaki grafikon (A-G) prikazuje relativnu ekspresiju jednog gena. 
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Slika 4.22. Rezultati kvantitativnog real-time PCR-a na estrogen neovisnoj (Sk-Br-3) staničnoj liniji tumora 

dojke nakon kombiniranih tretmana ciklopaminom i tamoksifenom, zajedno ili s različitim redosljedom 

dodavanja odreñenog spoja. Na apscisama su prikazane oznake primjenjenih spojeva i duljine tretmana: 

ciklopamin kroz 48 sati zatim tamoksifen kroz 48 sati (oznake C - 48h → T - 48h, plavi stupići), tamoksifen kroz 

48 sati zatim ciklopamin kroz 48 sati (oznake T - 48h → C - 48h, crveni stupići), ciklopamin i tamoksifen 

zajedno kroz 48 sati (oznake C+T - 48h, narančasti stupići), te ciklopamin i tamoksifen zajedno kroz 96 sati 

(oznake C+T - 96h, ljubičasti stupići). Primjenjena koncentracija ciklopamina iznosila je 2,5 µM a tamoksifena 

10 µM. Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Na ordinati je izražena promjena ekspresije u odnosu na gen 

ARP. Svaki grafikon (A-G) prikazuje relativnu ekspresiju jednog gena. 
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4.6.3. Ekspresija signalnog puta Hh-Gli na razini proteina 

 

Nakon tretmana MCF-7 i Sk-Br-3 staničnih linija tumora dojke kombinacijom ciklopamina i 

tamoksifena s različitim redosljedom dodavanja pojedinog spoja te kombinacijom 

ciklopamina i tamoksifena kada su dva spoja dodana zajedno kroz 48 ili 96 sati proteini 

signalnog puta Hh-Gli detektirani su u obje stanične linije pri čemu su utvrñene razlike u 

reaktivnosti stanica ovisno o primjenjenim spojevima i trajanju izloženosti (48 ili 96 sati) 

stanica primjenjenim spojevima. Rezultati na slici 4.23. daju vrijednosti ekspresije 

promatranih proteina (Ptch, Smo, Gli1 i Shh) za staničnu liniju MCF-7.  
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Slika 4.23. Rezultati Western blot analize na estrogen-ovisnoj (MCF-7) staničnoj liniji tumora dojke nakon kombiniranih tretmana 

ciklopaminom i tamoksifenom, zajedno ili s različitim redosljedom dodavanja odreñenog spoja. Na apscisama su prikazane oznake 

primjenjenih spojeva i duljine tretmana: ciklopamin kroz 48 sati zatim tamoksifen kroz 48 sati (oznake C - 48h → T - 48h, plavi stupići), 

tamoksifen kroz 48 sati zatim ciklopamin kroz 48 sati (oznake T - 48h → C - 48h, crveni stupići), ciklopamin i tamoksifen zajedno kroz 48 

sati (oznake C+T - 48h, narančasti stupići), te ciklopamin i tamoksifen zajedno kroz 96 sati (oznake C+T - 96h, ljubičasti stupići). 

Primjenjena koncentracija ciklopamina i tamoksifena iznosila je 2,5 µM. Netretirane stanice (oznake B, crni stupići). Testirani su proteini 

Ptch (A), Smo (B), Gli1 (C) i Shh (D), a kao kontrola je korišten Aktin. 
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Iz slike 4.23. vidljivo je da tretman MCF-7 stanica ciklopaminom kroz 48 sati a zatim 

tamoksifenom kroz 48 sati uzrokuje povećanu ekspresiju proteina Ptch, Smo i Gli1 dok je 

ekspresija Shh proteina na razini ekspresije izmjerene u netretiranim kontrolnim stanicama. 

Izlaganje stanica kombiniranom tretmanu tamoksifenom kroz 48 sati a zatim ciklopaminom 

kroz 48 sati dovodi do povećane ekspresije samo proteina Shh pri čemu je registriran pad 

razine ekspresije proteina Ptch, Smo i Gli1. Kod tretmana kombinacijom ciklopamina i 

tamoksifena kroz 48 sati dolazi do povećane ekspresije svih promatranih proteina, dok 

izlaganje stanica kombiniranom tretmanu ciklopaminom i tamoksifenom kroz 96 sati uzrokuje 

povećanu ekspresiju samo proteina Shh pri čemu je registriran pad razine ekspresije proteina 

Ptch, Smo i Gli1. Rezultati na slici 4.24. daju vrijednosti ekspresije promatranih proteina 

(Ptch, Smo, Gli1 i Shh) za staničnu liniju Sk-Br-3. 
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Slika 4.24. Rezultati Western blot analize na estrogen-neovisnoj (Sk-Br-3) staničnoj liniji tumora dojke nakon 

kombiniranih tretmana ciklopaminom i tamoksifenom, zajedno ili s različitim redosljedom dodavanja odreñenog 

spoja. Na apscisama su prikazane oznake primjenjenih spojeva i duljine tretmana: ciklopamin kroz 48 sati zatim 

tamoksifen kroz 48 sati (oznake C - 48h → T - 48h, plavi stupići), tamoksifen kroz 48 sati zatim ciklopamin kroz 
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48 sati (oznake T - 48h → C - 48h, crveni stupići), ciklopamin i tamoksifen zajedno kroz 48 sati (oznake C+T - 

48h, narančasti stupići), te ciklopamin i tamoksifen zajedno kroz 96 sati (oznake C+T - 96h, ljubičasti stupići). 

Primjenjena koncentracija ciklopamina iznosila je 2,5 µM a tamoksifena 10 µM. Netretirane stanice (oznake B, 

crni stupići). Testirani su proteini Ptch (A), Smo (B), Gli1 (C) i Shh (D), a kao kontrola je korišten Aktin. 

 

Iz slike 4.24. vidljivo je da tretman Sk-Br-3 stanica ciklopaminom kroz 48 sati a zatim 

tamoksifenom kroz 48 sati uzrokuje blago povećanu ekspresiju svih promatranih proteina. 

Izlaganje stanica kombiniranom tretmanu tamoksifenom kroz 48 sati a zatim ciklopaminom 

kroz 48 sati dovodi do povećane ekspresije proteina Ptch i Gli1, pada razine ekspresije 

proteina Shh pri čemu je registrirana razina ekspresije proteina Smo na razini ekspresije koja 

je izmjerena u netretiranim kontrolnim stanicama.  

Kod kombiniranog tretmana ciklopaminom i tamoksifenom kroz 48 sati povećana je razina 

ekspresije proteina Smo i Shh dok je razina ekspresije proteina Ptch i Gli1 smanjena. 

Kombinirani tretman ciklopaminom i tamoksifenom kroz 96 sati uzrokuje povećanu razinu 

ekspresije proteina Ptch, Smo i Gli1 te pad razine ekspresije proteina Shh u odnosu na 

netretirane kontrolne stanice.    

 

4.7. Zbirni prikaz rezultata 

 

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

    Hh-Gli put aktivan u obje stanične linije ali vjerojatno se odvija različitim mehanizmima.  

 

2. Ekspresija gena signalnog puta Hh-Gli  prema redoslijedu pojavljivanja: 

(A) u estrogen ovisnoj MCF-7 signal je autokrin, jer stanica sama proizvodi ligand (visoka 

ekspresija Shh) te je na njega sposobna odgovoriti (ekspresija Ptch, Smo, Gli1). 

 

1. proliferacija jaka c-Myc  

2. rana ekspresija SHH  

3. β-katenin relativno rano (signalni put Wnt je aktivan), ciljni gen signalnog puta Hh-Gli 

4. SUFU  

5. SMO (11. ciklus) 

6. PTCH 

7. GLI 1 

8. nema ekspresije p16  
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(B) U estrogen-neovisnoj staničnoj liniji Sk-Br-3 svi istraživani geni su eksprimirani pri čemu 

je ekspresija gena SMO, GLI1 i SHH na granici detekcije (kasna ekspresija). Stanice su 

vjerojatno parakrino stimulirane, jer proizvode jako niske razine Shh, ali su u mogućnosti 

odgovoriti na signal.   

 

1. proliferacija jaka c-Myc  

2. β-katenin relativno rano (Wnt signalni put aktivan) 

3. relativno rano SUFU 

4. PTCH 

5. ekspresije p16  

6. SMO 

7. SHH 

8. GLI1 

 

3. U obje stanične linije zabilježena je ekspresija glavnih proteina signalnog puta Hh-Gli: Shh, 

Smo, Ptch i Gli1, iako je ekspresija proteina nešto slabija u Sk-Br-3 liniji. 

 

4. Signalni put Hh-Gli može  se pokrenuti:  

 

Egzogeno - ligandom Shh - obje stanične linije pokazuju povećanu proliferaciju nakon 

dodatka Shh. 

Endogeno - ubacivanjem Gli - obje stanične linije povećavaju ekspresiju gena signalnog puta, 

autokrino odmah (autostimulacija) a parakrino nakon dodatka Shh 

 

5. Signalni put Hh-Gli može  se blokirati:  

a) blokatorom Smo - ciklopaminom - obje stanične linije pokazuju smanjenu proliferaciju 

nakon dodatka ciklopamina, MCF-7 jače nego Sk-Br-3 

c)  kombinacijom blokatora estrogenih receptora može se djelovati na proliferaciju 

 

6. Tamoksifen djeluje na obje stanične linije smanjenjem proliferacije, ali na estrogen-

neovisne u puno većim dozama. 

 

7. Kombinacijski tretman ciklopaminom i tamoksifenom kratkoročno uzrokuje aktivaciju 

signalnog puta i omogućuje preživljenje stanica. 
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5. RASPRAVA 

___________________________________________________________________________ 

 

Tumori dojke su najčešći tumori žena u svijetu. Velika epidemiološka istraživanja i kasnije 

najsuvremenije genomske i proteomske analize (mikroarray-i) pokazale su da je oko 400 gena 

u tumorima dojke izmijenjeno te da su tumori dojke vrlo heterogeni tumori sa stanovišta 

dijagnostike, terapije i prognoze. Meñu bitnijim genima za tumore dojke svakako treba 

spomenuti gene BRCA1 i BRCA2, koji su uključeni u 2,5% sporadičnih tumora dojke (Han i 

sur, 2006) te čak 20-30% nasljednih tumora dojke (Pharoah i sur, 2002). Osim nañenih 

mutacija u mnogim genima te epigenetskih promjenama, vrlo veliku ulogu igra i niz različitih 

signalnih puteva u stanici tumora, osobito oni vezani sa steroidnim hormonima (estrogenski 

receptori, progesteronski receptori i sl.). Jedan od signalnih puteva u novije vrijeme 

povezanim s tumorima dojke je upravo signalni put Hh-Gli. Mutacije u ovom signalnom putu 

pronañene su u tumorima dojke u genu PTCH1 (Xie i sur, 1997) i SHH (Oro i sur, 1997), dok 

u nekim slučajevima nisu pronañene (Vořechovský i sur, 1999). Zanimljiv je podatak da je 

polimorfizam u genu PTCH povezan sa rizikom za nastanak tumora dojke u kombinaciji sa 

korištenjem oralne kontracepcije (Chang-Claude i sur, 2003). Imunohistokemijske studije 

pokazale su da je signalni put Hh-Gli pojačano eksprimiran u tumorima dojke, posebice Shh, 

Ptch i Gli1, u odnosu na zdravo tkivo dojke gdje ekspresija ovih gena nije pronañena (Kubo i 

sur, 2004). Kasnija studija Moraes i sur. pokazala je obrnuto: da je Ptch1 eksprimiran u 

normalnom epitelu dojke, i smanjeno eksprimiran u tumorima dojke (Moraes i sur, 2007; 

Wolf i sur, 2007). Meñutim, Gli1 je pojačano eksprimiran u tumorima dojke, i to korelira s 

stadijem, zahvačenošću limfnih čvorova i lošijom prognozom (ten Haaf i sur, 2009). Slična 

situacija je i  sa ekspresijom Shh, koja je povezana s TNM stadijem tumora (Cui i sur, 2010). 

Rezultati studija genske ekspresije vrlo su slični: GLI1, SMO i GLI2 često su pojačano 

eksprimirani u odnosu na zdravo tkivo (Mukherjee i sur, 2006), dok je ekspresija SHH 

povezana s lošijom prognozom (Bieche i sur, 2004). Stanične linije tumora dojke pokazuju 

osjetljivost na tretman ciklopaminom, i to neovisno o tome jesu li estrogen-ovisne ili 

estrogen-neovisne (Zhang i sur, 2009).  

Novi trend u istraživanju tumora dojke su matične tumorske stanice, koje se relativno 

jednostavno mogu uzgojiti u kulturi u obliku tzv. mamosfera. Mamosfere su stanice koje uz 

odgovarajući hranjivi medij rastu u suspenziji u obliku nakupina, te nastavljaju tvoriti nove 

sfere ako se stanice razdvoje. U mamosferama je pokazana pojačana ekspresija Ihh, Shh, 
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Ptch1, Ptch2, Smo, Gli1 i Gli2 u odnosu na iste stanice koje rastu adherentne na podlozi; 

dodatak Shh potiče diobu stanica i stvaranje većeg broja sfera, dok ciklopamin ima obrnuti 

učinak (Liu i sur, 2006). Ekspresija estrogenskog receptora i progesteronskog receptora je 

smanjena u tim stanicama, što znači da su one neosjetljive na signale steroidnih hormona 

(Shipitsin i sur, 2007; Kok i sur, 2009). 

U večini slučajeva se u terapijama raka dojke (osobito ako su estrogen-ovisni tumori) koriste 

blokatori sinteze estrogena ili blokatori receptora estrogena čime bi se utjecalo na smanjenje 

proliferacije tumora, te blokatori receptora za faktore rasta (najčešće epidermalnog faktora 

rasta), od kojih je u novije vrijeme najpoznatiji herceptin. Uz te osnovne principijelno se 

koriste  u kombinacijama sa kemoterapeuticima. 

Problemi terapije raka dojke večinom počinju zbog razvoja rezistentnosti na estrogen, pa 

brojne terapije koje obuhvaćaju blokatore estrogena ili njihovih receptora sve češće su 

neučinkovite. Zato su sve češći pokušaji aktivacije nekih drugih sustava, kojima bi se ta 

rezistentnost i neučinkovitost mogla minimalizirati. Signalni put Hh-Gli potencijalna je meta 

novih terapija tumora, osobito kada se uzme u obzir da se na većinu konvencionalnih terapija 

stječe otpornost. Ovaj signalni put je relativno nedavno otkriven, 1996. godine. Tada se je 

postavljala veza sa nekim vrstama tumora vezanim uz Gorlinov sindrom, prvenstveno 

bazocelularnim karcinomom kože i medulablastomom. Meñutim, otkrićem inhibitora puta, 

ciklopamina, male molekule koja je u stanju blokirati proliferaciju stanica, počela su 

istraživanja i drugih agresivnih tumora, čime je i utvrñen značaj signalnog puta Hh-Gli, u 

mnogim tipovima tumora. 

Ciljanjem do sada manje istraživanih signalnih puteva u stanici otvara se mogućnost terapija 

koje će zaobilaziti signalne puteve na koje je stečena otpornost. Dodatna prednost ciljanja 

upravo ovog signalnog puta je mogućnost djelovanja na matične stanice tumora. 

Konvencionalna terapija većinom djeluje ne glavninu tumorske mase, te se otpornost stvara 

kada tumorske matične stanice otporne na tu terapiju počnu diobu i nadomjeste tumorsku 

masu novim, otpornim stanicama. Signalni put Hh-Gli jedan je od puteva uključenih u 

održavanje tumorskih matičnih stanica, te bi se kombiniranom terapijom sa standardnim 

kemoterapeuticima istovremeno moglo djelovati na glavninu tumora i tumorske matične 

stanice, što bi značilo smanjenje stvaranja otpornosti i temeljitije uklanjanje tumora. 

Ciklopamin je testiran u kombinaciji sa drugim lijekovima u tretmanu tumora prostate, gdje je 

pokazano da uistinu pokazuju sinergistički učinak (Mimeault 2006; Hu 2007; Shaw 2008; 

Mimeault 2010). 
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Ovaj rad ispituje moguće učinke kombiniranog tretmana tumora dojke ciklopaminom i 

tamoksifenom. Tamoksifen je inhibitor estrogenskog receptora, te se koristi u terapiji 

estrogen-ovisnih tumora dojke. Ciklopamin je, s druge strane, predložen kao jedan od 

potencijalnih terapeutika u tretmanu tumora dojke (Kubo i sur, 2004). Do sada njihov 

kombinirani učinak nije ispitivan, te je ovo prvi rad koji ispituje ovakav učinak u tumorima 

dojke.  

Prvi korak u ovom istraživanju bio je ispitati postoji li uistinu bazalna ekspresija gena 

signalnog puta Hh-Gli u tumorima dojke. Kao model izabrane su dvije stanične linije, jedna 

estrogen-ovisna te druga estrogen-neovisna. Analizom genske i proteinske ekspresije 

ustanovljeno je da su glavni geni signalnog puta eksprimirani u obje stanične linije (tablica 

4.1.). 

 

MCF-7 (estrogen-ovisna): c-Myc > SHH > β-katenin > SUFU > SMO > PTCH > GLI1   

Sk-Br-3 (estrogen-neovisna): c-Myc > β-katenin > SUFU > PTCH > SMO > SHH > GLI1 

 

Obje linije su izrazito proliferativne, što se vidi po ekspresiji markera proliferacije c-Myc. 

Osim toga, pokazuju i povećanu ekspresiju ciljnog gena signalnog puta, β-katenina, što govori 

u prilog da je signalni put Hh-Gli uistinu aktivan u obje stanične linije. Ograničavajuće su 

razine upravo onkogena SMO i GLI1, što je i za očekivati, a poznato je da su male količine 

GLI1 transkripcijskog faktora dovoljne da se signalni put aktivira. Proteinska ekspresija 

testiranih proteina (Ptch, Smo, Gli1 i Shh) takoñer je detektirana u obje stanične linije, te je 

nešto intenzivnija u estrogen-ovisnoj liniji. Glavna razlika izmeñu estrogen-ovisne i estrogen-

neovisne linije vidi se u razlici ekspresije liganda SHH: izrazito je jako eksprimiran u 

estrogen-ovisnoj liniji, dok je u estrogen-neovisnoj liniji ekspresija niska. Prema literaturi bilo 

je za očekivati da estrogen-ovisna stanična linija ima smanjenje ekspresije Gli, što se je  

potvrdilo našim prvim eksperimentima (tablica 4.1.), meñutim, sličan je rezultat dobiven i u 

estrogen-neovisnoj staničnoj liniji. 

Pošto su komponente signalnog puta eksprimirane u ovim stanicama, slijedeći korak bio je 

testirati reagiraju li stanice na aktivaciju ili inhibiciju signalnog puta. Za aktivaciju korišten je 

ligand signalnog puta, protein Shh, dok je za inhibiciju korišten ciklopamin, spoj koji 

vezanjem na protein Smo inhibira aktivnost signalnog puta. Tretman ligandom povećava 

proliferaciju obje stanične linije, što znači da je signalni puta u ovim stanicama aktivan i u 

potpunosti sposoban prenositi signal. Odgovor estrogen-neovisne linije ipak je nešto 

intenzivniji, što bi moglo biti posljedica niske bazalne ekspresije liganda u tim stanicama: 
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estrogen-ovisna linija već je autokrino stimulirana proteinom Shh te dodatak liganda 

djelomično pojačava proliferaciju, dok je autokrina stimulacija estrogen-neovisne linije slaba, 

te vanjski signal jače djeluje na proliferaciju. Djelovanje ciklopaminom pokazuje znatno veći 

učinak na estrogen-ovisnu nego na estrogen-neovisnu staničnu liniju, te je djelovanje ovisno o 

dozi i vremenu. Ciklopamin djeluje na smanjenje genske ekspresije u kratkom vremenskom 

roku nakon tretmana, već nakon 24h, dok nakon toga dolazi do oporavka. Protein Shh pak 

pokazuje aktivacijski učinak sa malim vremenskim odmakom, odnosno 48h nakon tretmana. 

Učinak je vidljiv čak i na razini proteina, ali nešto slabije. Pošto se sinteza proteina odvija s 

odmakom u odnosu na gensku ekspresiju, moguće je da bi učinak bio vidljiviji nakon duljeg 

vremena.  

Drugi korak u istraživanju bio je ispitati djelovanje tamoksifena na stanice. Prema literaturnim 

podacima, tamoksifen bi trebao pokazivati inhibitorni učinak na estrogen-ovisne stanice, dok 

bi u estrogen-neovisnim stanicama učinak mogao biti vidljiv samo pri većim dozama, i to 

zbog citotoksičnosti (Bachmann-Moisson i sur, 1996). Upravo takav odgovor dobiven je i u 

ovom slučaju, te je ustanovljena LD50, koja za estrogen-ovisnu staničnu liniju iznosi otprilike 

1 µM, dok je u estrogen-neovisnoj staničnoj liniji ta koncentracija 10 puta viša, oko 10 µM. 

Odgovor stanica tretiranih sa subletalnim dozama tamoksifena razlikuje se u slučaju estrogen-

ovisne i estrogen-naovisne stanične linije. U slučaju dugotrajnog tretmana LD50 dozom 

dolazi do smanjenja ekspresije svih testiranih gena. U estrogen-ovisnoj staničnoj liniji dolazi 

do postupnog smanjenja ekspresije gena za proliferaciju kako se produljuje tretman (c-Myc) i 

nekih elemenata signalnog puta Hh-Gli (SHH, SUFU), meñutim i do povećanja ekspresije 

nekih gena signalnog puta (PTCH, SMO, GLI1). Ovakav odgovor ne nalazimo u estrogen 

neovisnoj liniji, gdje povećanjem doze i produljenjem tretmana većinom dolazi do smanjenja 

ekspresije većine gena (osim PTCH i SMO, čija ekspresija većinom varira oko vrijednosti 

netretiranih stanica).  

Ovakav različiti odgovor stanica daje naslutiti da bi stanice mogle različito reagirati na 

kombinirani tretman ciklopaminom i tamoksifenom, ili proteinom Shh i tamoksifenom. MTT 

test nakon dugotrajnog tretmana (96h) pokazao je da u oba slučaja dolazi do smanjenja 

vijabilnosti stanica, i to do vrijednosti sličnih učinku samog tamoksifena. Meñutim, uočene su 

zanimljive razlike kada se u obzir uzme redoslijed primjene spojeva na stanice, i to različite u 

estrogen-ovisnoj i estrogen-naovisnoj staničnoj liniji. Za estrogen ovisnu liniju, u slučaju 

dodavanja tamoksifena kroz 48h pa nakon toga ciklopamina kroz 48h, dolazi do rapidne smrti 

stanica, koja je brža od tretmana isključivo tamoksifenom. Meñutim, kada je redoslijed 

dodavanja spoja obrnut, efekt na stanice sličan je efektu čistog tamoksifena. Najintrigantniji 
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nalaz ipak je istovremeni tretman ciklopaminom i tamoksifenom 48h: u tom slučaju dolazi do 

drastično poboljšanog preživljenja stanica u odnosu na bilo koji od tretmana. Ovaj nalaz ima 

potencijalno vrlo velike posljedice na moguću terapiju tumora dojke, jer bi kombinirani 

tretman mogao biti poguban za pacijenta. Ekspresija gena signalnog puta Hh-Gli takoñer je 

značajno povećana u kombiniranom tretmanu u odnosu na netretirane stanice kao i na ostale 

tretmane. Estrogen ovisna stanična linija pokazuje sličan učinak preživljenja pri 

kombiniranom tretmanu, meñutim kod nje genska ekspresija gena signalnog puta Hh-Gli 

očekivano pada tretmanom. Proteinsku ekspresiju je bilo nešto teže odrediti, jer je zbog 

smrtnosti stanica količina proteina varirala, a denzitometrijsko odreñivanje relativne količine 

produkta nepreciznije je od očitanja na real-time aparatu. Stoga su rezultati genske ekspresije 

u ovom slučaju nešto pouzdanije od Western blot analize.  

Tumačenje ovih razlika u odgovoru stanica komplicirano je zbog manjka literaturnih 

podataka. Do sada su poznati podaci dvije grupe koje su istraživale povezanost estrogenskih 

receptora i signalnog puta Hh-Gli. Koga i sur. pokazali su da estrogen-ovisne stanice u 

nedostatku estrogena pokazuju smanjenu ekspresiju GLI1, a dodatak estrogena potiče njegovu 

ekspresiju. Taj efekt nije uočen na estrogen-neovisnoj staničnoj liniji. Estrogen-ovisne stanice 

reagiraju na protein Shh povećanjem ekspresije protein Gli1, što znači da je signalni put Hh-

Gli aktivan u njima (Koga i sur, 2008). S druge strane,  Zhao i sur. pokazali su da aktivacija 

signalnog puta Hh-Gli u estrogen-neovisnim stanicama transfekcijom Gli1 povećava njihovo 

preživljenje i proliferaciju, smanjuje osjetljivost na estrogen i na inhibitore estrogena, te 

zaključuju da bi signalni put mogao igrati ulogu u prijelazu stanica iz estrogen-ovisnog u 

estrogen-neovisni tip (Zhao i sur, 2010).  

Na temelju podataka u ovom radu, u kombinaciji s objavljenim podacima, predlažemo 

mogući tijek dogañaja u estrogen-ovisnoj liniji: 

U slučaju tretmana tamoksifenom, nakon čega slijedi tretman ciklopaminom, dolazi do 

ubrzane stanične smrti. Tamoksifen u našem slučaju povećava ekspresiju nekih gena 

signalnog puta Hh-Gli, što bi moglo značiti da te stanice postaju osjetljivije na tretman 

ciklopaminom, te dolazi do ubrzane stanične smrti.  

U obrnutom slučaju, kada tretman ciklopaminom prethodi tretmanu tamoksifenom, dolazi do 

smanjenja  vijabilnosti stanica do razine iste kao sami tamoksifen, što bi značilo da oba spoja 

djeluju na istom signalnom putu. 

Najintrigantniji nalaz, u kojem dolazi do preživljenja u slučaju kombiniranog tretmana, još je 

nejasan. Postoje dvije mogućnosti: 
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a) spojevi meñusobno kemijski reagiraju te na taj način dolazi do meñusobne inaktivacije oba 

spoja (malo vjerojatno, osim ako je reakcija reverzibilna, pošto nakon duljeg tretmana ipak 

dolazi do stanične smrti) 

b) spojevi djeluju na način da omoguće stanično preživljenje, i to na način koji nije ovisan o 

estrogenskom receptoru, pošto je efekt uočen i u estrogen.neovisnoj staničnoj liniji. Moguće 

objašnjenje je da ciklopamin djeluje na smanjenje ekspresije estrogenskog receptora putem 

transkripcijskog faktora FoxM1 (Teh i sur, 2002), te da stanice time postaju otpornije na 

djelovanje tamoksifena. Meñutim, uz ovo mora postojati još neki mehanizam, neovisan o 

estrogenskom receptoru, koji omogućava preživljenje stanica dojke pri kombiniranom 

tretmanu, ali taj mehanizam nije tema ovog rada. 

Glavni zaključak ovog rada je da kombinirani tretman ciklopaminom i tamoksifenom, unatoč 

dobrim učincima svakog spoja zasebno, može imati neočekivane posljedice pri istovremenoj 

primjeni, jer nepoznatim mehanizmom omogućava preživljenje stanica, kako estrogen-ovisne 

tako i estrogen-neovisne, ako se spojevi primjenjuju istovremeno.   

Nužno bi bilo u daljnjem radu  ispitati interakciju vezanja na estrogeni receptor  i receptor 

Ptch. Premda je jedan sigurno lociran na membrani a drugi u citoplazmi, postoji mogućnost  

interakcije. 

Uz dodatne pokuse kojima bi se ispitivala kinetika vezanja i kompeticija za esterogene 

receptore u kombinaciji sa kinetikom vezanja na receptor Ptch u balansiranju sa koreceptorom 

Smo utvdili bismo vjerojatno sinergistički učinak na preživljenje stanica. Meñutim, nužna bi 

bila i kombinacija sa in vivo modelima. 
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 6. ZAKLJU ČCI 
___________________________________________________________________________ 

 

1. Signalni put Hh-Gli može se pokrenuti u obje linije egzogeno, pri čemu pokazuju povećanu 

proliferaciju liganda, te endogeno, pri čemu dolazi u autokrinoj liniji do autostimulacije a u 

parakrinoj tek nakon dodatka liganda Shh. 

 

2. Signalni put Hh-Gli može se blokirati blokatorom Smo - ciklopaminom te blokatorom 

estrogenih receptora - tamoksifenom. Tamoksifen djeluje u puno većoj dozi u estrogen-

neovisnoj liniji. Takoñer kombinacijom tretmana ciklopaminom i tamoksifenom kratkoročno 

se aktivira Hh-Gli put.  

 

3. Glavni zaključak ovog rada je da kombinirani tretman ciklopaminom i tamoksifenom, 

unatoč dobrim učincima svakog spoja zasebno, može imati neočekivane posljedice pri 

istovremenoj primjeni, jer nepoznatim mehanizmom omogućava preživljenje stanica, kako 

estrogen-ovisnih tako i estrogen-neovisnih linija, ako se spojevi primjenjuju istovremeno.  
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