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1. UVOD

1.1. Melanom -z | ol udni
Tumor i koge mogu se
naj smrtonosni ji t umo
koge porijeklom iz n
dijelu epiderme (Slika 1) ; dok ne

tumor koge

podijelit.i na nemel anom
r koge koj.i nastaje nekc
euralnog grebena, koj e r
mel anomske tumore koge

stanica (engl. basal cell carcinoma, BCQ i karcinom skvamoznih stanica (engl.

squamous cell carcinoma, SCC) .

BCC i SCC su

najal egl i

melanom, iakopr edst avl ja manje od 5 %odgdvaranjeda i h

velinu smrti wu toj skupini. U zad

njih

porastu u odnosu na ostale tipove tumora (Matthews i ostali, 2017.; PDQ Adult

Treatment Editorial Board, 2018.) .

~. Skvamozne
stanice

Y |~ Bazalna stanica

I~ Melanocit

Slika 1. Shemat s ki prikaz
nekontroliranim dijeljenjem nastaje melanom.
donjem dijelu epider me,
pril agolen

/ — Dlaka
/ Zlijezda lojnica
"4

% ] Epiderma

Derma

: } Potkozno tkivo

Limfna zila
Zivac
Folikula dlake

Masno tkivo

7Zlijezda znojnica

™~ Bazalna membrana

For the National Cancer Institute
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grale koge i

smjegtaja

Mel anocit je smjegten
gRDA AduleTgeatmdntoEdimriallBoagde (201&)i eu z et o
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Mel anom je heterogena bolest sa slogenim me
posljedica specifilnih genskih promjena unu
molekulskih puteva (Slika 2) (Palmieri i ostali, 2015.). Na uzorcima melanoma

pacijenata je pokazano da je signalni put mitogen-aktivirane protein kinaze (MAPK)

pretjerano aktivan u oko 50% melanoma,u gl avnom zbog spegenufi | ne
za kinazu BRAF (engl. isoform B of RAF kinase; RAF, rapidly accelerated
fibrosarcoma ) koja ju | 1 n i k o ros taiktt u tvinvomm. N aje VE6OGEIkgia mut ac
se pojavljuje u 73% slul ajeva, dok se u 19
(Luke i ostali, 2017.; Menzies i ostali, 2012.). Zanimljivo je da se BRAFmutacija

V600E nalaziiu 82% madega, gt o u p,uidka akevacia putaz a k | j u
MAPK mutacijom u madegu predstavlija kritila
dostatno za tumorigenezu. l stom studijom za
madega nosi genuzaaroteij NRASu(engl. neuroblastoma RAS viral (v -

ras) oncogene homolog) koji se nalazi uzvodno odkinaza RAF u MAPK putu (Pollock

i ostali, 2003.) . Hodis i ostali (2012.) su sekvenciranjem cijelog genoma identificirali

funkcionalne mutacije u proteinu NRAS u 26 % iusotakaanglanen@an i h

Drugi si gnal n melappmd je pua gvisan o iklin-ovisnom kinaznom

inhibitoru 2A (engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, CDKN2A) (Palmieri i

ostali, 2015.). Gen CDKN2A kodira za tumor supresorske proteine pl4ARF koji

inhibicijom MDM2 (engl. murine double minute 2) sprjel avaprottieagr adac |
p53 i osigurava kontr ol uijeglaannnedativm ¢egulatork | u s a ;
kompleksa ciklin ovisne kinaze 4 (engl. cyclin -dependent kinase 4, CDK4) - ciklin D1
(CCND1) koji sl ugi kao kontrolna tolka za p
(Serra i Chetty, 2018.). Studija konzorcija GenoMEL za ist ragi vanj e nas/|
melanoma je na 466 obitelji i 2137 pacijenata pokazala da su promjene ugenu

CDKN2A prisutneu | ak 40% i st r(&ddsteiraiostah 2006) i Drigdnj i
studijom, takolLer sekvenciranj,epmr ogeeiisema me
delecije gena CDKN2A u 38% uzoraka, dok je funkcionalna mutacijaupl4pr onal en a

u 12% te upl6 u 19% melanoma (Hodis i ostali, 2012.). Nji hovu vagnu u

razvoju mel anoma dodat no mipgpeknackduu raepl6l a nj en i

UvoD 2



heterozigoti zZa pl4, it aanoirjaaj uukdij muad kij ulsipe
(Krimpenfort i ostali, 2001.) .

Signani put fosfoinozitid 3 kinaze ( P11 3 K) koj i ufdsfatpza i tengilm  h o mo |
(engl. phosphatase and tensin homolog, PTEN), PI3K i Akt (ili PKB, proteinska
kinaza B), takolLer sudjeluje u kontroli nast
melanomu. Kao i MAPK put, moge ovVvi sitproteima uzvod
RAS (Davies, 2012.). U uzorcima melanoma pacijenata, Kk a 0 i stani |l nim |
melanoma, somatske mutacije u genima koji kodiraju za PI3K i Akt, kao i
amplifikacije genaAkt su rijetke (Curtin i ostali, 2006.; Davies i ostali, 2008.) , dok su

deledje gena PTEN, negativhog regulatora puta P1 3 K, zabiljegene u
funkcionalne mutacije u 12% ispitivanih uzoraka (Hodis i ostali, 2012.). Osim

promjena u nukleotidnom slijedu DNA, bitnu ulogu u nastanku melanoma imaju i
epigeneti | ke pr oangoecima melapoma padenatapokazano da je u

62% sl ul aPTENamarejneno aktivan zbog povelane
(Mirmohammadsadegh i ostali, 2006.) .

P53 je tumor-supresorskipr ot ei n koj i j e mutir apodatciizvel i ni
literatu re 0 udjelu melanoma s mutacijom u genu zap53 razlikuju, udio melanoma

koji imaju mutiran p53 nije velik (Hocker i Tsao, 2007.; Hodis i ostali, 2012.).
Zanimljiva jJe J|linjenica da maprotein 53,%akost ani |
divljeg tipa, neaktivan (Houben i ostali, 2011.).

Uloga transkripcijsk og faktora vezanog uz mikroftal amiju (engl. microphthalmia -
associated transcription factor , MITF) s e t akolLer pokazala vrl o v
melanoma. On naime sudjeluje u kontroli proliferacij e i diferencijacije melanocita, a
njegovapovig ena ekspr esi j m@etastaskgmrmelananiue poeezana je sa

smanjenim pregi v(Garaway iestli, BgAx)i j ent a
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HGF/ Tirozin kinazni
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"""""""""""" >2p CDK6
| Bz \ ook i vy 0 \:\/AMPK
i s ERK
¢ st > p21 ~|\CyclmD1 - mTOR .‘.\_| AUTOFAGIJA

(
“MITFF==<focccnnnchocann . B ok
“\\ CyclinE —i} RB / phosphoRB 5 /A i S
i PREZIVLJENJE I e STAT3

. |
-1 cpk2 i
,__n ’v , x
DIFERENCIJACIJA | r PROLIFERACIJA ‘j AurkA & suc

(proliferacija / ! glklux
invazija) @ P TERT G, / S

Slika 2. Glavni pute v i prijenosa signala ©proliferaciije, pregi
stanic a kojisu ukl j ul eni U patogenStzrue lmeclegnoankat.i vi raj ul i S i
l'inije, i n hi. AMPK,a&AMR-hktiviragai pgoteia tkinaza; Aurk, Aurora kinaza; BAD, BCL-2
antagoni st s t a n ikinaza 4-osigna d diklinu; CDKI2A, ciklin -ovisni inhibitor kinaze
2 A; ERK, kinaza regulirana izvanstanilnim signali ma;

transkripcije povezan s mikroftal amijom; MEK, kinaza mitogen aktivirane protein kinaze; PI3K,
fosfatidilinozitol 3 -kinaza; PTEN, homolog fosfataze i tenzina; RB, protein retinoblastoma; TERT,
reverzna transkriptaza telomeraze. Preuzeto izPalmieri i ostali (2015.)i prilagolLeno.
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1.11.Li j el enj e mel anoma

Mel anom se |ijeld]i ovisno o stadiju bol est]i

postoji ciljana terapija (Tablica 1). Za melanom in situ je dov ol j no Kirur

odstranjivanje. Ukol i ko se radi O manjem (st
bez uceracija, melanom se izrezuje,ap 0 p ot r ebi se odstranjuju |
[l podrazumijeva melanoma k o j i je metastazirao u | i mfne
i j el se 1izrezivanjem primarnog tumor a, p

primijeniti i adjuvantna terapija kako bi se smanjio rizik ponovne pojave tumora.

Mel anom I 11. stadija koji se ne moge izrezat
koji se ponovo pojavio, mogu se I|lijeliti na
Tablica 1. Sadgeti pr i kaenja madnaoma avisdoiojsediju bolesti. Preuzeto i

pojednostavljeno iz PDQ Adult Treatment Edit orial Board (2018.).

Stadij TNM -kriteriji stadija* Opcije terapije
0 Melanom in situ Izrezivanje
. Izrezivanje +/ - odstranjivanje
| Manji tumor ] )
imfni h | vor ova
. Izrezivanje +/ - odstranjivanje
Il Vel i tumor ) )
imfni h | vor ova
o Izrezivanje +/ - odstranjivanje
Met astaze nalill i mfl )
11 ) . imfni h | vor ova
i mfne gile : _
Adjuvantna terapija
Intralez ionalna terapija
1, koji se ne =
) ) Imunoterapija
moge izrez i
] o Inhibitori signalnih puteva
A Prisutnost udaljenih metastaza _ i i i
o Terapijak | a s i protutumorskim
Ponovljeni . _ .
ljekovima / kemoterapija
melanom
Palijativno odstranjivanje metastaza
*TNM klasifikacija zloludnih tumora, prema T-=
prisutnost regionalnih metastaza u limfnom | weruili limfnim ¢ i | aMwapris utnost udaljenih
metastaza

Ukol i ko mel anom sadr ¢ikinanuBRAR mgguw se \prémdjehit / K u
speci fi blmhiBRAFRTI k ao (Kimo Coben, 2016.)nlidabeaferebn i b
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(Ballantyne i Garnock-Jones, 2013.) Zbog relativno brze pojave otpornosti na
terapij u, p r esgostupnimenoroterapgamal BRAR-inhibitor ima je oko

godine dana (Chapman i ostali, 2011.; Hauschild i ostali, 2012.). Kako bise spij el i | a
pojava otpornost. i produgi |l o MBEKegkojiviej enj e,
nizvodno od BRAF u signalnom putu: trametinib i kobimetinib, te su odobrene
kombinacijske terapije s BRAF-i nhi bi t or i ma, k oojdeu gs i e z m&luagjn
pregivlijenje pacijenata s met as {Lake sdstalim mel a
2017.).

Za terapiju metastatskog melanoma Kkoristi se i ciljana imunoterapija inhibitorima
kontrol nih t ol ak #jelani proteingptogramgane Ptr aorniul ne s mrt

(engl. programmed cell -death protein 1, PD-1) pembrolizumab ili nivolumab te

protututijelo nacitot ok si | ni ant i g-emiocitdna (enmly eymomxic Ts T
lymphocyte -associated antigen 4, CTLA-4) ipilimu ma b . TakolLer se prin
kombinacij e ci | j aneje djeovanje tusporadp/o jk@nbindcijij e

inhibitora BRAF i MEK .

U klinici j o gnisu objavljeni rezultati kombin acijske terapije kinaznih inhibitora i

imunoterapije za melanom (Luke i ostali, 2017.).

Jedan od novijih nalina |Iijelenja metastat stk
intralezional na t gensk pmodjficgranion mdepes simpleks krusom

tipa 1 (engl. Herpes simplex virus type 1, HSV1) Talimogene laherparepvec (T-VEC).

T-VEC seprimjenjuje lokalnoi i skl julivo umnaga uJUmzaméra st ani
uz to eksprimira i granulocitno makrofagni faktor za stimuliranje kolonija (engl.

granulocyte macrophage colony -stimulating factor ) kako b se pobolj gce
reakcija na tumor . Pregivljenje pacijenata
(Andtbacka i ostali, 2015.).

Protutumorski lijekovi (kemoterapija) se koriste uglavnhom za palijativhu terapiju
mel anoma, i t o al ki | i r(aljBadr ii Alcglpie,n2016) dakar b
temozolomid (Li i ostali, 2015.). Me Lut i m, slabo ajelujiui ng ailkupno

pr egi vl dijematg (eko P mjeseci) (Bhatia i ostali, 2009.; Middleton i ostali,
UvoD 6



2000.; PDQ Adult Treatment Editorial Board, 2018.) . Terapija protutumorskim

ljekovima k a o g t @inkas alkaloid vinkristin , koji djeluje kao inhibitor
polimeriziracije diobenog vretena; taksan paklitaksel, koji inhibira rastavljanje

diobenog vretena; te analozi platne, k ao gt o j e <cisplatina, t ak
aktivnost kod bolesnika s metastatskim melanomom (Bhatia i ostali, 2009.) . KIinil ki
pokusi s paklitakselom ili cisplatinom na pacijentima s melanomom su pokazali slabo

djelovanje usporedivo dakarbazinu (Einzig i ostali, 1991.; Glover i ostali, 2003.;

Walker i ostali, 2005.) .

Usprkos napretku u terapiji metast at skog mel anoma, narol ito
terapija za melanome s konstitutivno aktivnom kinazom BRAF i imunoterapije, do
povratka bol esti u prosjeku prolLe oko godi ne

upravluni j e vi ge od dv metastatgkogdnelanema kdji eerodgpvarp a

na ciljanu terapiju i terapiju onkolVEQii | &kalm e/ijresmmgdi a
kl asilnim protutumorskim |Iijekovima za koje
pregi v(Maclkewiczei Mackiewicz, 2018.). Sve navedeno upuluje
pronal aska novih meta za terapiju il:@ pobol

na postojelu terapiiju.
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1.2. Integrini

|l ntegrini su heterodimerni transmembranski p
adosadaj e pronaleno-i8 Igadiinida kojeisé korobiniraju u 24

r a z | U ahetaraaimera (Hynes i Naba, 2012.) (Slika 3).

.Laminin .Kolagen -Fibronektin i Osteopontin -VCAM-I .ICAM

il Fibrinogen Vitronektin  [lLAP-TGF-p I E-kadherin Trombospondin VEGF

Slika 3. Shema kombiniranja integrinskih podjedinica u heterodimere i njihovih

preferencijalnih |l i ganada u i ZSvalinksug gredsfaviioo fednumat r i ks
integrinsku podjedinicu. Mogul e vezivanje podjedinic
boja poveznice wupuluje na mogul. | i ghbojage navedenega i nskog

donjem dijelu slike. VCAM -1, vaskularni adhezijski protein 1 (engl. vascular cell adhesion protein 1);

ICAM-1 | unutarstanil| na ad hietercejularkadhesiommotedule L )a LARP-TGFen g | .
peptid povezan s |l atencijom tr anmatericy associated paptideof f akt or
transforming grPaowtulz eft dc ti cR&EDAyHelhe (rep datunza).

Il ntegrini s e ovisno o] preferenciji vezanj e

matriksa (engl. extracellular matrix , ECM) mogu podijeliti na: receptore laminina

(U3a1, U7a1, redgloiebped i fUiddedlidcite (integrini 82 U4a1, U4a7
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UEa7), receptlolrael, k od2aagle nall(0-idc¢e ptldrad) ( Uv 3RIGE
Uvas5, Uvaeée, Uvas, U5a1, U8a1l i -blicin-dcpaBatx koj i
(RGD), mot i v pronalen u mang@wWa mk gpa ogeonisu fibr
kolagen, vitronektin, osteopontin i trombospondin (Ahmedah i ostali, 2017.).

l ntegrinima se stanica meiuedno|pdvézujepECMIsvr gl uj
citoskeletom: mikrotubulima (Myers i ostali, 2011.), aktinom (Oakes i ostali, 2012.)i
intermedijarnim filamentima (Johnson i ostali, 2007.). Osim same uloge sidrenja

stanice, integrini provode signale proliferacije, migracije, difer enci j aci j e i pr e

u oba smjera(Danen, 2013.)kao gt oojagnj gaop

Integrini sudjeluju u tzv. inside outioutsideinpr i j enosu signala, | i]i
do kraja razjagnjeni. S ajkejidenizvan staniceg akevira v e zi v
integrine koji zatim prenosei nf or maci je i1z izvanstanil|lnog o
outside in signalling ) | i me se modulira ponaganje stan
g i r e(engl.espreading), migraciju, proliferaciju, pr egi vl j enj e, ' ul enj e
invaziju; a s druge strane, sama aktivnost i sposobnost adhezije integrinske molekule

j e modul i rana unutarstanilnim signali ma, t
proteina za citoplazmatske repove integrina (engl. inside out signalling ) (Danen,

2013.; C. Kim i ostali, 2011.; RaabWestphal i ostali, 2017.).

Ekspresija integrina j e Stangce ituimorda mMgenjaja a VI s
ek spresiju integrina tako da obilno gube int ¢
bazal nu membranu i pomagu im da osta@u u mir
i Giancotti, 2004.) . Takose r epertoar i razina ekspresije
nor mal ni h i tumorskih stanica, gto i h |ini

lijekove (Desgrosellier i Cheresh, 2010.; Huang i Rofstad, 2018.; Pickup i ostali,
2014.).
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1.Uloga integrina u osjetljivosti stanica tumora na protutumorske

lijekove

Prije gotovo 30 godina je postalo jasno da je adhezija tumorskih stanica na ECM

vagan modul ator osjetljivosti tumora na tera
kako bi se objasnili temeljni mehanizmi ovog fenomena i izvedene su dvije

paradigme: otpornost tumora na r adi ot erapiju posredovana
(engl. cell adhesion-mediated radioresistance , CAM-RR) i otpornost na kemoterapiju
posredovana st ani | n ocelhadiesidn-enediated aneméresistante,

CAM-DR) (Dickreuter i Cordes, 2017.).

Pokazano je ca je CAMMDR opl eni ti f enomen kod vige t
ukljulujuli tumore dojke, plula, prostate,
hemat ol ogki h z (Aoudjizid/uwoii, B01D)o | e st i

Uk | j ulad mtegsina u CAM-DR je pokazanau stanicama karcinoma dojke MDA -

MB-231, kao i u stanicamamelanoma MDA-MB-435 gdieve zi vanj e pomol u
U2a1 inhibira apoptozu induciranuaktyaiel i t aks
signalnog puta PIBK i Akt ii nhi bi ci j e cimlkdma b dAowdjit j Huori,

2001.).

Takoler je i s tvisegrma @ odgovoru kumaaana terapiju. Tako je
pokazano da &tivacija integrina Uv & 3 i U v a S5stanica glieblagtoman za
vitronektin gtiti od djelovanja topotekana

proteina, Bcl-2 i Bcl-XL (engl. B-cell lymphoma -extra large ) (Uhm i ostali, 1999.).

Ut i gav gakjienmt egrina Uva3d u po v aaseosethiuost gd i o ma

temozol omi d signalnim putem Kkoj.i u, gkkoonal ni

o n e mo g pdprayale DNA mehanizmom homologne rekombinacije (Christmann i

ostali, 2016.). U stanicama tumora dojke MCF-7 pokazanojeda povel ana eksop

Uv a S@manjuje osjetljivost stanica na apoptozu induciranu paklitakselom zbog

aktivacije puta ERK 1/2 MAPK (Menendez i ostali, 2005.). |l stragivalka gru

je i1 zralen OV aj dojtde nowke k srpaade sppkazianltaegr i n

stani cama kar ci noma gnimk haj] @splainu |lu ouggoredbias ot por
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roditeljskim stanicama HEp2 ( A mb r iR@tov ilostali, 2004.) . Potencijal ove de
novo ekspresje i nt e g r i rla statloaia3osigura otpornost na cisplatinu, ali

istovremeno i na mitomicin C i doksorubicin, j e pot vr Len mehanizso;m odvi |

povelane kol il i ne, kojkuklanjameg regitivunib kigikovin rvrata
induciranih lijekovima o sigurava otpornost ( Br oz ov i | i .odtialii,hse2 da
mehani zam ot pornost. na protutumorske | ijekoc

za tumorsku stanicu jer je de novo ekspresijai nt egri na Uva3 u stanic
pl ol aspiotgel a | ezi ka | ovj ek a Cal 27, koj e pr

osigurala otpornost na cisplatinu, mitomicin C, doksorubicin i 5 -fluorouracil putem

gubitka pSrc (Y418). Ovaj mehani zam bi i pak
vrata jer je inhibi ci ja pSrc (Y418) i mal a 1 st.i ul i nak
lijekove u dodatne dvije, od analizirane tri, st ani | ne | iovd gkgpinet u mor a
(Stojanovil .i ostali, 2016.)

Takol er iU3sudjelugug mbdulaciji osjetljivosti tumora na terapiju. Tako je

na stanicama tumor a doj &dbezijd mavigmini a5 ppterk a z a n o
integrinaU3 a1 i U6a4 4dCDi5eputena sizpoane isignalizacije kroz Akt,

ERK 1/2 i kinazu fokalne adhezije (engl. focal adhesion kinase, FAK) uzrokuje

otpornost na trastuzumab i lapatinib (Yang i ostali, 2010.). Uk | j ul enost4 i nt eg
u odgovor tumora na terapiju je pokazana na stanicama kr oni | ne l i mf oc
leukemije B-stanica, gdje je aktivacija U 4 apkidonijela otpornosti na fludarabin

preko Bcl-XL (Fuente i ostali, 2002.) .

S otkrilenf eRNAnciinteer( RNAI ) , al i i pojavom spg
okidanje signala integrina, npr. cilengitda k o j i sprjelava prijenos
Uv a3 i(Fir®voatali, 1998), pol el a se i str aditvajtaivamg gunl
gena za integrinske podjedinice ili inhibicijom signala preko integrina povel a
osjetljivost stanica tumora na protutumorske lijekove (Eke i Cordes, 2015)Ta ko L er ,

kako integrini sudjeluju u procesima migracije i invazije moglo bi se istovre meno

smanijiti i metastaziranje (Ganguly i ostali, 2013.).
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1.3. Ekspresija integrina  u melanomu: integrinske

podjedinice U3, U4 i Uv

Repertoar eksprimiranih I ninedagocita n primarog r az | i
melanoma, kao i i z megdtimarn og i metastatskog melanoma (Huang i Rofstad,

2018.; Kuphal i ostali, 2005.). Mel anoci ti eksprimiraju al,
integrinom s e dr ge zZa b a z a |-integrinskea podjedinide, kao i Uv
heterodimer U v &Zambruno i ostali, 1993.).

Integrini a 1, Koj i | i ne najvel ugusvarit lpetenodimere 8 12e gr i n a
r az | i |padjedinita (Hynes, 2002.), p o v e | sa eksprimirani u vertikalnoj fazi

rasta melanoma i njihova ekspresija je povezana s razvojem metastaza i slabijim

pregi vl jenj eNkkora odtali, 2004)t.a | stragi vanje wuzor ak
pacijenata povezalo je ekspresiju integr i n a al u pri marnom m
metastaziranjem u | i mf ne  |(Hreken o wvstali, 1995.). I ntegrin al p
ekstravazaci]j i stanica mel anoma (KaiogestaiB16F 10
2012.) i p | (liul i sostali, 2017.). Aktivacija integrina a1 j e potaknul a
odgovor mi ga snani ce mel anoma | owjagghd t A3 05 imep at
preko aktivacije TGF-a (Ritsma i ostali, 2017.). T a k o L eur pokjusena ciljanja
integrina al otkriven f enomeswithng efiedt)agi vanj a
pojava da se utjecajem na ekspresijuliakt i vnost jednog integrine
ekspresiju ili aktivnost dr ugi h i ntegrkiinna, slguloaj e v inma d o
nedgeljenih wulinaka.intedfisaiane, j @ naktokaeohbja pov
organoida stanica karcinoma doj ke | ov j-MBk2a3 1 MDAk a o i POV
tumorigenost [ Ssposobnost met a sntvae,iputeann j a st

kompenzatornog povel anj &areakisgstalie26li3).e i ntegr i n;

Podjedinica integrina U3 tvori (HyndséMabagdi mer
2012.). St ani ce primarnog mel anoma eksprimiraju
razliku od stanica metastatskog melanoma koje visoko eksprimiraju ovaj integrin .

Stanice melanoma | ovjeka Me665/2 s povigeno

UvoD 12



migracijsku i invazijsku sposobnost in vitto, koj a se moge iinhibirat

protutijelima usmjer e fMelchiopirostaliil95)i. nt egri na U3

Podjedinica integrina U4 tvor. heterodi mer
integrin U437 eksprimiran wugl avnomnootanest ani ¢
ekspri miraj u(Kdder iiostadliel®91i; Rinon i Wehrle-Haller, 2011.).

Njegova ekspresijat ak ol er nije zabi | jadij@minkao ni u madegi
vertikal noj fazi razvoja mel anoma, melLut i m,
uzorcima metastaza u l i mfnim | vorovima pac:i
melanoma (Kramer i ostali, 1991.; Marshall i ostali, 1998.). Povigena eksp
integrina U4, kaoUvi jUs3 tiakol erstzaabiclajmeag ermeal an o ma
A375SM, u odnosu na manje metastatski i manje invazivnu rodit
linijju A375 (Gehlsen i ostali, 1992.).1 nt egrin U4a1 igra vagnu ul ¢
stanica mel Blé6Flma mi mane | vorove i kostli pr ek
invivona mo d e [(Rebhomii gstli, 2010.).

Podjedinica integrina Uv moge tvoriti het er «
a 8(Raab-Westphal i ostali, 2017.). | nt egr i ni  Uiskd ékspiimirddivuda 8 s u
stani |l nim | ini (Manshall i nogali,al@98.mMarshall i Hart, 1996.) .

| munohi stokemijske analize su pokazale da |
primarnom mel anomu i met astazama mozba, me L

i stim wuzorci ma bojeneen aprWagetsedeo i ostali, 2013.).

Ekspresija ukupnih integrina Uv  znajéemowiogena u met ast azama
mo z g u u odnosu na pri marni me ihtegrina mJ v g tuo up
probijanju krvno movdedaanng eb aerkisjperrees,i j @ Ppo t a
migraciju stanica melanoma A375 in vitro (Vogetseder i ostali, 2013.; Wu i ostali,

2017.). | nt egr i n niskoaeksprimkano u iepitejnien stanicama, pokazuje

visoku ekspresiju u stanicama melanoma u vertikalnoj fazi rasta i metastatskog

melanoma (Van Belle i ostali, 1999)tei ma vagnu ul ogu u poticanj
migraciji stanica kroz endotel, a njegova ekspresija je povezana s razvojem metastaza
(Bakewel | [ ostali, 2003. ; K¢stersinteaginost al i

Ul as sudjeluje u razvoj ua staniconke@mnoma gkoje si v n o
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eksprimiraju transmembranski glikoprotein neuropilin 1 (NRP -1) (Ruffini i ostali,

2013.)i povel ano |umetastazgamaui modgu (dogetseder i ostali, 2013.)

1.4. Modulacija osjetljivosti melanoma na protutumorske
lijekove djelovanjem na integrine

Linjenica da su i nt e g rju adgovona kstanica |[tuenara nau mo d
protutumor ske | i jekove pruga mogul nost da
osjet!l jivi|j i(Dckreuter i Cordee POAHh)] Do sada je objavljeno samo
nekoliko radova koji s u istragil. potenci

melanoma na protutumorske lijekove djelovanjem na integrine ( Tablica 2).

Pokazanojedasea kt i vi ranjem integrina Uv ivaetmal kri
otrov zmije disintegrin kontortrostatin, k ao
monoklonskim protutijelom TS2/16, moge povel at Btanicasnjelromg i v o st

| o v j M2k raa citozin arabinozid (araC) in vivo (Schwartz i ostali, 2008.) . Ista grupa
znanstvenika je pentavalentnim fibronektin om (FN-COMP) koj i vege i akt
U5 aplo v e losjetljimost stanica melanoma M21 i VMM18 na cisplatinu in vivo
(Andarawewa i ostali, 2015.). Ta k o,lvimkulin-a k t i vi r aj ul ivinguinpt i d (
activating peptide ) je aktiviranjem integr i na unut ar sdsjetljivost e pov

stanica melanomal o v | e kiavivM BalaraC (Nelson i ostali, 2012.).

Obrnuto, aktivacija integrina manganom ili vezanjem na kolagen uzrokuje smanjenu
osjetljivost stanica mel anoma | ovpguta &WAT MV 3 n
(Piva i ostali, 2017.). Tako L er j e u stanicama -MBelB5a n o ma
pokazano da vezanje integrina a 1 Z a | 1a inhibmai apoptozu induciranu
paklitakselom i vinkristinom putem a ktivacije puta PI3-kinaza/ Akt (Aoudjit, Vuori

2001).

Inhibicijiom pak pri j enosa signala preko integrina p
inhibitora integrina Uv a3 i Uvas5, pov sthricamelajomanoisgBadt | j i v o
na temozolomid invivo ( Tent or i [ ostaldi 2008). Slilno t

ekspresijeintegrina Uv 83 uz ma k tektim-naglikepmotein tipm C (engl. C-type
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lectin-like proteins, snaclecs) , i
| eMEL-2& m@a ciSphatinu aktivacijom apoptotskih signalnih

me |

put eva
inducing factor , AlIF) i aktivacijom ERK 1/2, p38, Akt i NF-é B

2018).

Tablica 2.

anoma

povel

Shemat ski
protutumorske lijekove djelovanjem na integrine.

pentavalentni fibronektin.

anjem

z o |

prikaz

iran i

ekspresije

rezul tata

Y4 otrova

f a

k tapoptasis

(Hammouda

i st riamelanormannp a
AraC, citozin arabinozid; FN-COMP,

Smijer - Stanice -
. Ciljani i Posljedica na
modulacije i o Djelatna tvar melanoma oo Referenca
i i integrini ; osjetljivost
integrina | ovj ek
o Povel ar )
g . _ |Kontortrostatin i o ) (Schwartz i
Uv, Ub ¢ M21 osjetljivosti na )
TS2/16 o ostali, 2008.)
araCin vivo
Povel an ]
L ) o ) (Andarawewa i
us5al, FN-COMP M21 i VMM18 | osjetljivosti na )
) S ostali, 2015.)
cisplatinu in vivo
© Vinkulin Povel ar ] ]
= R ) _ o ) (Nelson i ostali,
&) al aktivir M21 osjetljivosti na
@© ) 2012))
= peptid araC
]
= — —
<C svi integrini i -
N Smanjenje o )
kolagen- Mangan ili - : (Piva i ostali,
) MV3 osjetljivosti na
vezuj U kolagen ; ; 2017.)
) o cisplatinu
integrini
Smanjenje o _
. o - ; (Aoudijit i Vuori,
ual Laminin 1 MDA-MB-435S| osjetljivosti na
: 2001.)
paklitaksel
Povel ar N )
. ) - o ) (Tentori i o stali,
Uv Cilengitid B16 ( m| osjetljivosti na
@© i 2008.)
S temozolomid
2 Povel ar )
< .. ) ) - (Hammouda i
£ Uva3i Makroviceptin SK-MEL-28 osjetljivosti na )
) - ostali, 2018.)
cisplatinu in vivo
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Integrini istovremeno moduliraju veliki broj signalnih puteva , pa tako sudjeluju i u

modulaciji osjetljivosti melanoma na ciljanu terapiju inhibitorima BRAF-kinaze.

Tako su Fedorenko i ostali (2015.) objasnili mehanizam otpornosti PTEN -null BRAF

V600E stanica melanoma na vemurafenib. Naime, pokazano je da otporne stanice
povigeno eksmekinmzaako) €égbse zat i nmtegrimome st an
uUsali me s e aktivira &imagenAK tni k @juit patt ielme e
antiapoptotske molekule Mcl-1 (engl. induced myeloid leukemia cell differentiation

protein ). Uloga integrina u osjetljivosti melanoma na inhibitor BRAF-a pokazana je i

u radu Hirata i ostali (2015.) gdje fibroblasti povezani s melanomom na poticaj

inhibitora BRAF-a PLX4720 remodeliraju ECM in vivo kako bi u stanicama

melanoma aktivirali signalni put i nt e g fFAKaSrca bsigurali reaktivaciju ERK.

Il nhi bitorom fosforilacije FAK PF562271 se u
ksenograftima melanoma porijeklom iz pacijenata. Proteomska analiza stanica

melanoma | ov | &M-4 i A375 te od njih dobivenih stanica otpornih na
vemurafenib, dobivenih kontinuiranim izlaganjem ve murafenibu, pokazala je
povelanje ekspresi juw otpommno gtanicamap, r poselmo mrah

ukl julenih u adhekapudgtombsgr aait{@aplitschke i Uv i \
ostali, 2015.).

1.5. Adhezija stanica

Stanice ostvaruju adheziuseCM-om putem vige razli|masuh r ece
proteoglikani, kao CD44 k oj i mo g e vezat. kol agene, h i
osteopontin (Senbanjo i Chellaiah, 2017.)} i sindekani (Afratis i ostali, 2017.). U

adheziji stanicat ak olLer mogu sudj el ovat.i i gli koprot e

za kolagen i trombospondin-2 (Enciu i ostali, 2018.); te obitelj kinaznih receptora s
domenom diskoidin (engl. discoidin domain receptors ) koj i se v@giu za Kk
ostali, 2013.). MeLut i m, domi nantna klasa receptora

imaju glavnu ulogu u adheziji stanica za ECM (van Dijk i ostali, 2013.).
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151.1 zvanstani | ni matri ks

l zvanstani | ni matri ks (ECM) je kompleksna m
razlilitjklbjcdomenapecifilno organizirana ovVi
se nalazi. Komponente ECMasu melusobnestypavajamné tako me
potporu tkivu. ECM je takolLer izvor faktora
dinamilna struktrura koja regulira prolifer
difierencijaciju i apoptozu. Glavne komponente ECM-a su kolageni, proteoglikani,

laminini, elastin, fibronektin i drugi glikoproteini (Yue, 2014.).

1.5.2. Adhezija posredovana integrinima

Adhezija posredovana integrinima ima vagnu ul oc¢
pregivlijenju normalnih stanica.malposebicctiak ol er

tumorima (van Dijk i ostali, 2013.).

Svaka stanicaza adhezijuna raspolaganju, u pravilu,i ma vi ge heterodi mer ¢
koji sev e qgar az kjial i t i p elganbeaPikaj3ugit o o mo akivhciw a

r a z Ihipltéva prijenosa signala. Upravo to stanici omo g u | lrgi edgovor na
promjenu uvjeta u okoligu. Lak i unutar | ed
formirat.i morfologki, mo | e k jsKe stkukturei (Gether n a mi | k i
Yamada, 2011; Hynes, 2002).

Razlikujemo nekoliko vrsta adhezijskih struktura. KI asi | n& e FIAl ijree nekol
kvadratnih mikrometara , s mj egt ena | e na klakanaéstimulirana akt i ns
aktiviRaglAu Nascentne adhezije i fokal ni kK om
strukture k 0j e se nal aze wugl avno neading edyep stamiteam di j e
lamelipodijima, sadr ge f osf or i |lina a maogu se bplteivdeti up BAK s i

Nascent ne adhezije rastom se pretvaraju u n ¢
nastanak induciran aktivno gl ul.Radr el a adhezijska struk
fibrilarne adhezije koj e s e nal are sadsrrgeedi
fosforilirani paksil in (Slika 4). Podosomi i invadopodi j i, karakteri:

tipove stanica, su prstenaste adhezije stvorene oko aktinske niti ili tanki membranski

uvoD 17



izdanci povezani s a s r «&atakgnn@bje struktuceraymjelgk s o m a k
u degradaciji proteina ECM-a (Geiger i Yamada, 2011.) Nedavno su otkrivene

retikularne adhezije koje imaju ulogu u diobi stanice, an e s aalinm mtieaktin (Lock

i ostali, 2018.).

Slika 4. Vrste adhezija u stanicama. Kl asi | n eadlezj& @&A),fibrilarne adhezije (FB) i

fokal ni kompl eksi (FX) u f englrhonah fareskin fibrablagisr, eifffFu EX j a | o v j
se nal aze na s a degdgferiivankpaksilinpPax); FB se nastavljaju na FA koje su, za

razlkuod FB,pozi ti vne na pPax. GdigeréYamada(2011li) ur eleno i z

Fokal ne adhezije ( FA) s u specijalizirane v
stanici koje se stvaraju oko citoplazmatskog repa integrina nakon vezivanja integrina

za ECM. FA su dinamil ke prirode i sastoje se
omogul uju vezanje stanice za ECM, al i u i S
mehani | ke s i gn aBugidge, 20dDh; Zaidel+Bar € astali, 2007.). Prvi put

se u literaturi spominju u radu Abercrombie i ostali (1971.)u kojem su u stanicama
fibroblasta srca pilila el ekt stroktueknazzanemi kr os
plakovi kojes adr g e uilanmknig) Rretpodtavljeno je da ove strukture stvaraju

adehez i | e, danas poznate kao FA, a uzdugni fi
aktinska vlakna. Hotchin i Hall su1995.go di ne, i stragujuli u fib
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proteine odgovorne za prijenos integrinskih signala, koristili drugi naziv za FA -

kompleks adhezije integrina (engl. integrin adhesion complex, | AC) . Budul i
integrini glavni proteini koj i ma stanica stvara FA, taj s e
literaturi umjesto FA (Geiger i Yamada, 2011.)

Paksilin je protein koji se koristi kao marker FA. To je skeletni protein u FA oko kojeg

se, nakon fosforilacije na specifilnim tiro
signal ni proteini ukl jul eni u razlilite pro
proteine ECM-a, paksilin se fosforilira na Y31, Y118, S188 i S190, aktivirajui i tako
razli|ite S | mekoa protegna: hamblega @roteina 42 koji kontrolira

stani| nu d icellbdivisiof eantgol protein 42 homolog , Cdc42), Ras

povezanog C3 supstrata 1 botulina (englRas-related C3 botulinum toxin substrate 1 ,

Racl) iGTPaze | | an &ASAomolbga {eegl. RAS homolog gene family
member A, RhoA GTPaze), dovodel.i faktore I zmj en
guanine nucleotide exchange factors, GEF), proteine koji aktiviraju GTP-aze (engl.
GTPaseactivating protein , GAPs) i proteine koji su u interakciji s receptorima

spregnutim s G-proteinima (engl. G-protein -coupled receptor (GPCR)- kinase-

interacting proteins 1 ,GITYUFA( L - pCe0d o m® | ostalii, 2017.)

1.6. Adhesom integrina

S istragivanj-auwedengesitpagamaadheésdnCkoji je naziv za ukupne
proteine koji | i negllaACni | parkmt eiunii nu kelgjru lndg n i
jedini t e s e t o nagl agava intkganai (§laneinep e m naz
Varjosalo, 2017.). Naziv adhesomjeprviputz abi | j egen u | i tladaat ur i
su Whittaker i ostali ( 2006.) opisal i ukupni zbr o] gena i pr o
adheziju mor skog j eginca. Proteini adhesom
dinami|l nog procesa adhezije sastavljaju i r

struktura koje se razlikuju u sastavu (Rossier i ostali, 2012.). Vrste integrina u
adhezijama mogu s e mi j enj ati o kapkvezana,clh e zi j e
nedovoljno objagnjeno, s razlilitim funkci j

model u fibrobl ast a p r luman cforgskin fibrablagt ¢ KEF) ( e n g |
UvOoD 19



pokazano da integrin Uva3 ostaje chnegnsileo vri]j
regrutira tipilne proteine FA, kao gto su
U5al1 nakon pol et no-gm regatird @rzin a izlazi izEF® Mutem

aktinskih vlakana (Pankov i ostali, 2000.; Zamir i ostali, 2000.) .

Osim integrina, u IAC-u se nalaze skéetni i signalni proteini ( Slika 5). Skeletni
proteini u stanilnim adhezijama pripadaju
proteina: proteini ma kojiveg u  aikadaptarnim proteinima. Pr ot ei ni Koji ve:
reguliraju njegovu organizaciju, a samo neki od njih su direktno povezani s

integr i ni ma kaoi @t of islua miem,z -aktiaih. Adaptornpproteikitse n | U
vegwpre®teinima knpjinvegui mikma ketako stvarajue L us o b |
kompl eksnu mr @éigeriyamada,e201d.pSignalni proteini u adhesomu

ukl j ul uj userin/treoronzprotein -kinaze i fosfataze, Rho GTPaze i njihove

regulatore (GAP i GEF).
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Slika 5. Interakcije unutar kompleksa adhezije integrina (IAC). Proteini unutar IAC -a se

mogu podijeliti po funkcijama na: membranske receptore (tamno zeleni pravokutnici), adaptorske
proteine (1| jubi |peotind kojipse @evgouk urtani @k t)i, n (| j u b ikihazes t i kru
(crveni romb) i fosfataze (plavi dijamanti), serinft r eoni n kinaze (crveni i zdug
fosfataze (pl avi i Zpd wg enineg d Ntaeg ramk wtsit p mbk)® uig) GABEF §
i zdugsmaerdk ua i ) . Pr e u z e Gaigerii Yathagla (20L1e)n o i z
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1.6.1.1 stragi vanj mtegardah e s o ma

Sastav adhesoma se pokugao sustavno definir
dobivenih mikroskopijom, analizom proteinskih interakcija i funkcionalnom

genomikom (Winograd-Katz i ostali, 2014.; Zaidel-Bar i ostali, 2007.; Zaidel-Bar i

Geiger, 2010.). Na temelju tih radova, opisan je sastav ahesoma od 232 proteina i

njihova povezanost s bolestima. Proteine adhesoma podijejeni su na strukturne
proteine uk |l j ul ene u f unscaffold),koj s k efliazi (| &knglp.ovezuju
aktinskim citoskeletom (pr ot ei ni k oijadapterski pnoteird) ki proteine za

prijenos signala posredovanih adhezijom (kinaze, fosfataze i regulatori G proteina)

(Winograd -Katz i ostali, 2014.).

Detaljna sustavna analiza sastava adhesoma integrinamasenom spektrometrijom je

dugo bila nemsguémo pzhog problema neulinko\
di nami | nog, nestabil nog kompleksa koji, za r
Korigtene su razl il izdvagjanjenldC-a id stanicakuasospegzijio s u

nakon inkubacije s kuglicama koje sadr g e l i gand iznwmanje et egr i n

adherentnih stanica wuzgajanih na fibronekt i |
bez wumregi va&hoa gprootjed n@moj a g nprikapano uuTablicia3s t a v k u
(Horton, Humphries, Stutchbury, i ostali, 2016.; Huang i ostali, 2014.; Humphries i

ostali, 2009.; Kuo i ostali, 2011.; Lock i ostali, 2018.; Ng i ostali, 2014.; Robertson i

ostali, 2015.; Schiller i ostali, 2011., 2013.; Yue i ostali, 2014.)

Humphries i ostali (2009.) su objavili prvi rad koji je analizirao sastav IAC -a
metodom masene spektrometrije. Stanice eritroleukemije K562 u suspenziji su
inkubirane s paramagentnim kuglicama na koje su prethodno vezani ligandi VCAM-1
ili FN kako bi se stanc e vezal e na kuglice dJagputdm ul i vo
integrina U4 3illU5 a1 Nakon kritilnog koraka umregiva
DTBP-om (dimethil 3,3' -ditiobispropionimidat), kako bi se stabilizira o IAC, stanice
s u razorene nei onskim deterdgent i maje i sor

identificirano 620 proteina (Byron i ostali, 2011.).
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Kuo i ostali (2011.)su kor i stil i met odu bez uanicae gi val

prepucija | ovjse kzgajand b Fibroknoegjket i nom obl ogeni m F
zdjelicama. Stani ce su lostatke stanice ispraiimpapomo ni | n i

vodet e nakon wukl anjanja fi br on élprotutijela,utakoakt i na

izoliranom [IAC masenom spektrometrijom identificirali 905 proteina . Istim

protokolom Huang i ostali (2014.) su analizirali sastav IAC-ame z enhi ms ki h mat i

stanical o v j MSK-8A6 i identificirali 335 proteina .

Dodatan napredak izdvajanja IAC-a je postignut u radu Schiller i ostali (2011.), gdje

] e korigtena mo d izdvajanja rlACraap omet o d akim gdda c a
Humphries i ostald@ ( 2 0-0iQoliranj iz adi@erentndn Istamica d a s u
mi gj i h fibroblast a nas ad €a uzgoj stamica Plelt o § ¢ reer e
fibronektinom , nakon umredgavanj a -p(itobi® @ ukcanimigilo mol u L
propionat) i DPDPB-a (1,4Bis[3-2-pi ri di |l di ti o) propionamido]
identificirano je oko 2000 proteina. Ista grupa je ovom metodom analizirala IAC

stanica fibroblasta bubrega mi ¢gkao j i eksprimiraju iskIljulivo
Usail, Uvas3 i Uvas5 kako bi istragili razlike
(Schiller i ostali, 2013.). Ng i ostali (2014.) sui stragi | i ut j ecaj nol

depolimerizira mikrotubule, na sastav IAC-agdj e su p i ®00pmwmteina pd 50
uzorku. IAC su izolirali iz stanica pr epuci j aHFH wadjglicakn@ao b | ogeni m
fiboronektinom nakon umregavanja dr ugonmmistoomme®dpm,yv al e m,
objavljenom zasebno 2015. godine(Jones i ostali 2015.), Robertson i ostali (2015.) su

analizirali adhesom, kao i fosfoadhesom stani caaHomohianoma |
ostali (2015.) adhesomst ani c a eanMBF. Zanamljivoijegda se sastav IAGa

stani ca HFF nakon f ainhibiokom!| PAK- &213256676 mijec i | e
promijenio (Horton, Humphries, Stutchbury, i ostali, 2016.) .

Prema nagem saznanj u, postoje samo dva obj a:
stanica uzgajanih na neobllétogadhans Pt gti g reivd an
| ov | ek auHKdjanCja idientificirano samo 48 proteina. Tako mali broj proteina je

dobiven vjerojatno zbog toga gto u p@®ueusi ma

i ostali, 2014.). Dr u g i t akav Apr jeobadjeni nedavacna stanicama
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o0st eos ar lklkard20S lgdjevig identificirano 214 proteina (Lock i ostali, 2018.).

Svi spomenuti radovik o j i

S u

i st r ag g suprikazanaudThbics 3 m

Tablica 3. Pregl ed i sastaval\C vagautjesoma) masenim spektrometrom
Pristup )
) : o Umreg¢ - Broj
Stanice Vrsta stanica izdvaja ) Ligand Uvjeti Kontrola ) Referenca
) i val proteina
nju
] B FN 620 o
Eritroleukemija . . (Humphries i
K562 ) Kuglice DTBP - Bez liganda )
|l ovj ek ostali, 2009.)
VCAM-1 418
Fibroblasti ) (Horton i
MEF o 2D DTBP FN - Transferin 1,461 .
embrij a ostali, 2015.)
Melanom . (Robertson i
A375 ) 2D DTBP FN - Transferin 1,174 )
|l ovj ek ostali, 2015.)
Fibroblasti ) o ) )
. Nokodaz Poli-D-lizin; 850 - (Ng i ostali,
HFF prepucija 2D DTBP FN
. ol DMSO 1000 2014.)
|l ovj ek
) ) ) Poli-L-lizin | o
Fibroblasti DSP, Blebistat (Schiller i
MKF1 2D FN , bez 2118 _
bubrega DPDPB in o ostali, 2011.)
blebistatina
Fibroblasti DSP, o (Schiller i
MKF2 2D FN - Poli-L-lizin 3180 )
bubrega DPDPB ostali, 2013.)
Fibroblasti ) ) )
B Blebistat Bez (Kuo i ostali,
HFF prepucija 2D - FN ) o 905
. in blebistatina 2011.)
|l ovj ek
Mezenhimske . .
) Si (GEF ) (Huang i
MSC-3A6 | mat i | ne 2D - FN Bez si 335 .
) H1) ostali, 2014.)
|l ovj ek
Keratinociti Nokodaz Bez (Yue i ostali,
HaCaT . 2D - - 48
| ovj ek ol nokodazola 2014.)
(Horton,
Fibroblasti AZ13256 Transferin; Humphries,
HFF ) 2D DTBP FN 898 .
|l ovj ek 675 DMSO Stutchbury, i
ostali, 2016.)
Osteosarkom Citohala (Lock i ostali,
U20S ) 2D DTBP - i DMSO 214
|l ovj ek zin 2018.)
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Ovisno o vrsti stanica, ponulenom | i gand-ai iategrin snA naa
p o v r gtanicd, kao i uvjetima izdvajanja IAC-a, vidljive su velike razlike u broju
proteina i sastavu objavljenih adhesoma analiziranih masenom spektrometrijom.
Kako bi se znanje iz ovih ogromnih i potencijalno korisnih skupova podataka moglo
bolje iskoristiti, Humphries i ostali su 2015. sustavno analizirali odabrane objavljene
adhesomeiz 7 r azlraddvana h5 r az ]| istanica (AB75, HFFs K562,

ranj e

fibroblasti bubrega mi ga ,MKMEF) nasalenih na fibronekt:i

obradom definirali meta i konsenzusni adhesom (Byron i ostali, 2011.; Horton i
ostali, 2015.; Ng i ostali, 2014.; Robertson i ostali, 2015.; Schiller i ostali, 2011.,

2013.). U meta adhesan s u u k!l j ul eni S Vi protei stu pr ona
podat aka, S uvjetom da je bio barem dva put e
kontrolu i odabran@? 4 In2a | pirno tjeei na . jéskdronpolgvieal e n 0 |
proteina meta adhesoma identificirana u samo jednom setu, a samo 10 proteina je
obogal eno u s v.iOhe vslikedazlike vierejatrm wvise o razini ekspresije

proteina u stanicama, vrsti stanice, izvedbi pokusa ili nedostatku u metodi masene
spektrometrije. Ipak, konsenzusni adhesom je definiran i sastoji se od 60 proteina

koji se pojavljuju u barem 5 setovapodat aka (i skljulen&®i su sa
predstavlija srg adhezijske magi neosi]LEl. Ovi

PINCH kindlin, FAK i paksilin, talin i vinkulin i U-aktinin i ziksini VASP (fosfoprotein
stimuliran vazodilatatorom, engl. vasodilator -stimulated phosphoprotein ) te

ukl juluju neke dokempganertza bk b4l eé kpélemraors u Rs u

Vagno | e rmmalgdlas 8 Rinapaasenzes-adhesoma povezaa s razvojem

tumora (Horton i ostali, 2015.; Horton, Humphries, James, i ostali, 2016.) .

Ukratko I e biti komseususaahesomapkojiottor il reit asic LK
PINCHT kindlin, FAK i paksilin, talinivi nkul i n-aktinini ziksidi VASP,
identificiraninh prema Horto n i ostali (2015., 2016.) s kratkim osvrtom na njihovu

ulogu u tumorima.

Kompleks kinaze povezans integrinima (ILK) -PINCH-parvin (IPP kompleks) je dio
FA i pokazano je da se direktno vege s

integrine s aktinskim citoskeletom. Osim toga, ILK djeluje kao serin / treonin kinaza i
UvOoD 25
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izravno aktivira nekoliko si gnalnih puteva nizvodno od integrina (Ghatak i ostali,

2013. ; Wickstr°m 1iPlINLCtHaljie 2dad@t. gr ni prote
eksprimranuvige ti pova tumora kao gto su tumor.i P
koji se kaegei tzial ku podj edi rpioteiu phdsghatdsa 1 az e 1
catal ytic PRRIpWinhibita nignu akti vnost, gto dovodi

fosforilacije Akt 1 i p ® atperhoatinstanicaME F  n a  z(Eke | ostalij 2610.).

PI NCH takoler gtiti stanice f prbteina SERK k 0 ma

inhibirajuli transkripciju Bim (Ghenpostaki avaj u

2008.). Kindlini su proteini FA koji se direkk no vegu za <citopl azma
integrinske podjedinice i sudjeluju u aktivaciji integrina (Rognoni i ostali, 2016.).
Ektopilna eksp3esi paaki aaima n me-F1® n metaaomani ga B
| ovjeka M10 koji n e -3 azkoku rsmanjenjeamigracij&k zbagd | i n
povel ane ek 4 pRhefsiisjarjenj® meatastaziranja in vivo (Feng i ostali,

2017.).

FAK | e citoplazmat ska nerecept or akwcijut i r ozi

receptora faktora rasta il:/ i nt egTaiiostali, u r azl
2015.). Mi kr oskopi jom gi vi h, obiljegeni h stanice
nascentnim FA, dok se paksilin pojavljuje kasnije (Hu i ostali, 2015.). Fosforilacija je
osnovni nal i n-aaskin davjaglavnp autofesfollacijsko mjesto tirozin
397 (Y397) (Grigera et al ., 2005) . Fosforil

proteina KanenuSHsadr gkl kinazb 8¢ (8dhdller, 2001). Aktivacija
FAK-anakon vezanjazai nBEGMrdasiaguarlava pregi vl jenj
izlaganja inhibitoru BRAF-ain vivo (Frame i Serrels, 2015.; Hirata i ostali, 2015.). Uz

funkciju kinaze, postojei st ragi vanja koja su zabiljegila

i nvazivnost. i akti vnost i(Tamastali, 2005).FPaksiinpni ca t
sidrigte u FA za ki naf6GAP i drage tadaptire | peoteimee prot
(Schaller, 2001.). Paksilin i FAK i maju eklojtilpruu pwived a
proliferacije i invazije stanica SK-MEL-28-N koje eksprimiraju gangliozid GD3

(Hamamura i ostali, 2008.) . Smanjena ekspresija paksilina nakon izlaganja stanica
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mel anoma fRIOW& i BT ® k si k u ma rja za protumatastatskigutjeaaj
invivo (VelascoVel 8zquez i .ostali, 2008.)

Talin je jog jedna komponenta FA, vel i ki ad
citoplazmatski rep integrina. Metodom magnetne pincete, ukupne refleksijske
fluorescencije i mikroskopije atomskih sila pokazanoj e da mehani | ko r a
tainamoge aktivirati vinkulin, odnosn¢elRioevest.:
i ostali, 2009.) . Njegova uloga je pokazana u poticanju invazije i metastairanja preko

proteina Srci Aktu st ani cama t umor ¢gakamoto sdstalif 2010).o0v | e k a
Buduili da vinkulin prenosi sil (BaymidDeMah | i na o
2017.), njegova smanjena ekspresija je povezana s metastatskim potencijalom stanica

mel anoma mi ga Bdlbl as tsa aenmicrai($adarny bstalk 19929 3 Y |

Uaktinini su cit osdktmh ¢ (ACTN4)p osimtseukturnie,uloga, U
takoler pr e(isus Kao,2018)n alPe k az an oakijnie-4da@ojvel Bno
eksprimiran u melanomu (Hood i ostali, 2010.) i da je potreban za ameboidno

invazivno kretanje stanica melanoma WM1158 (Shao i ostali, 2014.). Ziksin je
fosfoprotein wukl jul en (Hana ogjad 2002.)a c i Y tui gcai vtaonsjk
proteina Wilmsovog tumora (WT1) je smanijilo ekspresi j u zi ksina i p o
proliferaciju stanica melanoma (Wagner i ostali, 2008.) . Protein VASP sudjeluje u
organizaciji aktinskog <cit os {eodeostai 2010.y.ekt no
Pokazano je da je rast melanomain vivo u VASP-knockout mi g smanjen, a

melanomi imaju manje stanice i manje su prokrvljeni (Y. M. Kim i ostali, 2011.).
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1.7.Sagetak i <ciljevi rada

Mel anom, naj opasni ji oblik tumora koge, j e
zdravstva (Mayer i ostali, 2014.). Usprkos napretku u terapiji metastatskog

mel anoma i postojanju <ciljanih +{aeMBKra | a ka:
i munot er api jhakombinagijskis ttevapija itei relativno dobrom odgovoru
pacijenata na terapiju, do povratka bol esti
ukupno pregivljenje pacijenata nije vige od d
mogul nost i, terapija klasilnim protutumor ski
za |lijelenje metastatskog mel anoma, ali i da
odgovaraju na ciljanu terapiju (Mackiewicz i Mackiewicz, 2018.). Stoga postoji hitna

potreba za identifikacijom novih ciljnih molekula i kombiniranih pristupa.

Integrini su adhezivni transmembranski proteini preko kojih se aktivho prenose

signal i pregivljenja, proliferacije, di ferencij
ekspresiju integrina tako da obilno gube int
bazal nu membranu i pomagu im da osta@uw u mir
i Giancotti, 2004.) . Sdruge straneodr gavaj u il prekomjerno ek
koj i poti |l u njihovo pregi vl j ekop envazijemi gr aci j

metastaziranja (Desgrosellier i Cheresh, 2010.). Integrini , nakon vezanja na proteine
izvanstanil noli dmajtr i Esgnal e stvaranjem vVvigge
proteina s unutragnje strane stanil|lne membr
kompleks adhezije integrina, koja i ma vagnu ul ogu u osjetl]
protutumorske lijekove, migraciji i invaziji stanica tumora (Dickreuter i Cordes,

2017.).

Cilj j e ovog rada wutvrditi mo g ed pddjedinisae  ut i ¢
integrina W)(G3x,anl4&ei ImMmel@Gnoma | ovjeka ulini:
tri protutumorska lijeka (cisplatinu, paklitaksel ili vinkristin) i istovremeno smanijiti

pokretljivost , tj. migracijsku i invazivnu sposobnost stanica. Osim toga, cilj nam je

i st r sagtav kampleksa adhezije (adhesom) odabranog integrina k o j i povelav

osjetljivost stanica mel anoma Uelvwjsmdnjaie na pr
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pokretljivost . Rezultati ovog rada trebali bi doprinijeti razumijevanju signalnih
puteva integrina u melanomu kao i razvoju kombiniranih terapija za njegovo

i jelenje
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. MATERIJALI
211.St anice mel anoma | ovjeka

U radu s u korigtene ko meain ¢ injeallnioni ¢ @s tmeplnaen
kupljene od tvrtke ATCC (American Type Culture Collection, SAD) koje rastu

prilvrgiene z aVMBpd58 (AFQCUHTE IREDYRPMI-7951 (ATCC HTB

66), MeWo (ATCC HTB-6 5) i st a nAB15 N(ATCCl CRk1619n dobivena
iubazndrgdc.MajeT.Tomi | il (Department of Toxicolo
Center Mainz, Mai nz, Nj emal ka) .

2.1.2. Osnovne kemikalije

Osnovne kemikalije navedene su uTablici 4.

Tablica 4. Osnovne kemi kalije korigtene u radu.
Kemikalija Katalogki|Proizvol al

aceton 650501 Sigma-Aldrich , SAD

akrilamid A8887 Sigma-Aldrich , SAD

Amido -crnilo (engl. amido black) Kemika, Hrvatska

APS (amonijev persulfat) 13375 Serva, Nj emal Kk
beta-merkaptoetanol 63690 Fluka, Nj emal k a
bisakrilamid M7279 Serva, Nj emal Kk
bromfenol no plavilo (engl. bromophenol blue) 15375 Serva, Nj emal Kk
BSA (albumin seruma goveda (engl.bovine serum | 80762 Carl Roth, Nje€
albumine))

DMEM  (Dulbeccova modifikacija Eaglove | D5796 Sigma-Aldrich , SAD

hranjive podloge (engl. Dulbecco's modified
Eagle's medium))

DMSO (dimetilsulfoksid) za otapanje inhibitora D2650 Sigma-Aldrich , SAD

DMSO (dimetilsulfoksid) za smrzavanje stanica D8418 Sigma-Aldrich , SAD

DMSO (dimetilsulfoksid) za otapanje kristala | P120601 GramMol, Hrvatska
formazana u testu MTT

DTBP ( di nditiobbispropiBnjmsdéat) 20665 Thermo Fisher Scientific,

SAD

DTT (ditiotreitol) D0632 Sigma-Aldrich , SAD

EDTA (disodium etilendiamin tetraoctena | 1136808 GramMol, Hrvatska

kiselina, kompleksal IIl)

etanol P112001 GramMol, Hrvatska
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FACSFI owE 342003 BD Biosciences, SAD

fiksir 5285937 Kodak, SAD

glicerol 0711901 Kemika, Hrvatska

HEPES H3375 Sigma-Aldrich , SAD
IsoFlow Sheat Fluid 8546859 Beckman Coulter, SAD
kemiluminiscentni reagens za western blot | NEL104001EA Perkin Elmer, SAD
(Western lightning plus -ECL)

kristal | j wiystdlvioletty o ( eng

LipofectamineE Reagent 18324-012 Invitrogen, SAD

medij za uklapanje stakalaca (Dako fluorescent| S3023 Dako, SAD

mounting medium) za filtere iz pokusa migracije i

invazije _

medij za uklapanje stakalaca Fluoromount-GE 7 00-4959-52 Thermo Fischer Scientific,
pokuse imunofluorescencije SAD

metanol P140501 GramMol, Hrvatska

mlijeko u prahu, nemasno F145.1 Car | Rot h, Nj €
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol -2-yl)- 2,5- | M2128 Sigma-Aldrich , SAD
difeniltetrazolijev bromid))

NacCl P148590 GramMol, Hrvatska

natrijev deokiskolat (engl. sodium deoxycholate) D6750 Sigma-Aldrich , SAD
Opti-MEM (engl. minimum essential media ) 11058021 Gibco, SAD

penicilin 10 000 u/mL /streptomicin 10 000 | 15140122 Gibco, SAD

Og/ mL

PI (propidij jodid) P4170 Sigma-Aldrich , SAD

pufer RIPA (engl. radioimmunoprecipitation | 89901 Thermo Fisher Scientific,
assay buffer) SAD

puromicin P7255 Sigma-Aldrich , SAD
razvij al G138i AGFA, Belgija

RNA i MAX LipofectamineE|l 13778 Invitrogen, SAD

SDS (natrij-dodecil sulfat) L5750 Sigma-Aldrich , SAD

serum fetusa goveda (englfetal calf serum, FCS) | F7524 Sigma-Aldrich , SAD
TEMED (N,N,N,N -tetrametiletilendiamin) T22500 Sigma-Aldrich , SAD

tripsin -EDTA T4049 Sigma-Aldrich , SAD

tris baza T1503 Sigma-Aldrich , SAD

tris HCl, tris-k | o r o v kigklind n a 1.08219 Merck Mi I 1 i por e,
triton X 7 100 X100 Sigma-Aldrich , SAD
tweeni 20 P139 Sigma-Aldrich , SAD
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2.1.3. Otopine i njihova priprema

Osnovne otopine, nal i ni njihove pri
Tablici 5.
Tablica 5. Ot opi ne, njihova priprema i temperatur a
Ime otopine Priprema Luvanj e
5%-tno mlijegkou TBST [5% ml i jeko u 11 TBS s]-
senetompri j e korigtenja
akrilamid/bisakrilamid 29,2 g akrilamida i 0,8 g bisakrilamida otapa se | 4 A C
30% u 100 mL diH .0
ABB, annexin-v e z u j 100 mM HEPES, pH 7,4, 1,4 M NaCl, 25 mM| 4 A C
pufer (engl. annexin | CaCkb;
binding buffer ) 101
ARS (engl. adhesion | 125 mM TrisHCI, pH 6,81% SDS (w/V) 150 mM | -
recovery solution) DTT, otopina se priprema netom prije pokusa
BSA 3%,5% 1%, 3% ili 5%tni BSA u PBS -20AC
CaCl otopina 25 mM 4AC
DMEM -FCS (engl.fetal | DMEM s 10%-tnim serumom fetusa goveda s| 4 A C
calf serum) 50u/ mL peni ci | $treap;omicinab
DMEM -BSA 1%tni BSA u DMEM
DMEM -HEPES 25 mM 4AC
DTBP otopina 6 mM u 25 mM DMEM -HEPES, otopljen | -
netom prije pokusa
EDTA otopina 0,5M, pH 8 4 AC
HEPES 1M, pH 7,4 4AC
hranjiva podloga za|950 1L -B®EM+ 50 OL DM|-
zamrzavanje stanica se netom prije korigdgte
NaCl 4 M 4AC
otopina APS 10%, 500 mg APS otapa se u 5 mL diHO 20AC
otopina boje amido | 0,1% amidoblack, 10% octene kiseline, 7,5% sobna
crno MetOH temperatura
MTT otopina (12,1 mM, | 5 mg MTT-a se otapa u 1 mL fosfatnog pufera| 4 A C
1071) (PBS), filtrira kroz f
boci
otopina za odbojavanje | 40% MetOH, 7% octene kiseline sobna
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boje amido crno temperatura
paraformaldehid (2 ili | 20gili 40gpar af or mal dehi da|-20AC
4%), PFA otapa se u 1000 mL PBSa
PBS, fosfatni pufer | Otopina I: 27 mM KCI, 1,4 mM KH,Po,, 1374 AC
(engl. phosphate buffer | mM NaCl, 4,3 mM Na;HP0,. Otopina Il
saline) pH7,1-7,2 Smij egat.i 3 X2 D | MgCL:Ix6H 0.
Aut okl avirati zasebno
Otopine |1 100 mL otopine II. pH 7.2.
PBSg, f osf g27mMKCI, 1,5 mM KH,Po4, 137 mM NaCl, 8| 4 AC
bez C&*i Mg+ mM NazHPO4
Pl, propidij jodid Matilna otopina koncen4AC
PBS-PI Pl1O0g/ mL u PBS, priprdg-
korigtenja
pufer za gel za| 1,88 M Tris baza, pH 8,8 4AC
razdvajanje 41
pufer za elektroforezu 24 g Tris baza, 114 g glicina, 10 g SDS,pH 8,3 | 4 AC
pufer za gel za sabijanje| 1,25 M Tris baza, pH 6,8 4AC
4x
pufer za nanog| 125 mM Tris-HCI (pH 6,8), 25% (w/v) glicerol, | -2 0 AC
uzoraka za SDSPAGE, | 10% (w/v) SDS, 0.01% (w/v) bromofenolno
51 plavilo, 20% (v/v) 2 -merkaptoetanol
pufer za uklanjanje | 100 mM otopina glicina pH 2,8 4 AC
vezanih protutijela za
membranu (engl.
stripping pufer )
pufer za prijenos | 50 mL SDS Tris-HCI pH 8,3, 350 mL diH,0 i | 4 AC
proteina 100 mL MetOH za 500 mL
pufer za pripremu lizata | RIPA (89901, Thermo Fischer Scientific, SAD)
stanica s dodatkom 11 inhibitora fosfataza i proteaza iz
Hal t Protease I nhibit )
EDTA, priprema se neto
puromicin 10 mg/mL u diH 20 -20AC
di hidrokI ori

otopina
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modificirana RIPA, 51 250 mM Tris -HCI (pH7.6), 750 mM NaCl, 25 | 4 AC

mM dinatrij EDTA (pH8), 12,5% (w/v) SDS,

5% Triton X-100, 5% natrij deoksikolat
TBS 14 250 mL 1 M TrisHCI (pH 7,5), 150 mL 5 M |4 AC

Nacl, diH,0 do 500 mL
TBST 1 T B3%% Tween 4AC
Tris-HCI pH7.6 1M, pH76 4AC
Tris-HCI, pH6,8 125 mM, pH 6,8 4AC
Tris-HCI, pH8 1M, pHS8 4 AC
Triton X -100 0,1% Sobna

temperatura

*otopine spremljene u diH ;0 (deioniziranaH,0), osi m ako nije drugalije naved
214.Mal e interferirajulie RNA korigten
transfekcije
Popis malih i nt e rerglesmallrirdeffeniigiRNA ;s i RINRNA) kori gt
radu naveden je u Tablici 6. Si RNA u Iliofilizaranom obl i ku

otopliene u diHO do koncentracije mati | ne ot opi ne (
razrjelivaX] emi pr dmHj ene su radne otopine o
otopine | uerde su pri

Tablica 6.Kori gtene si RHA mol ekul

Specifilnos|{Katal ogki Identi fikacijska oznaka

Nespeci fil 4390844 SilencerE Select Negati ve

U3 4390821 S7543

Uv 4390826 S7568

a3 4390818 S7580

as 4392422 S7591
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2.1.5. Plazmid SUPER.puro. UV za izdvajanje stabilnih transfektanata

Za izdvajanje stabilno transficiranih klonova stanica s konstitutivno smanjenom
ekspresijom imitetgen npe Upl &omiddbived WddEmompur o. U
shRNA (engl. short hairpin RNA ),k oj a | e s p eiotégfinskl podjedinieu Uv

(slijed 5" GAAUAUCGGUUGGAUUAUATT 3"), u pSUPER.puro VEGPBS-0007/0008

(Addgene, SAD) ko i sadr ¢gi gen za otpornost na pur
jeiz sljeda sikRNA speci filne zaj e nkagipjgkusnaplolazne | a
transfekcije.
2.1.6. Protutumorski lijekovi i i nhibitori
Protutumor ski lijekovi, i nhi bi t ori Kkor i graedeli uTabliov.om r adu
Tablica 7. Protutumorski lijekovi i inhibitori korigteni u radu.
. Kat al o ¢ Koncentracija
Ime Proi zvola ) )
broj mati | ne ot
. ] Sigma-Aldrich, .
Cisplatina P4394 0,5 mg/mL, u vodi
SAD
Protutumorski . Sigma-Aldrich,
. Paklitaksel T7191 6 mg/mL
lijek SAD
o Sigma-Aldrich ,
Vinkristin V8879 0,1 mg/mL
SAD
o PF-573228 Sigma-Aldrich ,
Inhibitor Pz0117 100 mM
(PF-228) SAD
*matilna otopina prsipmeank  emiaj @@ dOMSEPal oj e navedeno
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2.1.7. Kompleti kemikalija i standardi

U Tablici 8 i Tablici 9 popi sani su kompl et kemi kal i j a
duljinakad®d®NA|l i veliline proteina.
Tablica 8. Kompl et i kemi kalija korigtenih u radu.
Primjena Naziv Sastojci Proizvo K a_t alo
broj
Za mierenie ABCA r eagen| Thermo
J J.. BCA Protein | ABCA r e ag e n| Fischer
koncentracije . L - 23227
roteina: BCA test Assay Kit Aalbuminski standard, | Scientific,
P ' 2 mg/mL SAD
Thermo
. . Halt Protease | Ai nhi bi tori]|_
:;nﬁ’éfrem“ zatd | | ibitor Cocktail | (1001 ) g';g:f;lc 78430
Kit Kotopina EDTA, 0,5 M SAD
Tablica 9. Standa rdi za elektroforezu proteina korigteni u radu.
Upotreba Standard Proizvolal
Standard za odreliyv . D
Za SDS -PAGE proteina mase proteina Pageruler Prestained ;Ze[;mo Fisher Scientific,
Protein Ladder , 26616.
2.1.8. Protutijela i spoj evi kori gteni u met od

citometrije, western blot a i fluorescencijske mikroskopije

Za odrelivanje ekspresije proteina met odom
western blot ili za vizualizaciju proteina metodom fluorescencijske mikroskopije
kori gt ena s navegdenautTablici 1pD.e |l a

Tablica 10. Protutijela i spojevi korigteni westenebiob dama pr c
i fluorescencijske mikroskopije.
Metoda Speci filnos Proizvede Katal ogki Proizvolal Ra_zrje
no u nje
— integrin va3 mi g CBL544 Merck Millipore , | 4109
o « Nj emal k &
+ ;g integrin mi g MAB1961 Abcam, UK 1:100
[@ =1 PRI n T T
Q podjedinica integrina oo Merck Millipore ,
- . 4072 1:1
s E Ov mi g 07286 SAD 00
© integrin U3a1 mi g Mab1992 Chemicon, USA 1:1
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podjedinica integrina

Merck Millipore ,

04 mi ¢ MAB16983 Nj emal k a 1:100
podjedinica integrina al mi ¢ AB1965 Abcam, UK 1:100
nema: izotipska migji
' P fragmenti M5284 Sigma-Aldrich , SAD 1:50
kontrola 1gG 1
19G1
mbglpt T muno e 554001 BD Biosciences SAD |  1:50
obilj egem
fosfatidil serin: aneksin N 501 u
obi | jFEGem - 556420 BD Biosciences, SAD ABB
stanice s
integritetom . . 500¢
membrane: propidi| P4170 Sigma-Aldrich , SAD L u ABB
jodid (PI)
Bcl-XI zec ab2568 Abcam, UK 1:500
Antigen ranog
endosoma (engl.Early . . )
Endosome Antigen 1. zec 2411 Cell Signalling, SAD 1:1000
EEA1
Kinaza fokalne adhezije
(engl. focal adhesion zec ab40794 Abcam, UK 1:1000
¥ kinase, FAK)
5 pFAK (Y397) zec ab81298 Abcam, UK 1:1000
= Laktat dehidrogenaza Santa Cruz )
5 (LDH) zec sc33781 Biotechnology, USA | 1400
¢ Liprin a1 mi SC-514575 Santa Cruz 1:500
= P g Biotechnology, USA '
mi gimunoglobulini,
obiljegen p{ ova NA931 GE Healthcare, SAD | ) 500
iz hrena
zel ji i muno .
S . Thermo Fischer 1:10.00
obi I_J egen p| koza 31466 Scientific, SAD 0
iz hrena
pPAX (Y113) zec ab32084 Abcam, UK 1:100
. ] ] Merck Millipore ,
U-tubulin mi g CBO06 1:500
o % SAD
*
£ Z e limunoglobulini _
o S _ _ ) A-21206 Thermo Fisher
® o obi | jAlexa-€luor magarac S 1:1000
oW Scientific, SAD
=g 488
o x
S aktin: faloidin o b i | j _ _
- P5282 Sigma-Aldrich , SAD 1:200
FITC-om
*Razrjptepjavl jen*faRauz rFBeSlge nj a ptnompntijekwd TB8Tua u 59
*** RazrjelLenja ps% pravljena u BSA
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219.Ur el aj i

Urelaj.i korigteni TablicrlAadu navedeni su u
Tablica 11 Urelaji korigteni u radu.

Urelaj Proizvolal
analitil kaSvaga AB514 Mettler T oledo Classic
brojal stanica Coulter Count g Beckman Coulter, SAD

centrifuga za mikroeprevute (do 14000 I ) g

Eppendor f, Nj emal

centrifuga za stanice (do 125681 ) abofuge 400

Heraeus, Njemal ka

fluorescentni mikroskop Olympus BX51TF

Olympus, Japan

fri g80dheQr

Skadi MORIS Technology, Latvija

fri geoAc

Bosch, Njemal ka

frigideri 4AC

Gorenje, Slovenija

inkubator za uzgoj stanica HeraCell 150

Heraeus, Njemal ka

izvor napajanja za elektroforezu proteina i transfer PowerPac
Basic

BioRad, SAD

kabinet za rad u sterilnim uvjetima

Klimaoprema, Hrvatska

kadica za elektroforezu i transfer proteina

BioRad, SAD

konfokalni mikroskop LeicaTSC SP2

Lasertechni k GmbH,

kupelj JB Nova

Grant Instruments, UK

magnetskamij e gal i c a

Tehnica, Slovenija

maseni spektrometar Orbitrap Elite

Thermo Fischer Scientific, SAD

PCR ur e L@P)S 200/40B

Phar maci a Biotech

pH metar PH3 Sension+

Hach, SAD

protolni citometar FACSCal i by BDBiosciences SAD

skener ScanMaker 5900 Microtek, Kina

spektrofotometar BioSpec-nano UV-VIS Shimadzu, Japan

spektrofotometar StatFax 2100 Awareness TechnologylNC, SAD
spremni k za tekuli dugi k 35VH Taylor-Wharton, SAD

svjetlosni mikroskop Zei ss, Nj emal ka
termoblok Thermomixer compact Eppendor f, Nj emal
tresilica za plolice Vibr omi X Tehtnica, Slovenija

urelaj za razbi j an jUltrasenic ®modess@a | ColeParmer, SAD

urelaj za ultrali®Qtu milliqg \ MerckMilipore, Nj emal ka
urelaj za vi zual iTamiumijator TE¥20Md v Vilber, Nj e ma | k a

ur el aj za Vvizualizaciiju kem .

CL1000 IBright , SAD

urelaj z a vemiumiaidcentnay signalaiUvikec Cambridge, UK
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vaga

Tehtnica, Slovenija

vakuumska pumpa

vorteks EV 102

Tehtnica, Slovenija

zibalica Vibromix 314 EVT

Tehtnica, Slovenija

2.1.10. Laboratorijski pribor

Laboratorijski pri bor ukrabticil®.t en u r adu
Tablica 12. Popis | aboratorijskog pribora korigtenog
Laboratorijski pribor Proizvolal

ampule za smrzavanje stanica Nunc

aparatura za izlijevanje gela i za vertikalnu elektroforezu BioRad, SAD

proteina Mini -P R O T E A Reffa Cell Systems

automatska pipeta

Integra Biosciences, SAD

bolice za wuz2§ioli7ts5stanica, T Falcon, SAD
| age, staklene razlilitih zapKimble, SAD
epruvete, plastilne 15 mL Falcon, SAD
Erl enmeyer staklene tikvice r VWR,SAD

filmovi za razvijanje kemiluminiscentnog signala za WB
Amersham Hyperfilm

GE Healthcare, SAD

filtar papir za prijenos proteina u western blot BioRad, SAD
gradijentni poliakrilamidni gel za SDS -PAGE 4-15%, 4561084 | BioRad, SAD
komorice za invaziju BioCoat Growth Factor Reduced

Falcon, SAD

Matrigel E Invasion Chamber

komorice za migraciju Permeable Support for 24 Well Plate
with 8.0 T m TrMemzanear ent PET

Falcon, SADFalcon, SAD, SAD

membrana za prijenos proteina, nitrocelulozna, Amersham

GE Healthcare, USAcare

Protran 0,2 Om

mi kroepruvete, plastilne za H

mi kroepruvete, plastil|lne od 1Falcon, SAD
mi kroepruvete, ptaspiodine| nd d

102201

Greiner, Austrija

mikropipete

Eppendor f, Nj emal |

nastavci za mikropipete, razne zapremnine

Brand, Njemal ka

nastavci za mikropipete s filtrom, razne zapremnine

Thermo Fischer Scientific, SAD

Petrijeve zdjelice za uzgojkulture stanica promjera 10 cm

Falcon, SAD

pingvini za led

Sarstedt, Nje ma | ISigmaiAldrich,

pi pete, plastil]ne razl|!|t|hSAD
pi pete, staklene, razliliti h |Bellco,SADiHirschmann, Nj e ma
plolice za uzgoj kul tur e st an Falcon, SADFalcon, SAD, SAD, SAD
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pokrovno staklo 0115020 Marienfeld GmbH, Nj emal k

predmetno staklo Super Frost Plus Menzel-Gl 2 ser , Nj e mal

skalpel u obliku zareza Swann-Morton, UK

TPP Techno Plastic Products AG,

s t r uzg stdnice W
§ <4 Gvicar ska

21.11.Ral unal ni progr ami
Ral unal ni progr ami k or i Tabli@ b3 u radu navedeni
Tablica 13. Ral unal ni progr ami
| | [ .
Svrha me rapuna nIna!|ca |l zdaval
programa
analiza fotografija Leica Microsvstems
snimljenih konfokalnim LasX 3.4.2.18368 . Y '
. Nj emal k a
mikroskopom
Proteome Software,
Scaffold 4 SAD
Laboratory of
Immunopathogenesis
and Bioinformatics,
Gene Functional Leidos Biomedical
Classification Tool 6.8 Research, SAD
i datak DAVID Bioinformatics ' (Laboratory of
analiza podataka Resources, NIAID/NIH Human
dobivenih masenom .
Kt i Retrovirology and
spextrometrijom Immunoinformatics,
2018.)
STRING Consortium
2018, EU (STRING
STRING 10.5 )
Consortium 2018,
2017.)
Spec/QProt 1.2.2 (Choi i ostali, 2015.)
inr:{g;ihejesglrg::aacﬁelstem ImageJ 1.45S National Institutes of
! ' 9 ' Health, SAD
blot
. . Microsoft Office Excel . .
svi pokusi Professional Plus 2010 14.0.07214.5000 Microsoft Office, SAD
fotolna cit FCS Express Flow 3 Denovosoftware,
P ' Cytometry Data Analysis SAD
statisti| ka | GraphPad Prism 5 S:g)hPad Software,
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2.2. METODE

Vel ina metoda mol ekul ar ne i teret avam dokioeskomi ol o g i
radusudet al jno opisane u prirul niku( AvMetrd cdevi U
Ristov i ostali, 2007.).

2.2.1. Kultura stanica

Stanice su uzgajane prema preporukama ATCC American Type Culture Collection ) u

t ekul ojvoj podl@idMEM-FCS u bolicama ili Petrijevi
stanica, u i nkubatoru pri St7aAC cse 5% @GO esalivane
odvajanjem od povrgine pomol,prtjepaiemgad xdaw®r
pot punost.i p 0 p pasudé ea kpj@ vastg iNmme t a | nal i n st ar
odrgavane u eksponencijalnoj fazi rast a. Ood
svjetlosnim mikroskopom. Nakon par minuta inkubacije u tripsin u pr i 37AC,

odvajanje od povrgine | ei zpwtsa awd|jeqowdalodmée rk
FCS. Dio stanilne suspenzije (od 1/6 do 1/ 1

posuduza odr gavanje stanilne kulture, dok je o:

Kako b i s e odr gal a z al idib astanisat ja prentaapotreba n i h p
Zzamr zavan u t elkusl AC) dugStkani(ce su Za Zzamr
centrifugiranjem tijekom 5 minuta pri 1100 I ,gesuspendirane 4 950
FCS i prebalene u ampule za smrzavanje. Na l
suspenziju stanica je dodano 50 OL DMSO (za¢

zamr zavanja) i stanice su zatitmkudebalugne& mua
tekuleg dugi ka (B8ORALCIr akake mikoim se o0si g
zamrzavanje. Ampule sa stanicama su sutradan
pri-196 AC gdje su |luvane do iduleg odmrzavanj a
Stanice su odmrzavane naglim uranjanjem ampu

nakon | ega su prebal em@S uu 7b-85lliiPetrgev@ zdplice D ME M
(promjer 10 cm) za uzgoj stanica. Sutradan je stanicama zamijenjena hranjiva

podloga kako bi se u potpunosti otklonio DMSO.
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222.0dr eli vanj e ekspresije povrginski
protolne citometrije

Stanicama u Petrijevim zdjelicama il./| bolic
hranjiva podloga, isprane su jedanput s PBS i zatim odvojene odpovr gi ne pomol

0,5 mM EDTA. Postupak odvajanja je zaustavljen dodatkom DMEM-FCS, a dobivenoj

suspenziji stanica je odrelLena koncentracija
Kod odrelivanja ekspresije i nt egje bimau met od«
svakom uzorku imati isti odabrani broj stanica (3 -51  9).0dabran broj stanica je
odvojen u epruvete od 15 mL i centrifugiran 5 minuta pri 1100 I , g talog je zatim

resuspediranul mLPB$r pr ebal en u mi kroepruvete za prot
ponovno centrifugiran 5 minuta pri 1100 1 kako bi se uklonili ostaci hranjive

podl oge i EDTA. Vakuum sisaljkom je sa stan
stanicama ost arpEPBEBQi, blniagngt 0500 e dodano protu
prema preporuci proiz vo Lal a i | btanicgessk w sptimatnom protutijelu

i nkubirane j edan sat na |l edu, nakon | ega
resuspendirane u 1 mL PBSg, d e,gtsupérfatangje r ane ¢
ponovno izvulen Makdasumtainsalj bemavl!l jene u ol
Postupak ispiranja ponovljen je dva puta te je zatim dodano sekundarno protutijelo
obiljegeno fluorescentnom bojom i i nkubi ranc
Stanice su zatim ispranedvap ut a s 1, kakb je pr&H®dno opisano i nakon

toga resuspendi rRinJeovom se2pbféu ndlazi ppEidy jodid kako bi

se u anali zi mogl e odvojiti mrtve stanice. /
je na protolnom citometru FALSEalllu bEES BXx pre
Flow Cytometry Data Analysis programa. Probrane su stanice za analizu koje su Pl

negativne i prema v el i | i niliranosti (grenmenpresjeku kanala FSC (engl.

forward scatter ) i SSC(engl. side scatter)). Rezultati se prikazuju kao histogrami

raspodjele intenziteta fluorescencije (FL-1) u populaciji stanica (broj).
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223.Uti gavanje gena Z a i ntegrinske p o
specifilnih malih interferirajulih RN/
Kako bi se wutigal a ekspr esidejstanicgitransfidrane i nt egr
predizajniranim (Ambi on, SAD) speci fsmdlni m ma
interfering RNA ,siRNA) uz pomoil komercijalno dostupnog

RNAIMAX (ThermoFisher Scientific, SAD). Stanice (31 %0 su nasalene u pl
uzgojstanicasa6 bunari | a u -BCS Bez antibiothdkakd bi sutradan pri
transfekciji popunj efi®%.t Yaovisgiamecdilja 60d
transfekcijske smjese (otopina A + otopina B) pripremljene prema uputama

pr oi z v oopisaheau Tablici 14. Konal ne k esiRNAesa bile &a0cnMj e
Stanice su dan nakon transfekcije rasalene
transfekcije provi er aval a se uspmpgnenjemtpgavgnpake
integrina met odom protol ne citometrije, stanic
protutumorskih lijekova, skupljeni proteini kompleksa adhezije integrina za analizu

masenom spektrometrijom ili je ukla njan serum iz hranjive podloge kao prvi korak u

mjerenju sposobnosti stanica da migriraju ili invadiraju.

Tablica 14. Sastav t r ansfekci jske smjese za utigavanje gena z
transfekcijom specifilnih si RNA.
onal na konc

siRNA | 50 nM
Otopina

10 OL si RNA

A ~

240 OLMEMpt i

3 oL Lipo
B RNAiMax

247 OLME®pt i
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2.2.4. Izdvajanje stabilno transficirani h klonova stanica RPMI -7951

sa smanjenom ekspresijom integrina Uyv
Klonovi stanica s konstitutivno smanjenom ekspresijom integrina U vdobiveni su
transfekcijom plazmidap SUPER. puro. Uv koj i sadr gi gen zé¢
(zaodabirus pj egno t rseamcatumoca) r aniuh koj eg je ugralen

shorthairpinRNA) speci filna za podjedinicu integrir

UtvrLlLivanje koncentracije puromicina za odab
Prije transfekcije, bilo je potrebno utvrditi optimalnu koncentraciju puromicina za

odabir transficiranih stwaamjcam diot ojteoksl i mj
dvostrukih razrjelenja pur onestaMTi.&Odabranapk om pe

naj manja koncentracija puromicina koja i1 ma p

Transfekcija pSUPER. puro.Uv s ugimtadirebvom s hRN
Za pokus transfekcije n a s a L' e h,d1 j 8efanica u Petrijevu zdjelicu za uzgoj
stanica promjera 10 cm u 10 mL DMEM-FCS bez antibiotika kako bi sutradan
popunjenost povrgine bila oko 80 %. Pripreml,|j
+ otopina B) prema Tablici 15 Na stanicama je ostavljeno 2 mL hranjive podloge,
dodana je transfekcijska smjesa ostavljena u kontaktu sa stanicama tijekom 3 sata i
30 mi nut a n arlanjva podl@yg zamijergena s DMEM-FCS bez antibiotika.
Zbog toksilnog djelovanja transfekcijske sm

prethodno odreleno pokusi ma.

Tablica 15. Sastav transfekcijske sm  jese za stabilnu transfekciju s pSUPER.puro. U v
Otopina Sastav
A 12,5 Og pSUPER.

Opti-MEM do 600 O
25 OL Lipofect g
575 OLME®pt i
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UtvrLivanje opti mal ne koncentracije Li pofe

transfekciju
Kako bi se utvrdila optimalna koncentracija Lipofectamine Reagent za transfekciju
pSUPER. puro. Uv s

ugralenom shRNAstang@ suci f i | n

transfi cir an e plammadom pEGKFPN1n@ldntean, SAD) S tri razl
koncentracije Lipofectamine Reagent a, a ulinkovitost tran
protol nom ci45dmeltdrtiajnoma je nassal24o0buwnagrliolla

1600 O L
(otopina A + otopina B) prema Tablici 16. N a

D MEQ&bez antibiotika. Sutradan su pripremljene transfekcijske smjese

stanicama je ostavljen

podloge, dodana je transfekcijska smjesa i ostavljena u kontaktu sa stanicama tijekom

5 sati nakon | ega je hr anj iFC&bepantiibtkag a z ami | e
Tablica 16. Sastav tra nsf ekci j skih smj esa zZ a utvrLlLivanje opti
Lipofectamine Reagent za stabilnu transfekciju.
Sastav
Otopina
Transfekcija 1 Transfekcija 2 Transfekcija 3
A 500 ng pEGFP 500 ng pEGFP 500 ng pEGFP
Opt-MEM do 25 Opt-MEM do 25 Opti-MEM do 25
1 OL Lipofe 2 OL Lipofe 3 OL Lipofe
B Reagent Reagent Reagent
25 OL-MEM t i 25 OL-MEMt i 25 OL-MEM t i
Odabir stabilno transficiranih klonova
Stanice su dan nakon transfekciep SUPER. pumsallene na deset

povrginu u

Svak

Og/ mL

stanicasuoh | j egene

200
0, 2

mikroskopom. Klonovi su, nakon g t o
bunaril a,

Klonovima k o i s u

i tj edan

OL wu
Og/ mL

Petrijeve
stani
puromici na.
fl
plolicu za uzgoj

pur omicina.

prebal eni u

prekril iu

cama | e

Nakon

omaster om

su popuni li

stani ca

Uspjegnost

zdj eAdSc es z0a, 2u zGygo/j mLs tpaunri
mi j enj &@XAs Okr anj i v

dv a

tjedna

prenesene

bunaril

pl ol,ikcounatg@olbmuamgaii |sat.:

ppol vor| giicniu sjmypnogerehal mar i |
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uspjegnost odtefavarjrggmneke m&kgrpirremseioflboen i

protol ne citometrije S pr ot skuippdedinmm Uws.peci f
Uspjegno transficirani kl onovi sa smanjenon
prvog presalivanja u bol i cio bizsa osigwatpaalihast ani c

stanica za daljnje pokuse. Dalje su uzgajani u DMEMFCS bez puromicina.

225.0drelivanje pregivljenja stanica te

Pregivljeempeseénaoi kal ori metrijskom metodom M
pl olice s 96 bubmopjuodll®2l u408&& iBlmouo stanilnoj
nakon nasalivanj a izl agane djelovanju pr o
Protutumor ski i1 j ekovi A I I nhibitori dods
i spitivanj e |j edn o gnbisagje) ukancentrdcfamad ili A0aputk o

velima od konalne ¢geljene koncentukleneraj e. N a
hranjiva podloga naglim okretanjem plolice
stani | evi nipothundstooddiranilastee k u | isvaa.k iU bunari i sa s
i u jedan bunaril bez nasaleniph4d®Gt@miTax (BT]
ot opi ne n@lljedilail egabacija pri 37AC tijekom t
uzgoj stanica. Tijekom inkubastigricegipomol
mitohondrijskih r edukt az d4,5-dimetltczolc-2-i) -2,5- u g ui
di feniltetrazolijev bromid (MTT) wu | jubil] ast
dodatkom 170 OL dimetilsulfoksida (DM®O) ti]j
EC-10 2. Nakon gto je pregledom plolice pod sv
su kristali potpuno ot opljeni, intenzitet obojenja (ap sorbancija) je mjeren

spektrofotometrijski pomol u spektrofotometr e
nm. Vijabilnost st ani ca | e proporcional na apsorbanc

formule:

/L0 & DR E Qe - <
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226. Tumal enj e ut yaeairkggranskin podjgdmica ili PF-

228 na dj el ovanj a cisplatine, pakl it
dvostruke ANOVA -e

Znal aj kombiniranog ul i nka ut i o aPF&28]j ia I Nt e
cisplatine, paklitaksela 1il/ vinkristina na
testom dvostruke ANOVA-e s Bonferroni post-testom uz program GraphPad Prism.
Korigtene su vrijednost:. apsor baugontangnezaol i t an
vrijednost slijepe probe. P-vrijednost manja od 0,05 (S ili R u tablicama rezultata) je
upulivala na meludj e| dokjawijpdaostdziiad P05 t u p& mawn a
na nedostatak me Ludj el melamj & r et mani ma ( NI u tabl i

Bonferroni post-t est om j e odr el eong smmg Leurd j:zédsmmanjanjeg gae n

osjetljivosti na | ijek (u tkkd i Ramakokznkbemse stati
razlika u pregi v 1 j e nj uanidatransfitiranihsnte speci fi |l nom si RNA |
specifilnom si RNA (il ii rmdagatiicv@28)] aHaajigterna h P |
dozom lijeka); 2. ipoael anjed ¢ sj ¢imlSjlukobkasnta o0 z r
s e st atzinsatlialj knia razli kai zmelpr egtahjenj utran
nespecifilnom ssipreNA fii | inmtme gri IRMNA [eii $tanicanegat i

izl ogesi2lB) PFpovelala s3. doszloumh aj i jkeakdaa) ; ni j e
me Ludj el &sammy tei, g aamtagrinske podjedinice (ili PF -228) je neovisno

o lijeku izazvalo smanj enoje kao eayadljni lagitennj e st :
ulinak na djelovanje |ijeka.

227.Ut vr Li vanj e apoptoze protol nom (
istovremenog bojenja aneksin V fluoresceinom I propidij jodidom

Supernatant stanica, i z | o gdgelovarju protumorskog lijeka tijekom 72 sata,

pomi jmganstanicama odvojenim od povrgine po

suspenzija je centrifugirana 5 minuta pri 1100 T g, a talog resuspendiran u 1mL

DMEM-F CS. Nakon ponovljenog centrifugiranja n

je resuspendiran u 1 mL PB$. Stanice su izbrojene i3-51 105 stanica po uzorku je

prebal eno u mikr oepr uv e porovnp eentffugicahod|mmuta ¢ i t 0 me

pri 1100 T . dralog je resuspendiran u 1 niL pufera ABB. Nakon ponovljenog
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centrifugiranja na i sti nalin kao i prethod

OL 4 razlilite lgapemnaTalidij7e ot opi na

Tablica 17. Shema bojanja wuzoraka stanica za wutvrlivanje
citometrije.

Uzorak Otopina
neobojan 1000L 1 ABB
A 250L AneKi€+97,50L | ABB
Pl 100L propidij [POadABE (Pl
A+ 250L AneK€+100L Pl GL BT,
ABB
Kao pozitivna kontrola apoptoze, stanice su

Nakon inkubacije uzoraka s otopinom boja tijekom 15 minuta u mraku, stanicama je
dodano 4@68BOL fatim su analizirane protolnin
urelaju je prvo odrelen postotak koRFbhbenzac.i

nakon | ega su st ani c e.-2aas@halPztiiFl-laza gignal FiT&Ga, k anal u

a rezultati Ssu obraleni pomoi u FCS Express
prikazani kao histogram presjeka FL2-F L 1 kanala na temelju | e
postotak ¢§i VvFITC), stanica Ui @roj apoptbzi (PI-FITC*) , nekrotiln

stanica (PI*FITC) i na kraju stanica u kasnoj apoptozi ili sekundarnoj nekrozi
(PI*FITCH).

228.Mj erenj e mi gracij e [ I nvazije st al
migraciju i invaziju

Sposobnost usmjerene migracije i invazije stanica prema kemoatraktantu (FCS) je

odrelena uz pomol komorica za migraciju (Per
8.0 T m Transparent PET Membrane, Fal con) [
Reduced Matrigel Il nvasion Chamber, -FCSlicon).

nakon 24 sata im je zamijenjena hranjiva podloga sa DMEM bez FCS s ciljem
izgladnjivanja stanica. Nakon 24 sata, st ani ce su odvoj ene050d pov
mM EDTA, stanice u suspenziji su isprane dva puta s DMEM-BSA bez FCS
(podrazumijeva resuspendiranje stanica i centrifugiranje tijekom 5 minuta pri 1100 1
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9) , i zbrojane i -BSAderlFES uekomoric®d Enigraciju ili invaziju
koje su uronjene u DMEM-FCS st avl j anj em wnaprliollai.c uKosmo24 c

migraciju i invaziju na svom dnu imaju membranu s rupamav e | i | i nagediBa Om,

je razlika melLu njima da komorice za invaz
dodat ni sl o] Koj i oponaga bazalnu | aminu (M
invaziju treba prije pokusa r ehbnildvasata.tJi u DN
komorice je Inalsthhinvamou6500 OL za-18bk&aée mi
stanica u istom volumenu za invazije. Kao
stani ca, uz svaku eksperimentalnu grwmpu, IS
bunaril plolicelisa 24 bounekgm 24dshte. eStarice su u
komoricama ostavljene da migriraju il/i I nv a

membrana komorice isprana dva puta po 5 minuta uranjanjem u 1 mL PBSh u
bunaril plobhimarida. 24tanice s gornje stra
migrirale/invadirale se uklanjgju krugnim peolmel ninmm ¢gtapil em
prethodno navl @ @Gwmce rpreostale M& 8onjoj strani membrane

komorice se zatim fiksiraju uranjanjem u 4% -tni PFA tijekom 15 minuta. Nakon dva

i spiranja u trajanju od 5 minuta uranjanjem

strane membrane komorice se bojaju uranjanjem u 1%tnu otopinu boje kristal

' jubil asto pri sobnoj temperaturi . Nakon 90
pagljivo isprana mlazom vodovodne vode, paz
na donj i di o membrane gdje su stani ta. Me mb

obliku zareza i ukloplijene u medij za uklapanje na predmetno stakalce tako da je

strana membrane na kojoj su stanice okrenuta prema gore i analizirane svjetlosnim

mi kr oskopom. Svaka membrana je snimana na
pritom rubove. St ani ce S u i zubpragramanlemamenql a ser al un a
prosjelni broj stanica koj e pemakontrajur i r al e i |1
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2.2.9. Analiza ekspresij e proteina metodama SDS -PAGE i western

blot

Promjene u ekspresiji gena ili fosforilaciji proteina anal i zi rane su denat
diskontinuiranom elektroforezom u poliakrilamidnom gelu (engl. sodium dodecyl

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDSPAGE) i metodom western blot.

Priprema uzoraka proteina za SDS -PAGE i western blot

Stanicéciu plaol6 bunari i a danglieproklojhd md ema pirnc
20cC i nakon dvostrukog ispiranja hladnim PBSn lizirane u hladnom puferu za

pripremu lizata stanica kroz5minuta. Li zati su pomolu urelaja
djelovanjem ultrazvuk a i z| ogeni djelovanju ultrazvul ni |
amplitude), nakon | ega su 609dt rgisfipargatamta n i 15
proteinima je odvojen u nove mikroepruvete.
koncentracija pBrCoA etiensat apoinmMaidenog prema up.l
Lizati su2DACadb ppbtrebe.

Priprema gelova za SDS -PAGE

Sastavi gela za sabijanje (gornji gel) i razdvajanje (donji gel) prikazani suu Tablici 18.
Svjege pripremljena smjesa za gel za sabija
gelova i natkrivena 96%-tnim et anol om kako bi se sprijelila
pri vrhu zbog doticaja sa zrakom. Nakon pola sata, etanol je uklonjen i na gel za
razdvajanje je dodana smjesa za gel za sabijanje u kojeg se prije polimerizacije uronio

|l egal j sa lOaniagswecadi Pkompriemuir ani gel ovi s
za razdvajanje u ovisnost. o] potrebi razl u

molekularnom masom.
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Tablica 18. Sastav poliakrilamidnog gela za sabijanje i gelov a zaraz dvajanje .

Gel za Gel dvaiani

Poletna sabijanje el za razdvajanje
koncentracija 5% 10% 12% 15%
sastojka

Volumen/mL
H-.O 4 4 3,3 2,3
30%-tni
akrilamid/ 3,3 3,3 4 5
bisakrilamid
pufer za gel 2,5* 2,5%* 2,5%* 2,5%*
10%-tni SDS 0,1 0,1 0,1 0,1
10%-tni APS 0,1 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,004 0,004 0,004 0,004

*pufer za gel za sabijanje,**pufer za gel za razdvajanje

SDS-PAGE

Proteini liziranih stanica razdvojeni su denaturirajul om di skon
elektroforezom u poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE). Prethodno pripremljeni gelovi

SuU umetnut i u aparaturu za elektroforezu te
i zati Ssu odmrznuti na | edu i volumen koji (o
puferom za n akadeggh sgmple huffelg SB) do 11. Zatim su uzorci
grijani 3 minute pri 96 AC, kratko centri fugi
je u jednu jagicu gela wuvijek naneseno 3 O
mase proteina. Elektroforeza je provedena pri konstantnom naponu od 100V i
zaustavljena prije nego boja bromofenolno plavilo (sastojak SB-a ) izalLe iz ge
nakon otprilike 2 sata. Gel i zvalen iz apa

proteina tijekom 5 minuta prije prijenosa razdvojenih proteina s gela na membranu.

Prijenos proteina na membranu

Proteini Ssu s gela preneseni na nitrocel ul
mokrim prijenosom u polju struje jakosti 400 mA tijekom 90 minuta. Ge | pol ogen
membranu je slogen u Asendvilfi izmelu po dv
bli ge negativno nabijenoj anodi u odnosu n
nabijenoj kat odi . Tako slogena konstaosukcij a
proteina. Kako bi se provjerila wuspjegnost
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otopinom boje amido crnot i j ekom 1 minute na zibalici, n
otopini za odbojavanje, wuzastopnim izmjenama
3 puta, al i po potrebi i vige) , [ snimljena po
isprana u TBST puferu tijekom 5 minuta i blokirana u 5% -tnom mlijeku u TBST-u sat

vremena na zibalici pri sobnoj temperaturi.

Imunodetekcija proteina

Blokirana membrana je inkubir a n a S odgovarajulim primar
razrij el etmmmlijaku 5™ST-upreko noli na 4AC, a sut
ispiranja po 5 minutau TBSTi nkubi rana odgovarajulim sekun
obiljegenim enzi mom per oldici griasabaoj tempg¢rakiom 2 s ;
Vezanj e sekundarnog protutijela vizuali zir a
reagensa prema upuema pr oi zvolLal a il lIbrighteill alpaganjentdv i t ec

membrane fotografskom filmu u tamnoj komori. Signali na skeniranim f ilmovima ili
fotografijama su analizirani i pomol u
denzitometrirani. | ako j e na me mbr ane nan
ekspresija fosforiliran og oblika proteina je procijenjena s obzirom na ekspresiju

ukupne forme ili signala amido crno.

Na i sto]j me mbr ani mogul e je napraviti i munooc
bi se uklonila vezana protutijela, membrana je inkubirana u puferu za uklanjanje

vezanih protutijela tijekom 40 minuta na zibalici pri sobnoj temperaturi, i nakon

kratkog ispiranja u TBST, blokirana u 10%-tnom mlijeku u TBSTTunakon | ega |
ponovno inkubirana s primarnim i zatim sekundarnim protutijelom po postupku

opisanom gore.
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2.2.10. Analiza fokalnih adhezija imunofluorescencijskom

mikroskopijom i mikr oskopijom refleksijskog interferencijskog

kontrasta

Za vizualizaciju fokalnih adhezija, fosforiliranog proteina paksilina (pPAX)
karakteristilnog za fokalne adhezije i stani
kombinacija imunofluorescencijske mikr oskopije i mikroskopije refleksijskog
interferencijskog kontrasta (engl. reflection interference contrast microscopy , RICM)

(Holt i ostali, 2008.; Weber, 2003.) .

Stanice su nasameneal hah @lreemh h©9 6 %) [ uv zr al
sterilizirano pokrovno -FCBakuadrciel upl500/0 c@L z@Rl
stanica s24 bunari i a. Odvojeno su bojane stanice

tubulina koje su fiksirane hladnim metanolom, a st anice za vizualizaciju pPAX i

aktinske mregt@imPFAksi rane 2%

Vizualizacija tubulina imunofluorescencijskom mikroskopijom i analiza fokalnih

adhezija mikroskopijom refleksijskog interferencijskog kontrasta

Nakon jednog dana rasta, stanice nastakald ma su | sprane dva put a
fiksirane hladnim metanolom (-2 0 AC) 10 mi nuta pri sobnoj t
ispiranja s PBS, stanice su blokirane s BSA3%, tijekom 30 minuta. Zatim su

inkubirane s primarnim protutijelom usmjerenim na tubulin  tijekom 60 minuta.

Nakon dva ispiranja s PBS, inkubirane su sa
specifilnosti tijekom 60 minuta u mraku. St
uklopljene u medij za uklapanje stakalaca s dodatkom DAPI Fluoromount-G boje (za

bojenje jezgre) i analizirane na konfokalnom mikroskopu LeicaTSC SP2 Snimljeno je

minimalno 10 stanica i prikazana je reprezentativna fotografija.

Vizualizacija aktina i pPAX imunofluorescencijom

Nakon jednog dana rasta, stanice na stakalcima su sprane dva puta u PBS, nakon

| ega su f-tnikh PFA tgekoen 12 Mbnuta Nakon dva ispiranja s PBSn i
permeabilizacije s 0,1% Triton X-100-PBS§g ti jekom 2 minut e, st a
isprane dva puta s PBS. Nakon blokiranja s BSA 3%, 30 minuta stanice su inkubirane
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s primarnim protutijelom na pPAX tijekom 60 minuta, isprane dva puta s PBS i zatim

inkubira ne sa sekundarnim protutijelom 60 minuta u mraku. Kako bi se obojao aktin,

stanice su dodatno inkubirane s otopinom flu
zavrgnog i spiranja u PBS, stanice su uklopl ]
dodatkom DAPI Fluoromount -G boje (za bojenj e | ezgr e) i anal i zi

konfokalnog mikroskopa Leica TSC SP2.

2.2.11. Analiza sastava kompleksa adhezije integrina  (adhesoma)

masenom spektrometrijom

Izdvajanje kompleksa adhezije integrina

Za izdvajanje kompleksa adhezije integrina (engl. integrin adhesion complexes, IAC)

kori gt ena dbjavlemaeutJondsai ostali (2015.). Stanice su nasa
Petrijeve zdjelice u broju od 11  4k@ko bi nakon tri dana, na dan izdvajanja IAC-a,

zdjelica bila 90% popunjena. IAC-i svake eksperimentalne skupine su skupljeni iz od

l et i ri do gest Petrijevih zdjelica. U svak
nasalen i sti br oj stanica u jednu Petrijevu
mogle izbrojati i prema tome prilagoditi broj P etrijevih zdjelica s ciljem analize - iz

istog broja stanica po eksperimentalnoj skupini. Za svaku je skupinu sakupljen i

s t a n izdt mpuferl RIPA prema opisu iz jedne dodatne Petrijeve zdjelice.

Stanice su dva puta isprane s 5 mL DMEMHEPES i zatimumr e gene s 5 mL 6
DTBP tijekom 15 minuta pri 37AC. Umregavanije
M TrisHCI pH 8, tijekom 2 minute pri sobnoj temperaturi. Nakon dva ispiranja

stanica hladnim PBS-om, stanice su lizirane dodatkom 5 mL modificiranog RIPA

pufera 11 kroz 2-3 minute pri sobnoj temperaturi. Ostatci stanica u Petrijevim
zdjelicama su i gkin alazom odowbdne Yode| diraktno iz slavine;

u horizontalnom i vertikalnom smjeru i zatim spiralno izvana prema unutra i iznutra

prema van. Petrijeve zdjelice su zatim ispra
ohl alen2 mA@.a UAasvake od ksperimentalnih skupina skupljen je u

400 OL ARS na nalin da je u prvu Petrijevu

nakon | ega su proteini sastrugani strugal em
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sa skupljenim proteinima je prenesen mikropipetomuidul u Petrijevu zdj e
zadnje kada je uzoraklAC-apr ebal en u mi kroepruvetu I | uv
200 OL ARS je zatim nanegeno na zadnje stru
ponovljen do prve, kada je skupljen u istu mikroepruvetu. Na u zorak IAC-a je, kako bi

se istalogil:i protei ni20A€Codian eadet ormpnud lal aledr

zatim spremlijenpri -8 0AC do anali ze.

UtvrLivanje optimal nog vr emeanizvajanepretgimyv anj a L

kompleksa adhezije integrina

Kako b i s e utvrdilo opti mal no -om,rpiijg iedveganjau mr e g a
proteina IAC-aza analizu spektrometrijom masa, uzor
u prethodnom poglavliu nak on razl il itih Vv, ri camedizivami u mr e ¢

metodama SDSPAGE i westem blot. Proteini u acetonu su centrifugirani pri 14 000

I ,gnakon | ega je pagljivo uklonjen supernat
di gestoru. Proteini su zatim otopljeni- u 40

PAGE i razdvojeni u komercijalnom gradijentnom poliakrila midnom gelu 4 - 15%

tnom (BioRad, SAD). N a t emel ju naj bol jeg omj er a €

nespecifilnih proteina za FA utvrlLeaomo je pog

Identifikacija proteina kompleksa adhezije integrina  spektr ometrijom masa

Proteinski sastav IAC-a je analiziran metodom masene spektrometrije u laboratoriju

prof. dr. sc. Martina J. Humphriesa u Manchesteru (Wellcome Trust Centre for Cell -
Matri x Research, Faculty of Life Scjegnences,
Kraljevstvo) na ur(8obes ji astaliD20b5.).t Postupak [Eiprente e
uzoraka opisan je detaljno u Prilogu 9.1

Analiza identificiranih proteina  kompleksa adhezije integrina (adhesoma)

Ukupan broj proteina IAC-a identificiran masene spektrometrije s minimalnim

brojem spektara 1j e pr i k az anp d mdfbgrama 8caffaldz Kako bismo

provijerili da su ukupni izolirani proteini zaista proteini IAC-a, kor i gten | e | i
dostupan DAVID (engl. The Database for Annotation, Visualization and Integrated

Discovery) Gene Functional Classification alat kojim su pr ot ei ni provul en
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GO_TERM_CC (engl. gene ontology, cellular component) direkt bazu (Huang i
ostali, 2009b., 2009a.; Laboratory of Human Retrovirology and Immunoinformatics,
2018.) kako bi se odredilo k 0 j i m bn fankcoogakim skupinama , odnosno

dijelovima stanice pripadaju identificirani proteini.

Kako bi se utvrdili proteini IAC-a |l i j a se kolilina promjenil
integrinske podj edi ni ce ficldami,s minknalpim brojemr ot ei ni
spektara 4 u barem jednom uzorku su analizirani u javno dostupnom programu
QSpec/QProt (Choi i ostali, 2015.). Programom su izralunate vr
pogodaka (engl. false discovery rate, FDR) i relativne promjene (engl. fold change)

na temel ju koji hajsreosotdrperlamjad me :znvarli j ednost.
manje od 0,05 (tj. negativni |l ogaritam FDR v
1,5puta(t.In(foldchange) vel. [ manji od 0, 405) .

|l nterakcije iadnmedsa( pr etdei bhani suiprikazane gaknb o m)
dostupnim programom STRING (Szklarczyk i ostali, 2017.).

2212.St ati stil ka obrada podataka

Svaki eksperiment je ponovljen barem tri puta. Zna| aj nost rezultata |
odgovarajulim stat i programkGraphPad ePsismo Na sfikamau z

rezultata oznakom =zvjezdica (A* i) j e naved

zvjezdica je opisan u Tablici 19. Uopisusvake sl i ke rezultata nave
statistil ki test i br oj ponavljanja pokusa.

Tablica 19. Znal aj broja zvjezdica na prikazima rezultata.
Oznaka | P-vrijednost manj a od

* 0,05

ok 0,01

ik 0,001

ok 0,0001
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3. REZULTATI

3.1. Ekspresija integrinau stanicamame |l anoma | ovj ek
Kako bismo istragili wutjecaj utilddialhpa eksry
stanicama melanoma na osjetljivost na protutumorske lijekove i pokretljivost

ekspresija integrinskih podjedinica Uv i U4 i heterodimera integrina Uv & Ay a5 i

U3al je analizirana u | etliorvij: RRNH&95L, IMeWo, | i ni |
A375 i MDA-MB-4 35 S. St a nMDARMB-4356he j godi nama kori gt
stanil|lna | inija tkaroirota dojke alinnedgwait podatciojagno

pokazuju da ove st ani c(korchpicostgli,e2018.). &kdpresia | a n o m«
integrina na povr @idmiel gnai hme ® dbedcliometrg e yz e

S p ec i fpanmarnaa protutijela za integrinske podjedinice ili heterodimere i
odgovarajulim flljueodreensicne nstenkou nodbai (Sika 6 pr ot ut i j «

Podjedinica integrina U3 e g es asmo (Raat@Westphal i ostali, 2017.), te se stoga
ekspresijalU3a1 moge mjeriti i naUX emelljzamedispr esi |
ekspresije integrina U321 kor i sti | i smo protutijelo za h
integrin U3A Visoko eksprimiran u svim stanicama.Podj edi ni ca U4 tvor i

s al gtimidasumtegrini a 7o kspr i mi rani I skl j(Kuphalvo na |
ostali, 2005.; Raab-Westphal i ostali, 2017.). Stoga mjerenjem ekspresije integrinske

podjedinice U 4u stvari mjerimo heterodimer integrina U& 1 nt ¢gr i n (4 vi so
eksprimiran u MDA-MB-435S, RPMI-7951 i A375, dok je odsutan u MeWo

Integrinska podjedinica Oymo ge t vor it het erodilmerae8,s apqd jz
a 8(Raab-Westphal i ostali, 2017.). Od integrina Uv koji su eksprimirani u svim

stanicama melanoma, posebno nas je zanimala ekspresi
koje je pokazama v a ¢ wlama u biologiji melanoma (Huang i Rofstad, 2018.), a kako

su integrini Uvae i Uvas8 nisko eksprimiran
(Goodman i ostali, 2012.), a protutijelo za i rintegrigské n Uv a
heterodimere dal j e ni sm®Aniasdti zagipvaltiol nom ci tometr.i
je integrin Uva3 stanisamk MDAeMBs4B5S i ABT5! Lanjerens u

stanicama RPMI-7951, a ekspresija jevrlo niska u stanicamaMeWo.Int egr i g Uv as
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vi soko eksprimiran u svim stanegnima |l jai jse

prikazana u Tablici 20.

a3fi a4 av avps avfBs
({Jo 500 500 500 500 500
%2 4004 4001 | 4001 | 4001 | 4004 |
1 \ \ \ \ \
fa'a) 300 | 300 | 300 " 300 ‘ 300 |
2. 2004 | | 2004 | 2004 | | 2004 | | 2004 | |
g 100 \ 100 \ 100 \ 1004 | 100{/ |
A\ \ \ \
2 0 01 2 34 o T QT e 0 u\1 3 34 o LR | TS 0 T TS,
1010 10 10 10 10710 100 100 10 1010 10" 10" 10 10 10 10" 10" 10 10 10 10 10 10
500 500 500 500 500
B 400 400 | 400 400 400 |
& 300 300 A 300 'ﬂ 300 3004
| \ | | |
- E' 200+ ; 200 || 200{ || 200 { ‘)\ 200 |
< | 100/ 100] | 1oo,) \ 100 1004 \
S| & of N ol % o/ N S APAW ol b
%D 100 1()1 10z 1'03 104 100 ‘IO‘I 1()2 103 104 100 10‘I 102 ;03 104 10u -70‘I 102 103 104 100 101 1I02 1103 104
Fi 500 500 500 500 500
o 400 400 400
& A A A
0 300 || 3004 [} 3004 ||
%’J 200 \ 200 200
100 ?‘ 100 \ 100 \‘
5 o\'1 yrrgiy O Heg gty 7T s 0k 4
10710 10° 10° 10 10°10' 10° 10° 10 10 107 10 10°10" 10° 10° 10
500 500 500
=} 400 400 400
A
% 300{ 300 300 |
= 200 200{ 200{
» | &
100 100{ /[ 100{ /|
0 v s OHg Py 0L ‘
102 10° 10% 10°10' 10° 10° 10 10 10 10° 10° 10 10° 10" 102 10° 10°
FL-1
Slika 6. Povr §i smekija irgegrina U3 & podj edinica U4 i U v heteredimera
integriB8iaUvlhwa st ani cama mel ano mavBl-4855) RPMIa-7981D A375 i
MeWo. Stanice su odvojene od podlogep o mo EDTA i analizirane protolnom
primarna protutijela usmjerena na integrinske podjedinice Uv, U4, ili integrine U3al,Wa3 i Uvas (crni
histogram) i izotipsk u kontrol u (sivi histogram) i odgovarajule sekundarno pro
FITC-om. Pokazan jejedan pokus od minimalno tri koj i su pokazalis | i | ne rFi@Q, fluoresaeine .

izotiocijanat.
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Tablica 20. Ekspresija integrina u

stanicama MDAMB -435S, RPMI -7951, A375 i MeWo.

Podat ci su temeljeni na rezultatima mjeuzeéntegrin- fl uor e
speci frimdrmaa zatim FITC-omobi | j edena s ek un%likar6h &ITCp fluardseeini j el a
izotiocijanat.

Integrinska

podjedinica MDAMB -435S RPMI -7951 A375 MeWo

U3 +++ +++ +++ +++

U4 ++ +++ ++

Uv +++ ++ ++ ++

Uv 2 ++ + ++

Uvas ++ +4++ ++ ++

Razina ekspresije procjenjena je prema srednjoj geometrijskoj vrijednosti fluorescencije (engl. geomean)
normaliziranoj na fluorescenciju izotipske kontrole (gdje je 1 fluorescencij a izotipske kontrole, 2 dvostruka, itd.).
-, GeoMean <2; +, GeoMean 2-4; ++ , GeoMean 4-9; +++ , GeoMean > 10. (modificirano prema (Goodman i
ostali, 2012.).

32.Povol jan ul i nak ut i girdegranskg a g €
podjedinice U4Uviib5 na odgovor stanica n
vinkristin u stanicama MDA-MB-435S

| st r agjezvamtplsa stanicama MDA-MB-435S jer je prethodno pokazano da
u t avanje integrinske podj edivniuc eo vilo j stpoavéinaya | oxji ¢til
stani ca n(€aozastalil 2006,).8rugirazlogza kori gtenje ove st
je bio taj, dasurezultatidi pl omski h radova | abor aitomr i j a u
doktorska disertacija, na temelju testa MTT, pokazali da ut i gavanj e i nte
modulira odgovor ovih stanica na protutumorske lijekove. Naime, ut i gavanj e
podj edi niicleij €hvsp o Wekiljieost stanica MDA -MB-435S na paklitaksel

ili vinkristin, dok ut i g aiv B 8rjijeimalo3utiegcaj na pregi vl jenje
Uti gavanj e a 3jepakpso v elvasjétijivist , &pbdjedinca U 4nije imala

pregi vBj48568) el cd amii kt(@ReMdg iait,i n20 1.
Feren| akMeZ@1l 3 . m) teswlTllIsuandlizirani jednostavnim t-testom

ut j ecaj na

koji nije u potpunosti pr i mj eren za anal i zwaijabeiCutdj ghovaapneg
integrinske podjedinice i protutumorski lijek) . Tako da suu sklopu ovog doktorskog
rada prvo ponovno analizirani rezultati pr e § i av stgniean IDA-MB-435S s

utiganim integrinskUU#m, @A®BdH Edikomdeoeanjasvald ,

1Diplomski rad ovii z r &a fiod mentorstvom izv. prof. dr. s c . Andreje Ambriovili Ri st
savjetnice.
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protutumo rs k a Il i j eka. sKartii gtewdaddaogtrake ANOVA-e s

Bonferroni posttessom k oj a uzi ma u obzir kako djelovanj
ukupni u | aknt ak o i njihovo melLudjelovanje., Rezul
statistil kim test oanpokhzalo sutrracd e Kk ANQVAItj ecaj u

integrinskih podjedin ica nasva tri lijeka. Ukupno, nova analiza je pokazala povoljan

ulinak utngavanjategrinske podjedinice U4, U
paklitaksel i vinkristin u stanicama MDA -MB-435S, dokjeut i gavanj e cpotiBedi i
a 3 sjilmaogjetljivost stanica na paklitaksel i vinkristin . Rezultati pokazuju kako na

djelovanje cisplatine povoljan adi t i v niimaujleidni anko u tnfegyiaskea n j e

podjedi hStej &Jdovi | .iSagsedewmlanjgk c2ndblis8naci ja uti §.
razlilitih integr protgukorska lgetadg pekézamu Takdici 2. t r i
Zakljulujemo da utp@gdijveadijrei det @werpovalsokne! i U4

povel anj e wtanica MDA-MBv485S tna vinkristin i paklitaksel, dok kod
kombinacije s cisplatinom ptidgavdamiji € ej &di n on:
ul i rfTadica 21).

Tablica 21. Ut j ec aj integritsk vitapodjeginic aU3, U4, Uv, a3 ili a5 na
stanica MDA -MB -435S na djelovanje cisplatine, paklitaksela i vinkris tina. Tablica
predstavija rezultat st at i st i | ke obr adesta f Rekdrtialt,a MIIT2. ; Feren|
Stojanovil i, dvossruk@r ANOVA2o0fn 1s 8onferroni post-testom. Uk ol i ko j e uti gayv
povelal o osjetljivost 6 sendsiivitydk juek od 4 rkaol gre samad j ( ¢ mg lo.z
(engl. resistance) |, a ako nije bilo wutj ecnajnracoonn Hllse smatraj e kao
takolLer povoljnim ulinkom na djelovanje | ijeka ukol ik
integrina manje u odnosu na stanice transficirane kontrolnom siRNA. R, smanjenje osjetljivosti; NI,
nema melLudijSel qpowavrejlaa;nj e osjetl jivosti.
MDA -M B-435S Protutumorski lijek
Podjedinica integrina Cisplatina Paklitaksel Vinkristin

U3 R R R

U4 NI S S

Uv R S S

a3 R R R

ab R S NI
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33.Uti gavanje dnkegripskee s pogljeglinice U 3
povel mwiro mi gracij u, aU vsmanjueaima nj e
vitro invaziju stanica MDA-MB-435S

Integrinisugl avne mol ekule kojima se stanica pril"
U procesima migracije i invazije stanica pa prema tome i u metastaziranju tumora

(Seguin i ostali, 2015.). U modelu stanica MDA-MB-4 35S j e pokazano da
integrinskih podjedinica Uv snagno smanj ujUdpodeikrawaa i gavan
migraciju u komoricama (engl. transwell i nserts)k r o0z me mbr anu s rupam
8 Om pr e-makao Fké&atraktantu. Ut i avanj e bil o koj e 0

podj edi ni c anije indal® utjedaji na @igraciju stanica MDA -MB-435S zbog

fenomena integrinskog preslagivanja, tj. ul i vkaage ko i j ea3uidd en iz
podjedinice u U an@gativnim stanicama MDA-MB-435S( St oj anovi | .i ost a
Kako smo htjeli imati podatke 0 ut jecaju sve tri U paddyrdini

na pokretljivost stanica, i s t r sim@ splosobnost migracije stanica MDA-MB-435S

nakon transfekcijie kontr ol nom si RNA i Im zasintelgrhgke s peci
podj edi nkrazementb@nu s rupama velil i ne 8 Om @rkaoa FBS
kemoatraktantu. Uz pokus je pr ovj erena uspjegnost ut i g
citometrijom (rezultati nisu prikazani ). Migracija MDA -MB-435S transficiranih

kontrolnom siRNA nalik je roditeljskim stanicama (rezultati nisu prikazani).

Migracija stanica MDA-MB-435S transficiranih si RNA speci filnom za
podjedini cu W8dngsenakontwleelstanica (Slika 7 A).

Dalie smo istragi l i B pvire dnvazije sstanica MDA-MB-435S nakon

transfekcijie k ont r ol nom si RNA i | i s i RNA psopdg ceidfiinli ncoum
in vitro u komoricama za invaziju, kroz membranu sa slojem Corning Matrigel

Matrixa Kk oj i bagalomnneem@anus r upama Vv epréma FBSe ka® Om
kemoatraktantu. Uz svaki pokus pr ovj erena | e uspjegnost ut
citometrijom (podatci nisu prikazani). Rezultati su pokazali da ut i ¢ aevnéegripna

U vjako smanjuje invaziju stanica MDA-MB-435S (Slika 7 B).
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A) Migracija MDA -MB -435S
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'ﬂ"“:-?-, P o
SR A Wy s 1.0 ——
:" ‘ 3 l.‘v‘ '.2# E
T 3
*\»? =
e L S
2
> 0.0 T
Q) |
B) Invaziia MDA -MB -435S
si(-) si(hv) 'z 1.51
c
g
2 107 L
o
o
:g' 0.57 *%
N
©
>
£
ol LI
&) D
> 5}\‘5’
Slika 7. Utigavanje integr iln3s ko vpeol dajvead i mi greac i jUy, a uti
smanjuje invaziju u stanicama MDA -MB -435S. Stanicama je dan nakon transfekcije 5 5
kontrolnom si( -) il si RNA spercinskwmomodjaedii miielgpy WIPi (Hi ( Uv

zamijenjena hranjiva podloga DMEM -FCS s podlogom bez seruma tijekom 24 sata. Stanice su
odvojeneod p o v r gnameseneu migracijsku ili invazijsku komoricu koja je uronjenau DMEM -FCS.
Nakon 22 sata stanice koje nisupo gl e kr oz r u pse uklonjemeeamembaana je isprana,

fiksirana i oboj ana Mewmbranare ikrezansi ukdopljenlay poblogl za siklapanje

i analiziran a pod svjetlosnim mikroskopom. Sni ml j eno j e minimalno 5 razlilit
fotografije su prikazane pod A), a kvantifikacija pod B). Grafovi prikazuju pr osj el an br o] stan
suprogle kroz rupe na membr ativelaivakakontone sjaaicesi(r). a i nt e g

Podatci su analizirani neparametrijskim t -testom Mann-Whitney. Zv j ez di c e owvjedaostav aj u P
** P<0,01;**,p<0,001.
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~

3.4.Ut | g aer ekspjesije integrinske podj edi nimae Uv
razIl il it ulinak namelanpneat RPMIF7954,st st
A375 i MeWo na cisplatinu , paklitaksel i vinkristin

Kako je pokazanoda wut i g awveaergjred ns ke ppoodvjeeldaivna ces jUevt |
MDA-MB-435S na paklitaksel ili vinkristin , a u isto vrijeme smanjuje pokretljivost,
odlulili smetuadieani ¢ padjedinicnlve gireipanseked 3 |

a5 u odgaowdrau neristani |l ne | i nRPMIe795meAB7& m o ma |

MeWo, na cisplatinu, paklitaksel i vinkristin.

Uz svakitest MTT provjerena ut e gawanjea n medrijfom| nom ¢

(podatci nisu prikazani). Mjerenfjepovr gi nske ekspresije integr
nakon transfekcije speci fi |l nom siuRNMAepobgiwvjaaj alvi nt eqgr
(Slika 8 A). Stanice transficirane i nt e g rsiprecWUV¥ i | nom il i shontr ol

izl ogene djelovanju protutumor s kiedtomIMIT ek ov a,

(Slika 8 B). Kontrolna siRNA (si(-) ) j e i mal a mini mal ni ul i nak
(podatci nisu prikazani). Rezul t at i Ssu obraleni statisti]
Tablici22saget |je utjecaj uti gavanja integrinske

gdj e povel anj d. soisnjeertglijsitvioosktin a|ud|viah a k lsek

melLudjelthvaanpgativni ul i na lsmanjenjen adetjivosti tiN1 |,
antagonistil ki u IPovoljairk utjecajena Ul ta iv @ a vida djgloaanje
protutumorskog ljegka s mat ra se sinergisti | ktosafidSondai adi t

ukoliko je ukupno pregi vl jenje stanica nakon wutigava
protutumorskom lijeku manje u odnosu na kontrolne stanice. S1 i | no ukao [
stanicama MDA-MB-435S, snanjenje ekspresije podjedinice integrina Uv  povel ava
osjetljivost stanica RPMI-7951 na paklitaksel, dok je na djelovanje vinkristina i

cisplatine vidljiv povollana di t i v n (Slika8 B, gomjkred). Ut i gavanj e int
U vsmanjuje osjetljivost stanica A375 i MeWo na sva tri protutumorska lijeka ( Slika 8

B, donja dva reda).
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Slika 8. Ut j ecaj untegrigskev apngdaj e d i ni c ekspidsiju rnindegrina U vi na

osjetljivost stanica RPMI -7951, A375 i MeWo na djelovanje cisplatine, paklitaksela i li

vinkristina. A) Ekspresija integrina Uy nakon wuti gavanja integfh.nske po
Stanice su odvojene od podl oge s EDT arimarnaaprotutiielaz i r ane |
usmjerena na integrinske podjedinice Uv (crni histogram) i izotipsku kontrolu (sivi histogram), i
odgovarajulie sekundar no {om.dokazan j¢jedhnogpokeshod mipireaine i o
koja su pokazal &Heométriskarsednja eripdnbst fludrescencije od koje je oduzeta
fluorescencija izotipske kontrole za svaki histogram je prikazana na grafu u gornjem desnom kutu,
relativno na kontrolu. B) Pregi vl j enj e stanica tori cdsplatin i, nakon
paklitaksel u ili vinkristinu . Stanice su dan nakm transfekcije integrin U vs p e c inf SIRNA D
kontronom si RNA nasalene u plolicu za uz%a@f satk nakanur e st @
nasalivanja izlogene su djelovanjur a z | ikdncentiadija protutumorskih lijekova . Nakon tri dana,

predivlienje stanica je mjereno testom MTT, a na grafovima su prikazane vrijednosti apsorbancije

umanjene za apsorbanciju slijepe probe Si v i st upi djui stapce gamsfidirang kojprolnom

SiRNA (si(-)), a stupili u boji staapeeitihnes MiysPrikabdbAe (5 nh{ eg
su srednje vrijednosti sa standardnim devijacijama jednog, od najmanje t r i pokusa sa sl
rezultatima. Podatci su analizirani dvosmjernom ANOVA -om s Bonferroni post-testom. Zvjezdice

0z n al a-vrgefdnosti:P, P<0,05; **, P <0,01; **, P < 0,001.

FI'TC

Tablica 22. Ut j ecaj untegrigskev apnojdaj edi ni ce Uv na osjet-l jivost
7951, A375 i MeWo na djelovanje cisplatine, paklitaksela i vinkristina. Tablica predstavlja

rezul tat stati st tebtkMTT pribazaaild ma Slice8zsudstbnadvastruke ANOVA-e. R,
smanjenje osjetljivost:S,Npoveédma mebsdjeel o Vvamijsa:;

) . Protutumorski lijek
si (Uv)|l— i _ _
Cisplatina Paklitaksel Vinkristin
RPMI -7951 NI S NI
A375 R R R
MeW o R R R
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35.Uk | j ul éntegrisat Uv b 3 | Uvb5 stanicmdgo v
RPMI-7951 i MeWo na protutumorske lijekove

Kako bismo anal i mtegrimal Uv awk | ij u lbe A 6 sodjlaciji

osjetljivosti stanica RPMI-7951 ( povel anj e osj et j i aditei i t]
ul i niaeWo ( smanj enj e osjetl jivos nhaprotutpmorskent agon
lijekove, mj ereno | et apriecdai vtlrjeemg fei-sspeanf hNAsIi m 3s ii

nakon izlaganja djelovanju protut umorskih lijekova p o mo fesia MTT u odnosu na
stanice tranficirane Kkont RezdltatizanstanieeRpMIc i f i | n
7951 i MeWo su prikazani u posebnim poglavljima.

3.5.1.Ut i g a vnéegrinske podjedinice b3 ili b5 u stanicama RPMI -

7951 p o v e | @sjetdivost stanica na paklitaksel i vinkristin

Kako Dbismo anal i infegrimal Uv awsk | ij u We B 6 smodjlaciji

osjetljivosti stanica RPMI-7951pr v o s mopotwdetl y sedjie gno st uti gav;
isto tako provjeriti mo g u ipojavu preslagivanja integrina n a k o n uti gavan
podj edi nliaccaZat® |8 stanicama RPMI-7951, dva dana nakon transfekcije

si RNA s pheaintefrin tkapodjedinicea 3 i,Imj eda®na povrginska e
integrina Uv, Uva3priot v a® m c i(Slikarde\). Rezyltatinpokazuju
uspjegno smanjenj e ekspresije i ntegritna Uv
speconf si RNA i smanjenje ekspresapef dked@i5 en as
speconfsil RINA. Uti gavanj e a3 malo snegjujeieksprdsii podj e
integrinp 84vw®d5 i( ukupne prmdg9%WM)i,ni dek Uut i(ga)
integrinske podjed divmi ek sd5 e s iajelspreSijv @k@pnen a 1 3 2
podjed i n i amalo $Pnanjuje na 85% u odnosu na ekspresiju izmjerenu u stanicama
transficiranim s kontrolnom siRNA (Slika 9 A). Mo g u | e u pfektu greslagivanja u

stanicama RPMI-7951sudjeluje i integrin Uv a1l gt o melusobne odnose

ovim stanicamal| i jn osgl o @nean i

Stanice RPMI-7951 su nakon wutigavanja integrinske
djelovanju paklitaksela i vinkristina te je mjereno preg i v | jestamjMIT (Slika 9

B) . Me L udj etl ioy avngegeipaa i protutumorskog lijeka o dr ed gn
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dvostrukom ANOVA-om i
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B)

RPMI -7951
™ ;-g = si(-) ;-g 3 si(-)
g : i : = si(p3
— 0.6 B3 siE3) 0.6 Hokk (F3)
8‘21 HH ﬁ** - 0.4 TRk
- . 0.2
@ 0.0 - D Illlj 0.0l ﬂ ﬂﬂ ﬂﬁ
8 O H S O O & A
@
—1 8 _
13 1.07 %k . si(-) 1.0 3 siC)
0 g 0.81 - X si(p5) 08 *kk 0 si(ps)
“© 0.6 o 0.6 *kk
_ 0.4 H xokok g
*k% : *k%k  kkk
—_ 0.2 g
17 0.0 VH ﬂﬂ ||'I;I 0.2 H ﬂ ﬂ
S P & ool LN [m [@
B W Q Q@ & Jb
Paklitaksel/ ng/mL Vinkristin/ ng/mL
Slika 9. Ul oga integrina Uvas i Uv a3 -7951 madviploistio r u st ani
paklitaksel. ~A) Ut j ec aj ut intggansken jpaodj edi ni ce a3 il a5 na
integrina Uva3, Uvas i p o d j stadicamd cRPMIi-7951eBov i g & n sUkva u
ekspresija integrina Uvas, taricAma IRPM)-39% ] deaddama inakan | nt egr
transfekcije a3, a5 ili Uvspeci filnim siRNA (crno) u usporedhbi 5

kontrolnom siRNA (sivo). Lijevi histogrami predstavljaju  fluorescenciju izotipske kontrole u

kontrolnim (sivo) i transificiranim (crno) stanicama. 48 sati nakon transfekcije, stanice suodvojene od

podloge s EDTA i inkubirane integrin s p e ¢ i fprinhamim nprotutijelom ili izotipskom kontrolom i

zatim odgovarajul i m sekundarnim protut i-pnelSeanice s analizimree ni m F
protol nim citome fedao pokus &drdvakaoz @ n pjo&k az uj u . Gebmefrigka r ez ul t
srednja vrijednost fluorescencije od koje je oduzeta fluorescencija izotipske kontrole za svaki

histogram je prikazana na grafu u gornjem desnom Kkutu, relativno prema kontroli. B) Utjecaj

uti gavimtagrirmke podj edi ni ce a 8tanic dma RBMI -721 na osjetljivost

stanica na paklitak sel i vinkristin . Stanice su dan nakon transfekcije kontrolnom siRNA (si(-)) ili

si RNA specif il nepodjedinice a 3ilitae5g rin sns&kl ene 96 plhgliicau $Sutrad
izl ogene dj el o vilavinkristinapi aakdni 72 sakageed rae gi v 1 | e ntpsm MTTer e n o
Grafovi predstavljaju rezultate izmjerene apsorbancije sa standardnim devijacijama jednog od

najmanje t r i pokusa sa slSivni mtuetzllit priemdst avl jaju stanic
SiRNA (si(-) ) , a st wstpnicé transficirabeoifjtegrin-s pec i f i | n ®odatcs Su Rridlixirani

dvosmjernom ANOVA-om s Bonferroni post-testom. ** P, 0,01; *** P, 0,001.
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Tablica 23. Utj ecaj urttegripsk v ik rppdgedinic a Ov , a3d il a5 na o0sj e
stanica RPMI -7951 na djelovanje paklitaksela i li vinkristina. Tablica predstavlja rezultat
statisti | kultataddsta BT erikazanih na Slici8iSlici9sa statistil|l kim teston

ANOVA-e . NI,

nemanmalbu&j epovel anje

RPMI -7951 Paklitaksel Vinkristin
si (U0v) S NI
si(a3) S S
si(ab) S S

3.5.2.Ut i g a viategiingk ih podjedinica b3 ili

osjetljivosti

b5 u stanicama

MeWo smanjuje osjetljivost stanica na cisplatinu, paklitaksel i

vinkristin

Budul i da jirgegringke ppdjedimicej éJv smanj il o osjetljive
na cisplatinu, paklitaksel i vinkristin ( Tablica 22), zanimalanasjeul oga poj edi nal
integrinsk ih podjedinica a & 5ui ovom fenomenu. Stanice MeWo eksprimiraju
integriwrlUvamali o i r{Slikag,zadmiaedUv BBB8i gavanje inte
smanjueekspresi ju Uva3 me bjoes, ujnmee Lrua i enk Sidr es i j |
ni na ukupnu ekspresiju integrinske podje d i n i c(8lika10 A, gornji red).

Ut i § aevntegripa A5uspj egno smanjJupna ekp% eisi Pai na 7 (
poveleakvsap r e s inad40%w Gddosu na ekspresiju izmjerenu u stanicama
transficiranim s kontrolnom siRNA .Ut i gavanj e podjedinice Uv s
U vna 30%, kao i ekspresiju U v ai3) v Nije poznato eksprimiraju li ove stanicei
integrin Uvail, k 0 iu presiagieanje,bali tzbog mnekdstpjanjh e n
protutijel a spe tJivhndgovoaekspresiu nisma mogimjerit .

Kako bismo provjerii kak o ut ipjadyjeendjieni ca i ntetgjrelna &8
osjetljivost stanica na cisplatinu, paklitaksel ili vinkristin, p r e gnjevjé mjereno

testom MTT (Slika 10B). Ut j e c a | ut i g alablico pda Repultati gokagugut  u

da ut i graegrmské podj edi niilci esmdhjBje osjetlivost na sva tri
protutumorska lijeka. S| i | no j e pokazan@odj edi mibé € a \aa8Br

paklitaksel, dok j e za cisplatinu i vinkristin pokaz:
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B)

MeWo [ si(-)
Jokk -
x| ok N L] si(B3)
2.0 kxx M si(p5)
S,
‘S
C
@©
o
o
(2]
Q.
<
Cisplatina/ Og / mL Paklitaksel/l ng/mL  Vinkristin/  ng/mL
Slika 10. Uloga integrina Uvas i Uvas u ocishgtmvgoru st ar
paklitaksel i vinkristin . (A) Ut j ecaj_ utintegenskanpadj edinice Uv, a3 il

ekspresiju integrina Uva3, stihcamm MeWpodpPedr gi acsekbBvekspl
integrina Uva3s, Uvsiabicaina RPMId7P54 dva danamakontiansfekcije a 3, -ali5
Uvspecifilnim si RN®Ausgoedbijsa stanicama tramgigiranim kontrolnom siRNA

(tamnija boja). Sivi histogram predstavlja fluorescenciju izotipske kontrole u kontrolnim stanicama

koja je podjednaka u stanicama transficiranim integrin speci fi | nom si RNA pa je zbo
prikaza izostavljena. 48 sati nakon transfekcije, stanice suod v o j e ne o slEDpAIinmkubiiamee

S p ec i fprihamimmprotutijelom tezati m odgovaraj ulrion uste kjuen dam nabm lp e
FITC-0 m. Stanice su anal i zir anazange reprepehtativnmpokad ddalvaet r o m.
slilna. Geometrijska srednja vrijednost fluorescenci
kontrole za svaki histogram je prikazana na grafu u gornjem desnom kutu, relativno na kontrolu. B)

Ut jecaj u tintéganeka ngadj edi ni c e dlaBicaind iMeWddbna uosjetljivost na

paklitaks el, vinkristin i li cisplatinu.  Stanice su dan nakon transfekcije kontrolnom siRNA (si(-))

il si RNA specifilnom Z&i5 nitleigr Uns ks pto jpedianipila.l i c
Sutradan sui zl ogene djelovanju paklitaksel a, pirelgi vs jiema ei
mjereno testom MTT. Grafovi predstavijaju rezultate izmjerene apsorbancije sa standardnim

devijacijama jednog od najmanje t r i p 0 k u smarezsltatima ISii v st upi | i predst avl
transficirane konrolnom siRNA (si( -) ) , a st uganitei transficirdne jniegrin-s peci fi | nom

SiRNA. Podatci su analizirani dvosmjernom ANOVA-om s Bonferroni post-testom. Zvjezdice
0z nal a-vrgefdnostiP, P<0,05; *, P <0,01; ** P <0,001.

Tablica 24. Ut jecaj integrigskev odjedinice Uva3 il i a5 na osjetljivo
MeWo na djelovanje cisplatine, paklitaksela i vinkristina. Tablica predstavlja rezultat
statistil| ke ddstaMId @rikazanih wnd Slia 8 iSlici 10sastat i st i | kim testom dv
ANOVA-e . NI, nema meludjelovanja, S, povelanje osjetlji

MeWo Cisplatina Paklitaksel Vinkristin

si(Uv) R R R

si (ag3) NI R NI

si(ab) R R R
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~

36.Uti gavanje mtegsinskee pode edi niuc e U
stanicama melanoma MDA -MB-435S i RPMI-7951 pov el av a
paklitakselom izazvanu apoptozu

Apoptoza je prefer enciijaavdna@otutumaskira lijekaviman i | ne s
jer je to programirana i organizirana smrt stanice, za razliku od nekroze, kojom
stani|l na membrana puca, stani | ni sadr gaj S
(Elmore, 2007.). Paklitaksel Aubutini stabitizjrae mikrotabale, a
onemogul uje pravi ¢tandovod doozhustavigrjaastani aog ciklusa

(Weaver, 2014.). Kako b i i spowagli dauta glaivanje podjedinice
stanicama MDA-MB-435S i RPMI-7951 dj el ovanje paklitaksel
udjela stanica koje umiru apoptozom, koristili smo kombinacijsko bojenje FITC-

aneksinom i propidij jodid om (Slika 11). Uz svaki pokus pr ovj erena | e usp
uti gavanj a protol nom citometr iNDAAVB-43550dat ci
transficiranei nt egfsipreclUv¥ i | nom sivVRNA mpelhazvwjiwstbrwko
stanica u apoptozi 48 sati nakon izlaganja paklitakselu u usporedbi sa stancama
transficiranim kontrolnom siRNA ( Slika 11 A). U stanicama RPMI-7951
transficiranim s a si RNA s p e cu Uspoledbiosanstanieamaltransficiranim

kontrolnom siRNA, 3 dana nakon izlaganja paklitakselu u tri neovisno izvedena
pokusau o| en o jakkonmaténmg povel anje udjela sokoani ca
5% (Slika 11B). S obzirom da je nakontransfekcie ne s peci f i L stamicama RNA

koje nisu izlagane paklitakselu pr i mi jneioé¢ r k i v &rmjstanicae U rianoj i

kasnoj apoptozi zaoko 2%u odnosu na si (Uv), mazplfimmka u a

jog uvi mamjanpepgoogto je to zabiMBj4858eno za st an

Zakl juluj emo idiegrinskée pgdivadjeice Uv poved ava o
MB-435S kroz mehani zam k dok jekop staniealRRMI &95atpjo pt 0 z U

mehanizamu k| j s hean dj el omi | no.

REZULTATI 72



A) B)
MDA-MB-435S RPMI-7951
si(-) si(av) si(-) si(av)
4
< ' To13% 10'T0.20% . 522% 19 11.40% 10°{0.45% 8.64%
S o : < 10°3 10°3
E ; 8
§ 10° 10 s 2 10% 1024 o
E g mé 101< 101‘ S S
18, . 1.48% g 1ZFE] 1057% BEZ A 10.95%
= 1@ d 16 16 1 6 1 1 10 1 10 i, 10° ki Dt
5 . . , 10 1d 16 10 16 16 10 1¢ 16 16
B %’0 -, 26.12% 10 59,37% 10° 10
e (S : 3 g=] 0.54% 14.20%) 15.72%
& — 10 10 ;_a‘ | 3 - - 3 .
< 3 $ g 1073 1073
2 10? 10? = 22
< H=d S = 2] el 2.
= ; i 4= = 5 10 10
210 3 10 3, =0 67.2 )
£ o in 3% 7.43% S £ 3 10 g 10" 1 a0%
1 1 16 ¢ 14 16 1 16 ¢ A~ . ~18.02% " P i
10 T T T 10 1
Aneksin V 10 10 16 1¢ ¢ 16 1d 16 13 16
o . O'Poes% [ 1eee% 10T130% | 21.66%
=3
2E '
= B0
=z =
GG
7] 23.11%
(] - 0
10 ' ™ 10 T
10 1d 1¢ 106 161 18 1d 16 6 16
Aneksin V
Slika 11 Uti gavanje integrinesk®&v welidgwai mide o apo ptozii
izazvanoj paklitakselom ustani cama mel an o MBA-NBo-43pbikR®&MI -7951.

Stanice MDA -MB-435S (A) i RPMI-7951 (B)su dva dana nakon transfekcije kontrolnom siRNA (si(-))
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3.7Ut i gavanj e mtegsinskee pode edi niuc e U
stanicama RPMI-7951 smanjuje pokretljivost : kIl jul na ul
int egrina Uvb5

Integrinisugl avne mol ekule kojima se stanica pril"
U procesima migracije i invazije stanica pa prema tome i u metastaziranju tumora

(Seguin i ostali, 2015.).

Budul i d a jiregringke @@ o jaerd ies1 m & gmabjilo migraciju stanica

MDA-MB-435S ( Fer en| ako dI2wWl1li3l.i) s modi li stb zaasjanitei VIij
RPMI-7951, A375 i MeWo. | stragil i S mo sijp stanicédh makant mi gr
transfekcie k ont r ol nom si RNA i | i si RNAospedi hi teord
a3 i in vitroauXkomoricama za migraciju k r 0z membr anu s rOunmpama v

prema FBS-u kao kemoatraktantu (Slika 12). Uz svakipokuspr ovj erena j e usp

utigavanja protolnom citometrijom (podatci n

Migracija stanica RPMI-7951 (Slika 12 A) znatno je smanjena u stanicama
transficiranim integrin Uv-s p e ¢ i f $iRNA aunodnosu na stanice transficirane

kontrolnom siRNA. lako u stanicama A375, nakon uti gavanjnge i nteg
zabi | j e geno p mapeiivasmangEnjevosjdtljivosti na paklitaksel i vinkristin,
primijjeseadno s migragije (Blik& 12 B). StanceMe Wo su u nagi
pokusima bile slabo migratorne i stoga u njima ni smo mj er i | i ut j eca

integrin a Uv na migraciju.

U stanicama RPMI-7 9 5 1 S mo odl ul il i istragit.i koj i
odgovoran za smanjenu migraciju, te smoje mj er i | i nakon transf ek
s peci fgiRNA (Shka 12 A prvi red). Migracija stanica se nije mijenjala nakon

uti gae@aespaesije integutiinha ekapnesiem&jE mhamaj no
smanjilo migraciju na vrijednost 15%od migracije kontrole (Slika 12A, prviredt r e | i i

| etvrti. sOsipma)oga ul i nakUwa5s graav amspopadia jeitjeug r i |
s ulinkom Kkouteigjajedsipmalsdo j e ukupniSlialdx podj e

prvi red, drugi stupac).
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U stanicama RPMI-7 951 s mo itsjtercaagi lut iigawvamjin@aziji nt egr i
(Slika 12 A drugi red). Dobiveni rezultati su gotovo jednaki onima dobivenima

mjerenjem migracie. Smanj enj e invazije bilo je uspored
smanjenje ekspresije ukupnih j@Slika®dijdeglii ni ca

red, drugi stupac). Invazija stanica RPMI-7951s e ni j e mij enyaah a nak.

ekspresije integrina a 3 , me Lutvanfe ek s pgasi gaaladsmape
invaziju (Slika12Adrugi red, treli i |l etvrti stupac).
A)

RPMI - _ - 53 55

2051 si(-) si(hv) Si(53) Si(55)

8
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B)

A375 si(-) si(hv) 1.5
.\5
5 1.0 1
S g
S ¥ g o
8 g g_ 0.5 *k
=y S
= = ,__L|
% 0.0 T T
= o D
&N é~0-
Slika 12. Uti gavanje integrinske podjedinice vasmanju
stanicama RPMI -7951 i migracijuu A375. K| j ul na ul o g a u stamitamm@RPMIR7851Uv a 5
Stanicama je dan nakon transfekcijekontrolnomsi(-) i 1i si RNA specifilnom za int
Uv (si (Uv)), a3 ( zamfjeajénp hranijivh ipodlédgd DMEM{FCAs5ppdlogom bez

seruma na 24 sata.Stanice suodvojeneod p o v r griamegene na migracijsku ili invazijsku kom oricu

koja je uronjena u DMEM -FCS. Nakon 22 sata stanice koje nisupo gl e kr oz rups u memkt
uklonjene, a membranajei spr ana, fiksirana i 0 b dViermbrana jebizvegapamn kr i st a
uklopljena u podlogu za uklapanje i analizirana pod svjetlosnim mikroskopom. Snimljeno je

mini malno 5 razlilitih poikyaatifikacijaezgp RPRME-E81lprikdzane md), f ot ogr a
a fotografije i kvantifikacija za stanice A375 pod B). Mi gr aci j a i invazija su prik
broj stanica koje supr ogl e kroz rupe na membrani n a keativnout i gav at
prema kontroln im stanicama si(-). Podatci su analizirani neparametrijskim t -testom Mann-Whitney.

Zvj ezdi ce evrdjedaoktia* ,af <0,0B ***, P <0,001.
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3.8. Inhibicija pFAK-a (Y397) smanjuje osjetljivost tri od

| etiri stani | nanalpakliaksele mel anom
Nagi rezul t adaiut isqua vpaonkj asizegilorict jeegdriiond e ej &Jvod | et
st ani | nMDA-MBRABSSERPNI-7951) p 0 v ed osjetljivost na paklitaksel, dok

seu stanicama A375 i MeWo dogala WPA-BIB-0 supr
435S i RPMI-7951 nak on u t iintegrimaa O y mokazuju s n a g smanjenje
pokretljivosti: migracij e i invazij e (Slika 7, Slika 12, Stojanovic i ostali, 2018.).

Kinaza fokalne adhezije (engl. focal adhesion kinaze, FAKYu k|l j ul ena j e u p

signala preko integrina, a prijenos signala preko FAK-aima ulogu u progresiji tumora

i metastaziranju. Povel anapehbksptjeewmznim i akt
tumorima | ovH @ekabi morFIAKi maj u p o tom,nbido daa l u |
povelavaju osjetljivost na protutumor ske I

(Sulzmaier i ostali, 2014). Do sada je otkriveno nekoliko mjesta fosforilacije tirozina u

FAK-u, a tirozin 397 (Y397) je glavho mjesto autofosforilacije za koje je pokazana
vagnost =za vel iranZhaofi Guak, @01]).aKakb fe KEAK u direktnom

dodi ru S citoplazmatskim repom integrina,
integrinske mjelug m dnhibicijucfesforilacije FAK -a na tirozinu 397

(PFAK (Y39 7)) ) [ da upravo to moge biti K1 jul ni
stanica melanoma na paklitaksel. Stoga je u diplomskom radu Supina (2018)2 i

nagem radu (Stojanbst I aulpgarpedK @&B897),u maddlachH

osjetljivosti stanica melanoma na paklitaksel i to nakon ut i gavaneggrina Uv
nakon izlaganja cilengitidu, Us®@ciifilUvndo5m (iM

Moruno i ostali, 2010). Korelacija ekspresije pFAK (Y397) (mjerene metodom

western blota) i povelanjakosjatlpgavasfa nntegrins
uol| ejaaamo u stanicama MDA-MB-4 35 S. MeLut i m, pokazana
i zmelLu smanjenja ekspresije pFAK (Y397) i mo

na paklitaksel nakon izlaganja cilengitidu. Usprkos odsustvu korelacije ekspresije
pFAK (Y397) vs ulinak kombismoida gEAKe(Y30Ripakpi | e,

2Di pl oms Kk i pad dhojim mepasrednim voditeljstvom i mentorstvom izv. prof. dr. sc. Andr eje
Ambriovil Ri stov, znanstvene savjetnice.
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moge i mat. ul ogu u pr omj e,ner suprecgsepreslagivanja s t i n

i ntegrina puno vVvjerojatnij Vv negoanakem izlaganja g av an j

cilengitdu ( St oj anovi 18)i ostali, 20

Stoga smo u ovomdoktorskom r adu i st r agi-b (Y391 luompdulacii F A K
osjetljivosti stanica melanoma na paklitaksel kor i gt epeemfi | nog I nhi
pFAK (Y397), PF228 (Slack-Davis i ostali, 2007). U tu svrhu smo prvo provijerili

djelovanje inhibitora PF-228 na pFAK (Y397) kor i a(Sligd i me t

13). Zatim je kombi22iB8r anipakllinalkskRFa analizir
linjama me | anoma f{esaMIT (Slika 14) , a rezultat:i su sag
Tablici 25. | znenal uj-228 ¢ge, pok#& smanjenje osjetljivosti stanica

melanoma MDA-MB-435S, RPMI-7951 i MeWo na paklitaksel dok je u stanicama

A375 pri povgliamiaedni t i vniu u$mjnaku povelane o0sj e
kombinaciju (Tablica25). To s e objasnifid i nj e ni c o mcitaplzmptgka F A K
kinaza koja osim u prenogenj usigndngnpatévima pr e k o
drugih s t a nhirdceptora (Kleinschmidt i Schlaepfer, 2017).Me Lut i m, vrl o | e
zak!l j ul mokusadaa se lnhibitor pFAK-a (Y397) u kombinaciji s paklitakselom

ne pr aje partesapiju melanoma.
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A)

MDA -MB -
RPMI -7951 MeWo A375
Protein 435S
M M
/ kDa PF-228/ 1 M
0 5 0 5 0 6 0 3
PFAK : G o e
(vagy) | T ) Gmms SRS 0NN seamm = D Sn ==
—
FAK S sy gy e S su s SR w——
- =
B)
1.5
® PF-228 (uM)
1.00 1.00 1.00 1.00
1 -
0.80 0.67 0.68 0.56
N I I I
o)
4} 5 4} 5 (o} 6 (o} 3
MDA-MB-435S RPMI-7951 MeWo A375

Slika 13. Utjecaj inhibitora pFAK -a (Y397) PF -228 narazinu pFAK  (Y397). St ani | ni
skupljeni 3 sata nakon izlaganja PF-228. Proteini su razdvojeni SDS-PAGE i analizirani metodom
western blota p o mo b p e c ih fpriotutifelia na pFAK (Y397) i FAK te sekundarnim protutijelima
obiljegenim per oksiedazna m.s i Kyenmilul r upnéildmpebsadotagrafijensmnala
prikazane na A). Denzitometrija signala prikazana je pod B). M, proteinski standard, marker.
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PF-228/ €

MDA -MB -435S RPMI -7951
*%%
1.5-;*—: Do 1.5q2 - i
- = 25 Txk X . = 25
1 Zkk Kkok dad 0 s
L4 ::: _* :::_ g ?0 1.0 I ’;*—* = 10
0 o il HHH HHHH Il
- oL A e o o AL A A
Q \2} H \2)
N QQQ?D 6’3\@ Q.Qéo $ & &
(&)
g
S A375 MeWo
é‘) *kk *k%k
wkk xkk *k *% *
2.0 . ey — o - 2.0 *:: —
o ™M e * D
1.5 m2 g T
10 = 4 10 = 12
0.5 H 0.5 H H
0.015 : - . 0.0 !
Q ) A Kx )
8 Q@? e 0“’ SER

Paklitaksel /1 g/ mL

Slika 14. Osjetljivost stanica melanoma MDA -MB -435S, RPMI -7951, A375 i MeWo na

paklitaksel nakon izlaganja inhibitoru pFAK  -a (Y397) PF-228. St ani ce su nasalene |
s96b un ai24isata kasnijei z1 ogene razl i | it i-288ilkpaklitakseln. Pr & ¢pijgv & na P F

je mjereno testom MTT 72 sata kasnije. Prikazani su poddci sa standardnim devijacijama jednog od

naj manje tri neovisna polPuwa saupl ikbnwiine disniceakojé § at i ma .

nisui z| o fiebiteeu ( A)&ost al a t stanices tzu poidilihiteeu (legenda ukazuje na
koncent r aciRBrikazane sul skkinje vrijednosti sa standardnim devijacijama jednog, od
naj manje tri pokusa sPadatcs bui dnalizirami dvosrzjernorh ANOVA-®mM S
Bonferroni post-testom.Z v j e z d i c &u Pevrjedaoktia ¥, P <0,05; **, P < 0,01; *** , P <0,001.
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Tablica 25. Utjecaj djelovanja PF-228 na osjetliivost  stanica na paklitaksel . Tablica
prikazuje r ez ul t at st ati st itdstk BITT giikazanthena 8liei 2414 téstarh dvostruke

ANOVA-e . NI, nema mRB,lsmadj¢nge bs@etljivestij a ,

Utjecaj na

PF-228 djelovanje

paklitaksela
MDA -MB-435s R
RPMI-7951 R
A375 NI
MeWo R

~

39.Ut j ecaj utimtegramskea npadj edi ni ce U
stanicama RPMI -7951 na lokalizaciju  pPax-a (Y113),
tubulina i aktinskog citoskeleta

U daljnjim pokusima odl ul il s or o bsltiagnei ciast
RPMI-7951 u kojimaut i gavanj e nj ipfpovved aelas pssqisaindg i vos

otrove mikrotubula. Ka k o b se istragio utjecaj uti gav.
na izgled i velilinu fokal ni h adaieakting, a i 0
stanice transfici-spaei fiidtnegr ini RO, kao i K

transficirane kontr ol swm pskroRide ,i analiarana L e n e
imunofluorescencijskom i svjetlosnom mikrosko pijom refleksijskog interferencijskog

kontrasta (engl. reflection interference contrast microscopy , RI CM) . Pomol
specifilnih primarni h protutijela [ odgov
sekundarnih protutijela, vizualiziran je pPax (Y113), jedan od glavnih sastojaka FA

(Nakamura i ostali, 2000.) i tubulin. Stanice su bojane i faloidinom obi | j egeni m
FITC-comkako Dbi se vizualizirao aktinski citoslk
dijela stanice gdje je ona najbliga podlozi
Nai me, sl i ka sni maseatvap mtertedencijon® bliSkih svjetlosnih

zraka koje se reflektraju  od medi | indeksalemai | iTaklm [ e mj est e
stanica | vrsto prijanja uz sriteaztdt pataingedg e | e

mjerajeblizi ne obj ekt a s t(Holkilostah, 8008.; pVeberr 26§03.h i
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Stanice RPMI-7951 transficirane kontrolnom siRNA nalik su roditeljskim stanicama
RPMI-7951 podatcini su pri kazani) . Kontrolpogowtt @innic e
s naglageni m akt i ns kkonkalsim akinesmm Signal pPaxa RrblB)ma i

je lokaliziran u fokalnim adhezijama na vrhovima stresnih niti (Slika 15A gornja), a
tubulinska mrega | e Slka I €mgornjap Btgne tramficinare n a  (
integsiprecUf¥ il nom si RNA su manj e ®Slka&ls5B)ene od

iako je njihova velilina u suspenzij.i (nakor
stani cammq mrt ovjser il i pr ot (@ddatcd msu @rkazanme t r i j 0O
Nakon uti gavanja i nt e gtatica RKE-7 Poldj gdbai cde | K

bojenje pPax (Y113) imaju slabo organiziran aktin s manje stresnih vlakana (Slika 15
Adonja). Kvanti fi kacija FA ukazuje na smanjenje \
uti gavanja (Shka #&50B) i n aMe mitjien uol ena razl i ka u
tubulinskog citoskeleta (Slika 15 C donja). Smanjenje signala pPax-a (Y113) i gubitak
stresnih vlakana nakkoen puwtdijgav an jcae uibn/teehgermun ss

Ssmanjenom migracijom i i nvaziShkal2D)u ovom st an
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A)

RPMI-7951 si(-) RPMI-7951 si(av)

pPax aktin + DAPI pPax aktin + DAPI

B)
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©)

RPMI-7951 si(-) RPMI-7951 si(av)
tubulin + DAPI RICM tubulin + DAPI RICM

Slika 15. Utjecaj u t i § a & aksgresije integrinske podjedinice Uv na lokalizaciju pPax

(Y113), organizaciju citoskeleta aktina i tubulina, ragirenost stani dmjina povr
v el i |FAmwstanicama RPMI -7951. Dan nakon transfekcije kontroln om siRNA (si(-)) ili SIRNA

speci fi intagoinskupadjedinicu Uv (si(Uv)), stanicesuu i st om broju nasalene nc¢
sutradan fiksirane, permeabilizirane i inkubirane s primarnim pr ot ut i j el i ma Rapeci fi | n
(Y1) ili tubulin nakon | ega j e slijedila i nkubRuori5pSkonjagaanime k undar
protutijelom (crveno). Lok al i zaci j a akt i n dalojdia-FIpCG-a(zelerb)e Sviauzopicsmo | u
uklopljeni u podlogu za uklapanje Fluoromount-G koji sadrg i D ZaRvizualizaciju jezgre (plavo).

Crno-bijele fotografije su snimljene uz RICM. Analiza stanica je provedena na mikroskopu TCS SP

Leica. Prikazane su maksimalne projekcije reprezentativnihn z-pr er ez a i z amoindas¥. Apr ogr

Uti gavanje integr i ns k ekujsenbapjeibiojpPax e (¥M3)pazitivnih FA

koje se nalaze na vrhovima aktinskih niti koje pokazuju manji stupanj organizacije. B)
Kvanitifikacija fotografija pod A): ipoiv,yr gvehilsitrmani E#
prosj el na v e Analiza j&enproveBiefa ImageJ programom, a statistika neparametrijskim t -

testom na barem 1025 poj edi nal ni h stani ca . Graf dajes lfevorpekazuje | i t a pc
p o v re@ojedina | nFA u pikselima, a svakatd ka predstavl!l ja | ©staigrafewinal i zi r |
prikazuju prosjelnu vrijednosetz dsiac es toaznvdgelinadtinatjRic dPe vi j ac
0,05; **, P < 0,01;**, P<0,001. C) Ut i gavanje integrinske podjedinice
promjenu izgleda tubulinskog citoskelet a.
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3.10. Stabilno transficirani klonovi ~ stanica RPMI-7951 sa
smanjenom ekspresijom integrina U vsu smanjeno osjetljivi
na paklitaksel i vinkristin i nisu sposobni dugotrajno  rasti u
kulturi

Zbog utvrlLenog ut j ecrag kae up o djaevching iac ei nlwe g mi:
osjetljivosti stanica RPMI-7951 na djelovanje paklitaksela i istovremenog smanjenja

migracije i invazije, odl ul il i smo upravo u tojlACsat ani | n
tj. adhesomakako bismo odredili proteine bitneza wuol eni fenotip. Kak
adhesoma potreban relativno veliki broj stanica (za RPMI-7 951 |j e to gest F
zdjelica promjera 10 cmpopunj enos t9i0 %) o vordg iuddwojiti i stakslna o

klonove stanica RPMI-7951 s konstitutivno smanjenom ekspresijom integrinske

podjedinice Uv.

Klonovi stanica su dobiveni transfekcijom s pSUPER.puro.U vk o j i sadr ¢gi s h
specifa | madj edi ni ¢ue dinmtkeoggr isnai jlktda kao i si RI
u pokusima prol azne i os@ln sdogakljeni jfealtati) PGvaja d gi k

plazmid sa d r gem za otpornost na puromicin za odabirus pj egno transf i

stanica.

3.101.0ptimi zaci ja transfekcije i odr eli
za odabir stabilno transficiranih  klonova

U izdvajanju stabilnih klonova sa smanjenom ekspresijom integrina Uv, koji | ese

posl jeditmal &jome zatnaapjoev rvgean kK 0| O | rastu, i zni
dobro odabrati uvjete transfekcije i odabira puromicinom. Kako bi se utvrdila

optimalna koncentracija reagensaza transfekciju pSUPER.puro.U vy stanice su prvo

transficirane plazmidom pEGFP-C1 (Clonetech, SAD) s t r | razlilite ko
transfekcijskog reagensa a uli nkovitost transfekcije ]
citometrijom. Prema signalu fluorescencie EGFPodabr ana j e konal na k¢
Lipofectamin Reagenta od 0,75%(Slika 16 A, histogram T3).

Kako bi se nakon transfekcije izdvojili klonovi stanica RPMI-7951 sa stailno

ugralenim pl azmi dom [ posl jedilno s a S ma n
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podjedinice Uv, b i | icoptimadtnu kprcentragijor puyomicinavza d i t i
odabir transficiranih stanica. To je ulinj
razrjelemia@i parti | ekom testaMTT (Stika 36 B)p @dabcahatje
najniga koncentracija puromicina koja ima p
0,25 mg/mL.
A) B)
70 — : o 150 -
f r\ftransmcwane stanice —
© 60 kl | c
= { N H e
(0] f | —
; 5 U |\ ’}\ T2 = 100 -
401 | T3 > T
= gy 5
- | ® 50
m — JI o T
10/ /]
| )4
(0] &-‘J‘ L . 0 T T - T T
10° 103 104 Q % % % ©
Q- N4 Q{Q’ N
FL-1 Puromicin  m g/mL
Slika 16. Odabir optimalne koncentracije Lipofectamin Reagent a za stabilnu
transfekciju i konc entr aci je puromici na 2z a stabino jrangficiranihi zdv aj anj
klonova stanica RPMI -7951. A) Fluorescentni signal stanica RPMI -7951 nakon
transfekcije pEGFP -C1 plazmidom (Clontech , SAD) s tri razlilite konce

Lipofectamin Reagenta.

analizirane n a
nisu transfic i

protol nom
rane, tri

citometru.
r a z lhistbgiamee pokazujj #uarsseencigurstareéca RPMI-7951

Si vi

Dan nakon transfekcije, stanice su odvojene od p o v r gispraee i

ktankd RPNII-785h kojer i k a z u j

nakon transfekcije s 0,75 % (T1),0,5 % (T2) i 0,25 % (T3) k o n a | n o gLipefattaner Reagenta. B)

Pregi vl
nasalen
dj el ova

s-T9%alrbidana nakoPR illdganja puromicinu.

Stanice RPMI-7951 su

jenje ]
e u plolicu zaSISLhngid)aj.24Iealdrtakomeasa’.i5t/anjaaislogene
nju raspona koncentracija puromicintstomNakon 5

nisu bile izlogene pur

MTT, a rezultati su prikazani relativno prema stanicamak o j e
prikazan rezultat jednog od dva poku s a

sa slilnim

rezul tati ma.
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3.10.2. Stabilno transficirani k lonovi stanica RPMI -7951 pokazuju
Ssmanj enu ekspresi j usmanenu egpetlivosta nalv ,
paklitaksel i vinkristin i nisu sposobni dugotrajno rasti u kulturi

Klonovi stanica RPMI-7951 sa smanjenom ekspesijom integrinske podj edi ni ce (
dobi veni stabil nom transfekcijom plazmidom
shRNA, odabrani su na temelju mjerenja ekspresije integrina Uv pr ot ol nom
citometrijom. Odabrali smo ¢ e «lbnova sa smanjenom ekspresijom integrina Uv

(Slika 17). Ekspresija integrina Uv se razlikovala u klonovima od 10 do 50%
vrijednosti ekspr e &PMI-&951USlika 1 MNial noovja j | isnmoj i n a
gel jeli umanj i ti mogulnost utjecaja ugradnj e
na osjetljivost na paklitaksel. Osjetljivost klonova na paklitaksel u usporedbi s

kontrolnim stanicama mijerena je zatim p o mo kesta MTT. Tako Ll er j e mjer
osjetljivost na vinkristin koja je u svim ispitanim klonovima pokazala smanjenje

osjetljivosti u odnosu na roditeljske stanice (rezultati nisu prikazani) . l znenaluju
svi testirani klonovi pokazali su smanjenu osjetlivostna pakl i t aksel i vin

u suprotnosti s rezultatima prolazne transfekcije (Slika 18).
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Slika 17. Povrginska ekspresija

7951 stabilno transficirani
Stanice su odvojene odp o v r EDTA-@®mM i
primarnim pr ot uti j el i ma

Uvspecifilnu

m plazmidom koji kodira za integrin
analizirane protolnom
specifilnim za

kontrolom kao negativnom kontrolom (sivi histogram), i sekundarnim protu t i j el om
om. Prikazani su reprezentativni pokusi od barem dva neovi s n a

histogram predstavlja izotipsku kontrolu stanica. Radi jednostavnosti prikaza na grafu nije pokazana
izotipska kontrola stabilno transficiranih klonova, koja je o dgovarala signalu izotipske kontrole stanica

RPMI-7951. Crveni s'i gnal

i oezknsap|raevsai j u
odgovar aj ulkvantifikadijao mstograma je prikazana na grafu dolje. Prikazana je srednja

pokusa

S a

i n tuekdonavinnsakstanica BRMI e-di ni c e

shRNA

citometr.i
i nt egr iotpskom

podj ed

obitjedgenin

sSivi

nim r

i nt eRPMI-T9%1, awijetlosarvann i ¢ a

geometrijska vrijednost flurescentnog signala umanjena za signal izotipske kontrole relativno na
stanice RPMI-7951.
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Slika 18. Osjetljivost klonova stanica RPMI -7951 sa smanjenom ekspresijom integrinske
podjedinice Wwtadbbilwmem transfekcijom plazmidom koji |
speci fi | nunapakliRié&d . Stanice RPMI-7951 iklonovi stanica RPMI-7951 sa smanjenom
ekspresijom integrklKeKeKpkbdiKesthnasakebv u plolicu za u
stanica s 96 bunarila. 24 sata nakon nas&i vanja izl ogene su djelovanju |
paklitaksela. 96 satin a k 0 n pregi vl j en jtestons MTa.nNia sliai je jprékazanjregultat n o
jednog od dva pokusa Sdaislsitlurmpii rh inetepsiieirdteastaiigg BPM|- u

7951, a st u pstabilno transfibiran e klonove stanica RPMI-7951 sa smanjenom ekspresijom

i nt e gr.iPadatci suvanalizirani dvosmjernom ANOVA-om s Bonferroni post-testom. Zvjezdice

0z nal a-vrgefnosti:P** P <0,001.

Svi su seklonovi mogli uzgajatiogr anpeenod u kul turi. U poku
veak ol il|ina stanica za ,pmniamijel & mtdnitg poal dehl ees 0 m)
ubrzano umirati. St ani ce su se zaokprouvgri guanitae, doked v aj al e
stanice koje su ostalep r i h v @d paer @iler e | nepravilnog oblika i | sto s
Vi ge | NaASlicald prikazane su fotografije dobivene svjetlosnim mikroskopom
klonova K4 i K5 nakon mjesec dana u kulturi na kojima se pr i mj edliki pra
zaokrugeni hnstanipca hgvaj regni envetikibraj anrti ih stanica.
Na Slici 19. B vidljiva je pojava neproporcionalno velikih stanica s Vvi ge uj ezgar
usporedbi s kontrolnim stanicama RPMI-7 9 5 1 . Slilno pigrdgamj eu |
svim istragi vaUspeairskhbomanioma t i samo klon 6 z

adhesoma(rezultati nisu p rikazani).

Zbog toga, al i i zbog finonjeancekbdaneei sttanbg!l
od prolazno transficiranih stanica nakon izlaganja paklitakselu i vinkristinu , adhesom

smo analizirali nakon prolazne transfekcije.
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Slika 19. Fotografije  svjetlosnim mikroskopom stabilno transficiranih klonova stanica
RPMI -7951 plazmidom koji eksprimira integrin Uvspecifil nupsh®KINaApT28l
i B) 11251 . Klonovi su nakon probira uzgajani u hranjivoj podlozi DMEM -FCS, melLutim nisu ©b
sposobni opstati d u guekulturi . Na slikama se moge wuo] i tistanjpmj ava z

odvojenih od podloge kao na sliciA,st ani ca s iwnep@mrcipnalrzogvalikita stanica kao na
slici B.
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3.11.Pr omj en a adhesoma nakon uti ga
podj edi n istanecamd VRPMI-7951

3111.Utvr Livanje optimalnog vr eomezaa umr
izdvajanje proteina IAC-a

Za analizu adhesoma spektrometrom masa, bitno je kvalitetno izolirati IAC p r i | emu

je kritil]ni kor ak vr ioneKako biusmuterdil@a opinmjna D TBP
Vvriijeme umr e ¢lAG-asmapi@RPMI-Z®8B6&i su skupl jeni nako
vr.emenaumre gavanj a i a n a lwestein blat s primament mraiudijehima

s p e c imfza ddabrane proteine IAC-a: fosforilirani oblici proteina FAK-a (Y397) i

Pax-a (Y133) koji su dio konsenzus-adhesoma (Horton i ostali, 2015.),li pr i koji a 1

nije dio konsensus-a d h e s o ma , ali je dio meta adBesoma
seta podataka(o v a j protein se jog poj awlHRE(emgl. u | it
Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type F) interacting protein 1, PPFIBPJ)

(Horton i ostali, 2015.; Mana i ostali, 2016.) i protutijelima za proteine koji nisu dio

konsenzusa d he s oma i k o] e adhesomo:|artigen jrapag eendasoma

EEAL (engl. Early Endosome Antigen 1), laktat dehidrogenaza-A, LDH-A. EEAL i

LDH-A su na popisu proteina meta adhesoma, melLutim nisu potvrLen
(Horton i ostali, 2015.). Koristili smo j o ¢ protutijela usmjerena protiv
antiapoptotsk og proteina Bcl-XL (engl. B-cell lymphoma-extra large) (kodiran

genom BCL2L1) koji nije dio meta adhesoma, analazi se u citosolu ili mitohondriju

(Horton i ostali, 2015.; UniprotKB, 2018.; Zhou i ostali, 2011.) (Slika 20). Kao
pozitivna Kkontukupni et &mirli @it elni 7 &t u dvkaket r uki n

bi setime odredila i osjetljivost metode .

Rezultati pokazuju da izolati IAC-au mr e gD BProm tijekom 5 minuta imaju malo

i prina a@397) p pPAK(Y133) proteina s p e ¢ ihfza IA@,idok izolati

umr e g e niutad@kazup veliku ekspresiju sva tri proteina, ali istovremenoij a | i

signal EEA1 i LDH-A, proteini kojinisu s p e c i fIAQ. RroteinzBal-XL nije dobiven

niti u jednom uzorku nakonu mr egavanj a, dok je sl abi signal
Tako smo na temel ju omj er a s pel&G-d addbrali h i n

VIiijeme umr e ganvwod 20jmenutdDKBdBdptimalno. U s p j ostdzdvajanja
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IAC-apot vrolbugjgeal enj e | i-@(Y397%) igpPax-4(, Y PFAK bez oboga
ekspresije EEALl i LDH-Auodnosu naukupnist ani | (Bliikad0). z at

Izdvojeni proteini IAC -a
Stani|ni 1izM/
’ iL Vrijeme umregawamlj
Protein / kDa minute
30 15 7,5 5 0 5 20 30
3 Liprin :
9 | 2T 1| e - o
o
7]
pFAK .
= | (Y397) ”
= 120 »
(]
=} Paksilin
- (Y133)/ ’ -
o 68 e —
_ F 7 O
c EEAY Py  G— - ¢ % “‘:b
_ 170 e
— LDH-A/ —
o 34 E— - .
()
o
o | BoxU | B & . '
o cl- . - .
s R
- .
Membrana X
obojena amido - N Pe— - I
crnilom e cete e —— -~ .

Slika 20. SDS-PAGEiwestern bl ot analiza st aniprotioglAd i-azuat a i i
stanicama RPMI -7951 za odabir opti malnog vr eroenldkupoimr egava

s t a n lizatinii izolirani IAC-inakon tri razlilita vr-Gmsenmadvojemhir e gavan
k or i SPSPAGE, preneseni na nitroceluloznu membranu koja je zatim obojana bojom amido-
crnilomkako bi se pr styrjeaosd. Membrana jp jnkelfirana s primarnim  protutijelima

speci fil| ni mpFaka(Y307), pRax(¥il1l3), EEAL, LDHA i Bcl-XL, te nakon toga sekundarnim

protututijel ima o b i | jmeegzemom peroksidaza. Signal je razvijen kemiluminiscentnim reag ensom i

olitan na urelaju Uvitec
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3.11.2. Promjena sastava adhesoma  stanica RPMI-7951 nakon

uti gavanja integrinske podjedinice Uv
Ukupno su analiziranat r i bi ol og k atansaeRPEI7961Inakonaranafekcije
kontrolnom siRNA (si( -) ) Pl si RNA specifilnom za I nt

(si ()UZa)svaki set uzorakapr ot ol nom citometrijom je pr.
uti gavanja integrinske podj e dJzorcisaanalitiani ( podat
masenom spektrometrijom u laboratoriju  prof. dr. sc. M. J. Humphriesa u
Manchesteru (Wellcome Trust Centre for Cell-Matrix Research, Faculty of Life
Sciences, University of Manchester) pod istim uvjetima (Prilog, Poglavlje 9.1).
Kor i gje emetada ionizacije el ekt r or as pr glectrgspay lorisatiory ,|

ESI'), a kao detektor masa korigten je Orbitr

Masenom spektrometrijom u programu Scaffold identifici rano je 624 proteina s
minimalnim brojem spektara 1lu barem jednom od gegsst99%onal i zi
protein threshold i 95% peptide threshold, i to prema opciji kvantitativnih vrijednosti

ukupnih spektara (engl. quantitative value total spectra) (Tablica 28). Kako bi se

razdvojili bitni proteiniod § u ma  uol lwrgandentificiranih proteina, za detaljniju
analizu probrani Su pr ot eiofem sppktam i ailbarem S mi
jednom od gest analiziranih wuzoraka. Takvi
ukupnog broja na 344 proteina koji su navedeni u istoj tablici popisa proteina na

prvih 344 mjesta (Tablica 28).

Kor i gt en jDAWD Ruhctionah Annotation (Huang i ostali, 2009a., 2009b .)
prema bazi GOTERM_CC _DIRECT u t v roljeeda je 0d333 proteina prepoznatih u
bazi, 105 proteina povezano s fokalnim adhezijama (319% ukupnog broja
identificiranih proteina ) , a 84 pr ot ei namatsksomz(25&% od ani | ni
ukupnog broja identificiranih proteina ). Zn al| aj n o szultata wdijiva jerizeP -
vrijednosti koja za proteine fokalnih adhezija iznosi 1,4 1 P40 a za proteine
i zvanstani | nhlgl nfAdKorigikaseaP-vr i j ednost i dobi ven
metode Benjamini-Hochberg iznose 2,9 1 ?20za proteine fokalnih adhezija,

odnosno 161  4@a proteineizvanst ani | nog matri ksa.
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Od ukupno detektiranih proteina njih 29 su dio konsensusadhesoma (Horton i

ostali, 2015), a navedeni su uTablici 26.

Tablica 26. Popis proteina koji su dio konsenzus -adhesoma (Horton i ostali, 2015) od

ukupno pronalenih pdhesdmel i nséanicau RPMI -7951 transficiranih
kontrolnom si RNA ili si RNA specifilnom za integrinsk
brojem spektara 4. Dv a dana nakon prolaznog uti gar9sdnj a k o
transficirane sa si-BnMKiraseaiisprame, & pjoeeimiel ACERBWBsEKkupljeni u ARS

ui talogeni acetonom. Protei ni ipsinomuamadiziraninne masengre | me t i
spektrometru. l dentifikacija je provedena programom

Proteini identificirani s minimalnim brojem spektara 4 u barem jednom od uzoraka su navedeni u
tablici na engleskom jeziku, poredani po imenu.

Proteini konsenzus  -adhesoma u adhesomu  stanica RPMI -7951 transficiranih
kontrolnom si RNA il si RNA specifilnom za
Ime proteina _ Pristupna oznaka
Kratica ]
na engleskom jeziku UniProtkB
actinin, alpha 1 ACTN1 P12814
actinin, alpha 4 ACTN4 043707
annexin Al ANXA1 P04083
caldesmon 1 CALD1 Q05682
calponin 2 CNN2 Q99439
fermitin family member 2 FERMT2 Q96AC1
filamin binding LIM protein 1 FBLIM1 Q8WUP2
four and a half LIM domains 2 FHL2 Q14192
integrin, alpha v ITGAV P06756
integrin, beta 1 ITGB1 P05556
integrin -linked kinase ILK Q13418
IQ motif containing GTPase
o ) IQGAP1 P46940
activating protein 1
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LIM domain containing preferred
. o LPP Q93052
translocation partner in lipoma
LIM domains containing 1 LIMD1 Q9UGP4
palladin, cytoskeletal associated
. PALLD Q8WX93
protein
parvin, alpha PARVA Q9NVD7
paxillin PXN P49023
PDZ and LIM domain 1 PDLIM1 000151
PDZ and LIM domain 5 PDLIM5 Q96HC4
PDZ and LIM domain 7 (enigma) PDLIM7 Q9NR12
plastin 3 PLS3 P13797
ribosomal protein L23a RPL23A P62750
talin 1 TLN1 Q9Y490
tensin 3 TNS3 Q68CzZ2
testis derived transcript (3 LIM
) TES QIUGI8
domains)
transglutaminase 2 TGM2 P21980
vasodilator -stimulated
) VASP P50552
phosphoprotein
vinculin VCL P18206
zyxin ZYX Q15942

Kako bi se definirao adhesom stanica RPMI-7951, zasebno su analizirani proteini
pronaleni u sfidranih kontrolaomtsiRMAN to oni s minimalnim brojem

spektara 4 u barem jednom od tri uzorka. Ukupno | e278%proteinaa &la n o
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DAVID  Functional annotation ih je prepoznao 270 prema bazi
GOTERM_CC_DIRECT, od kojih je 34,8% proteina povezanih s fokalnim adhezijama
s P-vrijednosti od 3,0 I 70 Benjamini korigiranom P-vrijednosti 6,0 T  #50a
25,5% s ECM-om, vjerojatnosti 3,11  “$1@korigirane 3,11  “$°0OProteini povezani s
FA-om (Slika 21 A) i posebno ECM-om (Slika 21 B) su analizirani programom
STRING kako bi se vizualizirao interaktom (mog u lingerakcije) (Slika 21). lako su

samo veze prikazane | jubil astom bpodatoma, t e mel |
jasno je iz ovog prikazada su proteini unut ar i nterakto
Skupina proteinanadonj em dij el u slike A i desnom di | e
proteine, za koje je pokazano da se nalaze
adhezijom kako bi osigural:] brzu sintezu proc

(Willett i ostali, 2010.) .
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Slika 21. Pr e d v i [hterakiom proteina povezanih s A) FA i B) ECM -om u stan icama

RPMI -7951 transficiranim kontrolnom siRNA. Dva dana nakontransfekcije stanica RPMI-7951
kontrolnom siRNA izoliran je IAC i analiziran masenom spektrometrom. Proteini su identificirani
programom Mascot i potvrLeni p r a garaaahzo su oddbranit pfoteihi dde ntificirani s

minimalnim brojem spektara 4 u barem jednom od tri uzorka RPMI-7951 Za probir proteina
povezanih s FAom i ECM-om k or i galae DAVIP eFunctional Annotation prema bazi
GOTERM_CC _DIRECT. Kako bi se prikazaopr ed vii lhnegreir akt om kori gten je pro
Svaki krug predstavija jedanpr ot ei n odr elene boj evlaptowip kojepjugen3D kr ug p

struktura poznata il predvi lLena. Povezni Zealbemnpéava
boja poveznica: p| av a, poznata interakcija potakajdppantayv rilietnear at
pokusi ma; zel ena, predvilena interakcija (slilan ger
slilnu funkciju proteina),; gut a, statistil ki znal aj noc
predvilena intemakobjraszasnaovanaedniil &el ekglpaes,| jpr ge
interakcija proteina koji i maju slil nu Zmuuakkacajjer i | i

imena proteina je havedenona engleskom jezikuu Prilogu 9.3 u Tablici 29.

Prvipodatak koji smo geljeli dobiti etanicen pok u.
RPMI-7951 preferengoy madpnrikom rastadu kultwria Zbog togasmo
IAC izolirali iz stanica nasaleni hkonfa pnoidleogoaubl ogena neki

izvanstanilnog matri ksa. To se znalajno raz
i stragivanja adhesoma koji s e neékeauerotpirm na na
izvanstani| nog omdtronektinslai magsavuael uekajpr i j ed
integrini s e mo g u(Horanli bstaliy 20854 Ratsno irumphries,

James, i ostali, 2016.; Ng i ostali, 2014.; Robertson i ostali, 2015.; Schiller i ostali,

2011., 2013.) Analiza adhesoma u stanicama RPMFI7951 pokazuje ekspresiju

integr i nski h podjSedis nilcm da,je broj spektara ne
Na temel ju toga daostamcen BPME-Z0%1I preferericifalno stvaraju

IAC preko heterodimera integrinaUv & 5

Drugi vagan podatak je odrelivanje adhesom
spektara u adhesomu stanica RPMF7 9 5 1 transfici rsapneichi fi htnhegnr
siRNA u odnosu na stanice transficirane kontrolnom siRNA, identificirali smo
proteine |ija je kolilina razlilita I Koj i
adhesoma integrin a Uv . Tako j smanjeng bki ol 1 i eligtegrieskih
podjedinicauder é¢i mad transficiranim,dokseegr i n
kolilina integr i n&lika2R). Rramp emmepvriogenvjerojanoidd s  (
stanice ne veguUwuut amdantegruitiagavanjem i nt e

ekspresija glavnog integrina kojim se stanice RPMI-7 951 vegu na povr ginl
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u pregivlijenju nego [ u osjet!l jivostii

da s mopokusi entah qpdbrkia z al i

vy mesarhmo i nt eg

pronalazak da je integrin U 5najzastuplieniji u stani cama RPMI-7951 dodatno

p ot v rnlaug ee

rezul tate.
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Slika 22. Integrini identificirani u adhesomu stanica RPMI -7951 transficiranih
kontrolnom i integrin Uvspeci fi | no nbvasdand Nakontransfekcije stanica RPMI-7951
kontrolno m siRNA (si(-) ) il i-snpt eecgirfiinl nwun )sizolRaw Asu (A€-i i(abalizjrani
masenim spektrometrom. Spektri su identificirani p ramamr a mom M
Scaffold. Prikazan | e pr osjstaridardnim daviagijama g &riknezavisaa pokusa.
Znal aj rezul tat akimte eseé 9tmi. r Zw j & v d wrijednost: 22 n R4 00y; & R P
<0,01.
Kako bi utvrdili proteini IAC-a ovisni o integrinu Uvpr ot ei ni Koj i sSsu pi

minimalnim brojem spektara 4 u barem jednom uzorku, bilo RPMI-7951 si() ili

RPMI-7 951
ostali, 2015.).

sanal{zikani )su u javno dostupnom programu QSpec/QProt (Choi i
Progr amom sviijednosti rpaolgu re @itgadaka (engl. false

discovery rate, FDR) i relativne promjene (engl. fold change) na temelju kojih se

odr

p o gr epmpgodaka bile manje od 0,05 ( t |

r el
23).

el

ati

v al

vne

a

z n al|.anahzoasitsu galjeoproteminlei j e

negatiyv
p r d,Bguta (ij.en (fold ¢hanged) d v e | i

suostivrijed

ni |l ogaa it am

Pl (Bhkaj i
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Slika 23. Vulkano prikaz relativne promjene ekspresije proteina adhesoma i vrijednosti
l agni h powgsahieana RPMI -7951 transficirani mi nt egr-Hismpetdv f i SiRNA m
u odnosu na stanice transficirane kontrolnom siRNA. Dva dana nakon transfekcije stanica
RPMI-7951 kontrolnom siRNA i | i i ntemedinf i Uw dzolirars isStRING:i i analizirani

masenim spektrometrom. Proteini identificirani s minimalno 4 peptida su analizirani programom
QSPEC/QPROT, ai zr al unat e r el aengl.vfole chamgeo RC) e nie Vv(r i j ednosti
pogodataka (engl. false discovery rate, FDR) su prikazane na grafu. Crvenei crne isprekidane linije

pri kazuju gr anPratemi sa snahjengmnedspresijom barem 2 puta i proteini pov el ani
barem 1.5 putas u o0z nal en & pokissal zi ncaolma j nignjepilt woteina, kao i obj agnj
kratica nalazi se uTablici 30.

Nakon uti gavanja i nt eekprésijaslBOeproinadi¢ edahagceo Uy

promijenjena barem za 1,5 puta Slika 23, crna isprekidana okomita crta). Ekspresija

vel i ne jesmahjena (28 proteina, lijevo od crne okomite isprekidane crte na

grafu, a iznad crvene isprekidane paralelne crte), dok je samo nj i h 7: povel

citoskeletni keratin 17 tip I, citoskeletni keratin 9 tip I, citoskeletni kretin 1 tip Il ,
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tenascin C, homolog slit 2, homolog peroksidazina i U t u b(ddsriomnd ché

okomite isprekidane crte na grafu, aiznad crvene isprekidane pardelne crte). Analiza
ukupne | i st e ijenjerahl peofeinacadhpsonsamlatom DAVID Functio nal

Annotation prema bazi GOTERM_CC_DIRECT pokazuje da je 31,9% proteina

povezano s FA-om, a 255 % s ECMom, 5 od 7 proteina p o v e | ekspresije
povezanojes i zvanstani | @aid3wmd 7psECOMdmo Prateini tenascin C,

homolog slit 2 i homolog peroksidazina jedni su od malobrojnih proteina koji su
povelano eksprimirani, ali i mad iuo ziaz veadnnsi t| aknui |
okol Pgjaedi nan amloimzom svakog od proteina integ

dostupnoj bazi podataka UniProt, a prema GO (engl. gene ontology) molekulskoj

funkci ji [ bi ol ogkom9p4 oaccehsaus o mat virrLteengr i jne
proteini koji sudjeluju u organizacijicit os kel et a, najvige aktina,;

proteina citoskeleta ukIljulujuli aktin, t ukb
proteine, gdje spadaju i integrini Uv i ab
transport prot e,janm ;2% uYrotgimm BEVF-ap n e r ot ei ni Koj i

nukleinske kiseline; i proteini nepoznate funkcije (Tablica 30).

Kada smo postrogild:@ uvj et e Slikae2B,arvanas akamitap r o mj e
isprekidana crta) b r o | z n al igenjemib prgiein® s smanjio na 88 (Tablica
30), od kojih su tri najzastupljenije funkcionalne skupine prema alatu DAVID
Functional Annotation prema bazi GOTERM_CC_DIRECT (Huang, Brad T Sherman,
i ostali, 2009; Huang, Brad T. Sherman, i ostali, 2009) : FA (40,2% od ukupno
promijenjenih proteina), stresna vlakna / aktin (40,%) i citoskelet (23,2%) (Tablica
27), a 195% sa st ani | ni,ndokijezntamjen adi5% goroteina povezano s
intermedijarnim filamentima, kompleksom miozina, integrinima, melanosomom ili

mikrotubulima .

Od ukupno promijenjenih proteina, ekspresija samo njih | ets e i povel al a, [
citoskeletni keratin 17 tip I, citoskeletni keratin 9 tip I, homolog slita 2 i U tubulin
(desno od crvene okomite isprekidane crte na grafu, a iznad crvene isprekidane

paralelne crte). Nijedan od ovih proteina nije dio konsensus-adhesoma.Dva proteina
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povel ane ekspr esi j-@n: lomolog sita 2ihamolog psroksz&dina.

Ekspresija pak 84 proteina IAC-a se smanjila u stanicama sa smanjenom ekspresijom

i ntegr i na hQev33 powedanoksofpkalnim adhezijama premaalatu DAVID

Functional Annotation i s a d prgtéina koRsenzus-adhesoma: filamin-v e z uj ul i
LIM protein 1 (FBLIM1, migfilin), homolog fermitin obitelj 2 (FERMTZ2, kindlin -2,

MIG-2 ) , proteinLMdemerei ( FHL 2 p ppreferentré gartnern UV

| i poma proteina, paladin, U parvin, paksilin
7 s PDZ i LIM domenom, testin i ziksin. Protein 5 s PDZ i LIM domenom (izoforma

CRA _¢) i kal dezmon (i z odr esmameni uCd$Ralicamg sas u t a
smanjenom ekspresijom i nt edhesionmaa,Uvmeil udiion spu
DAVID -analizi nisu svrstani u proteine FA.

Tablica 27. Funkci onal no tproteiaal eproin éjenje nih barem 2 puta u IAC -u
stanica RPMI -7951 nakon uti gavanja i nt e @®vaidananalkon golazhggedi ni c e

uti gavanja kontrobpemiiilnomt igRitbkanillxC-is analinrant rma
masenom spektrometru. ldentifikacija je provedena programom Masco t [ potvrlLena progt
Scaffold. Proteini identificirani s minimalnim brojem spektara 4 u barem jednom od uzoraka su
analizirani uUu javno dostupnom programu QSpec/ QProt (C
vriijednosti p o g r e ¢falsehdiscovery mte,aFHDR) i (elativng Ipromjene (engl. fold
change) na temel ju kojih se odrelivala znal ajnost P
vriijednosti l agnih pogredgnim pedaddlwaebiplrdpufaanpe vel
K o r enjgm alata DAVID Functional Annotation prema bazi GOTERM_CC_DIRECT i proteini su
podijeljeni u funkcionalne skupine (% od ukupnih proteina) , naznal ene podebl j.ani m sl
S| i | rkelondlne skupine su spojene u jednu. Imena proteina su na engeskom jeziku.

| Pristupna . o
Broj _ Ime proteina  na engleskom jeziku

oznaka proteina

Fokalne adhezije (40,2%)

1| AHNK AHNAK nucleoprotein

2 | ARP3 ARP3 actin related protein 3 homolog

3 | LIMA1 LIM domain and actin binding 1

4 | LPP LIM domain containing preferred translocation partner in lipoma

5 | PDLI1 PDZ and LIM domain 1

6 | PDLI7 PDZ and LIM domain 7

7 | TARA TRIO and F-actin binding protein

8 | CAP1 adenylate cyclase associated protein 1

9 | ANXA5 annexin A5
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10 | COR1B coronin 1B
11| CORI1C coronin 1C
12 | FERM2 fermitin family member 2
13| FLNB filamin B
14 | FBLI1 filamin binding LIM protein 1
15| FHL2 four and a half LIM domains 2
16 | ITAV integrin subunit alpha V
17| ITB5 integrin subunit beta 5
18 | LPXN leupaxin
19 | PALLD palladin, cytoskeletal associated protein
20 | PARVA parvin alpha
21| PAXI paxillin
22 | UROK plasminogen activator, urokinase
23 | E9PFQ4 pleckstrin homology like domain family B member 2
24 | E9PMV1 plectin
25 | PCBP2 poly (rC) binding protein 2
26 | PDC6I programmed cell death 6 interacting protein
27 | PP1B protein phosphatase 1 catalytic subunit beta
28 | RPS5 ribosomal protein S5
29 | SVIL supervillin
30 | TLN2 talin 2
31| TES testin LIM domain protein
32 | 1433T tyrosine 3 -monooxygenase/tryptophan 5 -monooxygenase activation
protein theta
33 | Z¥YX zyxin
Aktin /stresna viakna (40,2%)
1| AHNK AHNAK nucleoprotein
2 | ARP3 ARP3 actin related protein 3 homolog
3 | LIMA1 LIM domain and actin binding 1
4 | AOA024RDES8 PDZ and LIM domain 5
5| PDLI7 PDZ and LIM domain 7
6 | TARA TRIO and F-actin binding protein
7 | AOA140VKAO caldesmon 1
8 | AOAD024R0OES capping actin protein of muscle Z -line alpha subunit 1
9 | BLAK87 capping actin protein of muscle Z -line beta subunit
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10 | COF2 cofilin 2
11| COR1B coronin 1B
12 | COR1C coronin 1C
13| FLNB filamin B
14| FHL2 four and a half LIM domains 2
15| MYH10 myosin heavy chain 10
16 | PALLD palladin, cytoskeletal associated protein
17 | PARVA parvin alpha
18 | SEPT7 septin 7
19 | AOA024R8V0 septin 9
20 | SVIL supervillin
21| TLN2 talin 2
22 | WDR1 WD repeat domain 1
23 | D3DPU2 adenylate cyclase associated protein 1
24 | UTRO utrophin
25 | IMA1 LIM domain and actin binding 1
26 | FERM2 fermitin family member 2
27 | FBLI1 filamin binding LIM protein 1
28 | ML12A myaosin light chain 12A
29 | MYLK myosin light chain kinase
30 | PAXI paxillin
31 | D6RER5 septin 11
32 | ZYX zyxin
33 | MYO1B myosin IB
Stanilni izdanci: |l amelipodij /filopodij/ podo
1| ARP3 ARP3 actin related protein 3 homolog
2 | B1AK87 capping actin protein of muscle Z -line beta subunit
3 | COR1B coronin 1B
4 | COR1C coronin 1C
5| DBNL drebrin like
6 | MYH10 myosin heavy chain 10
7 | MYLK myosin light chain kinase
8 | PALLD palladin, cytoskeletal associated protein
9 | PARVA parvin alpha
10 | PAXI paxillin
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11| WDR1 WD repeat domain 1
12 | ITAV integrin subunit alpha V
13| UTRO utrophin
14 | FERM2 fermitin family member 2
15| LPXN leupaxin
16 | SVIL supervillin

Citoskelet (23,2 %)

1| PDLI1 PDZ and LIM domain 1
2 | AOA140VKAO caldesmon 1
3 | AOA024R0OE5 capping actin protein of muscle Z -line alpha subunit 1
4 | B1AKS87 capping actin protein of muscle Z -line beta subunit
5 | DPYL2 dihydropyrimidinase like 2
6 | FERM2 fermitin family member 2
7 | H3BQK9 microtubule -actin crosslinking factor 1
8 | PARVA parvin alpha
9 | PAXI paxillin
10 | E9PMV1 plectin
11| TB182 tankyrase 1 binding protein 1
12 | UTRO utrophin
13 | UACA uveal autoantigen with coiled -coil domains and ankyrin repeats
Intermedijarni filamenti (4,9%)
1| K1C17 keratin 17
2 | K1H1 keratin 31
3 | KRT86 keratin 86
4 | K1C9 keratin 9
Kompleks miozina (3,7%)
1| MYO1B myosin 1B
2 | MYH10 myosin heavy chain 10
3 | ML12A myosin light chain 12A
Integrini (2.4%)
1] ITAV int egrin subunit alpha v
2 | ITB5 integrin subunit beta 5

Melanosom (4,9%)

1

FAS

fatty acid synthase

2

HS90B

heat shock protein 90 alpha family class B member 1
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3 | PRDX1 peroxiredoxin 1
4 | PDCeél programmed cell death 6 interacting protein
Mikrotubuli (6,1%)
1| DPYL2 dihydropyrimidinase like 2
2 | H3BQK9 microtubule -actin crosslinking factor 1
3 | AOA024R8V0 septin 9
4 | F5H5D3 tubulin alpha 1c
5 | TBA4A tubulin alpha 4a
Pr e d v iiftesaktom prom ijenjenih proteina povezanihs FAom| i j a jesja ekspr

znal aj nijenjeparbarem dva putau RPMI-7 951 si (Uv) +7%%s9) am RPI
i zr a Llpagranmom STRING i prikazan na Slici 24. Ova analiza je pokazala da su
promijenjeni proteini u bliskom kontaktu t e da i zmelu njih post

mogulih interakciija
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Slika 24. Predvi Leni i prtoteinaaFRA t iomt e g r iadhesdina stanica RPMI -7951.

Dva dana nakon transfekcije stanica RPMI-7951 kontrolnom i | i i nt-eme dinf SIANKO m
izolirani su IAC-i i analizirani spektrometrom masa. Proteini su identificirani programom Mascot i
potvr Leni pr o g.rZa aralimu s$ adabfahi groteini iden tificirani s minimaln im brojem
spektara 4 u barem jednom od tri uzorka, bilo RPMI -7951 si¢) ili RPMI-7 9 51 s i (rdBivpyoteinaZ a p
povezanihs FAomk or i gt e DAVIDé&unetibnal A nnotation prema bazi GOTERM_CC_DIRECT.

Proteini lija se ekpresij a-79%hsi)icRPMIer 9r5dz I(iUkvu) | ea niad mezli u
programom STRI NG. Svaki krug predstavlija jedan mpl@tein oc
protein kojemuje3D struktura poznata il: predvilena. Poveznic
proteina. Znal aj boje poveznica: tamno pl ava, poznat
interakcije potvrlLena pokusi ma; zlejl e nptr etppedtvd Lkeer ad a
genomsKki kontekst u razlilitim vrstama sugerira slil-r
na temelju statistilki znalajnog pojavlijivanja nazi
interakcija zasnovana naobrasci ma zajedni | keijekbpresava, genadviblen:

proteina na temelijla dliijlehng ehjpakadisjiKatice smotbq a@glnij lekh@g up
Tablici 27.
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4. RASPRAVA

l ako terapija klasilnim protutumorskim | i] e

l'ijelenje met astat skogulmeguanomd,i j el ednajluy e me l

mutacija i onih koji su po stali neosjetljivi na ciljanu terapiju (Leon -Fer r e | Mar k ov
2015) . Brga pojava otpornost.i mel anoma | i | ¢
usporedhbi s kombinacijskim |Iijelenjem suger.
puteva za maksishal nu ulinkovito

Integrini su adhezivni transmembranski proteini preko kojih se aktivho prenose
signal.i pregivljenja, proliferaciije, di f e
vigemol ekul skog kompl eksa proteina s unutr ac
naziva IAC. Pokazano j e da tumor ske stanice mo g u pr
protutumorskog |lijeka putem povelanja ekspr e
na SVOjoO]j povrgini [ zato integrini predst a\
terapiju (Dickreuter i Cordes, 2017.; Raab-Westphal i ostali, 2017.).

Ciljanje najvele obitelji integrina a1l pok
povoljnim za povelanje osjetljivosti na p
metastatskog potencijala (Aoudjit i Vuori, 2001.; Lahlou i Muller, 2011.) . MeLut i m,
integrin al stvara heterodi méiynesisdaba 201d)ki m br
t e njegovo utigavanj e mo g e dovesti do ne
heterodi mera integrina koji ne moraju nugno
je u modelu nekoliko stanil nilimja t r ostruko negativno@ tumor

nakon wuti ¢gavan pokazan fehoeenrpreslagivadal integrina, odnosno

povelanje ekspresije integrina Uvas Kkoje ]
(Parvani i ostali, 2013.; Truong i ostali, 2014.). Zato smo u ovom r a
usmjeritinage i stragivanje na U nkojge iinm&kjeu pmar jea i
za vezivanj e, | i me smo ol ekivald manj u Vi e

Odabir integrinskih podjedi nipodatcinth eksgrasiEl j i | i
integrina u metastatskom mel anomu. Il ntegrins

su eksprimirane u stanicama metastatskog melanoma (Huang i Rofstad, 2018.;
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Melchiorii ostali, 1995.)t e s mo gelmoegde liistsreaguttiigavanj em ¢
od tih podjedinica st ani | ne | inije melanoma | ovjeka ul i
tri protutumorska lijeka (cisplatinu, paklitaksel ili vinkristin) i istovremeno smanijiti

pokretljivost, odnosno migratornu i invazivnu sposobnost stanica in vitro .

| stragivanje smo zapol eli na mo dvBl4858 kojast ani |
ne eksprimira integrin Uval gto pojjgdinostav
jedini Uv heterodi mer. na povr g{MWongiastali h st art
1998.). Pokazali smo dauti gavanje ekspresije integrins
povelava osjetljivost stanica na paklitaksel
podjediniacesuPd ot mi ul i nak. Ut vpodjedidice a 83 mb | k ak
a5 pojedinalno (ciljajuliUvaBme lrhaezlei@sdti oner e

na osjetljivost na paklitaksel il vinkri st
dok utidmvmoyel anom osjetljivogiu. Zakljulil
potil e i nt e gstanice MDAvMB5435§ bd djelovanja otrova mikrotubula.

Takol epokazalikakout i gavanj e iimat epgorvionng ath4 ul i nak n
cisplatine uistomst ani | om , made&l uy e uti gavanje ostalih
osjetljivost stanica na lijek (Stojanovic i ostali, 2018. i ovaj rad). Kako u pravilu u

stanicama tumora i nt egr i ni okidaj u, oligkiadeal i prsenya v d
uti gavanijrea imglegvnom povelavat.i osjetljivos

(Desgrosellier i Cheresh, 2010.)te su nas iznenadili primjeri smanjenja osjetljivosti

stanica MDA-MB-4 35S na | ijekove nakon utigavanja in
da je cil] nageg rada bio pronal azak kombi
| emu utigavanje i petlieogtma praautumooski éjdkanismo daljs

i stragival. uzroke uol ene smanjene osjetl jiv
a3 i a5 nema jednaki ul i nak na modul aci ju
(paklitaksel i vinkristin) i ci s p !l ageipretpostawit daeva dva integrina imaju

odvojene signalne puteve. U | i t er at ur i postoji vige primje

osjetljivosti na cisplatinu u stanicama koje su razvile otpornost na paklitaksel, a za
neke je pokazano da su posredovane smanjergm ekspresije gena BRCAL (Stordal i
Davey, 2007.).
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Integrin i i maju vagnu ul o g (Gangulymbstpli, 20¢3.)jKako hami nv a z i
jecilj bio pronalii integrinsku podjedinicu |
protutumorske lijekove i istovremeno smanjiti pokretljivost stanica, provjerena je

migracijska i invazijska sposobnost stanica MDA-MB-435S in vitro (St oj anovi |

ostali, 2018. i ovaj rad). l znenalujul e, ut i nske podjgdimicee Kk s pr e
U4 je lpovmigraciiju, br oj fokal nih adhezij i
(Stojanovi l .iTojesduprdtnosti s @u@ith $odatcima iz literature, koji

su u stani cama medFdn opnak amiad a BRbé el aci ju €
metastaziranjem (RebHum inobtali,e2010. v o rBauvdeu | i da u stae
MDA-MB-435Si nt egrin U4 tvori h @lynesri d\dha,n?€12.), s a mo
pretpostavili smo da je uzrok tome preslagi vanj e i ntegrina t]

integrinske podjedinice U4 osl|l obala podjedinicu al koja m
slobodnim U podjedinicama u stanici. Kako |
ekspresiju i ntegrtiakaotoeBhetdro it mgr i B alyBesis al

Naba, 2012.) za kojeg | e pokazano da korelira ¢

(Melchiori i ostali, 1995.; Yoshinaga i ostali, 1993.). Zabiljegil:. smo r
mi gratorne sposobnost.i stanica. To govor.i
podjedinice ail,a npackdojne du tnii gav ath4 i | i us, mo ¢

migracije stanica MDA-MB-435S. U prilog hipotezi o preslagivanju integrina kao
uzroku povelane migracije W3akiolni ul4 gavaapgaem
govori i podatak da je u kulturi stanica primarnog i metastatskog melanoma iz istog

pacijenta pokazano da inhibicija U3 integri:H
pokretljivost stanica (Yoshinaga i ostali, 1993.). Nai me, kod inhibicije
bl okirajulim protutijel ipmadjneediienidoel ia1d ot eo sjlec

za preslagivanje integrina manja. Ipak, iz literature saznajemo da je preslagivanje
integrina mogule i nakon ilichtiebibstali (1398)puruot ut i j
modelu stanica karcinoma d o] ke |MDA&AMB-R3 pokazalida 1 nhi bi cij a
dvama razlilitim monoklonskim protutijeli ma
upulivalo na povel an4ve zuekusipirhesi jé e gkroilnaag.e n E

repertoar integrina jedinstven za svaku stanicu, posebice za stanicet mor a, t egko |
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predvidjet.i i shod nakon uti gavanj a i nt egr

heterodi meri ma. Osim toga, vrl o je vjerojatn
za VvVrstu stanice. Linjenice koje potvrLuju
izraledakbemaska disertacija. U st ankEp2 gma kar
umjerenadenovoe k spresija integrina a3 po)aerjal a ek:
mijenjala ekspresiju integrina Uvas. MelLutin
eksprimirana veli k a kol il ina i ntegrina Uv a3, dogl o

integrina Uvas5 zbog natjecanj a zRistowibstahodnu p
2004) . Pot puno drugaliji prof il integrinskog
karcinoma plbdtlaagteag kap iDbnoyjoeka p€CabPRjya integr.i
istovremeno dovela do povelane ekspresije hi

MeLut i m, upravo j e i nt egrhbionodgoverandza smanjenjee i nt e
osjetljivosti na cisplatinu, doksor ubi ci n i mitomicin C (Stoje
Neobjavljeni rezultati na istom st ani | n o mCal@bpmblkatali su da je u ovim
stanicama jodggljoedchoprpsl mpgpervanj a i detnewr i na.

ekspresija gena integrina a 3dovela je i do povelane ekspresije
receptora, integrina U6a4 (Dekanil i ostali,

Za integrine U vje poznato da imaju ulogu u migraciji i invaziji tumorskih stanica
(Desgrosellier i Cheresh, 2010). Pokazalismoda wut i g av askg podjedimce e gr i

Uv snagno s man( Sutjoej anmsdir2ails)ii inwaziju (ovaj rad) stanica
MDA-MB-435S.Uradu St oj anovid018)ji sa srtaajlkdji ad heserodimera
integrina Uv, Uvas ili Uvas, je za to od;q
integrins ki h podj edi nimaatecagdai Imi garédcinjpu gto | e Vv
zbog uolenog fenomena integrinskog preslagi
primjelenog analizom povrginske ekspresije.
povel ava ekspdieme | a bed®r a uti gavanje ab
heterodi mera Uva3-MB-a43p®vstfanicaDAdok se uku

ekspresija Uv podjedinice ne mijenja. To upu
oba integrina, Uv a3 i cijuvoyd fenomek Ipjeslapiveamaa u  mi
integrina Kkoji smo nazval. Aulinak vaged t ¢
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modul aci je osjetljivosti stanica na paklita

Naime, u ovom radu je pokazanodaut i avanj e ddjtedyirnincsekea® po:

osjetljivost na paklitaksel, dok ju wutigava
povelanja ekspresije integrina Uvas. U Iite
regul aciji ekspresije heter odlomaorpadatakad e gr i n &
preslagivanju integrina. No u stanicama melanoma WM-266-4 i st ragena | e r ¢
ekspresije heterodimera Uva33, Uvas5 i Uvail n.
Uva3 i Uvas5 regulirana na razini @irai a5

ek s pr e s i(Koistin dn v atali, 2004.). Budul i-MB-4359%Brkice nemaju
i nt egr i(Wonglwsiali, 1998.), uol eno integrinsko presl a:

predlogenim modelom regul acije.

S obzirom na rezultate doiWBMS8H&S, uomwdrmehi | nhojs
nastaviti sinsepgadgnaa ggpekazinaili shranjeng osjatljivost

na protutumorske lijekove ili p o v edimvitro migracijanakon uti gavanj a
ekspresije, gt o n e |teiapijiimgldnomauNa temelju rethodns pj e g n «
opisanih rezultata u stanicama melanoma MDA-MB-435S, izabrana je integrinska
podjedinica Uv kao potencijalna meta |ije
protutumorskog lijeka i istovremeno smanjiti metastaziranje. Kako bismo dodatno
potvrdilitezu |l t at e nakon uti §av a+MBa358, pokuse rsjdgreaja i ¢ a ma
ekspresije integrina pr ot ol nom ci tometrijom i IlithkSela nak on

smo ponovili s drugom integrin Uvs p e ¢ i f $iRNA ¢lPns7569, Thermo Fisher

Scientific, SAD) koja cilja drugi slijed nukleotida u mRNA i pokazal. slilne
(rezultati nisu pokazani). Time smo potvrdili da rezul t at i povelanja
ljekove nakon wutigavanja 1 nt &age sma dokilenisyp ezllfae di ni c ¢

nespecifil nog sRNA (ekghoff kamet effgct)e n e

Utigavanje ekspresije integrinske podjedinic
si RNA je provedeno u tri dodatne s4/9%hbi | ne |
A375 i MeWo). Rezultati u stanicama RPMI-7951 su pokazalipw el anj e osj et j

nacisplatinu, paklitakselilivi nkri stin nakon wutigavanja inte
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za terapiju. Suprotno tome, utigavanje eksp

MeWo dovelo je do smanjenja osjetljivosti na sva tri protutumor ska | i j eka. | s 1
dalje Kkoj.i od Uv integrina, Uvas ili Uvas,
osjetljivosti na paklitaksel ili vinkristin u stanicama RPMI-7951, pokazali smo da se

utivapaem oba integrina p ovuedijekave atoge s jskiadulsj i vo st
pozitivnim wulinkom wutigavanja i ntegrinske
ekspresije integrina Uv a3 ij ddvpbkazala da utigavanje Aac-
heterodi mera Uvas5 i wukupne Uv podjedinice,
Uvas ali smanj uje ukupnlv,koukialziunjuul g o dpjoendoi vnoi ¢
preslagivanja integrina. Stogajemogul e pret postaviti da je gl :
za povelanje osjetljivosti upravo Uvas, al i
Uva¥agnost iUwvtaegru nasj etl ji vosti gtaaicansat r ov e

RPMI-7951je u skladu s rezultatima dobivenim u modelu stanica MDA -MB-435S.

|l ako je u stanicama MeWo i A375 zabiljegena
vinkristin i cisplatinu, u st ani cama MeWo s mo i potjedaicpi | i k a
integriim®d @3 el uj e na osj eilVinkristmna s tU noab ap askl luil te
pokazano je smanjenje osjet!l jiukuprshtintegrima s k| ad
Uv. U stanicama MeWo ni j e stanmwdma MDAAMBI-4356a k Vv a g
(Stojanovil i alIsitajée, u@bdaB8o)integrinsko pre:
povelalo ekspresiju Uva3 pa se moge-79Tiet post
MDA-MB-435S , i ntegrin Uvas i ma kKl jul nu ul ogu

protutumorske lijekove.

UtvrlLena vagnlo&t ui mbegt acaiji osjetljivosti S
na otrove mikrotubula, ali i na cisplatinu, razlikuje seod objavljenih rezultata grupe u

kojoj je izralen ovaj rad u model u,aitodni ca t
rezul tata dobiveni h u nekol.iTikezultaitsiapokazaln i h | i |

vagnaesnovoekspresije integrina Uvaa3 ispating,manj en
doksorubicin i mitomicin C, dok promjena e
utjecaj na osjetljivost ( Br ozovi | i ostali, 20O02&nmlivst oj ano
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j e da u nekol i ko stani | nih i nija gliobl a
podjedinice Uk oj e smo istragival.i u OgvolB4dioikt or sk
podjedinica a3 i a5 povelava osjetljivost st
bi o naji zr agemi3Christnzaan iostali, ZDPE/V)an | e

Utigavanje Uv u785%hns cadgaio R® Mdgnagijuijineaziju, a

osimtogapokazana | e I kl julna wuloga integrina
ulinak kombinacije utigavanja integrina Uv
' inijama mel anoma A375 i Me Wo , u stanicama
smanjuje in vitro mi gr aci j u. To pokazuj e da su sign
osjetljivost na protut umor §lstanicdma gliebkastoma i mi
U138MG wutigavanje Ui4nta3 bje snanjild) migraciu 3 gdje je
nasnagni ji u | ji imaokntegrin UvnChgstmarm i ostali, 2017.).

Poznato je da je fosforilacija Pax-a (Y31 i Y113) nakon aktivacient egri na vagna
stvaranje FA te organizaciju aktinskog citoskeleta i pokretljivost stanica (Nakamura i
ostalii, 2000) . iStuotgaet] egnalviatsggraigndke podjedi:
pPax, preoblikovanje FA, aktinskog i tubulinskog citoskeleta u stanicama RPMI -7951.

Stanice RPMI-7951 sa smanjenom ekspresijom integrina Uvs u manj e ragir
aktins k a mje mapja organizirana, dolazido gubi t ka stresnih vl ak
gubitka pPax-a ( Y113) , k ao [ smanjenja broja FA p
Ssmanj enj e prosjfFelgne® vel idime&kl adu s a S manj

primjeienim nakon utigavanja Uv.|l oNgiekea, HUIl s

1080 i fibroblasta jedbr mjgremcgpapekamnnona oV
prema GausovVvo] di stribuciiji. Tolnije, povel:
stanica do optimalne vrijednosti, naldAon | eg

migracija smanjuje (Kim i Wirtz, 2013). S obzirom na to da je pokazano da integrini

potilu nukl eaciju, rast i stabi |l (LaFmmmejiu mi kr
ostali, 2018.), iznenadil o nas ] e da uti gavanje i
promijenilo or gani z ac istanicama &PMIi-7957 prématranmr e g e |
metodom i munofluorescencije pomol u konf okal

i st r ag iswohuhyata proimjene u dinamici mikrotubula.
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Paklitaksel i vinkristin su otrovi mikrotubula koji protutumorsko djelovanje ostvaruju

kinetil kom stabilizacijom dinamike diobenog
zaustavljanja mitoze i smrti stanica (Jordan i Kamath, 2007.; Weaver, 2014.).

Mehanizmi smanjene osjetljivosti na paklitaksel mogu biti prekomjerna ekspresija P-
glikoproteina 1 (engl. multi -drug resistance, MDR-1), mutacija ciljne molekule beta -

tubul i na, promjene regul ator a apopt aez e i
promjene u sastavu lipida, prekomjerna ekspresija interleukina 6 (IL -6) te promjene

u proteinima citoskeleta ili povezanih s citoskeletom (Yang i ostali, 2017.; Yusuf i

ostali, 2003.). Kako smo zabiljegil:i povel amakonosj et |

ut i gavanj apromjena e dubulinu anutacijom nije vjerojatna kao uzrok. U

modelu stanica MDA-MB-435Snak onawdanjga podj edi nprogegii i nt egr
Ssmo sposobnost i zbacivanja lijeka pomoiu Kk
promjenu ( St oj anovi il .i @ma agtio s2Mol 8pokazaMBi | es't
435S, kao i stanice RPMF7 951, nakon utigavanja integri
izlaganjapakli t aksel u, pokazuju povelani broj stani

u stanicama MDA-MB-435S je dva puta, no u stanicama RPM}7951 razlika je vrlo
mal a, samo | e oko 5% vige stanica u apopt
Pretpostavljamo da u stanicama MDA-MB-435S powe | anj e osjetl jivost.]
paklitaksel ukl juluje i promjene u -poGlt evi ma
vrl o je vjerojatno da su za sinergistil]ki u
paklitaksela odgovorni i drugi mehanizmi. Na primjer, u stanicama tumora jajnika
Hey otpornih na otrove mikrotubula je pokazano niz promjena u ekspresiji proteina

povezanih S citoskel etlpom3-3&kaad gtoesf emi |garlaenk

(Albrethsen i ostali, 2014.). Kako bi smo detaljnije I str a
osjetljivosti stanica RPMI-7 951 nakon wutigavanja integrina
|l i jekove, naga istragivanj a sastanick RPMu479511 a | [

(diskusija u daljnjem tekstu).

U literaturi nalazimo relativno malo podataka o modulaciji osjetljivosti stanica

melanoma na protutu morske lijekove putem integrina i uglavnom su to podatci
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temel j eni na | edno]j stanil|l noj l i ni jdom Tako
povelali osjetljivosti stanica (Tenwiisostaima mi g
2008.) . Hammouda i ostald]i (2018.) su wuspjel:i p ¢
| ovj edMEL-ZBKKa cisplatinu in vivo uz makroviceptin (C-tip lektin -nalik protein

izoliran iz zmijskog otrova) koji smanjuje ekspresiju i inhibira signale preko integrina

Uv a(@ammouda i ostali, 2018.). Obrnutim pristupom, aktivard
vezanjem za laminin 1 u stanicama MDA-MB-435, pokazana je smanjena osjetljivost

na paklitaksel i vinkristin posredovana signalnim putem PI3K/Akt (Aoudjit i Vuori,

2001.). Aktivacija integrina manganom ili vezanjem na kolagen smanjila je
osjetljivost stanica mel anoma | puta WETk(RvaMV3 na
i ostali, 2017.). Aktivacija integrina Uv i usail kr
otrovom zmije disintegrin kontortrostatinom, kao i aktivacija integrins ke podjedinice

a1 monoklonskim pr,poveijaélhomeT DX/jlea | ji vost

| ovj eka M2ih vivo dSchavarta Costali, 2008.) . Ista grupa znanstvenika je
takolLer pokazala da pen€a@MR) ekojni Vvebeonehkt

usail mo g e povelati osjetljivost stanica m e
cisplatinu in vivo (Andarawewa i ostali, 2015.). Konal no, alkgtinevaci j o
vinkulin aktiviraj whdlm acfvatipg peptidem) (paowgeél al a s

osjetljivost stanica melanoma in vivo na araC (Nelson i ostali, 2012.).

Kako bismo poblige istragild.@i vagnost integr.
na protutumorske lijek o v e , u radu Stojanovi i [ ostald] (
s mo izl ogili dj el ovanju cilengitida, spec
integrinima Uva3 i Uvas5, u kombinaciji s palk
gel j el smo ipzlejsdéiaigi vemgmen ntegrina uolen n
Ulinak kombinacije cilengitida s paklitaksel

integrinske podjedinice Uv na osj&B4#4358,vost n

RPMI-7 951 i Me Wo, i malL VAt3i7® medj e je cilengitid
paklitaksel, gto je u suprotnosti s ulinkon
objagnj ena | i njenicom da utigavanje i ntegr

integrina Uv (mogule % mbUwas,j&dvae, Uvaasg) U
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i nhi bira prijenos signala samo preko integri
i ntegrinskog preslagivanja uzr olgdeviamoglg uti g
d o ldd ekspresije integrina koji smanjuje osjetljivost na paklitaksel.

Budul i da je FAK jednai lmdz&lijnui eghi nkdjaniazaa .
sudjeluje u otpornosti tumora na terapiju (Sulzmaier i ostali, 2014.), u radu
Stojanovi i i ispad snaolsudjelje2liOFAKB U modulaciji osjetljivosti ove

l et i ri s t amelahoma& nal pakitak$ele u kombinaciji s cilengitidom ili
utigavanjem bBhgpreszpbt Bvi s povgzandsipavaljhoy da po
u | i nddeagitida i paklitaks ela s fosforilacijom FAK-a ( Y3 97) , melLutim
povezanostpov ol j noutuilgannkaanj a i ntegrina Uv i p ak
pFAK-a (Y397). Usprkos odsutnosti povezanosti ekspresije pFAK-a (Y397)vsu | i nak

kombinirane terapije, pretpostavi | i smo da PpFAK (Y397) i pak
promjeni osjetljivosti na paklitaksel, jer su procesi preslagivanja integrina puno
vjerojatniiji nakon uti gavanj a i ntegrina U
(Stojanovil i Staga dmau ovom dak@skdm yadu od | ul i | i provj
ulogu pFAK-a (Y397) njegovom i nhi bi ci j om &ipteran PKF-228.i m i n

Pot puno neol-28 smaguje msjetljifobt stanica MDA -MB-435S, RPMI-
7951 i MeWo na paklitaksel, doki ma pov ol j an @adanicamasA875.Qwdj i n a k
rezultat jasno pokazuje da pFAK (Y 3ji9ost) nij e

na paklitaksel, al i to ne znal. da nije ukl
Nai me, pFAK (Y397) sudjeluje u razlilitim si
[ neposredno, mi | dijekp.a Rrepostavi@amaa tan bi to wiloi n a k

vieroj atno mogao biti razlog za ovakav rezulta

pFAK-a (Y397) VS6 06 3 u stanicama tumora |Jjajnika Hey
paklitaksel i smanjio masu tumora invivo u  mo d e | (Kangniiogtadi, 2013.). Osim

t oga, uti gaya@njpoveAK!| o djel ovanje ] 09 j edr
strukturno bliskog paklitakselu, docetaksela, u st ani | nim | inijama t
HeyA8 i SKOV3 i to ne samo u osjetljivima nego i stanicama otpornima na ovaj lijek

(Halder i ostali, 2005.) .
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Naga istragivanja u 4 stanilne Il inije mela

objasniti ulogu integrina U u osjetljivosti na otrove mikrot ubula. lako smo utvrdili

da je za migraciju i i nvaziju stanica mel ano
Uvas, ni smo otkrild@ mehani zajmut idivi pe omjde nl ae.
stanilne linije utigavanje i ntléakseliamdruggv pove
dvije stanilne |linije ga je smanjilo, upul uj
mogl a koristiti za terapiju mel anoma, 0S i n
predvidjet.i ulinak takve terapije.

Drugi vagan cilj owoge doskstawlA@Gakodnpsnaadhgdsmm b i

stanica RPMI-7 951 i usporedbom s adhesomom i stih
integrina Utayadmesbma dcnitteigrs angaorJas/l nim ciljem r az
molekulskih  mehanizama modulacije osjetljivosti stanica melanoma na

protutumorske lijekove i pokretljivost.

I ntegrini vezanjem za ECM prenose signal st
proteina s unutragnje strane stanil| nE&emembr a
i Cordes, 2015.; Horton i ostali, 2015.). Zbog di nami | ne iprirodel at i vn
IAC-a i neadekvatnosti do tada poznatih metoda izdvajanja, njihov sastav dugo nije

bilo moguie reproduci bmaseneospektrentetri@.g i Me L' urteit m,d ¢

Jones i ostali (2015) su objavili metodu za izdvajanje proteina IAC-a koju smo

koristili u ovom radu. Velina do sada pozn
dobivena nasalivanjem stanica na neki od prc
se unaprijed odabire i nt egr(Horioh e osthli 2015.; adhe s o

Horton, Humphries, Stutchbury, i ostali, 2016.; Huang i ostali, 2014.; Humph ries i

ostali, 2009.; Kuo i ostali, 2011.; Ng i ostali, 2014.; Robertson i ostali, 2015.; Schiller i

ostali, 2011., 2013.; Yue i ostali, 2014.) Mi smo pak odl ul i la anal
izoliranihi z stanica uzgojenih u meamal odenApm iR etdr
uvjetima. Premanagem sagzammnjsau dvije grupe do sada
(Yue i ostali, 2014; Lock i ostali, 2018). K
sastavu IACanakon uti ¢av alwp aliem aefingagja itzw. antegrin Uv

s p e ¢ ogfadhésoma, tj. protein alAC-aovisniho i nt egrinu Uv.
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Kako je za pokuseizdvajanja IAC-a potrebno mnogo stanica, izdvojili smo stabilno

transficirane klonove RPMI-7951 sa smanjenom ekspresijom integrina U v . Svih ges
izdvojenih k1l onova stanica i znenalujule s u pokaz
paklitaksel i vinkristin g¢gto | ensfekcijeskojpje ot nos't

povel al a 0 stgbilnit ttapsfektamts $u. (za Sazliku od pokusa prolazne
transfekcije) bili uzgajani kKr oz dugi peri od sa S ma
podjedinice Uv, gto moge biti selektivni pr
uvjete. Naime, dokidanje vezanja putem integrina stanice vodi u posebnu vrstu
apoptoze, anoikis (Paoli i ostali, 2013.). U mpakgsima prolazne transfekcije to je
vidljivo u manjoj apsorbancijiu tessu MTT st anica nakon utigavan

usporedbi sa stanicama transficiranima kontrolnom siRNA. Stoga je pri izdvajanju

stabilno transficiranih ikjlensivananomill mpuwt év a
pregivljenje i Koj i mogu utjecat.i na osj et
zanimljivo da usprkos wuspjegnom izdvajanju I
velu kolilinu stanica nizdjafoelAGra zbod ubfzansgt kKl on
umiranja stanica I pojave stanica s Vvige ez

sa dabilno transficiranim klonovima sa smanjenom ekspresijom integrina U vstanica
MDA-MB-435S i stanica karcinoma dojke MDA-MB-231 (neobjavljeni podatci,
Paradgi k i ostaliZbo@doegdowi tper i pojean g . st ani
svim klonovima nakon dugeg uzgoja, pretposta
Uv sprjelava normal nu d¢odattipodrn @gav a@jeuezubVv ot e h &

Pokazano je da integrini reguliraju pravil
vretena, kao i bipolarnost vretena i citokinezu (LaFlamme i ostali, 2008.) . Kako | emo
mal o kasnije komentirati, nag.i rezul tatdi S
uvjetima koje smo koristili integri-i951Uvas g

stvaraju IAC. Nedavno su Lock i ostali (2018.) opisali novu vrstu adhezija koje su
nazval. reti kul arne adhezije [ u koji ma se
Retikularne adhezije imaju potpuno d r g aslastay edFAiimaju ulogu u diobi,gt o | e
pokazano wutigavanjem integrina a5 u stanica

stanica u diobi i pojavijuju sest ani ce s vVvi ge | ezgdgnhibidla Zakl j ul
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retikularnih adhezija putemut i g aimegnj na Uvas5 u s-#%imoglaa ma RP
biti razlog za neke od karakteristika rasta stabilno transficiranih klonova, posebice

pojave stanica s vige jezgar a.

S obzirom na potegkolie -7951suzgbj garkdmnibnte gRF
podj edi n,isastamnmadhBsoma metodommasene spektrometrije smoi st rwa §i | i
stanicama prolazno transficiranim kontrolnom siRNA ili i nt e g rsipnecWUV i | nom
siRNA. lako je ovaj pristup skup i zahtjevan, jer pri prikupljanju svakog para uzorka

treba napraviti sve potrebne kontrole, bolji je u pogledu o p 0o nrgagugeta prolaznog
utigavanja koje bi se potencijalno moglo kor
RPMI- 7951 je pokazala da se oveastpawvpeged npr ef
integrina Uvas, | ije su podjedinice pronalce

spektara gto je u skladu s r@&zulTtraetiiamai nLtoecgkr

podjedinica koja je identificirana s vrl o n
postoji mogul nost da stanice stvaraju I AC
heterodimeraa 1 al i se to mora dokazat. eksperi ment
mo gsevezat.i | ak s {Hynespiddbp @ )ni d@ z U o bigmior a gt o
pronagli druge podjedinice U to ne znali da

Stanice smo prije izdvajanja IAC-a uzgajali 72 sati u kulturi. Lock i ostali (2018 .) su

analizirald@ adhesom stanica osteosarkoma | ov
identificirali integrinske podj edi ni ce Uv i ab5 kaa hagCzagt oy
je potpoKeasbma i munof | uododatsic shanj eninla Ijiesit |

rezultati dobiveni u stanicama RPMI -7951 su u skladu s ovom tvrdnjom, ali isto je
pokazano i u stanicama MDA-MB-435S i stanicama trostruko negativnog karcinoma
dojke MDA-MB-231 (Paradgi k i ostali, neobjavljen
stanice karcinoma plolastog epitela jezika C(
U6asd4 koji je receptjoe uwasitaamianmnjpui hesmiddes mo

ostali, neobjavljeni rezultati).

Analizom ukupnog sastava IAC-a stanica RPMI-7951 identificirano je 624 proteina s
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minimalnim brojem spektara 1, a 344 s minimalnim brojem spektara 4, od kojih

31, 9% | i nEA 92556% motemeECMa. l ako smo i mal.i potegl
stabilnih klonova sa smanjenom ekspresijom
jedan uzorak klona K6. Zbog znalajno manjeg
proteina, a h gotovjo esti udia Iprotéina &4 €28,8%) i ECM-a (25,9%)

(rezultat.i ni su prikazani) . S obzirom na ne

dobivenih jednim pokusom ove rezultate nism
dobili smo i u adhesomu stanica MDA-MB-435S i MDA-MB-231 (neobjavljeni

rezultati, Paradgi k i ost a) U,adhesand stanica RPMI{951 p r e mi
detektirali smo 29 od ukupno 60 proteina koji su dio konsensus-a d h e s o ma, gt c

pokazuje da jeizdvajanje proteina IAC-a bila dobro optimizirana. U jednom od dva

rada, gdj e s u istrageni adhesomi stanica L
zdjelicamgadhetsmang &krer atinocita | ovjeka u ko
48 proteina (Yue i kakot sa ovi autori Xd¥igtill metoduMkud Ut i m,
ostali (2012.) ko j a ne kowiaéei mathdenifgbraniy jproteina je

ol ekivan. Drugi rad su objavili L eacstanica o st al

osteosarkoma | ovjeka U206, k (@anés $ dstalil 2015dne t o d u
identificirano 214 proteina. Ostali radovi su objavili adhesomest ani ca nasaleni
fibronektin s kojima mogemo djelomilno uspo

fibronektin osigurava dodatno vezanjje@g@ stani

omogujie vezanje vige, rhafgilnoihei ntaegjre nhr o
proteina iz tako izoliranih IAC -av e | i . Tako su Horton i ostald@
fibroblasta embrija miga i identificiral:@ 14
ubar em dva wuzorka. Slilan broj (1174) ukupni
ostali(2015) , u stanicama mel anoma | ovjeka A375SM.

Prema nagem ocstjesamndvauradayp koj i ma |rezlikijslise ageno
sastavi IAC-a ovisno o integrinu kojim stani ca r .aTako e Schiler i ostali

(2013) pokazal i da se sastav adheswgamnhfna br obl ¢
fibronektinu ,ak oj i eksprimiraju iskljulivo U5a1; U

razlikuj e. Drugi rad je u stanicama eritroleukemij e u suspenziji K562 pokazao razlike
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i z me L ua ostvar@nih preko integrinaU4 aill ia 1K&6r i «ugllice bl oge
VCAM-1 ili fibronektinom (Humphries i ostali, 2009). Cilj nagi h pokusa | e
identificirati proteine adhesoma stanica RPMI-7951| i | ko$ el i na mijenj a

ut i g amtegrinad vakoji bi zbog togamogli biti smatrani adhesomom integrina

Uv . B u d u [uiadhdsamusstanica RPMI-7951pr ona ¢ | i preferenciija
Uv i a5 te vrlo malu kolilinuoietaegr imoaebd
smatrat.i adhesomom povezanim s integrinom U
ot kri i smo znalajnu promjenu (od barem 2 pi

33 funkcionalno povezanos FA-om, i od kojih je 14 dio konsensusnog adhesoma:
integrini U ¢, filaminav e z u j u dproteirL1l(mMgfilin), homolo g fermitin obitelj 2
(kindlin 2) protein 2 <slomere{(FHL2), praferemro partnerllipgdma
(LPP), p pdrvind paksilin, pdotein 1 s PDZ- i LIM -domenom (PDLIM1),
protein 5 s PDZ i LIM -domenom (PDLIMS5), protein 7 s PDZ- i LIM -domenom
(PDLIM7), testin, ziksin i kaldezmon. lako smo analizom ukupnog popisa

promijenjenih proteina ralunalnim al ati ma |

melusobnu povezanost, ztbaokga vwerllik ej kol ek mae p
ukl jul enosti ovih proteina u fenotip povela
smanjene pokretljivost.i (migracije i invazi

kratko komentirati proteine koji su dio konsenzus-adhesoma (Horton i ostali, 2015.) .

Migfilin i protein 2 s -dbnmeeteismanjeno supeksprimidadi Kbakon
utigavanja integemaoad#&vspadiakUjyulaygddatcs o ma .
pokazuju da je ekspresija ovih proteina povezana s nepovoljnom prognozom u

pacijenata s melanomom (The human protein atlas, 2018.; Westphal i ostali, 2015.).

Migfilin je citoskeletni adaptorski protein | ok al i zi ran u FA koji i ma
filamin na mjestima na kojima se fillanmen vVvec¢
dj el uje kao mol ekul ski preki dal izragulirad vaj an
integrinsk u aktivacij u (Ithychanda i ostali, 2009 ) . Protein 2 -doménet i r i [

ima ulogu u stvaranju FA i integrin -posredovanoj aktivaciji signalnog puta ERK (Park
i ostali, 2008.). Kindlin 2, koj i j e tadhksoniaestanicad RPMI-7951,

zajedno s migfilinom povezuje FAna f i | ami n [ aktinski cito:
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modulira oblik stanica (Tu i ostali, 2003). Kindlin 2 e t apoweetfas g talinom i

sudjeluje u akt (Makostadlij2008).nt egri na a3

Adhesom manje migratornih i invazivnih stanica RPMI -7951 nakmn uti gavanj e

integrinamdwj esakiolgil i ne akt dpneferenenogigatnér& g pr o
ipoma. 1z | iterature jjee p.dPzPnaptoov eda vat ikigpd veakrt i
vitro i met astaziranje stanica a dnevinoo(Kuiyamdin o ma P
ostali, 2016.). Prema tome smjer promjene k o | i dvognpmteina u IAC-uu nagi m

eksperimentima nije u skladu s fenotipom stanica k 0j e s mo pakojesuaval i,

pokazale smanjenu pokretljivost . MelLutim, koliko znamo nema |
O povezanost. ekspresije LPP u mel anomu i pr
pojedini proteini imaju razlilitu ulogu u ra

U IAC stanica RPMI-7951Inak on ut i gavamjaa einret esgur isnmaa nJve n e
proteina ziksina, enigme, paladina, -plrvina i testina pa prema tome ovi proteini

t ak olliemre -@dhesomavzZiksin se nakuplja zajedno s protein kinazom 2koja je

u interakciji s homeodomenom (engl. homeodomain-interacting protein kinase 2 ,

HIPK2) kao odgovor na ogtelenje DNAUKianjagjg ani c ar
endogenog ziksina rezultiralo je smanjenim razinama HIPK2 i omelo fosforilaciju p53
(Ser46) uzrokovanu ¢@tdel enj erkt D Koreii gsmp kla s p a z
2011.). Za zi ksin je pokazano da je njegova ek:
(engl. spreading) i proliferacijom stanica i obrnuto povezana s diferencijacijom

s t a nhilihijm melanoma (van der Gaag i ostali, 2002.). Enigma (LMP, PDLIM7)

potile pregivljenje stanica hepatoma HLK3 i
sprjel|l avaposredonanpd ®8 pt oze u model u ks¢@unggr aft a
ostali, 2010.). Pal adin je protein koji se nalazi u
aktinin ( R° nty i 0 sd deluje kao Ar@eéindske)a koji regulira stvaranje

podosoma i invadopodija preko Rho GTPaza(Najm i El-Sibai, 2014.). U-parvin je u

interakciji s ILK-om u osiguravanju p r a\sprdading g stargcar e nj a
jajnika kineskog hr]l ka CHO i (Tusitostafl,i200d.). mi o b | :
Testin je protein lokaliziran u FA, v e speksisoe i talinom i ima ulogu u adheziji
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(Cout t s i ostali, 2003). Opi sanguarunbioegstmajei ksi na
u skladu s primijeienom povelanom osjetl]
smanjenom pokretljivosti st ani ca sa smanjenom edaepmane si j om

proteine ne postoje podatci o korelaciji s prognozom melanoma.

Nagi rezul tat. su takolLer pokazal. sumanj en
stanica RPMI-7 951 sa smanjenom kolilinom integrina

su kontradiktorni rezultati o povezanosti ekspresije i prognoze bolesti. U tkivu

metastatski h tumora debel og crijeva zabil e
(Chen i ostali, 2016.), no u modelu stanica karcinoma dojke MDA-MB-231 i BT549
pokazano j e da njegova ekspresinjviro foti | e

metastaziranje tumora in vivo (Liu i ostali, 2015.).

Nagi su pokusi pokazal.i da wuti gavanje-integr
u stanicaRPMI-7 9 5 1, al i i kol i |-aMlw3). Pozrato je dal pakzilmmc i j u
sudjeluje u proliferaciji i invaziji stanica melanoma SK-MEL-28-N s povel anonm
ekspresijom gangliozida GD3 (Hamamura i ostali, 2008). Smanjenje ekspresije pPax-
a(Yl13) u stani cama -Fhk $mamuee nmetastawiranja in Bilo6
(VelascoV e | 8ez igpstali, 2008.). Dakle, smanjenje ekspresije pPaxa (Y113) u IAG
u je u skladu sa smanjenom pokretljivosti stanica RPMI-7 951 nakon uti ga

integrina Uv.

Od ukupno promijenjenih proteina IAC-a stanica RPMI-7 9 5 1 nakon uti ga
integrinske  eksprésimdamo njicsedatilsye poweligael aad 1,5 pu
to: tenascina C, proteina homologa slita 2 (SLIT2), U-tubulin a 4A, peroksizadina i

keratina: citoskeletnog keratina 17 tipa |, citoskeletnog keratina 9 tipa | i
citoskeletnog keratina 1 tipa Il . Ovi proteini nisu dio konsensus-adhesoma. Tenascin

C, SLIT2 i peroksizadin su povezani s ECMom. TenascinrC | e s kspriiirmou e
velini stani|lnih |linija melanoma i ukl jul en
(Shao i ostali, 2015.). SLIT2je protein kojeg izluluju mnogi
njegov receptor ROBO (engl. roundabout) je eksprimiran na stanicama endotela

krvnih gi | aova dva preteina kincai ylogu u angiogenezi ksenografta

RASPRAVA 125



mel anoma A375 (Wang i auprava suprotno, AnGef@iiija.ova Me L u t i
dva receptora u stanicama melanoma LOX inhibirala je aktivaciju ARF6 i smanijila

invaziju stanica melanoma in vitro (Grossmann i ostali, 2013). Za peroksizadin je
pokazana povel ana e k s primarsim j stanicama melan@mai v ni m
(Jayachandran i ostali, 2016.). Bud ul i d a -y sanica RAMA®51 sa
smanjenom ekspaoaejseédiomi clev pronalena povelana
ECM-a, mogui e je da stanice zbog smanjema kol
stresi zl uluju vigealkaldebna seCMsigurale dodat

adheziju i signale proliferacije preko aktivacije drugih i ntegrina ili signalnih puteva.

Prema nagim saznanji ma, nema pipotpa -aulbuna o pov e
4As bi ol ogijom tumor a. Velina istragivanja u
us mj er e fpadjedingce tabulina, jer su upravo one cilj protutumorskih lijekova

otrova mi krotubul a. Tako | e-tupubnkkdén padjednicada r a z |
imagu ul ogu u modul aci j i osjetljivosti razl i
pret post a\pogjeainide (Parker iOstali, 2017.).

Keratini pripadaju skupi ni proteina intermedijarnih filamenata, strukturnih

komponenti citoskeleta koje sudjeluju u regulaciji migracije i adhezije stanica
(Gruenbaum i Aebi, 2014). U stanicama RPMI-7 951 nakon wuti gavanja
podjedinice Uv pronagl i citoskeletnihpkeratiea 1a @ ul7.ek spr e
Ekspresija keratina, koji se smatraju markerima epitela, u melanomu nije iznenadila

jer su nedavno objavljeni rezul tat. anal i ze
28 il 40 %, ovisno o0 Kk oau,ieksprimirakeratirp(Roonanot i j el u
ostali, 2015). Ben-lzhak i ostali (1994.) su, za razliku od primarnih melanoma,
pronagl.i eksprweascmpuk keaamenasuat ski h mel anon

melutim pokazuju povelanu kolilinu keratina

Ovim smo radom odabrali integrin  Uv kao potencijalnu met u
osjetljivosti na otrove mikrotubula i smanjenje pokretljivosti , odnosno migracije i
invazije in vitro . Osimtogasmoi st r agi | i adheson osvtj&Bkiac a me |

7951 i I denti ficirald@ v aglhiesoRr iintegbimaoJv .p rdvie i mai
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proteini, posebno oni koji su dio konsenzus-adhesoma, predstavljaju po tencijalne
ciljne molekule za povelanje osjetljivosti n

smanjenje metastaziranja, ¢gto u budulnosti t
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5. ZAKLJ UL CI

1. Na temelju rezultata Kk o mbi ni r anog dj e |podjedinica mtegunga iUg a v a n |
(U3 ,4 U i tri protutumorska lijeka (cisplatine, paklitaksela i vinkristina) na
pregivlijemeleasdaai DAWB&ISSte pdkusain vitro migracije i

invazije stanica, odabrana je integrinska podjedinica Uv kao potencijalna meta za

kombinacijsku terapiju melanoma | i j e uti gavanj e ps@nicahaava o0s
paklitaksel ili vinkristin i smanjuje pokretljivost , odnosno in vitro migraciju i
invaziju .

2.Ut i gavanj ei retkesgprriersskee podj edi ni7c95 10U vp ouv esitaavna
a u stanicama A375 i MeWo smanjuje osjetljivosti na cisplatinu, paklitaksel i

vinkristin.

3. P o v esjethivost stanica RPMI-7951 i MDA-MB-435S na protutumors ke
lijekove i smanjena pokretljivost n a k o n u t ukgpailviategrirsa U Vje posljedica

smanjenja ekspresijeintegrina Uv & 5

4. Stanice RPMI-7 951 s u n ak dmegrinskd pgdjediice U& manj e ragir
po povrgini, i maju slabo organiziranu aktin
stani ci koje su velil i nokarakrersstik¢ gu ucsldaduksant r ol r

smanjenom pokretljivosti , odnosno smanjenomin vitro migracijom i invazijom .

5 Utigavanje ekspresije Uv u kombinaciji s |
MB-435S u apoptozi. Stanice RPMI-7 9 51 S uti ganoimegradkes pr esi |j
podjedinice Uv nakon dppkétaksela aokazaju relativno malo povel anj e

apoptozeu k azuj ul i na druge mehanizme stanil| ne s
6.1l ako | e u velini st amakomn hutliigayvan | meliamtoer
izl aganj a ci | e nspnanjenadosforifadija FRK-a &398),mjagovacijana

inhibicja pomo i u i nPFi2BBismanjup 0sj et |l jivost tri od |

st ani | nea paklitakée]. @rema tome pFAK (Y397) nije pogodna meta u

kombinaciji s paklitakselom za terapiju melanoma.
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7. Analiza adhesoma je pokazala da stanice RPMI-7951 preferencijalno stvaraju

komplekse adhezije integrinapr eko i ntegrina Uvas.

8. Usporedbom adhesoma stanica RPMF7951 prolazno transficiranih i nt egeri n Uv

speci fi | n®adhesomdNsfanica prolazno transficiranih kontrolnom siRNA
utvrdili smo niz promjena u sastavu kompleksa adhezije integrina, a | | [ u 1zl ul
proteinima 1 zvanst ani | ndgmijement protdins akompleksa adhezije
integrina su oznd e n i k a o iAmtdengersiopnedstaMjajdi potencijalne ciljne
mol ekul e za inhibiciju si gerbiade moge kopstitt zava i nt

poboljganje terapije mel anoma.
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7.SAGETAK

Metastatski melanom je najsmrtonosniji tumor k o g e, a prognoze p a

korigtenjem danas dost up rzhoy relatieno drgel pojmve s u vV r

ot pornosti na | ijekove. l z tog razloga potre
kako postojeie terapije ulininaijekombiiranaovi t i |
terapij a. Il ntegrini s u transmembranski ad
eksprimirani u tumori ma, kKoj i prenose signal

diferencijacije, a mogu modulirati i odgovor tumora na protutumorski lijek. Upravo
zato integrini predstavljaju potencijalne ciljne molekule za terapiju ili kombinacijsku

terapiju. Il ntegrini nemaj u enzimsku funkcij
vi gemol ekul skog kompl eksa signal nih i adap
ctopl azmat skog repa integrina nakon vezanja z
fokalna adhezija ili kompleks adhezije integrina (IAC). Ukupni proteini IAC-al i n e

adhesom, skup molekula koje potencijalno mogu biti mete za terapiju tumora,

melLutim, hjisea idetvmadgene.
Cil j ovog doktorskog rada bio je istragit:. p
modul aci j i osjetljivosti s tMBr4B5S,a RPMI- €958 n 0 ma

MeWo i A375) na protutumorske lijekove (cisplatinu, paklitaksel i vinkris tin). Na
integrin Uval negativnim stani aBmM3S, mel an
identificira na je integrinsk a podjedinica U vkao potencijalna meta za kombinacijsku

terapiju melanoma, jer njeno ut i gavanj e povel ava osjetl!l ji
paklitaksel i ujedno smanjuje pokretljivost . Upravo je integrin Uv @ 5  ordngza v

p o v ejé asjatljivosti na ove protutumorske lijekove. Ut i ¢ a ekapnefijeintegrina

Uv doivdodipovel anj a stanisg RPMI-7951 naodjelovanje cisplatine,

paklitaksela i vinkristina te do smanjenja pokretljivosti, migracije i invazije, t ak oL er
posredovane integrinom U 5 . Me lUgtanicama A375iMeWonakon uti gavar
integrina Uwvz a b i | jjesmamjenie osjetljivosti na sva tri protutumorska lijeka, ali i

smanjenje migracije u stanicama A375.
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Buduli da je integrin Uv teapiphrstancama®&BM-mogul a
7951, upravo u tim stanicamasmoi st r a ¢ i ING-a, admosnb adlvesom metodom
masene spektrometrije nakon prolazne transfekcijei nt e g rsipre c onf SiRINA.
Cil j nam je bio otkriti kl'julne proteine u
lijekovima, migraciji i invaziji. Dobiveni rezultati pokazuju da stanice RPMI-7951
preferencijaino stvaraju fokalne adhezi j e preko int &gkioma utv §av .
integrina Uv otkrivensastajudACRt 2 promgena wuzvans
matriksa, a promijenjeni proteini IACs u oz naladhe skamn iAnft.egri na U\

Rezultati dobiveni u ovom radu nisu otkrili kombiniranu terapiju koja bi bila
ulinkovitiateagisveael isniajne | a promjefnaeosjetljadsti | j e g er
na protutumorske lijekove i promjen a u in vitro migraciji i invaziji. Podatci
adhesoma, a posebi c e, predstavimjg vrijedan itver paalataikee a0 ma

dal j nj a i skoja higrnioglaadoyesti do identifikacije potencijalnih ciljnih

mol ekul a za kombiniranu primjenu S protutt

metastatskog melanoma.
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8. SUMMARY

Metastatic melanoma is the deadliest skin cancer, and the prognosis for patients,

taking into account today's available therapies, is unfavourable due to the relatively

rapid emergence of drug resistance. Therefore, it is necessary to find new targets for

therapy or new ways to make existing therapies more effective, such as combinatioral

therapy. Integrins are transmembrane adhesion proteins, often overexpressed in

tumors, that transmit signals of survival, proliferation, migration and di fferentiation,

and can modulate response to therapy. That is why integrins represent potential

targets for mono- or combinational therapy. Integrins don't have enzymatic function ,

but transmit signals through a mult imolecular complex of signaling and adaptive

proteins called focal adhesion (i.e. an integrin adhesion complex, IAC). These

proteins organize around the cytoplasmic tail of integrins after integrins bind to an
extracellular matrix ligand. The t ot al sum of proteins of
adhesomeil represents a set of molecules tha

therapy, but have been insufficiently investigated.

The goal of this doctoral thesis was to investigate the potential of integrin subunits U

(U3, U4 krmekowl) in the modulation of sensitivity of human melanoma cells

(MDA -MB-435S, RPMI-7951, MeWo and A375) to antitumour drugs (cisplatin,

paclitaxel or vincristing). In the modelofi nt egr i n U celsSMDA-MB-436S, v e
integrin wasldentfied as @ yotential target for combination al therapy,

since U vknockdown increases sensitivity to vincristine or paclitaxel and , at the same

time, reducesin vitro cell motility . |l ntegrin Uvas5 was found to
observed increase in sensitivity to antitumour drugs . Il ntegrin subunit U\
in RPMI-7951 cells increased sensitivity to cisplatin, paclitaxel or vincristin and

reduced in vitro migration and invasion , again via integrin Uv & A different effect

was observed in A375 and MeWo cells, where i nt e g r knatkdow led to a

decrease in sensitivity to cisplatin, paclitaxel or vincristine , but nevertheless to the

reduction of in vitro migration of A375 cells.
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Since integrin Uv was selected as a possib
investigated the composition of the IAC by mass spectrometry in RPMI-7951 cells
transfected with espegificsiBNA. Qur goal was ® gliscovar key v

proteins inv olved in the observed increase in sensitivity to antitumour therapy and in

vitro mi gr ati on and invasion observed in these
suggest tha RPMI-7951 preferentially form f o ¢ a | adhesions .Upona inte
Uv  k n o, & dumber of changes have been discoveredn the ECM proteins and

the | AC composition, and the modulated IAC proteins were classified asAt he i ntegr i

Uv adhesomei.

Results obtained in this doctoral thesis did not reveal a combinational therapy that

would be effective for all the investigated melanoma cell lines, but the effect of
integrin Uv knockdown on sensitivitnwitrda o anti
migration and invasion was observed. Adhesome data obtained from RPMI-7951 cells

and in particul ar t he adhedomegrepresentd waluable source ofdata for

further studies that could lead to the identification of potential target molecules for

combined use with antitumour drugs for the metastatic melanoma treatment.
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9. PRILOZI

9.1. Metoda: spektrometrija masa

Analiza proteina fokalnih adhezija provedena je masenom spektrometrijom u

laboratoriju dr. Martina J. Humphriesa u Manchesteru (Wellcome Trust Centre for

Cell-Matrix Research, Faculty of Life Science, University of Manchester). Uzorci

skupljenih kompleksa adhezije integrina (IAC) su naneseniu gel (NUPAGETM 4-12%

Bis-Tris Protein Gels, 1.0 mm) i nakon elektroforeze 3 minute pri 200V, vrpca

proteina uzorka vizualizirana je bojenjem InstantBlue (Sigma-Aldrich), zatim je

izrezana, isprana i odbojana (izmjenom amonijevog bikarbonata i acetonitrila).

Proteini su reducirani ditiotreitolom, alkiliran i jodoacetamidom i razgral e n i

tripsinom . Dobiveni peptidi su nakon izdvajanja iz gela, koncentrirani i analizirani

masenim spektrometrom. Spektri su identificirani p o mo | u progr ama Ma
Daemon (Matri x scippearagen b aznea| p a@da t2aSkhaspidjov | e k @
(inalica 2018 _ 01, 161629 unosa) . Dopugt enc
fragmenata iona iznosila je 5 ppm, odnosno 050 Da. Identificirani peptidi te broj

spektara svakog proteina su analizirani te dodatnop o t v rrlael nu maptogramom

Scaffold. |l denti fi kacija spektara vrgena je pren
vjerojatnosti 95%) a proteini su identificirani uz vjero jatnost iznad 99% te minimalno

1 prepoznat i pépaduadtgbrigam iPretein prophet63.
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9.2. Adhesom starlica RPMI-7951 transfic iranih kontrolnom
SiRNA ili integrin Uv-s p e c i f ipddjedmnicom SiRNA

Tablica 28. Adhesom (sastav IAC -a) stanica RPMI -7951 transficiranih kontrolnom
SiRNA (si( -))ilisi RNA s peci fintdgrmskin podjedinicu hv (si(av)) s minimalnim

brojem spektara 1 . Dv a dana nakon prol aznog uti gardsEnj a ko
transficirane siRNA skupljeni su IAC-i i analizirani na masenom spektrometru. ldentifikacija je
provedena programom Mascot i potvrlLena programom Scaf
brojem spektara 1 u barem jednom od uzoraka su navedeni u tablici na engleskom jeziku, poredani po
zastupljenosti,apodebl jano su oznal eni proteini pronaleni s m

jednom od 6 analiziranih uzoraka (Horton i ostali, 2015.).

Adhesom (sastav IAC  -a) stanica RPMI -7951 si(-) i RPMI -7951si( Uv )
RPMI -7951
Pristupna I me proteina si(-) | si(-) | si(-) |[si (Usi(Usi((
oznaka na engleskom jeziku 1 2 3 1 2 3
Broj spektara
AOA024R88 Tenascm ¢ (hexabrachion), 149 182 108 251 218 171
4 isoform cra_a
PLEC Plectin 253 237 223 130 132 139
VIME Vimentin 208 312 158 140 242 135
MYH9 Myosin -9 251 282 214 137 145 127
Q60FE6 Filamin A 147 159 140 84 95 102
TLN1 Talin-1 99 104 101 57 54 83
PXDN Peroxidasin homolog 33 39 35 47 42 77
Transforming growth
BGH3 factor -beta-induced protein 57 55 44 78 69 68
ig-h3
FLNB Filamin -B 148 121 119 54 64 66
Neuroblast differentiation -
AHNK associated protein AHNAK 143 114 143 50 7 57
FINC Fibronectin 50 83 32 72 63 53
ACTB Actin, cytoplasmic 1 234 373 65 155 197 50
EMIL1 Emilin -1 35 42 24 52 43 46
ACTN4 Alpha-actinin -4 82 82 71 49 58 45
H6VRF8 Keratin 1 52 39 28 67 75 41
TSP1 Thrombospondin -1 49 58 24 77 69 39
ACTN1 Alpha-actinin -1 75 96 74 41 53 39
FBN1 Fibrillin -1 11 14 45 21 14 36
Ras gtpase-activating -like
IQGA1 orotein IOGAP1 79 82 51 49 43 33
HTRA1 Serine protease HTRAL 29 35 20 42 47 32
ANXA2 Annexin A2 30 27 26 20 22 30
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K22E Kera_tln, type Il cytoskeletal 29 23 17 37 35 29
2 epidermal

TIMP3 g/letalloprotelnase inhibitor 16 13 21 19 16 29

CYR61 Protein CYR61 27 37 21 45 40 27

Q5SU16 Tubulin beta chain 36 43 33 24 24 27

MOES Moesin 46 34 29 31 27 26
Sushi repeat-containing

SRPX orotein SRPX 10 12 12 25 15 26

K1C10 Tgratm, type | cytoskeletal 34 35 15 38 46 o5

K1C9 Keratin, type | cytoskeletal 9 | 27 23 9 55 45 24

Q81229 Tubulin beta chain 37 42 26 24 26 24

HSP7C Heat .shock cognate 71kda 33 33 30 22 26 29
protein

B3KPS3 Tubulin alpha chain 28 32 34 22 19 21

WNT5A Protein Wnt -5a 12 15 19 19 14 21

TENS3 Tensin-3 28 17 13 12 10 18
Protein -glutamine gamma -

TGM2 glutamyltransferase 2 L 22 8 21 7 16

MYH10 Myosin-10 47 46 31 22 18 16

H15 Histone H1.5 7 8 13 16 9 16

K2C5 geratln, type Il cytoskeletal 17 16 6 18 22 15
Thrombospondin type -1

THSD4 domain -containing protein 21 23 5 24 17 14
4

VINC Vinculin 35 35 21 17 18 13

KPYM Pyruvate kinase PKM 24 22 13 20 13 13

K1C14 ﬁraﬂn, type | cytoskeletal 15 12 5 19 16 13

EF2 Elongation factor 2 22 28 16 15 18 12

A3RO0TS8 Histone 1, Hle 8 8 8 12 12 12

Q5M8T4 ]Elonnectlve tissue growth 4 9 8 6 9 12
actor

EZRI Ezrin 22 13 13 16 11 12

TEPI2 Tissue factor pathway 31 26 10 48 33 11
inhibitor 2

SPTN1 Spectrin a_lpha chain, non - 46 49 36 15 11 11
erythrocytic 1
A disintegrin and

ATS4 metalloproteinase with 11 13 10 16 12 11
thrombospondin motifs 4

EF1A1 Elongation factor 1 -alphal | 9 11 12 14 11 10

AOAO024R4F Enolase 1, (Alpha), isoform 13 12 8 7 14 10

1 CRA _a

ABXAAT7 Gremlin 5 7 4 8 8 10

TLN2 Talin -2 17 16 12 5 7 10
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CSPG2 Versican core protein 12 28 14 25 26 9

WNT5B Protein Wnt -5b 8 8 9 7 8 9

G3P Glyceraldehyde-3- 18 14 12 22 6 8
phosphate dehydrogenase

VTNC Vitronectin 6 11 8 10 10 8

ANXA1 Annexin Al 7 8 4 15 13 8

B2Z789 Spectrin beta chain 66 59 37 26 23 7
Peptidyl -prolyl cis -trans

PPIA isomerase A 9 11 10 6 6 7
Secreted frizzled-related

SFRP1 protein 1 4 6 5 6 10 7

HS71A I;Ae\at shock 70 kda protein 13 11 11 4 11 2

QOAOC4DGB Serum albumin 5 4 5 6 5 7

DYHC1 Cyt(_)plasmlc dynein 1 heavy 14 23 14 5 18 6
chain 1

LEG1 Galectin-1 8 8 5 11 6 6

IFAAL Exlflaryonc initiation factor 19 15 7 11 10 5

¢0A140VKO Le;tlcular secretory protein 10 6 6 4 9 5
Ubiquitin -40S ribosomal

RS27A protein S27a 10 8 10 7 8 5
Cdna PSEC0048 fis, clone

B3KQQY NT2RP2000028, highly 6 7 5 8 6 5
similar to Serine protease
23

PCBP1 Poly(rc)-binding protein 1 6 9 5 7 6 5

Q6NZ52 Ribosomal protein L27a 5 5 4 5 6 5

CLH1 Clathrin heavy chain 1 16 10 11 7 19 4
Chloride intracellular

CLIC1 channel protein 1 14 11 12 7 5 4

TKT Transketolase 5 6 6 6 4 4

SLIT2 Slit homolog 2 protein 2 4 4 17 9 28
EGF-like repeat and

EDIL3 discoidin I -like domain - 3 5 6 8 7 19
containing protein 3

RADI Radixin 24 14 0 15 10 15

K2C6C Iggratm, type Il cytoskeletal 18 16 0 19 20 13

Q5JR94 40S ribosomal protein S8 8 9 3 9 8 8

K1C16 Tgratm, type | cytoskeletal 13 9 0 15 19 8

QOAMOVKA Caldesmon 1, isoform CRA i | 15 9 11 3 6 7

RL23A 60S ribosomal protein L23a | 6 8 0 19 11 7

PAIL Plasminogen activator 11 12 1 6 5 6

inhibitor 1
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RL6 60S ribosomal protein L6 4 6 2 8 9 6

H10 Histone H1.0 5 5 2 10 6 6

B726Z4 Myosin light polypeptide 6 9 7 10 4 3 6

HBA Hemoglobin subunit alpha 6 5 0 6 6 6

LRC17 Leucine-rich repeat - 5 4 0 4 5 6
containing protein 17

LAMAS Laminin subunit alpha -5 11 15 3 26 25 5

SEM3C Semaphorin-3C 8 9 0 17 11 5

CO4A Complement C4-A 5 8 3 7 9 5

TGEB1 Transforming growth factor 5 8 0 8 6 5
beta-1

FAS Fatty acid synthase 9 17 16 0 15 4

GDN Glia-derived nexin 6 7 3 12 7 4
ATP-dependent RNA

DDX3X helicase DDX3X 3 S 4 6 ! 4
Cdna FLJ54622, highly

B4DDT3 similar to Prothrombin (EC 5 5 0 10 4 4
3.4.21.5)
Collagen, type I, alpha 1,

D3DTX7 isoform CRA a 0 5 5 4 6 4

HS90B lt;'eetaat shock protein HSP 90- 15 19 14 4 11 3
Microtubule -actin cross-

H3BQK9 linking factor 1, isoforms 20 7 8 5 5 3
1/2/3/5

LMNA Prelamin -A/C 7 6 6 4 12 3

COR1C Coronin-1C 14 9 7 5 5 2

D3DPU2 Aden_ylyl cyclase-associated 11 7 6 4 4 5
protein

AOAOAOMT Ir_1tegr|n -linked protein 7 7 5 6 5 >

H3 kinase

AOA0S274G Tropomyosin 3 isoform 1 11 8 7 7 5 1

4 (Fragment)

VOHW.J7 Epididymis secretory 21 16 5 5 10 0
protein Li 37

HS90A Heat shock protein HSP 90- 8 13 6 4 12 0
alpha

F5H5D3 Tubulin alpha chain 25 29 32 0 0 20

RL22 60S ribosomal protein L22 4 3 0 10 6 6

CD44 CD44 antigen 4 7 3 5 3 6

H4 Histone H4 3 5 0 7 7 5

RS3 40S ribosomal protein S3 5 3 0 10 4 5

?OAMOVKE Sulfhydryl oxidase 5 4 0 5 3 5

SEPT2 Septin-2 13 8 2 8 6 3

SVIL Supervillin 7 4 11 0 4 3

H2A2A Histone H2A type 2-A 8 6 3 5 6 3
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MYO1B Unconventional myosin -Ib 20 14 9 6 3 2
AO0A024RDE PDZ and LIM domain 5,
8 isoform CRA ¢ 9 9 9 1 4 2
RS7 40S ribosomal protein S7 9 6 0 9 6 2
VIGLN Vigilin 5 10 6 0 4 2
Myosin regulatory light
ML12A chain 12A 10 5 4 4 3 2
ZYX Zyxin 7 8 5 2 4 2
Pentraxin -related protein
PTX3 PTX3 8 7 0 12 11 0
TPM4 Tropomyosin alpha -4 chain | 13 8 3 7 8 0
PRDX1 Peroxiredoxin -1 10 8 6 3 6 0
MY18A UpgonvenUOnaImyOQn- 9 7 4 3 7 0
Xviiia
Dihydropyrimidinase -
DPYL2 related protein 2 10 1 4 3 ! 0
LIPB1 Liprin -beta-1 7 5 2 4 4 0
PLST Plastin-3 11 9 6 3 9 0
DDX21 Nucleolar RNA helicase 2 4 4 0 8 4 0
AP2AL AP-2 complex subunit 6 5 > 4 4 0
alpha-1
MYO1C Unconventional myosin -Ic 7 6 0 5 4 0
RS15A 40S ribosomal protein S15a | 5 4 0 4 6 0
Vasodilator -stimulated
AOA0S27419 phosphoprotein isoform 3 6 5 3 5 6 0
(Fragment)
SAHH Adenosylhomocysteinase 5 4 0 5 4 0
RS18 40S ribosomal protein S18 4 4 0 9 5 0
Cdna FLJ46846 fis, clone
UTERU3004635,
moderately similar to
Q6ZQN2 Neuroblast differentiation 53 43 0 14 26 0
associated protein AHNAK
(Fragment)
PCBP2 Poly(rc)-binding protein 2 5 7 5 0 5 0
C0IMJ3 Periostin isoform thy6 2 3 0 4 10 8
H2BFS Histone H2B type F-S 4 2 0 4 1 7
AOA140VKS8 Testis secretory sperm-
0 binding protein Li 207a 0 2 3 4 5 5
'\?‘?AOAOMR Coagulation factor V 3 5 0 5 2 4
RACL Rag—related C3 botulinum 5 3 0 4 4 4
toxin substrate 1
FERM2 Fermitin family homolog 2 17 7 2 4 3 3
ATL1 ADAMTS-like protein 1 0 5 0 8 7 3
AO0A024QzD Ribosomal protein L18,
1 isoform CRA ¢ 8 4 0 4 4 3
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COo3 Complement C3 4 3 0 8 8 2

AOA024RAC Leucine zipper protein 1,

0 isoform CRA a 10 1 10 0

AOA024R2G Ribosomal protein L32,

7 isoform CRA a ! ! 0 2 ! 2

A2MG Alpha-2-macroglobulin 5 3 0 6 9 2

WDR1 WD rgpeat—contammg 7 8 4 > > >
protein 1

AGRIN Agrin 3 6 0 8 7 2

PALLD Palladin 4 4 12 0 0 2

SOA087WUS 40S ribosomal protein S24 6 3 2 9 5 2

RS2 40S ribosomal protein S2 3 5 1 5 4 2

B4DDF4 Calponin 6 3 5 2 5 2

D3DRX6 Kinesin-like protein 4 6 1 3 4 2

B72992 Cdna FLJ53698, highly 3 5 0 5 5 2
similar to Gelsolin
Nascent polypeptide-

NACA associated complex subunit | 4 5 0 7 3 2
alpha

Q59GY2 Rlb.osomal protein L4 6 4 0 6 > >
variant (Fragment)

RL9 60S ribosomal protein L9 11 2 0 11 4 1
Nuclease-sensitive element-

YBOX1 binding protein 1 3 5 0 8 6 1

'20A024R1V 60S ribosomal protein L27 | 4 5 0 2 5 1

'2‘0A024R2Q Ribosomal protein L15 4 4 1 4 2 1
Peroxisome proliferator

EINZA1 activated receptor 4 8 2 0 5 1
interacting complex protein

ITAV Integrin alpha -V 12 15 9 1 0 0
182 kda tankyrase -1-

TB182 binding protein 18 10 1 3 5 0

ITB5 Integrin beta -5 6 9 9 0 0 0

PDLI7 PDZz and LIM domain 8 4 5 5 3 0
protein 7

B2R4CO0 60S ribosomal protein L18a | 9 7 1 3 4 0

MVP Major vault protein 4 2 5 7 3 0

A2RUM7 Ribosomal protein L5 6 3 0 11 8 0

14337 14-3-3 protein zeta/delta 7 5 2 3 4 0

A0A024R152 HCG28765, isoform CRA b | 10 6 4 0 3 0
Cdna FLJ77391, highly

ASKIBY similar to Homo sapiens 3 6 0 4 7 0
EH-domain containing 4
(EHD4), mrna

067599 Cdna FLJ45706 fis, clone 3 5 0 9 6 0

FEBRA2028457, highly
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similar to Nucleolin

SEM3D Semaphorin-3D 2 5 0 8 5 0

A8K4WO0 40S ribosomal protein S3a 3 4 0 7 6 0

ARCIB Actin -related protein 2/3 3 5 4 5 5 0
complex subunit 1B

COF1 Cofilin -1 5 4 3 4 3 0

ARPC2 Actin -related protein 2/3 3 7 0 4 5 0
complex subunit 2

TAGL2 Transgelin -2 5 6 3 3 4 0

B0ZBDO 40S ribosomal protein S19 5 2 0 7 4 0

ACTC ?ctm, alpha cardiac muscle 91 0 42 0 115 0

J3QSU6 Tenascin 148 180 0 245 0 0

LAMB1 Laminin subunit beta -1 0 4 0 4 6 0

EOKL35 E'p|d.|dym|s tlssug sperm 3 4 0 4 7 0
binding protein Li 3a

FLII Protein flightless -1 homolog | 4 5 2 0 4 0

SEPT7 Septin-7 7 4 5 3 3 0

PAXI Paxillin 4 4 5 0 0 0

1433B 14-3-3 protein beta/alpha 4 4 2 2 5 0

GRP78 78 kdla glucose-regulated 5 0 0 6 5 0
protein

1433E 14-3-3 protein epsilon 4 4 0 0 7 0
Chondroitin sulfate

?OAOMRAL proteoglycan 2 (Versican), 12 28 0 0 26 0
isoform CRA c¢

MMP1 Interstitial collagenase 3 0 3 8 3 14
Latent -transforming

LTBP1 growth factor beta -binding 0 2 2 5 3 10
protein 1

ITB1 Integrin beta -1 2 3 4 2 2 5

HABP2 Hyalqronan -binding 0 0 5 4 5
protein 2

MYLK Myosin light chain kinase, 5 5 11 0 0 4
smooth muscle

CBPz Carboxypeptidase Z 2 1 1 5 2 4

RL7A 60S ribosomal protein L7a 3 2 0 6 3 4

LIMD1 LIM d_omam -containing 2 4 3 0 0 4
protein 1
Complement C1q tumor

C1QT3 necrosis factor-related 0 8 0 3 11 3
protein 3

5NTD 5'-nucleotidase 2 5 8 2 0 3
Inter -alpha (Globulin)

A2RTY6 inhibitor H2 3 2 0 5 8 3
A disintegrin and

ATS1 metalloproteinase with 2 2 0 4 4 3

thrombospondin motifs 1
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Heterogeneous nuclear

BZRSW2 ribonucleoproteins C1/C2 2 2 0 6 6 3

RL8 60S ribosomal protein L8 4 1 1 5 3 2

AOA024R9D Ribosomal protein L30,

3 isoform CRA b 3 4 2 ! 2 2
Bifunctional

SYEP glutamate/proline --trna 3 6 4 0 2 2
ligase

AOA024RC8 Ribonuclease/angiogenin

7 inhibitor 1, isoform CRA a 4 3 2 2 4 2

Q6IPH7 RPL14 protein 4 2 0 4 3 2
Fructose-bisphosphate

ALDOA aldolase A 7 3 3 2 5 1

D6RER5 Septin-11 8 5 1 2 0 1
Cdna FLJ44920 fis, clone

B3KX72 BRAMY3011501, highly 2 1 0 4 4 1
similar to Heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein U

RS14 40S ribosomal protein S14 3 3 0 7 4 1
Small nuclear

RSMN ribonucleoprotein - 2 1 0 5 4 1
associated protein N

PYR1 CAD protein 3 9 3 3 5 0

COR1B Coronin-1B 7 7 2 3 3 0

PDLIL PDZ and LIM domain 6 3 8 3 1 0
protein 1

EF1G Elongation factor 1 -gamma | 4 5 3 3 3 0
Capping protein (Actin

B1AK87 filament) muscle Z-line, 7 4 0 1 3 0
beta, isoform CRA_a

ARP3 Actin -related protein 3 7 9 2 1 3 0
Serine/threonine -protein

PP1A phosphatase PPtalpha 7 4 0 3 3 0
catalytic subunit
Urokinase -type

UROK plasminogen activator 6 6 0 3 2 0

PDCSI Programmed ce[l death 6 - 7 8 0 0 > 0
interacting protein

XPO2 Exportin -2 2 4 0 0 7 0

AOA024R86 Angiopoietin -like 2, isoform

8 CRA a 0 0 0 7 8 0

LAMC1 Laminin subunit gamma -1 3 2 0 6 5 0

TARA TRIO. and F-actin -binding 5 4 1 1 3 0
protein

LPP Lipoma -preferred partner 4 3 7 0 0 0

AOA140VIW Testicular tissue protein Li 3 4 0 2 4 0

5 192
Small nuclear

SMD2 ribonucleoprotein Sm D2 1 0 8 6 0

IF2G Eukaryotic translation 4 4 2 2 2 0
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initiation factor 2 subunit 3
GTP-binding nuclear
B5MDF5 protein Ran 6 4 0 2 3 0
ADT2 ADP/ATP translocase 2 5 4 0 3 2 0
AOAO024R1A Tgstlcular secretory protein 6 4 2 0 3 0
3 Li 63
COCA1 Collagen alpha-1(XIl) chain | 3 3 0 5 5 0
FHL2 Four gnd a half LIM 8 7 1 0 0 0
domains protein 2
RL12 60S ribosomal protein L12 4 2 0 5 3 0
AOA024R81 Ribosomal protein L7,
4 isoform CRA_a 5 0 0 4 2 0
Inosine-5'-monophosphate
IMDH?2 dehydrogenase 2 5 5 0 0 1 0
RUXE Small nuclear 1 3 0 4 4 0
ribonucleoprotein E
Small nuclear
SMD1 ribonucleoprotein Sm D1 3 4 0 5 2 0
AOA024R9C Polygdenylate -binding > > 0 6 4 0
1 protein
AOA024R1X Junction plakoglobin,
8 isoform CRA_a 2 0 0 5 5 0
EOPCY7 Heterogeneous_nuclear 4 4 0 > > 0
ribonucleoprotein H
RS17 40S ribosomal protein S17 2 1 0 5 5 0
K2C1B Tgratm, type Il cytoskeletal 0 0 0 5 11 0
AOA024R1Q Ribosomal protein L23,
8 isoform CRA b 4 3 0 ! 2 0
RS16 40S ribosomal protein S16 4 3 0 4 1 0
ARF4 ADP-ribosylation factor 4 0 0 0 5 5 0
1433T 14-3-3 protein theta 4 4 2 0 0 0
Capping protein (Actin
QOA024ROE filament) muscle Z-line, 4 4 0 0 2 0
alpha 1, isoform CRA a
B3KX11 T-complex protein 1 subunit 0 3 0 5 4 0
gamma
DIYZV5 Tropomyosin 1 (Alpha) 3 6 3 0 4 0
isoform 4
LPXN Leupaxin 4 2 4 0 0 0
TES Testin 2 5 4 0 0 0
J3KTI8 60S ribosomal protein L26 0 5 0 4 4 0
(Fragment)
K1C17 I1<7erat|n, type | cytoskeletal 0 0 0 14 9 0
TBB6 Tubulin beta -6 chain 0 14 0 0 11 0
CgAlWZPN Uncharacterized protein 5 7 0 0 0 0
TBA4A Tubulin alpha -4A chain 0 0 0 15 18 0
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B2R7F8 Plasminogen 0 0 3 0 0 9
Sushi, nidogen and EGFlike

SNEDL domain -containing protein 1 0 0 0 0 2 8

Q59F71 Metalloendopeptidase 0 0 0 0 > 6
(fragment)

TFPI1 Tissue factor pathway 0 3 2 0 2 5
inhibitor

IMB1 Importin subunit beta -1 2 3 3 3 4 3

AOAOF7G8J1 Plasminogen 2 3 3 3 5 3

J3KQN4 60S ribosomal protein L36a | 2 1 1 2 5 3

C9INWS5 60S ribosomal protein L24 4 3 0 3 0 3
KN motif and ankyrin

KANK2 repeat domain -containing 9 2 3 3 2 2
protein 2

QOA024R32 60S ribosomal protein L29 | 2 0 0 6 3 2

Q96QL0O Ribosomal protein L3 4 3 1 3 0 2

RS9 40S ribosomal protein S9 3 2 0 4 3 2

LDHA L—Ia_ctate dehydrogenase A 5 3 1 3 3 >
chain

CTHR1 Collage_n triple h_ellx repeat - 2 3 > > 4 >
containing protein 1

A7BI36 P180/ribosome receptor 1 2 1 0 4 2

HSPB1 Heat shock protein beta-1 4 2 0 1 1 2

RL35 60S ribosomal protein L35 1 0 0 2 4 2
LIM domain and actin -

LIMAL binding protein 1 3 1 4 0 0 2

B2R491 40S ribosomal protein S4 3 2 0 5 3 1

'2‘0A024R81 40S ribosomal protein S26 2 0 1 2 4 1

QgAlWZPN Protein unc-45 homolog A 4 2 0 0 1

A8K4C8 60S ribosomal protein L13 0 0 0 5 3 1

RS13 40S ribosomal protein S13 2 2 0 6 3
Uveal autoantigen with

UACA coiled-coil domains and 10 3 2 0 1 0
ankyrin repeats

RS10 40S ribosomal protein S10 3 2 0 10 3 0
Staphylococcal nuclease

QOA14OVK4 domain containing 1, 2 3 4 0 3 0
isoform CRA b

RL35A 60S ribosomal protein L35a | 1 1 0 6 1 0

CEMIP Cell m|grat|on.-|n_ducmg a_nd 3 0 0 11 1 0
hyaluronan -binding protein

ANGLA ﬁnglopmetln -related protein 3 3 0 3 5 0

'8‘0A024R8V Septin 9, isoform CRA_a 7 2 2 2 2 0

PRILOZI 167




Arginine --trna ligase,

SYRC . 3 5 0 2 2 0
cytoplasmic
Q68DI0 AP complex subunit beta 5 3 1 0 2 0
GDF15 Growth/differentiation 2 0 0 5 3 0
factor 15
DYL1 Dynein Ilght chain 1, 4 3 0 3 3 0
cytoplasmic
Cdna FLJ55910, highly
B4ADN72 similar to Keratin, type Il 9 0 0 0 0 0
cuticular Hb6
Cold shock domain
§0A024R0E containing E1, RNA- 3 2 5 0 1 0
binding, isoform CRA a
A2A3R6 40S ribosomal protein S6 0 0 0 6 3 0
QOAOS?XOK Tight junction protein ZO -1 | 4 0 0 0 2 0
UTRO Utrophin 1 3 4 0 0 0
?OAOMRCB Aminopeptidase 4 1 2 0 0 0
DESP Desmoplakin 0 0 0 4 3 0
PRDX6 Peroxiredoxin -6 4 1 3 0 3 0
?OAlLlUHR Sperm binding protein 1la 6 3 0 2 0 0
HOYKD8 60S ribosomal protein L28 1 3 0 4 3 0
C9JZR2 Catenin delta-1 0 0 4 0 2 0
IPO7 Importin -7 3 4 0 2 2 0
Alanine --trna ligase,
SYAC cytoplasmic 2 7 2 0 3 0
RAP1B, member of RAS
¢0A024R88 oncogene family, isoform 4 3 0 3 3 0
CRA_a
Small nuclear
SMD3 ribonucleoprotein Sm D3 L 2 0 4 2 0
Trifunctional purine
PUR2 biosynthetic protein 4 3 0 0 3 0
adenosine-3
Urokinase plasminogen
MOR2E9 activator surface receptor 3 6 0 2 2 0
(Fragment)
Signal recognition particle
SRP14 14Kkda protein 3 0 0 6 3 0
Cdna FLJ60406, highly
similar to Pleckstrin
B4DL46 homology -like domain 4 0 2 0 0 0
family B member 2
(Fragment)
AOA024R32 Ras homolog gene family,
4 member A, isoform CRA a 0 2 0 4 3 0
AOA024R4Q Ribosomal protein S5,
8 isoform CRA_a 4 3 0 2 ! 0
VPS35 Vacuolar protein sorting - 6 3 0 0 2 0
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associated protein 35
Cdna, FLJ96718, highly
similar to Homo sapiens
splicing factor,

B2RDQ3 arginine/serine -rich 10 2 0 0 5 2 0
(transformer 2 homolog,
Drosophila) (SFRS10), mrna

DBNL Drebrin -like protein 2 4 1 0 0 0

PARVA Alpha-parvin 5 2 0 0 2 0
Eukaryotic translation

G3Vv4T5 initiation factor 2 subunit 1 3 4 0 2 1 0
(Fragment)

FBLIL Fllamm -binding LIM 0 > 6 0 0 0
protein 1

ANXAS5 Annexin A5 4 2 0 0 0 0

PRKDC D_NA-depende_:nt protein 0 4 0 > > 0
kinase catalytic subunit

Q72759 CCT8 protein 0 0 0 2 5 0

ACTZ Alpha-centractin 4 0 0 0 2 0
Chaperonin containing

Q53HV2 TCP1, subunit 7 (Eta) 2 0 0 2 5 0
variant (Fragment)

RUVB2 Ruvb-like 2 4 3 0 0 2 0

H11 Histone H1.1 0 0 0 11 0 0

URP2 Fermitin family homolog 3 0 0 0 4 2 0
A disintegrin and

ATS15 metalloproteinase with 0 0 0 0 4 0
thrombospondin motifs 15

ABCEL ATR-b|nd|ng cassette sub- 0 4 0 0 0 0
family E member 1

K1H1 Keratin, type | cuticular Hal | 5 0 0 0 0 0
Ras-related C3 botulinum
toxin substrate 2 (Rho

QOAOZ“R“’ family, small GTP binding | 0 0 0 0 4 0
protein Rac?2), isoform
CRA a

AP2AD AP-2 complex subunit 0 4 0 0 0 0
alpha-2

K2C78 I7<8erat|n, type Il cytoskeletal 0 0 0 0 4 0

TBB1 Tubulin beta-1 chain 0 0 0 7 0 0

TSP4 Thrombospondin -4 0 0 0 4 0 0

E9PMV1 Plectin (fragment) 0 0 32 0 0 0
Serine/threonine -protein

PP1B phosphatase PP1beta 8 0 0 0 0 0
catalytic subunit

B2R6L0O Tubulin beta chain 0 0 27 0 0 0

AOA024RAQ Cold shock domain protein

1 A, isoform CRA a 0 0 0 6 0 0
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COF2 Cofilin -2 5 0 0 0 0

HTRA3 Serine protease HTRA3 1 1 2 2 1 3

TETN Tetranectin 3 2 2 3 3
Cdna, FLJ93591, highly

B2R7T2 similar to 'Homo sapiens 0 3 0 > > 3
transforming growth factor,
beta 2 (TGFB2), mrna

AOALA0VIU3 Isgtlcular tissue protein Li 0 0 0 2 0 3

AOA024RDHg | Ribosomal protein L34, 0 0 0 0 1 3
isoform CRA a

E7EVAQ M|crqtubule -associated 0 0 3 0 0 3
protein
Tumor necrosis factor

TR11B receptor superfamily 0 0 0 0 0 3
member 11B

PGK1 Phosphoglycerate kinase 1 3 3 3 2 2 2

RS11 40S ribosomal protein S11 3 1 0 3 2 2

H31 Histone H3.1 1 2 1 2 3 2
Actin -related protein 2/3

ARPC4 complex subunit 4 3 2 2 3 3 2
Serpin peptidase inhibitor,

AOA024R944 clade C (Antithrombin), 2 0 3 0 0 2
member 1, isoform CRA a

E9PR30 40S ribosomal protein S30 3 2 0 3 2 2
ELKS/Rab6 -

X6RLX0 interacting/CAST family 2 0 0 2 0 2
member 1

CO4A2 Collagen alpha-2(1V) chain 0 1 0 2 2 2
Cdna FLJ55606, highly

B778Q2 similar to Alpha -2-HS- 0 1 0 1 2 2
glycoprotein
HCG1821276, isoform

AOA024RCJ8 CRA a 1 0 2 0 0 2
Phosphatidylinositol 5 -

Pl142A phosphate 4-kinase type-2 0 0 0 0 0 2
alpha
Serpin peptidase inhibitor,
clade H (Heat shock protein

AOA024R5K8 | 47), member 1, (Collagen 0 0 0 0 0 2
binding protein 1), isoform
CRA a

AOA087X0X3 | Heterogeneous nuclear 0 0 0 2 0 1
ribonucleoprotein M

AP2M1 AP-2 complex subunit mu 2 2 1 0 1 1
Ribosomal protein S23,

A8K517 isoform CRA_a 0 1 0 3 3 1
Cell growth -inhibiting

QO8ESS8 protein 34 3 0 0 0 0 1

HORN Hornerin 0 0 0 0 3 1
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AOAO24ROW7 Transmembrane protein 33, 0 0 0 0 2 1
isoform CRA a

KPRP Keratllnocyte proline -rich 0 0 0 0 0 1
protein

B2RUOQ6 Eif4g1 protein 1 3 2 0 1 0

CSRP1 Cystglne and glycine-rich 3 3 0 3 3 0
protein 1

H7C2W9 60S ribosomal protein L31 3 2 0 3 2 0
(Fragment)
EH-domain containing 2,

AO0A024R0S6 isoform CRA a 3 3 0 3 3 0

RL37 60S ribosomal protein L37 0 0 0 0 2 0
Shwachman-Bodian-

AOA0S2Z517 Diamond syndrome isoform | O 1 0 3 3 0
1 (Fragment)

A3KCT1 Nuclggr envelope protein 2 > 0 > > 0
okuribin

E9PLM6 Midkine 2 3 0 2 0

NID1 Nidogen-1 3 3 0 3 1 0
Cdna, FLJ94136, highly
similar to Homo sapiens

B2R8Z8 synaptotagmm binding, > 0 0 > > 0
cytoplasmic RNA
interacting protein
(SYNCRIP), mrna

BTF3 Transcription factor BTF3 0 2 0 1 1 0
Heat shock 105kda/ 110kda

AOA024RDQO protein 1, isoform CRA a 2 3 0 2 1 0
Rho guanine nucleotide

ARHG?2 exchange factor 2 2 2 1 0 0 0

LIPAL Liprin -alpha-1 0 3 0 3 0 0

RS20 40S ribosomal protein S20 2 1 0 2 2 0
Rho-associated protein

ROCK2 kinase 2 3 0 3 0 0 0
Ubiquitin specific peptidase

D3DWBS6 9, X-linked, isoform CRA b 2 3 2 0 2 0

DHX9 ATE-dependent RNA 0 > 0 3 3 0
helicase A
HCG1640809, isoform

AOA024R4NO CRA b 2 2 2 3 0 0

NIBL1 Niban -like protein 1 2 3 0 2 3 0

AOAO090N8GO | Glycyl-trna synthetase 3 1 0 2 2 0

AOA0S27491 Nucleophosmin isoform 2 0 5 0 5 3 0
(Fragment)

AOAOAOMSXO9 Isoleucme_—-trna ligase, 3 3 0 0 0 0
cytoplasmic

LASP1 LIM and SH3 domain > > 3 > 0 0
protein 1
Cdna, FLJ94919, highly

B2RAH5 similar to Homo sapiens 3 3 0 0 2 0
protein phosphatase 1,
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regulatory (inhibitor)
subunit 12A (PPP1R12A),
mrna

CNN3 Calponin-3 3 3 0 0 2 0
Actin-related protein 2/3

ARPC3 complex subunit 3 2 3 0 0 0 0

AOAO087X1X7 Elongation factor 1 -delta 2 3 0 0 2 0

AOAQ0S2Z377 Annexin (fragment) 3 3 0 0 0 0

ARP2 Actin -related protein 2 3 3 0 0 0 0

ASK3C3 T-complex protein 1 subunit 2 > 0 > > 0
delta

RS25 40S ribosomal protein S25 2 1 0 3 1 0
Cdna FLJ60461, highly

B4ADF70 similar to Peroxiredoxin -2 2 3 0 2 2 0
(EC 1.11.1.15)

E7ESA6 Focal adhesion kinase 1 3 3 0 0 0 0

B5BUBL Ruvb-like helicase 0 3 1 0 > 0
(Fragment)

RABSB Ras-related protein Rab -8B | 1 0 0 2 3 0

B3VL05 Beta globin (Fragment) 0 1 0 1 0 0

AOA087X0S5 Collagen alpha-1(VI) chain 0 0 0 3 2 0
Nudix (Nucleoside

AOAO24Rew2 | diphosphate linked moiety | 4 0 0 3 1 0
X)-type motif 21, isoform
CRA_a
Voltage-dependent anion

AOA024QZN9 channel 2, isoform CRA_a 2 3 2 0 0 0
ATP-dependent 6-

PFKAP phosphofructokinase, 0 0 0 2 2 0
platelet type
Cdna FLJ43948 fis, clone
TESTI4014924, highly
similar to Homo sapiens

B3KWV6 cytoplasmic FMR1 1 3 0 0 1 0
interacting protein 1
(CYFIP1), transcript variant
1,mrna

PSMD2 26S proteasome non-atpase > > 0 0 > 0
regulatory subunit 2

D9ZGG3 Protein wnt 0 2 0 3 0 0
Cdna FLJ53366, highly
similar to Probable ATP -

BADN41 dependent RNA helicase 2 3 0 0 0 0
DDX5 (EC 3.6.1-)

AOAOD24R930 Proteoglycan 4, isoform > 0 0 5 0 0
CRA _a

H9ZYJ2 Thioredoxin 0 3 0 1 0 0

AOAQJOYWLo | Bet/gamma crystaliin 2 2 3 0 0 0
domain -containing protein 1

NDKB Nucleoside diphosphate 2 3 0 1 2 0
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kinase B

Cdna, FLJ93141, highly
similar to Homo sapiens

B2R6VO coagulation factor XIlI, A1 1 0
polypeptide (F13A1), mrna

D3DVC4 Nestin, isoform CRA ¢ 2 0
Non-POU domain

AOA0S27479 containing octamer -binding 2 0
isoform 1 (Fragment)
Heterogeneous nuclear

AOA024R228 ribonucleoprotein K, 3 0
isoform CRA d

BADLV7 Rap QDP dissociation 3 0
inhibitor
Cdna, FLJ96156, highly

B2RCM?2 similar to Homo sapiens 5 0
leucyl-trna synthetase
(LARS), mrna

AOPJ61 RSL1D1 protein (Fragment) 3 0
Chloride intracellular

BADWCA channel protein 2 0

AOAO087WY00 | Unconventional myosin -Va 0 0
Eukaryotic translation

I13L397 initiation factor 5A 1 0
(Fragment)
Phosphoribosylaminoimida
zole carboxylase,

AOA024RD93 phosphoribosylaminoimidaz 1 0
ole succinocarboxamide
synthetase, isoform CRA_c¢

BADLRS NAD(P)H dehydrogenase 0 0
[quinone] 1

B0QZ18 Copine-1 2 0
Cdna FLJ55705, highly
similar to Threonyl -trna

BADKZ9 synthetase, cytoplasmic (EC 0 0
6.1.1.3)

BADY09 Interleukin enhancer - 0 0
binding factor 2

ITCH E3 ubiquitin -protein ligase 0 0
Itchy homolog

RUXE S_mall nuclear _ 0 0
ribonucleoprotein F

ASKSDY Glucose-6-phosphate 1- > 0
dehydrogenase

FBRL an_a 2-o-methyltransferase 0 0
fibrillarin

H3BQZ7 Hcg2044799 2 0
Basic leucine zipper and W2

ADAD24RA42 domains 2, isoform CRA a 2 0

FKB1A Peptidy! -prolyl cis -trans > 0

isomerase FKBP1A
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Syntrophin, beta 2
(Dystrophin -associated

AOA024R732 protein Al, 59kda, basic 2 0 3 0 0 0
component 2), isoform
CRA a
Cdna FLJ78037, highly
similar to Homo sapiens

ABKBCY insulin -like growth factor 2 0 3 0 0 3 0
(somatomedin A), mrna
Cdna FLJ76789, highly
similar to Homo sapiens

ABKA492 methionine -trna synthetase 2 2 0 0 0 0
(MARS), mrna

AOA087WYX9 | Collagen alpha-2(V) chain 0 0 0 2 0 0

Q59GK9 Rlb_osomal protein L21 3 1 0 0 > 0
variant (Fragment)

AOA024R1T9 ATP-citrate synthase 0 3 2 0 0 0
Triosephosphate isomerase

Q53HE2 (Fragment) 3 0 0 0 2 0
Ribosomal protein L38,

AO0A024R8P8 isoform CRA _a 2 0 0 3 0 0
Glutamine --fructose-6-
phosphate

GFPT1 aminotransferase 0 0 0 0 1 0
[isomerizing] 1
Calpain 1, (Mu/l) large

AOAQ24R580 subunit, isoform CRA_a 2 0 0 2 1 0
E3 ubiquitin/ISG15 ligase

TRI25 TRIM25 3 3 0 0 2 0

AOA024R571 | EH domain -containing 0 0 0 3 3 0
protein 1

AOAO24RgE5 | Collagen type V, alphal, 0 2 1 0 0
isoform CRA a

CO4A1 Collagen alpha-1(1V) chain 0 2 0 0 2 0
Cdna FLJ32140 fis, clone

B3KPS9 PLACES5000058, highly 2 2 0 0 0 0
similar to Importin -4
Cdna FLJ50585, highly

B7Z4R3 similar to T -complex protein | O 0 0 1 0 0
1 subunit beta

AOA024R261 HCG24487, isoform CRA_c | O 0 0 2 3 0

RAI14 Ankycorbin 3 3 0 0 0 0
Cdna FLJ50442, highly

B4ADDUG6 similar to T -complex protein | 1 0 0 0 0 0
1 subunit epsilon

AOAOYOBS51 CuB .domaln containing 0 0 0 1 0 0
protein 1 (Fragment)

B3KTA3 Fascin 0 2 0 0 2 0
LIM and senescent cell

LIMS1 antigen -like-containing 0 2 0 0 0 0
domain protein 1

A4D1G5 40S ribosomal protein S27 0 2 2 2 0 0

PRILOZI




B5ME97 Septin 10, isoform CRA ¢ 0 0 0 0 1 0

AOA024QzY1 | JTV1 gene, isoform CRA_a 3 2 0 1 0 0

A0A024R882 Stomatin, isoform CRA_a 2 2 0 2 0 0
ATP-dependent RNA

DX39A helicase DDX39A 2 0 0 2 0 0

K7EJ78 40S ribosomal protein S15 1 0 0 1 0 0

AOAL40VKE3 Test|§ t|s§ue spermbinding 0 0 0 3 3 0
protein Li 70n

RSU1 Ras suppressor protein 1 2 0 0 0 0 0
CDC37 cell division cycle 37

AOA024R7B7 homolog (S. Cerevisiae), 0 2 0 0 0 0
isoform CRA a
Myosin phosphatase Rho

BOEGI2 interacting protein 3 0 0 0 0 0

CNOT1 CCR4NOT transcription 0 > 0 0 1 0
complex subunit 1

DOCK7 Dedlqator of cytokinesis 2 0 > 0 0 0
protein 7

J3KPM9 S|g.nal transducer anq 1 0 0 0 1 0
activator of transcription

OLM2A (ZDAfactomedm -like protein 0 0 0 0 3 0
Isochorismatase domain -

ISOCT containing protein 1 0 0 0 2 0 0
Tight junction protein 2

AOA024R233 (Zona occludens 2), isoform | 3 2 0 0 0 0
CRA_a
Cdna FLJ52561, highly

B7z4B7 similar to Four and a half 2 0 0 3 0 0
LIM domains protein 1
Apolipoprotein B (Including

CoJyy2 Ag(X) antigen) 0 0 0 0 1 0

AOAQ24R897 Actin -related protein 2/3 2 5 0 0 0 0
complex subunit 5

TCPA T-complex protein 1 subunit 0 5 0 0 5 0
alpha

ITAS Integrin alpha -5 0 1 0 1 0 0

ALIUIS Chaperonin subunit 6A 0 0 0 > 0 0
(Fragment)

IF6 Egkaryotlc translation 0 0 0 3 > 0
initiation factor 6
Cell division cycle 42 (GTP

AOA024RAE4 | binding protein, 25kda), 0 0 0 2 0 0
isoform CRA a

PERM Myeloperoxidase 0 0 0 2 0 0

F8W1C3 Matrix metalloproteinase -19 | 0 0 0 1 0 0

AOA087X2D0 | Serine/arginine -rich - 0 0 0 2 0 0
splicing factor 3

E41L2 Band 4.1-like protein 2 0 2 0 0 0 0

PROF1 Profilin -1 1 1 0 0 2 0
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CSK21

Casein kinase Il subunit
alpha

HPBP1

Hsp70-binding protein 1

AOA1P7ZIM8

Lmo7b

MOQYS1

60S ribosomal protein L13a
(Fragment)

= | OIN| O

N [NIN| -

O |w|o| O

o |O|O| P

o |Oo|o| O

o |Oo|o| O

CKAPS5

Cytoskeleton-associated
protein 5

AOA024RDK3

Calcium/calmodulin -
dependent protein kinase
(cam kinase) Il delta,
isoform CRA a

AOAOKOK1K4

Proteasome subunit alpha
type

B4DRW3

Cdna FLJ57180, highly
similar to TAR DNA -binding
protein 43

FA10

Coagulation factor X

AFAP1

Actin filament -associated
protein 1

ABK2W7

Cdna FLJ78119, highly
similar to Homo sapiens G1
to S phase transition 1
(GSPT1),mrna

B2R776

Cdna, FLJ93315, highly
similar to Homo sapiens
potassium voltage -gated
channel, shaker-related
subfamily, beta member 2
(KCNAB2), transcript
variant 2, mrna

AOAO024R7A8

Aldo-keto reductase family
1, member B1 (Aldose
reductase), isoform CRA_a

AOA024RC58

Hyaluronan and
proteoglycan link protein 3,
isoform CRA_a

AOA024R821

Eukaryotic translation
initiation factor 3 subunit B

TOM34

Mitochondrial import
receptor subunit TOM34

AOA024RDD3

SEC3tlike 1 (S.Cerevisiae),
isoform CRA d

ABMW50

L-lactate dehydrogenase
(Fragment)

B5BUO1

Eukaryotic translation
initiation factor 2 beta

DREB

Drebrin

AOA024RAMO

Transportin 1, isoform
CRA a

AOAO024RA49

Anillin, actin binding
protein (Scraps homolog,
Drosophila), isoform CRA e

0

0
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AOAO087WTA8 | Collagen alpha-2(l) chain 0 0 0 2 0 0
E7EX90 Dynactin subunit 1 1 2 0 0 0 0
ABK7D9 Importin subunit alpha 0 1 0 0 0 0
Developmentally -regulated
DRG1 GTP-binding protein 1 0 2 0 2 0 0
HUTH Histidine ammonia -lyase 1 0 0 1 0 0
C9J4Z3 60S ribosomal protein L37a | O 0 0 2 2 0
ABLM3 Actin-binding LIM protein 3 2 0 1 0 0 0
AOAQ075B7B1 Desmuslin, isoform CRA_a 0 0 1 0 0 0
Cdna FLJ76121, highly
similar to Homo sapiens
A8K9U6 zinc finger CCCH-type, 0 0 2 0 0 0
antiviral 1 (ZC3HAV1),
transcript variant 1, mrna
Transforming growth factor
AOA024QZE7 | beta 1 induced transcript 1, 0 0 2 0 0 0
isoform CRA a
AOAOAOMTS2 | Clucose6-phosphate 0 0 0 0 1 0
isomerase (Fragment)
RAB5C, member RAS
AOA024R1U4 | oncogene family, isoform 0 0 0 3 2 0
CRA a
Thyroid receptor -
TRIP6 interacting protein 6 0 2 2 0 0 0
Enhancer of mrna -
EDC4 decapping protein 4 2 2 0 0 0 0
RLAOL 60S 6.ICIdIC rl_bosomal 0 0 0 0 3 0
protein PO -like
Cdna FLJ77256, highly
similar to Homo sapiens
ABKS94 SH3-domain binding 0 3 0 0 0 0
protein 4 (SH3BP4), mrna
AOA024R5M3 | Cortactin, isoform CRA_c 3 0 0 0 0 0
Hexokinase 1, isoform
AOA024QZK7 CRA C 0 1 0 0 0 0
AOAO24RDJ3 HhACArmonudgopnnem 0 0 0 5 0 0
complex subunit
Rho guanine nucleotide
AOA024RDY9 | exchange factor (GEF) 7, 0 1 0 0 0 0
isoform CRA b
B4DIR5- .
DECOY B4dir5 -decoy 1 0 0 0 0 0
NUDC Nuclear migration protein 0 1 0 0 0 0
nudc
Guanine nucleotide-binding
GNAI2 protein G(i) subunit alpha -2 0 0 0 0 2 0
Cdna FLJ52703, highly
BADNG0 similar to Asparaginyl -trna 0 > 0 0 0 0
synthetase, cytoplasmic
(EC6.1.1.22)
ROA2 Heterogeneous nuclear 0 0 0 0 2 0
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ribonucleoproteins A2/B1

XPO1 Exportin -1 0 0 0 0 2 0
Guanine nucleotide binding
protein (G protein), beta

AO0A024R056 polypeptide 1, isoform 1 0 0 0 0 0
CRA a
D-3-phosphoglycerate

AO0A286YF22 dehydrogenase 1 0 0 0 1 0

IMAS Importin subunit alpha -5 2 0 0 0 0 0

QOVGAS5 SARS protein 0 0 0 0 1 0

AOA024R2P0 | 40S ribosomal protein SA 0 0 0 2 0 0
Uncharacterized protein

Q53T70 RAB10 (Fragment) 0 0 0 0 3 0

PI115 Peptidase inhibitor 15 0 0 0 2 0 0
Cdna FLJ75085, highly

ASK3A8 S|m|lar_to Homo sapiens 1 0 0 0 0 0
glutaminyl -trna synthetase
(QARS), mrna

PEAK1 Psel_Jdop(_)dmm—enrlched 3 0 0 0 0 0
atypical kinase 1

B1AKDS-

DECOY Blakd8-decoy 0 2 0 0 0 0
Plasminogen activator

PAI2 inhibitor 2 2 0 0 2 0 0
Cdna FLJ60706, highly
similar to Serine/threonine -

B4DMRO protein kinase 24 (EC 2 1 0 0 0 0
2.7.11.1)

AOA1U9X609 | Abcfl 0 0 0 1 2 0

B2RCM6 Cdna, FLJ96161 0 0 0 1 1 0

PARVB Beta-parvin 0 0 0 2 0 0
Serine-threonine kinase

STRAP receptor-associated protein 0 2 0 0 0 0

PGAM1 Phosphoglycerate mutase 1 | 0 2 0 0 0 0

RL36 60S ribosomal protein L36 0 0 0 3 0 0
Inter -alpha-trypsin

AOADB7WWA3 inhibitor heavy chain H3 0 0 0 3 0 0

PURB Transpnpﬂonal activator 0 0 0 1 0 0
protein Pur -beta
Eukaryotic translation

AOA024R6Q1 | initiation factor 5, isoform 0 0 0 0 2 0
CRA b

B7Z9M9 Cdna, FLJ78893, highly 1 0 0 0 0 0
similar to Destrin
Protein tyrosine

AO0A024R8J2 phosphatase type IVA, 1 0 0 0 0 0
member 1, isoform CRA a
Splicing factor

Q86VG2 proline/glutamine -rich 0 0 0 3 0 0
(Polypyrimidine tract
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binding protein associated)

B5BTZ6

Signal transducer and
activator of transcription

AOA140VK42

Testicular secretory protein
Li 42

D6RF35

Vitamin D -binding protein

EOPEP6

Neuropilin

RS29

40S ribosomal protein S29

ABMXL6

Protein SEC13 homolog

oO|lOo|O|O| O

NIOIN|O| O

o000 |O| O

O(NO|O|

N|O|OIN| O
oO|lO0O|O|O| O

ABKATI9

Cdna FLJ77421, highly
similar to Homo sapiens
autoantigen p542 mrna

AOAO024R7L5

UPF1 regulator of nonsense
transcripts homolog (Yeast),
isoform CRA b

6PGD

6-phosphogluconate
dehydrogenase,
decarboxylating

PTN12

Tyrosine -protein
phosphatase non-receptor
type 12

AOA024R994

Copine lll, isoform CRA_a

ABK6V3

Cdna FLJ78677, highly
similar to Homo sapiens
splicing factor 3b, subunit 3,
130kda (SF3B3), mrna

AOA024RAK9

Hyaluronan and
proteoglycan link protein 1,
isoform CRA _a

AOAO087WXQ8

Proteasome subunit beta
type-3

B2R7P8

Cdna, FLJ93545, highly
similar to Homo sapiens 5 -
aminoimidazole -4-
carboxamide ribonucleotide
formyltransferase/IMP
cyclohydrolase (ATIC),
mrna

AOA024R3Z6

Basic leucine zipper and W2
domains 1, isoform CRA _a

B4EOA4

Cdna FLJ57023, highly
similar to Homo sapiens
collagen, type VI, alpha 3
(COL6A3), transcript
variant 3, mrna

AOA024R486

Armadillo repeat containing
9, isoform CRA_c¢

B2R6Q4

Tyrosine -protein kinase

B4DZF2

Cdna FLJ59571, highly
similar to Eukaryotic
translation initiation factor
4gamma 2
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Cdna FLJ57813, weakly
B4DTY7 similar to p130Cas- 0 1 0 0 0 0
associated protein
DYN2 Dynamin -2 1 0 0 0 0 0
Testis secretory sperm-
AOATA0VKTO binding protein Li 197a 0 0 0 0 3 0
B3KMSO fondensm complex subunit 0 0 1 0 0 0
AOA024RAH8 | RNA helicase 0 0 0 1 0 0
Q3B874 STRN protein (Fragment) 1 0 0 0 0 0
Matrix metallopeptidase 2
(Gelatinase A, 72kda
AOA024R6R4 | gelatinase, 72kda type IV 0 0 0 2 0 0
collagenase), isoform
CRA_a
Cysteine and glycine-rich
AOAO24RBBS protein 2, isoform CRA_a 2 0 0 0 0 0
DNJAL Dnaj homolog subfamily A 1 0 0 0 0 0
member 1
STK10 Serlne/threonlne -protein 0 > 0 0 0 0
kinase 10
Translationally -controlled
AO0AO0B4J2C3 tumor protein 0 2 0 0 0 0
AOA024R757 Caveolin 0 1 0 0 0 0
S10AB Protein S100-A11 1 0 0 0 0 0
AOA140VK46 Proteasome subunit beta 2 0 0 0 0 0
AOPJJ5 SRP72 protein (Fragment) 0 0 0 1 0 0
RAB14, member RAS
AOA024R845 oncogene family, isoform 2 0 0 0 0 0
CRA a
Protein kinase, camp-
AOA024R7J0 dependent, catalytic, alpha, 0 1 0 0 0 0
isoform CRA ¢
CATK Cathepsin K 0 0 0 1 0 0
Cdna FLJ53952, highly
B4E1D3 similar to Fibrinogen beta 0 0 0 1 0 0
chain
Lectin galactoside -binding
AOA0S273Y1 | soluble 3 binding protein 0 0 0 0 2 0
isoform 1 (Fragment)
AOAO96LNY6 Adenylosuccinate lyase 0 5 0 0 0 0
(Fragment)
Cdna FLJ90373 fis, clone
B3KQF4 NT2RP2004606, highly 0 0 0 1 0 0
similar to Metalloproteinase
inhibitor 1
TANC1 Protein TANC1 0 0 1 0 0 0
DSG1 Desmoglein-1 0 0 0 0 2 0
G3BP1 Ras gtpase-activating 0 0 0 0 2 0
protein -binding protein 1
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Rho guanine nucleotide
AOA024R0OR1 | exchange factor (GEF) 1, 0 2 0 0 0 0
isoform CRA e
COP9 constitutive
D6RAX7 photomorphogenic -like 0 0 0 0 1 0
protein subunit 4 isoform 2
HCG1992932, isoform
AOA024QYW?2 CRA_a (Fragment) 0 0 0 0 2 0
AOAOCADGN4 Zymogen granule protein 16 2 0 0 0 0 0
homolog B
Probable ATP-dependent
AOALWZPQ51 RNA helicase DDX17 0 0 0 2 0 0
Four and a half LIM
FHL3 domains protein 3 2 0 0 0 0 0
F8VS81 Twinfilin -1 (fragment) 0 2 0 0 0 0
B5BUOS uz2 _small nuclear_RNA 0 0 0 > 0 0
auxillary factor 1 isoform a
MBB1A Myb -binding protein 1A 0 0 0 2 0 0
Cdna FLJ41945 fis, clone
PLACE6019676, highly
B3kw21 similar to Coatomer subunit 2 0 0 0 0 0
gamma
Protein enabled homolog
AOAQ75B6ES (Fragment) 0 1 0 0 0 0
AOA024RCN6 | Vars 0 0 1 0 0 0
PSD11 26S proteasome.nonatpase 0 0 0 0 1 0
regulatory subunit 11
Regulator of chromosome
AOA0S2Z314 condensation 1 isoform 3 0 0 0 1 0 0
(Fragment)
Epidermal growth factor
AOA024R7G6 | receptor pathway substrate 0 1 0 0 0 0
15like 1, isoform CRA a

9.3.Zn a| eknaica imena proteina IAC-a povezanih s FA-
om i ECM-om prikazanih String pogramom

Tablica 29. Z n a | keatica eimena proteina povezanih
programom String na Slici 21, pr onal AR iinma stanica RPMI -7951 transficiranih
kontrolnom siRNA s minimalni m brojem spektara 4. Dva dana nakon transfekcije
kontrolnom siRNA, RPMI -7951 skuplieni su IAC-i i analizirani na masenom spektrometru.
l dentifikacija je provedena progr amom btakbroteinai
povezanih s FAom i ECM-om k or i g @lat nDAV]De Functional Annotation prema
GOTERM_CC_DIRECT bazi. Proteini u tablici su napisani na engleskom jeziku i poredani abecednim
redom po kraticama.

s FA-om i ECM -om prikazanih

Proteini adhesoma stanica RPMI -7951 si( -) povezani s FA-om i ECM -om

Kratica ‘ Ime proteina na engleskom jeziku
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1433B tyrosine 3 -monooxygenase/tryptophan 5 -monooxygenase activation protein beta
1433E tyrosine 3 -monooxygenase/tryptophan 5 -monooxygenase activation protein epsilon
1433T tyrosine 3 -monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein theta
14332 tyrosine 3 -monooxygenase/tryptophan 5 -monooxygenase activation protein zeta
A2RUM7 ribosomal protein 15

ACTB actin beta

ACTC actin, alpha, cardiac muscle 1

ACTN1 actinin alpha 1

ACTN4 actinin alpha 4

ADT?2 solute carrier family 25 member 5

AGRIN agrin

AHNK ahnak nucleoprotein

ANXA1 annexin al

ANXA2 annexin a2

ANXAS5 annexin a5

ARC1B actin related protein 2/3 complex subunit 1b

ARP3 arp3 actin related protein 3 homolog

ARPC2 actin related protein  2/3 complex subunit 2

ATS4 adam metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 4

B0ZBDO ribosomal protein s19

B4DDF4 calponin 2

B5MDF5 ran, member ras oncogene family

B7726Z4 myosin light chain 6

BGH3 transforming growth factor beta induced

CAP1 adenylate cyclase associated protein 1

CD44 cd44 molecule

CLH1 clathrin heavy chain

COF1 cofilin 1

COL1A1 collagen type i alpha 1 chain

COR1B coronin 1b

COR1C coronin 1c

CSPG2 versican

CYR61 cysteine rich angiogenic inducer 61

DYHC1 dynein cytoplasmic 1 heavy chain 1

E9PFQ4 pleckstrin homology like domain family b member 2

EDIL3 edf like repeats and discoidin domains 3

EF2 eukaryotic translation elongation factor 2

EMIL1 elastin microfibril interfacer 1

EZRI ezrin

FBLI1 filamin binding lim protein 1
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FBN1 fibrillin 1

FERM2 fermitin family member 2

FHL2 four and a half lim domains 2

FINC fibronectin 1

FLII flii, actin remodeling protein

FLNA filamin a

FLNB filamin b

G3P glyceraldehyde -3-phosphate dehydrogenase
GDN serpin family e member 2

GRP78 heat shock protein family a (hsp70) member 5
H4 histone cluster 4 h4

HS71A heat shock protein family a (hsp70) member la
HS90A heat shock protein 90 alpha family class a member 1
HSP7C heat shock protein family a (hsp70) member 8
HSPB1 heat shock protein family b (small member 1) member 1
HTRAL htra serine peptidase 1

IF4A1 eukaryotic translation initiation factor 4al

ILK integrin linked kinase

IQGAL iq motif containing gtpase activating protein 1
ITAV integrin subunit alpha v

ITB1 integrin subunit beta 1

ITB5 integrin subunit beta 5

j3QSU6 tenascin ¢

KPYM pyruvate kinase, muscle

KRT1 keratin 1

LAMAS laminin subunit alpha 5

LAMB1 laminin subunit beta 1

LEG1 galectin 1

LIMA1 lim domain and actin binding 1

LIMD1 lim domains containing 1

LIPB1 ppfia binding protein 1

LMNA lamin a/c

LPP lim domain containing preferred translocation partner in lipoma
LPXN leupaxin

MOES moesin

MYH9 myosin heavy chain 9

PAI1 serpin family e member 1

PALLD palladin, cytoskeletal associated protein
PARVA parvin alpha

PAXI paxillin
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PDC6I programmed cell death 6 interacting protein
PDLI1 pdz and lim domain 1

PDLI7 pdz and lim domain 7

PLAUR plasminogen activator, urokinase receptor
PLEC plectin

PP1B protein phosphatase 1 catalytic subunit beta
PPIA peptidylprolyl isomerase a

PRDX1 peroxiredoxin 1

PRKDC protein kinase, dna -activated, catalytic polypeptide
PXDN peroxidasin

Q5JR94 ribosomal protein s8

RADI radixin

RL12 ribosomal protein 112

RL22 ribosomal protein 122

RL4 ribosomal protein 14

RL6 ribosomal protein 16

RL8 ribosomal protein 18

RL9 ribosomal protein 19

RPL18 ribosomal protein 118

RPL23 ribosomal protein 123

rpl27 ribosomal protein 127

RPL3 ribosomal protein 13

rpl30 ribosomal protein 130

RPL7 ribosomal protein 17

rps3a ribosomal protein s3a

rpss ribosomal protein s5

RS15A ribosomal protein s15a

RS16 ribosomal protein s16

RS18 ribosomal protein s18

RS2 ribosomal protein s2

RS3 ribosomal protein s3

RS7 ribosomal protein s7

SFRP1 secretedfrizzled related protein 1

SVIL supervillin

TARA trio and f -actin binding protein

TBB4B tubulin beta 4b class ivb

TENS3 tensin 3

TES testin lim domain protein

TFPI2 tissue factor pathway inhibitor 2

TGFB1 transforming growth factor beta 1
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TGM2

transglutaminase 2

THSD4 thrombospondin type 1 domain containing 4
TIMP3 timp metallopeptidase inhibitor 3

TLN1 talin 1

TLN2 talin 2

TPM4 tropomyosin 4

TSP1 thrombospondin 1

TUBB tubulin beta class i

UROK plasminogen activator, urokinase
VASP vasodilator -stimulated phosphoprotein
VIME vimentin

VINC vinculin

VTNC vitronectin

ZYX zZyxin
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94.Popis znal aj no pr opmtejna HACea siarica
RPMI-7951 na k on ut iingegrmsken pagdjedinic e Uv

Tablica 30. Popis znal aj n o ijegenib proteina IAC -a stanica RPMI -7951 nakon
uti gavanja integr i ns kedngso da stadide riransfieiran® kontrolnom
siRNA , s minimalnim brojem spektara 4 .Dva dana nakon
stanice RPMI-7951 transficirane sa siRNA skupljeni su IAC-i i analizirani na masenom spektrometru.
l dentifikacija je provedena programom Mascot i
s minimalnim brojem spektara 4 u barem jednom od uzoraka su analizirani u javno dostupnom
progr amu QSpec/ QPr ot (Choi i ostali, 2015) .
pogodaka (engl.false discovery rate, FDR) i relativne promjene (engl. fold change) na temelju kojih se
odr el invad lag nzo s te u pkspoesijj. Rromjene s vrijednostima | a i) pogodaka (FDR) manje
od 0,05 (tj. negativni log (FDR) v e [ pid vrifedn@sti fold change v e | @dnl 5 puta (tj. In (fold
change) v e | i il masny i s noadt rOa, n4e0 B)teiai ugpppsannpaema vrijednostima In
(fold change) Podebljan o s u o0z nal e nifoldpchange & ie iodi 2 puta {tj.iIn (fold change)

promj ene Vel i698).lProteim auopojani ovisno ® funkciji prema UniProt podatcima : GO
Molecular function ili GO biological process: proteini ECM -a, “ proteini

prolaznog

ut i g
potvrlL
Progr a

citokeleta,pr ot ei ni koji se vegu na ci t os kenkimiili proteinikojs udj el uj
reguliraju enzime, mo |l ek ul s k| , proteini koji se
vegu za nukl u transport proteina

Popis znal ajno pr omi | e ngsemca RPMp r-15ledakona |
uti gavanja integrinske podjedinice Uv
Pristupna oznaka . o In ( fold - log
oroteina Ime proteinana  engleskom jeziku change ) (FDR)
TBA4A Tubulin alpha  -4A chain 2.66 1.61
K1C17 Keratin, type | cytoskeletal 17 2.23 1.93
SLIT2 Slit homolog 2 protein 1.72 4.48
K1C9 Keratin, type | cytoskeletal 9 0.81 5.52
PXDN Peroxidasin homolog 0.48 1.93
H6VRF8 Keratin 1 0.48 2.17
AOAG24RE84 Tenascin C (Hexabrachion), 0.43 700
isoform CRA _a
Q60FE6 Filamin A -0.42 7.00
HS71A Heat shock 70 kDa protein 1A -0.43 3.50
PPIA Zeptldyl -prolyl cis -trans isomerase 0.43 3.48
IF4A1 Eukaryotic initiation factor 4A-I -0.44 4.25
ACTZ Alpha-centractin -0.45 1.68
B4DDF4 Calponin -0.45 2.47
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HS90A Heat shock protein HSP 90-alpha -0.45 3.35
ACTB Actin, cytoplasmic 1 -0.47 7.00
PYR1 CAD protein -0.47 2.55
PRDX6 Peroxiredoxin -6 -0.48 1.88
— Ras GTPaseactivating -like protein 0.48 200
IQGAP1
ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase A -0.49 2.63
; Importin -7 -0.49 2.09
DYHC1 Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 | -0.51 5.30
BURD Trifunctional purine biosynthetic 052 11
protein adenosine-3
PLEC Plectin -0.52 7.00
Serine/threonine -protein
PP1A phosphatase PPZlalpha catalytic -0.53 2.64
subunit
ADT2 ADP/ATP translocase 2 -0.55 2.59
_ Elongation factor 1 -gamma -0.55 2.77
1433Z 14-3-3 protein zeta/delta -0.55 3.05
MY18A Unconventional myosin-XVllla -0.55 3.42
MYH9 Myosin -9 -0.56 7.00
ACTN1 Alpha-actinin -1 -0.57 7.00
TAGL2 Transgelin -2 -0.57 3.12
AOALAOVKAS Staph'yl.ococcal r]uclease domain- 058 044
containing protein
VINC Vinculin -0.59 7.00
SYRC Arginine -tRNA ligase, cytoplasmic -0.59 2.45
HSPB1 Heat shock protein beta-1 -0.60 2.29
GTP-binding nuclear protein Ran -0.63 2.85
Heterogeneous nuclear
ribonucleoproteinH 063 264
FLII Protein flightless -1 homolog -0.64 2.89
AOA0S2Z4G4 Tropomyosin 3 isoform 1 -0.65 4.55
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D9YZV5 Tropomyosin 1 (Alpha) isoform 4 -0.65 2.95
cDNA FLJ56329, highly similar to
B72624 o _ -0.65 4.57
Myosin light polypeptide 6
Eukaryotic translation initiation
) -0.66 2.55
factor 2 subunit 1
Plastin-3 -0.66 4.62
Peroxisome proliferator activated
receptor interacting complex
p- J P -0.67 3.44
protein
Urokinase plasminogen activator
surface receptor -0.68 2.79
KN motif and ankyrin repeat
KANK2 ) o _ -0.68 3.27
domain -containing protein 2
TLN2 Talin -2 -0.70 7.00
FAS Fatty acid synthase -0.70 7.00
FLNB Filamin -B -0.70 7.00
Myaosin regulatory light chain
ML12A Y g vy -0.70 3.87
12A
Eukaryotic translation
o _ -0.71 2.84
initiation factor 2 subunit 3
PARVA Alpha -parvin -0.71 2.78
TRIO and F -actin -binding
TARA ) -0.71 2.93
protein
_ AP-2 complex subunitalpha -2 | -0.71 241
LIM domain and actin -binding
LIMAL ) -0.72 2.69
protein 1
_ 60S ribosomal protein L18a -0.73 413
Neuroblast differentiation -
AHNK _ ] -0.73 7.00
associated protein AHNAK
ATP -binding cassette sub -
ABCE1 _ -0.74 2.44
family E  member 1
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Urokinase -type plasminogen
UROK ) vpe p I -0.74 3.41
activator
RUVB2 RuvB -like 2 -0.76 2.81
Dihydropyrimidinase -related
DPYL2 ) -0.76 5.05
protein 2
MYH10 Myosin -10 -0.76 7.00
AO0A140VKAO Caldesmon 1, isoform CRA i -0.77 7.00
Ribosomal protein S5, isoform
-0.78 3.00
CRA a
Chloride intracellular channel
) -0.79 7.00
protein 1
Alanine -tRNA ligase,
SYAC _ -0.81 3.42
cytoplasmic
cDNA FLJ46846 fis, clone
UTERU3004635, moderately
Q6ZQN2 similar to Neuroblast -0.82 7.00
differentiation associated
protein AHNAK
SEPT7 Septin -7 -0.82 4.07
Capping protein (Actin
AOA024ROE5 filament) muscle Z  -line, alpha -0.83 3.05
1, isoform CRA_a
COR1B Coronin -1B -0.83 4.23
AOA024R8V0 Septin 9, isoform CRA_a -0.83 3.68
PRDX1 Peroxiredoxin -1 -0.85 5.52
_ AP complex subunit beta -0.87 3.23
AOA024RC61 Aminopeptidase -0.87 2.73
Adenylyl cyclase -associated
D3DPU2 _ -0.87 5.52
protein
K1H1 Keratin, type | cuticular Hal -0.87 2.81
AOA024R1A3 Testicular secretory protein Li -0.90 3.91
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63
PCBP2 Poly(rC) -binding protein 2 -0.90 4.70
ZYX Zyxin -0.90 5.15
COF2 Cofilin -2 -0.90 3.02
DBNL Drebrin -like protein -0.92 3.04
COR1C Coronin -1C -0.92 7.00
Heat shock protein HSP 90 -
HS90B -0.93 7.00
beta
Capping protein (Actin
B1AK87 filament) muscle Z  -line, beta, -0.93 3.91
isoform CRA a
Myosin light chain kinase,
MYLK -0.93 4.17
smooth muscle
Sperm binding protein 1a /
I_D . g P -0.94 3.58
mitohondrijski kanal
Epididymis secretory protein
VOHWJ7 _p Y P -0.94 7.00
Li 37
cDNA FLJ60406, highly
similar to Pleckstrin
B4DL46 _ _ ) -0.94 3.05
homology -like domain family
B member 2
FERM2 -0.95 6.00
5NTD 5'-nucleotidase -0.95 4.96
Microtubule -actin cross -
H3BQK9 linking factor 1, isoforms -0.98 7.00
1/2/3/5
Vacuolar protein sorting -
_ , -0.99 3.58
associated protein 35
SVIL Supervillin -1.00 6.00
Bifunctional
SYEP _ _ -1.01 4.41
glutamate/proline -tRNA ligase
B27789 Spectrin beta chain -1.02 7.00
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UTRO Utrophin -1.06 3.53

VIGLN Vigilin -1.08 5.70

PDLI7 PDZ and LIM  domain protein 7 -1.08 5.40

AOAIW2PNX8 Protein unc -45 homolog A -1.08 3.68
WD repeat -containing protein

WDR1 L -1.18 5.70

FBLI1 Filamin -binding LIM protein 1 -1.18 4.12
182 kDa tankyrase  -1-binding

TB182 _ -1.20 7.00
protein
Spectrin alpha chain, non -

SPTN1 , -1.21 7.00
erythrocytic 1
Cold shock domain containing

AOA024R0OE2 E1, RNA -binding, isoform -1.24 4.40
CRA _a

PDLI1 PDZ and LIM domain protein 1 -1.24 6.00

ARP3 Actin -related protein 3 -1.25 6.00

LPXN Leupaxin -1.27 4.57
Serine/threonine  -protein

PP1B phosphatase PP1 -beta catalytic -1.29 4.46
subunit

D6RER5 Septin -11 -1.30 5.10

1433T 14-3-3 protein theta -1.30 4.41

F5H5D3 Tubulin alpha chain -1.33 7.00
cDNA FLJ55910, highly similar

BADN72 to Keratin, type Il cuticular -1.35 4.85
Hb6

TES Testin -1.36 4.77

MYO1B Unconventional myosin -1b -1.37 7.00
DZ and LIM domain 5, isoform

AOA024RDES8 -1.39 7.00
CRA_c
Inosine -5'-monophosphate

IMDH2 -1.40 4.70
dehydrogenase 2
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Programmed cell death 6
PDC6I _ _ _ -1.40 6.00
interacting protein
AOA024R152 HCG28765, isoform CRA b -1.44 7.00
AOALW2PNV4 Uncharacterized protein -1.54 5.70
PAXI Paxillin -1.55 5.52
LPP Lipoma -preferred partner -1.58 6.00
PALLD Palladin -1.68 7.00
Uveal autoantigen with coiled
UACA coil domains and ankyrin -1.70 7.00
repeats
Four and a half LIM domains
FHL2 _ -1.76 7.00
protein 2
Leucine zipper protein 1,
AOA024RACO _ -2.10 7.00
isoform CRA _a
;Integrin as -2.16 7.00
B2R6L0 Tubulin beta chain -2.44 7.00
_Integrin Ov -2.59 7.00
E9PMV1 Plectin -2.61 7.00
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