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SAZETAK

Epigeneticke promjene su pokazane kao nositelji klju¢ne uloge u tumorigenezi i Sirenju tumora.
Jedna od glavnih epigentickih promjena u tumorskim stanicama je promjena razine modifikacija
kromatina poput metilacije lizina 27 u histonu H3 (H3K27) Sto doprinosi promjeni strukture
kromatina i transkripcijskoj aktivnosti mnogih vaznih gena. Vazni regulatori stanja modifikacija
histona su enzimi poput EZH2 i JMJD3 koji u stanicama imaju antagnosti¢ko djelovanje te su
povezani s raznim vrstama tumora pa tako predstavljaju vaznu terapeutsku metu. Glavni inhibi-
tori tih enzima su spojevi poput GSK-J4, inhibitor JMJD3, i tazemetostat, inhibitor EZH2. Ovi spo-
jevi su pokazali obecdavajuce rezultate u zaustavljanju epigenetickih mehanizama koji podrzava-
ju rast tumora mijenjajuéi njihov epigeneticki okolis te imaju puno slabiji sistemski ucinak na
organizam za razliku od konvencionalnih terapija poput cisplatine. U ovom istrazivanju analizi-
ran je utjecaj GSK-J4 i tazemetostata na ispoljenost proteina JMID3 te transkripcijskih faktora
SP1 i STAT3 u tri stani¢na modela raka s kombiniranim dodavanjem cisplatine kako bi istrazili
mogucénost senzibilizacije. Rezultati pokazuju djelomi¢an utjecaj primjene GSK-J4 na promjenu
ispoljenosti JIMJD3 proteina te SP1 i STAT3, uzimajuéi u obzir da vecina ovih promjena moze biti
povezana s koriStenjem cisplatine u eksperimentima. Takoder, otkrili smo znacajnu promjenu
ekspresije pSTAT3 proteina u jezgrama stanica raka nakon primjene tazemetostata, iako nije
postignuta statisticka znacajnost u tim promjenama. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se
bolje razumijeli specifi¢ni mehanizmi djelovanja ovih inhibitora i njihov potencijal u terapiji raka,

posebno u kontekstu epigenetickih promjena koje doprinose razvoju bolesti.



SUMMARY

Changes in the epigenetic environment have been shown to play a crucial role in tumorigenesis
and the subsequent spread of tumors. One of the primary epigenetic alterations in tumor cells
involves changes in chromatin modifications such as H3K27 methylation, altering chromatin
structure and transcriptional activity of many crucial genes. Key regulators of histone modifica-
tion states are enzymes like EZH2 and JMJD3, which exhibit antagonistic actions in cells and are
associated with numerous types of tumors, thus representing important therapeutic targets.
Major inhibitors of these enzymes include compounds like GSK-J4, an inhibitor of JMJD3, and
tazemetostat, an inhibitor of EZH2. These compounds have shown promising results in disrupt-
ing epigenetic mechanisms that support tumor growth by altering their epigenetic landscape
and have much less systemic impact on the body compared to conventional therapies like cis-
platin. In this study, we analyzed the impact of GSK-J4 and tazemetostat on the expression of
JMJD3 protein and the expression of SP1 and STAT3 transcription factors in three cancer cell
models with combined addition of cisplatin to investigate the potential for sensitization. Our
results show a partial effect of GSK-J4 on changing JMJD3 protein expression and the expres-
sion of SP1 and STAT3, considering that most of these changes may be associated with the use
of cisplatin in the experiments. Additionally, we observed a significant change in pSTAT3 pro-
tein expression in the nuclei of cancer cells after tazemetostat treatment, although statistical
significance was not achieved in these changes. These findings suggest the need for further re-
search to better understand the specific mechanisms of action of these inhibitors and their po-
tential in cancer therapy, particularly in the context of epigenetic changes contributing to dis-

ease development.
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1. Uvod

1.1 Zlo¢udni tumori

Povijest proucavanja raka je dugo godina bila fokusirana na identificiranje i proucavanje stabil-
nih promjena u genima i proteinima koji rezultiraju malignim promjena stanica, koje posljedi¢no
dovode do nastanka imunosnog bijega i razvoja raka. Glavne genetske promjene povezane sa
nastankom i razvojem malignih promjena su dugo predmet istraZivanja pa su tako identificirane
neke glavne, ¢esto prisutne, genetske mutacije poput: TP53 koji ima klju¢nu ulogu u sprjecava-
nju formiranja tumora i poticanju apoptoze te je jedan od najviSe istrazivanih gena povezanih sa
rakom [1] ; mutacije u BRCA1 i BRCA2 genima koji sudjeluju u popravku oSte¢enja DNA i odrza-
vanju genomske stabilnosti te su jedni od glavnih faktora rizika od raka dojke i jajnika, i mutacije
u genu za epidermalni faktor rasta (EGFR) koje rezultiraju poremecenim mehanizmom regulaci-
je rasta stanica te se Cesto prisutne u raku dojke i jajnika, raku pluca te su takoder povezani sa
drugim vrstama karcinoma zbog uzrokovanja nekontrolirane proliferaciju stanica [2]. S obzirom
na navedeno, oCito je da je genetska podloga raka izri¢ito velika, te do patoloskog stanja mogu
dovesti brojne genetske promjene zbog Cega je dugi niz godina rak bio viden kao vrsta genetske

bolesti s mogucim okolisnim utjecajima.

1.2 Konvencionalne terapije

Sukladno tome, zbog agresivne prirode zloéudnih tumora, tradicionalni pristupi lije¢enju teme-
lieni se na Sirokom skupu terapija usmjerenih na suzbijanje rasta i Sirenja malignih stanica. Me-
dutim, rak je kompleksna bolest koja obuhvac¢a mnoge razli¢ite vrste i podtipove koje je jako
tesko opisati jednim ili ¢ak nekoliko genetskih promjene koje bi mogle pruzati pouzdanu metu
protutumorskih lijekova. Stoga su mnogi konvencionalni lijekovi za lijecenje raka ¢esto nespeci-
fiéni, djelujuci na opcée karakteristike, poput brze diobe stanica te gubitka sposobnosti popravka
DNA [3]. Ova nespecifiénost Cesto rezultira brojnim nuspojavam, jer lijekovi mogu utjecati i na
normalne stanice koje se brzo dijele, poput stanica koStane srzi i folikula dlake [4]. Jedan od
glavnih i najcescée koristenih lijekova s takvim nespecificnim kemoterapijskim uc¢inkom je cispla-
tina. Glavni mehanizam djelovanja cisplatine temelji se na njezinoj sposobnosti stvaranja kova-

lentnih veza s DNA unutar stanica raka. Kada cisplatina ude u stanicu, reagira s molekulama



vode u citoplazmi, stvarajuci aktivni oblik koji potom ireverzibilno veZze gvaninske baze prisutne
na lancima DNA. Takvo vezanje dovodi do raznih promjena na molekulama DNA, kao sto su in-
tramolekularne (,cross-link”) veze, koje zatim izazivaju razliCite oblike oSte¢enja u strukturi

DNA, ometajuci normalnu stani¢nu mitozu i dovodedi do stani¢ne smrti [5].
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Slika 1. Mehanizam djelovanja cisplatine.

Uz nespecifi¢an utjecaj cisplatine na sve brzorastuce stanice u organizmu, problem ovakve tera-
pije je takoder i sposobnost stanica raka na razvoj mehanizama otpornosti. Tumori mogu sma-
njiti unos cisplatine unutar stanica, povecati izluéivanje lijeka iz stanica, povedati popravak oste-
¢enja DNA, aktivirati alternativne stanicne putove prezivljavanja te promijeniti apoptotske me-

hanizme [6].

1.3. Epigenetika raka



Nasuprot konvecionalnom pristupu proucavanje genetike raka, brojna nova otkriéa iz polja bio-
informatike i sekvenciranja su omogudila znanstvenicima proucavanje malignih promjena poput
raka i tumora na jednoj potpuno novoj razini: epigenetskoj. Epigenetika je grana genetike koja
proucava promjene koje se dogadaju na razini DNA prilikom kojih ne dolazi do promjene slijeda
kodirajuce ili nekodirajuce sekvence nego samo do promjene epigenetcki biljega koji se nalaze u
eukariotskim stanicama [7]. Razlika epigeneticki promjena od genetskih leZi u tome da su prom-
jene na epigenomskom krajoliku privremene, te umjesto mutacija i isklju¢ivanja gena govorimo
o ,utiSavanju“i ,aktiviranju” gena, koji mogu biti aktivirani nekoliko puta tijekom stani¢nog cik-
lusa, vijeka stanice ili Zivota organizma. S obzirom na brzi razvoj i nova saznanja u podrudju,
brojni stanicni procesi su povezani s epigenetskom regulacijom poput embriogeneze, diferenci-
jacije, odrzavanje stabilnosti genske ekspresije, reprogramiranje stanica, odgovor na okolisne
utjecaje te regulacija stani¢nog ciklusa [8], a buduci da su to isti oni procesi koji su ¢esto podlo-
Zni najintenzivnijim promjenama usred kancerogeneze i transformacije normalnih u maligne

stanice oCita je povezanost tih fenomena [9].

Jedna od najistrazivanijih i prvih otkrivenih epigeneti¢kih modifikacija u kontekstu raka je meti-
lacija 5' citozina unutar CpG dinukleotida. Modifikaciju na 5-metil citozinu katalizira obitelj en-
zima DNA metiltransferaza (DNMT). U ljudskim stanicama postoje 3 varijante DNMT-a: DNMT1
koji odrzava postojeée obrasce metilacije nakon replikacije DNA te DNMT3A i DNMT3B koji su i
glavni regulatori epigenetickih promjena jer su to enzimi koji uspostavljaju metilaciju de novo
[10]. Vainost tih gena je detaljno istrazena u kontekstima embriogeneze i tumorigeneze [11],
[12]. MiSevi bez DNMT3B ili DNMT1 umiru tijekom embrionalnog razvoja, a miSevi bez DNMT3A

umiru do 4 tjedna starosti [13].
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Slika 2. Metilacija 5' citozina unutar CpG dinukleotida i uloga enzima DNMT obitelji.



U normalnim stanicama, metilacija DNA dogada se uglavnom u repetitivnim genomskim regija-
ma, kao i promotorima gena koji trebaju biti inaktivirani, a ve¢ina metilacije se dogada na CpG
otocima — regijama genoma sa izrazito velikom kolicinom CpG dinukleotida [10]. Metilacija DNA
moze inhibirati ekspresiju gena izravno, inhibirajuci vezanje specifi¢nih transkripcijskih faktora, i
neizravno, privlacedi proteine s metil-CpG-vezujuéim domenama (MBD, od engl. Methyl-CpG
bidning domains). Proteini s MBD domenama zauzvrat regrutiraju komplekse zaduzene za mo-
dificiranje histona i remodeliranje kromatina. Povezanost izmedu metilacije DNA i raka prvi put
je pokazana ¢ak 1983. godine, kada je utvrdeno da je na genomskoj razini DNA tumorskih stani-
ca hipometilirana [9]. Cesto obiljeje stanica raka je opéa hipometilacija genoma i hipermetilaci-
ja specifiénih promotora i CpG otoka. Hipermetilacija na specifiécnim CpG otocima uzrokuje
transkripcijsku inaktivaciju promotora te su ¢esto upravo ti putevi ¢esto diferencijalno metilirani
u stanicama raka. Neki od primjera takvih razlika su putevi popravka DNA (poput RB1, BRCA1)
[14], [15], kontrole stani¢nog ciklusa (p16 INK4a, CDK4/6) [16], [17], Ras signalizacije [18] i sta-

ni¢ne regulacije apoptoze (poput p53, Caspase-8, p73) [19].

1.4 Histonske modifikacije

Uz modifikacije DNA vazZnu ulogu u epigenetskoj regulaciji gena i kromatinske strukture imaju
histonske modifikacije. Glavni tipovi modifikacija histona uklju¢uju metilaciju, acetilaciju, fosfo-

rilaciju, ubikvitinaciju, sumoilaciju i ADP-ribosilaciju.

Jedna od najvaznijih histonskih modifikacija histona H3 je na lizinu 27, poznata kao H3K27 te je
Cesto meta nekoliko tipova modifikacija, od kojih su najznacajnije H3K27ac (acetilacija lizina) i
H3K27me3 (trostruka metilacija lizina). H3K27ac oznacdava aktivhu konformaciju kromatina,
obi¢no prisutnu na aktivnim promotorima gena i genskim pojacivacima (od engl. enhancer). Ova
modifikacija neutralizira pozitivan naboj lizina, Sto rezultira opustanjem DNA molekule i otvore-
nijom strukturom kromatina direktno olaksavajuéi pristup transkripcijskim faktorima, poticudi

transkripciju gena. [20]

S druge strane, H3K27me3, odnosno trostruka metilacija lizina 27 na histonu H3, povezana je s
zatvorenom konformacijom kromatina i igra klju¢nu ulogu u epigenetskom mehanizmu utisava-

nja odnosno smanjivanja ekspresije gena [20]. Ova histonska modifikacija rezultira dodavanjem
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metilne skupine uz pomo¢ enzima EZH2 (od engl. Enhancer of Zeste Homolog 2), koji sa drugim
proteina tvori PRC2 kompleks (od engl. Polycomb Repressive Complex 2) Cija je glavna uloga u

stanicama uspostavljanje heterokromatina odnosno takozvanog inaktivnog dijela genoma. [21]

EZH2 kao ¢lan metilaza SET obitelji histonskih metiltransferaza moze mono-, di- i trimetilirati
histone koristeéi kofator S-adenozil-L-metionin u aktivnom mjestu kao izvor slobodnih metilnih
skupina koje se prenose na histonske aminokiseline. Gen koji kodira za EZH2 protein se takoder
zove EZH?2 te se nalazi na 79q36.1 genomskom lokusu. Glavni aktivatori EZH2 su druge podjedini-
ce PRC2 kompleksa poglavito EED (od engl. Embryonic Ectoderm Development Protein) i SUZ12
(od engl. Suppressor of Zeste 12 Protein Homolog) bez kojih EZH2 gubi svoju kataliticku aktiv-
nost. Ostale podjedinice PRC2 kompleksa koje protein regrutira RbAp46/48 (od engl. Retinobla-
stoma-Associated Proteins p46/p48), JARID2 (od engl. Jumonji/ARID Domain-Containing Protein
2), AEBP2 (od engl. Adipocyte Enhancer-Binding Protein 2) i proteini PCL (od engl. Polycomb-like
Proteins) su vazni kordinatori aktivnosti te reguliraju koli¢ine metilacijske aktivnosti no nisu ne-

ophodni za aktivnost EZH2 proteina in vitro [22].

Kako bi se u stanicama uspostavila ravnoteza te ciljano aktiviranje i utiSavanje gena putem regu-
lacije otvorenosti kromatina, stanicama je potreban i mehanizam putem kojega ée se metilacije
postavljene EZH2 proteinom i ukloniti. Za to je zaduZena je cijela obitelj proteina koji su zaduze-
ni za uklanjanje metilnih skupina sa lizina: KDM6 (od engl. Lysine Specific Demethylase 6). Obi-
telj ¢ine 3 glavna proteina, KDMG6A, takoder poznati kao UTX (od engl. Ubiquitously-Transcribed
TPR Protein on the X Chromosome), KDM6B takoder poznati kao JMJD3 (od engl. JmjC domain-

containing protein 3) te KDM6C.

Kataliticka aktivnost proteina iz obitelji KDM6 proizlazi iz domene smjeStene na C-terminalnom
dijelu proteina i pod imenom Jumoniji C. Kofaktori enzimske reakcije su ioni Fe?*i a-ketoglutarat
koji kataliziraju uklanjanje metilne skupine samo s lizina ostatka 27 na histonima, dok ostale
metilacijske modifikacije lizina poput H3K4 ne uklanjaju. KDM6A takoder posjeduje 6 domena
prepoznavanja ostalih proteina pod nazivom TPR (od engl. Tetratricopeptide Repeat) koje omo-
guduju interakciju sa drugim proteinima poput MLL4 (od engl. Myeloid/lymphoid or Mixed-

lineage Leukemia Protein 4) glavni katalizator enzimske reakcije dodavanja metilne skupine na



lizin 4 (H3K4) inace povezanom sa aktivhom transkripcijom gena, pa je ocito da je paralelno
uklanjanje represivnog histonskog biljega i stavljanje aktivirajuéeg jako bitan mehanizam regu-
lacije aktivnosti gena. Za razliku od KDM6A, KDM6B ne posjeduje te iste TPR domene za prepo-
znavanje drugih proteina, te je njegovo ispoljavanje ¢esto potaknuto raznim upalnim procesima
i onkogenima. U pokusima kromatinske imunoprecipitacije je pokazano da KDM6B veZe promo-
tre gena makrofaga uklju¢ene u odgovor na razne citokine, kemokine i lipopolisaharade putem

aktivacije NF-kB signalnog puta. [23]
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Slika 3. Pojednostavljeni prikaz mehanizma djelovanja enzima EZH2 te KDM6A i KDM6B.
1.5 (Dis)Regulacija razine metilacije H3K27

U stanicama raka ¢esto dolazi do mnogih epigenetickih promjena koje doprinose tumorigenezi i
kancerogenezi, pa su tako dokazane brojne genetske mutacije u stanicama raka koje su poveza-
ne s promjenama u uspostavljanju specificnih epigenetic¢kih modifikacija vaznih sa pravilno
funkcioniranje stanica. Uz poznate promjene na razini metilacije DNA gdje je uvideno da tumor-
ske stanice imaju velik stupanj globalne hipometilacije te hipometilacije promotora raznih on-

kogena. Suprotno tome, zapazeniji je fenomen da tumorske stanice cesto pokazuju hipermeti-
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laciju upravo tumor supresorskih gena, Sto rezultira smanjenom ekspresijom tih gena. [24]. Uz
promjene u stupnju metilacije same DNA, razina odredenih histonskih modifikacija je takoder
znatno promijenjena u odredenim stanicama raka, pa je tako uocena prekomjerna metilacija
lizina 9 na histonu 3 (H3K9) kao mehanizam utiSavanja tumor supresorskih gena u stanicama
raka mokra¢nog mjehura [25], prekomjerna ekspresija odredenih histonskih acetilaza povezana
je s rakom prostate, dojke, debelog crijeva i Zeluca, dok je u nekim slu¢ajevima otkrivena sma-
njena razina histonskih deacetilaza [26] . Sve to upucuje na izuzetno slozen mehanizam regula-
cije epigenetickih modifikacija u razli¢itim stanicama, koji ne ovisi samo o mutacijama u pojedi-
nim genima, vec i o Sirokoj mrezi raznovrsnih promjena koje zajedno dovode do disregulacije

razlicitih stani¢nih puteva, Sto na kraju rezultira patoloskim promjenama.

Obzirom na iznimno vaznu ulogu EZH2 u uspostavljanju H3K27me represivnih biljega na razini
genoma, promjene u ispoljenosti proteina dokazane su u raznim stani¢nim linijama poput raka
dojke, prostate, endometrija, jajnika i melanoma [21], [27]. Prekomjerno ispoljavanje EZH2 Ces-
to je povezano s slabije diferenciranim tumorima i/ili uznapredovalim stadijima bolesti, $to su-
gerira slozene mehanizme regulacije njegove ispoljenosti koji zahtijevaju viSe mutacijskih do-
gadaja. To se razlikuje od gena uklju¢enih u ranu tumorogenezu i tumor-supresorskih gena, koji
obiéno djeluju prema "hipotezi dva pogotka" [28]. Uz promjene razine ispoljenosti, mutacije u
katalitickoj domeni EZH2 pronadene su u odredenim zlo¢udnim tumorima, poput mutacije tiro-
zina 641 koja dovodi do znatnog smanjenja afiniteta za nemetilarni lizin 27 pritom povecavajuci
afinitet za ostale supstrate (mono- i di- metilirane lizine), koji u slu¢aju monoalelne mutacije
mozZe dovesti do povecane razine H3K27me3 te utiSati potencijalne tumor-supresorske gene
kao i ostale gene povezane sa stani¢nim odgovor na promjene prisutne u tumorskom mikrooko-

liSu. [29]

S obzirom na to da EZH2 ima dokazanu promjenu aktivnosti u tumorskim stanicama, moguce je
pretpostaviti da ¢e i njegovi antagonisti KDM6A i KDM6B takoder imati znacajne promjene u
metabolizmu raznih tumorskih stanica. Tako je dokazano da je povecano ispoljavanje KDM6B
proteina prisutno u nekim virusnim infekcijama koje mogu voditi do razvijanja tumora poput
infekcija humanim papiloma virusom (HPV) gdje onkoprotein E7 u stanicama keratinocita po-
vecava razinu transkripcije i koli¢inu proteina KDM6A i KDM6B te tako direktno utjeCe na sma-
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njenu razinu H3K27 u promotorskoj regiji P16INK4A, tumor-supresorskog biljega za maligne
promjene uzrokovane HPV-om [30]. U slucaju Epstein-Barr virusa (EBV), mutacije u genu za
KDM6A medu prvim su zabiljezenim mutacijama u specifi¢noj vrsti limfoma T-stanica. Povecana
ekspresija ovog gena takoder je uocena u slu¢aju Hodgkinovog limfoma, jos jednog Cestog raka
uzrokovanog EBV-om [31], u kojem slucaju je dokazano da inhibicija KDM6B dovodi do poveca-
nja osjetljivosti na druge kemoterapijske lijekove [32]. Kod infekcija HTLV-1 virusom, dolazi do
smanjenja ekspresije KDM6B gena, Sto rezultira nakupljanjem H3K27me3 histonske modifikacije
u genomu, izazivajuci izrazite epigenetske promjene u epigenomu stanicaT-stani¢ne leukemije
[33]. Takoder je dokazana kljuéna uloga KDM6B u stanicama multiplog mijeloma, gdje je utisa-
vanje ovog gena pomocu shRNA (od engl. short haiprin RNA) rezultiralo znacajnim smanjenjem
rasta i prezivljavanja tumorskih stanica u ranim stadijima, dok u kasnijim fazama bolesti nije

imalo znacajan utjecaj. [34].

1.6 Terapeutske mete

Zbog utvrdene vaznosti posttranslacijskih modifikacija H3K27 na uspostavljanje i odrZzavanje
tumorskih stanica, postoje brojna istraZivanja usmjerena na razvoj terapeutskih strategija koja
ciljaju ovu klju¢nu epigenetsku oznaku kako bi se suzbile nezeljene promjene u regulaciji gena i
omogucile inovativne terapeutske intervencije u borbi protiv odredenih oblika karcinoma. Pos-
liedi¢no, razvijeni su i specifi¢ni lijekovi koji utjeCu na aktivnosti metiltranferaza i demetilaza sa
ciliem selektivne inhibicije aktivnosti jednog odnosno drugog enzima. Medu prvim razvijenim
lijekovima koji ciljaju upravo uspostavljanje H3K27me3 u stanicama putem blokiranja aktivnosti
EZH2 je lijek tazemetostat, trziSno poznat pod imenom Tazverik, Cija je uginkovitost pokazana u
raznim predklinickim istrazivanjima, in vitro i in vivo. Na primjer, pokazao je ucinkovitost protiv
rabdomioidnih tumora, ne-Hodgkinovog limfoma, karcinoma jajnika malih stanica, karcinoma
Merkelovih stanica te hordoma [35]. Glavni mehanizam djelovanja tazemetostata je kompetiti-
vno reverzibilno vezanje aktivhog mjesta EZH2, gdje sprjeCava vezanje S-adenozil-L-metionina

prilikom kojeg onemogucuje prijenos metilne skupine na lizin 27. [36]
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Slika 4. Utjecaj tazemetostata na djelovanje EZH2 enzima tj. PRC2 kompleksa.

S druge strane postoje i lijekovi poput GSK-J1 i njegove esterske verzije GSK-J4 koji ciljano djelu-
ju na cijelu obitelj KDM histonskih deactilaza (uklju¢uju¢i KDM6A i KDM6B), inhibirajuéi njihovu
aktivnost u stanicama raka i direktno smanjujuci ekspresiju specificnih onkogena. Mehanizam
djelovanja ova dva lijeka je putem kompetitivne inhibicije KDM aktivnog mjesta, gdje se aktivni
oblik molekule GSK-J4 natjeCe sa a-ketoglutaratom za vezanje. GSK-J4 je u svojoj pocetnoj formi
neaktivan jer je esterificiran, sto omoguéava laksi prolazak kroz staniénu membranu. Nakon
ulaska u stanicu, stani¢ne esteraze u citoplazmi uklanjaju etilne skupine s molekule, ¢ime se
GSK-J4 pretvara u GSK-J1, koji je bioloski aktivan oblik [37]. Protutumorsko djelovanje je doka-
zano na raznim stani¢nim modelima no jo$ nisu istraZzeni utjecaju na potpunim klinickim studi-

jama.
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Slika 5. Prikaz aktivacije GSK-J4 u GSK-J1 i mehanizam inhibicije enzima KDM6A i KDM®6B.

1.7 Transkripcijski faktori kao vazni biljezi

Transkripcijski faktori su klju¢ni regulatori ekspresije gena u stanici, igrajuc¢i vaznu ulogu u kon-
troliranju procesa transkripcije prepoznavajuéi specificne DNA sekvence u promotorskim regi-
jama gena te aktiviraju ili inhibiraju proces transkripcije pomocu razli¢itih mehanizama. Trans-
kripcijski faktori djeluju na kompleksan nacin, suradujuci s drugim transkripcijskim regulatori-
ma, kao Sto su koaktivatori ili represori, kako bi precizno regulirali ekspresiju gena. Takoder,
vazno je da njihova aktivnost moze biti regulirana raznim vanjskim ili unutarnjim signalima, pru-

Zajudi stanicama jako bitan mehanizam za odgovor na promjenjive uvjete okolisa.

Protein SP1 (od engl. Specificity Protein 1), predstavlja klju¢ni transkripcijski faktor u regulaciji
ekspresije gena s ulogom u Sirokom spektru bioloskih procesa, od kontroliranja rasta i diferenci-
jacije stanica do sudjelovanja u programiranoj stani¢noj smrti (apoptozi) i odrzavanju stabilnosti
genoma [38]. Ovaj protein ostvaruje svoju funkciju povezivanjem s CpG otocima koji se nalaze u

promotorskim regijama gena. Kada se SP1 veZe na CpG otoke, moZe djelovati kao aktivator il
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represor, poti¢udi ili inhibiraju¢i proces transkripcije zavisno o kontekstu ekspresije pojedinih
gena. Sto je jo$ vaZnije, SP1 takoder ima sposobnost interakcije s drugim transkripcijskim fakto-
rima i koaktivatorima, stvarajudi sloZzene regulatorne mreze unutar stanice. S obzirom na svoju
vaznu ulogu u regulaciji gena te povezanosti s epigeneti¢ckim promjena, promjene u aktivnosti ili
ekspresiji proteina SP1 mogu sluziti kao vazan pokazatelj promjena u globalnog epigenetskog

stanja u stanici. [39]

Drugi vazni transkripcijski faktor u stanicama je STAT3 (od engl. Signal transducer and activator
of transcription 3). Kao posljedica odgovora na citokine i ¢imbenike rasta, STAT3 fosforiliraju
Janus kinaze (JAK) na tirozinu 705, formira se fosforilirani STAT3 (pSTAT3) [40] prilikom cega
dolazi do dimerizacije pSTAT3. Takva modifikacija omogucuje njegov prelazak u jezgru stanice.
Ovaj kompleks zatim veZe na specificne palindromske DNA motive TTCNNNGAA (gdje je N bilo
koji nukleotid), gdje aktivira ili inhibira transkripciju ciljnih gena [41] . Povezivanje dimera
pSTAT3 s DNA moZe rezultirati povecanim ispoljavanjem onkogena ili gena koji podrZzavaju sta-
ni¢ni rast i prezZivljavanje. Slicno kao i SP1, pSTAT3 ima vaznu ulogu u stanicnom odgovoru na
vanjske signale, pa je tako bitan u regulaciji imunoloSkog odgovora, djelujuéi kao posrednik iz-
medu vanjskih citokina i unutarnjih odgovora. Razne studije su pokazale da STAT3 u stanicama
raka ¢esto bude slabije reguliran nego u normalnim stanicama, pritom aktivirajuci brojne onko-
gene koji su pod njegovom transkrcipijskom kontrolom. Takoder je utvrdeno da STAT3 mozZe
vezati odgovarajuée DNA sekvence samo u otvorenom kromatinu te je njegova ekspresija pove-
zana s povecanom aktivnoséu i ekspresijom proteina EZH2 u stanicama raka debelog crijeva [42]
pruzajudi jako dobar biljeg ukupne aktivnosti EZH2, pogotovo u slucaju tretmana spojevima koji

reguliraju i sprjecavaju normalnu aktivnost EZH2 proteina.

1.8 Prethodna istrazivanja

Na temelju prethodnih istrazivanja koja su ispitivala ucinke lijekova, specifi¢nih inhibitora klju-
¢nih enzima ukljuéenih u trimetilaciju H3K27, provedeni su brojni eksperimenti koji su posluzili
kao temelj za ovaj rad [ref]. Tako je dokazano da kombinirana primjena cisplatine i tazemetos-
tata statisticki znacajno utjece na stanicnu proliferaciju mjerenu putem osjetljivog testa ugrad-

nje bromodeuksiuridina (BrdU) kod Detroit 562 i FaDu stanica dok kod HT 29 takav kombinirani
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tretman nije imao statisticki znacajan utjecaj na senzibilizaciju stanica na tretman cisplatinom,
StoviSe doslo je do znacajnog povecanja proliferacije. Takoder, u istom radu je analiziran i po-
tencijalni sinergisticki utjecaj GSK-J4 na senzibilizaciju tretmana cisplatinom. Stupanj proliferaci-
je stanica je takoder bio odreden testom ugradnje BrdU gdje je pokazan statisticki znacajan
sinergisticki ucinak spoja GSK-J4 za senzibiliziranja stanica na tretman cisplatinom. Dodatno u
sklopu istog eksperimenta je utvrdeno da razliCite stanice imaju razlicite stupnjeve osjetljivosti
na GSK-J4, pa su se najotpornijima pokazale stanice HT 29, umjereno osjetljive su bile Detroit

562 stanice dok su FaDu stanice pokazane kao najosjetljivije na djelovanje GSK-J4.

S obzirom na navedeno isti¢e se vazno pitanje o tome na koje stani¢ne puteve utjece inhibicija
histonske metiltransferaze EZH2 putem tazemetostata i inhibicija JMJD3 histonske demetilaze
putem GSK-J4. Kao glavna potencijalna meta zbog svoje vaznosti u regulaciji brojnih gena pove-
zanih s nastankom tumora istiCu se vazni transkripcijski faktori ve¢ spomenuti poput SP1 i
PSTAT3/STAT3 te je upravo istraZzivanje potencijalne promjene u ispoljenosti tih proteina ujed-

no i glavni cilj eksperimenata provodenih u ovom radu.
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2. Cilj rada

S obzirom na dokazan potencijal spojeva GSK-J4 i tazemetostata u senzibilizaciji stani¢nih linija
na cisplatinu, glavni cilj ovog istraZivanja bio je istraziti molekularno-geneticki utjecaj tih spojeva
na razine izrazenosti vaznih transkripcijskih faktora poput STAT3/pSTAT3 i SP1 te promjene u
razini izrazenosti ciljine molekule spoja GSK-J4, JMJD3, kao moguceg puta stani¢nog odgovora
na smanjenu aktivnost tog enzima. Kako je posljedica utjecaja GSK-J4 i tazemetostata promjena
stupnja metilacije histona na razini cijelog genoma i kako vezanje transkripcijskih faktora SP1 i
STAT3/pSTAT3 na specificne promotore direktno ovisi o epigenetickom okolisu, postavlja se
pitanje hoce li kemijska inhibicija JMJD3 i EZH2 dovesti do promjena u razinama tih proteina u
stanicama, a time i utjecati na izrazenost nizvodnih proteina Cija je ekspresija izravno povezana

s aktivnoséu SP1 i STAT3/pSTAT3.

Glavna metodologija kojom ée se istraZivati ovaj utjecaj je metoda Western blot te semikvanti-
tativno mjerenje promjena u razini ispoljenosti ciljnih protein sa ciljem pronalaska statisticki
znacajnih razlika ispoljenosti transkripcijskih faktora STAT3/pSTAT3 i histonske demetilaze
JMIJD3 u ukupnoj, nuklearnoj ili citoplazmatskoj frakciji proteina izoliranih iz 3 razli¢ite stanicne

linije karcinoma. Stoga, specificni ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Ustvrditi da li tretman s GSK-J4 ili tazemetostatom direktno utjee na razinu ispoljenosti

JMIJD3 proteina u izoliranim proteinskim frakcijama

2. Postojanje razlika u ispoljenosti STAT3/pSTAT3 i SP1 transkripcijskih biljega u izoliranim

frakcijama s obzirom na tretman GSK-J4 ili tazemetostatom

3. Postoji li razlika u djelovanju GSK-J4 i tazemetostata na razinu ispoljenosti proteina s ob-
zirom na primjenu tretmana cisplatinom te ustvrditi potencijalne sinergisticne utjecaje

takvih tretmana
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3. Materijali i metode

3.1 Stanic¢ne linije
Za izvodenje eksperimenata u ovom istrazZivanju koriStene se tri trajne adherentne linije stanica

raka, dvije podrijetlom raka glave i vrata i jedna podrijetlom raka debelog crijeva:
1. FaDu - karicinoma donjeg dijela Zdrijela
2. Detroit 562 — karicinom Zdrijela
3. HT-29 - adenokarcinom debelog crijeva

Pocetne linije stanica su nabavljene od ATCC (American Type Tissue Collection), te pohranjene u

tekuéem dusiku do pocetka istraZivanja.

3.2 Odrzavanje kulture stanica i uvjeta rasta

Nakon odmrzavanja prvo presadivanje svih stani¢nih linija bilo je u bocice povrine 75cm? s ven-
tiliranim ¢epom u DMEM (od engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium) mediju s 4,5 g/L glukoze
uz dodatak 10% FCS u inkubatoru pri 37°C u vlaznoj atmosferi i 5% COa.

Nakon pocetnog uzgoja stanica, stanice su nasadene u manje boce u kojima su izvodeni ekspe-
rimenti tretiranja. Odvajanje stanica od podloge za potrebe pokusa radeno je otopinom 0,25%
(w/v) Tripsin-0,53mM EDTA, te zaustavljeno prenosenjem u nove 15mL epruvete u kojima se
nalazio svjezi DMEM medij s 10% FCS. Nakon toga otopina sa slobodnim stanicama je prebace-
na je centrifugirana na 250g i 4C u trajanju od 5 minuta kako bi se istalozZile stanice. Nakon cen-
trifugiranja, supernatant je uklonjen, stanice pomijeSane sa 1 mL kompletiranog medija, te alik-
vot od 20uL pomijesan sa 180ulL 0,4% Trypan Blue Solution te stanice prebrojane koristeci Bur-

ker-Turkov hemocitometar.
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3.3 Izdvajanje i kvantifikacija proteina

Obzirom kako su proucavani proteini mahom transkripcijski faktori te lokaliziraju unutar jezgre
potrebno je izdvojiti samo frakciju proteina koji se nalaze unutar jezgre. Za to je koristen ko-
mercijalno dostupni komplet kemikalija ,,NE-PER nuclear and cytoplasmic extraction reagents”

prema uputama proizvodaca.

Stanice se prvo odvojene od podloge dodatkom 2,5 mL 0.25% (w/v) Tripsin-0.53mM EDTA, ¢ija
se reakcija zaustavi dodatkom svjezeg DMEM medija sa 10% FCS. Nakon toga stanice u centri-
fugirane 5 minuta na 500g i resuspendirane u 1mL hladnog PBS pufera, potom prebacene u 1.5
mL mikroepruvetu te je centrifugiranje i resuspendiranje ponovljeno jos jednom u istim uvjeti-
ma. Nakon uklanjanja supernantanta dodan je reagens CER I, u koli¢ini koja odgovara kolicini
taloga stanica (po naputku proizvodaca). Talog je resuspendiran vorteksiranjem tijekom 15 ske-
undi i inkubiran na ledu 10 minuta. Nakon inkubacija dodaje se reagens CER Il, uzorak resus-
pendira pomocu vorteksiranja od 5s, uzorak se onda inkubira na ledu 1min, ponovo vorteksiran
5s te centrifugiran 5min na 16 000 x g na 4C. U supernatantu zaostaju proteini citoplazme, te su
oni uklonjeni i pohranjeni na -80°C. Talog koji ostaje se resuspendira u hladnom NER reagensu i
vorteksira 15s te inkubira na ledu 10min. Isti postupak se ponavlja jos 4 puta za isti uzorak, te se
na kraju uzorak centrifugira 10min na 16 000 x g i na 4C. Supernatant koji sadrzava proteine

jezgre se potom pohranjuje na -80°C i sa njime se ide u daljnje reakcije.

3.4 Odredivanje koliCine proteina metodom po Bradfordu

Za kvantifikaciju koli¢ine izoliranih proteina koristena je metoda po Bradfordu. Metoda se teme-
lji na ireverzibilnom vezanju boje Coomassie brilliant blue G-250 na odredene aminokiseline
rezultirajuéi promjenom absorbicjskog spektra na 595nm. Prije poCetka mjerenja koncentracije
izdvojenih proteina potrebno je napraviti standardnu krivulju koristeéi razrjedenja BSA poznatih
koncentracija. Prvi korak je otapanje BSA u PBS puferu u koncentraciji od 10mg/mL, te su nakon
toga pripremljena razrjedenja sljedecih koncentracija: 0; 0,03; 0,06; 0,125; 0,25; 0,5; 0,75 te 1
mg/mL. Mati¢na otopina 5x Bradford Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate je razrje-
dena u omjeru 1:5 (5mL + 20mL). Prije mjerenja, svaki uzorak nuklearnih proteina je resuspen-
diran i razrijeden 4 puta, te neposredno prije nanoSenja na jaZicu ponovno vorteksiran. U svaku
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jazicu naneseno je 5ulL danog uzorka/standarda te 200ulL Bradford reagensa te je reakcija inku-
birana 5 minuta na sobnoj temperaturi. Kona¢na apsorbancija je mjerena na valnoj duljini od
595nm koristeci uredaj Multiscan EX (Thermo Scientific) te su dobivene vrijednosti usporedene
sa standardnom krivuljom apsorbancije BSA poznate koncentracije i izraunate konacne vrijed-

nosti koncentracije nuklearnih proteina.

3.5 Analiza metodom western blot

3.5.1 Elektroforeza

Izolirani i kvantificirani proteini jezgre su analizirani metodom Western blot za mjerenje razlike
ekspresije pojedinih proteina izmedu 8 razli¢itih uzoraka. Elektroforeza proteina se odvijala na
5% sabijaju¢em i 10% razdvajaju¢em poliakrilamidnom gelu uz dodatak natrij dodecil sulfata
(SDS, sodium dodecyl sulfate) kao regensa koji omogucuje razdvajanje proteina samo po velici-
ni, a ne po velicini i naboju. Tocan sastav gelova je prikazan u tablici 5. Elektroforeza je pokrenu-
ta koristec¢i aparaturu Standard TV100 u za to prikladnom puferu (1X Running Buffer, 25 mM
Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS).

Sastav gelova Gel za razdvajanje (10%) Gel za sabijanje (5%)
mQ voda 2,5 mL 2,2 mL
Pufer 1 1,5M Tris-HCl, 0,4% SDS, pH 8,8 1,5mL
Pufer 2 0,5M Tris- HCl, 0,4% SDS, pH 6,8 0,9 mL
Akrilamid 30% akrilamid: bis-akrilamid 29:1 2 mL 0,6 mL
10% amonijev persulfat (APS) 50 pL 50 pL
Tetrametiletilendiamin (TEMED) 5 uL 5uL

Tablica 1. Kemijski sastav gelova koriStenih za elektroforezu.

U svaku jaZicu nanosilo se po 8ug uzorka proteina jezgre pomijeSanog sa puferom za nanosSenje
(5X Laemmli Loading Buffer) razrijedenog do 1X zavisno o koncentraciji proteina u pojedinom
uzorku. Takoder prilikom svake elektroforeze nanosio se i proteinski standard (PageRuler™ Pre-
stained Protein Ladder, 10 to 180 kDa; Thermo Fisher Scientific) kako bi se imao pregled veli¢ina

izoliranih proteina na gelu.
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3.5.2 Prijenos

Nakon zavrsetka elektroforeze gel se kratko uranja u 1X pufer za prijenos (od engl. Transfer Buf-
fer ; 25 mM Tris, 192 mM glicin, 20% v/v metanol) te se slaZe sustav za prijenos na nitroceluloz-
nu membranu. Koristena je membrana veli¢ine pora 0,2 um “RotiNC, transfer membrane”, te je
sami transfer izvrSen koriStenjem instrumenta “Trans-Blot Turbo Transfer System” (Bio-Rad
Laboratories, SAD) u trajanju od 10 minuta pri stalnoj jacini struje od 1,3 ampera, potom su
membrane obojane 0,1% otopinom Ponceau S u octenoj kiselini za provjeru uspjesnosti transfe-

ra na membranu te je visak otopine ispran destiliranom vodom.

3.5.3 Obiljezavanje

Nakon uspjeSnog transfera proteina membrane su blokirane 5% otopinom nemasnog mlijeka u
TBST (TRIS + 0,1% (v/v) Tween 20) puferu u trajanju od sat vremena, te tri puta po 5 minuta

isprane u TBST puferu kako bi se uklonili svi potencijalni zaostaci i necisto¢e na membrani.

Primarna protutijela za svaki od ciljnih proteina su razrijedena po specifikacijama proizvodaca u
TBST puferu te inkubirana preko noci na 4°C uz stalno mijesanje. Nakon inkubacije sa primarnim
protutijelom membrane su isprane u s Cistim TBST puferom, tri puta po 5 minuta te inkubirane
1h s otopinom sekundarnog protutijela obiljeZzenim sa peroksidazom iz hrena (Anti-rabbit IgG,
HRP-linked antibody;). Nakon inkubacije sa sekundarnim protutijelom membrane su opet ispra-

ne 3 puta po 5 minuta u TBST puferu te je zapocet korak detekcije signala kemiluminiscencijom.

Detekcija signala je radena koristeéi komercijalno dostupan SuperSignal West Pico PLUS Chemi-
luminescen Substrate (Thermo Fisher) po uputama proizvodaca te su konacne slike membrana
slikane uredajem Alliance Q9 mini (Uvitec) pri razli¢itim stupnjevima ekspozicije kako bi se dobi-

la najbolja kvaliteta slika za denzitometriju.

3.6 Protutijela za Western blot

U dolje navedenoj tablici je popis svih koristenih protutijela za obiljezavanje membrana prilikom
izvodenja Western blota te razrjedenja po uputama proizvodaca. Koristena su primarna protuti-
jela za 4 ciljna proteina od interesa te 2 razli¢ita proteina kuéepazitelja: Beta aktin i TBP (od
engl. TATA-Box Binding Protein). Beta aktin je koriSten za uzorke ukupnih i citoplazmatskih pro-

teina, dok je TBP koriSten za uzorke nuklearnih proteina zbog konstitutivne ispoljenosti u jezgri.
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Protutijelo anti-JMJD3 nabavljeno je od Thermo Fisher Scientific (SAD). Ostala protutijela su

nabavljena od XXXX. Primarna protutijela potjecu od kuniéa, dok je sekundarno protutijelo za

prepoznavanje kuni¢evog imunoglobulina G (IgG) dobiveno od koze.

Protein Vrsta Protutijelo
JMID3 Primarno poliklonsko JMID3 Polyclonal Antibody #PA5-72751
SP1 Primarno monoklonsko
pSTAT3 Primarno monoklonsko
STAT3 Primarno monoklonsko
TBP Primarno monoklonsko TBP (D5C9H) XP Rabbit mAb #44059
Beta aktin Primarno monoklonsko B-Actin (D6A8) Rabbit mAb #8457
1gG kunicéa Sekundarno Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody #7074

Tablica 2. Popis koriStenih protutijela u istrazivanju.

Tretiranje stanica

Prije tretmana sve stanice bile su namnozZene u istim eksperimentalnim uvjetima: DMEM medij

sa dodatkom 4,5g/L glukoze i 10% FCS. Nakon nasadivanja stanice su bile podvrgnute raznim

tretmanima zavisno o eksperimentalnim uvjetima. U dolje navedenoj tablici prikazane su sve

kombinacije tretmana za koristene stanice odnosno eksperimentalne skupine, $to je ponovljeno

za sve 3 stanicne linije koriStene u istrazivanju. Spojevi koji su koristeni za tretiranje stanica su:

dimetil sulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich, SAD), cisplatina (Cayman Chemical Company, SAD);

otopljena u fizioloskoj otopini koncentracije 1666,7 UM tazemetostat (Cayman Chemical Com-

pany, SAD); otopljen u DMSO koncentracije 5mM te GSK-J4 (Sigma-Aldrich, SAD) otopljen u

DMSO koncentracije 5 mM.

Skupina Uvjet 1.dan (0-24 h) 2. dan (24-48h) 3. dan (48-72 h) 5. dan (96h)
1 Kontrolni Nasadivanje Izdvajanje pro-
2 DMSO DMSO teina
3 Tazemetostat Tazemetostat
4 GSK-J4 GSK-J4
5 Cisplatina Cisplatina
6 Cisplatina + DMSO DMSO Cisplatina
7 Cisplatina + taze- Tazemetostat Cisplatina
metostat
8 Cisplatina + GSK-J4 GSK-J4 Cisplatina
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Tablica 3. Vremenski raspored eksperimentalnih tretmana stanica stanicnih linija HT 29, Detroit
562 i FaDu.

Tretman cisplatine i tazemetostata je sve stanicne linije bio jednak, tako da se cisplatina prim-
jenjivala u koncetraciji od 3 uM, a tazemetostat u koncentraciji od 10 uM. U prijasnjim eksperi-
mentima najotpornijim na spoj GSK-J4 su se pokazale stanice HT-29, Detroit 562 pokazao se
umjereno osjetljivim, dok su FaDu stanice najosjetljivije na djelovanje GSK-J4. Zbog tog razloga
za potrebe ovog istraZivanja koristene su individualne koncentracije GSK-J4 za pojedine linije
stanica. Za Detroit 562 — 1 uM; za FaDu — 0,5 uM; za HT 29 — 2,5 uM. Svi uzorci su bili nasadeni
u 100 uL medija. Za prvi tretman (24-48h nakon nasadivanja) za skupine 2-4 dodano je 100 pL
medija sa potrebnom koncentracijom spoja od interesa, dok je za skupine 6-8 prvi tretman bio
u 50 pL medija te je prilikom dodatka cisplatine 3. dan (48-72h) dodano jos 50 puL medija sa pot-
rebnom koncentracijom cisplatine. Za skupinu 5 cisplatina je samo dodana 3. dan u 100 pL me-

dija.
Statisticka obrada podataka

Eksperimenti su radeni u bioloskom duplikatu. Podaci su statisti¢cki obradeni u programu
GraphPad Prism 8 i MS Excel. Slike su obradene u programu Imagel kao semikvantitativni nacin
provjere razlike koli¢ine ekspresije pojedinih proteina izmedu uzoraka. Dobiveni signali su po-

tom analizirani jednosmjernim ANOVA testom i post hoc Tukey testom.
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4. Rezultati

4.1 Western blot

Nakon potvrde uspjeSnog izdvajanja proteina iz sve tri frakcije: ukupne, nuklearne i citopla-
zmatske, dobiveni uzorci su koristeni provodenja pokusa Western blot za 4 proteina od intere-
sa: STAT3, pSTAT3, JMID3 i SP1. Rezultati za svaki su objedinjeni na slikama X-X+3, za svaku od
tri stani¢ne linije kako bi se promatrao odgovor pojedinih stanicnih linija na razne tretmane.

Tretmani su uvijek nanoseni istim redoslijedom:

1. Kontrola
DMSO
. Tazemetostat

GSK-J4

2

3

4

5. Cisplatina
6. Cisplatina + DMSO

7. Cisplatina + tazemetostat
8

Cisplatina + GSK-J4

Za svaki uzorak stanica odnosno Western blot u kojem je koriSteno protutijelu za odredeni pro-
tein kao kontrola koristen je specifi¢ni gen kucepazitelj, u slué¢aju ukupnih i citoplazmatskih to je
bio beta-aktin a u slucaju nuklearnih to je bio TBP koji je specifican za jezgru de se ne pronalazi
u citoplazmi u znacdajnim kolicinama. Kao potvrda uspjesSnog izdvajanja proteina u svakom uzor-
ku, svi proteini su obojani bojom Ponceu S, te su rezultati obojenja takoder prikazani ispod sva-
kog uzorka. S obzirom kako su radeni duplikati za sve uzorke, u slikama Western blota za svaki

eksperiment je prikazan samo jedan replikat.
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Ukupni proteini

Detroit 562
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FaDu

HT 29
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Ukupni o
proteini
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proteini
Beta-aktin . ——————— S —— . St St St — — —— — ———
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Slika 6. Rezultati Western blot-a za izdvajanje ukupnih proteina uzoraka iz tri stanic¢ne linije i
Cetiri proteina od intere-sa. Uzorci po jazicama su 1-Kontrola, 2-DMSO, 3-Tazemetostat, 4-GSK-
J4, 5-Cisplatina, 6-Cisplatina i DMSO, 7-Cisplatina i TZM, 8-Cisplatina i GSK-J4.
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Citoplazmatski proteini

Beta-aktin

JMID3

Ukupni
proteini

Beta-aktin

SP1

Ukupni
proteini

Beta-aktin

pSTAT3

Ukupni
proteini

Beta-aktin

STAT3

Ukupni
proteini

Detroit 562

T S ———— —
o
- e ke v
w

— —— — — ———

Slika 7. Rezultati Western blot-a za izdvajanje citoplazmatskih proteina uzoraka iz tri stani¢ne
linije i Cetiri proteina od interesa. Uzorci po jaZicama su 1-kontrola, 2-DMSO, 3-tazemetostat, 4-
GSK-J4, 5-cisplatina, 6-cisplatina i DMSO, 7-cisplatina i TZM, 8-cisplatina i GSK-J4.
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Nuklearni proteini

Detroit 562 FaDu HT 29
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proteini -
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Slika 8. Rezultati Western blot-a za izdvajanje ukupnih proteina uzoraka iz tri stanic¢ne linije i
Cetiri proteina od interesa. Uzorci po jaZzicama su 1-Kontrola, 2-DMSO, 3-Tazemetostat, 4-GSK-
J4, 5-Cisplatina, 6-Cisplatina i DMSO, 7-Cisplatina i TZM, 8-Cisplatina i GSK-J4. Za stanice HT 29
niti jedan uzorak nije imao pozitivne rezultate za pSTAT3.
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4.2 Kvantifikacija izrazenosti proteina

Za statisti¢cke analize ispoljenosti proteina odredeni denzitometrijom putem programa Image)
JMJD3, STAT3, pSTAT3 i SP1 uzorci su podijeljeni po 1) Proteinima 2) Mjestu izdvajanja proteina,
pa se tako proucava sveukupno 12 moguéih kombinacija. Ako postoje replikati u grafickim pri-
kazima su prikazane i linije standardne greske, a ako izostaje prisustvo bilo kakvih pozitivnih
uzoraka Western blot-a na dvije od 3 stanic¢ne linije u za odredeni protein od interesa, uzorak
nije prikazan. Jacina signala odredena je denzitometrijom i normalizirana u odnosu na ukupne

proteine i/ili protein housekeeper.
Ukupni proteini

Prvi analizirani uzorci su bili oni iz izoliranih ukupnih proteina iz tri stani¢ne linije prikazani na

slici ispod.

A Ukupni pSTAT3 B Ukupni SP1

Detroit 562 FaDu Detroit 562 FaDu HT 29

C Ukupni STAT3 D Ukupni JMJD3
Detroit 562 FaDu HT 29 Detroit 562 FaDu HT 29
2.0+ 4
1.5+ 34
1.0 24
0.0- o

- CTRL El DMSO - TZM |:| GSK-J4 - Cis D Cis + DMSO - Cis + TZM D Cis + GSK-J4

Slika 9. Graficki prikaz rezultata za ukupne stani¢ne proteine. Tretmani su poredani kao u nave-
denoj tablici te su takoder prikazani na legendi. Crte oznacavaju standardnu gresku gdje je pos-
tojalo viSe od 1 replikata sa pozitivnim signalom ciljanog proteina po uzorku. A. Graficki prikaz
za pSTAT3 protein, nije imao pozitivne rezultate za nijedan uzorak HT 29 stanica B. Graficki pri-
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kaz za SP1 proteina C. Graficki prikaz za STAT3 protein, svi uzorci prisutni D. Graficki prikaz za
JMID3 protein, svi uzorci prisutni.

Vidljivo je da su najznacajnije promjene u ekspresiji proteina uocene su prilikom usporedbe
ispoljenosti JMJD3 proteina u stanicama HT 29 i Detroit 562 u slucaju tretmana tazemetosta-
tom, GSK-J4, cisplatina, cisplatina i tazemetostat te cisplatina i GSK-J4, dok u FaDu stanicama
nije primijecen slican ucinak ni za jedan od tretmana. Nadalje, primjetan je pad u ekspresiji pro-
teina SP1 u stanicama FaDu i Detroit 562 u tretmanima tazemetostatom i svim tretmanima koji
su ukljucivali cisplatinu. Analizom ekspresije pSTAT3 proteina uocljiva je smanjena ispoljenost
nakon tretmana ili samo s GSK-J4 ili kombiniranom tretmanu cisplatinom i GSK-J4, sa najnizim
razinama upravo u uzorku tretmana s GSK-J4 i cisplatinom. STAT3 protein je imao najvecu razli-

ku u ispoljenosti u slu€aju primjene samo cisplatine i u slu¢aju primjene samo GSK-J4.
Citoplazmatski proteini

Druga skupina denzitometrijskih analiza je bila nad Western blotovima proteina od interesa
izoliranih iz citoplazme. NajizraZeniji u¢inak je vidljiv u uzorcima za SP1 i JMJD3 proteine u Det-
roit 562 stanicama, gdje je vidljivo da u svim tretmanima gdje je bila ukljucena cisplatina (5-8) je
doslo do izrazenog pada u ekspresiji ta dva proteina, dok je slican efekt isto vidljiv u FaDu stani-
cama za uzorak JMJD3, no izostaju rezultati za tu stani¢nu liniju za SP1 proteine. Dodatak samo
tazemetostata i GSK-J4 spoja u tim uzorcima je imao relativno slab ili ¢ak suprotni uc¢inak, kao i
svi tretmani u slucaju HT 29 stanica. lzrazeni ucinak se takoder vidi u uzorku pSTAT3 za Detroit

562 stanice.
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Slika 10. Graficki prikaz rezultata za citoplazmatske stani¢ne proteine. Tretmani su poredani
kao u navedenoj tablici te su takoder prikazani na legendi. Crte oznacavaju standardnu gresku
gdje je postojalo vise od 1 replikata sa pozitivnim signalom ciljanog proteina po uzorku. A. Gra-
ficki prikaz za pSTAT3, uzorak za stanice HT 29 nije imao pozitivne uzorke B. Graficki prikaz za
SP1 protein, svi uzorci prisutni C. Graficki prikaz za STAT3 protein, svi uzorci prisutni D. Graficki
prikaz za JMJD3 protein, svi uzorci prisutni.

Nuklearni proteini

Konacno, denzitometrijom su analizirani proteini izolirani iz jezgara triju staniénih linija po-

dvrgnuti tretmanima. Svi uzorci su napravljeni u samo jednom replikatu. Rezultati analize su

prikazani na slici 6.
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A Nuklearni pSTAT3 B Nuklearni SP1

Detroit 562 FaDu HT 29 Detroit 562 FaDu HT 29

0.5

( Nuklearni STAT3 D Nuklearni JMJD3
Detroit 562 FaDu HT 29 Detroit 562 FaDu HT 29
2.0+ 1.6~
1.5+ 124
1.0+ 0.8
0.54 0.4=
0.0~ 0.0-

. CTRL D DMSO - TZM D GSK-J4 . Cis D Cis + DMSO - Cis + TZM D Cis + GSK-J4

Slika 11. Graficki prikaz rezultata za nuklearne stani¢ne proteine. Tretmani su poredani kao u
navedenoj tablici te su takoder prikazani na legendi. A. Graficki prikaz za pSTAT3, svi uzorci pri-
sutni B. Graficki prikaz za SP1 protein, svi uzorci prisutni C. Grafi¢ki prikaz za STAT3 protein, svi
uzorci prisutni D. Graficki prikaz za JIMJD3 protein, svi uzorci prisutni.

Najizrazitiji ucinak je vidljiv u ekspresiji pSTAT3 u Detroit 562 stanicama u slucaju tretmana ta-
zemetostatom (5.5 puta poveéana ekspresija) i tazemetostatom u kombinaciji s cisplatinom
(gotovo 8 puta povecana razina ekspresije). Zanimljivo, koli¢ina nefosforiliranog STAT3 proteina
je ostala relativno nepromijenjena u uzorcima u kojima je primijeCeno povecdanje pSTAT3, a
smanjena samo u uzorku kombinirane cisplatine i GSK-J4. Takoder je vidljivo da u sluéaju HT 29
stanica ucinak je suprotan, te je koli¢ina ekspresije pSTAT3 proteina sniZzena u gotovo svim tre-
tmanima, dok gotovo izostaje u sluéajevima cisplatina + tazemetostat i cisplatina + GSK-J4. Ra-
zina proteina SP1 je u sva tri uzorka stanica ostala poprili¢no stabilna osim u sluc¢aju cisplatina +
GSK-J4 gdje je za HT 29 stanice gotovo prepolovljena. Koli¢ina JMJD3 proteina je takoder bila
stabilna za sve uzorke u Detroit 562 stani¢nim linijama, blagi pad je uodljiv u slucaju tretmana
tazemetostata i GSK-J4 u stanicama FaDu dok je u HT 29 stanicama koli¢ina JMJD3 proteina go-

tovo prepolovljena u sluéaju tretmana cisplatina + GSK-J4.
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4.3 Statisticka analiza rezultata denzitometrije

Statisticki znacajni rezultati za usporedbe testnih skupina sa kontrolnim skupinama izvrseni A-
NOVA post-hoc Tukey testovima za sve skupine izdvojenih proteinska odnosno denzitometrijske
analize rezultata Western blota prikazane su danim tablicama. S obzirom na mali broj replikata
te zbog pretpostavki ANOVA testa nije bilo moguce usporedivati unutar razine ispoljenosti pro-
teina unutar jedne stanicne linije, te su dani rezultati za sve 3 stanicne linije, odnosno proucava-

ju se statisticki znacajne promjene prisutne u svim linijama.

Ukupni proteini

Protein Usporedba Razlika p-vrijednost

JMID3 CTRL Cis 0.83006 0.00430
JMID3 CTRL Cis + DMSO 0.82122 0.00488
JMID3 CTRL Cis + GSKJ4 0.7092 0.02250
JMID3 CTRL Cis + TZM 0.90915 0.00135
JMID3 CTRL GSKJ4 0.861536 0.00273
JMID3 DMSO Cis + TZM 0.72019 0.01950
JMID3 DMSO GSKJ4 0.672573 0.03587
pSTAT3 CTRL Cis + GSKJ4 -0.54293 0.00756
pSTAT3 DMSO Cis + GSKJ4 -0.58255 0.00366
SP1 CTRL Cis -0.27526 0.00994
SP1 CTRL Cis + GSKJ4 -0.28447 0.00696
SP1 DMSO Cis -0.344 0.00060
SP1 DMSO Cis + DMSO -0.29278 0.00501
SP1 DMSO Cis + GSKJ4 -0.35322 0.00041

Tablica 4. Statisticki znacajne razlike izmedu razlicitih tretmana na uzorku ukupnih proteina na
podacima dobivenim denzitometrijom. Stupac ,Usporedba” predstavilja par tretmana koji su
prepoznati kao statisticki znacajni. Stupac ,,Razlika” predstavlja izracunatu razliku srednjih vrije-
dnosti izmedu tretmana.

Za protein JMID3 je vidljivo da su svi tretmani u kojima je dodana cisplatina statisticki znac¢ajno
razli¢iti od uzoraka kontrole, gdje pozitivna razlika prepoznata Tukey testom upucuje na to da je
prosjec¢na vrijednost veéa 70-90% u odnosu na kontrolne vrijednosti, sto upuéuje na poveéanu
ispoljenost proteina JMJD3 posred djelovanja cisplatine. Dodatno vidljivo je da je ¢ak i dodatak
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samog GSK-J4 uzrokovao statistic¢ki znacajno povecanje u razinama JMJD3 proteina u tri stanic-
ne linije. Kada se promatraju usporedbe sa DMSO kontrolnom skupinom, jedina dva statisticki
znacajna tretmana su GSK-J4 i cisplatina + tazemetostat. Protein STAT3 nije imao znacajnih raz-
lika u usporedbi sa kontrolnim skupinama. Protein pSTAT3 je jedine znacajne razlike imao u
slu¢aju kombiniranog tretmana cisplatine i GSK-J4 i za DMSO i za obi¢nu kontrolu, Sto upuduje
na sinergisticki ucinak takvog tretmana na promjenu ispoljenosti pSTAT3 proteina. Kod SP1 pro-
teina dodatak same cisplatine je imaju negativan utjecaj na razinu ispoljenosti SP1 proteina, no
vidljivo je da uz dodatak GSK-J4 ta razlika postaje joS veca, u obi¢noj kontroli -0.27526 za samu
cisplatinu dok je uz dodatak GSK-J4 razlika -0.28447, u slucaju DMSO razlika za cisplatinu je -
0.29278 dok uz dodatak GSK-J4 ta razlika raste na -0.35322.

Citoplazmatski

Protein Usporedba Razlika p-vrijednost

JMID3 CTRL Cis -0.52500 0.00794
JMID3 CTRL Cis + DMSO -0.63747 0.00068
JMID3 CTRL Cis + GSKJ4 -0.63349 0.00074
JMJD3 CTRL Cis + TZM -0.62805 0.00084
JMID3 DMSO Cis -0.56406 0.00346
JMJD3 DMSO Cis + DMSO -0.67653 0.00028
JMID3 DMSO Cis + GSKJ4 -0.67255 0.00030
JMJD3 DMSO Cis + TZM -0.66711 0.00034

Tablica 5. Statisticki znacajne razlike izmedu razlicitih tretmana na uzorku citoplazmatskih pro-
teina na podacima dobivenim denzitometrijom. Stupac ,Usporedba” predstavlja par tretmana
koji su prepoznati kao statisticki znacajni. Stupac ,,Razlika” predstavlja izracunatu razliku sred-

njih vrijednosti izmedu tretmana.

Za rezultate denzitometrijske analize jedine statisticke znacajne razlike su vidljive samo za
JMJD3 protein, i to za sve tretmane u kojima je ukljuéena cisplatina, no i ovdje je vidljiv sinergis-
ticki utjecaj na smanjenje ispoljenosti u slu¢aju kombiniranog tretmana cisplatine i GSK-J4 gdje
je tako razlika za kontrolu -0.525, Sto predstavlja skoro prepolovljenu razinu ispoljenosti, dok je
u slucaju dodatka ili GSK-J4 ili tazemetosata razlika poveé¢ana na -0.63349 odnono -0.62805.
Slican obrazac se moze primijetiti kod usporedbe sa DMSO kontrolom, gdje je razlika poveéana

sa -0.56 na -0.67255 u slucaju dodatka GSK-J4 te -0.66711 u slucaju dodatka tazemetostata.
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Nuklearni
Protein Usporedba Razlika p-vrijednost
SP1 CTRL Cis + GSKJ4 -0.27968 0.00299
SP1 DMSO Cis + GSKJ4 -0.37990 0.00002
SP1 DMSO Cis + TZM -0.22523 0.03298
STAT3 CTRL TZM 0.37171 0.03000
STAT3 DMSO TZM 0.38894 0.01943

Tablica 6. Statisticki znacajne razlike izmedu razli¢itih tretmana na uzorku nuklearnih proteina

na podacima dobivenim denzitometrijom. Stupac ,Usporedba“ predstavlja par tretmana koji su
prepoznati kao statisticki znacajni. Stupac ,,Razlika” predstavlja izracunatu razliku srednjih vrije-

dnosti izmedu tretmana.

Za rezultate analize u sluc¢aju nuklearnih proteina je najmanje statistickih znac¢ajnih rezultata, a

razlog tomu je najvjerojatniji jer su za nuklearne proteine uzorci odnosno Western blot analize

radene samo u jednom replikatu Sto uzrokuje manju statisticku pouzdanost u primije¢ene razli-

ke u srednjim vrijednostima. Tako su jedini tretmani sa razlikama izmedu kontrolnim skupinama

za protein SP1 cisplatina uz dodatak GSK-J4 i u obi¢noj i u DMSO kontroli, sa relativno malim

razlikama u ispoljenosti (0.27968 i 0.32990) te cisplatina i tazemetostat no samo u slucaju

DMSO kontrole. Protein STAT3 jedine statistic¢ki znacajne rezultate imao za slucaj tretmana ta-

zemetostatom.
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5. Rasprava

Glavni cilj ovog istrazivanja je bio dokazivanje utjecaja spoja inhibitora metiltransferaze EZH2,
tazemetostata, te inhibitora demetilaze JMJD3, GSK-J4 na promjene u ispoljavanju vaznih stani-
¢nih proteina ukljucujuéi i sami JMJD3. Ti spojevi zbog svog karakteristicno suprotnog djelovanja
u stanicama mogu utjecati na Siroki spektar signalnih puteva putem aktivacije ili utiSavanja akti-
vnosti gena te posljedi¢no ispoljenosti transkripcijskih faktora te zbog toga predstavljaju bitan
predmet istrazivanja u kontekstu epigenomike raka. Ovo istrazivanje je bilo koncentrirano na
istrazivanje molekularno bioloskih promjena kakve tretman tim spojevima kao i kombinirani
tretman cisplatinom moZe uzrokovati u razli¢itim stani¢nim linijama glave i vrata te debelog

crijeva u proteinima izoliranih iz jezgre, citoplazme te ukupnog stani¢nih proteina.

Proteinska frakcija sa najveéim brojem statisticki znacajnih razlika izmedu razli¢itih tretmana je
bila ona ukupnih proteina. Proucavanjem rezultata predstavljenima u tablici 3. vidljivo je tret-
man spojem GSK-J4 uzrokovao znacajno povecanje razine ispoljenosti JMJD3 proteina od 86% u
usporedbi s obicnom kontrolom te 67% u usporedbi sa DMSO kontrolom. Razlog za to moze biti
prirodni odgovor stanica na tretman inhibitorom, poslije kojeg stanice reagiraju tako da poveéa-
ju endogenu proizvodnju ciljnog proteina kako bi negirale utjecaj inhibitora na normalni meta-
bolizam i aktivaciju gena unutar stanice. U istoj usporednoj skupini ukupnih proteina moguce je
primijetiti da je dodavanje cisplatine u kombinaciji sa svim ostalim tretmanima uzrokovalo po-
vecéanje ispoljenosti JIMJD3 proteina, Sto je u skladu s pokusima koji su dokazali slicni fenomen
kod stanica osteosarkoma [43] zbog sudjelovanja JMJD3 u brojnim signalnim putevima poveza-
nim sa stani¢nim odgovorom na izlaganje tako potentnom citostatiku poput RAF/EPK/MAPK
kaskade. Nadalje, u istoj frakciji znacajno smanjenje pSTAT3 proteina je jedino primijeceno u
slu¢aju kombiniranog tretmana cisplatine i GSK-J4 s najveéim efektom kod Detroit 562 stanica
gdje je pad ekspresija ¢ak 60% u odnosu na netretirane kontrole. Takav pad je takoder zabilje-
Zen u literaturi gdje je dokazano da je upravo STAT3 protein jedan od vaznijih u stani¢cnom od-
govoru na stvaranje rezistencija na cisplatinu, a znacajno smanjenje pSTAT3 bez znacajnih
promjena u STAT3 u uvjetima kombinirane primjene cisplatine i GSK-J4 moZe implicirati sma-
njenje stanicnog kapaciteta na stvaranje rezistencije na cisplatinu. Zadnji znacajni rezultat za
frakciju ukupnih proteina je statisticki znacajno smanjenje ekspresije SP1 proteina u uvjetima
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primjene cisplatine, te cisplatine i GSK-J4 gdje je razlika srednjih vrijednosti u usporedbi sa obic-
nom kontrolom blago veéa u slucaju kombinirane primjene: 27% cisplatina a 28% cisplatina i
GSK-J4, te 34% samo cisplatina a 35% cisplatina i GSK-J4 no te razlike nisu dovoljne kako bi se

ustvrdila statisticki znacajna razlika u kombiniranoj primjeni cisplatine i GSK-J4.

Promatrajuci rezultate za proteine izolirane iz citoplazme tih stanice pokazane u tablici 4. vidlji-
vo je da su jedini statisti¢ki znacajni rezultati oni za protein JMJD3, no rezultati su gotovo jedna-
ki za slucajeve tretmana samo cisplatine i kombinacije cisplatine sa bilo kojim drugim spojevima
koriStenim u istraZivanju $to znaci da tretman cisplatinom uzrokuje veéinu primijecenih razlika u
ispoljenosti JMJD3 proteina bez znadajnog selektivnog utjecaja GSK-J4 spoja na ispoljenost u
citoplazmatskoj frakciji. Pomnim proucavanjem grafickih prikaza rezultata denzitometrije za
izdvajanje citoplazmatskih proteina prikazanih na slici 5. A vidljivo je da su Detroit 562 stanice
pokazale takoder velike razlike za pSTAT3 protein u uvjetima tretmana tazemetostatom, no
zbog inertnosti stanica FaDu na isti tretman nije bilo moguce postiéi razinu statisticke znacajno-
sti u te razlike. Uz pSTAT3 Detroit 562 stanice su na slici 5. B pokazale i dosta velike razlike u
svim uvjetima koji sadrZzavaju cisplatinu za SP1 protein u usporedbi sa kontrolom, no ovdje ta-
koder nije bilo mogude statisticki potvrditi rezultate zbog malog broja replikata te relativne sta-

bilne ispoljenosti SP1 proteina u FaDu stanicama u svim tretmanima.

Zadnja skupina rezultata je bila ona na proteinima izoliranih iz jezgara triju stani¢nih linija. Tu je
broj statisticki znacajnih rezultata bio najmanji, samo 5, uglavhom zbog malog broja stani¢nih
replikata koji su radeni u Western blotovima. Jedini statisticki znacajni rezultati su bili oni na
STAT3 i SP1 proteinima. U slucaju SP1 proteina vidljivo je iz tablice 5. da znacajni rezultati pri-
padaju samo kombiniranom tretmanu cisplatine i GSK-J4, sto je sli¢no rezultatima primijeceni za
ukupne stani¢ne proteine, gdje je takoder kombinirana primjena cisplatine i GSK-J4 polucila
najvece razlike izmedu kontrole. Za razlike primijecene za STAT3 protein jedini znacajni rezultati
su bili za tazemetostat, no te razlike su bili popriliéno male, te proucavanjem slike 6. C na kojoj
su predstavljeni svi rezultati za nuklearni STAT3 vidljivo je da su svi tretmani u pribliznoj razini
promjene u razini STAT3, $to je zapravo i normalno za ocekivati s obzirom na to da se STAT3 u
jezgri nalazi u jako malim kolic¢ina te je tu puno vaznija njegova fosforilirana varijanta. Stoga je
vazno primijetiti i rezultate na slici 6. A za Detroit 562 i pSTAT3 protein, gdje je doSlo do ogrom-
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ne pozitivhe promjene u ekspresiji pSTAT3 u slucaju tretmana sa tazemetostatom ali i cisplati-
nom sa jo$ vecom ekspresijom upravo u slu¢aju kombinirane primjene cisplatine i tazemetosta-
ta. S obzirom kako se pSTAT3 varijanta proteina ima izrazito bitnu funkciju upravo u jezgri te
aktivira brojne stani¢ne puteve, olito postoji indikacija da kombinirana primjena cisplatine i
tazemetostata moZe uzrokovati promjenu epigenetskog okolisa te posljedi¢no direktno mijenja-

ti ekspresiju vaznih transkripcijskih faktora.
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6. Zakljucak

Zaklju¢no, istrazivanje je djelomi¢no ostvarilo svoje ciljeve u analizi utjecaja primjene GSK-J4 i
tazemetostata na ispoljenost JMJD3 proteina te ekspresiju SP1 i STAT3 transkripcijskih faktora.
Dokazan je djelomi¢an utjecaj GSK-J4 na ove promjene, iako se veéina opazenog ucinka moze
pripisati upotrebi cisplatine u eksperimentima u slucaju proteina citoplazme i ukupnih proteina.
Najznacajniji rezultat istrazivanja je bila promjena ekspresije pSTAT3 proteina nakon primjene
tazemetostata, iako nije postignuta statisticka znacajnost u tim promjenama. Ovi rezultati suge-
riraju da bi daljnja istrazivanja trebala bolje razluditi odredene ucinke GSK-J4 od utjecaja drugih
koriStenih spojeva kako bi se jasnije razumjelo njihovo djelovanje na ispoljenost ciljanih protei-
na i transkripcijskih faktora kao i povecati broj replikata koriStenih u istrazivanju te broj prouca-
vanih proteina koji bi se nalazili nizvodno u signalnim putevima od transkripcijskih faktora koris-
tenih u ovom istrazivanju kako bi se istrazio pravi bioloski utjecaj na promjenu epigenetskog

okolisa stanica raka koristenjem ovih spojeva.
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