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Karakterizacija gena ANKRD1 i uticaja violaceina na celije rabdomiosarkoma in vitro

SAZETAK

Rabdomiosarkomi (RMS) su najces$¢i maligni tumori mekog tkiva kod dece i adolescenata. Zbog
uzrasta pacijenata i agresivnosti tumora, lecenje predstavlja veliki izazov. Da bi se doprinelo
identifikaciji novih terapeutskih targeta i terapeutika za RMS, u ovoj disertaciji je istrazen
ANKRD1 (eng. ankyrin repeat domain 1), oznacen kao potencijalni marker za diferencijalnu
dijagnostiku, i antitumorski potencijal prirodnog pigmenta violaceina, koriste¢i tri celijske
linije RMS.

Svaka linija je eksprimirala razliCite kolicine ANKRD1 proteina, iako je nivo transkripta bio
slican. Imunocitohemijom je otkrivena jedarna i citoplazmatska lokalizacija ANKRD1 u svim
linijama. Tackasti obrazac bojenja ANKRD1 u jedrima RD i HS-729 c¢elija poklapao se sa
markerom Kahalovih tela. Povecanje ekspresije ANKRD1 nije bilo moguce, verovatno usled
proteazomalne degradacije. Ovo ukazuje na Stetne efekte povecanja ekspresije ANKRD1 na
celije RMS, sugeriSu¢i opravdanost daljih istraZivanja njegove uloge u patogenezi RMS i
razmatranja kao terapetskog targeta.

Violacein je pokazao citotoksicni efekat na cCelije RMS, indukujuéi apoptozu, dok nije imao
znacajan uticaj na preZivljavanje neizmenjenih ¢elija i embriona zebrica pri koncentracijama
toksi¢nim za tumorske celije. Uticao je i na migratorni potencijal ¢elija RMS. Tokom tretmana
se zadrzavao na povrSini Celija, a njegovo dejstvo nije zavisilo od oksidativnog stresa.
Dodavanje violaceina je povecalo toksi¢nost doksorubicina prema ¢elijama RMS.

Ovo istrazivanje doprinosi boljem razumevanju funkcije ANKRD1 u RMS i ukazuje na potencijal
violaceina kao dodatne terapijske opcije za leCenje ovog tipa tumora.

KL]UCNE RECI: ANKRD1, rabdomiosarkom, violacein, Kahalova tela, proteazomalna
degradacija

NAUCNA OBLAST: Biologija
UZA NAUCNA OBLAST: Molekularna biologija



Characterization of the ANKRD1 gene and the effect of violacein on rhabdomyosarcoma
cells in vitro

ABSTRACT

Rhabdomyosarcoma (RMS) is the most common soft tissue malignancy in children and
adolescents. Due to the age of patients and the tumor aggressiveness, treatment presents a
significant challenge. To contribute to the identification of new therapeutic targets and
treatment options for RMS, we investigated ANKRD1 (ankyrin repeat domain 1), marked as a
potential differential diagnostic marker, and the antitumor potential of natural pigment
violacein, using three RMS cell lines.

Each line expressed a different amount of ANKRD1 protein, although the transcript levels were
similar. Immunocytochemistry revealed nuclear and cytoplasmic localization of ANKRD1 in all
examined lines. The punctate pattern of ANKRD1 staining in the nuclei of RD and HS-729 cells
overlapped with the marker of Cajal bodies. Overexpression of ANKRD1 was not achieved in
the cells, likely due to proteasomal degradation. The unsuccessful overexpression of ANKRD1
indicates its detrimental effects on RMS cells, suggesting the need to investigate its role in RMS
pathogenesis and potential as a therapeutic target.

Violacein demonstrated a cytotoxic effect on RMS cells, inducing apoptosis, while it did not
significantly affect the survival of non-malignant cells and zebrafish embryos at concentrations
toxic to tumor cells. Violacein also affected the migratory potential of RMS cells. It did not
penetrate the cells but remained on their surface, and its action was independent of oxidative
stress. The addition of violacein increased the toxicity of doxorubicin to RMS cells.

This study contributes to a better understanding of the ANKRD1 function in RMS and highlights
the potential of violacein as an additional therapeutic agent for this tumor.

Keywords: ANKRD1, rhabdomyosarcoma, violacein, Cajal bodies, proteasomal degradation
Scientific field: Biology

Scientific subfield: Molecular biology
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1.1. Poprecno-prugasti misici

MiSi¢no tkivo ima klju¢nu ulogu u odrzavanju i promeni poloZaja tela, kretanju i pokretanju
unutra$njih organa. Cine ga specijalizovane ¢elije u kojima aktinski i miozinski filamenti
omogucavaju kontrakcije koje menjaju velicinu i oblik ¢elija (Alberts et al, 2015; Jasni¢, 2016).
Tri osnovna tipa kontraktilnih Celija su skeletne, src¢ane i glatke miSi¢ne ¢elije. Razlikuju se
prema izgledu, strukturi, funkciji, nacinu kontrakcije i tipu inervacije (Jasni¢, 2016).

Sva miSic¢na tkiva potic¢u od istog embrionalnog sloja, mezoderma. U ranim fazama miogeneze,
primarni mioblasti migriraju na lokacije gde ¢e formirati miSi¢nu strukturu. Potom, razliciti
regulatorni faktori odreduju ekspresiju gena specificnih za misi¢ne celije, a samim tim i njihovu
morfologiju i funkciju. Za razliku od glatkih, src¢ane i skeletne miSi¢ne Celije imaju specificnu
organizaciju kontraktilnih jedinica, koja im daje karakteristi¢an izgled zbog koga su oznacene
kao poprecno-prugaste (Alberts et al, 2015; Jasni¢, 2016).

Kao deo lokomotornog sistema, skeletni misi¢i su odgovorni za gotovo sve pokrete tela koji su
pod voljnom kontrolom. Udeo skeletnih miSi¢a u ukupnoj telesnoj masi coveka iznosi 38% kod
muskaraca i 30% kod Zena (Janssen et al, 2000). Celije skeletnih mi$i¢a mogu biti veoma velike
(duZine 2-3 cm i 100 um u precniku) i nazivaju se misSi¢nim vlaknima. Svako vlakno je
sincicijum, sadrzi veliki broj jedara, zajedno sa miofibrilima izgradenim od niza ponavljajuc¢ih
sarkomera. U intaktnom miSi¢u, miSi¢na vlakna su medusobno ¢vrsto povezana, a u tkivu se
nalaze i drugi elementi poput fibroblasta, krvnih sudova i nervnih vlakana (Alberts et al, 2015).
Vazna odlika skeletnih misi¢nih celija je sposobnost adaptacije i remodelovanja, Sto im
omogucava odgovor na fizioloSke izazove (Ferraro et al, 2014; Jasni¢, 2016; Franchi et al, 2017).

Sréani misi¢ je odgovoran za pumpanje krvi. Cine ga radna muskulatura, specijalizovana za
kontrakcije, i sprovodna muskulatura, gde se stvaraju i prenose impulsi do kontraktilnog tkiva.
Ritmicne kontrakcije sr¢anih miSi¢nih ¢elija, kardiomiocita, kontroliSe autonomni nervni
sistem. Za razliku od izduZenih skeletnih miSi¢nih Celija, kardiomiociti su zvezdastog oblika i
poseduju jedno do dva jedra. Poprecno-prugasti izgled nije naglasen, usled prisustva velikog
broja mitohondrija, koje obezbeduju visoku proizvodnju energije, ¢inec¢i srce veoma otpornim
na umor. Kardiomiociti su medusobno povezani interkaliranim diskovima koji omogucavaju
brzo prenosSenje signala, te je sr¢ani miSi¢ oznacen kao fizioloski sincicijum (Alberts et al, 2015;
Jasni¢, 2016).

Proces diferencijacije skeletnih i sr¢anih misi¢nih celija je razlicit. Skeletni miSi¢i nastaju
fuzijom mioblasta ¢ime se, nakon miofibrilarne diferencijacije, formiraju izduZena miSi¢na
vlakna, dok src¢ani miSi¢ ¢ine pojedinacni kardiomiociti medusobno povezani interkaliranim
diskovima (Kojic, 2016).
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1.2. Diferencijacija skeletnih misi¢nih celija

U ranim fazama embrionalnog razvic¢a kicmenjaka, odredene celije poreklom iz somita postaju
prekursori miSi¢nih vlakana skeletnih miSi¢a, mioblasti. Nakon perioda intenzivne
proliferacije, mioblasti se transformiSu u miocite prolaze¢i kroz dramati¢nu promenu:
zaustavljaju deobu, aktiviraju ekspresiju niza misSi¢no-specificnih gena potrebnih za terminalnu
diferencijaciju i medusobno se spajaju, formiraju¢i viSejedarne miotube koje sazrevaju u
miSi¢na vlakna. Nakon diferencijacije i fuzije, Celije se viSe ne dele, a u jedrima prestaje
replikacija DNK (Alberts et al, 2015).

U odraslom dobu, stvaranje novih miSi¢nih vlakana je omoguc¢eno mati¢nim Celijama skeletnih
miSica, satelitskim celijama. One predstavljaju izvor iz koga nastaju nove, terminalno
diferencirane miSi¢ne Celije. Satelitske celije su male, spljoStene i neaktivne Celije koje leZe u
bliskom kontaktu sa zrelom miSi¢cnom ¢elijom, unutar njene ovojnice, bazalne lamine (Slika 1).
Aktiviraju se kada je miSi¢ oStecen ili stimulisan na rast. Iscrpljivanje njihove regenerativne
sposobnosti odgovorno je za progresiju DiSenove miSi¢ne distrofije (Kodippili i Rudnicki,
2023), kao i za slabljenje miSi¢a u starosti (Alberts et al, 2015).

Misiéne progenitorske celije

Satelitska celija

Satelitskaéelija # — ~ | Fuzijacelijai
aktivirana na deobu regeneracija
migiénog viakna

' — -
0 . a» - =
Videjedarno | [\ - - . T e
sws s ol
misicno ey - - & ® o
vlakno hacs = ’
1 v o
Wy - =

P Ostecenje miSiénog viakna
(A) 50 um (B)
Slika 1. Satelitske celije repariraju oste¢ena miSi¢cna vlakna. A - Satelitska Ccelija
vizualizovana na izolovanom miSi¢nom vlaknu detekcijom M-kadherina (crveno) koji je
skoncentrisan na mestu kontakta izmedu membrana satelitske celije i miSicnog vlakna. B -
Sematski prikaz procesa reparacije oStecenog miSica proliferacijom satelitskih ¢elija i fuzijom
miSi¢nih progenitorskih ¢elija. Preuzeto i modifikovano iz Alberts et al, 2015.

Grupa homolognih transkripcionih regulatora, nazvanih miogeni regulatorni faktori (MRF),
upravlja aktivacijom satelitskih celija, proliferacijom mioblasta i njihovim spajanjem u nova
miSi¢na vlakna, pritom odrZavajuci rezervu satelitskih cCelija potrebnih za oCuvanje integriteta
miSi¢a (Zammit, 2017). U MRF spadaju miogeni faktor diferencijacije 1 (MYOD1), miogenin
(MYF4), miogeni faktor 5 (MYF5) i miogeni faktor 6 (MYF6). Smatraju se glavnim regulatorima
miogeneze. U neoSteCenom miSicu, nivo transkripta MYF6 je najvisSi medu svim MRF-ovima, dok
su nivoi transkripata MYOD1 i miogenina niski. MYF5 je eksprimiran u mirujuéim satelitskim
Celijama (Gayraud-Morel et al, 2007). Pored MRF-ova, za pravilno odvijanje miogeneze
zaduZeni su i mnogi drugi regulatorni proteini, medu kojima su: MEF-2 (eng. myocyte enhancer
factor 2) koji deluje u interakciji sa MRF proteinima (Molkentin et al, 1995), NF-xB (eng. nuclear
factor kappa B) koji podstice proliferaciju mioblasta i spre¢ava prevremeni ulazak u miogenu
diferencijaciju (Peterson et al, 2011) i proto-onkogen c-MYB koji inhibira fuziju mioblasta
(Kaspar et al, 2013). Od velikog znacaja su i Notch signalni put, koji odrzava satelitske cCelije u
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stanju mirovanja, kao i signalni put Wnt koji podstice njihovu diferencijaciju (Schmidt et al,
2019).

.....

Nakon povrede misica, dola21 do akt1vac1]e i proliferacije satelitskih ceh]a, usled brze akt1vac1]e
MYOD1 (Slika 2). Jedna populacija aktiviranih satelitskih ¢elija ne ulazi u diferencijaciju, ve¢
postepeno smanjuje ekspresiju MYOD1, ¢ime gubi sposobnost proliferacije i vraca se u stanje
mirovanja. Druga populacija (miogeni prekursori ili mioblasti) nastavlja da odrZava ekspresiju
MYOD1, nakon cega se opredeljuje za miogenu diferencijaciju putem indukcije ekspresije
miogenina (Pomella et al, 2023). Mioblasti potom napustaju Celijski ciklus, poravnavaju se i
fuzioniSu, formiraju¢i visejedarne celije, miotube. U miotubama zatim dolazi do sinteze
elemenata kontraktilnog aparata i njihove organizacije u sarkomere, ¢cime nastaju potpuno
diferencirana miSi¢na vlakna (Estrella et al, 2015). Celokupan proces diferencijacije od
satelitskih Celija do zrelih miSi¢nih vlakana je pod kontrolom sloZene epigeneticke regulacije,
koja omogucava MRF proteinima da aktiviraju transkripciju ta¢no odredenog seta miSi¢no-
specifi¢cnih gena (Singh i Dilworth, 2013).

Samoobnavljanje

Aktivacija Proliferacija ' Diferencijacija Fuzija Sazrevanje » , £
Mirujucéa Aktivirana " " —— X —
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mafo- =
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-
w
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Slika 2. Tok transformacije satelitskih celija u misi¢na vlakna. Mirujuce satelitske celije se
karakterisu ekspresijom proteina PAX7 i Sproutyl (SPRY1). Nakon povrede miSica, signali za
regeneraciju brzo aktiviraju satelitske celije, indukuju¢i ekspresiju MYOD1. Deo aktiviranih
satelitskih celija, kroz odrZavanje ekspresije PAX7, i smanjenje ekspresije MYOD1, odrzava
rezervu mirujucih satelitskih celija. Druga populacija (mioblasti) nastavlja da proliferise i
smanjuje ekspresiju PAX7, dok odrzava MYOD1, pre nego Sto se kona¢no opredeli na miogenu
diferencijaciju indukcijom ekspresije miogenina, ¢ime nastaju miociti, a njihovom fuzijom
izduZene viSejedarne miotube. Sazrevanjem miotuba nastaju potpuno diferencirana misSi¢na
vlakna. MHC - teski lanac miozina. Preuzeto i modifikovano iz Schmidt et al, 2019.
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Poremecaj diferencijacije satelitskih u miSi¢ne celije vodi u malignu transformaciju i razvoj
rabdomiosarkoma.

1.3. Rabdomiosarkomi

Rabdomiosarkomi (RMS) su najucestaliji maligni tumori mekog tkiva dece i adolescenata.
Nastaju usled poremecaja epigeneticki regulisanog, hijerarhijski organizovanog procesa
diferencijacije satelitskih celija u vlakna skeletnih miSi¢a, odgovornog za rast, razvoj i
reparaciju misSi¢nog tkiva (Saab et al, 2011). Ovi procesi se u RMS preureduju i dolazi do
prekomerne ekspresije onkogenih proteina odgovornih za razvoj i progresiju bolesti (Pomella
etal, 2023). MRF proteini, inaCe zaduZeni za usmeravanje progenitorskih ¢elija skeletnih misSic¢a
tokom embrionalnog razvi¢a i miSi¢ne reparacije, u kombinaciji sa onkogenim aberacijama
doprinose nastanku i Sirenju ¢elija RMS, tako Sto podsticu njihovu proliferaciju, migraciju i
abnormalnu diferencijaciju (Gryder et al, 2020). Analize na nivou pojedinacnih ¢elija otkrivaju
podskupove Celija RMS koje rekapituliraju razlicite faze miogeneze, ukazujuci na blokadu u
specificnim stadijumima diferencijacije (Wei et al, 2022).

RMS ¢ine 3% svih malignih tumora kod dece, s incidencom od oko 4,5 sluc¢ajeva na milion osoba
mladih od 20 godina, pri ¢emu je oko polovine pacijenata mlade od 10 godina. NajceSce se
javljaju u predelu glave i vrata (35-40%), genitourinarnom traktu (25%) i na trupu ili
ekstremitetima (20%). Medu RMS glave i vrata, 75% sa javlja u orbiti oka. S obzirom na retkost
bolesti i izuzetnu varijabilnost u lokaciji primarnog tumora i klinickom ispoljavanju, le¢enje
RMS predstavlja veliki izazov (Ruiz-Mesa et al, 2015; Arnold i Barr 2017; Skapek et al, 2019).

Petogodisnje preZivljavanje pedijatrijskih pacijenata sa RMS je prevazislo 70% (Skapek et al,
2019), ali je za one sa visokim rizikom ili recidivom znatno nize (30% i 17%, redom) (Shern et
al, 2015). Prognosticka stratifikacija ima veliki znacaj, imaju¢i u vidu da oko 15% dece ima
metastaze u trenutku postavljanja dijagnoze (Hawkins et al, 2013). Odrasli pacijenti takode
imaju losu prognozu, sa petogodiSnjim preZzivljavanjem od 26,6% do 61% (Sultan et al, 2009;
Ferrari et al, 2003; Noujaim et al, 2015).

Tokom poslednje tri decenije, sproveden je veliki broj klinickih studija koje su dovele do
poboljsanja terapijskih rezima, ¢ime je povecan stepen preZivljavanja pacijenata (Skapek et al,
2019; Hawkins et al, 2013). Dodatno, napredak u molekularnoj biologiji i usvajanje tehnologije
sekvenciranja nove generacije poboljsali su razumevanje patogeneze RMS (Shern et al, 2015;
Skapek et al, 2019). Medutim, uprkos napretku, petogodiSnja stopa preZivljavanja je ostala
nepromenjena za pacijente sa metastatskom ili rekurentnom boleS¢u (Zarrabi et al, 2023).
Takode, aktuelni rezimi hemioterapije i dalje sa sobom nose toksi¢nost koja dodatno ugrozava
Zivot pacijenata (Skapek et al, 2019).

Svetska zdravstvena organizacija klasifikuje RMS u tri histoloske varijante: alveolarni (ARMS),
embrionalni (ERMS) i pleomorfni, pri ¢emu su ARMS i ERMS najce$¢i, a 2013. godine podeli je
pridodat i vretenasto-cCelijski/skleroziraju¢i RMS, kao Cetvrti tip (Doyle 2014; Rudzinski et al,
2015). ARMS i ERMS se mogu dalje podeliti na osnovu histoloskih i molekularnih karakteristika.
Na primer, ARMS se, na osnovu prisustva PAX3-FOXO01 ili PAX7-FOXO01 fuzionog transkripta,
deli na RMS pozitivan na fuziju (eng. fusion positive RMS, FPRMS) i RMS negativan na fuziju (eng.
fusion negative RMS, FNRMS) (Williamson et al, 2010). ARMS je tipi¢no izgraden od grupacija
gusto zbijenih, sitnih, okruglih ¢elija uokvirenih fibrovaskularnim pregradama ¢ime podseca na
alveole pluca, dok ERMS cCine nezreli rabdomioblasti sa viSe meducelijskog prostora i bez
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alveolarnog izgleda (Slika 3) (Dehner et al, 2021). Treba istaci da neki uzorci RMS ispoljavaju
intratumorsku heterogenost sa fenotipom koji ukljucuje osobine i embrionalnog i alveolarnog
tipa (Rudzinski et al, 2013; Arnold et al, 2016).

0d podtipa RMS zavisi prezivljavanje pacijenata i vrsta terapije. Stoga je veoma vazno izvrsiti
preciznu i brzu dijagnostiku. Takode, neophodno je raditi na boljem razumevanju mehanizama
nastanka i propagacije rabdomiosarkoma kako bi se identifikovale nove terapijske mete i
povecala efikasnost terapije (Arnold i Barr, 2017).

Slika 3. Hlstologlja embrlonalnog i alveolarnog RMS. A Embr10naln1 RMS je 1zgraden od
primitivih okruglih i vretenastih Celija koje lice na skeletne miSi¢ne cCelije (< @®). B - Alveolarni
RMS c¢ine grupacije okruglih Celija (=) oivic¢ene fibroznim septama koje mu daju izgled nalik
alveolama pluca. Preuzeto i modifikovano iz Dehner et al, 2021.

1.3.1. Dijagnostika rabdomiosarkoma

Dijagnostika RMS predstavlja sloZen izazov zbog velike morfoloske varijabilnosti tumorskog
tkiva. Detaljna analiza, koja ukljucuje biopsiju i histolosku, te molekularno-patolosku analizu,
kljuCna je za postavljanje precizne dijagnoze (Skapek et al, 2019). Kao Sto je pomenuto,
histoloSke i molekularne karakteristike, ukljuCuju¢i status fuzionog gena PAX3-FOXO1 ili
PAX7-F0XO01, igraju klju¢nu ulogu u razlikovanju podtipova RMS (Williamson et al, 2010), Sto
utiCe na prognozu i izbor terapije.

Tradicionalna dijagnostika RMS oslanja se na identifikaciju karakteristika tumorskih celija
slicnih mioblastima skeletnih miSi¢a, Sto se postiZze primenom svetlosne i/ili elektronske
mikroskopije, kao i imunohistohemijskom detekcijom proteina specificnih za miSi¢ne Celije
poput dezmina, mioglobina, miogenina, MYOD1, aktina specificnog za misi¢ne celije i miozina
(Skapek et al, 2019). U slucajevima manje diferenciranih tumora, najces¢i nacin za detekciju
rabdomioblasti¢ne diferencijacije je na osnovu ekspresije MYOD1 i miogenina. Pozitivno
jedarno bojenje oba markera je vazan dijagnosticki kriterijum za RMS i predstavlja zlatni
standard u postavljanju diferencijalne dijagnoze u odnosu na ostale neoplazme. Dalje, MYOD1
i miogenin imaju dodatni prakti¢ni znacaj u razlikovanju ARMS od ostalih podtipova. Ekspresija
miogenina dobijena u viSe od polovine neoplasti¢nih ¢elija ukazuje na ARMS (Dias et al, 2000;
Hostein et al, 2004). Miogenin i MYOD1 su takode korisni za razlikovanje ARMS-a i
skleroziraju¢eg RMS-a (Rudzinski et al, 2013). Citoplazmatska ekspresija vimentina i dezmina
mozZe biti primetna u slabo diferenciranim ili nediferenciranim ¢elijama RMS, dok se ekspresija
miSi¢nog aktina i mioglobina moZe uociti u diferenciranim rabdomioblastima (Dziuba et al,
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2018). Dodatno, AP23 (eng. activating enhancer binding protein 2 beta) i P-kadherin su se
pokazali kao selektivni markeri za ARMS. Sa druge strane, ekspresija EGFR (eng. epidermal
growth factor receptor) i fibrilina-2 su karakteristi¢ne za ERMS (Wachtel et al, 2006).

Deo rutinske histo-patoloske analize u dijagnostici RMS je detekcija proteinskih markera
imunohistohemijskim metodama. Ovaj pristup, medutim, nailazi na poteskoce zbog nedovoljne
osetljivosti i specificnosti koriS¢enih markera (Dziuba et al, 2018), Sto istice potrebu za
otkrivanjem novih, pouzdanijih dijagnostickih markera. VaZno je napomenuti da se dijagnoza
RMS postavlja cak i kada samo manji deo tumorskih €elija pokazuje detektibilnu ekspresiju ovih
proteina. Ova Cinjenica naglasava sloZenost dijagnostike RMS, jer isti proteini mogu biti prisutni
i u drugim pedijatrijskim tumorima, poput Vilmsovog tumora i malignog Triton tumora,
zahtevajuci paZzljivo razmatranje morfologije i arhitekture Celija prilikom dijagnostikovanja
(Skapek et al, 2019).

Primena molekularnih alata, poput fluorescentne in situ hibridizacije (eng. fluorescence in situ
hybridization, FISH) i kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu (eng. quantitative polymerase
chain reaction, qPCR) za detekciju fuzionih transkripata, omogucila je precizniju identifikaciju
ARMS-a. Otkri¢e da oko 20% ARMS ne ispoljava fuzioni transkript ukazalo je na postojanje
molekularno i klinicki odvojene grupe, tzv. fuziono-negativnhog RMS (FNRMS), koji se u pogledu
klinicke slike i ishoda tretira ekvivalentno ERMS-u (Missiaglia et al, 2012; Skapek et al, 2013).
Dijagnostika zasnovana na fuzionom statusu razjasnjava i neke probleme koji se odnose na
histopatologiju RMS. Na primer, fuzioni transkript moze biti detektovan kod mnogih pacijenata
sa ARMS tumorima koji imaju ¢vrstu morfologiju, sa malo alveolarnih prostora, kao i u nekim
slucajevima sa “pomeSanim” alveolarnim i embrionalnim karakteristikama, ¢ime razjaSnjava
dijagnozu. Takode, primeceni su i drugi cesti molekularni defekti, kao Sto su trizomija
hromozoma 8 i gubitak heterozigotnosti u regionu 11p15 kod FNRMS-a. Medutim, poSto se ove
hromozomske aberacije mogu na¢i i u drugim pedijatrijskim tumorima, one se ne
upotrebljavaju rutinski u dijagnostici (Skapek et al, 2019).

Dakle, status fuzionog gena je veoma znacajan za dopunjavanje tradicionalnih pristupa u
dijagnostici, jer omogucava da se dijagnoza RMS pozitivhog na fuziju (FPRMS) postavi
koriS¢enjem molekularnog testa. Nedavno sprovedena studija procenila je mogucnost
razlikovanja FPRMS i FNRMS pomoc¢u panela imunohistohemijskog bojenja, Sto je pristupacniji
pristup u odnosu na FISH. Naime, jako bojenje miogenina, AP2 i NOS1 (eng. nitric oxide
synthase 1) moze identifikovati FPRMS, dok ekspresija HMGA2 (eng. high mobility group AT-
hook 2) ukazuje na FNRMS (Rudzinski et al, 2014). Trenutna klinicka ispitivanja ukljucuju
status fuzionog gena u stratifikaciju rizika za pacijente (Oberoi et al, 2023), medutim,
dijagnostika samo na osnovu detekcije fuzionog gena jos uvek nije postala rutinska praksa, kao
ni koriS¢enje imunohistohemijskog bojenja kao zamene za procenu statusa fuzije.

S obzirom na izazove u dijagnostici RMS-a, jasno se namece potreba za razvojem novih
dijagnostickih markera i strategija. Identifikacija pouzdanijih biomarkera i unapredenje
molekularnih dijagnostickih alata kljucni su za precizniju dijagnostiku i klasifikaciju RMS, sto
moZe znacajno doprineti poboljSanju prognoze i pristupa u leCenju pacijenata.
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1.3.2. Terapija rabdomiosarkoma

Terapija pacijenata sa RMS sprovodi se kombinovanom primenom hirurgije, hemioterapije i
zraCenja, prilagodavajuci se tipu RMS, lokaciji tumora i klinickoj slici pacijenta. Standardna
hemioterapija @ RMS podrazumeva kombinaciju vinkristina, aktinomicina D i
ciklofosfamida/ifosfamida (skraceno VAC ili IVA), dok se za pacijente sa veCim stepenom rizika
primenjuje kombinacija vinkristina i irinotekana (skra¢eno VI) (Gartrell i Pappo, 2020).
Standardizacija rezima koji ukljucuju vise hemioterapeutika je znacajno poboljsala ishod kod
pacijenata sa lokalizovanim RMS, medutim, kod slucajeva sa metastazama znacajna poboljSanja
nisu zabeleZena (Chen et al, 2019). Takode, visoke doze hemioterapije kod pacijenata s
metastatskim RMS-om nisu dale bolje rezultate u poredenju sa standardnom terapijom, dok su
dovele do povecane ucCestalosti nuspojava (Carli et al, 2004). S obzirom na pedijatrijski uzrast
pacijenata koji ogranicava primenu radioterapije i agresivnih hemioterapijskih protokola,
postoji kontinuirana potraga za novim terapeuticima i boljim reZimima terapije.

[ako ima Siroku primenu u terapiji sarkoma mekog tkiva, klinicke studije su pokazale da
dodatak doksorubicina standardnom tretmanu nije znacajno poboljSao ishode (Bisogno et al,
2018). Medutim, nastavak terapije niskim dozama vinoreblina i ciklofosfamida dao je
obecavajuce rezultate, poboljSavaju¢i petogodisnju stopu prezivljavanja kod pacijenata sa
visokorizi¢nim RMS (Bisogno et al, 2019). Pored konvencionalnih tretmana, koji se karakteriSu
Stetnim dejstvom na normalne ¢elije pored uniStavanja celija raka, istrazuju se lekovi koji
ciljano deluju na specificne molekularne mete povezane s rastom i Sirenjem tumora, kao $to su
VEGF (eng. vascular endothelial growth factor), ALK (eng. anaplastic lymphoma kinase) i mTOR
(eng. mammalian target of rapamycin). Medutim, nijedan od do sada ispitanih lekova iz ove
grupe nije pokazao zadovoljavajucu efikasnost i/ili bezbednost za upotrebu (Miwa et al, 2020).
Nove strategije ukljucuju feroptotske agense, onkoliticke viruse i ciljanu terapiju bakterijama.
Feropotoza, specificna forma programirane smrti ¢elija, pokazala se kao obeéavajuci pristup, s
obzirom na osetljivost ¢elija RMS na oksidativni stres (Fanzani i Poli, 2017). Pokazano je da
erastin, agens koji iscrpljuje glutation, indukuje proizvodnju reaktivnih vrsta kiseonika, lipidnu
peroksidaciju i feropotozu ¢elija RMS (Dachert et al, 2020). Takode, ksenograft modeli RMS su
pokazali osetljivost na nekoliko jedinjenja koja pojaCavaju oksidativni stres, kao $to su
cerivastatin, auranofin i karfilzomib (Fanzani i Poli, 2017). Rekombinantni onkoliticki miksoma
virus, koji targetuje RAS (eng. rat sarcoma) gene, je znacajno smanjio rast tumora i poboljSao
prezivljavanje na miSjem modelu ksenografta ERMS (Phelps et al, 2018). Osim toga, Igarashi i
saradnici su pokazali da je soj Salmonella typhimurium A1-R, koji specificno deluje na tumorske
Celije, znacajno inhibirao rast tumora u poredenju sa netretiranom kontrolom na miSjem
modelu pleomorfnog RMS (Igarashi et al, 2020).

1.3.2.1. Agensi prirodnog porekla u terapiji rabdomiosarkoma

Standardni terapeutski rezimi, iako efikasni, mogu biti izrazito toksi¢ni, $to je posebno izazovno
kod lecenja pedijatrijskih pacijenata. Dodatno, prezivljavanje pacijenata s visokim rizikom nije
znacajno poboljsano tokom poslednjih decenija, naglasavajuéi potrebu za novim pristupima u
lecenju RMS. U potrazi za manje toksi¢nim i efikasnijim tretmanima, posebna paZnja se
posvecuje agensima prirodnog porekla. Na potencijal prirodnih jedinjenja ukazuje ¢injenica da
se medu trenutno koriS¢enim citostaticima protiv RMS nalaze prirodna jedinjenja kao Sto su
antibiotici aktinomicin D i doksorubicin, kao i vinkristin, alkaloid izolovan iz madagaskarskog
zimzelena (Catharanthus roseus)(Almagro et al, 2015).
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Nedavna istrazivanja fokusirana su na ispitivanje novih prirodnih agenasa sa aktivnos¢u protiv
RMS. Neki od njih su garcinol iz biljke Garcinia indica i anakardinska kiselina iz indijskog oraha,
koji su pokazali inhibitorni efekat na rast RMS in vitro (Tomasiak et al, 2023). Primena
flavonoida je dovela do inhibicije proliferacije i migracije celija RMS, kao i do smanjenja
ekspresije klju¢nih onkogenih faktora (Shrestha et al, 2021). Pokazano je i da ekstrakt dumbira,
a posebno njegova komponenta zerumbon, inhibira proliferaciju i indukuje apoptozu celija
RMS (Urla et al, 2023). Kurkumin, aktivni sastojak kurkume, uspesno je smanjio vijabilnost
kultivisanih celija RMS na dozno-zavisan nacin. Osim toga, doveo je do povecanja efekta
standardnih hemioterapeutika, smanjuju¢i migraciju i povecavajuc¢i apoptozu celija RMS (Sorg
et al, 2021). Ekstrakt ruzmarina je takode imao citotoksi¢no dejstvo na celije RMS (Kakouri et
al, 2022).

[ako su rezultati navedenih istrazivanja obecavajuci, ve€ina supstanci je ispitana samo na nivou
¢elijskih linija. Potrebna su dodatna istraZivanja kako bi se potvrdila njihova efikasnost i
sigurnost za klini¢cku primenu. Ipak, ovi nalazi otvaraju put ka razvoju novih, manje toksi¢nih
terapija za RMS, sa potencijalno boljim ishodima za pacijente.

1.4. Protein ANKRD1

U kontekstu potrage za pouzdanijim dijagnostickim markerima, ova disertacija je obuhvatila
karakterizaciju proteina ANKRD1 (eng. ankyrin repeat domain 1) za koji je prethodno pokazano
da ima potencijal markera za diferencijalnu dijagnostiku RMS (Ishiguro et al, 2008).

ANKRD1, poznat i kao CARP (eng. cardiac ankyrin repeat protein/cardiac adriamycin responsive
protein), pripada familiji miSi¢nih proteina sa ankirinskim ponovcima, MARP (eng. muscle
ankyrin repeat proteins). Ovi proteini su specificno eksprimirani u ¢elijama poprecno-prugastih
miSica i deo su mehanosenzornog kompleksa I-trake sarkomere. Ostali ¢lanovi ove familije su
ANKRD?2 (eng. ankyrin repeat protein 2) i DARP (eng. diabetes-related ankyrin repeat protein).
ANKRD1 je dominantno eksprimiran u srcu, ANKRD2 u skeletnim miSi¢ima, a DARP je
podjednako prisutan u oba tipa poprecno-prugastih misica (Kojic et al, 2011).

Prvi opisani ¢lan familije MARP, ANKRD1, prvobitno je otkriven kao protein ¢ija ekspresija raste
pod uticajem citokina u ¢elijama endotela (Chu et al, 1995). Zatim je zabeleZeno nakupljanje
njegovih transkripata u primarnim miotubama misa nakon denervacije i tokom morfogeneze
miSica (Baumeister et al, 1997). Takode, u neonatalnim kardiomiocitima pacova zabeleZena je
konstitutivna ekspresija Ankrd1, a nivo ekspresije je bio osetljiv na tretman doksorubicinom
(Jeyaseelan et al, 1997).

Gen ANKRD1 je lociran na hromozomu 10, sadrzi 9 egzona i visoko je evolutivno konzerviran
(Moulik et al, 2009). Kodira protein od 319 aminokiselina, sa pretpostavljenom molekulskom
masom od priblizno 36 kDa (UniProtKB - Q15327), koji poseduje razliCite funkcionalne domene
i motive (Slika 4):

e Pet tandemskih ankirinskih ponovaka koji omogucavaju interakcije sa proteinima
sarkomere i transkripcionim regulatorima (Kojic et al, 2011)

e Domen uvijenog uvojka (eng. coiled-coil) koji omoguéava homodimerizaciju (Witt et al,
2005) i heterodimerizaciju u antiparalelnoj orijentaciji (Lun et al, 2014)
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e Dve PEST sekvence bogate prolinom (P), glutaminskom kiselinom (E), serinom (S) i
treoninom (T) koje predstavljaju signale za proteoliticCku degradaciju (Rechsteiner i
Rogers, 1996)

e Dva signala za lokalizaciju u jedru, koji omogucavaju transport proteina iz citoplazme u
jedro

¢ Jedan potencijalni signal za transport iz jedra.

PEST Coiled-coil PEST ANK ANK ANK ANK

OO DHECO— OO )

Slika 4. Sematski prikaz strukture proteina ANKRD1. Prikazani su funkcionalni domeni i
motivi: PEST sekvence, uvijeni uvojak (Coiled-coil), signali za lokalizaciju u jedru (NLS), signal
za eksport iz jedra (NES), ankirinski ponovci (ANK) i mesta fosforilacije (P). Preuzeto i
modifikovano iz Ling et al, 2017.
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U kardiomiocitima ANKRD1 ima dvostruku ulogu: u citoplazmi ucestvuje u odrZavanju
integriteta sarkomere, dok u jedru deluje kao transkripcioni ko-regulator. Strukturna uloga
ANKRD1 demonstrirana je u studiji u kojoj je pokazano da naruSena interakcija izmedu
ANKRD1 i proteina I-trake miopaladina ugrozava strukturu sarkomere (Bang et al, 2001). Pod
dejstvom mehanickog stimulusa, ANKRD1 se translocira iz citoplazme u jedro, ¢ime se signali
biomehanickog stresa prenose na regulaciju ekspresije gena, uglavnhom u pravcu inhibicije
transkripcije (Jeyaseelan et al, 1997). ANKRD1 ostvaruje interakcije sa velikim brojem razlicitih
proteina, Sto ukazuje na njegovu Siroku umreZenost u Ccelijskim procesima. Interagujuci
partneri ANKRD1 su strukturni proteini, kao Sto su titin, kalsekvestrin-2 i miopaladin, ali i
regulatorni proteini, poput YB-1 (eng. Y-box binding protein 1) i p53 (Kojic et al, 2011).

ANKRD1 je dominantno eksprimiran u srcu, kako tokom razvica tako i u adultnom periodu, ali
se u patoloskim stanjima (razli¢itim miopatijama i tumorima) i uslovima stresa detektuje i u

.....

tokom razvica ukazuje na njegovu ulogu u procesima miogeneze i kardiogeneze.

1.4.1. Funkcija proteina ANKRD1 u miogenezi

Ekspresija ANKRD1 je najizraZenija u ranoj fazi razvica srca, dok je u adultnom srcu smanjena,
Sto ukazuje na njegovu ulogu u kardiogenezi. Osim toga, ekspresija ANKRD1 u fetalnim
skeletnim miSi¢ima, koja postaje jedva detektibilna u skeletnim misSi¢ima odraslih, sugerise
njegov znacaj u razvicu skeletnih misi¢a (Zou et al, 1997, Ishiguro et al, 2002, Wette et al, 2017).
ANKRD1 takode ucestvuje u remodelovanju sr¢anog i skeletnih misi¢a u odgovoru na razlicite
tipove stresa (Jeyaseelan et al, 1997, Ling et al, 2017).

Dosadasnja istraZivanja pokazuju da je ekspresija ANKRDI1 pod kontrolom regulatornih
proteina vaznih za diferencijaciju miSi¢nih Celija. Tokom diferencijacije C2C12 mioblasta miSa
u miotube, promotor gena Ankrd1 je meta aktivnosti Mef-2, kao i miogenih regulatornih faktora,
miogenina i Myod1 (Blais et al, 2005). Pokazano je da signalni put Nkx2-5 (eng. NK2 homeobox
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5) reguliSe ekspresiju Ankrd1 za vreme razvica srca miSa (Zou et al, 1997), delujuci delimi¢no
u sprezi sa Gata-4 (eng. GATA Binding Protein 4), koji ima potencijalna mesta vezivanja u
promotoru Ankrd1 (Kuo et al, 1999). Dodatno, Ankrdl promotor sadrZi mesta za vezivanje
proteina Sp3 (eng. trans-acting transcription factor 3), koji utiCe na njegovu ekspresiju tokom
razvica srcanih komora (van Loo et al, 2007).

Zahvaljujuéi interakcijama sa razli¢itim proteinima, ANKRD1 ostvaruje ulogu u regulaciji
ekspresije gena vaznih za diferencijaciju misi¢nih ¢elija i odgovor na patoloske uslove. Tako u
kompleksu sa YB-1, ANKRD1 utice na transkripciju gena esencijalnih za kardiogenezu, kao Sto
je MLC2v (eng. ventricular specific myosin light chain-2)(Duboscq-Bidot et al, 2009, Ling et al,
2017), dok interakcija sa NF-kB moduliSe aktivnost ovog transkripcionog regulatora. U
miotubama mi$a Ankrd1 smanjuje DNK-vezujucu aktivnost p65 subjedinice NF-kB (Laure et al,
2010), a tokom diferencijacije C2C12 mioblasta, vezivanje Ankrd1 za p50 subjedinicu NF-«xB
dovodi do represije njegove transaktivacione aktivnosti u odgovoru na TNFa (eng. tumor
necrosis factor alpha) (Liu et al, 2015).

Ekspresija ANKRD1 je znaCajno povecana nakon stresa i povrede miSica, Sto ukazuje na njegovu
ulogu u reparaciji tkiva (Shi et al, 2005, Samaras et al, 2006). Znacaj ANKRD1 u procesima
reparacije potvrden je eksperimentima na miSevima, gde je odsustvo Ankrdl dovelo do
kasnjenja u zarastanju rane na koZi (Samaras et al, 2015). Jedan od mehanizama kojima
ANKRD1 doprinosi popravci tkiva je inhibicija transkripcije metaloproteinaze MMP13 (eng.
matrix metallopeptidase 13) kroz interakciju s nukleolinom (Almodévar-Garcia et al, 2014).

Pomenuti primeri regulacije ekspresije i proteinskih interakcija ANKRD1, kao i njegova dvojna
lokalizacija unutar celije, ukazuju na ulogu ANKRD1 u signalnim putevima vaznim za pravilan
razvoj, funkciju i reparaciju misi¢nog tkiva.

1.4.2. Protein ANKRD1 u patoloskim stanjima i uslovima stresa

Ekspresija ANKRD1 se brzo menja u odgovoru na stres u misSi¢nim celijama, bilo da je re¢ o
fizioloSkoj adaptaciji tkiva ili odgovoru na uslove koji narusavaju funkciju misi¢a i dovode do
patoloskih promena (Kojic et al, 2011). Stres sr¢anog miSi¢a dovodi do povecanja ekspresije
ANKRD1, posebno u uslovima koji izazivaju hipertrofiju srca (Chen et al, 2014; Aihara et al,
2000a). Takode, pokazana je lokalizacija ekspresije ANKRD1 u kardiomiocitima granicnog
regiona povrede nakon infarkta miokarda (van Duijvenboden et al, 2019). U skeletnim
miSi¢ima, ekspresija ANKRD1 raste ve¢ nakon tri sata od iscrpljujuéih kontrakcija (Koskinen et
al, 2017).

Kao target Hippo/YAP signalnog puta ANKRDI reaguje na oksidativni stres (Jin et al, 2022;
Imam Aliagan et al, 2020). Ukljucen je u odgovor na hipoksiju (Avivi et al, 2006; Han et al, 2005),
a pod dejstvom oksidativnog stresa indukovanog olovom, dolazi do povecanja njegove
ekspresije u srcima pacova (Gholami et al, 2022). Suprotno tome, ekspresija Ankrdl je
inhibirana u kardiomiocitima neonatalnih pacova usled oksidativnog stresa izazvanog
doksorubicinom, hemioterapeutikom poznatim po kardiotoksi¢nosti (Aihara et al, 2000b).

Poremecaji u obrascu ekspresije ANKRD1 detektovani su kod pacijenata obolelih od
neuromiSi¢nih bolesti, ukljuCujuci misicne distrofije, kongenitalne miopatije i bolesti motornih
neurona (spinalna miSi¢na atrofija i amiotroficna lateralna skleroza)(Kojic et al, 2011). Takode,
promene u obrascu i/ili nivou ekspresije ANKRD1 asocirane su sa razli¢itim oboljenjima srca
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(Aihara et al, 2000a; Zolk et al, 2002), a kod pacijenata koji boluju od hipertrofi¢ne ili dilatirane
kardiomiopatije identifikovano je nekoliko mutacija u genu ANKRD1 sa razli¢itim
funkcionalnim posledicama (Arimura et al, 2009; Duboscq-Bidot et al, 2009).

Promene u ekspresiji ANKRD1 u odgovoru na razli¢ite forme stresa i njegova asocijacija sa
brojnim patoloSkim stanjima ukazuju na vaznu ulogu ovog proteina u adaptaciji i patologiji
miSi¢nog tkiva. Sve veéi broj studija takode ukazuje na njegov znacaj u molekularnim
mehanizmima nastanka i propagacije razli¢itih tipova tumora, isticu¢i potrebu za dubljim
razumevanjem njegovih funkcija.

1.4.2.1. Protein ANKRD1 u tumorima

[zmenjena ekspresija ANKRD1 detektovana je u razli¢itim tumorima, ukljucuju¢i RMS,
kompozitni feohromocitom, ganglioneuroblastom i karcinom jajnika (Ishiguro et al, 2008;
Suenaga et al, 2016; Scurr et al, 2008; Lei et al, 2015). Otkriveno je da je njegova ekspresija
pozitivno regulisana onkogenim proteinima YAP (eng. yes-associated protein 1) i TAZ (Jiménez
etal, 2017; Tang et al, 2021; Luo et al, 2021), ali i tumor-supresornim proteinom p53 (Kojic et
al, 2010). Takode, ANKRD1 interaguje sa p53 i pozitivno reguliSe njegove aktivnosti (Kojic et
al, 2010). Pokazana je i uloga ANKRD1 u aktivaciji Wnt signalnog puta, Cija je naruSena
regulacija povezana sa razli¢itim tumorima, ukljucuju¢i RMS (Zhang et al, 2023; Adhikari i
Davie, 2019). Promene u ekspresiji ANKRD1 imaju prognostic¢ke implikacije kod tumora jajnika
i bubrega (Scurr et al, 2008; Huang et al, 2022), a povecana ekspresija ANKRD1 je asocirana sa
rezistencijom na hemioterapiju kod karcinoma jajnika i plu¢a (Scurr et al, 2008; Takahashi et
al, 2018). Osim toga, pokazano je da inhibicija ekspresije ANKRD1 povecava osetljivost Celija
karcinoma jajnika na apoptozu izazvanu stresom endoplazmati¢nog retikuluma (Lei et al,
2015), a povecanje ekspresije ANKRD1 stimuliSe proliferaciju i invazivnost Celija osteosarkoma
(Yin i Tong, 2022). Sa druge strane, povecanje ekspresije ANKRD1 dovelo je do inhibicije
formiranja kolonija od ¢elija hepatocelularnog karcinoma, karcinoma pluc¢a, kolona i prostate
in vitro (Park et al, 2005; Jiménez et al, 2017). Otkriveno je i da ANKRD1 stimuliSe migraciju i
invazivnost, a inhibira apoptozu Celija kolorektalnog karcinoma (Xu et al, 2024). Osim toga, gen
ANKRD]1 je epigeneticki inaktiviran u karcinomu pluca i prostate (Jiménez et al, 2017).

Nedavno je sprovedena studija koja je ukljucila podatke dobijene od 10000 pacijenata sa 33
razliCita tipa tumora u kojoj je, koristeci veliki broj baza podataka, analiziran ekspresioni profil,
dijagnosticki i prognosticki znacaj, metilacioni i mutacioni status ANKRD1, kao i potencijalne
korelacije izmedu nivoa ekspresije ANKRD1 i stadijuma tumora, imunoloskog odgovora i
osetljivosti na terapiju. U ovoj studiji pokazan je potencijal ANKRD1 kao dijagnostickog i
prognostickog markera velikog broja tumora, narocito kolorektalnog karcinoma, kao i njegova
uloga u rezistenciji na terapiju, potencijalno putem signalnih puteva povezanih sa inflamacijom
i imunoloskim odgovorom, ali i mehanizama asociranih sa miokardijalnom funkcijom (Xu et al,
2024). Navedena studija nije ukljucila analizu RMS, s obzirom da se podaci o ovom tipu tumora
ne nalaze u The Cancer Genome Atlas bazi podataka na kojoj su se zasnivali rezultati.

U studiji koja je obuhvatila imunohistohemijsku analizu 159 uzoraka tumora mekih tkiva,
ukljucujuci 34 RMS, 85 ne-RMS sarkoma i 40 karcinoma, ANKRD1 se izdvojio kao potencijalni
marker za diferencijalnu dijagnostiku RMS, s obzirom da mu je ekspresija bila znacajno visa u
RMS u poredenju sa drugim tipovima sarkoma. Intenzivno bojenje na ANKRD1 je bilo prisutno
pre svega u citoplazmi tumorskih ¢elija, u 85% slucajeva RMS i samo 4% slucajeva ne-RMS
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sarkoma. lako je poznato da se ANKRD1 takode moZe naci u jedru gde ucestvuje u regulaciji
ekspresije gena, imunoreaktivnost jedara je bila retka i ni u jednom uzorku RMS ANKRD1 nije
bio eksprimiran iskljuc¢ivo u jedrima. Specificnost i senzitivnost ANKRD1 su bile na nivou
drugih markera RMS, kao Sto su MYOD1, miogenin i dezmin, dok je u odnosu na mioglobin
pokazao veéu osetljivost, a u odnosu na miSi¢nu formu aktina i vecu osetljivost i vecu
specificnost (Ishiguro et al, 2008). Uprkos ovim rezultatima koji ukazuju na dijagnosticke
performanse proteina ANKRD1, uloga i regulacija njegove ekspresije u RMS nisu poznate.

S obzirom na indikovani potencijal proteina ANKRD1 kao dijagnostickog markera RMS, kao i
njegov znacaj u diferencijaciji miSi¢nih Celija koja je naruSena u slu¢aju RMS, postoji opravdana
potreba za karakterizacijom njegove ekspresije i funkcije i u ovom tipu tumora.

1.5. Violacein

Tokom ljudske istorije, priroda je bila i ostala neiscrpan izvor jedinjenja koja se mogu koristiti
u prevenciji i leCenju bolesti, a posebno znaCajno mesto zauzimaju jedinjenja biljnog i
bakterijskog porekla (Harvey et al, 2015; Newman i Cragg, 2020). Do danas je identifikovan niz
bakterijskih metabolita sa izrazenom bioloSkom aktivno$¢u, a medu njima se istice ljubicasti
pigment violacein (Numan et al, 2018; Choi et al, 2021; Duran et al, 2021; Justo i Duran, 2017).
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Slika 5. Hemijska struktura violaceina, C20H13N303, koji pripada klasi hidroksi-indola.
Preuzeto iz Venegas et al, 2019.

Violacein, ¢ija je hemijska struktura prikazana na Slici 5, ima molekulsku masu od 343,3 g/mol,
nerastvorljiv je u vodi, ali je rastvorljiv u etanolu, metanolu i dimetil sulfoksidu (DMSO).
Pokazuje snaznu apsorpciju u vidljivom delu spektra (Duran et al, 2007). Od otkrica violaceina,
pre viSe od 130 godina (Boisbaudran, 1882), identifikovani su brojni mikroorganizmi koji ga
proizvode, ukljucujuéi vrste rodova Chromobacterium, Alteromonas, Janthinobacterium,
Pseudoalteromonas, Duganella i Collimonas, pri ¢emu je najproucavaniji violacein vrste
Chromobacterium violaceum (Duran et al, 2021). Osim antitumorske, violacein ima i
antibakterijsku, antigljivicnu, tripanocidnu, antileiSmanijsku, antinematodnu, antiulceroznu,
imunomodulatornu i antivirusnu aktivnost (Duran et al, 2021). Napredak u razumevanju
mehanizama delovanja i stepena toksi¢nosti violaceina unapredio je njegove bioloske i
farmakoloske funkcionalnosti i doprineo porastu interesovanja za istrazivanje violaceina (Choi
etal, 2021; Kothari et al, 2017).
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1.5.1. Violacein kao antitumorski agens

Prirodna bioloSka jedinjenja kao Sto su paklitaksel, vinkristin i doksorubicin se vec¢ koriste u
terapiji specificnih tumora, ukljucujué¢i i RMS, a jedno od prirodnih jedinjenja koje se danas
intenzivno izucava u pogledu svog antitumorskog potencijala je violacein. Citotoksi¢ni efekat
violaceina pokazan je na velikom broju ¢elijskih linija poreklom od razli¢itih tipova tumora
(Tabela 1). Takode, pokazano je da violacein povecava osetljivost ¢elijskih linija kolorektalnog
karcinoma prema 5-fluorouracilu (Kodach et al, 2006), kao i osetljivost celija karcinoma
mokra¢ne beSike na cisplatinu, uz istovremeno smanjenje genotoksi¢nih efekata ovog
hemioterapeutika (Alem et al, 2022).

Vazno je istaci da se citotoksicni efekat violaceina ispoljava prema tumorskim ¢elijama, za
razliku od neizmenjenih Celija. Konkretno, na netumorskim ¢elijama citotoksi¢nost violaceina
se ispoljava pri koncentracijama izmedu 5 i 10 uM, dok su tumorske celijske linije pokazale
osetljivost pri koncentracijama manjim od 5 uM (Berti et al, 2023). Ova selektivna aktivnost
violaceina ukazuje na njegov potencijal kao terapeutskog agensa, Sto je dodatno podrZano
studijom u kojoj je pokazano povecanje prezivljavanja miSeva sa Erlihovim karcinomom, bez
oStecenja vitalnih organa, nakon intraperitonealne primene violaceina (Bromberg et al, 2010).
Medutim, osim pomenute, do sada je objavljen mali broj studija u kojima su ispitani
antitumorski efekti i toksi¢nost violaceina in vivo.

Prvi dokumentovani mehanizam delovanja violaceina na tumorske celije je putem indukcije
oksidativnog stresa, kroz generisanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. reactive oxygen species,
ROS). U CaCo2 celijama violacein je izazvao povecanje produkcije ROS, Sto je rezultiralo
povecanjem nivoa unutarcelijskog kalcijuma, oslobadanjem citohroma c, i kona¢no apoptozom.
Antioksidativni tretman N-acetil-cisteinom sprecio je ove efekte, dodatno potvrdujuci ulogu
oksidativnog stresa u citotoksi¢nosti violaceina (de Carvalho et al, 2006). Slican efekat na
produkciju ROS zabeleZen je i u Celijama tumora dojke (Alshatwi et al, 2016) i u ¢elijama
Erlihovog karcinoma (Bromberg et al, 2010).

Osim indukcije oksidativnog stresa, mehanizmi delovanja violaceina ukljucuju
hiperpolarizaciju mitohondrijalne membrane, blokadu progresije Celijskog ciklusa i aktivaciju
tumor-supresorskih proteina. Efekti violaceina variraju od indukcije apoptoze do inhibicije
migracije i invazivnosti tumorskih Celija, Sto ukazuje na moguc¢nost njegove Siroke primene u
inhibiciji metastaze i poboljSanju osetljivosti na terapiju.

U HeLa i MRC-5 celijama violacein je izazvao hiperpolarizaciju mitohondrijalne membrane,
dovodec¢i do disfunkcije mitohondrija (Leal et al, 2015), dok je u celijama kolorektalnog
karcinoma HCT116, blokirao progresiju Ccelijskog ciklusa i povecao ekspresiju tumor-
supresorskih proteina (Kodach et al, 2006). U HL60 ¢elijama leukemije, violacein je indukovao
apoptozu putem TNF signalnog puta, aktiviraju¢i kaspazu 8, NF-kB i MAP (eng. mitogen
activated protein) kinazu (Ferreira et al, 2004). Sa druge strane, violacein je izazvao smrt TF1
Celija eritroleukemije, uprkos kotretmanu sa inhibitorima pro-apoptotskih kaspaza. Umesto
apoptoze, citotoksi¢ni efekat je bio ostvaren putem stresa endoplazmati¢nog retikuluma i
kolapsa GoldZijevog aparata (Queiroz et al, 2012). U celijama metastatskog melanoma,
violacein je uticao na autofagiju putem inhibicije protein kinaza B i AXL (Gongalves et al, 2016).
Takode, pokazano je da pod hipoksi¢nim uslovima tumorske celije imaju vecu osetljivost na
violacein (Hashimi et al, 2015).
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Tabela 1. Spisak Ccelijskih linija na kojima je ispitan efekat violaceina, sa odgovaraju¢im
koncentracijama potrebnim za ostvarivanje 50% inhibitornog efekta na vijabilnost ¢elija (ICso)

Celijska linija Poreklo ICs0 (M) Referenca

253] karcinom mokracne 0,49 Alem et al, 2022
besike

A431 tumor koze 0,41 Hashimietal, 2015

A549 karcinom plu¢a 0,6 Hashimi et al, 2015

CaCo?2 kolorektalm 2 de Carvalho et al, 2006
adenokarcinom

DLD1 kolorektalpl ~1 Kodach et al, 2006
adenokarcinom

EAT Erlihov tumor misa 5 Bromberg et al, 2010

HCT116 kolorektalni 1,35 Hashimi et al, 2015
adenokarcinom

HeLa karcinom grli¢a materice | 0,74 Hashimietal, 2015

HL60 promijelocitna leukemija | 0,7 Ferreira et al, 2004

HN5 karcinom glave i vrata 1,74 Hashimi et al, 2015

HT29 kolorektalni 0,57 Hashimi et al, 2015
adenokarcinom

MCF-7 karcinom dojke 0,42 Hashimietal, 2015

PC3 karcinom prostate 0,32 Hashimi et al, 2015

SKMEL-103 metastatski melanom 0,5 Gongalves et al, 2016

T24 karcinom mokracne 0,52 Alem et al, 2022
besike

TF1 eritroleukemija ~2 Queiroz et al, 2012

u87 glioblastom ~1 Mehta etal, 2015

V79 (netumorska linija) flb}‘OblaStl kineskog 5 Melo et al, 2000
hrcka

MRC -5 (netumorska fibroblasti fetalnih pluc¢a ~6 Leal etal, 2015

linija)

l(i:l?a)K 1 (netumorska ovarijum kineskog hr¢ka | >6 Leal etal, 2015
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Violacein ne utiCe samo na proliferaciju i prezivljavanje, ve¢ i na migraciju i invazivnost
tumorskih ¢elija. Na primer, tretman violaceinom je inhibirao invaziju melanomske celijske
linije SKMEL-103 u 3D modelu ¢elijske kulture (Gongalves et al, 2016), kao i migraciju U87 Celija
tumora mozga (Mehta et al, 2015), HCT116 i HT29 c¢elija kolorektalnog karcinoma (de Souza
Oliveira et al, 2022). Dodatno, violacein je doveo do smanjenja sekrecije modulatora metastaza
CXCL12 (eng. C-X-C motif chemokine ligand 12), kao i broja njegovih receptora na celijskoj
membrani, Sto ukazuje na potencijalni mehanizam inhibicije migracije i invazivnosti (Platt et
al, 2014).

Uzimajuci u obzir toksi¢nost postojecih terapija RMS i potrebu za efikasnijim i bezbednijim
opcijama, prirodna jedinjenja sa antitumorskim svojstvima su prihvatljiva alternativa. Medu
njima, violacein se istic¢e kao potentan antitumorski agens s obzirom na njegovo dokazano anti-
migratorno i citotoksi¢no dejstvo na razli¢ite tumorske celijske linije. Stoga su opravdana
naucna istrazivanja citotoksi¢nosti i mehanizma dejstva violaceina na Celije poreklom od RMS,
s obzirom da efekat ovog jedinjenja do sada na njima nije ispitan.
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2. CILJEVI RADA

Prvi deo ovog istraZivanja odnosi se na ispitivanje potencijalnog dijagnostickog markera RMS,
proteina ANKRD1, imaju¢i u vidu rezultate studija koji ukazuju na njegovu ulogu u
tumorigenezi i diferencijaciji misi¢nih ¢elija koja je naruSena kod RMS. Stoga je cilj ovog dela
disertacije:

1. Karakterizacija gena ANKRD1 u ¢elijskim linijama koje vode poreklo od dva najzastupljenija
tipa RMS, kroz ispitivanje njegove endogene ekspresije na nivou RNK i proteina, kao i
unutarcelijske lokalizacije.

Drugi deo istrazivanja odnosi se na ispitivanje novog potencijalnog terapeutika za RMS,
bakterijskog pigmenta violaceina. Oslanjajuci se na studije o antitumorskom dejstvu violaceina,
cilj disertacije je:

2. Ispitivanje efekta violaceina na ¢elije poreklom od RMS, kroz analizu citotoksi¢nog efekta,
uticaja na procese karakteristi¢ne za tumorske ¢elije i mehanizma delovanja.
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3. MATERIJAL I METODE
3.1. Materijal
3.1.1. Celijske linije

U ovoj doktorskoj disertaciji koriS¢ene su sisarske cCelijske linije gajene u laboratorijskim

uslovima c¢iji je spisak dat u Tabeli 2.

Tabela 2. Spisak koris¢enih celijskih linija

Naziv Poreklo ATCC broj

V79-4 flbvroblastl pluca kineskog ATCC CCL-93
hrcka

SJRH30 ATCC CRL-2061

RD humani rabdomiosarkom ATCC CCL-136

HS-729 ATCC HTB-153
humani karcinom grli¢a

HeLa : ATCC CCL-2
materice

3.1.2. Laboratorijske Zivotinje

U ovoj doktorskoj disertaciji koriS¢ene su zebrice (Danio rerio) soja AB. Zebrice su gajene u
sistemu sa cirkuliSu¢om vodom temperature 28,5°C, pod svetlosnim reZimom od 14 h svetlosti
i 10 h mraka. Embrioni su gajeni u E3 medijumu (5 mM NaCl, 0,33 mM CaClz, 0,33 mM MgSOs4,
0,17 mM KCI).

Uzgajanje zebrica je sprovedeno uz poStovanje institucionalnih i nacionalnih preporuka o etici
i dobrobiti Zivotinja, zasnovanim na direktivi Evropske unije 2010/63/EU.

3.1.3. Bakterije

Plazmidni konstrukti i vektori kojima su transfekovane eukariotske Ccelije gajene u
laboratorijskim uslovima propagirani su u c¢elijama E. coli soja DH5«a, dok su kao izvor
violaceina koriS¢ene bakterije vrste Chromobacterium violaceum (ATCC 31532). Bakterije su
gajene u tecnom LB (Luria-Bertani) medijumu (1% tripton, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt kvasca u
vodi) sa ampicilinom (finalne koncentracije 100 pg/ml) ili kanamicinom (finalne koncentracije
30 pg/ml), na 37°C pri 180 obrtaja po min (obr/min).

3.1.4. Prajmeri

Za umnozavanje i sekvenciranje otvorenog okvira Citanja (eng. open reading frame, ORF) gena
ANKRD1, kao i za detekciju ANKRD1 transkripta PCR-om (eng. polymerase chain reaction) kome
prethodi reverzna transkripcija (eng. reverse transcription PCR, RT-PCR) upotrebljeni su
prajmeri navedeni u Tabeli 3.
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Tabela 3. Spisak koris¢enih prajmera

. ) o Mesto vezivanja za
Naziv Sekvenca (5’-3°) Namena ANKRD1 ORF (bp)
GAPDH F GTGAAGGTCGGAGTCA RT-PCR 10-28
ACG
GAPDHR ’ggé\GGTCAATGAAGGG RT-PCR 103-121
ANKRD1 F1 AGTAGAGGAACTGGTC RT-PCR, sekvenciranje 15-35
ACTGG
TGGGCTAGAAGTGTCT o
ANKRD1 R1 TCAGAT RT-PCR, sekvenciranje 131-152
GCTGCAGCGATGATGG amplifikacija ORF-a,
ANKRD1 F2 TACTGAAAGTA sekvenciranje 1-18
TAGGATCCTCAGAATG amplifikacija ORF-a, )
ANKRD1 R2 TAGCTATGCG sekvenciranje 943-960
ANKRD1 F3 ﬁgggCAAAGACAGAGA sekvenciranje 737-756

bp=bazni par, ORF=otvoreni okvir ¢itanja, F=uzvodni prajmer, R=nizvodni prajmer, RT-
PCR=PCR kome prethodi reverzna transkripcija

3.1.5. Plazmidni konstrukti i vektori

Za ekspresiju rekombinantnih proteina ANKRD1 i ANKRDZ2, kao i zelenog fluorescentnog
proteina GFP (eng. green fluorescent protein) u eukariotskim celijama, upotrebljeni su
plazmidni konstrukti i vektori ¢ije su karakteristike prikazane u Tabeli 4.

Tabela 4. Karakteristike koriS¢enih plazmidnih konstrukata i vektora

Naziv Insert Vektor Ant_lblots!fa Ref_erenca/
rezistencija izvor
pCMV-Tag2B
i i ORF gena (Stratagene, . Kojicet al,
pCMV-Tag2B-ANKRD1 ANKRD1 Agilent kanamicin 2010
technologies)
pCMV-Tag2B
X i ORF gena (Stratagene, - Jasnic-Savovic
pCMV-Tag2B-ANKRD2 ANKRD2 Agilent kanamicin etal 2015
technologies)
ORF gena pcDNA3 - Milosevic et al,
pcDNA3-ANKRD1 ANKRD1 (Invitrogen) ampicilin 2024
) pEGFP-C1 . "
pEGFP-C1 / (Clontech) kanamicin LMB

*Laboratorija za molekularnu biologiju, IMGGI UB
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3.1.6. Antitela

Primarna i sekundarna antitela upotrebljena u ovom radu navedena su u Tabeli 5 i Tabeli 6,

redom.

Tabela 5. Karakteristike koriS¢enih primarnih antitela

Antitelo Poreklo i tip antitela Proizvodac
. . : Beijing Dingguo
anti-GAPDH zeCje poliklonsko Biotech Co. Ltd.
anti-ANKRD1+* miSje poliklonsko LMB
. " : Santa Cruz
anti-p21 zecje poliklonsko Biotechnology
anti-coilin zec¢je monoklonsko Cell Signaling
Technology
. . . Santa Cruz
anti-PML kozje poliklonsko Biotechnology

*Antitelo na protein ANKRD1 generisano imunizacijom miSeva rekombinantnim

proteinom ANKRD1

Tabela 6. Karakteristike koris¢enih sekundarnih antitela

Antitelo

Poreklo i tip antitela

Proizvodac

HRP* obeleZeno
antitelo na
imunoglobuline zeca

kozje poliklonsko

Sigma-Aldrich

HRP* obeleZeno
antitelo na
imunoglobuline misa

zecje poliklonsko

Sigma-Aldrich

AF488* obelezeno
antitelo na
imunoglobuline miSa

kozje poliklonsko

Invitrogen

AF647# obelezeno
antielo na
imunoglobuline koze

magarece poliklonsko

Invitrogen

AF568* obelezeno
antitelo na
imunoglobuline zeca

magarece poliklonsko

Invitrogen

*Peroksidaza rena (eng. Horseradish peroxidase, HRP)
#Fluorofora Alexa Fluor naznacene talasne duzine
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3.2. Metode
3.2.1. Celijska kultura

Celije su gajene u prisustvu 5% CO2 na temperaturi od 37°C u hranljivom medijumu koji sadrzi
DMEM (eng. Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich) obogacen L-glutaminom i
glukozom koncentracije 4,5 g/1, 10% fetalni govedi serum (Thermo Fisher Scientific) i 1% smeSu
antibiotika i antimikotika (Sigma-Aldrich).

Pasaziranje je vrieno pri konfluentnosti ¢elija od 70-80%. Celije su pazljivo isprane puferom
PBS (eng. Phosphate-buffered saline, 137 mM NaCl, 10 mM NazHPOs4, 3,4 mM KCI, 1,8 mM
KH2PO4, pH 7,2) i odlepljene od podloge inkubacijom 2-3 min na 37°C u rastvoru 0,05% tripsina
i0,02% EDTA (etilendiaminotetraacetat) u PBS-u. Aktivnost tripsina je inhibirana dodavanjem
kompletnog medijuma. Celije su resuspendovane i ponovno zasejavane u odgovarajuéem
razblaZenju.

3.2.2. Tranzijentna transfekcija ¢elija u kulturi

Plazmidna DNK, koriS¢ena za transfekciju celija u kulturi, izolovana je iz prekono¢ne
bakterijske kulture gajene u 10 ml tecnog LB hranljivog medijuma sa odgovaraju¢im
antibiotikom, na 37°C. Za izolaciju je primenjen GeneMATRIX Plasmid Miniprep DNA Purification
Kit (EURx), prema uputstvu proizvodaca. Koncentracija izolovane DNK je merena
spektrofotometrijski na uredaju BioSpec-nano (Shimadzu).

Po dostizanju konfluentnosti od 70-90%, celije su transfekovane primenom reagensa
Lipofectamine® 2000 (Thermo Fisher Scientific). Plazmidna DNK i reagens su odvojeno
rastvarani u medijumu Opti-MEM (Invitrogen), a zatim kombinovani i inkubirani 5 min na
sobnoj temperaturi, da bi se formirao kompleks. Odnos reagensa i DNK je iznosio 2:1. Pre
dodavanja kompleksa, ¢elijama je medijum u kome su gajene zamenjen sveZim medijumom
istog sastava. Proteinski ekstrakti su pripremani 24 h nakon transfekcije.

Provera transfekcije vrSena je vizualizacijom proteina GFP na fluorescentnom mikroskopu
THUNDER Imager Model Organism (Leica), nakon transfekcije konstruktom pEGFP-C1.

3.2.3. Tretman c¢elija inhibitorom proteazoma

Za ispitivanje proteazomalne degradacije proteina ANKRD1, celije RMS su tretirane
inhibitorom proteazoma MG132 (Merck KGaAm). Po dostizanju 70-80% konfluentnosti, Celije
su tretirane sa 25 puM MG132 ili 0,1% DMSO-om (kontrola). Nakon 4 h i 8 h inkubacije
pripremljeni su proteinski ekstrakti.

3.2.4. Analiza ekspresije gena na nivou RNK metodama RT-PCR i qPCR

Prisustvo ANKRD1 transkripta u uzorcima odredivano je PCR-om kome prethodi reverzna
transkripcija (RT-PCR), dok je relativni nivo genske ekspresije odreden kvantitativnim PCR-om
u realnom vremenu (eng. quantitative PCR, qPCR). Nakon izolacije ukupne RNK, sintetisana je
komplementarna DNK (eng. complementary DNA, cDNK) koja je sluZila kao matrica u
reakcijama RT-PCR-a i qPCR-a.
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3.2.4.1. Izolacija molekula RNK

Prilikom pasaziranja, deo ¢elija RMS je odvojen u cilju izolacije ukupne RNK. Celije su
centrifugirane 4 min pri 1400 obr/min i talozi su cuvani na -80°C do trenutka izolacije RNK.
RNK je izolovana primenom reagensa TRIzol (Thermo Fisher Scientific). Celijski talozi su
resuspendovani u 500 pl reagensa, a homogenizacija je izvrSena pomocu Sprica i igle promera
21G. Nakon inkubacije od 5 min na sobnoj temperaturi, dodato je 100 pl hloroforma i smesa je
promesSana pomocu vorteksa. Posle dodatnih 5 min inkubacije na sobnoj temperaturi, uzorak
je centrifugiran 15 min pri 13000 obr/min na 4°C. Izdvojena je bistra gornja faza koja sadrzi
RNK i u nju je dodato 250 pl izopropanola. Rastvor je potom promesan i ostavljen preko noc¢i
na -20°C, a narednog dana je centrifugiran 15 min pri 13000 obr/min na 4°C. Talog je ispran sa
1 ml 70% etanola, a potom centrifugiran 5 min pri 7500 obr/min na 4°C. Precipitirana RNK je
suSena 5 min na sobnoj temperaturi i rastvorena u 20 ul vode bez ribonukleaza (eng. nuclease-
free water, Norgen Biotek).

Koncentracija i Cisto¢a izolovane RNK su izmerene spektrofotometrijski na uredaju BioSpec-
nano (Shimadzu), nakon ¢ega je RNK ¢uvana na -80°C.

3.2.4.2. Sinteza molekula cDNK

Za sintezu cDNK koriS¢eno je 2 ug totalne RNK (matrica) i kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific), prema uputstvu proizvodaca. Ovaj kit sadrzi M-
MuLV reverznu traskriptazu MultiScribe™ i nasumicne heksamerne prajmere dizajnirane tako
da omoguce prevodenje iRNK u cDNK. Sintetisana cDNK je ¢uvana na -20°C.

3.2.4.3.PCR

KoriS¢enjem sintetisane cDNK kao matrice, amplifikovani su fragmenti koji odgovaraju
transkriptima gena ANKRD1 i GAPDH (eng. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). Za
umnozavanje je koriS¢ena polimeraza Native taq (EURX) i prajmeri navedeni u Tabeli 3. Koli¢ina
cDNK u reakciji je bila ekvivalentna 100 ng ukupne RNK, a PCR reakcija se odvijala u aparatu
2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems). Detaljni sastav PCR reakcione smeSe i temperaturni
profil reakcije prikazani su u Tabelama 7 i 8, redom. Amplifikacija fragmenta GAPDH je sluZila
kao kontrola kvaliteta sintetisane cDNK.

Tabela 7. Sastav reakcione smeSe za umnoZzavanje fragmenata koji odgovaraju transkriptima
gena ANKRD1 i GAPDH

Komponente Zapremina (ul)
cDNK 1

10x reakcioni pufer C 1,5

2 mM dNTP-ovi 1,5

10 pmol forward prajmer 0,3

10 pmol reverse prajmer 0,3

Native taq polimeraza 0,25

dH:0 10,15

ukupna zapremina 25
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Tabela 8. Temperaturni profil reakcije umnozavanja fragmenata koji odgovaraju transkriptima
gena ANKRD1 i GAPDH

Temperatura Vreme Broj ciklusa
95°C 3 min 1
95°C 30s
60°C 45s 25
72°C 30s
72°C 10 min 1

3.2.4.4. Kvantitativni PCR u realnom vremenu

Relativni nivo genske ekspresije je odreden metodom qPCR. Reakcija je izvedena pomocu
kompleta TagMan Gene Expression Assay-a (Applied Biosystems), navedenih u Tabeli 9, na
uredaju 7900HT Fast Real-Time System (Applied Biosystems).

U osnovi Tagman eseja nalaze se specificne oligonukleotidne probe, obeleZene fluorobojama,
komplementarne sekvenci koja se amplifikuje. Nakon denaturacije, dolazi do hibridizacije
probe sa ciljnom DNK. Kada tokom svoje aktivnosti naide na hibridizovanu probu, Taq
polimeraza vrsi njenu razgradnju, time aktivirajuci emisiju fluorescentne svetlosti. Intenzitet
emitovane fluorescencije tokom PCR reakcije u realnom vremenu korelira sa koli¢inom ciljne
DNK.

Reakcije su sprovedene u tehnickom triplikatu za svaki pojedinacni uzorak iz tri bioloska
replikata. Kao endogena kontrola za normalizaciju nivoa iRNK izmedu razli¢itih uzoraka sluzio
je transkript gena GAPDH. Rezultati su analizirani metodom 2-ACt j predstavljeni kao srednja
vrednost * standardna devijacija.

Tabela 9. Identifikacione oznake koris¢enih Tagman eseja.

Ciljni transkript Identifikaciona oznaka
ANKRD1 Hs00923600_m1
GAPDH Hs99999905_m1

3.2.5. Sekvenciranje molekula DNK metodom po Sangeru

U ovom radu sekvenciran je ORF gena ANKRD1 poreklom iz ¢elijskih linija RMS. ORF je
amplifikovan primenom cDNK kao matrice, Phusion High-Fidelity PCR Master Mix-a (Thermo
Fisher Scientific) i prajmera navedenih u Tabeli 3. PCR reakcija se odvijala u uredaju
Mastercycler gradient (Eppendorf), a sastav reakcione smese i temperaturni profil reakcije su
navedeni u Tabelama 10 i 11, redom. Produkti reakcije su preciS¢eni kitom Monarch PCR &
DNACleanup Kit (New England Biolabs), prema uputstvu proizvodaca, i proveravani
elektroforezom u 1% agaroznom gelu.
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Tabela 10. Sastav PCR reakcione smese za umnoZavanje ORF-a gena ANKRD1

Komponente Zapremina (pl)
c¢DNK 2,5

2x Phusion High-Fidelity PCR Master Mix 12,5

10 pmol forward prajmer 1,25

10 pmol reverse prajmer 1,25

dH20 7,5

ukupna zapremina 25

Tabela 11. Temperaturni profil PCR reakcije umnozavanja ORF-a gena ANKRD1

Temperatura Vreme Broj ciklusa
98°C 30s 1
98°C 10s
62°C 30s 31
72°C 30s
72°C 10 min 1

PreciS¢eni produkti PCR reakcije su sekvencirani pomocu prajmera navedenih u Tabeli 3. Za
sekvenciranje je korisS¢en BigDye™ Terminator Version 3.1 Ready Reaction Kit (BDT) (Applied
Biosystems). Sastav reakcione smeSe finalne zapremine 8 pl i temperaturni profil reakcije

prikazani su u Tabelama 12 i 13, redom.

Tabela 12. Sastav reakcione smese za sekvenciranje

Komponente Zapremina
PCR produkt 3ul (5-20 ng)
3,2 pmol prajmer 1wl

BDT 2 ul

sterilna dH;0 2ul
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Tabela 13. Temperaturni profil reakcije sekvenciranja

Temperatura Vreme Broj ciklusa
96°C 5 min 1
96°C 10s
50°C 5s 25
60°C 4 min
4°C © /

Produkti sekvenciranja su precipitirani dodatkom 40 pL 0,1 M natrijum-acetata pH 5,2 u
etanolu u reakcionu smesu. Smesa je zatim centrifugirana 10 min pri 13000 obr/min i uklonjen
je supernatant, a talog opran dva puta sa po 200 ul hladnog 70% etanola. Nakon svakog
ispiranja, smesa je centrifugirana 10 min pri 13000 obr/min. Talog je potom osusen na sobnoj
temperaturi, resuspendovan u 20 pl Hi-Di™ formamida (Applied Biosystems) i analiziran
kapilarnom elektroforezom na 3130 Genetic Analyzer-u (Applied Biosystems).

Digitalni zapisi sekvenci obradeni su primenom softvera Sequencing Analysis v5.2.0 (Applied
Biosystems) i BioEdit Sequence Alignment Editor v7.2.5 (Informer Technologies). Sekvence su
uporedene sa odgovaraju¢om referentnom sekvencom (NCBI Reference Sequence: ANKRD1
NM_014391.3, CCDS: CCDS7412.1) pomocu programa BLASTN iz porodice programa BLAST
(eng. Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al, 1990).

3.2.6. Analiza ekspresije na nivou proteina
3.2.6.1. Priprema proteinskih ekstrakata

Za Western blot analizu pripremani su ¢éelijski proteinski ekstrakti. Celije gajene u petri $oljama
su dva puta ispirane PBS-om, nakon ¢ega su Celije odvojene od podloge inkubacijom u rastvoru
0,05% tripsina i 0,02% EDTA u PBS-u, u trajanju od 2-3 min. Celije su zatim staloZene
centrifugiranjem 4 min pri 1400 obr/min, oprane rastvorom PBS-a i ponovo centrifugirane.
Talozi su ¢uvani na -80°C do trenutka izolacije proteina, kada su resuspendovani u puferu za
lizu Celija (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 120 mM NaCl, 0,5% NP40), u koji je neposredno pred
kori$éenje dodat koktel proteaznih inhibitora cOmplete™ (Roche). Celije su lizirane 20 min na
ledu, a onda podvrgnute sonikaciji (Soniprep 150, Sanyo) sa 2 pulsa amplitude 10 um u trajanju
od po 10 sekundi. Lizati su potom centrifugirani 10 min pri 13000 obr/min na 4°C. Talozi su
odbaceni, a supernatanti, tj. proteinski ekstrakti, cuvani na -80°C do trenutka upotrebe.

3.2.6.2. Merenje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Primenjena metoda za merenje koncentracije proteina bazira se na vezivanju boje komasi plavo
(eng. Coommassie Briliant Blue) za proteine. Upotrebljen je komercijalni reagens Protein Assay
Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad). U 10 pl uzorka je dodato 200 pl ovog reagensa, a
apsorbanca je oc¢itavana na 595 nm na uredaju Infinite 200 PRO multiplate reader (TECAN). Na
osnovu izmerenih apsorbanci za seriju razblaZzenja BSA (eng. bovine serum albumin), raspona
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koncentracija od 0,0625 do 1 mg/ml, konstruisana je standardna kriva i na osnovu nje
odredena koncentracija proteina u ekstraktima.

3.2.6.3. Imunoprecipitacija

Za obogacivanje proteina ANKRD1 u uzorku, ekstrakti ¢elija RMS koji sadrze 0,5 ili 1 mg
ukupnih proteina inkubirani su preko no¢i na 4°C sa anti-ANKRD1 antitelom, uz lagano
okretanje na rotirajuem tocku. Narednog dana, antigen-antitelo kompleksi su izdvojeni iz
rastvora vezivanjem za Protein A/G imobilisan na matriksu (Pierce Protein A/G UltraLink Resin,
Thermo Fisher Scientific). Matriks je zatim opran PBS-om, resuspendovan u 30 pl pufera za
imunoprecipitaciju (125 mM Tris-HCI pH 6,8, 20% glicerol, 4% SDS, 100 mM DTT, bromfenol-
plavo), inkubiran 5 min na 95°C i centrifugiran 1 min pri 2000 obr/min. Supernatanti su
analizirani Western blot metodom.

3.2.6.4. Western blot
Metoda Western blot je koriS¢ena za imunodetekciju proteina ekstrakata ¢elija RMS.

Razdvajanje proteina je izvrSeno vertikalnom elektroforezom u gelu koga cine dve
komponente: gel za koncentrovanje (120 mM Tris-HCl pH 6,8, 6% poliakrilamid, 1,4%
amonijumpersulfat, 0,1% SDS, i 0,14% TEMED), koji omogucéava sinhronizovan pocetak
razdvajanja svih proteina iz uzorka, i gel za razdvajanje (428 mM Tris-HCl pH 8,8, 12%
poliakrilamid, 0,7% amonijumpersulfat, 0,1% SDS i 0,04% TEMED), u kome se proteini
razdvajaju prema molekulskoj tezZini. Proteini su pre nanoSenja na gel denaturisani kuvanjem
5 min na 95°C u puferu za uzorak (50 mM Tris-HCI pH 6,8, 10% glicerol, 2% SDS, 0,1%
bromfenol plavo, 715 mM (3-merkaptoetanol). Na gel je nanet i marker molekulskih tezina Page
Ruler Plus™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza se odvijala u
tris-glicinskom puferu (25 mM Tris-HCI pH 8,8, 250 mM glicin, 0,1% SDS) pri konstantnom
naponu od 100 V u gelu za koncentrovanje i 180 V u gelu za razdvajanje.

Proteini su sa gela preneti na membranu od poliviniliden difluorida (Immobilion-P PVDF,
Milipore), polusuvim transferom pomocu aparata Fastblot (Biometra). Membrana je najpre
aktivirana potapanjem u metanol, a zatim isprana destilovanom vodom i inkubirana 2 min u
anodnom puferu II (25 mM Tris-HCl pH 10,4, 20% metanol). Anodna ploca je nakvaSena
anodnim puferom I (300 mM Tris-HCl pH 10,4, 20% metanol), a zatim su na nju redom
postavljeni: dva 3MM papira (Whatman) nakvasena anodnim puferom I, jedan 3 MM papir
nakvaSen anodnim puferom II, aktivirana membrana, gel prethodno inkubiran 5 min u
katodnom puferu (25 mM Tris-HCI pH 9,4, 20% metanol, 40 mM glicin) i tri 3MM papira
nakvaSena katodnim puferom. Transfer se odvijao 40 min pri konstantnoj struji od 5 mA/cm?2
membrane. UspeSnost transfera je proverena bojenjem membrane rastvorom boje Ponso S
(eng. Ponceau S) (0,1% Ponso S, 1% glacijalna siréetna kiselina), koja se reverzibilno vezuje za
proteine na membrani.

Nakon odbojavanja vodom, membrana je inkubirana preko no¢i na 4°C u 10% rastvoru obranog
mleka (Merck) u PBST-u (PBS, 0,1% Tween 20), kako bi se blokirala mesta za koja se proteini
nisu vezali. Zatim je kratko isprana PBST-om i inkubirana 1 h na sobnoj temperaturi sa
primarnim antitelom razblaZenim u 5% rastvoru obranog mleka u PBST-u. ViSak antitela je
uklonjen ispiranjem membrane tri puta po 10 min u PBST-u. Membrana je potom inkubirana 1
h na sobnoj temperaturi sa sekundarnim antitelom konjugovanim sa peroksidazom rena,
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razblaZzenim u 5% rastvoru obranog mleka u PBST-u. ViSak antitela je ponovo uklonjen sa tri
pranja od po 10 min u PBST-u. Hemiluminiscentni signal je generisan petominutnom
inkubacijom sa supstratom Immobilon™ Western (Millipore) ili SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific) i detektovan na uredaju ChemiDoc
Imaging System (Bio-Rad).

Dilucije primarnih i sekundarnih antitela su bile sledece: anti-GAPDH (1:2000), anti-ANKRD1
(1:750), anti-p21 (1:1000), anti-FLAG (1:1000), HRP obeZeno antitelo na imunoglobuline misa
(1:80000), HRP obeleZeno antitelo na imunoglobuline zeca (1:1000).

3.2.6.5. Imunocitohemija

Nakon zasejavanja na pokrovna stakla i dostizanja 80% konfluentnosti, Celije su dva puta
kratko isprane PBS-om, fiksirane 10 min u 4% paraformaldehidu u PBS-u, a zatim
permeabilizovane inkubacijom 10 min u 0,5% TritonX-u u PBS-u. Celije su potom inkubirane
preko no¢i na 4°C u rastvoru za blokiranje (3% BSA, PBS).

Sledeceg dana, Celije su inkubirane 3 h sa primarnim antitelima, razblazenim u 1% BSA u PBS-
u. Visak antitela je uklonjen ispiranjem 10 min u PBS-u, a zatim su ¢elije inkubirane 1 h sa
sekundarnim antitelom, razblazenim u 1% BSA u PBS-u. Jedra su potom 5 min bojena DAPI-jem
(4’,6-diamidino-2-fenilindol, 100 ng/ml). Nakon kratkog ispiranja celija PBS-om, pokrovna
stakla su montirana pomocu Dako fluorescence (Agilent Technologies) medijuma na predmetna
stakla.

RazblaZenja primarnih i sekundarnih antitela su bila sledeca: anti-ANKRD1 (1:100), anti-koilin
(1:300) i anti-PML (1:100), AF488 obeleZeno antitelo na imunoglobuline misa (1:250), AF568
obeleZeno antitelo na imunoglobuline zeca (1:250), AF647 obeleZeno antielo na
imunoglobuline koze (1:500).

3.2.7. Metode za analizu antitumorskog dejstva violaceina
3.2.7.1. Izolacija i precis¢avanje violaceina

Pigment violacein izolovan je metodom opisanom od strane Konzena i saradnika (Konzen et al,
2006). Ukratko, prekono¢na kultura Chromobacterium violaceum je inokulisana u LB medijum
i gajena 48 h na 37°C pri 180 obr/min. Bakterije su staloZene centrifugiranjem i
resuspendovane u apsolutnom metanolu. Metanolski ekstrakt je prec¢iS¢en hromatografijom na
koloni od silika gela nakon Cega je frakcija koja sadrZi violacein suSena na 45°C pomocu
rotacionog vakuum uparivaca. OsuSeni ekstrakt je rastvoren u dimetil-sulfoksidu (DMSO)
(Merck KGaAm) i cuvan na -20°C za dalju primenu. Apsorbanca rastvora violaceina, merena
spektrofotometrijski na 576 nm, upotrebljena je za izracunavanje njegove koncentracije prema
sledecoj formuli: c(ug/ml) = (As76nmx100) /¢, gde € predstavlja molarni ekstinkcioni koeficijent
na 585 nm (Pantanella et al, 2007).

3.2.7.2. Odredivanje vijabilnosti ¢elija MTT testom

Vijabilnost ¢elija procenjena je MTT testom, zasnovanim na redukciji 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolijum bromida (MTT, Merck KGaAm), do ljubi¢astog formazana (Kumar et al,
2018; Bromberg et al, 2010). Do reakcije dolazi samo u Zivim, metabolicki aktivnim ¢elijama, te
je koli¢ina generisanog formazana proporcionalna broju vijabilnih ¢elija.
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Nakon 24 h od zasejavanja 5x103 Celija po bunaru mikrotitarske plocCe, Celije su gajene u
prisustvu razli¢itih koncentracija violaceina (0,1-15 uM), doksorubicina (Adriablastin, Phizer,
0,05-100 pg/ml), irinotekana (Sindan-Pharma, 25-1500 pg/ml) ili vinflunina (Pierre Fabre,
0,01-500 pg/ml). Posle 24 h, Celije su oprane PBS-om, inkubirane sa MTT-om (0,5 mg/ml u
kompletnom medijumu) 1,5 h na 37°C, a zatim lizirane u DMSO-u, ¢ime su rastvoreni kristali
formazana. Absorbance lizata su izmerene na 570 nm (Infinite 200 PRO multiplate reader,
TECAN). Eksperimenti su ponovljeni tri puta u Cetvoroplikatu.

Rezultati MTT testa su izraZeni kao procenat vijabilnih ¢elija u odnosu na netretiranu kontrolu.
Vrednosti koje predstavljaju 50% (ICso) i 25% (IC25) maksimalne inhibitorne koncentracije
(eng. maximal inhibitory concentration) odredene su za svaku Celijsku liniju koriste¢i onlajn
kalkulatore: https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator i
https://www.graphpad.com/quickcalcs/Ecanything1/.

Koncentracije violaceina, koje odgovaraju izracunatim ICso vrednostima, koris¢ene su u
narednim esejima za analizu njegovog efekta na celijske linije RMS, dok su IC2s vrednosti
primenjene u kombinovanim tretmanima celija violaceinom i hemioterapeuticima. Efekat
kombinovanih tretmana procenjen je MTT esejem.

MTT esej je takode koriS¢en za analizu uticaja antioksidanta NAC (Sigma-Aldrich) na smanjenje
prezivljavanja Celija indukovano violaceinom. U tu svrhu, ¢elije su predtretirane 1 h sa 25 mM
NAC-om, a zatim inkubirane sa violaceinom ICso koncentracije tokom 24 h, prema de Carvalho
etal, 2006.

3.2.7.3. Esej zarastanja rane

Uticaj violaceina na migraciju ¢elija RMS analiziran je primenom eseja zarastanja rane (eng.
wound healing assay), prema protokolu iz Wu et al, 2019. Nakon formiranja konfluentnog
Celijskog monosloja, povrSina petri posude je na tri mesta pravolinijski zagrebana sterilnim
nastavkom za pipetman zapremine 200 pl, stvarajuéi ogrebotine sa pravilnim ivicama. Nakon
ispiranja PBS-om, Celije su tretirane odgovaraju¢im ICso koncentracijama violaceina ili 0,1%
DMSO-om (kontrola), u komplethom medijumu. Popunjavanje ogrebotina je fotografisano na
svetlosnom mikroskopu DM IL LED (Leica Microsystems) u trenutku kreiranja ogrebotina, kao
i 51 10 h kasnije. PovrSina ,rane” je odredivana pomocu softvera Image-J vli.52a (Schneider et
al, 2012), a stepen njenog zatvaranja je izraZzen kao odnos povrsine rane posle 5 hi 10 h i
povrSine rane na pocetku eksperimenta, kako za kontrolne, tako i za Celije tretirane
violaceinom. Za svaku od ¢elijskih linija izvrSena su po dva nezavisna eksperimenta, a u svakom
od njih analizirano je devet fotografija po eksperimentalnoj grupi.

3.2.7.4. Test toksi¢nosti na embrionima zebrica

Toksicnost violaceina in vivo ispitana je FET (eng. Fish Embryo Acute Toxicity) testom na
embrionima zebrica u nekoliko vremenskih tacaka tokom razviéa, i to do 120 sati nakon
oplodenja (eng. hours post fertilization, hpf).

Zebrice su stavljane u mrestilice i razdvojene po polovima pregradom. Narednog jutra, po
paljenju svetla, pregrada je uklonjena. Nakon polaganja i oplodenja, jaja su prebacena u ploce
od 24 bunara sa standardnim E3 medijumom.
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Posle manje od jednog sata od oplodenja, embrioni su tretirani razliitim koncentracijama
violaceina (0,1, 0,5,1,5,10i 50 uM) ili 0,1% DMSO-om u E3 medijumu. Svi tretmani su izvedeni
na 60 embriona po eksperimentalnoj grupi. Embrioni su posmatrani na 24, 48, 72,96 i 120 hpf,
pri Cemu je proveravano da li su se pravilno razvili (Kimmel et al, 1995), a mrtvi embrioni su
uklanjani.

3.2.7.5. Odredivanje tipa ¢elijske smrti metodom protocne citofluorimetrije

Da bi se utvrdio udeo c¢elija u apoptozi nakon tretmana violaceinom, €elije su bojene propidijum
jodidom (eng. propidium iodide, PI) i Aneksinom V konjugovanim sa fluoroforom AlexaFluor
488 (Aneksin V-AF488)(oba od Thermo Fisher Scientific), a zatim analizirane proto¢nom
citofluorimetrijom.

PI je fluorofora koja se koristi za razlikovanje vijabilnih i mrtvih €elija, buduci da ne moze proci
kroz membranu vijabilnih ¢elija, ali moZe udi u celije sa naruSenim integritetom membrane.
Aneksin V-AF488 se koristi za detekciju apoptoze zbog specificnog vezivanja za fosfatidil serin,
koji se u ranim fazama apoptoze premesta sa unutrasSnje na spoljaSnju stranu Ccelijske
membrane. Celije koje se istovremeno boje PI i Aneksinom V, mogu se razvrstati u Cetiri
populacije: zZive Celije (PI-/Aneksin-), elije u ranoj apoptozi (PI-/Aneksin+), Celije u kasnoj
apoptozi (PI+/Aneksin+) i mrtve Celije (PI+/Aneksin-).

Celije su zasejane na plo¢u sa 12 bunara (1x105 ¢elija po bunaru). Nakon 24 h, tretirane su
odgovarajucom ICso koncentracijom violaceina ili 0,1% DMSO-om (kontrola) u trajanju od 24
h. Potom su odlepljene od podloge tripsinom, spojene sa plivaju¢im ¢elijama iz istog uzorka,
centrifugirane 3 min na 1600 obr/min, oprane PBS-om i ponovo centrifugirane. Zatim su
resuspendovane u 100 pl pufera za vezivanje Aneksina (0,1 M HEPES pH 7,4, 1,4 M Na(l, 25 mM
CaCl2). U ¢elijsku suspenziju su dodati Aneksin V-AF488, finalne koncentracije 15 pg/ml, i PI,
finalne koncentracije 15 pg/ml. Posle 15 min inkubacije u mraku, na sobnoj temperaturi,
bojenje je zaustavljeno dodavanjem 900 pl pufera za vezivanje Aneksina (Petrovi¢ et al, 2021)
i ¢elije su analizirane proto¢nom citofluorimetrijom na aparatu CyFlow space (Sysmex Partec).
Analizirano je 10000 dogadaja po uzorku pomocu softvera FloMax (Sysmex Partec). 1zvedena
su tri nezavisna eksperimenta, svaki sa po tri tehnicka replikata.

3.2.7.6. Relativna kvantifikacija unutarcelijskih reaktivnih vrsta kiseonika

Efekat violaceina na generisanje unutarcelijskih reaktivnih vrsta kiseonika izmeren je
fluorometrijski pomocu probe dihlorodihidrofluorescein diacetata (eng.
dichlorodihydrofluorescein diacetate, DCFH-DA) (de Carvalho et al, 2006; Angori et al, 2017).
Ova tehnika se zasniva na oksidaciji DCFH-DA do fluorescentnog 2’,7’-
dihlorodihidrofluoresceina od strane reaktivnih vrsta kiseonika, pri ¢emu je intenzitet
fluorescencije proporcionalan koli¢ini reaktivnih vrsta kiseonika u uzorku.

Po 1-2x10# Celija je zasejano u bunare netransparentne mikrotitarske ploce. Nakon 24 h, Celije
su oprane PBS-om i inkubirane 30 min na 37°C sa DCFH-DA (Sigma-Aldrich) finalne
koncentracije 15 pM, u kompletnom medijumu. Po uklanjanju DCFH-DA, ¢elije su tretirane 2 h
razli¢itim koncentracijama violaceina. Netretirane Celije su sluZile kao negativna kontrola, a
bunari bez Celija kao blank. Fluorescencija produkata reakcije je izmerena na Infinite 200 PRO
multiplate reader-u (TECAN), pri Cemu je ekscitaciona talasna duzina bila 485 nm, a emisiona
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530 nm. Rezultati merenja su izrazeni relativno u odnosu na kontrolu tretiranu rastvaracem
(DMSO).

3.2.7.7. Odredivanje nivoa lipidne peroksidacije

Stepen lipidne peroksidacije je odredivan merenjem nivoa malondialdehida (MDA), finalnog
produkta lipidne peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina usled delovanja slobodnih radikala
(Ayala et al, 2014). U ovom radu, primenjena je metoda koju su razvili Potter i saradnici, a
zasniva se na vezivanju tiobarbituratne kiseline (eng. thiobarbituric acid, TBA) za MDA, ¢ime
nastaju reaktivne supstance tiobarbituratne kiseline (eng. thiobarbituric acid reactive
substances, TBARS). Koli€ina formiranih jedinjenja, merena u medijumu u kome su gajene celije
i u Celijskim lizatima, direktno je proporcionalna koli¢ini MDA (Potter et al, 2011).

Celije su zasejane u ploce sa 6 bunara (1,5x106 ¢elija po bunaru) i sledeéeg dana tretirane
violaceinom ili rastvaracem (0,1% DMSO). Posle 24 h tretmana, 500 pl hranljivog medijuma je
prikupljeno i pomeSano sa 400 pl 15% trihlorsiréetne kiseline (Sigma-Aldrich) i 800 pl 0,67%
TBA (Sigma-Aldrich) sa 0,01% butilovanog hidroksitoluena (Sigma-Aldrich). SmeSa je
zagrevana 20 min na 95°C, a potom ohladena na sobnoj temperaturi. Nakon dodavanja po 3 ml
butanola i blagog meSanja, uzorci su ostavljeni na sobnoj temperaturi do momenta odvajanja
faza. Po 200 pl gornje faze svakog od uzoraka je prebaceno u bunar mikrotitarske ploce za
merenje fluorescencije produkata reakcije.

Za analizu sadrzaja MDA u Celijskim lizatima, Celije su oprane PBS-om i lizirane u 1 ml 2,5%
trihlorsiréetne kiseline. Nakon centrifugiranja 5 min pri 13000 obr/min, supernatanti su
upotrebljeni za merenje produkata MDA-TBA reakcije, dok su talozi iskoriS¢eni za merenje
koncentracije proteina prethodno opisanom metodom po Bradfordu. Celijski lizati su
pripremljeni za MDA-TBA reakciju, na isti nacin kao Sto je opisano za medijum u kome su gajene
Celije.

Fluorescencija produkata MDA-TBA reakcije je merena na Infinite 200 PRO multiplate reader-u
(TECAN), pri ekscitacionoj talasnoj duzini od 530 nm i emisionoj od 550 nm. Standardna kriva,
konstruisana na osnovu izmerenih apsorbanci za seriju razblazenja MDA poznate
koncentracije, primenjena je za izracunavanje koncentracije MDA u uzorcima. Rezultati su
normirani u odnosu na sadrzaj ukupnih proteina u uzorku i izraZeni u ekvivalentima MDA po
mg proteina.

3.2.8. Konfokalna i DIC mikroskopija

Za vizualizaciju violaceina i analizu preparata sa fluorescentno obeleZenim proteinima
primenjena je konfokalna mikroskopija na sistemu TCS SP8 (Leica), a slike su zabeleZene i
obradene pomoc¢u programa LAS AF (Leica, softver instaliran uz mikroskop) i LAS X (Leica,
slobodno dostupan softver).

U cilju vizualizacije violaceina tokom tretmana, ¢elije su zasejane na petri Solje sa staklenim
dnom i tretirane odgovarajuc¢om ICso koncentracijom. U toku naredna 24 h, praceno je da li
dolazi do prodiranja violaceina u unutrasnjost Celija. Fluorescencija violaceina pobudena je
laserskom svetloS¢u talasne duZine 575 nm, a maksimum emisije je detektovan na 675 nm.
Vizualizacija Celija tretiranih violaceinom izvedena je putem fazno-kontrastne mikroskopije
(eng. Differential interference contrast, DIC). Ova metoda naglasava kontrast u transparentnim
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uzorcima, ¢ime se postiZe reljefnost slike. Sistem za ovu mikroskopiju je integralni deo TCS SP8
sistema.

3.2.9. Statisticka analiza

Statisticka analiza je sprovedena koriS¢enjem programskog paketa SPSSv21.0 (IBM). Normalna
distribucija podataka je potvrdena Sapiro-Vilkovim testom, a homogenost varijanse Levenovim
testom. Pojedinacna poredenja eksperimentalnih grupa sa kontrolnom grupom izvedena su
putem Studentovog t-testa. Jednofaktorskom analizom varijansi (eng. One-way analysis of
variance, ANOVA) medusobno je poredeno vise grupa, pri cemu je za simultano poredenje
nekoliko grupa sa kontrolnom koriS¢en Danetov post hoc test. Dvofaktorskom analizom
varijanse odredivana je statisticka znacajnost efekta interakcije razlicitih faktora. Rezultati su
predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija, a p vrednost < 0,05 je smatrana
znacajnom.

30



4. REZULTATI

4. REZULTATI
4.1. Karakterizacija ekspresije gena ANKRD1 u ¢elijskim linijama RMS

Prvi deo ove doktorske disertacije posveéen je karakterizaciji ekspresije i unutarcelijske
lokalizacije proteina ANKRD1 u €elijskim linijama RMS (SJRH30, RD i HS-729).

4.1.1. Potvrda specifi¢nosti antitela na humani protein ANKRD1

U ovom radu KkoriS¢eno je anti-ANKRD1 antitelo, proizvedeno u saradnji izmedu LMB i
Vojnomedicinske akademije, prema proceduri opisanoj u radu Koji¢ et al, 2009. Za imunizaciju
miSeva je pritom koriS¢en rekombinantni protein ANKRD1 fuzionisan sa histidinskim tagom.

Da bismo potvrdili specificnost anti-ANKRD1 antitela, eksprimirali smo ANKRD1 u HeLa
¢elijama transfekcijom ekspresionim vektorom pcDNA3 u koji je ukloniran ORF gena ANKRD1.
Nakon 24 h, pripremljeni su proteinski ekstrakti koji su potom analizirani metodom Western
blot. Za imunodetekciju je koriS¢eno anti-ANKRD1 antitelo, a ekstrakt netransfekovanih HeLa
Celija i ekstrakt humanog srca su posluZili kao negativna i pozitivna kontrola, redom (Slika 6).

Rezultati prikazani na Slici 6 pokazuju da je testirano antitelo specificno prepoznalo
odgovarajuci antigen. Signal, koji odgovara molekulskoj teZini proteina ANKRD1 od pribliZzno
38 kDa, bio je prisutan u pozitivnoj kontroli i u transfekovanim celijama, ali ne i u negativnoj
kontroli. Ovi nalazi podrzavaju validnost i specificnost anti-ANKRD1 antitela za prepoznavanje
ciljnog proteina.

Hela
A1 NT Srce

r“ -55 kDa
p -

-35 kDa

Slika 6. Validacija anti-ANKRD1 antitela. HeLa celije su transfekovane ekspresionim
vektorom pcDNA3 koji sadrzi ORF gena ANKRD1 (A1). Ekstrakt netransfekovanih HeLa celija
(NT) je koris¢en kao negativna kontrola, a ekstrakt humanog srca kao pozitivna kontrola. Na
gel je naneto po 20 pg ekstrakata HeLa ¢elija i 10 pg proteina srca. Imunodetekcija je izvrSena
pomocu anti-ANKRD1 antitela.
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4.1.2. Ekspresija ANKRD1 u celijskim linijama RMS

S obzirom da je u bazi The Human Protein Atlas registrovana ekspresija ANKRD1 iRNK u
¢elijskim linijama RD i SJRH30, ispitali smo eventualne razlike u nivou ekspresije i primarnoj
strukturi ANKRD1 transkripta medu njima. Analizu smo prosirili na jo$ jednu ¢elijsku liniju
RMS, HS-729. Metodom RT-PCR detektovali smo transkript ANKRD1 u Celijama svih ispitivanih
linija (Slika 7A), a qPCR metodom smo utvrdili da ne postoji znacajna razlika u nivou ekspresije
ovog transkripta medu njima (Slika 7B). Prose¢ne Ct vrednosti + standardne devijacije su
prikazane u Tabeli 14. Sekvenciranje ORF-a gena ANKRD1 je pokazalo da sve analizirane
Celijske linije eksprimiraju neizmenjeni, wild-type ANKRD]1.

A B
RD SJRH30 HS-729 L
-k 1 2 3 1 2 3 1 2 3
) g 7
§ -200 bp x
s T D S en S NN WD wmm w100 bp QN 24
I
Q -200 bp 0-
g « » oem o % 8l e owe o=e eowe -100 bp q’?‘@ 49%:09
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Slika 7. Ekspresija transkripta ANKRD1 u Celijskim linijama RMS. A - Fragmenti transkripta
ANKRD1 poreklom iz tri ¢elijske linije RMS amplifikovani RT-PCR metodom. GAPDH transkript
je sluzio kao referentni, a reakcija bez cDNK kao negativna kontrola (-k). Analizirana su tri
bioloska replikata (1-3) po Celijskoj liniji. B - Relativna kvantifikacija ANKRD1 iRNK u cCelijskim
linijama RMS metodom qPCR. Nivo ekspresije je izracunat metodom 2-2¢t, pri ¢emu je kao
referentni koriS¢en transkript GAPDH. Vrednosti su pomnoZene sa 1000 radi lakSeg poredenja.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost *+ standardna devijacija iz tri bioloSka replikata.

Tabela 14. Vrednosti Ct * standardna devijacija dobijene analizom rezultata qPCR-a za
transkripte gena ANKRD1 i GAPDH u testiranim Celijskim linijama

ANKRD1 GAPDH
SJRH30 24.59 £ 0.97 16.01 £1.32
RD 24.47 £0.39 16.17 £ 0.77
HS-729 23.39+£0.36 15.34 £ 0.61

Nasuprot rezultatima dobijenim na nivou iRNK, Western blot analizom smo detektovali
razlicite nivoe ekspresije proteina ANKRD1 medu celijskim linijama RMS. Nakon analize 50 pg
ukupnih proteina po celijskoj liniji, ANKRD1 je detektovan samo u SJRH30 (Slika 8, levo).
Odsustvo signala u RD i HS-729 ¢elijama nije bilo izazvano taloZenjem proteina ANKRD1 tokom
pripreme proteinskih ekstrakata (Slika 8, desno).
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Slika 8. Ekspresija proteina ANKRD1 u celijskim linijama RMS. Levi panel - Detekcija
ANKRD1 u 50 pug ukupnih proteina izolovanih iz ¢elija RMS. Pozitivan signal, koji odgovara traci
ocekivane molekulske mase od priblizno 38 kDa, uocen je u ekstraktu ¢elija SJRH30. Proteinski
ekstrakt srca sluzio je kao pozitivha kontrola. Prikazan je reprezentativni od tri nezavisna
eksperimenta. Desni panel - Detekcija proteina ANKRD1 u supernatantu (SN) i peletu (P)
dobijenim u toku izolacije ukupnih proteina iz ¢elija. Proteinski ekstrakti humanog srca i 293
Celija su koris¢eni kao pozitivna i negativna kontrola, redom.

U cilju povecanja praga detektabilnosti proteina ANKRD1 u uzorcima, sproveli smo njegovu
imunoprecipitaciju koriste¢i anti-ANKRD1 antitelo, nakon ¢ega je u uzorku poreklom od RD
Celija detektovana traka koja odgovara molekulskoj masi proteina ANKRD1 (Slika 9A).
Medutim, imunoprecipitacija nije rezultirala detekcijom ANKRD1 u uzorku celijske linije HS-
729, ¢ak ni nakon imunoprecipitacije ANKRD1 iz 1 mg ukupnih proteina (Slika 9B).

A B
IP (0,5 mg) IP (1 mg)
anti-ANKRD1 + - anti-ANKRD1  + -
protein A/G + + PE protein A/lG  + + PE 6«"?'
RD PR ANKRD1 [0 .ﬂ
HS-729 ! i A HS-729

SURH30 ™* =

Slika 9. Detekcija proteina ANKRD1 nakon selektivnog obogacivanja. A - Protein ANKRD1
je imunoprecipitiran (IP) anti-ANKRD1 antitelom iz 0,5 mg ukupnih proteina izolovanih iz ¢elija
RMS. Prikazan je jedan od dva nezavisna eksperimenta. PE: 15% koli¢ine ukupnih proteina za
RD i SJRH30 i 10% koli¢ine ukupnih proteina za HS-729. B - Detekcija ANKRD1 proteina nakon
imunoprecipitacije (IP) sa anti-ANKRD1 antitelom i 1 mg ukupnih proteina izolovanih iz HS-
729 celija. PE: 5% koliCine ukupnih proteina. Proteinski ekstrakt srca je koris¢en kao pozitivna
kontrola.

Predstavljeni rezultati ukazuju na heterogenost ekspresije ANKRD1 proteina u celijskim
linijjama RMS, za razliku od transkripta koji je imao slican nivo ekspresije u analiziranim
¢elijama.
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4.1.3. Unutarcelijska lokalizacija ANKRD1 u ¢elijskim linijjama RMS

Imunocitohemijskom analizom, protein ANKRD1 smo detektovali u citoplazmi i jedrima celija
RMS, sa naglaSenim jedarnim signalom (Slika 10). Odsustvo signala u kontrolnom uzorku (bez
primarnog antitela), potvrdilo je specificnost imunobojenja na ANKRD1.

U jedrima RD i HS-729 Celija primecen je tacCkasti signal, koji ukazuje na prisustvo ANKRD1 u
specificnim jedarnim strukturama (Slika 10, strelice). U pokuSaju da identifikujemo ove
strukture, istovremeno smo inkubirali ¢elije sa antitelima na ANKRD1 i protein promijelocitne
leukemije, marker PML tela. Odsustvo ko-lokalizacije (Slika 11) ukazuje da ANKRD1 nije
prisutan u PML telima cCelija RMS.

SEKUNDARNO SEKUNDARNO
ANKRD1 ANKRD1 + DAPI ANTITELO ANTITELO + DAPI

SJRH30

Slika 10. Lokalizacija proteina ANKRD1 u ¢elijama RMS. Imunofluorescentnim bojenjem i
konfokalnom mikroskopijom identifikovana je citoplazmaticna i jedarna lokalizacija ANKRD1
(zeleni signal) u celijama RMS. Jedra su obelezena bojom DAPI (plavi signal). Bele strelice
pokazuju na jedarne strukture sa visokim sadrZzajem ANKRD1 (uve¢ane u umecima). Intenzitet
signala nije uporediv izmedu slika. Fluorescentni signal nije registrovan kada je primarno
antitelo izostavljeno. Linija razmere odgovara duzini od 10 pm.
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Slika 11. ANKRD1 nije lokalizovan u PML telima éelija RMS. Celije su simultano obojene
anti-ANKRD1 antitelom (zeleni signal) i anti-PML antitelom (crveni signal). Jedra su bojena
DAPI-jem (plavi signal). Linija razmere odgovara duzini od 5 pm.

Slededi korak je bio da testiramo da li su strukture u kojima je detektovan ANKRD1 Kahalova
tela. Imunofluorescentnim bojenjem celija anti-ANKRD1 antitelom i antitelom na marker
Kahalovih tela, koilin, dobijeni su preklapajuci signali (Slika 12), ¢cime je potvrdeno prisustvo
ANKRD1 u Kahalovim telima ovih ¢elija. Medutim, nisu sva Kahalova tela bila pozitivha na
ANKRD1.

ANKRD1 Koilin + DAPI Kombinovano

-»
RD
+
e
o - . -

Slika 12. Lokalizacija ANKRD1 u Kahalovim telima RD i HS-729 ¢elija. Imunocitohemijska
detekcija ANKRD1 (zeleni signal) i markera Kahalovih tela, koilina (crveni signal). Jedra su
obojena bojom DAPI (plavi signal). Zute strelice pokazuju na Kahalova tela pozitivna na
ANKRD1, a bele na negativna. Linija razmere odgovara duZini od 10 pm.
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4.1.4. Proteazomalna degradacija ANKRD1 u ¢elijama RMS

Hipotezu da do disproporcije izmedu nivoa ANKRD1 iRNK i proteina u ¢elijama RMS dolazi
usled degradacije ANKRD1 u proteazomima testirali smo inhibicijom proteazomalne aktivnosti
primenom MG132, inhibitora proteazoma. Efikasnost inhibicije proteazomske aktivnosti
potvrdena je povecanjem nivoa proteina p21, poznatog supstrata proteazomalne degradacije u
¢elijama RMS (Phillips et al, 2007). Nakon 4 i 8 h tretmana, doslo je do povec¢anja nivoa ANKRD1
u odnosu na kontrolnu grupu tretiranu rastvaracem (DMSO) (Slika 13), ukazuju¢i daje ANKRD1
podloZan proteazomalnoj degradaciji u ¢elijskim linijama RMS.

SJRH30 RD HS-729
-k 4h 8h -k 4h 8h -k 4h 8h
- e - p21

Slika 13. ANKRD1 se degraduje u proteazomima c¢elija poreklom od RMS. Tretman celija
RMS 25 pM inhibitorom proteazoma MG132 tokom 4 i 8 h rezultovao je poveanjem nivoa
ANKRD1 u poredenju sa kontrolnim ¢elijama tretiranim rastvaracem (-k). Efikasnost tretmana
potvrdena je na osnovu ocekivanog povecanja nivoa proteina p21. Na gel je naneto po 60 ug
proteinskih ekstrakata, a GAPDH je detektovan kao kontrola da su na gel nanete jednake
kolicine proteina. Prikazan je reprezentativni od tri nezavisna eksperimenta.

4.1.5. Egzogena ekspresija ANKRD1 u ¢elijskim linijama RMS

U cilju proucavanja funkcije ANKRD1 u celijama RMS, Zeleli smo da ispitamo efekat njegove
povecane ekspresije na karakteristike tumorskih ¢elija RMS. U tu svrhu, celije RMS smo
transfekovali ekspresionim vektorom u koji je ukloniran ORF gena ANKRD1. Medutim, nakon
nekoliko pokusaja, nismo detektovali povecanje ekspresije proteina ANKRD1. Postavili smo
hipotezu da ¢elije RMS ne toleriSu povecanu ekspresiju ANKRD1. Hipotezu smo dokazali
eksperimentom u kome smo ANKRD1 uspesSno povecano eksprimirali u drugom tipu tumorskih
¢elija (HeLa), dok smo u ¢elijama RMS povecano eksprimirali ANKRD2 koji je evolutivno blizak
proteinu ANKRD1, pripada istoj familiji proteina i sa njim deli iste strukturne motive,
uklju¢ujuéi PEST sekvence neophodne za proteazomalnu degradaciju. Celije smo transfekovali
konstruktima pCMV-Tag2B-ANKRD1 i pCMV-Tag2B-ANKRD2, koji omogucéavaju ekspresiju
rekombinantnih proteina ANKRD1 i ANKRD2 konjugovanih sa FLAG peptidom. lako je
povecanje ekspresije ANKRD2 bilo postignuto u svim ¢elijskim linijama, ekspresija ANKRD1 je
ostala niska (u SJRH30 i HS-729 celijama) ili nedetektabilna (u RD ¢elijama) (Slika 14).
Suprotno tome, povecana ekspresija ANKRD1 je postignuta u HeLa Celijama, ukazuju¢i na
specificno svojstvo ¢elija RMS da ne toleriSu egzogenu ekspresiju ANKRD1.
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Slika 14. NeuspesSnost povecanja ekspresije proteina ANKRD1 u ¢elijskim linijama RMS.
RMS i HeLa ¢elije su transfekovane vektorom pCMV-Tag2B u koji je ukloniran ORF gena
ANKRD1 (A1) ili ANKRDZ (A2). ANKRD1 i ANKRD2 su detektovani antitelom na FLAG peptid sa
kojim su fuzionisani. Netransfekovane celije (NT) su koriS¢ene kao negativna kontrola. Nivo
proteina je pracen Western blot metodom, koriste¢i GAPDH kao kontrolu nanosenja jednake
koli¢ine proteina. Na gel je naneto po 50 pg ukupnih proteina ¢elija RMS i po 10 pg ukupnih
proteina HeLa cCelija.

4.2. Procena antitumorskog efekta violaceina na celije poreklom od RMS

U drugom segmentu istraZivanja, ispitali smo antitumorski potencijal violaceina na celijskim
linijama RMS koriste¢i niz eksperimentalnih pristupa:

e Analiza citotoksicnosti in vitro i toksi¢nosti in vivo

e (Odredivanje tipa Celijske smrti

e Pracenje interakcije sa Celijama

e Pracenje efekta na migraciju ¢elija

e Analiza parametara oksidativnog stresa

e Ispitivanje citotoksicnog efekta u kombinaciji sa hemioterapeuticima.
4.2.1. Citotoksicni efekat violaceina na celije poreklom od RMS

Efekat violaceina na preZivljavanje celijskih linija RMS (SJRH30, RD i HS-729), ispitali smo
primenom MTT eseja. Celije su tretirane 24 h rastué¢im koncentracijama violaceina i na osnovu
procenata preZivelih Celija za svaku od koncentracija, odredene su ICso vrednosti, potrebne za
smanjenje vijabilnosti za 50% (Slika 15). Na osnovu ICso vrednosti, najosetljivija na dejstvo
violaceina bila je Celijska linija HS-729 (ICso = 0,66 uM), dok su RD ¢elije bile najrezistentnije
(ICso = 0,88 puM). ICso vrednost za SJRH30 celijsku liniju iznosila je 0,84 pM. ICso vrednost
dobijena za V79-4 celije (1,6 uM) bila je statisticki znacCajno viSa u odnosu na ICso vrednosti
¢elija RMS, ukazuju¢i na selektivnost citotoksicnog dejstva violaceina prema tumorskim
¢elijama.

U narednim esejima primenjene su koncentracije koje odgovaraju dobijenim ICso vrednostima,
a kao reprezent je odabrana €elijska linija RD koja vodi poreklo od najceS¢eg, embrionalnog tipa
RMS.
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Slika 15. ICso vrednosti violaceina za ¢elijske linije RMS i V79-4. [Cso vrednosti, izraZene u
uM, izracunate su na osnovu rezultata MTT eseja. Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost +
standardna devijacija tri nezavisna eksperimenta. ICso vrednost svake od ¢elijskih linija RMS je
uporedena sa ICso vrednoséu V79-4 Celijske linije, koriste¢i Danetov test, **p <0,01, *p <0,05.

4.2.2. Uticaj violaceina na preZivljavanje embriona zebrica

Primenom FET testa ispitali smo in vivo toksi¢nost violaceina na embrionima zebrica. Embrioni
su inkubirani u prisustvu rastu¢ih koncentracija violaceina (od 0,1 do 50 uM) do 120 hpf.
ToksiCnost je procenjena na osnovu procenta mrtvih, izleglih i neizleglih embriona u pet
razlicitih vremenskih tacaka (24, 48, 72, 96 i 120 hpf) u odnosu na kontrolnu grupu.
Koncentracije violaceina od 0,1, 0,51 1 uM nisu pokazale toksi¢nost (Slika 16). Nasuprot tome,
tretmani sa 10 i 50 pM violaceinom su znacajno smanjili preZivljavanje embriona u svim
vremenskim tackama, dok je 5 uM violacein izazvao znacajno smanjenje prezivljavanja pocevsi
od 72 hpf (p £ 0,001). JaCe doze violaceina (5, 10 i 50 puM) prouzrokovale su odlaganje izleganja
embriona (Slika 17), koje se ocekuje na 72 hpf.
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Slika 16. PreZivljavanje embriona zebrica izloZenih violaceinu. Embrioni su tretirani
rastu¢im koncentracijama violaceina (od 0,1 do 50 uM), a preZivljavanje je praceno od 24 do
120 sati nakon oplodenja. Kao negativna kontrola koris¢en je tretman 0,1% DMSO-om. Efekat
razli¢itih koncentracija violaceina analiziran je Danetovim testom, pri ¢emu je negativna
kontrola sluZila kao kontrolna grupa, *p < 0,001.
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Slika 17. PreZivljavanje i izleganje embriona zebrica pod dejstvom violaceina
koncentracije =2 5 pM. Embrioni su tretirani violaceinom u koncentracijama od 5, 101 50 uM i
praceni na 24, 48, 72, 96 i 120 hpf. U negativnoj kontroli koriS¢en je 0,1% DMSO (rastvarac).
Pocetni broj embriona u svakoj eksperimentalnoj grupi je bio 60. Brojevi mrtvih, izleglih i
neizleglih embriona su prikazani unutar stubaca. Stubac koji se odnosi na 120 hpf prikazuje
rezultat zasebnog eksperimenta.
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4.2.3. Tip celijske smrti ¢elija RD tretiranih violaceinom

U cilju odredivanja tipa Celijske smrti izazvane violaceinom, RD C¢elije su tretirane 24 h
odgovarajucom ICso koncentracijom (0,88 pM) ovog jedinjenja. Kontrolne Celije su tretirane
0,1% DMSO-om. Na osnovu analize proto¢nom citofluorimetrijom nakon obelezavanja ¢elija PI
i AneksinomV-AF488, procenat vijabilnih (fluorescentno-neobeleZenih) celija je iznosio 40%,
dok je 1% bilo u ranoj apoptozi i 30% u kasnoj apoptozi (Slika 18). Tretman je doveo do
statisticki znacajnog povecanja procenta dvostruko pozitivnih celija (obeleZenih i PI i
AneksinomV-AF488) u odnosu na kontrolu.
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Slika 18. Analiza tipa celijske smrti nakon tretmana RD ¢elija violaceinom. Prikazani su
rezultati protocne citofluorimetrije nakon 24 h tretmana violaceinom koncentracije 0,88 pM.
Kvadranti na levom panelu su definisani kao: Q1 - PI*/Aneksin V- (mrtve Ccelije); Q2 -
PI*/Aneksin V* (Celije u kasnoj apoptozi); Q3 - PI-/Aneksin V- (zive Celije); Q4 - PI-/AneksinV+*
(Celije u ranoj apoptozi). Prikazan je jedan od tri nezavisna eksperimenta. Kontrolne ¢elije su
tretirane 0,1% DMSO-om. Desni panel prikazuje procenat Celija u svakom od kvadranata (Q1-

Q4) iz tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim t-testom, *p <
0,05.

4.2 .4. Interakcija violaceina sa ¢elijama RMS

Interakcija violaceina sa Celijama RMS pracena je u realnom vremenu zahvaljujuéi njegovoj
autofluorescenciji. Celije su analizirane na konfokalnom mikroskopu tokom 24 h tretmana
violaceinom u odgovarajucoj ICso koncentraciji. Samo 15 minuta nakon dodavanja violaceina,
zabeleZena je njegova precipitacija na povrsini Celija, Sto se moze jasno videti sa 3D prikaza
dobijenog rekonstrukcijom serije optickih preseka (Slika 19). Ovaj fenomen se zadrzao do kraja

tretmana. Tokom ispitivanog vremenskog perioda, unutarcelijska lokalizacija violaceina nije
primecena.
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Slika 19. Vizualizacija violaceina na povrsini ¢elija RMS nakon 15 min tretmana. Sleva
nadesno: Morfologija tretiranih Celija pracena DIC mikroskopijom (Brightfield);
Autofluorescencija violaceina zabeleZena na 675 nm (crveni signal); Preklopljena slika; 3D
prikaz. Linija razmere odgovara duZini od 50 um.

4.2.5. Uticaj violaceina na migraciju ¢elija RMS

Efekat violaceina na migraciju Celija RMS ispitan je putem eseja zarastanja rane (eng. wound
healing assay). Zatvaranje ,rane” je praceno u dve vremenske tacke: 5 h i 10 h nakon njenog
kreiranja. Kao $to se moZe videti na Slici 20, kod ¢elija tretiranih violaceinom procenat povrsine
nepokrivene Celijama je bio veci u poredenju sa Celijama tretiranim 0,1% DMSO-om (kontrola)
u obe vremenske tacke. U slucaju cCelijske linije SJRH30, rezultat je bio statisticki znacajan (p <
0,05) u obe vremenske tacke, dok je u Celijskim linijama HS-729 i RD usporavanje migracije bilo
primetno, ali ne i statisticki znacajno.
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Slika 20. Efekat violaceina na migraciju ¢elija RMS. Celije su tretirane odgovarajué¢im ICso
koncentracijama violaceina, dok su celije u kontroli izlozene 0,1% DMSO-u kao rastvaracu.
Prikazane su reprezentativne fotografije ,rane” u momentu kad je napravljena (0 h),i 5hi 10
h nakon njenog formiranja. Linija razmere odgovara 100 um. Histogrami ilustruju procenat
povrSine nepokrivene celijama u odnosu na pocetnu povrSinu rane iz tri nezavisna
eksperimenta. **p < 0,01, *p < 0,05.
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4.2.6. Dejstvo violaceina na parametre oksidativnog stresa u ¢elijama poreklom od RMS

Da bismo utvrdili da li violacein izaziva oksidativni stres u celijama RMS, ispitali smo
citotoksicnost violaceina nakon tretmana Celija antioksidantom i izmerili uticaj violaceina na
nivoe reaktivnih vrsta kiseonika i lipidne peroksidacije.

U sluCaju da violacein izaziva cCelijsku smrt preko oksidativnog stresa, tretman Ccelija
antioksidantom bi trebalo da dovede do povecanja broja preZivelih ¢elija nakon tretmana
violaceinom. Celije su predtretirane antioksidantom N-acetil-cisteinom (NAC) u trajanju od 1 h,
nakon Cega su gajene u prisustvu violaceina naredna 24 h. Ovaj kombinovani rezZim nije doveo
do promene u preZzivljavanju €elija u poredenju sa kontrolnim ¢elijama tretiranim violaceinom,
koji je oCekivano izazvao smanjeno prezivljavanje u svim ¢elijskim linijama (Slika 21).
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Slika 21. N-acetil-cistein nije uticao na smanjenje vijabilnosti ¢elija indukovano
violaceinom. Celije su preinkubirane sa 25 mM NAC-om u trajanju od 1 h, a potom su 24 h
tretirane odgovaraju¢om ICso koncentracijom violaceina (NAC+V). Kontrolne grupe su bile
netretirane Celije (K) i Celije tretirane samo N-acetil-cisteinom (NAC) ili samo violaceinom (V).
Rezultati su normalizovani u odnosu na vrednosti dobijene za netretirane celije (K).

Da bismo utvrdili da li tretman violaceinom dovodi do povecanja produkcije reaktivnih vrsta
kiseonika, primenili smo DCFH esej. Produkcija ROS je kvantifikovana u RD ¢elijama tretiranim
rastu¢im koncentracijama violaceina, ve¢im i manjim od ICso (0,15, 0,75, 1,5, 3, 5i 10 uM).
Stepen fluorescencije DCFH-DA, koji odrazava nivo produkcije ROS, nije pokazao razlike
izmedu kontrolnih ¢elija i Celija tretiranih koncentracijama manjim od ICso (Slika 22, levo), dok
je tretman 1,5 uM i ve¢im koncentracijama redukovao stepen fluorescencije DCFH-DA za 25 i
viSe procenata. Kontrolni tretman 800 puM vodonik-peroksidom je doveo do ocekivanog
povecanja produkcije ROS (Slika 22, desno).

Jo$ jedan indikator oksidativnog stresa, lipidna peroksidacija, analiziran je odredivanjem
reaktivnih supstanci tiobarbituratne kiseline. RD ¢elije su prvo tretirane odgovaraju¢om ICso
koncentracijom violaceina tokom 24 h. U medijumu u kome su gajene celije i celijskim
ekstraktima je, potom, izmeren nivo lipidne peroksidacije, izrazen u ekvivalentima MDA.
Sadrzaj MDA izmedu kontrolnih i tretiranih Celija nije bio statisticki znacajno razlicit (Slika 23).

Dobijeni rezultati ukazuju da dejstvo violaceina na ¢elije RMS nije povezano sa oksidativnim
stresom.
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Slika 22. Tretman violaceinom nije indukovao produkciju reaktivnih vrsta kiseonika u
¢elijama RMS. Levo - Nivo reaktivnih vrsta kiseonika izmeren primenom DCFH-DA eseja u RD
¢elijama izloZenim naznacenim koncentracijama violaceina u toku 2 h. Fluorescencija DCFH-DA
u Celijama tretiranim violaceinom je normalizovana u odnosu na kontrolne, netretirane celije.
Desno - Produkcija ROS u RD ¢elijama nakon tretmana 800 uM vodonik-peroksidom u trajanju
od 6 minuta. Rezultat je izraZen relativno u odnosu na trenutak pre dodavanja vodonik-
peroksida.
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Slika 23. Tretman violaceinom nije indukovao lipidnu peroksidaciju u ¢elijama RMS.
Lipidna peroksidacija je analizirana merenjem koncentracije MDA u cCelijskim ekstraktima i
medijumu u kome su gajene celije. RD ¢elije su tretirane ICso koncentracijom violaceina (0,88
uM) u trajanju od 24 h. Netretirane Celije su sluzile kao kontrola. Koncentracija MDA je izraZena
u ng/mg ukupnih proteina u uzorku.
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4.2.7.Sadejstvo violaceina sa konvencionalnim hemioterapeuticima

Jedan od najCeS¢e primenjivanih reZima u le¢enju RMS predstavlja kombinovani tretman
irinotekanom i vinkristinom. Takode, Cesta je primena doksorubicina, medutim, s obzirom na
izraZen kardiotoksic¢ni efekat, izbegava se kod pedijatrijskih pacijenata. U ovoj doktorskoj
disertaciji ispitano je sadejstvo violaceina sa doksorubicinom, irinotekanom i analogom
vikristina, vinfluninom. Najpre smo, na osnovu rezultata MTT testa, odredili IC2s koncentracije
ova tri hemioterapeutika za RMS celije (Slika 24).

B sRH30 | RD HS-729

Doksorubicin Irinotekan Vinflunin
2.0 300 25

1.5 20

200
15

1.0
10
100

D |

Slika 24. IC2s vrednosti doksorubicina, irinotekana i vinflunina za celijske linije RMS.
Vrednosti su izrazene u pg/ml. Prikazane su srednje vrednosti + standardne devijacije koje
predstavljaju rezultate tri nezavisna eksperimenta.
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Potom su hemioterapeutici u koncentraciji 1C2s primenjeni samostalno i u kombinaciji sa
violaceinom koncentracije ICz2s. Svi eksperimenti su uradeni u tri replikata za svaku od ¢elijskih
linija i za svaki od ispitivanih hemioterapeutika, u tehni¢kim cetvoroplikatima. Rezultati su
predstavljeni kao procentualno smanjenje broja vijabilnih celija u poredenju sa netretiranom
kontrolom. Kombinovani tretman je doveo do povecanja broja umrlih ¢elija (Slika 25), u odnosu
na celije koje su bile tretirane samo jednim hemioterapeutikom odgovarajuée ICzs
koncentracije. Rezultat je bio statisticki znacajan (p < 0,05) za sve celijske linije tretirane
kombinacijom violaceina i doksorubicina, dok violacein nije imao statisticki znac¢ajan uticaj na
efekat irinotekana i vinflunina.

45



4. REZULTATI

= Doksorubicin mIrinotekan mVinflunin

B Doksorubicin + violacein mIrinotekan + violacein mVinflunin + violacein
7 70 * = 50 = 80
o 60 o o} 70
£ £ 40 £
55 90 8 5o
:g't 40 * :g't 30 :g&\, 28
-“—J.g 30 ’—‘ -“—J.g 20 _q_,:\_% 30
88 20 88 88 20
c =} 10 c
g z g 10
7 e e n 0 2 0

Q O
L € L & L& A
& b3 & F & F

Slika 25. Violacein pojacava citotoksicni efekat hemioterapeutika. Rezultati su
predstavljeni kao procentualno smanjenje broja vijabilnih ¢elija u odnosu na broj ¢elija u
kontroli. Prikazane su srednje vrednosti + standardne devijacije dobijene na osnovu rezultata
tri nezavisna eksperimenta. Srednje vrednosti su uporedene Studentovim t-testom, *p < 0,05.

Da bismo odredili da li se radi o sinergistickom, aditivnom ili antagonistiCkom dejstvu
ispitivanih agenasa, izra¢unali smo koeficijent interakcije (eng. coefficient of drug interaction,
CDI). U racCunicu su usle tri eksperimentalne grupe: ¢elije tretirane violaceinom, ¢elije tretirane
hemioterapeutikom i Celije izloZzene kombinovanom tretmanu violaceinom i
hemioterapeutikom. Efekat je izraZen relativno u odnosu na kontrolne netretirane Ccelije.
Primenjena je formula CDI=(Ea+Eg)/Eas, gde Ea i Es predstavljaju efekte pojedinacnih agenasa,
a Eap efekat njihove kombinacije (Foucquier i Guedj, 2015). Odgovaraju¢e p vrednosti su
izraZene na osnovu znacajnosti interakcije dobijene faktorijalnom analizom varijanse efekata
individualnih i kombinovanih tretmana (Slinker, 1998).

[zracunavanjem CDI koeficijenta utvrdili smo da je kombinovani tretman violaceina i
ispitivanih hemioterapeutika imao aditivni efekat (CDI~1) u svim ¢elijskim linijama RMS, osim
kombinovanog tretmana violaceinom i doksorubicinom koji je pokazao sinergisticki efekat u
pogledu smanjenog preZivljavanja RD celija (CDI=0,58)(Slika 26). Medutim, faktorijalnom
analizom varijanse nije dobijena statisticka znacajnost interakcije doksorubicina i violaceina
(p=0,11).

46



4. REZULTATI

18

16

14

12

ERD
ESJRH30
OHS-729

0.8

0.6

Koeficijent interakcije

04

0.2

Doksorubicin + violacein Irinotekan + violacein Vinflunin + violacein

Slika 26. Koeficijent interakcije (CDI) violaceina sa hemioterapeuticima
doksorubicinom, irinotekanom i vinfluninom. Na osnovu efekata pojedina¢nih i
kombinovanih tretmana violaceinom i jednim od ispitivanih hemioterapeutika izracunate su
CDI vrednosti prema metodi opisanoj u Fouquier i Guedj, 2015. Vrednosti CDI vece, manje ili
jednake jedinici ukazuju na antagonisticki, sinergisticki i aditivni efekat, redom.

4.2.8. Uticaj violaceina na ekspresiju proteina ANKRD1

S obzirom da hemioterapeutici, kao $to su doksorubicin i cisplatina, uti¢u na nivo ekspresije
ANKRD1 (Aihara et al, 2000b; Scurr et al, 2008), ispitali smo da li violacein menja njegovu
ekspresiju u celijskim linijama RMS. Tretman violaceinom u trajanju od 24 h nije doveo do
promene u ekspresiji ANKRD1 (Slika 27, A). Medutim, tokom prva 4 h u ¢elijskoj liniji SJRH30
doslo je do prolaznog porasta ekspresije ANKRD1, koja se do osmog sata vratila na bazalni nivo
(Slika 27, B). U preliminarnim eksperimentima na RD i HS-729 ¢elijama violacein nije doveo do
promene u ekspresiji ANKRD1 u prvih 8 h tretmana.

A B

RD HS-729 SJRH30
K Vv K V K V K Th 2h 4h 6h 8h

ANKRD1 W R S g s s ANKRDT

MGAPDH D e e s e wssw GAPDH

Slika 27. Violacein nema uticaja na ekspresiju ANKRD1 u celijama RMS. A - Ekspresija
ANKRD1 u ¢elijama tretiranim ICso koncentracijom violaceina (V) u trajanju od 24 h. Prikazan
je jedan od dva nezavisna eksperimenta. B - Ekspresija ANKRD1 u SJRH30 ¢elijama tokom 8 h
tretmana [Cso koncentracijom violaceina. Tretman 0,1% DMSO-om je sluZio kao negativna
kontrola (K). Prikazan je reprezentativni od tri nezavisna eksperimenta.
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U ovoj disertaciji razmatrana su dva izazova vezana za RMS. Jedan se odnosi na proucavanje
proteina ANKRD1, novog potencijalnog targeta za koji je pokazano da moZe da ima klinicki
znacaj. ANKRD1 je detaljno proucavan u miSi¢nim ¢elijama, u kojima ima ulogu u diferencijaciji
i mehanosignalizaciji, kako u fiziolosSkim uslovima, tako i u uslovima stresa (Jeyaseelan et al,
1997; Kuo et al, 1999; Miller et al, 2003). Paralelna istraZivanja su pokazala povecanu
ekspresiju ANKRD1 u ¢elijama razlicitih primarnih tumora, ukljuc¢uju¢i RMS i karcinom jajnika
(Ishiguro et al, 2002; Scurr et al, 2008). Osim toga, podaci iz baze The Human Protein Atlas
ukazuju na povecan nivo ANKRD1 transkripta u Celijskim linijama poreklom iz nekoliko vrsta
tumora, kao Sto su RMS i karcinomi testisa, jetre, jajnika i pankreasa. Dodatno, pokazano je da
ANKRD1 ucestvuje u progresiji tumora jajnika, dojke i pankreasa (Lei et al, 2015; Kikuchi et al,
2016; Hui et al, 2019), kao i u hemorezistenciji tumora jajnika i pluc¢a (Scurr et al, 2008;
Takahashi et al, 2018). U RMS, ANKRD1 je prethodno istrazivan kao potencijalni dijagnosticki
marker. Ishiguro i saradnici su izvestili da je nivo ANKRD1 u RMS ve¢i nego u drugim tipovima
sarkoma, ukazuju¢i na njegov potencijal kao markera za diferencijalnu dijagnostiku (Ishiguro
etal, 2008).

Podstaknuti nalazima o ulozi ANKRD1 u tumorigenezi i njegovom potencijalu za primenu kao
dijagnostickog markera, sproveli smo studiju u kojoj smo ispitali profil i regulaciju njegove
ekspresije u komercijalnim celijskim linijama izvedenim iz embrionalnog (RD i HS-729) i
alveolarnog (SJRH30) RMS. Ova dva tipa RMS se razlikuju po morfoloskim i molekularno-
genetickim karakteristikama. RD linija potice od biopsijskog uzorka embrionalnog RMS
sedmogodiSnje devojcCice i karakteriSe je amplifikacija MYC onkogena, mutacija NRAS-a i
homozigotna mutacija u DNK vezuju¢em domenu p53 (Missiaglia et al, 2009; Schaaf et al, 2010;
Miyachi et al, 2009). HS-729 je Celijska linija primarnog embrionalnog RMS izolovana iz miSi¢a
74-godiSnjeg muskarca. S obzirom da je pojava ovog tipa RMS jako retka kod starije populacije,
negde je oznaCena i kao linija pleomorfnog RMS (Missiaglia et al, 2009). Ima homozigotnu
mutaciju koja dovodi do aminokiselinske zamene H179R u p53. Mutirani p53 ne moze da
indukuje ekspresiju ciljnih gena ukljucenih u apoptozu i zaustavljanje ¢elijskog ciklusa (Ashur-
Fabian et al, 2007). Linija SJRH30, izvedena iz metastaze alveolarnog RMS 16-godiSnjeg
pacijenta muskog pola, ima translokaciju t(2;13) i skoro triploidni broj hromozoma (Douglass
et al, 1987; Barr et al, 1998). U genomu celija ove linije amplifikovan je region koji obuhvata
gen za ciklin-zavisnu kinazu 4 odgovornu za progresiju kroz G1 fazu celijskog ciklusa (Khatib
et al, 1993; Weber-Hall et al, 1996; Berner et al, 1996). Osim toga, detektovana je i
heterozigotna mutacija koja rezultuje smanjenjem DNK vezujuce aktivnosti p53 (Miyachi et al,
2009). Ova celijska linija se, zajedno sa RD, veoma Cesto koristi u istraZivanju RMS.

U Celijskim linijama RD i SJRH30 potvrdili smo ekspresiju transkripta ANKRD1, Sto je u
saglasnosti sa podacima navedenim u bazi The Human Protein Atlas. Rezultati naSih
eksperimenata pokazuju slican nivo ANKRD1 iRNK u ove dve ¢elijske linije i HS-729 ¢elijama, i
neizmenjenu primarnu strukturu ORF-a u ovim ¢elijama, koja odgovara wild-type sekvenci.
Suprotno od sli¢cnih nivoa iRNK, protein ANKRD1 je pokazao razlike u ekspresiji medu
testiranim cCelijskim linijama, Sto ukazuje na razliCite regulatorne mehanizme koji kontroliSu
nivo ovog proteina u ¢elijama RMS. Western blot analizom detektovali smo ANKRD1 u ¢elijama
SJRH30 i RD, sa izraZenijom ekspresijom u SJRH30, dok u HS-729 ¢elijama odgovarajuci signal
nije uocen, ¢ak ni nakon imunoprecipitacije. [pak, ANKRD1 je detektovan u HS-729 Celijama
metodom imunocitohemije, Sto moZe biti pripisano razlikama u osetljivosti metoda ili
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afinitetima antitela u razliitim metodama (Burry, 2011). Proteazomalna degradacija moze
objasniti razlike izmedu nivoa ANKRD1 iRNK i proteina, kao i razlike u koli¢inama endogenog
ANKRD1 u proteinskim ekstraktima dobijenim iz razli¢itih pasaZa, budu¢i da je inhibicija
proteazoma dovela do povecanja nivoa proteina ANKRD1 u celijskim linijama RMS. Slicno
drugim proteinima sa PEST sekvencama koje sluze kao proteoliticki signali, ANKRD1 se
odlikuje kratkim unutarcelijskim poluzivotom zbog brze degradacije u 26S proteazomima
(Badi et al, 2009; Samaras et al, 2012). Ovaj mehanizam bi takode mogao doprineti izostanku
povecane ekspresije ANKRD1 u celijama RMS. Medutim, u skladu sa prethodnim studijama
(Piazzi et al, 2021), postignuto je povecanje ekspresije ANKRD2, srodnog proteina koji deli
strukturne motive sa ANKRD1, ukljucuju¢i PEST sekvence. Dodatno, postignuto je povecanje
ekspresije  ANKRD1 u HeLa celijama, uprkos njegovom kratkom poluZivotu usled
proteazomalne degradacije u ovoj celijskoj liniji (Badi et al, 2009). Ovi rezultati ukazuju da
¢elije RMS ne poseduju mehanizme Kkoji mogu da zasStite ANKRD1 od proteazomalne
degradacije i da je osetljivost na povecan nivo ANKRD1 specifi¢cna osobina ¢elija RMS. Shodno
tome, mehanizmi regulacije nivoa ANKRD1 u ovim tumorskim ¢elijama zasluZuju detaljnija
istraZivanja. Vredelo bi ispitati i da li je ANKRD1 ukljucen u inhibiciju rasta celija RMS usled
gubitka proteazomalne aktivnosti indukovane tretmanom bortezomibom (Bersani et al, 2008;
Péron et al, 2012). Treba imati u vidu i da proteazomalna degradacija ANKRD1 u ¢elijama RMS
dovodi u pitanje prikladnost ovog proteina kao potencijalnog markera RMS koju su predlozili
Ishiguro i saradnici (Ishiguro et al, 2008).

U literaturi su poznati sli¢ni slucajevi da €elije pokazuju intoleranciju na povecéanje ekspresije
odredenih gena. Lee i saradnici su pokazali da miSje embrionalne Celije ne tolerisSu povecanu
ekspresiju SUMO1 (eng. small ubiquitin like modifier 1), prilagodavaju¢i se smanjenjem
njegovog nivoa (Lee et al, 2019). Analogna zapazanja se odnose na ekspresiju
glukokortikoidnog receptora u €elijskim linijama sitno-celijskog karcinoma plu¢a (Sommer et
al, 2007) i povecanu ekspresiju sirtuina 6 u tumorskim ¢elijskim linijama (Van Meter et al,
2011). Lista se nastavlja, ukljucuju¢i mnoge pro-apoptotske proteine i tumor supresore, kao Sto
su BAX, kaspaza-9, beklin-1i p21 (Pastorino et al, 1998; Druskovic et al, 2006; Zhu et al, 2018;
Mansour et al, 2023).

U prethodnim istraZivanjima, ANKRD1 je okarakterisan kao pro-apoptotski ili anti-apoptotski
protein, u zavisnosti od patoloskog konteksta. Egzogena ekspresija Ankrdl smanjila je
apoptozu kardiomiocita miSa izazvanu hipoksijom, kroz stimulaciju ekspresije gena Bcl-2 (eng.
B-cell ymphoma 2), kako in vitro tako i in vivo (Zhang et al, 2016). Suprotno, Shen i saradnici su
pokazali da je povecana ekspresija Ankrd1 stimulisala apoptozu kardiomiocita kada su srca bila
stimulisana angiotenzinom Il ili izloZena pritisku (Shen et al, 2015). Na vezu izmedu ANKRD1 i
apoptoze dodatno ukazuje prisustvo viSe predvidenih mesta za secenje kaspazama (Ling et al,
2017). Nadalje, ANKRD1 je povezan sa povecanjem apoptotske smrti u humanim celijskim
linijama poreklom od tumora jetre, pluca, kolona, prostate i pankreasa (Park et al, 2005;
Jimenez et al, 2017; Hui et al, 2019). Suprotno tome, povecana ekspresija ANKRD1 je
promovisala proliferaciju i invaziju €elija osteosarkoma (Yin i Tong, 2022), a inhibicija ANKRD1
je povecala osetljivost celija karcinoma jajnika na apoptozu izazvanu stresom
endoplazmaticnog retikuluma (Lei et al, 2015). Uloga ANKRD1 u modulaciji apoptoze u
razli¢itim tipovima tumora, sa njegovim diferencijalnim pro- i anti-apoptotskim efektima,
dodatno komplikuje razumevanje njegove funkcije u celijama RMS.
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Funkcija ANKRD1 u tumorskim celijama, posebno u apoptozi, trebalo bi da se razmatra u
odnosu na p53. Pored njihove interakcije na nivou proteina, prethodno je pokazano da ANKRD1
povecava aktivnost p53 (Kojic et al, 2010). Osim toga, povecana ekspresija ANKRD1 stimulise
transkripciju TP53, indukuju¢i apoptozu kardiomiocita (Shen et al, 2015). Spekulacija da bi
povecana ekspresija ANKRD1 mogla biti uklju¢ena u indukciju apoptotske smrti ¢elija RMS
putem aktivacije p53 ostaje neispitana, pri Cemu se mora voditi racuna o mutacionom statusu
gena TP53. Takode, bilo bi znacajno ispitati interakciju ANKRD1 sa NF-kB, s obzirom na
sposobnost ANKRD1 da inhibira aktivnost ovog transkripcionog regulatora (Laure et al, 2010;
Liu et al, 2015), koji promoviSe maligni fenotip celija RMS i predstavlja metu agenasa
usmerenih protiv ovog tipa tumora (Cleary et al, 2017; Berger et al, 2012; Keller i Guttridge,
2013).

U miSi¢énim cCelijama, ANKRD1 ima dvostruku, citoplazmatsku i jedarnu lokalizaciju.
Komponenta je mehanosenzornog kompleksa sarkomere i pod uticajem mehanickih stimulusa
premesta se u jedro gde ucestvuje u regulaciji ekspresije gena ukljucenih u odgovor na stres
(Bang et al, 2001; Miller et al, 2003). U ¢elijama RMS takode smo detektovali i citoplazmatsku i
jedarnu lokalizaciju ANKRD1, u skladu sa nalazima Ishiguro i saradnika (Ishiguro et al, 2002).
Medutim, u suprotnosti sa njihovim rezultatima, otkrili smo vec¢u zastupljenost ANKRD1 u jedru
u poredenju sa citoplazmom. To bi moglo proizadi iz razlika u tipovima uzoraka (preseci tkiva
naspram Ccelijskih linija) ili upotrebi antitela sa razli¢itom osetljivosc¢u i epitopima. Jedarna
lokalizacija ANKRD1 ukazuje na njegovu regulatornu ulogu i u ¢elijama RMS. Stoga bi sledeci
korak bila identifikacija gena u ¢ijoj regulaciji ekspresije ucestvuje. S druge strane, utiSavanjem
ANKRD1 u celijskim linijama koje eksprimiraju detektabilne kolicine ANKRD1 bi se mogli otkriti
nizvodni targeti ANKRD1 specifi¢ni za RMS.

U jedrima celija RD i HS-729, detektovali smo ANKRD1 u strukturama nalik na jedarna tela.
Prva pretpostavka je bila da su to PML jedarna tela jer je poznato da drugi ¢lan MARP porodice,
ANKRD2, ko-lokalizuje sa proteinom PML u PML telima humanih mioblasta (Kojic et al, 2004).
Medutim, ko-lokalizacija ANKRD1 sa markerom PML tela nije detektovana. Nakon toga, testirali
smo da li je ANKRD1 lokalizovan u Kahalovim telima, nemembranskim organelama vaznim za
funkcionisanje visoko metabolicki aktivnih celija, ukljucuju¢i tumorske. Konfokalnom
mikroskopijom smo detektovali da ANKRD1 i koilin, rezidentni protein Kahalovih tela ko-
lokalizuju u jedrima RMS ¢elija.

Kahalova tela su klju¢na za sazrevanje malih jedarnih ribonukleoproteina neophodnih za
procesovanje pre-iRNKi modifikaciju ribozomalne RNK (Stanék, 2017). Promene u obradi RNK
mogu doprineti tumorigenezi uticuci na ekspresiju gena i funkcionalnost proteina ukljucenih u
rast, apoptozu i metastazu. Osim toga, Kahalova tela ucestvuju u formiranju i sazrevanju
telomeraze. U vecini tumorskih celija, telomeraza je prekomerno aktivirana, Sto omogucava
neogranicenu proliferaciju i produzava Zivot ¢elija odrzavanjem duZine telomera (Zhu et al,
2004; Machyna et al, 2013). Kahalova tela imaju ulogu i u odgovoru na stres i odrZzavanju
integriteta genoma (Henriksson i Farnebo, 2015; Bergstrand et al, 2019). Pored toga, usko su
povezana sa jedarcetom, a dinamika njihove interakcije moZe biti izmenjena stresom jedarceta
(Boulon et al, 2010), stanjem izazvanim primenom razliitih hemioterapeutika. Ovaj stres utice
na biogenezu ribozoma i Celijski metabolizam na nacine koji smanjuju prezivljavanje i
proliferaciju malignih celija (Ishihara et al, 2022; Potapova et al, 2023).

50



5. DISKUSIJA

Nase istraZivanje prvi put dokumentuje prisustvo ANKRD1 u Kahalovim telima. lako ima
mnogo poznatih proteinskih partnera, interakcije ANKRD1 sa rezidentnim proteinima
Kahalovih tela kao Sto su fibrilarin, SMN (eng. survival motor neuron) i koilin nisu zabeleZene.
Takode, nema dokaza da ANKRD1 moZe vezati molekule RNK. Medutim, prijavljena je
interakcija ANKRD1 sa YB-1 (Zou et al, 1997), RNK-vezujuéim proteinom koji se razmatra kao
terapeutski target u RMS (Oda et al, 2008). lako retko, prisustvo YB-1 u Kahalovim telima
(Bogolyubova et al, 2014) i njegova uloga kao komponente splajsozoma (Chansky et al, 2001;
Rapp et al, 2002) usmeravaju dalja istraZivanja na interakciju ANKRD1 sa YB-1 i srodnim
proteinima u Kahalovim telima. Drugi moguci pravac bi bilo istrazivanje da li ANKRD1, kao
nizvodni target signalnog puta Hippo u odgovoru na oksidativni stres (Jiménez et al, 2017; Jin
et al, 2022), uCestvuje u odrZzavanju redoks homeostaze kojom Kahalova tela upravljaju u
tumorskim celijama (Beneventi et al, 2021). Jedan od klju¢nih proteina koji ucestvuju u
odgovoru na razlic¢ite tipove stresa je upravo marker Kahalovih tela, koilin (Boulon et al, 2010),
te bi bilo znacajno ispitati da li pored ko-lokalizacije, ANKRD1 i koilin interaguju.

[ako je prisustvo ANKRD1 unutar fibrilarnog centra jedarceta dokumentovano u razlic¢itim
Celijskim linijama (protein-atlas.org), u ovoj disertaciji nije detektovan u drugim jedarnim
strukturama osim Kahalovih tela. S obzirom na dinamicki odnos i razmenu proteina i molekula
RNK izmedu Kahalovih tela i jedarceta u biogenezi ribozoma, lokalizaciji telomeraze, RNK
interferenciji i odgovoru na stres (Trinkle-Mulcahy i Sleeman 2017), translokacija ANKRD1
izmedu Kahalovih tela i jedarceta moZe predstavljati temu za dalje istraZivanje. Na mogu¢nost
njegove translokacije izmedu Kahalovih tela i drugih ¢elijskih i/ili jedarnih odeljaka, ukazuje i
to da nisu sva Kahalova tela bila pozitivna na ANKRD1. Takode, Cinjenica da je ANKRD1
detektovan u Kahalovim telima RD i HS-729, ali ne i u Kahalovim telima SJRH30 linije, sugerise
mogucnost da je njegova lokalizacija u ovim jedarnim telima specificna za ERMS.

Rezultati prikazani u ovoj disertaciji pruzaju nove uvide u ekspresiju i regulaciju ANKRD1 u
Celijama RMS. Razlika izmedu nivoa ANKRD1 proteina i iRNK, intolerancija ¢elija RMS na
povecanu ekspresiju ANKRD1 i njegova lokalizacija u Kahalovim telima ukazuju na jedinstven
status ovog proteina u Celijama RMS. Karakterizacija endogene ekspresije ANKRD1 u ¢elijama
RMS predstavlja osnovu za buduca istrazivanja njegove uloge u patogenezi RMS, koja mogu
doprineti identifikaciji novih terapeutskih targeta.

Drugi izazov kojim se bavi ova disertacija je poboljSanje terapeutskih opcija uvodenjem
violaceina, jedinjenja prirodnog porekla sa dokumentovanim antitumorskim dejstvom, koje
nije testirano na RMS, kroz analizu njegovog antitumorskog dejstva na ¢elijama porekom od
embrionalnog i alveolarnog RMS.

Embrionalni RMS se najCeSce javlja kod dece mlade od 10 godina i ima petogodi$nju stopu
preZivljavanja blizu 75%. Kod alveolarnog RMS, koji se sa slicnom ucestalos¢u javlja kod dece i
adolescenata, petogodiSnja stopa preZivljavanja je manja od 50% (Ognjanovic et al, 2009).
Najlosiju prognozu imaju pacijenti sa refraktornom boles¢u ili recidivom, gde preZivljavanje
iznosi od 10 do 30% (Shern et al, 2015). Odrasli sa RMS imaju preZivljavanje od 26,6% do 61%
(Sultan et al, 2009; Ferrari et al, 2003; Noujaim et al, 2015).

Lecenje podrazumeva mesece intenzivnih terapija koje mogu dovesti do ozbiljnih komplikacija

koje ugroZavaju Zivot pacijenata, poput infekcija, oSteCenja organa i tesSke neutropenije (Gupta
et al, 2017). Zbog visokih doza hemioterapije i zracenja, neki pacijenti mogu doZiveti trajne
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posledice, koje ukljuCuju pojavu sekundarnih maligniteta, kardiovaskularnih problema,
problema sa fertilitetom i negativnih uticaja na rast i razvoj (Punyko et al, 2005; Diller et al,
2009). S obzirom na to, fokus je na razvoju novih, ciljanih terapija koje bi smanjile Stetne efekte
i poboljSale prognozu, posebno kod pacijenata s metastatskom bolesc¢u ili recidivom (Skapek et
al, 2019).

S obzirom na relativno malu populaciju obolelih na godiSnjem nivou, kao i trajanje klinickih
ispitivanja, testiranje novih potencijalnih agenasa za leCenje je ograniceno. IstraZivanja na
Celijskim linijama i in vivo modeli ksenografta doprinose naporima da se Sto efikasnije
identifikuju novi potencijalni tretmani u preklinickoj fazi razvoja novih lekova. Ako se pokazu
obecavajucim, ispitivani agensi mogu zatim biti testirani na ljudima i uporedeni sa standardnim
agensima za terapiju. U cilju da doprinesemo poboljSanju terapije RMS, ispitali smo bakterijski
pigment violacein, kao novi potencijalni terapeutski agens, koristeci Celijske linije RMS.

Violacein, ljubicasti derivat indola, ispoljava Sirok spektar bioloSkih aktivnosti sa klinickim
znacajem (Duran et al, 2016; Park et al, 2021). Zajedno sa drugim prirodnim produktima,
istraZzuje se kao potencijalni antitumorski terapeutik sa ciljem razvoja bezbednijih (i
pristupacnijih) rezima hemioterapije. Nekoliko studija pokazalo je da violacein nadjacava neke
od klju¢nih karakteristika malignih ¢elija kao Sto su izbegavanje apoptoze i sposobnost
metastaze i invazije tkiva (Duran et al, 2021). Pokazano je da izaziva smrt Celija i inhibiciju
proliferacije i migracije celijskih linija poreklom od razli¢itih tipova tumora, ukljucujuci
leukemiju, tumore kolona, pluca, koze, glave i vrata, mozga i dojke (Park et al, 2021). Prema
nasSem saznanju, efekat violaceina na Celijske linije izvedene od pedijatrijskih sarkoma do sada
nije istrazZivan. Samo su Hassani i saradnici istrazivali jednu vrstu bakterijskog pigmenta kao
potencijalnog antitumorskog agensa za RMS. Njihova studija je pokazala da plavi bakterijski
pigment piocijanin inhibira rast i izaziva apoptozu RD celija (Hassani et al, 2012). U ovoj
disertaciji ispitan je efekat violaceina na ¢elijskim linijama RD i HS-729, poreklom od naj¢es¢eg
embrionalnog podtipa, i na liniji SJRH30, poreklom od agresivnijeg alveolarnog podtipa RMS.

Za svaku od ispitivanih linija odredili smo ICso vrednosti violaceina. Vrednosti su se kretale od
0,66 uM (za HS-729) do 0,88 uM (za RD celije), Sto je neSto niZe u poredenju sa literaturnim
podacima za druge tumorske celijske linije, gde ICso obi¢no varira od 1 do 5 uM (Saraiva et al,
2004; de Carvalho et al, 2006; Bromberg et al, 2010). Najosjetljivije na violacein su €elijske linije
MOLT-4 (leukemija), NCI-H460 (karcinom plu¢a) i KM12 (karcinom debelog creva) sa ICso
vrednostima od 0,03 do 0,06 uM (Melo et al, 2000; Duran et al, 2007). ICso za Celijske linije RMS
razlikovale su se u rasponu manjem od 0,3 pM (0,66-0,88 uM). U poredenju sa ovim manjim
razlikama, ICso vrednosti za Celijske linije karcinoma debelog creva su znatno razlicite, 2 uM za
CaCo2 i iznad 10 pM za HT29. To je pripisano razli¢itim molekularnim mehanizmima koji
dovode do apoptotske smrti Celija izazvane violaceinom. Za razliku od CaCo2, u HT29 ¢elijama
otpornijim na violacein nije dosSlo do povecanja proizvodnje ROS (de Carvalho et al, 2006).
Shodno tome, ICso vrednosti mogu posluZiti kao vodi¢ za dizajniranje eksperimentalnih
strategija usmerenih na odgonetanje molekularnih mehanizama citotoksi¢nosti izazvane
violaceinom.

Na cCelijskim linijama RD i SJRH30 do sada je ispitan citotoksi¢ni efekat velikog broja supstanci,
medu kojima je znacajan broj jedinjenja poreklom iz prirode. Prema pregledu literature iz
publikacije Mesas i saradnika, do sada su objavljena 84 originalna naucna ¢lanka u kojim je
ispitan efekat biljnih ekstrakata ili njihovih izolovanih komponenti na ¢elijskim linijama RMS.
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Suded¢i prema ICso vrednostima, violacein je pokazao vecu efikasnost u odnosu na druge
supstance (Mesas et al, 2023). Samo su jedinjenja poreklom iz biljaka Choerospondias axillaris,
Anacolosa clarkii i Macaranga barteri imala ICso vrednosti u rangu ili nize od ICso vrednosti
violaceina (Kil et al, 2020; Cai et al, 2019; Ogbole et al, 2017). Citotoksicni efekat violaceina na
RD celije bio je u nivou vrednosti prethodno dobijene za vinkristin (ICso = 0,77 uM)(Adekunle
et al, 2022), najceSce koriS¢eni agens u terapiji RMS, a u odnosu na ciklofosfamid (Abu et al,
2023), violacein je imao Cetiri puta niZu ICso vrednost. Medutim, treba imati u vidu da je u ovoj
disertaciji ICso vrednost procenjena na osnovu tretmana u trajanju od 24 h, dok su u navedenim
studijama ICso vinkristina, ciklofosfamida i drugih supstanci odredivane nakon 48 ili 72 h
tretmana (Kil et al, 2020; Cai et al, 2019; Adekunle et al, 2022; Abu et al, 2023; Ogbole et al,
2017), Sto potencijalno ukazuje da je u odnosu na njih violacein jo$ potentniji, ali bi to trebalo
dodatno ispitati.

Na potencijal violaceina kao efikasnog agensa protiv RMS ukazuje i to da su njegove ICso
vrednosti bile niZze u odnosu na vrednosti koje su u ovoj disertaciji dobijene za konvencionalno
koriS¢ene hemioterapeutike, doksorubicin, irinotekan i vinflunin. Samo je efekat vinflunina na
¢elijsku liniju SJRH30 bio izraZeniji (ICso = 0,12 pM). Takode, ispitivane Celijske linije su se u
velikoj meri medusobno razlikovale u pogledu osetljivosti na standardne hemioterapeutike (od
3,7 puta za irinotekan do ¢ak 540 puta za vinflunin), dok to sa violaceinom nije bio slucaj.

Vazno svojstvo antitumorskih terapeutika je selektivnost prema tumorskim ¢elijama bez
Stetnog uticaja na neizmenjene Celije. Prethodne studije su pokazale da su koncentracije
violaceina toksi¢ne za neizmenjene Celije od 5 do 10 pM (Melo et al, 2000; Bromberg et al,
2005). U ovoj disertaciji, koristili smo V79-4 fibroblaste plu¢a kineskog hrcka, Cesto koriS¢ene
u studijama mutagenosti i toksi¢nosti (Chaung et al, 1997), da bismo procenili selektivnost
violaceina. ICso vrednost za V79-4 Celije je iznosila 1,6 pM, Sto je dva do Cetiri puta viSe od ICso
vrednosti za RMS (Celije. Ovaj rezultat potvrduje prethodne podatke o vecoj toksicnosti
violaceina za tumorske cCelije u odnosu na V79-4 fibroblaste, ¢ija je ICso vrednost bila od 1,7 do
4,1 uM (Haun et al, 1992; Duran et al, 2007). Medutim, u radu Melo i saradnika ICso za V79-4
bila je u rasponu od 5 do 12 uM (Melo et al, 2003). Varijacije se mogu objasniti koriS¢enjem
violaceina izolovanog iz razli¢itih bakterijskih sojeva u razli¢itim studijama i/ili razli¢itim
sastavima izolovanih pigmenata. Naime, Chromobacterium violaceum proizvodi dva ljubicasta
pigmenta: violacein i sporedni proizvod deoksiviolacein. Kada se koncentracija meri metodom
zasnovanom na spektrofotometriji, dobijena vrednost je u stvari zbir koncentracija violaceina i
neaktivnog deoksiviolaceina (Rodrigues et al, 2013; Choi et al, 2015).

Selektivnost violaceina smo dodatno potvrdili testiranjem njegove toksiCnosti in vivo, na
embrionima zebrica, pri ¢emu smo utvrdili da ICso koncentracije dobijene za RMS celije nisu
bile toksicne za embrione zebrica do 120 hpf. Ovi rezultati su podrzani prethodnim nalazima
da violacein, primenjen intraperitonealno ili intratumorski, ne izaziva patoloSke promene ni
znake toksi¢nosti kod zdravih i miSeva sa tumorima, dok smanjuje volumen tumora kod
potonjih (Bromberg et al, 2010; Masuelli et al, 2016). Takode, pokazano je da oralna primena
violaceina kod miSeva u dozama do 10 mg/kg nema toksi¢ni efekat (Duran et al, 2003).

Zebrice su Siroko prihvacen model organizam za istrazivanje mehanizama razli¢itih bolesti,
uklju€uju¢i i maligne. Modeli RMS na zebricama, koji nastaju primenom transgeneze i/ili
ksenotransplantacije, omogucavaju razumevanje genetickih promena koje doprinose razvoju
RMS i testiranje novih terapeutika na humanim tumorskim ¢elijama u in vivo uslovima (Chen i
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Langenau, 2011; Zarrabi et al, 2023; Siebert et al, 2023). Imaju brojne prednosti u odnosu na
sisarske modele, kao Sto je lako praéenje razvoja i napredovanja tumora usled transparentnosti
embriona. Osim toga, embrioni nemaju potpuno razvijen imunski sistem, $to smanjuje
mogucnost odbacivanja ksenografta. Znacajna je i Cinjenica da zebrice daju veliki broj
potomaka, ¢ime se podizZe efikasnost genetickih istraZivanja i testiranja lekova. Koriste se za
testiranje biblioteka hemijskih jedinjenja pre prelaska na skuplje testove na sisarima. Dodatno,
modeli ksenografta na zebricama otvaraju put ka personalizovanoj medicini, omogucavajuci
brzo testiranje tretmana na tumorskim ¢elijama pacijenta (Zarrabi et al, 2023; Siebert et al,
2023). Otkri¢e da koncentracije toksicne za Celije RMS nisu negativno uticale na preZzivljavanje
embriona zebrica, otvara mogu¢nost daljeg koris¢enja ovog model organizma u ispitivanju
efekata violaceina na razvoj i progresiju RMS, primarno kroz ksenotransplantaciju testiranih
¢elijskih linija.

Posto smo pokazali citotoksicnost i selektivnost violaceina prema tumorskim Ccelijama,
pristupili smo ispitivanju mehanizma njegovog dejstva na celije RMS.

Violacein indukuje apoptozu tumorskih c¢elija kroz razliite molekularne puteve. Kodach i
saradnici su zabeleZili povecanje nivoa p53 u ¢elijama karcinoma debelog creva izloZenim
violaceinu. U istoj studiji pokazano je da violacein inhibira fosforilaciju protein kinaze B sa
posledicnom aktivacijom apoptoze i represijom signalnog puta NF-kB (Kodach et al, 2006).
Zatim, violacein podsti¢e apoptozu Celija melanoma inhibicijom autofagije (Gongalves et al,
2016), koja ovim ¢elijama omogucava preZzivljavanje nepovoljnih uslova, kao $to su nedostatak
hranljivih materija i prisustvo citotoksi¢cnih agenasa (Corazzari et al, 2013). U celijama
glioblastoma, violacein indukuje apoptozu posredstvom p44/42 MAP kinaze (Mehta et al,
2015), dok u celijama karcinoma glave i vrata aktivira TNFR1 i inaktivira prokaspazu-9
(Masuelli et al, 2016). U celijama tumora debelog creva CaCo2, violacein izaziva apoptozu
stvaranjem ROS, sto dovodi do povecanja unutarcelijskog kalcijuma i oslobadanja citohroma c
(de Carvalho et al, 2006). Violaceinom indukovana apoptoza Celija leukemije HL60 rezultat je
aktivacije signalne kaskade TNF (Melo et al, 2003; Ferreira et al, 2004), dok je hiperpolarizacija
membrane predloZena za glavni uzrok smrti HeLa ¢elija pod uticajem violaceina (Leal et al,
2015).

Nasi rezultati pokazuju da je tip Celijske smrti izazvane violaceinom u RD ¢elijama takode
apoptoza. Manji procenat Celija u ranoj fazi u odnosu na kasnu fazu ukazuje da je potrebno
dodatno istraziti vremensko-zavisni efekat violaceina kako bi se procenila dinamika progresije
apoptoze. Identifikacija molekula ukljucenih u apoptozu indukovanu violaceinom, kao Sto su
kaspaze, citohrom c i tumor supresor p53, klju¢na je za odredivanje molekularnih meta
antitumorskog delovanja violaceina. NaSi preliminarni rezultati (nisu prikazani u ovoj
disertaciji) pokazuju da tretman violaceinom ne menja nivo proteina p53 u ¢elijama RMS nakon
24 h, iako se u prva 4 h uocava smanjenje njegove ekspresije u Celijskoj liniji SJRH30. Ispitali
smo i uticaj violaceina na ekspresiju proteina ANKRD1, koji je predmet prvog dela ove
disertacije, s obzirom da razliCiti hemioterapeutici indukuju promenu njegove ekspresije
(Aihara et al, 2000b; Scurr et al, 2008). Takode, poznato je da ANKRD1 ima ulogu u inhibiciji
NF-kB (Laure et al, 2010; Liu et al, 2015), Sto je jedan od mehanizama delovanja violaceina
(Kodach et al, 2006). Medutim, 24-Casovni tretman nije doveo do promene u ekspresiji
ANKRD1. U SJRH30 ¢elijama je tokom prva 4 h doSlo do povecanja njegove ekspresije, koja se
zatim vratila na bazalni nivo. Ostaje da se ispita da li su ove promene u ekspresiji ANKRD1i p53
u toku prva 4 h tretmana medusobno zavisne i znacajne.
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Neizmenjene Ccelije strogo kontroliSu sintezu i sekreciju faktora rasta, ¢ime osiguravaju
homeostazu, dok ¢elije tumora sticu sposobnost kontinuirane proliferacije usled mutacija i
prekomerne aktivacije proteina koji promoviSu progresiju celijskog ciklusa, kao Sto su
receptori sa aktivnos$cu tirozin kinaza, u¢esnici MAP kinaznog signalnog puta i protein kinaza
B, kljuc¢ni ucesnik signalnog puta PI3K (eng. phosphoinositide 3-kinase)(Duran et al, 2021).
Zanimljivo je da je protein kinaza B inhibirana violaceinom u ¢elijama melanoma i karcinoma
debelog creva (Gongalves et al, 2016; Kodach et al, 2006). Takode, pokazano je da tretman
violaceinom dovodi do smanjenja aktivnosti AXL kinaze u TF1 progenitorskim ¢elijama
leukemije (Queiroz et al, 2012). Ova kinaza je identifikovana kao povecano eksprimirana u
nekoliko razli¢itih tumora, stimulisSu¢i signalne puteve PI3K, MAP kinazni i FAK (eng. focal
adhesion kinase) (Linger et al, 2013; Verma et al, 2011). Prema Mojib i saradnicima, ¢elije miSjeg
fibrosarkoma 2237 tretirane violaceinom pokazale su niZe nivoe ciklin-zavisnih kinaza (Cdk2,
Cdk4 i Cdk6), klju¢nih za napredovanje celijskog ciklusa, kao i viSe nivoe proteina p53 i p21,
blokatora ¢elijskog ciklusa (Mojib et al, 2011). Dodatno, Celijska linija melanoma (SKMEL-103)
tretirana violaceinom pokazala je sniZenu ekspresiju histon deacetilaze-6, koja deluje kao
aktivator proliferacije u ovim Celijama (Gongalves et al, 2016). Dakle, osim Sto dovodi do smrti
tumorskih celija, pokazano je da violacein moZe smanjiti njihovu proliferaciju. Ostaje da se
razjasni da li smanjenju broja ¢elija RMS nakon tretmana violaceinom, osim celijske smrti,
doprinosi i inhibicija proliferacije.

U saglasnosti sa zapazZanjem Durdn i saradnika, talog celija tretiranih violaceinom je bio
ljubicaste boje, Sto ukazuje na njegovu interakciju sa ¢elijskom membranom (Duran etal, 2021).
Dodatno, autofluorescencija violaceina i 3D slike dobijene rekonstrukcijom serije optickih
preseka omogucile su nam da detektujemo violacein na povrSini Ccelije. Izostanak
fluorescentnog signala unutar Celija sugeriSe da violacein ne narusava integritet membrane
¢elija RMS i da najverovatnije ne postoji mehanizam aktivnog transporta violaceina u cCeliju.
Nasuprot ¢elijama RMS, violacein moZe da permeabilizuje bakterijske Celije soja Staphylococcus
aureus, uz pojavu vidljivih diskontinuiteta u membrani (Cauz et al, 2019). U skorasSnjim
studijama je zabeleZeno da interakcija violaceina sa cCelijskim membranama dovodi do
strukturne reorganizacije lipida, ¢ime se otvaraju istraZivanja usmerena na dostavu
hidrofobnih antitumorskih molekula poput violaceina (Berti et al, 2020). Violacein je
interagovao sa modelima ¢elijskih membrana, uticu¢i na viskoznost, elasticnost i strukturne
karakteristike, ali ne i na permeabilnost (de Souza et al, 2017). Dalja istrazivanja su pokazala
da interakcija violaceina sa lipidnim monoslojem dovodi do promene u uglovima nagiba i
unutrasSnjem rasporedu lipida, u zavisnosti od njihove elektrostaticke prirode (Gupta et al,
2021). Siroka sposobnost violaceina da indukuje modulaciju razli¢itih signalnih puteva moze
se, bar delimi¢no, povezati s njegovim interakcijama sa lipidnim povrSinama.

CitotoksiCni agensi Cesto izazivaju oksidativni stres, definisan kao disbalans izmedu
antioksidativne odbrane i akumulacije ROS, kao Sto su superoksidni anjoni, vodonik-peroksid i
hidroksilni radikali. Unutarcelijska produkcija ROS pokrece apoptotsku kaskadu i dovodi do
prekomerne oksidacije lipida, DNK i proteina (Bertin i Averbeck, 2006). Iako violacein ima
antioksidativna svojstva u bakterijama (Konzen et al, 2006; Vishnu i Palaniswamy, 2018), u
nekim tumorskim celijskim linijama indukuje znacajno povecanje produkcije ROS, dovodeci do
Celijske smrti (Masuelli et al, 2016; Kim et al, 2021). Rezultati ove disertacije pokazuju da smrt
¢elija RMS izazvana violaceinom nije povezana sa povecanim oksidativnim stresom, s obzirom
da antioksidans NAC nije ublaZio citotoksi¢ni efekat violaceina. Takode, nakon tretmana

55



5. DISKUSIJA

violaceinom nije bilo povecanja produkcije ROS i stepena lipidne peroksidacije. Isto je zapaZeno
i u ¢elijskoj liniji kolorektalnog karcinoma HT29 u kojoj se redoks status nije promenio nakon
tretmana, uprkos indukovanoj apoptozi (de Carvalho et al, 2006). U eksperimentu prikazanom
u ovoj disertaciji nakon tretmana violaceinom produkcija ROS je bila delimi¢no smanjena u RD
¢elijama, medutim ovo je potrebno potvrditi dodatnim eksperimentima, s obzirom da je
uradeno samo jednom. U daljim studijama se treba fokusirati na istrazivanje mehanizama
¢elijske smrti indukovane violaceinom nezavisnih od oksidativnog stresa. Budu¢i da violacein
precipitira na povrsini celija, postavlja se pitanje da li violacein moZe aktivirati apoptozu
dejstvom preko celijske membrane, kroz interakciju sa receptorima smrti (Ashkenazi, 2015).
Takode, moguce je da violacein interaguje sa EGFR i inhibira aktivnost ovog klju¢nog faktora u
kontroli nastanka i progresije malignih bolesti (Bhat i Prasad, 2022).

Razvoj novih terapeutika koji mogu da sprece metastaze zahteva da kandidat ima anti-
migratorni efekat na tumorske Ccelije. Inhibicija migracije tumorskih celija povezana sa
violaceinom prethodno je zabeleZena u ¢elijskim linijama glioblastoma, karcinoma plu¢a, dojke
i debelog creva (Platt et al, 2014; Mehta et al, 2015; de Souza Oliveira et al, 2022). Violacein je
inhibirao migraciju Celija glioblastoma, naruSavanjem mreze aktinskih filamenata (Mehta et al,
2015), i ¢elija karcinoma dojke, smanjivanjem sekrecije proinflamatornog hemokina CXCL12
(Platt et al, 2014). U ovoj disertaciji, tretirane celije RMS su takode pokazale smanjenu
migraciju, ali je dinamika zatvaranja rane bila zavisna od c¢elijske linije. Dok su pod dejstvom
violaceina ¢elije SJRH30 pokazale znacajno usporavanje, pokretljivost ¢elija HS-729 i RD je bila
suptilno smanjena. Iako je uobicajeno da inhibitorni efekat nekog agensa zavisi od koris¢enih
Celijskih linija (Kauanova et al, 2021), ove razlike zahtevaju dodatno objasnjenje. Slede¢i korak
bilo bi testiranje hipoteze da mehanizmi inhibicije migracije ¢elija RMS izazvane violaceinom
ukljuCuju poremecaj aktinske mreZe citoskeleta ili inhibiciju sekrecije hemokina CXCL12.
Takode, korisno je ispitati efekat razliCitih koncentracija violaceina na migraciju ¢elija RMS, s
obzirom na to da neki antitumorski lekovi mogu umanyjiti ili povecati pokretljivost tumorskih
¢elija u zavisnosti od doze (Ganguly et al, 2012).

Specifi¢ni molekularni mehanizam delovanja violaceina na ¢elije RMS ostaje da se razjasni,
uzimajuci u obzir naSe nalaze: interakciju sa ¢elijskom membranom i ¢elijsku smrt nezavisnu
od oksidativnog stresa. Nas slededi korak u istraZivanju bice ispitivanje uticaja violaceina na
transkriptom ¢elija RMS, kako bi se identifikovali signalni putevi odgovorni za ostvarivanje
njegovog citotoksi¢nog i anti-migratornog dejstva.

Sinergisticki efekat violaceina u kombinaciji sa hemioterapeuticima, 5-fluouracilom i
cisplatinom, pokazan je na Celijskim linijjama karcinoma debelog creva i mokra¢ne beSike,
redom (Kodach et al, 2006; Alem et al, 2022). Tretman violaceinom je takode izazvao smrt Celija
karcinoma jetre rezistentnih na doksorubicin (Dahlem et al, 2022).

U cilju ispitivanja sadejstva violaceina sa konvencionalnim hemioterapeuticima na ¢elijama
RMS, odredili smo ICz2s vrednosti za doksorubicin, irinotekan i vinflunin. Irinotekan je izabran
jer je deo standardih reZima terapije RMS, doksorubicin kao deo reZima za pacijente sa
agresivnijom formom RMS, a vinflunin kao analog vinkristina, najcesS¢e korisS¢enog terapeutika
RMS. Vinflunin nije prethodno ispitan na celijama RMS, iako u poredenju sa vinkristinom
pokazuje vecu efikasnost i bezbednost u tretmanu drugih tipova tumora (Schutz et al, 2011).
Efikasnost doksorubicina bila je u skladu sa literaturnim podacima (Herrmann et al, 2012;
Satheesha et al, 2016), dok su koncentracije irinotekana koje su dovele do smrti ¢elija bile 1000
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puta vece od prethodno objavljenih (Satheesha et al, 2016), Sto dovodi u pitanje validnost
rezultata dobijenih primenom ovog jedinjenja. U poredenju sa vrednostima dobijenim na
drugim cCelijskim linijama (Aparicio et al, 2014), efikasnost vinflunina je odgovarajuca samo za
¢elijsku liniju SJRH30, dok su druge dve linije pokazale znatno slabiju osetljivost.

Celije su potom tretirane kombinacijom violaceina sa svakim od hemioterapeutika
pojedinacno. KoriS¢ena je kombinacija IC2s koncentracija koja bi, ako je efekat aditivan, trebalo
da dovede do smanjenja vijabilnosti ¢elija za oko 50%. Tretman ¢elija kombinacijom violaceina
i doksorubicina je rezultirao statisticki znac¢ajnim povecanjem citotoksicnosti, dok je za ostale
kombinacije statisticki znacajan efekat izostao. Koeficijent interakcije CDI od 0,58 ukazuje na
sinergiju izmedu violaceina i doksorubicina, ali dvofaktorska analiza varijanse nije pokazala
statisticku znacajnost. Medutim, da bi se u potpunosti ispitalo postojanje sinergistickog efekta,
potrebno je obuhvatiti Siri raspon koncentracija. Stoga, rezultati prikazani u ovoj disertaciji
predstavljaju samo preliminarne nalaze koji ¢e usmeriti dalja istrazivanja kombinovanog efekta
violaceina i doksorubicina na ¢elije RMS. Uzimaju¢i u obzir izraZene kardiotoksi¢ne efekte
doksorubicina (Linders et al, 2024), klju¢no je utvrditi da li violacein pojacava citotoksicni
efekat ovog hemioterapeutika i na ¢elije srca.

Da bi violacein kao prirodna supstanca postao kandidat za terapiju tumora, mora ispuniti
nekoliko klju¢nih zahteva:

e Efikasnost: Supstanca mora pokazati sposobnost da onemoguci, uspori ili preokrene
rast tumorskih Celija in vitro i in vivo, pre ulaska u klinicka ispitivanja. U ovoj disertaciji
pokazali smo efikasnost violaceina in vitro, u pogledu smanjenja vijabilnosti, indukcije
apoptoze i usporavanja migracije Celija RMS. Slede¢i korak podrazumevao bi ispitivanje
njegovog efekta na in vivo modelima.

e Selektivnost: Supstanca treba da deluje specificno na tumorske ¢elije sa minimalnim
efektom na neizmenjene Celije, ¢ime se smanjuje verovatnoca ispoljavanja nezeljenih
efekata. U ovoj disertaciji pokazano je da su ICso vrednosti violaceina bile znacajno niZe
za Celijske linije RMS u poredenju sa neizmenjenom Ccelijskom linijom V79-4, Sto
pokazuje da su Celije RMS osetljivije na tretman violaceinom.

e Bezbednost i niska toksi¢nost: Pre bilo kakve klinicke primene, supstanca mora proci
rigorozno testiranje kako bi se procenila bezbednost upotrebe i umanjili Stetni efekti
(Tran et al, 2017). Prethodne studije su pokazale da violacein ne izaziva patoloske
promene i znake toksi¢nosti kod zdravih miSeva i miSeva sa tumorima (Bromberg et al,
2010; Masuelli et al, 2016). U ovoj studiji smo pokazali da ICso koncentracije violaceina,
toksicne za Celije RMS, nisu imale negativan uticaj na prezivljavanje embriona zebrica,
Sto omogucava dalja ispitivanja na ovom model organizmu.

e Rasvetljen mehanizam delovanja: Potrebno je identifikovati molekulske targete, uticaj
na signalne puteve i otkriti da li jedinjenje moZe premostiti mehanizme rezistencije
tumorskih celija. U ovoj disertaciji smo pokazali da se violacein zadrzava na membrani i
izaziva apoptozu Celija RMS putem mehanizma nezavisnog od oksidativnog stresa.
Medutim, tacan mehanizam delovanja ostaje da se razjasni.

e Adekvatna farmakokinetika: Osobine terapeutske supstance kao Sto su apsorpcija,
distribucija, metabolizam i ekskrecija uticu na doziranje, frekvenciju i metodu aplikacije
kako bi se postigao optimalan nivo terapeutika u organizmu (FDA, 2022). Jedan od
ogranicavajucih faktora violaceina je njegova nerastvorljivost u vodi. Medutim, razvijen
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je niz lipidnih nosaca koji olakSavaju njegovu primenu i omogucavaju ciljano dejstvo na
tumorske Celije, smanjujuci toksican efekat na zdravo tkivo (Berti et al, 2019; Berti et al,
2020). Takode, Bhat i Prasad su in silico analizom pokazali da se oralnom primenom
postiZe visoka bioloska raspoloZivost violaceina (Bhat i Prasad, 2022).

e Dostupnost: Supstanca mora biti dostupna u momentu kada je treba primeniti. Za
violacein ovo nije limitiraju¢i faktor s obzirom na veliki broj Siroko zastupljenih
bakterijskih vrsta koje ga produkuju i koje su deo laboratorijskih kolekcija.

e Stabilnost: Hemijska i fizicka stabilnost tokom vremena obezbeduju da supstanca ostane
delotvorna u periodu od proizvodnje do primene. Violacein je stabilan ¢ak i nakon
izlaganja svetlosti i temperaturama do 100°C u trajanju od mesec dana (Nathan et al,
2019).

e Mogucnost produkcije na velikoj skali: Procesi proizvodnje moraju biti efikasni i
ekonomic¢ni. U poslednjih nekoliko godina razvijeni su sistemi za vecu produkciju
violaceina koriste¢i mikroorganizme koji ga endogeno sintetiSu, kao i geneticki
izmenjene vrste za heterolognu ekspresiju ukljucujudi E. coli i Saccharomyces cerevisiae
(Duran et al, 2021).

e UsaglaSenost sa pravnom regulativom i standardima: U cilju dobijanja odobrenja za
klinicku upotrebu od strane FDA (eng, U.S. Food and Drug Administration) i EMA (eng.
European Medicines Agency) potrebno je ispoStovati njihove zahteve. Potrebno je josS
istraZivanja kako bi se violacein razmatrao u ovom smislu.

Ispunjenje navedenih zahteva osigurava da je supstanca predloZena kao antitumorski
terapeutik ne samo bezbedna i efikasna, vec¢ i prakti¢na za klinicku upotrebu. [ako je violacein
pokazao obecavajuce rezultate, da bi se uvrstio na listu kandidata za terapeutike RMS, potrebna
su dodatna istraZivanja, pre svega usmerena na rasvetljavanje mehanizama njegovog dejstva i
testiranje efikasnosti in vivo.
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U ovoj disertaciji je odreden profil ekspresije ANKRD1 u ¢elijama poreklom od RMS (SJRH30,
RD i HS-729) kao i uticaj violaceina na ove Celije. Na osnovu dobijenih rezutata izvedeni su
slededi zakljucci:

Utvrdena je razlika u nivou ANKRD1 transkripta i proteina u ¢elijskim linijama RMS.
[spitivane Celijske linije RMS eksprimiraju wild-type ANKRD1.

Protein ANKRD1 lokalizovan je u citoplazmi i jedrima ¢elija RMS, prisutan je i u
Kahalovim telima RD i HS-729 ¢elija.

Protein ANKRD1 podloZan je proteazomalnoj degradaciji u ¢elijama RMS.
Violacein ima citotoksi¢no dejstvo na ¢elije poreklom od RMS.

Koncentracije violaceina toksi¢ne za celije RMS ne uti¢u na preZivljavanje embriona
zebrica.

Violacein indukuje apoptozu RD C¢elija.
Violacein precipitira na povrsini ¢elija RMS i ne ulazi u ¢elije tokom 24 h tretmana.

Violacein statisticki znacajno usporava migraciju SJRH30 c¢elija, dok je usporavanje
migracije RD i HS-729 ¢elija primetno, ali ne i statisticki znacajno.

Dejstvo violaceina na ¢elije RMS je nezavisno od oksidativnog stresa jer:

o predtretman antioksidantom (NAC) ne smanjuje osetljivost celija RMS na
violacein.

o nema indukcije lipidne peroksidacije i pove¢ane produkcije ROS u ¢elijama RMS.

Violacein povecava osetljivost ¢elija RMS na doksorubicin. Isti trend prisutan je i u
kombinovanim tretmanima sa irinotekanom i vinfluninom, ali bez statisticke
znacajnosti.

Tretman violaceinom u trajanju od 24 h ne utice na ekspresiju proteina ANKRD1 u
Celijskim linijama RMS.
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Mpunor 1.

U3jaBa 0 ayTOpCTBY

MoTnucaHu-a Emununja Munowesuh

6poj nHaekca M3003/2018

UsjaBmbyjem

Aa je JoKTOpCKa AvcepTauyja noj HacrnoBom

Kapakrepu3auuja reHa ANKRD1 v yTuuaja BuonauemHa Ha henuje pabagomuocapkoma in vitro

e pesynTar COMncCTBEHOr NCTPaXKnBa4kor pana,

[a npeanioxeHa AucepTaumja y LENWHU HW y AeroBuMa Huje funa npeanoxeHa 3a
pobujarbe 6uno Koje AUNIome npema CTyAujCKUM nporpamuma Apyryux BUCOKOLLKONCKUX

yCTaHoBa,

e [acy peaynTaTil KOPEKTHO HaBEAEHN U
[a HUCaM KpLUMo/na ayTopcka npasa 1 KOPUCTUO MHTENEKTYanHy CBOjUHY ApYrix nuua.

MoTnuc poKkropaHaa

Y Beorpagy, 15.7.2024.




Mpwunor 2.

W3jaBa 0 MUCTOBETHOCTM WITAMNAHEe M eNIeKTPOHCKe Bep3uje
NOKTOpPCKOr paga

Wme v npeaume ayTopa Emunuja Munowesuh
Bpoj uHaekca M3003/2018

Cryavjcku nporpam  MonekynapHa Guonoruja eykapuora
Hacnos pana Kapakrepusauuja reHa ANKRD1 v yTuuaja BuonauevHa Ha henvje
pabaomuocapkoma in vitro

MeHTOopy ap JoBaHa JacHuh, Hay4Hu capagHuk (MHCTUTYT 32 MofieKynapHy reHeTuky v
reHeTUYKO UHXeH-epcTBO, YHuBep3uTeT y beorpaay); Ap Mwunow BpkyLllaHWH, AOLEHT
(Buonolwku dakynteT, YHusepauteT y beorpaay)

M3jaBrbyjem Aa je wramnaHa Bepawja Mor JOKTOPCKOr paaa UCTOBETHa eneKTPOHCKOj Bep3unju
kojy cam npegao/na 3a ofjaBrbuBare Ha noprany OurutanHor penosuTopujyma

YHusepautera y beorpaay.

[losBorbaBaM ga ce objase Moju NU4HM nojauu BesaHn 3a nobujarbe akagemckor 3Baa
[OKTOpa HayKa, Kao LUTO Cy UMe U Npe3ume, roamHa u Mecto pohewa u gatym oabpaHe paaa.

OBM NUYHM Mojaun Mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama AurutanHe 6ubnuoteke, y
eneKTPOHCKOM KaTanory vy nybnukauvjama YHusepauteta 'y Beorpagy.

Motnuc aokTopaHAaa

Y Beorpagy, 15.7.2024.
i




Mpwunor 3.

MU3jaBa o kopuwheky

Oenawhyjem YHusepauteTcky 6Gubnuorteky ,CBeTosap Mapkosuh* pga y [urutandu
penoauTopujym YHuBepauteta y beorpaay yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTauujy nof HacriosoMm:

Kapakrepusaumja reHa ANKRD1 v yTvuaja BuonauemnHa Ha henuje pabagomuocapkoma in vitro

Koja je moje ayTopcko Aeno.

[lucepTaumjy ca CBUM npurnosuma npepao/na cam y €eneKkTpoHCKOM ¢opmaTty norogHoM 3a
TpajHO apxvuBupamE.

Mojy [AOKTOpCKY AucepTauujy noxpaweHy Y JurutanHu penosutopujym YHuBepsuteta y
Beorpagy Mory fa KOpUcTe CBU KOju MOLUTYjy oapenbe cappxaHe y oagabpaHom Tuny nuueHue
KpeaTusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopCcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKoMepLyjanHo

3. AyTopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepaae
@AyTopCTBo — HeKomepuujanHo — AenuTu Noa UCTUM ycnosuma
5. AytopcTteo — 0e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AENUTH No4 UCTUM ycrosiuma

(Monumo Aa 3a0KpyXuUTe Camo jefHy 04 WeCT NOoHyNeHUX nueHuyn, kpatak onuc nuueHun aar
je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc fgoKropaHaa

Y beorpagy, 15.7.2024.

E i wore b




1. AyTopcTBO - [lo3BOSbaBaTe yMHOXaBake, AUCTpubyuujy un jaBHO caonwiTaBake aena, u
npepage, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauvH oppefjeH oA CTpaHe ayTopa unu Aasaoua
nUUEHLE, YaK 1 y komepuwjanHe cepxe. OBo je HajcnobofHuja oA CBUX NULIEHUN.

2. AyTOpcTBO — HekomepuujanHo. [losBorbaBate yMHOXaBak:€, ancTpubyumjy 1 jaBHO
caonwiTaBarwe Aena, U npepaje, ako ce Haseje MMe ayTopa Ha HauuH oApefeH oA cTpaHe
ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BO/baBsa KomepuujanHy ynotpeby aena.

3. AyTopcTBo - HekomepLujanHo — 6e3 npepage. [lodBorbaBate yMHOXaBak-e, aucTpmbyumjy u
jaBHO caonwTasake Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka U ynoTtpebe aena y csom aeny,
aKo ce HaBeae uMe ayTopa Ha HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa unu Aasaoua nuueHue. OBa
nUUeHLa He [Jo3Borbasa komepuuwjanHy ynotpeby aena. Y oAHOCy Ha CBe ocTane nuueHue,
OBOM NULEHLIOM ce orpaHunyaBa Hajsehu o06um npasa kopuwhewa aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEepLMjanHo — AenUTM Noa UCTUM ycrnosuma. [lo3sorbaBaTe yMHOXaBat:e,
aMCTpuByLMjy W jaBHO caoruTaBate [ena, 1 npepaje, ako ce HaBeae MMme ayTopa Ha HauuH
oapefieH o7 CTpaHe ayTopa Wnu AasaoLia NMLEHUe 1 ako ce npepaja AMCTpubynpa noA UCTom
WNW CAMYHOM nuueHuoMm. OBa nuUeHUa He A03B0SbaBa KomepuujanHy ynoTpeby aena w

npepaaa.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [losBorbaBaTte yMHOXaBae, anctpubyumjy 1 jaBHO
caonwTaeare aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBamwa unu ynotpebe aena y cBoMm Aerny, ako ce
HaBedae MMe aytopa Ha HauuH oapefleH of cTpaHe aytopa unu Aasaoua JvUEHUE. Osa
nUUeHua Ao3BOrbasa koMepuujanHy ynotpeby aena.

6. AYTOPCTBO - A€nUTU NOA UCTUM ycriosuma. [lo3BorbaBarte yMHOXaBatbe, AncTpudyuujy v
jaBHO caonwTaBake Aena, W npepage, ako Ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauvH oapeheH op
CcTpaHe ayTopa Ui AaBaoLa NULEHLE U ako ce npepaja AUCTpubyupa noa UCTOM UK CNUHHOM
nuueHUom. OBa NuUeHLa Ao03BorbaBa komepumjanHy ynotpeby aena v npepapa. Crindna je
copTBEpPCKMM NULIEHL@Ma, OAAHOCHO NULeHLaMa OTBOPEHOT KoAa.




