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1. UvVOD

1.1. Adhezija stanica

Adhezija stanica je osnovno svojstvo svih viSestani¢nih organizama. Stanice ostvaruju interakciju
s drugim stanicama i/ili proteinima izvanstani¢nog matriksa putem razli¢itih receptora. Adhezija stanica
osigurava tvorbu funkcionalnih tkiva i organa, ali isto tako omoguduje prijenos signala iz okoline u stanicu
te obrnuto (Geiger i Yamada, 2011.). Stanica se povezuje s okolinom putem ¢vrstih (engl. tight junctions),
pricvrsnih (engl. adherens junctions) i komunikacijskih (engl. gap junctions) spojeva. Cvrsti spojevi
povezuju membrane susjednih stanica putem receptora klaudina te stvaraju nepropusni ili polupropusni
sloj kako bi sprijecili protok molekula. Pronalazimo ih u epitelnim i endotelnim slojevima stanica (Steed i
sur., 2010.). Komunikacijski spojevi omogucuju prijenos molekula i elektri¢nih signala izmedu stanica, a
tvore ih receptori koneksini. MoZzemo ih pronaci u mnogim stanicama u tijelu (Nielsen i sur., 2012.).
Pricvrsni spojevi nalaze se gotovo u svim stanicama, a dijele se na veze stanice sa stanicom (engl. cell-cell
adhesion) te stanice sa izvanstaniénim matriksom (engl. cell-matrix adhesion). Adherentni spojevi i
dezmosomi povezuju stanice zajedno, a izgraduju ih proteini kadherini (Pannekoek i sur., 2019.). Ostali
pricvrsni spojevi povezuju stanice s razlicitih sastavnicama izvanstani¢nog matriksa, a tvore ih proteini
integrini. Spojevi posredovani integrinima, koje ¢emo u daljnjem tekstu zvati adhezijama, dijele se na
fokalne adhezije (nastaju iz manjih, nezrelih nascentnih adhezija), fibrilarne adhezije, hemidezmosome,
podosome, invadopodije i retikularne adhezije (drugi naziv: klatrinom posredovane adhezije). Pokazana
je dinamicna i sloZena interakcija svih pri¢vrsnih spojeva u stanici. Za sad je poznato da sve ove adhezije,
osim retkularnih, ostvaruju interkaciju s citoskeletom stanice te sudjeluju u prijenosu mehanickih sila, Sto
omogucuje stanicama da osjete, procesiraju i odgovore na podraZaje iz okoline (slika 1) (Zuidema i sur.,

2020.).
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Slika 1. Prikaz adhezija u stanici, osnovnih proteina koji ih grade te njihove medusobne dokazane i pretpostavljene
regulacije.

DSM-dezmosomi; Al-adherentne veze; TEM-tetraspaninom obogacene mikrodomene (engl. tetraspanin enriched
microdomains); FA-fokalne adhezije, PDS-podosomi; CCAC-klatrinom posredovane adhezije (engl. clathrin
containing adhesion complexes). Pune linije predstavljaju medusobnu regulaciju adhezija koja doprinosi pravilnoj
raspodjeli mehanickih sila u stanici. Isprekidane linije predstavljaju regulacije adhezija koje nisu dovoljno istraZene
(preuzeto iz Zuidema i sur., 2020. i doradeno).

1.1.1. Integrini

Integrini su transmembranski heterodimerni glikoproteini otkriveni 1987. godine (Hynes, 1987.).
U sisavaca predstavljaju glavnu skupinu receptora za stvaranje adhezija stanice sa izvanstani¢nim
matriksom ili drugim stanicama. Integrini su gradeni od podjedinica a i B povezanih nekovalentnim
vezama. U stanicama sisavaca mozemo pronadi 18 a i 8 B podjedinica koje mogu tvoriti 24 razli¢ita
heterodimera (Hynes, 2002.). Svi heterodimeri imaju jedinstvenu ulogu u stanicama, vezu se na razlicite
ligande te se eksprimiraju na membranama stanica u razli¢itim tkivima. Integrini su gradeni od velike
izvanstani¢ne domene kojom se vezu na ligande u okolini stanice, spiralne transmembranske domene te
kratke nestrukturirane citoplazmatske domene. Veli¢ina podjedinica varira i ve¢inom su gradene od 750
do 1000 aminokiselina, a podjedinice a i B se znacajno razlikuju u svojoj gradi (Campbell i Humphries,
2011.). Podjedinica a se sastoji od cCetiri ili pet izvanstani¢nih domena: B-glave (engl. 8-propeller head),
jedne domene pod nazivom thigh i dvije domene pod nazivom calf, a 9 podjedinica a ima i domenu a-I

umetnutu izmedu podjedinica B-glave. S druge strane, podjedinica B se sastoji od domene PSI (pleksin-
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semaforin-integrin), hibridne domene u kojoj je umetnuta podjedinica B-I, Cetiri modula bogata cisteinom
(domene E) te domene B-rep. Obje podjedinice sastoje se od transmembranskih domena te fleksibilnih
citoplazmatskih domena (slika 2). Vazno je napomenuti da podjedinica B ima gotovo dvostruko vecu
citoplazmatsku domenu, te konzervirane NPXY motive na koje se veZzu aktivatori integrina, poput proteina

talina i kindlina (Anthis i Campbell, 2011.).

Slika 2. Prikaz strukture integrinskih podjedinica a i B (preuzeto iz Anthis i Campbell, 2011. i doradeno).

Integrinske receptore moZemo podijeliti u Cetiri osnovne skupine, ovisno o ligandu s kojim
ostvaruju interakciju (slika 3): receptori laminina, receptori kolagena, receptori specificni za leukocite i
receptori RGD koji se vezu na peptidni slijed arginin-glicin-aspartat (R-G-D) (Hynes i Naba, 2012.). Veéina
integrina nije konstitutivno aktivna, te se mogu nalaziti na membrani stanice u inaktivnoj formi u kojoj ne
vezu ligande. Aktivacija integrina moze se odvijati na dva nacina, aktivacijom ,izvana“ (engl. outside-in) te
aktivacijom ,iznutra“ (engl. inside-out). Aktivacija ,izvana“ zapocCinje vezanjem komponenti
izvanstani¢nog matriksa na izvanstani¢cnu domenu integrina ¢ime se mijenja konformacija integrina.
Posebno je vazno vezanje proteina talina na integrinsku podjedinicu B $to omogucuje vezanje aktinskog

citoskeleta na talin kako bi se stvorila potrebna mehanicka sila za stvaranje funkcionalne adhezije



(Chastney i sur., 2021.; Yue, 2014.). Suprotno tome, aktivacijom ,iznutra" signali iz stanice aktiviraju
integrine i omoguduju stvaranje adhezije. Tocnije, razli¢iti kemokini u stanici poti¢u povezivanje proteina
RIAM (engl. Rap1-GTP-interacting adaptor molecule) s talinima. Vezanje aktiviranih talina i kindlina na
citoplazmatski rep integrina nuzno je za promjenu konformacije integrina iz zatvorene (engl. bent-closed),
preko prosirene zatvorene (engl. extended-closed), u otvorenu (engl. extended-open) konformaciju koja
ima najvedi afinitet za vezanje na izvanstani¢ni matriks. Unatoc razlikama, obje aktivacije i prijenos signala
provode se putem integrinske podjedinice B (Sun i sur., 2019.; Anthis i Campbell, 2011.). Nakon aktivacije
integrina dolazi do nakupljanja veceg broja heterodimera i aktivacije niza signalnih puteva koji reguliraju

proliferaciju, diferencijaciju, migraciju i polaritet stanice (Humphries i sur., 2019.).
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Slika 3. Prikaz vezanja integrinskih podjedinica a i B te grupiranje heterodimera integrina prema vezanju na
sastavnice izvanstani¢nog matriksa (preuzeto iz Arias-Mejias i sur., 2020. i doradeno).

1.1.2. lzvanstanicni matriks

Izvanstani¢ni matriks (engl. extracellular matrix, ECM) je kompleksna i dinamicna struktura
smjesStena izmedu stanica na koju se stanice vezu adhezijskim molekulama. Prema studijama provedenim
na uzorcima Covjeka i misa in vivo i in silico, 278 gena okarakterizirano je kao dio ECM-a, ¢ine¢i 1 %
ukupnog proteoma (Naba i sur., 2012.). Sastavnice ECM-a moZemo podijeliti u dvije osnovne skupine:
vlaknaste proteine i glikozaminoglikane. Vlaknastim proteinima pripadaju kolagen, fibronektin, elastin i

laminin, dok su glikozaminoglikani hijaluronska kiselina, hondroitin sulfat, keratin sulfat i heparan sulfat.



Organizacija ECM-a znacajno se razlikuje u tkivima, od rijetkog i mekanog vezivnog tkiva pa sve do gusto
pakiranih ¢vrstih bazalnih membrana. Primjerice, tetive imaju veliki udio kolagena | s malim udjelom
drugih sastavnica, dok se u bazalnim membranama nalazi velika koli¢ina kolagena IV, laminina i perlekana.
Osim toga, u ECM-u mozZemo pronadi razliCite enzime koji preraduju matriks, poput kolagenaza i matriks
metaloproteinaza (MMP), te raznovrsne faktore rasta (Huangisur., 2021.). U organizmu mozZemo pronaci
razli¢ite tipove organizacije ECM-a u prostoru poput ,ravnog” dvodimenzinalnog (2D) tipa, primjerice
bazalne membrane, i trodimenzionalnog (3D) tipa kojeg pronalazimo u vezivhom tkivu i organima. Zadnje
svojstvo prema kojem mozemo razlikovati tipove ECM-a u organizmu su njihova mehanicka svojstva poput
¢vrstode, elasti¢nosti, poroznosti i umreZenosti. Primjerice, ECM tumora je ucestalo vrlo €vrst i rigidan u
usporedbi sa zdravim tkivom, a ondje je prisutna i velika koli¢ina kolagena i hijaluronske kiseline (Geiger i
Yamada, 2011.). Glavni ,proizvodaci“ ECM-a su fibroblasti u kostanoj srzi, limfnim ¢évorovima i jajnicima
te periciti koje pronalazimo u krvnim Zilama. Osim u zdravom tkivu, fibroblasti u tumorima predstavljaju
glavnu sastavnicu tumorskog mikrookolisa gdje, osim izlucivanja sastavnica ECM-a, reorganiziraju matriks
izluCivanjem enzima poput MMP-a (MMP-2 i MMP-9) i lizil oksidaze. Unazad nekoliko godina ECM tumora
je postao nova meta u lijecenju pacijenata s ciljem smanjenja proliferacije i u€inkovitosti migracije stanica
tumora te angiogeneze, a pritom bez utjecaja na zdravo tkivo (Huang i sur., 2021.; Nazemi i Rainero.,

2020.).

1.2. Integrinski adhezijski kompleks

Nakon aktivacije i nakupljanja integrina, na njihov citoplazmatski rep vezu se mnogi proteini
stvarajuéi multimolekularni integrinski adhezijski kompleks (engl. integrin adhesion complex, 1AC). I1AC
predstavlja vezu izmedu ECM-a, integrina i citoskeleta stanice, a grade ga adaptorni proteini, signalni
proteini te proteini koji se vezu na sastavnice citoskeleta, aktin, intermedijarne filamente ili mikrotubule.
Svi proteini IAC-a, izvanstani¢ni, membranski i citoplazmatski proteini zajedno tvore adhesom (Horton i
sur., 2015., Winograd-Katz i sur., 2014.). Detaljne funkcionalne i morfoloSke analize definirale su glavne
oblike IAC-a, a to su nascentne adhezije (NA), fokalni kompleksi (FC), fokalne adhezije (FA), fibrilarne
adhezije (FB) (Humphries i sur., 2019.), hemidezmosomi (HD) (Walko i sur., 2015.), podosomi i
invadopodiji (Murphy i Courtneidge, 2011.) te retikularne adhezije (RA) (slika 4) (Lock i sur., 2018.).

NA su prve adhezije koje se stvaraju na vodecem rubu migrirajuée stanice. Sastoje se od samo
pedesetak integrina, imaju promjer manji od 0,5 um i obogacene su proteinima talinom, kindlinom, a-

aktininom, kinazom fokalne adhezije (engl. focal adhesion kinase, FAK) i paksilinom. Sazrijevanjem NA



nastaju veéi FC, koji su za razliku od NA povezani s aktinskim citoskeletom. Poveéana kontraktilnost
aktinskog citoskeleta dovodi do sazrijevanja FC u FA, najbolje proucenu vrstu IAC-a. FA su dinamicne,
izduzene strukture veli¢ine 2 — 5 um, a nuzne su za snaznu adheziju stanice na ECM te prijenos mehanickih
i kemijskih signala (Kanchanawong i Calderwood, 2023.). Vezanjem stanica putem integrina a5B1 na
fibronektin, ¢estu komponentu ECM-a, formiraju se FB, izduzene adhezije veli¢ine 1 — 10 um. FB uglavnom
nastaju sazrijevanjem FA, nalaze se u sredini stanice, obogacene su proteinom tenzinom te interagiraju s
aktinskim citoskeletom (Burridge, 2017.). FB sudjeluju u remodeliranju fibronektina (engl. ,fibronectin
fibrillogenesis“) i doprinose stvaranju fibrila na koje se vezu druge komponente ECM-a, poput kolagena,
fibrilina, fibulina i tenascina C. FB su osjetljive na mehani¢ke promjene u okolini, te poveéanjem tvrdode
ECM-a dolazi do njihovog rasta (Barber-Pérez i sur., 2020.). Za razliku od FC i FA, koje su povezane s
aktinskim citoskeletom, HD predstavljaju glavnu vezu integrina i intermedijarnih filamenata, a
pronalazimo ih uglavnom u bazalnim epitelnim stanicama. Postoje dvije vrste HD, tipovi 1i 2, a sredisnje
komponente HD tipa 1i 2 su integrin a6B4 i plektin, dok su BP180 (kolagen XVII, engl. bullous pemphigoid
antigen 2), BP230 (engl. bullous pemphigoid antigen 1) i CD151 prisutni u HD tipa 1 (Tadijan i sur., 2021.;
Walko i sur., 2015.). HD se mogu stvarati u blizini FA, a njihova medusobna komunikacija putem
mehanickih podraZaja i prijenosa signala regulira stabilnu adheziju i migraciju stanica (Zuidema i sur.,
2020.). Druge dvije vrste IAC-a su podosomi i invadopodiji, male prstenaste adhezije veli¢éine do 2 um
formirane oko dijelova aktinskog citoskeleta, ¢ime ga povezuju sa stanichom membranom. Invadopodiji
se formiraju uglavnom u invazivnim tumorskim stanicama, a podosomi u zdravim stanicama, primjerice u
misi¢nim i endotelnim stanicama. Grade ih proteini karakteristi¢ni za FA i FB uz regulatore aktina poput
proteina Arp 2/3 (engl. actin related protein 2/3) i (N)-WASP (engl. neuronal Wiskott-Aldrich syndrome
protein) (Kanchanawong i sur., 2023.; Murphy i Courtneidge, 2011.). RA predstavljaju nedavno otkrivenu
netipicnu vrstu adhezija posredovanu integrinom aVB5. RA nastaju kao posljedica zaustavljene
endocitoze, pod uvjetima male stani¢ne povrsinske napetosti. Za razliku od FA, RA nisu vezane na aktinski
citoskelet te opstaju tijekom cijelom stani¢nog ciklusa omogucavajuci ucinkovitu diobu stanice (Lock i sur.,

2018.).
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Slika 4. Pojednostavljeni prikaz osnovnih sastavnica FA, FB, RA i HD (vlastiti prikaz).

Unutar stanice, proteini adhesoma mogu se podijeliti u Cetiri grupe organizirane oko Ccetiri
medusobno povezane funkcionalne osi, a to su grupe ILK-PINCH-parvin-kindlin (IPP kompleks), FAK-
paksilin, talin-vinkulin i a-aktinin-ziksin-VASP (Kanchanawong i Calderwood, 2023.; Humphries i sur.,
2019.). Glavni proteini IPP kompleksa su kinaza vezana na integrine (engl. integrin-linked kinase, ILK),
njezini vezni partneri adaptorni proteini PINCH 1 ili 2 (engl. interesting new cysteine-histidine-rich protein)
te parvini a, B iy koji se vezu na aktin (Kadry i Calderwood, 2020.). lako je ILK klasificirana kao serin/treonin
kinaza, istrazivanja strukture proteina upucuju da ILK nema funkcionalnu kataliticku domenu te
mehanizam prijenosa signala nije poznat (Gdrska i Mazur, 2022.). IPP kompleks veZe druge adaptorne
proteine poput kindlina 1, 2 i 3, koji se izravno vezu na citoplazmatski rep integrinske podjedinice B i

aktiviraju integrine (Sun i sur., 2019.). Drugu os Cine centralna tirozin kinaza FAK i paksilin. Nakon
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autofosforilacije, FAK fosforilira paksilin koji predstavlja sidriSte za vezanje adaptornih i proteina koji se
vezu na aktin (Lépez-Colomé i sur., 2017.; Sulzmaier i sur., 2014.). Talini 1 i 2 su adaptorni proteini trece
osi koji se nakon dimerizacije izravno vezu na citoplazmatski rep integrinske podjedinice B i poticu
aktivaciju integrina. Veliki broj domena talina veZe aktin te vinkulin, adaptorni protein odgovoran za
prijenos sile od talina do aktinskog citoskeleta (Gough i Goult, 2018.). Zadnju os Cine proteini koji se vezu
na aktin, a-aktinini 1 i 4 (Sjéblom i sur., 2008.) te fosfoproteini ziksin i VASP (engl. vasodilator-stimulated

phosphoprotein) (Legerstee i sur., 2019.) koji su ukljuéeni u organizaciju aktinskog citoskeleta.

1.2.1. Istrazivanje integrinskog adhezijskog kompleksa

Sposobnost stanice da osjeti, veZe i mijenja ECM klju¢na je za regulaciju oblika stanice, odgovora
na mehanicke podrazaje, prijenos signala i kretanje. Od prve karakterizacije adhezije stanica na ECM 1970-
ih godina, proveden je niz biokemijskih, biofizi¢kih i bioloskih istraZivanja s ciljem odredivanja sastava
adhezija, organizacije molekula i prijenosa signala (Chastney i sur., 2021.; Bachmann i sur., 2019.). S
obzirom na njihovu dinami¢nu i nestabilnu prirodu, izolacija IAC-a bez dodatnog nepoZeljnog materijala
iz stanice nije u potpunosti moguca. Plopper i Ingber (1993.) objavili su prvu metodu izolacije IAC-a
koriste¢i magnetne kuglice obloZene fibronektinom ili RGD-peptidom (najviSe istrazenim peptidom za
vezanje integrina avp3, avB5, a5B1, avp6, avPp8i avB1l), kako bi potaknuli vezanje stanica i stvaranje IAC-
a. lzolaciju su proveli 15 — 30 minuta nakon dodatka kuglica u suspenziju stanica te su prvi dobili uzorke
obogacene proteinima adhesoma bez ostalih proteina stanice. Uzorke su analizirali metodom natrij-
dodecil sulfat elektroforeze u poliakrilamidnom gelu (engl. sodium dodecy! sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) i metodom western blot (WB). Humphries i sur. (2009.) unaprijedili su
prethodno opisanu metodu kako bi izolirane proteine uspjesno analizirali spektrometrijom masa (MS).
Nakon dodatka magnetnih kuglica obloZenih fibronektinom u suspenziju stanica eritroleukemije ¢ovjeka
K562, izlozZili su suspenziju djelovanju kemijskog umrezivaca dimetil 3,3’-ditiobispropionimidata (DTBP)
kako bi stabilizirali dinamicnu strukturu IAC-a te povecali uspjesnost vezanja i izolacije Zeljenih proteina.
UmreZavanje je zaustavljeno dodatkom Tris-HCI pufera, a stanice su lizirane neionskim deterdzentima i
primjenom ultrazvuka. Dodatno poboljSanje izdvajanja IAC-a postignuto je u radu Schiller i sur. (2011.),
gdje je koristena modificirana metoda izdvajanja IAC-a bez upotrebe magnetnih kuglica. IAC-i su izolirani
iz stanica fibroblasta miSa nasadenih na Petrijeve zdjelice obloZzene fibronektinom. Autori su stanice
umrezavali pomocu ditiobis sukcinimidil propionata (DSP) i 1,4-Bis [3-(2-piridilditio) propionamido]

butana (DPDPB) tijekom 30 minuta. Umrezavanje su zaustavili dodatkom Tris-HCl pufera (pH 7,5), a stanice



lizirali dodatkom pufera RIPA (engl. radioimmunoprecipitation assay), te su na kraju isprali Petrijeve
zdjelice pod jakim mlazom vodovodne vode kako bi se uklonili svi neumrezeni proteini. Umrezene
proteine IAC-a eluirali su dodatkom pufera koji sadrzi reducirajuéi agens ditiotreitol (DTT). Ovom
metodom, Schiller i sur. (2013.) analizirali su IAC stanica fibroblasta bubrega misa koji eksprimiraju
integrine a5B1, aVB3 i aVP5 kako bi istrazili razlike u vezanju razlicitih integrina za fibronektin.

Kuoisur. (2011.; 2012.) predstavili su drugadiji pristup istraZivanju proteina adhesoma fibroblasta
prepucija Covjeka (engl. human foreskin fibroblast cells, HFF) uzgajanih na fibronektinu. Stanice su lizirali
hipotoni¢nim Sokom, a proteine adhesoma, vezane na podlogu, skupili su u puferu RIPA s dodatkom
deterdZenta SDS. Fibronektin i aktin su iz uzoraka uklonili imunoprecipitacijom pomocu specifi¢nih
protutijela. Zanimljivo je da su, osim izolacije i analize uzoraka IAC-a metodom MS, proteine adhesoma u
liziranim stanicama analizirali i metodom imunofluorescencije, tako da su stanice fiksirali nakon
hipotoni¢nog Soka i obojili specificnim fluorescentno obiljeZzenim protutijelima. Istom metodom Huang i
sur. (2014.) analizirali su sastav IAC-a mezenhimalnih mati¢nih stanica MSC-3A6, dok su Yue i sur. (2014.)
analizirali sastav IAC-a stanica koZe ¢ovjeka HaCaT, ali iz neobloZenih Petrijevih zdjelica. Ng i sur. (2014.)
izolirali su IAC-e iz stanica HFF nakon izlaganja nokodazolu, inhibitoru polimerizacije mikrotubula, koristedi
slican pristup kao i Schiller i sur. (2011.), a kao umreZivac su koristili DTBP. Nadalje, koristeéi ovu metodu,
Robertson i sur. (2015.) izolirali su IAC-e iz stanica melanoma ¢ovjeka A375 nasadenih na fibronektin te su
analizirali proteine i fosfoproteine adhesoma koristeci MS.

Jones i sur. (2015.) objavili su dva protokola za izolaciju IAC-a temeljena na prethodno
spomenutim pristupima. Prvi protokol uklju€uje koristenje oblozenih magnetnih kuglica za izolaciju IAC-a
iz stanica koje rastu u suspenziji. Drugi protokol se temelji na izolaciji IAC-a iz stanica nasadenih na zdjelice
oblozene proteinima ECM-a, koje se potom izlazu djelovanju kemijskog umreZivaca, liziraju te se
neumreZeni proteini ispiru jakim mlazom vodovodne vode, a proteini adhesoma se struganjem skupljaju
u otopinu s velikom koli¢éinom DTT-a i SDS-a. Koristedi drugi protokol, Horton i sur. (2016b.) izolirali su IAC-
e iz stanica HFF s ciljem odredivanja uloge proteina FAK, dok su Ajeian i sur. (2016.) izolirali IAC-e iz
mezenhimalnih mati¢nih stanica uzgajanih na fibronektinu i poli-D-lizinu. Nasadivanjem stanica na
odredene komponente ECM-a unaprijed se odabiru integrini kojima e stanica stvoriti adhezije. Stoga
pristup u kome se izoliraju IAC-i iz stanica uzgajanih na neobloZenim Petrijevim zdjelicama omogucuje da
stanice tijekom viSednevnog uzgoja u kulturi same izluce proteine ECM-a i na njih se vezu. Na ovaj nacin
pristupilo se izdvajanju adhezija u viSe vrsta stanica, primjerice stanica osteosarkoma U20S, sto je dovelo
do otkrica RA (Lock i sur., 2018.), te stanica melanoma covjeka MDA-MB-435S u kojima su osim FA,

primjeéene i RA (Paradzik i sur., 2020.). Isti pristup koristen je i za analizu IAC-a karcinoma plocastog



epitela jezika Cal27, koje za adheziju preferencijalno koriste HD, iako je pokazano da stvaraju i FA (Tadijan
i sur., 2021.). Sli¢cno je pokazano i u stanicama duktalnog adenokarcinoma gusterace SUIT-2 (Humphries i
sur., 2022.). Ovaj pristup izolacije proteina adhesoma i analiza tako dobivenih uzoraka pomodéu metoda
SDS-PAGE i WB, pokazao se vrlo pogodnim za analizu promjena u sastavu FA nakon utiSavanja pojedinih
proteina adhesoma u stanicama melanoma covjeka MDA-MB-435S, sto je nemogude uciniti analizom
ukupnih stanic¢nih proteina (Loncarié¢ i sur., 2023.).

Objavljeni podaci o proteinima adhesoma u razli¢itim staniénim modelima uzgajanim na
fibronektinu (Jones i sur., 2015.; Robertson i sur., 2015.; Ng i sur., 2014.; Schiller i sur., 2013.; Kuo i sur,
2012.; Schiller i sur., 2011.; Humphries i sur., 2009.) omogucili su bioinformati¢ku analizu tih rezultata i
definiranje adhesoma. Predstavljeno je 2412 proteina ,,meta adhesoma“ induciranog vezanjem stanica na
fibronektin, a dodatnim odabirom identificirano je 60 najucestalijih proteina koji tvore ,konsenzualni
adhesom” (Horton i sur., 2015.). S obzirom na to da je konsenzualni adhesom odreden u stanicama
uzgajanima na fibronektinu, njegov sastav odgovara adhesomima fibronektinskih receptora avp3 i a5p1
(Horton i sur., 2016a., Robertson i sur., 2015., Ng i sur., 2014.).

lako metode izolacije i analize sastava adhesoma metodom MS pruzaju uvid u sastav IAC-a,
njihovim koriStenjem ne mogu se odrediti interakcije pojedinih proteina. Kako bi se razumjela organizacija
i regulacija kompleksa, nekoliko grupa zapocelo je koristiti MS u sprezi s metodom identifikacije interakcija
pomocu biotinilacije ovisne o medusobnoj blizini proteina (engl. proximity-dependent biotin identification,
BiolD) (Chastney i sur., 2020.; Myllymaki i sur., 2019.; Dong i sur., 2016.). U metodi se kao mamac koriste
proteini Cije se interakcije istrazuju, fuzionirani s biotin ligazom. Biotin ligaza je enzim koji, uz dodatak
biotina u hranjivu podlogu za uzgoj stanica, biotinilira proteine u neposrednoj blizini mamca (15— 25 nm).
Na ovaj nacin uspjeSno se mogu pretpostaviti bliske interakcije proteina (Humphries i sur., 2019.).
Koristenjem viSestruke BiolD metode, tj. obiljeZzavanjem veceg broja proteina adhesoma, mogu se dobiti
mape cijom se analizom mogu s vecom tocnosSéu pretpostaviti interakcijski partneri i odnosi izmedu
proteina. Primjerice, Chastney i sur. (2020.) predstavili su rezultate BiolD analize ¢ak 16 proteina
adhesoma od kojih je svaki bio dio jedne od Cetiri organizacijske osi adhesoma, primjerice vinkulina,
paksilina, kindlina i ziksina.

Osim klasi¢nim metodama molekularne i stani¢ne biologije kao $to su imunofluorescencija i rjede
koristena koimunoprecipitacija, te karakteristicnim metodama izolacije ili obiljezavanja proteina
adhesoma, adhezije se mogu proucavati i metodama biofizike. S obzirom na svoju dinamiku te svojstvo
prijenosa i odgovora na mehanicke podrazaje, adhezije moZzemo proucavati koristeci super-rezolucijsku

mikroskopiju, mikroskopiju Zivih stanica s fluorescentno obiljezenim proteinima adhesoma (engl. , Single-
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molecule tracking”), fotoaktivaciju fluorescentno obiljezenih proteina u Zivim stanicama (engl.
,Fluorescent recovery upon fotoactivation”), mikroskopiju atomskih sila (engl. atomic force microscopy),
metodu magnetske pincete (engl. magnetic tweezers) i slicne metode (Tapia-Rojo, 2024.; Kanchanawong

i Calderwood, 2023.).

1.3. Fokalne adhezije

FA su prvi put uocene 1971. godine elektronskom mikroskopijom (Abercrombie i sur., 1971.) i od
tada su najviSe istraZivana vrsta IAC-a, a uklju€ene su u pretvorbu izvanstanic¢nih kemijskih i mehanickih
signala u biokemijske signale (Geiger i Yamada., 2011.). Kao Sto je ve¢ spomenuto, FA nastaju
sazrijevanjem manjih adhezijskih struktura, NA i FC, sastavljenih od svega nekoliko proteina adhesoma,
poput integrina, talina, paksilina, kindlina i a-aktinina, a formiraju se na lamelipodijima na vode¢em rubu
stanice. Integrini koji mogu stvarati NA, FCi FAsu alpl, a2pf1, a3pf1, a4B1, a5B1, a6B1, a6B1, a7pf1, a8B1,
a9B1, allpl, aVpl, aVP3, aVR5, aVpe i aVP8 (Mishra i Manavathi, 2021.). Kljucan korak u sazrijevanju
adhezija u FA je vezanje aktinskog citoskeleta i miozina Il, koji poti¢u prijenos mehanicke sile na proteine
adhezije te uzrokuju konformacijske promjene adaptornih proteina, posebice talina, Sto dovodi do vezanja
drugih sastavnica FA, primjerice proteina PINCH 1/2 i ziksina (Mishra i Manavathi, 2021.; Burridge, 2017.).
Aktinska vlakna vezana s FA nazivaju se stresna vlakna i predstavljaju posebnu strukturu sastavljenu od
usnopljenog filamentoznog aktina (F-aktin) vezanog na kontraktilne filamente miozina Il. F-aktin nastaje
polimerizacijom monomera globularnog aktina (G-aktina). F-aktin je polariziran, tj. ima tzv. plus i minus
krajeve, Sto je vazno prilikom umrezavanja vlakana te za odredivanje smjera kretanja miozina (Cooper,
2000.). Stresna vlakna se uglavnom sastoje od 10 do 30 aktinskih filamenata usnopljenih proteinima koji
se vezu na aktin poput a-aktinina, filamina i fascina (Legerstee i Houtsmuller, 2021.; Truong i sur., 2015.;
Elkhatib i sur., 2014.; Ciobanasu i sur., 2012.) Mehanicka sila nastaje kretanjem filamenata miozina po
aktinskim vlaknima, Sto rezultira kontrakcijama u FA. Poznate su Cetiri vrste stresnih vlakana; ventralna
stresna vlakna koja su povezana s FA na oba kraja; dorzalna stresna vlakna koja su povezana s FA na
jednom kraju i protezu se do jezgre stanice; kortikalna stresna vlakna koja su vezana s FA na oba kraja, ali
su znacajno kraéa i manje kontraktilna od ventralnih vlakana i perinuklearna stresna vlakna koja se protezu
kroz cijelu stanicu, prolazeci preko jezgre, a povezana su s FA i jezgrinom ovojnicom (Lehtimaki i sur.,
2021.). Ventralna stresna vlakna protezu se kroz cijelu stanicu, a na straznjem dijelu imaju glavnu ulogu u
kontraktilnosti i pokretanju stanice. Dorzalna stresna vlakna nastaju polimerizacijom aktina vezanog s FA

na rubu stanice, pojavljuju se prilikom kretanja stanice i stvaranja novih adhezija te prenose mehanicke
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podrazaje od FA u cijelu stanicu. Kortikalna stresna vlakna nastaju neovisno o postojec¢im vlaknima i nalaze
se ispod jezgre, dok se perinuklearna vlakna nalaze iznad jezgre i pretpostavlja se da im je glavna uloga
prijenos jezgre i zadrZavanje njenog oblika tijekom migracije stanice (Lehtimaki i sur., 2021.; Tojkander i
sur., 2012.).

FA su dinami¢ne strukture i njihov sastav se mijenja ovisno o signalima u okolini stanice. Mnogi
proteini su regulirani fosforilacijom ili mehanickim podrazajima, a uéestala izmjena proteina nuzna je za
migraciju stanica, a posebice za pravilan prijenos razlicitih signala (Tang i sur., 2018.; Zamir i Geiger, 2001.).
Vaznu ulogu u izmjeni proteina u FA imaju mikrotubuli koji prenose sastavnice FA koje se brzo izmjenjuju
(Ng i sur., 2014.). Mikrotubuli su filamentozni polimeri koji nastaju vezanjem monomera a i B-tubulina u
takozvane protofilamente. Vezanjem 13 protofilamenata u cilindri¢nu strukturu nastaju mikrotubuli, koji,
poput F-aktina, imaju svoj plus i minus kraj (Muroyama i Lechler, 2017.). Postranslacijske modifikacije
mikrotubula, kao i njihova gustoca i Zivotni vijek uvelike ovise o dinamici na plus kraju. Upravo se plus
krajem mikrotubuli pricvrséuju u blizini stanicne membrane i FA te posreduju prijenos razlic¢itih molekula
i vezikula u stanici (Meiring i sur., 2020.). FA omoguduju stabilizaciju mikrotubula u blizini stani¢ne
membrane vezanjem na proteine kortikalnog kompleksa za stabilizaciju mikrotubula (engl. cortical
microtubule stabilizing complex, CMSC). CMSC grade proteini liprin ai § (Astroi sur., 2016.), ELKS (protein
bogat aminokiselinamaE, L, KiS) (Hida i sur., 2010.), kinezin KIF21A (van der Vaarti sur., 2013.), EB1 (engl.
end-binding) koji se veZe na rastuci vrh mikrotubula, CLASP (engl. cytoplasmic linker associated protein 1),
LL5B (engl. pleckstrin homology like domain family B member 2) (Lansbergen i sur., 2019.) i KANK (engl.
KN motif and ankyrin repeat domain-containing protein). Pokazano je da se KANK iz CMSC-a direktno veZe
na domenu R7 talina iz FA putem domene KN i tako stvara vezu F-aktina i mikrotubula. Mutacije u veznim

mjestima proteina talina i KANK dovode do prekida veze CMSC-a i FA (Bouchet i sur., 2016).

1.3.1. Talin

Talin je veliki adaptorni protein FA, otkriven 1983. godine (Burridge i Connell, 1983.). Talin se
sastoji od atipicne N-terminalne domene FERM (4.1. protein, ezrin, radiksin i moesin), gradene od Cetiri
poddomene (FO-F3), koja je povezana putem kraée vezujuce domene na veliku Stapi¢astu domenu (engl.
rod) koja se sastoji od 13 poddomena (R1-R13). Na kraju Stapi¢aste domene nalazi se poddomena

odgovorna za dimerizaciju dvije molekule talina (slika 5) (Gough i Goult, 2018.).
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FO F1 F2 F3, R1 R0 R11 r12 R13
FERM

Slika 5. Grada proteina talina (preuzeto iz Goult, 2021.).

Glavna uloga domene FERM je vezanje i posljedi¢na aktivacija integrinske podjedinice B putem
poddomene F3 (Shattil i sur., 2010.). Stapi¢asta domena talina sastoji se od 2000 aminokiselina i 62 a-
heliksa. Poddomene Stapiéaste domene imaju prilicno razli¢itu strukturu i posljedi¢éno vezu razli¢ite

interakcijske partnere (slika 6) (Goulti sur., 2013.).

FO F1 F2 F3 RT R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 RI1 R12 R13 DD
T T T o I I I I I I I I O |
Autoinhibicija | | | o I I I - I I I o
I I I I I I I I o

RAP-1
o o I I I I I I I I o
KANK1-4 | | | | | o I I I I I I N
I o I - I I I I I o

PIP
o I I I I I I I I I o
RIAM | | I I I I I I T
vinkulin : : : - :

Aktin | | | ! | ABS2 | ! | I |
o I | 1 1 I

B-integrin | | [ T T T I I I I I o
pp,v-00 1 |1 [ T T l I I I I I I I o
wsivoming] 1 ] [ T R T I I H I I I I o
-sinemin [ TR R AR R TR N I I I I I I o
DLCpaksilin y ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 101 | I I I | | o
failin/ | 1| A A I I I I I I I I o
FAK/Ga13/TIAM1 | | | | | | | | | | | | | | | | | |
e F 8T Tawd OO0 O1 | I I I I I I I | P
miestocijepania | @ @ 8y
kalpatnom Q433-Q434 P1902-A1903 K2493-M2434

Slika 6. Prikaz veznih partnera talina i domena talina s kojima se vezu.
RAP-1 (engl. Ras related protein 1); PIP,-fosfatidilinozitol- 4,5-difosfat; DLC1-Rho GTPazni aktivator 1, engl. deleted
in liver cancer 1; Ga13-G-protein; TIAM1-Rac1 specificni gvanin nukleotidni izmjenjujuci faktor; ABS-engl. actin

binding site; IBS-engl. integrin binding site (preuzeto iz Gough i Goult, 2018. i doradeno).

Kod kraljeZnjaka moZemo razlikovati dva homologa talina, talin 1 i talin 2. Ti proteini imaju 76%

identicne proteinske sljedove i veliki broj veznih partnera, kao Sto je citoplazmatski rep integrinske
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podjedinice B (Gough i Goult, 2018.), kindlin (Lu i sur., 2022.), vinkulin (Carisey i sur., 2013.) i KANK
(Bouchet i sur., 2016.). Zanimljivo je da su talin 1 i 2 strukturno gotovo identicni, ali postoje razlike u
aminokiselinskom slijedu poddomena. Primjerice, F2 (86 %), F3 (89 %) i R13 (92 %) su u velikoj mjeri
konzervirane poddomene izmedu homologa, vjerojatno zbog svoje vazne uloge u formiranju FA. Isto tako,
poddomene R7 i R8 oba talina sadrze motiv LD (leucin-aspartat) za vezanje proteina, te su njihove vezne
povrsine identi¢ne. Proteini KANK1 i KANK2 ostvaruju interakciju s domenom R7, dok RIAM i DLC1 veZu
domenu R8. S druge strane, ostale poddomene se medusobno znacajno razlikuju, a najvise se od ostalih
razlikuje domena R5 (60 %) (Gough i Goult, 2018.).

Talin 1 moZemo pronadi u svim stanicama u organizmu, a talin 2 uglavnom pronalazimo u misi¢nim
stanicama, stanicama mozdane kore i fibroblastima (Thul i sur., 2017.). Iznenaduje da je talin 1 pronaden
u FA i podosomima, a talin 2 u FA, FB i invadopodijima gdje je neophodan za stvaranje vucne sile i
degradaciju ECM-a (Qi i sur., 2016.; Praekelt i sur., 2012.). Njihova uloga u stanicama nije jednaka.
Primjerice, genska delecija (engl. knockout) talina 1 u fibroblastima (Zhang i sur., 2008.) i miocitima misa
(Manso i sur., 2017.) mijenja adheziju i morfologiju stanica. Osim toga, genska delecija talina 1 dovodi do
smrti miseva (Qi i sur., 2016.; Monkley i sur., 2000.), dok genska delecija talina 2 nije znatno utjecala na
preZivljenje miSeva (Debrand i sur., 2012.; Monkley i sur., 2001.). Zanimljivo je spomenuti da su Manso i
sur. (2017.) pokazali da gubitak talina 2, dominantne izoforme u miocitima, nije utjecao strukturno ni
funkcionalno na srca miseva zbog kompenzatornog povecanja razine talina 1 i integrina 1. Unatoc tome,
treba napomenuti da talin 1 nije uspio u potpunosti nadomjestiti talin 2 te odrZati poveéanu razinu
integrina, jer je poznato da talin 2 ima vedi afinitet vezanja za citoplazmatski rep podjedinice integrina f1
(Mansoisur., 2017., Yuaniisur., 2017.).

Iduéa vazna razlika izmedu dva homologa talina je u ulozi u proliferaciji stanica te je vjerojatno da
njihova uloga ovisi o vrsti stanica u kojoj se istraZzuje. Smanjena koli¢ina talina 1 u endotelnim stanicama
miSa dovodi do smanjene proliferacije (Pulous i sur., 2021.), a u stanicama glatkih miSi¢a znacajno
povecava stani¢nu proliferaciju i ué¢inkovitost migracije (Weiisur., 2017.). Sakamoto i sur. (2010.) pokazali
su da u stanicama karcinoma prostate DU145 gubitak talina 1 onemoguduje stvaranje adhezija i
posljediéno dovodi do stani¢ne smrti. U stanicama osteosarkoma covjeka U20S pokazana je interakcija
izmedu talina 1 i kinaze-1 ovisne o ciklinu (engl. cyclin-dependent kinase, CDK1), klju¢nog regulatora
stani¢nog ciklusa, odnosno regulacije IAC-a i stani¢nog citoskeleta tijekom mitoze (Gough i sur., 2021).

Talini imaju specificne uloge, ovisno o vrsti tumorskih stanica, u njihovoj pokretljivosti,
preZivljenju i odgovoru na terapiju. U stanicama karcinoma dojke MDA-MB-231 pokazano je da smanjena

koli¢ina talina 1 povecava osjetljivost stanica na protutumorski lijek docetaksel (Singel i sur., 2013.), dok
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je utiSavanje talina 2 u istim stanicama smanijilo proliferaciju i ucinkovitost migracije te potaknulo
apoptozu (Wen i sur., 2019.; Li i sur., 2017.). Oba talina povezana su s razvojem malignih obiljezja kod
stanica hepatocelularnog karcinoma MHCC-97 L (Fang i sur., 2016.). S druge strane, talin 2 je smanjeno
prisutan u uzorcima pacijenata i stanicama karcinom bubrega Caki-1, A-498, 786-0O, ACHN te njegova

povecana razina inhibira stanicni rast i metastaziranje (Cai sur., 2022.).

1.3.2. KANK

Izmedu mnogobrojnih veznih partnera talina istaknuti ¢emo proteine iz obitelji KANK. Obitelj
KANK sastoji se od Cetiri evolucijski o¢uvana proteina (KANK1 - 4) nastalih duplikacijom gena (Tadijan i
sur., 2020.; Pan i sur., 2017.). Pokazano je da je ekspresija proteina KANK stani¢no specifi¢na, pa tako
KANK1 moZemo pronaci u epitelnim stanicama, KANK2 i KANK4 su uglavhom eksprimirani u
mezenhimalnim stanicama, dok KANK3 nalazimo isklju¢ivo u endotelnim stanicama krvnih i limfnih Zila
(Guo i sur., 2021.). Proteini KANK gradeni su od tri domene, N-terminalne domene KANK (KN), domene
smotane zavojnice (engl. coiled-coil, CC) ¢ija duZina i sastav varira ovisno o kojem je proteinu KANK rijec¢
(slika 7) i domene s ankirinskim ponavljajuc¢im sljedovima (engl. ankyrin repeat domain, ANKRD) koja se

sastoji od pet ponavljajuéih sljedova (Chen i sur., 2018.; Kakinuma i sur., 2009.).

KANK 1
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Al
A2
A3
A4
A5

O—000

O—400

O—0—0-
O—0

KANK 2
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A2
A3
A4
A5
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A3
A4
A5

KANK 3

KANK 4
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Al
A2
A3
A4
A5

Slika 7. Razlike u strukturi proteina KANK. Brojevi predstavljaju domene CC, dok pravokutnici (A0-A5)
predstavljaju domene ANKRD (preuzeto iz Tadijan i sur., 2020.).

Proteini KANK (osim KANK4) ostvaruju interakciju s CMSC-om vezanjem na liprin B1 putem svoje
domene CC. Proteini KANK povezuju liprin' s obrubom (engl. belt) FA vezanjem na domenu R7 talina putem
domene KN, $to potice vezanje ostalih sastavnica CMSC i dovodi mikrotubule u blizinu integrina (slika 8)

(Sun i sur., 2016.; Bouchet i sur., 2016.). Interakcija proteina talina i KANK klju¢na je u medusobnoj
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komunikaciji aktina i mikrotubula, o ¢emu e viSe rijeci biti u poglavlju 1.3.3. Uistinu, KANK1 i 2 su
pronadeni u obrubu FA posredovanih integrinom B1, ali ne i u sredistu FA (Stubb i sur., 2019.). Zanimljivo
je spomenuti da je KANK1 pronaden i u jezgri gdje je uklju¢en u unos B-katenina (Wang i sur., 2006.).
Osim Sto povezuju mikrotubule s FA, proteini KANK uglavnom negativno reguliraju polimerizaciju
aktinskih vlakana putem Rho GTPaza Rhol i Racl (engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1).
Primjerice, KANK1 nakon fosforilacije kinazom Akt inhibira aktivhost RhoA pomocu proteina 14-3-3 u
stanicama bubrega embrija covjeka HEK-293 i fibroblastima embrija misa (Kakinuma i sur., 2008.). Isto
tako, KANK1 moze inhibirati Racl vezanjem na supstrat inzulinskog receptora 53 (engl. insulin receptor
substrate 53, IRSp53) i tako sprijeciti stvaranje lamelipodija i Sirenje stanice (Roy i sur., 2009.). S druge
strane, KANK2 je pronaden u kompleksu s regulatorom Rho GTPaza RhoGDI (engl. Rho GDP- dissociation
inhibitor 1), te je smanjenje njegove ekspresije povecalo aktivnost Rho proteina u podocitima (Asano-
Matsuda i sur., 2021.; Allison, 2015.). Rafiq i sur. (2019.) pokazali su da utiSavanje proteina KANK1 ili
KANK2 dovodi do povecanja FA i raspada podosoma. U tom je ¢lanku pokazano da utiSavanjem proteina
KANK dolazi do prekida veze FA i mikrotubula i oslobadanja proteina GEF-H1 (engl. guanine nucleotide
exchange factor H1) s mikrotubula, koji tada aktivira signalni put Rho/ROCK (engl. Rho-associated coiled-

coil containing kinase) i potice nakupljanje filamenata miozina ll, a time i rast stesnih vlakana i FA.

E §5 Vezanje proteina talina 5 ¥ Sastavljanje kortikalnog 5 §- Kortikalni kompleks za
FA 1 &1 5 FA | & FA [ &1 aar
§ i KANK 18 kompleksa 1§ stabilizaciju mikrotubula
Mikrotubul
KANK1

citoplazma citoplazma citoplazma

integrini

ECM

PIP3 integrini
ECM

integrini

ECM

Slika 8. Prikaz stvaranja veze izmedu FA i CMSC putem proteina KANK (preuzeto iz Bouchet i sur., 2016. i
doradeno).
Genetske studije obitelji proteina KANK potvrdile su njihovu vaznu ulogu u fiziologiji i bolesti
bubrega. Osim mutacija u proteinu KANK1, koje poticu tumorigenezu stanica bubrega (Sarkarisur., 2002.),
recesivne mutacije u genima Covjeka za KANK1, KANK2 i KANK4 povezane su s nefrotskim sindromom

(Gee i sur., 2015..; Zhu i sur., 2008.). Delecija gena za KANK1 povezana je s neurodegenerativnim
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bolestima, kao Sto su cerebralna paraliza, kvadriplegija i autizam, u studiji provedenoj na Cetiri generacije
obitelji (Vanzo i sur., 2013.; Lerer i sur., 2005.). Kod modelnog organizma Caenorhabditis elegans, gubitak
ortologa KANK, VAB-19, uzrokuje viSestruke abnormalnosti, ukljucujuci defekte prilikom rasta aksona i
stvaranje praznina u bazalnoj membrani tijekom razvoja vulve (lhara i sur., 2011.; Ding i sur., 2003.).
Zaklju¢no, ova opaZanja ukazuju na Siroku ukljuéenost proteina KANK u razvoj organizma (Guo i sur.,
2021.).

Do sada je veéinom istrazivana uloga proteina KANK u razvoju tumora, prvenstveno s fokusom na
KANK1 i njegovu ulogu tumorskog supresora (Fan i sur., 2020.; Chen i sur., 2017.; Sarkar i sur., 2002.).
Pokazano je da KANK1 sudjeluje u regulaciji epitelno-mezenhimalne tranzicije, a njegovo utiSavanje moze
smanjiti apoptozu, povedati pokretljivost stanica i razviti otpornost na protutumorski lijek paklitaksel u
stanicama adenokarcinoma pluéa A549 (Pu i sur., 2020.), dok je poveéana ekspresija KANK1 u karcinomu
dojke povezana s boljim ishodima lije¢enja pacijentica (Kariri i sur., 2020.). Smanjenje kolicine proteina
KANK1 u stanicama karcinoma vrata maternice Hela, te smanjenje koli¢ine proteina KANK1 i 2 u
podocitima misa, uzrokovalo je smanjenu ucinkovitost migracije stanica (Bouchet i sur., 2016; Gee i sur.,
2015.). U stanicama melanoma MDA-MB-435S, smanjenje koli¢ine proteina KANK2 povecava osjetljivost
stanica na protutumorski lijek paklitaksel i dovodi do smanjenja ucinkovitosti migracije stanica (Paradzik i
sur., 2020.). KANK3 se smatra moguéim tumorskim supresorom jer je smanjena razina KANK3 povezana
sa smanjenim prezivljenjem u Sest od deset proucavanih tipova tumora, primjerice hepatocelularnog
karcinom i karcinoma prostate. Medutim, nije pronadena korelacija izmedu ekspresije mRNA (engl.
messenger RNA) KANK2 i preZivljenja pacijenata u deset proucavanih tipova tumora (Kim i sur., 2018.;

Leszczynska i sur., 2015.).

1.3.3. Medusobna komunikacija (engl. crosstalk) aktina i mikrotubula

U Zivotinjskim stanicama citoskelet se sastoji od tri filamentozne sastavnice: mikrotubula,
aktinskih filamenata i intermedijarnih filamenata. Sve tri sastavnice doprinose odrzavanju stanicne
morfologije, organizacije citoplazme i stabilizacije uslijed djelovanja mehanickih sila. Unazad nekoliko
godina, postalo je jasno da je medusobna komunikacija (engl. crosstalk, u nastavku ¢emo korisiti izvorni
pojam iz engleskog jezika) sastavnica citoskeleta nuZna za osnovne bioloske procese. Stoga bi se citoskelet
trebao promatrati kao jedinstveni sustav gdje se sastavnice medusobno reguliraju kako bi precizno
izvrsavale svoje uloge. Aktinski filamenti i mikrotubuli znacajno su dinamicniji od intermedijarnih

filamenata, a mogu aktivno proizvoditi sile i poticati promjene stani¢nog oblika i pokretljivosti. Posebno
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je istraZivana uloga crosstalka aktina i mikrotubula u regulaciji stani¢ne polarnosti tijekom migracije i
diobe (Seetharaman i Etienne-Manneville, 2020.; Dogterom i Koenderink, 2019.). Postoji niz proteina koji
stvaraju fizicku vezu izmedu aktina i mikrotubula. Primjerice, protein plektin je vazan medijator crosstalka
tijekom kontrakcija citoskeleta, nereceptorska tirozinska kinaza Abelson (engl. non-receptor tyrosine
kinase Abelson, Abl) sudjeluje u protruzijama lamelipodija, a niz drugih proteina sudjeluje u organizaciji
aktina i mikrotubula u aksonu Zivcanih stanica, npr. Tau (Elie i sur., 2015.), Pod1 (engl. pollen defective in
guidancel), septini (Gregory i sur., 2008.) i DCX (engl. doublecortin) (Burnette i sur., 2008.; Bielas i sur.,
2007.). Tijekom migracije, posebno je vazno usmjerenje mikrotubula s FA paralelno sa smjerom migracije.
Postoji nekoliko proteina koji usmjeravaju rast mikrotubula uz aktinska vlakna prema FA, primjerice
MACF1 (engl. microtubule-actin cross-linking factor 1) (Yue i sur., 2016.), CLASP (Tsvetkov i sur., 2007.) i
IQGAP1 (engl. Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1) (Noordstra i Akhmanova, 2017.; Bartolini i sur.,
2016.). Kljuénu ulogu u povezivanju mikrotubula s FA ima CMSC (Bouchet i sur., 2016.). Protein KANK
pomoc¢u domene KN ostvaruje interakciju s talinom iz FA, pomoéu domene CC ostvaruje interakciju s
liprinom B1, a pomodéu domene ANKRD veZe kinezin KIF21A, koji se nalazi na vrhu rastu¢eg mikrotubula i
tako omogudava pravilno usmjerenje mikrotubula. Gubitak proteina KANK1, KIF21A ili MACF1 dovodi do
gubitka organizacije mikrotubula i posljedi¢no do gubitka polarnosti stanice (van der Vaart, 2013.; Lii sur.,

2011.; Wuii sur., 2008.).

1.4. Retikularne adhezije

Znanstvenici su unazad nekoliko desetlje¢éa u stanicama zamijetili prisustvo plakova bogatih
klatrinom, ravnih klatrinskih reSetaka ili klatrinskih ploca (engl. clathrin-coated plaques, flat clathrin
lattices (FCL), clathrin sheets), koje se nalaze u blizini integrina (Lampe i sur., 2016.; De Deyne i sur., 1998.;
Maupin i Pollard, 1983.; Heuser, 1980.). Sve do nedavno, ove strukture smatrane su tvorbama uklju¢enim
iskljucivo u procese endocitoze posredovane klatrinom. Medutim, Baschieri i sur. (2018.) pokazali su da
su plakovi bogati klatrinom zapravo stabilne tvorbe vezane na integrin aVP5, koje sprje¢avaju nastanak
mjehuriéa obavijenih klatrinom (engl. clathrin coated pits), odnosno da su ove tvorbe posljedica
zaustavljene endocitoze posredovane klatrinom. Endocitoza posredovana klatrinom primarni je nacin
internalizacije vecine povrsinskih receptora i njihovih liganada. Endocitoza zapodinje invaginacijom
stani¢ne membrane i tvorbe vezikula kojima se Zeljene sastavnice (teret) prenose u stanicu. Ponekad se
proces invaginacije i sazrijevanja vezikula zaustavlja zbog mehanickih zapreka i tada dolazi do pojave

zaustavljene (engl. frustrated) endocitoze (Bruna-Gauchoux i Montagnac, 2022.; Baschieri i sur., 2020.).
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Plakovi bogati klatrinom primjer su zaustavljene endocitoze integrina vezanih na velike proteine ECM-a,
posebice vitronektina (Baschieri i sur., 2018.; Leyton-Puig i sur., 2017.). Istovremeno su Lock i sur. (2018.)
pokazali da ove strukture imaju i adhezivna svojstva te su ih nazvali retikularnim adhezijama (RA).

RA posredovane su iskljucivo integrinom aVp5, ali ne sadrze veéinu proteina adhesoma (osim
talina 2 i tenzina 3), te za razliku od FA ostaju prisutne u stanici tijekom diobe. Uslijed utiSavanja integrina
B5 dolazi do zakasnjele mitoze, ulestalo s neuspjesnom citokinezom, te je zamijeéena smanjena
proliferacija stanica koje koriste integrin aV5 za stvaranje FA i/ili RA, upu¢ujudi na kljuénu ulogu adhezija
posredovanih integrinom aVB5 u diobi stanice (Zuidema i sur., 2022.; Lock i sur., 2018.). Za razliku od
ostalih IAC-a, RA ne ostvaruju interakciju s citoskeletom stanice te ih moZemo proucavati nakon izlaganja
stanica inhibitoru polimerizacije aktina, cytochalasinu D (cyto D), $to dovodi do raspada FA (Lock i sur.,
2018.). S obzirom na to da nastaju procesom zaustavljene endocitoze, glavne sastavnice RA su proteini
ukljuceni u endocitozu posredovanu klatrinom poput proteina AP2 (engl. adaptor protein 2), Dab2 (engl.
disabled homolog 2), Numb (engl. NUMB endocytic adaptor protein), EPS15/EPS15L1 (engl. epidermal
growth factor receptor pathway substrate 15/ epidermal growth factor receptor pathway substrate 15
like 1), intersektina (ITSN) i ARH (engl. autosomal recessive hypercholesterolemia), odnosno veznih
partnera fosfatidilinozitol-4,5-difosfata (PtdIns(4,5)P2) (slika 9) (Lock i sur., 2019.; Baschieri i sur., 2018.;
Lock i sur., 2018.; Zuidema i sur., 2018.; Leyton-Puig i sur., 2017.). Tijekom endocitoze posredovane
klatrinom, EPS15 i ITSN zapocinju tvorbu mjehuriéa obavijenih klatrinom i vezu AP2, glavni adaptorni
protein za vezanje i internalizaciju tereta. AP2 potom veZe specificne adaptorne proteine poput Dab2,
ARH i Numba, koji su nuzni za unos odredenih receptora u stanicu (McMahon i Boucrot, 2011.). Smatra se
da je aktivacija integrina B5 u RA, umjesto talinom, posredovana adaptornim proteinima Dabom?2,
Numbom ili ARH-om, Ciji je afinitet za vezanje na rep podjedinice B5 nekoliko puta veéi u usporedbi s
talinom 1 (Zuidemaii sur., 2022.).

Pokazano je da RA nastaju de novo, tocnije nastaju kao male strukture, a nakupljanjem integrina
rastu u prstenaste tvorbe koje ostaju stabilne u stanici preko 7 sati Sto je otprilike 2,2 puta duZe od FA.
Unatoc njihovoj dugotrajnosti, izmjena integrina u ovim strukturama brza je i u€estaliju nego u FA (Cresens
i sur., 2023.; Lock i sur., 2018.). U stanicama koje tvore FA aVB5 i RA aVB5 zamijeceno je da je raspodjela
integrina izmedu FA i RA uvjetovana s nekoliko faktora. Lock i sur. (2018.) zamijetili su da omjer pojedinih
fosfatidilinozitola u membrani stanice utjece na koli¢inu FA i RA tako da PtdIns(4,5)P2 promovira nastanak
RA, dok fosfatidilinozitol-3,4,5-trisfosfat (PtdIns(3,4,5)P3) promovira nastanak FA. Primjerice, utiSavanjem
regulatornih proteina koji sudjeluju u nastanku PtdIns(4,5)P2 dolazi do prelaska integrina B5 iz RA u FA.

lako je tvorba RA neovisna o aktinskom citoskeletu, smanjena aktinsko-miozinska kontraktilnost
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promovira redistribuciju integrina iz FA u RA, dok poveéana povrsSinska napetost stanice promovira
nastajanje FA (Zuidema i sur., 2022.). Osim toga, utiSavanjem sastavnica endocitoze posredovane
klatrinom, poput adaptornog proteina AP2, dolazi do prelaska integrina aVB5 iz RA u FA (Hakanp&ai sur.,
2023.). Zuidema i sur. (2022.) su metodama MS i koimunoprecipitacije identificirali nove interakcijske
partnere integrina B5 u RA, ukljucujuci proteine iz obitelji Rho GEF, p115Rho-GEF i GEF-H1, te serinsku
kinazu MARK2 (engl. microtubule affinity regulating kinase 2). S obzirom na to da sva tri spomenuta
proteina ostvaruju interakciju s mikrotubulima, time je pokazana vaznost ove sastavnice citoskeleta u
regulaciji distribucije integrina aVB5 izmedu FA i RA. U tom je ¢lanku pokazano i da gubitak MARK2 dovodi
do znacajnog prelaska integrina aVB5 iz RA u FA. S druge strane, GEF-H1, koji se u inaktivnoj formi nalazi
vezan na mikrotubule, uslijed izlaganja stanica nokodazolu, inhibitoru polimerizacije mikrotubula, prelazi
u aktivno stanje, povecéava aktinsko-miozinsku kontraktilnost i time pojatava mehanicke sile u stanici, te
dovodi do nakupljanja integrina aV5 u FA.

Alfonzo-Méndez i sur. (2022.) pokazali su da, osim svojstva adhezije, RA sluZe i kao platforme za
prijenos signala u stanicu. Koristeci fluorescencijsku i elektronsku mikroskopiju identificirali su podrucja
RA bogata receptorom za epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR) i
pokazali medusobnu regulaciju integrina B5 i aktivnog EGFR-a. Tocnije, uslijed vezanja liganda EGF na
EGFR dolazi do njegove aktivacije, nakupljanja i fosforilacije, Sto potice vezanje adaptornog proteina Grb2
(engl. Growth factor receptor bound protein 2), Cime se aktivira nereceptorska tiorzinska kinaza Src, koja
je sastavni dio konsenzualnog adhesoma. Src fosforilira integrin B5, a posljedica ovog signalnog puta je

povecanje koli¢ine FCL, odnosno RA, sto utjece na regulaciju adhezije i endocitoze posredovane klatrinom.
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Slika 9. Prikaz sastava retikularnog adhesoma te preklapanja s proteinima konsenzualnog adhesoma i endocitoze
posredovane klatrinom.
Nck2-Nck adaptorni protein 2 (preuzeto iz Lock i sur., 2019. i doradeno).

Pojava RA nije tkivno specifi¢na. Primjerice, stanice trostruko-negativnog karcinoma dojke MDA-
MB-231 tvore vrlo male koli¢ine RA, kao i stanice karcinoma plu¢a A549, stanice adenokarcinoma debelog
crijeva HT29 i stanice glioblastoma U251MG u kojima se aVB5 prvenstveno nalazi u FA. S druge strane,
stanice karcinoma dojke MCF7 tvore obje strukture, ali preferencijalno RA aVP5, a stanice
adenokarcinoma debelog crijeva SW620 imaju iskljucivo RA aVB5 (Zuidema i sur., 2022.). S obzirom na to
da mnoge stanice ne eksprimiraju aVp5, vjerojatno je da i neki drugi integrini, koji se nalazi u podrucjima
bogatim klatrinom, moZe zaustaviti tvorbu vezikule obloZene klatrinom i potaknuti tvorbu RA. Primjerice,
Elkhatib i sur. (2017.) pokazali su postojanje struktura nalik RA bogatih integrinom B1, klatrinom, Dab2 i
AP2 tijekom uzgoja stanica karcinoma dojke MDA-MB-231 u 3D kulturi u kolagenu. Osim toga, Wang i sur.
(2019.) su pokazali da u 2D kulturi humanih Zljezdanih epitelnih stanica integrin a6p4 tvori prstenaste
strukture, nalik na RA, koje imaju ulogu u povecanoj otpornosti stanica na rastezanje. Nije poznato imaju
li slicna svojstva i drugi integrini.

Hakanpaa i sur. (2023.) u svome istraZivanju razdvajaju RA od FCL te pokazuju da strukture
medusobno kolokaliziraju. Koristeci biljeg endocitoze posredovane klatrinom, AP2, te biljeg RA, integrin
aVB5, pokazali su da se FCL vjerojatno formiraju na veé postoje¢im RA. Osim toga, pokazali su da se tvorba
struktura moze regulirati putem FB a5B1 i fibronektinom. Tocnije, uzgojem stanica na podlozi obloZenoj

fibronektinom dolazi do znacajnog smanjenja tvorbe FCL i RA u odnosu na stanice uzgajane na
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neobloZenim podlogama. Takoder, stani¢ne linije koje izluCuju velike koli¢ine fibronektina tijekom uzgoja
pokazuju zna¢ajno manje FCL i RA. Razlog tome je aktivacija a5B1 integrina iz FB i prelazak integrina aVp5
iz RA u FA. Blokiranjem aktivnosti B1 tijekom uzgoja stanica na fibronektinu dolazi do ponovne tvorbe RA

aVp5.

1.5. Integrini u tumorima

Tijekom tumorigeneze dogadaju se mnoge promjene u stanici koje utjecu na razinu i repertoar
integrina na povrsini stanica (Pangi sur., 2023.). Stanice pojac¢ano eksprimiraju integrine kojiim pospjesuju
rast, u€inkovitost migracije i metastaziranje, a manje eksprimiraju integrine koji im osiguravaju mirujuée
stanje (Stojanovici sur., 2016.). Isto tako tijekom razvoja metastaza iz primarnog tumora, integrini imaju
kljuénu ulogu. Promjena u ekspresiji integrina dovodi do poveéane aktivacije proteinaza i posljedi¢ne
razgradnje ECM-a, prodora tumorskih stanica u krvotok te implantacije tumorskih stanica u novoj nisi
(slika 10) (Arias-Mejias i sur., 2020.). IstraZivanja pokazuju da mjesta metastaziranja nisu nasumicna, a
kljuénu ulogu ima upravo repertoar integrina na tumorskoj stanici (Huang i Rofstad, 2018.). Nadalje,
poznato je da ponekad promjene u signalnim putevima posredovanim integrinima dovode do pojave
otpornosti stanica karcinoma na protutumorske lijekove i radioterapiju (Su i sur., 2020.). Otpornost
tumorskih stanica na terapiju veliki je problem u klinickoj primjeni. Buduéi da su radioterapija i
protutumorski lijekovi jo$ uvijek vazini terapeutski alati, razvila su se dva podrucja istrazivanja, a to su
otpornost tumorskih stanica na radioterapiju posredovana stanichom adhezijom (engl. cell adhesion-
mediated radioresistance, CAM-RR) i otpornost na protutumorske lijekove posredovana stanicnom
adhezijom (engl. cell adhesion-mediated drug resistance, CAM-DR) (Dickreuter i Cordes, 2017.). Mnoge
studije su pokazale, koristeci stanicne linije tumora covjeka ili misa, da smanjenje ekspresije ili inhibicije
funkcije integrina smanjuje rast i metastaziranje tumora te otpornost na radioterapiju ili terapiju
protutumorskim lijekovima (Cooper i Giancotti, 2019.; Hamidi i Ivaska, 2018.; Desgrosellier i Cheresh,
2010.).

Razlic¢iti B1-integrini uspjesno su ciljani u predklinickim istrazivanjima, primjerice aVp1 (Reed i
sur., 2015.), a2B1 (Yoshimura i sur., 2009.), a5B1 (Sawada i sur., 2008.), a6B1 (Landowski i sur., 2014.) i
a2B1 (Moritz i sur., 2021.). Lijekovi specifi¢ni za a5B1 napredovali su do kasnijih faza klinickih ispitivanja
u lijecenju glioma i ¢vrstih tumora, u kombinaciji s protutumorskim lijekom karboplatinom, no u konacnici
nisu bili posebno ucinkoviti (Bergonzini i sur., 2022.; Raab-Westphal i sur., 2017.). Osim integrina B1,

posebno zanimljivi integrini u lijeCenju tumora su integrini aVB3 i aVB5 jer se osim na povrsini tumorskih
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stanica nalaze i na endotelnim stanicama tijekom angiogeneze (Avraamides i sur., 2008.). Povecana
ekspresijaintegrina aVB3 uocena je u mnogim tumorima, ukljucujudi karcinome gusterace (Hosotaniisur.,
2002.), prostate (McCabe i sur., 2007.), dojke (Felding-Habermann i sur., 2001.), vrata maternice (Gruber
i sur., 2005.), tumore glave i vrata (Stojanovic i sur., 2016.), kao i kod melanoma, gdje ima sredisnju ulogu
u rastu tumora (Arias-Meijas i sur., 2020.). Isto tako, integrin aVB5 ima klju¢nu ulogu u invaziji i
metastaziranju stanica karcinoma debelog crijeva (Enns i sur., 2005.) te u rastu tumora dojke (Bianchi-
Smiraglia i sur., 2013.). UtiSavanje podjedinice aV dovelo je do povecéane osjetljivosti stanica trostruko
negativnog karcinoma dojke (MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-436) na protutumorski lijek
paklitaksel te smanjene ucinkovitosti migracije i invazije stanica (Stojanovi¢ i sur., 2018.). Unatoc¢ tome,
vecina klini¢kih studija temeljenim na inhibiciji integrina aV protututijelima ili malim inhibitorima u
kombinaciji s drugim terapijama nije pokazala veliku u€inkovitost u pacijenata oboljelih od metastatskog
karcinoma prostate (oznaka: NCT00537381) (Heidenreich i sur., 2013.), metastatskog karcinoma debelog
crijeva (oznaka: NCT01008475) (Laeufle i sur., 2018.; Elez i sur., 2015.), metastatskog melanoma (oznaka:
NCT00246012) (O’Day i sur., 2011.), razli¢itih ¢vrstih tumora (oznake: NCT00842712; NCT00705016)
(Alday-Parejo i sur., 2019.; Vansteenkiste i sur., 2015.; Vermorken i sur., 2014.; Alva i sur., 2012.) i
glioblastoma (oznaka: NCT00689221) (Stupp i sur., 2014.). Razlozi za neuspjeh klinickih studija temeljenih

na inhibiciji integrina aV nisu poznati.
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Slika 10. Prikaz uloge integrina u tumorigenezi i metastaziranju (preuzeto iz Hamidi i lvaska 2018. i doradeno).

Do sada je na trZistu odobreno sedam lijekova usmjerenih na integrine za lijeCenje drugih bolesti
osim tumora, poput antagonista allbB3 u lijecenju tromboze (abciximab, eptifibatid i tirofiban), protutijela
na podjedinicu a4 (natalizumab) i integrin a4p7 (vedolizumab) u lijeCenju Crohnove bolesti i ulcerativnog
kolitisa, zatim male molekule koja inhibira integrin aLP2 u lijeCenju bolesti suhog oka (lifitegrast) te prvog
lijeka za oralnu upotrebu koji inhibira integrin aVB6/aVB1 u lijecenju ulcerativnog kolitisa (carotegrast)
(Pang i sur., 2023.). Unatoc ohrabrujuc¢im predklini¢kim rezultatima, koji pokazuju da su integrini dobra
meta samostalno ili u kombinaciji s drugim terapijama, do sada nema odobrenih lijekova usmjerenih na
integrine za lijeCenje tumora u klinici (Li i sur., 2021., Raab-Westphal i sur., 2017.). Smatra se da su glavni
razlozi neuspjeha takve terapije sljededi: 1. varijabilna ekspresija integrina, posebice promjena repertoara
tijekom tumorigeneze; 2. promjene u funkciji istih integrina u razli¢itim faza razvoja bolesti; 3. suprotna
uloga istih integrina u razli¢itim tumorima; 4. izluCivanje terapeutika putem izvanstani¢nih vezikula.
Neuspjeh vecine lijekova u klinickim studijama nije posljedica neZeljenih nuspojava veé nedostatak

ucinkovitosti tijekom ciljanja integrina malim inhibitorima, specificnim siRNA molekulama ili protutijelima
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(Bergonzini i sur., 2022.). VaZno je naglasiti da u stanicama tumora tijekom promjene u ekspresiji jednog
integrina moze dodi do promjene u ekspresiji drugih integrina, mehanizmom koji se naziva ,integrin
crosstalk”, te posljedicno moZe doci do neuspjeha terapije (Samarizija i sur., 2020.; Truong i sur., 2014).
Unatoc¢ tome, trenutno se u klinickim studijama nalazi oko 90 lijekova usmjerenih na integrine, a neki od
njih i u lijecenju tumora, poput citotoksi¢nog proteina za integrin aVB3 u lije¢enju ¢vrstih tumora (oznaka:
NCT05085548), protutijela za integrinsku podjedinicu B6 u lijeenju tumora u kombinaciji s
protutumorskim lijekovima (oznaka: NCT04389632), protutijela za integrinsku podjedinicu B1 u lijeenju
glioma (oznaka: NCT04608812), alosterickog aktivatora integrina za integrine alB2 i a4f1 u lijeCenju
¢vrstih tumora (oznaka: NCT04508179), te ciklickih peptida usmjerenih na integrine aV u kombinaciji s
protutumorskim lijekovima (oznaka: NCT03517176) (Pang i sur., 2023.; Bergonzini i sur., 2022.). Kljuc za
uspjeh ciljanih lijekova u klinickim studijama je detaljno poznavanje sastava i regulacije adhezija
posredovanih integrinima, te mehanizma prenosenja informacija putem takvih adhezija (Pang i sur.,

2023.; Humphries i sur., 2019.).

1.6. Melanom

Melanom je maligni tumor koji nastaje uslijed nekontrolirane diobe melanocita. Melanociti su
stanice koje proizvode pigment melanin, a potjecu iz neuralnog grebena. U ¢ovjeku se melanociti nalaze
u folikulama dlaka, o¢ima, unutarnjem uhu, sluznici, srediSnjem Zivéanom sustavu, a pretezno su smjesteni
u epidermalnom sloju koZe (slika 11) (Saginala i sur., 2021.). S obzirom na rasprostranjenost melanocita,
melanom se uglavnom razvija na kozi, ali se moZe javiti i na drugim mjestima u tijelu, primjerice na oima
i mozdanoj ovojnici. Zanimljivo je da melanom, iako ¢ini manje od 5 % poznatih tumora koZe, uzrokuje ¢ak
90 % smrti povezanih s tumorom koZe. Razlog tome je Sto je melanom izuzetno agresivna vrsta tumora
sklona metastaziranju, a sukladno tome je i lijeCenje otezano (Srivastava i sur., 2019.; Matthews i sur.,

2017.).
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Slika 11. Prikaz sastava i grade koZe te poloZaja melanocita (preuzeto iz PDQ Adult Treatment Editorial Board,
Melanoma treatment, 2024. i doradeno).

Od melanoma najcesce obolijeva starija populacija, ali je kod oboljelih adolescenata i mladih odraslih
jedna od najucestalijih vrsta tumora (PDQ Adult Treatment Editorial Board, Melanoma treatment, 2024.).
Najnovija globalna statistika procjenjuje da je 2020. godine ukupno dijagnosticirano 325 000 novih
slu¢ajeva melanoma, dok je broj umrlih od melanoma iznosio 57 000. Statistika pokazuje da od melanoma
najcesce obolijevaju pripadnici bijele rase, muskarci nesto ucestalije od Zena, dok pripadnici crne i Zute
rase imaju vrlo mali broj oboljelih, manje od jedne osobe u 100 000 godisnje (Arnold i sur., 2022.). Glavni
faktori rizika za pojavu melanoma su izlaganje ultraljubi¢astom (engl. ultraviolet, UV) zracenju na
otvorenom, koriStenje solarija, prekomjerna tjelesna teZina, narusen imunosni sustav uslijed bolesti,
obiteljska anamneza i madezi (Saginala i sur., 2021.). Etiologija, histopatologija i genetske karakteristike
melanoma vrlo su raznolike, Sto rezultira velikom heterogenoséu bolesti, a sloZzeni mehanizmi patogeneze
posljedica su specificnih genskih promjena unutar nekoliko povezanih signalnih puteva (Palmieri i ostali,
2015.). Maligna transformacija melanocita u metastatski melanom zapocinje pojavom tockastih mutacija
i duplikacijom gena, sto dovodi do povecdane diobe stanica melanocita, koje se inace dijele manje od dva

puta godisnje. Vedina tockastih mutacija uzrokovana je UV zradenjem, primjerice zamjena citozina s
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timinom (uzrokovano UV A zrakama) ili zamjena gvanina s timinom (uzrokovano UV B zrakama) te
pojavom slobodnih radikala uslijed prekomjernog izlaganja UV zracenju (Schadendorf i sur., 2018.; Hodis
isur.,2012.). Kaoikod nastanka ostalih tumora, pri tome dolazi do aktivacije signalnih puteva koji promicu
nekontroliranu diobu melanocita. Primjerice, signalni put mitogenom aktivirane proteinske kinaze (MAPK)
pretjerano je aktivan u oko 50 % melanoma. Razlog tome su mutacije u genu za kinazu BRAF (engl. isoform
B of RAF kinase; RAF, rapidly accelerated fibrosarcoma) koje ju Cine konstitutivho aktivnom. Najéeséa
mutacija u genu za kinazu BRAF je V600E koja se pojavljuje u 73 % slucajeva, dok se u 19 % slucajeva
pojavljuje mutacija V60O0K. Isto tako, mutacija u genu za protein NRAS (engl. neuroblastoma RAS viral (v-
ras) oncogene homolog), koji je takoder dio puta MAPK, zabiljeZzena je u 64 % metastaza melanoma (Luke
i sur., 2017.; Hoodis i sur., 2012.). Osim toga, u melanomima dolazi do mutacije u promotoru za
telomeraznu reverznu transkriptazu (TERT) te obnove telomera tumorskih stanica nakon diobe (Griewank
i sur., 2014.). Svojstvo invazivnosti stanica posljedica je dodatnih mutacija u sighalnom putu ovisnom o
kinaznom inhibitoru 2A ovisnom o ciklinu (engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, CDKN2A) te mutacija
u genima za tumorske supresore poput homologa fosfataze i tenzina (engl. phosphatase-and-tensin
homologue, PTEN) i TP53 (engl. tumour-protein 53) (Shain i Bastian, 2016.; Palmieri i sur., 2015.). Stanice
melanoma uspjesno izbjegavaju imunosni sustav ekspresijom liganda za protein programirane stanicne
smrti 1 (engl. programmed-cell death-protein-1, PD-1) na svojoj povrsini. Stanice imunosnog sustava, T-
limfociti, koriste receptor za PD-1 za prepoznavanje liganada PD-L1 i PD-L2 koje pronalazimo na zdravim
T-limfocitima i drugim stanicama imunosnog sustava. Aktivacijom Janus-kinaze (JAK) i aktivatora
transkripcije proteina STAT (engl. signal-transducer-and-activator-of-transcription) stanice melanoma
uspjesno eksprimiraju ligande iz skupine PD-1 na svojoj povrsini i zaustavljaju imunosni odgovor potaknut

T-limfocitima (Jakobs i sur., 2012.).

1.6.1. LijeCenje melanoma

Melanomi se razvrstavaju u pet stadija koji ovise o uznapredovalosti bolesti. Pocetni, nulti stadij
melanoma je tumor in situ, ogranicen samo na epidermu bez ulceracija. Prvi stadij je lokalizirani tumor
dubok do 2 mm saili bez ulceracija. U drugi stadij ubrajaju se melanomi dubine do 4 mm koji su se prosirili
na limfne ¢vorove, sa ili bez ulceracija, a ovisno o velicini i postojanju ulceracija razlikujemo tri podskupine.
Tredi stadij karakterizira prosirenje primarnog tumora na okolne limfne ¢vorove i obliznja tkiva, a razlikuju
se Cetiri podskupine ovisno o koli¢ini zahvacenog tkiva i limfnih ¢vorova. U Cetvrti stadij ubrajaju se

melanomi koji su metastazirali na druge organe (AIM, 2024.). Za uspjesSno izljeCenje nuino je
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dijagnosticiranje melanoma u ranim fazama, in situ i tada je petogodiSnja stopa prezivljenja kod pacijenata
Cak 99 %, dok je za metastatski melanom samo 27 % (Eddy i sur., 2021.). Melanom se moze lijeciti kirurskim
postupkom, radioterapijom, protutumorskim lijekovima, fotodinamickom terapijom, imunoterapijom i
ciljanom terapijom. Kirursko uklanjanje korisno je u pocetnim fazama bolesti, dok se u kasnijim stadijima
uglavnom primjenjuje imunoterapija i ciljana terapija malim inhibitorima, a vrlo ¢esto se razliciti pristupi
u lije¢enju medusobno kombiniraju (Long i sur., 2023.). U ciljanoj terapiji koriste se inhibitori ili protutijela
koja blokiraju mutirane proteine karakteristi¢ne za melanom. U preko 50 % melanoma javlja se mutacija
V60O0E ili V600K u kinazi BRAF i tada se mogu koristiti specifi¢ni inhibitori za BRAF kao $to su vemurafenib
ili dabrafenib, a razvijeni su i inhibitori za MEK: trametinib i kobimetinib. NaZalost, u velikom broju
pacijenata nakon spomenutih terapija dolazi do pojave otpornosti tumora na lijekove te regresije
melanoma, a kako bi se smanjila pojava otpornosti kombiniraju se inhibitori za BRAF i za MEK (Longii sur.,
2017.; Kim i Cohen, 2016.). Za lijeCenje metastatskog melanoma koristi se i ciljana imunoterapija koja se
temelji na stimulaciji imunosnog odgovora na antigene tumorskih stanica. U terapiji postoji nekoliko
inhibitora kontrolnih tocaka. Primjer za to su protutijela na PD-1, pembrolizumab ili nivolumab. te
protututijelo na citotoksi¢ni antigen 4 povezan s T-limfocitima (engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated
antigen 4, CTLA-4) ipilimumab. Mehanizam djelovanja tih protutijela je sli¢an i zasniva se na aktivaciji T-
limfocita i antitumorskog odgovoraimunosnog sustava (Dominguesi sur., 2018.). Medu imunoterapeutike
ubraja se i onkoliticki virus Talimogene laherparepvec (T-VEC). T-VEC je genetic¢ki modificiran virus herpes
simplex koji se replicira prvenstveno u tumorskim stanicama, a sadrzi dvije kopije ljudskog gena GM-CSF
(engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) koji nakon ekspresije privlaci dendriticke
stanice u podrucje tumora i potice njihovo sazrijevanje (Ferrucci i sur., 2021.).

Razvoj viSe od deset novih ciljanih terapeutika unazad nekoliko godina povecao je prezivljenje
oboljelih od melanoma za 30 %. Tocnije, petogodisnje prezivljene oboljelih od prva tri stadija melanoma
znacajno se povecalo, preko 90 %, medutim, oboljeli od metastatskog melanoma i dalje pokazuju postotak
petogodisnjeg preZivljena manji od 30 % (Saginala i sur., 2021.). lako istraZivanja pokazuju da je
preZivljenje pri koristenju ciljane terapije povecano u usporedbi s lije¢enjem protutumorskim lijekovima,
to vrijedi samo za pacijente koji imaju mutacije u proteinima signalnog puta BRAF-MEK ili su pogodni za
primanje imunoterapije. Primjerice, pacijenti s divljim tipom gena BRAF ili pacijenti u uznapredovalom
stadiju metastatskog melanoma i dalje se primarno lijece protutumorskim lijekovima (Schadendorf i sur.,
2018.). Najcesce koristeni protutumorski lijekovi su alkilirajuéi agensi dakarbazin i temozolomid te vinka
alkaloid vinkristin, inhibitor polimerizacije mikrotubula, kao i taksan paklitaksel, inhibitor depolimerizacije

mikrotubula i cisplatina. S obzirom na to da je ucinkovitost protutumorskih lijekova u lije¢enju pacijenta
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oboljelih od melanom izuzetno mala, potrebno je pronaéi nove mete unutar stanice za poboljsanje

ucinkovitosti postojecih terapija (Dhanyamraju i Patel, 2022.).

1.6.2. Repertoar integrina i glavnih proteina FA u melanomu

Integrinske podjedinice koje mozemo pronadi u melanocitima su B4, B5, B1, B2, a5, a3, aV, a7,
a6 ia2. Uvecini melanoma mozemo pronacdi slican repertoar integrina kao i u melanocitima, ali smanjenu
koli¢inu podjedinica B4 i a5 te poveéanu koli¢inu a6 i a3. Isto tako u zdravim melanocitima moZemo
pronaci integrinsku podjedinicu B7 koja u melanomima nije prisutna (D’Arcy i Kiel, 2021.). S obzirom na to
da integrini imaju kljuénu ulogu u rastu i metastaziranju tumora, razumijevanje promjena u sastavu
integrina tijekom razvoja melanoma i njihovom kasnijem metastaziranju mozZe biti od velike vaznosti u
prognozi i dijagnostici bolesti. Osim toga, kako bi se stanice uspjesno kretale potrebno je reorganizirati
ECM. Poznato je da tijekom razvoja melanoma, prelaskom iz radijalne faze rasta u vertikalnu fazu rasta,
dolazi do povecane ekspresije integrina aVB3, smanjene apoptoze te povecane aktivnosti MMP-a (Hsu i
sur., 1998.). MMP razgraduju kolagen i fibronektin te tako oslobadaju peptidnu skevencu RGD koja
predstavlja ligand za integrin aVB3 (Arias-Mejias i sur., 2020.). Osim toga, integrini aVB3 i aVR5 sudjeluju
u angiogenezi tumora, tj. aVP3 potice ekspresiju faktora rasta fibroblasta, dok aVB5 poti¢e ekspresiju
vaskularnog endotelnog faktora rasta A. Stoga su upravo integrini aV Ceste mete istraZivanja ciljane
terapije melanoma (Raab-Westphal i sur., 2017.). Nazalost, unato¢ ohrabruju¢im rezultatima in vitro,
inhibitor integrina aV cilengitid nije odobren u drugoj fazi klini¢kog ispitivanja za lijeCenje melanoma (Kim
i sur., 2012.). Nadalje, istraZivanje monoklonskog protutijela intetumumaba, koji se veZe na integrine aV,
pokazalo je dobre rezultate u smanjenju angiogeneze i rasta tumora u predklinickim studijama, ali ne i u
klinickim studijama na metastatskom melanomu (Alday-Parejo i sur., 2019.). Pickarski i sur. (2015.)
predstavili su mali inhibitor integrina aVB3 s oralnom primjenom, MK-0429. Studije na miSevima in vivo
pokazale su uspjesnost lijeka u prevenciji razvoja metastaza. U usporedbi s klasiénim protutumorskim
lijekovima, lijek je doduse pokazao 50 % manju uspjesnost, no znacajno manje nuspojava. Zanimljivo je da
istovremeno utiSavanje podjedinica aV i B1 pospjesuje radioterapiju i djeluje na smanjenje progresije u
preko 80 % ispitivanih uzoraka sarkoma i melanoma, sto otvara mogucénost novog pristupa kombiniranim
utiSavanjem integrina i integrinskih podjedinica (Haeger i sur., 2020.).

Neuspjeh lijekova koji su usmjereni na integrine u lijeCenju melanoma potaknulo je ideju da
integrine nije dovoljno ciljati na receptorskoj razini u samostalnoj terapiji ve¢ da bi se trebali ciljati i drugi

proteini adhesoma (Arias-Mejias i sur., 2020.; Alday-Parejo i sur., 2019.). Primjerice, terapija usmjerena
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na integrine bi se mogla kombinirati s inhibitorima kinaze FAK, vaznog signalnog proteina adhesoma. Hess
i sur. (2005.) pokazali su analizom in situ da je FAK fosforiliran na tirozinskim ostacima 397 i 576 iskljucivo
u agresivnim uvealnim i koZznim melanomima. Inhibicija FAK-a i zaustavljanje prijenosa signala koristedi
ekspresiju nekinaze povezane s FAK-om (engl. FAK-related nonkinase, FRNK), rezultiralo je smanjenom
ucinkovitosti invazije i migracije stanica melanoma. Medutim, Mousson i sur. (2021.) ukazuju na to da
inhibicija FAK-a u metastatskim stanicama melanoma malim inhibitorima ili siRNA molekulama doduse
dovodi do smanjenja ucinkovitosti migracije, ali potie stvaranje invadopodija i degradaciju ECM-a.
Pokazuju da inhibicija interakcije FAK-a s paksilinom, adaptornim proteinom adhesoma, ali bez
narusavanja funkcije FAK-a u stanici, dovodi do smanjenja ucinkovitosti migracije stanica melanoma A375
i primarnih stani¢nih kultura melanoma te smanjenja degradacije matriksa. Ekspresija varijanti kinaze FAK
s mutacijama u domeni FAT (engl. focal adhesion targeting) ili upotreba kompetitivnih inhibitora veznog
mjesta za FAK na paksilinu, dovodi do inhibicije interakcije tih dvaju proteina. Pri tome funkcija FAK-a u
citoplazmi ostaje oCuvana ¢ime se izbjegavaju neZeljeni efekti. Talin 1 je jedan od glavnih adaptornih
proteina FA i proteina koji se veZzu na aktin. U melanocitima, talin 1 prisutan je u medusobnim vezama
izmedu stanica, te u vezama stanica sa ECM-om (Kaiser i sur., 1993.). Rezaie i sur. (2023.) proveli su
istrazivanje uloge talina 1 u melanomu koriste¢i podatke iz dostupnih online baza podataka, GEPIA2

(http://gepia2.cancer-pku.cn/) i GNET2 (http://gent2.appex.kr/gent2/) te fiksirane uzorke pacijenata

uklopljene u formalin, skupljenih u razdoblju od 2013. do 2020. (33 uzorka melanoma, 73 uzorka raka
koZe, 11 uzoraka zdrave koZe). Rezultati su pokazali povecane kolicine mRNA talina 1 u uzorcima
tumorskog tkiva u usporedbi sa zdravim tkivom, posebice u uzorcima metastatskog melanoma. Zanimljivo
je da, iako rezultati daju naslutiti da povecana ekspresija talina 1 rezultira agresivnijom boles¢u, nije
pronadena znacajna poveznica izmedu koli¢ine talina 1i preZivljenja pacijenata oboljelih od melanomaiili
drugih koZnih tumora. Stoga su potrebne daljnje studije kako bi se odredila uloga talina 1 u melanomu te
njegova primjena kao biomarkera. Vazno je napomenuti da je prethodno spomenuta studija proucavala
iskljucivo ulogu talina 1 u melanomu, dok je u stanicama melanoma eksprimiran i talin 2, homolog talina
1. S obzirom na njihovu razli¢itu ulogu u stanicama tumora, te mogucu kompenzaciju jednog talina drugim
(poglavlje 1.3.1.), prilikom istrazivanja uloge talina kao potencijalne mete u lije¢enju ili biomarkera treba
uzeti u obzir odnos i regulaciju oba homologa. Nelson i sur. (2011.) predstavili su kratki peptid VAP,
dobiven od C-terminusa proteina IpaA izoliranog iz bakterija roda Shigella, koji pospjesuje aktivaciju
adaptornog proteina vinkulina. lzlaganje stanica VAP-u rezultira pove¢anim brojem aktivnih integrina 1,
povecanom adhezijom i pojacanim prijenosom signala u stanici. IstraZivanje pokazuje da VAP znacajno

povecava osjetljivost stanica melanoma misa M21 na protutumorske lijekove ara-C i dakarbazin.
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Zaklju¢no, ti su autori pokazali da je uzrok poveéane osjetljivosti stanica melanoma misa poveéanje
osteéenja DNA i posljedi¢no apoptoze. Spomenuti rezultati ukazuju na to da manipulacija proteinima
adhesoma i adhezijama moze biti potencijalna strategija u lijeéenju melanoma, samostalno ili u

kombinaciji s protutumorskim lijekovima.
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1.7. Cilj istrazivanja

Melanom je agresivna vrsta tumora otporna na Sirok raspon terapija. Usprkos novim pristupima
u lijecenju melanoma, kao Sto su ciljana terapija i imunoterapija, postoji potreba za otkrivanjem novih
terapijskih meta koje se mogu ciljati samostalno ili u kombinaciji s drugim protutumorskim lijekovima.
Integrini i proteini IAC-a su potencijalne mete u lije€enju tumora. Integrini su receptori na povrsini stanica
¢ijom aktivacijom dolazi do stvaranja dinamicnih, viSeproteinskih adhezijskih kompleksa koji su ukljuceni
u regulaciju pokretljivosti, preZivljenja i migracije stanica, ali i u procese tumorigeneze, progresije tumora
i metastaziranja. Pokazano je da stani¢na linija melanoma MDA-MB-435S preferencijalno koristi integrin
aVB5 za adheziju, stvarajuéi dvije vrste IAC-a, FA i RA. Osim toga, pokazano je da se smanjenjem razine
integrina aV ili B5 povecava osjetljivost stanica na inhibitor depolimerizacije mikrotubula paklitaksel (PTX)

i onemogucava stani¢na migracija mehanizmom ovisnom o proteinu KANK2 iz CMSC-a.

Cilj ovogistraZivanja je razjasnjenje mehanizma regulacije osjetljivosti stanica na PTX posredovanu
integrinom aV5, te potraga za novom metom unutar stanice Cije bi utiSavanje poboljsalo ucinkovitost
lijecenja PTX-om uz istovremeno smanjenje ucinkovitosti migracije. Stoga u ovom doktorskom radu Zelimo
istraziti komponente IAC-a, posebice proteine talin 1i 2, kao i proteine KANK1 i 2. Takoder, Zelimo istraziti
sastav RA i pronadi postoje li dodatni proteini koji se nalaze u obje vrste adhezija, FAiRA, kao $to je protein
talin 2. Odredit éemo ulogu izoformi talina 1i 2 te proteina KANK1 i 2, njihovu lokalizaciju u stanici, utjecaj
utiSavanja ovih proteina na osjetljivost na PTX i migraciju, moguce funkcionalne veze proteina talina i

KANK te utjecaj utiSavanja ovih proteina na aktinski citoskelet i mikrotubule.

Rezultati istraZzivanja FA i RA posredovanim integrinom aVp5 u stanicama melanoma MDA-MB-
435S doprinijet ¢e razumijevanju biologije adhezija i otkriti nove potencijalne proteine cijim bi ciljanjem

mogli povedati osjetljivost stanica na protutumorski lijek PTX i ograniciti njihovu migraciju.
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2. MATERUALI I METODE
2.1. Materijali

2.1.1. Stanice melanoma covjeka

U radu smo koristili komercijalno dostupnu stani¢nu liniju melanoma ¢ovjeka MDA-MB-435S (ATCC HTB-

129D) kupljenu od tvrtke ATCC (American Type Culture Collection, SAD) koja raste prihvacena za podlogu.

2.1.2. Osnovne kemikalije

Osnovne kemikalije navedene su u tablici 1.

Tablica 1. Osnovne kemikalije koristene u istraZivanju.

Kemikalija

Kataloski broj

Proizvodac

lightning plus-ECL)

aceton 650501 Sigma-Aldrich, SAD
acetonitril 325730025 Thermo Fisher Scientific, SAD
albumin seruma goveda (engl. bovine serum 80762 Carl Roth, Njemacka
albumine, BSA)

amido crno (engl. amido black) A8181 Sigma-Aldrich, SAD
amonijev hidrogenkarbonat (NHsHCO3) 11213 Fluka, SAD

bromfenolno plavo 15375 Serva, Njemacka
beta-merkaptoetanol 63690 Fluka, Njemacka
Coomassie instant blue 10491 Cepham Life Sciences, SAD
dimetilsulfoksid (DMSO) za otapanje kristala P120601 GramMol, Hrvatska
formazana

DL-Ditiotreitol (DTT) D0632 Sigma-Aldrich, SAD

DMSO za zamrzavanje stanica D8418 Sigma-Aldrich, SAD

DTBP (dimetil 3,3’-ditiobispropionimidat) 20665 Thermo Fisher Scientific, SAD
Dulbeccova modifikacija Eaglove hranjive podloge D5796 Sigma-Aldrich, SAD

(engl. Dulbecco's modified Eagle's medium, DMEM)

EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina) 1136808 GramMol, Hrvatska

etanol P112001 GramMol, Hrvatska
FACSFlow™ 342003 BD Biosciences, SAD
fosfatni pufer (engl. Dulbecco's Phosphate Buffered D8537 Sigma-Aldrich, SAD

Saline, PBS)

geneticin, G418 disulfatna sol A1720 Sigma-Aldrich, SAD

HEPES H3375 Sigma-Aldrich, SAD

inhibitor cytochalasin D C8273 Sigma-Aldrich, SAD
jodoacetamid (IA) 11149 Sigma-Aldrich
kemiluminiscentni reagens za western blot (Western | NEL104001EA | Perkin Elmer, SAD
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kristal-ljubi¢asto HT90132 Sigma-Aldrich, SAD
Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent 11668027 Invitrogen, SAD
podloga za uklapanje stakalaca (engl. Dako S$3023 Dako, SAD
fluorescent mounting medium)

podloga za uklapanje stakalaca s bojom za jezgru 00-4959-52 Invitrogen, SAD
(Fluoromount-G™ DAPI)

metanol (MeOH) P140501 GramMol, Hrvatska
mlijeko u prahu, nemasno F145.1 Carl Roth, Njemacka
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)- 2,5-difeniltetrazolijev | M2128 Sigma-Aldrich, SAD
bromid))

natrij-dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulphate, | L5750 Sigma-Aldrich, SAD
SDS)

natrij-deoksikolat D6750 Sigma-Aldrich, SAD
natrij-klorid P148590 GramMol, Hrvatska
opti-MEM (engl. minimum essential media, MEM) 11058-021 Gibco, SAD

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

pufer za gel elektroforezu NP0002 Invitrogen, SAD
pufer za gel elektroforezu 1610732 Bio-Rad, SAD
reducirajuci pufer za nanosSenje uzoraka na B000O7 Invitrogen, SAD
poliakrilamidni gel

pufer za uklanjanje protutijela s membrane (engl. 926-92000 LI-COR, SAD
stripping buffer)

protutumorski lijek paklitaksel T7191 Sigma-Aldrich, SAD

RNA iMAX Lipofectamine® 13778-150 Invitrogen, SAD
serum fetusa goveda (engl. fetal bovine serum, FBS) | F7524 Sigma-Aldrich, SAD
tripsin i pufer za otapanje tripsina za pripremu V511A Promega, SAD
uzoraka za spektrometriju masa

tripsin-EDTA T4049 Sigma-Aldrich, SAD
tris baza T1503 Sigma-Aldrich, SAD
tris-klorovodicna kiselina (tris-HCl) 1.08219 Merck Millipore, Njemacka
triton X—100 X100 Sigma-Aldrich, SAD
tween—-20 P139 Sigma-Aldrich, SAD
2.1.3. Otopine

Koristene otopine, njihova priprema i temperatura cuvanja navedeni su u tablici 2.

Tablica 2. Otopine koristene u istraZivanju.

Otopina Priprema Temperatura
cuvanja
0,1 % mravlja kiselina 2 uL mravlje kiseline u 2 mL mqH-,0 sobna
1 M NH4HCO; 7,9 g u 100 mL mq H,0 sobna
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1,25 ng/uL tripsin (1x)

50 pL tripsina (100x) u'5 mL 25 mM NH;HCOs,
napraviti netom prije upotrebe

10 mM DTT 7,7 mg DTT u 5 mL 25 mM NH4HCOs3, napraviti
netom prije upotrebe

125 ng/uL tripsin (100x) 20 ug tripsina u 160 plL pufera za otapanje -20°C
tripsina

2 ili 4 %, paraformaldehid (PFA) 20 gili 40 g PFA i 100 pL NaOH otapa se u 1000 -20°C
mL PBS-a

25 mM NH4HCO; 1 mL 1M NH4HCO3 u 40 mL mqg H,0 sobna

30 % (v/v) acetonitril /0,1 % (v/v) | 1,2 mL acetonitrila, 4 uL mravlje kiseline, 2796 sobna

mravlja kiselina pL mqg H,O

5 % (v/v) acetonitril / 0,1 % (v/v) | 100 uL acetonitrila, 2 uL mravlje kiseline, 1898 sobna

mravlja kiselina pL mq H,O

5 %-tno mlijeko u TBST 5% mlijeko u 1x TBS s 0,1 % Tween, napraviti -
netom prije upotrebe

50 % (v/v) acetonitril /0,1 % (v/v) | 2,5 mL 99,8 % (v/v) acetonitril / 0,2 % (v/v) sobna

mravlja kiselina mravlja kiselina u 2,5 mL mqg H,0

50 % (v/v) acetonitril / 50 % (v/v) | 5 mL 100 % acetonitrila u 5 mL 25 mM NH;HCOs, | -

25 mM NH4HCOs napraviti netom prije upotrebe

50 % acetonitril 2 mL acetonitrila u 2 mL mq H,0 sobna

55 mM jodoacetamid (lA) 40 mg IA u 5 mL 25 mM NH4HCO3, napraviti -
netom prije upotrebe

99,8 % (v/v) acetonitril / 0,2 % 15 plL mravlje kiseline u 7,5 mL acetonitrila sobna

(v/v) mravlja kiselina

ARS (engl. adhesion recovery 125 mM Tris-HCl, pH 6,8, 1 % SDS (w/V), 150 mM | -

solution) DTT, napraviti netom prije upotrebe

BSA u PBS-u 1%,3 %ili 5% BSA u PBS-u -20°C

DMEM-BSA 1% BSA u DMEM 4°C

DMEM-FBS 10 %-tni FBS u DMEM 4°C

DMEM-HEPES 25 mM 4°C

DTBP otopina 6 mM u 25 mM DMEM-HEPES, napraviti netom -
prije upotrebe

EDTA otopina 0,5M, pH 8 4°C

HEPES 1M,pH7,4 4°C

hranjiva podloga za zamrzavanje | 950 uL DMEM-FBS + 50 uL DMSO, napraviti -

stanica netom prije upotrebe

modificirana 5x RIPA 250 mM Tris-HCl (pH 7,6), 750 mM NaCl, 25 mM | 4°C
dinatrij EDTA (pH 8), 12,5 % (w/v) SDS, 5 % Triton
X-100, 5 % natrij-deoksikolat

MTT otopina (12,1 mM, 10x) 5 mg MTT-a se otapa u 1 mL fosfatnog pufera 4°C
(PBS), filtrira kroz filtar papir i cuva u tamnoj boci

Nacl 4 M 4°C
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otopina boje amido crno 0,1 % amido crno, 10 % octene kiseline, 7,5 % sobna
MeOH temperatura
otopina inhibitora Cytochalasina | 25 uM -20°C
D u DMSO-u
otopina geneticina u vodi 50 mg/mL 4°C
otopina za odbojavanje amido 40 % MeOH, 7 % octene kiseline sobna
crno
otopina protutumorskog lijeka 6 mg/mL -20°C
paklitaksela u DMSO-u
pufer za lizu stanica, RIPA RIPA (89901) s dodatkom 1x inhibitora fosfatazai | -
proteaza iz Halt Protease Inhibitor Cocktail Kita i
50 uM EDTA, napraviti netom prije upotrebe
pufer za prijenos proteina 50 mL SDS Tris-HCI pH 8,3, 350 mL reH,0 i 100 4°C
mL MeOH za 500 mL
reducirajuci pufer za nanosenje 375 mM Tris-HCl (pH 6,8), 30 % (w/v) glicerol, 12 | -20 °C
uzoraka za SDS-PAGE, (engl. % (w/v) SDS, 0,02 % (w/v) bromofenolno plavo,
sample buffer, SB), 6x 12 % (v/v) B-merkaptoetanol
TBS 10x 250 mL 1 M TrisHCI (pH 7,5), 150 mL5 M 4°C
NaCl, reH,0 do 500 mL
TBST 1x TBS, 0,1 % Tween 4°C
Tris-HCI, pH 6,8 125 mM, pH 6,8 4°C
Tris-HCI, pH 7,6 1M,pH7,6 4°C
Tris-HCI, pH 8 1M, pH8 4°C

2.1.4. Protutijela i spojevi koriSteni u metodama western blot (WB) i imunofluorescencija (IF)

Za odredivanje koli¢ine proteina metodom WB i vizualizacije proteina metodom IF koristili smo protutijela

i boje navedene u tablici 3.

Tablica 3. Primarna i sekundarna protutijela te boje koriStene u metodama WB i IF.

WESTERN BLOT

Primarno protutijelo | Kataloski broj Proizvodac Mon.oklonalo/ Organizam | Razrjedenje*
poliklonalno
Cell Signaling| monoklonalno mis
anti-integrin B5 D24A5 Technology, 1:1000
SAD
anti-KANK1 HPA005539 gfg“a'A'd”Ch' poliklonalno zec 1:450
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anti-KANK2 HPAO15643 Sigma-Aldrich, |poliklonalno zec 1:1000
SAD
Santa Cruz [ monoklonalno mis

anti-liprin f1 sc-514575 Biotechnology, 1:100
SAD

anti-talin 1 MCA4770GA |Bio-Rad, SAD monoklonalno mis 1:1000

anti-talin 2 MCA4771GA |Bio-Rad, SAD monoklonalno mis 1:1000

Sekundf\rno Kataloski broj Proizvoda¢ Mon.oklonalo/ Organizam | Razrjedenje*
protutijelo poliklonalno

zedji imunoglobulin Invitrogen, poliklonalno koza 1:5000

obiljezen 31466 SAD

peroksidazom iz hrena

misji  imunoglobulin . poliklonalno koza 1:10000

obiljezen G21040 Invitrogen, SAD

peroksidazom iz hrena

IMUNOFLUORESCENCUA

Primarno protutijelo | Kataloski broj Proizvoda¢ Mon'oklonalo/ Organizam | Razrjedenje**
poliklonalno

anti-a-tubulin ab52866 Abcam, UK poliklonalno zec 1:250
Cell Signaling| monoklonalno zec

anti-integrin B5 D24A5 Technology, 1:800
SAD

anti-KANK1 HPA005539 z'fg’a'A'd”Ch’ poliklonalno zec 1:100

anti-KANK2 HPA015643 z'fg’a'A'd”Ch' poliklonalno zec 1:100
Santa Cruz | monoklonalno mis 1:50

anti-liprin f1 sc-514575 Biotechnology,
SAD

anti-talin 1 MCA4770GA |Bio-Rad, SAD ~|monoklonalno | mis 1:100

anti-talin 2 MCA4771GA |Bio-Rad, SAD ~|monoklonalno | mis 1:100
Santa Cruz | monoklonalno mis

anti-a-aktinin 4 390205 Biotechnology, 1:25
SAD

anti-miozin IIA 909801 BioLegend, UK | POliklonalno zec 1:500

klonal :

anti-vinkulin ab129002 Abcam, UK monokionaino zec 1:100

anti-vinkulin, Alexa 2b196579 Abcam, UK monoklonalno zec 1:200

Fluor® 647
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i—vi i monoklonalno .
anti v(;nkulln, Alexa 2b206908 Abcam, UK zec 1:200
Fluor® 555
Sekundf\rno Kataloski broj Proizvoda¢ Mon.oklonalo/ Organizam | Razrjedenje**
protutijelo poliklonalno
misji imunoglobulin . poliklonalno koza 1:1000
IgG, Alexa Fluor 546 A-11030 Invitrogen, SAD
mi&ji  imunoglobulin | #4408 ?:'C'hno?;ggr;a"”g poliklonalno 1 koza 1:1000
IgG, Alexa Fluor 488, SAD
v . . poliklonalno koza
misji imunoglobulin [ A-31553 Invitrogen. SAD 1:250
IgG, Alexa Fluor 405 gen,
zegji  imunoglobulin [ A-31572 vitrosen. SAD poliklonalno magarac 14.1000
IgG, Alexa Flour, 555 gen,
1 i i i koza
zedji imunoglobulin faa14 %Iclhnoil)ggr;almg poliklonalno 1:1000
IgG, Alexa Fluor 647 SAD
-2112 [
migji  imunoglobulin | 21127 vitroren. SAD poliklonalno koza 1:1000
IgG,, Alexa Fluor 555, gen,
migji imunoglobulin A-21141 . poliklonalno . .
IgGas, Alexa Fluor 488 Invitrogen, SAD oza 1:1000
mi&ji  imunoglobulin | STORANGE- poliklonalno
|gG, STAR ORANGE 1001 Abberior, SAD koza 1:100
zedji imunoglobulin poliklonalno
|gG, STAR RED STRED-1002 Abberior, SAD koza 1:100
Boja Kataloski broj Proizvodac Razrjedenje**

faloidin Alexa Fluor 488 P5282 Sigma  Aldrich, 1:100

SAD

Cell Signaling
faloidin Alexa Fluor 555 [ 8953S Technology, 1:200

SAD

*Razrjedenja pripremljena u 5 %-tnom mlijeku u TBST-u;
**Razrjedenja pripremljena u 5 % BSA

2.1.5. Male interferirajuce RNA (siRNA) koriStene u pokusima prolazne transfekcije

38




Popis malih interferiraju¢ih RNA (engl. small interfering RNA, siRNA) koje smo koristili u istrazivanju

naveden je u tablici 4. Za pripremu maticnih otopina smo siRNA, koje dolaze u liofilizaranom obliku, otopili

u vodi bez nukleaza u koncentraciji od 100 uM. Radne otopine koncentracije 10 uM dobili smo

razrjedivanjem u vodi bez nukleaza.

Tablica 4. Popis siRNA molekula i njihovih ciljnih sljedova koristenih u istrazivanju.

Specificnost

Kataloski broj/Ciljni slijed

Proizvodac

nespecifi¢na (si(-))

4390844

Ambion, SAD

talin 1

5'-TGAATGTCCTGTCAACTGCT-3'

Sigma-Aldrich, SAD

talin 2 5'-TTTCGTTTTCATCTACTCCTT-3' Sigma-Aldrich, SAD
KANK1 5'-CAGAGAAGGACATGCGGAT-3' Sigma-Aldrich, SAD
KANK2 5'-ATGTCAACGTGCAAGATGA-3' Sigma-Aldrich, SAD
integrin aV 4390826 Ambion, SAD

2.1.6. Kompleti kemikalija i standardi

U tablici 5 i tablici 6 navedeni su kompleti kemikalija i standardi.

Tablica 5. Kompleti kemikalija koristeni u istraZivanju.

stanica

Primjena Naziv Proizvodac Kataloski broj

Mjerenje koncentracije BCA Protein Assay Kit Thermo  Fischer | 23227

proteina: BCA test Scientific, SAD

Priprema lizata stanica Halt Protease Inhibitor | Thermo  Fischer | 78430
Cocktail Kit Scientific, SAD

Mjerenje proliferacije Click-iT Invitrogen, SAD C10632

Tablica 6. Standardi

koristeni u SDS-PAGE.

Upotreba Standard Proizvodac Kataloski broj
Standard za odredivanje | Thermo Fisher | 26616
molekularne mase proteina | Scientific, SAD
Pageruler Prestained Protein
Ladder (10— 180 kDa)

SDS-PAGE Standard za odredivanje | Thermo Fisher | 26625
molekularne mase proteina | Scientific, SAD
Spectra™ Multicolor High Range
Protein Ladder (40 — 300 kDa)
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2.1.7. Uredaji i laboratorijski pribor

Koristeni uredaji navedeni su u tablici 7, a koriSteni laboratorijski pribor u tablici 8.

Tablica 7. Uredaji koristeni u istraZivanju.

Uredaj

Proizvodac

analiticka vaga AB54-S

Mettler Toledo, Hrvatska

brojac stanica Coulter Counter

Beckman Coulter, SAD

brojac stanica Luna

Logos Biosystems, JuZna Koreja

centrifuga za mikroepruvete (do 30130 x g) 5430 R

Eppendorf, Njemacka

centrifuga za stanice (do 12568 x g) Labofuge 400

Heraeus, Njemacka

fluorescentni mikroskop Olympus BX51TF

Olympus, Japan

hladnjak 4 °C

Gorenje, Slovenija

hladnjak -20 °C

Bosch, Njemacka

hladnjak -80 °C

Skadi MORIS Technology, Latvija

inkubator za uzgoj stanica HeraCell 150

Heraeus, Njemacka

izvor elektri¢ne struje za elektroforezu proteina PowerPac
Basic

Bio-Rad, SAD

kabinet za rad u sterilnim uvjetima

Klimaoprema, Hrvatska

konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 X

Leica Microsystems, Njemacka

magnetska mijesalica

Tehnica, Slovenija

mini inkubator

Labnet, SAD

pH metar PH3 Sension+

Hach, SAD

protocni citometar FACSCalibur

BD Biosciences, SAD

spektrofotometar StatFax 2100

Awareness Technology INC, SAD

spektrometar masa QE-EF

Thermo Fisher Scientific, SAD

spremnik za tekuéi dusik 35VHC

Taylor-Wharton, SAD

super-rezolucijski mikroskop STEDYCON STED

Abberior, SAD

svjetlosni mikroskop

Zeiss, Njemacka

termoblok Thermomixer compact

Eppendorf, Njemacka

tresilica za plocice

Eppendorf, Njemacka

uredaj za elektroforezu

Invitrogen, SAD

uredaj za hladenu vakumsku evaporaciju ,Refrigerated
Vapor Trap“

Thermo Fisher Scientific, SAD

Processor

uredaj za polu-suhi prijenos proteina, Trans-Blot Turbo Bio-Rad, SAD
Transfer
uredaj za razbijanje stanica ultrazvukom Ultrasonic ColeParmer, SAD

uredaj za vizualizaciju kemiluminiscentnog signala Uvitec
Alliance Q9 mini

Cambridge, UK

uredaji za elektroforezu i prijenos proteina

BioRad, SAD

vaga

Tehtnica, Slovenija

centrifuga s vakumom ,,SpeedVac Concentrator”

Thermo Fisher Scientific, SAD
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pumpa s vakumom, KNF Laboport® mini pump

Sigma-Aldrich, SAD

vibracijska mijesalica EV 102

Tehtnica, Slovenija

vodena kupelj JB Nova

Grant Instruments, UK

zibalica Vibromix 314 EVT

Tehtnica, Slovenija

Tablica 8. Laboratorijski pribor koristen u istrazivanju.

Laboratorijski pribor

Proizvodac

mikroepruvete za analizu uzoraka, 186002640 Waters, SAD
mikroepruvete za zamrzavanje stanica volumena 1,0 mL Sigma-Aldrich, SAD
uredaj za vertikalnu elektroforezu proteina Mini- Bio-Rad, SAD

PROTEAN® Tetra Cell Systems

automatske pipete razlicitih volumena

Integra Biosciences, SAD

staklene tikvice razlicitih volumena

VWR, SAD

gradijentni poliakrilamidni gel za SDS-PAGE 4 — 12%, Invitrogen
NPO321
gradijentni poliakrilamidni gel za SDS-PAGE 4 — 15 %, Bio-Rad, SAD

Mini-PROTEAN TGX, 4561084

plasti¢ni umetci za migraciju stanica koji rade na principu
Boyden komorice s rupicama promjera 8 uM

Corning, SAD

membrana za prijenos proteina, nitrocelulozna, Trans-
Blot Turbo Transfer Pack, 1704158

Bio-Rad, SAD

mikropipete razli¢itih volumena

Eppendorf, Njemacka

nastavci za mikropipete, razli¢itih volumena

Brand, Njemacka

Petrijeve zdjelice za uzgoj kulture stanica promjera 10 cm | Falcon, SAD
plasti¢ni spremnici za led -

plasticne epruvete, 15 i 50 mL Falcon, SAD
plasticne mikroepruvete razli¢itih volumena Falcon, SAD

plocice s 96 bunari¢a s oblim dnom, BR701330

Sigma-Aldrich, SAD

plocice s 96 bunariéa s rupom na dnu, PER.MOL.10

Glygen Corporation, SAD

plocice sa staklenim dnom s 4 komorice promjera 35 mm

Cellvis, SAD

plocice za uzgoj kulture stanica s 6, 24 ili 96 bunariéa

Falcon, SAD

porozne kuglice za vezanje proteina, OLIGO R3, 1-1339-03

Thermo Fisher Scientific, SAD

PVDF plocice s 96 bunari¢a, 3504

Corning, SAD

staklene ¢ase razli¢itih volumena Kimble, SAD
staklene pipete razli¢itih volumena: 1, 2,5, 10i 25 mL Bellco, SAD; Hirschmann,
Njemacka

strugac za stanice

TPP Techno Plastic Products AG,
Svicarska
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2.1.8. Racunalni programi

Racunalni programi navedeni su u tablici 9.

Tablica 9. Racunalni programi koristeni u istrazivanju.

Svrha Naziv Inacica lzdavac
analiza slika snimljenih konfokalnim | LasX 3.5.7.23225 | Leica Microsystems,
mikroskopom Njemacka
mjerenje  migracije i invazije stanica, | Imagel 1.53 National Institutes of
denzitometrija Health, SAD
statisticka analiza GraphPad 9.0.0 GraphPad Software,

Prism SAD
obrada podataka dobivenih spektrometrijom | Scaffold 5.3.0 Proteome Software,
masa SAD
Mascot 251 Matrix Sciences
Deamon International, SAD
QSpec/QProt | 1.3.5. SourceForge, SAD
analiza podataka dobivenih na proto¢nom | FCS Express | 3 Denovosoftware, SAD
citometru Flow
Cytometry
Data Analysis
obrada slika snimljenih na STED-mikroskopu Huygens / Scientific Volume
Imaging, Nizozemska

2.2. Metode

Vecina metoda stanic¢ne i molekularne biologije koje smo koristili u izradi ovog doktorskog rada

opisana je u priru¢niku Metode u molekularnoj biologiji (Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007.).

2.2.1. Kultura stanica

Stanice smo uzgajali prema uputama dobavljaca u tekucoj hranjivoj podlozi DMEM-FBS u
inkubatoru pri temperaturi od 37 °C i atmosferi zasi¢enoj vlagom s 5 % CO,. Ovisno o popunjenosti
podloge, stanice smo rasadivali dva do tri puta tjedno. Nakon uklanjanja hranjive podloge stanice smo
ispralis 0,5 mL tripsina zagrijanog na 37 °C, a potom smo dodali 1 — 2 mL tripsina kako bi se stanice odvojile

od podloge tijekom par minuta. Djelovanje tripsina zaustavili smo dodatkom cetiri puta veéeg volumena
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DMEM-FBS-a. Broj nasadenih stanica za odrzavanje kulture iznosio je 7 x 10° stanica po Petrijevoj zdjelici
promjera 10 cm.

Radi osiguravanja dovoljnih zaliha stanica, tijekom ranih pasaza stanice smo zamrzavali i pohranili
u tekuci dusik pri -196 °C. Stanice smo nakon odvajanja od podloge, centrifugirali 10 minuta pri 1000 x g,
a skupljeni talog stanica resuspendirali smo u 950 uL DMEM-FBS-a. Zamrzavanje se provodilo polagano,
stanice smo inkubirali pola sata na ledu prije dodatka 50 uL DMSO-a, a potom smo mikroepruvete za
zamrzavanje prebacili na stalak spremnika za tekudéi dusik tj. u pare tekucéeg dusika (-80 °C). Nakon 24 sata

prebacili smo mikroepruvete u tekuci dusik gdje su pohranjene do daljnjeg.

2.2.2. lzolacija integrinskog adhezijskog kompleksa

Izolaciju IAC-a proveli smo prema metodi opisanoj u Jones i sur. (2015.). Stanice (2 x 10°) smo
nasadili u Petrijeve zdjelice promjera 10 cm kako bi nakon 48 sati popunjenost povrsine na kojoj rastu bila
80 — 90 %. lzolaciju IAC-a proveli smo, ovisno o potrebnoj koli¢ina uzorka za daljnju analizu, iz dvije, tri ili
Cetiri Petrijeve zdjelice. Tijekom optimizacije izolacije IAC-a, svaki pokus proveli smo s jednakim brojem
Petrijevih zdjelica kontrolne skupine, koju nismo izlagali kemijskom umrezivacu i skupina izloZenih
kemijskom umreZzivacu. Tijekom kasnijih izolacija nismo provjeravali uspjesSnost umreZavanja, ve¢ smo sve
Petrijeve zdjelice izlagali kemijskom umreZivacu. Nakon uklanjanja tekuée hranjive podloge stanice smo
isprali s 3 mL ugrijanog 25 mM DMEM-HEPES (37 °C) kako bismo uklonili stanice koje nisu prihvacene za
podlogu. Potom smo na stanice dodali kemijski umreziva¢ DTBP (6 mM, 5 mL) tijekom 10 minuta pri 37
°C. UmreZavanje smo zaustavili dodavanjem 150 pL 1 M Tris-HCI pufera (pH 8), tijekom dvije minute pri
sobnoj temperaturi. Nakon uklanjanja tekucine, Petrijeve zdjelice sa stanicama drzali smo pri-20 °Ciisprali
s 5 mL hladnog PBS-a. Zatim smo stanice lizirali s 5 mL pufera 1 x RIPA (5x RIPA razrijeden s mgH,0)
tijekom par minuta pri sobnoj temperaturi, a proces lize pratili smo svjetlosnim mikroskopom. Ostatke
stanica u Petrijevim zdjelicama isprali smo jakim mlazom vodovodne vode iz slavine tijekom 10 sekundi
(protok vode otprilike 150 mL/s). Petrijeve zdjelice smo potom isprali s 5 mL hladnog PBS-a i provjerili smo
uspjesnost uklanjanja stanica (pod mikroskopom se ne vide stanice). Dobro ocijedene Petrijeve zdjelice
postavili smo na zamrznute plasticne spremnike za led i proteine IAC-a u prvoj Petrijevoj zdjelici smo
skupili u 400 uL ARS-a strugacem za stanice, nakon cega smo ARS sa skupljenim proteinima prenijeli
pipetom u iducu Petrijevu zdjelicu i isti postupak smo ponovili na svim zdjelicama skupine. Nakon
prenosenja skupljenih uzoraka iz zadnje Petrijeve zdjelice u mikroepruvetu, dodali smo ponovno 400 pL

ARS-a u zadnju zdjelicu skupine i postupak ponovili u obrnutom smjeru. Za taloZenje proteina, u uzorke
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smo dodali etiri puta veéi volumen hladnog acetona (ohladenog pri -20 °C), a uzorke pohranili na -80 °C
do daljnje analize.

Zaizolaciju samo proteina retikularnih adhezija, stanice smo prije umrezavanja izlozili djelovanju cyto
D (2 sata, 37 °C), kemikalije koja inhibira stvaranje aktinskog citoskeleta stanice i posljedicno dovodi do

raspada fokalnih adhezija, ostavljajuci prisutne samo retikularne adhezije.

2.2.3. Analiza koli¢ine proteina natrij-dodecil sulfat elektroforezom u poliakrilamidnom gelu
(engl. Sodium Dodecyl Sulphate PoliAcrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) i

metodom WB

Priprema uzoraka proteina

Pripremu uzoraka proteina zapoceli smo uzgojem stanica u plogicama sa 6 bunariéa (4 x 10%).
Nakon 72 sata, plocice smo postavili na led, stanice smo dva puta isprali hladnim PBS-om, dodali pufer
RIPA s dodatkom EDTA i inhibitora proteaza i fosfataza, te smo lizate stanica skupili struganjem. Za
smanjenje viskoziteta uzorka, zbog velike koli¢ine oslobodene DNA iz stanica, lizate smo izloZili djelovanju
ultrazvuka (3 x 5 sekundi s 30 % amplitude) te smo uzorke centrifugirali pri 14 000 x g tijekom 5 minuta
kako bismo dodatno uklonili prisutne vece komade raspadnutih stanica. Supernatant smo odvojili u nove
mikroepruvete te smo ukupnu koncentraciju proteina u uzorku odredili BCA testom prema uputama
proizvodaca. Odredenu koli¢ina uzorka (15 — 40 pg proteina) pomijesali smo s reducirajuéim puferom za
nanosSenje uzoraka za SDS-PAGE do koncentracije pufera 1 x, a prije nanasanja na gel uzorke smo zagrijali

u termobloku tijekom 5 minuta pri 96 °C.

IstraZivanje proteina u uzorcima izoliranih IAC zapoceli smo taloZzenjem proteina dodatkom cetiri
puta veceg volumena hladnog acetona. Potom smo uzorke centrifugirali tijekom 20 minuta pri 16000 x g
i temperaturi od 4 °C, supernatant smo pazljivo uklonili, a talog dodatno osusili na zraku u digestoru
tijekom 15 minuta. Uzorke proteina otopili smo u 45 ulL 2 x reducirajuéeg pufera za nanosenje uzoraka za

SDS-PAGE i zagrijavali u termobloku tijekom 30 minuta pri 70 °C uz tresnju brzinom 1000 rpm.

Razdvajanje proteina pomocu metode SDS-PAGE

Razdvajanje proteina uzoraka stani¢nih lizata i IAC-a pomoc¢u metode SDS-PAGE provodili smo u

vertikalnom gradijentnom poliakrilamidnom gelu (4 — 15 %, Bio-Rad). Gelove smo umetnuli u uredaj za
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elektroforezu (BioRad, SAD) i dodali odgovarajucu koli¢ina 1 x pufera za elektroforezu (BioRad, SAD). Osim
nanesenih uzoraka, na gel smo istovremeno nanijeli i standard za odredivanje molekulske mase proteina.
Ovisno o molekulskoj masi proteina kojeg smo Zeljeli vizualizirati koristili smo standarde razli¢itih raspona
molekulskih masa. SDS-PAGE smo proveli pri naponu 80 — 110 V i zaustavili kada je bromfenol plava boja

iz pufera za nanosenje uzoraka dosegla kraj gela.
Analiza proteina pomocu metode WB

Nakon razdvajanja proteina metodom SDS-PAGE, provedli smo polusuhi prijenos razdvojenih
proteina s gela na nitroceluloznu membranu. Gradijentni gel s razdvojenim proteinima stavili smo na
membranu te se slagao u ,sendvi¢” izmedu filtar papira i to tako da je blize negativno nabijenoj anodi u
odnosu na membranu. UspjeSnost prijenosa proteina na membranu odredili smo bojanjem membrane
amido crnom bojom tijekom dvije minute pri sobnoj temperaturi. Nakon slikanja ovako vizualiziranih
proteina, uklonili smo amido crnu boju otopinom za odbojavanje, a membranu smo ispirali tijekom pola
sata u TBST-u i potom blokirali 5 %-tnom otopinom mlijeka tijekom sat vremena na zibalici. Blokiranje je
nuzan korak da bi se zasitila sva vezna mjesta na membrani. Potom smo membranu inkubirali s otopinom
primarnog protutijela razrijedenog u 5 % BSA/PBS tijekom noci pri 4 °C ili dva sata pri sobnoj temperaturi.
Membrana smo nakon vezanja primarnog protutijela isprali s pet volumena TBST-a (5 puta po 5 minuta) i
inkubirali u otopini odgovarajuceg sekundarnog protutijela konjugiranog s peroksidazom hrena,
razrijedenog u 5 % BSA/PBS, tijekom jedan sat pri sobnoj temperaturi. Popis koristenih primarnih i
sekundarnih protutijela nalazi se u tablici 3. Nakon temeljitog ispiranja sekundarnog protutijela TBST-om
na nacin kao Sto je prethodno opisano za primarno protutijelo, vezanje sekundarnog protutijela
vizualizirali smo metodom kemiluminiscencije uz pomo¢ kemiluminiscentnog reagensa. Na istoj
membrani proveli smo imunodetekcije vise razli¢itih proteina, ali smo prethodno vezana protutijela
uklonili pomocu pufera za uklanjanje vezanih protutijela za membranu (engl. stripping pufera) kroz 15
minuta pri sobnoj temperaturi. Membranu smo potom isprali TBST-om i ponovo blokirali u otopini 10 %
mlijeka. Dobivene slike membrane analizirali smo pomocu racunalnog programa Imagel, kako bismo

odredili razliku u kolicini proteina izmedu uzoraka.

2.2.4. Prolazno utiSavanje proteina siRNA molekulama

Za istrazivanje uloge pojedinih proteina adhezije u stanicama MDA-MB-435S koristili smo metodu

utidavanja proteina tranfekcijom pomocu malih interferirajuéih molekula RNA, siRNA. Stanice (4 x 10%, 4
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x 10%ili 1,7 x 10° ) smo nasadili u plogice za uzgoj stanica s 24 bunarica, 6 bunariéa ili u Petrijeve zdjelice
promjera 10 cm kako bi nakon 24 sata popunjenost povrSine bila 60 — 80 %. Na stanice smo dodali
mjesavinu siRNA s transfekcijskim reagensom pripremljenu prema uputama proizvodaca (tablica 10).
Konacéne koncentracije siRNA bile su 25 nM. Nakon 24 ili 48 sati od transfekcije, stanice smo koristili za

daljnje pokuse, a ucinkovitost utisavanja provjeravali smo na proteinskoj razini metodom WB i/ili IF.

Tablica 10. Sastav transfekcijske smjese za prolazno utiSavanje proteina transfekcijom specifi¢nih siRNA.

Priprema smjese za 1 Priprema smjese za 1 Priprema smjese za
bunari¢ (plocica s 24 bunari¢ (plocica sa 6 Petrijevu zdjelicu (10 cm)
bunarica) bunarica)

Otopina A 48,75 pL Opti-MEM + | 120 puL Opti-MEM + 5 L | 1127ul Opti-MEM + 23 pL
1,25 pL siRNA siRNA siRNA

Otopina B 49,5 uL Opti-MEM + | 123,33 pL Opti-MEM + | 1136,2 pL Opti-MEM +
0,5 uL Lipofectamin | 1,67 pL Lipofectamin | 13,8 puL  Lipofectamin
RNAiMax RNAiMax RNAiMax

Volumen

transfekeijske | 105 ) 250 pL 2300 pL

smjese

Volumen

DMEM-FBS-a 400 pL 1750 plL 7700 plL

2.2.5. Analiza proteina metodom spektrometrije masa (MS)

Pripremu uzoraka za analizu proteina MS-om provedeli smo metodom digestije u gelu pomocu
tripsina (engl. in-gel tryptic digestion). Uzorke koji su sadrzavali izolirane IAC-e istalozZili smo acetonom i
pripremili za analizu kao Sto je prethodno opisano (Humphries i sur., 2009.). Uzorke otopljene u 2 x
reducirajuéem puferu SDS (Invitrogen, SAD) zagrijavali smo na tresilici za plocice (30 minuta, 70 °C, 1000
rpm) i nanijeli na gradijentni poliakrilamidni gel za SDS-PAGE (4 — 12 %, Invitrogen). Gelove smo postavili
u uredaj za elektroforezu (Invitrogen, SAD) i dodali odgovarajucéu kolicinu 1 x pufera za elektroforezu
(Invitrogen, SAD). Elektroforezu smo proveli tijekom 3 min pri 200 V, $to je dovoljno da proteini udu u gel.
Proteinske vrpce smo obojali bojom Coomassie plavo tijekom 20 minuta i gelove isprali preko noci u
mgH:0 (pri 4 °C). Sljedeci dan, obojene vrpce proteina smoizrezalii nasjeckali na komade velicine priblizno
1 mm3 pomocu rezada s ostricama i prebacili u perforirane plocice s 96 bunari¢a. Uklanjanje boje iz gela
proveli smo ispiranjem otopinom 50 % (v/v) acetonitril / 50 % (v/v) 25 mM NH4HCOs;. Komadice gela smo

potom isprali i dehidrirali pomocu acetonitrila, nakon Cega je uslijedilo dodatno susenje u centrifugi s

46



vakuumom (tijekom 30 minuta, pri -107 °C). Uzorke proteina reducirali smo koristenjem 10 mM DTT-a
(tijekom 1 sat pri 56 °C u mini inkubatoru) i alkilirani koristenjem 55 mM IA (tijekom 45 minuta pri, 37 °C,
u mraku). Uzorke smo isprali i ponovno dehidrirali pomoc¢u 25 mM NH4HCO; i acetonitrila. Za dobivanje
peptida iz uzoraka proteina, komadiée gela smo inkubirali u otopini tripsina (1,25 ng/uL, Promega, SAD),
prvo 45 minuta pri 4 °C, a potom preko nodi pri 37 °C u mini inkubatoru. Dobivene peptide smo sakupili i
ekstrahirali u Cistoj plo€ici s 96 bunari¢a upotrebom 99,8 % (v/v) acetonitrila plus 0,2 % (v/v) mravlje
kiseline (tijekom 30 minuta pri sobnoj temperaturi) i 50 % (v/v) acetonitrila plus 0,1 % (v/v) mravlja kiselina
(tijekom 30 minuta pri sobnoj temperaturi). Uzroke smo potom osusili u centrifugi s vakumom (tijekom 2
sata pri -107 °C) i resuspendirali u 20 uL 5 % (v/v) acetonitrila/0,1 % (v/v) mravlje kiseline. Prije analize
morali smo provesti odsoljavanje uzoraka pomocu poroznih kuglica za vezanje proteina u PVDF plo¢icama
s 96 bunaric¢a. Odsoljavanje smo proveli dodatkom uzorka proteina na kuglice u bunariéu i ispiranjem
kuglica s vezanim peptima pomocu 0,1 % mravlje kiseline. Peptide smo eluirali s kuglica u 30 % (v/v)
acetonitril / 0,1 % (v/v) mravlja kiselina. Uzorke smo osusili u mikroepruvetama za analizu uzoraka na
spektrometru masa. Prije analize uzorke je potrebno ponovno otopiti u 11 puL 5 % (v/v) acetonitrila / 0,1
% (v/v) mravlje kiseline. Analizu proteina IAC-a proveli smo metodom MS u laboratoriju prof. dr. sc.
Martina J. Humphriesa u Manchesteru (Wellcome Trust Centre for Matrix Research, Faculty of Life
Science, University of Manchester). Uzorke smo analizirali metodom LC-MS/MS (Horton i sur., 2015.)
pomocu spektrometra masa Thermo QExactive HF. Smjese peptida eluirali smo tijekom 60 minuta
koristeci gradijent koji sadrzi 92 % otopine A (0,1 % mravlja kiselina u vodi) i 8 % do 33 % otopine B (0,1 %

mravlja kiselina u acetonitrilu). Protok otapala postavljen je na 300 nL po minuti.

Identifikaciju proteina u uzorku analiziranom metodom MS zapoceli smo pretrazivanjem baze
podataka proteina ¢ovjeka Swissprot i Trembl (12. prosinca 2021. / 10. lipnja 2023.) pomodu programa
Mascot (Matrix science, verzija 2.5.1). Dopustena tolerancija mase prekursora i fragmenata iona iznosila
je 10 ppm, odnosno 0,6 Da. Karbamidometilaciju cisteina postavili smo kao fiksnu modifikaciju, a
oksidaciju metionina kao varijabilnu modifikaciju. U daljnjoj analizi razmatrali smo samo peptide s ionima
prekursora naboja 2+, 3+ i 4+. Identifikaciju proteina potvrdili smo programom Scaffold (Proteome softver,
verzija 5.1.0). Identifikacija spektara provedena je u programu Scaffold algoritmom Scaffold (prag
vjerojatnosti 95 %), a proteine smo identificirali uz vjerojatnost iznad 99 % te minimalno 1 prepoznati
karakteristi¢ni peptid uz algoritam Protein prophet (Nesvizhskii i sur., 2003.). Ukupne brojeve spektara
koristili smo kao mjeru koli¢ine proteina. Dobivene rezultate smo naknadno statisticki obradili u programu

QSpec kako bi se dobile stope laznih pronalazaka (engl. false discovery rate, FDR) i relativhe promjene
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(engl. fold change). Dobivene vrijednosti koristene su za graficko prikazivanje statisticki znacajnih

promjena izmedu uzoraka.
2.2.6. Analiza lokalizacije proteina metodom imunofluorescencije

Za vizualizaciju Zeljenih proteina koristili smo metodu IF. Stanice (4 x 10%) smo nasadili na
pokrovno stakalce u plocicu s 24 bunari¢a. Nakon 48 ili 72 sata rasta stanice smo isprali PBS-om, fiksirali i
permeabilizirali ledeno hladnim metanolom (tijekom 10 minuta), ili fiksirali s 2 % (v/v) PFA (tijekom 12
minuta) te permeabilizirali s 0,1 % (v/v) Triton X-100 (tijekom 2 minute). Kako bismo izbjegli nespecificno
vezanje protutijela, uzorke smo blokirali u otopini 3 % BSA/PBS tijekom pola sata pri sobnoj temperaturi.
Potom smo ih inkubirali u otopini primarnih protutijela u 5 % BSA/PBS tijekom sat vremena pri sobnoj
temperaturi ili preko noéi na 4 °C, a zatim u otopini sekundarnih protutijela obiljezenih fluoroforom
(tablica 3). Za vizualizaciju vise proteina istovremeno koristili smo sekundarna protutijela obiljezena
razli¢itim fluoroforima (Alexa Fluor 488, 555, 647). Aktin smo vizualizirali fluorescentno obiljezenim
faloidinom (Alexa Fluor 488 ili 555). Nakon zavrsnog ispiranja u PBS-u, uzorke stanica smo uklopili u
podlogu za uklapanje stakalaca s dodatkom boje DAPI (za bojenje jezgre). Za odredivanje mjesta
prihvadanja stanica na podlogu koristili smo metodu interferencijske refleksijske mikroskopije (engl.
interference reflection microscopy, IRM). Analizu smo proveli na invertnom konfokalnom mikroskopu
Leica TCS SP8 X s HC PL APOCS2 63x/1,40 imerzijskim objektivom, a slike smo analizirali pomocu
racunalnog programa LasX i Imagel. Kvantifikaciju aktinskih stresnih vlakana proveli smo samo s onim
vlaknima koja su zavrSavala u FA, sto smo odredili bojanjem integrina B5. Prilikom kvantifikacije
mikrotubula, odabrali smo samo mikrotubule koji se nalaze 5 um od ruba stanice (odredeno na temelju

IRM).

2.2.7. Analiza proteina imunofluorescencijom i super-rezolucijskom mikroskopijom

Za precizno odredivanje lokalizacije i strukture proteina FA koristili smo imunofluorescenciju i
super-rezolucijsku mikroskopiju, tocnije, mikroskopiju stimulirane deplecije emisije (engl. stimulated
emission depletion microscopy, STED). Stanice smo pripremili kao Sto je opisano u poglavlju 2.2.6. Nakon
fiksacije, uzorke smo blokirali u otopini 3 % BSA/PBS tijekom pola sata pri sobnoj temperaturi. Potom smo
ih inkubirali u otopini primarnih protutijela ili fluorescentno obiljezenih malih peptida koji se specificno
vezu za tubuliniili aktin u 5 % BSA/PBS (Affimer TUB32C i Affimer 14, patent: PCT/GB2014/050435) (Cordell
i sur., 2022.) tijekom sat vremena pri sobnoj temperaturi ili preko noci pri 4 °C. Uslijedila je inkubacija sa

sekundarnim protutijelima obiljezenim fluoroforima pogodnim za snimanje na STED-mikroskopu
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(Abberior STAR RED, Abberior STAR ORANGE) tijekom sat vremena pri sobnoj temperaturi. Nakon
zavrsnog ispiranja u PBS-u, uzorke smo uklopili u podlogu za uklapanje stakalaca. Analizu smo proveli na
mikroskopu STEDYCON STED na SveuciliStu u Leedsu (Leeds, UK) u laboratoriju prof. dr. sc. Michelle
Peckham. Za obradu dobivenih slika koristili smo ra¢unalni program za dekonvoluciju signala Huygens, a

za analizu program Image J.

2.2.8. Odredivanje proliferacije stanica
Test MTT

Citotoksic¢ni ucinak protutumorskog lijeka PTX na stanice u kulturi odredili smo kolorimetrijskim
testom MTT. Stanice (10%) smo nasadili u plo¢icu za uzgoj kulture stanica s 96 bunarica i izloZili Zeljenim
koncentracijama protutumorskog lijeka PTX. Nakon 72 sata, iz bunari¢a smo u potpunosti uklonili tekucu
hranjivu podlogu. U svaki bunari¢ sa stanicama i u jedan bunari¢ bez nasadenih stanica (slijepa proba)
dodali smo po 40 uL 1 x MTT otopine i inkubirali plocicu pri 37 °C tijekom tri sata u inkubatoru. Zive,
metabolicki aktivne stanice pomocu mitohondrijskih reduktaza reduciraju Zuti MTT u ljubicaste kristale
formazana koji se zatim otapaju dodatkom 170 uL DMSO-a tijekom 30 minuta na tresilici za plocice. Nakon
Sto su se kristali potpuno otopili, intenzitet obojenja (apsorbancija) izmjerili smo spektrofotometrijski
pomocu spektrofotometra StatFax 2100 pri valnoj duljini 600 nm. Proliferacija stanica je proporcionalna

izmjerenoj apsorbanciji.
Metoda Click-iT

Za odredivanje proliferacije stanica koristili smo komplet kemikalija Click-iT prema uputama
proizvodaca. Stanice (4 x 10°) smo nasadili u plogicu sa 6 bunariéa i nakon 24 sata transficirali kontrolnom
siRNA ili specificnom siRNA. Nakon 24 sata, stanice smo odvojili od podloge pomocu tripsina, te ih
ponovno nasadili u iste bunarice s ciljem oponasanja koraka tijekom testa MTT (nasadivanje, odvajanje
od podloge, nasadivanje). Nakon 24 sata, u bunarice smo dodali modificirani analog timidina, EdU (5-
etinil-2’-deoksiuridin, kona¢na koncentracija 10 uM). Dva sata nakon toga, stanice smo odvojili od podloge
pomocu tripsina, skupili u epruvete volumena 15 mL te isprali otopinom 1 % BSA/PBS (resuspendiranje i
centrifugiranje pri 1100 x g tijekom 5 minuta). Potom smo stanice fiksirali dodatkom Click-iT fiksativa (15
minuta pri sobnoj temperaturi) i permeabilizirali Click-iT permeabilizacijskim puferom (15 minuta pri
sobnoj temperaturi, u mraku). Nakon toga smo na stanice dodali Click-iT koktel (30 minuta pri sobnoj
temperaturi, u mraku), pripremljen prema uputama proizvodaca. Stanice smo isprali Click-iT

permeabilizacijskim puferom, centrifurgirali (1100 x g tijekom 5 minuta) i talog ponovno resuspendirali u

49



istoj otopini. Analizu smo proveli na proto¢nom citometru, a podatke analizirali pomodéu FCS Express

programa. Za odredivanje stope proliferacije, usporedivali smo broj proliferirajucih (EdU +) stanica.

2.2.9. Mikroskopija Zivih stanica

Za odredivanje utjecaja utiSavanja pojedinih proteina FA i RA na brzinu rasta mikrotubula u
stanicama MDA-MB-435S, konstruirali smo populacije stanica MDA-MB-435S i i klona sa smanjenom
ekspresijom integrina aV (3aV), koje stabilno eksprimiraju fluorescentno obiljezeni protein EB3 (engl.,
end-binding protein 3) koji se nalazi na vrhu rastuc¢ih mikrotubula (stanice izolirane u sklopu izrade
diplomskog rada Kaatje Coopmans). Za mikroskopiju Zivih stanica, stanice MDA-MB-435S-EB3 i 3aV-EB3
(4,5 x 10*) smo nasadili u plo¢icu s 4 komorice i staklenim dnom. U pokusima s prolaznim utiavanjem ili
izlaganjem PTX-u, snimali smo stanice 48 sati nakon transfekcije ili 24 sata nakon izlaganja PTX-u. Slike
smo snimali svakih 13 sekundi tijekom pet minuta po stanici koriste¢i mikroskop Leica TCS SP8 Xs HC PL
APOCS2 63x/1,40 imerzijskim objektivom, 3,5 x zoom. Dobivene filmove analizirali smo racunalnim

programom Imagel (manual tracking plugin).

2.2.10. Odredivanje migratorne sposobnosti stanica

Za analizu pokretljivosti (migracije) stanica koristili smo plasticne umetke koji koriste princip
Boydenove komorice, a sastoje se od dva odjeljka razdvojenih membranom s rupicama promjera 8 um.
Stanice smo nasadili u DMEM-FBS i nakon 24 sata uzgoja, zamijenili im hranjivu podlogu s DMEM-om bez
seruma. Nakon 24 sata, odvojili smo izgladnjele stanice od podloge pomoéu 0,5 mM EDTA i dva puta isprali
s DMEM-BSA, resuspendiranjem stanica u DMEM-BSA i centrifugiranjem (1100 x g tijekom 5 minuta).
Plasti¢ne umetke smo postavili u ploicu s 24 bunari¢a te smo stanice (8 x 10%) nasadili u komorice u
DMEM-BSA. S donje strane bunariéa, ispod komorice, pazljivo smo dodali DMEM-FBS i stanice su migrirale
prema 10 % (v/v) FBS u DMEM-u kao kemoatraktantu tijekom 22 sata. Za kontrolu nasadivanja jednakog
broja stanica, za svaki uzorak, nasadili smo jednaki broj stanica u bunari¢ u DMEM-FBS, koje smo brojali
nakon zavrSene migracije. Nakon 22 sata, komorice smo isprali uranjanjem u bunari¢ napunjen PBS-om.
Stanice zaostale na gornjoj strani membrane, koje nisu migrirale, uklonili smo Stapi¢éima s vatom
natopljenim PBS-om. Stanice koje su migrirale kroz rupice u membrani, te su se nalazile na donjoj strani,
fiksirali smo s 4 % PFA tijekom 15 minuta. Nakon dva ispiranja membrane u PBS-u, stanice smo obojalis 1
% (w/v) bojom kristal-ljubic¢asto u PBS-u tijekom 90 minuta. Nakon bojanja, paZljivo smo isprali membrane

vodovodnom vodom i izrezali skalpelom. Membrane smo uklopili u podlogu za uklapanje stakalaca na
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predmetno stakalce i snimili mikroskopom Olympus BX51TF (pet slika/uzorak). Broj stanica smo odredili

pomocu racunalnog programa Imagel (multi-point tool).

2.2.11. Statisticka analiza

Sve dobivene rezultati obradili smo statisticki pomoéu racunalnog programa GraphPad Prism
(verzija 9.0.0). Podatke dobiveni metodom IF, WB, testom proliferacije i migracije analizirani smo
jednosmjernom analizom varijance (engl. one-way analysis of variance (ANOVA)) i Dunnettovim testom
viSestruke usporede (usporedba vise od tri grupe podataka) ili Studentovim t-testom (usporedba dvije
grupe podataka). Podatke dobivene mikroskopijom Zivih stanica analizirani smo jednosmjernim testom
ANOVA, Sidakovim testom visestruke usporedbe ili Studentovim t-testom. Podaci dobiveni testom MTT
analizirani su dvosmjernim testom ANOVA sa Sidakovim testom viestruke usporedbe. Rezultati su
prikazani kao histogrami s naznacenom srednjom vrijednosti (+ standardna devijacija, SD), kao violinski
prikazi ili kao dijagrami rasprsenosti s ozna¢enim medijanom. Na prikazima rezultata, zvjezdica (,*“)
oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu uzoraka i to: * oznacava p < 0,05; ** oznadava p < 0,01; ***
oznacava p < 0,001 dok **** oznacava p < 0,0001. Oznaka , ns“ oznacava nepostojanje statisticki znacajne
razlike izmedu uzoraka. Za vizualizaciju promjene koli¢ine proteina u uzorcima IAC-a analiziranih MS-om,
koristen je dijagram vulkano. Iz dobivenih broja spektara za pojedini protein u programu Scaffold, u
programu QSpec izracunali smo vrijednosti FDR i fold change na temelju kojih smo odredili znacajne
promjene u koliCini proteina izmedu uzoraka. Koli¢ina proteina za Ciji je broj spektara vrijednost FDR bila
manja od 0,05 (negativni logaritam FDR vedéi od 1,3), a relativha promjena veéa od 1,5 puta (In (fold
change) vedi ili manji od 0,405) ili od 2 puta (In (fold change) vedi ili manji od 0,693), znacajno je

promjenjena u odnosu na koli¢inu proteina u kontrolnom uzorku .
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3. REZULTATI

3.1. Talin 1, talin 2 i KANK2 dio su FA aVB5 u stanicama melanoma MDA-MB-
435S

Prethodna istraZzivanja naSe grupe pokazala su da stanice melanoma MDA-MB-435S
preferencijalno koriste integrin aVPB5 za stvaranje adhezija tijekom uzgoja stanica bez prethodnog
oblaganja povrsine proteinima ECM-a. UtiSavanjem integrina aV i posljedicno smanjenjem broja aV5
adhezija, doslo je do povedanja osjetljivosti stanica na PTX i smanjenja ucinkovitosti migracije.
Usporedbom izoliranih IAC-a kontrolnih stanica i stanica sa stabilno smanjenom ekspresijom integrina aV
(klon 3aV) odredene su sastavnice adhesoma integrina aVB5. Na popisu proteina identificiranih pomocu
MS sa smanjenim brojem specificnih spektara nalaze se talin 1 i talin 2 te sve sastavnice CMSC-a,
ukljucujuci i KANK2. UtisSavanje proteina KANK2 imitiralo je utjecaj utiSavanja integrina aV, povedalo je
osjetljivost stanica na PTX te smanjilo ucinkovitost migracije. Uz KANK2, u adhesomu je identificiran i
KANK1 s malim brojem specifi¢nih spektara. No iz tih rezultata nije jasno smanjuje li se njegova koli¢ina
nakon utiSavanja integrina aV i koja je njegova uloga u ovim stanicama (Paradzik i sur., 2020). Isto tako, iz
analize adhesoma nije bilo moguce zakljuéiti s kojim od dva homologa talina, 1 i/ili 2, KANK2 ostvaruje
interakciju i koji je to¢an mehanizam povecane osjetljivosti stanica na PTX i smanjene ucinkovitosti

migracije uslijed utiSavanja integrina aV.

Kako bismo potvrdili jesu li oba talina dio FA aVB5 stanica melanoma MDA-MB-435S, proveli smo
analizu lokalizacije metodom IF (slika 12). Za istovremenu vizualizaciju oba talina koristili smo specifi¢na
primarna protutijela razlicitih izotipova te sekundarna protutijela specifi¢na za izotip (za misji globulin IgG;
i 1gG2p). Za odredivanje lokalizacije FA aVB5 koristili smo protutijelo za integrin 5, s obzirom da se ova
podjedinica integrina veze iskljucivo na podjedinicu aV (slika 3, Arias-Mejias i sur., 2020.) te je svaki uoceni
signal odgovarao adheziji aVB5. Na slici 12 vidljivo je da se oba talina nalaze u blizini signala integrina 5.
Manje uvecane slike u gornjem desnom kutu preklopljenih slika potvrduju da talin 1, talin 2 i integrin 5

kolokaliziraju.
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talin 1 talin 2 integrin B5

talin 1/talin 2 talin 1/integrin 5 talin 2/integrin 5

Slika 12. Talin 1i 2 dio su FA aV5. Stanice smo 48 sati nakon nasadivanja na stakalca fiksirali metanolom i inkubirali
s protutijelima za talin 1, talin 2 i integrin B5. Potom je uslijedila inkubacija sa sekundarnim protutijelima specificnim

imunoglobulin obiljeZzena Alexa Flour, 647®, ljubicasto). Za odredivanje mjesta prihvaéanja stanica na podlogu koristili
smo metodu IRM. Analizu smo proveli na konfokalnom mikroskopu TCS SP8 Leica. Skala iznosi 10 um.

Bouchet i sur. (2016.) pokazali su da oba talina, talin 1 i talin 2, mogu stupiti u interakciju s oba
proteina KANK, KANK1 i KANK2, vezanjem domene KN proteina KANK na domenu R7 talina. Medutim,
njihovo istraZivanje provedeno je koristeci in vitro test s kratkim fluorescentno obiljeZzenim peptidnim
sliedovima proteina. Kako bismo utvrdili postoji li funkcionalna interakcija proteina talina i KANK u
stanicama, prvo smo istraZili kolokaliziraju li proteini KANK s talinom 1 i talinom 2. Slika 13 prikazuje
istovremenu lokalizaciju proteina KANK1 ili KANK2 s talinom1 i talinom 2. Uz to, vizualizirali smo i biljeg FA
vinkulin. Slike preklopa signala i manje uveéane slike u gornjem desnom kutu, pokazuju da KANK2
kolokalizira s talinom 1 i talinom 2 i vinkulinom na rubu i sredini stanice, dok se KANK1 nalazi na rubu
stanice i djelomicno u blizini talina 1 i talina 2. MoZemo zamijetiti i da je signal proteina KANK1 znatno

slabiji i rasprseniji po cijeloj stanici u odnosu na signal proteina KANK2.

Rezultati ovog pokusa potvrduju prethodne rezultate MS izoliranih IAC-a stanica MDA-MB-435S
(Paradzik i sur., 2020.), tocnije talin 1, talin 2 i KANK2, dio su FA aV5. Iz rezultata MS-a nije bilo jasno

dolazi li do promjene u kolicini proteina KANK1 utiSavanjem integrina aV, zbog jako malog broja spektara
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za KANK1. Ovi rezultati potvrduju da je koli¢ina proteina KANK1 u stanici znatno slabija u odnosu na KANK2,
te pokazuju da KANK1 pretezno lokalizira na samom rubu stanice, djelomicno u blizini talina 1 i talina 2,

odnosno FA.

talin 1 KANK1 vinkulin

IRM_talin 1/KANK1
o i

talin 1 KANK2 vinkulin IRM talin 1/KANK2

vinkulin

Slika 13. KANK2 lokalizira s FA koje sadrze talin 1 i talin 2, dok se KANK1 nalazi na rubu stanice u blizini FA. Stanice
smo 48 sati nakon nasadivanja na stakalca fiksirali metanolom i inkubirali s protutijelima za talin 1 ili talin 2 i KANK1
ili KANK2. Potom je uslijedila inkubacija sa sekundarnim protutijelima za protutijelo za talin 1 ili talin 2 (protutijelo za
misji imunogluobulin obiljezen Alexa Fluor® 555 ili Alexa Fluor® 488) te za KANK1 ili KANK2 (protutijela za zedji
imunoglobulin obiljezena Alexa Flour, 647®). Vinkulin smo vizualizirali pomocu direktno fluorescentno obiljezenog
protutijela (anti-vinkulin Alexa Fluor® 647, sivo). Za odredivanje mjesta prihvac¢anja stanica na podlogu koristili smo
metodu IRM. Analizu smo proveli na konfokalnom mikroskopu TCS SP8 Leica. Skala iznosi 10 um.
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3.2. Talin 1 je neophodan za stvaranje FA aVB5 u stanicama melanoma MIDA-MB-
435S

Poznato je da su talin 1 talin 2 strukturno gotovo identi¢ni, ali postoje razlike u aminokiselinskom
slijedu poddomena, te se njihova uloga u stanicama znacajno razlikuje (Gough i Goult, 2018.). Pokazano je
da je delecija talina 1, za razliku od talina 2, smrtonosna za miSeve te njegovo utiS8avanje smanjuje
proliferaciju i ucinkovitost adhezije stanica (Pulous i sur., 2021.; Debrand i sur., 2012.; Manso i sur., 2001.;
Manso i sur., 2000.). KANK1 i KANK2 su strukturno sli¢ni proteini, ali KANK1 ima jednu domenu CC vise.
Istrazivanja pokazuju vaznu ulogu svih proteina obitelji KANK u razvoju organizma (Guo i sur., 2021.), no

istrazivanja o ulozi pojedinog proteina KANK u proliferaciji stanica su oskudna.

S obzirom na to da smo dokazali da su talin 1, talin 2 i KANK2 dio FA aVB5 u stanicama MDA-MB-
43S (slika 12, 13), dok je KANK1 lokaliziran izvan FA aV5, zanimala nas je njihova uloga u stanici. Koristeci
siRNA molekule specificne za talin 1, talin 2, KANK1 ili KANK2, metodom Click-iT, analizirali smo utjecaj
njihovog utiSavanja na proliferaciju stanica. Uz to smo odredili i zajednicki utjecaj utiSavanja oba talina na
proliferaciju stanica, istovremenom transfekcijom siRNA specificnim za talin 1 i talin 2. Slika 14 pokazuje
da utisavanjem talina 1 kao i talina 1 i 2 zajedno, smanjujemo proliferaciju stanica za ¢ak 40 % u odnosu
na kontrolne stanice. S druge strane, utiSavanje proteina talina 2, KANK1 ili KANK2 nije utjecalo na

proliferaciju stanica. Ovi rezultati upuéuju na vaznu ulogu talina 1 u proliferaciji stanica.
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Slika 14. Utisavanje talina 1 smanjuje proliferaciju stanica, dok utiSavanje proteina talina 2, KANK1 i KANK2 ne
utjece na proliferaciju stanica. Proliferaciju stanica odredili smo koriste¢i komplet kemikalija Click-iT EdU. Stanice
smo transficirali kontrolnom siRNA ili siRNA specificnom za talin 1, talin 2, talin 1 i 2, KANK1 ili KANK2. Histrogrami
predstavljaju rezultate mjerenja proliferacije, prikazane kao srednja vrijednost + SD (n = 2). Rezultate smo analizirani
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jednosmjernom analizom varijance s Dunnettovim testom visestruke usporedbe. * oznacava p < 0,05; ** oznacava p
< 0,01; *** oznacava p < 0,001 dok **** oznacava p < 0,0001, ,ns“ oznacava nepostojanje statisticke znacajnosti
izmedu uzoraka.

S obzirom na to da su talin i KANK vezni partneri (Bouchet i sur.,, 2016.), zanimao nas je utjecaj
utiSavanja pojedinog talina ili oba talina zajedno na koli¢inu proteina KANK u stanicama MDA-MB-435S.
Proveli smo SDS-PAGE i analizu WB ukupnih proteina u stanici nakon utiS8avanja pojedinog ili oba talina
zajedno, a kao pozitivnu kontrolu u ovom pokusu koristili smo lizat stanica klona 3aV sa stabilno utiSanom
ekspresijom integrina aV. Na temelju prethodnih rezultata MS-a (Paradzik i sur., 2020.) u uzorku 3aV
oCekujemo smanjenje ukupne koli¢ine proteina talina 1, talina 2 i KANK2. Na slici 15 vidljivo je da je
utiSavanje pojedinog talina ili oba talina zajedno bilo uspjesSno i da se koli¢ina ukupnih proteina u stanici
nakon utiSavanja smanjila za viSe od 50 % u odnosu na kontrolne stanice. Isto tako, vidimo da je u uzorku
lizata klona 3aV doslo do statisticki znacajnog smanjenja koli¢ine proteina talina 1, talina 2 i KANK2, no
koli¢ina proteina KANK1 ostaje jednaka u odnosu na kontrolne stanice. UtiSavanjem talina 1 doslo je do
znacajnog smanjenja koli¢ine proteina talina 2 i KANK2, a utiSavanjem talina 2 nije do$lo do promjene u
koli¢ini niti jednog od analiziranog proteina. UtiSavanjem oba talina zajedno mozemo vidjeti isti rezultat
kao i utiSavanjem samo talina 1, Sto upucuje na Cinjenicu da je uofeno smanjenje proteina talina 2 i KANK2

posljedica utiSavanja samo talina 1. Prema tome KANK2 je dio FA aVp5, ali to ne vrijedi za KANK1.
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Slika 15. Utisavanje talina 1 smanjuje koli¢inu proteina KANK2 u stanicnom lizatu, dok kolicna proteina KANK1
ostaje jednaka. Proveli smo analizu WB proteina talina 1, talina 2, KANK1 i KANK2 u lizatima stanica MDA-MB-435S
nakon transfekcije kontrolnom siRNA ili siRNA specificnom za talin 1, talin 2 ili talin 1i 2 zajedno. Uz navedeno, na gel
smo nanijelii uzorak lizata klona stanica MDA-MB-435S sa stabilno utiSanom ekspresijom integrina aV (3aV). Stani¢ne
lizate smo skupili 48 sati nakon transfekcije. Histrogrami predstavljaju kvantifikaciju rezultata WB prikazanu kao
srednja vrijednost koli¢ine proteina + SD (n = 3), relativno prema koli¢ini proteina u kontrolnom uzorku koja iznosi 1
(oznaceno kao isprekidana linija). Rezultate smo analizirani jednosmjernom analizom varijance s Dunnettovim testom
visestruke usporedbe. * oznacava p < 0,05; ** oznacava p < 0,01; *** oznacava p < 0,001 dok **** oznacava p <
0,0001, ,ns“ oznacava nepostojanje statisticke znacajnosti izmedu uzoraka.

S obzirom na prethodne rezultate koji pokazuju razlic¢ite uloge talina 1 i talina 2 u proliferaciji
stanica (slika 14), ali i utjecaj njihovog utisavanja na koli¢inu ukupnog proteina KANK2 u stanici (slika 15)
zanimao nas je utjecaj utiSavanja pojedinog talina na FA aVB5. Stoga smo proveli analizu FA metodom IF
nakon utiSavanja pojedinog talina i kvantificirali promjene u broju i veli¢ini FA odredenih na temelju signala
talina 1, talina 2 i integrina B5. Na slici 16A i B vidljivo je da je utiSavanje talina 1 talina 2 bilo uspjesno te
se njihov signal u stanici znacajno smanjio u odnosu na kontrolne stanice, $to smo potvrdili kvantifikacijom
broja i veli¢ine struktura mjerenih signalom talina 1 i talina 2. UtiSavanjem talina 1 doslo je do statisticki
znacajnog smanjenja povrsine stanica, Sto je posebice vidljivo na IRM-slikama. Isto tako, utiSavanje talina
1 dovelo je do znacajnog smanjenja signala talina 2 i integrina B5, njihovog broja i veli¢ine, Sto upucuje na
raspad FA Sto posljedi¢no dovodi do smanjenja povrsine stanica. S druge strane, utiSavanje talina 2 nije
utjecalo na broj FA mjeren signalom talina 1 i integrina B5, ali je dovelo do statisticki znacajnog povecanja
povrsine FA aVB5 u odnosu na kontrolne stanice (slika 16B). Zanimljivo, uslijed utiSavanja talina 1,
primijetili smo manji broj struktura pozitivnih na talin 2 i integrin B5 u sredini stanice, koje svojom
lokalizacijom i izgledom odgovaraju RA aV5 (slika 16A) potvrdenim u stanicama MDA-MB-435S (Paradzik
i sur., 2020.). U konacnici, moZzemo zakljuciti da uloga talina u FA aVP5 stanica MDA-MB-435S nije

redundantna.
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Slika 16. Za razliku od talina 2, utiSavanje talina 1 dovodi do raspada FA aV5. A. Stanice transficirane kontrolnom
siRNA ili siRNA specificnom za talin 1 ili talin 2, smo 48 sati nakon nasadivanja na stakalca fiksirali metanolom i
inkubirali s protutijelima za talin 1, talin 2 i integrin B5. Potom je uslijedila inkubacija sa sekundarnim protutijelima
specificnim za izotip za protutijelo za talin 1 (protutijelo za misji imunogluobulin 1gG; obiljeZzen Alexa Fluor® 555,

(protutijela za zecji imunoglobulin obiljeZena Alexa Flour, 647%, ljubi¢asto). Za odredivanje mjesta prihvaéanja stanica
na podlogu koristili smo metodu IRM. Analiza je provedena na konfokalnom mikroskopu TCS SP8 Leica. Skala iznosi
10 um. B. Dijagrami violine i dijagrami rasprsenosti prikazuju rezultate kvantifikacije slika IF u viSe od 45 stanica (n =
3). Gornji red prikazuje promjene u broju struktura u stanici (odredenih signalom talina 1, talina 2 ili integrina B5)
nakon utiSavanja talina 1 ili talina 2 u odnosu na kontrolne stanice. Donji red prikazuje promjene u veli€ini struktura
u stanici (odredenih signalom talina 1, talina 2 ili integrina B5) nakon utiSavanja talina 1 ili talina 2 u odnosu na
kontrolne stanice. Tredi red prikazuje promjenu u veli€ini stanice nakon utiSavanja talina 1 ili talina 2. Rezultate smo
analizirani jednosmjernom analizom varijance s Dunnettovim testom visestruke usporedbe. * oznacava p < 0,05; **
oznacava p < 0,01; *** oznacava p < 0,001 dok **** oznacava p < 0,0001, ,ns“ oznacava nepostojanje statisticke
znacajnosti izmedu uzoraka.

3.3. Talin 2 i KANK2 stvaraju funkcionalnu interakciju u stanicama MDA-MB-
435S

Rezultati analize WB ukupnih proteina stanice (slika 15) pokazuju da utiSavanje talina 1, za razliku
od talina 2, smanjuje koli¢inu KANK2 u stanicama MDA-MB-435S. S druge strane, razina proteina KANK1
ostala je jednaka u svim uzorcima. lako rezultati analize WB ukupnih proteina u stanici mogu doprinijeti
razumijevanju medusobnog odnosa i regulacije proteina, ne daju jasan odgovor sto se dogada s proteinima
u samim adhezijama stanice. Metodom IF odredili smo kako utiSavanje talina 1 i talina 2 utjece na
lokalizaciju proteina KANK u stanici. Na slici 17A prikazani su rezultati analize IF proteina KANK1 nakon
utiSavanja pojedinog talina. Vinkulin je koristen kao biljeg FA. Iz rezultata je vidljivo da je utiSavanje oba
talina bilo uspjesno, a lokalizacija proteina KANK1 ostala je jednaka u odnosu na kontrolni uzorak. Slican

pokus proveden je i za KANK2. Ovoga puta vizualizirali smo oba talina istovremeno s proteinom KANK2. Na
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slici 17B primjeéujemo da je utiSavanje oba talina bilo uspjesno, a rezultati pokazuju da je doslo do
znacajnog smanjenja signala KANK2 u stanici uslijed utiSavanja talina 1, dok utiSavanje talina 2 nije utjecalo
na KANK2 (slika 17B, dijagram violine). Preklopne slike signala KANK2 i talina 2, nakon utiSavanja talina 1,
upuduju na postojanje struktura koje sadrze talin 2 i KANK2, a svojom lokalizacijom i izgledom odgovaraju

RA (slika 17B).

Rezultati analize IF lokalizacije proteina KANK1 (slika 13), kao i rezultati analize WB i IF nakon
utiSavanja pojedinog talina u stanicama MDA-MB-435S (slika 15, 17A), upucuju da protein KANK1 ne
kolokalizira s talinom 1 ili talinom 2 iz FA aV5 u stanicama MDA-MB-435S. S druge strane, utiSavanje talina
1 dovodi do raspada FA aVp5 te smanjenja KANK2 u stanicama (slika 16, 17B), sto je potvrdeno analizom
WB i IF. Ovi rezultati, zajedno s rezultatima analize MS (Paradzik i sur., 2020.), ukazuju da je KANK2 dio
CMSC-a i vrlo vjerojatno ostvaruje interakciju s proteinom talinom iz FA aVB5. Medutim, nije poznato

ostvaruje li KANK2 interakciju s talinom 1, talinom 2 ili s oba talina.
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Slika 17. UtiSavanje talina 1 ili talina 2 ne utjece na lokalizaciju proteina KANK1, dok utiSavanje talina 1 smanjuje
broj struktura proteina KANK2 u stanici. A. Stanice transficirane kontrolnom siRNA ili siRNA specificnom za talin 1 ili
talin 2, smo 48 sati nakon nasadivanja na stakalca fiksirali metanolom i inkubirali s protutijelima za talin 1ili talin 2 u
kombinaciji s protutijelom za KANK1. Potom je uslijedila inkubacija sa sekundarnim protutijelima za protutijelo za
te za KANK1 (protutijela za zecji imunoglobulin obiljezena Alexa Flour, 647®, ljubicasto). Vinkulin smo vizualizirali
diektno fluorescentno obiljeZzenim protutijelom (anti-vinkulin Alexa Fluor® 647, sivo). Za odredivanje mjesta
prihvacanja stanica na podlogu koristili smo metodu IRM. Analizu smo proveli na konfokalnom mikroskopu TCS SP8
Leica. Skala iznosi 10 um. B. Stanice transficirane kontrolnom siRNA ili siRNA specificnom za talin 1 ili talin 2, smo 48
sati nakon nasadivanja na stakalca fiksirali metanolom i inkubirali s protutijelima za talin 1 ili talin 2 i KANK2. Potom
je uslijedila inkubacija sa sekundarnim protutijelima specificnim za izotip za protutijelo za talin 1 (protutijelo za misji
imunogluobulin 1gG; obiljeZzen Alexa Fluor® 555, crveno), za talin 2 (protutijelo za misji imunogluobulin 1gG2, obiljezen
Alexa Fluor® 488, zeleno) te za KANK2 (protutijela za zecji imunoglobulin obiljeZena Alexa Flour, 647®, ljubicasto).
Vinkulin smo vizualizirali direktno fluorescentno obiljezenim protutijelom (anti-vinkulin Alexa Fluor® 647, sivo). Za
odredivanje mjesta prihvacanja stanica na podlogu koristili smo metodu IRM. Analizu smo provedeli na konfokalnom
mikroskopu TCS SP8 Leica. Skala iznosi 10 um. Dijagram violine prikazuje rezultate promjene u broju struktura
(odredenih signalom KANK2) nakon utiSavanja talina 1ili talina 2 u vise od 30 stanica (n = 2). Rezultate smo analizirali
jednosmjernom analizom varijance s Dunnettovim testom visestruke usporedbe. * oznacava p < 0,05; ** oznacava p
< 0,01; *** oznacava p < 0,001 dok **** oznacava p < 0,0001, ,ns“ oznacava nepostojanje statisticke znacajnosti
izmedu uzoraka.

Proteini KANK ostvaruju interakciju s liprinom B1 putem domene CC, a vezanjem na R7 domenu
talina, povezuju liprin s obrubom FA, sto potice vezanje ostalih sastavnica CMSC-a (slika 8) (Bouchet i sur.,
2016.; Sun i sur., 2016). U stanicama MDA-MB-435S, razina sastavnica CMSC ovisi o vezi s FA aVf5, sto je
vidljivo iz analize MS izoliranih IAC nakon utiSavanja integrina aV, kada dolazi do smanjenja svih sastavnica
CMSC-a (Paradzik i sur., 2020.). Isto tako, rezultati analize WB i IF nakon utiSavanja talina 1 pokazuju da je

talin 1 kljuc¢an za stvaranje FA aVB5 te njegovim odsustvom dolazi do raspada istih, smanjenja velitine
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stanica i posljedi¢no raspada CMSC-a i smanjenja kolicine KANK2 u stanicama (slika 14, 15, 16, 17B). S
druge strane, utiSavanje talina 2 nije utjecalo na velicinu stanice, ni koli¢inu i lokalizaciju proteina KANK2
u stanici, ali je rezultiralo povecanjem veli¢ine FA (slika 16, 17B). S obzirom na to da je veza mikrotubula s
FA kljuéna za pravilnu izmjenu proteina FA (Ng i sur., 2014.), povecéana veli¢ina FA upucuje da je doslo do
prekida veze FA i CMSC-a. Kako bismo potvrdili hipotezu da je prekid veze FA i CMSC-a uzrokovan prekidom
interakcije FA i KANK2, odludili smo vizualizirati promjene u velicini FA (mjereno signalom talina 2) i nakon
utiSavanja proteina KANK2. UtiSavanjem proteina KANK2 dolazi do blagog, ali statisticki znacajnog,
povecanja veli¢ine FA, sto dokazuje jos jednom da je KANK2 vezan s FA, vrlo vjerojatno putem talina 2, a
njegovim utiSavanjem dolazi do promjene u dinamici izmjene proteina FA i posljedi¢no njihovog povecanja.
Kako bismo potvrdili ostvaruje li uistinu talin 2 funkcionalnu interakciju s proteinom KANK2 odlucili smo
izolirati IAC-e stanica nakon utiSavanja pojedinog talina. Koristena metoda izolacije IAC-a temelji se na
umrezavanju bliskih proteina izlaganjem Zivih stanica umreZivacu DTBP (Jones i sur., 2015.). U slucaju
prekida veze FA i CMSC-a, uslijed utiSavanja talina 2, o¢ekujemo promjenu u koli¢ini umreZenog proteina
KANK2. S obzirom na to da prethodni rezultati ukazuju na to da utiSavanjem talina 1 dolazi do raspada FA,
u analizi WB izoliranih IAC nakon utiSavanja talina 1 o¢ekujemo smanjenje svih komponenti FA aVf5, ali i
CMSC-a. Slika 18B prikazuje rezultate analize WB sastavnica FA (talin 1, talin 2 i integrin B5) i sastavnica
CMSC-a (KANK2 i liprin B1) u izoliranim IAC-ima uslijed utiSavanja pojedinog proteina. Denzitometrija
analiziranih slika (crveni brojevi ispod slike) upuéuje da je utiSavanje oba talina bilo uspjesno, te je njihova
koli¢ina u izoliranim IAC-ima bila smanjena za vise od 70 %. UtiSavanjem talina 1 dolazi do smanjenja svih
sastavnica FA i CMSC-a, Sto potvrduje kljuc¢nu ulogu talina 1 u aktivaciji integrina i stvaranju FA. S druge
strane, iako utiSavanje talina 2 nije utjecalo na lokalizaciju proteina KANK2, niti njegovu koli¢inu u uzorcima
stanicnih lizata (slika 15, 17B), u uzorcima IAC-a utiSavanje talina 2 dovodi do smanjenja razine proteina
KANK2. Ovi rezultati ukazuju na to da bi talin 2 i KANK2 mogli ostvarivati funkcionalnu interakciju u

stanicama MDA-MB-435S.

62



talin 2 KANK2 IRM

-
- (=]
T 9

(pmz)/stanici

e
-
1

N
X
=z
<
)

Veli¢ina struktura pozitivnih na talin 2

KOMPLEKS ADHEZIJE
INTEGRINA

talin 2

1 029 052
iprin g1 | W 1t W40
1 039 13
kankz [ T 20
1 0,08 0,34

integrin B5 - .o ‘

-100

amido crno

Slika 18. Utisavanje proteina KANK2 ili talina 2 dovodi do prekida veze FA sa CMSC-om. A. Stanice transficirane
kontrolnom siRNA ili siRNA specificnom za KANK2, smo 48 sati nakon nasadivanja na stakalca fiksirali metanolom i
inkubirali s protutijelima za talin 2 i KANK2. Potom je uslijedila inkubacija sa sekundarnim protutijelima specificnim
KANK2 (protutijela za zecji imunoglobulin obiljezena Alexa Flour, 6479, ljubicasto). Za odredivanje mjesta prihvacanja
stanica na podlogu koristili smo metodu IRM. Analizu smo proveli na konfokalnom mikroskopu TCS SP8 Leica. Skala
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iznosi 10 um. Dijagram rasprienosti prikazuje kvantifikaciju promjenu u veli¢ini struktura u stanici (odredeno
signalom talina 2) u vise od 30 stanica (n = 2). Rezultate smo analizirali Studentovim t-testom. * oznacava p < 0,05;
** oznacava p < 0,01; *** oznacava p < 0,001 dok **** oznacava p < 0,0001, ,ns“ oznacava nepostojanje statisticke
znadajnosti izmedu uzoraka. B. Analiza WB proteina talin 1, talin 2, liprina B1, KANK2 i integrina B5 u izolatima IAC-
a stanica MDA-MB-435S nakon transfekcije s kontrolnom siRNA ili siRNA specificnom za talin 1 ili talin 2. IAC-e smo
skupili 48 sati nakon transfekcije stanica. Brojevi ispod slika prikazuju koli¢inu proteina prikazanu relativnho prema
koli¢ini proteina u kontrolnom uzorku koji iznosi 1.

Na slici 18B mozemo vidjeti da kolic¢ina liprina 1 ostaje jednaka nakon utiSavanja talina 2 sto govori
u prilog Cinjenici da utiSavanje talina 2 ne utje€e na stvaranje CMSC-a. Liprini al i B1 predstavljaju tzv.
skeletne (engl. scafolding) proteine za stvaranje CMSC-a i nalazimo ih u obliku kortikalnih nakupina u blizini
FA (Yuisur., 2019.). Vizualizirali smo liprin B1 nakon utiSavanja proteina talina 2 ili KANK2 metodom IF. Na
slici 19 vidimo da je utiSavanje proteina talina 2 i KANK2 bilo uspjesno. Isto tako, slika 19 potvrduje da
utiSavanje talina 2 ne utjece na lokalizaciju liprina B1 u stanici dok je utiSavanje KANK2 dovelo je do
znacajnog smanjenja koli¢ine liprina B1 u stanici. Ovi rezultati zajedno upucuju na zaklju¢ak da utiSavanje
talina 2 ne utjece na CMSC, ali da je prisustvo KANK2 nuzno za stvaranje CMSC-a u stanicama MDA-MB-

4358S.
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Slika 19. UtisSavanje proteina KANK2 utjece na koli€inu liprina B1. Stanice transficirane kontrolnom siRNA ili siRNA
specificnom za talin 2 ili KANK2, smo 48 sati nakon nasadivanja na stakalca fiksirali metanolom i inkubirali s
protutijelima za liprin B1, talin 2 i KANK2. Potom je uslijedila inkubacija sa sekundarnim protutijelima specificnim za
izotip za protutijelo za liprin B1 (protutijelo za misji imunogluobulin IgG; obiljeZzen Alexa Fluor® 555, crveno), za talin

~ IRM

si(-)

si(talin 2)

imunoglobulin obiljezena Alexa Flour, 647°, ljubicasto). Za odredivanje mjesta prihvacanja stanica na podlogu koristili
smo metodu IRM. Analizu smo proveli na konfokalnom mikroskopu TCS SP8 Leica. Skala iznosi 10 um.

3.4. Utisavanje talina 1 ili talina 2 razlicito utjece na aktinski citoskelet i
mikrotubule u stanicama MIDA-MB-435S

Pokazano je da utiSavanjem proteina KANK2 dolazi do promjena u izgledu mikrotubula, ali ne i
stresnih vlakana u stanicama MDA-MB-435S (Paradzik i sur., 2020.). Prethodni rezultati ukazuju na to da
da bi talin 2 i KANK2 mogli stvarati funkcionalnu vezu (slika 18), stoga je za ocekivati da ¢e i utiSavanje

talina 2 utjecati na izgled mikrotubula. Isto tako, s obzirom na to da talin direktno veze s aktinom (Gough i
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Goult, 2018.), zanimalo nas je kako ¢e utiSavanje talina 1 ili talina 2 utjecati na aktinski citoskelet stanice.
Na slici 20A nalazi se prikaz mikrotubula i aktinskih vlakana (F-aktina) nakon utiSavanja pojedinog talina.
Utisavanje talina 1 i talina 2 bilo je uspjesno, a jos jednom smo potvrdili da utiSavanjem talina 1 dolazi do
znacajnog smanjenja stanica, ali i potpunog raspada mikrotubula i aktina, Sto je posljedica raspada FA. U
uzorcima utiSavanja talina 2 mozemo primijetiti promjenu u izgledu mikrotubula, a na slikama s
preklopljenim signalom mikrotubula i IRM-a, vidljivo je da mikrotubuli ne doseZu rub stanice kao Sto je
slu¢aj u kontrolnim stanicama. Opazanje je potvrdeno i kvantifikacijom gusto¢e mikrotubula na rubu
stanice (slika 20B). Osim toga, utiSavanje talina 2 uzrokovalo je statisti¢ki znacajno povecanje stresnih
vlakana u stanici u odnosu na kontrolu (kvantificiran je signal aktinskih vlakana koja su vezana s FA, tocnije
stresnih vlakana) (slika 20B). Ovi rezultati potvrduju klju¢nu ulogu talina 1 u stvaranju FA aVp5, ali
predstavljaju i jos jedan dokaz da su talin 2 i KANK2 mogudi interakcijski partneri koji kontroliraju citoskelet

stanice.
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Slika 20. Utisavanje talina 1 ili talina 2 utjeCe na mikrotubule i aktinski citoskelet. A. Stanice transficirane
kontrolnom siRNA ili siRNA specific(nom za talin 1 ili talin 2, smo 48 sati nakon nasadivanja na stakalca fiksirali
metanolom (za vizualizaciju tubulina) i inkubirali s protutijelima za talin 1, talin 2 i a-tubulin. Potom je uslijedila
inkubacija sa sekundarnim protutijelima specificnim za izotip za protutijelo za talin 1 (protutijelo za misji

T

Alexa Fluor® 488, zeleno) te za a-tubulin (protutijela za zecji imunoglobulin obiljezena Alexa Flour, 647, ljubicasto).
Za vizualizaciju F-aktina stanice smo fiksirali u 2 % PFA, permeabilizirali pomocu Triton X-100, a potom imkubirali s
fluorescentno obiljezenim faloidinom (Alexa Fluor® 488 ili Alexa Fluor® 555, zlatna). Za odredivanje mjesta
prihvaéanja stanica na podlogu koristili smo metodu IRM. Analizu smo proveli na konfokalnom mikroskopu TCS SP8
Leica. Skala iznosi 10 um. B. Dijagrami violine prikazuju rezultate kvantifikacije promjene u koli¢ini stresnih vlakana
nakon utiSavanja talina 2 ili promjene u kolic¢ini mikrotubula na rubu stanice u viSe od 30 stanica (n = 2). Rezultate
smo analizirali Studentovim t-testom. * oznacava p < 0,05; ** oznacava p < 0,01; *** oznacava p < 0,001 dok ****
oznacava p < 0,0001, ,,ns“ oznacava nepostojanje statisticke znacajnosti izmedu uzoraka.

3.5. Prekid veze izmedu FA i CMSC-a dovodi do povecanja brzine rasta
mikrotubula, povecane osjetljivosti na PTX i smanjene ucinkovitosti migracije
stanica MDA-MB-435S

U stanicama MDA-MB-435S KANK2 povezuje FA i CMSC-a. Prekidom te veze, bilo utiSavanjem
integrina aV ili proteina KANK2 dolazi do poveéane osjetljivosti stanica na protutumorski lijek PTX (Paradzik
i sur., 2020.). PTX, komercijalnog naziva Taxol®, spada u skupinu protutumorskih lijekova taksana. Ulaskom
u stanicu, PTX se veZe na B-tubulin mikrotubula i sprje¢ava normalnu dinamiku mikrotubula, tocnije
onemogucava njihovu depolimerizaciju. Na ovaj nacin, PTX blokira stvaranje diobenog vretena i diobu
tumorskih stanica (Weaver, 2014.). S obzirom na to da utiSavanjem proteina KANK2 dolazi do promjena u
izgledu mikrotubula (Paradzik i sur., 2020.), pretpostavili smo da je narusavanje dinamike mikrotubula,
prekidom veze FA i CMSC-a, potencijalni mehanizam povecane osjetljivosti stanica na PTX. Kako bismo
provjerili ovu hipotezu koristili smo populaciju stanica MDA-MB-435S i klona 3aV koji imaju fluorescentno
obiljezeni protein EB3 na rastu¢em (plus) kraju mikrotubula (435S-EB3 i 3aV-EB3). Na ovaj nacin, koristeci
mikroskopiju Zivih stanica u vremenu, moZzemo pratiti rast pojedinacnih mikrotubula i mjeriti njihovu
brzinu. Slika 21A prikazuje rezultate mjerenja brzine rasta mikrotubula u stanicama 435S-EB3 i 3av-EB3.
Vidljivo je da je brzina rasta mikrotubula u stanicama 3aV-EB3 1,6 puta brZa nego u stanicama 435S-EB3.
UtiSavanje proteina talina 1, talina 2, KANK2 ili integrina B5 takoder je znacajno povecalo brzinu rasta
mikrotubula u odnosu na kontrolne stanice. UtiSavanje proteina KANK1 nije promijenilo brzinu rasta
mikrotubula (slika 21B) Sto je u skladu s odsustvom njegove kolokalizacije s FA (slika 13) te nepromijenjene
koli¢ine nakon utiSavanja talina 1ili 2 (slika 17A). Uz rezultate kvantifikacije prikazane su i pojedinacne slike
izdvojene iz snimljenih filmova, gdje se vidi rast pojedinog mikrotubula u vremenu (oznaceno bijelom

strelicom) (slika 21C). Rezultati ukazuju da raspad FA (utiSavanjem integrina aV, integrina B5 ili talina 1) ili
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prekid veze FA i CMSC-a (utiSavanjem proteina talina 2 ili KANK2) dovodi do promjene u dinamici

mikrotubula. Ovi rezultati, stoga, dodatno potvrduju hipotezu da talin 2 i KANK2 stvaraju funkcionalnu

interakciju te da gubitak veze medu njima dovodi do promjena u brzini rasta mikrotubula.
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Slika 21. UtiSavanje integrina aV, talina 1, talina 2, KANK2 ili integrina B5 povecava brzinu rasta mikrotubula. A.
Dijagram violine prikazuje kvantifikaciju rezultata mikroskopije Zivih stanica u vremenu. Pratili smo brzinu rasta
mikrotubula (> 450 mikrotubula, n = 3) u stanicama MDA-MB-435S (435S-EB3) i klonu sa smanjenom ekspresijom aV
integrina (3aV-EB3). Brzinu rasta mikrotubula prikazali smo relativno prema kontrolnim stanicama 435S-EB3, a
analizu smo proveli Studentovim t-testom. * oznacava p < 0,05; ** oznacava p < 0,01; *** oznacava p < 0,001 dok
**** oznacava p < 0,0001, ,ns“ oznacava nepostojanje statistiCcke znacajnosti izmedu uzoraka. B. Brzinu rasta
mikrotubula mjereli smo u stanicama 435S-EB3, 48 sati nakon transfekcije kontrolnom siRNA ili siRNA specificnom za
talin 1, talin 2, KANK1, KANK2, ili integrin B5. Brzinu rasta mikrotubula (> 250 mikrotubula, n>2) prikazali smo
relativno prema kontrolnim stanicama, a analizu smo proveli jednosmjernom analizom varijance i Sidakovim test
visestruke usporedbe. * oznacava p < 0,05; ** oznacava p < 0,01; *** oznacava p < 0,001 dok **** oznacava p <
0,0001, ,ns“ oznacCava nepostojanje statisticke znacajnosti izmedu uzoraka. C. 1z snimaka dobivenih mikroskopijom
Zivih stanica 435S-EB3 i 3aV-EB3 te stanica 435S-EB3 nakon transfekcije kontrolnom siRNA ili siRNA specificnom za
talin 1, talin 2, KANK?2, ili integrin B5, izdvojili smo pojedinacne slike te rast pojedinog mikrotubula oznacili bijelom
strelicom.

Prethodni rezultati upucuju da su promjene u dinamici mikrotubula, to¢nije poveéanje brzine rasta
mikrotubula, uzrokovane raspadom FA ili prekidom veze FA i CMSC-a (slika 21). Pretpostavka je da je
uocena promjena razlog povecane osjetljivosti stanica na PTX. S obzirom na to da dosadasnji rezultati
ukazuju na funkcionalnu vezu talina 2 i KANK2 (slika 18, 20, 21) odludili smo provjeriti hoce li utisavanjem
talina 2 do¢i do povecéane osjetljivosti stanica na PTX te smanjenja ucinkovitosti migracije. S obzirom na to
da jedino utiSavanjem proteina KANK1 nije doSlo do promjene u brzini rasta mikrotubula (slika 21B, C),
ovaj pokus je predstavljao kontrolu pretpostavljenog mehanizma. Iz histograma na slici 22A vidljivo je da
utiSavanje talina 2, za razliku od proteina KANK1, dovodi do znacajnog povecanja osjetljivosti stanica na
PTX u odnosu na kontrolu. Rezultati upucuju da je promjena u brzini rasta mikrotubula uzrokovala
povecanje osjetljivosti stanica na PTX. Osim toga, slika 22B prikazuje da utiSavanje talina 2 dovodi do
smanjenja ucinkovitosti migracije stanica. S obzirom na to da je citoskelet uklju¢en u migraciju, za ocekivati
je da utiSavanje talina 2, upravo kao i KANK2 (Paradzik i sur.,, 2020.), smanjuje ucinkovitost migracije

stanica.
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Slika 22. UtiSavanje talina 2 povecdava osjetljivost stanica na PTX i smanjuje ucinkovitost migracije stanica. A.
Dvadeset i Cetiri sata nakon transfekcije stanice smo nasadili u ploCice s 96 bunariéa i 24 sata nakon izlozili razli¢itim
koncentracijama PTX-a. Osjetljivost smo odredili testom MTT, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
absorbancije + SD (n = 3). Rezultate smo analizirali dvostrukom analizom varijance i Siddkovim testom videstruke
usporedbe.* oznacava p < 0,05; ** oznacava p < 0,01; *** oznacava p < 0,001 dok **** oznacava p < 0,0001, ,ns“
oznacava nepostojanje statisticke znacajnosti izmedu uzoraka. Prikazan je jedan od tri pokusa sa sli¢énim rezultatima.
B. Stanice transficirane kontrolnom siRNA ili siRNA specificnom za talin 2, uzgajali smo u hranjivoj podlozi bez seruma
(24 sata) i potom nasadili u plastiche umetke za migraciju. Nakon 22 sata migracije prema serumu kao
kemoatraktantu, fiksirali smo stanice koje su migrirale, te ih obojali kristal-ljubi¢asto bojom i snimili svjetlosnim
mikroskopom. Histogram prikazuje prosjecan broj stanica koje su migrirale, odreden iz tri pokusa, a rezultate smo
analizirali Studentovim t-testom ( n = 3). * oznacava p < 0,05; ** oznacava p < 0,01; *** oznacava p < 0,001 dok ****
oznacava p < 0,0001, ,ns“ oznacava nepostojanje statisticke znacajnosti izmedu uzoraka.

PTX je protutumorski lijek koji vezanjem na mikrotubule onemogucdava njihovu depolimerizaciju,

¢ime mikrotubuli postaju stabilniji. Stanice 435S-EB3 i 3aV-EB3 imaju razli¢itu dinamiku mikrotubula i
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posljedi¢no razli¢itu osjetljivost na PTX (slika 21). Kako bismo dodatno provjerili utjecaj PTX na dinamiku
mikrotubula u stanicama 435S-EB3 i 3aV-EB3 mijerili smo brzinu rasta mikrotubula mikroskopijom Zivih
stanica nakon izlaganja stanica ekvimolarnoj (4,4 nM) i ekvitoksi¢noj (8,8 nM) koncentraciji PTX. PTX je
znacajno smanjio brzinu rasta mikrotubula u obje stanicne linije u usporedbi sa stanicama koje nisu bile
izlozene PTX. No, u 3aV-EB3 koje pokazuju 1,6 puta vecéu brzinu rasta mikrotubula, PTX je smanjio brzinu

rasta mikrotubula znacajno viSe nego u stanicama 435S-EB3 (slika 23).

Zaklju¢no, rezultati pokazuju da talin 2 i KANK2 ostvaruju funkcionalnu interakciju te povezuju
CMSC i FA aVpB5 u stanicama MDA-MB-435S. Prekidom ove interakcije dolazi do promjena u citoskeletu
stanice i smanjenja ucinkovitosti migracije te povecane brzine rasta mikrotubula koja uzrokuje poveéanu
osjetljivost stanica na PTX. U stanicama s brZim rastom mikrotubula, stabilizirajuée djelovanje

protutumorskog lijeka PTX-a na mikrotubule je naglasenije i dovodi do povecane osjetljivosti stanica.
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Slika 23. Povecana osjetljivost stanica na PTX korelira s brzim rastom mikrotubula. Stanice 435S-EB3 i 3aV-EB3
izlozili smo djelovanju ekvimolarnih i ekvitoksi¢nih koncentracija PTX-a tijekom 24 sata nakon ¢ega smo im mjerili
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brzinu rasta mikrotubula. Brzinu rasta mikrotubula (> 200 mikrotubula, n = 3) prikazali smo relativno prema
kontrolnim 435S-EB3 stanicama, a analizu smo proveli jednosmjernom analizom varijance i Sidakovim testom
viSestruke usporedbe. * oznacava p < 0,05; ** oznadava p < 0,01; *** oznacava p < 0,001 dok **** oznaCava p <
0,0001, ,ns“ oznacava nepostojanje statisticke znacajnosti izmedu uzoraka.

3.6. Prekid veze izmedu proteina talina 2 i KANK2 dovodi do povecanja FA i
kolicine stresnih niti u stanicama MDA-MB-435S

U poglavlju 3.4. prikazano je kako utiSavanje talina 2 dovodi do promjena u izgledu stresnih vliakana
i mikrotubula. Stanice sa smanjenom koli¢inom talina 2 imaju smanjenu gusto¢u mikrotubula na rubu
stanice, $to je vrlo vjerojatno posljedica prekida veze FA sa CMSC-om (ovaj rad; Bouchet i sur., 2016.). Isto
tako, vidljivo je znacajno povecanje koli¢ine stresnih vlakana u stanicama sa smanjenom koli¢inom talina
2. Prethodno smo pokazali na slici 16 da utiSavanje talina 2 dovodi do znacajnog poveéanja veli¢ine FA
mjerenih signalom talina 1 i integrina B5. Kako bismo dodatno potvrdili promjene u strukturi aktina i
mikrotubula u stanicama s utiSanim talinom 2 odludili smo snimiti citoskelet stanice koristeci super-
rezolucijsku mikroskopiju, to¢nije STED-mikroskopiju. Pomoc¢u ove metode moZe se posti¢i rezolucija od
prosjecno 40 nm, Sto je barem pet puta vise nego u konfokalnoj mikroskopiji. Uz to, koristeci odgovarajuce
programe, slike dobivene na STED-u mogu se naknado ,dekonvoluirati (engl. deconvolution), tocnije
program racunski odreduje koji dio dobivenog signala odgovara originalnom signalu Zeljenog proteina, dok
ostatak signala prepoznaje kao Sum i uklanja ga (Liu i sur., 2021.; Wang i sur., 2018.). Za vizualizaciju aktina
i mikrotubula smo, umjesto primarnih i sekundarnih protutijela, koristili kratke fluorescentno obiljezene
peptide, nazvane Affimeri (Affimer TUB32C, Affimer 14) (Cordell i sur., 2022.). Na taj nacin se preciznije

moze odrediti lokalizacija i promjene u strukturi istraZzivanog proteina STED-mikroskopijom.

Na slici 24 vidljivo je kako utiSavanjem talina 2 dolazi do promjene u gusto¢i mikrotubula na rubu
stanice, Sto odgovara prethodno dobivenim rezultatima (slika 20). Osim toga, vidljivo je da utiSavanje talina
2 dovodi i do promjene u kolicini i u organizaciji stresnih vlakana tj. povecana je koli¢ina dorzalnih stresnih

vlakana koja se protezu prema rubovima stanice do FA.
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talin 2 a-tubulin talin 2/a-tubulin F-atin

Slika 24. UtiSavanje talina 2 utjece na mikrotubule i aktinski citoskelet. Stanice transficirane kontrolnom siRNA ili
siRNA specificnom za talin 2, smo 48 sati nakon nasadivanja na stakalca fiksirali metanolom (za vizualizaciju tubulina)
i inkubirali s protutijelom za talin 2 i fluorescentno obiljeZzenim malim peptidom za vizualizaciju tubulina (Affimer
TUB32C, STAR RED®, ljubitasto). Potom je uslijedila inkubacija sa sekundarnim protutijelima za protutijelo za talin 2

Si(-)

si(talin 2)

stanice smo fiksirali u 2 % PFA, permeabilizirali pomocu Triton X-100, a potom inkubirali s fluorescentno obiljezenim
malim peptidom za vizualizaciju aktina (Affimer 14, STAR RED®, sivo). Analizu smo proveli na super-rezolucijskom
STED-mikroskopu STEDYCON. Skala iznosi 2 um.

Kako bismo dodatno potvrdili promjenu u veli¢ini FA nakon utiSavanja talina 2 (slika 16), proveli
smo analizu talina 1, integrina B5 te biljega FA, vinkulina na STED-mikroskopu. Snimanjem ruba stanice,
dokazali smo da smanjenjem kolicine talina 2 u FA dolazi do statisticki znacajnog povecanja struktura

pozitivnih na talin 1, integrin B5 ili vinkulin (slika 25) Sto ukazuje na stvarno povecéanje velicine FA.

Zakljucno, rezultati super-rezolucijske mikroskopije potvrduju prethodno pokazane promjene u FA
i citoskeletu stanice uslijed utiSavanja talina 2. Promjene u izgledu mikrotubula na rubu stanice su
vjerojatno posljedica prekida veze proteina talina 2 i KANK2, to¢nije FA i CMSC-a. Promjena u veli¢ini FA
uslijed utiSavanja talina 2 upucuje na promjene u sastavu i/ili dinamici proteina adhesoma, sto posljedi¢no

dovodi do povecane kolicine stresnih vlakana u stanicama.
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Slika 25. Utisavanje talina 2 utjece na velic¢inu FA aVB5. Stanice transficirane kontrolnom siRNA ili siRNA specificnom
za talin 2, smo 48 sati nakon nasadivanja na stakalca fiksirali metanolom (za vizualizaciju integrina B5 i talina 1) ilis 2
% PFA (za vizualizaciju vinkulina) i inkubirali s protutijelom za integrin B5, talin 1 i vinkulin. Potom je uslijedila
inkubacija sa sekundarnim protutijelima za protutijelo za talin 1 (protutijelo za misji imunogluobulin IgG obiljezen
STAR ORANGE®, crveno) te za integrin B5 i vinkulin (protutijelo za zecji imunogluobulin IgG obiljezen STAR RED®,
zeleno, ljubicasto). Analizu smo proveli na super-rezolucijskom mikroskopu STEDYCON. Skala iznosi 2 um. Uz slike
STED-mikroskopije nalaze se dijagrami rasprsenosti koji prikazuju veli¢inu struktura odredenih signalom integrina B5,
talina 1 ili vinkulina, a rezultate smo analizirani Studentovim t-testom (n = 3). * oznadava p < 0,05; ** oznacava p <

0,01; *** oznacava p < 0,001 dok **** oznacava p < 0,0001, ,ns“ oznacCava nepostojanje statisticke znacajnosti
izmedu uzoraka.
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Najzastupljeniji proteini FA koji se vezu na aktin u stanicama MDA-MB-435S su filamin A, filamin B,
a-aktinin 1i a-aktinin 4, a utiSavanjem integrina aV dolazi do smanjenja njihove razine u stanicama MDA-
MB-435S (Paradzik i sur., 2020.). Filamini i a-aktinini povezuju aktinska vlakna medusobno i s drugim
molekulama u stanici i time organiziraju aktinski citoskelet (Ribeiro i sur., 2014.). Filamini medusobno
povezuju aktinska vlakna, ali i vezu preko 90 razlicitih signalnih, receptorskih i adaptornih proteina i tako
sudjeluju u prijenosu signala u stanici. S druge strane, a-aktinin 1i 4 mozemo pronaci duz stresnih vlakana

i u adhezijama na vodeéem rubu migrirajuce stanice (Razinia i sur., 2012.; Edlund i sur., 2001.).

Za karakterizaciju promjena u FA aVB5 koje dovode do povecanja koli€ine stresnih vlakana u
stanicama nakon utiSavanja talina 2, odlucili smo vizualizirati i proteine koji se vezu na aktin pomocu STED-
mikroskopije. Izabrali smo a-aktinin 4 jer je prethodno pokazano da je pojaano eksprimiran u stanicama
melanoma (Hood i sur., 2010.), te se smatra potencijalnim dijagnostickim biljegom u karcinomima
(Yamamotoi sur., 2009.). Na slici 26 vidimo prikaz a-aktinina 4 i integrina p5 nakon utiSavanja talina 2. Ovaj
rezultat potvrduje poveéanu veli¢inu FA, mjerenu signalom integrina B5 te je vidljiv pojacan signal a-aktinin
4 koji je poprimio izduZeni oblik u podrucju FA aVB5. Ovaj rezultat potvrduje da utiSavanjem talina 2 dolazi
do promjena u sastavu adhesoma, tocnije do poveéane koli¢ine a-aktinina 4, povecanih stresnih niti te

povecanih FA aV[5.

a-aktinin 4/
a-aktinin 4 integrin 5 integrin B5

si(talin 2)

Slika 26. UtiSavanje talina 2 utjece na izgled a-aktinina 4. Stanice transficirane s kontrolnom siRNA ili siRNA
specificnom za talin 2, smo 48 sati nakon nasadivanja na stakalca fiksirali metanolom i inkubirali s protutijelom za
integrin B5 i a-aktinin 4. Potom je uslijedila inkubacija sa sekundarnim protutijelima za protutijelo za a-aktinin 4

imunogluobulin 1gG obiljezen STAR RED®, ljubiasto). Analizu smo proveli na super-rezolucijskom mikroskopu
STEDYCON. Skala iznosi 2 pm.
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3.7. Prekid veze izmedu proteina talina 2 i KANK2 u stanicama MDA-MB-435S

dovodi do povedanja FA s povecanom kolicinom motornog proteina miozina IIA

Rafiq i sur. (2019.) pokazali su da uslijed utiSavanja proteina KANK1 i KANK2 i posljedi¢nog
odvajanja mikrotubula od FA, dolazi do oslobadanja inaktivnog GEF-H1 proteina vezanog na rastuce
mikrotubule. Oslobodeni GEF-H1 potice aktivaciju signalnog puta Rho/ROCK $to dovodi do nakupljanja

filamenata miozina IIA i posljedi¢no rasta stresnih vlakana i FA.

Dosad prikazani rezultati pokazuju da talin 2 i KANK2 ostvaruju interakciju i prekidom njihove veze
dolazi do promjene u dinamici i izgledu mikrotubula te povecanju stresnih vlakana u stanici (slika 18B, 20,
21, 24, 25). Za potvrdu da odvajanje mikrotubula od FA u nasim stanicama dovodi do povecanja koli¢ine
stresnih vlakana i povecéanja veli¢ine FA utiSali smo talin 2 i analizirali miozin IIA STED-mikroskopijom. Na
slici 26 primjec¢ujemo da utiSavanje talina 2 dovodi do stvaranja velikog broja filamenata miozin IIA koji
kolokaliziraju najveé¢im dijelom u podrucjima FA. Prema tome mehanizam u stanicama MDA-MB-435S
identi¢an je onome opisanom u stanicama fibrosarkoma ¢ovjeka HT1080 (Rafique i sur., 2019.). Filamenti
miozina lIA poticu stvaranje mehanoosjetljivih FA stvarajuéi vucne sile (Riveline i sur., 2001.) i stablizirajuci

stresna vlakna koja su povezana s FA (Oakes i sur., 2012.).

MozZemo zakljuciti da prekidom veze proteina talina 2 i KANK2 dolazi do oslobadanja GEF-H1, sto
posljedi¢no uzrokuje nakupljanje miozina lIA, povecanje stresnih vlakana popraéeno s vise a-aktinina 4 te,

u konachnici, povecanja FA.
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miozin lIA F-aktin miozin [IA/F-aktin

Slika 27. UtiSavanje talina 2 pojacava nakupljanje filamenata miozina lIA. Stanice transficirane kontrolnom siRNA ili
siRNA specificnom za talin 2, smo 48 sati nakon nasadivanja na stakalca fiksirali s 2 % PFA i permeabilizirali s Triton X-
100 te inkubirali s protutijelom za teski lanac miozina IIA i fluorescentno obiljezenim malim peptidom za vizualizaciju
aktina (Affimer 14, STAR RED®, ljubicasto). Potom je uslijedila inkubacija sa sekundarnim protutijelima za protutijelo

rezolucijskom STED-mikroskopu STEDYCON. Skala iznosi 2 um.

3.8. Stanice MDA-MB-435S tvore RA aVf35

Prethodna istrazivanja naSe grupe pokazala su da stanice MDA-MB-435S tijekom uzgoja na
neobloZenoj podlozi primarno koriste integrin aVB5 za stvaranje FA, ali i RA (Paradzik i sur., 2020.). RA su
otkrivene 2018. godine, kao nova vrsta adhezija posredovanih integrinom aVp5 (Lock i sur., 2018.) koje
nastaju kao posljedica zaustavljene endocitoze (Baschieri i sur.,, 2018.). Osim integrina aVp5 grade ih
proteini ukljuéeni u endocitozu posredovanu klatrinom, poput adaptornih proteina AP2, Dab2, Numb, ARH
te EPS15, EPS15L1 i ITSN. Jedini proteini konsenzualnog adhesoma koji se nalaze u FA i RA aVf5 su talin 2
i tenzin 3. S obzirom na to da RA nastaju neovisno o aktinskom citoskeletu mogu se proucavati nakon
izlaganja stanica cytochalasinu D (cyto D). Cyto D inhibira polimerizaciju aktina sto posljedi¢no dovodi do
raspada FA ostavljajuci prisutne samo RA u stanici. Upravo su tako Lock i sur. (2018.) odredili sastav RA

stanica osteosarkoma covjeka U20S i to izlaganjem 20 uM cyto D tijekom 2 sata.

Kako bismo odredili sastav RA u stanicama MDA-MB-435S odlucili smo ih izolirati i analizirati njihov
sastav pomoc¢u MS. Prvi korak prema tome je odredivanje optimalne koncentracije cyto D, tocnije
koncentracije u kojoj su proteini RA obogadeni u uzorku, a proteini FA Sto manje prisutni. Stoga smo izlozili

stanice razli¢itim koncentracijama cyto D tijekom 2 sata i analizirali metodom IF neke od prethodno
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potvrdenih sastavnica FA ili RA (slika 27). Kao kontrolu koristili smo stanice koje nisu izlagane djelovanju
cyto D te stanice koje su izlozene djelovanju samo otapala za cyto D (DMSO). Vizualizirali smo aktin,
vinkulin kao biljeg FA te protein Numb kao biljeg RA. Osim toga, vizualizirali smo i jezgru stanice, jer je
poznato da RA lokaliziraju u srediSnjem dijelu stanice, ispod jezgre (Lock i sur., 2018.). Iz slike 28 vidljivo je
da otapalo DMSO ne utjece na izgled stanica, dok sve koncentracije cyto D ometaju polimerizaciju aktina,
oslabljuju signal vinkulina te ne utje€u na prisustvo proteina Numb. U najmanjoj koncentraciji mogu se
mjestimi¢no vidjeti ostatci polimeriziranog aktina i slabi signali vinkulina, koji, moguce, predstavljaju
ostatke FA. Primjetili smo korelaciju izmedu koncentracije cyto D, nestanka aktinskog citoskeleta i vinkulina
te pojave karakteristicnog izgleda RA u podrucju ispod jezgre stanice. Stoga smo za daljnje pokuse, izolaciju
i vizualizaciju RA, odludili koristiti najvisu koncentraciju cyto D (20 uM), jednaku onoj koju su koristili Lock

i sur. (2018.).

DAPI/preklop

20 yMCyto D 7,5 M Cyto D 1 pMCyto D 20 M DMSO MDA-MB-435S
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Slika 28. Odredivanje koncentracije cytochalasina D (cyto D) za izolaciju i vizualizaciju RA. Cetrdeset i osam sati
nakon nasadivanja na stakalca stanice MDA-MB-435S smo izlozZili razli¢itim koncentracijama cyto D (1, 7,51 20 uM),
inhibitora polimerizacije aktina, tijekom 2 sata. Kao kontrolu koristili smo stanice koje nisu izlagane cyto D i stanice
izloZene samo otapalu (20 UM DMSO). Potom smo stanice fiksirali s 2 % PFA, permeabilizirali Tritonom X-100 i
inkubirali s protutijelom za Numb. Uslijedila je inkubacija sa sekundarnim protutijelom za protutijelo za Numb
(protutijela za zecji imunoglobulin IgG obiljeZzena Alexa Flour 555®, crveno). Vinkulin smo vizualizirali pomodu
direktno fluorescentno obiljeZzenog protutijela (anti-vinkulin Alexa Fluor® 647, ljubicasto), a aktin s fluorescentno
obiljeZzenim faloidinom (Alexa Flour 488®). Stakalca smo uklopili u podlogu za uklapanje s dodatkom boje za jezgru
(DAPI, plava). Analizu smo provedeli na konfokalnom mikroskopu TCS SP8 Leica. Skala iznosi 10 um.

Kako bismo odredili sastavnice retikularnog adhesoma stanica MDA-MB-435S izolirali smo RA
metodom izolacije IAC-a kojom smo prethodno odredili sastav FA (ParadZik i sur., 2020.; Jones i sur., 2015.)
uz dodatak odabrane koncentracije cyto D (20 uM, 2 sata). Analiza MS-om provela se iz ¢ak Cetiri replike
svakog od uzoraka proteina (tablica 11, prilog 9.1.). Prvi uzorak je kontrolni uzorak proteina koji nisu
umrezeni te su stanice prethodno izloZene djelovanju otapala DMSO-a, bez dodatka cyto D (uzorak DMSO).
Uzorak DMSO koristen je kako bi se provjerila uspjeSnost umrezavanja DTBP-om, a u ovom uzorku
oCekujemo manje proteina karakteristi¢nih za adhezije. Drugi uzorak su proteini koji su umreZeni, ali
stanice nisu izloZzene djelovanju cyto D (uzorak DTBP (FA+RA)). U ovom uzorku ocekujemo obogacenje
proteinima FA i RA. Treéi uzorak su proteini koji su umrezeni, a stanice su prethodno izloZzene djelovanju
cyto D tijekom 2 sata (uzorak Cyto D (RA)). U ovom uzorku oéekujemo obogacenje proteinima RA, a
smanjenje koli¢ine proteina FA. Rezultati MS-a obradeni su u programu Mascot i potom u programu
Scaffold kako bismo dobili to¢an broj identificiranih spektara za pojedini protein. Ovaj podatak nam daje
uvid u kvantitativni sastav identificiranih proteina, a usporedbom uzoraka proteina RA s kontrolnim
uzorcima moZemo zakljuciti dolazi li do obogadenja ili smanjenja pojedinog proteina uslijed izlaganja
stanica cyto D. Na slici 29A prikazana je skracena tablica broja spektara za najznacajnije proteine RAi FA u
sva tri tipa uzorka. Usporedbom umrezenih uzoraka s kontrolnim DMSO uzorkom, vidljivo je da je
umreZavanje bilo uspjesno i da je u druga dva uzorka doslo do obogacenja proteina adhezija. Usporedbom
uzorka DTBP (FA+RA) i Cyto D (RA) vidimo da je nakon izlaganja stanica cyto D doslo do smanjenja broja
spektara za sve izdvojene proteine FA, poput talina 1, vinkulina, filamina i a-aktinina, a poveéanja svih
proteina RA, poput AP2A1 (podjedinice proteina AP2), Numb Dab2, ITSN, klatrin (engl. clathrin heavy
chain, CLTC) i proteina dinamina 2 koji sudjeluje u odvajanju mjehuriéa obavijenih klatrinom od membrane
u endocitozi posredovanoj klatrinom. Brojevi spektara za integrin B5 i za talin 2 ostaju jednaki ili se malo
povecavaju, Sto je u skladu s ¢injenicom da se ovi proteini nalaze u obje vrste adhezija, kao sto je to veé

prethodno i pokazano (Lock i sur., 2019.).
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Nakon analize rezultata u programu Scaffold, rezultate smo statisti¢ki obradili u programu QSpec
(tablica 12, prilog 9.2.) i na slici 29B prikazali smo proteine Cija se koli¢ina znacajno promijenila u uzorcima
Cyto D (RA) u usporedbi s uzorkom DTBP (FA+RA). Lijeva strana dijagrama vulkano prikazuje proteine koji
su statisticki obogaceni u uzorcima RA (FDR < 0,05; fold change > -1,5 (manja znacajnost) ili > -2 (veda
znacajnost)), a lijeva strana prikazuje proteine cija je koli¢ina statisticki smanjena (FDR < 0,05; fold change
< 1,5 (manja znacajnost) ili < 2 (vec¢a znacajnost)) u uzorcima RA. Zelenom strelicom su dodatno naglaseni
proteini koji su ve¢ prethodno pronadeni u retikularnom adhesomu, poput podjedinica AP2 (AP2A1 i
AP2A2), CLTC-a i ITSN2. Protein EPS15L1 i ITSN1, podjedinica AP2B1 i talin 2 se nalaze na granici
znacajnosti. S druge strane, proteini koji su znacajno smanjeni u uzorcima RA su naglaseni crvenom

strelicom, poput proteina a-aktinina 1i 4 i filamina B te plektina, ziksina i vinkulina.

Potvrdu rezultata MS proveli smo metodama SDS-PAGE i WB, a rezultati su prikazani na slici 29C
(zelenom bojom oznaceni su proteini konsenzualnog adhesoma, a ljubicastom bojom proteini RA). Uz
uzorke izoliranih IAC-a, dodali smo i uzorak ukupnih proteina MDA-MB-435S stanica koji je sluZio kao
kontrola uspjesne izolacije proteina IAC-a od drugih proteina u stanici. | ovom metodom moZemo vidjeti
da je umrezavanje DTBP-om bilo uspjeSno i da su oba uzorka, DTBP i Cyto D, obogacena proteinima
adhezija. Osim toga, potvrdili smo da je izolacija RA bila uspjesna, Sto je vidljivo iz smanjenja kolicine
proteina talina 1 i filamina B te povecanja proteina Numb i AP2 u uzorku Cyto D (RA). Protein laktat-
dehidrogenaza (LDH) je konstitutivno prisutan protein u svim stanicama u tijelu i nije dio adhesoma. LDH
je sluzio kao kontrola uspjesnosti izolacije proteina FA i RA ili samo RA od ostalih proteina u stanici. Signal
LDH mozZemo vidjeti jedino u uzorku stanic¢nog lizata stanica MDA-MB-435S, sto je i ocekivano. Kolicina
integrina B5 ostaje jednaka u svim uzorcima, Sto bi moglo upudivati da uslijed raspada aktinskog citoskeleta
i FA, djelovanjem cyto D, dolazi do smanjenja stani¢ne povrsinske napetosti i do prelaska integrina B5 iz FA
u RA. Zuidema i sur. (2022.) su zaista dokazali da smanjenje stani¢ne povrsisnke napetosti dovodi do

prelaska integrina B5 iz FA u RA.

Zakljucno, rezultati analize IF i MS te potvrda rezultata, dokazuju da stanice MDA-MB-435S tvore
RA aVPB5 koje izgraduju proteini koji su prethodno identificirani kao sastavni dio retikularnog adhesoma

(Lock i sur., 2019.).
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PROTEIN DMSO DTBP (FA+RA) Cyto D (RA)
integrin B5 58/63/54/50 64/73/52/40 64/77/79/45
AP2A1 2/2/0/0 24/9/10/2 49/15/25/3
Numb 0/0/0/0 0/0/0/0 4/0/0/0
Dab2 0/0/0/0 5/0/0/0 7/0/4/0
EPS1SLL 0/0/0/0 6/0/0/0 22/2/4/2
ITSN1 0/0/0/0 0/0/0/0 12/0/2/0
ITSN2 0/0/0/0 0/0/0/0 19/0/3/0
CLrc 33/19/14/13 113/36/49/19 165/53/90/28
Dinamin 2 0/0/2/0 3/0/3/0 13/0/2/0
Vinkulin 6/5/5/7 105/4/51/18 46/9/33/20
talinl 37/98/95/79 218/118/160/111 165/108/167/80
talin2 0/0/0/0 128/55/84/29 127/80/146/42
Filamin A 62/64/58/45 294/68/174/88 232/49/111/43
Filamin B 11/8/0/0 212/24/120/32 143/7/44/6
a-aktinin 1 6/4/3/0 156/16/66/19 87/4/22/0
a-aktinin 4 6/4/2/5 173/20/89/32 122/2/40/6
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Slika 29. Spektrometrija masa proteina RA. A. Tablica prikazuje izdvojene proteine u uzorcima IAC-a bez umrezavanja
(uzorak DMSO), sa umreZavanjem (uzorci DTBP (FA+RA)) i sa umrezavanjem iizlaganjem cyto D (20 uM, 2 sata) (uzorci
Cyto D (RA)). U tablici su navedeni brojevi ukupnih spektara za pojedini protein iz Cetiri replike dobivenih obradom
podataka u programu Scaffold. B. Dijagram vulkano prikazuje rezultate MS-a uzoraka izoliranih proteina RA (n = 4).
Oznake na apscisi i ordinati predstavljaju vrijednosti unutar kojih se nalaze proteini cija je kolicina statisti¢ki znacajno
promijenjena (FDR > 0,05 i fold change > -1,5 ili -2 te fold change < -1.5 ili -2). Proteini s lijeve strane dijagrama su oni
proteini ¢ija je kolicina statisticki znacajno poveéana u uzorcima Cyto D (RA), dok proteini s desne strane predstavljaju
proteine cija je koli¢ina znacajno smanjena u uzorcima Cyto D (RA) u usporedbi s uzorcima DTBP (FA+RA). Rezultate
analize MS obradili smo u programu Scaffold kako bismo dobili brojeve spektara za pojedini protein, koje smo potom
statisticki obradili u programu Qspec i dobili vrijednosti FDR i fold change. Strelice u boji oznacavaju proteine ¢ija je
koli¢ina ocekivano povecana ili smanjena na temelju literaturnih podataka. C. Analiza WB proteina filamina B, talina
1, AP2, integrina B5, Numb i LDH u izolatima IAC-a stanica bez koristenja kemijskog umreZivaca i cyto D (uzorak
DMSO0), nakon koristenja kemijskog umreZivaca, ali bez koristenja cyto D (uzorak DTBP (FA+RA)) te nakon koristenja
kemijskog umreZivaca i 20 uM cyto D (uzorak Cyto D (RA)). Uz uzorke izoliranih IAC-a dodali smo i uzorak stani¢nog
lizata MDA-MB-435S kako bismo provjerili uspjesnost analize SDS-PAGE i WB.

3.9. KANK2 je dio RA aVB5 u stanicama MDA-MB-435S

Rezultati opisani u poglavlju 3.8. pokazuju da smo uspjesno optimizirali i izolirali proteine RA
stanica MDA-MB-435S. U nasim uzorcima doslo je do obogacdenja svih dosad otkrivenih sastavnica RA,
poput integrina aVp5, adaptornih proteina uklju¢enih u endocitozu posredovanu klatrinom te proteina
talina 2. Uz ocekivane proteine, zamijetili smo da u uzorcima MS dolazi do malog povecanja kolicine
spektara za KANK2, koji dosad nije prepoznat kao sastavnica RA. lako koli¢ina KANK2 nije bila statisticki

znacajno promijenjena u uzorcima RA (broj spektara: 33/0/18/2) u odnosnu na kontrolni uzorak DTBP (broj
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spektara: 32/0/10/0), odludili smo provjeriti ovo zapazanje metodom WB izoliranih FA i RA. Slika 30
prikazuje rezultate analize WB proteina talina 2 i KANK2. MoZemo zamijetiti da je umrezavanje bilo
uspjesno i da je doslo do obogacenja oba proteina u uzorcima DTBP (FA+RA) i Cyto D (RA). Isto tako, u
uzorku Cyto D (RA) je doslo do povecanja kolicine talina 2 za skoro dva puta u odnosu na uzorak DTBP
(FA+RA), sto je ocekivano s obzirom da je on sastavnica RA. U istom uzorku doslo je i do povecanja razine
proteina KANK2 za viSe od 2 puta u odnosu na uzorak DTBP (FA+RA) ukazujuci da je i KANK2 moguca

sastavnica RA.

amido crno

Slika 30. KANK2 je sastavni dio RA. Analiza WB proteina talina 2 i KANK2 u izolatima IAC-a stanica MDA-MB-435S
bez koristenja kemijskog umreZivacda i cyto D (uzorak DMSO), nakon koristenja kemijskog umreZivaca, ali bez
koriStenja cyto D (uzorak DTBP (FA+RA)) te nakon koristenja kemijskog umreZivaca i cyto D (uzorak Cyto D (RA)).
Brojevi ispod slika prikazuju rezultate denzitometrije, odnosno, koli¢inu proteina prikazanu relativno prema kolicini
proteina u uzorku DTBP koji iznosi 1.

Prijasnji rezultati IF pokazali su da utiSavanjem talina 1 dolazi do raspada FA (slika 16), ali unatoc
tome u stanicama ostaju prisutne strukture bogate proteinom integrinom B5, talinom 2 i KANK2 koje
odgovaraju RA (slika 16, 17). Kako bismo potvrdili prijasnja zapaZanja i rezultate analize WB proteina
KANK2 (slika 30), odlugili smo vizualizirati KANK2 nakon izlaganja stanica 20 uM cyto D. Kako bismo bili
sigurni da su strukture koje sadrze KANK2 uistinu RA, na istim uzorcima vizualizirali smo istovremeno
protein vinkulin, biljeg FA i protein talin 2, dio RA. Na slici 31 u prvom redu je prikazan uzorak stanica koje
nisu izlagane djelovanju cyto D, gdje moZemo uociti FA i RA. Signale proteina talina 2 i KANK2 pronalazimo
na rubu i u sredini stanice gdje se djelomi¢no preklapaju sa signalom vinkulina. U drugom redu slike 31
nalaze se stanice izloZzene djelovanju 20 uM cyto D. U ovom uzorku dolazi do oéekivanog raspada FA i

posljediéno smanjenja koli¢ine vinkulina. U stanicama je i dalje je prisutan protein talin 2, ¢iji smjestaj

85



odgovara RA, ali i protein KANK2 koji kolokalizira s talinom 2. Na temelju rezultata WB (slika 30) i IF (slika

31) zaklju¢ujemo da je KANK2 dosad neidentificirana sastavnica RA.

U nasem modelu stanica MDA-MB-435S pokazali smo da talin 2 i KANK2 ostvaruju funkcionalnu
interakciju i predstavljaju poveznicu FA i CMSC-a (poglavlje 3.3. i 3.5.). Kako bismo istraZili ostvaruju li ova
dva proteina interakciju i u RA proveli smo utiSavanje svakog od ovih proteina specificnom siRNA, stanice
smo zatim izlozili djelovanju cyto D kako bi ostale vidljive samo RA, te smo promatrali lokalizaciju i koli¢inu
oba proteina metodom IF. Slika 31 (treci i Cetvrti red) prikazuje da je utiSavanje oba proteina u RA bilo
uspjesno te se njihova koli¢ina znacajno smanjila u odnosu na kontrolne stanice. UtiSavanje talina 2 nije
dovelo do znacajnog smanjenja KANK2, medutim, njegov signal je viSe rasprsen po cijeloj stanici za razliku
od kontrolnog uzorka. Isto tako, utiSavanje proteina KANK2 nije znacajno smanjilo sadrzaj talina 2 koji i
dalje lokalizira u RA, ali s obzirom na koriStenu metodu tesko je procijeniti je li doslo do stvarne promjene

ili ne.

Zakljucno, rezultati pokazuju da je KANK2 dosad neidentificirana sastavnica RA. U stanicama MDA-
MB-435S talin 2 i KANK2 ostvaruju interakciju u FA aVB5, te je pokazano da su oba proteina dio RA aVf35,

medutim iz rezultata analize WB i IF ne moZemo zakljuciti jesu li ova dva proteina u interakciji i u RA.
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Slika 31. Odnos talina 2 i KANK2 u RA. Stanice transficirane kontrolnom siRNA ili siRNA specificnom za talin 2 ili
KANK2, smo 48 sati nakon nasadivanja na stakalca izlozili 20 uM cyto D tijekom 2 sata. Potom smo stanice fiksirali
metanolom i inkubirali s protutijelom za talin 2 i KANK2. Uslijedila je inkubacija sa sekundarnim protutijelom za

(protutijela za zecji imunoglobulin 1gG obiljeZzena Alexa Flour 647®, ljubicasto). Vinkulin smo vizualizirali pomodu
direktno fluorescentno obiljeZenog protutijela (anti-vinkulin Alexa Fluor® 555, crveno). Za odredivanje mjesta
prihvacanja stanica na podlogu koristili smo metodu IRM. Analizu smo proveli na konfokalnom mikroskopu TCS SP8
Leica. Skala iznosi 10 um.

3.10. UtiSavanjem proteina talina 2 ili KANK2 dolazi do promjena u RA

U prethodnom poglavlju pokazali smo da je KANK2 dio RA u stanicama MDA-MB-435S. Kako bismo
pobliZze razumijeli ulogu proteina talina 2 i KANK2 u RA, analizirali smo uzorke RA iz stanica u kojima smo

prethodno utisali talin 2 illi KANK2. Treba naglasiti da ovaj postupak podrazumijeva prolaznu transfekciju,
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zatim inhibiciju stvaranja aktinskog citoskeleta pomocu cyto D, te na kraju dodatak umrezivaca DTBP koji
umrezZava proteine koji se nalaze u bliskoj interakciji u RA. S obzirom na to da prethodni rezultati pokazuju
da utiSavanjem talina 1 dolazi do raspada FA, ali u stanicama ostaju prisutne RA (slika 16, 17), analizirali
smo i uzorak RA nakon utiSavanja talina 1. Uzorke RA napravili smo u tri bioloske replike za svaki uzorak.
Rezultate MS analize (tablica 13, prilog 9.3.) obradili smo u programu Mascot i Scaffold te statisticku analizu
proveli u progamu QSpec (tablica 14, 15, 16, prilog 9.4.). Rezultati znacajno promijenjenih proteina u
uzorcima RA nakon utiSavanja specificnom siRNA u usporedbi s kontrolnim uzorkom prikazani su na slici
32A, B, C. S lijeve strane dijagrama vulkano prikazani su proteini Cija je koli¢ina zna¢ajno smanjena u
odnosu na kontrolni uzorak. Dijagram vulkano proteina RA nakon utiSavanja talina 2 (slika 32A) pokazuje
da je utiSavanje talina 2 bilo uspjesno jer je koli¢ina talina 2 zna¢ajno smanjena u odnosu na kontrolni
uzorak. UtiSavanjem talina 2, dolazi do znacajnog smanjenja koli¢ine nekih od sastavnica RA (oznacenih
zelenom strelicom), poput AP2A1, AP2A2, tenzina 3, EPS1L15, ITSN2 te veznog partnera Dab2 proteina,
DAB2IP (engl. DAB2 interactive protein). Ostali proteini RA poput CLTC, AP2B1 i AP2M1 bili su na granici
znacajnosti. Dijagram vulkano proteina RA nakon utiSavanja proteina KANK2 (slika 32B) pokazuje da je
utiSavanje bilo uspjesSno jer je kolicina KANK2 znacajno smanjena u odnosu na kontrolni uzorak.
UtiSavanjem proteina KANK2 takoder dolazi do smanjenja koli¢ine nekih od sastavnica RA poput CTLC
proteina, AP2A1, AP2B1, ITSN2 te tenzina 3. Djagram vulkano proteina RA nakon utiSavanja talina 1 (slika
31C) pokazuje da je utiSavanje talina 1 bilo uspjesno jer je kolicina talina 1 znacajno smanjena u odnosu
na kontrolni uzorak. UtiSavanjem talina 1 dolazi do smanjenja proteina talina 2, KANK1, KANK2, tenzina 3
te DAB2IP, ali vedina proteina RA ostaje nepromjenjena u odnosu na kontrolni uzorak. lako utiSavanjem
talina 1 dolazi do smanjenja koli¢ine proteina koji su dio RA moguce je da je uoceno smanjenje i posljedica

raspada FA i citoskeleta stanica.

Kako bismo potvrdili dobivene rezultate MS, proveli smo analizu WB proteina RA u uzorcima
izoliranih RA nakon utiSavanja proteina talina 1, talina 2 ili KANK2. UtiSavanje svih proteina bilo je uspjesno.
Na slici 32D moZemo vidjeti da rezultati MS izoliranih proteina RA nakon utiSavanja talina 2 ili KANK2
odgovaraju dobivenim signalima u analizi WB. UtiSavanje proteina talina 2 ili KANK2 dovodi do smanjenja
koli¢ine proteina AP2 i Numb za viSe od 50 %. Osim toga, utiSavanje talina 2 dovodi do smanjenja kolicine
KANK2 i obrnuto. Zanimljiv rezultat dobiven je u uzorcima RA nakon utiSavanja talina 1 za koje znamo da
dovodi do razaranja FA. Ti su uzorci imali poveéanu koli¢inu proteina AP2 i Numb za viSe od 2 puta, ali je
doslo do smanjenja kolic¢ine talina 2 i KANK2. Signal talina 1 bio je izuzetno slab u svim uzorcima, stoga na

tim uzorcima nije provedena denzitometrija. S obzirom na to da talin 1 nije dio RA, za ocekivati je da uzorci
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izloZeni djelovanju cyto D nede imati znacajne kolicine talina 1 i moguce je da ga je teZe vizualizirati

metodom WB u odnosu na metodu MS. Koli¢ina integrina B5 ostala je nepromjenjena u svim uzorcima.

Zakljuéno, rezultati analize proteina RA metodom MS nakon utiSavanja proteina talina 1, talina 2
ili KANK2 ukazuju da su talin 2 i KANK2 sastavnice RA ¢ijim utiSavanjem dolazi do znacajnog smanjenja
ostalih sastavnica RA. To potvrduju rezultati analize WB koji pokazuju da utiSavanjem talina 2 dolazi do
smanjenja koli¢ine KANK2 i obrnuto, Sto upuduje na to da se ovi proteini medusobno regulirajui u RA i da
su potencijalno u funkcionalnoj interakciji. Medutim, ostaje otvoreno pitanje kojim mehanizmom se to
dogada. Zuidema i sur. (2022.) pokazali su da povecanje stani¢ne povrsinske napetosti koje je popraéeno
povecanjem FA smanjuje koli¢ine RA. U prvom dijelu ovog doktorskog rada pokazali smo da prekid veze
KANK2 s talinom 2 dovodi do povecane stani¢ne povrSinske napetosti Sto se odrazava u povecanju
filamenata miozina IIA i povedéanju veli¢ine FA. U drugom dijelu ovog doktorskog rada pokazujemo da
utiSavanje KANK2 ili talina 2 smanjuje koli¢inu sastavnica RA. Moguce je da je zabiljeZzena promjena u RA
uslijed utiSavanja proteina talina 2 ili KANK2 posljedica promjena u FA uslijed prekida njihove interakcije.
UtiSavanje talina 1, kada dolazi do raspada FA i smanjenja stani¢ne povrsSinske napetosti, stvarno ne

mijenja (MS) ili ¢ak povecava koli¢inu proteina RA (WB) podupiruéi ovu hipotezu.

lako smo u ovom istrazivanju otkrili funkcionalne interakcije izmedu talina 2 i KANK2 u FA i RA jos

istrazujemo koja je njihova stvarna uloga u RA.
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Slika 32. Spektrometrija masa RA nakon utiSavanja proteina talina 1, talina 2 ili KANK2. A., B., C. Stanice
transficirane kontrolnom siRNA ili siRNA specificnom za talin 1, talin 2 ili KANK2, smo nakon 48 sati izlozili djelovanju
cyto D (20 uM, 2 sata) te smo izolirali proteine RA. Dijagrami vulkano prikazuju rezultate MS-a uzoraka izoliranih
proteina RA (n = 3). Rezultate analize MS obradili smo u programu Scaffold kako bismo dobili brojeve spektara za
pojedini protein, koje smo potom statisticki obradili u programu Qspec i dobili vrijednosti FDR i fold change. Proteine
od interesa oznacili smo crvenom bojom. Oznake na apscisi i ordinati predstavljaju vrijednosti unutar kojih se nalaze
statisticki znacajno promijenjeni proteini (FDR < 0.5 i fold change > -1,5 ili -2 ili fold change < 1,5 ili 2) u odnosu na
kontrolne stanice. Proteini s lijeve strane dijagrama predstavljaju proteine Cija je kolicina statisticki znacajno
smanjena u uzorcima RA nakon utiSavanja pojedinog proteina te su oznaceni zelenom strelicom. D. WB proteina
talina 1, talina 2, KANK2, AP2, integrina B5 i Numb u izolatima RA nakon utiSavanja proteina talina 2, KANK2 ili talina
1. Brojevi ispod slika prikazuju koli¢inu proteina prikazanu relativno prema kolicini proteina u kontrolnom uzorku (si(-
)) koji iznosi 1.
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4. RASPRAVA

Integrini su transmembranski receptori ¢ijom aktivacijom dolazi do tvorbe viSeproteinskih IAC-a.
IAC-i su ukljueni u vezanje ECM-a sa stani¢nim citoskeletom kao i u prijenos signala ¢ime reguliraju
prezivljenje, proliferaciju, pokretljivost i diferencijaciju stanica. Osim u regulaciji homeostaze u zdravim
stanicama, poremedaji u ekspresiji integrina potiu procese tumorigeneze i metastaziranja tumora
(Kanchanawong i Calderwood, 2023.; Pang i sur.,, 2023.). Dugi se niz godina, integrini istraZzuju kao
potencijalne mete u lijeCenju tumora, samostalno ili u kombinaciji s postojeéim terapijama, poput
radioterapije i protutumorskih lijekova. Unato¢ ohrabruju¢im rezultatima in vitro i in vivo, klini¢ka
istraZivanja u pacijenata to nisu potvrdila te do sada nema odobrenih lijekova usmjerenih na integrine ili
proteine IAC-a za primjenu u lijecenju tumora (Bergonzini i sur., 2022.). Vazno je napomenuti da u klinici
ipak nalazimo lijekove koji su usmjereni na integrine i to u lijeCenju pacijenata oboljelih od razlicitih
autoimunih bolesti. Osim toga mnogi lijekovi koji su usmjereni na integrine i dalje se nalaze u razli¢itim
fazama klinickih istraZivanja. Smatra se da su za uspjeh klini¢kih studija potrebna dodatna istraZivanja
sastava i regulacije adhezija posredovanih integrinima te mehanizma prenosenja informacija unutar njih

(Pangisur., 2023.).

Melanom je agresivna vrsta koZznog tumora koji moZe metastazirati iz relativno malog primarnog
tumora u razlicite dijelove tijela (Srivastava i sur., 2019.). Unazad desetak godina doslo je do znacajnog
napretka u razvoju malih inhibitora, a unazad nekoliko godina i imunoterapije za lijeCenje pacijenata
oboljelih od metastatskog melanoma. Unatoc tome, dio se pacijenata, u kasnijim stadijima bolesti ili uslijed
razvitka otpornosti na spomenute terapije, lijeci protutumorskim lijekovima. Protutumorski lijekovi imaju
slabu ucinkovitost u lije¢enju pacijenata oboljelih od melanoma u usporedbi s drugim tumorima
(Schadendorf i sur., 2018.). Stoga bi bilo korisno pojacati ucinkovitost lijeCenja protumorskim lijekovima
pronalaskom novih meta u melanomu. Za sada je poznato da su medu potencijalnim novim metama

identificirani integrini i proteini IAC-a (Arias-Mejias i sur., 2020.).

Prethodna istrazivanja nase grupe identificirala su integrin aV kao potencijalnu metu u povedéanju
osjetljivosti stanica melanoma MDA-MB-435S na protutumorske lijekove vinkristin i PTX te smanjenju
njihovog metastatskog potencijala, odnosno, smanjenju ucinkovitost migracije stanica in vitro. Pokazano
je da je za taj ucinak odgovoran integrin aVp5 kojeg stanice MDA-MB-435S preferencijalno koriste za
adheziju (Paradzik i sur., 2020.; Stojanovic i sur., 2018.). Kako bi se detaljno istrazile promjene adhesoma

nakon utiSavanja integrina aV, provedena je izolacija i analiza IAC stanica melanoma MDA-MB-435S i klona
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3aV u kojem je integrin aV stabilno utiSan. Analiza rezultata MS-a pokazala je da stanice koriste integrin
aVB5 za stvaranje FA, koje su sadrZavale vecinu proteina konsenzualnog adhesoma (Paradzik i sur., 2020.;
Horton i sur., 2015.; adhesome.org). Izmedu tih proteina nasu su paznju posebno privukli proteini talin 1 i
talin 2 te proteini CMSC-a, KANK1 i KANK2. Pokusi in vitro dokazuju da oba homologa talina, mogu tvoriti
vezu s oba homologa proteina KANK vezanjem domene R7 talina s domenom KN proteina KANK (Gough i
Goult, 2018.; Bouchet i sur., 2016.). UtisSavanje proteina KANK2 oponasalo je utiSavanje integrina aV,
povecdalo je osjetljivost na PTX i smanjilo uinkovitost migracije te je zaklju¢eno da je KANK2 glavna
molekula koja povezuje CMSC i FA aVB5. Medutim, nije istraZeno s kojim se proteinom, talinom 1 ili
talinom 2, KANK2 veZe u FA te nije istraZzena uloga proteina KANK1 u ovom stanicnom modelu. Osim FA
aVp5, pokazano je da stanice MDA-MB-435S tvore i RA aVf5, ali njihov sastav i uloga nisu dalje prouceni

(Paradzik i sur., 2020.).

Ovaj doktorski rad predstavlja nastavak prethodno opisanih istraZivanja u stanicama melanoma
MDA-MB-435S. Rezultati detaljno opisuju molekularni mehanizam poveéanja osjetljivosti stanica na PTX i
smanjene ucinkovitosti migracije uslijed utiSavanja proteina integrina aV, KANK2 ili talina 2. Pokazana je
razli¢ita uloga talina 1 i talina 2 u FA aVB5 i otkrivena je funkcionalna interakcija izmedu proteina talina 2
i KANK2 koja regulira crosstalk aktina i mikrotubula. Rezultati takoder ukazuju da se u ovom stani¢nom
modelu KANK1 ne nalazi u FA aVB5. Ovaj rad analizira i sastav druge vrste adhezija posredovanih
integrinom aVp5, tj. RA. U njima je potvrdena prisutnost talina 2 te je po prvi put otkriven KANK2 kao novi
protein u sastavu RA. U konacnici, sveukupni rezultati ovog doktorskog rada ukazuju na ¢injenicu da
integrin aVP5 tvori FA i RA kojima su zajednicki proteini talin 2 i KANK2 te da promjena jedne od ovih

adhezija djeluje na drugu.

Unatoc€ strukturnoj sliénosti homologa talina 1 i talina 2 te KANK1 i KANK2, literaturni podaci
pokazuju razlike u ulozi i lokalizaciji pojedinog homologa u razlicitim stani¢nim modelima (poglavlje 1.3.1,
1.3.2). Medutim, mali broj studija usporeduje uloge i medusobnu regulaciju homologa unutar istog
stani¢nog modela. S obzirom na to da stanice MDA-MB-435S sadrZze oba homologa proteina talina i KANK,
odlucili smo detaljno istraziti ulogu svakog od ovih proteina. U stanicama uzgojenim na neobloZenoj
podlozi pokazali smo da se oba talina nalaze u FA aVB5, koje se u takvim uvjetima uzgoja preferencijalno
koriste za adheziju. U istim tim stanicama MDA-MB-435S te u stanicama karcinoma dojke MDA-MB-231
uzgojenim na fibronektinu, Qi i sur. (2016.) pokazali su da se talin 1 nalazi primarno u manjim FA, a talin 2
u zrelim, vecim FA. S obzirom na to da se integrin avp5 ne veZe za fibronektin (Pang i sur., 2023.) mogudi

integrini koji stvaraju FA u tim uvjetima su integrini avB3 i a5B1. Stanice MDA-MB-435S eksprimiraju oba
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ova heterodimera integrina (Paradzik i sur., 2020.; Stojanovi¢ i sur.,, 2018.; nasi neobjavljeni podaci).
Mogudée je da u uvjetima rasta na fibronektinu stanice MDA-MB-435S stvaraju FA avf3 koje su obogaéene
talinom 1, dok je talin 2 prisutan u veéim, zrelim adhezijama posredovanim integrinom a5p1. U drugim
stani¢nim linijama, talin 1 je pronaden u FA i podosomima, a talin 2 u FB i invadopodijima (Praekelt i sur.,
2012.). S obzirom na to da smo za potvrdu lokalizacije talina 1 i talina 2 u nasim stanicama koristili integrin
B5, koji je iskljucivo dio adhezija aVB5 (Hynes i Naba, 2012.), moZemo tvrditi da su oba talina dio FA aV[5.
Rezultati su pokazali da je talin 1 odgovoran za uspjesnu tvorbu FA aVB5, vjerojatno putem aktivacije B5
integrina, a njegovo utiSavanje onemogucava uspjesSnu adheziju stanica, Sto dovodi do potpunog raspada
citoskeleta i posljedi¢no znaajno smanjene proliferacije stanica MDA-MB-435S. Rezultati su u skladu s
prethodnim istraZivanjima koja su pokazala da gubitak talina 1 onemoguéava razvoj embrija misa i dovodi
do njihove smrti (Monkley i sur., 2000.). Takoder, utiSavanje talina 1 smanjuje adheziju i pokretljivost
stromalnih stanica ¢ovjeka te fibroblasta i miocita misa (Tang i sur., 2021.; Manso i sur., 2017.; Zhangi sur.,
2008.). S druge strane, u nasem stanichom modelu, utiSavanje talina 2 nije utjecalo na tvorbu FA i
proliferaciju stanica MDA-MB-435S. Stovise, smanjenje koli¢ine talina 2 u stanicama dovodi do povecanja
veli¢ine FA (mjereno signalom talina 1, vinkulina ili integrina B5) i povecanja koli¢ine stresnih vlakana, sto
je utvrdeno konfokalnom i super-rezolucijskom mikroskopijom. Manso i sur. (2017.) pokazuju da u
miocitima misa, gubitak talina 2 takoder ne utje¢e na strukturu i funkciju stanica i tkiva srca, no oni
pokazuju da je razlog tome djelomi¢na kompenzacija talina 2, talinom 1. U nasem modelu dolazi do
povecanja velic¢ine FA, ali koli¢ina talina 1 u ukupnim proteinima stanice i u izoliranim IAC-ima ostaje
jednaka nakon utiSavanja talina 2, stoga ne moZemo tvrditi da talin 1 nadomjesta nedostatak talina 2. Uz
to nije doslo ni do promjene u broju FA mjereno signalom talina 1, vinkulina ili integrina B5. Moguce je da
je promjena u kolicini talina 1 vrlo suptilna i nije ju moguce izmjeriti metodom SDS-PAGE i WB, no njen
ucinak je vidljiv na FA i stresnim vlaknima. MoZemo zakljuciti da je talin 1 nuzan za stvaranje FA te da talin

2 ne moZe nadomjestiti njegov nedostatak u stanicama MDA-MB-435S.

Prethodno objavljeni rezultati nase istrazivacke grupe pokazali su da utiSavanjem proteina KANK2
u stanicama MDA-MB-435S dolazi do promjene u izgledu mikrotubula, smanjene ucinkovitosti migracije
stanica i povecane osjetljivosti na protutumorski lijek PTX. U adhesomu je identificiran KANK1, ali nije
odredena njegova lokalizacija ni uloga. Pretpostavljeno je da bi i utiSavanjem proteina KANK1 moglo dodi
do sliénog ucinka kao i utiSavanjem proteina KANK2 (Paradzik i sur., 2020.). Rezultati ovog doktorskog rada
pokazuju da KANK1 i KANK2 imaju razlic¢itu lokalizaciju i ulogu u stanicama MDA-MB-435S. KANK1 lokalizira
pretezno na rubu stanice, gdje se djelomi¢no nalazi u blizini integrina aVB5, dok se KANK2 nalazi u FA,

tocnije kolokalizira s integrinom B5 i talinom 1 i 2. Isto tako, signal proteina KANK1 znatno je slabiji u
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odnosu na signal proteina KANK2. Prethodna MS analiza pokazala je da utiSavanjem integrina aV dolazi do
smanjenja koli¢ine svih sastavnica FA i CMSC, ukljucujuéi i KANK2. No broj spektara za KANK1 bio je malo
manji u odnosu na broj spektara za KANK2 i nije se moglo zakljuciti dolazi li do promjena u njegovoj kolicini
utiSavanjem integrina aV (Paradzik i sur., 2020.). Kako bismo potvrdili rezultate dobivene za KANK2 i
analizirali Sto se uistinu dogada s koli¢inom proteina KANK1 proveli smo analizu WB ukupnih proteina klona
3aV. Rezultati su potvrdili da utiSavanjem integrina aV dolazi do raspada FA i posljedi¢cno smanjenja
koli¢ine proteina talina 1, talina 2 i KANK2, no koli¢ina KANK1 ostala je jednaka. JoS vaznije je da
utiSavanjem proteina KANK1 nije doSlo do povecanja osjetljivosti stanica na PTX. Prema tome, rezultati
upucuju na razlic¢itu ulogu proteina KANK u stanicama MDA-MB-435S te ukazuju da KANK1 nije sastavni
dio FA aVpB5. Potrebna su dodatna istraZivanja kako bi se odredila to¢na uloga i vezni partneri proteina
KANK1 u ovim stanicama. Literaturni podaci pokazuju da je uloga proteina KANK ovisna o vrsti stanica.
Naime, Bouchet i sur. (2016.) pokazuju da je KANK1 dio CMSC i ostvaruje interakciju s talinom 1 u stanicama
karcinoma vrata maternice Hela. Suni sur. (2016.) pokazuju da KANK2 ostvaruje interakciju s talinom u FA,
ali njihovo vezanje uzrokuje klizanje adhezija u sredinu stanice. S druge strane, u pluripotentnim mati¢nim
stanicama Covjeka HEL24.3 i HEL11.4, oba su proteina KANK, KANK1 i KANK2, lokalizirana u obrubu FA
(Stubb i sur., 2019.). Do sada je pokazano da proteini KANK imaju ulogu u tumorigenezi (Tadijan i sur.,
2020.), ali mali broj istrazivanja se bavi kombiniranim pristupom utisavanja proteina KANK s postoje¢im
protutumorskim lijekovima. Pu i sur. (2020.) pokazali su da utiSavanje proteina KANK1 u stanicama
karcinoma plu¢a A549 smanjuje apoptozu i osjetljivost stanica na PTX. Wang i sur. (2020.) pokazali su
smanjenje koli¢ine proteina KANK1 u stanicama i uzorcima karcinoma usne Supljine koje su otporne na
povecane apoptoze. Usprkos Cinjenici da se KANK1 ponasa kao tumorski supresor u drugim stani¢nim
linijjama (Fan i sur.,, 2020.; Chen i sur., 2017.; Sarkar i sur., 2002.), u naSim stanicama MDA-MB-435S

utiSavanjem proteina KANK1 nismo primijetili promjene u osjetljivosti na PTX.

Rezultati prikazani u ovom radu pokazuju da KANK1 i KANK2 imaju razli¢ite uloge u stanicama
MDA-MB-435S te da je KANK2 glavna poveznica CMSC-a i FA. IstraZili smo s kojim homologom talina KANK2
ostvaruje funkcionalnu interakciju i tako posreduje vezu FA i CMSC-a. Utvrdili smo postojanje funkcionalne
interakcije proteina KANK2 i talina 2 i objasnili molekularni mehanizam povecéane osjetljivosti stanica na
PTX uslijed utiSavanja integrina aV. lako su prethodna istrazivanja, koristeci analizu in vitro fluorescentno
obiljezenih peptida koji odgovaraju domeni R7 talina i domeni KN proteina KANK, pokazala da oba talina
mogu stupiti u interakciju s oba proteina KANK, rezultati nisu potvrdeni u stanichom modelu (Bouchet i

sur., 2016.). Prvi korak u odredivanju potencijalne interakcije bila je vizualizacija promjene lokalizacije i
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koli¢ine proteina KANK2 u stanicama nakon utiSavanja pojedinog talina. UtiSavanjem talina 1 doslo je do
raspada FA, CMSC-a i smanjenja povrsine stanica, dok su nakon utiSavanja talina 2 FA ostale o¢uvane i nije
doslo do promjene u lokalizaciji i koliCini proteina KANK2. S obzirom na to da utiSavanjem talina 1 dolazi
do potpunog raspada oba kompleksa, dok utiSavanje talina 2 naizgled ne utjeCe na KANK2 i CMSC,
medusobna interakcija talina i KANK2 nije izgledala vjerojatnom. Kako bismo ipak provjerili postoji li
interakcija tih dvaju proteina odlucili smo provesti koimunoprecipitaciju (Tang i Takahashi, 2018.).
Medutim, nakon brojnih pokusaja optimizacije te metode nismo uspjeli dobiti ujednacene rezultate.
Vjerojatni razlog tome je izrazito dinami¢na priroda FA, ali i to da je konformacija Stapi¢astih domena
proteina talina regulirana mehanickim podraZajima stanice. Odredena konformacija talina nuzna je za
stvaranje veze s proteinom KANK (Li i sur., 2023.) i mogucde je da ju u uvjetima pokusa koimunoprecipitacije
nije bilo moguce odrzZati. Stoga smo odluciti koristiti metodu izolacije IAC-a kojom smo prethodno odredili
sastav adhesoma stanica (Paradzik i sur., 2020.). Primjenom ove metode dolazi do umrezavanja proteina
koji su u bliskoj interakciji, te smo stoga pretpostavili da, ako talin 2 i KANK2 interagiraju, utiSavanjem talina
2 doci ¢e do smanjenja kolicine proteina KANK2 u izolatima IAC-a. Izolacija IAC-a nakon utiSavanja
pojedinog talina pokazala je da utiSavanjem talina 1 dolazi do smanjenja koli¢ine svih sastavnica FA te
proteina KANK2, sto je ocekivano s obzirom na klju¢nu ulogu talina 1 u tvorbi FA. UtiSavanjem talina 2
potvrdili smo da ne dolazi do promjene u kolicini integrina B5 koji stvara FA, ali je dosSlo do znacajnog
smanjenja kolic¢ine proteina KANK2 Sto je bio prvi dokaz funkcionalne interakcije proteina talina 2 i KANK2.
lako dolazi do smanjenja kolicine proteina KANK2, utiSavanje talina 2 ne utjece na njegovu lokalizaciju niti
na kolicinu i lokalizaciju druge sastavnice CMSC-a, liprina 1. S druge strane, utiSavanje proteina KANK2
dovelo je do skoro potpunog gubitka liprina B1 u stanicama MDA-MB-435S. Prethodno je bilo potvrdeno
da pravilna tvorba CMSC-a prvenstveno ovisi o vezi proteina KANK s liprinom al i f1 (Astro i sur., 2014;
van der Vaart i sur., 2013.; Lansbergen i sur., 2006.). Isto tako, Bouchet i sur. (2016.) pokazali su da tvorba
CMSC-a u stanicama Hela ovisi o interakciji proteina KANK1 i liprina 1. U nasem stanichom modelu
utiSavanje talina 2 prekida vezu FA aVB5 i CMSC-a, ali ne utjece na tvorbu CMSC-a koji se i dalje nalazi u
blizini FA. Medutim, drugi rezultati upuc¢uju da se pri tome prekida funkcionalna veza FA s mikrotubulima,
Sto ¢emo detaljnije raspraviti u sljede¢em poglavlju. Nasi rezultati takoder pokazuju da je KANK2 nuZan za

stvaranje CMSC-a u stanicama MDA-MB-435S.

Nakon utiSavanja talina 2 moZemo zamijetiti da stanice sa smanjenom koli¢inom talina 2 imaju
smanjenu gustoc¢u mikrotubula na rubu stanice. Prethodno istraZivanje pokazalo je da i utiSavanjem
proteina KANK2 u stanicama MDA-MB-435S dolazi do promjene u izgledu mikrotubula (Paradzik i sur.,

2020.). Kako smo pokazali da utiSavanjem talina 2 dolazi do smanjenja koli¢ine umrezenog proteina KANK2
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u izoliranim IAC, moZzemo zakljuciti da je prekid interakcije proteina talina 2 i KANK2 odgovoran za
promjenu u izgledu mikrotubula. Lansbergen i sur. (2006.) pokazali su da utiSavanjem sastavnica CMSC-a,
poput proteina CLASP, LL5B i ELKS dolazi do narusavanja stabilnosti i smanjenja gustoée mikrotubula na
rubu stanice. Van der Vaart i sur. (2013.) pokazali su slican ucinak utiSavanjem liprina al i f1 u stanicama
Hela. U istom istrazivanju pokazali su da utiSavanjem proteina KANK1, ali ne i KANK2, dolazi do prekida
njihove interakcije s KIF21A, sto uzrokuje kretanje mikrotubula paralelno s rubom stanice. U stanicama
MDA-MB-435S, nakon utiSavanja proteina KANK2 (Paradzik i sur.,, 2020.) i integrina aV (slika 21C,
odgovarajuci video uz sliku 21C koji je priloZzen u radu Loncari¢ i sur., 2023.) doslo je do sli¢nog rasta
mikrotubula paralelno s rubom stanice. Bouchet i sur. (2016.) pokazali su da prekidom interakcije talina 1
i KANK1 dolazi do naruSavanja organizacije CMSC-a i posljedi¢ne promjene u organizaciji mikrotubula na
rubu stanica Hela. Stanice MDA-MB-435S sa smanjenom koli¢inom talina 2 imaju povecane FA (mjereno
signalom vinkulina, talina 1 ili integrina B5) i visSe stresnih vlakana. Osim toga, nasi rezultati pokazuju da i
smanjena koli¢ina proteina KANK2 dovodi do blagog povecanja FA (mjereno signalom talina 2). Poznato je
da je pravilna dinamika mikrotubula nuzna za izmjenu sastavnih proteina FA (Seetharaman i Etienne-
Manneville, 2019.). Prekidom veze mikrotubula s FA ne dolazi do pravilne izmjene proteina adhesoma i
posljedi¢no vidimo promjene u FA i aktinskom citoskeletu. ViSe istraZivanja pokazalo je da inhibicijom
polimerizacije mikrotubula, primjerice izlaganjem stanica nokodazolu, dolazi do aktivacije Rho GTPaza,
promjena u kontraktilnosti aktinskog citoskeleta te znacajnog povedéanja FA i koliine stresnih vlakana (Liu
i sur., 1998.; Bershadsky i sur., 1996.; Enomoto, 1996.). Rafiq i sur. (2019.) takoder su pokazali da uslijed
prekida veze mikrotubula s FA, primjerice utiSavanjem proteina KANK1 ili KANK2, dolazi do oslobadanja
GEF-H1 s mikrotubula, aktivacije signalnog puta Rho/ROCK, poveéane koli¢ine filamenata miozina lIA,

povecanja broja stresnih vlakana i posljedi¢énog povecanja FA.

Potaknuti prethodnim istrazivanjima, odlucili smo provjeriti dolazi li prekidom veze proteina talina
2 i KANK2 do aktivacije signalnog puta Rho i povecane kolicine filamenata miozina IlA. Uistinu, utiSavanjem
talina 2 u stanicama MDA-MB-435S zamijetili smo da se stvara vedi broj filamenata miozina l|A na stresnim
vlaknima u odnosu na kontrolne stanice. Gotovo identi¢nu promjenu u izgledu filamenata miozina A su
zamijetili i Rafigi sur. (2019.) nakon utiSavanja proteina KANK1 ili izlaganja stanica nokodazolu. Kako bismo
detaljnije istraZili promjene koje utiSavanje talina 2 uzrokuje u adhesomu, odlucili smo vizualizirati i protein
koji se veze na aktin, a-aktinin 4. Pokazano je da miozin llA i a-aktinin 1 igraju vaznu ulogu u povezivanju
aktinskih vlakana medusobno i sazrijevanju adhezija (Choi i sur., 2008.). Mi smo pokazali da utiSavanjem
talina 2, osim promjene u velicini FA , dolazi i do povecéane kolicine i promijenjenog izgleda a-aktinina 4.

Ovaj protein ima vaznu ulogu u povezivanju aktinskih vlakana medusobno i pokretljivosti stanice. U
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njegovom odsustvu dolazi do stvaranja velikih aktinskih vlakana sa smanjenom dinamikom te smanjenja
ucinkovitosti migracije stanica (Kemp i Brieher., 2018.). Zanimljivo, Barai i sur. (2021.) pokazali su
medusobnu regulaciju a-aktinina 4 i miozina lIA i lIB. Koristeci stani¢ne linije MDA-MB-231 i HIT1080, ovi
autori pokazuju da je lokalizacija a-aktinina 4 na stresnim vlaknima u blizini miozina IIA nuZna za odrZavanje
miozina IIA u blizini FA na vodeéem rubu stanice i regulaciju njihove dinamike. S druge su strane, Hu i sur.
(2019.) pokazali sloZzenu regulaciju aktinsko-miozinskih vlakana putem a-aktinina 4 i tropomiozina.
Tropomiozin i a-aktinin 4 se medusobno natjecu za vezanje na aktin i pravilan omjer tih dvaju proteina
doprinosi optimalnoj koli¢ini miozina 1A i stani¢noj povrSinskoj napetosti. UtiSavanjem bilo kojeg od
spomenuta dva regulatora dolazi do povecanog vezanja miozina IIA na aktin, no utiSavanje tropomiozina
dovodi do drugacije organizacije aktinskih vlakana i smanjenja FA, dok utiSavanje a-aktinina 4 dovodi do
gubitka vlakana aktina i poveéanja kontraktilnosti stanice. Prema tome zaklju¢ujemo da u stanicama MDA-
MB-435S prekidom veze talina 2 i KANK2 dolazi do poveéanog nakupljanja filamenata miozina lIA,
povecanja stresnih vlakana, nakupljanja a-aktinina 4 te povedéanja FA, Sto je vjerojatno uzrokovano

oslobadanjem proteina GEF-H1 kao Sto su opisali Rafiq i sur. (2019.).

Crosstalk aktina i mikrotubula posebno je vazan u regulaciji prezivljenja i kretanja stanica. Tijekom
migracije, mikrotubuli se kreéu paralelno sa smjerom FA i tako omogucuju pravilnu migraciju stanice te
izmjenu proteina FA na vodecem rubu stanice. Veza mikrotubula i aktina ostvaruje se putem CMSC-a, ali i
putem drugih medijatora poput proteina MACF1, CLASP, IQGAP1 i CLIP1 (engl. CAP-Gly-containing
cytoplasmic linker protein of 170 kDa) (Seetharaman i Etienne-Manneville, 2019.; Noordstra i Akhmanova,
2017.; Bartolini i sur.,, 2016.). Stoga ne cudi da u stanicama MDA-MB-435S prekidom funkcionalne
interakcije talina 2 i KANK2, utiSavanjem jednog od tih dvaju proteina, dolazi do narusavanja crosstalka
aktina i mikrotubula $to uzrokuje znacajno smanjenje ucinkovitosti migracije. Ovisno o analiziranom
stani¢cnom modelu istu ulogu mogu imati KANK1 i/ili KANK2. Pokazano je da utiSavanje proteina KANK1 u
stanicama Hela (Bouchet i sur., 2016.), kao i utiSavanje proteina KANK1 i KANK2 u podocitima misa (Gee i
sur., 2015.), dovodi do smanjenja ucinkovitosti migracije stanica. Isto tako, utiSavanje talina 2 u stanicama
karcinoma dojke MDA-MB-231 dovodi do smanjenja ucinkovitosti migracije i invazije (Wei i sur., 2019.;
Liang i sur., 2018.). Objavljen je, medutim, i potpuno suprotni ucinak promjene koli¢ine talina 2 na
migraciju. Povedana koli¢ina talina 2 dovodi do smanjenja ucinkovitosti migracije stanica karcinoma
bubrega, no u radu nije identificiran mehanizam kojim se to dogada (Cai i sur., 2022.). Medutim, u
fibroblastima misa KANK2 je lokaliziran u obrubu FA, veZe talin i posljedi¢no smanjuje prijenos mehanickih
podraZaja na FA, Sto uzrokuje pojavu nazvanu ,adhesion sliding”, tj. klizanje adhezija u centralni dio stanice

Sto za posljedicu ima smanjenje ucinkovitosti migracije. U ovom stanichom modelu utiSavanje proteina
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KANK2 dovodi do povecane ucinkovitosti migracije, vjerojatno zbog smanjene pojave klizanja adhezija (Sun
i sur., 2016.). Mozemo zakljuciti da, ovisno o stanicnom modelu, talin 2 i KANK2 imaju razli¢itu lokalizaciju,

vezne partnere i posljedi¢no razli¢itu ulogu u stani¢noj migraciji.

Ometanjem tvorbe FA (utiSavanjem integrina aV ili talina 1) te prekidom veze FA s CMSC-om
(utiSavanjem talina 2 ili KANK2) dolazi do promjene u izgledu mikrotubula i povecanja osjetljivosti stanica
MDA-MB-435S na protutumorski lijek PTX. PTX vezanjem na B-tubulin iz mikrotubula onemogudava
njihovu depolimerizaciju, a time i diobu stanica (Dumontet i Jordan, 2010.). Pretpostavili smo da je uocena
povecana osjetljivost stanica MDA-MB-435S na PTX upravo posljedica promjene u dinamici mikrotubula.
Mikroskopija Zivih stanica s fluorescentno obiljeZzenih proteinom EB3, koji se nalazi na rastu¢em vrhu
mikrotubula (Mustyatsai sur., 2017.), potvrdila je da utiSavanjem proteina integrina aV, integrina B5, talina
1, talina 2 ili KANK2 dovodi do znacajnog povecanja brzine rasta mikrotubula, ukazujuéi na promjene u
dinamici mikrotubula. UtiSavanjem proteina KANK1 nismo uodili promjenu u osjetljivosti stanica na PTX,
niti je koli¢ina proteina KANK1 smanjena raspadom FA uzrokovanog utiSavanjem integrina aV ili talina 1.
Stoga smo stanice s utiSanim proteinom KANK1 koristili kao kontrolu za pokuse brzine rasta mikrotubula.
Pokazali smo da utiSavanjem proteina KANK1 ne dolazi do promjene u brzini rasta mikrotubula. Kako bismo
dodatno povezali primijeéene promjene s osjetljivos¢u stanica 435S-EB3 i 3aV-EB3 na PTX, izlozili smo ih
djelovanju ekvimolarnih i ekvitoksi¢nih koncentracija PTX-a i zamijetili da dodatkom PTX dolazi do
smanjene brzine rasta mikrotubula svih tretiranih stanica u usporedbi s netretiranim stanicama. S obzirom
na to da PTX vezanjem na mikrotubule dovodi do njihove stabilizacije, odnosno do smanjenja njihove
dinamike (Pasquierisur., 2005.), u stanicama 3aV-EB3 u kojima je brzina rasta mikrotubula povecana dolazi
do izrazenijeg ucinka PTX u odnosu na kontrolne stanice 435S-EB3, ¢ime 3aV-EB3 postaju osjetljivije na
PTX. Treba naglasiti da smo u pokusima mikroskopije Zivih stanica koristili fluorescentno obiljeZeni EB3 koji
se nalazi na rastuéem vrhu mikrotubula te smo vidjeli Sto se dogada s polimerizacijom, odnosno brzinom
rasta mikrotubula. No, EB3 ne moZe dati uvid u proces depolimerizacije, odnosno raspada mikrotubula.
lako u nasem istrazivanju to nije bilo potrebno, bilo bi zanimljivo, koristeéi biljege depolimerizacije
mikrotubula, primjerice proteine iz obitelji kinezina 13 (Wordeman, 2005.), dobiti uvid u cijeli proces

dinamike mikrotubula uslijed utiSavanja proteina FA i CMSC-a.

U ovom radu predstavili smo novu potencijalnu metu u lijeCenju tumora, protein talin 2. Njegovim
utiSavanjem smanjuje se ucinkovitost migracije stanica MDA-MB-435S i povecava njihova osjetljivost na
PTX. Prethodna istrazivanja pokazala su vaznu ulogu talina, posebice talina 2, u tvorbi invadopodija i

metastaziranju i invaziji stanica tumora (Qi i sur., 2016.; Beaty i sur., 2014.; Praekelt i sur., 2012.). Baster i
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sur. (2020.) su u stanicama karcinoma dojke MDA-MB-231 pokazali da su talin 2 i integrin B1 lokalizirani u
invadopodijima ¢ime omogucuju vezanje stanice na ECM i posljedi¢no oslobadanje vezikula MMP-a iz
stanice. Povecano luéenje MMP2 i MMP9 uzrokuje poveéanu invaziju tumorskih stanica, a utiSavanjem
talina 2 dolazi do ometanja ovog mehanizma i smanjene ucinkovitosti migracije i invazije stanica. Li i sur.
(2017.) pokazali su znacajno povecanu koli¢inu talina 2 u uzorcima karcinoma dojke u odnosu na zdrava
tkiva, te su koristec¢i stanice MDA-MB-231 pokazali da utiS8avanjem talina 2 dolazi do smanjene
ucinkovitosti migracije i proliferacije stanica, povecane kolicine kaspaza 3i 9, te, posljedi¢no, do poveéane
apoptoze stanica. Wei i sur. (2019.) su koristedi isti stani¢ni model pokazali da utiSavanjem talina 2 dolazi
do promjene u sastavu tumorskog mikrookolisa, tj. do smanjenja koli¢ine fosforilirane kinaze B,
fosforilirane ribosomalne kinaze S6 i proteina HIF1la (engl. hypoxia-inducible factor 1) i, posljedi¢no, do
smanjenja ucinkovitosti invazije stanica. S druge strane, istraZivanje uzoraka dobivenih iz pacijenata
oboljelih od karcinoma bubrega pokazuju da smanjena kolic¢ina talina 2 korelira s kra¢im prezivljenjem
pacijenata. Isto istraZivanje pokazuje da povecéana koli¢ina proteina talina 2 smanjuje rast i metastaziranje
stanica karcinoma bubrega inhibicijom signalnog puta Wnt/B-katenin (Cai i sur., 2022.). lako su provedena
istrazivanja uloge oba talina u stanicama raznih tumora (Loncaric¢ i sur., 2023.; Fang i sur., 2016.), vecina
istrazivanja bila je usmjerena je na ulogu jednog od homologa. Obzirom da je talin 1 prisutan u skoro svim
stanicama Covjeka (Thul i sur., 2017.), a prethodno je pokazana djelomi¢na kompenzacija talina 2 talinom
1 (Mansoisur., 2017.), uistrazivanjima stanicnih linija tumora poZeljno bi bilo istraZiti ulogu oba homologa
u regulaciji prezivljenja, migracije i odgovora stanica tumora na terapiju. Osim u spomenutom istraZivanju,
prema nasim saznanjima, uloga talina 2 nije istrazena u drugim stani¢nim linijama melanomaili uzorcima
pacijenata. Medutim, pokazano je da su i drugi proteini adhesoma potencijalne mete u ciljanoj terapiji ili
dijagnostici melanoma. Primjerice a-aktinin 4 je povecano eksprimiran u metastatskom melanomu (Hood
i sur, 2010.), te njegova povecdana koli¢ina u stanici potice mezenhimalni fenotip i invaziju stanica
melanoma (Shao i sur., 2014.). Nasi rezultati pokazuju povecéanu kolic¢inu i promijenjenu distribuciju a-
aktinina 4 nakon utiSavanja talina 2, pri ¢emu stanice imaju poveéanu osjetljivost na PTX i smanjenu
ucinkovitost migracije. Prethodno je bilo pokazano da smanjena ekspresija filamina A korelira s duzim
prezivljenjem pacijenata, a utiSavanje filamina A znacajno je smanjilo proliferaciju, ucinkovitost migracije i
invazije stani¢nih linija melanoma (Zhang i sur., 2014.). S druge strane, filamin B ima ulogu tumorskog
supresora u melanomima, te su istraZivanja in vivo pokazala da misevi s genskom delecijom filamina B
tvore znacajno vece tumore (Bandaru i sur., 2014.). Koroknai i sur. (2016.) pokazali su da je povecani broj
kopija gena za plektin pronaden u metastatskim stani¢nim linijama melanoma. Uvidom u rezultate analize

MS adhesoma stanica MDA-MB-435S vidimo veliki broj specificnih spektara za plektin, Sto oznacava
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njegovu povecanu koli¢inu u ovim stanicama, a utiSavanjem integrina aV dolazi do smanjenja broja
spektara za plektin (Paradzik i sur., 2020.). Isto tako, povecana kolicina mRNA za talin 1 korelira sa
agresivnijim stadijem melanoma, medutim razina njegove ekspresije nije povezana s preZivljenjem
pacijenata (Rezaie i sur., 2023.). U nasem istraZivanju otkrili smo molekularni mehanizam povecéane
osjetljivosti stanica MDA-MB-435S na PTX i smanjenja ucinkovitosti njihove migracije nakon utiSavanja
integrina aV, KANK?2 ili talina 2 te predlazemo talin 2 kao novu potencijalnu metu u lije¢enju melanoma.
Medutim, potrebna su dodatna istrazivanja na ve¢em broju stani¢nih linija melanoma kako bi se potvrdilo
da je ovo promjena koja se spomenutim postupcima moZe opcéenito inducirati u metastatskim
melanomima, a koja bi onda mogla dovesti do poveéanja osjetljivosti melanoma na PTX te smanjenje

njegovog metastatskog potencijala.

UtiSavanjem talina 2 dolazi do promjene u izgledu i brzini rasta mikrotubula, povecanju veli¢ine FA
i koli¢ine stresnih vlakana te smanjenju ucinkovitosti migracije i povecanju osjetljivosti na PTX. Na temelju
svih nasih rezultata moZemo zakljuditi da uloga talina u stanicama MDA-MB-435S nije redundantna, jer
kao Sto talin 2 ne moZe nadomjestiti ulogu talina 1 u tvorbi FA, isto tako talin 1 ne moZe nadomjestit ulogu
talina 2 i ostvariti funkcionalnu interakciju s CMSC-om. lako su talin 1 i talin 2 strukturno gotovo identic¢ni,
aminokiselinski sljedovi ova dva homologa razlikuje se za viSe od 20 % (Gough i Goult, 2018.). Mogude je
da su razlike u aminokiselinama u domenama talina odgovorne za razli¢ite uloge dvaju talina u stanicama
MDA-MB-435S. Lii sur. (2023.) su u svom istraZivanju pretpostavili da su FA gradene od dvije ,populacije”
talina i to srediSnjeg talina koji primarno ostvaruje interakciju s aktinom i vinkulinom te talina koji se nalazi
na rubu pojedine FA i ostvaruje interakciju s proteinima KANK. S obzirom na to da je talin 1 nuzan za tvorbu
FA, moZzemo pretpostaviti da on zapocinje stvaranje FA aktivacijom integrina B5 Sto dovodi do vezanja
ostalih sastavnica FA, dok se talin 2 veZe kasnije tijekom zrenja FA, preferencijalno na integrine na
krajevima FA. Upravo bi ovakva lokalizacija talina 1i 2 u FA stanica MDA-MB-435S mogla objasniti zasto
samo talin 2 interagira s proteinom KANK2 koji je lokaliziran u obrubu FA (Yu i sur., 2019.; Bouchet i sur.,
2016.; Sunisur., 2016.). Osim toga, pokazano je da je CDK1 regulator adhezija tijekom stani¢nog ciklusa, a
ostvaruje interakciju s talinom 1. CDK1 fosforilira domene R7 i R8 talina 1 Sto dovodi do smanjenog vezanja
proteina KANK na njih. Moguce je da i u naSem modelu CDK1 primarno fosforilira upravo talin 1, sto
uzrokuje smanjeno vezanje proteina KANK. Lii sur. (2023.) su u svom istraZivanju pokazali da je lokalizacija
KANK1 u obrubu FA regulirana kontrakcijom aktinsko-miozinskih vlakana. Smanjenje kontraktilnosti uslijed
izlaganja stanica inhibitoru kinaze ROCK uzrokuje smanjeno vezanje aktina i miozina u podrucju FA te

premjestanje proteina KANK iz obruba u srediste FA, tj. njegovo vezanje na domenu R7 talina u sredisnjem
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dijelu FA. U naSem sustavu dolazi do povecane veli¢ine FA mjerenih signalom talina 1 ili vinkulina nakon
utiSavanja talina 2 i prekida veze FA s proteinom KANK2. Ako pretpostavimo da u stanicama MDA-MB-435S
talin 1 primarno veze aktin i vinkulin, dok talin 2 primarno veze KANK2, moguce je da uslijed gubitka talina
2 i prekida veze FA s CMSC-om dolazi do olakSanog vezanja vinkulina i aktina na preostali talin 1, Sto vidimo

kao povecanije veli¢ine FA i koli¢ine stresnih vlakana.

Zakljuéno, u prethodno diskutiranom prvom dijelu doktorskog rada pokazali smo razli¢ite
lokalizacije proteina KANK1 i KANK?2 i razli¢ite uloge talina 1 i talina 2 u stanicama MDA-MB-435S. Pokazali
smo da talin 2 i KANK2 ostvaruju funkcionalnu interakciju i predstavljaju poveznicu aktina iz FA i CMSC-a.
Prekidom ove veze dolazi do povecane brzine rasta mikrotubula $to uzrokuje poveéanu osjetljivost stanica
na PTX i smanjenu ucinkovitost migracije. Vecina prikazanih rezultata iz ovog dijela doktorskog rada
objavljena je nedavno u radu Loncari¢ i sur. (2023.). Dodatno smo u stanicama s utiSanim talinom 2 proveli
pokuse koristeéi super-rezolucijsku fluorescencijsku mikroskopiju koji su potvrdili razultate prikazane u

radu.

Paradzik i sur. (2020.) zamijetili su da stanice MDA-MB-435S tvore dvije vrste adhezija s integrinom
aVB5: FA u kojima je integrin aVB5 kolokaliziran s vinkulinom i F-aktinom te RA aVB5 u kojima nisu
lokalizirani vinkulin i F-aktin. U drugom dijelu ovog doktorskog rada analizirali smo sastav integrin RA aV5
u stanicama melanoma MDA-MB-435S koriste¢i prethodno opisanu metodu izolacije IAC-a (Lock i sur.,
2018.; Jones i sur., 2015.). Metoda podrazumijeva izlaganje stanica DTBP-u, ¢ime dobivamo uzorke
obogacene proteinima stani¢nih adhezija. U nasem staniénom modelu, ovi uzorci su bili posebno
obogaceni proteinima FA. Prilikom izolacije RA stanice smo prethodno izlagali djelovanju cyto D, ¢ime smo
inhibirali polimerizaciju aktina, Sto je dovelo do raspada FA, a u stanici su ostale prisutne samo RA ¢ija je
tvorba neovisna o aktinu. Pregledni rad Lock i sur. (2019.) sazima prethodno provedena istraZivanja sastava
RA (Baschieri i sur., 2018.; Lock i sur., 2018.; Zuidema i sur., 2018.; Leyton-Puig i sur., 2017.) i prikazuje
glavne sastavnice retikularnog adhesoma. Proteini koji su pronadeni u sva Cetiri istraZivanja su integrin
aVpB5, AP2 i klatrin. U tri istraZivanja pronaden je adaptorni protein Numb, a u dva od Cetiri istraZzivanja
pronadeni su proteini Dab2, ITSN1, EGF/EGFR, EPS15, EPS15L1 i N-WASP. Lock i sur. (2018.) jedini su
pokazali prisustvo proteina konsenzualnog adhesoma, talina 2 i tenzina 3, u RA. Nasi rezultati potvrduju
prisustvo prethodno navedenih sastavnica RA u uzorcima izoliranih RA. MS-om i statistickom analizom smo
potvrdili da RA stanica MDA-MB-435S sadrzZe proteine uklju¢ene u endocitozu posredovanu klatrinom,
primjerice CLTC, AP2 (potvrdeno podjedinicama AP2A1, AP2B1, AP2A2), ITSN2, EPS15L1 te protein

konsenzualnog adhesoma talin 2. Na temelju rezultata programa Scaffold moZzemo pretpostaviti da su
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dodatne sastavnice RA, cija koli¢ina nije bila statisticki znacajna, dinamin 2, ITSN1, Dab2 i tenzin 3.
Potvrdom rezultata metodom SDS-PAGE i WB smo dokazali da RA sadrZe i Numb. Zuidemai sur. (2022.) su
metodom MS i koimunoprecipitacije pokazali nove interakcijske partnere integrina B5 u RA, ukljucujuci
Rho GEF proteine p115Rho-GEF i GEF-H1 (ARHGEF2) te serinsku kinazu MARK2. Mi, medutim, u nasim
uzorcima RA nismo identificirali niti jedan od spomenutih proteina. S obzirom na ograni¢enja metode MS,
moguce je da su i ovi proteini dio retikularnog adhesoma stanica MDA-MB-435S, ali ih nismo uspjeli

detektirati.

Uvidom u broj spektara dobivenih analizom uzoraka proteina MS-om, zamijetili smo blago, ali
statisticki neznacajno povecanje broja spektara za KANK2 u uzorku Cyto D (RA) u odnosu na kontrolni
uzorak (DTBP), Sto upuéuje na povecanu koli¢inu KANK2 u uzorcima RA. Validacijom uzoraka metodama
SDS-PAGE i WB, pokazali smo da je doslo do znacajnog povecanja koli¢ine proteina KANK2 u uzorcima RA
u odnosu na kontrolne uzorke. Vizualizacijom stanica izloZenih cyto D potvrdili smo lokalizaciju KANK2 u
RA sto je prvi takav podatak u literaturi. Osim KANK2, u uzorcima RA nije doslo do obogaéenja niti jednog
drugog proteina CMSC-a, medutim broj spektara za liprin al, liprin 1 i MACF1 ostaje priblizno jednak u
kontrolnom uzorku DTBP (30/0/4/0; 53/7/22/2; 113/7/24/4) i uzorku Cyto D (26/0/11/0; 44/0/27/5;
96/5/34/0). Na temelju toga mozemo pretpostaviti da CMSC ostaje prisutan u stanici unatoc¢ raspadu FA
te potencijalno ostvaruje interakciju i s proteinima RA. S obzirom na to da u stanicama MDA-MB-435S talin
2 i KANK2 ostvaruju interakciju i ¢ine vezu FA i CMSC-a, mogude je da je njihova interakcija odrzana i u RA.
Kako bismo provijerili ovu hipotezu, prvo smo vizualizirali KANK2 nakon utiSavanja talina 2 u RA i obrnuto.
Uocili smo da utiSavanjem talina 2 dolazi do blagog smanjenja signala proteina KANK2, medutim dio
signala je i dalje bio prisutan u prstenastim strukturama koje odgovaraju RA. S druge strane, utiSavanje
proteina KANK2 nije utjecalo na lokalizaciju i koli¢inu talina 2 u RA. Slicne rezultate dobili smo i
promatrajuci njihov odnos u FA, gdje utiSavanje talina 2 nije utjecalo na lokalizaciju KANK2, i obrnuto,
utiSavanje proteina KANK2 nije utjecalo na prisustvo talina 2 u FA, vec je Stovise dovelo do blagog pojacanja

fluorescentnog signala talina 2 u FA.

Obzirom da metodom IF nismo mogli odrediti ostvaruju li talin 2 i KANK2 interakciju i u RA, odlucili
smo ponovno koristiti metodu izolacije i analize RA, ali nakon utiSavanja proteina talina 2 ili KANK2. Ovaj
pokus nam je dao uvid u medusobnu regulaciju talina 2 i KANK2 u RA, ali i njihov utjecaj na ostale
sastavnice retikularnog adhesoma. Rezultati MS i potvrda rezultata metodom SDS-PAGE i WB pokazuju da
utiSavanjem talina 2 dolazi do znacajnog smanjenja koli¢ine proteina KANK2 u RA (otprilike 70 %), dok

utiSavanjem proteina KANK2 dolazi do smanjenja koli¢ine talina 2 za 30 % u odnosu na kontrolni uzorak. 1z
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ovih rezultata mozemo zakljuciti da se talin 2 i KANK2 medusobno reguliraju u RA i vrlo interagiraju. Osim
toga, u nasSim smo eksperimentima zamijetili da utiSavanjem talina 2 ili KANK2 dolazi i do znacajnog
smanjenja koli¢ine drugih sastavnica RA, poput proteina AP2, Numb, ITSN2, CLTC i tenzina 3. U uzorku s
utiSanim talinom 2 doslo je i do smanjenja koli¢ine proteina EPS15L1 i DAB2IP. To moze biti posljedica
klju¢ne uloge jednog od ovih proteina u procesu stvaranja RA nizvodno od integrina aV[5 ili, kao sto je
prethodno navedeno, smanjena koli¢ina RA moZe biti odraz medusobne regulacije proteina talina 2 i
KANK2 u FA. Zanimljivo, u oba uzorka (si(talin 2) i si(KANK2)) dolazi i do smanjenja koli¢ine drugog
homologa tenzina, tenzina 2. U prethodnim istraZivanjima tenzin 2 nije predstavljen kao sastavnica RA
(Lock i sur., 2019.), a uvidom u rezultate MS moZemo vidjeti blago obogadenje tenzina 2 u dvije replike
uzoraka RA (15/0/9/0) u odnosu na kontrolne uzorke (6/0/0/0) u stanicama MDA-MB-435S. lako nismo
potvrdili prisustvo tenzina 2, s obzirom na to da se njegova koli¢ina mijenja u skladu s drugim sastavnicama
RA, moZemo pretpostaviti da je i on dio retikularnog adhesoma. Zaklju¢no, talin 2 i KANK2 su dio RA i
reguliraju veliki broj sastavnica RA. Treba jo$ jednom naglasiti da iako utiSavanje talina 2 ili KANK2 uzrokuje
smanjenje koli¢ine sastavnica RA, pri tome nije doslo do promjene kolicine integrina aV ili B5, sudeci po

rezultatima mjerenja metodom MS ili metodom WB u izolatima RA.

UtiSavanje talina 1 dovodi do raspada FA u stanicama MDA-MB-435S. Unatoc¢ tome, u stanicama
ostaju prisutne RA, Sto smo potvrdili vizualizacijom integrina 5, talina 2 i KANK2. Potvrdili smo da talin 1,
za razliku od talina 2, nije dio RA. Stoga je uzorak RA nakon utiSavanja talina 1, u pokusima istrazivanja
utjecaja utiSavanja proteina talina 2 ili KANK2 na RA, koriSten kao kontrola. S obzirom na to da talin 1 nije
sastavnica RA, ocekujemo da njegovo utiSavanje nece utjecati na tvorbu RA i koli¢inu proteina RA. Rezultati
MS potvrduju da utid8avanjem talina 1 koli¢ina vedine sastavnica RA ostaje nepromijenjena. Stovise,
potvrda rezultata metodom SDS-PAGE i WB pokazuje da u uzorku s utiSanim talinom 1 dolazi do znacajnog
obogacenja koliCine sastavnica RA poput proteina AP2 i Numb. S druge strane, u uzorku dolazi do
smanjenja manjeg broja proteina koji su dio RA, poput talina 2, KANK2, tenzina 3 te DAB2IP, no mogude je

da su ove promjene odraz utiSavanja talina 1 u FA, kada dolazi do potpunog raspada FA i citoskeleta stanice.

lako su Zuidema i sur. (2022.) pokazali da integrin B5 iz RA ostvaruje interakciju s GEF-H1
(ARHGEF2), mi nismo identificirali ovaj protein kao dio retikularnog adhesoma koristeéi metodu izolacije
RA i analize MS-om u stanicama MDA-MB-435S. Zanimljivo, u drugom dijelu istraZivanja, kada izoliramo i
analiziramo RA nakon utiSavanja proteina talina 1, talina 2 ili KANK2, u svim uzorcima pronalazimo manji
broj spektara za GEF-H1. Tocnije, na dijagramima vulkano moZemo vidjeti da dolazi do njegovog

obogacenja nakon utiSavanja talina 2 ili KANK2 u odnosu na kontrolni uzorak (si(-)). S obzirom na to da
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utiSavanjem talina 2 ili KANK2 dolazi do osiromasenja velikog broja sastavnica RA, a obogaéenja samo
proteina GEF-H1, mozemo pretpostaviti da on uistinu nije dio RA u naSim stanicama. Druga moguca
pretpostavka je da je obogaéenje GEF-H1 posljedica osiromasenja talina 2 ili KANK2 u FA. Naime, tijekom
48 sati uzgoja stanice suizlozene djelovanju siRNA, a tek dva sata prije izolacije stanice izlazemo djelovanju
cyto D. Stoga postoji moguénost da su neke od promjena koje vidimo posljedica utiSavanja proteina u
cijeloj stanici, a ne samo u RA. Pokazali smo da utiSavanjem talina 2 dolazi do prekida veze FA s
mikrotubulima i oslobadanja GEF-H1, koji poti¢e aktivaciju signalnog puta Rho/ROCK i dovodi do
nakupljanja filamenata miozina IIA i povecanja stresnih vlakana i FA. Mogude je da je povecana koli¢ina
GEF-H1 u uzorku RA nakon utiSavanja talina 2 ili KANK2 posljedica oslobodenog GEF-H1 uslijed prekida

veze FA s mikrotubulima, medutim to pitanje nismo detaljnije istrazivali.

Prethodna istraZivanja su potvrdila da aktivacija integrina B5 u RA nije posredovana talinom kao
Sto je slucaj u FA. Lock i sur. (2018.) pokazali su da je talin 2 sastavnica RA, ali da ne sudjeluje u aktivaciji
integrina B5. U stanicama s utiSanim talinom 2 oni su zamijetili poveéanu koli¢inu RA, sli¢no kao i u uzorku
stanica nakon izlaganja cyto D. U stanicama MDA-MB-435S talin 2 takoder ne sudjeluje u aktivaciji integrina
B5 i tvorbi FA, ali ga primarno moZemo vidjeti u FA aV5, koje se nalaze na rubu i u sredini stanice, dok
maniji broj signala potencijalno odgovara RA. Njegovim utiSavanjem zamjecujemo samo povecanu veli¢inu
FA, no ne i promjene u RA. Tek nakon izlaganja stanica cyto D mozemo vidjeti RA obogacene talinom2.
UtiSavanjem talina 2 dolazi do osiromasenja sastavnica RA, ali koli¢ina integrina B5 u uzorcima ostaje
jednaka, Sto podrZava hipotezu da talin 2 nije aktivator integrina u RA. Potencijalni aktivatori integrina B5
u RA su proteini Dab2, Numb i ARH za koje je dokazano da ostvaruju interakciju s integrinom B5
(Calderwood i sur., 2003.), te im je afinitet vezanja za integrin B5 nekoliko puta veci nego afinitet talina 1
(Zuidemaiisur., 2022.). Upravo je interakcija spomenutih sastavnica RA s integrinom B5 mogudi razlog zasto
su do sada zamijeéene i opisane samo RA posredovane integrinom aVp5. Kako bi dodatno objasnili
raspodjelu integrina u FA i RA, Zuidema i sur. (2018.) su konstruirali kimerne podjedinice integrina koje su
gradene od izvanstani¢ne domene (ex) integrina B5 i citoplazmatskih domena (in) integrina 3 i 1. Ovakvi
kimerni integrini, zbog svoje izvanstani¢ne domene, primarno vezu vitronektin, jednako kao i integrin aVp5
u FA i RA. U tom je radu pokazano da su integrini B5%/B1™i B5%/B3™ preferencijalno lokalizirani u FA, za
razliku od integrina B5 kojeg su pronasli i u FA i u RA. Time je pokazano da je citoplazmatska domena
integrina B5 odgovorna za njegovu lokalizaciju u RA, mogudée zbog velikog afiniteta vezanja ostalih
sastavnica RA za integrin B5. Isto tako, Baschieri i sur. (2018.) pokazali su da iskljucivo utiSavanje B5, ali ne
i integrina B1i B3, dovodi do smanjenja broja RA. Medutim, Zuidema i sur. (2018.) pokazali su da i integrini

B5%/B1M i B5%/B3™ mogu tvoriti RA u uvjetima male stani¢ne povriinske napetosti. Pokazano je da u
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ovakvim uvjetima proteini Numb i Dab2 ostvaruju interakciju s integrinom B3 i omogucuju vezanje klatrina
na povrsini stanice (Yu i sur., 2015.). Isto tako, Elkhatib i sur. (2017.) pokazuju prisustvo integrina a2pf1 u
podrucju klatrinskih reSetki tijekom uzgoja stanica na mekanom 3D matriksu, tj. u uvjetima male stani¢ne
povrsinske napetosti. S druge strane, tijekom uzgoja stanica na tvrdim povrSinama poput plastike i stakla
jedino je integrin B5 lokaliziran u RA. Baschieri i sur. (2018.) naglasavaju da su stabilne RA prisutne tijekom
uzgoja stanica na staklu u uvjetima velike stani¢ne povrsinske napetosti, dok su malobrojne i kratkozivuce
RA zamijetili prilikom uzgoja stanica na mekanoj podlozi u uvjetima male stani¢ne povrsinske napetosti.
Dosadasnja istraZivanja sastava RA su provedena na stanicama uzgajanim na plasticnim podlogama (ovaj
rad; Lock i sur., 2018.; Baschieri i sur., 2018; Leyton-Puig i sur.,, 2017.), sto je moguci razlog zasto su

zamijecene RA posredovane integrinom aVf5.

Kako RA nastaju kao posljedica zaustavljene endocitoze integrina vezanih na velike sastavnice
ECM-a, glavne sastavnice retikularnog adhesoma predstavljaju proteini ukljueni u endocitozu
posredovanu klatrinom (Baschieri i sur., 2018.; Leyton-Puig i sur., 2017.). Integrin aVB5 veZe vitronektin u
svojoj okolini i pokusaj internalizacije povezanih integrina i vitronektina u stanicu rezultira zaustavljenom
endocitozom i tvorbom RA. lako su dosad opisane samo RA aVf5, neka istrazivanja upucuju da i integrini
a2B1 (Elkhatib i sur., 2017.) i a6B4 (Wang i sur., 2019.) mogu tvoriti prstenaste strukture nalik RA. S
obzirom na to da svi integrini vezu velike proteine ECM-a, poput kolagena, laminina, vitronektina,
fibronektina i drugih, u teoriji bi moglo dodi do zaustavljanja endocitoze bilo kojeg integrinskog receptora.
No, prethodno je razjaSnjeno da tvorba RA ovisi o nekoliko faktora, primjerice o stani¢noj povrsinskoj
napetosti i afinitetu vezanja ostalih sastavnica RA na integrinsku podjedinicu. MoZemo pretpostaviti da
RA nisu iskljucivo posljedica zaustavljene endocitoze, veé su u njihovu tvorbu i regulaciju ukljuceni i drugi
faktori. Trebalo bi provesti dodatna istraZivanja sastava i vizualizacije adhezija stanica koje ne eksprimiraju
integrin aVP5 na svojoj povrsini te istrazivanja stanica uzgojenih na prethodno obloZenim podlogama s
razli¢itim proteinima ECM-a. Na ovaj nacin bi se mogli razjasniti uvjeti u kojima dolazi do tvorbe RA, kao i

istraziti njihov sastav.

Proces mitoze adherentnih stanica istraZzuje se ve¢ dugi niz godina. Stanice ulaskom u mitozu
reorganiziraju citoskelet, mijenjaju svoj oblik i postaju zaokruzene te gube vecinu adhezija s ECM-om,
primjerice FA (RamkumariBaum, 2016.; Dao i sur., 2009.; Maddox i Burridge, 2003.). Unato¢ promjenama
u organizaciji aktinskog citoskeleta i gubitku FA, stanice ostaju vezane na ECM i susjedne stanice, $to je
nuzno za pravilnu citokinezu i kasniju adheziju stanica kéeri (Thullberg i sur., 2007.; Reverte i sur., 2006.;

Aszodi i sur., 2003.). Istrazivanja pokazuju da tijekom mitoze veze izmedu stanica ostaju prisutne, poput
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dezmosoma i ¢vrstih veza (Baker i Garrod, 1993.), medutim nije istrazena priroda preostalih adhezija
stanica sa ECM-om. Lock i sur. (2018.) su prvi pokazali da RA, za razliku od FA, ostaju prisutne u stanici
tijekom diobe te omogucuju pravilnu mitozu i citokinezu. Pokazali su da RA i retrakcijska vlakna pravilno
ocrtavaju podrucje adhezije stanice majke i posreduju prijenos informacije na stanice kéeri, $to njima
omogucuje pravilnu adheziju. UtiSavanjem integrina B5 dolazi do zakaSnjele mitoze, ucestalo s
neuspjesnom citokinezom, te je zamijeéena smanjena proliferacija stanica koje koriste integrin aV5 za
stvaranje FA i/ili RA, upudujuéi time na kljuénu ulogu aVB5 adhezija u diobi stanice (Zuidema i sur., 2022.;
Lock i sur., 2018.). lako u stanicama MDA-MB-435S nismo provjerili utjecaj utiSavanja integrina B5 na
proliferaciju, u radu Paradzik i sur. (2020.) primjeéen je povecan postotak stanica s veé¢im brojem jezgara u
klonu 3aV u odnosu na kontrolne MDA-MB-435S stanice. Poveéan broj jezgri u stanici upucuje na

nepravilnu diobu i citokinezu u stanicama s manje adhezija aVB5 (Paradzik i sur., 2020.).

Osim uloge u adheziji stanica tijekom mitoze, pokazano je da RA imaju i signalnu ulogu u stanici.
Pokazana je medusobna regulacija integrina B5 i EGFR-a (Alfonzo-Méndez i sur., 2022.). Aktivacija EGFR
uzrokuje vezanje adaptornog proteina Grb2, aktivaciju kinaze Src, fosforilaciju integrina 5 i poveéanu
tvorbu RA. Osim toga, Leyton-Puig i sur. (2017.) su pokazali da su RA mjesta prijenosa signala
transmembranskog receptora LPARL (engl. lipid lysophosphatidic acid receptor 1), koji je lokaliziran u
podrucju RA kada nije aktivan, dok aktivacijom s LPA dolazi do njegove internalizacije. Isto tako, pokazali
su da utiSavanjem N-WASP dolazi do znacajnog gubitka RA u stanicama. Zanimljivo je da smanjenjem
kolicine N-WASP i gubitkom RA dolazi do znacajne aktivacije signalnog puta potaknutog s LPAR1, Sto
ukazuje nato da lokalizacija LPAR1 u podrucju RA, ali ne i njegova internalizacija, potice aktivaciju nizvodnih
signalnih puteva. Cresens i sur. (2023.) pokazali su povecanu koli¢ina RA u stani¢nim linijjama metastatskog
karcinoma debelog crijeva (KM12SM, KM12L4a) u usporedbi s manje agresivnim stani¢nim linijama
karcinoma debelog crijeva (KM12) i zakljucili da su ove strukture ukljucene u progresiju i metastaziranje
tumora. U rezultatima izolacije FA i RA stanica MDA-MB-435S nismo detektirali spomenute receptore
poput EGFR i LPARL1. Isto tako, nismo proucavali interakciju RA s drugim receptorima na stanic¢noj povrsini

i nije nam poznato sudjeluju li RA i u ovim stanicama u aktivaciji odredenih signalnih puteva.

U stanicama koje tvore FA i RA zamijeéeno je da je raspodjela integrina izmedu FA i RA uvjetovana
s nekoliko faktora. U stanicama MDA-MB-435S vidimo da ne dolazi do promjene u koli¢ini integrina B5
nakon izlaganja stanica cyto D u odnosu na kontrolne stanice. Ti rezultati upucuju na zakljuc¢ak da raspadom
FA dolazi do prelaska integrina B5 u RA. Literaturni podaci pokazuju da promjene u povrsinskoj napetosti

stanice dovode do razli¢ite raspodjele integrina B5 izmedu FA i RA. U stanju povecane stani¢ne povrsinske
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napetosti integrin B5 preferencijalno tvori FA, dok u stanju smanjene aktinsko-miozinske kontraktilnosti
integrin B5 prelazi iz FA u RA (Zuidema i sur., 2022.). Pokazali smo da u stanicama MDA-MB-435S dolazi do
smanjene aktinsko-miozinske kontraktilnosti utiSavanjem talina 1, raspadom FA i posljedi¢no narusavanja
integriteta citoskeleta. U ovim uvjetima smo zamijetili prisustvo RA, Sto smo potvrdili i rezultatima WB
uzoraka RA nakon utiSavanja talina 1, kada dolazi do obogacenja sastavnica retikularnog adhesoma.
Povecanu aktinsko-miozinsku kontraktilnost u stanicama MDA-MB-435S uzrokovali smo utiSavanjem talina
2. Tada dolazi do povecane koli¢ine miozina llIA, stresnih vlakana i veli¢ine FA. U uzorcima izoliranih IAC-a
nakon utiSavanja talina 2 nismo zamijetili promjenu u koli¢ini integrina B5 u adhezijama, ali je doslo do
povecanja FA, Sto upuduje na to da je doslo do preraspodijele integrina B5 iz RA u FA. Isto tako, Zuidema i
sur. (2022.) su pokazali da poremecaj polimerizacije mikrotubula dovodi do povecane kontraktilnosti i
prelaska integrina B5 iz RA u FA. U stanicama MDA-MB-435S utiSavanjem proteina KANK2 dolazi do
promjene u organizaciji i brzini rasta mikrotubula, te do povecane veli¢ine FA mjereno signalom talina 2,
Sto upuduje na promjenu u kontraktilnosti stanice koja rezultira potencijalnim prelaskom integrina B5 iz

RA u FA, sto vidimo kao povedanje veli¢ine FA.

UtiSavanjem sastavnica RA, poput proteina AP2 (Hakanp&a i sur, 2023.), ARH, Numb i
EPS15/EPS15L1 (Zuidema i sur., 2018.) dolazi do znacajnog smanjenja broja RA. U stanicama MDA-MB-
435S, utiSavanjem talina 2 ili KANK2 dolazi do promjene u kolicini proteina RA, medutim kolic¢ina integrina
B5 u RA ostaje jednaka. Rezultati upucuju na to da utiSavanje talina 2 ili KANK2 nije dovoljno da u
potpunosti sprijeci tvorbu RA, ali moze potencijalno utjecati na njihov sastav. S druge strane, mogude je
daje posljedica promjene u RA odraz utjecaja utiSavanja talina 2 ili KANK2 u FA. S obzirom na to da u prvom
dijelu ovog doktorskog rada pokazujemo da utiSavanjem talina 2 ili KANK2 dolazi do povecane aktinsko-
miozinske kontraktilnosti, tj. stani¢ne povrsinske napetosti, moguce je da je ometena tvorba RA posljedica

promjena u FA i citoskeletu stanice.

Zuidema i sur. (2022.) naglasavaju vaznu ulogu mikrotubula u regulaciji RA. Oni pokazuju da
integrin B5 iz RA ostvaruje interakciju s regulatorima i veznim partnerima mikrotubula ukljucujudi
p115Rho-GEF i GEF-H1 (ARHGEF2) te serinsku kinazu MARK2. Ti su autori pokazali da inhibicijom
polimerizacije mikrotubula dolazi do oslobadanja proteina GEF-H1, povedane kontraktilnosti stanica i
znacajnog prelaska integrina aVP5 iz RA u FA. Takoder su pokazali da utiSavanjem MARK2 dolazi do
nakupljanja integrina aVP5 u FA. U nasSim uzorcima RA nismo pronasli spomenute proteine, ali smo
pokazali da proteini CMSC-a (liprin al, B1 i MACF1) ostaju prisutni u stanici uslijed izlaganja stanica cyto

D, te smo po prvi puta pokazali da je KANK2 sastavnica RA. Osim toga, pokazali smo da KANK2 utjece na
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sastav i koli¢inu proteina RA. Na temelju tih rezultata moZemo pretpostaviti da je regulacija i tvorba RA
posredovana mikrotubulima i proteinima ukljuéenim u regulaciju mikrotubula. Dodatna istrazivanja nase
grupe u drugim stani¢nim linijama pokazuju da mikrotubuli ostaju sa¢uvani nakon izlaganja stanica cyto D
(neobjavljeni rezultati). U buduénosti ¢e biti potrebno vizualizirati mikrotubule nakon razgradnje aktinskog
citoskeleta izlaganjem stanica cyto D i/ili nakon utiSavanja proteina KANK2 u stanicama MDA-MB-435S,
kako bi razjasnili tvore li RA vezu s mikrotubulima putem CMSC-a, poput FA.

Vedina istrazivanja uloge IAC-a, posebice FA, u adheziji i migraciji stanica dosad je provedena in
vitro, koristeéi adherentne stanicne linije uzgojene na 2D podlogama. Medutim, FA su zamijecene i u 3D
uvjetima uzgoja (Doyle i sur., 2015.), ali i u sustavima in vivo (Green i Brown, 2019.), gdje su manjih
dimenzija te im je Zivotni vijek znacajno kraéi. Novija istraZivanja ukazuju da, iako migracija stanica u 2D
sustavima ovisi o IAC-ima, stanice mogu migrirati in vivo izmjenjuju¢i adhezije koje su posredovane
integrinima te adhezije neovisne o integrinima, Sto ukazuje da uloga FA u 2D i 3D sustavima nije u
potpunosti jednaka (Yamaguchi i Knaut, 2022.). Dosad su sva istraZivanja RA provedena in vitro, medutim,
ostaju otvorena pitanja o ulozi i tvorbi RA in vivo (Cresens i sur, 2023.; Lock i sur., 2019.). Prethodna
istrazivanja upudéuju na postojanje RA i njihovu ulogu in vivo. RA, odnosno plakovi bogati klatrinom,
zamijeéeni su na povrsini miocita te na mjestima vezanja osteoklasta i kosti (Vassilopoulos i sur., 2014.;
Akisaka, 2000.). Isto tako, integrin aVB5 zamijeéen je u RA na apikalnoj strani stanica retine, gdje ima ulogu
u fagocitozi fotoreceptora (Nandrot i sur., 2004.). Vjerojatno je da je uloga RA in vivo specificna ovisno o

vrsti stanica i tkiva.

U ovom doktorskom radu detaljno smo istrazili FA i RA u stanicama MDA-MB-435S za koje je
prethodno odreden sastav adhesoma (Paradzik i sur., 2020.). Otkrili smo da se glavna poveznica FA aVB5 i
CMSC-a sastoji u vezi izmedu proteina talina 2 i KANK2. Osim toga, pokazali smo da su talin 2 i KANK2 dio
RA aVp5 i sudjeluju u regulaciji sastava RA. Upravo je integrin aVB5 Cesto istrazivana meta u lijeCenju
tumora (Pang i sur., 2023.). Medutim, brojna istraZzivanja pokazuju da je uloga integrina B5 in vivo ovisna o
ECM-u i okoliSu stanice, a genskom delecijom integrina B5 u miSevima pokazano je da integrini imaju
redundantnu ulogu u organizmu. Primjerice, gubitkom integrina B5 moZe doc¢i do povecanja ekspresije
integrina B3 i obrnuto (Stojanovic i sur., 2018.; Lane i sur., 2005.). Daljnja istrazivanja uloge i regulacije
integrina B5 in vitro i in vivo i bolje razumijevanje mogucnosti drugih integrina da nadomjeste nedostatak
ove podjedinice mogu doprinijeti razvoju lijekova koji su usmjereni na integrine u lijecenju tumora. U ovom
radu identificirali smo talin 2 kao novu potencijalnu metu za povecanje osjetljivosti stanica metastatskog
melanoma na PTX. Talin 2 i KANK2 su proteini koji se nalaze nizvodno od integrina te njihovim utiSavanjem

ne utjeCemo na tvorbu FA, ali narusavamo dinamiku citoskeleta stanice. Upravo to sto utiSavanje ovih
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proteina povecava osjetljivost na PTX, ali ne utjeCu na tvorbu adhezija i stani¢nu proliferaciju, Cini ih
pogodnim metama koje ¢e imati vedi utjecaj na tumorske stanice, a manje na okolne zdrave stanice
organizma. Ovim istrazivanjem pokazujemo da FA i RA u stanicama MDA-MB-435S imaju zajednicke
sastavnice, talin 2 i KANK2, koje se medusobno reguliraju. Prethodno prikupljeni podaci nase istrazivacke
grupe, zajedno s rezultatima ovog doktorskog rada, stvorili su preduvjete za buducda istrazivanja

mehanizama i vaznosti medusobne regulacije adhezija.

112



5. ZAKUJUCCI

1. Proteini talin 1, talin 2 i KANK2 dio su fokalnih adhezija posredovanih integrinom aVp5 u
stanicama melanoma MDA-MB-435S.

2. Uloga i lokalizacija proteina KANK1 i KANK2 razlikuje se u stanicama MDA-MB-435S. KANK1
lokalizira na rubu stanice, mjestimi¢no u podrucju fokalnih adhezija posredovanih integrinom
aVB5, dok KANK2 kolokalizira s proteinima fokalnih adhezija. Raspad fokalnih adhezija utjece na
ukupnu koli¢inu i lokalizaciju proteina KANK2, ali ne utje¢e na koli€inu i lokalizaciju proteina
KANK1. UtiSavanje proteina KANK1, za razliku od KANK2, ne utjece na brzinu rasta mikrotubula i
ne povecava osjetljivost stanica na protutumorski lijek paklitaksel.

3. Protein talin 1 glavni je aktivator integrina B5 i nuZan je za tvorbu fokalnih adhezija posredovanih
integrinom aVP5 u stanicama MDA-MB-435S. UtiSavanjem talina 1 dolazi do raspada fokalnih
adhezija i citoskeleta stanice Sto uzrokuje smanjenu proliferaciju stanica.

4. Protein talin 2 ostvaruje interakciju s proteinom KANK2 u stanicama MDA-MB-435S. Njihova
interakcija povezuje fokalne adhezije i kortikalni kompleks za stabilizaciju mikrotubula i time dva
dijela citoskeleta, aktin i mikrotubule.

5. Uloga homologa proteina KANK1 i KANK2, kao i homologa talina 1 i talin 2 nije redundantna u
stanicama MDA-MB-435S. Jedan homolog ne moZe nadomijestiti nedostatak drugog.

6. UtiSavanje proteina talina 2, integrina aV i KANK2, uzrokuje povecdanu osjetljivost stanica na
paklitaksel i smanjenu ucinkovitost migracije. Talin 2 je nova potencijalna meta za kombinirano
lijeCenje melanoma s paklitakselom.

7. UtiSavanjem integrina aV, integrina B5, talina 1, talina 2 i KANK2 dolazi do promjene u dinamici
mikrotubula, odnosno brzeg rasta mikrotubula. U stanicama s brzim rastom mikrotubula,
stabilizirajuée djelovanje protutumorskog lijeka paklitaksela na mikrotubule je naglasenije i
dovodi do pojacane osjetljivosti stanica na paklitaksel.

8. Prekidom veze proteina talina 2 i KANK2 dolazi do nakupljanja filamenata miozina llA i povedanja
koli¢ine stresnih vlakana koje je popraéeno s pove¢anom koli¢inom a-aktinina 4 te u konacnici
povecanja fokalnih adhezija. Ovaj ucinak je vrlo vjerojatno posljedica oslobadanja proteina GEF-
H1 vezanog na rastuce mikrotubule koji se oslobada nakon raspada mikrotubula, potice aktivaciju
signhalnog puta Rho/ROCK sto dovodi do povecanja fokalnih adhezija i nakupljanja veée koli¢ine

stresnih vlakana.
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9. Stanice MDA-MB-435S tvore retikularne adhezije posredovane integrom aVp5 koje su izgradene
od adaptornih proteina uklju¢enih u endocitozu posredovanu klatrinom i proteina talina 2.
Novootkrivena sastavnica retikularnih adhezija u stanicama MDA-MB-435S je KANK2.

10. Talin 2 i KANK2 vjerojatno ostvaruju interakciju u retikularnim adhezijama stanica MDA-MB-435S.
Utisavanje svakog od njih pojedina¢no smanjuje koli¢inu sastavnica retikularnih adhezija, ali ne i

koli¢inu integrina aVf5.
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7. SAZETAK

Melanom je agresivna vrsta tumora sklona metastazama, $to otezava lije¢enje. Unatoc razvoju
ciljanih lijekova i imunoterapije, dio pacijenata oboljelih od melanoma se i dalje lijeci protutumorskim
lijekovima kao Sto je otrov mikrotubula, PTX. Bududi da lijec¢enje protutumorskim lijekovima nije dovoljno
ucinkovito u pacijenata oboljelih od melanom kao S$to je za neke druge tumore, postoji potreba da se
pronadu nove mete i pristupi za poboljSanje ucinkovitosti. Potencijalne mete u stanicama tumora su
proteini adhezija koje stanice koriste za prihvacanje i interakciju s okolinom. Najbolje istrazeni su
transmembranski receptori integrini, koji sudjeluju u regulaciji prezZivljenja, proliferacije, pokretljivosti i
diferencijacije stanica. Aktivacijom integrina dolazi do stvaranja dinamiéne strukture IAC-a, sastavljenih
od velikog broja adaptornih i signalnih proteina te proteina koji vezu citoskelet stanice. Medutim, do sada
nema odobrenih lijekova koji su usmjereni na integrine u lije€enju tumora. Cilj naseg istraZivanja je
detaljnije istraZiti prijenos signala putem IAC-a, te pronaéi nove mete unutar IAC-a cijim utiSavanjem
mozemo poboljsati protutumorsko djelovanje PTX-a. Koristeé¢i metode molekularne i stani¢ne biologije, s
naglaskom na MS, prethodno je pokazano da smanjenje koli¢ine integrina aV, odnosno FA aVB5i proteina
KANK?2, sastavnice CMSC-a, moze povedati protutumorski ucinak PTX-a i smanjiti ucinkovitost migracije
stanica melanoma (Paradzik i sur., 2020.). U ovom radu smo detaljno opisali mehanizam povecane
osjetljivosti stanica melanoma MDA-MB-435S nakon utiSavanja integrina aV, talina 2 ili KANK2. Dokazali
smo da KANK2 ostvaruje interakciju s talinom2 iz FA aVB5 i tako predstavlja poveznicu FA i CMSC, odnosno
aktina i mikrotubula. Narusavanjem ove veze, bilo utiSavanjem integrina aV, talina 2 ili KANK2 dolazi do
povecane osjetljivosti stanica na PTX i smanjene ucinkovitosti migracije. Mehanizam povecane osjetljivosti
stanica na PTX uzrokovan je promjenom u dinamici mikrotubula, toc¢nije dolazi do povecéane brzine rasta
mikrotubula uslijed raspada FA (primjerice utiSavanjem integrina aV) ili prekida veze FA i CMSC-a
(utiSavanjem proteina talina 2 ili KANK2). Dodatni dokaz za ovaj mehanizam je da je u stanicama s brzim
rastom mikrotubula, stabilizirajuée djelovanje PTX-a znacajno naglasenije. Osim toga, u ovom radu
detaljno opisujemo razli¢ite uloge homologa talina, talina 1 i talina 2 u stanicama MDA-MB-435S. Naime,
u literaturi ima vrlo malo podataka o ulozi ova dva homologa u FA. Nase istraZivanje pokazuje da je njihova
uloga u stanicama MDA-MB-435S razli¢ita i jedinstvena, a utiSavanjem jednog od homologa nismo
zabiljezili kompenzaciju drugim homologom. Talin 1 klju¢an je za aktivaciju integrina B5 i tvorbu FA aVp5
te njegovim utiSavanjem stanice gube sposobnost adhezije i znacajno im se smanjuje proliferacija. S druge
strane, talin 2 nije nuzan za tvorbu FA aVp5, ali ih povezuje s CMSC-om interakcijom s proteinom KANK2.

UtiSavanjem talina 2 dolazi do povecane veli¢ine FA aVB5, ali koli¢ina talina 1 ostaje jednaka u stanici, Sto
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upuduje da talin 1 vjerojatno ne moze nadomjestiti nedostatak talina 2 ili zbog nedostataka kvantitiativnih
metoda ne moZemo uociti malu promjenu u koli¢ini talina 1 u stanici. No utiSavanjem talina 2 dolazi do
povecanja filamenata miozina IIA i poveéanjem koli¢ine stresnih vlakana. Na temelju svih rezultata
pretpostavljamo mehanizam u kojemu prekid veze talina 2 i KANK2 dovodi do odvajanja mikrotubula od
FA, ¢ime dolazi do oslobadanja molekule GEF-H1, aktivacije Rho/ROCK signalnog puta $to vodi povecaniju
filamenata miozina lIA, stresnih vlakana, proteina a-aktinina 4 i veli¢ine FA. Osim toga, istrazili smo ulogu
drugog homologa proteina KANK, KANK1. Pokazali smo da je njegova lokalizacija i koli¢ina u stanici razli¢ita
u usporedbi s proteinom KANK2. Njegovim utiSavanjem ne dolazi do promjene u brzini rasta mikrotubula
ni povecanja osjetljivosti stanica na PTX. U ovom radu istraZili smo i sastav druge vrste adhezija aVB5, RA.
Uz potvrdu poznatih sastavnica RA, dokazali smo po prvi put da je i KANK2 dio retikularnog adhesoma.
Pokazali smo da proteini talin 2 i KANK2 sudjeluju u regulaciji RA jer njihovim utiSavanjem dolazi do
smanjene kolicine vedine sastavnica RA, no ne i integrina aVB5. Osim toga, utiS8avanjem talina 2 dolazi do
smanjene kolicine proteina KANK2 u RA i obrnuto, Sto upucuje na zakljucak da talin 2 i KANK2 interagiraju
i u RA. Medutim, nismo odgovorili na pitanje koja je njihova uloga u RA. Zaklju¢no, ovaj rad analizira dvije
vrste integrin aVB5 adhezija, FA i RA, otkrivajuci da obje adhezije sadrZe proteine talin 2 i KANK2. Uloga
ovih proteina u FA je da ih povezuju s CMSC-om, odnosno da povezuje dva dijela citoskeleta, aktin i
mikrotubule. Uloga talina 2 i KANK2 u RA je jo$ uvijek nepoznata, no vrlo vjerojatno ostvaruju interakciju
i reguliraju tvorbu RA. Proteini talin 2 i KANK2 su potencijalne mete za kombinirano lije¢enje tumora s PTX
jer njihovim utiSavanjem stanice MDA-MB-345S postaju osjetljivije na PTX i smanjena im je migratorna
sposobnost. Pretpostavljamo da bi lijekovi usmjereni na ove proteine mogli dati jednoznacajniji odgovor
u odnosu na lijekove usmjerene na integrin aV ili f5. Medutim, potrebna su dodatna istraZivanja na

drugim stani¢nim linijama melanoma kako bi se to potvrdilo.
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8. SUMMARY

Melanoma is an aggressive type of tumor prone to metastases, which makes it difficult to treat.
Despite the development of targeted agents and immunotherapy, a fraction of melanoma patients are
still treated with antitumor drugs such as the microtubule poison, PTX. Since therapy with antitumor drugs
is not as effective in melanoma as it is for some other tumors, there is an urge to find new targets and
approaches to improve its efficacy. One of the potential targets within the tumour cells are proteins of
cell adhesion, that cells use to attach and interact with their environment. One of the best-studied
transmembrane receptors are integrins, which regulate cell survival, proliferation, motility and
differentiation. The activation of integrins leads to the formation of dynamic IACs, composed of many
adapter and signaling proteins and proteins that bind the cell cytoskeleton. However, so far, integrin-
based therapeutics have proven to be ineffective in clinical trials for tumour therapy. Therefore, we aim
to better understand integrin-mediated signalling and to search for another target within the IAC that will
provide a more uniform response in tumour therapy. Using different methods of molecular and cell
biology, with an emphasis on MS, it was previously shown that the decreased amount of integrin aV, i.e.
aVB5 FA and the protein KANK2, a component of CMSC, can increase the efficacy of PTX and reduce the
migration of melanoma cells MDA-MB-435S (Paradzik et al., 2020). In this thesis, we have described the
molecular mechanism of increased sensitivity of MDA-MB-435S melanoma cells after knockdown of
integrin aV, talin 2 or KANK2. We proved that KANK2 interacts with talin 2 from aVB5 FA and thus
represents a link between FA and CMSC, that is actin and microtubules. Disruption of their interaction,
either by knockdown of integrin aV, talin 2 or KANK2, results in increased sensitivity of cells to PTX and
reduced migration. The mechanism of increased sensitivity to PTX is a result of changed microtubule
dynamics, more specifically, an increased velocity of microtubule growth, caused by FA disruption
(knockdown of aV integrin) or loss of interaction between FA and CMSC (knockdown of talin 2 or KANK2).
Additional evidence for this mechanism is the more pronounced effect of PTX in cells with a higher velocity
of microtubule growth. Additionally, in this paper we present the different roles of the talin homologs,
talin 1 and talin 2, in MDA-MB-435S cells. Namely, the role of these two homologues in FA is poorly
described in the literature. Our research shows that the role of talin 1 and 2 is different and unique and
after the knockdown of one of the homologues, there was no evidence of its mutual compensation in the
cells. Talin 1 is crucial for the activation of integrin 5 and the formation of aVB5 FA, and upon its
knockdown cells are unable to adhere and their proliferation is significantly reduced. On the other hand,

talin 2 is not necessary for the formation of aVB5 FA, but it connects them with CMSC by interacting with

145



the KANK2. Talin 2 knockdown leads to an increased size of aVB5 FA, but due to the lack of quantitative
methods, it is not clear whether this is accompanied by a small compensation with talin 1. However
knockdown of talin 2 results in an increase of myosin lIA filaments and the amount of stress fibers. Based
on these results, we hypothesize a mechanism in which a disruption of talin 2- KANK2 interaction leads to
the uncoupling of microtubules from the cell membrane, release of the GEF-H1, activation of the
Rho/ROCK signaling pathway, which results in an increased myosin IIA filaments, stress fibers, an actin-
binding protein a-actinin 4 and FA size. In addition, we investigated the role of another KANK protein
homologue, KANK1. KANK1 localization and expression is different compared to protein KANK2 in MDA-
MB-435S cells. Its knockdown does not change velocity of a microtubule growth nor increases sensitivity
of cells to PTX. In this study, we investigated the composition of another type of aVB5 mediated
adhesions, RA. We have confirmed that RAs of MDA-MB-435S cells are composed of already validated
proteins, however, we have presented the new component, KANK2. We have shown that both talin 2 and
KANK2 regulate the formation of RAs. Knockdown of either one results in a reduced amount of major
components of RA, however, the amount of aVB5 remains the same. In addition, talin 2 knockdown leads
to a reduced amount of KANK2 in RA and vice versa, suggesting their interaction in aVp5 RA as well.
However, their exact role in RA remains to be discovered. In conclusion, this doctorial study analyzes two
types of integrin aVB5 adhesions, FA and RA, revealing that both adhesions contain talin 2 and KANK2.
The role of these proteins in the FA is to connect them with CMSC, that is, to connect the two parts of the
cytoskeleton, actin and microtubules. The role of talin 2 and KANK2 in RA is still unknown, but it is very
likely that they interact and have an important role in the regulation of the formation of RA. Knockdown
of talin 2 or KANK2 results in increased sensitivity to PTX and reduced migration of MDA-MB-435S cells,
which makes both talin 2 and KANK2 potential targets for combined therapy with PTX. We hypothesize
that targeting these proteins could provide a more uniform response than targeting aV or B5 integrins.

However, further studies using other melanoma cell lines are needed to confirm this effect.
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9. PRILOZI

9.1. Rezultati MS-a uzoraka proteina dobivenih izolacijom FA i RA u stanicama
MDA-MB-435S

U tablici 11 nalaze se rezultati MS-a uzoraka proteina dobivenih izolacijom IAC-a bez koristenja
kemijskog umreZivaca i cyto D (uzorak DMSQO), nakon koriStenja kemijskog umrezivaca, ali bez koristenja
cyto D (uzorak DTBP (FA+RA)) te nakon koristenja kemijskog umrezivaca i cyto D (uzorak Cyto D (RA)) u
stanicama MDA-MB-435S. Prikazano je 307 najzastupljenijih proteina od ukupno 745 detektiranih proteina

u uzorcima.

Tablica 11. Rezultati MS-a uzoraka proteina FA i RA u stanicama MDA-MB-435S.

Naziv
proteina Kratica Oznaka DMSO DTBP (FA+RA) Cyto D (RA)
(engleski)

1 |2 3 Ja 1 [2 [3 Ja 1 [2 |3 Ja

Broj spektara
Tenascin C TNC AOA024 | 445 | 427 | 416 | 320 | 342 | 522 |452 | 321 | 309 | 438 | 466 | 224
R884

Tenascin TNC J3QSU6 | 409 | 389 |0 0 319 | 470 | 411 | 292 |28 |O 426 | 206
Myosin-9 MYH9 P35579 | 156 | 282 | 274 | 215 | 277 | 273 | 317 | 255 | 198 | 265 | 287 | 185
Non-muscle | MYH9 AOAOU4 | O 245 | 237 | O 0 0 0 0 0 224 | 246 | O
myosin BW16
heavy chain
9
Plectin PLEC Q15149 | 93 39 7 5 567 | 107 | 262 | 93 421 | 104 | 267 | 50
Transformin | TGFBI Q15582 | 132 | 201 | 203 149 | 94 199 | 161 | 133 | 93 199 | 161 | 104
g growth
factor-beta-
induced
protein
Talin-1 TLN1 Q9Y490 | 37 98 95 79 218 | 118 | 160 | 111 | 165 | 108 | 167 | 80
Vimentin VIM P08670 | 71 78 77 93 210 | 93 129 | 98 179 | 60 117 | 96
Filamin-A FLNA P21333 | 62 64 58 45 294 | 68 174 | 88 232 | 49 111 | 43
CYR61 CYR61 Q6FI18 126 | 91 114 | 123 | 81 83 88 87 92 101 | 106 | 78
protein
Actin, ACTG1 P63261 | 45 65 61 56 130 | 69 115 | 79 138 | 65 90 66
cytoplasmic
2
ITGAV ITGAV AS5YMS53 | 75 78 83 68 86 88 77 62 80 93 103 | 52
protein
Neuroblast AHNAK Q09666 | 8 0 0 0 396 | 15 73 12 334 |2 44 3
differentiati
on-
associated
protein
Keratin 1 KRT1 H6VRF8 129 59 53 58 79 64 41 54 200 75 52 54
EMILIN-1 EMILIN1 | Q9Y6C2 72 82 91 89 51 91 78 64 48 82 83 60
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Sushi
repeat-
containing
protein
SRPX

SRPX

P78539

95

81

81

73

62

90

59

51

69

89

64

38

Semaphorin
-3C

SEMA3C

Q99985

73

80

88

58

38

77

73

58

51

86

75

45

Thrombosp
ondin-1

THBS1

P07996

142

55

56

41

87

56

43

48

101

55

50

33

Keratin,
typelll
cytoskeletal
2 epidermal

KRT2

P35908

97

49

42

44

72

44

29

44

200

67

34

40

Keratin,
type |
cytoskeletal
10

KRT10

P13645

78

51

49

50

75

49

37

40

154

68

39

35

Integrin
beta-5

ITGB5

P18084

58

63

54

50

64

73

52

40

64

77

79

45

Talin-2

TLN2

Q9Y4G6

128

55

84

29

127

80

146

42

Glia-derived
nexin

SERPINE
2

P07093

64

72

65

66

47

75

51

45

46

75

49

51

Myosin-10

MYH10

P35580

45

66

75

54

56

55

65

56

45

55

65

45

Serine
protease 23

PRSS23

095084

61

60

62

63

46

69

59

54

49

69

58

48

Tubulin
beta chain

TUBB

P07437

48

43

45

53

60

49

68

62

54

39

52

73

Filamin-B

FLNB

075369

11

212

24

120

32

143

44

Elongation
factor 1-
alphal

EEF1A1

P68104

49

58

47

46

49

65

59

57

54

69

46

44

Clathrin
heavy chain
1

CLTC

Q00610

33

19

14

13

113

36

49

19

165

53

90

28

Latent-
transformin
g growth
factor beta-
binding
protein 1

LTBP1

Q14766

47

70

81

74

20

63

53

31

15

64

59

35

Tubulin
beta-4B
chain

TUBB4B

P68371

42

39

42

50

53

45

58

58

35

45

66

Semaphorin
-3D

SEMA3D

095025

47

48

61

48

27

53

52

40

28

56

48

31

Ras GTPase-
activating-
like protein
IQGAP1

IQGAP1

P46940

18

37

24

17

135

42

48

31

109

31

38

13

Heat shock
cognate 71
kDa protein

HSPA8

P11142

39

32

31

33

63

43

54

51

68

34

57

37

Fibronectin
1, isoform
CRA_n

FN1

AOA024
R462

74

44

53

40

63

40

45

38

36

29

39

19
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Tubulin
alpha-1B
chain

TUBA1B

P68363

36

40

36

39

49

a7

51

48

45

40

47

40

Annexin OS

ANXA2

AOA024
R577

55

40

41

43

54

44

36

37

55

41

37

39

Tubulin
alpha-4A
chain

TUBA4A

P68366

38

42

35

39

45

45

48

46

43

41

44

42

Actinin
alpha 4
isoform 1
(Fragment)

ACTN4

AOAO0S2
73G9

173

20

87

32

122

40

Histone 1,
Hle

HIST1H1
E

A3ROT8

40

35

37

48

25

41

58

61

29

39

32

40

Keratin,
type |
cytoskeletal
9

KRT9

P35527

71

29

26

45

51

30

14

27

99

35

27

33

Secreted
frizzled-
related
protein 1

SFRP1

Q8N474

50

37

41

51

32

33

34

35

37

41

39

37

Histone
H1.5

HIST1H1
B

P16401

36

36

37

43

22

46

50

64

25

39

30

35

Tubulin
alpha chain

TUBAI1C

F5H5D3

32

46

46

43

Elongation
factor 2

EEF2

P13639

22

28

17

12

65

39

57

48

65

26

45

18

cDNA
FLI53662,
highly
similar to
Actin

B7Z6P1

24

49

28

Tubulin
beta-4A
chain

TUBB4A

P04350

38

52

Semaphorin
-3E

SEMA3E

015041

28

39

56

32

12

47

47

35

16

40

39

22

Elongation
factor 1-
alpha 2

EEF1A2

Q05639

30

43

33

28

29

47

39

35

34

52

30

30

Spectrin
beta chain,
non-
erythrocytic
1

SPTBN1

Q01082

163

53

148

36

Spectrin
alpha chain,
non-
erythrocytic
1

SPTAN1

Q13813

174

39

150

34

Dickkopf-
like protein
1

DKK1

11W660

37

31

42

51

31

30

28

27

31

31

32

35

A
disintegrin
and
metalloprot

ADAMT
S1

Q9UHI8

61

37

31

34

40

35

23

18

44

31

25

16
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einase with
thrombospo
ndin motifs

Glyceraldeh
yde-3-
phosphate
dehydrogen
ase

GAPDH

P04406

43

34

31

30

38

37

27

32

43

35

26

25

Actinin,
alpha i,
isoform
CRA_a

ACTN1

AOA024
R694

156

16

66

19

87

22

Metalloprot
einase
inhibitor 3

TIMP3

P35625

41

32

33

27

29

34

24

34

29

36

31

31

Pyruvate
kinase PKM

PKM

P14618

34

44

31

29

30

35

31

34

27

38

29

28

Periostin

POSTN

Q15063

25

42

40

41

14

40

36

35

15

38

35

30

Annexin Al

ANXA1

P04083

39

38

27

28

35

40

26

29

36

41

26

32

Heat shock
protein HSP
90-beta

HSP90A
B1

P08238

21

32

26

23

40

36

51

35

36

24

41

22

Hemoglobin
subunit
alpha

HBA2

AOA1S5
Uz39

15

37

44

53

10

34

26

29

13

32

36

35

Heat shock
protein HSP
90-alpha

HSP90A
Al

P0O7900

30

34

32

23

30

32

39

34

33

21

40

24

Moesin

MSN

P26038

55

24

18

18

64

24

27

19

63

17

25

11

Keratin,
type |
cytoskeletal
14

KRT14

P02533

56

23

20

26

29

16

11

24

78

32

13

23

Hexokinase-
1

HK1

P19367

36

28

16

10

29

59

29

38

17

31

31

10

Keratin,
type ll
cytoskeletal
5

KRT5

P13647

51

24

21

30

39

20

24

72

34

15

20

Semaphorin
-3A

SEMA3A

Q14563

33

33

50

31

18

34

31

19

26

30

32

12

Latent-
transformin
g growth
factor beta-
binding
protein 4

LTBP4

AOAOC4
DHO7

19

42

45

52

43

32

19

41

39

21

Pyruvate
kinase

PKM2

AOA024
R579

34

30

cDNA
FLJ46846,
similar to
AHNAK
(Fragment)

Q6ZQN2

138

124

Keratin,
type Il
cytoskeletal
6B

KRT6B

P04259

39
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cDNA
FLJ53698,
highly
similar to
Gelsolin

B72992

23

29

26

29

29

29

27

22

29

24

27

23

Prelamin-
A/C

LMNA

P02545

27

15

17

42

34

42

37

30

13

40

21

Keratin,
typelll
cytoskeletal
6C

KRT6C

P48668

44

30

14

28

35

20

26

55

37

15

25

Myosin-11

MYH11

P35749

32

35

24

27

28

33

Vinculin

VCL

P18206

105

51

18

46

33

20

Plasminoge
n activator

PLAT

B87X62

33

29

29

21

23

35

24

17

25

32

23

17

Cytoplasmic
dynein 1
heavy chain
1

DYNC1H
1

Q14204

43

25

13

40

26

33

13

44

20

27

Microtubule
-actin cross-
linking
factor1,
isoforms
1/2/3/5

MACF1

H3BPE1

113

24

96

34

Serum
albumin

ALB

P02768

19

27

25

30

15

26

24

25

19

27

25

27

Prothrombi
n

F2

P00734

27

22

25

26

20

25

22

28

21

27

26

26

Nestin,
isoform
CRA ¢

NES

D3DVC4

77

17

46

19

57

32

13

Keratin,
type |
cytoskeletal
16

KRT16

P08779

44

24

24

22

19

43

21

31

Complemen
tC3

c3

P01024

23

23

25

25

16

28

20

26

15

24

22

24

Histone
H1.1

HIST1H1
A

Q02539

24

19

24

32

12

25

20

27

15

26

18

23

Plectin
(Fragment)

PLEC

E9PMV1

65

Heat shock
70 kDa
protein 1B

HSPA1B

AOA0G2
JIW1

18

19

25

26

29

20

23

21

25

10

27

13

Vitronectin

VTN

P04004

32

17

17

23

21

13

16

14

20

17

18

14

Cell

proliferatio
n-inducing
protein 41

A1KY36

14

31

32

24

29

19

18

28

15

14

Myosin-14

MYH14

Q77406

30

17

Collagen
alpha-1(VII)
chain

COL8A1

P27658

29

31

24

27

18

16

27

15

13

Connective
tissue

CTGF

Q5M8T4

39

19

20

21

21

24

10

13

28

22

21
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growth
factor

Alpha-2-
macroglobul
in

A2M

P01023

20

24

25

22

16

22

21

22

16

21

20

21

Radixin

RDX

BOYJ88

45

14

49

15

49

11

Matrilin-2

MATN2

000339

21

29

28

19

10

32

22

14

30

23

Eukaryotic
initiation
factor 4A-|

EIF4A1

P60842

18

18

16

15

27

22

25

21

26

14

21

12

Ribosomal
protein
S27a

RPS27A

Q5RKT7

16

34

15

17

11

50

23

24

14

Semaphorin
-3B

SEMA3B

Q13214

14

29

34

17

25

22

13

30

26

10

Growth/diff
erentiation
factor 15

GDF15

Q99988

20

20

23

25

14

22

16

14

15

18

19

19

Tubulin
beta-1 chain

TUBB1

Q9H4B7

15

19

25

22

16

18

20

23

12

15

16

24

Ezrin

EZR

P15311

39

47

10

47

11

Histone H4

HIST1H4
A
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23

16

12

14

19

23

24

17

17

13

14

21

Keratin,
type |
cytoskeletal
17

KRT17

Q04695

28

15

16

13

38

28

cDNA
FLI33834
similar to
AHNAK

Q8N274

82

74

Inter-alpha-
trypsin
inhibitor
heavy chain
H2

ITIH2

P19823

15

17

17

15

22

19

18

11

20

18

17

Heterogene
ous nuclear
ribonucleop
rotein U

HNRNP

Q00839

14

16

13

15

14

23

17

19

17

19

Lactadherin

MFGE8

Q08431

17

22

22

22

10

23

11

14

12

19

14

Inter-alpha-
trypsin
inhibitor
heavy chain
H3

ITIH3

Q06033

24

28

18

24

18

14

22

18

12

Voltage-
dependent
anion-
selective
channel
protein 1

VDAC1

P21796

21

13

11

12

20

27

13

19

14

14

14

Nucleolin

NCL

P19338

21

11

12

17

10

15

21

14

11

17

10

Alpha-2-HS-
glycoprotein

AHSG

P02765

13

16

17

20

11

16

12

18

11

13

16

16

Complemen
t C4-A

C4A

pocoL4

19

14

13

13

13

16

11

12

15

16

15

12
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Tensin-3 TNS3 Q68CZ2 0 0 0 0 31 8 20 6 32 18 40 9
Alpha- ENO1 P06733 13 18 17 14 18 12 13 9 17 9 20 10
enolase

Kinesin-1 KIF5B P33176 23 17 14 10 14 15 13 6 15 15 8 8
heavy chain

Synemin SYNM 015061 0 1 2 2 61 8 20 6 49 2 13 5
cDNA B7Z3E5 13 4 2 2 49 14 20 8 38 2 10 0
FLI53573,

highly

similar to

Myosin Ic

Liprin-beta- PPFIBP1 | Q86W9 0 2 0 0 53 7 22 2 44 0 27 5
1 2

Phosphogly PGK1 P00558 8 15 15 20 11 10 13 13 11 11 19 12
cerate

kinase 1

Fibulin-1 FBLN1 P23142 13 16 21 14 8 16 14 14 6 17 18 7
Plasminoge PLG AOAOF7 9 16 18 16 7 15 16 14 7 14 16 13
n G8J1

Plasminoge | PLG P00747 | 7 14 16 12 0 19 22 17 4 18 18 12
n

Integrin- ILK AOAOAO | 2 8 11 14 23 10 12 11 22 11 17 11
linked MTH3

protein

kinase

Peptidyl- PPIA P62937 11 13 11 12 21 9 13 13 16 7 10 13
prolyl cis-

trans

isomerase A

AP-2 AP2A1 095782 | 2 2 0 0 24 9 10 2 49 15 25 3
complex

subunit

alpha-1

Nucleolar NOP56 000567 | 13 14 16 11 8 15 12 11 9 14 13 6
protein 56

Polyadenyla | PABPC1 | P11940 10 9 9 13 18 13 12 15 14 15 12 9
te-binding

protein 1

Probable DDX5 P17844 | 9 12 9 13 10 16 11 11 10 15 10 13
ATP-

dependent

RNA

helicase

DDX5

DNA- PRKDC P78527 | 36 6 1 0 12 17 17 3 18 6 11 0
dependent

protein

kinase

catalytic

subunit

Fructose- ALDOA P04075 15 10 8 13 14 14 6 13 16 9 13 10
bisphosphat

e aldolase A

Hemicentin- | HMCN1 | Q96RW | 12 13 29 16 0 17 19 13 0 7 16 0
1 7

Coagulation | F5 P12259 22 9 10 10 16 9 8 9 19 8 11 8
factor vV
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Eukaryotic
translation
initiation
factor 2
subunit 3

EIF2S3

P41091

17

11

10

16

15

13

Protein
disulfide-
isomerase
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P07237

15

14

13

16

13

10

13

10

12

DEAD/H
(Asp-Glu-
Ala-Asp/His)
box
polypeptide
3 variant

Q59GX6

11

10

12

15

14

14

11

12

11

40S
ribosomal
protein S3

RPS3

P23396

15

11

11

14

15

12

13

Adenosylho
mocysteinas
e

AHCY

P23526

16

12

12

12

14

12

15

11

Transketola
se

TKT

P29401

10

14

13

15

14

14

14

14

SLC25A5
protein
(Fragment)

SLC25A5

Q6NVCO

13

12

10

13

12

11

10

10

13

Cartilage
oligomeric
matrix
protein

comMmpP

P49747

18

15

17

11

12

11

14

Galectin-1

LGALS1

P09382

12

10

16

14

14

13

Protein
Wnt-5b

WNT5B

Q9H1J7

16

13

10

13

11

10

Utrophin

UTRN

P46939

49

10

51

13

ADP/ATP
translocase
3

SLC25A6

P12236

13

13

78 kDa
glucose-
regulated
protein

HSPAS

P11021

15

10

15

13

11

10

13

12

Histone
H1.0

H1FO

P07305

10

11

22

10

16

Voltage-
dependent
anion-
selective
channel
protein 2

VDAC2

P45880

12

16

15

11

11

10

10

Slit homolog
2 protein

SLIT2

094813

48

18

20

Neurotrypsi
n

PRSS12

P56730

10

14

15

11

14

16

12

60S
ribosomal
protein
L23a

RPL23A

A8MUS3

11

10

13

12

11

Histone H2B
type F-S

H2BFS

P57053

11

10

11

10

10

10

11

10

10
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Nuclease-
sensitive
element-
binding
protein 1

YBX1

P67809

15

13

10

11

11

N-
acylglucosa
mine 2-
epimerase

RENBP

P51606

22

11

10

10

60 kDa heat
shock
protein,
mitochondri
al

HSPD1

P10809

17

10

19

11

15

Tissue
factor
pathway
inhibitor

TFPI

P10646

12

11

14

10

408
ribosomal
protein S7

RPS7

P62081

15

11

13

11

cDNA
FLI54588,
highly
similar to
Major vault
protein

B4DDR2

24

15

12

19

15

408
ribosomal
protein S8

RPS8

P62241

13

10

10

13

60S
ribosomal
protein L6

RPL6

AOA024
RBK3

10

10

13

11

10

12

elF4G1
protein

EIF4G1

B2RUO6

10

14

10

Leukocyte
antigen

HLA-A

015506

10

11

Bone
morphogen
etic protein
1

BMP1

P13497

13

16

14

CD109
antigen

CD109

Q6YHK3

26

15

15

16

Complemen
t decay-
accelerating
factor

CD55

B1AP13

10

11

12

10

Complemen
t C1q tumor
necrosis
factor-
related
protein 3

C1QTNF
3

Q9BXJ4

10

11

12

10

Heterogene
ous nuclear
ribonucleop
rotein M

HNRNP

P52272

12

15

14

12

11
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408
ribosomal
protein S3a

RPS3A

Q6NXR8

11

14

10

KN motif
and ankyrin
repeat
domains 1

KANK1

Q6PIB3

37

34

16

Integrin
beta-1

ITGB1

P05556

10

10

15

11

15

EH domain-
containing
protein 3

EHD3

Q9NZN3

10

12

14

Antithrombi
n-lll

SERPINC
1

P01008

13

Serpin
peptidase
inhibitor,
clade D
(Heparin
cofactor)

SERPIND
1

Q8IvVCo

15

11

10

14

Fatty acid
synthase

FASN

P49327

15

17

24

WD repeat
domain 1,
isoform
CRA_a

WDR1

Q53GN4

11

17

11

Fermitin
family
homolog 3

FERMT3

Q86UX7

17

AP-2
complex
subunit
beta

AP2B1

P63010

19

40

15

KN motif
and ankyrin
repeat
domain-
containing
protein 2

KANK2

Q637Y3

32

10

33

18

Nucleophos
min isoform
2
(Fragment)

NPM1

AOA0S2
7491

12

11

13

Probable
ATP-
dependent
RNA
helicase
DDX17

DDX17

AOA1X7
SBZ2

12

Calpain 2,
large
[catalytic]
subunit
variant
(Fragment)

Q59EF6

10

12

11

16

10

Elongation
factor 1-
gamma

EEF1G

P26641

10

10

10
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14-3-3
protein
zeta/delta

YWHAZ

P63104

11

10

10

Galectin-3-
binding
protein

LGALS3
BP

Q08380

18

10

Voltage-
dependent
anion-
selective
channel
protein 3

VDAC3

Q9Y277

10

13

Septin 9,
isoform
CRA_a

SEPT9

AOA024
R8VO

34

18

19

Ras-related
Cc3
botulinum
toxin
substrate 1

RAC1

P63000

10

10

10

10

Nucleolar
RNA
helicase 2

DDX21

Q9NR30

12

10

11

Alpha-1,4
glucan
phosphoryla
se
(Fragment)

Q59GM
9

11

10

16

Pleckstrin
homology-
like domain
family B
member 2

PHLDB2

Q86sSQ0

36

11

34

Heterogene
ous nuclear
ribonucleop
roteins
Cc1/C2

HNRNPC

B2R5W?2

11

11

10

Transformin
g protein
RhoA

RHOA

P61586

13

11

Histone H2A

HIST1H2
AC

AOA024
RO17

Laminin
subunit
beta-1

LAMB1

G3XAI2

28

Endoplasmi
n

HSP90B
1

P14625

14

11

Staphylococ
cal nuclease
domain
containing
1, isoform
CRA_b

SND1

AOA140
VK49

13

12

Copine-1

CPNE1

B0QZ18

10

Non-POU
domain-
containing

NONO

Q15233

13

11

11
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octamer-
binding
protein

Alpha-
fetoprotein

AFP

P02771

10

12

10

11

AP-2
complex
subunit
alpha-2

AP2A2

094973

13

34

16

40S
ribosomal
protein S13

RPS13

P62277

10

11

ATP-
dependent
6_
phosphofru
ctokinase,
platelet
type

PFKP

Q01813

15

12

11

ELKS/Rab6-
interacting/
CAST family
member 1

ERC1

Q8IuD2

38

10

24

12

L-lactate
dehydrogen
ase A chain

LDHA

P0O0338

10

11

Galectin-3

LGALS3

P17931

10

10

14

60S
ribosomal
protein L26

RPL26

P61254

16

Transformin
g growth
factor beta-
2

TGFB2

P61812

10

13

10

60S
ribosomal
protein L9

RPL9

P32969

11

10

11

11

Coronin

CORO1C

AOA024
RBI5

18

16

Alpha-1,4
glucan
phosphoryla
se

PYGL

E9PK47

11

11

10

Thrombosp
ondin-4

THBS4

P35443

10

11

Heterogene
ous nuclear
ribonucleop
rotein K,
isoform
CRA_d

HNRPK

AOA024
R228

17

12

Septin-7

SEPT7

Q16181

22

14

15

14-3-3
protein
epsilon

YWHAE

P62258

18

11

Thrombosp
ondin type-
1 domain-

THSD4

Q6ZMPO

13

10

10
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containing
protein 4

EH domain-
containing
protein 1

EHD1

AOA024
R571

10

Deleted in
autism
protein 1

C3orf58

Q8NDz4

12

10

12

10

11

Adenylyl
cyclase-
associated
protein

CAP1

D3DPU2

10

14

Splicing
factor,
proline- and
glutamine-
rich

SFPQ

P23246

12

17

Histone
H3.1

HIST1H3
A

P68431

10

10

ADP-
ribosylation
factor 1

ARF1

P84077

Hyaluronan-
binding
protein 2

HABP2

Q14520

11

10

Uncharacter
ized protein

ACAIW
2PNV4

14

34

10

Desmoplaki
n

DSP

P15924

25

35

Copinellll,
isoform
CRA_a

CPNE3

AOA024
R994

10

10

A
disintegrin
and
metalloprot
einase with
thrombospo
ndin motifs

ADAMT
S15

Q8TES8

11

12

10

10

Uveal
autoantigen
with coiled-
coil
domains
and ankyrin
repeats

UACA

HOYNHS8

37

10

26

60S
ribosomal
protein L22

RPL22

P35268

10

12

Galactose-
3-0-
sulfotransfe
rase 4

GAL3ST
4

Q96RP7

10

10

60S
ribosomal
protein L4

RPL4

P36578

10
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Myosin light
polypeptide
6

MYL6

B772674

11

10

Ras-related
protein Rap-
1b

RAP1B

P61224

Midkine

MDK

E9PLM6

Matrix Gla
protein

MGP

AOA024
RAXO

11

10

13

40S
ribosomal
protein S24

RPS24

AOA087
WUSO

Calpain 1,
(Mu/1) large
subunit,
isoform
CRA_a

CAPN1

AOA024
R580

10

10

60S
ribosomal
protein L27

RPL27

P61353

Myb-
binding
protein 1A

MYBBP1
A

Q9BQGO

11

10

Keratin,
type ll
cytoskeletal
1b

KRT77

Q77794

11

18

Triosephosp
hate
isomerase

HEL-S-
49

VOHWK

10

Septin-2

SEPT2

Q15019

18

12

15

Actin-
related
protein 2/3
complex
subunit

ARPC1B

A4D275

13

30

Collagen
alpha-1(VvI1)
chain

COL6A1

P12109

11

408
ribosomal
protein S18

RPS18

P62269

10

Ras GTPase-
activating
protein-
binding
protein 1

G3BP1

Q13283

11

Small
nuclear
ribonucleop
rotein-
associated
protein

SNRPB

Q66K91

12

cDNA
FLJ52561
similar to
Fourand a
half LIM

B724B7

10

10
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domains
protein 1

Actin-
related
protein 2/3
complex
subunit 2

ARPC2

015144

12

36

ARP3 actin-
related
protein 3
homolog
(Yeast),
isoform
CRA_a

ACTR3

AOA024
RAI1

44

Eukaryotic
translation
initiation
factor 2
beta

EIF2S2

B5BUO1

Collagen
triple helix
repeat-
containing
protein 1

CTHRC1

Q96CG8

408
ribosomal
protein S30

FAU

E9PR30

Vitamin D-
binding
protein

GC

P02774

408
ribosomal
protein S14

RPS14

P62263

ATP-
dependent
RNA
helicase A

DHX9

Q08211

10

10

10

ADP-
ribosylation
factor 4

ARF4

P18085

Fermitin
family
homolog 2

FERMT2

Q96AC1

18

14

13

Nascent
polypeptide
-associated
complex
subunit
alpha

NACA

E9PAV3

10

Transferrin
receptor
protein 1

TFRC

P02786

21

14

Prolow-
density
lipoprotein
receptor-
related
protein 1

LRP1

Q07954

15
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Inter-alpha- | ITIH4 Q14624 | 4 5 4 5 5 3 6 6

trypsin

inhibitor

heavy chain

H4

60S RPL30 P62888 8 8 6 5 3 5 5 3

ribosomal

protein L30

Ribosomal RPL7 AOA024 | 7 6 5 5 3 7 5 6

protein L7, R814

isoform

CRA_a

Liprin- PPFIA1 Q13136 | O 0 30 4 0 26 11 0

alpha-1

Beta-2- APOH P02749 7 6 5 4 6 5 4 4

glycoprotein

1

60S RPL8 P62917 7 6 4 7 4 4 4 7

ribosomal

protein L8

Complemen | C5 P01031 8 10 4 3 4 5 3 3

tC5

L-lactate LDHB P07195 7 5 7 6 4 6 7 3

dehydrogen

ase B chain

Agrin AGRN AOA087 | 24 5 11 4 4 4 0 0
X208

Transgelin-2 | TAGLN2 | P37802 3 5 3 7 12 3 3 11

Eukaryotic EIF2S1 P05198 11 8 6 5 6 9 4 P

translation

initiation

factor 2

subunit 1

2',3"-cyclic- CNP AOA024 | 4 8 2 3 1 3 1 3

nucleotide R1TS

3

phosphodie

sterase

Protein WNT5A | P41221 13 6 5 0 0 4 6 0

Whnt-5a

Ribosomal RPL5 A2RUM 6 6 4 4 4 5 3 2

protein L5 7

Testicular UBE1 AOA024 | 3 10 2 6 6 2 8 5

secretory R1A3

protein Li 63

408 RPS4X B2R491 | 6 7 6 6 2 8 5 0

ribosomal

protein S4

Zyxin ZYX Q15942 | O 0 24 16 3 9 2 2

GTP-binding | RAN BSMDF5 | 8 5 5 5 4 6 5 4

nuclear

protein Ran

408 RPS15A | P62244 6 7 4 5 4 7 5 6

ribosomal

protein

S15a
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60S
ribosomal
protein L11

RPL11

P62913

Serine
protease 33

PRSS33

Q8NF86

10

60S
ribosomal
protein L7a

RPL7A

P62424

Beta-globin

HBB

C8C504

wv

X-ray repair
Cross-
complemen
ting protein
6

XRCC6

P12956

13

Myoferlin

MYOF

Q9NZM
1

25

20

Arginine--
tRNA ligase,
cytoplasmic

RARS

P54136

14

11

Netrin-4

NTN4

Q9HB63

13

Collagen,
type VI,
alpha 3

COL6A3

D9ZGF2

Pigment
epithelium-
derived
factor

SERPINF
1

P36955

Importin-7

IPO7

095373

w

Eukaryotic
translation
initiation
factor 3
subunit A

EIF3A

Q7Z5T5

Lumican

LUM

P51884

408
ribosomal
protein S19

RPS19

B0ZBDO

60S
ribosomal
protein L3

RPL3

P39023

10

Epididymis
secretory
protein Li 37

HEL-S-
37

VOHWJ7

21

20

LIM and
senescent
cell antigen-
like-
containing
domain
protein

LImMS1

P48059

Dystonin

DST

E9PHM6

30

20

Heterogene
ous nuclear
ribonucleop
rotein H

HNRNP
H1

G8JLB6

Apolipoprot
ein B
(Including

APOB

COJYY2
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Ag(X)
antigen)

Collagen COL12A | D6RGG3 | 23 2 4 2 10 2 2 3 1 0 2 2
alpha-1(XII) 1
chain

Junction JUP AOA024 | 19 0 0 0 2 0 0 0 33 4 0 0
plakoglobin, R1X8
isoform
CRA_a

Inositol ITPR3 Q14573 0 0 0 0 0 0 0 0 27 0 13
1,4,5-
trisphospha
te receptor
type 3

Four and a FHL2 Q14192 0 0 0 0 2 0 0 0 23 0 5
half LIM

domains
protein 2

Actin- ACTR2 P61160 2 0 0 0 32 0 9 3 13 0 0
related
protein 2

Intersectin- | ITSN2 QSNZM 0 0 0 0 19 0 3 0 0 0 0
2 3

Unconventi MYOS5A | Q9v4ll 0 0 0 0 6 0 4 0 25 4 9
onal
myosin-Va

PDZ and PDLIM7 | Q9NR12 0 0 0 0 5 0 0 0 30 0 2
LIM domain
protein 7

Leucine LUZP1 Q86V48 0 0 0 0 3 0 0 0 28 0 5
zipper
protein 1

9.2. Statisticka obrada rezultata MS-a uzoraka proteina dobivenih izolacijom FA i
RA u stanicama MDA-MB-435S

U tablici 12 nalaze se rezultati statisticke analize podataka dobivenih analizom MS uzoraka
proteina FA i RA stanica MDA-MB-435S (poglavlje 9.1.). Rezultate MS-a obradili smo u programu Mascot
te u programu Scaffold kako bi dobili broj spektara za pojedini protein u uzorku. Statisticku analizu
rezultata proveo je dr. sc. Dalibor Hr3ak, znanstveni suradnik Zavoda za elektroniku, Instituta Ruder
Boskovi¢ u programu QSpec. Za svaki protein, na temelju broja spektara iz Cetiri replike, odredio je
vrijednost FDR i fold change. Analizu je proveo na svih 745 detektiranih proteina, a statisticki znacajno
promijenjene proteine naveli smo u tablici 12 te prikazali u poglavlju 3.7. u obliku dijagrama vulkano (FDR
< 0,05, odnosno -log (FDR) > 1,3; fold change > -1,5 (manja znacajnost) ili > -2 (veda znacajnost) te fold

change < 1,5 (manja znacajnost) ili < 2 (vec¢a znacajnost), odnosno In (fold change) vedi ili manji od 0,405
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(manja znacajnost) ili veci ili manji od 0,693 (vecéa znacajnost)). Proteini su obojani ovisno o funkciji prema
UniProt podacima podacima i podacima baze podataka adhesome.org
(https://adhesome.org/components.html): proteini citokeleta, proteini koji se vezu na citoskelet ili
sudjeluju u njegovoj organizaciji, protini ukljuéeni u/endocitozu posredovanu klatrinoni, BiGESnIUKIEEnI
_, proteini uklju€eni u vezu stanica sa ECM-om,
glikolizu i metabolizaml. |}

Tablica 12. Statisticka obrada rezultata MS-a uzoraka proteina dobivenih izolacijom FA i RA u stanicama

MDA-MB-435S.
Naziv proteina, Oznaka In (fold change) -log (FDR)
kratica
MYH9 P35579 -4,195 7
KRT1 H6VRF8 -0,528 7
KRT2 P35908 -0,643 7
CLTC Q00610 -0,497 6
KRT17 Q04695 -1,498 4,7
TUBB4A P68371
-2,77 4.4
ACTR3 AOAQ024RAI1
-1,603 39
KRT16 P08779
-0,86 3,7
KRT14 P02533
-0,659 35
KRT9 P35527
-0,513 31
Jup AOA024R1X8
-2,222 36
DSP P15924
-1,594 3,3
KRT6B P04259 -2,521 3,4
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AP2AL 095782
-0,775 2,7

AP2A2 094973
-1,233 2,8

ACTR2 P61160
-1,115 2,2

MYH11 P35749
-0,817 1,8
ARPC2 015144 1124 L8

ITSN2 Q9NZM3
-1,924 1,7

KRT5 P13647
-0,469 1,4

KRT6C P48668
-0,517 1,3

TUBA1C F5H5D3
0,651 1,4

MYO5A QoY4l1
1,169 1,4

ZYX Q15942
1,148 1,6

SEPT9 AOA024R8V0

0,865 1,7

PDLIM7 QINR12
1,408 1,5

LUZP1 Q86V48
1,807 1,8

vCL P18206
0,454 2,02

HK1 P19367
0,503 1,8

FHL2 Q14192
1,859 2,1

ITPR3 Q14573
2,388 2,3
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kM2 AOA024R529
2,763 42
ACTN1 AOA024R694
0,77 7
ACTN4 AOA0S2Z3G9
0,564 7
PLEC E9PMV1
2,751 7
FLNB 075369
0,611 7

9.3. Rezultati MS-a uzoraka proteina dobivenih izolacijom RA u stanicama MDA-

MB-435S nakon utiSavanja proteina talina 1, talina 2 ili KANK2

U tablici 13 nalaze se rezultati MS-a uzoraka proteina dobivenih izolacijom RA iz stanica MDA-MB-

435S nakon transfekcije s kontrolnom siRNA ili siRNA specificnom za talin 1, talin 2 ili KANK2. Rezultate

MS-a tri replike uzoraka obradili smo u programu Mascot te u programu Scaffold kako bi dobili broj

spektara za pojedini protein u uzorku. Prikazano je 296 od ukupno 810 identificiranih proteina.

Tablica 13. Rezultati MS-a uzoraka proteina dobivenih izolacijom RA u stanicama MDA-MB-435S nakon

utiSavanja proteina talina 1, talina 2 ili KANK2.
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Naziv proteina

(engleski) Kratica Oznaka si(-) si(talin 2) si(KANK2) si(talin 1)
1 |2 3 1 |2 3 1 |2 |3 1 |2 |3
Broj spektara
Tenascin C TNC AOA024 | 404 | 364 | 333 | 338 | 346 | 385 | 302 | 314 | 343 | 180 | 249 | 327
R884
Plectin PLEC Q15149 | 499 394 328 342 255 118 438 303 247 119 128 162
Filamin-A FLNA P21333 239 176 144 212 209 105 264 185 124 57 66 68
Vimentin VIM P08670 207 173 144 129 134 91 195 158 149 77 87 102
Neuroblast AHNAK Q09666 | 274 122 95 197 139 40 243 84 47 46 17 37
differentiation-
associated
protein AHNAK
Keratin 1 KRT1 H6VRG2 | 123 133 84 210 123 163 146 106 90 110 170 140
Talin-1 TLN1 AOA1S5 193 178 161 162 157 124 138 147 118 16 28 48
uzo7
Transforming TGFBI AOA0S2 | 131 116 | 106 | 110 | 108 | 130 | 100 | 90 114 | 56 78 96
growth factor 24Q2
beta-induced
68kDa isoform 1
Thrombospondi | THBS1 P07996 | 93 105 | 107 | 86 95 109 | 77 103 | 106 | 87 96 105
n-1
Talin-2 TLN2 Q9Y4G6 | 181 | 156 | 144 | 35 41 32 131 | 127 | 123 | 46 42 71
ITGAV protein ITGAV AS5YM53 | 89 123 | 87 86 102 | 101 | 67 94 114 | 60 90 114
Keratin, type Il KRT2 P35908 | 80 82 67 119 | 78 109 | 121 |77 66 81 132 | 103
cytoskeletal 2
epidermal
CYR61 protein CYR61 Q6FI18 78 104 | 95 88 97 102 | 108 | 101 | 108 | 42 59 73
Keratin, type | KRT10 P13645 | 78 80 58 112 | 70 108 | 107 | 65 59 71 124 | 92
cytoskeletal 10
Clathrin heavy CLTC AOA087 | 101 | 111 | 99 72 80 75 47 95 72 65 63 104
chain WVQ6
Filamin-B FLNB 075369 | 133 | 94 63 128 | 125 | 49 121 | 85 45 20 19 20
Myosin, heavy MYH9 AOA024 | 130 | 64 46 121 | 78 55 145 | 62 50 49 48 40
polypeptide 9, RIN1
non-muscle,
isoform CRA_a
Microtubule- MACF1 H3BPE1 | 128 | 66 76 107 | 72 42 141 | 54 53 32 14 27
actin cross-
linking factor 1,
isoforms
1/2/3/5
Actinin alpha 4 ACTN4 AOA0S2 | 114 | 79 69 106 | 102 | 35 102 | 90 61 28 30 30
isoform 1 73G9
(Fragment)
Keratin, type | KRT9 P35527 | 69 85 53 109 | 62 87 75 68 43 58 89 81
cytoskeletal 9
Spectrin alpha SPTAN1 | Q13813 | 138 | 86 93 101 | 72 33 101 | 62 55 17 10 34
chain, non-
erythrocytic 1
Actin, ACTB P60709 89 75 57 73 78 51 101 76 59 40 47 48
cytoplasmic 1
Ras GTPase- IQGAP1 | P46940 | 89 66 64 77 76 49 86 70 43 31 36 40
activating-like
protein IQGAP1
EMILIN-1 EMILIN1 | Q9Y6C2 53 79 61 50 71 66 46 70 76 37 63 55
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Spectrin beta SPTBN1 B27789 122 64 67 81 51 25 97 41 47 9 5 25

chain

Keratin, type Il KRT5 P13647 41 51 31 63 43 67 53 47 27 63 102 57

cytoskeletal 5

Actinin, alpha 1, | ACTN1 AOA024 | 86 60 49 79 82 31 90 68 48 16 19 15

isoform CRA_a R694

Heat shock HSPA8 P11142 | 70 52 49 68 50 51 62 58 56 28 36 45

cognate 71 kDa

protein

Serpin SERPINE | AOA024 | 58 54 52 40 37 53 55 48 59 51 61 64

peptidase 2 R498

inhibitor, clade

E (Nexin,

plasminogen

activator

inhibitor type 1)

Integrin beta ITGB5 L7RT22 57 57 54 45 56 57 37 49 54 35 46 58

cDNA FLJ46846 Q6ZQN2 | 107 45 37 77 42 0 89 0 0 0 0 0

fis, clone

UTERU3004635,

moderately

similar to

Neuroblast

differentiation

associated

protein AHNAK

(Fragment)

Keratin, type Il KRT6B P04259 | 0O 50 0 50 0 0 45 0 0 61 92 38

cytoskeletal 6B

HCG2039812, KRT6A AOA0S2 | 38 50 27 47 33 42 40 37 26 62 92 35

isoform CRA_b 2428

(Fragment)

Keratin, type | KRT14 P02533 | 38 52 24 59 35 49 38 35 23 50 74 44

cytoskeletal 14

Sushi repeat- SRPX P78539 | 40 41 44 30 30 41 30 29 42 28 36 69

containing

protein SRPX

Annexin ANXA2 AOA024 | 48 40 42 45 39 42 38 38 38 44 41 49
R5Z7

Semaphorin-3C | SEMA3C | Q99985 | 39 35 43 29 46 53 32 45 47 23 32 33

Elongation EEF1A1 | P68104 | 37 35 41 48 39 49 31 43 40 33 29 47

factor 1-alpha 1

Fibronectin 1, FN1 AOA024 | 29 43 27 38 49 43 36 64 36 17 24 21

isoform CRA_n R462

Keratin, type | KRT16 P08779 | 35 50 22 49 29 39 33 31 21 54 63 35

cytoskeletal 16

Moesin MSN P26038 | 49 38 26 43 24 30 47 30 30 35 21 43

Elongation EEF2 P13639 | 45 29 30 47 30 38 41 38 36 14 16 21

factor 2

cDNA FLJ54379, BADRYO | O 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

highly similar to

Keratin, type Il

cytoskeletal 6E

Serum albumin | ALB P02768 | 21 26 24 45 26 32 32 27 29 29 52 35

Serine protease | PRSS23 095084 | 41 39 41 30 31 33 26 30 31 26 26 39

23
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Keratin, type | KRT17 Q04695 24 35 16 38 17 28 21 17 13 48 70 34

cytoskeletal 17

Vinculin, VCL AOA024 50 47 44 29 27 17 33 49 32 8 9 15

isoform CRA_c QZN4

Tubulin beta TUBB P07437 | 20 20 35 37 36 41 19 31 27 20 35 32

chain

Semaphorin-3D | SEMA3D | 095025 | 26 36 35 19 30 30 28 42 47 9 13 17

Hexokinase 1, HK1 AOA024 7 47 26 17 32 44 2 53 37 9 32 34

isoform CRA_c QZK7

Cytoplasmic DYNCIH | Q14204 | 31 23 29 34 25 28 20 27 20 6 21 17

dynein 1 heavy | 1

chain 1

Nestin, isoform NES D3DVC4 | 44 35 26 28 21 7 55 30 26 9 8 17

CRA ¢

Tubulin beta-4B | TUBB4B | P68371 | O 0 0 0 31 0 0 28 25 18 32 0

chain

Elongation EEF1A2 Q05639 | 21 26 27 29 27 27 19 0 26 0 21 27

factor 1-alpha 2

Radixin RDX BOYJ88 34 23 18 29 15 21 29 19 20 23 0 32

cDNA FLJ53698, B77992 | 21 24 26 21 27 24 24 25 24 23 21 21

highly similar to

Gelsolin

Tubulin alpha- TUBA1B | P68363 | 20 27 26 29 22 31 22 26 23 17 18 26

1B chain

Ezrin EZR P15311 30 22 15 29 18 20 26 20 20 21 12 25

Annexin Al ANXA1 P04083 | 27 24 26 25 22 22 24 24 24 24 20 25

Pyruvate kinase | PKM P14618 | 22 22 31 21 19 32 6 26 27 10 23 32

PKM

A disintegrin ADAMT | QSUHI8 | 17 22 16 31 32 30 24 27 23 9 11 10

and S1

metalloproteina

se with

thrombospondi

n motifs 1

Liprin-beta-1 PPFIBP1 | Q86W9 | 48 24 22 35 21 15 25 8 9 13 6 16

2

Tubulin alpha TUBALC | F5H5D3 | O 26 0 28 0 29 21 25 0 0 0 25

chain

Utrophin UTRN P46939 | 50 24 23 37 14 7 40 17 16 2 0 9

Unconventional | MYO1C | 000159 | 15 18 17 24 18 24 14 25 24 21 24 27

myosin-Ic

Prelamin-A/C LMNA P02545 | 10 17 21 15 17 22 27 20 26 20 17 28

ARP3 actin- ACTR3 AOA024 | 35 27 25 24 24 14 33 26 21 10 9 11

related protein RAI1

3 homolog

(Yeast), isoform

CRA_a

Tensin-3 TNS3 Q68CZ2 | 39 37 36 19 18 11 21 29 21 3 4 16

Ubiquitin-40S RPS27A | P62979 | 25 15 15 18 16 16 22 15 20 12 13 23

ribosomal

protein S27a

Histone H1,2 HIST1H1 | P16403 | 23 23 22 22 23 20 24 18 27 17 20 19
C

Histone H1,5 HIST1H1 | P16401 | 22 20 21 21 20 22 26 17 25 16 23 24
B

Tubulin alpha- TUBA4A | P68366 | O 0 0 26 19 27 0 22 21 12 0 0

4A chain
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Glyceraldehyde- | GAPDH P04406 20 17 29 18 16 28 13 20 20 17 22 23

3-phosphate

dehydrogenase

Heat shock 70 HSPA1B | AOAOG2 | 25 21 19 22 19 21 24 22 19 14 18 18

kDa protein 1B JIW1

Keratin 77 KRT77 QOIIN1 0 18 15 22 0 24 22 0 0 22 29 21

Alpha-2- A2M P01023 17 23 18 16 23 21 14 23 18 17 18 16

macroglobulin

Dickkopf-like DKK1 11W660 18 20 21 23 23 23 22 23 25 8 10 14

protein 1

ELKS/Rab6- ERC1 Q8IUD2 35 21 13 40 13 11 39 6 14 8 0 9

interacting/CAS

T family

member 1

Major vault MVP Q14764 | 5 9 10 7 13 12 7 8 9 26 45 69

protein

Keratin, type Il KRT79 Q5XKES | O 0 0 0 0 0 0 0 0 23 0 0

cytoskeletal 79

Uveal UACA Q9BZF9 | 35 16 19 40 19 14 31 5 8 0 0 4

autoantigen

with coiled-coil

domains and

ankyrin repeats

Eukaryotic EIFAA1 P60842 | 16 13 15 20 12 20 17 18 17 10 14 17

initiation factor

4A-|

Metalloproteina | TIMP3 P35625 | 24 23 18 19 21 22 16 15 16 6 8 15

se inhibitor 3

AP-2 complex AP2A1 095782 | 18 23 19 9 15 13 6 19 14 19 16 26

subunit alpha-1

KN motif and KANK1 Q6PIB3 30 21 15 30 13 10 33 15 11 9 3 5

ankyrin repeat

domains 1

Secreted SFRP1 Q8N474 | 21 22 20 11 12 20 13 17 19 9 11 17

frizzled-related

protein 1

Keratin, type | KRT15 P19012 | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 27 0

cytoskeletal 15

DNA-dependent | PRKDC P78527 | 9 23 13 12 12 18 6 25 16 2 9 19

protein kinase

catalytic subunit

Antithrombin-Ill | SERPINC | P01008 | 22 16 15 15 11 14 14 12 16 15 15 19
1

Desmoplakin DSP P15924 | 3 12 3 27 6 10 6 6 4 27 28 10

Synemin SYNM 015061 | 30 21 18 7 8 3 35 17 13 2 3 5

Semaphorin-3E | SEMA3E | 015041 | 10 15 24 9 16 19 7 17 21 6 12 22

Semaphorin-3A | SEMA3A | Q14563 | 11 17 15 9 15 24 10 27 19 6 16 10

Transferrin TFRC P02786 | 9 13 13 13 16 18 12 19 19 11 13 14

receptor

protein 1

Myosin-10 MYH10 P35580 | O 0 0 0 20 13 20 0 0 0 0 0

Complement C4B_2 AOA0G2 | 12 15 14 13 16 14 11 17 17 14 15 13

C4-B JL54

Keratin, type | KRT13 K7ERE3 0 18 0 0 17 0 0 0 0 0 23 15

cytoskeletal 13

Prothrombin F2 P00734 17 13 19 14 13 19 9 14 14 11 13 15
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Latent- LTBP1 Q14766 10 11 18 6 14 24 8 14 17 4 9 20

transforming

growth factor

beta-binding

protein 1

Keratin, type Il KRT83 P78385 11 8 6 7 64 23 9 8 22 0 0 7

cuticular Hb3

Actin-related ACTR2 P61160 21 16 15 19 19 12 19 15 13 10 9 6

protein 2

Vitronectin VTN D97GG2 | 12 16 13 12 11 14 8 10 15 13 11 15

Keratin, type Il KRT86 043790 | O 0 0 0 61 24 0 0 0 0 0 0

cuticular Hb6

Voltage- VDAC1 P21796 8 23 11 9 16 19 4 25 17 5 16 10

dependent

anion-selective

channel protein

1

Actin-related ARPC2 015144 19 15 6 18 15 5 18 15 11 4 5 3

protein 2/3

complex

subunit 2

TRIO and F- TRIOBP | Q9H2D6 | 19 16 10 22 17 10 20 10 10 3 3 3

actin-binding

protein

Histone H1,1 HIST1H1 | Q02539 | O 0 14 0 0 13 14 0 18 0 13 13
A

Plasminogen PLAT B8ZX62 | 18 16 19 8 6 10 10 8 15 14 13 22

activator

Keratin, type Il KRT85 P78386 | O 0 0 0 66 16 0 0 19 0 0 0

cuticular Hb5

Complement C3 | C3 P01024 | 11 14 14 9 15 16 10 16 15 10 15 14

Eukaryotic EIF2S3 P41091 | 13 9 12 12 10 13 9 7 9 9 12 17

translation

initiation factor

2 subunit 3

Kinesin-like KIF5B D3DRX6 | 10 13 14 8 12 17 11 14 10 10 13 12

protein

Keratin, type | KRT31 Q15323 | 6 9 5 0 48 14 7 6 22 0 0 13

cuticular Hal

Mutant HBA2 AOAOK2 | 11 12 9 10 13 15 13 16 14 8 9 10

hemoglobin BMD8

alpha 2 globin

chain

Enolase 1, ENO1 AOA024 | 13 9 14 16 10 14 13 7 13 8 11 11

(Alpha), isoform R4F1

CRA_a

Pleckstrin PHLDB2 | Q86SQ0 | 18 13 4 43 2 7 18 0 4 10 0 3

homology-like

domain family B

member 2

Histone H2B HIST1H2 | AOA024 8 10 11 12 12 15 6 13 14 8 9 12
BD Qzz7

Heat shock HSP90A | P08238 | 15 8 8 25 3 11 16 5 11 11 6 20

protein HSP 90- | Bl

beta

Lymphocyte LCP1 A0A024 | 22 10 10 15 12 |7 18 11 6 2 2 4

cytosolic RDT4
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protein 1 (L-

plastin), isoform

CRA_a

Keratin, type | KRT33B Q14525 0 0 0 0 39 13 0 0 18 0 0 0
cuticular Ha3-ll

Coagulation F5 AOAOAO | 8 11 12 12 12 10 5 14 11 13 12 11
factor VvV MRJ7

Connective CTGF Q5M8T | 10 10 10 11 10 16 9 10 14 3 4 4
tissue growth 4

factor

Heterogeneous HNRNP AOA1W 2 5 7 9 4 11 6 8 8 19 18 21
nuclear U 2PPS1

ribonucleoprote

inU

Periostin, PTN AOA024 | 8 15 11 7 13 12 7 14 9 6 7 5
osteoblast RDS2

specific factor,

isoform CRA_c

Fatty acid FASN P49327 | 8 6 11 9 9 16 8 11 8 0 8 11
synthase

Fructose- ALDOA J3KPS3 10 8 14 15 5 14 7 9 11 6 15 12
bisphosphate

aldolase

AP-2 complex AP2A2 094973 | 12 16 0 0 7 0 0 12 8 10 11 22
subunit alpha-2

Uncharacterized AOAIW | 21 13 11 11 12 4 17 9 7 3 5 3
protein 2PNV4

Collagen alpha- | COL8A1 | P27658 | 7 12 6 8 8 13 6 7 7 7 12 13
1(VII) chain

Slit homolog 2 SLIT2 094813 | 13 10 5 5 3 3 21 8 12 5 4 14
protein

Heat shock HSPD1 AOA024 | 3 7 13 18 5 26 4 16 8 3 8 16
60kDa protein 1 R3X4

(Chaperonin),

isoform CRA_a

ATP-dependent | DDX3X AOAOD9 | 11 6 9 18 8 12 13 7 8 13 8 8
RNA helicase SF53

DDX3X

Hyaluronan- HABP2 Q14520 | 11 9 10 7 10 10 8 9 11 10 8 10
binding protein

2

78 kDa glucose- | HSPAS P11021 | 8 7 13 14 8 9 11 8 13 5 11 13
regulated

protein

Galectin-1 LGALS1 P09382 | 10 12 12 8 11 10 8 12 10 5 10 11
Alpha-2-HS- AHSG P02765 | 8 11 11 8 11 14 9 13 12 10 10 11
glycoprotein

Voltage- VDAC2 AOA024 | 6 13 7 8 9 14 4 19 12 5 16 9
dependent QZN9

anion channel

2, isoform

CRA_a

Src substrate CTTN Q14247 | 16 14 4 13 10 1 14 13 6 3 0 2
cortactin

Programmed PDCD6I | Q8WU 7 8 8 8 10 12 4 9 8 5 9 10
cell death 6- P M4
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interacting

protein

Liprin-alpha-1 PPFIA1 Q13136 | 23 10 4 25 6 3 23 0 2 4 0 3

CYTSA protein CYTSA B2RMV 16 9 4 21 2 1 36 2 5 4 0 2
2

AP complex AP2B1 AOA140 | 7 10 10 7 5 7 1 10 4 3 5 18

subunit beta VJE8

Fermitin family FERMT2 | Q96AC1 | 21 12 8 9 6 9 8 12 5 0 0 5

homolog 2

Hornerin HRNR Q86YZ3 | 5 10 6 17 6 8 6 6 6 6 9 10

Probable ATP- DDX5 P17844 4 2 9 9 5 10 8 6 7 10 12 17

dependent RNA

helicase DDX5

Keratin, type Il KRT78 Q8N1IN4 | 8 8 5 14 9 11 12 8 0 6 13 10

cytoskeletal 78

40S ribosomal RPS3 P23396 | 5 6 9 8 9 10 6 9 10 11 13 12

protein S3

Histone H4 HIST1H4 | B2R4RO 6 6 9 10 10 13 7 11 12 8 9 11

H

Actin-related ARPC1B | A4D275 | 16 11 9 9 0 5 14 7 7 5 0 5

protein 2/3

complex

subunit

Unconventional | MYO1E Q12965 | 11 7 7 8 8 6 6 8 4 11 8 11

myosin-le

Epididymis YWHAZ | DOPNI1 | 12 9 7 11 8 9 10 10 9 6 9 8

luminal protein

4

Growth/differe | GDF15 Q99988 | 6 6 10 4 8 7 5 8 13 12 12 12

ntiation factor

15

Integrin-linked ILK AOAOAO | 14 14 8 13 9 4 8 11 9 0 0 3

protein kinase MTH3

Junction JUP AOA024 | 6 6 1 15 6 7 5 2 1 7 17 6

plakoglobin, R1X8

isoform CRA_a

Dystonin DST E9PHM®6 | 25 7 6 14 4 0 18 0 3 0 0 0

Epididymis EL52 K9JA46 8 5 3 20 3 9 11 3 7 10 5 15

luminal

secretory

protein 52

Nucleolin, NCL AOA024 | 8 4 6 12 4 8 9 6 10 17 7 12

isoform CRA_b R4A0

Plasminogen PLG AOAOF7 | 9 9 8 6 6 7 10 5 9 11 7 9
G8J1

Polyadenylate- PABPC1 | AOA024 | 5 4 9 8 7 9 5 10 7 7 7 10

binding protein R9C1

Intersectin-2 ITSN2 AOA087 | 16 6 4 8 8 1 3 9 2 5 3 11
WVF7

Inter-alpha ITIH2 A2RTY6 | 7 9 9 6 7 8 7 7 7 8 9 9

(Globulin)

inhibitor H2

Collagen, type COL6A3 | D9ZGF2 | 4 7 7 6 7 8 8 7 7 6 10 8

VI, alpha 3

Integrin beta-1 ITGB1 P05556 8 10 8 6 7 6 8 11 8 2 3 6

KN motif and KANK2 Q632Y3 | 16 12 5 19 5 6 0 0 0 6 0 3

ankyrin repeat
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domain-

containing

protein 2

Keratin, type | KRT34 AOA140 0 0 0 0 37 0 0 0 0 0 0
cuticular Had TA69

ATP-dependent | PFKP Q01813 | 6 7 6 8 5 7 5 6 7 9 12
6_

phosphofructok

inase, platelet

type

Keratin, type Il KRT4 P19013 0 7 0 0 0 0 0 0 0 0 7
cytoskeletal 4

14-3-3 protein YWHAB B5BU24 | 10 0 8 8 5 6 10 7 7 0 6
beta/alpha

Tensin-2 TNS2 F8VV64 15 11 10 10 7 5 6 6 4 0 0
Keratin, hair, KRTHAS | AOA024 | O 0 0 0 27 0 0 0 0 0 0
acidic, 5, R1T2

isoform CRA_a

ADP/ATP SLC25A5 | P05141 3 2 7 8 4 12 2 11 11 10 8
translocase 2

ATP-dependent | DHX9 Q08211 | 3 1 8 9 1 14 4 10 8 1 10
RNA helicase A

N- RENBP P51606 | O 7 13 4 5 16 0 9 11 8 12
acylglucosamin

e 2-epimerase

Keratin, type | KRT36 076013 | O 0 0 0 25 10 0 0 10 0 0
cuticular Hab

Histone H1.0 H1FO P07305 | 5 7 7 6 4 7 6 7 8 8 11
MYO1B variant MYO1B | BOI1S9 14 5 5 11 10 0 18 7 5 0 3
protein

Spectrin beta SPTBN2 | 015020 | 9 0 0 9 0 0 13 0 0 0 0
chain, non-

erythrocytic 2

Staphylococcal SND1 Q7KZF4 | 7 3 10 7 2 7 9 5 6 3 9
nuclease

domain-

containing

protein 1

Elongation EEF1G P26641 | 4 3 7 7 5 10 6 7 6 3 6
factor 1-gamma

Arginine--tRNA RARS P54136 | 4 5 5 6 3 8 5 10 6 2 7
ligase,

cytoplasmic

Sulfhydryl QSCN6 AOA140 |7 7 6 6 6 6 6 5 7 7 8
oxidase VKES

14-3-3 protein YWHAE | P62258 | 9 6 7 10 9 5 4 5 7 4 8
epsilon

Serine/threonin | PPP2R3 | Q06190 | 18 9 8 7 3 0 12 9 8 0 2
e-protein A

phosphatase 2A

regulatory

subunit B"

subunit alpha

Copine lll, CPNE3 AOA024 6 6 3 5 5 7 5 5 7 6 12
isoform CRA_a R994

175




Protein P4HB AOA024 4 8 4 3 10 5 3 9 5

disulfide- R8S5

isomerase

ADP/ATP SLC25A6 | P12236 0 7 0 0 11 0 10 10 0

translocase 3

Histone H2A H2AF) AOA024 3 8 6 7 8 6 7 7 8
RAS2

Histone H3 H3F3B B2R4P9 4 4 6 6 7 2 6 10 8

Transketolase TKT P29401 2 10 8 4 8 3 5 9 5

Probable ATP- DDX17 AOA1W 0 0 5 0 7 5 3 7 10

dependent RNA 2PQ51

helicase DDX17

Collagen alpha- | COL12A | D6RGG3 | 6 4 8 9 9 5 5 6 4

1(X11) chain 1

VARS VARS AOA024 3 6 6 5 8 3 6 6 9
RCN6

Adenylyl CAP1 D3DPU2 | 7 4 10 |8 4 9 6 5 6

cyclase-

associated

protein

Spondin-1 SPON1 Q9HCB6 | 6 7 4 5 6 6 6 7 5

Galectin-3- LGALS3 Q08380 | 3 3 4 8 5 5 8 7 10

binding protein BP

Epidermal EPS15L1 | Q9UBC2 | 11 2 4 4 2 7 6 3 10

growth factor

receptor

substrate 15-

like 1

Inter-alpha ITIH4 B2RMS9 | 4 5 4 4 5 5 6 7 6

(Globulin)

inhibitor H4

(Plasma

Kallikrein-

sensitive

glycoprotein)

Pleckstrin PHLDB1 | Q86UU1 | 12 1 22 0 0 17 0 0 0

homology-like

domain family B

member 1

Metalloendope BMP1 A5PLK9 8 5 4 2 4 6 4 3 10

ptidase

14-3-3 protein YWHAQ | P27348 | O 6 0 0 0 0 0 0 7

theta

Protein Wnt-5b WNT5B Q9H1J7 5 5 5 7 9 5 8 6 3

WD repeat WDR1 Q53GN4 | 3 3 8 4 3 8 7 3 4

domain 1,

isoform CRA_a

(Fragment)

Drebrin-like DBNL QoUJUb | 9 5 9 5 2 10 7 5 0

protein

Ras GTPase- RASAL2 Q9UJF2 11 3 7 3 2 13 4 4 1

activating

protein nGAP

Voltage- VDAC3 QoY277 0 5 4 6 6 0 11 7 6

dependent

anion-selective
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channel protein

3

CD109 antigen CD109 Q6YHK3 7 10 10 0 0

Septin 9, Sep-09 AOA024 1 10 4 1 4

isoform CRA_a R8VO

Collagen alpha- | COL6A1 | AOA087 4 3 8 4 5

1(VI) chain X0S5

cDNA FLJ76654, A8K309 6 6 5 3 4

highly similar to

Homo sapiens

CD44 antigen

(homing

function and

Indian blood

group system)

(CD44),

transcript

variant 4, mRNA

L-lactate HEL-S- VO9HWB 5 4 5 4 6

dehydrogenase | 133P 9

Insulin-like IGFBP2 P18065 6 4 5 7 4

growth factor-

binding protein

2

Phosphoglycera | PGK1 P00558 10 4 3 3 7

te kinase 1

Nucleolar RNA DDX21 Q9NR30 3 2 1 10 16

helicase 2

Matrilin 2, MATN2 | AOA024 2 0 4 3 10

isoform CRA_b R9B9

C-type lectin CLEC3B | ADA024 5 3 5 4 7

domain family R2Q7

3, member B,

isoform CRA_a

Chloride cLIc1 Q5SRT3 5 10 5 4 4

intracellular

channel protein

Nuclease- YBX1 P67809 5 2 4 4 9

sensitive

element-

binding protein

1

Plastin-3 PLS3 P13797 0 11 4 0 0

40S ribosomal RPS8 P62241 4 3 3 6 11

protein S8

Poly(rC)-binding | PCBP1 Q15365 4 7 7 4 4

protein 1

Myoferlin MYOF Q9NZM 1 2 6 1 5
1

Copine-1 CPNE1 B0QZ18 5 4 4 5 7

AP-2 complex AP2M1 AOA087 3 2 6 4 10

subunit mu WY71

Thrombospondi | THSD4 Q6ZMP 7 0 6 0 3

n type-1 0

domain-

containing

protein 4
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ATP synthase
subunit beta,
mitochondrial

ATP5B

P06576

11

Dynein light
chain 1,
cytoplasmic

DYNLL1

P63167

Complement
decay-
accelerating
factor

CD55

B1AP13

Vigilin

HDLBP

Q00341

10

10

60S ribosomal
protein L4

RPL4

P36578

Heterogeneous
nuclear
ribonucleoprote
ins C1/C2

HNRNPC

B2R5W2

11

12

14

Sodium/potassi
um-transporting
ATPase subunit
alpha-1

ATP1A1

P05023

MHC class |
antigen
(Fragment)

HLA-A

F6IR09

Stress-70
protein,
mitochondrial

HSPA9

P38646

Milk fat globule-
EGF factor 8
protein, isoform
CRA_a

MFGES8

AOA024
RC55

C1QTNF3-
AMACR
readthrough
(NMD
candidate)

C1QTNF
3-
AMACR

E9PGA6

Glycogen
phosphorylase,
brain form

PYGB

P11216

Cysteine and
glycine-rich
protein 1

CSRP1

P21291

CUB domain
containing
protein 1
(Fragment)

AOAO0YO
BS51

NOP56 protein
(Fragment)

NOP56

AOPJ92

Neurotrypsin

PRSS12

P56730

Exportin-2

CSE1L

P55060

Adenosylhomoc
ysteinase

AHCY

P23526

Septin 7

Sep-07

Q8TC62

Deleted in
autism protein
1

C3o0rf58

Q8NDz4
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Neutral alpha- GANAB Q14697 | O 0 4 1 7

glucosidase AB

Ras-related C3 RAC1 A4D2P0O | 2 4 3 4 7

botulinum toxin

substrate 1

(Rho family,

small GTP

binding protein

Racl)

Poly(rC)-binding | PCBP2 | F8vZX2 | 4 4 5 6 4

protein 2

Paxillin, isoform | PXN AOA140 | 12 7 6 4 0

CRA e VJQ8

GCN1 general GCN1L1 | AOAO24 | 5 2 4 4 7

control of RBS1

amino-acid

synthesis 1-like

1 (Yeast),

isoform CRA_b

60S ribosomal RPL6 AOA024 | 2 3 0 3 9

protein L6 RBK3

Transitional VCP P55072 0 0 3 4 4

endoplasmic

reticulum

ATPase

Protein AHNAK2 | AHNAK2 | Q8IVF2 9 2 5 0 0

SYNCRIP protein | SYNCRIP | QO5CK9 | 3 2 6 4 7

(Fragment)

PDZ and LIM PDLIM5 | AOA024 | 4 3 5 6 0

domain 5, RDES8

isoform CRA_c

Annexin ANXA6 AOA0S2 |1 0 7 3 3

(Fragment) 2276

Hexokinase-2 HK2 P52789 | O 0 0 7 0

Beta-2- APOH P02749 | 3 4 4 4 2

glycoprotein 1

Nascent NACA Q13765 | 4 3 4 3 10

polypeptide-

associated

complex

subunit alpha

Actin-related ARPC4- FBWCF6 | 4 3 5 5 4

protein 2/3 TTLL3

complex

subunit 4

60S ribosomal RPL8 P62917 2 4 2 3 3

protein L8

Coronin CORO1C | AOAO24 | 8 7 4 5 2
RBI5

Keratinocyte KPRP Q57749 | 3 3 4 0 3

proline-rich

protein

Apolipoprotein APOB CcoJyy2 0 7 4 7 4

B (Including

Ag(X) antigen)

Unconventional | MYO5A | G3Vv394 | 7 3 2 0 4

myosin-Va
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Agrin AGRN AOA087 | 2 6 4 2 5 4 0 4 3
X208

LIM domain and | LIMA1 Q9UHB6 | 8 4 0 12 4 0 12 4 0

actin-binding

protein 1

60S ribosomal RPL18 J3QQ67 | 3 2 3 5 3 3 4 3 5

protein L18

(Fragment)

Inter-alpha- ITIH3 AOA087 | 4 4 4 3 3 5 3 3 2

trypsin inhibitor Www43

heavy chain H3

60S ribosomal RPL26L1 | E5RIT6 0 3 3 0 0 5 2 5 6

protein L26-like

1 (Fragment)

T-complex CCT4 P50991 | O 0 6 2 0 6 0 3 6

protein 1

subunit delta

Delta globin HBD AONO71 | 4 4 3 4 5 5 3 5 4

Protein Wnt WNT5A AOA024 | O 0 0 0 0 6 4 7 3
R316

Beta-2- SNTB2 Q13425 | 10 6 3 5 5 0 5 3 1

syntrophin

LIM domain- LIMD1 CIJRJS 6 5 6 2 3 0 4 4 0

containing

protein 1

Band 4.1-like EPB41L2 | E9PHY5 | 4 0 0 4 0 0 6 0 5

protein 2

Coatomer COPA P53621 | 3 0 7 5 0 3 3 4 4

subunit alpha

Desmoglein-1 DSG1 Q02413 | 3 3 0 10 0 2 2 0 3

Annexin A5 ANXAS5 P08758 | 3 0 8 3 2 9 2 4 3

Rho guanine ARHGEF | Q92974 | O 0 0 5 2 9 3 5 3

nucleotide 2

exchange factor

2

Developmentall | DRG1 Q9Y295 | O 2 4 3 2 5 2 3 7

y-regulated

GTP-binding

protein 1

Ribosome- RRBP1 AOA087 | O 3 3 3 3 5 2 7 6

binding protein WVV2

1

Stromelysin-1 MMP3 P08254 6 0 0 6 4 7 6 2 0

Tropomyosin TPM3 AOA087 | 10 0 0 6 5 0 8 0 0

alpha-3 chain Wwus8

14-3-3 protein SFN P31947 | O 0 0 0 0 0 0 0 0

sigma

Tissue factor TFPI P10646 | 3 5 3 3 4 5 3 4 2

pathway

inhibitor

2',3'-cyclic- CNP AOA024 | O 0 2 2 0 4 0 3 8

nucleotide 3'- R1T5

phosphodiester

ase

Transforming TGFB2 P61812 | O 3 2 3 5 5 3 5 3

growth factor

beta-2
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ATP synthase ATP5A1 P25705 2 5 2 8 2 5

subunit alpha,

mitochondrial

Semaphorin-3B SEMA3B | AOA1S5 7 14 0 1 0 2
UZH6

Myosin light MYL6 B726Z4 4 3 3 3 4 3

polypeptide 6

Importin KPNB1 Q14974 3 4 2 5 3 3

subunit beta-1

ADP- ARF4 P18085 0 0 2 4 4 5

ribosylation

factor 4

Calpain 1, CAPN1 AOA024 0 3 0 7 2 4

(Mu/1) large R580

subunit, isoform

CRA_a

Tropomyosin TPM4 P67936 0 0 3 0 10 2

alpha-4 chain

Triosephosphat | TPI1 P60174 2 3 0 6 1 0

e isomerase

Periostin POSTN AOA024 13 12 7 14
RDS2 15 11

9.4. Statisticka obrada rezultata MS-a uzoraka proteina dobivenih izolacijom RA
u stanicama MDA-MB-435S nakon utiSavanja proteina talina 1, talina 2 ili KANK2

U tablici 14, 15i 16 nalaze se rezultati statisticke analize podataka dobivenih MS analizom uzoraka
proteina RA stanica MDA-MB-435S (poglavlje 9.3.). Rezultate MS-a obradili smo u programu Mascot te u
programu Scaffold kako bi dobili broj spektara za pojedini protein u uzorku. Statisticku analizu rezultata
proveo je dr. sc. Dalibor Hrsak, znanstveni suradnik Zavoda za elektroniku, Instituta Ruder Boskovi¢ u
programu QSpec. Za svaki protein, na temelju broja spektara iz tri replike, odredio je vrijednost FDR i fold
change. Analizu je proveo na svih 810 detektiranih proteina, a statisticki znacajno promijenjene proteine
naveli smo u tablici 14, 15 i 16 te prikazali u poglavlju 3.9. u obliku dijagrama vulkano (FDR < 0,05, odnosno
-log (FDR) > 1,3; fold change > -1,5 (manja znacajnost) ili > -2 (veéa znacajnost) te fold change < 1,5 (manja
znacajnost) ili < 2 (veca znacajnost), odnosno In (fold change) veci ili maniji od 0,405 (manja znacajnost) ili
vedi ili manji od 0,693 (vedéa znacajnost)). Proteini su obojani ovisno o funkciji prema UniProt podacima i
podacima baze podataka adhesome.org (https://adhesome.org/components.html):, proteini citoskeleta,
proteini koji se veZu na citoskelet ili sudjeluju u njegovoj organizaciji, _
posredovanu klatrinom, proteini ukljuéeni medusobnim vezama izmedu stanica, proteini ukljuceni u vezu

stanica sa ECM-om. Cilj ovog pokusa bio je utvrditi promjene u sastavnicama retikularnog adhesoma
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nakon utisavanja proteina talina 1, talina 2 ili KANK2, stoga svi promijenjeni proteini koji nisu dio

konsenzualnog adhesoma i citoskeleta stanice, niti su prethodno predstavljeni kao dio retikularnog

adhesoma, nisu oznaceni bojom.

Tablica 14. Statisticka obrada rezultata MS-a uzoraka proteina dobivenih izolacijom RA u stanicama MDA-

MB-435S nakon utiSavanja talina 2.

Naziv proteina, Oznaka In (fold change) -log (FDR)
kratica
PLEC Q15149 -0,613 7
VIM P08670 -0,468 7
TLN2 Q9Y4G6 -1,573 7
CLTC AOAOS7WVQ6 -0,386 7
SPTAN1 Q13813 -0,506 7
SPTBN1 B27789 -0,547 7
VCL AOA024QZN4 -0,735 7
NES D3DVC4 -0,704 7
TUBB4B P68371 2,364 7
UTRN P46939 -0,576 7
TNS3 Q68Cz2 -0,932 7
TUBA4A P68366 3,189 7
SYNM 015061 -1,444 7
MYH10 P35580 2,409 7
KRT86 043790 3,377 7
PLAT B8ZX62 -0,863 7
KRT85 P78386 3,391 7
KRT31 P78386 1,075 7
KRT33B Q14525 2,973 7
AP2A2 094973 -1,29 7
KRT34 AOA140TA69 2,671 7
KRTHAS AOA024R1T2 2,237 7
KRT36 076013 2,649 7
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PPP2R3A Q06190 -1,275 7
AP2A1 095782 -0,573 6
DSP P15924 0,825 6
ARPC1B A4D275 -0,975 6
SNTB1 Q13884 -1,533 6
SLIT2 094813 -1,031 5,5
KRTHB2 Q701L7 1,952 5,4
DST E9PHM6 -0,786 5
MATN2 AOA024R9B9 -1,601 5
ITGA6 P23229 -1,61 4,6
MYO5A G3V394 -1,587 4,4
TUBAIC FSH5D3 0,637 4,4
HSPD1 AOA024R3X4 0,699 4,2
ARHGEF2 Q92974 1,685 4,1
ADAMTS1 Q9UHI8 0,461 4
LIMD1 CaIRI5 -1,182 3,9
PXN AOA140V)Q8 -1,096 3,7
MYOF Q9NZM1 -1,457 3,6
ACTR3 AOA024RAI1 -0,406 3,3
FERMT2 Q96AC1 -0,596 3,3
ADD1 E7ENYO -1,194 3,3
SFRP1 Q8N474 -0,45 3,2
. DAB2IP HOY3A3 -1,58 2,8
PARVA J3KNQ4 -1,291 2,7
TNS2 F8VV64 -0,564 2,5
DDX17 AOA1W2PQ51 1,496 2,2
Jup AOA024R1X8 0,692 2,1
SVIL 095425 -1,386 2,1
CORO1B AOA024R5K1 41,25 2,1
HSPA9 P38646 0,935 2,1
ADAMTS15 Q8WXS8 41,423 1,9
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EL52 K9JA46 0,618 1,9
IGFBP2 P18065 -0,757 1,7

- EPS15L1 Q9UBC2 -0,75 1,7
DHX9 Q08211 0,66 1,7

MMP1 P03956 -1,038 1,7

. ANXA6 AOA0S27276 0,784 1,7
ARHGAP31 Q2M1z3 -1,264 1,6

ADD3 Q5VU08 -1,278 1,6

KRT4 P19013 -1,27 1,6

ATP1A1 P05023 0,702 1,6

MICAL3 Q7RTP6 1,328 1,6

ARF4 P18085 1,211 1,6

YWHAQ P27348 -1,168 1,5
SLC25A5 P05141 0,618 1,4

PTPRF P10586 0,93 1,3

CTTN Q14247 -0,424 1,3

Tablica 15. Statisticka obrada rezultata MS-a uzoraka proteina dobivenih izolacijom RA u stanicama MDA-

MB-435S nakon utiSavanja proteina KANK2.

Naziv proteina, Oznaka In (fold change) -log (FDR)
kratica
KANK2 Q637Y3 -2,645 7
CLTC AOAOS7WVQ6 -0,413 7
SPTAN1 Q13813 -0,415 7
TUBB4B P68371 2,927 7
PPFIBP1 Q86W92 -0,852 7
TUBA4A P68366 2,745 7
MYH10 P35580 2,126 5,7
KRT13 K7ERE3 -2,064 5,5
TNS3 Q68C7z2 -0,504 5,4
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SNTB1 Q13884 -1,740 4,7
SEMA3B AOA1S5UZH6 -1,439 4,4
KRT85 P78386 2,104 43
EEF1A2 Q05639 -0,527 4,1
WNT5A AOA024R316 1,701 3,8
KRT338B Q14525 1,903 3,7
TNS2 F8VV64 -0,856 3,5
UACA Q9BZF9 -0,505 3,1
MYO5A G3V394 41,561 2,9
DDX17 AOAIW2PQ51 1,669 2,7
PLAT BSZX62 -0,505 2,4
ARF4 P18085 1,603 2,4
AP2A1 095782 -0,481 2,4
KRT36 076013 1,550 2,3
KRT17 Q04695 -0,418 2,3
DST E9PHM6 -0,609 2,2
ARHGEF2 Q92974 1,501 2,2
HISTIH1A Q02539 0,702 1,9
AP2B1 AOA140VJES -0,671 1,9
SLC25A6 P05141 0,830 1,9
FERMT2 Q96AC1 -0,531 1,9
IMMT H7C463 1,269 1,8
EIF4A3 P38919 1,461 1,8
CEMIP Q8WuJ3 1,345 1,7
HSPA9 P38646 0,969 1,6
WDR1 Q53GN4 0,823 1,6
MMP1 P03956 41,357 1,6
ITSN2 AOAO87WVF7 -0,660 1,5
ADAMTS14 Q8WXS8 41,326 1,4
ADAMTS15 QSTESS -1,387 1,4
TUBAIC FSH5D3 0,472 1,4
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Tablica 16. Statisticka obrada rezultata MS-a uzoraka proteina dobivenih izolacijom RA u stanicama MDA-

MB-435S nakon utiSavanja talina 1.

Naziv proteina, Oznaka In (fold change) -log (FDR)
kratica
PLEC Q15149 -1,052 7
FLNA P21333 -1,037 7
VIM P08670 -0,641 7
AHNAK Q09666 -1,558 7
TLN1 AOA1S5UZ07 -1,727 7
TLN2 Q9Y4G6 -1,073 7
CYR61 Q6FI18 -0,427 7
FLNB 075369 -1,559 7
MYH9 AOA024R1N1 -0,521 7
MACF1 H3BPE1 -1,267 7
ACTN4 AOA0S273G9 -1,056 7
SPTAN1 Q13813 -1,612 7
ACTB P60709 -0,454 7
IQGAP1 P46940 -0,684 7
SPTBN1 B27789 -1,841 7
KRT5 P13647 0,625 7
ACTN1 AOA024R694 -1,332 7
KRT6B P04259 1,355 7
KRT6A AOA0S27428 0,531 7
KRT14 P02533 0,434 7
EEF2 P13639 -0,676 7
KRT17 Q04695 0,741 7
VCL AOA024QZN4 -1,458 7
SEMA3D 095025 -0,884 7
NES D3DVC4 -1,099 7
TUBB4B P68371 2,938 7
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PPFIBP1 Q86W92 -0,957 7
UTRN P46939 -2,082 7
ACTR3 AOA024RAI1 -1,04 7
TNS3 Q68CZ2 -1,569 7
KRT77 QOIIN1 0,794 7
ERC1 QsIuD2 41,321 7

MVP Q14764 1,816 7
UACA Q9BZF9 -2,466 7
KANK1 Q6PIB3 -1,348 7
KRT15 P19012 2,316 7

DSP P15924 1,36 7
SYNM 015061 -1,939 7
ARPC2 015144 -1,225 7

TRIOBP Q9H2D6 -1,613 7

LCP1 AOA024RDT4 -1,67 7

HNRNPU AOA1W2PPS1 1,503 7
CTTN Q14247 -1,764 7
PPFIAL Q13136 -1,546 7

FERMT2 Q96AC1 -1,766 7

ILK AOAOAOMTH3 -2,026 7

DST E9PHM6 -2,637 7
TNS2 F8VV64 -2,589 7

PPP2R3A Q06190 -2,235 7

HNRNPC B2RSW2 2,652 7

ALB P02768 0,527 6
DDX21 Q9INR30 1,893 6
CYTSA B2RMV2 -1,447 5,5
KANK2 Q632Y3 -1,191 5,5
DDX17 AOA1W2PQ51 2,328 5,5
KRT79 Q5XKES 2,279 5,3

ARPC1B A4D275 -1,17 5,3
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HSPA8 P11142 -0,415 5
TIMP3 P35625 -0,784 4,7
DYNC1H1 Q14204 -0,598 4,6
SEMA3B AOA1S5UZH6 -1,577 4,5
SNTB1 Q13884 -1,993 4,5
PXN AOA140VJQ8 -2,038 4,4
CD109 Q6YHK3 -1,891 4,4
RASAL2 Q9UJF2 -1,915 4,3
DDX5 P17844 0,983 4,2
PLS3 P13797 -1,944 4,2
MYO1B BOI1S9 -1,539 4,2
S100A8 P05109 1,997 4,1
LIMD1 C9JRIS -1,839 4,1
DBNL Qoulue -1,902 4,1
SNTB2 Q13425 -1,936 3,7
ACTR2 P61160 -0,704 3,7
PHLDB2 Q865Q0 -0,885 3,6
ITGA6 P23229 -1,855 3,5
RPL9 P32969 1,768 3,4
HNRNPUL2-BSCL2 H3BQZ7 1,68 3,3
CTGF Q5M8T4 -1,032 3,3
TUBA4A P68366 1,696 3,2
KRT13 K7ERE3 0,722 3,2
KRT83 P78385 -0,998 3,2
PHLDB1 Q86UU1 -1,784 3,2
SERPINB3 P29508 1,808 3,2
PARP4 Q9UKK3 1,761 3
TGM1 P22735 1,707 3
DKK1 11W660 -0,594 3
FN1 AOA024R462 -0,44 3
ADD1 E7ENYO -1,637 2,9
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CSRP1 P21291 -1,798 2,9
THSD4 Q6ZMPO -1,217 2,9
SNRPB BADVSO 1,226 2,8
Jup AOA024R1X8 0,889 2,7
RPL5S A2RUM7 1,711 2,7
NCL AOA024R4A0 0,728 2,6
RPS4X B2R491 1,296 2,6
ADAMTS1 Q9UHI8 -0,561 2,5
RPL23A K7EJV9 1,619 2,4
CNP AOA024R1T5 1,405 2,4
IGHG2 AOA286YEY4 1,532 2,4
SFRP1 Q8N474 -0,504 2,4
MYBBP1A Q9BQGO 1,615 2,3
MYO1C 000159 0,422 2,3
YBX1 P67809 0,965 2,3
ITGB1 P05556 -0,85 2,2
NACA Q13765 0,959 2,2
LIMA1 Q9UHB6 -1,516 2,2
CORO1C AOA024RBI5 -1,241 2,2
DRG1 Q9Y295 0,998 2,2
DKC1 060832 1,469 2
RPS25 P62851 1,446 2
RPS3 P23396 0,634 2
RPS3A A8KAWO 1,119 1,9
RPS7 P62081 1,526 1,9
KRT80 Q6KB66 1,505 1,9
TPM3 AOAOS7WWUS -1,45 1,9
RPL6 AOA024RBK3 0,936 1,9
SF3B3 Q15393 1,254 1,8
LGALS3BP Q08380 0,801 1,8
EIF2S2 B5BUO1 1,174 1,8
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CPNE1 B0QZ18 0,823 1,8
RPSS P62241 0,761 1,7
RPS2 HOYENS 0,958 1,7

GDF15 Q99988 0,546 1,7
CIP2A AOA087X211 -1,425 1,7
YWHAB B5BU24 -0,887 1,6
AHNAK2 QSIVF2 -1,43 1,6
EL52 K9JA46 0,666 1,6
POSTN AOA024RDS2 -0,607 1,6
SPTBN2 015020 -1,405 1,6
NOP2 P46087 1,397 1,6
. DAB2IP HOY3A3 -1,472 1,6
DYNLL1 P63167 -0,99 1,6
TPM1 H7BYY1 41,392 1,5
0BSL1 A6NN50 41,39 1,5
RPS9 AOA024R4MO 1,401 1,5
ARPC3 Q2LE71 -1,386 1,5
ARF4 P18085 1,263 1,5
PARVA J3KNQ4 -1,189 1,5
PAHB AOA024R8S5 -0,742 1,4
PDLIM5 AOA024RDES 11,344 1,4
CORO1B AOA024R5K1 11,179 1,4
MMP1 P03956 11,27 1,4
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9.5. Popis koristenih kratica u radu

U poglavlju je naveden popis svih koristenih kratica u doktorskom radu. Uz kratice je naveden
hrvatski i/ili engleski naziv ovisno o podrijetlu kratice. lako smo u doktorskom radu uglavnom koristili pune
nazive glavnih proteina u istraZivanju, za proteine duzih ili kompleksnih naziva koristili smo iskljucivo
kratice. Osim toga, u popisu se nalaze kratice proteina koji su prikazani na dijagramima vulkano (poglavlje

3.8.,3.10.).

(N)-WASP-engl. neuronal Wiskott-Aldrich syndrome protein
2D/3D-dvodimenzionalno/trodimenzionalno

Abl-nereceptorska tirozin kinaza Abelson

ABS-engl. actin binding site

ACTN-a-aktinin

AlJ-adherentni spojevi, engl. adherens junctions

ANKRD- domena s ankirinskim ponavljajuéim sljedovima, engl. ankyrin repeat domain
ANOVA- jednosmjerna analiza varijance, engl. one-way analysis of variance

AP2- adaptorni protein 2

ARH-engl. autosomal recessive hypercholesterolemia fosfatidilinozitol-4,5-difosfata (Ptdins(4,5)P2)
Arp 2/3-aktin-povezani protein 2/3, engl. actin related protein 2/3

ARS-engl. adhesion recovery solution

ATCC -engl. American Type Culture Collection

BiolD- metoda identifikacije interakcija pomocu biotinilacije ovisne o medusobnoj blizini proteina, engl.

proximity-dependent biotin identification
BP180-engl. bullous pemphigoid antigen 2
BP230-engl. bullous pemphigoid antigen 1

BRAF-engl. isoform B of RAF kinase
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BSA-albumin seruma goveda, engl. bovine serum albumin

CAM-DR- otpornost na protutumorske lijekove posredovana stanicnom adhezijom, engl. cell adhesion-

mediated drug resistance

CAM-RR-otpornost tumorskih stanica na radioterapiju posredovana stanicnom adhezijom, engl. cell

adhesion-mediated radioresistance

CC- domena smotane zavojnice, engl. coiled-coil

CCAC-klatrinom posredovane adhezije, engl. clathrin containing adhesion complexes

CDK1- kinaza-1 ovisna o ciklinu, engl. cyclin-dependent kinase 1

CDKN2A- kinazni inhibitor 2A ovisan o ciklinu, engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

CLASP- engl. cytoplasmic linker associated protein 1

CLIP1-engl. CAP-Gly-containing cytoplasmic linker protein of 170 kDa

CLTC-klatrin, engl. clathrin heavy chain

CMSC-kortikalni kompleks za stabilizaciju mikrotubula, engl. cortical microtubule stabilizing complex
CTLA-4-citotoksic¢ni antigen 4 povezan s T-limfocitima, engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4
cyto D-cytochalasin D

Dab2-engl. disabled homolog 2

DAB2IP-engl. DAB2 interactive protein

DCX-engl. doublecortin

DLC1- engl. deleted in liver cancer 1

DMEM-Dulbeccova modifikacija Eaglove hranjive podloge, engl. Dulbecco’'s modified Eagle's medium
DMSO-dimetilsulfoksid

DPDPB-1,4-Bis [3-(2-piridilditio) propionamido] butan

DSM-dezmosom

DSP-ditiobis sukcinimidil propionat
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DTBP-dimetil 3,3’-ditiobispropionimidat

DTT-ditiotreitol

EB1-engl. end-binding

ECM-izvanstani¢ni matriks, engl. extracellular matrix

EDTA- etilendiamintetraoctena kiselina

EdU-5-etinil-2’-deoksiuridin

EGFR-receptor za epidermalni faktor rasta, engl. epidermal growth factor receptor
ELKS-protein bogat aminokiselinama E, L, Ki S

EPS15/EPS15L1-engl. epidermal growth factor receptor pathway substrate 15/ epidermal growth factor

receptor pathway substrate 15 like 1

FA-fokalna adhezija

FAK-kinaza fokalne adhezije, engl. focal adhesion kinase
F-aktin-filamentozni aktin

FAT-engl. focal adhesion targeting

FB-fibrilarna adhezija

FBS-serum fetusa goveda, engl. fetal bovine serum
FC-fokalni kompleks

FCL-ravne klatrinske resetke, engl. flat clathrin lattices
FDR-stopa laznih pronalazaka, engl. false discovery rate
FERM -4.1. protein, ezrin, radiksin i moesin
FERMT/KIND-fermitin/kindlin

FRNK-FAK-povezane nekinaze, engl. FAK-related nonkinase

G-aktin-globularni aktin
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GEF-H1-engl. guanine nucleotide exchange factor H1

GM-CSF-engl. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Grb2-engl. growth factor receptor bound protein 2
HD-hemidezmosom

HFF-fibroblasti prepucija ¢ovjeka, engl. human foreskin fibroblast cells
HIF1la-engl. hypoxia-inducible factor 1a

IAC-integrinski adhezijski kompleks, engl. integrin adhesion complex
IA-jodoacetamid

IBS-engl. integrin binding site

ILK- kinaza vezana na integrine, engl. integrin-linked kinase
IPP-ILK-PINCH-parvin

IQGAP1-engl. Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1

IRM- interferencijska refleksijska mikroskopija

IRSp53-supstrat inzulinskog receptora 53, engl. insulin receptor substrate 53
ITSN- intersektin

JAK-Janus-kinaza

KANK-engl. KN motif and ankyrin repeat domain-containing protein
KN-KANK N-terminalna domena

LDH-laktat-dehidrogenaza

LD-leucin-aspartat

LL5B-engl. pleckstrin homology like domain family B member 2
LPAR1-engl. lipid lysophosphatidic acid receptor 1

MACF1-engl. microtubule-actin cross-linking factor 1
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MAPK-mitogenom aktivirana protein kinaza

MARK2-engl. microtubule daffinity regulating kinase 2
MeOH-metanol

MMP-matriks metaloproteinaza

mRNA-glasnicka RNA, engl. messenger RNA
MTT-3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)- 2,5-difeniltetrazolijev bromid)
NA-nascentna adhezija

Nck2-Nck adaptorni protein 2

NRAS-engl. neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog
Numb-engl. NUMB endocytic adaptor protein

PBS-fosfatni puffer, engl. Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
PD-1- ligand za protein programirane stani¢ne smrti, engl. programmed-cell death-protein-1
PDS-podosom

PINCH- engl. interesting new cysteine-histidine-rich protein
PIP, -fosfatidilinozitol- 4,5-difosfat

PLEC-plektin

Pod1-engl. pollen defective in guidancel
PSI-pleksin-semaforin-integrin
PtdIns(3,4,5)P3-fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfat

PTEN-engl. phosphatase-and-tensin homologue
PTX-paklitaksel

PXN-paksilin

Racl-engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
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RAF-engl. rapidly accelerated fibrosarcoma

RAP-1-engl. Ras related protein 1

RA-retikularna adhezija

RGD- arginin-glicin-aspartat

RhoGDI-engl. Rho GDP- dissociation inhibitor 1

RIAM- engl. Rap1-GTP-interacting adaptor molecule
RIPA-engl. radioimmunoprecipitation assay

ROCK-engl. Rho-associated coiled-coil containing kinase
SB-engl. sample buffer

SD-standardna devijacija

SDS-PAGE-natrij-dodecil sulfat elektroforeza u poliakrilamidnom gelu, engl. sodium dodecyl-sulfate

polyacrylamide gel electrophoresis

siRNA-mala interferiraju¢a RNA, engl. small interfering RNA

STAT-engl. signal-transducer-and-activator-of-transcription

STED-mikroskopija stimulirane deplecije emisije, engl. stimulated emission depletion microscopy.
TEM-tetraspaninom obogacene mikrodomene, engl. tetraspanin enriched microdomains
TERT- telomerazna reverzna transkriptaza

TIAM1-Rac1 specifi¢ni gvanin nukleotidni izmjenjujudi factor

TLN-talin

TNS-tenzin

TP53-tumor protein 53

Tris-HCl-tris-klorovodi¢na kiselina

T-VEC-Talimogene laherparepvec
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UV-ultraljubicasto, engl. ultraviolet
VASP-engl. vasodilator-stimulated phosphoprotein
WB-western blot

ZYX-ziksin
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10. ZIVOTOPIS | POPIS RADOVA

Rodena sam 2. veljace 1997. u Zagrebu. Zavrsila sam preddiplomski studij Biotehnologije (2018.)
i potom diplomski studij Molekularne biotehnologije na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu
SveuciliSta u Zagrebu (2020.), medu 10% najboljih studenata. Dobitnik sam Dekanove nagrade (2021.),
Stipendije za izvrsnost (2020.) i Drzavne stipendije za studente u STEM podrucjima znanosti (2018.).
Diplomski rad naslova , Uloga proteina uklju¢enih u adheziju u otpornosti stanica karcinoma prostate
DU145 na ionizirajuée zraenje” sam izradila pod mentorstvom dr. sc. A. Ambriovi¢ Ristov u sklopu
projekta ,Udruzivanjem temeljnih i klini¢kih znanstvenih istrazivanja do poboljSanja tretmana i povecane
drustvene osvijestenosti o raku prostate” (Moj Zaba Start 2019). Od 13. listopada 2020. zaposlena sam
kao doktorand na HrZZ istraZivackom projektu , Integrin aVB5-povezane fokalne i retikularne adhezije u
melanomu (AdMeFoRe)” pod vodstvom dr. sc. A. Ambriovi¢ Ristov. Iste godine upisala sam
poslijediplomski studij Molekularne bioznanosti na Sveucilistu Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku. U prvoj
godini doktorata nagradena sam stipendijom British Scholarship Trust za dvomjesec¢no istraZivanje na
Sveucilistu u Manchesteru u laboratoriju prof. dr. sc. M. J. Humphriesa. Tijekom studijskog boravka ucila
sam pripremati i analizirati uzorke metodom spektrometrije masa, te je istrazivanje naknadno nagradeno

|Il

»,Voya Kondic Memorial“ nagradom (2022.). Isti laboratorij sam posjetila ponovno 2023., gdje sam tijekom
dvotjednog boravka pripremila i analizirala dodatne uzorke proteina adhezija. U trecoj godini doktorata
(2023.) nagradena sam stipendijom FEBS Summer Fellowship za Sestotjedno istrazivanje na Sveucilistu u
Leedsu u laboratoriju prof. dr. sc. M. Peckham gdje sam ucila pripremati i analizirati uzorke metodom
super-rezolucijske mikroskopije STED. Sudjelovala sam na Sest medunarodnih i jednom domadem
znanstvenom skupu od kojih bih istaknula: HDBMB22 (Brela, Hrvatska, 2022.; stipendija za sudjelovanje,
postersko izlaganje); EMBL: “Microtubules: from atoms to complex systems” (Heidelberg, Njemacka,
2022.; stipendija za putovanje, postersko izlaganje); YSF2023 i FEBS 47th Congress (Tours, Francuska,
2023.; stipendija za sudjelovanje i putovanje, postersko izlaganje) i 8. Simpozij ,Apoptoza i novotvorine”
(zagreb, Hrvatska, 2023., predavanje). Na skupu FEBS 47th Congress sam dobila nagradu za najbolje
postersko izlaganje. Sudjelovala sam u organizaciji kongresa Adherel (Zadar, Hrvatska, 6.-9. rujan, 2023.)
(organizator: dr. sc. A. Ambriovi¢ Ristov), prvog u nizu kongresa fokusiranih na adhezije stanica. Kao
doktorand Instituta Ruder Boskovi¢ imala sam prilike pohadati tecCajeve iz mikroskopije (Zagreb, 2022.,
Radionica Nikon AX R), spektrometrije masa (Zagreb, 2022., Radionica “1st Mass Spec Workshop”) i

komunikacijskih vjestina (Zagreb, 2021., Malcolm Love-Soft skills in Science). Kao predavac sam 2023.

godine sudjelovala na tecaju “Stani¢na i molekularna biologija” organiziranom za srednjoskolske profesore
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Medicinske skole Varazdin, koji se odrzao u prostorima Laboratorija za stani¢nu biologiju i prijenos signala,
Institut Ruder Boskovi¢. Sudjelovala sam Otvorenim danima Instituta Ruder Boskovi¢ (ODI 2021) sa
izlaganjem naslova ,,Napredak tehnologije, napredak je i znanosti?“. Nakon objave ¢lanka na kojemu sam
prvi autor i u kojemu je predstavljen dio rezultata dokotrske disertacije (Loncaric i sur., 2023.) zajedno s
kolegicom dr. sc. Nikolinom Stojanovi¢, sudjelovala sam u radijskoj emisiji ,,Oko znanosti“, HRT, gdje smo
imale prilike predstaviti nasa istrazivanja u podrucju adhezije stanica. Neposredni sam voditelj jednog
diplomskog rada u izradi (Mirna Resetar, studentica Prirodoslovno-matematickog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu). Clan sam Hrvatskog drustva za biokemiju i molekularnu biologiju (preko drustva i ¢lan FEBS-a),
Hrvatskog drustva za istrazivanje raka (preko drustva i ¢lan EACR-a), Drustva sveuciliSnih nastavnika i
drugih znanstvenika u Zagrebu i Hrvatskog genetickog drustva. Koautor sam u 8 saZetaka sa znanstvenih

skupova i tri znanstvena rada.

Popis radova

1. Talaji¢, A., Dominko, K., Lon&ari¢, M., Ambriovi¢-Ristov, A., Cetkovi¢, H. (2024.) The ancestral
type of the R-RAS protein has oncogenic potential. Cell Mol. Biol. Lett. 29: 27. doi:
10.1186/s11658-024-00546-0.

2. Loncari¢, M., Stojanovié, N., Rac-Justament, A., Coopmans, K., Majhen, D., Humphries, J.,
Humphries, M., Ambriovi¢ Ristov, A. (2023.) Talin2 and KANK2 functionally interact to regulate
microtubule dynamics, paclitaxel sensitivity and cell migration in the MDA-MB-435S

melanoma cell line. Cell Mol. Biol. Lett. 28: 56. doi: 10.1186/s11658-023-00473-6.

3. Tadijan, A., Humpbhries, J., Samar#ija, I., Stojanovi¢, N., Zha, J., Culjak, K., Tomi¢, M., Paradik,
M., Nesti¢, D., Kang, H., Humphries, M. & Ambriovié-Ristov, A. (2021.) The Tongue Squamous
Carcinoma Cell Line Cal27 Primarily Employs Integrin a6B4-Containing Type |l
Hemidesmosomes for Adhesion Which Contribute to Anticancer Drug Sensitivity. Front. Cell

Dev. Biol. 9: 786758. doi:10.3389/fcell.2021.786758.
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