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1.1. TUMORI

Tumore karakterizira nakupljanje stanica u organizmu u obliku izraslina ili oteklina, a
nastaju kao posljedica nekontroliranog rasta stanica. Neki tumori nastaju zbog nasljednih
mutacija, no vedina ih nastaje zbog utjecaja karcinogena iz okolisa ili gresaka u kopiranju i
popravku gena u somatskim stanicama. Stanice se u tumorima nekontrolirano,
neogranieno i autonomno dijele i rastu, a izbjegavanjem mehanizama stani¢ne smrti
prezivljavaju usprkos nakupljanju mutacija. Stanice tumora imaju poremecenu
diferencijaciju i poticu angiogenezu. Rastom tumora se razvija populacija stanica koja moze
prodrijeti u tkiva i metastazirati na udaljena mjesta Sto ako se ne lijeci, moze uzrokovati

smrt domacina (Slika 1) (Hanahan i Weinberg 2011).

Qdrzavanje signala Izbjegavanje
proliferacije supresora rasta

Regulacija energetskog Izbjegavanje imunoloskog
odgovora

Omeogucavanje
neogranicene replikacije

Izbjegavanje
stanicne smrti

Nestabilnost
genomaii
mutacije
Poticanje Aktivacija
angiogeneze invazije i
metastaziranja

Slika 1. Osobine tumora prema Hanahanu i Weinbergu. Stanice tumora stalno proliferiraju, dijele se
neograniceno i neovisno o vanjskim supresorima rasta. Takoder izbjegavaju stani¢nu smrt i imunosni odgovor.
Reguliraju energentski potencijal stanice, a njihov nastanak potaknut je mutacijama, nestabilnostima genoma
i nekim upalama. Poticu angiogenezu novog tumorskog tkiva, koja im omogucava invaziju i metastaziranje.
Preuzeto i prilagodeno iz Hanahan i Weinberg (2011).

Do inicijacije maligne transformacije stanice dolazi nakupljanjem mutacija koje
uzrokuju aktivaciju onkogena, a Cija povelana ekspresija potice proliferaciju stanica ili koje

uzrokuju gubitak funkcije tumor supresorskih gena, ¢ime se zaustavlja njihova uloga
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kocenja pretjerane proliferacije stanica. Promocija je faza proliferacije i klonalne ekspanzije
transformiranih stanica, dok progresija oznaCava postupni razvoj genotipski i fenotipski
promijenjenih stanica (diferencijaciju), koje mogu napustiti primarno tkivo od kojeg su
nastale i prosiriti se po organizmu kroz postojece ili novonastale krvne ili limfne zile. Slaba
diferencijacija, brzi rast i pojava metastaza karakteristika je zlo¢udnih tumora, koje je teze

lijeciti od dobrocudnih tumora koji takvu sposobnost nemaju (Alberts i sur. 2008).

1.1.1. Lijecenje tumora

Standardne metode lijecenja tumora podrazumijevaju tri glavna pristupa: kirurski
zahvat, radioterapiju (zracenje) i kemoterapiju. Ovisno o tipu tumora, njegovom smjestaju u
organizmu i razvojnom stadiju, te opcenitom zdravstvenom stanju pacijenta primjenjuje se
jedna ili kombinacija navedenih vrsta lijecenja, istovremeno ili uzastopno (Lugmani 2005), a
krajnji cilj je unistiti sve stanice tumora uz minimalno oStecenje zdravog tkiva. Kirurski
zahvat i dalje je naj¢eS¢a metoda lije¢enja tumora, i Cesto je uspjeSna za otklanjanje
primarnih tumora. Radioterapija ili zracenje metoda je koja se koristi u kombinaciji s
kirurskim zahvatom, moze se primijeniti lokalno ¢ime se smanjuje oStecenje zdravog tkiva.
Kemoterapija je sistemsko lijeCenje tumora kemijskim spojevima (citostaticima ili
protutumorskim lijekovima). lako se cCesto koristi u lijecenju primarnih tumora jos se Cesce
koristi u kontroli Sirenja bolesti. Godinama su najucinkovitiji protutumorski lijekovi bili oni
koji uzrokuju oStecenja DNA u stanici i utjecu na proliferaciju i diobu stanice (Gurova 2009)
(Slika 2), a koji se mogu, bilo da se radi o sintetskim ili prirodnim spojevima, podijeliti prema
mjestu i nacinu djelovanja na inhibitore sinteze DNA, spojeve koji oste¢uju DNA i spojeve

koji ometaju diobu stanice (Tablica 1.).
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Tablica 1. Podjela protutumorskih lijekova prema mehanizmu djelovanja.

‘ PROTUTUMORSKI LUUEKOVI

Inhibitori sinteze DNA
Antifolati :
methotreksat, pemetriksed

Antipirimidini :
5-fluorouracil, kapecitabin,
eniluracil, hidroksiurea

Antipurini :
6-merkaptopurin, 6-tiogvanin

MEHANIZAM DJELOVANJA

inhibiraju potrebne biosintetske procese ili su
inkorporirani u makromolekule (strukturni
analozi heterociklickih baza ili spojevi koji
ometaju metabolizam folata ¢ime inhibiraju
glavne  korake

stvaranja  purinskih i

pirimidinskih baza te nukleotida)

IZVOR

(Parker 2009)
(Goldman i sur. 2010)
(Zhang i sur. 2008)

Spojevi koji ostecuju DNA
Alkilirajudi agensi :
ciklofosfamid, ifosfamid,
melfalan, klorambucil

Lijekovi na bazi platine :
cisplatina, karboplatina

Antibiotici :

antraciklini
(doksorubicin, epirubicin);

aktinomicin, bleomicin, adriamicin

mitomicin C

Inhibitori topoizomerazelill :
kamptotecin, irinotekan,
topotekan

etopozid, vespid

oStecuju DNA umetanjem metilnih ili alkilnih

skupina izmedu nukleotidnih baza, Sto
dovodi do neispravnog sparivanja baza,
nakupljanja mutacija, fragmentacije DNA i u
konacnici inhibicije replikacije i transkripcije
DNA

DNA
kompleksa

lanaca
DNA-

sprjecavaju spajanje
stabilizacijom

topoizomeraza Il interkalacijom u DNA

oStecuju DNA umetanjem metilnih ili alkilnih
skupina izmedu nukleotidnih baza

ponasa se kao alkilirajudi agens i stvara krizne
veze s DNA

inhibicija replikacije DNA:
vezanjem na kompleks DNA-topoizomeraza |
i njegovom stabilizacijom kompleksa

DNA-
topoizomeraza Il koji dovodi do dvolandanih

stabilizacijom kompleksa

lomova u DNA

(Izbicka i Tolcher
2004)

(Payne i Miles 2008)

Spojevi koji ometaju diobu stanice
vinblastin, vinkristin

paklitaksel, docetaksel

inhibicija polimerizacije tubulina i posljedi¢no
inhibicija formiranja diobenog vretena

stabiliziranje mikrotubula

(Risinger i sur. 2009)
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| Sinteza DNA | | PP |

J%%

[ Transkripcija DNA | Udvostruéavanje DNA ‘

| t

l Interkalirajuci spojevi | | Inhibitori mitotskog vretena

Slika 2. Mjesta djelovanja protutumorskih lijekova. Preuzeto i prilagodeno iz Lugmani (2005).

Antiproliferativni ucinak protutumorskih lijekova posljedica je Stetnog djelovanja na
DNA ili neku drugu molekulu ili proces u stanici sto pokrece programiranu stani¢nu smrt
(apoptozu), medutim, zbog sli¢nosti tumorskih i normalnih stanica, ne postoji selektivno
djelovanje ovih spojeva, vec dolazi do Stetnog ucinka na sve stanice koje se brzo dijele u
organizmu. Ostecenje zdravih stanica, kao Sto su krvne stanice, stanice sluznice probavnog
trakta, spolne stanice i folikul kose, uzrokuje popratne neZeljene pojave kemoterapije,
mijelosupresiju, usporeno zacjeljivanje rana, alopeciju, oStecenja epitela probavnog sustava,
mucninu i povracanje, umor, depresiju i sterilnost (Shapiro i Recht 2001). Vedina ovih
nuspojava nestaje prekidanjem lijecenja, no Cesto dolazi do trajnog oStecenja bubrega, srca,
pluca ili reproduktivnog sustava. Osim toga, danasnji protutumorski lijekovi imaju jos dva
velika nedostatka: razvoj otpornosti te nemogucnost kompletnog unistenja tumora
koriStenjem terapijskih doza. Stoga se intenzivno istrazuju i primjenjuju drugi terapijski
pristupi kao Sto su hormonska terapija, imunoterapija, terapija inhibitorima angiogeneze,
molekulama koje izazivaju apoptozu ili moduliraju ekspresiju gena.

Osim spomenutih pristupa lijeCenju tumora zadnjih 10 godina posebice se razvija
genska terapija tumora. Njezin je glavni cilj uspjeSan prijenos genskog materijala pomocu
viralnih ili neviralnih vektora u ciljne stanice (El-Aneed 2004), Sto rezultira uniStenjem
tumorske stanice ili sprjecavanja njenog rasta. Trenutno je zabiljezeno preko goo klinickih

studija u svijetu sa ciljem genske terapije tumora (www.clinicaltrials.gov) u kojima se ciljano
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utjeCe na tumorske stanice poticanjem ili pojacavanjem postojeceg imunosnog odgovora na
tumorske antigene, nadomjeStanjem mutacija prisutnih u tumoru, supresijom ekspresije
onkogena, unoSenjem gena samoubojice u svrhu unistenja tumorske stanice, kocenjem
angiogeneze ili ubijanjem tumorske stanice selektivnim umnazanjem virusa (onkoliticki
virusi) (Majhen i Ambriovi¢-Ristov 2006). Ove metode lije¢enja imaju potencijal za lijecenje
tumora za koje standardne metode nisu primjenjive te su zabiljezeni brojni uspjesi za
razlicite vrste tumora.

Glavni je problem svih navedenih pristupa u terapiji tumora nedovoljna selektivnost
djelovanja na tumorske stanice, odnosno identifikacija prave ciljne molekule kljucne za
razvoj i rast tumora. Za lijeCenje tumora protutumorskim lijekovima problem je i pojava

otpornosti stanica na djelovanje protutumorskih lijekova.

1.1.2. Karcinomi stanica plocCastog epitela glave i vrata

Karcinomi stanica plocastog epitela glave i vrata (engl. Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma, HNSCC) razvijaju se u usnoj Supljini, dusniku, grkljanu ili laringofarinksu, ¢ine
95% svih karcinoma tumora glave i vrata i Sesti su najucestaliji karcinom u cijelom svijetu, s
vrlo nepovoljnim prognozama za oboljele. GodiSnje se zabiljezZi oko 500.000 slucajeva
karcinoma u svijetu, a samo 40-50% pacijenata prezivi 5 godina od postavljanja dijagnoze
(Kamangar i sur. 2006). Vecina karcinoma stanica plocastog epitela glave i vrata su
karcinomi plocastog epitela usne Supljine (engl. Oral Squamous Cell Carcinoma, OSCC) koji
nastaju od keratinocita mutacijama DNA, koje su Cesto spontane ili mogu biti uzrokovane
vanjskim ¢imbenicima, kemijskim ili fizickim mutagenima, nekim mikroorganizmima ili kao
posljedica nasljednih bolesti. Ove karcinome karakterizira sposobnost metastaziranja u
limfne cvorove, kosti, mozak, jetru i druga mijesta (Scully i Bagan 2009). Pusenje i
konzumacija alkohola, uz slab unos voca i povréa, do sada su najbolje opisani vanjski rizi¢ni
faktori i imaju sinergisticki u¢inak na nastanak tumora usne Supljine (Petti 2009). lako je u
zadnjih deset godina u zapadnom svijetu pojava tumora usne supljine uzrokovanih
pusenjem u opadanju zbog smanjene konzumacije duhanskih proizvoda, dolazi do
povecanja pojave podskupina HNSCC, osobito karcinoma jezika i zdrijela zbog infekcija
tipom visokorizi¢nog papiloma virusa Covjeka (HPV) (D'Souza i sur. 2007; Shillitoe 2009).

Bolesti kao Sto je Fanconi anemija, Li Fraumeni sindrom, xeroderma pigmentosum i
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dijabetes (Kutler i sur. 2003), genetska predispozicija (Cloos i sur. 1996; Kutler i sur. 2003;
Hopkins i sur. 2008) i neadekvatna oralna higijena pogoduju nastanku OSCC (Guha i sur.
2007; Abnet i sur. 2008). Heterogenost HNSCC identificirana je histoloskom klasifikacijom
(Woolgar i Triantafyllou 2009), kao i studijama na molekularnoj razini. Glavna podjela
HNSCC tumora je prema tome jesu li uzrokovani infekcijom virusom HPV ili ne sadrze HPV,
a Chung i suradnici (2004) navode i Cetiri podskupine HNSCC prema prognozi prezivljenja.
Kasnije je na temelju genske analize predloZzena dodatna podjela tumora na temelju
ploidnosti stanica (Hermsen i sur. 2001; Jin i sur. 2006). Prognoza prezivljenja pacijenata s
HNSCC odredena je stupnjem razvitka tumora u trenutku dijagnoze. Klini¢kim pregledom,
snimanjem, biopsijom i citologijom limfnih cvorova odreduje se opseg tumora, broj
zahvacenih limfnih ¢vorova, te pojava, koli¢ina i smjestaj metastaza u organizmu. U nekim
slucajevima karcinoma dusnika najvazni prognosticki faktori su konzumacija duhanskih
proizvoda i potencijalna izloZzenost virusu HPV (Ang i sur. 2010). Pacijenti s tumorom usne
Supljine otkrivenim u ranoj fazi razvoja podvrgavaju se kirurskom postupku ili radioterapiji i
u pravilu imaju povoljnu prognozu, medutim, takvi slucajevi Cine samo trelinu svih
postavljenih dijagnoza. U pravilu se tumori usne Supljine otkrivaju u ve¢ uznapredovalom
stadiju u kojoj su vec¢ prisutne metastaze u limfnim ¢vorovima. Glavni nacin lijecenja takvih
pacijenata i dalje je kirurski zahvat (Shah i Gil 2009) pracen postoperativnim tretmanom
zraenjem (Mazeron i sur. 2009), iako je u zadnjih dvadesetak godina uvodenje preciznijih
kirurskih i radioloskih protokola, kombinacija radijacije i kemoterapije za lijecenje
uznapredovalih tumora pokazala ucinkovitost i povecanje kvalitete Zivota u pacijenata s
umjereno uznapredovalim karcinomom grkljana i zdrijela. Nedavno je zapocela i upotreba
lijekova koji ciljano djeluju na molekule ili signalne puteve u organizmu (Tablica 1) u
kombinaciji s tradicionalnim metodama lijecenja, medutim, prezivljenje pacijenata nije se
primjetno poboljsalo, vecinom zbog toga Sto i dalje dolazi do razvitka udaljenih metastaza i
sekundarnih primarnih tumora u pacijenata (Lippman i Hong 1989). Najveca zapreka
razvoju novih strategija u terapiji predstavljaju ograni¢ene informacije o molekularnoj

karcinogenezi HNSCC te genetickoj i bioloskoj heterogenosti bolesti (Leemans i sur. 2011).
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Tablica 2. Mehanizmi djelovanja lijekova i ciljne molekule u terapiji karcinoma plocastog epitela glave i

vrata. Preuzeto i modificirano iz Scully i Bagan (2009).

MEHANIZAM
DJELOVANJA

CILJNE MOLEKULE

PRIMJERI

Receptor epidermalnog faktora
rasta (EGFR / erbB) - stimulira
tirozin kinaze

Monoklonska protutijela: Cetuximab (Erbitux)
Panitumumab (Vectibix)
ABX-EGF, EMD72000
Inhibitor EGF-R i VEGF-R: Vandetanib (Zactima)

Inhibicija receptora

faktora rasta Tirozin kinaze

Inhibitori tirozin kinaza: Gefitinib (Iressa)
Erlotinib (Tarceva)
Lapatinib (Tykerb)

Receptor za faktor rasta sli¢an
inzulinu
(IGF-R)

Monoklonsko protutijelo: EM164 AMG 479

Obitelj proteina Ras

Zarnestra (R115777, Tipifarnib)
FTIRas Inh: ISIS 5132

Raf (kaskada signala)

Sorafenib (Nexavar)

Proto-onkogen Met

SU11274

Farnezil transferaza

Lonafarnib [SCH 66336]

Blokada okidanja
signala za rast
Protein kinaza MEK1/2

AZD6244
Cl-1040
PD184352
PD 0325901

mTOR (klju¢ni regulator rasta
stanica)

Everolimus (RADoo1).
Temsirolimus (Torisel)

Protein kinaza C

Bisindolemaleimide (Enzastaurin),
PKC412A (Midostaurin)

Inhibitor proteasoma
(podjedinica 26S)

Degradacija
proteina

Bortezomib

TNF vezani aktivator apoptoze

i (TRAIL)
Indukcija apoptoze

Monoklonsko protutijelo: AMG655
Rekombinantni citokin: Apo2L/TRAIL (Dulanermin)

BCL-2

Oblimersen (Genasense)

Vaskularni endotelni faktor rasta
(VEGF)

Blokiranje
angiogeneze

Monoklonsko protutijelo: Bevacizumab (Avastin)
VEGF trap (Aflibercept)

Inhibitori vise kinaza za: signalni put Raf/Mek/Erk ,
VEGF i KIT: Sorafenib (Nexavar),
VEGF-R i receptor faktora rasta trombocita:
Sunitinib (Sutent)

EGF-R i VEGF-R: Vandetanib (Zactima)
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1.2. MEHANIZMI OTPORNOSTI TUMORA NA PROTUTUMORSKE
LIJEKOVE

Tumorske stanice su geneticki nestabilne, potiCu iz razlicitih tkiva, razlikuju se u
profilu aktivacije onkogena i inaktivacije tumor supresorskih gena, pokazuju varijacije u
ekspresiji gena i fenotipu. Rezultat svih tih promjena je sposobnost tumorskih stanica da, za
razliku od normalnih stanica, brzo moduliraju svoj odgovor na djelovanje lijekova, i razviju
otpornost na njih, Sto predstavlja veliki problem u terapiji tumora protutumorskim
ljekovima. Otpornost tumorskih stanica na protutumorske lijekove moze biti urodena
(primarna) ili stecena (sekundarna). Urodena otpornost na protutumorske lijekove nastaje
tijekom procesa tumorigeneze i predstavlja problem vec pri prvoj primjeni protutumorskih
lijekova. Unutar 10° tumorskih stanica koje stvaraju tumor, koji se moze klini¢ki otkriti,
vjerojatno se nalazi izmedu 10 i 1,000 otpornih stanica koje imaju potencijal za ponovno
stvaranje tumora neovisno o unistenju osjetljivih stanica, stoga je jedan od bitnih ¢imbenika
izljecenja ili barem ogranicavanja progresije bolesti izravno povezan s velicinom tumora pri
dijagnozi i pocetku lijecenja (Lugmani 2005).

Stecena otpornost rezultat je prilagodbe tumorskih stanica ili mutacija nastalih kao
odgovor na primijenjene protutumorske lijekove (O'Connor i sur. 2007). Molekularnih
mehanizama otpornosti je mnogo, Cesto ih je vise istovremeno aktivnih u stanici, a ovisni su
o vrsti protutumorskog lijeka kojima su tumorske stanice bile izlozene. Ove dinjenice
takoder vrijede i za mehanizme otpornosti u stani¢nim linijjama tumora. Glavni mehanizmi
otpornosti stanica na protutumorske lijekove su (Slika 3): 1. smanjeno nakupljanje
protutumorskog lijeka kao posljedica njegovog smanjenog ulaska u stanicu (npr. smanjena
ekspresija transportnih molekula u stani¢noj membrani za odredeni protutumorski lijek), ili
pojacanog izbacivanja pomoc¢u membranskih pumpi za izbacivanje (npr. P-glikoprotein),ili
kao posljedica oba mehanizma (Gottesman 2002; Mehta i Siddik 2009), 2. smanjeno
vezanje protutumorskih lijekova na ciljne molekule unutar stanice zbog: smanjene
metabolicke aktivacije protutumorskog lijeka enzimatskom inaktivacijom metilacijom ili
vezanjem na zastitne molekule u citoplazmi (glutation, metalotioneini), povecanom
ekspresijom ili mutacijom ciljnih molekula, 3. povecana sposobnost popravka i/ili tolerancije
ostecenja ciljne molekule stanice (naj¢esce DNA), 4. kocenje apoptoze kao konacnog

odgovora na oStecenje stanica uslijed promjena u putevima prijenosa signala (ps53 i Bcl-2) ili
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uslijed prethodno navedenih mehanizama otpornosti (Stavrovskaya 2000; Longley i
Johnston 2005), 5. promjene u adhezivnosti stanica (Damiano i sur. 1999; Ambriovi¢-Ristov i

Osmak 2006).

lijek

‘metabolizam

izbacivanje
lijeka

Slika 3. Mehanizmi otpornosti tumorske stanice na djelovanje protutumorskih lijekova: smanjen unos,
pojacano izbacivanje iz stanice, promjene u metabolizmu lijekova, ciljnoj molekuli na koju djeluju
protutumorski lijekovi, ubrzan popravak nastalih oStecenja i prezivljenje. Preuzeto i prilagodeno iz Mehta i
Siddik (2009).

Krizna otpornost na vise lijekova (engl. multiple drug resistance, MDR) jedan je od
glavnih uzroka neuspjeha kemoterapije, jer tumorske stanice stvaranjem otpornosti na
jedan lijek postaju otporne i na niz drugih koji se od prvotnog lijeka razlikuju po strukturii po
mehanizmu djelovanja (Hall i sur. 2009).

Novije podruje istrazivanja otpornosti je otpornost na protutumorske lijekove
posredovana adhezijom (engl. cell adhesion mediated drug resistance, CAM-DR), a unutar
tog podrucja posebno se istrazuje otpornost posredovana integrinima (engl. integrin

mediated drug resistance), koji mogu potaknuti bilo koji od gore navedenih mehanizama

otpornosti stanica na protutumorske lijekove (Ambriovic-Ristov i Osmak 2006).
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1.3. IZVANSTANICNI MATRIKS

lzvanstanicni matriks (engl. extracellular matrix, ECM) je nestani¢na komponenta
organizma sastavljena od proteina visoke molekularne tezine i polisaharida (Timpl 1996),
nalazi se u svim tkivima i organima, a osim Sto je bitna strukturna potpora stanicama sluzi
kao fizicka prepreka ili kao selektivni filtar za topljive molekule. Dinamicna je struktura koja
se stalno preoblikuje (Daley i sur. 2008), a njegove molekularne komponente podvrgavaju
se bezbrojnim posttranslacijskim modifikacijama, ¢ime generira biokemijska i mehanicka
svojstva svakog organa kao Sto su Cvrstoca i elasti¢nost, te odrzava izvanstanicnu
homeostazu. lzvanstani¢ni matriks vezanjem faktora rasta i interakcijom s receptorima na
povrsini stanica potiCe okidanje signala bitnih za morfogenezu tkiva, diferencijaciju,
proliferaciju, adheziju i migraciju stanica te stani¢nu smrt (Hynes 2009; Lu i sur. 2012).

lzvanstanicni matriks je iznimno tkivno-specifican, prilagodava se promjenama koje
nastaju tijekom razvoja, starenja i bolesti, a poremecaji njegove dinamike dovode do pojave
oziljaka, urodenih mana, kronicnih rana, malformacija skeleta, tumorigeneze i nastanka
fibroznih bolesti (Jarvelainen i sur. 2009; Lu i sur. 2011; Lu i sur. 2012).

Identifikacijom mehanickih svojstava i sastava izvanstani¢nog matriksa, proteinskih
receptora za izvanstanicni matriks i signalnih puteva koje moze modulirati (Hynes 1990;
Schwartz i sur. 1995; Bershadsky i sur. 2003; Aszodi i sur. 2006) otkriveno je puno

informacija o organizaciji izvanstani¢nog matriksa i njegovoj interakciji sa stanicama.

1.3.1. Proteini izvanstani¢nog matriksa

Izvanstani¢ni matriks graden je od dvije glavne vrste makromolekula: proteoglikana i
vlaknastih proteina (Slika 4) (Jarvelainen i sur. 2009; Schaefer i Schaefer 2010).

Proteoglikani ispunjavaju vedinu izvanstanicnog meduprostora u tkivima u obliku
hidratiziranog gela, a sastavljeni su od lanaca glikozaminoglikana koji su kovalentno vezani
za glavni protein (lozzo i Murdoch 1996; Schaefer i Schaefer 2010). Klasifikacija na temelju
glavnog proteina, smjestaja i sastava glikozaminoglikana dijeli ih na male proteoglikane
bogate leucinom, modularne proteoglikane i proteoglikane koji se nalaze na stani¢noj
povrsini (Schaefer i Schaefer 2010). Mali proteoglikani bogati leucinom ukljuceni su u

nekoliko signalnih puteva, ukljucujudi i vezanje na, i aktivaciju receptora faktora
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epidermalnog rasta (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR), receptora faktora rasta
slicnog inzulinu (engl. insulin-like growth factor 1 receptor, IGFIR) i receptoru srodnog
lipoproteina niske gustoce 1 (engl. low-density lipoprotein-receptorrelated protein 1, LRP1),
regulatora odgovora na upalne procese; vezanje na i aktivaciju transformirajuceg faktora
rasta beta (engl. transforming growth factor beta, TGFB) (Goldoni i lozzo 2008; Schaefer i
lozzo 2008; Sarrazin i sur. 2011), dok modularni proteoglikani mogu regulirati adheziju,
migraciju i proliferaciju stanica (Schaefer i Schaefer 2010), te mogu djelovati kao pro- i anti-
angiogenetski faktori (lozzo i sur. 2009). Proteoglikani koji se nalaze na povrsini stanica
djeluju kao koreceptori i olakSavaju vezanje liganada sa signalnim receptorima (Schaefer
and Schaefer 2010). Mutacije u genima koji kodiraju proteoglikane povezane su s mnogim

genskim bolestima (Schaefer i lozzo 2008; Jarvelainen i sur. 2009).

Kolagen Fibronektin . B _Laminin
/ : : Proteoglikani

X ¥t
: ,,‘.,,,;;{;:3»»»»»»:3):.w mm»m\» ;_': \

LTI }’

Slika 4. Komponente izvanstani¢nog matriksa. Preuzeto i prilagodeno iz Karp (2010).

Kolagen je vlaknasti protein kojeg ima najviSe u izvanstani¢nom matriksu, i do danas
je u kraljeznjacima otkriveno 28 tipova kolagena (Gordon i Hahn 2010). Kolageni pruzaju
strukturnu &vrstocu svim oblicima izvanstani¢nog matriksa, ukljucujuci vlaknima tetiva,
kostima i hrskavici, bazalnoj membrani, intersticijskom izvanstani¢nom matriksu dermisa i
kapsula koje okruzuju organe. Kolageni uglavnom stvaraju trostruke uzvojnice koje se mogu
povezati u supramolekularne komplekse, kao Sto su vlakna ili laminarna struktura bazalne
membrane (Ricard-Blum 2011; Yurchenco 2011). Reguliraju adheziju stanica, poticu
kemotaksiju i migraciju, te razvijanje tkiva (Rozario i DeSimone 2010). Vedinom ih izlucuju

fibroblasti koji su ili smjesteni u stromi ili ih regrutiraju susjedna tkiva (De Wever i sur. 2008).
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Kolageni se vezu na elastin (Wise i Weiss 2009), jedan od vlaknastih proteina
izvanstanicnog matriksa, koji omogucava da se tkiva koja se uzastopno rastezu mogu vratiti
u prvotno stanje. Graden je od molekula tropoelastina, koje se umrezuju u vlakna pomocu
enzima lizil oksidaze (Lucero i Kagan 2006), a zatim se vlakna elastina prekrivaju
glikoproteinskim mikrofibrilima, koji su nuzni za stabilnost vlakna elastina (Wise i Weiss
2009).

Sljedeci vlaknasti protein izvanstani¢nog matriksa je fibronektin koji se izlu¢uje kao
dimer vezan s dvije C-terminalne disulfidne veze i ima nekoliko veznih mjesta za druge
dimere fibronektina, kolagen, heparin i receptore na povrsini stanice, integrine (Pankov i
Yamada 2002; Schwarzbauer i DeSimone 2011). Vezanje topljivog fibronektina na povrsinu
stanice neophodno je za njegovo povezivanje u vlakna, a kontrakcije stanica preko
aktinskog citoskeleta koje rezultiraju nakupljanjem integrina poti¢u vezanje fibronektina i
otvaranjem veznih mjesta na koja se fibronektin moze vezati (Mao i Schwarzbauer 2005;
Leiss i sur. 2008). Ukljucen je u organizaciju meduprostornog izvanstani¢cnog matriksa, ima
ulogu u adheziji, migraciji stanica tijekom razvoja, a povezan je i sa pojavom bolesti srca i
krvnih Zila te pojavom metastaza u tumorima (Rozario i DeSimone 2010; Tsang i sur. 2010).

Vitronektin, jos jedan vlaknasti protein izvanstanicnog matriksa, je glikoprotein,
prisutan u krvi i izvanstanicnom matriksu, koji veze glikozaminoglikane, kolagen,
plazminogen i receptor urokinaza (engl. urokinase receptor, UPAR), te stabilizira inhibitornu
konformaciju inhibitora aktivacije plazminogena 1 (Kost i sur. 1992; Schroeck i sur. 2002),
¢ime moze regulirati proteoliticku razgradnju izvanstani¢nog matriksa. Osim toga,
vitronektin se veze na heparin i kompleks trombina i antitrombina Ill (Kost i sur. 1992; Hess i
sur. 1995), ¢ime sudjeluje u imunosnom odgovoru (Preissner 1989) i regulaciji stvaranja
ugrusaka (Podor i sur. 2002; Wu i sur. 2004). Pricvrs¢en je na izvanstanicni matriks preko
kolagen vezne domene i glikozaminoglikan vezne domene, cime potice proliferaciju,
adheziju i migraciju stanica interakcijom s receptorom urokinaze (UPAR), faktorima rasta i
odredenim integrinima (Preissner 1991; Preissner i Seiffert 1998; Schvartz i sur. 1999; Hapke
i sur. 2003; Heyman i sur. 2008), a povezan je i s pojavom tumora (Hurt i sur. 2010; Kadowaki
i sur. 2011; Pirazzoli i sur. 2013). Funkcija vitronektina moze se modulirati proteoliti¢ckim

enzimima i protein kinazama prisutnim u krvi (Schvartz i sur. 1999).
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Osim gore navedenih vlaknastih proteina, poznati su jos laminin (Aumailley i sur.
2005), trombospondin (Bentley i Adams 2010; Adams i Lawler 2011), tenascini (Chiquet-

Ehrismann i Tucker 2011), fibrilini (Ramirez i Dietz 2009) i mnogi drugi.

1.3.2. Receptori na povrsini stanica za proteine izvanstani¢nog matriksa

Da bi stanica mogla regulirati svoju okolinu veze se preko receptora na stanicama,
odnosno adhezijskih molekula (engl. cell adhesion molecules, CAMs) s drugim stanicama i
izvanstani¢nim matriksom koji zatim utjece na funkciju stanice (Frenette i Wagner 1996).
Ovo povezivanje igra klju¢nu ulogu u procesima kao Sto su embrionalni razvoj i
morfogeneza tkiva, u patoloskim procesima, kao Sto su invazija stanica tumora i
metastaziranje, tromboze i upale (Hynes i Lander 1992; Francavilla i sur. 2009). U tijeku su i
istrazivanja fokusirana na iskoriStavanje receptora na stanicama za komponente
izvanstanicnog matriksa u ciljanoj terapiji tumora i dijagnostici (Dunehoo i sur. 2006).
Interakcije stanica sa susjednim stanicama i izvanstani¢nim matriksom posredovane su
razlicitim adhezijskim molekulama na povrsini stanica, unutar kojih su Cetiri glavne skupine
receptora: kadherini, selektini, imunoglobulini i integrini (Aplin i sur. 1999; van der Flier i
Sonnenberg 2001) (Slika 5).

Kadherini su velika obitelj transmembranskih proteina koji imaju zajednicku
izvanstanicnu domenu, sastavljenu od ponavljaju¢ih motiva koji sadrze priblizno 100
kadherin specificnih aminokiselina (Suzuki 1996; Chothia i Jones 1997; Humphries i
Newham 1998). Glavni ¢lanovi obitelji kadherina su N-, P-, R-, B- i E-kadherin (Angst i sur.
2001), gradeni od 5 takvih motiva i primarno homofilne molekule koje povezuju stanicu s
drugim stanicama ovisno o prisutnosti kalcija. Nalaze se u specijaliziranim mjestima
povezivanja stanice sa stanicom, koji se nazivaju adherentne veze (engl.adherence junctions)
gdje uspostavljaju vezu s aktinskim citoskeletom. Kadherini koji se vezu na dezmosome
drugi su najvazniji clanovi obitelji kadherina i formiraju unutarstani¢ne veze s
intermedijarnim filamentom (Hynes 1999). Konacno, proto-kadherini ¢lanovi su obitelji
kadherina vazni za razvoj ziv€anog sustava (Wu i Maniatis 1999). Stabilna adhezija stanice
omogucena je formiranjem niza krutih dimera sastavljenih od ponavljajucih motiva
kadherina (Humphries i Newham 1998; Vasioukhin i sur. 2000), koji su jednaki dimerima na

stanici s kojom se Zzeli spojiti (Sivasankar i sur. 1999). Distalne citoplazmatske domene
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kadherina vezane su skupinom unutarstanicnih proteina, katenina, ¢ijom se interakcijom

kadherini izravno vezu na aktinski citoskelet (Gumbiner 2000).

Obitelj imunoglobulina

N-kadherin PECAM-1  VCAM-1 Izvanstani¢ni matriks P-selektin

B8 1 420

Fibron/ektin

RGD—

Integrini

Homofilni Heterofilni

Slika 5. Cetiri glavne skupine adhezijskih molekula. Preuzeto i prilagodeno iz Frenette i Wagner (12996).

Adhezijske molekule stanica krvozilnog sustava ukljucene u interakcije leukocita,
trombocita i endotela u cirkulaciji krvi nazivaju se selektini (Lasky 1995; Bendas i Borsig
2012). Samo su tri ¢lana ove obitelji: P-, E- i L-selektin. L-selektin je konstitutivno
eksprimiran na povrsini leukocita, P-selektin se nalazi u a-granulama trombocita i Weibel-
Paladeovim tjeleScima endotela pa se nakon aktivacije moze brzo prenijeti na povrsinu
stanice, dok ekspresija E-selektina zahtjeva de novo transkripciju, pa do ekspresije na
povrsini stanice dolazi nekoliko sati nakon stimulacije aktivacije (Kansas 1996). Pokazano je
da selektini posreduju vezanju stanice s drugim stanicama prepoznavanjem i vezanjem
razlicitih struktura glikana neovisno o prisutnosti kalcija (Varki 1997), a imaju funkciju u
upalnim procesima, imunosnom odgovoru, zarastanju rana i zaustavljanju krvarenja
(Springer 1995; Hartwell i Wagner 1999; Ley i sur. 2007).

Obitelj imunoglobulina vrlo je raznolika grupa adhezijskih receptora, ¢iji su pripadnici
definirani jednom ili vise kopija strukture koja se sastoji od dva cisteinska ostatka odvojena

dvjema antiparalelnim B-plo¢ama (Vaughn i Bjorkman 1996). Prisutni su u razli¢itim
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stanicama i sudjeluju u brojnim bioloskim procesima, od kojih je najvazniji razvoj ziv€anog
sustava (Murase i Schuman 1999). Postoji nekoliko skupina imunoglobulina ukljucenih u
razvoj ziv€anog sustava. Adhezijska molekula neuronskih stanica (engl. neural cell adhesion
molecule, NCAM) homofilna molekula koja povezuje stanicu s drugim stanicama neovisno o
prisutnosti kalcija (Crossin i Krushel 2000), L1, TAGz, kontraktin i Drosophila fasciklin Il
(Tessier-Lavigne i Goodman 1996; Crossin i Krushel 2000) ine jednu od njih. U drugoj su
skupini receptori netrina, kao sto je DCC (engl. deleted in colon carcinoma) koji stupaju u
interakciju s izvanstani¢nim matriksom kako bi aksonima pruzili smjernice u migraciji
(Culotti i Merz 1998). Oni, kao i treca skupina imunoglobulina, transmembranske tirozin
kinaze koje se vezu na susjedne stanice preko svojih liganada efrina (Bruckner i Klein 1998),
povezuju stanicu s drugim stanicama vezanjem na razlicite adhezijske molekule i receptore.

Integrini, Cetvrta i glavna skupina adhezijskih molekula na koje se vezu komponente
izvanstanicnog matriksa, glavna su tema ove doktorske disertacije, pa ¢e biti obradeni u

sljiedecem poglavlju kao zasebna jedinica.
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1.4. INTEGRINI

Otkako su 1986. godine proteini, koji su sposobni integrirati unutrasnjost stanice s
izvanstanicnim matriksom ili s drugom stanicom, dobili ime "integrini" (Hynes 1987), ove
adhezijske molekule su intenzivno istrazivane. Napredak u razumijevanju njihove strukture
postignut je nakon Sto su rijeSene kristalne strukture integrina o, ; (Xiong i sur. 2001; Xiong
i sur.2002)i oq|b[33 (Xiao i sur. 2004).

Integrini su transmembranski glikoproteini gradeni kao heterodimeri od
nekovalentno povezanih a i B podjedinica. Podjedinice integrina a i B gradene su od kratkog
citoplazmatskog repa, transmembranske domene i izvanstanicnog dijela (Slika 6), ne
pokazuju medusobnu homologiju, ali postoji homologija izmedu razli¢itih a podjedinica, kao
i konzervirane regije izmedu B podjedinica (Barczyk i sur. 2010). Podjedinica a se sastoji od
domene oblika B-propelera, domene zvane thigh, te domena calf-1 i calf-2 koje zajednicki
tvore tzv. strukturu leg koja drzi glavu integrina. Podjedinica B sastoji se od Bl domene,
hibridne domene, te PSI (engl. plexin-semaphorin-integrin) domene (Takada i sur. 2007).
Podjedinice o su zaduZzene za stvaranje specifi¢nih veza s izvanstani¢nim matriksom, dok 8
podjedinice ostvaruju veze s citoskeletom i aktiviraju viSestruke signalne puteve, uglavnom

preko kratkog citoplazmatskog repa (Harburger i Calderwood 2009).

o podjedinica P podjedinica
'd sin N F i S

dzep za vezanje liganda ~

> izvanstanic¢na
domena

ter e stanicna
‘ membrana
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Slika 6. Shematski prikaz grade integrina. Podjedinice integrina o i B sastoje se od izvanstanicne,
transmembranske i unutarstani¢ne domene. Preuzeto i prilagodeno iz Kuphal i sur. (2005).
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Do danas je kod sisavaca identificirano 18 a i 8 B podjedinica koje zajedno Cine 24
razlicite kombinacije integrina (Shimaoka i Springer 2003; Takada i sur. 2007; Millard i sur.
2011). Kombinacija podjedinica odreduje specifi¢nost integrina za odredeni ligand, pa se
mogu podijeliti na 4 skupine (Slika 7): receptori za kolagen (.., 0.B1, o1 i Qu1f4),
receptori za laminin (03B, aePs, 0B, i asB,), RGD receptori (asB,, ogPs, avBa, o Bs o Bs, avPe,
ayfBs i ouPBs;) i receptori specificni za leukocite (o B,, amPBa, oxB2, 0P, a,B5, oe;, By i 0gBs)
(Plow i sur. 2000; Barczyk i sur. 2010), iako brojni integrini imaju afinitete za iste ligande.
Pretpostavlja se da koli¢ina odredenog integrina na povrsini stanice ovisi o ekspresiji
podjedinice o, buduci da postoji visak podjedinica B u stanici (Santala i Heino 1991). Gubitak
ili mutacija bilo koje podjedinice integrina moze dovesti do vecih ili manjih nedostataka u
stanici ili organizmu, ili pojave genskih bolesti, ovisno o tome ima li druga podjedinica
sposobnost vezanja na vise razli¢itih podjedinica te moze li do¢i do nadoknade gubitka
jednog heterodimera integrina drugim koji ima afinitet za iste ligande (van der Flier i
Sonnenberg 2001; Takada i sur. 2007).

Integrini su evolucijski sacuvani, od spuzvi do Covjeka, iako se njihova slozenost i
funkcionalna redundancija povecavaju u smislu otkrivanja novih a i B podjedinica (Hynes i
Zhao 2000; Venter i sur. 2001; Huhtala i sur. 2005). Istrazivanja provedena na razli¢itim
organizmima pokazuju da su geni za a i B podjedinice integrina nastali duplikacijom (Takada

i sur. 2007).

receptori za kolagen

RGD receptori
311D0)n3| ez 1upydads
1103dadau

receptori za laminin

Slika 7.Obitelj integrina prikazana prema kombinaciji podjedinica i specifi¢nosti integrina za odredeni
ligand. Preuzeto i prilagodeno iz Barczyk i sur. (2010).
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Integrini djeluju kao mehanosenzori, adhezijske molekule i mjesta prijenosa signala,
a interakcije s izvanstani¢nim matriksom posredovane integrinima vazne su za prihvacanje
stanica, organizaciju citoskeleta, migraciju, proliferaciju, diferencijaciju i prezivljenje stanica
tijekom velikog broja bioloskih procesa poput embrionalnog razvitka, imunosnog odgovora,
resorpcije kosti, agregacije trombocita te patoloskih procesa poput upale, angiogeneze i
metastaziranja tumora (Hynes 2002; Guo i Giancotti 2004). Osim toga, integrini su receptori
za ulazak razli¢itih virusa u stanice (Takada i sur. 1987; Kerr 1999; Ambriovi¢-Ristov i sur.

2004).

1.4.1. Okidanje signala posredovanih integrinima

Integrini sudjeluju u prihvadanju stanica za izvanstani¢ni matriks i za provodenje
signala izmedu stanice i okoline. Obicno su prisutni na povrsini stanice u neaktivnom obliku
te ih je moguce aktivirati signalima koji dospijevaju iz oba smjera: (i) iz izvanstani¢nog
okolisa u citoplazmu (engl. outside-in signaling) i (ii) iz unutrasnjosti stanice u izvanstanicni
okolis (engl. inside-out signaling) (Slika 8) (Hynes 2002). Preko integrina se prenose signali iz
okolisa koji obavjestavaju stanicu o njenom polozaju u okoliSu, adhezivnom statusu, te o
sastavu izvanstanicnog matriksa vezanjem liganada, promjenom koncentracije
dvovalentnih kationa, kemokinima i mehanickim stresom koji onda kontroliraju ponasanje,
proliferaciju, polarnost, rast i migraciju stanica (Legate i sur. 2009; Shattil i sur. 2010; Millard
i sur.2011).

S druge strane, stanica iznutra moze promijeniti afinitet integrina za ligand iz
pasivnog, slabijeg afiniteta u aktivno, za adheziju povoljno stanje, mijenjanjem
konformacije njihove izvanstanicne domene (Calderwood 2004). Citoskeletni protein talin
ima ulogu u regulaciji afiniteta integrina. Talin se veze za konzervirani NPxY/F motiv
citoplazmatskog repa B podjedinice integrina preko PTB domene (Ginsberg i sur. 2005), a
takoder veze i brojne molekule citoskeleta i signalne molekule (Critchley i Gingras 2008). To
omogucuje stanici brzu prilagodbu adhezivnog fenotipa bez promjene u broju receptora

(Kuphal i sur. 2005).
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Slika 8. Shematski prikaz prijenosa signala posredovanog integrinima. Prijenos signala posredovan
integrinima je dvosmijeran, iz stanice u okolinu i obratno. Preuzeto i prilagodeno iz Shattil i sur. (2010).

Integrini nemaju enzimske aktivnosti, vezanje integrina s ligandima dovodi do
nakupljanja (engl. clustering) integrina i dinamicne reorganizacije struktura stanice, Sto
ukljucuje zakretanje hibridne domene podjedinice B, odvajanje a i B leg domene i odvajanje
transmembranskih domena, Sto konacno dovodi do vezanja nekoliko proteinskih
kompleksa s kratkim citoplazmatskim repom integrina u citoplazmi i formiranjem
visokoorganiziranog agregata molekula poznatom pod nazivom fokalne adhezije (Hynes
2002; Takada i sur. 2007; Geiger i Yamada 2011). Do sada je poznato vise od 180 molekula
koje se nalaze u fokalnim adhezijama, bilo da se radi o adaptornim proteinima ili enzimima
(Zaidel-Bar i Geiger 2010). Neki od adaptornih proteina unutar fokalnih adhezija uklju¢eni u
vezu integrina i citoskeleta su a-aktinin, paksilin, vinkulin i talin. Unutar fokalnih adhezija
nalaze se i kinaze ukljucene u signalne puteve, kinaza fokalnih adhezija (engl. focal adhesion
kinase, FAK), nereceptorska tirozin kinaza Src i kinaza vezana za integrin (engl. integrin
linked kinase, ILK) (van der Flier i Sonnenberg 2001; Millard i sur. 2011), koji reguliraju
migraciju, proliferaciju, diferencijaciju i prezivljenje putem nizvodnih signalnih kaskada kao
Sto su PI3 kinaza/AKT(PKB), Ras/Raf/MAPK, FAK/INK ili NFkB (Ginsberg i sur. 2005;
Desgrosellier i Cheresh 2010). O glavnim proteinima uklju¢enim u provodenje signala iz
okoline u stanicu preko integrina bit ¢e viSe govora u sljededim poglavljima.

Postoji odredeni raspored vezanja komponenti fokalnih adhezija nakon vezanja

integrina na ligande (Miyamoto i sur. 1995; Yamada i Miyamoto 1995), a prvi proteini koji se
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vezu su FAK i adaptorni proteini talin i paksilin, koji zatim uzrokuju vezanje i fosforilaciju
clanova obitelji Src, i posljedi¢no, regrutiranje i aktivaciju niza nizvodnih signalnih puteva
bitnih za regulaciju procesa potrebnih za normalno funkcioniranje stanica (Slika 9)
(Schlaepfer i Hunter 1998; Aplin i sur. 1999). Uz to, vezanje talina pospjeSuje organizaciju
citoskeleta, stabilizira adheziju i utjeCe na rast fokalnih adhezija umrezavanjem s
adaptornim proteinom vinkulinom i s aktinom (Legate i sur. 2009). Narusavanje stvaranja
fokalnih adhezija moze dovesti do sprjeCavanja pravilne adhezije stanica i smanjene
pokretljivosti, a kod stanica koje su ovisne o adheziji i do anoikisa (Desgrosellier i Cheresh

2010).
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Slika 9. Signalni putevi koji se aktiviraju vezanjem integrina na izvanstani¢ni matriks. Preuzeto i
prilagodeno iz http://www.unifr.ch/pathology/en/background/tumorangiogenesis.
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1.4.1.1. FAK

Kinaza fokalnih adhezija (engl. focal adhesion kinase, FAK) citoplazmatska je protein
tirozin kinaza koju mozemo nadi u gotovo svim tkivima, a igra veliku ulogu tijekom
embrionalnog razvoja i u patogenezi ljudskih bolesti (Golubovskaya i sur. 2009). Slijed
aminokiselina u FAK je konzerviran i sastoji se od Cetiri domene: N-terminalne FERM
domene, sredisnje kataliticke domene tirozin kinaze, C-terminalne FAT domene i regije
bogate prolinom izmedu kataliticke i FAT domene (van Nimwegen i van de Water 2007).
Nakupljanje integrina dovodi do autofosforilacije tirozina Y397 u N-terminalnoj domeni,
kojom se povecava kataliticka aktivnost FAK, a motivi koji okruzuju Y397 omogucuju
vezanje proteina koji sadrze SH2 domenu (engl. Src homology 2), od kojih je najbitniji Src.
Vezanjem Src na FAK fosforiliraju se tirozini Y576 i Y577, koji se nalaze u katalitickoj domeni
i potrebni su za potpunu aktivaciju kataliticke domene (Calalb i sur. 1995; Owen i sur. 1999).
FERM domena moze biti i pozitivan i negativan regulator funkcije FAK. FAK se pomocu
FERM domene veZe na citoplazmatski rep B podjedinice integrina, ¢ime se FAK protein
razmotava, autofosforilira i aktivira (Cooper i sur. 2003). Uz autofosforilaciju kataliticka
domena zajedno s FERM domenom fosforilira i aktivira nekoliko proteina vezanih na
fokalne adhezije kao Sto su paksilin, Grb2, p130CAS (Thomas i sur. 1999; Dunty i sur. 2004).
FAT sekvenca na C-terminalnom kraju potrebna je za lokalizaciju FAK u fokalnim
adhezijama (Hildebrand i sur. 1993). Medutim, iako je pokazano da se preko FAT domene
FAK moze direktno vezati na integrine, pokazano je da je puno ces¢i indirektan nacin
vezanja preko adaptornih proteina talina i paksilina (Schaller i Parsons 1995). Uz talin i
paksilin, FAK je prva molekula koja se veze na integrine u fokalnim adhezijama i klju¢na je
za procese migracije (Slika 10) (Sieg i sur. 1999).

Ekspresija FAK potrebna je za pravilan razvoj, pa je tako tijekom embrionalnog
razvitka FAK potreban za angiogenezu i pravilan razvoj srca (Braren i sur., 2006; Hakim i
sur., 2007; Shen i sur., 2005), a U neuronima za rast neurita i vodenje aksona (Li i sur., 2004;
Liu i sur., 2004; Ren i sur., 2004). Povecana ekspresija (ne mutacija) FAK pronadena je u
velikom broju tumora, u kojima je pokazana njegova uloga u razvitku (Golubovskaya i sur.,
2009a). Bududi da FAK regulira procese kao sto su proliferacija i migracija stanica (Mitra i
sur., 2005), promjene u njegovoj ekspresiji klju¢ne su za metastaziranje tumora (Hauck i sur.

2001), proces koji FAK promovira poticanjem faktora rasta i signalnih puteva preko
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integrina (Sieq i sur. 1999; Sieq i sur. 2000; Hauck i sur. 2001). FAK mozZze zastiti stanice od
apoptoze ili anoikisa induciranog odvajanjem stanica od podloge (Frisch i sur. 1996;
Duxbury i sur. 2004b; Zhang i sur. 2004), a inhibicija FAK u tumorskim stanicama moze
dovesti do odvajanja stanica od podloge i posljedi¢no apoptoze (Xu i sur. 1998). OCito je da
FAK igra veliku ulogu u procesima koji mogu imati direktan utjecaj na maligni fenotip, Sto je
pokazano i radom u kojem je delecija FAK dovela do supresije stvaranja tumora i blokiranja
sposobnosti stvaranja metastaza (McLean i sur. 2004). Koli¢ina FAK povecana je u velikom
broju karcinoma Covjeka (Gabarra-Niecko i sur. 2003; Siesser i Hanks 2006; Hao i sur. 2009),
pa je stoga FAK identificiran kao potencijalna ciljna molekula u terapiji (Brunton i Frame
2008). U tu svrhu razvijeno je nekoliko inhibitora (Roberts i sur. 2008), medutim, mnogi
smatraju da upotreba inhibitora nije najbolje rjesenje, pogotovo jer adaptorna funkcija FAK
igra ulogu u mnogim procesima u stanici. FAK je fosforiliran na vise mjesta, koja sluze kao
vezna mjesta za proteine koji sadrze SH2 domenu, kao sto su Src, PI-3 kinaza i p130Cas, a
ukoliko su ta mjesta nedostupna i ne moze dodi do vezanja molekula sa SH2 domenom,
dolazi do smanjene migracije (Cary i sur. 1996) i povecane apoptoze stanica (Sonoda i sur.
2000). Interakcija SH3-domene s FAK proteinom takoder je bitna za migraciju (Sieq i sur.
1999), dok prekid u interakciji proteina FAK i VEGFR uzrokuje odvajanje stanica od podloge i
indukciju apoptoze (Garces i sur. 2006). Takoder je pokazana i sposobnost FAK da preko
integrina i faktora rasta regulira stanicni ciklus putem transkripcijske aktivacije ciklina D1
(Zhao i sur. 2001). Svi ovi podaci ukazuju na vaznost adaptorne funkcije FAK, koja
omogudava da signale dobivene od integrina i faktora rasta prenese u stanicu i time

uspjesno regulira procese u stanici.

1.4.1.2. Src

Identificiran kao stanicni oblik produkta gena virusa Rausovog sarkoma v-Src (Brown
i Cooper 1996) koji pokazuje kinaznu aktivnost, protein Src (ili c-Src) ukljuen je u signalne
puteve kojima se regulira morfologija, diferencijacija, dioba, pokretljivost, adhezija i
prezivljenje stanica. Od otkrica protoonkogena Src 1976 godine u ljudskom genomu
identificirano je dodatnih devet varijanti proteina Src. Svi oni zajedno Cine obitelj kinaza Src
(engl. Src family kinases, SFKs) (Parsons i Parsons 2004), a mogu se podijeliti u 3 skupine

prema ekspresiji: Src, Fyn i Yes nalaze se posvuda u stanici; Blk, Fgr, Hck, Lck, Yrk i Lyn
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primarno su eksprimirani na hematopoetskim stanicama, dok se Frk-vezane kinaze moze
naci na epitelnim tkivima (Yeatman 2004; Wheeler i sur. 2009). Strukturno su ¢lanovi Src
obitelji kinaza vrlo sli¢ni, i dijele neke konzervirane strukturne elemente, kao Sto su N-
terminalna Src homologna domena 4 (SH4), Src homolognu domenu 3 (SH3), Src
homolognu domenu 2 (SH2), kinaznu domenu bogatu prolinom i C-terminalni rep (Boggon i
Eck 2004; Engen i sur. 2008). Preko SH4 domene se SFKs vezu na citoplazmatsku
membranu (Sato i sur. 2009), a SH3 i SH2 domene zajedno reguliraju aktivnost SFKs,
vezanje na druge molekule i lokalizaciju unutar stanice (Brown i Cooper 1996; Waksman i
Kuriyan 2004). Domena SH1 katalizira fosforilaciju i sadrzi autofosforilacijsko mjesto koje je
potrebno za potpunu aktivaciju Src, Y418. Vezanjem C-terminalnog repa na SH2 domenu
fosforilacijom Y530 i interakcijom SH3 domene s katalitickom domenom SHz, Src zauzima
zatvorenu konformaciju i smanjuje interakciju s drugim molekulama (Yeatman 2004; Sen i
Johnson 2011). Tek defosforilacijom Y530 na C-terminalnom repu dolazi do autofosforilacije
Y418 (Yeatman 2004), ¢ime se otvara konformacija te zatim SH2 i SH3 domene mogu
stupiti u interakciju s faktorima rasta, receptorima adhezije integrinima, hormonskim
receptorima, kinazom fokalnih adhezija (FAK), i komponentama citoskeleta (Bromann i sur.
2004; Ishizawar i Parsons 2004; Sen i Johnson 2011).

FAK se veze na SH2 domenu proteina Src preko veznog mjesta nastalog
fosforilacijom Y397 stimuliranog integrinima, ¢ime dolazi do stvaranja kompleksa FAK-Src
(Mitra i Schlaepfer 2006) i prijenosa signala koji kontroliraju procese u stanici kao Sto su
proliferacija, diferencijacija, regulacija stani¢nog citoskeleta, oblik stanice, adhezija i
pokretljivost (Abram i Courtneidge 2000; Playford i Schaller 2004). Istovremeno Src
dodatno fosforilira FAK kinaznu domenu na Y576 i Y577, i C-terminalnu domenu na Y861 i
Y925, ¢ime stvara dodatna vezna mjesta (Mitra i Schlaepfer 2006) za dvije glavne ciljne
molekule ovog kompleksa, adaptorni protein paksilin i p130Cas, koji dalje prenose signale
bitne za adheziju i pokretljivost stanice.

S druge strane, pokazano je da integrini mogu aktivirati Src neovisno o FAK
direktnim vezanjem podjedinice integrina B; na SH3 domenu Src, ¢ime pripremaju Src za
maksimalnu aktivaciju tijekom nakupljanja integrina (Arias-Salgado i sur. 2003; Shattil
2005). Kako je pokazano da integrin a,B; moze regulirati fosforilaciju FAK u normalnim i u
tumorskim stanicama (Kuphal i sur. 2005), vezanje podjedinice integrina B; na Src

predstavlja alternativni nacin stvaranja FAK-Src kompleksa.
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Povecana ekspresija proteina Src pokazana je u mnogim tumorima (Summy i Gallick
2003; Wheeler i sur. 2009; Sen i Johnson 2011; Chen i sur. 2014), i korelira s povecanom
migracijom i adhezijom te povecanjem malignosti tumora. Na stanicama tumora glave i
vrata te malih stanica tumora pluca (Byers i sur. 2009; Sen i sur. 2009), pokazano je da Src
potiCe prezivljenje vezanjem na STAT3. Zhang i suradnici (2009) pokazali su klinicke i
eksperimentalne dokaze da Src igra vaznu ulogu u nastanku metastaza u kostima kod
pacijenata s tumorom dojke. Interakcijom s integrinom a,; Src povecava adheziju stanica
tumora gusterace na proteine izvanstani¢nog matriksa (Duxbury i sur. 2004a). Takoder je
pokazano da inhibicija Src povecava osjetljivost stanica tumora na djelovanje
protutumorskih lijekova (Duxbury i sur. 2004c), a inhibicijom fosforilacije Src smanjuje se
sposobnost stanica da adheriraju na podlogu i migriraju (Di Florio i sur. 2007; Shor i sur.
2007; Huveneers i sur. 2008; Meenderink i sur. 2010; Zhu i sur. 2013), Sto je jedan od
preduvjeta tumorskih stanica da prodiru u druga tkiva i organe i tamo stvaraju metastaze.
Svi ovi podaci pokazali su da Src ima potencijala kao ciljna molekula u terapiji tumora
(Zhang i Yu 2012), pa su neki inhibitori, kao Sto su ponatinib, bafetinib, dasatinib, bosutinib i
sarakatinib vec¢ u klini¢kim ispitivanjima (Kim i sur. 2009; Sen i Johnson 2011; Zhang i Yu
2012). Dasatinib, mala molekula koja se prvenstveno koristi kao inhibitor fosforilacije
nereceptorske tirozin kinaze Src, inhibira migraciju i invaziju tumorskih stanica, smanjuje
rast tumora, inducira apoptozu tumorskih stanica i povecava osjetljivost tumorskih stanica
na djelovanje zracenja (Shor i sur. 2007; Ceppi i sur. 2009; Nautiyal i sur. 2009; Raju i sur.

2012).

1.4.1.3. ILK

lzvorno opisana kao serin/treonin protein kinaza koja se direktno veze i provodi
signale s podjedinice integrina B, i B; (Hannigan i sur. 1996), kinaza vezana za integrin (engl.
integrin linked kinase, ILK) sastoji se od tri visoko evolucijski konzervirane domene: N-
terminalne domene koja sadrzi Cetiri ankrin ponavljanja, sredisnje 'pleckstrin-homology (PH)-
like domain' i C-terminalne kataliticke domene (McDonald i sur. 2008). Istrazivanja su
pokazala klju¢nu funkcionalnu vezu ove kinaze s integrinima, ¢ime povezuje integrine i
faktore rasta za aktinski citoskelet i aktivira niz signalnih puteva kojima se regulira

proliferacija, mitoza, migracija, invazija, angiogeneza, anoikis, apoptoza, embrionalni
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razvoj, kontraktilnost srca i glatkih misi¢a te homeostaza tkiva (Lii sur. 1999; Hannigan i sur.
2005; McDonald i sur. 2008; Hannigan i sur. 2011). Vezanjem za citoplazmatski rep
podjedinice integrina B, i B; preko parvina (Legate i sur. 2006; Vakaloglou i Zervas 2012),
paksilina (Nikolopoulos i Turner 2001) ili PINCH (Stanchi i sur. 2009) ILK zatim regulira
dinamiku aktina i mikrotubula (Wickstrom i Fassler 2011; Sayedyahossein i sur. 2012)
smanjivanjem kontraktilnosti aktomiozina inducirane putem RhoA (Montanez i sur. 2009) i
stabilizacijom vrhova mikrotubula u fokalnim adhezijama (Wickstrom i Fassler 2011).
Posljedicno, u fibroblastima koji nemaju ekspresiju ILK dolazi do slabe organizacije aktinskih
niti i zaustavljanja Sirenja stanica. Gubitak ILK dovodi do smanjene organizacije fibronektina
(Stanchiisur. 2009).

ILK je, zajedno s FAK i Src, sastavni dio fokalnih adhezija, nalazi se i u
miofilamentima, a otkriveno je i da moze stupiti u interakciju s tubulinom i tubulin
pridruzenim proteinima (Dobreva i sur. 2008), kako bi regulirao premjestanje kalveola
(Wickstrom i sur. 2010a) i smjestio se u centrosome gdje moze regulirati sastavljanje
diobenog vretena interakcijom s chTOG, TACC3 i kinazom Aurora-A (Fielding i sur. 2008).

Tijekom posljednjih nekoliko godina vodila se rasprava o pravoj prirodi ILK-a, tj. radi
li se o pravoj protein kinazi ili o pseudokinazi (Hannigan i sur. 2005; Boudeau i sur. 2006;
Wickstrom i sur. 2010b). Naime, analiza slijeda kataliticke domene ILK-a pokazala je da
nedostaju dva konzervirana motiva bitna za kinaznu aktivnost (Balendran i sur. 1999; Lynch
i sur. 1999). Medutim, brojne studije pokazale su da ILK moze direktno fosforilirati vise
razlicitih peptida i proteina in vitro (Hannigan i sur. 2005; McDonald i sur. 2008), primjerice
podjedinicu integrina B, (Hannigan i sur. 1996), B-parvin (Yamaji i sur. 2001); kinazu
glikogen sintaze 3B (engl. glycogen synthase kinase-3B, GSK-3B) (Delcommenne i sur. 1998);
Akt (Persad i Dedhar 2003), paksilin (Nikolopoulos i Turner 2001) i mnoge druge. S druge
strane, postoje i geneticke studije koje su pokazale da za aktivaciju ILK-u nije potrebna
kinazna aktivnost, ve¢ da moze imati ulogu kao adaptorni protein (Mackinnon i sur. 2002;
Lange i sur. 2009). Hannigan i suradnici (2011) detaljnom su analizom postojecih informacija
pokazali da protein ILK nije pseudokinaza, ve¢ da se radi o proteinu koji je istodobno i
adaptorni protein i kinaza, a moze se fosforilirati na 3 mjesta, gdje je mjesto S343
odgovorno za autofosforilaciju ILK-a, dok za druga dva mjesta S146 i T173, koja se takoder
fosforiliraju, nije pokazano da ta fosforilacija ima utjecaj na aktivnost ILK proteina.

Medutim, Suh i Han (2011) su povezali fosforilaciju na mjestu Ti73 s povecanom
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signalizacijom ILK-a . U razli¢itim vrstama tumora pokazana je povelana ekspresija i
kinazna aktivnost ovog proteina (McDonald i sur. 2008; Cabodi i sur. 2010), koja korelira s
progresijom tumora u pacijentima (Persad i Dedhar 2003). Tako je kataliticka aktivnost ILK,
koja promovira stvaranje tumora fosforilacijom GSK-3B, Akt i ERK, pokazana u tumoru
dojke (White i sur. 2001). Osim toga, ILK posreduje u fosforilaciji proteina Akt i prezivljenju
stanica tumora dojke, ali ne i normalnih stanica (Troussard i sur. 2006). U endotelnim
stanicama VEGF stimulira aktivnost ILK-a, koji regulira angiogenezu, a inhibicija ILK-a u
ksenograftima tumora prostate inhibira angiogenezu i rast tumora in vivo (Tan i sur. 2004).
Uloga ILK u poticanju rasta tumora dodatno je istrazena koriStenjem inhibitora kinazne
aktivnosti ILK kinaze, koja je dovela do supresije rasta tumora gusterace (Yau i sur. 2005),
pluca (Liu i sur. 2006) i tiroidne zlijezde (Younes i sur. 2005), a pokazano je i da moze
regulirati proces angiogeneze u melanomu aktivacijom signalnog puta koji ide preko NF-kB
i interleukina 6 (Wani i sur. 2011). Svi ovi podaci pokazuju da bi ILK mogao biti potencijalna

cilina molekula u terapiji tumora (Hannigan i sur. 2005; Cabodi i sur. 2010).

1.4.1.4. Utjecaj ekspresije FAK, Src i/ili ILK na otpornost stanica na
djelovanje protutumorskih lijekova

S obzirom da se preko FAK, Src ifili ILK provode signali koji reguliraju adheziju,
migraciju, proliferaciju i prezivljenje tumorskih stanica, njihovom modulacijom moguce je
utjecati na otpornost stanica na djelovanje protutumorskih lijekova. Tako je u stanicama
melanoma pokazano da smanjena ekspresija FAK u kombinaciji s djelovanjem s5-
fluorouracila dovodi do smanjene adhezije stanica i povecane apoptoze (Smith i sur. 2005),
a Chen i suradnici (2009) pokazali su povecanu citotoksic¢nost 5-fluorouracila na stanice
tumora debelog crijeva MCS preko smanjene ekspresije FAK, koja djelomi¢no smanjuje
otpornost stanica supresijom aktivnost Akt/NF-kB puta. Inhibicija aktivnosti FAK povecava
osjetljivost stanica tumora dojke na djelovanje topotekana (Satoh i sur. 2003). Na stanicama
tumora gusteraCe pokazano je da aktivacija FAK/PI3K/AKT signalnog puta posredovana
povecanom ekspresijom transglutaminaze TG2 pridonosi nastanku otpornosti na
gemcitabine (Verma i sur. 2006). Takoder je pokazana veza izmedu povecane ekspresije
integrina a.B, i povecane fosforilacije FAK u stanicama tumora glave i vrata HSC-2 otpornim

na cisplatinu (Nakahara i sur. 2003). Stanice otporne na trastuzumab, lapatinib ili
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kombinaciju ova dva lijeka, u kojima je doslo do inhibicije fosforilacije EGFR/HER1, HER2 i
HER3, pokazuju povelanu ekspresiju FAK i Src posredovanu ekspresijom integrina B,
(Huang i sur. 2011). Inhibicijom FAK djelovanjem inhibitora VS-6063 u stanicama SKOV3
smanjuje se otpornost na paklitaksel posredovana aktivacijom AKT signalnog puta preko
transkripcijsko/translacijskog faktora Yb-1 (Kangi sur. 2013).

Pokusi na stanicama tumora gusterace PANCz1, MiaPaCa2, Capanz2, BxPC3 i PANCa
(GemRes), klonu koji pokazuje otpornost na gemcitabin, pokazali su da inhibicija
fosforilacije Src potice citotoksicni efekt gemcitabina (Duxbury i sur. 2004c¢). Src povecava
prezivljenje tj, otpornost na paklitaksel i cisplatinu u misjim stanicama tumora jajnika 1D8
(Pengetnze i sur. 2003), a aktivacija Src u stanicama tumora mjehura ¢ovjeka HAG-1 potice
otpornost na cisplatinu preko Ras, PI3K ili PKC signalnog puta (Masumoto i sur. 1999).
George i suradnici (2005) pokazali su da inhibicijom Src dolazi do ponovne osjetljivosti na
paklitaksel u stanicama tumora jajnika covjeka CaOV3TaxR i misjim stanicama tumora
jajnika ID8TaxR otpornim na djelovanje paklitaksela mehanizmom neovisnim o MDR1.

Za ILK je u literaturi pokazano da smanjena ekspresija ILK vodi do povecane
osjetljivosti na cisplatinu stanica tumora zeluca ¢ovjeka SGC7901 preko blokiranja PI3K/Akt i
MAPK/ERK signalnih puteva (Song i sur. 2012), i do poveclane osjetljivosti stanica tumora
gusterace na djelovanje gemcitabina preko apoptoze posredovane povecanjem ekspresije
kaspaze 3 (Duxbury i sur. 2005). U ksenograftima tumora gusterace Covjeka inhibicija ILK
inhibitorom QLTo254 inhibira PI3K/PKB/mTOR, Stat3 i FKHR signalne puteve, rast tumora i
povecava apoptozu induciranu djelovanjem gemcitabina (Yau i sur. 2005).

Svi ovi podaci pokazuju da FAK, Src i ILK mogu biti potencijalne ciljne molekule za
terapiju tumora, te su razvijeni mnogobrojni inhibitori na ove molekule, cija korist u terapiji
tumora treba tek biti u potpunosti otkrivena (Kalra i sur. 2009; Lara i sur. 2009; Lee i sur.

2011; Golubovskaya i sur. 2012; Raju i sur. 2012).

1.4.2. Obitelj a, integrina

Podjedinica integrina a, stvara heterodimere s podjedinicama B, Bs, Bs, Bs i Ps (Slika
10), koji se vezu na proteine izvanstanicnog matriksa (fibrinogen, fibronektin, vitronektin,
osteopontin, trombospondin, fibrilin i dr.) koji sadrze domenu RGD (arginin-glicin-aspartat),

Cesto zvanu integrin vezujuci motiv (Takada i sur. 2007). Svaki od nastalih heterodimera ima
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bitno razlicite funkcije. To su sposobnost vezanja liganda, internalizacija i razgradnja
liganda, sudjelovanje u migraciji stanica (Wong i sur. 1998), a pokazano je da su bitni u
procesu zacijelivanja rana, angiogenezi i nastanku tumora (Cox i sur. 2010; Weis i Cheresh
2011). Ova doktorska disertacija bavi se funkcijom dva pripadnika obitelj o, integrina,

integrinima a5 i ayPs, koji Ce biti opisani u sljedec¢im poglavljima.

Slika 10. Obitelj «, integrina. Preuzeto i prilagodeno iz Cox i sur. (2010)

1.4.2.1. Integrin o, B,

Integrin a5 vazan je receptor za molekule izvanstanicnog matriksa kojeg je moguce
pronadi na fibroblastima, stanicama glatkog misi¢a, endotelnim stanicama u angiogenezi,
te u vrlo malim kolicinama na normalnim epitelnim stanicama. Takoder ga nalazimo i na
nekim B-stanicama, trombocitima i monocitima (Brooks i sur. 1995). Kao i ostali ¢lanovi
obitelji ay integrina prepoznaje i veze se za proteine izvanstani¢nog matriksa (vitronektin,
fibrinogen, laminin, kolagen, von Willebrand faktor, osteopontin i dr.) koji sadrze RGD
domenu (Janssen i sur. 2002; Takada i sur. 2007). Ekspresija integrina a,fB; povecana je u
razlicitim tumorima, kao Sto su tumori dojke, prostate, grlica maternice i jajnika (Weis i
Cheresh 2011), i u melanomu i glioblastomu ¢ovjeka (Mitjans i sur. 2000). Zanimljivo je da
integrin ayB; eksprimiran na tumorskim stanicama potice rast primarnog tumora i daje
tumoru sposobnost invazije, metastaziranja i prezivljavanja u nepovoljnom okoliSu neovisno
o usidrenju (Haubner i sur. 2001; Weis i Cheresh 2011). U melanomu inicira prijelaz stanica iz
benigne radijalne faze rasta u malignu vertikalnu fazu rasta (Albelda i sur. 1990). Kod
tumora dojke (Felding-Habermann i sur. 2001) i prostate (McCabe i sur. 2007) integrin o3,

posreduje metastaziranje putem pojacane adhezije stanica tumora. Pokazano je da
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povecana ekspresija integrina a,f; na stanicama tumora dojke potiCe metastaziranje u kosti
(Sloan i sur. 2006).

Integrin o,B; U svim navedenim tumorima ima i prognosticku vrijednost, naime
prezivljenje pacijenata negativno je korelirano s njegovom povecanom ekspresijom
(Sheldrake i Patterson 2009). Desgrosellier i suradnici (2009) pokazali su na misjem modelu
da se povecanjem ekspresije integrina a,; povecava rast i Sirenje, odnosno da se
utiSavanjem ekspresije integrina a,B; smanjuje rast i Sirenje tumora gusterace. Zbog svih
ovih karakteristika integrin o,f; je, bilo da se radi o onom eksprimiranom na endotelnim

terapiju tumora (Weis i Cheresh 2011).

1.4.2.2. Integrin o,

Integrin o,Bs, veze se za osteopontin, protein CCN3 i BSP i vitronektin (Takada i sur.
2007). Za razliku od integrina a5 eksprimiran je na velikom broju normalnih stanica, ali kao
i integrin a,B; ima vaznu ulogu u Sirenju tumora te je pojacano eksprimiran na stanicama
endotela tijekom angiogeneze i stanicama tumora (Pasqualini i sur. 1993b; Pasqualini i sur.
1993a). Za razliku od integrina a,f;, koji potice rast primarnog tumora i ima mogucnost
spontanog metastaziranja, provodenje signala preko integrina a,B; tijekom invazije i
metastaziranja ide preko suradnje (engl. cross-talk) s tirozin kinaznim receptorima, poput
receptora za epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR) ili
faktora rasta slicnog inzulinu (engl. insulin-like growth factor, 1GF). Pokazano je da
stimulacija stanica tumora gusterace EGFR-om vodi do povecane invazije i metastaziranja u
specificnom integrin a,B; ovisnom putu. EGFR stimulira stanice tumora preko Src ovisne
fosforilacije p130CAS, Sto vodi do aktivacije Rap1, male GTP-aze koja aktivira integrin o3
(Ricono i sur. 2009).

Kriticnu ulogu integrina Bs u potencijalu nastanka tumora dojke nedavno su u svojim
rezultatima pokazali Bianchi-Smiraglia i suradnici (2013) i predlozili kako bi ciljanje ovog
integrina bilo posebno vazno za trostruko negativne tumore dojke koji su otporni na vecinu

trenutacno dostupnih terapija.
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1.5. OTPORNOST TUMORA NA PROTUTUMORSKE LIJEKOVE
POSREDOVANA INTEGRINIMA

Vezanjem integrina na izvanstani¢ni matriks poticu se signalni putevi koji mogu
osigurati prezivljenje razlicitim tipovima tumorskih stanica nakon izlaganja protutumorskim
lijekovima. Npr. u stanicama mijeloma Covjeka 8226 povecana ekspresija integrina a,B,
(VLA-4) osigurava otpornost na doksorubicin i melfalan (Damiano i sur. 1999). Adhezija
tumora malih stanica pluca na fibronektin, kolagen IV i laminin osigurava otpornost na
etopozid, cisplatinu i daunorubicin, ali i na zralenje. Ovaj ucinak je posredovan
podjedinicom integrina B, uklju¢enom u integrine o,B,, o3P, 6P i P, koji su na ovim
stanicama eksprimirani (Sethi i sur. 1999). U stani¢nim linijama tumora dojke MDA-MB-231 i
MDA-MB-435 vezanje B, integrina inhibira apoptozu potaknutu protutumorskim lijekovima
koji djeluju na mikrotubule, paklitakselom i vinkristinom (Aoudjit i Vuori 2001). U stanicama
glioma, integrini o,B; i o Bs koji vezu vitronektin, okidaju signale koji Stite stanice od
izlaganja topotekanu (Uhm i sur. 1999). Povecana ekspresija integrina o,fBs pokazana je u
glioblastomima i vrlo vjerojatno ima ulogu u invaziji (Desgrosellier i Cheresh 2010).
Fibronektin inhibira ceramid i docetaksel induciranu apoptozu u stanicama tumora prostate
DU145 vezanjem [, integrina s kompleksom faktora rasta slicnog inzulinu i protein
receptora za kinazu RACK-1 i povecanjem ekspresije MAPK fosfataze 1 (Thomas i sur. 2010).
Vezanje kolagena na integrin o,B, povecava sposobnost metastaziranja adenokacinoma
gusterace i Stiti ga od s5-fluorouracilom inducirane apoptoze povecanom regulacijom
protuapoptotskog proteina Mcl-1, ¢lana Bcl-2 obitelji (Armstrong i sur. 2004).

Medutim, u literaturi postoje oskudni podaci o tome da integrini o, f; i o5 direktno
posreduju u otpornosti na protutumorske lijekove. Uhm i suradnici (1999) pokazali su da
stanice glioma covjeka otporne na topotekan imaju povecanu ekspresiju integrina o, i
a,Bs te da je mehanizam otpornosti povezan s povecanjem Bcl-2 i Bcl-XL. U stanicama
tumora dojke MCF-7 i MDA-MB-231 faktor rasta veznog tkiva (CTFR) koji se veZe na integrin
ayf3; osigurava otpornost na doksorubicin i taksol povecanom ekspresijom Bcl-xL i clAP1
(Wang i sur. 2009). U stanicama tumora dojke MCF-7 otkriveno je da zastita od oStecenja
nastalih izlaganjem paklitakselu, doksorubicinu, i B-lapachonu posredovana povecanjem
ekspresije integrina a,fB;, potaknuta ekspresijom induktora CYR61, moZe biti dokinuta

upotrebom blokiraju¢ih monoklonskih protutijela na a,; (Menendez i sur. 2005). Interakcija



1.UVOD|32

CCNz i integrina a,fB; potiCe otpornost stanica tumora bubrega na vinblastin aktivacijom
PI3K/Akt signalnog puta Cime je povecana aktivnost P-glikoproteina (Long i sur. 2013).
Ambriovic i suradnici (2004) pronasli su povecanu ekspresiju a,; integrina na stanicama
karcinoma grkljana ¢ovjeka (HEp2) otpornima na cisplatinu i pretpostavili ulogu povecane
ekspresije ovog integrina u otpornosti, sto je i dokazano radom Brozovi¢ i suradnika (2008)
u kojem su HEp2 stanice transficirane plazmidom koji eksprimira B; podjedinicu integrina i
izdvojeni su stabilni transfektanti koji pokazuju otpornost na tri protutumorska lijeka:
cisplatinu, doksorubicin i mitomicin C (Brozovic i sur. 2008). Zajednicki mehanizam
djelovanja ovih lijekova je stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta. Pronaden je i mehanizam
otpornosti; povecanjem ekspresije integrina a,3; u HEp, stanicama doslo je do povecane
ukupne koli¢ine glutationa koja je omogucila bolje prezivljenje stanica djelotvornijim
uklanjanjem nastalih reaktivnih kisikovih vrsta u stanici.

S obzirom na ove opisane karakteristike integrini a,3; i a,Bs su potencijalne ciljne

molekule za terapiju tumora (Millard i sur. 2011; Weis i Cheresh 2011).

1.6. MODULIRANJE INTEGRINA U SVRHU POVECANJA
UCINKOVITOSTI TERAPIJE TUMORA

Aktivnost integrina ovisi o njihovoj aktivaciji, vezanju liganda, stvaranju fokalnih
adhezija i kontakta s citoskeletom, stoga bi inhibicija bilo kojeg od ovih dogadaja dovela do
prekida funkcija u stanici reguliranih integrinima, pa svaki predstavlja vaznu metu za
djelovanije lijekova.

Najcesci terapeutski pristup su antagonisti integrina, bilo da se radi o protutijelima,
ciklickim peptidima, dezintegrinima (engl. disintegrins) i oponasaju¢im (engl. mimetic)
peptidima (Desgrosellier i Cheresh 2010), koji se veZu na ciljni integrin na slican nacin na koji
se veze ligand integrina i time sprjecavaju okidanje signala (Millard i sur. 2011). Neki od njih
su vec u predklinickim i klinickim ispitivanjima (Kapp i sur. 2013).

Monoklonsko protutijelo CNTO g5 razvijeno je na podjedinicu integrina ay , ¢ime se
ciljaju integrini a,B; i aBs, i u prvoj fazi klinickih ispitivanja pokazano je njegovo
protutumorsko djelovanje na uznapredovalim tumorima otpornim na uobicajenu terapiju, ili

za koje terapija ne postoji (tumori jajnika i debelog crijeva). Drugo monoklonsko protutijelo



1.UVOD|33

koje se nalazi u klinickim ispitivanjima, a veze se na integrin o,B; je etaracizumab (MEDI-
522). Inhibira angiogenezu i smanjuje rast tumora, a pretpostavljena je njegova ucinkovitost
U smanjenju metastaza u kostima jer direktno utjece na stanice tumora i smanjuje njihovu
resorpciju u kosti. Cilengitid je ciklicki pentapeptid koji sadrzi RGD slijed i koristi se kao
specificni inhibitor integrina a,B; i o,Bs , a trenutno je u drugoj i trecoj fazi klinickih
ispitivanja (Desgrosellier i Cheresh 2010).

Integrine je mogude upotrijebiti, posebice one koji su povecano eksprimirani na
stanicama tumora ili stanicama endotela u angiogenezi, kao adresu za isporuku terapije
razvijanjem nanocestica ili virusa koji koriste slijed RGD. Te bi nanocestice mogle ciljano
prenositi protutumorski lijek (kemoterapeutike, peptide koji poti¢u programiranu smrt
stanica, radionuklide, kemokine) do krvnih Zila tumora koje povecano eksprimiraju integrine
a,B; i oyBs (Desgrosellier i Cheresh 2010). Virusi koji koriste slijed RGD mogu ciljano
prenositi terapeutske gene u tumorske stanice (Majhen i sur. 2009).

Jedan od nacina kako se jos moze kociti prijenos signala potaknut integrinima je
RNA interferencija, tj. unos malih interferiraju¢ih molekula RNA (engl. small interfering RNA,
siRNA), ¢ime se postize ciljano utiSavanje ekspresije odredenih gena. Na taj se nacin
unosom molekule siRNA specificne za podjedinicu integrina razgraduje ciljina molekula
mRNA te se kao posljedica smanjuje ekspresija podjedinice integrina na povrsini stanice (Cai
i Chen 2006), Sto moze doprinijeti povecanju ucinka protutumorskih lijekova te utjecati na

migraciju stanica koja je preduvjet za metastaziranje.
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Glavni je razlog neuspjeha terapije tumora razvoj otpornosti tumorskih stanica na
protutumorske lijekove. Nastaje cesto kao rezultat istovremenog djelovanja vise
mehanizama, od kojih je jedan interakcija stanica putem transmembranskih heterodimernih
proteina integrina s izvanstani¢cnim matriksom ili s drugim stanicama. Integrin o,f;
prepoznat je kao jedna od meta za terapiju tumora, nakon Sto je u mnogim tumorima
pronadena njegova povecana ekspresija. Pokazano je da ekspresija integrina o, ; utjece na
rast tumora, njegovu invazivnost i metastatski potencijal, a postoje i podaci o direktnom
utjecaju integrina o,f; na otpornost tumorskih stanica na djelovanje protutumorskih
lijekova.

Osnovna je hipoteza ovog istrazivanja da integrin a,B; u stanicama karcinoma
plocastog epitela jezika covjeka Cal27 modulira citotoksi¢no djelovanje protutumorskih
lijekova, mijenja adheziju i pokretljivost stanica. Prethodno je pokazano da stanice Cal27 s
de novo ekspresijom integrina a,f; pokazuju povecanu otpornost na protutumorske lijekove
cisplatinu, doksorubicin i mitomicin C. Cilj ove doktorske disertacije je utvrditi utjece li de
novo ekspresija integrina a,[3; na osjetljivost stanica Cal27 i na druge protutumorske lijekove
te otkriti signalne puteve koji su ukljuCeni u ovaj fenomen. Interakcija stanica s
izvanstanicnim matriksom preko integrina dovodi do stvaranja fokalnih adhezija,
proteinskih kompleksa preko kojih se provode signalni putevi u stanicu. Ovim se radom zele
istraziti promjene u proteinima fokalnih adhezija i proteinima uklju¢enim u signalne puteve
odgovorne za prezivljenje stanica nastalih de novo ekspresijom integrina a,f3;. S obzirom da
integrini imaju i ulogu u regulaciji adhezije i migracije, dva preduvjeta za uspjesnu invaziju
tumorskih stanica u druga tkiva, u okviru ove doktorske disertacije utvrdit ce se utjecaj de
novo ekspresije integrina a,B; na sposobnost stanica da adheriraju na podlogu i migriraju.

Dobiveni rezultati pruzit ¢e dodatne informacije o signalnim putevima potaknutim
integrinom a,fB; i time doprinijeti istraZivanjima terapeutskih pristupa povecanja osjetljivosti

tumorskih stanica na protutumorske lijekove ciljanjem integrina o 3.
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3.1. MATERUJALI

3.1.1. Osnovne kemikalije

Osnovne kemikalije navedene su u Tablici 3.

Tablica 3. Osnovne kemikalije.

KEMIKALIJA PROIZVODBAC KEMIKALIJA PROIZVOPAC
tilendiami
i , Sigma-Aldrich, etren |arT.1|n. i
cisplatina ) . tetraoctena kiselina Kemika, Hrvatska
Njemacka
(EDTA)
Si -Aldrich
doksorubicin |grr'1a vnc ! agaroza Serva, Njemacka
Njemacka
mitomicin C SIgIT'la-A|?rICh, akrilamid Serva, Njemacka
Njemacka
Si -Aldrich
etopozid |grr'1a vnc ! bisakrilamid Serva, Njemacka
Njemacka

5-fluorouracil

PLIVA, Hrvatska

amonijev persulfat

Serva, Njemacka

(APS)
kamptotecin Sigma, SAD 2-merkaptoetanol Serva, Njemacka
vinkristin Sigma, SAD Ponceau S Sigma, Njemacka
natrij-dodecilsulfat
paklitaksel Sigma, SAD J Serva, Njemacka
(SDS)
Dulbeccova modifikacija
" . N,N,N,N-
Eaglove hranjive podloge Invitrogen, SAD L o . .
,, a tetrametiletilendiamin Serva, Njemacka
(engl. Dulbecco's Modified Lonza, Svicarska
) (TEMED)
Eagle's Medium, DMEM)
serum fetusa goveda
(engl. fetal calf serum, Invitrogen, SAD Tween-20 Sigma, SAD
FCS)
o . nemasno mlijeko u Roth,
tripsin Invitrogen, SAD . N
prahu Njemacka

3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-
2,5-difeniltetrazolijev

Chemicon
International Inc., SAD

Western Blot
Chemiluminescence

PerkinElmer Life
Science, SAD

bromid) (MTT) Reagent Plus
dimetilsulfoksid (DMSQ) Kemika, Hrvatska razvijac Fotokemika, Hrvatska
deionizirana voda . .
) fiksir Fotokemika, Hrvatska
(diH20)
etanol Kemika, Hrvatska etidijev bromid (EtBr) Serva, Njemacka
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metanol

Kemika, Hrvatska

paraformaldehid (PFA)

Merck Millipore,
Njemacka

Lipofectamine™
RNAIMAX

Invitrogen, SAD

podloga za uklapanje
(engl. mounting
medium)

Dako, Danska

Opti MEM (engl.
minimum essential media)

Invitrogen, SAD

albumin seruma goveda
(engl. bovine serum
albumin, BSA)

Sigma-Aldrich,
Njemacka

boja Kristal ljubicasto

Sigma-Aldrich,

Orange G Merck, Njemacka
g A (engl. Crystal violet) Njemacka
. , Sigma-Aldrich,
glutation reduktaza Roche, SAD Triton X-100 _ N
Njemacka

reducirani nikotinamid-
adenin-dinukleotid-fosfat
(B-NADPH)

Sigma, Njemacka

Tris-klorovodic¢na
kiselina (Tris HCl)

Serva, Njemacka

Glutation

Boehringer Ingelheim,
Njemacka

5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzojeva kiselina
(Ellmanov reagens)

Boehringer Ingelheim,
Njemacka

Taq DNA Poliymerazase

Thermo scientific,

klorovodi¢na kiselina

Kemika, Hrvatska

SAD (HCL)
butionin sulfoksimi Si -Aldrich
ptionin suroksimin |grr.1a VI'IC ! Sensimix Sybr HI-RO Bioline, UK
(BSO) Njemacka
Metilensko modrilo (engl. Sigma-Aldrich, Sigma-Aldrich,
. . RNAza A . .
Methylene blue) Njemacka Njemacka
Si -Aldrich
dasatinib |grr.1a VI'IC ! Giemsa otopina Kemika, Hrvatska
Njemacka
amonijev acetat (engl. Sigma-Aldrich, o Sigma-Aldrich,
. i . N-acetil cistein (NAC) ) .
ammonium acetate) Njemacka Njemacka

3.1.2. Stanicne linije

U ovom radu koriStene su stanice karcinoma plocastog epitela jezika covjeka (engl.
human tongue squamous carcinoma, Cal27, ATCC, CRL-2095), Cije je porijeklo potvrdeno
analizom u Leibniz Institute DSMZ German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
GmbH u Njemackoj. Ove stanice koriStene su za transfekciju i izdvajanje stabilno
transficiranih klonova stanica: kontrolnog klona Cal27-® dobivenog transfekcijom plazmida
pcDNA3 te klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3, dobivenih transfekcijom plazmida pcDNARB; koji
sadrzi gen za B, podjedinicu integrina (Stojanovi¢ 2009.). Sve stanice rastu kao adherentna

kultura.
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3.1.3. Protutijela i spojevi koristeni u fluorescencijskoj mikroskopiji,

protocnoj citometriji i Western blotu

Za odredivanje ekspresije proteina metodom protoc¢ne citometrije koristena su

protutijela prikazana u Tablici 4.

Tablica 4. Protutijela koriStena za odredivanje ekspresije integrina.

. PROIZVEDENO
SPECIFICNOST*

KATALOSKI
BROJ

PROIZVODAC

U ORGANIZMU

Integrin o, Chemicon
) 92590, LM 609
(23C6, LM609) Interational, SAD
Integrin o
grin oy Millipore, SAD MAB1g61
PRIMARNA (P1F6, MAB1961)
Mis
PROTUTUIELA Podjedinica integrina Calbiochem, 86
072
o, (272-17E6) SAD 407
. Sigma-Aldrich,
Izotipska kontrola IgGa , . 088K4753
Njemacka
SEKUNDARNO .. -
Misji imunoglobulini** Zec Dako, Danska Ro439
PROTUTIJELO
* Protutijela specifi¢na za proteine na stanicama Covjeka
** Poliklonsko protutijelo, obiljezeno fikoeritrinom (engl. Phycoerythrin, PE)
Za odredivanje ekspresije proteina Western blotom i imunofluorescencijom

koriStena su protutijela i spojevi prikazani u Tablici 5 i Tablici 6.

Tablica 5. Protutijela koristena za odredivanje ekspresije proteina.

PROIZVEDENO
U ORGANIZMU

SPECIFICNOST*

KATALOSKI
BROJ

PROIZVOPAC

ILK2 Cell signaling, SAD #3862
< Santa Cruz
o ILK (T Sc-130196
IéJ PILK (T273) Biotehnology, SAD 3019
E FAK Abcam, UK ab24738
(@]
& pFAK (Y397) Zec Abcam, UK ab4803
<
E Src Abcam, UK ab32102
<
E pSrc (Y418) Abcam, UK ab4816
o

ERK 1 . Santa Cruz sc-04

Biotehnology, SAD
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ERK Santa Cruz 728
P - Biotehnology, SAD 7393
Mis
Pt-(GpG) Essen, Njemacka

< Ovdja protutijela usmjerena
o protiv misjih imunoglobulina GE Healthcare, UK NAg31
E **
D
'6 Goveda protutijela usmjerena
@ Ly : Santa Cruz
o protiv ze¢jih imunoglobulina ) sc-2370
< e Biotehnology, SAD
Z
m ’ ..
<D( Magareca protutijela
Z usmjerena protiv zedjih Molecular Probes,
2 . . o A31572
ﬁ imunoglobulina obiljezena SAD
n Alexa-Fluor-om 555

* Protutijela specifi¢na za proteine na stanicama Covjeka

** Protutijelo obiljezeno peroksidazom iz hrena

Tablica 6. Spojevi koristeni za imunofluorescenciju.

SPECIFICNOST PROIZVOBPAC KATALOSKI BROJ
Phalloidin-FITC (F-aktin) Sigma-Aldrich, SAD P5282
TO-PRO®-3 iodide (kromatin) Invitrogen, SAD T3605

3.1.4. Pocetnice

Metodom lancane reakcije polimeraze nakon obrnutog prepisivanja (engl. Reverse
Transcription-Polymerase chain reaction, RT-PCR) odredivana je ekspresija mRNA gena za
podjedinicu integrina B; i jednoliko eksprimirani tzv. engl. housekeeping gen B-aktin, koji je

sluzio kao kontrola. Sljedovi nukleotida koristenih pocetnica za PCR prikazani su u tablici 7.

Tablica 7. Pocetnice koristene u reakciji PCR.

GEN POCETNICE SLIJED NUKLEOTIDA U SMJERU 5'-3'
T . B,f GAGGATGACTGTGTCGTCAG
Podjedinica integrina B,
Byr CTGGCGCGTTCTTCCTCAAA
Akt 1 TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA

B-aktin

Akt 2 CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGG
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Sljedovi nukleotida pocetnica koristeni u tehnici lancane reakcije polimerazom u

stvarnom vremenu nakon obrnutog prepisivanja (engl. real-time reverse transcription

polymerase chain reaction,real-time RT-PCR) prikazani su u tablici 8.

Tablica 8. Pocetnice koristene u reakciji real-time PCR.

GEN

POCETNICE

SLIJED NUKLEOTIDA U
SMJERU 5'-3'

o . F AATCTTCCAATTGAGGATATCAC
Podjedinica integrina a, (ITGAV)
R AAAACAGCCAGTAGCAACAAT
o , F TGCCAAATGGGACACGGTAAG
Podjedinica integrina B, (ITGB1)
R AATCAGCCTGACAGCTAATAC
o . F CCGTGACGAGATTGAGTCA
Podjedinica integrina B; (ITGB3)
R AGGATGGACTTTCCACTAGAA
o _ F AAGATTGGGGACACGGCATC
Podjedinica integrina B (ITGB5)
R CACGTGCAGTTGTAGGTGACC
o . F GAATGATCACGTACAAGGTGG
Podjedinica integrina B (ITGB6)
R GCACACTGAGGTCCAATAAGC
Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 F AGAATGTCTTGATTGTGGAAGA
(HPRT2)* R ACCTTGACCATCTTTGGATTA
8-oxoguanine DNA glycosylase (OGG1), nuclear F AAGAGGTGGCTCAGAAAT
gene encoding mitochondrial protein* R GATGTTGTTGTTGGAGGAA
_ F TGGCATCCACGAAACTACC
Actin, beta (ACTB)*
R GTGTTGGCGTACAGGTCTT
APEX nuclease (multifunctional DNA repair F AGGATTAGATTGGGTAAAGGA
enzyme) 1 (APEX1)* R GCTGGTAGTTTGTTCTCTG
. ) ) F CAAGATGTTCATAGAGTT
Ataxia telangiectasia mutated (ATM)*
R TGAGGAAGATAGTAAGAG
ATG3 autophagy related 3 homolog (S. cerevisiae) F AGGACAATATAAGGCTTCAA
(ATG3)* R TTCCAACAATCCACTCTC
ATGy autophagy related 7 homolog (S. cerevisiae) F GAACCTCAGTGAATGTATG
(ATG7)* R AACCTTGTCCAAGTCTAA
) o F TGGTAATGAGATGTGATG
Baculoviral IAP repeat-containing 3 (BIRC3)*
R GTAAAGAGGTTCTGAGTC
B-cell CLL/lymphoma 2 (BCL2), nuclear gene F CGACTCCTGATTCATTGG
encoding mitochondrial protein* R TCTACTTCCTCTGTGATGT
, , F ATCAGATGTGGTCTATAATG
BCL2-associated X protein (BAX)*
R CAGAAGGCACTAATCAAG
) F GGATGGAAGGGTCTAAGA
Beclin 1, autophagy related (BECN1)*
R CTGTGGTAAGTAATGGAG
. . . . F GAAGACAGGCTGGAAGATA
BH3 interacting domain death agonist (BID)*
R GTGTGGATGATATGAAGGC
F AAGACTTCTACAGAGTGAA
Breast cancer 1, early onset (BRCA1)*
R CAGTTCCAAGGTTAGAGA
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F AACAACAATTACGAACCAA
Breast cancer 2, early onset (BRCA2)*
R AACATTCCTTCCTAAGTCTA
Caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase F GAGAGAAAGAACTGGAATT
(CASP2)* R TCTGGTCACATAGAACAT
. F GGACCAATTACCATAACTATT
CD44 molecule (Indian blood group) (CD44)*
R AGGATTCGTTCTGTATTCT
Cell division cycle 25 homolog A (S. pombe) F GTGAAGAACAACAGTAATC
(CDC25A)* R TGAGGTAGGGAATGTATT
Cell division cycle 25 homolog B (S. pombe) F CGTGACCTTGATTGAGTT
(CDC25B)* R TCCCGGAAGTTTGCTAAA
. . F GCCTTACTACATTGGGAT
Chemokine (C-X-C motif) receptor 4 (CXCR4)*
R ACAGTGTTCTCAAACTCA
. F CCACCTCTTCATAACAACAA
CHKz checkpoint homolog (S. pombe) (CHEK1)*
R TAAATCACAATCGCCACTC
. F GCACTGTCACTAAGCAGAAAT
CHK?2 checkpoint homolog (S. pombe) (CHEK2)*
R AGGCACCACTTCCAAGAG
. F ATTTCAACACAGTTTCCC
Cyclin A1 (CCNA1)*
R CAGCATATTCAGTCACATT
. F CCTTCGGAGAGCATCTAA
Cyclin B1 (CCNBz)*
R CATAGTTAGTTCCATCAGGTATT
) F GCAAATAGAGAGGAAGTC
Cyclin E1 (CCNEz)*
R ATTAACCAATCCAGAAGAAT
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) F TACATCTTCTGCCTTAGT
(CDKNa1A)* R TCTTAGGAACCTCTCATT
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kip1) F ACAGCTCGAATTAAGAATA
(CDKN1B)* R CTTATACAGGATGTCCATT
Cytochrome P450, family 1, subfamily A, F CTGCTTAGCCTAGTCAAC
polypeptide 1 (CYP1A1)* R GGTAGGTAGCGAAGAATAG
Cytochrome P450, family 1, subfamily B, F TCCGTCCCCATCCCAATC
polypeptide 1 (CYP1B1)* R CCTCACTGGAAGCTTTAACT
Damage-specific DNA binding protein 2, 48kDa F TTTAACCCTCTCAATACCA
(DDB2)* R CTACTAGCAGACACATCC
_ ) _ F ACTGAGCGTATCATGTTAA
DNA-damage-inducible transcript 3 (DDIT3)*
R CAGGTGTGGTGATGTATG
Excision repair cross-complementing rodent repair F AGGAAGAAATTTGTGATAC
deficiency, complementation group 1 (ERCC1)* R TGTGTAGATCGGAATAAG
Fanconi anemia, complementation group C F AGATGTATGAAGCCTTGAA
(FANCC)* R AGACAACATAAGCACCAT
) F TTATCTGATGTTGACTTGAGTAA
Fas (TNF receptor superfamily, member 6) (FAS)*
R GGCTTCATTGACACCATT
) _ F CAATCTTACCAGTGCTGAT
Fas ligand (TNF superfamily, member 6) (FASLG)*
R AATCCCAAAGTGCTTCTC
FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog F TCAGTGGAACCTGTCAAGA
(FOS)* R TGGATGATGCTGGGAACA
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B F CGGGAGAATGACATCAAG
Flap structure-specific endonuclease 1 (FEN1)*
R AACAGCAATCAGGAACTG
, , F GCCAAGAACGAAGAGATT
Glutathione peroxidase 1 (GPX1)*
R TCGAAGAGCATGAAGTTG
. F ACTATCCTTCGTGAACATC
Glutathione S-transferase mu 1 (GSTMz1)*
R AGACACAACCACTAACAG
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase F CATGAGAAGTATGACAACAG
(GAPDH)* R ATGAGTCCTTCCACGATA
Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha F ATCCACATTCATCTCAAT
(GADD45A)* R GTAACTACAAAGGTATTTCA
. F GGACTTTGACAACAGGCT
Heat shock 70kDa protein 1B (HSPA1B)*
R GCTTGTTCTGGCTGATGT
Heat shock protein gokDa alpha (cytosolic), class A F AGTTATCCTACACCTGAA
member 1 (HSPgoAA1)* R CATCATCGCTTACTTCTT
. F CAACAAAGTGCAAGATTC
Heme oxygenase (decycling) 1 (HMOXa)*
R AGAAAGCTGAGTGTAAGG
. F TGTTATCTATGTCAAGCAGTA
HUS1 checkpoint homolog (S. pombe) (HUS1)*
R CGGTTCTTGTAAGTCCTT
Hypoxia inducible factor 1, alpha subunit (basic F TATTTGCGTGTGAGGAAA
helix-loop-helix transcription factor) (HIF1A)* R CATCTGTGAGAACCATAAC
Integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta F GAGGATTACTTCGGACTTCA
olypeptide, antigen CD29 includes MDF2, MSK12
potypep g J ) R GCTGGTGTTGTGCTAATG

(ITGB1)*

Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1)*

AAGAAGATAGCCAACCAATGT

F
R TACACGGTGAGGAAGGTT
o F CCAATCTGGATTCAATGA
Interleukin 6 (interferon, beta 2) (IL6)*
R GTTCCTCACTACTCTCAA
F ATGGAAACGACCTTCTATG
Jun oncogene (JUN)*
R TCTTGGGGTTACTGTAGC
) F GAAGTGGCAACAGAGAAG
Ligase I, DNA, ATP-dependent (LIG1)*
R CTTTGGAGGTCTTTAGGG
Ligase Ill, DNA, ATP-dependent (LIG3), nuclear F GCTATATGTCTTTGGCTTTC
gene encoding mitochondrial protein* R GGAATAGGCACAGTTCTT
. F TGAGCACATTGAGAAGGA
Ligase IV, DNA, ATP-dependent (LIG4)*
R CAGTAGGAGAAGCACCAA
Lysosomal-associated membrane protein 1 F GCTCCAAAGAAATCAAGACTGT
(LAMPz)* R GGTGCCACTAACACATCTG
Matrix metallopeptidase 13 (collagenase 3) F GGCTCTTAATGGTTATGAC
(MMP13)* R GCACTTATCTTCTTAACTTCT
Matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, F GAAGTTACTAGCAAGGACCTC
progelatinase) (MMP3)* R TCCAGCTCGTACCTCATT
Matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine) F TTGATAAGCACTGTTCCT
(MMP7)* R GCAAGTATAGATGAATAAGACA
Mdmz2 ps3 binding protein homolog (mouse) F ATCTTGATGCTGGTGTAA
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(MDM2)* AGGCTATAATCTTCTGAGTC
MRE11 meiotic recombination 11 homolog A (S. GCCTGTCCAGTTTGAAAT
cerevisiae) (MRE11A)* GGTTGCCATCTTGATAGTT

MutS homolog 2, colon cancer, nonpolyposis type 1
(E. coli) (MSH2)*

CTTCTTCTGGTTCGTCAGTATAGA

ATCATTCTCCTTGGATGCCTTAT

NADPH oxidase 1 (NOXa), transcript variant NOH- CTCTCCAGCCTATCTCAT
1L* AATGTCACATACTCCACTG
. . . . AATCCAGATAAGTGACATAAG
Nitric oxide synthase 2, inducible (NOS2)*
CTCCACATTGTTGTTGAT
. . CAAGGAGACGAAGAGAAC
Nitric oxide synthase 3 (endothelial cell) (NOS3)*
TGGAGTCTTGTGTAGGATA
. CAACCGAGGCATGTTCAT
N-methylpurine-DNA glycosylase (MPG)*
TGGAGATGTTCATGCAGAAG
0-6-methylguanine-DNA methyltransferase CTCTTCACCATCCCGTTT
(MGMT)* AATCACTTCTCCGAATTTCAC
) ATCATCAAAGAGATCGTTA
Phosphatase and tensin homolog (PTEN)*
ACCTTACTACATCATCAATA
) GAACGACCTGATCTGGAA
Poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1)*
CACTTGCTGCTTGTTGAA
Polymerase (DNA directed), delta 1, catalytic TCTGGGATGATGATGATGC
subunit 125kDa (POLD1)* GTGTTCTGCCTCCATCTC
TTTGGCATTTGACATTGAG

Polymerase (DNA directed), epsilon (POLE)*

AATCATCATAATCTGGTCTGT

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)*

TTACCATAGAGATGAATGAACCA

MmMAAIM A MAO|MA MA MO MAOIMAO MO MO MAO MAO MMAO MO M A MO MO M A M AO MO M AO M A

AGTGTCACCGTTGAAGAG
RAD51 homolog (RecA homolog, E. coli) (S. AATTAGTTCCAATGGGTTT
cerevisiae) (RADg1)* TGAAGTAGTTTGTCAAGC
. CCGATGTTATACTGATGTG
Ras homolog gene family, member A (RHOA)*
ACAGAAATGCTTGACTTC
. TGATCGTGTTCAGTAAGGAC
Ras homolog gene family, member B (RHOB)*
CAATGTCGGCCACATAGTT
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho ATCAGTTACACAACCAAT
family, small GTP binding protein Rac1) (RAC1)* CGTAATCTGTCATAATCTTC
. AACACATATTATTGCCACAA
REV1 homolog (S. cerevisiae) (REV1)*
GAATGTAGGAGAGGAGTC
REV3-like, catalytic subunit of DNA polymerase AGTGTCATTAGTATCAGGAA
zeta (yeast) (REV3L)* TGTAGGAGGTAGGGAATA
Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha TCGTTTGTGCTGAAGGAG
(ARHGDIA)* TCATGCCGGACACTATCT
. GCTATGACTTATGATGAG
Selectin E (SELE)*
ATTCCAATCCAGTAATAAC
. . TCTGTTTCAATGACCTGTATT
Superoxide dismutase 1, soluble (SOD1)*
GCCTCATAATAAGTGCCATA
T-cell lymphoma invasion and metastasis 1 TAATGCTCTGAATCCTAGTC
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(TIAM1)* R GAAACAGAAGAGGCTTTG
. ) F CGAAATTATGGATGGAAAGTC
Thioredoxin reductase 1 (TXNRD1)*
R GAGCCAATGTGATTCTGTA
) . F TCATGTGAAGAGGGAGAC
Three prime repair exonuclease 1 (TREX1)*
R GAAGTTGGAGAGGGTGAG
, o F AAGGAAGTGGACTCTGGAA
TIMP metallopeptidase inhibitor 2 (TIMP2)*
R CTTTGAACATCTTTATCTGCTTGA
, F ACGGTGTTGGATATTCTAAG
Topoisomerase (DNA) Il alpha 170kda (TOP2A)*
R AAGCGAGCCTGATTATTC
) F ATAACATTCCAACCAGAT
Topoisomerase (DNA) Il beta 180okda (TOP2B)*
R GGCAATTTCTTTCCATTA
) F AGCACTAAGCGAGCACTG
Tumor protein p53 (TP53)*
R ACGGATCTGAAGGGTGAAA
) F ATTGTTCTCCGTTCGTTGATA
Tumor protein p63 (TP63)*
R GTAAGGGTCAGGGCAGTA
) F CACTTTGAGGTCACTTTC
Tumor protein p73 (TP73)*
R ATCTGGCAGTAGAGTTTC
v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 F ATTGTGAAGGAGGGTTGG
(AKT2)* R TGAAGGTGCCATCATTCT
, F TGTCATTGAGGATATTGGAA
Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM1)*
R ATAACTGTATTCTTGGGTGAT
F TTCCAGAGATTAAGACAA
WEE1 homolog (S. pombe) (WEE1)*
R ATATTCACTTGAGGAGTC
) . . . F CTGGAGACCAACGAAATC
Werner helicase interacting protein 1 (WRNIP1)*
R TAATGTCACAAACCTTATGC
. . F AAGATGTGCTGTAGAAGAA
Werner syndrome, RecQ helicase-like (WRN)*
R TCGTAACTATACACAATGGA
Xeroderma pigmentosum, complementation group F AAGGAAGTCCGACAGGAA
A (XPA)* R ACACGCTGCTTCTTACTG
Xeroderma pigmentosum, complementation group F ACACCTACTACCTCTCAA
C (XPQC)* R TAAATAGCAAATCTCCTTTCC
X-ray repair complementing defective repair in F GAGGAAGTTGGATTTGAA
Chinese hamster cells 1 (XRCCa)* R ATTTAGGTCTCTTGGGAA
X-ray repair complementing defective repair in F CATTGTTCTGTCTTTCCT
Chinese hamster cells 3 (XRCC3)* R CTCCTTTACCGATTTCAG
X-ray repair complementing defective repair in F GTGTGAGTGCTAAGGAAG
Chinese hamster cells 4 (XRCCg4)* R CTCATCATAGACTGGATCTC

* Tablica gena koristenih u reakciji real-time PCR dobivena ljubaznos¢u prof.dr.sc.Gerharda Fritza, Institut fur

Toxikologie, DUsseldorf, Njemacka.
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3.1.5. Transfekcija siRNA

Za transfekciju male interferirajuce RNA (engl. small interfering RNA, siRNA) u
stanice koristen je komercijalno dostupan Lipofectamine™ RNAIMAX (Invitrogen, SAD).
Podaci o specifi¢nim Silencer”Select Pre-designed & Validated siRNA i nespecifi¢noj siRNA
Silencer” Select Negative Control proizvoda¢a Ambion °prikazani su Tablici g.

Tablica 9. Koristene siRNA molekule. Dopremljene su od proizvodacda u liofiliziranom obliku, otopljene u
diH,o0 do koncentracije 100 uM (maticna otopina). Razrjedivanjem u diH,o0 od mati¢ne otopine pripremljene su

radne otopine koncentracije 10 uM. Radne otopine su koriStene za pripremu potrebnih koncentracija za
utiSavanje navedenih u tablici.

SPECIFICNOST siRNA ID LOCUS ID
Podjedinica integrina B, S7591 3693
Podjedinica integrina a, 57568 3685
Nereceptorska tirozin kinaza (Src) 513414 6714
Kinaza vezana za integrin (engl. integrin linked kinase, ILK) S7404 3611
Nespecifi¢na (engl. scrambled) -

3.1.6. Kompleti i standardi

U Tablicama 10 i 11 prikazani su koristeni kompleti i standardi.

Tablica 10. Koristeni kompleti.

KOMPLET

UPOTREBA

izdvajanje i procis¢avanje ukupne DNA iz stanica u

DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Njemacka) Kulturi

Lipofectamine™ RNAIMAX (Invitrogen, SAD).

transfekcija siRNA u stanice

QlAquick Gel Extraction Kit (Quiagen,
Njemacka)

izdvajanje i pro¢iS¢avanje odsjecaka DNA iz gela
agaroze

High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Njemacka)

izdvajanje ukupne RNA iz stanica u kulturi

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
(Fermentas, Litva)

reverzna transkripcija ukupne RNA

Tablica 11. Koristeni standardi.

STANDARD

UPOTREBA

Standard duzine odsjecaka DNA 1 kb (Invitrogen, SAD)

elektroforeza DNA

Standard za odredivanje molekularne mase proteina (engl. Prestained Protein
Molecular Weight Marker) (Fermentas, Litva)

Western analiza
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3.1.7. Priprema pufera i otopina

Sastav i priprema koristenih pufera i otopina navedeni su u Tablici 12.

Tablica 12. Priprema otopina.

OTOPINA PRIPREMA

cisplatina (500 pg/mL) otapa se u vodi, Cuva se pri -20°C

doksorubicin (2 mg/mL)

otapa se u vodi, Cuva se pri -20°C

mitomicin C (z0 mg/mL)

otapa se u vodi, ¢uva se pri -20°C

etopozid (20 mg/mL)

otapa se u vodi, ¢uva se pri -20°C

5-fluorouracil (2,5 mg/mL) otapa se u fosfatnom puferu (PBS), ¢uva se pri -20°C

kamptotecin (1390 pg/mL) otapa se u dimetilsulfoksidu (DMSO), cuva se pri 4°C

vinkristin (100 pg/mL) otapa se u fosfatnom puferu (PBS), ¢uva se pri -20°C

paklitaksel (6 mg/mL) otapa se u dimetilsulfoksidu (DMSO), ¢uva se pri -20°C

butionin sulfoksimin (100 mM) otapa se u vodi, ¢uva se pri -20°C

N-acetil cistein (623 mM) otapa se u vodi, ¢uva se pri -20°C

dasatinib (20 mM) otapa se u dimetilsulfoksidu (DMSQ), ¢uva se pri -20°C

10% seruma fetusa goveda (engl.
fetal calf serum, FCS) u DMEM
(DMEM-FCS)

somL FCS u soomL DMEM, €uva se pri 4°C

450 L DMEM-FCS + 450 L FCS +100 pL DMSO, radi se

podloga za zamrzavanje stanica N
neposredno prije upotrebe

5 mg MTT-a se otapa u 1 mL fosfatnog pufera (PBS), filtrira kroz

maticna otopina MTT (12,2 mM
! P (22,2 mM) filtar papir i ¢uva u tamnoj boci pri 4°C

2,5 g tripsina + 0,01 g streptomicina + 0,006 g penicilina + 0,02 g
fenol crvenog se otopi u otopini T, nadopuni se do 1L i podesi pH
na 7 do 7,2 te se sterilizira filtriranjem kroz filtar veli¢ine pora 0,22

pm, ¢uva se pri -20°C

tripsin (0,25%)
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fosfatni pufer bez Mg** i Ca*, (PBSA)

1,37 MM natrijev klorid + 2,7 mM kalijev klorid + 4,3 mM natrijev
hidrogenfosfat heptahidrat + 1,4 mM kalijev hidrogenfosfat, ¢uva
se pri 4°C

albumin iz seruma goveda (engl.
bovine serum albumine, BSA) u PBSA
(PBSA-BSA)

0,01, 0,1, 0,3 ili 0,5 mg BSA se otapa u 10 mL PBSA, kako bi se
dobilo 0,1, 1, 3ili 5% BSA u PBS, Cuva se pri 4°C

albumin iz seruma goveda (engl.
bovine serum albumine, BSA) u
DMEM (DMEM-BSA)

0,1 mg BSA se otapa u 20 mL DMEM kako bi se dobilo 1% BSA u
DMEM, cuva se pri 4°C

10x TBS

500 mL Tris-HCl (pH 7,5) + 300 mL 5M NaCl + 200 mL diH20,
Cuva se pri 4°C

EDTA (amM)

60 pL 0.5M EDTA (pH 8) + 60 mL PBSA, Cuva se pri 4°C

boja kristal ljubicasto 0,1%

0,2% boje kristal ljubicasto u 2% EtOH, Cuva se pri sobnoj
temperaturi

boja metilensko modrilo (zmg/mL)

otapa se u vodi, ¢uva se pri 4°C

pufer TBST

50 mL pufera 10x TBS + 450 mL diH20 + 500 pL Tween-20( 1x
TBS sa 0,1% Tween-20), Cuva se pri 4°C

pufer TBE 5X

54 g Tris-baze, 27,5 g borne kiseline, 20 mL 0,5M EDTA otopiti u
11 diH20 (pH 8,0), Cuva se pri 4°C

pufer za nanosenje uzoraka DNA na
agarozni gel (6x)

50% glicerol + 20 MM EDTA + 0,25% Orange G boja, uva se pri
-20°C

towbin pufer za prijenos (pH 8,1 do
8,4)

3,03 g Trisa i 14,4 g glicina se otopi u diH20, dodaje 200 mL
metanola i nadopunido 1L s diH20 (25 mM TrisHCI, 192 mM
glicin,20% metanol). pH varira izmedu 8,11 8,4, ovisno o kvaliteti
sastojaka i ne podeSava se naknadno. Pufer se Cuva pri 4°C

tris-glicinski pufer za elektroforezu

3,2 g Tris-baze, 14,42 g glicina, 1 g SDS-a, nadopuni se do 100 mL
sa diH20.(25 M Tris, 192 mM glicin; 0,1% SDS; pH 8,3), Cuva se
pri 4°C

tris-HCl pH 8,8 (1,5 M)

18.2 g Tris-a otapa se u 100 mL dH20. pH se potom podesi
dodatkom 6 M HCl-a, ¢uva se pri 4°C

tris-HCl pH 6,8 (0,5 M)

6 g Tris-a otapa se u 8o mL diH20. pH se podesi dodatkom 6 M
HCl-a. Nadopuni se diH20 do 100 mL. Cuva se pri 4°C
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akrilamid/bisakrilamid (30%6)

29.2 g akrilamida i 0.8 g bisakrilamida otapa se u 100 mL diH20,
Cuva se pri 4°C

10% amonijev persulfat (APS)

500 mg APS-a otapa se u 5 mL diH20. Cuva se pri —20°C u
alikvotima po 5oo pL

10% natrij-dodecilsulfat (SDS)

u 100 mL diH20 otapa se 10 g SDS-a, Cuva se pri sobnoj
temperaturi

6X SB pufer (engl. sample buffer za
SDS-PAGE)

1,2 g SDS-a otapa seu 2 mL diH20, dodaje 2,5 mL 1,5 M Tris-HCl
(pH 6,8) i 30 mg Bromfenol plavila, nakon Sto se otopi dodaje se 3
mL glicerola I 1,2 mL B-metkaptoetanola. Dopuni se do 10 mL
diH20 i ¢uva pri —20°C. u alikvotima po 500 pL.

Bradford reagens

100 mg Coomassie briljant plavo G-250 + 50 mL 95% etanola +
100 mL 85% fosforne kiselineu 1 L diH20, ¢uva se pri 4°C

100 mM glicin za uklanjanje vezanih
protutijela s membrane

7,51 g glicina se otapa u 1000 mL diH20 (pH 2,8), ¢uva se pri 4°C

lizirajudi pufer

0,156 g NaHPO4 x 2 H20 + 21 mL 0,5M EDTA u 100 mL diH20,
Cuva se pri 4°C

pufer za razrijedivanje

1,56 g NaHPO4 x 2 H20 + 21 mL 0,5M EDTA u 200 mL diH20, ¢uva
se pri 4°C

Ellmanov reagens (3 mM)

15 mg Ellman reagensa u 12,6 mL pufera za razrijedivanje, Cuva
se pri 4°C

NADPH (2 mM)

5 mg NADPH u 6 mL pufera za razrijedivanje, ¢uva se pri -20°C

pufer TE

imL 1 M Tris-HCl (pH 7,4), + 0,2 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0) u 100
mL diH20, sterilizira se autoklaviranjem, ¢uva se pri 4°C

20xSSC pufer

3,0 M Nadl, 0,3 M natrijev citrat (pH 7,0) ¢uva se pri sobnoj
temperaturi

paraformaldehid (4%)

40 g paraformaldehida i 100 pL NaOH otapa se u 1000 mL PBS-3,
cuva se pri -20°C u alikvotima po 5oo L.




3. MATERIJALI | METODE|50

3.1.8. Uredaiji, ostali materijali i pomagala

KoriSteni uredaji navedeni su u Tablici 13.

Tablica 13. Koristeni uredaji.

UREDAJ

PROIZVODAC

UREDAJ

PROIZVODAC

automatski brojac stanica
Coulter Counter

Beckman Coulter, UK

spektrofotometar za
mikrotitarske plocice
StatFax 2100

Awareness Technology
INC, SAD

centrifuga za stanice

Heraeus, Njemacka

svjetlosni mikroskop

Zeiss, Njemacka

drmalica

Tehnica, Slovenija

termoblok
Thermomixer compact

Eppendorf, Njemacka

centrifuga za
mikroepruvete koja
postize do 14000 x g

Eppendorf, Njemacka

transiluminator

Vilber Lourmat,
Njemacka

inkubator za uzgoj stanica

Heraeus, Njemacka

tresilica

Vibromix 301EVT,
Tehtnica, Slovenija

izvor napona stuje

Amersham
Biosciences, Svedska

uredaj za elektroforezu

u gelu agaroze (kalup za
izlijevanje gela, cesalj,

kadica za elektroforezu)

Hoefer Scientific
Instruments, SAD

kabinet za rad u sterilnim
uvjetima

Klimaoprema,
Hrvatska

sustav za vertikalnu
elektroforezu Mighty
Small Il SE 250/SE 260

Hoefer Scientific
Instruments, SAD

magnetska mijesalica

Tehnica, Slovenija

uredajza PCR

Eppendorf, Njemacka

Mighty Small Transpher

Amersham
Pharmacia Biotech,
Svedska

uredaj za real-time PCR

Bio-RAD, SAD

nanodrop NanoVue

GE Healthcare, Life
sciences, UK

vaga

Tehnica, Slovenija

protocni citometar

FACSCalibur, Becton-

vibracijska mije3alica

Tehnica, Slovenija

Dickinson, SAD Vibromix 301EVT
Ktrofot ; Amersham
spektrofotometar
P Pharmacia Biotech, vodena kupelj Tehnica, Slovenija
Ultrospec 2100 pro
Svedska
konfokalni mikroskop Leica Microsystems,
) i . ultrazvuk Cole Palmer, SAD
LeicaTSC SP2. Njemacka

Whatman Protran
nitrocelulozna membrana

Sigma-Aldrich,
Njemacka
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Osnovni pribor za rad s kulturom stanica, mjerenje ekspresije protocnom

citometrijom i Western blotom, te za provodenje reakcije PCR navedeni su u Tablici 14.

Tablica 14. Ostali materijali i pomagala.

MATERUAL

ampule za smrzavanje
stanica

PROIZVODPAC ‘ MATERIJAL

Falcon Becton
Dickinson, SAD

plasti¢ne mikroepruvete
od 1,5ili 2mL

PROIZVODAC

Eppendorf, Njemacka

bocice za uzgoj kultura
stanica, T-25iT-75

Falcon Becton
Dickinson, SAD

plasti¢ne epruvete od 15
mL

Falcon Becton
Dickinson, SAD

Petrijeve zdjelice za
uzgoj kultura stanica
promjera
100 mm/6omm/35mm

Falcon Becton
Dickinson, SAD

plasti¢ne epruvete od
5omL

Falcon Becton
Dickinson, SAD

plocice za uzgoj kulture
stanica s 96/24/6
bunaric¢a

Falcon Becton
Dickinson, SAD
Sarsted

staklene pipete

Superior, Njemacka

mikroepruvete za PCR

Eppendorf, Njemacka

mikropipete

Eppendorf, Njemacka;
Rainin

Boyden komorice za
migraciju

Falcon Becton
Dickinson, SAD

nastavci za mikropipete
s filtrom i bez filtra

Eppendorf, Njemacka
Rainin

gel dokumentacijski
sustav

Syngene, UK

propipeta

Brand, Njemacka

sustav za
dokumentaciju i analizu
slika ImageQuant TL

GE Healthcare, Life
sciences, UK

spremnik ispunjen
tekudim dusikom

sustav za
dokumentaciju i analizu
slika Image J

pokrovna i predmetna
stakalca

Marienfeld, Njemacka

kvarcne kivete
volumena 100 pL

sustav za
dokumentaciju i analizu
podataka FlowJo

Flow Cytometry
Analysis Software, SAD

filtar papir veli¢ina pora
0,22 ym

vateni Stapici

DM

gumena strugalica
(engl. policeman)

Falcon Becton
Dickinson, SAD
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3.2. METODE

Koristene su standardne metode molekularne biologije detaljno opisane u priru¢niku

"Metode u molekularnoj biologiji" (Ambriovic Ristov i sur. 2007).

3.2.1. Uzgoj stanica u kulturi

Stanice Cal27 su adherentne, rastu prihvacene za podlogu dok u potpunosti ne popune
povrsinu na kojoj rastu ili dok ne iscrpe hranjivu podlogu te ih je stoga potrebno presaditi.
Stanice pohranjene u ampulama za smrzavanje, smjestenim u spremnicima s tekuéim
duSikom, odmrzavane su u vodenoj kupelji pri 37°C i zatim prenesene u Petrijevu zdjelicu sa
zagrijanom (37°C) hranjivom podlogom DMEM-FCS. Nakon uspjeSnog prihvacanja za
podlogu stanice su uzgajane u Petrijevim zdjelicama promjera 3,5; 6 i 10 cm te bocicama za
uzgoj stanica T-25 (povrsina 25 cm?®) i T-75 (povrsina 75 cm?) u inkubatoru za uzgoj stanica
pri 37°C uz 5% CO2. Kao hranjiva podloga koristio se DMEM-FCS.

Prilikom presadivanja, za odvajanje stanica od podloge koristen je tripsin ili po potrebi 1
mM EDTA u kojima su stanice ostavljane tijekom nekoliko minuta. Odvajanje stanica od
podloge je praceno svjetlosnim mikroskopom. Djelovanje tripsina zaustavljano je dodatkom
DMEM-FCS, stanice su u potpunosti resuspendirane visekratnim propustanjem kroz pipetu,
po potrebi razrijedene dodatkom DMEM-FCS i nasadene u nove posude za uzgoj stanica.
Ukoliko se stanice smrzavaju, suspenzija stanica se centrifugira 10 minuta pri 1000 x g,
supernatant koji sadrzava tripsin uklanja, a stanice se resuspendiraju u prethodno
pripremljenoj i ohladenoj otopini za smrzavanje te prenose u ampulu za smrzavanje.
Ampule se pohranjuju u hladnjak pri -80°C na najmanje dva sata, a zatim v cilju duzeg

cuvanja u spremnik s tekuc¢im dusikom.

3.2.2. Odredivanje prezivljenja i proliferacije stanica

3.2.2.1. MTT test

MTT test je kolorimetrijska metoda kojom se odreduje prezivljenje (vijabilnost) stanica.
Temelji se na sposobnosti Zivih stanica da reduciraju zutu topljivu tetrazolijevu sol (MTT, (3-

(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) u ljubicaste kristale formazana. Ova
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se reakcija deSava u mitohondrijima djelovanjem enzima sukcinat dehidrogenaze. Kristali
formazana se otapaju u dimetil-sulfoksidu (DMSO) te se mjeri apsorbancija pri 600 nm.
Prezivljenje stanica je proporcionalno izmjerenoj apsorbanciji.

Za odredivanje proliferacije stanica nakon tretmana s protutumorskim lijekovima s/bez
prethodnog izlaganja inhibitoru sinteze glutationa (butionin sulfoksimin, BSO), prekursoru
sinteze glutationa (N-acetilcisteine, NAC) ili inhibitoru fosforilacije Src (dasatinib, DAS)
stanice su nasadene u plocicu s 96 bunarida (5 x 1203 stanica po bunari¢u u volumenu 180 pL) i
nakon 24 sata dodane su razlicite koncentracije inhibitora/prekursora u ukupnom volumenu
od 200 pL po bunaricu, te su nakon perioda predobrade (16 sati za BSO i NAC) dodane
razlicite koncentracije protutumorskih lijekova u ukupnom volumenu od 20 pL po bunaricu
(Tablica 15). Za svaku koncentraciju istovremeno su radena 4 paralelna uzorka
(kvadriplikat). Nakon inkubacije pri 37°C tijekom 72 sata sa stanica je uklonjena hranjiva
podloga i u svaki bunari¢ je dodano 40 pL maticne otopine MTT-a + DMEM-FCS u omjeru
1:10. Stanice su inkubirane 3 sata nakon cega su pod mikroskopom vidljivi kristali
formazana. Kristali su zatim otopljeni dodatkom DMSO-a (170 pL po bunaricu). Plocica je
mehanicki protresena na tresilici kako bi se kristali u potpunosti otopili. Apsorbancija je

mjerena pri 600 nm pomocu spektrofotometra za mikrotitarske plocice StatFax 2100.

Tablica 15. Raspon konacnih koncentracija ispitivanih spojeva.

‘ SPOJ MATICNA OTOPINA KONACNE KONCENTRACLJE
cisplatina (cDDP) 500 pg/mL 0,125;0,25;0,5 pug/mL
doksorubicin (DOX) 2x10% pg/mL 0,0125; 0,025; 0,5 ug/mL
mitomicin (MMC) 500 pg/mL 0,02; 0,04; 0,08 pg/mL
etopozid (ETO) 10* pg/mL 0,25; 0,5; 1 pug/mL

5-fluorouracil (5-FU) 25x10% pug/mL 0,0488; 0,0976; 0,195 pg/mL
kamptotecin (CTP) 1390 pg/mL 0,01; 0,025; 0,05 pg/mL
vinkristin (VCR) 100 pg/mL 0,00125; 0,0025; 0,005 pHg/mL
paklitaksel (TAX) 6x10° pg/mL 0,00125; 0,0025; 0,005 pg/mL
butionin sulfoksimin (BSO) 100 mM 0,005 MM
N-acetilcistein (NAC) 613 MM 2,5, 10 MM
dasatinib (DAS) 10 mM 1000 nM

Prezivljenje je izraCunato prema formuli:

apsorbancija stanica izloZzenih djelovanju ispitivanog spoja
Prezivljenje (Y0)= ----mmnmmmmm oo o o X 100
apsorbancija kontrolnih stanica
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3.2.2.2. Metoda pracenja klonalnog rasta stanica

Metoda bojenja kolonija stanica bojom Giemsa koristi se za ispitivanje ucinka
citotoksi¢nih spojeva na prezivljenje odnosno na stvaranje kolonija adherentnih stanica.
Broj nasadenih stanica varira u ovisnosti o tipu stanica koje se koriste i utvrduje se
iskustveno. Za model Cal27 utvrdeno je da se u plocice s 6 bunarica stanice nasadi 1200
stanica u 2 mL DMEM-FCS. Nakon 24 sata stanice su izlozene ispitivanom spoju
razriedenom u DMEM-FCS tijekom jednog sata (Tablica 16), zatim je hranjiva podloga
DMEM-FCS zamijenjena svjezom i plocice su inkubirane 10-14 dana dok ne izrastu golim

okom vidljive kolonije stanica.

Tablica 16. Raspon konacnih koncentracija ispitivanih spojeva.

SPOJ MATICNA OTOPINA KONACNE KONCENTRACIJE
cisplatina (cDDP) 500 pg/mL 3,5/ 7 ug/mL
doksorubicin (DOX) 2x10° pug/mL 0,0437; 0,0875 ug/mL
mitomicin (MMC) 500 pg/mL 0,091; 0,28 pug/mL
etopozid (ETO) 10* pg/mL 1,3125; 2,625 pg/mL
5-fluorouracil (5-FU) 25x10% pug/mL 0,6; 2,4 pg/mL
kamptotecin (CTP) 1390 pg/mL 0,035; 0,07 pg/mL

Kolonije stanica su isprane s PBSA , fiksirane 10 minuta u 100% metanolu, susene
tijekom 30 minuta pri sobnoj temperaturi i bojane dodatkom boje Giemsa (10%) tijekom 30
minuta. Nakon inkubacije uklonjena je boja, a plocice su isprane vodovodnom vodom i
susene. Kolonije su izbrojane i izracunato je prezivljenje stanica u odnosu na kontrolni

uzorak u kojem stanice nisu bile izlozene djelovanju ispitivanog spoja.

3.2.3. Odredivanje ekspresije povrsinskih proteina metodom protocne
citometrije

Metoda neizravne protoCne citometrije koriStena je za odredivanje ekspresije
podjedinice integrina o, te heterodimera integrina o5 i ayBs na povrsini stanica Cal2y.
Stanice su uzgajane do 80% popunjenosti povrsine Petrijeve zdjelice, dva puta isprane s
PBSA i odvojene od podloge pomocu tripsina ili 1imM EDTA. Za postupak obiljezavanja
koristeno je 5 x 10° stanica po uzorku u 50 puL PBSA. U pripremljene uzorke dodana su misja
primarna protutijela (Tablica 17) u ukupnom volumenu 5 pL, inkubirana 60 minuta u ledu,

nakon Cega su uzorci isprani dva puta hladnim PBSA. Ispiranje podrazumijeva dodatak 350
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WL PBSA, centrifugiranje stanica 4minute pri 1000 x g i uklanjanje 350 pL supernatanta, tako
da na stanicama i dalje ostane 5o pL PBSA. Stanice su zatim inkubirane sa zecjim
protutijelom usmjerenim protiv misjih imunoglobulina obiljezenim s fikoeritrinom (PE)
tijekom 30 min u ledu, u mraku (zbog osjetljivosti PE na svjetlo). Nakon inkubacije stanice su
ponovno isprane tri puta hladnim PBSA. Nakon zadnjeg ispiranja stanice su resuspendirane
U 350 pL 0,2% PBSA-BSA kako bi se sprijecilo nakupljanje stanica i stavljene u led do analize
protocnim citometrom.

Tablica 17. Koncentracije primarnih i sekundarnih protutijela koristenih u odredivanju ekspresije proteina
proto¢nom citometrijom.

PROTUTUELO KONACNA KONCENTRACIJA

Izotipska kontrola (IgG)(o,5 mg/mL) 50 pg/mL
Podjedinica integrina a, (2 mg/mL) 10 ng/mL
Integrin o5 (0,2 mg/mL; 1 mg/mL) 10 ng/mL

Integrin aVBS (2 mg/mL) 10 ng/mL
Sekundarno protutijelo (0,5 mg/mL) 28 ng/mL

Stanice u proto¢nom citometru prolaze kroz lasersku zraku pri ¢emu dolazi do
emisije fotona odredene valne duljine, a signal se biljezi detektorom. Ekscitacijska valna

duljina za PE iznosi 488 nm, a emisijska valna duljina 578 nm.

3.2.4. Analiza DNA i RNA

3.2.4.1. Izdvajanje genomske DNA iz kulture stanica

Za izdvajanje ukupne DNA iz 3x10° stanica koristen je komplet "DNeasy Blood &
Tissue Kit" (Qiagen, Njemacka), te je postupak proveden prema uputama proizvodaca.
Koncentracija DNA je mjerena pomocu nanodropa NanoVue (GE Healthcare, UK). Dobivena
DNA koriStena je za utvrdivanje porijekla stanica Cal27 u Leibniz Institute DSMZ German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH i u Southern-Western analizi za

otkrivanje dimera gvanina, opisanoj u poglavlju 3.2.4.4.

3.2.4.2. lzdvajanje ukupne RNA iz kulture stanica

Za izdvajanje ukupne RNA iz 1x10° stanica koristen je komplet "High Pure RNA

Isolation Kit" (Roche, Njemacka) prema uputama proizvodaca. Koncentracija RNA mjerena
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je spektrofotometrijski i racunata prema formuli [RNAJug/mL= A260 x 44,19 x R (A260=
apsorbancija pri valnoj duljini 260 nm, 44,19=ekstincijski koeficijent RNA, R=razrijedenje

uzorka u diH,0).

3.2.4.3. Lancana reakcija polimerazom nakon obrnutog prepisivanja (RT-
PCR) i lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu nakon obrnutog
prepisivanja (real-time RT-PCR)

Za analizu ekspresije gena koristena je semikvantitativna metoda lancane reakcije
polimerazom nakon obrnutog prepisivanja (RT-PCR) i lancana reakcije polimerazom u
stvarnom vremenu nakon obrnutog prepisivanja (real-time RT-PCR). U oba slucaja kao
pocetni uzorak koristena je komplementarna DNA (cDNA) dobivena obrnutim
prepisivanjem (engl. reverse transcription, RT) izdvojene ukupne RNA.

Za obrnuto prepisivanje ukupne RNA iz kulture stanica korisSten je komplet
“RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit" (Fermentas , Litva), te je postupak proveden
prema uputama proizvodaca. Sastav reakcijske smjese u semikvantitativnoj reakciji PCR
prikazan je u tablici 18., a uvjeti reakcije PCR, ovisno o tipu pocetnica i duljini trazenog
odsjecka, odnosno ispitivane mRNA, u tablici 19. Nakon reakcije PCR uzorci su analizirani
elektroforezom u agaroznom gelu (1%) koji sadrzi etidij bromid, vizualizirani i slikani

izlaganjem UV svjetlu.

Tablica 18. Koncentracije komponenata reakcijske smjese PCR.

KONACNA
REAGENSI - RADNA OTOPINA VOLUMEN (pL)
KONCENTRACIJA
diH,0O 3,44
Taq pufer sa dodatkom (NH,),SO, (10x) 1x 1,6
dNTP (100 mM) 1mM 0,16
MgCl, (25 mM) 3mM 1,92
Pocetnica 1 (x) 100-500 nM 0,4
Pocetnica 2 (x) 100-500 nM 0,4
Kalup DNA (25 ng/uL) X 8
Taq DNA-polimeraza (5 U/uL) 0,025 U/uL 0,08
Ukupni volumen: 16
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Tablica 19. Uvjeti reakcije PCR i duljine umnozenih odsjecaka DNA u reakciji PCR.
UVIJETI REAKCIJE PCR

DULJINA
mRNA SPARIVANJE PRODULIJIVANIJE BROJ <
DENATURACIJA " ODSJECKA
POCETNICA LANCA DNA CIKLUSA (pb)
Podjedinica °C, 305 °C,30s 2°C, 455 2 232
integrina B, 95" 3 5973 72°C, 45 3 3
B-aktin 95°C, 455 55°C, 30s 72°C, 455 22 661

*Pocletna denaturacija DNA za sve uzorke provedena je pri 95°C, 2,5 min, a zavrsno produljivanje lanca pri

72°C, 7 min.

Koli¢ine produkata reakcije RT-PCR odredene su analizom digitalnih slika pomocu
programa ImageQuant TL, nakon Cega su rezultati normalizirani prema ekspresiji nekoliko
jednoliko eksprimiranih (engl. housekeeping) gena.

Vezanje fluorescencijske boje (SYBR Green I) na produkte i analiza njihovog
nastajanja metoda je umnaZzanja cDNA ili DNA tehnikom real-time PCR, pri ¢emu se ocitava
broj ciklusa (CT, engl. treshold cycle) u kojem emisija fluorescencije (koli¢ina umnozenog
produkta) prijede postavljeni prag (iznad nespecificnog signala). Sastav reakcijske smjese
real-time PCR prikazan je u tablici 20, a uvjeti reakcije u tablici 21., a za svaki set pocetnica
istovremeno su radena 3 paralelna uzorka. Analiza produkta real-time PCR moze biti
relativna (mjere se relativne promjene u kolicini transkripta) i apsolutna (odreduje se broj

kopija RNA u nekom uzorku usporedujuci fluorescenciju sa standardnom krivuljom).

Tablica 20. Koncentracije komponenata reakcijske smjese real-time PCR.

REAGENSI - RADNA OTOPINA KONACNA KONCENTRACIJA VOLUMEN (pL)

diH,0 5,68
Sensimix Sybr HI-RO (2x) 1x 10
Pocetnica 1 (x) 0,5nNM 1,66
Pocetnica 2 (x) 0,5nM 1,66
¢DNA (20 ng/pL) 2 ng/pL 1,0
Ukupni volumen: 20

Tablica 21. Uvjeti reakcije real-time PCR

SPARIVANJE PRODULJIVANJE LANCA BROJ
DENATURACIJA -
POCETNICA DNA CIKLUSA

95°C, 15 55ili 57°C, 15 72°C, 175 A
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3.2.4.4. Southern-Western analiza za otkrivanje dimera gvanina

Po 1 pg izdvojene DNA iz svake stanicne linije modela Cal27 razrijedeno je u 200 pL
TE pufera, zagrijano pri 95°C tijekom 10 minuta i zatim odmah stavljeno u led. Na uzorke je
zatim dodano 200 pL 2 M amonijevog acetate prethodno ohladenog na -20°C. Aparatura za
kaplji¢nu analizu slozena je prema uputama proizvodaca, s tim da je membrana prethodno
namocena u 2 M amonijev acetat. U jazice je dodano 200 pL pripremljenih uzoraka i
pomocu vakuuma spusteno na membranu, koja je zatim ispirana redom u 2 M amonijevom
acetatu, vodi i 5x SSC-u. Tako pripremljena membrana je zatim suSena 2 sata pri 8o °C,
blokirana s 5% mlijekom u 1x SSC-u tijekom nodi i inkubirana Pt-(GpG) protutijelom (Liedert
i sur. 2006) pri sobnoj temperaturi tijekom 1,5-2 sata. Nakon ispiranja (5 puta po 5 minuta)
membrana je inkubirana s odgovaraju¢im sekundarnim protutijelom obiljeZzenim
peroksidazom u trajanju od 1,5-2 sata. Nakon temeljitog ispiranja, vezanje protutijela
obilijezenih  peroksidazom, odnosno prisutnost DNA adukata, utvrdena je
kemiluminiscencijom. UspjeSnost nanoSenja uzoraka na membranu potvrdena je bojanjem

membrane bojom metilensko modrilo.

3.2.5. Analiza proteina

3.2.5.1. Odredivanje koncentracije proteina kolorimetrijskom metodom po
Bradford-u

Mjerenje  koncentracije  proteina po Bradford metodi odreduje se
spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije vezane boje Coomasie briljant plavo (engl.
Coomasie Briliant Blue) na proteine u kiseloj otopini. Koncentracija proteina u uzorku
odreduje se iz standardne krivulje s poznatim koncentracijama albumina iz seruma goveda
(engl. bovine serum albumine, BSA).

Lizati stanica su razrjedeni u diH,O (10X, 5x i 2,5x), naneseni u triplikatu po 10 pL u
mikrotitarsku plocicu, a zatim je dodano 200 pL Bradford reagensa. Nakon kratkog
mijesanja na tresilici mjerena je apsorbancija uzoraka pri valnoj duljini od 595 nm (StatFax

2100).
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3.2.5.2. Odredivanje koncentracije glutationa

Za odredivanje koncentracije glutationa stanice su odvojene od podloge tripsinom i
isprane s PBSA. Nakon ispiranja 5x10° stanica resuspendirano je u 250 plL liziraju¢eg pufera i
ostavljeno 30 minuta u ledu. Stanice su dodatno razorene ultrazvukom (Cole Palmer, SAD
amplitude 40% tijekom 30 sekundi, i zatim centrifugirane pri 1000 x g 15 minuta pri 4°C.
Odvojen je supernatant i odredena mu je koncentracija proteina kako je opisano u poglavlju
3.2.5.1.

U postupku odredivanja koncentracije glutationa u uzorku, oksidirani oblik
glutationa (GSSG) reducira se pomocu B-NADPH i glutation reduktaze u reducirani oblik
(GSH). Glutation reducira Ellmanov reagens, a produkti reakcije apsorbiraju pri 412 nm.

Standardna krivulja pripremljena je razrjedivanjem mati¢ne otopine glutationa s 0,01
M HCl : 20 pM, 15 pM, 10 pM, 5 pM, 2 pM, 1 pM, o,5 uM. U mikroepruvete je stavljeno o,7
mL svake od pripremljenih koncentracija glutationa, a kao slijepa proba umjesto glutationa
stavljena je 0,7 mL 0,01 M HCl. Istovremeno su lizati stanica razrijedeni u 0,01 M HCl (140, 70
i 46,7 puta) u mikroepruvetama u kona¢nom volumenu 0,7 mL. U mikroepruvete s uzorcima,
standardnom krivuljom i slijepom probom dodano je 200 pL 3 mM Ellmanovog reagensa i
promijeSano na vibracijskoj mijesalici, i konacno dodano je 2 pL glutation reduktaze
koncentracije 5 mg/mL i ponovno promijesano na vibracijskoj mijesalici. Ukupan sadrzaj
mikroepruvete prenesen je u kivetu, dodano je 100 pL 2 mM B-NADPH, i dobro promijesano
pipetiranjem odmah je stavljeno u spektrofotometar te se pocinje mjeriti vrijeme reakcije.
Apsorbancija je mjerena pri 412 nm nakon 15, 30, 45 i 60 sekundi. Prvo je mjerena
apsorbancija slijepe probe, standardne krivulje i na kraju uzoraka u kojima odredujemo
kolicinu glutationa.

Iz linearnog dijela standardne krivulje oditana je vrijednost GSH za svaki odredeni
vremenski interval uzorka, i izracunata je prosjecna vrijednost GSH za taj uzorak. Vrijednosti
su normalizirane u odnosu na ukupne stanicne proteine izmjerene metodom po Bradfordu i

izrazene u nmol GSH/mg proteina.
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3.2.5.3. SDS-PAGE

Denaturirajuca diskontinuirana elektroforeza u poliakrilamidnom gelu pomocu natrij
dodecil sulfata (engl. sodium dedecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)
omogucuje razdvajanje proteina samo na temelju razlike u molekulskoj masi. Dodatkom
anionskog detergenta SDS-a proteini se odmataju, postaju negativno nabijeni i putuju u
elektricnom polju samo na temelju molekulske mase. Za usporedbu ekspresije proteina u
stanicama modela Cal27 koristene su metode SDS-PAGE i Western blot. Uzorak za
razdvajanje proteina metodom SDS-PAGE dobiven je ispiranjem stanica prihvacenih za
podlogu s PBSA i direktnim dodatkom vruceg (zagrijanog na 96°C) pufera za nanoSenje
uzoraka 1x SB (engl. sample buffer). Strugalicom su lizirane stanice odvojene od podloge i
prenesene u mikroepruvete. Ovako pripremljeni uzorci su viskozni zbog prisutne DNA Sto se
rjeSava izlaganjem ultrazvuku amplitude 40% tijekom 30 sekundi, te se potpuna

denaturacija proteina postize zagrijavanjem pri 96°C tijekom 5 min.

Tablica 22.Komponente koriStenog diskontinuiranog gel sustava.

5%-TNI GEL ZA

10%-TNI GEL ZA 15%-TNI GEL ZA

SR (PREEA SABIJANJE RAZDVAJANIJE RAZDVAJANIJE
KONCENTRACIJA)
VOLUMEN (mL)
deH,0O 3,65 6,8 4,3
Tris-HCl pH 6,8 (0,5 M) 0,5 / /
Tris-HCl pH 8,8 (1,5 M) / 3,0 3,0
SDS (10%) 0,05 0,15 0,15
APS (10%) 0,0175 0,050 0,05
akrilamid/bisakrilamid (30%) 0,8 5,05 7,5
TEMED (konc.) 0,005 0,0075 0,0075
Ukupni volumen:* 5,0225 15,0575 15,0075

* volumen dovoljan za za izlijevanje gela veli¢ine 10 x 8 cm

Gelovi su pripremljeni u plasticnim epruvetama od 5o mL i izlijevani u kalup za
izlijevanje gela. Prvo se polimerizira gel za razdvajanje, u kojem proteini putuju samo na
temelju razlike u molekulskoj masi, a zatim se na njega nadslojava gel za sabijanje, koji
omogucava koncentriranje uzorka (Tablica 22). Nakon izrade poliakrilamidnog gela proteini
su razdvojeni u Tris-glicinskom puferu za elektroforezu (pH 8,3) pomocu sustava za
vertikalnu elektroforezu Mighty Small Il SE 250/SE 260 (Hoefer Scientific Instruments, SAD)

pri_konstantnom naponu od 8o V. Kao standard za odredivanje molekulskih masa
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razdvojenih proteina koriSten je Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas,

Litva).

3.2.5.4. Western blot

Razdvojeni proteini prenijeti su na nitroceluloznu membranu veliine pora 0,45 um
(Amersham Pharmacia Biotech, Svedska) u Towbin puferu pomodu aparata za prijenos
proteina u elektricnom polju Mighty Small Transpher (Amersham Pharmacia Biotech,
Svedska) pri konstantnoj struji od 400 mA u tijekom jednog sata. Kako bi potvrdili da je
prijenos proteina bio uspjesan i da je koli¢ina ukupnih proteina u svim uzorcima bila
ujednacena, membrana je nakon prijenosa bojana otopinom Ponceau S, i zatim odbojana
ispiranjem s puferom TBST. Slijedi blokiranje u 5% nemasnom mlijeku u TBST puferu
tijekom jednog sata pri sobnoj temperaturi, ¢ime su popunjena sva vezna mjesta na
membrani na koje se nisu vezali proteini iz uzorka. Membrana je zatim isprana u TBST-u i
inkubirana s primarnim protutijelom (Tablica 23) pri sobnoj temperaturi tijekom 1,5-2 sata.
Nakon ispiranja (5 puta po 5 minuta) membrana je inkubirana s odgovaraju¢im sekundarnim
protutijelom (Tablica 23) u trajanju od 1,5-2 sata. Nakon temeljitog ispiranja, vezanje
protutijela obiljezenih peroksidazom, odnosno prisutnost ispitivanog proteina, utvrdena je
kemiluminiscencijom, inkubacijom membrane s "Western Blot Chemiluminescence
Reagent Plus" tijekom 1-2 minute i izlaganjem membrane fotografskom filmu.

Tablica 23. Razrjedenja primarnih i sekundarnih protutijela koristenih u odredivanju ekspresije proteina
metodom Western blot.

MOLEKULARNA MASA

PROTUTIJELO RAZRJEDENJE VOLUMEN (pL)* (kDa)
pFAK (Y397) 1:1000 5 125
FAK 1:1000 5 125
pSrc (Y418) 1:1000 5 60
Src 1:1000 5 60
pILK (Thr-173) 1:1000 5 59
ILK2 1:1000 5 51

pPERK 1:1000 5 42/44

ERK 1:1000 5 42/44

Sekundarno protutijelo 1:10000 0,5

*Protutijela su razrjedivana u 5 mL 5% nemasnog mlijeka u TBST
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Na istoj membrani moguce je napraviti imunodetekciju vise razli¢itih proteina. Kako
bi se uklonila protutijela vezana u prvoj reakciji imunodetekcije, membrana je isprana i
inkubirana 30 min u 100 mM dlicinu (postupak poznat pod imenom engl. stripping).
Membrana je zatim ponovo blokirana u 10% nemasnom mlijeku u TBST tijekom jednog sata
pri sobnoj temperaturi, nakon cega se nastavlja postupak inkubacije s odgovarajuc¢im
primarnim i sekundarnim protutijelima (Tablica 23) i imunodetekcija kako je vec¢ prethodno
opisano. Fotografski film je skeniran i analiziran pomocu programa ImageQuant TL, nakon
Cega su rezultati normalizirani prema ekspresiji jednoliko eksprimiranih (engl. housekeeping)

proteina.

3.2.6. Odredivanje adhezivnosti stanica na komponente izvanstanic¢nog
matriksa (ECM)

Ova kolorimetrijska metoda u ploCicama za uzgoj stanica s 96 bunarica oblozenih
komponentama ECM-a koristi se za ispitivanje promjena u adhezijskim svojstvima stanica,
koje bi mogle upudivati na promjenu u ekspresiji integrina u stanicama. Kao supstrat
koristene su komponente izvanstani¢nog matriksa, vitronektin i fibronektin. Bunariéi koji
sluze kao negativna kontrola ispunjeni su s 1200 pL otopine 1% PBSA-BSA, dok je u bunarice
plo¢ice s 96 bunari¢a u kojima se mjeri adhezivnost dodano 100 pL otopine proteina
izvanstanicnog matriksa (vitronektin, fibronektin) u koncentraciji 40 pg/mL. Tako
pripremljena plocica inkubirana je preko nodi pri 4°Cili 2 sata u inkubatoru pri 37°C kako bi
se proteini vezali za plocicu. Nakon inkubacije dodano je 200 pL otopine 1% PBSA-BSA da bi
se blokirale sve povrsine u bunaricu na koje se nisu vezale komponente ECM-a. Nakon
jednog sata, bunari¢i su isprani dva puta PBS-om i dodana je suspenzija stanica (4 x 10*) u
DMEM-u i ostavljena u inkubatoru go minuta. Nakon uklanjanja DMEM i ispiranja PBSA (2-3
puta), stanice prihvacene za podlogu fiksirane su pomocu 4% paraformaldehida tijekom 10
minuta pri sobnoj temperaturi, isprane 2 puta pomocu PBSA i bojane dodatkom 100 pL 1%
vodene otopine boje kristal ljubi¢astog tijekom jednog sata. Plocica je zatim isprana
vodovodnom vodom i ostavljena 30 minuta u digestoru da se osusi, zatim je dodano 100 pL
0,5%-tne otopine PBSA-Triton X-100, te je plocica stavljena na tresilicu kako bi se boja
vezana na proteine u stanicama resuspendirala. Odcitana je apsorbancija pri 600 nm

spektrofotometrom za mikrotitarske plocice StatFax 2100. Razlika apsorbancija u bunaricu
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oblozenom komponentom ECM-a i onom oblozenom BSA predstavlja mjeru prihvacanja

stanica na podlogu.

3.2.7. Odredivanje pokretljivosti stanica

Za analizu pokretljivosti (migracije) stanica upotrebljen je sustav Boydenovih
komorica, koji se sastoji od dva odjeljka razdvojena poroznom membranom. Za stanice
Cal27 koristene su membrane dija je veli¢ina pora 8 um.

U plocice s 6 bunari¢a nasadeno je 7x10° stanica u 2 mL DMEM-FCS. Nakon 24 sata
stanicama je uklonjena hranjiva podloga i zamjenjena hranjivom podlogom bez FCS,
DMEM, te su stanice ostavljene u inkubatoru sljedelih 24 sata. Sutradan su stanice
odvojene od podloge pomoc¢u 1 mM EDTA, i u gornji odjeljak Boydenove komorice je
dodano 500 pL suspenzije stanica (4%x10°) u 1% DMEM-BSA. U plocicu s 24 bunaric¢a u koju
se stavljaju Boydenove komorice dodan je DMEM-FCS, koji sluzi kao kemoatraktant. Nakon
24 sata, membrane komorica su isprane s PBSA, vatenim Stapicem su uklonjene stanice
koje nisu migrirale (gornja strana membrane). Stanice koje su migrirale, a nalaze se
prihvacene s donje strane membrane su fiksirane u 4% paraformaldehidu tijekom 10 minuta
pri sobnoj temperaturi, isprane 2 puta s PBSA i bojane uranjanjem u 1% vodenu otopinu
boje kristal ljubicastog tijekom jednog sata. Visak boje je uklonjen ispiranjem vodovodnom
vodom, skalpelom su izrezane membrane komorica i stavljene na predmetna stakalca u
kapljicu podloge za uklapanje i slikane pod svjetlosnim mikroskopom pri povecanju 20 puta.
Za svaki uzorak snimljeno je 5 vidnih polja, a slike su analizirane programom ImageJ, koji

mjeri povrsinu obojanu bojom kristal ljubicasto.

3.2.8. Utisavanje gena transfekcijom siRNA

Kako bismo utisali ekspresiju gena za podjedinice integrina, Src i ILK, stanice smo
transficirali malim interferiraju¢im molekulama RNA (engl. small interfering RNA, siRNA)
specifi¢cnim za svaki pojedini gen. Transfekciju smo izvrsili pomocu komercijalno dostupnih
liposoma (Lipofectamine™ RNAIMAYX, Invitrogen, SAD).

Dan nakon Sto su stanice nasadene u Petrijeve zdjelice promjera 3,5 cm tako da
popunjenost povrsine bude oko 50%, transficirane su gen specificnom siRNA i kontrolnom

siRNA pomocu Lipofectamine™ RNAIMAX reagensa prema uputama proizvodada. Za
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pokuse u Petrijevoj zdjelici promjera 3,5 cm utvrdena optimalna kolicina lipofektamina
iznosi 3 pL, dok su se koncentracije siRNA razlikovale. Tako je za utiSavanje podjedinice
integrina oy i B te Src koriStena specifi¢na siRNA koncentracije 5o nM, dok je za utiSavanje
ILK koristena specificna siRNA koncentracije 40 nM. Dvadeset i cetiri sata nakon
transfekcije stanice su odvojene od podloge tripsinom i upotrebljene u daljnjim

eksperimentima.

3.2.9. Imunofluorescencija

Za odredivanje smjestaja proteina u stanici koriStena je metoda imunofluorescencije
u kojoj se primarno protutijelo specificno veze na neki protein u stanicama uzorka. Prema
tome radi li se o proteinu eksprimiranom na povrsini stanice ili proteinima koji se nalaze
unutar stanice, stanice u uzorku su fiksirane i dodatno permeabilizirane prije dodatka
primarnog protutijela. Vezanje primarnog protutijela otkriva se sekundarnim protutijelom
obiljezenim fluorescentnom bojom. U ovom su istrazivanju koristene fluorescentne boje
Alexa fluor 555 i Alexa fluor 488, koje imaju ekscitacijsku valnu duljinu 555 i 495 nm, a
emisijsku valnu duljinu 565 i 519 nm.

U bunarice plocice za uzgoj stanica s 24 bunari¢a stavljeno je po jedno pokrovno
stakalce koje je prethodno sterilizirano kratkotrajnim uranjanjem u 96% etanol i izlaganjem
UV svjetlu u kabinetu za sterilni rad tijekom 30 minuta. Na svako stakalce nasadeno je 5 x
10* stanica u volumenu od 500 pL DMEM-FCS i ostavljeno da raste 24 sata. Potom su
stakalca s izraslim stanicama izvadena iz bunarica i isprana dva puta s 100 pL PBSA. Ovo
ispiranje i svi daljni postupci izvedeni su pri sobnoj temperaturi. Stanice su fiksirane
dodatkom 8o pL 2% paraformaldehida u PBSA na stakalca tijekom 12 minuta ili 8o pL
metanola prethodno ohladenog na -20°C tijekom 3 minute. Nakon uklanjanja fiksativa
stanice su isprane dva puta s PBSA i permeabilizirane dodavanjem 8o pL PBSA-0,1% Triton
X-100 tijekom 2 minute, nakon ¢ega su stanice ponovo isprane 2 puta s PBSA. Kako bi se
smanjilo nespecificno vezanje protutijela u stanicama, stanice su blokirane tijekom 30
minuta dodatkom 8o pL PBSA-3% BSA po stakalcu. Potom je na stanice dodano 8o plL
primarnog protutijela i inkubirano 60 minuta, isprano dva puta s PBSA, zatim je dodano 8o
pL sekundarnog protutijela i inkubirano 60 minuta u mraku, te su stanice na kraju isprane s

PBSA dva puta. Primarna i sekundarna protutijela s razrjedenjima navedena su u tablici 24.
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Prema potrebi, stanice su dodatno obradene u cilju bojanja jezgre (dodaje se 8o pL otopine
TO-PRO-3) ili aktina (80 pL otopine faloidina) tijekom 20 minuta. Nakon jo$ jednog
ispiranja, stanice su uklopljene u podlogu za uklapanje na predmetno stakalce. Uzorci su

analizirani i fotografirani pomocu konfokalnog mikroskopa LeicaTSCSP2.

Tablica 24. Primarna i sekundarna protutijela i spojevi koriSteni u fluorescencijskoj mikroskopiji.

PROTUTUELO/SPOJ RAZRJEDENJE U 5% PBSA-BSA

pSrc (Y418) 1:100

PRIMARNA PROTUTIJELA
Src 1:200
SEKUNDARNO PROTUTIJELO  Alexa-Fluor 555 (anti zec) 1:1000
Phalloidin-FITC 1:200
TO-PRO®-3 iodide 1:1000

3.2.10. Statisticka obrada podataka

Svi dobiveni rezultati analizirani su Student t-testom i prikazani kao srednja vrijednost +

standardna devijacija.
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4.1. Stanice Cal27 stabilno transficirane genom za podjedinicu
integrina B; eksprimiraju integrin «,B;, povecanu ekspresiju
integrina o, B te povecanu ekspresiju podjedinice integrina a,

Rezultati laboratorija u kojem je izraden ovaj doktorski rad, opisani u radu Brozovic i
suradnici (2008) pokazali su da ekspresija integrina a,; u stanicama karcinoma grkljana
Covjeka HEp2 osigurava otpornost na protutumorske lijekove cisplatinu, doksorubicin i
mitomicin C mehanizmom ovisnim o glutationu, koji omogucava povecano otklanjanje
reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) nakon izlaganja
protutumorskom lijeku. Kako bi istrazili utjece li ekspresija integrina a,B; na otpornost
stanica karcinoma plocastog epitela jezika Covjeka Cal27 (koje ne eksprimiraju integrin o, ;,
ovaj rad) na razlicite protutumorske lijekove, u diplomskom su radu Stojanovic (2009) ove
stanice transficirane plazmidom koji sadrzi gen za B; podjedinicu integrina pod promotorom
CMV (engl. human cytomegalovirus immediate-early enhancer and promoter), te su izdvojena
dva stabilno transficirana klona, Cal27-2B1 i Cal27-2B3, koji eksprimiraju integrin o,p;.
Podjedinica integrina B; moze se vezati na podjedinice ay; ili ay, no kako je integrin o
eksprimiran samo na trombocitima, pretpostavljamo da transfekcijom gena za podjedinicu
integrina B; i vezanjem eksprimirane podjedinice integrina B; na slobodnu koli¢inu
podjedinice a, u stanici, moZe do¢i do de novo ekspresije samo integrina o, 35. U svim dalje
opisanim eksperimentima, bit ce usporedene karakteristike stanica Cal27, kontrolnog klona
Cal27-® (stanice Cal27 transficirane plazmidom koji ne sadrzi gen za integrin Bs) s
karakteristikama integrin B5-stabilno transficiranih klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3 (zajedno
¢ine ,model Cal27").

Ekspresija integrina o, 3; U stanicama modela Cal27 odredena je metodom RT-PCR i real-
time RT-PCR s poCetnicama specificnim za podjedinicu integrina B, te metodom protocne
citometrije uz pomo¢ protutijela specificnog za integrin o,B;. Na slici 11 prikazani su
rezultati mjerenja razine ekspresije mMRNA specificne za podjedinicu integrina B; u
stanicama modela Cal27 metodom RT-PCR (Slika 11.A) i real-time RT-PCR (Slika 11.B), koji
jasno pokazuju da u stanicama Cal27 i kontrolnom klonu Cal27-® nema ekspresije
podjedinice integrina B;, dok je ekspresija u integrin B5-stabilno transficiranim klonovima

Cal27-2B1i Cal27-2B3 prisutna, pri ¢emu je veca u klonu Cal27-2B1.
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Slika 11. (A) Razina ekspresije gena za podjedinicu integrina B; u stanicama modela Cal27 dobivena
reakcijom RT-PCR. Reakcija RT je provedena sa jednakim koli¢inama izdvojene ukupne RNA iz stanica, te je
dobivena cDNA posluzila kao kalup u reakciji PCR. Produkt reakcije PCR vizualiziran je na agaroznom gelu s
EtBr. (B) Razina ekspresije gena za podjedinicu integrina B, u stanicama modela Cal27 dobivena reakcijom
real-time RT-PCR. Reakcija RT je provedena sa jednakim kolicinama izdvojene ukupne RNA iz stanica, te je
dobivena cDNA posluzila kao kalup u reakciji real-time PCR. Ekspresija gena je normalizirana uz pomo¢ tri
kontrolna gena (GAPDH, ACTB i HPRT1). Prikazan je jedan od tri pokusa sa sli¢nim rezultatima.

Na slici 12.A. prikazani su histogrami ekspresije integrina o,B; i izotipske kontrole u
stanicama modela Cal27. Relativne vrijednosti MFI (engl. mean fluorescence intensity) (Slika
12.B) pokazuju da je u integrin B;-stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3
doslo do povecanja ekspresije integrina a,f;. Stanice Cal27 prikazane su s vrijednos¢u 1,
iako iz rezultata dobivenog mjerenjem ekspresije B;-specifi¢nih transkripata RT-PCR i real-
time RT-PCR-om (Slika 11.A i B) znamo da stanice Cal27 na svojoj povrsini ne eksprimiraju
integrin oyB5. lzmjerena vrijednost signala prikazana vrijednos¢u 1 rezultat je reakcije
nespecificnog vezanja primarnog i sekundarnog protutijela, te specificnog vezanja

sekundarnog protutijela na nespecifi¢no vezanje primarnog (pozadinski signal reakcije).
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Slika 12. Ekspresija podjedinice integrina a, i heterodimera integrina o,B; i o,B; U stanicama modela
Cal27. Stanice su obiljeZene protutijelima specifi¢nim za podjedinicu integrina a, i heterodimere integrina o3,
ili a,Bs te sekundarnim, fluorescentno obiljezenim zedjim protutijelom usmjerenim protiv misjih
imunoglobulina, a ekspresija je odredena mjerenjem fluorescencije protocnim citometrom. (A) Histogrami
izmjerene fluorescencije za podjedinicu integrina a, i heterodimere integrina o,f; ili o,Bs uz histograme
dobivene mjerenjem fluorescencije izotipske kontrole. Crne krivulje (lijevo) prikazuju fluorescenciju izotipske
kontrole, sive krivulje (desno) prikazuju fluorescenciju specifi¢cnu za podjedinicu integrina a, i heterodimere
integrina o,f; ili a,B; u stanicama Cal27 (svijetlo siva krivulja) i kontrolnim Cal27 stanicama transficiranim
praznim plazmidom Cal27-® (tamno siva krivulja). Crvene krivulje (desno) prikazuju fluorescenciju specifi¢nu
za podjedinicu integrina a, i heterodimere integrina a,B; ili o,B; U stanicama transficiranim plazmidom koji
sadrzi gen za podjedinicu integrina B,. Cal27-2B1 (svijetlo crvena krivulja) i Cal27-2B3 (tamno crvena krivulja).
Zbog istog polozaja histograma izotipskih kontrola svih stanica modela Cal27, kod prikazivanja koristi se samo
jedan. (B) Relativne MFI vrijednosti prema stanicama Cal27 za ekspresiju podjedinice integrina a, i
heterodimere integrina a3, ili a, . Prikazan je jedan od pet pokusa sa slicnim rezultatima.
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Ekspresija integrina a,fB; u klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3 posljedica je ekspresije
podjedinice integrina B; unesene stabilnom transfekcijom, koja se veZze sa slobodnom
podjedinicom a, u stanicama. Zanimalo nas je u kojoj je mjeri transfekcija podjedinicom [,
utjecala na ekspresiju heterodimera integrina koji takoder sadrze podjedinicu a, na povrsini
stanice; a to su prvenstveno integrini ayB,, ayBs i ayBe. Nismo uzimali u obzir integrin o, Bs
bududi da je ekspresija podjedinice integrina Bs, koja se veze samo na podjedinicu integrina
ay kako bi tvorili integrin a,Bs, pronadena u stanicama mozga, jajnika, maternice, bubrega,
placente, pluca, ocnog kapka i slezene (Cambier i sur. 2000; Zhang i sur. 2010). Takoder
nismo mogli mjeriti ekspresiju heterodimera integrina a,f, buduci da protutijela usmjerena
protiv heterodimera integrina a,B, jos uvijek ne postoje. Mjerili smo ekspresiju integrina
a,Bs protutijelom koje prepoznaje heterodimer integrina o.B;, te ukupnu ekspresiju
podjedinice integrina a, specificnim protutijelom koje prepoznaje podjedinicu integrina o,
(Slika 12.A). Usporedba MFI vrijednosti pokazuje da je u stanicama transficiranim genom za
podjedinicu integrina B doslo do povecanja ekspresije ukupne podjedinice integrina o, 1,68
puta u Cal27-2B1, odnosno 2,12 puta u Cal27-2B3, u odnosu na stanice Cal27 (Slika 12.B).
Takoder, relativne vrijednosti MFI pokazuju da je ekspresija integrina o,Bs u stabilnim
transfektantima s de novo ekspresijom integrina a,; povecana u odnosu na stanice Cal27,
2,05 puta za Cal27-2B1i 4,17 puta za Cal27-2B3 (Slika 12.B).

Na temelju dobivenih rezultata pretpostavili smo da je u oba integrin B;-stabilno
transficirana klona doslo do poticanja ekspresije podjedinica integrina a, ifili Bs 5to je dovelo
do ukupnog povecanja ekspresije heterodimera integrina a,Bs. Kako bi provjerili ovu
hipotezu mjerili smo ekspresiju MRNA specifi¢nih za podjedinice integrina o, i B metodom
real-time RT-PCR koristeci specificne pocetnice. Rezultati prikazani na slici 13. pokazuju da
je ekspresija podjedinice integrina B; povecana u oba integrin B5-stabilno transficirana klona
Cal27-2B1 i Cal27-2B3 u usporedbi s stanicama Cal27 i kontrolnim klonom Cal27-® (Slika
13.B), dok promjene u ekspresiji podjedinice integrina oy, nisu bile statisticki znacajne
izmedu stanica modela Cal27 (Slika 13.A). Metodom real-time RT-PCR koristeci specificne
pocetnice za podjedinice integrina B, i Be izmjerili smo razinu ekspresije odgovarajucih
mRNA, te pokazali da transfekcija B; podjedinice nije dovela do promjene u ekspresiji
mRNA podjedinica integrina B, i Be (Slika 13.C i D). lako se na temelju mjerenja razine mRNA
ne moze zakljuditi o razini ekspresije heterodimera integrina a,B, i a,B¢ na povrsini stanice,

u daljnjim pokusima bit ¢e pokazano da ako je i doSlo do promjene ekspresije ovih
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heterodimera njihov utjecaj na osjetljivost stanica na protutumorske lijekove je vrlo slab ili

nepostojeci, buduci da integrin a,3; u tom fenomenu ima presudnu ulogu (ovaj rad).
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Slika 13. Razina ekspresije gena za podjedinice integrina (A) a,, (B) B, (C) B, i (D) B¢ U stanicama modela
Cal27 dobivena reakcijom real-time RT-PCR. Reakcija RT je provedena s jednakim koli¢inama izdvojene
ukupne RNA iz stanica, te je dobivena cDNA posluzila kao kalup u reakciji real-time PCR. Ekspresija gena je
normalizirana uz pomoc¢ tri kontrolna gena (GAPDH, ACTB i HPRT1). Prikazan je jedan od dva pokusa sa
sli¢nim rezultatima.

4.2. Integrin B;-stabilno transficirani klonovi Cal27-2B1 i Cal27-2B3
pokazuju jednaku brzinu proliferacije kao i kontrolni klon Cal27-®
i stanice Cal27, te povecanu adheziju na vitronektin i fibronektin

U literaturi je pokazano da promjena ekspresije heterodimera integrina a5 i a,fs moze
mijenjati brzinu proliferacije (Maubant i sur. 2002; Zhou i sur. 2004; Desgrosellier i Cheresh
2010). Kako bi pokazali je li integrin B;-stabilno transficirani klonovi Cal27-2B1 i Cal27-2B3
pokazuju razliku u brzini proliferacije u odnosu na stanice Cal27 i kontrolni klon Cal27-®,
mjeren je broj stanica MTT testom tijekom g6 sati. Rezultati pokazuju da ne postoji razlika u
vremenu duplikacije izmedu stanica modela Cal27. Iz krivulje rasta prikazane na slici 14.A.
vidi se da su sve krivulje paralelne, Sto ukazuje na jednako vrijeme duplikacije svih stanica

modela Cal27. Medutim, krivulje rasta stanica Cal27 i kontrolnog klona Cal27-® grupiraju se
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i nize su u odnosu na krivulje rasta klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3. Razlog za ovaj uCinak
mogla bi biti promjena u sposobnosti stanica da se vezu za podlogu zbog promijenjenog

repertoara adhezijskih molekula (u ovom slucaju integrina) na povrsini stanica.
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Slika 14. (A) Krivulja rasta stanica modela Cal27. Stanice su nasadene u plodicu za uzgoj kulture stanica s 96
bunarica i svakih 24 sata broj stanica je odreden MTT testom. Sivim nijansama prikazane su krivulje rasta
stanica Cal27 i kontrolnog klona Cal27-®, dok su crvenim nijansama prikazane krivulje rasta integrin fB,-
stabilno transficiranih klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3. Na slici je prikazan rezultat jednog od dva pokusa sa
slicnim rezultatima. (B, C) Adhezija stanica modela Cal27. Kvantifikacija relativne adhezije integrin B,-
stabilno transficiranih klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3, kontrolnog klona Cal27-® prema stanicama Cal27 na (B)
vitronektin i (C) fibronektin. Stanice su nasadene u plocicu za uzgoj kulture stanica s 96 bunarica, prethodno
oblozenu vitronektinom ili fibronektinom. Nakon go minuta stanice koje su adherirale su isprane, fiksirane i
obojane bojom kristal ljubi¢asto. Apsorbancija se ocitava spektrofotometrom StatFax 2100, a rezultati
statisticki obrade. Prikazani su reprezentativni pokusi od tri pokusa sa slicnim rezultatima.

Povecana ekspresija integrina o5 i a,Bs na povrdini stanice nuzno vodi prema
povecanoj sposobnosti stanica da se vezu na komponente izvanstani¢nog matriksa (Hynes
1992; Majhen i sur. 2011). Kako bi pokazali da je to vistinu tako mjerili smo adheziju stanica
na podlogu prethodno oblozenu vitronektinom ili fibronektinom, komponentama
izvanstani¢nog matriksa za koje je poznato da vezu integrin a,f; (vitronektin) (Memmo i

McKeown-Longo 1998) i a,B; (vitronektin i fibronektin) (Plow i sur. 2000; Takada i sur.

2007).
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Na slici 14.B prikazani su rezultati adhezije na vitronektin koji pokazuju da povecana
ekspresija integrina a,fB; i o,Bs U oba integrin B5-stabilno transficirana klona Cal27-2B1 i
Cal27-2B3 povecava adheziju, i to za 1,86 puta (Cal27-2B1) odnosno 2,65 puta (Cal27-2B3) u
odnosu na stanice Cal27. S obzirom da se oba integrina o,f; i o5 vezu na vitronektin,
rezultat adhezije korelira s povecanjem integrina a,B;, o,Bs te ukupnom koli¢inom
podjedinice integrina o, mjerenom proto¢nom citometrijom (Slika 12.B). Adhezija na
vitronektin kontrolnog klona Cal27-® nesto je niza, ali ne znacajno od adhezije stanica
Cal27.

Fibronektin je komponenta izvanstani¢nog matriksa na koju se veze integrin a,3;, ali ne i
na integrin o,Bs (Hynes 1992), pa je za ocekivati da je adhezija u korelaciji s ekspresijom
integrina a,B; na povrsini stanica (Slika 12.B). To je i vidljivo iz dobivenih rezultata (Slika
14.C) koji pokazuju 3,17 puta povecanu adheziju klona Cal27-2B1 te 1,73 puta povecanu
adheziju klona Cal27-2B3, u odnosu na stanice Cal27. Adhezija na fibronektin kontrolnog

klona Cal27-® ne razlikuje se od adhezije stanica Cal27.

4.3. Integrin B;-stabilno transficirani klonovi Cal27-2B1 i Cal27-2B3
pokazuju povecanu otpornost na protutumorske lijekove koji
djeluju na molekulu DNA u odnosu na stanice Cal27 i kontrolni
klon Cal27-®

U diplomskom radu Stojanovi¢ (2009) pokazano je da integrin B;-stabilno
transficirani klonovi Cal27-2B1 i Cal27-2B3 pokazuju otpornost na protutumorske lijekove
cisplatinu, doksorubicin i mitomicin C u usporedbi s stanicama Cal27. U daljnjim pokusima
opisanim u ovom doktorskom radu kao dodatna kontrola uveden je kontrolni klon Cal27-®
transficiran kontrolnim plazmidom bez gena za podjedinicu integrina B; i ponovljeni su
pokusi pokazali da osjetljivost na protutumorske lijekove cisplatinu, doksorubicin i
mitomicin C tog klona odgovara stanicama Cal27 (Slika 15.A; B; C).

Kako bi istrazili utjecaj transfekcije stanica Cal27 podjedinicom integrina B; na
osjetljivost na druge protutumorske lijekove, stanice modela Cal27 podvrgnute su
djelovanju razlicitih protutumorskih lijekova, a ucinak je pracen MTT testom. Istrazena je
osjetljivost na protutumorske lijekova razlicitog mehanizma djelovanja koji imaju Siroku

primjenu u lijeCenju razlicitih vrsta tumora. Rezultati prikazani na slici 15. pokazuju da su
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integrin PBs-stabilno transficirani klonovi Cal27-2B1 i Cal27-2B3 otporniji u usporedbi s
stanicama Cal27 i kontrolnim klonom Cal27-® na djelovanje cisplatine (Slika 15.A),
doksorubicina (Slika 15.B), mitomicina C (Slika 15.C), etopozida (Slika 15.D) i 5-fluorouracila
(Slika 15.E), protutumorskih lijekova koji svojim mehanizmima na izravan ili neizravan nacin
utjecu na DNA stanice. Na grafovima se jasno vidi grupiranje rezultata osjetljivosti stanica
Cal27 i kontrolnog klona Cal27-® u odnosu na integrin B5-stabilno transficirane klonove
Cal27-2B1 i Cal27-2B3. Integrin B;-stabilno transficirani klonovi Cal27-2B1 i Cal27-2B3
otporniji su na djelovanje navedenih protutumorskih lijekova izmedu 1,5 do 2 puta, pri cemu
je najveca razlika od 2 puta vidljiva kod izlaganja stanica etopozidu i 5-fluorouracilu. Osim
toga istrazena je i osjetljivost stanica na protutumorske lijekove diji je mehanizam
djelovanja vezan uz organizaciju mikrotubula vinkristin (Slika 15.G) i paklitaksel (Slika 15.H).
Rezultati dobiveni MTT testom pokazuju nepromijenjenu osjetljivost stanica modela Cal27

ove protutumorske lijekove.
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Protutumorski lijekovi za koje je zabiljezena pojava otpornosti
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Protutumorski lijekovi za koje nije zabiljezena pojava otpornosti
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Slika 15. Osjetljivost stanica modela Cal27 na: (A) cisplatinu (cDDP), (B) doksorubicin (DOX), (C) mitomicin
C (MMC), (D) etopozid (ETO), (E) fluorouracil (5-FU), (F) vinkristin (VCR) i (G) paklitaksel (TAX). Integrin .-
stabilno transficirani klonovi Cal27-2B1 i Cal27-2B3, stanice Cal27 i kontrolni klon Cal27-® nasadeni su u plocicu
za uzgoj kulture stanica s 96 bunarica, 24 sata nakon nasadivanja dodavane su razli¢ite koncentracije
protutumorskih lijekova. Sedamdeset i dva sata nakon, prezivljenje stanica je mjereno MTT testom. Na slici je

prikazan rezultat jednog od pet pokusa sa sli¢nim rezultatima.

S obzirom da je MTT test metoda koja ima nedostataka kao Sto je npr. nelinearni

odnos broja stanica i apsorbancije za adherentne stanice (Kasugai i sur. 1990), dobivene
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rezultate mjerenja osjetljivosti stanica na protutumorske lijekove zeljeli smo provjeriti jos
jednom metodom. Stoga je osjetljivost stanica modela Cal27 odredivana i pomocu metode
pracenja klonalnog rasta, tj. sposobnosti stanica da stvaraju kolonije nakon izlaganja stanica
djelovanju protutumorskih lijekova tijekom 1 sata. Rezultati analize postotka izraslih
kolonija prikazani na slici 16. potvrdili su da su integrin B5-stabilno transficirani klonovi
Cal27-2B1 i Cal27-2B3 u usporedbi s stanicama Cal27 i kontrolnim klonom Cal27-® otporniji
na cisplatinu (Slika 16.A), doksorubicin (Slika 16.B), mitomicin C (Slika 16.C), etopozid (Slika
16.D) i 5-fluorouracil (Slika 16.E). Otpornost integrin B;-stabilno transficiranih klonova
Cal27-2B1 i Cal27-2B3 najveca je kod izlaganja stanica cisplatini, mitomicinu C i 5-

fluorouracilu.
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Slika 16. Osjetljivost stanica modela Cal27 na: (A) cisplatinu (cDDP), (B) doksorubicin (DOX), (C)
mitomicin (MMC), (D) etopozid (ETO) i (E) 5-fluorouracil (5-FU). Citotoksicnost je mjerena metodom
pracenja klonalnog rasta, tj. sposobnosti stanica da stvaraju kolonije, nakon izlaganja protutumorskom lijeku.
Stanice su nasadene u plocicu za uzgoj kulture stanica s 6 bunarica, a 24 sata nakon nasadivanja izlagane su
razlic¢itim koncentracijama protutumorskih lijekova tijekom 1 sata. Nakon perioda inkubacije od 12 do 14 dana,
narasle kolonije su bojane bojom Giemsa i brojane.
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4.4. Povecana otpornost integrin [;-stabilno transficiranih
klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3 na protutumorske lijekove nije
posljedica njihovog smanjenog nakupljanja u stanici

Jedan od mehanizama otpornosti kojim se tumorska stanica prilagodava djelovanju
protutumorskih lijekova i stjeCe otpornost je smanjeno nakupljanje protutumorskog lijeka,
kao posljedica njegovog smanjenog ulaska u stanicu (npr. smanjena ekspresija transportnih
molekula u stanicnoj membrani za odredeni protutumorski lijek), ili pojacanog izbacivanja
pomocu membranskih pumpi za izbacivanje (npr. P-glikoprotein), ili kao posljedica oba
mehanizma (Gottesman 2002). Kako bismo odredili je li ovaj mehanizam odgovoran za
otpornost integrin B;-stabilno transficiranih klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3 na
protutumorske lijekove, izlozili smo ih djelovanju cisplatine i mjerili koli¢inu DNA adukata.

Cisplatina stvara razlic¢ite unutarlanc¢ane i medulancane veze s molekulom DNA,
¢ime je oStecuje i dolazi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa i apoptoze (Todd i Lippard 2009).
Stupanj tolerancije za trajna (nepopravljena) ostecenja DNA odreduje sudbinu odredene
stanice, koja moze biti prezivljenje ili apoptoza. Najveci dio DNA adukata cine dimeri
gvanina (Liedert i sur. 2006), stoga smo stanice izlozili djelovanju ekvitoksi¢ne koncentracije
cisplatine, pri kojoj je prezivljenje stanica 50%, tijekom 4 sata, te pratili kolicinu dimera
gvanina u stanicama odmah nakon djelovanja cisplatine (4 sata), te tijekom 24 (ukupno 28
sati) i 48 sati perioda oporavka (ukupno 52 sata)(Slika 17.A). Rezultati (Slika 17.A i B)
pokazuju da u integrin B;-stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3 dolazi do
nakupljanja vise dimera gvanina neposredno nakon djelovanja cisplatine, tocnije 2,29 puta
(za Cal27-2B1) i 1,43 puta (za Cal27-2B3) viSe nego u kontrolnim Cal27 stanicama, dok je
koli¢ina dimera gvanina u kontrolnom klonu Cal27-® jednaka koli¢ini dimera gvanina u
kontrolnim stanicama Cal27. To je posljedica vece doze cisplatine kojoj se izlaZu integrin ;-
stabilno transficirani klonovi Cal27-2B1 i Cal27-2B3, za koje je koncentracija cisplatine pri
kojoj je prezivljenje stanica 50% (IC5o vrijednost) 1 ug/mL cDDP, dok je za Cal27 i kontrolni
klon Cal27-® ta koncentracija 0,375 pg/mL cDDP, Sto je razlika od gotovo 3 puta. U periodu
oporavka od 24 sata (ukupno vrijeme nakon pocetka tretmana 28 sati) kontrolne stanice
Cal27 i Cal27-® uspjesne su u uklanjanju dimera gvanina, jer se koli¢ina dimera ne mijenja
tijekom sljedecih 24 sata oporavka, tj. 52 sata nakon izlaganja, medutim, tre¢ina dimera

gvanina nastalih izlaganjem stanica cisplatini i dalje ostaje neuklonjena (Slika 17.B). Kod
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integrin B5-stabilno transficiranih klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3, dolazi do uklanjanja
gotovo trecine koli¢ine dimera gvanina unutar prvih 24 sata oporavka, ali u ovim stanicama i
dalje ostaje veca koli¢ina dimera gvanina nego u kontrolnim stanicama Cal27 i Cal27-® kao
posljedica vece doze cisplatine. Tijekom sljedecih 24 sata oporavka, tj. do 52 sata nakon
izlaganja djelovanju cisplatine, u stanicama Cal27-2B1 i Cal27-2B3 i dalje se nastavlja
uklanjanje dimera gvanina pa se njihova kolicina priblizava koli¢ini u kontrolnim stanicama
(Cal27-2B1) ili postaje njima jednaka (Cal27-2B3) (Slika 17.B). Iz ovih rezultata zakljucujemo
da kolicina adukata odgovara dozi cisplatine tj. nije doSlo do promjena u nakupljanju
cisplatine u integrin B,-stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3, Sto upucuje

na druge mehanizme otpornosti na protutumorske lijekove.
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Slika 17. Mjerenje dimera gvanina nastalih djelovanjem ekvitoksi¢ne (IC50) doze cisplatine i pracenje
njihovog uklanjanja tijekom 51 sat od izlaganja cisplatini u stanicama modela Cal27. (A) Koli¢ina dimera
gvanina utvrdena je inkubacijom ukupne DNA izdvojene iz stanica, protutijelima specificnim za Pt-(GpG)
prema uputama proizvodaca, nakon Sto su stanice izlozene djelovanju ekvitoksicne koncentracije cisplatine
(cDDP) tijekom 4 sata i perioda oporavka od 24 i 48 sati. Ujednacenost nanosenja uzoraka odredena je
bojanjem membrane bojom metilensko modrilo. Koncentracija cisplatine pri kojoj je prezivljenje stanica Cal27
i Cal27-® 50% (IC5o vrijednost) je 0,375 pg/ml cDDP, dok za stanice Cal27-2B1 i 2B3-Cal27 IC50 iznosi 1 pg/ml
cDDP. (B) Kvantifikacija koli¢ine dimera gvanina nakon izlaganja ekvitoksi¢noj koncentraciji cisplatine (cDDP)
U integrin B,-stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3, kontrolnom klonu Cal27-® prema
stanicama Cal27. Crnim brojevima su oznacene vrijednosti relativno prema stanicama Cal27. Crvenim
brojevima su oznalene vrijednosti smanjenja koli¢ine dimera gvanina za svaki od integrin B,-stabilno
transficirani klon Cal27-2B1 i Cal27-2B3. Na slici je prikazan rezultat jednog od dva pokusa sa sli¢nim
rezultatima.
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4.5. Glutation nema ulogu u mehanizmu otpornosti stanica
modela Cal27 na protutumorske lijekove

Brozovic i suradnici (2008) opisali su mehanizam otpornosti u stanicama HEp2
posredovan integrinom a,3;, kojim povecana ukupna kolicina glutationa omogucava bolje
prezivljenje stanica djelotvornijim uklanjanjem reaktivnih kisikovih vrsta u stanici nastalih
djelovanjem tri protutumorska lijeka: cisplatina, doksorubicin i mitomicin C. Kako bi utvrdili
radi li se o istom mehanizmu u integrin B;-stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1 i
Cal27-2B3, mijerili smo ukupnu koli¢inu glutationa u stanicama modela Cal27. Rezultati
prikazani na slici 18.A pokazuju da je kolic¢ina ukupnog glutationa u stanicama Cal27, Cal27-
®, Cal27-2B1 i Cal27-2B3 jednaka. Kako bi istrazili ima li postojeca koli¢ina glutationa u
stanicama ulogu u otpornosti stanica na protutumorske lijekove, stanice smo izloZili prvo
djelovanju 0,005 mM butionin sulfoksimina (BSO) koji inhibira sintezu glutationa, a zatim
djelovanju razlicitih koncentracija cisplatine (cDDP). Na slici 18.B se moze primijetiti da sam
tretman stanica BSO-om nije utjecao na proliferaciju stanica, niti je imao utjecaj na
osjetljivost stanica na cisplatinu. Nadalje, vidi se da je otpornost integrin B;-stabilno
transficiranih klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3 i dalje prisutna u usporedbi s stanicama Cal27 i
kontrolnim klonom Cal27-®. Kako bi dodatno utvrdili moze li povecanje koliCine glutationa
u stanicama Cal27 utjecati na osjetljivost na protutumorske lijekove stanice smo izlozili N-
acetil cisteinu (NAC), koji kao prekursor sinteze glutationa povecava njegovu ukupnu
koli¢inu u stanici, i razli¢itim koncentracijama cisplatine (cDDP). Slika 18.C pokazuje da NAC
ne mijenja osjetljivost stanica na cisplatinu. Zajedno, ovi rezultati pokazuju da glutation

nema ulogu u mehanizmu otpornosti stanica modela Cal27 na protutumorske lijekove.
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Slika 18. Odredivanje ukupne koli¢ine glutationa i utjecaja modulacije kolic¢ine glutationa na osjetljivost
stanica modela Cal27 na cisplatinu: (A) Odredivanje ukupne koli¢ine glutationa u stanicama modela Cal27;
(B) Osjetljivost stanica modela Cal27 na cisplatinu (cDDP) nakon prethodnog izlaganja stanica 0,005 mM
butionin sulfoksiminu (BSO) tijekom 16 sati; (C) Osjetljivost stanica modela Cal27 na cisplatinu (cDDP)
nakon prethodnog izlaganja stanica razli¢itim koncentracijama N-acetil cisteina (NAC) tijekom 16 sati.
Prezivljenje stanica je mjereno MTT testom 72 sata nakon izlaganja cisplatini. Na slici je prikazan rezultat
jednog od tri pokusa sa sli¢nim rezultatima.
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4.6. Integrin o,B;, a ne integrin o,B;, u integrin B;-stabilno
transficiranom klonu Cal27-2B1 odgovoran je za otpornost na
protutumorske lijekove

Integrin Bs-stabilno transficirani klonovi Cal27-2B1 i Cal27-2B3 koji eksprimiraju
integrin a,f; i imaju povedanu ekspresiju integrina o,Bs U odnosu na stanice Cal27 i kontrolni
klon Cal27-®, pokazuju povecanu otpornost na razliCite protutumorske lijekove. Kako bi
utvrdili da je otpornost zaista posljedica ovih promjena, izveden je pokus utiSavanja
podjedinice integrina a,. UtiSavanjem ove podjedinice oCekuje se smanjenje ekspresije svih
heterodimera integrina a,. Transficirali smo stanice sa siRNA(a,) i kontrolnom siRNA(-), a
uspjesnost utiSavanja podjedinice integrina ay transfekcijom a-specificnom siRNA potvrdili
smo metodom mijerenja ekspresije podjedinice integrina o, specificnim protutijelima i
proto¢nom citometrijom.

Na slici 19. prikazane su vrijednosti MFI (Slika 19.A) i relativne vrijednosti MFI (Slika
19.B) izmjerene za podjedinicu integrina a, i izotipsku kontrolu na stanicama Cal27 i integrin
B,-stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1. U pokus smo ukljucili i netransficirane stanice
kako bi provjerili da transfekcija ne utjece znacajno na ekspresiju integrina na povrsini
stanice (rezultati nisu prikazani), ali se u eksperimentu usporeduju vrijednosti dobivene
transfekcijom stanica kontrolnom siRNA(-) i siRNA(a,). Ekspresija podjedinice integrina a,
mjerena je 48 sati nakon transfekcije stanica sa siRNA(a,) i SIRNA(-) tj. u trenutku izlaganja
stanica protutumorskim lijekovima. Transfekcija siRNA(a,) smanjila je ekspresiju
podjedinice integrina o, za 86% u stanicama Cal27 i za 85% u integrin P;-stabilno
transficiranom klonu Cal27-2B1 u odnosu na stanice transficirane kontrolnom siRNA(-)
(Slika 19.B). Rezultati pokazuju da je utisavanje podjedinice integrina a, bilo uspjesno, ali da
je u integrin B5-stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1 nakon transfekcije ay-specific(nom
siRNA i dalje veca koli¢ina podjedinice integrina o, u usporedbi s stanicama Cal2y
transficiranim a,-specificnom siRNA (Slika 19.A).

Kako bi utvrdili postoji li utjecaj utisSavanja podjedinice integrina a, na osjetljivost
stanica na protutumorske lijekove, stanice Cal27 i integrin B5-stabilno transficirani klon
Cal27-2B1 transficirali smo siRNA molekulama specifi¢cnim za podjedinicu integrina a, te
izlozili djelovanju tri protutumorska lijeka tijekom 72 sata, nakon ¢ega smo ucinak pratili

MTT testom. U svakom od eksperimenta odredivali smo i osjetljivost netransficiranih
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stanica (rezultati nisu prikazani). Sam proces transfekcije utjecCe na proliferaciju svih stanica,
no za usporedbu prikazali smo samo rezultate prave kontrole tj. stanica transficiranih

nespecificnom siRNA (si(-)) i stanica transficiranih a,-specificnom siRNA (si(ay)).
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Slika 19. Utjecaj utiSavanja gena za podjedinicu integrina a, na osjetljivost stanica Cal27 i Cal27-2B1 na
cisplatinu, mitomicin C i etopozid. Ekspresija podjedinice integrina «, (A) i relativan odnos ekspresije
podjedinice integrina a, u odnosu na stanice transficirane sa siRNA(-) (B) na stanicama Cal27 i Cal27-2B1
transficiranim sa siRNA(«,) i SiRNA(-). Stanice su obiljezene protutijelima specifi¢nim za a, te sekundarnim,
fluorescentno obiljezenim zecjim protutijelom usmjerenim protiv misjih imunoglobulina, a ekspresija je
odredena mijerenjem fluorescencije protocnim citometrom. Svjetlo sivi stupici prikazuju stanice Cal27
transficirane sa siRNA(-), a tamno sivi stupici prikazuju stanice Cal27 transficirane sa siRNA (a,). Svijetlo crveni
stupici prikazuju stanice Cal27-2B1 transficirane sa siRNA(-), a tamno crveni stupici prikazuju stanice Cal27-2B1
transficirane sa siRNA (a,). Utjecaj utiSavanja gena za podjedinicu integrina o, na prezivljenje stanica
nakon izlaganja protutumorskim lijekovima (C, D, E). Stanice su nasadene u plocicu za uzgoj kulture stanica
s 6 bunarica. Nakon 24 sata stanice su transficirane siRNA molekulama specifi¢nim za podjedinicu integrina a,
siRNA (si(a,)) i nespecificnom siRNA(si(-)). Dvadeset Cetiri sata kasnije stanice su nasadene u plocicu za uzgoj
kulture stanica s 96 bunarica, u koje je 48 sati nakon transfekcije dodana (C) cisplatina (cDDP), (D) mitomicin C
(MMQ) ili (E) etopozid (ETO). 72 sata nakon izlaganja stanica protutumorskim lijekovima odredeno je
prezivljenje stanica MTT testom. Na slici je prikazan rezultat jednog od pet pokusa sa sli¢nim rezultatima.
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Mijerili smo prezivljenje stanica Cal27 i Cal27-2B1 nakon izlaganja cisplatini,
mitomicinu C i etopozidu, od kojih svaki ima drugaciji mehanizam djelovanja. UtiSavanjem
podjedinice integrina a, dolazi do povelanja prezivljenja stanica Cal27 nakon izlaganja
djelovanju sva tri ispitana protutumorska lijeka, te se ono priblizava prezivljenju stanica
Cal27-2B1 (Slika 19.C, D, E). Stanice Cal27 na svojoj povrsini ne eksprimiraju integrin o5, ali
eksprimiraju integrin a,B;, vrlo vjerojatno a,B, i neku koli¢inu o,Bs. Prema tome, ovim
eksperimentom pokazali smo ukupni utjecaj svih o, integrina koji se eksprimiraju na povrsini
stanica Cal27, a medu kojima nema integrina a,B;; smanjivanjem njihove ekspresije dolazi
do smanjene osjetljivost, odnosno otpornosti, na sva tri protutumorska lijeka. S druge
strane, utiSavanjem podjedinice integrina o, u integrin B;-stabilno transficiranom klonu
Cal27-2B1, koje se od stanica Cal27 razlikuju po de novo ekspresiji integrina o,3; i povecanoj
ekspresiji integrina a,Bs, ili dolazi do smanjenja prezZivljenja (Slika 19.C i D) ili ono nema
nikakvog utjecaja na prezivljenje ovih stanica (Slika 19.E). Treba naglasiti da nepostojanje
promjene u osjetljivosti stanica Cal27-2B1 na etopozid ne znadi da utisavanje integrina ay ne
utjece na osjetljivost ovih stanica na etopozid, ve¢ znadi da je u stanicama Cal27-2B1 ucinak
utiSavanja heterodimera integrina a, (a koji su jednako eksprimirani kao i u stanicama Cal27,
osim a,B3;) ponisten ekspresijom integrina a,B; ili razlikom ekspresije integrina a, izmedu
Cal27 i Cal27-2B1, a ono Sto mi vidimo u eksperimentu je samo njihov kumulativni u¢inak. Za
cisplatinu i mitomicin C je kumulativni ucinak doveo do snaZnijeg priblizavanja vrijednosti
ukupnog prezivljenja stanica Cal27 i Cal27-2B1, no zakljuak je u potpunosti jednak:
ekspresija integrina a,f; i/ili povecana ekspresija o,3; odgovorna je za opazenu otpornost na
protutumorske lijekove.

Kako bi razludili koji je od ova dva heterodimera integrina, a,B; ili a,Bs, odgovoran za
otpornost na protutumorske lijekove, stanice smo transficirali sa siRNA(fB;) i kontrolnom
siRNA(-), uspjesnost utisavanja potvrdili metodom mjerenja ekspresije integrina a,f; za njih
specifi¢nim protutijelima i proto¢nom citometrijom, a otpornost na protutumorske lijekove
mjerili MTT testom. Kako podjedinica integrina B; tvori heterodimer samo s podjedinicom
integrina o, utiSavanjem podjedinice integrina B; pomocu B; specifi¢cne siRNA, smanjuje se
ekspresija integrina o,Bs na povrsini stanica. Na slici 20. prikazane su vrijednosti MFI (Slika
20.A) i relativne vrijednosti MFI (Slika 20.B) izmjerene za ekspresiju heterodimera integrina
a,fs i izotipsku kontrolu na stanicama Cal27 i integrin B;-stabilno transficiranom klonu

Cal27-2B1. U eksperimentu se kao dokaz uspjesnosti usporeduju vrijednosti dobivene
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transfekcijom stanica kontrolnom siRNA(-) i siRNA(B;) izmjerena 48 sati nakon transfekcije.
Transfekcija siRNA(B;) smanjila je ekspresiju integrina a5 za 84% u stanicama Cal27 i za
92% u integrin B3-stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1 u odnosu na stanice transficirane
kontrolnom siRNA(-) (Slika 20.B). Transfekcija siRNA(Bs) uspjesSna je u stanicama Cal27 i
Cal27-2B1 te je dovela do snaznog smanjenja ekspresije a,f; i izjednacavanja ekspresije o, 3¢
u Cal27i Cal27-2B1 (Slika 20.A).

Rezultati MTT testa pokazuju da ne dolazi do znadajnih promjena u prezivljenju
stanica Cal27 i integrin B;-stabilno transficiranog klona Cal27-2B1 transficiranih s siRNA(f:)
u odnosu na stanice transficirane kontrolnom siRNA(-) nakon izlaganja djelovanju razli¢itim
koncentracijama cisplatine i mitomicina C (Slika 20.C i D), te je i dalje vidljivo bolje
prezivljenje integrin B;-stabilno transficiranog klona Cal27-2B1 u odnosu na Cal27 stanice. Iz
toga zakljuCujemo da povecana ekspresija integrina o, u stanicama Cal27-2B1 u odnosu
na stanice Cal27 nije odgovorna za povecanje otpornosti na cisplatinu i mitomicin C. Ovaj
zakljucak potvrduje i rezultat izlaganja stanica djelovanju etopozida nakon utisavanja gena
za podjedinicu integrina Bs u kojem dobivamo u potpunosti razli¢iti obrazac osjetljivosti
nego za prethodna dva protutumorska lijeka; dolazi do smanjenog prezivljenja u oba tipa
stanica, Cal27 i Cal27-2B1, u odnosu na stanice transficirane kontrolnom siRNA(-) ali stanice
Cal27-2B1i dalje pokazuju bolje prezivljenje u odnosu na Cal27 (Slika 20.E). Na temelju ovih
pokusa zaklju¢ujemo da smanjenje ekspresije integrina a,Bs u odredenoj mjeri utjece na
osjetljivost stanica Cal27 i Cal27-2B1 na protutumorske lijekove, ali taj utjecaj ne prati isti
obrazac za sva tri protutumorska lijeka i stoga nije povezan s mehanizmom otpornosti
stanica Cal27-2B1 potaknut transfekcijom gena za podjedinicu integrina 5. Prema tome,
ekspresija integrina o,p; u stanicama Cal27-2B1 odgovorna je za opaZenu otpornost na

protutumorske lijekove u odnosu na stanice Cal2y.



4. REZULTATI|85

>
5
N
B
8

] —~80
8 12,52 <
[
T 10 ‘260 1
= 2
5,77 240
5 1 N ¢
0,95 1,06 T 20
° |
si(-) si(Bs) ’ si(-) si(Bs) o -
] 9,25 9,5
Calzy Calz7-2Ba1 ¢DDP (pg/mL)
B . D 200
."ﬁ
£ 15 §B° |
e 1D Y e
E g_ 5 1,00 1,00 §
s = 40
B os B
2 0,16 0,08 o 50
o]
si(-) si(B,) si(-) si(B;) o
0,04 0,08
Calz7 Cal27-2B1 MMC (ug/mL)
E 100 A
§80 E
Y
.EGO B
2
4
o 3o
o
0,5 1
ETO (pg/mL)
O Calz7 si(-) @ Cal27 si(B;)

@ Cal27-2B1 si(-) B Cal27-2Ba si(B;)

Slika 20. Utjecaj utiS8avanja gena za podjedinicu integrina B, na otpornost stanica Cal27 i Cal27-2B1 na
cisplatinu, mitomicin C i etopozid. Ekspresija integrina a,B, (A) i relativan odnos ekspresije integrina o,
u odnosu na stanice transficirane sa siRNA(-) (B) na stanicama Cal27 i Cal27-2Ba1 transficiranim sa
siRNA(B;) i siRNA(-). Stanice su obiljeZene protutijelima specifi¢nim za integrin a,B; te sekundarnim ze¢jim
protutijelom usmjerenim protiv misjih imunoglobulina, a ekspresija je odredena mjerenjem fluorescencije
protocnim citometrom. Prikazane su relativne MFI vrijednosti prema siRNA(-). Svjetlo sivi stupici prikazuju
stanice Cal27 transficirane sa siRNA(-), a tamno sivi stupici prikazuju stanice Cal27 transficirane sa siRNA (B.).
Svijetlo crveni stupici prikazuju stanice Cal27-2B1 transficirane sa siRNA(-), a tamno crveni stupici prikazuju
stanice Cal27-2B1 transficirane sa siRNA (B.).Utjecaj utiSavanja gena za podjedinicu integrina B, na
prezivljenje stanica nakon izlaganja protutumorskim lijekovima (C, D, E) Stanice su nasadene u plocicu za
uzgoj kulture stanica s 6 bunari¢a. Nakon 24 sata stanice su transficirane siRNA molekulama specifi¢nim za
podjedinicu integrina av siRNA (si(B,)) i nespecificnom siRNA(si(-)). Dvadeset Cetiri sata kasnije stanice su
nasadene u plodicu za uzgoj kulture stanica s 96 bunarica, u koje je 48 sati nakon transfekcije dodana (C)
cisplatina (cDDP), (C), (D) mitomicin C (MMC) ili (E) etopozid (ETO). 72 sata nakon dodatka protutumorskih

lijekova odredeno je prezivljenje stanica MTT testom. Na slici je prikazan rezultat jednog od pet pokusa sa
sli¢nim rezultatima.



4. REZULTATI|86

4.7- U integrin B;-stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1 i
Calz27-2B3 u odnosu na kontrolne stanice Calz27 i Cal27-® nalazimo

smanjenu ekspresiju Src, pSrc (Y418) i pILK (T173), te povecanu
ekspresiju ILK

Nekoliko je proteina ukljucenih u signalne puteve koje okidaju integrini: kinaza
vezana za fokalne adhezije (engl. focal adhesion kinase, FAK), nereceptorska tirozin kinaza
Src (Src) i kinaza vezana za integrine (engl. integrin linked kinase, LK) (van der Flier i
Sonnenberg 2001; Millard i sur. 2011). Pri vezanju integrina na proteine izvanstanicnog
matriksa dolazi do stvaranja fokalnih adhezija, u kojima ovi proteini imaju vrlo vaznu ulogu u
prijenosu signala (Hynes 2002). Stoga smo zeljeli utvrditi postoji li razlika u njihovoj

ekspresiji u integrin B;-stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3 u odnosu na

kontrolne stanice Cal27-® i Cal27.
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Slika 21. Ekspresija FAK, Src i ILK te njihovih fosforiliranih formi u stanicama modela Cal27. Stanice su
nasadene u plocicu za uzgoj kulture stanica s 6 bunarica. Nakon 24 sata uzorci za Western analizu su skupljeni
kako je navedeno u poglavlju Materijali i metode i ekspresija je utvrdena inkubacijom protutijelima specifi¢nim
za pFAK (Y397), FAK, pILK (T173), ILK pSrc (Y418), Src, pERK i ERK te odgovaraju¢im sekundarnim
protutijelima prema uputama proizvodaca. Na slici su prikazani rezultati jednog od tri pokusa koji su pokazali

slican rezultat. Brojevi predstavljaju srednju vrijednost relativne ekspresije prema kontrolnim stanicama Cal27
+ SD dobivenu iz tri neovisno izvrSena pokusa.
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Western blot analiza pokazala je statisticki znacajnu promjenu u razini ekspresije
ukupnog proteina Src i fosforiliranog oblika (Y418), koji su znacajno smanjeni u integrin 3;-
stabilno transficiranim stani¢nim klonovima Cal27-2B1 (0,44 Srci 0,50 pSrc (Y418) u odnosu
na stanice Cal27) i Cal27-2B3 (0,34 Src i 0,36 pSrc (Y418) u odnosu na stanice Cal27) (Slika
21), dok je ukupna koli¢ina proteina ILK nesto veda u Cal27-2B1 (1,47 puta u odnosu na
stanice Cal2y) i Cal27-2B3 (1,56 puta u odnosu na stanice Cal27), a njegova fosforilirana
forma plILK (T173) znacdajno smanjena (Cal27-2B1 na 0,34 i Cal27-2B3 na 0,21 ) u odnosu na
stanice Cal27 i Cal27-® (Slika 21), Sto bi moglo upucivati na ulogu Src i ILK u otpornosti
stanica na protutumorske lijekove. Kako promjena u razini ekspresije ukupnog proteina FAK
i fosforiliranog oblika (Y397) nije bila statisticki znacajna (Slika 21), u daljnjim smo se

istrazivanjima fokusirali na Srci ILK.

4.8 Smanjenje ekspresije ILK i pILK (T173) v integrin B;-stabilno
transficiranom klonu Cal27-2B1 nije odgovorno za otpornost na
protutumorske lijekove cisplatinu, mitomicin Ci etopozid

Protein ILK je istodobno adaptorni protein i kinaza, sastavni je dio fokalnih adhezija,
povezuje integrine i faktore rasta za aktinski citoskelet i niz signalnih puteva kojima se
regulira proliferacija, mitoza, migracija, invazija, angiogeneza, anoikis, apoptoza,
embrionalni razvoj, kontraktilnost srca i glatkih misica te homeostaza tkiva (Li i sur. 1999;
Hannigan i sur. 2005; Hannigan i sur. 2011). Pokazana je povecana ekspresija ovog proteina
u razli¢itim vrstama tumora koja korelira s progresijom tumora u pacijentima (Persad i
Dedhar 2003). ILK se moze fosforilirati na 3 mjesta, gdje je mjesto S343 odgovorno za
autofosforilaciju ILK-a, dok za druga dva mjesta S146 i T173 nije pokazan ucinak na
aktivnost proteina (Hannigan i sur. 2011), iako su Suh i sur. 2011.godine povezali fosforilaciju
na mjestu T173 sa povedanim prijenosom signala preko ILK-a (Suh i Han 2011). S obzirom da
je Western analiza pokazala povelanu ekspresiju ukupnog proteina ILK u integrin ;-
stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3 u odnosu na stanice Cal27 i
kontrolni klon Cal27-® proveli smo utiSavanje ekspresije ILK pomocu specifi¢cne siRNA za
ILK (si(ILK)) u stanicama Cal27 i integrin B;-stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1 kako bi
utvrdili njegovu ulogu u osjetljivosti stanica na protutumorske lijekove. Uspjesnost

utisavanja potvrdili smo Western blot analizom (Slika 22).
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Utisavanje ILK u stanicama Cal27 dovelo je do smanjenja ekspresije ukupnog
proteina ILK, i to za 72% u odnosu na stanice transficirane kontrolnom siRNA(-), ali i do vrlo
malog (19%) smanjenja koli¢ine njegove fosforilirane forme pILK (T173) (Slika 22.A). U
integrin B5-stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1, u kojem je prisutna veca kolicina ILK
nego u stanicama Cal27, utiSavanje je uspjesSno smanijilo ekspresiju ILK za 80% u odnosu na
stanice Cal27-2B1 transficirane kontrolnom siRNA(-), dok se ekspresija pILK, kojeg u
integrin B5-stabilno transficiranom stani¢nom klonu Cal27-2B1 ima manje nego u stanicama
Cal27, malo smanijila (27%) (Slika 22.A). Daljnja analiza pokazala je da utiSavanje ILK nije
znadajnije utjecalo na ekspresiju proteina Src i pSrc (Y418) u stanicama Cal27 i Cal27-2B1
(Slika 22.A). Kada bi primijeceno povecanje ILK u stanicama Cal27-2B1 u odnosu na Cal27
bilo povezano s promjenama Src i pSrc (Y418) (koji su znacajno manje eksprimirani u Cal27-
2B1 u odnosu na Cal27) ocekivali bismo da utiSavanje ILK u Cal27-2B1 povecava ekspresiju
Src i pSrc (Y418). Kako se to nije dogodilo zaklju¢ujemo da promjena ekspresije ILK nije
uzvodno od primije¢ene promjene Src i pSrc (Y418).

Rezultati MTT testa nakon utiSavanja ILK pokazuju razli¢ite obrasce s obzirom na
istrazivani protutumorski lijek. Nakon utiSavanja ILK dolazi do povelanog prezivljenja
stanica Cal27 i Cal27-2B1 na djelovanje cisplatine (Slika 22.B), ali razlika u prezivljenju medu
njima ostaje ista. Utisavanje ILK ne utjeCe na osjetljivost stanica Cal27 i Cal27-2B1 na
mitomicin C (Slika 22.C), dok izlaganjem stanica djelovanju etopozida dolazi do smanjenog
prezivljenja oba tipa stanica, ali Cal27-2B1 i dalje pokazuje bolje prezivljenje u odnosu na
Cal27 (Slika 22.D). lako smanjenje ekspresije ILK nakon utisavanja u odredenoj mjeri utjece
na osjetljivost stanica Cal27 i Cal27-2B1 na protutumorske lijekove, taj utjecaj ne prati isti
obrazac za sva tri protutumorska lijeka i stoga zaklju¢ujemo da nije povezan s mehanizmom

otpornosti stanica Cal27-2B1 potaknut transfekcijom gena za podjedinicu integrina B;.
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Slika 22. Utjecaj utisavanja gena za ILK na prezivljenje stanica Cal27 i Cal27-2B1 nakon izlaganja cisplatini,
mitomicinu C i etopozidu. (A) Ekspresija Src, pSrc (Y418), ILK i pILK (T173) na stanicama Cal27 i Cal27-2Ba1
transficiranim sa siRNA(ILK) i siRNA(-). Stanice su nasadene u plocicu za uzgoj kulture stanica s 6 bunarica.
Nakon 24 sata stanice su transficirane siRNA molekulama specifi¢nim za ILK siRNA (si(ILK)) i nespecificnom
siRNA(si(-)). Cetrdeset osam sati kasnije uzorci za Western analizu su skupljeni i ekspresija proteina je
utvrdena inkubacijom protutijelima za pSrc (Y418), Src, pILK (T173), ILK i ERK te odgovarajuc¢im sekundarnim
protutijelima. Na slici je prikazan jedan od dva pokusa koji su pokazali sli¢an rezultat. Brojevima (sivo, crveno)
oznacena je relativna ekspresija prema stanicama transficiranim s kontrolnom siRNA(si (-)) za stanice Cal27 i
Cal27-2B1, dok je crnim brojevima oznadena relativna ekspresija prema stanicama Cal27 transficiranim s
kontrolnom siRNA(si(-)). Utjecaj utiSavanja gena za ILK na prezivljenje stanica nakon izlaganja
protutumorskim lijekovima (B, C, D). Stanice su nasadene u plocicu za uzgoj kulture stanica s 6 bunarica.
Nakon 24 sata stanice su transficirane siRNA molekulama specifi¢nim za ILK (si(ILK)) i nespecificnom siRNA
(si(-)). Dvadeset Cetiri sata kasnije stanice su nasadene u plocicu za uzgoj kulture stanica s 96 bunarica, u koje
je 48 sati nakon transfekcije dodana (B) cisplatina (cDDP), (C) mitomicin C (MMCQ), ili (D) etopozid (ETO). 72
sata nakon izlaganja stanica protutumorskim lijekovima odredeno je prezivljenje stanica MTT testom. Na slici
je prikazan rezultat jednog od pet pokusa koji su pokazali sli¢ni rezultat.
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4.9. Smanjenje koli¢ine pSrc (Y418) u stanicama Cal27-2Ba
odgovorno je za otpornost na protutumorske lijekove cisplatinu,
mitomicin C i etopozid

Protein Src je glavni ¢lan obitelji Src kinaza koji se veZe na integrine i prenosi signale
koji kontroliraju procese u stanici kao Sto su proliferacija, diferencijacija, regulacija
stani¢nog citoskeleta, oblik stanice, adhezija i pokretljivost (Abram i Courtneidge 2000;
Playford i Schaller 2004). U vecini tumora njegova je ekspresija ili aktivnost promijenjena
(Summy i Gallick 2003; Sen i Johnson 2011). Western blot analiza je pokazala da je razina
ekspresije ukupnog proteina Src i njegovog fosforiliranog oblika pSrc (Y418) znacajno
smanjena u integrin B;-stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3 u odnosu na
kontrolne stanice Cal27-® i Cal27 (Slika 21). Da bi utvrdili ulogu ovih promjena u integrin 3,-
stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1 u otpornosti na razli¢ite protutumorske lijekove,
proveli smo utiSavanje ekspresije Src pomocu specifi¢ne siRNA za Src (si(Src)), a uspjesnost
utiSavanja potvrdili Western blot analizom (Slika 23). Cilj je ovog pokusa u stanicama Cal27
posti¢i smanjenu koli¢inu Src i eventualno pSrc (Y418), kakva je primijecena u klonu Cal27-
2B1.

Utisavanje Src dovelo je do smanjenja ekspresije ukupnog Src u Cal27 stanicama, i to
za 35% u odnosu na stanice transficirane kontrolnom siRNA(-), i do smanjenja njegove
fosforilirane forme pSrc (Y418) za 26% (Slika 23.A). Bududi da je u integrin B;-stabilno
transficiranom stani¢nom klonu Cal27-2B1 prisutna manja koli¢ina Src, pretpostavljamo da
je to razlog Sto nismo mogli vidjeti znacajniji utjecaj utisavanja; primijeceno je utisavanje
kinaze Src za samo 15%, dok je promjena njegove fosforilirane forme pSrc (Y418) bila nesto
veca i iznosila je 29% u odnosu na stanice Cal27-2B1 transficirane kontrolnom siRNA(-)
(Slika 23.A). Bitno je primijetiti da i nakon utiSavanja Src u stanicama Cal27, ekspresija Src i
pSrc (Y418) nije dosegla smanjenju ekspresiju Src i pSrc (Y418) u integrin B5-stabilno
transficiranom stani¢nom klonu Cal27-2B1.

Izlaganjem djelovanju protutumorskim lijekovima cisplatini i mitomicinu C nakon
utiSavanja Src dolazi do povecanja prezivljenja stanica Cal27 (Slika 23.B i C), koje se pri nizim
koncentracijama protutumorskih lijekova izjednacava s prezivljenjem u stanicama Cal27-
2B1 transficiranim kontrolnom siRNA, dok u integrin B;-stabilno transficiranom klonu Cal27-

2B1 ne dolazi do promjene u prezivljenju (Slika 23.B i C). Prema tome upravo bi smanjenje
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ekspresije Src ifili pSrc moglo biti odgovorno za otpornost Cal27-2B1 u odnosu na stanice
Cal27 na cisplatinu i mitomicin C.

Pokus mjerenja osjetljivosti stanica Cal27 i Cal27-2B1 na etopozid nakon utisavanja
Src ponovili smo pet puta. Medutim, rezultati su bili neuvjerljivi i nisu medusobno pokazivali
isti obrazac. S obzirom da je iz literature poznato da se Src aktivira fosforilacijom Y418,
odlucili smo u daljnjim pokusima koristiti dasatinib koji djeluje ciljano na inhibiciju

fosforilacije pSrc (Y418).
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Slika 23. Utjecaj utiSavanja gena za protein Src na prezivljenje stanica Cal27 i Cal27-2B1 nakon izlaganja
cisplatini, mitomicinu C i etopozidu. (A) Ekspresija Src i pSrc (Y418) na stanicama Calz27 i Cal27-2B1
transficiranim sa siRNA(Src) i siRNA(-). Stanice su nasadene u plodicu za uzgoj kulture stanica s 6 bunarica.
Nakon 24 sata stanice su transficirane siRNA molekulama specifi¢nim za Src (si(Src)) i nespecificnom siRNA
(si(-)). Cetrdeset osam sati kasnije uzorci za Western analizu su skupljeni i ekspresija proteina utvrdena je
inkubacijom protutijelima za pSrc (Y418), Src, i ERK te odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima. Na slici je
prikazan jedan od dva pokusa koji su pokazali sli¢an rezultat. Brojevima (sivo, crveno) oznacena je relativna
ekspresija prema stanicama transficiranim s kontrolnom siRNA (si(-)) za stanice Cal27 i Cal27-2B1, dok je crnim
brojevima oznalena relativna ekspresija prema stanicama Cal27 transficiranim s kontrolnom siRNA (si(-)).
Utjecaj utiSavanja gena za protein Src na prezivljenje stanica nakon izlaganja protutumorskim lijekovima
(B, C, D). Stanice su nasadene u plocicu za uzgoj kulture stanica s 6 bunari¢a. Nakon 24 sata stanice su
transficirane sa siRNA molekulama specificnim za Src (si(Src)) i nespecificnom siRNA (si(-)). Dvadeset Cetiri
sata kasnije stanice su nasadene u plocicu za uzgoj kulture stanica s 96 bunarica, u koje je 48 sati nakon
transfekcije dodana (B) cisplatina (cDDP) ili (C) mitomicin C (MMC). 72 sata nakon dodatka protutumorskih
lijekova odredeno je prezivljenje stanica MTT testom. Na slici je prikazan rezultat jednog od pet pokusa sa
sli¢nim rezultatima.
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Kako bi utvrdili da li je smanjena fosforilacija samo pSrc (Y418) odgovorna za
povecanu otpornost integrin B5-stabilno transficiranih klonova stanica Cal27-2B1 i Cal27-2B3
na protutumorske lijekove, stanice Cal27 i Cal27-2B1 smo izlozili djelovanju dasatiniba, male
molekule koja je inhibitor fosforilacije tirozina nekoliko razlicitih molekula kao Sto su clanovi
obitelji SRC kinaza, nekih receptora tirozin kinaza, faktora rasta PDGFR, DDR1 i receptora
za epinefrin (Montero i sur. 2011), a koja se uglavnom koristi kao inhibitor kinazne aktivnosti
nereceptorske tirozin kinaze Src (Shor i sur. 2007; Ceppi i sur. 2009). S obzirom da je u
literaturi pokazano da djelovanjem dasatiniba dolazi do smanjenog prezivljenja stanica
(Ceppi i sur. 2009; Nautiyal i sur. 2009; Raju i sur. 2012), prvo smo stanice Cal27 izlozili
djelovanju razlicitih koncentracijama dasatiniba, kako bi odredili optimalan raspon

koncentracija (Slika 24), te su za daljnje pokuse izabrane koncentracije 100 i 1000 nM.
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Slika 24. Utjecaj dasatiniba na prezivljenje stanica Cal27. Stanice su nasadene u plodicu za uzgoj kulture
stanica s 96 bunari¢a, u koje su nakon 24 sata dodane razlicite koncentracije dasatiniba, i 72 sata nakon toga
odredeno je prezivljenje stanica MTT testom. Na slici je prikazan jedan od dva pokusa koji su pokazali sli¢an
rezultat.

Iz literature je poznato da dasatinib smanjuje fosforiliranu formu pSrc (Y418), Sto
smo i potvrdili metodom Western analize. Izlaganje stanica djelovanju dasatiniba ve¢ nakon
1 sata dovelo je do smanjenja koli¢ine fosforilirane forme pSrc (Y418) za 24% u odnosu na
stanice Cal27 (Slika 25.A). U integrin B5-stabilno transficiranom klonu stanica Cal27-2B1
prisutna je manja koli¢ina pSrc (Y418), Sto je mozda i razlog da je primijeceno smanjenje

koli¢ine za samo 9% u odnosu na stanice Cal27-2B1 (Slikaz2s.A).
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Slika 25. Utjecaj smanjenja koli¢ine fosforilirane forme pSrc (Y418) dasatinibom na prezivljenje stanica
Cal27 i Cal27-2B1 nakon izlaganja cisplatini, mitomicinu C i etopozidu. (A) Ekspresija pSrc (Y418) u
stanicama Cal27 i Cal27-2B1 nakon izlaganja dasatinibu. Stanice su nasadene u plocicu za uzgoj kulture
stanica s 6 bunarica. Nakon 24 sata stanice su izlozene djelovanju 1000 nM dasatiniba. Jedan sat kasnije uzorci
za Western analizu su skupljeni i ekspresija pSrc (Y418) utvrdena je inkubacijom protutijelima za pSrc (Y418) i
ERK te odgovarajuc¢im sekundarnim protutijelima. Na slici je prikazan jedan od dva pokusa koji su pokazali
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slican rezultat. Brojevima (sivo, crveno) oznacena je relativna ekspresija prema kontrolnim stanicama, dok je
crnim brojevima oznadena relativna ekspresija prema stanicama Cal27. Utjecaj dasatiniba na prezivljenje
stanica nakon izlaganja protutumorskim lijekovima (B, C, D, E, F, G). Stanice su nasadene u plocicu za
uzgoj kulture stanica s 96 bunarida, 24 sata nakon nasadivanja izlozene su istovremeno djelovanju dasatiniba
(DAS) (E, F, G) 200 nMili (B, C, D) 1000 nM dasatinibom i razli¢itim koncentracijama protutumorskih lijekova:
cisplatine (B, E), mitomicina C (C, F) i etopozida (D, G). Sedamdeset i dva sata nakon, prezivljenje stanica je
mjereno MTT testom. Na slici je prikazan rezultat jednog od dva pokusa sa sli¢nim rezultatima.

Rezultati MTT testa, u kojem su stanice izlozene djelovanju 1000 nM dasatiniba i
razlicitim koncentracijama protutumorskih lijekova cisplatine, mitomicina C i etopozida,
pokazali su da u integrin B5-stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1 ne dolazi do promjene u
prezivljenju, dok se prezivljenje stanica Cal27 povecalo i doseglo razinu prezivljenja integrin
B,-stabilno transficiranog klona Cal27-2B1 za sva tri protutumorska lijeka (Slika 25.B, Ci D).
Isti se trend povecanja prezivljenja stanica Cal27 moze vidjeti i u pokusima u kojima su
stanice izloZzene djelovanju 100 nM dasatiniba (Slika 15.E; F; G), iako je ta razlika nesto
manja, vjerojatno kao posljedica nedovoljne inhibicije fosforilacije pSrc (Y418) u stanicama
Cal27.

Na temelju svih ovih rezultata zakljucujemo da je u integrin B;-stabilno transficiranim
klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3 ekspresija integrina a,fB; potaknula signalni put koji je
doveo do smanjenja ekspresije Src i pSrc (Y418), od kojih je upravo smanjenje ekspresije
pSrc (Y418) odgovorno za otpornost na protutumorske lijekove. Ovaj zakljucak ipak je
utemeljen na indirektnom dokazu povedanja prezivljenja stanica Cal27 nakon inhibicije
fosforilacije pSrc (Y418), ¢ime se imitira primijeceno smanjenje ekspresije pSrc (Y418) u

stanicama Cal27-2B1 u odnosu na Cal27.

4.10. Integrini a, u stanicama Cal27 djeluju preko pSrc (Y418)

Kako smo prethodno pokazali, utiSavanjem podjedinice integrina a, u stanicama
Cal27 dolazi do smanjenja osjetljivosti na djelovanje protutumorskih lijekova cisplatine,
mitomicina C i etopozida i istodobnog povecanja osjetljivosti na djelovanje istih lijekova u
integrin B5-stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1 nakon utiSavanja podjedinice integrina
ay (Slika 19.C; D; E). S obzirom da isti ucinak smanjene osjetljivosti Cal27 stanica na
protutumorske lijekove vidimo u pokusima utiSavanja Src (Slika 23.B i C), kao i u pokusima u
kojima izlazemo stanice djelovanju dasatiniba (Slika 25.B; C; D), ¢ime dolazi do smanjenja
koli¢ine pSrc (Y418) (Slike 23.A i 25.A), htjeli smo provjeriti hipotezu da pri utiSavanju

podjedinice integrina a, dolazi do promjene u koli¢ini pSrc (Y418).
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Western analiza je pokazala da nakon utiSavanja podjedinice integrina o, uistinu
dolazi do smanjenja ekspresije ukupnog Src u Cal27 stanicama, i to za 36% u odnosu na
stanice transficirane kontrolnom siRNA(-) i do smanjenja njegove fosforilirane forme pSrc
(Y418) za 45% (Slika 26), te se njihove kolicine gotovo izjednacavaju sa kolicinom u integrin
B,-stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1. Prema tome mozemo zakljuditi da u stanicama
Cal27 signal s integrina ay, ukljuCuje pSrc (Y418). Medutim, nakon utiSavanja podjedinice
integrina ay, U integrin B;-stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1 ne dolazi do znacajne
promjene koli¢ine Src i pSrc (Y418) proteina (Slika 26). Rezultati MTT-a dobiveni nakon
utiSavanja podjedinice integrina a, i izlaganja stanica protutumorskim lijekovima cisplatini,
mitomicinu C i etopozidu u potpunosti su sukladni rezultatima dobivenim dasatinibom, a

protein koji je olito u tome kljucan je pSrc (Y418).

Cal27 si(-)
Cal27si(a )
Cal27-2B1 si(-)
Cal27-2B1 si(a)

PSrc (Y418) w0 kDa
1055 1 1,11
1 055 029 0,33
Src « W N 6o kDa
1 064 1 098
1 064 0,61 0,59

ERK — — ——

Slika 26. Utjecaj utiSavanja gena za podjedinicu integrina a, na ekspresiju Src i pSrc (Y418) u stanicama
Cal27 i Cal27-2B1. Stanice su nasadene u plocicu za uzgoj kulture stanica s 6 bunaric¢a. Nakon 24 sata stanice
su transficirane siRNA molekulama specifi¢nim za podjedinicu integrina a, (si(a)) i nespecificnom siRNA (si(-)).
Cetrdeset osam sati kasnije uzorci za Western analizu su skupljeni i ekspresija Src i pSrc (Y418) utvrdena je
inkubacijom protutijelima za pSrc (Y418), Src i ERK te odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima. Na slici je
prikazan jedan od dva pokusa koji su pokazali slican rezultat. Brojevima (sivo, crveno) oznacena je relativna
ekspresija prema stanicama transficiranim s kontrolnom siRNA (si(-)) za stanice Cal27 i Cal27-2B1, dok je crnim
brojevima oznacena relativna ekspresija prema stanicama Cal27 transficiranim s kontrolnom siRNA (si (-)).

Na temelju svih iznesenih rezultata mozemo postaviti hipotezu da je povedana
ekspresija integrina o,f; u klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3 dovela do smanjenja ukupne

kolicine proteina Src i pSrc (Y418), koji su time prestali biti ukljuceni u signalni put potaknut
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ay integrinima. Taj dogadaj doveo je do povelane otpornosti ovih stanica na cisplatinu,
mitomicin C i etopozid. Na temelju svih dosadasnjih rezultata moZemo pretpostaviti da je

pSrc (Y418) u klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3 zamijenjen s ILK.

4.11. Integrin a,B; u stanicama Cal27 djeluje preko pSrc, dok u
stanicama Cal27-2B1 djeluje preko ILK

Utisavanjem podjedinice integrina a, u stanicama Cal27 dolazi do smanjenja
osjetljivosti na djelovanje protutumorskih lijekova cisplatine, mitomicina C i etopozida (Slika
19.C; D; E), kao posljedice smanjenja kolicine pSrc (Y418) (Slika 25.A). Rezultati MTT-a
dobiveni nakon utisavanja podjedinice integrina Bs i utiavanja ILK te izlaganja stanica
protutumorskim lijekovima cisplatini, mitomicinu C i etopozidu pokazali su da ekspresija
integrina a,fs u Cal27, ali ni povedana ekspresija integrina a,f< u Cal27-2B1 nemaju ulogu u
otpornosti. Takoder je pokazano da promjene u ekspresiji ILK u stanicama Cal27-2Bz,
nastale kao posljedica integrin B;-transfekcije stanica Cal27, nisu uzrok promjene otpornosti
na protutumorske lijekove. Kako je u integrin B;-stabilno transficiranim stani¢nim
klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3 sa smanjenom ekspresijom Src i pSrc (Y418) doslo do
povecane ekspresije ukupnog ILK, moguce je pretpostaviti da je pSrc (Y418) u klonovima
Cal27-2B1i Cal27-2B3 zamijenjen s ILK

Western analiza je pokazala da u stanicama Cal27 nakon utiSavanja podjedinice
integrina B dolazi do smanjenja ekspresije ukupnog Src, i to za 49% u odnosu na stanice
transficirane kontrolnom siRNA(-), i do smanjenja njegove fosforilirane forme pSrc (Y418)
za 58% (Slika 27), gdje se kolicina Src u stanicama Cal27 gotovo izjednadava sa koli¢inom Src
U integrin B5-stabilno transficiranom stani¢nom klonu Cal27-2B1, dok koli¢ina pSrc (Y418) i
dalje ostaje veca u stanicama Cal27. Prema tome mozemo zakljuciti da u stanicama Cal27
signal s integrina o,B; ukljucuje pSrc (Y418). Medutim, nakon utiSavanja podjedinice
integrina B u integrin B;-stabilno transficiranom stani¢cnom klonu Cal27-2B1 (koji de novo
eksprimira integrin a,f; i eksprimira povecanu kolicinu integrina o3 u odnosu na Cal27) ne
dolazi do znacajne promjene kolicine proteina Src ni pSrc (Y418) u odnosu na stanice
transficirane kontrolnom siRNA si(-) (Slika 27). Ovi rezultati pokazuju da u integrin B;-

stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1 integrin a,Bs nije vezan na Src/pSrc (Y418).
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UtiSavanjem podjedinice integrina B u Cal27 stanicama ukupna ekspresija ILK se povecava
za 1,76 puta u odnosu na stanice transficirane kontrolnom siRNA(-) Sto pokazuje da bi
upravo smanjenje ekspresije Src/pSrc (Y418) moglo biti odgovorno za povecanje ekspresije
ILK primijeceno u stanicama Cal27-2B1 u odnosu na Cal27. U integrin [5-stabilno
transficiranom klonu Cal27-2B1 utiSavanjem podjedinice integrina B ekspresija ILK se
smanjuje za 35% u odnosu na stanice transficirane kontrolnom siRNA si(-) te se gotovo
izjednacava s ekspresijom u stanicama Cal27 (Slika 27) ukazujuci na povezanost ekspresije

integrina a,fs s ILK.

Cal27 si(-)
Cal27 si(p,)
Cal27-2B1 si(-)
Cal27-2B1si(B))

pPSrc (Y418) W W W B 60 kDa
1 042 1 0,83
1 042 0,29 0,24
Src ol W 60 kDa
1 051 1 0,98
1 051 0,61 0,59

ERK e o —

ILK B S W 51 kDa
1 1,76 1 0,65
1 1,76 2,35 1,53

ERK — — S R

Slika 27. Utjecaj utidavanja gena za podjedinicu integrina B, na ekspresiju Src, pSrc (Y418) i ILK v
stanicama Cal27 i Cal27-2B1. Stanice su nasadene u plocicu za uzgoj kulture stanica s 6 bunari¢a. Nakon 24
sata stanice su transficirane siRNA molekulama specifi¢nim za podjedinicu integrina B (si(Bs)) i nespecificnom
SiRNA (si(-)). Cetrdeset osam sati kasnije uzorci za Western analizu su skupljeni i ekspresija Src, pSrc (Y418) i
ILK utvrdena je inkubacijom protutijelima za pSrc (Y418), Src, ILK i ERK. Na slici je prikazan jedan od dva
pokusa koji su pokazali sli¢an rezultat. Brojevima (sivo, crveno) oznacena je relativna ekspresija prema
stanicama transficiranim s kontrolnom siRNA (si(-)) za stanice Cal2y i Cal27-2B1, dok je crnim brojevima
oznacena relativna ekspresija prema stanicama Cal27 transficiranim s kontrolnom siRNA (si (-)).
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Na temelju svih ovih rezultata zaklju¢ujemo da je integrin o,Bc u stanicama Cal27
vezan na Src, dok se u stanicama Cal27-2B1, u kojima je doSlo do de novo ekspresije
integrina o,B; i povecane ekspresije integrina a,fs, taj integrin o,Bs veze na ILK. Osim toga
zakljuCujemo da postoji veza izmedu ekspresije Src/pSrc (Y418) i ILK jer u stanicama Cal27
smanjenje Src/pSrc (Y418) dovodi do znacdajnog povecanja ekspresije ILK.

Ostaje otvoreno pitanje preko koje kinaze djeluje integrin a,B; u stanicama Cal27-
2B1. lako za direktan odgovor na ovo pitanje treba napraviti imunoprecipitaciju integrina
ayf; iz stanica Cal27-2B1 i analizu koli¢ine ILK Western blotom, iz nasSih rezultata ipak
mozemo pretpostaviti odgovor. UtiSavanje integrina a, smanjilo je ekspresiju Src/pSrc
(Y418) u stanicama Cal27, ali nije promijenilo ekspresiju pSrc u stanicama Cal27-2B1 (Slika
26). Prema tome mozemo postaviti hipotezu da u stanicama Cal27-2B1 integrin a,f; nije

vezan za pSrc (Y418), a vrlo je vjerojatno da je vezan za ILK.

4.12. Lokalizacija Src, pSrc (Y418) i aktina u stanicama modela
Calz7

Vezanje integrina s proteinima izvanstani¢nog matriksa potice nakupljanje integrina,
reorganizaciju aktina te stvaranje i reorganizaciju stresnih niti i kompleksa fokalnih adhezija,
Cime integrini osiguravaju dinamicku fizicku vezu izmedu proteina izvanstani¢nog matriksa
(ECM) i aktinskog citoskeleta (Takada i sur. 2007; Geiger i Yamada 2011).

Prethodnim eksperimentima utvrdili smo klju¢nu ulogu pSrc (Y418) u osjetljivosti
stanica Cal27 na protutumorske lijekove cisplatinu, mitomicin C i etopozid. Kako bi pokazali
lokalizaciju Src i pSrc (Y418) u odnosu na aktinski citoskelet u stanicama modela Cal27,
koristili smo metodu imunofluorescencije u kojoj smo protutijelima specifi¢nim za Srci pSrc
(Y418) te faloidinom obiljezenim fluorescentnom bojom FITC koji se veze na aktin odredili
njihov smjestaj u stanici. Rezultati prikazani na slikama 28. i 29. pokazuju raspodjelu Src i
pSrc (Y418) u stanicama istovremeno s izgledom aktinskog citoskeleta u stanicama modela

Cal27.
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Cal27-2Ba1 Cal27-¢ Calzy

Cal27-2B3

Slika 28. Lokalizacija Src i aktinskog citoskeleta u stanicama modela Cal27. Stanice su nasadene na
prethodno sterilizirana pokrovna stakalca. Nakon 48 sati stanice se fiksiraju, permeabiliziraju i inkubiraju
primarnim zecjim protutijelom specificnim za Src i sekundarnim protutijelom protiv zecjih imunoglobulina
obiljezenim Alexa fluor 555 fluorescentnom bojom te faloidinom obiljezenim FITC-om koji se veze na aktin i
snimljene konfokalni mikroskopom LeicaTSC SP2. Crvena boja oznacava Src a zelena boja aktin. Jezgre su
bojane bojom TO-PRO-3.

Protein Src nalazimo rasprsen unutar stanica modela Cal27 (Slika 28), dok se pSrc
(Y418) nalazi na vrhovima aktinskih niti (Slika 29, narancasto obojenje) u fokalnim

adhezijama stanica modela Cal27.
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Slika 29. Lokalizacija pSrc (Y418) i aktinskog citoskeleta u stanicama modela Cal27. Stanice su nasadene
na prethodno sterilizirana pokrovna stakalca. Nakon 48 sati stanice se fiksiraju, permeabiliziraju i inkubiraju
primarnim zecljim protutijelom specificnim za pSrc (Y418) i sekundarnim protutijelom protiv zedjih
imunoglobulina obiljezenim Alexa fluor 555 fluorescentnom bojom te faloidinom obiljezenim FITC-om koji se
veze na aktin i snimljene konfokalni mikroskopom LeicaTSC SP2. Crvena boja oznacdava pSrc (Y418) a zelena
boja aktin. Jezgre su bojane bojom TO-PRO-3.

lako smo Western analizom vidjeli razlike u kolicini Src i pSrc (Y418) izmedu stanica
Cal27, kontrolnog klona Cal27-® i integrin B5-stabilno transficiranih stani¢nih klonova Cal27-
2B1 i Cal27-2B3, imunofluorescencijom, koja nema obiljezje kvantitativne metode, ovaj

rezultat nismo mogli potvrditi. Medutim, ovi rezultati potvrduju ispravan smjestaj pSrc
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(Y418) u fokalnim adhezijama, gdje dolazi do njegove interakcije s integrinima koji su na

povrsini stanice.

4.13. Promjene u ekspresiji gena ukljucenih u regulaciju stani¢nog
ciklusa, popravak DNA ostecenja, apoptozu, autofagiju i
pokretljivost stanica u stanicama modela Calz7

Metodom landane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu nakon obrnutog
prepisivanja (real-time RT-PCR) analizirali smo ekspresiju gena ukljucenih u signalne puteve
koji reguliraju pokretljivost stanica, popravak ostecenja DNA, stanicni ciklus, apoptozu i
autofagiju, kako bismo identificirali gene eventualno ukljuCene u mehanizam otpornosti na
protutumorske lijekove. Na slici 30. prikazana je relativna ekspresija gena u stanicama
modela Cal27 (Slika 30.A), te ekspresija gena nakon djelovanja ekvitoksi¢ne koncentracije
cisplatine, pri kojoj je prezivljenje stanica modela Cal27 50% (Slika 30.B), u odnosu na
stanice Cal27.

Analizom svih gena (Prilog 1) izdvojili smo one za koje je u stanicama modela Cal27
nadena statisticki znacajna promjena u ekspresiji (Tablica 25), bilo da se radi o promjeni u
konstitutivnoj ekspresiji ili promjeni u ekspresiji gena nakon izlaganja stanica djelovanju
ekvitoksi¢ne koncentracije cisplatine (IC50, vrijednost pri kojoj je prezivljenje stanica 50%),
koja za stanice Cal27 i kontrolni klon Cal27-® iznosi 0,375 pg/mL, dok je za integrin B5-

stabilno transficirane klonove Cal27-2B1 i Cal27-2B3 veca i iznosi 1 pg/mL.
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A Ekspresija gena (relativno prema Cal27) B Ekspresija gena (relativno prema Cal27)
-5 o 5 10 15 -5
L L L L ) .

AKT1 - AKT1
APEX1 - APEX1
ARHGDIA - ARHGDIA
ATG3 - ATG3
ATG7 - ATG
ATM - ATM
BAX —_— BAX
BCL2 - —— BCL2
BECN1 —e— BECN1
BID —— BID
BRCA1 - — BRCA1
BRCA2 >—— BRCA2
CASP2 - CASP2
CCNAL - CCNAL
CCNBL - CCNBa
CCNEL - — CCNE2
CDy4s ol CD4s
CDCzsa —— CDC2sa
€DC2sb o —— €DCash
CDKNaa ——— — CDKNia
CDKNab —— CDKNab
cFOS »- cFOS
CHEK2 - CHEK1
CHEK2 - = CHEK2
c-IAP1 (BIRC3) +—t c-1AP1 (BIRC3)
C-JUN - C-JUN
CXCRy, — ——— CXCRs
CYP1AL . CYP1AL
DDB2 ——— DDB2
DDIT3 - -— DDIT3
ERCC1 —— ERCC1
FANCC - FANCC
FAS-L oo FAS-L
FAS-R o FAS-R
FEN2 - FEN2
GADD45A - GADD45A
GPX1 <eo— GPXa
GSTMa —_————— GSTM2
HIF1a -0 HiF1a
HMOX1 —o— HMOX1
HSPgo .o HSPgo
HSPALb o HSPA1b
HUS —-— HUS
ICAM1 - ICAM1
L6 —_———— IL6
ITGB1 —_——— ITGB1
LAMP1 .- LAMP1
LiG1 > LiGa
LiG3 G LiG3
LIG, — LIG
MDM2 - - MDMz
MGMT - MGMT
MMPa3 -0 MMP23

MMP3 ==t MMP3 ®- -
MMP7 —— MMP7
MPG - - MPG
MRE11a ——— MRE11a
MSH2 .- MSHz2
NOS3 - —— NOS3
0661 b 0GG1
PARP1 - PARP1
PCNA - PCNA
POLD1 - POLD1
POLE *-- POLE
PTEN - PTEN
RACL - RAC1
RADs51 - - RADs51
REV1 - REV1
REV3 e - REV3
RHOA —— RHOA
RHOB v RHOB
SOD1 - — 50D1
TIAM1 —— TIAM
TIMP2 00— TIMP2
TOP2A .- TOP2A
TOP2B - TOP2B
TREX1 - - TREX1
TRP53 ——— TRPs53
TRP73 - TRP73
TXNRD2 - TXNRD1
VCAM - —— VCAM
WEE1L - WEE1
WRN *~o— WRN
WRNIP1 —— WRNIP1
XPA ——— XPA
XPC “o0-0— XPC
XRCC1 - XRCC1
XRCC3 oo XRCC3
XRCCq - XRCC4

° - @ Cal27-2B1 + Cal27-2B
o Calz7 ¢ Cal27-® ¢ Calz7-2B1  + Cal27-2B3 * Calaz Calaz-® 7 7-283
o Cal27 IC50 o Cal27-® 1C50 e Cal27-2B11C50 e Cal27-2B3 IC50

Slika 30. Ekspresija gena u stanicama modela Cal27 dobivena pomocu metode real-time RT-PCR:
konstitutivha ekspresija i ekspresija nakon izlaganja stanica koncentraciji cisplatine pri kojoj je
prezivljenje stanica 50 %. Ekspresija gena je normalizirana uz pomoc dva kontrolna gena (GAPDH, ACTB),
Prikazan je jedan od dva pokusa sa sli¢nim rezultatima.
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Tablica 25. Promjene u ekspresiji gena u stanicama modela Cal27, konstitutivno i nakon izlaganja stanica
koncentraciji cisplatine pri kojoj je prezivljenje stanica 50%.

EKSPRESIJA GENA NAKON

KONCENTRACUI CISPLATINE
ARHGDIA
ATG3
znacajno snizena, smanjuje se u Bax
1 konstitutivno jednaka ) ena, smanjul CCNB1
svim stanicama jednako
CD44
MGMT
MMP;
konstitutivno povecano
2 eksprimirana u otpornim smanjuje se u svim stanicama MMP3
stanicama
konstitutivno smanjeno povecava se u svim stanicama i WRN
3 eksprimirana u otpornim izjednacava se s ekspresijom u
. . . TOP2B
stanicama kontrolnim stanicama
konstitutivnho smanjeno |ZJ§dnacava > pada u >uim
. . stanicama na vrijednost nizu od
4 eksprimirana u otpornim N . CCNA1
. konstitutivne u otpornim
stanicama

stanicama

konstitutivno povecano
5 eksprimirana u otpornim
stanicama

znatno se povecava te nema
razlike izmedu kontrolnih i
otpornih stanica

c-IAP1 (BIRC3)

konstitutivno poveéano

raste u svim stanicama tako da se
zadrzava povecana ekspresija u

6 ksprimiran rnim . . IL6
eKep anau otpo otpornim s obzirom na kontrolne
stanicama ,
stanice
ITGB1
7 konstitutivno jednaka raste u svim stanicama jednako NOS3
TIMP2

Geni Cija je ekspresija konstitutivno jednaka u stanicama modela Cal27, a Cija se

ekspresija u svim stanicama nakon izlaganja djelovanju cisplatine, pri kojoj je prezivljenje

stanica 50%, smanjuje na jednaku razinu su ARHGDIA, ATG3, Bax, CCNB1, CD44, MGMT i

MMPj7. Da su ovi geni ukljueni u mehanizam otpornosti na djelovanje cisplatine ocekivali bi

razlike u ekspresiji izmedu stanica Cal27 i kontrolnog klona Cal27-® prema integrin ;-

stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3, bilo da se radi o promjeni na

konstitutivnoj razini ili promjeni u ekspresiji gena nakon djelovanja IC5o koncentracije

cisplatine.
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Isto vrijedi i za gene ITGB1, NOS3 i TIMP2, koji su konstitutivno jednako eksprimirani
u stanicama modela Cal27, a djelovanjem cisplatine njihova ekspresija raste jednako u svim
stanicama, stoga zakljucujemo da su promjene u ove dvije skupine gena posljedica samog
djelovanja cisplatine ali nemaju ulogu u otpornosti.

Konstitutivno smanjeno eksprimirani geni u otpornim stanicama su geni CCNA1,
TOP2B i WRN. Medutim, dok se ekspresija WRN i TOP2B nakon djelovanja cisplatine
povecava u svim stanicama i izjednacava s ekspresijom u kontrolnim stanicama, ekspresija
CCNA1 nakon djelovanja cisplatine se izjednacava, ali i pada u svim stanicama na vrijednost
nizu od konstitutivne u otpornim stanicama. Kako su studije pokazale da je smanjena
ekspresija WRN povezana s pove¢anom osjetljivosti na djelovanje razlicitih protutumorskih
lijekova (Futami i sur. 2007; Masuda i sur. 2012; Wang i sur. 2013), a u nasem je sustavu doslo
upravo do suprotnog ucinka, zaklju¢ujemo da ove promjene nisu vezane za otpornost. DNA
topoizomeraza 2-beta, koju kodira TOP2B gen, ciljna je molekula protutumorskih lijekova,
kao Sto su etopozid, doksorubicin i mitoksantron, koji se nazivaju TOP2 otrovi (Nitiss 2009),
ali ne i cisplatine, pa stoga ovaj gen vrlo vjerojatno nije uklju¢en u mehanizam otpornosti. U
literaturi postoje kontradiktorni podaci o ulozi ekspresije proteina ciklin A1, kojeg kodira
CCNA1 gen u otpornosti stanica na djelovanje protutumorskih lijekova (Volm i sur. 2002;
Wegiel i sur. 2008), a niti jedan od njih ne ukljucuje otpornost na djelovanje cisplatine, pa ne
moZemo sa sigurnoscu tvrditi da je promjena koju vidimo zasluzna za otpornost integrin B5-
stabilno transficiranih klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3.

U literaturi postoje podaci koji povezuju ekspresiju MMP3 s otpornosti stanica na
cisplatinu (Blons i sur. 2004; Varma i sur. 2005; Januchowski i sur. 2014). Ekspresija gena koji
kodira matriks metaloproteinazu 3 (MMP-3), konstitutivno je povecana u integrin P;-
stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3, a nakon izlaganja cisplatini
smanjuje se u svim stanicama, medutim, u Cal27-2B1 i dalje ostaje dvostruko veca
ekspresija ovog gena nego Sto je u ostalim stanicama, pa stoga zakljuCujemo da ove
promjene nisu vezane za otpornost integrin B5-stabilno transficiranih klonova na djelovanje
cisplatine.

Za razliku od ekspresije gena za MMP3, geni koji su konstitutivno povecani u integrin
B;-stabilno transficiranim klonovima, a kod kojih dolazi do povecanja ekspresije nakon
djelovanja cisplatine su c-/AP1 (BIRC3) i IL6. Ekspresija gena c-IAP1 (BIRC3) znatno se

povecava i dolazi na razinu na kojoj nema razlike izmedu kontrolnih i otpornih stanica, dok
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ekspresija gena /L6 nakon djelovanja cisplatine raste u svim stanicama tako da se zadrzava
povecana ekspresija u otpornim stanicama s obzirom na kontrolne stanice. Pokazano je da
povecana ekspresija c-IAP1 (BIRC3) gena, koji kodira dva ¢lana obitelji inhibitora apoptoze,
clAP1/BIRC2 i clAP2/Birc3, korelira sa povecanom otpornosti na djelovanje protutumorskih
lijekova (Tamm i sur. 2000; Imoto i sur. 2001; Amantana i sur. 2004; Notarbartolo i sur.
2004), a povecana ekspresija /L6 gena, koji kodira interleukin 6 (IL-6), povezana je s
povecanom otpornosti na protutumorske lijekove u razli¢itim vrstama tumora (Borsellino i
sur. 1995; Mizutani i sur. 1995; Conze i sur. 2001; Wang i sur. 2010). Prema tome ovi geni su
potencijalno uklju¢eni u mehanizam otpornosti na djelovanje cisplatine u integrin B;-

stabilno transficiranim klonovima Cal27-2Bz1i Cal27-2B3.

4.14. Utjecaj utisavanja ILK i Src na diferencijalno eksprimirane
gene u stanicama modela Cal27

U dosadasnjem istrazivanju pokazana je znacajno smanjena razina ekspresije
ukupnog proteina Src i pSrc (Y418) u integrin B5-stabilno transficiranim klonovima Cal27-
2B1 i Cal27-2B3 u odnosu na Cal27 i kontrolni klon Cal27-®. Osim toga pokazana je nesto
veda ukupna koli¢ina proteina ILK u stanicama Cal27-2B1 i Cal27-2B3, i znadajno smanjena
njegova fosforilirana forma pILK (T173) u odnosu na stanice Cal27 i Cal27-® (Slika 21).

Utisavanje gena Src specificnom siRNA u stanicama Cal27 smanjuje se kolicina
proteina Src, ali i pSrc (Y418), te ima za posljedicu priblizavanje razine osjetljivost Cal27
stanica na cisplatinu i mitomicin C integrin B;-stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1 (Slika
23). Konacno, smanjivanjem kolicine pSrc (Y418) dasatinibom identificirana je molekula
pSrc (Y418) kao klju¢na molekula za otpornost bududi da ima za posljedicu dovodenje
osjetljivost Cal27 stanica na cisplatinu, mitomicin C i etopozid, na razinu zabiljezenu za
integrin B;-stabilno transficirani klon Cal27-2B1 (Slika 25).

Analizom ekspresije gena ukljucenih u signalne puteve koji reguliraju pokretljivost
stanica, popravak ostecenja DNA, stanicni ciklus, apoptozu i autofagiju (Slika 30, tablica 25)
pretpostavili smo mogucu ulogu inhibitora apoptoze, clAP1/BIRC2 i clAP2/BIRC3 ifili
interleukina 6 u otpornosti klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3 na djelovanje cisplatine. Kako

bismo odredili da li su primijecene promjene u clAP1/BIRC2 i clAP2/BIRC3 i/ili interleukinu 6
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vezane za ekspresiju Src ifili ILK, proveli smo utiSavanje Src i ILK u stanicama Cal27 i Cal27-
2B1 i metodom lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu nakon obrnutog
prepisivanja (real-time RT-PCR) odredili ekspresiju gena c/AP1 (BIRC3) i IL6. Slika 31
pokazuje relativnu ekspresiju gena clAP1 (BIRC3) u stanicama Cal27 nakon utisavanja Src u
odnosu na stanice Cal27 transficirane kontrolnom siRNA, i relativnu ekspresiju gena IL6 u
integrin B;-stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1 nakon utiSavanja ILK u odnosu na

stanice Cal27-2B1 transficirane kontrolnom siRNA.

3

2

1
L

Ekspresija gena
(relativno prema si (-))

b
o = . ,
c-I1AP1 (BIRC3) IL6
Cal27 si(-) ® Cal27-2B1 si(-)

+ Cal27 si(Src) m Cal27-2B1 si(ILK)

Slika 31. Ekspresija diferencijalno eksprimiranih gena u stanicama Cal27 nakon utiSavanja Src i u integrin
B;-stabilno transficiranom klonu Cal27-2B1 nakon utisavanja ILK dobivena uz pomo¢ metode real-time
RT-PCR. Ekspresija gena normalizirana je uz pomo¢ dva kontrolna gena (GAPDH i ACTB). Prikazan je jedan od
tri pokusa sa sli¢nim rezultatima.

Utisavanjem Src specificnom siRNA (si(Src)) u stanicama Cal27 doslo je do nesto
manje ekspresije gena c/AP1 (BIRC3) u odnosu na stanice Cal27 transficirane kontrolnom
siRNA (Slika 31). Gen koji kodira inhibitore apoptoze, c/AP1 (BIRC3) konstitutivno je
pojacano eksprimiran u integrin B5-stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1i Cal27-2B3,
a djelovanjem cisplatine povecava se i izjednacava u svim stanicama modela Cal27, stoga je
bilo za oclekivati da ¢e utiSavanje Src, koje vodi k priblizavanju razine osjetljivost Cal2y
stanica na cisplatinu i mitomicin C v integrin B5-stabilno transficiranom klonu Cal27-2Bz,
dovesti do povecanja ekspresije c/AP1 (BIRC3) gena. Kako je promjena ekspresije krenula u
suprotnom smijeru, zaklju¢ujemo da se ne radi o molekuli povezanoj s mehanizmom

otpornosti stanica Cal27-2B1 potaknutim transfekcijom gena za podjedinicu integrina ;.
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Utisavanje ILK u stanicama Cal27-2B1 dovelo je do statisti¢ki znacajno smanjene
ekspresije gena /L6 u odnosu na stanice Cal27-2B1 transficirane kontrolnom siRNA (Slika
31). Konstitutivna ekspresija gena /L6 povecana je u integrin B3-stabilno transficiranim
klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3, a djelovanjem cisplatine raste u svim stanicama tako da se
zadrzava povecana ekspresija u otpornim stanicama s obzirom na kontrolne stanice. Kako je
iz literature poznato da ILK pozitivno utjece na ekspresiju interleukina 6 (Wani i sur. 2011),
bilo je za ocekivati da ce utiSavanje ILK u stanicama Cal27-2B1 dovesti do smanjene
ekspresije IL6 gena, Sto su rezultati prikazani na slici 31 potvrdili. Stoga se moze zakljuditi da
je ekspresija interleukina 6 vezana na ekspresiju ILK u stanicama modela Cal27 i nije
povezana s mehanizmom otpornosti stanica Cal27-2B1 potaknutim transfekcijom gena za

podjedinicu integrina B;.

4.15. Integrin B;-stabilno transficirane stanic¢ne linije Cal27-2B1 i
Cal27-2B3 pokazuju smanjenu migratornu sposobnost prema
kontrolnim stanicama Cal27 i Cal27-®

Vezanje integrina za proteine izvanstani¢nog matriksa vodi do aktivacije signalnih
putova koji utjeCu na sposobnost migracije stanica, koja je neophodna za normalan razvoj
tkiva, odrzavanje homeostaze i popravak, ali ima i vaznu ulogu u patoloskim stanjima
organizma te predstavlja preduvjet za invaziju i metastaziranje tumora (Wong i sur. 1998;
Hood i Cheresh 2002). Kako bi izmjerili sposobnosti migracije stanica modela Cal27 odreden
je broj prethodno izgladnjelih stanica koje su migrirale kroz pore Boyden komorica (Slika
32.A) prema serumu kao kemoatraktantu. Slika 32.B prikazuje kvantifikaciju relativne
migracije integrin B;-stabilno transficiranih klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3, te kontrolnog
klona Cal27-® prema stanicama Cal27. Integrin B;-stabilno transficirani klonovi Cal27-2B1 i
Cal27-2B3 pokazuju znacajno smanjenu sposobnost migracije, i to za 45%, odnosno 65% u
odnosu na stanice Cal27, dok se migracija kontrolnog klona Cal27-® ne razlikuje znacajno
od one izmjerene za stanice Cal27. S obzirom da je u klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3
zabiljezena smanjena kolicina pSrc (Y418) ovaj rezultat je u skladu s nasim ocekivanjima, jer
je pokazano da povecana fosforilacija Src korelira sa pove¢anom sposobnosc¢u migracije

stanica (Shor i sur. 2007; Meenderink i sur. 2010; Zhu i sur. 2013).
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Slika 32. Migracija stanica modela Cal27. (A) Test migracije stanica modela Cal27. Dvadeset i Cetiri sata
nakon izgladnjivanja stanica inkubacijom u hranjivoj podlozi DMEM, stanice se nasade u Boyden komorice za
migraciju te se ostave migrirati prema hranjivoj podlozi DMEM-FCS koja se nalazi s druge strane membrane s
rupama promjera 8 pm. Nakon 24 sata stanice koje su prosle kroz rupe na drugu stranu membrane Boyden
komorica se fiksiraju i slikaju pod mikroskopom te izbroje, a rezultati statisticki obrade. (B) Kvantifikacija
relativne migracije integrin B5-stabilno transficiranih klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3, kontrolnog klona Cal27-®
prema stanicama Cal27. Prikazan je reprezentativni pokus od tri pokusa sa sli¢nim rezultatima.
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Otpornost posredovana integrinima, jedan od mehanizama otpornosti tumorskih
stanica na protutumorske lijekove, posljedica je interakcije stanica s izvanstanicnim
matriksom preko integrina. Integrini djeluju kao mehanosenzori, adhezijske molekule i
mjesta prijenosa signala, a integrinima posredovane interakcije s izvanstanicnim matriksom
vazne su za prihvadanje stanica, organizaciju citoskeleta, migraciju, proliferacijy,
diferencijaciju i prezivljenje stanica tijekom velikog broja bioloskih procesa poput
embrionalnog razvitka, imunosnog odgovora, resorpcije kosti, agregacije trombocita te
patoloskih procesa poput upale, angiogeneze i metastaziranja tumora (Hynes 2002; Guo i
Giancotti 2004). Integrini o,B; ifili oBs aktiviraju signalne puteve kojima se smanjuje
osjetljivost razlicitih tipova stanica na protutumorske lijekove, kao sto je inhibicija apoptoze,
smanjena proliferacija stanica ili promjena u molekuli na koju protutumorski lijek ciljano
djeluje (Uhm i sur. 1999; Maubant i sur. 2002; Kozlova i sur. 2004; Menendez i sur. 2005;
Vellon i sur. 2007; Brozovic i sur. 2008; Wang i sur. 2009; Jinushi i sur. 2012; Tumbarello i sur.
2012; Long i sur. 2013). Osim sto se nalaze na samim tumorskim stanicama, gdje reguliraju
migraciju i invaziju (Desgrosellier i Cheresh 2010), integrini o,f; i a,B; nalaze se i na
endotelnim stanicama u angiogenezi u tumoru, gdje imaju klju¢nu ulogu u stvaranju krvnih
zila tumora i na taj nacin omogucavaju njegov rast (Weis i Cheresh 2011). Prema tome,
integrini a,B; i a,Bs predstavljaju ciljne molekule za terapiju tumora s idejom inhibicije
angiogeneze, ali s obzirom da imaju i ulogu u osjetljivosti stanica tumora na protutumorske
lijekove, predstavljaju i ciljne molekule na stanicama tumora s idejom povecanja osjetljivosti
tumorskih stanica na protutumorske lijekove. Primjerice, u stanicama glioma, integrini a,f; i
a,Bs koji vezu vitronektin, okidaju signale koji Stite stanice od djelovanja inhibitora
topoizomeraze |, topotekana (Uhm i sur. 1999). Povecana ekspresija integrina oyf;
pokazana je u stanicama tumora dojke otpornim na cisplatinu dobivenih viSekratnim
izlaganjima stanica cisplatini (Maubant i sur. 2002), dok je povecana koli¢ina integrina a,f;
pokazana u stanicama karcinoma grkljana covjeka (HEp2) otpornim na cisplatinu dobivenim
na slican nadin (Ambriovic¢-Ristov i sur. 2004). lzravan dokaz da povecana ekspresija
integrina o5 na stanicama HEp2 osigurava otpornost na cisplatinu, ali istovremeno i na
doksorubicin i mitomicin C, dobiven je istraZivanjem integrin B,-stabilno transficiranih
stanica HEp2 koje eksprimiraju na svojoj povrsini integrin a,B;. De novo ekspresija integrina
ayB; u HEp2 stanicama povecala je ukupnu kolicinu glutationa, koja je omogudila bolje

prezivljenje stanica djelotvornijim uklanjanjem nastalih reaktivnih kisikovih vrsta u stanici



5.RASPRAVA|111

koje nastaju kao posljedica djelovanja spomenutih protutumorskih lijekova (Brozovic i sur.
2008). Svi ovi rezultati potakli su nas da bolje istraZimo mogucnost de novo ekspresije
integrina o,B; i njegovu ulogu u otpornosti tumorskih stanica na djelovanje protutumorskih
lijekova i to u modelu stanica karcinoma plocastog epitela jezika Covjeka (Cal27). Rezultati
opisani u ovoj disertaciji pokazuju da de novo ekspresija integrina a,; povecava otpornost
stanica Cal27 na protutumorske lijekove smanjivanjem kolic¢ine pSrc (Y418).

Stanice Cal27 ne eksprimiraju mRNA specificnu za podjedinicu integrina B; (Slika 11),
kao ni integrin o,B; na svojoj povrsini (Slika 12), ali je zato u integrin [5-stabilno
transficiranim klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3 potvrdena ekspresija mRNA specifi¢ne za
podjedinicu integrina B, Cija je kolic¢ina veca u klonu Cal27-2B1 od one u klonu Cal27-2B3
(Slika 11), Sto je u skladu s koli¢inom integrina a,f; eksprimiranog na povrsini stanice (Slika
12). Kako se podjedinica integrina B; moze vezati samo na podjedinice ayp i ay, a integrin
ayipP3; nalazimo samo na trombocitima, u ovim klonovima je bez sumnje doslo do de novo
ekspresije integrina o, 3; vezanjem podjedinice integrina 85 na slobodnu koli¢inu podjedinice
integrina a, u stanici. Transfekcija podjedinice integrina B; u stanicama Cal27-2B1 i Cal27-
2B3 dovela je i do povecane ekspresije heterodimera a,; na povrsini stanica (Slika 12) i to
preko poticanja ekspresije mMRNA specifi¢ne za podjedinicu integrina B (Slika 13). Ekspresija
heterodimera o, veca je u klonu Cal27-2B3 nego u klonu Cal27-2B1 iako je koli¢ina mRNA
manja u Cal27-2B3 nego u klonu Cal27-2B1. U stanicama Cal27-2B1 i Cal27-2B3, u odnosu na
stanice Cal27 i kontrolni klon Cal27-®, nisu pronadene razlike u ekspresiji mRNA za ostale B
podjedinice koje se mogu vezati na podjedinicu ay, niti za ekspresiju mRNA podjedinice a,
(Slika 13). Povecanje ekspresije integrina o,B; i o,Bs na povrsini stanica odrazava se u
povecanoj kolic¢ini ukupne podjedinice integrina a, (Slika 12).

Santala i Heino (1991) pretpostavili su da je koli¢cina odredenog heterodimera
integrina na povrsini stanice ovisna o ekspresiji podjedinice integrina a,, zbog toga sto
uvijek postoji visak podjedinica B u stanici. U stanicama Cal27-2B1 transfekcijom integrina
B, dodlo je do prateceg povecanja ekspresije podjedinice integrina B¢ (Slika 13). Kako se
koli¢ina podjedinice integrina o, nije transkripcijski povecala (Slika 13), vrlo je vjerojatno da
je ona ogranicavajudi faktor vezanja podjedinica B. Stoga je povecana koli¢ina integrina a3,
u klonu Cal27-2B1, veca od one u klonu Cal27-2B3, dovela do manje koli¢ine integrina o
na povrsini klona Cal27-2B1 jer nema dovoljno slobodne podjedinice integrina a, na koju bi

se ostatak podjedinice integrina B vezao. Obrnuto, manja koli¢ina transficiranog gena za
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podjedinicu integrina B; u klonu Cal27-2B3 dovela je do manjeg povecanja ekspresije
podjedinice integrina B, iako je ekspresija mMRNA specificne za podjedinicu integrina s veca
u klonu Cal27-2B1 nego u klonu Cal27-2B3 (Slika 13). Medutim, kako je nakon vezanja
podjedinice integrina B; u heterodimer a,[3; ostalo vise slobodne podjedinice integrina a,, na
nju se moglo vezati vise podjedinice integrina B i zbog toga je doslo do vece ekspresije
heterodimera o3 u klonu Cal27-2B3 (Slika 12).

Ovakva regulacija ekspresije integrina drugacija je od one opisane na modelu HEp2,
u kojem su Ambriovic-Ristov i suradnici (2004) transfekcijom gena za podjedinicu integrina
B, izdvojili 6 klonova u kojima je doslo do de novo ekspresije integrina a,f;, tako da je svaki
sljedeci klon imao vecu ekspresiju od prethodnog. Mjerenje ekspresije integrina o, i B U
ovim klonovima pokazalo je da u prva tri klona, u kojima je eksprimirana relativno mala
koli¢ina integrina o35, dolazi do vrlo malog smanjenja ekspresije integrina oB; i to vrlo
vjerojatno zbog kompeticije podjedinica integrina B; i B; za raspolozivu podjedinicu
integrina a,, dok ekspresija ukupne koli¢ine podjedinice integrina a, nije promijenjena. U
druga tri klona, u kojima je eksprimirana veca koliina integrina a,f;, dolazi do znacajnog
smanjenja ekspresije integrina a,fs, ali i do povecanja ukupne koli¢ine podjedinice integrina
ay na povrsini stanice, pracenog povec¢anom transkripcijom gena za podjedinicu integrina ay,
Tocan mehanizam ovih promjena, posebice transkripcijskog povecanja podjedinice
integrina a, nije poznat (Majhen i sur. 2009).

U stani¢nim modelima HEp2 (Ambriovi¢-Ristov i sur. 2004) i Cal27 (ovaj rad) istrazivana
je povecana ekspresija kao posljedica stabilne transfekcije, medutim, u modelu stanica
MDA-MB-453S istrazivan je ucinak utiSavanja podjedinica B5/Bs vec prisutnih heterodimera
integrina a5 i a,Bs i pokazano je da postoji ravnoteza u njihovoj ekspresiji (Stojanovic i sur.,
neobjavljeni podaci). UtisSavanjem podjedinice integrina B; smanjila se ekspresija integrina
a,fB;, ali se povecala ekspresija integrina o,Bc. S druge strane, utiSavanje podjedinice
integrina Bs smanjilo je ekspresiju integrina o,Bs;, i povelalo ekspresiju integrina o,f;.
Pretpostavka je da se podjedinica integrina ay, oslobodena nakon transfekcije B5- odnosno
B.- specificne siRNA, spojila sa podjedinicom B odnosno B prisutnom u stanici u suvisku i
dovela do povecanja ekspresije integrina a,Bs odnosno a,B;. Pri ovim utidavanjima koli¢ina
ukupne podjedinice integrina oy nije se znacajno mijenjala. Za ovakav jednostavan primjer
tzv. vage u ekspresiji integrina a5 i ayB; vrlo je vjerojatno odgovorno to da ove stanice na

svojoj povrsini nemaju integrin o,f,, koji bi eventualno mogao povuci slobodan a, nakon
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utiSavanja gena za [, ili Bs podjedinice integrina. Jo$ je primjera u literaturi koji pokazuju
drugacije regulacije. Tako na modelu stanica karcinoma gusterace FG koje eksprimiraju
integrin a,Bs, ali ne i integrin a,B,, transfekcija gena za podjedinicu integrina B; i de novo
ekspresija integrina a5 nije utjecala na ekspresiju drugih a, integrina (Leavesley i sur.
1992). Svi ovi rezultati pokazuju da je regulacija ekspresije integrina na povrsini stanice
ovisna o modelu stanice i ve¢ postojecem repertoaru integrina.

Povecana ekspresija integrina a,B; i oyBs na povrsini stanice nuzno vodi prema
povecanoj sposobnosti stanica da se vezu na komponente izvanstani¢cnog matriksa (Hynes
1992). Ova veza izmedu ekspresije integrina i adhezije vrijedi i u modelu Cal27, u kojem
stanice s povecanom ekspresijom integrina a,B; i o,Bs jace adheriraju na vitronektin i
fibronektin, a uspjesnost vezanja korelira s koli¢inom integrina na povrsini stanice. Tako se
na fibronektin, na koji se veze integrin a,f3,, jace vezao klon Cal27-2B1 koji ima vise integrina
ayf; (Slika 14.C), dok sposobnost vezanja na vitronektin, koji veze oba integrina, korelira s
kolicinom ukupne ekspresije podjedinice integrina a, i najveca je u klonu Cal27-2B3 (Slika
14.B). | na stanicama tumora jajnika IGROV-1 pokazana je zajednicka uloga ova dva
integrina u vezanju stanica na vitronektin (Maubant i sur. 2007).

Unatoc¢ tome Sto je objavljen niz radova koji pokazuju da ekspresija integrina moze
osigurati povecano prezivljenje razli¢itih tipova tumorskih stanica (Damiano i sur. 1999;
Sethi i sur. 1999) nakon izlaganja protutumorskim lijekovima, u literaturi postoje oskudni
podaci o tome da upravo integrini o,B; i ofs direktno posreduju u otpornosti na
protutumorske lijekove, no svi oni redom pokazuju da povecana ekspresija ovih integrina
dovodi do pojave smanjene osjetljivosti stanica na izlaganje djelovanju protutumorskih
lijekova poticanjem signalnih puteva koji Stite stanicu od smrti (Uhm i sur. 1999; Menendez i
sur. 2005; Wang i sur. 2009). Stoga je vrlo izgledno da se modulacijom ekspresije integrina
na povrsini stanica moze mijenjati osjetljivost stanica na djelovanje protutumorskih lijekova.
Brozovic i suradnici (2008) pokazali su na modelu stanica karcinoma grkljana covjeka
(HEp2), na kojima je transfekcijom inducirana ekspresija o,B; integrina, zajednicki
mehanizam otpornosti ovih stanica na tri protutumorska lijeka: cisplatinu, doksorubicin i
mitomicin C povecanjem ukupne koli¢ine glutationa kao posljedice povecanja ekspresije
integrina o,B;, koja je omogudila bolje preZivljenje stanica djelotvornijim uklanjanjem
reaktivnih kisikovih vrsta nastalih djelovanjem ova tri lijeka. S obzirom da je isti princip de

novo ekspresije integrina a,B; pomocu transfekcije plazmida koji nosi gen za podjedinicu
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integrina B5 primijenjen na stanicnom modelu Cal27, pretpostavili smo da ¢emo i u ovom
modelu, kao i u stanichom modelu HEp2, vidjeti povecanu otpornosti na ova tri
protutumorska lijeka. To se pokazalo to¢nim, ali smo u stani¢cnom modelu Cal27 primijetili
povecanu otpornost stanica na djelovanje veceg broja protutumorskih lijekova koji svojim
mehanizmima na izravan ili neizravan nacin utjecu na DNA: cisplatinu, doksorubicin,
mitomicin C, etopozid i 5-fluorouracil (Slika 15.A, B ,C, D, E). Provjerili smo i osjetljivost
stanica Cal27 stanicnog modela na vinkristin i paklitaksel, lijekove ¢iji je mehanizam
djelovanja vezan uz organizaciju mikrotubula, ali se ona nije mijenjala (Slika 15.F, G). Prema
profilu protutumorskih lijekova mogli smo pretpostaviti da mehanizam otpornosti u
stani¢cnom modelu Cal27 nece biti jednak onome koji je zabiljezen u stanicnom modelu
HEp2. Pretpostavka se pokazala to¢nom jer su sve stanice modela Cal27 pokazivale jednaku
koli¢inu glutationa, te nisu mijenjale osjetljivost na protutumorske lijekove modulacijom
kolic¢ine glutationa u stanici (Slika 18).

Pri svim ovim pokusima integrini o,B; i a,Bs bili su vezani za odgovarajuce proteine
izvanstanicnog matriksa koji im omogucuju okidanje nizvodnih signala. Taj zakljucak
proizlazi iz cinjenice da se opazena razlika u osjetljivosti stanica modela Cal27 na
protutumorske lijekove ne mijenja kada se stanice uzgajaju na podlozi prethodno oblozenoj
vitronektinom, na koji se veZu oba integrina o, B; i o Bs (rezultati nisu prikazani). Tumorske
stanice mogu same proizvoditi i izluCivati komponente izvanstanicnog matriksa, Sto je i
pokazano imunohistokemijskom analizom tumora malih stanica pluca (Sethi i sur. 1999).
Bududi da u vedini sluCajeva smanjeno vezanje stanica na izvanstanic¢ni matriks dovodi do
anoikisa, smatra se da upravo ova sposobnost tumorskih stanica da same lu¢e komponente
izvanstani¢nog matriksa kada su u nakupinama omogucuje njihovo prezivljenje. Zanimljivo
je da literaturni podaci pokazuju da je proliferacija Cesto povezana s ekspresijom integrina
na stanicama, kao Sto je to kod stanica tumora jajnika (Maubant i sur. 2002) i zvjezdastim
stanicama jetre (Zhou i sur. 2004), gdje povecana ekspresija integrina o, i/ili a5 i njihovo
vezanje na proteine izvanstanicnog matriksa povecava brzinu proliferacije stanica. U
stani¢cnom modelu Cal27 nema promjene u proliferaciji (Slika 14.A), a primijeceno grupiranje
krivulja rasta stanica Cal27 i kontrolnog klona Cal27-® i onih klonova s poveéanom
ekspresijom integrina o,B; i a,Bs, Cal27-2B1 i Cal27-2B3, posljedica je bolje adhezije klonova
Cal27-2B1 i Cal27-2B3 na proteine izvanstani¢nog matriksa vezanih na podlogu (Slika 14.B,

Q.
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Proteini izvanstani¢nog matriksa stupaju u interakciju s integrinima na povrsini
stanice, ¢ime dolazi do nakupljanja (engl. clustering) integrina na membrani stanice i
dinamicne reorganizacije struktura stanice (Paszek i sur. 2009), stoga postoji mogucnost da
je u klonovima koji pokazuju otpornost na protutumorske lijekove doslo do smanjenog
nakupljanja protutumorskih lijekova u stanici (Gottesman 2002). Izmjerena koli¢ina dimera
gvanina nastalih djelovanjem cisplatine u stanicama modela Cal27 pokazala je korelaciju
izmedu koli¢ine dimera gvanina u stanicama i doze cisplatine kojoj su stanice izlozene i
potvrdila da nije doslo do smanjenog unosa cisplatine u stanice (Slika 17). Stoga je potrebno
istraziti druge mehanizme otpornosti na protutumorske lijekove.

De novo ekspresija integrina a,B; i povecana ekspresija integrina o,fs razlikuje
klonove Cal27-2B1 i Cal27-2B3 od kontrolnih stanica, medutim, upravo je de novo ekspresija
integrina a,B; ta koja je odgovorna za otpornost Cal27-2B1 i Cal27-2B3 na razlidite
protutumorske lijekove. To su pokazali eksperimenti utiSavanja podjedinica integrina o, i Bs.
Izuzetno uspjesno utiSavanje podjedinice integrina a,, nakon kojeg se u stanicama ocekuje
smanjena ekspresija svih heterodimera integrina a,, dovodi do povecanja prezivljenja
stanica Cal27 i smanjenog ili nepromijenjenog prezivljenja klona Cal27-2B1 nakon izlaganja
djelovanju cisplatini, mitomicinu C i etopozidu, protutumorskim lijekovima koje smo
odabrali zbog drugacijih mehanizama djelovanja ali koji su svi povezani s utjecajem na DNA
stanice (Slika 19). | dok je rezultat utisavanja podjedinice integrina a, u stanicama Cal27
odraz ukupnog utjecaja svih a, integrina koji se eksprimiraju na povrsini stanica Cal27, medu
kojima nema integrina a,B;, u klonu Cal27-2B1 upravo je de novo ekspresija integrina o,
i/ili povecana ekspresija integrina a,B; razlog za smanjeno prezivljenje.

Postoje razli¢iti radovi koji govore o utjecaju ekspresije integrina a,B; ifili o,Bs na
otpornost stanica na djelovanje protutumorskih lijekova. Tako su u stanicama tumora dojke
MCF-7 i MDA-MB-231 Wang i suradnici (2009) pokazali da faktor rasta veznog tkiva (CTFR)
koji se veze na integrin a,fB; osigurava otpornost na doksorubicin i taksol pove¢anom
ekspresijom Bcl-xL i clAP1. Povecanje aktivnost P-glikoproteina posredovano interakcijom
proteina CCN1 (CYR61) i integrina o,f; te aktivacijom PI3K/Akt signalnog puta potice
otpornost stanica tumora bubrega na vinblastin (Long i sur. 2013). U stanicama tumora
dojke MCF-7 otkriveno je da zastita od ostecenja nastalih izlaganjem paklitakselu,
doksorubicinu i B-lapachonu, posredovana CYR61 potaknutim povecanjem ekspresije

integrina a,B;, moze biti dokinuta upotrebom blokiraju¢ih monoklonskih protutijela na
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integrin a,B; (Menendez i sur. 2005). Uhm i suradnici (1999) pokazali su da stanice glioma
Covjeka otporne na topotekan imaju povecanu ekspresiju integrina a,B; i o,Bs te da je
mehanizam otpornosti povezan s povecanjem Bcl-2 i Bcl-XL. S druge strane, u stanicama
tumora jajnika SKOV3 pokazano je da inhibicija ekspresije integrina o,B; povecava
otpornost ovih stanica na apoptozu izazvanu djelovanjem paklitaksela (Tumbarello i sur.
2012).

Da povecana ekspresija integrina o,Bc nije ukljuCena u povecanje otpornosti na
protutumorske lijekove pokazali smo utiSavanjem podjedinice integrina B;, kojom moze
doci jedino do smanjene ekspresije integrina a,fs. lako utisavanje podjedinice integrina B u
odredenoj mjeri utjecCe na prezivljenje stanica Cal27 i Cal27-2B1 (pri djelovanju etopozida, ali
ne i cisplatine i mitomicina C), ne dolazi do utjecaja na razliku u osjetljivosti ovih stanica
(Slika 20). Kljucan dokaz za ovu tvrdnju je taj Sto se za sva tri protutumorska lijeka
utiSavanjem podjedinice integrina s ne dobiva isti obrazac otpornosti, dok se isti obrazac
dobiva za utiSavanje podjedinice integrina a,, a stanice Cal27 i Cal27-2B1 razlikuje upravo
ekspresija integrina a,f3;.

Slicni podaci da integrin o,Bs, usprkos promijenjenoj ekspresiji, ne utjece na
otpornost na protutumorske lijekove mogu se naci u literaturi. Tako su Maubant i suradnici
(2007) pokazali na stanicama tumora jajnika IGROV-1 otpornim na cisplatinu da de novo
ekspresija integrina o, s ne mijenja otpornost ovih stanica na djelovanje cisplatine. S druge
strane u stanicama dojke MCF7 otpornim na djelovanje doksorubicina putem povecane
otpornosti na anoikis dolazi do drasticnog smanjenja ekspresije integrina o, no niti ovdje
promjena u ekspresiji ovog integrina ne igra ulogu u mehanizmu otpornosti (Morozevich i
sur. 2006).

Integrini se vezu na proteine izvanstani¢nog matriksa i prenose signale iz okoline u
stanicu (Hynes 2002), no da bi to mogli napraviti moraju se vezati na protein kinaze koje se
nalaze u fokalnim adhezijama. Kinaze na koje se integrini mogu direktno vezati su kinaza
fokalnih adhezija (engl. focal adhesion kinase, FAK), nereceptorska tirozin kinaza Src (Src) i
kinaza vezana za integrine (engl. integrin linked kinase, ILK) (van der Flier i Sonnenberg
2001; Millard i sur. 2011), a u stanicama modela Cal27 upravo su ekspresije Src i ILK kao i
ekspresije njihovih fosforiliranih oblika promijenjeni (Slika 21). Promjene u ekspresiji protein
kinaza primijecene su i u drugim modelnim sustavima u kojima nalazimo promjene u

ekspresiji integrina i prezivljenja. Tako je na stanicama tumora jajnika IGROV1 i SKOV-3
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pokazano da integrini ay, to¢nije integrini a,pB; i aBs, reguliraju proliferaciju stanica preko
ILK (Cruet-Hennequart i sur. 2003). Stupanjem u interakciju s paksilinom, proteinima
PINCH-1 i PINCH-2 te proteinima koji vezu F-aktin, ILK aktivira PI3K/Akt signalni put kojim
se stimulira prezivljenje stanica (Dedhar 2000; Nikolopoulos i Turner 2001). Kako smo u
integrin  B5-stabilno transficiranim klonovima primijetili povecanu ekspresiju ILK,
pretpostavili smo njegovu ulogu u otpornosti iako je fosforilirani oblik pILK (T173), kojeg su
Suh i suradnici (2011) povezali s pove¢anom signalizacijom ILK-a (Suh i Han 2011), u ovim
stanicama smanjen. Naime, literaturni podaci pokazuju da je protein ILK istodobno i
adaptorni protein i kinaza (Hannigan i sur. 2011), pa mu za modulaciju signalnih puteva nije
nuzno potrebna kinazna aktivnost.

Pokazali smo da povecana ekspresija ILK, za koji je poznato da se moze direktno
vezati na integrin o,; (Hannigan i sur. 1996), nije odgovorna za otpornost stanica modela
Cal27 na protutumorske lijekove. UtiSavanje gena za ILK u stanicama Cal27-2Bz1, iako je bilo
uspjeSno u smanjenju ekspresije ILK i utjecalo na prezivljenje stanica, nije dovelo do
smanjivanja otpornosti stanica Cal27-2B1 na cisplatinu, mitomicin C i etopozid u odnosu na
stanice Cal2y, Stovise profil prezivljenja razli¢it je za svaki ispitani protutumorski lijek, sto je
samo po sebi pokazatelj neukljucenosti ILK (Slika 22). Takoder pretpostavljamo da ni
povecana ekspresija ILK nije direktno povezana sa smanjenom ekspresijom Src u integrin
B,-stabilno transficiranim klonovima, jer se ekspresija Src/pSrc (Y418) nije promijenila nakon
utiSavanja ILK (Slika 22).

U ovom smo radu pretpostavili da su povecana ekspresija ILK i povecana ekspresija
integrina a,Bs U integrin B;-stabilno transficiranim klonovima povezane. Naime, ni
utiSavanje integrina a,Bs niti utiSavanje ILK nije dovelo do promjena u otpornosti stanica
Cal27 i Cal27-2B1. Iz rezultata utiSavanja o, pri Cemu je doslo do smanjivanja ekspresije
Src/pSrc (Y418) i istovremenog povecanja ILK (Slika 27), zakljucili smo da se u Cal2y
stanicama integrin o,Bs veze na Src, dok se u integrin B5-stabilno transficiranom klonu
Cal27-2B1 veze na ILK. Dakle ekspresija Src ifili pSrc (Y418) regulira ekspresiju ILK, dok
obrnuto ne vrijedi.

Ovaj rezultat predstavlja potpuno novi podatak o povezanosti ILK i integrina o, B, s
obzirom da dosadasnja istrazivanja pokazuju da se ILK direktno veZze i provodi signale s
podjedinice integrina B, i B; (Hannigan i sur. 1996). Funkcija integrina a,fB; i njegova uloga u

signalnim putevima u stanici puno je manje istrazena od funkcije integrina a,f;, vjerojatno
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zato Sto je to integrin koji nalazimo gotovo na svim stanicama. Uz to, malo je podataka u
literaturi koji pokazuju vezu izmedu ekspresije Src i ILK. Oneyama i suradnici (2012) opisali
su regulaciju kompleksa Src i ILK, u kojem povecana ekspresija Src preko inhibicije mi-RNA
miR-542-3p dovodi do povecane ekspresije ILK.

Sli¢an ucinak tj. smanjenje ekspresije Src/pSrc(Y418) dobiva se utiSavanjem gena za
podjedinicu integrina o, u stanicama Cal27, ali ne i u stanicama Cal27-2B1 (Slika 26).
Medutim, nakon utiSavanja gena za podjedinicu integrina a,, Sto dovodi do smanjene
ekspresije svih integrina a,, pokazana je povecana otpornost na sva tri protutumorska lijeka
(Slika 19). Kako je moguce da utisavanje podjedinice integrina B;, $to dovodi do smanjene
ekspresije integrina o, ¢, ne pokazuje isti ucinak na osjetljivost na protutumorske lijekove?
Vrlo je vjerojatno da izlaZenje pSrc (Y418) iz fokalnih adhezija s integrinom a,3; nema ulogu
u osjetljivosti na protutumorske lijekove, vec je upravo izlazenje pSrc (Y418) iz fokalnih
adhezija nastalih vezanjem drugih integrina o, odgovorno za promjenu u osjetljivosti na
protutumorske lijekove.

Mnogi radovi pokazuju da se integrin a,f3; veZe direktno na Src (Arias-Salgado i sur.
2003) i na taj nacin moze utjecati na proliferaciju tumora (Duxbury i sur. 2004a; Huveneers i
sur. 2007), ali vrlo vjerojatno i na promjenu osjetljivosti na protutumorske lijekove. Za punu
enzimsku aktivnost Src mora biti fosforiliran u svojoj kinaznoj domeni na tirozinu 418, sto je
jedno od mjesta autofosforilacije (Arias-Salgado i sur. 2003; Playford i Schaller 2004;
Summy i Gallick 2006; Sen i Johnson 2011), te smo stoga osim ukupne kolicine Src posebnu
paznju posvetili upravo ovom Src obliku. Smanjena ekspresija Src i pSrc (Y418) u klonovima
s de novo ekspresijom integrina a,B; (Slika 21) neolekivani je rezultat. Prema podacima iz
literature ocekivali smo povecanje kolic¢ine pSrc (Y418) u fokalnim adhezijama nakon de
novo ekspresije integrina o,f;. Medutim, dogodilo se upravo obrnuto, de novo ekspresija
integrina a,B; dovela je smanjenja kolicine Src i pSrc (Y418). Moguce je da je prvo uslijedilo
smanjenje ekspresije Src, a onda zbog manje raspolozivosti Src dolazi i do smanjene kolicine
pSrc (Y418). Kako bi istrazili da li je smanjenje Src, i eventualno pSrc (Y418), dovoljno u
Cal27 stanicama da promijeni osjetljivost na protutumorske lijekove, utisali smo Src u Cal27
stanicama. Uistinu, utiSavanjem Src smanjila se ne samo koli¢ina Src nego i koli¢ina pSrc
(Y418) u stanicama Cal2y, Sto je povecalo prezivljenje ovih stanica i time se priblizilo
zabiljezenom prezivljenju u klonu Cal27-2B1 (Slika 23). Potvrdu klju¢ne uloge pSrc (Y418) u

osjetljivosti stanica Cal27/Cal27-2B1 na protutumorske lijekove dobili smo primjenom
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inhibitora fosforilacije Src (Y418), dasatiniba (Shor i sur. 2007; Ceppi i sur. 2009). Rezultati
nedvosmisleno pokazuju da se djelovanjem dasatiniba smanjila fosforilacija Src (Y418) u
stanicama Cal27 (Slika 25.A), nakon cega su stanice postale otporne na djelovanje
protutumorskih lijekova, i ¢ak dostigle razinu osjetljivosti stanica Cal27-2B1 (Slika 25).
Zanimljivo je spomenuti da dasatinib nije imao utjecaj ni na fosforilaciju Src u Cal27-2Bx,niti
na osjetljivost na protutumorske lijekove, moguce zbog ekspresije koja je vec¢ u pocetku
izrazito niska. Vrlo je vjerojatno da u stanicama postoji odredena razina ekspresije Src
potrebna za ostvarivanje fosforilacije Src (Y418) ispod koje je fosforilacija otezana. Stoga
zakljucujemo da smo identificirali smanjenu ekspresiju pSrc (Y418), koji se nalazi na
vrhovima aktinskih niti u fokalnim adhezijama (Slika 29) u stanicama Cal27, kontrolnim
stanicama Cal27-®, ali i integrin B;-stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3,
kao uzrok otpornosti stanica Cal27-2B1 i Cal27-2B3 na protutumorske lijekove.

Na temelju svih iznesenih rezultata mozemo postaviti hipotezu da je povecana
ekspresija integrina a,B; u klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3 dovela do povecane ekspresije
integrina a,fs. Integrin a,B; koji je u stanicama Cal27 bio vezan na pSrc (Y418) u stanicama s
povecanom ekspresijom integrina a,f; i o Cal27-2B1 je vezan za ILK. Nije nam poznato s
kojom kinazom je vezan integrin a,f;, no signal potaknut ovim integrinom je doveo do
smanjenja ukupne koli¢ine proteina Src i pSrc (Y418) koji je izasao iz fokalnih adhezija
vezanih za neki/e od integrina ay, zbog ¢ega je doslo do povecdane otpornosti ovih stanica na
cisplatinu, mitomicin C i etopozid. Ova je hipoteza naizgled u potpunoj suprotnosti s
vec¢inom radova, koji pokazuju da integrin a,f; svojim vezanjem na proteine izvanstani¢nog
matriksa pozitivno regulira aktivnost fosforilacijom Src, Sto dovodi do pojacanog rasta
tumora i otpornosti na protutumorske lijekove (Huveneers i sur. 2007). Rezultat koji je
takoder razli¢it od gore navedenog opce prihvacenog misljenja je onaj koji su opisali
Puigvert i suradnici (2009) koji su pokazali da povecana aktivnost pSrc (Y418) kao posljedica
ekspresije integrina a,B; dovodi do smanjenog prezivljenja tumorskih stanica nakon
izlaganja protutumorskim lijekovima.

Vazno je naglasiti da je dokaz o klju¢noj ulozi smanjene koli¢ine pSrc (Y418) u
stanicama Cal27-2B1 stabilno transficiranim genom za podjedinicu integrina B; indirektan i
dobiven inhibicijom pSrc (Y418) na stanicama Cal27. Pokazali smo da je smanjenje
ekspresije pSrc (Y418) dasatinibom u stanicama Cal27, slicno smanjenju ekspresije pSrc

(Y418) u klonu Cal27-2B1, dovelo do povedanja otpornosti na tri protutumorska lijeka
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(cisplatinu, mitomicin C i etopozid) na razinu odgovarajucu onoj u klonu Cal27-2B1.
Pretpostavili smo i skup dogadaja koji su se pri tome dogodili: (i) ekspresija integrina o,
dovodi do povecane ekspresije integrina o,Bs, te ovaj integrin vise nije povezan s pSrc
(Y418); (i) integrin a,B5 u klonovima s de novo ekspresijom integrina o,3; povezan je s ILK, a
niti jedan od njih nije uklju¢en u mehanizam otpornosti; (iii) gubitak ekspresije pSrc (Y418) u
stanicama Cal27-2B1 u odnosu na Cal27 glavni je uzrok povelane otpornosti stanica na
protutumorske lijekove, a pSrc (Y418), koji se pri tome gubi iz fokalnih adhezija, vezan je na
neke od integrina a,; jedini integrin koji smo pri tome iskljucili je integrin o, Bs.

Za Src je pokazano da potice prezivljenje i otpornost na paklitaksel i cisplatinu u
misjim stanicama tumora jajnika ID8 (Pengetnze i sur. 2003). George i suradnici (2005)
pokazali su da inhibicijom fosforilacije Src dolazi do ponovne osjetljivosti na paklitaksel u
stanicama tumora jajnika Covjeka CaOV3TaxR i misjim stanicama tumora jajnika ID8TaxR
otpornim na djelovanje paklitaksela mehanizmom neovisnim o MDR1. Slican ucinak je
pokazan i na stanicama tumora gusterace, gdje je inhibicija aktivnosti Src dovela do
ponovne osjetljivosti na 5-fluorouracil regulacijom timidilat sintetaze (Ischenko i sur. 2008).
U stanicama tumora mjehura covjeka HAG-1 aktivacija Src potice otpornost na cisplatinu
preko Ras, PI3K ili PKC signalnog puta (Masumoto i sur. 1999). Eksperimenti na stanicama
tumora debelog crijeva pokazali su da se smanjenjem fosforilacije Src povecava citotoksicni
ucinak oksaliplatine (Kopetz i sur. 2009).

Integrin PB5-stabilno transficirani klonovi pokazuju otpornost na protutumorske
lijekove koji na izravan ili neizravan nacin utjecu na DNA, Sto nas je potaklo da pokusamo
identificirati molekulu koja je ukljucena u mehanizam otpornosti, a dio je jednog od procesa
kojima je ciljna molekula DNA. Analiza ekspresije 94 razlic¢ita gena ukljucena u signalne
puteve koji reguliraju pokretljivost stanica, popravak DNA oStelenja, stani¢ni ciklus,
apoptozu i autofagiju (Slika 30) u pokusaju daljnje identifikacije izvrSne molekule nazalost
nije dala pozitivne rezultate. Na temelju prvotno uocenih promjena na konstitutivnoj razini
i/ili u razini ekspresije gena nakon izlaganja djelovanju IC5o koncentracije cisplatine izdvojili
smo 7 razli¢itih skupina gena (Tablica 25) i daljnjom analizom te pregledom literature,
identificirali gene c-IAP1 (BIRC3) i IL6 kao potencijalne molekule uklju¢ene u mehanizam
otpornosti. Oba ova gena povecana su u integrin B;-stabilno transficiranim klonovima, i
konstitutivno i nakon djelovanja cisplatine, gdje se ekspresija gena c-/AP1 (BIRC3) znatno

povecala i dosla na razinu na kojoj nema razlike izmedu kontrolnih i otpornih stanica, a
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ekspresija gena /L6 nakon djelovanja cisplatine u svim stanicama rasla uz zadrzavanje
povecane ekspresija u otpornim stanicama s obzirom na kontrolne. Kako je u literaturi
pokazano da povecana ekspresija gena c-/AP1 (BIRC3) korelira sa pove¢anom otpornosti na
djelovanje protutumorskih lijekova (Tamm i sur. 2000; Imoto i sur. 2001; Amantana i sur.
2004; Notarbartolo i sur. 2004), a povecana ekspresija gena /L6 korelira s povecanom
otpornosti na protutumorske lijekove u razliCitim vrstama tumora (Borsellino i sur. 1995;
Mizutani i sur. 1995; Conze i sur. 2001; Wang i sur. 2010) pretpostavili smo da bi jedan, ili ¢ak
oba gena mogli biti uklju¢eni u mehanizam otpornosti na djelovanje protutumorskih
ljekova u integrin B;-stabilno transficiranim klonovima Cal27-2B1 i Cal27-2B3. Da je
pretpostavka kriva pokazuje analiza ekspresije istih gena nakon utisavanja Src (koji je
uklju¢en u mehanizam otpornosti) i ILK (koji nije uklju¢en u mehanizam otpornosti) (Slika
31), iz koje je jasno da je ekspresija interleukina 6 isklju¢ivo vezana na ekspresiju ILK, $to je u
literaturi ve¢ poznato (Wani i sur. 2011), i nije odgovorna za otpornost integrin B5-stabilno
transficiranih klonova na protutumorske lijekove (ovaj rad). Isto vrijedi i za gen c-IAP
(BIRC3), koji kodira za inhibitore apoptoze. Ocekivano je da Ce utiSavanje Src u stanicama
Cal27, koje Cini stanice otpornima na djelovanje cisplatine i mitomicina C, dovesti do
povecanja ekspresije clAP1 (BIRC3) gena, medutim, to se nije desilo, ve¢ se Stovise
ekspresija clAP1 (BIRC3) gena smanijila (Slika 31). Ocito je da se radi o nekim drugim
molekulama i stoga su potrebna daljnja istrazivanja kako bi identificirali izvrSnu molekulu i
detaljan mehanizam otpornosti stanica Cal27 na protutumorske lijekove posredovan
ekspresijom integrina o, f;.

Da bi se u viSestani¢nim organizmima mogli odvijati procesi normalnog razvoj tkiva,
odrzavanja homeostaze i popravka, neophodno je da stanice imaju sposobnost migracije.
Medutim, ova karakteristika stanica je ujedno i jedan od preduvjeta za invaziju i
metastaziranje tumora u organizmu, a upravo vezanje integrina za proteine izvanstani¢nog
matriksa vodi do aktivacije signalnih putova koji omogucavaju integrinima da reguliraju
oblik stanice i procese kao Sto su adhezija, migracija i dioba (Wong i sur. 1998; Hood i
Cheresh 2002). U ovom smo radu pokazali i smanjenu sposobnost migracije integrin -
stabilno transficiranih klonova Cal27-2B1 i Cal27-2B3 prema kontrolnim stanicama (Slika
32), Sto je u suprotnosti s literaturom koja uglavnom povezuje povecanu ekspresiju integrina
ayfB5i o Bs s povecanom sposobnosti migracije stanica. Pretpostavljamo, iako za to nemamo

direktan dokaz, da je to posljedica smanjene koli¢ine pSrc (Y418), s obzirom da je koli¢ina
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pSrc (Y418) manja u Cal27-2B3 nego u Cal27-2B1 i korelira s migracijom u ovim stanicama, a
puno je literaturnih podataka koji povezuju povecanu fosforilaciju Src (Y418) s pove¢anom
sposobnoscu stanica da migriraju (Shor i sur. 2007; Huveneers i sur. 2008; Meenderink i sur.
2010; Zhu i sur. 2013). Daljnji su pokusi potrebni kako bi se sa sigurnos¢u utvrdio tocan
uzrok.

Ovim radom smo Zeljeli na modelu stanica karcinoma plocCastog epitela jezika
Covjeka Cal27 istraziti ulogu de novo ekspresije integrina o,f; u osjetljivosti stanica na
djelovanje razlicitih protutumorskih lijekova, u svrhu otkrivanja molekula ukljucenih u
mehanizam otpornosti stanica na protutumorske lijekove. Otkrili smo da integrin o,B; Cini
stanice otpornima na protutumorske lijekove izazivajuci smanjenje ekspresije pSrc (Y418).
Daljnji pokusi, kojima bi se u potpunosti rasvijetlio ovaj mehanizam, potrebni su za pravilnu
procjenu pogodnosti inhibitora integrina o,B; s ciljem povecanja osjetljivosti tumorskih
stanica na protutumorske lijekove i uspjesnijeq lijecenja tumora.

Kako je Src ved prepoznat kao potencijalna ciljna molekula u terapiji tumora (Zhang i
Yu 2012), neki njegovi inhibitori vec se nalaze u klinickim ispitivanjima (Kim i sur. 2009; Sen i
Johnson 2011; Zhang i Yu 2012). Tako je za dasatinib pokazano da moze inhibirati migraciju
i invaziju tumorskih stanica, smanijiti rast tumora, inducirati apoptozu tumorskih stanica i
povecati osjetljivost tumorskih stanica na djelovanje zracenja (Shor i sur. 2007; Ceppi i sur.
2009; Nautiyal i sur. 2009; Raju i sur. 2012). Dasatinib je takoder odobren za lijecenje
kroni¢ne mijeloidne leukemije i Philadelphia kromosom pozitivne akutne limfoplasticne
leukemije odobren od strane FDA (engl. Food and Drug Administration). Postoje radovi koji
pokazuju da se ucinkovitost kemoterapije moze povecati kombiniranjem klasicnih
protutumorskih lijekova s dasatinibom (Milano i sur. 2009; Pichot i sur. 2009; Le i Bast 2011;
Araujo i sur. 2012). Medutim, rezultati ove disertacije pokazuju da u nekim modelima
kombinacija protutumorskih lijekova s inhibitorom aktivnosti Src moze dovesti do upravo
suprotnog ucinka, i smanjenja ucinkovitosti protutumorskih lijekova nakon dasatiniba, te je
stoga potrebno dodatno evaluirati utjecaj inhibicije pSrc (Y418) na odgovor stanica na

djelovanje protutumorskih lijekova.



6. ZAKLJUCCI



6. ZAKLJUCCI|124

1.

Uspostavili smo model u kojem su transfekcijom stanica karcinoma plocastog epitela
jezika Covjeka Cal27 plazmidom koji sadrzi gen za podjedinicu integrina B izdvojeni
klonovi u kojima je doslo do de novo ekspresije integrina o,B;, povecala se ekspresija
integrina o, B¢, povecala se adhezija na vitronektin i fibronektin koja korelira s kolicinom

integrina a5 i a,Bs, @ migracija se smanjila u odnosu na stanice Cal27.

Stanice s de novo ekspresijom integrina a,f; i povecanom ekspresijom integrina o,fs
pokazuju otpornost na protutumorske lijekove cisplatinu, doksorubicin, mitomicin C,
etopozid i 5-fluorouracil u odnosu na stanice Cal27, koja nije posljedica ni smanjenog

nakupljanja lijeka u stanicama, niti promjena u koli¢ini glutationa.

Pokazali smo da je de novo ekspresija integrina a, (35 klju¢na za primijecenu otpornost na

protutumorske lijekove, dok povecana ekspresija integrina o, s to nije.

U integrin B,-stabilno transficiranim klonovima pokazana je smanjena koli¢ina proteina
Src i pSrc (Y418), povecana koli¢ina ILK i smanjena koli¢ina pILK (Thr 173) u odnosu na

Cal27 stanice.

Povecana ekspresija ILK nije uklju¢ena u primije¢en mehanizam otpornosti stanica s de
novo ekspresijom integrina a,f;, nego je smanjenje kolic¢ine pSrc (Y418) odgovorno za

ovaj fenomen.

U stanicama Cal27 Src je vezan na integrin a5, dok je u stanicama u kojima je doslo do
de novo ekspresije integrina o,B; i povelane ekspresije integrina o,Bs doslo do
istiskivanja Src i vezanja integrina a,f; na ILK. Nije poznato preko koje kinaze je vezan

integrin a,f;.

Gubitak ekspresije pSrc (Y418) u stanicama Cal27-2B1 u odnosu na Cal27 glavni je uzrok
povecane otpornosti stanica na protutumorske lijekove, a pSrc (Y418) koji se pri tome
gubi iz fokalnih adhezija vezan je na neke od integrina ay; jedini integrin koji smo pri

tome iskljucili je integrin a,Bs.



6. ZAKLJUCCI|125

8.

lako povecanje ekspresije ILK u klonu Cal27-2B1 koji eksprimira integrin o,B; nije
odgovorno za primijeceni fenomen otpornosti na protutumorske lijekove, pokazano je
da ILK povecava ekspresiju IL-6 koji potencijalno moZe imati ulogu u poticanju

angiogeneze u tumorima.

Nasi rezultati pokazuju kako se lijekovi koji inhibiraju fosforilaciju Src (Y418), a koji su
prepoznati kao molekule za lijeCenje mnogih tipova tumora, u nekim slucajevima ne
mogu koristiti istovremeno s protutumorskim lijekovima koji djeluju preko molekule

DNA, jer mogu izazvati povecano prezivljenje stanica.
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Integrini djeluju kao mehanosenzori, adhezijske molekule i mjesta prijenosa signala,
a integrinima posredovane interakcije s izvanstani¢nim matriksom vazne su za prihvacanje
stanica, organizaciju citoskeleta, migraciju, proliferaciju, diferencijaciju i prezivljenje stanica
tijekom velikog broja bioloskih procesa poput embrionalnog razvitka, imunosnog odgovora,
resorpcije kosti, agregacije trombocita te patoloskih procesa poput upale, angiogeneze i
metastaziranja tumora. Ekspresija integrina a,[3; povecana je u razli¢itim tumorima u kojima
potiCe rast tumora, metastaziranje i prezivljenje; njegova ekspresija korelira sa smanjenim
prezivljenjem pacijenata, a pokazana je i njegova uloga u otpornosti stanica na
protutumorske lijekove. Zbog svih ovih karakteristika integrin o,p; jedan je od meta u
terapiji tumora. Temelj za ovo istraZivanje opazena je otpornost na protutumorske lijekove
cisplatinu, doksorubicin i mitomicin C, na modelu stanica karcinoma plocastog epitela jezika
Covjeka Cal27 transficiranih plazmidom koji sadrzi gen za podjedinicu integrina B;. Cilj ove
doktorske disertacije je istraziti mehanizam opazene otpornosti B;-stabilno transficiranih
klonova, adheziju i migraciju stanica u odnosu na roditeljsku stani¢nu liniju Cal27.

Integrin B5-stabilno transficirani klonovi razlikuju se od kontrolnih stanica po de novo
ekspresiji integrina o,B;, povecanoj ekspresiji integrina o, i povecanoj adheziji na
vitronektin i fibronektin koja korelira s ekspresijom integrina o,f; ifili o,Bs. Integrin B;-
stabilno transficirani klonovi pokazuju otpornost na protutumorske lijekove cisplatinu,
doksorubicin, mitomicin C, etopozid i 5-fluorouracil u odnosu na stanice Cal27, koja nije
posljedica ni smanjenog nakupljanja lijeka u stanicama, niti promjena u kolicini glutationa.
Za fenomen otpornosti zasluzna je de novo ekspresija integrina a,B;, a ne povecanje
ekspresije integrina o,Bs u otpornim klonovima. Analiza ekspresije kinaza, preko kojih
integrini mogu provoditi signale u stanicu, u integrin B5-stabilno transficiranim klonovima
pokazala je smanjenu kolicinu nereceptorske tirozin kinaze Src i pSrc (Y418), te povecanu
koli¢inu kinaze vezane za integrin (ILK) i smanjenu koli¢inu pILK (T173). UtiSavanjem
ekspresije mRNA za ILK i Src te koristenjem dasatiniba, inhibitora fosforilacije pSrc (Y418),
pokazano je kako je upravo smanjenje fosforilacije pSrc (Y418) koji se nalazi u fokalnim
adhezijama, odgovorno za primijeceni fenomen otpornosti na protutumorske lijekove, pri
c¢emu pSrc (Y418) nestaje iz fokalnih adhezija nekih od integrina ay. lako pSrc (Y418) nestaje
iz fokalnih adhezija nastalih vezanjem integrina o.Bs, pokazano je da to ne utjeCe na
promjenu osjetljivosti stanica na protutumorske lijekove. Integrin B;-stabilno transficirani

klonovi pokazuju smanjenu sposobnost migracije sto je vrlo vjerojatno posljedica smanjene
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kolicine Src. lako povecanje ekspresije ILK u klonu Cal27-2B1 koji eksprimira integrin o,
nije odgovorno za primijeceni fenomen otpornosti na protutumorske lijekove, pokazano je
da ILK povecava ekspresiju interleukina 6 koji potencijalno moze imati ulogu u poticanju
angiogeneze u tumorima. Ovi rezultati pokazuju kako se lijekovi koji inhibiraju fosforilaciju
Src, a koji su prepoznati kao molekule za lijeCenje mnogih tipova tumora, u nekim
slucajevima ne mogu koristiti istovremeno s protutumorskim lijekovima koji djeluju preko

molekule DNA, jer mogu imati manji terapijski ucinak.
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Integrins act as mechanosensors, adhesion molecules and signal transduction
platforms and integrin-mediated interactions with the extracellular matrix are required for
cell attachment, cytoskeletal organization, migration, proliferation, differentiation and
survival of cells in the context of a multitude of biological processes including embryonic
development, immune response, bone resorption, platelet aggregation, and in pathological
processes such as inflammation, angiogenesis and tumor metastasis. Expression of integrin
ayf; is increased in a variety of tumors in which it promotes tumor growth, metastasis and
survival; its expression correlates with decreased survival in patients, and the role in cell
resistance to anticancer drugs has been shown. Because of these characteristics integrin
a,fB; is one of the targets in tumor therapy. The basis for this study is the observed
resistance to anticancer drugs cisplatin, doxorubicin and mitomycin C, in the model of
human tongue squamous carcinoma cells Cal27 transfected with a plasmid containing a
gene for an integrin B; subunit. The aim of this doctoral thesis was to investigate the
mechanism of the observed resistance in the integrin B,-stably transfected cell clones, cell
adhesion and migration in relation to the parental cell line Cal27.

Integrin B5-stably transfected clones differ from the control cells in de novo
expression of integrin o, 3;, increased expression of integrin o, and increased adhesion to
vitronectin and fibronectin, which correlates with the amount of expression of integrin a3,
and/or o,fs. Integrin B;-stably transfected clones show resistance to antitumor drugs
cisplatin, doxorubicin, mitomycin C, etoposide and s5-fluorouracil as compared to Cal2y
cells, which is not a consequence of reduced drug accumulation in the cells, or a change in
the amount of glutathione. De novo expression of integrin o,B;, and not the increased
expression of integrin o, Bs in resistant clones is responsible for the resistance phenomenon.
Analysis of the expression of kinases through which integrins can transfer signals into the
cell, showed a reduced amount of nonreceptor tyrosin kinase Src and pSrc (Y418), an
increase in the level of integrin linked kinase ILK and reduced amounts of pILK (T173) in the
integrin B;-stably transfected clones. By silencing the mRNA expression of ILK and Src and
by using dasatinib, an inhibitor of pSrc (Y418) phosphorylation, it was demonstrated that
the decreased phosphorylation of pSrc (Y418), which is located in the focal adhesions, is
responsible for the phenomena of resistance to antitumor drugs, wherein pSrc (Y418)
disappears from the focal adhesions formed by binding of some of a, integrins. Although

pSrc (Y418) disappears from the focal adhesions formed by binding of integrin o,B; it has
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been shown that this does not affect cell sensitivity to anticancer drugs. Integrin B;-stably
transfected clones showed reduced migration ability, very likely due to the reduced amount
of Src in the cells. Although an increase in the expression of ILK in the Cal27-2B1 clone
expressing integrin o,B; is not responsible for the phenomena of resistance to anticancer
drugs, it has been shown that ILK increases the expression of interleukin 6, which could
have a potencial role in inducing angiogenesis in tumors.

These results show that drugs that inhibit the phosphorylation of Src, which has
been identified as molecules for treatment of many cancers, cannot, in some cases, be used
simultaneously with antitumor drugs which act through the DNA molecule, as they may

have a lower therapeutic effect.
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Prilog 1. Ekspresija gena u Cal27 stanicnom modelu dobivena uz pomo¢ metode real-time RT-PCR. Ekspresija gena je normalizirana uz pomo¢ dva kontrolna gena
(GAPDH i ACTB).Crveno su oznacene vrijednosti vece 1,5 puta, a zeleno vrijednosti ekspresije gena manje od o,5 puta u odnosu na vrijednosti Cal27 stanica.

Ekspresija + SD
Geni Cal2y Cal27-0 Cal27-2B1 Cal27-2B3 Cal271Cs0 Cal27-® 1C50 | Cal27-2B11C50 | Cal27-2B31Cs0
AKTa1 1,00 0,43 0,87 0,26 1,12 0,50 1,11 0,35 0,60 0,07 0,46 0,03 0,83 0,11 0,64 0,03
APEXa 1,00 0,43 0,46 0,14 1,08 0,48 1,04 0,33 0,56 0,06 0,41 0,02 0,84 0,11 0,76 0,04
ARHGDIA 1,00 0,43 0,96 0,29 0,91 0,41 1,10 0,35 0,45 0,05 0,37 0,02 0,43 0,06 0,47 0,03
ATG3 1,00 0,43 1,18 0,36 0,79 0,35 0,62 0,19 0,47 0,05 0,41 0,02 0,45 0,06 0,41 0,02
ATG7y 1,00 0,43 1,20 0,36 0,73 0,33 1,06 0,33 0,66 0,08 0,57 0,03 0,58 0,08 0,73 0,04
BAX 1,00 0,88 1,18 1,57 0,83 1,35 1,32 1,09 0,09 0,01 0,12 0,01 0,09 0,01 0,10 0,01
BCL2 1,00 0,48 1,54 0,66 1,94 0,97 1,62 0,53 0,78 0,09 0,71 0,04 0,76 0,10 0,91 0,05
BECN1 1,00 0,98 1,25 0,75 1,17 0,56 1,09 0,55 1,53 0,17 1,09 0,06 1,21 0,16 1,26 0,07
BID 1,00 0,75 1,20 0,62 1,12 0,50 0,82 0,48 1,04 0,12 0,91 0,05 1,10 0,14 0,97 0,05
BRCA1 1,00 0,76 0,37 0,34 0,20 0,22 0,42 0,35 1,12 0,93 0,97 1,06 1,16 1,02 1,39 1,30
BRCA2 1,00 0,59 0,15 0,06 0,08 0,04 0,22 0,13 0,92 0,23 0,67 0,08 0,69 0,13 0,65 0,18
CASP2 1,00 0,43 0,46 0,14 0,15 0,07 0,72 0,23 0,59 0,07 0,50 0,03 0,59 0,08 0,65 0,04
CCNA1 1,00 0,44 0,72 0,28 0,31 0,25 0,31 0,11 0,13 0,03 0,11 0,04 0,10 0,04 0,06 0,02
CCNBa2 1,00 0,43 0,67 0,20 0,95 0,43 1,29 0,41 0,32 0,04 0,25 0,01 0,34 0,04 0,35 0,02
CCNEa 1,00 0,43 1,36 0,41 1,00 0,45 2,70 0,85 0,72 0,08 0,52 0,03 1,02 0,13 1,52 0,08
CD44 1,00 0,43 1,03 0,31 0,71 0,32 0,87 0,27 0,38 0,04 0,33 0,02 0,32 0,04 0,37 0,02
CDC25a 1,00 1,57 0,66 1,12 0,33 0,73 0,87 1,30 0,64 1,06 0,64 1,16 0,74 1,31 0,77 1,26
CDC25b 1,00 0,43 1,41 0,42 0,89 0,40 2,37 0,75 0,99 0,11 1,15 0,07 1,70 0,22 1,33 0,07
CDKN1a 1,00 0,43 2,60 0,78 1,02 0,45 1,81 0,57 1,01 0,12 0,72 0,04 1,62 0,21 1,77 0,10
CDKNz1b 1,00 0,92 0,97 0,38 0,77 0,39 1,11 0,46 0,82 0,09 1,04 0,06 1,56 0,20 0,93 0,05
cFOS 1,00 0,43 0,36 0,11 0,64 0,29 0,70 0,22 0,53 0,06 0,36 0,02 0,29 0,04 0,15 0,01
CHEKa 1,00 0,43 0,55 0,17 0,65 0,29 0,63 0,20 0,63 0,07 0,53 0,03 0,72 0,09 0,64 0,03
CHEK2 1,00 0,60 1,46 0,44 0,95 0,47 0,70 0,25 1,14 0,13 0,99 0,06 1,26 0,16 0,98 0,05
c-1AP1 (BIRC3) 1,00 1,12 1,18 1,11 2,75 3,63 3,97 7,91 14,80 1,69 9,09 0,53 13,05 1,70 11,01 0,59
C-JUN 1,00 0,43 0,14 0,04 0,43 0,19 0,90 0,29 0,66 0,08 0,48 0,03 0,68 0,09 0,37 0,02
CXCR4 1,00 0,88 6,85 3,09 6,36 3,13 0,92 0,49 2,25 0,57 4,53 0,93 2,65 1,06 0,62 0,39
CYP1A1 1,00 0,43 0,49 0,15 1,18 0,53 0,98 0,31 0,53 0,06 0,47 0,03 0,56 0,07 1,05 0,06
DDB2 1,00 0,96 1,74 0,80 1,07 0,63 0,82 0,43 1,55 0,18 1,19 0,07 1,74 0,23 1,44 0,08




10.PRILOZI|162

DDIT3 1,00 0,50 1,57 0,92 0,60 0,35 0,65 0,33 0,44 0,05 0,47 0,03 1,20 0,16 0,91 0,05
ERCC1 1,00 1,32 1,42 0,85 1,03 0,97 0,74 0,66 0,93 0,11 0,89 0,05 0,99 0,13 0,83 0,04
FANCC 1,00 0,43 0,68 0,20 1,09 0,49 1,20 0,38 1,37 0,16 1,01 0,06 1,38 0,18 1,42 0,08
FAS-L 1,00 0,43 1,25 0,38 0,77 0,34 0,41 0,13 0,54 0,06 1,09 0,06 0,56 0,07 0,70 0,04
FAS-R 1,00 0,43 0,47 0,14 0,31 0,14 1,03 0,33 2,10 0,24 0,76 0,04 2,12 0,28 2,70 0,14
FEN2 1,00 0,43 1,13 0,34 0,99 0,44 0,72 0,23 0,60 0,07 0,53 0,03 0,57 0,07 0,63 0,03
GADD45A 1,00 0,43 0,78 0,23 0,95 0,42 0,61 0,19 0,48 0,05 0,41 0,02 0,69 0,09 0,57 0,03
GPX1 1,00 0,43 0,58 0,18 1,28 0,57 0,87 0,28 0,62 0,07 0,64 0,04 0,74 0,10 0,89 0,05
GSTM1a 1,00 1,07 3,77 1,77 2,99 2,04 1,62 1,43 0,56 0,06 0,59 0,03 2,37 0,31 1,34 0,07
HIF1a 1,00 0,43 0,92 0,28 1,11 0,50 1,40 0,44 1,22 0,14 1,18 0,07 1,77 0,23 1,42 0,08
HMOXa 1,00 0,44 1,35 0,69 0,79 0,60 0,79 0,46 0,71 0,08 0,59 0,03 0,83 0,11 0,89 0,05
HSPgo 1,00 0,43 1,29 0,39 0,27 0,12 0,82 0,26 0,68 0,08 0,47 0,03 0,63 0,08 0,57 0,03
HSPA1b 1,00 0,43 1,21 0,36 0,68 0,30 0,85 0,27 0,68 0,08 0,50 0,03 0,50 0,07 0,59 0,03
HUS 1,00 0,43 1,14 0,34 1,36 0,61 0,99 0,31 0,90 0,10 0,80 0,05 0,91 0,12 1,38 0,07
ICAM1 1,00 0,43 1,25 0,38 0,63 0,28 1,07 0,34 1,62 0,18 1,23 0,07 2,19 0,29 1,93 0,10
IL6 1,00 1,22 1,06 1,23 4,82 2,36 5,25 2,65 2,92 1,00 2,77 0,28 6,81 1,59 5,30 1,41
ITGB1 1,00 1,59 0,96 1,29 0,85 1,07 1,55 1,42 3,03 0,35 2,65 0,16 2,72 0,35 3,34 0,18
LAMP1 1,00 0,43 0,95 0,29 0,85 0,38 0,86 0,27 0,83 0,09 0,62 0,04 0,89 0,12 1,05 0,06
LIG1 1,00 0,43 0,64 0,19 0,71 0,32 1,08 0,34 1,08 0,12 0,82 0,05 0,96 0,12 0,84 0,05
LIG3 1,00 0,43 0,98 0,29 0,25 0,11 1,47 0,46 0,80 0,09 0,94 0,06 0,73 0,10 0,94 0,05
LIG4 1,00 1,24 1,07 0,98 0,83 0,70 1,00 0,68 1,69 0,19 1,49 0,09 1,13 0,15 1,39 0,07
MDM2 1,00 0,50 0,30 0,18 0,11 0,08 0,57 0,26 0,69 0,31 0,85 0,38 0,67 0,40 0,64 0,34
MGMT 1,00 0,43 1,09 0,33 1,04 0,46 0,34 0,11 0,29 0,03 0,28 0,02 0,26 0,03 0,15 0,01
MMPa13 1,00 0,44 1,50 0,47 1,14 0,57 0,45 0,17 1,03 0,12 0,85 0,05 1,34 0,17 0,58 0,03
MMP3 1,00 0,46 1,71 0,96 7,02 3,49 3,39 1,08 0,42 0,18 0,40 0,25 1,17 0,39 0,64 0,24
MMP7 1,00 1,04 0,48 0,98 0,63 0,29 0,61 0,25 0,47 0,05 0,26 0,02 0,36 0,05 0,21 0,01
MPG 1,00 0,43 0,69 0,21 0,80 0,36 0,70 0,22 0,53 0,06 0,52 0,03 0,62 0,08 0,51 0,03
MRE11a 1,00 0,69 1,60 0,64 0,91 0,41 | 0,89 0,32 1,43 0,16 1,37 0,08 1,45 0,19 1,37 0,07
MSH2 1,00 0,43 0,66 0,20 0,70 0,31 0,58 0,18 0,66 0,08 0,55 0,03 0,53 0,07 0,60 0,03
NOS3 1,00 0,43 2,44 0,73 1,20 0,54 0,57 0,18 1,96 0,22 3,07 0,18 4,23 0,55 3,29 0,18
0GGa 1,00 0,43 0,80 0,24 1,09 0,49 1,38 0,43 0,77 0,09 0,81 0,05 0,91 0,12 0,90 0,05
PARP1 1,00 0,43 0,93 0,28 1,02 0,46 1,08 0,34 0,63 0,07 0,62 0,04 0,67 0,09 0,66 0,04
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PCNA 1,00 0,43 0,64 0,19 1,15 0,52 0,74 0,23 0,56 0,06 0,44 0,03 0,57 0,07 0,56 0,03
POLD1 1,00 0,43 0,37 0,11 0,08 0,04 0,61 0,19 0,58 0,07 0,59 0,03 0,69 0,09 0,67 0,04
POLE 1,00 0,43 0,12 0,04 0,01 0,01 0,52 0,16 0,40 0,05 0,39 0,02 0,51 0,07 0,41 0,02
PTEN 1,00 0,43 0,61 0,18 0,71 0,32 0,80 0,25 0,46 0,05 0,39 0,02 0,52 0,07 0,61 0,03
RAC1 1,00 0,43 1,10 0,33 1,16 0,52 1,20 0,38 0,78 0,09 0,55 0,03 0,69 0,09 0,72 0,04
RADs51 1,00 0,43 0,23 0,07 0,25 0,11 0,38 0,12 0,20 0,02 0,15 0,01 0,22 0,03 0,17 0,01
REVa1 1,00 0,57 1,27 0,44 0,96 0,47 0,93 0,38 1,28 0,15 0,75 0,04 1,09 0,14 1,08 0,06
REV3 1,00 0,43 0,23 0,07 0,18 0,08 0,66 0,21 1,01 0,12 0,77 0,05 0,97 0,13 1,00 0,05
RHOA 1,00 0,43 1,14 0,34 1,70 0,76 1,30 0,41 1,00 0,11 0,79 0,05 1,26 0,16 0,93 0,05
RHOB 1,00 0,43 0,90 0,27 0,81 0,36 1,18 0,37 0,78 0,09 0,72 0,04 0,82 0,11 0,48 0,03
SOD1 1,00 0,43 0,53 0,16 1,63 0,73 1,27 0,40 0,97 0,11 0,89 0,05 1,37 0,18 1,15 0,06
TIAM1 1,00 0,76 1,01 0,62 0,77 0,70 0,91 0,30 1,33 0,15 1,05 0,06 0,78 0,10 0,90 0,05
TIMP2 1,00 0,43 1,31 0,40 0,63 0,28 1,68 0,53 1,40 0,16 1,94 0,11 1,70 0,22 2,30 0,12
TOP2A 1,00 0,43 0,70 0,21 0,52 0,24 0,87 0,27 0,70 0,08 0,49 0,03 0,60 0,08 0,78 0,04
TOP2B 1,00 0,63 0,61 0,20 0,21 0,10 0,44 0,24 1,26 0,39 1,28 0,15 1,49 0,26 1,38 0,31
TREXa 1,00 0,43 1,38 0,42 1,13 o,51| 0,86 0,27 1,50 0,17 0,86 0,05 0,94 0,12 1,22 0,07
TRP53 1,00 0,66 1,53 1,63 1,46 0,92 1,59 0,54 1,07 0,12 0,84 0,05 1,46 0,19 2,09 0,11
TRP73 1,00 0,44 0,58 0,32 0,37 0,26 0,53 0,18 0,74 0,13 0,90 0,41 1,30 0,50 0,97 0,23
TXNRD2 1,00 0,43 1,15 0,35 0,78 0,35 0,78 0,25 0,77 0,09 0,70 0,04 0,75 0,10 0,70 0,04
VCAM 1,00 0,43 3,95 1,19 0,39 0,18 0,84 0,27 1,44 0,16 1,26 0,07 1,63 0,21 1,85 0,10
WEE1 1,00 0,43 0,72 0,22 0,62 0,28 0,87 0,28 0,35 0,04 0,43 0,03 0,95 0,12 0,41 0,02
WRN 1,00 0,81 0,78 0,71 0,19 0,25 0,29 0,19 1,08 0,80 0,94 0,94 0,82 0,61 0,81 0,56
WRNIP1 1,00 0,43 1,01 0,30 1,48 0,66 1,22 0,38 0,52 0,06 0,69 0,04 0,69 0,09 0,65 0,03
XPA 1,00 0,43 1,88 0,57 1,08 0,49 1,01 0,32 0,56 0,06 0,47 0,03 0,70 0,09 0,71 0,04
XPC 1,00 0,43 1,51 0,45 0,66 0,29 0,90 0,28 0,54 0,06 0,66 0,04 1,07 0,14 0,92 0,05
XRCCa 1,00 0,43 0,66 0,20 0,86 0,39 1,00 0,31 0,67 0,08 0,66 0,04 0,76 0,10 0,83 0,04
XRCC3 1,00 0,43 1,06 0,32 0,36 0,16 0,98 0,31 0,60 0,07 0,65 0,04 0,83 0,11 0,74 0,04
XRCC4 1,00 0,54 1,38 0,51 0,98 0,48 0,93 0,32 0,54 0,06 0,48 0,03 0,44 0,06 0,63 0,03
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Rodena sam 15.studenog 1984. godine u Zagrebu gdje sam zavrsila osnovnu i srednju Skolu.
Nakon mature u Prirodoslovno-matematic¢koj gimnaziji u Zagrebu, 2003. godine upisala
sam studij biologije Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, smjer
molekularna biologija. Diplomski rad na temu ,Otpornost na citostatike posredovana
integrinom o,B; U stanicama plocastog epitela jezika" izradila sam u Laboratoriju za
genotoksicne agense Zavoda za molekularnu biologiju Instituta Ruder Boskovi¢ pod
mentorstvom dr. sc. Andreje Ambriovi¢ Ristov. Diplomirala sam 19. ozujka 2009. godine i
time stekla zvanje diplomiranog inzenjera biologije — smjer molekularna biologija, a od
svibnja iste godine zaposlena sam kao znanstveni novak-asistent u Laboratoriju za
genotoksicne agense Zavoda za molekularnu biologiju Instituta Ruder Boskovic. Sveucilisni
poslijediplomski interdisciplinarni doktorski studij Molekularne bioznanosti upisala sam
2010. godine. Kao istraziva¢ obavljam znanstvena istrazivanja u sklopu znanstvenog
projekta NZZ ,Molekularni mehanizmi povecanja osjetljivosti na protutumorske lijekove
stanica karcinoma dojke i melanoma covjeka utiSavanjem integrina“ dr. sc. Andreje
Ambriovi¢ Ristov, bilateralnih suradnji s Njemackom ,Povelanje osjetljivosti stanica
melanoma i glioma na alkilirajuce lijekove utidavanjem integrina oB;, ayBs, 03B, i o, B," dr.
sc. Andreje Ambriovi¢ Ristov i ,Spojevi sa platinom: Stani¢ni odgovor i mehanizmi
otpornosti* dr.sc. Maje Osmak, i bilateralne suradnje sa Slovenijom ,Kompleksi platine i
diazenkarboksamida kao potencijalni citostatici* dr.sc. Anamarie Brozovi¢. Takoder sam
kao dio istrazivackog tima obavljala znanstvena istrazivanja u sklopu znanstvenog projekta
MZQOS ,Povecanje transdukcije adenovirusnih vektora i otpornost stanica na citostatike"
(098-0982913-2850) dr. sc. Andreje Ambriovic Ristov.

Koautor sam 14 sazetaka na 11 domacdih i medunarodnih kongresa i skupova ,a sudjelovala
sam i na Cetiri radionice. Na 8 sam skupova aktivno sudjelovala izlazudi svoj rad u obliku
poster prezentacija ili u obliku usmenog priopcenja, te sam na kongresu koje je organiziralo
Hrvatsko drustvo za istrazivanje raka pod naslovom " HDIR-1 "From Bench to Clinic" First
Meeting of the Croatian Association for Cancer Research with International Participation ”,
odrzanom na Institutu Ruder BoSkovi¢ dobila nagradu EACR za najbolji poster.

Do sada sam objavila 5 izvornih znanstvenih radova citiranih u bazi publikacija Current
Contents, a na jednom od njih sam i prvi autor.

Tijekom jeseni 2012 i 2013 godine provela sam po 2,5 tjedna na studijskom boravku u

laboratoriju dr.Fritza, Institute fur Toxikologie, Duesseldorf, Njemacka.
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Predsjednica sam VijeCa asistenata i predstavnica asistenata Zavoda za molekularnu
biologiju Instituta Ruder Boskovic¢ od 2011 godine, te jedna od voditeljica sekcije Hrvatskog
prirodoslovnog drustva — "Mladi istrazivaci" od 2011 godine.

Sudjelovala sam u organizaciji projekta ,Seeing in the dark" i kongresa "HDIR-2-Second
Meeting of the Croatian Association for Cancer Research with International Participation"
na kojem sam jedna od urednika knjige saZetaka.

Od 2014.godine dio sam organizacijskog odbora ljetne Skole "Power of Viral Vectors in Gene
Therapy and Basic Science" i kongresa "HDIR-3-Third Meeting of the Croatian Association
for Cancer Research with International Participation".

Clan sam Hrvatskog drustva za biokemiju i molekularnu biologiju (preko drustva i ¢lan
FEBS), Hrvatskog drustva za istrazivanje raka (preko drustva i ¢lan EACR), Hrvatskog

genetickog drustva i Hrvatskog mikrobioloskog drustva.
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Izvorni znanstveni radovi u CC ¢asopisima:

1. Brozovic A, Stojanovi¢ N, Ambriovic¢-Ristov A, Brozovi¢ Krijan A, Polanc S, Osmak M. 3-
Acetyl-bis(2-chloro-4-nitrophenyl)triazene is a potent antitumor agent that induces
oxidative stress and independently activates the stress-activated protein kinase/c-Jun
NH2-terminal kinase pathway. Anticancer Drugs. 2014 Mar;25(3):289-95. doi:

10.1097/CAD.0000000000000060.

2. Majhen D, Stojanovi¢ N, Vukic¢ D, Pichon C, Leduc C, Osmak M, Ambriovi¢-Ristov A.
Increased adenovirus Type 5 mediated transgene expression due to RhoB down-

regulation. PLoS One. 2014 Jan 22;9(1):e86698.

3. Vajs J, Sovicek S, Kureljak P, Stojanovi¢ N, Steiner |, Eljuga D, Urankar D, Kocevar M,
Kosmrlj J, Polanc S, Osmak M. Synthesis and biological activity of new

diazenedicarboxamides as potential anticancer agents. Acta Chim Slov. 2013;60(4):842-

52.

4. Stojanovic N, Urankar D, Brozovi¢ A, Ambriovi¢-Ristov A, Osmak M, Kosmrlj J. Design
and evaluation of biological activity of diazenecarboxamide-extended cisplatin and

carboplatin analogues. Acta Chim Slov. 2013;60(2):368-74.

5. Majhen D, Stojanovié¢ N, Speljko T, Brozovic A, De Zan T, Osmak M, Ambriovi¢-Ristov
A. Increased expression of the coxsackie and adenovirus receptor downregulates avf33
and avfs integrin expression and reduces cell adhesion and migration. Life Sci. 2011

Aug 15;89(7-8):241-9

Kongresno priopcenje u CC ¢asopisu:

Stojanovic, N.; Brozovic, A.; Majhen, D.; Bressy, C.; Benihoud, K.; Herak Bosnar, M,;
Osmak, M.; Ambriovic-Ristov, A.(2012). " Overexpression of Integrin avpB3 in Human
Laryngel Carcinoma (Hep2) and Tongue Squamous Carcinoma (Cal27) Cells: Adhesion,
Migration, Invasion and Resistance to Antitumor Drugs".European Journal of Cancer 48:

S48.
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Sazeci u zbornicima skupova:

1.

Stojanovi¢, N.; Majhen, D.; Dekani¢, A.; Ferencak, K.; Bardak, I.; Tomicic, M.; Osmak,
M.; Ambriovi¢-Ristov, A..Chemosensitisation of human breast carcinoma cell line MDA-
MB-435S to vincristine and paclitaxel by silencing integrin a, or a,. 1st Regional

Congress: Education and Research in Oncology, Books of Abstracts, Zagreb, 2013.

Vajs, J.; Steiner, |.; Sovicek, S.; Kureljak, P.; Stojanovi¢, N.; Eljuga, D.; Kocevar, M.;
Kosmrlj, J.; Polanc, S.; Osmak, M..Novel diazenedicarboxamides as potential anticancer
agents. 1st Regional Congress: Education and Research in Oncology, Books of

Abstracts, Zagreb, 2013.

Ambriovi¢-Ristov, A ; Stojanovi¢, N ; Majhen, D ; Dekani¢, A ; Bardak, | ; Osmak, M.
Integrins avfB3, avBs, a3PB1 and a4PB1 modulate survival upon cisplatin treatment in

MDA-MB-435S breast carcinoma cells. Tumour Microenvironment, EACR,Dublin, 2012.

Stojanovi¢, N.; Brozovi¢, A.; Majhen, D.; Bressy, C.; Benihoud, K.; Herak Bosnar, M.;
Osmak, M.; Ambriovi¢-Ristov, A..Overexpression of integrin avB3 in human laryngel
carcinoma (HEp2) and tongue squamous carcinoma (Cal27) cells: adhesion, migration,
invasion and resistance to antitumor drugs. 3rd Congress of Croatian Geneticists with

international participation, Book of Abstracts, Krk,2012 (kongresno priopcenije).

Stojanovi¢, N.; Majhen, D.; Dekani¢, A.; Bardak, |.; Osmak, M.; Ambriovi¢-Ristov,
A..Integrins avf3, avBs, a3B1 and a4P1 modulate survival upon cisplatin treatment in
MDA-MB-435S breast carcinoma cells. HDIR-2 "From Bench to Clinic" Second Meeting
of the Croatian Association for Cancer Research with International Participation,

Periodicum biologorum 114, Suppl 1, Zagreb, 2012.

Stojanovi¢, N.; Urankar, D.; Brozovi¢, A.; Ambriovi¢-Ristov, A.; Polanc, S.; Kosmrlj, J.;
Osmak, M.. Hybrid molecules as potential anticancer drugs: platinum complexes with
diazenecarboxamides. HDIR-2 "From Bench to Clinic" Second Meeting of the Croatian
Association for Cancer Research with International Participation, Periodicum

biologorum 114, Suppl 1, Zagreb, 2012.
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7.

10.

11.

12.

Stojanovi¢, N.; Brozovi¢, A.; Majhen, D.; Herak Bosnar, M.; Osmak, M.; Ambriovic-
Ristov, A..Overexpression of avP3 and avfs integrins in tongue squamous carcinoma
cells (Cal27) inhibits migration and confers resistance to several antitumor drugs.
FEBS/EACR advanced lecture course : Molecular Mechanisms in Signal Transduction and

Cancer,Book od Abstract, Spetses,-Grcka, 2011.

Stojanovi¢, N.; Brozovi¢, A.; Majhen, D.; Herak Bosnar, M.; Osmak, M.; Ambriovi¢-
Ristov, A..Overexpression of integrin avf3 in tongue squamous carcinoma cells (Cal27)
inhibits migration and confers resistance several antitumor drugs. HDIR-1 "From Bench
to Clinic" First Meeting of the Croatian Association for Cancer Research with

International Participation, Book od Abstracts, Zagreb, 2010.

Speljko, T.; Majhen, D.; Stojanovi¢, N.; Brozovi¢, A.; Vukovi¢, L.; Osmak, M.; Ambriovi¢-
Ristov, A..The influence of Coxsackie adenovirus receptor expression on integrin
expression in human embryonal rhabdomyosarcoma cell line. HDIR-1 "From Bench to
Clinic" First Meeting of the Croatian Association for Cancer Research with International

Participation, Book od Abstracts, Zagreb, 2010.

Vuki¢, D.; Majhen, D.; Stojanovi¢, N.; Brozovi¢, A.; Osmak, M.; Ambriovi¢-Ristov,
A..Increased Ads-mediated transgene expression in cisplatin-resistant human laryngeal
carcinoma cells. HDIR-1 "From Bench to Clinic" First Meeting of the Croatian Association

for Cancer Research with International Participation, Book od Abstracts, Zagreb, 2010.

Brozovic, A.; Stojanovi¢, N.; Majhen, D.; Osmak, M.; Ambriovi¢ Ristov, A.. avp3 integrin
mediated drug resistance in human tongue squamous cell carcinoma. Scientific program

and abstract book, Firenze, 2009.

Majhen, D.; Brozovi¢, A.; Gabrilovac, J.; Stojanovi¢, N.; Osmak, M.; Ambriovic-Ristov,
A..Integrin avf3 : link between resistance to cisplatin and adenovirus transduction
efficacy. ADENOVIRUSES: basic biology to gene therapy, Book of Abstracts, Zadar,

2008.
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13. Stojanovi¢, N.; Brozovi¢, A.; Majhen, D.; Osmak, M.; Ambriovic¢-Ristov, A..avB3 integrin
mediated drug resistance in human tongue squamous cell carcinoma. ADENOVIRUSES:

basic biology to gene therapy, Book of Abstracts, Zadar, 2008.

14. Stojanovi¢, N.; Brozovi¢, A.; Majhen, D.; Osmak, M., Ambriovi¢-Ristov, A..avf3
integrinom posredovana otpornost na citostatike u ljudskim stanicama karcinoma
plocastog epitela jezika. Znanstveni simpozij 5o godina molekularne biologije u

Hrvatskoj, Zbornik sazetaka, Zagreb, 2008.



