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SAZETAK

Rak pluca je najcesée dijagnostikovani tip malignih tumora i vodeci uzrok
smrti od malignih oboljenja. Na osnovu Kklini¢ke prognoze i odgovora na terapiju ¢ak
85% raka pluc¢a se svrstava u tip nesitnocelijskog karcinoma plu¢a (NSCLC). Iako
manje agresivan od sitnocelijskog karcinoma plu¢a (SCLC), NSCLC losije odgovara
na terapiju. Dva najces¢a uzroka neuspeha leCenja NSCLC-a klasi¢cnom
hemioterapijom su pojave metastaza i rezistencije na citostatike. Ovi procesi su
regulisani brojnim signalnim molekulima, medu kojima su i CXC hemokinski
receptor 4 (CXCR4) i fokalna adheziona kinaza (FAK), ¢&ije ciljano inhibiranje
predstavlja obecavajuéi pristup u leCenju NSCLC-a. Cilj ove studije je bio da se ispita
uloga CXCR4 i FAK-a u invazivnosti i rezistenciji NSCLC-a, kao i potencijal
inhibicije ovih molekula u supresiji invazije i reverziji rezistencije kod ovog tipa
karcinoma plu¢a. Konkretno, za ispitivanje uloge CXCR4 i FAK-a u invazivnosti
NSCLC-a uspostavljen je in vitro sistem ¢elija sa razli¢itim funkcionalnim statusom
p53 i PTEN tumor supresora, kao i in vivo ortotopni metastatski model NSCLC-a sa
p53/PTEN deficijentnim tumorima. U ispitivanom in vitro sistemu istovremena
inaktivacija p53 i PTEN tumor supresora dovela je do aktivacije CXCR4 i FAK
molekula i nishodnih signalnih molekula AKT-a i ERK-a, §to je bilo prac¢eno
poveéanjem invazivnog i migratornog potencijala celija. Primenom specificnih
inhibitora CXCR4 i FAK-a, WZ811 i PF-573228, pokazan je potencijal primene
inhibicije ovih molekula u supresiji invazije i migracije p53-/PTEN- NSCLC c¢elija,
kao i metastatskog Sirenja agresivnih p53/PTEN deficijentnih tumora u in vivo
modelu. U daljem toku studije za ispitivanje uloge CXCR4 i FAK-a u razvoju
rezistencije NSCLC-a na hemioterapiju koriséene su rezistentne celijske linije, NCI-
H460/R i COR-L23, koje se odlikuju povec¢anom ekspresijom ABCBI1, odnosno
ABCCL1 transportera. Pokazano je da kombinovani tretmani inhibitorima CXCR4 i
FAK-a sa doksorubicinom (DOX) uspesno senzitizuju rezistentne Celije na pomenuti
citostatik. Ispituju¢i mehanizam reverzije rezistencije utvrdeno je da kombinovani
tretmani smanjuju fosforilaciju FAK-a i AKT-a i dovode do aktivacije senescence-a.
Istovremeno sa senzitizacijom celija na DOX, kombinovanim tretmanima je uspesno

suprimirana i invazija rezistentnih ¢elija.



Imaju¢i u vidu da su rezistencija na terapiju 1 metataziranje dva najvaznija
problema u leCenju NSCLC-a, rezultati studije pokazuju da ciljano inhibiranje
CXCR4 i FAK-a, kao i njihova kombinacija sa standardnim hemioterapeuticima,

moze predstavljati dobar terapeutski pristup u leCenju ovog oboljenja.

KLJUCNE RECI: CXCR4, FAK, p53, PTEN, invazivnost, doksorubicin,
rezistencija, ABCB1, ABCCI, nesitnocelijski karcinom plu¢a

NAUCNA OBLAST: Molekularna onkologija

UZA NAUCNA OBLAST: Kancerogeneza



ABSTRACT

Lung cancer is the most commonly diagnosed type of malignant tumor and the
leading cause of cancer death. Based on clinical prognosis and terapy response, up to
85% of lung cancer is clasified as non-small cell lung carcinoma (NSCLC). Although
NSCLC is less agresive than small cell lung carcinoma (SCLC), its response to terapy
is worse then SCLC. Two major causes of terapy failure of NSCLC with classic
chemotherapeutics are the development of metastasis and chemotherapy resistance.
Among other signaling molecules, CXCR4 receptor and focal adhesion kinase (FAK)
are known to regulate these processes and their targeted inhibition represents a
promising approach in the treatment of NSCLC. The aim of this study was to examine
the role of CXCR4 and FAK in the invasiveness and resistance of NSCLC, as well as
the potential of their inhibition in the suppression of invasion and the reversal of
resistance in this type of lung carcinoma. In order to examine the role of CXCR4 and
FAK in the invasiveness of NSCLC, in vitro system of cancer cell lines with different
functional status of the p53 and PTEN tumor suppressors was established, as well as
in vivo orthoptic metastatic model of NSCLC with p53/PTEN deficient tumors. The
simultaneous inactivation of p53 and PTEN tumor suppressors in in vitro system lead
to significant increase in invasive and migratory potential associated with activation
of CXCR4 and FAK molecules and their downstream signaling molecules, AKT and
ERK. The potential for supressing invasion and migration of p53-/PTEN- NSCLC
cells, as well as the metastatic spread of aggressive p53/PTEN deficient tumors in in
vivo model, has been shown by the application of specific inhibitors of CXCR4 and
FAK, PF-573228 and WZ811. Furthermore, resistant cell lines NCI-H460/R and
COR-L23 were used to investigate the role of CXCR4 and FAK in the development
of NSCLC resistance to chemotherapy. NCI-H460/R and COR-L23 cells are
characterized by an increased expression of ABCB1 and ABCCL1 transporters,
respectively. Our results additionally indicate that inhibition of CXCR4 and FAK in
combination with DOX successfully sensitized NSCLC cells to the aforementioned
cytostatic. By examining the mechanism of sensitization of NSCLC cells to DOX, it
has been discovered that combined treatments reduced phosphorylation of FAK and
AKT and lead to activation of senescence. Simultaneously with sensitization of cells
to DOX, combined treatment successfully suppressed the invasion of resistant cells.



Considering that resistance to therapy and metastasis are the two most
important problems in NSCLC treatment, the results of the study show that targeted
inhibition of CXCR4 and FAK, as well as their combination with standard
chemotherapeutics, could be a promising therapeutic approach in the treatment of this

disease.

KEY WORDS: CXCR4, FAK, p53, PTEN, invasion, doxorubicin, resistance,

ABCB1, BACC1, non-small cell lung carcinoma

SCIENTIFIC FIELD: Molecular oncology

SCIENTIFIC SUBFIELD: Cancerogenesis
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AV — aneksin-V-FITC
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BSA —engl. bovine serum albumin
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CNS — centralni nervni sistem
CPt — cisplatin
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chemokine 12

CXCR4 - engl. C-X-C chemokine
receptor type 4

DAG - engl. diacylglycerol

dATP — engl. deoxyadenosine
triphosphate

dCTP —engl. deoxycytosine
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dGTP — engl. deoxyguanosine
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dNTP — engl. deoxyribonucleoside
triphosphate

dTTP — engl. deoxythymidine
triphosphate

DEPC —engl. diethyl pyrocarbonate
DMSO - engl. dimethyl sulfoxide
DNK - deoksiribonukleinska kiselina
DOX — doksorubicin

ECACC - engl. European Collection
of Authenticated Cell Cultures

EDTA — etilendiamin tetraacetat

EGFR —engl. epidermal growth factor
receptor

EGTA —engl. ethylene glycol-bis(B-
aminoethyl ether)-N,N,N',N'-
tetraacetic acid

ELISA — engl. enzyme-linked
immunosorbent assay

ERK — engl. extracellular signal-
regulated protein kinases

ETM — engl. epithelial-mesenchymal
transition

FA —engl. focal adhesion

FAK —engl. focal adhesion kinase



FAK-CD - engl. carboxyl-terminal
domain of FAK

FB — engl. fast blue
FBS — engl. fetal bovine serum

FDA —engl. Food and Drug
Administration

FDG — engl. fluorescein-di-p-D-
galacto-pyranoside

FREM — engl. four-point-one, ezrin,
radixin, moesin

GAPDH —engl. glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase

GDP - engl. guanosine diphosphate
GTP —engl. guanosine triphosphate

HIV — engl. human immunodeficiency
virus

HRP — engl. horseradish peroxidase
IC50 — engl. inhibitory concentration
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1. UVOD

1.1. TUMOR - OPSTE KARAKTERISTIKE

Tumor predstavlja oboljenje celije koje nastaje nakupljanjem genetickih i
epigenetickih promena u genomu, usled ¢ega ona postaje nestabilna i proliferativno
superiorna. Za razliku od benignih tumora koji ostaju lokalizovani na mestu nastanka,
maligni tumori se odlikuju visokim mitotskim indeksom i sposobnos$¢u invazije i
migracije. Procenjuje se da je 5% malignih tumora kod ljudi izazvano virusima, 5%
zraCenjem, a preostalih 90% hemijskim agensima. Medu hemijski indukovanim
tumorima 30% je uzrokovano duvanskim dimom, a ostatak agensima koji su
povezani sa ishranom, profesijom i zZivotnim okruzenjem (Malarkey i ostali, 2013).
Razvoj tumora kod ljudi podrazumeva slozeni niz dogadaja koji moze trajati i vise
decenija. Tokom ovog viSestepenog procesa, U genomu celija se nagomilavaju
mutacije i to u alelima proto-onkogena i tumor-supresor gena odgovornih za
regulaciju vitalnih celijskih procesa, kao $to su celijski ciklus, apoptoza i oCuvanje
stabilnosti genoma (Hahn i Weinberg, 2002). U tim uslovima, dolazi do dramati¢nog
naruSavanja homeostaze i Celije prolaze kroz proces transformacije (Slika 1.) tokom

koga sticu niz novih karakteristika (Hanahan i Weinberg, 2011) kao $to su:

1. Autonomna hiperproliferacija — javlja se u odgovoru na stimulaciju rasta i
deobe tumorske celije, kao posledica povecane autokrine produkcije faktora
rasta, prekomerne ekspresije ili mutacione aktivacije receptora rasta ili usled
konstitutivne aktivacije signalnih puteva nizvodno od ovih receptora;

2. Neosetljivost na antimitogene signale — usled promena u regulatornim i
efektornim molekulima celijskog ciklusa, tumorske ¢éelije ne odgovaraju na
antimitogene signale koji reguliSu Celijski rast, proliferaciju i diferencijaciju;

3. lzbegavanje programirane celijske smrti apoptozom - usled deregulacije
aktivnosti proteina koji ucestvuju u kontroli ovog procesa i promena
mehanizama koji prepoznaju promene u ¢eliji koje vode u apoptozu.

4. Neograniceni replikativni potencijal - zahvaljujuc¢i promenama u ekspresiji i
aktivnosti telomeraza kod tumorskih ¢elija ne dolazi do skra¢ivanja DNK na

krajevima hromozoma nakon deobe, usled ¢ega takve Celije imaju sposobnost



da izbegnu prelazak u stanje ¢elijskog mirovanja (engl. senescence) i sti¢u
neograniceni replikativni potencijal;

5. Indukcija angiogeneze — usled povecane produkcije stimulatora angiogeneze
od strane tumorskih c¢elija, dolazi do stvaranja novih krvnih sudova
(vaskulogenza) kao i do stvaranja novih krvnih sudova iz ve¢ postojecih
(angiogeneza);

6. Invazivnost i metastaziranje — usled epitelijalno-mezenhimalne tranzicije,
degradacije ekstracelijskog matriksa i narusavanja meducelijskih interakcija,
tumorske ¢elije sti¢u sposobnost invazije u okolna tkiva i formiranja metastaza
u udaljenim organima;

7. lzbegavanje imunskog odgovora — sposobnost tumorskih ¢elija da izbegnu
prepoznavanje i uklanjanje od strane ¢elija imunskog sistema,

8. Reprogramiranje celijskog metabolizma — sposobnost reprogramiranja
¢elijskog metabolizma ka alternativnim metabolickim putevima, kao $to je
anaerobna glikoliza, sto omogucava efikasnije koriSéenje energije i opstanak u

anaerobnim uslovima.
Procesi koji leze u osnovi sticanja navedenih karakteristika (Slika 1.) su:

1. Genomska nestabilnost — nagomilavanje genetickih promena kao posledica
mutacija u genima odgovornim za oCuvanje stabilnosti genoma, §to vodi
povecéanoj stopi mutacija i njihovoj akumulaciji u genomu (Hanahan i ostali,
2000).

2. Proinflamatorna mikrosredina — tumorska mikrosredina je bogata
inflamatornim ~ ¢elijama, koje predstavljaju nezaobilazni  faktor u
neoplasti¢cnom procesu i koje imaju vaznu ulogu u podsticanju proliferacije i

migracije (Coussens i Werb, 2002).
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Slika 1. llustrovani prikaz osnovnih karakteristika malignih tumora. Pored osam osnovnih
karakteristika, na slici su prikazani i procesi koji leze u osnovi sticanja navedenih karakteristika,
genomska nestabilnost i proinflamatorna tumorska mikrosredina. (Preuzeto i modifikovano prema
Hanahan i Weinberg, 2011).

Genomska nestabilnost i inflamatorna mikrosredina, zajedno sa velikim brojem
¢elijskih deoba potrebnih za formiranje makroskopskih tumora, dovode do geneti¢kog
diverziteta u populaciji ¢elija tumora. Upravo heterogenost Celija je razlog za izuzetnu
varijabilnost u fenotipskim karakteristikama tumora, sto dovodi do pojave populacije
¢elija sa izraZzenim metastatskim potencijalom, kao i sposobnos¢u da prezive terapiju
(Marusyk i ostali, 2012).

1.2. INVAZIVNOST | METASTAZIRANJE TUMORA

Jedan od najvec¢ih problema u leCenju raka predstavlja invazivnost celija
tumora i njihova sposobnost da formiraju metastaze. Na mestu nastanka tumora
formira se primarna tumorska masa, koja je odgovorna za samo 10% smrti

uzrokovanih malignim oboljenjima. Za preostalih 90% smrtnih slucajeva od



maligniteta odgovoran je proces metastaziranja (Weinberg, 2007b). Metastaze
predstavljaju Kkrajnji rezultat viSestepenog procesa, invazivno-metastatske kaskade,
koji ukljucuje S$irenje Celija raka na anatomski udaljene organe, njihovo
prilagodavanje u novoj mikrosredini i formiranje sekundarnog tumora. Do kona¢nog
formiranja sekundarnog tumora dolazi nakon prolaska celija kroz niz slozenih

procesa, koji obuhvataju (Slika 2.):

1. lokalnu invaziju ¢elija tumora kroz okolni ekstracelijski matriks i kroz slojeve
stromalnih ¢elija,

intravazaciju u limfne i krve sudove,

prezivljavanje u cirkulaciji,

zaustavljanje unutar kapilara udaljenih organa,

ekstravazaciju u parenhim drugih organa,

inicijalno prezivljavanje u novoj mikrosredini i formiranje mikrometastaza i
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ponovno uklju¢ivanje proliferativnog programa i formiranje makrometastaza

(Fidler, 2003).

Prvi korak u diseminaciji ¢elija tumora i formiranju metastaza u udaljenim
organima, je odvajanje metastatskih celija od primarnog tumora. U normalnim
fizioloSkim uslovima, ¢elije se drze unutar svojih definisanih granica zahvaljujuci
¢vrstim adhezivnim vezama sa susednim celijama i ekstracelijskim matriksom.
Ukoliko izgube kontakt sa drugim celijama ili ekstracelijskim matriksom, celije
epitela ili endotelijuma ulaze u apoptozu. Ovaj nac¢in aktiviranja apoptoze se jo$
naziva i anoikis, i predstavlja mehanizam kojim se viSecelijski organizmi §tite od
kretanja celija izvan njihovih uobicajenih anatomskih pozicija. Da bi uspe$no
napustile primarnu tumorsku masu, metastatske celije razvijaju brojne mehanizme za
izbegavanje anoikisa. Takode, zahvaljujuc¢i sposobnosti da raskidaju i formiraju
adhezivne veze, metastatske celije sticu povecanu pokretljivost, a samim tim 1
sposobnost da migriraju i invadiraju u okolno tkivo. Pokretljivost zapocinje
polarizacijom ¢elije koja je pra¢ena polimerizacijom aktina i formiranjem adhezivnih

veza u pravcu kretanja celije (Alizadeh i ostali, 2014; Guan, 2016).
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Slika 2. Invazivno-metastatska kaskada. Klinicki detektabilne metastaze predstavljaju krajnji
rezultat serije kompleksnih dogadaja, koji se zajedno nazivaju invazivno-metastatska kaskada. Tokom
metastatskog progresa, tumorske Celije napu$taju primarni tumor (lokalna invazija, intravazacija),
dospevaju do udaljenih organa (preZivljavanje u cirkulaciji, zaustavljanje u kapilarima udaljenih
organa, ekstravazacija) i prilagodavaju se stranoj mikrosredini (formiranje mikrometastaze, metastatska

kolonizacija). (Preuzeto i modifikovano prema Valastyan i Weinberg, 2011)

Adhezija ¢elija se ostvaruje najées¢e putem integrina, koji povezuju molekule
u ekstracelijskom matriksu sa citoskeletom ¢elija. Nakon vezivanja sa ekstracelijskim
matriksom, integrini se grupisu na plazma membrani sto vodi ka efikasnoj regrutaciji i
aktivaciji razli¢itih molekula unutar celije, kao Sto su adapterski proteini (npr.
P130Cas i Crk), nereceptorne tirozin kinaze (npr. Src familija kinaza i fokalna
adheziona kinaza (FAK)), male GTPaze (npr. Rho, Rac i Cdc42) i citoskeletni
proteini (npr. talin, vinkulin i paksilin). Regrutovanjem pomenutih molekula sa
unutra$nje strane plazma membrane formira se Specijalizovani intracelularni
kompleks nazvan fokalna adhezija ili fokalni kontakt, (engl. focal adhesion, FA)
(Nagano i ostali, 2012). Fokalna adhezija predstavlja dinamié¢ni kompleks, koji pored
posredovanja u prenosu signala, ima vaznu ulogu i u migraciji c¢elija. Integrini

uCestvuju i u produkciji matriksnih metaloproteinaza (MMP) neophodnih za



proteoliticku razgradnju ekstracelijskog matriksa 1 bazalne membrane prilikom
invazije metastatskih ¢elija. Zahvaljuju¢i povecanoj pokretljivosti, kao i sekreciji i
aktivaciji MMP-a, c¢elije tumora napustaju primarnu masu | invadiraju u stromu
povezanu sa tumorom, a zatim invadiraju i u parenhim susednog neizmenjenog tkiva
(Mon i ostali, 2006).

Nakon invazije u stromalni odeljak, celije tumora imaju direktan pristup
krvnim i limfnim sudovima, §to im omogucava poboljsano snabdevanje hranljivim
materijama i kiseonikom (Weinberg, 2007a). U cilju obezbedivanja dovoljne koli¢ine
ovih resursa za ubrzani rast, tumori dodatno indukuju lokalnu angiogenezu i formiraju
nove krvne sudove. Pored toga, novoformirani krvni sudovi uglavnom imaju slabe
meducelijske veze $to c¢elijama tumora obezbeduje laksi ulazak u krvotok. Takode,
faktori koji lokalno uti¢u na funkciju endotelijalnih barijera, kao $to su transformisuci
faktor rasta-p (engl. transforming growth factor-B, TGEP) ili vaskularni endotelijalni
faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) sintetisani od strane
tumorskih c¢elija, utiCu na povecanje broja celija tumora koje ulaze u krvotok
(Reymond i ostali, 2013).

Nakon uspesne intravazacije, maligne celije mogu putovati krvotokom ili
limfotokom na udaljena mesta u telu. Medutim, napustanje primarnog tumora i
promena okruzenja moze negativno uticati na ¢elije tumora i dovesti do njihove smrti.
Celije tumora su zavisne od mitogenih faktora i faktora prezivljavanja u mikrosredini
tumora, koje im mogu nedostajati nakon napustanja primarne mase i ulaska u
cirkulaciju. Pored toga, krvotok predstavlja neodgovaraju¢e okruzenje za tumorske
¢elije, u kome su one izlozene delovanju hidrodinamckog pritiska, kao i ¢elijama

imunskog sistema (Weinberg, 2007b).

Ukoliko prezive sve navedene uslove i prepreke okruzenja, maligne celije
zapocCinju ekstravazaciju. U ovom kompleksnom procesu ¢elije napustaju krvotok ili
limfotok na udaljenim mestima u organizmu koja su podlozna za razvoj metastaza.
Pre vise od 100 godina, Stephen Paget je prvi postavio seed and soil hipotezu o
metastaziranju, objasnjavaju¢i ovaj proces botanickim terminima, kao interakciju
“semena” (engl. seed), tj. ¢elija tumora, i “odgovarajuc¢eg zemljista” (engl. soil), tj.
mikrosredine organa. Ovom hipotezom se istice da metastaze u odredenim organima

nisu posledica slucajnosti ve¢ rezultat specifiénih interakcija malignih celija i



mikrosredine organa i da do formiranja metastaza dolazi samo u sluc¢aju kad su ¢elije
tumora i mikrosredina organa kompatibilni (Paget, 1889). James Ewing je, 40 godina
kasnije osporio seed and soil teoriju i predlozio hipotezu prema kojoj se metastatska
diseminacija odvija isklju¢ivo pod dejstvom mehanic¢kih faktora koji su rezultat

anatomske strukture vaskularnog sistema (Peinado i ostali, 2017).

Medutim, brojnim eksperimentima je Kkashije pokazano da mesto
ekstravazacije najceSce zavisi od oba faktora, mehanickih faktora kao i specifi¢nih
faktora u metastatskoj nisi. Tac¢nije, pokazano je da se ekstravazacija malignih celija
najceS¢e odvija u malim kapilarima Kkoji su slicnog dijametra kao i celije koje
metastaziraju (Stoletov i ostali, 2010). To dovodi do njihovog usporavanja i
zaustavljanja, a potom i do formiranja stabilnih adhezivnih veza sa endotelijalnim
¢elijma krvih sudova. Pored toga, endotelijalne ¢elije u vaskulaturi razli¢itih organa
prikazuju specifi¢ne receptore na povrsini i za formiranje adhezivnih veza zahtevaju
ekspresiju srodnih liganada i receptora na malignim éelijama. Siroki spektar liganada
I receptora doprinosi procesu ekstravazacije, ukljucujuéi selektine, integrine,
kadherine, hemokine, CD44 i superfamiliju imunoglobulinskih receptora (Reymond i
ostali, 2013). Od svih hemokina, CXCL12 (poznat i kao SDF-1, engl. stromal cell-
derived factor-1) je najcesée ukljucen u ekstravazaciju celija tumora i formiranje
metastaza. Smatra se da CXCL12, izlu¢en od strane stromalnih ¢elija u udaljenim
organima, privlaci celije tumora koje eksprimiraju CXCR4 receptor i stimulise

njihovu migraciju, adheziju i ekstravazaciju (Domanska i ostali, 2013).

Pored toga §to su CXCL12/CXCR4 ukljuceni u ekstravazaciju, oni imaju i
vaznu ulogu u preZivljavanju metastatskih ¢elija u novom okruZenju i podsticanju
formiranja metastatskih lezija (Massagué i Obenauf, 2016; Singla i ostali, 2015; Wald
i ostali, 2013). Nakon ekstravazacije, celije tumora, kada dospeju u parenhim tkiva,
mogu zapoceti formiranje sekundarne tumorske mase u novim okruzenjima,
procesom koji se naziva kolonizacija. U ovom procesu metastatske ¢elije se susrecu
sa novim tkivnim okruzenjem u kome nedostaju faktori rasta i prezivljavanja koji su
omogucili njihovim progenitorima uspes$no formiranje primarnog tumora (\Weinberg,
2007b). Da bi se razvila sekundarna metastatska lezija, ¢elije tumora moraju biti u

moguénosti da komuniciraju sa razli¢itim stromalnim celijama nove sredine. Mnogi



od ovih dogadaja oslanjaju se na interakciju izmedu hemokina i specifi¢nih receptora,

najée$¢e CXCL12 liganda i njegovog CXCR4 receptora (Domanska i ostali, 2013).

lako metastaze predstavljaju glavni uzrok smrti od raka, sam proces
metastaziranja je veoma neefikasan. Veliki broj cirkuliSu¢ih malignih ¢elija moze se
detektovati u krvotoku pacijenata obolelih od raka (Nagrath i ostali, 2007). Medutim,
kao $to je reCeno, ¢elije raka moraju da savladaju mnogobrojne prepreke prolazeci
kroz opisane korake neophodne za kolonizaciju udaljenih organa i formiranje
sekundarnog tumora. Shodno tome, procenjuje se da manje od <0,01% malignih ¢elija
koje dospeju u sistemsku cirkulaciju kona¢no razviju makroskopske metastaze
(Chambers i ostali, 2002).

Brojni molekuli su ukljuc¢eni u invazivno-metastatsku kaskadu, medu kojima
se izdvajaju CXCR4 receptor i FAK koji omogucavaju uspeS$nu kolonizaciju

udaljenih organa i formiranje makroskopskih metastaza.

1.2.1. CXCR4 - OPSTE KARAKTERISTIKE | ULOGA U
METASTAZIRANJU

Hemokini su familija od 48 malih sekretornih hemotaktickih citokina veli¢ine
oko 70-80 aminokiselina. Oni su ukljuceni u brojne vazne bioloske procese kao §to su
migracija Celija, imunski nadzor, inflamacija, apoptoza i angiogeneza. Svojim
uceS¢em u pomenutim procesima hemokini reguliSu embriogenezu, hematopoezu,
aktivnost urodenog i steCenog imunskog sistema, kao i promociju rasta tumora
(Raman i ostali, 2011). Hemokini su podeljeni na 4 podtipa u zavisnosti od pozicije
dva cisteinska ostatka na N-terminalnom kraju proteina: CXC, CC, C i CX3C. Kod
ljudi je opisano preko 48 hemokina i 19 hemokinskih receptora. Neki receptori vezuju
samo jedan ligand, dok drugi mogu biti aktivirani razli¢itim hemokinima. Hemokinski
receptori su G protein spregnuti receptori sa sedam transmembranskih domena i
imenovani su na osnovu liganda koji vezuju. Tako su receptori koji vezuju CXC
hemokine nazvani CXC receptori (CXCR), oni koji vezuju CC hemokine - CC
receptori, CX3C hemokine - CX3C receptori, a oni koji vezuju C hemokine XC
receptori (Zlotnik i Yoshie, 2000).



Medu hemokinskim receptorima, CXCR4 je najces¢e eksprimiran kod tumora
(Zlotnik i ostali, 2011). Ovaj receptor je takode poznat i pod nazivom fusin, i jedan je
od najispitivanijih hemokinskih receptora zbog ranije otkrivene uloge kao klju¢nog
receptora za ulazak HIV virusa u ¢elije (Feng i ostali, 1996). Iako su pocetne studije
bile usmerene na proucavanje u¢es¢a CXCR4 u HIV infekciji T-¢elija, njegova uloga
u tumorigenezi postala je intenzivna tema ispitivanja nakon njegovog povezivanja sa
hroni¢nom leukemijom, kao i sa regulacijom organ specificnih metastaza u modelima

raka dojke (Mohle i ostali, 1999; Miiller i ostali, 2001).

Do danas, povecana ekspresija CXCR4 je povezana sa patogenezom 23
razli¢ite vrste raka kod ljudi, ukljucujuci rak plu¢a, bubrega, mozga, prostate, jajnika i
koze. Povecana ekspresija ovog receptora doprinosi rastu tumora, angiogenezi,
rezistenciji na terapeutike, a posebno je znacajna njegova uloga u metastaziranju. Kao
primer njegove uloge u kancerogenezi istice se studija na transgenom misijem modelu
tumora dojke u kojoj je pokazano da inhibicija CXCR4 receptora dovodi do
smanjenja rasta tumora za ¢ak 56% (Hassan i ostali, 2011). Preklinicke studije na
razli¢itim malignim tumorima su pokazale da je metastaziranje celija raka
posredovano aktivacijom CXCR4 receptora i da je njihova migracija usmerena prema
organima koji visoko eksprimiraju CXCL12. Kao definitivna potvrda uloge CXCR4 u
inhibicija CXCR4 dovodi do smanjenog formiranja metastaza kod tumora dojke, raka
debelog creva, prostate, hepatocelularnog karcinoma, osteosarkoma i melanoma
(Domanska i ostali, 2013).
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Slika 3. Sematski prikaz CXCL12/CXCR4 posredovanih intracelularnih signalnih puteva.
CXCR4 je najéesce eksprimirani hemokinski receptor kod tumora. Poveéana ekspresija i aktivacija
CXCR4 receptora, kao i aktivacija njegovih nishodnih signalnih molekula (PI3K/AKT, MAPK/ERK i
FAK) doprinosi rastu tumora, rezistenciji na terapeutike i metastaziranju. (Preuzeto i modifikovano
prema Teicher i Fricker, 2010).

Za razliku od drugih hemokinskih receptora, CXCR4 vezuje samo CXCL12
kao ligand. Vezuju¢i CXCL12, ovaj receptor inicira aktivaciju razli¢itih nishodnih
puteva koji rezultiraju u velikom broju odgovora (Slika 3.), kao $to je povecanje nivoa
intracelularnog kalcijuma, transkripcije gena, hemotakse, proliferacije i prezivljavanja
malignih ¢elija (Domanska i ostali, 2013). Nakon vezivanja liganda za CXCR4
receptor, heterotrimerni G-kuplovani protein se aktivira zamenom GDP za GTP i
dovodi do aktivacije dva glavna proteina u prenosu signala unutar ¢elije, fosfolipaze
C (PLC) i fosfatidilinozitol-3-OH kinaze (PI3K). PLC aktivira fosfatidil inozitol
specificne kinaze koje hidrolizuju PIP2 generiSu¢i na taj nain dva sekundarna
glasnika, IP3 1 DAG, S§to vodi ka aktivaciji brojnih protein kinaza, uklju¢uju¢i PKC 1
MAPK (Bendall i ostali, 2005; Mellado i ostali, 2001; Teicher i Fricker, 2010). S
druge strane, aktivirana PI3K kinaza fosforilise brojne komponente fokalne adhezije,

kao S§to su prolin bogata kinaza 2 (engl. proline-rich kinase-2, Prk2), FAK i
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citoskeletni protein paksilin. Ovim signalnim putem, CXCR4 reguliSe procese
reorganizacije aktinskog citoskeleta i promene neophodne za migraciju tumorskih
¢elija (Wang i ostali, 2000). Takode, PI3K kinaza inicira aktivaciju AKT-a, za koji je
poznato da reguliSe prezivljavanje ¢elija inaktivacijom Bcl2 proteina, stabilizacijom
B-katenina i njegovim premestanjem u jedro, kao i aktivacijom transkripcije gena koji
promovisu proliferaciju i migraciju. Regulisanje ovih procesa putem aktivacije
CXCRA4 receptora takode se odvija i preko p38 i MAPK/ERK signalnih puteva (Slika
3.) (Teicher i Fricker, 2010; Wang i ostali, 2016).

1.2.2. FAK — OPSTE KARAKTERISTRIKE I ULOGA U

METASTAZIRANJU

FAK je ne-receptorna protein tirozin kinaza koja se aktivira interakcijama sa
integrinima, receptorima faktora rasta, G-kuplovanim receptorima i receptorima
citokina, i ima kljuénu ulogu u regulaciji adhezije, pokretljivosti, prezivljavanja i
proliferacije. Ova tirozin kinaza je osnovni intracelularni medijator promena koje se
deSavaju u okolocelijskoj sredini, kao Sto su remodelovanje ekstracelijskog matriksa

ili promene u dostupnosti hranljivih materija i faktora rasta (YYoon et al. 2015).

FAK je otkriven od strane dve razliCite grupe istrazivaca Ciji je cilj bio
prouc¢avanje molekularnih mehanizama tumorigeneze. Prva grupa istrazivaca
ispitivala je da li aktivacija integrinskih signalnih puteva moze da obezbedi rast
neizmenjenih ¢elija nezavisno od kontakta sa podlogom (Ferrell i ostali, 1989; Golden
i ostali, 1990). Druga grupa istrazivaca je identifikovala i klonirala klju¢ne supstrate
v-Src-a u cilju razumevanja mehanizama transformacije ¢elija ovim onkoproteinom
(Kanner i ostali, 1990; Schaller i ostali, 1992). Ubrzo je utvrdeno da ista tirozin
kinaza, teska 120kD, ima veoma vaznu ulogu u obe pomenute studije i nazvana je
fokalna adheziona kinaza, zahvaljuju¢i predominantnoj lokalizaciji u fokalnim
adhezijama. Od 1990. godine, kada je ova kinaza prvi put opisana, brojne studije su je
povezale sa nizom drugih bioloskih i patoloskih procesa, kao i sa vaznom ulogom u

razvoju, progresiji i metastaziranju tumora (Zhao i Guan, 2009).
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Gen koji kodira FAK protein mapiran je na humanom hromozomskom
regionu 8q24.3, koji je povezan sa Cestim aberacijama kod humanih maligniteta
(Sulzmaier i ostali, 2014). Sekvenca gena FAK (PTK2) sastoji se od 34 egzona.
Postoji nekoliko mehanizama aktivacije FAK-a kao S$to su: amplifikacija gena,
povecana ekspresija i alternativno iskrajanje iRNK, kao i fosforilacija, defosforilacija

i sumoilacija proteina (Golubovskaya, 2014).

Protein FAK se sastoji iz tri domena: kinazni domen, N-terminalni FERM
(engl. four-point-one, ezrin, radixin, moesin) domen i C-terminalni domen. FAK
kinazni domen se nalazi u sredini proteina i sadrZi viSe mesta na kojima aminokiselina
tirozin (Y) moze biti fosforilisana, kao $to su Y576, Y577 i mesto autofosforilacije
Y397. N-terminalni FERM domen FAK proteina je odgovoran za njegovu kinazno
nezavisnu funkciju (Calalb i ostali, 1995). U okviru ovog domena nalaze se nukleus-
lokalizujuca sekvenca (engl. nuclear localization sequence, NLS) i mesto vezivanja za
N-terminalni domen p53 tumor supresora. Takode, nedavno objavljene studije
pokazuju da FERM domen ima znacajnu ulogu u regulaciji aktivnosti FAK-a, koju
ostvaruje tako Sto vezivanjem za Kkinazni domen onemoguéava pristup Y397
aminokiselini i time spre¢ava autofosforilaciju (Frame i ostali, 2010). S druge strane,
interakcija FERM domena sa aktivatorima, kao §to su integrini, receptori faktora rasta
ili hemokinski receptori, dovodi do konformacione promene koja oslobada kinazni
domen i dovodi do aktivacije i autofosforilacije FAK proteina (Cooper i ostali, 2003;
Frame i ostali, 2010). C-terminalni domen FAK proteina, slicno FERM domenu,
ucestvuje u brojnim protein-protein interakcijama i sastoji se od dva prolinom bogata
regiona i FAT (engl. focal adhesion targeting) regiona. Zajedno sa FERM domenom,
FAT domen ima ulogu u dimerizaciji koja je neophodna za aktivaciju FAK proteina i

njegovu jedarnu lokalizaciju (Brami-Cherrier i ostali, 2014).
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Slika 4. Sematski prikaz FAK poredovanih signalnih puteva i ¢elijski procesi koje reguliSe. FAK
podstic¢e ¢elijski rast i metastaziranje kinazno zavisnom (plava boja) i kinazno nezavisnom (crvena

boja) aktivnoscu. (Preuzeto i modifikovano prema Sulzmaier i saradnici, 2014).

Prve studije na FAK proteinu pretpostavile su da ima vaznu ulogu u
transformaciji ¢elija v-Src onkogenom, pokazujuci da njegova aktivacija u izostanku
adhezivnih signala doprinosi tumorigenezi kroz promovisanje proliferacije i
prezivljavanja ¢elija (Guan i Shalloway, 1992). Danas se zna da povecana ekspresija i
aktivacija FAK-a ima veoma vaznu ulogu i U metastaziranju tumora (Sulzmaier i
ostali, 2014). FAK se izdvaja kao jedan od najvaznijih medijatora integrinskih signala
I regulatora Celijske adhezije (Slika 4.). Kao odgovor na adheziju ¢elije, FAK se
regrutuje u region fokalnih adhezija, autofosforilise se i dalje aktivira nekoliko
signalnih puteva povezanih sa migracijom i invazijom tumorskih ¢éelija. Najbolje je
ispitana uloga FAK/Src kompleksa koji se formira nakon autofosforilacije Y397 FAK
i vodi ka dodatnoj Y925 fosforilaciji i aktivaciji RAS/ERK signalnog puta (Schlaepfer
i ostali, 1994). Dodatno, FAK preko autofosforilisanog Y397 mesta vezuje p85
subjedinicu PI3K, sto vodi ka aktivaciji PI3K/AKT signalnog puta (Reiske i ostali,
1999). Pored aktivacije pomenutih signalnih puteva kod tumorskih celija, FAK

ucestvuje 1 u produkciji matrisknih metaloproteinaza (MMP) neophodnih za
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proteoliticku razgradnju ekstracelijskog matriksa 1 bazalne membrane prilikom

invazije metastatskih ¢elija (Mon i ostali, 2006).

1.2.3. P53i PTEN TUMOR SUPRESORI — OPSTE KARAKTERISTIKE I
ULOGA U REGULACIJI EKSPRESIJE | AKTIVNOSTI CXCR4 |

FAK-a

Brojni faktori regulisu ekspresiju i aktivaciju CXCR4 i FAK-a, uticu¢i na taj
na¢in na migratorne i invazivne sposobnosti Celija tumora. Medu najznacajnijim
regulatorima ovih molekula izdvajaju se p53 i PTEN tumor supresori (Ben-Baruch,
2009; Phillips i ostali, 2003).

Inaktivacija p53 tumor supresora je jedna od najce$¢ih promena koje se
javljaju kod malignih tumora. Gen TP53, prvi put opisan 1979. godine, bio je prvi
tumor supresorni gen koji je identifikovan. Prvobitno se verovalo da je onkogen, ali
podaci dobijeni 10 godina nakon njegovog otkri¢a definitivno su potvrdili njegovu
tumor supresorsku funkciju (Levine i ostali, 2004). Gen TP53 se nalazi na kratkom
kraku hromozoma 17 (17p13) i kodira protein koji se sastoji od 393 aminokiseline. To
je jedarni fosfoprotein od 53 kDa koji se sastoji od dva N-terminalna transaktivaciona
domena praéena evolutivno o¢uvanim prolin bogatim domenom, centralnim DNK-
vezuju¢im domenom, oligomerizacionim domenom neophodnim za stvaranje
funkcionalnih tetramera i1 C-terminalnim domenom koji poseduje signale za

premestanje u jedro (Joerger i Fersht, 2016).

Tumor supresor p53 se oznaCava kao cuvar genoma i jedan je od najceSce
proucavanih molekula u kancerogenezi zbog kompleksnosti 1 zna€ajnosti njegovih
funkcija u celiji. Ovaj tumor supresor je ukljucen u regulaciju brojnih osnovnih
¢elijskih procesa, ukljuujuéi popravku DNK ostecenja, Celijski ciklus, apoptozu,
autofagiju, ¢elijsko mirovanje i metabolizam ¢elija (Kastenhuber i Lowe, 2017). On
funkcioniSe kao regulatorni protein koji pozitivno ili negativno regulise ekspresiju
preko 150 gena. U normalnim fizioloskim uslovima p53 se odrzava na niskom nivou
zahvaljujuci brojnim regulatorima, pre svega MDM-2 (engl. Murine Double Minute
2) proteinu koji funkcionise kao p53-specificna ubikvitin E3 ligaza. Ova MDM-2-

zavisna degradacija p53 proteina se zaustavlja kao odgovor na razlicite stimuluse, kao
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Sto su pojava osteCenja DNK ili replikacioni stres prouzrokovan aktivacijom
onkogena. U tim uslovima p53 protein reverzibilno zaustavlja celije u G1 fazi
¢elijskog ciklusa, i omogucava popravku DNK pre dalje deobe celija. Ukoliko
ostecenja DNK ne mogu biti popravljena, pS3 pokreée programiranu celijsku smrt,

apoptozu (Miyashita i ostali, 1994).

Gubitak p53 ne samo da ima vaznu ulogu u inicijaciji i progresiji tumora, ve¢
takode omogucava ¢elijama tumora da steknu pun metastatski potencijal. p53 direktno
uti¢e na regulaciju transkripcije gena koji su ukljuceni u regulaciju pokretljivosti
¢elija, adhezije i invazije, vezujuci se za promotore tih gena (Wei i ostali, 2006). Kao
potvrdu uloge p53 u metastaziranju, brojne studije su pokazale da gubitak
heterozigotnosti ili mutacije u njegovom genu dovode do povecanja sposobnosti ¢elija
tumora da migriraju u in vitro sistemima, invadiraju kroz matrigel i metastaziraju u in

vivo sistemima (Muller i ostali, 2011).

Svoju funkciju u suprimiranju metastatskih procesa, p53 ostvaruje jednim
delom negativnom regulacijom gena CXCR4 i FAK. Konkretno, Mehta i kolege su
pokazali da p53 negativno reguliSe ekspresiju gena CXCR4, tj. da gubitak
funkcionalnog p53 tumor supresora dovodi do povecanja ekspresije CXCR4 receptora
i do povecanja invazivnih sposobnosti ¢elija raka dojke (Mehta i ostali, 2007). Pored
toga, poznato je da p53 negativno reguliSe i ekspresiju FAK-a, kako na nivou iIRNK
tako i na nivou proteina (Golubovskaya i ostali, 2008). Takode, pokazano je i da
postoji znaéajna korelacija izmedu povecane ekspresije FAK-a i mutacija u genu
TP53 kod pacijenata sa karcinomom dojke (Golubovskaya i Cance, 2010).
Imunoprecipitacijom i konfokalnom mikroskopijom je dodatno ustanovljeno da
postoji direktna interakcija izmedu proteina FAK-a i p53, u kojoj se N-terminalni
domen p53 proteina direktno vezuje za N-terminalni FERM domen FAK-a. Takode,
FAK moze da suprimira p53 posredovanu transkripcionu aktivaciju p21, BAX i
Mdm?2 proteina (Golubovskaya i Cance, 2011; Powell i ostali, 2014).

PTEN je drugi najées¢e izmenjeni tumor supresor kod humanih malignih
tumora. Gen PTEN-a se nalazi na hromozomu 10 i kodira protein koji se sastoji od
403 aminokiseline (Steck i ostali, 1997). Studije koje su proucavale kristalnu
strukturu PTEN-a su pokazale da se ovaj protein sastoji iz 3 domena: N-terminalnog
domena koji sadrzi kratak HCKAGKGR motiv koji je odgovoran za fosfataznu
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aktivnost, C2 domena odgovornog za vezivanje membranskih fosfolipida i efikasno
pozicioniranje PTEN-a na membrani i C-terminalnog domena koji sadrzi dva
specificna domena odgovorna za protein-protein interakcije i dve sekvence koje
sadrze prolin, glutaminsku kiselinu, serin i treonin, povezane sa stabilnos¢u PTEN

proteina (Lee i ostali, 1999).

PTEN u c¢eliji funkcioniSe, pre svega, kao lipidna fosfataza. Ovaj tumor
supresor hidrolizuje fosfatnu grupu membranskog lipida fosfatidilinozitol (3,4,5)-
trifosfata (PIP3) sto dovodi do formiranja PIP2 (fosfatidilinozitol 3,4-bifosfat), zbog
Cega se PTEN tumor supresor smatra klju¢nim negativnim regulatorom PI3K/AKT
signalnog puta (Maehama i Dixon, 1998). Aktivacija PI3K/AKT signalnog puta
zapocinje vezivanjem liganda za tirozin kinazne receptore i receptore sa G-vezanim
proteinima Sto vodi ka aktivaciji PI3K. Aktivirana PI3K dalje fosforilise PIP2 lipid,
konvertujué¢i ga u PIP3. U ovom koraku, PTEN tumor supresor deluje kao negativni
regulator PI3K/AKT signalnog puta, defosforilisu¢i PIP3 koji je neophodan za
aktivaciju AKT kinaze (Pérez-Ramirez i ostali, 2015). Upravo preko inhibicije ovog
signalnog puta, PTEN tumor supresor ostvaruje vaznu ulogu u supresiji invazivnih i
metastatskih sposobnosti tumorskih ¢elija. Pokazano je da gubitak PTEN-a i povecana
aktivnost PIBK/AKT signalnog puta dovodi do povecane ekspresije i aktivacije
CXCR4 receptora tumorskih ¢elija Sto vodi ka povecanoj proliferaciji i metastaziranju

tumora (Begley i ostali, 2015; Conley-LaComb i ostali, 2013).

Pored sposobnosti da defosforiliSe membranske lipide, PTEN tumor supresor
ima i protein fosfataznu aktivnost, kao i sposobnost direktne protein-protein
interakcije zahvaljuju¢i kojima reguliSe vazne Celijske funkcije nezavisno od AKT
signalnog puta. Prva identifikovana proteinska meta PTEN tumor supresora je FAK.
Pokazano je da defosforilacijom FAK-a, PTEN tumor supresor regulise interakcije
¢elija sa okolocelijskim matriksom i inhibira ¢elijsku migraciju i invaziju (Tamura i
ostali, 1998). Takode, preko PI3K/NF-kB signalnog puta, PTEN tumor supresor
inhibira vezivanje NF-kB proteina za FAK promotor i smanjuje njegovu ekspresiju

¢ime utice na rast i invaziju tumorskih ¢elija (Zhang i ostali, 2014).
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1.3. REZISTENCIJA NA HEMIOTERAPIJU

Pored formiranja metastaza, sposobnost ¢elija tumora da prezive terapiju
predstavlja glavni uzrok neuspeha le¢enja raka. Hemioterapija je jedan od osnovnih
pristupa u terapiji ovog oboljenja. U hemioterapiji tumora koriste se lekovi koji se
nazivaju citostatici, ¢iji je glavni cilj zaustavljanje nekontrolisanih deoba i ubijanje
tumorskih ¢elija. Postoji veliki broj razli¢itih hemioterapeutika koji se na osnhovu
mehanizma delovanja dele na: a) sredstva za alkilaciju, koja o$te¢uju DNK; b)
antimetabolite, koji zamenjuju normalne gradivne blokove RNK i DNK; c) inhibitore
topoizomeraze, koji inhibiraju topoizomerazu I ili Il; i d) mitotske inhibitore, koji
blokiraju mitozu i deobu celija (Huang i ostali, 2017). Medutim, efikasnost
hemioterapije je ograni¢ena razvojem rezistencije na citotoksi¢ne agense. Rezistencija
moze biti prisutna pre primene terapije kao urodena rezistencija , ili se moze razviti u
toku primene terapije kao stecena rezistencija (Holohan i ostali, 2013). Veoma slozeni
molekularni mehanzmi uzrokuju pojavu rezistencije i vrlo ¢esto ona podrazumeva
otpornost na spektar terapeutika razlic¢itih struktura i mehanizama delovanja, $to se
definiSe kao viSestruka rezistencija na lekove (engl. multidrug resistance, MDR)
(Baguley, 2010). Rezistentan fenotip moze nastati usled povecanog izbacivanja
terapeutika iz ¢elije i Smanjenja njegove intracelularne akumulacije, promena u
metabolizmu leka, promena ekspresije ciljnih proteina, narusene normalne regulacije
apoptoze, senescence-a i ¢elijskog ciklusa (Slika 5.) (Chai i ostali, 2010; Holohan i
ostali, 2013).
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Slika 5. Mehanizmi rezistencije na hemioterapeutske lekove. Celije raka mogu razviti otpornost na
lekove razli¢itim mehanizmima koji nastaju usled promena u: influksu terapeutika, efluksu lekova
ABC transporterima, kontroli celijskog ciklusa, senescence-a, apoptoze, ekspresiji ciljnih proteina i
metabolizmu lekova. (Preuzeto i modifikovano prema Chai i saradnici, 2010).

Najveéi pomak na polju prou¢avanja MDR-a dosao je 1976. godine, kada je
pokazano da je poveéana ekspresija P-glikoproteina odgovorna za pojavu rezistencije
na strukturno razli¢ita jedinjenja (Juliano i Ling, 1976). Danas je poznato da P-
glikoprotein pripada ABC (engl. ATP-binding cassette) superfamiliji proteina koji
funkcioniSu kao energetski zavisne efluksne pumpe i ¢ije povecanje ekspresije
predstavlja jedan od glavnih mehanizama koji dovode do promena intracelularne

koncentracije terapeutika i pojave MDR-a (Sun i ostali, 2012).

Kod ljudi je opisano 49 ¢lanova ove proteinske superfamilije, koji su podeljeni
u sedam podfamilija (od A do G). P-glikoprotein pripada B familiji (ABCB) i poznat
je jos kao engl. multi-drug resistance protein 1 (MDR1) ili engl. ATP-binding cassette
subfamily B member 1 (ABCB1), a njegov gen oznacen kao ABCB1 je lociran na
hromozomu 7g21. U normalnim fizioloskim uslovima kod coveka, ovaj protein je

eksprimiran na plazma membrani ¢elija razli¢itih organa, ukljucujuci jetru, bubrege,
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debelo crevo, nadbubreznu zlezdu, ali i na ¢elijama placente i endotelijalnim ¢elijama
krvno-mozdane i krvno-placentalne barijere (Ambudkar i ostali, 1999; Holohan i
ostali, 2013). Funkcija ovog proteina je u transportu i/ili izbacivanju njegovih
supstrata i zastiti Celija od ksenobiotika, kao $to su citotoksi¢ni agensi. ABCB1
protein prepoznaje i izbacuje iz Celije mnostvo strukturno i funkcionalno razlicitih
supstrata  (cikli¢ni, linearni, bazni, nenaelektrisani, negativno naelektrisani,
hidrofobni, aromati¢ni, nearomati¢ni supstrati). Zbog Sirokog spektra njegovih
supstrata, P-glikoprotein deluje i na vecinu citostatika (antraciklina, vinka alkaloida,
epipodofilotoksina i taksena) kao i drugih lekova, uklju¢uju¢i HIV proteazne
inhibitore i statine. Upravo zbog pomenute uloge, povecanje ekspresije ABCBI1
transportera je jedan od glavnih uzroka razvoja rezistencije na lekove i pojave MDR
fenotipa kod brojnih tipova maligniteta (Hodges i ostali, 2011).

Pored ABCB podfamilije transportera, ABCC podfamilija takode ima veoma
vaznu ulogu u razvoju MDR-a. Gen ABCC1 (engl. ATP-binding cassette subfamily C
member 1), poznat i kao MRP1 (engl. MDR-associated protein 1), je prvi
identifikovani gen iz ABCC podfamilije transportera. Kloniran je iz rezistentne
¢elijske linije tumora pluéa HG9AR (Yin i Zhang, 2011). Nakon njegovog otkrica,
brojna istrazivanja su pokazala vaznu ulogu ABCC1 proteina u efluksu mnogih
lekova 1 metabolita iz celije u razlicitim fizioloSkim, patoloskim 1 farmakoloSkim
procesima. Gen ABCC1 se nalazi na hromozomu 16p13.1, sadrzi 31 egzon i kodira
protein veli¢ine izmedu 180-190 kDa. Protein ABCC1 je prisutan u skoro svim
tkivima Coveka, a visoko je eksprimiran u plu¢ima, slezini, testisima, bubrezima,
placenti, tireoidnoj Zlezdi, besici, nadbubreznoj zlezdi i krvno-mozdanoj barijeri. Ovaj
protein transportuje brojne lekove koji se koriste u terapiji tumora, ukljucujuci
antracikline, epipodofilotoksine, vinka alkaloide, kamptotecine, metotreksat i
mitoksantron, zbog cega povecana ekspresija ABCC1 dovodi do rezistencije na

pomenute terapeutike i razvoja MDR-a (Munoz i ostali, 2007).

Veéina citostatika izaziva oSteCenja DNK ¢elija tumora, bilo direktno (npr.
cisplatin (CPt) ili doksorubicin (DOX)) ili indirektno (npr. inhibitori topoizomeraze),
dovode¢i do zaustavljanja celijskog ciklusa i indukcije apoptoze (Khamisipour i
ostali, 2016). Apoptoza je glavni tip programirane ¢elijske smrti i kod visecelijskih

organizama je tesno povezana sa mehanizmima odgovornim za odrzanje homeostaze
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tkiva (Igney i Krammer, 2002). Aktivacija ovog tipa ¢elijske smrti moze biti inicirana
posredstvom dva alternativna puta: spoljasnjeg puta posredovanog receptorima smrti
koji se nalaze na membrani Celija, | unutrasnjeg ili mitohondrijalnog puta,
posredovanog familijom Bcl-2 proteina. U oba puta se aktiviraju cisteinske aspartil-
specificne proteaze (kaspaze). Aktivacija kaspaza dovodi do karakteristicnih
biohemijskih i morfoloSkih promena, kao §to su pupljenje ¢elijske membrane, gubitak
veze sa okolnim celijama, kondenzacija hromatina i fragmentacija DNK molekula
(Ichim i Tait, 2016). S obzirom da hemioterapeutici deluju prvenstveno preko
indukcije apoptoze, defekti samih apoptotskih puteva i njihove regulacije mogu
dovesti do razvoja rezistencije na terapiju. Celije tumora sti¢u sposobnost izbegavanja
aktivacije apoptoze kroz brojne mehanizme. Kao najistakniutiji se izdvajaju promene
u aktivaciji onkogena (aktivirajuée mutacije gena PI3K proteina i aktivacija
RAS/RAF signalnog puta) ili gubitak funkcije tumor supresora (inaktivirajuce
mutacije gena p53 proteina i gubitak ekspresije PTEN-a). Alteracije u pomenutim
putevima i molekulima uti¢u na ravnotezu aktivnosti pro- i anti-apoptotskih proteina
Bcl-2 familije i na aktivaciju signala za prezivljvanje §to zajedno za posledicu ima
neosetljivost tumorskih ¢éelija na indukciju apoptoze, a samim tim i razvoj otpornosti

prema terapiji (Baguley, 2010).

Klasi¢na hemioterapija, pored toga $to se uglavnom zasniva na citotoksi¢cnom
delovanju lekova, moze imati i citostaticki efekat kojim se trajno onemogucéava
proliferacija c¢elija i indukuje senescence, bez pojave Ccelijske smrti. Koncept
senesence-a prvi put su predstavili Haiflick i Moorehead 1961. godine kada su
pokazali da neizmenjene humane diploidne Ccelije imaju ograni¢eni kapacitet
proliferacije nakon cega gube sposobnost daljeg deljenja (Hayflick i Moorhead,
1961). Danas znamo da ovaj fenomen predstavlja jednu vrstu celijskog mirovanja i
naziva se replikativni senescence. Ovaj tip senescence-a nastaje skrac¢enjem i/ili
oStecenjem telomera hromozoma uzrokovano ponovljenim replikacijama DNK tokom
deoba celija. Danas je poznato da senescence moze biti aktiviran i oksidativnim
stresom i ostecenjem DNK, i tada se oznacava kao prerano indukovani senescence.
Nezavisno od stimulusa kojim je pokrenut senescence, celije u mirovanju imaju
nekoliko zajednickih karakteristika koje se koriste za njihovu identifikaciju i
karakterizaciju u in vitro i in vivo uslovima. Kao glavna karakteristika opisuje se

ireverzibilno zaustavljanje Celijskog ciklusa koji se ne moze ponovo pokrenuti
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stimulacijom faktorima rasta (Francica i ostali, 2016). Nemogucnost ¢elija u
senescence-u da napreduju kroz celijski ciklus pracena je i sticanjem specifi¢nih
promena u celijskoj morfologiji, kao Sto su povecanje volumena, dobijanje
spljostenog oblika sa jasno izraZzenim jedrom, povecanje granulisanosti citoplazme i
povecanje aktivnosti enzima B-galaktozidaze (Lee i ostali, 2006). Pored vazne uloge u
fizioloSkim procesima, pokazano je da celijski senescence ima klju¢nu ulogu u
tumorigenezi, progresiji raka i u odgovoru tumorskih celija na hemioterapiju.
Prisustvo ¢elija u senescence-u u premalignim regijama, kao i njihovo odsustvo u
malignim tumorima ukazuje na to da senescence moze delovati kao prepreka razvoju
tumora suprimirajuc¢i proliferaciju. Brojni hemioterapeutici i jonizujuce zracenje
dovode do indukcije senescence-a ogranicavajuéi dalju progresiju tumora. Postoji sve
veci broj studija koje pokazuju da sticanje mehanizama kojima se izbegava aktivacija
senescence-a doprinosi rezistenciji tumora na hemioterapiju, kao i da iniciranje
programa senescence-a u solidnim tumorima moze biti potencijalni terapeutski pristup

za prevazilazenje rezistencije (Gordon i Nelson, 2012).

1.3.1. ULOGA CXCR4 | FAKU RAZVOJU REZISTENCIJE

Pored dobro definisane uloge u metastaziranju tumora, nedavno je pokazano
da CXCR4 1 FAK imaju vaznu ulogu i u razvoju rezistencije tumora na razlicite

terapeutike.

Kao §to je ve¢ pomenuto, povecana ekspresija CXCR4 receptora povezana je
sa losim ishodom pacijenata obolelih od tumora. Takode, vezivanje liganda za ovaj
receptor dovodi do aktivacije klju¢nih signalnih puteva odgovornih za regulaciju
proliferacije, rasta i progresije tumora. Medutim, nedavno je pokazano i da maligne
¢elije povecano eksprimiraju CXCR4 receptor kao odgovor na terapiju
hemioterapeuticima i da prateca aktivacija njegovih nishodnih signalnih puteva
predstavlja vazan mehanizam u razvoju rezistencije na terapiju (Domanska i ostali,
2013). Konkretno, pokazano je da tretman pacijenata obolelih od karcinoma rektuma
bevacizumab-om dovodi do povecéane ekspresije CXCR4 receptora u ¢elijama tumora
Sto je dalje povezano sa loSom prognozom (Saigusa i ostali, 2010). Takode, pokazano
je da tumorske ¢elije akutne limfoblasne leukemije povecavaju ekspresiju pomenutog

receptora u odgovoru na hemioterapiju i da su takve ¢elije zasticene od apoptoze
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indukovane hemioterapijom kada se kultiviSu sa stromom kosne srzi. U takvom
sistemu, tretman inhibitorom CXCR4 receptora smanjuje stromalnu zastitu celija
tumora i senzitizuje ih na hemioterapiju (Sison i ostali, 2014). S druge strane, Xie i
kolege su pokazali da je ekspresija CXCR4 receptora povecana u uzorcima tumorskog
tkiva pacijenata obolelih od NSCLC-a koji su rezistentni na cisplatin, kao i u
rezistentnoj Celijskoj liniji, A548/DDP. Dodatno, inhibicijom CXCR4 receptora i
senzitizacijom rezistentnih ¢elija, potvrdili su ulogu ovog receptora u rezistenciji na

cisplatin kod NSCLC-a (Xie i ostali, 2017).

Pored veoma vazne uloge u metastaziranju i regulaciji rasta i progresije
tumora, pokazano je da FAK takode ucestvuje u razvoju rezistencije na terapiju, kao i
da inhibicija FAK-a moze doprineti senzitizaciji brojnih tumora na hemioterapiju.
Studija Hochwald i saradnika je pokazala da kombinacija FAK inhibitora Y15 i
gemcitabina znacajno inhibira rast tumora pankreasa u in vivo modelu u poredenju sa
efektima pojedina¢nih tretmana (Hochwald i ostali, 2009). Drugi FAK inhibitor, C4,
pokazao se visoko efikasnim u kombinaciji sa doksorubicinom u inhibiciji rasta
tumora i supresiji angiogeneze u miSijem ksenograft modelu tumora dojke
(Golubovskaya, 2014). S obzirom da je u preklinickim ispitivanjima pokazan
znaCajan potencijal razli¢itih inhibitora FAK-a da senzitizuju celije tumora na
hemioterapiju, pristupilo se ispitivanju njihovih efekata u klini¢kim studijama.
Primera radi, 2013. godine zapoceta je klinicka studija delovanja FAK inhibitora
VS6063 u kombinaciji sa paklitakselom (PTX) kod pacijenata sa uznapredovalim
tumorom jajnika (klinicka studija #NCTO01778803, http://clinicaltrials.gov/ct2/
show/NCT01778803).

Kao $to je receno, brojne studije su pokazale anti-tumorski potencijal
inhibitora CXCR4 receptora i FAK-a, kako pojedinacno tako i u kombinaciji sa
klasi¢nim hemioterapeuticima. Medutim, glavni izazov za njihovu klini¢ku primenu
molekula, kao i koji molekularni profil pacijenata ¢e dovesti do efikasnog odgovora

na ovu terapiju.
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1.4. KARCINOM PLUCA

1.4.1. EPIDEMIOLOGIJA | KLASIFIKACIJA KARCINOMA PLUCA

Pojava malignih tumora je poslednjih decenija povecana zbog rasta i starenja
svetske populacije, kao i zbog prihvatanja nadina Zivota za koji je poznato da
poveéava rizik od pojave raka, a koji ukljucuje pusenje, loSu ishranu, fizicku
neaktivnost i promene reproduktivnih obrazaca povezanih sa urbanizacijom i
ekonomskim razvojem. Prema poslednjim svetskim podacima, za 2012. godinu
procenjena je pojava 14,1 miliona novih slu¢ajeva malignih tumora i 8,2 miliona
smrtnih slucajeva od raka Sirom sveta (Slika 6.). Karcinomi predstavljaju najbrojniji
tip maligniteta i nastaju od epitelijalih ¢elija. Prema tipu epitelijalnih ¢elija od kojih

nastaju, karcinomi se mogu dalje svrstati u podgrupe:

1. adenokarcinomi (vecina tumora dojke, pluca, debelog creva i prostate
su adenokarcinomi nastali od epitelijalnih celija sa sekretornom
funkcijom),

2. karcinomi skvamoznih c¢elija (karcinomi pluca, creva, koze, grlic¢a
materice nasrtali od protektivnih epitelijalnih ¢elija),

3. karcinomi bazalnih ¢elija (karcinomi koze nastali od bazalnih celija
epidermisa koze) 1

4. karcinomi tranzicionih ¢elija (karcinomi bubrega, uretre, besike nastali
od ¢elija epitelijalnog tkiva koje se oznacava kao tranzicioni epitelijum

ili urotelium).

Upravo je karcinom pluéa najcesce dijagnostikovani tip malignih tumora sa
1,8 miliona novih slucajeva (13% svih maligniteta) i vodeci uzrok smrti od raka sa 1,6

miliona smrtnih sluc¢ajeva (19,4% ukupnih smrtnih slucajeva) (Torre i ostali, 2015).
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Najcesée Dijagnostikovani Tumori Smrtnost Razli¢itih Tipova Tumora

° 1825K € Pluca > 1590K € Pluca

- 167K €3 Dojke s 186 N i) Jetre
> 1361K €) Creva 723 N ~4£) Stomaka
112K L) Prostate GO4K ) Creva
52K Stomaka S22 Dojke
182K Jetre 400X Jednjaka
520K Grliéa materice 330K Pankreasa
156 K Jednjaka 7K Prostate
Betike Grli¢a materice
ne-HodZKinov limfom Leukemije

Slika 6. 10 najces¢e dijagnostikovanih tumora i 10 tumora najéeséih uzroka smrti od malignih

oboljenja. (Preuzeto i modifikovano prema http://2016.igem.org/Team:NJU-China/test.)

Pluéa, sa 2000 km disajnih puteva i vise od 50 m? tankih alveolarnih
membrana, su slozen organ sastavljen od mnogo vrsta ¢elija sa razli¢itim funkcijama
koje podrzavaju razmenu gasova, kao i zastitu od izloZenosti toksi¢nim gasovima I
infektivnim agensima. Hroni¢no izlaganje sredinskim faktorima, Kkoji doprinose
pojavi raka plu¢a, dovode do morfoloskih promena bronhijalnog epitela koji
napreduju od hiperplazije ¢elija preko metaplazije, teSke displazije, karcinoma in situ
i na kraju dovode do pojave karcinoma. Ovaj redosled dogadaja prvenstveno je
povezan sa skvamoznim podtipom raka pluca. Nasuprot tome, progresija
adenokarcinoma povezana je sa manje specificnom premalignom lezijom, nazvanom

atipicna adenomatozna hiperplazija (Gridelli i ostali, 2015).

Jo§ 1924. godine prvi put je predlozen sistem klasifikacije karcinoma pluca,
koji i danas predstavlja osnovu Klasifikacije Svetske zdravstvene organizacije. Rak
plu¢a je klasifikovan na osnovu histoloskih osobina i1 podeljen u cetiri osnovne

kategorije:

karcinom skvamoznih ¢elija,
adenokarcinom,

karcinom krupnih celija 1

W np e

sitnocelijski karcinom.

Precizno odredivanje kategorije tumora pluca je od presudnog znacaja, od
¢ega zavisi izbor tretmana i prognoza toka i ishoda bolesti. Na osnovu kriterijuma za

odredivanje terapije i1 prognoze, karcinomi skvamoznih celija, adenokarcinomi i

24


http://2016.igem.org/Team:NJU-China/test

karcinomi krupnih c¢elija svrstani su u jedinstvenu grupu 1 nazvani su nesitnocelijski
karcinomi (engl. non-small cell lung cancer, NSCLC). Ova grupa predstavlja 85%
svih karcinoma pluéa. Ostatak je svrstan u poseban entitet nazvan sitnocelijski

karcinom pluca (engl. small cell lung cancer, SCLC) (Gridelli i ostali, 2015).

Pored odredivanja histoloSkog tipa, postoje i drugi parametri, kao $to su
gradus i stadijum bolesti, na osnovu kojih se dobijaju dodatne informacije koje
pomazu pri postavljanju dijagnoze 1 odredivanju terapije karcinoma pluca.
Odredivanje gradusa tumora vrsi se na osnovu morfoloskih i histoloskih karakteristika
tumorskih c¢elija i predstavlja stepen diferenciranosti tumora. Na osnovu histo-
patoloskih analiza karcinomi pluc¢a se klasifikuju na: G1 — dobro diferentovane, G2 —
srednje diferentovane, G3 — slabo diferentovane i G4 — aplasticne karcinome.
Stadijum bolesti se odreduje na osnovu TNM (engl. tumor-nod-metastasis)
klasifikacije, prema kojoj T ukazuje na veli¢inu i proSirenost tumora, N predstavlja
broj obliznjih limfnih ¢vorova zahvacenih tumorima, a M se odnosi na prisustvo
udaljenih metastaza. Na osnovu TNM parametara tumori se dalje grupiSu u sedam

razli¢itih stadijuma (1A — V) koji ukazuju na stepen progresije bolesti.

1.4.2. TERAPIJANSCLC-a

Modaliteti lecenja NSCLC-a odreduju se pre svega na osnovu stadijuma
bolesti. Medutim i drugi faktori, kao §to je celokupno zdravstveno stanje pacijenta,
funkcija pluca, kao i molekularni profil tumora, takode su vazni pri odabiru terapije.
Hirurska intervencija je prvi terapijski izbor za pacijente u ranijim stadijumima (I -
I1la) bolesti. Osim toga, za pacijente kod kojih se nakon hirurske intervencije
histopatolos§kim analizama utvrdi da imaju rizik od pojave recidiva, preporucuje se
odgovaraju¢a hemioterapija. Sa druge strane, kod pacijenata sa uznapredovalim
NSCLC-om, kod kojih hirurska intervencija nije indikovana, hemioterapija i/ili
radioterapija predstavljaju jedini moguci terapeutski pristup. U hemioterapiji NSCLC-
a najceS¢e se koriste derivati platine, cisplatin i karboplatin, u kombinaciji sa
razli¢itim citostaticima kao S§to su: PTX, vinorelbin, docetaksel, gemcitabin, etopozid,

vinblastin i pemetreksed (Chang, 2011).
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Cisplatin je jedan od antitumorskih lekova koji sadrze platinu i svrstava se
medu najpotentnije poznate hemioterapeutike sa veoma dobrim klini¢kim rezultatima
u lecenju brojnih solidnih tumora. Citotoksi¢no delovanje ovog platinskog komleksa
ostvaruje se njegovom interakcijom sa DNK sto uzrokuje unakrsno povezivanje G-G
u okviru jednog lanca DNK molekula. Na taj nacin cisplatin formira DNK adukte koji
dovode do zaustavljanja ¢elija u G1, S ili G2/M fazi cCelijskog ciklusa i kona¢no do

aktiviranja programirane ¢elijske smrti, apoptoze (Siddik, 2003).

Paklitaksel je hemioterapeutik iz grupe taksana, koji se vezuje za mikrotubule
deobnog vretena i spre¢ava njihovu depolimerizaciju. Mikrotubule su dinamiéne
strukture izgradene od heterodimera, a i B subjedinica, koje su uklju¢eni u mnoge
vazne Celijske procese, narucito u formiranje deobnog vretena. Paklitaksel, za razliku
od drugih mikrotubule-interaguju¢ih agenasa koji depolimeriSu mirotubule, SvOj
citotoksi¢ni efekat ostvaruje vezivanjem za ve¢ polimerizovane mikrotubule. Na taj
nacin paklitaksel stabilizuje mikrotubule i spreGava njihovu depolimerizaciju,
dovode¢i do zaustavljanja progresije celijskog ciklusa u G2/M fazi i aktiviranja
apoptoze (Barbuti i Chen, 2015).

Pored pomenutih hemioterapeutika, doksorubicin je jedan od najefkasnijih
agenasa koji se koriste u lecenju velikog broja maligniteta kod ljudi. DOX pripada
grupi antraciklinskih terapeutika i ostvaruje svoje citotoksi¢no dejstvo na nekoliko
nacina. Pre svega, DOX inhibira enzim topoizomerazu Il. Ovaj enzim je odgovoran za
stvaranje dvolancanih prekida molekula DNK i njihovo ponovno spajanje, ¢ime se
menja spiralizacija DNK i obezbeduje neometano odvijanje replikacije i transkripcije.
Pored toga, prisustvo DOX-a u ¢eliji dovodi do stvaranja slobodnih radikala i
oStecenja na Celijskoj membrani, molekulu DNK i proteinima (Thorn i ostali, 2011).
Kod raka pluca, DOX se koristi u terapiji SCLC-a, dok je relativno neefikasan u
lecenju NSCLC-a. Kao jedan od glavnih uzroka neosetljivosti NSCLC-a, izdvaja se
urodena rezistencija ovog tipa tumora na DOX koja je najéeS¢e pracena Smanjenjem
intracelularne koncentracije terapeutika (Vatsyayan i ostali, 2009). Dodatni problem u
primeni DOX-a predstavlja 1 njegova kardiotoksi¢nost, S$to onemogucava
prevazilazenje rezistancije kod tretmana NSCLC-a povecanjem doze pomenutog
terapeutika (Hershman i Shao, 2009). Medutim, brojne studije na NSCLC-u i dalje

koriste DOX wupravo u svrhu istrazivanja mechanizama rezistencije na

26



hemioterapeutike kod ovog tipa karcinoma (Chittasupho i ostali, 2014; Vatsyayan i
ostali, 2009; Wang i ostali, 2017; Wongvaranon i ostali, 2013).

Prognoza karcinoma plu¢a je, pored izvesnog napretka postignutog
hemioterapijom, i dalje veoma losa sa ukupnim petogodisnjim prezivljavanjem
manjim od 18% (Torre i ostali, 2016a). Molekularna heterogenost ovog tipa
karcinoma smatra se jednim od glavnih razloga zas$to pacijenti oboleli od NSCLC-a sa
istim stadijumom bolesti i sliénom histologijom tumora imaju dramati¢no razlicite
odgovore na terapiju i klinicku prognozu (Chen i ostali, 2014). Dva najces$¢a uzroka
neuspeha antitumorske terapije, koji proisticu iz heterogenosti ¢elija NSCLC-a, su

pojave metastaza i otpornosti na hemioterapiju (Siegel i ostali, 2016).

1.4.3. ULOGA CXCR4 | FAK-a U PROGRESIJI | METASTAZIRANJU

NSCLC-a

Kod vecine pacijenata sa karcinomom pluc¢a bolest se dijagnostikuje u kasnim
fazama, kada ne postoji moguénost leenja operacijom ili radioterapijom, kao
posledica lokalne invazije ili formiranja udaljenih metastaza. Metastatski tumori ne
samo da predstavljaju problem za leCenje operacijom i radioterapijom zbog
anatomskih pozicija, ve¢ su veoma Cesto i rezistentni na hemioterapiju (Qian i ostali,
2017). Mehanizmi koji reguliSu metastaziranje NSCLC-a su veoma kompleksni i

regulisani su brojnim molekulima, ukljucujuci i CXCR4 i FAK.

Sve vise podataka sugeriSe da aktivacija CXCR4 receptora ima veoma vaznu
ulogu u promovisanju agresivnog, invazivnog, fenotipa kod NSCLC-a. Brojne
klinicke studije su pokazale povezanost izmedu povecane ekspresije CXCR4
receptora u primarnom tumoru sa loSom klini¢kom prognozom pacijenata obolelih od
NSCLC-a (Chatterjee i ostali, 2014; Domanska i ostali, 2013; Otsuka i ostali, 2008;
Wald i ostali, 2013). Prilikom ispitivanja korelacija ekspresije CXCR4 receptora sa
klinickim parametrima pacijenta, Su i kolege su otkrili da su tumori sa visokom
ekspresijom CXCR4 skloniji lokalnoj invaziji ¢elija tumora i formiranju udaljenih

metastaza nego tumori sa niskom ekspresijom CXCR4 receptora (Su i ostali, 2005).
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Pored klini¢kih studija, kao potvrda veoma vazne uloge CXCR4 receptora u
progresiji karcinoma pluca, brojne in vitro i in vivo studije su pokazale da je povecana
ekspresija CXCR4 receptora povezana sa invazivnim i migratornim sposobnostima
NSCLC ¢elija. In vivo studije, koje su koristile ksenografte humanih NSCLC ¢elija u
SCID miSevima, pokazale su da ¢elije karcinoma pluc¢a najce$¢e metastaziraju na
mestima u organizmu gde je prisustvo liganda CXCR4 receptora (SDF-1) zna¢ajno
povecano u odnosu na njegov nivo u primarnom tumoru. U ovim studijama, primena
inhibitora CXCR4 receptora rezultirala je znacajnim smanjenjem metastaza NSCLC-a
na nekoliko organa, kao $to su nadbubrezne zlezde, jetra, pluc¢a, mozak i kosna srz

(Otsuka i ostali, 2008; Phillips i ostali, 2005).

Pored CXCR4 receptora, FAK je takode povecano eksprimiran u NSCLC-u.
Amplifikacija njegovog gena povezana je sa loSijom kliniCkom prognozom pacijenata
obolelih od NSCLC-a. Pored amplifikacije gena, uoceno je da povecana ekspresija
FAK-a na nivou iRNK i proteina koreli$e sa kasnijim stadijumima NSCLC-a (Carelli
i ostali, 2006; Golubovskaya, 2010). Kao jo§ jedan dokaz vazne uloge FAK-a u
progresiji ovog tipa karcinoma plucéa, studija koju su sproveli Nishimura i kolege
pokazala je da je povecana fosforilacija FAK-a usko povezana sa preZivljavanje
pacijenata nakon operativnog uklanjanja tumora (Nishimura i ostali, 1996). Uloga
FAK-a u progresiji NSCLC-a potvrdena je i u in vitro studiji koja je pokazala da
signalizacija posredovana FAK-om ucestvuje u regulaciji invazije, migracije i
proliferacije ¢elija NSCLC-a (Mukhopadhyay i ostali, 2005).

Znacajno uces¢e CXCR4 i FAK-a u patogenezi NSCLC-a moze biti bar
jednim delom posledica njihove regulacije p53 i PTEN tumor supresora za koje je

pokazano da imaju klju¢nu ulogu u promociji 1 progresiji ovog tipa tumora.

Mutacije u genu TP53 su medu najcesce prisutnim genetickim alteracijama
kod humanih maligniteta. Konkretno, kod pacijenata obolelih od NSCLC-a, TP53 je
mutiran u preko 50% slucajeva zbog Cega je i najéeSce ispitivani prognosticki marker
kod ovog tipa tumora. Takode, kod ovog tipa karcionoma se detektuje cesti gubitak
heterozigotnosti gena TP53, i u uzorcima pacijenata obolelih od NSCLC-a i u
humanim ¢elijskim linijama karcinoma pluéa. Sveukupno, ucestalost promena na
genu TP53 ukazuje na znacajnu ulogu ovog tumor supresora U patogenezi NSCLC-a.

Shodno tome, promene gena TP53 su povezane i sa lo§ijom prognozom, pove¢anom
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otporno$¢u na klasi¢nu hemioterapiju i metastaziranjem NSCLC-a (Mogi i Kuwano,
2011).

Za razliku od glioblastoma, melanoma, karcinoma prostate i jajnika kod kojih
su somatske mutacije PTEN-a ceste, kod pacijenata obolelih od NSCLC-a ove
promene se detektuju u manje od 10% slucajeva. Medutim, inaktivacija PTEN-a se
desava kroz druge mehanizme, kao $to su gubitak heterozigotnosti ili epigeneticka
inaktivacija usled hipermetilacije njegovog promotora. Upravo zahvaljujué¢i ovim
mehanizmima, potpuni gubitak ili smanjena ekspresija proteina PTEN-a prisutna je
kod skoro 70% pacijenata obolelih od NSCLC-a (Pérez-Ramirez i ostali, 2015).
Nezavisno od mehanizma, pokazano je da je gubitak PTEN tumor supresora povezan
sa los$ijim klinickim ishodom bolesti, razvojem rezistencije na brojne
hemioterapeutike i metastaziranjem NSCLC-a (Kokubo i ostali, 2005; Tang i ostali,
2006; Yanagawa i ostali, 2012).

Pored toga, u poslednje vreme se sve vise isti¢e veza istovremene inaktivacije
oba tumor supresora sa promocijom agresivnog fenotipa tumora koji se odlikuje
brojnim metatazama i loSim klinickim ishodom (Hu i ostali, 2003; Liu i ostali, 2014;
Oki i ostali, 2005). Istovremena inaktivacija oba tumor supresora prijavljena je i kod
NSCLC-a, u ¢ak 50% ispitanih slucajeva. Takode, istovremeno prisustvo promena
TP53 i PTEN-a koreliSe sa invazijom u limfne ¢vorove kod ispitivanih pacijenata, §to
ukazuje na uticaj istovremeno inaktiviranin p53 i PTEN-a u promovisanju
metastatskog fenotipa kod NSCLC-a (Andjelkovic i ostali, 2011). Jedan od mogucih
natina ovakvog uzajamnog delovanja je preko regulacije ekspresije i aktivnosti

njihovih zajednickih ciljanih molekula, kao §to su CXCR4 i FAK.

1.4.4. ULOGA ABCB1 | ABCC1 U REZISTENCIJI NSCLC-a NA

HEMIOTERAPIJU

NSCLC se, osim izrazene invazivnosti, veoma Cesto odlikuje i urodenom
rezistencijom na primenjenu terapiju (Sharma, 2012). U studiji u kojoj je ispitano
preko 3000 razlic¢itih primarnih c¢elijskih kultura izvedenih iz uzoraka NSCLC
pacijenata koji nisu predhodno primali terapiju, pokazano je da je 63% uzoraka
rezistentno na cisplatin, 75% na DOX i 40% na PTX (d’Amato i ostali, 2006). Pored
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urodene rezistencije, gotovo svi pacijenti oboleli od NSCLC-a vremenom razvijaju
steCenu rezistenciju prema terapiji kojoj su bili izloZeni, iako su u pocetku odli¢no

reagovali na primenjeni tretman (Chang, 2011).

Brojni mehanizmi su ukljuceni u razvoj rezistencije kod NSCLC-a. Kao §to je
ve¢ opisano, povecana ekspresija ABC transportera predstavlja jedan od osnovnih
mehanizama kojima se menja efluks i smanjuje intracelularna koncentracija
terapeutika, kao Sto su cisplatin, metotreksat, taksani, antraciklini i vinka alkaloidi.
Brojne studije su ispitivale ulogu ABC transportera, kao $to su ABCB1 i ABCC1, kod
NSCLC-a (Shanker i ostali, 2010). Molekularne analize su pokazale da je ekspresija
gena ABCB1 znacajno povecana kod rezistentnih celijskih linijja u poredenju sa
senzitivnim. Konkretno, ispitujué¢i ekspresiju pomenutog gena kod humane
rezistentne Celijske linije NSCLC-a (NCI-H460/PTX250), utvrdeno je povecanje
ekspresije ABCB1 preko 1000 puta u odnosu na odgovarajuéu senzitivnu (NCI-H460)
¢elijsku liniju (Yabuki i ostali, 2007). Uloga ABCBL1 transportera u hemorezistenciji
potvrdena je i U in vivo uslovima. Pokazano je da je povecana ekspresija ovog
receptora, kako na nivou iRNK-a tako i na nivou proteina, povezana sa urodenom
rezistencijom c¢elija tumora pluca u in vivo uslovima (Abe i ostali, 1996). Takode,
Choiu 1 kolege su pokazale znacajnu korelaciju izmedu ekspresije ABCBI
transportera i odgovora pacijenata obolelih od NSCLC-a na terapiju paklitakselom
(Chiou i ostali, 2003).

Pored ABCBI transportera, ABCCI1 takode ima vaznu ulogu u razvoju
rezistencije kod NSCLC-a. Ekspresija ovog transportera je znacajno povecana u
uzorcima primarnih tumora pacijenata obolelih od NSCLC-a, u poredenju sa
neizmenjenim tkivom (Nooter i ostali, 1996; Ota i ostali, 1995). Njegova povecana
ekspresija je oznaCena kao veoma znaajan indikator loSeg odgovora na terapiju i
loseg ukupnog prezivljavanja kod NSCLC-a (Munoz i ostali, 2007). Pored toga,
nekoliko studija je pokazalo da su razliite ¢elijske linije NSCLC-a, sa visokim
nivoom ekspresije ABCCL1 proteina, otporne na hemioterapeutike kao $to su DOX,
vinkristin i etopozid (Nooter i ostali, 1996; Ota i ostali, 1995; Young i ostali, 1999).
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1.4.5. ULOGA CXCR4 | FAK-a U REZISTENCIJI NSCLC-a NA

HEMIOTERAPIJU

Iako je povecanje ekspresije ABC transportera glavni mehanizam povezan sa
otporno$¢u na hemioterapiju, promene u regulaciji apoptoze, senescence-a i ¢elijskog
ciklusa takode mogu uticati na razvoj rezistencije kod NSCLC-a. Nedavno je
pokazano da upravo preko regulacije ovih procesa CXCR4 i FAK ostvaruju svoju
ulogu i u razvoju rezistencije na hemioterapeutike kod NSCLC-a (Azab i ostali, 2009;

van Nimwegen i ostali, 2006; Sison i ostali, 2014).

Povecana ekspresija i aktivacija CXCR4 receptora kod NSCLC-a ima vaznu
ulogu u razvoju rezistencije na hemioterapiju. Uporedujuci cisplatin-rezistentnu
(A549/DDP) i senzitivnu celijsku liniju NSCLC-a (A549), pokazan je visok nivo
ekspresije CXCR4 kod rezistentnih ¢elija. S druge strane, smanjenje ekspresije
CXCRA4 receptora primenom antisens CXCR4 nukleotidnog fragmenta, dovelo je do
indukcije apoptoze, smanjenja proliferativnog potencijala i senzitizacije rezistentnih
NSCLC ¢elija na CPt (Xie i ostali, 2017). Osim vazne uloge FAK-a u progresiji
NSCLC-a, nedavno je pokazano da ova kinaza ima vaznu ulogu i u razvoju
rezistencije kod NSCLC-a, kako u in vitro, tako i u in vivo uslovima. Konkretno,
Howe i saradnici su pokazali znac¢ajnu ulogu FAK-a u razvoju rezistencije na tirozin
kinazne inhibitore EGFR-a, kao i da kombinacija FAK inhibitora sa erlotinibom
poboljsava ishod terapije (Howe i ostali, 2016a). Takode, aktivacija FAK-a doprinosi
razvoju rezistencije na dasatinib kod NSCLC-a, a njegovom inhibicijom moguce je

senzitizovati ¢elije na ovaj terapeutik (Lu i ostali, 2013).

1.4.6. CILJANA TERAPIJA NESITNOCELIJSKOG KARCINOMA PLUCA

Uprkos tome §to je karcinom pluca prepoznat kao histoloski heterogeno
oboljenje jos u 1950-tim (Levine i Weisberger, 1955), svi pacijenti sa NSCLC-om
primali su istu hemioterapiju bez obzira na histoloski podtip bolesti sve do 2004.
godine (Thomas i ostali, 2015). Medutim, brojne klini¢ke studije su pokazale da ta¢no
odredivanje histoloskog podtipa ima veliku vaznost u odredivanju terapije, kao i da

odredene terapeutske strategije mogu doprineti boljem odgovoru samo kod pacijenata
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sa specificnim histoloSkim podtipom NSCLC-a. Konkretno, u klinickoj studiji
H3E-MC-JMDB koja je sprovedena nakon razvoja pemetrekseda, pokazano je da
terapija ciplatin-pemetreksed-om statisticki znacajno produzava prezivljavanje u
odnosu na terapiju cisplatin-gemcitabin-om samo kod NSCLC pacijenata sa

adenokarcinomom (Scagliotti i ostali, 2008).

Pored toga, uvedeno je i nekoliko novih tretmana u klinickom lecenju
odredenih podgrupa pacijenata sa NSCLC-om, kod kojih veéina ima mutacije u
jednom od kljuénih onkogena koji utiu na nastanak i progresuju tumora. Konkretno,
mutacione analize gena EGFR-a u primarnim tumorima pacijenata obolelih od
NSCLC-a, koji su odgovorili ili nisu odgovorili na terapiju gefitinibom, identifikovale
su podgrupu pacijenata sa specifi¢cnim mutacijama u ovom genu koje su povezane sa
klinickim odgovorom na terapiju EGFR tirozin kinaznim inhibitorima (Pallis i ostali,
2009). Ubrzo nakon uvodenja EGFR inhibitora u klini¢ku praksu lecenja pacijenata
obolelih od NSCLC-a sa specificnim mutacijama, za jo§ jedan tirozin kinazni
inhibitor (krizotinib) je pokazano da je efikasniji od standardne hemioterapije u
leCenju odredenog podtipa NSCLC-a, ALK (engl. anaplastic lymphoma kinase)
pozitivnog NSCLC-a (Shackelford i ostali, 2014). Nakon S§to su testiranja na
specificne mutacije u genima ALK i EGFR-a postala standardna procedura u
dijagnostici NSCLC-a, identifikovane su nove potencijalne mutacije za ciljanu
terapiju kod pacijenata obolelih od NSCLC-a, kao $to su mutacije u genima ROS1,
BRAF, RET i MET (Toschi i ostali, 2017).

Pored pomenutih terapeutskih strategija, jedan od novih i obecavajucih
pristupa u lecenju karcinoma pluca, koji ima za cilj smanjenje invazije i reverziju
rezistencije na klasi¢ne hemioterapeutike, jeste ciljana inhibicija CXCR4 receptora i
FAK-a.

Trenutno postoji vise od 15 razli¢itih jedinjenja koji se koriste za inhibiciju
CXCR4 molekula. Mogu se razlikovati 4 glavne klase CXCR4 inhibitora: 1) mali
modifikovani peptidi antagonisti CXCR4 receptora, kao §to su BKT140 i POL6326;
IT) mali molekuli antagonisti CXCR4 receptora, kao $to su AMD3100, WZ811,
AMDO070, MSX-122, GSK812397 i KRH-3955; Ill) antitela za CXCR4 receptor, kao
S§to su MDX-1338, BMS 93656 i ALX-0651 i 1VV) modifikovani agonisti i antagonisti
za SDF-1 ligand. Najpoznatiji CXCR4 inhibitor je AMD3100, poznatiji kao
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plerixafor ili Mozobil®. On je jedini CXCR4 inhibitor odobren od strane FDA-a za
klinicku upotrebu, i to kod ne-Hodzkinovog limfoma i multiplog mijeloma
(Domanska i ostali, 2013; Peled i ostali, 2012). I pored toga $to je odobren za klinicku
primenu, efikasnost AMD3100 je ograni¢ena usled smanjene bioiskoristivosti, koja je
rezultat njegovog visokog pozitivnog naclektrisanja na fizioloskim pH vrednostima.
Na osnovu predlozenog mehanizma delovanja AMD3100, Zhan i kolege su sintetisali
seriju razli¢itih jedinjenja koji su kandidati da zamene AMD3100, kao jedinjenja koja
imaju vecu specificnost za CXCR4 i bolju bioiskoristivost (Zhan i ostali, 2007).

Sinteza serije malih molekularnih antagonista CXCR4, sa dva aromati¢na
ostatka amina povezanih sa para-ksililen grupom, dovela je do otkri¢a
N1,N4-di-2-piridinil-1,4-benzendimetanamina, oznacenog kao WZ811. Ovaj mali
molekularni antagonist CXCR4, predstavlja veoma snazan inhibitor aktivnosti ovog
receptora. WZ811 ima sposobnost blokiranja CXCR4 ve¢ u koncentracijama ispod
nanomolarnog opsega (Zhan i ostali, 2007). Takode efikasniji je od AMD3100 u
inhibiranju ~ CXCR4/CXCL12-posredovane  modulacije  ciklicnih  adenozin
monofosfata (CAMP), kao i u inhibiranju invazije i migracije u Matrigel eseju. lako se
WZ811 pokazao kao veoma uspe$an u in vitro testovima, nikada nije dospeo do
klinickih istrazivanja zbog njegove smanjene bioiskoristivisti dokazane u

preklini¢kim istrazivanjima (Choi i ostali, 2012).

Prvi pokusaji da se inhibira signalizacija posredovana FAK-om u ¢elijama
raka izvedeni su pomoc¢u antisens FAK oligonukleotida, adenovirusa sa FAK-CD
(engl. carboxyl-terminal domain of FAK) i FAK siRNK-a. Sve nabrojane strategije su
dovele do efikasnog inhibiranja aktivnosti FAK-a, $to je praceno smanjenim
prezivljavanjem celija tumora, aktivacijom apoptoze i smanjenjem tumorigenosti
(Golubovskaya i ostali, 2009; Xu i ostali, 2000, 1996). Medutim, ovi pristupi imaju
ograniCenja za upotrebu u klinickim istrazivanjima, zbog Cega je razvijen pristup
inhibicije FAK-a malim molekularnim inhibitorima. Inhibitori FAK-a mogu biti
podeljeni u dve grupe: 1) inhibitori koji ciljaju enzimske ili kinaza-zavisne funkcije
FAK-a, kao §to su inhibitori koji ciljaju ATP-vezujuéi domen i alosteric¢ki inhibitori
koji menjaju konformaciju FAK-a i blokiraju kinaznu aktivnost i Il) inhibitori koji
sprecavaju pravilno zauzimanje konformacije FAK proteina (Golubovskaya, 2014).

Jedan od najranije dizajniranih FAK inhibitora je TAE226, koji blokira ATP-vezujucée
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mesto i inhibira fosforilaciju FAK-a (Y397 i Y861). Ovaj molekul je pokazao
obecavajuce rezultate u preklini¢kim testovima in vitro i in vivo. Pored TAE226
inhibitora, veoma Cesto u preklinickim ispitivanjima je koris¢en i PF-526,271, koji
blokira ATP-vezuju¢e mesto FAK-a i Pyk2 (engl. Protein-rich tyrosine kinase 2).
PF-526,271 je u in vivo ispitivanjima uspeS$no inhibirao rast karcinoma pluca i
prostate, dok je kod tumora dojke bio efikasan i u supresiji formiranja metastaza
(Dunn i ostali, 2010).

Za razliku od prethodno pomenutih inhibitora, PF-573228 inhibitor se
odlikuje velikom selektivno$¢u prema FAK-u, bez obzira $to ima veoma slican
mehanizam delovanja kao PF-526,271 i TAE226 inhibitori. PF-573228, takode
interaguje sa ATP-vezuju¢im domenom FAK-a, efikasno blokira Y379 fosforilaciju, a
time i njegovu kataliticku aktivnost. Tretman malignih ¢elija PF-573228 inhibitorom
dovodi do smanjenja adhezije i inhibicije migracije ¢elija. Zanimljivo je da tretman
samo PF-573228 inhibitorom, nije imao veliki uticaj na proliferaciju i apoptozu kod
tumorskih c¢elija, Sto ga svrstava u odli¢an izbor prilikom ispitivanja uloge FAK-a u

adhezivnim i migratornim sposobnostima malignih ¢elija (Slack-Davis i ostali, 2007).

Inhibicija oba molekula, CXCR4 i FAK-a, ima veliki potencijal za klinicka
istrazivanja na NSCLC-u, medutim kao moguci problem njihove efikasnosti istice se
heterogenost celija karcinoma pluca. U cilju reSavanja problema heterogenosti
NSCLC-a, veliki znacaj se pridaje odredivanju molekularnog profila ¢elija karcinoma
pluca i identifikaciji specifi¢ih molekularnih podtipova koji ¢e najbolje odgovarati na

pomenute terapeutske strategije.

34



2. CILJEVI

Shodno predstavljenim literaturnim podacima, prvi cilj ove studije je bio da se
ispita znaCaj CXCR4 1 FAK-a u invazivnosti NSCLC ¢elija sa istovremeno
inaktiviranim p53 i PTEN tumor supresorima. Radi realizacije ovog cilja postavljeni

su sledec¢i zadaci:

1. Uspostaviti in vitro sistem humanih c¢elijskih linija NSCLC-a sa razli¢itim

funkcionalnim statusom p53 i PTEN tumor supresora

2. Uporediti invazvne i1 migratorne sposobnosti humanih ¢elijskih linija
NSCLC-a sa razli¢itim funkcionalnim statusom p53 i/ili PTEN tumor

supresora

3. lspitati nivo ekspresije CXCR4, FAK-a, AKT-a i ERK-a u humanim
¢elijskim linijjama NSCLC-a sa razli¢itim funkcionalnim statusom p53 i/ili

PTEN tumor supresora

4. lspitati uticaj tretmana inhibitorima CXCR4 i FAK-a na migraciju i
invaziju u in vitro sistemu NSCLC-a sa inaktivnim p53 i/ili PTEN tumor

supresorima

5. lspitati promene u fosforilaciji FAK-a, AKT-a i ERK-a nakon tretmana
inhibitorima CXCR4 i FAK-a u in vitro sistemu NSCLC-a sa inaktivnim
p53 i/ili PTEN tumor supresorima

6. Uporediti sposobnost ¢elija NSCLC-a sa inaktivnim p53 i/ili PTEN tumor
supresorima da formiraju tumore, kao i dinamiku rasta nastalih tumora u

misijem modelu subkutanih ksenografta tumora pluca

7. lspitati efekte inhibicije CXCR4 i FAK-a u spreavanju metastatskog
Sirenja  pS3/PTEN  deficijentnih  tumora u mi§jem ortotopnom

metastatskom modelu tumora pluca
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Drugi cilj ove doktorske studije je bio da se ispita uloga CXCR4 i FAK-a u
rezistenciji na klasi¢ne hemioterapeutike kod NSCLC C¢elija. Za realizaciju ovog cilja

definisani su slede¢i zadaci:

1. Odrediti relativni nivo ekspresije gena CXCR4, FAK, ABCB1 i ABCC1
kod tumorskih uzoraka pacijenata obolelih od NSCLC-a

2. Analizirati povezanost promena u ekspresiji gena CXCR4 i FAK sa
promenama ekspresije pomenutin  ABC transportera kod tumorskih

uzoraka pacijenata obolelih od NSCLC-a

3. Ispitati mogucnost i mehanizme reverzije rezistencije kod c¢elijskih linija
NSCLC-a primenom CXCR4 i/ili FAK inhibitora u kombinaciji sa

klasi¢nim citostaticima

Trec¢i cilj ove doktorske studije je bio da se ispita uticaj kombinovanog
tretmana inihibitora CXCR4 ili FAK-a sa klasi¢nim hemioterapeuticima na invazivne

sposobnosti rezistentnih NSCLC ¢elijskih linija.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. LEKOVII FARMAKOLOSKI INHIBITORI

U ovoj studiji koris¢eno je nekoliko komercijalno dostupnih lekova, kao i
farmakoloskih inhibitora razli¢itih signalnih molekula: CPt (Pfizer Pty Ltd,
Australija), DOX (Arzneimittel GmbH, Austrija), PTX (Sigma-Aldrich Chemie
Gmbh, Nemacka), PTEN inhibitor bpV(HOpic) (Santa Cruz Biotechnology, SAD),
CXCR4 antagonist WZ811, FAK inhibitor PF-573228 i p53 inhibitor Pifitrin-o (PFT-
a) (Selleckchem, SAD).

CPt i DOX su rastvoreni u sterilnoj vodi i 1 mM alikvoti su ¢uvani na sobnoj
temperaturi (CPt) ili na +4 °C (DOX). PTX je rastvoren u 95% etanolu i alikvoti
dobijenog 1 mM rastvora su ¢uvani na —80 °C. Inhibitori, PF-573228, WZ811, PFT-a
I bpV(HOpic), su rastvoreni u dimetilsulfoksidu (DMSO) (Sigma-Aldrich Chemie
Gmbh, Nemacka) i njihovi 10 mM alikvoti su ¢uvani na —20°C. Neposredno pre

tretmana, svi lekovi i inhibitori su rastvarani u sterilnoj vodi.
3.2. UZORCI TKIVA

U ovoj studiji analizirani su uzorci tumorskog 1 odgovaraju¢eg neizmenjenog
tkiva 30 pacijenata obolelih od NSCLC-a koji su operisani na Klinici za grudnu
hirurgiju, Klinickog centra Srbije, u periodu od maja do oktobra 2004. godine. Uzorci
su prikupljani u pomenutom periodu nakon dobijanja saglasnosti pacijenata i
odobrenja Etickog komiteta Klinickog centra Srbije za potrebe prethodne studije (broj
resenja 926/1), a u skladu sa etickim standardima Helsinske deklaracije donete 1964.
godine. Kori$¢enje uzoraka za potrebe ove studije odobreno je od strane istog Etickog
komiteta (broj resenja 93/6). Dijagnoza NSCLC-a, histoloski tip, gradus, prisustvo
nekoroze kao 1 invazija u okolne limfne ¢vorove utvrdeni su histoloskim pregledom
postoperativnog tumorskog tkiva od strane patologa (J.S.) Sluzbe za patologiju,
Klinickog centra Srbije. Tumori su klasifikovani na osnovu kriterijumima Svetske
zdravstvene organizacije (engl. World Heath Organization, WHO) i prema TNM
sistemu (Beasley i ostali, 2005; Travis i ostali, 2015).

Od 30 pacijenata, starosti od 43-72 godine, 24 su bili muskarci, a 6 Zene. Pet

NSCLC uzoraka bilo je dobro diferencirano (gradus 1), 21 je bio umereno
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diferenciran (gradus 2) i 4 ih je bilo loSe diferencirano (gradus 3). Patoloski status I
utvrden je kod 5, Il kod 11 1 IIT kod 14 slucajeva. Po histoloskom tipu 9 karcinoma su
bili adenokarcinomi, a 21 karcinomi skvamoznih ¢elija. Medu 30 ispitivanih slucajeva
25 ih je imalo invaziju tumorskih ¢elija u lokalne limfne ¢vorove, a 8 ih je bilo
pozitivno na prisustvo nekroze. Nijedan pacijenat nije primao ni hemio- ni
radioterapiju pre operacije. Svi prikupljeni uzorci su zamrznuti u teCnom azotu i

¢uvani do izolacije RNK.
3.3. CELIJSKE LINIJE

Kao materijal u in vitro eksperimentima u ovoj doktorskoj disertaciji

kori$éene su tri celijske linije humanog karcinoma pluc¢a: NCI-H460, NCI-H460/R i
COR-L23.

NCI-H460 ¢elijska linija je nabavljena od American Type Culture Collection
(ATCC, SAD), gde se vodi pod oznakom HTB177. Celije su epitelijalne morfologije,
adherentne i rastu u monosloju. KarakteriSe ih lako detektabilna ekspresija IRNK
gena TP53 i PTEN i to u nivou slicnom kao kod neizmenjenih ¢elija pluca (Soria i
ostali, 2002; Takahashi i ostali, 1989).

NCI-H460/R je ¢elijska linija humanog karcinoma pluca uspostavljena u nasoj
laboratoriji iz NCI-H460 celijske linije (Pesic i ostali, 2006). NCI-H460 celije su
kontinuirano tretirane rastu¢im koncentracijama (20-100 nM) doksorubicina u
periodu od tri meseca. Selekcijom je, na ovaj nacin, dobijena rezistentna celijska linija
oznacena kao NCI-H460/R koja stabilno raste u prisustvu 100 nM doksorubicina.
Osim rezistencije na doksorubicin ova celijska linijja pokazuje znacajan stepen
rezistencije 1 na druge klasi¢ne citostatike kao Sto su paklitaksel, etoposid 1 vinblastin.
Shodno tome, NCI-H460/R celijska linija se odlikuje viSestrukom rezistencijom na

lekove, MDR fenotipom (Pesic i ostali, 2006).

COR-L23 je c¢elijska linijja humanog karcinoma plu¢a uspostavljena iz
pleuralne efuzije pacijenta starog 62 godine muSkog pola obolelog od krupnocelijskog
karcinoma pluéa. Celijska linija je nabavljena od European Collection of Cell
Cultures (ECACC, Velika Britanija). Kod COR-L23 ¢elijske linije mutiran je gen

TP53 tumor supresora (http://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines) (Oliver i ostali, 2011).
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Sve tri ¢elijske linije su gajene u flaskovima povrsine 25 cm? (Nunc, Danska)
u osnovnom medijumu RPMI-1640 (Biological Industries, lzrael) uz dodatak 10%
fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum, FBS) (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Nemacka), 2 mM L-glutamina (Biological Industries, Izrael) i smesSe
antibiotika 10 000 U/ml penicilina, 10 mg/ml streptomicina, i antimikotika 25 pg/ml
amfotericina B (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka). Kulture ovih ¢elija su
odrzavane u inkubatoru (Sanyo Instruments, Japan) na temperaturi od 37°C i u
vlaznoj atmosferi sa 5% sadrzaja CO,. Kulture ovih ¢elija su presejavane koris¢enjem
0,25% tripsin/EDTA rastvora (Biological Industries, Izrael) dva puta sedmic¢no po
dostizanju 80-90% konfluentnosti. Broj ¢elija je odredivan pomocu hemocitometra na
invertnom mikroskopu (Olympus, Nemacka). Celije su potom zasejavane u svezem
medijumu u slede¢im gustinama: 10 000 NCI-H460 éelija/cm?, 20 000 NCI-H460/R
éelija/em?® i 10 000 COR-L23 ¢elija/cm®.

Da bi se postigla pojedinacna ili istovremena inaktivacija p53 i PTEN tumor
supresora, NCI-H60 ¢elije su tretirane samostalno i u kombinaciji sa 10 uM PFT-a i
2,5 uM bpV(HOpic). Celije su tretirane 24 sata nakon zasejavanja u trajanju od 24 h.
Ovako tretirane Celije su u daljem tekstu oznacene kao NCI-H460p53‘, NCI-H460" TEN-
i NCI-H460P%%/PTEN- ¢elije.

3.4. ODREPIVANJE BROJA CELIJA

Odredivanje brojnosti 1 vijabilnosti celija postize se njithovim bojenjem
tripan-plavim (engl. trypan blue, TB) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka).
Princip na osnovu kog se Zive Celije razlikuju od mrtvih se zasniva na ¢injenici da TB
ne prodire u unutrasnjost zivih celija koje imaju intaktnu celijsku membranu.
Zahvaljujuéi ovoj Cinjenici pod mikroskopom mozemo razlikovati neobojenje zZive
¢elije 1 mrtve Celije obojene TB-om Kkoji prodire kroz njihovu oste¢enu celijsku
membranu. Celije su brojane mikroskopski na hemocitometru koris¢enjem 0,4% TB
rastvora u 1x PBS, 1x PBS i ¢elija u medijumu u odnosu 5:3:2. Nakon 5 minuta,
perioda koji omogucava prodiranje TB u mrtve ¢elije, po 10 pl obojene celijske
suspenzije je ubrizgano u obe komorice hemocitometra. Celije su brojane u po 5 pet

polja, u obe komorice. Ukupan broj zivih ¢elija je odredivan po sledecoj formuli:
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ukupan broj celija/ml = proseCan broj celija po kvadrantu komorice x

razblaZenje ¢elija x 10%, gde je 10* faktor komorice.
3.5. TEST CITOTOKSICNOSTI LEKOVA I INHIBITORA
3.5.1. POJEDINACNI I KOMBINOVANI TRETMANI CELIJA

U cilju proucavanja efekta CXCR4 i FAK inhibitora na supresiju invazije
NSCLC ¢elija sa farmakoloski inaktiviranim p53 i/ili PTEN tumor supresorima najpre
je ispitivan uticaj inhibitora ovih tumor supresora na vijabilnost NCI-H460 c¢elija
nakon 24 sata. U pojedina¢nim tretmanima za inhibiciju p53 i PTEN tumor supresora
koriS¢ene su koncentracije 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 25 uM PFT-a 1 1 uM, 2,5 uM, 5
uM, 7,5 uM bpV(HOpic). U kombinovanim tretmanima koriS¢ene su sledece
koncentracije: 5 uM, 10 uM i1 25 uM PFT-a i 1 uM i 2,5 uM bpV(HOpic). Dalje je
ispitivana citotoksi¢nost tretmana PF-573228 i WZ811 inhibitorima u opsegu
koncentracija 0,5-10 uM na COR-L23 i NCI-H460°*"TEN" ¢elijama. Tretman PF-
573228 i WZ811 inhibitorima kod NCI-H460°""TEN- ¢elija je primenjivan 2 sata
nakon tretmana p53 i PTEN inhibitorima.

Za potrebe ispitivanja senzitivnosti NSCLC ¢elija na klasi¢ne citostatike 1
farmakoloske inhibitore koris¢ene su NCI-H460, NCI-H460/R i COR-L23 (elije.
Nakon sejanja po 1 000 ¢elija po bunari¢u u 100 pl svezeg medijuma i 24 ¢asovne
adaptacije, Celije su tretirane terapeuticima u trajanju od 72 sata. Opseg koncentracija
koriS¢enih u tretmanima je varirao za razliCite terapeutike: PF-573228 1-50 pM,

WZ811 1-50 uM, PTX 0,001-1 pM, DOX 0,001-10 uM i Cpt 0,5-25 puM.

Ispitivan je i uticaj kombinovanih tretmana DOX-a sa inhibitorima (PF-
573228 i WZzZ811) na inhibiciju rasta NCI-H460/R i COR-L23 celijskih linija u
trajanju od 72 sata. U slu¢aju kombinovanog tretmana na NCI-H460/R ¢elijskoj liniji,
tri razliite koncentracije PF-573228 (2,5, 51 7,5 uM), odnosno WZ811 (5, 10 and 25
uM), kombinovane su sa 0,5-7,5 uM opsegom DOX-a. Sli¢no, COR-L23 ¢elijska
linija je tretirana sa tri razliite koncentracije PF- 573228 (2,5, 5 and 7,5 uM),
odnosno WZ811 (2,5, 5 and 10 uM), u kombinaciji sa 10-500 nM opsegom DOX-a.
Pored kombinovanog dejstva svakog inhibitora sa DOX-om na rast NCI-H460/R i
COR-L23 ¢elija, ispitivan je 1 istovremeni citotoksi¢ni efekat oba inhibitora zajedno

sa DOX-om na ovim ¢elijskim linijama. Tac¢nije, 2,5 pM PF-573228 1 10 uM WZ811
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su zajedno kombinovani sa 0,5-7,5 uM opsegom DOX-a na NCI-H460/R ¢elijskoj
liniji, dok su 5 uM PF-573228 i 10 uM WZ811 kombinovani sa 10 — 500 nM DOX-
om na COR-L23 ¢elijskoj liniji.

Da bi se iskljucila moguénost uticaja tretmana na vijabilnost rezistentnih celija
u testovima migracije i invazije, MTT testom su ispitani efekti kombinovanih
tretmana nakon 24 sata (trajanje testova migracije i invazije) na inhibiciju rasta NCI-
H460/R i COR-L23 ¢elija. Kod NCI-H460/R celijske linije testirano je citotoksi¢no
dejstvo 2,5 uM PF-573228 1 10 uM WZ811 u kombinacijama sa 0,5-7,5 uM DOX,
dok je kod COR-L23 ¢elijske linije analiziran citotoksi¢ni efekat 5 uM PF-573228 i
10 uM WZ811 sa DOX-om u rasponu koncentracija 10-500 nM.

3.5.2. MTT TEST VIJABILNOSTI

Efekti lekova i inhibitora na rast ¢elijskih linija nesitnocelijskog karcinoma pluca
ispitivani su primenom MTT testa. MTT test je najcesée koris¢ena in vitro analiza za
odredivanje stepena prezivljavanja celija nakon tretmana, 1 koju je prvi opisao Tim
Mosmann 1983. godine (Mosmann, 1983). Ovaj kolorimetrijski test se zasniva na
sposobnosti vijabilnih ¢elija da na membrani funkcionalnih mitohondrija redukuju
zutu tetrazolijumovu so (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolijum bromid,
MTT) u formazan (Berridge i ostali, 2005). Formazan kristali, tamno ljubi¢aste boje,
se rastvaraju dodavanjem odgovarajuceg rastavaraca i apsorbanca se meri na 500-600

nm koriste¢i ELISA ¢ita€. Izmerena apsorbanca koreliSe sa brojem vijabilnih Celija.
Test je raden prema sledecoj proceduri:

1. Nakon isteka perioda predvidenog za tretman ¢elija u mikrotitar plo¢ama sa 96
bunari¢a, po 100 pul MTT (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) rastvora

(2 mg/ml ) sipano je u svaki bunaric.

2. Naredna 3h, omoguceno je stvaranje formazana u vijabilnim celijama u

inkubatoru na temperaturi 37°C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO,

3. Zatim je medijum odliven i kristali formazana su rastvoreni u DMSO, 10

minuta na sobnoj temperaturi.
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4. Apsorbanca (A) je odredena pomocu ELISA c¢itaca (LKB 5060-006 Micro

Plate Reader, Austrija), na talasnoj duzini 540 nm, sa korekcijom na 670 nm.

5. Na osnovu dobijene apsorbance je odreden procenat inhibicije ¢elijskog rasta

(IC) prema slede¢oj formuli:
IC (%) =1- (A tretirani uzorak / A netretirana kontrola) x 100

Koncentracija supstance koja dovodi do 50% inhibicije rasta ¢elijske kulture
se definiSe kao ICsp vrednost. 1Csp vrednost se izracunava pomocu linearne regresije.
Testovi citotoksi¢nosti su radeni u triplikatu i ponovljeni najmanje tri puta. Rezultati
su prikazani kao srednja vrednost triplikata + standardna greska i efekti tretmana su

uporedeni u odnosu na netretirane kontrolne uzorke.

3.5.3. ANALIZA CITOTOKSICNOG EFEKTA KOMBINACIJE
TERAPEUTIKA

Na osnovu podataka dobijenih MTT testom vijabilnosti analizirana je priroda
medusobnog dejstva (sinergizam, antagonizam ili aditivni efekat) DOX-a i CXCR4 i
FAK inhibitora. Rac¢unarski program CalcuSyn (Biosoft, Velika Britanija) je koris¢en
za izraCunavanje kombinacionog indeksa (engl. combination index, CI) koji se
zasniva na jednaéini srednjeg efekta vise terapeutika (Chou i Talalay, 1984). Ovaj
metod uzima u obzir efekat svake supstance pojedinacno, efekat dve supstance u
kombinaciji, kao i njihovog doza—efekat linearnog grafikona. Za izracunavanje
kombinacionog indeksa potrebne su vrednosti inhibicije celijskog rasta za po
najmanje tri doze svake supstance pojedinacno. Konacna procena prirode
medudejstva terapeutika radena je prema sledecoj raspodeli vrednosti kombinacionog
indeksa: Cl < 0,9 - sinergizam, Cl > 1,1 - antagonizam i Cl = 0,9 — 1,1 - aditivni
efekat. CI vrednosti prikazane u ovoj disertaciji su reprezentativni rezultati najmanje

tri izvedene analize.

Na osnovu dobijenih rezultata, koncentracije terapeutika sa najizrazenijim
sinergistickim efektom na inhibiciju Ccelijskog rasta su koris¢ene u ostalim
eksperimentima. Koncentracije koriS¢ene za pojedinacne i kombinovane tretmane su
sledece: a) PF-573228 2,5 uM, WZ811 10 uM i DOX 1 uM za NCI-H460/R ¢elijsku
liniju i b) PF-573228 5 uM, WZ811 10 uM i DOX 50 nM za COR-L23 ¢elijsku liniju.
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3.6. ANALIZE CELIJA PROTOCNOM CITOFLUORIMETRIJOM

Metoda proto¢ne citofluorimetrije ima S$iroku primenu u bioloSkim
istrazivanjima. U ovoj studiji koriS¢ena je za ispitivanje efekta tretmana na: a)
indukciju ¢elijske smrti, b) distribuciju celijskog ciklusa, c¢) akumulaciju
doksorubicina u Celijama, i d) B-galaktozidaznu aktivnost c¢elija, €) kao i za

odredivanje koli¢cine CXCR4 proteina u ¢elijama.
3.6.1. ANALIZA CELIJSKE SMRTI

Procenat apoptotskih, nekroti¢nih i zivih ¢elija ispitivan je primenom bojenja
aneksin V-FITC (AV) / propidijum jodid (PI) paketom (Abcam, Velika Britanija).
Ova metoda se zasniva na svojstvu ¢elija da ve¢ u ranoj fazi apoptoze premestaju
fosfatidil serin sa unutrasnje strane c¢elijske membrane na njenu spoljasnju stranu, $to
je signal za prepoznavanje apoptoti¢ne Celije od strane makrofaga. Za detektovanje
takvih Celija koristi se fluoroscentno obelezeni aneksin V-FITC koji ima visok afinitet
vezivanja za membranski fosfatidil serin. Sa druge strane, PI ulazi samo u ¢elije sa
narusenim integritetom plazma membrane. Shodno tome, kombinovanjem ova dva
agensa mogu se razlikovati Zive celije (AV-PI-), ¢éelije u ranoj apoptozi (AV+PI-),

¢elije u kasnoj apoptozi (AV+PI+) i nekroti¢ne celije (AV-PI+).

Za potrebe ovog eksperimenta Celije su sejane u adherentnim mikrotitar
plo¢ama sa 6 bunari¢a (Nunc, Thermo Fisher Scientific, SAD) 1 inkubirane preko
no¢i. Gustina sejanja ¢elija bila je 100 000 celija po bunaricu u 1 ml medijuma.
Nakon 72 sata tretmana, prikupljene su plivajuce i adherentne celije tripsinizovane po
standardnoj proceduri. Sakupljene ¢elije su centrifugirane 3 minuta na 2000 rpm.
Talog c¢elija je resuspendovan u 100 pl 1X pufera za obelezavanje (10 mM
HEPES/NaOH (pH 7,4), 140 mM NaCl i 5 mM CacCl2) u koji je dodato 2 ul AV 12 ul
Pl i inkubiran je najmanje 10 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. Reakcija je
zaustavljena dodavanjem 200 pl 1X pufera za vezivanje. Intenzitet fluorescence AV
je izmeren u zelenom (FL1-H), a Pl u crvenom (FL2-H) kanalu na CyFlow (Sysmex
Partec, Nemacka) protocnom citofluorimetru. Za svaki uzorak belezeno je 10 000
dogadaja. Eksperimenti su uradeni u triplikatu, a prikazan je reprezentativni primer.

Rezultati su analizirani Summit softverskim paketom (Dako, Colorado Inc., SAD).
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3.6.2. ANALIZA CELIJSKOG CIKLUSA

Distribucija celijskog ciklusa ispitivana je primenom Pl bojenja. Ova boja
nakon ulaska u ¢elije interkalira u DNK zavojnicu i fluorescira u narandZasto-Crvenoj
boji. Sama metoda se zasniva na Cinjenici da se Celije, tokom faza ¢éelijskog ciklusa,
razlikuju po sadrzaju DNK. U G0/G1 fazi sadrzaj DNK u ¢eliji je 2N, u S fazi 2N-4N,
a u G2/M fazi 4N. Nakon obelezavanja celija PI-om, intenzitet fluorescence je
proporcionalan sadrzaju DNK po ¢eliji i ukazuje na fazu Celijskog ciklusa u kojoj se

one nalaze.

Za potrebe ovog eksperimenta celije su sejane u adherentnim mikrotitar
plo¢ama sa 6 bunarica i inkubirane preko no¢i. Gustina sejanja celija je bila 100 000
¢elija po bunari¢u u 1 ml medijuma. Nakon 72 sata tretmana, prikupljene su plivajuce
i adherentne celije tripsinizovane po standardnoj proceduri. Plivaju¢e i1 odlepljene
¢elije centrifugirane su zajedno 3 minuta na 2 000 rpm i fiksirane 70% etanolom u
trajanju od 24 sata na -20°C. Nakon ponovnog centrifugiranja i uklanjanja etanola,
¢elije su inkubirane u 500 pl PBS-a sa 50 pg/ml RNAse A na 37°C. RNAse A se
dodaje kako bi se onemogucilo interkaliranje propidijum jodida u duple zavojnice
RNK. Nakon 30 minuta dodato je 20 pg/ml PI i inkubirano jo§ 5 minuta pre analize
na FACSCalibur protoénom citofluorimetru (Becton Dicinson, SAD). Za svaki
uzorak registrovano je 10 000 dogadaja. Eksperimenti su radeni u triplikatu, a
prikazan je reprezentativni primer. Rezultati su analizirani softverskim paketom
CellQuest Pro, pomo¢u Mod programa (Verity Software House, Inc., SAD) koji vrsi

automatsko odredivanje distribucije ¢elija po fazama Celijskog ciklusa.
3.6.3. AKUMULACIJA DOKSORUBICINA

Akumulacija DOX-a je analizirana metodom proto¢ne citofluorimetrije
koristec¢i sposobnost DOX-a da nakon ekscitacije fluorescira u crveno-narandzastom
spektru. Prema tome, intenzitet fluorescence DOX-a u vijabilnim celijama je
srazmeran njegovoj akumulaciji. Za potrebe ovog eksperimenta, celije su sejane u
adherentnim mikrotitar ploCama sa 6 bunarica i1 inkubirane preko no¢i. Gustina sejanja
¢elija je bila 100 000 ¢elija po bunaricu u 1 ml medijuma. Nakon 72 sata tretmana,
prikupljene su samo adherentne Celije tripsinizovane po standardnoj proceduri i

resuspendovane u tubama sa 1 ml medijuma.
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Prikupljene ¢elije su zatim tretirane 10 uM DOX-om i inkubirane 30 minuta
na temperaturi od 37°C. Na kraju ovog perioda predvidenog za akumulaciju, ¢elije su
centrifugirane 5 minuta na 1800 rpm i isprane hladnim 1X PBS-om nekoliko puta.
Celije spremne za analizu su resuspendovane u 1X PBS-u sa 10% FBS-om i ¢uvane
na 4°C u mraku do trenutka analize na protocnom citofluorimetru FACSCalibur
(Becton Dickinson, SAD). Narandzasta fluorescenca DOX-a je merena na FL2-H
kanalu pri talasnoj duzini 530 nm i rezultati su analizirani softverskim paketom
CellQuest Pro. Za svaki uzorak belezeno je 10 000 dogadaja. Eksperimenti su radeni

u triplikatu, a prikazan je reprezentativni primer.
3.6.4. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI B-GALAKTOZIDAZE

Celije izlozene stresu mogu nepovratno izgubiti sposobnost da proliferisu.
Ovo stanje celija se naziva ¢elijsko mirovanje i odlikuje se povecanom aktivnoscu
enzima f-galaktozidaze. U ovoj studiji B-galaktozidazna aktivnost ¢elija u mirovanju
odredivana je protoénom citofluorimetrijom koris¢enjem fluorescein-di-f-D-galacto-
pyranosidaze (FDG) (Thermo Fisher Scientific, SAD) kao fluorescentnog supstrata za

enzim [(-galaktozidazu.

Za potrebe ovog eksperimenta celije su sejane u adherentnim mikrotitar
plo¢ama sa 6 bunarica i inkubirane preko no¢i. Gustina sejanja celija je bila 100 000
¢elija po bunaricu u 1 ml medijuma. Nakon 72 sata tretmana, prikupljene su
adherentne Gelije tripsinizovane po standardnoj proceduri. Celije su centrifugirane 3
minuta na 2000 rpm. Talog ¢elija je resuspendovan u 25 pl odgovarajuceg rastvora
FDG-a. Rastvor 200 mM FDG-a je pripremljen rastvaranjem 5 mg FDG u 38 pul
rastvora HoO:DMSO (1:1). Dalje, taj rastvor je 100 puta razblaZen u sterilnoj vodi,

zagrejan na 37°C 1 tako pripremljen koriS¢en za resuspendovanje ¢elija. Smesa Celija i
FDG rastvora je inkubirana na 37°C u trajanju od 1 minuta, nakon ¢ega je dodat 1 ml
hladnog PBS-a sa 0,2 pg Pl-a kako bi se mrtve ¢elije iskljucile iz analize. Celije su
dalje cuvane na ledu do trenutka analize na CyFlow (Sysmex Partec, Nemacka)
protocnom citofluorimetru. Rezultati su analizirani Summit softverskim paketom. Za
svaki uzorak registrovano je 10 000 dogadaja. Eksperimenti su radeni u triplikatu, a

prikazan je reprezentativni primer.
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3.6.5. ODREDPIVANJE KOLICINE CXCR4 PROTEINA

Nivo CXCR4 proteina je detektovan proto¢nom citofluorimetrijskom
analizom. Za potrebe ovog eksperimenta, ¢elije su sejane u adherentnim mikrotitar
plo¢ama sa 6 bunari¢a i inkubirane preko no¢i. Gustina sejanja ¢elija je bila 100 000
¢elija po bunari¢u u 1 ml medijuma. Nakon tretmana, adherentne ¢elije su sakupljene
nakon tripsinizacije po standardnoj proceduri, isprane PBS-om i fiksirane u 4%
paraformaldehidu (PFA) u trajanju od 10 minuta na sobnoj temperaturi. Celije su
zatim permeabilizovane u ledeno hladnom 100% metanolu tokom 30 minuta na 4°C.
Nakon ispiranja u PBS-u, ¢elije su blokirane 1 sat sa 0,5% albumina govedeg seruma
(engl. Bovine Serum Albumin, BSA, Sigma Aldrich, Nemac¢ka) u PBS-u. Celije su
razblazenom u 0,5% BSA (1:100) i inkubirane preko noc¢i na 4°C. Nakon ispiranja
PBS-om, ¢elije sa vezanim nekonjugovanim primarnim antitelom resuspendovane su
u sekundarnom antitelu (Aleksa Fluor 488 kozije anti-misije IgG (H + L), Invitrogen,
A-11001), razblazenom u 0,5% BSA (1:1 000) i inkubirane 1 sat na sobnoj
temperaturi. Celije su zatim isprane i resuspendovane u 1 ml PBS-a. Intenzitet
fluorescence je izmeren na FL1-H kanalu na CyFlow (Sysmex Partec, Nemacka)
proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su analizirani Summit softverskim paketom .Za
svaki uzorak belezeno je 10 000 dogadaja. Eksperimenti su radeni u triplikatu, a

prikazan je reprezentativni primer.
3.7. 1ZOLACIJA PROTEINA IZ CELIJA I WESTERN BLOT ANALIZA
3.7.1. 1ZOLACIJA I ODREDIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA

Ukupni proteini su izolovani iz ¢elija kori§¢enjem RIPA pufera (50 mM Tris—
HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 0,5% Triton X-100, 0,1% SDS, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA) kome je neposredno pred upotrebu dodat kompletan koktel proteaznih
inhibitora (Roche, Nemacka), kao i fosfatazni inhibitori (25 mM NaF, 5 mM
NasP,07, 2 mM NazVO,) (Roche, Nemacka). Za potrebe izolacije proteina, 1 x 10°
¢elija je zasejano u mikrotitar ploce sa 6 bunari¢a. Totalni proteini su izolovani iz
kontrolnih ¢elija i celija nakon 24-satnih tretmana. Tokom procedure izolacije
proteina najpre je odliven medijum i Celije su isprane hladnim rastvorom PBS-a. U

svaki bunari¢ je sipano 200 pl prethodno pripremljenog i ohladenog RIPA pufera za
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liziranje i Celije su potom prebacene u tubice od 0,5 ml na ledu. Homogenati su
sonifikovani i centrifugirani na 14 000 x g, 30 minuta na 4°C, a supernatant sa
solubilnim proteinima uzet je za dalje analize. Uzorci su ¢uvani na -80°C do daljih

analiza.

Koncentracija ukupnih proteina odredivana je pomocu komercijalno
nabavljenog kompleta Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, SAD),
po uputstvu proizvodaca. U 65 ul dejonizovane vode dodato je 10 pl uzorka i 125 pl
boje i nakon 30 minuta ocitana je apsorbanca na 562 nm na ELISA ¢itacu (Bio-Rad
Laboratories, SAD). Koncentracija uzoraka odredena je iz standardne krive

konstruisane primenom poznatih koncentracija BSA.
3.7.2. ELEKTROFOREZA PROTEINA

Elektroforetsko razdvajanje proteina na osnovu molekulske tezine vrseno je na
SDS denaturiSu¢im poliakrilamidnim gelovima (SDS-PAGE) u mini aparaturi za
elektroforezu (Mini-PROTEAN |1 Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories, SAD).
Gel za razdvajanje proteina je sadrzao 12% smeSu akrilamid/bisakrilamida
(Sigma-Aldrich, Nemacka) u odnosu 29:1, kao i 0,375 M Tris pH 8,8 i 0,1% SDS.
Gel za koncentrisanje je sadrzao: 5% akrilamid/bisakrilamid (29:1), 0,125 M Tris pH
6,8 10,1% SDS. Za polimerizaciju je koriS¢eno 60 pl 10% amonijum persulfata (APS)
15 ul TEMED-a na 10 ml smeSe, za oba gela.

Koli¢ina proteina koja je nanoSena na gel je optimizovana eksperimentalno za
svaki protein pomoc¢u krivih sa sukcesivnim razblaZenjima proteina. Kao optimalna
koli¢ina proteina uzeta je ona koja se nalazi u linearnom opsegu krive u zavisnosti od
intenziteta signala i koli¢ine nanetih proteina. Na osnovu toga, za analizu ekspresije
proteina nanoseno je 40 pg proteina po bunari¢u. Kao pufer za nalivanje koriS¢en je
2X Laemmli pufer (31,25 mM Tris pH 6,8; 10% glicerol; 1% SDS; 5% 2-
merkaptoetanol; 0,025% bromfenol plavo) koji je dodat uzorku u odnosu 1:1. Pre
nalivanja, uzorci su dodatno denaturisani 5 minuta na 95°C. Kao standard za
molekulsku tezinu koriSéen je obojeni Rainbow marker Sirokog opsega (GE
Healhcare, SAD). Elektroforeza je vrsena u puferu za elektroforezu standardnog
sastava (192 mM glicin; 25 mM Tris pH 8,3; 0,1% SDS) pod konstantnim naponom
od 150 V na sobnoj temperaturi.
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3.7.3. ELEKTROTRANSFER PROTEINA

Transfer proteina sa poliakrilamidnog gela na PVDF membranu (Hybond-P,
GE Healthcare, Velika Britanija) je vrSen pomocu sistema za transfer Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, SAD). Nakon zavrSene
elektroforeze, gel za razdvajanje je pazljivo uklonjen sa staklene ploCe i prenet u
posudu sa puferom za transfer (20% metanol, 192 mM glicin, 25 mM Tris pH 8,3),
gde je ostavljen narednih 30 minuta. PVDF membrana je aktivirana u metanolu 10
sekundi, a zatim isprana u destilovanoj vodi 5 minuta. Nakon toga je prebacena u
posudu sa puferom za transfer gde je ekvilibrisana narednih 20 minuta. Pomoc¢ne
komponente (filter papir, Watman papir, sunderi) su takode pripremljene potapanjem
u pufer za transfer 20 minuta. Nakon slaganja svih komponenti u kasetu za transfer i
postavljanja u tank sa puferom, elektrotransfer proteina je vrSen preko noéi, pod
konstantnim naponom od 30 V. Po zavrSenom transferu, membrane su suSene na
sobnoj temperaturi 120 minuta, po preporuci proizvodaca. Vizuelizacija proteinskih
traka je vrSena nakon aktivacije suvih membrana (kratko potapanje u metanol),
potapanjem u Ponceau S boju (1% Ponceau S boja, 5% glacijalna siréetna kiselina,
destilovana voda). Gelovi su bojeni Coomassie Brilliant Blue bojom (0,25%
Coomassie Brilliant Blue R250, 10% glacijalna siréetna kiselina, 45% metanol,
destilovana voda), u cilju dobijanja vizuelne potvrde uspesnosti transfera. Membrane

su zatim odbojene ispiranjem u destilovanoj vodi.
3.7.4. IMUNOLOSKA DETEKCIJA IMOBILIZOVANIH PROTEINA

U cilju smanjivanja verovatno¢e nespecifiénog vezivanja antitela, membrane
su blokirane rastvorom obranog mleka (5%) u Tris-boratnom puferu sa dodatkom
Tween-20 deterdzenta (TBS-T: 20 mM Tris-HCI pH 7,6, 137 mM natrijum hlorid,
0,05% Tween 20) u trajanju od 60 minuta na sobnoj temperaturi. Blokirane
membrane su ispirane u TBS-T puferu 15 minuta, koji je zatim odliven i zamenjen
rastvorom za blokiranje u koji su dodata primarna antitela. KoriS¢ena su sledeca
primarna zecCija antitela: anti-AKT (1:1 000; Santa Cruz, sc-8312), anti-pAKT (1:750;
Santa Cruz, sc-7985), anti-ERK (1:1 000; Santa Cruz, sc-94), anti-pERK (1:1 000;
Santa Cruz, sc-16,982), anti-FAK (1:1 000; Invitrogen, 701,094) i anti-pFAK
(pY397) (1:1 000; Invitrogen, 44-625G). Nakon inkubiranja sa primarnim antitelom

preko noc¢i na 4°C, membrane su ispirane tri puta po 10 minuta u TBS-T puferu, a
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potom dalje inkubirane 60 minuta na sobnoj temperaturi sa Horse Radish Peroxidase
(HRP)-konjugovanim anti-ze¢ijim sekundarnim antitelom (1:5 000; Santa Cruz, sc-
2370 1 1:5 000; Abcam, 97051). Nakon inkubacije sa sekundarnim antitelom,
membrane su ispirane 3 puta po 10 minuta u TBS-T puferu, a zatim izlozene dejstvu
luminola (Western Blotting Chemiluminescence Luminol Reagent, Solution A and
Solution B, Santa Cruz Biotechnology, SAD). Membrana je inkubirana u substratu 1
minut, ocedena i izloZena autoradiografskom filmu (Kodak Biomax) u trajanju od 1
do 5 minuta. Filmovi su razvijani odmah po zavrSetku ekspozicije membrana i

skenirani radi dalje analize. Svaka membrana je ponovo inkubirana sa primarnim

.....

2021-02 ili 1:10 000; Cell Signaling, 7076S).
3.7.5. SEMIKVANTITATIVNA ANALIZA IMUNOBLOTOVA

Intenzitet dobijenih signala kvantifikovan je denzitometrijski, koris¢enjem
raCunarskog programa za analizu signala (TotalLab (Phoretix) v1.1). Vrednosti
dobijene za ciljne proteine su normalizovane u odnosu na odgovarajuci B-aktin ili
GAPDH, kao kontrolu za nanetu koli¢inu totalnih proteina. Tako dobijene relativne
vrednosti su dalje koriS¢ene za izraCunavanje odnosa izmedu ukupnih i fosforilisanih
formi ispitivanih proteina, statisticku obradu rezultata 1 njthovo graficko

predstavljanje.
3.8. ANALIZA GENSKE EKSPRESIJE
3.8.1. IZOLACIJA RNK

Promene genske ekspresije su ispitivane u uzorcima tkiva pacijenata, kao i u
¢elijskim linijama. Ukupna RNK je izolovana iz tumorskog i neizmenjenog plu¢nog
tkiva svakog pacijenta, kao i iz odgovarajucih kontrolnih ¢elija i ¢elija nakon tretmana
DOX-om. U proceduri izolacije RNK koris¢en je Trizol reagens (Invitrogen, SAD)
prema proceduri proizvodaca. Procedura izolacije RNK iz uzoraka tkiva i ¢elijskih
linija se razlikuje samo u prvom koraku pripreme i homogenizacije uzoraka. Svi

koraci nakon toga su identi¢ni.
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Prilikom izolacije RNK iz tkiva pacijenata, prvi korak je bio liziranje i
homogenizacija tkiva. Priblizno 0,1 g tkiva je lizirano sa 1 ml Trizol-a i
homogenizovano u ru¢nom homogenizeru. U izolaciji RNK iz ¢elijskih linija, ¢elije
su sejane u adherentnim mikrotitar plo¢ama sa 6 bunari¢a. Gustina sejanja ¢elija je
bila 200 000 ¢elija po bunari¢u u 1 ml medijuma. Nakon 24 sata, NCI-H460, NCI-
H460/R i COR-L23 ¢elije su tretirane odgovaraju¢im koncentracijama DOX-a, i to
redom 20 nM, 1 uM i 50 nM. 24 sata nakon tretmana, oko 1 x 10° ¢elija je lizirano

dodavaljem 1 ml Trizol-a i homogenizovano provlac¢enjem kroz pipetu nekoliko puta.

Homogenizovani uzorci su inkubirani 5 minuta na sobnoj temperaturi da bi
nukleoproteinski kompleksi u potpunosti disosovali. Nakon toga svakom uzorku je
dodato 0,2 ml hloroforma. Nakon meSanja, uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi
jo§ 2-3 minuta i centrifugirani 15 minuta na 12 000 x g pri 4°C u centrifugi sa
hladenjem (Centrifuge 5427R Eppendorf, Nemacka). Smesa je na taj naéin razdvajena
na tri faze, donju crvenu fenol-hloroformsku, interfazu i gornju bezbojnu vodenu fazu
u kojoj se nalazi RNK. Vodenu fazu ¢ini 60% zapremine Trizol-a koris¢enog za
liziranje. Vodena faza je preneta u nove tubice i dodato je 0,5 ml izopropanola. Uzorci
su inkubirani 10 minuta na sobnoj temperaturi i potom centrifugirani 10 minuta na
4°C 112 000 x g. Na taj nacin RNK se taloZi formiraju¢i belicasti talog na dnu tubica.
Nakon uklanjanja supernatanta, talog je ispran sa 1 ml 75% etanola (rastovorenim u
0,1% DEPC vodi). Uzorci su centrifugirani 5 minuta na 7 500 x g pri 4°C. Nakon
centrifugiranja uzoraka, etanol je odliven i tubice su ostavljene da se talog osusi na
sobnoj temperaturi. RNK je rastvarana u 0,1% DEPC vodi i koncentracija RNK je

merena spektrofotometrijski (Biophotometer, Eppendorf, Nemacka).
3.8.2. PROVERA KVALITETA RNK

Kvalitet RNK je ispitivan elektroforezom uzoraka na 1,3% agaroznom gelu
(1,3 g agaroze u 100 ml 1X TBE pufera) sa 0,4 ng/ml etidijum bromida. Uzorak RNK
je pre nanoSenja na gel mesan sa 0,4% rastvorom bromfenol plavog u 50% glicerolu u
zapreminskom odnosu 1:1. Nakon elektroforeze u 1X TBE puferu pri 100 V, RNK je
vizualizovana na Gel-Doc sistemu (Gel-Doc 1000, Bio Rad, SAD). Kvalitet izolovane

RNK je utvrdivan uporedivanjem odnosa inteziteta 28S i 18S RNK traka.
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3.8.3. TRETMAN DNA-zom | REAKCIJA REVERZNE TRANSKRIPCIJE
(RT)

Totalna RNK (2 pg) u smesi sa DNA-zom | (1X finalno), 10X puferom (1X
finalno) i DEPC vodom (do 9 pl finalnog volumena) je inkubirana 30 minuta na 37°C.
Reakcija je zaustavljena dodavanjem 1 ul EDTA, inkubiranjem smeSe na 65°C 10
minuta i njenim hladenjem na ledu. Reakcionoj smesi je dalje dodavano 10 pl smese
za reverznu transkripciju (High Capacity cDNA Reverse Transcription, Applied
Biosystems, SAD) prema preporuci proizvodaca. RT miks se sastojao iz slede¢ih
komponenti u finalnim koncentracijama: 1X Random prajmera, 1X pufera, 1mM
dATP, 1 mM dTTP, ImM dGTP, 1 mM dCTP, 20U RNaznog inhibitora i 50 U
MultiScribe™ reverzne transkriptaze. RT reakcija je trajala 2 sata na 37°C. Uzorci su
zatim inkubirani 5 minuta na 85°C 1 potom ohladeni na ledu. Dobijena ¢cDNK

koncentracije 100 ng/pul je cuvana na - 20°C.

3.8.4. ANALIZA EKSPRESIJE GENA METODOM KVANTITATIVNOG
PCR-a (QPCR) U REALNOM VREMENU

gPCR u realnom vremenu je koriS¢en za odredivanje razlike u nivou ekspresije
iIRNK gena CXCR4, FAK, PTEN, ABCB1 i ABCC1 u tumorskim uzorcima u odnosu

na odgovarajuce uzorke neizmenjenog tkiva pacijenata, kao i medu ¢elijskim linijama.

Nakon reakcije reverzne transkripcije, reakcija qPCR je izvodena na aparatu
ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, SAD)
koris¢enjem Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix-a (Thermo Fisher
Scientific, SAD), po uputstvu proizvodaca, koriste¢i 100 ng cDNK i prajmere za gore
pomenute gene u ukupnom volumenu od 20 ul (Bosch i ostali; Chadderton i ostali,
1997; Dai i ostali, 2013; Ko i ostali, 2010; Shen i ostali, 2006). Pored toga, za svaki
uzorak koris¢eni su i prajmeri za gen ACTB, koji je sluzio kao endogena kontrola
(NicAmhlaoibh i ostali, 1999). Nakon zavrsenog procesa amplifikacije, rezultati su
analizirani koriS¢enjem raCunarskog programa 7000 System Software (Applied

Biosystems, SAD). Svaki uzorak je testiran u triplikatu i relativna ekspresija gena je

analizirana koriS¢enjem 2 AACE metode (Livak i Schmittgen, 2001).
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3.9. ISPITIVANJE INVAZIVNOG | MIGRATORNOG POTENCIJALA
CELIJA

3.9.1. TEST ZARASTANJE POVREDE

Metoda zarastanja povrede (engl. wound healing) je test za proucavanje sposobnosti
¢elija da migriraju u razli¢itim uslovima. U ovom testu, “rana” je napravljena
jednostavnim grebanjem monosloja ¢elija, a kretanje ¢elija ka centru povrede i1 njeno
“zarastanje” je praceno tokom vremena i kvantifikovano. Faktori, koji menjaju

migraciju ¢elija mogu dovesti do povecanja ili smanjenja stope “zarastanja” rane.
Procedura se sastojala iz vise faza:

1. Sve celijske linije su umnozene, prebrojane i zasejane u adherentnim
mikrotitar plocama sa 24 bunaric¢a. Po bunaricu je sejano 200 000 ¢elija Sto je
dovoljno da éelije oforme konfluentan monosloj nakon 24 h. Celije su gajene

u 1 ml RPMI medijuma po bunaricu.

2. Nakon 24 sata u svakom bunari¢u zagreban je monosloj ¢elija nastavkom (20-
200 pl) pod pravim uglom, pri ¢emu se vodilo ra¢una da svi bunari¢i budu
jednako zagrebani u obliku krsta. U svakom bunaricu je nakon toga promenjen

medijum da bi se odstranile odlepljene celije.

3. Celije su tretirane sa ranije pomenutim terapeuticima. Koncentracije
terapeutika koriS¢ene u ovom testu nemaju uticaj na vijabilnost celija Sto je
prethodno pokazano MTT testom. Odmah nakon tretiranja ¢elija kao 1 24 sata
nakon tretmana svaki bunari¢ je slikan na svetlosnom mikroskopu na 2X

uveli¢anju tako da “rana” u obliku krsta bude centralno pozicionirana na slici.

4. Rezultati su analizirani u programu ImageJ. Svi eksperimenti su radeni u

triplikatu i prikazane su reprezentativne slike.
3.10. TEST DEGRADACIJE ZELATINA

Merenjem stepena degradacije zelatina utvrduje se sposobnost celija da
razgraduju vancelijski matriks. Kao model koristili smo zelatin od svinjske koze koji

je konjugovan sa fluorescentnom zelenom bojom (engl. Gelatin From Pig Skin,
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Oregon green 488 conjugate, Life Technologies, SAD). Princip metode je da se ¢éelije
zaseju na tankom sloju fluorescentno obelezenog matriksa i da se nakon 24 sata
zabeleze 1 izmere oblasti gde nema fluorescence, tacnije oblasti gde su celije

degradovale matriks.
Procedura se sastojala iz nekoliko faza:

1. Zelatin, predhodno zagrejan 10 minuta na 37°C i rastvoren u PBS
puferu u odnosu 1:5 (1 mg/ul finalno), je sipan u svako leziste ploce sa
6 bunarica, a potom je dodato 50 pl 0,25% gluteraldehida, ¢ija je uloga

umrezavanje Zelatina i stvaranje njegove nerastvorljive varijante.

2. Sterilna pokrovna stakla su postavljena u svaki bunari¢ preko nanetog
zelatina. Tezina samih pokrovnih stakala obezbeduje ravnomerno

rasporedivanje zelatina nakon polimerizacije po pokrovnom staklu.
3. Polimerizacija Zelatina je trajala 15 minuta na 4°C.

4, Zatim su plocice prebacene u novu plocu sa 6 bunarica tako da zelatin
bude sa gornje strane pokrovnog stakla, nakon Cega je Zelatin ispran 3

puta PBS-om.

5. 40 000 ¢elija u 1 ml odgovaraju¢eg medijuma sejano je na pokrovna
stakla. Celije su drzane 3 sata u inkubatoru na 37°C, nakon ¢ega su

tretirane terapeuticima.

6. Nakon 24 sata inkubacije, medijum je odliven i Celije su fiksirane sa
4% PFA. Zatim je dodat 0,1% rastvor Triton™ X-100 u PBS puferu.
Posle 10 minuta na plogice je sipan ActinRed™ 555 (Life
Technologies, SAD) prema protokolu proizvodaca. Nakon bojenja sa
Hoechst 33342 bojom (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka),
pokrovna plocica je nameStena na mikroskopsku plo¢icu pomocu
Mowiol® 4-88 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) rastvora u

glicerolu. ActinRed™

555 je koris¢en za vizuelizaciju aktinskih
filamenata, a Hoechst 33342 za vizuelizaciju Celijskih jedara. Plocice

su slikane na 20X uveli¢anju na Zeiss Axiowert fluorescentnom
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mikroskopu (Carl Zeiss Foundation, Nemacka) pomocu AxioVision

4.8. programa.

7. Rezultati su analizirani u ImageJ] programu. Mereni su obimi celija i
odgovaraju¢ih degradiranih oblasti Zelatina. Stepen degradacije
zelatina svake pojedinacne celije predstvljen je kao odnos obima
degradirane oblasti u odnosu na obim c¢elije. Analizirano je najmanje
100 ¢elija. U rezultatima su pored histograma predstavljene

reprezentativne slike.
3.10.1. TEST INVAZIVNOSTI CELIJA

Tumorske celije sa metastatskim potencijalom imaju sposobnost invazije, tj.
svojstvo da se kreCu ka izvoru hemijskog ili fizickog stimulusa i da enzimatski
razgraduju prepreke u vidu proteina vancelijskog matriksa i bazalne membrane.
Sposobnost invazije Celija utvrdena je ispitivanjem stepena prolaska celija kroz
poroznu membranu oblozenu matrigelom. U tu svrhu je koriS¢en komercijalno
dostupan Matrigel, smesa vancelijskih proteina koje sekretuju Engelbret-Holm-Svarm
(EHS) ¢elije mi§jeg sarkoma, kojim su oblagane membrane na dnu komorica (BD

Labware, SAD). Membrane su prec¢nika 6,4 mm i dijametra pora § um.
Postupak testiranja invazivnosti ¢elija sastojao se iz nekoliko koraka:

1. Komore sa poroznom membranom su stavljane u ploce za gajenje ¢elija sa 24
bunari¢a. Gornja povr§ina membrana je oblagana tankim slojem Matrigel-a
razblazenim 1:15 u RPMI medijumu bez FBS-a (500 ng/ml finalno po

membrani) kome je dozvoljeno da polimerise 1 sat na 37°C.

2. U bunarice je prvo sipano 0,5 ml medijuma, a zatim su postavljene komorice
sa pripremljenim matrigelom. Za pozitivne kontrole i tretmane koriS¢en je
medijum sa 10% FBS seruma, dok je za negativnu kontrolu eksperimenta

sipan medijum bez FBS seruma u bunarice.

3. U tako pripremljene komorice zasejano je po 200 000 celija u 0,2 ml RPMI
medijumu bez FBS-a. Celije su tretirane terapeuticima u koncentracijama koje

nisu uticale na vijabilnost ¢elija, §to je prethodno pokazano MTT testom.
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4. Nakon 24 sata, medijum je izvaden iz komorica i Celije sa gornje strane

membrane koje nisu migrirale su odstranjene Spatulicom.

5. Celije koje su migrirale su fiksirane 4% rastvorom PFA u trajanju od 10
minuta, a potom bojene 30 minuta Hoechst 33342 fluorescentnom bojom koja

sluzi za vizuelizaciju ¢elijskih jedara.

6. Memebrane su iseCene sa komorica i fiksirane na mikroskopsku ploc¢icu sa

rastvorom Mowiol®-a 4-88 u glicerolu.

7. Na svakoj membrani slikano je 10 razli¢itih polja na 10X uveli¢anju na Zeiss

Axiowert fluorescentnom mikroskopu koris¢enjem AxioVision 4.8 programa.

8. Slike dobijene na fluorescentnom mikroskopu su analizirane ImageJ
programom i odredivan je broj Celija koje su invadirale. Eksperiment se
smatra uspesnim ukoliko u negativnoj kontroli ima manje od 15% ¢elija koje
su invadirale kroz matrigel i membranu u odnosu na 100% celija koje su
invadirale u pozitivnoj kontroli. Eksperiment je ponovljen tri puta za svaku

celijsku liniju.
3.11. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

U in vivo eksperimentima kori¢eni su NOD.Cg-Prkdc*™ 112rg™"'/SzJ (NSG)
miSevi stari 8 nedelja i SCID (engl. Severe Combined Immunodeficiency) miSevi stari
8-10 nedelja. Svi eksperimenti u kojima su kori§¢ene Zivotinje sprovedeni su
laboratoriji dr Konstantinosa Dimasa (University of Thessaly, Larisa, Grcka).
Eksperimenti su radeni u skladu sa propisima Evropske unije (EU Directive
2010/63/EU) o zastiti zivotinja koje se koriste u naucne svrhe 1 odobreni su od strane
lokalne nadlezne institucije u Grckoj (local Directorate-General for Regional Rural
Economy and Veterinary; broj licence 5542/228006; 30/11/2016), kao i od strane
Eti¢kog komiteta IBISS-a (resenje broj 01-876). Zivotinje su u toku eksperimenta
gajene u sterilnim prostorijama sa kontrolisanim uslovima (ciklusi od 12 sati svetla i

12 sati mraka, sa slobodnim pristupom hrani i autoklaviranoj vodi).
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3.12. EKSPERIMANTALNI DIZAIN ANIMALNIH MODELA
3.12.1. SUBKUTANA INOKULACIJA CELIJA

Za odredivanje tumorigenog potencija humanih NSCLC ¢elijskih linija
razvijeni su mi$ji modeli sa subkutanim ksenograftima tumora pluca. Za potrebe ovog
eksperimenta NCI-H460 i COR-L23 ¢elije su inokulirane NSG misevima pod kozu
aksilarne regije zadnjih nogu. Na dan inokulacije, NCI-H460 i COR-L23 ¢elije su
prebrojane i inokulirane su dve razli¢ite gustine ¢elija (10 000 1 100 000 ¢elija u 100
ul medijuma) za obe ¢elijske linije. Formiranje opipljivih potkoznih tumora pra¢eno
je svakodnevno. Svaka eksperimentalna grupa se sastojala od 3 miSa sa inokuliranim
tumorskim celijama u obe aksilarne regije zadnjih nogu. Eksperiment je prekinut kada
je zapremina tumora dostigla zapreminu od 1 500 mm?, odnosno oko 11% teZine

misa.

Da bi se ispitale dinamike rasta NCI-H460 i COR-L23 tumora u in vivo
modelu, uspostavljeni su subkutani ksenografti tumora plu¢a u SCID miSevima. Na
dan inokulacije, NCI-H460 i COR-L23 ¢elije su prebrojane i 10° éelija svake ¢elijske
linije inokulirano je SCID miSevima pod koZzu aksilarne regije zadnjih nogu. Tri puta
nedeljno je pracen rast tumora kod NCI-H460 i COR-L23 ksenografta i merena je
veli¢ina tumora. Zapremina tumora je izracunavana prema formuli V (mm®) = a x
b%/2, gde je V (mm?®) zapremina tumora u mm?, a = duZina i b = irina tumora. Svaka
eksperimentalna grupa se sastojala od 3 misa sa inokuliranim tumorskim ¢elijama u
obe aksilarne regije zadnjih nogu. Eksperiment je prekinut kada je zapremina tumora

dostigla zapreminu od 1500 mm®, tj. oko 11% od teZine misa.
3.12.2. INTRAPLEURALNA INOKULACIJA CELIJA

Intrapleuralna inokulacija celija je koriS¢ena za uspostavljanje in Vivo
ortotopnog metastatskog modela tumora plu¢a, prema proceduri koju su opisali
Kraus-Berthier i kolege (Kraus-Berthier i ostali, 2000). SCID miSevi su anestezirani
intraperitonealnom injekcijom Ketamina u dozi 10 mg/kg i Xylazina 2 mg/kg. Na dan
inokulacije, NCI-H460 i COR-L23 ¢elije su prebrojane i rastvorene u 100ul RPMI
medijuma. Vijabilnost ¢elija je proverena tripan-plavom bojom i eksperiment je
nastavljan isklju¢ivo ako je vijabilnost bila veca od 95%. Obe Ccelijske linije su

implantirane pomo¢u igle promera 26 u dve inokulacione gustine (1 x 10°i 5 x 10°) u

56



zapremini od 100 ul RPMI medijuma kroz zid grudnog kosa u levu pleuralnu Supljinu
SCID miSeva (i.pl. — engl. intra pleural). Svaka eksperimentalna grupa se sastojala od
5 miSeva. Pre vradanja u kavez, misevi su stavljani pod toplotnu lampu da bi se
odrzavala telesna temperatura i omogucio brzi oporavak. Po jedan mis iz svake grupe
je zrtvovan 14 dana nakon inokulacije tumorskih ¢elija radi procene metastatskog
Sirenja formiranih NCI-H460 i COR-L23 tumora. Preostale Zivotinje su praene
svakodnevno i mereno je vreme prezivljavanja zivotinja sa inokuliranim NCI-H460 i

COR-L23 ¢elijama.

3.12.3. TRETMANI ZIVOTINJA SA INTRAPLEURALNO
INOKULISANIM CELIJAMA

Za potrebe ovog eksperimenta Zzivotinje sa intraperitonealno inokulisanim
COR-L23 c¢elijama podeljene su u tri grupe: kontrolna grupa, grupa tretirana sa
PF-573228 1 grupa tretirana sa WZ811. Grupe tretirane inhibitorima ¢inile su po 4
zivotinje, dok se kontrolna grupa sastojala od 7 Zivotinja. Zivotinje su tretirane
intraperitonealno u koncentraciji od 30 mg/kg. Oba inhibitora, PF-573228 i WZ811,
su rastvarani u sterilnoj vodi (WFI — engl. water for injection) sa 10% DMSO i 5%
Tween 80. Zivotinje u kontrolnoj grupi su tretirane rastvorom 10% DMSO i 5%
Tween 80 u WFI. Tretman je trajao pet uzastopnih dana, sa po¢etkom u 7. danu nakon
inokulacije. Zivotinje su praéene svakodnevno i antitumorska i antimetastatska
aktivnost inhibitora je procenjivana poredenjem vremena preZivljavanja tretiranih

zZivotinja u odnosu na kontrolne Zivotinje sa COR-L23 razvijenim tumorima.
3.13. STATISTICKA ANALIZA REZULTATA

Statisti¢ke analize su radene pomocu nekoliko programa: STATISTICA 10.0.
software (StatSoft, Inc., Tulsa, USA.), GrafPad Prism6 (GraphPad Software, SAD) i
R software verzija 3.3.0 (Copyright (C) 2016 The R Foundation for Statistical
Computing). Podaci dobijeni RT-gPCR analizom, testom zarastanja povrede, testom
invazivnosti ¢elija, Western blot analizama, merenjem [-galaktozidazne aktivnosti i u
in vivo eksperimentima analizirani su pomocu Student t-testa. Rezultati dobijeni u
testu degradacije Zelatina nisu imali normalnu distribuciju, tako da je koriS¢en
Wilcoxon signe-rank test. Rezultati dobijeni u analizama celijske smrti su analizirani

dvofaktorskom ANOVA analizom. Rezultati prezivljavanja su analizirani
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koris¢enjem Kaplan & Meier product limit metode, dok je Log-rank test kori$¢en za
procenu znacaja razlike u ukupnom prezivljavanju. Moguca povezanost izmedu nivoa
ekspresije gena ABCB1 i ABCCL1 i nivoa ekspresije gena CXCR4 i FAK u uzorcima
pacijenata, testirana je Fisher exact testom. Uocene razlike u svim testovim su

smatrane statisticki znacajnim ukoliko je p < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. FUNKCIONALNI STATUS P53 1 PTEN TUMOR SUPRESORA |
NJIHOVA INHIBICIJA U NSCLC CELIJAMA

Sa ciljem uspostavljanja in vitro sistema humanih ¢elijskih linija NSCLC-a sa
razli¢itim funkcionalnim statusom PTEN i p53 tumor supresora, u prvom delu studije
su koriS¢ene dve ¢elijske linije raka plu¢a, NCI-H460 i COR-L23. NCI-H460 c¢elije

poseduju neizmenjana oba tumor supresora (wt, engl. wild type)

(http://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines), zbog ¢ega su kod ove celijske linije
primenjivani tretmani farmakoloskim inhibitorima kako bi se postigla inaktivacija p53
i/ili PTEN tumor supresora. U tu svrhu su kori$¢eni poznati inhibitori p53 i PTEN
tumor supresora, PFT-a i bpV(HOpic). U prethodnim publikacijama pokazano je da
10 uM PFT-a uspesno inhibira funkciju p53 tumor supresora u NCI-H460 ¢elijama
(Zuco i Zunino, 2008). Shodno tome pomenutu koncentraciju koristili smo u svim
daljim eksperimentima. Da bi se odredila koncentracija koja uspe$no inhibira
aktivnost PTEN tumor supresora, analiziran je nivo ekspresije pAKT proteina kod
NCI-H460 c¢elijske linije tretirane sa 1 uM i 2,5 uM bpV(HOpic). Western blot
analiza je pokazala da 2,5 uM bpV(HOpic) uspesno inhibira aktivnost PTEN tumor
supresora i statisti¢ki znacajno povecava ekspresiju pAKT proteina 1,7 puta (p=0,02)
u odnosu na netretirane NCI-H460 ¢elije (Slika 7.).
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Slika 7. Western blot analiza AKT proteina i njegove fosforilisane forme kod NCI-H460 ¢elija
tretiranih inhibitorom PTEN tumor supresora (bpV(HOpic)). Histogram prikazuje nivo ekspresije
fosforilisane forme AKT (pAKT) proteina u odnosu na nivo ekspresije ukupnog AKT proteina,
normalizovane u odnosu na [B-aktin kao internu kontrolu. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri
nezavisna eksperimenta i prikazane su kao relativne vrednosti u odnosu na netretirane NCI-H460
¢elije. Statisticki znacajne razlike u ekspresiji proteina u odnosu na netretirane NCI-H460 celije su
predstavljene kao * (p<0,05).

MTT testom ispitan je efekat tretmana p53 i PTEN inhibitora na inhibiciju
¢elijskog rasta NCI-H460 u cilju isklju¢ivanja moguénosti da su dobijene razlike u
narednim testovima migracije 1 invazije posledica znafajnog uticaja tretmana na
vijabilnost ¢elija. Rezultati su pokazali da tretmani koriS¢eni za inhibiciju p53 i/ili
PTEN tumor supresora ne uti¢u znacajno na inhibiciju ¢elijskog rasta kod NCI-H460

¢elija 1 ne smanjuju znacajno njihovu vijabilnost (Slika 8.).
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Slika 8. Efekti pojedina¢nog i kombinovanog tretmana bpV(Hopic) i PFT-a na vijabilnost NCI-
H460 ¢elija nakon 24 sata. Inhibicija Celijskog rasta je ispitivana MTT testom nakon pojedina¢nog i
kombinovanog tretmana bpV(HOpic) i PFT-a inhibitora u trajanju od 24 sata. Vrednosti su dobijene iz
najmanje tri nezavisna eksperimenta. Prikazane su srednje vrednosti i standardne greske. Koncentracije
koris¢ene u testovima zarastanja povrede, degradacije Zelatina i invazivnosti obelezene su crnim

krugom.
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Osim NCI-H460 celija sa farmakoloski inhibiranom funkcijom p53 i/ili PTEN
tumor supresora, u eksperimentima je kao model istovremene inaktivacije oba tumor
supresora koris¢ena i COR-L23 celijska linija. Kod ovih ¢elija je mutiran gen TP53

tumor supresora (http://cancer.sanger.ac.uk/cell_lines). Takode, ispitana je i ekspresija

i funkcija PTEN tumor supresora. Tacnije, rezultati dobijeni RT-qPCR-om su
pokazali da je ekspresija gena PTEN tumor supresora 11,5 puta (p=0,0002) manja kod
COR-L23 ¢elija u poredenju sa NCI-H460 ¢elijama (Slika 9.).
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Slika 9. RT-gPCR analiza ekspresije PTEN tumor supresora kod NCI-H460 i COR-L23 ¢éelijske
linije. Relativna ekspresija ispitivanog gena je preracunata u odnosu na ekspresiju gena ACTB kao
interne kontrole. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenata i predstavljane su kao
relativne vrednosti u odnosu na NCI-H460 Celije. Statisticki zna¢ajne razlike u ekspresiji iRNK izmedu
NCI-H460 i COR-L23 ¢elijske linije su predstavljene kao * (p<0,05).

Takva razlika u ekspresiji gena PTEN tumor supresora trebalo bi da se ogleda
i u povecanoj ekspresiji pAKT proteina. U skladu sa tim, Western blot analiza je
pokazala znacajnu razliku u ekspresiji pAKT proteina medu pomenutim celijskim
linijjama. Tacnije, ekspresija pAKT-a je 6,8 puta (p=0,0003) ve¢a kod COR-L23
Celijske linije u odnosu na NCI-H460 celije (Slika 10.).
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Slika 10. Western blot analiza AKT proteina i njegove fosforilisane forme kod NCI-H460 i COR-
L23 ¢elijske linije. Histogram prikazuje nivo ekspresije fosforilisane forme AKT proteina (pAKT) u
odnosu na nivo ekspresije ukupnog AKT proteina, normalizovan u odnosu na B-aktin kao internu
kontrolu. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenata. Statisticki znacajne razlike u
ekspresiji proteina izmedu NCI-H460 i COR-L23 ¢elijske linije su predstavljene kao * (p<0,05).

4.2. RAZLIKE U INVAZIVNOM | MIGRATORNOM POTENCIJALU
NSCLC CELIJA

Testovima zarastanja povrede, degradacije Zelatina i invazivnosti ispitivan je
uticaj funkcionalne inhibicije p53 i/ili PTEN tumor supresora na migraciju i invaziju
NCI-H460 i COR-L23 ¢elija.

U testu zarastanja povrede NCI-H460P*"PTEN ¢elije su imale statisticki
znaajno vecu migraciju u poredenju sa NCI-H460 celijama (1,4 puta; p=0,0052;
Slika 11.). Takode, testovima degradacije Zzelatina i invazivnosti SU pokazane
znafajno povecane sposobnosti NCI-H460 celija da degraduju Zelatin (1,9 puta;
p=0,001; Slika 12.) i invadiraju kroz matrigel (1,7 puta; p=0,0043; Slika 13.) nakon
istovremene funkcionalne inhibicije p53 i PTEN tumor supresora.

COR-L23 c¢elije su pokazale isti obrazac ponasanja, U gore pomenutim
testovima, kao i NCI-H460"3"PTEN ¢elije. Konkretno, COR-L23 ¢elije migriraju 4
puta brze (Slika 11.; p=0,0005), degraduju 2,4 puta vecu povrsSinu Zelatina (Slika 12.;
p=0,0001) i invadiraju kroz matrigel 2 puta vise (Slika 13.; p=0,0022) u odnosu na
NCI-H460 éelije.
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Slika 11. Relativni stepen migracije NCI-H460, NCI-H460"*, NCI-H4607 =", NCI-H460P>3"PTEN-

i COR-L23 ¢elija. (A) Histogram prikazuje relativni stepen migracije ispitivanih ¢elija u poredenju sa

NCI-H460 celijama 24 sata nakon povrede. (B) Prikazane su reprezentativne slike, gde su povrede u

obliku krsta predstavljene u trenutku nastanka (T 0) i nakon 24 sata (T 24). Vrednosti su dobijene iz

najmanje tri nezavisna eksperimenta i predstavljene su relativne vrednosti u odnosu na migraciju NCI-

H460 celija. Statisticki znac¢ajne razlike u migraciji medu ¢elijama su predstavljene kao * (p<0,05).

64



0.4+
o *
=
t 03 "
2
<
=
s 0.2
=
K =
%t
Z 0.1
=
0.0-
~4 - — )
\DPQ 3 Q‘\\-‘- “l&\/ @ v
g »° & 5 o)
N < N
e\-’ \\l \b
& R
&
NCI-H460 NCI-H460 "™ NCI-H460"TEN-
NCI-H460 P53 PTEN- COR-1.23

Slika 12. Stepen degradacije Zelatina NCI-H460, NCI-H4607*, NCI-H460°™"", NCI-H460"*
/PTEN- | COR-L23 éelija. Histogram pokazuje sposobnost ispitivanih ¢elija da degraduju Zelatin (A).
Intenzitet degradacije Zelatina je izrazen kao odnos obima degradirane oblasti Zelatina u odnosu na
obim celije. Prikazane su reprezentativne slike NCI-H460, NCI-H4607*, NCI-H460°™", NCI-
H460P*PTEN- | COR-L23 ¢elija zasejanih na Zelatinu (B). Crvena fluorescenca potice od
fluorescentnog obelezavanja Celija sa ActinRed™ 555. Jedra su kontrastirana Hoechst 33342 bojom
koja emituje plavu fluorescencu. Zelatin fluorescira zelenom bojom. Vrednosti su dobijene iz tri
nezavisna eksperimenta i analizirano je najmanje 100 celija. Statisticki znacajne razlike degradacije

zelatina u odnosu na NCI-H460 celije su predstavljene kao * (p<0,05). Skala = 100 pum.
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Slika 13. Stepen invazije NCI-H460, NCI-H460”*, NCI-H4607 ™" NCI-H460"*""TEN- j COR-L23
¢elija kroz matrigel. Histogram pokazuje broj ¢éelija koje imaju sposobnost da invadiraju i migriraju
kroz poroznu membranu oblozenu matrigelom (A). Prikazane su reprezentativne slike NCI-H460, NCI-
H4607%*, NCI-H460" N NCI-H460°*PTEN- | COR-L23 ¢elija (B). Na slikama se vide jedra ¢elija koje
su invadirale kontrastirana Hoechst 33342 bojom koja emituje plavu fluorescencu. Vrednosti su
dobijene iz tri nezavisna eksperimenta. Statisticki znacajne razlike u odnosu na NCI-H460 celija su

predstavljene kao * (p<0,05). Skala = 500 um.
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4.3. NIVO EKSPRESIJE CXCR4, FAK-a, AKT-a | ERK-a U CELIJAMA SA
INAKTIVNIM P53 | PTEN TUMOR SUPRESORIMA

Dalje je ispitivan uticaj funkcionalne inhibicije p53 i PTEN tumor supresora
na ekspresiju CXCR4 i FAK-a, kao i nishodnih molekula njihovih signalnih puteva,
pAKT-a i pERK-a. Nakon tretiranja NCI-H460 celija sa 10 uM PFT-a i 2,5 uM
bpV(HOpic), pojedina¢no i u kombinaciji, analizirana je ekspresija pomenutih
molekula RT-gPCR-om, proto¢nom citofluorimetrimetrijom i Western blot metodom.
Ovi eksperimenti su pokazali da NCI-H460* i NCI-H460"*"PTEN ¢elije imaju
znacajno povecanu ekspresiju gena CXCR4 receptora u poredenju sa NCI-H460
¢elijama (Slika 14A), i to redom 1,8 puta (p=0,047) i 2 puta (p=0,022). Na
proteinskom nivou, samo istovremena funkcionalna inhibicija oba tumor supresora
kod NCI-H460 c¢elije dovela je do statisticki znacajnog povecanja (p=0,0046)
ekspresije proteina CXCR4 1,7 puta u odnosu na kontrolne NCI-H460 celije (Slika
14B).

Ekspresija gena FAK je nepromenjena kod svih NCI-H460 c¢elija tretiranih
p53 1 PTEN inhibitorima (Slika 15A). lako je ekspresija gena FAK na nivou iRNK
nepromenjena, istovremena funkcionalna inhibicija p53 i PTEN tumor supresora kod
NCI-H460 celija dovodi do aktivacije FAK proteina i povecava koli¢inu njegove
fosforilisane forme 1,7 puta (p=0,007) u odnosu na kontrolne NCI-H460 ¢elije (Slika
15B).
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Slika 14. RT-gPCR (A) i citofluorimetrijska analiza ekspresije CXCR4 receptora kod NCI-H460,
NCI-H460"%*, NCI-H460"T="" NCI-H460P*""TEN- | COR-L23 éelija (B). Relativna ekspresija gena
CXCR4 je preracunata u odnosu na ekspresju gena ACTB kao interne kontrole. Vrednosti su dobijene iz
najmanje tri nezavisna eksperimenta i prikazane su kao relativne vrednosti u odnosu na NCI-H460
¢elije. Nivo CXCR4 proteina je analiziran metodom protoéne citofluorimetrije. Analizirano je najmanje
10 000 dogadaja u tri nezavisna eksperimenta i vrednosti su prikazane na histogramu. Reprezentativne
eksperiment je prikazan na slici. Statisti¢ki znacajne razlike ekspresije u odnosu na NCI-H460 ¢elije su
predstavljene kao * (p<0,05), u odnosu na NCI-H460"% ¢elije kao $ (p<0,05) i u odnosu na NCI-
H460° TN ¢elije kao # (p<0,05).
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Relativna ekspresija gena FAK
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Slika 15. RT-gPCR (A) analiza ekspresije gena FAK i Western blot (B) analiza ekspresije FAK-a
i njegove fosforilisane forme (Y379) kod NCI-H460, NCI-H4607*%, NCI-H4607 ™", NCI-H460"*
/PTEN- | COR-L23 (elija. Relativna ekspresija gena FAK je preradunata u odnosu na ekspresiju gena
ACTB kao interne kontrole. Aktivnost FAK prikazana je kao odnos nivoa ekspresije pFAK i ukupnog
FAK proteina, normalizovane u odnosu na GAPDH kao internu kontrolu. Sve vrednosti su dobijene iz
najmanje tri nezavisna eksperimenata i predstavljene su kao relativne vrednosti u odnosu na NCI-H460
¢elije. Statisti¢ki znacajne razlike u nivou iRNK i proteina u odnosu na NCI-H460 Ccelije su
predstavljene kao * (p<0,05); u odnosu na NCI-H460"* éelije kao $ (p<0,05 ) i u odnosu na NCI-

H4607 Y ¢elije kao # (p<0,05).
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Funkcionalna inhibicija p53 i PTEN tumor supresora, pojedina¢no i u
kombinaciji, takode dovodi do znacajnih promena u nivou ekspresije pAKT proteina.
NCI-H460°°% i NCI-H460" ™" ¢elije pokazuju znaGajno povecanu koli¢inu pAKT-a,
I to redom 1,8 puta (p=0,003) i 1,7 puta ~ (p=0,004), u poredenju sa NCI-H460
¢elijama (Slika 16A). NCI-H460P%PTEN- ¢elije pokazuju jo§ izraZeniju promenu
nivoa pAKT-a. Njihova koli¢ina pAKT proteina je 3 puta ve¢a u odnosu na NCI-
H460 celije (p=0,001) i 1,7 puta veéa u odnosu na NCI-H460">* (p=0,02) i NCI-
H460° ™™ (p=0,009) éelije (Slika 16A).

Za razliku od pAKT-a, nivo pERK-a je promenjen samo kod NCI-H460°**
Celija, 1 statisti¢ki znacajno (p=0,042) je povecan 2,7 puta u odnosu na NCI-
H460 ¢elije (Slika 16B).

/PTEN-

COR-L23 ¢elije su pokazale slican profil ekspresije gena i proteina kao i
NCI-H460P%*"PTEN- ¢elije. Konkretno, COR-L23 ¢elije imaju povecanu ekspresiju svih
ispitivanih gena i proteina u odnosu na kontrolne NCI-H460 c¢elije: iIRNK CXCR4 3,1
puta (Slika 14A; p=0,008), protein CXCR4 5,2 puta (Slika 14B., p=0,001), iRNK
FAK 1,7 puta (Slika 15A.; p=0,008), pFAK 2,1 puta (Slika 15B; p=0,015), pAKT 6,8
puta (Slika 16A; p=0,002) i pERK 3 puta (Slika 16B; p=0,037).
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Relativna ekspresija pERK / ERK

Slika 16. Western blot analiza AKT (A) i ERK (B) proteina i njihovih fosforilisanih formi kod
NCI-H460, NCI-H460"%, NCI-H460"™"" NCI-H460P""TEN" i COR-L23 éelija. Histogrami
prikazuju koli¢ine pAKT i pERK u odnosu na nivo ekspresije ukupnih formi odgovarajucih proteina,
normalizovane u odnosu na B-aktin kao interne kontrole. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri
nezavisna eksperimenta i predstavljene su kao relativne vrednosti u odnosu na NCI-H460 céelije.
Statisticki znacajne razlike u nivou proteina u odnosu na NCI-H460 ¢elije su predstavljene kao *
(p<0,05), u odnosu na NCI-H460"* ¢elije kao$(p<0,05) i u odnosu na NCI-H460°™™"" éelije kao #
(p<0,05).
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4.4. ANTI-INVAZIVNI EFEKTI PF-573228 | WZ811 INHIBITORA NA
NSCLC CELIJSKIM LINIJAMA SA NEAKTIVNIM P53 I PTEN
TUMOR SUPRESORIMA

U daljim eksperimentima ispitivano je da li inhibicija CXCR4 i FAK-a ima

uticaj na smanjenje invazivnih sposobnosti NSCLC ¢elija sa istovremeno neaktivnim
p53 i PTEN tumor supresorima (NCI-H460°3""TEN- | COR-L23 ¢éelija).
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Slika 17. Efekti 1 pM PF-573228 i 1 pM WZ811 inhibitora na migraciju NCI-H460"*"TEN" gelija.

Histogram prikazuje relativni stepen migracije tretiranih éelija u poredenju sa kontrolnim NCI-H460P*

/PTEN- ¢elijama nakon 24 sata (A). Prikazane su reprezentativne slike (B), gde su povrede u obliku krsta
predstavljene u trenutku nastanka (T 0) i nakon 24 sata (T 24). Vrednosti su dobijene iz najmanje tri
nezavisna eksperimenta i predstavljene su relativne vrednosti u odnosu na migraciju NCI-H460°*/FTEN-
Gelija. Statisticki znacajne razlike migraciji u odnosu na netretirane NCI-H460"*FTEN" ¢elije su

predstavljene kao * (p<0,05).
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Testom zarastanja povrede pokazano je da NCI-H460P>3/FTEN-

znacajno sporije nakon tretmana sa 1 uM PF-573228 (1,34 puta; p=0,001) i 1 uM
WZ811 (1,42 puta; p=0,001) u poredenju sa netretiranim NCI-H460°>*"PTEN- ¢elijama
(Slika 17.).
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¢elije migriraju
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% Degradovane povrsine

NCI-H460PS3-PTEN- PF-573228 WZ811

Slika 18. Efekti 1 pM PF-573228 i 1 pM WZ811 na sposobnost NCI-H460P%"TEN- ¢elija da
degraduju Zelatin. Histogram pokazuje stepen degradacije Zelatina izraZzen u procentima kao odnos
obima degradirane oblasti zelatina u odnosu na obim ¢elije (A). Intenzitet degradacije zelatina je
izrazen kao odnos obima degradirane oblasti Zzelatina u odnosu na obim celije. Prikazane su
reprezentativne slike Celija zasejanih na Zelatinu (B). Crvena fluorescenca poti¢e od fluorescentnog

d™ 555. Jedra su kontrastirana Hoechst 33342 bojom koja emituje plavu

obelezavanja ¢elija sa ActinRe
fluorescencu. Zelatin fluorescira zelenom bojom. Vrednosti su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta i
analizirano je najmanje 100 celija. Statisticki znacajne razlike degradacije zelatina u odnosu na

netretirane NCI-H460P3PTEN" ¢elije su predstavljene kao * (p<0,05). Skala = 100 um.
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Tretmani su pokazali jo§ izrazenije efekte na NCI-H460P%37PTEN-

¢elijama u
testovima degradacije elatina i invazivnosti. Sposobnost NCI-H4607*FTEN" ¢elija da
degradiraju zelatin smanjena je 5,8 puta nakon tretmana sa 1 uM PF-573228
(p=0,0001), odnosno 5,1 puta nakon tretmana sa 1 uM WZ811 (p=0,0001), u
poredenju sa netretiranim éelijama (Slika 18.). Takode, NCI-H460P*FTEN celije
statistiCki znaCajno manje invadiraju nakon tretmana 1 uM PF-573228 (4,7 puta;
p=0,0002) i 1 uM WZ811 (6,2 puta; p=0,0001) u poredenju sa netretiranim NCI-
H460P>3"PTEN" ¢elijama (Slika 19.).
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Slika 19. Efekti 1 pM PF-573228 i 1 pM WZ811 inhibitora na invaziju NCI-H460P*""TEN ¢elija.
Histogram pokazuje sposobnost ispitivanih ¢elija da invadiraju kroz poroznu membranu obloZenu
matrigelom (A). Prikazane su reprezentativne slike (B). Na slikama se vide jedra celija koje su
invadirale kontrastirana Hoechst 33342 bojom koja emituje plavu fluorescencu. Vrednosti su dobijene
Op53-/PTEN-

iz tri nezavisna eksperimenta. Statisticki znacajne razlike u odnosu na netretirane NCI-H46

¢elije su predstavljene kao * (p<0,05). Skala = 500 pm.
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COR-L23 ¢elije su pokazale slican odgovor na tretmane sa 1 uM PF-573228 i
1 uM WZ811 kao i NCI-H460P**PTEN- ¢elije. Test zarastanja povrede je pokazao da
samo tretman 1 uM PF-573228 statisticki znacajno (p=0,037) smanjuje migraciju
COR-L23 ¢elijai to 1,6 puta u odnosu na netretirane ¢elije (Slika 20.).
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Slika 20. Efekti 1 pM PF-573228 i 1 pM WZ811 inhibitora na migraciju COR-L23 ¢elija.
Histogram prikazuje relativni stepen migracije tretiranih éelija u poredenju sa kontrolnim COR-L23
¢elijama nakon 24 sata (A). Prikazane su reprezentativne slike (B), gde su povrede u obliku krsta
predstavljene u trenutku nastanka (T 0) i nakon 24 sata (T 24). Vrednosti su dobijene iz najmanje tri
nezavisna eksperimenta i predstavljene su kao relativne vrednosti u odnosu na migraciju netretiranih
COR-L23 ¢elija. Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na migraciju netretiranih COR-L23 ¢elija su

predstavljene kao * (p<0,05).
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Sli¢no rezultatima dobijenim na NCI-H460P*FTEN" Gelijama, ispitivani
tretmani su ostvarili izrazenije efekte na COR-L23 ¢elija u testovima degradacije
zelatina 1 invazivnosti. Degradacija Zelatinaje znacajno smanjena (p<0,0001) nakon
tretmana 1 pM PF-573228 i 1 uM WZ811 u odnosu na kontrolne ¢elije, i to redom
2,212,5puta (Slika 21.).
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Slika 21. Efekti 1 pM PF-573228 i 1 ptM WZ811 inhibitora na degradaciju Zelatina COR-L23
¢elija. Histogram pokazuje sposobnost ispitivanih ¢elija da degraduju Zelatin nakon tretmana FAK i
CXCR4 inhibitorima (A). Intenzitet degradacije Zelatina je izraZzen kao odnos obima degradirane
oblasti zelatina u odnosu na obim c¢elije. Prikazane su reprezentativne slike ¢elija zasejanih na zelatinu
(B). Crvena fluorescenca potice od fluorescentnog obelezavanja éelija sa ActinRed™ 555. Jedra su
kontrastirana Hoechst 33342 bojom koja emituje plavu fluorescencu. Zelatin fluorescira zelenom
bojom. Vrednosti su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta i analizirano je najmanje 100 celija.
Statisticki znacajne razlike degradacije Zelatina u odnosu na netretirane COR-L23 ¢elije su
predstavljene kao: p<0,05 (*). Skala =100 pum.
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Takode, u testu invazivnosti zna¢ajno manji broj ¢elija (p<0,0001) invadira
kroz matrigel i migrira kroz poroznu membranu nakon ispitivanih tretmana (Slika
22B). Pri tretmanu sa 1 uM PF-573228 invazivne sposobnosti COR-L23 ¢elija su
smanjene 2,8 puta, dok 1 uM WZ811 tretman smanjuje invazivne sposobnosti 2,6

puta u odnosu na netretirane ¢elije (Slika 22A).
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Slika 22. Efekti 1 pM PF-573228 i 1 puM WZ811 inhibitora na invaziju COR-L23 ¢elija.
Histogram pokazuje sposobnost COR-L23 ¢elija da invadiraju kroz poroznu membranu i matrigel
nakon tretmana inhibitorima (A). Prikazane su reprezentativne slike (B). Na slikama se vide jedra éelija
koje su invadirale obojena Hoechst 33342 bojom. Vrednosti su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta.
Statisti¢ki znacajne razlike invazije u odnosu na netretirane COR-L23 ¢elije su predstavljene kao *
(p<0,05). Skala = 100 pum.
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45. CITOTOKSICNI EFEKTI PF-573228 | WZ811 INHIBITORA NA
NCI-H460°*PTEN- | COR-L23 CELIJAMA

MTT testom ispitani su efekati tretmana CXCR4 i FAK inhibitora na
inhibiciju ¢elijskog rasta NCI-H460"*"PTEN" j COR-L23 ¢elija, u cilju iskljucivanja
mogucénosti da su dobijene razlike u testovima migracije i invazije posledica
znacajnog uticaja tretmana na vijabilnost celija. Rastu¢im koncentracijama PF-
573228 i WZ811 inhibitora (0,5-10 uM) tretirane su ispitivane celije u trajanju od 24
sata, kao i u testovima migracije i invazije. Rezultati su pokazali da tretmani 1 uM
PF-573228 i 1 pyM WZ811, kori$¢eni u testovima migracije i invazije, ne utiu
znacajno na inhibiciju ¢elijskog rasta kod obe ¢elijske linije i ne smanjuju njihovu

vijabilnost (Slika 23.).
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Slika 23. Efekti tretmana PF-573228 i WZ811 na vijabilnost NCI-H460P*""TEN- | COR-L23 ¢elija
nakon 24 sata. Inhibicija Celijskog rasta je ispitivana MTT testom nakon tretmana rastu¢im
koncentracijama PF-573228 i WZ811 inhibitorau trajanju od 24 sata. Vrednosti su dobijene iz
najmanje tri nezavisna eksperimenta. Prikazane su srednje vrednosti i standardne greske. Koncentracije
koris¢ene u testovima zarastanja povrede, degradacije Zelatina i invazivnosti obeleZene su crvenim

krugom.

4.6. PROMENE U NIVOU pFAK, pAKT | pERK PROTEINA KOD
NCI-H460"%FTEN- | COR-L23 CELIJA NAKON TRETMANA SA PF-
573228 | WZ811

Da bi se utvrdile molekularne promene koje su odgovorne za smanjenje
invazivne i migratorne sposobnosti celija sa inaktivnim p53 i PTEN tumor
supresorima nakon tretmana 1 uM PF-573228 i 1 uM WZ811, ispitivane su promene
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u koli¢ini pFAK, pAKT i pERK proteina Western blot metodom nakon pomenutih
tretmana.
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Slika 24. Efekti PF-573228 i WZ811 inhibitora na promenu koli¢ine pFAK (A), pAKT (B) i
PERK (C) proteina kod NCI-H460"*""TEN" ¢elija. Histogram prikazuje nivo fosforilisane forme
proteina u odnosu na nivo ukupne forme proteina, sve normalizovano u odnosu na B-aktin ili GAPDH
kao internu kontrolu. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenta i predstavljene su
kao relativne vrednosti u odnosu na netretirane NCI-H4607%3"PTEN" gelije. Statisticki znacajne razlike u
ekspresiji proteina u odnosu na netretirane NCI-H460°%*""TEN" ¢elije su predstavljene kao * (p<0,05).
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Ocekivano, fosforilisana forma FAK proteina je znafajno smanjena kod
NCI-H460P%3"PTEN- ¢elija nakon tretmana 1 uM PF-573228 (2,6 puta; p=0,0001) i 1
uM WZ811 (2,1 puta; p=0,0001) u odnosu na netretiranu kontrolu (Slika 24A).
Takode, nivo pAKT proteina je smanjen kod ovih ¢elija 2,6 puta nakon oba tretmana
(Slika 24B; p=0,0015 i p=0,0008). Medutim, ni jedan od ova dva tretmana ne dovodi
do statisticki znacajne promene nivoa pERK proteina kod NCI-H460P>37PTEN-

(Slika 24C).

¢elija

Za razliku od NCI-H460P**"PTEN- ¢elija, COR-L23 Celije samo nakon tretmana
sa 1 uM PF-573228 pokazuju znacajne promene u nivou pFAK (2 puta smanjenje;
p=0,0018) i pAKT (1,5 puta smanjenje; p=0,015) proteina u poredenju sa
netretiranom kontrolom (Slika 25A i 25B). Sa druge strane, koli¢ina pERK proteina
ostaje nepromenjena nakon tretmana sa svakim inhibitorom u poredenju sa

netretiranim COR-L23 ¢elijama (Slika 25C).
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Slika 25. Efekti PF-573228 i WZ811 inhibitora na ekspresiju pFAK (A), pAKT (B), pERK (C)
kod COR-L23 ¢elija. Histogram prikazuje nivo fosforilisane forme proteina u odnosu na nivo
ekspresije ukupne forme proteina, sve normalizovano u odnosu na B-aktin ili GAPDH kao interne
kontrole. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenta i predstavljene su kao relativne
vrednosti u odnosu na netretirane COR-L23 ¢elije. Statisti¢ki znac¢ajne razlike u ekspresiji proteina u
odnosu na netretirane COR-L23 ¢elije su predstavljene kao * ( p<0,05).
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4.7. RAZLIKE U TUMORIGENOM POTENCIJALU NCI-H460 | COR-L23
CELIJA U IN VIVO SISTEMU

Dosadasnji rezultati su pokazali da ¢elije sa inaktivnim p53 i PTEN tumor
supresorima imaju povecane migratorne i invazivne sposobnosti i da se tretmanom
inhibitorima FAK i CXCR4 uspe$no suprimira takav fenotip u in vitro uslovima.
Shodno tome, dalje su proucavane invazivne sposobnosti COR-L23 ¢elija u odnosu
na NCI-H460 ¢elije u in vivo uslovima. Najpre su uporedjene sposobnost ovih ¢elija
da formiraju tumore (tumorigenost), kao i dinamika rasta nastalih tumora u misijem

modelu subkutanih ksenografta tumora pluca.

Tabela 1. In vivo tumorigeni esej.

NCI-H460 COR-L23
Dan nakon Inokulaciona gustina 10 000 éelija®
inokulacije b 1 e _
Bf" / Bi Bf / Bi
15 0/6 1/6
17 1/6 3/6
22 5/6 6/6
25 6/6 6/6
!:)an nak?_n Inokulaciona gustina 100 000 éelija®
inokulacije
Bf / Bi Bf / Bi
9 0/6 1/6
11 0/6 2/6
14 2/6 6/6
17 6/6 6/6

a —NCI-H460 ili COR-L23 ¢elije su inokulirane NSG miSevima pod koZu aksilarne regije zadnjih
nogu u dve inokulacione gustine. Nakon inokulacije, formiranje opipljivih tumora praceno je
svakodnevno.

b — Broj formiranih tumora

¢ — Broj inokulisanih tumora

82



Tumorigenost celijskih linija ispitivana je nakon potkoznog ubrizgavanja 10
000 1 100 000 ¢elija NSG miSevima. Formiranje tumora prvo je prime¢eno kod COR-
L23 ¢elijske linije 1 to pri obe inokulacione gustine ¢elija. Taénije, u eksperimentu sa
inokulisanih 10 000 ¢elija, prvi opipljivi tumor primeéen je kod COR-L23
ksenografta u 15. danu nakon inokulacije ¢elija, dok je kod NCI-H460 ksenografta
prvi formirani tumor primecen u 17. danu. Jo§ veca razlika je primecena U
eksperimentu sa inokulisanih 100 000 ¢elija. U ovom slu¢aju prvi opipljivi tumor kod
COR-L23 ksenografta je primecen u 9. danu, dok je kod NCI-H460 ksenografta
detektovan u 14. danu (Tabela 1.).

Dinamika rasta tumora ispitana je u ksenograftima uspostavljenim u SCID
miSevima. Za potrebe tog eksperimenta potkozno je ubrizgano po 10° NCI-H460 i
COR-L23 ¢elija. Sli¢no prethodnom eksperimentu, COR-L23 ¢elije su prve formirale
opipljive tumore, ali nakon 25. dana NCI-H460 tumori su imali brzi rast u odnosu na
COR-L23 tumore. Na kraju eksperimenta zapremina NCI-H460 tumora bila je 1,5
puta ve¢a od COR-L23 tumora (Slika 26.).
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Slika 26. Dinamika rasta tumora kod NCI-H460 i COR-L23 ksenografta uspostavljenim
u SCID miSevima. Tri puta nedeljno je precen rast tumora i zapremina tumora je izracunavana prema
formuli V (mm?®) = a x b%/2, gde je V (mm?) zapremina tumora u mm®, a = duzina i b= §irina tumora.
Svaka eksperimentalna grupa se sastojala od 3 miSa sa inokuliranim tumorskim c¢elijama u obe

aksilarne regije zadnjih nogu. Na slici su prikazane srednje vrednosti sa standardnim gre$kama.
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4.8. RAZLIKE U INVAZIVNOM | METASTATSKOM POTENCIJALU
NCI-H460 | COR-L23 CELIJA U IN VIVO SISTEMU

U daljim in vivo eksperimentima ispitana je sposobnost NCI-H460 i COR-L23
¢elija da invadiraju u pluéni parenhim U misjem ortotopnom metastatskom modelu
tumora plu¢a koji je opisan od strane Laurence Kraus-Berthier i kolega (Kraus-
Berthier i ostali, 2000). NCI-H460 i COR-L23 c¢elije su implantirane u plu¢nu
Supljinu SCID miseva, u sledeé¢im gustinama: 1 x 10° i 5 x 10° éelija, i praéeno je

prezivljavanje Zivotinja.

Razlika u prezivljavanju miSeva sa NCI-H460 tumorima i COR-L23 tumorima
nije uoena u modelu sa implantiranih 1 x 10° éelija (Slika 27A). Medutim, u modelu
sa implantiranih 5 x 10° éelija postoji trend kraéeg preZivljavanja Zivotinja sa COR-
L23 tumorima. Njihovo srednje prezivljavanje je 24 dana u odnosu na srednje

prezivljavanje od 28 dana kod Zivotinja sa NCI-H460 tumorima (Slika 27B).
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Slika 27. Kaplan-Meier krive prezivljavanja Zivotinja sa ortotopno inokulisanim NCI-
H460 i COR-L23 ¢elijama. Razlike u prezivljavanju Zivotinja koje nose tumore nakon implantacije 1
x 10° (A) i 5 x 10° (B) NCI-H460 i COR-L23 éelija u pleuralnu $upljinu SCID miseva.
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Pored toga, zivotinje su zrtvovane u 14. danu nakon inokulacije 1 analizirano
je metastatsko Sirenje tumora u organizmu. Kod oba tipa tumora lokalno Sirenje u
pleuralnoj Supljini je bilo veoma prisutno. Medutim, za razliku od NCI-H460 tumora,

COR-L23 tumori su formirali metastaze u udaljenim organima u peritonealnoj duplji,
kao $to su jetra, creva i pankreas (Slika 28.).

COR-L23
Pluéa Jetra
' ’
[ 3
> '

Creva

Pankreas

NCI-H460

Slika 28. Metastatsko Sirenje COR-L23 i NCI-H460 tumora u mi§jem ortotopnom metastatskom
modelu tumora pluéa. Metastatsko Sirenje tumora kod Zivotinja koje nose tumore nakon implantacije

5 x 10° NCI-H460 ili COR-L23 éelija u pleuralnu upljinu SCID miSeva. Strelice pokazuju tumorsku
masu u pleuralnoj duplji i u udaljenim organima.
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4.9. ULOGA PF-573228 | WZ811 INHIBITORA U SMANJIVANJU
METASTATSKOG POTENCIJALA COR-L23 CELIJA U IN VIVO
SISTEMU

Za pracenje efikasnosti tretmana FAK i CXCR4 inhibitora u in vivo uslovima
implantirano je 5 x 10° COR-L23 ¢éelija u pluénu $upljinu SCID miseva. Zivotinje su
tretirane intraperitonealno i antitumorska aktivnost PF-573228 i WZ811 inhibitora je
odredivana na osnovu vremena prezivljavanja zivotinja. Rezultati sugeriSu da, iako ne
postoje statisticki znacajne razlike u prezivljavanju netretiranih i tretiranih Zivotinja,
tretmani PF-573228 i WZ811 inhibitorima pokazuju trend ka duzem prezivljavanju.
To se posebno odnosi na tretman WZS811 inhibitorom, koji produzava srednje
prezivljavanje za 4 dana u odnosu na kontrolnu grupu. Konkretno, srednje
prezivljavanje grupe tretirane WZ811 inhibitorom je 24 dana, dok je srednje

prezivljavanje grupe tretirane kontrolnim tretmanom 20 dana (Slika 29.).
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Slika 29. Efekat PF-573228 i WZ811 na preZivljavanje Zivotinja u ortotopnom metastatskom
modelu tumora pluéa. Krive prezivljavanja Zivotinja sa formiranim tumorima nakon implantacije 5 x
10° COR-L23 éelija u pleuralnu Supljinu SCID miSeva i nakon tretmana inhibitorima FAK i CXCR4
receptora.
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4.10. ANALIZE POVEZANOSTI EKSPRESIJE GENA FAK | CXCR4 SA
ABCB1 | ABCC1 U UZORCIMA PACIJENATA OBOLELIH OD
NSCLC-a

Pored toga Sto je prethodnim ekspreimentima pokazano da FAK i CXCR4
imaju znacajnu ulogu u regulisanju migracije i invazije kod NSCLC ¢elija, takode je
ispitana i povezanost ovih molekula sa razvojem rezistencije na standardne
terapeutike. Shodno tome, najpre je analizirana povezanost ekspresije gena FAK i
CXCR4 sa genskom ekspresijom ABC pumpi, ABCB1 i ABCC1, u uzorcima
pacijenata obolelih od NSCLC-a.

Prvo je ispitan nivo ekspresije pojedina¢nih gena FAK, CXCR4, ABCBL i
ABCC1 u uzorcima pacijenata obolelih od NSCLC-a RT-gPCR metodom. Pokazano
je da je nivo ekspresije FAK-a povecan u 47% tumorskih uzoraka pacijenata u odnosu
na neizmenjeno kontrolno tkivo, a ekspresija gena CXCR4 je povecana kod tumora
33% pacijenata. Povecana ekspresija gena ABCBL1 je detektovana kod 17% pacijenata,
dok je nivo ekspresije gena ABCC1 povecan kod 37% pacijenata. Sve ukupno
gledano, samo je nivo ekspresije FAK-a statisti¢ki znacajno (p<0,0001) poveéan kod
NSCLC uzoraka u odnosu na uzorke neizmenjenog plu¢nog tkiva pacijenata (Slika
30.).
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Slika 30. RT-qPCR analiza ekspresije gena FAK, CXCR4, ABCB1 i ABCC1 u uzorcima
pacijenata obolelih od NSCLC. Box-plot prikaz ekspresije iRNK gena FAK, CXCR4, ABCB1 i
ABCC1 u tumorskim uzorcima (T) i neizmenjenom pluénom tkivu (N) pacijenata obolelih od NSCLC-
a. Promene u nivou ekspresije su prikazane logaritamski (log2) kao relativne vrednosti u odnosu na
nivo ekspresije u neizmenjanom tkivu. Statisti¢ki zna¢ajna povecanja ekspresije iRNK u odnosu na

neizmenjeno tkivo su predstavljena kao * (p<0,05).
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Fisher exact testom je pokazana statistiCki znaCajna povezanost izmedu
promena u ekspresiji gena FAK i ABCB1 (p=0,01), kao i izmedu gena CXCR4 i
ABCB1 (p=0,002). Ta¢nije, pokazano je da je ekspresija gena ABCB1l povecana
iskljuc¢ivo u uzorcima kod kojih je poveéana i ekspresija gena CXCR4, odnosno FAK
(Tabela 2.). Sli¢no, statisticka analiza je pokazala da je ucestalost povecane ekspresije
gena ABCC1 statisticki znacajno (p=0,007) veca kod tumora koji imaju povecanu

ekspresiju gena FAK (Tabela 2.).

Tabela 2. Analiza povezanosti ekspresije gena

CXCR4 FAK
Povecana ekspresija Povecana ekspresija
Da Ne Da Ne
a (g 0 P 0 0 p
BP" (%) BP (%) vrednost BP (%) BP (%) vrednost
o 8.2 Da 5(100,0) 0(0,0) 5(100,0) 0(0,0)
ms3g
Q8 S
2 é % Ne 5 (20,0) 20 (80,0) 0,002° 9 (36,0) 16 (64,0) 0,01
o &8 Da 5 (45,4) 6 (54,6) 9(81,8) 2(18,2)
OS3
o8 S
o >
<z % Ne 5 (26,3) 14 (73,7) 04 5 (26,3) 14 (64,0) 0,007

*BP, broj pacijenata po grupi; ° podebljani brojevi predstavljaju statisticki znacajne
vrednosti, p<0,05.

4.11. ANALIZA EKSPRESIJE GENA ABCB1 | ABCC1 KOD NSCLC

CELIJSKIH LINIJA

S obzirom da je pokazana povezanost ispitivanih promena u tumorskim
uzorcima pacijenata, analizirane su promene u ekspresiji ABC pumpi u celijskim
linijama NSCLC-a. RT-gPCR metodom analizirane su razlike u nivou ekspresije gena
ABCBL1 i ABCC1 kod NCI-H460 i izvedene rezistentne ¢elijske linije, NCI-H460/R.
Takode, razlike u nivoima ekspresije pomenutih gena ispitivane su i kod COR-L23
¢elija, za koje pretpostavljamo da su urodeno rezistentne na hemioterapeutike.

Pokazano je da NCI-H460/R ¢elije imaju 206 puta veéu (p<0,0001) ekspresiju gena
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ABCBL1 u odnosu na NCI-H460 celije, dok promene u nivou ekspresije gena ABCC1
nisu uocene (Slika 24.). Nasuprot ovim rezultatima, COR-L23 ¢elije imaju 4,5 puta
poveéanu (p=0,006) ekspresiju gena ABCC1 u odnosu na NCI-H460 celije, dok je
ekspresija gena ABCB1 10 puta manja (p=0,0007) u odnosu na NCI-H460 celije
(Slika 31.).
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Slika 31. RT-qPCR analiza ekspresije gena ABCB1 i ABCC1 kod NCI-H460, NCI-H460/R i
COR-L23 ¢elijske linije. Relativna ekspresija ispitivanih gena je preracunata u odnosu na ekspresiju
ACTB gena kao interne kontrole. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenta i
predstavljene su kao relativne vrednosti u odnosu na NCI-H460 c¢elijsku liniju. Statisticki znacajne

razlike u ekspresiji iRNK u odnosu na NCI-H460 ¢elijsku liniju su predstavljene kao * (p<0,05).
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4.12. SENZITIVNOST NSCLC CELIJSKIH LINIJA NA KLASICNE
HEMIOTERAPEUTIKE

Senzitivnost NSCLC ¢elijskih linija (NCI-H460, NCI-H460/R i COR-L23) na
klasi¢ne hemioterapeutike (DOX, PTX i CPt) analizirana je MTT testom. U
saglasnoS¢u sa prethodnim rezultatom, NSCLC celijske linije sa povecanom
ekspresijom gena ABC transportera su pokazale odredeni stepen rezistencije na
hemioterapeutike. Konkretno, COR-L23 ¢elije su pokazale rezistenciju na DOX, dok
su NCI-H460/R ¢elije rezistentne na sve ispitivane hemioterapeutike (DOX, PTX i

CPt). 1Cs vrednosti su prikazane u Tabeli 3.

Tabela 3. ICx® vrednosti klasi¢nih hemioterapeutika

NCI-H460 NCI-H460/R COR-L23

DOX 30nM 3.7 uM 550 nM
PTX 4.3nM 447 nM 9nM
CPt 1.4uM 3.5uM 1.7 uM

% 1Cs, vrednost — koncentracija koja dovodi do 50% inhibicije ¢elijskog rasta

4.13. EKSPRESIJA CXCR4 RECEPTORA KOD NSCLC CELIJA

U daljem toku studije smo analizirali promene u nivou ekspresije CXCR4
receptora na nivou iIRNK i na proteinskom nivou kod NSCLC celijskih linija.
Dobijeni rezultati su pokazali da je ekspresija gena CXCR4 nepromenjena kod NCI-
H460/R ¢elija, dok je kod COR-L23 ¢elija povecana 3,1 puta (p=0,008) u odnosu na
NCI-H460 celije (Slika 32A.).
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Slika 32. RT-gPCR analiza ekspresije gena CXCR4 kod NCI-H460, NCI-H460/R i COR-L23
¢elijskih linija. Histogrami prikazuju razlike u ekspresiji gena CXCR4 kod NSCLC ¢éelijskih linija (A)
i (B) ¢Celijskih linija tretiranih DOX-om. Relativna ekspresija ispitivanog gena je preracunata u odnosu
na ekspresiju ACTB gena kao interne kontrole. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisnha
eksperimenta i predstavljene su kao relativne vrednosti u odnosu na odgovarajuéu kontrolu. Statisticki

znacajne razlike u ekspresiji iIRNK nakon tretmana DOX-om su predstavljene kao * (p<0,05).
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Sa druge strane, uporedujuéi nivo ekspresije na proteinskom nivou pokazano
je da je ekspresija CXCR4 receptora kod NCI-H460/R ¢elija nepromenjena, dok je
kod COR-L23 ¢elija statisticki znacajno (p=0,0099) poveéana 2,8 puta u odnosu na
NCI-H460 ¢elije (Slika 33.).
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Slika 33. Citofluorimetrijska analiza ekspresije CXCR4 receptora kod NCI-H460, NCI-H460/R i
COR-L23 ¢elija. Nivo CXCR4 proteina je analiziran metodom protocne citofluorimtrije. Analizirano
je najmanje 10 000 dogadaja u tri nezavisna eksperimenta i srednje vrednosti sa standardnim greskama
su prikazane na histogramu. Zapis reprezentativnog eksperimenta je takode prikazan na slici. Statisticki

znacajne razlike ekspresije CXCR4 u odnosu na NCI-H460 ¢elije su predstavljene kao * (p<0,05).

Medutim, NCI-H460/R i COR-L23 ¢elije tretirane DOX-om pokazuju
statisti¢ki znacajno povecanje nivoa ekspresije CXCR4 u poredenju sa netretiranom
kontrolom. Tacnije, nivo ekspresije gena CXCR4 nakon tretmana DOX-om kod NCI-
H460/R ¢elija se povecao 6,6 puta (p=0,008), dok se kod COR-L23 ¢elija povecao 3,6
puta (p=0,01) u odnosu na netretiranu kontrolu (Slika 32B.). Sli¢no, nakon tretmana
DOX-om ekspresija na proteinskom nivou CXCR4 se znacajno povecala kod NCI-
H460/R ¢elija za 3 puta (p=0.0065), dok se kod COR-L23 ¢elija povecala 1,8 puta
(p=0.01) u odnosu na netretiranu kontrolu (Slika 34.). Tretman DOX-om kod NCI-
H460 celija ne dovodi do promena na nivou ekspresije CXCR4 gena niti proteina
(Slika 32B i 34.).
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Slika 34. Citofluorimetrijska analiza ekspresije CXCR4 receptora kod NCI-H460 (A), NCI-
H460/R (B) i COR-L23 (C) ¢elija nakon tretmana DOX-om. Nivo CXCR4 proteina je analiziran
metodom protocne citofluorimtrije. Analizirano je najmanje 10 000 dogadaja u tri nezavisna
eksperimenta i srednje vrednosti sa standardnim greskama su prikazane na histogramu. Zapis
reprezentativnog eksperimenta je takode prikazan na slici. Statisticki znacajne razlike ekspresije

CXCR4 u odnosu na netretiranu kontrolu su predstavljene kao * (p<0,05).
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4.14. EFEKTI KOMBINOVANIH TRETMANA NA SENZITIVNOST
NCI-H460/R | COR-L23 CELIJA NA DOX

Da bi se ispitala mogucnost koris¢enja FAK i CXCR4 inhibitora u cilju
prevazilazenja rezistencije na DOX, najpre je analizirana njihova pojedinac¢na
citotoksi¢nost. Rastu¢im koncentracijama PF-573228 (1-50 uM) i WZ811 (1-50 uM)
tretirane su NCI-H460/R i COR-L23 ¢celije. U MTT testu kod obe celijske linije
tretmani su prouzrokovali dozno zavisno smanjenje vijabilnosti, sa niskim do
umerenim efektom na ¢elijski rast. Konkretno, tretman 10 uM PF-573228 inhibitorom
je doveo do smanjanjenja vijabilnosti od 50% kod NCI-H460/R ¢elija i 40% kod
COR-L23 ¢elija, dok je tretman 10 uM WZ811 inhibitorom prouzrokovao smanjenje
vijabilnosti ne ve¢e od 20% kod obe ¢elijske linije (Slika 35.).

A NCI-H460/R ‘B COR-1.23
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Slika 35. Vijabilnost NCI-H460/R (A) i COR-L23 (B) ¢éelija pod dejstvom PF-573228 i WZ811
inhibitora. Inhibicija ¢elijskog rasta je ispitivana MTT testom nakon tretmana rastuc¢im
koncentracijama PF-573228 (1-50 uM) i WZ811 (1-50 uM) u trajanju od 72h. Vrednosti su dobijene iz
najmanje tri nezavisna eksperimenta i prikazane su njihove srednje vrednosti i odgovarajuce standardne

greske.
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Dalje je ispitivan potencijal PF-573228 i WZ811 inhibitora da senzitizuju
NCI-H460/R i COR-L23 (¢elije na DOX u istovremenom tretmanu sa ovim
citostatikom. U kombinovanim tretmanima PF-573228 i WZ811 senzitizuju obe
rezistentne c¢elijske linije na tretman DOX-om. Tacnije, iako inhibitori CXCR4 i
FAK-a pojedinacno ne ostvaruju znacajan efekat na smanjenje vijabilnosti NCI-
H460/R i COR-L23 ¢elija, u kombinaciji sa DOX oba inhibitora, PF-573228 i
WZ811, povecavaju osetljivost rezistentnih Celijskih linija na DOX pri svim

ispitivanim koncentracijama (Slika 36.).
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Slika 36. Efekti istovremenih tretmana FAK i CXCR4 inhibitora sa DOX-om na vijabilnost
NCI-H460/R i COR-L23 c¢elija. Inhibicija celijskog rasta je ispitivana MTT testom nakon
kombinovanog tretmana tri razli¢ite koncentracije PF-573228, odnosno WZ811, inhibitora sa rastu¢im
koncentracijama DOX-a u trajanju od 72h. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna

eksperimenta i prikazane su njihove srednje vrednosti i odgovarajuce standardne greske.
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IzraCunavanjem kombinacionog indeksa utvrdeno je da inhibitori u
kombinaciji sa DOX-om pri veéini koncentracija ostvaruju sinergisticki efekat na

inhibiciju Celijskog rasta obe rezistentne celijske linije kao Sto je prikazano na slici

37.
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Cl vrednost
Cl vrednost

COR-L23

CI vrednost
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Slika 37. Priroda uzajamnog dejstva PF-573228 i WZ811 sa DOX-om u kombinovanim
tretmanima kod NCI-H460/R i COR-L23 ¢elijskih linija. Interakcija PF-573228 i WZ811 sa DOX-
om je odredena izraunavanjem kombinacionog indesa (CI) pomocu CalcuSyn programa. Vrednost CI
< 0.9 ukazuju na sinergistic¢ki efekat (zeleni stubi¢i), vrednost CI = 0.9-1.1 ukazuju na aditivni efekat
(zuti stubi¢i), dok vrednosti CI veée od 1.1 ukazuju na antagonisticki efekat (crveni stubici)

kombinovanih tretmana na inhibiciju rasta NCI-H460/R i COR-L23 ¢elija.
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Medutim, zajednicki tretman oba inhibitora istovremeno sa DOX-om ne
doprinosi dodatnom povecanju inhibicije Celijskog rasta u poredenju sa efektima

svakog od inhibitora pojedina¢no sa DOX-om (Slika 38.).
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Slika 38. Efekti istovremenih tretmana oba inhibitora, FAK i CXCR4, sa DOX-om na vijabilnost
NCI-H460/R (A) i COR-L23 ¢elija (B). Inhibicija ¢celijskog rasta je ispitivana MTT testom nakon
zajednickog tretmana PF-573228 i WZ811 inhibitora sa rastu¢im koncentracijama DOX-a u trajanju od
72h. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenta i prikazane su srednje vrednosti sa

standardnim greskama.

Shodno dobijenim rezultatima, u daljim eksperimentima su Kkoriséeni
kombinovani tretmani svakog inhibitora sa DOX-om u koncentracijama koje su
pokazale najizrazeniji sinergisticki efekat na inhibiciju rasta rezistentnih celijskih
linija: 1 uM DOX sa 2,5 uM PF-573228, kao i 10 pM WZ811, kod NCI-H460/R
¢elija, odnosno (50 nM DOX sa 5 uM PF-573228 i 10 uM WZ811 kod COR-L23

celija.

4.15. AKUMULACIJA DOX-a KOD REZISTENTNIH CELIJA NAKON
KOMBINOVANIH TRETMANA

U cilju ispitivanja mehanizma kojim FAK ili CXCR4 inhibitori dovode do
senzitizacije ¢elija na DOX, metodom proto¢ne citofluorimetrije prvo su ispitivane
razlike u akumulaciji DOX-a kod NCI-H460/R i COR-L23 ¢elija nakon
kombinovanih tretmana.

Dobijeni rezultati su pokazali da inhibitori ne dovode do poveéanja
unutarcelijske koncentracije DOX-a kod obe ¢elijske linije, niti pojedinacno niti u

kombinaciji sa DOX-om (Slika 39.).
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Slika 39. Stepen akumulacije DOX-a nakon pojedina¢nih i kombinovanih tretmana kod NCI-
H460/R i COR-L23 ¢éelija. Analiza akumulacije DOX-a (10 uM u trajanju od 30 minuta) nakon
pojedinaénih i kombinovanih tretmana kod NCI-H460/R i COR-L23 ¢elija metodom protocne
citofluorimetrije. X osa: intenzitet fluorescence srazmeran akumulaciji DOX-a u vijabilnim ¢elijama
izmereno na FL2-H kanalu, Y osa: broj celija. Crvenom bojom oznaéen je nivo fluorescence
netretiranih NCI-H460/R ¢elija, zelenom bojom je oznacen nivo fluorescence netretiranih COR-L23
¢elija, dok se siva boja odnosi na nivo fluorescence ¢elija nakon odgovarajuéih tretmana. Analizirano
je najmanje 10 000 dogadaja u tri nezavisna eksperimenta. Reprezentativni eksperiment je prikazan na

slici.
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4.16. DISTRIBUCIJA CELIJSKOG CIKLUSA KOD REZISTENTNIH
CELIJA NAKON KOMBINOVANIH TRETMANA

Ispitujuéi promene u ¢elijskom ciklusu pokazano je da sam tretman DOX-om
dovodi do povecanja broja celija u G2/M fazi celijskog ciklusa, dok njegovi
kombinovani tretmani sa inhibitorima dovode do dodatnih promena u distribuciji
¢elijskog ciklusa. Tremani sa DOX-om i PF-573228, kao i sa DOX-om i WZ811, kod
NCI-H460/R c¢elija dovode do kompletne redistribucije celijskog ciklusa i do
povecéanja broja Celija koje se nalaze u S fazi (19%) u odnosu na njihov broj kod
netretiranog uzorka (9%) i uzorka tretiranog samo DOX-om (7%). S druge strane,
kombinovani tretman sa DOX-om i PF-573228 inhibitorom kod COR-L23 ¢elija,
dovodi do znaCajnog povecanja broja celija u G2/M fazi (44%) u odnosu na
netretirane celije (17%) i na Celije tretirane samo DOX-om (35%). Medutim,
kombinovani tretman DOX-a i WZ811 inhibitora kod COR-L23 ¢elija ne dovodi do
dodatnih promena u distribuciji ¢elijskog ciklusa kada se uporedi sa efektom samog
tretmana sa DOX-om (Slika 40.).
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Slika 40. Distribucija ¢elijskog ciklusa kod NCI-H460/R i COR-L23 ¢elija nakon pojedinaénih i
kombinovanih tretmana. NCI-H460/R i COR-L23 ¢elije tretirane 72 sata DOX-om, PF-573228 i
WZ811 inhibitorima, pojedinatno i u kombinacijama, analizirane su metodom protocne
citofluorimetrije pomoc¢u PI obeleZavanja. X osa: intenzitet fluorescence obelezavanja ¢elija PI izmeren
na FL2-H kanalu, Y osa: broj ¢elija. Procenat ¢elija distribuiran izmedu GO, G1, S i G2M faza prikazan
je na slici. Analizirano je najmanje 10 000 dogadaja u tri nezavisna eksperimenta. Reprezentativni

eksperiment je prikazan na slici.
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4.17. EFEKTI KOMBINOVANIH TRETMANA NA INDUKCIJU CELIJSKE
SMRTI KOD REZISTENTNIH CELIJA

Da bi se utvrdilo da li pored redistribucije celijskog ciklusa, kombinovani
tretmani dovode i do indukcije celijske smrti, NCI-H460/R i COR-L23 ¢elije su
tretirane DOX-om, PF-573228 i WZ811 pojedinac¢no i u kombinacijama. Promene u
indukciji cCelijske smrti koje su uzrokovali pomenuti tretmani registrovane su
metodom protocne citofluorimetrije. Sam tretman DOX-om prouzrokovao je znacajno
povecanje broja nekroti¢nih ¢éelija u poredenju sa netretiranom kontrolom za 32% kod
NCI-H460/R i 13% kod COR-L23 ¢elija. Medutim, kombinovani tretmani kod obe
¢elijske linije nisu doveli do dodatnog povecanja broja ¢elija u nekrozi u odnosu na
sam tretman DOX-om, §to sugeriSe da se sve promene na nivou ¢elijske smrti mogu
pripisati dejstvu DOX-a (Slika 41.).
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Slika 41. Analiza éelijske smrti kod NCI-H460/R (A) i COR-L23 (B) ¢elija nakon pojedinac¢nih i
kombinovanih tretmana. Procenat apoptotskih, nekroti¢nih i Zivih Celija odredivan je metodom
proto¢ne citofluorimetrije pomoc¢u aneksin V-FITC (AV)/propidijum jodid (P1) bojenja nakon 72 sata
tretmana DOX-om, PF-573228 i WZ811, pojedinacno i u kombinacijama. Ovo bojenje omogucava
razlikovanje vijabilnih ¢éelija (AV- Pl-, kvadrant dole levo), ¢elija u ranoj apoptozi (AV+ Pl-, kvadrant
dole desno), kasno apoptotskih ¢elija (AV+ Pl+, kvadrant gore desno) kao i nekroti¢nih ¢elija (AV-
Pl1+, kvadrant gore levo). Analizirano je najmanje 10 000 dogadaja u tri nezavisna eksperimenta i na
histogramu su prikazane srednje vrednosti i standardne greske. Reprezentativni eksperiment je prikazan
na slici. Statisti¢ki znacajne razlike procenta mrtvih ¢elija u odnosu na kontrolu su predstavljene kao *

(p<0,05).
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4.18. EFEKTI KOMBINOVANIH TRETMANA NA INDUKCIJU
SENESCENCE-a KOD REZISTENTNIH CELIJSKIH LINIJA

S obzirom da kombinovani tretmani ne povecavaju dodatno broj ¢elija u
nekrozi u odnosu na sam DOX, analiziran je njihov potencijal da indukuju senescence
kod NCI-H460/R i COR-L23 ¢elijske linije. Merenjem aktivnosti enzima f-
galaktozidaze pokazano je da tretman DOX-om uzrokuje statisticki znacajno
povecéanje (p=0,022) broja NCI-H460/R celija koje metabolisu FDG (tj. poveéanje
broja celija u senescence-u) za 13% u odnosu na netretiranu kontrolu. Osim toga,
uoceno je da kombinovani tretmani dovode do dodatnog povecanja broja NCI-
H460/R ¢elija u senescence-u. DOX i PF-573228 povecavaju broj ¢elija u senescence-
u za 32% (p=0,0054), dok je broj ovih ¢elija nakon tremana sa DOX i WZ811 veci za
39% (p=0,0073) u odnosu na netretirani uzorak (Slika 42.).

Kod COR-L23 ¢elija sam tretman PF-573228 inhibitorom dovodi do
znacajnog povecanja (p=0,0006) Celija u senescence-u za 46% u odnosu na netretiranu
kontrolu, dok kombinacija DOX-a i PF573228 ne dovodi do dodatnih promena u
broju FDG pozitivnih ¢elija. Tretmani COR-L23 c¢elija DOX-om ili WZ811
inhibitorom ne dovode do promena broja celija koje razgraduju FDG, ve¢ samo
njihov kombinovani tretman ima uticaj na indukciju senescence-a i dovodi do
znaCajnog povecanja (p=0,0063) FDG pozitivnih celija za 27% u odnosu na

netretirani uzorak (Slika 42.).
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Slika 42. Analiza aktivnosti p-galaktozidaze NCI-H460/R (A) i COR-L23 (B) ¢elija nakon

pojedinacnih i kombinovanih tretmana. Procenat celija u senescence-u nakon 72 sata tretmana

DOX-om, PF-573228 i WZ811, pojedina¢no i u kombinacijama, odredivan je metodom protoc¢ne

citofluorimetrije koriste¢i FDG kao fluorescentno obeleZeni supstrat za B-galaktozidazu. Analizirano je

najmanje 10 000 dogadaja u tri nezavisna eksperimenta i na histogramu su prikazane srednje vrednosti

sa standardnim greskama. Reprezentativni eksperiment je prikazan na slici. Statisticki znacajne razlike

u % FDG pozitivnih ¢elija u odnosu na kontrolu su predstavljene kao * (p<0,05), u odnosu na ¢elije

tretirane DOX-om su predstavljene kao # (p<0,05), u odnosu na celije tretirane PF-573228 inhibitorom

su predstavljene kao $ (p<0,05) i u odnosu na ¢elije tretirane WZ811 inhibitorom su predstavljene kao

& (p<0,05).
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4.19. PROMENE U NIVOU pFAK, pAKT | pPERK PROTEINA KOD

REZISTENTNIH CELIJA NAKON KOMBINOVANIH TRETMANA

Efekti pojedina¢nih i kombinovanih tretmana na nivo ekspresije pFAK, pAKT
i pERK proteina analizirani su Western blot metodom. Tretman PF-573228
inhibitorom, kao i njegov kombinovani tretman sa DOX-om zna¢ajno smanjuje nivo
ekspresije pFAK i pAKT proteina kod obe celijske linije. Nivo ekspresije pFAK i
pAKT proteina kod NCI-H460/R ¢elija nakon tretmana FAK inhibitorom je zna¢ajno
smanjen (p=0,02) u odnosu na netretiranu kontrolu, i to redom 2,7 puta i 2 puta, dok
kombinacija PF-573228 inhibitora sa DOX-om ne dovodi do dodatnih promena na
nivou ekspresije pFAK-a i pAKT-a u odnosu na pojedina¢ne tretmane (Slika 43.).
Efekti PF-573228 tretmana su jo$ izraZzeniji na COR-L23 ¢elijskoj liniji. PF-573228
inhibitor kod COR-L23 ¢elija uzrokuje smanjenje nivoa ekspresije pFAK-a 2 puta
(p=0,004) i pAKT-a 3 puta (p=0,02), dok kombinovani tretman PF-573228 i DOX-a
dovodi do obaranja nivoa ekspresije pFAK-a 5,4 puta (p=0,0008) i pAKT-a 4,2 puta
(p=0,01) u odnosu na netretiranu kontrolu (Slika 44.)

Tretman WZ811 inhibitorom pokazuje trend smanjenja nivoa ekspresije
pAKT i pFAK proteina kod obe ¢elijske linije. Za razliku od pojedina¢nog tretmana,
kombinovani tretman WZ811 inhibitora sa DOX-om dovodi do statisti¢ki znac¢ajnih
promena u fosforilaciji AKT-a kod NCI-H460/R ¢elija. Ta¢nije, ovakav kombinovani
tretman dovodi do smanjenja nivoa fosforilisanog AKT-a za 2 puta (p=0,03) u odnosu
na ne tretirane NCI-H460/R ¢elije (Slika 43).
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Slika 43. Efekti tretmana na promenu koli¢ine pFAK, pAKT i pERK proteina kod NCI-H460/R
¢elija. Histogram prikazuje nivo fosforilisane forme proteina u odnosu na nivo ukupne forme proteina,
sve normalizovano u odnosu na f-aktin kao internu kontrolu. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri
nezavisna eksperimenta i predstavljene su kao relativne vrednosti u odnosu na netretirane NCI-H460/R
¢elije. Prikazane su srednje vrednosti i njihove standardne greske. Statisticki znacajne razlike u

ekspresiji proteina u odnosu na netretirane NCI-H460/R ¢elije su predstavljene kao * (p<0,05).
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Za razliku od NCI-H460/R ¢elija, kombinovani tretman WZ811 inhibitora sa
DOX-om kod COR-L23 c¢elijske linije obara nivo ekspresije pFAK-a 2,2 puta
(p=0,006) u odnosu na netretirane COR-L23 ¢elije (Slika 44.). Nivo ekspresije pERK
proteina je ostao nepromenjen nakon svih tretmana kod obe celijske linije (Slika 43. i
44.).
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Slika 44. Efekti tretmana na promenu koli¢ine pFAK, pAKT i pERK proteina kod COR-L23
¢elija. Histogram prikazuje nivo fosforilisane forme proteina u odnosu na nivo ukupne forme proteina,
sve normalizovano u odnosu na f-aktin kao internu kontrolu. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri
nezavisna eksperimenta i predstavljene su kao relativne vrednosti u odnosu na netretirane COR-L23
¢elije. Prikazane su srednje vrednosti i standardne greSke. Statisti¢ki znacajne razlike u ekspresiji

proteina u odnosu na netretirane COR-L23 ¢elije su predstavljene kao * (p<0,05).
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4.20. EFEKTI KOMBINOVANIH TRETMANA NA INVAZIVNE |
MIGRATORNE SPOSOBNOST REZISTENTNIH CELIJA

S obzirom da su se tretmani DOX-om u kombinaciji sa PF-573228 i WZ811
inhibitorima pokazali efikasnim u inhibiciji ¢elijskog rasta rezistentnih NCI-H460/R i
COR-L23 ¢elija, u studiji su dalje ispitivani i efekti ovih kombinovanih tretmana na

supresiju invazije kod pomenutih rezistentnih linija.

U testu degradacije zelatina uoceno je da COR-L23 celije znacajno manje
degraduju zelatin nakon tretmana sa PF-573228 inhibitorom (1,4 puta; p=0,04), kao i
nakon kombinovanih tretmana sa DOX-om i PF-573228 (3 puta, p<0,0001), odnosno
WZ811 (2 puta, p<0,0001). Takode, ovi efekti kombinovanih tretmana na supresiju
degradacije zelatina COR-L23 ¢elija su statisticki zna¢ajno manji i u odnosu na

pojedinacne tretmane (Slika 45.).

Testom invazivnosti pokazano je da svi tretmani dovode do smanjenja
invazivnih sposobnosti COR-L23 ¢elijske linije u odnosu na netretiranu kontrolu.
Kombinovani tretman DOX-a sa PF-573228 inhibitorom najefikasnije suprimira
invazivne sposobnosti COR-L23 ¢celija c¢elija i to za 76% (p=0,005) u odnosu na
netretirane Celije, za 40% (p=0.01) u odnosu na tretman samo sa DOX-om i za 20%
(p=0,02) u odnosu na tretman samo sa PF-573228 inhibitorom (Slika 37). Pored toga,
COR-L23 ¢elije tretirane WZ811 inhibitorom imaju 48% manju sposobnost invazije
(p=0.008) u odnosu na netretiranu kontrolu, dok kombinacija ovog inhibitora sa
DOX-om ne doprinosi dodatnom suprimiranju invazivnih sposobnosti ovih celija

(Slika 46.).

108



-
=
J

[
o
i

-
o
n

% Degradovane povriine

KONTROLA PF-573328 WZsH

DOX+PE513328 DOXAWZS1

Slika 45. Efekti pojedina¢nih i kombinovanih tretmana DOX-a, PF-573228 i WZ811 na
sposobnost COR-L23 ¢elija da degraduju Zelatin. Stepen degradacije Zelatina prikazan na
histogramu izrazen je kao odnos obima degradirane oblasti Zelatina u odnosu na obim celije (A).
Prikazane su i reprezentativne slike ¢elija zasejanih na Zelatinu (B). Crvena fluorescenca potice od
fluorescentnog obelezavanja Celija sa ActinRed™ 555. Jedra su kontrastirana Hoechst 33342 bojom
koja emituje plavu fluorescencu, dok zelatin fluorescira zelenom bojom. Vrednosti su dobijene iz tri
nezavisna eksperimenta i predstavljene su kao relativne vrednosti degradacije Zelatina u odnosu na
netretirane COR-L23 ¢elije. Statisti¢ki znacajne razlike degradacije Zelatina u odnosu na kontrolu su
predstavljene kao * (p<0,05), u odnosu na tretman PF-573228 su predstavljene kao $ (p<0,05), u
odnosu na WZ811 su predstavljene kao # (p<0,05). Skala =100 um.
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Slika 46. Efekti pojedina¢nih i kombinovanih tretmana DOX-a, PF-573228 i WZ811 na invaziju
NCI--H460/R i COR-L23 ¢elija. Histogram pokazuje sposobnost ispitivanih celija da invadiraju i
migriraju kroz poroznu membranu obloZzenu matrigelom (A). Prikazane su reprezentativne slike, na
kojima se vide jedra Celija koja su invadirale kontrastirana Hoechst 33342 bojom koja emituje plavu
fluorescencu (B). Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenta i predstavljene su kao
relativne vrednosti u odnosu na netretirane COR-L23 Celije. Statisti¢ki znaajne razlike u odnosu na
kontrolu su predstavljene kao * (p<0,05), u odnosu na tretman PF-573228 su predstavljene kao $

(p<0,05), u odnosu na WZ811 su predstavljene kao # (p<0,05) . Skala = 500 um.
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4.21. CITOTOKSICNI EFEKTI KOMBINOVANIH TRETMANA PF-573228 |
WZ811 SA DOX-om NA REZISTENTNIM CELIJAMA NAKON 24
SATA

Da bismo iskljucili moguénost da su dobijene razlike u testovima migracije i
invazije posledica uticaja tretmana na vijabilnost ¢elija, MTT testom smo ispitali
efekat kombinovanog tretmana nakon 24 h na inhibiciju Celijskog rasta rezistentnih
¢elija. Rezultati su pokazali da tretmani koris¢eni u testovima degradacije zelatina i
invazivnosti ne uti¢u znacajno na inhibiciju celijskog rasta kod obe celijske linije

nakon 24 h (Slika 47.).
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Slika 47. Efekti istovremenih tretmana PF-573228 i WZ811 sa DOX-om na vijabilnost COR-L23
¢elija nakon 24 sata. Inhibicija celijskog rasta je ispitivana MTT testom nakon kombinovanih
tretmana 5 uM PF-573228 i 10 uM WZ811 inhibitora sa rastu¢im koncentracijama DOX-a (25-500
nM) u trajanju od 24 sata. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenata i prikazane su
srednje vrednosti i standardne greske. Koncentracije koris¢ene u testovima degradacije Zelatina i

invazivnosti obeleZene su crvenim krugom.
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5. DISKUSIJA

Karcinom plucéa je, sa 5-godi$njim prezZivljavanjem manjim od 18%, vodeci
uzrok smrtosti usled malignih oboljenja Sirom sveta (Torre i ostali, 2016b). Nazalost,
postojeéim dijagnostickim pristupima rak pluéa se najceS¢e detektuje u ved
uznapredovaloj fazi bolesti. Tacnije, oko 70% pacijenata, u vreme dijagnoze, je ve¢ u
kasnom stadijumu bolesti kada pacijenti viSe nisu kandidati za hirursSki tretman
(Molina i ostali, 2008). Kod pacijenata kod kojih hirurS8ka intervencija nije
indikovana, hemioterapija je primarni pristup u leCenju. Medutim, hemioterapija je
dostigla terapeutski plato u leenju karcinoma pluc¢a. Iako su odredene studije
pokazale napredak u le¢enju pacijenata hemioterapijom, ona ne poboljSava znacajno
prezivljavanje kod vecine pacijenata obolelih od ove bolesti (Pallis i ostali, 2009).
Kao glavni razlozi neuspeha terapije klasi¢nim citotstaticima, istiCu se razvoj
rezistencije i pojava metastaza. Osim toga, efikasnost hemioterapije je mala s obzirom
da se izbor odgovarajuce terapije vr$i na osnovu histopatoloskih analiza koje ne
uzimaju u obzir molekularni profil tumora i njihovu heterogenost. Shodno tome
tretman karcinoma pluca treba da bude personalizovan prema klini¢koj slici pacijenta,
stadijumu bolesti, histoloSkom tipu tumora ali najvaZnije prema molekularnom

profilu.

Tokom poslednje decenije, posebni napori su usredsredeni na identifikaciju
specificnih molekularnih profila sa najboljim odgovorom na odredenu ciljanu terapiju
NSCLC-a, kojom bi se prevazisla dva najveca problema u leCenju ovog oboljenja,
metastaze i rezistencija na klasi¢ne hemioterapeutike (Bryan A. Chan i Brett G.M.
Hughes, 2015).

4

Celije raka sa veCom sposobnoScu metastaziranja Cesto se karakteriSu
izmenjenom ekspresijom razliitih markera koji su ukljuceni u adheziju, migraciju 1
invaziju, kao $to su CXCR4, FAK i njihovi nishodni signalni molekuli (Ben-Baruch,
2009). Brojne klinicke studije povezale su povecanu ekspresiju CXCR4 receptora sa
loSim klinickim ishodom, invazijom u limfne ¢vorove 1 metastazama kod pacijenata
obolelih od NSCLC-a (Chatterjee i ostali, 2014; Domanska i ostali, 2013; Su i ostali,
2005; Wald i ostali, 2013). Takode, u in vitro i in vivo studijama je pokazano da

aktivacija CXCR4 receptora reguliSe dva veoma vazna procesa koji su neophodni za
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metastaziranje tumorskih ¢elija. Prvo, molekularne promene koje se deSavaju nakon
aktivacije CXCR4 receptora povecavaju sposobnost Celija tumora da migriraju i
invadiraju, 1 na taj nacin uti¢u na njihovu sposobnost da napuste primarno mesto
tumora i krvotokom i limfotokom dospeju do udaljenih organa (Domanska i ostali,
2013). Pored toga, smatra se da sekrecija CXCL12 liganda od strane stromalnih ¢elija
udaljenih organa, privlaci celije tumora sa eksprimiranim CXCR4 receptorom
omogucavajuéi im ekstravaciju u tim organima i podsti¢e njihovo prezivljavanje i
formiranje metastatskih lezija (Otsuka i ostali, 2008). Pored CXCR4 receptora, FAK
takode ima vaznu ulogu u procesima metastaziranja. Njegova ekspresija je povecana
kod brojnih tumora, ukljucuju¢i i NSCLC. Kod tumora pluca, amlifikacija gena FAK
povezana je sa losijim klinickim ishodom (Carelli i ostali, 2006), dok je u in vitro
uslovima pokazano da aktivacija FAK-a ima znacajnu ulogu u regulaciji procesa koji
su vazni za invaziju, migraciju i proliferaciju celija NSCLC-a (Mukhopadhyay i
ostali, 2005).

Poznato je da su ekspresija i aktivnost CXCR4 i FAK-a regulisani brojnim
faktorima, ukljucujué¢i p53 i PTEN (Ben-Baruch, 2009; Phillips i ostali, 2003). Ova
dva proteina pripadaju grupi najce$ée izmenjenih tumor supresora kod brojnih
humanih maligniteta (Kastenhuber i Lowe, 2017; Yin i Shen, 2008). Pojedina¢no, oni
deluju kao negativni regulatori ekspresije CXCR4 i FAK molekula. Konkretno, p53
tumor supresor inhibira transkripciju CXCR4 i FAK-a, dok PTEN tumor supresor
negativno reguliSe aktivaciju FAK-a i ekspresiju CXCR4 receptora putem AKT
signalizacije (Conley-LaComb i ostali, 2013; Golubovskaya i Cance, 2011; Mehta i
ostali, 2007; Tamura i ostali, 1999). Medutim, efekti istovremene inaktivacije p53 i
PTEN tumor supresora na CXCR4 i FAK ekspresiju i dalji uticaj na aktivnost

njihovih nishodnih signalnih puteva nisu u dovoljnoj meri prouceni.

Uopsteno, dosadasnji rezultati o povezanosti promena u p53 i PTEN tumor
supresorima, kao i o ulozi njihove istovremene inaktivacije u razvoju malignih

tumora, su prili€no oprecni.

Prva studija koja je povezala p53 i PTEN na molekularnom nivou, pokazala je
direktno vezivanje p53 tumor supresora za PTEN promotorski region. Posledica ovog
vezivanja je povecanje ekspresije PTEN-a, kako na nivou iRNK tako i na

proteinskom nivou (Stambolic i ostali, 2001). Ubrzo nakon ovih rezultata pokazano je
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da aktiviranje PI3K/AKT signalizacije usled mutacija u PTEN-u moze dovesti do
inaktivacije p53 tumor supresora prouzrokovane promenama u ekspresiji i aktivaciji
Mdm2 proteina. (Chang i ostali, 2004; Freeman i ostali, 2003). S obzirom na
prethodne rezultate, inaktivacija bilo kog od ova dva tumor supresora trebalo bi da
rezultira nizim nivoom proteina drugog gena. Prema tome, gubitak TP53 ili PTEN-a
moze imati slicne posledice u ¢eliji kao gubitak oba tumor supresora istovremeno.
Upravo ova zapazanja su pomogla u tumacenju rezultata u brojnim studijama na
uzorcima pacijenata koji pokazuju da se promene u TP53 i PTEN-u medusobno
iskljuc¢uju (Danielsen i ostali, 2008; Freeman i ostali, 2003; Koul i ostali, 2002;
Kurose i ostali, 2002).

Medutim, druge studije sugeriSu da aktiviranje PI3K/AKT signalizacije, kao
posledica promena u PTEN-u, moze dovesti do aktivacije p53 tumor supresora.
Konkretno, Chen i kolege su pokazali da specifi¢na inaktivacija PTEN-a i aktivacija
PIBK/AKT signalnog puta dovodi do aktiviranja p53 tumor supresora i indukcije
senescence-a u in vitro i in vivo modelu tumora prostate (Chen i ostali, 2005). Ove
studije sugeriSu da gubitak i jednog i drugog tumor supresora pruza selektivnu
prednost tumoru u njegovoj progresiji (Chen i ostali, 2005; Kim i ostali, 2007). Ova
pretpostavka je potvrdena u in vivo modelu karcinoma dojke u kome su se pS3/PTEN
deficijentni tumori znacajno brze formirali u odnosu na tumore sa pojedinacno
mutiranim tumor supresorima (Liu i ostali, 2014). U saglasnosti sa ovim rezultatima,
klini¢ki podaci u radovima na hepatocelularnom karcinomu, karcinomu dojke i raku
zeluca pokazali su znacajnu korelaciju izmedu prisustva aberacija u genima TP53 i
PTEN-a, kao i povezanost istovremenog gubitka ovih tumor supresora sa loSom
klinickom prognozom i razvojem agresivnog fenotipa tumora (Hu i ostali, 2003; Liu i
ostali, 2014; OKi i ostali, 2005). Sli¢ni rezultati pokazani su i na uzorcima pacijenata
sa NSCLC-om. Istovremena inaktivacija p53 i PTEN tumor supresora uocena je kod
¢ak 50% analiziranih uzoraka. Takode, pokazano je da se ko-alteracije u genima TP53
i PTEN javljaju sa zna¢ajno vecom ucestalo$¢u kod pacijenata sa invazijom u limfnim
¢vorovima (Andjelkovic i ostali, 2011). Ovi podaci ukazuju na moguce zajednicko
delovanje istovremeno inaktiviranin p53 i PTEN tumor supresora u promovisanju
agresivnog, metastatskog, fenotipa kod NSCLC-a. Medutim, njihova kooperativna
uloga u promovisanju metastatskog fenotipa NSCLC-a, kao i udruzeni mehanizam

njihovog delovanja u ovom procesu, do sada nisu proucavani. S obzirom da je
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pokazano da oba tumor supresora regulisu CXCR4 i FAK, povecana ekspresija i
aktivacija CXCR4 i FAK-a moze da predstavlja jedan od mehanizama kojim bi

istovremena inaktivacija tumor supresora promovisala metastatski fenotip NSCLC-a.

Shodno znacaju p53 i PTEN molekula u promovisanju migracije i invazije,
prvi zadatak ove studije je bio da se ispitaju efekti istovremene inaktivacije p53 i
PTEN supresora tumora na invazivne i migratorne karakteristike ¢elija NSCLC-a, kao
I na ekspresiju CXCR4 i FAK-a. U in vitro eksperimentima koris¢ene su humane
¢elijske linije NSCLC-a sa razli¢itim funkcionalnim statusima p53 i PTEN tumor
supresora. NCI-H460 celijska linija koriS¢ena je kao model ¢elija sa funkcionalnim
p53 1 PTEN tumor supresorima kod koje su farmakoloski inaktivirani p53 i/ili PTEN.
Za inaktivaciju pomenutih tumor supresora kori§¢eni su inhibitori PFT-a i bpV(Opic),
pojedina¢no 1 u kombinaciji. Specificnost i efikasnost inhibitora u primenjenim
koncentracijama su opisani u prethodnim publikacijama (Pi i ostali, 2012; Zuco i
Zunino, 2008). S druge strane, COR-L23 ¢elijska linija je posluzila kao model ¢elija

sa urodeno neaktivna oba tumor supresora.

Kao sto je i ocekivano, na osnovu prethodno objavljenih rezultata na uzorcima
pacijenata sa NSCLC-om (Andjelkovic i ostali, 2011), COR-L23 ¢elije, kao i NCI-
H460 ¢elije sa istovremeno inhibiranim p53 i PTEN tumor supresorima, su pokazale
najagresivniji fenotip. Ove Celije su pokazale znacajno vecu sposobnost da migriraju,
invadiraju 1 degradiraju Zelatin u poredenju sa Celijama kod kojih su oba tumor
supresora aktivna, kao i u poredenju sa celijama kod kojih su pomenuti tumor
supresori pojedinacno inaktivirani. Medutim, rezultati pokazuju izrazito invazivniji
fenotip COR-L23 ¢elija u poredenju sa NCI-H460 P*FTEN ¢elijama, §to se moze bar
delimi¢no pripisati ogranicenoj efikasnosti inhibicije p53 1 PTEN tumor supresora u
NCI-H460 ¢elijama. Takode, i druge urodene razlike izmedu dve ¢elijske linije mogu

uticati na povecani invazivni kapacitet COR-L23 ¢elija.

Slicno ovim rezultatima, studija na celijskim linijama glioblastoma je
pokazala da TP53/PTEN deficijentne celije imaju najveci invazivni potencijal
(Djuzenova i ostali, 2015). Stavise, pokazano je da neizmenjeni p53 i PTEN imaju
kooperativne anti-invazivne efekte u glatkim sréanim miSiénim celijama i

fibroblastima transformisanih Src onkogenom, inhibiraju¢i Src/Stat3 signalni put i
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njim posredovano formiranje podozoma (Mukhopadhyay i ostali, 2010; Poon i ostali,
2010).

Dalje analize su pokazale poveéanu ekspresiju CXCR4 na nivou iRNA i na
proteinskom nivou kod obe celijske linije sa neaktivnim p53 i PTEN tumor
supresorima, COR-L23 i NCI-H460"*"PTEN- Medutim, ukoliko se uporedi ekspresija
gena CXCR4 kod NCI-H4607% i NCI-H460°>"PTEN- yocava se da su nivoi gotovo
istovetni i znac¢ajno povecani u poredenju sa NCI-H460 ¢elijama sa aktivnim tumor
supresorima. Sa druge strane, rezultati ekspresije CXCR4 receptora na proteinskom
nivou pokazuju povecanu ekspresiju samo kod NCI-H460 celija sa inhibirana oba
tumor supresora. Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti da je 1 pored znacajnog
poveéanja u ekspresiji gena CXCR4 nakon inhibicije p53 tumor supresora, u
prouavanom model sistemu neophodna istovremena inhibicija p53 i PTEN tumor
supresora da bi doslo do znacajnog povecanja ekspresije CXCR4 receptora na
proteinskom nivou. Ovo zapaZanje je u skladu sa rezultatima koji pokazuju da je p53
tumor supresor negativni regulator ekspresije gena CXCR4, dok je PTEN tumor
supresor odgovoran za regulaciju ekspresije CXCR4 receptora i na proteinskom nivou
(Conley-LaComb i ostali, 2013; Mehta i ostali, 2007).

Za razliku od CXCR4 receptora, nivo ekspresije gena FAK je povecan samo
kod COR-L23 c¢elija, dok ostaje nepromenjen kod NCI-H460 c¢elija nakon
funkcionalne inhibicije p53 1/ili PTEN tumor supresora. Medutim, analizirajuci
koli¢inu aktivne forme pomenute kinaze pokazano je da nivo FAK-a fosforilisanog na
Tyr397 znacajno povisen kod COR-L23 i NCI-H460P>3/PTEN- ¢elija. Slicno ovim
rezultatima, Djuzenova 1 kolege su pokazali da glioblastomske celijske linije sa
mutacijama u genima TP53 i PTEN tumor supresora pokazuju povecani nivo
ekspresije ukupnog FAK-a, kao i povecanu aktivaciju ove kinaze fosforilacijom
serinskog ostatka na poziciji 910, dok je fosforilacija tirozinskog ostatka na poziciji

397 nepromenjena (Djuzenova i ostali, 2015).

Pored ekspresije molekula CXCR4 i FAK-a, proucavan je i stepen aktivacije
njihovih nishodnih signalnih molekula u ispitivanom model sistemu celija sa
inaktivnim p53 i/ili PTEN-om. Vezivanje liganda, SDF-1, za receptor CXCR4 dovodi
do aktivacije signalnih puteva koji promovisu invaziju i metastaziranje, medu kojima

su najvazniji PI3K/AKT i MAPK/ERK (Domanska i ostali, 2013). Pored toga,
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CXCR4 povecava fosforilaciju 1 aktivira 1 FAK koji je jedan od klju¢nih molekula
ukljucenih u regulaciju procesa ¢elijske adhezije, kretanja i invazije (Bryan A. Chan i
Brett G.M. Hughes, 2015; Lee i ostali, 2004). Kao i CXCR4 receptor, FAK regulise
pomenute procese najcesce aktivirajuéi PI3K/AKT i MAPK/ERK signalne puteve
(Sulzmaier i ostali, 2014; Xia i ostali, 2004).

Aktivnost AKT signalnog puta povecana je nakon pojedinacne inhibicije p53
ili PTEN tumor supresora kod NCI-H460 c¢elija. Medutim, funkcionalna inhibicija
oba tumor supresora dovodi do dodatnog povecéanje fosforilacije AKT, $to je joS$
izrazenije kod COR-L23 ¢elija. U prilog ovim rezultatima govori i studija na
karcinomu dojke koja pokazuje da pojedina¢ne mutacije u TP53 ili PTEN tumor
supresoru dovode do blagog povecanja fosforilacije AKT-a, dok je ovaj signalni put
prekomerno aktiviran u ¢elijama kod kojih su oba tumor supresora istovremeno
mutirana (Liu i ostali, 2014). Osim AKT puta, u modelu NSCLC ¢elija s inaktivnim
p53 i PTEN-om aktiviran je i ERK signalni put. Medutim, za razliku od AKT
signalne kaskade, ERK je pojac¢ano aktivan samo kod COR-L23 i NCI-H460P3/PTEN-
¢elija. Slicno razlikama u invazivnim osobinama izmedu dve ¢elijske linije, promene
u nivoima svih ispitivanih proteina bile su ve¢e kod COR-L23 ¢elija. Ovo se takode
moze delimi¢no pripisati nepotpunoj inhibiciji p53 i PTEN u NCI-H460 ¢elijama, kao

1 drugim inherentnim razlikama izmedu dve ¢elijske linije.

Opisani rezultati navode na zakljucak da je istovremena inaktivacija p53 i
PTEN tumor supresora u ¢elijama NSCLC-a odgovorna za aktivaciju CXCR4 i FAK
signalnih puteva, preko kojih se bar delom povecava invazivni i migratorni potencijal

p53/PTEN deficijentnih NSCLC ¢elijja.

Polaze¢i od prethodnog zakljucka, slede¢i zadatak studije bio je ciljano
inhibiranje CXCR4 i FAK-a u svrhu smanjenja invazivnog potencijala NSCLC ¢elija
sa istovremeno inaktivitnim p53 1 PTEN tumor supresorima. KoriS¢enjem
odgovarajuc¢ih inhibitora, WZ811 ili PF-573228, koji specifi¢no inhibiraju aktivnost
CXCR4 receptora, odnosno FAK-a, uspesno su smanjene sposobnosti NCI-H460P>%
PTEN-§ COR-L23 ¢elija da migriraju, invadiraju i degradiraju Zelatin. Osim toga,
uoceno je da su i WZ811 i PF-573228 postigli svoje anti-invazivne efekte kod NCI-
H460°%*PTEN" ¢elija, barem delimi¢no, smanjivanjem fosforilacije FAK-a i AKT-a,

dok je kod COR-L23 ¢elija samo FAK inhibitor je smanjio nivo pFAK-a i pAKT-a.
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Ovi rezultati su u saglasnosti sa ¢injenicom da migracija izazvana aktivacijom
CXCR4 receptora moze biti posredovana aktivacijom PI3K/AKT 1 / ili FAK
signalnog puta (Otsuka i ostali, 2008), dok FAK moze funkcionisati i uzvodno od
PIBK/AKT-a (Xia i ostali, 2004).

lako nakon aktivacije CXCR4 i FAK-a, migracija i invazija mogu biti
posredovane i ERK signalnim putem, u opisanim eksperimentima fosforilacija ERK-a
je ostala nepromenjena u obe ispitivane celijske linije nakon tretmana inhibitorima.
Ovaj rezultat je u skladu s podatkom da CXCR4 posredovana aktivacija MAPK/ERK
i PIBK/AKT signalnog puta zavisi od statusa PTEN-a. U slu¢ajevima kada je PTEN
neaktivan favorizuje se aktivnost PI3K/AKT signalnog puta nakon aktivacije CXCR4
receptora (Begley i ostali, 2015). S druge strane, pokazano je da inhibicija FAK-a kod
NSCLC-a prvenstveno dovodi do smanjene aktivacije PI3K/AKT signalnog puta, a ne
MAPK/ERK puta (Zhang i ostali, 2016).

Odsustvo bilo kakvih efekata na proucavane proteine nakon tretamana sa
WZ811 inhibitorom kod COR-L23 ¢elija, moze ukazati na uces¢e drugih signalnih
puteva koje treba dalje razjasnjavati. Pored pomenutih signalnih puteva, CXCR4
moze aktivirati i JAK/STAT, PLC/MAPK i p38 signalni put ili voditi ka povecanju
intracelularne koncentracije Ca?* i na taj nacin uticati na migratorne i invazivne

sposobnosti ¢éelije (Chatterjee i ostali, 2014; Teicher i Fricker, 2010).

Do sada opisani rezultati in vitro eksperimenata su pokazali da tumorske celije
sa istovremeno inaktivnim p53 i PTEN tumor supresorima imaju povecane
migratorne i invazivne sposobnosti i da se tretmanima FAK i CXCR4 inhibitorima
uspesno suprimira takav fenotip. Da bi se ispitali efekti inhibicije CXCR4 i FAK-a na
supresiju metastatskog Sirenja p53/PTEN deficijentnih tumora u in vivo uslovima, u

daljim eksperimentima su uspostavljeni misji modeli NSCLC-a.

Nekoliko in vivo studija na sarkomima i karcinomima dojke, besike i prostate,
pokazalo je da istovremena inaktivacija TP53 i PTEN tumor supresora uzrokuje
izrazito agresivan fenotip tumora sa visokim metastatskim potencijalom, §to dovodi
do znacajno smanjenog prezivljavanja zivotinja (Guijarro i ostali, 2013; Liu i ostali,
2014; Martin i ostali, 2011; Puzio-Kuter i ostali, 2009). Konkretno, studija koju su
sproveli Lui i kolege, pokazala je da kombinacija mutacija TP53 i PTEN tumor
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supresora dovodi do brzeg formiranja tumora dojke u in vivo uslovima, agresivnijeg

fenotipa tumora i do hiper-aktivacije PI3K/AKT signalnog puta (Liu i ostali, 2014).

Polaze¢i upravo od rezultata dobijenih na in vivo modelima drugih tipova
tumora, u ovoj studiji su uspostavljeni misji modeli subkutanih ksenografta COR-L23
¢elija (sa funkcionalno neaktivnim p53 1 PTEN tumor supresorima i pove¢anom
aktivnoS¢u FAK, AKT i ERK signalnih puteva) i NCI-H460 celija (sa funkcionalnim
p53 1 PTEN tumor supresorima), kao i ortotopni metastatski misji modeli ovih ¢elija.
Uporedujuci ove dve celijske linije u ortotopnom metastatskom modelu NSCLC-a,
primecen je trend kraceg prezivljavanja miSeva sa COR-L23 tumorima u odnosu na
zivotinje sa NCI-H460 tumorima. Pored toga, invazija tumora u pleuralnu Supljinu je
bila prisutna u slucaju inokulacije svake od celijskih linija, ali za razliku od NCI-
H460 tumora, COR-L23 tumori su formirali metastaze i u udaljenim organima u
peritonealnoj duplji, jetri, crevima i pankreasu. S obzirom da NCI-H460 i COR-L23
¢elije nisu pokazale statisticki znacajno razli¢it tumorigeni potencijal u modelima
subkutanih ksenografta, kra¢i zivotni vek Zivotinja sa COR-L23 tumorima moze se
pripisati upravo sposobnosti COR-L23 ¢elija da formiraju metastaze u udaljenim

organima.

Nekoliko specifi¢nih inhibitora, kao §to su eEF2K i PARP/PI3K inhibitori,
uspesno je koriS¢eno za inhibiciju rasta ksenografta p53-/PTEN- razli¢itih tipova
karcinoma (Gonzalez-Billalabeitia i ostali, 2014; Liu i ostali, 2014). Medutim, nasa
studija je prva in vivo studija koja specificnim inhibitorima cilja povecano
eksprimirane CXCR4 i FAK proteine i to u ortotopnom modelu p53/PTEN
deficijentnih tumora. Nakon tretmana WZ811 i PF-573228 inhibitorima uocen je
trend produzenog prezivljavanja Zzivotinja sa ortotopno inokuliranim COR-L23
¢elijama. Ovi rezultati ukazuju da CXCR4 i FAK mogu biti koris¢eni kao ciljni
molekuli za terapiju agresivnih p5S3/PTEN deficijentnih tumora. Medutim, nedostatak
statistiCke znaCajnosti u ovim eksperimentima ukazuje na potrebu da se identifikuju
drugi CXCR4 1 FAK inhibitori sa boljom bioraspolozivos¢u kao 1 da se testiraju efekti

alternativnih metoda administracije inhibitora.

U prvom delu studije pokazano je da p53/PTEN deficijentne NSCLC celije
imaju narocito invazivni fenotip koji uti¢e na prezivljavanje, a koji je povezan sa

aktivacijom CXCR4 1 FAK signalnih puteva. Takode, ukazano je 1 na potencijal
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primene inhibicije CXCR4 i FAK u supresiji metastatskog Sirenja ovih agresivnih
p53/PTEN deficijentnih tumora.

Medutim, pored pojava metastaza, i razvoj otpornosti na terapiju znacajno
uti¢e na krajnji ishod le¢enja NSCLC-a. Trenutni pristup u primeni hemioterapije se
zasniva na kombinaciji viSe lekova sa razli¢itim mehanizmima delovanja. Ova
strategija je u izvesnoj meri doprinela prevazilazenju rezistencije na lekove i
smanjenju negativnih nezeljenih efekata kroz smanjenje doza pojedinacnih lekova i

njihovo uzajamno sinergisti¢ko dejstvo (Chang, 2011).

Povecana ekspresija ABC transportera predstavlja jedan od glavnih
mehanizama koji dovode do promena intracelularne koncentracije lekova i pojave
rezistencije na spektar hemioterapeutika (Bahr i ostali, 2001; Scherbakova i ostali,
2008). Osim toga, promene u ¢elijama tumora koje naruSavaju normalnu regulaciju
apoptoze, senescence-a i ¢elijskog ciklusa mogu takode doprineti razvoju rezistencije.
Nedavno je pokazano da i CXCR4 i FAK imaju vaznu ulogu u regulaciji procesa koji
doprinose razvoju rezestencije na hemioterapiju kod brojnih tumora, ukljucujuéi i
NSCLC (Howe i ostali, 2016b; Kang i ostali, 2013; van Nimwegen i ostali, 2006; Xie
i ostali, 2017). Xie i kolege su pokazale da povecana ekspresija CXCR4 receptora ima
vaznu ulogu u rezistenciji na cisplatin kod NSCLC-a, kao i da je smanjena ekspresija
CXCR4 receptora, postignuta transfekcijom rezistentnih NSCLC celija antisens
CXCR4 nukleotidnim fragmentom, dovela do indukcije apoptoze, smanjenog
proliferativnog potencijala i senzitizacije rezistentnih NSCLC ¢elija na cisplatin (Xie i
ostali, 2017). Takode, i FAK ima vaznu ulogu u razvoju rezistencije na
hemioterapeutike kod NSCLC-a. Pokazano je da je aktivacija FAK-a povezana sa
rezistencijom na dasatinib kod NSCLC-a, kao i da bi inhibicija FAK signalnog puta u
kombinaciji sa dasatinibom mogla da bude potencijalno dobra terapeutska strategija u
prevazilazenju rezistencije na pomenuti hemioterapeutik kod ovog tipa karcinoma
pluca (Lu i ostali, 2013).

Shodno literaturnim podacima, u ovoj studiji je ispitivana povezanost
ekspresije gena CXCR4 i FAK sa ekspresijom gena ABCB1 i ABCC1 u tumorskim
uzorcima pacijenata obolelih od NSCLC-a. Ucestalost povecane ekspresije svakog od

ispitivanih gena je u skladu sa ve¢ objavljenim podacima u literaturi (Berger i ostali,

2005; Ji i ostali, 2013; Nooter i ostali, 1996; Ota i ostali, 1995; Su i ostali, 2005).
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Dalje analize su pokazale postojanje asocijacija izmedu ispitivanih gena, koje do sada
nisu opisane u literaturi. Konkretno, povecana ekspresija gena FAK je znacajno
povezana sa povecanom ekspresijom gena ABCB1 i ABCC1, dok je povecana
ekspresija gena CXCR4 znadajno povezana samo sa povecanom ekspresijom gena
ABCB1. Mehanizmi kojima bi se mogla objasniti veza izmedu povecane ekspresije
gena koji reguliSu metastatske procese (CXCR4 i FAK) i gena odgovornih za razvoj
otpornosti na hemioterapeutike (ABCB1 i ABCCL1) nisu poznati. Ipak, s obzirom da je
povezanost uoc¢ena na nivou iRNK, moze se pretpostaviti da je barem delimi¢no
ostvarena kroz zajedniCku regulaciju transkripcije ovih gena (Owen i ostali, 2004).
Na osnovu uoCene veze izmedu ekspresije CXCR4, FAK i ABC pumpi
pretpostavljeno je da bi CXCR4 i FAK mogli da imaju ulogu i u razvoju rezistencije
kod NSCLC ¢elija.

Da bi se testirala ova hipoteza, prvo je ispitano da li COR-L23 ¢elijska linija,
pokazuje povecanu ekspresiju gena ABC transportera i da li je otpornija na tretman
hemioterapeuticima u odnosu na NCI-H460 celijsku liniju. Pored ove dve pomenute
¢elijske linije, u cilju testiranja ove hipoteze koris¢ena je i NCI-H460/R celijska linija.
Ova Celijska linija, koja je izvedena iz NCI-H460 ¢elija nakon kontinuiranog izlaganja
DOX-om, pokazuje klasi¢an steCeni MDR fenotip sa unakrsnom rezistencijom na
razli¢ite hemioterapeutike (PTX, Cpt i DOX), $to je posledica poveéane ekspresije
gena ABCB1 (Pesic i ostali, 2006). Ispituju¢i nivo ekspresije gena povezanih sa
rezistencijom kod COR-L23 ¢elija, utvrdeno je da ova celijska linija ima 4,5 puta
vecu ekspresiju gena ABCC1 u odnosu na NCI-H460 celije. Ispitujuc¢i odgovor na
tretman hemioterapeuticima, utvrdeno je da COR-L23 ¢elije, za razliku od NCI-
H460/R koja je rezistentna na spektar klasicnih hemioterapeutika, pokazuju
rezistenciju samo prema DOX-u. Smanjena osetljivost COR-L23 ¢elija na DOX se
moze smatrati urodenim tipom rezistencije, s obzirom da ¢elije prethodno nikada nisu

bile izlagane ovom hemioterapeutiku (http://www.phe-culturecollections.org.uk/).

Kao $to je ve¢ pomenuto, COR-L23 ¢elije imaju povecanu ekspresiju CXCR4
i FAK molekula u odnosu na NCI-H460 ¢elije, dok je ekspresija ova dva molekula
kod NCI-H460/R ¢elija nepromenjena. Medutim, jednokratni tretman DOX-om doveo
je do povecanja ekspresije CXCR4 receptora 1 na nivou iRNK i na proteinskom nivou

kod obe celijske linije rezistentne na DOX, NCI-H460/R i COR-L23. Ovaj podatak
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navodi na zaklju¢ak da CXCR4 ima vaznu ulogu u odgovoru na tretman DOX-om
kod NSCLC ¢elija sa povecanom ekspreijom ABC transportera. Upravo povecana
ekspresija CXCR4 receptora i aktivacija njegovih nishodnih signalnih puteva bi mogli
predstavljati dodatni mehanizam rezistencije na DOX kod COR-L23 i NCI-H460/R
¢elija, pored njegovog efluksa ABC transporterima. Ranije su Dessein 1 kolege
pokazali da se rezistentne ¢elije tumora debelog creva dobijene selekcijom DOX-om,
karakteriSu upravo povecanom ekspresijom CXCR4 receptora (Dessein i ostali,
2010).

UoCena veza izmedu CXCR4 i DOX-a navodi na pretpostavku da bi
senzitivnost na ovaj klasi¢ni citostatik kod NSCLC ¢elijskih linija mogla biti
obnovljena blokiranjem CXCR4 receptora i njegovih nishodnih signalnih molekula,
kao $to je FAK. U cilju testiranja ove pretpostavke, ispitivano je zajednicko dejstvo
specifi¢nih inhibitora CXCR4, odnosno FAK-a, i DOX-a. Uoc¢eno je da kombinovani
tretmani imaju izrazene sinergistiCke efekate na inhibiciju rasta NCI-H460/R i COR-
L23 ¢elija. Drugim re¢ima, CXCR4 i FAK inhibitori su uspesno senzitizovali obe
rezistentne Celijske linije na DOX, tj. smanjili koncentracije DOX-a neophodne da bi

se postigao Zeljeni citotoksicni efekat.

Analizom nivoa ekspresije nishodnih signalnih molekula CXCR4 i FAK-a
utvrdeno je da inhibitor PF-573228 efikasno smanjuje koli¢inu fosforilisane forme
(Tyr397) FAK proteina, kod obe celijske linije rezistentne na DOX. Takode, tretman
ovim inhibitorom je doveo i do smanjenja nivoa aktivne forme AKT proteina, kao
jednog od nishodnih signalnih molekula FAK protina. Za razliku od efekta inhibitora
PF-573228, CXCR4 inhibitor WZ811 je ostvario efekat samo u kombinaciji sa DOX-
om kod obe rezistente celijske linije, 1 to smanjenjem fosforilacije AKT kod NCI-
H460/R c¢elijske linije i smanjenjem aktivacije FAK kod COR-L23 c¢elija. Razlog
zbog Cega je tretman WZ811 inhibitor ostvario znacajan efekat kod rezistentnih celija
tek u kombinaciji sa DOX-om je najverovatnije povecanje ekspresije CXCR4

proteina, tj. targeta inhibitora, tek u odgovoru na tretman DOX-om.

Slicno dobijenim rezultatima na NSCLC-u, Mei i kolege su inhibicijom
CXCR4 receptora uspesno senzitizovali celije melanoma na tretman DOX-om.
Tacnije, tretman inhibitorom CXCR4 receptora, Peptid S-om, narusena je veza celija

melanoma sa stromalnim ¢elijama i inhibirana je aktivacija PI3K/AKT signalnog puta
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izazvana tretmanom DOX-om (Mei i ostali, 2014). Takode, neckoliko studija je
efikasno iskoristilo razli¢ite strategije za inhibiranje aktivnosti FAK-a u senzitizaciji
¢elija tumora na DOX. Golubovskaya i kolege su uspesno senzitizovali HeLa ¢elije na
DOX uspostavljanjem stabilne ekspresije microRNA, MiR-138, koja dovodi do
smanjene ekspresije FAK-a. Pored toga, kombinovani tretman inhibitora FAK-a, C4,
sa DOX-om je takode uspesno iskoriS¢en za senzitizaciju ¢elija karcinoma dojke na

pomenuti hemioterapeutik (Golubovskaya i ostali, 2014; Kurenova i ostali, 2009).

Kao $to je ve¢ receno, kao najces¢i mehanizam razvoja rezistencije malignih
¢elija na tretmane hemioterapeuticima u literaturi se opisuje povecanje ekspresije
gena ABC transportera, koje dovodi do intenzivnijeg izbacivanja hemioterapeutika iz
¢elije i smanjenja njihove intracelularne koncentracije (Khamisipour i ostali, 2016).
Kombinovanjem specificnih  inhibitora ~ABC transportera sa  klasi¢nim
hemioterapeuticima moguce je uticati na poveéanje intracelularne koncentracije
lekova i samim tim na njihovu efikasnost (Khamisipour i ostali, 2016; Sun i ostali,
2012). Mereci stepen akumulacije DOX-a u ¢elijama, analizirali smo da li PF-573228
1 WZ811 inhibitori deluju i kao inhibitori ABC pumpi i na taj nacin senzitizuju NCI-
H460/R i COR-L23 ¢celije na DOX. Medutim, nasi rezultati su pokazali da
kombinovani tretmani DOX-a sa inhibitorima CXCR4 ili FAK ne dovode do promena
u njegovoj akumulaciji kod NCI-H460/R i COR-L23 ¢elija.

Na razvoj rezistencije tumora na citostatke, osim njithovog povecanog efluksa
preko ABC transportera, mogu uticati i promene u regulaciji proliferacije, Celijskog
ciklusa, apoptoze i ¢elijskog mirovanja (Park i ostali, 2012; Wang i ostali, 2004; Yang
i ostali, 2012). Dosadasnji rezultati koji povezuju inhibiciju CXCR4 receptora i FAK-
a sa senzitizacijom malignih ¢elija na DOX, sugeriSu mehanizam delovanja putem
indukcije apoptoze (Azab i ostali, 2009; Mei i ostali, 2014; van Nimwegen i ostali,
2006). Konkretno, pokazano je da inhibitor CXCR4 receptora povecava senzitivnost
¢elija multiplog mijeloma na DOX usled naruSavanja veze ¢elija multiplog mijeloma
sa stromalnim celijama kosne srzi i promovisanja apoptoze (Azab i ostali, 2009). S
druge strane, Van Nimwegen i kolege su pokazali da FAK ima znacajnu ulogu u
zastiti tumorskih ¢elija od apoptoze izazvane DOX-om, kao i da inhibicija ove tirozin
kinaze ima za posledicu aktiviranje apoptotskih puteva nezavisnih od kaspaza (van
Nimwegen i ostali, 2006).
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Analiziraju¢i promene na nivou apoptoze i Celijskog ciklusa nakon tretmana
DOX-om kod NCI-H460/R i COR-L23 ¢elija, uoceno je znacajno povecanje broja
¢elija u apoptozi, kao i u G2/M fazi ¢elijskog ciklusa. Medutim, dodatne znacajne
promene na nivou apoptoze nisu uocene nakon kombinovanog tretmana DOX-a sa
inhibitorima CXCR4 ili FAK-a. Iako nisu uo¢ene promene na nivou c¢elijske smrti,
kombinovani tretmani su doveli do poveéanja broja ¢elija u S fazi kod NCI-H460/R i
G2/M fazi ¢Celijskog ciklusa kod COR-L23 ¢elija.

Kao $to je ve¢ pomenuto, na razvoj rezistencije na terapiju moze uticati i
sposobnost malignih ¢elija da izbegnu aktivaciju senescence-a. Razli¢ite vrste
hemioterapeutskih agenasa, kao i jonizujuce zraéenje, izazivaju promene u ¢elijama
koje dovode do aktivacije B-galaktozidaze i indukcije senescence-a, §to je pokazano i
na celijskim linijama izvedenim iz razli¢itth humanih malignih tumora (Shay i
Roninson, 2004). Ovakav efekat je najizrazeniji nakon tretmana terapeuticima koji
utiCu na strukturu molekula DNK, kao Sto su DOX, cisplatin, citarabin i etopozid.
Medutim, ¢elije tumora uspesno razvijaju mehanizme kojima zaobilaze aktivaciju
senescence-a. Jedan od takvih mehanizama je i aktivacija FAK-a koja preko Ras i
PISK/AKT signalnog puta inhibira aktivaciju senescence-a u malignim c¢elijama

(Pylayeva i ostali, 2009).

Nasi rezultati su pokazali da kombinovani tretman DOX-a sa inhibitorima
CXCR4 receptora i FAK-a, uspevaju da senzitizuju rezistentne c¢elije na DOX
dovode¢i do znacajnog povecanja broja celija u senescence-u. Osim toga, i sama
inhibicija FAK-a dovodi do aktivacije senescence-a kod COR-L23 C(elija,
najverovatnije kao posledica povecane ekspresije 1 aktivacije ove tirozin kinaze kod

pomenutih cCelija.

lako, formiranje metastaza i razvoj rezistencije na citostatike predstavljaju
najveée probleme u terapiji malignih oboljenja, njihova medusobna povezanost i
uzajamni doprinos progresiji bolesti do sada nisu dovoljno istraZivani 1 tek od
nedavno su u fokusu istrazivanja. Pokazano je da promene u mikrosredini tumora
uzrokovane terapijom mogu promovisati razvoj rezistentnih celija kod kojih se, kao
sekundarni efekat, javlja povecani invazivni i1 metastatski potencijal. Takode,
genotoksi¢ni i citotoksiéni stres izazvan standardnom terapijom indukuje stabilne i

prolazne promene u signalnim putevima koje uticu na prezivljavanje i invaziju Celija.
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U nekoliko studija je pokazano da citostati¢ki lekovi aktiviraju epitelijalno-
mezenhimalnu tranziciju (EMT), ukljucujuéi i povecanu ekspresiju markera EMT-a
koji dovode do hemorezistencije i invazije (Alexander i Friedl, 2012). Molekuli koji
imaju vaznu ulogu u regulaciji oba procesa i njihova ciljana inhibicija postaju fokus
istrazivanja kako bi se ova dva najvaznija problema u terapiji raka istovremeno
uspesno prevazisla. Signalni putevi za koje je pokazano da su ukljuceni u invaziju i
rezistenciju tumorskih celija, uklju¢uju PI3K, MAPK, Src familiju kinaza i

integrinske signalne puteve (Alexander i Friedl, 2012).

Prethodni rezultati studije su pokazali da inhibicija CXCR4 i FAK signalnih
puteva uspeSno suprimira migraciju i invaziju agresivnih pS3/PTEN deficijentnih
NSCLC c¢elija. Takode, pokazana je i uloga aktivacije ova dva signalna puta u
rezistenciji NSCLC ¢elija na DOX, kao i moguénost uspesnog prevazilazenje ove
rezistencije ciljanim inhibiranjem CXCR4 i FAK proteina. Shodno tome, sledeéi
zadatak studije bio je da se ispita da li kombinovana terapija DOX sa CXCR4 i FAK
inhibitorima, osim reverzije rezistencije na DOX, moze istovremeno ostvariti i anti-

invazivne i anti-migratorne efekte na rezistentnim NSCLC ¢elijama.

Pokazano je da DOX moze znacajno pojacati anti-invazivne i anti-migratorne
efekte inhibitora CXCR4 i FAK-a kod COR-L23 ¢elija. Ta¢nije, u testu invazije DOX
povecava efikasnost PF-573228 tretmana u odnosu na efekte samog inhibitora. S
druge strane, kombinacije PF-573228, odnosno WZ811, inhibitora sa DOX-om su
znacajno efikasnije u smanjivanju kapaciteta COR-L23 ¢elija da degraduju Zelatin u
poredenju sa pojedina¢nim tretmanima. Sliéno ovome, Dessein i kolege su pokazali
da se pored reverzije rezistencije na DOX, kombinovana terapija moze koristiti i u
svrthu suprimiranja invazivnog fenotipa celija raka debelog creva kod kojih je
povecana ekspresija CXCR4 receptora usled tretmana DOX-om (Dessein i ostali,
2010).
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu prikazanih rezultata i njihovog razmatranja u odnosu na postojece

literaturne podatke, mogu se izvesti sledeci zakljucci ove doktorske disertacije:

I - CXCR4 i FAK molekuli doprinose invazivnosti p53/PTEN
deficijentnih ¢elija NSCLC-a:

1. Istovremena inhibicija p53 i PTEN tumor supresora u celijama
NSCLC-a dovodi do izrazenog povecanja njihovog invazivnog i

migratornog potencijala.

2. U miSjem ortotopnom metastatskom modelu NSCLC-a, inokulacija
p53/ PTEN deficijentnih ¢elija dovodi do nastanka agresivnih tumora
koji formiraju metastaze u udaljenim organima i uticu na krace

prezivljavanje Zivotinja.

3. Povecane migratorne i invazivne sposobnosti pS3/PTEN deficijentnih
NSCLC ¢elija su bar delimi¢no posledica promena ekspresije CXCR4
receptora i fosforilacije FAK, AKT i ERK proteina.

Il - Inhibicija CXCR4 i FAK molekula suprimira invazivnost p53/PTEN

deficijentnih éelija i tumora NSCLC-a:

1. Ciljana inaktivacija CXCR4 1 FAK molekula njihovim specificnim
inhibitorima, WZ811 i PF-573228, efikasno smanjuje invazivne i
migratorne sposobnosti pS3/PTEN deficijentnih NSCLC ¢elija, $to je

praceno smanjenjem fosforilacije FAK i AKT proteina.
2. Tretmani WZ811 i PF-573228 inhibitorima uticu na produzavanje

zivotnog veka Zivotinja sa inokuliranim p53/PTEN deficijentnim

¢elijama.

126



Il - CXCR4 i FAK molekuli doprinose rezistenciji na Kklasi¢ne

hemioterapeutike kod NSCL.C-a sa pove¢anim nivoom ABC transportera:

1. Povecana ekspresija gena CXCR4 i FAK je povezana sa poveéanom
ekspresijom gena za ABC pumpe, ABCB1 i ABCC1, kod tumorskih
uzoraka pacijenata obolelih od NSCLC-a, kao moguéi prateci

mehanizam rezistencije kod ovog tipa tumora.

2. Jednokratni tretman DOX-om dovodi do povecanja ekspresije CXCR4
receptora kod rezistentnih Celijskih linija sa poveéanom ekspresijom
ABCB1, odnosno ABCC1 pumpe, kao dodatni mehanizam rezistencije
na DOX.

IV - Inhibicija CXCR4 i FAK molekula dovodi do reverzije rezistencije na DOX

kod NSCLC ¢elija sa povecanim nivoom ABC transportera:

1. Tretmani CXCR4 i FAK inhibitorima u kombinaciji sa DOX-om

uspesno senzitizuju rezistentne Celijske linije na DOX.

2. Kombinovani tretmani DOX-a sa inhibitorima CXCR4 i FAK-a
dovode do znacajnog povecanja broja rezistentnih ¢elija u senescence-

u.
3. Kombinovani tretmani CXCR4 i FAK inhibitora i DOX-a svoje efekte
ostvaruju smanjivanjem fosforilacije FAK i/ili AKT molekula kod

rezistentnih ¢elijskih linija NSCLC-a.

V - Kombinovani tretman inhibitora CXCR4 i FAK sa DOX-om dovodi
do supresije invazije kod NSCLC ¢elija:

1. DOX znacajno pojacava anti-invazivne i anti-migratorne efekte
inhibitora CXCR4 i FAK-a kod rezistentnih ¢elija NSCLC-a.
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Opsti zakljucak:

CXCR4 i1 FAK imaju veoma vazne uloge u migratornim i invazivnim
sposobnostima p53/PTEN deficijentnih ¢elija NSCLC-a, kao i u razvoju rezistencije
kod NSCLC-a sa povecanim nivoom ABC transportera. Farmakoloskom ciljanom
inhibicijom CXCR4 i FAK molekula, in vitro i in vivo, se efikasno suprimira
invazivni fenotip p53/PTEN deficijentnih ¢elija NSCLC-a. Takode, ovim pristupom
se 1 uspesno senzitizuju rezistentne Celije NSCLC-a, sa prekomerno eksprimiranim
ABC pumpama, na doksorubicin uz istovremeno suprimiranje njihovih migratornih i
invazivnih sposobnosti.

Imajuéi u vidu da su pojava rezistencije na terapiju i metastaziranje tumora
dva najvecéa problema u le¢enju karcinoma pluca, zakljucci ove doktorske disertacije
ukazuju na potencijal i znacaj ciljane inhibicije CXCR4 i FAK molekula, samostalno
ili u kombinaciji sa standardnom hemioterapijom, kao dobrog terapeutskog pristupa u
lecenju NSCLC-a.
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