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Uloga adenozin-monofosfatom aktivirane protein-kinaze i mTOR kompleksa 1 u in

vitro citotoksi¢nom dejstvu nesteroidnih anti-inflamatornih lekova na ¢elije glioma

REZIME

Gliomi su naj¢es¢i primarni tumori centralnog nervnog sistema. Glioblastom je
gliom gradusa 1V, terapijski rezistentan maligni tumor centralnog nervnog sistema.
Nesteroidni anti-inflamatorni lekovi (NSAIL) su strukturno razli¢ite grupe molekula sa
anti-inflamatornim i analgetskim dejstvom koji ispoljavaju i jak antitumorski efekat
kako in vitro tako i in vivo. U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivano je citotoksi¢no
dejstvo NSAIL na celije humane linije glioma U251 i celije primarne Kulture
glioblastoma izolovane iz tkiva obolelih pacijenata. Takode, istrazivali smo ulogu
signalnog puta adenozin-monofosfatom aktivirane protein-kinaze (AMPK) i mTOR
kompleksa 1 (mTORC1 - engl. mammalian target of rapamycin complex 1) u
antigliomskom dejstvu NSAIL. Indometacin je snaznije od ostalih NSAIL (diklofenaka,
naproksena i ketoprofena) smanjivao vijabilitet U251 ¢elija humanog glioblastoma.
Antigliomski efekat indometacina je bio povezan sa ekspresijom tumor supresorskog
proteina p21 i zastojem celijskog ciklusa u GoM fazi, indukcijom oksidativnog stresa,
depolarizacijom mitohondrija, aktivacijom kaspaza i indukcijom apoptoze. Indometacin
je jedini od ispitivanih NSAIL povecavao fosforilaciju AMPK i nishodnih molekula
koje ona fosforiliSe, Raptor-a i acetil-CoA karboksilaze (ACC). Aktivaciju AMPK
pratilo je smanjenje fosforilacije mTOR i molekula ¢iju aktivnost mTORCI regulisSe,
kao Sto su ribozomalna p70S6 kinaza (S6K) i PRAS40 (Ser183). Genetska inhibicija
AMPK RNK interferencijom, kao i tretman c¢elija aktivatorom mTORCI1 leucinom
doveli su do delimi¢nog ponistavanja citotoksicnih efekata izazvanih indometacinom.
Sa druge strane, farmakoloski aktivatori AMPK metformin i AICAR su poput
indometacina ispoljavali antigliomski efekat inhibicijom mTORCL1. Aktivacija AMPK u
¢elijama tretiranim indometacinom korelirala je sa smanjenjem celijskog ATP i
porastom AMP/ATP odnosa, ali je bila nezavisna od inhibicije COX 1 povecanja
intracelijskog nivoa kalcijuma. Takode, citotoksicni efekat indometacina na celije
primarne kulture glioblastoma bio je posredovan aktivacijom AMPK/Raptor/ACC i
inhibicijom mTORC1/S6K signalnih molekula. Konacno, istraZivana je i sposobnost
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indometacina da indukuje autofagiju u ¢elijskoj liniji glioma U251. Nije detektovano
povecanje markera autofagije, kao Sto su acidifikacija celijske citoplazme, ekspresija
beklina-1 i konverzija lakog lanca 3-1 (LC3-l) u autofagozomnu formu LC3-1l u
prisustvu lizozomalnih inhibitora (autofagni fluks). U skladu sa tim, genetska i
farmakoloSka inhibicija autofagije nisu uticale na citotoksi¢ni efekat indometacina, $to
je potvrdilo da je antigliomski efekat leka bio nezavisan od autofagije. Pokazujuci ulogu
AMPK/mTORC1 signalnog puta u antigliomskom delovanju indometacina, nasi
rezultati podrZavaju dalje istraZzivanje ovog nesteroidnog anti-inflamatornog leka u

terapiji glioma.

Kljuéne reci: gliom, NSAIL, indometacin, AMPK, mTOR, apoptoza, autofagija
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The role of adenosine monophosphate-activated protein kinase and mTOR
complex 1 in the cytotoxic effect of nonsteroidal anti-inflammatory drugs on

glioma cells in vitro

SUMMARY

Gliomas are the most common primary tumors of the central nervous system.
Glioblastoma is grade IV glioma, therapy-resistant malignant tumor of the central
nervous system. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) are structurally
different groups of molecules with anti-inflammatory and analgesic effects that exert
strong antitumor effect, both in vitro and in vivo. In this doctoral dissertation, the
cytotoxic effect of NSAID on U251 human glioma cell line and the primary culture of
glioblastoma cells isolated from patients has been examined. The role of the
intracellular energy-sensing AMP-activated protein kinase (AMPK)/mammalian target
of rapamycin complex 1 (mTORC1) pathway in the in vitro antiglioma effect of NSAID
has been investigated. Indomethacin was more potent than other NSAID (diclofenac,
naproxen, and ketoprofen) in reducing the viability of U251 human glioma cells.
Antiglioma effect of indomethacin was associated with p21 increase and G.M cell
cycle arrest, as well as with oxidative stress, mitochondrial depolarization, caspase
activation, and the induction of apoptosis. Indomethacin increased the phosphorylation
of AMPK and its targets Raptor and acetyl-CoA carboxylase (ACC), and reduced the
phosphorylation of mTOR and mTORC1 substrates p70S6 kinase and PRAS40
(Ser183). AMPK knockdown by RNA interference, as well as the treatment with the
MTORCL activator leucine, prevented indomethacin-mediated mTORC1 inhibition and
cytotoxic action. On the other hand, AMPK activators metformin and AICAR mimicked
mTORC inhibition-dependent cytotoxic effects of the drug. AMPK activation by
indomethacin correlated with intracellular ATP depletion and increase in AMP/ATP
ratio, and was apparently independent of COX inhibition or the increase in intracellular
calcium. The toxicity of indomethacin towards primary human glioblastoma cells was
also associated with the activation of AMPK/Raptor/ACC and subsequent suppression
of mTORC1/S6K. Finally, the ability of indomethacin to induce autophagy in U251
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human glioma cells has been investigated. However, indomethacin failed to stimulate
intracellular acidification, expression of proautophagic protein beclin-1, and conversion
of microtubule-associated protein light chain 3-1 (LC3-1) to autophagosome-associated
LC3-II, in the presence of lysosomal inhibitors (autophagic flux). Accordingly, genetic
and pharmacological down-regulation of autophagy did not change cytotoxic effect of
indomethacin, confirming that antiglioma effect of the drug was autophagy-
independent. By demonstrating the involvement of AMPK/mTORC1 pathway in the
antiglioma action of indomethacin, our results support further exploration of this non-

steroidal anti-inflammatory drug in glioma therapy.

Keywords: glioma, NSAID, indomethacin, AMPK, mTOR, apoptosis, autophagy

Research area: Medicine
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1. UVOD

Gliomi su najc¢es¢i primarni tumori centralnog nervnog sistema. Neuropatoloski
kriterijumi Svetske zdravstvene organizacije definiSu Cetiri gradusa odredena prema
stepenu maligniteta, stepenu celijske atipijie, mitotskoj aktivnosti 1 specificnim
obelezjima kao S$to su mikrovaskularna proliferacija i pseudopalisadna nekroza, koja je
karakteristika IV gradusa — glioblastoma (Louis i sar., 2016). Glioblastom je najces¢i
maligni tumor centralnog nervnog sistema sa godiSnjom incidencom od 3,1 na 100 000
stanovnika i udelom od 45% u ukupnom broju malignih tumora centralnog nervnog
sistema (Ostrom i sar., 2014). Visok stepen zaStite mozga od genotoksi¢nog stresa,
mehanicki i filtracijom kroz krvno-mozdanu barijeru, mogao bi delimi¢no da objasni
nisku frekvencu glioblastoma i primarnih tumora mozga u poredenju sa tumorima
drugih lokalizacija. Medutim, ovaj tumor je veoma agresivan, o ¢emu govori ¢injenica
da je petogodisnje preZivljavanje 5% od trenutka postavljanja dijagnoze, a u populaciji
starijih od 65 godina pet godina prezivi samo 2% obolelih (Ostrom i sar., 2014). Veéina
glioblastoma (~ 90%) razvijaju se de novo kao primarni glioblastomi i karakteristi¢ni su
za stariju populaciju. Sekundarni glioblastomi nastaju od glioma nizeg gradusa, kao Sto
su difuzni astrocitom ili anaplasti¢ni astrocitom, i javljaju se u mladoj Zivotnoj dobi
(Ohgaki i sar., 2013). Osobe muskog pola obolevaju ¢es¢e od osoba Zenskog pola
(1,6:1), a ucestalost obolevanja je duplo ve¢a u beloj u odnosu na crnu populaciju
(Ostrom 1 sar., 2014). Jedini dokazani egzogeni faktor rizika za obolevanje od
glioblastoma je zracenje niskom dozom radioterapije od 1-6 Gi (Ron i sar., 1988;
Sadetzki i sar., 2005). Ostali faktori rizika karakteristi¢ni za druga maligna oboljenja u
slu¢aju glioblastoma nisu dokazani (Brada i sar., 1992; INTERPHONE Study Group i
sar., 2010; Minniti i sar., 2005).

Poreklo ¢elija glioblastoma i dalje se istrazuje. Nedovoljno poznavanje porekla i
mehanizma maligne transformacije je jedan od osnovnih razloga neuspeha terapije.
Postoje dve osnovne teorije o poreklu celija glioblastoma: klasi¢ni stohasticki model i
teorija kancerskih mati¢nih c¢elija. Prema starijem stohastickom modelu klonalne

evolucije, kumulativni efekat genskih mutacija nagomilanih tokom vremena u
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normalnoj ¢eliji glije (astrocit, oligodendrocit) vodi u nastanak maligne c¢elije koja
formira klon identi¢nih kopija sa istim malignim potencijalom (Adams i sar., 2008; Salk
i sar., 2010). Prema ovoj teoriji, kontinuirane genetske promene u ¢éelijama glije mogu
dovesti do nastanka de novo glioblastoma (primarni glioblastom) ili se dalja onkogeneza
deSava u celijama glioma II i III stadijuma (sekundarni glioblastom) (Arjona i sar.,
2006). Saznanje da celije glioblastoma izolovane iz primarnih tumora dele
karakteristike sa mati¢nim ¢elijama smatra se najznacajnijim pomakom u istrazivanju
glioblastoma tokom poslednje dve dekade (Singh i sar., 2003). Istrazivanja sugerisu da
primarni glioblastomi vode poreko od adultnih neuronalanih mati¢nih i progenitornih
¢elija (NSPC, engl. Neural Stem and Progenitor Cells), koje su lokalizovane u
subkortikalnoj beloj masi, subventrikularnoj zoni i girusu dentatusu hipokampusa
(Nunes i sar., 2003; Sanai i sar., 2004). NSPC su zadrzale sposobnost mitoze i igraju
glavnu ulogu u plasti¢nosti mozga, ucenju i memoriji (Sanai i sar., 2005). Za
subpopulaciju NSPC, koje su jo$ nazvane i gliom-inicirajuce ¢elije, opisani su markeri:
CD133 (prominin) (Singh i sar., 2004), integrin alfa 6 (Lathia i sar., 2010), CD44
(Pietras i sar., 2014) i CD15 (Son i sar., 2009) ali se njihovo prisustvo znacajno
razlikuje medu jedinkama i u zonama tkiva unutar samog tumora (Yan i sar., 2013).
Gliom-iniciraju¢im ¢elijama se pripisuje klju¢na uloga u rastu, angiogenezi, invaziji u
okolno tkivo i otpornosti na radioterapiju (Bao i sar., 2006) i hemoterapiju (Beier i sar.,
2008; Chen i sar., 2012). Najcece in vitro koriséen model glioma/glioblastoma je U251
¢elijska linija. Upravo na ovim c¢elijama je detektovan marker CD133", koji je
karakteristican za neuronalne mati¢ne ¢elije. Osim u Celije glije, U251 ¢elije mogu in

vitro biti diferencirane i u neurone (Qiang i sar., 2009).

Klini¢ki tok glioblastoma odreduje lokalizacija tumora i dinamika Sirenja u
mozdanom tkivu (Weller i sar., 2015). Senzo-motorni deficit je pocetna klincka
prezentacija kod 20% pacijenata sa glioblastomom, a priblizno 5% pacijenata ima
afaziju zbog tumora koji nastaju u dominantnoj hemisferi za govor (najcesce leva
hemisfera) (Yuile i sar., 2006). Promene li¢nosti i poremecaji raspoloZenja javljaju se
kod pacijenata sa lokalizacijom tumora u frontalnom reznju. Kortikalna lokalizacija
omogucuje dobar operativni pristup, kao i brzu dijagnozu zbog ranih klinickih

ispoljavanja (Chaichana i sar., 2009; Yuile i sar., 2006). Glavobolje predstavljaju prvi



simptom bolesti kod manje od jedne tre¢ine svih pacijenata sa glioblastomom (Yuile i
sar., 2006), bol je tup i ¢esto prisutan nocu ili tokom i nakon budenja. Simptomatska
epilepsija se ¢esce javlja kod glioblastoma lociranih u temporalnom reznju (Chaichana i
sar., 2009). Epilepticki napad je pocetni klini¢ki dogadaj kod 25-70% pacijenata i
ponavlja se u 20-40% u daljem toku bolesti (Chaichana i sar., 2009; Kerkhof i sar.,
2013; van Breemen i sar., 2009; Wick i sar., 2005). Znaci povec¢anog intrakranijalnog
pritiska kao §to su muc¢nina, povracanje, vrtoglavica, umor i kognitivne promene mogu
biti prisutni na pocetku i pogorsavaju se tokom bolesti (Yuile i sar., 2006). Vecina
glioblastoma se javlja u frontalnom (26%), temporalnom (20%) i parijetalnom (12%)
reznju. Rede se javljaju u okcipitalnom reznju, malom mozgu, mozdanom stablu i
ki¢menoj mozdini (Ostrom i sar., 2014). Slucajevi udaljenih metastaza koje poticu od
glioblastoma su veoma retko opisani u plu¢ima, pleuri, limfnim ¢vorovima, kostima i
jetri (Schweitzer i sar., 2001).

Prvi pokazatelji bolesti su novonastali neuroloki znaci i simptomi, a za dalju
dijagnozu potrebna je neuroradioloSka dijagnostika magnentnom rezonancom (MR) ili
kompjuterizovanom tomografijom (KT) (La Fougere i sar., 2011). Histopatoloske
osobine koje u odnosu na druge gliome karakteriSu samo glioblastome su nekroza i
mikrovaskularna proliferacija (Louis i sar., 2016). Analize genetskih i epigenetskih
podataka sve viSe doprinose razumevanju biologije i podklasifikaciji glioblastoma
nezavisno od histoloskih karakterika. Tokom 2008. godine nadene su promene u
signalnom putu RTK/RAS/PI3K/AKT (88%), p53 proteinu (87%) i pRb retinoblastoma
proteinu (78%). Iste godine otkrivena je mutacija za izocitrat dehidrogenazu (IDH-1/2)
kao marker koji je povezan sa sekundarnim glioblastomom, mladim Zivotnim dobom i
boljim ishodom u odnosu na duzinu Zivota nakon dijagnoze (Parsons i sar., 2008; Yan i
sar., 2009).

Uticaj terapije glioblastoma na duzinu zivota nakon dijagnoze je skroman.
Nekoliko je razloga za terapijski neuspeh: limitirana operabilnost ovih tumora
uzrokovana nepristupacnom lokalizacijom, nemoguénost velikog broja potencijalnih
lekova da produ kroz krvno-moZzdanu barijeru, velika osetljivost normalnih ¢elija
nervnog sistema na terapiju, kao i pojava brojnih rezistentnih klonova unutar samog
tumora. Osnovni princip le¢enja je hirurski ukoliko je resekcija moguca. Standardna
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terapija koja se danas koristi u le¢enju je radioterapija ili kombinovana radioterpija i
hemioterpija pre i posle hirurSkog lecenja. Istovremena primena citostatika
temozolomida sa radioterapijom prolongira prezivljavanje u poredenju sa grupom
pacijenata koja je leCena samo radioterapijom (Stupp i sar., 2005). Medutim, terapijski
ucinak temozolomida primetan je samo kod pacijenata sa metilovanim promotorom
gena za O-6-metilguanil DNK metiltransferazu (Hegi i sar., 2005). Za lecenje recidiva
se koristi protokol koji uz bevacizumab, monoklonsko antitelo koje se vezuje za
vaskularni endotelijalni faktor rasta, ukljucuje i sistemsku primenu citostatika
nitrozoureje (lomustine) i temozolomida (Weller i sar., 2013). Primena elektri¢nog polja
naizmeni¢ne struje preko elektroda na skalpu pacijenata sa recidivom glioblastoma
(Stupp i1 sar., 2012) je takode odobren metod lec¢enja od strane FDA (engl. Food and
Drug Administration) i Evropske agencije za lekove (Stupp i sar., 2014). Navedeni
konvencionalni terapijski modaliteti pokazuju ograni¢ene rezultate, pa se za istraZivanja

farmakoterpije glioblastoma izdvajaju velika finansijska sredstva.

Nesteroidni anti-inflamatorni lekovi (NSAIL), strukturno razli¢ite grupe
molekula sa anti-inflamatornim i analgetskim dejstvom, spadaju medu najcesce
koris¢ene lekove (Singh i sar., 2004). Svoje anti-inflamatorno i analgetsko delovanje
ostvaruju inhibicijom ciklooksigenaze 1 i 2 (COX1 i COX2), enzima ukljuéenih u
sintezu prostanglandina (FitzGerald i sar., 2001). NSAIL su pokazali ne samo
preventivni uticaj na nastanak i prezZivljavanje nakon dijagnoze maligne bolesti
(Rothwell i sar., 2010), ve¢ i direktno antitumorsko dejstvo. Epidemioloske studije
pokazuju povezanost izmedu upotrebe NSAIL i smanjenog rizika za obolevanje od
glioma (Scheurer i sar., 2008). Mnogi lekovi iz ove grupe ispoljavaju jak antitumorski
efekat kako in vitro tako i in vivo (Elwood i sar., 2016, Elwood i sar 2018). Pokazano je
da antitumorsko dejstvo NSAIL moze biti COX zavisno (Howe i sar., 2002) i COX
nezavisno (Smith i sar., 2000) kao i da je posledica sposobnosti ovih lekova da indukuju
apoptozu, inhibiraju proliferaciju tumorskih ¢elija, suprimiraju angiogenezu i uti¢u na

imuni odgovor (Juki¢ i sar., 2010; Smith i sar., 2000).

Indometacin je indolski NSAIL koris¢en prvenstveno za leenje bolnih stanja
kao Sto su reumatoidni artritis, osteoartritis, giht i drugi bolni sindromi (Suleyman i sar.,
2010). Deluje kao neselektivni inhibitor ciklooksigenaze 1 (COX-1) i ciklooksigenaze 2
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(COX-2), enzima za sintezu prostanglandina, hormonima-sli¢nih molekula uklju¢enih u
nastanak bolnog nadrazaja, povecane telesne temperature i zapaljenja (Guo i sar., 2013).
Bioraspolozivost indometacina je 98%, vezivanje za proteine plazme je 90% a lek se
metabolise preko jetre (Helleberg i sar., 1981). Poluvreme eliminacije je 3 — 10 h, a
maksimalna koncentracija u plazmi postiZze se dva sata nakon oralne primene (Alvan i
sar., 1975). Ovaj lek bolje prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru u poredenju sa drugim
NSAIL (Parepally i sar., 2006), $to ga Cini pogodnim za ispitivanje efekata na CNS.
Jedinstven i potpun ucinak na otklanjajne bola u lecenju dve vrste glavobolja iz grupe
trigemino-autonomnih cefalalgija izdvaja indometacin od svih drugih lekova iz grupe
NSAIL (VanderPluym i sar., 2015). Za mnoge NSAIL epidemioloske studije pokazuju
da je njihova upotreba povezana sa smanjenjem rizika za nastanak tumora (Bosetti i
sar., 2012; Johannesdottir i sar., 2012; Takkouche i sar., 2008). Za indometacin je
pokazano da ispoljava snazne antitumorske efekte inhibicijom proliferacije i indukcijom
apoptoze u in vitro modelu kolorektalnog karcinoma, karcinoma pluéa, T celijske
lukemije i in vivo modelu karcinoma pluc¢a misijeg soja C57BL/6J (Brunelli i sar., 2012;
Eli i sar., 2001; Hojka-Osinska i sar., 2012). Takode, pokazano je da ovaj lek svoje anti-
tumorsko delovanje ostvaruje modulacijom imunskog odgovora (Juki¢ i sar., 2010;
Morecki i sar., 2000), kao i inhibicijom angiogeneze i metastatske diseminacije celija
melanoma (Bigda i sar., 1998; Levin i sar., 2000). Nekoliko istrazivanja potvrdilo je
sposobnost indometacina da inhibira rast ¢elija glioma in vitro i in vivo, samostalno ili u
kombinaciji sa hemioterapijom (Amin i sar., 2003; Benyahia i sar., 2004; Bernardi i
sar., 2013, 2008; Ishibashi i sar., 2005; Pekmez i sar., 2015; Sun i sar., 2006). Osim
toga, indometacin je u kombinaciji sa hemioterapijom pokazao efekat u lecenju
novodijagnostikovanih pacijenata obolelih od glioblastoma (Weiler i sar., 2010). Ipak,

mehanizmi antitumorskog dejstva indometacina nisu dovoljno istrazeni.

Tokom poslednje dekade raste interesovanje za istrazivanja antitumorskog efekta
aktivacije AMP-aktivirane protein kinaze (AMPK) supstancama iz grupe NSAIL in
vitro ali i u klini¢kim istraZivanjima (Chi i sar., 2011; Din i sar., 2012; Hawley i sar.,
2012; Si i sar., 2013; Sung i sar., 2011). AMPK je serin/treonin protein kinaza koja ima
glavnu ulogu u regulaciji energetske homeostaze u ¢eliji (Hardie, 2014), a reguliSe i

mitohondrijsku fisiju, epitelizaciju i angiogenezu ( Toyama i sar., 2016; Nagata i sar.,



2003; Zibrova i sar., 2017). AMPK je heterotrimerni kompleks sastavljen od kataliti¢ke
a subjedinice i regulatornih B i y subjedinica, sa izoformama al/a2, B1/B2 i y1/y1/y3
(Cheung i sar., 2000; Stapleton i sar., 1996; Thornton i sar., 1998). Osnovni put
aktivacije AMPK je posredovan porastom c¢elijskog odnosa AMP/ATP u odgovoru na
nizak nivo glukoze, hipoksiju, ishemiju, visoku temperaturu ili aktivnost hormona i
citokina (Hardie i sar., 2015). Vezivanje AMP za vy subjedinicu alosterickom
modifikacijom aktivira kompleks, olakSavajuci fosforilaciju na Thrl72 - aktivacionom
mestu a subjedinice delovanjem serin/treonin kinaze LKB1 (Hardie i sar., 2015). Osim
toga, AMPK moze biti direktno fosforilisana na Thr172 kalmodulin zavisnom protein
kinazom-f (CaMKKp) u odgovoru na porast intracelularne koncentracije kalcijuma
(Hardie i sar., 2015). Novija istraZivanja ukazuju i na druge moguce puteve aktivacije
AMPK. Deprivacija glukoze dovodi do aktivacije mehanizmom Kkoji je nezavisan od
nivoa AMP i ATP, a podrazumeva formiranje kompleksa izmedu adapterskog proteina
Aksina i LKB1 na povrsini lizozoma, koji se vezuje za AMPK i aktivira je. Jedan od
nacina aktivacije je vezivanje alosterickih aktivatora i metabolita (ADaM, engl.
allosteric drug and metabolite) za mesto (ADaM site) nezavisno od veznog mesta AMP
na y subjedinici AMPK. Na ovaj nacin AMPK aktiviraju razlicite sinteti¢cke supstance i
hipoglikemijski agensi koji su prosli sve faze predklini¢kog ispitivanja (Langendorf i
sar., 2015). Paradoksalno, sorafenib je inhibitor kinaza koji se koristi za lecenje
hepatocelularnog karcinoma, karcinoma bubrega i Stitaste Zlezde, a aktivira AMPK
indirektno inhibicijom mitohondrijskog metabolizma i povecanjem AMP/ADP i
ADP/ATP odnosa (Ross i sar., 2017). Aktivirana AMPK fosforiliSe brojne nishodne
molekule u ¢eliji. Najznacajniju ulogu AMPK ostvaruje fosforilacijom supstrata kao Sto
su Raptor i acetil-koenzim A karboksilaza (ACC) (Gwinn i sar., 2008; Sim i sar., 1988),
favorizujuéi kataboli¢ke procese kao $to su oksidacija masnih kiselina, ulazak glukoze u
¢eliju 1 glikoliza. Cilj ovih procesa je obnova energetskih rezervi u ¢éeliji sintezom ATP.
Nasuprot tome, anabolicki procesi koji troSe energiju poput sinteze masnih kiselina i
holesterola su inhibirani (Hardie i sar., 2015). Kao metaboli¢ki senzor, AMPK dopusta
odvijanje energetski zahtevnih procesa kao $to su rast i proliferacija samo u slu¢ajevima
kada u celiji postoji dovoljno energije (Fogarty i sar., 2010). Sa druge strane, pokazano
je da aktivacija AMPK indukuje zastoj Celijskog ciklusa i/ili apoptozu u razliCitim

tumorskim ¢elijama, medu kojima su ¢elije hroni¢ne limfocitne leukemije, karcinoma
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kolona, ovarijuma, pankreasa, dojke, melanoma kao i ¢elije glioma (Campas i sar.,
2003; Chen i sar., 2013; Isakovic i sar., 2007; Ji i sar., 2010; Leclerc i sar., 2013;
Nieminen i sar., 2013; Vucicevic i sar., 2009; Wang i sar., 2013). Antitumorsko dejstvo
AMPK delimi¢no ostvaruje preko uticaja na aktivnost drugih tumor-supresorskih
proteina. Naime, aktivacija AMPK moZe da indukuje fosforilaciju p53 i ekspresiju
njegovog supstrata, ciklin-zavisnog inhibitora kinaza p21°P* u  éelijama
hepatocelularnog karcinoma i glioma (Liu i sar., 2019; Zhang i sar., 2010). p53 i p21 su
funkcionalno povezani i imaju ulogu u inhibiciji nastanka kompleksa izmedu ciklin
zavisnih kinaza (CDK) i ciklina (Saegusa i sar., 2004; Wolter i sar., 2001). Poznato je
da p21 moZe da zaustavi prelazak G1 u S i G2 u M fazu c¢elijskog ciklusa inhibirajuci
komplekse CDK4,6/ciklin-D i CDK2/cicklin-E (Karimian i sar., 2016). Osim toga, in
vitro eksperimenti pokazuju da indometacin moze da inhibira proliferaciju preko

poveéanja ekspresije p21WAFYCIPL yy éelijama karcinoma kolona (Chu i sar., 2004).

Uticaj AMPK na celijsku proliferaciju moze biti posredovan i inhibicijom
MTOR (engl. Mammalian target of rapamycin). mTOR ima ulogu katalitickog jezgra
sacinjenog od dva kompleksa. Prvi, mTOR kompleks 1 (mTORC1) se sastoji od Cetiri
subjedinice: Raptor (regulatorni protein), prolinom-bogat Akt supstrat od 40 kDa
PRAS40 (engl. the proline-rich Akt substrate of 40 kDa), mLST8 i mTOR (Yip i sar.,
2010). Drugi, mTOR kompleks 2 (mTORC?2) sadrzi adapterski molekul Rictor, mSIN1,
PRR5/Protor, mLST8 i mTOR (Gaubitz i sar., 2016). AMPK inhibira mTORC1
fosforilacijom Raptora i/ili preko tuberozno-skleroznog kompleksa (TSC), koji inhibira
stimulaciju mTOR posredovanu Ras homologom RHEB (engl. Ras homolog enriched in
brain) (Inoki i sar., 2012). Ovaj kompleks preko nishodnih molekula ribozomalne p70S6
kinaze (S6K) i translacionog represora 4EBP1 (engl. Eukaryotic translation initiation
factor 4E - binding protein 1), LARP1 (engl. La-related protein 1), Atgl3 (engl. The
Autophagy-related gen 13) i ULK1/2 (engl. Unc-51 like autophagy activating kinase)
kontroliSe anabolicke procese (sinteza proteina i lipida), celijski rast i proliferaciju,
angiogenezu i autofagiju (Morita i sar., 2015). lako se ranije verovalo da je mMTORC2
rezistentan na rapamicin, postoje saznanja da prolongiran tretman rapamicinom u
pojedinim celijskim linijama moze da inhibira ovaj kompleks (Sarbassov i sar., 2006).
Takode, mTORC1 moze preko S6K da inhibira mTORC2 (Sparks i sar., 2010). Sa



druge strane, mTORC2 kompleks fosforilise i aktivira Akt (Ser473) (Copp i sar., 2009),
a Akt direktno ili posredno aktivira mTORCI, §to je stimulus za proliferaciju, ¢elijsku
migraciju i glikolizu (Chiang i sar., 2007). mTORC2 fosforiliSe i druge kinaze kao Sto
su glukokortikoidima-indukovana protein kinaza 1 protein kinaza C, reguliSuci
organizaciju citoskeleta i degradaciju novosintetisanih polipeptida (Oh i sar., 2011). Za
mTOR je pokazano da ima regulatornu ulogu u apoptotskoj smrti Celije, Sto je
posredovano nishodnim molekulima p53, Bcl-2 (engl. B-cell lymphoma 2), Bad (engl.
The BCL2 associated agonist of cell death), p21, p27 i c-Myc7 (Castedo i sar., 2002).

Kljuéna uloga mTOR u ¢elijskom rastu i proliferaciji ukazuje na povezanost
izmedu mTOR signalnog puta i mnogih patoloskih stanja ukljuc¢uju¢i maligne tumore.
Brojne c¢elijske linije i in vivo modeli pokazuju da aberantna aktivacija mTOR signalnog
puta posredovana onkogenom stimulacijom ili gubitkom funkcije tumor-supresora
doprinosi rastu tumora, angiogenezi i metastatskom Sirenju (Pépulo i sar., 2012).
Mutacije u genima za mTOR su pronadene u karcinomu plu¢a, melanomu, karcinomu
ovarijuma, adenokarcinomu tankog creva, karcinomu bubrega i gliomima (Sato i sar.,
2010). Prekomerna ekspresija mTOR supstrata kao $to su S6K, 4EBP1 i elF4E (engl.
Eukaryotic translation initiation factor 4E) je povezana sa loSom prognozom (De
Benedetti i sar., 2004; Nakamura i sar., 2008). Pokazana je hiperaktivacija mTOR
signalnog puta u tkivu glioblastoma (Laplante i sar., 2012), a njegova inhibicija u
¢elijama glioma in vitro povecava antigliomski efekat i smanjuje rezistenciju na dejstvo
citostatika in vivo (Yu i sar., 2015). Paralelno sa favorizovanjem anabolickih procesa,

mTOR inhibira autofagiju koja je glavni katabolicki proces u ¢eliji.

Akt je serin/treonin kinaza koja aktivira mTORCL1 preko fosforilacije PRAS40
(Thr246) i/ili preko negativne regulacije TSC, koji zatim inhibira mTOR stimulator
RHEB (Huang i sar., 2009; Sancak i sar., 2007). Sa druge strane, poznato je da
inhibicija mTOR rapamicinom u nekim tumorskim ¢elijama dovodi do kompenzatorne
aktivacije Akt zbog gubitka povratne sprege preko dva paralelna mehanizma. Naime,
MTORC1 i njegov nishodni supstrat S6K mogu da fosforiliSu i tako inhibiraju supstrat
insulinskog receptora 1 (IRS-1), koji preko fosfoinozitol-3-kinaze (PI3K) aktivira Akt
(O’Reilly i sar., 2006). Sa druge strane, S6K u nekim celijama direktno inhibitorno
fosforiliSe Rictor subjedinicu kompleksa mMTORC2 (Dibble i sar., 2009), koji fosforilise
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i aktivira Akt (S473) (Shema 1). Hiperaktivacija PI3K/Akt signalnog puta u tumorima

je posledica nekoliko mehanizama ukljucujuci povecanu ekspresiju receptora za faktore

rasta kao Sto su receptor za humani epidermalni faktor rasta (HER-2, engl. Epidermal

growth factor receptor 2) i receptor za insulinu-slican faktor rasta (IGFR, engl. Insulin-

like growth factor receptor), kao i mutacije gena za PI3K i Akt (Chung i sar., 2002;
Stemke-Hale i sar., 2008; Zhou i sar., 2000). PTEN (engl. Phosphatase and tensin
homolog), negativni regulator PI3K/Akt signalnog puta je suprimiran u mnogim

tumorskim ¢elijama (Sansal i sar., 2004). Nedavno je pokazano da modulacija signalnog

puta Akt/p21/p27 moZe da utice na celijsku proliferaciju i da indukuje apoptozu u

¢elijama glioma (Zhou i sar.,

2019).
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Shema 1. Model mTORCL1- zavisne inhibicije AKT mehanizmima povratne sprege. (Modfikovano prema
Dibble, C.C., Asara, J.M., Manning, B.D., 2009. Characterization of Rictor Phosphorylation Sites
Reveals Direct Regulation of mTOR Complex 2 by S6K1. Mol. Cell. Biol. 29, 5657-5670.)



Cilj svake antitumorske terapije je ubijanje tumorskih celija. Tumorske celije
umiru programiranom c¢elijskom smréu tipa | - apoptozom, programiranom ¢elijskom
smrcu tipa II - autofagijom ili nekrozom. Nekroza je ¢elijska smrt koja uglavnom nije
programirana i indukovana je spoljasnjim faktorima kao Sto su infekcija, hipoksija,
radijacija, toksini ili trauma. Nekrozu karakteriSe naglo naruSavanje integriteta ¢elijske
membrane, oslobadanje sadrZaja u meducelijski prostor i lokalna zapaljenska reakcija
(Quyang i sar., 2012).

Apoptoza je proces programirane c¢elijske smrti koji se deSava aktivno uz utroSak
energije neophodne za niz biohemijskih i morfoloskih promena u celiji (Kerr i sar.,
1972). U fizioloskim okolnostima apoptoza ucestvuje u procesima kao $to su odrZzavanje
normalnog broja ¢elija u organizmu, funkcionisanje imunskog sistema i embrionalni
razvoj. Neadekvatna aktivnost apoptoze detektovana je u nizu patoloskih stanja
¢elijske smrti kada je celijska DNK oSte¢ena bez mogucnosti popravke. Apoptotska
smrt Celije se najce$¢e desava preko dva osnovna puta: spoljasnji put posredstvom tzv.
receptora smrti na povrsini ¢elijske membrane i unutra$nji ili mitohondrijski put koji je
iniciran promenama potencijala na membrani mitohondrija (Eum i sar., 2011).
Spoljasnji put pocinje vezivanjem Fas membranskog receptora za ligand Fas-L ili TNF
(engl. Tumor necrosis factor) receptora (TNFR) za TNF. Kompleks Fas/Fas-L ili
TNFR/TNF privlac¢i protein koji nosi domen smti FADD (engl. Fas-associated death
domain) i pro-kaspazu 8, formirajuci proteinski kompleks DISC (engl. Death-Inducing
Signalling Complex). Kompleks aktivira pro-kaspazu-8 koja aktivira ekzekutorske
kaspaze 3, 6 1 7 (Kerr i sar., 1972; Sun i sar., 2011). Mnogobrojni unutrasnji i spoljasnji
faktori kao Sto su zracenje, hemioterapija, toksini, hipoksija, genotoksicni stres, Virusi,
hipertermija i slobodni radikali izazivaju promene na unutrasnjoj membrani i promenu
potencijala mitohondrijske membrane (Saelens i sar., 2004). Molekuli Bcl-2 familije su
osnovni regulatori apoptoze (Llambi i sar., 2011). Pojedini ¢lanovi Bel-2 familije deluju
proapoptotski, dok je za druge pokazano da imaju antiapoptotski efekat. Prvi dogadaj
kao posledica proapoptotskog delovanja proteina Bcl-2 familije je depolarizacija
membrane mitohondrija (Engel i sar., 2009; Shamas-Din i sar., 2011), koja dovodi do

povecéanja njene propustljivosti i oslobadanja citohroma C koji sa molekulom Apaf-1
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(engl. Apoptotic protease activating factor 1) inicira sukcesivnu aktivaciju kaspaza.
Kaspaza 9 je prva aktivirana, ova inicijatorska kaspaza aktivira efektorske kaspaze 3, 6 i
7, enzime koji svojom proteoliticCkom aktivnosc¢u razgraduju Celijski sadrzaj i indukuju
fragmentaciju DNK. Tumor-supresorski protein p53 favorizuje apoptozu aktiviranjem
molekula koji su pozitivni regulatori apoptoze (Benchimol i sar., 2001). MorfoloSke
promene koje prate proces apoptoze su: kondenzacija hromatina, smanjenje zapremine
¢elije (piknoza) i formiranje apoptotskih tela. Procesom fagocitoze apoptoti¢ne celije
mozga bivaju fagocitovane od strane celija glije (Bogner i sar., 2010). Pokazano je da
aspirin i indometacin mogu da indukuju apoptozu u kulturi ¢elija glioma (Amin i sar.,
2003).

Autofagija je proces kojim c¢elija razgraduje organele i nefunkcionalne proteine
citoplazme u autofagolizozomima. Autofagolizozom nastaje spajanjem lizozomoma i
autofagozoma, vezikula sa dvoslojnom membranom u kojima se nalazi deo sadrzaja
citoplazme koji ¢e biti razgraden. Makromolekulski sadrzaj autofagolizozoma se
razgraduje pomocu Kiselih proteaza (Mizushima i sar., 2011). Neadekvatno ili
prekomerno aktivirana autofagija moze biti mehanizam celijske smrti. Sa druge strane,
autofagija dovodi do recikliranja ¢elijskog sadrzaja i ¢uvanja energije, Sto omogucuje
¢eliji da prezivi pod nepovoljnim okolnostilma kao S$to su hipoksija, gladovanje,
zracenje, infekcija i dejstvo toksi¢nih supstanci (He i sar., 2009). Ovaj ¢elijski proces je
kontrolisan produktima ATG gena (engl. autophagy related genes) i odvija se u
slede¢im fazama: inicijacija, nastajanje autofagozoma (nukleacija i1 elongacija),
formiranje ili maturacija autofagozoma, spajanje autofagozoma i lizozoma i proteoliza
sadrzaja (Kung i sar., 2011). AMPK aktivira autofagiju direkno (Egan i sar., 2011) i
indirektno aktiviraju¢i ULK1, homolog ATG1 proteina kod sisara. ULK1 serin/treonin
kinaza je prvi molekul koji se aktivira u procesu inicijacije formiranja autofagozoma.
AMPK indirektno aktivira ULK1 inhibicijom mTORC1, glavnog negativnog regulatora
autofagije (Yang i sar., 2010) koji fosforilie i inhibira ULK1 (Ser757) (Kim i sar.,
2011). Takode, nezavisno od procesa formiranja autofagozoma, mTORC1 inhibira
autofagiju inhibicijom translokacije transkripcionog faktora EB (TFEB) u nukleus, sto
za posledicu ima modulaciju transkripcije i blokiranje sinteze lizozoma (Martina i sar.,
2012). Osim ATGL, niz drugih ATG proteina (produkata ATG gena) reguliSe proces
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autofagije. Neki od ovih proteina koriste se i kao markeri autofagije, prevashodno
ATG6/beklin-1 i ATG8/LC3 (LC3 - engl. light chain of the microtubule associated
protein 3). Beklin-1 interaguje sa nekoliko kofaktora formiraju¢i kompleks Beklinl-
Vps34-Vpsl5 u inicijalnoj fazi formiranja autofagozoma (Xie i sar., 2008). Citosolna
forma LC3 (LC3-1) se vezuje za fosfatidiletanolamin i formira LC3-fosfatidiletanolamin
konjugat (LC3-1I) koji je deo membrane autofagozoma i razgraduje se u
autofagolizozomu dejstvom proteaza. Detekcija LC3-1-LC3-11 konverzije imunoblotom

je najces¢i metod za pracenje autofagije (Tanida i sar., 2008).

Indometacin zaustavlja proliferaciju ¢elija glioma i indukuje njihovu apoptozu
(Amin i sar., 2003). U ¢elijama kolorektalnog karcinoma pokazano je da nimesulide i
indometacin inhibiraju proliferaciju inhibicijom mTOR (Zhang i sar., 2011). Mada je za
neke NSAIL pokazano da aktiviraju AMPK (Chi i sar., 2011; Din i sar., 2012; Hawley i
sar., 2012; King i sar., 2015; Si i sar., 2013), uticaj lekova iz ove grupe (indometacin,
diklofenak, naproksen, ketoprofen) na aktivnost AMPK u ¢elijama glioma nije ispitivan
do sada. Imaju¢i u vidu ulogu AMPK u inhibiciji mTOR i indukciji apoptoze,
pretpostavili smo da bi NSAIL svoje antigliomsko delovanje mogli ostvariti
modulacijom AMPK/mTORCL1 signalnog puta. Da bismo ispitali ovu pretpostavku,
analizirali smo uticaj NSAIL na AMPK i mTORC1, kao i ulogu AMPK/mTORC1

signalnog puta u citotoksi¢nim efektima NSAIL na ¢elije glioma in vitro.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istraZzivanja ove doktorske disertacije su sledeci:

1. Ispitati uticaj NSAIL na vijabilitet ¢elija humane celijske linije
glioma U251 i primarnih tumorskih ¢elija izolovanih iz uzoraka tkiva pacijenata

obolelih od glioblastoma.

2. Ispitati tip i mehanizme celijske smrti indukovane NSAIL u

¢elijama glioma.

3. Ispitati uticaj NSAIL na aktivaciju AMPK/mTOR signalnog puta

u ¢elijama glioma.

4, Ispitati ulogu AMPK/mTOR signalnog puta u antitumorskom
dejstvu NSAIL na ¢elije glioma
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Rastvori i reagensi

Za eksperimentalni rad u ovoj doktorskoj disertaciji koris¢eni su navedeni
reagensi: medijum za kultivaciju celijskih kultura — Roswell Park Memorial Institute
Medium (RPMI 1640), L-glutamin, natrijum piruvat (GIBCO), hidroksietil piperazin
methan sulfanilna kiselina (HEPES), -etilendiamintetrasir¢etna kiselina (EDTA),
dimetilsulfoksid (DMSO, Sigma-Aldrich), PBS (engl. phosphate buffered saline) (2,7
mM KCI, 137 mM NaCl, 2 mM KH2PO4 i 10 mM Na;HPOa, pH 7,4), kristal violet,
tripsin  (Invitrogen), MTT (3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid,
Thermo Fisher Scientific), metanol, HsPOs, p-nitrofenil fosfat, Tris hidrohlorid, triton
X-100, Coomassie Brilliant Blue G-250, 2,5-difeniloksazol (PPO), Tween 20, mle¢na
kiselina, rastvor antibiotika i antimikotika (PAA), jodonitrotetrazolijum hlorid, N-
metilfenazonijum metil-sulfat (PMS) (sve Sigma Aldrich), B-nikotinamid dinukleotid,
natrijum acetat, indometacin (Sigma-Aldrich), leucin, Ca?* helator BAPTA-AM,
bafilomicin A1, hlorokin i amonijum hlorid (NH4Cl), diklofenak, naproksen, ketoprofen
(sve od Sigma-Aldrich), metformin (Hemofarm), aminoimidazol karboksamid
ribonukleotid (AICAR) (Tocris Bioscience), aneksin V konjugovan za FITC,
propidijum jodid (PI), ApoStat (BD Pharmingen), FITC-konjugovani inhibitor kaspaze
9 (LEHDFMK) (BioVison), 2'7'-dihlorodihidrofluorescein diacetat (DCFDA)
(Invitrogen), askorbinska kiselina, ACK pufer (150 mM NH4CI, 1 mM KHCOs3, 0,1 mM
Na:EDTA, pH 7,4), albumin seruma goveceta (BSA, engl. bovine serum albumin)
glutaraldehid, Kolumbija agar (bioMérieux), paraformaldehid, N,N,N',N'-
tetrametiletilen-1,2-diamin  (TEMED) (Serva), akrilamid/bisakrilamid (30% wi/v),
natrijum fluorid, fenil-metil-sulfonil-fluorid (PMSF), koktel inhibitora proteaza,
natrijum dodecil sulfat (SDS, engl. sodium dodecyl sulfate,), bromfenol plavo,
amonijumpersulfat, natrijum ortovanadat, glicin (sve od Sigma-Aldrich), Folin-
Ciocalteu fenol reagens, 1,4-bis-(5-feniloksazol-2-il)-benzen (POPOP) (Backman
Instruments), mleko u prahu (Carl Roth), ze¢ja antitela protiv LC3 (Cell Signaling

Technology), B-aktina (Abcam), AMPKa, fosfo-AMPKo (Thr172), Raptor, fosfo-
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Raptor (Ser792), ACC, fospfo-ACC (Ser79), mTOR, fosfo-mTOR (Ser2448), S6K,
fosfo-S6K (Thr389), Akt, fosfo-Akt (Ser473), PRAS40, fosfo-PRAS40 (Serl83,
Thr246), kaspaze-3, PARP (engl. poly(ADP-ribose) polymerase 1) (sva navedena
antitela od Cell Signaling Technology), kozji anti-ze¢ji IgG konjugovan sa
peroksidazom rena (SouthernBioteck) i prajmeri TagMan za humani p21 (CDKN1A;
Hs00355782) i 18s rRNA (RN18S; Hs03928985) (Thermo Fisher Scientific), mala
interferirajuca ribonukleinska kiselina (Santa Cruz), Lipofektamin 2000, RNA Isolator
(Invitrogen). Vreme inkubacije i koncentracije supstanci navedeni su na slikama ili u

legendama slika.

3.2. Celije i éelijske kulture
3.2.1. U251 éelijska linija humanog glioma

Dejstvo NSAIL je ispitivano na ¢elijama U251 humanog glioma. Celijska linija
U251 pribavljena je od Evropske zbirke autenti¢nih C¢elijskih kultura (European
Collection of Authenticated Cell Cultures, ECACC 09063001). Za gajenje celija
koris¢en je inkubator u kojem je vlazna atmosfera sa 5% CO; a temperatura se odrzava
na 37°C. Za gajenje celija koris¢en je 20 mM HEPES, puferizovani medijum RPMI
1640 sa dodatkom rastvora antibiotik/antimikotik (1%) (PAA), FCS (5%) i 2 mM L-
glutamin. Nakon odmrzavanja ¢elije su prebacene iz kontejnera sa te¢nim azotom U
flaskove od plastike za celijske kulture povrsine 25 cm? Nakon dostizanja
konfluentnosti adherentne ¢elije su odvojene od podloge uz pomo¢ rastvora tripsina,
istalozene centifugiranjem i potom resuspendovane u rastvoru PBS i FCS. Da bi se
ispitao vijabilitet celije su zasejavane u plo¢e od polistirena koje imaju 96 bunara
(2x10* ¢elija po bunaru), dok su za ispitivanje protoénom citofluorimetrijom ¢elije
zasejavne U plo¢e koje imaju 24 bunara (1x10° ¢elija po bunaru). Za RNK interferenciju
korid¢ene su polistirenske ploce sacinjene od 6 bunara (2x10° ¢elija po bunaru) dok su
za immunoblot analizu koriséene plo¢e (Petrijeve posude) preénika 9 cm (2x10° éelija

po ploci). Postupci i dinamika tretiranja ¢elija opisani su u legendama slika.
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3.2.2. Primarna celijska kultura glioblastoma

Primarna kultura ¢elija glioblastoma je izolovana iz tumorskog tkiva uzetog od
operisanih pacijenata sa dijagnozom IV gradusa glioma - glioblastoma prema
kriterijumima SZO (Klinika za neurohirurgiju, Odeljenje za neuroonkologiju, Klini¢ki
centar Srbije), uz informisani pristanak pacijenata u pisanoj formi i odobrenje Etickog
komiteta Medicinskog fakulteta u Beogradu. Uzeti uzorak tkiva je bio stavljen u rastvor
PBS (+4° C, pH 7.25) sa 10% FCS, potom je seéen na delove pre¢nika 2-3 mm koji su
nakon toga bili centrifugirani (1 min, 1000 g), potom je PBS bio odstranjen.
Razdvajanje ¢elija je bilo postignuto sa 0.05% tripsin-EDTA rastvorom (10 min na 37°
C). Pre i odmah nakon enzimskog razdvajanja delovi tkiva su bili nezno propustani kroz
nastavak pipete od 1 ml tokom 1-2 minuta, kako bi se oslobodio $§to veéi broj
pojedinacnih ¢elija iz tkiva. Dodavanjem medijuma za celijsku kultivaciju enzimsko
delovanje je bilo prekinuto. Nakon talozenja delova tkiva uzeti supernatant je
centrifugiran (5 min, 200 g). Pelet koji sadrzi prvu frakciju pojedina¢nih celija
glioblastoma bio je resuspendovan u medijumu za celijsku kulturu. Druga frakcija
pojedinacnih celija glioblstoma je bila dobijena enzimskom razgradnjom preostalih
delova tkiva na isti na¢in kao i u prethodnom postupku. Celije izdvojene iz obe frakcije
su bile zasejane u Petri posude ¢ije dno je bilo oblozeno poli-L-lizinom i odrZzavane u
medijumu za kultivaciju na 37° C uz optimizovanu vlaznost i 5% CO,. Celije su bile
gajene u medijumu do dostizanja konfluentnosti od 80%. Pre eksperimentalne

procedure ¢elije su pasazirane 2-3 puta.

3.3. Testovi vijabiliteta

Efekti NSAIL na vijabilitet ¢elija mereni su metodom kolorimetrije zasnovanom
na detekciji aktivnosti mitohondrijskih dehidrogenaza, laktat dehidrogenaze, kao i

merenjem broja ¢elija koje su vezane za podlogu testom kristal violet.
3.3.1. Test aktivnosti mitohondrijskih dehidrogenaza

MTT testom se meri stepen redukcije 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolium bromida dehidrogenazama koje se nalaze u celijskom zidu
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mitohondrija. Cepanjem tetrazolijumskog prstena delovanjem dehidrogenaza dolazi do
nastanka formazana, koji poseduje karakteristicnu boju. U vitalnim mitohondrijama
nalaze se oksidoreduktaze koje vrSe dehidrogenaciju MTT Sto ovom testu koji je
zasnovan na principu kolorimetrije omogucuje da se koristi za odredivanje stepena
proliferacije i1 celijskog vijabiliteta. Posle predvidjene inkubacije tretiranih celija 1
kontrolne grupe medijum je bio odstranjen a na celije je dodat MTT rastvor do
koncentracije od 0,5 mg/ml u medijumu. Inkubacija rastvorom sa MTT trajala je sat
vremena na temperaturi 37°C, supernatanti su odvojeni a DMSO je koris¢en za
razgradnju ¢elijske membrane i rastvaranje formazana nastalog u reakciji dehidrogenaza
sa MTT. Intenzitet ljubicasto-crvene boje odredivan je merenjem apsorbancije pomoc¢u
spektrofotmetra (570 nm; Sunrise; Tecan). VVrednosti za tretirane i kontolne (netretirane)
¢elije umanjene su za vrednosti apsorbancija samog rastvora MTT. Izmereni
kolorimetrijski parametri srazmerno jacini boje mera su broja zivih Celija. Rezultati
MTT testa su prikazani kao procenat vijabilnosti u odnosu na kontrolne ¢elijske kulture

Cija je vijabilnost arbitrarno predstavljena kao 100%.
3.3.2. Kristal violet test

Testom kristal violet (CV) moguce je odrediti relativni broj celija odredene
¢elijske kulture koje su vezane za dno bunarica polistirenske plo¢e (Flick i sar., 1984).
Celije koje su se odvojile od podloge nakon tretiranja bile su uklonjene ispiranjem sa
rastvorom PBS dok su ¢elije koje su ostale vezane za podlogu fiksirane pomoc¢u metil-
alkohola desetominutnom inkubacijom na sobnoj temperaturi. Fiksirane ¢elije su potom
bile bojene 1% rastvorom boje kristal violet tokom 15-20 minuta na temperaturi 20 C°.
Visak boje koji se nije vezao za celije vezane za podlogu ispiran je vodom. Boja koja se
vezala za fiksirane celije rastvorena je sir¢etnom kiselinom (33% rastvor) a intenzitet
boje rastvora meren je spektrofotometrijski (570 nm; Sunrise; Tecan). Broj vijabilnih
¢elija koje su ostale vezane za podlogu proporcionalan je izmerenenim apsorbancijama.
Izmerene vrednosti apsorbancija u bunari¢ima sa ¢elijama umanjene su za vrednost
apsorbancije iz bunara u kojem je rastvor boje bio bez Celija. Vrednosti Kristal violet
testa izrazene su kao procenat zivih Celija u odnosu na netretirane celije gde je za

vijabilitet arbitrarno uzeta vrednost 100%.
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3.3.3. Test oslobadanja laktat dehidrogenaze

Celijska smrt je analizirana testom koji odreduje nivo enzima laktat
dehidrogenaze (LDH) oslobadenog u medijum nakon naruSavanja integriteta membrane
tretiranih ¢elija. Broj ¢elija sa narusenim integritetom membrane srazmeran je aktivnosti
LDH u medijumu za kultivaciju ¢elija. U testu se koriste dve kontrole, prva ili negativna
kontrola su netretirane Celije (citotoksi¢nost 0%), druga ili pozitivna kontrola su ¢elije
koje su tretirane deterdzentom triton X-100 (mrtve éelije, citotoksi¢nost 100%). Supstrat
za LDH sadrzi: N-metilfenazonijum metilsulfat 0,28 mM, jodonitrotetrazolijum hlorid
0,66 mM, mle¢nu kiselinu 54 mM, B-nikotinamid adenin dinukleotid 1,3 mM u Tris
puferu 0,2 M. Test se zasniva na principu oksido-redukcije. Naime, LDH je katalizator
oksidacije laktata do piruvata pri ¢emu dolazi do oslobadanja H*. Crvena boja
formazana nastaje nakon redukcije jodonitrotetrazolijuma wuz pomo¢ N-
metilfenazonijum metilsulfata koji prenosi nastali H*. Supernatant iz svakog bunara se
prenosi u novu plo¢u i meSa sa istom zapreminom supstrata za LDH. Nakon
desetominutne inkubacije na sobnoj temperaturi, apsorbancija je automatski ocitana na
570 nm (Sunrise, Tecan). Rezultati su predstavljeni u procentima citotoksi¢nosti, za

izraCunavanje se koristi slede¢a formula:
%D = [(A-B)/(C-B)] x 100, gde je:
A - apsorbanca tretiranih Celija
B - apsorbanca kontrolnih (netretiranih) ¢elija
C - apsorbanca mrtvih ¢elija dobijenih liziranjem sa triton X-100

D - citotoksi¢nost (broj ¢elija sa narusenim integritetom ¢elijske membrane)

3.4. Protocna citofluorimetrija

Protocnom citofluorimetrijom anliziran je Celijski ciklus, produkcija kiseonicnih
radikala, apopotoza i autofagija. Za analizu dobijenih kvantitativnih i kvalitativnih

podataka na c¢elijama linije U251 koris¢en je softver BD Cell Quest Pro na aparatu
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FACSCalibur (BD Biosciences). Ova tehnologija omogucuje analizu nekoliko hiljada

dogadaja, tj. ¢elija po uzorku u realnom vremenu.
3.4.1. Odredivanje apoptoze

Za analizu nekroti¢nih i apoptoti¢nih ¢elija na proto¢nom citofluorimetru nakon
tretiranja celije su istovremeno bile bojene sa dve fluorescentne boje propidijum
jodidom (PI) i aneksinom V vezanim za fluorescein (aneksin V-FITC). Proteinski
molekul Aneksin obelezen fluorescentnom bojom (FITC) biva pobuden delovanjem
spektra svetlosti argonskog lasera i emituje zelenu boju - FL1 detektor. Na povrsini
¢elijske membrane kod celija koje su u ranoj fazi apoptoze Aneksin V-FITC se
povezuje sa fosfatidilserinom, molekulom koji se u ovoj fazi apoptoze nalazi na
spoljasnjoj strani ¢elijske membrane. Princip vezivanja i detektovanja Pl zasniva se na
vezivanju boje za DNK molekul ¢elija ¢ija je membrana oSte¢ena. Nakon pobudivanja
svetlos¢u argonskog lasera PI emituje crvenu florescencu — FL2 detektor. PI se vezuje
za molekul DNK kada se ¢elija nalazi u kasnoj fazi apoptoze ili nekrozi. Kada se celije
oboje sa obe boje istovremeno mogu se razlikovati grupe celija u kvadrantima
raspodele: Zive Celije (nema niti vazivanja aneksina niti PI), rana apoptoza (vezivanje
aneksina, nema vezivanja PI) i kasna apoptoza i nekroza ¢elija (vezivanje i aneksina i
PI). Celije su bojene po protokolu navedenom u deklaraciji proizvodata. Nakon
tripsinizacije i1 odvajanja od podloge celije su bile preneSene iz bunara u epruvete za
FACS analizu. Celije su centrifugirane centrifugalnom silom 500 g tokom 5 min. na
22°C i isprane rastvorom PBS-a. Talog sa ¢elijama je resuspendovan sa 150 pl deset
puta razblazenim aneksin-vezuju¢im puferom u koji je dodat Pl do koncentracije 20
pag/ml i aneksin V-FITC do koncentracije 2 pg/ml. Nakon pola sata na temperaturi 37°C
bez svetlosti inkubirane ¢elije su resuspendovane i dodat je pufer (400 pl). Nakon
softverske analize dobijeni podaci su izrazeni kao procenat subpopulacija celija
(aneksin’/PI°, aneksin™/PIl" i aneksin*/PI*) u odnosu na celokupnu grupu analiziranih

¢elija.
3.4.2. Analiza éelijskog ciklusa

Koli¢ina DNK u razli¢itim fazama celijskog ciklusa je ispitivana proto¢nom

citofluorimetrijom. Celije su bile fiksirane u etanolu 1 bojene Pl na standardizovan nacin
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(Raicevic i sar., 2005). Analizom na proto¢nom citofluorimetru mogu se razlikovati faze
¢elijskog ciklusa i uociti zastoj u pojedinim kontrolnim tackama. Apoptoza se moze
analizirati merenjem kvantitativnih (hipodiploidni sadrzaj) i kvalitativnin promena
(fragmenticija) DNK u ¢elijskim populacijama. Mera vezanog Pl za DNA odgovara
sadrzaju DNK u ¢eliji. Molekul DNK biva razgraden dejsvom enzima endonukleaza a
nastali fragmenti se nagomilavaju. Ovi fragmenti se uklanjaju nakon fiksiranja etanolom
i ispiranja. Celije u apoptotozi sadrze manju koli¢inu DNK i proporcionalno emituju
manju koli¢inu svetlosti fluorohroma od vijabilnih ¢elija formirajuéi na histogramu sub-
Go/G1 hipodiploidnu zonu. Takode, povecan procenat ¢éelija sa zastojem u pojedinim
fazama celijskog ciklusa moze se meriti preko povecanja fluorescence. Enzim RNA-za
se koristi za razgradnju RNK u cilju izbegavanja vezivanja Pl za ovaj molekul. Nakon
odvajanja od podloge, ispiranja i resuspendovanja ¢elije su bile fiksirane uz pomo¢
etanola. Epruvete sa resuspendovanim sadrzajem su ostavljene na +4°C preko noci.
Celije su nakon toga bile istaloZene centrifugalnom silom od 800 g tokom deset minuta
na temperaturi 22°C, oprane u FCS, a u suspenziju ¢elija nastalu dodavanjem 500 pl
PBS bilo je dodato 1 pg/ml RNA-ze. Suspenzija sa RNK-zom je inkubirana 15 minuta
na 37°C, potom je u epruvete bio dodat Pl u koncentraciji 20 pg/ml. Nakon
tridesetominutne inkubacije na 37°C bez svetlosti uzorci su analizirani. Softverska
analiza koju koristi aparat za proto¢nu citometiju prikazuje rezultate kao procentni udeo

¢elija u odredenoj fazi ciklusa u odnosu na celokupan broj ¢elija.
3.4.3. Analiza aktivacije kaspaza

Za analizu aktivacije kaspaza celije su prvo obelezene celijski permeabilnim
inhibitorom pan-kaspaza ApoStat ili inhibitorom kaspaze-9 koji su konjugovani sa FITC
prema protokolu kompanije koja proizvodi reagense. Za aktivirane kaspaze u celiji
selektivno se vezuje ApoStat, mera vezivanja odnosno emitovanja fluorecentne boje
odgovara aktivnosti kaspaza. Celije su odvojene od podloge delovanjem tripsina,
istaloZene silom centrifuge od 500g tokom pet minuta na 22°C i oprane rastvorom PBS.
Talog je resuspendovan sa medijumom u kojem je koncentracija ApoStat-a 0,5 pg/ml.
Celije su inkubirane na 37°C tokom 30 min., potom oprane a suspenzija éelija za
analizu dobijena je dodavanjem 500 ul PBS-a. Softverski obradjeni podaci su prikazani
kao histogrami raspodele zelene fluorescence. Mera aktivacije kaspaza prikazana je

20



procentualno i srazmerna je intenzitetu vezane fluorescentne boje. Promena intenziteta
fluorescence tretiranih ¢elija u poredenju sa netretiranom (kontrolnom) grupom ¢elija je

relativna mera aktivacije kaspaza. Nivo aktivirane kaspaze-3 je meren imunoblotom.
3.4.4. Produkcija reaktivnih kiseonicnih vrsta

Za analizu produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (RKV), celije su bojene
neselektivnom redoks senzitivhom bojom dihlorofluorescin diacetat (DCFDA). Ovaj
molekul prolazi kroz ¢elijsku membranu i u citoplazmi biva deacetilovan delovanjem
esteraza u dihlorodihidro-fluorescin (H.DCF). Oksidacijom H2DCF u kontaktu sa RKV
produkuje se 2',7'dihlorofluorescin (DCF) koji flurescira zelenom bojom. Prema
instrukciji proizvoda¢a DCFDA je u kulturu U251 dodavan istovremeno sa tretmanom
do finalne koncentracije 2 uM, nakon ¢ega su ¢elije odvojene od podloge, prebacene u
epruvete i istaloZzene dejstvom centrifugalne sile 500 g tokom pet minuta na 21°C, a
zatim oprane u rastvoru PBS-a. Neposredno pred analizu suspenzija c¢elija je
uspostavljena meSanjem sa 500 ul PBS-a. Nakon analize na proto¢nom citofluorimetru
softver omogucuje prikaz rezultata u formi histograma raspodele fluorescence (FL1).
Promena intenziteta fluorescence u odnosu na kontrolnu grupu ¢elija je mera povecanja

produkcije RKS.
3.4.5. Analiza membranskog potencijala mitohondrija

Katijonska boja DePsipher prolazi kroz celijsku i mitohondrijalnu membranu
zbog lipofilnog karaktera molekula i koristi se za ispitivanje membranskog potencijala
mitohondrija. Kada je membrana mitohondrija hiperpolarisana, boja formira agregate
koji fluoresciraju crveno (FL2). Aktivacijom unutraSnjeg puta apoptoze dolazi do
gubitka mitohondrijskog membranskog potencijala pri ¢emu DePsipher ne prolazi u
medumembranski prostor, ne menjaju¢i monomernu formu molekula koja emituje
zelenu boju (FL1). Promena odnosa zelene i crvene fluorescence (FL1/FL2) tretiranih i
kontrone grupe (netretiranih) ¢elija je mera promene membranskog potencijala izmedu
¢elijskih populacija. Odnos FL1/FL2 kontrolne grupe je uzet za jediniénu vrednost.
Kada je unutraSnja membrana mitohondrija depolarisana vrednost FL1/FL2 odnosa
raste, nasuprot tome kada je membrana hiperpolarisana vrednost FL1/FL2 odnosa se

smanjuje. Tretirane celije Su tripsinizovane, istalozene centrifugiranjem na 500 g,
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oprane a nakon toga je talog resuspendovan u rastvoru DePsipher boje u koncentraciji 5
ug/ml. Nakon bojenja prema uputstvu proizvodaca uzorci su inkubirani pola sata na
temperaturi od 37°C bez svetlosti, isprani rastvorom PBS i kona¢no resuspendovani sa
500 ul PBS. Detekcija obe fluorecente boje na proto¢nom citofluorimetru analizirana je

i prikazana koris¢enjem CellQuest Pro softvera.
3.4.6. Merenje autofagije u ¢elijama obojenim akridin oranzom

Autofagija je ispitivana protocnom citofluorimetrijom pomocu pH-senzitivne
boje akridin oranZ koja je lipofilni molekul. Nakon prolaska kroz ¢éelijsku membranu
boja se vezuje za oraganele sa Kiselim sadrzajem. U kontaktu sa sadrZzajem
autofagolizozoma niske pH vrednosti akridin oranz menja fluorescencu iz narandzasto-
crvene (FL3) kada je u neutralnoj pH sredini citoplazme u zelenu fluorescencu (FL1).
Intenzitet detektovane fluorescentne boje srazmeran je broju i veli¢ini kiselih vezikula u
citoplazmi. Mera sadrzaja kiselih vezikula je odredena odnosom emitovane
narandzasto-crvene (FL3) i zelene (FL1) fluorescence. Aktivnost autofagije je
proporcionalna promeni FL3/FL1 odnosa izmedju tretiranih celija i kontrolne grupe
¢elija gde je ovaj odnos arbitrarno uzet za jedini¢nu vrednost. Nakon inkubacije
tretirane ¢elije su odvojene od podloge, istalozene centrifugiranjem i isprane u PBS-u.
Prema uputstvu proizvodaca ¢elije su resuspendovane rastvorom sa bojom akridin oranz
u finalnoj koncentraciji 1 pM. Nakon pola sata inkubacije na 37°C ¢elije su ponovo
oprane a suspenzija ¢elija nakon dodavanja 500 pl PBS je koriS¢ena za analizu na

proto¢nom citofluorimetru.

3.5. Fazno kontrastna mikroskopija

Za analizu morfolo§kih promena na c¢elijama linije U251 humanog glioma,

koris¢en je faznokontrastni mikroskop (Leica DMIL) sa Leica DFC320 kamerom.
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3.6. Imunoblot analiza

Nakon razdvajanja proteina elektroforezom koris¢ena je imunoblot analiza u
cilju odredivanja ekspresije i aktivnosti proteina. Ukupna koncentracija proteina nakon
liziranja celija odredivana je metodom po Bradfordu (Bradford i sar., 1976). Po
zavrSetku inkubacije Celije su lizirane puferom koji sadrzi inhibitore proteolitickih
enzima i fosfataza (150 mM NaCl, 1 mM PMSF, koktel proteaznih inhibitora
koncentracije 20 pl/ml, 2 mM NazVOs, 1% NP-40, 50 mM NaF, 30 mM Tris, pH 8,0).
Liziranje a nakon toga i inkubacija tokom 15 min vrSi se na ledu a proces se nastavlja
taloZzenjm proteina nakon dejstva centrifugalne sile 14000 G na 4°C, tokom 15 minuta.
Izdvojeni supernatanti ¢uvaju se u zamrziva¢u na -20°C. Pre elektroforeze uzorci se
termicki obrade na tacki kljucanja tokom 3-5 minuta. U uzorke se dodaje pufer koji
sadrzi sledece koncentracije sastojaka: 10% glicerol, 2% SDS, 0,002% bromfenol plavo,
2.5 mM merkaptoetanol, 62,5 mM Tris, pH rastvora 6,8. Na ovaj nacin postignuta je
denaturicija i oblaganje proteina negativno naelektrisanim SDS molekulima.
Merkaptoetanol koji sadrzi pufer onemogucuje ponovni nastanak disulfidnih veza nakon
prethodne pripreme proteina. Negativno naelektrisanje nakon dodatog SDS omogucuje
da proteini budu razdvojeni elektroforezom na osnovu mase molekula. Na deo gela koji
omogucuje sabijanje proteina naneSene su jednake koliine ispitivanog proteina. 1z 4%
akrilamidnog gela za sabijanje, proteini tokom elektroforeze migriraju u 10% ili 12%
akrilamidni gel (SDS-PAGE) koji razdvaja proteine. Katalizatori za proces
polimerizacije su 0,033% TEMED i 0,05% amonijumsulfat. Elektroforeza se odvija u
puferu koji sadrzi: 0,1% SDS, 190 mM glicina i 25 mM Tris, pH pufera je 8,3.
Elektroforeza proteina traje oko 90 minuta pri konstantnom naponu. Paralelno sa
uzorcima teCe i elektroforeza nekoliko komercijalno obelezenih proteina razliite mase
molekula (Dual Color Standards; BioRad) koji omogucuju pracenje elektroforeze i
lokalizaciju trazenog molekula na membrani prema poznatoj masi. Kada se proces
razdvajanja proteina okonca gelovi sa proteinima se prebacuju u sistem za transfer
proteina na nitoceluloznu membranu (Hybond Nitrocellulose membranes; GE
Healthcare Amersham™ Protran™), koriste¢i sistem za polusuvi tranfer (TE 70,
Amersham Biosciences). Nakon dva minuta inkubacije u transfer puferu membrane se

premestaju u transfer sistem na filter papir. Transfer pufer sadrzi 20% metil-alkohol,
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190 mM glicin i 25 mM Tris a finalna vrednost pH pufera je 8,3. Nitrocelulozna
membrana na koju ¢e proteini biti tranferovani je orijentisana ka pozitivnoj a gel sa
proteinima ka negativnoj elektrodi. Delovanjem konstantne ja¢ine struje (0,8 mA/cm?)
proteini koji su negativno naelektisani krecu se ka pozitivnoj elektrodi. Nakon transfera
koji prosec¢no traje 90 minuta membrane se seku a trake sa proteinima ¢ija se aktivnost
ili ekspresija meri bivaju inkubirane sat vremena u 5% rastvoru mleka u Tris puferu sa
0,05% Tween deterdZenta. Ovaj postupak omogucuje blokiranje i smanjuje verovatnoc¢u
da se antitelo na protein od interesa veze za druge proteine. Nitrocelulozne membrane
su potom prebacene u kade za inkubaciju sa primarnim antitelom na slede¢e molekule:
AMPKa, fosfo-AMPKa (Thr172), ACC, fosfo-ACC (Ser79), Akt, fosfo-Akt (Ser473),
Raptor, fosfo-Raptor (Ser792), mTOR, fosfo-mTOR (Ser2448), S6K, fosfo-S6K
(Thr389), PRAS40, fosfo-PRAS40 (Serl83 i Thr246), kaspazu-3, PARP, aktin, beclin i
LC3. Inkubacija je trajala tokom noc¢i na temperaturi od 4°C. Membrane su ispirane u
Tween detedZentu potom inkubirane sa sekundarnim antitelom 75 min na sobnoj
temperaturi. Da bi se proteinski signal sa membrane vizuelizovao membrane su
prelivene hemiluminiscentnim reagensom. Sekundarno antitelo sadrzi enzim
peroksidazu koja vodonikperoksid koji se nalazi u supstratu oksiduje do kiseonika i
vode. Supstrat sadrZi luminol koji sa kiseonikom reaguje do nastanka jedinjenja koje
oslobada foton. Foton se detektuje na filmu a intenzitet izmerene svetlosti je mera
koli¢ine eksprimiranog ili aktiviranog proteina. Denzitometrijski uz pomo¢ ImageJ
softvera kvantifikovana je gustina imunoreaktivnih traka proteina u odnosu na totalnu
formu odgovarajuceg proteina ili aktin. Rezultati su prikazani u odnosu na kontrolu

(proteini iz netretiranih ¢elija) kojoj je arbitrarno deodeljena jedini¢na vrednost.

3.7. RNK interferencija

Inhibicija ekspresije AMPK za obe forme (al/02) u c¢elijama linije U251
postignuta je metodom transfekcije sa malom interferiraju¢om ribonukleinskom
kiselinom (SiRNA; engl. small interfering ribonucleic acid). Za ¢elijske kulture koris¢en
je serum za kultivaciju bez antbiotika (RPMI, 5% FCS). Konfluentnost ¢elija nakon 24h

je bila 60% a nakon dostizanja konfluentnosti celije su transfektovane sa SiRNA
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molekulima koji onemogucuju ekspresiju AMPK (AMPK siRNA) i kontrolnom siRNA.
Komercijalni medijum Opti-MEM je kori$¢en za rastvaranje oligomera siRNA kao i za
rastvaranje Lipofektamina 2000. Za nastanak oligomer-lipofektamin kompleksa bilo je
potrebno pomesSati jednake zapremine rastvora lipofektamina i SiRNA, inkubacija je
trajala 20 minuta. Prema uputstvu proizvodaca zamenjen je medijum (RPMI, 5% FCS,
bez antibiotika) u koji je dodat kompleks koji sadrzi komercijalni Lipofektamin 2000 i
SIRNA, sa finalnom koncentracijom siRNA 100 nM i razblazenjem lipofektamina 600
puta. Nakon 8 sati inkubacije medijum za transfekciju zamenjen je uobicajenim
medijumom za kultivaciju ¢elija (RPMI sa 5% FCS i antibioticima). Nakon 24 sata
transfektovane celije su kultivisane u polistirenske ploce i Petri posude a nakon 24h bile

su tretirane.

3.8. Odredivanje nivoa ekspresije iRNK za inhibitor ciklin zavisne kinaze p21
3.8.1. RNK izolacija

Za izolovanje RNK iz U251 c¢elija koris¢en je komercijalni RNA Isolator
(Invitrogen, Paisley). Supernatant je odvojen iz kulture, a na ¢elije je dodat komercijalni
reagens za izolaciju. Lizirani sadrzaj je stavljen u epruvete i inkubiran na sobnoj
temperaturi, nakon pet minuta u svaku epruvetu dodat je hloroform (50 pL). SadrZaj
lizata sa hloroformom je inkubiran 15 minuta na ledu a potom istaloZzen centrifugalnom
silom 12000 g na temperaturi +4°C tokom 15 minuta. Faza koja se izdvojila u gornjem
sloju sadrzala je RNK, donja faza u kojoj je hloroform sadzala je proteine i lipide a faza
u sredini sadrzala je DNK. Gornja ili vodena faza je odvajana a zatim joj je dodavana
ista koli¢ina izopropanola. SadZaj je meSan, inkubiran pola sata na sobnoj temperaturi i
istaloZen silom centrifuge 12000g na +4°C tokom petnaest minuta. Nakon aspiracije
supernatanta pipetom preostali talog u kojem je RNK je opran u etil-alkoholu (70%).
Etil-alkohol je aspiriran vrhom pipete a talog ostavljen nekoliko minuta na sobnoj
temperaturi dok preostali alkohol ne ispari. U talog RNK nakon isparavanja etil-

alkohola dodato je 20 pl destilovane vode.
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3.8.2. Reverzna transkripcija

Koncentracija RNK je merena na Gene Quant kolorimetru. Nakon merenja
koncentracije RNA uzeta je koli¢ina u kojoj je 1 pug RNK i rastvorena sa 15 pl vode,
dodati su komercijalni prajmeri i deoksinukleotitidi (ANTPs; engl. deoxynucleotide
triphosphates) u koncentraciji 1mM. Kontaminacija tokom eksperimentalnog rada je
kontrolisana kori§¢enjem vode umesto uzorka sa RNK. Tokom deset minuta inkubacije
rastvora na + 70°C heksamer prajmeri su se nasumice vezivali za RNK, uzorci su nakon
inkubacije prebaceni na led. Posle pet minuta na ledu dodata su 4 pl pufera za reakciju
reverzne transkripcije i 1 pl (200 U/pl) M-MuLV enzima reverzne transkriptaze.
Reakcija reverzne transkripcije se desila tokom inkubacije uzoraka prvo deset minuta na
+ 25°C potom sat vremena na temperaturi + 40°C. Nakon deset minuta inkubacije na
70°C reakcija je prekinuta a sintetisana komplementarna DNK (cDNK) je do kori$éenja
za reakciju lan¢anog umnozavanja (PCR; engl. polymerase chain reaction) ostavljena na

temperaturi + 4 °C.
3.8.3. Kvantitativni PCR

Za kvantitativni PCR posle reverzne transkripcije (RT-PCR; engl. reverse
transcription polymerase chain reaction) koris¢en je aparat Realplex2 Mastercycler,
Eppendorf. Analiza je uradena po Qiagen-ovom protokolu za SYBR Green RT-PCR, u
plo¢i sa 96 bunara sa komercijalnim PCR Master Mix-om i TagMan prajmerima za
humani p21 gen (CDKN1A; Hs00355782) i 18s rRNK konstitutivni gen (RN18S;
Hs03928985) koji se kontinuirano eksprimira. Vremenski intervali, temperature i broj
ciklusa su slede¢i: 2 minuta/50°C - jedan ciklus; 10 minuta/95°C - jedan ciklus; faza
toplenja 15s/95 °C se smenjuje sa fazom vezivanja prajmerea i sinteze DNK 1
minut/60°C — Cetrdeset ciklusa; 1 minut/60°C - poslednji ciklus. Za dalju analizu
podataka uzet je prag ciklusa (Ct) 0.1 jedinica (relativna vrednost). Oduzimanjem
aritmeticke srednje Ct vrednosti triplikata konstitutivnhog gena RN18S od aritmetic¢ke
srednje Ct vrednosti triplikata p21 gena izrac¢unata je ACt, a relativna mera ekspresije
izrazena je eksponencijalnom funkcijom 22t Za kontrolu je uzeta vrednost 1 a rezultati

su izrazeni kao relativna vrednost u odnosu na kontrolu.
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3.9. HPLC analiza sadrZzaja AMP i ATP u ¢eliji

Sadrzaj AMP i ATP u ¢elijama linije U251 je analiziran gradijentnom te¢nom
hromatografijom visokih performansi (HPLC, engl. high-performance liquid
chromatography). Ova metoda omogucuje razdvajanje uzorka na komponente na
osnovu razlike u njihovom polaritetu. Pod kontinuiranim pritiskom mobilne faze (te¢ni
uzorak) kroz kolonu odnosno stacionarnu fazu dolazi do razdvajanja uneSenog sadrZaja
uzorka na osnovu specifi¢nih hemijskih i fizickih interakcija. Ako je stacionarna faza
nepolarna, mobilna je polarna, i obrnuto. Brzina izlaska iz kolone (elucija) zavisi od
afiniteta prema stacionarnoj fazi, §to veci afinitet kasnija elucija. Vreme od unosa
uzorka u kolonu do izlaska odredenog molekula sa kolone je retenciono vreme. Za svaki
molekul ili supstancu postoji odredeno retenciono vreme koje zavisi od vrste kolone i
sastava mobilne faze. Odredivanje retencionog vremene Sluzi kao princip za
detektovanje i merenje koli¢ine odredene supstance iz uzorka. Vrsta supstance moze se
odrediti poredenjem dobijenog retencionog vremena sa retencionim vremenom poznatih
standarda kada se eksperimenti izvedu pod istim uslovima. Druga vazna karakteristika
HPLC metoda je merenje koncentracije/nivoa molekula ili supstance u ovom slucaju
ATP i AMP. Povrsina ispod vrha na hromatogramu direktno je srazmerna koli¢ini

analizirane supstance u uzorku.

Nakon tretmana, U251 su bile lizirane u 3% Triton X-100 i istaloZzene dejstvom
centrifugalne sile 1400 g tokom 15 minuta na 4°C. Supernatanti su potom inkubirani sa
0.1 M hlorovodoni¢nom kiselinom u metanolu tokom 5 minuta na -20°C. Dodata je 0.3
M perhlorna kiselina i 1 mM EDTA a uzorci su centrifugirani silom od 12000 g tokom
5 minuta na 4°C. Supernatanti su neutralizovani sa rastvorom K,COs koncentracije 1.5
M i centrifugirani na 12000 g tokom 5 minuta na temperaturi 4°C. Uzorci su podeljeni

na jednake delove i zamrznuti na -80°C.

AMP i ATP koncentracije su bile merene na aparatu Agilent Technologies 1200
series HPLC system, kor$¢ena je kolona Zorbax SB C18, 4.6 x 250 mm, veli¢ina
partikule 5 pm. Hromatografsko razdvajanje je omoguceno pomocu mobilne faze koja
sadrzi kombinaciju rastvora A (0.1 mM KH2PO4, 8 mM [nBu4N]-[H2PO4], pH 6.0) i

rastvora B (metanol). Protok mobilne faze bio je 1.5 ml/min. Program je gradiran na
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slede¢i nacin: 0-6 min 75% A, 6-8 min 75% - 60% A, 8-13 min 60% A, 13-15 min 60%
-57% A, 15-18 min 57% - 55% A, i 55% A 18-20 min. Ekvilibrisanje kolone je vrseno
pet minuta pre dodavanja uzorka. Dodavano je 50 ml uzorka a o¢ekivana komponenta je
pracena na 254 nm. Maksimalne vrednosti ATP i AMP na hromatogramu su
ustanovljene na osnovu retencionih vremena i kvantifikovane pomoc¢u poredenja sa
standardima. Rezultati za dobijene koncentracije AMP i ATP su predstavljeni
procentualno u odnosu na vrednosti netretirane kontrole. AMP/ATP odnos je bio
izrazen kao relativna vrednost u odnosu na vrednost dobijenu u kontroli za koju je

arbitrarno uzeta vrednost 1.

3.10. Odredivanje unutar¢elijskog nivoa AMP i ATP bioluminiscentnim esejem

Za odredivanje koli¢ine unutarcelijskog AMP i ATP u U251 ¢elijama
koriS¢enjen je metod bioluminiscence. Eksperimentalna procedura je izvedena prema
uputstvu proizvodaca koris¢enjem komercijalnog kita - ATP Bioluminescence Assay
Kit HS I, Roche Applied Science. Test je zasnovan na reakciji D-luciferina sa ATP-om
oslobodenim iz ¢elije nakon lize uz katalitiCku aktivnost enzima luciferaze nakon lize
¢elije. U ovoj reakciji pored produkata oksilucirferina, ugljen dioksida i AMP nastaje 1
zelena svetlost talasne duzine 562 nm, koli¢ina detektovne svetlosti je mera
intracelijskog nivoa ATP uzorka. Koris¢en je ¢ita¢ mikrotitarskih ploca (Chameleon
microplate reader, Hidex). Koncentracija AMP i ATP u c¢elijama izrazena je
procentualno u odnosu na vrednosti dobijene u kontrolnoj (netretiranoj) kulturi ¢elija
(100%).

3.11. Statisticka analiza

Za statistiCku analizu znacajnosti razlike izmedu uzoraka koriSéeni su t-test ili
analiza varijanse (ANOVA) i Newman Keuls-ov test za viSestruka uporedivanja.

Vrednost p manja od 0,05 se smatrala statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI

4.1. Indometacin i dikolfenak smanjuju vijabilitet U251 ¢elija glioma na dozno

zavisan nacdin

IstraZivanje je otpoceto merenjem citotoksi¢nosti razli¢itih NSAIL prema U251
¢elijskoj liniji humanog glioma. Kako bi se ispitali citotoksi¢ni efekti, U251¢elije su
inkubirane sa razli¢itim koncentracijama lekova (25 - 1000 uM), a za procenu
vijabiliteta koriS¢eni su testovi MTT i CV. Pokazano je da je citotoksicni efekat
indometacina izrazeniji u odnosu na preostala tri leka - diklofenak, ketoprofen i
naproksen. ICso vrednosti izracunate na osnovu rezultata MTT i CV testa su manje za
indometacin (24 h 1Cso = 244 £ 29 uM za MTT i 229 + 22 uM za CV esej) nego
diklofenak (ICso = 347.5 + 31 1 368.7 = 38 uM), a za preostala dva leka, ketoprofen i
naproksen, 1Cso koncentracije su bile vece od 1 mM (Slika. 1A, B). Nivo oslobodene
LDH iz ¢elija sa naruSenim integritetom celijske membrane se nakon tretmana
indometacinom takode povecavao na dozno zavisan nacin (Slika 1C). Priblizna 1Cso
koncentracija 250 uM bila je u skladu sa dozama upotrebljavanim u drugim
publikacijama (Bernardi i sar., 2006; Pekmez i sar., 2015) i bila je kori$¢ena u narednim

eksperimentima.
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Slika 1. Indometacin i dikolfenak smanjuju vijabilitet U251 éelija glioma u zavisnosti od doze leka.
(A, B) U251 ¢elije su bile inkubirane 24 h sa razli¢itim koncentracijama indometacina (IND), diklofenaka
(DIC), naproksena (NAP) i ketoprofena (KET), a ¢elijski vijabilitet je ispitivan MTT (A) ili CV (B)
esejom. (C) U251 ¢celije su bile tretirane 24 h sa razli¢itim koncentracijama indometacina, nakon cega je
citotoksi¢nost ispitivana testom oslobadanja LDH. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti = SD (n =

3, *p < 0,05 poredeno sa kontrolnim ¢elijama).
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4.2. Indometacin jedini od ispitivanih NSAIL aktivira AMPK

U narednom eksperimentu ispitivan je stepen aktivacije AMPK nakon tretmana

¢elija glioma U251 sa NSAIL. Indirektno, ovim eksperimentom ispitivana je 1

povezanost inhibicije COX sa aktivacijom AMPK. Nasuprot indometacinu, ostali

NSAIL koji su kao i indometacin COX inhibitori kao Sto su diklofenak, naproksen i
ketoprofen nisu uticali na fosforilaciju AMPK, Raptor, mTOR ili S6K (Slika 2). Dakle,
indometacin je jedini ispitivani NSAIL koji je aktivirao AMPK a aktivacija AMPK

indometacinom nezavisna je od inhibicije COX. Kako je indometacin jedini NSAIL koji

je aktivirao AMPK ovaj lek je koris¢en u daljem istrazivanju.
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Slika 2. ispitivanih
NSAIL aktivira AMPK/mTORCL1 signalni put.

Indometacin jedini od

U251 Celije su bile tretirane indometacinom 2h
(IND; 250 puM), diklofenakom (DIC; 200 uM),
naproksenom (NAP; 500 pM) i ketoprofenom
(KET; 1000 uM). Fosforilacija AMPK, Raptor,
mMTOR, S6K i Akt je analizirana imunoblotom
rezultati

(denzitometrijski su prikazani ispod

reprezentativnih blotova). Prikazani su
reprezentativni blotovi, a rezultati su izra¢unati kao
srednja vrednost +SD (n = 3, *p < 0.05 poredeno sa

netretiranim éelijama).
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4.3. Indometacin smanjuje vijabilitet U251 éelija glioma na vremenski zavisan

nacdin

U cilju ispitivanja kinetike toksi¢nog delovanja indometacina U251 ¢elije su
inkubirane 12 h, 24 h i 48 h u medijumu sa 250 pM ovog leka. Testovi vijabiliteta MTT
i CV pokazali su sposobnost leka da inhibira proliferaciju ¢elija tumora na vremenski
zavisan nac¢in. Oc¢ekivano, najintenzivniji antiproliferativni efekat je izmeren u terminu
nakon 48 h. (Slika 2).
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Slika 3. Indometacin smanjuje vijabilitet U251 éelija glioma na vremenski zavisan nadin. U251
éelije su bile inkubirane sa i bez indometacina (250 uM). Celijski vijabilitet je ispitivan MTT (A) i CV
(B) esejom nakon 12 h, 24 h i 48 h. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + SD (n = 3, *p < 0.05

poredeno sa kontrolnim ¢elijama).

4.4. Indometacin menja morfologiju U251 ¢elija

U narednom eksperimentu analizirana je kinetika morfoloskih promena U251
¢elija tretiranih indometacinom nakon 12 h, 2 4h i 48 h. Uoc¢eno je da indometacin na
vremenski zavisan nacin indukuje smanjenje broja cCelija, Sto je bilo u skladu sa
rezutatima testova vijabiliteta koji pokazuju smanjenje celijske proliferacije. Takode,
uoceno je nekoliko promena: promena iz poligonalnog u kruzni oblik, ivice ¢elija su
postale nejasne, kao i odlepljivanje ¢elija od dna bunara u kojima su bile zasejane, sto je
ukazivalo na morfoloske promene karakteristicne za indukciju celijske smrti.

Kvantifikacija ukupnog broja ¢elija u kontrolnoj i grupi tretiranoj indometacinom, kao i
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udeo Celija sa izmenjenom morfologijom u odnosu na ukupan broj ¢éelija, prikazana je

na slici 3.
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Slika 4. Promena morfologije ¢elija tretiranih indometacinom. U251 ¢elije su bile inkubirane sa i bez
indometacina (250 uM) tokom 48h. (A) Celijska morfologija je posmatrana invertnim mikroskopom. (B)
Prikazan je relatvni odnos ukupnog broja éelija (gornji red) i udeo c¢elija sa izmenjenom morfologijom
(okrugao oblik i/ili nejasne ivice; donji red). Podaci su prikazani kao srednje vrednosti + SD (n = 3, *p <

0.05 poredeno sa kontrolom).
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4.5. Indometacin indukuje zastoj Celijskog ciklusa u €eilijama glioma U251

U narednim eksperimentima ispitivan je mehanizam citotoksi¢nog delovanja
indometacina. Proto¢nom citometrijom analiziran je sadrzaj DNK u razli¢itim fazama
¢elijskog ciklusa. Nakon 24 h tretmana indometacinom bilo je uoceno povecéanje
procenta U251 ¢elija u G2M fazi ciklusa u odnosu na ukupnu populaciju ¢celija U251
(Slika 4A). Povecanje procenta ¢elija u GoM fazi ¢elijskog ciklusa ukazuje da te celije
ne ulaze u ¢elijsku deobu. Ispitivana je povezanost povecanja procenta ¢elija u GoM fazi
¢elijskog ciklusa sa ekspresijom pojedinih tumor-supresorskih gena. U celijama
tretiranim indometacinom izmereno je povecanje ekspresije IRNK koja kodira CDK
inhibitor p21 (Slika 4B). Povecanje ekspresije ovoga gena moze dovesti do zastoja u
prelazu iz Gy u S i G2 u M fazu Celijskog ciklusa inhibicijom CDK4,6/ciklina-D i
CDK2/ciklina-E (Karimian i sar., 2016). Analizom ciklusa nakon bojenja sa Pl pokazan
je porast procenta apoptoticnih celija koje sadrze manju kolicinu DNK. Ova
subpopulacija ¢elija srazmerno smanjenoj koli¢ini DNK odaje manju koli¢inu svetlosti
fluorescentne boje od vijabilnih ¢elija formiraju¢i na histogramu sub-Go/G1
hipodiploidni region. (Slika 4A).
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Slika 5. Indometacin indukuje zastoj Celijskog ciklusa u U251 éelijama glioma. U251 ¢elije su bile
tretirane indometacinom (250 pM) tokom 24 h (A) ili 1 h (B). Celijski ciklus/DNK fragmentacija (A),
analizirana je proto¢nom citometrijom. Nivo p21 iRNK meren je kvantitativnim RT-PCR-om (B). Podaci

su prikazani kao srednje vrednosti £ SD (n = 3, *p < 0.05 poredeno sa kontrolnim ¢éelijama).
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4.6. Apoptoza ¢elija glioma U251 izazvana indometacinom zavisi od kaspaza

Posto su prethodni rezultati pokazali citotoksi¢ne efekte indometacina i1 zastoj u
¢elijskom ciklusu, dalje je ispitivan tip 1 mehanizam celijske smrti. Proto¢nom
citometrijom analizirane su U251 ¢elije obojene aneksin-FITC/PI fluorescentnom
bojom nakon tretiranja indometacinom. Pokazan je znacajan porast udela ¢elija u ranoj
fazi apoptoze sa oCuvanim integritetom membrane i1 fosfatidil serinom na spoljasnjoj
strani membrane (annexin®/PI). Takode, pokazano je i povecanje udela kasnih
apoptoti¢nih Celija (annexin®/PI") koje karakteriSe naruSenost integriteta Celijske
membrane i vezivanje propidijum jodida za ¢elijsku DNK (Slika SA). Imunoblotom je
pokazano da su ovi dogadaji bili povezani sa aktivacijom egzekutorske kaspaze-3 i
PARP, enzima koji ucestvuje u reparaciji DNK i predstavlja marker apoptoze (Slika
5B). Metodom protoc¢ne citofluorimetrije, upotrebom ApoStat pan-kaspaznog inhibitora
koji se selektivno vezuje za aktivirane kaspaze i FITC-konjugovanog inhibitora
kaspaze-9, dokazano je da u c¢elijama tretiranim indometacinom dolazi do aktivacije
kaspaza, ukljucujudi i inicijatorsku kaspazu-9 povezanu sa unutradnjim putem apoptoze
(Kuida i sar., 2000) (Slika 5C, D). Navedeni rezultati nedvosmisleno su pokazali da

indometacin indukuje apoptozu u U251 ¢elijama.
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Slika6. Indometacin aktivira unutrasnji put apoptoze u U251 ¢elijama glioma. U251 ¢elije su bile
tretirane indometacinom (250 uM) tokom 12 h (D) ili 24 h (A, B, C). Prisustvo fosfatidil-serina na
spolja$njoj membrani ¢elije, integritet ¢elijske membrane (A), pan-kaspazna i aktivacija kaspaze-9 (C, D)
bili su analizirani protoénom citometrijom. Aktivacija kaspaze-3 i PARP bila je merena imunoblotom (B),
a prikazani su reprezentativni blotovi ispod kojih su rezultati denzitometrije. (A-D) Podaci su prikazani
kao srednje vrednosti + SD (n = 3, *p < 0.05 poredeno sa kontrolnim ¢elijama).

4.7. Apoptoza indukovana indometacinom je posredovana oksidativnim stresom i

depolarizacijom mitohondrija

Unutrasnji put apoptotske smrti najcesce je iniciran promenom potencijala na
unutradnjoj membrani mitohondrija i indukcijom oksidativnog stresa (Chandra i sar.,
2000). Ispitivana je povezanost apoptoze indukovane indometacinom sa navedenim
unutarcelijskim promenama. Analiza ¢elija obojenih fluorescentnom bojom DePsipher
na proto¢nom citometru pokazala je povecanje zelene fluorescence u odnosu na crvenu,
odnosno povecanje odnosa FL1/FL2 u ¢elijama koje su bile tretirane indometacinom.
Ovo ukazuje na depolarizaciju unutraSnje membrane mitohondrija, $to je obi¢no rani

dogadaj u inicijalnoj fazi apoptoze (Slika 6A). Citofluorimetrijskom analizom celija
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obojenih fluorohromom DCFDA pokazano je da tretman indometacinom dovodi do
povecanja produkcije RKV u U251 ¢elijama (Slika 6B). Rezultati ovih eksperimenata
ukazuju da je apoptoza indukovana indometacinom posredovana oksidativnim stresom i

depolarizacijom mitohondrija.
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Slika 7. Indometacin indukuje depolarizciju mitohondrija i oksidativni stres u U251 ¢elijama
glioma. U251 ¢elije su bile tretirane indometacinom (250 uM) tokom 12 h (A) ili 2 4h (B). Depolarizacija
mitohondrija ¢elija obojenih fluorescentnom bojom DePsipher (A) i produkcija RKV ¢éelija obojenih
DCFDA (B) bili su analizirani proto¢nom citometrijom. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti = SD

(n =3, *p <0.05 poredeno sa kontrolnim ¢elijama).
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4.8. Indometacin aktivira AMPK i inhibira mTORC1 u U251 ¢elijama

U slede¢im eksperimentima istraZivani su efekti indometacina na aktivnost
signalnog puta AMPK/mTORCL1. Imunoblot analizom je pokazan porast fosforilacije
AMPK i njegovih nishodnih molekula Raptor i ACC dva sata nakon tretmana, sa
postepenim opadanjem nivoa fosforilisane forme navedenih molekula u kasnijim
terminima (Slika 7). Aktivacija AMPK je bila povezana sa smanjenjem fosforilacije
MTOR i molekula koje mTORCL foforiliSe - S6K i PRAS40 (Ser183) (Slika 7). Poznato
je da kinaza Akt aktivira mTORCI direktno ili posredno smanjujuéi aktivnost njegovog
inhibitora PRAS40 fosforilacijom na Thr246 (Wiza i sar., 2012). Imajuci u vidu da je
fosforilacija Akt i PRAS40 na Thr246 bila povecana u Cetvrtom i osmom Satu nakon
tretiranja (Slika 7), moze se zakljuciti da Akt nije inicijalno bio ukjucen u pocetnu
inhibiciju aktivnosti mTORC1/S6K. Sa druge strane, nakon 16 h od pocetka tretmana
fosforilacija Akt je bila smanjena, dok je za PRAS40 na Thr246 postojala tendencija
smanjenja, koja nije dosegla statisticku znacCajnost, sugeriSu¢i da je inhibicija
Akt/PRAS40 mogla doprineti kasnoj supresiji mTORC1. Dakle, indometacin
najverovatnije inhibira aktivnost mTORCL1 signalnog puta ranom aktivacijom AMPK,
dok se kasna supresija mTORCL1 odrzava kasnom inhibicijom Akt.
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Slika 8. Indometacin povecava AMPK i smanjuje mTOR aktivnost u U251 ¢elijama. U251 éelije su
bile inkubirane sa indometacinom (250 uM), a nivo fosforilisane/ukupne forme molekula: AMPK,
Raptor, ACC, mTOR, S6K, Akt, i PRAS40 meren je imunoblot metodom pre (0 h) inakon2 h,4h, 8 hi
16 h tretmana. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti £ SD (n =3, *p < 0.05 poredeno sa kontrolnim

netretiranim ¢elijama).
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4.9. Inhibicija mTORCI1 u ¢elijama glioma U251 tretiranih indometacinom je

zavisna od AMPK aktivacije

Za ispitivanje uloge AMPK u inhibiciji mTORCL1 signalnog puta indometacinom
koris¢en je metod genetske inhibicije molekula AMPK RNK interferencijom.
Imunoblotom je potvrdeno smanjenje ekspresije AMPK u kulturi u kojoj su ¢elije bile
transfektovane sa AMPK siRNA u odnosu na kontrolnu kulturu U251 u kojoj su ¢elije
transfektovane kontrolnom siRNA. Supresija AMPK delimi¢no je sprecila aktivaciju
Raptor indometacinom, kao i sposobnost ovog molekula da inhibira aktivnost mTOR i
S6K (Slika 8), Sto dokazuje da je inhibicija mTORC1 posredovana aktivacijom AMPK.
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Fig. 9. Inhibicija mTORC1 indometacinom je posredovana aktivacijom AMPK. U251 ¢elije
transfektovane sa AMPK siRNA i kontrolnom siRNA su bile inkubirane 2 h u prisustvu indometacina
(250 uM), a nivo fosforilisanog/ukupnog AMPK, Raptor, mTOR i S6K je meren imunoblotom. Rezultati
su prikazani kao srednje vrednosti + SD (n =3, *p < 0.05 i *p < 0.05 poredeno sa kontrolnom siRNA-

transfektovanim ¢elijama sa* i bez* indometacina).
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4.10. Genetska inhibicija AMPK smanjuje antiproliferativno i proapoptotsko

delovanje indometacina

Da bi se istrazila povezanost citotoksi¢nog efekta indometacina sa povecanom
aktivnos¢u AMPK, ponovo su koris¢ene celije u kojima je AMPK inhibirana RNK
interferencijom. MTT i CV testom pokazano je da inhibicija AMPK delimi¢no
oporavlja vijabilitet U251 ¢elija tretiranih indometacinom (Slika 9A, B). U skladu sa
tim, celije koje su imale inhibiranu ekpresiju AMPK bile su manje senzitivhe na
indukciju apoptoze dejstvom indometacina (Slika 9C). Dakle, citotoksicno

proapoptotsko delovanje indometacina posredovano je aktivacijom AMPK.
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4.11. AMPK aktivatori metformin i AICAR inhibiraju mTOR i smanjuju
vijabilitet U251 ¢elija

Da bi se potvrdila uloga AMPK u citotoksi¢nom dejstvu indometacina, u daljem
istrazivanju ispitivano je da li metformin i AICAR, supstance koje se koriste kao
farmakoloski aktivatori AMPK (Corton i sar., 1995; Zhou i sar., 2001), ostvaruju iste
efekte kao indometacin. Imunoblot metodom je pokazano da metformin i AICAR u
aktiviraju AMPK u U251 ¢elijama. Kao i kod indometacina, aktivacija AMPK je bila
pracena inhibicijom mTOR (Slika 10A). I u ovom slucaju, aktivacija AMPK/mTOR
signalnog puta metforminom i AICAR, imala je citotoksi¢ni efekat (Slika 10B). Dakle,
poput indometacina, aktivacija AMPK metforminom i AICAR preko inhibicije mTOR

deluje toksi¢no na cCelije glioma.
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Slika 11. AMPK aktivatori metformin i AICAR inhibiraju mTOR i smanjuje vijabilitet U251 ¢elija.
U251 c¢elije su bile tretirane sa aktivatorima AMPK metforminom (8 mM) i AICAR (800 pM).
Fosforilacija AMPK, mTOR i S6K je merena imunoblotom 2h nakon tretmana indometacinom (A).
Celijski vijabilitet je bio analiziran posle 24h MTT ili CV testom (B). Rezultati su prikazani kao srednje

vrednosti £ SD (n =3, *p < 0.05 poredeno sa netretiranim ¢éelijama).

4.12. Aktivacija mTOR leucinom smanjuje citotoksi¢nost indometacina na celije
glioma U251

Nastavak istraZivanja je usmeren na dokazivanje povezanosti inhibicije
mMTORCL1 sa citotoksi¢nim dejstvom indometacina, pri cemu je koris¢en farmakoloSki
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aktivator mTOR leucin. Uoc¢eno je da leucin delimi¢no oporavlja vijabilitet U251 ¢elija
tretiranih indometacinom (Slika 11A). Imunoblotom je pokazano da je leucin zaista
aktivirao mTOR/S6K u netretiranim i u ¢elijama tretiranim indometacinom (Slika 11B).
Aktivacija mTOR leucinom nije imala uticaja na fosforilaciju Akt, AMPK, Raptor i
ACC kod c¢elija tretiranih indometacinom (Slika 11B). Dakle, aktivacija AMPK

indometacinom delimi¢no ostvaruje svoje citotoksicne efekte na celije glioma
inhibicijom mTORC1.
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Slika 12. Citotoksi¢no delovanje indometacina suprimirano je farmakolo$skom aktivacijom
MTORC1 leucinom. U251 ¢elije su bile inkubirane 24 h (A) ili 4 h (B) sa indometcinom (0.25 mM) u
prisustvu ili odsustvu mTORCI aktivatora leucina (5 mM). Celijski vijabilitet je meren MTT ili CV
testom (A), dok je fosforilacija AMPK, Raptor, ACC, mTOR, S6K i Akt merena imunoblotom (B;
denzitometrijski podaci su prikazani ispod blotova). Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti £ SD (n

=3, *p < 0.05 i *p < 0.05 poredeno sa netretiranim™ i ¢elijama tretiranim indometacinom®).
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4.13. Inhibitor mTOR rapamicin smanjuje vijabilitet U251 ¢elija

Da bi se istrazilo da li poput indometacina i farmakoloSka inhibicija mTOR ima
citotoksi¢no dejstvo na U251 celije, koriséen je rapamicin koji se selektivno vezuje za
mTOR i inhibira niz njegovih funkcija (Ballou i sar., 2008). Oc¢ekivano, rapamicin je
smanjio fosforilaciju S6K. Osim toga, rapamicin je povecao fosforilaciju Akt, dok na
status AMPK nije imao uticaja (Slika 12A). MTT i kristal violet test pokazali su da
inhibicija mTOR rapamicinom ima citotoksi¢no dejstvo (Slika 12B). Dakle, selektivna
inhibicija mTOR ima citotoksi¢ni efekat na celije U251 i jedan je od mehanizama

antigliomskog delovanja.
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Slika 13. Farmakolo$ka inhibicija mTOR rapamicinom smanjuje vijabilitet U251 ¢elija. U251 Celije
su bile inkubirane 4 h (A) ili 24h (B) sa mTORCL1 inhibitorom rapamicinom. Fosforilacija AMPK, S6K i
Akt merena je imunoblotom. Denzitometrijski podaci su prikazani ispod izabranih blotova (A), dok je
¢elijski vijabilitet meren MTT ili CV testom (B). Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti = SD (n =

3, *p < 0.05 poredeno sa netretiranim i ¢elijama tretiranim rapamicinom).
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4.14. Indometacin ne indukuje autofagiju u U251 ¢elijama glioma

U nastavaku istraZivanja ispitivana je uloga autofagije u citotoksicnom
delovanju indometacina na U251 celije. S obzirom da indometacin smanjuje aktivaciju
glavnog inhibitora autofagije mTORCL1, ispitan je uticaj ovoga leka na proces
autofagije. U tom cilju analizirano je dejstvo indometacina na markere autofagije:
promenu intracelularne kiselosti, ekspresiju beklina-1 i konverziju LC3-1 u LC3-I1. Prvo
je metodom protocne citoflorimetrije analizirano prisustvo Kiselih  vezikula,
autofagolizozoma, nakon tretmana indometacinom. Celije su bojene akridin oranzom,
pH-senzitivnom fluorescentnom bojom koja u kiseloj sredini autofagolizozoma emituje
narandzZasto-crvenu boju (FL3), a pri kontaktu sa neutralnim pH sadrzajem celije
emituje zelenu boju (FL1). Citofluorimetrijska analiza pokazala je da indometacin nije
povecao odnos crvene i zelene fluorescence (FL3/FL1), odnosno nije menjao kiselost
citoplazme (Slika 13A). Imunoblotom je utvrdeno da u c¢elijama tretiranim
indometacinom nije doslo do povecanja ekspresije proautofagnog proteina beklina-1 ili
promene u stepenu konverzije citosolne forme LC3-I u LC3-11 formu koja se nalazi u
membrani autofagozoma (Slika 13B). Kako izostanak porasta LC3-1l moze biti
posledica njegove povecane razgradnje u autofagolizozomima (Mizushima i sar., 2010),
analiziran je autofagni fluks, odnosno nivo LC3-11 u uslovima kada je njegova
razgradnja u autofagolizozomima inhibirana lizozomalnim inhibitorima bafilomicinom
Al, hlorokinom ili amonijum hloridom (Blommaart i sar., 1997; Mauthe i sar., 2018).
Navedeni inhibitori smanjuju razgradnju LC3-11, pa je oc¢ekivano da njegov nivo raste
(Slika 13C). Medjutim, nije bilo dodatnog porasta nivoa LC3-11 nakon kombinovanog
tretmana lizozomalnim inhibitorima i indometacinom (Slika 13C), Sto potvrduje da

indometacin ne povecava autofagni fluks
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Slika 14. Efekat indometacina autofagiju u U251 ¢elijama. U251 ¢elije su bile inkubirane sa

indometacinom (250 puM) 24 h (A) ili 2-16 h (B). (A) Intracelijska acidifikacija je merena proto¢nom

citofluorimetrijom kao odnos intenziteta crveno i zelene (FL3/FL1) fluorescence ¢elija obojenih akrdin

oranzom (AO), a prikazani su reprezentativni histogrami. (B) Koncentracije beklina-1 i LC3 su bile

analizirane imunoblotom. (C) Autofagni fluks je meren stepenom konverzije LC3 u ¢elijama U251

inkubiranih 8 h sa indometacinom (250 mM), u prisustvu ili odsustvu lizozomalnih inhibitora hlorokina
(CQ; 20 uM), amonijum hlorida (AC; 20 mM), ili bafilomicina A1 (BAF; 20 nm). (B, C) Prikazani su

reprezentativni blotovi, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD (n = 3, *p < 0.05 poredeno sa

netretiranim éelijama).
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4.15. Genetska i farmakoloska inhibicija autofagije ne uti¢u na vijabilitet U251

¢elija tretiranih indometacinom

Imaju¢i u vidu da indometacin ne indukuje autofagiju u U251 celijama,
oc¢ekivano je da inhibicija autofagije nece uticati na antigliomsko dejstva indometacina
Da bi se to povrdilo, u U251 ¢elijama je RNK interferencijom inhibirana ekspresija
beklina-1, molekula klju¢nog za inicijaciju formiranja autofagozoma i LC3,
neophodnog za maturaciju autofagozoma. Uspesnost genetske inhibicije potvrdena je
imunoblotom (Slika 14A). Genetska inhibicija beklina-1 i LC3 nije imala efekta na
vijabilitet celija tretiranih indometacinom (Slika 14B). U skladu sa tim, supresija
autofagije lizozomalnim inhibitorima bafilomicinom Al i hlorokinom ili vortmaninom,
inhibitorom fosfoinozitid 3-kinaze koja ucestvuje u inicijaciji formiranja autofagozoma
(Mizushima i sar., 2010), nije imala uticaja na vijabilitet ¢elija tretiranih indometacinom
(Slika 14C). Ovi rezultati potvrdili su da autofagija nema uticaja na citotoksi¢no

delovanje inodometacina u ¢elijama U251 glioma.
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Slika 15. Efekat genetske i farmakoloske inhibicije autofagije na vijabilitet celija tretiranih
indometacinom. (A, B) U251 ¢elije su transfektovane kontrolnom, beklin-1 (BCN1) ili LC3 SiRNA i
uspesnost inhibicije ekspresije procenjena je imunoblotom (A). Transfektovane ¢elije su inkubirane sa
125-500 pM indometacina tokom 24 h, a ¢elijski vijabilitet je meren MTT testom (B). (C) U251 ¢elije su
tretirane indometacinom (250 uM) tokom 24 h u prisustvu i odsustvu inhibitora autofagije bafilomicina
Al (BAF; 20 nM), hlorokina (CQ; 20 pM) ili vortmanina (WORT; 200 nM), a c¢elijski vijabilitet je

analiziran MTT testom. (A-C) Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost = SD (n = 3, *p < 0.05).
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4.16. Indometacin aktivira AMPK pove¢anjem odnosa AMP/ATP

U narednim eksperimentima istrazivan je mehanizam kojim indometacin aktivira
AMPK u ¢elijama U251 glioma. Imajuci u vidu da je povecan odnos AMP/ATP glavni
signal za aktivaciju AMPK (Hardie i sar., 2015), ispitivano je da li i indometacin
smanjenjem zaliha energije u Celiji aktivira AMPK. Za dokazivanje promene nivoa ATP
i AMP u tretiranim c¢elijama koris¢en je metod bioluminiscentnog eseja i HPLC.
Tretman indometacinom povecao je intracelularni nivo AMP, a smanjio nivo ATP i
tako doveo po povecanja odnosa AMP/ATP u U251 ¢elijama (Slika 15A-C). U skladu
sa njegovim toksi¢nim delovanjem (Slika 1A), pokazano je da NSAIL diklofenak
takodje smanjuje ATP nivo u ¢elijama glioma. Ketoprofen i naproksen, koji nisu imali
znaCajan citotoksic¢ni efekat (Slika 1A), nisu uticali na odnos AMP/ATP (Slika 15D).
Prema tome, povecanje odnosa AMP/ATP mogao bi da bude jedan od mehanizama
aktivacije AMPK u U251¢elijama.
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Slika 16. Indometacin poveéava AMP/ATP odnos u éelijama glioma. (A-C) U251 (¢elije su bile
inkubirane sa indometacinom (250 pM) tokom 30-120 min. Intracelularni nivoi ATP i AMP su mereni
bioluminiscentnim esejom (A, D) ili HPLC (B). AMP/ATP odnos je izracunat iz izmerenih HPLC
vrednosti (C). (D) U251 ¢elije su bile tretirane indometacinom (IND; 250 uM), diklofenakom (DIC; 200
uM), naproksenom (NAP; 500 puM) ili ketoprofenom (KET; 1000 uM), a nakon 24 h koncentracija
intracelularnog ATP je merena bioluminiscentnim esejom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +

SD (n = 3, *p<0.05 poredeno sa netretiranim ¢elijama).
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4.17. Indometacin aktivira AMPK nezavisno od intracelularnog nivoa Ca?*

Da bi se ispitao potencijalni uticaj Ca?*, &iji porast koncentracije aktivira kinazu
CaMKKZp, koja je poznati aktivator AMPK (Woods i sar., 2005), koris¢en je helator
Ca?* BAPTA-AM. U ¢elijama U251 tretiranim indometacinom u prisustvu BAPTA-AM
nije doslo do znacajne promene aktivacije AMPK, Raptor, mTOR, S6K ili Akt (Slika
17), $to ukazuje da promena koncentracije unutaréelijskog Ca®" i posledi¢na aktivacija
CaMKKZ nisu ucestvovali u aktivaciju AMPK.
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4.18. Indometacin smanjuje vijabilitet primarnih ¢elija glioblastoma

Kako bi se potvrdilo da citotoksiéni efekti indometacina nisu ograni¢eni samo na
¢elijsku liniju glioma U251, ispitivan je efekat ovog leka na vijabilitet primarnih ¢elija
glioblastoma izolovanih iz uzoraka tumorskog tkiva pacijenata. Oba koriS¢ena testa
vijabiliteta, MTT i CV, pokazali su da indometacin smanjuje vijabilitet izolovanjih
primarnih ¢elija glioblastoma (Slika 18), mada je efikasnost bila manja nego prema
U251 ¢elijskoj liniji. Naime, izra¢unate ICso vrednosti su bile 547 + 59 uM (MTT) 1 477
+ 92 uM (CV) za pacijenta 1,1 518 = 87 uM (MTT) 1 531 + 91 uM, (CV) za pacijenta 2.
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Slika 18. Indometacin smanjuje vijabilitet primarnih éelija glioblastoma. Primarne éelije izolovane iz
tumorskog tkiva pacijenata obolelih od glioblastoma su inkubirane 24 h sa razli¢itim koncentracijama
indometacina, a zatim je ¢éelijski vijabilitet meren MTT i CV testom. Rezultati su prikazani kao srednja

vrednost £ SD (n =3, *p < 0.05 poredeno sa netretiranim éelijama).

4.19. Indometacin modifikuje aktivnost AMPK/mTORCI1 signalnog puta u

primarnim ¢elijama glioblastoma

U narednom eksperimentu ispitivani su molekularni mehanizmi citotoksi¢nog
dejstva indometacina na primarne celije glioblastoma izolovane iz tumorskog tkiva
pacijenata. Imunoblot analiza je potvrdila da je nakon tretmana indometacinom
aktivacioni status AMPK/mTORC1 signalnog puta u primarnim ¢elijama glioma sli¢an
onom u U251 ¢elijskoj liniji, sa malim varijacijama u vremenskoj kinetici. Indometacin
je u primarnim ¢elijama glioblastoma aktivirao AMPK, kao i nishodne molekule Raptor
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i ACC, a smanjio fosforilaciju mTOR i S6K (Slika 19). Sli¢no rezultatima dobijenim na

U251 celijama, indometacin je povecao fosforilaciju Akt, Sto ukazuje da inhibicija

mTORCI1 u primarnim ¢elijama glioma nije bila posredovana supresijom Akt Ovi

podaci pokazuju da bi, kao i kod U251 celijske linije glioma, aktivacija AMPK i

posledi¢na inhibicija mMTORC1 mogla da bude osnovni mehanizam citotoksi¢nog

dejstva indometacina na primarne c¢elije glioblastoma izolovanih iz tumorskog tkiva

pacijenata.
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Slika 19. Citotoksi¢ni efekti indometacina

na ¢elije primarne kulture glioblastoma

su povezani sa modulacijom
AMPK/mTORC1 signalnog puta.
Primarne celije glioblastoma su bile

inkubirane sa indometacinom (250 uM) 2-8
h. Fosforilacija AMPK, Raptor, ACC,
MTOR, S6K i Akt je merena imunoblotom.
Prikazani su reprezentativni blotovi, a
rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+SD (n =

netretiranim ¢éelijama).

3, *» < 0.05 poredeno sa
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5. DISKUSIJA

Epidemioloske studije pokazuju povezanost izmedu upotrebe nesteroidnih anti-
inflamatornih lekova (NSAIL) i smanjenog rizika za obolevanje od malignih bolesti
ukljucujuéi 1 gliome (Rothwell i sar., 2010; Scheurer i sar., 2008). Ovi lekovi mogu
povecati duzinu zivota nakon dijagnoze maligne bolesti, mogu imati direktno
antitumorsko dejstvo ili uticati na pojacanje efekta postoje¢ih konvencionalnih
antitumorskih lekova (Elwood i sar., 2016; Elwood i sar.,2018; Bernardi i sar., 2009).
Mehanizmi delovanja objasnjeni su aktivacijom veceg broja nezavisnih signalnih

puteva.

Za prednost indometacina u odnosu na druge NSAIL i odabir ovog leka u
nastavku istrazivanju postoji nekoliko razloga. Prvo, indometacin je jedini od ispitivanih
lekova u ovom istrazivanju aktivirao AMPK/mTORCI signalni put u ¢elijama glioma.
Drugo, indometacin je pokazao snazan antitumorski efekat na celije glioma, jaéi od
antitumorksog delovanja drugih NSAID kao Sto su diklofenak, ketoprofen i naproksen.
Sa druge strane, na prednost indometacina za ispitivanje na ¢elijama glioma ukazuju i
vazne farmakoloSke karakteristike kao $to su povoljna farmakokinetika i distribucija
leka kroz krvno-mozdanu barijeru. Naime, indometacin se brzo apsorbuje i mada
postoje interindividualne razlike, maksimalnu koncentraciju u plazmi postize u drugom
satu nakon intramuskularne primene. Brz prodor kroz hematoencefalnu barijeru i visoka
koncentracija u likvoru su posledica lipofilnosti molekula i visoke stope vezivanja za
proteine plazme (90 %) (Bannwarth i sar., 1990). Indometacin se po uc¢inku na centralni
nervni sistem izdvaja od drugih lekova iz grupe NSAIL po jedinstvenom efektu na bol
kod grupe glavobolja koje su po navednoj karakteristici nazvane indometacin senzitivne

glavobolje (VanderPluym i sar., 2015).

U ovoj disertaciji pokazano je da nesteroidni anti-inflamatorni lek indometacin
ostvaruje citotoksi¢ni efekat na ¢celije U251 linije humanog glioma i primarne celije
glioblastoma izolovane iz tkiva pacijenata. Citotoksi¢ni efekti indometacina su

posledica modulacije AMPK/mTORCI signalnog puta, bloka u celijskom ciklusu i
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apoptotske smrti Celija. Indometacin je u prethodnim istrazivanjima pokazao toksi¢no
dejstvo na celije tumora in vitro i in vivo (Amin i sar., 2003; Bernardi i sar., 2006,
Bernardi i sar. 2009, Bernardi i sar. 2013). Medutim, ovo je prvo istrazivanje u kojem je
pokazana uloga AMPK/mTORCI signalnog puta u indukciji celijske smrti
indometacinom u liniji glioma U251 i ¢elijama izolovanim iz tkiva pacijenata obolelih
od glioblastoma (slika 20). Osim toga, utvrdeno je i da indometacin citotoksi¢ne efekte
na ¢elije glioma U251 ostvaruje nezavisno od procesa autofagije na ¢iju aktivnost nije

imao uticaj.

AMP
— o5 —>TAMPK—>{mTOR —>

INDOMElTACIN

celije glioma blok proliferacije
apoptoza

Shema 2. Modulacija AMPK/mTORCL1 signalnog puta uéestvuje u indukciji smrti ¢elija glioma tretiranih
indometacinom.

Prvi rezultati su u skladu sa prethodno publikovanim istrazvanjima pokazali su
da indometacin smanjuje vijabilitet U251 ¢elijske linije glioma i primarne kulture ¢elija
glioblastoma izolovanih iz tkiva obolelih pacijenata (Amin i sar., 2003; Bernardi i sar.,
2013; Bernardi i sar., 2009; Bernardi i sar., 2006). Vazno je joS jednom istaéi da je
indometacin pokazao najjaci antigliomski efekat od svih ispitivanih lekova iz grupe
NSAIL. Izracunate ICso vrednosti nakon 24 h inkubacije bile su 244 + 29 uM u MTT
testu i 229 = 22 pM u kristal violet testu. Drugi po jacini toksi¢nog deovanja na
vijabiliet U251 ¢elija bio je diklofenak (1Cso = 347.5 £ 31 u MTT testu, i 368.7 + 38 uM
u kristal violet testu), dok su za toksi¢no delovanje ketoprofena i naproksena na
gliomske celije bile potrebne koncentracije veée od ImM. U studiji Leidgensa i
saradnika (Leidgens i sar., 2015), diklofenak je takode ubijao ¢elije glioma, pri ¢emu je
ICs0 =100 uM bila manja od 1Csp vrednosti dobijenih u naSem istrazivanju, ali vazno je
ista¢i da je period inkubacije bio Cetiri dana. Sa druge strane, ketoprofen je blago
smanjivao rast sferoida, odnosno proliferaciju gliomskih ¢elija u istrazivanju Gatija i
saradnika (Gati i sar., 1990).
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Posle rezultata koji su pokazali jasan efektat na ¢elijski vijabilitet ispitivano je da
li je smanjenje vijabiliteta posledica inhibicije proliferacije, indukcije Celijske smrti ili
oba efekta. Posmatranjem celijskih kultura tretiranih indometacinom pod svetlosnim
mikroskopom mogli smo da uo¢imo smanjen broj celija, od kojih su neke bile
izmenjenog okruglog oblika i odlepljene od dna bunara, to je ukazivalo na istovremenu
inhibiciju proliferacije i indukciju ¢Celijske smrti. Istrazivanje smo zatim usmerili na
ispitivanje mehanizama kojima indometacin dovodi do zaustavljanja deobe Ccelija.
Uoceno je da indometacin inicira zastoj u G2M fazi Celijskog ciklusa i dovodi do
povecanja ekspresije tumor-supresorskog proteina p2l. Blok u GoM fazi se moze
dovesti u vezu sa povecanjem ekspresije p21 u tretiranim c¢elijama. Naime, poznato je
da p21 moze zaustaviti prelazak G1 u S i G2 u M fazu c¢elijskog ciklusa inhibirajuci
CDK4,6/cyclin-D i CDK2/cyclin-E komplekse (Karimian i sar., 2016). | drugi
istrazivaci su pokazali da indometacin moZe izazvati zastoj ¢elijskog ciklusa u ¢elijama
glioma u G2/M i Go/G; fazi (Bernardi i sar., 2006). Osim toga, u modelu u kojem su
¢elije glioma U138-MG tretirane indometacinom vezanim za lipidno jezgro u
nanokapsulama takode je doslo do zastoja u ¢elijskom ciklusu u G2/M i u Go/G: fazi. U
istom istrazivanju pokazano je da navedeni blok c¢elijskog ciklusa prethodi apoptozi
(Bernardi i sar., 2013). Da je povecanje ekspresije p21, a smanjenje ekspresije CDK2 i
CDKA4 proteina znacajno za antiproliferativno delovanje indometacina pokazano je i na
¢elijskoj liniji karcinoma kolona SW480. Naime, smanjenje vijabiliteta SW480 celija
koreliralo je sa inhibicijom ekspresije CDK2, CDK4 proteina i povecanjem ekspresije
p21WAFLPICL i liniji u kojoj je transfektovan wild type p53 gen odnosno postoji
funkcionalan p53 protein. Ovaj efekat izostao je u celijskoj liniji karcinoma kolona sa
aberantnom formom p53, ukazuju¢i da je za antiproliferativno dejstvo indometacina
posredovano p21 proteinom bilo neophodno prisustvo funkcionalnog p53 (Xu i sar.,
2005).

U narednom nizu eksperimenata ispitivani su mehanizmi celijske smrti
indukovane indometacinom. Pokazano je da indometacin aktivira depolarizaciju
mitohondrijalne membrane, povecava aktivnost kaspaza 3 i 9 i dovodi do
eksternalizacije fosfatidil-serina i DNK fragmentacije. Morfoloske i molekularne

promene detektovane u celijama ukazale su da indometacin indukuje apoptozu u
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gliomskim ¢elijama. Proapoptosko delovanje indometacina na celije glioma je
prethodno pokazano u svega nekoliko publikacija. Bernardi i saradnici su pokazali da
indometacin indukuje apoptozu nezavisno od inhibicije COX. U pomenutom
istrazivanju apoptoza izazvana indometacinom bila je inhibirana farmakoloskim
inhibitorima proto-onkogena c-Src kinaze, protein fosfataze-2A (PP2A) i mitogenima
aktivirane protein kinaze MEK (Bernardi i sar., 2006). U drugom istraZivanju apoptozu
indukovanu indometacinom u ¢elijama glioma pratile su promene u sintezi ceramida,
defosforilaciji Akt, ekspresiji Bax gena i aktivaciji kaspaze 3 (Chang i sar., 2018).
Oksidativni stres oStecuje ¢eliju 1 aktivira niz signalnih puteva koji uti¢u na proliferaciju
i apoptozu (Roberts i sar., 2010). Pokazano je da indometacin indukuje snaznu
produkciju ROS u ¢elijama mukoze Zeluca i ¢elijskoj liniji kolorektalnog karcinoma
(Giardina 1 sar., 1998; Naito i sar., 2006). Sli¢no, antiproliferativno/antiapoptotsko
dejstvo indometacina je u ovom istraZzivanju bilo povezano sa porastom produkcije
ROS, ukazuju¢i na ulogu oksidativnog stresa u antitumorskom dejstvu leka na celije

glioma.

Posto je utvrdeno da indometacin indukuje apoptozu u gliomskim ¢elijama, a
imajuci u vidu ranije pokazano proapoptotsko delovanje AMPK (Vuci¢evi¢ i sar., 2009)
i sposobnost drugih NSAIL kao Sto su aspirin, ibuprofen, flufenamicka, mefenamicka i
tolfenamicka kiselina da aktiviraju AMPK in vitro (Chi i sar., 2011; Din i sar., 2012;
Hawley i sar., 2012; King i sar., 2015; Si i sar., 2013; Sun i sar., 2011; Sung i sar.,
2011), ispitivano je da li i indometacin ostvaruje svoje antigliomsko delovanje
aktivacijom AMPK. Ova hipoteza se pokazala tacnom. U ovoj disertaciji pokazano je
po prvi put da indometacin aktivira AMPK i nishodne molekule Raptor i ACC. Uprkos
tome Sto je pokazano da diklofenak smanjuje energetski status celije (Syed i sar., 2016)
u ovom istrazivanju izostao je efekat diklofenaka na aktivaciju AMPK i ova
nepodudarnost ostaje da bude razjasnjena.

Poznato je da aktivacija AMPK u tumorima predstavlja protektivni mehanizam u
uslovima hipoksije, deprivacije nutrijenata, niskog pH ili pri tretmanu odredenim
lekovima (Chuang i sar., 2015). ReguliSu¢i aktivnost nishodnih molekula, u prvom redu
mTOR, tumor-supresorskih proteina, molekula koji reguliSu sintezu masnih kiselina i
povezane metabolicke procese, AMPK kontroliSe energetski nivo celije, ¢elijski rast i

55



proliferaciju. Takodje, aktivnost ovog enzima utiCe na najvaznije bioloSke procese u
¢eliji kao Sto su celijski ciklus, starenje, autofagija i apoptoza (Hardie i sar., 2016). U
uslovima energetske deplecije aktivacija AMPK zaustavlja rast i proliferaciju celije
(Fogarty i sar., 2010). Takode, pokazano je da aktivacija AMPK razli¢itim stimulusima
indukuje zastoj u celijskom ciklusu 1 apoptozu u gliomskim, ali 1 drugim c¢elijama
(Campas i sar., 2003; Chen i sar., 2013; Isakovic i sar., 2007; Ji i sar., 2010; Leclerc i
sar., 2013; Nieminen i sar., 2013; Vucicevic i sar., 2009; Wang i sar., 2013).

Kako bi bila ispitana povezanost aktivacije AMPK sa antiproliferativnim i
citotoksi¢nim delovanjem na celije glioma, koris¢ena je metoda genske inhibicije RNK
interferencijom u cilju smanjenja ekspresije AMPK. Smanjenje ekspresije AMPK
umanjilo je citotoksicne i antiproliferativne efekte indometacina, $to je bio dokaz ucesca
AMPK u efektima indometacina. Uloga AMPK je bila posredno pokazana i na drugi
nacin - naime farmakoloski aktivatori AMPK metformin i AICAR izazvali su isti
MTOR-zavisni citotoksi¢ni efekat kao i indometacin u kulturi ¢elija glioma. Medutim,
nedavno je pokazano da obe supstance mogu da inhibiraju mMTORC1 nezavisno od
AMPK (Liu i sar., 2014). Pored dokazanog dejstva indometacina na aktivaciju AMPK,
doprinos ove disertacije je u potvrdi uloge AMPK u antitumorskom dejstvu
indometacina. Jeon i Hay predlazu da je za preZivljavanje tumorskih ¢elija neophodna
precizna regulacija AMPK, te da i njena inhibicija i preterana aktivacija mogu biti
toksi¢ne (Jeon i sar., 2015). U skladu sa tim, indometacin je indukovao snaznu i
postojanu aktivaciju AMPK (u prvih 8 sati), kako u U251 ¢elijama tako i u gliomskim

¢elijama izolovanim iz pacijenata.

Sli¢no kao i u ovoj studiji, u ¢elijama karcinoma jednjaka aktivacija AMPK
berberinom dovela je do inhibicije mTOR i p70S6K, $to je bilo pra¢eno zastojem u
G2o/M fazi celijskog ciklusa i poveéenjem ekspresije inhibitora ciklin-zavisne kinaze
p21¢Pt (Jiang i sar., 2017). Pored dokazane antitumorske uloge na brojnim tumorskim
¢elijskim linijjama i zivotinjskim modelima bolesti, objavljeno je i nekoliko publikacija
koje dovode u vezu aktivaciju AMPK sa inhibicijom proliferacije i citotoksi¢nim
efektom na ¢elije glioma in vitro i in vivo (Isakovic i sar., 2007; Lee i sar., 2012; Liu i
sar., 2014; Stupp i sar., 2012; Zhao i sar., 2017). Osim toga, supstance koje u
eksperimentalnom modelu glioma in vitro i in vivo aktiviraju AMPK/mTOR signalni
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put pokazale su sinergisticki efekat kada se koriste uz hemioterapeutik temozolomid
(Yuan i sar., 2012). Prema istrazivanju Liu i saradnika, selektivna farmakoloSka
aktivacija AMPK nije dovoljna da utice na ¢elijsku proliferaciju (Liu i sar., 2014). Posto
je inhibicija AMPK samo delimi¢no oporavila vijabilitet gliomskih ¢elija tretiranih
indometacinom, moze se pretpostaviti da je antigliomski efekat ovog leka verovatno

postignut dejstvom AMPK zavisnih i AMPK nezavisnih mehanizama.

Za ulogu ACC u celijskoj biologiji tumora postoji veliki istrazivacki interes.
Maligni tumori imaju povecan energetski bilans $to im omoguéuje da sintetiSu masne
kiseline neophodne za tumorski rast. Primeéeno je da je ekspresijma ACC poviSena u
tumorskim c¢elijama (Furuta i sar., 2010), a smanjenje ekspresije RNK interferencijom
ili farmakoloskim putem dovelo je do =zastoja celijkog ciklusa 1 apoptoze
(Bandyopadhyay i sar., 2006). U ovom istrazivanju pokazano je da nakon tretiranja
¢elija glioma indometacinom, aktivaciju AMPK prati inhibitorna fosforilacija njegovog
supstrata ACC. Navedeno sugeriSe da bi inhibitorna fosforilacija ACC pokazana u ovoj
disertaciji i posledi¢na inhibicija sinteze masnih kiselina mogle da budu jo$ jedan

moguci mehanizam antitumorske aktivnosti indometacina.

Smanjenje fosforilacije mTORC1 i nishodnih molekula S6K i PRAS40 je
vremenski sledilo aktivaciju AMPK, Sto ukazuje da je efekat na proliferaciju bar
delimi¢no posledica inhibicije mTOR. Dokaz u prilog ovoj tvrdnji je rezultat koji
pokazuje da mTORC1 aktivator leucin (Han i sar., 2012) smanjuje stepen
inodmetacinom-indukovane mTORCL1 supresije i povecava c¢elijki vijabilitet. Sli¢no
navedenom efektu u ovom istrazivanju, pokazano je da indometacin i nimesulid u
¢elijama kolorektalnog karcinoma mogu smanjuju rast tumora i indukuju apoptozu
inhibicijom mTOR (Zhang i sar., 2011a). AMPK je negativni regulator mTOR, a uloga
mTOR u ¢elijskoj homeostazi mozga ima posebnu vaznost. Prema podacima The
Cancer Genome Atlas Network u kojem su opisane karakteristike gena eksprimiranih u
¢elijama glioblastoma 1 stepen aktvacije signalinih puteva, povecana aktivacija
PIBK/mTOR signalnog puta je prisutna u 90% uzoraka ¢elija glioblastoma. Rapamycin 1
njegovi analozi temsirolimus, everolimus i deforolimus su mTOR inhibitori koji su
pokazali izvestan stepen antiproliferativne i antitumorske aktivnosti pri pojedinac¢noj
upotrebi in vitro (Yuan i sar., 2009). Medutim, dometi dosadasnjih klini¢kih studija na
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obolelima od globlastoma u terapijskom smislu su veoma skromni, pored ograni¢enih
radiolodkih promena u smislu smanjenja zapremine tumora, ove supstance nisu uticale
na duzinu zivotnog veka leCenih (Geoerger i sar., 2012; Wang i sar., 2015). Bez
povoljnog rezultata na prezivljavanje su bile i studije u kojima su inhibitori mTOR
koris¢eni kao augmentacija uz standardnu terpiju (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT00613132, NCT01019434). Nekoliko je objasnjenja za ovakav ishod. mTOR ulazi
u sastav dva razlicita kompleksa, mMTORC1 i mTORC?2, Sto je detaljnije objaSnjeno u
uvodu. mTORC1 kompleks fosforilise nishodne molecule S6K na Thr389 i EIFAE na
Ser209 i senzitivan je na dejstvo rapamicina. lako se ranije verovalo da je mTORC2
rezistentan na rapamicin, nedavni radovi pokazali su da dugotrajni tretman rapamicinom
u nekim ¢elijskim linijama inhibira aktivnost ovog kompleksa (Schreiber i sar., 2015).
Osim toga, pokazano je da aktivacija mTORC1 moze preko S6K da suprimira aktivnost
MTORC2 (Sparks i sar., 2010). Sa druge strane, mMTORC2 kompleks fosforilise Akt na
S473 i tako ga aktivira (Copp i sar., 2009), a Akt direktno ili posredno aktivira
MTORC1, $to je stimulus za proliferaciju, ¢elijsku migraciju i glikolizu (Chiang i sar.,
2007). Zbog ove pozitivne povratne sprege, isiptivani su ATP-kompetitivni inhibitori
oba mTOR kompleksa, pri ¢emu inhibicija mTORC2 dovodi do izostanka aktivacije
Akt i mTORC1 (Feldman i sar., 2009; Thoreen i sar., 2009). Ovi molekuli su pre
uoCenog efekta na mTOR koriSéeni kao inhibitori PI3K, a kako je njihov efekat
usmeren na viSe signalnih tacaka uoc€eno je da imaju izrazeniji antiproliferativni efekat
od rapamicina, ali i znacajne neZeljene efekte, Sto je bio razlog prekida klini¢kog
ispitivanja u prvoj fazi (Wise-Draper i sar., 2017). U klinickim studijama trenutno se
ispituje dvostruka mTORC1 inhibicija, odnosno kombinovana modulacija usmerena na
nekoliko signalnih puteva ukljucenih u prezivljavanje ¢elije, ukljucujuci i AMPK-Akt-

mTOR signalni put (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01353625, NCT03243851).

PI3K/Akt signalni put je u celijama glioblastoma aberantno aktiviran kao
posledica mutacija u tumor-supresorskom genu za PTEN (Sansal i sar., 2004) i zato je
potencijalna meta za terapiju ovog oboljenja. U ovom istraZivanju je pokazano da
indometacin aktivira Akt nakon 4 i 8 h, dok je nakon 16 h doSlo do smanjenja njegove
aktivnosti. Za razliku od promenljive kinetike aktivnosti Akt pokazane u ovoj studiji na

U251 ¢elijama, indometacin je u dva istrazivanja kontinuirano smanjivao fosforilaciju
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Akt u H4 i U87, odnosno C6 i U138-MG gliomskim ¢elijama (Bernardi i sar., 2013;
Chang i sar., 2018). Serin/treonin kinaza Akt se fosforiliSe na Ser475 pod dejstvom
mTORC2. Imajué¢i u vidu da mTORCI1 u odredenim okolnostima inhibira mTORC2
(Sparks i sar., 2010), moglo bi se pretpostaviti da je indometacin preko inhibicije
MTORC1 doveo do reaktivacije mTORC2 i sledstvene stimulacije Akt. Porast
fosforilacije Akt u prisustvu rapamicina takode se podudara sa ranije pokazanim
rezultatima u kojima je inhibicija mTOR dovela do kompenzatorne aktivacije Akt zbog
gubitka povratne sprege (Sparks i sar., 2010). Akt aktivira mTORC1 preko fosforilacije
PRAS40 na Thr246 i/ili preko negativne regulacije TSC koji inhibira mTOR stimulator
RHEB (Huang i sar., 2009; Sancak i sar., 2007). Nasi rezultati pokazali su da je
aktivacija Akt u cCetvrtom i osmom satu nakon tretmana pracena delimi¢nom
reaktivacijom mTORC1 u Sesnaestom satu. Medutim, stimulatorno dejstvo Akt nije
uspelo da nadjaca inhibitorni efekat AMPK, tako da je nivo fosforilisane forme mTOR i
dalje bio niZi nego u kontroli. Takode, fosforilacija Akt i PRAS40 (Thr24) se smanjuje
u Sesnaestom satu inkubacije indometacinom, Sto sugeriSe da kasno smanjenje

aktivnosti Akt moze doprineti odrzavanju inhibicije mTORCL.

Lekovi iz grupe NSAIL mogu da indukuju autofagiju aktivacijom AMPK u
tumorskim c¢elijama. Grupa Dina 1 saradnika je pokazala da AMPK aktivacija
acetisalicilnom kiselinom suprimira mTOR u ¢elijama kolorektalnog karcinoma, $to bi
mogao da bude osnovni mehanizam antitumorskog dejstva ovog leka (Din i sar., 2012).
U istom istrazivanju mTOR inhibicija acetilsalicilnom kiselinom indukovala je
autofagiju u ¢elijama kolorektalnog karcinoma. Autofagija je takode bila indukovana u
¢elijama kolorektalnog karcinoma tretiranim NSAIL celekoksibom 1 sulindak sulfidom
(Bauvy i sar., 2001; Huang i sar., 2010), dok je za celekoksib pokazano i da indukuje
autofagiju u ¢elijama glioma (Kang i sar., 2009). Medutim, indometacinom indukovana
MTORC1 supresija i citotoksi¢nost prema ovom istrazivanju nisu bili povezani sa
aktiviranjem procesa autofagije. Ovo smo nedvosmisleno pokazali merenjem razlicitih
markera autofagije: intracelularne acidifikacije, ekspresije beklina-1 i konverzije LC3.
Kako izostanak povecanja LC3 II moze biti i posledica njegove povecane razgradnje u
autofagolizozomima, ispitavano je i Sta se deSava sa njegovom koncentracijom kada se

autofagolizozomalna razgradnja inhibira. Potvrdeno je da ne dolazi do povecanja
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autofagnog fluksa u prisustvu blokatora protonske pumpe na membrani lizozomoma
bafilomicina Al, kao i u prisustvu hlorokina i amonijum hlorida koji protonacijom
smanjuju kiselost lizozoma. U skladu sa tim, inhibicija autofagije nije uticala na
vijabilitet celija glioma tretiranih indometacinom. Izostanak znaCajnog uticaja na
¢elijski vijabilitet indometacinom tretiranih ¢elija ponovio se 1 nakon genske inhibicije
AMPK. S druge strane, prethodno je pokazano da indometacin smanjuje autofagni fluks
u ¢elijama karcinoma Zeluca remeteci funkciju lizozoma nezavisno od aktivnosti mTOR
(Vallecillo-Hernandez i sar., 2018). Ova nepodudarnost rezultata u ovoj i pomenutoj
studiji mogla bi se objasniti Celijskom specificnoséu i razli¢itim eksperimentalnim

uslovima.

Posto je nedvosmisleno utvrdena klju¢na uloga AMPK u antigliomskom
delovanju indometacina, u nastavku je istrazivano koji su to mehanizmi odgovorni za
njenu aktivaciju. lako je prethodno pokazano da drugi COX inhibitori kao Sto su aspirin,
diklofenak i ibuprofen stimuliSu AMPK (King i sar., 2015), ¢injenica da diklofenak,
ketoprofen, naproksen u ovoj studiji nisu aktivirali AMPK indirektno sugeriSe da
mehanizam njene aktivacije nije zavisan od inhibicije COX. Takode, u literaturi su
objavljeni i drugi COX nezavisni efekti indometacina kao Sto su: inhibicija proliferacije
indukovane epidermalnim faktorom rasta, mTOR inhibicija u ¢elijama kolorektalnog
karcinoma, indukcija apoptoze u ¢elijama ne-sitnocelijskog karcinoma plu¢a (Kokoska i

sar., 1999; Sanchez-Alcézar i sar., 2003; Zhang i sar., 2011b).

Kalcijim-kalmodulin zavisna kinaza (CaMKKJ) je poznati AMPK aktivator ¢ija
aktivnost zavisi od intracelularnog nivoa jona kalcijuma (Green i sar., 2011). U
istrazivanju Kinga i saradnika, inhibitor CaMKKJ nije imao uticaj na aktivaciju AMPK
indukovanu aspirinom, diklofenakom i ibuprofenom, Sto sugeriSe da je aktivacija
AMPK ovim NSAIL bila nezavisna od signalnog puta Ca®*/CaMKKB/AMPK (King i
sar., 2015). Sa druge strane, nedvosmisleno je pokazano da neki NSAIL, kao Sto je
flufenamicka kiselina, poveéavaju koncentraciju intracelularnog Ca®" i aktiviraju
CaMKKZp, koja zatim fosforilise AMPK (Chi i sar., 2011). Zbog svega navedenog
ispitivali smo da li povecanje aktivnosti AMPK indukovano indometacinom zavisi od

nivoa intraéelijskog Ca®* i aktivacije CaMKKp. Nemoguénost Ca®* helatora BAPTA-
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AM da uti¢e na fosforilaciju AMPK ukazala je da Ca?* i CaMKK} nisu bili uklju¢eni u

aktivaciju AMPK indometacinom.

Porast AMP/ATP odnosa je jedan od glavnih signala za aktivaciju AMPK. U
uslovima povoljnog energetskog statusa, ATP onemogucava vezivanje AMP za AMPK
I njegovu aktivaciju (Hardie i sar., 2014). Medutim, u prethodno objavljenim
publikacijama je pokazano da indometacin inhibira oksidativnu fosforilaciju i stimulie
ATP hidrolizu, Sto dovodi do energetske deplecije u gliomskim i drugim maligno
transformisanim i netransformisanim ¢elijama (Bernardi i sar., 2007; Cooney i sar.,
1979; Jacob i sar., 2001). Takode, u ovom istrazivanju je pokazano da indometacin
indukuje smanjenje nivoa ATP i porast AMP. lako nije nedvosmisleno dokazano,
pretpostavljamo da bi porast odnosa AMP/ATP mogao biti glavni  mehanizam

aktivacije AMPK u ¢elijama tretiranim indometacinom.

Istrazivanja kulture primarnih tumorskih ¢elija omoguéila su niz fundamentalnih
saznanja iz oblasti biologije tumora. Podaci dobijeni istrazivanjima na komercijalnim
tumorskim celijskim linijjama, ukljucujuéi i glioblastom, ukazuju da ove ¢elije ne
odraZzavaju u potpunosti genotipske i fenotipske karakteristike primarnih tumora. Sa
druge strane, primarne kulture ¢elija izolovanih iz humanog tumorskog tkiva vernije
predstavljaju heterogenu celijsku organizaciju unutar tumora, koja je posledica
razli¢itog stepena diferencijacije ¢elija (Singh i sar., 2003). Stoga, primarne kulture se
smatraju verodostojnijim modelom za istrazivanje mehanizama kancerogeneze, Celijske
organizacije, invazivnosti i terapijske rezistencije (Seidel i sar., 2014). Deo
eksperimenata u ovom istrazivanju bio je uraden upravo na primarnim kulturama ¢elija
glioblastoma, koje su takode bile osetljive na citotoksi¢no dejstvo indometacina. Vazno
je ista¢i da je imunoblot analiza pokazala sli¢an obrazac aktivacije signalnog puta
AMPK/mTORCI u poredenju sa rezultatima u kulturi U251. Indometacin je aktivirao
AMPK i molekule koje ona fosforiliSe, Raptor i ACC, i smanjio aktivhost mTOR i S6K
u primarnim ¢elijama glioblastoma. Sli¢no rezultatima na ¢elijama U251, u primarnim
glioblastomskim ¢elijama tretiranim indometacinom doslo je do povecanja fosforilacije
Akt, Sto sugeriSe da inhibicija mMTORC1 u prvih osam sati nije zavisila od Akt. Dakle,

analogno rezultatima na U251 ¢elijama, aktivacija AMPK i sledstvena inhibicija mTOR
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mogle bi da budu mehanizam citotoksi¢nog delovanja indometacina na primarne celije

glioblastoma.

Prvi podaci o antitumorskom dejstvu hemioterapeutika koji se danas koriste u
terapiji glioma, kao Sto je temozolomid, poti¢u od in vitro eksperimenata na celijskim
linijjama glioma (Wedge i sar., 1997). Pre klinickog istrazivanja, novi terapijski pristup
mora da bude ispitan u relevantnom predklinickom modelu. Ispitivanje i dokazivanje
novih farmakoloSkih efekata i mehanizama dejstava postojecih, ponekad starih i
zaboravljenih lekova podstaknuto je zapazanjima nakon godina klinicke upotrebe. Sa
druge strane, tehnoloski napredak i nove molekularne tehnike omogucile su uvid u
sasvim nova saznanja 0 mehanizmima delovanja, ali i novim moguc¢nostima njihove
primene i nacina isporuke u odredeno tkivo. Posebno su znacajni rezultati za lekove koji
se u klini¢koj praksi najcesce i dugo koriste, medu kojima su i NSAIL. Indometacin je
lek koji ima jedinstvene farmakoloSke i terapijske karakterisitke dejstva na centralni
nervni sistem koje ga izdvajaju od drugih NSAIL. Svoje bioloske efekte ostvaruje
aktivacijom brojnih mehanizama koji su samo delimi¢no poznati. Multipli mehanizmi
koje smo dokazali u ovom istraZivanju pokazuju da indometacin svoje citotoksi¢ne
efekte na celije glioma ostvaruje ranom promenom energetskog statusa u celiji,
aktivacijom intracelularnog energetskog senzora AMPK i nishodnih molekula ACC i
Raptor. Takode, u ranoj fazi indometacin je inhibirao aktivnost mTORC1 i molekula
¢iju aktivnost mTORCL1 reguliSe, S6K i PRAS40 (Thr183). Inhibicija mTORC1 nije
bila sprecena aktivacijom kinaze Akt i njenog supstrata PRAS40 (Thr246), ali se
verovatno dodatno odrzavala kasnom inhibicijom ovog enzima. Ovakav odnos
aktivacije i medusobnog uticaja signalnih molekula doveo je do citotoksi¢nih efekata na
¢elija glioma povecanjem ekspresije tumor-suresorskog proteina p21, blokom ¢elijskog

cikusa i aktivacijom programirane apoptotske ¢elijske smrti (Slika 20).
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Shema 3. Hipoteticki model citotoksiénog dejstva indometacina.

Dalja istrazivanja citotoksi¢nih efekata indometacina na celije glioma treba
upotpuniti translacionim modelima in vivo. Naime, citotoksi¢na koncentracija leka
koris¢ena u ovom i drugim istrazivanjima bila je znacajno veca od maksimalno
dostignute bezbedne doze u krvi (Helleberg i sar., 1981). Savremenim tehnoloskim i
eksperimentalnim dostignu¢ima u polju nanomedicine moguce je koristiti lipidne
nanocestice sa indometacinom u unutrasnjosti, sto omoguc¢ava postizanje vecih lokalnih
koncentracija leka u ciljnom tkivo (Bernardi i sar., 2013, Bernardi i sar., 2008) i dovodi
do smanjenja rasta tumora u nekim animalnim modelima (Bernardi i sar., 2009;
Rodrigues i sar., 2016). Moguci pravci antitumorske primene indometacina ukljucuju
aditivno 1li sinergisticko delovanje sa konvencionalnim modalitetima lecenja
temozolomidom i radijacionom terapijom. Takode, kombinovana modulacija razli¢itih
signalnih puteva koji regulisu celijsku proliferaciju ili indukuju ¢éelijsku smrt intenzivno
se ispituje u cilju prevazilazenja terapijske rezistencije (Choi i sar., 2014). Uticaj na vise
razli¢itih molekula koji regulisu aktivnost mMTORC1 je jedna od mogucih strategija u
pokuSaju da se terapijski deluje na visoko rezistentne tumore. Kako inhibitori mTORC1
mogu povratnom spregom da indukuju aktivaciju PI3K/Akt signalnog puta, lekovi koji
istovremeno inhibiraju PI3K, Akt i mTOR mogli da budu od posebnog znacaja

63



(Luchman i sar., 2014). Imaju¢i u vidu da je aktivacija AMPK i inhibicija mTOR
koincidirala sa aktivacijom anti-apoptotske Akt kinaze, bilo bi opravdano ispitati da li
neki od Akt inhibitora moze da pospesi antigliomsko delovanje indometacina. Dakle,
indometacin, samostalno lokalno apliciran u vecoj dozi ili u kombinaciji sa drugim
lekovima mogao bi biti dobar kandidat za dalja ispitivanja u terapiji glioma visokog

gradusa.

64



6. ZAKLJUCCI

Na osnovu postavljenih ciljeva i rezultata ovoga istrazivanja mogu se izvesti

slede¢i zakljucci:

1.

Indometacin intenzivnije od ostalih ispitivanih NSAIL (diklofena, naproksena i

ketoprofena) smanjuje vijabilitet U251¢elija humane ¢elijske linije glioma.

Indometacin smanjuje vijabilitet primarnih tumorskih celija izolovanih iz

uzoraka tumorskog tkiva pacijenata obolelih od glioblastoma.

U U251 celijama glioma indometacin indukuje povecanje ekspresije tumor-
supresorskog proteina p21, blok ¢elijskog cikusa i aktivaciju apoptotske Celijske
smrti povezane sa oksidativnim stresom, depolarizacijom mitohondrija i

aktivacijom kaspaza.

Indometacin jedini od ispitivanih NSAIL (diklofenak, naproksen, ketoprofen)
aktivira AMPK i inhibira mTORC1 u U251 ¢elijama glioma.

Indometacin aktivira AMPK i inhibira mTORC1 u primarnim ¢elijama
glioblastoma.
Citotoksi¢ni efekti indometacina u ¢elijama glioma su posredovani modulacijom

AMPK/mTORCLI signalnog puta.
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