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Molekulski mehanizmi delovanja antitumorskog agensa iz grupe sintetskih tubulizina,
tubugi 1, na odabranim model sistemima melanoma

Sazetak

Tubulizini su sekundarni metaboliti miksobakterija koji svoju antitumorsku aktivnost ostvaruju
narusavanjem organizacije deobnog vretena. U ovoj studiji ispitivan je antitumorski potencijal
sintetskog analoga tubulizina, tubugi 1, in vitro i in vivo na modelu misjeg i humanog melanoma.
Tubugi 1 je pokazao selektivnost prema malignom fenotipu. U mis§jim B16 ¢elijama, tubugi 1 je
indukovao atipi¢nu apoptozu bez eksternalizacije fosfatidilserina (PS), §to je pripisano o¢uvanosti
lipida membrane u uslovima intenzivnog oksidativnog stresa. lako PS ima klju¢nu ulogu u uklanjaju
apoptotskih ¢elija, ovo se nije odrazilo na fagocitnu aktivnost makrofaga in vitro. Delotvornost
eksperimentalnog agensa potvrdjena je in vivo. Smanjeni volumen tumora je, pored direktnog
uticaja na maligne c¢elije, rezultat i indukcije citotoksi¢nog fenotipa, kao i ocuvane fagocitne
sposobnosti makrofaga. Sa druge strane, kod A-375 ¢elija tubugi 1 je indukovao mitotsku
katastrofu, morfoloski manifestovanu mikronukleacijama, a biohemijski — aktivacijom kaspaze 2 i
nukleusnog faktora kB (NF-kB). Opisani fenomen bio je pracen intenziviranom, ali prolaznom
autofagijom citoprotektivnog karaktera. Sa jenjavanjem autofagnog procesa, jacala je apoptoza
pracena porastom proapoptotskog indeksa i aktivnosti kaspaze 3. Svi opisani dogadaji u potpunosti
su korelirali sa dinami¢nim promenama u signalnim putevima ukljuc¢enim u ¢elijsku deobu i smrt —
mitogenom-aktivirane protein kinaze (MAPK) i fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI3K/Akt). U celini,
rezultati ove doktorske disertacije ukazaju na znacajan antitumorski potencijal sintetskog derivata
prirodnih tubulizina, tubugi 1, pokazan na modelu misjeg i humanog melanoma.

Klju¢ne reci: melanom, tubulizin, apoptoza, mitotska katastrofa, autofagija, fosfatidilserin,
polarizacija makrofaga

Nauc¢na oblast: Biologija tumora
UZa naucna oblast: Eksperimentalna onkologija
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Molecular mechanisms of the action of antitumor agent from the synthetic tubulysins’ group,
tubugi 1, on selected melanoma model systems

Abstract

Tubulysins are secondary metabolites of myxobacteria that exert their antitumor activity by
disrupting the organization of the mitotic spindle. In this study, the antitumor potential of synthetic
analog of tubulysins, tubugi 1, was tested in mouse and human melanoma model in vitro and
in vivo. Tubugi 1 showed selectivity for the malignant phenotype. In murine B16 cells, tubugi 1
induced atypical apoptosis without phosphatidylserine (PS) externalization, which was attributed to
membrane lipid preservation under conditions of intense oxidative stress. Although PS plays a key
role in apoptotic cell removal, this did not affect macrophage phagocytic activity in vitro. The
efficacy of the experimental agent was confirmed in vivo. In addition to its direct effect on
malignant cells, reduced tumor volume is ascribed to established cytotoxic phenotype, as well as the
preserved phagocytic ability of macrophages. On the other hand, in A-375 cells, tubugi 1 induced a
mitotic catastrophe, manifested morphologically by micronuclei formation, and biochemically by
activation of caspase 2 and the nuclear factor kB (NF-kB). The described phenomenon was
accompanied by intense, but transient autophagy showing cytoprotective features. With the
depletion of the autophagic process, apoptosis increased, followed by an increase in proapoptotic
index and caspase 3 activity. All of the events described correlated completely with the dynamic
changes in signaling pathways involved in cell division and death — mitogen-activated protein
kinase (MAPK) and phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K/Akt). Finally, the results of this doctoral
dissertation pointed to the important antitumor potential of the synthetic derivative of natural
tubulysins, tubugi 1, in the mouse and human melanoma model.

Key words: melanoma, tubulysin, apoptosis, mitotic catastrophe, autophagy, phosphatidylserine,
macrophage polarization
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1. Uvod






Ogroman antropogeni uticaj na biosferu i oste¢enje ozonskog omotaca doveli su do toga da sunc¢evo
zragenje sve viSe ugrozava zivot na Zemlji. Negativan efekat ultraljubicastih (UV) zraka na nasledni
materijal ogleda se u direktnom formiranju timidinskih foto-dimera u molekulu DNK, ali i u
produkciji slobodnih radikala na koje su komponente DNK posebno osetljive [1]. Pored toga §to
predstavlja glavni pigment koji determiniSe obojenost koze, dlake i o¢iju u Zivotinjskom svetu,
melanin je prva linija odbrane koze od stetnih efekata UV zracenja, spre¢avajuci na taj nacin pojavu
brojnih  mutacija u genomu epidermalnih ¢elija koze [2]. Visoko specijalizovane celije
predominantno odgovorne za sintezu melanina su melanociti.

1.1. Melanociti

Melanociti poticu od prekursora poreklom od ¢elija nervne kreste. Tokom fetalnog i postnatalnog
perioda, razlikujemo sledece faze u nastanku melanocita: diferencijaciju melanocitne loze od celija
nervne kreste, migraciju i proliferaciju melanoblasta, diferencijaciju melanoblasta u melanocite,
sazrevanje melanocita u pravcu sticanja dendritiéne morfologije i produkcije melanina i transport
zrelih melanozoma iz melanocita u keratinocite [3]. Kod ljudi melanociti se uglavhom nalaze u
epidermisu koze, folikulima dlake i zenici oka. Takode, mogu biti prisutni i u unutra§njem uhu,
nervnom sistemu i srcu [4,5]. Prisustvo melanocita u drugim tkivima u ljudskom organizmu ukazuje
na niz drugih funkcija ovih éelija, koje nisu vezane iskljuc¢ivo za produkciju melanina i proces
pigmentacije [6].

U epidermisu koze, melanociti se nalaze u bazalnom sloju gde nalezu na bazalnu laminu. Cine 1—
2% ukupne populacije ¢elija u epidermisu [7].

1.1.1. Regulacija funkcije melanocita

Odrzanje homeostaze koze i regulacija produkcije melanina na nivou epidermisa pociva na
medusobnoj komunikaciji melanocita, keratinocita i dermalnih fibroblasta. Keratinociti imaju
dominantnu ulogu u kontroli osnovnih bioloskih procesa melanocita poput proliferacije, produkcije
melanina i formiranja dendriticnih nastavaka [3]. lIzlaganje UV zraCenju in vitro stimuliSe
keratinocite u njihovoj produkciji odredenih parakrinih faktora koji mogu stimulisati ili inhibirati
proces melanogeneze u melanocitima [8,9]. Dermalni fibroblasti takode mogu biti regulatori rasta
melanocita i melanogeneze, kao i diferencijacije samog melanocita [10]. Melanokortinski receptor 1
(engl. Melanocortin 1 Receptor, MC1R) je klju¢ni protein na membrani melanocita koji je uklju¢en
u regulaciju sinteze melanina i odgovor koze na UV zrafenje. Aktivacijom MCI1R od strane
a-stimuliSu¢eg hormona melanocita (engl. a-Melanocyte Stimulating Hormone, a-MSH) biva
pokrenuta sinteza melanina. Pored toga $§to reaguje na promene u epidermalnoj mikrosredini,
melanocit je i aktivni regulator procesa u kozi, posto produkuje i oslobada brojne signalne molekule
koji povratno deluju na keratinocite, ali i na ¢elije imunskog sistema koze [11]. Medu molekulima
koje sekretuje stimulisani melanocit mogu se na¢i proinflamatorni citokini, hemokini, TGF-p
(engl. Transforming Growth Factor-5), kateholamini, eikozanoidi, serotonin, o-MSH i
azot-monoksid (engl. Nitric Oxide, NO). Oni pored parakrinog nacina delovanja, mogu delovati i
autokrino [11]. Regulacija procesa melanogeneze odvija se i putem melanokortina koji su bazalno
produkovani od strane hipofize.



1.1.2. Melanin i melanozomi

Postoje dve velike grupe melanina u kozi: eumelanin — braon i crni pigment i feomelanin —
zuto-crveni pigment [2]. Prekursor sinteze melanina je L-tirozin, a tirozinaza je klju¢ni enzim
procesa melanogeneze [12]. U kozi ljudi prisutne su sve forme melanina i zastupljenost eumelanina
prema ukupnom melaninu determiniSe boju koze [13]. Feomelanin ne predstavlja faktor znacajan za
pigmentaciju koze. Sa aspekta fotoprotekcije, eumelanin je bolji ¢uvar genoma celije — Sporije se
degraduje u poredenju sa feomelaninom 1 ima sposobnost neutralizacije reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta [14].

U epidermalnim i okularnim melanocitima, kao i pigmentnim epitelnim ¢elijama mreznjace, zenici i
cilijarnom telu oka, melanini se sintetiSu unutar specificnih membranskih organela — melanozoma
[15,16]. Biogeneza i sazrevanje melanozoma u melanocitima i c¢elijama pigmentnog epitela
mreznjace odvija se kroz Cetiri morfoloski razli¢ita stadijuma [15]. Melanozomi na stadijumu | su
malih dimenzija nalik endozomima. Na stadijumu Il, proteinska vlakna matriksa se organizuju i
formiraju karakteristi¢ne vlaknaste strukture kada melanozom zadobija izduzen oblik. Prisustvo
tirozinaze i drugih proteina esencijalnih za sintezu melanina odlikuje ovaj stadijum, iako proces
melanogeneze per se nije prisutan. Na stadijumu Ill, po¢inje produkcija melanina i deponovanje
istog na vlaknima $to vodi zadebljanju i tamnjenju melanozoma. Melanozom na IV stadijumu je u
potpunosti ispunjen melaninom i liSen aktivnosti enzima.

Transport melanozoma iz melanocita u populaciju keratinocita i gornje slojeve epidermisa
preduslov je za ostvarenje fotoprotektivne funkcije melanina. U kontekstu funkcionalne povezanosti
melanocita i keratinocita neophodno je definisati dermalno-melaninsku jedinicu koja predstavlja
vezu jednog dendriti¢énog melanocita sa otprilike 30—40 epidermalnih keratinocita [17] (Slika 1). U
citoplazmi keratinocita granule pigmenta formiraju supranukleusne melaninske kape [16] koje Stite
molekul DNK od UV zracenja.

Keratinocit

Melanin

Melanozom
Melanocit —;
Jedro —

Slika 1. Dermalno-melaninska jedinica. Slika preuzeta i modifikovana iz Gupta i saradnici, 2013 [18]



1.2. Melanom

1.2.1. Epidemiologija melanoma

Maligna transformacija melanocita vodi nastanku melanoma — najopasnije forme kancera koze.
Danas, melanom predstavlja neoplaziju ¢ija uCestalost Sirom sveta raste zabrinjavaju¢om stopom i
mnogo brze u odnosu na druge tipove maligniteta [19,20]. U Sjedinjenim Americkim Drzavama
sedamdesetih godina proslog veka melanom je bio zastupljen sa 6 slu¢ajeva na 100 000 stanovnika,
a pocetkom 2000. godine ta brojnost je porasla na 18 slucajeva na 100 000 stanovnika. U istom
periodu, u Evropi, incidenca melanoma je porasla sa 4 na 10-15 slucajeva na 100 000 stanovnika
[21]. Pored melanoma, postoje jo§s dve velike grupe malignih tumora koze koji se zajedno
oznacavaju kao nemelanomski: bazocelularni i skvamocelularni karcinom. Medu njima, melanom je
najagresivnija forma kancera koze. lako ¢ini manje od 5% koznih maligniteta, uzro¢nik je ¢ak 50%
smrtnosti od kancera koze [22,23].

1.2.2. Etiologija melanoma

UV zraCenje je najznacajniji faktor rizika za nastanak melanoma [24]. Pokazano je da je u 60-70%
sluc¢ajeva maligni melanom izazvan UV zra¢enjem [25]. Na Zemljinu povrsinu dolazi 95% UV-A
(320-340 nm) i 5% UV-B (290-320 nm) zracenja, a UV-C u potpunosti biva apsorbovan od strane
ozonskog omotaca. UV-A prodire u dublje slojeve koze u poredenju sa UV-B, pa tako oko 50%
UV-A i svega 9-15% UV-B zraka stize do melanocita [26]. UV-B direktno ostecuje molekul DNK,
produkuje lezije u formi ciklobutanskih pirimidinskih dimera i pirimidinskih 6,4-pirimidonskih
fotoprodukata [27]. Genotoksi¢ni efekat UV-A je slabiji u poredenju sa UV-B, ali sa druge strane
indukuje snazan oksidativni stres na taj nacin indirektno oste¢uju¢i DNK molekul [1].

Pored UV zracenja, etni¢ka pripadnost 1 geografska pozicija vazni su ¢inioci koje je neophodno
definisati u etiologiji melanoma. Incidenca melanoma znacajno varira medu razli¢itim etnickim
grupama [28]. S obzirom na fotoprotektivne osobine eumelanina i feomelanina, rizik od razvijanja
raka koze je 30-40 puta veci kod populacija sa svetlijom pigmentacijom u poredenju sa
populacijama koje imaju tamniju boju koze [29]. Melanom ima izuzetno nisku incidencu kod
populacija crne boje koze u Africi, dok kod kavkaskih populacija Sirom sveta njegova ucestalost
nesrazmerno raste [23]. Kod osoba sa tamnijom pigmentacijom, melanin na nivou epidermisa
apsorbuje oko 50% vise UV-B zragenja u poredenju sa osobama koje imaju svetliju kozu [30].
Geografska pozicija znacajno uti¢e na incidencu melanoma unutar jedne etnicke grupe [31].
Ucestalost i stopa mortaliteta od melanoma menja se sa nadmorskom visinom i geografskom
Sirinom, sa trendom porasta incidence u geografskim oblastima blizim ekvatoru 1 na vecoj
nadmorskoj visini [31,32]. Takode, atmosferska apsorpcija, obla¢nost i godiSnje doba parametri su
koji definisu intenzitet UV zracenja.

Za razliku od ostalih tipova solidnih tumora koji se javljaju prvenstveno kod starijih osoba,
smrti povezanih sa kancerom u starosnom dobu od 20. do 35. godine zivota [33]. Ucestalost
melanoma je razliita kod osoba muskog i1 Zenskog pola, pri ¢emu su muskarci podlozniji
oboljevanju. Prisustvo androgenih hormona delimi¢no moze opravdati ve¢u prevalencu melanoma
kod osoba muskog pola [34]. Nevusi kao potencijalne prekursorske lezije, njihov ukupan broj na
kozi, veli¢ina i tip, predstavljaju faktor rizika za oboljevanje od melanoma [35,36], buduéi da 25%
slucajeva melanoma vodi poreklo od postoje¢ih nevusa [37]. Nasledni faktori objasnjavaju 7-15%
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svih slu¢ajeva melanoma [38]. Nasledne forme melanoma prepoznaju se usled ranije pojave bolesti,
odnosno mlade starosne dobi kada se razvija bolest, kao i prisustva mnogobrojnih primarnih lezija.
Rizik oboljevanja od melanoma vec¢i je 2,2 puta ukoliko je u familiji prisutan najmanje jedan
oboleli.

1.2.3. Terapija melanoma

Kod obolelih od melanoma u ranoj fazi bolesti, hirurSka ekscizija dovodi do izleCenja u
90% slucajeva [39]. Medutim, melanom je jedan od maligniteta sa najveéim potencijalom za
diseminaciju malignih klonova [40] i u tom slucaju hirurski zahvat viSe nije efikasan. Uprkos
hemorezistentnoj prirodi melanoma, citotoksi¢na hemoterapija je dugi niz godina predstavljala
okosnicu sistemske terapije uznapredovalog melanoma, sa dakarbazinom kao zlatnim standardom u
lecenju obolelih [41]. lako je ostao jedini zvani¢no odobren hemoterapeutik za terapiju melanoma
uznapredovalog stupnja [41], primena dakarbazina danas ima isklju¢ivo palijativan karakter. Tokom
poslednje decenije, ciljana i imunoterapija znacajno su promenile dosadasnje tokove lecenja
obolelih od agresivne forme melanoma. Medijana prezivljavanja sa 9 meseci nakon palijativne
hemoterapije [42] porasla je na 20-30 meseci primenom novih, pomenutih vidova terapije [43].
Primena BRAF (engl. B-type Raf kinase) i MEK (engl. mitogen-activated protein kinase
(MAPK)/extracellular signal-regulated kinase (ERK) kinase) kinaznih inhibitora, pojedina¢no ili u
njihovoj kombinaciji, kao i anti-CTLA-4 (engl. Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Antigen-4) i
anti-PD-1 (engl. Programmed Death 1) antitela dala je obecavajuée rezultate u klinickim
ispitivanjima kod obolelih od melanoma u terminalnoj fazi bolesti [44-50]. lako znacajan napredak
na polju razumevanja biologije i genetike melanoma jeste poplo¢ao put delotvornim pristupima u
terapiji ovog maligniteta, melanom i dalje ostaje udruzen sa visokom stopom smrtnosti, posebno
kada se radi o metastatskim malignitetima, ukazajué¢i na urgentnu potrebu za inovativnim
terapijskim modalitetima. U paleti novootkrivenih molekula, mahom prirodnog porekla, veliki
znacaj se pridaje onima koji remete strukturu i funkciju mikrotubula.

1.3. Mikrotubule

Mikrotubule imaju esencijalnu ulogu u mitozi, jer izgraduju deobno vreteno i ucestvuju u
segregaciji hromozoma. Takode, mikrotubule odrzavaju morfologiju i pokretljivost celije i
posreduju u unutaréelijskom transportu [51]. Mikrotubule su cilindri¢ni polimeri tubulina [52].
Osnovna strukturna jedinica mikrotubula, poznata pod nazivom tubulinska subjedinica, je
heterodimer sacinjen od a- i B-tubulina [52]. Kod ljudi postoji osam izoformi a-tubulina, kao i
sedam izoformi B-tubulina i tkivno su specificne [53]. Mikrotubule imaju izgled Supljeg cilindra
dijametra 25 nm ¢iji zid, kod ljudi i drugih sisara, gradi 13 linearnih protofilamenata [54] (Slika 2).
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Slika 2. Struktura mikrotubula. Slika preuzeta i modifikovana iz Wiese i Zheng, 2006 [55]

Mikrotubule su polarne strukture; svi njihovi protofilamenti imaju istu orijentaciju — na jednom
zavrsetku mikrotubule nalazi se prsten od a-tubulina i taj kraj se oznacava kao negativan kraj, a na
suprotnom zavrSetku nalazi se prsten od B-tubulina oznacen kao pozitivan kraj. Negativni Kkraj
mikrotubule najées¢e je ukotvljen u centrozom predstavljen parom centriola, koji se jo§ naziva
centar organizacije mikrotubula (engl. Microtubule Organzation Center, MTOC), s obzirom na
glavnu funkciju ove organele u formiranju jezgra buduéeg tubulinskog polimera. U delu
centrozoma, pod imenom pericentriolarni matriks, prisutni su prekursori mikrotubula (monomeri i
dimeri tubulina), pericentrin i posebne strukture prstenastog oblika koje sluze kao baza za
nukleaciju i dalje, elongaciju mikrotubula, izgradene od proteinskih kompleksa oznacenih kao
y-tubulinski prstenasti kompleks (engl. y-tubulin ring complex, y-TuRC) [56,57]. Na y-TuRC kao
centar nukleacije se zatim spiralno dodaju heterodimeri ¢ime mikrotubula raste ka svom pozitivnom
kraju. Elongacija mikrotubula podrzana je nizom pratecih proteina, takozvanih proteina pridruzenih
mikrotubulama (engl. Microtubule-Associated Proteins, MAPSs) [58] koji se s obzirom na dodeljene
funkcije, mogu smatrati strukturnim komponentama mikrotubula.

Pozitivni kraj je mesto polimerizacije (rasta) i depolimerizacije (skrac¢ivanja) mikrotubula; njihova
duzina se moze menjati usled dodavanja ili uklanjanja solubilnih tubulinskih dimera.
Otuda, mikrotubule se defini$u kao visoko dinami¢ne strukture [59]. Za vreme mitoze, mikrotubule
formiraju deobno vreteno sa ciljem pravilne segregacije hromozoma [60]. Mikrotubule koje
ucestvuju u deobi Celija pripadaju grupi kratko-zivecih struktura, naspram interfaznih mikrotubula
koje su okarakterisane kao stabilne i dugo-zivece strukture. Jasna podela izmedu ove dve populacije
mikrotubula je bitna u kontekstu neophodnosti brze reorganizacije interfaznih mikrotubula u
mikrotubule deobnog vretena prilikom zapocinjanja mitoze, i nakon zavrSetka deobe, dezintegracije
vretena u citoskeletnu mrezu [61] (Slika 3). U tom smislu, dinamicka nestabilnost se definisSe kao
proces u kom mikrotubule mogu prelaziti iz faze rasta u fazu skracivanja [59,62,63].



Slika 3. Dinami¢nost mikrotubula. U interfazi, mikrotubule se iz centrozoma radijalno pruzaju ka periferiji
¢elije. Tokom mitoze, mreza mikrotubula podleze dinamicnoj reorganizaciji u cilju formiranja mitotskog
vretena. Slika preuzeta i modifikovana iz Parker i saradnici, 2014 [52]

Dodavanje ili uklanjanje slobodnih subjedinica na kraj mikrotubule je visoko regulisan proces
i zavisi od dva faktora. Koli¢ina slobodnog a- i B-tubulina u ¢eliji je bitna u kontekstu kriti¢ne
koncentracije koja je u ravnotezi sa mikrotubulama. Ukoliko je koli¢ina tubulina u ¢eliji veéa od
kritine koncentracije, polimerizacija mikrotubula ¢e biti favorizovana. Ukoliko je ispod kriticne
vrednosti, mikrotubula ¢e depolimerizovati. Koli¢ina kompleksa GTP-B-tubulin je drugi faktor koji
uti¢e na dinamicku nestabilnost mikrotubula. Svaka tubulinska subjedinica vezuje dva molekula
GTP [64]. Jedan GTP vezan je ireverzibilno za a-tubulin i ovaj molekul ne podleze hidrolizi. Nalazi
se na mestu kontakta dva tubulinska monomera i ima strukturnu funkciju. Drugo GTP-vezujuce
mesto nalazi se na B-tubulinu. GTP vezan za B-tubulin podleze hidrolizi do GDP. U trenutku
polimerizacije mikrotubula i njenog rasta, dimeri tubulina su vezani za GTP. Ubrzo nakon
dodavanja dimera na mikrotubulu, B-tubulin hidrolizuje GTP u GDP [64]. Tubulinska subjedinica
povezana sa GDP na kraju mikrotubule doprinosi nestabilnosti strukture i pokazuje tendenciju da se
od nje odvoji. Ovaj proces naziva se mikrotubularna katastrofa. Suprotno, u procesu spasavanja,
usled smanjenja GTP hidrolize desava se elongacija polimera [65]. Dinamika mikrotubula je, stoga,
kontrolisana preciznim balansom izmedu dodavanja GTP-tubulina i brzine hidrolize GTP [64].
S obzirom da se tubulinska subjedinica vezuje za kraj mikrotubula isklju¢ivo kada za sebe ima
vezan GTP, GTP-tubulin je struktura koja ima zastitnu ulogu jer sprecava depolimerizaciju kraja
mikrotubula, a GTP klju¢ni regulator njihove stabilnosti. Produzenje ili skrac¢enje mikrotubule moze
se odvijati i na njenom negativnom Kraju, ali je zna¢ajno brze na pozitivnom kraju [66].

Dinami¢nost mikrotubula ogleda se i kroz proces jednosmernog toka tubulina sa jednog kraja
mikrotubule na drugi [67], kada ova struktura izgleda kao da se ,krece* kroz citoplazmu ¢éelije.
Stanje mikrotubule u kom ona na jednom kraju polimerizuje, a na drugom depolimerizuje, vazno je
za neke njene funkcije, kao S$to je translokacija hromozoma za vreme mitoze [67].

1.4. Terapijski agensi usmereni ka mikrotubulama

Budu¢i da ¢ine osnovne komponente mitotskog vretena, mikrotubule predstavljaju privlanu metu u

malignoj celiji prilikom dizajniranja novih terapeutskih agenasa. Visoko dinamicna priroda

tumorskih ¢elija i njihova velika stopa proliferacije osnov je relativne selektivnosti supstanci koje su

usmerene ka deobnom vretenu. Agensi koji interferiraju sa strukturom i funkcijom mitotskog

vretena se dele u dve osnovne grupe: agensi koji promovisu polimerizaciju mikrotubula i agensi koji

inhibiraju polimerizaciju mikrotubula [68]. Pokazuju efekat zavisan od koncentracije; visoke
8



koncentracije ovih agenasa uticu na masu polimera, bilo da je smanjuju ili povecavaju, dok niske
koncentracije uti¢u na dinamiku mikrotubula [68]. Ipak, finalni u¢inak ostaje isti. Princip delovanja
ovih supstanci, takozvanih antimitotika, je naruSavanje strukture i funkcije deobnog vretena i
aktivacija kontrolne tacke formiranja vretena (engl. Spindle Assembly Checkpoint, SAC), sto dalje
vodi zastoju u mitozi i kona¢no smrti tumorske celije [69]. Zastoj u mitozi indukovan ovim
agensima pripisuje se neuspehu jednog ili viSe kinetohora u formiranju stabilnih veza sa
vretenom [70]. U slucaju animalnih somatskih ¢elija, mitoza je znacajno produzena u odsustvu
funkcionalnog vretena [70]. lako su mehanizmi putem kojih antimitotski lekovi izazivaju blokadu
progresije kroz ¢elijski ciklus rasvetljeni, malo se zna o ponaSanju ¢elije nakon njenog zaustavljanja
u metafazi mitoze u prisustvu ovih agenasa. Trenutak kada celija zaista umire posle blokade u
mitozi, i da li uopSte umire, predmet su istrazivanja mnogobrojnih studija, i u tom smislu izvor
izvesnih protivure¢nosti. Panvichian i saradnici su ukazali da ¢elija umire direktno u mitozi [71].
Druge studije su ukazale na izlazak Ccelije iz mitoze U procesu oznatenom kao mitotsko
,proklizavanje* (engl. Mitotic Slippage) sto implicira njeno tetraploidno stanje [72,73]. Vecina
somatskih ¢elija ne mora da prode SAC da bi izasla iz mitoze. Tetraploidna ¢elija zatim moze
umreti u Gy fazi putem apoptoze, u¢i u naredni ¢elijski ciklus ili pak zastati u interfazi sto dalje
implicira njen ulazak u senescenciju [72]. Medutim, odredene studije su pokazale da nejednaka
deoba c¢elije takode moze biti jedan od ishoda zaustavljanja celije u mitozi, nakon Cega nastaju
progenitorske celije sa aneuploidijom [74] (Slika 4), $to je predominantno opisano u kontekstu
delovanja agenasa koji oste¢uju DNK molekul [70].

Nejednaka deoba

Zastoju . e
mitozi Progresija kroz ¢elijski ciklus

Y- @< @

Izlazak iz Zastoj u interfazi

mitoze bez
deobe
% Smrtu interfazi

Smrtu mitozi

Slika 4. Mogu¢a sudbina celije koja ne prolazi SAC u prisustvu antimitotika. Slika preuzeta i
modifikovana iz Gascoigne i Taylor, 2009 [75]

DuZina trajanja mitotskog zastoja nije faktor relevantan za dalju sudbinu celije, ve¢ odabrani
antimitotski agens i njegova koncentracija [76], sto dovodi u pitanje dugo postojanu teoriju da je
verovatno¢a umiranja celije vec¢a ukoliko se duze nalazi u mitozi [70,77]. U odgovoru na niske
koncentracije paklitaksela (PCT), vecina humanih ¢elija izlazi iz mitoze i ostaje vijabilna u G; fazi
duzi vremenski period, dok visoke koncentracije istog hemoterapeutika indukuju smrt celije
direktno u mitozi ili odmah nakon izlaska iz mitoze [78,79].



U osnovi rezistencije tumorskih ¢elija na agense koji interaguju sa mikrotubulama nalazi se
izmenjena ekspresija izoformi tubulina, promene u posttranslacionim modifikacijama ovih izoformi,
kao i u ekspresiji MAPs [52]. Aberantna ekpresija izotipova tubulina je naj¢eS¢e pronadena
alteracija mikrotubula i predominantno zastupljena kod solidnih i hematoloskih maligniteta [52].
Sobzirom da ovi agensi svoju citotoksi¢énu aktivnost ostvaruju vezivanjem =za [-tubulin
heterodimerne subjedinice, izoforme P-tubulina su u fokusu istrazivanja vezanih za fenomen
rezistencije. Mutacije u genima koji kodiraju za tubulin klini¢ki nisu znacajno zastupljene, te njihov
doprinos hemorezistenciji ostaje diskutabilan [80], uprkos brojnim in vitro studijama koje povezuju
mutacije ovog proteina sa rezistencijom tumora na agense koji interaguju sa mikrotubulama [81,82].

Veliki potencijal ove klase terapeutika do sad je potvrden uspe$snom klinickom upotrebom vinka
alkaloida i taksana u tretmanu velikog broja razli¢itih tipova kancera. Veliki broj jedinjenja,

predominantno prirodnog porekla, sa delovanjem usmerenim ka mikrotubulama u osnovi
antikancerske aktivnosti nalazi se u pretklinickim ispitivanjima ili u nekoj fazi klinickih studija.

1.4.1. Agensi koji promoviSu polimerizaciju mikrotubula

U klasi lekova koji promoviSu polimerizaciju mikrotubula izdvajaju se taksani i epotiloni.

Familiji taksana pripadaju jedinjenja izolovana iz ekstrakta kore biljke iz roda Taxus, kao i njihovi
polusintetski derivati. Ova jedinjenja predstavljaju vodec¢u klasu hemoterapeutika u lecenju solidnih
tumora, kao $to su karcinom dojke, pluca i pankreasa. PCT je prvi opisan primer agensa koji svoju

antiproliferativnu aktivnost ostvaruje putem stabilizacije mikrotubula [83]. Koristi se u lecenju
karcinoma dojke i jajnika, Kaposi sarkoma i nesitnocelijskog karcinoma pluca [69].
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Slika 5. Hemijska struktura PCT
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Pored PCT, i docetaksel, polusintetski taksan, je istaknuti predstavnik ove familije, odobren u
terapiji karcinoma dojke, glave i vrata, prostate, jajnika i nesitnocelijskog karcinoma pluca [84]. Sa
idejom premoscavanja rezistencije tumora na taksane, razvijen je kabazitaksel [85] koji je odobren u
terapiji hormon-refraktarnog kancera prostate. PCT vezan za albumin takode je danas u klinickoj
praksi u leCenju karcinoma dojke i plu¢a [86]. Taksani se vezuju za B-tubulin, ali samo ukoliko se
on nalazi u okviru mikrotubule [75]. Konformacione promene indukovane ovim vezivanjem
povecéavaju afinitet vezivanja izmedu tubulinskih molekula [87]. Pri niskim koncentracijama, PCT
stabilizuje dinamiku mikrotubula vode¢i njenoj supresiji i zaustavljanju mitoze, dok visoke
koncentracije povecavaju polimerizaciju tubulina [88].
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Epotiloni, predvodeni epotilonom A i epotilonom B, su prirodna jedinjenja sa snaznim
antitumorskim svojstvom, izolovana iz miksobakterija pocetkom devedesetih godina [89].

Slika 6. Hemijska struktura epotilona A i epotilona B

U poredenju sa taksanima pokazuju vecu citotoksi¢nu aktivnost in vitro [90]. S obzirom da se
razli¢iti mehanizmi nalaze u osnovi rezistencije tumorskih klonova na taksane i epotilone [91],
epotiloni su svoju primenu u klinickoj praksi pronasli u lecenju maligniteta koji su rezistentni na
taksane. Polusintetski derivat epotilona B, iksabepilon, primenjuje se u terapiji metastatskog
karcinoma dojke rezistetnog na PCT i antracikline [92]. Epotiloni promovisu polimerizaciju
mikrotubula.

1.4.2. Agensi koji inhibiraju polimerizaciju mikrotubula

U grupi lekova koji sprec¢avaju polimerizaciju mikrotubula ili indukuju njihovu depolimerizaciju
izdvajaju se vinka alkaloidi, zatim klasa agenasa predvodena kolhicinom, dolastatini, disorazoli i
tubulizini.

Posle taksana, vinka alkaloidi su najéeS¢e primenjivani agensi u terapiji kancera. Vinblastin je
izolovan Sezdesetih godina proslog veka iz biljke Catharanthus roseus, (prvobitno Vinca rosea),
ruzicaste, zimzelene, tropske biljke koja raste u madagaskarskim Sumama [93]. Ostali ¢lanovi ove
familije terapeutika su uspesno sintetisani i objedinjeni pod imenom derivati vinka alkaloida.

Slika 7. Hemijska struktura vinblastina
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Danas je u klini¢koj upotrebi pet ¢lanova vinka alkaloida (vinkristin, vinblastin, vinorelbin, vindezin
i vinflunin) u terapiji hematoloSkih maligniteta [94]. Mehanizam delovanja vinka alkaloida
ukljuCuje inhibiciju polimerizacije mikrotubula kroz njihovo vezivanje za [-tubulin, ali i
depolimerizaciju funkcionalnih mikrotubula. Interakcija ovih agenasa sa p-tubulinom dogada se u
regionu koji je u neposrednoj blizini GTP-vezujuceg mesta ozna¢enog kao vinka domen [95].

Druga najpoznatija grupa inhibitora polimerizacije mikrotubula obuhvata kolhicin, porekom iz
otrovnog livadskog Safrana (Colchicum autumnale).
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Slika 8. Hemijska struktura kolhicina

Kolhicin se vezuje za slobodni tubulin pri ¢emu izaziva njegovu konformacionu promenu, $to dalje
utice na proces polimerizacije mikrotubula [93]. Kolhicin je visoko toksi¢an molekul, usled ¢ega je
njegova primena u klinickoj praksi ogranicena. Niske koncentracije kolhicina su odobrene u
palijativnom rezimu kod hepatocelularnog karcinoma [96] i holangiokarcinoma [97].

Dolastatini takode pripadaju grupi inhibitora polimerizacije tubulina. Dolastatin 10, istaknuti
predstavnik grupe, vodi poreklo iz morskog puza Dolabella auricularia i poseduje veoma izrazen
antiproliferativni potencijal koji ga je, u vreme njegovog otkria, ucinio najsnaznijim
antineoplastiénim agensom [98]. Dolastatin 10, interagujuci sa tubulinom, sprecava polimerizaciju
mikrotubula [99].

Slika 9. Hemijska struktura dolastatina 10
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Disorazoli ¢ine jo$ jednu klasu inhibitora funkcije mikrotubula, koja je izolovana iz miksobakterije
Sorangium cellulosum. Elnakady i saradnici su ukazali na izuzetnu citotoksi¢nu aktivnost disorazola
A1 u pikomolarnim koncentracijama kod nekoliko humanih i animalnih tumorskih ¢elijskih linija,
kao i1 klonova rezistentnih na terapiju [100]. Disorazoli deluju na subjednice tubulina sprec¢avajuci
njihovu polimerizaciju, kao i na intaktne mikrotubule promovisu¢i njihovu degradaciju [100].
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Slika 10. Hemijska struktura disorazola A:

Familija tubulizina predstavlja trecu grupu produkata bogatog sekundarnog metabolizma
miksobakterija koji interferiraju sa organizacijom mikrotubula. Sasse i saradnici su 2000. godine
izolovali ova jedinjenja iz dva razliita soja miksobakterija — Archangium gephyra i
Angiococcus disciformis [101]. Tubulizini su peptidi sa¢injeni od Cetiri aminokiseline: N-metil
pipekolinska kiselina, L-izoleucin, tubuvalin, tubutirozin ili tubufenilalanin. Strukturno, ova
jedinjenja pokazuju sli¢nost sa dolastatinom 10 [98]. Ova familija agenasa broji osam ¢lanova
oznacenih kao tubulizin A, B, D-F, U, V i Z, sa tubulizinom A i tubulizinom D kao dominantnim
predstavnicima grupe.
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Slika 11. Hemijska struktura tubulizina A

Po svom antiproliferativnom kapacitetu, tubulizini nadmaSuju sve hemoterapijske agense Koji
interaguju sa tubulinom. Nekoliko istrazivackih grupa ukazalo je na impresivan potencijal
tubulizina u supresiji rasta kancera: dojke [102], grlica materice [101,103], debelog creva [104],
pluca [105], jajnika [102], prostate i melanoma [104] in vitro. Koncentracije tubulizina koje
inhibiraju rast tumorskih ¢elija za 50% nalaze se u nano- do pikomolarnom opsegu [101]. Tubulizin
A je efikasan i u smanjenju rasta visestruko rezistentnog malignog fenotipa, $to je pokazano u
sluéaju KB-V1 ¢elijske linije [101,103]. Kao dolastatini, tubulizini se vezuju za vinka domen
B-tubulina [106]. Khalil i saradnici su pokazali da tubulizini sprecavaju polimerizaciju tubulina u
mikrotubule, kao i da deluju na funkcionalne mikrotubule u pravcu njihove depolimerizacije [106],
posledi¢no izazivajuéi apoptozu tumorskih ¢elija [104]. Tubulizin A nije supstrat za p-glikoprotein
[104] sto implicira da ovaj molekul nece biti eliminisan od strane agresivnih fenotipova ciju
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membranu odlikuje prisustvo ovih transportera odgovornih za razvijanje otpornosti na terapeutike.
Pored antiproliferativnog dejstva na kancerske celije, Kaur i saradnici su ukazali i na antiangiogeno
svojstvo tubulizina A [104]. S obzirom na veoma ograni¢enu dostupnost tubulizina u formi
prirodnih metabolita, u cilju daljeg razvoja na polju eksperimentalne onkologije, bilo je neophodno
obezbediti dodatne izvore ovih jedinjenja. Tubulizin U i V su prvi ¢lanovi tubulizinske porodice
koji su uspesno sintetisani [107]. Ubrzo zatim Peltier i saradnici izvrsili su prvu sintezu tubulizina D
[108]. Potreba za derivatima koje karakteriSe veca stabilnost i dostupnost, ali i o¢uvan citotoksi¢ni
potencijal, dovela je do sinteze prvog sintetskog analoga tubulizina pod nazivom tubugi 1 [109].

Slika 12. Hemijska struktura sintetskog analoga tubulizina, tubugi 1

Preliminarni rezultati studija citotoksi¢nosti pokazali su da je tubugi 1, sintetski analog tubulizina,
zadrZao citotoksi¢nu aktivnost parentalnih jedinjenja. Koncentracije jedinjenja tubugi 1 u kojima je
efikasno suprimirao rast tumorskih celijskih linija kolona i prostate (HT-29 i PC-3) su sli¢ne
koncentracijama tubulizina A na istim ¢elijskim linijama i nalaze se u nanomolarnom opsegu [109].
Aktivnost supstance tubugi 1 viSestruko prevazilazi aktivnost PCT, konvencionalno kori$¢enog
citostatika, na obe celijske linije [109]. Dalje, Denkert i saradnici su pokazali da se u osnovi
delovanja jedinjenja tubugi 1 na ¢elijskoj liniji kolona Colo320 nalazi zastoj u G2/M fazi ¢éelijskog
ciklusa, a zatim apoptoza realizovana kroz unutrasnji mitohondrijski put, kao i da se direktan efekat
ovog analoga na mikrotubule ogleda kroz sprecavanje njihove polimerizacije [110]. Kufka i
saradnici su po prvi put sintetisali konjugat tubugi 1 sa neuropeptidom Y (NPY) koji se vezuje za
humani Y1 receptor (hY1R) Kkoji je prekomerno eksprimiran u veéini tipova kancera dojke [111].
Terapeutski pristup konjugacije sa peptidima (engl. peptide-drug conjugates, PDC) umanjio bi
potencijalnu toksi¢nost jedinjenja tubugi 1 na zdrava tkiva. NPY-konjugovan tubugi 1 selektivan za
hY1R je pokazao gubitak citotoksi¢nosti usmerene ka celijskim linijama karcinoma kolona i
prostate (HT-29, Colo320 i PC-3), ali i visoku selektivnost ka tumorskim celijskim linijama
sarkoma (SK-N-MC) i dojke (MDA-MB-468 i MDA-231) i normalnoj, ali hemijski transformisanoj
liniji poreklom od epitela mleéne Zlezde (184B5) koje eksprimiraju hY1R [111]. Znacajno,
antitumorska aktivnost sintetisanog jedinjenja je bila u korelaciji sa stepenom ekspresije hY1R, sto
ukazuje na visoku specifi¢nost novodizajniranog agensa.

U ovoj studiji ¢e biti ispitan antitumorski efekat sintetskog derivata tubulizina, tubugi 1, na modelu
misjeg i humanog metastatskog melanoma in vitro, kao i u singenom modelu solidnog melanoma.
S obzirom na specificnost dveju celijskih linija melanoma usled razlicitog porekla i stepena
agresivnosti, detaljan uvid u mehanizme delovanja sintetskog analoga tubulizina predocio bi
moguce razlike u senzitivnosti ¢elija na primenjeni agens. Imajuc¢i u vidu da linija humanog
melanoma vodi poreklo od visoko invazivne forme melanoma koja konstitutivno eksprimira
inducibilnu izoformu sintaze NO (engl. Inducible Nitric Oxide Synthase, INOS), a s obzirom da je
endogena produkcija NO odgovorna za otpornost melanoma na hemoterapeutike, kao $to je
cisplatina, analiza delovanja ovog molekula na pomenutoj liniji bi mogla ukazati na mehanizme
prevazilazenja hemorezistencije.

14



2. Ciljevi istrazivanja



Mnoge studije ukazale su na snaznu antitumorsku aktivnost tubulizina in vitro i in vivo. U uslovima
veoma ograniCene dostupnosti ovih metabolita omogucena je sinteza prvog Sintetskog analoga
tubulizina, tubugi 1. Nedostatak podataka u literaturi o antitumorskoj aktivnosti novosintetisanog
derivata, a u svetlu poznatih svojstava parentalnih jedinjenja u terapiji kancera, namece potrebu za
njegovom daljom karakterizacijom.

U skladu sa navedenim, postavljeni su slede¢i ciljevi u ovoj tezi:

1.

N

Utvrdivanje antitumorskog delovanja jedinjenja tubugi 1 na ¢elijskim linijama melanoma B16
poreklom iz miSa i A-375 poreklom od ¢oveka in vitro.

Definisanje mehanizama direktnog delovanja jedinjenja tubugi 1 na ¢elije melanoma.
Ispitivanje antitumorskog potencijala jedinjenja tubugi 1 in vivo na modelu misjeg solidnog
melanoma.

Ispitivanje uticaja jedinjenja tubugi 1 na citotoksi¢nost i fenotipske karakteristike makrofaga
in vitro i ex vivo.
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3. Materijal 1 metode



3.1. Reagensi

U eksperimentalnom radu su kori§¢eni sledeci reagensi:

Medijum za gajenje celija RPMI 1640 (engl. Roswell Park Memorial Institute medium)
(Biowest, Riversajd, SAD); nistatin, PCT za in vivo eksperimente (Galenika, Beograd, Srbija);
rastvor antibiotika — penicilin/streptomicin, HEPES (Biological Industries, Kromvel, SAD);
serum fetusa goveceta (engl. Fetal Bovine Serum, FBS), tripsin, etilendiamintetrasiréetna
kiselina (EDTA), RNaza, propidijum-jodid (PI), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-
bromid (MTT), dimetil sulfoksid (DMSO), ditiotreitol (DTT), fenilmetilsulfonil-fluorid (PMSF),
Tween-20, bromfenol plavo, aprotinin,  5(6)-karboksifluorescein-diacetat-N-sukcinimidil
estar (CFSE), 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), 3-metiladenin (3-MA), hlorokin, natrijum-azid
(NaNs3), sulfanilamid, N-(1-naftil) etilendiamin dihidrohlorid, natrijum-acetat (CH3COONa),
natrijum-nitrit (NaNO.), p-nitro-fenil-fosfat, glutation reduktaza, nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat (NADPH), 2-vinilpiridin, fluorescentne polistirenske kuglice, 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoeva
kiselina (DTNB), tiobarbiturna kiselina (TBA), trisaminometan hidrohlorid (TRIS HCI),
DPX medijum za montiranje mikroskopskih preparata (svi iz Sigma-Aldrich, Sent Luis,SAD);
PCT za in vitro eksperimente (Cell Signaling Technology, Denver, SAD); medijum za montiranje
fluorescentno obojenih  mikroskopskih preparata sa DAPI bojom (DAPI Fluoromount-G)
(Southern Biotech, Birmingen, SAD); medijum za montiranje fluorescentno obojenih
mikroskopskih preparata (Fluoromounth-G) (eBioscience, San Dijego, SAD);
dinatrijum-hidrogenfosfat dihidrat (Na,HPO4 x 2 H20), Folin-Ciocalteu reagens (Merck, Darmstat,
Nemacka); natrijum-karbonat (Na.COz) (Carlo Erba, Milano, Italija); trinatrijum-fosfat (NasPOa)
(ICN Biomedicals, Irvin, SAD), kalijum-natrijum-tartarat (Alkaloid, Skoplje, Makedonija);
natrijum-dihidrogenfosfat dihidrat (NaH,POs x 2 H,0) (Analytika, Prag, Ceska Republika);
natrijum-hlorid  (NaCl) (ICN, Aurora, SAD); glicerol, natrijum-hidroksid (NaOH),
kalijum-dihidrogenfosfat (KH2PQO4), Kalijum-hlorid (KCI) (Lach-Ner, Neratovice, Ceska
Republika); bakar-sulfat pentahidrat (CuSO4 x 5 H20), kalcijum-hlorid (CacCl.), siréetna kiselina
(CHsCOOH), metanol (CHsOH), etanol (CH3CH20H), vodonik peroksid (H202) (Zorka, Sabac,
Srbija); fosforna kiselina (HsPQO4) (Centrohem, Stara Pazova, Srbija); tripan plavo, TRIS, albumin iz
govedeg seruma (engl. Bovine Serum Albumin, BSA), Triton X-100 (Fluka, Selze, Nemacka);
kristal violet (CV) (Mol, Beograd, Srbija); akridin-oranz (Labo-Moderna, Pariz, Francuska); blotto
nemasno mleko u prahu (engl. blotto non-fat dry milk) (ChemCruz Biochemicals, Santa Cruz,
SAD); 4-amino-5-metilamino-2°,7’-difluorofluorescein diacetat (DAF-FM diacetat),
dihidrorodamin 123 (DHR) (Molecular Probes, Judzin, SAD); amonijum-persulfat (APS),
natrijum-dodecilsulfat (SDS), p-merkaptoetanol, Tween 20 (AppliChem, Darmstat, Nemacka);
N,N,N’,N’-tetrametiletilen-1,2-diamin (TEMED), paraformaldehid (PFA), glicin,
akrilamid/bisakrilamid rastvor 29:1 (Serva, Hajdelberg, Nemacka); ECL reagens za detekciju
(GE Healthcare, Bakinghemsir, Velika Britanija); FITC (engl. fluorescein isothiocyanate)-
konjugovani pan-kaspazni inhibitor ApoStat (R&D Systems, Mineapolis, SAD); FITC-konjugovani
aneksin V (FITC-Ann V) (BD Pharmingen, San Dijego, SAD).

Za imunoblot analizu koriséena su antitela na: inhibitor nukleusnog faktora kB (IkB)-a fosforilisan
na poziciji Ser32, IkB-a, kinazu regulisanu ekstracelijskim signalom (engl. extracellular
signal-regulated kinase 1/2, ERKZ1/2) fosforilisanu na poziciji Thr202/Tyr204, ERK1/2,
fosforilisani Akt, Akt, ribozomski protein S6 fosforilisan na poziciji Ser240/244, S6, p70S6 kinazu
fosforilisanu  na poziciji Thr389, p70S6K, Bcl-2 (engl. B-cell Ilymphoma 2),
Bax (engl. Bcl-2-associated X), kaspazu 3, kaspazu 7, kaspazu 9, beklin-1 i a-tubulin (svi iz Cell
Signaling Technology, Denver, SAD); p53, kaspazu 2 i p-aktin (svi iz Abcam, Kembridz, Velika
Britanija); Notch 1, kozje anti-kuni¢ 1IgG-HRP (engl. horseradish peroxidase) (svi iz Santa Cruz
Biotechnology, Dalas, SAD); p62/SQSTM1 (engl. p62/sequestosome 1) (Novus Biologicals,
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Litlton, SAD); LC3B (engl. microtubule-associated protein light chain 3B) (Sigma-Aldrich,
Sent Luis, SAD). Zaproto¢nu citofluorimetriju koris¢ena su antitela: FITC-konjugovano misje
anti-CD40, PE (engl. phycoerythrin)-konjugovano misje anti-F4/80 (svi iz eBioscience, San Dijego,
SAD). Antitelo na p62 i sekundarno anti-kuni¢ IgG-HRP antitelo su koris¢eni u koncentraciji
1:3000, dok su ostala antitela za imunoblot analizu upotrebljavana u razblazenju 1:1000. Za potrebe
proto¢ne citofluorimetrije antitela su koriS¢ena u razblazenju 1:100.

3.2. Rastvori

Celijske linije melanoma i linija migjih fibroblasta su gajene u RPMI-1640 medijumu u koji su
dodavani: 10% FBS, antimikotik nistatin (100 1J/ml) i rastvor antibiotika
penicillin (100 IJ/ml)/streptomicin (100 ug/ml), Sto je u daljem tekstu oznaceno kao medijum za
gajenje. Medijum za gajenje makrofaga obogacivan je sa 5% FBS. FBS je pre dodavanja u medijum
inkubiran na 56°C 30 minuta kako bi se inaktivirale komponente komplementa. PBS pufer
(engl. Phosphate Buffered Saline), koris¢en za ispiranje celija, pH 7,4 na sobnoj temperaturi,
pravljen je od: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na;HPO4 x 2 H,O i 1,76 KH2POs,

Za tripsinizaciju ¢elija koris¢en je rastvor tripsina (0,25%) i EDTA (0,02%) u PBS.

Za merenje vijabiliteta Celija testom kisele fosfataze koriS¢en je supstrat za kiselu fosfatazu
napravljen od: p-nitro-fenil-fosfata, Triton X-100 i 0,3% CH3COONa.

Za bojenje ¢elija FITC-Ann V kori$éen je pufer za vezivanje aneksina sac¢injen od 10 mM HEPES
pH 7,4, 140 mM NaCl i 2,5 mM CaCl..

Za merenje koncentracije proteina metodom po Loriju pravljeni su sledeéi rastvori: 2% Na,COz u
0,1 M NaOH, 1% CuSOs x 5 H,O i 2% kalijum-natrijum-tartarat u destilovanoj vodi (dH20),
mesSani u razmeri 98:1:1.

Za merenje produkcije NO u supernatantu kulture metodom po Griess-u koris¢en je 0,1% rastvor
N-(1-naftil) etilendiamin dihidrohlorida i 1% rastvor sulfanilamida u 5% H3POa.

Za imunoblot analizu proteina pravljeni su sledeé¢i rastvori: 5 x PBS bez kalijuma
(400 mM NazHPO4 x 2 H>O, 500 mM NaCl, 100 mM NaH2PO4 x 2 H>O u dH20); rastvor za
liziranje ¢elija (62,5 mM TRIS HCI pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol i 50 mM DTT u dH20) u koji su
neposredno pre koris¢enja dodavani inhibitori proteaza (10 pg/ml aprotinin, 2 mM EDTA i
1 mM PMSF); pufer za nalivanje uzoraka na gel za elektroforezu — 4 x Laemmli pufer
(1M TRIS HCI pH 6,8, 20% SDS, 20% glicerol, 0,2 M B-merkaptoetanol, 0,004% bromfenol
plavo); 5 x pufer za elektroforezu (125 mM TRIS, 0,5% SDS, 1,25 M glicin u dH20); pufer za
transfer na membranu (25 mM TRIS, 192 mM glicin, 10% CH3OH, 0,1% SDS u dH20); za
ispiranje membrana kori$¢en je rastvor 0,1% Tween 20-PBS (PBSTw); rastvor za nespecificno
vezivanje antitela 5% BSA ili mleko u prahu u PBSTw; rastvori antitela odredenog razblazenja
pravljeni su u PBSTw sa 1% BSA ili 3% mleka u prahu.

Tubugi 1 (MW = 827,08 g/mol) je sintetisan na Lajbnic Institutu za biljnu biohemiju, Hale,
Nemacka, prema protokolu grupe profesora Wessjohann-a [109]. Rastvor Stoka (20 mM) jedinjenja
tubugi 1 je pripreman u DMSO 1 ¢uvan na —20°C. Pre upotrebe radni rastvori (0,08-5nM) su
pravljeni u medijumu za gajenje. Procenat DMSO u najvecoj koncentraciji eksperimentalnog agensa
je iznosio 0,000025%. PCT je rastvoren u DMSO i 1 mM $tok ¢uvan na —20°C, a radni rastvori
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(0,75-50 nM) napravljeni u medijumu za gajenje ¢elija. Procenat DMSO iznosio je 0,005% u
najvecoj koncentraciji PCT.

3.3. Kulture éelija

3.3.1. Celijske linije

Sve koriS¢ene celijske linije formiraju adherentnu kulturu i gajene su u monosloju. Poticu iz
Americke kolekcije kultura sojeva (engl. American Type Culture Collection, ATCC) (Rokvil, SAD).

3.3.1.1. B16 linija miSjeg melanoma

B16 C¢elijska linija miSjeg melanoma je uspostavljena iz hemijski indukovanog tumora u
C57BL/6 misevima. U pitanju su maligno izmenjene ¢éelije epidermisa koje produkuju melanin. Ova
linija je slabo invazivna i ne poseduje svojstvo metastaziranja.

3.3.1.2. A-375 linija humanog melanoma

A-375 celijska linija potice od malignih melanoma celija Coveka [112]. Ove celije poseduju
epitelijalnu morfologiju. Za razliku od linije mi$jeg melanoma, A-375 linija je amelanoti¢na. Radi
se o anaplasti¢noj, visoko agresivnoj malignoj ¢elijskoj liniji, sa velikim potencijalom da invadira
okolna tkiva i formira metastaze. Celije humanog melanoma konstitutivno eksprimiraju iNOS koja
je odgovorna za produkciju NO kao njihovog endogenog faktora rasta. S obzirom na mnogobrojne
efekte iNOS u progresiji tumora, kao $to je izmedu ostalog 1 neovaskularizacija, ovakav celijski
fenotip je izuzetno koristan model za proucavanje fenomena metastaziranja [113].

3.3.1.3. NIH 3T3 linija miSjih fibroblasta

NIH 3T3 je jedna od najcesce koris¢enih fibroblastnih ¢elijskih linija. Ustanovljena je od primarnih
fibroblasta embriona miseva koji su kultivisani po jasno definisanom protokolu [114]. Nakon 20-30
generacija propagacije in vitro nastaju spontano imortalizovane ¢elije koje viSe nisu, u svom rastu,
inhibirane kontaktom sa susednim ¢elijama, ve¢ poc¢inju neogranic¢eno da se dele u kulturi.

3.3.2. Primarne Celije
3.3.2.1. Celije peritonealnog eksudata misa
Celije peritonealnog eksudata misa su sakupljane ispiranjem trbusne Supljine hladnim rastvorom

PBS. Pod asepticnim uslovima u peritoneum Zivotinja je ubrizgavan sterilan PBS, a zatim su

20



sakupljane celije peritonealnog ispirka. Eventualno prisustvo eritrocita eliminisano je primenom
pufera za liziranje istih u trajanju od 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon zaustavljanja procesa
hemolize i centrifugiranja tokom 5 minuta na 500 g, ¢elijski talog je resuspendovan u medijumu za
gajenje. Po sadenju u laboratorijski sud, ¢elije peritonealnog ispirka su ostavljane da adheriraju
tokom 4 h, i nakon uklanjanja neadheriranih limfocita ispiranjem u PBS, dobijena je populacija
makrofaga.

3.3.2.2. Keratinociti iz uha miSa

Celijska suspenzija epidermisa je dobijena iz koZe uha miSeva. Nakon ispiranja u rastvoru
PBS/antibiotici (penicilin 100 1J/ml i streptomicin 100 pg/ml), usi su rascepljene i potopljene u
rastvor dispaze (2,5 mg/ml) u medijumu za gajenje obogacenom 50 uM pB-merkaptoetanolom.
Nakon 1,5 h inkubacije na 37°C, epidermis je odvojen od dermisa, iseCen u male komade, a zatim
izlozen delovanju rastvora 0,1% tripsin-0,1% glukoza u PBS tokom 35 minuta na 37 °C. Reakcija je
zaustavljena dodavanjem 10% FBS. Nastala ¢elijska suspenzija je zatim profiltrirana kroz sterilnu
filter mrezicu promera 50 pm, ¢elije isprane u PBS i kona¢no resuspendovane u medijumu za
gajenje obogacenom 10% FBS i 50 uM B-merkaptoetanolom.

3.3.3. Uslovi kultivacije

Celije su gajene u sterilnim plastiénim flasicama — flaskovima (25 cm®) (Sarstedt, Njuton, SAD) sa
5 ml medijuma za gajenje, u inkubatoru sa vlaznom atmosferom na temperaturi od 37°C i pri
koncentraciji CO2 od 5% (u daljem tekstu inkubacija).

3.4. Eksperimentalne Zivotinje

U istrazivanju su kori§¢eni miSevi muskog pola soja C57BL/6, starosti 8-12 nedelja.
Eksperimentalne Zzivotinje su uzete iz uzgajaliSta Instituta za bioloSka istrazivanja ,,SiniSa
Stankovi¢“ i ¢uvane u standardnim laboratorijskim uslovima sa ad libitum pristupom hrani i vodi.
Eksperimenti u kojima su kori$éene Zivotinje su odobreni od strane Etickog komiteta Instituta za
bioloska istrazivanja ,,Sini$a Stankovi¢* u Beogradu (br. 07-10/15).

3.5. Primenjene metode

3.5.1. Tripsinizacija Celija

Kako bi se zapofeo rad sa adherentnim ¢elijskim linijama, neophodno je odvojiti ih od
laboratorijskog suda i medusobno, u postupku tripsinizacije. Nakon vizuelne procene da su kulture
¢elijskih linija melanoma dostigle 80% konfluentnosti, medijum u kom su ¢elije rasle je uklanjan, a
¢elije isprane u PBS sa ciljem eliminacije zaostalog medijuma sa FBS koji bi inhibirao proces
tripsinizacije. Zatim je dodavan rastvor za tripsinizaciju ¢elija. Nakon 3 minuta inkubacije na 37°C,
enzimska reakcija je prekidana dodavanjem medijuma za gajenje sa 10% FBS. Zatim je suspenzija
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¢elija centrifugirana 3 minuta na 2000 rpm, i ¢elijski talog resuspendovan u medijumu za gajenje,
nakon ¢ega se pristupilo brojanju vijabilnih ¢elija.

3.5.2. Odredivanje broja i procena vijabilnosti ¢elija

Za odredivanje broja zivih ¢elija u suspenziji korisc¢en je 0,1% rastvor boje tripan plavo u PBS. Ovo
bojenje se zasniva na ¢injenici da zive Celije poseduju neo$te¢enu membranu usled ¢ega ne
propustaju negativno naelektrisanu hromoforu, pa stoga ostaju neobojene, dok se mrtve ¢éelije boje
plavo. Suspenzija ¢elija je meSana u odnosu 1:1 sa rastvorom tripan plavo boje, nakon cega su ¢elije
brojane pod svetlosnim mikroskopom u komori po Turker-Burku sa ugraviranim poljima. Broj
éelija po ml suspenzije odredivan je po formuli: broj ¢éelija/broj polja x 0,5 x 10°. Na osnovu
izracunatog broja celija, podeSavana je gustina ¢elija i pravljena ¢elijska suspenzija neophodna za
dalji eksperimentalni rad.

3.5.3. Priprema celijskih kultura

Za potrebe odredivanja vijabiliteta, celije su ravnomerno sadene u sterilne plasticne ploce sa
96 bunari¢a (Sarstedt): ¢elije melanoma u broju 5 x 103, NIH 3T3 fibroblasti u broju 2 x 104,
a ¢éelije peritonealnog eksudata u gustini 2 x 10° u 100 pl medijuma za uzgajanje po bunariéu.
Keratinociti su sadeni u gustini 8 x 10*u 50 ul medijuma za uzgajanje po bunariéu

Za potrebe fluorescentne mikroskopije, ¢elije melanoma su sadene na sterilne viSekomorne
mikroskopske plodice za kultivaciju éelija (engl. chamber slide) u gustini 15 x 10% u
100 pl medijuma za gajenje celija po komori. Za test fagocitoze in vitro, céelije peritonealnog
eksudata su sadene na mikroskopske plocice u gustini 1 x 10%u 100 pl medijuma za gajenje ¢elija
po komori.

Za potrebe protocne citofluorimetrije, fluorescentne spektroskopije, imunoblota 1 odredivanja
parametara oksidativnog stresa, u sterilne plasticne ploce sa Sest bunarica (Sarstedt) ravnomerno je
sadeno 3 x 10° ¢elija melanoma u 1 ml medijuma za uzgajanje po bunariéu.

3.5.4. Testovi vijabiliteta

3.5.4.1. Test kisele fosfataze

Test kisele fosfataze se zasniva na hidrolizi p-nitro-fenil-fosfata citosolnim kiselim fosfatazama u
zivim Celijama pri ¢emu nastaje neobojeni p-nitrofenol. Promenom pH radnog rastvora ka baznim
vrednostima, $to se postize dodavanjem NaOH, p-nitrofenol postaje Zuto obojen. Po zavrSetku
tretmana, kulture su inkubirane sa 50 ul supstrata za kiselu fosfatazu tokom 2 h na 37°C. Reakcija je
zaustavljana dodavanjem 50 pl 1,3 M NaOH. Intenzitet boje je odreden merenjem apsorbance
svetlosti na 405 nm automatskim ¢itatem za mikrotitarske ploce (LKB, Be¢, Austrija). Vijabilitet
tretiranih ¢elija je racunat kao procenat apsorbance kontrolne kulture gajene u medijumu, kojoj je
arbitrarno dodeljeno 100% vijabilnosti. 1Cso vrednost (engl. half maximal inhibitory concentration)
je definisana kao koncentracija jedinjenja koja dovodi do 50% inhibicije rasta kulture.
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3.5.4.2. MTT test

MTT test je kolorimetrijski test koji se zasniva na sposobnosti ¢elija da redukuju tetrazolijumovu so
u formazan, precipitat ljubiCaste boje. Koli¢ina formazana je u korelaciji sa brojem zivih celija.
Po zavrSetku tretmana, supernatant je odlivan, a kulturama dodavan rastvor MTT u medijumu za
gajenje (0,5 mg/ml). Nakon inkubacije na 37°C 30-45 minuta, formirani kristali formazana su
rastvarani u 50 pl DMSO. Intenzitet rastvorene boje odredivan je merenjem apsorbance svetlosti na
540 nm na automatskom Ccitau za mikrotitarske plo¢e (LKB). Vijabilitet tretiranih celija je
predstavljen kao procenat apsorbance kontrolne kulture gajene u medijumu, kojoj je arbitrarno
dodeljena vrednost vijabilnosti 100%.

3.5.4.3. CV test

CV test je kolorimetrijski test koji se zasniva na vezivanju bazne boje kristal violet za sve negativno
naelektrisane polisaharide, proteine i nukleinske kiseline. Koli¢ina boje vezane od strane ¢elija u
kulturi je u korelaciji sa njihovim brojem. Nakon zavrsetka tretmana, supernatanti su odliveni, a
Celije fiksirane za podlogu dodavanjem 50 pl 4% PFA tokom 10 minuta. Zatim su ¢elije obojene
0,02% rastvorom CV u PBS tokom 15 minuta. Nevezana boja je uklonjena ispiranjem bunari¢a
tekucom vodom, a plo¢e su osuSene na sobnoj temperaturi. Vezana boja je rastvorena u
33% CH3COOH, a intenzitet rastvorene boje odredivan je merenjem apsorbance svetlosti na 540 nm
uz pomo¢ automatskog ¢itaca za mikrotitarske ploce (LKB). Vijabilitet tretiranih Celija je
predstavljen kao procenat apsorbance kontrolne kulture gajene u medijumu, Kkojoj je arbitrarno
dodeljena vrednost od 100%.

3.5.5. Bojenje ¢elija DAPI bojom

DAPI je fluorescentna boja koja se visokim afinitetom vezuje za regione DNK bogate sadrZzajem
adenina i timina i visoko je specificni marker DNK molekula [115]. Po zavrSetku tretmana,
supernatant je odlivan, a celije permeabilizovane u 4% PFA tokom 15 minuta na sobnoj
temperaturi. Celije melanoma su obojene i montirane pomoéu medijuma sa DAPI bojom za
montiranje fluorescentno obojenih preparata. Preparati su posmatrani na Axio Observer Z1
invertnom fluorescentnom mikroskopu (Carl Zeiss AG, Oberkuhen, Nemacka) i fotografisani pri
uvelic¢anju objektiva od 400 x.

3.5.6. Fluorimetrija i proto¢na citofluorimetrija

Merenje intenziteta fluorescence obelezenih uzoraka vrSeno je pomocu Chameleon fluorimetra
(Hidex, Turku, Finska), CyFlow Space proto¢nog citofluorimetra (Partec, Minster, Nemacka),
BD FACSAria™ III ¢elijskog sortera (BD Biosciences, San Hose, SAD) i Fluorolog FL3-221
spektrofotometra (JobinYvon Horiba, Pariz, Francuska).

U eksperimentalnom radu su koris¢ene sledece fluorescentne boje: CFSE, Pl, DAPI, FITC-Ann V,
FITC-konjugovani ApoStat, akridin-oranz, DAF-FM diacetat, DHR, fluorescentne polistirenske
kuglice, FITC-konjugovano misje anti-CD40 antitelo i PE-konjugovano misje anti-F4/80 antitelo.
Ekscitacioni i emisioni maksimumi ovih fluorescentnih boja su dati u Tabeli 1.
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Tabela 1. Fluorescentne boje korisé¢ene u eksperimentalnom radu

Fluorescentna boja hex (NM) dem(nm)
CFSE 492 517
Pl 536 617
DAPI 358 461
FITC 494 518
Akridin-oranz 488 530/640
DAF-FM diacetat 495 515
Fluorescentne polistirenske kuglice 470 540
DHR 500 536
PE 496/546/565 578

Aex— talasna duzina maksimuma apsorpcije; Aem— talasna duzina maksimuma emisije
3.5.6.1. Analiza ¢elijskog ciklusa

Po zavrSetku tretmana, supernatanti uzoraka iz bunari¢a su sakupljeni, pa spojeni sa suspenzijom
¢elija dobijenom nakon tripsinizacije. Nakon ispiranja suspenzije c¢elija u hladnom PBS i
centrifugiranja 3 minuta na 750 g, pristupilo se fiksiranju ¢elija 70% CH3CH20H preko no¢i na 4°C.
Celije su potom dva puta isprane u PBS, a onda inkubirane u rastvoru Pl (20 pg/ml) i
RNaze (0,1 mg/ml) u PBS 45 minuta na 37°C. Bojenje se zasniva na ravhomernom vezivanju Pl za
molekul DNK. Kako Pl takode moze interkalirati u RNK, dodavanje RNaze u rastvor za bojenje
eliminiSe ovaj molekul, te je koli¢ina vezanog Pl u strogoj korelaciji sa koli¢cinom DNK u ¢eliji i
direktna refleksija faze Celijskog ciklusa u kojoj se ¢elija nalazi. U odredenim eksperimentima,
nakon fiksiranja i ispiranja, ¢elije su inkubirane u rastvoru DAPI boje (1 pg/ml) i 1% Triton X-100
u PBS tokom 10 minuta u mraku. Intenzitet crvene fluorescence P, i plave fluorescence DAPI boje
je analiziran na CyFlow Space proto¢nom citofluorimetru (Partec) u FloMax softverskom
programu, odnosno na BD FACSAria III ¢elijskom sorteru (BD Biosciences) u BD FACS Diva
softveru.

3.5.6.2. Analiza stope proliferacije

Za pracenje uticaja eksperimentalnog agensa na stopu proliferacije ¢elija koriS¢ena je CFSE boja.
Ova fluorofora slobodno difunduje kroz celijske membrane 1 posredstvom sukcinimidil grupe
kovalentno se vezuje za unutarcelijske molekule, prvenstveno lizinske ostatke, kao i druge izvore
amina obelezavaju¢i na taj naéin proteine citoplazme. Duplo slabiji intenzitet fluorescence u
potomackim ¢elijama nakon svake deobe, ¢ini ovaj molekul pogodnim za pracenje celijske
proliferacije. Celije melanoma su najpre bojene u rastvoru 1 uM CFSE u 0,1% FBS-PBS tokom
10 minuta na 37°C. Reakcija bojenja je prekinuta dodavanjem medijuma za gajenje sa 10% FBS,
aboja koja nije prosla cCelijsku membranu i1 vezala se za proteine unutar Celije je uklonjena
ispiranjem celija u PBS. Celije su potom posadene i tretirane. Po zavrsetku tretmana, supernatanti iz
bunaric¢a su odbaceni, a ¢éelije tripsinizovane i dva puta isprane u PBS. Intenzitet zelene fluorescence
je detektovan na CyFlow Space proto¢nom citofluorimetru (Partec) i analiziran u FloMax
softverskom programu.
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3.5.6.3. Detekcija ¢elija u apoptozi

Rano morfolosko i1 biohemijsko obelezje apoptoze je translokacija fosfatidilserina (PS) sa unutrasnje
na spoljaSnju stranu celijske membrane [116]. Visoko specifina i snazna interakcija PS sa
aneksinom V obelezenim fluoroforom pruza mogucnost jednostavne detekcije njegove
eksternalizacije [117]. Ovakvim pristupom omogucena je identifikacija populacije rano apoptotskih
¢elija ¢iji je membranski permeabilitet jo§ uvek intaktan. Kako se selektivna propustljivost
membrane narusava u kasnijim stupnjevima apoptoze ili pak u inicijalnoj fazi nekroze, uvodenje Pl
kao druge boje, omogucéava razlikovanje kako ranih od kasno apoptotskih ¢elija, tako i osnovnu
distinkciju izmedu rane apoptoze i nekroze. Ovo je zasnovano na ¢injenici da Pl ulazi u ¢éelije samo
u uslovima narusenog integriteta Celijske membrane. Po zavrSetku tretmana, supernatanti iz
bunari¢a su sakupljeni, pa spojeni sa suspenzijom c¢elija nakon tripsinizacije. Nakon ispiranja u
PBS, ¢elije su obojene smesom FITC-Ann V (1,5 pl) i PI (1,5 pl 1 mg/ml rastvora) u 100 pl pufera
za vezivanje aneksina tokom 15 minuta duge inkubacije na sobnoj temperaturi, u mraku. Reakcija
bojenja je prekinuta dodavanjem 900 ul pufera za vezivanje aneksina. Fluorescenca je detektovana
na CyFlow Space proto¢nom citofluorimetru (Partec) i analizirana u FloMax softverskom
programu, kao i Fluorolog FL3-221 fluorescentnom spektroskopu (JobinYvon Horiba) u
FluorEssence 3.5 softverskom programu (Horiba Scientific, Kjoto, Japan).

3.5.6.4. Detekcija aktiviranih kaspaza

Za detekciju aktiviranih kaspaza je koris¢en FITC-konjugovani inhibitor kaspaza, ApoStat. ApoStat
slobodno prolazi kroz ¢elijsku membranu i ireverzibilno se vezuje za aktivirane forme ovih enzima.
Po zavrSetku tretmana, supernatanti iz bunari¢a su sakupljeni, pa spojeni sa suspenzijom celija
dobijenom nakon tripsinizacije. Nakon ispiranja u PBS, celije su inkubirane u rastvoru ApoStat
(2 pl u 100 pl rastvora 5% FBS u PBS), 30 minuta na 37°C. Nakon ispiranja ¢elija i uklanjanja
nevezane boje, talog je resuspendovan u 100 pl PBS. Promena u intenzitetu fluorescence je
analizirana u FloMax softverskom programu.

3.5.6.5. Detekcija autofagije

Za detekciju autofagozoma, kiselih vezikula koje sadrze delove citoplazme i/ili ¢éelijske organele
namenjene za proteolizu, 1 ujedno, karakteristicnih markera autofagije, koriS¢ena je akridin-oranz
boja. Ovaj molekul ulazi u kisele kompartmente celije, kao §to su lizozomi i autofagozomi, i pri
niskom pH, emituje svetlost u narandzastom/crvenom delu spektra. Intenzitet crvene fluorescence je
u korelaciji sa brojem prisutnih autofagozoma. Nakon zavr$etka tretmana, supernatanti iz bunari¢a
su sakupljeni i spojeni sa ¢éelijskom suspenzijom dobijenom nakon tripsinizacije. Celije su potom
bojene sa 500 pl rastvora akridin-oranz boje (10 uM) u PBS 15 minuta na 37°C. Nakon ispiranja
¢elija u PBS meren je intenzitet crvene fluorescence na CyFlow Space proto¢nom citofluorimetru
(Partec) i analiziran u FloMax softverskom programu.
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3.5.6.6. Merenje koli¢ine unutarcelijskog NO

Za merenje koli¢ine unutarcelijskog NO koris¢en je DAF-FM diacetat. Ova boja lako difunduje
kroz ¢elijske membrane zahvaljujuéi acetil grupama. Deacetilacijom od strane esteraza u citoplazmi
¢elija oslobada se slabo fluorescentni DAF-FM koji u kontaktu sa NO daje fluorescentni derivat
benzotriazola. Nakon zavrSetka tretmana, ¢elije su isprane dva puta u PBS i inkubirane 1 h na 37°C
u rastvoru 5 uM DAF-FM diacetata. DAF-FM je rastvoren u medijumu za gajenje ¢elija bez fenol
crvene boje koji je obogacen sa 10% FBS. Celije su potom ponovo isprane dva puta u PBS i
inkubirane dodatnih 15 minuta na 37 °C u medijumu bez fenol crvene boje i FBS, radi prekidanja
reakcije deesterifikacije. Intenzitet zelene fluorescence je ocitan na CyFlow Space proto¢nom
citofluorimetru (Partec) i analiziran u FloMax softverskom programu.

3.5.6.7. Detekcija unutarcelijske produkcije reaktivnih vrsta kiseonika i azota

Kako bi se detektovala produkcija reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta (engl. Reactive oxygen and
nitrogen species, ROS/RNS) u ¢elijama posle izlaganja tretmanu agensom tubugi 1, upotrebljena je
DHR boja koja posle slobodnog ulaska u ¢eliju, u prisustvu reaktivnih metabolita oksiduje do
fluorescentnog rodamina 123. B16 ¢elije su najpre inkubirane 20 minuta na 37°C u 1 uM rastvoru
DHR u medijumu za gajenje, a zatim su posadene 1 tretirane. Nakon zavrSetka tretmana, celije su
tripsinizovane i oprane dva puta u PBS. Intenzitet zelene fluorescence je o€itan na CyFlow Space
proto¢nom citofluorimetru (Partec) i analiziran u FloMax softverskom programu.

3.5.7. Analiza parametara oksidativnog stresa

3.5.7.1. Odredivanje sadrzaja tiolnih grupa

Po zavrsetku tretmana, supernatanti su sakupljeni, dok su ¢elije isprane tri puta u PBS, zamrznute u
tecnom azotu i ¢uvane na —80°C. Smrznute Celije su odvojene od podloge teflonskim strugacem,
rastvorene u puferu za ekstrakciju (0,1 M NasPOs pH 8,0 sa 1 mM EDTA) i centrifugirane
90 minuta na 30 000 g. Za odredivanje sadrzaja tiolnih (—SH) grupa u ¢eliji kori$¢ena je metoda po
Ellmanu [118] koja se zasniva na spektrofotometrijskom merenju proizvoda reakcije DTNB sa
tiolima u baznoj sredini. Uzorak (100 ul) je meSan sa 200 ul DTNB i 900 ul 0,1 M kalijum
fosfatnog pufera pH 7,3. Suspenzija je drzana 10 minuta u mraku, nakon Cega je intenzitet boje
proizvoda meren na 412 nm na automatskom c¢itacu za mikrotitarske ploce (LKB). Standardna kriva
za odredivanje koncentracije tiola konstruisana je na osnovu standardne serije rastvora cisteina.

3.5.7.2. Analiza lipidne peroksidacije

Koncentracija malondialdehida (MDA), produkta lipidne peroksidacije, u supernatantima ¢éelijskih
kultura merena je metodom po Ohkawi [119]. MDA u kiselim uslovima reaguje sa TBA na 100°C
formiraju¢éi MDA-TBA ruziCasti kompleks. Uzorak (100 upl) je mesSan sa 600 ul reagensa
sacinjenog od 1% TBA u dH20O i 20% CHsCOOH pH 3,5 u odnosu 1:1. Nakon 60 minuta
inkubacije na 95°C, meSavina je kratko hladena na ledu. Intenzitet boje je meren na 535 nm na
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automatskom ¢itacu za mikrotitarske plo¢e (LKB). Koncentracija MDA je izraCunata upotrebom
molarnog ekstinkcionog koeficijenta nastalog MDA-TBA kompleksa [1,56 x 10°/M/cm].

3.5.7.3. Test za kvantifikaciju redukovanog glutationa (GSH)

Po zavrSetku tretmana, supernatanti iz bunarica su sakupljeni, dok su ¢elije isprane tri puta u PBS,
zamrznute u teCnom azotu i cuvane na —80°C. Smrznute celije su lizirane na gore opisani nacin.
Unutarcelijski oksidovani (GSSG) 1 ukupni glutation (GSH+GSSG) su spektrofotometrijski
odredeni metodom recikliranja GSH [120]. Merenje GSH+GSSG zasnhiva se na reakciji GSH sa
DTNB kada GSH biva oksidovan do GSSG, a DTNB redukovan do obojenog produkta,
5-tionitrobenzoata (TNB). Zatim, GSSG biva redukovan glutation reduktazom i NADPH do GSH.
Celijski lizati su inkubirani u 1 ml natrijum fosfatnog pufera koji sadrzi 0,6 mM DTNB i 1 J/ml
glutation reduktaze. Reakcija je inicirana dodavanjem 1,2 mM NADPH, a porast u apsorbanci na
412 nm izmeren na automatskom c¢itacu za mikrotitarske ploce (LKB). Koli¢ina ukupnog GSH je
odredena standardnom krivom. Za odredivanje koli¢ine GSSG, isti test recikliranja DTNB je
koris¢en posle uvodenja 2-vinilpiridina sa ciljem uklanjanja redukovanog GSH. Nivo GSH u ¢eliji
je izraCunat oduzimanjem koli¢ine GSSG od GSH+GSSG 1 izraZen kao nmol/mg proteina.

3.5.8. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Loriju

Za merenje koncentracija proteina u uzorcima liziranih ¢elija kori$¢ena je metoda po Loriju [121].
Ova metoda se zasniva na biuretskoj reakciji Cu®* sa peptidnim vezama ispitivanih proteina u
alkalnoj sredini, kao i na reakciji Folin-Ciocalteu reagensa sa bo¢nim ostacima tirozina i triptofana
prisutnim u testiranom uzorku. Zajedno, kao rezultat se dobija plavo obojeni kompleks poznatog
apsorpcijskog maksimuma. 20 pl uzoraka razblazenih deset puta u dH>O meSano je sa
300 pl rastvora 2% Na>COsz u 0,1 M NaOH, 1% CuSO4 x 5 H20 i 2% kalijim-natrijum-tartaratom u
dH20, pomesanih u razmeri 98:1:1. Nakon inkubacije od 15 minuta na sobnoj temperaturi,
uzorcima je dodavano po 60 pl Folin-Ciocalteu reagensa razblazenog pet puta u dH2O. Narednih
30 minuta, koliko je potrebno za razvijanje plave boje, uzorci su drzani na sobnoj temperaturi uz
povremeno mesanje. Apsorbanca uzoraka merena je na 670 nm automatskim citaem za
mikrotitarske ploce (LKB). Koncentracija proteina u uzorcima je odredena iz standardne krive
dobijene merenjem apsorbancija za koncentracije (0.1-1 mg/ml) rastvora BSA u dH-0.

3.5.9. Imunoblot analiza proteina

Tretman celija agensom tubugi 1 je prekidan u tacno definisanim vremenskim tackama uklanjanjem
supernatanata iz bunari¢a i dodavanjem ledeno hladnog rastvora PBS. Zatim je u bunari¢e dodat
hladan rastvor za liziranje celija. Lizati su kuvani 5 minuta na 95°C, pa centrifugirani 20 minuta
na 4°C, pri brzini od 20 000 g. Supernatanti sa rastvorenim proteinima su prebaceni u Ciste tube
I cuvani na —20°C. Nakon odredivanja koncentracije proteina, uzorci (30 pg proteina) su mesani
sa denaturiSu¢im puferom za nalivanje uzoraka na gel za elektroforezu prema Lemliju i
kuvani 5 minuta na 95°C [122]. Zatim su uzorci naneti i razdvojeni elektroforezom na 10-12%
SDS—poliakrilamidnom gelu. Po zavrSenoj elektroforezi, usledio je transfer proteina na polivinil
difluoridnu membranu (EMD Millipore, Bilerika, SAD) koris¢enjem polusuvog sistema za transfer
(Fastblot B43, Biorad, Getingen, Nemacka). Nespecifi¢éno vezivanje antitela blokirano je 1 h na
sobnoj temperaturi 5% BSA ili 5% rastvorom mleka u prahu u PBSTw, nakon ¢ega su membrane
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inkubirane u toku noc¢i na 4°C sa antitelima kunica specifi¢cnim na: p-1xB-a (Ser32), IkB-a, ERK1/2
(Thr202/Tyr204), ERK1/2, p-Akt, Akt, p-S6 (Ser240/244), S6, p-p70S6K (Thr389), p70S6K, Bcl-2,
Bax, kaspazu 3, kaspazu 7, kaspazu 9, p53, kaspazu 2, beklin-1, p62/SQSTM1, LC3B, a-tubulin ili
[S-aktin (rastvorenim u 1% BSA u PBSTw); Notch 1 (rastvorenim u 3% rastvoru mleka u PBSTw).
Membrane su zatim ispirane pet puta po 5 minuta u PBSTw, a potom inkubirane 1 h na sobnoj
temperaturi sa sekundarnim antitelom konjugovanim sa peroksidazom rena, specificnim na 19gG
kuni¢a. Nakon ponovnog ispiranja membrana u PBSTw, vezana antitela detektovana su ECL
sistemom hemiluminescencije (GE Healthcare). Upotrebom programa ImageJ (Nacionalni institut
za zdravlje, SAD) denzitometrijski je merena koli¢ina proteina i izrazena u odnosu na koli¢inu
totalnih, nefosforilisanih formi proteina ili na koli¢inu a-tubulina/f-aktina.

3.5.10. Analiza fagocitoze in vitro

Po isteku tretmana agensom tubugi 1, B16 apoptotske celije su sakupljene, isprane tri puta u PBS,
zatim prebrojane (4 x 10* po komori) i potom dodate kulturama makrofaga izolovanim iz
peritonealnog eksudata misa tokom 3 h na 37°C, kako bi se testirala njihova fagocitoza od strane
makrofaga. Po isteku perioda ko-kultivacije, nefagocitovane apoptotske ¢elije su isprane u PBS, dok
su adherentne ¢elije fiksirane u 4% PFA tokom 15 minuta na sobnoj temperaturi, potom isprane u
PBS i na kraju obojene 0,02% rastvorom CV u PBS tokom 15 minuta. Plo¢ice su montirane pomocu
DPX medijuma za montiranje i tako pripremljeni preparati posmatrani su pomocu svetlosnog
mikroskopa (Leica Microsystems, Veslar, Nemacka) pri uveli¢anju objektiva od 400 x.

3.5.11. Indukcija melanoma i tretman Zivotinja

B16 ¢elije u gustini 2,5 x 10° u 100 pl PBS su potkozno ubrizgane u desni dorzalni lumbosakralni
region singenih C57BL/6 miSeva. Dvanaestog dana nakon indukcije, kada su tumori postali
palpabilni, Zivotinje su nasumic¢no podeljene u Cetiri grupe od po osam jedinki i tretirane. Tubugi 1
je intraperitonealno aplikovan svakog drugog dana tokom deset dana u dve doze: 0,05 mg/kg i
0,1 mg/kg. PCT, kao pozitivna kontrola, je primenjivan u toksi¢noj dozi (20 mg/kg) [123] u istom
eksperimentalnom rezimu, kao i testirani agens. Kontrolna grupa zivotinja je tretirana na isti nacin
rastvaracem ispitivanih supstanci (2% DMSO u PBS). Rast tumora je prac¢en svakodnevno, a misevi
su zrtvovani 22. dana nakon indukcije tumora. Tumori su izvadeni i izmereni u tri dimenzije
pomocu kalipera. Njihov volumen je izradunat po obrascu: a x b? x 0,52, gde je a najduzi, a b
najkraci izmereni dijametar.

3.5.12. Odredivanje parametara toksi¢nosti u urinu semikvantitativnom metodom

Na dan Zrtvovanja zivotinja sakupljeni su uzorci urina. Biohemijska i hematoloska analiza urina
(leukociti, nitriti, urobilinogen, proteini, pH, eritrociti, specificna gustina, ketoni, bilirubin i
glukoza) izvrSena je Multistix 10 SG trakama za analizu urina (Bayer, Leverkusen, Nemacka),
nakapavanjem uzoraka na traice i poredenjem sa referentnim vrednostima.
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3.5.13. Analiza fenotipa i fagocitnog kapaciteta makrofaga Zivotinja tretiranih agensom
tubugi 1

3.5.13.1. Analiza fagocitoze ex vivo

Na dan zrtvovanja zivotinja, iz miSeva su sakupljene celije peritonealnog ispirka 1 uzorci
kolekcionirani. Broj éelija peritonealnog ispirka je podesen na 5 x 10° po uzorku. Fluorescentne
polistirenske kuglice su opsonizovane u 50% rastvoru FBS u PBS tokom 1 h na 37°C. Kako bi se
testirao kapacitet makrofaga za fagocitozu, rastvor fluorescentnih kuglica je dodat u celijsku
suspenziju. Nakon 1 h kultivacije na 37°C ¢elije su isprane. Kako bi se eliminisao signal poreklom
od kuglica na povrsini ¢elija, dodat je rastvor tripan plavo boje u trajanju dva minuta. Zelena
fluorescenca je oc¢itana na Chameleon fluorimetru (Hidex).

3.5.13.2. Analiza citotoksi¢nog potencijala makrofaga ex vivo

Celije peritonealnog ispirka poreklom iz tretiranih mieva (1 x 108 po uzorku) su posadene u
sterilne ploce sa $est bunariéa. Zatim je na adherirane éelije po bunariéu dodato 2 x 10° B16 ¢elija
prethodno obelezenih CFSE bojom. Ko-kultivacija je trajala 48 h na 37°C. Zelena fluorescenca,
u direktnoj korelaciji sa brojem B16 celija, je o¢itana na Chameleon fluorimetru (Hidex).

3.5.13.3. Merenje koncentracije nitrita u supernatantima ¢éelijskih kultura

Celije peritonealnog ispirka (1 x 10° po uzorku) su posadene u sterilne ploée sa 96 bunariéa i
ostavljene 48 h na 37°C kako bi se izmerila koli¢ina produkovanog NO. Test po Griess-u daje
moguénost merenja nitrita (NO2") koji predstavljaju primarne i stabilne metabolite NO. Ovaj test se
zasniva na reakciji diazotizacije [124]. Naime, u kiselim uslovima sulfanilamid biva konvertovan u
diazonijum so u reakciji sa nitritima. Diazonijum so zatim reaguje sa N-(1-naftil) etilendiamin
dihidrohloridom pri ¢emu se formira molekul koji moZe biti spektrofotometrijski kvantifikovan.
Odredena zapremina supernatanta je inkubirana sa istovetnom zapreminom Griess-ovog reagensa u
plocama sa 96 bunari¢a 10 minuta na sobnoj temperaturi. Apsorbanca svakog uzorka je merena na
540 nm na automatskom ¢itacu za mikrotitarske plo¢e (LKB). Koncentracija nitrita u uzorcima je
racunata iz standardne krive dobijene merenjem apsorbanci za poznate koncentracije NaNO.

3.5.13.4. Analiza fenotipa makrofaga

Celije peritonealnog ispirka (5 x 10° po uzorku) su dvostruko obelezene FITC-konjugovanim
misjim anti-CD40 antitelom i PE-konjugovanim misjim anti-F4/80 antitelom u rastvoru 1% BSA u
PBS tokom 1 h na 4°C. Nakon ispiranja dva puta u 1% rastvoru BSA u PBS, c¢elije su
resuspendovane u PBS i analizirane koris¢enjem FloMax softverskog programa.
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3.5.13. Statisti¢ka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao srednja vrednost (SV) * standardna devijacija (SD) triplikata kultura
jednog, reprezentativnog eksperimenta od najmanje tri izvedena eksperimenta. Za procenu
statisticke znacajnosti koris¢en je Studentov t test. Za in vivo eksperiment, statistiCcka znacajnost
rezultata odredivana je Mann-Whitney testom. Vrednost p < 0,05 je smatrana statisti¢ki zna¢ajnom.
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4. Rezultati



4.1. Tubugi 1 inhibira rast ¢elija melanoma in vitro, ali ne i rast primarnih celija

Kako bi se ispitao antitumorski potencijal jedinjenja tubugi 1, ¢elijske linije melanoma su izloZene
opsegu koncentracija (0,08-5 nM) pomenute supstance. Nakon 48 h inkubacije, relativni broj zivih
¢elija je odredivan MTT i CV testom. Kao §to se moze videti sa Slike 13, tubugi 1 je doveo do pada
vijabiliteta kod obe ¢elijske linije na dozno-zavisan nacin.
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Slika 13. Tubugi 1 inhibira rast ¢elija melanoma in vitro. Procenat zZivih ¢elija melanoma nakon tretmana
tubugi 1 u trajanju 48 h, odreden MTT i CV testom. Rezultati predstavljaju SV + SD reprezentativnog od tri
nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke

Dobijene koncentracije koje smanjuju rast ¢elija melanoma za 50% se nalaze u nanomolarnom
opsegu i prikazane su u Tabeli 2.

Tabela 2. 1Cso vrednosti* tubugi 1 izra¢unate iz MTT i CV testova

. I1Cs0(NM)
Celijska linija

MTT CcVv
B16 0,4+0,2 46+0,5
A-375 02+0,1 0,2+0,1

* predstavljaju SV = SD tri nezavisno izvedena eksperimenta

Analiza rezultata prikazanin u Tabeli 2 ukazala je na neuskladenost vrednosti dobijenih
primenjenim testovima za odredivanje vijabiliteta B16 celija, $to nije slucaj kod linije humanog
melanoma visoke invazivnosti — A-375. Imaju¢i u vidu ¢injenicu da klasa jedinjenja tubulizina
ostvaruje svoje delovanje uti¢ué¢i na organizaciju mikrotubula, a time i na mitozu [125], rezultati za
tubugi 1 dobijeni CV testom, zasnovani na vezivanju boje za DNK, moraju se uzeti sa rezervom.
Dalje, koncentracije jedinjenja tubugi 1 dobijene MTT testom neophodne za inhibiciju rasta od
50%, kako B16 tako i A-375 celija, odgovarale su vrednostima za koje je pokazano na nivou
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svetlosne mikroskopije da redukuju za oko 50% broj zivih ¢elija. Iz tog razloga podaci dobijeni
ovim testom uzeti su za relevantne i koris¢eni u narednim eksperimentima.

Iz svega navedenog se moze zakljuciti da tubugi 1 na dozno-zavisan nacin inhibira rast celija
melanoma in vitro, kao i da su ove ¢elijske linije podjednako osetljive na ispitivani agens, bez
obzira na njihovo razli¢ito poreklo i razli¢it stepen invazivnosti.

Paralelno je, radi poredenja aktivnosti testiranog jedinjenja sa konvencionalnim terapeuticima,
ispitana osetljivost obe celijske linije na PCT. U tu svrhu, ¢elije melanoma su tretirane opsegom
razlic¢itih doza PCT (0,75-50 nM). Nakon 48 h, vijabilitet ¢elija je odreden MTT 1 CV testom.
Rezultati su pokazali da su ICso doze PCT na obe c¢elijske linije znacajno vece u poredenju sa
odgovarajuc¢im vrednostima za tubugi 1 (Slika 14), ukazujuéi na to da tubugi 1 ima ve¢éi citotoksicni
potencijal.
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Slika 14. Tubugi 1 poseduje vecu citotoksi¢nu aktivnost u odnosu na PCT. Procenat zivih Celija
melanoma nakon tretmana PCT u trajanju 48 h, odreden MTT i CV testom. Rezultati predstavljaju SV + SD
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke

Dobijeni rezultati su ukazali na visoku citotoksi¢nu aktivnost jedinjenja tubugi 1 na linijama
melanoma, $to je, dalje, nametnulo potrebu za proverom njegove toksi¢nosti na primarnim ¢elijama.
U tu svrhu su izolovani makrofagi iz peritonealnog eksudata, kao i keratinociti iz uha misa, koji su
tretirani istim rasponom doza ovog agensa. Paralelno, praden je i uticaj supstance na
transformisanoj, nemalignoj liniji misjih NIH 3T3 fibroblasta. Nakon 48 h, vijabilitet makrofaga je
utvrden CV testom, s obzirom da je re¢ o kulturi koja je adherentna, dok je u slucaju misjih
keratinocita koriS¢en test kisele fosfataze pogodan za neadherentne kulture. Broj ¢elija NIH 3T3
fibroblasta je odredivan MTT i CV testovima. Dobijeni rezultati su pokazali da tubugi 1 pri
koris¢enim dozama ne dovodi do smanjenja broja makrofaga i keratinocita, kao i da je znacajno
manje toksican po liniju primarnih fibroblasta (Slika 15), u poredenju sa ¢elijama melanoma.
Naime, ICso vrednost za NIH 3T3 fibroblaste je oko 20 puta veéa u odnosu na ICso za celije
melanoma.
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Slika 15. Tubugi 1 u zna¢ajno manjoj meri inhibira rast primarnih éelija. Procenat zivih A) primarnih
i B) NIH 3T3 ¢elija nakon tretmana jedinjenjem tubugi 1 u trajanju 48 h, odreden specifi¢énim testovima
vijabiliteta za adherentne i neadherentne kulture. Rezultati predstavljaju SV + SD reprezentativnog od tri
nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke

Iz opisanog eksperimenta se moze zakljuciti da postoji izraZzena selektivnost eksperimentalnog
jedinjenja za maligni fenotip, posto tubugi 1 pri primenjenom opsegu doza znacajno Smanjuje
vijabilitet ¢elijskih linija melanoma, ali ne i primarnih ¢elija.

4.2. Tubugi 1 utice na proliferaciju i remeti distribuciju ¢elija melanoma po fazama éelijskog
ciklusa

Kako pokazano smanjenje broja zivih ¢elija melanoma moZe biti posledica zaustavljanja ¢elija u
deobi i/ili umiranja u prisustvu navedene supstance, dalji tok istrazivanja je usmeren ka
rasvetljavanju mehanizma njegovog delovanja. Sa tim u vezi, uradena je analiza distribucije Celija
po razli¢itim fazama éelijskog ciklusa. Celije melanoma su izlozene ICso dozi agensa tubugi 1
tokom 48 h, a zatim obojene Pl i analizirane metodom protocne citofluorimetrije. Tubugi 1 je kod
B16 linije doveo do poveéanja procenta ¢elija U SUbG1/GO fazi u odnosu na kontrolne celije
(Slika 16). S obzirom da ¢elije u subG1/GO fazi poseduju fragmentisanu DNK, moze se zakljuéiti da
eksperimentalni agens ima pretezno citocidni efekat na B16 liniju. U slucaju A-375 linije, uocena je
akumulacija ¢elija u G2/M fazi ciklusa u prisustvu ovog jedinjenja (Slika 16), $to implicira
citostatski efekat pomenutog agensa.

Uprkos istoj senzitivnosti ispitivanih linija, ovakva raspodela ¢elija po fazama celijskog ciklusa
ukazuje na ¢elijsku specificnost u odgovoru na ispitivani agens.
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Slika 16. Tubugi 1 menja distribuciju celija melanoma po fazama celijskog ciklusa. Procenat Celija
melanoma u fazama Celijskog ciklusa nakon tretmana jedinjenjem tubugi 1u trajanju 48 h, odreden metodom
protoéne citofluorimetrije. Rezultati predstavljaju SV £ SD reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta.
*p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke

Paralelno, vrseno je ispitivanje uticaja agensa tubugi 1 na proliferativni potencijal linija melanoma.
Celije melanoma su obojene CFSE bojom i izloZene ICso dozi eksperimentalnog agensa. Posle
inkubacije u trajanju 72 h, Celije su analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Na Slici 17 se vidi da
tubugi 1 umanjuje procenat podeljenih ¢elija u odnosu na kulturu netretiranih ¢éelija kod obe linije.
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Slika 17. Tubugi 1 inhibira proliferaciju ¢éelija melanoma. Intenzitet fluorescence celija melanoma
obojenih CFSE bojom nakon tretmana jedinjenjem tubugi 1 u trajanju 72 h, odreden metodom proto¢ne
citofluorimetrije. Prikazan je reprezentativni rezultat jednog od tri nezavisno izvedena eksperimenta

Efekat sintetskog tubulizina u inhibiciji proliferacije nesto je izrazeniji kod B16 celijske linije, sto je
oc¢ekivano s obzirom na oblik krive vijabiliteta i postignut plato pri koncentracijama veé¢im od
0,3 nM (Slika 13). Zajedno sa rezultatima analize ¢éelijskog ciklusa, opisani rezultat ukazuje da je
indukcija ¢elijske smrti, zdruzena sa gubitkom deobnog potencijala prezivele subpopulacije B16
¢elija, u osnovi antitumorskog delovanja opisanog agensa. U slu¢aju humanog melanoma, prikazani
rezultati ukazuju na dominantan citostatski uticaj sintetskog tubulizina.
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4.3. Tubugi 1 indukuje atipi¢nu apoptozu B16 Celija zavisnu od aktivacije kaspaza

Prethodno dobijeni rezultati ukazali su na inhibiciju ¢elijske proliferacije kao odgovor B16 ¢elija na
prisustvo jedinjenja tubugi 1, ali i na indukciju ¢elijske smrti sude¢i po subG1/GO populaciji ¢elija
sa fragmentisanim geneti¢kim materijalom. Kako je fragmentacija DNK molekula prevashodno
odlika apoptoze, dalje je ispitivan doprinos ovog tipa celijske smrti smanjenju broja B16 c¢elija
nakon tretmana navedenim jedinjenjem. U tu svrhu, B16 ¢elije su tretirane 1Csg dozom sintetskog
analoga tubulizina u trajanju 48 h, a zatim dvostruko obojene FITC-Ann V/PI (Ann/Pl) i analizirane
na nivou proto¢ne citofluorimetrije. Kao $to je prikazano na Slici 18A, u poredenju sa kontrolnim
¢elijama, pod tretmanom ne dolazi do znacajnog povecanja procenta ¢elija koje oznacavamo kao
rano (Ann*/PI") i kasno apoptotske/nekroti¢ne (Ann*/PI%).

Sa ciljem da se ispita uloga kaspaza u realizaciji apoptotskog procesa, B16 celije su izlozene
citotoksi¢noj dozi jedinjenja tubugi 1 (ICso doza) tokom 48 h, a zatim obojene FITC-konjugovanim
pan-kaspaznim inhibitorom (ApoStat) i analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati ove
analize su pokazali da se pod navedenim tretmanom, u poredenju sa kontrolom, znacajno povecava
procenat Celija sa aktiviranim kaspazama (Slika 18B).
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Slika 18. Tubugi 1 ne povecava zastupljenost Ann*/PlI~ i Ann*/PI* B16 ¢elija, ali aktivira kaspaze.
A) Procenat Ann*/PI” i Ann*/PI* B16 c¢elija nakon tretmana jedinjenjem tubugi 1 u trajanju 48 h, odreden
metodom protocne citofluorimetrije. B) Intenzitet fluorescence B16 celija obojenih ApoStat bojom nakon
tretmana jedinjenjem tubugi 1 u trajanju 48 h, odreden metodom proto¢ne citofluorimetrije. Prikazan je
reprezentativni rezultat jednog od tri nezavisno izvedena eksperimenta

Kako rezultati dvostrukog bojenja Ann/Pl, dobijeni metodom protoéne citofluorimetrije nisu bili u
saglasnosti sa pokazanom aktivacijom kaspaza, ali ni sa podacima koji su ukazali na jasno prisustvo
¢elija sa fragmentisanom DNK u kulturi tretiranoj jedinjenjem tubugi 1, izvrSena je mikroskopska
analiza prisustva apoptoze na osnovu morfoloskih karakteristika jedara. Celije su tretirane ICso
dozom eksperimentalnog agensa u trajanju 48 h, obojene DAPI bojom i posmatrane pod
fluorescentnim mikroskopom u dve vremenske tacke. Kao §to se vidi na Slici 19, u kulturi tretiranih
B16 celija jasno se uocavaju Celije sa tipicnim morfoloskim odlikama apoptoze kao §to su
kondenzacija hromatina i formiranje apoptotskih tela.
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Slika 19. Tubugi 1 indukuje morfoloski prepoznatljivua apoptozu B16 ¢elija. Morfoloske odlike jedara
tipi¢ne za apoptozu (bele strelice) u kulturi B16 ¢elija obojenih DAPI bojom nakon tretmana jedinjenjem
tubugi 1 u trajanju 48 h, na nivou fluorescentne mikroskopije. Orig. uveli¢anje 400 x

Ovim je nedvosmisleno pokazano da tubugi 1 indukuje apoptozu ¢elija miSjeg melanoma, $to je
ukazalo na potrebu za revidiranjem rezultata dobijenih dvostrukim bojenjem Ann/Pl. Da bi se
proverilo da li je odsustvo Ann*/PI” i Ann*/PI" (elija posledica manjkavosti metode ili pak
eksperimentalnog dizajna, analizirano je njihovo prisustvo nakon tretmana eksperimentalnom
supstancom (ICso doza), tokom kraéih ili duzih perioda inkubacije u odnosu na prethodno
evaluiranih 48 h. Rezultati su pokazali da se duzina tretmana celija eksperimentalnim agensom nije
odrazila na zastupljenost tj. odsustvo Ann*/P1~i Ann*/PI* éelija (Slika 20).
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Slika 20. Tubugi 1 ne potencira prisustvo Ann*/P1- i Ann*/PI1* ¢elija tokom tretmana B16 ¢elijske linije
u trajanju 96h. Procenat Ann*/PI” i Ann*/PI* B16 ¢elija nakon tretmana jedinjenjem tubugi 1 u trajanju 6,
14, 24, 72 i 96 h, odreden metodom protoéne citofluorimetrije. Prikazan je reprezentativni rezultat jednog od
tri nezavisno izvedena eksperimenta

Takode, izvrSena je detekcija ovog fenomena senzitivnijom metodom - fluorescentnom
spektroskopijom. Rezultati su pokazali da nakon izlaganja ¢elija supstanci (ICso doza) u trajanju od
48 h nije doslo do povecanja broja ¢elija pozitivnih na aneksin (Ann*) (Slika 21).
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Slika 21. Metoda fluorescentne spektroskopije potvrduje odsustvo poveéanja broja Ann* ¢elija pod
tretmanom tubugi 1 kod B16 ¢elijske linije. Intenzitet fluorescence B16 celija obojenih FITC-Ann V
nakon tretmana jedinjenjem tubugi 1 u trajanju 4, 6, 24 i 48 h, odreden metodom fluorescentne
spektroskopije

Inverzija PS je dodatno proverena i na nivou fluorescentne mikroskopije. B16 ¢elije su tretirane
jedinjenjem tubugi 1 (ICsp doza) tokom 48 h, obojene FITC-Ann V, a zatim fiksirane,
permeabilizovane i obojene PI. Odsustvo opisanog fenomena je potvrdeno i ovim putem (Slika 22).

Kontrola Tubugi 1

Slika 22. Metoda fluorescentne mikroskopije potvrduje odsustvo Ann* ¢elija pod tretmanom tubugi 1
kod B16 celijske linije. Mikroskopska analiza inverzije PS na B16 celijama obojenim FITC-Ann V nakon
tretmana jedinjenjem tubugi 1 u trajanju 48 h. Orig. uveli¢anje 400 x

lako se detekcija Ann* Celija u literaturi eksplicitno izjednacava sa apoptozom, iz prethodno
opisanih rezultata nase studije se moze zakljuciti da njihovo odsustvo nije odraz izostanka apoptoze,
ve¢ verovatno pokretanja atipicne forme ove celijske smrti pod uticajem eksperimentalnog agensa, u
kojoj je izostao fenomen inverzije PS. Cinjenica da se putem eksternalizacije PS odigrava niz
fizioloskih procesa koji se reflektuju na stanje u tumorskoj mikrosredini, ukljucujuéi aktivnosti
¢elija imunskog sistema, ukazuje na znacaj temeljne evaluacije istog.
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4.4. Tubugi 1 menja ekspresiju proteina relevantnih za proces apoptoze kod B16 ¢elijske linije

Nakon §to je pokazano da tubugi 1 indukuje apoptozu B16 ¢elija, istrazivanje je dalje fokusirano na
analizu ekspresije proteina ukljuCenih u inicijaciju i realizaciju procesa apoptoze. B16 celije su
tretirane 1Cso dozom eksperimentalnog terapeutika u trajanju 2, 6, 24, 48 i 72 h, azatim je
imunoblot metodom ispitana ekspresija proteina relevantnih za ovaj proces (Slika 23). Analiza
ekspresije Bax proteina, odgovornog za formiranje pora na spoljasnjoj mitohondrijalnoj membrani
[126], ukazala je na kontinuirano povecanje njegove ekspresije kod celija miSjeg melanoma
tretiranih ovim agensom (Slika 23A). Paralelno, ispitivana je promena u ekspresiji Bcl-2 proteina
koji funkcioniSe kao ¢uvar mitohondrijalne membrane, s obzirom na funkciju u inhibiciji aktivnosti
Bax proteina [127]. Rezultati su ukazali da, posle vremenski ograni¢enog povecanja ekspresije
Bcl-2 molekula, sledi faza inhibicije (Slika 23B), sto doprinosi visokom odnosu Bax/Bcl-2, koji je
klju¢an za pokretanje apoptoze. Takode, detektovano je povecanje ekspresije aktiviranih
egzekutorskih kaspaza 3 i 7 (Slika 23C i D), sto odgovara rezultatima analize ukupne aktivnosti
kaspaza dobijenim metodom proto¢ne citofluorimetrije.

Gore navedeni rezultati potvrdili su na molekulskom nivou da tubugi 1 stimulie unutra$nji
mitohondrijalni put indukcije apoptoze B16 ¢elija.
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Slika 23. Tubugi 1 menja ekspresiju proteina relevantnih za proces apoptoze kod B16 celijske linije.
Graficki prikaz denzitometrijske analize ekspresije A) Bax, B) Bcl-2, C) aktivirane kaspaze 3 i D) aktivirane
kaspaze 7 sa imunoblotom. Ekspresija proteina ispitana je u navedenim vremenskim tackama. Rezultati
predstavljaju SV = SD reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne
uzorke

4.5. Tubugi 1 indukuje oksidativni stres kod B16 celijske linije

Kako bi se utvrdilo da li oksidativni stres posreduje u apoptozi indukovanoj tretmanom, izvrSena je
kvantifikacija unutarcelijskog NO, kao i ROS/RNS. U cilju merenja NO, B16 celije su tretirane
eksperimentalnim agensom u trajanju od 48 i 72 h, a zatim bojene DAF-FM acetatom i analizirane
na proto¢nom citofluorimetru. Posle 48 h tretmana, u kulturi B16 ¢elija je evidentan porast nivoa
NO, da bi se jos intenzivnija produkcija uo¢ila tokom 72 h inkubacije (Slika 24A).

Kako bi se detektovala i kvantifikovala produkcija ROS/RNS, B16 ¢elije su obojene DHR bojom,

pa izloZene ispitivanom agensu tokom 48 i 72 h. Sa Slike 24B se moze videti da tubugi 1 pokrece
produkciju ROS/RNS.
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Slika 24. Tubugi 1 indukuje produkciju NO i ROS/RNS kod B16 ¢elijske linije. Intenzitet fluorescence
B16 celija obojenih A) DAF-FM acetatom i B) DHR nakon tretmana jedinjenjem tubugi 1 u trajanju 72 h,
analiziran metodom protocne citofluorimetrije. Prikazan je reprezentativni rezultat jednog od tri nezavisno

izvedena eksperimenta

Dobijeni rezultati ukazuju da bi produkcija slobodnih radikala koja je pokrenuta u B16 kulturi u
odgovoru na prisustvo jedinjenja tubugi 1, mogla biti dovedena u vezu sa kaskadom dogadaja u
apoptotskom putu ¢elijske smrti.

U cilju utvrdivanja stepena oksidativnog stresa u celiji, dalje se pristupilo odredivanju koli¢ine
GSH i —SH grupa, kao i intenziteta lipidne peroksidacije. B16 ¢elije su tretirane 1Cso dozom
eksperimentalnog terapeutika u trajanju 48 h, a zatim lizirane. Rezultati merenja odnosa
GSH/GSSG prikazani su na Slici 25A. Eksperimentalni agens je znacajno snizio nivo GSH u
poredenju sa istim kod celija gajenih u odsustvu tubugi 1. To ukazuje na stimulaciju
antioksidativnog odgovora u cilju ocuvanja redoks homeostaze.

Kako —SH grupe predstavljaju najée$c¢a mesta interakcije proteina i slobodnih radikala, i izrazito su
osetljive na proces oksidacije, dalje je analizirana njihova koncentracija u ¢eliji. U ¢elijama koje su
bile izloZene tretmanu tubugi 1, primetan je pad u ukupnom sadrzaju —SH grupa u odnosu na
kontrolne ¢elije (Slika 25B). Navedeni rezultat ukazuje na smanjenje unutaréelijskog nivoa —SH
grupa usled intenzivnog oksidativnog oStec¢enja ovih molekula.

Da bi se utvrdilo da li usled delovanja slobodnih radikala dolazi do oksidacije polinezasi¢enih
masnih kiselina prisutnih u celijskoj membrani, meren je intenzitet peroksidacije lipida. Kao
parametra za odredivanje stepena oksidacije membranskih lipida, izvrSena je kvantifikacija MDA
koji predstavlja finalni proizvod peroksidacije u ¢eliji [128]. Koncentracija MDA u supernatantima
tretiranih celija je bila znacajno niza u poredenju sa kontrolnim uzorcima, ukazajuci na izostanak
oksidacije lipida (Slika 25C).

Iz svega navedenog se moze zakljuciti da uprkos intenzivnoj produkciji reaktivnih kiseoni¢nih i
azotnih vrsta i sledstvenoj iscrpljenosti unutarcelijskih depoa glutationa i —SH grupa u odgovoru na
tubugi 1, lipidi membrane su, sudeci po koli¢ini MDA, iskljuceni iz kaskade oksidacionih reakcija u

celiji.
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Slika 25. Tubugi 1 indukuje depleciju GSH i oksidaciju —SH grupa, ali ne i oksidaciju lipida membrane
kod B16 éelijske linije. A) Odnos GSH/GSSG, koncentracija B) —SH grupa i C) MDA kod B16 ¢elija nakon
tretmana jedinjenjem tubugi 1 u trajanju 48 h. Rezultati predstavljaju SV + SD reprezentativnog od tri
nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke

4.6. Tubugi 1 spre¢ava eksternalizaciju PS kroz prevenciju peroksidacije lipida

Literaturni podaci ukazuju da translokaciji PS sa unutrasnje na spoljasnju stranu ¢elijske membrane
prethodi njegova oksidacija [129]. Shodno tome, dobijeni rezultati merenja koli¢ine MDA koji su
ukazali na statisti¢ki znac¢ajno smanjenu peroksidaciju membranskih fosfolipida dovode se u vezu sa
sprecavanjem inverzije PS pod ispitivanim tretmanom. Kako bi se potvrdila ova relacija, koriS¢en je
H20, sa ciljem izazivanja oksidacije membranskih lipida, a procenat ¢elija sa eksternalizovanim PS
kvantifikovan je dvostrukim bojenjem Ann/Pl. U tu svrhu, B16 ¢elije su izlozene kratkotrajnom
delovanju H2O> i jedinjenja tubugi 1 (ICso doza) u trajanju od 2h, pojedinacno ili u kombinaciji.
Celije su zatim obojene Ann/Pl, pa analizirane na proto¢nom citofluorimetru. U kulturi éelija
izloZenoj H20, primetan je porast u procentu Ann* ¢elija. Suprotno, tretman ¢elija agensom tubugi 1
je neznatno uticao na broj ¢elija sa eksternalizovanim PS, dok je njegova primena istovremeno sa
H>O, redukovala procenat Ann® (elija za otprilike 50% (Slika 26), ukazujuéi da ovaj
eksperimentalni agens bar delimi¢no §titi ¢elije od lipidne peroksidacije.

Uzimajuéi navedeno u obzir, moze se zakljuciti da tubugi 1, uprkos tome $to indukuje snazan

oksidativan stres i vodi apoptozi B16 celija, spreCava peroksidaciju lipida, Sto finalno sprecava
eksternalizaciju PS u membrani apoptotske ¢elije.
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Slika 26. Tubugi 1 sprecava eksternalizaciju fosfatidilserina putem prevencije oksidacije lipida kod
B16 Ccelijske linije. Procenat B16 Ann*/PI” i Ann*/PI* ¢elija nakon tretmana jedinjenjem tubugi 1,
pojedina¢no ili u kombinaciji sa H,O, u trajanju 2 h, odreden metodom proto¢ne citofluorimetrije.
H20- u finalnoj koncentraciji od 25 uM je dodavan svakih 30 minuta. U slu¢aju kombinovanog tretmana,
tubugi 1 je dodavan 15 minuta pre H,O,. Prikazan je reprezentativni rezultat jednog od tri nezavisno
izvedena eksperimenta

4.7. Tubugi 1 ne kompromituje fagocitozu apoptotskih éelija

Eksternalizacija PS na celijskoj membrani apoptotskih celija predstavlja signal za specifi¢ne
receptore makrofaga koji omogucava uspesno prepoznavanje ovih celija i njihovo uklanjanje iz
tkiva. Kako bi se odsustvo PS na spoljasnjoj strani membrane apoptotske celije moglo odraziti na
proces fagocitoze, a time i na efekte tretmana agensom in vivo, dalji eksperimenti su imali za cilj
utvrdivanje da li je fagocitoza o¢uvana u uslovima apoptoze koja nije pracena eksternalizacijom PS.
U tu svrhu B16 celije su inkubirane sa 1Cso dozom agensa tubugi 1 tokom 48 h, a zatim apoptotske
¢elije prebrojane i ponudene primarnim makrofagima. Nakon 3 h ko-kultivacije, internalizacija
apoptotskih celija je proverena na nivou svetlosne mikroskopije. Mikroskopska analiza je pokazala
prisusustvo fragmenata apoptotskih celija unutar makrofaga nakon tretmana eksperimentalnom
supstancom (Slika 27). To implicira uspe$no uklanjanje apoptotskih celija bez obzira na odsustvo
PS na spoljasnjoj strani njihove membrane.
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Iz navedenog se moze =zakljuciti da atipi¢na apoptoza indukovana tretmanom tubugi 1 ne
kompromituje fagocitozu apoptotskih ¢elija u okruzenju.

Slika 27. Tubugi 1 ne uti¢e negativno na fagocitozu apoptotskih ¢elija. Mikroskopska analiza
internalizacije B16 apoptotskih ¢elija od strane primarnih makrofaga. Orig. uvelic¢anje 400 x

4.8. Tubugi 1 smanjuje rast melanoma in vivo

Nakon $to je in vitro studija pokazala snazan potencijal jedinjenja tubugi 1 u inhibiciji rasta tumora,
izvrSena je analiza njegove efikasnosti in vivo na singenom modelu misjeg solidnog melanoma. Kao
Sto se vidi na Slici 28, volumen tumora zivotinja koje su primale ispitivani agens je smanjen u obe
doze u odnosu na kontrolnu grupu zivotinja, ali je statisticka znacajnost postignuta samo prilikom
primene vise doze agensa. Takode, tumori zivotinja koje su bile tretirane viSom dozom
eksperimentalnog agensa znacajno su manjeg volumena u poredenju sa tumorima zivotinja koje su
primale PCT. Sa druge strane, PCT, primenjen u ovom eksperimentalnom dizajnu u dozi koja se
definiSe kao terapeutska, nije pokazao znacajan ucinak u redukciji volumena tumora.
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Slika 28. Tubugi 1 suprimira rast melanoma in vivo. Volumeni tumora izmereni 22. dana nakon indukcije
tumora kod C57BL/6 miseva (0sam zivotinja po grupi, * p < 0,05 u odnosu na kontrolnu i grupu tretiranu
PCT)
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4.9. Tubugi 1 ne pokazuje toksi¢ne efekte in vivo

Vizuelni znaci toksi¢nosti (gubitak krzna, promene u ponaSanju Zivotinja, povracenje i dijareja) kao
i gubitak telesne mase, nisu uoceni kod zivotinja koje su primale tubugi 1. Analiza biohemijskih i
hematoloskih parametara urina Zivotinja (Tabela 3) na dan Zrtvovanja ukazala je na povecano
prisustvo proteina kod Zzivotinja tretiranih jedinjenjem tubugi 1, kao S§to je to slucaj sa urinom
zivotinja iz grupe tretirane PCT, $to moze biti znak nefrotoksi¢nosti. Medutim, proteinurija je
fenomen opisan kod zdravih miseva [130], te dobijeni rezultati ne moraju nuzno biti pokazatelji
narusene funkcije bubrega. Prisustvo leukocita zabelezeno je kod Zivotinja koje su primale PCT, i u
nesto manjoj meri kod Zivotinja koje su tretirane nizom dozom jedinjenja tubugi 1, §to moze biti
posledica inflamatornog procesa usled oSte¢enja bubrega. Nitriti i urobilinogen, kao parametri
poremecaja u funkciji bubrega i jetre, primeceni kod zivotinja koje su primale tubugi 1 i PCT su u
okviru referentnih vrednosti [131,132]. Ostali ispitivani parametri, poput pH i specifi¢ne gustine,
kao i prisutnosti ketona i bilirubina ne razlikuju se znacajno od vrednosti kod kontrolne grupe
Zivotinja.

Dobijeni rezultati ukazuju da je tubugi 1 efikasan u supresiji rasta melanoma in vivo uz minimalnu
toksi¢nost.

Tabela 3. Biohemijski i hematolo$ki parametri urina C57BL/6 miSeva nakon tretmana PCT, tubugi 1
0,05 mg/kg i tubugi 1 0,1 mg/kg

Kontrola PCT Tubugi 1 Tubugi 1
0,05 mg/kg 0,1 mg/kg

Leukociti (leu/pl) 46,7 +40,4 15+£0
Nitriti 1+0 0,7+0,6 1+0
Urobilinogen (mg/dl) 02+0 02+0 02+0
Proteini (mg/dl) 43,3+51,3 45+ 40,4 475+ 35
pH 53%0,6 58+0,5 60
Krv (eri/pl) 0 0 0 0
Specifi¢na gustina 1030+ 0 1029+ 2,5 1029+ 2,5
Ketoni (mg/dl) 33+29 38+25 13£25
Bilirubin (mg/dl) 4+0 4+0 3312

Rezultati predstavljaju SV = SD
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4.10. Tubugi 1 ne kompromituje fagocitozu, promovise citotoksi¢ni potencijal makrofaga i
njihovu polarizaciju ka M1 fenotipu ex vivo

4.10.1. Tubugi 1 ne inhibira fagocitnu aktivnost makrofaga

Kako bi se ispitao uticaj tretmana na efikasnost urodenog imunskog odgovora protiv tumora, u
momentu zrtvovanja zivotinja izolovane su ¢elije peritonealnog eksudata, a fenotip 1 citotoksi¢na
aktivnost dobijene populacije makrofaga analizirane nizom testova. S obzirom da je pokazano da je
fagocitoza in vitro ocuvana bez obzira na nedostatak PS na povrsini apoptotske ¢elije, od prioriteta
je bilo proveriti fagocitnu sposobnost makrofaga poreklom iz zivotinja koje su primale tubugi 1.
Sa tom namerom, makrofagi su inkubirani sa fluorescentnim kuglicama opsonizovanim FBS. Po
isteku 1 h inkubacije, internalizacija kuglica proverena je fluorimetrijski. Makrofagi izolovani iz
grupa zivotinja koje su primale PCT i tubugi 1 su pokazali vece preuzimanje fluorescentnih kuglica
u odnosu na makrofage poreklom iz kontrolne grupe zivotinja, §to ukazuje na njihovu ocuvanu
fagocitnu aktivnost (Slika 29).

*®
(=]

70 1 I

60
50 4

40 =

30 1

20 1

Intenzitet fluorescence (x10%)

(=]

Tubugi I  Tubugi 1
Kontrola PCT 0,05 mg/kg 0,1 mg/kg

Slika 29. Tubugi 1 ne uti¢e negativno na fagocitnu aktivnost makrofaga ex vivo. Intenzitet fluorescence
¢elija peritonealnog eksudata nakon kultivacije sa kuglicama opsonizovanim sa FBS, odreden fluorimetrom.
Rezultati predstavljaju SV + SV. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke

4.10.2. Tubugi 1 promovise citotoksi¢ni potencijal makrofaga

Zatim se pristupilo ispitivanju citotoksi¢nog potencijala makrofaga poreklom iz tretiranih Zivotinja.
CFSE-obelezene B16 ¢elije su ko-kultivisane sa makrofagima iz eksperimentalnih Zivotinja, a
intenzitet fluorescence koja odgovara broju B16 celija, izmeren fluorimetrijski. Niza doza
(0,05 mg/kg) jedinjenja tubugi 1 i PCT u toksi¢noj dozi nisu znacajno uticali na citotoksi¢nu
aktivnost makrofaga. Medutim, broj B16 ¢elija koje su inkubirane sa makrofagima poreklom iz
zivotinja koje su primale viSu dozu jedinjenja tubugi 1 (0,1 mg/kg) je dramaticno redukovan
(Slika 30A). Mikroskopska analiza je pokazala da, za razliku od kontrole gde su u ko-kulturi
makrofagi u potpunosti prekriveni populacijom B16 c¢elija, kod tretmana viSom dozom tubugi 1
predominantnu populaciju ¢elija ¢ine upravo makrofagi (Slika 30B).
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Grafik 30. Tubugi 1 stimuliSe citotoksi¢ni potencijal makrofaga ex vivo. A) Intenzitet fluorescence
CFSE-obojenih B16 ¢elija nakon kultivacije sa makrofagima poreklom iz eksperimentalnih Zivotinja u
trajanju 48 h, izmeren fluorimetrom. B) Ko-kultivacija B16 ¢elija i makrofaga poreklom iz eksperimentalnih
zivotinja na nivou svetlosne mikroskopije. U ko-kultivaciji tumorskih ¢elija sa makrofagima poreklom iz
Zivotinja tretiranih visom dozom jedinjenja tubugi 1, predominantnu populaciju ¢elija ¢ine makrofagi sa
specificnom okruglom morfologijom, dok su u kulturi kontrolnih ¢elija makrofagi u potpunosti prekriveni
populacijom B16 ¢elija. Orig. uveli¢anje 400 x. Rezultati predstavljaju SV £ SD. * p < 0,05 u odnosu na
kontrolne uzorke

Iz svega se moze zakljuditi da efikasna doza tubugi 1 generiSe jak nespecificni imunski odgovor
upravljen protiv tumora, koji viSestruko prevazilazi isti indukovan konvencionalnim citostatikom,
PCT, primenjen u mnogo vecoj dozi.

4.10.3. Tubugi 1 stimuliSe polarizaciju makrofaga ka M1 fenotipu

Imaju¢i navedeno u vidu, od znacaja je bilo definisati fenotip makrofaga poreklom iz tretiranih
zivotinja. Kako produkcija NO predstavlja parametar jasne razlike izmedu M1 i M2 fenotipa,
sobzirom da M1 makrofagi intenzivno produkuju NO, dalje se pristupilo kvantifikaciji ovog
molekula u supernatantima kultura makrofaga poreklom iz eksperimentalnih Zivotinja. Nasuprot
kulturi makrofaga iz kontrolne i grupe Zivotinja koja je tretirana PCT, u Kkulturi makrofaga iz
zivotinja koje su primale tubugi 1 uocena je intenzivna produkcija NO (Slika 31A).

Konacno, s obzirom na dobijene rezultate o izrazenoj citotoksi¢noj aktivnosti 1 intenzivnoj
produkciji NO makrofaga poreklom iz zivotinja tretiranih agensom tubugi 1, pristupilo se
ispitivanju fenotipa makrofaga eksperimentalnih Zivotinja. U tu svrhu, izvrSena je analiza ekspresije
proteinskih markera makrofaga, F4/80 i M1 fenotipa, CD40, na nivou proto¢ne citofluorimetrije.
Dobijeni rezultati su ukazali na povec¢an procenat CD407F4/80" ¢elija u uzorku peritonealnih ¢elija
poreklom iz zZivotinja koje su tretirane jedinjenjem tubugi 1 u poredenju sa peritonealnim ¢elijama
iz kontrolnih Zivotinja (Slika 31B).
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Slika 31. Tubugi 1 indukuje polarizaciju makrofaga ka M1 fenotipu. A) Koncentracija NO u
supernatantima kultura makrofaga poreklom iz eksperimentalnih Zivotinja, izmerena Griess-ovim reagensom
nakon 48 h. B) Procenat CD40*F4/80" ¢elija u uzorcima peritonealnih ¢elija poreklom iz eksperimentalnih
Zivotinja, odreden metodom protoéne citofluorimetrije. Rezultati predstavljaju SV + SD. * p < 0,05 u odnosu
na kontrolne uzorke

U celini, navedeni podaci ukazuju na polarizaciju makrofaga poreklom iz zivotinja koje su bile
izloZzene jedinjenju tubugi 1 ka M1 fenotipu, $to je u saglasnosti sa prethodno pokazanim
povecanjem citotoksi¢ne aktivnosti ovih ¢éelija i poveé¢anom produkcijom NO.

4.10.4. Polarizacija makrofaga ka M1 fenotipu, uzrokovana je indirektno, promenom fenotipa
apoptotskih éelija

Kako bi se rasvetlilo da li je M1 fenotip makrofaga iz zivotinja koje su primale tubugi 1 posledica
njegovog direktnog uticaja na makrofage, ili je mozda u vezi sa ingestijom atipi¢nih apoptotskih
¢elija bez prisutnog PS, peritonealne celije iz intaktnih zivotinja su izloZene ispitivanom agensu in
vitro, a zatim je njihov fenotip ispitan metodom protocne citofluorimetrije posle dvostrukog bojenja
F4/80 i CD40. Rezultati su pokazali da ne postoji razlika u ekspresiji CD40 markera izmedu
kontrolnih makrofaga i makrofaga tretiranih jedinjenjem tubugi 1 (Slika 32), na osnovu ¢ega se
moze zakljuciti da je polarizacija makrofaga ka M1 fenotipu najverovatnije posredovana
specificnom apoptozom celija nezavisnom od PS, a ne direktnim delovanjem na makrofage.

Na osnovu svega, jasno je da tubugi 1, pored snaznog tumoricidnog efekta, poseduje svojstvo
potenciranja antitumorskog imunskog odgovora.
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Slika 32. Polarizacija makrofaga ka M1 fenotipu nije uzrokovana direktnim dejstvom jedinjenja
tubugi 1 na ove ¢elije. Procenat CD40"F4/80" ¢elija nakon tretmana jedinjenjem tubugi 1 u trajanju 48 h
odreden metodom protoéne citofluorimetrije. Prikazan je reprezentativni rezultat jednog od tri nezavisno
izvedena eksperimenta

4.11. Tubugi 1 indukuje mitotsku katastrofu sinhronizovanu sa autofagijom kod A-375
celijske linije

Dobijeni rezultati o zadrzavanju tretiranih A-375 ¢elija u G2/M fazi Celijskog ciklusa i njihovom
smanjenom deobnom kapacitetu ukazali su na izrazen citostatski efekat jedinjenja tubugi 1 na
¢elijskoj liniji invazivnog humanog melanoma. Kako bi bio proveren citocidni u¢inak ispitivanog
agensa na navedenoj celijskoj liniji, najpre je analizirano prisustvo ¢elijske smrti apoptozom.
A-375 celije su tretirane ICso dozom jedinjenja tubugi 1 u trajanju 48 h i dvostruko obojene sa
ANNn/Pl. Rezultati proto¢ne citofluorimetrije su pokazali da izmedu netretirane i kulture tretirane
eksperimentalnom supstancom nema znacajne razlike u procentu apoptotskih celija (Slika 33A).
Paralelno, ispitivana je uloga kaspaza kao medijatora apoptoze. A-375 ¢elije su izlozene toksi¢noj
dozi jedinjenja tubugi 1 tokom 48 h, a zatim bojene FITC-konjugovanim inhibitorom kaspaza
(ApoStat) 1 analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Sa Slike 33B se moze videti da je agens, kao i
u slucaju B16 ¢elija, indukovao snaznu aktivaciju kaspaza. Prethodno dobijeni rezultati na modelu
mi$jeg melanoma i atipi¢na apoptoza indukovana agensom tubugi 1 pokazali su da odsustvo Ann*
¢elija ne znaci eksplicitno i odsustvo apoptoze, ve¢ samo njenih specifi¢énih markera. S tim na umu,
dalje se pristupilo mikroskopskoj analizi morfologije jedara A-375 c¢elija nakon DAPI bojenja.
U kulturi ¢elija koje su gajene u prisustvu jedinjenja tubugi 1 bila je evidentna pojava mnogobrojnih
mikronukleacija (Slika 33C).

Buduc¢i da mikronukleacije predstavljaju morfoloSki marker mitotske katastrofe, ¢elijske smrti koja
nastaje usled aberantne mitoze, moze se zakljuciti da je smanjenje vijabiliteta A-375 ¢elija u vezi sa
ovim tipom ¢elijskog umiranja.

Kako je veza autofagije i mitotske katastrofe nedavno okarakterisana [133], naredni korak je bio
ispitivanje njenog prisustva u kulturi ¢elija humanog melanoma nakon tretmana jedinjenjem
tubugi 1. Sa tim u vezi, A-375 Celije su izlozene ICso dozi eksperimentalnog agensa tokom 6, 12 i
24 h, a zatim bojene akridin-oranzom. Analiza proto¢nom citofluorimetrijom je pokazala povec¢ano
prisustvo autofagozoma u citoplazmi Celija tretiranih jedinjenjem tubugi 1 ve¢ posle 6 h inkubacije
(Slika 33D), sto implicira koegzistenciju autofagije i mitotske katastrofe u tretiranoj kulturi.

49



Zajedno, izlaganje A-375 ¢elija agensu tubugi 1 rezultuje u intenzivnoj mitotskoj katastrofi
sinhronizovanoj sa autofagijom i aktivacijom kaspaza.
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Slika 33. Tubugi 1 indukuje mitotsku katastrofu sinhronizovanu sa autofagijom i aktivacijom kaspaza
kod A-375 celijske linije. A) Procenat apoptotskin A-375 celija nakon tretmana jedinjenjem tubugi 1 u
trajanju 6, 12 i 48 h, odreden metodom proto¢ne citofluorimetrije. B) Intenzitet fluorescence A-375 ¢elija
obojenih ApoStat bojom nakon tretmana jedinjenjem tubugi 1 u trajanju 48 h, odreden metodom proto¢ne
citofluorimetrije. C) Prisustvo mikronukleacija (bele strelice) kod A-375 ¢elija obojenih DAPI bojom nakon
tretmana jedinjenjem tubugi 1 u trajanju 48 h, ustanovljeno na nivou fluorescentne mikroskopije. Orig.
uveli¢anje 400 x D) Intenzitet fluorescence A-375 Celija obojenih akridin-oranz bojom nakon tretmana
jedinjenjem tubugi 1 u trajanju 6, 12 i 24 h, odreden metodom protocne citofluorimetrije. Prikazan je
reprezentativni rezultat jednog od tri nezavisno izvedena eksperimenta

4.12. Tubugi 1 menja eskpresiju medijatora mitotske katastrofe kod A-375 ¢elijske linije

Kako je prisustvo mitotske katastrofe morfoloski pokazano u kulturi celija izlozenoj agensu
tubugi 1, od interesa je bilo opisati dogadaje na unutaréelijskom nivou koji se nalaze u pozadini
zapazenog fenomena. S obzirom da mitotska katastrofa uglavnom zavrsava apoptozom, pristupilo se
analizi ekspresije proteina bitnih za ova dva procesa. A-375 celije su tretirane ICso dozom
eksperimentalnog terapeutika u trajanju 2, 6, 24 i 48 h, a zatim je ekspresija proteina ispitana
metodom imunoblota. Notch 1 i nukleusni faktor kB (NF-xB) su dva glavna proteina uklju¢ena u
regulaciju ekspresije ciklina B1 — kljucnog proteina celijskog ciklusa [134], i stoga relevantni sa
aspekta pokretanja mitotske katastrofe, te je bilo od vaznosti ispitati njihovu ekspresiju u tretiranim
¢elijama. Analiza ekspresije Notch 1 ukazala je na njegovu kontinuiranu inhibiciju (Slika 34A), dok
je, sudeci po analizi nivoa fosforilacije IxB-a (Slika 34B), NF-kB snazno aktiviran pod tretmanom
agensom tubugi 1. Kako je obelezje mitotske katastrofe aktivacija kaspaze 2, dalje je analiziran nivo
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ovog proteina kod tretiranih A-375 ¢elija. Sa Slike 34C se moze videti da je doSlo do porasta u
koncentraciji fragmenta kaspaze 2 (33 kDa) u kulturi ¢elija gajenih u prisustvu eksperimentalnog
agensa. Dalje, ispitan je nivo ekspresije kaspaza 9 i 3. Rezultati imunoblot analize ukazali su na
trajnu inhibiciju fragmenta kaspaze 9 pod tretmanom (Slika 34D), sto potvrduje mitotsku katastrofu
kao mehanizam delovanja kada je reC o ispitivanom agensu, imajuci u vidu korelaciju ovog proteina
sa apoptotskim procesom. Paralelno, rezultati su ukazali na aktivaciju kaspaze 3, posebno nakon
48 h tretmana celija (Slika 34E), Sto sugeriSe pokretanje apoptoze. Kako kaspaza 2 pozitivno
reguliSe funkciju p53 proteina [135], sledeci korak je bio provera ekspresije ovog proteina. Sa
Slike 34F se moze uoditi da je p53 protein pojacano eksprimiran u ¢elijama koje su bile izloZene
agensu. S obzirom da je aktivnost Bcl-2 proteina klju¢na determinanta sudbine ¢elija nakon
mitotske katastrofe [136], ispitana je i njegova koli¢ina u tretiranim ¢elijama. Rezultati su ukazali na
smanjenu ekpresiju Bcl-2 u celijama nakon izlaganja agensu tubugi 1 (Slika 34G). Dodatno,
analizirana je ekspresija Bax proteina. Na Slici 34H se moze uoditi da do povecanja ekspresije Bax
dolazi u poslednjim vremenskim tackama tretmana, Sto zajedno sa pokazanom supresijom Bcl-2,
ukazuje na pokretanje apoptoze kao krajnjeg ishoda u kaskadi dogadaja iniciranih u odgovoru na
prisustvo supstance tubugi 1.

Konaé¢no, moze se zakljuciti da opisani dogadaji na unutaréelijskom nivou u potpunosti potvrduju
rezultate dobijene proto¢nom citofluorimetrijom i mikroskopskom analizom morfologije jedara
tretiranih Celija, koji su pokazali da dolazi do indukcije mitotske katastrofe u odgovoru na tretman
ispitivanim agensom.
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Slika 34. Tubugi 1 menja ekspresiju proteina relevantnih za mitotsku katastrofu i apoptozu kod
A-375 éelijske linije. Graficki prikaz denzitometrijske analize ekspresije i imunoblot za: A) Notch 1,
B) IkB-a, C) aktiviranu kaspazu 2, D) aktiviranu kaspazu 9, E) aktiviranu kaspazu 3, F) p53, G) Bcl-2 i
H) Bax. Ekspresija proteina ispitana je u navedenim vremenskim tackama. Rezultati predstavljaju SV + SD
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke
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4.13. Tubugi 1 menja ekspresiju proteina relevatnih za autofagiju kod A-375 ¢elijske linije

Kao $to je pokazano, tubugi 1 indukuje autofagiju ¢elija A-375 humanog melanoma. Kako bi se na
unutaréelijskom nivou potvrdio rezultat dobijen protocnom citofluorimetrijom, analizirana je
ekspresija proteina relevantnih za proces autofagije. A-375 Celije su inkubirane 2, 6, 24 i 48 h u
prisustvu ICso doze tubugi 1, nakon ¢ega je analizirana ekspresija beklina-1, p62, LC3BI i LC3BII
imunoblot metodom. Rezultati su pokazali povecanu ekspresiju beklina-1 u ¢elijama izloZenim
eksperimentalnom agensu (Slika 35A). Kako je beklin uklju¢en u formiranje autofagozoma,
dobijeni rezultat podrzava prisustvo autofagije. Paralelno, nivo p62 proteina, pouzdanog indikatora
broja autofagozoma u ¢eliji, posle inicijalnih 6 h inkubacije ¢elija sa eksperimentalnom supstancom,
pocinje da pada (Slika 35B), $to je obrazac tipian za proces autofagije i u skladu sa rezultatima
bojenja akridin-oranzom. Na kraju, rezultati analize ekspresije LC3B su pokazali da nivo citosolne
forme proteina (LC3B 1), kao i forme proteina koja se ugraduje u membranu autofagozoma (LC3B
I1) opada, $to odgovara uslovima intenzivirane autofagije (Slika 35C).

Sumarno, rezultati analize ekspresije proteina relevantnih za autofagiju, potvrduju da tubugi 1
indukuje autofagiju, kao $to je pokazano na nivou proto¢ne citofluorimetrije.
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Slika 35. Tubugi 1 menja ekspresiju proteina relevantnih za autofagiju kod A-375 ¢éelijske linije.
Graficki prikaz denzitometrijske analize ekspresije A) beklina-1, B) p62 i C) LC3B i D) odgovarajuci
imunoblotovi. Ekspresija proteina ispitana je u navedenim vremenskim tackama. Rezultati predstavljaju
SV + SD reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke
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4.14. Tubugi 1 indukuje citoprotektivnu autofagiju kod A-375 ¢elijske linije

Kako bi definisali ulogu autofagije pokrenute delovanjem agensa tubugi 1, A-375 (¢elije Su uz
tretman 1Csop dozom agensa tubugi 1 inkubirane u prisustvu dva razli¢ita inhibitora autofagije,
hlorokina i 3-MA. Hlorokin menja pH lizozoma, na taj nacin inhibirajuéi proteoliticku degradaciju u
njima [137], dok 3-MA blokira formiranje autofagozoma inhibicijom fosfatidilinozitol 3-kinaze
(engl. phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K) [138]. Nakon 48 h, vijabilitet ¢elija je determinisan
CV testom. Sa Slike 36 se vidi da je kombinovani tretman hlorokinom ili, alternativno, 3-MA sa
eksperimentalnim agensom indukovao jo$ izrazeniji pad vijabiliteta ¢elija u poredenju sa agensom
primenjenim pojedinacno.

Dobijeni rezultat ukazuje na citoprotektivnu ulogu autofagije.
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Slika 36. Tubugi 1 indukuje citoprotektivnu autofagiju na A-375 liniji. Procenat zivih A-375 ¢elija nakon
kombinovanog tretmana jedinjenjem tubugi 1 i inhibitorima autofagije, hlorokinom i 3-MA, u trajanju 48 h,
odreden CV testom. Rezultati predstavljaju SV + SD reprezentativhog od tri nezavisno izvedena
eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke

Shodno tome, za ocekivati je da bi eliminacija autofagije intenzivirala citotoksi¢ni potencijal agensa
tubugi 1. Kako bi navedena pretpostavka bila proverena, ¢elije su izlozene kombinovanom tretmanu
hlorokinom (netoksi¢na doza) i tubugi 1 (ICso doza) tokom 48 h. Procena morfologije jedara
izvrSena je fluorescentnom mikroskopijom nakon bojenja ¢elija DAPI bojom, a analiza distribucije
¢elija po fazama Celijskog ciklusa metodom protocne citofluorimetrije takode nakon bojenja celija
DAPI bojom. Kombinovani tretman inhibitorom autofagije i tubugi 1 doveo je do akumulacije ¢éelija
u subG1/GO0 fazi ¢elijskog ciklusa (Slika 37 levi panel). Paralelno, nasuprot pojavi mikronukleacija
kao obelezja mitotske katastrofe u kulturi ¢celija tretiranoj agensom tubugi 1, kod kombinovanog
tretmana ocigledne su morfoloske promene jedara tipi¢nih za apoptozu, kao $to su kondenzacija
hromatina i smanjenje volumena nukleusa (Slika 37 desni panel).

Posle svega navedenog, moze se utvrditi da eliminacija autofagije pojacava citotoksi¢nost agensa
tubugi 1.
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Slika 37. Tubugi 1 u odsustvu autofagije indukuje apoptozu kod A-375 celijske linije. Intenzitet
fluorescence A-375 ¢elija obojenih DAPI bojom nakon tretmana tubugi 1, pojedina¢no ili u kombinaciji sa
hlorokinom, u trajanju 48 h odreden metodom proto¢ne citofluorimetrije (levi panel). Morfoloske promene
jedara A-375 celija obojenih DAPI bojom nakon tretmana jedinjenjem tubugi 1, pojedinac¢no ili u
kombinaciji sa hlorokinom, u trajanju 48 h analizirane na nivou fluorescentne mikroskopije (desni panel).
Orig. uveli¢anje 400 x
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4.15. Tubugi 1 menja ekspresiju proteina signalnih puteva ukljucenih u realizaciju ¢elijske
smrti i deobe kod A-375 ¢elijske linije

Kako bi se definisao uticaj sintetskog tubulizina na glavne signalne puteve ukljucene u regulaciju
Celijske deobe i smrti, A-375 celije su izlozene ICso koncentraciji eksperimentalnog jedinjenja
tokom 2, 6, 12, 24 i 48 h, nakon Cega se pristupilo analizi ekspresije ERK1/2, Akt, p70S6K i S6
proteina imunoblot metodom. Aktivacija proteina je odredivana iz odnosa aktivirane (fosforilisane)
forme i ukupne koli¢ine odredenog proteina. Rezultati su pokazali da nakon prolaznog smanjenja
aktivnosti tokom prvih 12 h, tubugi 1 dovodi do aktivacije ERK1/2 (Slika 38A). Dalje, ekspresija
Akt nije bitno promenjena tokom 24 h inkubacije ¢elija sa agensom tubugi 1 (Slika 38B), dok je
aktivnost p70S6K i S6 proteina znacajno smanjena (Slika 38C i D), ukazujuéi da gornji deo ovog
signalnog puta nije pod direktnim uticajem eksperimentalnog agensa.

Ovakav obrazac ekspresije navedenih proteina ukazuje na prolongiranu i prolaznu autofagiju u
kombinaciji sa dolazeCom apoptozom.
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Slika 38. Tubugi 1 uti¢e na ekspresiju proteina ukljuc¢enih u regulaciju éelijske deobe i smrti kod A-375
celijske linije. Graficki prikaz denzitometrijske analize ekspresije i imunoblot za A) ERK1/2, B) Akt,
C) p70S6K i D) S6. Ekspresija proteina ispitana je u navedenim vremenskim tackama. Rezultati predstavljaju
SV + SD reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05 u odnosu na kontrolne uzorke
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5. Diskusija
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naruseni u malignoj ¢eliji, 1 kao takvi predstavljaju neprekidan podsticaj za pronalazanjem nacina
koji bi obuzdali nekontrolisanu deobu ¢elija. Upravo narusavanje organizacije struktura neophodnih
za pravilnu deobu celija, kao Sto su DNK i mikrotubule, jeste koncept koji se primenjuje u terapiji
malignih bolesti vise od dve decenije [139]. Trenutak kada eukariotska cCelija vrsi segregaciju
dupliranih hromozoma ve¢ dugo se smatra potencijalnom metom za delovanje hemoterapeutika.
Efikasnost grupe lekova ¢ija je meta mitotsko vreteno je potvrdena uspe$nom, dve decenije dugom,
klinickom primenom taksana i vinka alkaloida u terapiji mnogobrojnih tipova kancera. Znanja
tradicionalne medicine se i danas koriste u terapiji raznih bolesti [140]. Tako, 60% jedinjenja koja
se koriste u leCenju malignih bolesti potic¢u iz prirode [94]. Vazna osobina miksobakterija je njihov
bogat sekundarni metabolizam §to ih svrstava u red najpoznatijih prirodnih proizvodaca bioloski
aktivnih supstanci. Oko 30% ovih metabolita ispoljava antiproliferativni efekat uticu¢i na citoskelet
cukariotske ¢elije [125]. Medu njima, tubulizini remete strukturu i funkciju mikrotubula i poseduju
veliki terapeutski potencijal buduéi da inhibiraju rast razli¢itih tumorskih linija in vitro [101-104].
Tumorske Celije su pokazale izuzetnu osetljivost na prirodne tubulizine, s obzirom da je red veliine
njihove efikasne koncentracije u piko- i nanomolarnom opsegu [101]. Podjednaku senzitivnost
prema navedenim jedinjenjima pokazali su i viSestruko rezistentni klonovi [101,103]. U oshovi
antitumorskog delovanja tubulizina A nalazi se kako direktna interakcija sa tubulinom putem
inhibicije polimerizacije ovog proteina, tako i depolimerizacija intaktnih mikrotubula [106]. Vrlo
ograniCena koli¢ina prirodnih metabolita, ali i njihova nestabilnost usled sklonosti da formiraju
manje potentne derivate, ciklotubulizine, postavlja ozbiljna ograni¢enja u kontekstu dalje
karakterizacije antitumorskog kapaciteta ¢lanova familije tubulizina. Potreba za dodatnim izvorima
ovih jedinjenja je dovela do sinteze prvih tubulizina [107,108,141], ali i njihovog prvog sintetskog
derivata [109].

Tubugi 1 je sintetski analog tubulizina koji poseduje ve¢u hemijsku stabilnost u odnosu na same
tubulizine. Preliminarne studije citotoksi¢nosti ukazale su na o¢uvan antiproliferativni potencijal
ovog molekula, budu¢i da je uspe$no suprimirao rast kancera prostate i kolona in vitro [109].
Njegova aktivnost sli¢na je antitumorskoj aktivnosti tubulizina A i preko 30 puta prevazilazi istu
kod PCT. U studiji opisanoj ovom disertacijom pokazana je efikasnost sintetskog derivata
tubulizina, tubugi 1, u supresiji rasta melanoma in vitro i in vivo. Aktivnost ovog molekula ispitana
je i sa aspekta uticaja na urodeni imunski odgovor.

Testovi citotoksi¢nosti su potvrdili snazan antitumorski potencijal jedinjenja tubugi 1, slican onom
pokazanom u studiji Pando i saradnika [109]. Izlaganje ¢elijskih linija humanog i mi§jeg melanoma
eksperimentalnom agensu rezultovalo je dozno-zavisnim padom vijabiliteta ¢elija sa ICso dozama u
nanomolarnom opsegu. Sa druge strane, tubugi 1 nije uticao na vijabilitet primarnih makrofaga i
keratinocita. Smanjen vijabilitet linije primarnih fibroblasta moze se objasniti visokom stopom
proliferacije ovih celija, s obzirom da je re¢ o transformisanoj ¢elijskoj liniji. | pored toga, u
poredenju sa linijama melanoma, ICsg vrednost dobijena na ovoj liniji je bila desetostruko veca.
Cinjenica da ovaj molekul per se nije toksi¢an za normalne, niskoproliferativne ¢elije, nezavisno od
direktnog delovanja na mikrotubule, ¢ini ga relativno selektivnim agensom za tumorske celije.

Apoptoza je opisana kao predominantan mehanizam delovanja grupe jedinjenja ¢ija je antitumorska
aktivnost posledica direktnog efekta na mitotsko vreteno. Literaturni podaci ukazuju da celije
tretirane tubulizinom A podlezu apoptozi [104,106]. U osnovi antitumorskog delovanja sintetskog
tubulizinskog analoga, tubugi 1, na celijskoj liniji kolona jeste, takode, apoptoza [110]. Shodno
tome, nametnula se potreba da se ispita prisustvo ovog oblika celijske smrti u kulturama ¢elija
melanoma izloZenih eksperimentalnom terapeutiku. U ovoj studiji je pokazano da B16 celije u
prisustvu agensa tubugi 1, sticu morfoloske osobenosti apoptotskih ¢elija, kao Sto su smanjivanje
¢elijskog i jedarnog volumena, kondenzacija hromatina i formiranje apoptotskih tela. Akumulacija
¢elija sa fragmentisanom DNK, njihov smanjen proliferativni kapacitet, kao i aktivacija kaspaza su
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detektovani u kulturi ovih celija izlozenoj delovanju navedenog agensa. Ovi rezultati su u
potpunosti saglasni sa pokazanom morfoloskom slikom apoptoze, kao i na unutarcelijskom nivou,
sa rezultatima ekspresije medijatora apoptoze, Bax i Bcl-2 proteina i aktivnih kaspaza 3 i 7.
Medutim, rezultati proto¢ne citofluorimetrije su nedvosmisleno ukazali na jasno odsustvo celija sa
eksternalizovanim PS. Posto se eksternalizacija PS smatra jednim od krucijalnih markera ovog tipa
¢elijske smrti, neuspeli pokusaji detektovanja apoptotskih celija sistemom koji koristi visoko
specifi¢nu interakciju membranskog PS i aneksina ukazali su na atipi¢na svojstva membrane
apoptotskih ¢elija pod tretmanom ispitivanim jedinjenjem. Nemogucnost detekcije apoptotskih
¢elija dvostrukim Ann/Pl bojenjem metodom proto¢ne citofluorimetrije, kao i metodom konfokalne
mikroskopije i fluorescentne spektroskopije, ukazali su na postojanje specificnog apoptotskog
obrasca, razli¢itog od onog opste prihvac¢enog u nauc¢noj javnosti. Oskudni su podaci u literaturi da
je apoptoza u uslovima neeksternalizovanog PS mogucéa. Tyurina i saradnici su pokazali da treman
HL-60 celija etoposidom izaziva apoptozu sinhronizovanu sa snaznom produkcijom ROS [129].
Medutim, usled isklju¢ivanja lipida membrane iz serije oksidacionih reakcija u ¢eliji, ekspozicija PS
na apoptotskim celijama je izostala. Po prvi put, ova studija je ukazala da, bez obzira na genezu
ROS i konsekventno o$te¢enje brojnih unutarcelijskih molekula, testirani agens poseduje selektivno
antioksidativno svojstvo kada se radi o membranskim fosfolipidima, ¢uvajuéi njih, ali ne i druge
¢elijske mete, od povrede i oSteenja. Saglasno, pokazano je da, u ko-tretmanu sa H202 Kkoji je
poznat po svom snaznom oksidativnom dejstvu na lipide, etoposid, iako dovodi do apoptoze,
blokira oksidaciju fosfolipida, ukljucujuéi i PS, tako sprecavajuci njihovu ekspoziciju. Sli¢no, nasi
rezultati su pokazali da je tubugi 1 izazvao morfoloski tipi¢nu, ali po biohemijskim svojstvima
specificnu apoptozu. Tubugi 1 je u B16 Celijama pokrenuo genezu NO i ROS/RNS i sledstveno,
snaznu depleciju GSH 1 —SH grupa. Paradoksalno, pad u koli¢ini MDA, prvog dugoZiveceg
produkta lipidne peroksidacije, jasno je ukazao na odsustvo oksidacije lipida u uslovima
oksidativnog stresa 1 naruSene redoks homeostaze u celiji. Tako, inhibiraju¢i oksidaciju
membranskih fosfolipida, tubugi 1 je sprecio eksternalizaciju PS prilikom istovremene primene sa
H20,. Ovaj efekat je verovatno direktno odgovoran za odsustvo PS na povrSini umirucih ¢elija
melanoma.

Apoptoza finalizuje eferocitozom, §to je termin kojim se opisuje fagocitoza, tj. brzo uklanjanje i
degradacija ostataka celija od strane fagocita [142]. PS je jedan od kljuénih liganada apoptotske
¢elije koji se vezuje za odgovaraju¢i PS receptor na membrani fagocita 1 tako olakSava proces
eferocitoze [143]. Ovaj fosfolipid je najzastupljeniji u membrani ¢elije i lokalizovan je sa njene
unutrasnje strane kod veéine celijskih tipova [144]. Brojni fizioloski i patoloski faktori dovode do
njegove translokacije, kao i drugih fosfolipida u spoljasnji monosloj plazma membrane [145].
Prisustvo PS na spoljasnjoj strani membrane moze pokrenuti niz razli¢itih fizioloskih odgovora
[145]. Inverzija PS predstavlja znak za kontrolisanu eliminaciju osteéenih, inficiranih, aktiviranih ili
senescentnih celija kako bi se sprecilo da oslobode potencijalno Stetan cCelijski sadrzaj [146].
Kontakt imunskih ¢elija sa ¢elijama koje poseduju eksternalizovani PS pokrec¢e antiinflamatorni i
neimunogeni signal neophodan za razvoj tolerancije i izbegavanje lokalne i sistemske aktivacije
imunskog sistema. S obzirom na znacaj prisustva PS u spoljasnjem monosloju plazma membrane,
reperkusije izostanka njegove eksternalizacije u zivom sistemu i ishod terapije kancera i infektivnih
bolesti mogu biti znacajne. Naime, ukoliko ne dode do uklanjanja apoptotskih ¢elija, iste mogu
podleé¢i sekundarnoj nekrozi, fenomenu koji je opisan u patogenezi hroni¢nih, inflamatornih i
autoimunskih bolesti [147]. Za razliku od etoposida za koji je pokazano da negativno regulise
uklanjanje apoptotskih ¢elija od strane makrofaga usled blokade eksternalizacije PS, u ovoj studiji
odsustvo PS nije kompromitovalo proces fagocitoze, posto su makrofagi izolovani iz intaktnih
zivotinja uspesno uklonili apoptotske ¢elije. Ocuvan potencijal makrofaga da internalizuju ostatke
apoptotskih celija ukazao je na postojanje PS-nezavisnog puta u uklanjanju umiru¢ih celija sa
atipicnim svojstvima membrane. lako je PS dominantan i, do danas najbolje okarakterisan
profagocitni ligand, identifikovani su brojni drugi molekuli koji na sli¢an nacin reguli$u eferocitozu.
| fosfatidiletanolamin se svrstava u red potencijalnih medijatora fagocitoze, posto je pokazano da i
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on moze da se eksternalizuje usled istovetne regulacije lokalizacije sa PS [148]. Medutim, kako se
radi o istoj klasi molekula, a oksidacija lipida membrane koja je preduslov za njihovu ekspoziciju
izostaje pod ispitivanim agensom, onda se ni fosfatidiletanolamin ne moze posmatrati u svetlu
posrednika u procesu uklanjanja umiruéih ¢elija melanoma u ovoj studiji. Feng i saradnici su
ukazali na proces programirane Ccelijske fagocitoze u kom aktivirani makrofagi sekretuju
kalretikulin koji se vezuje za povrsinu ciljnih ¢elija i na taj nacin ih markira za uklanjanje [149].
Primarno lokalizovan u endoplazmati¢nom retikulumu, poslednjih godina kalretikulin se izuc¢ava sa
aspekta uloga koje ima van ove organele, a koje se predominantno odnose na obezbedivanje
profagocitnog signala i promociju eferocitoze apoptotskih celija, ali i uklanjanje tumorskih celija.
Do sada, translokacija kalretikulina na povrsinu tumorske ¢elije prijavljena je nakon tretmana sa
odredenim hemoterapeuticima kao $to su doksorubicin, mitoksantron, oksaliplatin, bortezomib, kao
i nakon zracenja i fotodinamske terapije [150]. S obzirom da dosadasnji literaturni podaci ne
pruzaju uvid U mehanisticku prirodu procesa fagocitoze apoptotskih ¢elija indukovanih
tubulizinskom familijom agenasa, i generalno, grupom inhibitora mitotskog vretena, kalretikurin je
jedan od moguc¢ih kandidata u ulozi medijatora eferocitoze.

Kao $to je poznato, tumor nije samo skup maligno izmenjenih ¢elija, ve¢ njegov rast i progresiju
determiniSu brojni signali poreklom od drugih c¢elijskih tipova koji naseljavaju njegovu stromu. Iz
tog razloga je bilo znacajno ispitati delovanje supstance tubugi 1 in vivo. Do sada je invivo
pokazana efikasnost biosintetskog prekursora tubulizina — pretubulizina, u nekoliko modela u
supresiji rasta tumora i metastaza [151,152], kao i parentalnog tubulizina A [104]. U studiji
obuhvacéenoj ovom doktorskom disertacijom, koris¢en je singeni model misjeg solidnog melanoma.
Saglasno sa rezultatima in vitro dela studije, ispitivani agens, primenjen u terapeutskom
eksperimentalnom rezimu, je znacajno smanjio volumen tumora u poredenju sa kontrolnim
zivotinjama, ali i sa onima koje su primale PCT u dozi koja je u literaturi oznacena kao efikasna
[123]. Parametri toksi¢nosti poput promene telesne mase, ponaSanja, gastrointestinalne toksi¢nosti
nisu bili uoceni kod zivotinja tretiranih jedinjenjem tubugi 1. Poveéano prisustvo proteina u urinu
zivotinja tretiranih agensom tubugi 1, ali i kod jedinki koje su primale PCT, moze ali ne mora biti
indikator narusene funkcije bubrega, s obzirom na fenomen fizioloSke proteinurije opisan kod
miseva [130]. Leukociti i nitriti, sa druge strane, mogu biti pokazatelji inflamacije usled oStecenja
bubrega nakon tretmana. Urobilinogen u urinu moze ukazivati na poremecaj funkcije jetre, medutim
vrednosti detektovane kod tretiranih zivotinja pokazane su i u fizioloskim uslovima [132]. Moze se
zakljuditi da je tubugi 1 pokazao znacajan ucinak u redukciji veli¢ine tumora uz minimalne toksi¢ne
efekte po organizam. S druge strane, PCT primenjen u terapeutskoj dozi (koja je oko 200 puta visa
od primenjene doze sintetskog tubulizina) nije doveo do zna¢ajnog smanjenja volumena melanoma
in vivo. Zajedno, rezultati in vivo studije ukazali su na veéi terapeutski potencijal supstance tubugi 1
u odnosu na konvencionalno korisc¢en citostatik, PCT.

Rezultat koji je ukazao na oCuvan fagocitni potencijal makrofaga in vitro osnazen je mnogo
znacajnijom c¢injenicom da su makrofagi, poreklom iz Zivotinja koje su primale tubugi 1 nakon
indukcije tumora, pokazali vecu fagocitnu sposobnost u poredenju sa makrofagima kontrolnih
zivotinja. Isti fenomen zapazen je u i slucaju zivotinja koje su primale PCT u terapeutskoj dozi.
Medutim, jasna razlika izmedu celija peritonealnog eksudata poreklom iz zivotinja tretiranih
agensom tubugi 1 i onih izolovanih iz Zivotinja koje su primale PCT, ustanovljena je upravo prema
kriterijumu citotoksi¢nosti makrofaga usmerene ka tumorskim ¢elijama. Konkretno, u ko-kulturi sa
makrofagima iz Zivotinja koje su primale tubugi 1, rast B16 ¢elija je skoro u potpunosti zaustavljen.
Ovaj citotoksi¢ni efekat u korelaciji je sa pove¢anom produkcijom NO. Dodatno, ovi makrofagi su
zadobili karakteristike M1 fenotipa. Makrofagi su ¢elije sa izuzetno velikom plasticnosc¢u koja im
omogucava da oblikuju svoj fenotip spram razli¢itih stimulusa iz okolne sredine [153]. M1 ili
klasi¢no aktivirani makrofagi se javljaju posle nekih infekcija i karakteriSu se sekrecijom
proinflamatornih citokina kao $to su TNF-a (engl. Tumor necrosis factor-«), interleukin 6 (IL-6),
IL-12 i IL-1B [154]. Takode ih odlikuje intenzivirana produkcija ROS [155]. M2 ili alternativno
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aktivirani makrofagi poseduju visoku fagocitnu aktivnost, produkuju komponente vancelijskog
matriksa, angiogene i hemotaksi¢ne faktore i antiinflamatorni citokin IL-10. Sluze kao cistaci
apoptotskih celija, ublazavaju inflamaciju i promoviSu zarastanje rana. U tumorskoj mikrosredini,
M2 makrofagi su izvori faktora rasta za maligne ¢elije i poseduju imunosupresivnu aktivnost [156].
Produkuju enzime i proteaze kao S$to su matriksne metaloproteinaze, plazmin, osteonektin i
katepsini koji promovisu degradaciju vancelijskog matriksa, na taj nacin pozitivno uti¢uc¢i na
diseminaciju tumorskih Celija i proces metastaziranja [157]. Takode, podsti¢u angiogenezu jer
prvenstveno naseljavaju hipoksi¢ne regione tumora gde promoviSu ekspresiju hipoksijom
indukovanog faktora-1a (engl. Hypoxia-Inducible Factor lo, HIF-1a) koji potom indukuje
transkripciju vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (engl. Vascular Endothelial Growth Factor,
VEGF) i drugih faktora neophodnih za proces neovaskularizacije [157]. Mnoge studije su pokazale
da u malignim tumorima makrofagi poseduju upravo M2 fenotip [154]. Moze se zakljuciti da su M2
makrofagi medu glavnim ucesnicima u stimulaciji progresije tumora. Uspostavljanje M1 fenotipa
makrofaga pod tretmanom agensom tubugi 1, stoga, predstavlja veoma vazan rezultat ove studije,
ukazujuc¢i da ovaj agens, pored direktnog tumoricidnog delovanja na ¢elije melanoma, poseduje
osobinu da pobudi makrofage i urodenu imunost protiv tumora. Ova studija je medu prvima koje
pokazuju da jedinjenje dizajnirano kao destabilizator deobnog vretena jeste u stanju da, pored svoje
primarne uloge, pojaca ucinak osnazivanjem citotoksi¢nih aktivnosti nespecifiénog antitumorskog
imunskog odgovora. U kojoj meri makrofagi mogu uticati na tumorske celije, a posebno na njihov
odgovor na hemoterapeutike, opisano je u studiji Shree i saradnika, gde je pokazano da makrofagi
koji eksprimiraju katepsin $tite ¢elije karcinoma dojke od smrti podstaknute tretmanom PCT [158].
Sli¢no, pokazano je da je apoptoza tumorskih ¢elija indukovana etoposidom jasno redukovana u
prisustvu THP-1 linije M2 makrofaga. Suprotno, apoptoza je intenzivirana u ko-kultivaciji
tumorskih ¢elija sa M1 makrofagima, dok agens aplikovan pojedina¢no nije uticao na polarizaciju
makrofaga [159].

Sa druge strane, pokazano je da je kontakt PS na povr$ini membrane apoptotskih celija sa
specifi¢nim receptorima na fagocitima odgovoran kako za efikasno uklanjanje umirucih ¢elija, tako
i za uspostavljanje antiinflamatornog okruZenja, favorizuju¢i M2 fenotip makrofaga [143]. Stoga,
svojstvo supstance tubugi 1 da polarizuje makrofage ka M1 verovatno je u vezi sa jedinstvenom
osobinom ovog agensa da indukuje apoptotsku celijsku smrt bez inverzije PS (Slika 39). To je
podrzano opservacijom da direktno izlaganje makrofaga agensu tubugi 1 invitro ne indukuje
ekspresiju CD40, markera M1 populacije makrofaga.
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Slika 39. Tubugi 1 polarizuje makrofage ka M1 u uslovima atipi¢ne apoptoze koja nije pracena
eksternalizacijom PS. Slika preuzeta i modifikovana iz Draca i saradnici, 2019 [160]

Imajuéi sve navedeno na umu, moglo bi se zakljuciti da apoptoza bez inverzije PS, indukovana u
odgovoru na tretman agensom tubugi 1, i opisani sled dogadaja, favorizuju razvoj za tumor
nepovoljne sredine. Eksternalizovan PS najverovatnije funkcionise kao kontrolna tacka imunskog
sistema koja suprimira razvoj imunosti. Poznato je da neki patogeni koriste eksternalizovani PS i
njegov imunosupresivni efekat kako bi osigurali sopstveno prezivljavanje ili uspostavili latentnu
infekciju [143]. Stavise, eksternalizovani PS je, bez izuzetka, prisutan u svim tumorima i
obezbeduje snaznu imunosupresiju u mikrosredini tumora [161]. Navedeni podaci ukazuju na
mogucnost postavljanja novog koncepta u terapiji kancera tako $to bi se blokadom eksternalizacije
PS rekonstituisala imunost protiv tumora. Ran i saradnici su pokazali da se u spoljasnjem monosloju
¢elijske membrane endotelnih Celija tumora nalazi PS, ¢ime se otvara moguénost terapije koja
deluje na krvne sudove tumora [145]. Ovi fosfolipidi su veoma atraktivna meta s obzirom na njihov
ogroman broj po tumorskoj ¢eliji, poziciju na luminalnoj strani tumorskog endotelijuma i samim tim
izloZenosti krvotoku i leku, i ¢injenici da su odsutni na endotelijumu zdravih tkiva [145]. Pokazano
je da je ko-tretman docetakselom i 2aG4 antitelom na PS kod miSeva sa tumorom prostate
rezultovao snaznom supresijom rasta tumora, deplecijom brojnosti M2 i porastom brojnosti M1
makrofaga, kao i zrelih dendriti¢nih ¢elija u tumoru. Dodatno, primena ovog antitela je upadljivo
pomerila ravnotezu citokina u tumorskoj sredini od imunosupresivne ka imunostimulatornoj [162].
Cinjenica da tubigi 1 per se dovodi do odsustva eksternalizacije PS i konsekventno stimulige
makrofage i1 urodeni imunski odgovor, ¢ini ga trenutno veoma perspektivnim kandidatom u moru
drugih, sa aspekta iznalazenja povoljnog terapeutskog ishoda u leCenju kancera. Znajuéi da
tumorska mikrosredina snazno kontrolise sudbinu malignih ¢elija ne samo u kontekstu deobe,
svojstva invadiranja i metastaziranja, ve¢ i odgovora na terapiju, rezultati ovog dela studije mogli bi
biti od izuzetnog znacaja za oblikovanje buducih terapijskih rezima.
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Svakako da je jedan od najvecih izazova i poteskoca u terapiji kancera pojava metastaza s obzirom
na drugaciju hemosenzitivnost metastatskih lezija u odnosu na njihove primarne lezije, kao i ¢estu
pojavu rezistencije [163]. Kako bi se sagledao ovaj aspekt, a imajuci u vidu da je A-375 ¢elijska
linija predstavnik visoko gradusnih melanoma neosetljivin na skoro sve trenutno dostupne
terapeutske rezime, drugi deo studije je usmeren ka evaluaciji osetljivosti ove ¢elijske linije na
tretman agensom tubugi 1. A-375 celije su nisko diferentovane i amelanoti¢ne sa jedinstvenom
osobinom konstitutivne ekspresije iINOS [164]. NO produkovan od strane INOS stimulise
proliferaciju ¢elija, dovodi do rezistencije celija melanoma na apoptozu i podsti¢e proces
neovaskularizacije [164]. Konstitutivna ekspresija iINOS u tumorskim ¢elijama mnogih obolelih,
kao i izrazita korelacija ekpresije ovog enzima sa slabijim preZivljavanjem, postavila je INOS za
marker loSe prognoze, kao $to je nedavno pokazano kod kolorektalnog karcinoma i karcinoma
prostate i zeluca [113]. Dodatno, povecana ekspresija INOS je udruzena sa hemorezistencijom
znacajnog broja razli¢itih tipova kancera, uklju¢ujuci i melanom [113].

Tubugi 1 je, za razliku od prethodno opisanih efekata na modelu mi§jeg melanoma, na A-375 liniji,
pokrenuo kompleksnu interakciju autofagije, mitotske katastrofe i apoptoze, sa mitotskom
katastrofom kao klju¢nom determinantom sudbine ¢elije. Kao i kod B16 linije mi$jeg melanoma, ni
kod A-375 linije nije pokazano prisustvo Ann* ¢elija. Medutim, fluorescentnom mikroskopskom
analizom je utvrdena pojava mikronukleusa u kulturi A-375 ¢elija nakon primenjenog tretmana.
Mikronukleusi (hromozomi ili delovi hromozoma koji nisu ravnomerno rasporedeni medu
kéerkama celijama) i multinukleusne celije (javljaju se kao rezultat izostanka citokineze) su
morfoloska obelezja mitotske katastrofe. Mitotska katastrofa se javlja za vreme ili ubrzo nakon
prolongirane, aberantne mitoze. Prema klasifikaciji tipova ¢elijskih smrti, mitotska katastrofa per se
ne predstavlja formu regulisane ¢elijske smrti [165], ve¢ samo stupanj koji najée$ce prethodi
apoptozi, nekrozi ili senescenciji, sa krajnjim ciljem sprecavanja proliferacije defektnih ¢elija [166].
Mitotska katastrofa se moze definisati kao tumor-supresivni mehanizam, s obzirom da promovise
eliminaciju onih ¢elija kod kojih je doslo do nepravilne podele hromozoma i izvor su kariotipskih
aberacija. Biva pokrenuta kombinacijom oSte¢enja DNK ili mitotskog aparata Celije i razli¢itih
defekata kontrolnih mehanizama ¢elijskog ciklusa, koji bi inace zaustavili ulazak celije u mitozu
dok se ne poprave prisutna osteCenja [167]. Poznato je da usled odredenih nepravilnosti u
funkcionisanju mitotskog aparata, celije bivaju zaustavljene u momentu tranzicije metafaze u
anafazu. Imajué¢i navedeno u vidu, kao i to da testirani agens naruSava organizaciju deobnog
vretena, nisu iznenadujudi rezultati nase studije koji ukazuju na suprimiranu stopu deobe tretiranih
A-375 ¢elija i njihovo zadrzavanje u G2/M fazi ¢elijskog ciklusa. Brojne studije su pokazale da
mitotska katastrofa moze biti izazvana agensima koji uticu na funkciju deobnog vretena ili
promovisu oStecenja DNK, kao §to su: taksani, epotiloni, vinka alkaloidi, kolhicin [168-170].
Dodatno, pokazana ukupna aktivacija kaspaza u kulturi A-375 ¢elija izlozenoj eksperimentalnom
agensu, potkrepljuje povezanost mitotske katastrofe sa umiranjem ovih celija.

Brojni podaci iz literature pokazuju da je mitotska katastrofa regulisana brojnim molekulima kao $to
su kinaze specifi¢ne za Celijski ciklus (Cdkl (engl. Cyclin-Dependent Kinase)/ciklin B1 kompleks,
Aurora kinaze), proteini kontrolnih tac¢aka éelijskog ciklusa, survivin, p53, kaspaze i ¢lanovi Bcl-2
familije [167]. Cdk1l interaguje sa ciklinom B1 i formira aktivni heterodimer — pokreta¢ mitoze.
Ovaj kompleks je odgovoran za progresiju ¢elija iz G2 u M fazu, a njegova neprekidna aktivacija
neophodna za tranziciju od profaze ka metafazi. Konkretno, Cdkl/ciklin B1 fosforiliSe supstrate
ukljucene u kondenzaciju hromatina, degradaciju nukleusnog ovoja, formiranje deobnog vretena, i
konacno aktivaciju SAC [171]. Ulazak c¢elije u anafazu mitoze pracen je naglom degradacijom ovog
heterodimera od strane anafaza-promovisuceg kompleksa (engl. Anaphase-Promoting Complex,
APC) [167]. Shodno tome, za ocCekivati je da se uoCeni zastoj Celija nakon tretmana agensom
tubugi 1, na prelazu metafaza-anafaza odlikuje visokim nivoom ciklina B1. Povecana ekspresija
ciklina B1 pronadena je u mnogim primerima mitotske Kkatastrofe indukovane farmakoloSkim
agensima, kao Sto je to slucaj sa humanim kolorektalnim adenokarcinomom tretiranim
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fluorouracilom [172]. Notch i NF-xB su dva glavna proteina uklju¢ena u regulaciju ekspresije
ciklina B1 [134]. Notch proteini su visoko konzervisani transmembranski receptori koji sluze kao
transkripcioni aktivatori. Ovaj signalni put je upleten u diferencijaciju stem celija i tipi¢an za visoko
gradusne tumore kao §to su karcinom dojke, plu¢a, mozga i sarkomi [173,174]. Curry i saradnici su
pokazali da inhibicija Notch proteina u KS ¢elijskoj liniji dovodi do G2/M zastoja i mitotske
katastrofe sa pojavom mikronukleusa [134]. Naime, inhibicija Notch proteina indukuje neprekidni
rast nivoa ciklina B1, ukazuju¢i da Notch signalni put moze uticati na ekspresiju ovog kljucnog
proteina celijskog ciklusa. Dalje, visok nivo ciklina B1 i nemoguénost tranzicije ¢elije u anafazu
mogli bi bar delimi¢no biti objasnjeni povecanom aktivnos¢u NF-kB [134]. NF-kB regulise ¢itav
niz gena odgovornih za proliferaciju i prezivljavanje ¢elija. Aktivnost NF-xB je regulisana IxB koji
vezuje i zadrzava ovaj molekul u citoplazmi, na taj nacin spre¢avajuci njegovu translokaciju u jedro
I vezivanje za DNK [134]. Naime, fosforilacija 1kB-a dovodi do oslobadanja NF-xB, a time i do
njegove aktivacije. Sumarno, mitotska katastrofa indukovana jedinjenjem tubugi 1 u A-375 ¢elijama
je pracena snaznom inhibicijom Notch 1 proteina i intenziviranom aktivno$¢u NF-«xB, sudeci po
povec¢anom nivou fosforilacije IkB-a.

Dalje, nasa studija ukazuje na aktivaciju kaspaze 2 u A-375 c¢elijama u odgovoru na prisustvo
agensa tubugi 1. Vitale i saradnici su potvrdili egzekutorsku ulogu kaspaze 2 u mitotskoj katastrofi
[175]. Ovaj protein je lociran u jedru, a njegova aktivacija, prouzrokovana oste¢enjem DNK, dalje
vodi permeabilizaciji membrane mitohondrija, kao i aktivaciji kaspaze 3 [167]. Pojacana ekspresija
fragmenta kaspaze 3, uocena u A-375 Celijama nakon tretmana agensom tubugi 1 je u saglasnosti sa
navedenim. Zanimljivo, pronadeno je da u odgovoru na UV zraCenje ili TNF-a, aktivacija kaspaze 2
zavisi od kaspaza 3 i 9 [176]. Eksplicitna povezanost sa kaspazom 9 je pronadena u slucaju
unutras$njeg apoptotskog puta, ali ne i u slu¢aju spoljasnjeg [177]. Stoga, nije iznenadujuce da u
ovoj studiji, aktivacija kaspaze 2 nije pra¢ena ekspresijom aktivirane kaspaze 9. Stavise, poveéana

ekspresija fragmenta kaspaze 2 mogla bi biti odgovorna za uocenu pozitivnu regulaciju NF-«B
[178].

Jedna od posledica aktivirane kaspaze 2 je i poveéana ekspresija p53 tumor supresora, kao $to je
pokazano u nasoj studiji pri tretmanu A-375 ¢elija agensom tubugi 1. To je o¢ekivano, s obzirom da
je kaspaza 2 odgovorna za degradaciju Mdm2 — negativnog regulatora funkcije p53 proteina [135].
Po indukciji mitotske katastrofe, povecana regulacija p53 je pronadena i kod humane ¢elijske linije
kolona nakon tretmana doksorubicinom [133]. p53 ima klju¢nu ulogu u pokretanju apoptoze u
odgovoru na ostecenja u c¢eliji [179]. Ovaj protein kontroliSe balans izmedu pro- i antiapoptotskih
proteina Bcl-2 familije i reguliSe formiranje pora na spoljasnjoj membrani mitohondrija [133].
Shodno tome, smanjena ekspresija Bcl-2 proteina u uslovima poveéane ekspresije p53 [180],
pokazana pri tretmanu agensom tubugi 1, je ocekivana. Sa druge strane, aktivni kompleks
Cdkl1/ciklin B1 direktno fosforilise Bcl-2 i negativno regulise njegovu aktivnost [181]. To sprecava
formiranje heterodimera ovog molekula sa proapoptotskim Bax proteinom. Kao posledica, javlja se
oligomerizacija Bax na spoljasnjoj membrani mitohondrija [182]. Mitotska katastrofa je takode
moguca u p53-deficijentnim tumorskim celijama, istiCuéi irelevantnost p53 proteina za njenu
realizaciju [167,183]. Uoceno povecanje ekspresije ukupnog p53 proteina u tretiranim A-375
¢elijama, zajedno sa aktivacijom kaspaze 2 i negativnom regulacijom Bcl-2, ukazuje da je p53
ukljucen u krajnji ishod tretmana. Na kraju, p53 dovodi do stimulacije transkripcije proapoptotskih
proteina kao §to je Bax [167], na taj nacin inicirajué¢i mitohondrijalnu apoptozu. U saglasnosti sa
pomenutim, moze se pretpostaviti da hromozomski prekidi tokom mitotske katastrofe promovisu
apoptozu posredovanu p53 proteinom [184].

Sem mitotske katastrofe, tretman A-375 celija agensom tubugi 1 je rezultovao snaznom, ali
tranzitornom autofagijom koja je posle 72 h ugaSena. To je potvrdeno analizom medijatora
autofagije na unutarcelijskom nivou, kao $to su beklin-1, p62 i LC3B. Nedavno je pronadeno da
autofagija moze biti indukovana hromozomskim prekidima [185], §to se moze dovesti u vezu sa
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uo¢enom mitotskom katastrofom. Fenomen spontanog gasenja autofagije mogao bi biti povezan sa
prethodno pomenutom pozitivnom regulacijom kaspaze 2 i inhibiranom ekspresijom aktivne forme
kaspaze 9. Naime, poznato je da je kaspaza 2 endogeni supresor autofagije [186], dok inhibirana
kaspaza 9 remeti citoprotektivnu autofagiju kroz modulaciju pH lizozoma i aktivnost katepsina
[187]. Fulda i saradnici su prijavili da autofagija u velikoj meri uti¢e na sudbinu ¢elije [188], dok je
nedavno opisana kompleksna interakcija autofagije, mitotske katastrofe i apoptoze [133]. Naime,
pokazano je da indukcija mitotske katastrofe kod HCT116 ¢elijske linije vodi stimulaciji autofagije
koja je pradena apoptozom [133]. S obzirom da je inhibicija autofagije hlorokinom ili 3-MA
rezultovala u jo$ izraZenijoj toksi¢nosti supstance tubugi 1, u naSoj studiji autofagija moze biti
razmatrana kao primarno citoprotektivni mehanizam. Sli¢no, PCT je indukovao protektivnu
autofagiju u A549 c¢elijama [189]. Otuda, nije iznenadujuci rezultat da je eliminacija autofagije
dovela do povecane akumulacije ¢elija u SubG1/GO fazi ¢elijskog ciklusa i pojave apoptotskih tela u
kulturi ¢elija izloZenoj ko-tretmanu eksperimentalnim agensom i hlorokinom. Kombinacija
stabilnog sintetskog analoga tubulizina sa inhibitorima autofagije mogla bi predstavljati obecavajuci
pristup u borbi protiv tipova kancera sa inicijalno izrazenom autofagijom ili u kojima se autofagija
pokreée u odgovoru na tretman. Ovo je u saglasnosti sa prethodno uo¢enim povecanjem osetljivosti
endometrijalnog karcinoma na PCT u prisustvu inhibitora autofagije [190]. Nakon duzeg izlaganja
agensu tubugi 1, spontano gaSenje autofagije je sinhronizovano sa intenziviranjem signala za
apoptozu (pozitivna regulacija p53, Bax proteina i fragmenta kaspaze 3 na kraju tretmana).
Ocigledno je da kompleksna interakcija mitotske katastrofe, autofagije i apoptoze definiSe ishod
ovog tretmana.

S obzirom na mnogobrojne interakcije ucesnika ovih procesa, teSko je definisati eksplicitni ili
primarni uticaj tretmana na signalni put ERK1/2 i PI3K/Akt. ERK1/2 signalni put regulise skoro sve
procese u celiji, ukljucujuéi proliferaciju, diferencijaciju i prezivljavanje celija, ali 1 apoptozu i
odgovor na stres [191]. Zavisno od stimulusa, ERK moze posredovati u razli¢itim
antiproliferativnim dogadajima u ¢eliji, kao $to su apoptoza, autofagija i senescencija in Vitro i
in vivo [192]. Sa jedne strane, klju¢ni proteini autofagije — p62 i LC3B II sluze kao platforma za
regulisanje fosforilacije, odnosno aktivacije ERK proteina. Direktna interakcija p62 sa ERK mogla
bi biti odgovorna za negativnu regulaciju njegove aktivacije i funkcije od strane p62 [193], sto
upucuje na kompleksnu povezanost autofagije i ERK proteina. Stoga, pozitivna regulacija ERK pod
tretmanom agensom tubugi 1 ukazuje na smanjenu ekspresiju p62, $to je i pokazano u ovoj studiji.
Sa druge strane, povezanost aktivacije ERK proteina i apoptoze je dobro definisana [192], posebno
u odgovoru na c¢elijska osteéenja indukovana razli¢itim agensima. Pronadeno je da aktivnost ERK
proteina uti¢e na mitohondrije inhibirajuci njihovu respiraciju i narusavaju¢i membranski potencijal,
Sto bi moglo da dovede do oslobadanja citohroma C [194,195]. Aktivirani ERK takode moze da
dovede do oslobadanja citohroma C tako $to menja ekspresiju proteina Bcl-2 familije, odnosno
pozitivno reguliSe ekspresiju Bax proteina, a negativno uti¢e na nivo antiapoptotskog Bcl-2 [192].
Stoga, intenzivirana aktivnost ERK proteina u terminalnim c¢asovima inkubacije sa
eksperimentalnom supstancom, posle inicijalne supresije potvrduje da je prolazna autofagija
zamenjena apoptozom.

PI3K/Akt signalni put kontroliSe proliferaciju i prezivljavanje celija, ali 1 njenu progresiju kroz
¢elijski ciklus [196]. U ovoj studiji ekspresija Akt proteina nije znacajno promenjena tokom prvih
24 h inkubacije sa eksperimentalnim agensom, dok je ekspresija nizvodnih proteina, kao $to su
p70S6K i S6, znacajno smanjena. Naime, Akt dovodi do sinteze proteina preko efekata p70S6K na
fosforilaciju ribozomskog proteina S6, komponente male subjedinice ribozoma [197]. Rezultati nase
studije ukazuju da uzvodni elementi ovog signalnog puta nisu pod direktnim uticajem agensa, ali da
dolazi do nizvodne regulacije koja vodi inhibiciji proteinske sinteze. Kasna pozitivna regulacija Akt
proteina u 48 h tretmana je verovatno posledica perzistentne inhibicije p70S6K [198]. Blommaart i
saradnici su ukazali da fosforilacija S6 moZe biti posmatrana u svetlu determinante koja odreduje da
li ¢e do¢i do pokretanja sinteze proteina ili autofagije u celiji [199]. Fosforilisani S6 stimulise
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vezivanje ribozoma za endoplazmati¢ni retikulum (ER), §to redukuje regione ER bez vezanih
ribozoma koji su zapravo izvor konstituenata membrane autofagozoma u inicijalnoj fazi autofagije
[200]. Uocena autofagija pod tretmanom agensom tubugi 1, moze se, barem delimi¢no objasniti i
kontinuiranom inhibicijom S6.

Takode, Akt promovise rast celija reguliSu¢i G1 fazu Celijskog ciklusa aktivacijom ciklin/Cdk
kompleksa i inaktivacijom inhibitora Cdk [196]. Medutim, uticaj Akt proteina na G2/M tranziciju
ostaje nejasan [201]. Katayama i saradnici su pokazali da Akt indirektno dovodi do inhibitorne
fosforilacije Cdk1, na taj na¢in blokirajuéi tranziciju iz G2 u M fazu [196]. U tom smislu, pozitivna
regulacija Akt proteina pod tretmanom agensom tubugi 1mogla bi biti odgovorna za uoc¢eni G2/M
zastoj.

Sumarno, indukcija mitotske katastrofe agensom tubugi 1 je centralni dogadaj na klackalici
autofagije i apoptoze kod visoko invazivne A-375 C¢elijske linije, ¢ime se otvara moguénost
intenziviranja efikasnosti agensa manipulacijom odnosa ovih procesa. Stimulacija autofagije posle
indukcije mitotske katastrofe moze predstavljati novi, poboljSani vid terapije kancera. Kada
autofagija nije u stanju da podrzi homeostazu celije, 1 pracena je pokretanjem celijske smrti,
imunski odgovor biva stimulisan [202]. Odredene in vivo studije ukazale su na vezu izmedu
autofagije i aktivacije kaspaze 1, i sledstvene aktivacije IL-1p [203].

Da li ¢e Celija krenuti putem mitotske katastrofe ili ¢e aktivirati apoptotski mehanizam umiranja u
odgovoru na primenjeni tretman, zavisi isklju¢ivo od uslova koji vladaju u ¢eliji u tom trenutku.
Konacno, ono S§to je izvesno je da, uprkos slicnoj senzitivnosti celija melanoma razlicite
invazivnosti, tubugi 1 pokrece razli¢ite mehanizme delovanja koji se mogu prilagoditi tipovima
tumora sa razli¢itom bioloSkom 1 genetiCkom pozadinom i podjednako su efikasni. Sa jedne strane,
pokretanje mitotske katastrofe predstavlja vazan terapeutski pristup, buduéi da radio- i
hemorezistencija tumorskih ¢elija mogu biti uspesno prevazidene ovim fizioloskim procesom [204].
Znacajna populacija tumorskih ¢elija su tetraploidne ili aneuploidne, i ¢esto nemaju odgovarajuéu
regulaciju progresije kroz celijski ciklus, $to ih ¢ini posebno senzitivnim na lekove koji svoje
delovanje ostvaruju indukcijom mitotske katastrofe [204]. Uticaj na proces citoprotektivne
autofagije koja karakteriSe tumore uznapredovalog stupnja mogao bi biti iskoris¢en za
prevazilazenje njihove rezistencije na tretman inhibitorima mitotskog vretena. Sa druge strane,
imunosupresija, koja skoro bez izuzetka prati hemoterapiju, mogla bi biti izbegnuta terapijom
baziranom na ovim jedinjenjima. Imajuc¢i sve navedeno u vidu, tubugi 1 bi nesumnjivo pruzio niz
prednosti u poredenju sa konvencionalnim hemoterapeuticima koji su danas u upotrebi.
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0. Zakljucci



U skladu sa postavljenim ciljevima studije 1 na osnovu dobijenih rezultata, izvedeni su slede¢i

zakljucci:

1. Tubugi 1 smanjuje vijabilitet celijskih linija melanoma B16 poreklom iz misa i A-375
poreklom od ¢oveka in vitro.

2. Tubugi 1 je znacajno manje toksi¢an za primarne celije te stoga pokazuje visoku selektivnost
prema malignom fenotipu.

3. Tubugi 1 izaziva morfoloski tipi¢nu, ali po biohemijskim svojstvima specificnu, apoptozu i
inhibira proliferaciju prezivelih klonova kod B16 ¢elijske linije.

4.  Tubugi 1 u B16 ¢elijama indukuje oksidativni stres pri ¢emu lipidi membrane ne podlezu
reakciji oksidacije, $to je najverovatnije odgovorno za izostanak eksternalizacije PS.

5. Fagocitoza in vitro je o¢uvana u uslovima apoptoze koja nije pracena eksternalizacijom PS.

6.  Tubugi 1 smanjuje rast melanoma in vivo.

7. Tubugi 1 ne kompromituje fagocitozu, stimulise citotoksi¢ni potencijal makrofaga i njihovu
polarizaciju ka M1 fenotipu ex vivo.

8. Tubugi 1 inhibira proliferaciju i indukuje zastoj u G2/M fazi c¢elijskog ciklusa u A-375
¢elijama.

9. Tubugi 1 pokreée mitotsku katastrofu u A-375 Celijama pradenu snizenom ekspresijom
Notch 1 i Bcl-2, dok je ekspresija kaspaze 2, p53 i NF-kB intenzivirana.

10. Pojava mitotske katastrofe je sinhronizovana sa tranzitornom autofagijom citoprotektivnog
karaktera, $to je potvrdeno i na nivou ekspresije beklin-1, p62 i LC3B.

11. Sa gaSenjem autofagije mitotska Kkatastrofa progredira u apoptozu §to je pored morfoloskih
karakteristika, potvrdeno i na unutarcelijskom nivou kroz poveéanu ekspresiju proapoptotskog
proteina Bax i aktivaciju kaspaze 3.

12. Kompleksna interakcija mitotske katastrofe, autofagije i apoptoze korelira sa dinamikom

promena u ekspresiji proteina signalnih puteva ukljucenih u ¢elijsku deobu i smrt, MAPK i
PI3K/Akt, sa dominantnom inhibicijom p70S6K i S6 proteina.
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pripravnik zaposlena na Odeljenju za imunologiju, Instituta za bioloSka istrazivanja “SiniSa
Stankovi¢” — Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju. Zvanje istraziva¢ saradnik stice
u septembru 2017. godine. Dijana je do danas autor/koautor 10 radova u ¢asopisima medunarodnog
znacaja, ima tri saopStenja na skupovima medunarodnog znacaja i dva na skupovima nacionalnog
znacaja. Iz doktorske disertacije proistekla su dva rada, u ¢asopisima M22 i M23 kategorije.



IpwnJor 1.

H3jaBa o ayTopcTBY

ITornucanu-a dujana dpaya
opoj manekca 63056/2013

U3sjaBibyjem

J1a je JTOKTOPCKa JrcepTalyja moa HacJI0BOM

,,MOJIEKYJICKM MEXaHU3MHU JIEJIOBaha AHTUTYMOPCKOT areHca U3 rpyre CHHTETCKUX TyOyJIM3HHa,

TyOyru 1, Ha ogabpaHuM MOJIeN CHCTEMIMa MeJlaHOMa

® pPE3yNTaT COICTBEHOI HCTPAKUBAUKOTL Paja,

e J1a IpeUIOKEeHa IUcepTalija y IeJIMHU HU y JIeJIOBUMA HUje Ouiia MpeaoxeHa 3a Jo0ujame
OWJIO KOj€ TUTUIOME MpeMa CTYIH]CKUM IIpOorpaMuMa JIPYTruX BHCOKOIIKOJICKHAX YCTaHOBA,

® J1a Cy pC3yJITaThu KOPECKTHO HABCACHHU U

® J1a HUCaM KpI_I_II/IO/J'Ia AyTOpPCKa IpaBa U KOPUCTUO UHTCIICKTYAJIHY CBOjHHy APYyrux Jaa.

[Hornuc 1okTOpanga

VY beorpany,




IMpwnor 2.

I/I3jaBa 0 UCTOBECTHOCTH LITAMITIAHE U €JIECKTPOHCKE Bep3nje AOKTOPCKOI' pajaa

Nwme u npesume aytopa dujana JIpaua
bpoj unnexca 53056/2013

Crynujcku nporpam buonoruja-MosiekyliapHa OHKOJIOTH]a

HacnoB paga MoJEKYJICKH MEXaHU3MH JICIOBaba aHTUTYMOPCKOT areHca M3 TPYNe CHHTETCKHX
TyOynu3una, TyOyru 1, Ha onabpaHuM MOJEN CUCTEMUMA MeJlaHOMa

Menrtop ap Jlanujena MakcumoBuh-MBanuh

[Tornucanu/a qujana JIpaya

U3jaBspyjemM aa je mTammnaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caM Ipenao/na 3a o0jaBbHBaKE Ha MOpTaly JIMTHTATHOI Peno3uTOpPHjymMa YHHBep3uTeTa y
beorpany.

Jlo3BosbaBaM Ja ce o0jaBe MOjU JIMYHM TMOJAIM BE3aHU 3a JoOHjame aKaJleMCKOT 3Bama JIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME | MPe3uMe, TOJAMHA U MECTO pol)era U 1aTym oadpaHe pajaa.

OBM JNMYHM TOAAM MOTY c€ O0jaBHTH Ha MPEKHUM CTpaHHMIIaMa AWTUTalHe Oubimoreke, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y nmyOsnkanujama Y HuBepaurteTa y beorpany.

Hornuc 1okTOpanga

VY Bbeorpany,




IMpwnor 3.

H3zjaBa o kopumhemwy

Omnamhyjem VYHuBep3uTeTcky Oubmuoreky ,Cserozap Mapkosuh na y Jlururamnu
perno3uToprjymM YHuBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY AUCEPTAIIN]y MO HACIOBOM:
MoOJeKyICKM MEXaHU3MHU JIeJIOBaba aHTUTYMOPCKOT areHca W3 TPyHe CHUHTETCKUX TYOYIH3HHA,
TyOyru 1, Ha ogabpaHuM MOJEINI CHCTEMHUMa MeJlaHOMa KOja j€é MOje ayTOPCKO JEIIO.
Jucepranujy ca CBUM MPUIO3UMA IMPENa0/ia caM y eeKTPOHCKOM (popMaTy MOTroJHOM 3a TPajHO
apXUBHPAIbE.
Mojy HAOKTOpPCKY JAMCepTanyjy MoxXpameHy Yy Jlurutamnu peno3uTopujym YHHBEp3UTETa Y
Beorpany mMory na kopucTe CBH KOjU TOIITYjy oipende caapikaHe y 0Ja0paHOM THITY JIMICHIIC
Kpeatusne 3ajeqnamnie (Creative Commons) 3a KOjy cam ce 0JiTy4ro/Ja.
1. AyropcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPITHjAITHO
3. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIIHjaITHO — 0€3 mpepajie

AyTOPCTBO — HEKOMEPIIMjaJTHO — ACTUTH TI0J] HICTUM YCIIOBHMA
5. AytopcTBo — 0€3 npepaje
6. AyTOpPCTBO — JI€IUTH MO/ UCTHM yCIOBUMA
(Monumo J1a 3a0KpYXXHUTE CaMo jeIHY OJ1 IIECT MOHY)eHHX JIMIICHIN, KpaTak ONUC JUIICHIU JaT je
Ha nonehunu nucra).

IMoTnuc 1oKTOpaHga

VY beorpany,

1. AyropcTBo - Jl0o3BoJbaBaTe yMHOXKaBame, JUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CaoMIUTaBame Jeia, U Ipepase,
aKo ce HaBe/Ie MMeE ayTopa Ha Ha4WH ojapeheH of cTpaHe ayropa WM JaBaola JIMIEHIE, YaK U Y
KomepiujanHe cepxe. OBo je Hajcno00AHM]a O] CBUX JIUIICHIIH.

2. AyropctBo — HekoMmeprujaaHo. Jlo3BoJbaBaTe yMHOXKaBamwe, JUCTPUOYIH]y H  jJaBHO
caomIuTaBame JieNa, ¥ Mmpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauyuH ofpeleH oJ cTpaHe ayTopa
WM AaBaotia juieHie. OBa JIUIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEPIIHjaTHy yIoTpeOy aena.

3. AyTopcTBO - HEKOMepLHujanHO — Oe3 mpepazae. [lo3BojbaBaTe yMHOXaBame, TUCTPUOYLH]Y U
JaBHO caomIITaBamke Jieja, 0e3 MpoMeHa, MPeoOINKOBama UIH yIoTpeOe Jena y CBOM JIely, ako Ce
HaBe/le MMe ayTopa Ha Ha4MH ofjpel)eH o/ cTpaHe ayTopa WM jJaBaola jmieHie. OBa iuieHna He
J103BOJbaBa KOMEpLHUjaIHy yIOTpeOy /ena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaje JIMILIEHIIE, OBOM JIMIICHIIOM Ce
orpaHuyaBa HajBehu o6uM rnpasa kopuuthemwa jaena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIMjaJTHO — JIEJIUTH MOJA UCTHUM ycloBuMa. J[03BosbaBaTe yMHOXKaBambe,
TUCTPUOYIIM]y W JaBHO CAOMNINTaBame Jeia, W TIpepaje, ako ce HaBeJe MME ayTopa Ha HA4YMH
onpeheH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMIEHIIE U aKo ce Impepaja JUCTpHOyHpa Mo UCTOM HITH
cnmaHoM JuiieHIoM. OBa JIMIICHITa HE 103BOJhaBa KOMEPIUjaaHy yrnoTpely /ena u mpepasa.



5. AyrtopcTBo — 6e3 mpepase. Jlo3BospaBaTe YMHOXKaBamke, TUCTPUOYIIM]Y M JaBHO CAOMIITABAHE
nena, 6e3 mpoMeHa, mpeoOIMKOBamka UM yIoTpede Aeaa y CBOM Jelly, ako Ce HaBeAe UMe ayTopa
Ha HauuH oxapeheH on cTpaHe ayropa WM JaBaona JmneHie. OBa JMICHIIA 103BOJbaBa
KOMepIHjanHy yrnotpely nena.

6. AyTOpCTBO - JICJIUTH O] KCTUM yclIoBHMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXKABaWkE, TUCTPUOYIIN]Y U jABHO
caomIuTaBame JieNa, U Mmpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha Ha4MH ojapeheH on cTpaHe ayropa
WIH JJaBaolia JIMICHIIC U aKo ce Tpepaja AUCTPUOYyHpa MO UCTOM HIIM CIMYHOM JuieHioM. OBa
JUIEHIIA J03BOJhaBa KOMEpIHjallHy yrmoTpeOy nema u mnpepaga. CrnudyHa je codTBEpCKUM
JMIICHIIaMa, OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.
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