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Mehanizmi citotoksicnosti farmakoloskih inhibitora
autofagije in vitro

Sazetak

Autofagija predstavlja proces razgradnje dotrajalih celijskih proteina i organela u
autolizozomima koji nastaju spajanjem autofagozoma i lizozoma. Brojni dokazi o
citoprotektivnom efektu autofagije kod tumora omogucili su pretklinicka i klinicka istraZivanja
zasnovana na kombinovanju farmakoloskih inhibitora autofagije i hemioterapeutika.
Bafilomicin, hlorokin i amonijum hlorid su lizozomalni inhibitori autofagije (LIA) koji
sprecavaju razgradnju sadrZaja u autolizozomima blokadom V-ATPazne protonske pumpe,
inhibicijom kiselih lizozomalnih hidrolaza ili blokadom fuzije lizozoma i autofagozoma.
Nedavno je pokazano da i lekovi koji smanjuju Zeluda¢nu kiselost inhibicijom gastri¢ne H*/K*
ATPaze, kao Sto je pantoprazol, mogu da ispoljavaju citotoksi¢cno dejstvo na maligne celije
modulacijom autofagije. Upotreba LIA u istraZivanjima i terapiji je ograni¢ena zbog
nespecificnih efekata koji zavise od primenjene doze i duZine tretmana, kao i od sposobnosti da
indukuju celijsku smrt nezavisno od inhibicije autofagije. Uzevsi u obzir da molekularni
mehanizmi ove pojave nisu u potpunosti razjasnjeni, u ovom istrazivanju je prvi put sprovedena
uporedna analiza citotoksi¢nosti farmakoloSkih inhibitora autofagije na celijama miSjeg
melanoma (B16) i humanog glioma (U251). Zbog potrebe za selektivnijim i manje toksi¢nim
inhibitorima autofagije, ispitani su molekularni mehanizmi citotoksi¢nosti pantoprazola i
mogucénost njegove upotrebe kao farmakoloskog inhibitora autofagije.

Rezultati sprovedenog istraZivanja pokazali su da sva tri LIA i pantoprazol indukuju
apoptozu tumorskih Celija pra¢enu produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, depolarizacijom
mitohondrija, aktivacijom kaspaza i poveanom razgradnjom njihovog glavnog supstrata,
PARP-1, kao i fragmentacijom DNK. FarmakoloSkom inhibicijom kaspaza potvrdena je uloga
ovih enzima u apoptozi indukovanoj LIA, dok je uc¢esce katepsina iz oSte¢enih lizozoma u ovom
procesu bilo jedinstveno svojstvo hlorokina. Sva tri lizozomalna inhibitora indukovala su
nakupljanje autofagozoma i autolizozoma u tumorskim ¢elijama, uz povecanu konverziju LC3-
[ u LC3-II (engl. Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3) i smanjenje unutarcelijske
kiselosti, Sto je u skladu sa inhibicijom autofagije. Medutim, genetska inhibicija LC3,
neophodnog za nastanak autofagozoma, nije uticala na preZzivljavanje tumorskih ¢elija nakon
tretmana LIA, ukazuju¢i da je njihovo pro-apoptotsko dejstvo bilo nezavisno od inhibicije
autofagije. LIA su pokazali razli¢ite obrasce modulacije pro-apoptotskih i anti-apoptotskih
molekula, kao i aktivacije MAP kinaza (engl. Mitogen activated protein kinase) i AMPK (engl.
Adenosine monophosphate-activated protein kinase), Sto je bio uzrok njihovog medusobnog
antagonizma u ubijanju malignih ¢elija. Za razliku od LIA, pantoprazol je u ¢elijama tumora
aktivirao citoprotektivnu autofagiju pracenu ekspresijom iRNK za razliCite Atg gene koji
reguliSu ovaj proces. Indukcija autofagije pantoprazolom bila je praéena aktivacijom
energetskog senzora AMPK i inhibicijom fosforilacije AKT, kao i ULK1 i S6K, supstrata glavnog
negativnog regulatora autofagije, mTOR-a (engl. Mechanistic target of rapamycin). Genetska i
farmakoloSka inhibicija pokazala je da citoprotektivna autofagija indukovana pantoprazolom
zavisi od AMPK i Beklina-1, kao i od p38 MAP kinaze, koja je dodatno ucestvovala u indukciji
ER stresa i aktivaciji transkripcionog faktora CHOP.

U zakljucku, iako sva tri LIA dovode do inhibicije autofagije u tumorskim ¢elijama,
njihova citotoksi¢nost je nezavisna od ovog efekta i posredovana je razliitim mehanizmima
koji uklju¢uju modulaciju ekspresije pro- i anti-apoptotskih molekula, lizozomalnu
permeabilizaciju i promenu aktivnosti AMPK i MAPK signalnih puteva. Sa druge strane,



pantoprazol aktivira citoprotektivnu autofagiju uticajem na AMPK/AKT/mTOR signalnu
osovinu i indukcijom ER stresa zavisnog od p38 MAPK. Ovi rezultati ukazuju na oprez u
interpretaciji bioloskih efekata farmakoloskih inhibitora i modulatora autofagije u bazi¢nim i
klinickim istraZivanjima, ali istovremeno pruZaju nove mogucénosti za unapredenje njihovih
antitumorskih efekata kombinovanjem sa farmakolo$kim modulatorima AMPK i MAP kinaza.

KLJUCNE RECI: bafilomicin, hlorokin, amonijum hlorid, pantoprazol, autofagija
NAUCNA OBLAST: Medicina

UZA NAUCNA OBLAST: Molekularna medicina

UDK: 611/612
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Cytotoxicity mechanisms of pharmacological autophagy
inhibitors in vitro

Abstract

Autophagy is the process of breaking down old and damaged cellular proteins and organelles
in autolysosomes, which are formed by fusion of autophagosomes and lysosomes. Numerous
evidence of cytoprotective autophagy in tumors enabled preclinical and clinical studies based
on a combination of pharmacological autophagy inhibitors and chemotherapeutics.
Bafilomycin, chloroquine, and ammonium chloride are lysosomal inhibitors of autophagy (LIA)
that prevent cytoplasmic content degradation in autolysosomes by blocking the V-ATPase
proton pump, inhibiting acidic lysosomal hydrolases, or preventing the fusion of lysosomes
with autophagosomes. Recently, it has been shown that drugs such as pantoprazole, which
reduce gastric acidity by inhibiting gastric H */K + ATPase, exert a cytotoxic effect on tumor cells
by autophagy modulation. The use of LIA in research and therapy is limited due to nonspecific
effects that depend on the applied dose and the incubation time, as well as the ability to induce
cell death independently of autophagy inhibition. Since the molecular mechanisms of this
phenomenon have not been fully elucidated, the present study for the first time performed a
comparative analysis of the cytotoxicity of pharmacological autophagy inhibitors on mouse
melanoma (B16) and human glioma (U251) cells. Considering the need for more selective and
less toxic autophagy inhibitors, the molecular mechanisms of cytotoxicity of pantoprazole and
the possibility of its use as a pharmacological autophagy inhibitor were also investigated.

The results of this research showed that all three LIA and pantoprazole induce apoptotic
death of cancer cells associated with the production of reactive oxygen species, mitochondrial
depolarization, caspase activation and increased degradation of their main substrate, PARP-1,
as well as DNA fragmentation. The role of caspases in LIA-induced apoptosis was confirmed by
their pharmacological inhibition, while the involvement of cathepsins in this process was a
unique property of chloroquine. All three lysosomal inhibitors, consistent with autophagy
inhibition in tumor cells, induced the accumulation of autophagosomes and autolysosomes
with the increased conversion of LC3-I to LC3-1I (Microtubule-associated protein 1A/1B-light
chain 3), and the decrease in intracellular acidity. However, the genetic inhibition of LC3,
protein necessary for autophagosome formation, did not affect the survival of cancer cells after
treatment with LIA, indicating that their pro-apoptotic action was independent of autophagy
inhibition. LIA showed different patterns in modulating expression of pro-apoptotic and anti-
apoptotic molecules, as well as activation of MAP kinases (Mitogen activated protein kinase) and
AMPK (Adenosine monophosphate-activated protein kinase), which caused their mutual
antagonism in cancer cell killing. Unlike LIA, pantoprazole induced cytoprotective autophagy in
tumor cells, associated with the increase in mRNA expression of different Atg genes involved in
regulation of this process. Autophagy induction by pantoprazole was accompanied by the
activation of the energy sensor AMPK and decrease in the phosphorylation of AKT, as well as
ULK1 and S6K, the substrates of mTOR (Mechanistic target of rapamycin), the major negative
regulator of autophagy. Genetic and pharmacological inhibition showed that cytoprotective
autophagy induced by pantoprazole is mediated by AMPK and Beclin-1, as well as by p38 MAP
kinase, which additionally participated in the induction of ER stress and activation of CHOP
transcription factor. In conclusion, although all three LIA inhibit autophagy in cancer cells, their
cytotoxicity is autophagy-independent and mediated by various mechanisms, including
modulation of pro- and anti-apoptotic molecule expression, lysosomal permeabilization, and
alteration of AMPK and MAPK signaling pathways. On the other hand, pantoprazole activates
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cytoprotective autophagy by influencing the AMPK/AKT/mTOR signaling axis and by inducing
p38 MAPK-dependent ER stress. These results warrant caution when interpreting the
biological effects of pharmacological inhibitors and autophagy modulators in basic and clinical
research, but at the same time provide new opportunities to enhance their antitumor effects by
combining them with pharmacological modulators of AMPK and MAP kinases.

KEY WORDS: bafilomycin, chloroquine, ammonium chloride, pantoprazole, autophagy
SCIENTIFIC FIELD: Medicine

SPECIALISED SCIENTIFIC FIELD: Molecular medicine

UDC: 611/612
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1. Uvod






Uvod

1.1. Autofagija

1.1.1. Osnove procesa, Kklasifikacija i regulacija

Autofagija predstavlja evolutivno oCuvani proces razgradnje oStecenog i dotrajalog
citoplazmatskog sadrZaja pomocu lizozoma, sa izuzetno vazZnom ulogom u preZivljavanju,
razvoju i odrzavanju homeostaze eukariotskih celija (Yang i Klionsky, 2010). Termin autofagija,
saCinjen od grc¢kih reci ,,auto”, Sto znaci ,sebe“ i ,,phagein®, Sto znaci ,jesti“, u nau¢nu zajednicu
prvi put 1963. godine uvodi Christian de Duve, koji je ovaj proces detaljnije opisao, a koji se
ujedno smatra i osnivaCem c¢itavog istrazivackog polja autofagije (De Duve, 1963, De Duve i
Wattiaux, 1966, Klionsky, 2008). lako je pre viSe od 50 godina i pojave samog termina,
autofagija smatrana samo ,masinerijom“ za reciklaZzu unutar celija, danas se, zahvaljuju¢i
ubrzanom razvoju tehnika molekularne biologije, o ovom procesu i njegovoj funkciji zna mnogo
viSe. Od perioda otkri¢a autofagije pa do danas, interesovanje za ovaj proces sa godinama
kontinuirano raste i jo$ uvek je u ZiZi mnogih istraZivanja, uzevsi u obzir ucesce autofagije kako
u fizioloSkim, tako i u patoloskim deSavanjima u organizmu. O tome svedocii Nobelova nagrada
za fiziologiju i medicinu, koja je 2016. godine dodeljena JoSinoriju Osumiju (Yoshinori Ohsumi)
za otkri¢e molekularnih mehanizama autofagije.

U cCelijama sisara definisana su tri tipa autofagije: makroautofagija, koja je do danas
najviSe izucavana, mikroautofagija i autofagija posredovana Saperonima - proteinima
znacajnim u odrzavanju stabilne konformacije polipeptidnih lanaca (Parzych i Klionsky, 2014).
Svaki od ovih procesa, iako poseduje posebne morfoloske karakteristike, rezultira kona¢nom
razgradnjom citoplazmatskog sadrzaja u lizozomima. Mikroautofagiju odlikuje direktno
obuhvatanje dela ¢elijske citoplazme, a nekada ¢ak i neoStecenih organela samim lizozomima,
nasumicnim pokretima protruzije i uvlacenja njihove membrane (Li i sar., 2012a). Sa druge
strane, u autofagiji posredovanoj Saperonima, sadrzaj predodreden za razgradnju, a to su
najcesce neadekvatno savijeni proteini, identifikuje se Saperonima, a zatim transportuje kroz
membranu lizozoma (Kaushik i Cuervo, 2018). Na kraju, makroautofagija (u daljem tekstu zbog
jednostavnosti oznacena kao autofagija) podrazumeva uklanjanje oStecenih, starih organela,
kao i nefunkcionalnih proteina koji se izdvajaju iz citoplazme u posebne vezikule sa
dvostrukom membranom, tzv. autofagozome. U nastavku procesa, autofagozomi se spajaju sa
lizozomima formirajuci autolizozome, vezikule sa jednostrukom membranom, u kojima ¢elijski
sadrzaj podleZe krajnjoj razgradnji kiselim hidrolazama (Shema 1) (Yu i sar., 2018). U ve(ini
¢elija i tkiva, bazalni nivo autofagije (tzv. bazalna autofagija) odgovoran je za kontrolu kvaliteta
i uklanjanje dotrajalih i ostec¢enih citoplazmatskih komponenti, ali u odredenim uslovima ovaj
proces moze biti i dodatno aktiviran (Mizushima, 2005). Pokretanje autofagije u cilju
proizvodnje energije za prezivljavanje neophodno je u uslovima stresa u kojima celija moZe da
se nade zbog nedostatka hranljivih materija, hipoksije i drugih spoljasnjih uticaja koji mogu
narusiti homeostazu, kao $to su infekcija, zracenje i izlaganje toksicnim materijama (Kroemer i
sar., 2010). Zanimljivo je da veina pomenutih patoloskih procesa dovodi do nakupljanja
neadekvatno savijenih proteina u endoplazmatskom retikulumu, Sto naruSava njegovo
normalno funkcionisanje i aktivira odgovor na stres (tzv. ER stres). Novija istraZivanja sve vise
pazZnje usmeravaju na proucavanje povezanosti autofagije i ER stresa, posebno u nastanku i
progresiji pojedinih bolesti (Ji i sar., 2016, Cai i sar., 2016, Zhang i sar., 2017a).

Da bi Sto duze preZivele u nepovoljnim uslovima kao $to su gladovanje, stres i smanjena
dostupnost faktora rasta, celije se prilagodavaju menjaju¢i svoj metabolizam. Jedna od
najranijih metabolickih promena u ovakvim uslovima podrazumeva inhibiciju anabolic¢kih
procesa sa jedne i pokretanje autofagije sa druge strane. Proces autofagije odvija se kroz
nekoliko jasno definisanih stadijuma (Shema 1) u kojima ucestvuju odgovarajuci
specijalizovani proteini slicni ubikvitinu, nazvani Atg (engl. AuTophaGy-related) proteini
(Klionsky i Schulman, 2014). Pocetak autofagnog procesa obeleZava nastanak autofagozoma
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uceS¢em makromolekulskog kompleksa koji ¢cine ULK1 (engl. UNC-51-like kinase 1), Atg13 i
FIP200 (engl. Focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa). Za biogenezu ovih
organela takode je neophodna lipidna kinaza hVps34, ¢lan 11 klase fosfoinozitid 3-kinaza (engl.
Phosphoinositide 3-kinase, PI3K), koja predstavlja deo makromolekulskog kompleksa za
inicijaciju autofagije sac¢injenog od Beklina-1, Atg14L i hVps15. Aktivnost hVps34 se pojacava
nakon vezivanja za Beklin-1. U aktivaciji autofagije i stimulaciji maturacije autofagozoma
znacajni su proteini koji interaguju sa Beklinom-1, pre svega Atg14L, AMBRA1 (engl. Activating
molecule in Beclin-1-regulated autophagy), UVRAG (engl. UV irradiation resistance-associated
gene) i Bif-1 (engl. Bax-interacting factor 1) (Liang i sar., 2008, Takahashi i sar., 2007), dok se
Rubicon (engl. Run domain Beclin-1-interacting and cysteine-rich domain-containing protein),
anti-apoptotski Bcl-2 (engl. B-cell ymphoma 2) i Bcl-xL (engl. Bcl-2 related protein, long isoform)
kao i pro-apoptotski Bim (engl. Bcl-2-interacting mediator of cell death) (Luo i sar., 2012),
vezuju za Beklin-1 da bi inhibirali autofagiju. U daljem toku autofagije, aktivira se Atg12 uz
uceSce Atg7 (E1 konjugacioni enzim sli¢an ubikvitinu) i Atg10 (E2 aktiviraju¢i enzim slican
ubikvitinu), a zatim se Atg12 kovalentno spaja sa Atg5 u jedinstveni kompleks (Ohsumi, 2001,
Mizushima i sar., 1998). Nastali Atg5-Atg12 konjugat u nastavku procesa formira jos veci
kompleks vezujuc¢i Atg16L1 (Atg5-Atgl2-Atgl6L), Sto je od izuzetnog znacaja za elongaciju
fagofora i formiranje autofagozoma (Mizushima i sar., 2003). Drugi vaZan korak u formiranju
autofagozoma predstavlja povezivanje proteina LC3 (engl. Microtubule-associated protein
1A/1B-light chain 3) sa fosfatidiletanolaminom - PE, fosfolipidom koji je sastavna komponenta

gotovo svih bioloskih membrana.
Q Lizozom

Fagofora
iliizolaciona membrana

Autofagozom Autolizozom

Shema 1. Faze autofagije

Proces autofagije podeljen je na nekoliko faza: indukciju, nastanak fagofore (inicijacija) i njeno
izduZivanje oko odredenog citoplazmatskog sadrZaja (elongacija), nastanak autofagozoma (maturacija),
fuziju sa lizozomom, razgradnju sadrzZaja i njegovo ponovno oslobadanje natrag u citoplazmu.
Formiranje fagofore na samom pocetku ovog procesa, oduvek je privlac¢ilo paznju naucnika i postoji
veliki broj pretpostavki o njenom nastanku, a jedna od njih je da fagofore poticu od endoplazmatskog
retikuluma (Sewell i Klionsky, 2018).

Zarazliku od kvasaca, gde postoji samo jedan protein slican LC3, nazvan Atg 8, kod ljudi postoji
cak sedam i podeljeni su na LC3 i GABARAP familiju (engl. Gamma-aminobutyric acid receptor-
associated protein) pri ¢emu se jedan od njih, LC3B (LC3-II), koristi i kao marker izolacionih
membrana (Martens, 2016). Ukratko, LC3 protein prolazi kroz post-translacionu obradu nakon
koje gubi svoj C-terminalni deo zahvaljujuci aktivnosti proteaze Atg4B, Sto rezultira nastankom
citoplazmatske forme LC3-I. U nastavku procesa, vezivanjem LC3-1 za PE uz ucesce Atg7 i Atg3
(E2 aktivirajuci enzim slican ubikvitinu) nastaje LC3-II forma vezana za autofagozom, glavni
marker ove organele (Kabeya i sar., 2000, Tanida i sar., 2004). LC3-II molekuli imaju ulogu u
spajanju krajeva fagofora buducih autofagozoma u kojima ostaju tokom svog Zivotnog veka,
tako da nivoi ovih molekula koreliraju sa brojem autofagozoma. LC3-II molekuli koji se nalaze
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na unutrasnjoj membrani autofagozoma se kasnije razgraduju u autolizozomima, dok se LC3-I1
molekulima u unutrasnjosti ovih organela pomoc¢u Atg4 uklanjanju lipidne komponente, a
nakon toga se LC3 reciklira. Tokom procesa autofagije, pored LC3, razgradnji podleZe i protein
p62, poznat i kao sekvestozom 1 (engl. Sequestosome 1, Sqstm1) (Pankiv i sar., 2007). Uzevsi
u obzir da se p62 akumulira kada je autofagija inhibirana, a da se njegovi nivoi smanjuju kada
je aktivirana, p62 kao i LC3-II moZe da se koristi kao marker autofagnog fluksa, pravog merila
aktivnosti i sposobnosti razgradnje u procesu autofagije (Bjorkoy i sar., 2009, Loos i sar., 2014).
Pored autofagije, protein p62 ukljucen je i u veliki broj drugih ¢elijskih procesa (Sanchez-Martin
i Komatsu, 2018). Naredni korak u procesu autofagije koji se sastoji iz dve faze - migracije
autofagozoma i fuzije autofagozoma i lizozoma, izuzetno je komplikovan i podrazumeva ucesce
velikog broja molekula (Nakamura i Yoshimori, 2017). Tako na primer, migraciju autofagozoma
omogucava Rab7 protein koji povezuje ovu organelu sa mikrotubulima (Pankiv i sar., 2010),
dok je za proces fuzije zaduZena grupa SNARE proteina (engl. Soluble N-ethylmale-imide-
sensitive factor-attachment protein receptors) (Itakuraisar., 2012), kao i pomenuti Rubicon koji
pored direktne interakcije sa Rab7 inhibira fuziju dve organele joS$ i fosforilacijom UVRAG
proteina (Tabata i sar., 2010, Kim i sar., 2015b).

Medu brojnim molekulima koji reguliSu indukciju autofagije, centralnu ulogu kako u
fizioloskim, tako i u patoloSkim uslovima ima serin/treonin protein kinaza mTOR (engl.
Mechanistic target of rapamycin). Ovaj enzim pripada familiji kinaza povezanih sa
fosfatidilinozitol 3-kinazama (engl. Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinases, PIKKs) i
uobicajeno kontroliSe transkripciju, sintezu proteina i metabolicke procese u odgovoru na
hranljive materije i faktore rasta. Medutim, mTOR je takode i glavni negativni regulator procesa
autofagije. Njegova aktivnost nalazi se pod kontrolom unutarcelijskog energetskog senzora,
protein kinaze indukovane adenozin monofosfatom - AMPK (engl. Adenosine monophosphate-
activated protein kinase) koja inhibira mTOR i protein kinaze B, poznate i kao AKT, koja ga
aktivira (Shema 2). mTOR signalni put obuhvata dva funkcionalno razli¢ita proteinska
kompleksa: mTORC1 (engl. mTOR complex 1) i mTORC2 (engl. mTOR complex 2). mTORC1
pripada grupi najznacajnijih molekula koji direktno reguliSu autofagiju u okviru njihove uloge
u koordinisanju anabolickih i katabolickih procesa tokom odgovora na razlicite stimuluse. Tako
na primer, prilikom gladovanja koje deluje inhibitorno na mTORC1, autofagija se aktivira i na
taj nacin se razgradnjom intracelularnog sadrzaja obezbeduje neophodna energija. Inhibicija
mTORC1 i posledi¢na indukcija autofagije povezani su sa smanjenom fosforilacijom dva
supstrata ovog kompleksa - p70S6K (eng. Ribosomal protein S6 kinase-1, S6K1) i 4EBP1 (eng.
Translation initiation factor 4E-binding protein-1). U €elijama sisara, nishodno od mTORC1 se
pored navedenih proteina nalazi i stabilni kompleks sacinjen od Atg13, ULK1/ULK2 i FIP200,
koji predstavlja integralni deo signala za indukciju biogeneze autofagozoma.

Novije studije pokazale su da aktivacija AMPK kao posledica odsustva glukoze povecava
autofagiju, ne samo indirektnom inaktivacijom mTORC1, vec¢ i direktno preko fosforilacije
ULK1 (engl. Unc-51 like autophagy activating kinase), tacnije njegove aminokiseline serina na
pozicijama 317 (Ser 317) i 777 (Ser 777). Sa druge strane u sluaju prisustva odgovarajuce
koli¢ine hranjivih materija aktivnost mTOR-a se povecava i sprecava aktivaciju ULK1 molekula
fosforiliSu¢i serin ali sada na poziciji 757 (Ser 757). Na ovaj nac¢in mTOR prekida interakciju
izmedu AMPK molekula i ULK1 i inhibira proces autofagije (Kim i sar., 2011). U prilog
kompleksnosti regulacije autofagije svedoci i ucesce transkripcionih faktora Foxo familije (engl.
Forkhead box protein 0), pre svega Foxol i Foxo3, koji indukuju ekspresiju nekoliko gena
znacajnih za autofagiju, medu kojima su LC3B, Gabarap, ULK1/2, Atg12, Beklin-1, Atg4b i Bnip3
(engl. BCLZ2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3) (Webb i Brunet, 2014).
Takode, znacajan transkripcioni faktor koji dovodi do povecanje ekspresije gena klju¢nih za
indukciju autofagije je Atf4 (engl. Activating transcription factor 4). koji ujedno predstavlja
sponu ovog procesa sa ER stresom (Rzymski i sar., 2010). Pored AMPK/AKT/mTOR signalne
osovine sve je viSe podataka o uceScu MAP Kkinaza (engl. Mitogen activated protein kinases,
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MAPK) u regulaciji autofagije, premda je njihova osnovna uloga vezana za proliferaciju,
diferencijaciju i prezivljavanje ili smrt Celija (Braicu i sar., 2019) (Shema 3). Medu njima su
najznacajnije kinaza regulisana ekstracelularnim signalima - ERK (engl. Extracellular signal-
regulated kinase), p38 MAPK i stresom aktivirana protein kinaza (SAPK) poznata kao c-Jun N-
terminalna kinaza, odnosno JNK (engl. Stress activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinase).

nedostatak hranljivih materija
hipoksija
citotoksicni agensi
infekcija

Akt
signaling

AMPK
signaling

\/

‘Q

indu kCI ja
autofagije
:!//‘ lizozom
sekvestracua
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X

formiranje autofagozom
autofagozoma @ fuzua

Shema 2. Znacaj AMPK/AKT/mTOR signalnog puta u regulaciji autofagije

AMPK je glavni energetski senzor Celije koji aktivira autofagiju inhibicijom mTOR kinaze. Sa druge
strane, aktivacijom AKT-a i posledicnom fosforilacijom i aktivacijom mTOR-a dolazi do inhibicije
autofagije. Na slici su prikazani najznacajniji Atg molekuli, kao i faze autofagije u kojima su aktivni.

autofagolizozom
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Shema 3. Osnovne funkcije MAP kinaza u celiji u zavisnosti od vrste stimulusa

ERK sa jedne stane indukuje autofagiju u odgovoru na razlicite citotoksi¢ne agense, dok sa
druge moZe i da inhibira ovaj proces. (Ellington i sar., 2006, Choi i sar., 2010). Jedna od prvih
studija pokazala je da ERK ucestvuje u gladovanjem indukovanoj autofagiji u ¢elijama tumora
(Ogier-Denis i sar., 2000). Takode je pokazan i znacaj autofagije u regulaciji proliferacije i
diferencijacije zdravih c¢elija MAPK/ERK signalnim putem (Chen i sar., 2018a). JNK takode
uCestvuje u modulaciji autofagije delovanjem na procese u citoplazmi i jedru (Mehrpouri sar.,
2010). Ova kinaza uti¢e na povecanje ekspresije Atg i LC3 gena (Wu i sar., 2009a, Sun i sar.,
2011), a indukcijom autofagije obezbeduje prezivljavanje tumorskih Celija izloZenih razlicitim
agensima (Mukherjee i sar., 2017, Jin i sar., 2016). Aktivacija p38 MAPK povezuje se sa
indukcijom autofagije razli¢itim agensima i promenama bazalne autofagije kod razlic¢itih vrsta
tumora, kao $to su melanom (Liu i sar., 2009), fibrosarkom (Duan i sar., 2011), osteosarkom
(Slobodnyuk i sar., 2019), karcinom dojke (Lii sar., 2015) i leukemija (Ge i sar., 2013). Sa druge
strane, ova kinaza moze i da inhibira autofagiju i tako utice na balans izmedu preZivljavanja i
smrti Celija pod razli¢itim stresnim uslovima (Colosetti i sar., 2009, Webber i Tooze, 2010, Jiang
i sar.,, 2013). U skladu sa vezom izmedu ER stresa i autofagije, pokazano je da senzor ER stresa
ATF6a (engl. Activating Transcription Factor 6 alpha) (Hillary i FitzGerald, 2018) moze da
indukuje autofagiju uticajem na PI3K/AKT/mTOR signalni put (Salazar i sar., 2009, Qin i sar.,
2010). Takode, u uslovima ER stresa transmembranska kinaza PERK (engl. Protein kinase R-like
endoplasmic reticulum kinase) indukuje transkripciju LC3 i Atg5 aktivacijom transkripcionih
faktora Atf4 i CHOP (engl. C/EBP homologous protein), koji ujedno utiCu i na povecanje
ekspresije p62/Sqstm1 (Kouroku i sar., 2007, Rouschop i sar., 2010, B'Chir i sar., 2013).

1.1.2. Uloga autofagije u nastanku tumora i njihovom lecenju citotoksi¢nim agensima

Uloga autofagije kod maligno transformisanih celija posebno je kompleksna i zavisi od vrste
tumora, njegovog stadijuma, genetskih karakteristika (Kimmelman, 2011) metabolickog
statusa, tumorske mikrosredine, kao i primenjene terapije (Santana-Codinai sar., 2017). Uzevsi
u obzir navedeno, kod odredenih tumora autofagija moze da inhibira tumorogenezu, dok kod
drugih moZe da pospesuje proliferaciju malignih ¢elija razli¢itim mehanizmima (White, 2012).
U pocetku, autofagija je smatrana tumor supresorskim mehanizmom, na osnovu otkric¢a da kod
40-75% tumora prostate, dojke i ovarijalnih karcinoma, na hromozomu 17 postoji gubitak
jednog alela Beklina-1 (Aita i sar., 1999, Liang i sar., 1999). Kasnije je otkriveno da su zapravo
velike delecije na pomenutom hromozomu koje uobicajeno obuhvataju BRCA1 (engl. Breast
cancer 1) gen Cesto odgovorne i za gubitak blisko smestenog gena za Beklin-1, ¢ime se dovodi
u pitanje njegova uloga kao tumor supresora kod navedenih tumora (Laddha i sar., 2014).

.....

sklonost ka spontanom razvoju maligniteta i to naj¢eS¢e karcinoma jetre, pluca i limfoma (Qu i
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sar., 2003, Yue i sar., 2003), ne postoje dokazi da su mutacije ovog gena ili njegov gubitak
odgovorni za nastanak tumora ljudskog porekla (Laddha i sar., 2014). Stavise, kod humanih
¢elijskih linija karcinoma dojke, uklanjanje Beklin-1 gena primenom CRISPR/Cas9 metode
dovodi do smanjenja invazivnosti i migratorne sposobnosti tumora, a Beklin-1 je proglasen
potencijalno novom terapijskom metom u budu¢em lecenju karcinoma dojke (Wu i sar., 2018).
Antiproliferativni i tumor-supresorski efekat povezuje se i sa nekoliko proteina koji interaguju
sa Beklinom-1 prilikom aktivacije autofagije, medu kojima su AMBRA-1, Bif-1 i UVRAG (Liang i
sar., 2006), medutim njihova uloga ne moZe da se ograni¢i samo na modulaciju autofagije,
uzevsi u obzir da u ¢eliji obavljaju i druge funkcije koje mogu da doprinesu supresiji nastanka
tumora (White, 2012). Pored navedenih molekula, u tumor supresore uvrsten je i Atg4,
regulator pocetnih koraka u formiranju autofagozoma, cija deficijencija €ini eksperimentalne
Zivotinje podloZnijim razvoju fibrosarkoma izazvanog hemijskim karcinogenima (Marino i sar.,
2007). Dodatno, delecija gena za Atg5 ili Atg7 rezultira nastankom benignih tumora jetre i
pankreasa (Takamura i sar., 2011, Rosenfeldt i sar., 2013), dok sprecava progresiju u maligni
fenotip i povecava prezivljavanje kod miSeva sa invazivnim duktalnim adenokarcinomom
pankreasa i rano razvijenim karcinomom plu¢a usled mutacije B-Raf protoonkogena
(Stroheckerisar., 2013). SniZena ekspresija Atg5 i LC3-II, kao i poveéan nivo p62, uoceni su kod
velike kohorte pacijenata sa ranim primarnim melanomima u poredenju sa pacijentima koji su
imali benigne nevuse. SniZen nivo autofagije bio je povezan sa smanjenom duZinom perioda
tokom koje se bolest pacijenata nije pogorSavala, odnosno pacijenti sa viSim nivoom Atg5 u
tumorskim celijama imali su bolje preZivljavanje bez progresije bolesti od onih sa niZim
nivoima ovog proteina (Liuisar., 2014). Nakupljanje p62 kao posledica neadekvatnog odvijanja
autofagije takode moZe da doprinese nastanku i progresiji tumora, S$to se dovodi u vezu sa
izbegavanjem programirane Celijske smrti i rezistencijom na antitumorsku terapiju (Islam i
sar., 2018). Rezultati nedavne meta-analize ukazuju da je povecana ekspresija p62 povezana sa
loSijom prognozom kod odredenih tipova tumora. Takode, pojedini istraziva¢i smatraju da
akumulacija p62 u citoplazmi moZe da posluZi i kao prognosticki marker za tumore u ranoj fazi
(Zhu i sar., 2018). Ove rezultate treba razmatrati sa rezervom, jer je tek na buduc¢im studijama
sa ve¢im brojem uzoraka da potvrde ili opovrgnu znacaj ekspresije p62 kao prognostickog
markera tumora. Jedna od vaznih veza izmedu autofagije i spreCavanja nastanka malignog
fenotipa ostvaruje se regulacijom produkcije reaktivnih oblika kiseonika. Naime, njihova
povecana produkcija pospeSuje nastanak mutacija, Sto dovodi do genske nestabilnosti sa
pojacanom aktivacijom onkogena odgovornih za razvoj i progresiju tumora (Kumari i sar.,
2018, Panieri i Santoro, 2016). Mitohondrije se smatraju najve¢im izvorom unutarcelijske
proizvodnje reaktivnih oblika kiseonika, Cije se stvaranje dodatno povecava sa starenjem ili
oStecenjem ovih organela (Galluzzi i sar., 2010). Oksidativni i energetski stres takode mogu da
budu posledica insuficijentne autofagije, koja kao takva ne moze recikliranjem da obezbedi
makromolekule, odnosno supstrate za mitohondrijalne metabolicke procese (Guo i White,
2016, lommarini i sar., 2017).

Iz svega navedenog jasno je da autofagija moZe da ima znacaj u sprecavanju nastanka
tumora kao i u njihovoj supresiji u ranoj fazi i da se tu prevashodno zapaza ucesce regulatora
rane faze autofagije. Medutim, vazno je naglasiti da autofagija moZe u isto vreme da bude
neophodna za progresiju od benigne ka malignoj bolesti ili da ucestvuje u povecanju
invazivnosti i terapijske rezistencije postojeCeg tumora. Autofagija na razli¢ite nacine
pospesuje preZivljavanje tumorskih celija. Jasni dokazi ukazuju da je autofagija neophodna za
odrzavanje maticnih celija raka - malih celijskih subpopulacija unutar tumora koje imaju
sposobnost samoobnavljanja i diferencijacije, a koje su znacajne za nastanak, progresiju,
rezistenciju i metastatski potencijal tumora. Za razliku od celija na viSem stadijumu
diferencijacije, maticne Celije karakteriSe poviSen nivo autofagije, Sto je potvrdeno kod razlicitih
tipova tumora ukljucujuci leukemije i karcinome dojke i mokraéne besike (Folkerts i sar., 2017,
Gongisar., 2013, Ojhaisar., 2014). Do pokretanja autofagije u ve¢ formiranim tumorima mogu
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da dovedu i odredeni onkogeni i na taj nac¢in omoguce preZivljavanje tumora. PoviSeni bazalni
nivoi autofagije otkriveni su kod tumora sa RAS (engl. Rat sarcoma) mutacijama ¢ak i u slucaju
adekvatnog snabdevanja hranljivim materijama (Degenhardt i sar., 2006). Slicno, onkogene
mutacije tumor supresora p53 mogu da uti¢u na puteve uklju¢ene u regulaciju autofagije, Sto
Cesto rezultira povec¢anjem aktivnosti ovog procesa u tumorskim ¢elijama (Folkertsisar., 2017,
Kim i sar., 2010). Za prezivljavanje tumora izuzetno je vazna veza autofagije i glavnih
metabolickih puteva tumorskih ¢elija. Za maligne celije karakteristicno je da metaboliSu
glukozu do laktata ¢ak i kada postoji dovoljna koli¢ina kiseonika da bi se obezbedila oksidativna
fosforilacija, a ovaj fenomen poznat je pod nazivom Varburgov efekat (Liberti i Locasale, 2016).
U glikolitickom putu, enzim piruvat kinaza omogucava uklanjanje produkata glikolize (Lv i sar.,
2011). Kod tumorskih Celija postoji pojaCana razgradnja ovog enzima putem autofagije, Sto kao
posledicu ima nagomilavanje glikolitickih produkata preusmerenih prema putevima biosinteze
koji ¢e omoguciti rast tumora (Zhu i sar., 2017). Takode, stvaranje laktata usled Varburgovog
efekta moZe da dovede do promene pH vrednosti tumorske mikrosredine i tako aktivira
autofagiju (Wojtkowiak i sar., 2012). U adaptaciji tumorskih ¢elija na hipoksiju koja nastaje u
slabo vaskularizovanim regionima, autofagija predstavlja vaZan regulatorni mehanizam.
Tumorske ¢elije iz hipoksi¢nih regiona posebno su osetljive na inaktivaciju gena koji reguliSu
autofagiju, kao i na farmakoloSke inhibitore ovog procesa (Tan i sar., 2016). Pored promene
metabolizma i adaptacije na hipoksic¢ne uslove, jos jedna od karakteristika malignih ¢elija jeste
sposobnost metastaziranja. Celije tumora koje se $ire u udaljene organe moraju da izbegnu
Celijsku smrt poznatu kao anoikis koja nastupa usled gubitka kontakta celija sa
ekstracelularnim matriksom (Simpson i sar., 2008). Tumorske celije mogu da izbegnu ovaj vid
smrti aktivacijom procesa autofagije, Sto je pokazano kod hepatocelularnog karcinoma i drugih
metastatskih tumora (Peng i sar., 2013, Fu i sar., 2018a, Chen i sar., 2017). Izlaganje tumorskih
¢elija lekovima sa citotoksi¢nim dejstvom uzrokuje Celijski stres, a pokretanje autofagije u
ovakvim uslovima moZe da predstavlja odgovor koji omogucava preZivljavanje tumorskih ¢elija
i izbegavanje smrti (Chang i Zou, 2020). Nakon primene odredenog antitumorskog leka,
aktivirana citoprotektivna autofagija uzrokuje smanjenje osetljivosti na citotoksi¢nu terapiju i
Cini Celije rezistentnim, dok inihbicija ovog procesa povecava efikasnost antitumorske terapije
sa posledi¢nim intenziviranjem apoptoze. U skladu sa navedenim, rezistencija na razlicite
vidove terapije odlikuje se pove¢anom konverzijom LC3-I u LC3-II, povecanjem broja LC3B
punkta po ¢eliji, povecanim stvaranjem autolizozoma, kao i degradacijom p62. Ovakve promene
zapaZzene su kod razlicitih tipova tumorskih ¢elija tretiranih cisplatinom (Naik i sar., 2018, Qiu
isar. 2017), bortezomibom (Fang i sar., 2012, Min i sar., 2014), radijacijom (Chaachouay i sar.,
2011) i mnogim drugim antitumorskim agensima (Liu i sar., 2020). Sa druge strane,
kombinovana primena citotoksi¢nih lekova i farmakoloskih inhibitora autofagije povecava
osetljivost tumorskih ¢elija na tretman na koji se razvija rezistencija (Cook i sar. 2014,
Degtyarev i sar., 2008, Ratikan i sar., 2013, Wiedmer i sar., 2017). Medutim, pored
citoprotektivnog, autofagija moze da ispolji i citotoksi¢no dejstvo, oznaceno kao autofagna
¢elijska smrt. Pokazano je da ovakav vid Celijske smrti mogu da indukuju razli¢iti agensi kod
razli¢itih tipova tumora, pri ¢emu ona moze da se spreci ili farmakoloSkom inhibicijom
autofagije ili inhibicijom ekspresije gena znacajnih u regulaciji ovog procesa (Trentiisar., 2014,
Cuiisar., 2016, Kimisar.,, 2015a, Wiersma i sar., 2015). Dakle, uvid u indukciju citoprotektivne
ili citotoksiCne autofagije jasno determiniSe da li je primena farmakoloskih inhibitora autofagije
u kombinaciji sa citotoksi¢nim agensom opravdana ili treba da se izbegava.

Otkrivanje kljuc¢nih signalnih puteva u indukciji citoprotektivne autofagije mogao bi da
unapredi antitumorski efekat novih ili uobi¢ajeno koriS¢enih lekova. Jedan od nacina kojim
antitumorski agensi mogu da pokrenu citoprotektivnu autofagiju je aktivacija intracelularnog
energetskog senzora AMPK. U ovom slucaju, poboljsanje citotoksi¢nog efekta hemioterapeutika
mogao bi da se ostvari blokiranjem aktivnosti AMPK odgovaraju¢im farmakoloSkim
inhibitorom, kao Sto je pokazano kod ¢elija kolorektalnog karcinoma (Li i Chen, 2017). Takode,
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citoprotektivna autofagija moZe da se indukuje i aktivacijom ULK1, Sto je zapaZeno kod
maticnih Celija akutne limfoblastne leukemije i ¢elijskim linijama pankreasnog karcinoma (Jang
i sar., 2017, Min i sar., 2014). Pored aktivacije AMPK i ULK1, inhibicija mTOR-a predstavlja
mehanizam kojim neki od antitumorskih agenasa indukuju citoprotektivnu autofagiju (Cao i
sar., 2016) i to najceSce aktivacijom AMPK ili inhibicijom AKT (Jiang i sar., 2015, Wu i sar.,,
2015). U ciljanoj terapiji leukemija zapaZeno je da mTOR inhibitori kao pojedinacni agensi
indukuju autofagiju i nisu efikasni antikancerski lekovi. Medutim, kod kombinovane primene
mTOR inhibitora i farmakoloSkih inhibitora autofagije kao Sto je hlorokin, javlja se izrazen
antileukemijski efekat (Altman i sar., 2014). Sli¢no, inhibicija ekspresije ULK1 gena u
kombinaciji sa inhibitorima mTOR-a dovodi do smanjenja sposobnosti formiranja kolonija
prekursora akutne mijeloidne leukemije (Altman i sar., 2014). Nije iznenadujuce da pored
AMPK/AKT/mTOR signalnog puta, u rezistenciji na citotoksi¢ne agense ucestvuju i clanovi
MAPK familije. Naime, primena hemioterapeutika dovela je do povec¢anja MEK i ERK aktivnosti
i indukcije citoprotektivne autofagije u ¢elijskoj liniji hepatocelularnog karcinoma (Tong i sar.,
2015). Autofagija je na slican nacin bila aktivirana i kod primarnih melanoma sa BRAF
mutacijom koji su tretirani BRAF inhibitorom, Sto je bila posledica indukcije ER stresa uz ucesce
CHOP, Atf4 i elF2a (engl. Eukaryotic initiation factor 2 alpha) (Mai sar., 2014). Sli¢no, u ¢elijskoj
liniji melanoma sa mutiranim BRAF genom doSlo je do razvoja hroni¢nog ER stresa sa
naknadnom aktivacijom JNK signalne kaskade, Sto je doprinelo pojacanju bazalne autofagije i
rezistenciji na terapiju (Corazzari i sar., 2015). Antitumorski lekovi, pored uticaja na ERK i JNK
mogu da indukuju citoprotektivnu autofagiju i aktivacijom p38 MAPK (Kim i sar., 2017). Uzevsi
u obzir sve navedeno, inhibicija autofagije u najve¢em broju slucajeva predstavlja racionalan
pristup za prevazilazenje rezistencije i ostvarivanje maksimalne delotvornosti antitumorske
terapije. Medutim, delotvornost ovog pristupa u mnogome zavisi od sprovodenja detaljnih
analiza mehanizama dejstva citotoksi¢nih agenasa na velikom broju razli¢itih tipova tumorskih
¢elija.

1.2. Apoptozaiinterakcija sa autofagijom

Apoptoza ili programirana Celijska smrt tip 1 predstavlja genetski strogo regulisan proces
znacajan za embrionalni razvoj i odrzavanje homeostaze tkiva kod viSecelijskih organizama
(Renehan i sar., 2001). Ovaj proces odlikuju karakteristicne morfolosSke promene kao Sto su
smanjenje Celijskog volumena, kondenzacija hromatina koja dovodi do degeneracije jedra (tzv.
piknoze) i fragmentacija jedra, poznata kao karioreksa (Kerr i sar., 1972). Nastale promene su
pracene bubrenjem Ccelijske membrane i izdvajanjem Celijskih fragmenata tokom procesa
pupljenja, pri ¢emu se formiraju tzv. apoptotska tela koja ¢e kasnije biti uklonjena uz pomo¢
fagocita (Hacker, 2000). Biohemijski mehanizmi apoptoze su veoma sloZeni i podrazumevaju
kaskadu molekularnih dogadaja za koje je neophodna energija (Tsujimoto, 1997).

Do danas su opisana dva glavna biohemijska puta apoptoze - spoljasnji, odnosno put
posredovan receptorima smrti, i unutrasnji ili mitohondrijalni put. Ova dva puta su medusobno
povezana i molekuli jednog puta mogu da uticu na drugi, a kao krajnji rezultat nastaju
fragmentacija DNK i degradacija celijskog citoskeleta i jedarnih proteina (Fulda i Debatin,
2006). Ovakav ishod u procesu apoptoze je posledica niza biohemijskih promena, od kojih je
medu najbitnijim aktivacija Siroko rasprostranjenih proteolitickih enzima - kaspaza, koje su u
zdravim Celijama prisutne u neaktivnoj formi, odnosno u formi proenzima. Medutim, jednom
aktivirane, kaspaze mogu da aktiviraju druge prokaspaze c¢ime se pokrete proteoliticka
kaskada koja ubrzo dovodi do celijske smrti. Do danas je definisano dvanaest kaspaza, a
najvaznije medu njima su podeljene u tri grupe: inicijatorske (kaspaze -8, -9 i -10),
efektorske (kaspaze -3, -6, i -7) i inflamatorne kaspaze (-1,-4,-5) (Cohen, 1997). Pored
aktivacije kaspaza, u procesu apoptoze izrazena je ekspresija i aktivacija tkivnih
transglutaminaza, enzima koji su odgovorni za medusobno povezivanje proteina (engl. cross-
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linking) (Nemes i sar., 1996), kao i Ca2* i Mg2+ zavisnih endonukleaza pod ¢ijim dejstvom se
DNK razgraduje u fragmente veli¢ine od 180 do 200 baznih parova (Bortner i sar., 1995). Celije
koje umiru apoptozom takode karakteriSe i pojava specificnih povrSinskih markera koji
omogucavaju da one budu blagovremeno uklonjene fagocitozom, ¢ime se sprecava oStecenje
tkiva. Jedan od ovakvih markera je fosfatidil-serin, koji je uobicajeno lokalizovan sa unutrasnje
strane lipidnog dvosloja celijske membrane, a tokom procesa apoptoze se premeSta na
spoljasnju stranu i funkcionise kao ligand za fagocite (Hoffmann i sar., 2001).

Spoljasnji put apoptoze podrazumeva signalne puteve Kkoji se aktiviraju
transmembranskim receptorima. Medu njima su poznati pripadnici TNF superfamilije (engl.
Tumor necrosis factor; faktor nekroze tumora), tzv. receptori smrti (Locksley i sar., 2001). Oni
poseduju karakteristi¢ne citoplazmatske domene od oko 80 aminokiselina, nazvane domeni
smrti, jer igraju klju¢nu ulogu u prenoSenju tzv. signala smrti sa celijske povrSine do
odgovarajuc¢ih unutarcelijskih enzima (Ashkenazi i Dixit, 1998). Neki od najbolje opisanih
liganada i njihovih receptora smrti su FasL/FasR (engl. Fatty acid synthetase ligand/Fatty acid
synthetase receptor), TNF-a/TNFR1 (engl. Tumor necrosis factor alpha/Tumor necrosis factor
receptor 1), Apo3L/DR3 (engl. Apo3 ligand/Death receptor 3), Apo2L/DR4 (engl. ApoZ2
ligand /Death receptor 4) i Apo2L/DRS5 (engl. ApoZ2 ligand/Death receptor 5) (Chicheportiche i
sar., 1997, Ashkenazi i Dixit, 1998, Suliman i sar., 2001, Rubio-Moscardo i sar., 2005).
Vezivanjem liganada za njihove receptore angazuju se odgovarajuci adapterski proteini koji
kasnije aktiviraju neku od pomenutih inicijatorskih kaspaza.

Unutrasnji put aktivacije apoptoze odvija se bez ucesc¢a receptora smrti i karakterise
se inicijalnim promenama na mitohondrijama. Unutrasnji put apoptoze moze da bude pokrenut
ukoliko postoji nedostatak odredenih faktora ¢ija je uobicajena uloga da inhibiraju ovaj proces,
kao Sto su pojedini hormoni, citokini ili faktori rasta (Green i Kroemer, 2004). Sa druge strane,
radijacija, toksini, hipoksija, hipertermija, virusne infekcije i slobodni radikali takode mogu
direktno da aktiviraju unutrasnji put apoptoze (Dewey i sar., 1995, Zhang i sar., 2017b, Guo i
sar., 2001, Ahmed i sar., 2015, Thomson, 2001, Wood i Youle, 1994). Svi pomenuti stimulusi
dovode do promena u unutrasnjoj membrani mitohondrija, Sto rezultira otvaranjem pora ove
organele, gubitkom transmembranskog potencijala i oslobadanjem dve glavne grupe pro-
apoptotskih proteina iz intramembranskog prostora u citosol. Prvoj grupi pripadaju citohrom
C, SMAC/DIABLO (engl. Second mitochondria-derived activator of caspase/Direct inhibitor of
apoptosis-binding protein with low pl) i serin proteaza HtrA2/Omi (engl. High temperature
requirement protein A2) (Du i sar, 2000, Yang i sar, 2003b). Ovi proteini pokrecu
mitohondrijalni apoptotski put zavisan od kaspaza. Citohrom C se vezuje za Apaf-1 (engl.
Apoptotic protease activating factor 1) i prokaspazu-9 formiraju¢i apoptozom, kompleks
znacajan za aktivaciju efektorskih kaspaza-3 i -7 (Jiang i Wang, 2000, Bao i Shi, 2007). Druga
grupa pro-apoptotskih proteina ukljucuje faktor koji indukuje apoptozu - AIF (engl. Apoptosis
inducing factor), endonukleazu G i kaspazom aktiviranu dezoksiribonukleazu - CAD (engl.
Caspase-activated DNase). Sva tri enzima se nakon oslobadanja iz mitohondrija premesStaju u
nukleus, gde imaju ulogu u fragmentaciji DNK i kondenzaciji perinuklearnog hromatina, sa tom
razlikom sto AIF i endonukleaza G funkcionisu nezavisno od kaspaza, dok je za aktivnost CAD
neophodno isecanje od strane kaspaze-3 (Susini sar., 1999, Lii sar., 2001, Sakahiraisar., 1998).
Apoptotske dogadaje u mitohondrijama reguliSu ¢lanovi Bcl-2 familije proteina, dok je za
njihovu kontrolu znacajan tumor supresorski protein p53 (Slee i sar., 1999, Sax i El-Deiry,
2003). Na osnovu primarne funkcije, ¢lanovi Bcl-2 podeljeni su na tri grupe: anti-apoptotske
proteine Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w (engl. Bcl-2 like 2 protein), Mcl-1 (engl. Induced myeloid leukemia
cell differentiation protein), Bfl-1/A1 (engl. Bcl-2-related protein A1) i Survivin; pro-apoptotske
proteine znacajne za formiranje pora Bax (engl. Bcl-2 associated X protein), Bak (engl. Bcl-2
antagonist killer 1) i Bok (engl. Bcl-2 related ovarian killer); i pro-apoptotske proteine sa BH3
domenom Bad (engl. Bcl-2 antagonist of cell death), Bid (engl. BH3 interacting domain death
agonist), Bim (engl. Bcl-2 interacting protein BIM), Bmf (engl. Bcl-2-modifying factor), Hrk
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(Harakiri), Noxa/PMAIP1 (engl. Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1) i Puma
(engl. p53 upregulated modulator of apoptosis) (Kale i sar., 2018) (Shema 4). Od odnosa ovih
proteina zavisi da li ¢e apoptoza da bude pokrenuta, a njima je regulisano i samo oslobadanje
citohroma C iz transmembranskog prostora promenom propustljivosti mitohondrijalne
membrane (Campbell i Tait, 2018).

Anti-apoptotski molekuli Pro-apoptotski molekuli
Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Mcl-1, Bfl-1, Bax, Bak, Bok, Bad, Bid,
Survivin Bim, Bmf, Hrk, Noxa, Puma

fpr0~a
pOptot .
mOleku/aSklh

Shema 4. Najvazniji pro- i anti-apoptotski molekuli
0d balansa pro-apoptotskih i anti-apoptotskih molekula zavisi da li ¢e Celija preziveti odredeni stres ili
¢e do¢i do aktivacije programirane ¢elijske smrti - apoptoze

Bcl-2 i Bcl-xL su najpoznatiji inhibitori apoptoze koji svoje dejstvo ostvaruju na nivou
mitohondrija supresijom funkcije pro-apoptotskih proteina kao Sto su Bax i Bak.
Karakteristicno je da Bcl-2 i Bcl-xL. medusobno stoje u reciprocnom odnosu tj. kada se
ekspresija jednog molekula povecava, ekspresija drugog se smanjuje (Arriola i sar., 1999). Sa
druge strane, Puma i Bim predstavljaju znacajne ¢lanove Bcl-2 familije sa pro-apoptotskim
potencijalom. Puma je vaZan protein u apoptozi indukovanoj p53 tumor supresorom, ali svoju
pro-apoptotsku funkciju moZe da ostvaruje i nezavisno od ovog molekula (Nakano i Vousden,
2001). Povecana ekspresija Puma u in vitro uslovima zajedno sa Bim-om dovodi do aktivacije
Bax-a, njegovog premestanja u mitohondrije i oslobadanja citohroma C, kao i smanjenja
membranskog potencijala mitohondrija (Garrison i sar., 2012). Pro-apoptotska aktivnost Bim-
a delimi¢no zavisi i od njegove sposobnosti da formira komplekse sa anti-apoptotskim
¢lanovima, pre svega Bcl-2 i Bcl-xL i inhibira njihovu funkciju (O'Connor i sar., 1998). Pten je
takode znacajan modulator apoptoze zavisne od mitohondrija, koji uglavnom deluje tako Sto
antagonizuje anti-apoptotsku funkciju PI3K (Zhao i sar., 2004, Weng i sar., 2001). Takode,
pokazano je postojanje pozitivne povratne sprege izmedu p53 i Pten. Naime, DNK oStecenje
dovodi do naglog porasta p53 i njegovog vezivanja za promoter Pten-a, pri cemu se povecava
transkripcija ovog molekula i posledi¢no sprecava razgradnja p53 (Stambolic i sar., 2001).
Ovo su samo neki od primera mogucih interakcija izmedu pojedinih predstavnika pro-i
anti-apoptotskih molekula. Bilo da je aktiviran spoljasnji ili unutra$nji put apoptoze i jedan i
drugi zavrSavaju se takozvanom egzekucionom fazom koja podrazumeva aktivaciju
odgovarajucih efektorskih kaspaza. Kao Sto je prethodno pomenuto, ova grupa kaspaza aktivira
citoplazmatske endonukleaze koje razgraduju nuklearni materijal, kao i proteaze Kkoje
razgraduju jedarne i proteine citoskeleta. Jednim od osnovnih obeleZja apoptotskog procesa
smatra se isecanje PARP-1 (engl. Poly (ADP-ribose) polymerase), cija je osnovna uloga da
otkriva greske i vrsi popravku DNK oStecenja (Soldani i Scovassi, 2002, Kaufmann i sar., 1993).
Medutim, izraZeno oStecenje DNK materijala pra¢eno aktivacijom ovog enzima dovodi do velike
potrosnje zaliha ATP molekula, Sto moZe da dovede do pasivne ¢elijske smrti nekrozom (Eguchi
i sar., 1997). Nekroza se spreCava brzom inaktivacijom, odnosno isecanjem PARP-1 molekula
pomocu kaspaza (Herceg i Wang, 1999). Kao rezultat nastaju dva specificna fragmenta: jedan
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kataliti¢ki fragment od 89-KkD i jedan DNK vezujuci fragment od 24-kD (Boulares i sar., 1999).
Fragment od 89-kD ima znacajno smanjenu sposobnost vezivanja za DNK i oslobada se iz jedra
u citosol, dok se fragment od 24-kD zadrZava u jedru, ireverzibilno vezuje za prekinutu DNK i
funkcioniSe kao inhibitor aktivne forme PARP-1 i drugih enzima za reparaciju DNK (Chaitanya
i sar,, 2010). Kaspaza-3 se smatra najvaznijom od svih efektorskih kaspaza i moze da bude
aktivirana bilo kojom od inicijatorskih kaspaza (-8, -9 ili -10) (Stennicke i sar., 1998). Kao Sto je
pomenuto, kaspaza-3 specificno aktivira endonukleazu CAD zasluZnu za kondenzaciju
hromatina, ali deluje i na reorganizaciju citoskeleta odgovornu za nastanak apoptotskih tela.
Apoptotska tela se preuzimaju procesom fagocitoze koja se smatra i poslednjom komponentom
apoptoze. Glavno obelezZje ove faze je eksternalizacija fosfatidil-serina na povrsinu apoptotskih
tela, koja u zavisnosti od tipa ¢elija moZe biti zavisna ili nezavisna od kaspaza (Mandal i sar.,
2002, Ferraro-Peyret i sar., 2002).

Neadekvatno odvijanje apoptoze nalazi se u osnovi mnogih patoloskih stanja kod ljudi,
medu kojima su neurodegenerativne i autoimunske bolesti, kao i nastanak razlicitih tipova
tumora. Moguénost kontrole preZivljavanja i smrti ¢elija ima znacajan terapijski potencijal i
veliki broj istraZivanja usmeren je na analizu signalnih puteva koji kontroliSu ¢elijski ciklus i
apoptozu. U otkrivanju novih antitumorskih terapeutika prednost se daje agensima koji
indukuju apoptozu, jer za razliku od nekroze, ona nije praena inflamacijom i burnom
reakcijom imunskog sistema usled odsustva izlivanja Celijskog sadrzaja u okolna tkiva. U
leCenju tumora, uspeh terapije umnogome zavisi od sposobnosti hemioterapeutika da indukuju
apoptozu malignih ¢elija. Medutim, kao Sto je prethodno pomenuto, citoprotektivna autofagija
koju pokrecu odredeni citotoksi¢ni agensi moze da spreci, odnosno odloZi apoptozu i doprinese
rezistenciji tumorskih celija na terapiju. Ovo je samo jedna, ali najces¢a relacija izmedu
apoptoze i autofagije. Pored navedenog, u odredenim toksikolo$kim modelima, ali i u pojedinim
tumorskim celijama pokazano je da autofagija moZe da funkcioniSe kao promoter apoptoze,
odnosno da se ovi procesi odvijaju istovremeno u ¢elijama, pri ¢emu inhibicija autofagije
uzrokuje smanjenje apoptotske smrti (Chen i sar., 2008, Chen i sar., 2010, Wang i sar., 2014).
Odnos ova dva procesa je izuzetno kompleksan zbog preplitanja signalnih puteva i molekula
koji mogu biti deo signalne kaskade kako u apoptozi tako i u autofagiji. Jedan od primera je
Beklin-1, znacajan za indukciju autofagije, koji je ujedno ¢lan familije proteina koji sadrze BH3
domene (He i Levine, 2010). Karakteristicno je da se Bcl-2 ili Bcl-xL vezuju za BH3 domene
Beklina-1 i tako blokiraju autofagiju, ali zadrzavaju svoju anti-apoptotsku funkciju (Maiuri i sar.,
2007b, Robertisar., 2012). Sa druge strane, Noxa i drugi pro-apoptotski molekuli Bcl-2 familije
nakon uklanjanja Bcl-2 i Bcl-xL iz kompleksa sa Beklinom-1 uti¢u na indukciju autofagne
Celijske smrti (Elgendy i sar., 2011, Maiuri i sar., 2007a). Takode, kaspaza-8 i -3 mogu da iseku
Beklin-1, pri ¢emu se sudbina ¢éelije usmerava od autofagije prema apoptozi (Luo i Rubinsztein,
2010, Zhang i sar., 2015), tako Sto C-terminalni fragmenti isecenog Beklina-1 nakon transporta
u mitohondrije uti¢u na promenu njihovog membranskog potencijala (Wirawan i sar., 2010).
Sli¢ne interakcije zabeleZene su i u slucaju p62, glavnog supstrata autofagije ¢ija akumulacija
usled direktne interakcije sa kaspazom-8 pojacava Celijsku smrt indukovanu inhibicijom Bcl-2
i Bcl-xL (Huang i sar., 2013). Pro-apoptotski efekat p62 zapaZen je i kod ¢elija humanog glioma
tretiranih inhibitorom proteazoma (Zeng i sar., 2014). Na Shemi 5 nalazi se pojednostavljeni
prikaz mogucih interakcija izmedu procesa apoptoze i autofagije i krajnjih efekata na tip
Celijske smrti (Shema 5).
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Shema 5. Interakcije izmedu apoptoze i autofagije i pretpostavljeni ishodi

Pod pretpostavkom da i apoptoza i autofagija indukuju smrt ¢elija moguce je da se ovi procesi deSavaju
nezavisno jedan od drugog (A). U ovakvim okolnostima, u zavisnosti od jacine signala koji indukuje smrt,
ona moZe biti apoptotska ili autofagna (srednji i desni panel). Medutim ukoliko se apoptoza i autofagija
deSavaju istovremeno i slicnog su intenziteta, manifestacija jednog odnosno drugog mehanizma nece
biti o¢igledna, pri Cemu oba procesa zajedno indukuju ¢elijsku smrt (panel levo). Druga moguénost je da
autofagija i apoptoza saraduju u indukciji ¢elijske smrti (B). U ovom slucaju, ako je jac¢ina autofagnih
signala koji indukuju smrt slabija od apoptotskih signala, ¢elije ¢e umirati procesom apoptoze (srednji
panel). Ukoliko je intenzitet autofagnih signala jaci ili jednak apoptotskim, ¢elija umire autofagnom ili
kombinovanom smr¢u (desni i levi panel). Tre¢a moguénost podrazumeva da c¢ak i kada autofagija ima
citoprotektivnu ulogu, ishod zavisi od jacine apoptotskih signala koji pokre¢u smrt i autofagnih koji
omogucavaju prezivljavanje Celija (C). (*debljim strelicama oznacen je jaci intenzitet signala)

Preuzeto i modifikovano iz: Masayuki Noguchi i sar. Intersection of Apoptosis and Autophagy Cell Death
Pathways. Austin | Mol & Cell Biol. 2015; 2(1): 1004

1.3. Farmakoloski inhibitori autofagije

UzevSi u obzir dvostruku ulogu autofagije, koja sa jedne strane moZe da omogucava
prezivljavanje, a sa druge da indukuje smrt tumorskih celija, razvijeni su pretklinicki
eksperimentalni modeli usmereni na aktivaciju ili inhibiciju ovog procesa kako bi se poboljsao
terapijski efekat pojedinih lekova (Galluzzi i sar., 2017). Modulacija glavnih signalnih molekula
koji reguliSu autofagiju pokazala se kao obecavajuca strategija u leCenju razlic¢itih tipova tumora
i u klinickim istraZivanjima (Marinkovici sar., 2018). Tokom protekle decenije zapaZen je veliki
napredak u otkrivanju novih i specifi¢cnih inhibitora autofagije koji se mogu podeliti na
inhibitore rane i kasne faze. Inhibitori rane faze autofagije blokiraju pocetne korake ovog
procesa i njima pripadaju neselektivni inhibitori PI3K, selektivni inhibitori klase III PI3K, kao i
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specifi¢ni inhibitori ULK1 i Beklina-1 (Wang i sar., 2016). Inhibitori kasne faze autofagije deluju
tako Sto inhibiraju funkciju lizozoma, te se zbog toga joS nazivaju i lizozomalni inhibitori
autofagije (LIA), medu kojima su najpoznatiji bafilomicin A1, hlorokin i amonijum hlorid
(Shackaisar., 20063, Yang i sar., 2011). Veliki broj klinickih studija baziran je na kombinovanoj
primeni hemioterapeutika koji aktiviraju proces autofagije i lizozomalnog inhibitora hlorokina
koji inhibicijom autofagije pojaCava njihovo citotoksi¢no dejstvo na tumorske celije (Xu i sar.,
2018). Pored toga, farmakoloski inhibitori autofagije, ukljuc¢ujuci LIA, koriste se u bazi¢nim
istrazivanjima uloge autofagije u mnogim fizioloSkim i patoloskim procesima. Takode, LIA se
intenzivno koriste za ispitivanje autofagnog fluksa koji je definisan kao mera razgradnje
¢elijskog sadrzaja u procesu autofagije, i ¢ija analiza omogucava zakljucak da li je autofagija
inhibirana ili aktivirana (Klionsky i sar., 2021). Znacaj blokade kasne faze autofagije mogao bi
da bude u tome $to se na ovaj nacin izbegava inhibicija signalnih molekula koji pored uloge u
kontroli ranih koraka autofagije ucestvuju i u velikom broju drugih procesa u ¢eliji, ukljuc¢ujuci
proliferaciju i ¢elijsku smrt. Medutim, LIA nemaju u potpunosti specifi¢no dejstvo i ono cesto
zavisi kako od doze agensa, tako i od duZine tretmana (Baek i sar., 2016). Takode, jedno od
ograni¢enja upotrebe farmakoloskih inhibitora autofagije u istraZivanjima i terapiji jeste
njihova sposobnost da indukuju programiranu ¢elijsku smrt nezavisno od inhibicije autofagije
(Maycotte i sar., 2012, Klejman i sar., 2005, Kinoshita i sar., 1996). Molekularni mehanizmi ove
pojave nisu u potpunosti razjaSnjeni, a uporedna analiza citotoksi¢nosti farmakoloskih
inhibitora autofagije, kao znacajan korak ka tom cilju, do sada nije sprovedena.

Jedan od najceSce upotrebljavanih farmakoloskih inhibitora autofagije je bafilomicin A1
(u nastavku teksta bafilomicin, BAF), makrolidni antibiotik izolovan procesom fermentacije iz
bakterijske vrste Streptomyces griseus (Werner i sar., 1984). Otkriée bafilomicina osamdesetih
godina prosSlog veka rezultat je potrage za sekundarnim metabolitima mikroorganizama sa
efektima slicnim sr¢anim glikozidima (Hensens i sar., 1983) ali su o¢ekivani kardiotonicki efekti
izostali u in vivo istraZivanjima (Huang i sar., 1984). Sa druge strane, otkriven je antimikrobni
potencijal bafilomicina protiv nekoliko tipova gljiva, kvasaca i Gram pozitivnih bakterija, kao i
njegova sposobnost da, slicno konkanamicinu, inhibira proliferaciju konkavalinom stimulisanih
T-limfocita. Medutim, zbog ispoljene toksi¢nosti bafilomicin i ostali pripadnici ove grupe nikada
nisu usli u klinicku upotrebu (Heinle i sar., 1988). Nekoliko godina kasnije, istrazivanja su
pokazala da bafilomicin inhibira aktivnost vakuolarne H* V-adenozintrifosfataze (V-ATPaze),
protonske pumpe sacinjene od veceg broja subjedinica koja odrzava kiselost ¢elijskih odeljaka
sa membranom kod eukariota (Bowman i sar., 1988), pre svega endozoma, lizozoma, fagozoma
i delova GoldzZijevog aparata (Pamarthy i sar., 2018). Pored inhibicije zakiSeljavanja lizozoma,
uoceno je da bafilomicin sprecava i proces fuzije autofagozoma i lizozoma, pri ¢emu se i ova
osobina pripisivala funkciji V-ATPaze. Medutim, inhibicija ekspresije gena za subjedinice ovog
enzima je pokazala da on, iako ima ulogu u zakiSeljavanju lizozoma i razgradnji nakupljenog
sadrzaja, ne utiCe na proces fuzije. Tada je kao ciljno mesto delovanja bafilomicina
identifikovana ATPaza endoplazmatskog/sarkoplazmatskog retikuluma koja transportuje
kalcijum (engl. ER-calcium ATPase Ca-P60A/dSERCA), ¢ijom inhibicijom fuzija autofagozoma i
lizozoma =zaista biva onemogucena (Mauvezin i Neufeld, 2015). Iz navedenih razloga
bafilomicin danas predstavlja nezaobilaznu komponentu u ispitivanju procesa autofagije,
odnosno njene aktivnosti izraZenu kroz autofagni fluks. Medutim zbog moguce citotoksicnosti,
njegova upotreba je ogranicena samo na in vitro uslove. Zavisno od upotrebljene doze, smatra
se da bafilomicin moZe da bude selektivni inhibitor autofagije (Yamamoto i sar., 1998), dok sa
druge strane moze da dovede i do programirane cCelijske smrti — apoptoze (Yuan i sar., 2015).
Pored dozne zavisnosti, ova dva ishoda zavise i od tipa ¢elija, tako da se kod nekih vrsta tumora
kao Sto su karcinom prostate i pluéa, osteosarkom, hepatocelularni karcinom, leukemije i
karcinom debelog creva, zapaza direktna veza izmedu indukcije apoptoze i inhibicije autofagije
(Lim i sar., 2006, Xie i sar., 2014, Yuan i sar., 2015, Yan i sar., 2016, Fitzwalter i sar., 2018).
Zavisnost efekta bafilomicina od celijskog tipa i primenjene doze pokazana je i u slucaju celija
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humanog neuroblastoma, gde je inhibicija autofagije ovim agensom imala citoprotektivni efekat
(Pivtoraiko i sar., 2010). Medutim, ne treba odbaciti ni moguc¢nost da celijska smrt indukovana
bafilomicinom moZe da bude i nezavisna od inhibicije autofagije (Kinoshita i sar., 1996).

Hlorokin (CQ) i hidroksihlorokin su veoma znacajni lekovi otkriveni u poslednjih pet
decenija, koji su pored upotrebe u leCenju malarije sve viSe priznati zbog svoje efikasnosti u
velikom broju bolesti. Naime, hlorokin i njegov manje toksi¢ni metabolit hidroksihlorokin
pokazuju imunomodulatorne i imunosupresivne efekte sa potvrdenom klinickom efikasnos¢u
u reumatskoj bolesti (Dos Reis Neto i sar., 2020), razliitim formama eritemskog lupusa
(Fanouriakis i sar., 2020), bolesti koZe (Sardana i sar., 2020) a od skoro i u le¢enju razlicitih
tipova maligniteta (Xu i sar., 2018). Hlorokin i hidroksihlorokin su do sada jedini lekovi
odobreni od strane administracije za hranu i lekove (engl. FDA, Food and Drug Administration)
za upotrebu u klinickim studijama koje se bave leCenjem tumora inhibicijom autofagije (Manic
i sar, 2014). Pored navedenog, za analoge hlorokina je pokazano da imaju metabolicke,
kardiovaskularne i antitromboti¢ne efekte (Al-Bari, 2015). Upotreba hlorokina kao inhibitora
autofagije nezaobilazna je u istraZivanjima ovog procesa kako in vitro tako i in vivo (Klionsky i
sar., 2021). Naime, kao slaba baza, hlorokin pokazuje afinitet ka akumulaciji u lizozomima, pri
¢emu u Kkiseloj sredini prelazi u protonovanu formu pa tako ostaje zarobljen u ovoj organeli.
Protonovana forma hlorokina povecava pH vrednost unutrasnjosti lizozoma i na taj nacin
spreCava degradaciju sadrzaja u ovim organelama (Homewood i sar., 1972). Precizan
mehanizam inhibicije autofagije hlorokinom jo$ uvek je predmet istraZivanja, a noviji podaci
ukazuju da ometanje fuzije autofagozoma i lizozoma (Mauthe i sar., 2018) ima vaZniju ulogu u
ovom procesu nego smanjenje kiselosti i sposobnosti razgradnje sadrZaja lizozoma. Takode,
hlorokin moZe nezavisno od inhibicije autofagije da dovede do dezorganizacije GoldZijevog
kompleksa i endolizozomalnog sistema, Sto dodatno remeti proces fuzije. Zbog ovih dodatnih
dejstava i mnogobrojnih promena koje mogu da izazovu u ¢elijama, hlorokin i hidroksihlorokin
ne treba smatrati jednostavnom zamenom za druge inhibitore autofagije, posebno u in vivo
eksperimentalnim sistemima. [ako se hlorokin koristi kao inhibitor autofagije da bi potencirao
smrt tumorskih celija, namece se pitanje da li antitumorsko dejstvo hlorokina zavisi samo od
blokade autofagije. Odgovor na ovo pitanje pruZaju podaci nove studije koja pokazuje da
hlorokin dejstvom na endotelne celije in vivo smanjuje hipoksiju u tumorskoj mikrosredini i
metastatski potencijal malignih ¢elija, poboljSavaju¢i odgovor hemioterapeutika, i to uglavnom
mehanizmima koji su nezavisni od autofagije (Maes i sar., 2014, Maes i sar., 2016). Takode,
sli¢no bafilomicinu, i hlorokin moZe da dovede do programirane Celijske smrti. Kod primarnog
efuzijskog limfoma in vitro i in vivo, kao i u €elijskoj liniji holangiokarcioma, hlorokin uzrokuje
ER stres sa apoptozom kao krajnjim ishodom (Masud Alam i sar., 2016, Jia i sar., 2018). Slicno
dejstvo hlorokina pokazano je i na Celijama renalnog karcinoma, karcinoma dojke i humanog
glioma, dok u normalnim ¢elijama bubrega miSa i primarnoj kulturi humanih mezangijalnih
¢elija nije bilo efekta (Park i sar., 2016). Zbog svih zapaZenih efekata hlorokina, rezultate
dobijene njegovom upotrebom u cilju inhibicije autofagije treba obazrivo tumaciti.

Pored bafilomicina i hlorokina, za farmakolosku inhibiciju autofagije cesto se koristi i
amonijum hlorid (AH), neorganska bela kristalna so koja se dobro rastvara u vodi dajuci slabo
kiseli rastvor (Stefan-Kharicha i sar., 2018). Ova supstanca nasla je svoju upotrebu u razli¢itim
granama industrije pa se tako koristi kao izvor amonijaka u dubrivu, preradi metala i kao aditiv
E500 u proizvodnji hrane (Jim Smith, 2011). U medicini, amonijum hlorid moZe da se koristi
razblaZen u izotoni¢nom rastvoru natrijum hlorida za le¢enje pacijenata sa hipohloremijskim
stanjima i metabolickom alkalozom (Mathew i Bio, 2012). U ispitivanju procesa autofagije u in
vitro uslovima amonijum hlorid se koristi zbog sposobnosti da inhibira zakisSeljavanje lizozoma,
tako da se i on smatra kasnim inhibitorom autofagije (Kawai i sar., 2007). Medutim, tacan
mehanizam njegovog dejstva u inhibiciji autofagije joS uvek nije u potpunosti razjaSnjen, a
izvesni podaci govore u prilog moguéem uces¢u ¢lanova TGF- familije (engl. Transforming
growth factor-f) i SMAD2 signalnih molekula (engl. Mothers against decapentaplegic homolog
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2) (Sunisar., 2015). Nema mnogo podataka koji se ticu samostalnih efekata amonijum hlorida
na tumorske cCelije. Citotoksi¢no dejstvo amonijum hlorida do sada je pokazano samo na
primarnim kortikalnim neuronima i hipokampalnim ¢elijama, u kojima ova supstanca indukuje
nekrozu iapoptozu uz smanjenje aktivnosti AKT kinaze (Klejmanisar., 2005, Yangisar. 2003a)

Uzevsi u obzir znacaj farmakoloske inhibicije autofagije u bazi¢nim istraZivanjima, kao i
u terapiji tumora, namece se potreba za otkrivanjem novih, netoksi¢nih supstanci sa Sto
selektivnijim dejstvom na autofagiju. Lekovi koji bi mogli da zadovolje navedene kriterijume
pripadaju grupi inhibitora protonske pumpe, medu kojima je jedan od najpoznatijih
pantoprazol. Inhibitori protonske pumpe su uvedeni u upotrebu 1989. godine i predstavljaju
jedan od najvec¢ih medicinskih pomaka u terapiji gastrointestinalnih bolesti sa poveéanom
produkcijom hlorovodoni¢ne kiseline (Shin i Kim, 2013). Tokom poslednjih deset godina
inhibitori protonske pumpe su postali jedni od najcesce propisivanih lekova Sirom sveta.
Trenutno je njihova dugotrajna upotreba odobrena za prevenciju i kontrolu simptoma
gastroezofagealne refluksne bolesti i Baretovog jednjaka, patoloskih hipersekretornih stanja,
ukljucujuéi i Zolinger-Elisonov sindrom i funkcionalnu dispepsiju, a upotrebljavaju se i kao
profilaksa kod krvarenja i ulkusa izazvanih upotrebom nesteroidnih antiinflamatornih lekova.
U kombinaciji sa antibioticima predstavljaju sastavni deo terapije za eradikaciju infekcije
bakterijom Helicobacter pylori. Takode, procenjeno je da cak 20% osoba obolelih od maligniteta
dobija inhibitore protonskih pumpi kao terapiju za gastrointestinalne simptome, pre svega
refluksnu bolest (Smelick i sar., 2013). Ovi lekovi su slabe baze, osetljivi na kiselu sredinu, koji
se ireverzibilno vezuju za enzim vodoni¢nu/kalijumsku adenozintrifosfatazu (H*/K* ATPaza),
lokalizovanu na parjetalnim ¢elijama Zeluca i na taj nacin inhibiraju sekreciju hlorovodoni¢ne
kiseline (Nehra i sar., 2018, Strand i sar., 2017). Medutim, pokazano je da, slicno bafilomicinu,
oni uspesno blokiraju i V-ATPazu, $to ih svrstava u grupu lekova za ¢iju bi upotrebu mogle da
se pronadu nove indikacije (engl. drug repurposing/repositioning) (Ashburn i Thor, 2004,
Spugnini i sar, 2010). Nova primena mogla bi da bude usmerena na regulaciju procesa
autofagije, ali i na terapiju tumora (Luciani i sar., 2004, De Milito i sar., 2010). Iako su se
inhibitori protonske pumpe pokazali kao efikasni supresori autofagije u razli¢itim in vitro i in
vivo eksperimentalnim modelima (Tan i sar.,, 2017, Tan i sar., 2015, Feng i sar., 2021), postoje
podaci koji ukazuju da njihovi pojedini predstavnici, kao $to je esomeprazol, mogu da aktiviraju
autofagiju u tumorskim celijama (Marino i sar., 2010, Chueca i sar., 2016). Sli¢no bafilomicinu,
glavni mehanizam kojim inhibitori protonske pumpe blokiraju autofagiju je inhibicija V-ATPaze
i posledi¢no smanjenje zakiSeljavanja lizozoma (De Milito i sar., 2007, Cao i sar., 2018). U ovom
kontekstu, inhibitori protonske pumpe mogu da se smatraju inhibitorima kasne faze autofagije,
odnosno lizozomalnim inhibitorima. Pored sposobnosti da moduliSu autofagiju, njihova
primena kao antitumorskih agenasa opravdana je i zbog povecane ekspresije protonskih pumpi
u tumorskim ¢elijama i posledi¢nog nastanka kisele tumorske mikrosredine odgovorne za veci
metastatski potencijal i rezistenciju tumora na terapiju (De Milito i Fais, 2005, Walsh i sar.,
2015, Asgharzadeh i sar., 2017). Ovakva sredina takode uti¢e negativno na distribuciju,
preuzimanje i bioraspolozivost neoplasticnih agenasa koji su slabe baze (Wojtkowiak i sar.,
2012). Sa druge strane, kombinovana primena hemioterapeutika sa pantoprazolom doprinosi
njihovom efikasnijem preuzimanju i boljem terapijskom odgovoru (Patel i sar., 2013, Lu i sar.,
2019, Wang i sar., 2017a, Wang i sar., 2015). Pozitivni aspekt potencijalne terapijske primene
inhibitora protonskih pumpi kao Sto je pantoprazol predstavlja i selektivno citotoksicno
dejstvo na Celije tumora u odnosu na zdrave ¢elije (Yeo i sar., 2004). Interesantno je da pored
efekata ostvarenih delovanjem na V-ATPazu, pantoprazol moZe da indukuje smrt tumorskih
¢elija i drugim mehanizmima (Zeng i sar., 2016, Feng i sar., 2016), zbog Cega detaljnija analiza
mehanizama citotoksi¢nosti ovog leka zavreduje paznju.

Pored velikog potencijala farmakoloskih inhibitora autofagije u leCenju maligniteta,
nespecificno dejstvo koje zavisi od doze i duZine tretmana, kao i sposobnost da indukuju
programiranu Celijsku smrt nezavisno od inhibicije autofagije, ogranicava mogu¢nost njihove
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upotrebe u istrazivanjima i terapiji. Molekularni mehanizmi ove pojave nisu u potpunosti
razjaSnjeni, a uporedna analiza citotoksi¢nosti farmakoloskih inhibitora autofagije nikada do
sada nije sprovedena. [z tog razloga cilj ovog istraZivanja je bio da prvi put sprovede uporednu
analizu mehanizama citotoksi¢nosti farmakoloskih inhibitora autofagije na ¢elijama miSjeg
melanoma (B16) i humanog glioma (U251). Dodatno, zbog potrebe za selektivnijim i manje
toksi¢nim inhibitorima autofagije, deo istraZivanja je usmeren na ispitivanje molekularnih
mehanizama citotoksi¢nosti pantoprazola i moguénosti njegove upotrebe kao farmakoloSkog
inhibitora autofagije.
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Ciljevi

U skladu sa tim da uporedna analiza molekularnih mehanizama citotoksi¢nosti farmakoloskih
inhibitora autofagije do sada nije sprovedena, u okviru ove doktorske disertacije postavljeni su
sledeci ciljevi:

e Ispitati uticaj farmakoloskih inhibitora autofagije bafilomicina, hlorokina, amonijum hlorida,
i pantoprazola na vijabilitet ¢elija miSjeg melanoma i humanog glioma in vitro.

e Ispitati tip Celijske smrti koju izazivaju farmakoloski inhibitori autofagije.

¢ [spitati mehanizam citotoksi¢nosti farmakoloSkih inhibitora autofagije.
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Materijal i metode

3.1. Reagensiirastvori

Za potrebe in vitro istraZivanja mehanizama citotoksi¢nosti farmakoloskih inhibitora autofagije
su korisS¢eni slede¢i reagensi: bafilomicin A1, hlorokin (oba od Bio-Techne, Minneapolis,
Minnesota, US), amonijum hlorid (Merk Milipore, Burlingtone, Massachusetts, US), pantoprazol
(Takeda GmbH, Oranienburg, Germany), inhibitor AMPK kinaze - dorzomorfin, inhibitor p38 -
4-(4-Fluorophenil)-2-(4-metilsulfinilfenil)-5-(4-piridil) 1H-imidazol (SB 203580) (oba od Merk
Milipore, Burlingtone, Massachusetts, US), inhibitor JNK - 1,9 pirazoloantron (SP600125),
Inhibitor ERK - 2-(2-Amino-3-metoksifenil)-4H-1-benzopiran-4-jedan (PD98059) (oba Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, US), 5-(2,6- Difluorofenoksi)-3-[[3-metil-1-okso-2-[(2-
kvinolinilkarbonil)amino]butil]amino]-4-okso-hidrat pentanoi¢ne kiseline (Q-VD-OPh-
hidrat) (Merk Milipore, Burlingtone, Massachusetts, US), pepstatin - (1S, 25)-2-(((S)-1((4-
gvanidinobutil)amino)-4-metil-oksopentan-2il)karbamoil) ciklopropankarboksilna
kiselina (E64) (oba od Bio-Techne, Minneapolis, Minnesota, US), rapamicin (Merk Milipore,
Burlingtone, Massachusetts, US), propidijum jodid (PI; BD Pharmingen, San Diego, California,
US), aneksin V-FITC (BD Biosciences, Heidelberg, Germany), ApoStat (R&D Systems, Bio-Techne,
Minneapolis, Minnesota, US), dihidroetidijum (DHE) dihidrorodamin (DHR), akridin oranz,
lizotreker zeleno (svi od Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, US), 5,6,6 -
tetrahloro1,1’,3,tetraetilbenzimidazilkarbocijanin jodid (JC-1) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, US), serum fetusa teleta (engl. fetal calf serum, FCS) (Capricorn
Scientific, Ebsdorfergrund, Nemacka), medijumi za kultivaciju ¢elija - Opti-MEM (engl.
Dulbecco’s Minimal Essential Medium), RPMI-1640 (engl. Roswell Park Memorial Institute
Medium) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, US), Flouromount-G medijuma za
fiksiranje (SouthernBiotech, Birmingham, Alabama, US), kozji serum, HEPES pufer, glutamin,
natrijum piruvat, rastvor antibiotika i antimikotika (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Germany), tripsin (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, US), etilendiamino
tetrasircetna kiselina (EDTA), Tris, Tween 20, akrilamid/bisakrilamid (30% w/v), N,N,N',N'-
tetrametiletilen-1,2-diamin (TEMED) (SERVA, Heidelberg, Germany), 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,
5-difeniltetrazolium bromid, albumin iz seruma goveceta (engl. bovine serum albumine, BSA),
RNaza, dimetilsulfoksid (DMSO0), 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolium bromid, (MTT),
kristal violet (sve od Merk Milipore, Burlington, Massachusetts, US) metanol, etanol, glicerol,
paraformaldehid, hlorovodoni¢na kiselina, fosforna kiselina (Hemofarm, Sabac, Srbija),
tetrabutil amonijum hidrogen fosfat, fenil-metil-sulfonil-fluorid (PMSF), natrijum ortovanadat,
natrijum fluorid, koktel inhibitora proteaza (engl. protease inhibitor coctail, PIC), NP-40,
natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS), bromofenol plavo,
amonijumpersulfat (APS), glicin, Coomassie Brilliant Blue G-250, Triton X-100 (sve od Merk
Milipore, Burlington, Massachusetts, US), odmas¢eno mleko u prahu (Carl Roth, Karlsruhe,
Germany), smesa referentnih proteina (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, US),
zeCja antitela na fosforilisane i totalne forme proteina p38, JNK, ERK, mTOR, S6K AMPK, ULK1,
antitela na LC3, PARP-1, Beklin-1, B-aktin (sve od Cell Signalling Technology, Danvers,
Massachusetts, US), p62 (Novus Biologicals, Littleton, Colorado, US), CHOP (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, US), sekundarno, kozje anti-zec¢je IgG antitelo konjugovano sa
peroksidazom rena (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, Pennsylvania, US),
peroksidaza rena (ECL) (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, New Jersey), sekundarno
Alexa Fluor 488 obeleZeno magarece anti-zecje IgG antitelo (Thermo Fisher Scientific, Waltham
Massachusetts, US), TRI Reagent® (Merk Millipore, Burlington, Massachusetts, US), prajmeri,
dezoksinukleotidi, pufer za reverznu transkripciju, reverzna transkriptaza (Life Technologies,
Thermo Fisher Scientific, Waltham Massachusetts, US), mala interferiraju¢a RNK (engl. small
interfering RNA, siRNA) za miSju cCelijsku liniju na LC3, Beklin-1 i AMPK, a za humanu ¢elijsku
liniju na AMPK i p38, i odgovarajuce kontrolne siRNA (sve od Qiagen, Valencia, California, US),
Lipofektamin 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, US).
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3.2. Celijske kulture

Mehanizmi citotoksi¢nosti farmakoloskih inhibitora autofagije ispitivani su na komercijalno
dostupnim, adherentnim ¢elijskim linijama musSkog pola miSjeg melanoma B16F0 i humanog
glioma U251. Celije mi$jeg melanoma B16F0 su dobijene od Evropske kolekcije ¢elijskih kultura
(European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK), a ¢elije humanog glioma U251 ljubaznos¢u
dr Pedra Tranque (Univesitatd de Castilla-La Mancha, Albacete, Spain).

Obe celijske linije su gajene u vlaznoj atmosferi inkubatora na temperaturi od 37 °C1i pri
koncentraciji CO2 od 5% u RPMI 1640 medijumu (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, US) puferizovanom HEPES-om (20 mM) uz dodatak 5% fetalnog teleceg
seruma, 2 mM L-glutamina, 1mM natrijum piruvata i 1% penicilin/streptomicin rastvora (sve
komponente od Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Germany). Nakon odmrzavanja iz te¢nog
azota, Celijske linije su propagirane u polistirenskim Petrijevim posudama precnika 100x20
mm. Za potrebe eksperimenata Celije su po dostizanju 80% konfluentnosti odlepljivane od
podloge upotrebom tripsina, centrifugirane (500 g/5 minuta/22 °C) i potom zasejavane u
odgovarajucoj gustini. Vijabilitet je ispitivan zasejavanjem ¢elija u polistirenske ploce sa 96
bunara i ravnim dnom u gustini 1x104/bunaru. Za analize na proto¢nom citofluorimetru celije
su zasejavane u polistirenske ploce sa 24 bunara i ravnim dnom u gustini 1x10>/bunaru. RT-
gPCR analiza izvrSena je na Celijama koje su sadene u polistirenske ploce sa 6 bunari¢a u gustini
5x105/bunaru dok je imunoblot analiza sprovedena na celijama koje su sadene u Petrijeve
posude prec¢nika 100x20 mm u gustini 2x106, a nakon dostizanja konfluentnosti tretirane
odgovaraju¢im agensima. Obe cCelijske linije su mirovale 24 h nakon zasejavanja, a detalji
naknadnih tretmana objasnjeni su u okviru slika prikazanih rezultata. Sve plasti¢ne posude
koriS¢ene za propagaciju Celija i naknadne tretmane, nabavljene su od kompanije Sarstedt
(Ntiimbrecht, Germany).

3.3. Testovi vijabiliteta

Uticaj bafilomicina, hlorokina, amonijum hlorida i pantoprazola na preZzivljavanje ¢elija misjeg
melanoma i humanog glioma ispitivan je kolorimetrijskim testovima vijabiliteta, zasnovanim
na odredivanju aktivnosti mitohondrijalnih dehidrogenaza u supernatantu i koli¢ine proteina i
DNK Zivih ¢elija pricvrSéenih za podlogu kultivacionih ploca.

3.3.1. MTT test

MTT test je zasnovan na sposobnosti Zivih da redukuju Zutu tetrazolijumsku so 3-(4,5-
dimetiltiazol-2)-2, 5-difeniltetrazolium bromid (MTT), pri ¢emu nastaje nerastvorljivi,
ljubi¢asto obojeni unutarcelijski proizvod formazan. Reakcija redukcije se odvija uces¢em
dehidrogenaznih enzima mitohondrija koje su aktivne kod Zivih ¢elija. 1z tog razloga, ovaj test
je pogodan za utvrdivanje cCelijskog vijabiliteta, sposobnosti proliferacije Celija i njihove
aktivnosti.

Test je izvoden u mikrotitracionim plocama sa 96 bunara u koje su cCelije zasejane, a
zatim blagovremeno tretirane odgovaraju¢im agensima. Nakon perioda inkubacije i uklanjanja
kultivacionog medijuma iz plo¢a, dodat je rastvor MTT koncentracije 0,5 mg/ml (50
ul/bunaru). B16 €elijska linija je sa ovim rastvorom inkubirana 20 minuta, a U251 Celijska linija
30 minuta, Sto je odgovaralo vremenu neophodnom za nastanak formazana. Nakon isteka
naznacenih termina, supernatanti su uklonjeni i dodat je DMSO (50 pl/bunaru), polarni
rastvarac koji je omogucio rastvaranje formazana. Intenzitet crveno-ljubicaste boje koja se
razvila nakon rastvaranja ovog jedinjenja i odgovarajuce apsorbancije proporcionalne broju
zivih Celija, merene su na automatizovanom citacu plo¢a za mikrotitraciju (Sunrise; Tecan,
Dorset, UK) pri talasnoj duZini od 570 nm.
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3.3.2. Kristal violet test

Ovaj test zasnovan je na osobini adherentnih celija da se tokom smrti odlepljuju od podloge za
koju su bile pri¢vrScene (Kaludjerovic i sar., 2005). Naime, kristal violet supravitalna boja se
karakteristi¢no vezuje za proteine i DNK c¢elija koje su pri¢vrS¢ene za podlogu, ali ne i onih koje
su se od nje odvojile. Iz tog razloga ovaj test moze da se koristi za odredivanje relativnog broja
zivih/adherentnih Celija ali i za indirektnu kvantifikaciju celijske smrti. Ve¢i intenzitet boje
korelira sa ve¢im brojem zivih celija.

Test je izvoden u mikrotitracionim plo¢ama sa 96 bunara nakon odgovarajucih
tretmana, tako Sto su cCelije u kulturi bar tri puta ispirane sa PBS (200 puL/bunaru) kako bi se
uklonile neadherentne celije. Nakon toga izvrSena je fiksacija zalepljenih ¢elija na sobnoj
temperaturi u trajanju od 10 minuta dodavanjem metanola (50 pL/bunaru). Po odstranjivanja
metanola, fiksirane Celije su bojene 1% rastvorom kristal violeta u vodi (50 puL/bunaru) u
trajanju od 15 minuta, a zatim su ploce intenzivno ispirane vodom da bi se odstranio viSak boje
koja se nije vezala za fiksirane cCelije. Inkorporirana boja u celijama koja je nakon ispiranja
zaostajala, rastvarana je 33% rastvorom sircetne kiseline (50 pL/bunaru), a intenzitet razvijene
plavo-ljubicaste boje odredivan je merenjem apsorbancije svetlosti pri talasnoj duzini od 570
nm na automatskom citaCu ploca za mikrotitraciju (Sunrise; Tecan, Dorset, UK). Intenzitet boje
bio je proporcionalan broju adherentnih ¢elija, odnosno izmerenim apsorbancijama. Rezultati
MTT i kristal violet testa su prikazani kao procenat vijabiliteta u odnosu na kontrolne ¢elije bez
tretmana (vijabilitet arbitrarno postavljen na 100%).

3.3.3. Fazno-kontrastna mikroskopija

Analiza morfoloSkih promena ¢elija miSjeg melanoma B16 i humanog glioma U251 izvrSena je
na Leica DCF320 fazno-kontrastnom mikroskopu pri uvelicanju od 20x uz pomocu Leica
Application Suite (version 2.8.1) softvera (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

3.4. Analiza parametara €elijske smrti, produkcije reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta, depolarizacije mitohondrija i autofagije metodom protocne
citofluorimetrije

Parametri Celijske smrti, produkcija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, depolarizacija mitohondrija i
autofagija kod B16 i U251 ¢elija analizirani su metodom protoc¢ne citofluorimetrije, na aparatu
FACSCalibur (BD Biosciences, Heidelberg, Germany). Analizom je obuhvaéeno 10000 ¢elija po
pojedina¢cnom uzorku, pripremljenih u duplikatu ili triplikatu za odgovarajuce tretmane.
Dobijeni podaci su analizirani upotrebom BD Cell Quest Pro softvera (BD Biosciences,
Heidelberg, Germany).

3.4.1. Odredivanje faza Celijskog ciklusa i ispitivanje prisustva fragmentirane DNK

Koli¢cina DNK u ¢elijama je odredena metodom protocne citofluorimetrije nakon fiksiranja ¢elija
u etanolu i bojenja propidijum jodidom (PI), prema prethodno opisanom protokolu
(Kaludjerovici sar., 2005).

Propidijum jodid (PI) je fluorofora koja se vezuje izmedu baza dvolan¢anog molekula
nukleinskih kiselina. Nakon pobudivanja svetloS¢u talasne duZine 488 nm, ovaj fluorohrom
oslobada crvenu fluorescencu proporcionalnu ¢elijskom sadrzaju DNK. Uzevsi u obzir da se
sadrzaj DNK menja tokom celijskog ciklusa, bojenje propidijum jodidom omogucava
razlikovanje faze Ccelijskog rasta (Go/Gi), faze udvostruc¢avanja DNK sadrzaja, odnosno
replikacije (S), faze CcCelijske deobe (Gz/M), kao i detekciju celija sa fragmentisanom
(hipodiploidnom) DNK (subGo/G1). Poznato je da u kasnoj fazi apoptoze usled dejstva
endonukleaza dolazi do razgradnje DNK molekula u manje fragmente, velicine oko 180 baznih
parova, koji se akumuliraju u Celiji. Iz tog razloga, apoptoti¢ne Celije koje imaju smanjeni sadrzaj
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DNK, nakon bojenja sa Pl i oCitavanja oslobodene fluorescence, mogu da se uoce ispred zdravih
¢elija na histogramu prikaza ¢elijskog ciklusa. Ova zona karakteristi¢na je za apoptozu i naziva
se sub Go/G1 ili hipodiploidni region. Uzevsi u obzir da se PI nespecificno vezuje i za RNK,
neophodno je da se ona ukloni iz uzorka primenom RNAze. Ukratko, nakon odgovarajuceg
tretmana, Celije su odlepljene tripsinom, sakupljene u epruvete, oprane dva puta u 1 ml PBS, a
zatim je sadrzaj svake epruvete finalno resuspendovan u hladnom 70% etanolu. Nakon
resuspendovanja, epruvete su ostavljene na +4 °C preko no¢i. U nastavku procedure cCelije su
centrifugirane (800 g/5 minuta/22 °C), oprane sa 1 ml PBS, a celijski talog je finalno
resuspendovan u 300 pl PBS uz dodatak 0,1% Triton X-100 i 1 mg/ml RNAze. Nakon inkubacije
od 15 minuta na 37 °C u svaku epruvetu je dodavano 0,05 mg/ml PI. Uzorci su inkubirani 30
minuta na 37 °C i zatim analizirani na proto¢nom citometru. Na histogramu distribucije
intenziteta crvene fluorescence (FL2), ¢elije sa hipodiploidnim sadrZajem se uo¢avaju u sub-Go
segmentu koji prethodi Go-Gi1 fazi Celijskog ciklusa. Dobijeni rezultati su prikazani kao
procentualni broj ¢elija u sub-Go fazi u odnosu na ukupan broj analiziranih celija.

3.4.2. Odredivanje apoptoze i nekroze

Tip Celijske smrti utvrden je metodom protocne citofluorimetrije upotrebom dvostrukog
bojenja sa aneksin V-fluorescein izotiocijanatom (Aneksin V-FITC) i propidijum jodidom (PI).

Kod zdravih Celija anjonski lipid fosfatidil-serin se aktivno odrzava na unutrasnjoj strani
Celijske membrane. Sa druge strane, u ranoj fazi apoptoze, fosfatidil-serin moZe da se nade i na
spoljasnjoj strani ¢elijske membrane ciji je integritet joS uvek ocuvan, a koji se naruSava u
kasnoj fazi ovog procesa. OStecCenje Celijske membrane je obeleZje i ¢elija koje umiru nekrozom.
Aneksin V-FITC predstavlja fluorescentno obeleZeni protein mase 35-36 kDa, koji se visokim
afinitetom vezuje za fosfatidil-serinske ostatke na spoljasnjoj membrani ¢elija (rana faza
apoptoze), ali se moZe vezivati za ovaj lipid i kada je integritet membrane narusen. Za PI je
karakteristi¢no da ulazi u ¢elije kod kojih je membrana oSteéena i vezuje se za DNK (kasna faza
apoptoze/nekroza). Nakon pobudivanja svetloS¢u talasne duzine 488 nm, Aneksin V-FITC
oslobada zelenu fluorescencu (FL1), a PI crvenu (FL2). Na ovaj nacCin, dvostrukim bojenjem sa
aneksin V-FITC i PI mogu da se razlikuju populacije Celija koje se u kvadrantima tackastog
dijagrama prikazuju kao zdrave (Aneksin-/PI-), rano apoptoti¢cne (Aneksin*/PI-) i kasno
apoptoti¢ne ili nekroti¢ne (Aneksin*/PI*). Priprema uzoraka za analizu sprovedena je prema
instrukcijama proizvodaca (BD Pharmingen, San Diego, California, US). Priprema uzoraka za
analizu izvrSena je nakon isteka inkubacije tako Sto su Celije odlepljene iz bunara (ploce sa 24
bunara i ravnim dnom) upotrebom tripsina i prebacene u odgovarajuce FACS epruvete. Potom
je usledilo centrifugiranje (500 g/5 minuta/22 °C) i pranje (1 ml PBS), a dobijeni talog je
resuspendovan u 100 pL 10x razblaZenog Aneksin-vezujuceg pufera sa Aneksin V-FITC (2
pg/ml) i PI (20 pg/ml). Nakon inkubacije od 15 minuta na 37 °C u svaku epruvetu je dodato jos
400 pL razblaZzenog pufera. Uzorci su analizirani pomocu CellQuest Pro softvera (BD GmbH,
Heidelberg, Germany), a rezultati su prikazani kao procenat odgovarajucih celijskih populacija
u ukupnom broju analiziranih ¢elija.

3.4.3. Odredivanje aktivacije kaspaza

Aktivacija kaspaza analizirana je metodom protocne citofluorimetrije nakon bojenja celija
fluorescentno obeleZenim pankaspaznim inhibitorom ApoStat prema uputstvu proizvodaca
(R&D Systems, Bio-Techne, Minneapolis, Minnesota).

Kaspaze su enzimi iz familije cistein proteaza koje imaju vaznu ulogu u zapocinjanju i
izvrSavanju apoptotskog procesa pocev od razgradnje Celijskih proteina, reorganizacije skeleta
i fragmentacije DNK molekula. ApoStat, koji je obelezen fluorohromom fluorescein
izotiocijanatom (FITC), ima sposobnost da se selektivno veZe za aktivirane kaspaze, dok se
nevezana forma oslobada iz ¢elije i moZe da se ukloni ispiranjem. Nakon pobudivanja laserskom
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svetloS¢u (talasna duZina 488 nm) intenzitet oslobodene zelene fluorescence (FL1) FITC-a
direktno je proporcionalan aktivnosti kaspaza u ¢elijama.

Ukratko, nakon odgovarajuceg tretmana Celije su tripsinizovane i prebaCene u
odgovarajuce FACS epruvete, a potom centrifugirane (500 g/5 minuta/22 °C) i oprane u PBS-u.
U nastavku procedure Celijama je dodato 300 pL kultivacionog medijuma sa fluorescentno
obeleZenim pankaspaznim inhibitorom ApoStat (finalna koncentracija 0.5 pg/ml). Nakon
inkubacije od 30 minuta na 37 °C (Celije su oprane da bi se uklonila nevezana boja i
resuspendovane u 500 pL PBS, a zatim analizirane na proto¢nom citometru. Rezultati su
prikazani u obliku histograma raspodele intenziteta FL1 fluorescence tretiranih u odnosu na
kontrolne celije.

3.4.4. Odredivanje produkcije reaktivnih kiseonic¢nih vrsta

Ukupna produkcija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (RKV) i superoksidnog anjona odredivana je
metodom protocne citofluorimetrije nakon bojenja redoksenzitivnim bojama dihidrorodamin
123 (DHR) i dihidroetidijum (DHE) koje slobodno ulaze u ¢eliju. Nakon reakcije sa RKV, DHR se
oksiduje u katjonski rodamin koji emituje zelenu fluorescencu, dok DHE nakon reakcije sa
superoksidnim anjon radikalom stvara crveno obojeni proizvod etidijum koji se ugraduje u
DNK. Uzorci su pripremani prema uputstvu proizvodaca. DHR je dodavan u kulturu ¢elija na
pocetku inkubacije (finalna koncentracija 2 uM), za razliku od DHE koji je dodavan tek po isteku
odgovarajuceg tretmana (finalna koncentracija 20 uM) i inkubiran 30 minuta na 37 °C. Nakon
toga Celije su tripsinizovane, prebacene u odgovarajuée FACS epruvete, centrifugirane (500
g/5min/22 °C) i oprane u 1 ml PBS. Na kraju procedure ¢elije su resuspendovane u 500 pl PBS
i analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su prikazani u obliku histograma
raspodele intenziteta fluorescence DHR (FL1) odnosno DHE boje (FL2), pri ¢emu je pomeraj
intenziteta fluorescence tretiranih ¢elija udesno u odnosu na kontrolne ukazivao na povecanje
produkcije RKV, odnosno superoksidnog anjona.

3.4.5. Odredivanje potencijala membrane mitohondrija

Promena potencijala membrane mitohondrija (AW), karakteristicCna za rane stadijume
programirane Celijske smrti, odredivana je metodom proto¢ne citometrije nakon bojenja
lipofilnom katjonskom bojom 5’°,6,6 -tetrahloro1,1’,3,tetraetilbenzimidazilkarbocijanin jodid
(JC-1). Ovaj fluorohrom, zahvaljuju¢i svom pozitivnom naelektrisanju prolazi kroz membranu
mitohondrija kada je ona negativno naelektrisana, odnosno kada je membranski potencijal
ocuvan. Tada u mitohondrijalnom matriksu dolazi do formiranja agregata (tzv. J-agregati) koji
emituju intenzivnu crveno-narandzastu fluorescencu (FL2), Sto je karakteristicno za zdrave
Celije. Medutim, u apoptotskom procesu Cesto dolazi do formiranja pora u mitohondrijalnoj
membrani i naruSavanja membranskog potencijala, $to onemogucava prolazak boje i ona ostaje
u svojoj monomernoj formi u citoplazmi pri ¢emu emituje zelenu fluorescencu (FL1). Dakle,
ukoliko postoji povecanje zelene fluorescence u odnosu na crvenu (porast F1/FL2), to oznacava
smanjenje mitohondrijalnog potencijala, odnosno pojavu depolarizacije mitohondrija. Sa druge
strane, povecanje crvene fluorescence u odnosu na zelenu (porast FL2/FL1), pokazatelj je
porasta mitohondrijalnog potencijala tj. hiperpolarizacije mitohondrija. Ukratko, po zavrsetku
inkubacije celije su tripsinizovane, i centrifugirane (500 g/5 minuta/22 °C), a nakon toga
Celijski talog je resuspendovan u 100 pl boje JC-1 (finalna koncentracija 5 pg/ml) rastvorene u
JC-1 vezujuc¢em puferu. Nakon inkubacije od 20 minuta na 37 °C Celije su oprane dva puta u 1
ml PBS-a da bi se uklonila nevezana boja. Na kraju procedure, Celije su resuspendovane u 500
ul PBS, a odnos zelene fluorescence monomera i crvene fluorescence agregata JC-1 boje
detektovan je protoCnom citometrijom. Rezultati su predstavljeni kao odnos crvene (FL2) i
zelene fluorescence (FL1). Porast FL2/FL1 odnosa u poredenju sa kontrolom ukazivao je na
povecanje mitohondrijalnog membranskog potencijala (hiperpolarizaciju), dok je smanjenje
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ovog odnosa ukazivalo na smanjenje mitohondrijalnog membranskog potencijlala
(depolarizaciju).

3.4.6. Odredivanje autofagije u ¢elijama

Promena broja i zapremine Kkiselih Ccelijskih vezikula ispitana je metodom protocne
citofluorimetrije nakon bojenja ¢elija pH senzitivnim bojama akridin oranzom (AO) i lizotreker
zelenim (eng. LysoTracker Green; LTG). Oba fluorohroma predstavljaju slabo bazne supstance
koje slobodno prolaze kroz cCelijske membrane pri neutralnoj pH, ali u organelama sa
poviSenom kiseloS¢u postaju protonovane Cime se njihov izlazak preko membrana
onemogucava. Pobudivanjem laserskim snopom svetlosti talasne duZine 488 nm u kontaktu sa
kiselim autolizozomima, AO emituje narandzasto-crvenu fluorescencu (FL3), dok pri
neutralnom pH, karakteristicnom za citoplazmu, ova fluorofora emituje zelenu fluorescencu
(FL1). Sa druge strane, intenzitet zelene fluorescence koju emituje LTG (FL1) se povecava
nakon ulaska ove boje u kisele vezikule. Ukratko, po zavrSetku inkubacije Celije su oprane sa
500 ul PBS-a, a potom bojene sa 1 uM AO tokom 15 minuta, odnosno 100 nM LTG u trajanju od
5 minuta. Nakon isteka naznacenih termina Celije su tripsinizovane, centrifugirane (500 g/5
minuta/22 °C) i oprane u 1ml PBS-a. Dobijeni talog ¢elija je resuspendovan u 500 pl PBS-a a
uzorci su analizirani na proto¢nom citofluorimetru. Izratunavanjem relativnog odnosa
intenziteta fluorescence u FL3 i FL1, kao i promene intenziteta zelene fluorescence (FL1)
ispituje se zakiSeljavanje citoplazme karakteristicno za proces autofagije. Rezultati su
predstavljeni kao odnos FL3/FL1, pri ¢emu njegovo povecanje u odnosu na kontrolne celije
(FL3/FL1=1) i pomeraj fluorescence FL1 u desno ukazuje na pove¢ano nagomilavanje kiselih
vezikula.

3.5. Imunoblot analiza

Aktivnost proteina znacajnih u procesu apoptoze i autofagije je ispitivana imunoblot metodom.
Razdvajanje proteina na osnovu molekulske mase iz ukupnog Celijskog ekstrakta je izvrSeno
denaturiSuc¢om elektroforezom na poliakrilamidnom gelu, dok je primenom osnovnih principa
antigen-antitelo reakcija omogucena njihova krajnja detekcija.

Nakon odgovarajucih tretmana, ¢elije miSjeg melanoma i humanog glioma su tokom 20
minuta lizirane na ledu u sveZe pripremljenom puferu za liziranje sa dodatkom inhibitora
proteaza i fostataza (30 mM Tris-HCI pH 8,0, 150 mM Nacl, 1% NP-40, 1 mM fenilmetansulfonil
fluorid (PMSF) i 20 ul/ml koktela proteaznih inhibitora, 2 mM natrijum vanadata — NazV041i 50
mM natrijum fluorida — NaF), a zatim centrifugirane na 14000 g/15 minuta/+4 °C. Dobijeni
supernatanti, odnosno ukupni €elijski lizati, su izdvojeni za dalju analizu i cuvani na -20 °C.

3.5.1. Odredivanje koncentracije proteina

SadrZaj proteina svakog pojedinacnog uzorka je odredivan metodom po Bradfordu (Bradford,
1976). Metoda je zasnovana na reakciji izmedu proteina i boje komazi briliant plavo (engl.
Coomassie Brilliant Blue G-250, CBB) u kiseloj sredini, $to kao posledicu ima prelazak CBB u
anjonski oblik i pomeraj apsorbancije iz crvene u plavu oblast vidljivog dela spektra. Intenzitet
razvijene plave boje i odgovarajuée vrednosti apsorbanci su proporcionalne koncentraciji
proteina u uzorku. Ukratko, uzorak proteina ukupnog Ccelijskog lizata je razblaZivan
dodavanjem Bradfordovog reagensa (0,1 mg/ml Coomassie Brilliant Blue G-250, 5% etanol,
10% H3PO4 u destilovanoj vodi) u odnosu 1:1000. Apsorbance su potom ocitavane na c¢itacu za
mikrotitracione plocCe pri talasnoj duZini od 570 nm (Sunrise; Tecan, Dorset, UK). Koncentracije
proteina su odredene poredenjem sa standardnom krivom koja je konstruisana na osnovu
apsorbanci dobijenih upotrebom poznatih koncentracija rastvora albumina seruma goveceta
(BSA; 5,10,151 20 mg/ml) sa CCB bojom.
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3.5.2. Priprema uzoraka i denaturiS$uca gel elektroforeza (SDS page)

Uzorci za razdvajanje proteina na poliakrilamidnom gelu pripremljeni su kuvanjem celijskih
ekstrakata uz dodatak odgovaraju¢e zapremine redukujuceg pufera (sastojci pufera nakon
kuvanja imali su finalne koncentracije: 2% natrijum dodecilsulfat, 10% glicerol, 2 mM 2-
merkaptoetanol, 0,002% bromofenol plavo, 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8) tokom 5 minuta na 100
°C. Na ovaj nacin izvrSena je denaturacija proteina dok su primenom natrijum dodecilsulfata
proteini obloZeni negativno naelektrisanim molekulima. Uzevsi u obzir da su nakon ovog
postupka svi proteini jednog uzorka postali negativno naelektrisani, bilo je moguce izvrSiti
njihovo razdvajanje samo na osnovu razlika u molekulskim masama. Da bi se sprecio nastanak
disulfidnih veza kod proteina koji su denaturisanu u pufer je dodavan 2-merkaptoetanola.

Razdvajanje proteina na osnovu razlika u molekulskim masama izvrSeno je metodom
denaturiSuce gel elektroforeze u 8%, 10% ili 12% poliakrilamidnom gelu. Gel za poravnanje
proteina (4% akrilamid/0,14% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8) u koji su
nalivani uzorci je nanoSen na gel za razdvajanje proteina (8% akrilamid/0,28% bisakrilamid,
10% akrilamid/0,34% bisakrilamid ili 12% akrilamid/0,41% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,375 M
Tris-HCI, pH 8,8). U gel za sabijanje proteina su nalivane iste koliine uzoraka (10-40 ug u
zavisnosti od analiziranog proteina). Polimerizacija gelova je omogucena dodavanjem
odgovarajucih katalizatora i to 0,05% amonijumpersulfata i 0,033% TEMED-a. Elektroforetski
pufer sastojao se iz 192 mM glicina, 0,1% SDS i 25 mM Tris-HCI, pH 8,3. Razdvajanje proteina
elektroforezom izvrSeno je pri konstantnom naponu tokom 90 minuta. Napon je odrzavan na
100 V privih 20 minuta razdvajanja, a nakon prolaska uzoraka kroz gel za poravnanje proteina,
napon je povecan na 150 V. Putovanje uzoraka je teklo do trenutka izlaska fronta boje
bromofenol plavo sa gela. Smesa referentnih proteina poznatih molekulskih masa u rasponu od
10 do 250 kDa - PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, US), naneta je na svaki gel da bi se odredile molekulske mase proteina od
interesa.

3.5.3. Imunoblot i detekcija proteina

Transfer proteina sa gelova na nitrocelulozne membrane (Hybond C, GE Healthcare, Little
Chalfont, UK) izvrSen je pomoc¢u aparature za polusuvi transfer — TE 70 Semi-dry transfer unit
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) neposredno nakon elektroforetskog razdvajanja.
Nitrocelulozne membrane su kratko drZane u puferu za transfer (192 mM glicin, 20% metanol
i 25 mM Tris-HCI, pH 8,3), dok su gelovi blago ispirani istim puferom. Na aparaturu je prvo
postavljen sloj filter papira visoke mo¢i adsorpcije natopljen puferom za transfer, zatim
nitrocelulozna membrana, potom gel i na kraju jo$S jedan sloj filter papira. Okretanjem
membrane ka pozitivnoj elektrodi, a gela prema negativnoj, uz primenu struje konstantne
jacine (0,8 mA/cm? membrane), omoguceno je putovanje negativno naelektrisanih proteina sa
gela ka pozitivnoj elektrodi. Proteini koji su putovali ka anodi su se na ovaj nacin zaustavljali i
vezivali za nitroceluloznu membranu. Transfer proteina se odvijao na sobnoj temperaturi u
trajanju od 90 minuta.

Nakon zavrsSetka transfera, delovi membrana od interesa su isecani i inkubirani u 5%
rastvoru odmaséenog mleka u Tris Puferu (20 mM Tris, 137 mM NacCl, pH 7,6) sa 0,05% Tween
20 deterdZenta (TBS-T) u trajanju od 45 minuta na sobnoj temperaturi. Na ovaj naCin blokirana
su mesta na membrani za koja bi primenjena antitela mogla nespecificno da se vezu. U daljem
postupku, membrane su inkubirane tokom noci sa primarnim zec¢jim antitelom od interesa, na
temperaturi od 4 °C uz konstantno sporo meSanje, ¢ime je omoguceno vezivanje za ciljne
proteinske determinante. Antitela su razblaZena u rastvoru za blokiranje u slede¢em odnosu:
1:600 za anti-p-p38, anti-p-JNK, anti-p-S6K; 1:900 za anti-LC3; 1:1000 za anti PARP-1, anti-p-
mTOR, anti-mTOR, anti-p-ERK, anti-ERK, anti-p-AMPK, anti-AMPK, anti-Beklin-1, anti-p-AKT,
anti-AKT, anti-p ULK1(Ser 757), anti-ULK1(Ser 757), anti-p38, anti-JNK, anti-S6K (sve od Cell
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Signalling Technology, Danvers, Massachusetts), anti-p62 (Novus Biologicals, Littleton,
Colorado), anti-CHOP (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas) i 1:2000 za anti-B-aktin (Cell
Signalling Technology, Danvers, Massachusetts, US). U nastavku procedure membrane su
ispirane u TBS-T puferu (3x10 minuta) i inkubirane tokom 60 minuta sa sekundarnim, kozjim
anti-ze¢jim IgG antitelom konjugovanim sa peroksidazom rena (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, Pennsylvania, US) koje je razblaZeno u puferu za blokiranje (1:8000).
Nakon isteka vremena, membrane su ispirane (3x10 minuta) u TBS-T puferu, a potom prelivane
supstratom za peroksidazu rena (ECL; GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, New Jersey)
tokom 3 minuta. Ovaj enzim je razlagao vodonik peroksid prisutan u supstratu na vodu i
kiseonik. Nastali kiseonik je oksidovao luminol iz supstrata pri ¢emu je nastajao 3-aminoftalat
i emitovana svetlosti. Intenzitet nastale hemiluminiscence, bio je proporcionalan koli¢ini
proteina vezanog za membranu i detektovan je pomocu automatskog detektora ChemiDoc
Immaging System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, US), a relativne opticke gustine
dobijenih imunoreaktivnih traka su interpretirane koriS¢enjem racunarskog programa Image
Lab (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, US). Aktivnost i ekspresija fosforilisane forme
mTOR, S6K, p38, ERK, JNK, AMPK, AKT i ULK1 (Ser 757) izraZena je u odnosu na totalne forme
navedenih proteina. Sa druge strane, ekspresija LC3-1I, Beklina-1 i CHOP proteina je izraZena u
odnosu na aktin.

3.6. Ultrastrukturna analiza Celija transmisionom elektronskom
mikroskopijom (TEM)

Analiza strukturnih obeleZja apoptoze i autofagije u Celijama miSjeg melanoma i humanog
glioma izvrSena je transmisionom elektronskom mikroskopijom. Za potrebe ove procedure
Celije su kultivisane u Petrijevim posudama prec¢nika 60 mm i nakon 24 h mirovanja tretirane
odgovaraju¢im agensima. Po isteku inkubacije, ¢elije u kulturi su paZzljivo odlepljivane od
podloge tripsinom, prebacivane u epruvete, centrifugirane (500 g/5 minuta/22 °C), a zatim
oprane 3 puta u 1ml PBS. Poslednje pranje Celija je izvrSeno pri manjoj brzini (200 g/10
minuta/22 °C). U nastavku procedure Celije su fiksirane 3% glutaraldehidom, a zatim ispirane
u kakodilatnom puferu (pH 7,3) 30 minuta. Naredni postupak podrazumevao je fiksiranje ¢elija
upotrebom 1% rastvora osmijum tetroksida tokom 60 minuta, a zatim jo$ jedno ispiranje u
kakodilatnom puferu. Kontrastiranje celija izvrSeno tokom no¢i u 0,5% vodenom rastvoru
uranil acetata na temperaturi od 4 °C. Nakon dehidratacije taloga u rastu¢im koncentracijama
etanola i propilenoksidu zapoceto je kalupljenje u epoksidnoj smoli (Epoxy Embedding Medium
kit, 45345, Merk Millipore, Burlington, Massachusetts, US). Uzorci su kalupljeni i suSeni tokom
24 h na temperaturi od 60°C, a zatim isecani na ultramikrotomu Leica UltraCut UCT (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). Dobijeni semi tanki isecci obojeni su toluidin plavim. Na
semi-tankim iseCcima su potom odabirani delovi za dobijanje ultra-tankih isec¢aka koji su
postavljani na bakarne mreZice, dok je kontrastiranje iseCaka izvrSeno pomocu uranil acetata i
olovo citrata. Analiza dobijenih uzoraka je izvrSena na Morgagni 268D elektronskom
mikroskopu (FEI, Hillsboro, Oregon, US).

3.7. Konfokalna fluorescentna mikroskopija

Prisustvo agregacije/punktuacije LC3 proteina koja se smatra obeleZjem autofagnog procesa
analizirano je konfokalnom fluorescentnom mikroskopijom. Svi metodoloski koraci su se
odvijali na sobnoj temperaturi osim ukoliko nije naznaceno drugacije. Na pocetku procedure
okrugle staklene plocCice prec¢nika 13 mm (VWR International, Radnor, Pennsylvania, US), su
oprane rastvorom 75% etanola, osuSene na plamenu Spiritusne lampe, a potom smeStene
polistirenske plo¢e sa 24 bunara. Celije su zasejavane i gajene na plo¢icama do dostizanja 60-
80% konfluentnosti, a na kraju odgovarajucih tretmana isprane PBS-om i potom fiksirane 4%
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paraformaldehidom (Hemofarm, Sabac, Srbija) u trajanju od 30 minuta. U nastavku, ¢elije su
permeabilizovane metanolom tokom 10 minuta i inkubirane 60 minuta sa blokiraju¢im
reagensom Kkoji je ¢inio 5% normalni kozji serum (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Germany) sa 0,1% natrijum azida (Merk Millipore, Burlington, Massachusetts, US). Nakon
pranja u PBS-u usledila je inkubacija sa primarnim ze¢jim anti-LC3 antitelom (Cell Signalling
Technology, Danvers, Massachusetts) (1:200) u blokiraju¢em reagensu tokom noc¢i na 4 °C u
vlaznoj kutiji. Celije su zatim prane 3x5 minuta u PBS-u i inkubirane sa sekundarnim Alexa Fluor
488 obelezenim magare¢im anti-ze¢jim IgG antitelom (Invitrogen, Paisley, UK) (1:500) u
trajanju od 90 minuta u vlaznoj kutiji. Po isteku vremena celije su oprane 3x5 minuta u PBS-u i
inkubirane sa 100 pg/ml RNAze (Merk Millipore, Burlington, Massachusetts, US) tokom 20
minuta. Nakon toga, Celije su obojene propidijum jodidom (1:3000) tokom 3 minuta i fiksirane
na ploc¢icama pomocu fiksacionog medijuma Flouromount-G (SouthernBiotech, Birmingham,
Alabama, US). Celije su analizirane konfokalnom skening mikroskopijom (Leica TCS SP2, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany), upotrebom PL APO 63x1,3 Glycerol HCX CS objektiva pomocu
Leica Confocal Software raCunarskog programa. Za svaki uzorak, ukupan broj LC3
agregata/punkta je analiziran na 3 nasumic¢no odabrana vidna polja sa 60 celija.

3.8. Odredivanje nivoa ekspresije iRNK gena znacajnih za apoptozu i
autofagiju

3.8.1. Izolacija RNK

Proces izolacije ribonukleinskih kiselina iz ¢elija miSjeg melanoma i humanog glioma je izvrSen
upotrebom TRI Reagent® (Merk Millipore, Danvers, Massachusetts). Ukratko, nakon
odgovarajucih tretmana, iz Celijskih kultura je uklanjan medijum, a ¢elije su lizirane sa 250 pl
TRI Reagent®. Celijski lizati su sakupljani u plasti¢ne epruvete (1.5 ml) (Eppendorf, Hamburg,
Germany) i inkubirani 5 minuta na sobnoj temperaturi, a po isteku vremena u lizate je dodato
50 pl hloroforma. U nastavku procedure, uzorci su vorteksovani, inkubirani 10 minuta na 4 °C,
a zatim centrifugirani (12000 g/15 minuta/4 °C). Po zavrsetku centrifugiranja u epruvetama je
doslo do obrazovanja gornje vodene faze koja je sadrzala RNK, intermedijarne faze sa DNK i
donje hloroformske faze sa proteinima ilipidima. Vodena faza je paZljivo sakupljana u plasti¢ne
epruvete u koje je naknadno dodata jednaka zapremina izopropanola. Sadrzaj epruveta je
resuspendovan, a Celije su ostavljene 30 minuta na sobnoj temperaturi i zatim centrifugirane
(12000 g/15 minuta/4 °C). Nakon centrifugiranja na dnu epruveta se formirao talog RNK.
Supernatanti su odstranjeni, a talog je opran u 70% etanolu i centrifugiran (7500 g/5 minuta/4
°C). Ovaj postupak je ponovljen jo$ jednom, a nakon potpunog odstranjivanja etanola pazljivim
pipetiranjem, talog RNK je suSen do uparavanja etanola i potom rastvaran u 20 pl destilovane
vode.

3.8.2. Reverzna transkripcija

Nakon odredivanja koncentracije RNK na aparatu GeneQuant pro RNA/DNA Calculator (Gemini
BV, Apeldroom, Netherlands), 1 pg RNK svakog uzorka je rastvaran u 15 pl vode sa 0,2 pg
nasumicnih heksamernih prajmera i dezoksinukleotida (Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, US) u finalnoj koncentraciji od 1 mM. Za iskljuCivanje
potencijalne kontaminacije, uzorak koji je sluZio kao negativna kontrola sadrzao je destilovanu
vodu umesto RNK. Nasumicno vezivanje prajmera za RNK omoguceno je inkubacijom rastvora
na 70 °C u trajanju od 10 minuta. Uzorci su potom inkubirani na ledu tokom 5 minuta. U
narednom koraku je svakom uzorku je dodavano po 4 pl pufera za reverznu transkripciju (5 x
First Strand Buffer) i M-MuLV reverzna transkriptaza (1 pl; 200 U/ul) (oba od Life Technologies,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, US). Uzorci su inkubirani 10 minuta na
temperaturi od 25 °C, a zatim 60 minuta na temperaturi od 42 °C na kojoj se odvijala reakcija
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reverzne transkripcije. Ova reakcija je prekinuta inkubacijom uzoraka na 70 °C tokom 10
minuta. Dobijena komplementarna DNK ¢uvana je na 4°C do upotrebe u reakciji lananog
umnozavanja.

3.8.3. Reakcija lancanog umnozavanja sa detekcijom proizvoda u realnom vremenu

Ekspresija gena znacajnih u procesima apoptoze i autofagije je ispitana metodom kvantitativne
reakcije lan¢anog umnoZavanja u realnom vremenu (engl. quantitive Real Time Polymerase
Chain Reaction, RT-qPCR). Analiza je uradena na Realplex2 Mastercycler aparatu (Eppendorf,
Hamburg, Germany) a za inkubaciju uzoraka upotrebljene su opticke ploCe sa 96 bunara
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, US). U skladu sa
preporucenim protokolom od strane proizvodaca upotrebljen je Maxima Hot start Master Mix
2x 1 komercijalno dostupni prajmeri i probe (sve od Thermo Fisher Scientific, Waltham
Massachusetts, US) za miSa p53-ushodno regulisani modulator apoptoze (engl. p53-
upregulated modulator of apoptosis, Puma; Mm00519268_m1), homolog fosfataze i tenzina
(engl. Phosphatase and tensin homolog, Pten; Mm00477208_m1), protein X povezan sa Bcl-2
(engl. Bcl-2 associated X protein, Bax; Mm00432051_m1), promoter smrti povezan sa Bcl-2
(engl. Bcl-2 associated death promoter, Bad; Mm00432042_m1), Bcl-2 homologni antagonist
ubica 1 (engl. Bcl-2 homologous antagonist killer 1, Bak1; Mm00432045_m1), B-Celijski limfom
2 (engl. B-cell lymphoma 2, Bcl-2; Mm00477631_m1), medijator ¢elijske smrti koji interaguje sa
Bcl-2 (engl. Bcl-2 interacting mediator of cell death, Bim; Mm00437796_m1), Bcl-xL (engl. B-cell
lymphoma-extra large, Bcl-xL; Mm00437783_m1), Survivin (engl. Baculoviral inhibitor of
apoptosis repeat-containing 5, Birc5/Survivin, Mm00599749_m1), protein 53 povezan sa
transformacijom (engl. Transformation-related protein 53, Trp53; Mm01731287_m1) Atg4b
(MmO00558047_m1), Atg5 (MmO00504340_m1), Atg7 (Mm00512209_m1), Atgl2
(Mm00503201_m1), protein povezan sa receptorom gama-aminobuterne Kkiseline (engl.
Gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein, Gabarap; Mm00490678_m1), Beklin-1
(Mm01265461_m1), p62/sekvestozoml  (engl. p62/Sequestozomel, p62/Sqstml;
MmO00448091_m1), a kao konstitutivno eksprimiran gen (engl. house-keeping gene) koriS¢ena
je 18s ribozomalna RNK (Rn18S; Mm03928990_g1). Takode, TagMan probe koriS¢ene su i za
humane uzorke i to ATF4 (engl. Activating transcription factor 4; Hs00909569_g1), ATG3 (Hs
00223937_m1), ATG13 (Hs00207186_m1), FOXO1 (engl. Forkhead box 01; Hs01054576_m1),
FOX03 (engl. Forkhead box 03; Hs00921424_m1), BIF-1 (engl. Bax-interacting factor 1;
Hs00211220_m1), AMBRA-1 (engl. The activating molecule in Beclin-1-regulated autophagy;
Hs00387943_m1), VPS-34 (Hs00176908_m1), FIP200 (engl. RB1-inducible coiled-coil protein 1,
Hs1089002_m1), UVRAG (engl. UV radiation resistance-associated gene protein;
Hs00163433_m1), RUBICON (engl. Run domain Beclin-1-interacting and cysteine-rich domain-
containing protein, RBCN; Hs00943565_m1), SQSTM1 (Hs00177654_.m1), BECNI1
(Hs00186838_m1) i 18s RNK kao konstitutivno eksprimirani gen (RN18S; Hs03928985_g1). Na
pocetku metode RT-PCR uzorci su inkubirani 2 minuta na 50 °C a zatim 10 minuta na 95 °C.
Reakcija lan¢anog umnoZzavanja je imala 40 ciklusa i to: 15 sekundi topljenja na temperaturi od
95 °C i 1 minut na temperaturi od 60 °C da bi se prajmeri vezali za DNK i da bi se DNK lanac
sintetisao. Zavrsni korak predstavljala je inkubacija na 60 °C tokom jednog minuta. Sve analize
su radene u duplikatu, a prag ciklusa Ct (engl. cycle of threshold) je podeSen na 0,1 relativnih
fluorescentnih jedinica. Relativna ekspresija gena je izrazena kao 2-ACt pri ¢emu je vrednost ACt
dobijena oduzimanjem prosec¢nih vrednosti kontrolnih duplikata konstitutivno eksprimiranih
gena (18s RNK) od prosecnih vrednosti duplikata gena od interesa (Ct). Rezultati su prikazani
kao relativna vrednost ACt u odnosu na kontrolu, koja je arbitrarno podeSena na vrednost 1.
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3.9. Transfekcija malom interferirajucom RNK

Smanjenje ekspresije gena od interesa je omoguceno primenom RNK interferencije. Za potrebe
eksperimentalnih procedura upotrebljene su sledece male interferiraju¢e RNK siRNA (engl.
small interfering RNA): za miSju Celijsku liniju LC3, Beklin-1 i AMPK siRNA, a za humanu ¢elijsku
liniju AMPK i p38 siRNA uz odgovarajuce kontrolne siRNA (sve od Qiagen, Valencia, California,
US). Obe celijske linije su gajene u Petrijevim posudama 100x20 mm u RPMI 1640 medijumu
sa dodatkom 5% fetalnog teleCeg seruma bez antibiotika i antimikotika do dostizanja 60%
konfluentnosti. Nakon toga, Celije su transfektovane upotrebom siRNA za gene od interesa i
odgovarajuc¢ih kontrolnih siRNA. Primenom Lipofektamina 2000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, US) povecana je efikasnost transfekcije i olakSan transport
interferiraju¢ih RNK kroz ¢elijsku membranu. Za rastvaranje oligomera siRNA i Lipofektamina
2000 je upotrebljen Opti-MEM, medijum sa redukovanim serumom i bez antibiotika. Dobijeni
rastvori siRNA i lipofektamina 2000 su pomeSani u istom zapreminskom odnosu inkubirani 20
minuta na sobnoj temperaturi ¢ime je omoguceno formiranje oligomer-lipofektamin
kompleksa. Prema preporuci proizvodaca, medijum u kojima su ¢elije odrzavane je zamenjen i
dodat je lipofektamin-siRNK kompleks (finalna koncentracija siRNA, 100 nM; lipofektamin
razblazen 600 puta). Celije u kulturi su inkubirane 8 h sa medijumom za transfekciju koji je
nakon toga zamenjen standardnim kultivacionim medijumom (RPMI 1640 sa 5% FCS i 1%
antibiotika/antimikotika). Nakon mirovanja tokom 24h, ¢elije su na ve¢ opisan nacin
pripremljene za ispitivanje vijabiliteta i imunoblot analizu.

3.10. Chou-Talalay metod

Tip interakcije (aditivni, sinergisticki ili antagonisticki) izmedu lizozomalnih inhibitora
autofagije analiziran je Chou-Talalay metodom (Chou i Talalay, 1984). Celije su inkubirane sa
razli¢itim dozama pojedinacnih inhibitora i njihovim kombinacijama, a vijabilitet celija
odredivan je kristal violet testom. Izracunavanjem vrednosti kombinatornog indeksa (za
aditivnu interakciju =1, sinergisticku <1, antagonisticku >1) upotrebom Chou-Talalay metode,
utvrden je tip interakcije izmedu bafilomicina, hlorokina i amonijum hlorida.

3.11. Statisticka analiza

StatistiCka znacajnost razlike analizirana je Studentovim t-testom za nezavisne uzorke ili
jednofaktorskom analizom varijanse (ANOVA) pra¢enom Student-Newman-Keuls-ovim testom
za viSe nezavisnih uzoraka. p vrednost koja je smatrana znacajnom bila je manja od 0,05 (*p <
0,05).
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Rezultati

4.1 LIA smanjuju vijabilitet celija miSjeg melanoma

U cilju ispitivanja citotoksicnosti LIA, B16 Celije miSjeg melanoma su inkubirane sa razli¢itim
koncentracijama bafilomicina, hlorokina i amonijum hlorida tokom 24 h ili 48 h. Merenjem
aktivnosti mitohondrijalne dehidrogenaze MTT testom i utvrdivanjem relativnog broja Celija
kristal violet testom pokazano je vremenski i dozno zavisno smanjenje vijabiliteta B16 ¢elija. U
poredenju sa ¢elijama koje su tretirane hlorokinom ili amonijum hloridom, citotoksic¢ni efekat
bafilomicina je ispoljen kasnije, sa zna¢ajnim smanjenjem vijabiliteta nakon 48 h (Slika 1). Za
potrebe eksperimenata opisanih u daljem tekstu koriS¢ena je polovina maksimalne inhibitorne
koncentracije (ICso) bafilomicina, hlorokina i amonijum hlorida (12,5 nM, 100 pM, i 75 mM)
osim ukoliko nije naglaSeno drugacije.
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Slika 1. Citotoksi¢nost LIA na ¢elijama melanoma

B16 celije su inkubirane sa razli¢itim koncentracijama BAF, CQ i AH tokom 24 h ili 48 h, a vijabilitet ¢elija
odreden je pomoc¢u MTT ili CV testa. Rezultati reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta prikazani
su kao srednje vrednosti + SD triplikata (*p < 0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na
netretirane cCelije).

4.2 LIA menjaju morfologiju Celija miSjeg melanoma

Uticaj LIA na morfoloSke karakteristike celija miSjeg melanoma je ispitivan inverznom
svetlosnom mikroskopijom 48 h nakon odgovaraju¢ih tretmana. U skladu sa prethodno
opisanim smanjenjem preZzivljavanja, zapazZeno je smanjenje broja Celija i pojava morfoloskih
osobenosti karakteristicnih za ¢elijsku smrt: smanjenje volumena, gubitak normalnog
poligonalnog oblika, pojava zaokrugljivanja i odvajanja ¢elija od podloge (Slika 2A). Ovakve
morfoloske promene zainteresovale su nas da detaljnije ispitamo uticaj LIA na strukturu cCelija
primenom transmisione elektronske mikroskopije. TEM analizom 32 h nakon tretmana svakim
pojedina¢nim inhibitorom otkriveno je jedno od karakteristicnih obelezja apoptoze -
kondenzacija hromatina u obliku prstena ili ogrlice (Slika 2B). Zajedno sa morfoloSkim
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promenama, TEM analiza potvrdila je citotoksi¢nost LIA na ¢elijama miSjeg melanoma i ukazala
na mogucnost da LIA indukuju apoptozu.

kontrola bafilomicin hlorokin

B,

) &

kontrola bafilomicin

T ——
—

2.5pum

25pum

hlorokin amonijum hlorid
Slika 2. Uticaj LIA na morfologiju i ultrastrukturne karakteristike melanomskih ¢elija
B16 (Celije tretirane su sa ICso BAF, CQ i AH. Celijska morfologija ispitana je nakon 48 h, invertnim
svetlosnim mikroskopom (A), ili transmisionom elektronskom mikroskopijom nakon 32 h (B).

4.3 LIA uzrokuju apoptozu celija miSjeg melanoma

Uzevsi u obzir rezultate dobijene analizom ultrastrukturnih morfoloskih promena B16 celija
koji su ukazali na sposobnost LIA da pokrenu apoptozu, u nastavku istrazivanja smo upotrebom
protoc¢ne citometrije Zeleli da ispitamo njihov uticaj na cCelijski ciklus i potvrdimo tip celijske
smrti koju izazivaju. Celijski ciklus, odnosno prisustvo fragmentirane DNK u B16 ¢elijama
izloZenim inhibitorima autofagije analizirani su primenom fluorohroma propidijum jodida koji
se vezuje za DNK. Analizom je otkriveno znacajno povecanje broja B16 ¢elija sa fragmentiranom
DNK, koje se na prikazanim histogramima nalaze u sub-Go/G1 odeljku ¢elijskog ciklusa (Slika
3A). Sa druge strane, prisustvo fosfatidil-serina na povrsini Celija melanoma kao obeleZja
apoptoze utvrdeno je primenom Aneksin V-FITC fluorohroma. Analiza proto¢nom
citofluorimetrijom je pokazala znacajno povecanje broja apoptotskih celija sa prisutnim
fosfatidil-serinom na spoljasnjoj strani membrane (Aneksin*PI- Celije) ve¢ nakon 16 h, sa jasnim
porastom nakon 32 h. Celije u kasnoj fazi apoptoze (Aneksin*PI* éelije), odnosno one sa
oStecenom cCelijskom membranom, zapaZene su nakon 48 h (Slika 3B, C). Dobijeni rezultati su
potvrdili da bafilomicin, hlorokin i amonijum hlorid indukuju apoptotsku smrt Celija miSjeg
melanoma.

4.4 LIA indukuju smrt ¢elija melanoma zavisnu od kaspaza

lako kaspaze mogu da imaju veliki znac¢aj u pocetnim, ali i kasnijim stadijumima apoptoze (Li i
Yuan, 2008), apoptotska celijska smrt neretko moZe da se odvija i nezavisno od ovih enzima
(Tait i Green, 2008). PoSto smo prethodno pokazali da LIA indukuju apoptozu, u nastavku
istrazivanja smo Zeleli da ispitamo ulogu kaspaza u ovom procesu kod B16 Ccelija.
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Citofluorimetrijskom analizom ¢elija obojenih pankaspaznim inhibitorom ApoStat nakon
inkubacije sa LIA otkriveno je povecanje intenziteta fluorescence ovog fluorohroma, sto je
ukazalo na indukciju aktivacije kaspaza (Slika 4A). Apoptoza posredovana kaspazama odigrava
se isecanjem nekoliko Kklju¢nih proteina neophodnih za normalno funkcionisanje ¢elija (Fischer
i sar,, 2003). PARP-1 protein, znacajan u remodelovanju hromatina i popravci oStecenog DNK
materijala, predstavlja jedan od glavnih supstrata kaspaza Cije se isecanje smatra obeleZjem
apoptoze (Kaufmannisar., 1993, Tewariisar., 1995). [z navedenog razloga je aktivnost kaspaza
u Celijama melanoma izloZenim dejstvu LIA potvrdena i posredno, imunoblot detekcijom
proteoliticke razgradnje PARP-1 (Slika 4B). Sa ciljem da detaljnije ispitamo direktni uticaj
kaspaza na celijsku smrt, B16 Celije izloZene LIA inkubirane su u prisustvu pankaspaznog
inhibitora QVD. Testovima vijabiliteta je utvrdeno znacajno smanjenje citotoksi¢nog efekta LIA
nakon primene pankaspaznog inhibitora, ¢ime je potvrdeno direktno ucesce kaspaza u procesu
apoptoze kod ¢elija melanoma (Slika 4C).
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Slika 3. LIA indukuju apoptozu u ¢elijama melanoma

B16 celije su inkubirane sa ICso svakog pojedinacnog inhibitora autofagije tokom 48 h. Metodom
protocne citometrije analiziran je celijski ciklus/prisustvo fragmentacije DNK u ¢elijama obojenim
propidijum jodidom (A), odnosno eksternalizacija fosfatidil-serina kod ¢elija obojenih Aneksin V-
FITC/propidijum jodidom (B, C). Prikazani su reprezentativni histogrami (A) i tackasti dijagrami (B) sa
procentima c¢elija u subGo/G: fazi celijskog ciklusa odnosno u ranoj/kasnoj fazi apoptoze iz dva
nezavisna eksperimenta sa sli¢nim rezultatima. (C) Podaci iz reprezentativnog od dva nezavisna
eksperimenta prikazani su kao srednje vrednosti + SD triplikata (*p < 0,05 oznacava statisti¢ki znac¢ajnu
razliku u odnosu na netretirane celije).

4.5 LIA uzrokuju depolarizaciju mitohondrija i oksidativni stres u
¢elijama miSjeg melanoma

Poznato je da aktivacija kaspaza moZe biti povezana sa oslobadanjem malih molekula iz
mitohondrija usled permeabilizacije mitohondrijalne membrane praene promenom
membranskog potencijala i oksidativnim stresom (Green i Reed, 1998, Kroemer i Reed, 2000,
Ly i sar.,, 2003). Iz navedenih razloga, u narednim eksperimentima je ispitivan uticaj LIA na
depolarizaciju mitohondrija i produkciju reaktivnih vrsta kiseonika u c¢elijama melanoma.
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Citofluorimetrijskom analizom ¢elija tretiranih LIA, a zatim obojenih katjonskom bojom JC-1
otkriveno je vremenski zavisno smanjenje odnosa intenziteta crvene (FL2) i zelene (FL1)
fluorescence, koje ukazuje na smanjenje mitohondrijalnog membranskog potencijala, odnosno
depolarizaciju mitohondrija (Slika 5A). Takode, primenom redoks-senzitivnih boja DHR (FL1)
i DHE (FL2Z) utvrdeno je povecanje fluorescence navedenih fluorohroma proporcionalno
povecanju ukupne produkcije reaktivnih oblika kiseonika (DHR), odnosno superoksidnih
anjona (DHE) kod B16 celija izloZenih dejstvu LIA (Slika 5B). Navedeni rezultati ukazuju da je
apoptoza B16 celija indukovana bafilomicinom, hlorokinom i amonijum hloridom prac¢ena
depolarizacijom mitohondrija i pojavom oksidativnog stresa.
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Slika 4. (levo) LIA indukuju apoptozu posredovanu
kaspazama kod B16 celija

Smrt zavisna od kaspaza pokazana je nakon inkubiranja B16
Celija sa ICsp svakog pojedinacnog  inhibitora
citofluorimetrijskom analizom ¢elija obojenih pankaspaznim
inhibitorom ApoStat nakon 32 h (A), imunoblot analizom
proteoliticke razgradnje PARP-1 proteina nakon naznacenih
vremenskih intervala (B), kao i merenjem vijabiliteta ¢elija
(CV test) u prisustvu i odsustvu pankaspaznog inhibitora QVD
(10 uM) nakon 48 h (C). Prikazani su histogram i blot iz
reprezentativnog od dva (A), odnosno tri eksperimenta (B),
dok su rezultati ¢elijskog vijabiliteta iz jednog od tri nezavisna
eksperimenta prikazani kao srednje vrednosti + SD triplikata
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Slika 6. LIA moduli$u ekspresiju iRNK
za razlicite pro- i anti-apoptotske
molekule

Ekspresija iRNK za pro-apoptotske i anti-
apoptotske molekule u B16 (elijama
tretiranim BAF (A) CQ (B) ili AH (C)
analizirana je metodom RT-gqPCR nakon
naznacenih vremenskih termina. Rezultati
reprezentativnog od dva nezavisna
eksperimenta prikazani su kao srednje
vrednosti + SD (*p < 0,05 oznacava
statistiCki znacajnu razliku u odnosu na
netretirane Celije C¢ija ekspresija je
prikazana isprekidanom linijom).

4.6 LIA na razlic¢it nacin reguliSu ravnotezu izmedu pro-apoptotskih i
anti-apoptotskih molekula u ¢elijama melanoma

Permeabilizacija membrane mitohondrija, kao jedan od klju¢nih dogadaja u procesu apoptoze,
regulisana je ravnoteZom izmedu pro-apoptotskih i anti-apoptotskih molekula (Kroemer i sar.,
2007). Iz tog razloga, u nastavku istrazivanja smo RT-qPCR analizom ispitivali efekat LIA na
ekspresiju iRNK razli¢itih pro-apoptotskih (Bad, Bak1, Bax, Bim, p53, Pten i Puma), odnosno
anti-apoptotskih (Bcl-2, Bcl-xL i Survivin) molekula u B16 ¢elijama. Analizom dobijenih
rezultata zapaZeno je da se kod celija tretiranih bafilomicinom nakon 4 h povecava nivo p53,
Puma i Bcl-xL iRNK, ali bez dostizanja statisticke znacajnosti (Slika 6A). Medutim, nakon 8 h,
ovaj inhibitor doveo je do znacajnog smanjenja ekspresije anti-apoptotskog molekula Bcl-2
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(Slika 6A). Sa druge strane, hlorokin i amonijum hlorid su nakon 8 h uzrokovali povecéanje
nivoa ekspresije iRNK pro-apoptotskih molekula Pten i Puma, kao i anti-apoptotskog Bcl-xL
(Slika 6B, C). Amonijum hlorid je pored navedenog doveo i do povecanja nivoa ekspresije iRNK
pro-apoptotskih molekula Bim i p53 (Slika 6C). Dobijeni rezultati potvrduju da su sva tri
inhibitora dovela do povecanja odnosa izmedu pro-apoptotskih i anti-apoptotskih molekula,
pri cemu je ovaj odnos kod tretmana hlorokinom i amonijum hloridom postignut pove¢anjem
ekspresije pro-apoptotskih, a kod ¢elija tretiranih bafilomicinom smanjenjem anti-apoptotskog
molekula.

4.7 LIA indukuju akumulaciju autofagozoma i autolizozoma u ¢elijama
melanoma

UzevSi u obzir uobicajenu upotrebu bafilomicina, hlorokina i amonijum hlorida kao
farmakoloSkih inhibitora autofagije, Zeleli smo da potvrdimo ovaj efekat LIA i na ¢elijama
miSjeg melanoma. Jedna od karakteristicnih promena kod c¢elija u kojima je autofagija
inhibirana jeste poveano nagomilavanje autofagnih vezikula sa nerazgradenim
citoplazmatskim sadrZajem (Klionsky i sar., 2012). Akumulacija autofagnih vezikula u ¢elijama
izloZenim dejstvu LIA ispitana je ultrastrukturnom analizom pomoc¢u transmisione elektronske
mikroskopije. Ovom analizom je uocena izrazZena vakuolizacija ¢elija uz prisustvo vezikula nalik
autofagozomima, prepoznatljivih po dvostrukoj membrani, kao i autolizozoma sa
jednostrukom membranom. Unutar vezikula je zapaZen razli¢it, uglavnhom nerazgraden
citoplazmatski materijal u kome je bilo i melanozoma karakteristicnih za celije melanoma
(Slika 7).
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Slika 7. LIA dovode do nakupljanja autofagnih vezikula u ¢elijama melanoma
TEM analiza melanomskih ¢elija inkubiranih sa LIA tokom 16 h pokazuje izrazenu vakuolizaciju i
vezikule nalik autofagozomima i autolizozomima sa slabo razgradenim citoplazmatskim sadrZajem.

4.8 LIA smanjuju unutarcelijsku Kiselost i dovode do inhibicije
autofagnog fluksa u ¢elijama melanoma

Jedan od pokazatelja inhibicije procesa autofagije, pored nakupljanja autofagnih vezikula jeste
promena pH vrednosti kiselih ¢elijskih odeljaka, pre svega lizozoma, kao i povecanje nivoa LC3-
II proteina usled smanjene razgradnje u autolizozomima. Iz navedenih razloga pomenuti
parametri su ispitivani u narednim eksperimentima. Promena unutarcelijske kiselosti B16
Celija inkubiranih sa LIA ispitivana je proto¢nom citofluorimetrijom upotrebom pH senzitivnih
fluorohroma akridin oranZa i LizoTrekera. Rezultati analize su pokazali da LIA dovode do
alkalizacije kiselih celijskih odeljaka, Sto se ogledalo smanjenjem odnosa intenziteta crvene
(FL3) prema zelenoj (FL1) fluorescenci AO kao smanjenjem zelene fluorescence LT (Slika 84,
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B). Takode, imunoblot analizom je potvrdeno da tretman inhibitorima dovodi do povecanja
unutarcelijskog sadrzaja LC3-II proteina (Slika 8C), glavnog markera autofagozoma, koji se
tokom procesa autofagije ujedno i razgraduje. Navedeni rezultati ukazuju da je smanjenje
kiselosti lizozoma uzrokovano LIA dovelo do inhibicije autofagne razgradnje (fluksa) i
posledi¢nog nakupljanja autofagozoma sa visokim sadrZajem nerazgradenog LC3-II proteina.
Takode, imunoblot analizom je zapaZeno da, iako su hlorokin i amonijum hlorid bili nesto
efikasniji u povecanju nivoa LC3-II proteina u odnosu na bafilomicin, inhibicija autofagije nije
zavisila od primenjene koncentracije inhibitora (Slika 8C).
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Slika 8. LIA izazivaju alkalizaciju lizozoma i inhibiraju autofagiju u ¢elijama melanoma

B16 celije su inkubirane sa ICso (A, B) ili razli¢itim koncentracijama (C) LIA. Kiselost lizozoma je
ispitivana nakon 4 h proto¢nom citometrijom kod ¢elija obojenih akridin oranZom (A) i Lizo-Trekerom
(B). (€) Nivoi LC3-II proteina ispitivani su nakon 8 h imunoblot metodom. Prikazani su histogrami i
imunoblotovi iz reprezentativnog od tri, odnosno dva nezavisna eksperimenta.

120

LC3-l
LC3-11 -
1001 = aktin| s———
§ siRNA: kont LC3
.80, R Slika 9. LIA indukuju smrt melanomskih ¢elija
3 — nezavisno od inhibicije autofagije
2 601 kS B16 (elije transfektovane su kontrolnom ili malom
:,_-Eu . interferiraju,éom RNK na LC3B protein, a potom tretirane
S 40- sa ICso LIA. Celijski vijabilitet utvrden je CV testom nakon
48 h, a rezultati reprezentativnog od tri nezavisna
20+ eksperimenta prikazani su kao srednje vrednosti + SD
triplikata (*p < 0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u
0 odnosu na netretirane celije).
@ BAF CQ AH @ BAF CQ AH
kontrolna siRNA LC3 siRNA

4.9 LIA indukuju apoptozu ¢elija melanoma nezavisno od inhibicije
autofagije

Brojna istrazivanja sprovedena do danas opisala su moguca preklapanja u mehanizmima
regulacije procesa apoptoze i autofagije i njihovu medusobnu interakciju (Eisenberg-Lerner i
sar., 2009, Gump i Thorburn, 2011). S tim u vidu, u daljem istraZivanju zanimalo nas je da
ispitamo potencijalni uticaj inhibicije autofagije na prezivljavanje ¢elija melanoma inkubiranih
sa LIA. Autofagija je blokirana ushodno od fuzije autofagozoma sa lizozomima, na nivou
stvaranja autofagozoma, inhibicijom ekspresije LC3B gena pomoc¢u male interferiraju¢e RNK, a
vijabilitet Celija je ispitivan kristal violet testom. Rezultati su pokazali da genetska inhibicija
LC3B nije dovela do znacajne promene u prezivljavanju B16 celija nakon tretmana svakim
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pojedinac¢nim inhibitorom, jer su i kontrolne i LC3B deficijentne ¢elije ispoljile veoma slicnu
osetljivost na LIA (Slika 9). Ovi podaci ukazuju na to da, iako postoji razlika u sposobnosti
inhibicije autofagije izmedu bafilomicina, hlorokina i amonijum hlorida, ovi inhibitori indukuju
apoptozu koja je nezavisna od inhibicije autofagije.

4.10 Lizozomalni katepsini su ukljuceni u ¢elijsku smrt izazvanu
hlorokinom, ali ne i bafilomicinom ili amonijum hloridom

lako su rezultati naSeg dosadasnjeg ispitivanja potvrdili da LIA inhibiraju autofagiju i da je smrt
B16 Celija nezavisna od ovog procesa, prethodno uoc¢eno smanjenje fluorescence pH senzitivnih
fluorohroma (AO i LT), izuzev inhibicije autofagije, moZe da nastane kao rezultat oStecenja
membrane lizozoma (Repnik i sar, 2016). Poznato je da permeabilizacija lizozomalne
membrane pracena oslobadanjem katepsina, proteaza ¢ija je osnovna uloga u razgradnji
proteina lizozoma, moZe da pokrene signale za apoptozu. Katepsini najceS¢e uzrokuju
permeabilizaciju membrane mitohondrija i dovode do posledi¢nog oslobadanja molekula
znacajnih za odvijanje apoptoze (Boya i Kroemer, 2008). Iz navedenih razloga, u nasem
istraZivanju smo testirali znacaj katepsina u citotoksi¢nosti LIA. Za potrebe ovog eksperimenta
Celije tretirane LIA inkubirane su u prisustvu ili odsustvu pepstatina A - inhibitora katepsina D,
i E 64 - inhibitora katepsina B, H i L. Analiza vijabiliteta Celija kristal violet testom pokazala je
da kombinacija ova dva inhibitora dovodi do delimi¢nog smanjenja citotoksi¢nog efekta
hlorokina, ali da nema uticaj na Celije tretirane bafilomicinom ili amonijum hloridom (Slika 10).
Dobijeni rezultati ukazuju da katepsini oslobodeni nakon permeabilizacije lizozoma ucestvuju
u apoptozi B16 cCelija izazvanoj hlorokinom, ali ne i bafilomicinom ili amonijum hloridom.

120 00 uM E64/P Slika 10. Hlorokin uzrokuje permeabilizaciju
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4.11 Citotoksicni efekat LIA je nezavisan od inhibicije mTOR kinaze u
¢elijama melanoma

Lizozomi predstavljaju organele sa vaZznom ulogom u katabolizmu intracelularnog i
ekstracelularnog materijala, a poslednjih godina je uo¢ena njihova znacajna interakcija sa serin-
treonin kinazom mTOR i uticaj na aktivnost ovog enzima u kontroli autofagije (Sancak i sar.,
2010, Puertollano, 2014). mTOR kinaza ispoljava plejotropnu funkciju u regulaciji Celijske
smrti. Sa jedne strane moZe da ucestvuje u Celijskom rastu i progresiji Celijskog ciklusa, a sa
druge da aktivira proces apoptoze (Asnaghi i sar., 2004, Schmeisser i Parker, 2019). Iz tog
razloga, u nastavku istraZivanja smo Zeleli da ispitamo potencijalni uticaj ove kinaze na
citotoksicnost posredovanu LIA u ¢elijama melanoma. Aktivacioni status mTOR-a je ispitan
imunoblot metodom, a rezultati su pokazali da sva tri inhibitora autofagije dovode do inhibicije
njegove fosforilacije (Slika 11A). U skladu sa ovim rezultatom detektovano je smanjenje
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aktivnosti p-S6 kinaze, nishodnog supstrata mTOR-a (Slika 11A). Da bismo utvrdili da li
inhibicija mTOR-a ima direktni uticaj na citotoksi¢ni efekat LIA, B16 celije inkubirane su sa
aktivatorom ove kinaze - leucinom. Analiza vijabiliteta pokazala je da leucin nije imao uticaj na
citotoksi¢nost LIA iako je doveo do delimi¢nog povecanja preZivljavanja celija tretiranih
rastu¢im dozama inhibitora mTORa - rapamicina (Slika 11B). Dakle, navedeni rezultati
ukazuju da je citotoksi¢no dejstvo LIA na B16 celije nezavisno od inhibicije mTOR-a.
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Slika 11. Citotoksicno dejstvo LIA na ¢elije melanoma ne zavisi od inhibicije mTOR-a

(A) B16 (elije su inkubirane sa ICso LIA, a fosforilacioni status mTOR kinaze odreden je imunoblot
analizom nakon 8 h. (B) B16 ¢elije inkubirane su sa ICso LIA ili rastu¢im dozama rapamicina u prisustvu
ili odsustvu aktivatora mTOR-a leucina (5 mM), a vijabilitet ¢elija ispitan je kristal violet testom nakon
48 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna
eksperimenta (*p < 0,051 #p < 0,05 oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na netretirane celije,
odnosno ¢elije inkubirane sa LIA/rapamicinom).

4.12 p38 MAPK razlicito deluje na citotoksicnost LIA u ¢elijama melanoma

Pored mTOR kinaze i superfamilija mitogen-aktiviranih protein kinaza (MAPK) kojoj pripadaju
p38 MAPK, ekstracelularnim signalom regulisana kinaza (ERK) i c-Jun N-terminalna kinaza
(JNK), takode ima vaznu ulogu u regulaciji ¢elijskog rasta, diferencijacije, apoptoze i autofagije
(Cargnello i Roux, 2011, Sui i sar., 2014). Kod c¢elija melanoma dodatno je opisan i znacaj
spontane aktivacije signalnog puta p38 MAPK i ERK u procesima migracije i rasta tumora in
vivo (Estrada i sar., 2009). Mali broj podataka koji se ticu uloge MAPK u citotoksi¢nosti LIA i
¢injenica da oni nikada nisu testirani u istim eksperimentalnim uslovima navela nas je da u
nastavku istrazivanja ispitamo aktivnost i ulogu MAPK u smrti melanomskih ¢elija inkubiranih
sa LIA. Nakon tretmana Ccelija pojedinacnim LIA, fosforilacioni status MAPK je ispitivan
imunoblotom. Rezultati analize pokazali su da sva tri inhibitora povecavaju aktivnost p38
MAPK (Slika 12A). Da bi detaljnije sagledali potencijalnu ulogu ove kinaze u citotoksi¢nosti
LIA, vijabilitet Celija je ispitivan u prisustvu selektivnog inhibitora p38 MAPK (SB203580).
Rezultati su pokazali da je SB203580 doveo do smanjenja citotoksi¢nog efekta bafilomicina, dok
je sa druge strane uzrokovao smanjenje vijabiliteta Celija tretiranih hlorokinom, odnosno
amonijum hloridom (Slika 12B). Na osnovu dobijenih podataka moze da se zakljuci da p38
MAPK ima znacajnu ulogu u citotoksi¢nosti bafilomicina, dok ispoljava zastitni efekat u ¢elijama
melanoma izloZenim dejstvu hlorokina i amonijum hlorida.
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Slika 12. Uloga p38 MAPK u citotoksi¢nom dejstvu LIA na ¢elije melanoma

(A) B16 celije su inkubirane sa ICsg LIA, a fosforilacija p38 MAPK analizirana je imunoblotom nakon 8 h.
(B) B16 ¢elije su inkubirane sa ICso LIA u prisustvu ili odsustvu inhibitora p38 MAPK - SB203580 (5
uM), a vijabilitet Celija ispitan je kristal violet testom nakon 48 h. Rezultati su prikazani kao srednje
vrednosti + SD triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p < 0,05 i #p < 0,05
oznacavaju statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane ¢elije, odnosno ¢elije inkubirane sa LIA).
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Slika 13. Uloga ERK u citotoksicnom dejstvu LIA na ¢elije melanoma

(A) B16 celije su inkubirane sa ICso LIA, a fosforilacija ERK analizirana je imunoblotom nakon 8 h. (B)
B16 celije su inkubirane sa ICso LIA u prisustvu ili odsustvu ERK inhibitora - PD98059 (20 pM), a
vijabilitet je ispitan CV testom nakon 48 h. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SD triplikata
iz reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p < 0,05 i #p < 0,05 oznacavaju statisticki znacajnu
razliku u odnosu na netretirane celije, odnosno ¢elije inkubirane sa LIA).

4.13 ERK stiti Celije melanoma od citotoksi¢nosti hlorokina

ERK je ¢lan MAP kinazne familije koji prevashodno ucestvuje u regulaciji ¢elijske proliferacije i
diferencijacije, ali pod odredenim uslovima moZe da ima i pro-apoptotska svojstva (Lu i Xu,
2006). Da bi se ispitala uloga ERK kinaze u smrti B16 ¢elija izazvanoj LIA, aktivnost ovog enzima
ispitana je imunoblot analizom statusa njegove fosforilacije. Rezultati su pokazali da je samo
kod C¢elija tretiranih hlorokinom doslo do povecanja aktivnosti ERK kinaze, dok kod ¢elija
izloZenih dejstvu bafilomicina i amonijum hlorida nije uocena razlika u fosforilaciji u odnosu na
netretirane Celije (Slika 13A). U skladu sa imunoblot analizom, primena selektivnog inhibitora
ERK (PD98059) dovela je do dodatnog smanjena vijabiliteta ¢elija izloZenih hlorokinu, dok nije
uticala na prezivljavanje Celija tretiranih bafilomicinom, odnosno amonijum hloridom (Slika
13B). Na osnovu ovih rezultata moZe se zakljuciti da ERK kinaza ima protektivnu ulogu u smrti
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B16 celija izazvanoj hlorokinom, dok sa druge strane ne utice na citotoksi¢nost bafilomicina i
amonijum hlorida.

4.14 JNK stiti ¢elije melanoma od citotoksi¢nosti amonijum hlorida

lako se JNK smatra MAP kinazom koja uobicajeno ucestvuje u pro-apoptotskim signalnim
putevima, istraZivanja su pokazala da ovaj enzim moZe imati i anti-apoptotsku funkciju u
zavisnosti od ¢elijskog tipa, prirode stimulusa i duzine njegovog trajanja, ali i u¢e$¢a drugih
signalnih molekula (Liu i Lin, 2005). U skladu sa navedenim, ispitivali smo ulogu JNK u
citotoksi¢nosti LIA. Imunoblot analiza je pokazala povecanje aktivnosti JNK enzima samo kod
B16 (¢elija inkubiranih sa amonijum hloridom (Slika 14A). Takode, inkubacija sa LIA u
prisustvu selektivnog inhibitora JNK (SP600125) prouzrokovala je, donekle neocekivano,
smanjeno preZivljavanje B16 celija. Sa druge strane, u skladu sa rezultatima imunoblota,
vijabilitet ¢elija tretiranih bafilomicinom ili hlorokinom se nije zna¢ajno promenio (Slika 14B).

Dobijeni podaci govore u prilog citoprotektivnoj ulozi JNK u smrti B16 ¢elija izazvanoj
amonijum hloridom.
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Slika 14. Uloga JNK u citotoksi¢nom dejstvu LIA na ¢elije melanoma

(A) B16 celije su inkubirane sa ICso LIA, a fosforilacija JNK analizirana je imunoblotom nakon 8 h. (B)
B16 celije su inkubirane sa ICso LIA u prisustvu ili odsustvu inhibitora JNK - SP600125 (10 puM), a
vijabilitet Celija ispitan je kristal violet testom nakon 48 h. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti
+ SD triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p < 0,05 i #p< 0,05 oznacavaju
statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane ¢elije, odnosno ¢elije inkubirane sa LIA).
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Slika 15. Uloga AMPK u citotoksi¢cnom dejstvu LIA na ¢elije melanoma

(A) B16 celije su inkubirane sa ICso LIA, a fosforilacija AMPK analizirana je imunoblotom nakon 8 h. (B)
B16 Celije su inkubirane sa ICso LIA u prisustvu ili odsustvu inhibitora AMPK, dorzomorfina (5 uM), a
vijabilitet Celija ispitan je kristal violet testom nakon 48 h. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti
+ SD triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p < 0,05 i #p < 0,05 oznacavaju
statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane ¢elije, odnosno Celije tretirane LIA).
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4.15 AMPK stiti Celije melanoma od citotoksicnosti bafilomicina

Poznato je da se energetska homeostaza i adaptacija na metabolicki stres u ¢elijama tumora
primarno postizu aktivacijom energetskog senzora AMPK, koji ostvaruje interakciju sa MAP
kinazama (Chaube i Bhat, 2016, Jeon, 2016). Uzevsi u obzir navedeno, u nastavku istrazivanja
smo ispitivali uceS¢e AMPK u citotoksi¢nosti posredovanoj LIA. Imunoblot analizom uocili smo
da je jedino bafilomicin uticao na povecanje fosforilacije AMPK (Slika 15A). Takode, primena
selektivnog AMPK inhibitora dorzomorfina dovela je do smanjenog prezivljavanja celija
tretiranih bafilomicinom, ali nije imala efekat na vijabilitet ¢elija izloZenih hlorokinu odnosno
amonijum hloridu (Slika 15B). Navedeni rezultati ukazuju da AMPK ispoljava protektivni
efekat u citotoksi¢nosti indukovanoj bafilomicinom.

4.16 LIA ispoljavaju medusobno antagonisticko dejstvo

Uzevsi u obzir do sada pokazane razlicite efekte lizozomalnih inhibitora na ¢elijama melanoma,
zanimala nas je interakcija njihovih citotoksi¢nih aktivnosti. Naime, iako je pokazano da
bafilomicin sprecava celijsku smrt indukovanu hlorokinom (Harhaji-Trajkovic i sar., 2012,
Pivtoraiko i sar., 2010), interakcije izmedu amonijum hlorida i bafilomicina, kao i izmedu
hlorokina i amonijum hlorida, nikada nisu izucavane. Da bi se ispitala priroda interakcije
izmedu razli¢itih LIA u citotoksi¢nom efektu kod B16 ¢elija kori$éen je Cou-Talalaj metod. Celije
su tretirane razli¢itim koncentracijama svakog inhibitora pojedina¢no i u kombinaciji sa druga
dva inhibitora, a Celijski vijabilitet je odreden nakon 48 h kristal violet bojenjem. Rezultati su
pokazali da je Cou-Talalaj kombinatorni indeks bio znacajno veéi od 1 pri rasponu efikasnosti
od 0,1-0,99 za svaku kombinaciju inhibitora (Slika 16A-C), Sto ukazuje na sposobnost LIA da
medusobno antagonizuju citotoksi¢ni efekat na ¢elijama misjeg melanoma.

4.17 LIA smanjuju vijabilitet U251 cCelija glioma

[ako dobijeni rezultati pruzaju uvid u mehanizme kojima LIA ostvaruju citotoksi¢ni efekat na
¢elijama miSjeg melanoma, ostaje nepoznanica da li ovi inhibitori upotrebljeni pod istim
eksperimentalnim uslovima ispoljavaju slican efekat i na humanim celijskim linijama tumora.
Zbog terapijskog izazova koji predstavljaju tumori centralnog nervnog sistema poput
glioblastoma multiforme, deo eksperimenata usmerenih na ispitivanje citotoksi¢nosti LIA
sproveden je na U251 c¢elijskoj liniji humanog glioma. Celije su tretirane rastuéim
koncentracijama svakog pojedinacnog inhibitora tokom 24 h ili 48 h, a vijabilitet celija je
odredivan MTT ili kristal violet testom. Rezultati analize su pokazali doznu i vremensku
zavisnost smanjenja vijabiliteta U251 ¢elija. UoCena razlika u odnosu na €elije miSjeg melanoma
odnosila se na povecanu osetljivost U251 ¢elija na bafilomicin, koji je svoje citotoksi¢no dejstvo
ispoljio nakon 24 h (Slika 17).

4.18 LIA menjaju morfologiju ¢elija humanog glioma

U skladu sa prethodno prikazanim rezultatima vijabiliteta, inhibitori autofagije doveli su i do
morfoloskih promena na ¢elijama humanog glioma. O¢ekivano, smanjeno preZivljavanje celija
bilo je praceno morfoloSkim promenama karakteristicnim za ¢elijsku smrt koja se ogledala u
gubitku normalnog poligonalnog oblika, pojave zaokrugljivanja i odlepljivanja celija od
podloge, slicno ¢elijama misSjeg melanoma (Slika 18). U eksperimentima opisanim u nastavku
koriS¢ena je polovina maksimalne inhibitorne koncentracije (ICso) bafilomicina (12,5 nM),
hlorokina (75 uM) i amonijum hlorida (75 mM), dobijena na osnovu rezultata testova
vijabiliteta.
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Slika 16. LIA medusobno antagonizuju citotoksi¢no dejstvo

B16 celije su inkubirane u prisustvu ili odsustvu razlic¢itih koncentracija svakog LIA pojedinacno i u
kombinaciji sa druga dva inhibitora. Celijski vijabilitet odreden je CV testom (A-C, levi panel). Cou-
Talalaj kombinatorni indeks (A-C, desni panel) izracunat je na osnovu rezultata dobijenih odredivanjem
¢elijskog vijabiliteta, a podaci su prikazani kao srednje vrednosti + SD iz reprezentativnog od tri
nezavisna eksperimenta (*p < 0,05 oznacava vrednosti koje se znacajno razlikuju od 1); *MNI -
medusobno neiskljuciva interakcija, MII - medusobno iskljuciva interakcija
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Slika 17. Citotoksi¢nost LIA na ¢elijama humanog glioma U251

U251 Celije su inkubirane sa razli¢itim koncentracijama BAF, CQ i AH kao $to je naznaceno, a vijabilitet
Celija meren je MTT ili CV testom nakon odgovarajucih vremenskih intervala. Rezultati su prikazani kao
srednje vrednosti triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta. (*p < 0,05 oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane ¢elije).

kontrola - bafilomicin hlorokin amonijum hlorid

Slika 18. LIA menjaju morfologiju U251 ¢elija
Morfologija U251 ¢éelija tretiranih bafilomicinom (12,5 nM), hlorokinom (75 pM) i amonijum hloridom
(75 mM) nakon 24 h ispitana je invertnim svetlosnim mikroskopom.

4.19 Obrazac aktivacije MAPK i AMPK signalnog puta u citotoksi¢cnom
dejstvu LIA na U251 ¢€elije humanog glioma

Uzevsi u obzir da farmakoloski inhibitori autofagije imaju razli¢ite mehanizme dejstva na
razli¢itim tipovima Celija, slicnosti i razlike u mehanizmima dejstva LIA izmedu celijskih linija
humanog glioma U251 i miSjeg melanoma B16 smo analizirali ispitivanjem aktivnosti i uloge
MAP kinaza i energetskog senzora AMPK. Aktivnost kinaza merena je imunoblot analizom, a
njihova uloga u citotoksi¢nosti LIA ispitana je upotrebom selektivnih enzimskih inhibitora.
Rezultati analize su pokazali da kod celija humanog glioma sva tri inhibitora dovode do
povecanja aktivnosti p38 MAPK (Slika 19A), slicno kao kod B16 ¢elija. Sa druge strane,
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promena aktivacionog statusa ERK i JNK kinaze odigrala se samo kod ¢elija izloZenih amonijum
hloridu (Slika 19A). Takode, za razliku od B16 ¢elija, kod ¢elija humanog glioma nijedan od
inhibitora nije uticao na fosforilaciju AMPK (Slika 19A). Rezultati CV testa su pokazali da je
primena selektivnog inhibitora p38 MAPK (SB203580) dovela do povecanje vijabiliteta U251
Celija tretiranih bafilomicinom, dok je povecala citotoksi¢ni efekat hlorokina i amonijum hlorida
(Slika 19B). Takode, citotoksi¢nost amonijum hlorida je poja¢ana primenom inhibitora ERK
(PD 98059) i JNK kinaze (SP600125), dok je ostala nepromenjena u slucaju bafilomicina
odnosno hlorokina (Slika 19B). U skladu sa rezultatima imunoblot analize, primena
selektivnog inhibitora AMPK, dorzomorfina, nije dovela do promena u citotoksi¢nosti LIA kod
¢elija humanog glioma (Slika 19B). Iz ovih rezultata moZe se zakljuciti da je slicno ¢elijama
miSjeg melanoma, kod U251 ¢elija p38 MAPK ucestvovala u citotoksi¢nosti bafilomicina, dok je
ispoljavala zastitni efekat kod celija tretiranih hlorokinom, odnosno amonijum hloridom. Sa
druge strane, ERK i donekle neocekivano JNK kinaza, su ispoljile protektivni efekat kod celija
humanog glioma tretiranih amonijum hloridom, dok nisu imale uticaj na prezivljavanje Celija
tretiranih bafilomicinom odnosno hlorokinom. Za razliku od protektivnog dejstva AMPK na
B16 cCelije izloZene bafilomicinu, ova kinaza nije imala uticaj na preZivljavanje celija U251
glioma tretiranih LIA. Svi navedeni rezultati ukazuju na drugaciji obrazac aktivacije i uloge MAP
kinaza u tretmanu LIA kod ¢elija humanog glioma u poredenju sa B16 ¢elijama.
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Slika 19. Uloga MAPK i AMPK u citotoksi¢nom dejstvu LIA na ¢elije U251 glioma

(A) U251 ¢elije su inkubirane sa bafilomicinom (12,5 nM), hlorokinom (75 uM) ili amonijum hloridom
(75 mM), a fosforilacija p38, ERK, JNK i AMPK analizirana je imunoblotom nakon 4 i 8 h. (B) U251 ¢elije
su inkubirane sa ICso LIA u prisustvu ili odsustvu inhibitora p38 MAPK - SB203580 (5 uM), inhibitora
ERK - PD98059 (20 uM), inhibitora JNK - SP600125 (10 pM) i inhibitora AMPK - dorzomorfina (5 puM).
Vijabilitet celija ispitan je kristal violet testom nakon 24 h. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti
+ SD triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p < 0,05 i #p < 0,05 oznacavaju
statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane ¢elije, odnosno Celije tretirane LIA).
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4.20 Pantoprazol smanjuje vijabilitet celija miSjeg melanoma

Neosporan znacaj farmakoloskih inhibitora autofagije u bazi¢nim istraZivanjima i rastuci
potencijal njihove upotrebe u klinickim ispitivanjima u leCenju maligniteta, namece stalnu
potrebu za pronalaZenjem i testiranjem novih supstanci koje bi mogle da ispoljavaju sli¢an
efekat. U novije vreme je pokazano da bi inhibitori protonske pumpe kao Sto je pantoprazol
mogli da zadovolje ove kriterijume. S obzirom na mehanizam dejstva slican bafilomicinu, Zeleli
smo da ispitamo da li i pantoprazol ispoljava sli¢an citotoksi¢ni efekat. 1z tog razloga, uticaj
pantoprazola na vijabilitet B16 ¢elija miSjeg melanoma ispitan je nakon inkubacije sa rastu¢im
koncentracijama ovog leka tokom 24 i 48 h. Primenom MTT i CV testa, sli¢no kao i kod tretmana
klasi¢nim LIA, pokazano je dozno i vremenski zavisno smanjenje vijabiliteta ¢elija inkubiranih
sa pantoprazolom (Slika 20). Na osnovu ovih rezultata odredene su srednje maksimalne
inhibitorne koncentracije (ICso) pantoprazola nakon 24 h (300 pM), odnosno 48 h (150 pM),
koje su koriS¢ene u ostalim eksperimentima sem ukoliko nije drugacije naglaSeno.
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Slika 20. Citotoksi¢ni efekat pantoprazola na B16 celijama

B16 celije su inkubirane sa razli¢itim koncentracijama pantoprazola kao $to je naznaceno, a vijabilitet
Celija je odreden MTT ili CV testom nakon 24 ili 48 h. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SD
triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p < 0,05 oznacava statisticki znacajnu
razliku u odnosu na netretirane celije).

4.21 Pantoprazol menja morfologiju ¢elija misSjeg melanoma

U skladu sa smanjenjem preZzivljavanja, kod celija tretiranih pantoprazolom uocene su i
morfoloSke promene karakteristi¢ne za ¢elijsku smrt: smanjenje volumena, zaokrugljivanje i
odlepljivanje ¢elija od podloge, slicno kao i kod klasi¢nih LIA (Slika 21). Iako su promene imale
jasna obeleZja ¢elijske smrti, svaki inhibitor, ukljucujuéi pantoprazol, je na ¢elijama melanoma
ostavio jedinstveni morfoloski potpis (Slika 2A, Slika 21). Ove razlike u morfolosSkim
promenama sugeriSu postojanje razlicitih citotoksi¢nih mehanizama, Sto je ve¢ pokazano u
slucaju bafilomicina, hlorokina i amonijum hlorida.

4.22 Pantoprazol izaziva fragmentaciju DNK i apoptozu celija miSjeg
melanoma

Nakon Sto smo utvrdili znacajne promene u vijabilitetu i morfologiji B16 ¢elija, u nastavku
istraZivanja Zeleli smo da ispitamo da li se, slicno ostalim LIA, u osnovi citotoksi¢nosti
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pantoprazola nalazi indukcija apoptoze. U skladu sa ovim ciljem, primenom protoc¢ne
citofluorimetrije ispitivani su efekti pantoprazola na tip ¢elijske smrti i ¢elijski ciklus B16 celija.
Pracenjem prisustva fosfatidil-serina na spoljaSnjoj strani celijske membrane upotrebom
fluorohroma Aneksin V-FITC i oSte¢enja membrane bojenjem DNK propidijum jodidom, uo¢ena
je pojava cCelija u ranoj (Aneksin*/PI), kao i onih u kasnoj fazi apoptoze (Aneksin*/PI*) (Slika
22A). Pro-apoptotsko dejstvo pantoprazola bilo je dozno i vremenski zavisno (Slika 22B).
Takode, analiza celijskog ciklusa nakon bojenja B16 ¢elija propidijum jodidom ukazala je na
povecano prisustvo Celija sa hipodiploidnim sadrzajem, odnosno fragmentiranom DNK, u sub-
Go/G1 odeljku prikazanih histograma (Slika 22C). Rezultati sprovedene analize kojom je
detektovano prisustvo Aneksin* Celija i fragmentacije DNK nakon tretmana pantoprazolom
potvrduju da, kao i klasi¢ni LIA, ovaj lek indukuje apoptozu.

Slika 21. Uticaj pantoprazola na
morfologiju B16 celija

Morfologija B16 ¢elija 24 h nakon tretmana
pantoprazolom (300 pM) ispitana je
invertnim svetlosnim mikroskopom.
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Slika 22. Pantoprazol indukuje apoptozu B16 ¢elija

(A) Tip celijske smrti odredivan je metodom proto¢ne citometrije nakon inkubacije B16 celija sa
pantoprazolom (150, 300 i 600 uM) nakon 16, 24 i 32 h. Prikazani su reprezentativni histogrami iz dva
nezavisna ekperimenta. (B) Procentualna zastupljenost Aneksin* Celija u navedenim vremenskim
tackama prikazana je kao srednja vrednost + SD iz dva nezavisna eksperimenta (*p < 0,05 oznacava
statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na netretirane celije). (C) Prisustvo fragmentacije DNK analizirano
je nakon 16 h proto¢nom citometrijom ¢elija obojenih propidijum jodidom. Prikazani su reprezentativni
tacCkasti dijagrami iz dva nezavisna eksperimenta.
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4.23 Pantoprazol izaziva oksidativni stres i aktivira kaspaze u ¢elijama
misSjeg melanoma

Indukcija apoptoze u ¢elijama je ¢esto prouzrokovana povecanjem produkcije reaktivnih vrsta
kiseonika (RVK) i posledi¢cnom aktivacijom kaspaza koje ucestvuju u razgradnji celijskih
proteina i fragmentaciji DNK molekula (Redza-Dutordoir i Averill-Bates, 2016). Da bi smo
ispitali da li pantoprazol dovodi do povecane produkcije RVK i aktivacije kaspaza u ¢elijama
miSjeg melanoma, primenjena je metoda protocne citofluorimetrije. Nakon bojenja redoks-
senzitivnom bojom dihidrodaminom, kod tretiranih ¢elija je uoc¢ena rana i vremenski zavisna
pojava produkcije RVK (Slika 23A). Takode, upotreba pankaspaznog inhibitora ApoStat
pokazala je da je paralelno sa maksimalnom produkcijom RVK, a pre pojave znacajnog broja
apoptotskih c¢elija, doSlo i do aktivacije efektorskih enzima apoptoze, kaspaza (Slika 23B).
Navedeni rezultati pokazuju da pantoprazol dovodi do apoptotske smrti ¢elija melanoma kojoj
prethode oslobadanje RVK i aktivacija kaspaza.
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Slika 23. Pantoprazol izaziva oksidativni stres i aktivira kaspaze u B16 ¢elijama

B16 ¢elije su inkubirane sa pantoprazolom (PPZ, 150 i 300 uM). Nakon bojenja sa fluorohromima DHR
i Apostat analizirano je prisustvo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (A) i aktivacije kaspaza (B) metodom
protocne citometrije. Rezultati su prikazani kao histogrami iz reprezentativnog od tri nezavisna
eksperimenta (gornji panel) i dijagrami relativnog porasta fluorescencije kiseoni¢nih vrsta/aktiviranih
kaspaza (donji panel) nakon naznacenih vremenskih intervala (*p < 0,05 oznacava statisticki znac¢ajnu
razliku u odnosu na netretirane celije).

4.24 Pantoprazol smanjuje unutarcelijsku Kiselost kod ¢elija miSjeg
melanoma

Pored svoje osnovne funkcije - inhibicije K*/H* ATPaze koja uCestvuje u regulaciji produkcije

Zeludacne kiseline (Shin i Sachs, 2008), pokazano je da pantoprazol, slicno bafilomicinu, utice i
na funkciju vakuolarne ATPaze (V-ATPaze), znacCajne za odrzavanje kiselosti organela sa
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niskom pH, pre svega lizozoma (Spugnini i sar., 2010, Pamarthy i sar., 2018). Zbog toga smo u
narednim eksperimentima ispitivali dejstvo pantoprazola na kisele ¢elijske odeljke upotrebom
protocne citometrije. U skladu sa tim, B16 Celije su inkubirane sa pantoprazolom, a potom
obojene pH senzitivnim fluorohrom - akridin oranz. Analiza je pokazala postepeno smanjenje
odnosa intenziteta crvene (FL3) i zelene (FL1) fluorescence AO tokom 4 h i 8 h, proporcionalno
inhibiciji intracelularne acidifikacije B16 celija (Slika 24). Dakle, dobijeni rezultati su potvrdili
da pantoprazol, kao i ostali LIA, smanjuje unutarcelijsku kiselost kod ¢elija miSjeg melanoma.
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Slika 24. Smanjenje intracelularnog pH nakon tretmana B16 ¢elija pantoprazolom

B16 cCelije su inkubirane sa pantoprazolom (PPZ, 300 pM). Kiselost lizozoma je ispitivana nakon 4 hili 8
h proto¢nom citometrijom Celija obojenih akridin oranZom. Prikazani su histogrami iz reprezentativnog
od dva nezavisna eksperimenta.

4.25 Pantoprazol povecava nivo LC3-1I i smanjuje nivo p62 u Celijama
miSjeg melanoma

Uzevsi u obzir uoCene slicnosti u mehanizmima citotoksicnosti i alkalizaciji kiselih odeljaka
izmedu pantoprazola i klasi¢nih LIA, Zeleli smo da ispitamo da li ovakva sli¢nost postoji i u
efektima na proces autofagije kod B16 celija. Naime, studije na nekoliko celijskih linija su
pokazale da, kao i klasi¢ni inhibitori lizozoma, lekovi poput pantoprazola mogu da inhibiraju
autofagiju (Udelnow i sar., 2011, Tan i sar., 2017) Medutim, postojanje podataka o moguc¢nosti
aktivacije procesa autofagije ovim lekom (Chueca i sar., 2016) baca senku na lako¢u tumacenja
njegovih efekata i namece potrebu za detaljnijim sagledavanjem ovog problema. Aktivnost
autofagije u B16 Celijama tretiranim pantoprazolom ispitana je imunoblot analizom konverzije
LC3-Iu marker autofagozoma LC3-II, kao i nivoa glavnog supstrata autofagije - kargo receptora
p62. Rezultati ove analize su pokazali dozno i vremenski zavisno povecanje nivoa LC3-II (Slika
25A), kao i pomalo neocekivano blago smanjenje nivoa p62, koji se razgraduje kada je
autofagija aktivirana (Slika 25B). Navedeni rezultati ukazuju na moguc¢nost da, suprotno
ocekivanju, pantoprazol dovodi do aktivacije procesa autofagije kod B16 celija.

4.26 Pantoprazol aktivira autofagni fluks u B16 celijama

Prilikom tumacenja prikazanih rezultata ne treba zaboraviti Cinjenicu da povecanje koli¢ine
LC3-II moZe da nastane kao posledica nagomilavanja autofagozoma usled njihovog pojacanog
stvaranja kada je autofagija aktivirana, ali i zbog blokade autofagije i nemoguénosti prelaska u
narednu fazu u kojoj bi se ovaj protein razgradio (Loos i sar., 2020). Sa druge strane, p62 je
ukljuen u mnogobrojne procese u Celiji i moZe biti i transkripciono modulisan (Alegre i sar.,
2018). Prema vazZecim preporukama za ispitivanje autofagije, jedan od nacina merenja njene
aktivnosti podrazumeva imunoblot analizu autofagnog fluksa primenom inhibitora proteolize
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kao Sto je bafilomicin (Klionsky i sar., 2021). Bafilomicin inhibira razgradnju LC3-II u
autolizozomima, tako da svako dodatno povecanje nivoa LC3-II potvrduje njegovo povecano
stvaranje, odnosno aktivaciju autofagije. Da bismo ispitali aktivnost autofagije analizom
autofagnog fluksa, B16 Celije tretirane pantoprazolom su inkubirane u prisustvu ili odsustvu
bafilomicina. Imunoblot analizom je utvrdeno vremenski zavisno povecanje nivoa LC3-II kod
Celija koje su tretirane kombinacijom bafilomicina i pantoprazola, u odnosu na one tretirane
samo pojedinacnim inhibitorom (Slika 26) Na ovaj nacin je potvrdeno da kod ¢elija miSjeg
melanoma pantoprazol zaista dovodi do povecanja autofagnog fluksa, odnosno aktivacije
autofagije.
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Slika 25. Pantoprazol indukuje konverziju LC3-I u LC3-11 i smanjuje nivo p62 u ¢elijama miSjeg
melanoma

B16 Celije su inkubirane sa pantoprazolom (150 i 300 uM). Nivoi LC3-II (A) i p62 proteina (B) ispitivani
su nakon naznacenih termina imunoblot metodom. Prikazani su blotovi iz reprezentativnog od tri (A),
odnosno dva (B) nezavisna eksperimenta.

Slika 26. Pantoprazol aktivira autofagni
fluks u ¢elijama miSjeg melanoma

B16 celije tretirane pantoprazolom (300 uM)
LC3-ll/aktin 1 3,9 3,4 63 1 18,9 6,14 21,7 inkubirane su u prisustvu ili odsustvu
bafilomicina (20 nM). Nivoi LC3-II proteina su
. ispitivani nakon 2 h i 4 h imunoblot metodom.
LN | - W | D))o ;0ni su blotovi iz jednog od dva nezavisna

PPZ = = & % . eksperimenta sa sli¢nim rezultatima.
BAF - + - + -+ - o+
2h 4h

LC3-I
LC3-[[# s & & . & == o

4.27 Pantoprazol u ¢elijama melanoma povecava ekspresiju klju¢nih gena
koji regulisu autofagiju

Regulacija autofagije kao glavnog katabolickog procesa eukariotskih ¢elija posredovana je
grupom evolutivno konzervisanih Atg proteina. Skoro svi Atg proteini su neophodni za
nastanak autofagozoma, pocev od formiranja fagofore do njenog zatvaranja, pa sve do spajanja
sa lizozomima (Levine i Kroemer, 2019). Iako uglavnom regulisana post-translaciono,
modifikacijom i medusobnom interakcijom Atg proteina, indukcija autofagije je ¢esto pracena
povecanjem transkripcije Atg gena. Stoga je u nastavku eksperimenata RT-qPCR analizom
ispitana ekspresija glavnih autofagnih gena u B16 celijama tretiranim pantoprazolom. Uo¢eno
je statistic¢ki znacCajno povecanje nivoa iRNK za Atg12, koji je glavni medijator u kompleksima
odgovornim za formiranje autofagnih vezikula, lipidaciju proteina Gabarap familije i njihovo
vezivanje za membranu autofagnih vezikula. U skladu sa povecanjem Atg12, u istoj vremenskoj
tacki otkriveno je povecanje nivoa iRNK za Gabarap, koji ucestvuje u biogenezi vezikula i
odvajanju sadrZaja citoplazme koji ¢e biti razgraden u autolizozomima. Sa druge strane,
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paralelno sa smanjenjem p62 proteina detektovanim imunoblotom, zapaZeno je povecanje
ekspresije gena ovog glavnog kargo receptora i selektivnog supstrata autofagne proteolize
(Slika 27). Dobijeni rezultati govore u prilog transkripcione aktivacije autofagije u celijama
melanoma tretiranim pantoprazolom.
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relativna ekspresija iRNK

Slika 27. Pantoprazol povecava ekspresiju klju¢nih gena za regulaciju autofagije u B16 celijama
Ekspresija iRNK za klju¢ne regulatore autofagije u B16 celijama tretiranim pantoprazolom (300 uM)
analizirana je RT-qPCR metodom u naznacenim vremenskim tackama. Rezultati su prikazani kao
srednje vrednosti + SD iz dva nezavisna eksperimenta (*p < 0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na ekspresiju u netretiranim ¢elijama, koja je arbitrarno podeSena na vrednost 1).

4.28 Pantoprazol aktivira AMPK i inhibira AKT/mTOR u B16 celijama

Pored Atg molekula u regulaciji autofagije veliki znacaj imaju energetski senzori stresa koji ¢ine
sastavni deo AMPK/AKT/mTOR signalnog puta. Ukratko, u stresnim uslovima dolazi do
aktivacije AMPK, koja inhibira mTOR i tako aktivira autofagiju. Aktivhost AKT pozitivno
reguliSe mTOR kinazu koja fosforiliSe svoje nishodne supstrate, S6 kinazu i ULK1, tacnije
njegovu aminokiselinu serin na poziciji 757, Sto dovodi do inhibicije autofagije (He i Klionsky,
2009). Uzevsi u obzir navedeno, u nastavku istraZivanja je ispitivan uticaj pantoprazola na
AMPK/AKT/mTOR signalni put u B16 celijama. Imunoblot analizom je pokazano da
pantoprazol dovodi do povecanja fosforilisane forme energetskog senzora AMPK (Slika 28). Sa
druge strane, uz smanjenu aktivnost AKT kinaze detektovano je i smanjenje fosforilacije
nishodnih supstrata mTOR-a, S6K i ULK1 (Ser757) (Slika 28). Takode, otkriveno je i povecanje
nivoa Beklina-1, koji ima centralno mesto u indukciji autofagije. Navedeni rezultati ukazuju da
je kod celija melanoma pantoprazol verovatno pokrenuo autofagiju aktivacijom AMPK i
inhibicijom AKT/mTOR signalnog puta.
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Slika 28. Pantoprazol aktivira AMPK i inhibira AKT/mTOR signalni put
Status aktivacije AMPK/AKT/mTOR signalnog puta kod B16 ¢elija tretiranih pantoprazolom (300 pM)
odreden je imunoblot metodom. Prikazani su blotovi iz jednog od dva eksperimenta sa sli¢nim

rezultatima.
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Slika 29. AMPK i Beklin-1 Stite B16 ¢elije od citotoksi¢nosti pantoprazola

B16 cCelije su transfektovane kontrolnom ili malom interferiraju¢om RNK za AMPK (A) ili Beklin-1 (B),
a potom tretirane razli¢itim dozama pantoprazola kao $to je naznaceno. Celijski vijabilitet utvrden je CV
testom nakon 24 h. Rezultati reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta prikazani su kao srednje
vrednosti + SD triplikata (*p < 0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na Ccelije
transfektovane kontrolnom siRNA bez pantoprazola; #p < 0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na ¢elije transfektovane kontrolnom siRNA tretirane odgovaraju¢om dozom pantoprazola).

4.29 AMPKI Beklin-1 Stite celije miSjeg melanoma od citotoksi¢nosti
pantoprazola

Poznato je da AMPK i Beklin-1 indukcijom protektivne autofagije Stite tumorske celije od
citotoksicnosti hemioterapeutika (Li i Chen, 2017, Wu i sar., 2019). Sa druge strane, i AMPK i
Beklin-1 mogu da imaju antitumorsko dejstvo u odredenim okolnostima (Okoshi i sar., 2008,
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Huang i sar., 2014). Iz navedenih razloga, a uzevsi u obzir rezultate prethodne imunoblot
analize, naredni eksperimenti su bili usmereni na rasvetljavanje uloge AMPK i Beklina-1 u
citotoksi¢nosti pantoprazola kod B16 Celija. Ekspresija AMPK i Beklina-1 inhibirana je
primenom RNK interferencije, Celije su tretirane pantoprazolom, a njihov vijabilitet je ispitan
pomocu Kristal violet testa nakon 24 h. Rezultati su pokazali da je inhibicija AMPK i Beklina-1
dodatno smanjila vijabilitet B16 Celija izloZenih pantoprazolu (Slika 294, B), sli¢cno prethodno
uoCenim efektima bafilomicina. Navedeni rezultati ukazuju da AMPK i Beklin-1 imaju zastitni
efekat u citotoksi¢nosti indukovanoj pantoprazolom, najverovatnije indukcijom
citoprotektivne autofagije.
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Slika 30. Autofagija indukovana pantoprazolom kod B16 ¢elija je citoprotektivna

B16 celije su inkubirane u prisustvu ili odsustvu lizozomalnih inhibitora autofagije BAF (5 nM), CQ (10
uM) ili AH (10 mM), a zatim tretirane pantoprazolom (PPZ, 150 uM). Vijabilitet Celija odreden je CV
testom nakon 48 h. Rezultati reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta prikazani su kao srednje
vrednosti + SD triplikata (*p < 0,05 i #p <0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na
netretirane Celije, odnosno ¢elije tretirane samo pantoprazolom).

4.30 LIA stimulisu citotoksi¢no dejstvo pantoprazola na ¢elije miSjeg
melanoma

Kod tumora, autofagija se Cesto smatra macem sa dve oStrice, a njena uloga naziva
paradoksalnom jer, u zavisnosti od celijskog tipa i vrste stimulusa, ona moZe da bude
citoprotektivna ili citotoksicna (Folkerts i sar., 2019). Medutim, ne treba izostaviti moguc¢nost
da modulacija autofagije ne mora da nuzno da utice na ishod preZivljavanja Celija (Gewirtz,
2014). Ove vaZne karakteristike namecu kao obavezu pazljivo proucavanje uloge autofagije u
progresiji tumora i modulacije ovog procesa u novim pristupima lecenju maligniteta. U skladu
sa pomenutim, Zeleli smo da dodatno ispitamo ulogu autofagije u citotoksicnom dejstvu
pantoprazola na Celije melanoma. Da bismo ispunili navedeni cilj, inhibirali smo kasnu fazu
autofagije upotrebom lizozomalnih inhibitora autofagije - bafilomicina, hlorokina i amonijum
hlorida upotrebom netoksi¢nih doza za koje je ranije potvrdeno da inhibiraju autofagiju
(Bosnjak i sar., 2014). Ukratko, ¢elije miSjeg melanoma su inkubirane sa ili bez farmakoloskih
inhibitora, a potom tretirane pantoprazolom. Stepen prezivljavanja Celija je odreden primenom
CV testa. Nakon 48 h uoceno je znacCajno smanjenje vijabiliteta B16 Celija u kombinaciji sa
svakim pojedina¢nim LIA u odnosu na Celije tretirane samo pantoprazolom (Slika 30). Ovako
dobijeni rezultati potvrduju da je autofagija pokrenuta pantoprazolom u celijama miSjeg
melanoma citoprotektivna.
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4.31 p38 MAPK ne utice na citotoksi¢nost pantoprazola u ¢elijama misjeg
melanoma

0d svih ispitanih MAPK, po svojoj sposobnosti da moduliSe citotoksi¢nost LIA posebno se istice
p38 MAPK. Ova kinaza moZe da ima dvostruku ulogu u procesu autofagije kao njen pozitivni ili
negativni regulator, u zavisnosti od vrste stimulusa i stepena aktivacije signalnih puteva u
kojima ucestvuje (Webber, 2010). Sa druge strane, povezanost AMPK i MAPK kinaza u
citotoksicnosti i regulaciji procesa autofagije je pokazana u razliCitim eksperimentalnim
modelima (Qiang i sar., 2013, Kim i Kim, 2019). Iz navedenih razloga je u daljem toku
istraZivanja ispitivano uceS¢e p38 MAPK u citotoksicnom dejstvu pantoprazola na celije
melanoma. Aktivnost p38 MAPK je odredena imunoblot metodom, a rezultati analize su
pokazali da nakon inkubacije sa pantoprazolom ne dolazi do znacajne promene nivoa ovog
enzima u odnosu na kontrolne celije (Slika 31A). Takode, u skladu sa ovim rezultatom je bilo
zapazeno i odsustvo promene citotoksi¢nog efekta pantoprazola nakon primene selektivnog
inhibitora p38 MAPK, (SB203580), sSto je pokazano CV testom (Slika 31B). Navedeni rezultati
pokazuju da p38 MAPK nema znacajnu ulogu u efektima pantoprazola na celije miSjeg
melanoma.
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Slika 31. Uloga p38 MAPK u citotoksi¢nosti indukovanoj pantoprazolom kod B16 ¢elija

(A) B16 Celije su inkubirane sa ICso pantoprazola (PPZ), a fosforilacija p38 MAPK odredena je imunoblot
analizom nakon 4 ili 8 h. (B) B16 ¢elije su inkubirane sa pantoprazolom (300 pM) u prisustvu ili
odsustvu inhibitora p38 MAPK - SB203580 (1,25 pM), a vijabilitet ¢elija ispitan je kristal violet testom
nakon 24 h. Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti * SD triplikata iz reprezentativnog od tri
nezavisna eksperimenta (*p < 0,05 oznacava statistiCku znacajnost razlike u odnosu na netretirane
celije).

4.32 Pantoprazol ispoljava citotoksicno dejstvo i dovodi do morfoloskih
promena kod celija humanog glioma

Detaljno sagledavanje molekularnih mehanizama citotoksi¢nosti je neophodan korak u
evaluaciji efekata odredenog leka. Sa druge strane, izuzetno je vazno ovakve efekte ispitati i na
populaciji humanih ¢elija zbog fundamentalnih razlika izmedu vrsta, a posebno ukoliko se radi
o maligno transformisanim ¢elijama tesko izlecivih ili neizleCivih tumora. Iz navedenih razloga,
u narednim eksperimentima su ispitivani efekti pantoprazola na ¢elijskoj liniji humanog glioma
U251. Sli¢no B16 celijama, U251 celije su izlagane rastu¢im dozama pantoprazola tokom 24 h
ili 48 h, a promene u vijabilitetu su ispitivane upotrebom MTT i CV testa i posmatranjem ¢elija
fazno-kontrastnom mikroskopijom. Dobijeni rezultati su jasno pokazali da pantoprazol
ispoljava dozno i vremenski zavisno citotoksi¢no dejstvo (Slika 32A) i dovodi do morfoloskih
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promena u vidu zaokrugljivanja, smanjenja volumena ¢elija i njihovog odlepljivanja od podloge
(Slika 32B), sli¢no kao kod B16 ¢elija.
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Slika 32. Pantoprazol smanjuje preZivljavanje i menja morfologiju U251 celija

U251 celije su inkubirane sa razli¢itim koncentracijama pantoprazola kao $to je naznaceno, a vijabilitet
Celija je odreden pomoc¢u MTT ili CV testa nakon odgovarajuc¢ih vremenskih intervala. Rezultati su
prikazani kao srednje vrednosti + SD triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p <
0,05 oznacava statisticku znacajnost razlike u odnosu na netretirane ¢elije). (B) Morfologija U251 ¢elija
24 h nakon tretmana pantoprazolom (300 uM) ispitana je invertnim svetlosnim mikroskopom.

4.33 Pantoprazol u ¢elijama humanog glioma indukuje apoptozu,
oksidativni stres i aktivaciju kaspaza

Detaljniji uvid u prirodu citotoksi¢nog dejstva pantoprazola kod U251 celija dobijen je
odredivanjem tipa Celijske smrti, citometrijskom analizom C¢elijskog ciklusa, ispitivanjem
oksidativnog stresa, kao i posmatranjem efekta na aktivaciju kaspaza. Dvostrukim bojenjem
tretiranih U251 celija pomoc¢u Aneksina-V i propidijum jodida utvrdeno je vremenski zavisno
nakupljanje Aneksin-pozitivnih ¢elija karakteristi¢nih za ranu i kasnu apoptozu (Slika 334, B),
kao i ¢elija sa hipodiploidnim sadrzajem, odnosno fragmentiranom DNK (Slika 33C). Takode je
uoceno, upotrebom fluorescentnih boja DHR i Apostat, da je tretman celija pantoprazolom
doveo do dozno i vremenski zavisne produkcije reaktivnih vrsta kiseonika (Slika 33D) i
aktivacije kaspaza (Slika 33E). Navedeni rezultati pokazuju da, slicno kao kod B16 Ccelija,
pantoprazol u ¢elijama U251 glioma indukuje apoptozu pra¢enu produkcijom reaktivnih vrsta

kiseonika i aktivacijom kaspaza.
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Slika 33. Pantoprazol dovodi do apoptoze U251 ¢elija
Tip Celijske smrti U251 Celija odredivan je metodom protocne citometrije nakon 16, 24 i 32 h inkubacije
sa pantoprazolom (PPZ, 150, 300, 600 uM) (A), dok je procentualna zastupljenost Aneksin* celija
prikazana na dijagramu (B). Celijski ciklus/prisustvo fragmentacije DNK sadrZaja nakon 16 h (C),
prisustvo RVK (D) i aktivacije kaspaza (E) U251 ¢elija tretiranih pantoprazolom (150, 300 puM),
analiziran je prototnom citometrijom upotrebom PI, DHR ili ApoStat fluorohroma. Prikazani su
reprezentativni tackasti dijagrami sa procentualnim brojem ¢elija u ranoj i kasnoj apoptozi (A), odnosno
histogrami sa procentom ¢elija u sub-Go/G1 fazi ¢elijskog ciklusa (C), RVK (D) i aktiviranim kaspazama
(E). Rezultati na dijagramima (B, D, E) su prikazani kao srednje vrednosti * SD triplikata iz

reprezentativnog od dva nezavisna eksperimenta (*p < 0,05 oznacava statisti¢ki znacajnu razliku u
odnosu na netretirane celije).
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4.34 Pantoprazol aktivira autofagiju u ¢elijama humanog glioma U251

Uzevsi u obzir prethodno zapaZene sli¢nosti u citotoksicnosti pantoprazola izmedu celijskih
linija miSjeg melanoma i humanog glioma, Zeleli smo da ispitamo da li ove sli¢nosti postoje i u
uticaju na proces autofagije. Zaista, kao kod B16 c¢elija, imunoblot analizom zapaZena je
vremenski i dozno zavisna konverzija glavnog markera autofagije, LC3-I u LC3-II. Medutim, za
razliku od ¢elija miSjeg melanoma, kod tretiranih u odnosu na kontrolne Celije glioma nije
uoCena znacajna promena u nivou p62 (Slika 34A). Uzevsi u obzir da na osnovu dobijenih
rezultata ne moZe da se donese zakljucak o aktivnosti autofagije, ovaj proces je inhibiran
koriS¢enjem bafilomicina, a zatim je posmatran nivo konverzije LC3-I u LC3-II kao merilo
autofagnog fluksa. Nakon tretmana ¢elija pantoprazolom u prisustvu ili odsustvu bafilomicina,
imunoblot analizom je zapaZeno blago povecanje LC3-II u naznacenim vremenskim intervalima
(Slika 34B). Za potvrdu statusa autofagije izvrSena je i analiza ¢elija pomo¢u konfokalne
mikroskopije 4 h nakon odgovaraju¢ih tretmana, brojanjem LC3-II pozitivnih punkta u
citoplazmi. Rezultati su pokazali povecanje broja i intenziteta zelene fluorescence detektovanih
punkta kod ¢elija tretiranih kombinacijom bafilomicina i pantoprazola u poredenju sa ¢elijama
tretiranim svakim agensom pojedinacno. Prikazani rezultati ukazuju da pantoprazol indukuje
autofagijuiu U251 ¢elijama.

4.35 Pantoprazol povecava ekspresiju kljucnih Atg gena u U251 ¢elijama

Sa ciljem otkrivanja mehanizama indukcije autofagije, u nastavku istraZivanja je ispitivan efekat
pantoprazola na ekspresiju Atg gena u U251 ¢elijama. Primenom RT-qPCR analize nakon 1 ili 2
h inkubacije sa pantoprazolom zapaZeno je statisticki znacajno povecanje nivoa iRNK za Atg13
i FIP200, koji u€estvuju u nastanku fagofora. Slicno je bilo i sa iRNK za UVRAG, AMBRA1 i Vps34,
koji takode ucestvuju u inicijaciji nastanka autofagozoma. Medu genima sa poviSenom
ekspresijom su detektovani i Sqgstm1 odnosno p62, kao i transkripcioni faktor Atf4 koji se
smatra transkripcionim aktivatorom autofagije (Slika 35). IzraZeno povecanje tokom sva tri
vremenska intervala je zapaZeno kod Foxo3 - regulatora transkripcije nekoliko razli¢itih
autofagnih gena. Ovi rezultati govore da, u poredenju sa ¢elijama miSjeg melanoma, kod U251
Celija tretiranih pantoprazolom postoji drugaciji obrazac ekspresije gena znacajnih u regulaciji
pocetne faze procesa autofagije.

4.36 AMPK/AKT/mTOR signalni put ucestvuje u regulaciji citoprotektivne
autofagije u U251 celijama tretiranim pantoprazolom

Uzevsi u obzir da su drugaciji Atg geni bili eksprimirani kod ¢elija humanog glioma u odnosu na
B16 celije tretirane pantoprazolom, Zeleli smo da ispitamo njegov uticaj na AMPK/AKT/mTOR
signalni put. Rezultati imunoblota su pokazali da je, slicno kao kod B16 celija, pantoprazol
doveo do povecanja nivoa fosforilacije AMPK, a smanjenja fosforilacije AKT i nishodnih
supstrata mTOR-a - S6K i ULK1 (ser757). Za razliku od B16 c¢elija, nije doslo do znacajne
promene u nivou Beklina-1 (Slika 36A). Uzevsi u obzir da autofagija moZe da ima razlicitu
ulogu u regulaciji Celijske smrti, u nastavku istrazivanja proucavali smo ulogu autofagije u
citotoksicnosti pantoprazola kod celija humanog glioma U251. Autofagija je farmakoloski
inhibirana netoksi¢nim dozama LIA, a zatim je posmatran efekat pantoprazola na vijabilitet
Celija humanog glioma nakon 48 h. Rezultati CV testa su pokazali da kod U251 cCelija tretiranih
kombinacijom pantoprazola i svakog pojedinatnog LIA dolazi do znacajnog povecanja
citotoksi¢nosti u odnosu na celije tretirane samo pantoprazolom (Slika 36B). Navedeni
rezultati pokazuju da pantoprazol indukuje AMPK/AKT/mTOR-zavisnu citoprotektivnu
autofagiju u ¢elijama humanog glioma.
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Slika 34. Pantoprazol aktivira autofagiju u U251 ¢elijama

(A) U251 ¢elije su inkubirane sa pantoprazolom (PPZ, 150 puM ili 300 pM), a nivoi LC3-11 i p62 proteina
ispitivani su nakon naznacenih termina imunoblot metodom. (B) Autofagni fluks je ispitivan nakon
inkubacije celija tretiranih pantoprazolom (300 uM) u prisustvu/odsustvu bafilomicina (20 nM),
merenjem nivoa LC3-II proteina imunoblot metodom, odnosno pomocu konfokalne mikroskopije
analizom relativnog broja punkta sa vezanim anti-LC3B-Alexa Fluor 488 antitelom (uveli¢anje 63x4).
Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i mikrografije iz tri (A) odnosno dva (B) nezavisna
eksperimenta, a rezultati na dijagramu u (B) su srednje vrednosti + SD broja punkta u 60 ¢elija po uzorku
sa bar tri mikroskopska polja (*p < 0,05 oznacava statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na netretirane
celije, a #*p < 0,05 u odnosu na Celije tretirane samo pantoprazolom).

4.37 pAMPK ispoljava protektivni efekat na ¢elijama humanog glioma
tretiranim pantoprazolom

Zbog moguceg ucesca u autofagiji i apoptozi uloga energetskog senzora AMPK u citotoksicnom
dejstvu pantoprazola na Celije humanog glioma ispitana je RNK interferencijom i upotrebom
farmakoloSkog inhibitora AMPK, dorzomorfina. Genetska inhibicija ekspresije AMPK u ¢elijama
humanog glioma dovela je do znaCajnog smanjenja vijabiliteta celija inkubiranih sa
pantoprazolom tokom 24 h u poredenju sa kontrolnim ¢elijama (Slika 37A), a ovaj efekat je bio
jos izraZeniji u slucaju farmakoloske inhibicije (Slika 37B). Navedeni rezultati, slicno kao kod
B16 celijske linije, govore u prilog zastitnom efektu AMPK u U251 celijama tretiranim
pantoprazolom.
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Slika 35. Pantoprazol dovodi do povecanja ekspresije gena znacajnih za regulaciju autofagije kod
U251 celija

Ekspresija iRNK glavnih gena uklju¢enih u regulaciju procesa autofagije kod U251 ¢elija tretiranih
pantoprazolom (300 pM) analizirana je metodom RT-qPCR nakon naznacenih vremenskih termina.
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti + SD iz dva nezavisna eksperimenta (*p < 0,05 oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na ekspresiju u netretiranim celijama koja je arbitrarno podeSena
na vrednost 1).
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Slika 36. Indukcija citoprotektivne autofagije pantoprazolom povezana je sa aktivacijom AMPK
i inhibicijom AKT/mTOR signalnog puta u ¢elijama humanog glioma

(A) Status aktivacije AMPK/AKT/mTOR signalnog puta u U251 ¢elijama tretiranim pantoprazolom
(PPZ, 300, 150 pM) analiziran je imunoblot metodom. Prikazani su reprezentativni blotovi iz jednog od
dva eksperimenta sa sli¢nim rezultatima. (B) Uloga autofagije u citotoksi¢nosti pantoprazola utvrdena
je inkubiranjem U251 ¢elija u prisustvu ili u odsustvu BAF (5 nM), CQ (10 uM) ili AH (10 mM), koje su
zatim tretirane pantoprazolom (150 puM). Vijabilitet ¢elija odreden je CV testom nakon 48 h. Rezultati
su prikazani kao srednje vrednosti + SD triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta.
(*p < 0,05 i #p < 0,05 oznacavaju statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane ¢elije, odnosno
Celije tretirane samo pantoprazolom).
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4.38 Aktivacija p38 MAPK pantoprazolom ima protektivni efekat u
¢elijama humanog glioma

Prethodno je utvrdeno da p38 MAPK ima vaZnu ulogu u citotoksi¢nosti LIA kod ¢elija melanoma
i glioma. Takode, nekoliko studija je pokazalo znacaj interakcije energetskog senzora AMPK i
p38 MAPK u preZivljavanju razlicitih vrsta ¢elija (Li i sar., 2005, Gu i sar., 2018, Lanna i sar.,
2014). Sa druge strane, sve je visSe dokaza o uceS¢u MAPK signalnog puta u regulaciji procesa
autofagije (Chen i sar., 2018a, McClung i sar., 2010). Iz navedenih razloga smo kod c¢elija
humanog glioma tretiranih pantoprazolom ispitivali ulogu p38 MAPK. Rezultati imunoblot
analize su pokazali vremenski zavisno povecanje aktivnosti p38 MAPK u U251 ¢elijama
tretiranim pantoprazolom tokom 4 h, odnosno 8 h (Slika 38A), Sto je joS jedna znacajna razlika
u odnosu na B16 cCelije. Uloga p38 MAPK u ¢elijama humanog glioma tretiranih pantoprazolom
ispitana je RNK interferencijom, kao i farmakoloSkom inhibicijom p38 MAPK pomocu
SB203580. Nakon transfekcije kontrolnom ili p38 siRNA, vijabilitet ¢elija odreden je nakon 24
h tretmana pantoprazolom. Rezultati su pokazali da je genetska inhibicija p38 dovela do
povecanja citotoksi¢nosti pantoprazola. Slicno, kod c¢elija koje su inkubirane u prisustvu
selektivnog inhibitora p38 MAPK zapaZeno je smanjenje vijabiliteta u odnosu na Celije tretirane
samo pantoprazolom (Slika 38B). Dakle, p38 MAPK ima protektivan efekat u citotoksi¢nosti
pantoprazola kod U251 ¢elija.
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Slika 37. Protektivna uloga AMPK u citotoksi¢nosti indukovanoj pantoprazolom kod U251 ¢elija
(A) U251 (elije su transfektovane kontrolnom ili interferirajuéom RNK za AMPK, a potom tretirane
razli¢itim dozama pantoprazola (PPZ). (B) U251 ¢elije su inkubirane sa pantoprazolom (300 uM) u
prisustvu/odsustvu inhibitora AMPK dorzomorfina (5 uM) (B). Vijabilitet ¢elija ispitan je kristal violet
testom nakon 24 ili 48 h Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD triplikata dva nezavisna
eksperimenta (*p < 0,05 oznacava statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na (¢elije transfektovane
kontrolnom siRNA/netretirane ¢elije, a #p < 0,05 u odnosu na odgovarajuce celije transfektovane AMPK
siRNA, odnosno ¢elije tretirane samo pantoprazolom).

4.39 p38 MAPK ucestvuje u indukciji autofagije i ER stresa pantoprazolom
u Celijama humanog glioma

[straZivanje na ¢elijama gastri¢nog adenokarcinoma je pokazalo uticaj pantoprazola na pojavu
stresa endoplazmatskog retikuluma (engl. ER stress) (Yu Cao 2018). Transkripcioni faktor
CHOP je jedan od glavnih markera ER stresa, koji kao supstrat p38 MAPK moZe da ucestvuje u
aktivaciji programirane celijske smrti, ali i u regulaciji autofagije. Nakon uocenog zastitnog
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Rezultati

efekta p38 MAPK Zeleli smo da ispitamo nivo CHOP proteina, njegovu vezu sa ovom kinazom i
potencijalni uticaj na autofagiju u U251 celijama tretiranim pantoprazolom. Imunoblot
analizom je otkriveno povecanje koncentracije CHOP kao glavnog markera ER stresa (Slika
39A). Da bismo ispitali njegovu vezu sa p38 MAPK i autofagijom, éelije su inkubirane sa ili bez
p38 MAPK inhibitora SB203580, a potom tretirane pantoprazolom. Imunoblotom su ispitani
nivoi CHOP proteina i konverzije LC3-I u LC3-II. Rezultati ove analize su pokazali da inhibicija
p38 MAPK dovodi do smanjenja ekspresije CHOP, ali i do smanjene akumulacije autofagnog
markera LC3-II (Slika 39B). Pored uticaja pantoprazola na indukciju ER stresa, dobijeni
rezultati ukazuju i na postojanje povezanosti p38 MAPK i CHOP aktivacije u indukciji autofagije

pantoprazolom.
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Slika 38. Uloga p38 MAPK u citotoksi¢nosti indukovanoj pantoprazolom kod U251 éelija

(A) U251 celije su inkubirane sa ICsp pantoprazola (PPZ), a fosforilacija p38 MAPK analizirana je
imunoblot analizom nakon 4 ili 8 h. (B) U251 ¢elije su transfektovane kontrolnom ili interferiraju¢om
RNK za p38 MAPK, a potom tretirane razli¢itim dozama pantoprazola. (C) U251 celije su inkubirane sa
pantoprazolom (300 pM) u prisustvu ili odsustvu inhibitora p38 MAPK - SB203580 (1,25 puM) (B).
Vijabilitet Celija (B, C) ispitan je kristal violet testom nakon 24 h. Rezultati su prikazani kao srednje
vrednosti + SD triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p < 0,05 oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na ¢elije transfektovane kontrolnom siRNA/netretirane ¢elije, a
#p<0,05 u odnosu na odgovarajuce celije transfektovane p38 MAPK siRNA, odnosno ¢elije tretirane
samo pantoprazolom).
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Slika 39. p38 MAPK ucestvuje u indukciji autofagije i ER stresa u U251 ¢€elijama tretiranim

pantoprazolom

(A) U251 celije su inkubirane sa pantoprazolom (PPZ, 300 uM) a nivo CHOP proteina u naznacenim
vremenskim tackama je ispitan imunoblot metodom. (B) U251 ¢elije su inkubirane sa pantoprazolom
(300 pM) u prisustvu ili odsustvu inhibitora p38 MAPK - SB203580 (1,25 uM), a nivoi LC3-11 i CHOP su
odredivani su nakon 4 h imunoblot metodom. Prikazani su reprezentativni blotovi iz dva eksperimenta

sa sli¢nim rezultatima.
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4.40 Aktivacija AMPK i p38 MAPK pantoprazolom su medusobno
nezavisne

Uzevsi u obzir da su kod ¢elija humanog glioma enzimi AMPK i p38 MAPK ispoljili zastitnu ulogu
u citotoksi¢nosti indukovanoj pantoprazolom, Zeleli smo da ispitamo da li postoji direktna
povezanost aktivnosti ova dva enzima. Naime, poznato je da p38 MAPK moZe da bude
kontrolisana od strane AMPK u uslovima stresa, kao i da p38 MAPK svoje efekte moZe da
ostvaruje dejstvom na AMPK (Li i sar.,, 2005, Jing i sar., 2015). Ekspresija AMPK u celijama
humanog glioma je inhibirana RNK interferencijom, a (Celije su potom inkubirane sa
pantoprazolom. Imunoblot analiza aktivacionog statusa p38 MAPK kinaze pokazala je da
inhibicija ekspresije AMPK ne utiCe na aktivaciju p38 MAPK u ¢elijama humanog glioma
tretiranim pantoprazolom (Slika 40A). Suprotan scenario, odnosno mogucnost da p38 MAPK
reguliSe aktivnost AMPK, testirana je upotrebom farmakoloskog inhibitora SB203580.
Rezultati analize su pokazali da inhibicija p38 MAPK ne dovodi do promene aktivnosti AMPK u
¢elijama glioma tretiranim pantoprazolom (Slika 40B). Ovi rezultati ukazuju da AMPK i p38
MAPK ispoljavaju medusobno nezavisno dejstvo u citotoksi¢nosti indukovanoj pantoprazolom
kod ¢elija humanog glioma.
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Slika 40. p38 MAPK i AMPK ostvaruju medusobno nezavisno dejstvo na ¢elijama humanog glioma
tretiranih pantoprazolom

(A) U251 ¢elije su transfektovane kontrolnom ili AMPK siRNA, a zatim tretirane pantoprazolom (PPZ,
300 puM). Fosforilacija AMPKip38 MAPK je analizirana imunoblotom nakon 4 h. (B) U251 ¢elije tretirane
pantoprazolom inkubirane su u prisustvu ili odsustvu inhibitora p38 (SB203580; 1,25 uM), a
fosforilacija AMPK je analizirana imunoblotom. Prikazani su reprezentativni blotovi iz dva nezavisna
eksperimenta sa sli¢nim rezultatima.
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Diskusija

U istraZzivanju iz kojeg je proistekla ova doktorska disertacija prvi put je pod istim
eksperimentalnim uslovima izvrSena uporedna analiza citotoksi¢nosti lizozomalnih inhibitora
autofagije bafilomicina, hlorokina i amonijum hlorida na ¢elijama misjeg melanoma i humanog
glioma. NaSe istraZivanje je pokazalo da su sva tri inhibitora dovela do apoptotske ¢elijske smrti
nezavisno od mTOR kinaze i inhibicije autofagije, ali sa razli¢itim efektima na permeabilizaciju
lizozoma, balans pro- i anti-apoptotskih molekula Bcl-2 familije i aktivaciju AMPK/MAPK
signalnih puteva. Takode, u ovom istraZivanju je sprovedeno in vitro ispitivanje molekularnih
mehanizama citotoksi¢nosti inhibitora protonske pumpe pantoprazola, kojim je otkriveno da,
iako je po svom osnovnom mehanizmu dejstva slican LIA, ovaj lek indukuje transkripciono
regulisanu citoprotektivnu autofagiju pra¢enu promenama AMPK/AKT/mTOR signalnih
molekula kod B16 ¢elija, uz dodatno uceS¢e p38 MAP kinaze i CHOP proteina, glavnog markera
ER stresa kod U251 celija.

U bazi¢nim istraZivanjima na polju autofagije lizozomalni inhibitori - bafilomicin,
hlorokin i amonijum hlorid predstavljaju nezaobilazne komponente u eksperimentalnom radu.
LIA danas zavreduju sve viSe paznje i u klinickoj praksi, uzevsi u obzir da se modulacija
autofagije ispituje kao novi terapijski pristup u le¢enju maligniteta. lako se u kontekstu blokade
autofagije efekti lizozomalnih inhibitora smatraju specifi¢cnim, poznato je da zavisno od
primenjene koncentracije i ¢elijskog tipa oni mogu da ispoljavaju citotoksicno dejstvo, Sto
ogranicava njihovu upotrebu u bazi¢nim i klinickim studijama.

Poznato je da apoptozu mogu da indukuju razliciti tipovi stresa koji rezultiraju
promenom potencijala mitohondrijalne membrane i dovode do njene permeabilizacije uz
stvaranje kiseonic¢nih radikala (Wu i Bratton, 2013). Proucavajuci efekte LIA zapazili smo da
bafilomicin, hlorokin i amonijum hlorid u ¢elijama melanoma indukuju apoptozu praéenu
produkcijom reaktivnih oblika kiseonika i depolarizacijom mitohondrija. U prethodno
sprovedenim studijama uoceni su sli¢ni efekti amonijum hlorida i hlorokina u in vivo i in vitro
ulovima (Cheng i sar., 2015, Kim i sar., 2010). Pored navedenih dogadaja, aktivacija kaspaza
predstavlja jedno od glavnih obeleZja apoptoze, iako Celijska smrt ¢esto moZe da se odigrava i
nezavisno od aktivnosti ovih enzima (Porter i Janicke, 1999, Liu i sar., 2016a). Tako je pokazano
da bafilomicin dovodi do smrti Celija hepatocelularnog karcinoma i odredenih leukemija
nezavisno od ucesca kaspaza (Yan i sar., 2016, Yuan i sar., 2015), dok hlorokin ovakav efekat
ispoljava predominantno na netumorskim ¢elijama (Zaidi i sar., 2001, Maclean i sar., 2008). Sa
druge strane, znacajan porast kaspazne aktivnosti koja je rezultirala apoptozom zapaZen je kod
¢elija neuroblastoma tretiranih bafilomicinom (Pivtoraiko i sar., 2010), slicno efektima
hlorokina na Celijama cervikalnog karcinoma, glioblastoma i limfoma (Kim i sar., 2010, Boya i
sar., 2003, Masud Alam i sar., 2016) i amonijum hlorida u in vivo i in vitro uslovima (Suzuki i
sar., 2002, Cheng i sar., 2015). Rezultati nasSeg istraZivanja su pokazali da je pored aktivacije
kaspaza, smrt ¢elija melanoma pracena isecanjem PARP-1 proteina, supstrata ovih enzima koji
ucestvuje u reparaciji DNK, Sto je u saglasnosti sa prethodno objavljenim podacima (Cheni sar.,
2012, Hongisar., 2013, Linisar., 2017, Gaoisar., 2015, Lakhteri sar., 2013). ZapaZeni skroman
protektivni efekat inhibicije kaspaza u nasem istraZivanju ukazuje da se apoptoza indukovana
LIA kod ¢elija melanoma delom odvija i nezavisno od ovih enzima, Sto moZe da pomiri
medusobno suprotstavljene rezultate prethodno sprovedenih studija.

Poslednjih godina sve je viSe podataka o mogucem preplitanju signalnih puteva
ukljucenih u regulaciju apoptoze i autofagije (Yonekawa i Thorburn, 2013). Yan i saradnici su
pokazali da  bafilomicin svoje citotoksitno  dejstvo  ostvaruje  inhibicijom
PI3K/AKT/mTOR/pS6K signalnog puta (Yan i sar., 2016). U istrazivanju na akutnim B
limfoblastnim leukemijama utvrdeno je da bafilomicin deluje na rani i kasni stadijum autofagije
aktivacijom mTOR kinaze i inhibicijom stvaranja autofagozoma, ali ujedno dovodi do vezivanja
Beklina-1 za Bcl-2 i tako indukuje apoptozu (Yuan i sar., 2015). Sa druge strane, citotoksicnost
hlorokina se nije menjala nakon inhibicije ekspresije Atg7, Atgl2 ili beklina-1 kod c¢elija
karcinoma dojke, kao ni u slucaju inhibicije PI3K III klase kod ¢elija humanog neuroblastoma

71



Marina M. Stamenkovi¢ Doktorska disertacija

(Maycotte i sar., 2012, Gallagher i sar., 2017, Pivtoraiko i sar., 2010). Suprotno navedenom,
nedavna studija pokazuje da novosintetisani analozi hlorokina indukcijom autofagije dovode
do apoptotske smrti tumorskih Celija (Heakal i sar., 2020). U naSem istraZivanju sva tri LIA su
uspesSno blokirala autofagiju inhibicijom degradativne funkcije lizozoma, $to je potvrdeno
alkalizacijom ovih organela, povecanjem nivoa LC3-II proteina i posledi¢nim nakupljanjem
autofagozoma. Medutim, odsustvo korelacije izmedu nivoa akumuliranog LC3-II proteina i
uocene citotoksicnosti, kao i slicna osetljivost kontrolnih i ¢elija melanoma sa inhibiranom
ekspresijom LC3-II ukazuju da je celijska smrt do koje dovode LIA verovatno nezavisna od
inhibicije autofagije. U skladu sa navedenim, rezultati prethodnih studija su pokazali da
upotreba niZih koncentracija lizozomalnih inhibitora i/ili kraéi inkubacioni period mogu da
povecaju osetljivost Celija na razlicite citotoksicne stimuluse bez pokretanja Celijske smrti
(Bosnjak i sar., 2014, Harhaji-Trajkovic i sar., 2009, Isakovic i sar., 2017, Krmpot i sar., 2010,
Vucicevic i sar., 2011). Dakle, sama inhibicija autofagije nije dovoljna da bi se indukovala smrt
Celija, ve¢ su za to verovatno neophodni dodatni mehanizmi koji se aktiviraju viSim
koncentracijama lizozomalnih inhibitora i/ili tokom duZeg inkubacionog perioda. Jedan od
pretpostavljenih mehanizama bi mogla da bude permeabilizacija membrane lizozoma sa
posledi¢nim oslobadanjem katepsina koji indukuju apoptozu (Boya i Kroemer, 2008). Naime, u
studijama na ¢elijama karcinoma pluca, pankreasa i glioblastoma (Enzenmuller i sar., 2013, Fu
isar., 2018b, Hsu i sar., 2018, Seitz i sar., 2013), sli¢no naSim podacima na ¢elijama melanoma,
inhibicija katepsina dovodi do smanjenja citotoksicnog efekta hlorokina. Sa druge strane
bafilomicin i amonijum hlorid nemaju uticaj na permeabilizaciju lizozoma ¢elija melanoma, $to
je u saglasnosti sa istrazivanjima sprovedenim na drugim celijskim linijama (Denamur i sar.,
2011, Jessop i sar., 2017, Persson i sar., 2012). Ovi podaci ukazuju da su permeabilizacija
lizozoma i apoptoza posredovana katepsinima jedinstvena svojstva hlorokina.

Pokretanje apoptoze i integritet mitohondrijalne membrane reguliSe ravnoteza izmedu
pro-apoptotskih i anti-apoptotskih molekula medu kojima su ¢lanovi Bcl-2 familije i tumor
supresori Ptenip53 (Elkholiisar., 2014). U naSem istraZivanju je otkriveno da bafilomicin utice
na smanjenje nivoa Bcl-2 Sto je slitno prethodno sprovedenim studijama (Gao i sar., 2018,
Hettiarachchi i sar., 2006). Smanjenje Bcl-2 moglo bi da onemoguci adekvatnu neutralizaciju
pro-apoptotskih ¢lanova Bcl-2 familije ovim molekulom i da tako doprinese citotoksi¢cnom
efektu bafilomicina. Takode, Bcl-2 se nalazi u €elijskim odeljcima u kojima se stvaraju reaktivni
oblici kiseonika, a nekoliko studija je ukazalo na postojanje recipro¢nog odnosa izmedu ove dve
komponente. Naime, reaktivne kiseoni¢ne vrste mogu da uticu na smanjenje nivoa Bcl-2, sto se
smatra nacinom senzitizacije Celija na apoptozu (Hildeman i sar., 2003, Pugazhenthi i sar.,,
2003). Zaista, nasi podaci su konzistentni sa pokazanom povecanom osetljivos¢u B16 ¢elija na
apoptozu indukovanu oksidativnim stresom i posledi¢cnom inhibicijom Bcl-2 (Ferrer i sar.,
2007, Mena i sar., 2007). Za razliku od bafilomicina, citotoksi¢ni efekat hlorokina i amonijum
hlorida na celijama melanoma ostvaren je uglavhom povecanjem ekspresije pro-apoptotskih
molekula Pten i Puma, dok je amonijum hlorid dodatno uticao i na povecanje transkripcije pro-
apoptotskih regulatora Bim i p53. Dok je ekspresija Puma sa jedne strane kontrolisana
transkripcionim faktorom p53 koji se aktivira oSte¢enjem DNK i oksidativnim stresom,
interakcija Puma i Bim sa druge strane utice na stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta nakon
oStec¢enja mitohondrijalne membrane i tako pojacCava efektorske signale ukljuc¢ene u celijsku
smrt (YuiZhang, 2008, Velaisar., 2013). Medutim, ¢ak i pojedinacno povecanje ekspresije Pten,
Puma, Bim ili p53 moZe da dovede do indukcije apoptoze u razli¢itim tipovima tumorskih ¢elija
(Liisar., 2007, Liuisar., 2005, Shao i sar., 2000, Zhang i sar., 2006). Rezultati naSeg istrazivanja
ukazuju da lizozomalni inhibitori pokrecu mitohondrijani put apoptoze ili inhibicijom anti-
apoptotskog molekula Bcl-2, kao u sluaju bafilomicina, ili pove¢anjem pro-apoptotskih
medijatora Pten, Puma, Bim i p53 kod Ccelija tretiranih hlorokinom, odnosno amonijum
hloridom. Na budué¢im studijama ostaje da utvrde da li bi uticaj na post-translacionu
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modifikaciju ¢lanova Bcl-2 familije i tumor supresora mogao da doprinese pro-apoptotskom
dejstvu lizozomalnih inhibitora.

Pored sposobnosti da razlic¢ito uti¢u na ekspresiju pro-apoptotskih i anti-apoptotskih
molekula, lizozomalni inhibitori autofagije se isticu po jedinstvenom obrascu aktivacije kinaza
znacajnih u regulaciji apoptoze kod ¢elija miSjeg melanoma i humanog glioma. Poznato je da
mTOR, MAPK i AMPK stimuliSu preZivljavanje Celija, ali isto tako mogu i da doprinesu celijskoj
smrti, Sto je pokazano na razli¢itim tipovima zdravih i tumorskih ¢elija (Populo i sar., 2012,
Akhavan i sar., 2010). Kao $to je pomenuto ranije, mTOR kinaza je evolutivno konzervisana
serin/treonin kinaza koja reguliSe rast i deobu celija u odgovoru na energetske promene,
signale za rast i hranljive materije, a ¢ija disregulacija, izmedu ostalog, moZe da prouzrokuje
nastanak maligniteta (Laplante i Sabatini, 2012). Takode, pokazano je da mTOR u sklopu
mTORC1 kompleksa ima vaznu ulogu u funkcionisanju lizozoma tako Sto reguliSe stvaranje,
distribuciju i aktivaciju ovih organela (Asrani i sar., 2019). Posebno je interesantna Cinjenica da
se u prisustvu aminokiselina, aktivna forma mTOR-a, glavnog promotera anabolickih procesa,
translocira na lizozome, kljune organele u procesima katabolizma (Sancak i sar., 2010) i da
aminokiseline prisutne u ovim organelama moduliSu aktivhost mTORC1 preko V-ATPaze
(Zoncu i sar., 2011). U naSem istrazivanju, iako je pokazano da su kod B16 ¢elija sva tri LIA
inhibirala fosforilaciju mTOR i njegovog nishodnog supstrata pS6 kinaze, sto je u saglasnosti sa
prethodnim studijama (Lii sar., 2013) i ulozi lizozoma u aktivaciji mTOR-a, inhibicija ove kinaze
nije imala uticaj na citototoksi¢nost inhibitora autofagije. Ovi rezultati jasno ukazuju da se smrt
¢elija miSjeg melanoma odigrala nezavisno od u¢es¢a mTOR-a. Sa druge strane, ispitivanjem
aktivnosti ostalih kinaza pokazano je da su sva tri inhibitora uticala na aktivaciju p38 MAPK,
dok je iskljucivo bafilomicin aktivirao AMPK, hlorokin ERK, a amonijum hlorid JNK kinazu. Neke
od ranijih studija na razli¢itim tipovima zdravih i tumorskih ¢elija pokazale su da sva tri
inhibitora mogu da aktiviraju p38 MAPK (Cheni sar., 2005, Pan i sar., 2010, Shrode i sar., 1997,
Yan i sar., 2016), bafilomicin AMPK (Marrone i sar., 2018), hlorokin ERK (Bell i sar., 2016, Said
i sar., 2014), a amonijum hlorid JNK (Novoselova i sar, 2012). U naSem istraZivanju,
citotoksi¢nost bafilomicina na ¢elijama miSjeg melanoma je delom zavisila od p38 MAPK, a
ovakav pro-apoptotski efekat zapaZen je kod celija kolorektalnog (Wu i sar., 2009b) i
hepatocelularnog karcinoma (Yan i sar., 2016). Pro-apoptotska uloga p38 MAPK u odredenim
modelima ¢elijskog stresa najcesce se odvija putem fosforilacije Bcl-2 (De Chiara i sar., 2006,
Torcia i sar., 2001). Tako je kod B16 celija tretiranih inhibitorom tirozinaze uocena uloga p38
MAPK u apoptozi pracenoj depolarizacijom mitohondrija, produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta i smanjenjem nivoa Bcl-2 proteina (Ma i sar., 2017). Sli¢no tirozinaznom inhibitoru, u
nasSem istraZivanju bafilomicin je znacajno smanjio ekspresiju Bcl-2, Sto bi mogao da bude
mehanizam pro-apoptotske aktivnosti p38 MAPK u tretmanu ovim LIA. Suprotno, p38 MAPK je
antagonizovala citotoksi¢ni efekat hlorokina i amonijum hlorida kod ¢elija melanoma. Iako
nema podataka o ulozi p38 MAPK u citotoksi¢nosti ova dva inhibitora, odavno je pokazano da
p38 moZe da posreduje u preZivljavanju Celija i da je ova uloga u bliskoj vezi sa regulacijom
aktivnosti proteina Bcl-2 familije. Tako na primer, ugljen monoksid Stiti od reperfuziono-
ishemijskog oStecenja endotelnih ¢elija arterija kroz p38 zavisno povecanje nivoa Bcl-2 i Bcl-xL
(Zhang i sar., 2003), slicno UV indukovanoj aktivaciji p38 kod humane C¢elijske linije
keratinocita koja je rezultirala pove¢anjem Bcl-xL (Bachelor i Bowden, 2004). Anti-apoptotska
uloga p38 MAPK zapazena je i kod Celija hroni¢ne mijeloidne i akutne promijelocitne leukemije
(Verma i sar., 2002), kolorektalnog karcinoma (Comes i sar., 2007), ali i kod fibroblasta (Heron-
Milhavet i LeRoith, 2002) i neurona u procesu diferencijacije (Okamoto i sar., 2000). Pored
navedenog znacaja p38 MAPK, nasi rezultati su prvi put pokazali selektivni citoprotektivni
efekat AMPK, ERK i JNK kinaze u citotoksi¢nosti indukovanoj bafilomicinom, hlorokinom i
amonijum hloridom kod ¢elija melanoma (Shema 6).

73



Marina M. Stamenkovi¢ Doktorska disertacija

bafilomicin
“/ p38 MAPK4
AMPK4 Bcl-24
N2, Pten4
:F',D e, APOPTOZA Puma
PLM oksidativni Bim#4
/ stres p53;+\
hlorokin / \ amonijum
Bcl-xL4 4Bcl-xL hlorid
\ ERKA $JNK/
p38 MAPK#4 4p38 MAPK

Shema 6. Obrazac aktivacije MAPK i njihova uloga u smrti ¢elija miSjeg melanoma tretiranih
lizozomalnim inhibitorima autofagije (Zelene strelice oznacavaju da je odredeni proces aktiviran,
dok crvene oznacavaju njegovu inhibiciju; AW - potencijal membrane mitohondrija)

Homeostaza i adaptacija na stres kod razli¢itih malignih éelija moZe da se odigrava aktivacijom
energetskog senzora AMPK i njegovih nishodnih supstrata kao $to je p38 MAPK (Chaube i Bhat,
2016). Medutim, u naSem istraZivanju je pokazano da iako bafilomicin dovodi do aktivacije oba
enzima, oni imaju suprotne uloge u preZzivljavanju ¢elija melanoma. Chen i autori su pokazali da
kod c¢elija melanoma aktivacija AMPK moZe da inhibira njihovo prezivljavanje i proliferaciju
(Chen i sar., 2016), dok suprotno ovome Kfoury i kolege zapazaju da ukoliko se ovaj senzor
inhibira, ¢elije melanoma umiru apoptotskom smrcu, Sto kao i u naSim rezultatima ukazuje na
zaStitnu ulogu AMPK (Kfoury i sar., 2018). Ovi podaci potvrduju pretpostavku da uloga AMPK,
slicno ostalim kinazama, moze da zavisi kako od prirode stimulusa, tako i od duZine njegovog
trajanja. U kontekstu uloge MAPK u ¢elijama melanoma, vazno je napomenuti da ERK
predstavlja jednog od najznacajnijih regulatora proliferacije i diferencijacije melanocita.
Medutim, ova kinaza je i krucijalna za ranu fazu transformacije pigmentnih celija, nastanak
melanoma, njegovu progresiju i preZivljavanje, zbog cega predstavlja primamljivu metu u
antitumorskoj terapiji (Wellbrock i Arozarena, 2016, Mattia i sar., 2018). Takode je zapaZeno
da je konstitutivna istovremena aktivacija p38 MAPK i ERK neophodna za in vivo rast melanoma
(Estradaisar., 2009). U naSem istrazivanju nije zapaZen porast p38 i ERK MAPK kod kontrolnih,
vec¢ iskljucivo kod ¢elija izloZenih hlorokinu. Odsustvo konstitutivne aktivacije MAPK kod B16
¢elija moglo bi da se objasni genetskim karakteristikama ove Ccelijske linije. Naime,
konstitutivnu aktivaciju ERK i mogucu interakciju sa p38 MAPK prouzrokuju mutacije u BRAF
i RAS genima prisutnim u odredenom procentu cCelija melanoma (Amaral i sar., 2017), dok
analiza genoma B16 cCelija ukazuje na odsustvo ovih mutacija (Melnikova i sar., 2004). Pored
AMPK, ERK i p38 MAPK, i [JNK ima znacajno mesto u prezivljavanju ¢Celija melanoma. Naime iako
se smatra enzimom koji je prevashodno ukljucen u celijsku smrt, JNK moZe da ima i anti-
apoptotsko dejstvo (Liu i Lin, 2005, Cubero i sar., 2011), Sto je u skladu sa nasSim rezultatima
koji pokazuju protektivni efekat ove kinaze u citotoksi¢nosti amonijum hlorida. Noviji podaci
pokazuju da proliferacija i sposobnost metastaziranja ¢elija melanoma zavise od aktivacije JNK
(Wang i sar., 2017b), kao i da je ovaj enzim klju€an u razvijanju njihove rezistencije na terapiju
(Hammouda i sar., 2020).
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Ispitivanje aktivnosti i uloge AMPK i MAPK u citotoksi¢nosti LIA na ¢elijama humanog glioma
U251, dala nam je jedinstvenu moguénost uporedne analize njihovih efekata u odnosu na
Celijsku liniju miSjeg melanoma. Dobijeni rezultati su ukazali da je, slicno B16 ¢elijama, i kod
U251 ¢elija p38 MAPK ispoljavala pro-apoptotski efekat u citotoksi¢nosti bafilomicina, za
razliku od hlorokina i amonijum hlorida gde je njena aktivnost bila anti-apoptotska (Shema 7).
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Shema 7. Obrazac aktivacije MAPK i njihova uloga u smrti ¢elija humanog glioma tretiranih
lizozomalnim inhibitorima autofagije (Zelene strelice oznacavaju da je odredeni proces aktiviran,
dok crvene oznacavaju njegovu inhibiciju)

Takode, podaci dobijeni u nasem istrazivanju ukazuju da su ERK i JNK sprecile smrt ¢elija
humanog glioma tretiranih amonijum hloridom, dok nisu imale uticaj na prezivljavanje Celija
tretiranih bafilomicinom ili hlorokinom. lako nema dostupnih podataka o efektu amonijum
hlorida na ERK i JNK, protektivno dejstvo ovih enzima pokazano je u nekoliko razlicitih studija
sprovedenih na zdravom tkivu i tumorskim ¢elijama, medu kojima su i ¢Celije glioblastoma
(Matsuda i sar., 2012, Liu i sar., 2018, Wu i sar., 2013, Sadoshima i sar., 2002, Hu i sar., 2017).
Dodatno, za razliku od otkrivenog zastitnog uticaja AMPK kod B16 ¢elija izloZenih bafilomicinu,
ovaj enzim nije imao uticaj na preZivljavanje ¢elija humanog glioma tretiranih lizozomalnim
inhibitorima. Svi navedeni rezultati ukazuju na drugaciji obrazac aktivacije i uloge MAP kinaza
kod ¢elija humanog glioma u poredenju sa B16 Celijama tretiranim LIA. UzevSi u obzir
mogucnost uc¢eS¢a MAP kinaza u apoptozi i autofagiji, na budu¢im istrazZivanjima ostaje da
detaljno istraZe da li inhibicija autofagije utice na smrt ¢elija humanog glioma i potencijalni
znacaj MAP kinaza u regulaciji ovog procesa.

Uzevsi u obzir razli¢ite mehanizme citotoksicnosti lizozomalnih inhibitora autofagije
kod B16 celija, nije iznenadujuce Sto smo otkrili da su njihove medusobne interakcije bile
dominantno antagonisticke pre nego aditivne ili sinergisticke (Shema 8). Iako su prethodne
studije ukazale da bi bafilomicin mogao da inhibira smrt ¢elija indukovanu hlorokinom (Boya i
sar., 2003, Harhaji-Trajkovic i sar., 2012, Pivtoraiko i sar., 2010, Shacka i sar., 2006b), u nasem
istrazivanju prvi put je opisan antagonizam izmedu amonijum hlorida i bafilomicina, kao i
izmedu amonijum hlorida i hlorokina. Sta viSe, dobijeni rezultati pruZaju bolji uvid u
potencijalne mehanizme koji se nalaze u osnovi antagonistickog delovanja lizozomalnih
inhibitora. Tako bi na primer alkalizacija lizozomalnog sadrzaja mogla da smanji doprinos
permeabilizacije lizozomalne membrane u smrti ¢elija izazvanoj hlorokinom, sto je u skladu sa
prethodno pretpostavljenim antagonizmom izmedu bafilomicina i hlorokina (Harhaji-
Trajkovici sar., 2012, Shacka i sar., 2006b). Takode, s obzirom da je Bcl-xL efikasniji u represiji
apoptoze (Fiebig i sar., 2006), porast BcL-xL indukovan hlorokinom i amonijum hloridom
mogao bi da se suprotstavi smanjenju Bcl-2 i posledi¢noj indukciji apoptoze bafilomicinom. Na
kraju, selektivna citoprotektivna aktivacija AMPK, ERK i JNK bafilomicinom, hlorokinom i
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amonijum hloridom bi mogla da smanji citotoksi¢ni potencijal LIA prilikom njihove
kombinovane primene.

bafilomicin |—| hlorokin

CITOTOKSICN
EFEKAT

amonijum
hlorid

Shema 8. Antagonisticko dejstvo lizozomalnih inhibitora autofagije

Specificni mehanizmi dejstva nezavisni od inhibicije autofagije, pokazani u naSem istraZivanju,
moraju biti uzeti u obzir kada se lizozomalni inhibitori koriste kao inhibitori ovog procesa, kako
u bazi¢nim, tako i u klinickim istraZivanjima. Takode, dobijeni rezultati pruzaju moguc¢nost
drugacijeg pristupa u poboljSanju antitumorskog efekta lizozomalnih inhibitora autofagije.
Poznato je da su hlorokin i njegovi derivati zbog povoljnih karakteristika kao Sto su niska cena,
zadovoljavaju¢a bezbednost i dostupnost, jedini do sada odobreni farmakoloski inhibitori
autofagije u terapijskoj modulaciji ovog procesa, koji predstavlja jedan od mogu¢ih pristupa u
le¢enju maligniteta. On se zasniva na poboljSanju citotoksi¢nih efekata hemioterapeutika koji
indukuju citoprotektivnu autofagiju u kombinaciji sa netoksi¢nim koncentracijama inhibitora
ovog procesa, odnosno hlorokina (Liu i sar., 2020). Studije slu¢ajeva pokazuju da primena
hlorokina i njegovih derivata kod odgovarajuc¢ih pacijenata i u adekvatnim koncentracijama
mogu da daju dobre rezultate Cak i u slucaju postojece rezistencije na hemioterapeutike i
nemogucnosti eliminacije pokreta¢a maligne transformacije, kao $to su pojedine mutacije (Levy
i sar,, 2014, Kinsey i sar., 2019). Drugi pristup bi mogao da bude poboljSanje antitumorskih
efekata lizozomalnih inhibitora autofagije, pre svega hlorokina, inhibicijom MAPK. U skladu sa
navedenim, najnovije studije predlazu kombinovanu primenu hidroksihlorokina i ERK
inhibitora u terapiji pankreasnog duktalnog adenokarcinoma, kolorektalnog karcinoma i
melanoma koje karakteriSe konstitutivna aktivacija pomenute kinaze (Kinsey i sar., 2019,
Truong i sar., 2020, Bryant i sar., 2019). Ovo otvara moguc¢nost da se na sli¢an nacin postupiiu
slucajevima kada su detektovani neki od protektivnih mehanizama u citotoksi¢nim dejstvu
odredenog agensa. Konkretno, u slucaju LIA, protektivni efekti p38 MAPK ili AMPK
predstavljaju slabe tacke u citotoksi¢nosti ovih agenasa koja bi mogla da se pojaca primenom
odgovarajucih kinaznih inhibitora (Shema 9).
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Shema 9. Novi pristup u lecenju maligniteta upotrebom LIA
Uzevsi u obzir Celijski specificne obrasce u mehanizmima dejstva LIA, za uspeSnost ovog
pristupa potrebno je podrobno ispitivanje njihovih efekata na razli¢itim zdravim i tumorskim
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¢elijskim linijama, ali i u in vivo uslovima. Jedna od manjkavosti naseg istraZivanja, kao i ve¢ine
prethodnih studija, predstavlja izostanak ispitivanja efekata na primarnim ¢elijskim kuturama.
Takode, trudeci se da ispitamo veliki broj unutarcelijskih procesa u potrazi za mogucim
razlikama izmedu lizozomalnih inhibitora, njihove medusobne interakcije nisu detaljno
ispitane. Stoga, na budu¢im studijama ostaje da ove nedostatke prevazidu, kao i da detaljno
analiziraju molekularne mehanizme kombinovane primene lizozomalnih inhibitora autofagije.

Navedene mogucnosti upotrebe lizozomalnih inhibitora u terapijske svrhe namecu
potrebu za pronalaZenjem novih netoksi¢nih supstanci koje ¢e ispoljavati slicno dejstvo.
Poslednjih godina, dosta paZnje je usmereno na proucavanje antitumorskog efekta inhibitora
protonskih pumpi, ali uz nedovoljno istraZen uticaj na proces autofagije. Naime, predstavnici
ove grupe lekova, medu kojima je i pantoprazol, svoje dejstvo ostvaruju inhibicijom K*/H*
ATPaze, enzima zaduZenog za regulaciju kiselosti Zeluda¢ne sredine, Sto predstavlja osnovu
upotrebe ovih lekova (Shin i Sachs, 2008). Medutim, pored navedenog, pantoprazol zajedno sa
ostalim inhibitorima iz ove grupe, utiCe i na vakuolarnu ATPazu (V-ATPazu), enzim zastupljen
u Celijskim odeljcima u kojima je neophodno odrZavanje adekvatne Kiselosti, kao $to su lizozomi
(Spugnini i sar., 2010, Pamarthy i sar., 2018). Ovakav mehanizam dejstva je sli¢an bafilomicinu,
ali za razliku od klasi¢nog inhibitora autofagije ¢ija je upotreba ogranicena zbog toksi¢nosti,
pantoprazol predstavlja lek koji je u Sirokoj upotrebi u klini¢koj praksi. Zbog navedene sli¢nosti
sa bafilomicinom sa jedne strane, a zadovoljavajuce tolerabilnosti sa druge, pantoprazol bi
mogao da se smatra novim, poboljSanim inhibitorom autofagije. Pored samostalne primene
pantoprazola, otvara se mogucnost njegove kombinovane primene sa drugim antitumorskim
agensima, uzevsi u obzir da delovanjem na protonske pumpe ovaj lek moZe da smanji kiselost
2013, Paskeviciute i Petrikaite, 2019).

Dodatni cilj naSeg istraZivanja bio je usmeren na sticanje detaljnijeg uvida u mehanizme
dejstva pantoprazola na celije miSjeg melanoma i humanog glioma, uz utvrdivanje sli¢nosti i
razlika u odnosu na klasi¢ne lizozomalne inhibitore. Rezultati analize su pokazali da je
citotoksic¢ni efekat pantoprazola na navedenim celijskim linijama, slicno LIA, ostvaren kroz
pokretanje apoptotske smrti kojoj su prethodili oksidativni stres i aktivacija kaspaza, pri ¢emu
su sva tri procesa bila vremenski i dozno zavisna. Ovakvo antitumorsko svojstvo pantoprazola
prethodno je pokazano na ¢elijama humanog karcinoma Zeluca uz odsustvo citotoksi¢nosti na
zdravim Celijama Zeludacnog tkiva (Yeo i sar., 2004) Sto predstavlja vaZan pokazatelj njegovog
selektivnog dejstva. ZapaZena razlika izmedu tumorskih i zdravih ¢elija mogla bi da se objasni
karakteristikama kisele tumorske mikrosredine koja rezultira pove¢anjem broja protonskih
pumpi kod tumorskih celija (Taylorisar., 2015) i samim tim efikasnijim dejstvom pantoprazola
koji se u kiseloj sredini aktivira (Shin i Sachs, 2008). Takode, i ostali lekovi iz grupe inhibitora
protonskih pumpi, omeprazol i esomeprazol, indukovali su apoptozu kod humanih B ¢elijskih
tumora, melanoma, karcinoma dojke i glioma (De Milito i sar., 2007, Marino i sar., 2010, Ihraiz
isar., 2020, Liuisar.,, 2017, Geeviman i sar., 2018). Pored pokretanja apoptotske celijske smrti,
jo$ jedna sli¢nost inhibitora protonske pumpe sa lizozomalnim inhibitorima autofagije uocena
je i u sposobnosti pantoprazola da smanjuje zakiSeljavanje lizozoma. Ovakav rezultat je bio
ocekivan uzevsi u obzir pomenuti mehanizam dejstva slican bafilomicinu i u saglasnosti je sa
prethodno sprovedenim studijama u kojima je pokazano da inhibitori protonske pumpe
uspesno vrse alkalizaciju kiselih celijskih odeljaka, pre svega lizozoma (De Milito i sar., 2007,
Cao i sar., 2018). Inhibicija zakiSeljavanja lizozoma predstavlja jedan od nacina inhibicije
autofagije, tako da je logi¢no pretpostaviti da bi i pantoprazol mogao da ispoljava sli¢no dejstvo.
Ovo potvrduju studije sprovedene na €elijskim linijama karcinoma pankreasa, dojke, prostate i
Zeluca, u kojima je pokazano da omeprazol i pantoprazol mogu da inhibiraju autofagiju (Tan i
sar., 2017, Feng i sar., 2021). Medutim, postoje i studije koje ukazuju da pantoprazol dovodi do
indukcije ovog procesa, Sto navodi na pretpostavku da njegovi efekti mogu da zavise od
Celijskog tipa ali i nekih dodatnih faktora, kao Sto su koncentracija i vreme inkubacije (Marino
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i sar., 2010, Chueca i sar., 2016, Cao i sar., 2018). U naSem istrazivanju na celijama misjeg
melanoma pantoprazol je doveo do povecanja nivoa glavnog markera autofagije LC3-1I, dok je
sa druge strane uzrokovao neznatno smanjenje proteina p62, glavnog supstrata razgradnje u
ovom procesu. Na osnovu ovako dobijenih rezultata moglo bi da se pretpostavi da pantoprazol
indukuje autofagiju kod B16 celija. Medutim, nivoi pomenutih proteina ne ukazuju sa
sigurnoScu da li je autofagija aktivirana ili inhibirana, s obzirom da povecanje LC3-II moZe da
bude posledica poja¢anog stvaranja autofagozoma, ali i blokade njegove proteolize (Loos i sar.,
2020). Sa druge strane, p62 ima veliki broj funkcija u Celiji jer kao adapterski protein ucestvuje
u signalnim putevima znacajnim za proliferaciju, preZivljavanje i smrt tako Sto reguliSe
aktivnost transkripcionih faktora i u€estvuje u razgradnji proteina interakcijom sa ubikvitinom
(Alegre i sar., 2018, Puissant i sar., 2012). Takode, u procesu autofagije p62 omogucava
aktivaciju mTORC1 na lizozomima i predstavlja receptor nosa¢ za ubikvitirane proteinske
agregate (tzv. p62 tela) koji se razgraduju u autolizozomima (Bjorkoy i sar., 2005). Poslednjih
godina, uloga p62 i korelacija njegovog nivoa sa autofagnim fluksom smatra se dominantno
zavisnom od tipa Celija i eksperimentalnih uslova (Liu i sar., 2016b). Zbog svega navedenog,
stvarna procena statusa autofagije izvrSena je kroz analizu fluksa LC3 proteina, koja je pokazala
da kod ¢elija melanoma pantoprazol zaista dovodi do indukcije autofagije. Sa druge strane, kod
¢elija humanog glioma pantoprazol je doveo do blagog povecanja nivoa p62 i LC3-II proteina.
lako ovakav rezultat ukazuje na potencijalnu inihibiciju autofagije, analiza broja LC3 pozitivnih
punkta pokazala je da i kod ¢elija humanog glioma pantoprazol dovodi do aktivacije procesa
autofagije. Sa druge strane, povecana, ali nedovoljno upadljiva konverzija LC3-I u LC3-II
detektovana imunoblotom ukazuje na delimi¢nu inhibiciju fluksa. Ovi rezultati navode na
zakljucak da iako dovodi do aktivacije autofagije, pantoprazol ujedno i inhibira autofagni fluks,
verovatno na nivou fuzije sa lizozomima usled inhibicije zakiSeljavanja ovih organela, slicno
klasi¢nim LIA.

U procesu autofagije razgradnja unutarcelijskog sadrZzaja pomocu lizozoma
posredovana je evolutivho konzervisanim Atg genima. Oni su neophodni za nastanak
autofagozoma, pocev od formiranja fagofore i njenog zatvaranja, pa sve do spajanja sa
lizozomima (Levine i Kroemer, 2019). U naSem istraZivanju prvi put je ispitan uticaj inhibitora
protonske pumpe na ekspresiju Atg gena. Analiza na ¢elijskoj liniji mi$jeg melanoma pokazala
je da pantoprazol dovodi do povecanja ekspresije iRNK za Atg12, Gabarap i p62. Poznato je da
se Atgl2 nalazi u sastavu kompleksa koji su odgovorni za zapocinjanje procesa autofagije i
elongaciju fagofora (Ohsumi, 2001, Mizushima i sar., 1998, Mizushima i sar., 2003). Pored
navedenog, Atgl2 ima ulogu i u lipidaciji LC3 proteina, odnosno njegovom vezivanju za
fosfatidiletanolamin (Hanada i sar., 2007). Sa druge strane, Gabarap je znacajan za nastanak
funkcionalnih autofagozoma i njihovu fuziju sa lizozomima (Schaaf i sar.,, 2016). Gabarap
familija proteina interakcijom sa adapterskim proteinima kao Sto je p62 ostvaruje klju¢nu
ulogu u zatvaranju Celijskog sadrZaja koji treba da se razgradi autofagijom (Wild i sar., 2014).
U naSem istraZivanju, iako transkripciono povisen, p62 se uspesno razgraduje u autofagiji koju
je u ¢elijama miSjeg melanoma indukovao pantoprazol. Sli¢no razlici u mehanizmima dejstva
LIA uocenim izmedu celijskih linija miSjeg melanoma i humanog glioma, i efekti pantoprazola
na ovim €elijama su bili donekle drugaciji. Naime, iako je pantoprazol indukovao autofagiju kod
B16 i U251 (celija, geni koji kontroliSu pocetnu fazu autofagije su imali drugaciji obrazac
ekspresije. Kod celija humanog glioma zapaZen je porast nivoa iRNK za Atg13 i FIP200 koji
saCinjavaju kompleks znacajan za indukciju autofagije i nastanak fagofora (Ganley i sar., 2009),
dok sam FIP200 vezivanjem za p62 ucestvuje u formiranju autofagozoma (Turco i sar., 2019).
Takode, zapaZeni porast iRNK za UVRAG, AMBRA1 i Vps34, uobicajen je u inicijaciji nastanka
autofagozoma (Morris i sar., 2015). Medu genima sa poviSenom ekspresijom detektovan je i
transkripcioni faktor Atf4 koji se smatra transkripcionim aktivatorom autofagije (Moeckel i
sar., 2019), ali i klju¢nim signalnim molekulom u autofagiji pokrenutoj ER stresom (Matsumoto
i sar., 2013). Takode je zapazZeno i povecanje iRNK za transkripcioni faktor Foxo3 tokom svih
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vremenskih intervala nakon tretmana pantoprazolom. Poznato je da Clanovi Foxo familije
reguliSu autofagiju kroz transkripciono zavisne i nezavisne mehanizme. Naime, u jedru oni
uticu na aktivaciju transkripcije nekoliko autofagnih gena ukljucenih u razlicite faze autofagije,
a nakon translokacije u citosol nastavljaju da reguliSu ovaj proces kroz direktnu interakciju sa
autofagnim proteinima koji se tamo nalaze (Cheng, 2019). U regulaciji aktivnosti Foxo3
poseban znacaj imaju AMPK i AKT. AMPK stabilizuje Foxo3 u uslovima stresa, stimuliSe njegovu
akumulaciju u jedru i pokrece autofagiju transkripcionim ili epigenetskim mehanizmima (Shin
i sar.,, 2016, Fasano i sar., 2019). Sa druge strane, AKT dovodi do fosforilacije i posledi¢ne
degradacije Foxo3 u citoplazmi (Li i sar., 2012b, Grant i sar., 2002, Stern, 2000, Guo i
Sonenshein, 2004). Pored Foxo3, slicno ¢elijama miSjeg melanoma, i kod U251 ¢elija je nakon
tretmana pantoprazolom zapaZen porast iRNA za p62. Blagi porast p62 koji je zapaZen i
imunoblot analizom mogao bi, pored transkripcione aktivacije, da se objasni i delimi¢nom
inhibicijom autofagnog fluksa izazvanom ovim inhibitorom. U skladu sa tim, noviji podaci
ukazuju da je povecanje nivoa p62 u Celijama karcinoma Zeluca posledica proteoliticke blokade
koju pantoprazol izaziva pored povecanja biogeneze autofagnih vezikula i indukcije autofagije,
a koja moZe da rezultira povecanjem nivoa ovog proteina (Cao i sar., 2018).

Pored aktivacije Atg gena u kontroli autofagije veliki znacaj imaju i molekuli
AMPK/AKT/mTOR signalnog puta. Uloga AMPK u citotoksi¢nosti indukovanoj pantoprazolom
do sada nikada nije ispitivana. Rezultati naSeg istraZivanja su prvi put pokazali da u ¢elijama
miSjeg melanoma i humanog glioma ovaj inhibitor protonske pumpe dovodi do aktivacije
AMPK, poznatog negativnog regulatora aktivnosti mTOR-a i aktivatora autofagije (Alers i sar.,
2012). Sa druge strane, neke od prethodnih studija su pokazale da kod ¢elija adenokarcinoma
Zeluca tretman pantoprazolom dovodi do smanjenja ekspresije iRNK za PI3K, AKT i mTOR i
inhibicije PI3K/AKT/mTOR signalnog puta (Chen i sar., 2018b, Cao i sar., 2018). Takode,
zapazeno je da pantoprazol blokadom ovog signalnog puta indukuje apoptozu nekih tipova
leukemijskih ¢elija (Liu i sar., 2017) i povecava osetljivost Celija oralnog karcinoma tretiranih
vinkristinom (Lu i sar., 2019). Slicno uticaju esomeprazola na Celije humanog melanoma
(Marino i sar., 2010) i u nasem istrazivanju kod B16 i U251 celija izloZzenih pantoprazolu
zapazen je pad aktivnosti pS6 kinaze, glavnog supstrata mTORC1. Dodatno, nasa analiza je
pokazala da pantoprazol smanjuje fosforilaciju AKT-a, ushodnog aktivatora mTORC1, kao i
fosforilaciju mTORC1 supstrata ULK1 (Ser 757), ciji aktivacioni status u kontekstu efekata
inhibitora protonske pumpe nikada ranije nije ispitivan. Ovakav obrazac aktivacije
AMPK/AKT/mTORC1 signalnog puta otkriven kod B16 i U251 Celija tretiranih pantoprazolom
karakteristic¢an je za aktivaciju autofagije u ¢elijama sisara (Kim i sar., 2011). Pored navedenog
signalnog puta, u regulaciji autofagije znacaj ima i Beklin-1 koji ucestvuje u formiranju
izolacione membrane i maturaciji autofagozoma (Morris i sar., 2015). Dok je uticaj
pantoprazola proucavan kod ¢elija sa genetski inhibiranom ekspresijom Beklina-1 (Tan i sar.,
2016, Marino i sar., 2010), efekti inhibitora protonske pumpe na aktivnost ovog proteina nisu
do sada ispitivani. Iako je u nasem istrazivanju pantoprazol na isti nac¢in regulisao aktivnost
molekula AMPK/AKT/mTORC1 signalne osovine kod obe ¢elijske linije, samo je kod c¢elija
miSjeg melanoma doSlo do povecéanja nivoa Beklina-1, Sto ukazuje na odsustvo uloge ovog
proteina u regulaciji autofagije kod U251 ¢elija tretiranih pantoprazolom. Tumacenje uloge
Beklina-1 oteZano je jer on predstavlja sponu izmedu procesa autofagije i apoptoze i njihove
medusobne interakcije. Poznato je da anti-apoptotski proteini Bcl-2 i Bcl-xL interaguju sa
Beklinom-1 preko BH3 domena, ¢ime se blokira proces autofagije (He i Levine, 2010, Maiuri i
sar., 2007b), dok se oslobadanjem Beklina-1 iz ovog kompleksa omogucava njegovo uceSce u
procesu autofagije (Erlich i sar., 2007). Sa druge strane, NOXA i ostali pro-apoptotski proteini
koji sadrze BH3 domen mogu da zauzmu mesto ¢lanova Bcl-2 familije u kompleksu sa
Beklinom-1, ¢ime se poniStava inhibicija autofagije i stimuliSe autofagna Celijska smrt (Elgendy
isar. 2011). Dodatno, Beklin-1 moZe da bude isecen aktiviranim kaspazama, pri ¢emu fragment
koji tako nastaje ima pro-apoptotski efekat i ¢elijsku sudbinu od autofagije dodatno usmerava
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prema apoptozi (Luo i Rubinsztein, 2010, Zhang i sar., 2015, Wirawan i sar., 2010). U prilog
kompleksnosti uloge Beklina-1 u Celiji govore i rezultati istraZivanja sprovedenog na ¢elijama
humanog glioma, koji su pokazali da povecana ekspresija Beklina-1 smanjuje proliferaciju i
indukuje programiranu Celijsku smrt apoptozom (Huang i sar., 2014). Sa druge strane, u naSem
istrazivanju inhibicija ekspresije Beklina-1 RNK interferencijom u ¢elijjama miSjeg melanoma
dovela je do njihovog smanjenog prezZivljavanja, ukazujuci na zastitnu ulogu ovog proteina u
citotoksi¢nosti indukovanoj pantoprazolom. Sli¢no, inhibicija energetskog senzora i glavnog
regulatora procesa autofagije AMPK dovela je do smanjenja vijabiliteta Celija tretiranih
pantoprazolom, Sto govori u prilog zastitnoj ulozi ove kinaze u smrti ¢elija misjeg melanoma i
humanog glioma. Protektivno dejstvo AMPK i Beklina-1 bar delimicno je zavisilo od njihove
uloge u procesu autofagije, jer je inhibicijom ovog procesa netoksi¢nim dozama bafilomicina,
hlorokina i amonijum hlorida pokazano da pantoprazol indukuje citoprotektivnu autofagiju u
¢elijama miSjeg melanoma i humanog glioma. U skladu sa tim, citotoksi¢ni efekat pantoprazola
bio je znacajno povecan u razlic¢itim tipovima tumorskih ¢elija kod kojih je proteoliza inhibirana
bortezomibom ili autofagija blokirana hlorokinom (Cao i sar., 2018).

Pored AMPK/AKT/mTOR signalnih molekula, sve je viSe podataka o znacaju MAPK u
regulaciji autofagije (He i sar., 2018, Lee i sar., 2019, Mukherjee i sar., 2017, Zhou i sar., 2015).
Tokom istrazivanja citotoksi¢nosti lizozomalnih inhibitora autofagije na B16 i U251 ¢elijama
posebno se istakao znacaj p38 MAPK u preZivljavanju, odnosno smrti celija. Pored ovih
poznatih uloga, u razli¢itim studijama uoceno je da p38 MAPK moZe da funkcionise kao
pozitivni i negativni regulator procesa autofagije. Uloga p38 u indukciji autofagije interakcijom
sa razlic¢itim signalnim molekulima medu kojima su i proteini ER stresa, prethodno je pokazana
u astrocitima, neuronima, kao i ¢elijama osteosarkoma, adenokarcinoma pluca i karcinoma
grlica materice (Tang i sar., 2008, Webber i Tooze, 2010, Slobodnyuk i sar., 2019). Suprotno,
negativna regulacija autofagije ovom kinazom zapaZena je kod CD8* T-limfocita i cCelija
mikroglije, kolorektalnog i karcinoma grlica materice (He i sar., 2018, Henson i sar., 2014,
Comes i sar., 2007, Webber i Tooze, 2010). Dodatno, kod ¢elija karcinoma koZe uoceno je da se
aktivnost p38 MAPK povecava kada je proces autofagije inhibiran (Qiang i sar., 2013). Uticaj
inhibitora protonskih pumpi na MAPK signalne puteve prvi put su ispitivani na nekoliko
razlic¢itih ¢elijskih linija karcinoma raka Zeluca, gde je pokazan znacaj selektivne aktivacije p38
MAPK u indukciji apoptoze u odnosu na netumorske celije Zeluda¢nog tkiva (Yeo i sar., 2004).
Sa druge strane, na miSjem modelu multiple intestinalne neoplazije pokazano je da pantoprazol
dovodi do inhibicije p38 MAPK (Han i sar., 2014), kao i da ispoljava anti-inflamatorno dejstvo
supresijom p38 MAPK u polimorfonuklearnim leukocitima (Koshio i sar., 2010). Novija studija
pokazala je postojanje povezanosti produkcije reaktivnih oblika kiseonika sa povecanjem
aktivnosti p38 MAPK kod razlicitih tipova tumorskih Celija tretiranih pantoprazolom (Cao i sar.,
2018). Suprotno navedenom, rezultati naSeg istraZivanja na B16 ¢elijama pokazali su da se
Celijska smrt indukovana pantoprazolom odvija nezavisno od p38 MAPK, uzevsi u obzir
Cinjenicu da inhibitor protonske pumpe nije doveo do promene aktivacionog statusa ovog
enzima i da njegova inhibicija nije rezultirala promenom u preZivljavanju celija. Sa druge strane,
pantoprazol je aktivirao p38 MAPK u ¢elijama humanog glioma, a farmakoloska inhibicija ovog
enzima dodatno je smanjila vijabilitet Celija, ukazuju¢i na njegovu citoprotektivnu ulogu.
Poredenjem ovih podataka sa podacima o ulozi p38 MAPK u citotoksi¢nosti LIA uocavaju se
slicnosti, ali i izvesne razlike. Kod B16 celija odsustvo uticaja p38 MAPK na citotoksi¢nost
pantoprazola jasno stoji nasuprot pro- i anti-apoptotskim ulogama ove kinaze u citotoksi¢nosti
LIA. Sa druge strane, kod celija humanog glioma pokazano je da p38 MAPK aktivirana
hlorokinom ili amonijum hloridom ima protektivhu ulogu sli¢no C¢elijama tretiranim
pantoprazolu, paradoksalno zapaZena pro-apoptotska uloga ove kinaze. Ovakav rezultat bi
delimi¢no mogao da se objasni razli¢itim efektima bafilomicina i pantoprazola na autofagiju u
Celijama glioma. Naime, smrt U251 ¢elija indukovana bafilomicinom je nezavisna od inhibicije
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autofagije, dok pantoprazol deluje tako $to pored delimi¢ne blokade autofagnog fluksa pokrece
citoprotektivnu autofagiju koja zavisi od aktivacije p38 MAPK.

Osim ucesSc¢a u regulaciji autofagije, p38 MAPK cesto predstavlja deo signalnih puteva
ukljuc¢enih u pokretanje ER stresa (Darling i Cook, 2014), dok koji je sa druge strane u bliskoj
vezi sa procesom autofagije (Lin i sar., 2019). Zbog toga nije iznenadujuce Sto se putem p38
MAPK ostvaruje interakcija izmedu ova dva procesa u Celiji. U senzitizaciji Celija na ER stres
jednu od vaZnih komponenti predstavlja transkripcioni faktor CHOP koji moZe da inhibira
proliferaciju €elija i uti¢e na progresiju DNK oStecenja (Woo i sar., 2009). Ekspresija CHOP-a
nalazi se pod kontrolom transkripcionog faktora Atf4 koji se aktivira razli¢itim signalima poput
nedostatka aminokiselina i oksidativnog oStecenja, sa osnovnom funkcijom da omogucdi ¢eliji
adaptaciju na ER stres modulacijom metabolicke aktivnosti (Harding i sar., 2003). Atf4 je
takode i klju¢ni signal za autofagiju indukovanu ER stresom, a posledi¢no povecanje ekspresije
CHOP-a odgovorno je za prelazak autofagije u apoptozu (Matsumoto i sar., 2013, Liu i sar.,,
2012). Poznato je da p38 MAPK fosforiliSe CHOP i u odgovoru na celijski stres (Wang i Ron,
1996), a krajnji ishod interakcije ovih molekula moZe da bude razlicit. U in vivo uslovima ova
fosforilacija je neophodna za inhibiciju diferencijacije Celija adipoznog tkiva (Aouadi i sar.,
2006) i za smanjenje preZivljavanja Celija karcinoma grli¢a materice (Lin i sar., 2018). Jiang i
saradnici su pokazali da je kod leukemijskih celija u uslovima stresa interakcija Atf4 i CHOP-a
krucijalna za indukciju autofagije, dok p38 MAPK dovodi do povecanja ekspresije ovih molekula
i ujedno ucestvuje u apoptozi, ali i u indukciji autofagije (Jiang i sar., 2013). Uticaj inhibitora
protonskih pumpi na pojavu ER stresa do sada je ispitivan samo na Ccelijskoj liniji
adenokarcinoma Zeluca kod Kkoje je pantoprazol uzrokovao inhibiciju proteazoma sa
posledi¢nim nagomilavanjem proteina i indukcijom ER stresa, iskazanom kroz povecanje
aktivnosti CHOP proteina (Cao i sar., 2018). U skladu sa tim, rezultati naSeg istraZivanja
pokazali su da i kod celija humanog glioma pantoprazol dovodi do aktivacije CHOP-a kao
markera ER stresa. Dodatno, u naSem istraZivanju je pokazano da se CHOP nalazi pod direktnim
uticajem p38 MAPK, cija inhibicija ne samo da je dovela do smanjenja ovog proteina, vec je
uzrokovala i smanjenje akumulacije autofagnog markera LC3-II, $to ukazuje na mogucu ulogu
interakcije ove kinaze sa CHOP proteinom u indukciji autofagije. Dakle, indukcija autofagije
pantoprazolom mogla bi sa jedne strane da se odvija modulacijom AMPK/AKT/mTOR
signalnog puta, a sa druge aktivacijom p38 MAPK-Atf4 osovine, uzevsi u obzir da je pantoprazol
doveo i do povecanje ekspresije navedenog transkripcionog faktora. Posledi¢na aktivacija
CHOP-a mogla bi da bude faktor koji usmerava ¢elijsku sudbinu od autofagije ka apoptozi, kao
i da objasni povecanje nivoa p62, s obzirom da je u prethodnim studijama pokazano da CHOP
aktivira transkripciju ovog autofagnog receptora (B'Chir i sar., 2013). Sam ER stres nije
obuhvacen naSim istrazivanjem, ali predstavlja otvoreno polje za dalja ispitivanja, posebno
zbog bliske povezanosti sa autofagijom i ¢injenicom da su oba procesa vazne mete najnovijih
terapijskih pristupa.

[spitujuci signalne puteve znacajne za regulaciju autofagije i prezivljavanje celija
humanog glioma zapaZzen je protektivni efekat AMPK i p38 MAPK. Poznato je da ove dve kinaze
mogu medusobno da se reguliSu. Caube i saradnici su pokazali da je aktivacija p38 MAPK od
strane AMPK neophodna za energetsku homeostazu, preZivljavanje i biogenezu mitohondrija
kod tumorskih celija (Chaube i Bhat, 2016). Takode, smatra se da interakcija ove dve kinaze
moZe da doprinese spreCavanju ishemijskog oStecenja srca (Li i sar., 2005), ali i da indukuje
apoptozu tumorskih Celija miSa (Hsu i sar., 2010) i starenje T-limfocita (Lanna i sar., 2014). Sa
druge strane, pokazano je da p38 MAPK funkcioniSe kao negativni regulator AMPK u
odrzavanju procesa glukoneogeneze (Jing i sar., 2015). Uticaj inhibitora protonske pumpe na
interakciju p38 i AMPK nikada do sada nije ispitivan. Podaci dobijeni na ¢elijskoj liniji humanog
glioma ukazuju da u citotoksi¢nosti pantoprazola inhibicija ekspresije AMPK ne utiCe na
aktivacioni status p38 MAPK. Sli¢no, farmakoloska inhibicija p38 MAPK ne dovodi do promene
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nivoa AMPK, Sto potvrduje medusobno nezavisno protektivno dejstvo ove dve kinaze u ¢elijama
U251 glioma.

Analizom podataka dobijenih u ovom istraZivanju uoCene su jasne sli¢nosti i razlike
izmedu Kklasi¢nih lizozomalnih inhibitora - pre svega bafilomicina, i inhibitora protonske
pumpe pantoprazola. Slicnost u osnovnom mehanizmu dejstva, odnosno sposobnost inhibicije
V-ATPaze ucinio je poredenje ova dva agensa jo$ interesantnijim. Medutim, iako indukuje
apoptozu Celija miSjeg melanoma i humanog glioma, smanjuje zakiSeljavanje lizozoma i na
slican nacin utice na regulaciju mTOR-a u B16 i U251 cCelijama kao i AMPK u B16 celijama,
pantoprazol, za razliku od bafilomicina, indukuje autofagiju koja stiti ove tumorske ¢elije od
umiranja (Shema 10).

pantoprazol
rRost
kaspazet aktivacija
autofagije
APOPTOZA
zakiseljavanje aktivacija AMPK
lizozoma U251

preiivljavanjeT

mTOR v
p38 nezavisni efekat
aktivacija AMPK B16
B16

preiivljavanjeT -

aktivacija p38
U251

preiivljavanjeT

Shema 10. Uporedni prikaz sli¢nosti i razlika u efektima inhibitora V-ATPaze - bafilomicina i
pantoprazola u ¢elijama miSjeg melanoma i humanog glioma

U tom kontekstu, pretpostavka da bi pantoprazol mogao da funkcioniSe kao poboljSana verzija
farmakoloSkog inhibitora autofagije - bafilomicina, mora biti odbacena bar kada se radi o
efektima ovog leka na ¢elije miSjeg melanoma i humanog glioblastoma. Medutim, uzevsi u obzir
pokazani antitumorski efekat i povoljne karakteristike pantoprazola, pre svega njegovu Cestu
klinicku upotrebu i nisku toksi¢nost, novootkriveni mehanizmi dejstva ovog leka otvaraju
mogucnost za potencijalno poboljSanje njegovog ucinka u terapiji tumora. Do sada su inhibitori
protonskih pumpi ispitivani prevashodno sa ciljem poboljSanja citotoksi¢nosti lekova ¢iji je
efekat smanjen zbog neadekvatnog preuzimanja usled kisele tumorske mikrosredine. Ovakva
sredina nastaje kao rezultat povecanog broja protonskih pumpi, pre svega V-ATPaza, kod
tumorskih ¢elija (Whitton i sar., 2018) i odgovorna je za brZi rast, progresiju i metastatski
potencijal tumora (Andreucci i sar., 2020). Pantoprazol delovanjem na protonske pumpe vrsi
njihovu reverziju, Sto rezultira poboljSanim preuzimanjem hemioterapeutika i tako pojacava
njihovo antitumorsko dejstvo (Ikemura i sar., 2017). Slican princip kombinovane primene
pantoprazola i drugih inhibitora protonske pumpe u kombinaciji sa hemioterapeuticima, nasao
se i u osnovi klinickih studija kod pacijenata sa karcinomom prostate i drugim solidnim
tumorima (NCT01748500, NCT01069081). NaSe istrazivanje na B16 Celijama pokazalo je da je
mehanizam dejstva pantoprazola daleko kompleksniji od njegove pretpostavljene uloge, uzevsi
u obzir da pored indukcije apoptoze, on aktivira i citoprotektivnu autofagiju, uz karakteristican
obrazac aktivacije AMPK/AKT/mTOR signalnog puta i povecanje ekspresije Atg gena
ukljucenih u inicijaciju ovog procesa (Shema 11).
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pantoprazol

B16

Shema 11. Mehanizmi citotoksi¢nosti pantoprazola na ¢elijama misjeg melanoma
(Zelene strelice oznacavaju da je odredeni proces aktiviran, dok crvene oznacavaju njegovu inhibiciju)

\ Foxo3
U251 -

Shema 12. Mehanizmi citotoksi¢nosti pantoprazola na ¢elijama humanog glioma
(Zelene strelice oznacavaju da je odredeni proces aktiviran, dok crvene oznacavaju njegovu inhibiciju)

Dobijene rezultate trebalo bi uzeti u obzir kada se razmatra kako samostalna, tako i
kombinovana primena pantoprazola sa drugim agensima u budué¢im in vitro ali i in vivo i
klinickim studijama. Jedan od moguéih nacdina za poboljSanje antitumorskog delovanja
pantoprazola mogao bi da bude kombinovanje sa niskim dozama klasi¢nih lizozomalnih
inhibitora autofagije pomocu kojih bi se suprimirao citoprotektivni efekat indukovane
autofagije, Sto je i pokazano u rezultatima nasSeg ispitivanja. U ovom slucaju bi svakako
najracionalnije bilo kombinovati pantoprazol sa hlorokinom, koji je, kao Sto je ve¢ pomenuto,
zbog svojih povoljnijih osobina jedini od svih LIA odobren za klinicku inhibiciju autofagije kao
novom pristupu u terapiji tumora. Ispitujuci dejstvo pantoprazola na dve razlicite Celijske linije
stekli smo bolji uvid u njegove efekte potencijalno znacajne za dizajniranje buducih in vivo
eksperimenata, kao i klinickih studija. Kod c¢elija humanog glioma pantoprazol je pored
indukcije apoptoze uticao na ekspresiju drugacijih Atg gena u odnosu na B16 Celije, sa posebno
izraZenim povecanjem Foxo3 transkripcionog faktora (Shema 12). Uzevsi u obzir mogucu vezu
izmedu aktivacije Foxo3 i povecanja rezistencije tumora na terapiju (Xu i sar., 2017, Qiani sar.,
2017), ovaj transkripcioni faktor bi mogao da bude jedna od meta za poboljSanje terapijskog
efekta pantoprazola u leCenju tumora (Shema 13). Takode, otkrivena uloga AMPK i p38 MAPK
u indukciji citoprotektivne autofagije u celijama humanog glioma prosiruje mogucénosti
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kombinovanja pantoprazola ne samo sa LIA, ve¢ i sa selektivnim inhibitorima ovih kinaza. Na
budu¢im studijama ostaje da ove efekte detaljnije ispitaju kako u in vitro, tako i u in vivo
uslovima.

PANTOPRAZOL
Tumorska éelija +

. LIA/AMPK/p38 P%,\
N MAPK inhibitor vl S )
' S SJ . b APOPTOZA

Foxo3 ?

Shema 13. Mogucénosti za poboljsanje antitumorskog efekta pantoprazola
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6. Zakljucci






Zakljucci

Uzevsi u obzir postavljene ciljeve ove doktorske disertacije, na osnovu dobijenih rezultata
mogu da se izvedu slede¢i zakljucci:

Bafilomicin, hlorokin, amonijum hlorid i pantoprazol su citotoksicni za Celije miSjeg
melanoma i humanog glioma.

Bafilomicin, hlorokin, amonijum hlorid i pantoprazol indukuju apoptozu tumorskih
¢elija zavisnu od aktivacije kaspaza, pra¢enu produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i
depolarizacijom mitohondrija.

Bafilomicin, hlorokin i amonijum hlorid indukuju apoptozu tumorskih celija nezavisno
od modulacije autofagije i aktivnosti mTOR kinaze, razli¢itim uticajem na ravnoteZu pro-
i anti-apoptotskih molekula Bcl-2 familije, permeabilizaciju lizozoma i aktivaciju
AMPK/MAPK signalnih puteva.

Pantoprazol indukuje transkripciono regulisanu citoprotektivnu autofagiju
modulacijom AMPK/AKT/mTOR signalnih molekula u B16 ¢elijama melanoma, odnosno
aktivacijom p38 MAP kinaze, ER stresa i transkripcionog faktora CHOP u U251 ¢elijama
glioma.
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Prilozi






Spisak skracenica:

4EBP1 - engl. Translaton initiation factor 4E-binding protein

AH - amonijum hlorid

AIF - engl. Apoptosis inducing factor

AMBRA1 - engl. Activation molecule in Beclin -1 regulated autophagy
AMPK - engl. Adenosine monophosphate-activated protein kinase
Apaf -1 - engl. Apoptotic protease activating factor 1

ApoZ2L - engl. ApoZ2 ligand

Atf4 - eng. Activating transcription factor 4

ATF6a - engl. Activating Transcription factor 6 alpha

Atg - engl. AuTophaGy related

BA - bafilomicin

Bad - engl. B-cell ymphoma 2 antagonist of cell death

Bak - engl. B-cell ymphoma 2 antagonist killer 1

Bax - engl. B-cell ymphoma 2 associated X protein

Bcl-2 - engl. B-cell lymphoma 2

Bcl-w - engl. Bcl-2 like 2

Bcl-xL - engl. B-cell ymphoma exra large

Bid - engl. BH3 interacting domain death agonist

Bif-1 - engl. Bax-interacting factor 1

Bim - engl. B-cell ymphoma interacting protein Bim

Bmf - engl. B-cell modifying factor

Bnip3 - engl. B-cell ymphoma 2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting 3
Bok - engl. B-cell lymphoma 2 related ovarian killer

BSA - engl. Bovine serum albumin

CAD - engl. Caspase-activated DNase

CHOP - engl. C/EBP homologous protein

CQ - hlorokin

DHE - dihidroetidijum

DHR - dihidrorodamin

DMSO - dimetilsulfoksid

DR - engl. Death receptor

EDTA - etilendiamino tetrasircetna kiselina

elF2a - engl. Eucaryotic initiation factor 2 alpha

ERK - engl. Extracellular signal-regulated kinase

FasL - engl. Fatty acid synthetase ligand

FasR- engl. Fatty acid synthetase receptor

FIP200 - engl. Focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa
Foxo - engl. Forkhead box protein O

Hrk - harakiri

HtrA2/Omi - engl. High temperature requirement protein A2
JNK - engl. c-Jun N-terminal kinase

LC3 - engl. Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3
LTR - lizotreker zeleno (engl. LysoTracker Green)

MAPK - engl. Mitogen activated protein kinase

M-MuLV - engl. Moloney Murine Leukemia Virus

mTOR- engl. Mammalian target of rapamycin

mTORC1 - engl. Mammalian target of rapamycin complex 1
mTORC2 - engl Mammalian target of rapamycin complex 2
Noxa/Pmaip - engl. Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein-1



p62/Sqstm1 - engl. Sequestozom 1

p70S6K - engl. Ribosomal protein S6 kinase-1

PARP-1 - engl. Poly (ADP-ribose) polymerase

PERK - engl. Protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase

PI - propidijum jodid

PI3K - engl. Phosphoinositid 3-kinase

PIC - koktel za inhibiciju proteaza (engl. Protease inhibitor cocktail)

PIKK - engl. Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase

PMSF - fenil-metil-sulfonil-fluorid

PPZ - aantoprazol

Puma - engl. p53 upregulated modulator of apoptosis

Rubicon - engl. Run domain Beclin-1 interacting and cysteine-rich domain-containing protein
SDS - natrijum dodecil sulfat (engl. Sodium dodecyle sulphate)

siRNA - mala interferiraju¢a RNK (engl. Small interfering RNA)

SMACK/DIABLO - engl. Second mitochondria-derived activator of caspase/Direct inhibitor of
apoptosis binding protein with low pl

SNARE -engl. Solubile N-ethymale-imide-sensitive factor-attachment protein receptors
TEMED - 3-(4,5-N,N,N’,N’ -tetrametiletilen-1,2-diamin

TNFR1- engl. Tumor necrosis factor receptor 1

TNF-a - engl. Tumor necrosis factor alpha

ULK 1/2 - engl. Unc-51 like autophagy activating kinase

UVRAG - engl. UV irradiation resistance-associated gene

Vakuolarna V-ATPaza - V-ATPaza
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