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Antitumorski efekat inhibicije glikolize u kombinaciji sa permeabilizacijom

lizozoma i supresijom oksidativne fosforilacije

SAZETAK

Povecane energetske potrebe tumorske ¢elije zadovoljavaju prevashodno aerobnom
glikolizom, ali ukoliko je ona inhibirana ove metabolicki plasticne celije prelaze na oksidativnu
fosforilaciju. Veliki nestabilni lizozomi, bogati hidrolitickim enzimima, omogucéavaju tumorima
metastaziranje i rezistenciju na lekove, ali je njihovo izlivanje u citoplazmu citotoksi¢no. Cilj ove
disertacije je bio da se ispitaju antitumorski efekti kombinovanih tretmana inhibitora glikolize 2-
dezoksi-D-glukoze (2DG) sa supresorom oksidativne fosforilacije rotenonom (ROT), ili sa
lizozomalnim deterdzentom N-dodecilimidazolom (NDI).

Pokazali smo da i 2DG+ROT i 2DG+NDI sinergisticki ubijaju B16 melanomske i U251
gliomske ¢elije nekrozom, a ne apoptozom, nekroptozom i autofagijom. Kombinovani tretmani su
izazvali depleciju ATP, aktivaciju AMPK i produkciju mitohondrijskog superoksida. 2DG+ROT je
stimulisao otpusStanje heksokinaze II sa membrane mitohondrija i posledi¢no otvaranje VDAC
kanala, $to je omogucilo izlazak superoksida i citohroma c u citoplazmu. Citohrom c je aktivirao
kaspaze, ali zbog nedostatka ATP nije doSlo do fragmentacije DNK 1 inicijalno aktivirana apoptoza
je zavrSena nekrozom. Deplecija ATP je aktivirala AMPK i suprimirala mTORCI, ali je
paradoksalno inhibirala autofagiju. Sa druge strane, NDI je indukovao permeabilizaciju membrane
lizozoma 1 izlazak proteolitiC¢kih enzima katepsina, depolarizaciju mitohondrija, oksidativni stres 1
supresiju oksidativne fosforilacije, $to je u kombinaciji sa inhibicijom glikolize izazvanom 2DG,
dovelo do potpune deplecije ATP i nekroze tumorskih celija.

Istovremena inhibicija glikolize i oksidativne fosforilacije, ili inhibicija glikolize i
destabilizacija lizozoma, mogle bi se iskoristiti u antitumorskoj terapiji.

Klju¢ne reéi: glikoliza, oksidativna fosforilacija, lizozom, permeabilizacija membrane lizozoma,
mitohondrije, nekroza, 2-dezoksi-D-glukoza, rotenon, N-dodecilimidazol, kombinovana
antitumorska terapija, melanom, gliom

Naucna oblast: Biologija

Uza nauéna oblast: Celijska biologija



Antitumor effect of glycolysis inhibition in combination with lysosome

permeabilization and oxidative phosphorylation suppression

ABSTRACT

Tumor cells preferentially use aerobic glycolysis to satisfy increased energy needs, but if
glycolysis is inhibited they switch to oxidative phosphorylation. Tumor cells have large unstable
lysosomes, rich in hydrolytic enzymes that stimulate metastases and drug resistance, but induce cell
death if released into cytoplasm. The aim of this dissertation was to investigate the antitumor
effects of combined treatments of glycolysis inhibitor 2-deoxy-D-glucose (2DG) with the oxidative
phosphorylation suppressor rotenone (ROT), or with the lysosomal detergent N-dodecylimidazole
(NDI).

We showed that both, 2DG+ROT and 2DG+NDI, synergistically induced B16 melanoma
and U251 glioma cell death by necrosis, and not apoptosis, necroptosis, and autophagy. Combined
treatments caused ATP depletion, AMPK activation, and mitochondrial superoxide production.
2DG+ROT induced release of hexokinase Il from the mitochondrial membrane and the consequent
opening of the VDAC channel, which led to the release of superoxide and cytochrome c into the
cytoplasm. Cytochrome c activated caspases, but due to ATP deficiency, there was no DNA
fragmentation and the initially activated apoptosis converted to necrosis. ATP depletion activated
AMPK and suppressed mTORCL1, but paradoxically inhibited autophagy. On the other hand, NDI
induced lysosome membrane permeabilization and release of proteolytic enzymes cathepsins,
depolarization of mitochondria, oxidative stress and suppression of oxidative phosphorylation,
which in combination with inhibition of glycolysis induced by 2DG, led to complete energy
depletion and necrosis of tumor cells.

Concomitant inhibition of glycolysis and oxidative phosphorylation, or inhibition of
glycolysis and destabilization of lysosomes, could be used in antitumor therapy.

Keywords:  glycolysis, oxidative phosphorylation, lysosome, lysosome membrane
permeabilization, mitochondria, necrosis, 2-deoxy-D-glucose, rotenone, N-dodecylimidazole,
combination antitumor therapy, melanoma, glioma

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Cell biology
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1. UVOD

Maligne bolesti predstavljaju jedan od vodecih uzro¢nika smrti u savremenom svetu.
Nastaju neoplasti¢nom transformacijom normalnih ¢éelija i tkiva [1]. Neoplasti¢na transformacija je
sloZen, viSestepeni proces tokom kojeg dolazi do stvaranja brojnih mutacija, ¢ije nakupljanje
dovodi do poveéane aktivnosti protoonkogena i/ili smanjene aktivnosti tumor supresor gena, S$to za
posledicu ima nekontrolisanu proliferaciju c¢elija i inhibiciju c¢elijskog umiranja, gubitak
diferenciranosti i sposobnosti za obavljanje specifi¢nih funkcija, odnosno nastanak tumorske ¢celije
[2]. U tumorskim celijama se tokom kancerogeneze deSavaju razliCite promene, kao Sto su
modifikacije signalnih puteva, strukture i funkcije organela, metabolizma, koje doprinose razvoju
malignog fenotipa [3-5]. Tumori se razlikuju prema poreklu ¢elija, nacinu i prognozi rasta. Benigni
tumori ostaju inkapsulirani na mestu nastanka, dok maligni tumori ili kanceri koji nisu
inkapsulirani imaju sposobnost metastaziranja, odnosno odvajanja manje grupe celija sa mesta
nastanka i odlaZzenja putem krvi i limfe u druga tkiva i organe, gde formiraju sekundarne tumore
[6]. Prema generalnoj podeli Svetske zdravstvene organizacije hiljade razli¢itih tipova tumora se na
osnovu vrste ¢elija ili tkiva od kojih su se razvili dele na: epitelne (karcinome), tumore vezivnog
tkiva ili mezenhimske tumore (sarkome), mijelome, gliome, embrionalne tumore, leukemije i
limfome [7]. Gliomi nastaju malignom transformacijom glijalnih ¢elija i predstavljaju najcesce
tumore centralnog nervnog sistema. U svetu je tokom 2018. godine dijagnostikovano 296 851
novih slucajeva svih tipova tumora mozga i 241 037 smrtnih slucajeva [8]. Razli¢iti sredinski i
genetski faktori su u korelaciji sa povecanim rizikom za razvijanje tumora mozga [9]. Hiruska
resekcija predstavlja osnovni nadin za uklanjanje tumora, ali zbog specifi¢nosti mesta nastanka
Cesto su inoperabilni. Ve¢ina malignih tumora nakon hiruske intervencije zahteva primenu
kombinovane agresivne radioterapije i hemoterapije, ¢iji tip zavisi od stepena progresije, starosne
dobi, histopatoloskog nalaza, molekularnih markera i prethodnih terapija [9, 10]. Melanomi su
maligni tumori pigmentnih ¢elija melanocita, koji se nalaze u kozi, mukoznim membranama,
centralnom nervnom sistemu i ¢elijama uvealnog trakta [11]. Prema podacima Medunarodne
agencije za istrazivanje raka u 2018. godini Sirom sveta je registrovano 287 723 novih slucajeva
melanoma i 60 712 smrtnih slucajeva [8]. Smrtnost i incidenca malignog melanoma su globalno u
konstantnom porastu, uprkos znacajnim naporima koji se ulazu u prevenciju, ranu detekciju i razvoj
terapije. lako melanom koZe predstavlja samo 4% svih tumora koZe (ukljucujuéi nemijelocitne
tumore koze), odgovoran je za 80% svih smrtnih slucajeva uzrokovanih kancerima koze [11, 12].
Za lokalizovane tumore hirurgija je i dalje najbolji pristup u le¢enju [13]. U poslednjih deset godina
doslo je do znacajnog napretka kako u hiruskoj, tako i u adjuvansnoj i sistemskoj terapiji melanoma
[14]. Trenutno su dostupne dve nove klase sistemskih terapija: imunoterapije (imunoloski inhibitori
kontrolnih tac¢aka), koji povecavaju antitumorski imunski odgovor i ciljane terapije (BRAF i MEK
inhibitori) za pacijente sa BRAFV®®-mutantnim melanomom [13]. Najveé¢i napredak u ledenju
melanoma je ostvaren kada je otkriveno da gotovo 50% pacijenata sa uznapredovanim
melanomima ima aktivirane BRAF mutacije (BRAFY®%E), koje su najve¢im delom putem
konstituvne aktivacije MEK/ERK signalnog puta umeSane u mnogobrojne aspekte
melanomageneze, sto je dovelo do uvodenja BRAF (BRAFI) i ERK inhibitora u terapiju [15].
Medutim, iako su ovi inhibitori u pocetku efikasni, pacijenti sa melanomom ubrzo razvijaju
rezistenciju [15]. Najsavremenije antimelanomske terapije omogucavaju petogodisnje
preZivljavanje u 50% pacijenata. Dakle, gliome 1 melanome karakteriSe velika agresivnost i
ogroman metastatski potencijal. Uprkos intenzivnim istraZivanjima za ove tumore jo§ uvek ne
postoji efikasna terapija [13, 16, 17].



Cilj hemioterapije je da se inhibira proliferacija ili indukuje smrt tumorskih celija. Najces¢i
tip Celijske smrti koju indukuju antitumorski lekovi jeste apoptoza. Medutim, tumorske celije Cesto
postaju rezistentne na indukciju apoptoze, pa se u poslednje vreme sve viSe traga za alternativnim
putevima indukcije celijske smrti kao S§to su: nekroza, nekroptoza, feroptoza, autofagija i
lizozomalna celijska smrt. Apoptoza (programirana celijska smrt tipa I) je evolutivho visoko
konzerviran i genetski determinisan proces koji organizam koristi za eliminaciju oStecenih i
suvisnih ¢elija. Apoptoza se odigrava u normalnim fizioloSkim uslovima, tokom embriogeneze,
diferencijacije, u procesima razvoja i regulacije imunog sistema, kao i nizu patoloskih stanja [1,
18]. U toku apoptoze dolazi do karakteristiénih morfolo§kih promena ¢elije. Prvi morfoloski znak
apoptoze je kondenzacija hromatina, koja se deSava u marginalnim oblastima nukleusa. Uporedo
dolazi i do kondenzacije citoplazme, smanjenja volumena celije, sabijanja organela 1 razgradnje
citoskeleta. Kondenzaciju hromatina prati secenje lanaca DNK na uniformne fragmente od oko 180
baznih parova. U kasnijim fazama apoptoze dolazi do segmentacije nukleusa i fragmentacije
citoplazme. Na plazma membrani se pojavljuje veéi broj citoplazmatskih izvrata. Terminalnu fazu
apoptoze karakteriSe pojava apoptotskih tela, delova apoptotske ¢elije okruzenih membranom [1,
18]. Na spoljasnjoj membrani apoptotskih tela pojavljuje se fosfatidilserin, Sto predstavlja signal za
fagocitozu od strane makrofaga i dendritskih ¢elija. U in vitro uslovima apoptotska tela se spontano
degeneriSu nekrozom, §to se naziva sekundarna nekroza [19]. Proces apoptoze je koordinisan
aktivno$¢u kaspaza, cistein proteaza koje imaju esencijalnu ulogu u inicijaciji i egzekuciji
apoptoze, na osnovu Cega se dele na inicijatorske (kaspaza-2, -8, -9, -10), koje se aktiviraju u
odgovoru na signal, egzekutorske (kaspaza-3, -6, -7), koje su aktivirane inicijatorskim kaspazama i
ucestvuju u egzekutorskoj fazi dovodeéi do aktivacije brojnih strukturnih i regulatornih proteina,
koji onemogucavaju funkcionisanje ¢elije [20]. Kaspaze se sintetiSu u obliku neaktivnih zimogena
prokaspaza, koje se potom grupiSu u odgovarajuée proteinske komplekse, §to dovodi do
autokataliticke aktivacije inicijatorskih kaspaza, a potom 1 aktivacije efektorskih kaspaza.
Efektorske ili egzekutorske kaspaze nakon toga aktiviraju endonukleaze i proteaze, $to za posledicu
ima fragmentaciju hromozomalne DNK i secenje proteina citoskeleta 1 nukleusa, i formiranje
citomorfoloskih promena karakteristi¢nih za apoptozu [20].

Dva glavna apoptotska puta su spoljasnji ili receptorski 1 unutrasnji ili mitohondrijalni put.
Spoljasnji put zapocinje na nivou Celijske membrane vezivanjem liganada za receptore smrti iz
TNFR (engl. tumor necrosis factor receptor) familije i ima kljuénu ulogu u aktivaciji i prenosenju
kaskade signala sa povrSine c¢elija na unutarcelijske signalne puteve preko inicijatorske kaspaze-8
[21]. Dok unutra$nji, odnosno mitohondrijalni put apoptoze zavisi od faktora koji se otpustaju iz
mitohondrija. Unutrasnji put izazivaju faktori koji dovode do osteenja DNK ili izazivaju celijski
stres, ukljucujuci odsustvo faktora rasta, promene u citoskeletu, akumulaciju nesavijenih proteina,
hipoksiju, odsustvo citokina i hormona neophodnih za prezivljavanje. Ovi faktori dovode do
depolarizacije i promena u propustljivosti spoljasnje membrane mitohondrija (MOMP, engl.
mitochondrial outer membrane permeabilization), usled ¢ega dolazi do oslobadanja proapototskih
proteina poput citohroma c, indukujuéeg faktora apoptoze (AlF), endonukleaze G, Smac/DIABLO i
Omi/HtrA2 u citoplazmu c¢elija [21]. Niz proteina iz Bcl-2 familije u koje spadaju proapoptotski
(Bax, Bad, Bak) i antiapoptotski (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1) proteini, ucestvuje u regulaciji
propustljivosti membrana mitohondrija, a samim tim i u regulaciji procesa apoptoze [22].
Oslobodeni citohrom ¢ u citoplazmi zajedno sa dimerom inicijatorske kaspaze-9 i brojnim
molekulima proteina Apaf-1 formira proteinski kompleks apoptozom koji aktivira egzekutorske
kaspaze-3 i -7 i indukuje apoptozu, dok se Smac/DIABLO i Omi/HtrA2 vezuju za XIAP i na taj
nacin ga sprecavaju da inhibira egzekutorske kaspaze [22].

Program c¢elijskog umiranja apoptozom i nekrozom moze otpoceti istovetnim signalima.
Razli¢iti odgovor na dejstvo identi¢nog stimulusa objasnjava se duzinom i ja¢inom stimulusa [23].
Za razliku od apoptoze tokom nekroze dolazi do nasumicne fragmentacije DNK, pri ¢emu nastaju
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fragmenti razli¢itih duzina [1]. Obi¢no se deSava kao posledica celijske traume izazvane
fizickim/sredinskim faktorima, $to dovodi do prerane smrti ¢elija u tkivu procesom autolize.
Nekrozu izazivaju infekcije, toksini, mehani¢ke traume, ishemija i termicka oStecenja [24].
Nekroza se morfoloski znacajno razlikuje od apoptoze. Tokom nekroze, celije pokazuju brojne
morfoloSke karakteristike koje mogu varirati u zavisnosti od tipa celije. Neke od uobicajenih
strukturnih ~ karakteristika nekroze ukljuuju: oticanje plazma membrane, formiranje
citoplazmatskih vakuola, narusavanje integriteta membrane mitohondrija i lizozoma i1 na kraju
gubitak integriteta plazma membrane [25]. Tokom nekroze zbog nekontrolisanog ulaska vode u
¢eliju 1 organele dolazi do njenog bubrenja i1 prskanja celijske membrane, ¢ime se Celijski sadrzaj
oslobada u okolocelijsku sredinu. Oslobadanjem ¢elijskog sadrzaja aktiviraju se makrofagi,
neutrofili i druge Celije imunog sistema, $to dovodi do inflamatorne reakcije i oSteCenja tkiva [26].
Nekroza je nekontrolisan i1 pasivan proces koji obi¢no zahvata vece grupe celija, za razliku od
apoptoze koja je aktivan proces koji trosi energiju poreklom od ATP i1 obi¢no je ogranicena na
pojedinacne ¢elije ili manje klastere Celija [23]. Intracelularni nivoi ATP imaju odlu¢ujucu ulogu u
indukciji apoptoze i nekroze: visoki nivoi ATP obi¢no omogucavaju ¢eliji da ude u apoptozu, dok
niski nivoi ATP favorizuju nekrozu [27].

Novija nau¢na istrazivanja su identifikovala programiranu nekroticnu celijsku smrt,
nazvanu nekroptoza [24]. Pokrece se vezivanjem TNF-a i Fas liganda za njihove receptore na
povrsini Celija, na sli¢an nacin kao kod indukcije klasi¢nog spoljasnjeg puta apoptoze. Vezivanje
liganda za TNF receptor aktivira prenoSenje signala koji dovode do fosforilacije RIPK1 i RIPK3
kinaza (engl. receptor interacting protein kinase) i stvaranja RIPK1-RIPK3 heterodimernog
proteinskog kompleksa koji se naziva nekrozom. Nekrozom omogucava dalje regrutovanje
slobodne RIPK3, $§to dovodi do autofosforilacije RIPK3 i na kraju do aktivacije MLKL kinaze
(MLKL, engl. mixed lineage kinase domain-like protein). MLKL homo-trimeri zatim migriraju i
ubacuju se u plazma membranu uzrokujuéi njenu rupturu [24]. Nekroptoza indukuje inflamatorni
odgovor, koji je posredovan oslobadanjem molekulskih obrazaca ostec¢enja (DAMP, engl. damage-
associated molecular patterns) i citokina u vancelijsku sredinu.

Feroptoza je takode vrsta programirane nekroze. Za razliku od nekroptoze, feroptoza ne
zavisi od aktivnosti RIPK1 kinaze [28]. U feroptozi pod uticajem slobodnog gvozda dolazi do
pojave oksidativnog stresa, peroksidacije lipida i gubitka selektivne propustljivosti plazma
membrane. Morfoloske promene feroptoze su smanjenje zapremine mitohondrija, gubljenje kristi i
oStecenje spoljasnje mitohondrijalne membrane [29].

Autofagija takode moze dovesti do smrti Celije 1 tada se naziva programirana celijska smrt
tipa II. Medutim, njena primarna funkcija je uklanjanje oStecenih organela, membrana 1 proteina,
odnosno proteinskih agregata i prezivljavanje ¢elije. Termin autofagija potice od grckih reci ,,auto*
I ,,phagia“, §to znaCi jesti samu sebe. Autofagija je precizno regulisani kataboli¢ki proces
razgradnje 1 reciklaze nepotrebnih ili disfunkcionalnih elemenata celije pomocu lizozomske
masinerije [30]. Autofagija ucestvuje u kontroli ¢elijskog rasta, razvica i homeostaze, a greske koje
nastaju tokom procesa autofagije ili njen potpuni izostanak su vazni uzrocnici nagomilavanja
oStecenja tokom procesa starenja Celije [31]. Postoje tri razlicita oblika autofagije: makroautofagija,
mikroautofagija i Saperonima posredovana autofagija [31]. U mikroautofagiji dolazi do direktnog
zahvatanja citoplazmatskog materijala invaginacijom lizozomalne membrane, dok u Saperonima
posredovanoj autofagiji molekule koje treba degradovati prepoznaje HSP70 kompleks.
Makroautofagija je glavni put koji eliminiSe oStecene organele i disfunkcionalne proteine [32, 33].
Mehanizam makroautofagije pocinje odvajanjem unutaréelijskog sadrzaja u dvostruku membranu
fagoforu i formiranjem autofagozoma [34]. Autofagozom se potom fuzioniSe sa lizozomom i
dovodi do formiranja autolizozoma u kome se vezikularni sadrzaj degradira lizozomalnim kiselim
hidrolazama [30].



Razli¢ite faze makroautofagije (indukcija autofagije, stvaranje, sazrevanje i recikliranje
autofagozoma) regulisane su produktima ATG gena (engl. autophagy related genes). Formiranje
autofagozoma je indukovano klasom Ill fosfatidilinozitol-3-kinaza (PI13K) i proteinom beklinom 1
(produktom Atg6 gena). Aktivnost beklina 1 je inhibirana vezivanjem za Bcl-2 u uslovima visokog
energetskog stanja u celiji [35, 36]. Fosforilacija beklina 1 dovodi do slabljenja interakcije sa Bcl-2
I indukcije autofagije [35, 37]. U procesu rasta i sazrevanja autofagozoma ucestvuju dva
kompleksa, prvi koga Cine Atgl2-Atg5-Atgl6 proteini i drugi sastavljen od proteaze Atg4 i
ubikvitinu slicnog proteina Atg8. Kod sisara Atg8 se naziva LC3 protein. LC3 tokom faze
sazrevanja autofagozoma prelazi iz solubilne citoplazmatske forme LC3-1 u LC3-II formu, koja se
ugraduje u membranu autofagozoma, $to sluzi za eksperimentalno dokazivanje prisustva autofagije.
Za LC3 protein se direktno vezuje p62 (takode poznat i kao sequestosome 1, SQSTM1), ¢ija je
osnovna uloga da dovede ubikvitirane proteine do autofagozoma [37, 38]. Kada je stvaranje
autofagozoma zavrSeno dolazi do njegovog spajanja sa lizozomom pri ¢emu se formira
autolizozom ¢iji se sadrzaj zatim razgraduje kiselim hidrolazama [37]. Protein p62 se i sam
degradira u procesu autofagije, pa se smanjivanje njegove koncentracije koristi kao dokaz efikasne
autofagne degradacije [39]. Glavni regulator autofagije je inhibitor ekspresije Atg proteina
serin/treonin kinaza mTOR (engl. mechanistic target of rapamycin) [40]. Aktivhost mTOR kinaze
je, sa druge strane, regulisana Akt i AMPK kinazama. Akt je serin treonin kinaza koja zavisi od
aktivnosti PI3K i osnovni je aktivator mTOR-a, dok je glavni inhibitor AMPK (adenozin
monofosfatom aktivirana protein kinaza) [40]. AMPK se aktivira u uslovima niskog energetskog
statusa u Celiji, odnosno smanjenog odnosa ATP/AMP [41].

Fizioloska uloga autofagije je uklanjanje dotrajalih proteina i oStecenih organela. U
uslovima metabolickog stresa, kao Sto su gladovanje, oSte¢enje DNK ili oksidativni stres,
autofagija sluzi kao alternativni izvor energije neophodne za odrZzavanje osnovnog celijskog
metabolizma, te na taj nacin spreCava umiranje Celije [42, 43]. Medutim, kada je neadekvatno ili
preterano aktivirana, ili kada je indukovana u delijama sa oSteCenim mehanizmom apoptoze,
autofagija moze funkcionisati kao alternativni put umiranja ¢éelije [44]. Ovaj nadin umiranja se
naziva programirana c¢elijska smrt tipa II i ima drugaciji mehanizam i morfoloske karakteristike od
apoptoze i nekroze [45].

Zbog brzih 1 nekontrolisanih proliferacija tumorske cCelije imaju uvecane potrebe za
energijom. Usled velike genomske nestabilnosti one imaju sposobnost da se prilagodavaju
uslovima sredine [46]. Kako ¢e tumorske ¢elije sintetisati energiju zavisi od dostupnosti supstrata,
ali i od faze neoplasticnog razvica [5]. Pokazano je da postoje znacajne razlike u nadinu sinteze
energije ne samo medu razli¢itim tipovima kancera, ve¢ i izmedu razli¢itih ¢elija istog tumora [47].
Jedan od glavnih razloga zbog koga dolazi do promena u ¢elijskom metabolizmu je ¢injenica da
rast tumora nikada ne prati adekvatna vaskularizacija, tako da se celije unutar slabo
vaskularizovanih delova solidnih tumora suocavaju sa periodima kraceg ili duZeg nedostatka
kiseonika ili hipoksije, na koje se moraju metabolicki prilagoditi [48].

Vecina celija sisara koristi glukozu kao osnovni izvor energije. Glukoza u organizmu
nastaje razgradnjom ugljenih hidrata u digestivnom traktu ili reciklazom molekula u procesu
autofagije [49, 50]. Glukoza se procesom glikolize, oksidativne dekarboksilacije piruvata, ciklusom
trikarboksilnih kiselina (TCA ciklus, Krebsov ciklus ili ciklus limunske kiseline) i oksidativnom
fosforilacijom oksiduje do CO2 i H20, pri ¢emu se stvara energija. Nobelovac Otto Warburg je
otkrio da tumorske celije koriste glikolizu kao preferencijalni put proizvodnje ATP [48]. Ovaj
proces je karakteristi¢an za uslove smanjene koncentracije kiseonika, ali kod tumorskih ¢elija moze
da se deSava i u prisustvu visoke koncentracije kiseonika, §to se naziva "aerobna glikoliza" ili
Varburgov efekat [51]. Piruvat koji nastaje u aerobnoj glikolizi ne odlazi u mitohondrije da bi se
dalje metabolisao TCA ciklusom i oksidativnom fosforilacijom, ve¢ ostaje u citoplazmi gde se
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prevodi u laktat [52]. U zdravim ¢elijama procesom oksidativne fosforilacije nastaje oko 90% ATP,
a samo 10% ATP procesom glikolize. U tumorskim ¢elijama taj odnos je znacajno promenjen, oko
60% ATP nastaje glikolizom, a 40% oksidativnom fosforilacijom [51].

Proces glikolize se odigrava u citoplazmi ¢elija (Slika 1). Prva reakcija u procesu glikolize
predstavlja fosforilaciju glukoze u glukozo-6-fosfat, u prisustvu enzima heksokinaze (HK), koji
katalizuje transfer fosforne grupe sa jednog molekula ATP na molekul glukoze. Potom dolazi do
reakcije izomerizacije glukozo-6-fosfata u fruktozo-6-fosfat pod delovanjem enzima
fosfoglukozoizomeraze. Nakon izomerizacije dolazi do druge fosforilacije u procesu glikolize,
odnosno do prevodenja fruktozo-6-fosfata u fruktozo-1,6-bifosfat prenosenjem fosforne grupe sa
molekula ATP. Tu reakciju katalizuje enzim fosfofruktokinaza. Nastali fruktozo-1,6-bifosfat se u
prisustvu enzima aldolaze potom razlaze na dva triozofosfata: gliceralehid-3-fosfat i
dihidroksiaceton fosfat koji mogu da prelaze jedan u drugi u prisustvu enzima triozo fosfat
izomeraze. Gliceraldehid-3-fosfat je deo glavnog puta glikolize, i kao rezultat delovanja enzima
aldolaze i triozofosfat izomeraze od fruktozo-1,6-bisfosfata dobijaju se dva molekula gliceraldehid-
3-fosfata. Time je zavrSena prva faza glikolize uz utrosak dva molekula ATP.

Glukoza
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Heksokinaza
Mg " ADP

Glukozo-6-fosfat

Fosfoglukozo
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Fruktozo-6-fosfat
Fosfofruktokinaza ATP
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Slika 1. Put glikolize
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Potom sledi druga faza glikolize gde od gliceraldehid-3-fosfata nastaje 1,3-bisfosfoglicerat u
prisustvu enzima gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze, koja kao koenzim koristi NAD" pri ¢emu
nastaje NADH+H*(NADH). Nakon toga dolazi do transfera fosforne grupe sa 1,3-bisfosfoglicerata
na ADP u prisustvu enzima fosfoglicerat kinaze i dobija se 3-fosfoglicerat i molekul ATP. Dalje, 3-
fosfoglicerat prelazi u 2-fosfoglicerat, koji potom u prisustvu enzima enolaze prelazi u
fosfoenolpiruvat, koji u zavrSnoj reakciji glikolize u prisustvu piruvat kinaze i molekula ADP daje
piruvat 1 molekul ATP. Jedan molekul glukoze se tokom glikolize metabolisSe do dva molekula
piruvata. U reakcijama glikolize se tokom prve faze trose 2 molekula ATP, a tokom druge sintetise
4 molekula, tako da je energetski neto bilans glikolize 2 molekula ATP i 2 molekula NADH [53-
55]. Kod malignih ¢elija u prisustvu kiseonika (aerobna glikoliza) i u hipoksi¢nim uslovima kod
zdravih Celija (anaerobna glikoliza), piruvat se u prisustvu enzima laktat dehidrogenaze prevodi u
laktat. Laktat dehidrogenaza koristi redukovanu formu NADH, dobijenu u procesu glikolize.
NADH se reoksiduje u NAD™ (Slika 2), koji se potom ponovo vraéa u proces glikolize [56].
Akumulacija laktata u okolini tumora dovodi do lokalnog zakiSeljavanja koje omoguéava brzu
invaziju tumora, uniStavanje susednih zdravih c¢elija, degradaciju ekstracelularnog matriksa i
promovisanje angiogeneze [57].

+ +
NADH+H NAD

Q77

Glikoliza——— Piruvat - » L-laktat

Laktat
dehidrogenaza

Slika 2. Mehanizam delovanja enzima laktat dehidrogenaze

U procesu glikolize, enzimi koji katalizuju ireverzibilne reakcije razgradnje glukoze,
heksokinaza, fosfofruktokinaza i piruvat kinaza su mesta regulacije procesa glikolize. Enzim HK
postoji u 4 razli¢ite izoforme kod sisarskih ¢elija. U tumorskim ¢elijama prevashodno je zastupljena
HKII, koja je uglavhom vezana za membranu mitohondrija. Tako je na primer pokazano, da je u
gliomima 69% HK vezano za membranu mitohondrija, a samo 9% u zdravim ¢elijama mozga [58].
Posto se glukozo-6-fosfat moze preusmeriti i u metabolicki put pentozo fosfata, HK ne stimulise
samo stvaranje energije nego i nastanak NADPH i anaboli¢kih intermedijara neophodnih za
proliferaciju [59]. HKII na citoplazmatskoj povrsini spoljasnje membrane mitohondrija interaguje
sa voltazno zavisnim anjonski-selektivnim kanalom (VDAC). VDAC se nalazi u neposrednoj
blizini adenin nukleotid translokaze (ANT) koja vr$i razmenu ADP za ATP kroz unutrasnju
membranu mitohondrija [60]. Interakcija HKIl sa VDAC kanalom u membrani mitohondrija
omoguc¢ava HKII da fosforiliSe glukozu koriste¢i ATP sintetisan u mitohondrijama tokom
oksidativne fosforilacije [61, 62]. Koriste¢i prevashodno ATP generisan u mitohondrijama u
odnosu na citosolni i smanjivanjem koncentracije dostupnog Pi i ADP u mitohondrijama HKII
povecava glikoliticki, a suprimira kapacitet za oksidativnu fosforilaciju [47, 63]. Supresijom
oksidativne fosforilacije, mitohondrijalna HKII inhibira i proizvodnju reaktivnih kiseoni¢nih vrsta
(RKV) [64]. Osim toga, mitohondrijalna HKII moze direktno inhibirati apoptozu regulacijom
propustljivosti tranzicione pore u mitohondrijama (MPTP, engl. mitochondrial permeability
transition pore) i blokiranjem regrutovanja proapoptotskih proteina kao $to su Bax i Bak [65].
Pokazano je da uklanjanje HKII iz membrane mitohondrija indukuje apoptozu u ¢elijama tumora
[66, 67]. Imajuci u vidu da je HKII bitna za prezivljavanje tumorskih celija, mogla bi biti i dobra
meta za antitumorsku terapiju.



Jedan od najbolje ispitanih supresora glikolize je inhibitor enzima heksokinaze 2-dezoksi-
D-glukoza (2DG) [68-70]. 2DG je analog glukoze kod koga je 2-hidroksilna grupa zamenjena
vodonikom (Slika 3). Osim §to inhibira aktivnost HK, 2DG inhibira i transport glukoze u celiju.
Kada se veze za HK, 2DG se fosforilise u 2-dezoksi-D-glukozo-6-fosfat, koji ostaje zarobljen u
¢eliji budu¢i da zbog nedostatka 2-OH grupe nije u stanju da se dalje metabolise glikolizom [71,
72].

CH.OH
O _ H
H H
HO H
HO OH
H OH
D-glukoza 2-dezoksi-D-glukoza

Slika 3. Primarna struktura D-glukoze i 2-dezoksi-D-glukoze

U dosadasnjoj literaturi pokazano je da 2DG pored toga Sto dovodi do smanjenja nivoa
ATP, uzrokuje i promene u glikozilaciji proteina, unutarcelijskom prenosu signala i ekspresiji gena,
zaustavlja celijski ciklus, izaziva oksidativni stres i apoptozu tumorskih ¢elija in vitro [73-77].
Pokazano je da 2DG ima selektivni, ¢elijski specifi¢ni efekat i sposobnost da senzibiliSe tumorske
¢elije na citotoksi¢ne lekove na koje su rezistentne kada se primenjuju samostalno [78, 79]. Brojna
ispitivanja na zivotinjama 1 klini¢ke studije su pokazale da je 2DG relativno netoksi¢na, zbog Cega
predstavlja potencijalan lek za antitumorsku terapiju [80, 81]. Najces¢i nezeljeni efekti nakon
primenjene doze od 63 mg/kg 2DG su bili sli¢ni simptomima hipoglikemije i nisu bili opasni po
zivot, a ukljucivali su umor, znojenje, vrtoglavicu i muéninu [82]. Takode, klinicke studije su
pokazale da pacijenati sa gliomima dobro podnose terapiju 2DG u kombinaciji sa radio terapijom
[83, 84]. Bitno je ista¢i, da je 2DG pogodna za tretman tumora mozga jer prolazi kroz krvno
mozdanu barijeru, nakon cega je Celije brzo preuzimaju uglavnom olakSanom difuzijom preko
glukoznih transportera ili rede aktivnim transportom [85, 86]. Nedostatak kiseonika, koji je Cesta
pojava u unutartumorskoj sredini, povecava ekspresiju transportera glukoze i glikolitickih enzima,
§to povecava unos 2DG u tumorske celije u poredenju sa normalnim celijama u aerobnom
okruzenju [69, 87, 88]. Takode, 2DG je efikasnija u hipoksi¢nim uslovima, jer kod normoksije
tumorske celije mogu da nastave da proizvode ATP oksidativnom fosforilacijom i TCA ciklusom
koriste¢i masne kiseline i aminokiseline kao alternativne izvore energije [89]. Nasuprot snaznom
antitumorskom potencijalu pokazanom in vitro, u in vivo studijama antitumorska dejstva 2DG su
prilicno ograni¢ena kada se koristi samostalno, dok u kombinaciji sa drugim antitumorskim
agensima (npr. adriamicinom, paklitakselom, metforminom) 2DG znacajno pojacava njihove
antitumorske efekte [90-92].

Kod netransformisanih ¢elija sa normalnim nivoom kiseonika, najveci deo piruvata ulazi u
mitohondrije gde se oksidativno dekarboksiliSe pomocu kompleksa piruvat dehidrogenaze u acetil-
CoA, pri ¢emu nastaje CO2 i molekul NADH. Acetil-CoA se potom oksiduje u TCA ciklusu koji se
odvija u matriksu mitohondrija i predstavlja seriju biohemijskih reakcija koje prevode svaki
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molekul acetil-CoA u po 2 molekula COg, pri ¢emu u svakom ciklusu nastaju 3 molekula NADH, i
po 1 molekul FADH2 i GTP. Elektronski parovi nastali tokom oksidacije glukoze u procesima
glikolize, oksidativne dekarboksilacije piruvata i ciklusa limunske kiseline prenose se na koenzime
kompleksa piruvat dehidrogenaze. Prilikom reoksidacije redukovanih formi ovih koenzima (NADH
u NAD" i FADH2 u FAD), u respiratornom lancu dolazi do izbacivanja protona u medumembranski
prostor mitohondrija, pri ¢emu dolazi do formiranja gradijenta protona koji omogucava sintezu
ATP u procesu oksidativne fosforilacije. Kod sisara pri oksidaciji jednog molekula glukoze do CO>
I H20 nastaje ukupno 38 molekula ATP. Terminalni akceptor elektrona je O, pri ¢emu nastaje H.O
kao krajnji produkt [54].

Otto Warburg je jos 1913. godine uveo naziv respiratorni lanac koji se odnosi na seriju
prenosilaca elektrona sa koenzima NADH i FADH2 na molekularni kiseonik O, a enzime Kkoji
ucestvuju u ovom procesu nazvao respiratornim enzimima. Respiratorni lanac ¢ine Cetiri kompleksa
uronjena u unutraSnju membranu mitohondrija. Svaki kompleks se sastoji od nekoliko proteinskih
komponenti za koje su vezane razliCite redoks-aktivne prosteticke grupe sa rastu¢im redukcionim
potencijalom. Kompleks | je flavoprotein NADH-CoQ-reduktaza (NADH dehidrogenaza) i
predstavlja mesto gde se NADH reoksiduje, pri ¢emu se njegovi elektroni prenose na ubikvinon
(koenzim Q, CoQ) (Slika 4). Zbog svoje solubilnosti u lipidnom sloju unutrasnje membrane
mitohondrija CoQ poseduje mobilnost i sposobnost da vrS$i prenos elektrona na citohrome
kompleksa I11. Kompleks Il je sukcinat-CoQ-reduktaza koji omogucava prebacivanje elektrona sa
sukcinata na CoQ. Kompleks III je citohrom c reduktaza koja ucestvuje u prebacivanju elektrona sa
redukovanog CoQ na citohrom c, Kkoji se alternativno vezuje za citohrom c; ili za citohrom ¢
oksidazu iz kompleksa V. Kompleks IV je citohrom ¢ oksidaza koja postepeno vr$i prenos Cetiri
elektrona sa redukovanog citohroma ¢ na molekul O2 daju¢i H20 [53, 93].

Medumembranski
prostor
. Kompleks I Kompleks III Kompleks IV
2H +

Cyt c

Unutrasnja
membrana
mitohondrija

ki AL |
(aé 3N
NADH +H . 4H

NAD Kom Ieks II 2H+ 1/ 02 “20
E —_— 2
Matl |ks

Slika 4. TopoloSka organizacija respiratornog lanca mitohondrija

Istovremeno sa procesom prenosa elektrona do molekularnog kiseonika kroz respiratorni
lanac vrsi se i ispumpavanje protona (H*) iz matriksa mitohondrija kroz unutra$nju membranu u
medumembranski prostor mitohondrija. To se deSava na tri mesta u respiratornom lancu, na
kompleksu I, IIT 1 IV, pri ¢emu se generiSe elektrohemijski gradijent protona kroz unutrasnju
membranu mitohondrija. Matriks mitohondrija ima smanjen nivo H*, dok medumembranski prostor
mitohondrija ima poviSen nivo H* [53, 54]. Enzim koji koristi elektrohemijski gradijent za sintezu



ATP od ADP i Pi je ATP-sintaza (FoF1-ATPaza, ili kompleks V) [53, 93]. Osim toga, protoni iz
medumembranskog prostora se mogu vratiti u matriks, nezavisno od ATP sintaze. To je proces koji
se naziva curenje protona. Curenje protona u mitohondrijama i curenje elektrona na respiratornom
lancu indukuju stvaranje RKV [93].

Iako veéina tumora ima povecanu glikolizu, danas se zna da neki tipovi tumora ili grupe
¢elija u okviru tumora imaju slican ili Cak veéi intenzitet oksidativne fosforilacije od
netransformisanih ¢elija. Tako je na primer pokazano da su kancerske stem celije, koje imaju
sposobnost da daju razli¢ite tipove celija u tumoru, cirkuliSu¢e kancerske celije 1 ¢elije koje su
postale rezistentne na hemoterapeutike veoma zavisne od oksidativne fosforilacije [94, 95]. U
slucaju da je glikoliza smanjena ili da se zavrSava stvaranjem laktata, supstrati za oksidativnu
fosforilaciju dobijaju se iz metabolizma masnih i aminokiselina posredstvom TCA ciklusa. Masne
kiseline se oksiduju do acetil-CoA, a aminokiseline do razli¢itih supstrata TCA ciklusa [96, 97].
Pokazano je da postoje tumori koji koriste masne kiseline [98] i aminokiseline [99] kao osnovni
izvor energije.

Pored inhibitora glikolize i supresori oksidativne fosforilacije su intenzivno ispitivani kao
potencijalni lekovi za tretman tumora [95]. Jedan od njih je i rotenon (Slika 5), jedinjenje izolovano
iz biljaka porodice mahunarki (Leguminosae). Rotenon blokira transfer elektrona sa kompleksa |
respiratornog lanaca na CoQ, inhibiraju¢i oksidaciju NADH u mitohondrijama i sintezu ATP. U
mitohondrijama zatim nastaju RKV koje o$te¢uju DNK i druge komponente mitohondrija i tako
inhibiraju njihovu funkciju i indukuju apoptozu [100, 101]. Osim toga, rotenon inhibira grupisanje
mikrotubula i tako zaustavlja proliferaciju tumorskih ¢elija [102]. Pokazano je da rotenon inhibira
rast razli¢itih tumorskih ¢elija in vitro [103-107], kao i rast spontano ili hemijski indukovanih
tumora u miSevima i pacovima [108-112]. Zbog svoje velike lipofilnosti rotenon lako prolazi krvno
mozdanu barijeru [113], §to je uzrok njegove neurotoksi¢nosti [114]. Takode, rotenon je pokazao
znacajnu toksi¢nost prema hematopoetskom tkivu i koStanoj srzi [115]. Medutim, kao inhibitor
kompleksa I, rotenon pokazuje protektivnu ulogu u akutnoj bolesti bubrega nastaloj usled hipoksije
[116]. Zbog velike sposobnosti tumorskih celija da menjaju svoj energetski metabolizam u
zavisnosti od dostupnosti supstrata, brojni pokusaji inhibicije samo jednog puta sinteze energije
nisu imali zna€ajnog uspeha.
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Slika 5. Hemijska struktura rotenona
(preuzeto sa https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Rotenone)
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Osim $to se tokom maligne transformacije deSavaju promene u energetskom metabolizmu,
utvrdeno je da dolazi i do znacajnih promena u gradi i funkciji lizozoma. Lizozome je prvi put
uocio 1955. godine Cristian de Duve i opisao ih kao "digestivna tela" i za to otkrice dobio
Nobelovu nagradu 1974. godine [117]. Ranije se smatralo da su u pitanju organele ¢iji sadrzaj
predstavlja ¢elijski otpad, ali danas se zna da lizozomi ucestvuju u brojnim procesima u ¢eliji [117].
Glavna funkcija lizozoma je razgradnja ekstracelijskih i unutaréelijskih komponenti dobijenih
endocitozom, fagocitozom i autofagijom [117]. Lizozomi su organele koje poseduju jednoslojnu
membranu, unutar koje sadrze preko 60 hidrolitickih enzima, ukljucujuci proteaze, nukleaze,
lipaze, glikozidaze, fosfolipaze i fosfataze, koji se zajedno nazivaju kiselim hidrolazama, zbog
svoje aktivnosti u kiseloj sredini kakva je u lizozomima (pH 4,8) [118, 119]. Medutim, pokazano je
da lizozomalne cisteinske proteaze katepsin B i L, i aspartat proteaza katepsin D mogu biti aktivne i
u neutralnoj sredini u citoplazmi (pH 7,2) [120]. Kisela pH sredina u lizozomima se odrzava
aktivno$¢u vakuolarne H*ATP-aze (V-ATP-aza), koja za ubacivanje protona u lumen koristi
energiju dobijenu hidrolizom ATP [117]. Ovaj enzim je strukturno sli¢an FoF:-ATP-azi
mitohondrija [121].

Tokom onkogene transformacije ¢elija 1 progresije tumora dolazi do povecanja broja i
zapremine lizozoma, njihovog enzimskog sadrzaja, kao i1 do redistribucije lizozoma iz
perinukleusne u perifernu citoplazmu [122]. Ove promene promoviSu invazivni rast tumora,
angiogenezu i otpornost na lekove [122]. Zbog brzog i nekontrolisanog rasta tumorske celije
akumuliraju veliku koli¢inu proteinskih agregata i oSteCenih organela koje se razgraduju u
autolizozomima [118]. Razgradnjom ¢elijskog sadrzaja u lizozimima obezbeduje se glukoza koja se
dalje razgraduje glikolizom, aminokiseline i1 masne kiseline koje se dalje oksiduju u
mitohondrijima, ¢ime se dobija ATP neophodan za zadovoljavanje povecanih energetskih potreba
tumorskih ¢elija [123]. Osim toga, aminokiseline se koriste za sintezu novih proteina, a nukleozidi
za sintezu nukleinskih kiselina. Sekrecija lizozomalnih enzima u ekstraéelijski prostor pospesuje
rast tumora, angiogenezu i nastanak metastaza [118]. Lizozomalna V-ATP-aza izbacuje protone
van cCelije, Sto poput laktata nastalog aerobnom glikolizom, dovodi do zakiSeljavanja mikrookoline
tumora i pogoduje njegovom rastu [118]. Takode, lizozomi imaju sposobnost da u svojoj
unutraSnjosti zadrZzavaju blago bazne hidrofobne antitumorske lekove, koje zatim uklanjaju
egzocitozom, spreavajuci ih na taj nacin da dodu do svojih meta u ¢eliji, §to dovodi do stvaranja
multirezistencije [124, 125].

Osim $to umnozavanje i uvecavanje lizozoma predstavlja selektivnu prednost za rast i
progresiju tumora, imaju¢i u vidu da curenje njihovih enzima u citoplazmu dovodi do smrti ¢elija,
lizozomi mogu biti i pogodna meta za antitumorsku terapiju [126]. Oslobadanje lizozomalnih
hidrolaza i lizozomalna celijska smrt (LCD, engl. Lysosomal cell death) posledica su
permeabilizacije membrane lizozoma (LMP, engl. Lysosomal membrane permeabilization) [127].
LMP uglavnom indukuju jedinjenja koja se akumuliraju u lizozomima 1 dovode do oSte¢enja
membrane direktno ili indirektno povecavanjem osmotskog pritiska u lizozomu (Slika 6). U ova
jedinjenja spadaju lizozomotropni deterdzenti, dipeptidni metil estri, RKV, metaboliti lipida
(sfingozin i fosfatidinska kiselina), katjonski amfifilni lekovi (engl. cationic amphiphilic drugs,
CAD) [127]. Glavni medijatori LCD su katepsini B, D i L [128, 129], koji kada izadu iz lizozoma
razlazu brojne proteine u citosolu (Slika 6). U zavisnosti od stepena oStecenja lizozoma, LCD moze
imati karakteristike ili apoptoze ili nekroze [130]. Obimno oste¢enje lizozoma indukuje nekrozu
zavisnu od aktivnosti katepsina i zakiSeljavanja citoplazme [131]. Treba napomenuti da aktivnost
katepsina ne zahteva potrosnju ATP [132]. S druge strane, ograniceni LMP moze aktivirati
apoptozu na nekoliko nacina: 1. katepsini aktiviraju proapoptotske Bid 1 Bak proteine, i/ili
inhibiraju antiapoptotske Bcl-2 proteine, dovode¢i do permeabilizacije spoljasnje membrane
mitohondrija i oslobadanja citohroma c¢ [133, 134]; 2. katepsini u citoplazmi mogu direktno
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aktivirati kaspaze [135]; 3. katepsini suprimiraju aktivnost inhibitora kaspaza XIAP-a [136]; 4.
katepsini inhibiraju supresor apoptoze PARP [137, 138] (Slika 6).

Slika 6. Pojednostavljeni model mehanizama LMP i LCD.

Linije sa strelicama predstavljaju stimulaciju, linije koje se zavrSavaju sa ravnom crtom predstavljaju inhibiciju, dok
linije sa koje se zavrSavaju trozupcem predstavljaju Stetne efekte na integritet membrane lizozoma. H,O> se pretvara u
izuzetno reaktivan OH" u prisustvu lizozomalnog Fe?* i indukuje oksidativni stres. Nakon ulaska unutar lizozoma,
lizozomalni deterdzenti (LD) razvijaju surfaktantska svojstva i solubilizuju membranu lizozoma. V-ATP-aza odrzava
kiselu pH sredinu u unutra$njosti lizozoma. Katepsini B i D isecaju LAMP ili izlaze iz lizozoma. Katepsini B i D koji
se oslobadaju u citoplazmu pri ogranicenom LMP izazivaju apoptozu aktivacijom kaspaza ili inhibicijom XIAP koji
suprimira kaspaze. Stavise, katepsini B i D aktivacijom Bid i Bak ili inhibicijom Bcl-2 proteina indukuju otvaranje pora
u membranama mitohondrija, nakon ¢ega dolazi do oslobadanja citohroma c i aktivacije kaspaza. Citoplazmatsko
zakiSeljavanje i oslobadanje katepsina indukovano snaznim LMP indukuje nekrozu.

Pokazano je da se veliki lizozomi tumorskih ¢elija mogu lakSe oStetiti nego lizozomi
netransformisanih Celija [126]. Pored toga, katepsini degradiraju zastitni LAMP protein (engl.
lysosomal-associated membrane protein), koji se nalazi na unutras$njoj strani membrane lizozoma,
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¢ime povecavaju fragilnost membrane lizozoma tumorskih ¢elija (Slika 6) [127]. Takode, lizozomi
tumorskih c¢elija imaju povecanu koncentraciju destabiliSuceg lipida sfingozina [139]. Konacno,
zbog snaznog metabolizma tumorske ¢elije imaju povec¢an promet proteina koji sadrze gvozde i
znacajnu akumulaciju gvozda u lizozomima (Fe?"), §to podsti¢e sintezu reaktivnog hidroksilnog
radikala (OH"), koji naruSava integritet membrane lizozoma i senzibiliSe tumorske celije na RKV
(Slika 6) [140]. Vazno je ista¢i da lizozomima nedostaju antioksidativni enzimi superoksid
dismutaza, katalaza i glutation peroksidaza §to onemogucava antioksidativnu zastitu lizozomalnih
komponenti [141].

Jedan od kandidata za antitumorsku terapiju baziranu na permeabilizaciji lizozoma je N-
dodecilimidazol (NDI), lizozomotropno jedinjenje sa svojstvima deterdzenata, koje je 1979. godine
sintetisao dr. Raymond Firestone sa svojim saradnicima [142, 143]. NDI predstavlja molekul koji
na kraju dugog ugljovodoni¢nog lanaca sadrzi imidazol (Slika 7) i zbog takve strukture ima
sposobnost da difunduje kroz membranu lizozoma, pri ¢emu u kiseloj sredini postaje protonovan i
zarobljen, izazivaju¢i dalje LMP i LCD [144-146]. Imaju¢i u vidu da u Kkiselim uslovima NDI
zadobija svojstva deterdzenta, pretpostavlja se da bi mogao selektivno delovati na tumore, koji
zbog anaerobnog metabolizma imaju smanjen ekstracelularni pH [144, 147, 148].

Slika 7. Hemijska struktura N-dodecilimidazola
(preuzeto sa https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/1-Dodecyl-1H-imidazole#section=Structures)

Postoji visestruka medusobna povezanost energetskog metabolizma i lizozoma. Kao $to je
ve¢ receno, supstrati za energetski metabolizam poput glukoze, masnih kiselina 1 aminokiselina se
mogu dobiti razgradnjom u autolizozomima procesom autofagije [149, 150]. Pored toga, autofagija,
tacnije mitofagija, pomaze u odrzavanju homeostaze i funkcije mitohondrija, glavnih proizvodaca
energije u eukariotskoj c¢eliji [123]. Biogeneze i lizozoma i mitohondrija aktivirane su istim
transkripcionim faktorom TFEB [123]. U prisustvu hranljivih materija glavni regulator rasta i
metabolizma mTORC1 se regrutuje i aktivira na membrani lizozoma, a zatim inhibira proces
autofagije, 1 stimuliSe metabolizam glukoze i razlicite procese za koje je neophodna energija, kao
Sto su biogeneza ribozoma, sinteza proteina, lipida i nukleotida [151]. U lizozomima se skladisti
znaCajna koli¢ina ATP [152]. ATP je neophodan za aktivnost lizozomalne V-ATP-aze i
funkcionisanje lizozoma [139, 153]. Takode, smanjenje koncentracije kiseonika, glukoze i
deprivacija seruma dovode do smanjenja koncentracije LAMP proteina i na taj nacin destabilizuju
membranu lizozoma [154].
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Kombinovana terapija je osnova moderne terapije kancera. Upotreba lekova koji imaju
razli¢ite mehanizme antitumorskog delovanja povecava ucestalost i intenzitet terapijskog odgovora,
a istovremeno smanjuje verovatnocu razvoja rezistentnih ¢elija i pojavu nezeljenih efekata. Mnogi
lekovi se danas kombinuju u hemioterapiji na osnovu podataka o njihovom aditivnom ili
sinergistickom delovanju dobijenom na ¢elijskim linijama i in vivo modelima tumora [155]. lako je
pokazano da 2DG, inhibitor glikolize, osnovnog metabolickog puta za sintezu energije u tumorskim
¢elijema [73], ispoljava snazno citotoksi¢no delovanje prema tumorskim ¢elijama in vitro, njegovi
antitumorski efekti u in vivo studijama bili su skromni. Sa druge strane, pokazano je da 2DG
znacajno povecava antitumorski efekat razli¢itih citostatika, kako u in vivo tako i u klinickim
ispitivanjima [90, 92]. U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivali smo antitumorski efekat dva
kombinovana antitumorska tretmana koja se zasnivaju na kori$¢enju inhibitora 2DG.

U prvom delu studije 2DG smo kombinovali sa inhibitorom oksidativne fosforilacije
rotenonom. lako veéina tumorskih ¢elija preferencijalno koristi glikolizu za sintezu ATP [48], u
uslovima kada je glikoliza inhibirana tumorske ¢elije imaju sposobnost da prilagode svoj energetski
metabolizam dostupnim supstratima i preusmere ga na neki drugi metabolicki put, npr. oksidativnu
fosforilaciju. Antitumorska strategija koja se zasniva na istovremenoj inhibiciji glikolize i
oksidativne fosforilacije poznata je od ranije [156, 157], ukljucujuéi i antitumorsko dejstvo
kombinovanog tretmana 2DG sa rotenonom [157-159]. Medutim, unutaréelijski mehanizmi
antitumorskog delovanja 2DG i rotenona gotovo su neispitani.

U drugom delu studije 2DG smo kombinovali sa lizozomalnim deterdZzentom NDI, koji ima
sposobnost da izazove destabilizaciju lizozoma. Ovo jedinjenje smo izabrali jer se zna da tumorske
¢elije imaju uvecan broj i zapreminu lizozoma, kao i da su njihovi lizozomi nestabilniji od
lizozoma netransformisanih c¢elija [122], a da izlivanje lizozomalnog sadrzaja u citoplazmu
indukuje ¢elijsku smrt [118]. Osim toga, poznato je da u tumorima postoji viSestruka uzajamna
povezanost izmedu energetskog metabolizama i lizozoma [123, 149, 150]. U dosadasnjoj nau¢noj
literaturi ne postoji nijedna studija u kojoj je ispitivano antitumorsko delovanje istovremene
inhibicije glikolize i destabilizacije lizozoma.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ova doktorska disertacija ima sledece ciljeve istrazivanja:

1.

Ispitati kakav uticaj imaju inhibitor glikolize 2DG i inhibitor oksidativne fosforilacije
rotenon, odnosno 2DG i lizozomalni deterdzent NDI, samostalno i u kombinaciji na
vijabilitet i proliferaciju celija melanoma i glioma in vitro.

Ispitati koji tip smrti tumorskih ¢elija indukuje 2DG samostalno ili u kombinaciji sa
rotenonom ili NDI in vitro.

Ispitati koji unutarcelijski mehanizmi su odgovorni za smrt tumorskih ¢elija indukovanu
2DG samostalno ili u kombinaciji sa rotenonom ili NDI in vitro.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Rastvori i reagensi

U izradi ove disertacije koriS¢eni su sledeci reagensi: medijum za kultivaciju ¢elija - RPMI-
1640 (engl. Roswell Park Memorial Institute Medium, GIBCO, Life Technologies), serum fetusa
goveceta (engl. fetal calf serum, FCS, Capricorn Scientific), L-glutamin (Capricorn Scientific),
natrijum piruvat (GIBCO, Life Technologies), rastvor antibiotika i antimikotika (Capricorn
Scientific), HEPES, EDTA, PBS (engl. phosphate buffered saline) (137 mM NacCl, 2,7 mM KClI,
10 mM NaHPO4 i 2 mM KH2PO4, pH 7,4), tripsin (Capricorn Scientific), dimetilsulfoksid
(DMSO, Sigma-Aldrich), 2-dezoksi-D-glukoza (Sigma-Aldrich), NDI (Princeton Global
Synthesys, Bristol, PA), rotenon (Sigma-Aldrich), D-glukoza (Zorka, Srbija), jodoacetat (IA,
Sigma-Aldrich), natrijumfluorid (NaF, Sigma-Aldrich), 1-metil-4- fenilpiridinijum (MPP+, Sigma-
Aldrich), karbonil cijanid m-hlorofenil hidrazon (CCCP, Sigma-Aldrich), MTT (3-4,5dimetiltiazol-
2-il-2,5-difeniltetrazolium bromid, Sigma-Aldrich), kristal violet, metanol, HsPOs (Zorka),
jodonitrotetrazolijum hlorid, mle¢na kiselina, N-metilfenazonijum metilsulfat, B-nikotinamid
dinukleotid, triton X-100 (sve Sigma Aldrich), aneksin V-FITC/PI i aneksin V-FITC/7TAAD
(Biolegend Inc.), ApoStat (R&D Systems), Q-VD-OPh (Calbiochem), Z-VAD-FMK (Sigma-
Aldrich), deferoksamin (DFO, Sigma-Aldrich), batofenantrolindisulfonska kiselina (BPS, 4,7-di(4-
fenilsulfonat)-1,10-fenantrolin, Sigma-Aldrich), nekrostatin-1 (Santa Cruz), E64d (Tocris
Bioscience), akridin-oranz (AO, Sigma-Aldrich), zeleni i crveni lizotreker (LysoTracker Green
DND-26, LysoTracker Red DND-99, Thermo Fisher Scientific), mitotreker red (MitoTracker Red
CMXRos, Life Technologies), JC-1 (5,5',6,6'-tetrahloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazol karbocijanin
jodid, Sigma-Aldrich), dihidrorodamin (DHR, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), MitoSOX
Red (Invitrogen), vitamin E (o-tokoferol, Sigma-Aldrich), hlorokin (CQ, Tocris Bioscience),
bafilomicin (BAF, Tocris Bioscience), amonijum hlorid (NH4Cl, Merck), 4, 4'-diizotiocijano-2, 2'-
stilbenedisulfonska kiselina (DIDS, Sigma-Aldrich), leucin (Sigma-Aldrich), SP600125 (Sigma-
Aldrich), tiobarbituratna kiselina (TBA, Sigma-Aldrich), malondialdehid (MDA, Sigma-Aldrich),
bioluminescentni kit za detekciju ATP (ATP Bioluminescence Assay Kit HS Il, Roche Applied
Science), kit za frakcionaciju ¢éelija (FractionPREP™ Cell Fractionation kit, BioVision),
glutaraldehid (Sigma-Aldrich), kakodilatni pufer (Merck), osmium tetroksid (Spi-chem), uranil
acetat (Sigma-Aldrich), propilen oksid (Sigma-Aldrich), Epon smola (Agar Scientific), toluidin
plavo (Sigma-Aldrich), olovo citrat (Sigma-Aldrich), albumin iz seruma goveceta (engl. bovine
serum albumin, BSA), akrilamid/bisakrilamid (30% wi/v), N,N,N',N'-tetrametiletilen-1,2-diamin
(TEMED, Serva), fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF, Thermo Fisher Scientific), natrijum
ortovanadat, natrijum fluorid, koktel inhibitora proteaza, natrijum dodecil sulfat (engl. sodium
dodecyl sulfate, SDS), bromfenol plavo, amonijumpersulfat, glicin, Coomassie Brilliant Blue G-
250, Tween 20 (Serva), odmaséeno mleko u prahu (Carl Roth), zecja antitela protiv formi LC3,
p62, beklin-1, ATG5, ATG7, p4EBP, 4EBP, p-AMPK, AMPK, pJNK, JNK, pERK, ERK, p-
Raptor, Raptor, PARP, prokaspaza/kaspaza-3, p-RIP, p-MLKL, citohrom ¢, TOM20 (Cell
Signaling Technology), RIP, MLKL, heksokinaza Il (Santa Cruz Biotechnology) i p-aktina
(Abcam), kozji anti-zec¢ji IgG konjugovan sa peroksidazom rena (Jackson Immunoresearch),
siRNA AMPK, beklin-1, LC3, RIP, MLKL (Santa Cruz Biotehnology), ATG5, ATG7 (Qiagen).
Vreme inkubacije i koncentracije odredenih agenasa su navedeni na slikama ili u legendama slika.

NDI je ¢uvan na -20°C i pred svaki tretman je rastvaran u DMSO rastvoru do 1M
koncentracije, a potom razblazivan u medijumu do navedene koncentracije. 4mM rotenon je ¢uvan
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na -20°C rastvoren u DMSO i pred svaki eksperiment je rastvaran u medijumu do navedene
koncentracije. 2DG je Cuvana na 4°C i pred tretman rastvarana u medijumu do navedene
koncentracije.

3.2. In vitro kultivacija ¢elijskih kultura i primarnih ¢elija

Dejstvo 2DG samostalno i u kombinaciji sa rotenonom ili NDI je ispitivano na U251
¢elijama glioma Coveka, B16 ¢elijama miSjeg melanoma, 1.929 ¢elijama miSjeg fibrosarkoma,
primarnim astrocitima pacova i primarnim misjim mezenhimalnim stem ¢elijama (MSC) in vitro.
Celijske linije U251, B16 i 1929 nabavljene su od Evropske kolekcije ¢elijskih kultura (European
Collection of Cell Cultures, Salisbury, Velika Britanija). Primarni astrociti izolovani iz mozgova
novorodenih Albino Oxford pacova dobijeni su od prof. dr Aleksandre Isakovi¢, Medicinski
fakultet Univerziteta u Beogradu, dok su primarne mi§je (C57BL/6) mezenhimalne stem celije
(Invitrogen, Paisley, Ujedinjeno Kraljevstvo; S1502-100) dobijene od prof. dr Vladislava
Volarevi¢a, Medicinski fakultet Univerziteta u Kragujevcu. Celije su gajene u inkubatoru na
temperaturi od 37°C, u vlaznoj atmosferi sa 5% CO2, u RPMI 1640 medijumu puferizovanom sa
HEPES (20 mM) i sa dodatkom fetalnog govedeg seruma (5% FCS za U251, 1.929 i primarne
astrocite, a 10% FCS za B16 i MSC ¢elije), 1% L-glutamina (2 mM) i 1% rastvora antibiotika i
antimikotika. U medijum za primarne astrocite su dodati i 2-merkaptoetanol (0.4%) i 45% glukoza
(1.5%).

Celijske linije su ¢uvane zamrznute u te¢nom azotu. Odmrzavanje Celija je vrieno prema
standarnom protokolu. Po odmrzavanju ¢elije su propagirane u petri Soljama za kultivaciju
adherentnih ¢elija od 100 mm. Po dostizanju konfluentnosti, ¢elije su ispirane sa PBS,
tripsinizirane, centrifugirane 5 minuta na 500 g, resuspendovane 1 gajene u preporuc¢enom
medijumu.

Za potrebe pasaziranja, odrZavanja Celijskih kultura i izvodenja eksperimenata, ¢elije su
zasejavane u razlicitom broju u odgovarajuce polistirenske sudove kompanije Sarstedt za rad sa
adherentnim c¢elijama. Za ispitivanje uticaja tretmana na vijabilnost ¢elije su zasejavane u ploce sa
ravnim dnom sa 96 bunara (1x10* ¢elija/bunaru), dok su za analize na proto¢nom citofluorimetru
zasejavane u plo¢e sa 24 bunara (1x10° éelija/bunaru). Za elektronsku mikroskopiju i imunoblot
analize ¢éelije su zasejavane u petri $olje od 100 mm (2x10° Eelija/petri $olji). Za ispitivanja sa
siRNK ¢elije su gajene u plo¢ama sa 6 bunara (8x10° éelija/bunaru). Celijske linije su tretirane 24 h
nakon zasejavanja, a nakon toga su analizirane po postupcima kao §to je detaljnije opisano u
rezultatima i legendama slika.

3.3. Testovi vijabilnosti

Antiproliferativni efekat inhibitora glikolize 2DG samostalno i u kombinaciji sa inhibitorom
oksidativne fosforilacije rotenonom ili lizozomalnim deterdzentom NDI, odnosno njihov uticaj na
vijabilnost tumorskih ¢elijskih linija i primarnih ¢elija odredivan je kolorimetrijskim metodama
zasnovanim na merenju aktivnosti mitohondrijalnih dehidrogenaza, laktat dehidrogenaze, kao i
odredivanjem broja adherentnih ¢elija kristal violet testom.
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3.3.1. Test aktivnosti mitohondrijalnih dehidrogenaza

Princip kolorimetrijskog MTT testa zasniva se na redukciji 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromida dehidrogenazama poreklom iz mitohondrija metabolicki aktivnih ¢elija.
U ovoj reakciji prilikom cepanja tetrazolijumskog prstena nastaje nerastvorljivi formazan, koji
poseduje intenzivnu boju. Kristali formazana se lako rastvaraju u DMSO, pri ¢emu se razvija
ljubicasta boja koja je direktno proporcionalna broju zivih ¢elija zbog cega je MTT test pogodan za
merenje broja vijabilnih éelija, njihove metaboli¢ke aktivnosti i proliferacije.

Po isteku tretmana medijumi iz bunarica su odlivani, a potom je nalivano po 50 pl rastvora
MTT (0,5 mg/ml u medijumu). Nakon 30 minuta inkubacije ¢elija na 37°C MTT je uklonjen i u
bunarice je dodato po 50 pul DMSO, koji rastvara stvoreni formazan pri ¢emu se razvija intenzivna
ljubicasta boja ¢iji intenzitet je odredivan spektrofotometrijski merenjem apsorbance na talasnoj
duzini od 570 nm, na automatskom cita¢u mikrotitarskih ploc¢a (Sunrise, Tecan, Dorset, Velika
Britanija). Vrednosti izmerenih apsorbanci predstavljaju meru enzimske aktivnosti, odnosno

proporcionalne su broju zivih ¢elija.

3.3.2. Kristal violet test

Kristal violet test je metoda koja se koristi za odredivanje relativnog broja zivih ¢elija.

Na kraju perioda inkubacije iz bunarica je uklonjen medijum i adhezivne ¢elije su isprane
PBS puferom kako bi se uklonile mrtve ¢éelije. Nakon ispiranja adherentne celije su fiksirane
inkubiranjem u metanolu 10 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim su bojene sa 1% rastvorom
kristal violet boje 15 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon bojenja, bunari¢i su temeljno ispirani u
vodi da bi se odstranio viSak boje, nakon ¢ega su ostavljeni da se osuse. Kristal violet boja koja se
vezala za fiksirane Celije je rastvarana u 33% rastvoru sircetne kiseline. Intenzitet rastvorene boje je
meren na automatskom ¢itacu mikrotitarskih plo¢a (Sunrise, Tecan, Dorset, Velika Britanija) na
570 nm 1 proporcionalan je broju zivih adherentnih ¢elija.

Od vrednosti apsobranci izmerenih MTT i kristal violet testom oduzimane su vrednosti
apsobanci DMSO 1 33% sircetne kiseline u bunarima bez ¢elija. Rezultati oba testa su prikazani kao

% tretiranth u odnosu kontrolne (netretirane) celije Cija vijabilnost je arbitrarno postavljena na
100%.

3.3.3. Test oslobadanja laktat dehidrogenaze

Test aktivnosti citosolnog enzima laktat dehidrogenaze (LDH) se koristi za ispitivanje
¢elijske smrti koja nastaje usled naruSavanja integriteta membrane celija. Tokom apoptoze ili
nekroze moze do¢i do oStecenja Celijske membrane, pri cemu se LDH oslobada iz citosola u okolni
medijum. Aktivnost enzima laktat dehidrogenaze u medijumu direktno je proporcionalna broju
mrtvih Celija, zbog Cega se smatra merom citotoksi¢nosti ispitivanog agensa. Pored netretiranih
kontrolnih ¢elija, neophodno je izmeriti i aktivnost LDH enzima pozitivne kontrole (100% mrtvih
¢elija), koja se meri nakon potpune dezintegracije Celijskih membrana svih ¢elija u bunaricu
primenom nejonskog deterdzenta Triton X-100, i predstavlja apsorbnacu maksimalno oslobodenog
LDH. LDH test se zasniva na dve reakcije oksido-redukcije. U prvoj reakciji LDH katalizuje
oksidaciju laktata do piruvata, uz istovremenu redukciju koenzima NAD* do NADH i H*. U drugoj
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reakciji se pomocu redukovanog N-metilfenazonijum metilsulfata H* prenosi na
jodonitrotetrazolijum hlorid, pri ¢emu se i on sam redukuje u formazan, koji daje intenzivan crveno
obojeni rastvor koji apsorbuje svetlost talasne duzine 492 nm.

Po zavrsSetku tretmana 50 pl supernatanta iz svakog bunaric¢a je uzeto i preneto u novu plocu
a potom pomesano sa 50 ul supstrata za LDH. Supstrat za LDH se priprema meSanjem 54 mM
mlec¢ne kiseline, 0,66 mM jodonitrotetrazolijum hlorida, 0,28 mM N-metilfenazonijum metilsulfata
i 1,3 mM PB-nikotinamid adenin dinukleotida (B-NAD") rastvorenih u 0,2 M Tris-puferu pH 8,2 u
identicnim zapreminama. Nekoliko minuta nakon meSanja supernatanta i supstrata na sobnoj
temperaturi, na ¢itatu mikrotitarskih plo¢a (Sunrise, Tecan, Dorset, Velika Britanija) merene su
apsorbance na talasnoj duzini od 530 nm sa korekcijom na 650 nm. Citotoksi¢nost ispitivanog
agensa je racunata u procentima tako $to je od svake izmerene apsorbance LDH tretiranih celija
oduzimana apsorbanca kontrolnih (netretiranih) ¢elija 1 ta vrednost je deljena sa razlikom
apsorbanci pozitivne kontrole (100% mrtvih ¢elija) i kontrolnih (netretiranih) celija, a potom
mnoZzena sa brojem 100:

% C = [(T-NK)/(PK-NK)] x 100, gde je:

C - citotoksicnost (broj ¢elija sa naruSenim integritetom celijske membrane)

T - apsorbanca tretiranih ¢elija

NK - negativna kontrola, apsorbanca kontrolnih (netretiranih) ¢elija

PK - pozitivna kontrola, apsorbanca mrtvih ¢elija dobijenih liziranjem pomocu triton X-100

3.4. Ispitivanje uzajamnog dejstva dva agensa

Uzajamni efekti razli¢itih agenasa u kombinovanom tretmanu u odnosu na njihov efekat u
pojedinacnim tretmanima na celije u kulturi, ispitivani su primenom matematickih analiza
izraCunavanja o indeksa. o indeks predstavlja proizvod frakcije Zivih ¢elija tretiranih samo sa 2DG 1
frakcije zivih ¢elija tretiranih samo sa ROT ili NDI, podeljen sa frakcijom Zivih ¢elija tretiranih sa
kombinovanim tretmanom 2DG+ROT ili 2DG+NDI, dobijenih kristal violet testom nakon 24 h od
pocetka tretmana.

o = SFape X SFroT/ SF2pG+ROT o = SF2pe X SFnpi/ SF2pc+NDI

SF - frakcija Zzivih Celija posle pojedinac¢nih tretmana 2DG, ROT, NDI ili njihovih
kombinovanih tretmana 2DG+ROT i 2DG+NDI

Ukoliko je a=1 uzajamni efekat dva agensa je aditivni, ukoliko je o>1 efekat je
sinergisticki, a ako je a<1 efekat je antagonisticki [160].

3.5. Fazno kontrastna mikroskopija

Morfologija i gustina (proliferacija) ¢elija mi§jeg melanoma B16 i humanog glioma U251
analizirane su kori$¢enjem invertnog mikroskopa sa faznim kontrastom (Leica Microsistems
DMIL, Veclar, Nemacka), Leica Microsistems DFC320 kamere i Leica Application Suite (verzija
2.8.1) softvera.
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3.6. Analiza parametara Celijske smrti primenom protocne citofluorimetrije

Parametri ¢elijske smrti su ispitivani primenom metode protocne citofluorimetrije (FACS,
engl. Fluorescence-Activated Cell Sorting) na aparatima FACSCalibur sa CellQuest softverom (BD
Biosciences, Sjedinjene Americke Drzave) i FACS Aria III sa FACSDiva 6.0 softverom (BD
Biosciences, Sjedinjene Americke Drzave), a potom su analizirani pomoc¢u FlowJo softvera (BD
Biosciences, Sjedinjene Americke Drzave). Merenja parametara su vrSena pojedinacno za svaku
¢eliju u suspenziji, 10000 celija po uzorku, pri ¢emu je svaki uzorak ispitivan u duplikatu ili
triplikatu, ¢ime su dobijeni statisti¢ki relevantni podaci koji se odnose na sveukupnu populaciju
¢elija. Koris¢enjem proto¢ne citofluorimetrije ispitivano je prisustvo apoptoze, nekroze i1 autofagije
u ¢Celijskoj kulturi, aktivacija kaspaza, produkcija superoksida, promena membranskog potencijala
mitohondrija, permeabilizacija membrane lizozoma.

3.6.1. Odredivanje zastupljenosti apoptoze i nekroze

Da bi se ispitao udeo ¢elija u apoptozi i nekrozi u uzorku nakon tretmana, ¢éelije su
analizirane na protocnom citofluorimetru nakon dvostrukog bojenja sa fluorescentnim bojama
aneksin V-fluorescein-izotiocijanatom (aneksin V-FITC) i propidijum jodidom (PI) ili aneksin V-
FITC i 7-aminoaktinomicinom D (7-AAD) (Biolegend Inc., Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Aneksin
V je protein obelezen fluorohromom (FITC) koji nakon pobudivanja laserskom svetlos¢u
proto¢nog citofluorimetra emituje zelenu fluorescencu. Aneksin V-FITC se vezuje za
fosfatidilserinske ostatke koji se nalaze na povrsini ¢elijskih membrana ¢elija u apoptozi ¢iji je
integritet oCuvan. PI i 7AAD su fluorescentne boje koje ulaze u Celije sa oSte¢enom membranom,
interkaliraju se izmedu nukleinskih baza DNK ¢elija, pri ¢emu se emituje crvena fluorescenca
proporcionalna koli¢ini sadrZzaja DNK ¢elija u nekrozi. PI 1 7AAD ne mogu da produ kroz intaktnu
¢elijsku membranu i jedarnu membranu zivih Celija, i ¢elija u ranoj apoptozi [161], ali prolaze kroz
oSte¢enu membranu celija u kasnoj apoptozi ili nekrozi 1 vezuju se za njihovu DNK. Nakon
dvostrukog bojenja sa aneksin V-FITC i Pl ili aneksin V-FITC i 7AAD bojama, zelena i crvena
fluorescenca su analizirane kako bi se utvrdio procenat broja zivih (aneksin/PI"; aneksin/7AAD"),
rano apoptoti¢nih (aneksin*/PI; aneksin*/7AAD"), kasno apoptoti¢nih odnosno nekroti¢nih éelija
(aneksin®/PI*; aneksin*/7TAAD™).

Po zavrSetku tretmana, medijumi iz bunariCa su uklonjeni, celije oprane u PBS,
tripsinizirane 1 prebacene u odgovaraju¢e FACS tube. Nakon toga su centrifugirane 5 minuta na
500 g, oprane u 3 ml PBS 5 minuta na 500 g, a potom obojene u skladu sa uputstvima proizvodaca
(Biolegend Inc., Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Ukratko, ¢elije su resuspendovane u 100 pl aneksin
vezujuceg pufera sa aneksin V-FITC (2 pg/ml) i inkubirane 30 minuta u mraku na sobnoj
temperaturi. Neposredno pre analiziranja na protocnom citofluorimetru, u suspenziju celija je
dodato jos 300 pl aneksin vezujuceg pufera i 10 pl propidijum jodida (20 pg/ml) ili 3 ul 7AAD
(50pg/ml). Nakon 5 minuta inkubacije, na protocnom citofluorimetru je odredivan procenat zivih,
apoptoti¢nih 1 nekroti¢nih ¢elija kori§¢enjem CellQuest Pro softvera na FACSCalibur ili FACSDiva
6.0 softvera na FACS Aria Il aparatu.

19



3.6.2. Odredivanje fragmentacije DNK

Apoptoza je ispitivana na proto¢nom citofluorimetru u celijama obelezenim sa
fluorohromom PI, pri ¢emu je pracena DNK fragmentacija, jedna od glavnih odlika apoptotske
¢elijske smrti. Ova metoda se zasniva na sposobnosti fluorohroma PI da se umece u dvolancani
molekul DNK i RNK, pri ¢emu emituje crvenu fluorescencu koja je proporcionalna sadrzaju DNK
u ¢eliji [162]. Pomocu ove metode se moze izvrSiti analiza razlicitih faza Celijskog ciklusa (Go/G1-
faza rasta celija, S-faza replikacije DNK molekula, G2/M-faza ¢elijske deobe) i kvantifikacija
fragmentacije DNK molekula ¢elija u apoptozi, koje se nalaze u subGo fazi celijskog ciklusa.
Tokom kasne faze apoptoze endonukleaze isecaju molekul DNK, pri ¢emu se formiraju DNK
fragmenti veli¢ine oko 180 baznih parova, koji se akumuliraju u ¢eliji. Ovi fragmenti se mogu
ukloniti iz uzorka fiksiranjem ¢elija etanolom i ispiranjem PBS puferom, ¢ime se smanjuje sadrzaj
DNK molekula u ¢eliji. Zbog nizeg sadrzaja DNK, ¢elije koje su u apoptozi se nakon bojenja sa PI
1 detekcije crvene fluorescence na proto¢nom citofluorimetru distribuiraju na histogramu ispred
zivih Celija, formirajuci hipodiploidni region ili sub-Go/G1 zonu specificnu za apoptozu. PI boja se
takode vezuje i za RNK molekul, pa je neophodno razgraditi RNK prisutnu u uzorcima
koris¢enjem enzima RNA-ze.

Nakon isteka inkubacije medijumi su uklonjeni iz bunara, ¢elije oprane u 1 ml PBS,
tripsinizirane i centrifugirane 5 minuta na 500 g, ponovo oprane u 3 ml PBS i centrifugirane 5
minuta na 500 g, nakon ¢ega je PBS uklonjen a ¢elije fiksirane u 1 ml 70% etanola 60 minuta na
4°C. Zatim je ponovljeno pranje ¢elija u 3 ml PBS, kako bi se uklonio etanol, i centrifugiranje 7
minuta na 800 g. Celije su resuspendovane u 500 ul PBS, dodata im je RNA-za (70 pg/ml) i
inkubirane su 15 minuta na 37°C. Nakon toga, ¢elijama je dodat PI (20 pg/ml) i inkubacija je
produzena za jo$ 30 minuta na 37°C u mraku. Po isteku inkubacije usledilo je analiziranje na
proto¢nom citofluorimetru. Crvena fluorescenca koja je detektovana je poreklom od kompleksa PI-
DNK. Udeo hipodiploidnih ¢elija sa fragmentisanom DNK u sub-Go/G: fazi ¢elijskog ciklusa
odreden je pomoc¢u FACSDiva 6.0 softvera i predstavljen je kao % celija u sub-Go/G: fazi u odnosu
na ukupan broj analiziranih Celijja.

3.6.3. Odredivanje aktivacije kaspaza

Aktivacija kaspaza je takode jedna od glavnih odlika apoptoze. Kaspaze su cistein proteaze
koje nakon aktivacije dovode do razgradnje proteina, fragmentacije DNK, kondenzacije hromatina
1 apoptotske Celijske smrti. Aktivacija kaspaza analizirana je na proto¢nom citofluorimetru nakon
obelezavanja ¢elija sa pan-kaspaznim inhibitorom ApoStat (ApoStat; R&D Sistems, Sjedinjene
Americke DrZave), koji prolazi kroz ¢elijsku membranu 1 obeleZen je fluorescein izotiocijanatom
(FITC). ApoStat se u ¢elijama selektivno vezuje za aktivirane kaspaze, a intenzitet oCitane zelene
fluorescence FITC boje direktno je proporcionalan aktivnosti kaspaza. Analize su obavljene na
FACSCalibur i FACS Aria III proto¢nim citofluorimetrima.

Nakon isteka inkubacije, medijumi su uklonjeni iz bunara, ¢elije oprane u 1 ml PBS,
tripsinizirane i centrifugirane 5 minuta na 500 g, ponovo oprane u 3 ml PBS i centrifugirane 5
minuta na 500g. Potom su supernatanti odliveni a ¢elije resuspendovane u 100 ul ApoStat (0.5
pg/ml) rastvorenog u medijumu za kultivaciju ¢elija, nakon ¢ega su inkubirane u mraku 30 minuta
na 37°C. Nakon inkubacije, u svaku epruvetu je dodato po 3 ml PBS, kako bi se isprala nevezana
boja, i ¢celije su centrifugirane 5 minuta na 500 g. Nakon toga celije su resuspendovane u 500 pl
PBS 1 analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su predstavljeni u vidu histograma
raspodele intenziteta zelene fluorescence koja predstavlja % celija sa aktiviranim kaspazama.

20



Povecanje detektovane zelene fluorescence FITC boje, odnosno pomeranje histogramskog zapisa
udesno u odnosu na kontrolu, proporcionalno je aktivnosti kaspaza u tretiranim ¢elijama.

3.6.4. Odredivanje aktivacije kaspaze 8 i 9

Aktivacija kaspaze-8, inicijatorske kaspaze spolja$njeg puta apoptoze, i aktivacija kaspaze-
9, inicijatorske kaspaze unutraS$njeg puta apoptoze, analizirane su na proto¢nom citofluorimetru
koris¢enjem odgovarajucih kitova za detekciju aktivacije kaspaze-8 i -9 (engl. CaspGLOW™
Fluorescein Active Caspase Staining Kit, Biovision, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Celije su nakon
tretmana obelezavane specificnim inhibitorima IETD-FMK za kaspazu-8 i LEHD-FMK za
kaspazu-9, prema uputstvima proizvodaca. Oba inhibitora su konjugovana sa FITC fluoroforom
(FITC-IETD-FMK i FITC-LEDH-FMK), ¢elijski permeabilna, netoksi¢na i ireverzibilno se vezuju
za kaspaze-8 ili -9 u Zivim apoptoti¢nim ¢elijama, pri ¢emu se emituje zelena fluorescenca.

Nakon isteka tretmana, medijumi su uklonjeni iz bunara, ¢elije oprane u 1 ml PBS, zatim su
tripsinizirane, prebacene u epruvete za protocnu citometriju i centrifugirane 5 minuta na 500 g.
Potom su odliveni supernatanti, a talog sa celijama resuspendovan u 300 pl medijuma za
kultivaciju ¢elija u koji je dodat 1 pl odgovarajuc¢eg inhibitora i inkubiran 60 minuta na 37°C.
Celije su zatim centrifugirane 5 minuta na 500 g, supernatanti odliveni i resuspendovani u 500 pl
komercijalnog pufera za pranje (engl. washing buffer). Procedure centrifugiranja i ispiranja u
puferu su ponovljene na isti nacin jo§ jednom, a zatim su ¢éelije resuspendovane u 500 pl pufera za
pranje i analizirane na protocnom citofluorimetru. Rezultati predstavljaju povecanje srednjeg
intenziteta zelene fluorescence poreklom od FITC-obeleZenog specificnog inhibitora za kaspazu-8 i
-9, §to ukazuje na njihovu aktivaciju.

3.6.5. Merenje membranskog potencijala mitohondrija

Membranski potencijal mitohondrija je ispitivan na proto¢nom citofluorimetru koris¢enjem
fluorofore JC-1 (Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke Drzave) i MitoTracker Red CMXRos (Life
Technologies, Sjedinjene Americke Drzave).

JC-1 boja (5,5',6,6'-tetrahloro-1,1',3,3'-tetra-etilbenzimidazol-karbocijanin jodid) je lipofilni
katjon koji zahvaljujuci svom pozitivnom naelektrisanju prolazi kroz membranu mitohondrija kada
su one sa unutraSnje strane negativno naelektrisane, odnosno kada je potencijal membrane
mitohondrija neizmenjen i sama membrana ocuvana. U matriksu mitohondrija boja formira
agregate koji fluoresciraju crveno. Ukoliko je membranski potencijal narusen, kao $to je slucaj u
apoptozi, boja ne moze da prode kroz intermembranski prostor i ostaje u citoplazmi u svom
monomernom obliku i fluorescira zeleno. Zeleni monomeri i crveni agregati JC-1 boje detektuju se
pomocu protoc¢nog citofluorimetra. Povecanje zelene u odnosu na crvenu fluorescencu ukazuje na
depolarizaciju membrane, dok povecanje crvene u odnosu na zelenu fluorescencu ukazuje na
hiperpolarizaciju membrane mitohondrija.

Nakon tretmana medijumi su uklonjeni iz bunarica, ¢elije su oprane u 1 ml PBS, a zatim
tripsinizirane i centrifugirane 5 minuta na 500 g, oprane u 3 ml PBS, oborene 5 minuta na 500 g,
potom su supernatanti odlivani a talog celija resuspendovan u 100 pl JC-1 boje (5 pg/ml)
rastvorene u reakcionom puferu. Uzorci su nakon dodavanja boje inkubirani 30 minuta na 37°C u
mraku. Po isteku inkubacije uzorci su oprani u 3 ml PBS i centrifugirani 5 minuta na 500 g, a
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potom resuspendovani u 500 pl PBS. Detekcija fluorescenci zelenih monomera i crvenih agregata
JC-1 boje je vrSena na protocnom citofluorimetru. Rezultati su prikazani histogramom distribucije
odnosa zelene i crvene fluorescence, arbitrarno postavljenim na 1 u kontrolnim uzorcima, ¢ije
povecanje odrazava depolarizaciju, a smanjenje hiperpolarizaciju membrane mitohondrija.

Funkcija mitohondrija zivih celija je takode ispitivana koriS¢enjem fluorescentne boje
Mitotreker Red CMXRos (engl. Mitotracker Red Chloromethyl-X-rosamine) na proto¢nom
citofluorimetru i fluorescentnom mikroskopu. Mitotreker Red CMXRos je lipofilni katjon koji se
takode nakuplja u unutrasnjosti mitohondrija zahvaljuju¢i negativnom potencijalu membrana
mitohondrija (MMP, engl. mitochondrial membrane potential). Poveéanje crvene fluorescence
CMXRos boje je proporcionalno povecanju MMP u c¢elijama 1 oslikava hiperpolarizaciju
membrane, dok smanjenje crvene fluorescence ukazuje na depolarizaciju mitohondrija. Priprema
radnog rastvora Mitotreker boje, finalne koncentracije 100 nM i bojenje ¢elija su obavljeni u skladu
sa uputstvom proizvodaca.

Nakon isteka tretmana, medijumi iz bunari¢a su uklonjeni i zamenjeni sa rastvorom
mitotreker red boje u medijumu za kultivaciju ¢éelija koji je prethodno ugrejan na 37°C u skladu sa
uputstvima proizvodaéa. Celije su potom inkubirane sa fluorescentnom bojom 45 minuta na 37°C u
mraku. Nakon isteka inkubacije medijum sa bojom je uklonjen, bunariéi su isprani dva puta sa 1 ml
PBS i dodat je prethodno ugrejan medijum za kultivaciju ¢elija. Nakon toga, ¢elije su posmatrane
na Leica DMIL invertnom fluorescentnom mikroskopu opremljenim sa Leica Microsystems
DFC320 kamerom i Leica Application Suite softverom (Leica Microsystems, Veclar, Nemacka).
Takode, nakon inkubacije ¢elija u medijumu sa fluorescentnom bojom, medijumi su uklonjeni iz
bunari¢a, ¢elije su oprane u 1 ml PBS, zatim tripsinizirane i centrifugirane 5 minuta na 500 g,
nakon ¢ega su supernatanti odliveni a talog ¢elija resuspendovan u 500 ul medijuma za kultivaciju.
Celije su potom analizirane na proto¢nom citofluorimetru pri emu je merena promena emisije
crvene fluorescence mitotreker boje.

3.6.6. Odredivanje unutarcelijske produkcije slobodnih kiseonicnih radikala

Za ispitivanje unutarcelijske produkcije slobodnih kiseoni¢nih radikala celije su bojene
neselektivnom redoks-senzitivnom bojom dihidrorodamin 123 (DHR, Thermo Fisher Scientific,
Sjedinjene Americke Drzave) i bojom specificnom za superoksid anjon radikal O~ iz mitohondrija
(MitoSOX™ Red, Invitrogen, Sjedinjene Americke Drzave) i analizirane na proto¢nom
citofluorimetru. DHR je lipofilna boja koja u svom osnovnom obliku ne fluorescira i ulazi u
mitohondrije pasivhom difuzijom. U mitohondrijama se oksiduje pod uticajem slobodnih
kiseoni¢nih radikala i prelazi u katjonski derivat rodamin 123, koji fluorescira zeleno i akumulira se
u mitohondrijama. MitoSox Red je boja koja ulazi u mitohondrije Zivih ¢elija i oksiduje se pod
uticajem superoksidnih anjona, ali ne i drugih reaktivnih vrsta kiseonika ili reaktivnih vrsta azota,
pri ¢emu emituje crvenu fluorescencu. Bojenje ¢elija je uradeno prema uputstvima proizvodaca.

Za ispitivanje prisustva slobodnih kiseoni¢nih radikala koris¢ena je DHR boja. U bunariée
sa ¢elijama je na pocetku tretmana dodata i DHR boja finalne koncentracije 2 pM, rastvorena u
medijumu za kultivaciju celija prema uputstvu proizvodaca. Po isteku tretmana medijumi iz
bunari¢a su uklonjeni, ¢elije su oprane sa 1 ml PBS, tripsinizirane i prebacene u FACS tube za
proto¢nu citofluorimetriju. Potom su centrifugirane 5 minuta na 500 g, supernatanti su odliveni,
¢elije oprane u 3 ml PBS, ponovo centrifugirane 5 minuta na 500 g, nakon ¢ega je PBS uklonjen a
¢elije finalno resuspendovane u 500 pl PBS i analizirane na protocnom citofluorimetru. Rezultati
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su prikazani kao srednje vrednosti intenziteta zelene fluorescence DHR, pri ¢emu je kontrola
arbitrarno postavljena na 1.

Za ispitivanje prisustva superoksid anjon radikala iz mitohondrija koris¢ena je MitoSOX™
Red boja. Celije su pripremane za analizu na proto¢nom citofluorimetru tako $to je po isteku
tretmana medijum uklonjen iz bunari¢a, a zatim su celije oprane sa 1 ml PBS, tripsinizirane i
prebacene u FACS tube za proto¢nu citofluorimetriju. Potom su centrifugirane 5 minuta na 500 g,
supernatanti su odliveni, a talog sa ¢elijama je resuspendovan sa 100 ul MitoSOX™ Red boje,
finalne koncentracije 5 uM, rastvorene u HBSS/Ca?*/Mg?* medijumu za kultivaciju ¢elija, nakon
¢ega su inkubirane 10 minuta na 37°C u mraku. Po isteku inkubacije, Celije su centrifugirane 5
minuta na 500 g, oprane u 3 ml PBS, ponovo centrifugirane 5 minuta na 500 g i finalno
resuspendovane u 500 pl HBSS/Ca?*/Mg?* medijuma i analizirane na proto¢nom citofluorimetru.
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti intenziteta crvene fluorescence MitoSOX™ Red boje,
pri ¢emu je kontrola arbitrarno postavljena na 1.

3.6.7. Odredivanje nivoa lipidne peroksidacije

Lipidna peroksidacija je mehanizam oStecenja c¢elija koji nastaje usled prisustva
oksidativnog stresa u celiji. Oksidativni stres uti¢e na celijske membrane, lipoproteine i druge
molekule koji sadrze lipide. Lipidna peroksidacija je lancana reakcija koju pokrecu slobodni
radikali u ¢elijama, vezujuci se za nezasi¢ene masne Kkiseline u ¢elijskim membranama, $to dovodi
do njihovog osteéenja. Slobodni radikali pokrec¢u ¢itav niz reakcija, koje se propagiraju
autokataliticki, a takode 1 zavrSavaju proces peroksidacije lipida. Krajnji rezultat lipidne
peroksidacije su strukturne i funkcionalne promene supstrata [163]. Kvantifikacija lipidne
peroksidacije je vazna za merenje nivoa oksidativnog stresa u Celijama. Jedan od najcesce
koris¢enih testova za merenje lipidne peroksidacije je test tiobarbituratne kiseline (TBA). U
uzorcima u kojima se meri nivo lipidne peroksidacije usled oksidativnog stresa dolazi do
formiranja reaktivnih molekula, poput reaktivnih aldehida kao Sto je malondialdehid (MDA). U
TBA testu, uzorci u kojima se meri nivo malondialdehida (MDA) se zagrevaju se TBA pri niskom
pH, kako bi se omogucilo stvaranje MDA-TBA hromogenog kompleksa. Intenzitet izmerenih
apsorbanci u uzorcima proporcionalan je stepenu peroksidacije lipida.

Nakon tretmana, medijumi iz bunari¢a su uklonjeni, ¢elije oprane sa 1 ml PBS, a potom
lizirane sa hladnom 10% trihlorsiréetnom kiselinom (TCA). Na taj nacin su dobijeni Celijski lizati
koji su potom prebaceni u tubice i centrifugirani 10 minuta na 800 g. Nakon centrifugiranja iz
svakog uzorka je uzeto po 1 ml supernatanta i dodato je po 1 ml 0,6% 2-tiobarbituratne Kiseline
(TBA), a zatim su smeSe inkubirane 10 minuta u vodenom kupatilu na 100°C. Nakon inkubacije,
uzorci su hladeni na ledu i njihova apsorbanca je merena na automatskom c¢itacu mikrotitarskih
ploca na talasnoj duzini od 535 nm. Nivoi MDA u tretiranim uzorcima prikazani su u odnosu na
kontrolu, kojoj je arbitrarno dodeljena jedini¢na vrednost.

3.7. Odredivanje nivoa ATP u ¢elijama

Koncentracija unutaréelijskih nivoa ATP merena je pomoc¢u komercijalnog kita za detekciju
ATP baziranog na bioluminiscentnoj reakciji (ATP Bioluminescence Assay Kit HS Il, Roche
Applied Science, Nemacka), koji moZe da se koristi za kvantifikaciju izrazito niskih koncentracija
ATP. Princip ovog visoko senzitivnog eseja se bazira na ATP zavisnoj reakciji oksidacije luciferina
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u oksiluciferin koja je katalizovana enzimom luciferazom, pri ¢emu dolazi do emisije svetlosti koja
je direktno proporcionalna koncentraciji ATP u ¢elijama. Merenje unutarcelijskih nivoa ATP
zahteva prethodno liziranje ¢elija pomocu odgovarajuceg deterdzenta, kako bi doslo do oslobadanja
ATP u supernatante, gde dolazi do reakcije sa luciferinom u prisustvu luciferaze, i emisije svetlosti
na 562 nm. Razblazivanjem ATP standarda u odgovaraju¢em puferu, prema uputstvu proizvodaca,
dobijen je standard finalne koncentracije 10 mg/ml. Zatim su pravljena serijska razblazenja
standarda (10x) na osnovu kojih je formirana standardna kriva. KoriS¢enjem standardne krive
preracunate su koncentracije ATP u ispitivanim uzorcima.

Nakon isteka tretmana iz ploca sa ¢elijama uklonjen je medijum iz bunariéa i naliveno je 40
Ml pufera za razblazivanje. U drugu providnu plo¢u za gajenje Celija naliveno je po 40 pl serijskih
razblazenja standarda ATP u triplikatu. U obe ploce, i sa tretiranim ¢elijama i sa standardima ATP,
u svaki bunar je dodato po 40 ul reagensa za liziranje ¢elija i inkubirano 5 minuta na sobnoj
temperaturi. Iz obe ploce uzeto je po 50 ul smese, prebac¢eno u novu plocu crne boje, i drzano na
ledu do merenja. Neposredno pred merenje u sve bunari¢e je dodato po 50 pl pripremljenog
reagensa sa luciferazom i mereno na Chameleon ¢itacu mikrotitarskih ploca (Hidex, Turku, Finska)
na talasnoj duZzini od 562 nm.

3.8. Odredivanje prisustva Kiselih vezikula

Detekcija kiselih vezikula u ¢elijama, karakteristi¢nih za poces autofagije, analizirana je na
protocnom citofluorimetru  kori§¢enjem Lysotracker Green (LT) 1 akridin-oranz (AO)
fluorescentnih boja, kao 1 na fluorescentnom mikroskopu pomocu AO boje.

Za ispitivanje funkcije i prisustva kiselih vezikula poput lizozoma i autolizozoma u ¢elijama
koriS¢ena je izrazito selektivna fluorescentna acidotropna proba LysoTracker Green koja boji kisele
vezikule u ¢eliji, gde postaje jos vise fluorescentna 1 emituje svetlost talasne duzine od 505 nm.

Celijama je po isteku tretmana u medijum za kultivaciju éelija dodata fluorescentna boja
LysoTracker Green DND-189 (Thermo Fisher Scientific, Sjedinjene Americke Drzave), finalne
koncentracije 100 nM, u trajanju od 5 minuta na 37°C u mraku. Nakon inkubacije medijum iz
bunari¢a je uklonjen, ¢elije su oprane sa 1 ml PBS, tripsinizirane i prebacene u FACS tube. Potom
su centrifugirane 5 minuta na 500 g, supernatanti su odliveni, ponovo su oprane sa 3 ml PBS i
centrifugirane 5 minuta na 500 g. Nakon centrifugiranja talog sa ¢elijjama je resuspendovan u 500
pl PBS a zatim je zelena fluorescenca, koja predstavlja stepen kiselosti ¢elijskog sadrzaja, merena
na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su prikazani kao relativne vrednosti intenziteta zelene
fluorescence LT boje u odnosu na netretirane Celije.

Akridin-oranz je supravitalni metahromatski fluorohrom koji pokazuje razli¢itu
fluorescencu pri razli¢itim pH vrednostima, zelenu pri neutralnom pH u jedru i citoplazmi, a
narandZasto-crvenu pri kiselom pH u autolizozomima 1 lizozomima, zbog ¢ega se primenjuje za
detekciju promene intercelularnog pH usled povecane aktivnosti fagolizozoma i omogucava
verifikaciju autofagije. Intenzitet crvene fluorescence direktno je proporcionalan stepenu kiselosti,
kao 1 zapremini kiselih vezikula u ¢eliji. Stepen autofagije se odreduje kao odnos narandZasto-
crvene fluorescence i zelene fluorescence. Rezultati su prikazani kao odnos srednjih vrednosti
intenziteta crvene i zelene fluorescence, pri ¢emu povecanje odnosa ukazuje na povecanje
autofagije u odnosu na kontrolni uzorak.
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Po isteku tretmana celije su pripremane za analizu odredivanja prisustva autofagije na
proto¢nom citofluorimetru tako §to je medijum iz bunari¢a uklonjen, ¢elije oprane sa 1 ml PBS,
tripsinizirane i prebacene u FACS tube. Potom su centrifugirane 5 minuta na 500 ¢, supernatanti su
odliveni, a talog sa celijama je resuspendovan u 100 ul akridin-oranz boje (Sigma-Aldrich,
Sjedinjene Americke Drzave), finalne koncentracije 1 uM, rastvorene u kompletnom medijumu za
kultivaciju ¢elija, nakon ¢ega su ¢elije inkubirane 15 minuta na 37°C u mraku. Po isteku inkubacije,
¢elije su centrifugirane 5 minuta na 500 g, oprane u 3 ml PBS, ponovo centrifugirane 5 minuta na
500 g i finalno resuspendovane u 500 ul PBS a zatim su narandZasto-crvena i zelena fluorescenca
merene na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su prikazani kao odnos srednjih vrednosti
intenziteta crvene i zelene fluorescence AO boje i normalizovani u odnosu na kontrolu.

Invertna fluorescentna mikroskopija je mikroskopska tehnika u kojoj svetlost koja se
emituje sa donje strane fluorescentno obojenog uzorka pobuduje fluorescencu samog uzorka. Za
detekciju kiselih vezikula u citoplazmi ¢elija i analizu pomocu fluorescentnog mikroskopa
kori§¢ena je AO fluorescentna boja. Nakon tretmana ¢elijama je uklonjen medijum, a zatim su
oprane pomoc¢u PBS i obojene pomocu AO boje rastvorene u medijumu za kultivaciju, finalne
koncentracije 1 pM 1 inkubirane 15 minuta na 37°C u mraku, a zatim analizirane pomocu
inverznog fluorescentnog mikroskopa (Leica Microsistems DMIL, Veclar, Nemacka), Leica
Microsistems DFC320 kamere i Leica Application Suite softvera (verzija 2.8.1). U zavisnosti od
njihove kiselosti, autolizozomi i lizozomi su izgledali kao narandzasto-crvene fluorescentne
citoplazmatske vezikule, dok su jedra bila obojena zeleno.

Supstance koje su koriS¢ene kao inhibitori autofagije su bafilomicin Al, hlorokin 1
amonijum hlorid (Sigma-Aldrich, Sjedinjene Americke Drzave). Bafilomicin Al je specifi¢ni
inhibitor vakuolarne H* ATPaze i inhibira fuziju autofagozoma i lizozoma [164]. Hlorokin se
selektivno akumulira u lizozomima i postaje pozitivno naelektrisan i zarobljen unutar ovih organela
§to im povecava ili neutraliSe pH [165]. Amonijum hlorid je lizozomotropni agens koji se
akumulira u lizozomima gde neutraliSe nisku pH ¢ime spreCava maturaciju 1 blokira fuziju
autofagozoma i lizozoma [166].

3.9. Odredivanje morfologije Celija transmisionom elektronskom mikroskopijom

Analiza morfologije i1 ultrastrukturnih promena u celijama koje su karakteristine za
razli¢ite tipove i1 mehanizme Ccelijske smrti ispitivane su na transmisionom elektronskom
mikroskopu (TEM).

Nakon isteka tretmana, medijumi iz petri Solja su uklonjeni, ¢elije su oprane koriS¢enjem
PBS, zatim tripsinizirane, prenete u odgovarajuce epruvete i centrifugirane 5 minuta na 500 g.
Zatim su supernatanti odliveni, a talozi resuspendovani u 1 ml PBS i centrifugirani 5 minuta na 500
g. Postupak pranja ¢elija sa PBS je ponovljen dva puta. Potom je talog sa ¢elijama resuspendovan u
1 ml PBS, prenet u mikrotubice i centrifugiran 5 minuta na 150 g na sobnoj temperaturi.
Supernatanti su zatim pazljivo uklonjeni a na ¢elijski talog je naliven rastvor 2,5% glutaraldehida u
100 mM PBS koji omogucava fiksiranje ¢elija. Nakon minimum 48 h, ¢elije su centrifugirane 5
minuta na 150 g, a fiksativ je pazljivo uklonjen. Zatim je talog sa ¢elijama ispiran 5 minuta u 1 ml
0,1% kakodilatnog pufera i centrifugiran 5 minuta na 150 g. Postupak pranja je ponovljen jos dva
puta. Potom je usledila postfiksacija ¢elija u 1% rastvoru osmijum tetroksida, koji je naliven na
talog Celija i inkubiran 1 h na 4°C. Nakon inkubacije, postupak ispiranja ¢elija u kakodilatnom
puferu u trajanju od 5 minuta 1 centrifugiranja ¢elija 5 minuta na 150 g je ponovljen jos tri puta.
Potom je na taloge naliveno po 1 ml 0,5% vodenog rastvora uranil acetata, koji su zatim inkubirani
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preko no¢i na 4°C. Nakon inkubacije, uklonjen je rastvor uranil acetata i usledio je postupak
dehidratacije taloga koji se sastoji iz niza ispiranja taloga u etanolu razlicitih, rastu¢ih koncentracija
(50%, 70%, 90%, 100%). Nakon dehidratacije sledio je postupak prozimanja taloga smolom
pomocu dve mesavine propilen oksida i EPON 812 smole (1:1, 1:3). Zatim su talozi ukalupljeni 1
suSeni 24 h na 60°C. Nakon susenja, ukalupljeni talozi su vadeni iz tubica i sefeni na
ultramikrotomu. Prvo su pravljeni semitanki isecci, koji su bojeni toluidin plavim reagensom a
zatim su birani isecci koji su dodatno seceni na ultratanke isecke. Nakon secenja, ultratanki isecci
su hvatani na bakarne mrezice 1 kontrastirani pomocu uranil acetata i olovo citrata. Konacno,
kontrastirani iseCci su zatim posmatrani i analizirani na transmisionom elektronskom mikroskopu
(TEM) Morgagni 268D (FEI, Hillsboro, Oregon, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Slike su dobijene
pomocu MegaView III CCD kamere opremljene sa iTEM softverom (Olympus Soft Imaging
Solutions, Miinster, Nemacka). Mikrografije za analizu su odabrane koriS¢enjem sistemski
uniformnog nasumi¢nog uzorkovanja (engl. Systematic Uniform Random Sampling) [167], dok je
broj intaktnih/oSte¢enih mitohondrija i citoplazmatskih vezikula odreden u najmanje 60 ¢elija po
tretmanu.

3.10. Izolacija ¢elijskih frakcija

Za 1izolaciju celijskih frakcija koris¢en je komercijalni kit za frakcionaciju Ccelija
(FractionPREP™ Cell Fractionation kit, Biovision, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Princip ove
metode je zasnovan na primeni razli¢itih pufera koji omoguéavaju ekstrakciju Cetiri subcelularne
proteinske frakcije: citosolne, membranske, nukleusne i citoskeletne. Citosolna frakcija sadrzi sve
celularne solubilne proteine iz citoplazme. Membranska frakcija sadrzi sve membranske proteine
ukljucujudi Celijske organele i proteine membrana organela, izuzev proteina nukleusne membrane.
Citosolna frakcija obuhvata solubilne proteine citoplazme. Citoskeletna frakcija obuhvata ukupne
nesolubilne proteine, genomsku DNK. Postupak izolacije Celijskih frakcija raden je u skladu sa
uputstvom proizvodaca.

Pre samog eksperimenta u odgovaraju¢e pufere za ekstrakciju citosolne, membranske i
nukleusne frakcije je dodato po 2 pl koktela inhibitora proteaza i 2 pl 1M ditiotreitola (DTT) po ml
pufera. Puferi su ¢uvani na ledu sve vreme izolacije. Po isteku tretmana, iz petri Solja je uklonjen
medijum, c¢elije su oprane u 4 ml PBS, tripsinizirane i centrifugirane 5 minuta na 700 g na 4°C.
Zatim su Celije ponovo oprane sa 5 ml hladnog PBS 1 centrifugirane 5 minuta na 700 g na 4°C.
Talozi sa ¢elijama su resuspendovani u 1 ml hladnog PBS, prebaceni u mikrotubice i oboreni 5
minuta na 700 g na 4°C. Nakon centrifugiranja, supernatanti su uklonjeni a talozi resuspendovani u
400 pl pufera za ekstrakciju citosolne frakcije koji sadrzi DTT i koktel inhibitora proteaza, a zatim
inkubirani 20 minuta na ledu. Nakon inkubacije uzorci su centrifugirani 10 minuta na 700 g na 4°C.
Supernatanti koji predstavljaju citosolne frakcije su skupljeni i prebaceni u nove tubice. Zatim su
talozi resuspendovani u 400 pl hladnog pufera A za ekstrakciju membranske frakcije koji sadrzi
DTT 1 koktel inhibitora proteaza i vorteksovani oko 15 sekundi kako bi se dobro izmeSali. Nakon
toga, u svaki uzorak je dodato po 22 ul pufera B za ekstrakciju membranske frakcije, uzorci su
ponovo vorteksovani i inkubirani na ledu 1 minut. Nakon inkubacije uzorci su vorteksovani 5
sekundi i centrifugirani 5 minuta na 1000 g na 4°C. Odmah nakon centrifugiranja supernatanti koji
predstavljaju membranske frakcije su prebaceni u nove ohladene tubice, nakon ¢ega su drzani na
ledu. Talozi su zatim resuspendovani u 200 ul hladnog pufera za ekstrakciju nukleusne frakcije koji
sadrzi DTT 1 koktel inhibitora proteaza, vorteksovani oko 15 sekundi, ostavljeni na ledu 40 minuta
i na svakih 10 minuta vorteksovani oko 15 sekundi. Nakon inkubacije, uzorci su centrifugirani 10
minuta na 14000 g na 4°C. Zatim su supernatanti koji predstavljaju nukleusne frakcije prebaceni u
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nove ohladene tubice i stavljeni na led. Peleti koji predstavljaju citoskeletne frakcije su rastvoreni u
100 pl 0,2% SDS koji sadrzi 10 mM DTT. Frakcije su ¢uvane na -80°C.

3.11. Imunoblot analiza

Imunoblot ili Western blot je metoda koja se koristi za detekciju i kvantifikaciju proteina.
Proteini se razdvajaju prema veli¢ini elektroforezom na natrijum dodecil sulfat poliakrilamidnom
gelu (SDS-PAGE), a zatim se prenose na nitroceluloznu membranu. Proteini od interesa vezani za
nitroceluloznu membranu inkubiraju se sa primarnim antitelima. Primarno antitelo ¢e prepoznati
odgovarajuce sekundarno antitelo koje je kovalentno vezano za reporterski molekul, poput enzima
peroksidaze rena. Enzimskom aktivnos$¢u peroksidaze rena, po dodavanju odgovarajuceg supstrata
za detekciju, nastaje hemiluminescentni produkt koji emituje svetlost odredene talasne duzine koja
se detektuje pomocu ChemiDoc aparata (Bio-Rad, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Intenzitet
detektovane hemiluminescence je proporcionalan koli¢ini specifi¢éno prepoznatog proteina. U ovoj
disertaciji analizirane su aktivnosti i ekspresije razliCitih signalnih puteva, i proteina koji su
ukljuceni u indukciju smrti tumorskih ¢elija.

Po isteku inkubacije ¢elije su lizirane na ledu u puferu za liziranje ¢elija (30 mM Tris-HCI
pH 8,0; 150 mM NaCl; 1% NP-40), koji sadrzi 1 mM fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF), 2 mM
natrijum vanadat (NasVOs), 50 mM natrijum fluorid (NaF) i 20 pl/ml koktela inhibitora proteaza
(sve Sigma-Aldrich, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave), vorteksovane i ostavljene na ledu 30 minuta.
Nakon toga lizati su centrifugirani 15 minuta na 14000 g na 4°C, a zatim su supernatanti ¢elijskih
lizata u kojima se nalaze proteini bez ostatka celijskog sadrzaja prebaceni u nove tubice i ¢uvani na
-20°C.

Za odredivanje koncentracije proteina u lizatima koriS¢ena je metoda po Bradfordu. Princip
ove metode zasniva se na sposobnosti Coomassie Brilliant Blue G-250 boje da se veze za proteine
u kiseloj sredini, pri ¢emu dolazi do pomeranja apsorbance boje iz crvene u plavu oblast vidljivog
spektra. Merenje koncentracije metodom po Bradfordu zapoceto je dodavanjem 1 pl uzorka u 1 ml
Bradfordovog reagensa (0,1 mg/ml Coomassie Brilliant Blue G-250; 5% etanol; 10% H3POs u
vodi). Tom prilikom kori$éen je i standard, albumin iz seruma goveceta (BSA, engl. bovine serum
albumine). Na ¢itacu mikrotitarskih ploc¢a (Sunrise, Tecan, Dorset, Velika Britanija) ocitavane su
apsorbance BSA standarda i uzoraka, na talasnoj duzini od 595 nm, koje su direktno
proporcionalne koncentracijama proteina u uzorcima. Na osnovu izmerenih apsorbanci standarda
formirana je standardna kriva, koja je zatim koriS¢ena za odredivanje koncentracija proteina u
uzorcima. Nakon toga pripremani su uzorci za elektroforezu, kuvanjem 5 minuta na 100°C, nakon
¢ega su finalne koncentracije sastojaka pufera bile: 2% natrijum dodecil sulfat (SDS); 10% glicerol;
2 mM 2-merkaptoetanol; 0,002% bromfenol plavo; 62,5 mM Tris-HCI; pH 6,8. Kuvanjem na
visokoj temperaturi proteini su denaturisani, a dodavanjem 2-merkaptoetanola spreceno je ponovno
formiranje disulfidnih veza u denaturisanim proteinima. Dodavanje SDS u pufer dovodi do njegove
interakcije sa denaturisanim proteinima koji postaju okruzeni SDS molekulima, a time 1 negativno
naelektrisani, Sto omogucava razdvajanje na osnovu molekulske mase.

Proteini su nakon toga razdvojeni vertikalnom elektroforezom na poliakrilamidnom gelu u
prisustvu natrijum dodecil sulfata (engl. sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE), na osnovu razlika u molekulskim masama. Koris¢eni su
poliakrilamidni gelovi razlic¢itih gustina, prilagodeni veli¢ini ispitivanih proteina. Za analizu
proteina AMPK, 4EBP, ERK, JNK, p62, beklin-1, RIP, MLKL, ATG7 i aktina koris¢en je 10%
poliakrilamidni gel, za analizu prokaspaze/kaspaze-3 i ATGS5 proteina koris¢en je 12%
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poliakrilamidni gel, za analizu LC3p, citohroma ¢ i TOM20 proteina upotrebljen je 13%
poliakrilamidni gel, a za ispitivanje PARP, HKII i Raptor proteina kori$¢en je 8% poliakrilamidni
gel. U sastav gelova za razdvajanje proteina (engl. resolving gel) ulaze 10% akrilamid/0,34%
bisakrilamid ili 12% akrilamid/0,41% bisakrilamid ili 13% akrilamid/0,44% bisakrilamid ili 8%
akrilamid/0,27% bisakrilamid; 0,1% SDS; 0,375 M Tris-HCI pH 8,8; 0,05% amonijum persulfata
(APS) i1 0,033% tetrametil etilendiamin (TEMED). Preko poliakrilamidnih gelova za razdvajanje
proteina nalivani su gelovi za sabijanje proteina (engl. stacking gel) koji se sastoje iz 4%
akrilamid/0,14% bisakrilamid; 0,1% SDS; 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; 0,05% APS i 0,033%
TEMED. U bunari¢e gela za sabijanje proteina je nalivena ista koli¢ina svakog uzorka. Gel za
sabijanje proteina omogucéava proteinima prolaz do gela za razdvajanje i1 njihovo koncentrisanje
kao bi usli u gel za razdvajanje u isto vreme. Elektroforetsko razdvajanje je trajalo oko 90 minuta
pri konstantnom naponu od 100 V tokom kretanja proteina kroz gel za sabijanje i 140 V tokom
kretanja proteina kroz gel za razdvajanje proteina.

Nakon elektroforeze proteini su prebaceni sa poliakrilamidnog gela na nitrocelulozne
Mmembrane sa porama veli¢ine 0,45 um (Amersham Biosciences, Little Chalfont, Ujedinjeno
Kraljevstvo). Transfer proteina je izvrSen pomocu aparature za polusuvi transfer (TE 70 Semi-dry
transfer unit, Bio-Rad, Sjedinjene Americke Drzave). Poliakrilamidni gelovi, nitrocelulozne
membrane i filter papiri specijalizovani za transfer proteina su potapani u pufer za transfer (192
mM glicin; 20% metanol i 25 mM Tris-HCI, pH 8,3) u trajanju od 3 minuta. Nakon toga u
aparaturu je za svaki gel posebno redan sloj filter papira, pa membrana, pa poliakrilamidni gel i na
kraju ponovo sloj filter papira. Takav redosled u aparaturi odreduje da je membrana okrenuta ka
pozitivnoj a gel ka negativnoj elektrodi, i pri dejstvu struje konstantne ja¢ine od 0,8 mA/cm?
membrane, negativno naelektrisani proteini putuju sa gela na membranu, odnosno ka pozitivnoj
elektrodi. Transfer proteina sa gela na membranu je trajao 90 minuta.

Nakon transfera, membrane su inkubirane u 5% obranom mleku rastvorenom u TBS-T
puferu (0,5% Tween u Tris puferu, pH=7,4) u trajanju od 1 h uz blago mesanje, kako bi se blokiralo
nespecifi€no vezivanje antitela. Nakon blokiranja, membrane su inkubirane preko no¢i na 4°C sa
odgovaraju¢im primarnim antitelom za protein LC3, p62, beklin-1, Atg5, Atg7, p4EBP, 4EBP,
pAMPK, AMPK, pJNK, JNK, pERK, ERK, pRaptor, Raptor, PARP, prokaspazu/kaspazu-3, pRIP,
PMLKL, citohrom ¢, TOM20 (Cell Signaling Technology, Sjedinjene Americke Drzave), RIP,
MLKL, heksokinazu Il (Santa Cruz Biotechnology, Sjedinjene Americke Drzave) i p-aktin
(Abcam, Sjedinjene Americke Drzave), uz blago mesanje. Zatim je usledilo ispiranje primarnog
antitela, 3 puta po 5 minuta u TBS-T puferu, a potom inkubacija sa sekundarnim antitelom, kozijim
antize¢ijim IgG konjugovanim sa peroksidazom rena (engl. horseradish peroxidase, HRP) (Santa
Cruz Biotechnology, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave), 2 h na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije sa
sekundarnim antitelom membrane su ponovo ispirane 3 puta po 5 minuta u TBS-T puferu, a zatim
prelivene supstratom za detekciju. Peroksidaza rena koja je vezana za sekundarno antitelo je
razgradila H>O iz supstrata za detekciju do Oz i H2O. Nastali Oz je zatim reagovao sa luminolom iz
supstrata za detekciju, pri cemu je nastao 3-aminoftalat koji emituje foton. Nastala svetlost je
detektovana na ChemiDoc aparatu (Bio-Rad, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave), a intenzitet izmerene
hemiluminiscence je direktno proporcionalan koli¢ini proteina u uzorku. Aktivacija i ekspresija
proteina od interesa kvantifikovana je denzitometrijskom analizom koris¢enjem Image Lab
softvera. Enzimska aktivnost proteina je izraZzena kao koncentracija fosforilisanih formi proteina u
odnosu na koncentraciju odgovaraju¢ih nefosforilisanih formi, dok je relativna ekspresija proteina
izrazena kao koncentracija nefosforilisanih proteina u odnosu na aktin. Rezultati su predstavljeni u
odnosu na netretiranu kontrolu, kojoj je arbitrarno dodeljena jedini¢na vrednost.
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3.12. Transfekcija ¢elija pomocéu male interferiraju¢e RNK - sSiRNA

Kako bi se inhibirala ekspresija LC3p, beklin, ATG5, ATG7, RIP i MLKL ili AMPK
proteina, B16 ili U251 ¢elije su transfektovane pomoc¢u malih interferiraju¢ih RNK (siRNA, engl.
small interfering RNA), za misji LC3p, beklin, AMPK (Santa Cruz Biotehnology, Sjedinjene
Americke Drzave) ili humani ATG5, ATG7 (Qiagen, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave), RIP, MLKL
(Santa Cruz Biotehnology, Sjedinjene Americke Drzave), kao i odgovaraju¢im misjim i humanim
kontrolnim siRNA (Santa Cruz Biotehnology, Sjedinjene Americke Drzave; Qiagen, Sjedinjene
Ameri¢ke Drzave). Za uvodenje siRNA u ¢elije koris¢en je reagens za transfekciju, lipofektamin
2000 (engl. Lipofectamine 2000, Invitrogen, Sjedinjene Americke Drzave). Lipofekcija predstavlja
metodu za uvodenje genetskog materijala u ¢elije formiranjem lipozoma, ¢iji je fosfolipidni dvosloj
pozitivno naelektrisan i formira agregate sa negativno naelektrisanim genetskim materijalom.
Proces transfekcije pomoc¢u siRNA uraden je u skladu sa uputstvima proizvodaca.

B16 1 U251 ¢celije su zasejavane u ploce sa 96 bunarica ili u petri Solje pre¢nika 100 mm u
RPMI medijumu sa 10% i 5% FCS, bez antibiotika i inkubirane preko no¢i. Lipolizovane siRNA su
prvo rastvarane u dejonizovanoj vodi prema uputstvima proizvodaca (10 uM), a zatim su rastvarane
u transfekcionom Opti-MEM medijumu bez antibiotika i inkubirane 5 minuta na sobnoj
temperaturi. Istovremeno je i transfekcioni reagens lipofektamin inkubiran 5 minuta na sobnoj
temperaturi u Opti-MEM medijumu bez antibiotika. Nakon inkubacije, jednake zapremine rastvora
sa siRNA i rastvora sa lipofektaminom su pomesane i inkubirane 20 minuta na sobnoj temperaturi,
kako bi se formirali sSiRNA-lipofektamin kompleksi. Zatim je iz plo¢a sa 96 bunarica i petri $olja
uklonjen kompletan medijum u kome su ¢elije inkubirane, i dodata je smesa siRNA-lipofektamin i
kompletan RPMI medijum sa FCS i antibiotikom u odnosu 1:4, tako da je finalna koncentracija
siRNA bila 100 nM, a lipofektamin 600 puta razblazen. Nakon 8 h inkubacije na 37°C ¢elijama je
dodata jednaka zapremina kompletnog medijuma za kultivaciju (RPMI sa 10% FCS za B16 i 5%
FCS za U251 ¢elije). Nakon 24 h ¢elije su tretirane odgovaraju¢im tretmanima a zatim analizirane
LDH testom ili imunoblot metodom.

3.13. Statisticke analize

Statisticka znacajnost razlike izmedu tretmana je procenjena koris¢enjem ANOVA i Student-
Neuman-Keuls testa za viSestruka poredenja. Vrednost p<0,05 se smatrala statisticki zna¢ajnom.
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4. REZULTATI

4.1. Antitumorski efekat inhibicije glikolize u kombinaciji sa supresijom

oksidativne fosforilacije

4.1.1.2DG i ROT, samostalno i u kombinaciji, smanjuju vijabilnost B16 i U251 éelija

Da bismo ispitali antitumorski efekat inhibitora glikolize 2DG i inhibitora mitohondrijalnog
kompleksa I respiratornog lanca rotenona (ROT), tretirali Smo ¢elije miSjeg melanoma B16 i Celije
humanog glioma U251 razli¢itim dozama ovih agenasa, samostalno i u kombinaciji, a vijabilnost
¢elija je odredena nakon 24 h od pocetka tretmana. Kristal violet test je pokazao da i 2DG 1 ROT,
ako se koriste samostalno, na dozno-zavisan na¢in smanjuju broj Zivih ¢elija. Takode, moglo se
uociti da je najjaci antitumorski efekat pokazao kombinovani tretman 2DG+ROT (Slika 8).
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Slika 8. 2DG i ROT, samostalno i u kombinaciji, smanjuju vijabilnost B16 i U251 ¢elija na dozno-zavisan nacin.
(A) B16 i (B) U251 ¢elije su tretirane razli¢itim koncentracijama 2DG i/ili ROT. Nakon 24 h vijabilnost ¢elija je
odredena kristal violet testom. Rezultati su prikazani kao SV £ SD triplikata iz jednog od tri nezavisna eksperimenta
(*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu).

Smanjenje broja celija detektovano kristal violet testom je moglo biti posledica inhibicije
proliferacije 1/ili indukcije ¢elijske smrti. Kako bismo ispitali koji mehanizam dovodi do smanjenja
vijabiliteta merili smo citotoksi¢nost 2DG i rotenona, samostalno i u kombinaciji, LDH testom koji
meri oslobadanje intracelularnog enzima laktat dehidrogenaze iz celija sa oSte¢enom celijskom
membranom, $to je karakteristika nekroze ili sekundarne nekroze, koja nastaje u celijskoj kulturi
nakon apoptoze zbog nepostojanja fagocita koji uklanjaju apoptoti¢ne celije [168, 169]. LDH test je
pokazao da pojedinacni tretmani ni u jednoj od ispitivanih koncentracija nisu indukovali znac¢ajnu
citotoksi¢nost (Slika 9). Sa druge strane, kombinovani tretman je indukovao znacajno oslobadanje
laktat dehidrogenaze, odnosno umiranje tumorskih ¢elija na dozno-zavisan nacin (Slika 9). Dakle,
za razliku od kombinovanog tretmana, 2DG i ROT, ukoliko se primene samostalno, ne indukuju
¢elijsku smrt ve¢ samo inhibiciju proliferacije.
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Slika 9. 2DG+ROT indukuje oslobadanje LDH iz B16 i U251 ¢elija. (A) B16 i (B) U251 ¢elije su tretirane
razli¢itim koncentracijama 2DG i ROT, samostalno i u kombinaciji. Nakon 24 h citotoksi¢nost je merena LDH testom.
Rezultati su prikazani kao SV + SD triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznacava

statisticki zna¢ajnu razliku u odnosu na kontrolu).

4.1.2. 2DG i ROT sinergizuju u ubijanju B16 i U251 ¢elija

Kako bi se ispitala vrsta interakcije izmedu antitumorskog delovanja 2DG 1 ROT racunali
smo a indekse za razli¢ite koncentracije ovih supstanci. a indeks predstavlja proizvod frakcije zivih
¢elija tretiranih samo sa 2DG 1 frakcije zivih ¢elija tretiranih samo sa ROT, podeljen sa frakcijom
zivih ¢elija tretiranih sa 2DG i ROT u kombinaciji. Posto su vrednosti a indeksa za sve ispitivane
doze 2DG i ROT bile vece od 1, zakljuc¢ili smo da 2DG i ROT sinergizuju u ubijanju tumorskih
¢elija (Slika 10). U skladu sa izracunatim o indeksima, koncentracije od 5 mM za 2DG i 1 uM za
ROT su izabrane za dalje eksperimente. Takode, na osnovu izra¢unatih vrednosti a indeksa moglo
se zakljuciti da su B16 celije neSto osetljivije na kombinovani tretman 2DG+ROT nego U251

¢elije.
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Slika 10. 2DG i ROT u kombinaciji sinergistic¢ki
ubijaju B16 i U251 ¢elije. B16 i U251 su inkubirane
sa 5 mM 2DG i 0.25-2 uM ROT. Vrednosti o indeksa
kao mere uzajamnog efekta (sinergizma/ antagonizma)
dva agensa izraCunate su primenom formule
(1=SFZDGXSFROT/SFZDG+ROT, gde su vrednosti SFZDG,
SFrot, SFopc+roT frakcije zivih éelija dobijene kristal
violet testom nakon 24 h tretmana. Rezultati su
prikazani kao SV * SD vrednosti iz tri nezavisna
eksperimenta (*p<0,05 oznaCava vrednosti >1).



4.1.3. Kombinovani tretman 2DG+ROT ubija transformisane B16, U251 i L929, ali ne
i primarne MSC ¢elije

U narednom eksperimentu uporedivali smo citotoksi¢ni efekat kombinovanog tretmana na
tumorske 1 primarne celije. B16, U251, L929 c¢elije miSjeg fibrosarkoma i netransformisane
primarne mezenhimalne stem celije (MSC) su tretirane 2DG 1 rotenonom, samostalno i u
kombinaciji, i nakon 24 h je mereno oslobadanje LDH. Kao S$to je ve¢ pokazano za B16 i U251
¢elije, 2DG 1 ROT samostalno nisu bili toksi¢ni prema L929 i MSC ¢elijama (Slika 11). S druge
strane, kombinovani tretman je doveo do znacajnog otpusStanja LDH iz transformisanih L.929 ¢elija,
ali ne i iz primarnih MSC ¢elija (Slika 11). Dakle, kombinovani tretman 2DG+ROT je toksi¢an za
tumorske B16, U251 1 L929 ¢elije, ali ne 1 za primarne mezenhimalne ¢elije.
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4.1.4. Kombinovani tretman 2DG+ROT menja morfologiju B16 i U251 ¢elija

Da bi se ispitao efekat 2DG 1 rotenona na gustinu 1 morfologiju B16 celija, ¢elije su
posmatrane tokom tretmana pod fazno-kontrastnim mikroskopom i fotografisane nakon 16 h. U
skladu sa rezultatima biohemijskih testova, analiza fotografija je pokazala da je gustina B16 celija
tretiranih samo sa 2DG 1 rotenonom bila smanjena, a morfologija u velikoj meri o¢uvana u
poredenju sa kontrolnim celijama (Slika 12). S druge strane, celije izlozene kombinovanom
tretmanu su se smanjile, zaokruglile, odlepile od podloge, izgubile svoj karakteristi¢an poligonalni
oblik i definisane ivice, $to potvrduje indukciju ¢elijske smrti (Slika 12) [170].
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Slika 12. Uticaj 2DG i ROT na morfologiju B16 i U251 ¢elija. B16 i U251 ¢elije su tretirane 5 mM 2DG i 1 uM
ROT, samostalno i u kombinaciji. Morfologija tretiranih ¢elija je analizirana pod svetlosnim mikroskopom 16 h nakon
tretmana (uvelicanje 10x).

4.1.5. Kombinovani tretman 2DG+ROT indukuje nekrozu B16 éelija

U narednim eksperimentima smo Zzeleli da ispitamo tip i mehanizme celijske smrti
indukovane kombinovanim tretmanom. Da bismo utvrdili da li B16 ¢elije umiru apoptozom ili
nekrozom, c¢elije smo obojili aneksin V-FITC i 7AAD reagensima i analizirali na proto¢nom
citofluorimetru. Tokom rane faze apoptoze fosfatidilserinski ostaci se premestaju sa unutrasnje
strane Celijske membrane na spolja$nju stranu pri ¢emu se aneksin V-FITC reagens vezuje za
fosfatidilserinske ostatke, omogucavajuci detekciju celija koje su usle u apoptozu. Tokom kasne
faze apoptoze (sekundarne nekroze) ili nekroze dolazi do pucanja celijske membrane i do
oslobadanja celijskog sadrzaja [169], pri ¢emu 7AAD boja ulazi u ¢elije, vezuje se za DNK C¢elija i
omogucava njihovu detekciju fluoresciranjem pri pobudivanju sa laserom talasne duzine 488 nm. U
skladu sa ocuvanim vijabilitetom, analize ¢elija obojenih sa aneksin V-FITC i 7AAD na protoénom
citofluorimetru nisu pokazale da celije tretirane samo 2DG ili rotenonom gube integritet membrane,
niti da im se povecava koncentracija fosfatidilserina na spolja$njoj strani membrane (aneksin’
[TAAD" c¢elije) (Slika 13). S druge strane, analiza Celija tretiranih sa oba jedinjenja istovremeno
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pokazala je vremenski zavisno povecanje dvostruko pozitivnih ¢éelija (aneksin®/7AAD* éelije)
(Slika 13). Odsustvo apoptotskih celija sa eksternalizovanim fosfatidilserinom bez ostecenja
membrana (aneksin*/7AAD") u kra¢im tretmanima ukazuje na indukciju primarne, a ne sekundarne
nekroze.
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Slika 13. 2DG+ROT indukuje nekrozu B16 ¢éelija. (A, B) B16 ¢elije su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 pM ROT,
samostalno i u kombinaciji. (A) Nakon 3, 6 i 16 h od pocetka tretmana ¢elije su bojene sa aneksin V-FITC i TAAD i
analiziran je procenat nekrotiénih (aneksin/7TAADY) i apoptotiénih (aneksin*/7TAAD") ¢elija na proto¢nom
citofluorimetru. (B) Nakon 3, 6, 16 1 24 h od pocetka tretmana odreden je procenat nekroti¢nih (aneksin*/7AAD") ¢elija
protoénom citofluorimetrijom; (A) Rezultati reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta su prikazani u vidu
taCkastih grafika (dot plot) na kojima svaka tacka predstavlja pojedina¢nu celiju. (B) Rezultati su prikazani kao SV +
SD iz tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznacava statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na odgovarajuéu kontrolu).

Kako bismo potvrdili da kombinovani tretman ne izaziva apoptozu ispitivali smo i njegovu
sposobnost da indukuje fragmentaciju DNK. Celije su fiksirane etanolom i bojene propidijum
jodidom, a potom je na proto¢nom citofluorimetru analizirana distribucija ¢elija u razli¢itim fazama
¢elijskog ciklusa. U skladu sa prethodnim rezultatima, kombinovani tretman nije povecao procenat
hipodiploidnih (sub-Go/G1) apoptotskih celija sa fragmentisanom DNK (Slika 14). Zanimljivo je
medutim da je rotenon indukovao povecanje broja celija u S i G2/M fazi, §to je bilo potpuno
ponisteno dodatkom 2DG.
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Slika 14. 2DG+ROT ne indukuje fragmentaciju DNK u B16 ¢elijama. B16 ¢elije su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1
uM ROT, samostalno i u kombinaciji. Nakon 24 h od podetka tretmana Celije su fiksirane etanolom i bojene sa
propidijum jodidom (PI). Celijski ciklus je analiziran na protoénom citofluorimetru. Rezultati su prikazani u vidu
reprezentativnih histograma iz tri nezavisna eksperimenta.
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4.1.6. Kombinovani tretman 2DG+ROT indukuje dezintegraciju ¢elijske membrane i
gubitak elektronske gustine citoplazme B16 Celija

U narednom eksperimentu ispitivali smo efekat pojedina¢nih i kombinovanog tretmana
2DG 1 ROT na unutarcelijsku morfologiju B16 ¢elija. Analiza pomocu elektronskog mikroskopa je
pokazala da je struktura Celijskih komponenti u ¢elijama tretiranim samo sa 2DG i rotenonom u
potpunosti o¢uvana, dok je u ¢elijama izloZenim kombinovanom tretmanu doslo do dezintegracije
¢elijske membrane i smanjenja elektronske gustine (prosvetljenja) citoplazme, §to su sve
karakteristike nekroti¢ne c¢elijske smrti (Slika 15) [171].

2DG

ROT

2DG+ROT

Slika 15. Kombinovani tretman 2DG+ROT indukuje dezintegraciju ¢elijske membrane i gubitak elektronske
gustine citoplazme B16 celija. B16 celije su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 uM ROT samostalno i u kombinaciji.
Nakon 24 h morfologija celija je analizirana pomocu transmisionog elektronskog mikroskopa. Prikazane su
reprezentativne mikrografije sa razmernikom veli¢ine 5 pm.

4.1.7. Kombinovani tretman 2DG+ROT indukuje aktivaciju kaspaza

Kaspaze su inicijalno smatrane enzimima koji vrse lizu unutaréelijskih komponenti kada je
indukovana apoptoza. Medutim, novija istrazivanja su pokazala da su kaspaze aktivne i kada je
pokrenuta nekroza, stoga smo ispitivali kako kombinovani tretman uti¢e na aktivaciju kaspaza.
Analiza ¢elija tretiranih pan-kaspaznim inhibitorom Apostat obeleZenim fluorescentnom bojom na
proto¢nom citofluorimetru pokazala je da postoji vremenski-zavisno povecanje aktivacije kaspaza u
¢elijama tretiranim kombinovanim tretmanom (Slika 16).
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Slika 16. 2DG+ROT indukuje aktivaciju kaspaza. B16 ¢elije su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 pM ROT, samostalno i
u kombinaciji. Nakon (A) 24 h i (B) nakon 3, 6, 16 i 24 h éelije su tretirane inhibitorom Apostat i aktivacija kaspaza je
analizirana na proto¢nom citofluorimetru. (A) Rezultati su prikazani u vidu histograma iz reprezentativnog od tri
nezavisna eksperimenta; (B) Rezultati su prikazani kao SV £ SD iz tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznadava
statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na odgovarajuéu kontrolu).

Posto je Apostat reagens kojim se detektuje nespecifi¢na aktivacija kaspaza [172], u
narednim eksperimentima identifikovali smo kaspaze koje aktivira tretman 2DG+ROT.
Citofluorimetrijska analiza Celija tretiranih fluorescentno obelezenim inhibitorima kaspaza-8 i -9
pokazala je da kombinovani, za razliku od pojedinacnih tretmana 2DG i ROT, indukuje znacajnu
aktivaciju i kaspaze-8, inicijatorske kaspaze spoljaSnjeg puta apoptoze [21], i kaspaze-9,
inicijatorske kaspaze unutrasnjeg puta apoptoze [173] (Slika 17).
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U skladu sa ovim rezultatom, imunoblot analiza je pokazala da u B16 ¢elijama tretiranim
2DG+ROT dolazi do aktivacije kaspaze-3 (Slika 18), egzekutorske kaspaze koju aktiviraju i
kaspaza-8 i kaspaza-9 [20]. Uprkos aktivaciji kaspaza, imunoblot analiza je pokazala da
kombinovani tretman ne stimuliSe proteoliticko isecanje PARP, dobro poznatog supstrata aktivnih
kaspaza [174] (Slika 18). Dakle, iako kombinovani tretman stimuliSe aktivaciju razli¢itih kaspaza,
ne dolazi do fragmentacije DNK, odnosno indukuje se nepotpuna apoptoza. Stoga, na osnovu nasih
rezultata (Slika 13-18) mozemo da zaklju¢imo da 2DG+ROT indukuje nepotpunu apoptozu koja se
pretvara u nekrozu.
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Slika 18. 2DG+ROT indukuje aktivaciju kaspaze-3, ali ne i proteoliticko isecanje PARP. B16 c¢elije su inkubirane
sa 5 mM 2DG i 1 uM ROT, samostalno i u kombinaciji. (A) Nakon 12 h nivoi kaspaze-3 i PARP analizirani su
imunoblot metodom, a jadine traka kvantifikovane denzitometrijski i analizirane u odnosu na aktin. Relativne
ekspresije kaspaze-3 (B) i PARP (C) su prikazane kao reprezentativni blotovi jednog od tri nezavisna eksperimenta
(*p<0,05 oznacava statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na odgovarajucu kontrolu, koja je svedena na 1).

Da bismo ispitali da li kaspaze ucestvuju u indukciji Celijske smrti, B16 ¢elije smo tretirali
2DG+ROT u prisustvu ili odsustvu inhibitora kaspaza Q-VD-OPh i ZVAD-FMK. Inhibitori
kaspaza nisu uticali na vijabilitet ¢elija tretiranih kombinovanim tretmanom, medutim, redukovali
su antitumorski efekat cisplatina (Slika 19), koji je kori§¢en kao pozitivna kontrola jer je poznato da
indukuje apoptozu zavisnu od kaspaza [175]. Dakle, iako citotoksi¢ni efekat 2DG+ROT prati
aktivacija kaspaza, one ne uc¢estvuju u njegovom citotoksicnom delovanju.

Kaspaze pored apoptoze ucestvuju i u egzekuciji nekroptoze, stoga smo ispitivali da li je
nekroptoza odgovorna za antitumorsko delovanje kombinovanog tretmana. U tu svrhu, celije
izlozene 2DG+ROT smo tretirali inhibitorom nekroptoze nekrostatinom, a kao pozitivnu kontrolu
ponovo smo Koristili cisplatin, za koga je ranije pokazano da pored apoptoze indukuje i nekroptozu
[176]. Nekrostatin je delimi¢no redukovao antitumorski efekat cisplatina, ali ne i kombinovanog
tretmana, pa se moglo zakljuciti da nekroptoza ne uéestvuje u citotoksi¢nosti 2DG+ROT (Slika 19).
Dakle, na osnovu prikazanih rezultata moZemo da zaklju¢imo da u osnovi citotoksi¢nog efekata
2DG+ROT nisu ni klasi¢na apoptoza, ni nekroptoza.
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Slika 19. U osnovi citotoksi¢nog efekata 2DG+ROT nisu ni apoptoza ni nekroptoza. B16 ¢elije su inkubirane sa 5
mM 2DG i 1 uM ROT, ili sa 50 uM cisplatinom, u prisustvu ili odsustvu inhibitora kaspaza 10 uM QVD-OPH (QVD),
1 uM ZVAD-FMK (ZVAD) ili inhibitora nekroptoze 10 pM nekrostatina-1 (NEK). Nakon 24 h ispitivana je
citotoksi¢nost LDH testom. Rezultati su prikazani kao SV + SD triplikata iz jednog reprezentativnog od tri nezavisna
eksperimenta (*p<0,05 oznadava statisticki znacajnu razliku u odnosu na odgovarajuéu kontrolu; #p<0,05 oznacava
statisticki zna¢ajnu razliku u odnosu na éelije tretirane cisplatinom).
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4.1.8. Depolarizacija mitohondrija nije u osnovi citotoksi¢nosti kombinovanog
tretmana 2DG+ROT

Imajuéi u vidu da indukciji nekroze ¢esto prethodi depolarizacija membrane mitohondrija
[177], dalje je ispitivan uticaj 2DG i ROT, samostalno i u kombinaciji, na funkciju i strukturu
mitohondrija. Da bismo utvrdili uticaj na funkciju mitohondrija pratili smo kako se menja
membranski potencijal mitohondrija (MMP) u zavisnosti od vrste i duZine tretmana. Celije su
tretirane sa 5 mM 2DG i 1 pM ROT, samostalno i u kombinaciji, u trajanju od 3, 6, 16 i 24 h,
nakon ¢ega su bojene fluorescentnom bojom JC-1 1 analizirane na proto¢nom citofluorimetru. JC-1
boja ulazi u mitohondrije zivih ¢elija zahvaljuju¢i svom pozitivnom naelektrisanju, akumulira se
unutar mitohondrija zahvaljuju¢i negativnom potencijalu membrane mitohondrija, pri ¢emu se
formiraju agregati koji fluoresciraju crveno. Ukoliko je membranski potencijal mitohondrija
naruSen JC-1 boja ne moze da prode kroz intermembranski prostor, ostaje u citoplazmi u svom
monomernom obliku i fluorescira zeleno. Analiza odnosa zelene i crvene fluorescence JC-1 boje,
koji ako je veci u tretmanu u nego u kontroli ukazuje na depolarizaciju mitohondrija, pokazala je da
je sam rotenon ve¢ nakon 3 h izazivao vremenski odrzivu depolarizaciju, za razliku od 2DG koja je
indukovala hiperpolarizaciju mitohondrijske membrane (Slika 20). U ¢elijama tretiranim
2DG+ROT mitohondrije su bile depolarisane, ali manje nego u celijama tretiranim samo
rotenonom, 1 njihova depolarizacija nije dostigla statisticku znacajnost u odnosu na kontrolu sve do
24 h, kada je prevazi§la i depolarizaciju indukovanu samim rotenonom (Slika 20). Dakle, 2DG
indukuje brzu hiperpolarizaciju, ROT brzu depolarizaciju membrane mitohondrija, a u
kombinovanom tretmanu dolazi do medusobnog poniStavanja ova dva efekta sve do 24 h, kada
dolazi do snazne depolarizacije membrane mitohondrija, koja prevazilazi depolarizaciju
indukovanu samim rotenonom.

A B

ig zelena iROT zelena 5

: : = | mg [ ROT

; t c 4 >

Jgc=10p ovena {zc=21 f ovena $ 7] = 26 22ROl :
© ]
= ; L 3
'§:2DG zelena| 12DG+ROTA Zzelena ﬁ 2
0 J i ~ ]

‘ ; - E I

12/c=0.7 ' crvenal {z/c=1.6 crvena O m x

E E - i — E

] ] A | = 1 U

JC-1 fluorescenca 3h 6h 16h 24h

Slika 20. 2DG+ROT indukuje depolarizaciju mitohondrija nakon 24 h inkubacije. (A, B) B16 ¢elije su inkubirane
sa5mM 2DG i 1 uM ROT, samostalno i u kombinaciji, u trajanju od 16 h (A) ili 3, 6, 16 i 24 h (B). Po isteku tretmana
¢elije su bojene JC-1 fluorescentnom bojom i analizirane na proto¢nom citofluorimetru. (A) Rezultati su prikazani u
vidu histograma iz jednog reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta; (B) Rezultati su prikazani kao SV = SD
vrednosti tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznaCava statisticki zna¢ajnu razliku u odnosu na odgovarajucu
kontrolu, koja je svedena na 1).

lako smo prethodno pokazali da depolarizacija mitohondrija (Slika 20) indukovana
kombinovanim tretmanom ne prethodi indukciji ¢elijske smrti (Slika 13), uradili smo dodatno
ispitivanje kako bismo potvrdili da depolarizacija mitohondrija nije u osnovi citotoksi¢nog efekata
2DG+ROT. U tu svrhu koristili smo ciklosporin A, inhibitor promene propustljivosti
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mitohondrijske membrane [178]. LDH test je pokazao da ciklosporin A nije redukovao citotoksi¢ni
efekat kombinovanog tretmana (Slika 21), ¢ime je potvrdeno da on ne zavisi od depolarizacije

mitohondrija.
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Slika 21. Ciklosporin A ne redukuje citotoksi¢ni
efekat 2DG+ROT tretmana na B16 ¢elije. B16 celije
su tretirane 5 mM 2DG i 1 uM ROT i inkubirane, u
prisustvu 1 odsustvu  razli¢itth  koncentracija
ciklosporina A. Nakon 24 h inkubacije ispitivana je
citotoksi¢énost LDH testom. Rezultati su prikazani kao
SV = SD triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna
eksperimenta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolu).

4.1.9. Kombinovani tretman 2DG+ROT indukuje oSte¢enja mitohondrija u B16

Celijama

Imajué¢i u vidu da kombinovani tretman izaziva depolarizaciju membrane mitohondrija
ispitali smo da li uti¢e i na njihovu strukturu. B16 Celije smo tretirali sa 2DG i ROT istovremeno, a
zatim nakon razli¢itih vremenskih intervala analizirali mitohondrije pomocu elektronskog
mikroskopa. Na elektronskim mikrografijama moze se primetiti da je kombinovani tretman doveo
do blagog oticanja mitohondrija i pojave toroidalnih mitohondrija nakon 6 h [179]. Nakon 16 h
doslo je do fragmentacije kristi i pojave izrazito dilatiranih mitohondrija sa prosvetljenim
matriksom, da bi nakon 24 h mitohondrije, citoplazma 1 membrana celije bile potpuno

dezintegrisane (Slika 22) [180].
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Slika 22. 2DG+ROT indukuje o$te¢enja mitohondrija B16 ¢elija. B16 celije su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 uM
ROT u kombinaciji. Nakon 6, 16 i 24 h Celijske strukture su analizirane pomocéu transmisionog elektronskog
mikroskopa. Prikazane su reprezentativne mikrografije sa razmernikom veli¢ine 5 pm.

4.1.10. Superoksid sintetisan u mitohondrijama ucestvuje u citotoksi¢nom delovanju
2DG+ROT na B16 éelije

Razli¢ite studije su pokazale da je nekroza cCesto pracena povecanom produkcijom
superoksida u mitohondrijama [181-183], stoga smo dalje hteli da utvrdimo da li nekroza
indukovana 2DG+ROT tretmanom zavisi od produkcije mitohondrijskog superoksida. U
mitohondrijama tokom procesa oksidativne fosforilacije dolazi do curenja elektrona sa elektron
transportnog lanca koji reaguju sa molekulima kiseonika pri ¢emu se formiraju superoksidni anjoni
[93]. MitoSOX Red fluorescentna boja se oksiduje pod uticajem superoksida i emituje crvenu
fluorescencu u mitohondrijama, pa se koristi za njegovu detekciju. Analiza na proto¢nom
citofluorimetru B16 ¢elija obojenih fluorescentnom bojom MitoSOX Red pokazala je da u ¢elijama
tretiranim pojedinacno 2DG i rotenonom ne dolazi do znacajne produkcije superoksida, ali da
njihova kombinacija ve¢ nakon 6 h indukuje snaznu, vremenski-zavisnu produkciju superoksida u
mitohondrijama (Slika 23).
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Slika 23. 2DG+ROT indukuje produkciju superoksida u mitohondrijama B16 ¢elija. B16 ¢elije su inkubirane sa 5
mM 2DG i 1 uM ROT, samostalno i u kombinaciji u trajanju od 24 h (A) i 3, 6, 16 i 24 h (B). Po isteku tretmana celije
su obojene MitoSOX Red fluorescentnom bojom i analizirane na proto¢nom citofluorimetru. (A) Rezultati su prikazani
u vidu histograma iz jednog reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta; (B) Rezultati su prikazani kao SV + SD
vrednosti tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznaCava statisticki znacajnu razliku u odnosu na odgovarajucu
kontrolu, koja je svedena na 1).

Da bi smo ispitali ulogu produkcije superoksida u citotoksicnom efektu kombinovanog
tretmana, B16 Ccelije smo pored tretmana 2DG 1i/ili rotenonom tretirali i1 vitaminom E,
antioksidansom koji inhibira sintezu i uklanja viSak superoksida u mitohondrijama [184]. Rezultati
LDH testa su pokazali da vitamin E znaCajno smanjuje citotoksi¢ni efekat kombinovanog tretmana
(Slika 24), ¢ime je potvrdeno da mitohondrijski superoksid zaista ucestvuje u indukciji nekroze
2DGHROT u B16 ¢elijama.
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odsustvu razli¢itih koncentracija vitamina E. Nakon 24
h inkubacije ispitivana je citotoksi¢nost LDH testom.
Rezultati su prikazani kao SV * SD triplikata iz jednog
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta
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4.1.11. Citotoksicnost 2DG+ROT zavisi od otpustanja HKII sa mitohondrija i
otvaranja VDAC

Imajuéi u vidu da citohrom c uklanja superoksid u mitohondrijama [185], kao i da aktivira
kaspaze [186], hteli smo da ispitamo da li kombinovani tretman utice na oslobadanje citohroma c iz
mitohondrija. Imunoblot metodom smo pokazali da 2DG+ROT tretman smanjuje koncentraciju
citohroma ¢ u mitohondrijskoj, a povecava u citoplazmatskoj Celijskoj frakciji, odnosno da
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indukuje oslobadanje citohroma c¢ iz mitohondrija u citoplazmu (Slika 25A). Dalje, posto se i
superoksid [187] i citohrom c [188, 189], otpustaju iz mitohondrija kroz isti voltazno zavisni
anjonski kanal VDAC, koji se nalazi na spoljasnjoj strani mitohondrijske membrane, hteli smo da
ispitamo kako kombinovani tretman utice na njegovu aktivnost. Efekat kombinovanog tremana na
VDAC smo posredno ispitali odredivanjem lokalizacije HKII, enzima koji pored glikolize indukuje
stabilizaciju i zatvaranje ovog jonskog kanala [66]. Tretman 2DG+ROT je stimulisao oslobadanje
HKII sa mitohondrija u citoplazmu, $to je ukazalo da dolazi do otvaranja VDAC kanala (Slika
25A). Da bismo ispitali da li otvaranje VDAC kanala ima aktivnu ulogu u indukciji nekroze
kombinovanim tretmanom, koristili smo inhibitor VDAC kanala DIDS [190]. lako je sam DIDS u
vecoj koncentraciji imao toksi¢no dejstvo, u obe testirane koncentracije snazno je smanjio
citotoksi¢éno delovanje 2DG+ROT (Slika 25B). Dakle, nekroza indukovana kombinovanim
tretmanom najverovatnije zavisi od otpustanja HKII sa membrane mitohondrija, otvaranjem VDAC
kanala i oslobadanjem superoksida iz mitohondrija kroz VDAC.
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Slika 25. 2DG+ROT indukovana nekroza zavisi od otpuStanja HKII sa mitohondrija i otvaranjem VDAC
kanala. (A) B16 ¢elije su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 pM ROT i nakon 12 h iz éelija su izolovane mitohondrijske i
citosolne frakcije, koje su potom pripremljene za imunoblot analizu prisustva citohroma c i heksokinaze Il. Ekspresija
aktina i TOM20 proteina je koriS¢ena kao pokazatelj jednake koncentracije proteina kao i dobre izolacije frakcija u
analiziranim uzorcima. Prikazani su rezultati jednog reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta. (B) B16 ¢elije su
inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 uM ROT, u prisustvu i odsustvu razli¢itih koncentracija DIDS inhibitora. Nakon 24 h
inkubacije ispitivana je citotoksi¢nost LDH testom. Rezultati su prikazani kao SV % SD triplikata iz jednog
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu,
#p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na tretman 2DG+ROT).

4.1.12. Antitumorski efekat 2DG+ROT je posredovan deplecijom ATP

Imajuéi u vidu da je 2DG inhibitor glikolize a rotenon oksidativne fosforilacije, Zeleli smo
da ispitamo u kojoj meri kombinovani tretman uti¢e na sintezu ATP. Celije su tretirane sa 5 mM
2DG i1 1 pM ROT, samostalno i u kombinaciji, u trajanju od 3, 6 i 12 h, nakon cega su
bioluminiscentnim esejom mereni unutarcelijski nivoi ATP. Pokazano je da sam rotenon, a narocito
2DG smanjuju sintezu ATP pocevsi od 6 h inkubacije (Slika 26). Ocekivano, deplecija ATP bila je
najveca u celijama tretiranim kombinovanim tretmanom i postepeno se povecavala kroz vreme
(Slika 26). Dakle, citotoksi¢éno delovanje 2DG+ROT koreliralo je sa indukcijom energetske
deplecije.
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Slika 26. Antitumorski efekat 2DG+ROT zavisi od
deplecije ATP. B16 c¢elije su inkubirane sa 5 mM
2DG i 1 pM ROT, samostalno i u kombinaciji u
trajanju od 3, 6 i 12 h. Intracelularni nivoi ATP
izmereni su bioluminiscentnim esejom. Rezultati su
prikazani kao SV + SD vrednosti triplikata iz jednog
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta
(*p<0,05 oznaCava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na odgovarajucu kontrolu).

3. Antitumorski efekt 2DG+ROT je posredovan inhibicijom glikolize i oksidativne

fosforilacije

U slede¢im eksperimentima smo Zeleli da potvrdimo da su inhibicija glikolize i oksidativne
fosforilacije odgovorne za antitumorski efekat kombinovanog tretmana. Kako bismo verifikovali
ulogu inhibicije glikolize, B16 ¢elije smo umesto 2DG tretirali inhibitorom glikolize jodacetatom
(1A) ili smo ih inkubirali u medijumu bez glukoze. LDH test je pokazao da su i A i medijum bez
glukoze snazno stimulisali citotoksi¢ni efekat rotenona, iako sami nisu imali toksi¢no dejstvo (Slika
27). Ovi rezultati potvduju da inhibicija glikolize indukovana sa 2DG ucestvuje u citotoksi¢nom
delovanju kombinovanog tretmana.
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Slika 27. Rotenon sinergizuje sa inhibicijom
glikolize u indukciji smrti B16 ¢elija. B16 celije su
inkubirane sa 4 uM jodoacetatom (1A) i 1 pM ROT,
samostalno i u kombinaciji, ili u medijumu bez
glukoze u prisustvu i odsustvu 1 UM rotenona. Nakon
24 h citotoksi¢nost je merena LDH testom. Rezultati su
prikazani kao SV * SD triplikata iz reprezentativnog
od tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu u
medijumu sa glukozom).

Kako bismo dalje ispitali da li je inhibicija glikolize odgovorna za antitumorski efekat
2DG+ROT, suprimirali smo efekat inhibicije glikolize dodavanjem njenog glavnog supstrata
glukoze ili njenog krajnjeg produkta piruvata. LDH test je pokazao da su inkubacija B16 ¢elija u
medijumu sa dvostrukom koncentracijom glukoze, kao i inkubacija u medijumu sa dvostrukom
koncentracijom piruvata delimi¢no ponistili toksi¢no delovanje kombinovanog tretmana (Slika 28),
¢ime smo potvrdili da je inhibicija glikolize odgovorna za antitumorski efekat 2DG+ROT.
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Da bismo potvrdili ulogu inhibicije oksidativne fosforilacije u antitumorskom delovanju
2DG+ROT, rotenon smo zamenili sa druga dva inhibitora oksidativne fosforilacije 1-metil-4-
fenilpiridinijumom (MPP+), koji inhibira kompleks I respiratornog lanca [191], ili karbonilcijanid-
m-hlorfenilhidrazonom (CCCP), koji narusava protonski gradijent [192]. Pokazali smo da poput
rotenona i MPP+ i CCCP stimuli$u citotoksi¢nost 2DG (Slika 29), sto je potvrdilo kljuénu ulogu
inhibicije oksidativne fosforilacije u antitumorskom delovanju 2DG+ROT. Dakle, inhibicija
glikolize i oksidativne fosforilacije odgovorne su za antitumorsko delovanje 2DG+ROT.
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4.1.14. Citotoksicni efekat 2DG+ROT ne zavisi od autofagije

U uslovima energetske deplecije autofagija obezbeduje energiju neophodnu za osnovni
¢elijski metabolizam i tako omogucava prezivljavanje c¢elija [43]. U skladu sa navedenim,
pretpostavili smo da energetski stres indukovan 2DG+ROT tretmanom aktivira protektivnu
autofagiju, i u narednim eksperimentima smo hteli da njenom inhibicijom stimuliS§emo
antitumorsko delovanje kombinovanog tretmana. U tu svrhu, autofagiju smo suprimirali razli¢itim
farmakoloskim 1 genetskim inhibitorima. Medutim, nijedan od farmakoloskih inhibitora autofagije
(bafilomicin A1, hlorokin i NH4Cl) ni u jednoj od ispitivanih tumorskih linija (B16, U251 i L929)
nije stimulisao citotoksi¢no delovanje 2DG+ROT (Slika 30).
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Slika 30. Citotoksi¢no delovanje 2DG+ROT na B16, U251 i L929 éelije ne zavisi od autofagije. (A) B16, (B) U251
i (C) L929 ¢elije su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 uM ROT, u prisustvu i odsustvu bafilomicina A1 (BAF; 10 nM),
hlorokina (CQ, 20 uM), amonijum hlorida (NH4Cl; 10 mM). Nakon 24 h inkubacije ispitivana je citotoksi¢nost LDH
testom. Rezultati su prikazani kao SV * SD triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05
oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu).

U skladu sa ovim rezultatom, inhibicija autofagije siRNA koje suprimiraju ekspresiju
kljuénih autofagnih proteina LC3 1 beklina-1 nije imala uticaja na citotoksicno delovanje
kombinovanog tretmana (Slika 31). Dakle, mogli smo da zaklju¢imo da 2DG+ROT ne indukuje
protektivnu, ali ni citotoksi¢nu autofagiju.
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Slika 31. Citotoksi¢no delovanje 2DG+ROT na B16 ne zavisi od autofagije. B16 celije transfekovane kontrolnom,
LC3 ili beklin-1 siRNA su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 uM ROT. Nakon 24 h citotoksi¢nost je merena LDH testom
(A). Uspesnost transfekcije je potvrdena imunoblotom (B). Rezultati su prikazani kao SV * SD triplikata iz
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na
odgovarajucu kontrolu).

Imajuéi u vidu prethodno navedene rezultate, u narednim eksperimentima bilo je neophodno
da ispitamo da li kombinovani tretman uopste indukuje autofagiju. U prvom eksperimentu ispitivali
smo kako tretman 2DG+ROT uti¢e na kiselost citoplazme, koris¢enjem fluorescentne boje akridin-
oranz, koja na neutralnom pH u citoplazmi fluorescira zeleno, a u kiselom pH, kakav je u
lizozomima i autolizozomima, fluorescira crveno. Odnos crvene i zelene fluorescence izmerene
proto¢nom citofluorimetrijom, proporcionalan je broju kiselih vezikula. Analiza je pokazala da kod
¢elija tretiranih posebno sa 2DG 1 ROT nije doSlo do znacajne promene odnosa crvene i zelene
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fluorescence, dok je u ¢elijama tretiranim kombinovanim tretmanom doslo do smanjenja odnosa
crvene i zelene fluorescence, §to sugeriSe da u ovim c¢elijama ima manje lizozoma i/ili
autolizozoma nego u kontrolnim ¢elijama (Slika 32).
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Slika 32. 2DG+ROT smanjuje broj kiselih vezikula u B16 ¢elijama. B16 celije su inkubirane sa5 mM 2DG i 1 pM
ROT, samostalno i u kombinaciji. Nakon 16 h tretmana celije su obojene akridin-oranZom i analizirane protocnom
citofluorimetrijom. Akumulacija Kiselih vezikula kvantifikovana je kao odnos crvene i zelene fluorescence. Rezultati su
prikazani kao SV + SD vrednosti tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu
na kontrolu, koja je svedena na 1).

U slede¢em eksperimentu B16 ¢elije smo inkubirali sa 2DG i ROT, samostalno i u
kombinaciji, a zatim smo imunoblot metodom ispitivali ekspresiju proautofagnog proteina beklina-
1, konverziju citoplazmatske forme LC3-1 u formu vezanu za membranu autofagozoma LC3-II, i
degradaciju specifi¢nog supstrata autofagije SQSTM1/p62 (engl. sequestosome 1/p62) proteina. Za
razliku od pojedinacnih tretmana koji nisu imali znacajnijeg uticaja na koncentracije pomenutih
proteina, kombinovani tretman je smanjio koncentracije beklina-1 i LC3-11, dok na koncentraciju
proteina p62 nije imao znacajnog efekta (Slika 33). Dakle, mogli smo zakljuciti da 2DG+ROT ne
samo Sto ne indukuje autofagiju, ve¢ je i inhibira.
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Slika 33. 2DG+ROT inhibira ekspresiju beklina-1 i konverziju LC3, ali ne menja koncentraciju p62 proteina.
B16 ¢elije su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 uM ROT samostalno ili u kombinaciji. Nakon 16 h koncentracije beklina-1,
LC3 i p62 proteina analizirane su imunoblot metodom (A) i kvantifikovane denzitometrijom (B, C, D). Ekspresija
aktina je kori§¢ena kao pokazatelj jednake koncentracije proteina u analiziranim uzorcima. Prikazani su rezultati
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (A), kao i SV % SD njihove denzitometrijske analize (B, C, D)
(*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu).

Posto se LC3 protein razgraduje autofagijom [193], smanjena koncentracija LC3-11 u
kombinovanom tretmanu mogla bi ukazivati ne samo na smanjenu konverziju LC3-1 u LC3-II, ve¢
1 na njegovu povecanu razgradnju, odnosno na povecan autofagni fluks. Da bismo iskljucili ovakvu
moguénost, merili smo koncentraciju LC3-1l1 u prisustvu inhibitora autolizozomalne razgradnje
bafilomicina Al. Oc¢ekivano, bafilomicin Al je povecao koncentraciju LC3-Il (Slika 34). 2DG i
rotenon samostalno nisu imali znacajnog uticaja na koncentraciju LC3-II u ¢elijama u kojima je
njegova razgradnja bila inhibirana, odnosno nisu indukovali autofagiju. Sa druge strane,
kombinovani tretman znacajno je smanjio nivo LCS3-II proteina u celijama tretiranim
bafilomicinom A1, $to je ukazalo na inhibiciju sinteze LC3 1 supresiju autofagije. Nasuprot nasim
oc¢ekivanjima, na osnovu prethodnih razultata mogli smo da zaklju¢imo da inhibicija autofagije
nema uticaja na citotoksi¢nost kombinovanog tretmana, zbog toga Sto kombinovani tretman ne
indukuje ve¢ inhibira autofagiju.
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Slika 34. 2DG+ROT inhibira autofagni fluks. B16 ¢elije su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 uM ROT, samostalno i u
kombinaciji, u prisustvu i odsustvu inhibitora autofagije 10 nM BAF. Nakon 6 h koncentracije LC3-11 analizirane su
imunoblot metodom i kvantifikovane denzitometrijom. Ekspresija aktina je koriS¢ena kao pokazatelj jednake
koncentracije proteina u analiziranim uzorcima. Prikazani su rezultati jednog reprezentativnog od tri nezavisna
eksperimenta (A), kao i SV + SD njihove denzitometrijske analize (B) (*p<0,05 oznacava statisti¢ki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolu; #p<0,05 oznacava statisticki znaGajnu razliku u odnosu na bafilomicin Al).

4.1.15. Aktivacija AMPK ima protektivnu ulogu u B16 ¢elijama tretiranim 2DG+ROT

Imajuéi u vidu da kombinovani tretman indukuje snaznu energetsku depleciju (Slika 26),
ispitivali smo da li modulacija AMPK, osnovnog energetskog senzora u ¢eliji [194], ucestvuje u
antitumorskom delovanju 2DG+ROT. U prvom eksperimentu imunoblot analizom je ispitivano
kako 2DG, rotenon i njihova kombinacija uticu na aktivnhost AMPK. Pokazano je da za razliku od
2DG koja smanjuje, rotenon, a naro¢ito kombinovani tretman povecavaju fosforilaciju, odnosno
aktivnost AMPK (Slika 35).
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Slika 35. 2DG+ROT aktivira AMPK u B16 éelijama. B16 ¢elije su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 uM ROT,
samostalno i u kombinaciji. (A) Nakon 2 h koncentracije AMPK i pAMPK analizirane su imunoblotom i (B)
kvantifikovane denzitometrijom. Ekspresija aktina je koriS¢ena kao pokazatelj jednake koncentracije proteina u
analiziranim uzorcima. Prikazani su rezultati jednog reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (A), kao i SV £ SD
njihove denzitometrijske analize (B) (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu, koja je
svedena na 1).
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Da bismo utvrdili da li aktivacija AMPK ucestvuje u antitumorskom efektu kombinovanog
tretmana, ispitivali smo citotoksi¢nost 2DG+ROT u B16 ¢elijama u kojima je ekspresija AMPK
bila genetski suprimirana. Supresija AMPK nije znaCajno uticala na citotoksi¢no delovanje
pojedinac¢nih tretmana, ali je dodatno povecala antitumorski efekat 2DG+ROT (Slika 36),
sugeriSuci da aktivacija AMPK umanjuje antitumorski efekat kombinovanog tretmana, odnosno da
nije u osnovi njegovog antitumorskog delovanja.
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Slika 36. Aktivacija AMPK S§titi B16 celije od
2DG+ROT. B16 ¢elije su transfekovane kontrolnom
ili AMPK siRNA (uspesnost transfekcije je potvrdena
imunoblotom) i inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 uM
ROT, samostalno i u kombinaciji. Nakon 24 h
citotoksi¢nost je merena LDH testom. Rezultati su
prikazani kao SV * SD triplikata iz reprezentativnog
od tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznacava
statisticki znaCajnu razliku u odnosu na kontrolu;
#p<0,05 oznadava statisticki znacajnu razliku u odnosu
na celije transfektovane kontrolnom siRNA tretirane
2DG+ROT).

4.1.16. Citotoksicni efekat 2DG+ROT ne zavisi od inhibicije mTORC1

U narednim eksperimentima ispitivali smo ulogu mTORCL1, glavnog regulatora rasta i
metabolizma [195], u antitumorskom delovanju kombinovanog tretmana. U skladu sa aktivacijom
AMPK (Slika 35), imunoblot analiza je pokazala da kombinacija 2DG i ROT smanjuje fosforilaciju
4EBP u B16 ¢elijama, ukazujuéi na smanjenu aktivaciju mTORCI (Slika 37).
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Slika 37. 2DG+ROT smanjuje fosforilaciju 4EBP u B16 éelijama. B16 celije su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 uM
ROT, samostalno i u kombinaciji. Nakon 2 h koncentracije p4EBP i 4EBP analizirane su imunoblotom (A) i
kvantifikovane denzitometrijom (B). Ekspresija aktina je koriS¢ena kao pokazatelj jednake koncentracije proteina u
analiziranim uzorcima. Rezultati su prikazani kao reprezentativni blotovi jednog od tri nezavisna eksperimenta (A) i
kao SV + SD njihove denzitometrijske analize (B) (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu,

koja je svedena na 1).
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Da bismo ispitali da li inhibicija mTORCT1 ucestvuje u citotoksi¢cnom delovanju 2DG+ROT,
koristili smo aktivator mTORC1 leucin [196]. Reaktivacija mTORC1 leucinom nije imala uticaja
na citotoksi¢nost kombinovanog, niti pojedina¢nih tretmana (Slika 38). Dakle, prethodno
detektovana inhibicija mTORCL1 ne doprinosi antitumorskom delovanju 2DG+ROT.

80
[ medijum Slika 38. Citotoksicni efekat 2DG+ROT na BI6
607 mm |eucin ¢elije ne zavisi od inhibicije mTORCI1. B16 ¢elije su
LA inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 pM ROT, samostalno i u

kombinaciji, u prisustvu i odsustvu 6 mM leucina.
Nakon 24 h inkubacije ispitivana je citotoksi¢nost
LDH testom. Rezultati su prikazani kao SV = SD
triplikata iz reprezentativnog od tri nezavisna
eksperimenta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolu).
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4.1.17. Citotoksi¢ni efekat 2DG+ROT ne zavisi od aktivacije ERK

Mitogenom-aktivirane proteinske kinaze (MAPK) su vazni enzimi za transmisiju signala
koji kontrolisu mnoge vazne celijske procese, medu kojima su proliferacija ¢elija, prezivljavanje i
smrt [197]. Generalno, aktivacija ERK1/2 stimulise prezivljavanje Celija, dok JNK prenosi signale
Celijske smrti [198]. Analiza imunoblotom je pokazala da 2DG povecava, a rotenon smanjuje
fosforilaciju ERK proteina, dok kombinacija ova dva agensa nije znacajno uticala na aktivaciju
ERK kinaza (Slika 39).
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Slika 39. 2DG+ROT ne utice na fosforilaciju ERK u B16 ¢éelijama. B16 ¢elije su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 uM
ROT, samostalno i u kombinaciji. Nakon 2 h koncentracije pERK i ERK analizirane su imunoblotom (A) i
kvantifikovane denzitometrijom (B). Ekspresija aktina je koriS¢ena kao pokazatelj jednake koncentracije proteina u
analiziranim uzorcima. Rezultati su prikazani kao reprezentativni blotovi jednog od tri nezavisna eksperimenta (A) i
kao SV £ SD njihove denzitometrijske analize (B) (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu,
koja je svedena na 1).
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4.1.18. Citotoksi¢ni efekat 2DG+ROT zavisi od aktivacije INK

Na kraju smo ispitali ulogu JNK u citotoksicnom delovanju kombinovanog tretmana.
Imunoblot analiza nakon 2 h tretmana je pokazala da 2DG ne menja, kao i da rotenon samostalno, a
naro¢ito u kombinaciji sa 2DG znac¢ajno povecava fosforilaciju JNK (Slika 40).
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Slika 40. 2DG+ROT stimulise fosforilaciju JNK u B16 c¢elijama. B16 ¢elije su inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 uM
ROT, samostalno i u kombinaciji. Nakon 2 h koncentracije pJNK i JNK analizirane su imunoblotom (A) i
kvantifikovane denzitometrijom (B). Ekspresija aktina je koriS¢ena kao pokazatelj jednake koncentracije proteina u
analiziranim uzorcima. Rezultati su prikazani kao reprezentativni blotovi jednog od tri nezavisna eksperimenta (A), i
kao SV = SD njihove denzitometrijske analize (B) (*p<0,05 oznacava statisti¢ki znac¢ajnu razliku u odnosu na kontrolu,
koja je svedena na 1).

Da bismo ispitali da li aktivacija JNK ucestvuje u citotoksicnom delovanju 2DG+ROT
koristili smo farmakoloski inhibitor JNK kinaze SP600125. LDH test je pokazao da SP600125
inhibitor nije uticao na efekte 2DG i ROT, ali je znacajno smanjio citotoksi¢nost 2DG+ROT (Slika
41), ukazujuci da je antitumorsko delovanje kombinovanog tretmana posredovano aktivnos¢u MAP
kinaze JNK. Dakle, na osnovu prikazanih rezultata mozemo zakljuciti da AMPK inhibira, JNK
doprinosi, dok mTORCI1 1 ERK ne u€estvuju u antitumorskom delovanju 2DG+ROT.

Q0
o

El medijum Slika 41. Citotoksi¢ni efekat 2DG+ROT u B16

¢elijama zavisi od aktivacije JNK. B16 celije su
= SP 20pM inkubirane sa 5 mM 2DG i 1 uM ROT, samostalno i u
] I SP 40uM * kombinaciji, u prisustvu i odsustvu razli¢itih
koncentracija SP600125 (SP). Nakon 24 h inkubacije
ispitivana je citotoksi¢nost LDH testom. Rezultati su
prikazani kao SV + SD triplikata iz reprezentativnog
od tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu,
#p<0,05 oznacava statisticki znaGajnu razliku u odnosu
na tretman 2DG+ROT).
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4.2. Antitumorski efekat inhibicije glikolize u kombinaciji sa

permeabilizacijom lizozoma

4.2.1. 2DG i NDI, samostalno i u kombinaciji, smanjuju vijabilnost U251 i B16 celija

Tumorske ¢elije pored brojnih prednosti steCenih malignom transformacijom imaju 1 niz
“slabosti” koje mogu biti iskoriS¢ene za razvijanje novih terapijskih pristupa. U prvom delu ove
doktorske disertacije za tretman tumorskih ¢elija iskoristili smo c¢injenicu da one imaju jaci
energetski metabolizam od netransformisanih ¢elija. U drugom delu, osim ¢injenice da tumorske
¢elije imaju pojac¢anu glikolizu, iskoristili smo i to §to imaju povecan broj, zapreminu i enzimski
sadrzaj lizozoma, kao i da su membrane njihovih lizozoma fragilinje od membrana lizozoma
primarnih ¢elija. Da bi se ispitao antitumorski efekat lizozomalnog deterdZzenta NDI, pojedinacno
ili u kombinaciji sa inhibitorom glikolize 2DG, tretirali smo humane celije glioma U251 i miSje
¢elije melanoma B16 razli¢itim dozama oba agensa, a vijabilnost tumorskih ¢elija je merena nakon
24 h od pocetka tretmana. Kristal violet test je pokazao da i 2DG i NDI samostalno na dozno-
zavisan nacin smanjuju broj zivih U251 (Slika 42A) i B16 (Slika 42B) ¢elija, ali je njihov efekat na
vijabilnost tumorskih ¢elija znatno izraZeniji u kombinovanom 2DG+NDI tretmanu (Slika 42).
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Slika 42. 2DG i NDI smanjuju vijabilnost U251 i B16 ¢elija na dozno-zavisan na¢in. (A) U251 i (B) B16 celije su
tretirane razli¢itim koncentracijama 2DG i NDI. Nakon 24 h vijabilnost ¢elija je merena kristal violet testom. Rezultati
su prikazani kao SV + SD triplikata iz jednog od tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu
razliku u odnosu na odgovarajuéu kontrolu; #p<0,05 oznacava statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na odgovarajuéu
kontrolu i u odnosu na tretman samo sa 2DG ili NDI).

Potom smo ispitivali na koji nacin 2DG 1 NDI, samostalno i u kombinaciji uti€¢u na
oslobadanje intracelularnog enzima laktat dehidrogenaze iz U251 i B16 celija. Sli¢cno kao i u
rezultatima prikazanim u prvom delu disertacije, pojedina¢ni tretmani u razli¢itim koncentracijama,
nisu indukovali zna¢ajno oslobadanje LDH enzima u U251 (Slika 43A) i B16 celijama (Slika 43B).
Nasuprot tome, kombinovani tretman je doveo do znacajnog oslobadanja laktat dehidrogenaze na
dozno-zavisan na¢in i u U251 i u B16 ¢elijama (Slika 43).
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Slika 43. Kombinovani tretman 2DG+NDI indukuje oslobadanje LDH u U251 i B16 ¢elijama na dozno-zavisan
nacin. (A) U251 i (B) B16 su inkubirane sa razli¢itim dozama 2DG (5-20 mM) i NDI (10-80 puM) samostalno i u
kombinaciji. Nakon 24 h ispitivana je citotoksi¢nost tretmana LDH testom. Rezultati su prikazani kao SV + SD
triplikata jednog reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznadava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na odgovarajucu kontrolu ili u odnosu na tretman samo sa 2DG ili NDI).

4.2.2. 2DG i NDI sinergizuju u ubijanju U251 i B16 ¢elija

Kako bismo odredili vrstu interakcije izmedu 2DG i NDI izracunat je a indeks. Budu¢i da
su vrednosti o indeksa izraCunate na osnovu rezultata dobijenih kristal violet testom i1 za U251 1 za
B16 celije bile vece od 1, matematicka analiza je pokazala da postoji sinergizam u antitumorskom
delovanju 2DG i NDI (Slika 44). Na osnovu a indeksa i dobijenih vrednosti LDH testom (Slika
43), moglo se zakljuciti da su U251 ¢elije osetljivije na kombinovani tretman 2DG+NDI nego B16,
a posto je a indeks bio najveci za 10 mM 2DG 1 40 uM NDI u obe ¢elijske linije, ove koncentracije
1 U251 ¢elije su izabrane za dalje eksperimente.

3.5

301 mU251 * * * Slika 44. 2DG i NDI u kombinaciji sinergisti¢ki

| oB16 ™ ubijaju U251 i B16 éelije. U251 i B16 su inkubirane

25 * sa 10 mM 2DG i 10-80 pM NDI. Vrednosti a indeksa
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violet testom nakon 24 h tretmana. Rezultati su
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05 eksperimenta (*p<0,05 oznacava vrednosti >1).

L 10 20 40 80

NDI (uM)

53



4.2.3. 2DG i NDI smanjuju vijabilnost U251 i B16 Celija na vremenski-zavisan na¢in

Da bismo ispitali kinetiku antitumorskog delovanja 2DG i NDI, U251 ¢elije smo tretirali
ovim supstancama samostalno i u kombinaciji, nakon ¢ega smo u razliitim vremenskim
intervalima odredivali vijabilitet ¢elija testom aktivnosti mitohondrijalne dehidrogenaze (MTT).
Antitumorsko delovanje kombinovanog tretmana moglo se uociti ve¢ nakon 1 h, a zatim se na
vremenski-zavisan nacin postepeno povecavalo tokom naredna 24 h (Slika 45).
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Slika 45. 2DG i NDI smanjuju vijabilnost U251
éelija na vremenski-zavisan nacin. U251 Celije su
inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 uM NDI, samostalno i
u kombinaciji. Nakon 1, 2, 4, 8 i 24 h odredivana je
vijabilnost celija pomocu MTT testa. Rezultati su
prikazani kao SV + SD triplikata jednog
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta
(*p<0,05 oznaCava statistiCki znacajnu razliku u
odnosu na odgovarajuéu kontrolu; #p<0,05 oznacava
statisticki znaCajnu razliku u odnosu na odgovarajucu
kontrolu i u odnosu na tretman samo sa 2DG ili NDI).

4.2.4. 2DG, NDI i njihova kombinacija ne ubijaju primarne cCelije

Dalje smo Zeleli da ispitamo da li je sinergisticki citotoksi¢ni efekat ograni¢en samo na
tumorske Celije ili postoji | kada se primeni na zdrave éelije. Da bismo uporedili efekte 2DG i NDI,
samostalno 1 u kombinaciji, na tumorskim 1 zdravim ¢elijama, istovremeno smo tretirali U251 celije
I primarne astrocite pacova i nakon 24 h od pocetka tretmana merili vijabilost ¢elija kristal violet i
LDH testom. Analize su pokazale da su za razliku od U251, primarni astrociti pacova skoro
neosetljivi na tretman sa 2DG, NDI, kao i na njihov kombinovani tretman, $to je pokazano i
bojenjem celija kristal violetom (Slika 46A), kao 1 ispitivanjem citotoksi¢nosti kombinovanog
tretmana LDH testom (Slika 46B).

54



AL B,
M G- mU251 = G-IU251
£ 1001 Dastrociti % 60fDastrocit #
c c
2 s80- T S 507
2 S 407
E 60 * * .‘g
o o
S 401 2 i
© - i
7 20+ # E I
= o - 0--
@ 2DG NDI 2DG+NDI @ 2DG NDI 2DG+NDI

Slika 46. 2DG i NDI, samostalno i u kombinaciji, smanjuju vijabilnost i indukuju oslobadanje LDH iz U251
¢elija, ali ne i primarnih astrocita pacova. (A, B) U251 i primarni astrociti su inkubirani sa 10 mM 2DG i 40 uM
NDI, samostalno i u kombinaciji. Nakon 24 h inkubacije ispitivana je (A) vijabilnost ¢elija kristal violet testom, dok je
(B) citotoksi¢nost odredena LDH testom. Rezultati su prikazani kao SV + SD triplikata iz reprezentativnog od tri
nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznadava statisticki znacajnu razliku u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu; #p<0,05
oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na odgovarajucu kontrolu i u odnosu na tretman sa 2DG ili NDI).

4.2.5. Kombinovani tretman 2DG+NDI menja morfologiju U251 ¢Celija

Kako bi se ispitao uticaj 2DG 1 NDI na gustinu 1 morfologiju U251 ¢elija, ¢elije su nakon 8
h od pocetka tretmana posmatrane pod fazno-kontrastnim mikroskopom. Analiza mikroskopija je
pokazala da je gustina U251 celija tretiranih samo sa 2DG i NDI bila smanjena, verovatno usled
suprimirane proliferacije, dok je morfologija ¢elija u velikoj meri bila o¢uvana (Slika 47). Takode
je pokazano i da su se ¢elije izloZene kombinovanom tretmanu smanjile, zaokruglile, odlepile od
podloge, izgubile svoj karakteristi¢an poligonalni oblik 1 definisane ivice u odnosu na kontrolne
¢elije, $to sve ukazuje na indukciju ¢elijske smrti (Slika 47) [170].
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Slika 47. Uticaj 2DG i NDI na morfologiju U251 ¢elija. U251 Celije su tretirane 10 mM 2DG i 40 puM NDI,
samostalno i u kombinaciji. Morfologija tretiranih ¢elija je analizirana pod svetlosnim mikroskopom 8 h nakon pocetka
tretmana i uporedivana sa morfologijom kontrolnih ¢elija (uveli¢anje 10x).

4.2.6. Kombinovani tretman 2DG+NDI indukuje oslobadanje LDH u U251 ¢elijama na
vremenski-zavisan nacin

Posto su prethodni rezultati pokazali da 2DG i1 NDI sinergisticki ubijaju U251 i B16 ¢elije,
dalje je ispitivan tip (apoptoza ili nekroza) i mehanizmi ¢elijske smrti indukovane kombinovanim
tretmanom. Dakle, LDH test je pokazao da prilikom izlaganja U251 i B16 ¢elija pojedinaénim
tretmanima ne dolazi do znacajnog oslobadanja LDH (Slika 43), sugeriSuci da ne postoje ostecenja
¢elijske membrane, dok se pri izlaganju kombinovanom tretmanu nivo LDH u supernatantima
znacajno povecéava (Slika 43), ukazujuéi na gubitak integriteta celijske membrane. Kako bismo
ispitali kinetiku citotoksi¢nog delovanja kombinovanog tretmana pratili smo oslobadanje LDH
enzima u razli¢itim vremenskim intervalima u U251 ¢elijama. U skladu sa podacima dobijenim
MTT testom (Slika 45) i LDH test je pokazao da se iz ¢elija tretiranim sa 2DG+NDI oslobadanje
laktat dehidrogenaze desilo brzo, nakon samo 1 h od pocetka tretmana, a potom se postepeno
povecavalo do kraja inkubacije (24 h) (Slika 48), §to je potvrdilo vremensku zavisnost ostecenja
integriteta ¢elijske membrane.
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Slika 48. Kombinovani tretman 2DG+NDI indukuje
oslobadanje LDH u U251 ¢elijama na vremenski
zavisan nacin. U251 ¢elije su inkubirane sa 10 mM
2DG i 40 uM NDI samostalno i u kombinaciji. Nakon
I, 2, 4, 8 i 24 h ispitivana je citotoksi¢nost
kombinovanog tretmana LDH testom. Rezultati su
prikazani kao SV + SD triplikata iz jednog
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta
(*p<0,05 oznaCava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na odgovarajucu kontrolu).

4.2.7. Kombinovani tretman 2DG+NDI indukuje nekrozu U251 éelija

Uzimajuéi u obzir rezultate LDH testa kako bismo razjasnili da li se radi o primarnoj ili
sekundarnoj nekrozi, U251 ¢éelije su 8 i 24 h nakon tretmana obojene fluorescentnim bojama
aneksin V-FITC i propidijum jodidom (PI), a potom analizirane na proto¢nom citofluorimetru.
Analiza na proto¢nom citofluorimetru je pokazala da tretman 2DG ili NDI nije uzrokovao znacajne
promene u broju celija sa eksternalizovanim fosfatidilserinom 1ili sa naruSenim integritetom
membrane (Slika 49). Sa druge strane, kombinovani tretman je indukovao porast broja nekroti¢nih
(aneksin®/PI*), ali ne i apoptoti¢nih ¢elija (aneksin®/PI) nakon 8 i 24 h, za razliku od
hemoterapijskog leka cisplatina koga smo koristili kao pozitivhu kontrolu za indukciju apoptoze
[175], koji je indukovao znadajno povecanje i (aneksin®/PI") i (aneksin®/PI*) ¢elija (Slika 49).
Dakle, 2DG+NDI najverovatnije indukije nekrozu, a ne apoptozu gliomskih ¢elija.
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Slika 49. Kombinovani tretman 2DG+NDI indukuje nekrozu U251 ¢elija. U251 celije su inkubirane sa 10 mM
2DG i 40 pM NDI, samostalno i u kombinaciji, ili sa 50 uM cisplatinom. Nakon 8 i 24 h od pocetka tretmana Celije su
bojene sa aneksinV-FITC i propidijum jodidom i analiziran je procenat nekroti¢nih (aneksin*/PI*) i apoptoti¢nih
(aneksin*/PI") ¢elija na protoénom citofluorimetru. Rezultati su prikazani iz jednog reprezentativnog od tri nezavisna
eksperimenta.

4.2.8. Kombinovani tretman 2DG+NDI ne indukuje aktivaciju kaspaza

Da bismo dalje ispitali ovu pretpostavku, ispitivali smo da li kombinovani tretman
2DG+NDI dovodi do aktivacije kaspaza, glavnih enzima egzekutora u apoptozi [199]. U251 ¢elije
su nakon 4 h od pocetka tretmana obojene pan-kaspaznim inhibitorom Apostat i analizirane na
protocnom citofluorimetru. Rezultati su pokazali da kombinovani tretman 2DG+NDI, za razliku od
cisplatina, ne indukuje aktivaciju kaspaza (Slika 50), ukazuju¢i ponovo na odsustvo apoptoze koja
zavisi od aktivacije kaspaza.
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Slika 50. Kombinovani tretman 2DG+NDI ne indukuje aktivaciju kaspaza. U251 ¢elije su inkubirane sa 10 mM
2DG i 40 uM NDI ili sa 50 uM cisplatinom. Nakon 4 h ¢elije su obojene pan-kaspaznim inhibitorom Apostat i
aktivacija kaspaza je analizirana na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su prikazani u vidu histograma iz jednog
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta.
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4.2.9. Kombinovani tretman 2DG+NDI indukuje dezintegraciju celijske membrane i
gubitak elektronske gustine citoplazme U251 celija

Tip celijske smrti koju indukuje kombinovani tretman ispitivali smo i transmisionom
elektronskom mikroskopijom. Za razliku od kontrolnih U251 ¢elija, kod c¢elija tretiranih sa
2DG+NDI nakon 24 h od pocetka tretmana mogla se jasno primetiti dezintegracija celijske
membrane i gubitak elektronske gustine citoplazme (Slika 51), Sto su glavne morfoloske
karakteristike nekroti¢ne ¢elijske smrti [171]. Dakle, iz svega navedenog moglo se nedvosmisleno
zakljuciti da kombinovani tretman izaziva nekrozu tumorskih ¢elija.

Slika 51. Kombinovani tretman 2DG+NDI indukuje dezintegraciju éelijske membrane i gubitak elektronske
gustine citoplazme U251 ¢elija. U251 ¢elije su inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 uM NDI u kombinaciji. Nakon 24 h
morfologija Celija je analizirana pomocu transmisionog elektronskog mikroskopa. Prikazane su reprezentativne
mikrografije sa razmernikom veli¢ine 5 pm.

4.2.10. Apoptoza, feroptoza, nekroptoza i autofagija nisu ukljucene u antitumorsko
delovanje kombinovanog tretmana 2DG+NDI

U narednim eksperimentima primenom odgovarajucih inhibitora ispitivano je da li 1 neki od
tipova programirane celijske smrti (apoptoza, feroptoza, nekroptoza, autofagija) [200, 201]
doprinosi citotoksicnom delovanju 2DG+NDI. U251 ¢elije su inkubirane sa 10 mM 2DG i1 40 uM
NDI, u prisustvu i odsustvu inhibitora kaspaza Sirokog spektra QVD-OPH, nakon ¢ega je ispitivana
vijabilnost ¢elija. Inhibitor kaspaza QVD-OPH nije imao efekta na smrt U251 ¢elija indukovanu
2DG+NDI tretmanom (Slika 52), ukazujué¢i jos jednom da kombinovani tretman ne indukuje
apoptozu.
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Slika 52. Apoptoza nije uklju¢ena u ¢elijsku smrt
indukovanu kombinovanim tretmanom 2DG+NDI.
U251 ¢elije su inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 uM
NDI u prisustvu ili odsustvu razli¢itih koncentracija
inhibitora kaspaza QVD-OPH (QVD). Nakon 24 h
ispitivana je citotoksi¢nost kombinovanog tretmana
LDH testom. Rezultati su prikazani kao SV = SD
triplikata iz jednog reprezentativnog od tri nezavisna
eksperimenta.

Helatori gvozda deferoksamin (DFO) i batofenantrolin disulfonat (BPS), koji se koriste kao
inhibitori feroptoze [202, 203], takode nisu smanjili citotoksi¢no delovanje tretmana 2DG+NDI
(Slika 53), ¢ime je utvrdeno da ¢elije ne umiru feroptozom.
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Slika 53. Feroptoza nije uklju¢ena u cCelijsku smrt
indukovanu kombinovanim tretmanom 2DG+NDI.
U251 Celije su inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 pM
NDI u prisustvu ili odsustvu helatora gvozda
deferoksamina (DFO; 100 uM) ili batofenantrolin
disulfonata (BPS; 10 uM). Nakon 24 h ispitivana je
citotoksi¢nost kombinovanog tretmana LDH testom.
Rezultati su prikazani kao SV = SD triplikata iz jednog
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta.

Da bismo utvrdili da li proces nekroptoze ucestvuje u indukciji ¢elijske smrti U251 ¢elija,
ispitivali smo aktivaciju proteina koji ucestvuju u procesu nekroptoze imunoblot metodom.
Pokazali smo da kombinovani tretman 2DG+NDI nije povecao fosforilaciju medijatora nekroptoze
RIP1 (engl. receptor-interacting protein) i MLKL kinaze (engl. mixed lineage kinase domain-like
protein) (Slika 54) u U251 ¢elijama. Osim toga, inhibicija nekroptoze utisavanjem gena za ove
proteine RNK interferencijom pomocéu RIP i MLKL siRNA nije redukovala citotoksi¢ni efekat
2DG+NDI tretmana (Slika 55).
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Slika 54. Imunoblot analiza proteina karakteristi¢nih za nekroptozu. U251 ¢elije su inkubirane 2 h sa 10 mM 2DG
i 40 uM NDI, samostalno i u kombinaciji. (A) Nivoi fosfo i total formi RIP1 i MLKL kinaza su praéeni imunoblot
metodom i (B) kvantifikovani denzitometrijom. Ekspresija aktina je kori§¢ena za normalizaciju koncentracija proteina
u razli¢itim uzorcima. (A) Prikazani su reprezentativni blotovi jednog od tri nezavisna eksperimenta, kao i (B) rezultati
njihove denzitometrijske analize prikazani kao SV £ SD.
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U skladu sa prethodnim rezultatima, ni farmakoloski inhibitor nekroptoze nekrostatin nije
smanjio citotoksi¢nost 2DG+NDI tretmana (Slika 56). Dakle, kombinovani tretman ne indukuje
nekroptozu.
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Autofagija ili programirana ¢elijska smrt tipa II, moze predstavljati mehanizam umiranja
¢elija. Medutim, u nepovoljnim stanjima kao §to su energetski stres, oksidativni stres ili oStec¢enja
mitohondrija, autofagija moze imati protektivni efekat i omoguciti prezivljavanje ¢elija [204]. Da bi
se ispitala sposobnost 2DG i NDI, samostalno i u kombinaciji, da indukuju autofagiju, ispitivana je
konverzija LC3-1 forme u LC3-Il formu proteina primenom imunoblot metode kao i uloga kljuénih
autofagnih gena u smrti U251 celija primenom RNK interferencije. LC3-1l protein (engl.
microtubule-associated protein light chain 3B-1l) je jedan od glavnih markera autofagije i
predstavlja lipidnu formu LC3-1 proteina koja je vezana za autofagozom [205]. Imunoblot analiza
je pokazala da su nivoi LC3-II proteina povecani nakon 2 h tretmana sa NDI, a jo§ viSe nakon
tretmana 2DG+NDI (Slika 57A). Medutim, utiSavanje klju¢nih gena za autofagiju ATG5 i ATG7
(engl. autophagy related genes) procesom RNK interferencije nije imalo efekta na smrt U251 ¢elija
indukovanu kombinovanim tretmanom (Slika 57B). Nasi rezultati su pokazali da proces autofagije
nije ukljucen u ¢elijsku smrt indukovanu kombinovanim tretmanom 2DG+NDI.
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Slika 57. Autofagija nije ukljucena u ¢elijsku smrt indukovanu kombinovanim tretmanom 2DG+NDI. (A) U251
¢elije su inkubirane 2 h sa 10 mM 2DG i 40 uM NDI, samostalno i u kombinaciji. Konverzija LC3 proteina je pracena i
analizirana imunoblot metodom. (B) U251 ¢elije su transfekovane pomocu kontrolne ili malih interferiraju¢ih RNK
(SIRNA) za ATG5 i ATG7 i 24 h po zavrSetku transfekcije tretirane sa 10 mM 2DG i 40 uM NDI, samostalno i u
kombinaciji. Nakon 24 h inkubacije kombinovanog tretmana ispitivana je citotoksi¢nost LDH testom. UspeSnost
transfekcije je potvrdena imunoblotom. (A) Prikazani su reprezentativni blotovi jednog od tri nezavisna eksperimenta,
kao i (A, donji grafik) rezultati njihove denzitometrijske analize prikazani kao SV + SD (*p<0,05 oznacava statisti¢ki
znac¢ajnu razliku u odnosu na kontrolu; *p<0,05 oznacava statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na kontrolu i u odnosu
na tretman sa 2DG ili NDI). (B) Rezultati su prikazani kao SV + SD triplikata jednog reprezentativnog od tri nezavisna
eksperimenta.

Prikazani rezultati jasno ukazuju da apoptoza, feroptoza, nekroptoza ili autofagija, za
razliku od nekroze, nisu ukljuene u smrt U251 ¢elija indukovanu 2DG+NDI kombinovanim
tretmanom.
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4.2.11. 2DG i NDI sinergisticki indukuju depolarizaciju mitohondrija u U251 i B16
celijama

U daljim eksperimentima ispitivali smo koji su unutarcelijski mehanizmi odgovorni za
indukciju nekroze kombinovanim tretmanom. Imajuéi u vidu da je nekroza cesto
uzrokovana/pra¢ena depolarizacijom membrane mitohondrija i oksidativnim stresom [177], hteli
smo da ispitamo kako 2DG, NDI i njihov zajednicki tretman uti¢u na ove procese u U251 ¢elijama
humanog glioma i B16 ¢elijama mi§jeg melanoma. Da bismo utvrdili da li dolazi do promene
potencijala membrana mitohondrija U251 ¢elije su nakon tretmana bojene MitoTracker Red
CMXRos ili JC-1 bojom, a potom analizirane na proto¢nom citofluorimetru i fluorescentnom
mikroskopu. MitoTracker Red CMXRos je lipofilni katjon koji zahvaljuju¢i svom pozitivnom
naelektrisanju i negativnom potencijalu membrane mitohondrija ulazi u mitohondrije zivih ¢elija,
akumulira se unutar mitohondrija i fluorescira crveno. Analize na proto¢nom citofluorimetru su
pokazale da NDI, i u manjoj meri 2DG, indukuju umereno vremenski zavisno smanjenje crvene
fluorescence MitoTracker Red, odnosno depolarizaciju mitohondrija U251 ¢elija (Slika S8A).
Izlaganje U251 ¢elija kombinovanom tretmanu 2DG+NDI dovelo je do sinergistickog povecanja
depolarizacije mitohondrija koje se jasno videlo nakon samo 15 min od pocetka tretmana, a
postajalo sve izraZenije tokom vremena (Slika 58A). Gubitak potencijala membrana mitohondrija u
¢elijama tretiranim sa 2DG 1 NDI je potvrden i analizom na fluorescentnom mikroskopu 1 h nakon
tretmana (Slika 58B).

A -

“l  m2DG ONDI 52DG+NDI

I e e T it
g 0.8t
Al : 2
s 0.6‘: %
| L
s 0.4_

0.27

0.0-

15 30 60 2DG+NDI
vreme (min)

Slika 58. Kombinovani tretman 2DG+NDI sinergisti¢cki indukuje vremenski zavisnu depolarizaciju
mitohondrija. (A, B) U251 ¢elije su inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 uM NDI, samostalno i u kombinaciji u trajanju od
(A) 15, 30 i 60 min ili (B) 60 min. Nakon bojenja MitoTracker Red CMXRos fluorescentnom bojom intenzitet crvene
fluorescence je meren na (A) proto¢nom citofluorimetru i (B) fluorescentnom mikroskopu. (A) Rezultati su prikazani
kao SV + SD vrednosti tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznaava statisticki znacajnu razliku u odnosu na
odgovarajucu kontrolu, koja je prikazana isprekidanom linijom; #p<0,05 oznacava statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu
na odgovarajucu kontrolu i u odnosu na tretman samo sa 2DG ili NDI).

Takode, vremenski zavisna depolarizacija mitohondrija u U251 ¢elijama je potvrdena
analizom na protocnom citofluorimetru bojenjem ¢elija fluorescentom bojom JC-1. Pokazano je da
NDI, a narocito 2DG+NDI povecéavaju odnos zelene i crvene fluorescence JC-1 boje, odnosno da
indukuju depolarizaciju membrane mitohondrija (Slika 59).
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Slika 59. Kombinovani tretman 2DG+NDI indukuje
| M2DG # vremenski zavisnu depolarizaciju mitohondrija.
ONDI % U251 éelije su inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 uM
F B2DG+NDI NDI, samostalno i u kombinaciji u trajanju od 15, 30 i
* 60 min. Po isteku tretmana ¢elije su bojene JC-1 bojom
# i analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati
* su prikazani kao SV + SD vrednosti tri nezavisna
eksperimenta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu
_ AN AN razliku u odnosu na kontrolu, prikazanu isprekidanom
§ linijom; #p<0,05 oznac¢ava statisti¢ki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolu i u odnosu na tretman samo sa
04 2DG ili NDI).
15 30 60
vreme (min)

w

JC-1 (zelena/crvena)

Da bismo ispitali da li je depolarizacija mitohondrija ukljucena i u nekroticnu smrt B16
¢elija izazvanu tretmanom 2DG+NDI, pratili smo membranski potencijal mitohondrija na
protocnom citofluorimetru pomoc¢u MitoTracker Red CMXRos fluorescentne boje. U skladu sa
rezultatima dobijenim na U251 ¢elijama, analiza na proto¢nom citofluorimetru je pokazala da sam
NDI indukuje blagu depolarizaciju mitohondrija u B16 ¢elijama, dok u kombinaciji sa 2DG, dovodi
do snazne depolarizacije mitohondrija, koja se reflektuje kao smanjenje crvene fluorescence
MitoTracker Red CMXRos boje 1 h nakon pocetka tretmana (Slika 60).

1.2
r Slika 60. Kombinovani tretman 2DG+NDI
1.0 * sinergisti¢ki indukuje depolarizaciju mitohondrija
—_ r u B16 ¢elijama. B16 celije su inkubirane sa 10 mM
8 087 2DG i 40 pM NDI, samostalno i u kombinaciji. Nakon
o I # 1 h ¢elije su bojene MitoTracker Red CMXRos bojom
E 0.6 i analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati
: r su prikazani kao SV = SD vrednosti tri nezavisna
s 04+ eksperimenta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu
- razliku u odnosu na kontrolu; #p<0,05 oznacava
0.27 statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu i u
r odnosu na tretman samo sa 2DG ili NDI).
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4.2.12. 2DG i NDI sinergizuju u indukciji oksidativnog stresa u U251 i B16 ¢elijama

Imajudi u vidu da oksidativni stres moZe biti uzrok ili posledica depolarizacije mitohondrija
[206], ispitivali smo da li kombinovani tretman 2DG+NDI stimuli$e produkciju RKV u U251 1 B16
¢elijama analizama na protocnom citofluorimetru primenom specificnih fluorescentnih boja
MitoSOX Red i dihidrorodamina 123 (DHR). DHR je lipofilna boja koja u svom osnovnom obliku
ne fluorescira, a kada se u ¢eliji pod uticajem RKV oksiduje prelazi u katjonski derivat rodamin
123, koji fluorescira zeleno 1 akumulira se u mitohondrijama. Analizom U251 ¢elija obojenih
MitoSOX Red bojom, koja se oksiduje pod uticajem mitohondrijskog superoksida i emituje crvenu
fluorescencu, pokazano je da je detektovana depolarizacija mitohondrija pratena povecanjem
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koncentracije intracelularnog superoksida oslobodenog iz mitohondrija nakon 30 i 60 min od
pocetka 2DG+NDI tretmana (Slika 61A). U skladu sa povecanim oslobadanjem superoksida iz
mitohondrija u ¢elijama tretiranim kombinovanim tretmanom nakon 30 1 60 minuta povecana je i
ukupna produkcija RKV, $to je detektovano kao povecanje zelene fluorescence DHR (Slika 61B).
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Slika 61. Kombinovani tretman 2DG+NDI sinergisti¢ki indukuje oksidativni stres u U251 ¢elijama. (A, B) U251
¢elije su inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 uM NDI, samostalno i u kombinaciji u trajanju od 15, 30 i 60 min. Po isteku
tretmana celije su obojene (A) MitoSOX Red i (B) DHR fluorescentnim bojama i analizirane na proto¢nom
citofluorimetru pra¢enjem promena crvene (MitoSOX Red) i zelene (DHR) fluorescence. Rezultati su prikazani kao SV
+ SD vrednosti tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznacava statistiCki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu
prikazanu isprekidanom linijom; #p<0,05 oznacava statisti¢ki znaGajnu razliku u odnosu na kontrolu i u odnosu na

tretman samo sa 2DG ili NDI).

U skladu sa dobijenim rezultatima na U251 ¢elijama 1 analiza B16 celija na proto¢nom
citofluorimetru primenom DHR boje je pokazala da u celijama tretiranim kombinovanim
tretmanom 2DG+NDI dolazi do znacajne produkcije RKV u odnosu na netretirane celije, kao 1
¢elije tretirane samo sa 2DG ili samo sa NDI nakon 1 h (Slika 62).
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x Slika 62. Kombinovani tretman 2DG+NDI
sinergisticki indukuje oksidativni stres u B16
¢elijama. B16 celije su inkubirane sa 10 mM 2DG i 40
1.57 uM NDI, samostalno i u kombinaciji. Nakon 1 h ¢elije
su bojene DHR bojom i analizirane na protonom
citofluorimetru. Rezultati su prikazani kao SV + SD
vrednosti  tri nezavisna eksperimenta  (*p<0,05
oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolu i u odnosu na tretman samo sa 2DG ili NDI).
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4.2.13. 2DG i NDI sinergizuju u indukciji lipidne peroksidacije u U251 ¢elijama

Na osnovu dobijenih rezultata, pokazano je da indukciji nekroze u tumorskim celijama
tretiranim sa 2DG+NDI prethodi depolarizacija mitohondrija i produkcija RKV. Potom, RKV
dovode do lipidne peroksidacije celijske membrane, Sto uzrokuje njeno ostecenje, povecanje
propustljivosti i kona¢no nekrozu c¢elija [207]. Poznato je da degradacijom oksidovanih lipida
nastaje malondialdehid (MDA), koji u reakciji sa tiobarbituratnom kiselinom (TBA) daje obojeni
produkt, ¢ija je absorbanca proporcionalna stepenu lipidne peroksidacije ¢elijske membrane. Na
ovom principu se zasniva MDA test za merenje lipidne peroksidacije. Da bi ispitali kako tretman
2DG i NDI, samostalno i u kombinaciji, uti¢e na strukturu ¢elijskih membrana pracen je nivo MDA
u U251 ¢elijama. U skladu sa prethodnim rezultatima, pre svega pojac¢anom produkcijom RKV
izazvanom kombinovanim tretmanom, lipidna proksidacija bila je znac¢ajno povecana nakon 30 i 60
minuta od pocetka kombinovanog tretmana (Slika 63).

3 B2DG * Slika 63. Kombinovani tretman 2DG+NDI
L ONDI sinergisticki indukpje li.pidm‘l peroksidaciju u U?Sl

82DG+NDI celijama. U251 celije su 1nkub1r.ane sa 10 mM .ZDG 140
| UM NDI, samostalno i u kombinaciji u trajanju od 15,
30 i 60 min. Po isteku tretmana mereni su nivoi MDA
na automatskom c¢ita¢u mikrotitarskih ploca na talasnoj
duzini od 535 nm. Rezultati su prikazani kao SV £ SD
vrednosti triplikata iz jednog reprezentativnog od tri
nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznaava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu, koja je prikazana

isprekidanom linijom).
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4.2.14. Vitamin E smanjuje depolarizaciju mitohondrija i oksidativni stres indukovan
2DG+NDI tretmanom u U251 ¢elijama

Da bismo potvrdili da depolarizacija mitohondrija i oksidativni stres prethode nekrozi
indukovanoj tretmanom 2DG+NDI, U251 ¢elije su prethodno tretirane antioksidansom vitaminom
E (a-tokoferol) [208]. Kako smo ve¢ naveli, a-tokoferol stiti membrane ¢elija od oksidacije lipida,
neutraliSuc¢i slobodne radikale nastale u procesu lipidne peroksidacije. Vitamin E je znacajno
smanjio depolarizaciju mitohondrija (Slika 64A) i produkciju RKV (Slika 64B) u U251 celijama,
Sto je pokazano analizama na proto¢nom citofluorimetru primenom JC-1 i DHR boja.
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Slika 64. Vitamin E smanjuje depolarizaciju mitohondrija i produkciju RKV indukovanu 2DG+NDI
tretimanom u U251. (A, B) U251 ¢elije su inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 pM NDI, samostalno i u kombinaciji, u
prisustvu i odsustvu 10 uM vitamina E. Nakon 1 h ¢elije su obojene sa (A) JC-1 ili (B) DHR bojom i depolarizacija
mitohondrija i produkcija RKV su analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su prikazani kao SV + SD
vrednosti tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznadava statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na 2DG+NDI tretman).

Takode, da bi se utvrdilo da 1i oksidativni stres doprinosi citotoksi¢nosti 2DG+NDI
tretmana, U251 Celije su tretirane sa vitaminom E. LDH test je pokazao da vitamin E znacajno
smanjuje citotoksi¢nost 2DG+NDI kombinovanog tretmana (Slika 65).
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40- inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 uM NDI, samostalno i
* u kombinaciji, u prisustvu i odsustvu 10 uM vitamina

E. Nakon 24 h inkubacije ispitivana je citotoksi¢nost
LDH testom. Rezultati su prikazani kao SV + SD
triplikata iz jednog reprezentativnog od tri nezavisna

eksperimenta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu
i Iia Ifi razliku u odnosu na 2DG+NDI tretman).
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4.2.15. 2DG i NDI sinergizuju u indukciji oSte¢enja mitohondrija u U251 éelijama

Da bismo ispitali na koji nacin tretman 2DG, NDI i njihova kombinacija uti¢u na strukturu
¢elijskih komponenti, U251 ¢elije smo analizirali elektronskom mikroskopijom. U poredenju sa
kontrolnim ¢elijama, pokazano je da kod ¢elija tretiranih sa 2DG, NDI ili oba agensa istovremeno,
dolazi do pojave mitohondrija sa tamnim, kondenzovanim matriksom i dilatiranim kristama (Slika
66A, B), Sto su znaci reverzibilnog oste¢enja mitohondrija [209]. Osim toga kombinovani tretman
znacajno je povecao broj nabubrelih mitohondrija sa prosvetljenim matriksom 1 diskontinuiranim
kristama ili njihovim ostacima, $to ukazuje na njihovo nepovratno ostecenje [180] (Slika 66A, B).
U skladu sa povecanim nagomilavanjem markera autofagije LC3-II (Slika 57A), primeceno je da
NDI sam, a naroCito u kombinaciji sa 2DG, dovodi do pojave brojnih vezikula ispunjenih
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citoplazmatskim komponentama kao §to su mitohondrije (Slika 66A, C), koje podsecaju na
autofagne vezikule [31]. Takode, u U251 ¢elijama tretiranim 2DG+NDI, uocene su i prosvetljene
vezikule, koje izgledaju prazno i nalik su dilatiranim lizozomima (Slika 66A).
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Slika 66. Kombinovani 2DG+NDI tretman indukuje o$teenja mitohondrija. (A, B, C) U251 ¢elije su inkubirane 4
h sa 10 mM 2DG i 40 uM NDI, samostalno i u kombinaciji nakon ¢ega je morfologija ¢elija analizirana TEM. (A)
Tanke bele strelice ukazuju na tamne mitohondrije sa dilatiranim kristama, neispunjene bele strelice ukazuju na
nabubrele mitohondrije sa prosvetljenim matriksom i diskontinuiranim kristama, dok ispunjene bele strelice ukazuju na
krupne vezikule sa ili bez citoplazmatskog sadrzaja. (B) Prikazana je kvantifikacija oSte¢enih mitohondrija sa tamnim i
prosvetljenim matriksom i (C) intracelularnih vezikula sa ili bez celijskog sadrzaja (¥p<0,05 oznaava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolne éelije; #p<0,05 oznacava statisticki znadajnu razliku u odnosu na kontrolu i
tretmane samo sa 2DG ili NDI; n>60 ¢elija po tretmanu).
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Dakle, nasi rezultati ukazuju da kombinovani tretman izaziva nekrozu koja zavisi od
indukcije oksidativnog stresa i o$te¢enja mitohondrija, udruzenu sa pojavom velikog broja
autofagnih/lizozomnih vakuola.

4.2.16. 2DG i NDI sinergizuju u indukciji LMP u U251 i B16 ¢elijama

Imajuéi u vidu da je NDI lizozomalni deterdZent, ispitivali smo da li permeabilizacija
membrane lizozoma (LMP) ucestvuje u citotoksi¢nosti kombinovanog tretmana 2DG+NDI. LMP i
oslobadanje kiselog sadrzaja lizozoma u citoplazmu su ispitivani kori§éenjem lizozomotropnih
fluorohroma akridin-oranz (AO) i LysoTracker Green (LT) boje. Odnos crvene i zelene
fluorescence akridin-oranz boje, kao i intenzitet zelene fluorescence LysoTracker Green boje,
proporcionalni su koli¢ini kiselog sadrzaja lizozoma. Analize na proto¢nom citofluorimetru U251
¢elija tretiranih sa NDI su pokazale vremenski-zavisno smanjenje odnosa crvene i zelene
fluorescence AO (Slika 67A) i zelene fluorescence LT boje (Slika 67B), ukazujuci na smanjenje
kiselosti lizozoma. Taj efekat je uocen nakon samo 15 min od dodavanja tretmana NDI, i postepeno
se povecavao u narednih 45 min. Sa druge strane, iako sam tretman 2DG nije doveo do LMP 1
oslobadanja kiselog sadrzaja lizozoma, 2DG je pojacao efekat indukovan NDI, a ovo poveéanje
postalo je statisti¢ki znac¢ajno 1 h nakon tretmana (Slika 67).
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Slika 67. Sinergisticka citotoksi¢nost 2DG+NDI zavisi od indukcije LMP u U251 ¢éelijama. (A, B) U251 celije su
inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 pM NDI, samostalno i u kombinaciji u trajanju od 15, 30 i 60 min. Po isteku tretmana
¢elije su obojene (A) akridin-oranz i (B) LysoTracker Green fluorescentnim bojama specifiénim za lizozome i
analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su prikazani kao SV £ SD vrednosti tri nezavisna eksperimenta
(*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na odgovarajuéu kontrolu prikazanu isprekidanom linijom;
#p<0,05 oznacava statisticki znagajnu razliku u odnosu na odgovarajuéu kontrolu i u odnosu na tretman samo sa 2DG

ili NDI).

Takode, koriS¢enjem fluorescentnog mikroskopa uoéeno je da u U251 ¢elijama obojenim
akridin-oranz fluorescentnom bojom nakon 1 h tretmana 2DG+NDI dolazi do skoro potpunog
nestanka lizozoma koji fluoresciraju crveno/narandzasto (Slika 68), Sto je u skladu sa indukcijom
LMP i gubitkom kiselog sadrZaja lizozoma.
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2DG+NDI

Slika 68. Sinergisti¢ka citotoksi¢nost 2DG+NDI zavisi od indukcije LMP u U251 ¢elijama. U251 Celije su
inkubirane u prisustvu i odsustvu kombinovanog tretmana 10 mM 2DG i 40 uM NDI. Nakon 1 h ¢elije su obojene
akridin-oranz fluorescentnom bojom, i posmatrane pod fluorescentnim mikroskopom.

Kako bismo ispitali da 1i je indukcija LMP karakteristi¢na i za B16 ¢elije tretirane 2DG i
NDI, analizirali smo c¢elije obojene AO na proto¢nom citofluorimetru. Takode, kao i kod U251
¢elija (Slika 67A), i kod B16 ¢elija tretiranin NDI je pokazano da dolazi do smanjenja odnosa
crvene i zelene fluorescence AO boje nakon 1 h (Slika 69). Taj efekat je bio dodatno pojacan u
prisustvu 2DG, dok sam tretman sa 2DG nije doveo do smanjenja kiselog sadrzaja lizozoma (Slika

69).
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Slika 69. Citotoksi¢nost 2DG+NDI zavisi od
indukcije LMP u B16 ¢elijama. B16 celije su
inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 uM NDI, samostalno i
u kombinaciji. Nakon 1 h ¢elije su bojene AO i
analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Rezultati su
prikazani kao SV + SD vrednosti tri nezavisna
eksperimenta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu
razliku u odnosu na kontrolu; #p<0,05 oznacava
statisti¢ki znaéajnu razliku u odnosu na kontrolu i u
odnosu na tretman samo sa 2DG ili NDI).

4.2.17. Vitamin E smanjuje LMP indukovan 2DG+NDI tretmanom u U251 ¢elijama

Da bismo ispitali da li oksidativni stres indukovan 2DG+NDI ucestvuje u stimulaciji LMP,
U251 ¢Celije su tretirane u prisustvu i odsustvu antioksidansa vitamina E, pa su nakon 1 h obojene sa
LysoTracker Green i analizirane na proto¢nom citofluorimetru. Pokazano je da je indukcija LMP
stimulisana 2DG+NDI tretmanom delimi¢no smanjena u prisustvu vitamina E (Slika 70), ukazujuci

na znacajnu ulogu RKV u indukciji LMP.
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1_4_: I;gith Slika 70. Vitamin E smanjuje LMP indukovan

s 2DG+NDI tretmanom u U251 ¢elijama. U251 celije
121 su inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 pM NDI,

i samostalno i u kombinaciji, u prisustvu i odsustvu 10
pM vitamina E. Nakon 1 h <¢elije su obojene
LysoTracker Green bojom i zelena fluorescenca
obojenih ¢elija je analizirana na proto¢nom
citofluorimetru. Rezultati su prikazani kao SV = SD
vrednosti  tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05
oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na
odgovarajuci tretman bez vitamina E).
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4.2.18. Katepsini ucestvuju u indukciji nekroze 2DG+NDI tretmanom u U251 éelijama

Kao posledica LMP dolazi do oslobadanja katepsina iz lizozoma u citoplazmu, enzima koji
razgradnjom citoplazmatskih proteina indukuju nekrozu [148]. Da bismo utvrdili da li je aktivnost
katepsina odgovorna za indukciju nekroze kombinovanim tretmanom, ispitivali smo kako inhibitor
katepsina E64d uti¢e na citotoksi¢no delovanje 2DG+NDI. LDH test je pokazao da E64d smanjuje
citotoksi¢nost kombinovanog tretmana (Slika 71), $to je ukazalo na kljuénu ulogu katepsina u
indukciji nekroze.

50

OE64 Slika 71. E64d smanjuje citotoksi¢nost indukovanu
2DG+NDI tretmanom u U251. U251 celije su
i inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 uM NDI, samostalno i
30+ u kombinaciji, u prisustvu i odsustvu 50 uM inhibitora
cistein katepsina E64d. Nakon 24 h inkubacije
ispitivana je citotoksi¢nost LDH testom. Rezultati su

LDH (% citotoksi¢nosti)

201 prikazani kao SV + SD triplikata iz jednog
- reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta
104 (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u

odnosu na odgovarajuéi tretman bez E64d).
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4.2.19. Citotoksic¢ni efekat 2DG+NDI zavisi od indukcije LMP

Da bismo potvrdili da je indukcija LMP odgovorna za citotoksi¢no delovanje NDI u
kombinaciji sa 2DG, ispitivali smo da li i drugi agensi koju interaguju sa lizozomima sinergizuju u
antitumorskom delovanju sa 2DG. Bafilomicin Al, inhibitor V-ATPaze i zakiseljavanja lizozoma,
u koncentraciji od 100 nM koja povecava pH lizozoma, a ne dovodi do LMP [210-213], nije
stimulisao citotoksi¢nost 2DG (Slika 72). Sa druge strane, induktor LMP hlorokin [148, 210, 211,
214, 215], je poput NDI snazno pojacao citotoksi¢nost 2DG. Ovakvi rezultati ukazuju, da je
indukcija LMP odgovorna za sinergisticko antitumorsko delovanje kombnovanog tretmana.

71



50

@ 401

c

-2 .

tn30-.

2 N

S

T 204

2

& 10t

B =
0
2DG - + - + -+ - +
cQ- - ++
BAR = a mom - = i &

Slika 72. Sinergisti¢ka citotoksi¢nost 2DG+NDI
zavisi od indukcije LMP. U251 ¢elije su inkubirane
sa 10 mM 2DG u prisustvu ili odsustvu induktora LMP
hlorokina (CQ; 20 uM) ili inhibitora zakiSeljavanja
lizozoma bafilomicina A1 (BAF; 100 nM). Nakon 24 h
inkubacije ispitivana je citotoksi¢nost LDH testom.
Rezultati su prikazani kao SV * SD triplikata iz jednog
reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta
(*p<0,05 oznaCava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolu i pojedinacne tretmane 2DG i CQ).

4.2.20. Sinergisticka citotoksi¢nost 2DG i NDI zavisi od inhibicije glikolize

Dva osnovna procesa sinteze ATP u ¢elijama su glikoliza i oksidativna fosforilacija [51].
Imajuci u vidu da je 2DG inhibitor glikolize, a da NDI samostalno 1 u kombinaciji sa 2DG indukuje
snazno oSte¢enje mitohondrija (Slika 66A, B), hteli smo da ispitamo da li deplecija energije koja
nastaje kao posledica inhibicije glikolize i1 oSte¢enja mitohondrija doprinosi sinergistickom
antitumorskom delovanju 2DG i NDI. Da bi se potvrdilo da je inhibicija glikolize odgovorna za
citotoksi¢nost 2DG u kombinaciji sa NDI, U251 Celije su tretirane razli¢itim dozama NDI u
prisustvu i odsustvu glukoze. Deplecija glukoze u medijumu za kultivaciju ¢elija je sinergizovala sa
razli¢itim koncentracijama NDI kako je pokazano MTT testom, a potvrdeno o indeksom
izraCunatim 1z rezultata MTT testa koji je bio ve¢i od 1 (Slika 73A). Takode, ispitivanje
citotoksi¢nosti LDH testom 24 h nakon dodavanja NDI u razli¢itim koncentracijama c¢elijama
kojima je standardni medijum za kultivaciju sa glukozom zamenjen identi¢cnim medijumom bez
glukoze potvrdilo je snazan sinergisticki citotoksi¢ni efekat NDI i deplecije glukoze (Slika 73B).

72



>
(v )

§1 20 W+ glukoza o1 W + glukoza
- 2 80 O - glukoza g 60-:D - glukoza i
=S 40 = 2 50 .
= . 2 40l ]
2 401
% 0 10 20 40 ° i
g % % 301
o ~o i
s 4 < 201
Q
£, : S 1o
0 10 20 40 0 0 10 20 40
NDI (uM) NDI (M)

Slika 73. NDI i deplecija glukoze sinergizuju u ubijanju U251 éelija. (A, B) U251 ¢elije su inkubirane sa 10-40 uM
NDI u medijumu sa ili bez glukoze. Nakon 24 h inkubacije ispitivana je vijabilnost ¢elija MTT testom (A, gornji
grafik), i citotoksi¢nost LDH testom (B). Vrednosti dobijene iz tri razli¢ita MTT testa kori§¢ene SuU za izraCunavanje o
indeksa (A, donji grafik). Rezultati su prikazani kao SV + SD triplikata iz jednog reprezentativnog od tri nezavisna
eksperimenta (A gornji grafik, B) (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na NDI tretman + medijum
sa glukozom) ili kao SV  SD iz tri nezavisna eksperimenta (A donji grafik) (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu
razliku za vrednosti o indeksa > 1).

Uloga inhibicije glikolize u citotoksi¢nom delovanju 2DG+NDI je ispitivana i primenom
drugih dobro poznatih blokatora glikolize. U skladu sa prethodnim rezultatom, pokazano je da
inhibitori glikolize jodoacetat (IA) i natrijumfluorid (NaF) [216, 217] poput 2DG stimulisu
citotoksicno delovanje NDI (Slika 74), potvrduju¢i kljuénu ulogu inhibicije glikolize u
antitumorskom delovanju 2DG+NDI.

60
= 507 * Slika 74. Sinergistitka citotoksi¢nost 2DG+NDI
2 I ¥ zavisi od inhibicije glikolize. U251 (celije su
E% 407 % inkubirane sa 40 uM NDI u prisustvu ili odsustvu
= i inhibitora glikolize jodoacetata (IA; 1.5 mM) ili
5 307 natrijumfluorida (NaF; 3 mM). Nakon 24 h inkubacije
5 - ispitivana je citotoksi¢nost LDH testom. Rezultati su
= 20+ prikazani kao SV + SD triplikata iz jednog
;:' L reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta
Q 101 (*p<0,05 oznacava statisticki znaCajnu razliku u

I ’J_léﬁ\ ’_T_%\\ odnosu na sve druge tretmane).
0
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4.2.21. 2DG i NDI sinergizuju u depleciji ATP

U narednom eksperimentu smo hteli da ispitamo kako tretman sa 2DG i NDI, samostalno i
u kombinaciji uti¢e na sintezu ATP u ¢elijama glioma i melanoma. KoriS¢enjem specifi¢nog testa
za detekciju unutarcelijskog ATP ispitivani su nivoi ATP u U251 i B16 ¢elijama tretiranim sa 2DG
i NDI, samostalno i u kombinaciji, u razli¢itim vremenskim intervalima. Ocekivano, 2DG je
znacajno smanjila koncentraciju ATP ve¢ nakon 30 min u U251 i nakon 60 min u B16 ¢elijama
(Slika 75). Interesantno je da je i NDI u istim vremenskim terminima takode smanjio nivo ATP, pri
¢emu je to smanjenje u poslednjem ispitivanom vremenskom terminu (120 min) ¢ak bilo vece nego
smanjenje izazvano 2DG (Slika 75). Ovaj rezultat je potvrdio nasu pretpostavku da NDI koji
ostecuje mitohondrije inhibira i1 oksidativnu fosforilaciju. Kona¢no, kombinovani tretman
2DG+NDI je sinergizovao u depleciji ATP, pri ¢emu je znac¢ajno smanjenje bilo uocljivo ve¢ nakon
15 min i postepeno se povecavalo do kraja tretmana i u U251 i u B16 ¢elijama (Slika 75).
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Slika 75. 2DG i NDI sinergisticki smanjuju sintezu ATP u U251 i B16 ¢elijama. (A) U251 i (B) B16 c¢elije su
inkubirane sa 10 mM 2DG i 40 uM NDI, samostalno i u kombinaciji u trajanju od 15, 30, 60 i 120 min. Po isteku
tretmana mereni su intracelularni nivoi ATP kori§¢enjem bioluminiscentnog testa. Rezultati su prikazani kao SV + SD
vrednosti triplikata iz jednog reprezentativnog od tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 oznacava statisticki znacajnu
razliku u odnosu na odgovarajuéu kontrolu; #*p<0,05 oznadava statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na odgovarajuéu
kontrolu i u odnosu na tretman samo sa 2DG ili NDI).

4.2.22. 2DG i NDI sinergizuju u aktivaciji AMPK

Da bismo potvrdili sposobnost 2DG, NDI i njihove kombinacije da izazivaju depleciju
energije u tumorskim celijama, imunoblot metodom je ispitivana aktivnost glavnog energetskog
senzora u ¢eliji molekula AMPK, koji se aktivira sa poveéanjem odnosa AMP/ATP u ¢eliji [194], i
njegovog supstrata Raptor. U skladu sa energetskom deplecijom, 2 h nakon tretmana i 2DG i NDI,
a narocito njihova kombinacija stimulisali su aktivnost AMPK i Raptor (Slika 76). Dakle, dobijeni
rezultati ukazuju da oStecenje mitohondrija izazvano NDI i inhibicija glikolize indukovana 2DG
sinergisticki ubijaju U251 ¢elije procesom energetske deplecije.
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Slika 76. 2DG, NDI i njihova kombinacija aktiviraju AMPK i Raptor. (A, B) U251 ¢elije su inkubirane sa 10 mM
2DG i 40 uM NDI, samostalno i u kombinaciji. (A) Nakon 2 h nivoi fosfo i total formi AMPK i Raptor proteina su
analizirani imunoblot tehnikom i (B) kvantifikovani pomocu denzitometrije. (A) Prikazani su reprezentativni
imunoblotovi jednog od tri nezavisna eksperimenta, kao i (B) SV * SD njihove denzitometrijske analize (*p<0,05
oznadava statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na kontrolu; #p<0,05 oznadava statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolu i u odnosu na tretman samo sa 2DG ili NDI).
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5. DISKUSIJA

U ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da dva kombinovana tretmana kojima je
zajednicka komponenta inhibitor glikolize 2DG ispoljavaju snazno antitumorsko delovanje. U
prvom delu studije 2DG je kombinovana sa inhibitorom oksidativne fosforilacije rotenonom, a u
drugom delu sa lizozomalnim deterdZzentom NDI. Iako su rotenon i NDI dva potpuno razlicita
jedinjenja, njihovo antitumorsko delovanje u kombinaciji sa 2DG imalo je sli¢ne unutaréelijske
mehanizme. Oba tretmana bila su toksi¢na prema humanim gliomskim U251 i mi§jim
melanomskim B16 ¢elijama, a netoksi¢na prema primarnim celijama. Antitumorsko delovanje 1
2DG+ROT i 2DG+NDI bilo je posredovano nekrozom i potpuno nezavisno od apoptoze,
nekroptoze, feroptoze i autofagije. Takode, snazna energetska deplecija, aktivacija AMPK i
produkcija mitohondrijskog superoksida bile su zajednicke za obe vrste tretmana. U daljem tekstu
bi¢e prvo detaljnije diskutovani unutarcelijski mehanizmi antitumorskog delovanja 2DG u
kombinaciji sa rotenonom, a zatim u kombinaciji sa NDI.

Usled velike metaboli¢ke plasticnosti tumorskih ¢elija pokusaji da se inhibira samo jedan
metaboli¢ki put sinteze energije nisu dali dobre rezultate [218]. Zbog toga je u vise studija
ispitivano antitumorsko delovanje kombinovanog tretmana Kkoji se zasniva na istovremenoj
inhibiciji dva osnovna energetska puta: glikolize i oksidativne fosforilacije [156, 157]. Takode,
pokazano je i da 2DG pojacava citotoksi¢na svojstva rotenona na ¢elijama osteosarkoma [158],
tumorskim ¢elijama epitela jajnika [159] i tumorskim ¢elijama debelog creva [157]. S druge strane,
2DG je inhibirala smrt dopaminergickih neurona indukovanu rotenonom u kulturi supresijom
oksidativnog stresa i depolarizacije mitohondrija [219]. U skladu sa tim, nasi rezultati su pokazali
snazno toksi¢no delovanje kombinovanog tretmana na celije melanoma i glioma, dok su primarne
mezenhimalne celije bile gotovo neosetljive. Veca senzitivnost tumorskih nego primarnih ¢elija na
tretman 2DG+ROT moZe se objasniti njihovim brzim metabolizmom i ve¢im energetskim
potrebama u odnosu na netransformisane ¢elije [220].

Tretmani samo sa 2DG ili rotenonom su smanjili koncentraciju ATP u ¢elijama, pri cemu je
oc¢ekivano i u skladu s prethodnim rezultatima [221-225], deplecija energije bila najja¢a nakon
izlaganja kombinovanom tretmanu. Zanimljivo je da je 2DG smanjila koncentraciju ATP u
¢elijama viSe nego rotenon. To bi se moglo objasniti ili ¢injenicom da je aerobna glikoliza glavni
put sinteze energije u ovim ¢elijama [48, 56], ili time da inhibicija glikolize, ukoliko se ne zavrSava
produkcijom lakatata [56], indirektno smanjuje i proizvodnju energije oksidativnom fosforilacijom,
buduc¢i da se piruvat kao krajnji produkt glikolize prevodi u acetil-CoA i ulazi u TCA ciklus gde se
dalje metabolise, pri ¢emu nastaju supstrati za oksidativnu fosforilaciju NADH i FADH: [226]. U
skladu sa drugom pretpostavkom, dodatak piruvata medijumu za kultivaciju smanjio je toksicnost
2DG+ROT. Medutim, protektivno delovanje piruvata moglo bi biti posledica i njegovog ranije
pokazanog antioksidativnog delovanja [227]. Takode, dodatak glukoze umanjio je efekat toksi¢nog
delovanja kombinovanog tretmana na tumorske ¢elije, §to bi se moglo objasniti ¢injenicom da su
2DG i glukoza u kompeticiji za isti enzim heksokinazu [69], pa bi dodavanje glukoze moglo
smanjiti inhibitorno delovanje 2DG na glikolizu. Da su upravo inhibicija glikolize i oksidativne
fosforilacije odgovorne za antitumorsko delovanje 2DG+ROT dokazano je njihovom zamenom
drugim inhibitorima glikolize i oksidativne fosforilacije. 2DG je osim sa rotenonom sinergizovala
sa MPP+ i CCCP, a rotenon osim sa 2DG, sa jodoacetatom, kao i totalnom deplecijom glukoze iz
medijuma za kultivaciju. Vazno je naglasiti da su, za razliku od 2DG koja se kao antitumorska
terapija nalazi u brojnim klinickim studijama [82] (NCT00096707, NCT00633087), rotenon [228],
MPP+ [229], CCCP [230] i jodoacetat [231] visoko toksi¢ni agensi. Buduéi da se sva tri inhibitora
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oksidativne fosforilacije koriste u istrazivanju Parkinsonove bolesti [232], oCigledno je da se ne
mogu koristiti za leCenje pacijenata. Zbog toga se prvi deo nase studije moze razmatrati samo
uopsteno, kao potencijalna antitumorska terapija u €ijoj osnovi se nalaze istovremena inhibicija
glikolize i oksidativne fosforilacije. U buduénosti u ovakvoj vrsti antitumorske terapije rotenon bi
se mogao zameniti manje toksicnim inhibitorima oksidativne fosforilacije kao Sto su arsenik
trioksid, koji se koristi u terapiji akutne promielocitne leukemije [233], ili 3-nitropropionskom
kiselinom koja je trenutno u klinickim ispitivanjima (NCT03738878; NCT00972569;
NCT02041663) i BAY 87-2243 (NCT01297530). Pored toga, kombinacija 2DG i rotenona mogla
bi oponasati hipoksi¢na i ishemijska stanja u tumorskim ¢elijama udaljenim od krvnih sudova sa
ograni¢enom dostupnos$éu Kiseonika i glukoze [234]. Ovakve energetski deficitarne celije sporo
rastu, otporne su na vecinu standardnih citostatika i predstavljaju veliki izazov u le¢enju tumora
[158].

Ocekivano, snazna energetska deplecija uzrokovana kombinovanim tretmanom stimulisala
je osnovni unutaréelijski energetski senzor AMPK [194], a suprimirala aktivnost njegovog
supstrata mTORCL1 [195] u tumorskim ¢éelijama. Aktivacija AMPK moze imati citotoksi¢nu, kao i
citoprotektivnu ulogu u rastu tumora [235]. Budu¢i da su nasa istrazivanja pokazala da transfekcija
¢elija sa AMPK siRNA pojacava citotoksi¢no delovanje kombinovanog tretmana, zakljucili smo da
AMPK stiti tumorske ¢elije od 2DG+ROT. Takode, u studijama Chaube i saradnika [236] i Jeon i
saradnika [237], aktivacija AMPK je imala protektivno dejstvo na tumorske ¢elije umanjujuci
efekat toksi¢nog delovanja energetske deplecije. Sa druge strane, iako je mTORCI1 dobro poznati
signal za Celijsko prezivljavanje [238], antimelanomski efekat kombinovanog tretmana ne zavisi od
supresije aktivnosti mTORC1, jer smo pokazali da aktivator mTORC1 kompleksa leucin nije
smanjio njegovu citotoksicnost.

Zanimljivo je da, iako je pokazano da 2DG+ROT indukuje snaznu aktivaciju AMPK i
inhibiciju mTORCI1, §to predstavlja osnovni signalni put za indukciju autofagije [40], ovaj tretman
ne samo da nije indukovao, ve¢ je inhibirao autofagiju u nasoj studiji. Ovakav rezultat je u potpunoj
suprotnosti sa opSteprihvacenim uverenjem da se autofagija aktivira u uslovima energetske
deplecije kako bi se obezbedila energija za bazalne metabolicke procese [43]. Sa druge strane,
postoji studija koja je pokazala da je autofagija energetski zavisan proces i da postoji prag
koncentracije ATP Kkoji je neophodan za indukciju autofagije [239]. U skladu sa ovom
pretpostavkom snazna energetska deplecija indukovana kombinovanim tretmanom mogla bi
suprimirati indukciju autofagije. NaSi rezultati su takode u skladu sa studijama drugih autora u
kojima je pokazano da je autofagija inhibirana u ¢elijama tumora pankreasa tretiranim 2DG u
kombinaciji sa inhibitorom mitohondrijalne ATP-aze oligomicinom [89], inhibitorom
mitohondrijalnog kompleksa I metforminom [240] ili umerenom hipoksijom [241]. Pored toga, u
studiji Xi i saradnika [241] pokazano je da 2DG u hipoksi¢nim uslovima suprimira formiranje
inicijacionog kompleksa fosfatidilinozitol 3-kinaze klase 111 (PI3K-I11) i beklina-1, kao i konverziju
LC3 proteina. U saglasnosti sa tim, nasi rezultati su pokazali da kombinovani tretman sniZava nivo
beklina-1 i LC3-II proteina, dok je koncentracija autofagnog supstrata p62 bila povecana, ali ovo
povecanje nije bilo statistiCki znac¢ajno. Posto smanjenje koncentracije LC3-II moze biti i posledica
njegove pojacane razgradnje u autolizozoma, odnosno pojacanog autofagnog fluksa, merili smo
koncentraciju LC3-II proteina u ¢elijama tretiranim 2DG+ROT u prisustvu inhibitora autofagne
proteolize bafilomicina A1. Posto je koncentracija LC3-II bila zna¢ajno manja u ¢elijama tretiranim
kombinovanim tretmanom i bafilomicinom A1 nego u ¢elijama tretiranim samo bafilomicinom Al,
mogli smo da zaklju¢imo da 2DG+ROT ne povecava autofagnu razgradnju ovog proteina, ve¢ da
inhibira konverziju LC3-1 u LC3-1l formu, odnosno stvaranje autofagozoma. Da je kombinovani
tretman zaista inhibirao indukciju autofagije sugerisala je i1 Cinjenica da je smanjio kiselost
citoplazme, odnosno broj kiselih vezikula, koje mogu biti ili lizozomi ili autolizozomi [242]. 2DG
se smatra induktorom autofagije [89, 241, 243-246], mada postoje i studije u kojima 2DG inhibira
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autofagiju [247, 248]. U naSim eksperimentima 2DG nije imala uticaja na proces autofagije,
odnosno nije znacajno uticala na kiselost citoplazme, niti je promenila koncentraciju beklina-1, p62
i LC3-II u prisustvu i odsustvu bafilomicina Al. Takode, iako postoje studije u kojima rotenon
stimuli$e [249, 250], kao i one u kojima inhibira autofagiju [249, 251], i kako u ovoj doktorskoj
disertaciji rotenon nije imao znacajnog uticaja na kiselost citoplazme i na koncentraciju proteinskih
markera autofagije, zakljucili smo da rotenon niti indukuje niti inhibira autofagiju. U skladu sa
odsustvom indukcije autofagije u pojedinacnim i kombinovanom tretmanu njena genetska supresija
pomoc¢u LC3 i beklin-1 siRNA i farmakoloska inhibicija bafilomicinom A1, hlorokinom i NH4CI
nisu imale uticaja na vijabilnost tumorskih celija tretiranih sa 2DG, rotenonom i njihovom
kombinacijom. Dakle, proces autofagije ne ucestvuje u citotoksi¢nosti kombinovanog tretmana i ne
stiti Celije od toksi¢nosti 2DG@G, rotenona i njihove kombinacije. Dakle, nasa hipoteza da ce
2DG+ROT indukovati protektivnu autofagiju i da ¢e se njenom inhibicijom pojacati antitumorsko
delovanje kombinovanog tretmana ispostavila se neta¢nom.

Ako se izuzme deplecija ATP i indukcija oksidativnog stresa, koja je pokazana u studiji
Fath i saradnika [157], unutarcelijski mehanizmi odgovorni za citotoksi¢no delovanje 2DG+ROT
do sada nisu ispitivani. U ovoj disertaciji po prvi put smo pokazali da kombinovani tretman
indukuje oslobadanje superoksida i citohroma c¢ iz mitohondrija, koji zatim aktivira kaspaze,
medutim ne dolazi do fragmentacije DNK, niti do proteolitickog isecanja PARP. Takode,
eksternalizacija fosfatidilserina koincidirala je sa narusavanjem integriteta plazma membrane, a
pojavile su se i morfoloske promene Celija karakteristicne za nekroti¢ne ¢éelije, kao $to su smanjenje
gustine citoplazme i dezintegracija ¢elijske membrane. Nasi rezultati su u skladu sa ¢injenicom da
je za translokaciju aktiviranih kaspaza u nukleus i izvrSenje kasnijih koraka apoptoze, koji
ukljuéuju kondenzaciju nukleusa i degradaciju DNK, potreban ATP [252, 253]. Imajuéi sve ovo u
vidu, kao i €injenicu da inhibitor kaspaza Apostat ne inhibira toksi¢nost kombinovanog tretmana,
zakljucili smo da antitumorsko delovanje 2DG+ROT zapoc€inje indukcijom apoptoze, koja se ubrzo
zbog nedostatka ATP pretvara u nekrozu, celijsku smrt za koju nije potrebna energija [254].
Nepotpuna apoptoza, koja se u stanju niskog energetskog statusa ¢elije pretvara u nekrozu, poznata
je od ranije i naziva se aponekroza [255]. U citosolu citohrom c¢ formira apoptozom sa
aktiviraju¢im faktorom-1 apoptotske proteaze (Apaf-1), koji se zatim vezuje za inicijatorsku
kaspazu-9, indukujuéi njeno autokataliticko isecanje, Sto na kraju dovodi do aktivacije efektorske
kaspaze-3 [173]. Pored generalne aktivacije kaspaza, kombinovani tretman je indukovao i
aktivaciju efektorske kaspaze-3 [21], kao i inicijatorskih kaspaza-8 i -9, ukljucenih u spoljasnji i
unutra$nji put apoptoze [21, 173]. Imaju¢i u vidu da je aktivacija kaspaza energetski zavisan
proces, ¢ini se kontradiktornim da celija koja gladuje troSi energiju na nepotrebnu aktivaciju
kaspaza. Stoga, bilo bi zanimljivo ispitati da li je aktivacija kaspaza samo slucajna posledica
oslobadanja citohroma c u citoplazmu ili ima neku ulogu u ¢eliji. Pored toga Sto je bila nezavisna
od indukcije apoptoze i autofagije, smrt indukovana 2DG+ROT nije imala karakteristike ni
nekroptoze ni feroptoze, kako je pokazano eksperimentima sa inhibitorom nekroptoze
nekrostatinom, odnosno helatorima gvozda.

Iako sam rotenon nije bio citotoksi¢an, indukovao je masivno rasipanje mitohondrijskog
potencijala, kako je pokazano u ovoj, ali i prethodnim studijama [219, 256-258]. Ovaj efekat je
najverovatnije bio izazvan inhibicijom kompleksa | respiratornog lanca, za koju je poznato da
predstavlja snazan signal za depolarizaciju mitohondrija [259]. Nasuprot rotenonu, 2DG je
hiperpolarisala membranu mitohondrija u nasim eksperimentima i radovima drugih autora [260,
261]. Sli¢no kao $to je ranije pokazano na misjim dopaminergi¢nim neuronima [219], u prvih 16 h
2DG je svojom hiperpolariSu¢om aktivnoS¢u neutralisala depolarizaciju indukovanu rotenonom.
Imajué¢i u vidu da je za odrzavanje membranskog potencijala neophodan integritet unutraSnje
membrane mitohondrija [262], naSi rezultati sugeriSu da u prvih 16 h nije doSlo do njenog
oSte¢enja. Sa druge strane, nakon 24 h, kada su mitohondrije kao i1 ve¢ina drugih organela bile
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oStecene, mitohondrijska depolarizacija izazvana kombinovanim tretmanom prevazisla je
depolarizaciju indukovanu samim rotenonom. Osim oSte¢enja mitohondrija, njihovoj snaznoj
depolarizaciji u kasnom terminu mogli su doprineti i oksidativni stres, koji je poznati induktor
depolarizacije mitohondrija [263], kao i potpuna energetska deplecija, imajuci u vidu da je ATP
neophodan za odrZavanje membranskog potencijala mitohondrija [264]. Takode, kombinovani
tretman indukovao je i znacajno vremenski zavisno bubrenje mitohondrija detektovano
elektronskom mikroskopijom. Mada je dilatacija mitohondrija najceS¢e posledica otvaranja
mitohondrijalne pore [265], pokazano je da je mogu indukovati i drugi mehanizmi, kao §to su
lipidna peroksidacija [266], poviSena produkcija vode [267], povean ulazak Kkalijuma u
mitohondrije [268, 269]. Posto u nasoj studiji kombinovani tretman nije indukovao depolarizaciju
mitohondrija, odnosno povecanje propustljivosti pore na membrani mitohondrija, bar ne u prvih 16
h, bilo bi zanimljivo ispitati kako dolazi do njihovog bubrenja. Takode, zanimljivo je da se nakon 6
1 16 h moglo primetiti prisustvo toroidalnih mitohondrija u obliku krofni. Kako su ranije predlozili
Liu i Hajnoczky, ovakav oblik mitohondrija predstavlja njihov zastitni mehanizam u uslovima
metabolickog stresa [270]. Imaju¢i u vidu da je celijska smrt prethodila kasnoj depolarizaciji
mitohondrija, kao 1 da smrt ¢elija tretiranih 2DG+ROT nije bila umanjena u prisustvu ciklosporina
A, inhibitora otvaranja mitohondrijske pore [178], zakljuéili smo da depolarizacija mitohondrija ne
ucestvuje U citotoksicnom delovanju kombinovanog tretmana.

U prethodnoj studiji pokazano je da 2DG+ROT indukuju oksidativni stres u ¢elijama
kolorektalnog karcinoma [157]. U skladu sa ovim rezultatima, mi smo pokazali da kombinovani
tretman indukuje sinergisticku produkciju mitohondrijskog superoksida nakon 6 h od pocetka
tretmana. Najve¢i deo superoksida se upravo produkuje u mitohondrijama curenjem elektrona sa
elektron transportnog lanca na kiseonik [271]. Imaju¢i u vidu da citohrom ¢ uklanja superokside
[187], oslobadanje citohroma c iz mitohondrija moglo je da dovede do poveéanja koncentracije
superoksida. Takode, da mitohondrijski superoksid ima bitnu ulogu u citotoksicnom delovanju
2DG+ROT potvrdeno je eksperimentima u kojima je antioksidans o-tokoferol oporavio vijabilitet
tumorskih celija.

Citohrom c je vezan za unutraSnju membranu mitohondrija i nakon prekida ove interakcije
moze proc¢i kroz permeabilizovanu spoljasnju membranu mitohondrija [272]. | superoksid [187] i
citohrom c [188, 189] izlaze iz mitohondrija kroz voltazno-zavisni anjonski kanal - VDAC.
Zanimljivo je da superoksid takode i stimuliSe otvaranje VDAC [273], ¢ime se formira pozitivna
povratna sprega izmedu ova dva procesa. Sa druge strane, HKII, glavna meta 2DG [274] i
protektivni molekul tumorskih ¢elija [59], stabilizuje VDAC u zatvorenoj formi [190]. Pokazano je
da se preko 70% HKII nalazi u spoljaSnjoj membrani mitohondrija vezano za VDAC 1 da inhibira
oslobadanje citohroma ¢ u citosol [188]. Posto smo utvrdili da kombinovani tretman pored
citohroma c i superoksida indukuje i oslobadanje HKII sa membrane mitohondrija u citoplazmu,
pretpostavili smo da on zapravo dovodi do otvaranja VDAC. Na ovakav zaklju¢ak naveo nas je i
eksperiment u kome smo pokazali da DIDS, inhibitor otvaranja VDAC [190], delimi¢no umanjuje
toksi¢ni efekat 2DG+ROT na tumorske ¢elije. Zanimljivo je, medutim da je sam DIDS, kada je bio
koriS¢en u viSoj koncentraciji, smanjio vijabilitet tumorskih ¢elija, kao 1 da je kombinacija DIDS sa
2DGHROT imala ve¢i vijabilitet od Celija tretiranih samo sa DIDS i samo sa 2DG+ROT. Ovakvi
rezultati mogli bi se objasniti studijom Dubey i sardnika u kojoj je pokazano da je za prezivljavanje
¢elije neophodna precizna regulacija otvaranja VDAC, jer preterano zatvaranje onemogucava
prolazak ATP i ADP, dok preterano otvaranje dovodi do izlaska superoksida i citohroma c iz
mitohondrija [190].

Razli¢iti tretmani stimuliSu oslobadanje citohroma c¢ i ¢elijsku smrt aktivacijom MAP
kinaze JNK [275-277]. Otkriveno je i da se JNK aktivira u uslovima energetske deplecije [278-
281]. Shodno tome, kombinovani tretman je indukovao snaznu aktivaciju JNK. Posto je inhibitor
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JNK SP600125 smanjio citotoksi¢nost dejstva kombinovanog tretmana na tumorske celije,
zakljucili smo da je u osnovi citotoksi¢nog delovanja 2DG+ROT aktivnost JNK kinaze. [ako u ovoj
studiji nisu ispitivane uzrocno posledi¢ne veze izmedu aktivacije JNK i oslobadanja superoksida,
Cinjenica da je snazna aktivacija JNK detektovana na samom pocetku izlaganja Ccelija
kombinovanom tretmanu, pre oslobadanja mitohondrijskog superoksida sugeriSe da bi aktivacija
JNK mogla ucestvovati u indukciji njegovog oslobadanja iz mitohondrija. Takode, nismo ispitali ni
vezu izmedu aktivacije JNK i otvaranja VDAC. Imajuéi u vidu da je prethodno pokazano da
otvaranje VDAC indukuje aktivaciju JNK i sledstveno oslobadanje superoksida iz mitohondrija u
¢elijama hepatocelularnog karcinoma [282, 283], ali i da aktivacija JNK povecava otvaranje VDAC
I apoptozu zavisnu od kaspaza u T limfocitima [284], moguée je da u tretmanu 2DG+ROT
aktivacija JNK stimuliSe otvaranje VDAC, ali 1 da otvoreni VDAC aktivira JNK, kao i da postoji
pozitivna povratna sprega izmedu ova dva procesa. Za razliku od JNK kinaze, aktivacija MAP
kinaze ERK predstavlja uglavnom prezivljavajuéi signal za tumorske ¢elije [198]. 2DG je pojacala,
a rotenon inhibirao aktivnost ERK. Cini se da je u kombinovanom tretmanu doglo do ponistavanja
ova dva efekta, tako da aktivnost ERK nije bila promenjena u ¢elijama tretiranim 2DG+ROT u
odnosu na kontrolu, pa njenu funkciju u citotoksi¢nom delovanju kombinovanog tretmana nismo
dalje proucavali.

Hipoteticki model antitumorskog delovanja 2DG+ROT prikazan je na slici 77.
Kombinovani tretman indukuje oslobadanje HKII sa membrane mitohondrija 1 otvaranje VDAC,
kroz koje zatim izlazi superoksid i citohrom c. Citohrom c nakon toga stimuliSe kaskadnu
aktivaciju kaspaza, ali usled nedostatka ATP, indukovanog istovremenom inhibicijom glikolize i
oksidativne fosforilacije, ne dolazi do fragmentacije DNK i apoptoza ubrzo prelazi u nekrozu.
Zanimljivo je da iako deplecija energije indukuje aktivaciju AMPK i inhibiciju mTORC1, ne dolazi
do stimulacije, ve¢ naprotiv do inhibicije autofagije. Osim toga, kombinovani tretman stimulise i
aktivaciju JNK, koja ucestvuje u njegovom citotoksicnom efektu, verovatno posredstvom
stimulacije oslobadanja superoksida iz mitohondrija. Uzro¢no-posledi¢ne veze izmedu otvaranja
VDAC i aktivacije INK indukovane 2DG+ROT trebalo bi dalje ispitati.
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Slika 77. Pretpostavljeni mehanizam dejstva 2DG+ROT kombinovanog tretmana

U drugom delu ove doktorske disertacije po prvi put je pokazano sinergisticko antitumorsko
delovanje 2DG 1 lizozomalnog deterdzenta NDI. VazZno je naglasiti da u ovoj studiji nije samo prvi
put pokazana sinergisticka antigliomska i antimelanomska aktivnost dva farmakoloSka agensa, ve¢
je ovo 1 prvo istrazivanje koje je pokazalo da inhibicija glikolize i1 destabilizacija lizozoma
sinergizuju u ubijanju tumorskih ¢elija uopste. Ukratko, inhibicija glikolize pomo¢u 2DG i LMP
indukovan pomoc¢u NDI izazvali su brzu depleciju ATP, ostecenje mitohondrija i oksidativni stres,
koji su na kraju doveli do nekroti¢ne smrti tumorskih celija. Ovakvi rezultati u skladu su sa
sposobnos$¢u mitohondrijske depolarizacije, deplecije ATP, oksidativnog stresa i LMP da indukuju
nekrozu [177]. Takode, poznato je da oste¢enja mitohondrija [285] i oste¢enja lizozoma [286] u
stanju energetske deplecije prevashodno indukuju nekrozu. Kao i u slucaju 2DG+ROT,
koriS¢enjem odgovaraju¢ih farmakoloSkih i genetskih inhibitora, pokazali smo da apoptoza,
feroptoza, nekroptoza i autofagija nisu ukljucene u citotoksi¢no delovanje 2DG+NDI.
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lako je efikasno ubijao ¢elije B16 melanoma i U251 glioma, tretman 2DG+NDI nije bio
toksican za primarne astrocite. Razlog za to bi mogao lezati u ¢injenici da tumorske celije vise
zavise od glikolize od normalnih Celija [287], $to je izmedu ostalog ranije upravo pokazano za
U251 ¢elije i netransformisane astrocite [288]. Pored toga, pokazano je da su tumorske celije
podloznije LMP nego normalne ¢elije, zbog uvecanog broja i zapremine lizozoma [126, 289], kao i
zbog povecane ekspresije katepsina [290]. U skladu sa tim, ranije je pokazano da su diferencirani
HL-60 promijelociti manje osetljivi na NDI nego nediferencirane celije HL-60 [146]. Dakle,
tretmani 2DG+NDI i 2DG+ROT bili su sli¢ni po selektivnoj toksi¢nosti prema tumorskim ¢elijama.

Bioloski efekti NDI do sada su ispitivani samo in vitro. Dakle, nije poznato kako bi se NDI
ponasao u organizmu coveka. Stoga je od izuzetne vaznosti istaci ¢injenicu da u nasoj studiji 2DG
nije sinergizovala u ubijanju tumorskih ¢elija samo sa NDI, ve¢ i sa lizozomotropnim lekom
hlorokinom, koji se Siroko koristi u tretmanu malarije i reumatoidnog artritisa [291]. Kao §to je
prethodno receno, hlorokin je inhibitor autofagije [292], ali ako se koristi u visokim
koncentracijama ima sposobnost da indukuje LMP [166]. Takode, u nasoj prethodnoj studiji
pokazali smo da hlorokin u stanju energetske deplecije, izazvane deprivacijom seruma iz medijuma
za kultivaciju, indukuje snaznu destabilizaciju lizozoma [293]. Za razliku od hlorokina, drugi
inhibitor autofagije supresor vakuolarne (H*)-ATPaze bafilomicin A, koji alkalizuje lizozome i
sprecava autofagnu proteolizu [205], ali nije u stanju da izazove LMP [210-213], nije sinergizovao
sa 2DG, ¢ime je sugerisano da je LMP odgovorna za citotoksicno delovanje 2DG+NDI. Ova
pretpostavka potvrdena je protektivnim efektom inhibitora katepsina E64d. Takode, ranije je
pokazano na ¢elijama rabdomiosarkoma 1 raka prostate da hlorokin sinergizuje u citotoksi¢nom
efektu sa 2DG, ali autori ovog rada nisu ispitivali permeabilizaciju lizozoma, ve¢ su sugerisali da je
inhibicija protektivne autofagije bila odgovorna za pomenuti efekat [75]. Dalje, imajuéi u vidu da
su pored 2DG 1 inhibitori glikolize IA i NaF sinergizovali sa NDI, mogli smo da zaklju¢imo da je
upravo inhibicija glikolize bitna za antitumorsko delovanje kombinovanog tretmana. Osim §to
pokazuju kljuénu ulogu inhibicije glikolize i1 indukcije LMP u antitumorskom delovanju
2DG+NDI, prethodno opisani rezultati sugeriSu da je sinergizam u antitumorskom delovanju ova
dva fenomena opstevazeci princip koji bi mogao biti osnova za razvoj buduc¢e hemoterapije.

I 2DG 1 NDI, a naroc€ito njihova kombinacija, bili su u stanju da izazovu naglo smanjenje
ATP u tumorskim ¢elijama i dovedu do energetskog stresa, koji je potvrden i aktivacijom AMPK i
njegovog supstrata Raptor. Smanjenje ATP u Celijama tretiranim sa 2DG bilo je logi¢na posledica
inhibicije glikolize. Sa druge strane, veza izmedu LMP indukovanog pomoc¢u NDI i smanjenja ATP
bila je manje ocigledna. Nasi rezultati su utvrdili da NDI izaziva depolarizaciju mitohondrija, a
poznato je da je elektrohemijski gradijent na membrani mitohondrija neophodan za oksidativnu
fosforilaciju [93]. Takode, TEM analiza pokazala je sposobnost NDI da izazove kondenzaciju
matriksa u mitohondrijama, $to je poznato da nastaje kao posledica pada potencijala membrane
mitohondrija [294]. Ovi rezultati su u saglasnosti sa ranije pokazanom sposobnos¢u drugih
induktora LMP da izazovu depolarizaciju mitohondrija katepsin-zavisnim [211] i1 katepsin-
nezavisnim mehanizmima [295, 296]. Tako je, na primer, utvrdeno da katepsini mogu proteoliticki
aktivirati Bid i izazvati permeabilizaciju membrane mitohondrija [297]. Sa druge strane, kako je
pokazano u studiji Lee i saradnika, mehanizmi nezavisni od dejstva katepsina ukljucuju aktivnost
lizozomalnih lipaza i ¢lanova Bcl-2 familije proteina: Bax i Bak [295]. Takode, u jednoj studiji
utvrdeno je da se i NDI akumulira u mitohondrijama [144], $to sugeriSe na moguénost da direktno
inhibira njihovu funkciju. Imajuéi u vidu da je inhibitor katepsina delimi¢no spasio tumorske ¢elije
od 2DG+NDI, na$i rezultati ukazuju na umeSanost i katepsin-zavisnih i katepsin-nezavisnih
mehanizama u osSteCenje mitohondrija i celijsku smrt. Sa druge strane, iako sama 2DG nije
izazvala, dodatno je povecala depolarizaciju indukovanu sa NDI i o$te¢enje mitohondrija, odnosno
broj otecenih i degenerisanih mitohondrija. Ovaj efekat se moze objasniti ¢injenicom da celije u
stresu nastalom usled oSteCenja mitohondrija, pokusavaju da odrZze potencijal mitohondrijske
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membane hidrolizom ATP generisanog tokom glikolize pomocu FiFo-ATPaze i koriS¢enjem
dobijene energije za transport protona kroz membranu mitohondrija [264]. Medutim, ukoliko je
glikoliza blokirana, ovaj mehanizam postaje nefunkcionalan i ¢elije umiru, ba$ kao $to je ranije
pokazano eksperimentima u kojima su tumorske celije bile istovremeno izlozene 2DG i lekovima
koji oStecuju mitohondrije [91, 158]. Stoga, mi pretpostavljamo da LMP aktiviran NDI tretmanom
izaziva inicijalnu depolarizaciju mitohondrija, koju dodatno povecava tretman sa 2DG, usled
nedostatka glikolizom nastalog ATP, neophodnog za odrzavanje funkcije mitohondrija. Ovo na
kraju dovodi do zacaranog kruga pozitivnih povratnih sprega disfunkcije mitohondrija i gubitka
ATP.

Sinergisticki porast koncentracije superoksida produkovanog u mitohondrijama, ukupnih
RKYV 1 peroksidacija lipida, kao i zastitno delovanje antioksidanasa, sugerisali su vaznu ulogu
oksidativnog stresa u citotoksi¢nosti 2DG+NDI tretmana. Povezanost depolarizacije mitohondrija i
produkcije superoksida u ¢elijama tretiranim sa 2DG+NDI je u skladu sa ¢injenicom da kolaps
mitohondrijskog potencijala povecava stvaranje superoksida na elektron transportnom lancu [206].
To moze dovesti do stvaranja i drugih RKV, kao $to su H20 i hidroksilni radikal, §to doprinosi
produzavanju disfunkcije mitohondrija daljom oksidacijom mitohondrijske DNK, akonitaze i lipida
u membani i poveéavanjem propustljivosti membrane mitohondrija [206]. Osim toga, H202> moze
u¢i u lizozome i u Fentonovoj reakciji, koja se odigrava u prisustvu gvozda nastalog u procesu
autofagije razgradnjom proteina koji sadrze gvozde, dati hidroksilni radikal [148, 214, 298].
Hidroksilni radikal je izuzetno reaktivan i indukuje lipidnu peroksidaciju, koja moze izazvati
destabilizaciju membrane lizozoma [298]. Vazno je ista¢i da su lizozomi veoma osetljivi na
delovanje H>O> jer ne poseduju enzime za njegovu degradaciju, kao $to su katalaze i glutation
peroksidaza [298]. Medutim, imaju¢i u vidu da helatori gvozda nisu spasili tumorske ¢elije od
kombinovanog tretmana, diskutabilno je da li je ovaj mehanizam odgovoran za njegovo
citotoksi¢no delovanje. Sa druge strane, moguce je da je kasno sinergisticko ostecenje lizozoma
kombinovanim tretmanom izazvano delovanjem RKV iz mitohondrija, jer je a-tokoferol sprecio
sinergisticku indukciju LMP. To implicira da u kasnijim stadijumima kombinovanog tretmana
oStecujuce pozitivne povratne sprege postaju jos slozenije, jer ukljucuju i destabilizaciju lizozoma
indukovanu oksidativnim stresom, koja dalje moze potencirati depolarizaciju mitohondrija i
gubitak ATP. Oslobodeni lizozomalni enzimi dovode do digestije citosolnih supstrata, oksidativni
stres do oStecenja membranskih lipida, a deplecija ATP do gubitka funkcije homeostatskih jonskih
pumpi/kanala, §to sve na kraju rezultira nekrozom.

Energetski stres, oStecenja mitohondrija i oksidativni stres su glavni induktori autofagije
[299]. Autofagija uglavnom predstavlja protektivni mehanizam u energetskoj depleciji i drugim
nepovoljnim stanjima [204]. Tako je, na primer pokazano da se depolarizovane mitohondrije koje
proizvode RKV razlazu mitofagijom [300], ¢ime se smanjuje oksidativni stres i omogucava
preostalim, neo$tecenim mitohondrijama da se umnoze i spasu celiju [301, 302]. Gubitak ATP
indukovan NDI i 2DG+NDI tretmanima korelirao je sa aktivacijom AMPK i Raptor, kao i sa
porastom nivoa LC3-II molekula i broja autofagnih vezikula. Medutim, na osnovu rezultata sa
drugim lizozomalnim inhibitorima [205], povec¢ana akumulacija LC3-II proteina, kao i povecan
broj autofagozoma nakon tretmana NDI najverovatnije poticu od inhibicije autofagne proteolize
nastale usled oStecenja lizozoma, a ne od indukcije autofagije. Kao i u eksperimentima sa
rotenonom, sama 2DG nije stimulisala povecanje koncentracije LC3-1l. Sa druge strane, povecanje
koncentracije LC3-11 detektovano u prisustvu 2DG+NDI verovatno pokazuje stvarno povecéanje
sinteze autofagozoma, koje se jasno uoc¢ava u uslovima inhibirane proteolize [205]. Interesantno je,
medutim, da je u prethodnom delu studije pokazano da 2DG ne povecava koncentraciju LC3-1l u
prisustvu lizozomalnog inhibitora bafilomicina. Razli€ita sposobnost 2DG da indukuje autofagiju
mogla bi se objasniti razli¢itim koncentracijama 2DG koris¢enim u prvom delu studije u
eksperimentima sa rotenonom (5 mM) i drugom delu studije u eksperimentima sa NDI (10 mM).
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Osim toga, moguce je i da 2DG ima sposobnost da stimuliSe autofagiju u prisustvu NDI, ali ne i u
prisustvu bafilomicina. Posto je pokazano da 2DG aktivira autofagiju, mogla se postaviti hipoteza
da destabilizacija lizozoma indukovana NDI ubija ¢elije tretirane 2DG inhibicijom citoprotektivne
autofagije. Medutim, kako je prethodno receno, bafilomicin Al nije sinergizovao sa 2DG, a ni
utiSavanje autofagnih gena za ATG5 i ATG7, sugeriSu¢i da inhibicija protektivne autofagije ne
ucestvuje u citotoksi¢nom delovanju 2DG+NDI. Ovo bi moglo biti naizgled kontradiktorno sa
dosadas$njim rezultatima koji pokazuju povecanje citotoksi¢nosti 2DG nakon farmakoloske ili
genetske inhibicije autofagije, ali treba napomenuti da su u ovim studijama efekti 2DG praceni
nakon inkubacije ¢elija u trajanju od 48 h i 72 h [75, 89, 246, 303], dok su u na$oj studiji praceni
samo u prvih 24 h. Dakle, iako ovo pitanje zahteva dalja istrazivanja, nasi rezultati ukazuju da je,
bas kao 1 u slu¢aju 2DG+ROT, modulacija autofagije bila irelevantna za antitumorsko delovanje
2DG+NDI.

Kako je prikazano na slici 78. NDI indukuje LMP i izlazak katepsina iz lizozoma. Katepsini
zatim verovatno permeabilizuju membranu mitohondrija, $to izaziva oksidativni stres 1 zaustavlja
oksidativnu fosforilaciju. Inhibicija oksidativne fosforilacije indukovana NDI zajedno sa
supresijom glikolize, koju indukuje 2DG, izaziva snaznu energetsku depleciju. U odsustvu ATP,
neophodnog za odrzavanje naelektrisanja membrane mitohondrija, dolazi do jo§ vece
depolarizacije, inhibicije sinteze ATP i oksidativnog stresa, $to sve zajedno na kraju dovodi do
nekroze tumorskih celija. Dakle, sinergisticka indukcija nekroti¢ne celijske smrti 2DG+NDI
tretmanom u tumorskim ¢elijama se odvija putem sloZzene mreze pozitivnih povratnih sprega, koje
ukljucuju ostecenja lizozoma, depolarizaciju mitohondrija, depleciju ATP i oksidativni stres.
Dodatne studije su potrebne da bi se ispitali tacni vremenski i uzro¢no-posledi¢ni odnosi izmedu
ovih fenomena u 2DG+NDI tretmanu, kao 1 obim njihovog doprinosa nekrozi tumorskih ¢elija.

NDI 2DG

y

LMP
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Slika 78. Pretpostavljeni mehanizam dejstva 2DG+NDI kombinovanog tretmana
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U ovoj disertaciji je pokazano da inhibicija glikolize pomoc¢u 2DG u kombinaciji sa
supresijom oksidativne fosforilacije rotenonom ili permeabilizacijom lizozoma NDI ispoljava
snazan sinergisticki antitumorski efekat na ¢elije glioma i melanoma. Budu¢i da je incidenca ovih
tumora u stalnom porastu, a da za njih jo§ uvek ne postoji efikasna terapija, nasi rezultati snazno
podrzavaju dalja istrazivanja antigliomskih i antimelanomskih tretmana koja se baziraju na
istovremenoj inhibiciji glikolize i oksidativne fosforilacije, kao i na istovremenoj inhibiciji
glikolize i destabilizaciji lizozoma.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima i na osnovu dobijenih rezultata u okviru ove doktorske
disertacije, mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1. Za razliku od pojedinacnih tretmana 2DG, rotenonom i NDI, koji ispoljavaju samo
antiproliferativni efekat, kombinacija 2DG sa rotenonom i kombinacija 2DG sa NDI imaju i
antiproliferativni i citotoksi¢ni efekat na ¢elije melanoma i glioma in vitro.

2. Citotoksi¢no delovanje 2DG u kombinaciji i sa ROT i sa NDI posredovano je nekrozom, a
potpuno nezavisno od apoptoze, autofagije i nekroptoze.

3. Kombinovani tretman 2DG i rotenonom stimuliSe citotoksi¢nu aktivnost MAP kinaze JNK,
otpustanje HKII sa spoljasnje membrane mitohondrija 1 posledi¢no otvaranje VDAC kanala
kroz koje iz mitohondrija izlaze superoksid i citohrom c. Citohrom c zatim aktivira kaspaze,
ali zbog potpune deplecije energije u tumorskoj ¢eliji ne dolazi do fragmentacije DNK, a
apoptoza prelazi u nekrozu.

4. NDI indukuje permeabilizaciju lizozoma i oslobadanje katepsina, koji zatim indukuju
depolarizaciju mitohondrija, oksidativni stres i supresiju oksidativne fosforilacije, Sto
zajedno sa inhibicijom glikolize indukovane 2DG dovodi do potpune energetske deplecije u
tumorskim celijama. Energetska deplecija zatim izaziva jo§ vecu depolarizaciju, oStecenja
mitohondrija i oksidativni stres, koji zatim dodatno oSteCuje lizozome, Cime se izmedu
pomenutih citotoksi¢nih dogadaja uspostavlja pozitivna povratna sprega, Sto sve zajedno
rezultuje u nekroti¢noj smrti tumorskih celija.
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8. SPISAK SKRACENICA

2DG - 2-dezoksi-D-glukoza (engl. 2-Deoxy-d-glucose)

4EBP1 - protein koji se vezuje za eukariotski translacioni faktor inicijacije 4E 1 (engl. eukaryotic
translation initiation factor 4E-binding protein 1)

7-AAD - 7-aminoaktinomicinom D (engl. 7-Amino-Actinomycin D)

AIF - indukuju¢i faktor apoptoze (engl. apoptosis-inducing factor)

ADP - adenozin difosfat (engl. adenosine diphosphate)

AMP - adenozin monofosfat (engl. adenosine monophosphate)

AMPK - adenozin monofosfatom aktivirana protein kinaza

Ann V-FITC - aneksin V - fluorescein izotiocijanat (engl. annexin V-fluorescein isothiocyanate)
ANOVA - analiza varijanse (engl. analysis of variance)

ANT - adenin nukleotid translokaza (engl. adenine nucleotide translocator)

AO - akridinoranz (engl. acridine orange)

Apaf-1 - faktor-1 za aktivaciju apoptotskih peptidaza (engl. apoptotic peptidase activating factor 1)

ApoStat - fuorescein izotiocijanat (FITC)-konjugovani pankaspazni inhibitor (engl. fluorescein
isothiocyanate (FITC)-conjugated pan-caspase inhibitor)

APS - amonijum persulfat (engl. ammonium persulfate)

ATG - geni ili proteini povezani s autofagijom (engl. autophagy related)
ATP - adenozin trifosfat (engl. adenosine triphosphate)

B16 - ¢elije misjeg melanoma

BAF - bafilomicin Al (engl. Bafilomycin Al)

Bcl-2 - B ¢elijski limfom 2 (engl. B-cell lymphoma 2)

BPS - so batofenantrolindisulfonske kiseline (engl. bathophenanthrolinedisulfonic acid disodium
salt trihydrate)

BSA - albumin iz seruma goveceta (engl. bovine serum albumin)
BRAF - humani gen koji kodira protein B-Raf (engl. B-Raf proto-oncogene)

MEK - Mitogenom-aktivirana proteinska kinaza kinaza (engl. Mitogen-activated protein kinase
kinase)
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CAD - katjonski amfifilni lekovi (engl. cationic amphiphilic drugs)

CCCP - karbonil cijanid m-hlorofenil hidrazon (engl. carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone)
CoQ - koenzim Q, ubikvinon (engl. Coenzyme Q)

CQ - hlorokin (engl. chloroquine)

DAMP - molekulski obrazci oste¢enja (engl. damage-associated molecular patterns)

DFO - deferoksamin (engl. deferoxamine)

DHR - dihidrorodamin 123 (engl. dihydrorhodamine 123)

DIDS - 4, 4'-diizotiocijano-2, 2'-stilbenedisulfonska kiselina (engl. 4,4'-Diisothiocyanato-2,2'-
stilbenedisulfonic acid)

DMSO - dimetilsulfoksid (engl. dimethyl sulfoxide)
DNK - dezoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
DTT - ditiotreitol (engl. dithiothreitol)

E 64d - inhibitor cistein proteaze katepsin B (engl. (2S,3S)-trans-Epoxysuccinyl-L-leucylamido-3-
methylbutane ethyl ester)

EDTA - etilen diamin tetra siréetna kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)

ERK - kinaza regulisana ekstracelijskim signalima (engl. extracellular signal-regulated kinase)
FACS - sortiranje celija aktivirano fluorescencom (engl. fluorescence-activated cell sorting)
Fas - membranski receptor smrti (engl. Fas Cell Surface Death Receptor)

FCS - govedi fetalni serum (engl. fetal calf serum)

FAD - flavin adenin dinukleotid (engl. flavin adenine dinucleotide)

GTP - guanozin trifosfat (engl. guanosine-5'-triphosphate)

H3PO4 - fosforna kiselina (engl. phosphoric acid)

HBSS - engl. Hank's Balanced Salt Solution

HEPES - 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina (engl. 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid)

HK - heksokinaza (HX, engl. hexokinase)
HSP70 - protein Saperon od 70 kDa (engl. Heat shock protein 70)

IA - jodoacetat (engl. lodoacetate)
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JC-1 - 5,5.6,6'-tetrahloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazol karbocijanin jodid (engl. 5,5,6,6'-
tetrachloro-1,1’,3,3'-tetraethylbenzimidazolocarbocyanine iodide)

JNK - c-Jun N-terminalna kinaza (engl. c-Jun N-terminal kinase)

L929 - ¢elije misjeg fibrosarkoma

LAMP - membranski protein vezan za lizozom (engl. lysosomal-associated membrane protein)
LC3 - protein asociran sa mikrotubulama lakog lanca 3 (engl. microtubule-associated light chain 3)
LCD - lizozomalna ¢elijska smrt (engl. lysosomal cell death)

LDH - laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase)

LMP - permeabilizacija membrane lizozoma (engl. lysosomal membrane permeabilization)

LT - lizotreker (engl. lysotracker)

MDA - malondialdehid (engl. malondialdehyde)

MLKL - protein sa domenom sli¢cnim MLK (engl. mixed lineage kinase domain-like protein)
MMP - potencijal membrana mitohondrija (engl. mitochondrial membrane potential)

MOMP - promene u propustljivosti spoljasnje membrane mitohondrija (engl. mitochondrial outer
membrane permeabilization)

MPP+ - 1-metil-4-fenilpiridinijum (engl. 1-methyl-4-phenylpyridinium)

MPTP - propustljivost tranzicione pore u mitohondrijama (engl. mitochondrial permeability
transition pore)

MSC - primarne misje mezenhimalne stem celije (engl. mesenchymal stem cell)
MT Red CMXRos - crveni mitotreker (engl. MitoTracker Chloromethyl-X-rosamine)
mMTOR - mehanisticka meta rapamicina (engl. mechanistic target of rapamycin)

MTORC1 - kompleks 1 mehanisticke mete rapamicina (engl. mechanistic target of rapamycin
complex 1)

MTT - 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolijum bromid (engl. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)

NAD - nikotinamid adenin dinukleotid (engl. nicotinamide adenine dinucleotide)
NaF - natrijumfluorid (engl. sodium fluoride)
NazVOs - natrijum vanadat (engl. sodium orthovanadate)

NDI - N-dodecilimidazol, N-dodecil-1H-imidazol (engl. N-Dodecylimidazole, N-Dodecyl-1H-
imidazole)
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NH4CI - amonijum hlorid (engl. ammonium chloride)

PARP - poli (ADP-riboza) polimeraza (engl. Poly (ADP-ribose) polymerase)
PBS - puferizovan fizioloski rastvor (engl. phosphate buffered saline)

P1 - propidijum jodid (engl. propidium iodide)

Pi - inorganski fosfor (engl. inorganic phosphate)

PI3K - fosfatidilinozitol 3-kinaza (engl. phosphatidylinositol 3-kinase)
PMSF - fenilmetilsulfonil fluorid (engl. phenylmethylsulfonyl fluoride)

Q-VD-OPh - kvinolin-Val-Asp-difluorofenoksimetilketon ~ (engl.  Quinoline-Val-Asp-
Difluorophenoxymethylketone)

Raptor - regulator mTOR kinaze (engl. regulatory-associated protein of mMTOR)

RIPK - protein kinaza koja intereaguje sa receptorom (engl. receptor interacting protein kinase)
RKYV - reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. reactive oxygen species)

RNK - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

ROT - rotenon (engl. rotenone)

RPMI 1640 - medijum za kultivaciju ¢elija (engl. Roswell Park Memorial Institute 1640)

SDS - natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE - elektroforeza na poliakrilamidnom gelu u prisustvu natrijum dodecil sulfata (engl.
sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis)

SD - standardna devijacija
SV - srednja vrednost
SiRNA - mala interferiraju¢a RNK (engl. small interfering RNA)

Smac/DIABLO - drugi aktivator kaspaza iz mitohondrija/ aktivator kaspaza koji se direktno vezuje
za IAP 1 ima nisku izoelekticnu tacku (engl. Second Mitochondria-derived Activator of
Caspases/Direct IAP-Binding protein with Low PI)

SQSTML - p62 (engl. p62/sequestosomel-SQSTMI)
TBA - tiobarbituratna kiselina (engl. thiobarbituric acid)
TBS-T - rastvor soli puferisan trisom sa tween deterdzentom (engl. tris-buffered saline with tween)

TCA ciklus - ciklus trikarboksilnih kiselina, Krebsov ciklus, ciklus limunske kiseline (engl.
tricarboxylic acid cycle)
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TCA kiselina - trihlorsir¢etna kiselina (engl. trichloroacetic acid)

TEM - transmisiona elektronska mikroskopija (engl. transmission electron microscopy)

TEMED - N,N,N',N'-tetrametiletilen-1,2-diamin (engl. N,N,N',N'-tetramethylethylene-1,2-diamine)
TFEB - transkripcioni faktor EB (engl. transcription factor EB)

TNF - faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)

TNFR - receptor za faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor receptor)

TOM20 - subjedinice mitohondrijskog import receptora sa TOM20 homologijom (engl.
Mitochondrial import receptor subunit TOM20 homolog)

Tris - tris (hidroksimetil) aminometan (engl. tris (hydroxymethyl) aminomethane)

U251- ¢elije glioma coveka

VDAC - voltazno zavisan anjonski kanal (engl. VVoltage-dependent anion channel)

XIAP - X-vezani protein inhibitor apoptoze (engl. X-linked inhibitor of apoptosis protein)

Z-IETD-FMK - benziloksikarbonil-izoleucil-glutamil-treonil-aspartanska Kkiselina fluoromethil
keton (engl. benzyloxycarbonyl-isoleucyl-glutamyl-threonyl-aspartic acid fluoromethyl ketone)

Z-LEHD-FMK - inhibitor  kaspaze-9  Z-LEHD-fluorometilketon  (engl.  Z-LEHD-
fluoromethylketone)

Z-VAD-FMK - karbobenzoksi-valil-alanil-aspartil-[O-metil]-fluorometilketon (engl.
carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]- fluoromethylketone)
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BIOGRAFIJA

Milica Kosi¢ je rodena 15.08.1984. u Beogradu.

Zavrsila je osnovnu Skolu ,,Kralj Petar I“ u Beogradu i Prvu beogradsku gimnaziju.
Diplomirala je 2013. godine na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu kao redovan student
studijske grupe Molekularna biologija i fiziologija, smer Primenjena biohemija, sa proseénom
ocenom 8,53.

Doktorske akademske studije upisala je skolske 2014/15. godine na BioloSkom fakultetu
Univerziteta u Beogradu, studijski program Biologija, modul Imunobiologija.

Od aprila 2014. godine je zaposlena na Institutu za mikrobiologiju i imunologiju
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Nau¢no-istrazivacki rad Milice Kosi¢ realizovan je
viSegodisnjim angazovanjem na projektu Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja
Republike Srbije ,,Uloga autofagije u regulaciji smrti tumorskih ¢elija* (evidencioni broj 173053),
¢iji je rukovodilac nau¢ni savetnik dr Ljubica Harhaji Trajkovi¢. Od januara 2021. godine
angazovana je i na projektu Fonda za nauku, u okviru specijalnog programa istrazivanja COVID-19
pod nazivom ,,Uloga autofagije u imunskoj disregulaciji prouzrokovanoj SARS-CoV-2 infekcijom*

(projekat TACTICIAN, evidencioni broj 7552006), ¢iji je rukovodilac prof. dr Vladimir Trajkovic.

Odlukom Naucnog ve¢a Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu jula 2017. godine,
Milica Kosi¢ je stekla zvanje Istrazivac saradnik u oblasti Molekularne medicine.

Koautor je 9 radova objavljenih u medunarodnim &asopisima. Clan je Srpskog drustva za
molekularnu biologiju (MolBioS), Drustva za neuronauke Srbije (DNS), Federacije evropskih
drustava za neuronauke (Federation of European Neuroscience Societies, FENS), Srpskog drustva
za mitohondrijalnu i slobodno-radikalsku fiziologiju (SDMSRF) i Evropskog drustva za
istrazivanje slobodnih radikala (Society for Free Radical Research Europe, SFRR-E).
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Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani-a  Milica Kosi¢

broj indeksa B3026/2014

Izjavljujem
da je doktorska disertacija pod naslovom

Antitumorski efekat inhibicije glikolize u kombinaciji sa permeabilizacijom lizozoma i

supresijom oksidativne fosforilacije

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

e da predloZena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje bilo koje
diplome prema studijskim programima drugih visokoSkolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e danisam krSio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu,
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske

verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora  Milica Kosié¢

Broj indeksa B3026/2014

Studijski program  Biologija, modul Imunobiologija

Naslov rada: Antitumorski efekat inhibicije glikolize u kombinaciji sa permeabilizacijom
lizozoma i supresijom oksidativne fosforilacije

Mentori: Prof. dr Biljana Bozi¢ Nedeljkovié, redovni profesor, Univerzitet u Beogradu, Bioloski
fakultet

dr Ljubica Harhaji Trajkovi¢, nauc¢ni savetnik, Univerzitet u Beogradu, Institut za

bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢“- Institut od nacionalnog znacaja za Republiku
Srbiju

Potpisani Milica Kosié¢

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora nauka,
kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elektronskom
katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu,
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Prilog 3.
Izjava o koriS¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

Antitumorski efekat inhibicije glikolize u kombinaciji sa permeabilizacijom lizozoma i

supresijom oksidativne fosforilacije

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu mogu da
koriste svi koji poStuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice (Creative
Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@Autorstvo - nekomercijalno - bez prerade
4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo - bez prerade
6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruZite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na poledini
lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu,
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1. Autorstvo - Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju 1 javno saopStavanje dela, i prerade, ako se
navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u komercijalne
svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo - nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saop$tavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno - bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava najveci
obim prava kori$¢enja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju
1 javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili
davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca ne
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo - bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saop$tavanje dela, bez
promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin odreden
od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju 1 javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence 1 ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno licencama
otvorenog koda.
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