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1.UVvOD

Karcinom prostate drugi je vode¢i uzrok smrti od svih zlo¢udnih tumora kod
musSkaraca (Ferlay i sur., 2018). Radioterapija (zracenje) je metoda lijeCenja karcinoma
prostate koja u 90 % slucajeva djeluje uspjesno, ali je neucinkovita ako stanice razviju
otpornost (Seifert i sur., 2019). Stani¢na adhezija jedan je od mehanizama koji doprinosi
nastanku otpornosti stanica na radioterapiju, ali jo§ uvijek nije dovoljno istrazen kod vecine
oblika tumora, ukljucujuéi i karcinom prostate (Eke i Cordes., 2015). Adhezija stanica na
izvanstani¢ni matriks i susjedne stanice nuzna je za odrzavanje homeostaze u organizmu, a
posredovana je razli¢itim membranskim proteinima medu kojima vaznu ulogu imaju integrini
(Geiger i Yamada, 2011). Kompleksi adhezije integrina (engl. integrin adhesion complexes,
IACs) vazni su u regulaciji proliferacije, diferencijacije, prezivljenja i migracije stanica
(Horton i sur., 2015). Nastaju nakon aktivacije integrina nakupljanjem velikog broja proteina
oko citoplazmatske domene integrina i tako stvaraju multimolekularni kompleks 1AC
(Winograd-Katz i sur., 2014) koji se skra¢eno naziva adhesom (Geiger i Yamada, 2011).
Mutacije ili deregulacije komponenti adhesoma povezuju se s brojnim bolestima kao Sto su
krvozilne, imunosne, metabolicke i neuroloske (Winograd-Katz i sur., 2014), a 32 proteina
adhesoma vezZu se uz proces razvoja zlocudnih tumora (Horton i sur., 2016). Pokazano je i da
promjena ekspresije nekih proteina adhesoma moZe utjecati na osjetljivost stanica tumora na
zracenje, stoga se ciljanje integrina ili ostalih proteina IAC-a moze iskoristiti kako bi se
dodatno povecala osjetljivost tumorskih stanica na postoje¢e protutumorske lijekove i
radioterapiju (Dickreuter i Cordes, 2017; Eke i sur., 2010). In vitro istraZivanja karakteristika
razli¢itih stani¢nih linija karcinoma i njihovih sublinija otpornih na radioterapiju mogu
doprinijeti boljem razumijevanju uloga onih proteina adhesoma koji su uklju¢eni u nastanak
otpornosti stanica.

Cilj ovog diplomskog rada je usporediti sastav adhesoma stani¢ne linije karcinoma
prostate LNCaP i od nje dobivene sublinije otporne na radioterapiju LNCaP RR, metodom
spektrometrije masa, te na temelju dobivenih rezultata bolje razumjeti ulogu proteina
adhesoma ukljucenih u otpornost stanica na radioterapiju i tako doprinijeti mogu¢em razvoju
molekularno ciljane terapije usmjerene prema uspjesnijem lijeCenju pacijenata (Ganguly i
sur., 2013).



2.TEORIJSKI DIO

2.1. TUMORI

Rast i dioba stanice nuzni su procesi za odrzavanje homeostaze u organizmu. Tumor
ili neoplazma je ¢vrsta masa tkiva nastala nekontroliranom proliferacijom stanica (Birbrair i
sur., 2014). Razvoj tumorske stanice iz zdrave, dogada se nakupljanjem nekoliko tumor-
specificnih mutacija (Alberts i sur., 2002) zbog kojih stanica poprima nova bioloSka obiljezja
koja joj pomazu da izbjegne stani¢nu smrt i djelovanje supresora rasta, ali joj istovremeno
omogucuju neograni¢enu replikaciju genetiCkog materijala i autokrinu stimulaciju
proliferacije. Uza sve to, nova bioloSka obiljezja induciraju angiogenezu i poti¢u stanicu na
metastaziranje (Hanahan i Weinberg, 2011). Klinic¢ki gledano, tumori se dijele na zlo¢udne
(maligne) i dobrocudne (benigne). Zlo¢udnost tumora definira se kao sposobnost tumora da
razara okolno tkivo i prodire u njega te mogucnost da metastazira u organizmu putujuci
krvoZilnim ili limfnim sustavom. Tada dolazi do formiranja sekundarnih tumora koje
nazivamo metastaze (Sleeboom i sur., 2018). Zlocudni tumor, ovisno o vrsti stanica iz koje je
nastao, moze biti karcinomom (razvija se iz epitelnih stanica), sarkom (razvija se iz vezivnih
ili miSiénih stanica), tumor hematopoetskih stanica ili tumor stanica Zivéanog sustava
(Alberts i sur., 2002).

2.1.1. Karcinom prostate

Prostata je neparna, pomoc¢na spolna zlijezda kod muskaraca koja okruzuje pocetni dio
mokracne cijevi. Razvoj prostate zapocinje tijekom 10. tjedna embrionalnog Zivota i odvija se
tijekom cijele trudnoc¢e. Nakon toga, razvoj prostate ulazi u mirno razdoblje sve do pocetka
puberteta kada zbog porasta koncentracije hormona testosterona dolazi do njezinog daljnjeg
razvoja. Aktivnost prostate ovisi o prisutnosti muskih spolnih hormona — androgena. Prostata
odraslog muskarca je veli¢ine kestena, a volumen joj varira od 20 do 50 mL. Sekret koji
izluuje ¢ini 30 % ejakulata, a sadrzi spermin, proteaze, kiselu fosfatazu (specificnu za
prostatu), imunoglobuline, prostaglandine, prostata specifi¢ni antigen (PSA) te cink (Samija i
sur., 2010). PSA je glikoprotein specifi¢an za stanice prostate i najée$ce se Kkoristi kao biljeg
za otkrivanje i praenje procesa u prostati. Povisena koncentracija PSA u krvi moze biti jedan
od prvih pokazatelja koji lije¢nika upucuje na moguci karcinom prostate, ali osim analize krvi

(Bell i sur., 2014) vazno je pacijenta uputiti i na biopsiju — postupak pregledavanja male



koli¢ine uzorka prostate (Fujita i Nonomura, 2018; Bell i sur., 2014). Na oshovu pregledanog
tkiva i analize koncentracije PSA u krvi, lijecnik moze postaviti dijagnozu. 1z tih razloga, vrlo
je vazna vrijednost GS (engl. Gleason-Score; GS) koja se dodjeljuje pregledanom tkivu. GS je
zbroj dva najzastupljenija obrasca rasta tumorskih stanica i upucuje na njihovu
diferenciranost. Dobiva se pregledom tkiva koje je obojano hematoksilin-eozinom (HE) pri
¢emu se u stanici jasno razlikuje plavo obojana jezgra od crveno obojane citoplazme (slika 1).
Sto je visa vrijednost GS, to je veéa vjerojatnost agresivnosti tumora i njegovog brzeg rasta pa
tako vrijednost GS 8 — 10 upucuje na slabo diferencirane stanice i na ozbiljniju prognozu
bolesti (Kruslin 1 sur., 2005). Iako klini¢ki vrlo znacajna, vrijednost GS moze predstavljati
ograni¢en pristup zbog heterogenosti uzoraka pacijenata (Seifert i sur., 2019). Patolozi se
prilikom pregleda tkiva mogu posluZiti i imunohistokemijskim metodama kojima detektiraju
prisutnost specificnih stani¢nih antigena. Kod karcinoma prostate najces¢e se koristi
imunohistokemijski marker p63 koji je prisutan u bazalnim stanicama zdrave prostate, ali ga
ne nalazimo u karcinomu (Kruslin i sur., 2005).

(A) (B)

Slika 1. Histoloski prikaz stanica karcinoma prostate nakon HE bojanja; jezgra (plavo) i citoplazma

stanice (crveno). Niza GS vrijednost (A) povezuje se s pove¢nom diferenciranosti stanica dok
povecana GS vrijednost B) ukazuje na smanjenu diferenciranost stanica karcinoma i upucuje na

abnormalni izgled stanica (Prilagodeno prema Kruslin i sur., 2005).

2.1.2. Lijecenje karcinoma prostate

Karcinom prostate spada u skupinu adenokarcinoma — malignih tumora epitelnih
stanica Zlijezde. Obi¢no se javlja kod muskaraca starijih od 50 godina i predstavlja drugi
vode¢i uzrok smrti od svih zlo¢udnih tumora (Ferlay i sur., 2018). Vecina otkrivenih

karcinoma prostate su izlje¢ivi kirurSkim odstranjivanjem, radioterapijom ili kombinacijom



radioterapije i hormonalne terapije ¢ime se postize uspjeSniji terapeutski ucinak zracenja
(Peitzsch i sur., 2016). KirurSkim odstranjivanjem bolesna se prostata odstranjuje parcijalno
ili u potpunosti. Hormonalna terapija (androgena deprivacija) je pristup kojim se nastoji
suzbiti djelovanje muskog spolnog hormona testosterona o kojem je ovisno vise od 80 %
karcinoma prostate. Lucenje testosterona iz testisa je pod utjecajem Zlijezde hipofize,
odnosno, stimulirano je luteiniziraju¢im hormonom (LH). Jedan od pristupa u lijecenju
hormonskom terapijom je kirurSko smanjenje lucenja testosterona pri ¢emu Se odstranjuju
testisi, a s njima i djelovanje testosterona na stanice karcinoma. Drugi pristup je koristenje
razli¢itih hormonskih lijekova poput LH-agonista ili anti-androgenih lijekova koji djeluju na
proizvodnju ili na djelovanje testosterona u organizmu. Hormonalna terapija, u kombinaciji s
kemoterapijom, moze se primijeniti kod pacijenata s metastatskim karcinomom prostate
osjetljivim na hormone, medutim, ne kao dugoro¢an nacin lijeCenja i vrlo Cesto uz smanjenu
vjerojatnost prezivljenja pacijenta (Hofland i sur., 2010). Pojedini oblici karcinoma prostate
spadaju u skupinu androgen-neovisnih oblika i ne reagiraju na hormonalni oblik lijecenja
(Robson i Dawson, 1996). Radioterapija (zracenje) je primjena zraka visoke energije i njihovo
usmjeravanje prema karcinomu, bilo da se radi o primarnom tumoru ili metastazama.
Nuklearna medicina primjenjuje dva naéina zracenja: (1) vanjsku radijaciju i (2) unutarnju
radijaciju (brahiterapija). Kod vanjske radijacije izvor zraCenja dolazi iz uredaja koji je
smjeSten u prostoriji u kojoj se provodi tretman, a zrake putuju iz viSe smjerova prema
Zeljenom mjestu na tijelu pacijenta. Brahiterapija je zracenje kratkog dometa kod kojeg je
radijacijski implatant stavljen u tkivo koje je zahvatio karcinom 1 koje je potrebno ozraciti.
Ova metoda dobra je zbog toga Sto omogucava koristenje vecih doza zracenja (Nag i sur.,

1990).

2.1.3. Otpornost stanica karcinoma prostate na radioterapiju

Radioterapija, ovisno o stadiju karcinoma prostate, u 90 % slucajeva djeluje uspjesno,
medutim, kod pojedinih pacijenata radioterapija moze biti neucinkovita ako stanice karcinoma
prostate razviju otpornost na zracenje. Mehanizam kojim radioterapija ubija stanice raka je
stvaranje dvolancanih lomova u molekuli DNA (engl. Deoxyribonucleic acid; DNA) (Seifert i
sur., 2019). Stanica je zasti¢ena od gubitka informacija specificnom gradom molekule DNA u
kojoj pohranjuje dvije odvojene kopije svih gena i ukoliko dode do osteéenja jednog lanca,
drugi koristi kao predlozak za popravak. Oste¢enje oba lanca molekule DNA koje izaziva
radioterapija vrlo je opasno za stanicu jer izostaje mogucénost koriStenja drugog lanca kao
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predloska. Ako je takvih dvolanc¢anih lomova mnogo, stanica ih nece uspjeti popraviti i
dogada se stani¢na smrt, medutim, ako ih stanica uspije popraviti razli¢itim mehanizmima to
najcesce rezultira pove¢anjem broja kopija gena i/ili njihovim delecijama i moze voditi prema
razvoju otpornosti na radioterapiju (Alberts i sur., 2002; Seifert i sur., 2019). Stoga se ovaj
fenomen otpornosti na radioterapiju povezuje s aktivacijom odredenih signalnih puteva
proliferacije 1 prezivljenja (PI3K/Akt, mTOR), ali i promjenama u signalnim putevima
odgovornim za popravak DNA molekule (Seifert i sur., 2019; King i sur., 2015). Uz
navedeno, subpopulacija tumorskih stanica - maticne stanice raka (engl. Cancer Stem Cells;
CSC) takoder se povezuju s otporno$c¢u na radioterapiju stanica karcinoma s obzirom na to da
imaju povecanu sposobnost diobe i diferencijacije te pojacanu ekspresiju gena odgovornih za
popravak DNA (Cojoc i sur., 2015; Li i Tang, 2011). Otpornost stanica na radioterapiju
povezuje se i s epitelno-mezenhimalnom tranzicijom (engl. epithelial-mesenchymal
transition; EMT). EMT je bioloski proces u kojem epitelna stanica gubi svoju polarnost i
povezanost sa susjednim stanicama te prolazi kroz niz biokemijskih promjena zbog kojih
mijenja svoj fenotip 1 ekspresijski obrazac. Zbog toga poprima karakteristike stanica
mezenhimskog tkiva i stjeCe invazivnu i metastatsku sposobnost (Lamouille i sur., 2014;
Thiery i Sleeman, 2006).

Svim spomenutim mehanizmima, koji doprinose nastanku otpornosti stanica na
radioterapiju, moze se pridruziti joS jedan - stani¢na adhezija (Eke i Cordes., 2015). Taj
proces zahtjeva aktivnost brojnih stani¢nih proteina od kojih se posebno istiCu integrini.
Integrini spadaju u adhezijske proteine koji sudjeluju u gotovo svim stani¢nim procesima, a
njihova uloga u stani¢noj migraciji i invaziji jedna je od najbolje istrazenih u biologiji tumora
(Mitra i Schlaepfer, 2006). Osim toga, i proces proliferacije stanice pod njihovom je
regulacijom. Kod veéine tumora proces proliferacije je dereguliran, medutim, kod nekih
oblika on je i dalje ovisan o integrinima (Assoian i Klein, 2008; Han i sur., 2001; Vellon i
sur., 2005). Kako zapravo integrini utjeCu na prezivljenje tumorskih stanica i Stjecanje
radiorezistencije pitanja su koja mogu dovesti do saznanja o stvarnoj djelotvornosti integrina
kao potencijalnih antagonista tumora (Desgrosellier i Cheresh, 2010). Odgovor na ovakva
mogu dati in vitro istraZivanja razli¢itih stani¢nih linija karcinoma i njihovih sublinija
otpornih na radioterapiju. Usporedba karakteristika ovih linija vodi k boljem razumijevanju
onih proteina koji su ukljuceni u otpornost stanica na zracenje, ali i otvara mogucnost razvoja
ciljane terapije za bolji ishod u lije¢enju pacijenata koji boluju od karcinoma prostate (Seifert
i sur., 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Desgrosellier%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20029421
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2.1.4. Stani¢ne linije karcinoma prostate kao model za istrazivanje

Stanice izolirane iz tkiva Covjeka i uzgojene u umjetnoj hranjivoj podlozi u
laboratoriju ¢ine primarnu stani¢nu kulturu ¢iji je zivotni vijek ogranicen, a dijelimo je na (1)
suspenzijsku, kada stanice rastu slobodno u hranjivoj podlozi te (2) adherentnu, kod koje
stanice rastu pricvrS¢ene za podlogu. Subkultivacijom, primarna stani¢na kultura postize
svojstva stani¢ne linije koja se dijeli na kona¢nu i kontinuiranu. Konaé¢ne stani¢ne linije imaju
ogranicen broj dioba (20 — 80) dok se kontinuirane dijele beskona¢no i ¢esto uz promijenjenu
morfologiju stanice (Freshney, 2000). Najcesc¢e koriStene stani¢ne linije U iStrazivanjima
karcinoma prostate su DU145 (metastatske stanice karcinoma prostate izolirane iz mozga),
PC-3 (metastatske stanice karcinoma prostate izolirane iz kosti) i LNCaP (metastatske stanice
karcinoma prostate izolirane iz limfnog ¢vora) koje se medusobno razlikuju. LNCaP je
androgen ovisna stani¢na linija dok su PC3 i DU145 androgen-neovisne stani¢ne linije
(ATCC, 2020). Isto tako, PC3 stani¢nu liniju karakterizira visok metastatski potencijal koji je
kod DU145 umjeren, a kod LNCaP vrlo nizak (Lima i sur., 2018). IstraZzivanje u ovom
diplomskom radu napravljeno je na stani¢noj liniji LNCaP.

LNCaP klon, 1977. godine, izolirali su Horoszewicz i suradnici (1983) biopsijom
lijevog, supraklavikulranog limfnog ¢vora pedesetogodiSnjeg pacijenta. Pacijent je bio bijelac
(krvne grupe B+) i imao je dijagnozu metastatskog oblika karcinoma prostate. Stani¢na
kultura LNCaP je adherentna, a stanice rastu uglavnom vrlo polako, pojedina¢no ili u obliku
slabo pri¢vrséenih klastera (slika 2) (ATCC, 2020). LNCaP stanice osjetljive su na androgen
(5-alfa-dihidrotestosteron) koji poti¢e njihov rast i proizvodnju specifiénog enzima Kisele
fosfataze (Horoszewicz i sur., 1983). Stani¢ne linije karcinoma prostate predstavljaju vazan
modelni sustav za proucavanje i razumijevanje promjena na molekularnoj razini stanice koje

doprinose otpornosti na radioterapiju (Seifert i sur., 2019).



(A) (B)
Slika 2. Prikaz LNCaP stani¢ne kulture. (A) Mala gusto¢a adherentnih stanica uzgojenih u kulturi. (B)

Vrlo gusto uzgojena kultura adherentnih stanica (Prilagodeno prema ATCC-u, 2020).

2.2.1. lzvanstani¢ni matriks

Izvanstani¢ni matriks (ECM) je dinami¢na, trodimenzionalna mreza makromolekula
tekuce, polu-tekuce ili krute konzistencije koju izluCuje stanica (Alberts i sur., 2014). ECM
sluzi kao supstrat na koji se stanica povezuje specificnim proteinskim strukturama te se putem
tih struktura istovremeno izgraduje i modelira (Geiger i Yamada, 2011). Osim toga, ima
funkciju mehani¢ke potpore tkivu, a izvor je i faktora rasta i brojnih signalnih molekula
nuznih za pokretanje biokemijskih i biomehanickih puteva u stanici (Theocharis i sur., 2016;
Frantz i sur., 2010). Medudjelovanjem stanice i ECM-a regulira se orijentacija i remodeliranje
stani¢nog citoskeleta, a to je vazno kako bi stanica mogla osjetiti i reagirati na promjene u
okolini (Alberts i sur., 2014).

Sastav ECM-a vrlo je slozen i moZe znacajno varirati, ali osnovne komponente su (1)
kolagen, (2) adhezijski glikoproteini (laminin, fibronektin, vitronektin), (3) proteoglikani i (4)
elasti¢na vlakna (Theocharis i sur., 2016; Michel i sur., 2010). Navedene molekule unutar
ECM-a organizirane su kao intersticijski matriks (izvanstani¢ni matriks) i kao bazalha
membrana (slika 3) (Barber i sur., 2014). Intersticijski matriks nalazi se izmedu stanica i S
obzirom na to da je graden od vlaknastih proteina i proteoglikana, djeluje kao zastita
stanicama od vanjskog pritiska (Alberts i sur., 2002). Bazalna membrana je tanak sloj ECM-a

koji je u izravnom kontaktu s epitelnim stanicama i sluzi im kao sidriSte u vezivno tkivo.



Gradena je pretezno od mreze laminina i kolegena tipa IV (Glentis i sur., 2014). Uz to,
bazalna membrana je vazna i u odrzavanju stani¢ne polarnosti i mehanicka je barijera koja
sprjecava $irenje primarnog tumora u okolna tkiva, odnosno, sprjecava proces EMT (Kelley i
sur., 2014; Yurchenco i sur., 2011).
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Slika 3. Pojednostavljeni prikaz organizacije molekula ECM-a. Intersticijski matriks (izvanstani¢ni
matriks) okruZuje stanice, a bazalna membrana proteZe se ispod epitelnih stanica (Prilagodeno prema
Barber i sur., 2014).

Proteoglikani su strukturno i funkcionalno vrlo vazne biomakromolekule ECM-a
(Theocharis i sur., 2016), a mozemo ih, ovisno o tome gdje se nalaze, podijeliti na
unutarstanic¢ne, izvanstani¢ne, proteoglikane s povrSine stanice i na one koji grade bazalnu
membranu (lozzo i Schaefer, 2015). Gradeni su od proteinske srZi na koju je povezan jedan ili
viSe istih/razli¢itih lanaca glikozaminoglikana (GAG) — dugih polisaharidnih lanaca koji se
medusobno razlikuju po molekulskoj masi, disaharidima od kojih su gradeni i po tome jesu i,
i u kojem omjeru sulfatirani (Caligur, 2008). Postoji nekoliko vrsta GAG molekula:
hijaluronska kiselina, heparan sulfat, dermatan sulfat i hondroitin sulfat (Theocharis i sur.,
2010). Hijaluronska kiselina specifi¢na je po tome S$to jedina nije sulfatirana i Sto vezZe velike
koli¢ine vode i tako unutar intersticijskog matriksa stvara strukturu gela koju stanica koristi
kao zaStitu od vanjskih kompresija (Theocharis i sur., 2016). Kolagen je protein vrlo
zastupljen u ECM-u vezivnog tkiva koji osigurava clasti¢nost. Nalazimo ga u 27 razli¢itih
oblika, a najznacajniji su kolagen tipa I, I, Il i IV ( Di Lullo i sur., 2002). Fibronektin je
glikoprotein ECM-a koji se sastoji od nekoliko domena s kojima se povezuje na kolagen,
proteoglikane, elasti¢na vlakna, ali i na integrine (Theocharis i sur., 2016) koji ih prepoznaju



po specifiénoj aminokiselinskoj sekvenci (Pierschbacher i Ruoslahti, 1984). Laminini su
veliki glikoproteini koji ulaze u interakciju s ostalim komponentama ECM-a, ali i s
receptorima na stanici i tako utjecu na diferencijaciju, migraciju stanica i stani¢nu adheziju
(Hallman i sur., 2005).

2.2.2 Adhezija stanica

Adhezija stanica je proces koji podrazumijeva uspostavljanje kontakta izmedu stanica
i/ili izmedu stanica i sastavnica ECM-a (Alberts i sur., 2002). Zbog toga, Stani¢na adhezija
ima vrlo vaznu ulogu u razvoju trodimenzionalne strukture tkiva, odrzavanju homeostaze
(Sumigray i Lechler, 2015) i odgovoru stanice na signale iz okoline (Gumbiner, 1996).
Nastaje kao posljedica interakcija adhezijskih molekula na povrsini stanice (engl. Cell-
Adhesion Molecules; CAMs) koje mozemo podijeliti na: integrine, kadherine, selektine i
superporodicu imunoglobulina (Albert i sur., 2014). CAMs su transmembranski proteini, i
osim $to se izvanstani¢nim dijelom povezuju na proteine okolnih stanica ili sastavhice ECM-
a, citoplazmatskim dijelom se povezuju na stani¢ni citoskelet (aktinski filamenti,
intermedijarni filamenti, mikrotubuli) (Alberts i sur., 2014; Ginsberg, 2014). Integrini,
kadherini, selektini i imunoglobulini medusobno imaju razlicite funkcije i razli¢ite afinitete
prema ligandima. Tako se, primjerice, kadherini i imunoglobulini povezuju isklju¢ivo s
istovrsnim proteinima (homofilne interakcije) dok se integrini i selektini povezuju sa svim
vrstama CAM-a (heterofilne interakcije) (Alberts i sur, 2014).

Dominantni proteini u interakciji dvije stanice su kadherini koji mogu biti povezani na
intermedijarne filamente pa stvaraju strukture pod nazivom dezmosomi ili na aktinske
filamente pa stvaraju strukture pod nazivom adherentna veza. Osim toga, proteini stani¢ne
adhezije mogu uspostaviti i neke druge strukture poput ¢vrste i tijesne veze (slika 4). One su
stanici vrlo vazne jer joj omogucuju lakSu regulaciju protoka molekula, njihov transport i
difuziju (Bloemendal i Kick, 2013; Evans i Martin, 2002). Integrini dominiraju u stanica-
ECM interakciji i veZzu se na aktinske filamente pa stvaraju fokalne adhezije ili na
intermedijarne filamente pa stvaraju hemidezmosome kojima se stanica povezuje na bazalnu
membranu (slika 4) (Alberts i sur., 2014).



Cwrsta veza — mjesta formiranja

CVRSTA VEZA
barijere za prolazak molekula
Adherentna veza — povenica
aktinskih filamenata iz dvije stanice
ADHEZLIA POSREDOVANA
KADHERINIMA
Dezmosom — poveznica
intermedijarnih filamenata iz dvije
stanice
TUESNA VEZA
Tijesna veza — kanal za izmjenu
molekula i iona topljivih u vodi
ADHEZIJA POSREDOVANA
INTEGRINIMA

Fokalna adhezija — poveznica Hemidezmosom — poveznica izmedu

izmedu aktina i ECM-a intermedijarnih filamenata i ECM-a

Slika 4. Prikaz adhezijskih struktura nastalih posredstvom CAMs (Prilagodeno prema Alberts i sur.,
2014).

Dakle, molekule stani¢ne adhezije omoguéuju blisku povezanost epitelnih stanica, ali i
njihovo usidravanje u bazalnu membranu. Za razliku od epitelnih, stanice mezenhima
morfoloski su drugadije i karakterizira ih manjak spomenutih adhezijskih struktura (Yeldag i
sur., 2018; Thiery i Sleeman, 2006). Epitelno-mezenhimalna tranzicija obicajen je bioloski
proces tijekom embriogeneze i tijekom zacjeljivanja rana. U isto vrijeme, u bolestima kao $to
su tumori, pomaze stanicama da budu invazivne i da steknu metastatsku sposobnost
(Lamouille 1 sur., 2014; Thiery i Sleeman, 2006). Osim toga ukljuen je i u stjecanje
otpornosti tumorskih stanica na radioterapiju (poglavlje 2.1.3.). EMT zapoc¢inje gubitkom
adhezijskih struktura izmedu dvije stanice kao S$to su tijesne, adhezijske i Cvrste veze ili
dezmosomi (slika 5). Zapravo, primijeeno je da su dva oblika kadherina razlicito
eksprimirani u epitelnim i mezenhimalnim stanicama. E-kadherini, proteini adherentne veze,
eksprimirani su na epitelnim stanicama, ali gube se tijekom procesa EMT i zamjenjuju s N-
kadherinima te stanica stjeCe sposobnost invazivnosti (Lamouille i sur., 2014; Wheelock i
sur., 2008; Yang i Weinberg, 2008).

Drugim rije¢ima, razumijevanje stani¢ne adhezije obuhvatit ¢e i razumijevanje ovog
bioloSkog procesa i njihove zajedni¢ke uloge u razvoju stani¢ne otpornosti na zracenje

(Fischer i sur., 2015; Zheng i sur., 2015).
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Slika 5. Pojednostavljeni prikaz epitelno-mezenhimalne tranzicije (EMT) tijekom koje epitelna stanica
poprima karakteristike mezenhimalne stanice i postaje invazivna (Prilagodeno prema Yanyuan i sur.,
2016).

2.2.3. Integrini

Integrini su adhezijski glikoproteinski receptori sastavljeni od a i B podjedinice. Do
danas je poznato 18 razliCitih a- 1 8 P—podjedinica koje se povezuju u 24 razlicita afj—
heterodimerna proteina. Svaka podjedinica integrina sastoji se od transmembranske domene i
kratkog citoplazmatskog repa (Ginsberg, 2014). Integrini se medusobno razlikuju prema
ligandima ECM-a s kojima ulaze u interakcije (slika 6) pa ih sukladno tome moZemo
podijeliti na (1) receptore laminina (a3p1, a7p1, a6B1 i a6p4), (2) receptore kolagena (alpl,
a2pB1, al0B1, al1pl), (3) receptore specificne za leukocite (integrini B2, a4p1, a4p7, aER7) te
(4) RGD-receptore (avp1, avB3, avp5, avp6, avp8, a5p1, a8B1 i allbp3). RGD receptori

prepoznaju specifican slijed aminokiselina (arginin—glicin—aspartat) prisutan u mnogim

proteinima koji izgraduju ECM (fibronektin, kolagen, vitronektin) (Barczyk i sur., 2010).
Stanica koristi integrine da se pomoc¢u njih ¢vrsto prihvati za ECM, kao poveznicu
izmedu ECM-a i stani¢nog citoskeleta te kao poveznicu izmedu dvije stanice. Odgovorni su
za razliCite procese u stanici kao Sto su stani¢ni rast i prezivljenje, diferencijacija,
reorganizacija citoskeleta i stani¢na migracija. Bez tih aktivnosti razvoj i regeneracija tkiva,
angiogeneza, imunoloski odgovor stanice i odrZavanje homeostaze ne bi bio mogué
(Ginsberg, 2014; Anderson i sur., 2014). Sve to, integrini mogu obavljati zbog sposobnosti da
provode signal u dva smjera: iz stanice u okolinu (engl. inside-out) i iz okoline u stanicu
(engl. outside-in) (Kim i sur., 2003). Aktivacija integrina je proces tijekom kojeg integrin
putem ova dva mehanizma mijenja svoju konformaciju, a time i afinitet prema sastavnicama

ECM-a. Inside-out i outside-in mehanizmi razlikuju se po tome Sto je kod inside-out
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signalizacije glavni pokreta¢ konformacijskih promjena stanica koja to ¢ini vezanjem
proteina, uglavnom talina i kindlina, na citoplazmatski rep integrina (Takagi i sur., 2001,
Vinogradova i sur., 2002; Morse i sur., 2014), a kod outside-in signalizacije tu promjenu
poti¢e sam integrin nakon vezanja za sastavnice ECM-a (Arnaout i sur., 2005; Chen i sur.,
2006; Zhu i sur., 2007). Proces aktivacije integrina zavrSava stvaranjem integrinskih klastera
(tzv. nakupljanje integrina) i stvaranjem kompleksa adhezije integrina sastavljenim od velikog
broja proteina na citoplazmatskoj strani integrinskog heterodimera (Anderson i sur., 2014).

& ¢ @ G

RECEPTORI RECEPTORI RECEFTORI
SPECIFICNI ZA KOLAGENA RGD -RECEPTORI AMININA
LEUKOCITE

Slika 6. Prikaz preferencije vezanja podjedinica integrina prema sastavnim molekulama ECM-a

(Prilagodeno prema Das i sur., 2017).

2.2.4. Adhezija posredovana integrinima

ECM i stanica povezani su specificnim proteinskim strukturama — adhezijama od kojih
velik broj nastaje posredstvom integrina (engl. Integrin Adhesion Complexes; 1AC).
Sastavljanje 1AC-a posljedica je aktivacije integrina koja se dogada u nekoliko koraka, a
zapocinje vezanjem integrinske podjedinice na sastavnicu ECM-a. Nakon uspostavljene

interakcije, formiraju se integrinski klasteri, a zatim slijedi regrutiranje brojnih citoskeletnih,
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strukturnih i signalnih proteina oko citoplazmatskog repa integrina s ciljem reorganizacije
stani¢nog citoskeleta i prijenosa informacija iz okoline u stanicu (Das i sur., 2017).

Kompleksi adhezije temeljeni na integrinima razlikuju se medusobno po
molekularnom sastavu proteina, ali i po tipu integrinskih podjedinica koje sudjeluju u
nastanku IAC-a (Humphries i sur., 2015). Ova raznolikost primijecena je kod razli¢itih tipova
stanica, zbog razli¢itog sastava ECM-a koji ih okruzuje, ali i ovisno o dijelu stanice koji
promatramo (Horton i sur., 2015). Brojne funkcionalne i morfoloSke analize definirale su
nekoliko glavnih oblika IAC-a: (1) nascentne adhezije (NA), (2) fokalni kompleksi (FC), (3)
fokalne adhezije (FA), (4) fibrilarne adhezije (FB), (5) podosomi i invadopodiji, (6)
hemidezmosom i (7) retikularne adhezije (Lock i sur., 2018; Walko i sur., 2015; Zaidel-Bar i
sur., 2007; Beningo i sur., 2001).

2.2.4.1. Nascentne adhezije, fokalni kompleksi, fokalne adhezije i fibrilarne adhezije

NA i FC su male prolazne strukture koje se sastavljaju i rastavljaju (engl. turning
over) tijekom nekoliko minuta i moze se reci da "ispituju" lokalni ECM prije nego se rastave
ili sazriju u stabilnije strukture poput FA. NA najmanje su adhezijske strukture (Aleksandrova
i sur., 2008; Choi i sur., 2008). Nalaze se u blizini izduZenih dijelova stani¢cne membrane
(filopodiji, mikrovili) koje stanica uspostavlja kako bi mogla migrirati (slika 7) (Sun i sur.,
2014). Sastavljanje i stabilnost NA usko se povezuje s polimerizacijom aktina u stanici
(Aleksandrova i sur., 2008). FC, takoder nastaju na periferiji stanice (Slika 7), ali nesto blize
samom srediStu u odnosu na NA (Zaidel-Bar i sur., 2003; Nobes i Hall, 1995). Njihov rast i
produljenje u FA odvija se po predloSku aktinskog citoskeleta koji odrzava stabilnost i pruza
potporu stanici tijekom stvaranja izduZenih dijelova membrane (Choi i sur., 2008; Bartles,
2000). FB su duge i stabilne strukture smjesStene joS blize srediSnjem podrucju stanice (slika
7) (Zaidel-Bar i sur., 2004), a bogate su snopovima fibronektina in vivo, integrinom a5p1 i

proteinom tenzinom (Zamir i sur., 1999).
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Slika 7. Prikaz smjeStaja adhezijskih struktura unutar migriraju¢e stanice (Prilagodeno prema
Anderson i sur. 2014).

SMJER MIGRACIJE

Fokalne adhezije (FA) su vrlo dinamicne 1 sloZene proteinske strukture koje povezuju
ECM i aktinski citoskelet (Geiger i Yamada, 2011). Unutar stanice smjeStene su na krajevima
aktomiozinskih filamenata nazvanih stresne niti (engl. stress fibers) (slika 7 i slika 8) ¢ija je
funkcija da rastezanjem i uspostavljenjem napetosti stvaraju kontrakcije koje stanica koristi za
polarizaciju i migraciju. FA su signalizacijsko srediSte koje integrinima sluzi za prijenos
signala iz okoline u stanicu vaznih za regulaciju brojnih funkcija poput rasta, ekspresije gena
ili prezivljenja (Adams, 2002; Cukierman i sur., 2002). Integrini u FA imaju vaznu ulogu jer
oko svog citoplazmatskog repa, izravno ili neizravno, regrutiraju brojne proteine poput talina
(Burridge i Connell, 1983), paksilina (Turner i sur., 1990), vinkulina (Geiger, 1979) i alfa-
aktinina (Lazarides i Burridge, 1975). FA nastaju sazrijevanjem NA ili FC ako dode do

aktivacije integrina (Case i sur., 2016).

Slika 8. Prikaz fokalnih adhezija u stanicama vezivnog tkiva embrija Stakora. Aktomiozinski filamenti

(crveno) i vinkulin (Zuto) (Prilagodeno prema: Catherine Nobes & Alan Hall. CCO 1.0 Universal).
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2.2.4.2. Podosomi i invadopodiji

Podosomi su aktinom bogate, prstenasto oblikovane adhezijske strukture, uglavnom
prisutne kod stanica koje migriraju brzo (Gimona i sur., 2008). Njihov molekularni sastav vrlo
je slican onom kod FA, ali njihova rasprostranjenost u stanici se razlikuje. Podosomi su
prisutni oko podrucja stanicne membrane i uglavnom se pojavljuju povezani u strukture nalik
rozeti, ali mogu biti prisutni i kao pojedinacne strukture (Seetharaman i Etienne-Manneville,
2019). Invadopodiji su vrlo sli¢ni, ali su karakteristi¢ni za invazivne tumorske stanice (Linder,
2009; Gimona i sur., 2008). Njihova rasprostranjenost sli¢cna je kao i kod podosoma, duz
staniéne membrane (Block i sur., 2008). Podosomi i invadopodiji razlikuju se po svojoj
sposobnosti da djeluju kao lokalna mjesta razgradnje ECM-a regrutiranjem metaloproteinaza
(Linder i sur., 2009).

2.2.4.3. Hemidezmosomi i retikularne adhezije

Hemidezmosomi i retikularne adhezije se po svom sastavu u potpunosti razlikuju od
prije spomenutih adhezija pa ih stoga opisujemo odvojeno, iako su hemidezmosomi poznati
ve¢ desetlje¢ima (Walko et al., 2015), a retikularne adhezije su otkrivene tek nedavno, to¢nije
2018. godine (Lock i sur., 2018). Hemidezmosomi su jos jedna vrsta IAC-a koja omogucuje
stabilnu adheziju bazalnih epitelnih stanica na bazalnu membranu. Srz ovih kompleksa ¢ini
integrin a6PB4 i Pla izoforma citoskeletnog vezujuceg proteina plektina Koji je poveznica
adhezijske strukture s intermedijarnim filamentima (Walko 1 sur., 2015). Zanimljivo,
podjedinica integrina 4 povezuje se isklju¢ivo s podjedinicom a6 (Eke 1 sur., 2018), a
posebna je i po znacajno vecoj duljini citoplazmatskog repa u odnosu na ostale  podjedinice
(Walko i sur., 2015). Jos jedna vrsta IAC-a su retikularne adhezije (RA) koju stvara integrin
avB5 u odsutnosti talina i F-aktina. Dinamika razvoja i odrzavanja RA kao i njezina
morfologija, ¢ine je posebnom u odnosu na ostatak integrin posredovanih adhezijskih
struktura. RA jedine su adhezijske strukture koje opstaju tijekom mitoze i tako osiguravaju

sidrenje stanice u ECM S§to je neophodno za u¢inkovitu stani¢nu diobu (Lock i sur., 2018).

2.2.5. Adhesom integrina

Ukupni proteini koji ¢ine IAC joS§ se nazivaju adhesom integrina ili skra¢eno samo
adhesom (Anderson i sur., 2014). Horton i suradnici (2015) proucavali su sastav adhesoma

stanica koje su bile nasadene na fibronektinu i na temelju podataka dobivenih iz nekoliko
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laboratorija definirali su meta-adhesom. Navedeni pojam oznafava sve proteine Koji su
pronadeni kao dio adhesoma kod stanica uzgojenih na fibronektinu, a radilo se o preko 2000
proteina. Budu¢i da su stanice uzgajane na fibronektinu, dobiveni podaci odnosili su se
uglavnom na adhesome integrina aVB3 i a5B1 koji se povezuju na fibronektin (Horton i sur.,
2016). Dodatno, definirali su i 60 najcesc¢e zastupljenih proteina u adhesomu koje su nazvali
konsenzus adhesom, odnosno, srz IAC-a koja je smjeStena izmedu Cetiri osi proteina: (1)
ILK-PINCH-kindlin, (2) FAK—paksilin, (3) talin—vinkulin i (4) a-aktinin—ziksin—\VVASP.
Integrini nemaju kataliticku aktivnost pa su ovisni o regrutiranju brojnih stani¢nih
proteina koji im omogucuju prijenos signala u/iz stanice (Anderson i sur., 2014). Najbolje
istrazena adhezijska struktura temeljena na integrinima je FA i unutar nje razlikujemo
skeletne, strukturne i signalne proteine koje jednim imenom nazivamo adaptor proteinima. Svi
adaptor proteini ulaze u interakcije jedni s drugima i tako su direktno ili indirektno povezani s
integrinima (slika 9). Iako su im funkcije vrlo razli¢ite, svi proteini povezni su u kompleksnu

mrezu interakcija (Legate i Fassler, 2009). Signalni_adaptor proteini_odgovorni su za

prijenos informacija u stanici i aktivaciju to¢no odredenih signalnih puteva nizvodno od
integrina. Proteini koji spadaju u ovu skupinu su uglavnom kinaze poput Src (engl. Src family
kinase; SFK) , ILK (engl. integrin linked kinase; ILK) ili FAK (engl. Focal Adhesion Kinase;
FAK) (Arias-Salgado i sur., 2005; Ahmed i sur., 2002; Eliceiri i sur., 2002; Chen i sur., 2000;
Hannigan i sur., 1996;). Skeletni adaptor_proteini poput paksilina ili kindlina 2 povezuju

integrine i ostale adaptor proteine (Moser i sur., 2008; Han i sur., 2006; Fagerholm i sur.,

2005), a strukturni adaptor proteini izravna su poveznica integrina i aktinskog citoskeleta

(F-aktin). U ovoj su skupini proteini poput filamina, tenzina, alfa-aktinina i talina
(Calderwood i sur., 2003; 2001; 1999; Otey i sur.,1993). Ukratko, mreza interakcija unutar
adhesoma vrlo je slozena i dinami¢na, a regulirana je stani¢nom signalnom maSinerijom
(Geiger i Yamada, 2011). U nastavku poglavlja slijedi opis nekoliko najvaznijih proteina

adhesoma, njihove osnovne uloge i povezanost s razli¢itim oblicima tumora.
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IZVANSTANICNI
MATRIKS

AKTIN

Slika 9. Pojednostavljeni prikaz nekoliko osnovnih proteina IAC-a, izravno i neizravno povezanih na
integrinsku podjedinicu i aktinski citoskelet; paksilin, kindlin, alfa-aktinin, talin, parvin, vinkulin,
kinaza fokalne adhezije (FAK), integrin vezujuéa kinaza (ILK), PINCH (Prilagodeno prema
Durrant i sur., 2017).

2.2.5.1. ILK-PINCH

ILK i PINCH dva su vrlo zastupljena proteina fokalnih adhezija koji ulaze u
interakciju i formiraju kompleks ILK-PINCH. PINCH je protein koji nema enzimsku
aktivnost stoga ima ulogu posrednika brojnih molekulskih interakcija u fokalnim adhezijama
(Tu i1 sur., 1999; Wu, 1999). ILK je, suprotno tome, protein koji u svojoj strukturi ima tri
domene (Sedgwick and Smerdon, 1999; Wu, 1999): domenu za fosforilaciju, domenu za
povezivanje s proteinom PINCH i domenu za interakciju s f podjedinicom integrina (B1, B3
ili B5) (Hannigan i sur., 1996). Osim autofosforilacije u in vitro uvjetima (Delcommenne i
sur., 1998; Hannigan i sur., 1996), otkriveno je da ILK u stanici vrsi i fosforilaciju proteina
PKB/AKkt, glavnih proteina Akt signalnog puta (Delcommenne i sur., 1998; Hannigan i sur.,
1996). Ova reakcija vrlo je znacajna s obzirom na to da se deregulacija proteina Akt povezuje
s razvojem tumora (Mahajan i Mahajan, 2012), a povecana aktivnost Akt signalnog puta
povezuje se s EMT i metastaziranjem stanica (Xue i Hemings, 2013). Na temelju ovih
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saznanja, nije neobi¢no §to su Wu i suradnici (1998) mnogo ranije uspjeli dokazati da

pojacana ekspresija proteina ILK u epitelnim stanicama potice njihovu tumorigenost in vivo.

2.2.5.2. Kindlin

Kindlini su proteini koji se nalaze u fokalnim adhezijama i fokalnim kompleksima
(Ussar i sur., 2006), a nalazimo ih u tri izoforme (Plow i sur., 2016). Sudjeluju u regulaciji
prijenosa signala u/iz stanice (Montanez i sur., 2008), a djeluju i kao poveznica integrina s
aktinskim citoskeletom (Shi i sur., 2007; Ussar i sur., 2006; Tu i sur., 2003). Kindlini se
smatraju koaktivatorima u talin-potpomognutoj aktivaciji integrina zato $to se povezuju na
citoplazmatski dio B3 integrinske podjedinice, reduciraju njezinu fleksibilnost i pospjeSuju
vezanje talina i drugih adaptor proteina (Yan-Qing i sur., 2008). Primijeceno je da je
ekspresijski obrazac kindlina u tumorskim stanicama covjeka drugaciji u odnosu na zdrave
stanice (Plow i sur., 2016), a protein kindlin-2 moZe se povezati s nastankom gotovo svih

obiljezja tumorskih stanica (Sossey-Alaoui i sur., 2016).

2.2.5.3. Talin

Talin je protein stani¢nih adhezija koji ima klju¢nu ulogu u aktivaciji integrina i u
povezivanju stani¢nog citoskeleta (F-aktin) s integrinima (Monkley i sur., 2000), a u stanici se
pojavljuje u dvije izoforme (Gough i Goult, 2018). Talin je sastavljen od nekoliko domena
pomocu kojih se povezuje na B integrine, aktinske filamente i vinkulin (Calderwood i sur.,
2013; Schoenwaelder i Burridge, 1999; Pfaff i sur., 1998; Knezevic i sur., 1996). Osim s njim,
ulazi i u interakciju s proteinima KANK (engl. kidney ankyrin repeat containing; KANK),
FAK, paksilin i kindlin (Goult i sur., 2018). lako mu je primarna funkcija vezanje na aktin,
nedavno je otkriveno kako je talin vazan i za organizaciju mikrotubula na mjestima nastanka
FA i to putem interakcije s proteinima KANK (Chen i sur., 2018; Bouchet i sur., 2016; Sun i
sur., 2016). Kindlini i talini ulaze u interakciju tijekom vezanja na citoplazmatski rep 3
podjedinice gdje sinergisticki sudjeluju u regrutiranju ostalih adaptor proteina uklju¢enih u
aktivaciju integrina (Calderwood i sur., 2013; Yan-Qing i sur., 2008). Veza aktinskog
citoskeleta i integrina klju¢na je za stanicnu adheziju i migraciju stoga se deregulirana
ekspresija proteina talinl povezuje s povecanom adhezijom, migracijom i invazijom kod

stanica karcinoma prostate koju su primijetili Sakamoto i suradnici (2009).
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2.2.5.4. Vinkulin

Vinkulin je protein fokalne adhezije koji nema enzimsku aktivnost, ali je esencijalan
za njezino sazrijevanje i odrzavanje stabilnosti i ¢vrsto¢e (Dumbauld i sur., 2013; Diez i sur.,
2011; Humphries i sur., 2007; Saunders i sur., 2006). Uz navedeno, omoguc¢ava i mehani¢ku
osjetljivost fokalne adhezije (Plotnikov i sur., 2012), sudjeluje u regulaciji reorganizacije
aktinskog citoskeleta (Thievessen i sur., 2013) i u regulaciji stani¢ne smrti (Subauste i sur.,
2004). Do danas je poznato da ulazi u interakciju s vise od 14 razlicitih proteina poput talina
(Burridge i Mangeat, 1984), alfa-aktinina (Otey i sur., 1993) i paksilina (Turner i sur., 1990).
Primjerice, mehani¢ka osjetljivost fokalne adhezije posljedica je njegove interakcije s
paksilinom (Plotnikov i sur., 2012), a ¢vrstoca fokalne adhezije posljedica je interakcije s
talinom (Dumbauld i sur., 2013). Tijekom sazrijevanja fokalnih adhezija, vinkulin je
regrutiran u inaktivnom obliku i povezan na fosforilirani paksilin. Tek nakon vezanja talina,
vinkulin se aktivira i poCinje obavljati ranije nabrojane funkcije. Upravo zato se talin smatra
glavnim u lokalizaciji i aktivaciji vinkulina (Case i sur., 2016). Kao i kod proteina spomenutih
u prethodnim odlomcima, i ovdje postoji veza izmedu deregulirane ekspresije i progresije

tumorskih stanica koju su Shi 1 suradnici (2018) primijetili kod karcinoma gusterace.

2.2.5.5. Paksilin i FAK

B1 integrin-ovisna signalizacija ne bi bila moguca bez proteina FAK i paksilina (Chen
I sur., 2000). FAK je protein iz skupine tirozin kinaza koji se aktivira autofosforilacijom kao
odgovor na povezivanje stanice s ECM-om (Siciliano i sur., 1996; Burridge i sur., 1992).
Autofosforilacija proteina FAK kao i fosforilacija paksilina medusobno su uskladeni procesi,
a oba proteina veZu se na istu regiju B1 podjedinice (Chen i sur., 2000; Schaller i sur., 1992).
Unutar migrirajuce stanice, aktivirani FAK smjeSten je u njezinom prednjem dijelu gdje
regulira sastavljanje i rastavljanje fokalnih adhezija (Hu i sur., 2014). Paksilin je citoskeletni
protein koji nema enzimsku aktivnost, ali se ponaSa kao adaptor protein zbog vezujucih
mjesta za druge proteine i tako uspostavlja vezu izmedu ECM-a i aktinskog citoskeleta
(Turner i sur., 1990). Osim Sto ulazi u interakciju s FAK/Src kompleksom i tako se aktivira,
veze se i na adaptor proteine poput vinkulina i proteina Crk (Brown i Turner, 2004; Schaller,
2001; Turner, 2000). FAK i paksilin usko se veZu uz tumore. Primije¢eno je da se pojacana
ekspresija proteina FAK pojavljuje kod razli¢itih oblika tumora (debelo crijevo, pluca, dojka,
vrat i glava), a povezuje se i s migracijom, adhezijom i invazijom metastatskih stanica (Itoh i

sur., 2004; Miyazaki i sur., 2003). Paksilin je pak vrlo podlozan akumulaciji mutacija koje
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mogu uzrokovati razvoj zlocudnih tumora (Deakin i sur., 2012; Short i sur., 2007) $to je
primije¢eno kod karcinoma plu¢a (Jagadeeswaran i sur., 2008), melanoma (Velasco-

Velazquez i sur., 2008), ali i kod karcinoma prostate (Sen i sur., 2012).

2.2.5.6. a-aktinin, ziksin i VASP

VASP i ziksin su proteini koji se povezuju direktno na aktin, reorganiziraju ga i
kataliziraju njegovu polimerizaciju (Wu i Gunst, 2015; Rottner i sur., 2001; Drees i sur.,
2000). Njihova regrutacija dogada se u nesSto kasnijim fazama sazrijevanja fokalne adhezije
nego primjerice regrutacija vinkulina i paksilina (Choi i sur., 2008). a-aktinin je citoskeletni
protein izravno povezan i s Bl podjedinicom integrina (Otey i sur., 1993), a u stanicama se
nalazi u ¢etiri izoforme (Trulsson i sur., 2011). Odsutnost a-aktinina ocituje se u neobi¢no
kratkim i neorganiziranim aktinskim filamentima (Choi i sur., 2008). Proteini VASP i ziksin
mogu se povezati s nastankom i razvojem tumora. Tako je, primjerice, kod karcinoma
prostate primijeCeno da je upravo interakcija ziksina s tumor supresorom (Myopodin)
esencijalna za sprjeavanje progresije tumorskih stanica. Bez uspostave te interakcije, tumor
supresor ne moze djelovati, odnosno, javlja se deregulacija stani¢ne pokretljivosti i
invazivnost stanica (Lin i sur., 2001; Yu i sur., 2006). Ekspresija proteina VASP, za razliku
od vecine spomenutih proteina, nije deregulirana u tumorskim stanicama, ve¢ je jednako
visoka kao i u onim zdravim. Iznimka je jedino karcinoma plu¢a kod kojeg je ta ekspresija
bila povecana u odnosu na zdrave stanice (Dertsiz i sur., 2005). lako njegova razina ekspresije
nije najbolji biljeg tumorskih stanica, njegova fosforilacija na to¢no odredenoj aminokiselini
(Ser (157)) pokazala se potencijalno dobrim biljegom za predvidanje metastatskih stanica

karcinoma prostate (Hasegawa i sur., 2008).

2.2.5.7. Tenzin

Tenzini su fosfoproteini lokalizirani u fokalnim adhezijama. Gradeni su od tri domene
s kojima se vezu na aktinske filamente, ulaze u interakciju s integrinom B1 i tirozin-
fosforiliranim proteinima. Protein CTEN (engl. C-terminal Tensin-like; CTEN) spada u
porodicu tenzina, ali se njegova grada razlikuje od ostalih proteina (tenzin 1, 2 i 3) jer ne
posjeduje N-terminalnu domenu za vezanje na aktinske filamente (Albasri i sur., 2009).
Funkcija tenzina je, osim toga Sto sudjeluje u sastavljanju i rastavljanju fokalne adhezije, i da

bude posrednik brojnih proteinskih interakcija (Lo, 2004). Albasri i suradnici (2009) svrstali
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su CTEN-u ulogu onkogena koji u stanicama kolorektalnog karcinoma stimulira proces EMT,

stani¢ne migracije i invazije i tako doprinosi Sirenju tumora.

2.2.6. Adhesom integrina kao izvor potencijalnih meta u lijeCenju tumora otpornih na

radioterapiju

Kao sto je ve¢ navedeno u prethodnim poglavljima, adhezije posredovane integrinima
imaju vaznu ulogu u preZivljenju i diferencijaciji stanice, migraciji, odrZzavanju homeostaze,
ali i u razvoju bolesti poput tumora (Horton i sur., 2015). Sastavljanje 1AC-a, proces Koji
slijedi nakon aktivacije integrina, predstavlja vrlo slozen i dinami¢an mehanizam odgovora
stanice na promjene iz okoline i izravno je povezan s njezinom sudbinom (Horton i sur.,
2016). Konsenzus adhesom sastoji se od 60 proteina od kojih su neki izravno, a neki
neizravno povezani na integrine. Mutacije ili deregulacije komponenti adhesoma povezuju se
s brojnim bolestima kao Sto su krvozilne, imunosne, metaboli¢ke i neuroloske (Winograd-
Katz i sur., 2014), a ¢ak 32 proteina adhesoma veze se uz proces razvoja zlo¢udnih tumora
(Horton i sur., 2016). Ciljanje integrina ili ostalih proteina IAC-a moZe se iskoristiti kako bi
se dodatno povecala osjetljivost tumorskih stanica na postojeée protutumorske lijekove i
radioterapiju (Dickreuter i Cordes, 2017; Eke i sur., 2010).

Unazad nekoliko godina, viSe grupa znanstvenika bavilo se istrazivanjem uloge
proteina adhesoma u otpornosti stanica na kemoterapiju (Wang i sur., 2020; Rdselova i sur.,
2018; Yo i sur., 2018; Aoudjit i Vuori, 2012) i radioterapiju (Li i sur., 2018; Eke i sur., 2012;
2010). Eke i suradnici (2010) pokazali su u in vivo i u in vitro uvjetima na misjim
fibroblastima da utiSavanje ekspresije proteina PINCH utjece na pojacanu osjetljivost stanica
na zracenje, ali i na protutumorski lijek — cisplatinu. Osim ovog istrazivanja, Eke i suradnici
(2012) proveli su jos jedno u kojem su pokazali pojacanu osjetljivost stanica tumora glave i
vrata na radioterapiju, ali ciljanjem integrina B1 inhibitornim protutijelima. Li i suradnici
(2018), takoder su proucavali ulogu integrina f1 u otpornosti stanica na radioterapiju i
pokazali da utiSavanje njegove ekspresije doprinosi pojac¢anoj osjetljivosti stanica karcinoma
grkljana na zracenje.

Sve navedeno upucuje na to da bi integrini i ostali proteini IAC-a potencijalno mogli
biti dobre mete u lije¢enju razlic¢itih oblika tumora (Horton i sur., 2016). Za neke druge bolesti
koje su povezane s IAC-om na trziStu ve¢ postoje lijekovi koji djeluju putem integrina.
Napravljeni su tako da blokiraju integrin~ECM interakciju s ciljem sprjeavanja aktivacije
integrina i sastavljanja IAC-a. Abituzumab je monoklonsko protutijelo dizajnirano za ciljanje
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integrina aV. Lijek se koristi za sprjeCavanje stvaranja metastaza u kostima kod pacijenata s
dijagnosticiranim karcinomom prostate koji ne reagiraju na terapiju androgene deprivacije i
kod kojeg postoji opasnosti daljnjeg napretka bolesti (Hussain i sur., 2016; Behrens, 2014).
Natalizumab je monoklonsko protutijelo koje je usmjereno prema integrinu a4f31 na povrsini
bijelih krvnih stanica. Blokiranjem integrina, ovaj lijek sprjetava prelazak bijelih krvnih
stanica u podrucje mozga i kraljeznicke mozdine i tako smanjuje upalni proces koji kod
Chronove bolesti i multiple skleroze Cesto zavrSava ostec¢enjem tkiva pacijenta (Rice i sur.,
2005; Van Assche i sur., 2005). Vedolizumab je monoklonsko protutijelo koje djeluje na
heterodimer integrina a4p7, a koristi se za lijeCenje ulceroznog kolitisa i Chronove bolesti
(Fedyk i sur., 2012; Soler i sur., 2009).

2.3. Adhesom stanica prostate i promjena ekspresije proteina adhesoma u stanicama tumorima

prostate

Jedan od mogucih pristupa u lijeCenju karcinoma prostate je radioterapija na koju
stanice mogu razviti otpornost. Kao $to je ve¢ navedeno u poglavlju 2.2.4., integrini i ostali
proteini IAC-a pokazali su se potencijalno dobrim metama za povecanje osjetljivosti stanica
razlic¢itih oblika tumora na ve¢ postojece terapije, kemoterapiju i radioterapiju. Kako bi se
bolje razumjelo moze li se ciljanje integrina i ostalih proteina IAC-a u stanicama karcinoma
prostate koristiti kao potencijalna meta za dokidanje otpornosti na zracenje vazno je prvo
istraziti razlike u sastavu adhesoma zdravih stanica prostate i stanica karcinoma prostate, a uz
to, bitno je na isti nain pristupiti i razumijevanju razlika u sastavu adhesoma osjetljivih
stanica karcinoma u odnosu na one otporne na radioterapiju. Budu¢i da je pristup istrazivanju
adhesoma njegovim izdvajanjem, nakon kemijskog umrezavanja iza ¢ega slijedi analiza tako
izdvojenog adhesoma metodom spektrometrije mase (Jones i sur., 2015) relativnho nova
metoda, u literaturi joS nije primijenjen ovaj pristup.

Prostata je kod zdravog muskarca gradena od epitelnih stanica (bazalne, luminalne i
intermedijarne stanice), neuroendrokrinih, endotelnih, miSi¢nih stanica i stanica fibroblasta
(slika 10) (Wu i Liao, 2018). Na povrSini bazalnih stanica prostate eksprimirani su integrini
a2B1 i a6P4, a u stanicama, vrlo je zastupljen CTEN, protein fokalne adhezije (poglavlje
2.2.3.) koji se usko veze uz regulaciju proliferacije stanica prostate (Wu i Liao, 2018; Lo i Lo,
2002).
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INTERMEDUARNE LUMINALNE NEUROENDROKRINE BAZALNE
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MISICNE

"S> STANICE

FIBROBLASTI ENDOTELNE NEURON
STANICE

Slika 10. Shematski prikaz stanica koje izgraduju prostatu odraslog ¢ovjeka. Epitel je izgraden od
bazalnih stanica izravno povezanih na bazalnu membranu, sekretornih luminalnih stanica te rijetkih
intermedijarnih i neuroendrokrinih stanica. Stroma, s kojom je povezan epitelijum, gradena je od
glatkih miSi¢nih stanica, fibroblasta te komponenta ziv€anog i krvozilnog sustava (Prilagodeno prema

Toivanen i Shen, 2017).

Usporedivanjem ekspresije integrina normalnih stanica prostate i tumorskih stanica
primije¢eno je da integrini aVVB3 (Zheng i sur., 1999) i aVB6 (Raab-Westphal i sur., 2017)
nisu prisutni kod normalnih, ali su eksprimirani kod stanica karcinoma. McCabe i suradnici
(2007) pokazali su da se stanice karcinoma prostate inicijalno koriste upravo integrinom aV3
kako bi se mogle usidriti u ECM Kkosti, a naknadno je potvrdeno da se povecana ekspresija
integrina aVP3, ali i aVB5 povezuje s progresijom karcinoma prostate (Ahmedah 1 sur.,
2017). U stani¢noj liniji karcinoma prostate PC3 primije¢ena je pojacana ekspresija integrina
a2pB1 koja se povezuje se s angiogenezom, invazijom i prezivljenjem stanice (Ryu i sur.,
2016). Uz to, valja istaknuti da je kod vise od 65 % karcinoma prostate pojacana ekspresija
integrina f1 u odnosu na zdrave stanice (Juan-Rivera i Martinez-Ferrer, 2018). Eke i suradnici
(2018) proveli su istraZzivanje u kojem su proucavali kako zraCenje utjeCe na ekspresiju
integrina kod razli¢itih stani¢nih linija karcinoma prostate (DU145, LNCaP, PC3). Primijetili
su razlicitu ekspresiju na povrsini stanica koje su bile ozracene u odnosu na one koje nisu.
Kod stani¢ne linije DU145, uocena je povecana ekspresija integrina a3, a5, B1, B3 1 p4, kod

stani¢ne linije PC3 povecala se ekspresija integrina a3, a6, aV, B1, p4 1 B5, a kod stani¢ne
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linije LNCaP doslo je do povecane ekspresije integrina oV, o7 i B5. Osim integrina, i ostali
proteini adhesoma razlikuju se u stanicama zdrave i bolesne prostate. Protein talin 1, koji je
kljucan u aktivaciji integrina, jace je eksprimiran u stanicama karcinoma nego u normalnim
stanicama prostate, a njegovim utiavanjem u stani¢noj liniji DU145 smanjila se migratorna
sposobnost stanica (Lopez-Colomé i sur., 2017; Sakamoto i sur., 2009). Protein paksilin,
marker fokalne adhezije, takoder je prekomjerno eksprimiran u stanicama karcinoma gdje
nosi niz mutacija koje nisu karakteristicne za prostatu, a povezuju se s metastatskim
sposobnostima stanice (Lopez-Colomé i sur., 2017). Uz sve spomenute proteine adhesoma
vazno je istaknuti i proteine PINCH, ILK i FAK c¢ije su ekspresije i aktivnosti znacajno
povisene u stanicama karcinoma u odnosu na normalne stanice (Dickreuter i Cordes, 2017).
Promjene u ekspresiji proteina IAC-a, osim u stani¢nim linijjama karcinoma prostate,
proucavane su i u njihovim sublinijama otpornim na radioterapiju. Seifert i suradnici (2019)
primijetili su da kod stanica LNCaP i DU145 dobivenih izlaganjem zracenju i koje su na to
postale otporne (LNCaP RR i DU145 RR) dolazi do prekomjerne ekspresije vise desetaka
gena ukljucenih u sintezu proteina IAC-a u odnosu na osjetljive stanice. Osim njih, i druge
skupine znanstvenika usporedivale su razne stani¢ne linije i njihove otporne sublinije,
medutim, do sada nisu provedene izolacije adhesoma ni usporedba njihovog sastava
(Chebotarev i sur., 2019; Chang i sur., 2014; Chang i sur., 2013). Nova saznanja o razlikama
adhesoma kod osjetljivih i otpornih stanica usmjerit ¢e nas prema boljem razumijevanju
klju¢nih molekula adhesoma uklju¢enih u otpornost karcinoma na radioterapiju (Dickreuter i
Cordes, 2017; Ganguly i sur., 2013), ali i mogu¢em razvoju molekularno ciljane terapije

usmjerene prema potpunom izljecenju pacijenata (Ganguly i sur., 2013).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Stanice karcinoma prostate

U radu je koriStena stani¢na linija karcinoma prostate ¢ovjeka (LNCaP) i stani¢na sublinija

(LNCaP RR) otporna na radioterapiju koju su razvili prof. dr. Anna Dubrovska i njezina

grupa (Technische Universitat Dresden, Dresden). Prof. dr. Dubrovska omogucila je

koriStenje navedenih stani¢nih linija za ovo istraZivanje.

3.1.2. Osnovne kemikalije

Osnovne kemikalije navedene su u Tablici 1.

Tablica 1. Osnovne kemikalije koriStene u radu.

Kemikalija

Kataloski broj

Proizvodac

aceton

650501

Sigma-Aldrich, SAD

Amido crno (engl. amido black)

Kemika, Hrvatska

beta-merkaptoetanol 63690 Fluka, Njemacka
bromfenol plavo (engl. bromophenol 15375 Serva, Njemacka
blue)

DMEM Dulbeccova modifikacija D5796 Sigma-Aldrich, SAD
Eaglove hranjive podloge (engl.

Dulbecco's modified Eagle's medium))

DMSO (dimetilsulfoksid) za D8418 Sigma-Aldrich, SAD
smrzavanje stanica

DTBP (dimetil 3,3’- 20665 Thermo Fisher Scientific,
ditiobispropionimidat) SAD

DTT (ditiotreitol) D0632 Sigma-Aldrich, SAD
EDTA (etilendiamin tetraoctena 1136808 GramMol, Hrvatska

kiselina, kompleksal I11)
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etanol P112001 GramMol, Hrvatska

HEPES H3375 Sigma-Aldrich, SAD
kemiluminiscentni reagens za western NEL104001EA Perkin Elmer, SAD
blot (Western lightning plus-ECL)

L-glutamin

metanol P140501 GramMol, Hrvatska
mlijeko u prahu, nemasno F145.1 Carl Roth, Njemacka
NaCl P148590 GramMol, Hrvatska
natrijev deokiskolat (engl. sodium D6750 Sigma-Aldrich, SAD
deoxycholate)

penicilin 10 000 pg/mL /streptomicin 15140-122 Gibco, SAD

10 000 pg/mL

pufer RIPA (engl. 89901 Thermo Fisher Scientific,
radioimmunoprecipitation assay buffer) SAD

RPMI 1640 hranjiva podloga (engl. R0883-500ML Sigma-Aldrich, SAD
Roswell Park Memorial Institute)

SDS (natrij-dodecil sulfat) L5750 Sigma-Aldrich, SAD

Serum fetusa goveda (engl. Fetal
Bovine Serum; FBS)

tripsin-EDTA T4049 Sigma-Aldrich, SAD
tris baza T1503 Sigma-Aldrich, SAD
tris HCI, tris-klorovodic¢na kiselina 1.08219 Merck Millipore, Njemacka
triton X-100 X100 Sigma-Aldrich, SAD
tween—-20 P139 Sigma-Aldrich, SAD

3.1.3 Otopine i njihova priprema

Otopine, nac¢in njihove pripreme i temperatura cuvanja navedeni su u tablici 2.

Tablica 2. Otopine, njihova priprema i temperatura ¢uvanja.

Ime otopine Priprema Cuvanje

5 %-tno mlijeko u TBST 5% mlijeko u 1x TBS s 0,1 % Tween, priprema se -
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netom prije koristenja

10 %-tno mlijeko u TBST

10 % mlijeko u 1x TBS s 0,1 % Tween, priprema se

netom prije koriStenja

ARS (engl. adhesion

recovery solution)

125 mM TrisHCI, pH 6,8, 1% SDS (w/V), 150 mM

DTT,; otopina se priprema netom prije pokusa

DMEM-HEPES 25 mM 4°C
DMEM-FSB DMEM s 10 %-tnim serumom fetusa goveda s 50 4°C
u/mL penicilina i 50 pg/mL streptomicina
DTBP otopina 6 mM u 25 mM DMEM-HEPES; otopljen netom -
prije pokusa
EDTA otopina 0,5M, pH 8 4°C
HEPES 1M,pH 74 4°C
Hranjiva podloga za 950 uL DMEM-FSB + 50 uL. DMSO; priprema -
zamrzavanje stanica netom prije koriStenja
NaCl 4 M 4°C
otopina za odbojavanje 40 % MetOH, 7 % octene kiseline sobna
Otopina boje amido crno 0,1 % amido-crnilo, 10 % octena kiselina, 7,5 % Sobna
MetOH
PBS, fosfatni pufer (engl. Otopina I: 27 mM KClI, 1,4 mM KH2Po4, 137 mM 4°C
phosphate buffer saline) NaCl, 4,3 mM NazHPO04. Otopina II: pomijeSati 3
pH 7,1-7,2 mM CaClz x 2H0 i MgCl, x 6H20. Autoklavirati
zasebno. PomijeSati 80 mL otopine 11 100 mL
otopine II; pH 7,2
PBSA, fosfatni pufer bez 2,7 mM KCI, 1,5 mM KHzPo4, 137 mM NaCl, 8 mM | 4 °C
Ca®" i Mg? NazHPO4
pufer za elektroforezu 24 g Tris baza, 114 g glicina, 10 g SDS, pH 8,3 4°C
pufer za nanoSenje uzoraka | 125 mM Tris-HCI (pH 6,8), 25 % (w/v) glicerol, 10 | -20 °C
za SDS-PAGE, 5% % (w/v) SDS, 0.01 % (w/v) bromofenolno plavilo, 20
% (v/v) 2-merkaptoetanol
pufer za uklanjanje 100 mM otopina glicina pH 2,8 4°C

vezanih protutijela za
membranu (engl. stripping

pufer)
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pufer za prijenos proteina 50 mL SDS Tris-HCI pH 8,3, 350 mL diH20 i 100 4°C
mL MetOH za 500 mL

modificirana RIPA, 5x 250 mM Tris-HCI (pH 7,6), 750 mM NacCl, 25 mM 4°C
dinatrij EDTA (pH 8), 12,5 % (w/v) SDS, 5 % Triton
X-100, 5 % natrij deoksikolat

TBS 10x% 250 mL 1 M TrisHCI (pH 7,5), 150 mL 5 M NaCl, 4°C
diH20 do 500 mL

TBS 1x TBS, 0,1 % Tween 4°C

Tris-HCI, pH 6,8 125 mM, pH 6,8 4°C

Tris-HCI, pH 7,6 1M,pH 7,6 4°C

Tris-HCI, pH 8 1M,pH8 4°C

3.1.4. Komplet kemikalija i standardi

U tablici 3. naveden je komplet standarda koristen u radu.

Tablica 3. Standard za elektroforezu proteina koriSten u radu.

Upotreba Standard Proizvodac
Za SDS-PAGE proteina Standard za odredivanje Thermo Fisher Scientific,
molekularne mase proteina SAD

Pageruler Prestained Protein
Ladder, 26616.

3.1.5. Protutijela koristena u metodi western blot

U tablici 4. navedena su protutijela za odredivanje ekspresije proteina metodom Western blot.

Tablica 4. Protutijela koriStena u metodi Western blot.
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Specifi¢nost Proizvedeno u | Kataloski Proizvodac Razrjedenje
broj

a-aktinin mis sc17829 Santa Cruz 1:500
Biotechnology, USA

Paksilin (Pax) zec ab2264 Abcam 1:100

Talin 1/2 mis ab11188 Abcam 1:1000

KANK?2 zec HPA 01564 | Sigma 1:500

Antigen ranog endosoma | zec 2411 Cell Signalling, SAD | 1:1000

(engl. Early Endosome

Antigen 1), EEAL

Laktat dehidrogenaza zec sc33781 Santa Cruz 1:400

(LDH) Biotechnology, USA

antimisji imunoglobulini, | ovca NA931 GE Healthcare, SAD | 1:5000

obiljezen peroksidazom

(hren)

antizec¢ji imunoglobulini, | koza 31466 Thermo Fischer 1:10.000

obiljezen peroksidazom
(hren)

Scientific, SAD

3.1.6. Uredaji

Uredaji koristeni u radu navedeni su u tablici 5.

Tablica 5. Uredaji koriSteni u radu.

Uredaj

Proizvodac

analiticka vaga AB54-S

Mettler Toledo Classic

brojac stanica Coulter Counter

Beckman Coulter, SAD

centrifuga za mikroeprevute (do 14000 x Q)

Eppendorf, Njemacka

centrifuga za stanice (do 12568 x g) Labofuge 400

Heraeus, Njemacka

frizider -80 °C

Skadi MORIS Technology, Latvija

frizider -20 °C

Bosch, Njemacka
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frizideri 4 °C

Gorenje, Slovenija

inkubator za uzgoj stanica HeraCell 150

Heraeus, Njemacka

izvor napajanja za elektroforezu proteina PowerPac Basic

BioRad, SAD

kabinet za rad u sterilnim uvjetima

Klimaoprema, Hrvatska

kadica za elektroforezu

BioRad, SAD

kupelj JB Nova

Grant Instruments, UK

magnetska mijeSalica

Tehnica, Slovenija

pH metar PH3 Sension+

Hach, SAD

spremnik za tekuci dusik 35VHC

Taylor-Wharton, SAD

svjetlosni mikroskop

Zeiss, Njemacka

termoblok Thermomixer compact

Eppendorf, Njemacka

uredaj za vizualizaciju kemiluminiscentnog signala Uvitec

Alliance Q9 mini

Cambridge, UK

uredaj za polu-suhi prijenos proteina s gela BioRad

3.1.7. Laboratorijski pribor

Laboratorijski pribor koristen u radu naveden je u tablici 6.

Tablica 6. Popis laboratorijskog pribora koristenog u radu.

Laboratorijski pribor Proizvodacd
ampule za smrzavanje stanica Nunc
aparatura za vertikalnu elektroforezu proteina Mini- BioRad, SAD
PROTEAN® Tetra Cell Systems

bocice za uzgoj stanica, T-25 1 T-75 Falcon, SAD
CaSe, staklene razlicitih zapremnina Kimble, SAD
epruvete, plasticne 15 mL Falcon, SAD
Erlenmeyer staklene tikvice razli¢itih zapremnina VWR, SAD
gradijentni poliakrilamidni gel za SDS-PAGE 4-15 %, BioRad, SAD
membrana za prijenos proteina, nitrocelulozna Trans-Blot | BioRad, SAD
Turbo Transfer Pack

mikroepruvete, plasti¢ne od 1,5 ili 2 mL Falcon, SAD

strugac za stanice

TPP Techno Plastic Products AG,
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Svicarska

Petrijeve zdjelice za uzgoj kulture stanica promjera 10 cm | Falcon, SAD

pingvini za led -

pipete, staklene, razli¢itih zapremnina: 1,2, 5, 10125 mL | Bellco, SAD i Hirschmann,

Njemacka

3.2. METODE

Vecina metoda molekularne biologije koje su koristene u ovom diplomskom radu detaljno su

opisane u priru¢niku Metode u molekularnoj biologiji (Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007.).

3.2.1. Kultura stanica

Stanice su uzgajane prema preporukama ATCC u tekucoj hranjivoj podlozi RPMI
1640 (Roswell Park Memorial Institute) uz dodatak seruma fetusa goveda (engl. foetal bovine
serum, FBS; 10 % v/v), L-glutamina i antibiotika (Streptomycin i Penicilin). Uzgoj se odvijao
u T-bocama (povrsina 25 cm?) ili Petrijevim zdjelicama za uzgoj stanica (povrsina 75 cm?) u
inkubatoru pri 37 °C u prisutnosti 5 % CO». Stanice su presadivane dva ili tri puta tjedno
0visno o0 popunjenosti povrsine na kojoj rastu.

Presadivanje stanica zapocinje uklanjanjem hranjive podloge iz T-boca i/ili Petrijeve
zdjelice i ispiranjem sa PBS-om (5 mL), a nastavlja se odvajanjem stanica od povrSine
dodatkom tripsina (1 mL) zagrijanog na 37 °C. Tripsinizacija je pracena pod svjetlosnim
mikroskopom, a zaustavljena je dodatkom cetiri puta veée koli¢ine hranjive podloge. Tako se
stanice odrzavaju u optimalnoj eksponencijalnoj fazi rasta. Koncentracija stanica za
nasadivanje u Petrijeve zdjelice bila je u rasponu od 2,5 x 10° do 5,5 x 10°.

Kako bi se odrZala zaliha stanica ranih pasaZa, dio stanica je prema potrebi zamrzavan u
tekuci dusik (-196 °C). Stanice uzgojene u T-bocama odvojene su od povrSine dodatkom tripsina i
skupljene centrifugiranjem (pet minuta pri 1100 x g), a talog stanica je resuspendiran u 900 uL
hranjive podloge RPMI 1640 te prebacen u ampule za smrzavanje. Nakon pola sata inkubacije u
ledu, u suspenziju stanica dodano je 100 uL DMSO (zastita od stvaranja kristala vode tijekom
zamrzavanja) i stanice su zatim prebacene U spremnik za teku¢i dusik u pare tekuceg dusika
(temperatura oko -80 °C) kako bi se osiguralo polagano zamrzavanje. Nakon 24 sata ampule sa
stanicama su prebacene u spremnik za teku¢i dusik pri -196 °C gdje su cuvane do daljnjeg.
Odmrzavanje stanica, ovisno o potrebi, provodilo se kratkotrajnim uranjanjem ampula u vodenu

kupelj (37 °C), a daljnji uzgoj odvijao se u T-bocama i/ili Petrijevim zdjelicama uz dodatak
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hranjive podloge kao $to je ve¢ navedeno. Stanice se nakon odmrzavanja resuspendiraju u 10 puta
vecoj koli¢ini hranjive podloge i ostave u inkubatoru dok se ne prihvate za podlogu. Zbog
prisutnosti DMSO u podlozi za zamrzavanje, nakon $to su se stanice prihvatile za podlogu bilo je

nuzno zamijeniti hranjivu podlogu svjezom .

3.2.2. Izdvajanje kompleksa adhezije integrina (1IAC)

Izdvajanje kompleksa adhezije integrina (engl. integrin adhesion complexes, 1AC)
provedeno je pomoc¢u metode objavljene u Jones i suradnici (2015). Broj stanica nasadenih u
Petrijeve zdjelice iznosio je 4,8 x 10° kako bi nakon 48 sati popunjenost povrsine bila 80-90
% Sto je povoljno za izdvajanje IAC-a. lzolacija se provodila iz Sest kontrolnih Petrijevih
zdjelica (negativna kontrola) te iz Sest Petrijevih zdjelica svake stani¢ne linije. Kao negativna
kontrola koriStene su stanice koje nisu izlozene djelovanju umreziva¢a. Po 6 Petrijevih
zdjelica svakih stanica izlozeno je djelovanju DTBP-a tijekom 10 minuta. U svakoj
eksperimentalnoj skupini potrebno je dodatno nasaditi dvije Petrijeve zdjelice, jednu za
ukupni stani¢ni lizat, a drugu koristimo za brojenje stanica neposredno prije izvodenja
eksperimenta kako bi se pratio i uskladio broj stanica svih eksperimentalnih skupina.

Nakon uklanjanja hranjive podloge, stanice su dva puta isprane s 3 mL ugrijanog
DMEM-HEPES (25 mM) s ciljem uklanjanja stanica koje nisu prihvacene za podlogu. Stanice
su zatim umrezZene dodatkom 5 mL DTBP (6 mM) odredeno vrijeme pri 37 °C. Umrezavanje
je zaustavljeno dodavanjem 150 pL 1 M TrisHCI (pH 8) tijekom dvije minute pri sobnoj
temperaturi, a zatim je uklonjena tekucina nad stanicama, a Petrijeve zdjelice su postavljene
na ledene spremnike (tzv. pingvine). Nakon ispiranja stanica hladnim PBS-om dva puta,
slijedi liza stanica dodatkom modificiranog RIPA pufera (1x; 5 mL) kroz dvije — tri minute pri
sobnoj temperaturi, a cijeli proces prati se pod svjetlosnim mikroskopom. Preostale stanice u
Petrijevim zdjelicama su jednoliko isprane jakim mlazom vodovodne vode iz slavine; u
horizontalnom i vertikalnom smjeru, a zatim spiralno izvana prema unutra i iznutra prema
van. Petrijeve zdjelice su zatim isprane hladnim PBS-om, sva tekucina je paZzljivo uklonjena i
postavljene na pingvine ohladene na -20 °C.

Uzorak IAC-a iz svake eksperimentalne skupine skupljen je u 800 uL. ARS tako da je
u prvu Petrijevu zdjelicu skupine dodano 400 uLL ARS nakon ¢ega su proteini sastrugani
strugacem za stanice. ARS iz prve Petrijeve zdjelice sa skupljenim proteinima prenesen je
pipetom u iducu Petrijevu zdjelicu i ponovljeno je struganje strugaéem. Postupak se ponavlja
kod svih zdjelica u skupini sve do zadnje kada je uzorak IAC-a prebacen u mikroepruvetu i

c¢uvan na ledu. Preostalih 400 pL ARS zatim je naneSeno na zadnje struganu Petrijevu
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zdjelicu i postupak je ponovljen do prve, kada je uzorak skupljen u istu mikroepruvetu. Kako
bi se istalozili proteini, u sakupljene uzorke IAC-a, dodan je aceton ohladen na -20 °C u Cetiri

puta ve¢em volumenu te su uzorci pohranjeni na -80 °C do analize.

3.2.3. Analiza ekspresije proteina metodama sds-page i western blot

3.2.3.1. SDS-PAGE

SDS-PAGE (engl. Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) je
elektroforeza u gelu poliakrilamida u denaturiraju¢im uvjetima u kojoj se proteini razdvajaju
isklju¢ivo na temelju molekulske mase. Takvo nacelo razdvajanja posljedica je vezanja
anionskog detergenta natrij dodecil sulfata (SDS) u to¢no odredenom omjeru na protein (1,4 ¢
SDS veze se na 1 g proteina). SDS se veze na hidrofobne regije proteina, razara vodikove
veze, sekundarnu i tercijarnu strukturu i tako ga razmata i denaturira. U pufer za pripremu
uzorka redovito se dodaje i reduciraju¢i agens za razaranje disulfidnih veza (2-
merkaptoetanol). U ovakvim okolnostima, svi proteini su negativno nabijeni i pod utjecajem
napona kre¢u se u istom smjeru. Poliakrilamidni gel je mjeSavina akrilamida, umrezujuéih
bisakrilamida, slobodnih radikala — inicijatora polimerizacije i umrezavanja gela te TEMED-a
— katalizatora reakcije. SDS-PAGE Kkoristi se za odredivanje veli¢ine proteina na temelju
poznatih standarda, identifikaciju proteina, provjeru ¢istoce proteinskog uzorka, identifikaciju
disulfidnih mostova i kvantifikaciju proteina. SDS-PAGE provodi se na vertikalnom gelu i
prethodi metodi western blot (Ambriovi¢ i sur., 2007).

Izdvojeni IAC proteini pripremljeni su za razdvajanje metodom SDS-PAGE
taloZzenjem u acetonu i centrifugiranjem (16 000 rcf; 20 min; 4°C), pazljivim uklanjanjem
supernatanta te suSenjem taloga u digestoru tijekom 15 minuta. Uzorci su zatim otopljeni u 40
ulL 1x pufera za nanoSenje uzorka (engl. sample buffer, SB) za SDS-PAGE. Nakon toga,
grijani su pet minuta (pri 70 °C), a potom naneseni u jazice gela (30 — 35 pL). Istovremeno je
u jednu jazicu gela naneseno 3 pL standarda za odredivanje molekulske mase proteina.
Metoda SDS-PAGE provodena je u komercijalno dostupnom gradijentnom poliakrilamidnom
gelu (Mini-PROTEAN TGX Pre-casted gradient gel (4-15 %) Cat: 456-1084) pri 80 V

tijekom dva sata.
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3.2.3.2. Western blot

Western blot je metoda za detekciju jednog proteina iz mjeSavine puno razlicitih u
uzorku. Nakon razdvajanja metodom SDS-PAGE, proteini se prenose na nitroceluloznu ili
najlonsku membranu s ciljem izvodenja imunodetekcije. Membrana se prvo inkubira s
protutijelima specificnim za protein od interesa (tzv. primarna protutijela), a vezanje
primarnih protutijela potom se odreduju inkubiranjem membrane s novim protutijelima (tzv.
sekundarna protutijela) koja su specificna za primarna protutijela i oznaCena enzimom.
Zavrsni signal dobiva se kemijskom reakcijom (kolorimetrija ili kemiluminiscencija)
(Ambriovi¢ 1 sur., 2007).

Nakon zavrSene elektroforeze, gel se prenosi u sloZeni sustav za polu-suhi prijenos
proteina s gela na komercijalno dostupnu nitroceluloznu membranu (Trans-Blot Turbo
Transfer Pack Cat: 1704159). Redoslijed slaganja sustava za prijenos od vrha do dna je
sljedeci: filtar papiri, gel, membrana i ponovno filtar papiri pri ¢emu je gel blize negativno
nabijenoj anodi, a membrana pozitivno nabijenoj katodi. Prijenos traje otprilike deset minuta.
Uspjesnost prijenosa proteina na membranu odredujemo bojanjem membrane u amido-crnoj
boji. Nakon vizualizacije potrebno je ukloniti boju otopinom za odbojavanje uzastopnim
izmjenama svjeze otopine te blokirati membranu s 5 %-tnom otopinom mlijeka u prahu
tijekom sat vremena na zibalici. Blokiranje je nuzan korak kako bi se zasitila sva nespecifi¢éna
vezna mjesta za proteine na membrani tj. kao bi se izbjeglo nespecificno vezanje proteina
(protutijela za imunodetekciju) na membranu. Nakon blokiranja membrane, dodaje se otopina
primarnog protutijela (2 sata; sobna temperatura) koja se nakon vezivanja za membranu ispire
(5 puta po 5 minuta) i dodaje joj se otopina sekundarnih protutijela na koja je povezan enzim
peroksidaza porijeklom iz hrena. Nakon ispiranja (5 puta po 5 minuta), vizualizacija
povezanih sekundarnih protutijela provodi se pomoc¢u kemiluminiscentnog reagensa prema
uputama proizvodaca i uz pomo¢ uredaja Uvitec.

Na istoj membrani moguce je napraviti imunodetekciju viSe razlicitih proteina. Kako
bi se uklonila vezana protutijela, membrana je inkubirana u puferu za uklanjanje vezanih
protutijela tijekom 40 minuta na zibalici pri sobnoj temperaturi i blokirana u 10%-tnom
mlijeku u TBST-u. Nakon provedenog postupka, membrana je ponovno inkubirana s

primarnim, a zatim i sekundarnim protutijelom po postupku opisanom gore.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Osnovni cilj provedenog istrazivanja bio je usporediti sastav adhesoma stani¢ne linije
karcinoma prostate (LNCaP) i od nje dobivene sublinije otporne na radioterapiju (LNCaP RR)
kako bismo istrazili imaju li proteini ukljuéeni u adheziju ulogu u ovoj otpornosti.
Radioterapija je metoda lijeCenja karcinoma prostate koja u 90 % slucajeva djeluje uspjesno,
ali postaje neucinkovita ako stanice razviju otpornost na radioterapiju (Seifert i sur., 2019).
Stani¢na adhezija jedan je od mehanizama za koji je pokazano da doprinosi nastanku
otpornosti na radioterapiju (Eke i Cordes., 2015), ali jo$ uvijek nije dovoljno istrazena kod
vecine oblika tumora, ukljucujuéi i karcinom prostate.

Laboratorij za stani¢nu biologiju i prijenos signala, Instituta Ruder BoSkovi¢, u kojem
je napravljeno ovo istraZivanje, unazad desetak godina objavio je viSe radova koji su se
temeljili na saznanjima dobivenim izuc¢avanjem povezanosti integrina i odgovora tumorskih
stanica na protutumorske lijekove i metastaziranje. Tako su, primjerice, Brozovi¢ i suradnici
(2008) 1 Stojanovic i sur. (2016), de novo ekspresijom integrina aV3, u stanicama karcinoma
grkljana i stanicama karcinoma plocastog epitela jezika, transfekcijom s plazmidom Koji
eksprimira B3 podjedinicu, pokazali da integrin a VB3 osigurava otpornost stanica na nekoliko
razli¢itih protutumorskih lijekova, poveéanu migraciju i invaziju. Obrnuti pristup, ¢tj.
utiSavanje eksprimiranih integrina s ciljem povecanja osjetljivosti i smanjenje migracije i
invazije, primijenili su u stanicama trostruko negativnog karcinoma dojke i melanoma
(Stojanovi¢ i sur., 2018; Paradzik i sur., 2020). Stojanovi¢ i suradnici (2018) pokazali su da
utiSavanje integrina oV, u nekim stanicama trostruko negativnog karcinoma dojke i
melanoma, povecava osjetljivost prema protutumorskim lijekovima kao Sto su paklitaksel
(PTX) i vinkristin (VCR) te smanjuje migraciju i invaziju, a novijim istrazivanjem u
stanicama melanoma MDA-MB-435S, Paradzik i suradnici (2020) pokazali su da je protein
adhesoma KANK2, koji se nalazi u adhesomu integrina aV5, potencijalno dobra meta za
povecanje osjetljivosti stanica melanoma na PTX i VCR i smanjenje migratorne sposobnosti
stanica. U skladu s reGenim i na temelju podataka iz literature (Chebotarev i sur., 2019; Chang
i sur., 2014), koji upucuju na to da do danas ni jedna grupa znanstvenika nije proucavala
razlike u sastavu adhesoma kod dvije stani¢ne linije - osjetljive na radioterapiju i od nje
dobivene sublinije otporne na radioterapiju, provedeno je ovo istrazivanje. Uz to, vazno je
naglasiti 1 da u dostupnoj literaturi nije okarakteriziran sastav adhesoma karcinoma prostate,
drugog vodeceg uzroka smrti od svih zlo¢udnih tumora kod muskaraca (Ferlay i sur., 2018)

kao ni sastav adhesoma stanica karcinoma prostate otpornih na radioterapiju. Sukladno s time,
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osnovni cilj ovog rada bio je spoznati razlike u sastavu IAC-a (adhesoma) metodom
spektrometrije masa (MS) kod stanica karcinoma prostate i njihove sublinije otporne na
radioterapiju uzgojenih u kulturi i na osnovu toga bolje razumijeti ulogu proteina adhesoma u
otpornosti stanica na radioterapiju.

Prvi korak istrazivanja stanica LNCaP i LNCaP RR bio je optimizacija protokola za
izolaciju IAC. Svi radovi do sada, radili su izolaciju IAC-a nakon uzgoja stanica na
fibronektinu. Takav pristup iskoriSten je za definiranje konsenzus adhesoma i za dobivanje
informacija o sastavu adhesoma integrina aVB3 i a5B1 koji se povezuju na fibronektin
(Horton i sur., 2016). Medutim, naSa metoda temeljila se na uzgoju stanica tijekom 48 sati s
ciljem da stanice samostalno stvore ECM. Osnovna prednost ove metode je u tome Sto stanicu
ne ograni¢avamo postavljenim uvjetima okoline na koje se ona prilagodava vec¢ joj dopustamo
da sama sintetizira, remodelira i odrZava izvanstani¢ni matriks. Zbog toga, ova nam metoda
daje uvid i u sastav adhesoma, ali i u sastav matrisoma — ukupnih proteina od kojih je
sastavljen izvanstani¢ni matriks. U nedavno objavljenom radu pokazano je na ovaj nacin da
stanice melanoma MDA-MB-435S stvaraju vise razlicitih proteina izvanstani¢nog matriksa
kao Sto su vitronektin, fibronektin, tenascin, trombospondin, periostin i drugi (Paradzik i sur.,
2020). Osim nas, ovu metodu Koristili su joS Lock i suradnici (2018), koji su u svom radu
otkrili postojanje retikularnih adhezija. Zanimljivo, u oba istrazivanja u kojima je koriStena
ova metoda, otkriveno je da stanica za adheziju preferencijalno koristi integrin aVp5
(ParadZik i sur., 2020; Lock i sur., 2018). Jones i suradnici (2015) ovom metodom znacajno
su pojednostavnili izolaciju IAC-a koja je do tada bila vrlo kompleksna s obzirom na to da, za
razliku od organela, IAC nema jasne granice unutar stanice (Kuo i sur., 2011; Todorovi¢ i
sur., 2010). Metoda koju su razvili Kuo i suradnici (2011) prilagodena je za izolaciju FA, ali
je dodatno oteZzana jer je potrebno ukloniti visak aktina specificnim protutijelima prije
proteomike, a metoda koju su razvili Todorovi¢ i suradnici (2010) zahtijeva probir proteina iz
smjese u specificno razvijenim epruvetama S ciljem odvajanja specifi¢énih od nespecifi¢nih
proteina. Obje metode (Kuo i sur., 2011; Todorovi¢ i sur., 2010) provedene su bez kemijskog
umrezivaca DTBP-a ¢ime se koli¢ina proteina koje ne ocekujemo u adhesomu dodatno
povecava i otezava daljnju analizu.

Za odredivanje optimalne koli¢ine stanica koju je potrebno nasaditi u Petrijevu
zdjelicu (promjera 10 cm) kako bi nakon 48 sati popunjenost podloge bila izmedu 80 i 90 %,
nasadili smo nekoliko razli¢itih koli¢ina stanica i utvrdili da nasadivanje 4,8 x 10° stanica po
Petrijevoj zdjelici zadovoljava taj uvjet. Nakon toga bilo je potrebno odrediti optimalno

vrijeme umreZavanja proteina DTBP-om. DTBP je kemijski umreziva¢ koji prolazi kroz
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stani¢ni membranu i stabilizira IAC tako Sto umreZuje proteine u bliskoj interakciji od kojih je
graden. Zbog toga je moguce provesti izolaciju IAC-a neovisno o drugim stani¢nim
proteinima koji se ve¢inom uklanjaju. Kako bi se odredilo optimalno vrijeme, prikupljeni su
uzorci IAC-a obje stani¢ne linije LNCaP i LNCaP RR nakon razli¢itih vremena umreZavanja
(5, 10 i 20 minuta). Uzorci su analizirani metodom western blot u kojoj su koriStena primarna
protutijela za proteine za koje znamo da se nalaze u IAC-a (talin 1 i1 2, a-aktinin 1 i 4,
paksilin, KANK2) (Horton i sur., 2015) kao i protutijela za proteine koje ne o¢ekujemo u
IAC-a (EEEAL i LDH) (Horton i sur., 2015.).

Na slici 11 jasno se vidi da izolati IAC-a umrezeni DTBP-om tijekom 5 minuta imaju
malo proteina specificnih za IAC, ali se njihova koli¢ina povecava se vremenom. Ono §to
takoder vidimo na slici 11 je da je koli¢ina proteina LDH, koji ne o¢ekujemo u IAC-u, vrlo
visoka nakon umrezavanja DTBP-om tijekom 20 minuta. Buduci da smo Zeljeli dobiti uzorke
sa §to manje proteina koje ne ocekujemo u IAC-u, a istovremeno smo Zeljeli dovoljnu
koli¢inu proteina specificnih za IAC, kako bismo mogli uspjeSno provesti metodu
spektrometrije masa, pokus je ponovljen, a uzorci su umrezavani DTBP-om tijekom 10 i 15
minuta.
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LDH/ 34

Membrana obojena

amido crnom bojom

Slika 11. SDS-PAGE i western blot analiza izdvojenih proteina IAC-a u stanicama LNCaP za odabir
optimalnog vremena umrezavanja DTBP-om. Izolirani IAC proteini nakon tri razliita vremena
umrezavanja DTBP-om razdvojeni su pomo¢u SDS-PAGE, preneseni na nitroceluloznu membranu te
je ekspresija proteina analizirana western blotom. Ukupna koli¢ina proteina u uzorcima je provjerena
bojanjem membrane amido crnom bojom. Za analizu ekspresije pojedinacnih proteina membrana je
inkubirana s primarnim protutijelima za proteine koji se nalaze u IAC (talin 1 i 2, KANK2, paksilin) i
s primarnim protutijelima za proteine koje ne ocekujemo u IAC (LDH i EEEA1). Vezanje svakog od
prethodno navedenih primarnih protutijela otkrivano je sekundarnim protutijelima obiljezenim
enzimom peroksidaza iz hrena. Signal je razvijen kemiluminiscentnim reagensom i snimljen na
uredaju Uvitec Alliance Q9 mini. Sve western blot analize napravljene su na istoj membrani rezanoj
na tri djela za otkrivanje malih, srednje velikih i velikih proteina. Na nekim mebranama je napravljeno
viSe od jednog western blota tako da su protutijela uklonjena nakon prve analize glicinskim puferom.
Koli¢ina nasadenih stanica po zdjelici iznosila je 2,5 x 10°, stanice su rasle tijekom 72 sata, a uzorci

IAC-a prikupljeni su iz 4 Petrijeve zdjelice.

Slika 12 prikazuje da ne postoji znacajna razlika u koli¢ini proteina specificnih za IAC
(talin 1 i 2, alfa-aktinin 1 i 4, paksilin) nakon umrezavanja DTBP-om tijekom 10 i 15 minuta.

Uzimajuci u obzir rezultate dobivene pokusom 1 i 2, odabrano je vrijeme umrezavanja od 10
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minuta za obje stanicne linije (LNCaP 1 LNCaP RR) koje bi trebalo omoguditi
zadovoljavajuée uzorke za MS analizu s dovoljnom koli¢inom proteina specifi¢nih za IAC i

minimalnom koli¢inom proteina koje ne o¢ekujemo u IAC-u.

Izolirani proteini IAC-a
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Slika 12. SDS-PAGE i western blot analiza izdvojenih proteina IAC-a u stanicama LNCaP za odabir
optimalnog vremena umreZavanja DTBP-om. lzolirani IAC-i nakon Cetiri razli¢ita vremena
umrezavanja DTBP-om su razdvojeni koriste¢i SDS-PAGE, preneseni na nitroceluloznu membranu te

je ekspresija proteina analizirana western blot metodom. Ukupna koli¢ina proteina u uzorcima
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provjerena je bojanjem membrane amido crnom bojom. Za analizu ekspresije pojedina¢nih proteina
membrana je inkubirana s primarnim protutijelima za proteine koji se nalaze u IAC (talin 1 i 2, alfa-
aktinin, paksilin). Vezanje svakog od prethodno navedenih primarnih protutijela otkrivano je
sekundarnim protutijelima obiljezenim enzimom peroksidaza iz hrena. Signal je razvijen
kemiluminiscentnim reagensom i snimljen na uredaju Uvitec Alliance Q9 mini. Sve western blot
analize napravljene su na istoj membrani rezanoj na tri djela za otkrivanje malih, srednje velikih i
velikih proteina. Na nekim mebranama je napravljeno vise od jednog western blota tako da su
protutijela uklonjena nakon prve analize glicinskim puferom. Koli¢ina nasadenih stanica po zdjelici
iznosila je 3,5 x 106, stanice su rasle tijekom 72 sata, a uzorci IAC-a prikupljeni su iz 4 Petrijeve

zdjelice.

Izolati IAC-a obje stani¢ne linije dobiveni su pod istim uvjetima izolacije i1 to
umrezavanjem tijekom 10 minuta, a western blot analizom usporedena je koli¢ina proteina
specificnih za IAC (paksilin i a-aktinin) i prikazana na slici 13. Ovaj pokus stavlja naglasak
na ekspresiju proteina paksilina, markera FA, ¢ija se prekomjerna ekspresija povezuje s
pove¢anom sposobnosti metastaziranja i progresijom stanica karcinoma prostate. lako je
fosforilirani paksilin klju¢na komponenta adhesoma, on se u stanici nalazi u nefosforiliranoj
formi, stoga nefosforilirani paksilin kojeg smo odredili mozemo promatrati kao specifi¢ni, ali
i kao nespecifi¢ni protein adhesoma (LOpez-Colomé i sur., 2017). Osim paksilina, u trecem
pokusu, pracena je i ekspresija a-aktinina 1 i 4 za koje je ranije pokazano da su usko povezani
s proliferacijom stanica karcinoma prostate i Cija je ekspresija znacajno slabija u odnosu na
zdrave stanice prostate (Hara i sur., 2007). Unato¢ tome $to je pracenje ekspresije proteina
paksilina i alfa-aktinina kod stani¢nih linija provedeno samo jednom, moZemo na temelju
dobivenih rezultata, na slici 13, pretpostaviti da paksilina ima znacajno viSe u stanicama
otpornim na radioterapiju u odnosu na osjetljive stanice dok je ekspresija a-aktinina
podjednaka kod obje stanicne linije.
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Slika 13. SDS-PAGE i western blot analiza izdvojenih proteina IAC-a u stanicama LNCaP i LNCaP
RR. Izolirani IAC-i nakon 10 minuta umrezavanja DTBP-om razdvojeni su koriste¢i SDS-PAGE,
preneseni na nitroceluloznu membranu koja je zatim obojana amido crnom bojom kako bi se provjerila
uspjesnost prijenosa. Za analizu ekspresije pojedina¢nih proteina membrana je inkubirana s primarnim
protutijelima za proteine koji se nalaze u IAC (alfa-aktinin, paksilin). Vezanje svakog od prethodno
navedenih primarnih protutijela otkrivano je sekundarnim protutijelima obiljeZzenim enzimom
peroksidaza iz hrena. Signal je razvijen kemiluminiscentnim reagensom i snimljen na uredaju Uvitec
Alliance Q9 mini. Sve western blot analize napravljene su na istoj membrani rezanoj na tri djela za
otkrivanje malih, srednje velikih i velikih proteina. Koli¢ina nasadenih stanica po zdjelici iznosila je

4,8 x 108, stanice su rasle tijekom 48 sata, a uzorci IAC-a prikupljeni su iz 6 Petrijevih zdjelica.

Za otkrivanje sastava adhesoma planirali smo izolirati IAC iz dviju stani¢nih linija u
tri neovisna pokusa i analizirati ih spektrometrijom masa kako bi se mogla napraviti
statistiCka analiza. Za identifikaciju proteina u smjesi proteina uzorka potrebno ih je izloziti
proteolizi za koju se najcesce korist tripsin. Smjesa nastalih peptida se zatim analizira
spektrometrijom masa. Osnovni princip metode spektrometrije masa je ionizacija uzorka i
razvrstavanje nastalih iona na temelju omjera njihove mase i naboja. loni prolaze kroz

analizator, a potom kroz detektor pri ¢emu se dobiva rezultat u obliku masenog spektra.
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Maseni spektar je prikaz relativnog udjela iona u uzorku kao funkcije omjera mase i naboja
(Han i sur., 2008). Proces ionizacije uzorka bio bi proveden metodom elektrorasprsenja
(engl. electrospray ionization, ESI), a dobiveni spektri identificirali bi se pomocu
programa Mascot Daemon (Matrix science, inaCica 2.5.1) pretragom baze podataka Covjeka
Swissprot (inacica 2018_01). Dopustena tolerancija mase iznosila bi 0,50 Da za fragmente
iona, a 5 ppm za molekulske ione. Identificirani peptidi i dobiveni broj spektara svakog
proteina analizirali bi se i dodatno potvrdili programom Scaffold (Proteome Software) koji
omogucuje prikaz proteina s minimalnim brojem spektara 1, a za daljnju analizu izdvojili bi
se proteini s minimalnim brojem spektara 4, odnosno, oni proteini s minimalno Cetiri
odredena jedinstvena peptida. Validacija dobivenih rezultata provela bi se metodom western
blot kojom bismo provjerili ekspresiju identificiranih proteina od interesa, a metodom
imunofluorescencije, uz konfokalnu mikroskopiju, razli¢itim fluorescentim bojama
vizualizirali bismo Zeljene komponente 1AC-a u stanici. Dobiveni rezultati dali bi nam uvid u
to s kojim integrinima se naSe stanice preferencijalno vezu za podlogu i na temelju toga,
utiSavanjem istih mogli bismo pratiti potencijalni povratak osjetljivosti stanica na
radioterapiju.

Budu¢i da je za vrijeme izrade diplomskog rada proglasena pandemija COVID-19
uzrokovana virusom SARS-CoV-2, sva daljnja istrazivanja, medu kojima je i spektrometrija
masa koja je trebala biti provedena u Manchesteru (Wellcome Trust Centre for Cell-Matrix
Research, SveuciliSte u Manchesteru, Ujedinjeno Kraljevstvo), nisu bila moguca. Stoga, na
temelju rezultata o vecoj koli¢ini paksilina u izoliranim IAC iz stanica otpornih na
radioterapiju, mozemo pretpostaviti da te stanice imaju viSe fokalnih adhezija od stanica
osjetljivin na radioterapiju. Osim toga moguce je da ova promjena stanicama osigurava i
povecanu migraciju i invaziju, odnosno povecani metastatski potencijal, upravo kako je to
utvrdeno u pokusima de novo ekspresije integrina avf33 (Brozovi¢ i sur., 2008; Stojanovic i
sur., 2016). Daljnji pokusi kojima bismo mogli detaljnije prouciti migraciju i invaziju stanica,
a nisu provedeni zbog pandemije, bili bi odredivanje migracije i invazije stanica pomocu filtra
s rupama veli¢ine 8 um (engl. Transwell inserts). Ako bi stanice pokazivale promjene u
migraciji i invaziji svakako bi nastavili s odredivanje markera epitelno-mezenhimalne
tranzicije metodom RT-gPCR (engl. Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction;
RT-gPCR) i metodom western blot. Dakle, ovim pristupom nastojali bismo pronaci uzroke
povecane migracije i invazije otpornih stanica u markerima EMT. Takav pristup usko je
povezan s istrazivanjem koje su proveli Stojanovi¢ i suradnici (2016) u kojem su pokazali da

integrin VB3 sudjeluje u stvaranju otpornosti stanica na kemoterapiju i uzrokuje povecanje
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migracije i invazije, a Eke i suradnici (2018) povezali su deregulaciju signalnih puteva koje
okidaju integrini s pove¢anom migracijom stanica karcinoma prostate i S razvojem otpornosti

stanica na zracenje.
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5. ZAKLJUCCI

1. Optimalna koli¢ina stanica LNCaP i LNCaP RR koju je potrebno nasaditi u Petrijevu
zdjelicu za izolaciju 1AC-a, kako bi nakon 48 sati popunjenost podloge bila izmedu 80

i 90 %, iznosi 4,8 x 10° stanica po Petrijevoj zdjelici.
2. Vrijeme izlaganja stanica LNCaP i LNCaP RR kemijskom umrezivacu DTBP-u, koje
daje najbolji omjer sadrZaja proteina koji se nalaze i onih koji se ne nalaze u IAC-u,

iznosi 10 minuta.

3. Protein paksilin pojacano je eksprimiran u stanicama otpornim na radioterapiju

LNCaP RR u odnosu na osjetljive LNCaP stanice.

4. Ekspresija izoformi proteina a-aktinina priblizno je jednaka u stanicama otpornim na

radioterapiju LNCaP RR i roditeljskim LNCaP stanicama.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih kofi su u nfemu navederni.
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