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1. Uvod

U danasnje vrijeme sve veéi naglasak stavlja se na potrebe istrazivanja rastué¢eg broja raznih
oboljenja s ciljem njihove prevencije, u ¢emu veliku ulogu zauzimaju tumori. Upravo ova
vrsta bolesti prosiruje crnu sliku smrtnosti diljem svijeta te sa svojim mehanizmima
rezistencije usmjerava sve veci broj istraZivanja ka njezinom razumijevanju i pokuSaju
prevencije ili smanjenju simptoma uznapredovalog stadija. Zajednicka karakteristika tumora
predstavlja nekontrolirani rast tumorskih stanica, uniStavanje ustroja i funkcioniranja
zahvaéenog tkiva. Takoder, stanice imaju potencijal tvorbe metastaza, tj. formiranja
sekundarne neoplazije u okolnim tkivima i organima, nastale Sirenjem tumorskih stanica
putem krvozilnog te limfnog sustava. Buduci da postoji vise razli¢itih tipova tumora, koji su
specifiéni po mjestu nastanka u organizmu, naéinu djelovanja, simptomima, moguénosti
tvorbe metastaza vazno je razumijevanje molekularnih mehanizama koji prethode
identifikaciji odgovaraju¢ih terapeutskih meta. Tumor dojke jedan je od najcesce
dijagnosticiranih kod Zenske populacije. Smrtnost je posljedica njegova Sirenja u limfne
¢vorice i daljnje organe, kao $to su kost, pluca, jetra i mozak (Fantozzi i Christofori, 2006).
Izmedu ostalog, zbog sve vece njegove zastupljenosti medu uzrocima smrti kod Zena, cilj
ovog eksperimentalnog rada je ispitati osjetljivost tumorskih stanica na primjenu lijeka 5-
fluorouracila (5-FU) te mogu¢i sinergisticki uéinak lijeka i pomoénog sredstva quisinostata
(inhibitor histon deacetilaza). Provedeno istrazivanje sastojalo se od sljedecih faza:

» Istrazivanje utjecaja doze lijeka 5-FU na citotoksi¢nost u 2D i 3D stani¢nim kulturama

tumora mlije¢ne zlijezde misa
» Istrazivanje utjecaja istovremenog tretmana s 5-FU i quisinostatom na citotoksi¢nost u
2D i 3D stani¢nim Kulturama tumora mlije¢ne zlijezde misa
» Istrazivanje utjecaja predtretmana quisinostatom i naknadnog tretmana s 5-FU u 2D i

3D stani¢nim kulturama tumora mlije¢ne zlijezde misa.



2. Teorijski dio

2.1. Tumori

Tumori ili novotvorine definiraju se kao abnormalna nakupina tkiva nastala kao rezultat
nekontrolirane diobe genski promijenjenih stanica. Prema krajnjem utjecaju na organizam
tumore je moguée klasificirati na dobro¢udne (benigne) i zlo¢udne (maligne). Osnovna
razlika u navedenoj podjeli je mogucénost tvorbe metastaza te uniStavanje normalne strukture 1
funkcije tkiva i organa u kojima se nalaze, sto je karakteristika malignih tumora. Maligne
stanice nadmasuju uskladen rast normalnih stanica, tvore nakupine te imaju potencijal
metastaziranja,tj. Sirenja u okolna tkiva putem krvozilnog i limfnog sustava, S§to je
karakteristicno za lokalno Sirenje te Sirenje koje obuhvaca regionalne limfne ¢vorice, tkiva i
organe u udaljenim dijelovima tijela. Jedni od mogucih uzroka koji dovode do Sirenja u
okolna tkiva su epitel mezenhimski prijelaz koji nije kompletan u tumorskim stanicama,
nakupljanje mutacija u mati¢nim tumorskim stanicama, alternativna diferencijacija makrofaga
te njihova transformacija (fuzijska hibridizacija s neoplasticnim stanicama) (Seyfried i
Huysentruyt, 2013; Roche, 2018). Proces metastaziranja uklju¢uje niz uzastopnih i
medusobno povezanih koraka koji se sastoje od odvajanja stanica od primarnog tumora,
invadiranja u krvozilni i limfni sustav, izbjegavanja imunosnog odgovora, Sirenja u kapilarna
korita, invadiranja i proliferacije u tkivima i organima (Seyfried i Huysentruyt, 2013).
Najcesca podrucja tvorbe metastaza su Kosti, jetra, plu¢a, mozak, potrbusnica i nadbubrezna
zlijezda (NIH). HistopatoloSka klasifikacija tumora upucuje na mjesto nastanka tumora te
tkiva iz kojeg potjeCe metastaza. Najveci postotak tumora prisutan kod muskaraca javlja se u
prostati, plu¢ima, urinarnom traktu te debelom crijevu. Kod Zenske populacije najveci
postotak oboljelih je od tumora dojke, pluca, vrata maternice, debelog crijeva te Stitnjace
(Hassanpour i Dehghani, 2017). Kao prilog navedenom, na Slici 1. je prikaz statisticke
ucestalosti pojave razli¢itih tipova tumora za oba spola u Republici Hrvatskoj za 2018.
godinu. Takoder, najve¢u smrtnost uzrokuje tumor plu¢a kod oba spola. Za uspjesnu terapiju i
smanjen mortalitet uzrokovan tumorima nuzno je detaljno razmijevanje mehanizama
nastanka, metastaziranja, izbjegavanja imunolo$skog odgovora kao i otpornosti na postojece te

nove antitumorske lijekove.



Kolorektum: 14.0%

Ostala mjesta: 28.8%

_— Plucéa: 12.5%

Stitnjaca: 2.9%

Dojka: 11.8%
Gusteraca: 3.4%

Zeludac: 3.6%

Maternica: 3.7%
Bubreg: 4.0% Prostata: 9.7%
Mjehur: 5.6%

Slika 1. Ucestalost pojave tumora u Republici Hrvatskoj za 2018. godinu (ECIS,2018).

2.1.1. Tumor dojke

Tumor dojke jedan je od najucestalijih koji se javlja medu zenskom populacijom te
zahvaljujuci pravovremenoj prevenciji, ranom otkrivanju te lijeCenju, omogucuje prezivljenje
u cak 80 % slucajeva. Mehanizam nastanka tumora veZe se uz Qenske promjene
karakteristi¢ne za veéinu tumora kao $to su uzastopne mutacije koje i) rezultiraju stalnom
aktivno$¢u protoonkogena u stimulaciji rasta, proliferacije i prezivljavanja stanica odnosno
dovode do njihove nekontrolirane diobe, (ii) uzrokuju gubitak funkcije tumor supresorskih
gena te gena kljuénih za popravak oste¢enja molekule DNA, neobuzdanog rasta stanica ili
regulacije stani¢nog ciklusa (Sun i sur., 2017). Primjer navedenog je pojava mutacija u
genima BRCAL i BRCA2, za §to je potrebna mutacija U oba alela za pojedini gen kako bi doslo
do fenotipske ekspresije. Produkti ovih gena sudjeluju u razliCitim stani¢nim procesima,
ukljucujuéi popravak ostecenja DNA u S fazi stani¢nog ciklusa. Mutacijom navedenih gena
ne formiraju se potrebni proteinski kompleksi za popravak DNA, zbog cega izostaje
mehanizam popravka DNA homolognom rekombinacijom (Jasin, 2002). Osim toga, gen

HER2 kodira za receptor ljudskog epidermalnog faktora rasta istoimenog naziva, Cija je
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prekomjerna ekspresija uocena u 20 % primarnih tumora dojke (Sun i sur., 2017). S obzirom
na podrucje razvitka tumora unutar dojke mogu nastati razliiti tipovi tumora, od kojih je
veéina benigna. Primjer navedenog su fibrocisticne promjene unutar dojke koje rezultiraju
nastankom ciste, podruéja zadebljanja, fibroze, tj. formiranja viska vlaknastog vezivnog tkiva.
Vecina neinvazivnih tumora dojke razvija se u tankim cijevima koje povezuju reznjeve i
lobule, zvani duktusi. Duktalne stanice ograni¢ene su na to podrucje te ne invadiraju u okolno
masno i vezivno tkivo dojke, osim kod invazivnog duktalnog karcinoma. Osim toga, mogu¢
je nastanak tumorskih stanica u reznjevima ili lobulima §to rezultira lobularnim malignim
tumorom, koji ima moguénost Sirenja u okolno tkivo dojke (Sharma i sur., 2010). Lijecenje
benignih tumora odnosi se na primjenu operativhog zahvata dok kod malignih ovisi o
prosirenosti (stadij 0-1V) i tipu nastalog tumora. Najraniji stadij raka dojke je neinvazivna
bolest (stadij 0) koji je ograni¢en na Sirenje unutar kanalic¢a ili reznjica dojke, bez Sirenja u
zdravo tkivo (karcinom in situ). Invazivni tumor dojke karakteristiCan je zbog Sirenja u
kanali¢e ili reznjic¢e te zdravo tkivo dojke, ili izvan dojke U limfne ¢vorove 1 druge organe
(stadiji I - 1V). Nacini lijeenja invazivnog oblika sastoje se od operativnog zahvata,
radioterapije, kemoterapije, imunoterapije te endokrine (hormonalne) terapije. Osim toga,
razvijaju se mehanizmi ciljane dostave lijeka primjenom nanotehnologije, s ciljem smanjenja
nuspojava nastalih u lijeCenju, kao S$to su gubitak kose, gastrointestinalne smetnje,

neutropenija te smanjen imunitet (Nounou i sur., 2015).

2.2. Kancerogeneza

Tumori su jedan od glavnih uzroka povec¢anja smrtnosti diljem svijeta pa ne iznenaduje velik
interes u istrazivanju mehanizma nastanka tumora (kancerogeneze) kako bi se detektirala
ciljpa mjesta djelovanja za terapijske postupke. Kancerogenezu promi¢u karcinogeni, tj.
supstance koje direktno ili indirektno dovode do disfunkcije stani¢nih gena te stani¢nih
funkcija koje su rezultat oste¢enja molekule DNA (Barnes i sur., 2018). Kemijske supstance
prisutne u okoliSu, virusi, bakterije te zracenje uzro¢nici su 7 % razliitih tipova tumora
(Hassanpour i Dehghani, 2017). Primjer su kroni¢ne infekcije bakterijama Helicobacter
pylori i Salmonella typhi koje proizvode karcinogene metabolite odnosno produkti viralnih
gena Epstein-Barr virusa, hepatitis B virusa i humanog herpes virusa-8 (Mager, 2006; Liao,
2007). Osim navedenog, mogu¢ je utjecaj endogenih faktora kao §to su mutacija kljucnih
gena, mehanizam popravka DNA te epigenetski mehanizmi. Posljedica izlaganju
karcinogenima je akumulacija mutacija u genomu, promjene u ekspresiji gena, stanicnom

4



funkcioniranju te nastanak stanica s metastatskim potencijalom (Schedin i Elias, 2004).
Osnovna svojstva tumorskih stanica (Slika 2.) kojima se razlikuju od normalnih stanica su:
odrzavanje stalne proliferacije, izbjegavanje supresora rasta, izbjegavanje stani¢ne smrti,
omogucavanje stani¢ne besmrtnosti, induciranje angiogeneze te invazivnost i metastaziranje.
Osim toga, formiranje tumorskih nakupina ukljucuje prisutnost razli¢itih tipova stanica koje
medusobnim interakcijama doprinose formiranju mikrookolisa te razvitku i ekspresiji
tumorskih svojstava (Hanahan i Weinberg, 2011).

Odrzavanje stalne proliferacije tumorskih stanica odnosi se na njihovu sposobnost
deregulacije signala rasta, tj. samostalnu proizvodnju faktora rasta koji vezanjem na receptore
podrzavaju autokrinu proliferativnu stimulaciju i neograniceni rast. Nasuprot tome, normalne
stanice imaju strogo kontroliranu proizvodnju i otpustanje signala rasta koji omoguéuju
regulaciju stani¢nog ciklusa (Feitelson i sur., 2015). Negativna regulacija stanine
proliferacije posredovana je genima za cijeli niz stani¢nih funkcija, ukljucujuéi i
remodeliranje kromatina te tumor supresorskim genima, kao $to su oni koji kodiraju za
proteine p53 i Rb, koji sudjeluju u aktivaciji senescencije odnosno apoptoze stanica.
Izbjegavanje apoptoze vezano je za mehanizme na razini transkripcije, translacije i
posttranslacijske modifikacije, mogucu inaktivaciju p53 proteina te povecanu ekspresiju
antiapoptiC¢kih regulatora (Bcl-2 i srodnih gena) ili signala prezivljavanja, §to se postize
smanjivanjem ekspresije proapoptotickih faktora ili zaobilaZzenjem ekstrinzicnog i
intrinzi¢nog programa smrti/apoptoze (Hanahan i Weinberg, 2011). Neograni¢eni replikativni
potencijal, tj. stani¢na besmrtnost vezana je za visoku aktivnost telomeraze, ¢ija je uloga
produljenje krajeva DNA dodavanjem ponavljajucih slijedova nukleotida. Njezina prisutnost
povezuje se s otpornos$cu stanica na indukciju senescencije i apoptoze (Yaswen i sur., 2015).
Takoder, istrazivanja ukazuju da telomeraza moze utjecati na kancerogenezu bez osnovne
uloge produljenja krajeva molekule DNA, utjecajem na mehanizam popravka oStecenja
molekule DNA, regulaciju p53 i RNA ovisnu polimeraznu aktivnost (Tergaonkar, 2015).
Sljedece svojstvo tumorskih stanica, angiogeneza je proces stani¢nog dijeljenja, migracije i
povezivanja endotelnih stanica iz postojecih krvnih zila. Regulacija ukljucuje aktivnost pro i
anti angiogenetskih faktora, Cija ravnoteZa odreduje smjer odvijanja angiogeneze. U slucaju
formiranja tumora dolazi do aktivacije pro angiogenetskih faktora (Fouad i Aane, 2017).
Sposobnost invadiranja okolnog tkiva i tvorba metastaza vezana je uz promjenu interakcija
tumorskih stanica s razli¢itim tipovima stanica te ekstracelularnim matriksom, $to nastaje kao
posljedica smanjenje ekspresije E-kadherina, transmembranskog glikoproteina odgovornog za

ostvarivanje tih interakcija (Hanahan i Weinberg, 2011). Medutim, udaljene metastaze tumora
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dojke pokazuju konstantnu ekspresiju E-kadherina, vefu nego u primarnim tumorima
(Kowalski i sur., 2003).

ODRZAVANJE STALNE
PROLIFERACIE

IZBJEGAVANJE NEGATIVNA REGULACIA
APOPTOZE STANICNE PROLIFERACLIE

INVAZIVNOST |

INDUKCIJA ANGIOGENEZE METASTAZIRANJE

NEOGRANICENI
REPLIKATIVNI
POTENCIJAL

Slika 2. Osnovna svojstva tumorskih stanica (Hanahan i Weinberg, 2011).

2.2.1. Vanjski faktori nastanka tumora

Niz istrazivanja ukazuje na vjerovatnost nastanka tumora uzrokovanih okoli§nim faktorima u
kombinaciji s genskim promjenama. Vecina sluCajeva se moze prevenirati promjenom
individualnog stila Zivota te smanjenom izlaganju karcinogenima. Vanjski faktori koji mogu
utjecati na razvoj tumora su izlaganje ultraljubiCastom zraenju (Sunceva svjetlost),
infektivnim agensima, organskim i anorganskim kemikalijama, stil Zivota koji ukljucuje
prekomjernu tezinu, konzumiranje cigareta, alkohola, hormonska terapija te ¢imbenici kao $to

su zagadenje vode i zraka (Parsa, 2012; IARC).

2.2.2. Unutarnji faktori nastanka tumora

Pojava mutacija u klju¢nim genima vezanim za stani¢nu diobu, kao §to su onkogeni, tumor
supresorski geni, geni ukljueni u apoptozu te stani¢ni popravak, moze znac¢ajno doprinjeti

nastanku tumora (Parsa, 2012).



2.2.2.1. Protoonkogeni i tumor supresorski geni

Otkricem skupine gena, protoonkogena i tumor supresorskih gena, koji sudjeluju u normalnim
stani¢nim procesima ukljucujuéi stani¢nu proliferaciju, smrt, odgovor na stani¢ni stres,
diferencijaciju, pokretljivost, prijenos signala medu stanicama, utvrdeno je da njihove
mutacije dovode do promjene u regulaciji normalnih stani¢nih procesa, te posljedi¢no
nastanku tumora (Kim, 2015). Protoonkogeni su skupina gena ¢iji produkti utjecu na stani¢nu
proliferaciju, diferencijaciju te rast stanice. Njihovom mutacijom dolazi do formiranje
onkogena, Ciji produkti uzrokuju nekontroliranu diobu stanice. U sluaju mutacije
protoonkogena dolazi do ekspresije onkoproteina, funkcionalnih analoga normalnih proteina
koji su izgubili mogucénost regulacije stani¢nog ciklusa. Iz tog razloga, dolazi do trajne
aktivnosti onkoproteina, neovisno o faktorima rasta te vanjskim signalima. Takoder postoji
skupina onkoproteina aktivnih u jezgri stanice koji utjeCu na regulaciju transkripcije i
ekspresije gena. Onkogeni ¢iji su produkti locirani u jezgri su npr. myc (c-myc, n-myc, |-
myc); c-myb i c-fos (Wang i Li, 2014). Oni posjeduju kinaznu aktivnost ¢ineéi proces
fosforilacije jednim od nezaobilaznih na¢ina regulacije stani¢nog ciklusa.

Biokemijski mehanizmi regulacije stani¢nog rasta putem produkata tumor supresorskih gena
odnose se na sintezu niza stani¢nih proteina koji utjecCu na represiju stani¢nog rasta. Primjer
jednog od najvaznijeg proteinskog produkta tumor supresorskih gena je p53 c¢ija uloga je
vezana uz proliferaciju, stani¢nu smrt, senescenciju, angiogenezu, diferencijaciju te DNA
metabolizam (Hassanpour i Dehghani, 2017). Naime, p53 je transkripcijski faktor Koji
inducira ekspresiju gena ¢iji produkti funkcioniraju kao inhibitori stani¢nog ciklusa koji
omogucavaju dobivanje na vremenu za popravak ostecene DNA molekule. Gen TP53 je

mutiran u 42% svih tipova tumora (Kim, 2015).

2.2.2.2. Mehanizmi popravka DNA

Geni ukljuceni u stani¢ni popravak, na razini DNA, izrazito su bitni za sprje€avanje nastanka
letalnih mutacija ili onih koje dovode do nastanka tumora. Medutim, prisutni su unutarnji
faktori koji mogu dovesti do prekida kontinuiteta (jednolan¢anog ili dvolan¢anog loma)
molekule DNA, kao $to su greske tijekom replikacije DNA, prisutnost reaktivnih kisikovih
radikala, skracivanje telomera te replikacijski stres izazvan aktivacijom onkogena ili
inaktivacijom tumor supresorskih gena (Li i sur., 2013). Takoder, cis elementi unutar

strukture DNA mogu utjecati na vecu vjerovatnost mutacije gena (Duan i sur., 2018).



Iz tog razloga, u stanici su razvijeni mehanizmi popravka molekule DNA kako bi se smanjila
mogucénost nastanka mutacija. U slucaju nastanka jednolan¢anog loma ili ugradnje krivog
nukleotida aktiviraju se bazni te nukleotidni ekscizijski popravak u kojemu dolazi do zamjene
ostecene duSikove baze novom te povezivanja oStecenog lanca djelovanjem odredenih
kompleksa proteina. Pritom komplementarni lanac DNA sluzi kao kalup za popravak nastalog
ostecenja. Takoder, djelovanjem odredenih agenasa mogu¢ je nastanak dvolan¢anog loma.
Ovaj tip novonastalog ostecenja teze je popraviti zbog odsustva komplementarnog dijela lanca
molekule DNA, ¢ime se aktiviraju posebni mehanizmi popravka zvani homologna
rekombinacija te ilegitimna rekombinacija. Homologna rekombinacija prisutna je u S i G, fazi
stani¢nog ciklusa jer zahtjeva prisustvo homologne sestrinske kromatide prema kojoj se vrsi
popravak, dok je ilegitimna rekombinacija prisutna u postmitotickim stanicama te onima u G;
fazi stani¢nog ciklusa. Mehanizam homologne rekombinacije iniciran je vezanjem MRN
kompleksa na novonastali dvolan¢ani lom, pri ¢emu sluzi kao nosac sljedeceg proteina u nizu,
CtIP nukleaze. Zajedno s egzonukleazom (EXO1) dolazi do procesiranja krajeva DNA.
Vezanjem RADS51 nukleo-proteinskog filamenta na jednolancanu regiju osigurava se
invadiranje lanca DNA u homolognu regiju sestrinske kromatide prema kojoj se vrsi popravak
(Giglia-Mari i sur., 2011). Ilegitimna rekombinacija zapocinje prepoznavanjem i vezanjem Ku
heterodimera koji se sastoji od vrlo strukturno sli¢nih Ku70 i Ku80 podjedinica. Budu¢i da je
kompleks u stanici prisutan u velikim koncentracijama te ima veliki afinitet za krajeve DNA,
vezanje tijekom nastanka dvolancanog loma odvija se vrlo brzo po nastanku osStec¢enja. Ku
kompleks veZze se na Secerni dio lanca, Stiti krajeve novonastalog loma, formira prsten te klizi
po molekuli DNA, sluze¢i kao nosac ostalih proteinskih faktora koji vrse popravak. Takoder,
ako je potrebno provodi se procesiranje DNA kako bi se stvorili ligiraju¢i krajevi koje
povezuje enzim ligaza, ¢ime dolazi do raspuStanja Citavog kompleksa proteina i popravka
ostecenja (Davis i Chen, 2013). Budu¢i da je u vecini slucajeva za nastanak tumora
karakteristicna genomska nestabilnost, izostanak enzima koji sudjeluju u ovim mehanizmima

popravka povecéava istu te dovodi do vece vjerovatnosti nastanka tumorskih stanica.

2.2.2.3. Epigenetski mehanizmi

Epigenetski mehanizmi, kao Sto su modifikacija histona i metilacija DNA, predstavljaju
dodatan faktor za razumijevanje funkcioniranja stanice s naglaskom potencijalne uloge u
nastanku tumorskih stanica. Struktura kromatina, dostupnost pojedinih gena te njihova

ekspresija ¢ine dodatnu kontrolnu toc¢ku stanice te promjene na toj razini mogu sudjelovati u
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nastanku tumora (Dalgliesh i sur., 2010). Geneticki materijal eukariota pohranjen je u obliku
DNA molekule u jezgri, mitohondrijima i plastidima te formira specificnu strukturu koja
omogucava kompaktno pakiranje izrazito velike molekule. Molekula DNA u jezgri tvori
strukturne komplekse s proteinima histonima, §to predstavlja prvu razinu organizacije DNA
molekule. Nukleosom se sastoji od dvije kopije histona H2A, H2B, H3 i H4 te DNA molekule
kondenzirane u oktamerni kompleks. Strukture nukleosoma su medusobno povezane linker
DNA, varijabilnih duljina te histonom H1 u kromatinsko vlakno. Internukleosomalne
interakcije su osigurane preko linker histona H1. Daljnjom kondenzacijom molekule DNA
formira se struktura zvana kromatin (Marifo-Ramirez i sur., 2005). Modifikacijom
(metilacija, acetilacija, ubikvitinacija, fosforilacija) amino terminalnog kraja histona, utjece se
na replikaciju DNA, transkripciju, tj. ekspresiju pojedinih gena kao i na arhitekturu same
jezgre (Li 1 sur., 2007). Navedene epigenetske promjene kontrolirane su specifiénim
proteinima koji ukljucuju histon metilaze i demetilaze. Primjer navedenog je gen UTX koji
kodira za histon H3 lizin 27 demetilazu, ¢ijom mutacijom dolazi do formiranja tumora jer se
metilacija aminokiselinskog ostatka lizina na H3 histonu povezuje s genomskim utiSavanjem i
represijom transkripcije. Navedena mutacija primjecena je kod pojave raznih tumora, a ¢ak 10
% kod multiplih mijeloma (van Haaften i sur., 2010). Osim toga, gen UTX se ovisno o
stani¢nom kontekstu moZe pona$ati i kao onkogen (Schultz i sur., 2019). Drugi navedeni
epigenetski mehanizam ukljucuje metilaciju DNA, odnosi se na proces enzimski katalizirane
reakcije kovalentnog vezanja metilne skupine na peti ugljikov atom dusikove baze citozina.
Iako je ovaj bioloski proces prisutan u normalnim stanicama, metilacija DNA mozZe se javiti u
promotorskim regijama razliitih gena, uklju¢ujuéi tumor supresorske gene, ¢ime dovodi do
represije transkripcije pojedinih gena, poveéanja vjerovatnosti nastanka mutacije, sto moze
rezultirati formiranjem tumorskih stanica. Takoder, uzorak metiliranja CpG otoka, unutar
promotorskih regija primijecen je u tumorskim stanicama (Wajed i sur., 2001). Ovaj uzorak
ponasanja tumorskih stanica, kao i prethodno navedeni, mogu igrati veliku ulogu u daljnjim

istrazivanjima njihova tretiranja.

2.2.2.3.1. Acetilacija/ deacetilacija histona

Modifikacija histona kojom se utjeCe na ekspresiju gena ukljucuje procese acetilacije i
deacetilacije histona, posredovane enzimima histon acetil transferazama (HAT) i histon
deacetilazama (HDAC). Acetilacija lizina na histonima H3 i H4 dovodi do formiranja
otvorene strukture kromatina, tj. aktivacije transkripcije gena, dok deacetilacija ima suprotan
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(inhibicijski) u¢inak. Osim toga, procesu acetilacije i deacetilacije podlozni su i drugi proteini
kao transkripcijski faktori, ukljucujuc¢i p53 protein. U ljudskim stanicama otkriveno je 18
razlicitih HDAC enzima podijeljenih u Cetiri grupe s obzirom na karakteristike pojedinih.
Aktivnost histon deacetilaza grupe | povezana je sa stanicnom proliferacijom te je njezina
prisutnost karakteristi¢na za tumorske stanice. Inhibicija aktivnosti HDAC utjece na indukciju
apoptoze, modifikaciju stani¢nog ciklusa, indukciju diferencijacije stanica, promjene u
angiogenezi i mikrookoliSu tumora te proizvodnju reaktivnih kisikovih radikala. Quisionstat
je inhibitor HDAC sirokog spektra koji pokazuje sposobnost inhibicije rasta tumorskih stanica
(Venugopal i sur., 2013). Karakteristi¢an je po selektivnom djelovanju prema prvoj i drugoj
skupini HDAC izoenzima, ovisno o koncentraciji, c¢ime pokazuje moguéu primjenu kao

antitumorski lijek (Carol i sur., 2013)

2.3.Staniéne kulture

Uspostava stani¢ne kulture ukljucuje izolaciju stanica iz odredenog tkiva ili organa, Koji
predstavljaju normalne uvjete za njihov rast i proliferaciju (in vivo) te njihov uzgoj u
kontroliranim laboratorijskim uvjetima (in vitro). Kratkoro¢ne stani¢ne kulture mogu se
koristiti za istrazivanja te postavljanje dijagnoze kao npr. detekciju patogena, pracenje rasta te
individualnog ponasanja stanica, morfologije tkiva, mehanizma bolesti, utjecaja lijeka,
produkciju proteina te razvoj tkivnog inzenjerstva (Hudu i sur., 2016; Kapalczynska i sur.,
2018). Stani¢ne kulture koje se koriste s ciljem istrazivanja utjecaja pojedinog lijeka na
tumorske stanice s obzirom na osobitost rasta in vitro mogu biti 2D i 3D stani¢ne kulture.
Osnovna razlika je u naéinu uzgoja stanica, tj. 2D kulture rastu u monosloju, dok 3D kulture
stanica u posebno dizajniranim uvjetima tvore viseslojne tvorbe koje omogucuju realnije

istrazivanje stani¢ne biologije uklju¢ujuéi tumore (Lovitt i sur., 2014).

2.3.1. 2D stani¢na kultura

Vecina eksperimentalnih istraZivanja bazira se na koriStenju adherentnih 2D stani¢nih kultura
u in vitro uvjetima, koja je karakteristicna po rastu u monosloju na specifi¢nim plasti¢nim
nosac¢ima (Lovitt i sur., 2014). Osnovna prednost upotrebe ovih kultura je lakoc¢a odrzavanja
stanica, podjednaka dostupnost nutrijenata i faktora rasta u mediju, $to rezultira homogenim

rastom i prolferacijom. Medutim, nedostaci njihove upotrebe sve vise dolaze do izrazaja.
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Primjena 2D stanicne kulture ne imitira prirodne strukture tkiva i tumora, tj. interakcije
odgovorne za diferencijaciju, proliferaciju stanica, odgovor na podrazaje, ekspresiju gena i
proteina, metabolizam lijeka te one funkcioniraju drugacije u odnosu na tumorske stanice u
prirodnom okruzenju (in vivo). Takoder, nakon izolacije iz tkiva dolazi do promjene njihove
morfologije S$to u konacnici utjeCe na funkciju, stani¢ni prijenos signala i raspored
mikrostruktura unutar stanice. Osim prethodno navedenog, adherentne stanice rastu u
monosloju ¢ime izostaje efekt tumorskog mikrookoliSa koji je potreban za potpunije
razumijevanje tumora. U 2D kulturi tumorske stanice gube polarnost te imaju neogranicen
pristup sastojcima medija u kojemu se nalaze, kao Sto su kisik, nutrijenti, metaboliti 1 signalne

molekule (Kapalczynska i sur., 2018).

2.3.1.1. Odpredivanja vijabilnosti stanica u 2D stanicnim kulturama

2.3.1.1.1. Resazurin test

Resazurin test je metoda koja sluzi za odredivanje vijabilnosti stani¢ne kulture. Bazira se na
primjeni redoks indikatora resazurina, plavo obojenog spoja koji slobodno difundira u stanicu.
Stanice s aktivnim metabolizmom reduciraju resazurin u rezorufin, ruziasto obojenu
fluorescentnu komponentu ¢ija se fluorescencija mjeri pri valnim duljinama ekscitacije 560
nm te emisije 590 nm. Pritom, vrijednost fluorescencije proporcionalna je broju zivih stanica
(Borra i sur., 2009).

2.3.2. 3D stani¢na kultura

3D stani¢na kultura prevladava nedostatke primjene 2D stani¢ne kulture jer imitira strukturu
unutar tkiva i organa te kao takva moze biti koriStena kao model koji oponasa in vivo stani¢na
dogadanja. Takoder, zbog strukture koja nalikuje tumorskoj masi difuzija kisika, nutrijenata,
signalnih molekula ograni¢ena je zbog lokalnog okolisa u kojem obitavaju stanice. Upravo taj
okoli§ moze se sastojati od razli¢itih stani¢nih populacija unutar visestani¢ne nakupine, kao
Sto su fibroblasti ili endotelne stanice, Sto pospjeSuje razumijevanje samog modela u in vitro
uvjetima (Melissaridou i sur., 2019). Osim navedenog, dolazi do uspostave pravilnih
interakcija stanica te stanica i medija koje omogucavaju tvorbu tkiva, primanja signala iz

okoline tumorske mase, zadrZzavanja morfologije i polarnosti stanica te sli¢ne ekspresije gena,
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signaliziranja i metabolizma kao u in vivo uvjetima (Kapatczynska i sur., 2018). Nakupine
tumorskih stanica u 3D kulturama najceS¢e formiraju strukture koje su kruznog oblika i
nazivaju se sferoidi, tj. mikrotumori. Za formiranje takvih tumorskih struktura potrebno je
osigurati odgovarajuce uvjete i danas u primjeni poznate su sljede¢e metode: koriStenje
posebnih 3D nosaca koji omogucuju rast suspenzijske kulture bez moguénosti adherencije u
mikrotitarskim plo¢icama sa zaobljenim dnom za rast stanica odnosno, metoda viseée kapi,
koristenje posebnih uredaja baziranih na mikrofluid-cipovima te uzgoj stanica u matriks -
gelu. Najces¢a primjena sferoida sastoji se u proucavanju metabolizma lijekova, rasta i
proliferacije stanica unutar tumorske mase, imunointerakcija, difuzije razli¢itih sastojaka

podloge unutar strukture, remodeliranja matriksa te angiogeneze (Yilmaz i Sakarya, 2018).

2.3.2.1.Metode odredivanja vijabilnosti stanica u 3D stanicnim Kulturama

Metode odredivanja 3D stani¢ne kulture mogu se podijeliti na one koje imaju cilj odrediti zive
stanice te one na kojima je cilj odrediti prisutnost mrtvih stanica. U ovom radu primjenjivana
je jedna metoda za odredivanje brojnosti mrtvih stanica te dvije metode za odredivanje

brojnosti zivih.

2.3.2.1.1. CellTox Green Cytotoxicity test

Ova metoda bazira se na primjeni fluorescentne boje za detekciju mrtvih stanica na temelju
gubitka selektivne permeabilnosti membrane i ulaska boje iskljué¢ivo u mrtve stanice. Glavna
komponenta testnog kompleta je CellTox™ Green fluorescentna boja koja se veze na DNA
mrtvih stanica $to vodi do poveéanja intenziteta fluorescencije u promatranom uzorku.

Fluorescencija se pritom mjeri na valnim duljinama 520 - 530 nm (Promega).
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Slika 3. Shematski prikaz mehanizma CellTox Green Cytotoxicity testa.

2.3.2.1.2. RealTime-Glo MT Cell Viability test

Ovaj test se koristi za odredivanje zivih stanica i bazira se na primjeni neliticke,
bioluminiscentne metode. Osnovu testa ¢ine NanoLuc luciferaza te prosupstrat koji slobodno
difundira kroz stanicnu membranu. Stanice reduciraju prosupstrat u supstrat za luciferazu koji
difundira u medij, u kojemu se nalazi luciferaza. NanoLuc luciferaza katalizira pregradnju
supstrata pri ¢emu proizvodi bioluminiscentni signal Cciji intenzitet ovisi o koli¢ini
metaboliziranog prosupstrat — supstrat enzimskog produkta koji je proporcionalan broju zivih
stanica. Prednost ove metode je $to ne dolazi do prekida kontinuiteta staniéne membrane te se

stanice mogu uporabiti za dodatna mjerenja (Promega).
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Slika 4. Shematski prikaz mehanizma RealTime-Glo MT Cell Viability testa.
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2.3.2.1.3. CellTiter-Glo 3D Cell Viability test

Ovaj test bazira se na primjeni reagenasa koji liziraju staniénu membranu $to ima za
posljedicu oslobadanje adenozin trifosfat (ATP) molekula. Supstrat luciferin i luciferaza zatim
sudjeluju u katalitickoj reakciji koja rezultira stvaranjem bioluminiscentnog signala. Nastali

bioluminiscentni signal dobiven u reakciji proporcionalan je broju zivih stanica u kulturi

(Promega).
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Slika 5. Shematski prikaz mehanizma CellTiter-Glo 3D Cell Viability testa.

2.4. Istrazivanje utjecaja antitumorskog lijeka (citotoksi¢nost)

Vaznost otkrica novih lijekova za tretman razlicitih tipova tumora neizbjezan je zbog sve
vece raSirenosti ove vrste bolesti. Pritom, naglasak u pronalasku novih lijekova stavlja se na
potencijal smanjivanja i stabiliziranja tumorske mase posebno u slu¢aju neizlje¢ivih tumora,
smanjenje simptoma bolesti s ciljem produljenja Zivota, s prihvatljivim utjecajem na kvalitetu
zivota. U ovom eksperimentalnom radu naglasak je na istrazivanju lijeka 5-fluorouracila (5-
FU) za kojeg je utvrdeno da pokazuje snazan antitumorski ucinak, u kombinaciji s

quisinostatom na stanicama tumora mlije¢ne Zlijezde miSa.
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2.4.1. Antitumorski lijek 5-fluorouracil

5-FU je lijek koji se najCesce koristi, zajedno s ostalim lijekovima, u tretiranju tumora
gastrointestinalnog trakta, ginekoloskih organa, tumora glave i vrata te tumora dojke
(Focaccetti i sur., 2015). Od 80 do 85 % ovog fluoropirimidina metabolizirano je do
inaktivninh komponenti djelovanjem enzima dihidropirimidin dehidrogenaze, prisutnog u jetri,
intestinalnoj mukozi i drugim tkivima, a samo 1 — 3 % pocetne doze lijeka pokazuje
mogucnost inhibicije sintez