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POPIS KRATICA
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1.UVOD

Glioblastom je najceS¢i 1 najagresivniji tumor srediSnjeg zivcanog sustava (CNS). Prema
kriterijima Svjetske znanstvene organizacije (WHO) svrstava se u astrocitom gradusa IV.
Ovaj tumor potjeCe od glija stanica, odnosno astrocita. Glija stanice, zajedno s neuronima,
izgraduju ziv€ani sustav. Neke od wvrsta glija stanica su: astrociti, oligodendrociti,
ependimociti, radijalne, Schwannove, satelitske stanice. Najzastupljenije su astrociti koje
reguliraju vanjsko kemijsko okruzenje neurona. Maligne stanice astrociti koje cine
glioblastome su nediferencirane ili vrlo slabo diferencirane (stanice tumora ne nalikuju na
normalne stanice tkiva iz kojeg nastaju) te imaju visoku mitoticku aktivnost. Glioblastom je
tumor gradusa IV, Sto znaci da je zlocudan, invazivno raste i metastazira u okolno tkivo uz
prisutnost nekroze (odumiranje stanica pri ¢emu stanice ne otpuStaju uobicajene kemijske
signale imunosnom sustavu §to dovodi do nakupljanja odumrlog tkiva). Stanice dobivaju
sposobnost Sirenja, invazije 1 otpornosti na apoptozu procesom epitelno-mezenhimske
tranzicije (EMT). Takoder, postoji i reverzibilan proces, mezenhimsko-epitelna tranzicija
(MET) kojim migriraju¢e tumorske stanice gube mezenhimski fenotip kako bi osnovale
sekundarni tumor na udaljenim mjestima. Pacijenti s dijagnosticiranim glioblastomom u
prosjeku umiru nakon 17 tjedana bez lijeCenja, 37 tjedana ako se primjeni operacija uz
tretman zracenja i kemoterapije te samo mali broj pacijenata prezivi nekoliko godina.
Standardni tretman za lijeCenje glioblastoma je 1 dalje operacija u kombinaciji s
kemoterapijom. Naime, glioblastomi su veoma otporni na takav nacin lije€enja. Zbog toga
znanstvenici 1z podrucja onkologije intezivno rade na istraZzivanju novih tretmana koji ¢e
prevladati difuznu prirodu glioblastoma 1 njegovu rezistentnost na zra¢enje. U ovom radu
promatrana su dva eksperimentalna rada u kojima se istraZzuje inhibicijsko djelovanje
kalikozina i implantanta radioaktivnog joda ('>’I) na rast stanica i EMT u glioblastomima.
Kalikozin je izoflavon izoliran iz biljke. Zradenje implantantom radioaktivnog joda ('*°I)
podrazumijeva njegovu ugradnju u tumor ¢ime se direktno moze djelovati na tumorsko tkivo,
a istovremeno postjedjeti zdravo tkivo.



2.TUMORI OPCENITO

Tumor je nakupina promijenjenih stanica odredenog tkiva u obliku izraslina ili oteklina.
Tumori nastaju iz jedne ili nekoliko promijenjenih stanica kod kojih dode do poremecaja
normalnih mehanizama rasta i diobe stanica. Tumori se sastoje od dva osnovna dijela:
parenhima, koji je graden od pretvorenih ili neoplasti¢nih stanica po kojem tumor dobiva
svoje ime i odreduje se njegovo biolosko ponaSanje te potporne strome, koja je gradena od
vezivnog tkiva i krvnih zila te je presudna za rast i razvoj tumora. Proces nastanka tumora
pocinje na molekularnoj razini, promjenama gena povezanih s tumorima. Promjene u genima
se javljaju kao posljedica dugotrajne izloZenosti kancerogenim cimbenicima (kemijskim,
mehanic¢kim, fizikalnim) te kao posljedica spontanih mutacija. Mutacije odgovorne za
nastanak tumora se javljaju u tri skupine gena: onkogenima (mutirani oblici normalnih gena
protoonkogena) Ciji proizvodi poti¢u stani¢ni rast, tumor-supresijskim genima te genima za
provjeru i popravak DNA. Nastanak novotvorine je postupni i dugotrajni proces do kojeg
dode nagomilavanjem niza genskih promjena. Osobitost tumora je njegova bioloska
heterogenost, odnosno tumor sadrzi razli¢ite populacije stanica s nejednakim osobitostima.
Tijekom rasta tumora najmanje su tri mehanizma odgovorna za heterogenost, a to su: razlicita
mogucnost prehrane zbog ogranicenog rasta krvnih Zila u rastu¢em tumoru, a o€ituje se smréu
stanica 1 nekrozom, nastanak novih klonova tijekom progresije tumora i1 diferencijacija
tumorskih stanica unutar jednog klona.

STALNA PROLIFERACUA

IZBIEGAVANIE
SUPRESORA RASTA

INDUKCLIA

ANGIOGENEZE INVAZIIA | METASTAZA

REPLIKACUA |
IMORTALMNOST

Slika 1. Stanice tumora stalno proliferiraju, dijele se neogranic¢eno i neovisno o vanjskim
supresorima rasta. Takoder izbjegavaju stani¢nu smrt i imunosni odgovor. Njihov nastanak
potaknut je mutacijama, nestabilnostima genoma i nekim upalama. Poti¢u angiogenezu novog
tumorskog tkiva, koja im omogucava invaziju i metastaziranje (Jurlin, 2013).

3.TUMORI SREDISNJEG ZIVCANOG SUSTAVA

Znanost do danas nije utvrdila koji su uzroci tumora na mozgu. Jos uvijek se istrazuje utjece li
na pojavu tumora koriStenje mobitela i WiFi uredaja, ozljede glave, izlozenost odredenim



kemikalijama te magnetskim poljima dalekovoda i baznih stanica. Dosadasnja istrazivanja
nisu otkrila pouzdane veze izmedu tih rizicnih ¢imbenika i tumora mozga.

Osnovna podjela tumora CNS-a je na primarne i sekundarne tumore. Primarni tumori nastaju
iz razlic¢itih dijelova mozdanog tkiva te mogu biti zlo¢udni (maligni) ili dobro¢udni (benigni).
Oko 75% mozdanih tumora je benigne naravi, dok ostatak ¢ine maligni tumori. Sekundarni
tumori su metastaze drugih primarnih tumora (dojke, plu¢a itd.). Nastaju tako Sto maligne
stanice krvotokom ulaze u lubanjsku Supljinu ili mozak.

Primarni tumori CNS-a dijele se prema klasifikaciji WHO u 14 skupina: 1. astrocitni tumori;
2. oligodendroglijalni tumori; 3. ependimalni tumori; 4. tumori korioidnog pleksusa; 5. drugi
neuroepitelni tumori; 6. neuronalni i mijeSani neuronalno-glijalni tumori; 7. tumori pinealne
regije; 8. embrionalni tumori; 9. tumori kranijalnih i perifernih zivaca; 10. tumori mozgovnih
ovojnica; 11. tumori stanica hematopoeze; 12. tumori zametnih stanica; 13. tumori povezani s
obiteljskim sindromima; 14. tumori podrucja sele. Najbrojniji primarni tumori mozga su
gliomi, a unutar gliomske skupine naj¢es¢i su astrocitomi.

Prema agresivnosti WHO tumore CNS-a grupira u stupnjeve ili graduse od I do IV.
Odredivanje gradusa vrlo je vazno za lijeenje 1 prognozu bolesti. Gradus I je benigni tumor,
najmanje agresivan. Stanice su slicne stanicama normalnog tkiva, sporo se umnoZavaju i
rastu. Postoji mogucnost izlije€enja nakon kirurSkog uklanjanja. Gradus II je uvjetno zlo¢udan
tumor. Stanice su slicne stanicama normalnog tkiva, ali se brze umnozavaju. Moze se
ponovno pojaviti 1 napredovati prema visem stupnju maligniteta. Gradus III je maligni tumor.
Stanice se razlikuju od stanica normalnog tkiva, brze se umnoZavaju. Potrebno je dodatno
lijeenje kemoterapijom 1 zra¢enjem. Gradus IV je maligni tumor. Stanice uopce ne nalikuju
stanicama normalnog tkiva, brZze se umnoZavaju i rastu uz prisutnost nekroze.

Prema kriterijima WHO glioblastomi se svrstavaju u astrocitome gradusa IV.

Simptomi tumora CNS-a ovise o veli¢ini tumora, vrsti tumora 1 mjestu na kojem se tumor
nalazi. Mogu biti uzrokovani pritiskom tumora na okolne strukture, oste¢enjem dijela mozga i
razvojem poviSenog intrakranijalnog tlaka (tlaka unutar lubanje). Najc¢esc¢i simptomi tumora
mozga su: glavobolja (pocetni simptom u treé¢ine bolesnika, u 70% oboljelih pojavljuje se
tijekom bolesti), mucnina i povracanje (nastaju zbog porasta intrakranijalnog tlaka, koji
uzrokuje pomake u dijelovima mozga, Sto dovodi do kompresije mozdanog debla, pojavljuje
se u polovici slucajeva), epilepticki napadaji (pojavljuju se kod tre¢ine bolesnika kao prvi
simptom, a kod 50 do 70 % bolesnika pojavljuju se i tijekom bolesti), promjene kognitivnog
funkcioniranja (poremecaji u ponaSanju, pamcéenju i koncentraciji; pojavljuju se kod petine
bolesnika), mentalna 1 psihomotorna astenija (bolesnik je usporen, sporo i sa stankom
odgovara na pitanja, tesko se izrazava).

4. GLIOBLASTOMI

Glioblastomi su naj¢es¢i tumori CNS-a kod odraslih, a glioblastoma multiforme (GBM) ¢ini
gotovo polovicu takvih sluc¢ajeva. GBM je jedan od najagresivnijih astrocitnih tumora. Izraz
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glioblastoma multiforme opisuje njegove histopatoloske karakteristike: raznolika morfologija
1 heterogene populacije stanica koje se razlikuju po mnogim bioloskim osobinama kao §to su
razina proliferacije, invazivnost u okolna tkiva, izgled, otpornost na terapiju itd. Glioblastomi
se obi¢no javljaju u subkortikalnoj bijeloj tvari mozdanih hemisfera i to najcesé¢e u
temporalnom, zatim parijentalnom i frontalnom reznju. Vrlo rijetki su glioblastomi mozdanog
debla, malog mozga te drugih dijelova srediSnjeg ziv€anog sustava. Ovaj tumor moze biti vrlo
raznolik kako mikroskopski tako 1 makroskopski. Neka podru¢ja mogu biti tvrda i siva dok su
druga Zuta i mekana. Cesto su vidljiva i podru¢ja nekroze, cista i krvarenja. Jo$ jedna od
karakteristika glioblastoma je i agresivno prodiranje tumorskih stanica, odnosno invazija u
okolno, zdravo tkivo mozga §to doprinosi ponovnoj aktivaciji tumora. Glioblastomi ¢ine 12-
15% svih tumora mozga te pogadaju sve dobne skupine, no najvise se javljaju kod osoba
iznad 65 godina s nesto vecom ucestalos¢u kod muskaraca nego kod zena. Nacini lijeCenja
glioblastoma ukljucuju: kirursko uklanjanje tumora, radioterapiju i kemoterapiju, no unatoc¢
tome smrtnost medu pacijentima je vrlo velika. Ovi tumori mogu nastati na dva nacina. Jedan
nacin je nastanak iz bolje diferenciranih astroglijalnih tumora te tako nastaje oko 10% svih
glioblastoma. Tako nastale glioblastome nazivamo sekundarnima. Drugu, puno vec¢u skupinu,
¢ine glioblastomi koji nastaju de novo. Oni ¢ine oko 90% glioblastoma te ih nazivamo
primarnima. Unato¢ velikoj histoloSkoj slicnosti, ove dvije vrste glioblastoma razdvajaju
mnoge druge karakteristike kao $to su dob pacijenata (primarni uglavnom kod muskaraca s
oko 62 godine starosti, dok su sekundarni ¢es¢i kod zena s oko 45 godina starosti), razina
molekularnih mehanizama ukljuc¢enih u nastanak tumora, uzorci ekspresije RNA 1 proteina te
odgovor na radioterapiju 1 kemoterapiju. Opcenito, glioblastomi pokazuju najviSe genskih
promjena s obzirom na ostale astrocitne tumore. Neke od tih promjena su: amplifikacije
onkogena 1 njihova prekomjerna ekspresija, mutacije u genima tumor-supresora i proteinima
za popravak DNA, gubitak heterogenosti nekih dijelova kromosoma te epigeneticke promjene
poput hipermetilacije promotorskih regija. Upravo ove promjene rezultiraju nekontroliranom
proliferacijom, gubitkom normalnih kontrolnih mehanizama stani¢nog ciklusa, sprjeCavanjem
apoptoze, neucinkovitim popravkom oSteCene DNA, povecanjem genske nestabilnosti i
gubitkom kontrole nad signalnim putevima faktora rasta (Baci¢, 2014).

5. EPITELNO-MEZENHIMSKA TRANZICIJA

Tumor postaje zlocudan kad po€inje invazivno rasti 1 metastazirati u okolno normalno tkivo.
Ovi su dogadaji povezani s promjenama u vezi tumorskih stanica s drugim stanicama i
ekstracelularnim matriksom. Dio tumorskih stanica dobiva sposobnost invazije, Sirenja i
otpornosti na apoptozu procesom epitelno-mezenhimske tranzicija (EMT), kojim poprimaju
fenotip mezenhimskih stanica. U normalnom tkivu se EMT dogada tijekom embriogeneze i
zacjeljivanja rana, te je pod kontrolom transkripcijskih faktora. Ekspresijom tih
transkripcijskih faktora u razli¢itim kombinacijama u tumorskom tkivu pokrece se EMT.
Neka od stani¢nih svojstava koja kontroliraju ti transkripcijski faktori su gubitak adherentnih
veza izmedu stanica i adhezije za bazalnu laminu, gubitak polarnosti stanica, promjena
morfologije stanica iz poligonalne, karakteristicne za epitelne stanice, u vretenastu,
karakteristi¢nu za fibroblaste te ekspresija enzima koji degradiraju stani¢ni matriks. Smanjuje
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se ekspresija E-kadherina, klju¢nog za kontakte izmedu stanica i glavnog supresora
mobilnosti stanica. Rezultat ovih promjena je sposobnost tumorskih stanica da se Sire lokalno
i ulaze u krvotok i limfni sustav te metastaziraju (Jurlin, 2013). Osim toga, indukcija EMT
uzrokuje uspostavljanje odredenih svojstava tumorskih mati¢nih stanica. Naime, na njihovoj
povrsini dolazi do ekspresije markera karakteristiénih za mati¢ne stanice tkiva iz kojih su
potekle. Takve mati¢ne stanice su visoko invazivne i otporne na kemoterapiju i radioterapiju
te su odgovorne za ponovni rast i Sirenje tumora nakon terapije.

L]
: e —
’
o' v —
Stanice g|i0ma fiksirane s RETT]DdE|E]CijE] citoskeleta Visoko invazivni

adhezijskim molekulama Gubitak adhezijskih molekula fenotip

Slika 2. Epitelno-mezenhimska tranzicija u stanicama glioma (Iwadate, 2016)

6.KLASIFIKACIJA EMT

EMT je klasificirana u tri razlicite vrste.

Prva vrsta EMT je bitan mehanizam potreban za prijelaz primitivnih epitelnih stanica u
embriju u pokretne mezenhimske stanice, koje su potrebne za gastrulaciju i migraciju stanica
neuralnog grebena. Mezenhimske stanice generirane pomoc¢u EMT postanu sekundarne
epitelne stanice u mezodermalnim 1 endodermalnim organima pomocu reverzibilnog procesa,
odnosno mezenhimsko-epitelne tranzicije (MET). Na taj nacin prva vrsta EMT ima jako
vaznu ulogu tijekom embriogeneze u generiranju morfoloski i1 funkcionalno razli¢itih tipova
stanica, uklju¢uju¢i mezenhimske i sekundarne epitelne stanice tijekom procesa MET.

Druga vrsta EMT se pojavljuje kod odraslih te sudjeluje u regeneraciji tkiva, zacijeljivanju
rana 1 fibrozi (zadebljanje 1 oziljkasto pretvaranje vezivnog tkiva, najceS¢e kao posljedica
upale ili oStecenja). Fibroze organa posredovane su fibroblastima i upalnim stanicama koje
izluuju brojne upalne signale pored komponenta kompleksa izvanstani€énog matriksa, koji se
sastoji od elastina, kolagena, tenascina 1 laminina. Prijelaz epitelnih stanica u fibroblaste javlja
se tijekom nekoliko dana. Pokazano je da fibroblasti dijele odredene geneticke mutacije s
tumorskim stanicama, Sto sugerira da se druga vrsta EMT pojavljuje prije punog napada
tumorigeneze.

Tre¢a vrsta EMT zabiljeZena je u tumorskim stanicama koje mijenjaju fenotip kako bi
povecale migraciju, invazivnost 1 metastaziranje. Nedavna istraZivanja su pokazala da TGF-3
moze inducirati EMT u epitelnim tumorskim stanicama. Aktivacija EMT preko tumorskih

mikrookoliSnih podrazaja predstavlja kriticni mehanizam za stjecanje visoko malignih



fenotipova tumorskih stanica. U tre¢em tipu EMT odredene tumorske stanice mezenhimskog
fenotipa podlijezu MET kako bi se formirali metastazirani tumori na udaljenim mjestima
(Iwadate, 2016).

7.EMT-INDUCIRAJUCA MIKROOKOLINA

Genske promjene kojima se podvrgavaju tumorske stanice ¢ine ih osjetljivima za EMT-
inducirajuce signale. Reverzibilnost EMT sugerira da genske promjene, koje su rezultat raznih
¢imbenika iz stani¢nog mikrookoliSa, generiraju visoko agresivni fenotip tumora.

Hipoksija (nedostatak kisika u stanicama i tkivu) se smatra potencijalnim induktorom EMT u
razli¢itim tipovima epitelnih tumora. U gliomima, upalni procesi ili hipoksija unutar tumora
ili susjednog normalnog tkiva, mogu rezultirati jacanjem cirkulacije mijeloidnih stanica u
stromu (vezivna komponenta parenhimskih organa kroz koju obi¢no prolaze zivci, krvne i
limfne zile). Mijeloidne stanice otpustaju brojne faktore rasta, uklju¢uju¢i TGF-B, PDGEF,
EGF i FGF2. Ti faktori rasta uzrokuju promjene u razini transkripcijskih faktora koji su
potrebni za pokretanje EMT te brojnih proteaza koje povecavaju invazivnost u okolni zdravi
mozak. Dakle, stanice glioblastoma koje su pod utjecajem odredenih signalnih molekula, su
podlozne EMT kod nedostatka kisika (Iwadate, 2016).

8. MOLEKULARNA NACELA EMT

Progresiju tumora predstavlja integrirani kompleks molekularnih promjena koje u konacnici
rezultiraju lokalnom invazijom 1 Sirenjem malignih stanica. Ovi dinamic¢ni 1 agresivni procesi
zahtijevaju EMT 1 progresiju glioblastoma preko stanica-stanica 1 stanica-matriks interakcija,
razgradnju 1 remodeliranje izvanstanicnog matriksa, reorganizaciju citoskeleta te pojacano
migracijsko ponaSanje tumorskih stanica. EMT potic¢e gubitak epitelnog fenotipa i olakSava
stani¢nu pokretljivost 1 invazivnost.

U normalnim fizioloskim uvjetima epitelne stanice su odvojene od izvanstani¢nog matriksa
(ECM) pomoc¢u bazalnih membrana. Ova barijera sprijecava interakcije izmedu epitelnih
stanica 1 njihove mikrookoline. Destabilizacija bazalne membrane omogucuje kontakt izmedu
razli¢itih signalnih proteina u ECM 1 epitelnih stanica. Dobivena stani¢na signalizacija moze
poboljsati napredovanje EMT aktiviranjem razli¢itih unutarstani¢nih signalnih puteva (Pala i
sur., 2013).

8.1 TRANSKRIPCIJSKI FAKTORI

8.1.1. SNAI-1/2 i ZEB-1/-2

Regulacija transkripcije gena transkripskijskim faktorima vazan je mehanizam ukljucen u
regulaciju gena. Prekomjerna ekspresija nekih transkripcijskih represora kao $to su SNAI-1,
SNAI-2 (SLUG), ZEB-1 i ZEB-2 poti¢e mezenhimske transformacije te kontinuirano

stjecanje malignih obiljezja tumorskih stanica. Ti proteini su u mogucnosti da se direktno
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vezu na promotor E-kadherina i tako blokiraju njegovu transkripciju. E-kadherin (epithelial
kadherin) je transmembranska stani¢na adhezijska glikoproteinska molekula prisutna u vecini
tkiva koja preko Ca®" ovisnih homofilnih veza sudjeluje u stvaranju medustani¢nih pri¢vrsnih
spojeva vezuéi se za izvanstanicnu domenu E-kadherinske molekule druge stanice. Poremecaj
funkcije E-kadherina dovodi do gubitka medustani¢nih veza. Pored klju¢ne uloge u stvaranju
pri¢vrsnih spojeva u stanici i o€uvanju apikobazalne polarizacije stanice, E-kadherin ima
ulogu regulatora razli¢itth procesa u stanici, poput proliferacije, migracije, apoptoze i
odrzavanja polariteta stanice. E-kadherin upravlja ovim procesima u stanici slanjem signala
preko glavnog medijatora B-katenina. Gubitkom funkcionalnog E-kadherina, a time i
medustani¢nih kontakata u pri¢vrsnim spojevima, dolazi do odvajanja tumorskih stanica od
glavne tumorske mase, stanice postaju mobilne i u dodiru s izvanstanicnim matriksom
metastaziraju (Ozani¢ Buli¢, 2011). Nadalje, povecana ekspresija SNAI-1 ili SNAI-2
smanjuje ekspresiju razliCitih epitelnih markera (proteini okludin i klaudin koji su
komponente ¢vrste veze izmedu stanica te protein citokeratin koji formira filamente koji
pruzaju mehanicku potporu epitelnim stanicama) i poveéava ekspresiju mezenhimskih
markera (proteini vitronektin i fibronektin ¢ija je funkcija adhezija stanica u plazmi).
Transkripcijska aktivnost SNAI-1 proteina uglavnom je regulirana njegovom substani¢nom
lokalizacijom. Fosforilacija SNAI-1 rezultira njegovim prijenosom iz jezgre u citoplazmu $to
dovodi do inaktivacije proteina. Mezenhimske stanice izlucuju TGF-8 koji inducira
premjeStanje SNAI-1. ZEB-1 inhibira ekspresiju ¢imbenika odgovornih za apikobazalnu
polarizaciju stanica. Primijeceno je da pacijenti s GBM 1 visokom razinom ZEB-2 pokazuju
znatno ranije pojavljivanje malignih transformacija u odnosu na pacijente s niskom razinom
ZEB-2 (Iwadate, 2016).

8.1.2. TWIST-1

Bitni transkripcijski faktori koji su uklju¢eni u EMT su i TWIST-1 1 STAT-3/-5. TWIST-1 je
protein s heliks-heliks strukturom koji je transkripcijski aktivan tijekom diferencijacije
stanica. Njegova funkcija unutar EMT je represija transkripcije gena za E-kadherin te
aktivacija transkripcije gena za N-kadherin (povecava afinitet tumorskih stanica za endotel
krvnih Zila) 1 ovime poticanje mezenhimske transformacije S$to rezultira agresivnijim
fenotipom 1 progresijom glioblastoma. TWIST-1 je ukljuc¢en u regulaciju programirane smrti
stanice tako §to inhibira protein p53. Protein p53 je u normalnim stanicama prisutan u
aktivnom obliku. Gen za njegovu sintezu lociran je na kromosomu 17, a sudjeluje u
procesima replikacije DNA 1 transkripcije. Protein p53 ima sposobnost da zaustavi rast
stanice. Oste¢enja DNA poticu transkripcijsku aktivnost p53 1 njegovo nakupljanje u stanici, a
posljedi¢no dolazi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa u G1-fazi i popravljanja osteCene DNA
ili do pokretanja apoptoze stanice ako su ta oSteCenja nepopravljiva. p53 moze pokrenuti

apoptozu tako da poremeti odnos proapoptotskih i1 antiapoptotskih mitohondrijskih proteina,



ili da inducira gene koji povecavaju produkciju reaktivnih spojeva kisika, koji su snazni
aktivatori ote¢enja mitohondrija i apoptoze (Zlender, 2003). Putem inhibicije proteina p53,
TWIST-1 omogucuje prezivljavanje stanica sprijecavajuéi zaustavljanje rasta te potice
invaziju tumorskih stanica. Osim toga, ovaj proces moze dovesti do povecanog otpora na
razlicite kemoterapeutike. Pokazano je da inhibicija ekpresije Twist proteina rezultira
znacajnom redukcijom rasta i formiranja GBM mati¢nih stanica, Sto predstavlja potencijalnu

mogucénost terapije u smjeru inhibicije ekspresije istog.

8.1.3. STAT-3
Aktivacija pretvornika signala i aktivatora transkripcije 3 (STAT-3) je povezana s malignim

tumorima i loSom prognozom. Obitelj proteina STAT je fosforilirana pomoc¢u JAK spojene na
receptor te se zatim dimerizira. Zatim STAT dimer ulazi u jezgru te se spaja s odredenom
promotorskom regijom na DNA $§to aktivira transkripciju odredenih gena S§to ima klju¢nu
ulogu u progresiji stani¢nog ciklusa, EMT, antiapoptozi i metastaziranju. STAT-3 je vazan
faktor koji konvergira mnoge stani¢ne puteve. Stoga, izravna ili neizravna inhibicija STAT-3
predstavlja potencijalnu medicinsku metu u lijjecenju glioblastoma. Nadalje, STAT-3 ulazi u
interakciju s EGFR 1 tako posreduje u ekspresiji TWIST-1, a TWIST-1 posreduje u EMT
(Palai sur., 2013).

8.1.4. STAT-5
Pretvornik signala 1 aktivator transkripcije 5 (STAT-5) je bitan transkripcijski faktor koji je

ukljucen u regulaciju mnogih gena, olakSavanje stani¢nog rasta, migracije i pokretljivosti.
STAT-5 dimeri veZzu se na specificne DNA promotorske regije te posreduju u stani¢nom
odgovoru. Deregulacija STAT-5 nedavno je opisana u mnogim zlo¢udnim bolestima kao §to
su rak prostate, rak dojke i1 karcinom stanica plo€astog epitela glave i vrata (SCCHN). Kod
SCCHN aktivnost STAT-5 rezultira poveanom otpornosti tumorskih stanica na erlotinib
(terapeutski EGFR inhibitor) (Pala i sur., 2013).

8.1.5. SOX-2

Transkripcijski faktor SRY—-box 2, takoder poznat kao SOX-2, je transkripcijski faktor koji
ima vaznu ulogu tijekom razvoja Ziv€anog sustava i progresije tumora (Pala i sur., 2013).

8.1.6. NF-kf

NF-x8 pripada obitelji transkripcijskih faktora ¢ija je aktivnost vazna za odrzavanje i
promicanje invazivnog fenotipa tumorskih stanica. NF-k se veZze na DNA sekvence kao
hetero ili homodimer 1 tako regulira razliite stanicne procese. Na ovaj nacin je regulirano
nekoliko gena koji kodiraju za proteine koji su ukljuceni u stani¢ni ciklus (ciklin D1, c-
MYC), stani¢nu adheziju ili upalne procese (interleukin-2, interleukin-6, interleukin-8).
Signalizacija putem NF-kB rezultira povecanom ekspresijom SNAI-1 1 ovime doprinosi
progresiji EMT. Osim toga, aktivnost NF-xB8 u korelaciji je s ekpresijom ZEB-1, ZEB-2 i
TWIST-1, koji su drugi snazni induktori EMT. Vimentin, intermedijarni filamentni protein,
doprinosi mezenhimskoj transformaciji stanice. Stanice dobivaju vretenasti oblik i olabavljaju
se veze sa susjednim stanicama. Dakle, ekspresija vimentina poti¢e migraciju tumorskih
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stanica. Nuklearni faktor-kf aktivira vimentin promotor i na taj nacin povecava ekspresiju
vimentina (Pala i sur., 2013).

8.2. RECEPTORI
8.2.1. INTEGRINI

Integrini se sastoje od velike ligand-vezujuée izvanstaniéne domene, transmembranske
domene, te relativno male citoplazmatske domene koja je povezana s citoplazmatskim
strukturnim 1 signalnim proteinima. Izvanstanicna domena funkcionira kao receptor za
proteine ECM (npr. fibronektin, kolagen, vitronektin) i druge molekule odgovorne za adheziju
stanica. Vezanje izvanstani¢nih liganada na integrine prenosi signal unutar stanice, u procesu
koji se naziva signalizacija iz okoline u stanicu, $to ima utjecaj na proliferaciju, diferencijaciju
1 pokretljivost stanica. Integrini nemaju kinaznu aktivnost. Za prijenos signala iz okoline u
stanicu moraju se povezivati s adaptornim proteinima koji povezuju integrine sa citoskeletom,
citoplazmatskim kinazama i transmembranskim receptorima faktora rasta. Vezanje liganda na
integrine aktivira razlicite protein kinaze, kao $to su FAK i Src obitelj nereceptorskih protein
tirozin kinaza. FAK je regulator signalnih puteva unutar tumorskog mikrookolisa. Tijekom
razvoja, te u brojnim tumorima FAK promice pokretljivost, diferencijaciju 1 prezivljenje
stanice.

Kao posljedica smanjene ekspresije E-kadherina, gubitka adhezije izmedu stanica 1
reorganizacije aktinskog citoskeleta tijekom EMT, stanice stjecu mezenhimski fenotip.
Ekspresija mezenhimskih citoskeletnih proteina kao Sto je vimentin i taloZenje ECM proteina
kao Sto su kolagen i fibronektin potic¢e aktivaciju integrina i njihovih signalnih puteva. Prvo
dolazi do dimerizacije FAK, §to vodi do autofosforilacije, vezanja SRC kinaze, fosforilaciju
posredovanu SRC u aktivacijskoj regiji FAK 1 formaciju FAK-SRC kompleksa. FAK-SRC
kompleks se moZe povezati s dvije glavne ciljne molekule, adaptorni protein paksilin i
p130Cas, koji dalje prenose signale bitne za adheziju 1 pokretljivost stanice. Pokazano je da
inhibicija SRC-a povecava osjetljivost stanica tumora na djelovanje protutumorskih lijekova,
a inhibicijom fosforilacije SRC-om smanjuje se sposobnost stanica da adheriraju na podlogu 1
migriraju $to je jedan od preduvjeta tumorskih stanica da prodiru u druga tkiva i organe i tamo
stvaraju metastaze. Drugi signalni put kojim FAK utjece na migraciju ukljucuje interakciju s
PI3K, gdje aktivacija PI3K poti¢e migraciju putem nizvodnog proteina Rac, koji je kljucni
regulator kortikalnog aktina (kortaktina) i lamelopodija u procesu migracije stanice (Faraho,
2015).

8.2.2. EGFR

EGFR je transmembranski glikoprotein koji pripada EGFR (HER) obitelji, koju €ine cetiri
¢lana (HER 1-4) koji dijele sli¢nu strukturu. EGFR/HERI sastoji se od vanjskih i unutarnjih
domena. Vanjski dio sadrzi regije za koje se mogu vezati signalne molekule kao §to su EGF,
HGF, FGF, IGF-1 ili TGF-o. Unutarnja domena sadrzi tirozin kinazu (TK), koja sluzi za
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fosforilaciju i aktivaciju razli€itih signalnih puteva, kao §to su fosfolipaza CY, PI3K, JAK-2 i
MAPK. Obitelj receptora humanih epidermalnih faktora rasta nalaze se na mnogim tipovima
stanica te sudjeluju u prijenosu signala na unutarstanicne dijelove te se time reguliraju
razli¢ite funkcije stanica, kao Sto su proliferacija ili diferencijacija.

Fosforilacija 1 defosforilacija su kljuéna zbivanja kod unutarstani¢nih interakcija.
Deregulacija njihove ravnoteze doprinosi razvoju invazivnog stani¢nog fenotipa. Nakon
aktivacije signalnom molekulom dva receptora tirozin kinaze se povezuju u dimer te dolazi do
fosforilacije tirozinskih ostataka koji stvaraju komplekse s proteinima koji posjeduju SH2
domene.

Aktiviranje RAS proteina pojavljuje se u mnogim tumorima. Ovaj signalni put integrira
razliite podrazaje koji poti¢u transformaciju stanica, ekspresiju gena i progresiju tumora.
RAS je mali GTP-vezani protein koji aktivira serin-treonin kinazu RAF. RAF fosforilira
kinazu MEK, koja se onda aktivira te fosforilira i aktivira kinazu MAPK. MAPK aktivira
razli¢ite transkripcijske faktore kao $to su faktori FOS, JUN ili SLUG. Na taj nacin RAS
potiCe aktivaciju EMT. Nadalje, RAS je u mogucnosti poticati EMT aktivacijom PI3K. PI3K
je ukljucena u regulaciju stani¢nog ciklusa fosforilacijom inhibitora ciklin-ovisnih kinaza.
PI3K moze biti aktivirana putem RAS ili direktno putem TK receptora. PI3K je lipidna
kinaza, njena aktivacija generira PIP3 na unutarnjoj strani plazmatske membrane, koji aktivira
serin-treonin kinazu AKT (protein kinaza B), koja se moze premjestiti u jezgru i sudjelovati u
regulaciji gena preko PDK-1. Najc¢eS¢a molekularna promjena u GMB je prekomjerna
ekspresija EGF. To je zabiljeZzeno u vise od 50% stanica glioblastoma. Postoji nekoliko
mehanizama koji mogu uzrokovati disfunkciju receptora. Amplifikacija gena za EGFR je
najces¢i razlog koji dovodi do prekomjerne ekspresije proteina.

TERAPEUTSKI EGFR INHIBITORI: Uvedeno je nekoliko lijekova koji ciljaju na EGFR.
TK inhibitori erlotinib 1 gefitinib natjeu se s adenozin trifosfatom u vezanju s
intracelularnom TK domenom. Erlotinib je odobren za lijeCenje metastatskog raka pluca ne-
malih stanica (NSCLC) te u kombinaciji s gemcitabinom za metastatski rak guSterace.
Gefitinib se koristi za metastatski NSCLC. Jo§ jedna mala molekula koja je EGFR-TK
inhibitor je lapatinib, koja inhibira EGFR 1 HER-2 te ima odobrenje za lijeCenje
uznapredovalog ili metastatskog karcinoma dojke. Nazalost, klini¢cka primjena kod glioma
nije pokazala nikakvu korist u odnosu na standardnu terapiju. Druga mogucnost za inhibiciju
EGFR signalizacije sastoji se u sprjecavanju vezanja signalnih molekula. U tu svrhu istrazuju
se monoklonska protutijela, poput cetuximab. Medutim, njihova molekulska masa otezava
njihovo prodiranje kroz krvno-mozdanu barijeru. Cesto je koncentracija sredstva nedovoljna
da se dobije znacajno terapijsko djelovanje unutar ciljnog tkiva (Pala i sur., 2013).

8.2.3. NOTCH

NOTCH je receptor na povrsini stanice koji predstavlja vaznu ulogu u razvoju brojnih tipova
stanica 1 tkiva. Signaliziranje NOTCH-a je primarni induktor EMT u brojnim epitelnim
tumorima. NOTCH je povezan s aktivacijom PI3K/AKT signalnog puta koji regulira temeljne
stanicne funkcije, ukljuCujuéi transkripciju, translaciju, proliferaciju, stani¢ni rast,
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prezivljavanje 1 apoptozu Inhibicija ovog signalnog puta reducira matic¢ne stanice u GBM.
(Iwadate, 2016).

8.2.4. CD44

CD44 je hijaluronski receptor koji medusobno djeluje s ligandima kao §to su kolagen,
osteopontin i matriks metaloproteinazama. Osim standardne izoforme CD44, alternativnim
povezivanjem nastaje 11 ostalih izoforma CD44 varijanti. GBM s visokom razinom mRNA za
EMT indiciraju¢e molekule, ukljucuju¢i SLUG i CD44, povezan je s povecanjem otpornosti
na terapije i invaziju tumora. Medutim, funkcionalni podaci o posredovanju CD44 u GBM
nisu potpuno razjasnjeni (Iwadate, 2016).

8.3. SIGNALNE MOLEKULE

TGF-B je zapaZen kao snazni induktor EMT. Ovaj protein pripada TGF-B superobitelji te se
pojavljuje u tri izoforme: TGF-B1, TGF-B2 i TGF-B83 koje sudjeluju u proliferaciji i
diferencijaciji stanica.

TGF-8 moZe inducirati apoptozu u brojnim vrstama stanica preko signalnog puta koji
ukljucuje foforilaciju pripadnika porodice transkripcijskih faktora SMAD, koji se potom
translociraju u jezgru gdje utjecu na ekpresiju odredenih gena. Ekspresijom tih gena nastaju
proteini pl15, p21 1 p27 koji se vezu za CDK 1 tako sprijeCavaju nastajanje kompleksa ciklin
ovisnih kinaza s ciklinima. Ti kompleksi su potrebni za pokretanje odredenih faza stani¢nog
ciklusa. Na taj nac¢in TGF-8 djeluje kao tumor supresor.

Medutim, u invazivnim tumorima TGF- mijenja ulogu te sudjeluje u napredovanju tumora.
TGF-B moze djelovati bez SMAD signalizacije, primjerice moze pokrenuti MMP kaskadu 1
tako poticati malignu transformaciju stanica. Signalizacija pomoc¢u TGF-B regulira ekspresiju
transkripcijskih faktora TWIST-1, SNAI-1 1 ZEB, $to u konacnici regulira ekspresiju proteina
kao §to su klaudin, dezmoplakin (odrzava kontakt izmedu stanica), MMP ili fibronektin. U
tom kontekstu, TGF- djeluje kao vaZzan regulator EMT. TGF- aktivira TK receptore preko
PI3K koja zatim kontrolira AKT (Protein kinase B) u razli¢itim stanicama. AKT je regulator
raznih signalnih kaskada, kontrolira preZivljavanje stanica, migraciju 1 proliferaciju.
Aktivacija PI3K-AKT signalnog puta igra vaznu ulogu kod EMT (Pala i sur., 2013).

8.4. WNT/B-KATENIN SIGNALNI PUT

Tijekom tumorom aktiviranog EMT dolazi do specificnih morfoloskih i molekulskih
promjena u stanici, od kojih je osobito znacajan gubitak E-kadherina. Pored uloge u regulaciji
medustanicne adhezije, E-kadherin je vaZzan regulator WNT signalnog puta djelujuéi preko
njegova srediSnjeg dijela B-katenina. Slobodni B-katenin se u citosolu brzo razgraduje kada
WNT signalni put nije aktivan. Aktivacijom WNT signalnog puta dolazi do inhibicije
razgradnje B-katenina i njegovog nakupljanja u jezgri stanice gdje regulira ekspresiju ciljnih
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gena. Produkti gena WNT su WNT glikoproteini koji djeluju kao ligandi u aktivaciji
receptorima posredovanih signalnih puteva vaznih u kontroli diferencijacije, proliferacije i
pokretljivosti stanica. WNT signalni put je isto tako povezan s epitelno mezenhimskom
tranzicijom (EMT) stanica izravnom aktivacijom transkripcijskih represora E-kadherinskog
gena CDHI1 iz obitelji SNAI-2 ili indirektnom aktivacijom transkripcijskog faktora ZEB-1
putem drugih WNT ciljnih gena. Tumorske stanice razliito se ponasaju ovisno da li se radi o
stanicama u samoj tumorskoj masi ili metastazi. Stanice na tumorskom rubu poprimaju
mezenhimski fenotip (EMT), dok u srediSnjim dijelovima metastaza stanice ponovno
poprimaju epitelna svojstva (MET), dolazi do ponovne izrazenosti E-kadherina i
uspostavljanja pri¢vrsnih spojeva. Upravo ponovna lokalizacija B-katenina u stani¢noj
membrani dovodi do gasenja WNT signalnog puta i diferencijacije epitelnih stanica (Ozani¢
Buli¢, 2011).

A EGF, IGF, FGF, HGF
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Slika 3. Signalni putevi povezani s EMT (Pala 1 sur., 2013).
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9. IZVANSTANICNI MATRIKS I EMT

Izvanstani¢ni matriks (ECM) je nestani¢na komponenta organizma sastavljena od proteina i
polisaharida, nalazi se u svim tkivima i organima. Sluzi kao bitna strukturna potpora
stanicama 1 kao fizicka prepreka ili kao selektivni filtar za topljive molekule. Dinamicna je
struktura koja se stalno preoblikuje. ECM vezanjem faktora rasta i interakcijom s receptorima
na povrsini stanica poti¢e okidanje signala bitnih za morfogenezu tkiva, diferencijaciju,
proliferaciju, adheziju i migraciju stanica te stanicnu smrt (Stojanovi¢, 2014).

Tumorske stanice eksprimiraju MMP koje su topive u izvanstanicnom matriksu i mogu
izazvati invaziju tumora, migraciju i metastaziranje. MMP predstavljaju obitelj od 23
strukturno povezanih cink-ovisnih endopeptidaza koje imaju sposobnost da razgraduju ECM.
MMP-2 i MMP-9 su regulirani sa SNAI-1 i SNAI-2 (SLUG). EMT posreduje u deregulaciji
SNAI-1 1 SLUG S$to potice aktivnost MMP-2 i MMP-9 ¢ime se povecava invazivna i
migracijska aktivnost tumorskih stanica. Stromeolizin, poznat kao MMP-3, potice EMT
indukcijom reaktivnih kisikovih €estica (ROS) koje rezultiraju poja¢anom ekspresijom SNAI-
1 (Palaisur., 2013).

10. MicroRNA (miRNA) KOJE REGULIRAJU EMT U GLIOMIMA

MicroRNA (miRNA) su nekodiraju¢e RNA molekule koje sadrze 20-23 nukleotida. Nedavna
istrazivanja pokazala su da odredene miRNA mogu regulirati ekspresiju ciljnih gena,
ukljucujuéi onkogene i1 tumor suspresijske gene. Reguliraju ekspresiju gena tako Sto se veZu
na komplementarne regije mRNA molekula koje su nastale transkripcijom tih gena. Svaka
miRNA ima stotinu ciljnih gena. Kontrola ekspresije gena pomocu miRNA jedan je od
najbitnijith modulnih procesa kod diferencijacije stanica tijekom normalne embriogeneze.
Brojne studije pokazale su da miRNA moze imati funkciju kao negativni regulator ekspresije
tumor supresijskih gena u razli¢itim tumorima. U usporedbi s normalnim tkivom mozga, u
GBM tkivu pokazana je povecana koli¢ina oko 253 i1 smanjena koli¢ina oko 95 takvih
regulatornih miRNA molekula. Oko 85% tih miRNA molekula jo$ nije funkcionalno
karakterizirano. Neke od prekomjerno izrazenih miRNA su miR-10b, miR-130b, miR-30a-5p
1 miR-494 koje utjeCu na procese kao Sto su proliferacija, rast tumora, invazivnost i
angiogeneza. miRNA molekule koje koce rast tumora i invazivnost te ¢ija je koli¢ina u GBM
smanjena su miR-let-7b/I, miR-15b/miR-152, miR-146b-5p, miR-410, miR-590-3p, miR-661
1 miR-34a.

MicroRNA-10b je prva za koju je uofeno da poti¢e metastaziranje razli¢itih tumora. U
glioblastomima poti€e invaziju stanica tako Sto regulira ekpresiju invazivnih faktora MMP-14
1uPAR.

MicroRNA-130b zabiljeZena je u znacajno vecoj razini u primarnim gliomima IV stupnja u
odnosu na gliome II stupnja. Potie invaziju i migraciju stanica glioma tako Sto regulira
ekspresiju PPARY.

MicroRNA-30a-5p se nalazi u vecoj koli¢ini u gliomima u usporedbi sa zdravim tkivom
mozga. Njezina razina ekpresije je u pozitivnoj korelaciji sa stupnjem malignosti tumora.

Inhibicija miR-30a-5p suzbija rast stanica glioma. NCAM je molekula na povrsini stanice u
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ziv€anom sustavu i sudjeluje u brojnim bioloskim procesima ukljucujuc¢i migraciju stanica.
Uvodenje NCAM u stanice glioma inhibira rast stanica i invaziju. MicroRNA-30a-5p potice

rast 1 invaziju stanica glioblastoma tako $to potiskuje NCAM (Ye i sur., 2016).

11. EMT INDUCIRANA RADIJACIJOM

Radioterapija je glavna metoda za lijeCenje tumora te takoder ima klju¢nu ulogu u lije¢enju
GBM. Ipak, zracenje poti¢e migraciju i invaziju stanica putem ekspresije TGF-8, EGF, VEGF
1 HGF. Kod stanica glioma koje su rezistentne na zracenje dolazi do ekpresije odredenih gena
koji poticu EMT. Primije¢ena su dva razliCita puta koja su uklju¢ena u indukciju EMT
radijacijom u malignim gliomima: TGF-8, iz mezenhimskih stanica u tumorskom okruzenju,
koji izaziva aktivaciju SMAD2/3; dok reaktivni metaboliti kisika aktiviraju ERK1/2, §to
dovodi do premjestanja SNAI-1 u jezgru. Neki podaci ukazuju da EMT ima klju¢nu ulogu u
stjecanju rezistencije na zrac¢enje. Nadalje, odredeni dokazi upucéuju na to da je takva uloga
EMT, u generaciji rezistentnih tumorskih stanica, povezana s nakupljanjem markera mati¢nih
stanica. NOTCH 1 WNT/B-katenin signalni putevi su bitni za odrzavanje mati¢nih stanica i
povezani su s rezistencijom GBM na radiozracenje. Daljnji vazan aspekt bioloskih uc¢inaka
terapije zraCenjem na GBM je indukcija hipoksije i nekroze. Tkivna hipoksija direktno
inducira EMT 1 skupljanje mijeloidnih stanica u tumorskim tkivima. Mijeloidne stanice
1zlu€uju TGF-B §to dovodi do indukcije HIF-1a koji poti¢e malignu progresiju glioma stanica
(Iwadate, 2016).

12.EMT INDUCIRANA S BEVACIZUMABOM

Bevacizumab je monoklonsko protutijelo koje je stvoreno s namjerom da prepoznaje i veze se
za tipicnu strukturu koja se nalazi u odredenim stanicama u tijelu ili cirkulira u tijelu.
Bevacizumab se veze za VEGF, protein koji cirkulira u krvi 1 omogucava rast krvnih Zila.
Vezanjem za VEGF bevacizumab neutralizira aktivnost VEGF-a. Posljedi¢no se smanjuje
vaskularizacija tumora, normalizira se preostala krvna opskrba tumora, i na taj nacin se
usporava tumorski rast (Bouche, 2011.). VEGF je jedan od najvaznijih faktora koji
omogucava angiogenezu (nastajanje novih krvnih zila tzv. pupanjem postoje¢ih krvnih
kapilara) Sto rezultira rastom tumora kod GBM (stimulira proliferaciju i1 migraciju endotelnih
stanica). Inhibicija VEGF-VEGF receptor (VEGFR) signalnog puta pomocu anti-VEGF
terapije (ukljucuje upotrebu bevacizumaba) i VEGFR inhibitora (ukljucuje sunitinib) je
obecavajuca strategija u terapiji tumora. Bevacizumab je ucinkovit kod produljenja Zivota
pacijenata s nedavno dijagnosticiranim GBM. Tijekom ranih faza terapije s bevacizumabom
poboljSava se oksidacija tumora kroz proces vaskularne normalizacije. Medutim, s
produljenjem lijecenja s bevazicumabom, na sli¢an nacin kao i kod terapije zracenjem, tumor
kod nedostatka kisika izravno ili neizravno poti¢e mezenhimski fenotip. Hipoksija izaziva

otpustanje HIF-1a iz stanica glioma i zatim privlaci mijeloidne stanice, ukljucuju¢i makrofage
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i granulocite, iz koStane srzi u tkiva glioma. U mijeloidnim stanicama se otpusta TGF-8 koji
zatim pokre¢e EMT u stanicama glioma. Mijeloidne stanice luCe i druge faktore rasta,
ukljucujuéi IL-6, IL-10 i MMP. TGF-B, uz VEGF, takoder sakuplja mati¢ne stanice u tkivu
glioma, $to utjece na daljnji razvoj GBM (Iwadate, 2016).

13. KANCEROGENE MATICNE STANICE

Maticna stanica je bioloSka stanica koja je odredena dvama karakteristikama: sposobnoscu
diferenciranja 1 samoregeneracije. Mati¢ne stanice se mogu podijeliti prema njihovom
podrijetlu. Jedna od podijela je na embrionalne i adultne mati¢ne stanice. Embrionalne
maticne stanice su tip stanica koje imaju sposobnost razvijanja u bilo koji tip stanica ili tkiva.
Adultne mati¢ne stanice se nazivaju i somatskim mati¢nim stanicama. To su nediferencirane
stanice koje se mogu naci u tijelu djece i odraslih osoba. Adultne mati¢ne stanice se mogu
diferencirati u razli¢ite vrste tkiva ali nemaju takvu proliferativnu sposobnost poput
embrionalnih mati¢nih stanica. Mati¢ne stanice se takoder dijele prema njihovim
moguénostima diferencijacije na totipotentne, pluripotentne i multipotentne. U srediSnjem
ziv€anom sustavu neuralne maticne stanice su samoobnavljaju¢e te posjeduju sposobnost
diferencijacije u tri neuralne podvrste (neurone, astrocite i1 oligodentrocite). Proces
neurogeneze, koji se sastoji od stvaranja novih neurona od neuralnih mati¢nih stanica, inace
se odvija tijekom prenatalnog razdoblja u podrucju cijelog mozga te u dvije velike regije
tijekom odrasle dobi. Specijalna vrsta zvjezdolikih astrocita je smatrana istinskom
fizioloSkom neuralnom mati¢nom stanicom. Ti astrociti se dijele asimetricno s niskom
brzinom mnoZenja, stvaraju¢i jednu stanicu nalik sebi 1 jednu stanicu zvanu praotac stanicom
s ograni¢enim potencijalom samoobnavljanja (Korica, 2015).
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Slika 4. Diferencijacija mati¢nih stanica (Kolenc, 2010)

Nedavna istrazivanja su dokazala postojanje kancerogenih mati¢nih stanica kod glioma, cije
bi shvacanje moglo rijesiti misterij velike rezistencije glioblastoma na terapiju. Te su stanice
zadrzale karakteristike mati¢nih stanica, a odgovorne su za nastanak razli¢itih tipova stanica
unutar tumora. U tumorskom su tkivu prisutne u maloj koliini te na povrSini izraZzavaju
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markere kao §to su CDI133 ili nestin. CD133 predstavlja povrSinski marker tumorskih
maticnih stanica koje imaju poveéanu sklonost samoobnavljanju, sudjeluju u mozgovnoj
tumorigenezi. Zamijeéeno je da tumori viseg gradusa imaju vise CD133 pozitivnih stanica u
usporedbi sa stanica nizeg gradusa. Ako su rezistentne na kemoterapeutike i radioterapiju, one
su odgovorne za ponovni rast i Sirenje tumora nakon terapije. Dakle, kancerogene maticne
stanice igraju klju¢nu ulogu u inicijaciji tumora, rastu, invaziji i ponavljanju. Indukcija
epitelno-mezinhimske tranzicije doprinosi uspostavljanju svojstava mati¢nih stanica. Ciljanje
1 unistenje tumorskih mati¢nih stanica predstavlja veliki izazov u provodenju terapije. Bolje
razumijevanje mehanizama kojim tumorske matic¢ne stanice prezivljavaju kemoterapiju te
usmjeravanje terapije na te mehanizme moglo bi prevenirati rezistenciju na kemoterapiju
(Kolenc, 2010).

14. ISTRAZIVANJE O UTJECAJU KALIKOZINA NA INHIBICIJU MIGRACIJE I
INVAZIJE PREKO MODULACIJE TRANSFORMIRAJUCEG FAKTORA RASTA B
KOJI POSREDUJE U MEZENHIMSKIM ZNACAJKAMA U87 I U251 STANICAMA

Standardni tretman za lijeCenje glioblastoma je 1 dalje operacija u kombinaciji s
kemoterapijom. Unato¢ razvoju agresivnih tretmana, ve¢ina malignih glioma je rezistentna na
kemoterapijska sredstva. Stoga, pod hitno je potreban novi terapeutski pristup lijecenju.

U ovoj studiji istrazuju se potencijalni antitumorski efekti kalikozina na humane stanice
glioblastoma, ukljucuju¢i utjecaj na stani¢nu proliferaciju, apoptozu 1 stani¢ni ciklus.
Kalikozin je o-metilirani izoflavon. MozZe biti izoliran iz biljaka Astragalus membranaceus
Bge. var. mongholicus (viSegodiSnja biljka s cvjetovima u obliku graSka; raste u sjevernim i
isto¢nim predjelima Kine, Mongolije i Koreje) 1 Trifolium pratense (crvena djetelina;
rasprostranjena u ¢itavoj Europi). Proucava se njegova inhibicijska aktivnost na migraciju 1
invaziju U87 1 U251 humanih stanica glioblastoma. U tim procesima detektirani su TGF-8 te
MMP-2/-9. Pokazano je da kalikozin ne samo da moZe smanjiti volumen tumora, ve¢ i
suprimira TGF-B 1 njegove nizvodne molekule. Ovi rezultati su otkrili da je kalikozin
potencijalni antitumorski agens u ljudskom glioblastomu.

14.1. KORISTENE METODE U ISTRAZIVANJU

MMT test — MTT test koristi se za pracenje vijabilnost stanica nakon tretmana odredenim
spojevima u odnosu na netretiranu kontrolu. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolij bromid) je zuti spoj koji se u Zivim stanicama reducira u ljubiCasti spoj
formazan, dok u mrtvim stanicama ostaje zut. Mjerenjem intenziteta ljubi¢astog obojenja
moze se odrediti vijabilnost stanica (Maurac, 2011).

Aneksin V-FITC/PI bojanje — Za ranu fazu apoptoze karakteristicne su promjene na povrsini
stanice, tj. promjene na nivou membrane. Jedna od membranskih promjena je translokacija PS
s unutra$nje na vanjsku povr$inu plazma membrane. Aneksin V je 35-36 kDa Ca?" zavisan
fosfolipid koji ima veliki afinitet za vezanje za PS. Na ovoj osobini Aneksina V zasniva se
test senzitivnosti za izlaganje PS na vanjsku stranu stani¢ne membrane i detekcija apoptotskih
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stanica u stanicnoj populaciji. S obzirom da i1 kod nekroti¢nih stanica PS izlazi na vanjsku
stranu membrane, istovremeno bojanje stanica Aneksinom V konjugiranim s fluorescein
izotiocijanatom (FITC) i propidum-jodidom omoguéava razlikovanje apoptotskih od
nekroti¢nih stanica.

Odredivanje stanicnog ciklusa — Tijekom mitoticke diobe, stanice prolaze niz fizioloSki
definiranih faza, koje konacno rezultiraju stvaranjem dviju novih stanica kéeri od jedne
majcinske stanice, u procesu kojeg nazivamo stani¢ni diobeni ciklus. Neoplodene
reproduktivne stanice, kao $to su jajasce ili spermij, nazivaju se haploidnim stanicama jer
sadrze set nesparenih kromosoma (n), za razliku od diploidnih somatskih stanica koje
posjeduju set sparenih kromosoma (2n). Stanice koje se ne mnoze, nalaze se u mirovanju (Go
fazi), dok se proliferirajuée stanice, ovisno o fazi mitoze, razlikuju po sadrzaju DNA — od
diploidnog 2n, pa sve do tetraploidnog broja kromosoma 4n, koji se nade u stanici neposredno
pred podjelu. Diobeni ciklus stanice zapocinje s Gi fazom, tijekom koje se stanice pripremaju
za replikaciju DNA. Ulaskom u S fazu stanice zapocinju s udvostru¢enjem DNA, te se
tijekom ove faze koli¢ina nuklearne DNA uvecava od razine Gi faze do potpunog
udvostrucenja u Gz fazi, koja predstavlja razdoblje od zavrSetka sinteze DNA do pocetka
diobe. Analiza stani¢nog ciklusa proto¢nim citometrom temelji se na ¢injenici da se stanice u
razlic¢itim fazama stani¢nog ciklusa razlikuju u sadrzaju DNA. Upotrebom fluorescentne boje
propidijeva jodida, koji se veze na jezgrinu DNA, te mjerenjem fluorescencije svake stanice u
populaciji moguce je odrediti udio stanica u pojedinoj fazi ciklusa pri ¢emu je fluorescencija
propidijeva jodida u stanicama u fazi G2/M dvostruko veca od fluorescencije propidijeva
jodida u stanicama koje se nalaze u fazi Go/Gi. Za stanice u fazi S izmjerena vrijednost
fluorescencije nalazi se u rasponu izmedu te dvije vrijednosti (Ziv¢ié-Cosié, 2009).

Test stani¢ne migracije 1 invazije (engl. transwell assay) — Tijekom ovog testa, stanice su
smjeStene na gornjem sloju permeabilne membrane, a otopina koja sadrzi testirani agens se
nalazi ispod permeabilne membrane. Nakon perioda inkubacije (3-18 sati), stanice koje su
migrirale kroz membranu se oboje 1 prebroje. Membrana je obi¢no obloZzena nekom
komponentom ekstracelularnog matriksa, koja oponasa okoli§ s kojim se tumorske stanice
susrecu tijekom procesa invazije in vivo (Marshall, 2011).

Western blot — To je metoda prenoSenja proteina nakon provedene elektroforeze s gela na
membranu. Ova metoda povezuje razdjeljivanje proteina elektroforezom 1 specificnu
detekciju protutijelima. Naime, proteini razdijeljeni elektroforezom ne mogu se u gelu
specificno detektirati protutijelima buduéi protutijela imaju veliku molekularnu masu i ne
mogu udi u gel te specificno reagirati sa razdijeljenim proteinima. Iz tog razloga, proteini se
»Western blot*“ metodom prenesu na membranu koja ima sposobnost nespecificnog vezanja
proteina. Razdijeljeni proteini se iz gela prenose na membranu elekroforetski pri ¢emu
elektricno polje djeluje okomito na povrSinu gela te ne mijenja raspored proteina nastao nakon
provedene elektroforeze u gelu. Nakon §to su proteini naneseni na membranu specifi¢ni
protein moZemo detektirati protutijelom.

Real-time PCR (od engl. polymerase chain reaction) — To je pouzdana i1 precizna metoda za
kvantifikaciju specifi¢nih molekula DNA. Za reakciju su potrebne vrlo male koli¢ine mRNA.
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Produkti lanc¢ane reakcije polimeraze obiljezeni fluorescencijskom bojom kontinuirano se
analiziraju. Fluorescencijska boja vezana je uz prigusivac, a emitira fluorescenciju tek nakon
razdvajanja od njega, tj, vezanjem za dvolancanu (novonastalu) DNA. Dakle, mjerenjem
fluorescencije mjeri se nastala DNA jer koli¢ina fluorescencije razmjerna je koli¢ini PCR
proizvoda.

Ksenograft model — Zenke miSeva stare $est tjedana, tjelesne mase 20-25 g, smjeStene
individualno u ventiliranim kavezima te sa slobodnim pristupom hrani i pitkoj vodi. Koli¢ina
od 0.5x107 U87 stanica u 0.1 mL PBS injektira se u desnu slabinu mi$a. Veli¢ine tumora su
mjerene pomocu kalipera, a izraCunava se prema:

Veli¢ina tumora (mm?) = 1/2 x duzina x §irina?

Kada tumori porastu na oko 200 mm?>, miSevi koji nose tumor se podijele u dvije skupine.
Kalikozin ili PBS se intravenski injektiraju u miSeve u dozi od 7.5 mg/kg u 0.2 mL svaki
drugi dan tijekom 22 dana. Veli¢ina tumora i tjelesna tezina se mjere dva ili tri puta tjedno.
Na kraju pokusa, miSevi se anesteziraju i Zrtvovaju pomoc¢u CO;. Tumorsko tkivo se zamrzne
u tekuéem duSiku i pohrani na -80°C. Pojedinacni uzorci tumora se analiziraju na razini
ekspresije proteina (Nie i sur., 2016).

14.2. REZULTATI

14.2.1. U¢inci kalikozina na stani¢nu proliferaciju, apoptozu i raspodjelu stani¢nog
ciklusa u U87 i U251 stanicama

Citotoksi¢nost kalikozina prema humanim stanicama glioblastoma ispitana je MTT testom.
Kalikozin inhibira proliferaciju stanica samo pri ve¢im koncetracijama (> 400 uM). Medutim,
niska koncetracija kalikozina nema jak inhibitorni u¢inak. Sljedece je mjerena stopa apoptoze
pomocu Aneksin V-FITC/PI bojanja. Pokazano je da 400 uM kalikozina znaajno inducira
apoptozu kod U87 stanica. Medutim, kod U251 stanica nije bilo znacajne razlike u stopi
apoptoze ¢ak 1 kod 800 uM kalikozina.
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Slika 5. Ovisnost stope apoptoze u U87 1 U251 stanicama o koncentraciji kalikozina (Nie 1
sur., 2016).

Takoder, otkriveno je da tretman s 800 uM kalikozina tijekom 24 sata sprjeava stani¢ni
ciklus u obje stanicne linije: postotak stanica u G2/M povecan je s 24.8% na 41.9% (U87) 1 s
21.1% na 30.6% (U251); postotak stanica u G1 fazi smanjen je s 50.6% na 30.8% (U87) i s
51.2% na 28.4% (U251) (Nie i sur., 2016).

14.2.2. Ucinak kalikozina na stani¢nu migraciju i invaziju

Sljedece, koriSten je test stanicne migracije 1 invazije (engl. transwell assay) da bi se ispitala
inhibicija migracije i invazije stanica glioblastoma kalikozinom. Pokazano je da mnogo manje
stanica migrira kroz poroznu membranu oblozenu matrigelom s tretmanom od 100 do 200 uM
kalikozina, u usporedbi s netretiranim stanicama (Nie i sur., 2016).

us7

U251 §
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Slika 6. Stanice glioblastoma koje su migirirale kroz membranu nakon tretiranja s razli¢itim
koncentracijama kalikozina tijekom 18 h (Nie i sur., 2016).

U251

Calycosin (uM)

Slika 7. Stanice glioblastoma koje su migirirale kroz membranu nakon tretiranja s razlic¢itim
koncentracijama kalikozina tijekom 24 h (Nie i sur., 2016).

19



14.2.3. U¢inak kalikozina na mezenhimska svojstva i MMP u stanicama glioblastoma

S obzirom da je mezenhimska tranzicija usko povezana s migracijom i invazijom tumorskih
stanica, ispitivane su promjene molekula povezanih s tim procesima nakon tretmana s
kalikozinom. Nakon 24 sata inkubacije s odredenim koncetracijama kalikozina (0, 100 i 200
uM) istrazena je ekspresija molekula. Otkriveno je da kalikozin znacajno smanjuje ekspresiju
gena aktivatora koji utjeCu na mezenhimsku tranziciju, ukljucuju¢i N-kadherin, SNAI-1 i

Vimentin. Ovi rezultati snazno sugeriraju da bi kalikozin mogao izazvati znatne inhibitorne

ucinke na mezenhimska svojstva. Takoder, pokazano je da kalikozin smanjuje razinu MMP-2
1 MMP-9 ovisno o njegovoj dozi (Nie i sur., 2016).
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Slika 8. Ovisnost ekspresije gena koji kodiraju za N-kadherin, SNAI-1 i Vimentin u U87 1

U251 stanicama o koncentraciji kalikozina (Nie i sur., 2016).
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Slika 9. Ovisnost ekspresije gena koji kodiraju za MMP-2 i MMP-9 u U87 1 U251 stanicama
o koncentracijama kalikozina (Nie i sur., 2016).

14.2.4. Kalikozinom regulirani TGF- u stanicama glioblastoma

Ispitivana je sposobnost kalikozina da modulira TGF-B u dvije stani¢ne linije glioblastoma.
Otkriveno je da je ekspresija gena 1 razina proteina znacajno inhibirana ovisno o dozi
kalikozina (Nie i sur., 2016).
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Slika 10. Ovisnost ekspresije gena koji kodira za TGF-8 u 087 i U251 stanicama o
koncentraciji kalikozina (Nie i sur., 2016).

14.2.5. Ektopijska ekspresija TGF-B u U87 stanicama ukinula je antikarcenogeno
djelovanje kalikozina

Zatim je testirano da li prekomjerna ekspresija TGF-B moze preokrenuti antimigracijsko ili
antiivanzivno djelovanje kalikozina. Otkriveno je da su inhibitorni ucinci kalikozina znatno
oslabljeni u U87 stanicama koje su bile podvrgnute prekomjernom ekpresijom TGF-81.
Istrazen je 1 ucinak ektopijske ekpresije TGF-B1 na ekpresiju mezenhimsko-povezanih
molekula i MMP. Kao §to je ranije spomenuto, razina tih proteina znacajno se smanjila
djelovanjem kalikozina. Medutim, prekomjerna ekspresija TGF-B1 obnavlja njihovu razinu,
Sto ukazuje na kriticnu ulogu TGF- na antimezenhimalna svojstva kalikozina (Nie 1 sur.,
2016).

14.2.6. U¢inci kalikozina u glioblastomima ksenograft modela

Rezultati daljnjh istraZzivanja antikancerogenog djelovanja kalikozina na laboratorijskim
misSevima pokazali su da je kalikozin smanjio volumen tumora nakon tretmana s kalikozinom
tijekom 22 dana u usporedbi s kontrolnom skupinom kojoj je injektiran PBS. Pracena je
tjelesna masa miseva, no nisu opazene razlike izmedu dvije skupine miseva. Za provjeru
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molekularne promjene u Zivotinjskom modelu, procis¢eni proteini iz tumorskog tkiva su
analizirani pomoc¢u imunoupijaca. Pokazano je da kalikozin suprimira TGF-B, kao i njegove
nizvodne molekule: N-kadherin, SNAI-1, Vimentin, MMP-2 i MMP-9 (Nie i sur., 2016).
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Slika 11. Ovisnost veli¢ine tumora kod miseva injektiranih s kalikozinom ili PBS o vremenu
(Nie i sur., 2016).

14.3. RASPRAVA

Biljke su vrijedan izvor vaznih medicinskih supstanci. Kalikozin je bioaktivna supstanca
izolirana iz Radix astragali. Intezivno se istraZuju njegovi protu-upalni, neuroprotektivni i
proangiogeni ucinci. Nedavno je predloZeno istrazivanje njegovog antitumorskog djelovanja.
Prema tim istraZivanjima, kalikozin je uspio suzbiti tumorsku stani¢nu linijju pomocu
poticanja apoptoze ili inhibicije proliferacije. Medutim, njegov temeljni mehanizam joS$ nije u
potpunosti istrazen. StoviSe, terapeutski potencijal ovog izoflavona jo§ nije ispitan na
ljudskim glioblastomima.

IzraZena migracija i invazija su obiljeZja malignih tumora. Genske kontrole i biokemijski
mehanizmi, koji dovode do stjecanja migracijskih 1 invazivnih fenotipova, podrucja su
intezivnog istraZzivanja. Antimigracijski i1 antiinvazivni potencijali kalikozina u odredenoj dozi
pokazuje terapeutski potencijal ovog flavanoida u glioblastomima.

Inhibicija mezenhimskih karakteristika i MMP moze biti u¢inkovit nacin za lijecenje tumora.
Smanjena koli¢ina mezenhimskih aktivatora, kao S$to su N-kadherin, SNAI-1 i Vimentin,
pokazuje inhibicijsko djelovanje kalikozina na stanice s mezenhimskim svojstvima. Takoder,
nakon tretmana s kalikozinom znacajno su smanjeni MMP-2 i MMP-9.

Osim in vitro, provedeni su eksperimenti 1 in vivo. Rezultati su pokazali da intravenska
primjena kalikozina znacajno suprimira rast glioblastoma u ksenograft modela, a pritom ne
izaziva gubitak tjelesne mase. Dakle, kalikozin je potencijalan antitumorski lijek s relativno
niskom toksi¢nosti za normalno tkivo. Nakon tretmana kalikozinom smanjena je koliCina
TGF-B, N-kadherina, SNAI-1, Vimentina, MMP-2 i MMP-9 u tumorskom tkivu, §to je u
skladu s otkri¢ima in vitro (Nie 1 sur., 2016).
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Zakljucno, kalikozin je obecavajuéa supstanca za lijeCenje glioblastoma.

15. IMPLATANT RADIOAKTIVNOG JODA ('2I) INHIBIRA RAST STANICA 1
EMT U LJUDSKIM GMB PREKO ROS-POSREDOVANOG SIGNALNOG PUTA

Implantatnt radioaktivnog joda ('>°I) nasiroko se primjenjuje u lije¢enju karcinoma. Stovise,
prethodni klinicki pokusi potvrdili su da je lije¢enje GBM pomoéu '*°I implatanta vrlo
uéinkovito. U ovoj studiji istrazuje se ucinak '?°I implatanta preko ROS-posredovanog
signalnog puta na rast stanica GBM 1 na EMT. Reaktivne kisikove Cestice (ROS) igraju vaznu
ulogu u staninom metabolizmu i terapiji u lijeGenju raka. Zive stanice apsorbiraju
ionizirajuée zracenje §to se odvija preko radiolize vode, ¢ime se generira ROS (Tian i sur.,
2015).

15.1. KORISTENE METODE

U istrazivanju koristile su se U251 1 U87 humane GBM stani¢ne linije. Stanice su bile
izloZene zracenju u razli¢itim dozama in vitro pomoc¢u '*°I implantanta i X-zraka.

Da bi se ispitala osjetljivost na zracenje provedene su sljede¢e metode: MTT test, odredivanje
stani¢nog ciklusa i TUNEL metoda. TUNEL je jedna od metoda za detekciju 1 kvantifikaciju
apoptoza. TUNEL podrazumijeva obiljeZavanje 3'OH-krajeva pomocu modificiranih
nukleotida oznacenih fluorescin izotiocijanatom (fluorescin-dUTP). Uzorci se mogu
analizirati pomocu protoCne citometrije ili svjetlosne, fluorescencijske 1 elektronske
mikroskopije. Metoda obiljeZavanja 3'OH-krajeva fragmenata DNA ima viSestruke prednosti
pri analizi klinickog materijala kako bi se dobio uvid o indukciji apoptoze nakon primijenjene
protutumorske terapije (Zlender, 2006).

Uginci zracenja '?°1 implantanta mjereni su testom stani¢ne migracije i invazije (engl.
transwell assay) 1 wound-healing testom. Wound-healing test je jednostavna i jeftina metoda
za ispitivanje migracijskih sposobnosti stanica. Ova metoda oponaSa migraciju stanica
tijekom lijeCenja rana in vivo. Osnovni koraci ukljucuju stvaranje ,,rane” u sloju stanica,
hvatanje slike na poc€etku i u odredenim intervalima tijekom migracije stanica kako bi
zatvorile ranu te usporedivanje slika kako bi se kvantificirala stopa migracije stanica
(Rodriguez i sur., 2005).

Razina ROS-a mjerena je DCF-DA testom. DCFH-DA (2',7-diklofluorescin diacetat) je boja
koja se koristi za mjerenje ROS-a u stanicama sisavaca i kvasca, a brzo i jednostavno daje
rezultate. Naime, DCFH-DA ulazi u stanice djelovanjem stani¢nih esteraza, te fluorescira tek
ukoliko dode do oksidacije ROS-om u fluorescentni oblik 2',7'-diklofluorescin (DCF).
Intezitet fluorescencije DCF-a mjera je za koli¢inu unutarstani¢nih ROS-ova (Siti¢, 2013).

Provedeni su i in vivo eksperimenti na Zenkama miSevima starim 4-5 tjedana. Zivotinje su
injektirane s U251 stanicama. Dva tjedna kasnije misevi, ¢iji je tumor dosego veli¢inu oko
200 mm?, su slu¢ajnim odabirom podijeljeni u tri skupine. Prva skupina je tretirana zracenjem
sa X-zrakama, drugoj skupini je ugraden implantant radioaktivnog joda ('*I), a treé¢a skupina

23



je netretirana. Veli¢ine tumora su mjerene pomocu kalipera svaka 3 dana kroz dva tjedna.
Zivotinje su bile eutanizirane 15 dana poslije tretmana. Kona¢no, uzorci tumora se analiziraju
pomocu imunohistokemijske metode i Western blota za E-kadherin i vimentin (Tian i sur.,
2015).

15.2 REZULTATI

15.2.1. Implantant radioaktivnog joda (1*°I) je u¢inkovitiji od X-zraka za inhibiciju rasta
stanica GBM

U ovoj studiji, ucinci zracenja na rast stanica GBM su mjereni stvaranjem kolonija, MTT
testom 1 testom apoptoze. Rezultati su pokazali da je sposobnost stvaranja kolonija znacajno
smanjena odredenom dozom zracenja. Stvaranje kolonija je znac¢ajno manje kod stanica koje
su bile izloZene zradenju '>’I implantantom, nego kod stanica koje su bile izloZene zracenju
X-zrakama u istim dozama. Mjerenjem proliferacije pokazano je da je proliferacija U251 i
U87 stanica znacajno inhibirana odredenom dozom zracenja. Inhibicija proliferacije je
znadajno veéa kod zragenja %I implantantom, u usporedbi sa zradenjem X-zrakama u istim
dozama. Sumarno, ovi testovi pokazuju da su stanice GBM osjetljivije na zracenje '*I
implantantom nego na zracenje X-zrakama.
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Slika 12. Sposobnost stvaranja kolonija U251 i U87 stanica koje su bile izloZene zracenju '*°1

implantantom 1 zracenju X-zrakama kroz 14 dana (Tian i sur., 2015).

Aneksin V-FITC/PI test je proveden kako bi se ispitao utjecaj zracenja '*°I implantanta na
programiranu smrt stanice. Rezultati su pokazali da se apoptoza stanice znacajno inducira s
X-zrakama i '%°I implantantom u odredenoj dozi. Zracenje pomocu '?°I implantanta dovelo je
do veceg postotka apoptoze, nego pomocu X-zraka u istim dozama (Tian 1 sur., 2015).

15.2.2. Utjecaj zracenja na EMT u stanicama GBM

Stanice GBM karakterizira migracija i invazija u okolno normalno tkivo mozga. Ova studija
je usporedila EMT u stanicama GBM nakon zradenja X-zrakama i nakon zracenja '*I
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implantantom. Da bi se ispitala stani¢na invazija i migracija koriSten je test stani¢ne migracije
1 invazije. Nakon tretmana sa X-zrakama broj migriraju¢ih U251 stanica/polju se povecao sa
42.3 na 59.4, dok se je nakon tretmana sa '?°I implantantom smanjio na 22.9. sli¢ni rezultati
su se pojavili i kod U87 stanica. Takoder, mjereno pomocu wound-healing testa, migracijski
indeks za stanice tretirane sa '’I implantantom je bio manji nego za X-zrake. U GBM
stanicnim linijama, sposobnost pokretljivosti 1 invazije pripisano je SNAI-1 1 ZEB-I
ekspresiji. Stoga, u ovoj studiji su ispitane razine SNAI-1 i ZEB-1. Rezultati su pokazali da je
pomoéu '?°I implantanta doslo do inhibicije espresije ZEBI, ali bez znacajnih promijena kod
razine SNAI-1 u U251 1 U87 stanicama. Takoder, doslo je i do smanjenja vimentina u U251 1
U87 stanicama tretiranim '?°I implantantom. Sumarno, ovi rezultati pokazuju da zradenje '*I
implantanta inhibira EMT u stanicama GBM (Tian i sur., 2015).

b1l -
—I,(nmml
== X -ray

25
= speds

LiE]
40

204

Migration index (%)

(1251

Slika 13. Rezulatati wound-healing testa stanica GBM: ovisnost migracijskog indeksa o
primijenjenom tretmanu- zracenje X-zrakama ili zracenje '*°I implantantom (Tian i sur.,
2015).

15.2.3. Implantant radioaktivnog joda ('2I) suzbija rast i migraciju stanica preko ROS-
posredovanog signalnog puta

Pretpostavka studije je da zradenje '*°I implantanta moZe sprijeciti rast stanica i EMT putem
povecane generacije ROS-a u stanicama GBM. Da bi se utvrdila ta hipoteza, istrazivano je da
li je '»I implantant u¢inkovitiji u stvaranju ROS-a od X-zraka. DCF-DA testom pokazano je
da se razina ROS-a znacajno povecala u U251 i U87 stanicama nakon 24 sata zradenja >
implantantom. U istoj dozi, X-zrake su generirale manje ROS-a. Ovi rezultati sugeriraju da
inhibicija rasta stanica GBM i EMT inducirana %I implantantom bi mogla biti povezana s
generacijom ROS-a (Tian i sur., 2015).
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Slika 14. Razina ROS-a u U251 stanicama (lijevo) 1 U87 stanicama (desno) mjerena pomocu
DCF-DA bojanja nakon 24 sata tretmana zraenjem X-zrakama i '2°I implantantom. Intezitet
zelene fluorescencije mjera je koli¢ine ROS-a (Tian i sur., 2015).

Povecana koli¢ina ROS-a urokuje dvolan¢ane lomove u DNA. Dva temeljna puta uklju¢ena u
stani¢ni odgovor na oSteCenje DNA su popravak DNA i regulacija tijeka stani¢nog ciklusa.
Budu¢i da popravak DNA zahtijeva odredeno vrijeme, nuzno je usporavanje ili zaustavljanje
stani¢nog ciklusa dok se oStec¢enje ne popravi. U protivnom dolazi do apoptoze ili trajnog
zastoja stanicnog ciklusa. Nakon oste¢enja DNA, ATM kinaza fosforilacijom prenosi signal
na Chkl kinazu koja fosforilira nekoliko efektora koji reguliraju popravak DNA, zastoj
stani¢nog ciklusa i apoptozu (Horvat, 2015). Otkriveno je da zracenje '*°I implantantom
inducira stvaranje ROS-a. Radi toga postavljena je hipoteza da zratenje '*’I implatantom
dovodi do inhibicije rasta i1 invazije stanica preko ROS-posredovanog signalnog puta. Da bi se
testirala ta hipoteza stanice su prije bile tretirane s antioksidansom glutationom koji mozZe
inaktivirati ROS. Rezultati su pokazali da se predtretmanom stanica s glutationom smanjuje
oStecenje DNA, G2/M zastoj 1 apoptoza. Dalje se testiralo da li su EMT 1 rast stanica
inhibirani ROS-posredovanim signalnim putem, tako §to su se mjerili invazija 1 rast stanica
GBM sa i bez glutationa. Rezultati su pokazali da prethodna obrada stranica s glutationom
obnavlja invaziju stanica koja je bila potisnuta zraenjem '*I implantantom. Glutation je
takoder potaknuo i ponovno formiranje kolonija. Sumarno, ovi rezultati pokazuju da zracenje
implantanta radioaktivnog joda koc¢i rast i migraciju stanica preko aktivacije ROS-
posredovanog signalnog puta te da glutation blokira djelovanje zraenja '*°I implantanta tako
Sto inaktivira ROS (Tian 1 sur., 2015).

15.2.4. Tmplantant radioaktivnog joda ('>°I) pokazuje veéu antitumorsku aktivnost in
vivo od X-zraka

Kao $to je bilo i o&ekivano, zratenje i X-zrakama i '*’I implantantom u odredenoj dozi
inhibira rast tumora ksenograft modela. Mjerenjem veli¢ine tumora, zabiljeZeni su znacajno
manji tumori u skupini miSeva tretiranih zracenjem X-zrakama i '*I implantantom, u
usporedbi s tumorom kontrolne skupine nakon 12 dana. Pri tome, zradenje '*°I implantantom
znacajnije inhibira rast tumora od X-zraka. Osim toga, u tumorima ksenograft modela bila je
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detektirana ekspresija proteina povezanih s oSte¢enjem DNA i apoptozom pomocu Western
blota i imunohistokemijske metode. Zanimljiva Cinjenica je to Sto je tjelesna masa skupine
miSeva ozracenih X-zrakama znatno viSe smanjena nego $to je to kod skupine miSeva
ozradenih %I implantantom. Sumarno, ovi rezultati pokazuju da je izloZenost zradenju '2°1
implantanta mnogo uc¢inkovitije u inhibiciji rasta stanica GBM i EMT in vivo, u odnosu na X-
zrake (Tian i sur., 2015).
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Slika 15. Ovisnost veli¢ine tumora ksenograft modela, tretiranih zra¢enjem X-zrakama ili'*’I

implantantom ili netretiranih, o vremenu (Tian i sur., 2015).

15.3. RASPRAVA

lako su u zadnjih nekoliko desetljeca kontinuirano napredovale strategije za lijeCenje GBM,
pacijenti s GBM 1 dalje imaju izrazito loSu prognozu. Zbog toga znanstvenici iz podrucja
onkologije teze otkri¢ima novih tretmana koji ¢e prevladati difuznu prirodu GBM i
rezistentnost na zracenje.

Brahiterapija je oblik radioterapije kojom se radioaktivni izvor uvodi u tumor ili neposrednu
blizinu tumora 1 smatra se danas optimalnim oblikom radioterapije, jer se tom tehnikom moze
djelovati odgovaraju¢om dozom na tumorsko tkivo, a istovremeno postedjeti zdravo tkivo i
posti¢i maksimalni terapijski uc¢inak. Brahiterapija pomoc¢u implantanta radioaktivnog joda
('*1) potvrdena je kao uginkovit i siguran tretman za pacijente pri ¢emu dolazi do inhibicije
rasta, migracije 1 invazije tumora. Ti ohrabruju¢i rezultati potaknuli su testiranje ovog nacina
lijecenja na sve vecem broju karcinoma, pa tako i GBM. Rezultati su pokazali da je zracenje
1251 implantantom u¢inkovitije na inhibiciju rasta stanica GBM od X-zraka. Nadalje, pomoéu
zraéenja '*°T implantantom ucinkovito je inhibirana EMT u stanicama GBM in vitro i in vivo.
Daljnja istraZivanja su pokazala da je antikancerogeno djelovanje zratenja '*°I implantantom
posredovano generiranjem ROS-a.

Zive stanice apsorbiraju ionizirajuée zradenje §to se odvija preko radiolize vode, ¢ime se
generira ROS koji moze ostetiti nukleinske kiseline, proteine i lipide. ROS igra vaznu ulogu u
terapiji raka. Zbog toga je postavljena pretpostavka da je inhibicija rasta stanica i invazije
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pomoéu zracenja %I implantanta posljedica poveéanja razine ROS-a. Rezultati su pokazali da
zraéenje '*°I implantantom dovodi do generiranja veée koli¢ine ROS-a nego sa X-zrakama.
Ukoliko su stanice prije bile tretirane s antioksidansom glutationom, on inhibira ROS $§to
blokira djelovanje zracenja '?°I implantanta, odnosno inhibiciju rasta i migraciju stanica.
Dakle, rezultati ukazuju da implantant radioaktivnog joda (!*I) inhibira rast i invaziju stanica
GBM preko ROS-posredovanog signalnog puta (Tian 1 sur., 2015).

Slika 16. Signalni put pomo¢u kojeg implantant radioaktivnog joda ('*°I) inhibira EMT i rast
stanica GBM: zragenje '*°I implantanta djeluje indirektno preko radiolize vode pri ¢emu se
generira ROS koji uzrokuje oSte¢enja na DNA. Osteenja DNA aktivira ATM/ATR kinazu
Sto u konacnici rezultira inhibicijom rasta stanica G2/M zastojom u stani¢nom ciklusu.
Nadalje, generirani ROS moze inhibirati EMT u stanicama GBM preko Cav-1 (Kaveolin-1)
(Tian 1 sur., 2015).
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16. ZAKLJUCAK

Glioblastoma multiforme (GBM) je najzlo¢udniji 1 najinvazivniji tumor srediSnjeg zivéanog
sustava. Unato¢ desetlje¢ima prouCavanja i dalje je fatalan, vrlo brzo nakon dijagnoze,
najces¢e izmedu 9 1 11 mjeseci. Stoga, pod hitno je potreban novi terapeutski pristup
lijecenju. Epitelno-mezenhimska tranzicija (EMT) je proces kroz koji prolaze stanice GBM
¢ime dobivaju sposobnost migracije, invazije i otpornosti na apoptozu. GBM je zlo¢udan
upravo zbog toga Sto invazivno raste i metastazira u okolno zdravo tkivo mozga Sto je
posljedica EMT. Dakle, da bi se smanjila invazivnost GBM i tako produzio Zivotni vijek
pacijenata potrebno je djelovati na ¢imbenike koji uzrokuju EMT. EMT se dogada zbog
mutacija gena koji kodiraju za razliCite proteine koje su komponente razliitih signalnih
puteva. Prekomjerno vezanje odredenih signalnih molekula na receptore pokre¢e genomske
odgovore u stanici, Sto dovodi do prekomjernog vezanja transkripcijskih faktora na DNA
¢ime se odredeni geni suprimiraju, a odredeni aktiviraju. Kao posljedica toga je gubitak
adherentnih veza izmedu stanica i adhezije za bazalnu laminu, gubitak polarnosti stanica,
promjena morfologije stanica iz poligonalne u vretenastu, ekspresija enzima koji degradiraju
stani¢ni matriks, smanjena ekspresija E-kadherina, klju¢nog za kontakte izmedu stanica.
Terapijski tretmani trebali bi ciljati upravo na mutacije gena koje uzrokuju EMT. Ti tretmani
bi mogli ukljucivati razli¢ite inhibitorne molekule, koje primjerice mogu inhibirati aktivnost
kinaza koje posreduju u signalnim putevima; razliite kompetitivne molekule koje bi se s
ve¢im afinitetom vezale na receptor nego signalne molekule, ali na na¢in da ne pokrecu
aktivaciju signalnog puta; razliCite sintetske molekule koje bi se mogle vezati na
transkripcijske faktore i1 tako neutralizirati njihovu aktivnost, itd. Dakle, svakom pacijentu s
dijagnosticiranim GBM trebalo bi se pristupiti individualno jer tijekom procesa razvoja
tumora u tijelu se dogada kombinacija dogadaja. Prvo bi trebalo pronac¢i lokacije u genomu
koje su povezane s boleS¢u, a onda ciljno djelovati na odredene gene i/ili proteine. EMT
takoder moze biti izazvan mikrookoliSnim uvjetima, posebice hipoksijom kojom se
oslobadaju proinflamatorne molekule iz mijeloidnih stanica. Dakle, terapeutska meta mogla bi
biti 1 hipoksija s ciljem normalizacije koncetracije kisika i suzbijanja nakupljanja mijeloidnih
stanica.
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