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In vitro studija nesitnoéelijskog karcinoma pluéa: efekat jonizujuéeg zracenja i

inhibitora tirozin kinazne aktivnosti receptora za epidermalni faktor rasta

REZIME

Zracenje indukuje povisenu ekspresiju receptora za epidermalni faktor rasta
(EGFR). Polaze¢i od znacaja EGFR signalnog puta u procesu tumorogeneze, ovaj receptor
je postao vazan ciljani molekul u terapiji tumora. Utvrdeno je da je on pojacano
eksprimiran 1 u nesitnocelijskom karcinomu plu¢a 1 da ima vaznu ulogu u patogenezi 1
prognozi terapijskog ishoda ove bolesti. Erlotinib, inhibitor tirozin kinazne funkcije EGFR
je jedan od prvih agenasa koji su uvedeni u ciljanu terapiju nesitnocelijskog karcinoma
pluca. S obzirom na navedeno, istrazivanja sinergistickog delovanja erlotiniba i zracenja u
cilju poboljsanja antitumorskog efekta ovih agenasa su veoma aktuelna. Mehanizmi koji se
nalaze u osnovi kombinovane terapije i njenog uticaja na nastanak razli¢itih tipova ¢elijske
smrti su jo§ uvek nedovoljno istrazeni.

U ovoj disertaciji je in vitro ispitivan antitumorski efekat pojedina¢nih i
kombinovanih tretmana y-zraCenjem 1 erlotinibom na CRL-5876 ¢elije nesitnocelijskog
karcinoma pluéa coveka. Efikasnost pojedinacnih i kombinovanih tremana na celijsko
klonogeno prezivljavanje, vijabilnost, proliferaciju, kao i na kinetiku nastanka i nestanka
dvolancanih prekida na DNK i distribuciju ¢elija po fazama ¢elijskog ciklusa, pracena je u
funkciji vremena. U okviru ove studije analizirani su i efekti navedenih tretmana na
promenu morfologije i1 ultrastrukture ¢elija. U cilju utvrdivanja tipova celijske smrti do
kojih ovi agensi dovode i njihovog medusobnog odnosa, uveden je inhibitor autofagije,
hlorokin.

Na osnovu radiobioloskih parametara utvrdeno je da CRL-5876 celije
adenokarcinoma plué¢a ¢oveka pripadaju grupi radiorezistentnih tumorskih ¢elija. Promene
radiobioloskih parametara nakon kombinovanog tretmana ukazuju da erlotinib znacajno
povecava radioosetljivost CRL-5876 ¢elija. Ove promene su pracene 1 na nivou celijskog

ciklusa. Zracenje izaziva G2/M blok, dok erlotinib dovodi do smanjenja S faze.



Kombinovani tretmani izazivaju najvece promene posle 48 h, kada je smanjenje S faze
praceno povecanjem broja celija u G1 fazi.

Predtretman erlotinibom dodatno povecava broj y-H2AX fokusa indukovanih
zraCenjem. Uticaj erlotiniba se ogleda u povecanju broja rezidualnih fokusa posle 24 h, Sto
ukazuje na kasnjenje u reparaciji DNK i u vezi je sa smanjenim klonogenim kapacitetom
¢elija. Utvrdeno je da zraCenje indukuje pojavu mitotske katastrofe CRL-5876 celija, a
takode dovodi i do autofagije koja ovde ima citoprotektivnu ulogu. Tretman zraenjem je u
najve¢em stepenu indukovao senescenciju ovih celija. Efekti erlotiniba se prvenstveno
ostvaruju putem indukcije apoptoze. Predtretman erlotinibom kod ozracenih CRL-5876
¢elija dovodi do daljeg porasta broja ¢elija u apoptozi. Pokazano je da hlorokin povecava
citotoksi¢nost izazvanu erlotinibom i zra¢enjem kod CRL-5876 C¢elija, ali da se efekti
samog hlorokina gube posle sedam dana. Takode je utvrdeno da u kombinovanim
tretmanima dolazi do poveéanja apoptoze i smanjenja senescencije CRL-5876 celija.

Rezultati dobijeni na modelu adenokarcinoma plu¢a ¢oveka ukazuju na znacajan
radiosenzitizirajuci efekat erlotiniba. Takode, ovi rezultati sugeriSu da bi primena inhibitora
autofagije u kombinaciji sa navedenim tretmanima mogla da ima dodatni antitumorski
efekat u terapiji NSCLC.

Kljuéne redi: nesitnocelijski karcinom pluc¢a (NSCLC), y-zracenje, erlotinib, receptor za
epidermalni faktor rasta (EGFR), y-H2AX, mitotska katastrofa, autofagija, apoptoza,

senescencija

Nauc¢na oblast: Biologija
UZa nau¢na oblast: Radijaciona biologija

UDK broj: [613.648.4+615.277]:616-00.6 (043.3)



In vitro study of non-small cell lung carcinoma: effects of ionizing radiation and

epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitor

SUMMARY

It is known that radiation therapy increases EGFR expression in cancer cells, thus
promoting radioresistence. Considering the importance of EGFR signaling pathway in
tumorigenesis, this receptor has become an important target molecule for the treatment of
tumors. It has been shown that EGFR is frequently overexpressed in non-small cell lung
cancer (NSCLC) and plays an important role in the pathogenesis and the prediction of the
therapeutic outcome of the disease. Erlotinib inhibits the tyrosine kinase activity of the
EGFR and is used in molecular targeted therapy of NSCLC. Given the above findings,
combining radiation with erlotinib in order to boost antitumor effects of these agents
represents an actual field of research. However, the mechanisms underlying combined
therapy and its impact on the induction of different modes of cell death have not been fully
explained.

This theasis examines the antitumor effect of single and combined treatments with
y-rays and erlotinib on CRL-5876 human lung adenocarcinoma cells in vitro. The
efficiency of single and combined treatments on clonogenic survival, cell viability,
proliferation, kinetics of formation and disappearance of DNA double strand breaks and
cell cycle distribution is monitored as a function of time. In this study the effects of these
treatments on cell morphology and ultrastructure are analyzed. In order to determine the
modes of cell death caused by these agents and to reveal their mutual relations, the
autophagy inhibitor chloroquine is introduced in the analysis.

Based on the radiobiological parameters it is found that CRL-5876 human lung
adenocarcinoma cells belong to the radiorezistant group of cells. Changes in radiobiological
parameters after combined treatments show that erlotinib significantly increases
radiosensitivity of CRL-5876 cells. Moreover, changes in cell cycle distribution after
treatments are observed. It is revealed that radiation causes G2/M arrest while erlotinib

induces a decrease in S phase. The combined treatments lead to a major change after 48 h,



when the reduction in S phase is followed by an increase in the number of cells in G1
phase.

Pretreatment with erlotinib further enhances the number of radiation induced y-
H2AX foci. The impact of erlotinib on the kinetics of the disappearance of DNA DSB is
reflected in the increase of residual foci after 24 h. This indicates a delay in DNA repair
which is related to the reduced clonogenic capacity of cells. It is found that irradiation
induces mitotic catastrophe in CRL-5876 cells, but also provokes autophagy that is shown
to have a citoprotective role. Radiation treatment induces senescence of the cells at highest
degree. Pretreatment with erlotinib in irradiated CRL-5876 cells leads to a further increase
in the number of cells in apoptosis. In this theasis, it is shown that chloroquine increases
cytotoxicity induced by radiation and erlotinib in CRL-5876 cells, but the effects of
chloroquine, as single agent, are lost after seven days. It is also found that the combined
treatments increase apoptosis and decrease senescence in CRL-5876 cells.

The results obtained on human lung adenocarcinoma model indicate significant
radiosensitizing effect of erlotinib. Also, these results suggest that the application of an
autophagy inhibitor in combination with the above treatments may have an additional

antitumor effect on NSCLC cells.

Key words: non small cell lung cancer (NSCLC), y-irradiation, erlotinib, epidermal growth

factor receptor (EGFR), y-H2AX, mitotic catastrophe, autofagy, apoptosis, senescence

Scientific field: Biology
Special topic: Radiation biology
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SKRACENICE

WHO Svetska zdravstvena organizacija

NSCLC nesitnocelijski karcinom pluca

SCLC sitnocelijski karcinom pluca

EGFR receptor za epidermalni faktor rasta

ALK kinaza anaplasti¢nog limfoma

DNK dezoksiribonukleinska kiselina

SSB jednolancani prekidi na molekulu DNK

DSB dvolancani prekidi na molekulu DNK

ATM ataksija teleangiektazija mutirana

ATR proteinska kinaza povezana sa ataksija teleangiektazija i Rad3
P21 inhibitor ciklin zavisne kinaze 1

DNA-PKGcs proteoliticka subjeninica DNK zavisne proteinske kinaze
BRCAL protein kancera dojke 1

53BP1 p53 vezani protein 1

NHEJ nehomologna rekombinacija

HR homologna rekombinacija

ATP adenozin trifosfat

INOS inducibilna azot-oksid sintaza

TKI tirozin kinazni inhibitori

FDA agencija za hranu i lekove

NF-xB nukleusni faktor kB

ATG geni povezani sa autofagijom

SA-B-Gal B-galaktozidaza povezana sa senescencijom
FCS fetalni teleci serum

PBS fosfatno puferisani fizioloski rastvor

TCA trihlorsir¢etna kiselina

DAPI 4’,6-diamidino-2-fenilindol



EDTA etilen diamino tetra sir¢etna kiselina

BSA albumin govedeg seruma

SDS natrijum dodecil sulfat

SRB sulforodamin B

PI propidijum jodid

X-Gal 5-Bromo-4-hloro-3-indolil -D-galaktopiranozid
MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazol bromid
BrdU 5-bromo-2-deoksiuridin

DMSO dimetilsulfoksid

DTT ditiotreitol

PMSF fenilmetilsulfonil hlorid

TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin

PS fosfatidil serin

AVO kiselo-vezikularne organele

RBE relativna bioloska efektivnost

SER faktor povecéanja osetljivosti

ER endoplazmin retikulum

DDR odgovor ¢elije na oSte¢enja nastala na molekulu DNK
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1. UuvOoD

1.1  KANCER PLUCA - OPSTE KARAKTERISTIKE

1.1.1 Epidemiologija i etiologija kancera pluca

Kancer pluca je ve¢ nekoliko decenija vode¢i uzrok smrtnosti od malignih tumora
Sirom sveta. Prema podacima Globocan 2012 projekta Medunarodne agencije za
istrazivanje kancera (eng. International Agency for Research on Cancer, IARC) pri
Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (eng. World Health Organization, WHO), u svetu je
2012. godine registrovano 1.59 miliona smrtnih ishoda, $to ¢ini 19.4% od ukupnog broja
kancerom uzrokovanih smrti (Slika 1). Vise od polovine ovih slucajeva (58%) pripada
zemljama u razvoju. UcCestalost kancera plu¢a kod muskaraca je na prvom mestu, dok je
kod Zena Cetvrti najées¢i maligni tumor, posle karcinoma dojke, kolorektalnog karcinoma i
karcinoma grlica materice. Najveéa stopa ucestalosti kancera pluca kod muskaraca
zabeleZena je u srednjoj i isto¢noj Evropi i isto¢noj Aziji, dok je kod Zena ona najveca u

Severnoj Americi [Ferlay et al., 2013; Bray et al., 2013].

Ucestalost Smrtnost

(13.0%)
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(3.2%)¥ , a5 St (8:6%) Grli¢éa materice

—
ggﬁg (6.8%) (9.1%) M Jednjaka
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t f by

(8.8%) (16.6%) (13.8%) (23.6%)

Slika 1. Epidemiologija kancera plu¢a u svetu. Preuzeto i modifikovano iz projekta
GLOBOCAN 2012 (www.globocan.iarc.fr)



Razlike u ucestalosti kancera plu¢a izmedu zemalja, kao i izmedu muske i Zenske
populacije, su posledica razlika u broju pusaca. Aktivno ili pasivno udisanje duvanskog
dima je glavni faktor rizika za nastanak kancera pluca i odgovorno je za preko 80% ovih
kancera [Peters et al., 2012]. U druge faktore rizika spadaju izlozenost radonu i sredinska
ili profesionalna izlozenost industrijskim karcinogenima, kao §to su azbest, arsen, herbicidi,
insekticidi, policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici [Spyratos et al., 2013]. Takode, pozitivna
porodi¢na anamneza kao i infektivni agensi povecavaju rizik od nastajanja kancera pluca

[Dela Cruz et al., 2011].

1.1.2 Patohistoloska podela karcinoma pluca

Skoro svi kanceri plu¢a (~ 99%) su maligni epitelijalni karcinomi [Travis et al.,
2004]. Prema Klasifikaciji WHO, a na osnovu histoloskih parametara, dele se na dve
osnovne grupe: nesitnocelijski (eng. non-small cell lung cance, NSCLC) i sitnocelijski
(eng. small cell lung cancer, SCLC) karcinom pluc¢a [Beasley et al., 2005]. Nesitnocelijski
karcinom pluéa ¢ini 85%, dok sitnocelijski karcinom plu¢a obuhvata 15% svih tumora
pluca [Sechler et al., 2013]. Brojni histoloski podtipovi NSCLC se naj¢e$¢e razvrstavaju u
tri velike grupe: adenokarcinom, skvamozni karcinom i karcinom velikih ¢éelija [Brambilla
et al., 2001].

Izlozenost duvanskom dimu znacajno doprinosi histologiji i lokalizaciji tumora
[Malara et al., 1999]. Naime, skvamozni karcinom pluca je ¢eS¢e u vezi sa konzumiranjem
cigareta i lokalizovan je vise centralno u odnosu na adenokarcinom. Kod adenokarcinoma i
karcinoma velikih ¢elija ¢e$c¢a je periferna lokalizacija na plu¢ima [Khuder et al., 2001].

Za odredivanje stadijuma bolesti kod NSCLC koristi se TNM (eng. tumor, node,
metastasis) klasifikacija [Green et al., 2002]. Ovaj sistem daje informacije o lokalizaciji i
proSirenosti tumora 1 koristi se za prognozu bolesti i izbor terapije. Na osnovu TNM
statusa, tumor se moze naci u jednom od Cetiri stadijuma. IA je rani stadijum, dok stadijum

IV predstavlja uznapredovalu fazu bolesti.



1.1.3 Adenokarcinom pluca

Adenokarcinom je u mnogim zemljama najces¢i histoloski podtip karcinoma plucéa
[Travis et al., 2011]. Iako se mnogi sluéajevi ove bolesti sre¢u kod pusaca, adenokarcinom
se ¢eSce javlja kod osoba, narocito Zena, koje nikada nisu pusile [Yano et al., 2011]. Glavni
histoloski podtipovi adenokarcinoma pluca su acinarni, papilarni, bronhioalveolarni, solidni
sa stvaranjem mucina i meSoviti koji je mnogo ces$¢i, naroCito kod veéih tumora.
Adenokarcinom metastazira najcesée limfnim i hematogenim putem, dok se aerogena
diseminacija sre¢e uglavnom kod bronhioalveolarnog podtipa [Travis et al., 2004]. Kod
priblizno jedne petine pacijenata sa dijagnostikovanim adenokarcinomom pluéa najéesce Su
metastaze na mozgu, kostima, adrenalnim Zlezdama i jetri [Quint et al., 1996].

Dijagnoza adenokarcinoma citoloskim metodama je zasnovana na detektovanju
promena ¢elijske morfologije i grade celijskih klastera [Geisinger et al., 2003] (Slika 2).
Celije adenokarcinoma plu¢a mogu biti pojedinacne ili organizovane u trodimenzionalne
strukture (morule, acinuse, papile, pseudopapile). Nukleusi ¢elija adenokarcinoma plu¢a su
ovalni, sa granuliranim hromatinom i istaknutim nukleolusima. Citoplazma c¢elija je
prozirnija u poredenju sa citoplazmom ¢elija skvamoznog karcinoma i moze biti homogena
ili ispunjena vakuolama. Pojedinacna, velika vakuola ispunjena mucinom moze u nekim
sluc¢ajevima da potisne nukleus ka ¢elijskoj membrani - tzv. karcinom Ccelija tipa prstena
pecatnjaka (eng. signet-ring cell carcinoma). [Travis et al., 2004].

Imunohistohemijske osobine adenokarcinoma pluca zavise od podtipa i stepena
diferencijacije tumora. Najces¢i epitelijalni markeri koji se koriste za klasifikaciju su:
AE1/AE3, CAM 5.2, EMA, CEA, CK7, CK20 i TTF-1 [Colby et al., 1995; Rubin et al.,
2001; Yatabe et al., 2002]. Za adenokarcinom pluca karakteristican je CK7(+), CK20(-),
TTF-1(+) imunohistohemijski profil [Giordano et al., 2001]. Genske promene koje se
nalaze u osnovi adenokarcinoma plu¢a ukljucuju mutacije koje dovode do aktivacije
onkogena ili inaktivacije tumor-supresorskih gena. Takode se aktiviraju i signalni putevi
koji dovode do nekontrolisane proliferacije tumorskih ¢elija. Mutacije u KRAS genu se
sre¢u u 30% adenokarcinoma pluca i ¢eS¢e su kod pusaca, dok su mutacije u genima za

receptor za epidermalni faktor rasta (eng. epidermal growth factor receptor, EGFR) i



kinazu anaplasti¢nog limfoma (eng. anaplastic limphoma kinase, ALK) ¢es¢e kod osoba
koje nikada nisu pusile [Riely et al., 2011; Kim et al., 2012]. U negativne prognosti¢ke
faktore spadaju i mutacije TP53, LKB1, ERBB2 i BRAF gena [Greulich, 2010].

Slika 2: Adenokarcinom pluca. Na citopatoloskom uzorku uocljiva su pravilna jedra i sitni
nukleolusi - Diff-Quick bojenje (A). Klaster ¢elija bronhoalveolarnog tumora mucinoznog
tipa - Papanicolau bojenje (B). Pojedina¢ne c¢elije bronhoalveolarnog karcinoma sa
infiltriranim alveolarnim makrofagima - Papanicolau bojenje (C). Preuzeto iz [Travis et al.,
2004].

1.2 TERAPIJA KANCERA PLUCA

Terapijski protokoli za kancer plué¢a zavise od histoloskg tipa kancera (NSCLC,
SCLC), stadijuma bolesti i opSteg zdravstvenog stanja pacijenta. Za rane stadijume NSCLC
(I, 1I1i HIA), hirur§ko odstranjivanje tumora je jedan od najvaznijih terapijskih pristupa.
Petogodi$nje prezivljavanje ovih pacijenata uz primenu hemioterapije iznosi 51%
[Douillard et al., 2006; Provencio et al., 2011]. Medutim, kod samo 20 do 30% pacijenata
tumor se dijagnostikuje kada je u resektabilnom stadijumu [Prokakis et al., 2008]. Kod
neresektabilnih oblika NSCLC primenjuje se radioterapija u kombinaciji sa hemioterapijom
na bazi platine [Provencio et al., 2011]. Uprkos napretku koji pruza kombinovana terapija,
prognoza pacijenata sa NSCLC je i dalje losa uz brojna propratna nezeljena dejstva lekova.
Medutim, nova saznanja iz oblasti biologije kancera i mehanizama onkogeneze dovela su

do razvoja novih terapeutskih strategija kao §to je ciljana molekularna terapija.



1.2.1 Radioterapija kancera pluca

Radioterapija (zracna terapija) je jedan od klju¢nih pristupa u lecenju malignih
bolesti. U savremenoj radioterapiji, da bi se povecao efekat zracenja i smanjilo ostecenje
okolnog zdravog tkiva, najceS¢e se koristi frakcionisanje doze zraCenja [Pajonk et al.,
2010]. Uspeh radioterapije se odreduje primenom tzv. 4R principa radijacione biologije. On
podrazumeva: 1. reparaciju DNK osteCenja, 2. redistribuciju ¢éelija po fazama celijskog
ciklusa, 3. repopulaciju i 4. reoksigenaciju hipoksi¢nih regiona tumora. Postoje misljenja
da ovaj koncept treba prosiriti petim ¢lanom — radioosetljivosc¢u, koja se razlikuje kod
normalnih i tumorskih ¢éelija [Balcer-Kubiczek, 2012].

Standardni terapijski protokol kod pacijenata sa NSCLC u stadijumu Ill
podrazumeva primenu ukupne doze zracenja od 60 Gy u frakcijama od po 2 Gy tokom
perioda od 6 nedelja [Sause et al., 1995; Rowell & Williams, 2001]. Istrazivanja su
pokazala da se bolji efekti radioterapije postizu kombinovanjem sa agensima koji
povecavaju osetljivost na zraCenje. Kod pacijenata sa NSCLC zrafenje se najceSce
kombinuje sa cisplatinom i etopozidom. Medutim, iako se kombinovana terapija pokazala
efikasnijom u odnosu na samo zra¢enje, prognoza pacijenata sa NSCLC u stadijumu Il je i

dalje losa sa petogodis$njim prezivljavanjem koje je manje od 20% [Lerouge et al., 2014].

1.2.2 Ciljana molekularna terapija kancera pluca

Nova strategija u leCenju kancera je ciljana molekularna terapija koja se zasniva na
fenomenu ,,onkogene zavisnosti” kancerskih ¢elija. Prema ovom konceptu, za odrzavanje
malignog fenotipa odredenih kancera ,,0odgovorni su™ ¢esto samo jedan ili nekoliko gena, pa
inaktivacija proteina koje ovi geni kodiraju moze da dovede do smrti kancerske celije
[Weinstein & Joe, 2008].

U ciljanoj molekularnoj terapiji kancera plu¢a danas se koriste agensi koji inhibiraju
nekoliko signalnih puteva neophodnih za prezivljavanje i proliferaciju kancerskih éelija.
Agensi koji inhibiraju EGFR su cetuksimab, gefitinib i erlotinib. Krizotinib inhibira ALK,

dok bevacizumab blokira angiogenezu deluju¢i na vaskularni endotelni faktor rasta (eng.



vascular endothelial growth factor, VEGF). Jo$ jedan u nizu ovih agenasa, vorinostat,
spada u grupu inhibitora histonskih deacetilaza (eng. histone deacetylase inhibitor, HDAC),
a njegova efikasnost u terapiji NSCLC se ispituje u teku¢im klini¢kim istrazivanjima
[Sechler et al., 2013].

Prednost ciljane molekularne terapije u odnosu na konvencionalnu hemioterapiju je
u tome sto se selektivnim delovanjem na kancerske celije smanjuju nezeljeni efekti na
zdravo tkivo. Medutim, iako pacijenti sa NSCLC u pocetku dobro odgovaraju na ciljanu
molekularnu terapiju, oni nazalost, posle izvesnog vremena razvijaju rezistenciju. Zbog
toga se primenom ovih lekova srednje vreme prezivljavanja pacijenata produzava za samo
nekoliko meseci [Sechler et al., 2013; Chong & Jéanne, 2013]. Poslednjih godina se
intenzivno radi na utvrdivanju mutacija koje dovode do nastanka rezistencije na ciljanu
molekularnu terapiju, kao i na iznalazenju nacina za njeno prevazilazenje [Blair et al.,
2014].

1.3  OSTECENJA DNK IZAZVANA JONIZUJUCIM ZRACENJEM

Jonizujuce zracenje indukuje brojna oste¢enja DNK koja mogu biti: delecije baznih
parova, jednolancani (eng. single-strand breaks, SSB), dvolancani (eng. double-strand
breaks, DSB) prekidi i visestruka, kompleksna oste¢enja [Barnard et al., 2013]. Dok se
vec¢ina SSB lako popravlja, ispravljanje kompleksnijih ostecenja kao $to su DSB za celiju
predstavlja veci izazov [DeWeese & Laiho, 2011]. Uprkos visoko efikasnim sistemima
reparacije, tatnost u ponovnom povezivanju fragmenata DNK nije uvek potpuna zbog ¢ega
moze da dode do hromozomskih rearanzmana [Kasperek & Humphrey, 2011]. Ako se DSB
zadrze do mitoze, fragmenti hromatida se mogu izgubiti tokom anafaze, Sto dovodi do
pojave nebalansiranog genoma [DeWeese & Laiho, 2011]. Dvolan¢ani prekidi i naro¢ito
visestruke, sloZene lezije na DNK za celiju su najces¢e smrtonosni dogadaji [Sage &
Harrison, 2011].



1.3.1 Jonizujuée zracenje

Jonizacija je proces u kome atom gubi ili dobija elektrone u svom omota¢u odnosno
elekronskim orbitama i time postaje pozitivan odnosno negativan jon. Prema tome, zracenje
koje dovodi do jonizacije atoma zove se jonizujuce zracenje. Ono moze da bude
elektromagnetno, pod uslovom da ima dovoljno energije da oslobodi elektrone iz atoma, ili
Cesti¢no, koje ukljucuje i1 jone. Elektromagnetno zracenje, koje se joS zove i1 fotonsko,
obuhvata: X i y zrake, dok se pod cCesticnim podrazumevaju: protoni,  (elektroni i
pozitroni) zraci, a Cestice 1 drugi joni. S obzirom da je elektromagnetno zracenje elektri¢no
neutralno, ono jonizuje atome materije na posredan nacin preko fotoelektricnog ili
Komptonovog efekta ili proizvodnjom parova elektron-pozitron. Pri fotoelektri¢nom efektu
fotoni predaju svu svoju energiju elektronima na spoljnim elektronskim orbitama atoma pa
se iz atoma emituju ti elektroni. Komptonov efekat karakteriSe rasejanje fotona tako $to on
predaje deo svoje energije elektronima iz spoljnih atomskih orbita i nastavlja kretanje sa
promenjenim pravcem i smanjenom energijom, dok su elektroni koji su primili energiju
emitovani iz atoma. Proizvodnja para elektron-pozitron nastaje posle interakcije fotona sa
poljem atomskog jezgra ili atomskog omotaca, pri kojoj on gubi svoju celokupnu energiju i
biva apsorbovan, a energija je potroSena na stvaranje para i njegovu emisiju. Elektroni
proizvedeni na navedene nacine jonizuju atome materije Kulonovim interakcijama sa
elektronima atoma. Suprotno fotonima, naelektrisane Cestice i joni jonizuju atome na
neposredan nacin putem Kulonovih interakcija sa elektronima iz atomskih omotaca.
[Podgorsak et al., 2005].

Indukcija DNK oste¢enja i stvaranje slobodnih radikala su dva osnovna nacina
kojima zracenje dovodi do oStecenja Celije. Direktni efekti jonizujuceg zracenja ogledaju se
u trenutnom oS$tecenju celijskih makromolekula (DNK, fosfolipidi ¢eliske membrane) i
inicijaciji unutaréelijske signalizacije koja dovodi do aktivacije apoptotskih signalnih
puteva [Mishra et al., 2004; Morgan & Sowa, 2005]. S obzirom na to da je dominantni
molekul u zivim sistemima voda, radioliza vode je osnovna posledica indirektnog delovanja
zracenja na bioloske sisteme. Na ovaj na¢in nastaju tri visokoreaktivna radikala: hidratisani,
»akvatizovani” elektron (e,), hidroksil radikal (OH) i vodoni¢ni (H") radikal (Slika 3).



Njihovom rekombinacijom se formira toksi¢ni vodonik peroksid, H;O,. Takode, u
prisustvu rastvorenog kiseonika nastaju i superoksid anjon (O,") i hidroperoksi radikal

(HO;") koji dovode do ostecenja DNK, proteina i ¢elijskih membrana [Azzam et al., 2012].

Direktni efekti

Slika 3. Direktni i indirektni efekti jonizujueg zracenja. Preuzeto i modifikovano iz
[Morgan & Sowa, 2005].

Energija zracenja je ta koja izaziva oSte¢enja tkivnih struktura. Koli¢ina energije (u
dzulima — J) koja se preda kilogramu (kg) materije naziva se absorbovanom dozom i
izrazava se u grejima (Gy). Jedna od vaznih determinanti ucinka jonizujuéeg zracenja je
brzina absorbovane doze. Ona predstavlja absorbovanu dozu u jedinici vremena i izrazava
se u grejima u sekundi (Gy/s) [McParland, 2010].

Radioterapija se primenjuje na dva nacina: kao spoljasnja radioterapija, kada se
izvor jonizujuceg zracenja nalazi na odredenom rastojanju od pacijenta i kao unutra$nja
terapija (brahiterapija) za koju se izvor zraCenja postavlja u neposrednu blizinu tumora
[Sadeghi et al., 2010]. U radioterapiji se najcesce koristi fotonsko zracenje (X ili y-zraci).
Najcesci izvori y-zracenja koji se primenjuje U klini¢koj praksi su teleterapijske masine sa
radioaktivnim izvorom ®Co, dok se kao izvori X-zratenja i elektrona koriste ortovoltazne

masine, linearni akceleratori, betatroni i mikrotroni [Podgorsak et al., 2005].



132 DSBiy-H2AX

Jedan od znacajnih mehanizama Kkoji se razvio kod eukariota predstavlja
fosforilacija izoforme histona H2A (H2AX) na mestima dvolancanih prekida DNK
[DeWeese & Laiho, 2011]. Naime, stotine i hiljade H2AX molekula koji se nalaze u
hromatinu u blizini DSB se u odgovoru na zracenje fosforiliSe na omega-4-serinskom
ostatku (Ser 139). Ovo dovodi do formiranje diskretnih fokusa (eng. foci) koji se mogu
vizuelizovati uz pomo¢ imunocitohemije i fluorescentne mikroskopije [Fernandez-Capetillo
et al., 2004]. Fosforilisani H2AX se u literaturi oznacava kao y-H2AX [Rogakou et al.,
1998, 1999; Bonner et al., 2008] (Slika 4). y-H2AX fokusi sluze kao mesta okupljanja
brojnih molekula razli¢itih proteina koji ucestvuju u DNK reparaciji, hromatinskom
remodeliranju i kontroli ¢éelijskog ciklusa [McKinnon & Caldecott, 2007; Bonner et al.,

2008].
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Slika 4. Struktura i mehanizam fosforilacije i defosforilacije H2AX. Preuzeto i
modifikovano iz [Banerjee & Chakravarti, 2011].



Za fosforilaciju H2AX na omega-4-serinu su odgovorne tri proteinske kinaze:
ataksija teleangiektazija mutirana (eng. ataxia telangiectasia mutated, ATM), proteinska
kinaza povezana sa ataksija teleangiektazija i Rad3 (eng. ataxia telangiectasia and rad3-
related, ATR) i proteoliticka subjeninica DNK zavisne proteinske kinaze (eng. DNA-
dependent protein kinase catalytic subunit, DNA-PKcs) [Lee & Chowdhury, 2011] (Slika
4). Koji ¢e tip kinaze fosforilisati H2AX zavisi od porekla ostecenja DNK [Bonner et al.,
2008]. Mehanizmi defosforilacije y-H2AX jo$ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni, ali se zna
da u njima ucestvuje fosfataza 1 indukovana divljim tipom p53 (eng. wild-type p53 induced
phosphatase 1, WIP 1) [Banerjee & Chakravarti, 2011] (Slika 4).

Vecina nukleozomskih histona se sintetisu u S fazi celijskog ciklusa. Medutim,
H2AX se takode sintetiSe i nezavisno od replikacije verovatno zbog toga Sto DNK
oStecenja mogu da nastanu u bilo kojoj fazi celijskog ciklusa [De Weese & Laiho, 2011].
Nastanak y-H2AX je pocetna tacka za aktivaciju niza dogadaja koji dovode do
koncentracije razli¢itih signalnih proteina ukljuc¢ujuci protein kancera dojke 1 (eng. breast
cancer 1, BRCAL) i p53 vezani protein 1 (eng. p53-binding protein 1, 53BP1) na mestu
DSB. BRCA1 i 53BP1 imaju kljuéne uloge u odrZavanju integriteta genoma delovanjem na
DNK reparaciju i kontrolne tacke celijskog ciklusa [Fernandez-Capetillo et al., 2002;
FitzGerald et al., 2009; Huen et al., 2010]. Takode, y-H2AX ucestvuje direktno ili
posredno u remodeliranju hromatina, a takode sprecava i disocijaciju prekinutih fragmenata
DNK [van Attikum & Gasser, 2005; Bassing & Alt, 2004].

Metoda za detekciju y-H2AX je imunocitohemijska tehnika koja omogucava
vizuelizaciju pojedinacnih y-H2AX fokusa u jedru ¢elije [Moroni et al., 2013]. Ova metoda
dvolancane prekide i pri jako niskim dozama zracenja (1mGy) [Rothkam & Lébrich, 2003].
S obirom na veliku osetljivost, y-H2AX je kao biomarker naSao primenu i u klini¢koj
praksi za pracenje efekata radioterapije, kao i za isptivanje posledica radijacionih
akcidenata [Lobrich et al., 2005; Rothkamm et al., 2007; Geisel et al., 2008; Kuefner et al.,
2009; Redon et al., 2009]. Konac¢no, y-H2AX se koristi u radijacionoj biodozimetriji za
merenje dnevnog kosmickog zracenja u Medunarodnoj kosmickoj stanici. Jedna od takvih

studija je pokazala da su izmerene doze zraenja bile slicne kada su merene y-H2AX
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esejom kao bioloskim, i termoluminiscentnim, kao fizi¢cim dozimetrom i iznosile su 0.7,
odnosno 0.5 mSv/dan [Ohnishi et al., 2009].

1.3.3 Reparacija osteéenja na molekulu DNK

U odgovoru na dvolancane prekide DNK Koji su nastali pod uticajem jonizujuceg
zraCenja, kontrolni mehanizmi zaustavljaju ¢elijski ciklus u odredenoj fazi da bi omogucili
dovoljno vremena za efikasnu popravku tih oste¢enja. Ako su osteéenja suvise kompleksna
i ne mogu da se efikasno poprave dolazi do senescencije ili apopoze ¢elija [Lapenna &
Giordano, 2009]. Tumor suprsor p53 je transkripcioni faktor koji ima Kljuénu ulogu u ovim
procesima [Meek, 2004]. Kao $to je ve¢ navedeno, ATM i ATR se aktiviraju kao odgovor
na ostecenja na molekulu DNK. ATM fosforilise p53 direktno ili putem aktivacije serin-
treonin kinaze kontrolnih tacaka ¢elijskog ciklusa 2 (eng. checkpoint kinase, CHK2) (Slika
5) [Lapenna & Giordano, 2009].

Ostecenja na molekulu
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Slika 5. Zaustavljanje celijskog ciklusa kao posledica oSte¢enja na molekulu DNK.
Preuzeto i modifikovano iz [Lapenna & Giordano, 2009].
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P53 dovodi do transkripcije inhibitora ciklin zavisne kinaze 1 (eng. cyclin-
dependent kinase inhibitor 1, p21), odnosno inhibicije ciklin-zavisne kinaze 2 (eng. cyclin-
dependent kinase, CDK?2), $to za posledicu ima zaustavljanje celijskog ciklusa u G1 fazi
[Derheimer & Kastan, 2010]. Kod ostecenih ¢elija koje su ve¢ usle u S fazu, ATM i ATR
fosforilisu CHK1 (eng. checkpoint kinase, CHK1) koja inhibira dvojno-specifi¢nu fosfatazu
(eng. dual-specificity phosphatase CDC25C) i ciklin-zavisnu kinazu 1 (eng. cyclin-
dependent kinase, CDK1). Time se formira S/G2 blok i sprecava ulazak ovih ¢éelija u M
fazu celijskog ciklusa (Slika 5) [Lapenna & Giordano, 2009].

Postoje dva mehanizma za popravku DSB koji se aktiviraju u ¢eliji. Nehomologna
rekombinacija (eng. hon-homologous end joining, NHEJ) direktno povezuje prekinute
krajeve DNK i aktivna je u svim fazama Celijskog ciklusa. Homologna rekombinacija (eng.
homologous recombination, HR) za popravku DNK koristi homologu sekvencu (sestrinsku
hromatidu), zbog Cega je aktivna u S 1 G2 fazi ¢éelijskog ciklusa [Chapman et al., 2012].

Celije kancera imaju razli¢ite poremeéaje u mehanizmima popravke osteéenja na
molekulu DNK [Kennedy & Andrea, 2006]. Tako na primer, DNA-PK je jedan od ¢lanova
NHEJ puta koji je poviseno eksprimiran kod radiorezistentnih tumora. Zbog toga se u
preklinickim studijama testira sposobnost razli¢itih inhibitora molekula DNA-PK da
povecaju osetljivost kancerskih ¢elija na zracenje [Bouchaert et al., 2012; Davidson et al.,
2013].

1.4 INHIBICIJA EGFR SIGNALNOG PUTA

Razvitak ciljane terapije koja je povezana sa EGFR se zasniva na zapazanju da su
tumorske celije kod kojih je EGFR mutiran ili prekomerno eksprimiran zavisne od EGFR
signalizacije i da inhibicijom ovog signalnog puta dolazi do njihove smrti [Perez et al.,
2013]. Postoje dva osnovna pristupa u inhibiciji EGFR signalnog puta. Prvi nacin
podrazumeva ciljano inhibiranje ligand-vezujueg domena upotrebom monoklonskih
antitela (mAb) ¢ime se inhibira stvaranje dimera i aktivacija kinaza. U drugom pristupu
ciljano inhibiranje kinaznog domena se postize upotrebom tirozin kinaznih inhibitora

(TKI). Oni kompeticijom sa adenozin trifosfatom (eng. adenosine triphosphate, ATP) za
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vezujuce mesto na tirozin kinazi dovode do inhibiranja njene aktivnosti, a time i nizvodnih

signalnih puteva [De Weese & Laiho, 2011].

1.4.1 EGFR signalni put

EGFR pripada familiji tirozin kinaza koja obuhvata EGFR (ErbB1), HER2/neu
(ErbB2), HER3 (ErbB3) i HER4 (ErbB4) [Yarden et al., 2001]. To je transmembranski
glikoprotein molekulske mase 170 kDa, sacinjen od 1186 aminokiselina. Smatra se da
normalne ¢elije imaju izmedu 20000 i 200000 receptora za EGF po ¢eliji [Small, 2008].
Pokazano je da je aktivacija EGFR-a okidac¢ za razliite razvojne, metabolic¢ke i fizioloske
procese, kao $to su proliferacija, apoptoza, migracija, angiogeneza i diferencijacija Celija
[Dutta & Maity, 2007].

EGFR c¢ine ekstracelularni domen za koji se vezuje ligand, kratki hidrofobni
transmembranski region i citoplazmatski domen. Ligandi koji aktiviraju EGFR su faktori
rasta, kao $to je epidermalni faktor rasta (eng. epidermal growth factor, EGF) [Irmer et al.,
2007]. Nakon vezivanja liganda, usled konformacionih promena u ekstracelularnom
domenu dolazi do dimerizacije i autofosforilacije, tj. aktivacije receptora. Aktivirani EGFR
ostvaruje svoju biolosku funkciju na dva nacina. U citoplazmatskom signalnom putu,
aktivirani EGFR deluje na ekspresiju gena regulisanjem aktivnosti nekoliko signalnih
puteva koji ukljucuju PLC-y-CaMK/PKC, Ras-Raf-MAPK, PI-3K-Akt-GSK i STAT [Lo &
Hung, 2006] (Slika 6). Aktivacija ovih signalnih puteva dovodi u fizioloskim uslovima do
proliferacije celija, ali i do tumorogeneze i metastaza, kao i hemio- i radiorezistencije
tumorskih ¢elija [Lo & Hung, 2006]. U odgovoru na stimulaciju EGF-om, EGFR moze da
se translocira u nukleus gde u interakciji sa transkripcionim faktorom STAT3 regulise
ekspresiju inducibilne azot-oksid sintaze (eng. nitric oxide synthase, iNOS), dok u
interakciji sa E2F1 reguliSe ekspresiju B-Myb [Lo et al., 2005; Hanada et al., 2006].
Nukleusni EGFR takode dovodi do povisene ekspresije ciklina D1. B-Myb i ciklin D1
doprinose povecéanju Celijske proliferacije, dok iNOS ucestvuje i u regulaciji metastaze

tumorskih celija.
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Slika 6. Citoplazmatski i nukleusni EGFR signalni put. Preuzeto i modifikovano iz [Lo &
Hung, 2006].

Do translokacije EGFR-a u nukleus dolazi ne samo kao posledica vezivanja liganda,
ve¢ i kao odgovor na jonizujuce zracenje, H,O, i hemioterapeutike [Lo & Hung, 2006]
(Slika 6). Nukleusni EGFR utice i na proces DNK reparacije. Skorasnje studije su pokazale
da je EGFR normalno prisutan u perinukleusnom regionu ¢elija i da se nakon tretmana
zracenjem internalizuje u nukleusni kompartment. Vezivanjem za DNA-PKcs i regulatornu
subjedinicu Ku70 nukleusni EGFR uti¢e na proces reparacije DNK, a time i na smanjenje

osetljivosti kancerskih ¢elija na zracenje [Dittmann et al., 2005] (Slika 6).
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1.4.2 Mutacije u genu za EGFR

Kod pacijenata obolelih od NSCLC uocena je veza izmedu postojanja odredenih
mutacija i odgovora na terapiju. Zbog toga su mutacije u genu za EGFR najbolje opisane
bas na primeru NSCLC [Gazdar et al., 2009]. Mutacije u kinaznom domenu EGFR-a se
nazivaju ‘“aktiviraju¢im mutacijama” zato $§to dovode do ligand-nezavisne aktivacije
receptora. Najcesc¢e su: delecije u egzonu 19, koje ¢ine ~ 48% svih mutacija, tackasta
L858R mutacija, kao i delecije i insercije u egzonu 20, koje ¢ine ~ 38%, odnosno 6% svih
mutacija [Irmer et al., 2007]. Pored mutacija u genu za EGFR, do ligand-nezavisne
aktivacije receptora moze da dode i usled prekomerne ekspresije EGFR molekula. Tako je
prekomerna ekspresija EGFR-a zastupljena kod 62% pacijenata sa NSCLC i direktno je

povezana sa loSom prognozom bolesti [Hirsch et al., 2003].

1.4.3 Tirozin kinazni inhibitori

EGFR TKI su kvinazolinaminski derivati male molekulske mase [Pao et al., 2005].
Oni selektivno blokiraju EGFR signlni put vezujuéi se za mesto vezivanja ATP-a, koje se
nalazi na tirozin kinaznom domenu EGFR [Ranson, 2004]. Trenutno se u terapiji
uznapredovalog NSCLC koriste dva reverzibilna EGFR TKI: gefitinib i erlotinib [Santarpia
et al., 2011]. Upotreba gefitiniba (Iressa) je prvi put odobrena od strane Americke agencije
za hranu i lekove (eng. US Food and Drug Administration, FDA) 2003. godine [Cohen et
al., 2003]. Erlotinib (Tarceva) je 2004. godine dobio dozvolu iste agencije kao drugi
terapijski protokol za pacijente sa NSCLC u uznapredovaloj i metastatskoj fazi bolesti
[Cohen et al., 2005].

U nekoliko klini¢kih studija faze 11 i 11l oba EGFR TKI su pokazala pozitivho
dejstvo [Hann & Brahmer, 2007]. Ipak, za razliku od konvencionalne hemioterapije, ovi
tirozin kinazni inhibitori su bili efikasniji kod odredenog tipa pacijenata sa NSCLC. Bolji
odgovor na terapiju je zapazen kod pacijenata sa podrucja istocne Azije, kod Zena, kod
nepusaca, kao i kod pacijenata sa adenokarcinomom [Yatabe & Mitsudomi, 2007]. Naime,
faza II kinickih studja je pokazala mali efekat (12-27%) u ukupnoj populaciji NSCLC
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pacijenata [Cappuzzo et al., 2005; Hann & Brahmer, 2007]. Takode, u fazi III odredene
studije su dale kontradiktorne rezultate. Po njima, veéina pacijenata nije odgovorila na
terapiju, dok je samo kod malog broja pacijenata zabelezeno znac¢ajno smanjenje tumora
[Kim et al., 2007]. Retrospektivnom analizom ovih studija je utvrdeno da je uspeh terapije
kod pacijenata azijatskog porekla, nepuSaca, zena i pacijenata sa adenokarcinomom
posledica prisustva mutacija u genu za EGFR kod ovih pacijenata [Mansuet-Lupo et al.,
2014]. Smatra se da onkogene mutacije u genu za EGFR obezbeduju vecu osetljivost na
terapiju zbog toga $to TKI imaju veci afinitet za mutirani protein nego za wt protein
[Sequist & Lynch, 2008].

Skoro svi pacjenti koji inicijalno dobro odgovore na terapiju TKI, vremenom
razviju rezistenciju [Ercan et al., 2010]. Studije su pokazale da je jedan od uzro¢nika
sekundarne rezistencije T790M mutacija koja se srece kod ~ 50% tumora rezistentnih na
TKI terapiju [Simonetti et al., 2010]. Mutacija T790M se takode retko nalazi u netretiranim
uzorcima tumora, $to pretpostavlja postojanje rezistentnih subklonova koji preostaju nakon
regresije tumora [Mansuet-Lupo et al., 2014]. S obzirom na to da korelacija izmedu
klasi¢nih EGFR mutacija 1 osetljivosti na TKI nije potpuna i da pacijenti vremenom sti¢u
rezistenciju na terapiju, javlja se potreba za identifikacijom i drugih markera koji bi

objasnili kako osetljivost tako i rezistenciju na TKI [Ma et al., 2011].

1.5 MEHANIZMI CELIJSKE SMRTI

Apoptoza je jedan od najbolje opisanih oblika ¢elijske smrti i najcesce se koristi kao
sinonim za nju. Medutim, poslednjih godina se koncept Celjske smrti pros$irio, narocito u
kontekstu tretmana malignih bolesti, pa se njime obuhvataju i drugi procesi koji dovode do
inaktivacije proliferativnog kapaciteta ¢elije. Najznacajniji od njih su: autofagija, nekroza,

senescencija i mitotska katastrofa [Okada & Mak, 2004].
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15.1 Apoptoza

Kerr i saradnici su 1972. godine opisali morfoloske aspekte apoptoze [Kerr et al.,
1972]. U morfoloskom smislu apoptotska ¢elija je zaokrugljena i obi¢no manjih dimenzija.
Do ovoga dolazi usled kondenzacije hromatina (piknoza). Na povrsini plazmine membrane
javljaju se strukture koje podsecaju na balone (eng. blebbing). Ova pojava je pracena
fragmentacijom jedra u tzv. apoptotska tela u procesu pupljenja (eng. budding). Apoptotska
tela sadrze nepromenjene organele, oivi¢ena su plazminom membranom i in vivo bivaju
fagocitovana od strane makrofaga [Elmore, 2007].

Apoptoza je oblik programirane celijske smrti, §to zna¢i da jednom aktivirana,
pokrece niz energetski zavisnih morfoloskih, molekularnih i biohemijskih dogadaja koji su
regulisani veoma slozenom mrezom pozitivnih i negativnih regulatora [Elmore, 2007].
Dosadasnja istrazivanja pokazuju da ovaj proces ima dva osnovna puta: unutrasnji ili
mitohondrijalni put i spoljasnji ili put receptora smrti [Andersen et al., 2005]. Na ovaj na¢in
apoptoza moze biti izazvana stimulacijom odredenih receptora na celijskoj membrani ili
putem unutarcelijskih mehanizama. Ove mehanizme mogu aktivirati oste¢enja DNK nastala
delovanjem razli¢itih agenasa medu kojima su zraCenje i hemioterapeutici [Sprick &
Walczak, 2004]. Oba apoptotska puta dovode do aktivacije kaspaze 3 koja zapocinje niz
proteolitickih dogadaja koji kulminira u koordinisanoj dezintegraciji celije. Aktivacija
unutrasnjeg apoptotskog puta pocinje oslobadanjem citohroma c iz mitohondrija u
citoplazmu, gde formira kompleks sa Apaf-1 proteinom i omogucava njegovu
oligomerizaciju. Na taj nacin se formira apoptozom koji aktivira kaspazu 9 i dalje dovodi
do aktivacije kaspaze 3. Spoljasnji apoptotski put se pokreCe vezivajem liganda za
receptore smrti na ¢éelijskoj membrani, $to dovodi do aktivacije kaspaze 8, a zatim i kaspaze
3. Spoljasnji i unutrasnji apoptotski put su medusobno povezani. Aktivacija unutrasnjeg
puta moze pokrenuti kaspazu 8 i Bid protein koji ukljuc¢uju mitohondrijalni put i izazivaju
snazniji apoptotski odgovor [Sprick & Walczak, 2004]. Familija Bcl-2 (eng. B-cell
limphoma 2, Bcl-2) obuhvata proteine koji su ili pro-apoptotski (Bid, Bad, Bax, Bcl-XS), ili
anti-apoptotski (Bcl-2, Bcl-XL). Od njihovog odnosa zavisi da li ¢e process apoptoze biti

aktiviran ili inhibiran [Andersen et al., 2005].
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Poremecaji u regulaciji Celijske smrti mogu dovesti do razli¢itih oboljenja medu
kojima je i kancer, bolest kod koje je zapazena preterana proliferacija ¢elija i/ili smanjena
¢elijska smrt [King et al., 1998]. Postoji niz mehanizama koji kod ¢elije kancera dovode do
,,otpornosti” na apoptozu. Jedan od njih je mutacija u tumor supresorskim genima, kao $to
je p53. Ovaj gen je mutiran u oko 50% malignih tumora. Kao odgovor na DNK ostecenja,
p53 zaustavlja ¢éelijski ciklus u G1 fazi i reguliSe ekspresiju Bax i Bcl-2. Ukoliko su ¢elijska
oStecenja suvise velika i ne mogu da se poprave dolazi do pokretanja procesa apoptoze
[Pietenpol & Stewart, 2002].

Poremecaji u ekspresiji proteina koji ucestvuju u apoptozi moze doprineti
rezistenciji kancerskih ¢elija na tretman. NSCLC je rezistentniji na radio- i hemioterapiju
od SCLC [Joseph et al., 2001]. Klini¢ka ispitivanja su pokazala je ekspresija Bcl-2 je visa
kod SCLC u poredenju sa NSCLC [McDoniels-Silvers et al., 2002]. Osim razlika u nivou
Bcl-2 proteina, zabeleZene su i razlike u nivou ekspresije prokaspaza. lako jos uvek nije u
potpunosti razjasnjeno na koji nacin ovakva promena ekspresije proteina uti¢e na
rezistenciju na tretman kod NSCLC, kao jedan od mogu¢ih mehanzama navodi se inhibicija
translokacije kaspaze 3 iz citoplazme u nukleus [Joseph et al., 2001]. Takode, pokazano je
da poviSeni nivo nukleusnog faktora kB (eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cell, NF-xB) deluje na povecanje transkripcije antiapoptotskih gena kod
kancerskih ¢elija 1 time ucestvuje u mehanizmima rezistencije na tretman

hemioterapeuticima [Hoesel & Schmid, 2013].

1.5.2 Autofagija

Autofagija je proces koji pomaze ¢eliji da prezivi stres. Tokom autofagije delovi
citoplazme sa o$te¢enim organelama se odvajaju u posebne vezikule oivi¢ene dvema
membranama (autofagozomi). Autofagozomi se spajaju sa lizozomima i formiraju
autolizozome u kojima se pomocu kiselih lizozomalnih hidrolaza razgraduju celijske
organele [Chen et al., 2008]. Mnogi ekstracelularni i intracelularni signali, od kojih vecina

nastaje kao odgovor na stres, mogu izazvati autofagiju. Tako na primer, tokom gladovanja,
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hipoksije ili u odsustvu faktora rasta, celija procesom autofagije obezbeduje osnovne
hranljive i gradivne elemente koji joj nisu omoguceni spolja ili de novo sintezom [Bialik &
Kimchi, 2008]. | drugi nepovoljni uslovi, kao $§to su oksidativni stres, mitohondrijalna
disfunkcija, jonizujuée zracenje i odredeni hemioterapeutski agensi, mogu da dovedu do
indukcije autofagije [Chen et al., 2008; Tanida, 2011; O’ Donovan et al., 2011; Hu et al.,
2012].

Grupa od 30 ATG gena (eng. autophagy-related genes) regulise proces autofagije
[Bialik & Kimchi, 2008]. Elongacija membrane u formiranju autofagozoma regulisana je
pomocéu Atgl2-Atg5-Atg-16 i Atg8/LC3 proteinskog sistema. U Atg8/LC3 sistemu,
formira se LC3-1 (eng. microtubule-associated light chain 3) koji konjukcijom sa
fosfatidiletanolaminom prevodi u LC3-1l i ugraduje se u autofagozomalnu membranu.
LC3-Il predstavlja jedan od najéesce koris¢enih autofagozomalnih markera [Ravikumar et
al., 2010]. LC3-II na citoplazmatskoj strani autofagozoma biva delipidizovan pomocu Atg4
i recikliran do LC3-1 [Ravikumar et al., 2009]. Mnogi kompleksni signalni putevi su
ukljuceni u regulaciju funkcije ATG gena i formiranje autofagozoma. Jedan od najvaznijih
regulatora je serin/treonin kinaza mTOR (eng. mammalian target of rapamycin), koji
pokazuje kakva je dostupnost faktora rasta, nutrijenata i energije [Bialik et al., 2011].
Takode u klju¢ne regulatore procesa autofagije spada i Beclin 1 [Lee et al., 2013].

Kao tumor supresivni mehanizam, autofagija inhibira inflamaciju i sprecava
genomsku nestabilnost uklanjanjem oSte¢enih mitohondrija koje produkuju slobodne
radikale [Mathew et al., 2007]. Takode, pored uloge koju autofagija ima u prezivljavanju
¢elija u nepovoljnim uslovima, postoje studije koje ukazuju i na njenu ulogu u aktivaciji
mehanizama Celijske smrti. U odsustvu apoptoze, ili u ¢elijama koje imaju oSte¢enja u
apoptotskim putevima, pokazano je da se moze odigrati i autofagijska ¢elijska smrt. Ona je
u literaturi poznata i kao tip II Celijske smrti [Shimizu et al., 2004]. Uloga autofagije u
tumorogenezi i odgovoru kancerskih celija na terapiju je kompleksna, s obzirom na
¢injenicu da ima dvostruku ulogu, protektivnu i destruktivnu [Eskelinen, 2011]. Kancerske
¢elije koriste autofagiju da odrze rast i prezivljavanje tumora u stresnim uslovima kao $to je

toksi¢nost izazvana terapijom [O’ Donovan et al., 2011].
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1.5.3 Mitotska katastrofa

Nepravilnosti u distribuciji hromozoma tokom mitoze mogu doprineti malignoj
transformaciji ¢elije [Singh et al., 2012]. Visi eukarioti su razvili mehanizme za eliminaciju
onih ¢elija kod kojih su mitotski procesi poremeceni. Jedan od tih mehanizama je mitotska
katastrofa. Morfoloske promene koje prate mitotsku Katastrofu ukljucuju stvaranje
mikronukleusa (koji obi¢no poticu od hromozoma 1/ili hromozomskih fragmenata koji nisu
bili jednako rasporedeni nakon mitoze u cerke celije) i postojanje multinukleusnih c¢elija
koje su rezultat nepravilne citokineze [Kroemer et al., 2009]. Mitotsku katastrofu mogu
izazvati razli€iti defekti u kontrolnim tackama celijskog ciklusa, kao i razliciti agensi Koji
se koriste u terapiji (zraCenje, citostatici, agensi koji utiCu na stabilnost mikrotubula)
[\VVakifahmetoglu et al., 2008].

Signalni put koji leZzi u osnovi mitotske katastrofe je nedovoljno izucen. Sa
funkcionalne tacke gledista, moze se definisati kao onko-supresivni mehanizam koji
prethodi i razlikuje se od apoptoze, nekroze ili senescencije [Vitale et al., 2011]. Za razliku
od normalnih ¢elija koje prolaze kroz sve faze ¢elijskog ciklusa, ¢elije koje imaju defekte u
mitotskom aparatu (ukljuc¢uju¢i hromozome i ¢elijsku masineriju koja omogucava njihovu
pravilnu segregaciju), zahvaljujuéi aktivaciji mitotske katastrofe ne mogu da produ kroz M
fazu éelijskog ciklusa. Celije koje su zaustavljene u mitozi mogu ,umreti mitotskom
smréu® bez izlaska iz mitoze, pre¢i u G1 fazu, pa zatim aktivirati mehanizme celijske smrti,
ili po izlasku iz mitoze postati senescentne. U odgovoru na oSte¢enja DNK ili mitotskog
aparata, ¢elije bivaju zaustavljene u mitozi i obi¢no zapocinju program mitotske katastrofe
ili ,mitotske smrti [Joiner & van der Kogel, 2009]. Medutim, nekada ove mitotski
nekompetentne celije mogu pre¢i u sledecu interfazu ili pro¢i jedan ciklus nepravilne
mitoze. Najce$ée se ova deoba ne moze zavrsiti zbog neuspele citokineze, pa se stvaraju
tetraploidne celije koje ili umiru ili podlezu procesu senescencije. Ponekad su ove celije
sposobne da proliferiSu i tada se stvaraju aneuploidne, potencijalno tumorogene celije.
Zbog velikih hromozomskih rearanzmana one najcesé¢e podlezu Celijskoj smrti [Vitale et

al., 2011].
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1.5.4 Senescencija

Celijsko starenje ili senescencija moze biti replikativna, kada nastaje kao posledica
skracivanja telomera tokom Celijskih deoba i prerana senescencija koja nastaje kao
posledica stresa, npr. nepopravljivih oste¢enja DNK i hromatina, kao i usled ekspresije
razli¢itih onkogena (npr. Ras onkogen) [Kuliman et al., 2010; Baek et al., 2013]. Bez obzira
na signal koji je indukovao senescenciju, senescentne celije poseduju odredene
karakteristike kao Sto su zaustavljanje Celijskog ciklusa, poviSena ekspresija inhibitora
¢elijskog ciklusa (p21Cipl/Wafl, pl6INK4a, p15INK4b), hipofosforilacija Rb proteina,
povisena aktivnost f-galaktozidaze povezane sa senescencijom (eng. senescence asociated
beta-galactosidase, SA-B-Gal) i karakteristiCan sekretorni fenotip [Vavrova & Rezacova,
2011]. Takode, za ove celije je karakteristicna vakuolizacija citoplazme, spljostena
morfologija i pojava heterohromatinskih fokusa (eng. senescence asociated heterohromatin
foci, SAHF) bogatih trimetilovanim histonom H3 na lizinu 9 [Huggins et al., 2013].

Celijska senescencija je u literaturi oznagena kao tumor supresivni mehanizam. U
ranim stadijumima pre-onkogenih lezija, intracelularni mehanizmi (uklju¢ujuci porast u p53
i p21) indukuju senescenciju u cilju eliminacije potencijalno opasne celije iz mase
proliferisu¢ih c¢elija. Takode, senescenciju mogu indukovati ekstracelularni signalni
molekuli, kao $to su transformisucéi faktor rasta beta (eng. transforming growth factor beta,
TGF-B) [Kuliman et al., 2010] i razli¢iti citokini (npr. IL-1, IL-6, IL-8, GROa) [Acosta et
al., 2008]. Same senescentne ¢elije sintetisu razlicite pro-inflamatorne citokine (IL-1, IL-6),
hemokine (IL-8, GRO, MCP-1), matriksne metaloproteinaze (MMP1, MMP3, MMP10),
aktivatore i inhibitore plazminogena i fibronektin [Véavrova & Rezacova, 2011]. Faktori
koje luce senescentne cCelije takode mogu da izazovu rast i invaziju tumora, kao i1 da uti¢u
na angiogenezu [Fumagalli & d’Adda di Fagagna, 2009]. Kontroverzna uloga izmenjenog
sekretornog fenotipa senescentnih Celija jo§ uvek nije u potpunosti razjasnjena. Jedno od
mogucih objasnjenja bilo bi da senescentne celije u ranim stadijuma tumora preko faktora
koje sintetisu Salju signale ¢elijama imunog sistema i tako dovode do njihovog uklanjanja i
reparacije tkiva. Ukoliko odgovor izostane ovi faktori mogu dovesti do rasta i invazije

tumora [Vavrova & Rezacova, 2011].
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2. CILJ RADA

Novi pravci u razvitku terapije kancera podrazumevaju kombinovanje razli¢itih
terapeutskih agenasa koje ima za cilj efikasno prevazilazenje rezistencije na tretman.
Takode, literaturni podaci koji su vezani za eksperimentalne i1 klinicke studije ukazuju na
znacaj istrazivanja razli¢itih vidova ¢elijske smrti i njihove uloge u procesu tumorogeneze i
nastanka rezistencije na terapiju. S obzirom na mehanizam delovanja ciljanih molekularnih
terapeutika, njihovo kombinovanje sa radiohemioterapijom se intenzivno istrazuje.
Dosadasnji in vitro podaci ukazuju na potencijalnu korist od kombinovanja erlotiniba sa
zraCenjem. Medutim, u literaturi se mogu na¢i samo sporadi¢ni podaci o iskustvima iz
klinicke prakse koji testiraju ovu kombinaciju agenasa. Takode, mehanizmi koji se nalaze u
osnovi kombinovane terapije i njenog uticaja na nastanak razlicitih tipova celijske smrti su
jos uvek nedovoljno poznati.

U ovoj disertaciji ispitivan je antitumorski efekat pojedinacnih i kombinovanih
tretmana y-zraCenjem i erlotinibom na celije nesitnocelijskog karcinoma pluca ¢oveka in
vitro. Primenjeni agensi se koriste u klinickom tretmanu lokalno uznapredovalog ili
metastatskog nesitnoéelijskog karcinoma plu¢a. Kao model sistem koris¢ene su CRL-5876
¢elije adenokarcinoma pluca. Polaze¢i od Cinjenice da je erlotinib inhibitor EGFR, koji
ucestvuje U regulaciji proliferacije ¢elija, kao i DNK reparaciji, u ovom radu je testirana

hipoteza da erlotinib moze da poveca radioosetljivost CRL-5876 ¢elija.

Zbog svega navedenog, u okviru istrazivanja koja su predmet ove disertacije

postavljeni su sledeci ciljevi:

1. Odrediti radiobioloske parametre koji definiSu efikasnost y-zracenja, odnosno
kombinacije y-zracenja i erlotiniba u eliminaciji CRL-5876 ¢elija. Ovi parametri bice
odredeni pracenjem klonogenog prezivljavanja celija nakon tretmana. Takode,
odredi¢e se efekti tretmana na vijabilnost, proliferativni kapacitet celija, kinetiku

indukcije i reparacije DSB, kao i na distribuciju ¢elija po fazama Celijskog ciklusa.
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Utvrditi 1 analizirati tipove Celijske smrti koji se aktiviraju nakon primene
pojedinacnih i1 kombinovanih tretmana y-zra¢enjem i erlotinibom. Prvo ¢e biti
vizuelizovane morfoloske i ultrastrukturne promene koje nastaju delovanjem
primenjenih agenasa, a zatim ¢e se relevantnim metodama kvantifikovati promene

karakteristicne za proces mitotske katastrofe, apoptoze, senescencije 1 autofagije.

Pratiti ekspresiju proteina ukljucenih u relevantne signalne puteve koji su aktivirani u
tretiranim c¢elijama. Promene u ekspresiji proteina nakon tretmana bice pra¢ene u

razli¢itim vremenskim intervalima.
Utvrditi antitumorski efekat razlic¢itih kombinacija y-zracenja, erlotiniba i hlorokina
na Celije adenokarcinoma pluca ¢oveka in vitro. Efekti ovih tretmana bi¢e praceni

merenjem celijske vijabilnosti.

Ispitati uticaj farmakoloske inhibicije autofagije hlorokinom na indukciju apoptoze i

senescencije CRL-5876 ¢elija tretiranih y-zracenjem i erlotinibom.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 MATERIJAL
3.1.1 Celijska linija

Celije adenokarcinoma pluéa ¢oveka CRL-5876 (NCI-H1568) su koriéene kao
eksperimentalni model u ovom radu. Celijska linija je nabavljena od ATCC (American
Type Culture Collection, Manassas, VA, USA).

Za radiobioloske eksperimente koriS¢ene su jo§ dve maligno transformisane ¢elijske
linije Coveka, 1 to HTB140 (Hs 249T) ¢elije melanoma i 59M ¢elije ovarijanog kancera,

koje su nabavljene iz iste kolekcije (ATCC, Manassas, VA, USA).

3.1.2 Hemikalije

Za gajenje Celija koriS¢en je hranljivi medijum RPMI 1640 u koji je pre upotrebe
dodavan 10% fetalni tele¢i serum (eng. foetal calf serum, FCS) i meSavina antibiotika
penicilina (5000U) i streptomicina (5 mg/ml u 0.9% natrijum hloridu). Sve hemikalije za
gajenje celijskih kultura su proizvod Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany.

Od istog proizvodaca (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) su
takode nabavljeni: trihlorsiréetna kiselina (eng. trichloroacetic acid, TCA), tris baza, 4°,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI), Mowiol® 4-88, etilen diamino tetra siréetna kiselina (eng.
ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA), etilen glikol tetrasir¢etna kiselina (eng. ethylene
glycol tetraacetic acid, EGTA), albumin govedeg seruma (eng. bovine serum albumine,
BSA), natrijum dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl sulfate, SDS), natrijum-deoksiholat,
natrijum ortovanadat (NasVVO,), akrilamid, bisakrilamid, glicin, B-merkaptoetanol, brom
fenol plavo, glicerin, Tween 20, sulforodamin B (SRB), propidijum jodid (PI), osmijum
tetroksid, glutaraldehid, 5-Bromo-4-hloro-3-indolil B-D-galaktopiranozid (X-Gal), akridin

oranz, kristal violet 1 hlorokin difosfat.
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Komercijalni kompleti za pracenje celijske vijabilnosti (Cell proliferation Kit 1,
MTT), proliferacije (Cell Proliferation ELISA, BrdU-colorimetric Kit) i apoptoze
(Annexin-V-FLUOS Kit), kao i erlotinib hidrohlorid (Tarceva, 150 mg) su nabavljeni od
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany.

Dimetilsulfoksid (DMSO), ribonukleaza A, ditiotreitol (DTT), spermidin, aprotinin,
antipain, leuprptin, fenilmetilsulfonil hlorid (PMSF), amonium persulfat i N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamin (TEMED), Na-fluorid (NaF), B-diglicerofosfat i Na-pirofosfat su
proizvodi SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Germany.

Siréetna kiselina, sumporna kiselina, formaldehid, metanol i glicerol su nabavljeni
od firme Zorka Pharma, a.d., Sabac, Srbija.

May-Griinwald eozin metilensko plavo je proizvod Merck KgaA, Darmstadt,
Germany, dok je gimza proizvod Alkaloid a.d., Skopje, Macedonia.

Za hemiluminiscentnu detekciju proteina koris¢en je ECL (eng. enhanced
chemiluminescence) supstrat koji se sastoji od luminola i p-kumari¢ne kiseline, a obe

komponente su proizvod Sigma Chemical Company.

3.1.3 Puferi

o [Fosfatno puferisani fizioloski rastvor (eng. phosphate buffer saline, PBS), pH 7.4: 0.137
M NaCl, 1.5 mM KH;,PO, 16.3 mM Na;HPO,, 2.7 mM KCI.

e Pufer za liziranje: 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1% Nonidet P-40 (NP-40),
0.1% SDS, 0.5% Na-deoksiholat, ImM EDTA, 1mM EGTA i 1mM (Na3VOy)

e Pufer za nalivanje uzoraka: 0.125 M Tris-HCI pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerola, 0.4% B-
mercaptoetanol, 1% bromofenol plavo

e SDS pufer za elektroforezu: 25 mM Tris-HCI, 0,1% SDS, 192 mM glicin

o Pufer za transfer: 25 mM Tris-HCI, 192 mM glicin, 20% metanol

e TBS pufer: 1.5 M Nacl, 0.2 M Tris, pH 7.4

e Pufer za ,,stripovanje“: 100 mM B-merkaptoetanol, 2% SDS i 62.5 mM Tris pH 6.7
Puferi koriS¢eni u ovom radu su pripremani po procedurama navedenim u knjizi

Molecular Cloning — A Laboratory Manual [Sambroock et al., 1989].
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3.1.4 Antitela

Zecja poliklonska antitela na p53, p21, Bax, Bcl-2, Ciklin D1, LC3, NF-kB p65, kao
i sekundarno kozje anti-ze¢je IgG antitelo obelezeno peroksidazom iz rena (eng. horse-
radish peroxidase, HRP) su proizvod Cell Signaling Technology Inc. Danvers,
Massachusetts, United States. Zeéje poliklonsko antitelo na B-aktin je proizvod Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany, dok je misje antitelo na y-H2AX (Serl139)
obelezeno sa Alexa Fluor ®488, proizvod BioLegend Inc. San Diego, California, United
States.

3.2 METODE
3.2.1 Gajenje celija u kulturi

Celije su gajene kao jednoslojne kulture u plastinim bocama povr§ine 25 cm?
(Sarstedt AG. & Co., Niimbrecht, Germany), na temperaturi od 37 °C, u vlaznoj atmosferi
sa 5% CO; (Haeraus, Manheim, Germany). Celije su rasadivane u proseku 2 puta nedeljno.
Pri odlepljivanju adherentnih éelija od povrsine plastike, konfluentni ¢elijski monosloj je
ispiran PBS-om, inkubiran u prisustvu rastvora 0.25% tripsin 0.53 mM EDTA u PBS na 37
°C 3-5 minuta, a zatim je tako dobijena celijska suspenzija razblaZivana hranljivim
medijumom u odnosu 1 : 3.

Za dugotrajno cuvanje, postupkom krioprezervacije, ¢elije su razblazivane u
medijumu sa 5% DMSO. Kriotube sa ¢elijama (Sarstedt AG. & Co., Niimbrecht, Germany)
su prvo zamrzavane na -70 °C preko no¢i, a zatim polako prebacivane u tankove sa te¢nim

azotom i tako ¢uvane na -196 °C.
3.2.2 Uslovi zracenja

Celije su ozrativane gama zracima iz izvora “°Co u Laboratoriji za zagtitu od

zracenja 1 zaStitu Zivotne sredine, Instituta za nuklearne nauke ,,Vin¢a“ u Beogradu.
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Ozracivanje je izvodjeno u vazduhu, na sobnoj temperaturi. Plasticne posude sa ¢elijskim
monoslojem su postavljane vertikalno, odnosno pod pravim uglom u odnosu na osu snopa
gama zraka. Celijski monosloj je ozra¢ivan dozama od 0.1, 2, 4, 6 i 8 Gy, pri brzini doze od
~ 1 Gy/min. Za analizu y-H2AX proteina uzorci su ozracivani na ledu, u nosacu koji je

posebno konstruisan za ovu namenu.

3.2.3 Priprema rastvora erlotiniba i hlorokina

Erlotinib hidrohlorid (Tarceva, 150 mg; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany) je dobijen ljubazno$éu Dr Giuseppe Privitera iz Instituta za radiologiju i
radijacionu onkologiju ,,Poliklinika - Vittorio Emanuele, Univerziteta u Kataniji, Italija.
Koncentrovani 10 mM rastvor erlotiniba u DMSO, od koga su pravljena radna razblazenja
koja su kori§¢ena u eksperimentima, je ¢uvan na -20 °C. Rastvor 10 mM hlorokin difosfata
je pravljen u sterilnoj vodi neposredno pre upotrebe. Koncentrovani rastvori su do finalnih
(radnih) koncentracija razblazivani u RPMI 1640 podlozi za gajenje celija. Finalna

koncentracija DMSO u eksperimentima nije prelazila 0.1%.

3.2.4 Klonogeni esej

Klonogeni esej je izveden prema odgovarajucoj proceduri koja se uobicajeno koristi
u radiobiologiji [Withers & Elkind, 1970; Franken et al., 2006; Petrovi¢ et al., 2006, 2010].
Celije su nakon tretmana odlepljivane tripsinom od plasti¢ne podloge i zasejavane u
odgovaraju¢em broju u plo¢e sa 6 bunara (Sarstedt AG. & Co, Niumbrecht, Germany).
Vreme inkubiranja je odredeno na osnovu kriterijuma od najmanje 6 perioda dupliranja
populacije celija koja se analizira. Nakon inkubacionog perioda od 7 dana, celije su
pazljivo isprane PBS-om, fiksirane metanolom u trajanju od 15 minuta na +4 °C, a zatim
obojene 0.5% kristal-violet u 25% metanolu. Po uklanjanju boje, plo¢e su isprane vodom i
osuSene na sobnoj temperaturi. Kolonije koje sadrze 50 ili viSe ¢elija su brojene pod
invertnim svetlosnim mikroskopom (Carl Zeiss, Jena, Germany). Frakcija ¢éelija koje su

prezivele tretmane je odredivana poredenjem broja kolonija u tretiranim uzorcima sa
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brojem kolonija u netretiranim kontrolama. Veli¢ina, tj. povrSina kolonija je merena

pomocu ImagelJ ra¢unarskog programa (http://rsb.info.nih.gov) [Herzog et al., 2007].

3.25 MTT esej

Vijabilnost ¢elija je odredivana MTT metodom (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazol bromid) u mikrotitarskim plo¢ama sa 96 bunara (Sarstedt AG. & Co,
Nimbrecht, Germany). Metoda se zasniva na prevodenju tetrazolijumske soli koja je zute
boje u purpurne kristale formazena. Ova reakcija se deSava enzimatskom aktivnoscéu
mitohondrijalnih reduktaza u metaboli¢ki aktivnim celijama. Zbog toga je apsorbanca
novonastalog formazena direktno srazmerna broju zivih ¢elija.

Posle inkubacije celija koje su bile izlozene odgovaraju¢im tretmanima, u
odredenim vremenskim tackama, ¢elije su ispirane PBS-om, zatim im je dodavano 100 pl
MTT i inkubirane su naredna 4 h na 37 °C. Nakon uklanjanja podloge koja sadrzi MTT u
svaki bunar je dodavano po 100 ul 10% SDS u 0.01 M HCI. Opticka gustina je merena 24 h
kasnije na ELISA fotometrijskom ¢itacu (Wallac, Victor2 1420 Multilabel counter,
PerkinElmer, Turku, Finland), na talasnoj duzini od 550 nm i referentnoj talasnoj duzini od
690 nm.

3.2.6 SRB esej

Za odredivanje vijabilnosti ¢elija takode je koriS¢en i kolorimetrijski sulforodamin
B (SRB) esej prema proceduri Skehan-a i saradnika [Skehan et al., 1990]. SRB se vezuje za
bazne aminokiseline u proteinima i time omogucava merenje mase ukupnog proteinskog
sadrzaja koji je proporcionalan broju éelija. Celije koje su gajene u mikrotitar plo¢ama sa
96 bunara su fiksirane hladnom (+4 °C) 10% trihlorsiréetnom kiselinom i bojene 0.4% SRB
koji je rastvoren u 1% sir¢etnoj kiselini. Posle 15 min, visak boje je uklonjen ispiranjem 1%
sir¢etnom kiselinom. Vezana boja je zatim rastvorena u 10 mM Tris bazi, a apsorbanca je
merena u ELISA ¢itatu (Walac, Victor2, Turku, Finland) na talasnoj duzini od 550 nm i

referentnoj talasnoj duzini od 690 nm.
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3.2.7 BrdU esej

Proliferacije ¢elija je odredena pomoéu BrdU kolorimetrijskog imunoeseja koji se
zasniva na ugradivanju 5-bromo-2-dezoksiuridina (BrdU) u DNK tokom procesa
replikacije. Test je raden prema uputstvu proizvodaca komercijalnog kita koji je koris¢en
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

Dva sata pre isteka odredenog vremena inkubacije, ¢elijama je dodavan 10 uM
rastvor BrdU, zatim su fiksirane rastvorom za fiksiranje (Fixdenat solution) i inkubirane sa
anti-BrdU-POD antitelom. Posle 90 minuta, antitelo je uklonjeno, ¢elije su isprane puferom
i inkubirane sa supstratom, tj. 3,3',5,5'-tetrametilbenzidinom (TMB). Inkubacija je trajala
od 5 do 30 min, tj. do razvijanja boje. Reakcija izmedu supstrata i enzima se zaustavlja
dodavanjem 1M H,SO., nakon Cega se fotometrijski odreduje opticka gustina na 450 nm sa
referentnom talasnom duzinom na 690 nm na ELISA ¢itatu (Walac, Victor2, Turku,
Finland).

3.2.8 Analiza ¢elijskog ciklusa

Za utvrdivanje distribucije ¢elija po fazama celijskog ciklusa koris¢ena je metoda
proto¢ne citofluorimetrije. Celije se tretiraju pomo¢u PI, koji se ugraduje u molekul DNK i
fluorescira u narandzasto crvenoj boji. Intenzitet emitovanog signala fluorescentne boje je
proporcionalan koli¢ini DNK i daje informacije u kojoj fazi ¢elijskog ciklusa se nalazi
¢elija.

Za potrebe analize, priblizno 1 X 10° ¢elija je fiksirano u hladnom 70% etanolu 1
inkubirano sa ribonukleazom A (500 pg/ml), 15 min na 37°C. Nakon inkubacije, ¢elije su
tretirane pomocu PI (50 ug/ml) i analizirane na CyFlow proto¢nom citofluorimetru (Partec,
Miinster, Germany). Dobijeni rezultati su obradeni pomocu FloMax® racunarskog

programa.
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3.2.9 Imunocitohemija

Celije su gajene na pokrovnim staklima koja su smestena u plo¢e sa 6 bunara
(Sarstedt AG. & Co, Nimbrecht, Germany). Posle tretmana, u eksperimentalnim uslovima
koji ¢e biti definisani dalje u tekstu, uklonjena je hranljiva podloga, ¢elije su isprane PBS-
om, a zatim fiksirane ledenim rastvorom metanol-aceton (u odnosu 1:1) 20 min na —20 °C.
Nakon fiksacije Celije su rehidratisane u PBS-u. Nespecificno vezivanje je blokirano
dodavanjem 5% BSA u PBS-u tokom 1 h na sobnoj temeperaturi. Za detekciju y-H2AX
fokusa primenjena je primarna (direktna) imunofluorescentna metoda [Odell & Cook,
2013]. Celije su inkubirane preko noéi sa Alexa Fluor® 488 anti-H2AX fosforilisanim (Ser
139) antitelom razblazenim u odnosu 1:500. Nakon inkubacije sa primarnim antitelom,
éelije su oprane PBST-om (PBS-Tween 20). Celijski nukleusi su kontrastrirana DAPI
bojom u finalnoj koncentraciji od 1 pg/ml. Nakon obilnog ispiranja PBST-om, pokrovna
stakla su montirana u medijumu Mowiol® 4-88 (antifade mounting medium). Fluorescentno
bojeni preparati su zatim analizirani na laserskom konfokalnom mikroskopu Leica TCS
SP5 Il (Leica Microsystems CMS GmbH; Wetzlar, Germany) pomocu LAS AF Lite
raGunarskog programa (Leica Microsystems CMS GmbH). Broj y-H2AX fokusa je
odredivan pomoc¢u CellProfiler radunarskog programa (www.cellprofiler.org). Celije sa
viSe od 10 fokusa su smatrane fokus-pozitivnim c¢elijama. U svakom eksperimentu

analizirano je bar 50 fokus-pozitivnih ¢elija.

3.2.10 Analiza morfolosSkih promena bojenjem po May-Grinwald Gimzi

Celije koje su za potrebe ove analize gajene na pokrovnim stakalcima, posle isteka
odredenog inkubacionog perioda, su prvo ispirane 2 min PBS-om, a zatim fiksirane
metanolom u trajanju od 5 minuta. Nakon fiksiranja, ¢elije su 5 min bojene rastvorom May-
Grinwald eozin metilen plavo, a zatim i vodenim rastvorom Gimze u trajanju od 10 min.
Posle kratkog ispiranja vodom, ¢elije su ispirane acetonom 1 ksilolom, 1 to na slede¢i nacin:

2 min aceton, 2 min aceton/ksilol (u odnosu 1:1) i 2 min ksilol. Preparati su montirani u
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glicerolu i posmatrani pod svetlosnim mikroskopom Zeiss-Axioplan 2 (Carl Zeiss, Jena,

Germany).

3.2.11 Transmisiona elektronska mikroskopija

Ultrastrukturna analiza uzoraka uradena je pomocu transmisione elektronske
mikroskopije. Celije su fiksirane u 2.5% glutaraldehidu koji je rastvoren u 0.1M fosfatnom
puferu (pH 7.2), a postfiksacija je uradena u 1% osmijum tetroksidu koji je rastvoren u
istom puferu. Uzorci su dehidratisani kroz seriju razblaZenja etanola rastu¢e koncentracije i
kalupljeni u Aralditu (Fluka, Germany). Ukalupljeni blokovi su zatim sefeni dijamantskim
nozem (Diatome, Switzerland) na UC6 ultramikrotomu (Leica Microsystems, Germany).
Tanki preseci su montirani na bakarne mrezice, obojeni uranil acetat i olovo citratom u EM
Stain aparatu (Leica Microsystems, Germany) i analizirani na Philips CM12 transmisionom
elektronskom mikroskopu (Philips/FEI, The Nederlands, USA).

3.2.12 Morfometrijska analiza nukleusa

Analizom morfologije nukleusa se dobijaju podaci o raspodeli nukleusa u nekoliko
kategorija koje su formirane na osnovu veli¢ine i indeksa nepravilnosti nukleusa (eng.
Nuclear Irregularity Index, NII). Ovom metodom moguée je u analiziranoj populaciji ¢elija
identifikovati deo ¢elija koje se nalaze u procesu senescence, apoptoze ili sadrze nukleusne
nepravilnosti [Filippi-Chiela et al., 2012].

Celije su obojene DAPI bojom, a zatim posmatrane pod Zeiss-Axioplan 2 (Carl
Zeiss, Jena, Germany), fluorescentnim mikroskopom sa uveli¢anjem od 100x. Mikrografije
Su analizirane pomoc¢u Imagel racunarskog programa. Autori metode su razvili programski
dodatak (ImageJ plugin) koji daje informacije o povrsini objekta (nukleusa) i parametre za

izraCunavanje NII pomocu sledec¢e formule:

NIl = Asp-Arbx+Rr+Rou
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gde su Asp - odnos izmedu osa elipsi koje opisuju objekat; Arbx - odnos izmedu
maksimalnog i minimalnog prec¢nika objekta; Rr - odnos izmedu povrSine objekta i
pravougaone povrSine kojom je on zahvacen i Rou - zaokruZenost objekta gde pravilni,

kruzni oblici imaju vrednost 1, a ostali oblici vrednost > 1 [Filippi-Chiela et al., 2012].

3.2.13 Western blot analiza

Celijski ekstrakti dobijeni su tretiranjem éelija puferom za liziranje. Neposredno pre
upotrebe ovom puferu su dodati proteazni (PMSF, leupeptin, spermidin, antipain,
aprotinin), i fosfatazni inhibitori (NasVO,, Na-fluorid (NaF), B-diglicerofosfat i Na-
pirofosfat). Celije su 45 min lizirane na ledu, a zatim su centrifugirane 20 min na 13000 g
na +4 °C, a zatim je supernatantu dodat pufer za nalivanje uzoraka. Dobijeni uzorci su
denaturisani 5 min na 100 °C i do upotrebe ¢uvani na -20 °C.

Elektroforetsko razdvajanje proteina radeno je metodom poliakrilamid gel
elektroforeze u prisustvu deterdzenta natrijum dodecil sulfata (eng. sodium dodecyl
sulphate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). Poliakrilamidni gel se sastojao
iz dva dela: 7.5% gel za koncentrovanje uzoraka (1.5 M Tris-HCI pH 6.95, akrilamid,
bisakrilamid, SDS, APS, TEMED i H;0) i 12% gel za razdvajanje uzoraka (1.5 M Tris-
HCI pH 8.9, akrilamid, bisakrilamid, SDS, APS, TEMED i H,0). Elektroforeza je radena u
puferu za elektroforezu na Mini/PROTEAN® 3 Cell sistemu (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA, USA). U ceksperimentima je koris¢en proteinski marker poznatih
molekulskih masa PageRegular™ Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas, Vilnius,
Lithuania). Uzorci su elektroforetski razdvajani na 110 mV.

Posle elektroforetskog razdvajanja proteina na gelu, uzorci su analizirani pomocu
imuno-blot metode (Western blotting). Prvi korak u ovoj tehnici jeste transfer (prenos)
proteina na membranu od poliviniliden difluorida (PVDF) (Immobilion-P Transfer
Membrane, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). Prenos proteina je izvoden u
puferu za transfer i trajao je 2h na +4 °C. Za taj korak koris¢en je sistem Trans Blott Cell
(Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA). Membrane su zatim ispirane TBST puferom (0.1%

Tween 20 u TBS puferu), blokirane 1h u rastvoru za blokiranje (5% obrano mleko u prahu
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ili 5% BSA u PBST-u) i inkubirane preko noé¢i na +4 °C u odgovaraju¢em primarnom
antitelu koje je do odredene koncentracije razblazeno u 2.5% mleku u TBST-u ili 2.5%
BSA. Posle inkubacije i obilnog ispiranja u TBST-u, membrane su dodatno inkubirane 2 h
na sobnoj temperaturi u sekundarnom antitelu koje je konjugovano sa HRP.

Posle ispiranja PBST-om, na membrane je nanoSen ECL supstrat za
hemiluminiscenciju (luminol, vodonik peroksid, p-kumari¢na kiselina), inkubirane su 5
min, nakon ¢ega su stavljane u kasete za razvijanje (Hypercassette, Amersham Lifescience,
United States). Signal je detektovan pomocéu autoradiografskog filma (AGFA, Medical X-
ray film, Belgium). Filmovi su skenirani, a intenzitet signala je odredivan denziometrijski
pomoc¢u TotalLab Quant racunarskog programa (www.totallab.com). Za ,cis¢enje"
membrane primenjen je tzv. stripping, tj. membrane su inkubirane 30 min na 50 °C u
posebnom puferu. Ovim postupkom sa membrana se odstranjuju supstrat, primarno i
sekundarno antitelo, tako da ih je posle blokiranja moguce ponovo koristiti za novu imuno-

blot analizu sa drugim antitelima.

3.2.14 Kvantifikacija apoptoze

Karakteristika ¢elija koje se nalaze u ranoj apoptozi je prelazak fosfatidil serina
(eng. phosphatidylserine, PS) sa unutrasnje na spoljasnju stranu celijske membrane. Za
razliku od njih, vijabilne ¢elije zadrzavaju PS na unutra$njoj strani ¢elijske membrane.
Aneksin specifi¢no reaguje sa PS pa se zbog toga koristi za detekciju apoptoze. Medutim, 1
membrane nekroti¢nih celija takode dobro vezuju aneksin. Posto je za nekroticne Celije
karakteristiCan gubitak integriteta membrane, da bi ih razlikovali od apoptoticnih celija
koristi se specificno bojenje nukleinskih kiselina pomocu Pl. Tako, dvojno bojenje
aneksinom i Pl omogucéava detektovanje vijabilnih (duplo negativnih), rano apoptotskih
(aneksin-pozitivnih) i kasno apoptotskih i nekroti¢nih (aneksin/Pl) ¢elija [Engeland et al.,
2001].

Kvantifikacija apoptotskih 1 nekroti¢nih celija radena je pomocu Annexin V-
FLUOS Staining kita (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Nakon ispiranja

PBS-om, ¢elije su inkubirane 10 do 15 min rastvorom koji sadrzi Aneksin V i Pl. Uzorcima
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je dodat inkubacioni pufer, a zatim su mereni na CyFlow proto¢nom citofluorimetru
(Partec, Miinster, Germany). Dobijeni rezultati su obradeni pomo¢u FloMax® radunarskog

programa. Analizirano je minimum 10000 ¢elija po uzorku.

3.2.15 Detekcija i kvantifikacija kiselo-vezikularnih organela (AVO)

Stvaranje kiselih vezikula (eng. acido-vesicular organels, AVO) je jedna od pojava
koje su karakteristi¢ne za proces autofagije. Za njihovu detekciju koriS¢ena je boja akridin
oranz. Akridin oranZ je slaba baza koja se akumulira u kiselim vakuolama gde daje crveni
fluorescentan signal. Intenzitet crvene fluorescencije je proporcionalan stepenu kiselosti.

Za ova ispitivanja, ¢elije koje su gajene na pokrovnim staklima su obojene akridin
oranzom u finalnoj koncentraciji od 1 pg/ml PBS, 15 min na 37 °C. Posle obilnog ispiranja
PBS-om, ¢elije su posmatrane pod laserskim konfokalnim mikroskopom Leica TCS SP5 Il
(Leica Microsystems CMS GmbH; Wetzlar, Germany).

Kvantifikacija AVO je radena citofluorimetrijskom metodom. Celije su inkubirane
sa sa 1 pg/ml akridin oranz u PBS 15 min na 37 °C, tripsinizovane i analizirane na CyFlow
proto¢nom citofluorimetru (Partec, Miinster, Germany). Dobijeni rezultati su obradeni

pomocu FloMax® ra¢unarskog programa. Analizirano je minimum 10000 ¢elija po uzorku.

3.2.16 Detekcija i kvantifikacija senescencije

Jedan od markera koji se koristi za detekciju senescentnih celija je povecanje pH
zavisne aktivnosti B-galaktozidaze [Kurz et al., 2000]. Ovaj citohemijski esej se zasniva na
stvaranju plavo obojenog precipitata koji nastaje kao rezultat vezivanja hromogenog
supstrata 5-bromo-4hloro-3-indolil B-galaktopiranozida (X-Gal) i mozZe da se detektuje na
pH 6. Prednost SABG eseja u odnosu na ostale markere Celijskog starenja je mogucnost in
situ detektovanja senescentne ¢elije u heterogenoj éelijskoj populaciji.

Za detekciju senescencije, ¢elije su isprane hladnim PBS-om, fiksirane 5 do 6 min u
rastvoru 0.2% glutaraldehida i 2% formaldehida u PBS-u, a zatim inkubirane 24 h na 37 °C

u rastvoru za bojenje koji sadrzi 40 mM citricnu kiselinu/Na fosfatni pufer, 5 mM
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K4[Fe(CN)s]3H,0, 5 mM Kj[Fe(CN)s], 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mg/ml X-gal i ima
pH 6. Posle razvijanja boje, rastvor je uklonjen, ¢elije su isprane PBS-om i posmatrane pod

invertnim svetlosnim mikroskopom (Carl Zeiss, Jena, Germany).
3.2.17 Statisticka obrada rezultata

Svi eksperimenti su uradeni najmanje u triplikatu i ponovljeni su bar dva puta.
Dobijeni rezultati su izraZeni kao srednje vrednosti sa standardnom greskom (eng. standard

error of the mean, SEM). Statisticka znacajnost razlika izmedu eksperimentalnih grupa

odredena je Studentovim t-testom pri ¢emu je granica znacajnosti bila p<0.05.
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4, REZULTATI

U ovoj doktorskoj disertaciji je kao model sistem koris¢ena Celijska linija humanog
adenokarcinoma plu¢a CRL-5876 (H1568), koja se nalazi u okviru komercijalne kolekcije
ATTC, a izolovana je iz metastaza lociranih u limfnim ¢vorovima pacijentkinje stare 48
godina [Phelps et al.,, 1996]. Na pocetku istrazivanja se pristupilo optimizaciji
eksperimentalnih uslova i opseznoj analizi odabrane celijske linije. Pracen je rast CRL-
5876 ¢celija adenokarcinoma pluca Coveka u kulturi, njihov odgovor na dozni gradijent
gama zracenja, kao i efekat rastu¢ih koncentracija erlotiniba u funkciji vremena. Rezultati
ovih eksperimenata prikazani su u poglavljima 4.1.1 i 4.1.2. Na osnovu ovih preliminarnih
eksperimenata definisani su najoptimalniji eksperimentalni uslovi za ispitivanje efekata
kombinovanih tretmana. Shematski prikaz eksperimentalne postavke doktorske disertacije
je dat na Slici 7.

Rezultati eksperimenata koji se odnose na klonogeno prezivljavanje CRL-5876
¢elija posle y-zraCenja, erlotiniba i kombinovanih tretmana (erlotinib + y-zracenje) su
prikazani u poglavlju 4.2, dok su efekti istih tretmana na c¢elijsku vijabilnost, odnosno
proliferaciju opisani u poglavlju 4.3 i 4.4. Da bi se odredilo mesto CRL-5876 ¢elija na skali
¢elijske radioosetljivosti, dobijeni rezultati su uporedeni sa rezultatima prezivljavanja,
vijabilnosti i1 proliferacije druge dve ¢elijske linije: HTB140 melanoma coveka 1 S9M ¢elija
ovarijalnog karcinoma, nakon ozra¢ivanja y-zracima (poglavlje 4.5).

Efekti pojedinacnih i kombinovanih tretmana na c¢elijski ciklus CRL-5876 ¢elija su
prikazani u poglavlju 4.6, dok su efekti ovih tretmana na kinetiku nastanka i nestanka
dvolancanih prekida na DNK (DSB) opisani u poglavlju 4.7. Rezultati morfoloske i
ultrastrukturne analize CRL-5876 ¢elija posle primene zracenja i erlotiniba su prikazani u
poglavljima 4.8 i 4.9, dok su rezultati morfometrijske analize nukleusa nakon ovih tretmana
dati u poglavlju 4.10. Ekspresija y-H2AX, ciklina D1, NF-xB, Bax, Bcl-2, p21, p53 i LC3-
/Il proteina nakon pojedinacnih i kombinovanih tretmana y-zraCenjem i erlotinibom

prikazana je u poglavlju 4.11.
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Na osnovu predhodnih rezultata (poglavlja 4.8, 4.9, 4.10), radena je analiza ¢elijske
smrti koja nastaje kao odgovor na primenjene tretmane. U cilju pra¢enja efekata supresije
autofagije na ostale tipove ¢elijske smrti, uveden je novi agens, inhibitor procesa autofagije,
hlorokin. Vijabilnost CRL-5876 ¢elija nakon tretmana hlorokinom, erlotinibom i posle
ozracivanja, kao 1 njthovim kombinacijama, opisana je u poglavlju 4.12, dok su efekti ovih
tretmana na indukciju apoptoze, autofagije i senescencije opisani u podpoglavljima 4.12.1,
412.214.12.3.

0.1-8 Gy
2 uM erlotinib §
1h 05h2h 6h 24h 48 h 72h 7 dana
| A\ A\ ) 4 b ) 4 Y
W Celijski ciklus  Vijabilnost Klonogeno preZivijavanje
Proliferacija Vijabilnost
Ce//]skl ciklus CeIUSkI ciklus Pro[[ferac,'ja

Morfometrijska analiza Morfometrijska analiza  Celjjski ciklus
nukleusa nukleusa

Morfometrijska analiza
Morfoloske promene MorfoloSke promene nukleusa

Ultrastrukturne promene Morfoloske promene

Ekspresija y-H2AX, ciklin D1, NF-kB, Bax, Bcl-2, p21,
p53, LC3-l/Il proteina

Slika 7. Shematski prikaz eksperimentalne postavke.
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4.1  Optimizacija eksperimentalnih uslova

4.1.1 Invitro rast CRL-5876 celija adenokarcinoma pluéa

Da bi definisali optimalan broja ¢elija za kolorimetrijske metode, pomocu SRB
eseja je pracen rast CRL-5876 ¢elija do Cetvrtog dana u kulturi. U mikrotitar ploce sa 96
bunara zasejavan je razli¢it broj ¢elija, u rasponu od 200 do 3000 celija po bunaru (Slika
8A). Reprezentativne mikrografije ¢elija obojenih hematoksilinom prikazane su na Slici
8B. S obzirom na to da je SRB metod pokazao linearni odnos izmedu broja ¢elija i
absorbance, za vrednosti manje od 1, na osnovu dobijenih rezultata izabran je pocetni broj

od 1000 ¢elija po bunaru koji je dalje koris¢en u svim kolorimetrijskim metodama.

A

—m— 200celija

1 —0— 500celija

0,01 4 —4— 1000celija
] —g— 2000celija

—<— 3000celija
T 1

0 1 2 3 4 5

Dani

/

Slika 8. Kriva rasta CRL-5876 ¢elija odredena pomoc¢u SRB eseja (A). Rezultati dobijeni iz
tri nezavisna eksperimenta su prikazani kao srednja vrednost £+ SEM (standardna greska).
Reprezentativne mikrografije CRL-5876 ¢elija obojenih hematoksilinom (B). Uveli¢anje:
20 i 100x.
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4.1.2 Testiranje koncentracija erlotiniba

U cilju pronalazenja optimalne koncentracije erlotiniba za pojedinacne i
kombinovane tretmane sa zracenjem, Celijski odgovor na tretman je praéen pomo¢u MTT i
SRB eseja (Slika 9). Celije koje su bile u eksponencijalnoj fazi rasta tretirane su
erlotinibom, ¢ija je finalna koncentracija bila od 0.1 do 25 uM. Promena vijabilnosti ¢elija
je pracena u tri vremenske tacke: 24, 48 1 72 h nakon tretmana.

Rezultati oba eseja su potvrdili dozno zavisno citotoksi¢no dejstvo erlotiniba. MTT
metoda (Slika 9A) je pokazala nesto vise vrednosti u odnosu na rezultate SRB (Slika 9B).
Na osnovu MTT, tretman 0.1 uM erlotinibom je doveo do stimulacije rasta posle 72 h (48%
stimulacije rasta u odnosu na kontrolu).
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Slika 9. Vijabilnost CRL-5876 celija odredena MTT (A) i SRB (B) testom 24, 48 1 72 h
nakon tretmana rastu¢im koncentracijama erlotiniba (od 0.1 do 25 uM). Dobijene vrednosti
su izrazene kao procenat u odnosu na kontrolu. Rezultati dobijeni iz tri nezavisna
eksperimenta su prikazani kao srednja vrednost + SEM (standardna greska).

Stimulacija rasta detektovana SRB testom, za istu koncentraciju erlotiniba, bila je
nesto niza (28% stimulacije), 1 detektovana je posle 24 h. Takode, na osnovu MTT eseja je

pokazano da su pocevsi od 2 uM erlotiniba, bolji citotoksi¢ni efekti postignuti posle 48 h u
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odnosu na rezultate dobijene 24 h nakon tretmana. Medutim, za razliku od vrednosti
dobijenih SRB testom, vrednosti koje su dobijene pomocu MTT pokazuju tendenciju
porasta 72 h nakon tretmana, ukazuju¢i na postojanje izvesnog oporavka celija koje su
prezivele tretman.

Odredivanje vijabilnosti ¢elija pomo¢u MTT eseja je pokazalo nesto vise ICsg
vrednosti (koncentracija inhibitora pri kojoj se vijabilnost ¢elija svodi na 50% od vrednosti
kontrole), u odnosu na vrednosti koje su dobijene SRB testom. Uzevsi u obzir podatke iz
literature po kojima je SRB pokazao veéu senzitivnost i bolju linearnost u odnosu na MTT
[Keepers et al., 1991], kao i na ¢injenicu da je koncentracija od 2 uM erlotiniba klini¢ki
relevantna [Zou et al., 2013], ova koncentracija je odabrana za dalja istrazivanja u kojima
je erlotinib aplikovan samostalno ili u kombinaciji sa zracenjem. U eksperimentima u
kojima je pracen efekat kombinovanih tretmana, CRL-5876 ¢elije su izlozene dejstvu 2 uM
erlotiniba 1 h pre zracenja [Wang et al., 2011], dok je duzina inkubacije nakon zra¢enja bila
prilagodena trajanju konkretnog eksperimenta i naznacena je na odgovaraju¢em mestu u

tekstu.

4.2  Klonogeno preZivljavanje CRL-5876 celija nakon y-zracenja i erlotiniba

Iako se klonogeni esej inicijalno koristio u istrazivanju efekata zracenja na
prezivljavanje Celija 1 smatra ,,zlatnim standardom” ¢elijske radiobiologije, on se danas
koristi 1 za ispitivanje dejstva drugih agenasa sa potencijalnom klinickom primenom
[Munshi et al., 2005; Risti¢-Fira et al., 2009]. Ovim esejom se meri klonogena sposobnost
¢elije, odnosno sposobnost Celije da formira veliku koloniju ili klon, posle protoka od
najmanje 6 perioda dupliranja Celija posle zracenja. Kriterijum za koloniju je 50 i vise ¢elija
koje se nalaze medusobno u neposrednoj blizini 1 odvojene su od okolnih grupa celija.
Sposobnost pojedinaéne ¢elije da oformi koloniju koja se moze detektovati golim okom je
dokaz da je ta Celija zadrzala svoj reproduktivni potencijal nakon odredenog toksicnog
tretmana. Postoje dva eksperimentalna pristupa koji se primenjuju pri izvodenja
klonogenog eseja — zasejavanje Celija pre zracenja, koji je primereniji brzom odredivanju

osetljivosti ¢elija na odredene tretmane, i zasejavanje Celija neposredno posle zracenja, koji
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se koristi u klasi¢nim radiobioloskim studijama za odredivanje sposobnosti reparacije
potencijalno letalnih i subletalnih oSte¢enja celije [Franken et al., 2006; Buch et al., 2012].
Kombinovani tretmani (y-zracenje i erlotinib) su radeni tako $to je 2 uM erlotinib
dodavan CRL-5876 celijama 1 h pre zraCenja, a zatim su one odmah nakon zraenja
rasadivane u odgovaraju¢em broju. Medijum kulture je sadrzao istu koncentraciju
erlotiniba.
Odredivanje broja kolonija radeno je 7 dana nakon zracenja. Frakcija prezivljavanja

(SF) odredena je na osnovu formule:

Broj kolonija

SF =
Broj zasejanih ¢elija x (PE/100)

gde PE predstavlja efikasnost zasejavanja (eng. Plating Efficiency, PE) koja je definisana
kao procenat ¢elija u neozraCenim, tj. kontrolnim uzorcima koje formiraju kolonije.
Efikasnost zasejavanja CRL-5876 c¢elija iznosila je 55%. Eksperimentalni podaci su

fitovani pomocu linearno-kvadratne jednacine:

S = exp (-aD - BD?)

gde S predstavlja frakciju prezivelih ¢elija za dozu D, dok su a i B slobodni parametri
fitovanja. Parametar a definiSe pocetni nagib, odnosno ,,rame" krive, dok parametar [3
definiSe terminalni ili opadaju¢i deo krive, poznat kao ,,rep". Frakcija prezivljavanja za
dozu od 2 Gy (SF2) dobijena je iz najbolje fitovane krive prezivljavanja.

Najbolje fitovane krive dobijene koriS¢enjem rezultata klonogenog eseja su

predstavljene na Slici 10, dok su odgovarajuci parametri fitovanja i radiobioloski podaci
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dati u Tabeli 1. Dobijeni rezultati upucuju na radiorezistenciju analiziranih ¢elija za nize
doze, 1 1 2 Gy y-zraCenja. Vrednost SF2 za CRL-5876 ¢elije dobijena sa najbolje fitovane
krive iznosila je 0.61+0.01, dok je izmerena vrednost bila 0.54+0.07. Za doze veée od 4 Gy,
odgovor CRL-5876 ¢elija je bio izrazit, pokazujuci znacajan inhibitorni efekat zracenja
(Slika 10A). Kombinovani tretman erlotinibom i zracenjem doveo je do jo$ jaceg odgovora
¢elija u odnosu na samo zracenje. Kod ovih ¢elija, vrednost SF2 ocitana sa krive je iznosila
0.21+0.01. Takode, utvrden je porast o parametra sa 0.166+0.059 kod celija tretiranih y-
zraCenjem na 0.789+0.110 kod kombinovano tretiranih ¢elija. Za tretman y-zracenjem
vrednost 3 parametra iznosi 0.042+0.019. Kako P parametar ima veoma malu vrednost za
krivu koja karakteriSe dvostruki tretman, linearno-kvadratna jednacina je redukovana samo
na njen linearni deo. Za potrebe poredenja uvedena je vrednost relativne bioloske
efektivnosti (eng. relative biological effectiveness, RBE), koja se definise kao odnos
apsorbovane doze referentnog zracenja (X ili y zraCenje) i apsorbovane doze analiziranog
tipa zraCenja, ili kombinovanog tretmana, koja izaziva isti bioloski efekat [Combs et al.,
2012]. Za kombinovani tretman u ovom radu, RBE je odredena u odnosu na efekat koji
proizvodi doza od 2 Gy y-zratenja (RBE (2 Gy, v)) 1 iznosila je 3.12+0.44. Takode,
smanjenje broja kolonija pratilo je i smanjenje veli¢ine kolonija (Slika 10B). Doza koja
redukuje prezivljavanje na 10% (D1o) se takode smanjila sa 5.6+0.06 Gy kod éelija kod
kojih je primenjeno samo zracenje na 2.9+0.04 Gy kod ¢elija na koje su primenjeni
kombinovani tretmani (Tabela 1). U odnosu na vrednost D3 definisan je i faktor poveéanja
osetljivosti (eng. senzitizer enhancement ratio, SER) [Meike et al., 2011]. Vrednost SER
iznosi 1.9+0.33 S§to ukazuje na to da je tretman erlotinibom doveo do porasta

radioosetljivosti CRL-5876 ¢elija.
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Slika 10. Klonogeno prezivljavanje CRL-5876 <¢elija 7 dana nakon vy-zracenja i
kombinovanog tretmana y-zraenjem i erlotinibom (A). Krive predstavljaju najbolje
fitovanje numerickih podataka iz eksperimenata pomocu linearno-kvadratnog modela.
Primenjene doze zraCenja bile su 1, 2, 4, 6 1 8 Gy, a koncentracija erlotiniba 2 puM.
Rezultati dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta su prikazani kao srednja vrednost + SEM
(standardna greska). Relativno smanjenje veli¢ine kolonija nakon pojedinacnih 1
kombinovanih tretmana y-zracima i erlotinibom (B).

Tabela 1. Radiobioloski parametri za CRL-5876 celije

Tretman o(Gy™) B(Gy™) SF2 RBE (2Gy,y) D,(Gy) SER(D,)
y-zraci 0.166%0.059 0.042+0.019 0.61%0.01 1.00 5.6%0.6 1
y-zraci+Erlotinib 0.789%0.110 o 0.21+0.01 3.12%0.44 29404 1.9+0.33
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4.3  Vijabilnost CRL-5876 c¢elija nakon tretmana y-zracenjem i erlotinibom

Efekti pojedinacnih i kombinovanih tretmana vy-zracenjem i erlotinibom na
vijabilnost CRL-5876 C¢elija ispitivani su SRB metodom posle 72 h i 7 dana (Slika 11).
Nakon 72 h od ozracivanja gama zracima zapazeno je dozno-zavisno smanjenje vijabilnosti
koje se kretalo u opsegu od 123 do 43 % u odnosu na kontrolne uzorke. Vece doze zracenja
kao (6 i1 8 Gy) su pokazale statisticki znac¢ajno smanjenje vijabilnosti ¢elija u poredenju sa
netretiranom kontrolom (p<0.001). Kombinovani tretmani su izazvali veci inhibitorni
efekat u odnosu na efekat samog zraCenja. Sa povec¢anjem doza zracenja, u kombinovanim
tretmanima, efekat erlotiniba je neSto manje izrazen. Sam erlotinib takode smanjuje

vijabilnost ¢elija 72 h nakon primene (p<0.01) (Slika 11A).

>
w

87 1 [ y-zraci 1405 [ y-zrac
_120- I y-zraci + Erlotinib (Erl) — 120 B y-zraci + Erlotinib (Erl)
= S :
© 1001 © 100
° °
S 801 Ittt 5 997
~ *kk 4
8 601 t 8 601
c 404 I S 40-

[0 [0
(8] ()
S 20 S 20
o o
0L ol
1 2 4 6 8 Erl

Slika 11. Vijabilnost CRL-5876 ¢elija 72 h (A) i 7 dana (B) nakon pojedina¢nih i
kombinovanih tretmana y-zracenjem i erlotinibom odredena SRB testom. Primenjene doze
zraCenja bile su 1, 2, 4, 6 i 8 Gy, a koncentracija erlotiniba 2 pM. Dobijene vrednosti su
izrazene kao procenat u odnosu na kontrolu. Rezultati dobijeni iz tri nezavisna
eksperimenta su prikazani kao srednja vrednost + SEM (standardna greska).

* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu; f- statisticka znacajnost u odnosu na
zracenje; #-statisticka znacajnost u odnosu na erlotinib.

* T, #-0.01<p<0.05; **, FF, ## - 0.001<p<0.01; *** 17, ### - p<0.001
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Nakon 7 dana od ozraéivanja y-zracima, doze od 6 i 8 Gy su dovele do izrazitog
pada c¢elijske vijabilnosti. Kombinovani tretmani su pokazali bolju doznu zavisnost u
odnosu na vremensku tacku od 72 h. Takode, vijabilnost ¢elija je bila statisticki znacajno

smanjena, kako za pojedinac¢ne, tako i za kombinovane tretmane (Slika 11B).
4.4  Proliferacija CRL-5876 celija nakon tretmana y-zracenjem i erlotinibom

Prema rezultatima analize celijske proliferacije pomoc¢u kolorimetrijskog BrdU
ELISA testa, 72 h nakon ozracivanja ¢elija, uocen je dozno zavisni pad proliferacije, koji se
krece u opsegu od 86 do 4% u odnosu na kontrolu. Kombinovani tretmani su doveli do jo$
jaceg i statisticki znaCajnog smanjenja proliferacije, koja u celom opsegu doza nije prelazila

10% u odnosu na vrednost kontrole (Slika 12A).

A [v-zraci o B [ y-zraci
I Y-zraci + Erlotinib (Erl) [ Y-zraci + Erlotinib (Erl)

_100- __100+

g |1 2

P o 801

o S

g S 60+

~ X

3 8 40-

< g

8 8 20 1

2 )

o a ol

1 2 4 6 8 Erl
Doza (Gy) Doza (Gy)

Slika 12. Proliferacija CRL-5876 celija 72 h (A) i 7 dana (B) nakon pojedina¢nih i
kombinovanih tretmana y-zracenjem 1 erlotinibom, odredena SRB testom. Primenjene doze
zracenja bile su 1, 2, 4, 6 i 8 Gy, a koncentracija erlotiniba 2 uM. Dobijene vrednosti su
izrazene kao procenat u odnosu na kontrolu. Rezultati dobijeni iz tri nezavisna
eksperimenta su prikazani kao srednja vrednost + SEM (standardna greska).

* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu; f- statisticka znacajnost u odnosu na
zracenje; #-statisticka znacajnost u odnosu na erlotinib.

*, 1, # - 0.01<p<0.05; **, t+, ## - 0.001<p<0.01; *** i+, ### - p<0.001

45



Medutim, 7 dana nakon tretmana, svi tretirani uzorci su pokazali tendenciju porasta

proliferacije u odnosu na vremensku tacku od 72 h (Slika 12B).

45  Klonogeno preZivljavanje, vijabilnost i proliferacija HTB140 i 59M Celija nakon

y-zracenja

Radioosetljivost kancerskih ¢elija znacajno varira izmedu razli¢itih tipova tumora
[El-Awady et al., 2003]. S obzirom na ovu ¢injenicu, u cilju pozicioniranja CRL-5876
¢elija adenokarcimoma na skali radioosetljivosti, radeno je poredenje ove Celijske linije sa
dve tipa kancerskih ¢elijska coveka: HTB140 melanomom i 59M ovarijalnim karcinomom.
Obe ¢éelijske linije su ozracivane y-zracima pod istim uslovima kao i CRL-5876 ¢elije.

Kriva prezivljavanja HTB140 celija predstavlja najbolje fitovanje numerickih
podataka iz eksperimenata pomocu linearno-kvadratnog modela (Slika 13A). SF2 vrednost

za ove ¢elije iznosila je 0.93+0.01 1 ukazuje na izrazito visoku radiorezistenciju ovih ¢elija.
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Slika 13. Klonogeno prezivljavanje (A), vijabilnost (B) i proliferacija (C) HTB140 ¢elija 7
dana nakon y-zracenja dobijeni klonogenim esejom, SRB i BrdU metodom. Primenjene
doze zracenja bile su u rasponu od 2 do 16 Gy. Dobijene vrednosti su predstavljene kao
procenat u odnosu na kontrolu.

* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu

* - 0.01<p<0.05; ** - 0.001<p<0.01; *** - p<0.001
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Vijabilnost HTB140 ¢elija pra¢ena SRB testom se kretala u opsegu od 85 do 74%
nakon primene y-zrac¢enja (Slika 13B). Smanjenje vijabilnosti kod tretiranih celija je bilo
statisticki znacajno u odnosu na netretirane uzorke (p<0.01 za 2 Gy i p<0.001 za vise doze).
Smanjenje proliferacije HTB140 ¢elija je takode znacajno smanjeno kod ozrac¢enih ¢éelija u
odnosu na kontrolu (p<0.001) (Slika 13C).

Kriva prezivljavanja 59M celija data je na Slici 14A. Prema dobijenim rezultatima,
SF2 vrednost za ove celije posle ozradivanja vy-zracima je 0.91+0.01. U istim
eksperimentalnim uslovima, vijabilnost 59M ¢elija je smanjena u odnosu na kontrolu i
kre¢e se u opsegu od 94 do 71%. Smanjenje vijabilnosti je statisticki znacajno, kako za
dozu od 4 Gy (p<0.05), tako i za vece doze (p<0.001) (Slika 14B). Smanjenje
proliferativnog kapaciteta 59M C¢elija nakon ozracivanja pokazuje jasnu doznu zavisnost i
krece se u opsegu od 80 do 45% u odnosu na kontrolu (p<0.001) (Slika 14C).
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Slika 14. Klonogeno prezivljavanje (A), vijabilnost (B) i proliferacija (C) 59M Ccelija 7
dana nakon tretmana y-zracima dobijeni klonogenim, SRB i BrdU esejom. Primenjene doze
zracenja bile su u rasponu od 2 do 16 Gy. Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat u
odnosu na kontrolu.

* - statisticka znaCajnost u odnosu na kontrolu

*-0.01<p<0.05; ** - 0.001<p<0.01; *** - p<0.001
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4.6 Efekti tretmana y-Zracenjem i erlotinibom na Celijski ciklus CRL-5876 Celija

S obzirom da uoceno smanjenje proliferativne sposobnosti celija nakon
pojedina¢nih i kombinovanih tretmana moze biti posledica promena na nivou celijskog
ciklusa, analizirana je distribucija ¢elija po fazama Ccelijskog ciklusa posle primene
odgovaraju¢ih tretmana. Uticaji erlotiniba i zraenja na Celijski ciklus analizirani su
metodom proto¢ne citofluorimetrije. Efekti tretmana, pri ¢emu su za analizu odabrane doze
od 2 i 8 Gy, u prisustvu ili bez 2 uM erlotiniba, praceni su u Cetiri vremenske tacke: 24 h,

48 h, 72 h i 7 dana. Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 15.
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Slika 15. Distribucija CRL-5876 ¢elija po fazama celijskog ciklusa 24 h (A), 48 h (B), 72 h
(C) i 7 dana (D) nakon pojedina¢nih i kombinovanih tretmana y-zracenjem i erlotinibom
(Erl). Primenjene doze zracenja bile su 1, 2, 4, 6 i 8 Gy, a koncentracija erlotiniba 2 pM.
Dobijene vrednosti su izraZzene kao procenat u odnosu na kontrolu.
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Uzorci koji su samo ozraceni y-zracima pokazuju akumulaciju ¢elija u G2/M fazi
¢elijskog ciklusa, dok je smanjenje S faze primeceno 24, 48 i 72 h nakon pojedinacnog
tretmana erlotinibom (Slika 15A, B, C). U ovim vremenskim tackama, kada je erlotinib
kombinovan sa zra¢enjem, dolazi do daljeg smanjenja broja ¢elija koje su u S fazi. Nakon
48 h od kombinovanih tretmana, smanjenje S faze je praceno porastom broja ¢elija u G1
fazi Celijskog ciklusa (Slika 15B). Distribucija ¢elija po fazama c¢elijskog ciklusa, 7 dana
nakon primenjenih pojedina¢nih i kombinovanih tretmana, pokazuje izrazeniji G2/M blok,

dok procenat éelija u S fazi ostaje u rangu netretiranih, kontrolnih éelija (Slika 15D).

4.7  Kvantifikacija y-H2AX fokusa

Pomoc¢u y-H2AX eseja pracen je nivo oStec¢enja ¢elijske DNK, tj. nastanak DSB do
kojih dolazi posle specifiénih pojedinac¢nih i kombinovanih tretmana. Reprezentativne
mikrografije y-H2AX fokusa su prikazane na Slici 16A. Za pracenje kinetike nastanka i
popravke dvolancanih oSte¢enja na DNK, primenjena je doza od 0.1 Gy i analiziran je
vremenski interval koji je obuhvatio 0.5, 2, 6 i 24 h. Ovako mala doza zracenja je izabrana
zato §to je pokazano da vece doze dovode do nastanka veceg broja y-H2AX fokusa, zbog
¢ega moze da dode do njihovog preklapanja tj. nemoguénosti da se precizno utvrdi stvarni
broj fokusa u pojedinaénim ¢elijama [Sak & Stuschke 2010; Li et al., 2013].

Analize mikrografija pomoc¢u CellProfiler racunarskog programa pokazuje da broj
v-H2AX fokusa raste odmah nakon izlaganja ¢elija y-zracima, dostize maksimum posle 2 h,
I kao posledica DNK reparacije, poc¢inje postepeno da opada. Nakon inkubacionog perioda
od 24 h, broj y-H2AX fokusa je opao na kontrolni nivo. Brzina nastanka i nestajanja vy-
H2AX fokusa je slicna i kod ¢elija koje su pre ozraCivanja tretirane erlotinibom. Medutim,
statisti¢ki znacajan porast u broju y-H2AX fokusa kod ¢elija izlozenih kombinovanom
tretmanu zapazen je samo posle 24 h (p<0.05) (Slika 16B).

U slucaju kada su primenjene vise doze zraCenja (2 i 8 Gy), merena je ukupna
fluorescenca obelezenog y-H2AX po ¢eliji [Anderson et al., 2013]. Reprezentativne
mikrografije y-H2AX fokusa su prikazane na Slici 17A. Merenja su izvr§ena pomoc¢u LAS

AF Lite raCunarskog programa 0.5 i 24 h nakon tretmana.
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Trideset minuta nakon primene pojedina¢nih i kombinovanih tretmana, svi tretirani
uzorci pokazuju statisticki znacajno povecanje ukupne fluorescence y-H2AX po celiji
(p<0.001) (Slika 17B). Takode, pretretman erlotinibom u kombinaciji sa dozom od 8 Gy
znacajno povecava nivo ukupne fluorescence y-H2AX (p<0.001). Rezultati merenja koja su
izvrSena na ¢elijama 24 h nakon tretmana pokazuju da ozracivanje sa 8 Gy takode dovodi
do statisticki znacCajnog porasta vrednosti ukupne fluorescence y-H2AX u odnosu na
kontrolu. Pretretman erlotinibom kod ¢elija ozra¢enih sa 8 Gy doveo je do povecanja

vrednosti ukupne fluorescence (p<0.01) nakon 24 h (Slika 17B).
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Slika 16. Reprezentativne mikrografije dobijene imunofluorescentnim bojenjem y-H2AX
fokusa (A) i kinetika nastanka/nestanka y-H2AX fokusa (B) 0.5, 2, 6, i 24 h nakon
pojedinac¢nih 1 kombinovanih tretmana y-zra¢enjem i erlotinibom. Primenjena doza zracenja
je 0.1 Gy, a koncentracija erlotiniba 2 puM. Rezultati su predstavljeni kao prosecan broj vy-
H2AX fokusa po celiji £ SEM (standardna greSka). Veli¢ina podeoka na mikrografijama
odgovara 10 uM.
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Slika 17. Reprezentativne mikrografije dobijene imunofluorescentnim bojenjem y-H2AX
fokusa (A) i graficki prikaz ukupne srednje fluorescence y-H2AX po ¢eliji (B) 0.5 hi24 h
nakon pojedina¢nih i kombinovanih tretmana y-zracenjem i erlotinibom. Primenjene doze
zracenja su 2 1 8 Gy, a koncentracija erlotiniba je 2 uM. Rezultati su predstavljeni kao
srednji intenzitet fluorescence y-H2AX po ¢eliji £ SEM (standardna greska).

* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu; f - statisticka znacajnost u odnosu na
zracenje

* 1 -0.01<p<0.05; **, ¥F - 0.001<p<0.01; ***, 1+ - p<0.001
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4.8 MorfoloSke promene CRL-5876 Celija izazvane y-zracenjem i erlotinibom

Morfoloske promene do kojih je doSlo na CRL-5876 ¢elijama nakon pojedinac¢nih i
kombinovanih tretmana y-zracenjem i erlotinibom pra¢ene su u odabranim vremenskim
tatakma: 24 h, 72 h i 7 dana. Nakon tretiranja, ¢elije su po isteku vremena inkubacije

obojene May-Grinwald Gimzom i ispitivane pod svetlosnim mikroskopom (Slika 18).

¥ 8 Gy+Erl

Slika 18. Analiza morfoloskih promena CRL-5876 celija 24 h, 72 h i 7 dana nakon
pojedina¢nih i kombinovanih tretmana y-zracima i erlotinibom (Erl). Primenjene doze
zraenja su 2 i 8 Gy, a koncentracija erlotiniba je 2 uM. May-Griinwald Gimza bojenje.
Mikroskop: Zeiss-Axioplan 2. Uveli¢anje: 100x.

Netretirane CRL-5876 ¢celije su ujednacene veliCine, sa pojedina¢nim, ovalnim,
jasno definisanim nukleusima. Takode, zapazaju se jasno definisani, pojedinacni ili
visestruki nukleolusi i blaga vakuolizacija citoplazme. OzraCivanje ¢elija dovelo je do
pojave visejedarnih ¢elija. Ovo je narocito izrazeno kada su ¢elije ozracene ve¢im dozama,
npr. 8 Gy. Primecen je i visok stepen vakuolizacije citoplazme u odnosu na kontrolu, i to u
svim vremenskim tackama, kako kod ¢elija izlozenih pojedina¢nim tretmanima erlotinibom

ili zraCenjem, tako i kod ¢elija koje su tretirane kombinacijom ovih agenasa.
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4.9 Ultrastrukturna analiza CRL-5876 C(elija nakon tretmana jy-zracenjem i

erlotinibom

Da bi se objasnile opisane morfoloske promene koje u CRL-5876 ¢elijama nastaju
delovanjem zracenja i erlotiniba (poglavlje 4.8), 1 da bi se dobio bolji uvid u oste¢enja do
kojih ovi agensi dovode na ultrastrukturnom nivou, primenjena je transmisiona elektronska
mikroskopija. Iz opsega svih testiranih doza zracenja i koncentracija erlotiniba, za ova
istrazivanja, izabrane su doze od 2 i 8 Gy y-zracenja, odnosno 5 i 25 uM erlotinib. Promene
na CRL-5876 ¢elijama su analizirane 72 h nakon primene ovih agenasa.

Analizom mikrografija kontrolnih CRL-5876 ¢elija mogu se uociti tipi¢na obelezja
malignog fenotipa. Promene u obliku nukleusa i invaginacije nukleusnog ovoja su Ceste
kod kancerskih ¢elija, dok se polilobulacija nukleusa moZze na¢i kod nekih adenokarcinoma
[Zink et al., 2004; de Las Heras et al., 2013]. Tako se i kod CRL-5876 ¢elija mogu uoditi
krupni, pleomorfni, izrazeno euhromatski nukleusi sa istaknutim poljima heterohromatina,
kao i progirenja i duboki uvrati nukleusnog ovoja (Slika 19A, D). Celije malignih tumora
obi¢no imaju viSestruke nukleoluse koji su krupniji i nepravilnijeg oblika u odnosu na
nukleoluse normalnih celija. MorfoloSke 1 funkcionalne promene nukleolusa kancerskih
¢elija su posledica povecane potrebe za biogenezom ribozoma i najcesce su u vezi sa
promenama u mehanizmima koji kontrolisu ¢elijsku proliferaciju [Montanaro et al., 2008].
Nukleolusi CRL-5876 ¢elija su brojni, Sto ukazuje na izrazitu transkripicionu aktivnost
ovih ¢elija i na njima se jasno uocavaju fibrilarni (pars fibrosa) i granulisani (pars
granulosa) regioni (Slika 19B). O izrazitoj transkripcionoj aktivnosti CRL-5876 ¢celija
svedoCe 1 brojni slobodni ribozomi u citoplazmi, kao i razvijena mreza granulisanog
endoplazminog retikuluma (grER) i kompleksa Goldzi (KG) (Slika 19C). Takode se mogu
primetiti nabubrele, svetle mitohondrije i retki autofagozomi (Af) (Slika 19A, D).
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Slika 19. Ultrastruktura kontrolnih CRL-5876 celija. N - nukleus; n - nukleolus; mit -
mitohondrije; pno - prosirenja nukleusnog ovoja; KG - Kompleks Goldzi; e - endocitotske
vezikule; rib - ribozomi; grER - granulisani endoplazmin retikulum; Lt - lipidna tela; Af -
autofagozomi. Uveli¢anje: 19500 x (A), 11500 x (B), 8800 x (C); 8800 x (D).

Ozracivanje CRL-5876 c¢elija sa 2 Gy je dovelo do ultrastrukturnih promena u
odnosu na kontrolne ¢elije. Tako su u ozracenim ¢éelijama mitohondrije brojnije, tamne i sa
vise kristi (Slika 20). Takode, moze se uociti veci broj autofagozoma u kojima se nalaze
ostaci oSteCenih mitohondrija (Slika 20A, C, D), a na Slici 20C se zapaza i spajanje
autofagozoma sa lizozomom. Za razliku od kontrolnih c¢elija, kod kojih KG pokazuje
perinukleusnu lokalizaciju, kod ozracenih celija se zapaza i njegova submembranska
lokalizacija (Slika 20D). Na Slici 20D se mogu uoditi i duboki uvrati (invaginacije)
nukleusnog ovoja koji svedoce o brzoj deobi ¢elija i dovode do stvaranja nukleusnih
pseudoinkluzija. Na mikrografijama ¢elija koje su ozracene sa 2 Gy mogu se uociti i polja

glikogena, lipidna tela i brojne sitne vezikule.
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Slika 20. Ultrastrukturne promene CRL-5876 celija 72 h nakon tretmana y-zraCenjem.
Primenjena doza zracenja je bila 2 Gy. N - nukleus; n - nukleolus; mit - mitohondrije; KG -
Kompleks Goldzi; Liz - lizozomi; grER - granulisani endoplazmin retikulum; Lt - lipidna
tela; Af - autofagozomi; Gl - glikogen; ni - nukleusne inkluzije; um - uvrati membrane
nukleusa; sv-sitne vezikule. Uvelianje: 19500 x (A), 19500 x (B), 19500 x (C); 8800 x

(D).

Ozracivanje celija sa 8 Gy je dovelo do novih promena na mitohondrijama, tako da
su, za razliku od ¢elija koje su ozracene nizom dozom, mitohondrije ovih ¢elija svetle, jako
nabubrele sa izrazenom kristolizom (Slika 21). Pored toga, autofagozomi ovih ¢elija su
krupniji, zahvataju veée delove citoplazme sa oSteenim organelama, ukljucujuéi i
poliribozome koji su grupisani u strukture nalik rozetama (Slika 21D). Na Slici 21A
primecuje se i autofagozomalna membrana, koja najverovatnije vodi poreklo od jako
prosirenih cisterni ER, a koje su pokazatelj postojanja stresa ER. Osim navedenog, na Slici
21 se mogu uoditi i brojnija i krupnija lipidna tela kako u odnosu na kontrolne tako i u

odnosu na ¢elije koje su ozracene dozom od 2 Gy.
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Slika 21. Ultrastrukturne promene CRL-5876 celija 72 h nakon tretmana y-zracenjem.
Primenjena doza zraCenja je bila 8 Gy. Lt - lipidna tela; pcER — proSirene cisterne
endoplazminog retikuluma; mit - mitohondrije; rib - ribozomi; Af - autofagozomi;
Uveli¢anje: 19500 x (A), 19500 x (B), 19500 x (C); 8800 x (D).

Kada je u pitanju tretman CRL-5876 celija erlotinibom, na Slici 22A i 22B se
primecuje da celije tretirane 5 pM erlotinibom takode pokazuju znake stresa ER.
Autofagozomi su takode uocljivi ali su sitniji 1 u manjem broju nego kod ozracenih celija
(Slika 22B). Najupadljivija karakteristika celija koje su tretirane erlotinibom je
»baloniranje” i ,,pupljenje” celijske membrane (Mb) (Slika 22). Obe pojave koje su
karakteristicne za proces apoptoze. Takode, dolazi i do piknoze nukleusa (Slika 22C), dok
se na Slici 22D moze zapaziti i proces njegove fragmentacije. OCuvana nukleusna
morfologija kao i veliki broj jako nabubrelih mitohondrija, koji se mogu videti na Slici

22C, upucuju i na prisustvo sekundarne nekroze kod ¢elija pod ovim tretmanom.
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Slika 22. Ultrastrukturne promene CRL-5876 celija 72 h nakon tretmana erlotinibom.
Primenjen je 5 puM erlotinib. N - nukleus; n - nukleolus; pcER — proSirene cisterne
endoplazminog retikuluma; mit - mitohondrije; rib - ribozomi; Lt - lipidna tela; Af -
autofagozomi; Mb — baloniranje plazmine membrane (,,membrane blebbing*). Uveli¢anje:
15000 x (A), 19500 x (B), 4400 x (C); 8800 x (D).

Na Slici 23 su prikazane ultrastrukturne promene ¢elija do kojih je doslo primenom
25 uM erlotiniba. Na ovim mikrografijama moze se uociti da ¢elije menjaju oblik u odnosu
na kontrolne, 1 da te promene ukazuju na apoptotski tip celijske smrti. Naime, uocava se
baloniranje ¢elijske membrane 1 stvaranje apoptotskih tela. Takode, prisustvo
autofagozoma i heterogene populacije mitohondrija u kojoj se mogu uociti i filamentozne i
okruglaste mitohondrije, kao i tamne i svetle, ukazuju na prisustvo razliCitih tipova celijske

smrti CRL-5876 ¢elija izloZzenih ovom tretmanu.
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Slika 23. Ultrastrukturne promene CRL-5876 c¢elija 72 h nakon tretmana erlotinibom.
Primenjen je 25 pM erlotinib. N - nukleus; n - nukleolus; mit - mitohondrije; Af -
autofagozomi; Mb — baloniranje plazmine membrane (,,membrane blebbing®). Uveli¢anje:
15000 x (A), 8800 x (B), 5600 x (C); 8800 x (D).

4.10  Morfometrijska analiza nukleusa CRL-5876 éelija nakon y-zracenja i erlotiniba

Morfometrijskom analizom nukleusa (eng. nuclear morphometric analysis, NMA)
moguce je u analiziranoj populaciji ¢elija identifikovati deo ¢elija koje se nalaze u procesu
senescencije, apoptoze ili sadrze nukleusne nepravilnosti [Filippi-Chiela et al., 2012].
Analizom morfologije nukleusa se za analiziranu populaciju ¢elija dobija pregled raspodele
nukleusa u sedam Ccelijskih kategorija, koje su formirane na osnovu veliine i1 indeksa
nepravilnosti nukleusa (eng. nuclear irregularity index (NII)) (Slika 24A). Prema ovoj

metodi, pod normalnom, odnosno pravilnom morfologijom smatra se dominantna
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morfologija nukleusa u kontrolnim, tj. netretiranim uzorcima. Nukleusi nepravilnog oblika
smatraju se pokazateljem mitotske katastrofe, dok povecenje nukleusa ukazuje na proces
senescencije. Primer analize raspodele nukleusa, 72 h nakon pojedina¢nih i kombinovanih
tretmana y- zraCenjem i erlotinibom prikazan je na Slici 24A.

Prema dobijenim rezultatima, pojedinacni tretmani erlotinibom ili zracenjem, kao i
njihova kombinovana primena, u sve tri vremenske tacke pokazuju opadanje broja nukleusa
normalne, tj. pravilne morfologije (Slika 24B). Takode, kod ozracenih ¢elija, primecuje se
dozno-zavistan pad broja pravilnih nukleusa, dok je kod ¢elija kod kojih je primenjen
kombinovani tretman sa erlotinibom, vefe smanjenje normalnih nukleusa u odnosu na
samo zraCenje zapazeno 72 h nakon tretmana. Na Slici 24C su objedinjeni svi nukleusi
nepravilne morfologije, koji su detektovani nakon primenjenih tretmana. Utvrdeno je da
broj nepravilnih nukleusa raste sa primenjenom dozom zracenja. Takode, kod c¢elija
pretretiranih erlotinibom, u vremenskoj tacki od 72 h detektovan je veci broj nukleusa
nepravilne morfologije u odnosu na samo zracenje. Zracenje je takode dovelo do povecanja
broja krupnih nukleusa. U ovoj vremenskoj tacki kombinovani tretmani sa erlotinibom su
proizveli vie krupnih nukleusa neko samo zracenje (Slika 24D).

Pored morfometrijske analize nukleusa, odreden je i procenat celija kod kojih je
zapazena fragmentacija nukleusa, bilo u vidu prisustva multinukleusnih ¢elija ili ¢elija sa
mikronukleusima (Slika 25). Sam erlotinib ne dovodi do znacajnog broja fragmentisanih
nukleusa. Statisticki znacajno dozno-zavisno povecanje broja celija sa fragmentisanim
nukleusima u odnosu na kontrolu primeceno je i kod uzoraka tretiranih zracenjem, kao i
zratenjem u kombinaciji sa erlotinibom, i to u svim analiziranim vremenskim tackama
(p<0.01). Ipak, kombinovani tretmani nisu doveli do statisticki znaajnog povecanja broja

fragmentisanih nukleusa u odnosu na samo zracenje (Slika 25A, B, C).

60



Procenat ¢elija (%)

@)

1004

Procenat ¢elija (%)
3

y-zraci (Gy)
KP - Krupni nukleusi pravilnog oblika D
KN - Krupni nukleusi nepravilnog oblika
P - Nukleusi pravilnog oblika 100 4
N - Nukleusi nepravilnog oblika =
SP - Sitni nukleusi pravilnog oblika T 80
S - Sitni nukleusi S
SN - Sitni nukleusi nepravilnog oblika §
2
8
o
o
Erl
y-zraci (Gy)
. J

Slika 24. Morfometrijska analiza nukleusa CRL-5876 c¢elija nakon tretmana. Raspodela
nukleusa 72 h nakon tretmana (A) i grafic¢ki prikaz pravilnih (B), nepravilnih (C) i krupnih
pravilnih nukleusa (D) 24 h, 72 h i 7 dana nakon pojedina¢nih i kombinovanih tretmana vy-
zraCenjem 1 erlotinibom. Primenjene doze zracenja su 2 i 8 Gy, a koncentracija erlotiniba 2
MM. Rezultati prikazani kao srednja vrednost + SEM (standardna greska).
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Slika 25. Kvantifikacija CRL-5876 ¢elija sa fragmentisanim nukleusima 24 h (A), 72 h (B)
i 7 dana (C) nakon pojedinac¢nih i kombinovanih tretmana y-zracenjem (2 i 8 Gy) i
erlotinibom (2 pM). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM (standardna
greska). Primeri nukleusa u mitozi oznaceni su crvenom, mikronukleusi Zutom, a
multinukleusne ¢elije belom strelicom. Nukleusi su vizuelizovani DAPI bojom. Mikroskop:
Zeiss-Axioplan 2. Uveli¢anje: 100x.

* - statistiCka znacajnost u odnosu na kontrolu, * - 0.01<p<0.05; ** - 0.001<p<0.01; *** -
p<0.001
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411 Analiza ekspresije proteina u lizatima CRL-5876 ¢elija nakon y-zralenja i

erlotiniba

Da bi potvrdili i upotpunili dobijene rezultate, analiziran je nivo ekspresije y-H2AX,
ciklina D1, NF-xB, Bax, Bcl-2, p21, p53 i LC3-1/Il proteina u CRL-5876 ¢elijama nakon
primenjenih tretmana y-zracenjem i erlotinibom. S obzirom na ¢injenicu da je analizom bio
obuhvacen Sirok spektar vremenskih tacaka pocevsi od 0.5 h pa do 7 dana, za tretman
zraCenjem je, na osnovu prethodnih rezultata, izabrana doza od 4 Gy. Ovo je optimalna
doza koja moze da izazove promene na nivou ekspresije proteina koje su i u kratkim
vremenskim intervalima merljive imunoblot metodom.

Analiza ekspresije y-H2AX nakon izlaganja pojedinatnim i kombinovanim
tretmanima y-zracenjem 1 erlotinibom predstavljena je na Slici 26A. Pokazano je da oba
agensa, kako samostalno tako i u kombnaciji dovode do povecanja nivoa y-H2AX u odnosu

na kontrolne uzorke, ako se izuzme tretman zracenjem u vremenskoj tac¢ki od 24 h (Slika

26B).
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Slika 26. Imunoblot analiza lizata CRL-5876 ¢elija koris¢enjem anti-y-H2AX antitela (A) i
graficki prikaz denzitometrijske analize ekspresije y-H2AX 0.5, 2, 6 i 24 h nakon
pojedinac¢nih i kombinovanih tretmana y-zracima i erlotinibom (B). Primenjena doza
zracenja je 4 Gy, a koncentracija erlotiniba 2 uM. Antitelo na B-aktin je koris¢eno kao
interna kontrola koncentracije proteina u uzorcima. Rezultati dobijeni iz tri nezavisna
eksperimenta su normalizovani u odnosu na kontrolne uzorke i prikazani kao srednja
vrednost £ SEM (standardna greska).
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Promene nivoa ekspresije ciklina D1 i NF-xB proteina prikazane su na Slici 27A.
Nivo ciklina D1 u uzorcima koji su tretirani erlotinibom je 1.9 puta ve¢i u odnosu na
kontrolu i zapaZen je 7 dana nakon tretmana (Slika 27B). Najveca promena nivoa ciklina
D1 kod ozracenih i kombinovano tretiranih uzoraka u odnosu na kontrolne primecena je

takode 7 dana nakon tretmana gde je on pokazao 2.4, odnosno 1.7 puta vece vrednosti
(Slika 27B).
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Slika 27. Imunoblot analiza lizata CRL-5876 celija koris¢enjem anti-ciklin D1 i anti-NF-
kB antitela (A) i graficki prikaz denzitometrijske analize ekspresije ciklin D1 i NF-kB 0.5,
2, 6, 24, 48, 72 h i 7 dana nakon pojedina¢nih i kombinovanih tretmana y-zraCenjem i
erlotinibom (B) i (C). Primenjena doza zracenja je 4 Gy, a koncentracija erlotiniba je 2 uM.
Antitelo na B-aktin je koriS¢eno kao interna kontrola koncentracije proteina u uzorcima.
Rezultati dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta su normalizovani u odnosu na kontrolne
uzorke i prikazani kao srednja vrednost + SEM (standardna greska).
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Nivo ekspresije NF-kB proteina je znacajnije promenjen kod ozracenih uzoraka u
vremenskim tackama 48 h i 7 dana, i to 2.4 1 3 puta vece vrednosti u odnosu na kontrolu.
Kod kombinovanih tretmana zabeleZen je nizi nivo NF-kB proteina u odnosu na vrednosti u
kontroli (Slika 27C).

Odnos ekspresije proapoptotskog Bax proteina i antiapoptotskog Bcl-2 proteina
(Bax/Bcl-2) se u procesu apoptoze povecava [Salakou et al., 2007]. Analiza odnosa
ekspresije ovih proteina data je na Slici 28A.
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Slika 28. Imunoblot analiza lizata CRL-5876 c¢elija koris¢enjem anti-Bax i anti-Bcl-2
antitela (A) i graficki prikaz denzitometrijske analize odnosa ekspresije Bax i Bel-2 0.5, 2,
6, 24, 48, 72 h i 7 dana nakon pojedina¢nih i kombinovanih tretmana y-zracenjem i
erlotinibom (B). Primenjena je doza zracenja od 4 Gy, a koncentracija erlotiniba bila je 2
uM. Antitelo na B-aktin je koriS¢eno kao interna kontrola koncentracije proteina u
uzorcima.
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Primenjeni tretmani su znacajnije povecali Bax/Bcl-2 u odnosu na kontrolu samo u
vremenskim tackama 24 i 48 h. Nakon 24 h, tretman erlotinibom povecao je Bax/Bcl-2 u
odnosu na kontrolu 1.45, tretman zra¢enjem 1.32, a kombinovani tretman 1.29 puta. Nesto
slabije povecanje Bax/Bcl-2 primeéeno je 48 h nakon tretmana erlotinibom, tj.
kombinovanim tretmanom erlotinibom i zracenjem i iznosilo je 1.4, odnosno 1.2 puta u
odnosu na kontrolne uzorke (Slika 28B).

Analiza ekspresije p21 i p53 proteina prikazana je na Slici 29A. Rezultati pokazuju
da su svi tretmani doveli do porasta nivoa ekspresije p21 proteina, osim kod ozracenih
uzoraka u vremenskoj tacki od 0.5 h i uzoraka na koje je primenjen kombinovani tretman u
vremenskoj taki od 2 h (Slika 29B). Najupadljivije povecanje nivoa ekspresije p21 proteina
izazvano je zraCenjem. U vremenskoj tacki 48 h ekspresija p21 je ¢ak ~30 puta veéa u
odnosu na kontolu. Sam erlotinb je doveo do povecanja ekspresije p21 24 h nakon
aplikovanja, a dobijene vrednosti su ~ 22 puta veée u odnosu na kontolu. Kombinovani
tretmani, na duzim vremenskim tackama pokazuju manji efekat na ekspresiju p21 proteina
u odnosu na samo zracenje.

Promene na nivou ekspresije p53 proteina ilustrovane su na Slici 29C. Tretman
erlotinibom je najviSe povecao nivo p53 proteina 24 h nakon tretmana (2.76 puta u odnosu
na kontrolu). U ozra¢enim i kombinovano tretiranim uzorcima najveci porast nivoa p53

zabelezen je 72 h nakon tretmana (1.97, odnosno 2.31 put u odnosu na kontrolu).
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Slika 29. Imunoblot analiza lizata CRL-5876 ¢elija koris¢enjem anti-p21 i anti-p53 antitela
(A) 1 graficki prikaz denzitometrijske analize ekspresije p21 i p53 0.5, 2, 6, 24,48, 72hi 7
dana nakon pojedina¢nih i kombinovanih tretmana y-zracenjem i erlotinibom (B) i (C).
Primenjena je doza zracenja od 4 Gy, a koncentracija erlotiniba 2 uM. Antitelo na [-aktin
je koris$¢eno kao interna kontrola koncentracije proteina u uzorcima. Rezultati dobijeni iz tri
nezavisna eksperimenta su normalizovani u odnosu na kontrolne uzorke i prikazani kao
srednja vrednost + SEM (standardna greska).

Jedan od pokazatelja procesa autofagije je konverzija LC3-1 u LC3-Il. Rezultati
imunoblot analize u kojoj su praceni ovi parametri je prikazana na Slici 30. Rezultati
pokazuju da se indukcija autofagije deSava pod uticajem kako pojedinacnih tako i
kombinovanih tretmana ve¢ 0.5 h nakon njihove primene. Takode, pocev od vremenske

tacke 24 h, LC3-11 se detektuje i u kontrolnim uzorcima Slika 30.
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Slika 30. Reprezentativni imunoblot analize celijskih lizata CRL-5876 Ccelija dobijen
koris¢enjem anti-LC3 antitela 0.5, 2, 6, 24, 48, 72 h i 7 dana nakon pojedinacnih i
kombinovanih tretmana y-zracima i erlotinibom. Primenjena je doza zraCenja od 4 Gy, a
koncentracija erlotiniba 2 uM. Antitelo na B-aktin je koriS¢eno kao interna kontrola
koncentracije proteina u uzorcima.

412 Analiza tipova Celijske smrti CRL-5876 Celija nakon y-zracenja, erlotiniba i

hlorokina

Na osnovu rezultata koji su pokazali da je erlotinib pojatao dozno zavisnu
inaktivaciju CRL-5876 c¢elija izazvanu zracenjem (poglavlja 4.2, 4.3 i 4.4), dalja
istrazivanja su usmerena na karakterizaciju tipova Celijske smrti koji leze u osnovi
odgovora CRL-5876 ¢elija na ove tretmane. Takode, na osnovu morfoloskih i
ultrastrukturnih promena koje su detektovane (poglavlja 4.8, 4.9, i 4.10), otvorio se novi
pravac istrazivanja Ciji je cilj ispitivanje neapoptotskih tipova ¢elijske smrti, u prvom redu
autofagijske ¢elijske smrti. Zbog toga je u naredne eksperimente uveden hlorokin kao agens
koji inhibira proces autofagije. Cilj ispitivanja je analiza uloge autofagije kao i njene
supresije na ostale tipove ¢elijske smrti.

Pre nego Sto se pristupilo detekciji razlicitih tipova celijske smrti koji nastaju
delovanjem y-zraCenja i/ili erlotiniba, analizarano je dejstvo hlorokina. Hlorokin je
primenjen samostalno ili u kombinaciji sa agensima koji se koriste u ovom radu, i pracen je
uticaj na vijabilnost CRL-5876 c¢elija. Na osnovu literaturnih podataka, odabrana je
koncentracija hlorokina od 5 pM [Newman et al., 2012]. Vremenske tacke u kojima je

analiziran efekat agenasa bile su 24 h, 72 h i 7 dana posle tretmana (Slika 31).
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Slika 31. Vijabilnost CRL-5876 ¢elija 24 h (A), 72 h (B) i 7 dana (C) nakon pojedinacnih i
kombinovanih tretmana y-zracenjem, erlotinibom (Erl) i hlorokinom (CQ) odredena SRB
testom. Primenjene doze zraCenja su 2 i1 8 Gy, koncentracija erlotiniba 2 puM, a
koncentracija hlorokina 5 uM. Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat u odnosu na
kontrolu. Rezultati dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta su prikazani kao srednja vrednost
+ SEM (standardna greska).

* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu; - statisticka znacajnost u odnosu na
zracenje
* 1, - 0.01<p<0.05; **, +7, - 0.001<p<0.01; *** {+7, - p<0.001

Pojedina¢ni tretmani erlotinibom ili hlorokinom, kao i njihova kombinacija,

znacajnije smanjuju vijabilnost ¢elija 24 h nakon primene, u odnosu na efekat samog

zraCenja (Slika 31A). Najveca inhibicija rasta u ovoj vremenskoj tacki je ostvarena
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primenom sva tri agensa, tj. kombinacijom erlotiniba i hlorokina sa zra¢enjem, i to kako u
odnosu na kontrolu tako i u odnosu na efekte samog zracenja (p<0.01).

Maksimalni efekat erlotiniba i hlorokina, kao i njihove kombinacije uocen je 72 h
nakon tretmana (Slika 31B). Svi primenjeni tretmani dovode do daljeg smanjenja ¢éelijske
vijabilnosti u odnosu na rezultate dobijene posle 24 h. Medutim, sedam dana nakon
tretmana, Celije koje su tretirane agensima bez ozracivanja, pokazale su trend oporavka koji
se ogleda u povecanju ¢elijske vijabilnosti u odnosu na vrednosti dobijene posle 72 h (Slika
31C). Ipak, u ovoj vremenskoj tacki je upadljiva razlika izmedu ¢elija koje su ozracivane sa
2 1 8 Gy, u prisustvu ili bez drugih ispitivanih agenasa. Vijabilnost ¢elija je redukovana,
tako da posle ozracivanja sa 8 Gy ne prelazi 6%. Izuzev celija koje su tretirane samo
hlorokinom, ostali uzorci pokazuju smanjenje ¢elijske vijabilnosti u odnosu na vrednosti za
vremenske tacke 24 1 72 h.

Hlorokin je u ovom eksperimentu pokazao maksimalni efekat 72 h od primene, dok
se njegov efekat skoro u potpunosti gubi nakon sedam dana. Medutim, u svim vremenskim
taCkama zapazeno je njegovo radiosenzitizirajuce dejstvo, iako je ono manje u odnosu na
efekat erlotiniba. Takode, kada su erlotinib i hlorokin zajedno primenjeni sa ozraCivanjem
¢elija, njihova vijabilnost je smanjena u vecoj meri nego kada su ovi agensi pojedinacno

kombinovani sa zra¢enjem.

4.12.1 Apoptoza

Rezultati analize pojedinacnih i kombinovanih tretmana y-zracenjem, erlotinibom i
hlorokinom na indukciju apoptoze CRL-5876 celija su prikazani na Slici 32. Metodom
proto¢ne citofluorimetrije u tretiranim uzorcima je detektovano prisustvo tri grupacije
¢elija: ranoapoptotske, kasnoapoptotske i nekroticne. Vremenska tacka koja je odabrana

kao optimalna za detekciju apoptoze CRL-5876 celija je 48 h nakon tretmana.
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Slika 32. Kvantifikacija apoptoze CRL-5876 ¢elija dobijena metodom proto¢ne
citofluorimetrije 48 h nakon pojedina¢nih i kombinovanih tretmana: ozra¢ivanje dozama od
2 ili 8 Gy y-zraenjem, i tretmani 2 uM erlotinibom (Erl) i 5 uM hlorokinom (CQ).
Dobijene vrednosti su izrazene kao procenat apoptoti¢nih ¢elija u uzorku. Rezultati dobijeni
iz tri nezavisna eksperimenta su prikazani kao srednja vrednost £ SEM (standardna greska).
* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu; - statisticka znacajnost u odnosu na
zracenje; *, 1, - 0.01<p<0.05; **, 17, - 0.001<p<0.01; ***, §+7, - p<0.001
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Dobijeni rezultati pokazuju da posle 48 h svi tretmani dovode do statisticki
znacajnog povecanja broja apoptotskih Celija. Erlotinib ima najveé¢i efekat na indukciju
apoptoze CRL-5876 ¢elija (~55%), dok je najmanje apoptotskih ¢elija nadeno kod uzoraka
koji su ozraceni dozom od 2 Gy (~8%) (Slika 32). Tretman hlorokinom dovodi do nastanka
apoptoze kod ~12% Ccelija. Taj broj se znacajno povecava kada su erlotinib i hlorokin
aplikovani u kombinaciji (~50% apoptotskih c¢elija). Dodatak erlotiniba i hlorokina
¢elijama koje su ozracene dozom od 2 Gy dovodi do statisticki znacajnog povecanja
apoptoze (p<0.01), u odnosu na samo zracenje. Veca indukcija apoptoze postignuta je
primenom samog erlotiniba (~23%) nego primenom samog hlorokina (~18%), dok je
najveci efekat dobijen primenom sva tri agensa (~30%). Broj apoptotskih ¢elija u uzorcima
koji su ozraceni dozom od 8 Gy bio je veci nego kod uzoraka koji su ozraceni dozom od 2
Gy 1 iznosio je ~ 22%. Medutim, dodavanje erlotiniba i hlorokina ¢elijama ozracenim sa 8

Gy nije proizvelo statisti¢ki znacajne razlike u indukciji apoptoze (Slika 32).

4.12.2 Indukcija AVO

Jedna od pojava karakteristi¢nih za proces autofagije je stvaranje kiselih vezikula
(eng. acido vesicular organels, AVO). Za detekciju AVO koris¢ena je boja akridin oranz,
koja emituje crvenu fluorescenciju u kiselim vezikulama, dok fluorescira zeleno kada se
nade u citoplazmi i nukleusu. Reprezentativne mikrografije CRL-5876 ¢elija obojenih
akridin oranzom 72 h nakon pojedinacnih tretmana zracenjem, erlotinibom i hlorokinom,
kao i njihovim kombinacijama, prikazane su na Slici 33. Dobijeni rezultati pokazuju da svi
primenjeni tretmani dovode do akumulacije AVO u citoplazmi ¢elija. Najveci broj AVO
zapazen je kod celija koje su tretirane samim hlorokinom ili kombinacijom agenasa koja
ukljucuje hlorokin.

Reprezentativni zapis kvantifikacije AVO CRL-5876 celija dobijen metodom
proto¢ne citometrije, 72 h nakon pojedina¢nih i kombinovanih tretmana y-zracima,

erlotinibom i hlorokinom prikazan je na Slici 34.
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0 Gy+Erl 0 Gy+Erl/CQ

2 Gy+Erl 2 Gy+CQ 2 Gy+Erl/iCcQ
8 Gy+Erl 8 Gy+CQ 8 Gy+Eri/ICQ

Slika 33. Mikrografije koje pokazuju prisustvo kiselo-vezikularnih organela (AVO) 72 h
nakon pojedina¢nih i kombinovanih tretmana y-zra¢enjem, erlotinibom (Erl) i hlorokinom
(CQ). Primenjene doze zracenja su 2 i 8 Gy, koncentracija erlotiniba 2 uM, a koncentracija
hlorokina 5 pM. Akridin oranz bojenje. Mikroskop: Leica TCS SP5 II. Podeok na slici je
isti za sve mikrografije i odgovara 20 uM.
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Slika 34. Kuvantifikacija kiselo-vezikularnih organela (AVO) metodom proto¢ne
citofluorimetrije 72 h nakon pojedina¢nih i kombinovanih tretmana 2 i 8 Gy y-zracenjem, 2
UM erlotinibom (Erl) i 5 pM hlorokinom (CQ). FL1-zelena fluorescenca; FL3-crvena
fluorescenca. Rezultati dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta su prikazani kao srednja
vrednost =+ SEM (standardna greska). * - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu; 1-
statisticka znacajnost u odnosu na zracenje; *, t, - 0.01<p<0.05; **, +7, - 0.001<p<0.01,;
**k +1T, - p<0.001
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Dobijeni rezultati pokazali su da erlotinib kada je primenjen samostalno ne dovodi
do statisticki znacajnog povecanja broja celija koje sadrze AVO. Za razliku od erlotiniba,
prisustvo hlorokina znacajno povecava crvenu fluorescenciju (p<0.001), kako u slucaju
kada je primenjen pojedinacno, tako i u kombinaciji sa erlotinibom. Zracenje je takode
dovelo do statisticki znac¢ajnog dozno-zavisnog nagomilavanja AVO u tretiranim ¢elijama
(p<0.001). Erlotinib kombinovan sa zracenjem statisticki znacajno povecava prisustvo
AVO u odnosu na efekte samog zracenja (p<0.01), ali u manjoj meri u odnosu na
kombinaciju hlorokina i zracenja (p<<0.001). Primena sva tri agensa dovela je do statisticki
znacajnog povecanja AVO, kako u odnosu na kontrolne ¢elije, tako 1 u odnosu na ¢elije kod

kojih je primenjen samo tretman zra¢enjem (p<001).

4.12.3 Senescencija

Ispitivanja pojave senescencije radena su pomoc¢u fB-gal eseja, koji omogucava in
situ detekciju senescentnih ¢elija na pripremljenim uzorcima. Senescencija nije zapazena u
kra¢im vremenskim intervalima do 72 h, ve¢ je detektovana 7 dana nakon tretmana.
Reprezentativne mikrografije koje ilustruju pojavu senescencije u vidu plavo obojenih
¢elija su prikazane na Slici 35.

Najvise B-gal pozitivnih ¢elija uoceno je nakon tretmana zraCenjem. Zapazena je
jasna zavisnost broja [-gal pozitivnih ¢elija od primenjene doze zracenja, tako da je doza
od 8 Gy indukovala piblizno 30% senescentnih ¢elija u odnosu na ukupan broj zasejanih
¢elija (Slika 36). Sam erlotinib neznatno povecava broj senescentnih ¢éelija u odnosu na
kontrolu. U uzorcima koji su osim zracenjem bili tretirani i erlotinibom ili hlorokinom
zapazen je visi broj senescentnih celija u odnosu na kontrolne ¢elije, ali manji broj u
odnosu na ¢elije koje su tretirane samo zracenjem. Takode, veci broj senescentnih celija
pronaden je u uzorcima koji su tretirani kombinacijom zracenja i erlotiniba u odnosu na one
koji su izlagani zracenju i hlorokinu. Najmanji broj senescentnih ¢elija je pronaden kod

trostruko tretiranih ¢elija, i ostao je na nivou kontrolnih uzoraka.
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Erl/CQ

Slika 35. Reprezentativne mikrografije senescentnih CRL-5876 celija koje su detektovane
B-gal esejom 7 dana nakon tretmana y-zra¢enjem, erlotinibom (Erl) i hlorokinom (CQ).
Primenjene doze zracenja su 2 i 8 Gy, koncentracija erlotiniba 2 puM, a koncentracija
hlorokina 5 uM. Mikroskop: Carl Zeiss Jena. Uveli¢anje 20x.
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Slika 36. Kvantifikacija senescencije CRL-5876 ¢elija 7 dana nakon tretmana y-zracenjem,
erlotinibom (Erl) i hlorokinom (CQ). Primenjene doze zracenja su 2 i 8 Gy, koncentracija
erlotiniba 2 puM, a koncentracija hlorokina 5 puM. Rezultati dobijeni iz tri nezavisna
eksperimenta su prikazani kao srednja vrednost + SEM (standardna greska).

* - statisticka znacajnost u odnosu na kontrolu; - statisticka znacajnost u odnosu na
zracenje.

* 7 -0.01<p<0.05; **, ¥F - 0.001<p<0.01; ***, 1§+ - p<0.001
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5. DISKUSIJA

Karcinom pluca je po mnogim klasifikacijama najucestaliji tip kancera u svetu
[Tang et al., 2013]. Uprkos savremenim dostignu¢ima u oblasti hirurgije, hemioterapije i
radioterapije, kroz proteklih par dekada stopa smrtnosti pacijenata obolelih od ove bolesti
ostaje uglavnom nepromenjena. LoSa statistika je delimi¢no posledica Cinjenice da je
kancer pluca vrlo Cesto asimptomatski kroz dugi period vremena, §to dodatno pogorsava
prognozu. Kada se otkrije u kasnom stadijumu, hirur§ko odstranjivanje vise ne daje zeljene
rezultate [Herbst et al., 2008; Saintigny & Burger, 2012].

Trenutno, metastaze i rezistencija na lekove predstavljaju glavni terapijski problem.
NSCLC je manje osetljiv na hemioterapiju od SCLC i ¢ak i uz hirurSko odstranjivanje
tumora u ranoj fazi, kod priblizno 50% pacijenata javljaju se recidivi [Kelsey et al., 2006].
S obzirom na ovu ¢injenicu, posebna paznja usmerava se na nove terapijske rezime koji
ukljuc¢uju molekularnu ciljanu terapiju, jer su sistemska hemioterapija i radioterapija kao
jedina opcija za lokalno uznapredovale i/ili metastatske tumore najviSe primenjivane
poslednjih godina. Erlotinib je inhibitor tirozin kinazne aktivnosti EGFR-a koji je od strane
FDA odobren za terapiju NSCLC. Svoju ulogu ostvaruje kompetitivnim vezivanjem za
ATP-vezuju¢e mesto na tirozin kinaznom domenu receptora, ¢ime dovodi do smanjenja
nizvodne signlizacije koja reguliSe proliferaciju [Cohen et al., 2005]. lako je pokazano je da
je erlotinib efikasan za tretman NSCLC koji ima mutacije u genu za EGFR, posle 10 do 14
meseci od pocetka terapije, kod nekih pacijenata dolazi do rezistencije na erlotinib i pojave
recidiva [Kosaka et al., 2011; Oxnard et al., 2011; Tang et al., 2013]. S obzirom na brojna
otvorena pitanja vezana za molekularne mehanizme 1 signalne puteve koji leze u osnovi
steCene rezistencije na tirozin-kinazne inhibitore, ovo polje istrazivanja je i danas izuzetno
atraktivno [Sierra et al., 2010].

Kompenzatorni mehanizmi koji favorizuju prezivljavanje kancerskih celija nakon
tretmana predstavljaju glavna ograni¢enja molekularne ciljana terapije [Axelrod et al.,
2013]. S obzirom na to da su ¢elijski signalni putevi medusobno isprepletani u kompleksnu
mrezu, kombinovana terapija se pojavila kao znacajna terapijska strategija i jedan od

glavnih nacina za efikasno prevazilazenje rezistencije na tretman. Medutim, molekularni
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mehanizmi koji se nalaze u osnovi sinergistickog efekata antikancerskih agenasa u
kombinovanim tretmanima su jo$ uvek nedovoljno poznati, naroCito uzimaju¢i u obzir
¢injenicu da redosled davanja agenasa prilikom tretmana moze znacajno da utice na njihovu
efikasnost [Lee et al., 2012].

U brojnim studijama koje se bave kombinovanim tretmanima testirani su agenasi
koji imaju razli¢ite mehanizme delovanja. Cilj svih istrazivanja je da se poboljsa efikasnost
erlotiniba u terapiji NSCLC. Na ovaj nacin testirani su slede¢i agensi: CDK-2/ciklin A
inhibitor - NBI1, inhibitor histonskih deacetilaza - trihostatin A, inhibitor enzima folatnog
metabolizma - permetreksed, kao i ciljani molekularni inhibitor EGFR-a, monoklonsko
antitelo - cetuksimab i MET tirozin kinazni inhibitor - tivatinib [Orzaez et al., 2012; Zhang
et al., 2012; Minami et al., 2012; Goldman et al., 2012].

Pored simultane primene sa hemioterapeuticima, erlotinib se smatra dobrim
kandidatom za kombinovanje sa radioterapijom [Mehta, 2012]. S obzirom na ¢injenicu to
da je preko 50% pacijenata obolelih od kancera podvrgnuto terapiji zraGenjem [Baskar et
al., 2012], uvodenje TKI u ovaj terapijski rezim otvara moguénost poboljSanja prognoze
kod ovih pacijenata. Nekoliko klju¢nih nalaza obrazlaze potrebu za istrazivanjem uloge
EGFR signalizacije u radiosenzitizaciji tumorskih ¢elija. Na primeru razli¢itih tumorskih
model sistema je pokazano da niske doze zracenja mogu da dovedu do aktivacije EGFR-3,
a time i signalnih puteva koji dovode do ubrzane proliferacije ili repopulacije kancerskih
¢elija. Prezivljavanje kancerskih celija nakon zraCenja pre svega zavisi od efikasne
reparacije oSte¢enja koja su nastala na DNK. Takode, EGFR ucestvuje u modulaciji
translokacije, transkripcije 1 fosforilacije kljucnih proteina/gena DNK reparacionog sistema
[deWeese & Laiho, 2011]. Iz ovih razloga je u brojnim preklini¢kim studijama testirano
antiproliferativno dejstvo EGFR inhibitora kombinovanih sa zracenjem [Baumann et al.,
2007; Meyn et al., 2009; Bokobza et al., 2014]. S obzirom da rezultati ovih istraZivanja
ukazuju na potencijalnu korist od kombinovanja anti-EGFR terapije sa zratenjem, ova
strategija se ispituje u teku¢im programima klinickih istrazivanja kod pacijenata kod kojih
su dijagnostifikovani razli¢iti epitelijalni tumori, ukljuc¢ujuci i NSCLC [Tang et al., 2013].

Poslednjih nekoliko decenija apoptoza se smatra centralnim mehanizmom

programirane celijske smrti [Ricci & Zong, 2006]. Medutim, sve je vise dokaza da
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konvencionalni hemioterapeutski agensi ne izazivaju samo apoptozu kancerskih ¢elija ve¢ i
druge, neapoptotske oblike c¢elijske smrti, kao $to su nekroza, autofagija, mitotska
katastrofa i senescencija [Jain et al., 2013]. Autofagija je klju¢ni proces koji nastoji da
odrzi ili obnovi ¢elijsku homeostazu nakon metaboli¢kog i terapeutskog stresa. Skorasnjim
studijama je potvrdena dvojna, citoprotektivna i citotoksi¢na uloga autofagije, a pitanje
koja ¢e od njih biti aktivirana u odgovoru na terapiju zavisi od tipa tumora i primenjenog
tretmana [Chen & Karantza, 2011]. Rezultati preklini¢kih istrazivanja na in vitro i in vivo
modelima ukazuju na to da inhibicija autofagije povecava citotkoksicni efekat agenasa koji
se koriste u terapiji kancera [Yang et al., 2011]. Kao i u sluc¢aju autofagije, postoje razliita
shvatanja uloge senescencije na osetljivost tumorskih ¢elija na terapiju. Naime, ukoliko se
senescencija shvati kao ireverzibilno stanje u kome ¢elija u potpunosti gubi reproduktivni
potencijal, onda bi se ona mogla smatrati pozeljnim ishodom terapije, s obzirom na to da su
¢elije reproduktivno ,,mrtve”. Medutim, alternativno se senescencija moze shvatiti i kao
reverzibilno stanje, tj. kao naCin kojim kancerska celija prevazilazi citotoksicne efekte
terapije, a koje pod odredenim uslovima mogu regenerisati populaciju tumorskih ¢elija, $to
bi takode znacilo dvojnu ulogu senescencije u terapiji [Gewirtz, 2014].

Istrazivanje razli¢itih vidova celijske smrti 1 njihove uloge u tumorogenezi i
rezistenciji na terapiju ima veliki uticaj na razvitak i implementaciju novih terapeutskih
strategija. Mnogi novi, ciljano dizajnirani terapijski pristupi se razvijaju sa namerom da
deluju na specificne molekule koji imaju klju¢nu ulogu u okviru jednog ili vise tipova
¢elijske smrti. Da bi novi terapijski protokoli postigli Zeljene rezultate, potrebno je dublje
razumevanje odnosa izmedu razli¢itih signalnih puteva koji su ukljuceni u mehanizme
nastanka ¢elijske smrti i nacina na koji ovi terapijski protokoli deluju na njih. Zbog toga je
u ovom radu ispitivan efekat erlotiniba na povecanje radioosetljivosti celija
adenokarcinoma pluca ¢oveka sa posebnim osvrtom na tipove ¢elijske smrti do kojih ovi
agensi dovode, kako pojedinac¢no tako i u kombinaciji. Takode, da bi se utvrdio medusobni
odnos razlicitih tipova Ccelijske smrti nastalih u odgovoru na primenjene tretmane,
primenjen je i hlorokin, agens koji inhibitorno deluje na proces autofagije.

Pocetni eksperimenti u ovoj disertaciji su imali za cilj da definiSu dinamiku rasta

CRL-5876 celija adenokarcinoma pluca ¢oveka u in vitro uslovima. Oni su takode posluzili
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za izbor najpovoljnijih eksperimentalnih uslova za odredene bioloske eseje. Optimalna
koncentracija erlotiniba odredena je na osnovu testova celijske vijabilnosti. Vijabilnost
CRL-5876 c¢elija je pracena u funkciji rastu¢e koncentracije erlotiniba, kao i1 u funkciji
vremena inkubacije u prisustvu erlotiniba. Koncentracije koje se koriste u in vitro
istrazivanjima (~ 2.5 uM) odgovaraju koncentracijama koje se postizu u plazmi pacijenata
primenom standardnih doza od 150 mg erlotiniba dnevno i ne ispoljavaju nezeljeni toksi¢ni
efekat [Sharma et al., 2007; Li et al., 2007]. S obzirom na ovu ¢injenicu, kao i na to da je
vrednost ICsg za erlotinib, dobijena sa krive pomo¢u SRB eseja posle 72 h iznosila 2 uM,
ova koncentracija je odabrana za dalja istrazivanja u kojima je erlotinib dodavan celijama
samostalno ili u kombinaciji sa y-zracenjem. U literaturi se mogu naci podaci da Celije za
koje su vrednosti ICso manje od 0.1 uM spadaju u linije koje su hiperosetljive na erlotinib.
U in vitro uslovima, koncentracija erlotiniba od ~ 2.5 uM predstavlja granicu koja razdvaja
osetljive Celijske linije od Celijskih linija koje su rezistentne na erlotinib [Sharma et al.,
2007]. Prema ovoj podeli, CRL-5876 celije humanog adenokarcinoma pluc¢a spadaju u
¢elije intermedijerne do smanjene osetljivosti na tretman erlotinibom. Takode, u literaturi
postoje podaci prema kojima ove celije eksprimiraju intaktni (wt) gen za EGFR
[Fernandez-Cuesta et al., 2014]. S obzirom na ovaj podatak, ovakav EGFR mutacioni
status CRL-5876 celija je u saglasnosti sa smanjenom osetljivos¢u na erlotinib, koja je
zapazena. lako se mutacije u EGFR genu smatraju korisnim za predvidanje dejstva EGFR
TKI, one se ne mogu Koristiti kao jedini kriterijum prilikom izbora terapije, jer se prema
brojnim studijama ovaj tretman pokazao Korisnim ¢ak i kod pacijenata sa wt EGFR
[Shepherd et al., 2005; Cappuzzo et al., 2010; Pallis et al., 2011].

SkoraSnje studije ukazuju na potrebu za sistemati¢nim pristupom u kombinovanju
razli¢itih agenasa koji se koriste u terapijske svrhe. Tako su Lee i saradnici koristeci
molekularne inhibitore u kombinaciji sa razli¢itim genotoksi¢nim agensima pokazali da
promene redosleda davanja 1 duZzine izlaganja ovim tretmanima znacajno utiCu na
efikasnost ovih agenasa u ubijanju kancerskih ¢elija [Lee et al., 2012]. Naime, kod ¢elijskih
linija trostruko negativnih kancera dojke (eng. triple negative breast cancers, TNBCSs), kao
Sto su BT-20 ¢elije, kao i kod A549 i NCL-H358 ¢elija karcinoma pluca, efekat erlotiniba

na povecanje osetljivosti na oSteCenja DNK koja su izazvana doksorubicinom zavisi od

81



toga da li je erlotinib primenjen pre (erl — dox), nakon (dox — erl), ili simultano sa
doksorubicinom (dox/erl) [Lee et al., 2012]. Takode, Zhuang i saradnici su na sli¢an na¢in
testirali kombinaciju erlotiniba i zracenja, i konstatovali da od pomenuta tri redosleda u
davanju kombinovanih tretmana, najbolji efekat u smislu smanjenja prezivljavanja i
povecanja apoptoze pokazuje tretman u kome je erlotinib primenjen pre zracenja [Zhuang
etal., 2013].

Uzimajuéi u obzir gore navedene literaturne podatke, u ovoj disertaciji smo se
odlucili za eksperimentalni pristup u kome je erlotinib dodavan CRL-5876 ¢elijama, koje se
nalaze u eksponencijalnoj fazi, 1 h pre zracenja [Wang et al., 2011]. Efekti tretmana su
praceni u Sirokom opsegu vremenskih tacaka. Shematski prikaz eksperimentalne postavke
dat je na Slici 7. Primenjene doze zracenja bile su u opsegu doza koje se koriste u zracnoj
terapiji NSCLC [Wu et al., 2011].

Kvalitet 1 kvantitet oSteenja izazvanih zraenjem 1 erlotinibom su odredeni
uporednim pra¢enjem klonogenog prezivljavanja, vijabilnosti ¢elija 1 njihove proliferativne
aktivnosti. Kriterijum za razlikovanje radiorezistentnih od radioosetljivih ¢elija je frakcija
prezivljavanja posle ozradivanja dozom od 2 Gy (SF2). Celije sa SF2 > 0.35 se smatraju
radiorezistentnim, odnosno radioosetljivim ukoliko je njihov SF2 < 0.35. [Mcllwrath et al.,
1994; Salim et al., 2012]. U literaturi se mogu naci podaci prema kojima NSCLC ¢éelijske
linije pokazuju razlicit stepen radioosetljivosti sa SF2 vrednostima koje se krecu u rasponu
od 0.21 kod H460 ¢elija do 0.74 kod A549 ¢elija [Pan et al., 2009]. SF2 vrednost za CRL-
5876 celije dobijena sa najbolje fitovane krive iznosi 0.61+0.01, dok je izmerena vrednost
0.54+0.07, §to ih svrstava u radiorezistentne Celije [Salim et al., 2012; Matthews et al.,
2011]. Obe dobijene verdnosti se dobro poklapanje, s obzirom da SF2 dobijena fitovanjem
sa fitovane krive u granicama greSke eksperimentalno dobijene vrednosti. Postoje podaci da
radiorezistencija kancerskih ¢elija moze da bude i znatno veéa, kao na primer kod celija
karcinoma mokra¢ne beSike i melanoma, gde SF2 vrednosti mogu da budu 0.98 odnosno
0.96 [Sangar et al., 2004; Risti¢-Fira et al., 2009]. Rezultati istrazivanja su pokazali da je
erlotinib povecao radioosetljivost CRL-5876 ¢elija. Ovo poveéanje se ogleda u vrednosti
RBE koja za kombinovani tretman zrafenjem i erlotinibom iznosi 3.12+0.44. Takode,

kombinovana primena erlotiniba i zra¢enja dovodi do smanjenja D1 sa 5.6+0.6 Gy za samo
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zracenje na 2.9+0.4 Gy za kombinovani tretman. Koris¢enjem dobijenih Di vrednosti
odreden je i faktor povecanja radioosetljivosti (SER), koji iznosi 1.94+0.33. Rezultati ovih
eksperimenata pokazuju da je povecanje radioosetljivosti CRL-5876 celija indukovano
erlotinibom vece nego u slucaju drugih celijskih linija adenokarcinoma pluca, gde su se
SER vrednosti, definisane na isti na¢in, kretale u opsegu od 1.20 do 1.46 [Wang et al.,
2011].

Pracenje celijske vijabilnosti pomo¢u SRB testa citotoksi¢nosti omogucava
poredenje sa klonogenim esejom u in Vitro istrazivanjima. Zato se ovaj test uspesno koristi
za pracenje interakcije agenasa sa antikancerogenim dejstvom i zracenja. Ova istraZivanja
su naro¢ito pogodna za celije koje ispoljavaju intermedijernu radioosetljivost [Pauwels et
al., 2003]. Zbog toga je vijabilnost CRL-5876 ¢elija nakon primenjenih tretmana pracena i
SRB testom. U obe testirane vremenske tacke (72 h i1 7 dana), primeceno je statistici
znacajno smanjenje vijabilnosti ¢elija preteretiranih erlotinibom u odnosu na ¢elije koje su
izlagane samo nizim dozama zracenja (1, 2 1 4 Gy). Vise doze zraCenja (6 1 8 Gy) su
pokazale znacajan stepen inaktivacije ¢elija 7 dana nakon ozracivanja. S obzirom na to da
je naden visok stepen korelacije u odgovoru celija na primenjene tretmane, moze se
zakljuciti da SRB potvrduje rezultate dobijene klonogenim esejom.

U ovom radu je pomoc¢u BrdU testa odredena i proliferativna sposobnost CRL-5876
¢elija nakon tretmana erlotinibom 1 zra¢enjem. Utvrdeno je da je erlotinib znacajno smanjio
proliferaciju ¢elija 72 h nakon tretmana i u slucaju kada je primenjen samostalno i kada je
primenjen zajedno sa zra¢enjem. Medutim, nakon 7 dana, kod svih tretiranih uzoraka
zapaza se obnavljanje proliferativne sposobnosti ¢elija, naro¢ito kod uzoraka tretiranih
samim erlotinibom 1 niZim dozama zracenja (1 1 2 Gy). Uzevsi u obzir rezultate klonogenog
eseja, moze se zakljuciti da su celije koje su prezivele tretman zadrzale proliferativnu
sposobnost i da je kod nizih doza zracenja nivo proliferacije i dalje relativno visok.

Da bi uporedili rezultate i proverili eksperimentalne uslove, nivo prezivljavanja i
radioosetljivosti CRL-5876 c¢elija smo korelirali sa vrednostima dobijenim ispitivanjem jo$
dve kancerske linije ¢oveka. Kao model sistemi koriS¢ene su HTB140 ¢elije melanoma 1
59M ¢elije ovarijalnog kancera. Pomocu testova klonogenog prezivljavanja, vijabilnosti i

proliferacije je utvrdeno da su ove Celijske linije rezistentnije na zracenje od CRL-5876
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¢elija. U istim eksperimentalnim uslovima, obe ¢elijske linije imaju visoke SF2 vrednosti
(0.93+£0.01 za HTB140 i 0.91+0.01 za 59M Ccelije). Kao i u slu¢aju CRL-5876 Ccelija,
rezultati celijske vijabilnosti 1 proliferacije, kod obe linije, su potvrdili vrednosti dobijene
metodom klonogenog prezivljavanja. Opseg doza zracenja je prilagoden stepenu
radioosetljivost svake analizirane ¢elijske linije. Tako na primer, doza zracenja od 8 Gy
koja kod CRL-5876 ¢elija dovodi do snazne inaktivacije celija (<10% preZivelih), kod
HTB140 i 59M ¢elija redukuje broj ¢elija na ~ 80% prezivelih [Keta et al., 2013].

Uoceno smanjenje proliferativne sposobnosti ¢elija nakon tretmana moze biti
posledica promena na nivou c¢elijskog ciklusa. Na osnovu predhodnih eksperimenata, iz
opsega testiranih doza zradenja izdvojene Su doze od 2 i 8 Gy. Citofluorimetrijskom
metodom su praceni efekti zracenja sa ili bez 2 uM erlotiniba u Cetiri vremenske tacke: 24
h, 48 h, 72 h i 7 dana. Zracenje je izazvalo G2/M blok kod CRL-5876 ¢elija, a nakon 24, 48
1 72 h doslo je i do smanjenja broja celija koje se nalaze u S fazi. Kada je tretmanu
zraCenjem dodat i erlotinib, smanjenje populacije ¢elija u S fazi je bilo jo§ izraZenije.
Promene do kojih dolazi posle 48 h su karakterisane porastom broja ¢elija u G1 fazi
¢elijskog ciklusa. Prema podacima iz literature, citostaticko dejstvo erlotiniba je potvrdeno
1 kod drugih ¢elija karcinoma pluca, kao §to su H226 i A549 ¢elije, gde primena erlotiniba
takode dovodi do akumulacije ¢elija u G1/S fazi [Chinnaiyan et al., 2005; Wang et al.,
2011]. U inhibiciji procesa ¢elijske proliferacije tumor supresor p53 ima znacajnu ulogu.
Medutim, on je cCesto nefunkcionalan kod tumorskih celija. Pokazano je da je za
zaustavljanje Celijskog ciklusa u odgovoru na zracenje neophodan funkcionalan p53 koji
indukuje blokadu c¢elijskog ciklusa u G1 fazi. Takode je potvrdeno da p53 ucestvuje i u
nekim aspektima G2/M bloka [Bunz et al., 1998; Wang et al., 2011]. Zaustavljanje
¢elijskog ciklusa nakon primenjenih tretmana se kod CRL-5876 c¢elija moZe objasniti
¢injenicom da one eksprimiraju wt p53 [Phelps et al., 1996; Soussi et al., 2006].

U ispitivanjima cCelijske radioosetljivosti fosforilacija H2AX je osetljiv marker za
detekciju DSB. [Qu et al., 2013]. Pokazano je da broj y-H2AX fokusa nakon zracenja brzo
raste dok u narednih par sati postepeno opada kao posledica mehanizama koji ucestvuju u
reparaciji DSB. Medutim, kod nekih ¢elija se y-H2AX fokusi mogu zadrzati danima nakon

zraCenja u vidu rezidualnih (zaostalih) fokusa, tj. mesta na DNK na kojima je izostala
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reparacija DSB ili je doslo do nepravilne popravke lezija [Suzuki et al., 2006]. Nekoliko
studija je pokazalo da celijske linije koje imaju oSte¢enja u mehanizmima za reparaciju
zadrzavaju viSe y-H2AX fokusa po c¢eliji. Kod njih je takode, 24 h nakon ozracivanja,
zapazeno prisustvo veceg broja celija koje sadrze y-H2AX fokuse [Kato et al., 2006].
Smatra se da su rezidualni y-H2AX fokusi koji su detektovani 24 h nakon zraCenja
pokazatelj gubitka klonogenog kapaciteta ¢elije [Banath et al., 2010]. Kao $to je naznaceno
u poglavlju Cilj ove disertacije, testirana je hipoteza da erlotinib zbog mehanizma
delovanja, moze da povecava radioosetljivost CRL-5876 ¢elija. Efekti zracenja i erlotiniba,
kao 1 njthove kombinacije, na kinetiku nastanka 1 nestanka y-H2AX fokusa su praceni
imunofluorescentnom metodom na dva nacina. Zbog specificnosti tehnika za detekciju y-
H2AX fokusa, pri ve¢im dozama zraCenja, zbog velikog broja y-H2AX fokusa moze da
dode do njihovog preklapanja, a time i do konstatovanja nizeg broja fokusa, S$to
potencijalno predstavlja netac¢an rezultat. Zbog toga je za ispitivanje kinetike nastanka i
reparacije y-H2AX fokusa doza zraCenja prilagodena eseju i iznosila je 0.1 Gy. Efekti vecih
doza zracenja (2 i 8 Gy), koje su bile odabrane iz prethodnih eksperimenata, praceni su
metodom merenja ukupne fluorescence y-H2AX, 0.5 h 1 24 h nakon tretmana. Utvrdeno je
da broj y-H2AX fokusa raste odmah nakon izlaganja dozi od 0.1 Gy i dostize maksimum
posle 2 h, da bi nakon 24 h opao na kontrolni nivo. Statisticki znacajan porast u broju y-
H2AX fokusa kod ¢elija koje su pretretirane erlotinibom je naden samo 24 h nakon
tretmana. Kada su primenjene vece doze zracenja od 2 i 8 Gy, svi tretirani uzorci su
pokazali statisti¢ki znacajno povecanje ukupne fluorescence y-H2AX po ¢eliji ve¢ 0.5 h
nakon tretmana ali je 24 h nakon tretmana jedino ozracivanje ¢elija sa 8 Gy dovelo do
statisticki zna¢ajnog porasta vrednosti ukupne fluorescence y-H2AX u odnosu na kontrolu.
Pretretman erlotinibom kod ¢elija ozraenih sa 8 Gy doveo je do povecanja vrednosti
ukupne fluorescence u odnosu na samo zra¢enje u obe vremenske tacke. Dobijeni rezultati
su u skladu sa rezultatima imunoblot analize prema kojoj je zraCenje izazvalo porast
ekspresije y-H2AX, dok je predtretman erlotinibom doveo do daljeg porasta nivoa y-H2AX
kako u odnosu na kontrolu tako 1 u odnosu na samo zracenje.

Celijska smrt se u kontekstu radiobiologije izjednagava sa bilo kojim procesom koji

dovodi do trajnog gubitka klonogenog kapaciteta Celije [Joiner & van der Kogel, 2009].
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Linearno-kvadratni model (eng. linear-quadratic model, LQ) se zasniva na binarnom
ishodu: klonogena smrt nasuprot prezivljavanju ¢elije, iz cega proizilazi da su informacije o
tipu ¢éelijske smrti irelevantne za klinicku aplikaciju LQ modela [Bacler-Kubiczek, 2012].
Ovaj model ne uzima u obzir Cinjenicu da nekoliko tipova celijske smrti, kao §to su
apoptoza, autofagija, mitotska katastrofa, nekroza i senescencija, mogu doprineti gubitku
klonogenog potencijala u zavisnosti od vrste ¢elija, lokalne mikrosredine i primenjene doze
zraCenja [Murray & Mirzayans, 2013]. Takode je pokazano da su eseji koji se zasnivaju
samo na merenju apoptoze nedovoljno pouzdani za predvidanje ishoda radioterapije, kao i
da neapoptotski tipovi Celijske smrti ovde igraju vaznu ulogu [Abend, 2003; Brown &
Attardi, 2005]. Prvi korak u istraZzivanju bila je vizuelizacija strukturnih promena na model
sistemu koji je koris¢en u ovom radu do kojih dolazi pod delovanjem primenjenih agenasa.
Rezultati morfoloskih i ultrastrukturnih analiza, koji su opisani u poglavljima 4.7 i 4.8,
ukazuju na moguénost postojanja razli€itih vidova celijske smrti kod CRL-5876 ¢elija do
kojih dolazi usled pojedinacne ili kombinovane primene erlotiniba i y-zracenja.
Ultrastrukturne razlike izmedu celija ozrac¢enih viSom i nizom dozom zracenja, se
ogledaju, pre svega, u razlikama u mitohondrijalnoj populaciji. Brojne tamne mitohondrije
¢elija ozraCenih sa 2 Gy su verovatno posledica povecane potrebe Celije za sintezom ATP-
a, jer duboki uvrati koji su prime¢eni na membranama ozracenih ¢elija ukazuju na
mogucnost da se one joS uvek aktivno dele. Ovakav ultrastrukturni nalaz se dovodi u vezu
sa testovima vijabilnosti i proliferacije, prema kojima je vijabilnost ¢elija nakon primene 2
Gy i dalje relativno visoka, kao i sa rezultatima analize ¢elijskog ciklusa. Ozraéivanje ¢éelija
viSom dozom dovodi do pojave bubrenja mitohondrija, kristolize i dilatacije ER koja
ukazuje na pojavu stresa ER [Schonthal, 2012]. Na analiziranim mikrografijama su
zapazeni krupni autofagozomi koji zahvataju vece delove citoplazme u kojoj se nalaze
oStecene organele. Membrana autofagozoma najverovatnije nastaje od veoma proSirenih
cisterni ER [Raciti et al., 2012]. Prema podacima iz literature, stres ER moze imati
proapoptotsku ulogu [Vilatoba et al., 2005; Wang et al., 2008]. Medutim, postoje podaci
koji ukazuje da stres ER moze indukovati i autofagiju, tj. da nakon stresa ER nastanak
autofagije ima vaznu ulogu u ¢elijskom pezivljavanju [Ogata et al., 2006; Oh et al., 2009;

Matsumoto et al., 2013]. Stres ER nastaje nakupljanjem nepravilno savijenih i ostecenih
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proteina koji prevazilaze kapacitet molekularnih Saperona ("pratilaca") dostupnih u ER za
njihovo savijanje. U odgovoru na stress ER dolazi do aktivacije odgovora na prisustvo
nepravilno savijenih proteina (eng. unfolded protein response, UPR) koji smanjuju stres ER
i takode mogu indukovati autofagiju [Benbrook & Long, 2012]. Takode je pokazano da
stres ER izazvan zraCenjem moze da dovede do indukcije autofagije [Kim et al., 2010].
Analiza morfoloskih promena koje nastaju na CRL-5876 ¢elijama 72 h nakon zracenja
takode pokazuje izraZzenu citoplazmatsku vakuolizaciju u odnosu na kontrolne ¢elije, koja
moze da bude posledica procesa autofagije. Analiziraju¢i pojavu kiselih vezikula u
citoplazmi ozraenih c¢elija pokazan je dozno-zavisan porast broja ovih struktura.
Ozracivanje CRL-5876 celija takode dovodi do porasta ekspresije LC3-Il. Zbog toga se
moze predpostaviti da je dominantan oblik odgovora CRL-5876 ¢elija na zracenje indukcija
autofagije u vremenskoj tacki od 72 h nakon tretmana. U ovom slucaju, autofagija
najverovatnije ispoljava svoju citoprotektivnu funkciju [Palumbo & Comincini, 2013].

Ultrastrukturna analiza CRL-5876 celija koje su tretirane samo erlotinibom takode
ukazuje na znake ER stresa. Medutim, primecuje se manji broj autofagozoma nego kod
¢elija tretiranih zraCenjem. Svakako najupadljivija karakteristika celija pod tretmanom
erlotinibom jesu morfoloSke promene karakteristiCne za apoptotske celije: ,,baloniranje” 1
»pupljenje” celijske membrane i fragmentacija nukleusa. Takode, brojne nabubrele
mitohondrije i oCuvana morfologija nukleusa upuéuju na postojanje sekundarne nekroze.
Studije su pokazale da u odgovoru na odredeni stimulus koji dovodi do smrti ¢elije, obicno
postoji kontinuitet izmedu procesa apoptoze i nekroze [Silva, 2010]. Mnogi agensi dovode
do ostecenja Celije 1 apoptoze pri manjim dozama, a do aktiviranja procesa nekroze nakon
primene veéih doza. Cak u sluéaju primene iste doze citotoksi¢nog agensa, karakteristike
oba tipa ¢elijske smrti se mogu naci u istoj ¢eliji [Zong & Thompson, 2006]. Apoptotska ili
sekundarna nekroza se takode Cesto srec¢e kod ¢elija u kulturi, gde se proces fagocitoza od
strane susednih ¢elija najcesée ne desava, pa mrtve éelije zbog gubitka energije i integriteta
¢elijske membrane u kasnim stadijumima apoptoze mogu da dobiju karakteristike
nekroti¢nih ¢elija [Majno & Joris, 1995].

Rezultat koji navodi na zakljucak da kod CRL-5876 ¢elija tretiranih erlotinibom

dolazi do nastanka apoptoze kao dominantnog oblika umiranja c¢elija je kvantifikacija
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apoptotskih ¢elija 48 h nakon primenjenih tretmana. Za kvantifikaciju apoptoze je izabrana
ova vremenska tacka na osnovu analiza imunoblotova koja je pokazala da je odnos
Bax/bcl-2 proteina povisen 24 i 48 h nakon primene zraCenja i erlotiniba. Podaci iz
literature prema kojima se maksimalan broj apoptotskih ¢elija u in vitro uslovima najéesce
moze konstatovati 48 h posle ozraCivanja su takode uzeti u obzir pri izboru vremenske
tacke za kvantifikaciju apoptoza [Muschel et al., 1998]. Tretman erlotinibom je doveo do
pojave apoptoze u ~ 55% celija, dok je zracenje dozama od 2 i 8 Gy indukovalo apoptozu u
~ 12%, odnosno ~ 22% ¢elija. Dodatak erlotiniba u kombinovanim tretmanima je povecao
broj apoptotskih ¢elija, mada je to povecanje bilo statisticki znacajno samo kada je
primenjena doza od 2 Gy. Rezultati Western blot analize su takode pokazali da je od
primenjenih tretmana najveci uticaj na indukciju apoptoze, koji se ogleda u povecanju
Bax/Bcl-2 odnosa, imao erlotinib. U kombinovanom tretmanu sa zracenjem, erlotinib je
takode povecao odnos Bax/Bcl-2 48 h nakon tretmana, dok je samo zracenje pokazalo
najmanji efekat na porast Bax/Bcl-2. U ovoj vremenskoj tacki, Western blot analizom je
utvrdena 1 poviSena ekspresija pS3 proteina. Ovo se moze objasniti s obzirom na ¢injenicu
da p53 svoju funkciju u indukciji apoptoze ostvaruje transkripcionom aktivacijom
proapoptotskog Bax proteina [Mirzayans et al., 2012]. Erlotinib je najveéi efekat na
povecanje ekspresije p53 ostvario 24 h nakon tretmana, dok je u ozracenim i kombinovano
tretiranim uzorcima porast nivoa p53 bio nizi. U vremenskoj tacki od 48 h zabelezen je
visok nivo p21 proteina, kao i NF-«xB transkripcionog faktora. Multifunkcionalni protein
p21, pored inhibitornog dejtva na ¢elijski ciklus, uc¢estvuje u indukciji procesa senescencije,
a ima i ulogu negativnog regulatora procesa apoptoze [Abbas & Dutta, 2009]. lako su svi
tretmani doveli do povecanja ekspresije p21, znacajno povecanja nivoa p21 proteina bilo je
izazvano zracenjem, a bilo je najvece (~30 puta u odnosu na kontolu) u vremenskoj tacki
48 h. U literaturi je poznato da NF-kB ima antiapoptotsku ulogu kod ¢elija kancera i da
hemio- i radioterapija, dovode i do aktivacije NF-xB [Magné et al., 2006; Chen et al.,
2011]. Zbog toga bi se manji efekat zracenja na indukciju apoptoze u odnosu na erlotinib
mogao objasniti visokom ekspresijom p21 i NF-«xB.

Takode treba napomenuti da sam erlotinib u nasem eksperimentalnom modelu, za

razliku od zraéenja, nije izazvao veéi porast AVO (Slika 34), sto je u skladu sa rezultatima
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ultrastrukturne analize. Li i1 saradnici su testirali efekat klinicki relevantne doze erlotiniba
na indukciju procesa autofagije. Za to su koristili dve NSCLC ¢elijske linije sa mutiranim
EGFR statusom (delecije u egzonu 19), koje su osetljive na erlotinib kao i dve rezistentne
NSCLC linije (wt EGFR 1 L858R/T790M). Rezultati su pokazali da kod ¢elijskih linija
koje su osetljive na erlotinib dolazi do indukuje i apoptoze i autofagije. Kod c¢elijskih linija
koje su rezistentne na erlotinib nije doslo do indukcije procesa autofagije [Li et al., 2013].
Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji su saglasni sa nalazima ovih autora. Naime, i kod CRL-
5876 celija, koje eksprimiraju wt EGFR, rezultati dobijeni pomocu vise razli¢itih metoda
ukazuju na to da je apoptoza dominantan tip ¢elijske smrti u odgovoru na erlotinib.

U literaturi je poznato da kod kancerskih ¢elija koje su pretrpele velika oStecenja
izazvana zraCenjem moze da dode do mitotske katastrofe za koju je karakteristi¢no
stvaranje multinukleusnih ¢elija i/ili mikronukleusa [Miranda et al. 1996; Blank et al.,
2003; Park et al., 2010]. Kod maligno transformisanih ¢elija mitotska katastrofa se najéesce
povezuje sa defektima u kontrolnim tackama celijskog ciklusa [Roninson et al., 2001;
Castedo et al., 2004]. Da bi smo utvrdili efekte zracenja na indukciju mitotske katastrofe
kod CRL-5876 celija, kao i bi proverili da li erlotinib povecava mitotsku katastrofu nakon
zracenja, u ovom radu je uradena morfometrijska analiza nukleusa u tri vremenske tacke:
24 h, 72 h i 7 dana nakon tretmana. Rezultati pokazuju da zracenje izaziva dozno-zavisan
pad nukleusa normalne morfologije, kao i porast u broju nepravilnih nukleusa, koji se
smatraju pokazateljima mitotske katastrofe. Analizom morfoloskih promena CRL-5876
¢elija nakon tretmana, uocava se pojava dzinovskih, multinukleusnih ¢elija koja takode
predstavlja jednu od morfoloskih karakteristika mitotske katastrofe [Waldman et al., 1996].
Smatra se da dzinovske ¢elije najverovatnije nastaju fuzijom ¢elija koje se nalaze u procesu
mitoze i ¢elija koje su u S ili G2 fazi ¢elijskog ciklusa [Vakifahmetoglu et al., 2008;
Castedo et al., 2004]. Park i saradnici su u svojoj studiji koristili gefitinib, EGFR TKI koji
ima sli¢an mehanizam delovanja kao erlotinib. Oni su ustanovili da gefitinib povecava
radioosetljivost NCL-H460 i VMRC-LCD ¢elija inducijom mitotske katastrofe i da taj
proces podrazumeva inhibiciju ATM fosforilacije koja lezi u osnovi kaskade dogadaja koji
dovode do G2 bloka [Park et al., 2010]. Autori su analiziraju¢i druge tipove EGFR

inhibitora (monoklonsko antitelo cetuksimab), zakljucili da je inhibicija fosforilacije ATM
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verovatno specifi¢na za gefitinib, ili bar za EGFR TKI male molekulske mase. U ovoj
studiji je, u svim testiranim vremenskim tatkama, ustanovljeno da zra¢enje dovodi do
dozno-zavisnog porasta broja éelija sa fragmentisanim nukleusima. Medutim, nije utvrdena
statistiCki znacajna razlika u broju ovih ¢elija u sli¢aju kada je tretmanu zracenjem dodat
erlotinib. S obzirom na ovakav rezultat, namece se predpostavka da radiosenzitizacija CRL-
5876 celija ne podrazumeva indukciju mitotske katastrofe. Treba napomenuti da su u
navedenoj studiji primenjene viSe doze inhibitora od onih koje se nalaze u plazmi
pacijenata i da niza koncentracija erlotiniba, koju smo koristili u nasim eksperimentima,
mozda nije bila dovoljna da indukuje povecanje broja multinukleusnih ¢elija kao
pokazatelja mitotske katastrofe.

S obzirom na rezultate morfometrijske analize nukleusa koji su pokazali da zracenje
izaziva dozno zavisan porast krupnih nukleusa, koji mogu biti pokazatelj senescencije
¢elija, pristupilo se dodatnim ispitivanjima sa ciljem da se potvrde ovi nalazi. Senescentne
Celije karakteriSe pljosnata, ravna morfologija (eng. flattened), sa razvucenom,
granulisanom citoplazmom. Na biohemijskom nivou javljaju se metabolicke promene koje
dovode do povecanja aktivnosti lizozomalne B-galaktozidaze. Histohemijsko bojenje sa X-
gal dovodi do plave prebojenosti ovih ¢elija, ¢ime se omogucava njihovo prepoznavanje u
heterogenoj ¢elijskoj populaciji. Rezultati istrazivanja na NSCLC ¢elijskim linijama sa wt
EGFR su pokazali da erlotinib dovodi do povecanja radioosetljivosti putem indukcije
senescencije, i to kod 5 od 11 analiziranih c¢elijskih linija [Wang et al., 2011]. U ovoj
studiji, povecanje radioosetljivosti 1 indukcija senescencije su povezane sa zaostalim DSB
koji su indukovani zracenjem. Takode, u ovoj studiji je utvrdeno da su ovi procesi
nezavisni od p53 statusa ¢elija. Zanimljivo je da sam erlotinib nije indukovao senescenciju
niti je doveo do znacajnijeg smanjenja proliferacije kod ovih ¢elija. Rezultati dobijeni u
ovoj studiji pokazuju da je 7 dana nakon ozracivanja doslo do indukcije senescencije kod
CRL-5876 c¢elija, koja se ogleda u povecanju broja plavih ¢elija na analiziranim
preparatima. Ustanovljeno je da plavo prebojene ¢elije morfoloski ispunjavaju kriterijume
senescentnih ¢elija. lako je ozracivanje ¢elija dovelo do dozno-zavisne indukcije procesa
senescencije, sam erlotinib nije izazvao statisticki znacajno povecanje broja senescentnih

¢elija. Takode, iako je nakon kombinovanih tretmana broj senescentnih ¢elija veéi u odnosu
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na kontrolu, taj broj je manji nego u slucaju samog zracenja. Dobijeni rezultat je u skladu sa
rezultatima Western blot analize, tj. nivoom ekspresije p21. U ovoj vremenskoj tacki,
ekspresija p21 je nakon zracenja bila ~ 25 puta veca u odnosu na kontrolu dok je nakon
kombinovanog tretmana ~ 8 puta veca. Posle primene samog erlotiniba ekspresija p21
ostaje na nivou kontrole.

U analizi narednih rezultata poCecemo od stava: “Najbolja pocetna pozicija za
otkrice novog leka je poceti od starog” [Chong & Sullivan, 2007]. Ovom recenicom se
opisuje pristup u otkri¢u novih lekova u tretmanu kancera u kome se poznatom leku nalazi
nova klini¢ka primena. Jedan od ovakvih lekova je i hlorokin, 5-aminokvinolinski agens
koji se koristi u terapiji malarije [Cufi et al., 2013]. Pokazano je da hlorokin inhibira proces
autofagije tako Sto inhibira lizozomalne proteaze i sprecava dogadaje koji dovode do fuzije
autofagozoma i lizozoma. Hlorokin je jedan od najSire koris¢enih inhibitora autofagije in
vitro i in vivo [Amaravadi et al., 2011; Mancias & Kimmelman 2011]. Pored toga, hlorokin
i njegovi derivati su jedini inhibitori procesa autofagije ¢ija je primena u klini¢koj praksi
odobrena od strane FDA. Trenutno se vise od 30 klinickih studija bavi pitanjem da li
farmakoloska inhibicija autofagije hlorokinom i hidroksihlorokinom moze da dovede do
povecanja efektivnosti postojecih terapija kancera [Gorski et al., 2012; Maycotte et al.,
2012]. Kod pacijenata sa NSCLC su u toku klini¢ke studije koje testiraju bezbednost i
efikasnost kombinovanja hidroksihlorokina sa razli¢itim lekovima koji se ve¢ nalaze u
klinickoj upotrebi. Jedna od ovih studija je u fazi I i Il testirala i potvrdila bezbednu
upotrebu hidroksihlorokina uz erlotinib [Goldberg et al., 2012].

U ovom radu je in vitro testirana efikasnost razli¢itih kombinacija zracenja y-
zracima, hlorokina i erlotiniba u eliminaciji NSCLC CRL-5876 ¢elija sa posebnim osvrtom
na tipove Celijske smrti koje ovi specificni tretmani indukuju. Na osnovu SRB testa
citotoksicnosti utvrdeno je da hlorokin ima slabiji efekat na smanjenje vijabilnosti CRL-
5876 celija nego erlotinib. Najvece smanjenje vijabilnosti celija je zabelezeno 72 h nakon
primene kombinacije ovih agenasa, dok je 7 dana nakon tretmana zabeleZen trend
oporavka, tj. porasta vijabilnosti ¢elija. U kombinovanim tretmanima sa zracenjem,

primecen je isti trend. Najbolje rezultate u smanjenju celijske vijabilnosti pokazao je
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trostruki tretman, tj. primena erlotiniba, hlorokina i zracenja. Za to je bila najpovoljnija
vremenska tacka od 7 dana.

Bioloski efekti hlorokina se zasnivaju na njegovim lizozomotropnim osobinama
[Amaravadi & Thompson, 2007]. U neprotonovanoj formi, on moze da difunduje kroz
¢elijske membrane i da se nakon protonacije akumulira u kiselim organelama, kao Sto su
lizozomi. Hlorokin inhibira autofagiju u kasnoj fazi, pa je karakteristika celija tretiranih
ovim agensom akumulacija, a ne inhibicija AVO u citoplazmi [Tasdemir et al., 2008].
Zbog toga 1 u naSim eksperimentima hlorokin kod ozracenih ili ¢elija pretretiranih
erlotinibom dovodi do povecanja crveno obojenih vakuola (Slika 33). Literaturni podaci
ukazuju na znacajan potencijal hlorokina u radio- i hemiosenzitizaciji tumorskih celija
[Solomon & Lee, 2009]. Fan i saradnici su pokazali da hlorokin inhibira rast i indukuje
apoptozu i nekrozu kod A549 ¢elija karcinoma pluca [Fan et al., 2006]. Nize koncentracije
hlorokina (0.25-32 pM) izazivaju vakuolizaciju i povecanje kiselog kompartmana u
¢elijama 1 imaju antiproliferativno dejstvo na ove ¢elije. Nasuprot tome, vise koncentracije
hlorokina (64-128 pM) indukuju apoptozu 24 h nakon tretmana uz nizak nivo
vakuolizacije. Takode je zanimljivo, da duZe izlaganje hlorokinu (72 h), pri
koncentracijama od 32 do 64 uM, dovodi do nekroze A549 ¢elija. Autori skorasnjih studija,
u kojima je pokazano da hlorokin takode povecava citotoksican efekat erlotiniba putem
indukcije apoptoze, pretpostavljaju da bi indukcija autofagije mogla biti klju¢ni faktor
rezistencije na erlotinib kod NSCLC ¢elija sa wt EGFR [Schwartz et al., 2012; Zou et al.,
2013]. U eksperimentima koji su opisani u ovoj disertaciji, nivo apoptoze CRL-5876 ¢elija
48 h nakon tretmana hlorokinom je nizi nego posle tretmana erlotinibom, i1 iznosi ~ 12%.
Medutim, dodavanje hlorokina ostalim tretmanima (erlotinib, zracenje, erlotinib + zracenje)
dovodi do povecanja broja apoptotskih cCelija, kako u odnosu na kontrolu, tako i u odnosu
na sve navedene tretmane bez hlorokina. Rezultati istrazivanja primenjenih tretmana na
indukciju procesa autofagije kod CRL-5876 celija su pokazali da prisustvo hlorokina
znacajno povecava crvenu fluorescenciju, kako u slu¢aju kada je primenjen pojedinacno,
tako 1 u kombinaciji sa erlotinibom. Hlorokin u kombinaciji sa zracenjem, kao 1 primena

sva tri agensa, dovodi do statisticki znacajnog pove¢anja AVO. Ovo povecanje se zapaza
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kako u odnosu na kontrolne éelije tako i u odnosu na ¢elije kod kojih je primenjen samo
tretman zracenjem.

Komparativna studija uticaja supresije procesa autofagije na indukciju senescencije
pokazuje da sam hlorokin ne dovodi do povecanja B-gal pozitivnih ¢elija u odnosu na
kontrolu, a da u kombinaciji sa zraCenjem, kao i kada je trec¢i agens kod tretmana erlotinib
+ zracenje, dovodi do smanjenja senescencije u odnosu na samo zrac¢enje (Slika 36). Ovi
rezultati su u vezi sa podacima iz literature koji pokazuju da se procesi autofagije i
senescencije mogu odigravati paralelno, kao i da indukcija autofagije pospesuje razvitak
senescentnog fenotipa. Izlaganje MCF-7 (elija tumora dojke koncentracijama
doksorubicina i1 kamptotecina koje odgovaraju klini¢kim vrednostima, dovodi kako do
indukcije autofagije tako i do indukcije senescencije, koje su bile povezane sa povisenom
ekspresijom p53 i p21 [Goehe et al., 2012]. Farmakoloska inhibicija procesa autofagije
hlorokinom dovodi do odlaganja ispoljavanja senescentnog fenotipa kod ovih ¢elija, iako
ukupna senescencija izazvana doksorubicinom i kamptotecinom nije bila smanjena. Ovo je
autore navelo na zakljuak da autofagija povecava i olakSava proces senescencije,
verovatno obezbedivanjem dodatnog izvora energije koji omogucava celijama da udu u
produzeno stanje mirovanja. Treba napomenuti da u su u vremenskoj tacki od 7 dana
takode nadene poviSene vrednosti NF-kB i ciklina D1 kod uzoraka tretiranih zracenjem. S
obzirom na to da NF-kB stimuli$e transkripciju ciklina D1 [Hinz et al., 1999], sli¢ni profili
koji su dobijeni kao odgovor na primenjene tretmane su ocekivani. PoviSena ekspresija
ovih proteina takode moze biti u vezi sa indukcijom senescencije kod CRL-5876 ¢elija.
Odredene studije su pokazale da akumulacija ciklina D1 u senescentnim ¢elijama, moze da
bude posledica povisenog nivoa p21. Prema ovim studijama, p21 indukuje akumulaciju
ciklina D1 u nukleusu putem inhibicije njegovog izlaska iz nukleusa [Alt et al., 2002].
Medutim, druga studija je pokazala da Ras onkogen indukuje akumulaciju p21 tako S$to
dovodi do povecanja nivoa ciklina D1 kod Ras-transformisanih misjih fibroblasta
[Coleman et al., 2003]. Ovi autori smatraju da Ras dovodi do stabilizacije p21 indukujuéi
stvaranje p2l-ciklin D1 kompleksa, ¢ime se spreCava degradacija p21 od strane 20S

proteozoma. Zbog toga je moguce da na pocetku procesa senescencije povisen nivo p21
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dovodi do akumulacije ciklina D1 u nukleusu koji stabiliSe p21 i omogucéava njegovu dalju
akumulaciju.

Kontrolne tacke celijskog ciklusa i reparacija oSte¢enja na DNK su regulisani
signalnim putevima koji predstavljaju tzv. odgovor Celije na oSteCenja DNK (eng. DNA
damage response, DDR). Ovi signalni putevi u velikoj meri uticu na bioloske posledice
zracenja, ukljucujuci celijsku smrt. DDR ne odreduje samo prezivljavanje ¢elija nakon
zraenja, vec 1 tip Celijske smrti, kao i vreme u kome ¢e ona nastupiti [Joiner & van der
Kogel, 2009]. Naime, kod tumorskih ¢elija najées¢e prode nekoliko mitoza od momenta
ozraCivanja do nastupanja Celijske smrti. [ako DDR signalni putevi uspevaju da poprave
vecéinu oSte¢enja na DNK izazvanih zracenjem, kod velikih oSte¢enja DNK oni najéeScée ne
mogu da sprece da neke celije sa DNK prekidima udu u mitozu. U ovom radu je utvrdeno
da u slucaju CRL-5876 ¢elija velike doze zracenja dovode do povecanja DSB, koji se mogu
detektovati i 24 h nakon tretmana. Nekompletna ili nepravilna reparacija DNK dovodi do
hromozomskih aberacija, a sudbina takvih ¢elija zavisi od tipa ovih aberacija [Brown &
Attardi, 2005]. Celije sa dicentriénim hromozomima i acentri¢nim fragmentima (koji mogu
da formiraju mikronukleuse), najées¢e umiru nakon zracenja. Prisustvo dve centromere u
dicentri¢nim hromozomima sprecava njihovo razdvajanje u metafazi, zbog ¢ega dolazi do
mitotske katastrofe, koja za posledicu ima smrt ¢elije. Tako mitotska katastrofa moze da
dovede do razli¢itih oblika éelijske smrti, kao $to su apoptoza, autofagija, nekroza ili
senescencija. Ovde je pokazano da CRL-5876 ¢elije ispoljavaju znake mitotske katastrofe
ve¢ 24 h nakon tretmana zracenjem. S obzirom na to da su rezultati pokazali da zracenje
indukuje 1 apoptozu i senescenciju kod CRL-5876 c¢elija, ovi oblici ¢elijske smrti se
najverovatnije deSavaju kao posledica mitotske katastrofe. lako erlotinib dovodi do
statistiCki znacajnog povecanja y-H2AX fokusa 24 h nakon tretmana zracenjem od 8 Gy,
utvrdeno je da on svoje radiosenzitizirajue dejstvo ostvaruje prvenstveno putem indukcije
apoptoze, a ne mitotske katastrofe. Takode, jedna od vaznih posledica ozracCivanja CRL-
5876 celija jeste i indukcija citoprotektivne autofagije. Rezultati analiza dejstva
kombinovanih tretmana u kome je hlorokin doveo do poveéanja apoptoze putem inhibicije
autofagije, upucuju da se primenom ovog agensa znacajno moze povecati radioosetljivost

CRL-5876 ¢elija.
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ZAKLJUCCI

CRL-5876 ¢elije NSCLC adenokarcinoma ¢oveka sa vrednos¢u SF2 = 0.61 spadaju

u grupu radiorezistentnih tumorskih ¢elija.

Erlotinib je povecao osetljivost CRL-5876 c¢elija na vy-zraCenje, a promena
radioosetljivosti se ogleda kroz promenu vrednosti SF2, RBE(2 Gy, y) i Djo, Faktor

povecanja radioosetljivosti izra¢unat na osnovu Djo (SER (D1g) iznosi 1.9.

ZraCenje 1 erlotinib smanjuju vijabilnost 1 proliferaciju CRL-5876 (elija.
Kombinovani tretman dovodi do vece inaktivacije ¢elija u odnosu na pojedinacne.
Ove vrednosti su u saglasnosti sa vrednostima koje su dobijene za radiobioloske
parametre. Medutim, kada je primenjen samostalno i sa nizim dozama zraenja,

efekat erlotiniba na proliferaciju ¢elija se gubi nakon sedam dana.

ZraCenje 1 erlotinib dovode do promena u celijskom ciklusu CRL-5876 ¢elija.
Zracenje izaziva G2/M blok, dok erlotinib dovodi do smanjenja broja ¢elija u S fazi
¢elijskog ciklusa. Kombinovani tretman (y-zracenje + erlotinib) dovodi do najvec¢ih
promena u distribuciji ¢elija 48 h nakon tretmana (povecanje G1 i smanjenje S
faze). Rezultati analize Cc¢elijskog ciklusa su komplementarni sa relevantnim

podacima proliferativne aktivnosti CRL-5876 celija.

Zracenje dovodi do porasta y-H2AX fokusa. Predtretman erlotinibom dovodi do
povecanja broja y-H2AX fokusa. Prisustvo rezidualnih y-H2AX fokusa 24 h nakon
tretmana ukazuje na kaSnjenje u reparaciji DSB, $§to se dovodi u vezu sa

redukovanim klonogenim prezivljavanjem.
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6. Zracenje i erlotinib dovode do promena u morfologiji i ultrastrukturi CRL-5876
¢elija. ZraCenje dovodi do pojave dzinovskih, multinukleusnih ¢elija. Na
ultrastrukturnom nivou vidi se da tretmani dovode do stresa ER. Rezultati
ultrastrukturne analize su povezani sa testovima vijabilnosti i proliferacije, kao i sa

rezultatima analize Celijskog ciklusa.

7. Zraenje dovodi do indukcije mitotske katastrofe, kao i citoprotektivne autofagije.
Takode, od svih primenjenih tretmana, zracenje ima najveci efekat na indukciju

senescencije kod CRL-5876 celija.

8. Efekti erlotiniba se ostvaruju prvenstveno putem indukcije apoptoze. Kombinovani
tretmani (y-zracenje + erlotinib) su povecali apoptozu CRL-5876 ¢elija u odnosu na
samo zracenje. Promena nivoa ekspresije signalnih molekula za analizirane tipove
¢elijske smrti je u skladu sa citofluorimetrijskim merenjima i1 zapazenim

promenama ¢elijske morfologije.

9. Hlorokin u kombinovanim trtmanima sa y-zraenjem i erlotinibom smanjuje
vijabilnost CRL-5876 celija. Medutim, kada je primenjen samostalno efekat
hlorokina na vijabilnost celija se gubi nakon sedam dana. Hlorokin u svim
kombinovanim tretmanima dovodi do povecanja apoptoze i smanjenja senescencije
CRL-5876 ¢elija.
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBy

MoTnucaxu-a Otunuja 1. Keta

6poj nHaekca BO 070003

U3jaBrbyjem
Aa je pokTopcka AncepTauuja nog HacnoBoM

In vitro cTyauja HecuTHohenujckor kapuuHoma nnyha: edekaTt JoHu3yjyher 3payera un

UHXMBUTOPA TUPO3UH _KMHA3HE aKTUBHOCTM peuenTtopa 3a enuaepmantu akTop

pacta

¢ pes3ynTaT CONCTBEHOr UCTpaXusBa4kor paaa,

* fanpeanoxeHa aucepTauuja y LENWHU HY y enoBuMa Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujawe Ouno koje AWNMOME Npema CTyAWjCKUM NporpamMuma apyrix
BUCOKOLLUKOMNCKUX yCTaHoBa,

e [ia Cy pe3yntaTtun KOPEeKTHO HaBeaeHu u

* ©fa HUCaM Kpuo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTEneKTyanmHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

MoTnuc aoktopaHaa

Y Beorpapy, 02.07.2014.
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Mpwnor 2.

M3jaBa 0 NICTOBETHOCTM LUTAMMaHe U eNEeKTPOHCKe
Bep3uje JOKTOPCKOr paaa

Vime n npesume aytopa Otunuija [. Keta
Bpoj usgekca BO 070003
CTyavjcku nporpam Buonorwja henwja u TkmBa

Hacnos papa: _In vitro ctyanja HecutHohenwjckor kapumHoma nnyha: edekat

joHusyjyher 3payera u MHXMBUTOPa TUPO3UH KMHA3HE aKTUBHOCTU

peuenTtopa 3a envaepmManyu dakTop pacTa

MeHnTopu:  ap Anekcangpa Puctuh-®upa, Hay4Hu caBeTHuK, IHCTUTYT 3a HykneapHe
Hayke ,BuHuya“, YHusep3auteT y beorpaagy

ap Anekcangpa Kopah, peaosHu npodecop, buonowwku akynrer,
YHusepautet y beorpaagy

Motnucanw/a Otunuija [. Keta

M3jaBrbyjem aa je wramnaHa sep3unja MOr AOKTOPCKOr paga UCTOBETHA €MNEKTPOHCKO]
BEp3nju KOjy caMm npepao/na 3a objaBrbuMBake Ha noprtany [AururanHor
peno3utopujyma YHuBep3utera y Georpaay.

[o3sorbaBam aa ce objaBe Moju NWYHW Nogaun Be3aHw 3a gobuvjare akagemckor
3Bakba AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U NpesumMe, roauHa v Mecto pohiewa v gatym
opbpaHe papa.

OBM nu4yHM nogaum Mory ce 06jaBuT Ha MpPEeXHUM CTpaHuuama aurutanHe
6ubnuoTteke, y enekTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauujama YHusepauteta y beorpagy.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, 02.07.2014.
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Mpwunor 3.

U3jaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6uGnuoteky ,Csetosap Mapkosuh' aa y Aurutanniu
peno3uTopujyM YHusepauTeTa y Beorpagy yHece Mojy AokTopcky AavcepTtauujy noa
HacnosoMm:

In vitro cTyavja HecuTHOhenujckor kapuuHoma nnyha: edekar joHuayjyher 3payera u

VHXMBWUTOPA TUPO3WH _KUHA3HE aKTUBHOCTU pelenTopa 3a enuaepmaniu akTop

pacra

KOja je Moje ayTopcKo geno.

AucepTauwjy ca ceum Npunosuma npesao/na cam y enekTpoHCKOM hopmaTy norogHomM
3a TpajHO apXvuBMparse.

Mojy RokTopcky AvcepTaumjy noxpareHy y [urutantu penoautopujym YHusepauteta
y Beorpaay mory aa kopucTe cBu Koju nowTyjy oapeabe cagpxare y opfabpaHom Tuny
nuuerue KpeatusHe sajeqHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyuuo/na.

1. AyTopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjanHo
@ AyTOpCTBO — HekoMepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjanHO — AeNUTU No4 UCTUM yCnoBuMa
5. AytopcTeo — 6e3 npepaae
6. AyTOopCcTBO — AENUTY NOA UCTUM yCroBuMa

(Monumo aa 3aoKpyxuTe camo jedHy OA LWECT NOHYREeHWX NUUeHUW, kpaTak onuc
nuueHuUmn gart je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc aokTtopaHaa

Y beorpagy, 02.07.2014

Q(’/a Ju,é/ QaQ féf&. u\’
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