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(engl. interferon-y)
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1. UVOD

Stani¢na migracija i morfogeneza imaju vaznu ulogu u mnogim razvojnim procesima i funkciji
imunosnog sustava te su konzervirane u metazoa. Primarno ih regulira reorganizacija aktinskog
citoskeleta koja zahtijeva prostornu i vremensku koordinaciju signalnih puteva s aktinskim regulatornim
i aktin-vezujuéim proteinima. Vise je patoloskih stanja u ljudi povezano s aberantnom i dereguliranom

mobilnosti stanica i invazijom, kao $to je slucaj kod raka (Mondal i ostali 2021).

Svi zlo¢udni tumori mogu metastazirati, pri ¢emu stanice primarnog tumora migriraju do
udaljenih organa (Andreis i ostali 2010; Talmadge i Fidler 2010). Metastatska kaskada moze se podijeliti
na nekoliko stadija: lokalna invazija, intravazacija, prijenos u krvotoku, ekstravazacija i kolonizacija
(Pecorino 2012; Martin i ostali 2013; Mondal i ostali 2021). Na putu do mjesta budu¢e metastaze, stanica
prolazi kroz razli¢ita okruzenja, kao $to su gusti izvanstani¢ni matriks (ECM, engl. extracellular matrix),
tijesni medustani¢ni prostori krvozilnog endotela ili pak nutrijentima bogata perivaskularna nisa
(Pecorino 2012; Er i ostali 2018). Ove procese omogucavaju promjene u aktinskom citoskeletu, pri ¢emu

se mijenjaju elasticna svojstva stanice (Xu i ostali 2012; Jacobs i ostali 2013).

Metastatska se kaskada u svakom koraku moze zaustaviti, zbog ¢ega je na razini pojedinane
stanice poznata kao izuzetno neucinkovit proces (Janssen i ostali 2017). Imunosni sustav takoder
sudjeluje u borbi protiv tumora. U protutumorskoj imunosnoj reakciji sudjeluju nespecificni i specificni
oblici imunosti, ukljucuju¢i prirodno-ubilacke stanice (NK stanice, engl. natural killer cells) i
citotoksi¢ni limfociti T (CTL-ovi) (Andreis i ostali 2010). Oni prepoznaju tumorsku stanicu, s njom

ulaze u bliski kontakt u imunosnoj sinapsi (IS) te ju nastoje eliminirati (Usmani i Mempel 2021).

Krutost (engl. stiffness) materijala je mjera opiranja deformaciji kada na njega djeluje vanjska
sila (Gkretsi i Stylianopoulos 2018). Budu¢i da se radi o opipljivoj znac¢ajki tkiva, ve¢ joj je dugo poznata
vaznost u dijagnostici tumora. Naime, postoji veza izmedu krutosti ECM-a i tumorskog fenotipa (Huang
i Ingber 2005). Interes istraziva¢a usmjerio se i na krutost pojedinacnih stanica koja se moze mjeriti
mikroskopijom (Xu i ostali 2012). Huse (2017) navodi kako su veze izmedu liganada, stani¢nih
receptora, unutarstani¢nih signalnih puteva i transkripcijskih regulatora primarno shvacane kao kemijski
entitet, Sto, iako nije pogresno, stavlja na stranu vaznost utjecaja mehanickih sila. Buduéi da istrazivanja
sugeriraju da fizikalna priroda IS-a igra vaznu ulogu u citotoksi¢nosti, moduliranje fizikalnih svojstava
stanica raka predstavilo se kao potencijalan mehanizam bijega od ovog "poljupca smrti" (Huse 2017;

Tello-Lafoz i ostali 2021; Usmani i Mempel 2021).



2.  RAZRADATEME

2.1 Grada i funkcija aktinskog citoskeleta

Citoskelet je heterogena stani¢na struktura s tri glavne sastavnice: aktinski filamenti, mikrotubuli i
intermedijarni filamenti. On nije potpuno kontinuiran niti uniforman u prostoru, ve¢ mu se sadrzaj i
raspored sastavnih dijelova mijenja od jezgre prema perifernim dijelovima stanice. Grada mu varira i u

vremenu, odgovarajuci na podrazaje iz unutarnjeg i vanjskog mikrookoli$a (Tafazzoli-Shadpour i ostali

2020).

Aktin je najzastupljeniji citoskeletni protein vecine stanica (Cooper 2019). Molekule
globularnog monomera nazvanog G-aktin (globularni aktin) polimeriziraju u F-aktin (filamentozni
aktin), koji u citoplazmi tvori aktinske filamente ili mikrofilamente (Nelson i ostali 2008; Glyakina i
Galzitskaya 2020). Procese polimerizacije i depolimerizacije reguliraju posebni aktin-vezujuéi proteini
(Cooper 2019; Glyakina i Galzitskaya 2020). Aktinski su filamenti najzastupljeniji u perifernim
dijelovima stanice, tj. stanicnom korteksu, za razliku od mikrotubula i intermedijarnih filamenata koji
se nalaze ve¢inom u unutra$njosti (Bray 2001; Tafazzoli-Shadpour i ostali 2020). ZasluZzni su za razlicite
stanicne funkcije, kao §to su kretanje, promjena oblika stanice, citokineza, egzo- i endocitoza,
preraspodjela povrsinskih receptora i sl. (Cooper 2019; Glyakina i Galzitskaya 2020). Opcenito,
smatraju se fizikalno najvaznijim dijelovima citoskeleta, zahvaljuju¢i svojoj klju¢noj ulozi u svim

aspektima stani¢ne deformabilnosti i pokretljivosti (Tafazzoli-Shadpour i ostali 2020).

2.1.1 Struktura aktinskih filamenata i njihova organizacija u stanici

Molekula G-aktina najceS¢e se sastoji od 375 aminokiselinskih ostataka i ima molekularnu masu od
42 kDa (Bray 2001). U dubokom rascjepu u srediStu molekule nosi ¢vrsto vezan esencijalni kofaktor
adenozin-5'-trifosfat (ATP) ili adenozin-5'-difosfat (ADP) (Bray 2001; Alberts i ostali 2017). Unutar tog
rascjepa nalazi se i vezno mjesto za drugi esencijalni kofaktor, Ca®*. Aminokiselinski sastav tipi¢an mu
je za globularni protein, uz blago prevladavanje kiselih ostataka, Sto mu daje izoelektri¢nu tocku oko pH
5,5 (Bray 2001). U eukariota postoji nekoliko razli€itih tipova aktina koje kodiraju geni unutar aktinske
porodice, no njihova je primarna struktura visoko konzervirana (Cooper 2019). U kraljeznjaka postoje
tri klase izoformi razli¢itih izoelektri¢nih toCaka: a-aktin, ve¢inom karakteristi¢an za miSi¢ne stanice, te
B- 1 y-aktin, karakteristicni za ostale stanice (Bray 2001; Vedula i Kashina 2018; Glyakina i Galzitskaya
2020). Malo se zna o specificnosti interakcija izoformi s drugim stani¢énim proteinima (Miiller i ostali

2013).

F-aktin je desna helikalna struktura Sirine oko 8 nm sastavljena od dva protofilamenta. Zbog
asimetri¢nih podjedinica iste orijentacije, aktinski filamenti imaju strukturno razlicite krajeve, tj. polarni

su. Imaju brzo-rastuci plus kraj (engl. plus end, barbed end) i sporo-rastuéi minus kraj (engl. minus end,



pointed end). Pojedinacni aktinski filamenti prili¢no su fleksibilni, a njihova se krutost moze povezati s
duljinom perzistencije (engl. persistence length), minimalnom duljinom filamenta pri kojoj ¢e ga
nasumicne termalne fluktuacije vjerojatno saviti tako da orijentacija krajeva postane nasumi¢na. Ona
iznosi 18 um, $to nije mnogo (za usporedbu, kod mikrotubula iznosi 6000 um), ali u zivucéoj stanici
pomo¢ni proteini krizno povezuju i skupljaju mikrofilamente u sveznjeve, pritom stvarajuci kruce

strukture (Bray 2001; Alberts i ostali 2017).

Strukture viseg reda u koje se aktinski filamenti organiziraju unutar stanice su sveznjevi (engl.
bundles) 1 mreze. Sveznjevi mogu biti stati¢ni ili kontraktilni (Bray 2001). U njima su aktinski filamenti
malim 1 krutim proteinima krizno povezani u guste paralelne nizove, dok su u mrezama aktinski
filamenti velikim i fleksibilnim proteinima krizno povezani u ortogonalne nizove (Cooper 2019). Jedna
takva mreZa, nazvana stani¢ni korteks, nalazi se uz unutarnju stranu plazmatske membrane i predstavlja
mjesto najvece koncentracije aktinskih filamenata u stanici (Alberts i ostali 2017; Cooper 2019). Njene
su uloge mehanicka potpora, odredivanje oblika stanice i gibanje stani¢ne povrSine, Sto otvara

moguénost migracije pojedinih stanica, medu kojima su i tumorske (Jacobs i ostali 2013; Cooper 2019).

Aktin stupa u interakciju s velikim brojem stani¢nih proteina (Izdebska i ostali 2020). Aktin-
vezujuéi proteini ukljueni su u vezanje za krajeve filamenata, krizno povezivanje, odsijecanje i
stvaranje sveznjeva aktinskih filamenata (Aseervatham 2020). Uz barem jednu aktin-vezuju¢u domenu
prisutnu kod svih aktin-vezuju¢ih proteina, mnogo ih sadrzi i regulatornu domenu koja veze Ca**ili
fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat, uklju¢ene u brojne signalne puteve (Waelkens i ostali 1995; Bray 2001;
Nelson i ostali 2008). Aktin-vezujuci proteini takoder prostorno i vremenski kontroliraju polimerizaciju
i depolimerizaciju aktinskih filamenata (Aseervatham 2020). Ovo je vazno za stvaranje aktinskih
struktura koje stanice koriste tijekom metastaze, npr. invadopodija (Jacquemet i ostali 2015;
Aseervatham 2020). Takoder, u stanicama raka prisutna je aberantna regulacija dinamic¢ke ravnoteze
izmedu G- 1 F-aktina. Opéenito, pronadeno je mnogo kompleksnih poveznica izmedu aktin-vezujucih

proteina i ove bolesti (Aseervatham 2020).

U mnogo tipova kretanja stanica, aktinski filamenti povezani su s miozinom, tropomiozinom i
troponinom. Miozin je prototip molekularnog motora, proteina koji pretvara kemijsku energiju iz
ATP-a u mehanicku energiju (Cooper 2019). Ovaj model pokretanja otkriven je na primjeru misica, ali
ima 1 brojne uloge u pokretima nemisi¢nih stanica, kao $to su migracija, stani¢na dioba te unutarstani¢ni
transport vezikula i organela (Huse 2017; Cooper 2019). Rjede spominjane uloge aktinskih filamenata
ukljucuju sidrenje enzima, oznacavanje specifi¢nih lokacija unutar stanice (npr. mjesto pupanja u stanici

kvasca), prijenos mRNA do mjesta povezivanja s ribosomima i drugo (Bray 2001).



2.1.2 Kinetika polimerizacije aktina

Za mehaniCka svojstva stanice posebno je vazno dinami¢ko remodeliranje filamentoznih aktinskih
struktura u njezinom korteksu (Mierke 2018). Polimerizacija aktina moze se opisati krivuljom
podijeljenom u tri faze: lag faza (engl. lag phase), faza rasta (engl. growth phase) i ustaljeno stanje (engl.
steady state) (Alberts i ostali 2017). Trajanje lag faze odgovara vremenu potrebnom za nukleaciju.
Naime, helikalni polimer stabiliziran je interakcijama susjednih podjedinica. Dvije se molekule
G-aktina relativno slabo vezu jedna za drugu, ali je trimer stabilniji i zbog toga moze posluziti kao klica
za polimerizaciju. U stvaranju klice mogu sudjelovati protein Wiskott-Aldrichovog sindroma (WASP,
engl. Wiskott-Aldrich syndrome protein) i kompleks proteina povezanih s aktinom 2/3 (Arp-2/3, engl.
actin related protein 2/3 complex) (Ritter 1 ostali 2013; Alberts i ostali 2017). U fazi rasta dolazi do
produljenja polimera. Nakon nekog vremena se postize tzv. kriti¢na koncentracija (C.) G-aktina u kojoj
su G-aktin i F-aktin u kemijskoj ravnotezi (1) te vrijedi (2). Konstante brzine polimerizacije i
depolimerizacije oznaCavaju se kao kon [M' s'], odnosno ko [s'], dok K4 predstavlja konstantu

disocijacije (Bray 2001; Alberts i ostali 2017).
konC = kogr (1)

Ce=12 =K (2)

kon

Dok je brzina polimerizacije proporcionalna koncentraciji slobodnog G-aktina (k.nC), brzina
depolimerizacije je konstantna (kof). Obje su konstante puno vece za plus kraj nego za minus kraj. Dakle,
iznad kriti¢ne koncentracije, plus kraj raste mnogo brze, isto kao Sto ispod kriti¢ne koncentracije brze
depolimerizira (Bray 2001; Alberts i ostali 2017). Svejedno, uz pretpostavku da sve podjedinice imaju
jednak nukleotidni status, dva kraja aktinskog filamenta imaju jednak neto afinitet za nove podjedinice.
G-aktin dolazi u dva nukleotidna statusa: D oblik (vezan za ADP) i T oblik (vezan za ATP). Aktin moze
katalizirati hidrolizu ATP-a, koja je vrlo spora u slobodnom G-aktinu, ali je brza kad je ugraden u
F-aktin. S hidrolizom dolazi do negativne promjene slobodne energije (AG). AG disocijacije je
negativnija u slucaju polimera D oblika nego polimera T oblika. Ovo znaci da je omjer kos/kon veci za D
oblik, a on prema (1) odgovara kriti¢noj koncentraciji. U stanici su slobodne molekule G-aktina pretezno
u T obliku, a hidroliza se obi¢no dogada nakon ugradnje u filament. Dakle, tipican F-aktin sadrzii D i T
oblik monomera. Cim je dulje G-aktin dio filamenta, tim je veéa vjerojatnost da je u D obliku. Pri
koncentracijama manjima od kriticne koncentracije D oblika i ve¢ima od kriti¢ne koncentracije T oblika
dolazi do fenomena koji se naziva hod u mjestu (engl. treadmilling), §to znaci da se podjedinice tijekom
vremena krecu od plus do minus kraja polimera, iako on odrzava konstantnu duljinu (Slika 1). Ovo

zahtjeva utroSak energije u obliku hidrolize ATP-a (Alberts i ostali 2017).
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Slika 1. Shematski prikaz "hoda u mjestu". Kriticna koncentracija plus kraja aktinskog filamenta
(monomerna jedinica u T obliku) manja je od kriti¢ne koncentracije minus kraja (monomerna jedinica u D
obliku). Kada je koncentracija G-aktina izmedu ove dvije vrijednosti, dolazi do hoda u mjestu, tj. smanjenja
minus kraja i poveéanja plus kraja. Iako postoji "tok" monomera kroz polimer, duljina filamenta ostaje
konstantna Preuzeto od Alberts i ostali (2017).

Iznad kriti¢ne koncentracije G-aktina, promjena slobodne energije (AG) za njegov dodatak u
aktinski filament je negativna i elongacija je spontana. Stanica tada moze iskoristiti oslobadanje
slobodne energije za guranje plazmatske membrane prema vodeéem kraju (naprijed), pritom se
suprotstavljaju¢i mehanickom otporu (Lauffenburger i Horwitz 1996; Alberts i ostali 2017). Takoder,
aktinska polimerizacija ima vaznu ulogu u formiranju IS-a izmedu efektorske i ciljne stanice jer

predstavlja pogon za retrogradni tok (Comrie i ostali 2015a).

2.1.3 Veze aktinskog citoskeleta s okoliSem

Vecina stanica ima specijalizirane regije stani¢ne membrane zasluZzne za povezivanje sa susjednim
stanicama ili ECM-om (Shankar i Nabi 2015). Molekule stani¢ne adhezije mogu stvarati stabilne
stani¢ne veze, kao $to to obi¢no rade integrini i kadherini. Veze mogu biti i nestabilne, kao §to je to u

slucaju selektina i imunoglobulinske superobitelji (Cooper 2019).

Sveznjevi aktinskih filamenata susjednih stanica usridreni su u zonuli adherens, sastavljenoj od
razlicitih tipova proteina. U epitelnim stanicama ovi medustani¢ni spojevi ¢ine adhezijski pojas (engl.
adhesion belt) u kojem epitelni kadherin (E-kadherin) sidri sveznjeve aktinskih filamenata (Slika 2).
Kadherini susjednih stanica povezuju se poput kuka. Citoplazmatski im je dio povezan s
B-kateninom i pl20-kateninom, koji reguliraju mehanicku stabilnost. a-katenin je povezan s
B-kateninom, vinkulinom i Kkortikalnim aktinskim citoskeletom. Vinkulin takoder veze aktin

(Schmalhofer i ostali 2009; Cooper 2019).
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Slika 2. Sastavnice adhezijskog pojasa epitelnih stanica. Kadherini susjednih stanica povezuju se poput kuka.
Sa citoplazmatske su strane povezani s f-kateninom i p120-kateninom. a-katenin i vinkulin su u izravnom
kontaktu s kortikalnim aktinskim citoskeletom. Preuzeto i prilagodeno prema Cooper (2019).

ECM je sloZzena mreza izvanstani¢nih proteina, proteoglikana i glikoproteina koja ¢ini okosnicu
tkiva i organa. Ove se molekule povezuju u supramolekularne nakupine, kao $to su fibrili i plosnate
mreze, te omogucuju ECM-u da podnosi mehanicke sile koje stanice generiraju uslijed kretanja tijela.
Vazni biofizikalni parametri ECM-a su topografija, molekularna gustoca, krutost i vlatno naprezanje.
ECM takoder dolazi u obliku tanke bazalne membrane koja €ini granicu strome s drugim tkivima te sluzi
kao mehanicki supstrat za adheziju stanica. Epitelne i endotelne stanice poravnate su uz bazalnu
membranu, a ona utje¢e i na njihovo prezivljavanje, proliferaciju i druge fizioloSke funkcije (Eble i
Niland 2019). Za sidrenje stanice u ECM zaduzeni su integrinski receptori, heterodimeri sastavljeni od
o i B podjedinice (Pecorino 2012). Preko N-terminalnih domena o i B podjedinica vezuju se za
izvanstanicne ligande, poput kolagena i fibronektina (Mierke 2018; Bourgot i ostali 2020). Unutar
stanice ne stupaju u izravan kontakt s aktinskim filamentima, ve¢ se C-terminalni rep P podjedinica s
njima povezuje posredstvom a-aktinina ili talina i vinkulina (Slika 3) (Alberts i1 ostali 2017; Cooper
2019). Veliki sveznjevi aktinskih filamenata koji vr$e napetost nad podlogom nazivaju se stresna vlakna.
a-aktinin krizno povezuje spomenute aktinske filamente, a tropomiozin ih stabilizira (Cooper 2019).
Vinkulin i talin ¢ine sloj za prijenos sile (Kanchanawong i ostali 2010). Ovakvo povezivanje aktinskih
filamenata preko klizajuceg sloja molekula nazvano je modelom spojke (engl. clutch model) (Paluch i

ostali 2016).

Podrucje sidrenja stanice u ECM vazno je za signalizaciju (Bray 2001). Integrinima nedostaju
signalizacijske domene, stoga ovu ulogu preuzimaju druge molekule, kao $to su kinaze fokalnih adhezija
(FAK) i ¢lanovi Src obitelji (Parsons i Parsons 2004; Eble i Niland 2019). Supramolekularne proteinske
slagaline s ulogom sidrenja i signalizacije nazivaju se adhesomima. Dijele se u skupine ovisno o zrelosti
i sposobnosti podupiranja stabilne adhezije ili migracije (Eble i Niland 2019). Primjerice, fokalni
kompleksi su prekursori stabilnih fokalnih adhezija koje mogu ve¢om silom djelovati na podlogu
(Galbraith i ostali 2002). Za njihovo je stvaranje vaZzan supstrat te sinergija izmedu biokemijskih i

mehanickih ¢imbenika. Fokalne adhezije na temelju podrazaja iz ECM-a, mehanicke napetosti i



fosforilacijskih signala utjecu na rast, diobu, diferencijaciju i migraciju stanica (Bray 2001; Galbraith i

ostali 2002).
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Slika 3. Shematski prikaz fokalnih adhezija kod kojih su vidljivi aktinski filamenti organizirani u stresna
vlakna. Integrini sidre stanicu u ECM. Aktinski filamenti nisu povezani s njima izravno, nego posredstvom
drugih proteina. U jednom slucaju se integrin veze s talinom, a u drugom s a-aktininom. Preuzeto i
prilagodeno prema Cooper (2019).

2.1.4 Mehanicke sile kod pokretanja stanica i njihovo mjerenje

Dinamicko remodeliranje citoskeleta nacin je na koji stanice mogu djelovati silama na svoj okolis, pri
¢emu obicno aktinski citoskelet nosi najveci dio mehanic¢kog opterecenja (Huse 2017). Sile povlacenja
kojima stanica djeluje na podlogu (CTF, engl. cell traction force), primjerice na ECM, od klju¢ne su
vaznosti za metastazu, kao i mnoge druge bioloske procese (Wang i Lin 2007). Fokalne adhezije su
senzori i regulatori zaduzeni za dvosmjernu signalizaciju izmedu izvanstani¢nih podrazaja i aktinskog

citoskeleta (Kurzawa i ostali 2017).

CTF-ovi nastaju uslijed aktomiozinskih kontrakcija i polimerizacije aktina (Slika 4). Stresna
vlakna ¢ine semi-sarkomerne strukture u kojima popre¢ni mostovi izazivaju vlak (engl. tension). On
kontrahira tijelo stanice i biva prenesen do ECM-a (Wang i Lin 2007). Polimerizacija aktina u podruc¢ju
fokalnih adhezija pojacava CTF-ove i sluzi kao okida¢ procesa stani¢ne migracije (Tafazzoli-Shadpour
i ostali 2020). Trenutno nedostaje kvantitativnih podataka vezanih za sile temeljene na polimerizaciji,
$to je dovelo do pretpostavke da su one kratkotrajnije 1 u mjerenjima prikrivene kontraktilnim silama.
Svejedno, F-aktinske izboc¢ine mogu deformirati podloge i povrSine drugih stanica, $to podrazumijeva
da sile nisu zanemarive (Huse 2017). Smatra se da su dinamika aktomiozinski stvorene sile i njezin
prijenos u elasticnom mikrookoliSu izrazito vazni za nacin na koji stanice prepoznavaju mehanicka

svojstva mikrookolisa i odgovaraju na njih (Mierke 2018).



Makroskopski gledano, pokretanje stanice po povrsini (Slika 4) moze se podijeliti u Cetiri stadija
(Jacobs i ostali 2013). Prvi je produljivanje prednjeg kraja stanice (engl. leading edge), pri cemu se
stvaraju aktinske strukture (npr. lamelipodiji ili filopodiji) (Jacobs i ostali 2013; Cooper i ostali 2019).
Slijedi njihovo prihvacanje za podlogu koje mora biti dovoljno stabilno da stanica ostane usidrena
tijekom sljedeceg koraka - translokacije prema mjestu sidrenja. Translokaciju Cesto karakterizira visok
stupanj aktomiozinske kontraktilnosti. Zadnji korak je otpustanje straznjeg dijela stanice od podloge. U

stanici se simultano moze odvijati viSe navedenih stadija (Jacobs i ostali 2013).
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Slika 4. Shematski prikaz pokretanja stanice u smjeru plave strelice. Smjer CTF-ova oznacen je crvenim
strelicama. Strukture na prednjem kraju stanice su filopodiji ili lamelipodiji. Preuzeto i prilagodeno prema
Jacobs i ostali (2013) uz nadopunu prema Wang i Lin (2007).

Na CTF-ove utjecu molekule koje reguliraju slaganje stresnih vlakana i fokalnih adhezija,
primjerice mala GTPaza Rho i Rho-pridruzena proteinska kinaza (ROCK, engl. Rho-associated protein
kinase). Sli¢no, kinaza lakog lanca miozina (MLCK, engl. myosin light-chain kinase) regulira nemisi¢ni
miozin II, a time i CTF-ove (Wang i Lin 2007). Medutim, jedan od aktualnih problema u stani¢noj
mehanici je Cinjenica da nisu identificirani regulatorni parametri koji odreduju iznose ovih sila (Kurzawa

i ostali 2017).

lako proucavanje sila odgovornih za kretanje stanica moze biti izazovno, tijekom zadnja dva
desetlje¢a poboljSane su rezolucija i pouzdanost dvodimenzionalne i trodimenzionalne mikroskopije
elasti¢nih deformacija podloge (TFM, engl. traction force microscopy) (Bray 2001; Mierke 2018). Ona
omogucéava prouCavanje stani¢ne adhezije i migracije na kvantitativan nacin. To se moze postiéi
kretanjem stanica po poliakrilamidnom gelu s fluorescentno oznacenim kuglicama nano- do
mikrometarske veli¢ine (Slika 5). PovrSina gela je prekrivena adhezivnim ligandima poput laminina ili
kolagena. Adhezijom i kontrakcijom stanica dolazi do pomicanja fluorescentnih biljega na kuglicama.
Na temelju tih pomaka, sile se mapiraju Fourierovim tehnikama koristeci poznatu elasti¢nost gela. Drugi
nacin za izvedbu ove metode je koristenje konfiguracija polidimetilsiloksanskih (PDMS) mikrostapica
(engl. PDMS micropillar arrays), gdje je poliakrilamidni gel zamijenjen fleksibilnim $tapi¢ima. Sile se

racunaju na temelju njihovih elasti¢nih deformacija, dimenzija i sastava (Huse 2017; Mierke 2018). Iako



su kontraktilne sile povezane s CTF-ovima, treba uzeti u obzir rasipanje ("disipaciju") mehanickog rada
aktomiozinske kontrakcije. Dio rada zbog nje nije prenesen do ECM-a i ne moZze se procijeniti njegova

vrijednost mjerenjem deformacije supstrata (Kurzawa i ostali 2017).
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Slika 5. Shematski prikaz mikroskopije elasti¢nih deformacija podloge (TFM). Na desnoj je slici podloga
sastavljena od konfiguracije fleksibilnih mikroStapi¢a, a na lijevoj se radi o gelu u kojem se nalaze
fluorescentno oznadene kuglice. Sile kojima stanice djeluju na podlogu (CTF), ra¢unaju se na temelju
elasti¢nih deformacija mikrostapi¢a, odnosno pomaka kuglica. Preuzeto i prilagodeno prema Basu i Huse
(2017).

Dosadasnji su eksperimenti ukazali na to da stanice raka imaju vecu kontraktilnost od normalnih
stanica te da postoji pozitivna korelacija izmedu iznosa CTF-ova i invazivnosti (Tafazzoli-Shadrpour i
ostali 2020), no treba napomenuti da to ne vrijedi za sve stani¢ne tipove (Koch i ostali 2012). Sto se ti¢e
daljnjeg procesa migracije, neki stani¢ni tipovi imaju manje CTF-ove u malim, uskim prostorima. Dakle,
mogli bi koristiti razli¢ite mehanizme kretanja ovisno o okolisu (Stroka i Konstantopoulos 2014).
Uocena je i pozitivna korelacija izmedu prosjecne i lokalne krutosti stanica i CTF-ova (Trepat i ostali
2004; Canovi¢ i ostali 2014; Schierbaum i ostali 2019; Rheinlaender i ostali 2021). Medutim, kod
lokalne je krutosti korelacija uocena kod normalnih stanica, ali ne i stanica raka (Rheinlaender i ostali
2021). Osim za proucavanje migracije stanica, TFM se moze koristiti za proucavanje sila u mehanicki
aktivnim IS-ovima, buduc¢i da PDMS mikrostapi¢i mogu biti presvuceni ligandima stani¢nih receptora

(Wang 1 ostali 2022).

2.1.5 Aktinske strukture u migraciji stanica i invaziji

Raznovrsni tipovi stani¢nih kretnji ostvaruju se rastezanjem stani¢éne membrane za kojeg je zasluzan
aktinski citoskelet (Slika 6). Pseudopodiji su membranske izboc¢ine umjerene $irine u kojima su aktinski
filamenti krizno povezani u trodimenzionalnu mrezu. Odgovorni su za fagocitozu i kretanje ameba po
podlozi (Cooper 2019). Lamelipodiji su tanke, Siroke, plosnate membranske izboc¢ine na prednjem dijelu
pokretnih stanica. Obogacdeni su razgranatom mrezom aktinskih filamenata koji guraju stani¢nu
membranu prema naprijed (Alberts i ostali 2017; Huse 2017). Mnoge ih stanice koriste na plosnatim,
dvodimenzionalnim podlogama. U trodimenzionalnim okruZenjima ovo je samo jedan od nekoliko
nacina migracije (Petrie i Yamada 2012). Filopodiji su tanke projekcije stanicne membrane koje
poglavito pomazu stanici u istrazivanju okoline. Rastu produljivanjem paralelnih aktinskih filamenata
organiziranih u sveznjeve (Bray 2001; Alberts i ostali 2017; Cooper 2019). Osim §to se mogu rastegnuti
na velike udaljenosti, takoder mogu probiti Zelatinozni ECM (Petrie i Yamada 2012). Istrazivanja su

pokazala da isti tip stanice koji migrira unutar ECM-a moze izmijenjivati tipove struktura na prednjem



dijelu. Predlozen je univerzalni mehanizam kontrole trodimenzionalne stani¢ne migracije koji ukljucuje

stanica-ECM adhezije, RhoA signalizaciju i aktomiozinsku kontraktilnost (Petrie i Yamada 2012).
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Slika 6. Prikaz aktinskih konfiguracija u fibroblastu in vitro. Aktinski su filamenti prikazani crveno, a strelice
pokazuju prema minus kraju. Stresna su vlakna sastavljena od kontraktilnih svjeznjeva, a stani¢ni korteks
¢ini mreZa nalik gelu. U lamelipodiju se nalazi aktinska dendriticna mreZa, a u filopodiju su paralelni aktinski
filamenti organizirani u sveznjeve. Preuzeto i prilagodeno prema Alberts i ostali (2017).

Invadopodiji se stvaraju pod utjecajem tumorskog mikrookolisa, primjerice ¢imbenika rasta i
hipoksi¢nih uvjeta (Slika 7). Najprikladniji podrazaj je krutost ECM-a koju osje¢aju mehanoosjetljivi
integrini (Eble i Niland 2019). Nakon toga se u srZi stvara aktinska maSinerija sli¢na onoj u filopodijima,
stvorena od linearnih, paralelnih aktinskih filamenata organiziranih u sveznjeve (Huang i Ingber 2005;
Jacquemet i ostali 2015; Eble i Niland 2019). Oni stabiliziraju invadopodij i produzuju ga kroz ECM
(Eble 1 Niland 2019). Od filopodija se razlikuju po tome §to su stabilniji, pojavljuju se ispod stani¢nog
tijela i mogu proteoliticki razgradivati ECM (Jacquemet i ostali 2015; Eble i Niland 2019).
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Slika 7. Grada invadopodija koji prodiru kroz izvanstani¢ni matriks (ECM). U srzi invadopodija nalaze se
aktinski sveznjevi koji mu stabiliziraju strukturu i produljuju ga. Preuzeto i prilagodeno prema Jacquemet i
ostali (2015).



2.2 Rak 1njegova mehanobiologija

Normalne stanice postaju tumorske zbog genskih mutacija i epigenetickih promjena. Gubitak
homeostaze tkiva i promjene u njegovoj arhitekturi poticu razvoj raka (Mierke 2018). Stanice raka
karakterizira neogranicen replikativni potencijal, neovisnost o signalima rasta, paralelna rezistencija na
signale za inhibiciju rasta, bijeg od aktivacije stanicne smrti, prolongirana angiogeneza te moguénost
invazije 1 metastaziranja (Ortega i ostali 2010). lako je metastaza Cesta kao klinicki ishod, na razini
pojedinacne stanice vrlo je neucinkovit proces koji moze biti zaustavljen tijekom svakog koraka
kompleksne kaskade (Andreis i ostali 2010; Janssen i ostali 2017). Manje od 0,01% cirkuliraju¢ih
tumorskih stanica uspijeva u stvaranju sekundarnih tumora (Langley i Fidler 2011). U proslom su
desetlje¢u provedena brojna istrazivanja uloge mehanickih svojstava stanica raka u migraciji. Mehanicki
parametri koji odreduju brzinu migracije stanice kroz ECM su dinamika izmedu adhezije i deadhezije
stanice, dinamika remodeliranja citoskeleta, stani¢na fluidnost i krutost, remodeliranje ECM-a,
enzimatska razgradnja ECM-a i stvaranje kontraktilnih sila. Specifi¢na vrijednost samo jednog od ovih
parametra nece ograniCiti migratorni potencijal, ve¢ je vazna ravnoteza izmedu svih njih (Mierke 2018).
Svojstvo na koje ¢e u ovom radu biti stavljen najveci naglasak je stani¢na krutost, zbog interesa za nju
u pregledanoj literaturi i prijedloga da u buducnosti postane dijagnosti¢ki parametar (Xu i ostali 2012;

Bergman i ostali 2021; Tello-Lafoz i ostali 2021).

2.2.1 Zacetak neoplazme ili tumora

Razvoj tumora zapocinje genska mutacija. Protoonkogeni su skupina gena koji uslijed mutacije mogu
transformirati normalnu stanicu u stanicu raka. Kada mutiraju, nazivaju se onkogeni (Mierke 2018).
Tumor supresorski geni kodiraju za proteine koji inhibiraju stvaranje i rast tumora (Pecorino 2012). Puni
kapacitet za metastaziranje postize se kombinacijom aktivacije protoonkogena i inaktivacije ili gubitka
tumor supresorskih gena (Mierke 2018). Metastaza je obiljezje zlocudnih tumora. Benigni tumori ne
metastaziraju, iako i dalje mogu biti opasni, npr. ako blokiraju zilu ili Zivac (Pecorino 2012; Eble i Niland

2019).

U pocetku razvoja tumora, vecina stanica raste u hipoksi¢nim uvjetima jer kapilarna mreza nije
dovoljno razvijena da ih sve opskrbljuje dostatnom koli¢inom kisika (Nelson i ostali 2008). Tijekom
prekomjernog rasta primarnog solidnog tumora dolazi do brze uspostave gradijenta kisika, tako da ga
najmanje ima u centru tumorske mase, a najvise na rubovima. Zbog ove drasti¢ne promjene u okolisnim
uvjetima, stanice reprogramiraju energetski metabolizam (Mierke 2018). Stanice udaljene 100-200 pm
od najblizih kapilara oslanjaju se na glikolizu, koja je puno manje ucinkovita od potpune oksidacije
piruvata do ugljikovog dioksida u mitohondrijima (Nelson i ostali 2008). Stanice to nadoknaduju
poveéanjem sinteze glikolitickih enzima i membranskih prijenosnika za unos glukoze (Nelson i ostali

2008; Mierke 2018). Takoder, stanica u hipoksi¢nim uvjetima treba razviti toleranciju na niski pH
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izvanstanicne tekucine. Naime, u glikolizi nastaje reduciran oblik nikotinamid adenin dinukleotida
(NADH), a treba se regenerirati njegov oksidirani oblik (NAD") potreban za korake glikolize u kojima
se dobiva energija. Stanici nedostaje kisika, stoga se to ne moze dogoditi u oksidativnoj fosforilaciji, ve¢
u procesu mlijecno-kiselog vrenja, gdje se piruvat reducira u laktat koji se oslobada i snizava pH (Nelson

i ostali 2008).

Patoloska hipoksija potpomaze prezivljavanje i diobu tumorskih stanica. Stimulira kompleksnu
mrezu signalnih puteva medu kojima se posebno isti¢e put inducibilnog ¢imbenika hipoksije (HIF, engl.
hypoxia-inducible factor) (Muz 1 ostali 2015). HIF-1 je protein koji na razini transkripcije potice
stvaranje glikolitickih enzima, glukoznih membranskih prijenosnika i drugih proteina, poput ¢imbenika
rasta krvozilnog endotela (VEGF). VEGF pak stimulira angiogenezu i vaskulogenezu, izrast krvnih Zila
prema tumoru. U angiogenezi se nove krvne Zile stvaraju iz ve¢ postojecih, dok vaskulogeneza ukljucuje
progenitorske stanice endotela mobilizirane iz koStane srzi (Nelson i ostali 2008; Muz i ostali 2015).
Stvaranje krvnih Zila brzo je i kaoti¢no. Neozile u tumorima ¢esto su abnormalne, nezrele i propusne, a
ovisno o tipu tumora nedostatne ili prekomjerne. Opskrbljivanje stanica raka kisikom i nutrijentima
poti¢e njihovu proliferaciju, Sto rezultira jo§ veé¢im zahtjevima tumorskog tkiva i ponovljenom
hipoksijom. Hipoksija tada ponovno stimulira angiogenezu. Ovaj zacCarani krug dovodi do toga da
tumorsko tkivo postaje izrazito hipoksi¢no, dok u isto vrijeme ima prekomjerno krvozilje koje je

disfunkcionalno (Muz i ostali 2015).

Hipoksic¢ne stanice agresivnije su i invazivnije od normoksi¢nih (Muz i ostali 2015). Osim §to
poti¢e stvaranje invadopodija, hipoksija uzrokuje epitelno-mezenhimsku tranziciju (EMT),
transdiferencijaciju stanica kojom se mijenja ekspresija gena pred migraciju (Muz i ostali 2015; Eble i

Niland 2019).

2.2.2 Odvajanje tumorske stanice od lokalnog okolisa i invazija

Rastu¢i tumor izloZen je vanjskim silama koje priti$¢u stanice (Er i ostali 2022). Metastaza stanicama
pruza bijeg od ovih fizikalnih i topografskih ograni¢enja, kao i od hipoksi¢nog okolisa (Muz i ostali
2015; Er i ostali 2022). Zapocinje odvajanjem tumorskih stanica od lokalnog okolisa: susjednih stanica
i ECM-a (Langley i Fidler 2011; Pecorino 2012). Budu¢i da su veze stanica s okoliSem ukljucene i u
signalizaciju, dolazi do promjena u unutarstani¢nim funkcijama, ukljucujuéi procese odgovorne za

pokretljivost (Bray 2001; Pecorino 2012).

Za pocetak je korisno opisati dva stani¢na fenotipa: polarizirane epitelne stanice smjesStene u
bliski kontakt sa svojim susjedima i visoko pokretljive mezenhimske stanice (Pecorino 2012). Prelazak
stanice iz jednog fenotipa u drugi vazan je za mnoge normalne procese, poput embrionalnog razvoja,
zacjeljivanja rana i popravka tkiva (Mierke 2018). EMT je promjena stani¢nog fenotipa u kojoj se

epitelne stanice oslobadaju prekidanjem stanica-stanica i stanica-ECM veza, nakon ¢ega se pretvaraju u
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mezenhimske, migratorne stanice. Obrnuta promjena predvidivo je nazvana mezenhimsko-epitelna
tranzicija (MET) (Shankar i Nabi 2015; Mierke 2018). EMT jedan je od brojnih procesa rane
embriogeneze koji se reaktivira u stanicama raka, zbog ¢ega je vazno promotriti njegove molekularne
karakteristike u kontekstu biologije tumora (Slika 8). E-kadherin, prevladavajuca adhezijska molekula
epitelnih stanica, djeluje kao supresor invazije, a u EMT-u se gubi (Pecorino 2012; Shankar i Nabi 2015).
Njegovu ekspresiju inhibira povecana razina transformiraju¢eg Cimbenika rasta f (TGF-B, engl.
transforming growth factor [f) prisutnog u hipoksiji (Muz i ostali 2015). S druge strane postoji tzv.
neuralni kadherin, N-kadherin, mezenhimski biljeg koji promovorira migraciju i invaziju (Mariotti i

ostali 2007; Mierke 2018).

Tumorske stanica nalik na epitelne

EMT-induucirajuci ( \r’ N/ \
signali
TGFB & —} TGFBR —— Eked —T—
e —1r
}
EMT-TF
@ @
N N N\ J
EMT
Tumorska stroma
N-kad
MMP

Tumorska stanica nalik na mezenhimsku

Slika 8. Shematski prikaz epitelno-mezenhimske tranzicije (EMT) u slucaju tumora. Stromalne stanice
oslobadaju signale koji induciraju EMT, primjerice TGF-f. Kontakt s odgovaraju¢im receptorima (TGF-pR)
nakon signalne kaskade dovodi do transkripcije EMT transkripcijskih faktora (EMT-TF), primjerice Twist.
Oni pak reguliraju skupinu gena koja orkestrira EMT. ObiljeZja mezenhimalnih stanica su ekspresija N-
kadherina (N-kad) i sekrecija metaloproteinaza (MMP). Preuzeto i prilagodeno prema Pecorino (2012).

Sekrecija proteaza takoder je molekularno obiljezje migrirajucih tumorskih stanica koje su
prosle kroz EMT. Invazija tumorskih stanica u okolno tkivo zahtijeva razgradnju ECM-a i strome, za $to
su vazne serinske proteaze i metaloproteinaze matriksa (MMP). Tumorske stanice najéesée induciraju
proizvodnju MMP-ova u susjednim stromalnim stanicama, ali neke ih mogu proizvoditi i same. U
normalnim je uvjetima metaloproteinazna aktivnost strogo regulirana na viSe razina, ukljucujuéi
ekspresiju gena, aktivaciju proteolitickim cijepanjem i tkivne inhibitore. Poveéana razina MMP-ova
prisutna je u gotovo svim tumorima, zbog ¢ega im se ekspresijski profil koristi za odredivanje stupnja
tumorske progresije. Osim strukturnih komponenti ECM-a, mogu cijepati i druge proteine, primjerice

faktore rasta (Pecorino 2012).

13



Tumorske se stanice od normalnih razlikuju i po aktinskom citoskeletu. U epitelnim stanicama
aktinski filamenti su organizirani u tanke kortikalne sveznjeve, dok su u mezenhimskim stanicama
prisutna deblja stresna vlakna na ventralnoj povrSini (Haynes i ostali 2011; Shankar i Nabi 2015).
Predlozeno je da aktinsko remodeliranje predstavlja uzvodni regulator EMT-a u metastatskim stanicama.
Aktivacija GTPaze RhoA dovodi do remodeliranja aktinskog citoskeleta ovisnog o
ROCK-u i prekidanju stani¢nih adhezija temeljenih na E-kadherinu. Inducirana depolimerizacija
F-aktina smanjuje RhoA aktivaciju, $to povecava razinu E-kadherina i uzrokuje MET (Shankar i Nabi
2015). S obzirom na poznati utjecaj aktina na fizikalna svojstva stanice, ovdje je zanimljivo spomenuti
da u slucaju raka dojke ekspresija E-kadherina korelira s pove¢anom krutosti, suprotno od ekspresije

N-kadherina (Alibert i ostali 2017).

EMT je u raku jo§ povezan s lokaliziranom imunosupresijom, zastitom od senescencije,
karakteristikama "stem" stanica, promjenama u genomskoj stabilnosti i pove¢anom rezistencijom na
lijekove (Derynck i Weinberg 2019). Medutim, cijela slika je kompleksnija nego se mozda ¢ini. EMT i
MET obicno nisu potpune pretvorbe iz jednog fenotipa u drugi, ve¢ mogu rezultirati intermedijarnim
fenotipom. Ovo se jo$ naziva djelomi¢nim EMT-om (Mierke 2018). Zanimljivo je da kad stanice raka
dodu do udaljenih organa, MET takoder moze podrzavati metastatski rast (Diepenbruck i Christofori

2016).

Sto se ti¢e integrina i stanica-ECM veza, unutarstani¢ni im signali mogu uzrokovati
konformacijsku promjenu izvanstani¢ne domene koja mijenja afinitet prema ligandima. Vezanje liganda
za integrine poti¢e njihovo klasteriranje i utjeCe na citoskelet preko interakcije s aktin-vezujuéim
proteinama i kinazama, medu kojima je FAK za koju se smatra da ima ulogu u stani¢noj pokretljivosti
(Pecorino 2012). Takoder, integrini reguliraju Rho GTPaze, a Rho regulira aktivnost miozina. Osim §to
odgovaraju na kemijske signale, integrini su i mehanoosjetljivi, pa podrazaj koji utje¢e na signalne
puteve moze biti i mehanicke prirode (Paszek i ostali 2005). Od izrazite je vaznosti povecanje krutosti

ECM-a, obiljezje koje se koristi u ranom otkrivanju raka (Najafi i ostali 2019).

2.2.3 Od intravazacije do metastatske kolonizacije

Krvne zile granica su izmedu krvi i tkiva koja regulira prijenos brojnih tvari i stanica do udaljenih
dijelova tijela (McDowell i Quail 2019). Propusno i heterogeno krvozilje nastalo zbog hipoksije
olaksava ulazak tumorskih stanica u cirkulaciju (Pecorino 2012; Muz i ostali 2015). Postojece krvozilje
moze se mijenjati u upalnom procesu, pa tako povecanje propusnosti krvnih zila olakSava prolazak

leukocitima, ali ponovno i tumorskim stanicama (McDowell i Quail 2019).

Prilikom intravazacije, tumorske stanice prolaze kroz tanke stijenke krvnih ili limfatickih zila
da bi usle u sustavnu cirkulaciju (Langley i Fidler 2011; Martin i ostali 2013). Pritom se moraju prihvatiti

za stromalnu stranu Zile, razgraditi bazalnu membranu krvne Zile (u limfatickih Zila nije prisutna) i pro¢i
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izmedu endotelnih stanica da bi usle u cirkulaciju (transendotelni put) (Pecorino 2012). U cirkulaciji
tumorske stanice putuju pojedinacno ili kao male nakupine, nakon cega staju u distalnim
mikrovaskularnim mrezama (Langley i Fidler 2011; Pecorino 2012). U procesima intravazacije i
migracije mogu im pomagati makrofagi. Uloga makrofaga povezanih s tumorom je kompleksna, buduci
da postoji vise populacija s protumorskim i/ili protutumorskim svojstvima (Janssen i ostali 2017). Imaju
izuzetnu fenotipsku plasticnost 1 Siroki raspon funkcija koje poticu razliciti okolisni signali. Primjerice,
interferon-y (IFN-vy) i ligandi receptora slicnog Toll-u (engl. Toll-like receptor) mogu ih potaknuti na
eliminaciju tumorskih stanica, dok ih interleukin-4 i interleukin-13 poticu na remodeliranje tkiva i

podrzavanje razvoja tumora (Kitamura i ostali 2015).

Jo§ je krajem 19. stoljeca zabiljezeno da metastaza nije sasvim nasumicna s obzirom na ciljni
organ, zbog Cega je predlozena tzv. hipoteza sjemena i tla (engl. seed and soil hypothesis). Prema njoj,
tumorske stanice ("sjeme") preferiraju rast u odredenim tumorskim mikrookoli§ima ("tlo"). Danas
postoje dokazi da primarni tumor moze prilagodavati mjesto buduce metastaze nazvano premetastatska
niSa (Pecorino 2012). Takoder postoji anatomska ili mehanicka hipoteza, koja najvecu vaznost predaje
anatomiji krvne i limfaticke drenaZe na mjestu primarnog tumora. Zagovornici ove hipoteze tvrdili su
da stanice staju pri prvom organu do kojeg dodu, zbog Cega ¢e on sadrzavati najveci broj metastaza
(Langley 1 Fidler 2011). Ovo sugerira i ¢injenica da su tumorske stanice velike u odnosu na promjer
kapilara, $to im otezava prolazak kroz njih (Pecorino 2012). Danas se smatra da niti jedna od ovih dviju
hipoteza ne iskljucuje drugu i da relativna vaznost navedenih mehanizama ovisi o promatranom tumoru

(Langley i Fidler 2011).

Tumorske se stanice u cirkulaciji zaustavljaju mehanicki ili molekularnim interakcijama,
povezivanjem na molekule iz obitelji selektina (posebice E-selektin). Krvozilje organa medusobno se
razlikuje po ekspresiji selektina, Sto bi moglo podrzavati hipotezu sjemena i tla. Perivaskularna nisa
okoli$ je bogat nutrijentima na abluminalnoj strani mikrozila (Tello-Lafoz i ostali 2021). Stanice se
prilikom ekstravazacije oslanjaju na transkripcijski ¢imbenik povezan s miokardinom (MRTF, engl.
myocardin-related transcription factor) za snaznu adheziju i proSirivanje po abluminalnoj strani
perivaskularne bazalne membrane (Usmani i Mempel 2021). Iz krvne ili limfaticke zile tumorske stanice
izlaze procesom ekstravazacije. Uz odredene iznimke, koraci su sli¢ni kao kod intravazacije, samo u
suprotnom smjeru kretanja: stanica se poveze na endotelnu stranu krvne Zile, prolazi kroz endotelne
stanice i bazalnu membranu, te migrira u okolnu stromu (Pecorino 2012). Osim §to ekstravazacija moze
nastupiti transcelularnim putem (kroz jednu od endotelnih stanica), mogu¢ je i paracelularni put (kroz
medustanic¢ne spojeve u endotelu). Neke tumorske stanice mogu potaknuti povlacenje endotelnih stanica
kemijskim putem, dok se druge dijele unutar lumena zile dok ju novonastala masa stanica ne probusi
(Langley i Fidler 2011). Zadnji je korak metastaze kolonizacija: uspostava novog, rastu¢eg tumora

(Pecorino 2012). Tumorske i stromalne stanice uspostavljaju reciprocne signalne puteve koji poticu
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tumorski rast. Tumorske se stanice i dalje dijele, Sto zahtijeva sintezu proangiogenetskih proteina koji
potiCu susjedne stanice mikrovaskularnog endotela na angiogenezu. Ponavljanjem ovog cijelog slijeda

dogadaja mogu se stvoriti nove metastaze (Langley i Fidler 2011).

2.2.4 Krutost izvanstanicnog matriksa (ECM-a) i razvoj tumora

Kao $to su to srocili Huang i Ingber (2005), rak se ¢esto otkriva na temelju opipljive promjene u krutosti
tkiva, ali su se istrazivanja svejedno dugo fokusirala na biokemijske signalne mehanizme. Vaznost
biokemijskih signala je neupitna, budu¢i da oni vode stanicu kroz sve stadije metastatske kaskade.
Medutim, trebalo je vremena da se razjasni kako to¢no fizikalni ¢imbenici iz okoline poticu biokemijski
odgovor stanice koji vodi prema tumorskom fenotipu. Proces prevodenja mehanickih sila u biokemijske
signale naziva se mehanotransdukcija (Stroka i Konstantopoulos 2014). Mehanotransdukcijska svojstva
integrina i njihova regulatorna uloga u sudbini stanice predstavili su moguc¢nost da su upravo oni
posrednici izmedu krutosti tkiva i zlo¢udnosti (Paszek i ostali 2005). Poznato je da prenose sile do drugih
sastavnica fokalnih adhezija, koje su povezane s aktinskim citoskeletom i usmjeravaju velik dio stani¢ne
signalizacije (Huang i Ingber 2005).

Tijekom progresije tumora, ECM prolazi kroz opsezno remodeliranje. Mogu se izdvojiti dvije
vazne modifikacije: krutost i proteazna razgradnja (Najafi i ostali 2019). U proteinskom sastavu
ECM-a prevladavaju kolageni. Oni stvaraju supramolekularne strukture, poput fibrila i mreza. Za krizno
povezivanje kolagena odgovorni su izvanstani¢ni enzimi iz obitelji lizil oksidaza (LOX, engl. lysil
oxidase) 1 transglutaminaza (Bourgot i ostali 2020). Aktivacija tumoru pridruzenih fibroblasta (CAF,
engl. cancer associated fibroblasts) igra kljuénu ulogu u razvoju fibroze, viska vezivnog tkiva koji
uzrokuje skruc¢ivanje strome (Chandler i ostali 2019; Bourgot i ostali 2020). Kontraktilne sile CAF-ova
induciraju reorijentaciju i poravnavanje nitastih proteina (Bourgot i ostali 2020). Za povecanje krutosti
ECM-a vjerojano je jo$ vaznije krizno povezivanje kolagena za koje je zasluzan LOX (Najafi i ostali
2019; Bourgot i ostali 2020). Kolageni se mogu vezati za integrine izravno ili posredstvom drugih
molekula (npr. fibronektin). Unutarstanicna signalizacija moze potaknuti vezanje talina za
citoplazmatski dio f podjedinice integrina, §to uzrokuje konformacijsku promjenu koja povecava afinitet

za izvanstani¢ne ligande (Bourgot i ostali 2020).

Vlacna homeostaza (engl. tensional homeostasis) predstavlja sposobnost stanica, tkiva ili organa
da pod djelovanjem vanjske sile odrzavaju homeostatsku razinu mehani¢kog naprezanja. U epitelu
vla¢nu homeostazu odrzava recipro¢no djelovanje stani¢nih kontraktilnih sila i egzogenih sila. Gubitak
ove homeostaze obiljeZje je nekih bolesti, ukljuéujuéi i rak (Stamenovi¢ i Smith 2020). Cak i malo
povecanje krutosti ECM-a pojacava citoskeletnu kontraktilnost i destabilizira arhitekturu tkiva. Ovo se
dogada putem klasteriranja integrina, tj. stvaranja heterooligomera iz aff heterodimera (Paszek i ostali

2005; Bourgot i ostali 2020). Klasteriranje je vazno za mehanotransdukciju. Heterooligomeri se unutar
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stanice povezuju sa citoskeletnim signalnim kompleksom zaduZenim za stvaranje stresnih vlakana. Ovo
rezultira stvaranjem fokalnih kompleksa (Bourgot i ostali 2020). Sila kojom kruti ECM djeluje na stanicu
poti¢e sazrijevanje fokalnih kompleksa u fokalne adhezije. Fokalne adhezije poticu Rho/ROCK
signalizaciju, Sto ima posljedicu aktivacije MLCK-a koji potice aktivnost miozina, a time i
kontraktilnost. Nadalje, Rho-inducirani citoskeletni vlak regulira aktivaciju kinaze regulirane
izvanstani¢nim signalima (ERK, engl. extracellular signal-regulated kinase). U obrnutom smjeru,
uoceno je i da ERK podrzava Rho/ROCK signalizaciju. Vlak dodatno povecava krutost ECM-a. Ova
pozitivna povratna sprega pojacava tumorski rast i ometa organizaciju tkiva (Slika 9). Dakle, mekoca
ECM-a favorizira odrzavanje vlacne homeostaze, dok njegovo skrucivanje poti¢e tumorigeni¢no
ponaSanje (Huang i Ingber 2005; Paszek i ostali 2005). Unato¢ tome Sto se pokazalo da je
mehanoosjetljiva uloga adhesoma znacajna za stani¢no "donosenje odluka", molekularna joj podloga jos$

uvijek nije sasvim razjasnjena (Mierke 2018).
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Slika 9. Shematski prikaz mehanizma kojim krutost izvanstani¢nog matriksa (ECM-a) narusava vla¢nu
homeostazu i potice razvoj tumorskog fenotipa. Kruti ECM aktivira integrine i poti¢e stvaranje fokalnih
adhezija. Ovo poti¢e Rho/ROCK signalizaciju. MLCK poti¢e aktomiozinsku kontrakciju Preuzeto i
prilagodeno prema Huang i Ingber (2005).

2.2.5 Pitanje krutosti metastatskih stanica

Uzevsi u obzir razne citoskeletne promjene kroz koje tumorske stanice prolaze, ne zacuduje da se
mijenjaju i njihova elasti¢na svojstva (Xu i ostali 2012; Tafazzoli-Shadpour i ostali 2020). Vise je

istrazivanja krutost stanica pokusalo povezati sa sadrzajem pojedinih citoskeletnih proteina, najcesce
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aktina, i to u korteksu i aktomiozinskim kompleksima (Alibert i ostali 2017). Promjene u aktinskom
citoskeletu posebno su zanimljive jer utjecu na CTF-ove, deformabilnost i pokretljivost stanice

(Tafazzoli-Shadpour i ostali 2020).

Mikroskopijom atomskih sila (AFM, engl. atomic force microscopy) mogu se pomoc¢u male
konzole odrediti karakteristike stanica. Te karakteristike mogu biti oblik ili mehanicka svojstva, kao Sto
je lokalna krutost (Jacobs i ostali 2013; Alibert i ostali 2017). Mjera krutosti elasticnog materijala je
Youngov modul (Xu i ostali 2012). Na slobodnom kraju konzole nalazi se $iljak koji ulazi u doticaj sa
povrSinom stanice, pri ¢emu se konzola elastiéno deformira. Ova se deformacija detektira pomocu
laserske zrake koja se reflektira s njene povrsine (Slika 10) (Jacobs 1 ostali 2013). Valja napomenuti kako
u odredivanju krutosti stanice AFM-om moze dominirati utjecaj stani¢nog korteksa (Alibert i ostali

2017). AFM se koristi i u odredivanju krutosti kolagenskih matriksa (Mierke 2022).

KONZOola

Ve N ST

Slika 10. Shematski prikaz mjerenja krutosti stanice mikroskopijom atomskih sila (AFM). Mala konzola na
slobodnom kraju ima vrSak koji dolazi u dodir sa stanicom, §to dovodi do elasti¢ne deformacije konzole. Ona
se pak mjeri pomocu laserske zrake koja se odbija s njezine povrSine. Preuzeto i prilagodeno prema Jacobs i
ostali (2013).

Jos uvijek nema konsenzusa o tome jesu li stanice raka op¢enito mekse ili kru¢e od normalnih.
Uz to, nisu razjasnjene razlike u drugim svojstvima materijala izmedu razli¢itih stani¢nih tipova (Alibert
i ostali 2017). Veéina istrazivanja ipak ukazuje na to da su izolirane stanice raka mekse (Xu 1 ostali 2012;
Alibert i ostali 2017). Smatra se da bi intravazacija i ekstravazacija mogle biti potpomognute ukoliko su
stanice mekane (deformabilne), s obzirom na to da moraju migrirati kroz male medustani¢ne prostore i
provlaciti se izmedu gusto slozenih nitastih proteina ECM-a (Alibert i ostali 2017; Tafazzoli-Shadpour
i ostali 2020; Er i ostali 2022). S druge strane, stanice raka se prilikom okupiranja metastatske nise
moraju rasiriti po bazalnoj membrani na abluminalnoj povrsini krvnih Zila, $to ih ¢ini kru¢ima (Er i ostali

2018; Tello-Lafoz i ostali 2021).

Uocena je povezanost izmedu zlocudnosti stanica i razine polimerizacije aktina (mjerene
omjerom koli¢ina F-aktina i G-aktina). Medutim, istrazivanja na razli¢itim stani¢nim tipovima dala su
oprecne rezultate. ZabiljeZene su i pozitivna i negativna korelacija izmedu relativnog sadrzaja G-aktina
1 metastatskog potencijala. Osim brojnosti aktinskih filamenata treba uzeti u obzir i njihovu organizaciju

kao klju¢an ¢imbenik krutosti (Alibert i ostali 2017). Na krutost stanice utje¢u i deformabilnost jezgre
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(koja je u tumorskih stanica veca i nepravilnijeg oblika), stanicna membrana (npr. sadrzaj kolesterola),
organeli i signalni putevi (Alibert i ostali 2017; Lei i ostali 2021). Jos jedna stvar koju valja uzeti u obzir
¢injenica je da mehanicCka svojstva stanica regulira njihov mikrookolis, §to dodatno poveéava jaz izmedu
in vitro 1 in vivo uvjeta (Han i ostali 2020). Dakle, krutost stanice raka potrebno je staviti u kontekst

stadija metastaze i prostora u kojem se ona nalazi.

2.3  Mehanicke sile u imunoreakciji na tumor

Imunosni nadzor ukljucuje neprestano nadziranje tijela i uniStavanje zlo¢udnih stanica koje se u njemu
pojavljuju. Zbog poteskoca u dokazivanju, ova ideja nailazila je na brojne kontroverze (Andreis i ostali
2010). To se pocelo mijenjati kada je razvoj genetickog inzenjerstva omogucio uzgoj sojeva miseva
kojima nedostaju odredene komponente imunosnog sustava ili imaju poremecene signalne puteve vazne
za imunosne efektore. Pokazalo se kako im neosjetljivost na IFN-y te nedostatak CTL-ova i NK stanica
povecava podloznost obolijevanju od zlo¢udnih tumora (Pecorino 2012; Kitamura i ostali 2015). Sli¢no
je uoceno i kod ljudi s imunodefinicijencijama (Finn 2018). Makar je slabo vjerojatno da su tumori
oblikovali evoluciju imunosnog sustava, svejedno postoji mogucénost obrane od njih mehanizmima koji

su sli¢ni u zastiti od patogena (Usmani i Mempel 2021).

Imunosni sustav nije uvijek uspje$an u sprje¢avanju stvaranja tumora. Stovise, moze &ak i
poticati tumorski razvoj (Pecorino 2012). Spoznaje o imunosnom nadzoru i protumorskom djelovanju
imunosnog sustava objedinjene su u konceptu imunosnog uredivanja (engl. immunoediting) (Dunn i
ostali 2002). Sastoji se od tri faze: eliminacija, ravnoteza i bijeg (Phan i Croucher 2020). Faza eliminacije
u osnovi predstavlja moderni pogled na imunosni nadzor, gdje imunosni sustav uniStava transformirane
stanice prije nego postanu klinicki uocljive (Vesely i Schreiber 2013). PreZivjele varijante tumorskih
stanica mogu u¢i u fazu ravnoteze, gdje je brzina uklanjanja tumorskih stanica uskladena s brzinom
njihove proliferacije, Sto rezultira stabilnom subklinickom tumorskom masom (Vesely i Schreiber 2013;
Phan i Croucher 2020). U fazi bijega tumorske stanice nadvladaju imunosni sustav i dolazi do

nekontroliranog prosirenja tumora (Dunn i ostali 2002; Vesely i Schreiber 2013; Phan i Croucher 2020).

Tello-Lafoz i ostali (2021) predlozili su da imunosni nadzor ima mehani¢ku dimenziju, engl.
mechanosurveillance, koja ¢e ovdje biti prevedena kao mehanonadzor. Ovo otvara mogucnost da postoji
i mehanicka dimenzija imunosnog bijega, tj. da tumorske stanice mijenjaju svoja fizikalna svojstva kako
bi izbjegle citotoksi¢nu eliminaciju. Poznato je da mehanotransdukcija ima kriti¢énu ulogu u aktivaciji
nekih stani¢nih tipova (Basu i ostali 2016). Zaista, IS je fizikalno aktivna struktura koja stvara mehanicke
sile temeljene na aktinu na nanonjutnovskoj skali (Basu i ostali 2016; Tello-Lafoz i ostali 2021). Dobro
je potvrdeno da krutost ligand-prezentiraju¢e povrSine moze utjecati na signalizaciju posredovanu nekim

od aktivacijskih imunoreceptora, kao §to su integrini (Huse 2017).
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2.3.1 Prepoznavanje 1 ubijanje stanica raka

Imunosne stanice naucene su raspoznavati vlastito od tudeg, ali stanice raka nakupljaju dovoljan broj
promjena da eksprimiraju antigene koji se prepoznavaju kao strani (Andreis i ostali 2010; Janssen i ostali
2017). Tumorski je antigen bilo koja tvar zlo¢udnih stanica koja nije prisutna u normalnim stanicama
istog tkiva i stadija razvoja, a uzrokuje imunoreakciju. Po kemijskom sastavu, oni su peptidi koji nastaju
preradbom tumorskih proteina. PredoCavaju se na proteinima klase I glavnog kompleksa tkivne
podudarnosti (engl. MHC-1, major histocompatibility complex class I) koji mogu biti prepoznati od
strane imunosnog sustava (Andreis i ostali 2010). Metastatsku kolonizaciju sprjecavaju CTL-ovi i NK
stanice. Na primjeru raka dojke pokazano je da smanjenje njihove brojnosti pojacava metastaziranje bez

da utjece na rast primarnog tumora (Kitamura i ostali 2015).

CTL-ovi su dio adaptivnog imunosnog sustava (Andreis i ostali 2010; Usmani i Mempel 2021).
Njihov protutumorski odgovor ima dva koraka: de novo stvaranje protutumorskih limfocita T i
uniStavanje tumorske stanice. Prvi korak zahtijeva vezanje receptora stanica T (TCR, engl. T cell
receptor) za MHC proteine i kostimulatorni signal. Ovo im pruzaju profesionalne antigen-predocne
stanice (APC, engl. antigen-presenting cell): dendriticke stanice, makrofagi i B limfociti. lako sve
stanice s jezgrom predocavaju MHC-I na povrsini, profesionalni APC-ovi stanice uz njega imaju
MHC-II, kostimulatorne molekule i1 receptore za prepoznavanje molekularnih uzoraka. MHC-I
omogucuje predo¢avanje endogenih antigena limfocitima T s klasterom diferencijacije 8 (CD8", engl.
cluster of differentiation 8), kao §to su CTL-ovi. S druge strane, egzogeni antigeni predoCavaju se na

MHC-II, i to CD4" limfocitima T (de Charette i ostali 2016).

Suprotno CTL-ovima, NK stanice dio su prirodenog imunosnog sustava, stoga mogu ubiti svoju
metu bez predaktivacije antigenom. Cine prvu liniju imunosne obrane protiv tumorskih stanica (Al Absi
i ostali 2018). Efektorsku im funkciju kontrolira interakcija vise aktiviraju¢ih i inhibitornih signala
(Dustin i Long 2010). Prepoznavanje zlo¢udnih stanica temelji im se na gubitku inhibitornih MHC-I
molekula (engl. missing-self) i/ili prekomjernoj ekspresiji stresom induciranih liganada (engl. altered-
self), kao §to su ligandi NKG2D (engl. natural killer group 2D) receptora (Al Absi i ostali 2018; Usmeni
i Mempel 2021).

Kada CTL ili NK stanica dode u doticaj s tumorskim antigenom, induciraju se signalni putevi
koji unutar nekoliko minuta dovode do formiranja IS-a sa ciljnom stanicom (Huse 2017; Al Absi i ostali
2018). CTL-ovi i NK stanice zajedno izlazu stanice raka selekcijskom pritisku, a one odgovaraju na
njega mehanizmima imunosnog bijega (Huse 2017; Carré i ostali 2021). Neke od strategija kojima
stanice raka bjeZe od imunosnog nadzora ukljucuju promjenu ekspresije povrsinskih biljega, inhibiciju
imunosnih stanica i uspostavu imunosupresivnog tumorskog mikrokolisa (Wurzer i ostali 2019). Novija
istrazivanja pokazuju kako bi jedna od njih mogla biti i smanjenje krutosti stanice (Tello-Lafoz i ostali
2021)
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CTL-ovi i NK stanice mogu lizirati ciljne stanice koriste¢i citotoksi¢nost posredovanu
granulama (Tuomela i ostali 2022). Tijekom procesa degranulacije, u ciljnu se stanicu otpustaju
specijalizirani sekretorni lizosomi nazvani litickim granulama. Oni sadrZe smjesu granzimskih preoteaza
i perforina (Tello-Lafoz i ostali 2021; Wang 1 ostali 2022). Perforin je citoliticki protein koji narusava
cjelovitost stanicne membrane formiranjem pora. Kroz novonastale pore ulaze granzimske proteaze.
One pak cijepanjem razli¢itih supstrata induciraju kolaps citoskeleta, disfunkciju mitohondrija i
programiranu stani¢nu smrt (Wang i ostali 2022). Drugi nacin ubijanja posredovan je tzv. receptorima
smrti (engl. death receptors), npr. Fas receptor (engl. F'S-7-associated surface antigen) (Tuomela i ostali

2022).

2.3.2 Grada imunosne sinapse (IS-a)

[S-ovi su raznovrsni po gradi i funkciji, ali moze se stvoriti poop¢eni model koji je slican u CTL-ova i
NK stanica (Davis 2002; Ritter 1 ostali 2013). "Kanonski" IS podijeljen je u supramolekularne
aktivacijske klastere (SMAC, engl. supramolecular activation clusters) (Slika 11). Centralni SMAC
(cSMAC) sadrzi antigenske receptore i povezane signalne proteine. Okruzuju ga koncentri¢ni krugovi,
periferni SMAC (pSMAC) i distalni SMAC (dSMAC). pSMAC je bogat adhezijskim molekulama, npr.
orf> integrinom koji se naziva limfocitni funkcionalni antigen 1 (LFA-1, engl. lymphocyte function-
associated antigen 1) (Basu i Huse 2017). On je prevladavajuci integrin u IS-u, gdje ga dovodi
retrogradni tok aktina (Comrie i ostali 2015a; Basu i Huse 2017). dSMAC je prsten aktinskih filamenata
koji stvara vanjsku granicu IS-a i time svojevrsnu "oazu" u kojoj su receptor-ligand interakcije izolirane
od vanjskih sila, npr. toka fluida (Basu i Huse 2017). Snaznim prianjanjem uz ciljnu stanicu blokira se
pristup inhibitornim molekulama i ogranicava difuzija ispustenih citotoksi¢nih tvari (Huse 2017).
Perforin i granzim ubijaju gotovo sve eukariotske stanice, stoga je vazno zastititi druge stanice u okolini.
Uz zastitu, ograni¢avanje difuzije ima i ulogu povecanja u€inkovitosti ubijanja (Huse 2017; Wang i ostali
2022).

Aktinski filamenti kontroliraju rast i organizaciju IS-a (Basu i ostali 2016). Inhibitori aktinske
polimerizacije mogu omesti aktivaciju CTL-ova. Ovo se nekad objasnjavalo time da aktin ima ulogu u
stvaranju signalnih mikroklastera TCR-a (Ritter i ostali 2013). Za migraciju TCR-ova od perifernog
dijela IS-a prema sredistu (cCSMAC-u) zasluzan je aktinski retrogradni tok (Slika 11) (Huse 2017).
Mehanizam mu nije potpuno razjasnjen (Ritter i ostali 2013). Glavni mu je pogon polimerizacija aktina,
makar postoji 1 doprinos miozinskih motora (Roy i Burkhardt 2018). Pretpostavljalo se da relativno
niske razine aktinskih filamenata u ¢SMAC-u ¢ine plazmatsku membranu efektorske stanice
pristupacnijom za liticke granule koje treba otpustiti. Medutim, vizualizacija cSMAC-a visoke rezolucije
pokazala je da on ipak sadrzi znacajne koliCine rezidualnih aktinskih filamenata medu kojima postoje
male praznine gdje se dogada degranulacija. Pokraj tih praznina nalaze se mehanicki aktivne izbocine

bogate aktinskim filamentima, §to ukazuje na to da kortikalni aktin moze imati izravniju ulogu u
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degranulaciji nego se prethodno smatralo. U nedavno azuriranom modelu IS-a, degranulaciju vodi

dinamicno medudjelovanje integrina i aktinskih filamenata (Wang i ostali 2022).

Limfocit

APC

Slika 11. Shematski prikaz zrelog "kanonskog" IS-a izmedu limfocita i APC-a. Zute strelice pokazuju smjer
aktinskog retrogradnog toka. IS je podijeljen u distalni, periferni i centralni supramolekularni aktivacijski
klaster (ASMAC, pPSMAC i cSMAC). Preuzeto i prilagodeno prema Basu i Huse (2017).

2.3.3 Mehanoosjetljivost receptora

Sastav i unutras$nja struktura stanica kontinuirano se mijenjaju u odgovoru na fizikalne i kemijske
podrazaje iz okoline (Bray 2001). Signalizacijom "izvana prema unutra" (engl. outside-in) vezanje
liganda za povrsinski receptor aktivira unutarstani¢nu signalizaciju. Obrnuto, signalizacijom "iznutra
prema van" (engl. inside-out) unutarstani¢na signalizacija regulira afinitet receptora za ligand (Wang
2012; Huse 2017). Mnogi su stani¢ni receptori koji sudjeluju u aktivaciji limfocita mehanoosjetljivi
(Basu 1 Huse 2017). U IS-u se ponovno isti¢u integrini, kao $to je bio slucaj i u prethodno objasnjenom
odgovoru tumorske stanice na povecanu krutost ECM-a (Huang i Ingber 2005; Basu i Huse 2017).
Takoder je poznata mehanoosjetljivost TCR-a i vise receptora NK stanica (Wang i ostali 2022). Prema
utjecaju sile na njih, veze izmedu receptora mogu se podijeliti na klizave (engl. slip bonds) i ulovne
(engl. catch bonds). Sila smanjuje dugovjecnost klizavih veza. S druge strane, ona moze povecati
dugovjecnost ulovnih veza, sve dok ne premasi svoju optimalnu vrijednost. Ukoliko se to dogodi,

dugovjecnost veze se ponovno smanjuje (Huse 2017).

Kao i drugi integrini, LFA-1 ima nekoliko konformacija razlicitih afiniteta prema ligandima.
Konformaciju regulira signalizacija "iznutra prema van" (Comrie i ostali 2015a). Savinuta konformacija
(Slika 12, B, 1) ima slab afinitet za ligande, molekule medustani¢ne adhezije (ICAM, engl. intercellular
adhesion molecules). ICAM-ovi se nalaze, primjerice, na povrSini dendritickih stanica, profesionalnih
APC-ova koji aktiviraju limfocite T. Aktivirajuci receptori, npr. TCR, signalizacijom dovode talin do 8
lanca LFA-1, §to potice konformacijsku promjenu nalik na izbacivanje ostrice automatskog noza (engl.

switchblade) (Slika 12, B, 2). Ova konformacija ima srednje velik afinitet za ligand (Comrie i ostali
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2015a; Wang i ostali 2022). Nadalje, aktin stvara vlak koji potice stvaranje visokoafinitetne ulovne veze
LFA-1 s ligandom (Slika 12, B, 3). Konformacija se mijenja i u procesu induciranog pristajanja [CAM-
a (Slika 12, B, 3" 1 4), §to dodatno pomice ravnotezu prema visokoafinitetnom obliku (Comrie i ostali
2015a). Osim S§to je ostvarena snazna povezanost sa ciljnom stanicom, LFA-1 u isto vrijeme stvara
kostimulatorne signale za aktivaciju limfocita (Wang 1 ostali 2022). Dakle, osim $to je aktinski
retrogradni tok potreban za lokalizaciju LFA-1 u IS-u, on odrzava konformacije visokog afiniteta prema

ligandu (Comrie i ostali 2015a).

A B talin+F-aktin
Aktinski tok
7 ‘ 3
2. Prestanak toka

N7

g 2\
Aktinski tok
3’ b DR 4
< Prestanak toka .
=N

Slika 12. Model aktivacije integrina LFA-1 u IS-u. (A) Aktinski retrogradni tok (zelene strelice) u CTL-u
potaknut polariziranim podrazaj TCR-a dovodi LFA-1 u IS. U slucaju zaustavljanja retrogradnog toka,
neaktivirani LFA-1 pasivno difundiraju dalje od IS-a (crvena strelica). (B) Neaktivirani LFA-1 ima savijenu
konformaciju (1) koja se ispruzuje vezanjem F-aktina preko talina (2). F-aktin povlaci rep B podjedinice LFA-
1, sto inducira otvorenu konformaciju visokog afiniteta za ICAM-1 (3). Inducirano pristajanje
ICAM-1 stabilizira njegovu interakciju s LFA-1 (4). Sazrijevanje LFA-1 moze i¢i i preko intermedijarne
konformacije vezane za ICAM-1 (3'). Preuzeto i prilagodeno prema Comrie i ostali (2015a).

Za prelazak u konformaciju visokog afiniteta, povlacne sile na B lancu integrina trebaju protusile
na ligandu (Comrie i ostali 2015b). Poznato je da kortikalni aktinski citoskelet regulira lateralnu difuziju
u stani¢noj membrani, stoga je bilo potrebno promotriti $to se s njime dogada u APC-u - konkretno,
moze li od APC-a uciniti stator (Comrie i ostali 2015b; Basu i Huse 2017; Mierke 2018). Vezanje
ICAM-1 za aktinski citoskelet smanjuje njegovu lateralnu difuziju na membrani dendritic¢kih stanica.
Ono se ostvaruje preko aktin-vezujucih proteina: moezina i a-aktinina. Smanjenje mobilnosti ICAM-1
pruza povecani otpor silama P lanca LFA-1, Sto promovira otvorenu konformaciju i ¢vrsto vezanje
ICAM-1 za LFA-1, dovode¢i do pojacane aktivacije CTL-a (Comrie i ostali 2015b). Dakle, ova
imobilizacija pojacava utjecaj retrogradnog toka aktina u CTL-u, stvarajuci jaku protusilu za integrine

koji su pod djelovanjem citoskeletnog vlaka (Huse 2017).
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2.3.4 Aktinski citoskelet tumorske stanice 1 imunosni bijeg

Al Absi i ostali (2018) predstavili su prve dokaze aktin-ovisnog bijega tumorskih stanica od NK stanica.
U tumorskoj je stanici otkriveno brzo nakupljanje velike koli¢ine aktinskih filamenata blizu [S-a koje je
nazvano aktinskim odgovorom. Pokazalo se da je povezan sa smanjenim unutarstani¢nim razinama
granzima B 1 nizom stopom apoptoze. Koristene su dvije linije stanice raka dojke, od kojih jedna
fenotipski nalikuje mezenhimskim stanicama, a druga epitelnim. Stanice nalik mezenhimskima imale su
tendenciju aktinskog odgovora unutar prve dvije minute interakcije. Tada im je kortikalna regija u
podrucju IS-a sadrzavala mnogo vise aktinskih filamenata nego suprotni pol, sve do kraja tridesetak
minuta duge interakcije s NK stanicom, nakon koje nije doslo do lize (Slika 13). Kod stanica nalik
epitelnima, aktinski je odgovor uocavan rjede i ¢esce je dolazilo do njihove lize. Medutim, amplituda
aktinskog odgovora, mjerena postotkom stani¢nih aktinskih filamenata akumuliranih u podrucju
sinapse, bila je relativno sli¢na u svim proucavanim stani¢nim linijama, bez obzira na fenotip. Nadalje,
indukcija EMT-a na jednoj od prethodno promatranih linija znacajno je povecala aktinski odgovor i

otpornost na NK stanice. Detalji aktinskog odgovora ostali su neistrazeni.

Slika 13. Vremenski tijek imunosne sinapse u kojoj je zabiljezen tzv. "aktinski odgovor" tumorske stanice
(T). Slike su dobivene konfokalnom mikroskopijom. Aktin je u tumorskoj stanici oznacen zelenom
fluorescencijom, dok je membrana efektorske NK stanice (E) obojana crveno. Strelica prikazuje pocetak
aktinskog odgovora, a zvjezdica odvajanje NK stanice, nakon kojeg je uslijedio prestanak aktinskog
odgovora. Preuzeto i prilagodeno prema Al Absi i ostali (2018).

Tello-Lafoz i ostali (2021) ispitali su kako aktinski povecana krutost tumorskih stanica utjece
na njihovu podloznost eliminaciji od strane CTL-ova i NK stanica. Prostiranje po perivaskularnoj nisi
nuzan je korak metastaze ovisan o MRTF-u. Njegove izoforme, MRTF-A i MRTF-B, vezu se za
citoplazmatski G-aktin ¢ija se koncentracija smanjuje pri citoskeletnom rastu. Nakon oslobadanja od
G-aktina, ulaze u jezgru i stvaraju komplekse s DNA-vezujuc¢im proteinima. Ovako se potice ekspresija
G-aktina i drugih sastavnica citoskeleta (Tello-Lafoz i ostali 2021). U istrazivanju su koristene dvije
stani¢ne linije, stanice melanoma i raka dojke. U svakoj od njih promatrani su utjecaji promjena u

ekspresiji MRTF-A ili MRTF-B. Ocekivano, smanjena ekspresija MRTF-A ili MRTF-B negativno je
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utjecala na stvaranje metastaza nakon $to su stanice intravenozno injektirane u miseve. Medutim,
prekomjerna ekspresija imala je slican ucinak, iako nije uo¢eno da MRTF-ovi smanjuju proliferaciju
stanica. Dakle, rezultati su ukazivali na utjecaj metastatskog mikrookolisa, primjerice CTL-ova i NK
stanica. Ubijanje navedenih stani¢nih linija promatrano je in vitro, gdje je u slucaju prekomjerne
ekspresije uocena pojacana degranulacija CTL-ova i NK stanica. Takoder je povecana proizvodnja
citokina IFN-y i ¢imbenika nekroze tumora (TNF, engl. tumor necrosis factor) od strane CTL-ova. Ovo
nije bio rezultat poveane ekspresije imunoreceptora. Naime, prekomjerna ekspresija MRTF-A ili
MRTF-B povecéava koli¢inu F-aktina, a on moze stvarati kruta stresna vlakna. AFM-om je izmjerena
povecana krutost stanica. Dakle, povecanje krutosti stanice do odredene granicne vrijednosti povecava
njezin metastatski potencijal, a prelaskom te vrijednosti on krene padati zbog ranjivosti prema
imunosnim stanicama. Autori navode kako je ranjivost najvjerojatnije rezultat kombinacije biofizickih i

biokemijskih ¢imbenika (Tello-Lafoz i ostali 2021; Usmani i Mempel. 2021).

Promatrajuéi navedena dva istrazivanja, moguce je uociti kako se u oba slucaja radi o povecanoj
koli¢ini aktinskih filamenata, samo §to se u jednom od njih radi o njihovoj brzoj lokalizaciji u podrucju
IS-a, a u drugom o opseznim citoskeletnim promjenama koje mijenjaju oblik cijele stanice. Proglasiti
njihove rezultate kontradiktornima moglo bi biti preuranjeno zaklju€ivanje, s obzirom na nepoznate
biofizikalne parametre podruc¢ja membrane na kojem se dogada aktinski odgovor. Ne zna se jesu li
pojedinacéni aktinski filamenti, inaCe malene duljine perzistencije, organizirani u strukture viseg reda
koje bi lokalno povecale krutost tumorske stanice (Bray 2001; Alberts i ostali 2017). S obzirom na
smanjenje razine granzima B u ciljnim stanicama kod kojih je uo¢en aktinski odgovor, Al Absi i ostali
(2018) predlazu da se radilo o aktinski-posredovanom ometanju ulaska granzima B ili razgradnji
granzima B. Kao §to je prethodno spomenuto, poznato je da se neki enzimi vezu za aktinske filamente
(Bray 2001), sto dovodi do pitanja mogu li se na ovaj nacin novaciti enzimi koji razaraju granzim B.
Toc¢na uloga i mehanizam aktinskog odgovora u imunosnom bijegu od NK stanica, kao i reproducibilnost
fenomena, ostaju pitanje za buduca istrazivanja. Tello-Lafoz i ostali (2021) kao ogranicenje svog rada
navode moguénost da MRTF pojacava aktivaciju limfocita promjenom u lateralnoj mobilnosti i/ili
klasteriranju povrSinskih liganda imunosnih receptora. Ostaje i pitanje indukcije drugih gena od strane
MRTF-a, koja bi mogla dati krivu sliku o tome §to je zapravo uzrokovalo povecanje ranjivosti na
citotoksicnost. Takoder se postavlja pitanje je li prekomjerna ekspresija MRTF-ova adekvatan model

stvarnog povecanja u MRTF aktivnosti pri adaptaciji na perivaskularne niSe (Usmani i Mempel 2021).

Kolicina kolesterola u stanicnoj membrani jos je jedan ¢imbenik krutosti stani¢nog korteksa. U
membranama razli¢itih tumorskih stanica opazena je poviSena koli¢ina kolesterola. Smanjenje koli¢ine
kolesterola rezultira povecanjem krutosti 1, jo§ jednom, poja¢anim ubijanjem od strane CTL-ova. Unutar
CTL-ova uoceno je aktinskih filamenata blizu IS-a, $to je bilo povezano s pojacanim stani¢nim silama

kojima CTL-ovi djeluju na ligand-predocnu podlogu. Medutim, pokazalo se da ovaj mehanizam
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skru¢ivanja membrane ima zanemariv utjecaj na degranulaciju ili stvaranje citokina (IFN-y i TNF-a),
sugerirajuci razlic¢ite odgovore CTL-ova ovisno o metodi skru¢ivanja. Zanimljivo, nije povezan ¢ak niti

s Fas receptorom smrti (Lei i ostali 2021).

2.3.5 Mehanisticka podloga imunosnog bijega ovisnog o aktinu

Sinapticka mehanotransdukcija ne trazi samo da efektorska stanica stvara silu, nego i da je ciljna stanica
pritom dovoljno sposobna opirati se deformaciji. Drugim rije¢ima, ciljna stanica mora biti dovoljno
kruta. Pokazalo se da mehanotransdukcija od LFA-1 do kortikalnog aktinskog citoskeleta mjesno-
vremenski kontrolira degranulaciju CTL-ova. Prema novom modelu degranulacije, polozaj
mehanoosjetljivih integrina odreduje permisivna sekretorna mjesta unutar [S-a (tzv. "mehanicko
licenciranje") (Slika 14). CTL-ovi integrinima "osjete" da im je ciljna stanica dovoljno blizu i da
oslobadanjem litickih granula ne ugrozavaju okolne stanice. Takoder, naprezanje membrane ciljne
stanice moglo bi olaksati stvaranje perforinskih pora. Neovisno o tome ima li stanica ligande za
LFA-1, smanjena ekspresija talina (koji je u fizickoj vezi s integrinom i aktinom) ometa degranulaciju.
To dovodi do pretpostavke da i drugi integrini doprinose ovom procesu. Autori ovog modela predlazu
ga kao moguce objasnjenje za povecanu ranjivost krutih stanica raka prema CTL-ovima (Wang i ostali

2022).

Degranulacija
r—\‘

' s // o W o
Ciljna stanica \ f

Integrinske
adhezije

CTL

Prfl Gzm* TCRE pMHCE LFA-1) ICAM-1} Talin[)

Slika 14. Model degranulacije u kojem polozaj integrina (LFA-1) odreduje permisivna sekretorna mjesta
unutar IS-a. TCR se veze za peptid srodan MHC-u (pMHC). Vezanjem LFA-1 za ligand (ICAM-1), CTL
moze "osjetiti" da mu je ciljna stanica blizu, §to povecava preciznost degranulacije i tako $titi okolne stanice.
Naprezanje membrane ciljne stanice moglo bi pojacati aktivnost perforina (Prf) koji stvara pore za ulazak
granzima (Grz). Preuzeto i prilagodeno prema Wang i ostali (2022).

Tello-Lafoz i ostali (2021) pojasnili su i moguci doprinos aktinskog ograni¢avanja lateralne
mobilnosti povrsinskih molekula, $to su potkrijepili ve¢ spomenutim rezultatima koje su objavili Comrie

i ostali (2015b). Nadalje, spominju mogucu vezu s izvanstanicnim ¢imbenicima progresije tumora, kao

26



$to je ve¢ dobro poznata krutost ECM-a. Ona bi potencijalno mogla povecati MRTF signalizaciju, buduci
da se to dogada s jednim od funkcionalno srodnih mehanotransdukcijskih efektora (Er i ostali 2018;
Tello-Lafoz i ostali 2021). Dosadasnje spoznaje ukazuju na to da MRTF signalizacija mora biti precizno
regulirana kako bi se uravnotezili njezini oprec¢ni ucinci: poticanje metastatskog Sirenja i olakSana
aktivacija imunosnih stanica. Odrzavanje ove ravnoteze predstavljeno je kao mogué¢i mehanizam

imunosnog bijega (Tello-Lafoz i ostali 2021)

3. ZAKLJUCAK

Stanice raka tijekom metastatske kaskade prolaze kroz opsezne morfoloSke promjene za koje je velikim
dijelom zasluzan aktinski citoskelet. Pojedinacni aktinski filamenti nemaju posebno veliku duljinu
perzistencije, ali mogu se povezati u krute strukture viseg reda, npr. stresna vlakna. Krutost stanica raka
moze biti smanjena remodeliranjem aktinskog citoskeleta, $to im vjerojatno pomaze pri migraciji kroz
uske prostore. Za prostiranje po perivaskularnoj nisi potrebna je MRTF signalizacija koja pak poveéava
koli¢inu stresnih vlakana u stanici, ¢ineéi ju kru¢om. Ovaj nuzni stadij metastatske kaskade smatra se i
slabom tockom stanica raka, budu¢i da su krute povrSine stimulativnije za limfocite. Tijekom
degranulacije, limfociti djeluju silom na ciljnu stanicu. Ciljna se stanica pritom treba odupirati
deformaciji, tj. mora biti kruta. Ovaj model degranulacije temelji se na interakciji integrina LFA-1 s
njegovim ligandom, ali bi i drugi integrini mogli imati sli¢nu funkciju. Slijedi da za uspjesan imunosni
bijeg stanica raka mora odrzavati optimalnu razinu MRTF signalizacije kako ne bi postala prekruta. lako
postaje sve jasnije kako mehanicke sile utjeu na citotoksi¢no ubijanje, potrebno je jo§ potvrditi Siri
fizioloski znaCaj ovog mehanizma u obrani od tumora. Ovo bi mogle komplicirati poteskoce u
mehanickoj karakterizaciji stanica raka i razlike medu stani¢nim tipovima. Svejedno, mehanobiologija
pruza zanimljivu perspektivu, podsjecajuéi na to da je Zivot stanice puno vise od mreze biokemijskih

puteva.
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