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1. UvOD

1.1. Maligni tumor pluéa

Maligni tumor pluca je drugi naj¢eSée dijagnosticirani tumor i najc¢e$¢i uzrok smrti kod
muskaraca 1 zena U Svijetu kada su u pitanju zlocudne bolesti (Dela Cruz, Tanoue and
Matthay, 2011). Prema predvidanjima Ameri¢ke udruge za rak, u 2019. godini u Sjedinjenim
Americkim Drzavama ¢e se dijagnosticirati 228 150 novih slucajeva malignog tumora pluca,
a od njega ¢e umrijeti 142 670 pacijenata. Pojavnost se kod muskaraca smanjuje od
osamdesetih godina proslog stoljeca, a kod Zzena od dvije tisu¢itih jer prati trendove zabrane
konzumacije duhana sa zaostatkom od dvadeset godina. Smrtnost kod muskaraca se od 1990.
smanjila za 48 % te za 23 % kod Zena od 2002. (Slika 1.). Petogodi$nje prezivljenje u SAD-u
iznosi 19 % (American Cancer Society, 2019).
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Slika 1. Smrtnost uzrokovana malignim tumorima pojedinih organa na 100 000 muskaraca
(A) i Zzena (B) u populaciji SAD-a u periodu 1930.-2015. Preuzeto i prilagodeno (American
Cancer Society, 2019)



U Republici Hrvatskoj se godisnje dijagnosticira oko 3 000 novih slucajeva malignog tumora
pluc¢a, a gotovo jednako toliko ljudi 1 umre. Kako petogodisnje prezivljenje u Hrvatskoj
iznosi samo 10 %, donesen je Nacionalni program za probir i rano otkrivanje raka plu¢a u

razdoblju  2019.-2023.  (https://zdravstvo.gov.hr/izvjesce-0-provedenom-savjetovanju-o-

nacrtu-nacionalnog-programa-za-probir-i-rano-otkrivanje-raka-pluca-2019-2023/3579).

Dijeli se na dva tipa: maligni tumor plu¢a ne-malih stanica (engl. non-small cell lung cancer)
i malih stanica (engl. small cell lung cancer). Na maligni tumor plu¢a ne-malih stanica otpada
80 — 85 % dijagnosticiranih zlo¢udnih bolesti plu¢a (Dela Cruz, Tanoue i Matthay, 2011), a
dijeli se na pet podtipova: adenokarcinom, karcinom skvamoznih (plocastih) stanica,
karcinom velikih stanica (nediferencirani karcinom pluca), adenoskvamozni i karcinoidni
tumor (Barta i Wisnivesky, 2019). Adenokarcinom je danas najée$¢i maligni tumor plucéa
(Dela Cruz, Tanoue i Matthay, 2011). Ucestaliji je kod Zena, nego kod muskaraca i ¢eSce se,
u odnosu na ostale tumore pluca, javlja u mladoj populaciji te kod nepusaca (Toh i sur.,
2006). Razvija se iz Zljezdanih stanica koje proizvode mukus i nastaje u perifernom dijelu
pluéa (Zappa i Mousa, 2016). Cesti histokemijski biljezi adenokarcinoma su nepsin A i
tiroidni transkripcijski faktor 1 (TTF1) (Ye i sur., 2011). Karcinom plocastih (skvamoznih)
stanica je neko¢ bio najucestaliji tip karcinoma pluéa, a danas ¢ini oko 20% dijagnosticiranih
slu¢ajeva u SAD-u. Uglavnom su lokalizirani u srediSnjem podrucju, tj. u bronhima.
Karakterizira ga keratinizacija (Barta i Wisnivesky, 2019). Ces¢e se javlja kod pusaca. Starija
istrazivanja pokazuju da ima vecu ucestalost kod musSkaraca, a prema novijim istrazivanjima
kod Zena, $to je vjerojatno posljedica promjene trendova pusenja u proslom stoljecu (Khuder,
2001). Karcinom pluca velikih stanica karakteriziraju slabo diferencirane stanice te se ¢esto
naziva i nediferenciranim karcinomom plu¢a (Pelosi i sur., 2015). Adenoskvamozni
karcinomi imaju vise od 10 % mijeSanih zljezdanih i plocastih komponenti (Travis i sur.,
2015) i losiju petogodisnju prognozu od skvamoznih i adenokarcinoma (Maeda i sur., 2012).
Karcinom pluc¢a malih stanica obuhvaca 15 % dijagnosticiranih slucajeva, a karakteriziraju ga
sitne stanice s malo citoplazme 1 neizrazenim jezgricama. Dijeli se na tri podtipa: karcinom
zobenih stanica (engl. oat cell), intermedijarnih stanica i kombinirani tip kod kojeg se javljaju
komponente karcinoma ne-malih stanica. Razvija se iz stanica koje imaju neuroendokrine
karakteristike i jako brzo se Siri i metastazira. Naj¢e$¢i biljezi za ove podtipove tumora su
TTF1, CD56, i kromogranin (Kalemkerian i sur., 2013).

Simptomi se javljaju uslijed lokalnog djelovanja tumora i najéeS¢e tek u uznapredovalom

stadiju. Kasalj se javlja u do 75 % slucajeva kao posljedica pritiska tumora na bronhe. Uz
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kasalj, kod 3 - 60 % pacijenta javlja se i dispneja, tj. otezano disanje, i hemoptiza, odnosno
iskasljavanje krvi, u 6 - 35 % slucajeva. U ostale simptome mogu se ubrojiti stridor, bol u
prsima, promuklost, gubitak tjelesne tezine, umor, no¢no znojenje i vruéica. Kao posljedica
metastaziranja mogu se javiti simptomi sliéni mozdanom udaru, paraneoplasti¢ni sindromi,

bol u kostima, hepatomegalija i paraplegija (Hammerschmidt i Wirtz, 2009).

1.1.1. PuSenje kao rizi¢ni faktor

Cetrdesetih godina proglog stolje¢a u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama se ozbiljno podinje
razmatrati povezanost puSenja s razvojem tumora diSnog sustava, a 1964. u izvjeStaju
,ourgeon General on smoking and its effects on health“ se ono navodi kao glavni uzrok
nastanka malignih tumora pluc¢a (Dela Cruz, Tanoue i Matthay, 2011). Prema procjenama,
kod jednog od devet pusaca dolazi do razvoja karcinoma pluca, a 20 % smrti uzrokovanih
svim vrstama malignih tumora moglo bi se sprijeéiti prestankom pusenja (Dela Cruz, Tanoue
I Matthay, 2011). Vjerojatnost razvoja tumora plu¢a kao posljedice pusenja ovisi o dobi
pocetka puSenja, broju konzumiranih kutija cigareta dnevno, intezitetu inhalacije, koli¢ini
katrana i nikotina u cigaretama, prisutnosti filtera i sli¢éno (Harris i sur., 2004) (Dela Cruz,
Tanoue and Matthay, 2011).

Duhanski dim dijelimo na glavni, onaj koji uvla¢imo iz cigarete, i sporedni (iz druge ruke),
onaj koji se otpusSta u okoli§ gorenjem cigarete, a sastoji se od plinova 1 Cestica. Na
pakiranjima cigareta se najceS¢e navode vrijednosti nikotina koji je odgovoran za stvaranje
ovisnosti i jako kancerogene tvari katrana, ali u dimu se nalaze jo§ mnogi toksi¢ni i
kancerogeni spojevi i elementi poput policikliénih aromatskih ugljikovodika, aromatskih
amina, N-nitrozamina, benzena, arsena, radona, bizmuta, polonija i drugih (Dela Cruz,
Tanoue i Matthay, 2011). Najveéu opasnost predstavljaju N-nitrozamini specifi¢ni za duhan
(engl. tobacco-specific N-nitrosamines) koji nastaju uslijed nitrozacije nikotina prilikom
proizvodnje duhana i puSenja i mogu se vezati za DNA te stvarati DNA adukte (Akopyan i
Bonavida, 2006) (Dela Cruz, Tanoue and Matthay, 2011). Takve greske u DNA se naj¢eSc¢e
popravljaju mehanizmom izrezivanja nukleotida pri ¢emu se uz pomo¢ endonukleaza izreze
mjesto oStec¢enja i nekoliko okolnih nukleotida, a polimeraza &/¢ popunjava prazninu koristeci
drugi lanac kao kalup. Ukoliko stani¢ni mehanizmi popravka ne isprave oStecenje, stanica
odlazi u apoptozu ili ponekad zadrzava mutaciju i prenosi ju dalje. Ovakve promjene u
onkogenima, tumor supresorima ili genima za mehanizme popravka DNA dovode do

tumorigeneze (Pecorino, 2012). Kemijska karcinogeneza ¢esto dovodi do mutacije onkogena
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K-ras koja je prisutna u 30 % adenokarcinoma kod trenutnih i biv§ih pusac¢a (Rodenhuis i
Slebos, 1992). Policikli¢ni ugljikovodici poput benzopirena i benzantracena takoder mogu
stvarati adukte s purinskim bazama DNA i dovoditi do G—T transverzija. Oni se najprije
moraju metabolicki aktivirati pomoc¢u citokrom P450 enzima CYP1Al (Pecorino, 2012), a
njihovi metaboliti mogu potaknuti mutacije na lokusu za tumor supresorski gen p53 koje su

prisutne u 60 % slucajeva malignih tumora plu¢a (Denissenko i sur., 1996).

Nepusaci su takoder izlozeni utjecajima sporednog dima, a samim time i karcinogenima.
Jedno istrazivanje je pokazalo da se u 88 % nepusaca u serumu moze detektirati metabolit
nikotina kotinin uslijed posljedica pasivnog pusenja (Pirkle i sur., 1996). Takoder, u urinu
nepusaca dokazana je prisutnost karcinogena i kotinina (Hecht i sur., 1993). Barem 17 %
malignih tumora plu¢a kod nepuSaca uzrokovano je pasivnim puSenjem u djetinjstvu i

tijekom odrastanja (Janerich i sur., 1990).

1.1.2. Ostali faktori

Istrazivanja su pokazala da su Zene osjetljivije na karcinogene iz duhanskog dima od
muskaraca. Primije¢eno je da Zene s karcinomom plu¢a imaju viSe DNA adukata od
muskaraca (Ryberg i sur., 1994). Takoder, ¢ini se i da su hormoni vazni za sklonost nastanka
tumora jer su istrazivanja pokazala da su Zene koje su ranije ulazile u menopauzu imale manji
rizik za razvoj adenokarcinoma (Taioli i Wynder, 1994), dok se terapijom estrogenom i

progesteronom povecavao rizik nastanka karcinoma pluca (Slatore i sur., 2010).

Pripadnici odredenih profesija imaju veci rizik za razvoj tumora pluca. To su ljudi koji su na
radnom mjestu izlozeni: azbestu, arsenu, beriliju, kadmiju, kromu, niklu, siliciju i dizelskim
ispusnim plinovima (Driscoll i sur., 2005). Istrazivanja su pokazala da izlaganje dizelskim
ispusnim plinovima povecava relativni rizik za razvoj tumora pluca za 30 - 50% (Lipsett i

Campleman, 1999) (Bhatia, Lopipero i Smith, 1998).

Odredene nemaligne bolesti poput kroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a kod koje dolazi do
suzenja diSnih putova takoder povecavaju rizik za razvoj malignih tumora plu¢a. Kroni¢nu
opstruktivnu bolest pluc¢a karakterizira i kroni¢na upala koja pogoduje razvoju tumora
(Skillrud, Offord i Miller, 1986). Postoje i istrazivanja koja povezuju infekciju bakterijom
Chlamydia pneumoniae s nastankom tumora pluca. lako Chlamydia nije onkogeni patogen,
pretpostavlja se da infekcijom uzrokovana upala dovodi do stvaranja reaktivnih oblika kisika

koji mogu potaknuti nastanak mutacija (Littman, Jackson i Vaughan, 2005).



1.1.3. Genske promjene

Kromosomske promjene detektirane kod tumora plu¢a wukljucuju gubitak alela,
izokromosome, gubitak heterozigotnosti 1 nebalansirane translokacije. Najcesca
kromosomska promjena kod pacijenata s tumorima ne-malih stanica je aneusomija (Kanwal,
Ding and Cao, 2017). Zabiljezene su i polisomije dijelova kromosoma 5, 6, 7 i 8 (Kettunen i
sur., 2006) (Kang i sur., 2007) , delecije na dijelovima kromosoma 3 i amplifikacije na

kromosomima 1 i 3q (Lu i sur., 1999).

Ceste su i mutacije u onkogenima K-RAS (engl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene), EGFR
(engl. epidermal growth factor receptor), B-RAF (engl. v-raf murine sarcoma viral oncogene
homolog B), HER2 (engl. human epidermal growth factor receptor 2), EML4 (engl.
echinoderm microtubule-associated protein-like 4), ALK (engl. anaplastic lymphoma
kinase), ROS1 (engl. c-ros oncogene 1) i RET (engl. rearranged during transfection). Gen K-
RAS kodira za G protein ukljuen u regulaciju stani¢ne proliferacije, prezivljenja i
diferencijacije (Kanwal, Ding i Cao, 2017) ¢ije su promjene zabiljezene u oko 25 %
adenokarcinoma u zapadnjackim populacijama (Riely i sur., 2008). Tirozin kinazni receptor
EGFR ukljucen je u stani¢ni rast (Kanwal, Ding i Cao, 2017). Povecana ekspresija gena
EGFR zabiljezena je u 43 — 89 % slucajeva tumora pluca ne-malih stanica (Kanwal, Ding i
Cao, 2017) najces¢e kod zena nepusSaca u Isto¢noj Aziji (Sun, Schiller i Gazdar, 2007).
Mutacije u genu B-RAF koji kodira za serin treoninsku kinazu se pojavlju u 6 — 8 % tumora
pluca ne-malih stanica i to najéeSc¢e kod zena s dijagnosticiranim adenokarcinomom (Kanwal,
Ding i Cao, 2017). Promjene u genu HER2 su zabiljezene u 2 - 4% slucajeva tumora ne-malih
stanica tumora pluca, najéeS¢e kod Zena nepusaca u Aziji. Fuzijski protein EML4-ALK je
detektiran u 3 — 7 % tumora ne-malih stanica, posebice kod mladih pacijenata s dijagnozom
adenokarcinoma neovisno o njihovoj nacionalnosti ili izlozenosti duhanskom dimu (Kanwal,
Ding i Cao, 2017). Fuzije ROS1 zabiljeZene su kod nepusaca s adenokarcinomom (Cai i sur.,
2013). Tirozinska kinaza RET ukljucena je u procese proliferacije i diferencijacije stanica.
Fuzije gena RET ne dolaze u kombinaciji s mutacijama u drugim onkogenima kao $to su
EGFR, K-RAS i ALK (Wang i sur., 2012) (Kanwal, Ding i Cao, 2017).

Kao 1 kod veéine drugih tumora, u velikom broju slu€ajeva tumora ne-malih stanica pluca
zabiljeZzene su mutacije tumor supresorskog gena TP53, pogotovo kod pusaca. Protein p53

sudjeluje u regulaciji stani¢ne diobe, rasta i apoptoze (Bodner i sur., 1992).



Pretpostavlja se da se 8 % tumora pluca javlja uslijed genetskih predispozicija, ali utjecaj
genetskih faktora na nastanak i razvoj tumora nije jo$ uvijek razjasnjen jer ga je tesko u
potpunosti odvojiti od utjecaja okolisnih faktora (Kanwal, Ding i Cao, 2017) (Jonsson i
Gulcher, 2004).

1.1.4. Dijagnosticiranje i lijecenje

Prilikom dijagnosticiranja tumora pluca najceS¢e se najprije rade snimanja CT (engl.
computerized tomography) i PET (engl. positron emission tomography). Snimke CT pruzaju
informaciju o anatomiji tumora te su korisne pri odredivanju najboljeg mjesta za biopsiju, a
snimke PET daju informacije o metabolickoj aktivnosti primarnog tumora, zahvacenosti
medijastinalnih ¢vorova i metastazama (Anand, Singh i Dash, 2009) (Hammerschmidt i
Wirtz, 2009). Zatim je potrebno napraviti biopsiju tkiva kako bi se potvrdila malignost,
odredio stadij i histoloska diferencijacija tumora pri ¢emu se mogu Koristiti razli¢ite metode,
a neke od njih su bronhoskopija, medijastinoskopija, endobronhalni ultrazvuk i sl. (McLean,
Barnes i Troy, 2018). Tumori ne-malih stanica se naj¢esce klasificiraju prema sustavu TNM
gdje T oznacava veli¢inu tumora, N zahvacenost limfnih ¢vorova, a M prisustvo metastaza
(Feng i Yang, 2019). Tumori malih stanica se prilikom klasifikacije uglavhom grupiraju u
dvije skupine: limitirane (engl. limited-stage — LS-SCLC) i ekstenzivne (engl. extensive stage
— ES-SCLC) (Micke i sur., 2002).

LijeCenje ovisi o stadiju karcinoma. Najc¢eS¢e ukljucuje kombinaciju operacije 1 adjuvantne
kemoterapije. U lijeCenju se Cesto koriste kemoterapeutici na bazi platine (Hammerschmidt i
Wirtz, 2009). Pacijentima s prisutnim mutacijama receptora epidermalnog faktora rasta
(EGFR) se pri lijeCenju mogu davati inhibitori receptora kao §to su erlotinib, gefitinib i
afatinib (Krawczyk i sur., 2017). Crizotinib, certinib i alectinib su inhibitori koji se daju
pacijentima s utvrdenim mutacijama gena ALK (engl. anaplastic lymphoma kinase) (Fan i
sur., 2018). Pri lijeCenju se mogu koristiti i razli¢iti tipovi imunoterapije. Jedan od nacina na
koji tumori izbjegavaju imunosni odgovor organizma jeste reakcija receptora programirane
smrti 1 (engl. programmed-death receptor 1 — PD-1) s proteinima PD-L1 i PD-L2 koja ¢e
dovesti do inaktivacije T-limfocita. Ove reakcije se mogu sprijeCiti tretmanom antitijelima
Nivolumab i Pembrolizumab koji se vezu na PD-1 ili antitijelom Atezolizumab koje se veze
na PD-L1 (Yu i sur., 2016).



1.2. Imunosni sustav

Organizmi su svakodnevno izlozeni razliCitim bakterijama, virusima, gljivicama i parazitima
od kojih mnogi mogu narusiti fiziolosku homeostazu domacina. Imunosni sustav sluzi za
obranu organizma od patogena. Razlikujemo steCenu imunost koja se javlja tek nakon $to je
organizam ve¢ doSao u kontakt s patogenom i urodenu imunost uklju¢enu u prvi nespecificni
odgovor na infekciju. SteCena imunost zasluzna je za stvaranje imunosne memorije (Hall i

Guyton, 2006).

Stanice urodenog imunosnog sustava sposobne su razlikovati patogene od vlastitih stanica uz
pomo¢ receptora urodene imunosti. Kako patogeni ¢esto mutiraju, motivi koje prepoznaju
receptori moraju biti visokokonzervirani (Aderem i Ulevitch, 2000). Ti motivi Se nazivaju
patogenima pridruzeni molekularni sljedovi (engl. pathogen associated molecular patterns -
PAMPs), a receptori koji ih prepoznaju receptori za prepoznavanje sljedova (engl. pattern
recognition receptors - PRRS). Receptori ¢esto prepoznaju komponente koje nisu prisutne u
stanicama viSih eukariota poput nemetiliranih CpG motiva u DNA, jednolancanih RNA ili
lipopolisaharida karakteristi¢nih za bakterije te je to jedan od naina na temelju kojih se

razlikuju komponente patogena od vlastitih (Medzhitov i Janeway, 1997).

Kod sisavaca pronalzimo razli¢ite PRR receptore: Toll-like receptore (TIRs), RIG-I- like
receptore (RLRs), Nod-like receptore (NLRs), AIM-2-like receptore (ALRs), C-type lectin
receptore (CLRs) i unutarstani¢ne DNA senzore — CGAS (Kawasaki i Kawai, 2014).

Aktivacija receptora PRR dovodi do otpustanja signala upalnog odgovora poput IL-1, TNF-a,
IL-6, interferona tipa 1 (INFs), kemokina, efektorskih interleukina i kostimulatora T-stanica
(Medzhitov i Janeway, 1997).

1.2.1. Toll-like receptori (TLR)

Receptori TLR se vecinski eksprimiraju na stanicama imunosnog sustava gdje su ukljuceni u
prepoznavanje liganada specificnih za viruse, bakterije, gljive i protozoe. Mogu biti
povrsinski (TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLR6 i TLR10) i unutarstani¢ni, smjesteni na
stijenkama endoplazmatskog retikuluma (TLR7, TLR8 i TLR9) (Kobold i sur., 2014). Dijele
se na temlju tipova liganada koje prepoznaju pa tako razlikujemo one koji prepoznaju lipide,
one koji prepoznaju bakterijske ili virusne nukleinske kiseline i one koji prepoznaju proteine

pojedinih patogena. Receptor TLR2 u kombinaciji s receptorima TLR1 ili TLR6 zasluzan je
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za prepoznavanje bakterijskih ili mikobakterijskih lipopeptida, glicerofosfatidilinozitolnih
sidara razli¢itih patogena, a receptor TLR4 prepoznaje bakterijske lipopolisaharide.
Dvolan¢ane virusne i bakterijske RNA prepoznaje receptor TLR3, CpG motive u DNA
receptor TLR9. Receptor TLRS5 prepoznaje flagelin (O’Neill, 2006).

Ekspresija receptora TLR zabiljeZzena je i u stanicama razli¢itih tumora. U tumorskim
stanicama pluca, debelog crijeva, prostate i melanoma misSa eksprimiraju se receptori TLR1-
TLR6 (Huang i sur., 2005). Ljudske stanice karcinoma dojke eksprimiraju receptor TLR3
(Salaun i sur., 2006), a karcinoma pluc¢a receptor TLR9 (Droemann i sur., 2005) i receptor
TLR4 (He i sur., 2007). Receptori TLR7 i TLRS8 su takoder eksprimirani u stanicama
karcinoma pluca, konkretno adenokarcinoma 1 karcinoma skvamoznih stanica pri ¢emu je
ekspresija receptora TLR7 pretezito perinuklearna, a receptora TLR8 difuzna u citoplazmi
(Cherfils-Vicini i sur., 2010). Ova dva receptora su i jako eksprimirana u epitelnim stanicama
bronha, dok u alveolarnim epitelnim stanicama ekspresija nije zabiljezena (Cherfils-Vicini i
sur., 2010). Kada su u pitanju stanice imunosnog sustava, receptor TLR7 je eksprimiran u
plazmocitoidnim dendritickim stanicama, mijeloidnim dendritickim stanicama te B-
limfocitima (Kobold i sur., 2014). T-limfociti (Applequist, 2002) i prirodne stanice ubojice
(Kobold i sur., 2014) ne eksprimiraju receptor TLR7. Osim stanica imunosnog sustava,
receptor TLR7 je eksprimiran i u epitelnim stanicama (Tengroth i sur., 2014), hepatocitima
(Lee i sur., 2006) i keratinocitima (Li i sur., 2013). Njegovu ekspresiju stimuliraju citokini
poput interferona y (IFN) (Gantier i sur., 2008). Poveéana ekspresija receptora TLR7
zabiljezena je i u slucajevima infekcije virusima poput virusa hepatitisa C (HCV) (Lee i sur.,
2006), virusa ljudske imunodeficijencije (HIV) (Lester i sur., 2008) i virusa gripe tipa A
(IAV) (Petes, Odoardi i Gee, 2017). Receptor TLR8 eksprimiran je u monocitima,
mijeloidnim dendriti¢kim stanicama i neutrofilima, ali ne i u plazmocitoidnim dendritickim
stanicama (Kobold i sur., 2014). Zdrave stanice prostate eksprimiraju receptor TLR7 (Han,
Park, i sur., 2013), ali je u vecini nemalignih tkiva njegova ekspresija mala ili nepostojeca
(Kobold i sur., 2014). Takoder, receptore TLR1-TLR10 eksprimiraju i ljudske stani¢ne linije
karcinoma plu¢a A549, H1355 i SCC (SK-MES), kao i linija epitelnih stanica bronha BEAS-
2B (Cherfils-Vicini i sur., 2010).

Receptori TLR mogu utjecati na karcinogenezu stvaranjem proupalnog okolisa. Stimulacija
receptora TLR aktivirat ¢e transkripcijski faktor NF-kB koji ¢e potaknuti transkripciju gena
proupalnih citokina poput IL-1B, TNF-a i IL-6. Takoder, preko istog transkripcijskog faktora

receptori mogu potaknuti transkripciju gena antiapoptotskih molekula. Uoceno je i da
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uklanjanje proteina uklju¢enih u signalni put ovih receptora sprjecava epitelnu regeneraciju i
aktivaciju miofibroblasta. Ipak, aktivacija receptora TLR moZe imati i antitumorski u¢inak.
Aktivacija receptora TLRS potic¢e antitumorsko djelovanje dendritickih stanica. Za takvo
djelovanje dendritickih stanica potreban je interferon tipa I ¢ija je proizvodnja ovisna o
signalnom putu receptora TLR. Pokazano je da agonisti receptora TLR9 poticu sekreciju
interferona tipa I koji dovode do aktivacije citotoksi¢nih dendritickih stanica, stanica NK i
citotoksi¢nih T-limfocita koji sudjeluju u antitumorskom odgovoru. Na Zzalost, u tre¢oj fazi
klini¢kih ispitivanja ligand CGP 7909 za receptor TLR9 pokazao se neuspje$nim u lijecenju
tumora plu¢a ne-malih stanica. Dodatak poly I:C, liganda za receptor TLR3, pokazao je
tumor supresorski u¢inak u misjim modelima i provjerava se njegova uspjesnost i sigurnost u
klinickim ispitivanjima kod ljudi. Ligand za receptor TLR7 imiquimod odobren je za

lijeCenje aktini¢ke keratoze (Pradere, Dapito i Schwabe, 2014).

1.3. Receptor TLR7

1.3.1. Sinteza i prijenos u endosome

Receptor TLR7 nastaje u endoplazmatskom retikulumu kao nefunkcionalan. Prije izlaska iz
endoplazmatskog retikuluma najprije mora zauzeti ispravnu konfiguraciju u ¢emu sudjeluju
dva saperonska proteina — heat schok protein g96 (Yang i sur., 2007) i protein povezan s
receptorom TLR4 PRAT4A (engl. protein associated with TLR4) (Takahashi i sur., 2007). U
slu¢aju da ovi proteini nisu funkcionalni, makrofagi postaju neosjetljivi na stimulaciju
ligandom. Saperonski protein LRRC59 (engl. leucine-rich repeat containing protein 59)
vazan je za pravilno smatanje receptora TLR3, TLRS8 i TLRY, ali jo$ uvijek se ne zna je li
potreban za pravilno smatanje receptora TLR7 (Tatematsu i sur., 2015). Za prijenos receptora
TLR7 u Golgijevo tijelo i endosome vazan je protein UNC93BI1 (engl. uncoordinated 93
homolg B1). Mutacije u ovom genu utjecu na lokalizaciju receptora kod miSeva, a samim tim
1 na signalizaciju i odgovor organizma na infekcije. Primjerice mutacija H412R povecat ¢e
osjetljivost organizma na infekcije virusima, dok ¢e mutacija D34A dovesti do povecanog
stvaranja citokina u makrofagima, plazmocitoidnim dendritickim stanicama i B-limfocitima
nakon stimulacije receptora TLR7 (Petes, Odoardi i Gee, 2017). Protein UNC93B1
omogucava pakiranje receptora TLR7 u vezikule COPII (engl. coat protein complex 1) i
vjerojatno sudjeluje u ubikvitinaciji receptora, a specifi¢an je i po tome Sto, za razliku od
ostalih Saperonskih proteina, zajedno s TLR7 napusta endoplazmatski retikulum u procesu

njegovog prijenosa u endosome (Kim i sur., 2008). Vezikulama se receptor TLR7 prenosi u

9



Golgijevo tijelo gdje se uz pomo¢ kompleksa HRS/ESCRT (engl. endosomal sorting complex
required for transport) ubikvitinirani receptor TLR7 sortira za prijenos u endosome (Petes,
Odoardi i Gee, 2017). Za prijenos u endosome vazna je i porodica adaptorskih proteina (AP
1-4) koji stupaju u kompleksne medureakcije kako s receptorom TLR7, tako i s proteinom
UNC93B1. Da bi receptor TLR7 bio u stanju prepoznati i vezivati nukleinske kiseline, mora
se najprije pocijepati. Ocuvanje nefunkcionalnosti receptora, do njegovog smjeStanja u
endosome, je vazno kako bi se sprijecila njegova prijevremena aktivacija uslijed vezivanja
nukleinskih kiselina samog domacdina. Istrazivanja na miSevima su pokazala da se cijepanje
receptora odvija uz pomo¢ dvije skupine proteina: asparaginskih endopeptidaza i katepsina
(Ewald i sur., 2011) (Petes, Odoardi i Gee, 2017). Za njihovu enzimatsku aktivnost vazne su
nize vrijednosti pH u endosomima. Proteoliza se odvija izmedu dviju domena bogatih
leucinom na poziciji 478 gdje se nalazi asparagin. Mutacija apsparagina u glutamin na toj
poziciji (N478Q) neée utjecati na lokalizaciju receptora, ali ¢e sprijeciti njegovu aktivaciju
imiguimodom i prijenos signala (Maschalidi i sur., 2012). lako cijepanjem dolazi do
razdvajanja N-terminusa od C-terminusa, pretpostavlja se da N-terminus ostaje vezan za C-
terminus disulfidnim vezama i da je vazan za uspje$no vezanje liganda za receptor (Kanno i

sur., 2013) (Hipp i sur., 2015) (Slika 2.).
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Slika 2. Prijenos receptora TLR7 u endosome. Transkripcija receptora TLR7 potaknuta je
citokinskom signalizacijom preko transkripcijskog faktora NF-xB. Receptor TLR7 se
sintetizira u endoplazmatskom retikulumu i slaze uz pomo¢ proteina gp96 i PRAT4A (engl.
protein associated with TLR4 ). Stani¢na stimulacija (npr. imiquimodom) ili infekcija aktivira
protein LRRC59 (engl. leucine-rich repeat containig protein 59) koji poti¢e pakiranje
receptora TLR7 u vezikule COPII (engl. coat protein complex IlI) pomoc¢u proteina
UNC93B1 (engl. uncoordinated 93 homolg B1) i prijenos u Golgijevo tijelo gdje ¢e se
ubikvitinirati. Kompleks HRS/ESCRT razvrstava ubikvitinirane receptore koji se pomocu
proteina AP3 i AP4 (engl. adapter protein) prenose u endosome. U endosomu receptor
postaje funkcionalan nakon cijepanja furinskim konvertazama (engl. furin proprotein

convertases - PC). Preuzeto i prilagodeno (Petes, Odoardi i Gee, 2017).

1.3.2. Signalni put receptora TLR7
Strukturno, receptor TLR7 ima domenu bogatu leucinom na koju se veze ligand,
transmembransku domenu i domenu homolognu receptoru Toll-IL-1 koja sudjeluje u

prijenosu signala stupajuc¢i u medureakciju s proteinom MyD88. Virusne RNA ili sintetski

ligandi dolaze u kontakt s receptorom procesima endocitoze i autofagije (Petes, Odoardi i
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Gee, 2017). Nacin unosa liganda ovisi o replikacijskim strategijama virusa te prisutnosti

virusnih inhibitora, ali i samim receptorima (Shi i Kehrl, 2008) (Petes, Odoardi i Gee, 2017).

Prijenos signala preko receptora TLR7 je ovisan o proteinu MyD88 (Kawasaki and Kawai,
2014). Vezanjem liganda na funkcionalni dimer receptora dolazi do konformacijskih
promjena unutarstanicne domene receptora $to omogucava vezanje adaptorne molekule
MyD88. Protein MyD88 preko domene smrti aktivira protein IRAK4 koji zatim fosforilira
protein IRAK1. Kompleks IRAK4-IRAKI1 ¢e aktivirati protein TRAF6 koji ¢e pak dovesti do
aktivacije signalnog puta NF-xB/MAPK preko proteina TAK1 ili ¢e preko proteina TRAP3
dovesti do aktivacije transkripcijskog faktora IRF7 (Slika 3.) (Kobold i sur., 2014).

Membrana

Slika 3. Signalni put receptora TLR7. Preuzeto i prilagodeno (Kobold i sur., 2014)
1.3.3. Utjecaj receptora TLR7 na tumorigenezu
Pokazano je da dodatak liganada za receptor TLR7 poput loksoribina, CL264, ssSRNA40,

R848 i SM-276001 moze smanjiti progresiju karcinoma dojke, debelog crijeva i bubrega
povecanjem broja stanica NK, NKT, T-limfocita, efektorskih stanica koje proizvode antigen
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specifi¢an interferon y i aktivacijom te maturacijom plazmocitoidnih dendriti¢kih stanica koje

poticu antitumorski odgovor (Dajon, Iribarren i Cremer, 2015).

Ipak, neka istrazivanja pokazuju da aktivacija receptora TLR7 mozZe pogodovati progresiji
tumora. Dodatak liganada C2264, loksoribina i imiquimoda doveo je do poveéanja
kemirezistencije na citostatike stanica tumora pluca u in vitro uvjetima (Cherfils-Vicini i sur.,
2010), kao i povecanja volumena tumora pluca in vivo u misjim modelima (Chatterjee i sur.,
2014). Taj protumorski utjecaj moze biti posljedica ili direktno stimulacije receptora TLR7
na temlju rezultata in vitro istrazivanja ili povecanog broja i diferencijacije imunosupresivnih
stanica u tumorskom okolisu. Kod miseva s tumorima plu¢a ne-malih stanica tretiranim
ligandima za receptor TLR7 uocen je veci broj supresorskih stanica mijeloidnog podrijetla
(engl. myeloid-derived suppressor cells - MDSCs) i smanjenja broja stanica CD8" T
(Chatterjee i sur., 2014). Nakon stimulacije receptora TLR7 eksprimiranih na stanicama
tumora guSterace dosSlo je do ubrzanog rasta tumora i smanjene ekspresije antitumorskih
molekula kao $to su PTEN, p16, p27, p53, c-Myc i ciklina B1 (Ochi i sur., 2012). Stimulacija
receptora TLR7 na stanicama hepatocelularnog karcinoma povecava proliferaciju malignih
stanica. Pretpostavlja se da receptor TLR7 povecava ekspresiju antiapoptotskih molekula,
smanjuje ekspresiju faktora koji poticu apoptozu 1 sudjeluje u regulaciji transportera ABC

vaznih za prijenos i djelovanje lijekova (Dajon, Iribarren i Cremer, 2015) (Slika 4.).
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Slika 4. Dihotomni uéinak stimulacije receptora TLR7 na tumorske stanice. | — stimulacija
urodenog imunosnog sustava, 2 — aktivacija antitumorskog imunosnog sustava, -
uni$tavanje tumorskih stanica, 1 — stimulacija tumorskih stanica, 2 — proizvodnja
imunosupresivnih i protumorskih molekula, 3 — privlaéenje imunosupresivnih stanica, 4 —
indukcija imunosupresivnog mikrookoliSa, 2 — proizvodnja spojeva koji §tite od kemoterapije

— rezistencija na lijekove. Preuzeto i prilagodeno (Dajon, Iribarren i Cremer, 2015)

1.3.4. Sintetski ligandi receptora TLR7

Postoji puno sintetskih liganada koji aktiviraju receptor TLR7, a neki uz receptor TLR7
aktiviraju i receptor TLRS. U specifi¢ne spadaju imidazokvinolni spojevi imiquimod (R837) 1
gardiquimod, analog gvanizina loksoribin, analog adenina CL264 i analog baza CL307.
Imidazokvinolni spojevi resiquimod (R848) i CL097 i polidT uz receptor TLR7 mogu
aktivirati i receptor TLR8 (https://www.invivogen.com/tlr7-8-base-analog).

Resiquimod (R848) je sintetski ligand male molekularne mase koji poti¢e imunosni odgovor

organizma aktivacijom receptora TLR7 i TLR8. Koristio se pri lijeCenju koznih lezija
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(Szeimies i sur., 2008) uzrokovanih genitalnim herpes simplex virusom (Wu, Huang i Tyring,

2004), ali i kao adjuvans za povecanje ucinkovitosti cjepiva (Tomai i sur., 2007).

Imiquimod je sintetski ligand receptora TLR7 koji spada u skupinu imidazokvinolina ¢ija je
uporaba odobrena u lijeCenju genitalnih bradavica (Moore i sur., 2001), aktini¢ke keratoze
(Rosso, 2008), ali i metastatskin melanoma (Wolf i sur., 2003). Krema Aldera s 5%
imiquimoda Koristi se za lije¢enje karcinoma bazalnih stanica, skvamoznih stanica i aktinicke
keratoze (Drobits i sur., 2012). Moze inducirati apoptozu tumorskih stanica aktivacijom
kaspaza preko proteina Bcl-2 (Schon i Schon, 2007), ali i narusavanjem strukture
mikrotubula u in vitro uvjetima $to dovodi do blokiranja stani¢nog ciklusa u G2/M fazi

(Courbet i sur., 2017). Strukturne formule liganada prikazane su na Slici 5.
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Slika 5. Strukturna formula resiquimoda (lijevo) i imiquimoda (desno). Preuzeto s

https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/Resiquimod#section=Structures i

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Imiquimod
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2. CILJ

Rezultati dosadasnjih istrazivanja pokazali su da je ekspresija gena TLR7 povezana s
prezivljenjem i odgovorom na kemoterapiju kod osoba s karcinomom pluéa. Istrazivanje na
Institutu Ruder Boskovi¢, pod vodstvom dr. sc. Jelene Knezevi¢, pokazalo je da polimorfni
biljeg, smjesten u promotorskoj regiji gena TLR7, predstavlja ¢imbenik rizika za razvoj
tumora pluca i da je povezan sa znaajno smanjenom ekspresijom gena TLR7 (neobjavljeni
rezultati). Pretpostavka ovih istrazivanja je da bi promjena ekspresije gena TLR7 mogla biti
povezana s odgovorom na kemoterapiju u kontekstu zdruzenog djelovanja kemoterapeutika i
sintetskih liganada. Hipoteza ovog istrazivanja (diplomskog rada) je da stanice metastatskog
tumora pluca (H1299) eksprimiraju funkcionalni protein TLR7 i da bi njegova kostimulacija
s poznatim kemoterapeuticima, U uvjetima bazalne ekspresije, mijenjala prezivljenje

testiranih stanica. Cilj ovog diplomskog rada je:

1) Ispitati razinu ekspresije gena 1 proteina TLR7 metodom lan¢ane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu i westernskom metodom detekcije proteina

2) lstraziti MTT testom kako u in vitro uvjetima stanice H1299 odgovaraju na zdruzenu
terapiju citostaticima (cisplatina, karboplatina i paklitaksel) i sintetskim ligandima za

TLR7 (resiquimod i imiquimod), u uvjetima bazalne ekspresije gena TLR7
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3. Materijali i metode
3.1.  Materijali

3.1.1. Rad sa staniénom kulturom

H1299 stani¢na je linija metastatskog tumora plu¢a ne-malih stanica dobivena iz uzorka
biopsije limfnog cvora 43-godiSnjeg muskarca. Stanice imaju homozigotnu parcijalnu
deleciju gena za p53 te zbog toga lako proliferiraju (Lin i Chang, 1996). Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM, Sigma-Aldrich, SAD) s L-glutaminom, natrijevim
hidrogenkarbonatom i 4500 mg/L koncentracijom glukoze koriSten je za uzgoj stanica
H1299. Fetalni govedi serum (FBS) dodaje se originalnom pakiranju DMEM-a do kona¢ne
koncentracije 10 % (Capricorn Scientific, Njemacka). Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
1x (DPBS, Lonza, Svicarska) koristen je za ispiranje stanica. Tripsin (Sigma-Aldrich, SAD)
je koristen za odvajanje stanica od podloge. Assay Diluent koriSten je za razrjedivanje

alikvota stanica prilikom brojanja.

Plasticne boce za uzgoj stanica, petrijevke, tubice za centrifugiranje, plo¢ice sa 6 i 96

bunaréi¢a (TPP, Svicarska)

3.1.2. Odredivanje IC50 vrijednosti i tretmani

Resiquimod i imiquimod (Invivogen, SAD)
MTT (Sigma-Aldrich, SAD)
Dimetil sulfoksid (DMSO, Kemika, Hrvatska)

3.1.3. lzolacija RNA

Trizol Reagens (Ambion, SAD)
Kloroform (Kemika, Hrvatska)
Izopropanol (GRAM-MOL, Hrvatska)

Etanol (Kemika, Hrvatska)
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3.1.4. Komercijalni kit-ovi za tretman DNazom i reverznu transkripciju

TURBO DNA-free kit (Invitrogen, SAD)
High capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, SAD)

3.1.5. Predamplifikacija i RT-gPCR

TagMan ekspresijske probe za TLR7 i g-aktin (Applied Biosystems, SAD)

2x TagMan Universal Master Mix (Thermo Fisher Scientific, SAD)

Plocice s 96 jazica MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems, SAD)

Opticka adhezivna folija MicroAmp™ Optical Adhesive Film (Applied Biosystems, SAD)
3.1.6. Westernska metoda detekcije proteina

6x Hot Lysis Laemmli pufer pripremljen otapanjem 1,2 g SDS-a u 2 mL H,O te se zatim u tu

otopinu dodaje 2,5 mL Tris-HCI (pH = 6,8) i 20 mg bromfenol plavo nakon ¢ijeg se otapanja

doda 3 mL glicerolai 1,2 mL merkaptoetanola
1 M Tris-HCI (pH 8,8)

1 M Tris-HCI (pH 6,8)

10 % natrij dodecil sulfat (SDS)

30 % akrilamid dobiva se otapanjem akrilamida i N,N'-metilen-bis-akrilamida u omjeru 29:1

u vodi te se zatim filtrira (Eurobio Scientific, Francuska)

10 % amonijev persulfat (APS) (Eurobio Scientific, Francuska)
Tetrametiletilendiamin (TEMED) (Eurobio Scientific, Francuska)
Izopropanol (GRAM-MOL, Hrvatska)

1x pufer za elektroforezu dobiven mijesanjem 890 mL mqgH,O, 100 mL 10x pufera za
elektroforezu i 10 mL 10 % SDS-a, a 10x pufer se priprema otapanjem 30 g Tris-a i 144 g

glicinau 1 L vode
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Marker molekulskih masa PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, SAD)
Stakalca, ¢esljici, nosaci (Bio-Rad, SAD)

Membrana PVDF Western Blotting Membranes (Roche Diagnostics, UK)

Transfer pufer (5,82 g TRIZMA BASE, 2,93 g glicin, 200 mL metanol, 3,75 mL 10 % SDS)
Metanol (GRAM-MOL, Hrvatska)

Ponceau S

1x PBS-T pripremljen mijesanjem 899 mL mqH,0O, 100 mL 10x PBS-a i 1 mL Tween-a, a
10x PBS je pripremljen otapanjem 11,5 g Na;HPO,, 2 g KH,PO4, 80 g NaCl i 2 g KCl u litru
H,0O (pH podesen na 7,4)

Monoklonsko antitijelo za TLR7 (Abcam, UK) 4F4 ab28048

Monoklonsko antitijelo za B-aktin (Santa Cruz Biotechnology, SAD) sc-47778
Sekundarno anti-mouse antitijelo (Santa Cruz Biotechnology, SAD) sc51602
Clarity ECL Western Blotting Supstrate (Bio-Rad, SAD)

SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher, SAD)

3.1.7. Popis koriStenih uredaja

Inkubator Thermo Scientific HERACELL vios 160i (Thermo Fisher, SAD)

Invertni mikroskop

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5810 (Eppendorf, Njemacka)

Brojac stanica Beckman Coulter Z2 Counter & Analyzer (Beckman Coulter, SAD)
Vorteks IKA(R) GENIUS 3 (IKA, Japan)

Tresilica (Roth, UK)

Mikrotitarski ¢ita¢ plo¢ica Thermo Labsystem Multiskan EX (Thermo Fisher, SAD)

Spektofotometar BioSpec Nano VIS (Shimadzu, Japan)
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Termoblok Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, Njemacka)

Centrifuga Thermo Scientific Heraeus Pico 21 Centrifuge (Thermo Fisher, SAD)
Uredaj za PCR TProfessional Thermocycler (Biometra, Njemacka)

Centrifuga Thermo Scientific Sorvall Lynx 4000 Centrifuge (Thermo Fisher, SAD)
7300 RT-PCR System (Applied Biosystems, SAD)

Sonifikator MicrosonTM Ultrasonic Cell Disruptor XL2000 (Misonix, SAD)

Vaga (Mettler Toledo, SAD)

Magnetska mjesalica Tehtnica Rotamix 5S0MMH (Tehco, Slovenija)

Uredaj za elektroforezu (Bio-Rad, SAD)

Uvitec Alliance Q9 Mini (Uvitec, UK)

3.2.  Metode

3.2.1. Rad sa stani¢énom kulturom

Odmrzavanje stanica H1299, prethodno zamrznutih u mediju s 5 % DMSO-a je radeno prema
standardnom protokolu. U kriogenutubu sa stanicama je dodan 1 mL DMEM medija s 10 %
FBS-a sobne temperature. Stanice su resuspendirane u mediju i prebacene u plasti¢nu tubicu
za centrifugiranje s dodatnih 8 mL DMEM-a te centrifugirane 5 min pri brzini 300 x g.
Nakon uklanjanja supernatanta, talog je resuspendiran u 10 mL DMEM-a s 10 % FBS-om te
je sadrzaj tubice prebacen u plasti¢nu bocu za uzgoj stanica T75. Stanice su uzgajane u
inkubatoru na 37 °C s 5 % CO,. Konfluentnost i morfologija stanica provjeravani su

svakodnevno pomocu invertnog mikroskopa.

Stanice su, u svrhu ocuvanja konfluentnosti, presadivane svaka tri dana. Prilikom
presadivanja stanicama je uklonjen medij, isprane su u 3 mL DPBS-a i dodan im je 1 mL
tripsina kako bi se odvojile od povrsine. Tripsin je enzim koji cijepa peptidnu vezu nakon
lizina i arginina na C terminusu te na taj nacin narusava izvanstani¢ni matriks stanica i
omogucava njihovo odvajanje od podloge. Stanice su inkubirane u tripsinu 4 min u

inkubatoru. Potom je stanicama dodano 9 mL kompletiranog medija kako bi se inaktiviralo

20



djelovanje tripsina. Stanice su resuspendirane i 1 mL suspenzije prebacen je u novu plasti¢nu

bocu za uzgoj stanica u koju je prethodno dodano 9 mL DMEM-a s 10 % FBS-a.

Nasadivanje to¢no odredenog broja stanica, za potrebe pokusa, radeno je tako $to su nakon
inaktivacije tripsina stanice prebacene u plati¢nu tubu od 15 mL. Alikvot od 100 pL stani¢ne
suspenzije pomijesan je s 9,9 mL Assay Diluent-a u plasti¢noj kiveti te su zatim stanice

izbrojane pomocu uredaja Beckman Coulter Z2 Counter & Analyzer.

3.2.2. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (RT-gPCR)

LanCana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (RT-gPCR) radena je u svrhu
odredivanja bazalne ekspresije gena TLR7 u stanicnom modelu H1299. Kvantitativna lan¢ana
reakcija polimerazom je metoda koja se Kkoristi za apsolutnu i relativnu kvantifikaciju
nukleinskih kiselina. Za razliku od apsolutne kvantifikacije, pri relativnoj kvantifikaciji nije
potrebno poznavati to¢nu koli¢inu kalupa s kojim se ulazi u reakciju, nego se rezultati za
analizirane gene normaliziraju u odnosu na endogenu kontrolu u istom uzorku — konstitutivno
eksprimiran gen vazan za bazalne funkcije organizma. Ta normalizacija se naj¢esce prikazuje
kao razlika Ct (engl. Cycle Treshold) vrijednosti promatranog gena i gena koji sluzi kao
kontrola pri ¢emu Ct vrijednost oznacava trenutak kada fluorescencijski signal postane jaci
od pozadinskog signala, odnosno trenutak kad je reakcija usla u eksponencijalnu fazu. Sto je
gen vise eksprimiran u stanici, njegova Ct vrijednost ¢e biti niza jer ¢e mu biti potrebno
manje vremena za ulazak u eksponencijalnu fazu. TagMan ekspresijske probe na 5' kraju
imaju boju (FAM), a na 3' kraju nefluorescentni utiSavac (engl. quencher) koji sprje¢ava da
proba daje fluorescentni signal. Tek u trenutku umnaZanja polimeraza cijepa probu, boja i
utisava¢ se razdvajaju i uredaj biljezi signal $to omogucava kvantifikaciju reakcije u

stvarnom vremenu.

3.2.2.1.  lzolacija RNA

RNA iz kultiviranih stanica izolirana je prema uputama proizvodaca. Stanice su isprane
DPBS-om i inkubirane 5 min u Trizolu (1 mL) na sobnoj temperaturi. Trizol dovodi do
razaranja stani¢ne stijenke i stani¢nih komponenti pri cemu RNA ostaje sacuvana. Ukupni
volumen je prebacen u 1,5 mL plasticnu tubicu i pomijesan s 200 pL kloroforma sto ce
potaknuti razdvajanje vodene i organske faze. Tubice su energi¢no mijeSane priblizno 15

sekundi i inkubirane 3 min na sobnoj temperaturi. Uzorci su zatim centrifugirani 15 min pri

21



brzini 12 000 x g na 4 "C. Gornji vodeni sloj je prebacen u novu 1,5 mL plasti¢nu tubicu i
pomijesan s 500 pL izopropanola. Uzorci su inkubirani 10 min na 4 °C i potom centrifugirani
10 min pri brzini 12 000 x g na 4 °C. Supernatant je uklonjen, a talogu je dodan 1 mL 75 %
etanola. Etanol uklanja zaostale proteine i ugljikohidrate iz taloga RNA. Uzorci su zatim
centrifugirani 5 min pri brzini 7 500 x g na 4 °C. Postupak ispiranja s etanolom ponovljen je
jos dva puta nakon Cega je etanol uklonjen, a uzorci ostavljeni da se suse na zraku priblizno
10 minuta. Talog je otopljen u 50 pL mgH,0O. Koncentracija i Cistoca izolirane RNA
odredena je pomocu uredaja BioSpec Nano VIS. Za mjerenje koncentracije nanesen je 1 puL
RNA svakog uzorka, a kao prazna kontrola koristena je mqH,O. Uzorci su pohranjeni na -80

°C do koristenja.

3.2.2.2.  Tretman DNazom

DNazni tretman raden je pomocu TURBO DNA-free Kit-a. Za potrebe tretmana koristeno je
10 pg izolirane RNA. Volumen reakcijske smjese iznosio je 50 pL. Volumeni RNA za svaku
reakcijsku smjesu su izra¢unati pomocu formule y = m / V pri ¢emu je m = 10 pg, a
vrijednosti y se mogu naci u Tablici 1. Izra¢unatom volumenu RNA svakog uzorka dodano je
jos 5 uL pufera (10x TURBO DNase Buffer), 1 uL enzima (TURBO DNase Enzyme) i voda
(Nuclease Free Water) do ukupnog volumena smjese. Uzorci su zatim inkubirani 30 min na
temperaturi od 37 °C na uredaju Eppendorf Thermomixer Comfort nakon ¢ega im je dodano
5 pL inaktivatora DNaze (DNase Inactivation Reagent). Uslijedila je petominutna inkubacija
uzoraka na sobnoj temperaturi uz povremeno mijeSanje nakon koje su uzorci centrifugirani
1,5 min pri brzini 10 000 x g na sobnoj temperaturi. Supernatant je prebacen u novooznacene
tubice. Odredena je koncentracija 1 Cistoca RNA pomocu uredaja BioSpec Nano VIS. Za
mjerenje koncentracije nanesen je 1 uL RNA svakog uzorka, a kao prazna kontrola koristena

je mgH,0. Uzorci su pohranjeni na -80 °C do ponovnog koristenja.

3.2.2.3.  Reverzna transkripcija i amplifikacija u stvarnom vremenu

Reverzna transkripcija radena je pomoc¢u High capacity cDNA Reverse Transcription kit-a.
Za potrebe reverzne transkripcije koristen je 1 ng RNA ocis¢ene od DNA. Volumeni RNA su
izraCunati pomocu formule y = m / V pri ¢emu je m = 1 pg, a vrijednosti y se mogu naci u
Tablici 2. Izracunatom volumenu RNA svakog uzorka dodano je jos: 2 uL pufera (10x RT
Buffer), 0,8 uL miksa nukleozid trifosfata (25x dNTP mix), 2 pL nasumi¢nih pocetnica (10x
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RT Random Primers), 1 pL reverzne transkriptaze (MultiScribe Reverse Transcriptase) i
mgH,O do konacnog volumena reakcijske smjese koji je iznosio 20 pL. Koristen je sljedeci
program na uredaju TProfessional Thermocycler: 25 °C — 10 min, 37°C — 120 min, 85 °C -5

min. Tubice s cDNA pohranjene su na -20 °C do kori$tenja.

Reakcijska smjesa za svaki uzorak pripremljena za RT-gPCR analizu sastojala se od 7,5 pL
2x TagMan Universal Master Mix-a, 5,75 pL mgH,O i 0,75 yuL TagMan ekspresijske probe
za gen TLRY7 ili p-aktin i 1 pL predamplificirane cDNA. Za svaki uzorak su radeni triplikati
za svaku probu. Reakcijske smjese su ispipetirane na opti¢ku plocicu s 96 jazica koja je zatim
prekrivena optickom adhezivnom folijom. Uzorci su centrifugirani 1 min pri 280 X g na
sobnoj temperaturi. KoriSten je sljede¢i program na uredaju 7300 RT-PCR System: 50 °C — 2
min, 95 °C — 10 min, 95 °C — 15 s i 60 °C — 1 min pri ¢emu su posljednja dva koraka
ponovljena 40 puta.

3.2.3. lzolacija ukupnih proteina iz stani¢nih lizata, elektroforeza u
poliakrilamidnom gelu uz prisutnost SDS-a i westernska metoda detekcije
proteina

U svrhu odredivanja ekspresije receptora TLR7 na razini proteina koristili smo westernsku
metodu detekcije proteina. To je metoda za kvalitativnu i semikvantitativnu analizu proteina.
Nakon izolacije 1 kvantifikacije, proteini se razdvajaju po veli¢ini elektroforezom u
poliakrilamidnom gelu u prisutnosti SDS-a. Natrij dodecil sulfat (SDS) prekriva naboj bo¢nih
peptidnih lanaca proteina i u kompleksu s proteinima stvara konformaciju klupka. Kako je
koli¢ina SDS-a vezanog po jedinici mase proteina konstantna, proteini ¢e se ponasati kao da
imaju jednak oblik i omjer naboja i mase. Proteini se razdvajaju iskljucivo po veli€ini pri
¢emu c¢e proteini manje molekulske mase putovati brze, a oni vece sporije. Nakon
elektroforeze, negativno nabijeni proteini se prenose s gela na pozitivno nabijenu
nitroceluloznu ili PVDF membranu pod utjecajem istosmjerne elektri¢ne struje. Membrana se
zatim blokira obranim mlijekom kako bi se sprijecilo nespecificno vezivanje antitijela nakon
Cega slijedi inkubacija u primarnom antitijelu, razrijedenom u mlijeku, specificnom za

odredeni protein i detekcija uz pomo¢ konjugiranog sekundarnog antitijela i supstrata.

Za potrebe ispitivanja ekspresije receptora TLR7 koristili smo ukupne proteine izolirane iz
stani¢nih lizata. Stanice su nakon uzgoja isprane u 1 mL 1x DPBS-a. Zatim im je dodano 350

ul 1x Hot Lysis Laemmli pufera koji je prethodno zagrijan na 95 °C. Pufer 1x Hot Lysis
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Laemmli pripremljen je mijeSanjem 1 mL 6x Hot Lysis Laemmli pufera i 5 mL DPBS-a.
Stani¢ni lizati sakupljeni su brzim resuspendiranjem i mijeSanjem pufera po cijeloj povrsini
bunari¢a i prebaceni u 1,5 mL plasti¢nu tubicu. Uzorak je kratko sonificiran i pohranjen na
— 20 °C do koristenja.

Za razdvajanje proteina elektroforezom pripremljeni su donji 10 % gel za razdvajanje i gornji
5 % gel za sabijanje. Poliakrilamidni gelovi nastaju polimerizacijom monomera akrilamida u
lance poliakrilamida i njegovim unakrsnim povezivanjem s ko-monomerom N,N'-metilen-
bis-akrilamidom pri ¢emu amonijev persulfat i tetrametilendiamin djeluju kao katalizatori
reakcije. Gel za razdvajanje pripremljen je mijesanjem 1,5 mL mqH,O, 1,85 mL 1 M Tris-
HCI (pH=8,8), 50 puL 10 % SDS-a, 1,65 mL 30 % otopine akrilamida, 25 pL 10 %
amonijevog persulfata i 5 pL tetrametiletilendiamina (TEMED). Tridesetpostotna otopina
akrilamida se dobiva otapanjem akrilamida i N,N'-metilen-bis-akrilamida u omjeru 29:1 u
vodi te se zatim filtrira. Otopina gela za razdvajanje je dobro pomijes$ana i izlivena izmedu
stakalaca pri¢vrS¢enih na postolje. Kako kisik sprjecava polimerizaciju gela, do ruba prednjeg
stakalca dodan je sloj izopropanola. Gel je ostavljen da polimerizira 45 min nakon Cega je
izopropanol uklonjen, rub gela ispran destiliranom vodom i na njega dodan gel za sabijanje
koji je pripremljen prema sljede¢em receptu: 1,4 mL mgH,0O, 0,25 mL 0,5 M Tris-HCI (pH
6,8), 20 pL 10 % SDS-a, 0,35 mL 30 % otopine akrilamida, 10 pL 10 % amonij persulfata i 2
pL TEMED-a. Odmah po izlijevanju gornjeg gela stavljen je ¢eslji¢ za formiranje jaZica. Gel

je ostavljen da polimerizira 60 min.

Po zavrSetku polimerizacije gelovi se postavljaju u nosace s elektrodama i u kadicu. Izmedu 1
sa strane gelova dodan je pufer za elektroforezu. U jazice ja naneseno 20 uL proteinskog
uzorka netretiranih stanica H1299 koji je prethodno grijan 5 min na 96 °C u termobloku i 2 pl
markera molekulskih masa PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific).
Elektroforeza je provedena pri 120 V u uredaju za vertikalnu elektroforezu (Bio-Rad) u

trajanju 90 min.

Transfer proteina na membranu PVDF raden je pomocu uredaja TransBlot Turbo
BlottingSystem (Bio-Rad). Membrana je aktivirana u metanolu 60 sekundi i zatim isprana u
destiliranoj vodi. U kasetu uredaja su stavljeni filter papiri koji su prethodno bili uronjeni u
pufer za prijenos na koje je zatim stavljena aktivirana membrana pa gel i u konacnosti

ponovno filter papiri natopljeni u puferu za prijenos. Kaseta je zaklopljena i postavljena u
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uredaj te je odabran program TURBO kojim se prijenos vrsi pri 2500 mA u trajanju 7

minuta.

Provjera uspjeSnosti prijenosa radena je bojanjem membrane u otopini Ponceau S. Bojanje
omogucava vizualizaciju proteinskih vrpci na membrani jer se negativno nabijena boja veze
za pozitivno nabijene skupine aminokiselina proteina i stvara nekovalentne veze s nepolarnim
regijama proteina. Membrana se zatim ispire u fosfatnom puferu s Tweenom (PBS-T) dok se
ne uklone svi tragovi boje i inkubira 60 min u 5 % otopini mlijeka u prahu i PBS-T-a kako bi
se sprijecila nespecifi¢na vezivanja antitijela. Pripremljeno je 1 : 500 razrjedenje primarnog
antitijela specificnog za TLR7 dodatkom 10 pL izvorne otopine antitijela u 5 mL 5 % otopine
mlijeka u prahu. Kao kontrola nanoSenja koristen je B-aktin. Pripremljeno je i 1 : 1000
razrjedenje primarnog antitijela specificnog za B-aktin dodatkom 5 pL izvorne otopine
antitijela u 5 mL otopine 5 % mlijeka u prahu. Membrana je nakon blokiranja inkubirana u

otopini specifi¢nih antitijela preko noéi na 4 °C uz konstantno mijeSanje na tresilici.

Sljede¢i dan su membrane isprane tri puta u trajanju od 10 min u PBS-T-u uz mijeSanje pri
sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja membrana je inkubirana 60 min u razrjedenju
sekundarnog sekundarnog antitijela (razrjedenje 1 : 10 000). Membrana je zatim isprana tri

puta po 10 min u PBS-T-u uz mije$anje pri sobnoj temperaturi.

Detekcija proteinskih vrpci radena je uz pomo¢ supstrata Clarity ECL Western Blotting
Supstrate (Bio-Rad) za B-aktin i SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate
za TLR7. Otopina luminola i otopine peroksida pomijeSane su u omjeru 1 : 1 te se u toj
smjesi membrana inkubirala pet minuta u mraku. S membrane je uklonjen viSak otopine te je

ona potom uslikana uz pomo¢ uredaja Uvitec Alliance Q9 Mini.

3.24. MTT test

Kako bismo odredili utjecaj zdruzene terapije citostaticima i ligandima za receptor TLR7 na
prezivljenje stanica H1299, koristili smo MTT test. Sama metoda temelji se na moguénosti
dehidrogenaza vijabilnih (zivih) stanica da reduciraju Zute topljive tetrazolijeve soli U
ljubicasti netopljivi formazan, a pogodna je jer omogucava analiziranje utjecaja velikog broja
tvari u Sirokom rasponu koncentracija na stanice u kratkom vremenu. Apsorbancija koja se

o€itava proporcionalna je broju zivih stanica.
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3.24.1.  Odredivanje IC50 vrijednosti citostatika

Prije pocetka analiza neophodno je testom MTT odrediti 1C50 vrijednosti za spojeve Ciji se
citotoksi¢ni ucinak mjeri, u konkretnom slucaju cisplatinu, karboplatinu i paklitaksel.
Vrijednost IC50 (engl. half maximal inhibitory concentration) predstavlja koncentraciju tvari
koja uzrokuje 50 % inhibiciju nekog parametra. Kako bi se odredila IC50 vrijednost

citostatika, na plo€icu s 96 bunari¢a nasadeno je 5 000 stanica H1299 u 100 uL po jazici.

Sljede¢i dan su napravljena serijska razrjedenja citostatika. Ispitivane koncentracije
citostatika prikazane su na Slici 9. (u Rezultatima). Stanicama je dodano 20 pL jednog
citostatika odredene koncentracije. Kontrola u vidu netretiranih stanica i svi tretmani radeni

su u kvadriplikatima.

Stanice su inkubirane u citostaticima 72 h nakon ¢ega im je uklonjen medij te im je dodano
40 pL 1x 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolij bromida (MTT). Dodano je i 40 pL
MTT-a u tri prazne jazice koje Ce sluziti kao prazna kontrola. Stanice su inkubirane Cetiri sata
U MTT-u nakon ¢ega im je dodano 170 u. DMSO-a koji funkcionira kao otapalo za kristale
formazana. Stanice su zatim blago vorteksirane 10 min kako bi se pospjeSilo otapanje
kristala. Nakon toga izmjerena je apsorbancija pri 570 nm na mikrotitarskom ¢itacu plocica

uz program Ascent/ MTT SHAKE S.E.E.

3.2.4.2.  Utjecaj zdruZene terapije ligandima receptora TLR7 i citostaticima na
stanice

Za potrebe procjene utjecaja zdruzene terapije ligandima receptora TLR7 i citostaticima
nasadeno je 4 000 stanica H1299 u 100 pL po jazici na ploCicu s 96 jazica. Netretirane
stanice su koriStene kao negativna kontrola. Kontrola i svi navedeni tretmani radeni su u

triplikatima.

Stanice su 24 h nakon nasadivanja tretirane s 20 puL resiquimoda ili imiquimoda odredene
koncentracije, a zatim nakon ¢etiri sata i s 20 uL odredenog citostatika. Inkubacija je trajala
72 h na 37 °C nakon cCega je stanicama uklonjen medij i dodano 40 pL 1x 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolij bromida (MTT). Takoder je dodano i 40 pL MTT-a u
tri prazne jazice koje ¢e sluziti kao prazna kontrola. Stanice su ostavljene u MTT-u 4 h te im

je potom dodano 170 pL DMSO-a, blago su vorteksirane 10 min nakon ¢ega je mjerena
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apsorbancija pri 570 nm na mikrotitarskom ¢itacu plocica i pomocu programa Ascent / MTT

SHAKE S.E.E.

3.2.5. Statisti¢ka analiza

StatistiCka analiza rezultata radena je pomo¢u Two way ANOVA testa u Programu GraphPad
Prism 5. Statisti¢ki znacajne vrijednosti prikazane su na grafovima (Slika 10. 1 Slika 11.)
zvjezdicama, gdje jedna zvjezdica (*) oznacava vrijednosti P < 0,05, dvije zvjezdice (**)
vrijednosti P < 0,01 i tri zvjezdice (***) P < 0,001.
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4. Rezultati

Ovim istrazivanjem analizirali smo utjecaj zdruZene terapije sintetskim ligandima za receptor
TLR7 (imiquimod i resiquimod) i citostaticima (cisplatina, karboplatina i paklitaksel) na
prezivljenje stani¢ne linije H1299. Cisplatina, karboplatina i paklitaksel su na listi najcesce
koristenih kemoterapeutika prilikom lijeCenja tumora plu¢a ne-malih stanica, a tretman
imiguimodom pokazao je antiproliferativni u¢inak na stani¢ne linije razli¢itih tumora. Kako
su upalni procesi ukljuceni u sve stadije tumorigeneze, vazno je razumjeti ulogu imunosnog
sustava U njima. Vaznu ulogu u aktivaciji urodenog imunosnog sustava imaju Toll-like
receptori, a dosadasnja istrazivanja su pokazala da bi receptor TLR7 mogao imati kako

antitumorska, tako i tumorigenic¢na djelovanja.

Prije provjere u¢inka zdruzene terapije ligandima i citostaticima na stanice H1299, ispitali
smo razinu ekspresije receptora TLR7 na nivou mRNA i proteina. Nakon $to smo potvrdili
izrazaj gena/proteina na testiranoj stani¢noj liniji, odredili smo IC50 vrijednost koristenih
citostatika. Definirane IC50 koncentracije smo koristili u daljnjim pokusima ispitivanja
zdruzenog djelovanja na nacin da su stanice uvijek bile tretirane s rastu¢im koncentracijama

sintetskog liganda i IC50 koncentracijom testiranog citostatika.
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4.1. Ekspresija receptora TLR7 na razini mRNA

U svrhu odredivanja razine ekspresije gena TLR7 na nivou mRNA koriStena je opisana
metoda lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (RT-gPCR). Za potrebe te analize
prvo smo izolirali ukupnu RNA metodom po Trizolu iz netretiranih i tretiranih stanica.

Koncentracija i Cisto¢a izoliranih RNA prikazana je u Tablici 1.

Tablica 1. Srednje vrijednosti o¢itanih masenih koncentracija (ng/uL) RNA izoliranih iz
netretiranih i tretiranih stanica H1299 i OD 260/280 i 230/280 na spektrofotometru BioSpec
Nano VIS; NT-netretirane stance

Uzorak v (ng/pL) Aj60/250 Aj60/230

NT 1716 1,9 1,9
R848 1 uM 717,17 1,55 2,29
R848 5 uM 869,75 1,66 2,29
R848 15 uM 1043,645 1,66 2,32
Imiquimod 1 pg/mL 839,03 1,73 1,57
Imiquimod 5 pg/mL 890,88 1,76 1,6
Imiquimod 15 pg/mlL 399,62 1,65 0,91

Zatim je raden tretman DNazom pomocu TURBO DNA-free kit-a nakon kojeg je ponovno
odredena koncentracija i Cistoca RNA (Tablica 2.) te je 1 pug te RNA kasnije koristen u
reverznoj transkripciji koja je napravljena pomocu High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit-a.

Tablica 2. Srednje vrijednosti oc¢itanih masenih koncentracija (ng/uL) RNA izoliranih iz
netretiranih i tretiranih stanica H1299 i OD 260/280 i 230/280 na spektrofotometru BioSpec
Nano VIS nakon tretmana DNazom; NT-netretirane stance

Uzorak v (ng/pL) Aj60/250 As60/230

NT 1153,81 1,94 1,56
R848 1 uM 155,915 1,94 1,59
R848 5 uM 192,09 2 1,7
R848 15 uMm 165,24 1,97 1,73
Imiquimod 1 pg/mL 274,14 1,68 0,76
Imiquimod 5 pug/mL 172,23 1,93 1,28
Imiquimod 15 pg/mL 173,825 1,87 0,78
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Za potrebe predamplifikacije koristeno je 250 ng cDNA, a 1 pL predamplificirane cDNA
koristio se kasnije u lanc¢anoj rekaciji polimerazom u stvarnom vremenu. Za potrebe RT-
gPCR-a koriStene su TagMan ekspresijske probe za gene TLR7 i S-aktin i uredaj 7300 RT-
PCR System.

Tablica 3. Omjer ekspresije gena za TLR7 u odnosu na endogeni gen f-aktin dobiven RT-
PCR analizom iz stanica HI1299 kultiviranih u d¢istom mediju 1 mediju s dodatkom
resiquimoda i imiquimoda u rastu¢im koncentracijama. NT- netretirane stanice; Ct — srednja

vrijednost Ct tehnickih triplikata

Uzorak Ct (TLR7) Ct (B-aktin) 28

NT 23,35227394 9,959706306 9,29898E-05
R848 1 uM 23,76389313 7,369855404 1,16119E-05
R848 5 uM 21,68920898 7,333810806 4,77084E-05
R848 15 uM 20,65228844 7,473583221 0,000107849
Imiquimod 1 pg/mL 21,17975426 7,637945652 8,38512E-05
Imiquimod 5 pg/mL 24,12898827 7,553577423 1,02401E-05
Imiquimod 15 pg/mL 20,16573143 7,849159718 0,000196039

RT-qPCR TLR7 R848

1.0x104+

ns

5.0x105

RT-qPCR TLR7 Imiquimod

3.0%104- = ‘
O NT O NT
B8 1uMm B 1 ug/mL

M 5um 2.0%104 @ 5 ug/mL
| 5 uM B 15 ug/mL

2A(ACY
2A(-AC1]

1.0x104+

(=]

Slika 6. Ekspresija receptora TLR7 u netretiranim stanicama H1299 i stanicama tretiranim 1,
51 15 uM koncentracijama resiquimoda/R848 (lijevo) i 1, 5 i 15 ug/mL koncetracijama

imiquimoda (desno); NT- netretirane stanice

Rezultati ove analize pokazuju da netretirane stanice i stanice tretirane sintetskim ligandima
eksprimiraju receptor TLR7 na razini mRNA. Takoder, rezultati ove analize su pokazali da
tretman ligandima utjeCe na razinu ekspresije samog receptora, ali mehanizmi tih promjena

nisu dio ovog istrazivanja. Vazno je napomenuti da u uzorcima u kojima nije dodana cDNA
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(engl. non template control) nije doslo do umnazanja $to znaci da su koriStene probe visoko

specificne.

4.2.  Ekspresija receptora TLR7 na razini proteina

Sljedec¢i korak bio je ispitati ekspresiju receptora TLR7 na razini proteina. Za te potrebe
ukupni proteini izolirani su iz stani¢nih lizata netretiranih stanica H1299, razdvojeni na
temelju veli¢ine elektroforezom 1 preneseni na PVDF membranu koja je inkubirana s

monoklonskim antitijelima sopecifi¢nim za TLR7 i B-aktin.

M NT
130 kDa )
**a.w
TRL7
100 kDa
55 kDa
pB-aktin

Slika 7. PVDF membrana inkubirana u antitijelu za receptor TLR7 (ab28048) i p-aktin (sc-
47778) nakon provedene ekspozicije u trajanju 15 min za receptor TLR7 i 5 s za B-aktin. M -
marker molekulskih masa PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific), NT -

uzorak netretiranih stanica H1299

Rezultati ove analize prikazani su na Slici 7. gdje se jasno vidi proteinska vrpca receptora
TLR7 na odgovarajucoj veli¢ini od oko 130 kDa. Moze se vidjeti i proteinska vrpca kontrole
B-aktina koja potvrduje prisutnost proteina u uzorcima na veli¢ini nesto vecoj od 40 kDa.
Rezultati ovih analiza pokazali su da stani¢na linija H1299 eksprimira receptor TLR7 i na

proteinskoj razini.
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4.3. Odredivanje IC50 vrijednosti citostatika

Prilikom promatranja utjecaja zdruzene terapije sintetskih liganada za receptor TLR7 i
citostatika bilo je neophodno odrediti IC50 koncentraciju koriStenih kemoterapeutika.
Koristene koncentracije resiquimoda i imiquimoda odabrane su na temelju prethodnih
pokusa. IC50 vrijednosti za svaki citostatik odredene su MTT testom vijabilnosti, a
vrijednosti ispitivanih koncentracija prikazane su na Slici 8. Na Slici 9. prikazane su krivulje

prezivljenja stanica nakon tretmana.
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Slika 8. Utjecaj citostatika: cisplatine (gore), karboplatine (sredina) i paklitaksela (dolje) na
prezivljenje stanica H1299. Promatrane koncentracije za svaki citostatik prikazane su na x-

osi. OD — opticka gustoca (engl. optical density). Vrijeme inkubacije iznosilo je 72 h.
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H1299 Cisplatina 72h
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Slika 9. Krivulja prezivljenja stanica H1299 nakon tretmana citostaticima: cisplatinom (gore),

karboplatinom (sredina) i paklitakselom (dolje) u trajanju 72 h. Istaknute su IC50 vrijednosti
za svaki od kori$tenih citostatika.
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Iz prikazanih rezultata vidljivo je da su dobiveni sljede¢i rasponi IC50 vrijednosti: za
cisplatinu 29,63 - 39,61 uM, za karboplatinu 77,05 - 97,34 uM i za paklitaksel 2,574 - 3,313
nM. Svi spojevi su pokazali citotoksic¢ni uc¢inak na stanice H1299 sto je oc¢ekivano s obzirom
na to da se radi o poznatim kemoterapeuticima. Takoder, vidljivo je da se povecanjem
koncentracije citostatika smanjuje vijabilnost stanica. Najslabiji citotoksi¢ni ucinak ima
karboplatina (IC50 = 77,05 - 97,34 puM), a najjaci paklitaksel koji je ve¢ pri niskim
koncentracijama izrazito citotoksi¢an za stanice (IC50 = 2,574 - 3,313 nM). U daljnjim
pokusima odlucili smo Koristiti sljede¢e koncentracije: 35 uM za cisplatinu, 85 uM za

karboplatinu i 2,5 nM za paklitaksel.

4.4. Utjecaj terapije ligandima za receptor TLR7 i citostaticima na stanice

U svrhu ispitivanja zdruzenog djelovanja sinteskih liganada za TLR7 i citostatika na
prezivljenje stanica H1299, stanice su tretirane s odredenom IC50 koncentracijom citostatika
i rastu¢im koncentracijama liganda - 1, 5 i 15 puM koncentracijom resiquimoda i 1, 5 i 15
ug/mL  koncentracijom imiquimoda. Promatrani su sljede¢i eksperimentalni uvijeti:
netretirane stanice, stanice tretirane samo ligandom, stanice tretirane samo citostatikom i
stanice tretirane kombinacijom liganda i citostatika. Svi pokusi radeni su u triplikatima.
Utjecaj terapije na prezivljenje stanica odreden je MTT testom. O¢itani rezultati su statisticki

obradeni, a vrijednost P < 0,05 se uzimala kao statisti¢ki znacajna.
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Slika 10. Ucinkovitost zdruzene terapije R848 (resiquimodom) i cisplatinom (A), R848 i
karboplatinom (B), R848 i paklitakeslom (C) na tumorske stanice H1299. OD — opticka
gustoca (engl. optical density); NT — netretirane stanice; ns — non significant, * - P < 0,05, **
- P<0,01 ***- P <0,001
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Slika 11. Ucinkovitost zdruzene terapije imiquimodom i cisplatinom (A), imiquimodom i
karboplatinom (B), imiquimodom i paklitakeslom (C) na tumorske stanice H1299. OD —
opti¢ka gustoca (engl. optical density); NT — netretirane stanice; ns — non significant, * - P <
0,05, ** - P<0,01*** - P<0,001
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Kako bi se razlucilo djelovanje liganda od citostatika, promatran je i u¢inak tretmana samo

ligandom ili samo citostatikom na tumorske stanice.

Rezultati analiza pokazali su da ligand R848 nema citotoksi¢an u¢inak na stanice i njihova
vijabilnost, u svim primijenjenim koncentracijama, je ostala jednaka netretiranim stanicama
(Slika 10.). Rezultati MTT testa su pokazali da tretman stanica resiquimodom u kombinaciji s
cisplatinom i karboplatinom ne mijenja citotoksi¢ni ucinak citostatika, a u kombinaciji s
paklitakselom, pri koncentraciji resiquimoda od 15 uM, dolazi do statisticki znacajnog

povecanja citotoksi¢nog uc¢inka na stanice u odnosu na tretman stanica samo paklitakselom.

Za razliku od liganda R848, imiquimod je pokazao snazno citotoksi¢no djelovanje pri
koncentracijama 5 pg/mL i 15 pg/mL. Tretman stanica imiquimodom koncentracijom od 1
pg/mL nije imao citotoksi¢no djelovanje na stanice — stanice su se ponaSale identi¢no
netretiranim uvjetima (Slika 11.). ZdruZeni tretman stanica imiquimodom (1 pg/mL) u
kombinaciji sa cisplatinom i paklitakselom statisticki je znacajno povecavao citotoksi¢ni
u¢inak na stanice H1299. Povec¢anjem koncentracije imiquimoda (5 pg/mL) povecéao se i
citotoksi¢ni u¢inak na stanice H1299, koji je i dalje bio manji ili jednak ucinku samog
citostatika. Kostimulacija stanica sa testiranim citostaticima statisti¢ki je znac¢ajno, U manjoj
(karboplatina) ili vecoj mjeri (cisplatina i paklitaksel), pojacala citotoksi¢ni u¢inak na stanice,
u odnosu na sami imiquimod ili citostatik. Daljnjim pove¢anjem koncentracije imiquimoda
doSlo je do znacajnog porasta citotoksi¢nog djelovanja samog liganda i taj ucinak je bio jaci
od sva tri testirana citostatika. Stoga je u slufaju tretmana stanica H1299 s 15 pg/mL
imiquimoda promatrano nadjacava li zdruzeni tretman citostatikom djelovanje sintetskog
liganda, imiquimoda. Rezultati ovih analiza su pokazali da jedino zdruzeni tretman stanica
H1299 s imiquimodom (15 pg/mL) i paklitakselom statisti¢ki zna¢ajno nadjacava djelovanje

pojedinac¢nih tretmana.
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5. Rasprava

Maligni tumor plu¢a predstavlja znaCajan javno-zdravstveni problem. lako se njegova
ucestalost znacajno smanjila pod utjecajem kampanja protiv pusenja, broj umrlih je i dalje
gotovo jednak broju dijagnosticiranih slucajeva. PuSenje se smatra najve¢im faktorom rizika
za razvoj tumora pluca, ali velik broj dijagnosticiranih sluc¢ajeva kod nepusaca upucuje na

genetsku predspoziciju bolesti.

Procjenjuje se da se oko 20 % dijagnosticiranih tumora javlja kao posljedica kroni¢nih upala
(Grivennikov, Greten i Karin, 2010). Upalni procesi su vazni za tumorigenezu i mogu biti
ukljuceni u sve stadije: inicijaciju, promociju, progresiju, angiogenezu i metastaziranje. Uz
stanice samog tumora, tumorski mikrookoli$ sadrzi i stanice urodenog (makrofage, neutrofile,
mastocite, dendriticke stanice, prirodene stanice ubojice) i ste€enog imunosnog sustava (T 1 B
limfocite). Te stanice komuniciraju otpustanjem citokina koji aktivacijom razli¢itih
transkripcijskih faktora poput SMAD (engl. small mothers against decapentaplegic), STAT
(engl. signal transducer and activator of transcription), NF-kB (engl. nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells) i AP-1 (engl. activator protein 1) mogu potaknuti
progresiju tumora ili antitumorsku imunost (Grivennikov, Greten i Karin, 2010). U ove
signalne puteve ukljuceni su i Toll-like receptori (TLR) odgovorni za prepoznavanje
patogenu pridruzenih molekularnih sljedova. Endosomski receptor TLR7 eksprimiran je u
plazmocitoidnim dendriti¢kim stanicama, mijeloidnim dendritickim stanicama, monocitima,
makrofagima te B-limfocitima. Aktiviraju ga jednolancane virusne RNA i sintetski ligandi, a
prijenos signala preko molekula Myd88, IRAK4, TRAF6 i TRAF3 ili TAK1 dovodi do
aktivacije transkripcijskih faktora IRF7 ili NF-xB (Kobold i sur., 2014). Pokazano je da
receptor TLR7 moze imati i antitumorsko i1 protumorigeni¢no djelovanje (Dajon, Iribarren i
Cremer, 2015). Medutim, jo§ uvijek se ne zna koji su to geni, modulatori imunosnog

odgovora, ukljuceni u procese karcinogeneze.

IstraZivanje na Institutu Ruder BoSkovi¢, pod vodstvom viSe znanstvene suradnice dr. SC.
Jelene Knezevi¢, pokazalo je da je polimorfizam smjeSten u promotorskoj regiji gena TLR7
statisticki zna¢ajno povezan s nastankom karcinoma pluca i na taj nacin se moze smatrati
¢imbenikom rizika za razvoj tumora pluca. Takoder je pokazano, u in vitro modelu, da

prisutnost tog polimorfizma znacajno utjece na razinu ekspresije gena (neobjavljeni rezultati).
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Osim na stanicama imunosnog sustava, receptori TLR su eksprimirani i u mnogim tumorskim
stanicama, kao i u nekim zdravim tkivima. Jiang i sur. su dokazali ekspresiju receptora TLR7
u stanicama tumora Zeluca iako je ona bila manja u odnosu na zdravo epitelno tkivo Zeluca
(Jiang i sur., 2016). Cherfils-Vicini i sur. pokazali su da su receptori TLR 1-10 eksprimirani u
tumorskim stanicama ne-malih tumora pluca, konkretno adenokarcinoma i karcinoma
skvamoznih stanica. Takoder, dokazali su ekspresiju receptora i u stani¢nim linijama
adenokarcinoma A549 i H1355, skvamoznog karcinoma SK-MES i epitelnih stanica bronha
16HBE i BEAS-2B (Cherfils-Vicini i sur., 2010). U ovom radu uspjeli smo pokazati da
stani¢na linija metastatskog tumora plu¢a H1299 eksprimira receptor TLR7 kako na mRNA
(Slika 6.), tako i na proteinskoj razini (Slika 7.). Ovaj rezultat je znacajan jer ¢e omoguditi

funkcionalne analize na genu/proteinu TLR7 na jo$ jednom stani¢cnom modelu.

Kao $to je ve¢ ranije spomenuto, osim liganda virusnog porijekla, danas postoji i Citav niz
sintetskih liganada koji aktiviraju receptor TLR7. Neki su specifi¢ni za receptor TLR7, a neki
uz receptor TLR7 aktiviraju i receptor TLRS. U specificne ubrajamo imidazokvinolne
spojeve imiquimod (R837) i gardiquimod, analog gvanizina loksoribin, analog adenina
CL264 i analog baza CL307. Imidazokvinolni spojevi resiquimod (R848) i CL097 i polidT
mogu aktivirati i receptor TLR7 i receptor TLRS.

Iz literature je poznato da imiquimod moze potaknuti apoptozu tumorskih stanica aktivacijom
kaspaza preko proteina Bcl-2 (Schon i Schon, 2007). Takoder, Courbet i sur. pokazali su da
imiquimod naru$ava strukturu mikrotubula u in vitro uvjetima $to dovodi do blokiranja
stani¢nog ciklusa u G2/M fazi 1 induciranja apoptoze. Spojevi koji ometaju normalno
funkcioniranje mikrotubula iznimno su interesantni i koriste se u lijeCenju tumora jer su
tumorske stanice, uslijed Cestih dioba, Vvise izlozene njihovom djelovanju (Courbet i sur.,
2017). Nekoliko istrazivanja pokazalo je da tretman imiquimodom smanjuje proliferaciju
razli¢itih tumora. Jiang i sur. su utvrdili da tretman imiquimodom dovodi do smanjenja
proliferacije stanica tumora Zeluca SGC-7901 (Jiang i sur., 2016). Han i sur. dokazali su da
imiquimod u mis§jim (TRAMP-C2) i ljudskim (PC3) stani¢nim linijama prostate u in vitro
uvjetima inhibira proliferaciju stanica te sprjecava rast tumora prostate u in vivo uvjetima u
mis§jim modelima (Han, Lee, i sur., 2013). Rezultati Almomen i sur. upuéuju na to da
imiquimod inducira apoptozu in vitro u stani¢nim linijjama endometrijskog adenokarcinoma
Ishikawa i HEC-1A te inhibira tumorski rast in vivo u mi$jim modelima (Almomen i sur.,
2016). Villamon i sur. pokazali su da imiquimod, ali i resiquimod (R848) u manjoj mjeri,

inhibiraju proliferaciju stani¢nih linija mijeloi¢ne leukemije. Imiquimod je zaustavljao rast u
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linijama HL-60, U-937, HEL, MOLM-13, EOL-1, K-562, KG-1, KG-1a, Kasumi-1 i NB4, a
resiqguimod samo u prvih Sest i s manjom ucinkovito$¢u (Villamén i sur., 2018). Nasi
rezultati takoder su potvrdili da imiquimod ima citotoksi¢no djelovanje i na metastatske
stanice tumora plu¢a H1299 u in vitro uvjetima bazalne ekspresije receptora TLR7 pri
koncentracijama 5 pg/mL i 15 pg/mL $to je u sukladu s istrazivanjima na drugim vrstama
tumora. Resiquimod nije pokazao citotoksi¢no djelovanje na stanice H1299 ni pri jednoj

koncentraciji (Slika 10.).

Cisplatina, karboplatina i1 paklitaksel su kemoterapeutici ¢esto koristeni pri lijeCenju tumora
plu¢a ne-malih stanica. Cisplatina i karboplatina interferiraju s replikacijom DNA, dok
paklitaksel interferira s normalnom funkcijom mikrotubula. U naSem istrazivanju sva tri spoja
su se pokazala citotoksi¢nim za stanice H1299 §to je i o¢ekivano s obzirom na to da se radi o
poznatim kemoterapeuticima. Najveéi citotoksi¢ni u€inak imao je paklitaksel, a najmanji

karboplatina.

Nase istrazivanje pokazalo je da zdruzeni tretman stanica imiquimodom (1 pg/mL) u
kombinaciji sa cisplatinom i paklitakselom statisticki znacajno povecava citotoksi¢ni uc¢inak
na stanice H1299. Koncentracija imiquimoda od 5 pg/mL imala je veéi citotoksi¢ni u¢inak na
stanice H1299, dok je kostimulacija stanica sa cisplatinom i paklitakselom statisticki
znacajno pojacala citotoksi¢ni u¢inak na stanice, u odnosu na sami imiquimod ili citostatik.
Pri koncentraciji 15 pg/mL citotoksi¢ni u¢inak imiquimoda bio je jaci od svih ispitivanih
citostatika (Slika 11.). Takoder, pokazali smo da resiquimod pri koncentraciji od 15 uM u
kombinaciji s paklitakselom statisticki znacajno povecava citotoksi¢ni ucinak na stanice
H1299 u odnosu na tretman stanica samo paklitakselom (Slika 10.). Posebno su nam
interesantni rezultati koje smo dobili na niskim koncentracijama i sintetskog liganda
imiquimoda i citostatika, gdje u prvom redu isti¢emo paklitaksel. Oni ukazuju na translacijski
potencijalni dobivenih rezultata u npr. animalne modele. Vazno je naglasiti da su na Institutu
Ruder Boskovi¢ u tijeku istrazivanja koja ispituju mijenja li promijenjena razine ekspresije
gena TLR7 ove rezultate. U lijeCenju tumora plu¢a ovo bi bio izuzetno vazan podatak jer bi
ukazivao na cCinjenicu da bi razina ekspresije gena TLR7 mogla biti dobar biomarker

odgovora na zdruzenu terapiju.

Cherfils-Vicini i sur. su u svojim istrazivanjima pokazali da se prethodnim stimuliranjem
receptora TLR7 sintetskim ligandom loksoribinom poti¢e kemorezistencija stani¢nih linija

ne-malih tumora plu¢ca A549 i SK-MES na djelovanje citostatika cisplatine, karboplatine,
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doksorubicina i navelbina (Cherfils-Vicini i sur., 2010). Takoder, Chatterjee i sur. dokazali su
da u in vivo mi§jim modelima s graftom stanica A549 tretman lokSoribinom onemogucava
negativni ucinak cisplatine na rast tumora (Chatterjee i sur., 2014). Na prvi pogled ¢ini se da
su nasi rezultati u suprotnosti s do sada objavljenim rezultatima, medutim, mi smo u nasim
pokusima koristili drugi stani¢ni model (H1299) 1 druge ligande. Za kona¢nu potvrdu do sada
objavljenih rezultata o djelovanju loksoribina na nac¢in da potic¢e kemorezistenciju tumorskih
stanica svakako bi trebalo ukljuciti i na§ stani¢ni model metastatskih stanica tumora pluca,

H1299. Medutim, to istrazivanje je izvan okvira ovog rada.

Rezultati prikazani u ovom radu povoljni su u kontekstu lije¢enja tumora ne-malih stanica
pluca jer sugeriraju da bi se kombinacijom liganda za receptor TLR7 i kemoterapeutika
postigao bolji odgovor na kemoterapiju. Sljedeci korak bio bi ispitati utjecaj zdruZene terapije
ligandima i citostaticima na stanice H1299 u uvjetima prekomjerne ekspresije i down-

regulacije receptora TLR7, kao i utjecaj zdruZene terapije na zdrave stanice epitela pluca.
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6.

Zakljucak

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati razinu ekspresije gena i proteina TLR7 metodom

lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (RT-qPCR) i westernskom metodom

detekcije proteina te istraziti MTT testom kako u in vitro uvjetima stanice metastatskog

tumora pluca (H1299) odgovaraju na zdruZenu terapiju citostaticima (cisplatina, karboplatina

I paklitaksel) i sintetskim ligandima za receptor TLR7 (resiquimod i imiquimod), u uvjetima

bazalne ekspresije gena TLR7. Zaklju¢ujemo:

1)

2)

3)

4)

5)

Stanice metastatskog tumora pluéa H1299 eksprimiraju receptor TLR7 kako na
MRNA, tako i na proteinskoj razini

Odredena je IC50 vrijednost utjecaja citostatika cisplatine, karboplatine i paklitaksela
na stanice H1299 i ona je iznosila 29,63 - 39,61 uM za cisplatinu, 77,05 - 97,34 uM
za karboplatinu i 2,574 - 3,313 nM za paklitaksel

Imiquimod pokazuje citotoksi¢an ucinak na stanice H1299 pri povecanim
koncentracijama (51 15 pg/mL)

Zdruzena terapija imiquimodom i citostaticima (cisplatina i paklitaksel) statisticki
znaajno smanjuje preZivljenje stanica H1299 u odnosu na tretman samo citostatikom
Resiquimod nema citotoksic¢an ni citoproliferativan u¢inak na stanice 1 u kombinaciji
S citostaticima ne utjeCe znacajnije u odnosu na sam citostatik na prezivljenje stanica

H1299, osim u kombinaciji s paklitakselom pri 15 uM koncentraciji

Dobiveni rezultati u skladu su s postavljenom hipotezom da stanice H1299 eksprimiraju

funkcionalni protein TLR7 i da bi njegova kostimulacija s poznatim kemoterapeuticima, u

uvjetima bazalne ekspresije, mijenjala preZivljenje testiranih stanica.
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