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1. UVOD

1.1. Hematopoeza

Kod zdrave odrasle osobe svakodnevno se procesom hematopoeze stvaraju nove krvne stanice
kako bi se odrzala homeostaza tijela. Hematopoeza pocinje od pluripotentnih hematopoetskih
mati¢nih stanica (engl. pluripotent hematopoietic stem cell, PHSC) koje su sposobne za
samoobnovu i diferencijaciju u razliCite specijalizirane stanice. Prilikom diobe PHSC se
asimetricno dijeli na mati¢nu stanicu i stanicu koja ¢e se diferencirati u mijeloidnu ili limfoidnu
progenitorsku stanicu. Progenitorske stanice nemaju moguénost samoobnavljanja i mogu se samo
diferencirati u smjeru mijelopoeze ili limfopoeze. Stanice mijeloidne linije se dalje diferenciraju u
bazofile, eozinofile, neutrofile, monocite, eritrocite 1 megakariocite, dok ¢e se stanice limfoidne
linije diferencirati u stanice NK (engl. natural killer), limfocite T i limfocite B (Slika 1) (Hoffman,
R. 2009).

° ) Samoobnavljanje

Hematopoetska maticna stanica

g o
O

Mijeloidna progenitorna stanica Limfoidna progenitorna stanica
O <@ ‘@ o

iocitna/eritorei x Limfocit
Megakanqcxtna SHfuitng. Mijeloblast NK (engl. natural killer)
progenitorna stanica

| / stanica

>

Megaicariocit |

X P @ EF D o e

Trombociti  Eritrociti Basofil Neutrofil  Eozinofil ~ Monocit T limfocit B limfocit

Slika 1. Shema diferencijacije stanica iz hematopoetske mati¢ne stanice u procesu hematopoeze
(preuzeto i prilagodeno prema Zhang i Li 2019).



Sudbina hematopoetskih mati¢nih stanica, kao i njihovih progenitornih stanica, uvjetovana je
djelovanjem transkripcijskih faktora koji se mogu modificirati izvanstani¢nim signalnima kao $to
su citokini (Provan i Gribben 2005). Poremecaji u transkripcijskim faktorima, razini citokina i
mutacije u genima zasluznim za diferencijaciju stanica uzrokuju razne hematoloske bolesti. Jedna

od njih je akutna mijeloi¢na leukemija.

1.2. Akutna mijeloi¢na leukemija

Akutna mijeloi¢na leukemija (AML) maligna je bolest krvotvornog sustava. Bolest karakterizira
poremecaj hematopoetskih mati¢nih stanica te prekid u sazrijevanju i nakupljanje stanica
mijeloi¢ne linije U kostanoj srzi i krvi oboljelog (Newell i Cook 2021). Od stanica mijeloi¢ne linije
inace sazrijevaju granulociti (neutrofili, eozinofili, bazofili), monociti, eritrociti i megakariociti, no
u slucaju AML-a dolazi do nakupljanja nezrelih stanica (blasta) koje potiskuju normalnu
hematopoezu. Rezultat je smanjena proizvodnja zrelih krvnih stanica i klini¢ki znakovi bolesti
(Hall i Hall 2022). Neki od simptoma su nespecifi¢ni umor, gubitak apetita, kratko¢a daha prilikom
napora zbog anemije, stalne infekcije zbog smanjenog broja zrelih neutrofila u krvi i sklonost
dobivanju modrica i krvarenja zbog nedostatka zrelih trombocita u krvi (Khwaja i sur. 2016). AML
se dijagnosticira kad je u uzorku krvi ili koStane srZi pacijenta prisutno vise od 20 % blasta. Takoder
je moguce potvrditi dijagnozu pomocu biljega na povrSini stanice ili citoplazmatskih biljega koji
se detektiraju protocnom citometrijom. Proto¢na citometrija je korisna i zbog odredivanja
imunofenotipa bolesti na temelju kojeg se moze prilagoditi lijeCenje. Naime, akutne mijeloicne
leukemije se po Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji mogu klasificirati prema citogenetici,
molekularnoj genetici, morfologiji i imunofenotipu (Newell i Cook 2021). Uz navedene
klasifikacije, jo$ uvijek je Cesto koristena stara klasifikacija francusko-americ¢ko-britanskih autora
(FAB). Klasifikacija FAB dijeli AML na podtipove prema stupnju hematopoeze na kojemu je doslo
do zastoja u sazrijevanju stanica i na temelju navedenog razlikuje osam podtipova AML-a (Tablica
1) (Lali¢ 2015).



Tablica 1. Podtipovi AML-a po klasifikaciji FAB (Bennet i sur. 1976 i 1991).

oznaka naziv stupanj sazrijevanja stanica
AML-MO | minimalno diferencirana AML | leukemijski blasti bez obiljezja mijeloidne
loze
AML-M1 | mijeloblasti¢na leukemija bez slabo diferencirani blasti (mali broj
sazrijevanja diferencira u granulocite)
AML-M2 mijeloblasti¢na leukemija sa diferencijacija do faze promijelocita
sazrijevanjem
AML-M3 | hiperglanularna promijelocitna | vise stanica se diferencira u abnormalne
leukemija promijelocite
AML-M4 mijelomonocitna leukemija diferencijacija u monocite i granulocite
AML-M5 monocitna leukemija diferencijacija u monoblaste ili
promonocite i monocite
AML-M6 eritroidna leukemija vise od 30 % stanica koStane srzi s
jezgrom su eritroblasti
AML-M7 megakariocitna leukemija stanice se morfoloski ne razlikuju od
mijeloblasta

AML je rijetka bolest, no predstavlja jednu tre¢inu svih dijagnosticiranih leukemija (Pelcovits i
Niroula 2020). Razlic¢ite genetske promjene doprinose heterogenosti bolesti zbog kojih se pacijenti

medusobno razlikuju po prognozi i odgovoru na lijecenje. Drugi ¢imbenici koji utje¢u na ishod

lijeCenja su dob pacijenata i intenzitet terapije (Tallamn i sur. 2005).

Sredinom dvadesetog stoljeca dolazi do znacajnog napretka u lijeCenju AML koji se dogodio zbog
razumijevanja genetskih varijacija bolesti. Usprkos napredcima, standardna terapija za AML se
nije mijenjala zadnjih 50 godina. Za pacijente koji mogu podnijeti intenzivnu kemoterapiju koristi
se indukcijska terapija poznata kao 7+3. Sastoji se od kontinuirane infuzije citarabina tijekom 7

dana u kombinaciji s antraciklinom prva 3 dana. Navedena terapija zasad pokazuje najveci uspjeh

u lije¢enju blazih oblika AML-a (Pelcovits i Niroula 2020).




1.3. Leukemijska stani¢na linija U937

Leukemijsku stani¢nu liniju U937 koristila sam kao model za istrazivanje utjecaja citarabina na
AML. Rije¢ je o monocitnoj ljudskoj liniji AML-a izoliranoj iz pleuralnog izljeva bolesnika
oboljelog od limfoma. Usprkos njenom limfocitnom podrijetlu, navedena stani¢na linija pokazuje
mnoga obiljezja monocita, stoga se svrstava u podtip AML-M5 (monocitna leukemija) i pogodna
je kao model za proucavanje AML-a (Chanput i sur. 2015). Jedno obiljezje ove stani¢ne linije, kao
i drugih leukemijskih stani¢nih linija, jest inaktivacija P53, gena koji se prepisuje u jednog od

najvaznijih tumorskih supresora (Sugimoto i sur. 1992).

1.4. Citarabin

Citarabin ili citozin arabinozid (1-B-D-arabinofuranosilcitozin) analog je deoksiribonukleozida
deoksicitidina. Kao nukleozidni analog citarabin ulazi u stanicu pomocu transportnih proteina.
Nakon ulaska u stanicu treba se aktivirati da bi imao svoj citotoksi¢ni uc¢inak. Prvi korak aktivacije
je konverzija citarabina u citarabin monofosfat pomoc¢u enzima deoksicitidin-kinaze. Drugi korak
je fosforilacija u citarabin difosfat pomocu deoksicitidin monofosfat-kinaze. Naposljetku
nukleozid difosfat-kinaza fosforilira citarabin difosfat u citarabin trifosfat. Citarabin trifosfat je
analog deoksicitidin trifosfata i inkorporira se u DNA kao lazni prekursor (Slika 2). Prisutnost
citarabin trifosfata zaustavlja progresiju DNA polimeraze i ometa sintezu i popravak DNA. Tako
dolazi do zastoja u prolasku stanica kroz stani¢ni ciklus u fazi S (Grant 1991). Za razgradnju
citarabina kljuéna su dva enzima: citidin-deaminaza i deoksicitidin monofosfat-deaminaza.
Navedeni enzimi razgraduju citarabin i citarabin monofosfat u inaktivne metabolite uracil
arabinozid i arabinoziluracil monofosfat. Ravnoteza izmedu razgradnje i aktivacije citarabina je
bitna za odredivanje koli¢ine citarabina koji se konvertira u citarabin trifosfat. Citarabin trifosfat
je aktivni oblik citarabina koji ima citotoksi¢ni u¢inak i antitumorsku aktivnost (Di Francia i sur.

2021).
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Slika 2. Shema aktivacije citarabina fosforilacijom i njegova razgradnja u stanici (Autor: Dora
Matic).

Citarabin se smatra naju¢inkovitijom antineoplasti¢cnom tvari u lije¢enju mijeloidne i limfoidne
leukemije (Schenk i sur. 2012). Usprkos njegovoj dugogodisnjoj klinickoj primjeni napredak u
lije¢enju citarabinom stagnira. Otpornost na citarabin javlja se u velikom broju oboljelih od AML-
a, dok je kod starijih pacijenata prisutan problem slabog odgovora na terapiju jer ne mogu podnijeti
velike doze citarabina (Chen i sur. 2017; Dohner i sur. 2015). Stoga postoji znacajni interes za
identifikaciju mehanizma djelovanja niskih doza citarabina te odredivanje mehanizama Koji

doprinose rezistenciji na citarabin.



1.5. Stanicéni ciklus

Za razumijevanje utjecaja citarabina na stani¢ni ciklus potrebno je prvo razumjeti stani¢ni ciklus.
Stani¢ni ciklus je osnova zivota stanice, a unutar njega mozemo razlikovati Cetiri razli¢ita procesa:
rast stanice, replikaciju DNA, raspodjelu udvostruc¢enih kromosoma te diobu stanice. S obzirom na
navedene procese stani¢ni ciklus u eukariota se dijeli na Cetiri faze: G1 (prema engl. gap), S
(sinteza), G2 i M (mitoza) (Slika 3). Faze G1, Si G2 ¢ine interfazu, dok faza M ¢ini mitozu. G1 i G
su svojevrsne medufaze izmedu faza S i M u kojima se stanica priprema za sljede¢u fazu (Ma i sur.
2011). Tijekom faze G stanica raste i skuplja hranjive tvari koje su potrebne za prijelaz u fazu S .
U fazi S dolazi do replikacije DNA, stoga u fazama S i G stanica ima udvostru¢enu koli¢inu DNA
koja se mora raspodijeliti u dvije stanice tijekom mitoze. U mitozi dolazi do odvajanja sestrinskih
kromatida nastalih u fazi S u dvije razlicite stanice kéeri koje se zatim odvajaju u zasebne stanice

citokinezom (Cooper 2000).

Kontrolna toéka M

Kontrolna to¢ka G,

CiklinD
+ CDK 4/6

Kontrolna to¢ka G,

Kontrolna tocka S

Slika 3. Shema progresije stanice kroz faze stani¢nog ciklusa s ozna¢enim kontrolnim tockama

(Autor: Dora Matic¢).

U normalnim uvjetima vecina stanica nije u stani¢nom ciklusu te se nalaze u stanju mirovanja koje

se naziva Go. Prelazak stanica iz faze Go u stani¢ni ciklus je reguliran mitogenima, a jednom kada
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je stanica krenula u proces stani¢nog ciklusa njezina progresija kroz faze ciklusa ovisi o ciklinima

i kinazama koje ovise o ciklinima (engl. cyclin dependent kinase, CDK) (Alberts i sur. 2007).

CDK i ciklini su jedni od najvaznijih regulatora stani¢nog ciklusa. Kao $to samo ime sugerira,
ciklini se cikli¢ki stvaraju i razgraduju. CDK i ciklini stvaraju kompleks u kojem ciklini djeluju
kao regulacijske jedince, a CDK kao kataliti¢ka jedinica koja fosforilira ciljne proteine potrebne
za daljnju progresiju kroz stanic¢ni ciklus (Pecorino 2021). Ciklini karakteristi¢ni za stani¢ni ciklus
ljudskih stanica su ciklin D, E, A, i B. Oni u svom pripadaju¢em kompleksu ciklin/CDK su prisutni
u razli¢itim fazama stani¢nog ciklusa (Slika 3). Ciklin D se sintetizira prvi i stvara kompleks s
CDKA4/6 koji potice progresiju kroz fazu G; stani¢nog ciklusa. Ciklin D takoder regulira i sintezu
ciklina E koji zajedno s CDK?2 potice prijelaz iz faze Gi1 u fazu S stani¢nog ciklusa. Za daljnju
progresiju kroz fazu S bitan je ciklin A koji stvara kompleks s CDK1. Kompleks ciklin A/CDK1
takoder zajedno s kompleksom ciklin B/CDKI1 poti¢e prijelaz iz faze G, u fazu M (Patil i sur.
2013). CDK1 ili cdc2 (engl. cell division cycle) prvi je otkrio Paul Nurse u kvasca Saccharomyces
pombe. Nurse je zamijetio da od previse aktivnosti cdc2 stanice ulaze u mitozu prerano dok stanice
bez cdc2 ne ulaze u mitozu. Ekvivalent cdc2 u eukariota otkriven je kasnije te je nazvan CDK1 po
svojoj ovisnosti o ciklinima kao i ¢injenici da je otkriven kao prvi homolog do tad poznatih CDC
iz kvasaca (Uzbekov i Prigent 2022). CDK1 stvara kompleks s ciklinom B ¢ija sinteza pocinje veé
u fazi S stani¢nog ciklusa. Kompleks u pocetku nije aktivan zbog fosforilacije CDK1 na dva mjesta.
Fosforilacija CDK1 je posljedica djelovanja dviju kinaza. Prva kinaza je kinaza koja aktivira CDK
(engl. cdc activating kinase, CAK) i fosforilira CDK1 na treoninu 161. Druga kinaza je kinaza
Weel koja fosforilira CDK1 na tirozinu 15 i treoninu 14 i time je inaktivira. Da bi se CDK1 mogla
aktivirati i s njom kompleks ciklin B/CDKZ1 potrebna je CDC25 fosfataza koja defosforilira CDK1.
Defosforilirana CDK1 je aktivna u kompleksu s ciklinom B i kao takva moze fosforilirati mnostvo
ciljnih proteina koji poticu ulazak stanice u mitozu. Kompleks ciklin B/CDK1 takoder dodatno
aktivira svog aktivatora CDC25, te inhibira svog inhibitora Weel tako stvaraju¢i pozitivnu
povratnu spregu. Vaznost fosfataze CDC25 i kinaze Weel pokazana je ¢injenicom da mutanti u
CDC25 imaju produzenu fazu Gz i ne ulaze u diobu dok mutanti s inaktivnim proteinom Weel
imaju skra¢enu fazu G2 i ulaze u diobu iako stanica za nju nije spremna (Alberts i sur. 2007). U
tumorskim stanicama navedeni mehanizmi kontrole stani¢nog ciklusa su najée$¢e poremeceni i

takve stanice karakterizira prekomjerna proliferacija (Pecorino 2021).



Osim ciklinima, napredovanje kroz stani¢ni ciklus regulirano je kontrolnim to¢kama u kojima se
provjerava zadovoljava li stanica uvjete, kao $to su dovoljna koli¢ina hranjivih tvari, pravilna
replikacija DNA ili pravilna raspodjela kromosoma u stanici. Kontrolne tocke nalazimo u sve Cetiri
faze stani¢nog ciklusa. Prva kontrolna tocka se nalazi u fazi G:1 u kojoj stanica provjerava ima li
dovoljno hranjivih tvari za prolazak iz faze G; u fazu S nakon ¢ega moze krenuti u sintezu DNA.
Nadzorna tocka koja se nalazi na prijelazu izmedu faze G, u fazu M provjerava to¢nost replikacije
DNA u fazi S i spremnost stanice da napreduje u fazu M. Prisutnost ove kontrolne tocke osigurava
da stanica nece uci u mitozu bez da se DNA u potpunosti replicirala, kao i da stanica ne zapoc¢ne
jos jedan ciklus replikacije DNA (Cooper 2000). U fazi M se nalazi kontrolna tocka stani¢nog
ciklusa u kojoj se prije odvajanja stanice u stanice kceri treba provjeriti pravilno uévr$éenje
kromosoma za diobeno vreteno i pravilnu raspodjelu kromosoma na stanice kéeri (Slika 3).
Naposljetku, postoji i kontrolna toc¢ka unutar faze S koja sprjecava napredak stanice u fazu Gz u
slucaju nepravilno replicirane DNA ili manjka nukleotida u stanici (Segurado 1 Tercero 2009).
Aktivacija ove kontrolne tocke potice aktivaciju signalnih putova uklju€enih u popravka DNA i
stabilizaciju replikacijske vilice kao i nastavljanje zaustavljene replikacijske vilice (Schnerch i sur.
2012).

1.6. Odgovor stanice na oSte¢enje DNA

Mehanizam popravka oste¢enja DNA (engl. DNA damage repair, DDR) put je prijenosa signala
koji povezuje popravak DNA s njezinom replikacijom i progresijom kroz stani¢ni ciklus. U
odgovoru na ostecenje DNA, DDR moze aktivirati signalne putove koji ko¢e progresiju stanice
kroz stani¢ni ciklus te potaknuti specificne mehanizme popravka DNA kako bi uklonile ostecenje.
U slucaju nemogucénosti popravka oste¢enja, DDR moze potaknuti apoptozu nepovratno osteéene
stanice (Alhmoud i sur. 2020). U tumorskim stanicama DDR je pojacano aktiviran jer pomaze
tumorskim stanicama da se nose s velikom koli¢inom genotoksi¢nog stresa. Dva glavna signalna
puta koja se mogu aktivirati uslijed oste¢enja DNA su ATM (engl. ataxia telangiectasia mutated)-
p53-Chk2 (engl. checkpoint kinase 2) i ATR (engl. ataxia telangiectasia and Rad3 related)-
Chk2(engl. checkpoint kinase 1) (Manic i sur. 2015).



1.6.1. Signalni put ATM-p53-Chk?2

ATM je kinaza aktivirana prilikom nastanka dvostrukih lomova u lancu DNA. ATM kinaza potom
aktivira Chk2 koja moze fosforilirati p5S3. Kada nije fosforiliran, p53 se veze za Mdm2 (engl. mouse
double minute 2) koji poti¢e ubikvitinaciju p53 i posljedino tome njegovu razgradnju u
proteosomu. Fosforilacija p53 blokira vezanje Mdmz2 te potice nakupljanje p53 u stanici. Kada se
nakupi u dovoljno visokoj koli¢ini u stanici, p53 djeluje kao transkripcijski ¢imbenik koji potice
transcripciju gena ukljucenih u zaustavljanje stani¢nog ciklusa, popravak DNA, te u nekim
slu¢ajevima apoptozu stanice. Jedan od gena ¢iju ekspresiju potice je gen koji kodira za protein
p2l. p21 je protein koji inhibira CDK, a budu¢i da se veze za komplekse ciklin/CDK
karakteristicne za faze Gi i S stani¢nog ciklusa tako zaustavlja progresiju stanice kroz navedene
faze (Slika 4) (Alberts i sur. 2007).

S obzirom na to da su mutacije pS3 zabiljezene u stanicama AML-a pa tako 1 u stani¢noj liniji
U937, stanica se ne moze oslanjati na ovaj put popravka oStecenja DNA i napreduje kroz fazu G
usprkos ostecenju DNA. Posljedi¢no tome, kontrolne tocke u fazama S, G2 i M stani¢nog ciklusa

ostaju kao potencijale kontrolne toc¢ke i nude se kao pogodne mete za antitumorske terapije.
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Slika 4. Shema signalnog puta ATM-p53-Chk2 (Autor: Dora Matié).



1.6.2. Signalni put ATR-Chk1

Dok se kod tumora cesto dogadaju mutacije signalnog puta ATM-Chk2-p53, mutacije gena
klju¢nih za signalni put ATR-Chk1 su rijetke te nisu primijecene u oboljelih od AML-a (Boudny i
Trbusek 2020). Naprotiv, kod stanica AML-a primijeéena je povecana ekspresija gena CHEK1 koji
kodira Chk1, kinazu koja sudjeluje u signalnom putu ATR (David i sur. 2016). Navedeno upucuje
da je ovaj signalni put kljuan za prezivljenje tumorskih stanica i kao takav pogodna meta za
antitumorske terapije. Manjak ATR uzrokuje prekid u kromosomima i zastoj u stani¢nom ciklusu,
manjak Chkl smanjuje koli¢inu procesa popravka dvolan¢anih lomova DNA. Vaznost ovih
signalnih putova potvrduje i podatak da njihov nedostatak uzrokuje smrt embrija (Seguardo i
Tercero 2009).

ATR se aktivira zbog poremecaja replikacijskih vilica. Poremecaji mogu biti uzrokovani
ostecenjem DNA molekule, nastankom baznih adukata ili popreénih veza te nedostatkom
nukleotida (Nam i Cortez 2011). Aktivacija signalnog puta ATR-Chk1 moze rezultirati zastojem
stani¢nog ciklusa i usporavanjem replikacije DNA. Navedeni mehanizmi daju vremena da se DNA
oporavi i zadrzi genomski integritet. Uoceno je i da Chk1l ima izravan utjecaj na mehanizam
popravka oStecenja inducirajuéi posttranslacijske modifikacije ¢imbenika bitnih u popravku DNA
(Patil i sur. 2013).

Sukladno raznim djelovanjima signalnog puta ATR-Chk1 postoji viSe strategija za antitumorske
terapije koje ga ciljaju. Odredene terapije se temelje na direktnoj inhibiciji enzima koji sudjeluju u
signalnom putu ATR-Chk1. Pri inhibiciji kinaza ATR ili Chk1l, stanica nastavlja prolaziti kroz
stanicni ciklus usprkos oste¢enju DNA, ostec¢enja se nakupljaju do razine koju stanica vise ne moze
podnijeti te stanica umire (David i sur. 2017). Druga strategija se temelji na pojacavanju
replikacijskog stresa dodavanjem citotoksi¢nog agensa kao S$to je citarabin. Pokazano je da u
odredenim dozama citarabin pojacava aktivaciju signalnog puta ATR 1 potie stanice na

diferencijaciju kao i apoptozu (Chen i sur. 2017).

Citarabin djeluje ugradujuci se u DNA umjesto deoksicitidina §to uzrokuje zastoj u djelovanju
DNA polimeraze, ali ne utjece i na DNA helikazu koja nastavlja odmotavati DNA i stvara regije
jednolancane DNA (Schenk i sur. 2012). Dolazi do nakupljanja jednolanc¢ane DNA na koju se veze

replikacijski protein A i zajedno s novosintetiziranom DNA sluzi kao signal za aktivaciju kinaze
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ATR (Zeman i Cimprich 2014). ATR je klju¢na za progresiju kroz kontrolnu tocku u fazi G
stani¢nog ciklusa. ATR djeluje na stani¢ni ciklus fosforilacijom Chkl. Fosforilirana Chk1 zatim
inhibira fosfatazu CDC25 tako $to je fosforilira i $alje na degradaciju (Boudny i Trbusek 2020).
Kada je aktivna, fosfataza CDC25 defosforilira kinazu CDK1 i time je aktivira, stoga inhibicija
CDC25 uzrokuje inhibiciju CDK1. Sve dok je CDKI1 fosforilirana ne moze do¢i do stvaranja
kompleksa ciklin B/A i CDKI i stanica ne moze napredovati kroz fazu G, stani¢nog ciklusa (Slika
5) (Goto i sur. 2019). Kod stanica AML-a tretiranih citarabinom opisano je da dolazi do
fosforilacije kinaze Chk1, no nije opisano dolazi li do fosforilacije kinaze CDK1 (Schenk i sur.
2012).
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Slika 5. Shema aktivacije CDK1 i signalnog puta ATR-Chk1 (Autor: Dora Matic¢).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj rada je ispitati korelira li zastoj stani¢nog ciklusa pod utjecajem citarabina s inhibicijom kinaze
CDK1. S obzirom na to da je poznato da citarabin aktivira Chkl, hipoteza je da ¢e citarabin
zaustaviti progresiju stanica U937 kroz stani¢ni ciklus te fosforilirati kinazu CDK1 na tirozinu 15
(Tyr-15) i time je inhibirati. Specifi¢ni cilj ¢e mi biti uzgojiti stanice leukemijske stani¢ne linije
U937 i inkubirati ih s citarabinom u periodu od 48 i 72 sata. Obiljezavanjem tripanskim modrilom
1 brojanjem stanica hemocitometrom odredit ¢u broj preZzivjelih stanica i usporediti ih s kontrolom.
Da bih provjerila utjecaj citarabina na stanic¢ni ciklus, stanice tretirane u periodu od 72 sata
analizirat ¢u protocnom citometrijom i usporediti udio stanica u odredenim fazama stani¢nog
ciklusa s netretiranom kontrolom. Za detaljniju analizu utjecaja citarabina na stani¢ni ciklus

provjerit ¢u razinu fosforilacije kinaze CDK1 (Tyr-15) metodom Western blot.
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3. MATERUJALI I METODE

3.1. Materijali

Kemikalije: medij RPMI-1640 uz dodatak 10 % fetusnog teleCeg seruma inaktiviranog toplinom,
L-glutamina (2 mM), penicilina (50 U/ml) i streptomicina (50 pg/ml) (Thermo Fisher Scientific-
Gibco, Walthman, MA, SAD), fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline, PBS), tripansko
modrilo, otopina propidij-jodida (50 ug/ml propidij-jodida, 10 mM Tris (pH 8,0), 10 mM NacCl, 10
pug/ml RNaza A, 0,1 %-lgepal), pufer za lizu stanica (engl. cell lysis buffer, CLB; 20 mM Tris-
HCL (pH 7,5), 1 mM natrijeva etilen diamin tetraoctena kiselina (EDTA), 1 mM etilen glikol
tetraoctena kiselina (EGTA), 150 mM NaCl 1 % Triton X-100, 2,5 mM natrijev pirofostat, 1 mM
natrijev ortovanadat (NazVVOs), 1 mM beta-glicerol fosfat, 1 pg/ml leupeptin, 1 pM mikrocistin i 1
mM PMSF), govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin, BSA; Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, SAD), Bradford reagens (BioRad Laboratories, Hercules, California, SAD),
komercijalni komplet TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Solutions (BioRad Laboratories,
Hercules, California, SAD), otopina SDS-a (0,5 M Tris, 0,4 % SDS-a, 20 % SDS, 0,15 mM
bromfenolplava, 2 % beta-merkaptoetanol, 40% glicerol), pufer za elektroforezu (engl. running
buffer) koji sadrzi SDS (25 mM Tris, 192 mM glicin, 1% SDS-a), biljeg (engl. color marker)
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 — 250 kDa (Thermo Scientific, Rockford, IL,
SAD), pufer za elektroforezu bez SDS-a (25 mM Tris, 192 mM glicin), TBS-Tween (25 mM Tris-
Cl, 150 mM NacCl, 0,1 % Tween 20), kuni¢je poliklonsko protutijelo CDC2 (Cell Signaling
Technology, Beverly, MA, SAD), kuniéje poliklonsko protutijelo pCDC2 (Tyr-15) (Cell Signaling
Technology, Beverly, MA, SAD), B-aktin misje monoklonsko protutijelo (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, SAD), protumi§je IgG HRP-konjugirano protutijelo (Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, SAD), protukuni¢je IgG HRP-konjugirano protutijelo protutijelo (Cell Signaling
Technology, Beverly, MA, SAD), komercijalni komplet za detekciju proteina
kemiluminiscencijom SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo
Scientific, Rockford, IL, SAD)
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Uredaji: proto¢ni citometar Attune sistem (Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD),
spektrofotometar Eppendorf BioPhotometer plus (Eppendorf, Hamburg, Njemacka), uredaj za
elektroforezu Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System (BioRad Laboratories, Hercules,
California, SAD), ChemiDoc™ XRS+ system (BioRad Laboratories, Hercules, California, SAD).

3.2. Metode

3.2.1. Uzgajanje stanica

Za provedbu pokusa koristila sam leukemijsku stani¢nu liniju U937 (European Collection of
Animal Cell Cultures, PHLS, Porton, Salisbury, UK). Stani¢cnom kulturom prilikom uzgoja
rukovala sam u zastitnom kabinetu za rad u sterilnim uvjetima. Stanice sam uzgajala u suspenziji
u mediju RPMI-1640 uz dodatak 10% fetusnog teleceg seruma inaktiviranog toplinom (engl. fetal
bovine serum, FBS), L-glutamina (2 mM), penicilina (50 U/ml) i streptomicina (50 ug/ml) na
temperaturi od 37 °C uz 5 % CO». Svaka dva do tri dana stanice su prikupljene, centrifugirane i
raspriene u svjezem mediju u gusto¢i od 0,3 do 0,5 X 10° st/ml. U pokusima su koristene stanice
koje su prethodni dan nasadene u mediju u gustoéi od 0,5 x 10° st/ml. Stanice sam centrifugirala i
resuspendirala u svjezem mediju uz dodatak FBS-a, L-glutamina, penicilina i streptomicina te
odredila broj zivih stanica pomo¢u tripanskog modrila i hemocitometra. Stanice koje sam uzgajala
za analizu stani¢nog ciklusa zasadila sam u gusto¢i od 0,2 x 108 st/ml, dok sam stanice namijenjene
za dobivanje ukupnih stani¢nih lizata zasadila u gustoéi od 0,3 x 10° st/ml. Stanice sam zatim
tretirala razli¢itim koncentracijama citarabina (10 nM, 100 nM, 1000 nM). Stanice namijenjene za
analizu stani¢nog ciklusa inkubirala sam 72 sata, a stanice namijenjene za dobivanje ukupnih

stani¢nih lizata inkubirala sam 48 sati.

3.2.2. Tretman propidijevim jodidom i analiza proto¢nim citometrom

Kontrolne stanice i stanice inkubirane 72 sata s citarabinom isprala sam PBS-om, te sam odredila
broj zivih stanica koriste¢i tripansko modrilo i hemocitometar. Uzela sam volumen stani¢ne

suspenzije tako da ukupni broj zivih stanica u svim uzorcima bude 150 000 te sam uzorke potom
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centrifugirala 3 min na 1970 okreta po minuti pri 4 °C. Nakon centrifugiranja dekantirala sam
supernatant i dodala 1 ml PBS-a. Uzorke sam vorteksirala te centrifugirala 3 minute na 1970 rpm
pri 4 °C. Nakon centrifugiranja odlila sam supernatant i dodala 250 pl otopine propidij-jodida.
Uzorke sam vorteksirala i prekrila aluminijskom folijom kako bi bili zasti¢eni od svjetlosti tijekom
inkubacije. Nakon 20 minuta inkubacije u mraku na 4 °C analizirala sam stani¢ni ciklus koristec¢i
proto¢ni citometar Attune Sistem. Analizu sam napravila pomocu programa FlowJo platform
(TreeStar, Ashland, OR, SAD).

3.2.3. Priprema ukupnih stani¢nih lizata

Nakon 48 sati inkubacije stanica s razli¢itim koncentracijama citarabina (10 nM, 100 nM, 1000
nM) pripremila sam ukupne stani¢ne lizate. Za pripremu ukupnih stani¢nih lizata, suspenziju
stanica sam prelila iz bo¢ica za uzgoj stanica u plasti¢ne epruvete volumena 50 ml te centrifugirala
3 minute na 1970 rpm pri 4 °C. Potom sam ih jednom isprala u PBS-u i rasprsila u puferu za lizu
stanicai inkubirala tijekom 10 minuta na ledu. Potom sam stanice homogenizirala protiskivanjem
kroz iglu promjera 23 G sedam puta i ponovno inkubirala na ledu 10 minuta. Tako dobiven
homogenat sam centrifugirala na 14000 x g tijekom 10 minuta na temperaturi od 4 °C. Dobiveni

nadtalog je ukupni stani¢ni lizat u kojem sam zatim odredila koncentraciju proteina.

3.2.4. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Koncentraciju proteina u stani¢nim lizatima izmjerila sam spektrometrijski metodom po
Bradfordu. Metoda se temelji na mjerenju apsorbancije otopine po Bradfordu ¢iji je glavni sastojak
Coomassie Brilliant Blue, boja koja se veze za proteine iz ekstrakta. Mjerec¢i apsorbanciju uzorka
moze se odrediti koncentracija proteina pomocu bazdarne krivulje dobivene mjerenjem
apsorbancija otopina poznatih koncentracija tzv. standarda. Kao standard koristila sam otopine
BSA koncentracije u rasponu od 0,1 do 1 mg/ml. Da bih odredila koncentraciju proteina u ukupnim
stani¢nim lizatima, na 2 ul uzorka i 48 pul vode dodala sam 1,5 ml Bradford reagensa. Nakon 3 min
inkubacije potrebne da se boja razvije i stabilizira, uzorke sam prenijela u plasti¢ne kivete te

intenzitet obojenja izmjerila pomocu spektrofotometra Eppendorf BioPhotometer plus pri valnoj
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duljini od 595 nm. Nepoznate koncentracije proteina u naSim uzorcima izraunala sam prema

bazdarnoj krivulji ovisnosti apsorbancije o koncentraciji BSA.

3.2.5. Razdvajanje proteina denaturiraju¢om poliakrilamidnom gel-elektroforezom
(SDS-PAGE)

Koristila sam gelove za denaturirajucu poliakrilamidnu gel-elektroforezu (engl. sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamid gel electrophoresis, SDS-PAGE) dobivene pomocéu komercijalnog
kompleta TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Solutions. Prilikom izlijevanja gelova prvo
sam otpipetirala gel za razdvajanje i neposredno poslije njega gel za sabijanje i ostavila ih 45
minuta da se polimeriziraju. Za vrijeme polimerizacije gelova pripremila sam uzorke. U skladu s
vrijednostima koncentracije proteina dobivenih metodom po Bradfordu uzorke sam otpipetirala u
epruvete tako da koncentracija proteina u svim uzorcima bude otprilike jednaka, a ukupni volumen
uzorka i CLB bude 25 pL. Potom sam dodala jos§ 25 pL otopine SDS-a. Epruvete s uzorcima sam
stavila na plutajuci stalak u ¢asi s vodom koja kljuca da se kuhaju 4 minute. Nakon kuhanja slijedilo
je kratko centrifugiranje na 14000 x g nakon Cega su uzorci bili spremni za nanijeti na gel.
Polimerizirane gelove sam stavila u kazetu za gelove u kadicu u kojoj ¢e se provoditi elektroforeza.
U sredinu kazete za gelove, izmedu dva gela, ulila sam pufer za elektroforezu koji sadrzi SDS.
Uzorke sam nanijela u jazice gela u volumenu od 23 ul dok sam u prvu, srednju i zadnju jaZicu
nanijela biljeg u boji PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 —250 kDa u volumenu od 5
pL. Nakon nanosenja uzoraka na gel, u kadicu za elektroforezu sam dodala pufer za elektroforezu
koji sadrzi SDS i zatvorila sustav. Uredaj za elektroforezu Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis
System sam ukljucila na 90 V oko 20 minuta dok proteini nisu poceli prelaziti iz gela za sabijanje
u gel za razdvajanje. Zatim sam voltazu povecala na 115 V. Elektroforezu sam nastavila sve dok
uzorci nisu dosli oko 0,5 cm od donjeg ruba gela. Nakon elektroforeze odvojila sam gelove od
stakla i stavila ih u pufer za elektroforezu bez SDS-a. Kako bih vizualizirala proteine, aktivirala
sam gelove koristeci sustav ChemiDoc™ XRS+ system. Naime, gelovi dobiveni komercijalnim
kompletom TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Solutions sadrze trihalo komponentu koja
se kovalentno veze za triptofan proteina u gelu. Izlagajuci spoj trihalne komponente i triptofana

UV svijetlu stvara se uo€ljivi signal kojim se moZze detektirati prisutnost proteina u gelu.
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3.2.6. Mokri prijenos na membranu i detekcija proteina metodom Western blot

Za mokri prijenos elektroforetskih proteina na nitroceluloznu membranu koristila sam spuzvice,
nitrocelulozne membrane i papire prethodno namocene u pufer za elektroforezu bez SDS-a. Pri
slaganju kazete za prijenos na crni dio kazete slozila sam spuzvicu i papir pazeci da ne zaostanu
mjehuri¢i zraka medu slojevima. To sam Ccinila tako §to sam pritiskala kazetu plasticnom
epruvetom dok mjehuriéi nisu nestali. Zatim sam kazeti pridruzila gel na kojeg sam naslagala
membranu, papir i spuzvicu opet pazeci da istisnem mjehuriée zraka medu slojevima. Pripremljenu
kazetu sam stavila u kadicu za prijenos u koju sam ulila pufer za elektroforezu bez SDS-a. Prijenos
proteina se odvijao pri 60 V 55 minuta. Po zavrSetku prijenosa proteina izvadila sam membrane i
blokirala ih kako bih sprijecila nespecifi¢no vezanje za membranu. Membrane sam inkubirala 30
minuta na sobnoj temperaturi u 5 %-tnom mlijeku bez mlije¢ne masti otopljenom u TBS-Tween-
u. Nakon blokiranja oprala sam membrane 3 puta po 5 minuta u TBS-Tween-u. Slijedila je
inkubacija membrana u primarnom protutijelu. Za detekciju CDK1 koristila sam protutijelo za
CDKI1 dobiveno iz misa, a za detekciju CDK1 fosforiliranog na Tyr-15, protutijelo dobiveno iz
kuni¢a. Primarno protutijelo sam priredila u 5 %-tnom BSA otopljenom u TBS-Tween-u.
Protutijelo sam razrijedila u omjeru 1:1000. Membrane sam stavila u plasti¢ne vrecéice u kojima
sam dodala 10 ml priredenog primarnog protutijela. Zatim sam vakumirala vrecice i ostavila ih na
inkubaciju preko no¢u na mijeSalici na 4 °C. Sljedeceg jutra membrane sam uklonila iz primarnog
protutijela i isprala 3 puta po 5 minuta u 20 ml TBS-Tween-a. Nakon ispiranja membranama sam
dodala sekundarno protutijelo. Za detekciju pCDK1 (Tyr-15) koristila sam protukuniéje, a za
detekciju CDKI1 koristila sam protumi$je sekundarno protutijelo konjugirano s peroksidazom
hrena. Oba protutijela napravila sam u omjeru 1:2000. Kao i kod dodavanja primarnog protutijela,
membrane sam stavila u vrecice u koje je sam dodala sekundarno protutijelo, te ih vakumirala.
Nakon 2 sata inkubacije u sekundarnom protutijelu membrane sam isprala 3 puta po 5 minuta u 20
ml TBS-Tween-a nakon ¢ega sam ih prebacila u 20 ml destilirane vode prije vizualizacije. Za
vizualizaciju sam Kkoristila komercijalni komplet za detekciju proteina kemiluminiscencijom
SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate. Na membrane sam nanijela 750 pl
prethodno pripremljenog kemiluminiscencijskog reagensa i signal je detektiran sustavom
ChemiDoc™ XRS+ system. Nakon vizualizacije, membrane sam spremila u TBS-u na 4 °C. Kao

kontrolu nano$enja (engl. loading control) koristila sam B-aktin. Membrane sam inkubirala u
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odgovaraju¢em primarnom 1 sekundarnom protutijelu za B-aktin po ve¢ prije navedenom
protokolu. Protutijela koja sam koristila su primarno protutijelo za aktin dobiveno iz miSa otopljeno
u BSA-Tween-u u omjeru 1:20000 i sekundarno protumis$je protutijelo otopljeno u 5 %-tnom

mlijeku u omjeru 1:2500.
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4. REZULTATI

4.1. Citarabin smanjuje broj Zivih stanica u ovisnosti o koncentraciji

Ucinke razli¢itih koncentracija citarabina na broj zivih stanica ispitala sam na stanicama U937 koje
sam zasadila u koncentraciji 0,2 x 10%/mL i tretirala razli¢itim koncentracijama citarabina (10 nM,
100 nM i 1000 nM) tijekom 72 sata. Nakon inkubacije, broj zivih stanica odredila sam pomoc¢u
tripanskog modrila i hemocitometra (Slika 6). Moze se uoditi da kontrola ima najvise prezivjelih

stanica, dok broj Zivih stanica opada s povec¢anjem koncentracije citarabina.
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Slika 6. Utjecaj citarabina nakon 72 sata na broj zivih stanica ovisno 0 koncentraciji citarabina
kojom su stanice tretirane. Broj zivih stanica odreden je pomocu hemocitometra i tripanskog

modrila. * p < 0,05 u odnosu na kontrolu (Studentov t-test).

4.2. Citarabin zaustavlja prolazak stanica U937 kroz stani¢ni ciklus

Koriste¢i proto¢nu citometriju mogla sam istraziti utjecaj citarabina na stani¢ni ciklus stanica
U937. Stanice su obiljeZzene otopinom propidij jodida koji se veze za DNA i fluorescira nakon
pobudivanja laserskom svjetlos¢u. Na temelju intenziteta fluorescencije vezanog propidij jodida

moze Se zakljuciti u kojoj se fazi stani¢nog ciklusa stanica nalazi. Naime, stanice u fazi G su
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diploidne (2n), dok se tijekom replikacije sadrzaj DNA postupno udvostrucuje pa stanice u fazi S
sadrze DNA od 2n do 4n. Na temelju sadrzaja DNA nemoguce je razlikovati faze G2 i M jer sadrzaj
DNA u obje faze iznosi 4n. Ostatci mrtvih stanica mogu se zamijetiti proto¢nom citometrijom kao
Cestice (engl. event) ¢iji sadrzaj DNA iznosi manje od 2n pa se takvi zajedno oznacavaju kao sub
G1. Koriste¢i protocni citometar moguce je detektirati razliku u intenzitetu fluorescencije te potom
analizirati faze stani¢nog ciklusa u kojoj su stanice zaustavljene koriste¢i program FlowJo
platform. Na slici 7 prikazan je primjerni histogram dobiven kao rezultat proto¢ne citometrije
stanica U937 nakon tretmana razli¢itim koncentracijama citarabina (10 nM, 100 nM, 1000 nM)
tijekom 72 sata. Na apscisi je koli¢ina DNA tj. intenzitet fluorescencije, a na ordinati broj dogadaja

tj. broj stanica.
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Slika 7. Histogrami analize stani¢nog ciklusa: a) netretirane stanice, b) tretirane citarabinom u
koncentraciji 10 nM, c) tretirane citarabinom u koncentraciji 100 nM, d) citarabinom u
koncentraciji 1000 nM.
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Kada gledamo kontrolu (Slika 7 a) mozemo vidjeti normalni staniéni ciklus u kojem se vecina
stanica nalazi u fazi G; ciklusa, najmanji postotak stanica fazi u Go/M, a ostatak u fazi S. Sli¢an
trend prate stanice tretirane citarabinom u koncentraciji od 10 nM (Slika 7 b). U stanicama koje su
tretirane sa 100 nM citarabinom (Slika 7 c), uoc¢ava se manji vrsak histograma koji odgovara
stanicama u fazi G1 uz povecanje udjela stanica u fazi S stani¢nog ciklusa. Najvecu razliku mozemo
vidjeti kod stanica tretiranih s 1000 nM citarabinom (Slika 7 d). Kod ovog tretmana veéina stanica

nalazi se u fazi sub Gy, a broj stanica koje prolaze stani¢ni ciklus je jako nizak.

Da bih mogla poblize odrediti utjecaj citarabina na udio stanica u odredenoj fazi stani¢nog ciklusa,

usporedila sam udio stanica u odredenoj fazi ciklusa kod svakog tretmana (Slike 8-11).
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Slika 8. Uc¢inak citarabina U razli¢itim koncentracijama na udio stanica u fazi sub G: stani¢nog

ciklusa. * p < 0,05 u odnosu na kontrolu (Studentov t-test).

Na slici 8 moze se vidjeti da citarabin u koncentraciji od 1000 nM statisticki znac¢ajno povecava
udio stanica u fazi sub G; stani¢nog ciklusa. Pritom netretirane stanice i stanice tretirane manjim
koncentracijama citarabina (10 nM i 100 nM) imaju slican postotak umrlih stanica koji se krece

ispod 10 %.
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Slika 9. Uc¢inak citarabina u razli¢itim koncentracijama na udio stanica u fazi Go/G; stani¢nog

ciklusa. * p < 0,05 u odnosu na kontrolu (Studentov t-test).

Na slici 9 moze se uociti smanjenje udjela stanica u fazi Go/G: stani¢nog ciklusa u ovisnosti o
povecanju koncentracije citarabina kojom su stanice tretirane. Netretirane stanice imaju najveci
udio stanica u ovoj fazi stani¢nog ciklusa te se oko polovine stanica nalazi u fazi u kojoj se stanice
pripremaju za replikaciju. Prate ih stanice tretirane 10 nM citarabinom koje imaju sli¢an udio
stanica u fazi Go/Gi. U stanicama koje su tretirane citrarabinom u koncentraciji od 100 nM
zamjeCuje se statisticki znaCajno smanjenje udjela u fazi Go/G:. Naposljetku, stanice tretirane
najvisom koncentracijom citarabina (1000 nM) imaju najmanji udio stanica u fazi Go /G stani¢nog

ciklusa, samo 10 %.
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Slika 10. U¢inak citarabina u razli¢itim koncentracijama na udio stanica u fazi S stani¢nog ciklusa.

* p < 0,05 u odnosu na kontrolu (Studentov t-test).

Analiza udjela stanica u fazi S stani¢nog ciklusa pokazala je da je citarabin u koncentraciji od 100
nM statisticki znacajno povecao udio stanica u fazi S stani¢nog ciklusa (Slika 10). Udio stanica u
fazi S koje su tretirane citarabinom u koncentraciji od 10 nM nije se razlikovao od udjela kontrolnih
stanica u istoj fazi. Tretman stanica citarabinom u koncentraciji od 1000 nM rezultira najmanjim

postotkom stanica u fazi S.

15 1 _T_ l

10 +

Postotak stanica u fazi G,/M
stani¢nog ciklusa

0 10 100 1000

Koncentracija citarabina (nM)

Slika 11. U¢inak citarabina u razli¢itim koncentracijama na udio stanica u fazi Go/M stani¢nog

ciklusa. * p < 0,05 u odnosu na kontrolu (Studentov t-test).
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Na slici 11 moze se uociti povecanje udjela stanica u fazi G2/M nakon tretmana citarabinom. U
stanicama koje su tretirane najmanjom koncentracijom citarabina (10 nM) zamjecuje se statisti¢ki

znacajno povecanje udjela stanica u fazi Go/M u odnosu na kontrolne stanice (Slika 11).

4.3. Citarabin potice fosforilaciju kinaze CDK1 na Tyr-15

Koriste¢i metodu Western blot mogla sam odrediti je 1i zastoj stani¢nog ciklusa pod utjecajem
citarabina pracen inhibicijom CDK1 (cdc2). To sam ucinila tako Sto sam odredila razinu kinaze
CDK1 fosforilirane na Tyr-15 (pcdc2) u ukupnim proteinima stanica tretiranih citarabinom tijekom
48 sati. Detekcija CDK1 fosforiliranog na Tyr-15 pokazala je njegovu povecanu koli¢inu u
stanicama tretiranima citarabinom u usporedbi s kontrolom. Pritom je moguce primijetiti porast u
njegovoj ekspresiji u ovisnosti 0 koncentraciji citarabina kojom su stanice tretirane (Slika 12). -
aktin kao kontrola nanoSenja pokazao je da je u sve jaZice nanesena otprilike jednaka koli¢ina

uzorka.

U93748 h citarabin

ctrl 10 100 1000

34kDa | 38 B8 B | PCDKI1

T

42 kDa

Slika 12. Koli¢ina fosforiliranog CDK1 proteina (Tyr-15) iz ukupnih stani¢nih lizata izolirani h
nakon 48 sati inkubacije razli¢itim koncentracijama citarabina (10 nM, 100 nM, 1000 nM). Slika
jazice koja pripada kontroli (ctrl, p-aktin) izrezana je pomocu programa Microsoft PowerPoint i
dodana na sliku jaZica s uzorcima tretiranim citarabinom. Kontrola i uzorci analizirani su na istom

PAGE gelu, ali nisu bili u susjednim jazicama.

Dodatno sam provjerila ucinke razli¢itih koncentracija citarabina na ukupnu kolicinu CDK1.

Prilikom detekcije CDK1 od 34 kDa u stanicama koje su tretirane citarabinom u koncentraciji od

24



100 nM moze se primijetiti blago povecana ekspresija ukupnog CDKI1 u usporedbi s njegovom
ekspresijom u stanica tretiranih s citarabinom u koncentraciji od 10 nM i 1000 nM (Slika 13). Kao
kontrolu nanoSenja koristila sam B-aktin koji je jednako eksprimiran u stanicama. Kontrola
nanoSenja pokazuje da prva jazica (kontrola) i zadnja jazica (tretman 1000 nM citarabinom) imaju

manju koli¢inu -aktina nego ostale jazice.

U937 48 h citarabin

ctrl 10 100 1000

34kDa |gt % B0 | CDK1

42 kDa .m B-aktin

Slika 13. Koli¢ina proteina CDK1 iz ukupnih stani¢nih lizata izoliranih nakon 48 sati inkubacije
razli¢itim koncentracijama citarabina (10 nM, 100 nM, 1000 nM). Slika jaZice koja pripada kontroli
(ctrl, B-aktin) izrezana je pomoc¢u programa Microsoft PowerPoint i dodana na sliku jaZica s
uzorcima tretiranim citarabinom. Kontrola i uzorci analizirani su na istom PAGE gelu, ali nisu bili

u susjednim jaZicama.
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5. RASPRAVA

Citarabin je poznati lijek koji se ve¢ godinama koristi u kombinaciji s antraciklinima kao
indukcijska terapija za lijecenje AML-a (Pelcovits i Niroula 2020). Ugradnjom u DNA remeti
replikaciju DNA 1 uzrokuje replikacijski stres koji aktivira odgovor na oSte¢enje DNA. Nakon
odgovora, stanica moze ili popraviti oSte¢enje ili krenuti u apoptozu (Zeman i Cimprich 2014). Put
koji ée stanica odabrati ovisi o stupnju o$teéenja DNA kojem je stanica izloZena. Sto je veéa
koncentracija citarabina, to¢nije veca razina oStecenja DNA, to je vjerojatnije da ¢e stanica krenuti
u apoptozu, sto je i potvrdeno rezultatima. Moguce je uociti trend u broju umrlih stanica u ovisnosti
0 povecanju koncentracije citarabina, pritom je najve¢i broj umrlih stanica detektiran nakon
tretmana citarabinom u koncentraciji od 1000 nM. Uoceni trend je u skladu s prijasnjim saznanjima
o djelovanju citarabina na leukemijske stanice (Grant 1997), kao i na samu stani¢nu liniju U937
(Cheong i sur. 2016; Chen i sur. 2017).

Posljedi¢no poremecaju u replikaciji DNA, stanice se zaustavljaju u fazi S kao i u fazi Go/M
stanic¢nog ciklusa. Kao §to citarabin utjece na prezivljenje stanice, tako utjece i na stanicni ciklus
ovisno 0 koncentraciji citarabina kojim je stanica tretirana. Stanice tretirane manjom
koncentracijom citarabina (10 nM) ne pokazuju poremecaj u stani¢nom ciklusu te imaju sli¢nu
progresiju kroz stani¢ni ciklus kao i netretirane stanice, no iznenadujuce je da se najveca razlika u
udjelu stanica izmedu kontrole i stanica tretiranim niskom dozom citarabina zamjecuje U fazi Go/M
ciklusa. Navedeno je vjerojatno posljedica niske razine ostecenja DNA nastalog djelovanjem
citarabina, stoga stanice imaju priliku popraviti oste¢enje 1 pro¢i kroz S kontrolnu toc¢ku stanicnog
ciklusa. Dio stanica nastavlja replikaciju DNA i kao posljedica toga prolazi kroz fazu S u fazu Ga.
Primijeceni zastoj stani¢nog ciklusa u fazi G2 se moze pripisati aktivaciji signalnog puta ATR koji
zaustavlja daljnju progresiju stanica kroz stani¢ni ciklus. Poznato je da se signalni put ATR aktivira
jednolanc¢anim lomovima DNA uslijed osSte¢enja (Zeman i Cimprich 2014). Navedeno ostecenje
se moze povezati s djelovanjem citarabina koji svojim ugradnjom u DNA blokira replikaciju DNA
dok je helikaza nastavlja odmotavati i stvarati jednolancane regije DNA koje zajedno S

replikacijskim proteinom A sluze kao signal ATR kinazi.

Do primjetne razlike u progresiji stanica kroz stani¢ni ciklus izmedu kontrolnih i tretiranih stanica

dolazi prilikom tretmana stanica 100 nM citarabinom. Pri ovoj koncentraciji citarabina udio stanica
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koje se nalaze u fazi S stani¢nog ciklusa je veé¢i u usporedbi s ostalim tretmanima. U ovoj fazi
stanicama je dio DNA udvostruc¢en dok dio jo§ ¢eka udvostrucenje. Zastoj u ovoj fazi je posljedica
umetanja citarabina u DNA i sprjeCavanja napredovanja replikacijske vilice kod vecine stanica.
Dobiveni rezultati se poklapaju s rezultatima Qi i sur. (2020.) koji su po inkubaciji s jednakom
koncentracijom citarabina u U937 stanicama primijetili povecano nakupljane stanica u fazi S
stani¢nog ciklusa u usporedbi s kontrolom. Navedeni rezultati u skladu su i s ve¢ poznatim
saznanjima o utjecaju oSte¢enja DNA na stani¢ni ciklus. Poznato je da oStecenje DNA zaustavlja
stani¢ni ciklus u fazi G, no takoder aktivira kontrolnu tocku u fazi Gi koja zaustavlja stani¢ni
ciklus preko djelovanja aktiviranog proteina p53. S obzirom na to da mnoge tumorske stanice, pa
tako i U937 stani¢na linija, imaju mutirani protein p53, zastoj stani¢nog ciklusa u fazi G; zbog
aktivacije p53 nije mogu¢ i sljedeca linija obrane stanice od oste¢enja DNA nalazi se u fazi S
(Cooper 2000). Aktivacija kontrolne tocke faze S poti¢e mehanizme popravka DNA koji u nekim
slu¢ajevima uspiju popraviti DNA i potaknuti stanicu da nastavi u fazu Gz stani¢nog ciklusa.
Medutim, u sluc¢aju prevelikog oSte¢enja stanica ne moze popraviti oste¢enje i umire. Prisutnost
najveceg broja stanica u fazi S kod tretmana stanica citarabinom u koncentraciji od 100 nM u
usporedbi s drugim tretmanima upucuje da navedena koncentracija citarabina uzrokuje dovoljno
visoku razinu oSte¢enja DNA koju stanica ne moze popraviti da bi se DNA mogla nastaviti

replicirati, a stanica nastaviti dalje kroz ciklus.

Kod stanica tretiranih najviSom koncentracijom citarabina (1000 nM) dolazi do masovnog
umiranja stanica i vecina stanica se nalazi u fazi sub Gi1. Kod ove koncentracije citarabina dolazi
do prevelikog oSte¢enja DNA koje ne moZze popraviti DDR 1 stanice masivno ulaze u apoptozu
prije nego uopée dobiju priliku napredovati kroz stani¢ni ciklus. Navedene stanice su vjerojatno
prosle jedan stani¢ni ciklus u kojem je dio stanica ostao u fazi Gz ili M gdje su zaustavljene kada
su doSle do kontrolne tocke navedenih faza stani¢nog ciklusa. One stanice koje su uspjele proci
mitozu su to ucinile s ogromnom razinom oStecenja DNA te umiru. Takve stanice toc¢nije
apoptotska tjeleSca ne mogu opet uci u stani¢ni ciklus, stoga se mogu detektirati u fazi sub G; van
stani¢nog ciklusa. To bi objasnilo i znacajni pad u udjelu stanica u fazi Go/G; i fazi S stani¢nog

ciklusa u usporedbi sa stanicama tretiranim citarabinom u koncentraciji od 100 nM.

Moze se primijetiti da je odredeni zastoj stanica u fazi Go/M stani¢nog ciklusa zamijecen u

stanicama koje su tretirane svim koncentracijama citarabina. Navedeno nije uvijek statisticki
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znacajno, NO Vjerojatno je pokazatelj vaznosti G2 kontrolne toc¢ke u obrani stanice od ostecenja

DNA, poglavito kod stanica s mutiranim p53.

Za dublju analizu utjecaja citarabina na stani¢ni ciklus U937 stanica bilo bi zanimljivo usporediti
rezultate protocne citometrije tretiranih stanica nakon 24, 48 1 72 sata, §to nazalost nije bilo moguce

pokriti u okviru ovog diplomskog rada.

Da bi utvrdila je li zastoj stanica tretiranih citarabinom u S fazi stani¢nog ciklusa povezan s
aktivacijom ATR-Chk1 signalnog puta, analizirala sam fosforilaciju CDKZ1, kinaze koja se inhibira
aktivacijom navedenog signalnog puta. Usporedila sam koli¢inu nefosforilirane i fosforilirane

CDKI1 kod tretmana stanica razli¢itim koncentracijama citarabina.

Pri detekciji nefosforiliranog oblika moze se primijetiti povecanje ekspresije CDK1 kod stanica
tretiranih 10 nM i 100 nM citarabinom u usporedbi s kontrolom, no pri tretmanom 1000 nM
citarabinom dolazi do opadanja koli¢ine CDK 1. Opadanje ekspresije CDK1 kod tretmana 1000 nM
citarabinom je najvjerojatnije posljedica nejednakog nanosenja proteina u jazice s obzirom na to
da i kontrola nanoSenja pokazuje manju koli¢inu B-aktina kod stanica tretiranin 1000 nM
citarabinom. Da bi se mogla vidjeti znaCajnost navedenih razlika potrebno je napraviti

denzitometriju.

Usporedujuci koli¢inu nefosforiliranog i fosforiliranog CDK1, kod kontrole i stanica tretiranih 10
nM citarabinom moze se uociti manja koli¢ina fosforilirane CDK1 od njezinog nefosforiliranog
oblika. Navedeno sugerira da tretman 10 nM citarabinom nije dovoljan za aktivaciju signalnog
puta ATR-Chk1 u stanicama U937. S obzirom na potencijalnu gresku u nanoSenju uzorka stanica
tretiranih 1000 nM citarabinom, koli¢inu nefosforiliranog CDK1 ne mogu usporediti s koli¢inom
fosforiliranog oblika CDK1. Blago povecanje koli¢ine pCDK1 u usporedbi s kolicinom CDK1
moze se zamijetiti u stanicama koje su tretirane 100 nM citarabinom. Primije¢eno poveéanje
kolicine fosforiliranog oblika CDK1 se moze pripisati aktivaciji signalnog uputa ATR-Chk1 uslijed
ostecenja DNA nastalog djelovanjem citarabina. Navedeni rezultati se poklapaju s rezultatima
protocne citometrije koja je pokazala da najveci udio stanica tretiranih 100 nM citarabinom zastaje
u fazi S. Stoga se zastoj u fazi S kao i fazi Go/M stani¢nog ciklusa moze pripisati fosforilaciji CDK1
koja se nakuplja u fazi S stani¢nog ciklusa umjesto da se njegov nefosforilirani oblik spaja u

kompleks s ciklinom B i potice prijelaz iz faze G2 u fazu M stani¢nog ciklusa.
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Pri detekciji fosforiliranog oblika CDK1, rezultati su pokazali povecéane razine fosforilacije CDK1
na tirozinu 15 koja ovisi 0 koncentraciji citarabina kojim su stanice tretirane. Poznat je utjecaj
citarabina na aktivaciju signalnog puta ATR-Chk1, to¢nije aktivaciju Chk1 (Schenk i sur. 2012).
Nadalje, poznato je i da je razina fosforilacije Chk1 u direktnoj svezi sa zaustavljanjem replikacije
uzrokovano djelovanjem citotoksicnog agensa kao Sto je citarabin (lyer i Rhind 2017). Stoga se
fosforilacija CDK1 na tirozinu 15, to¢nije njegova inhibicija, moZe pripisati aktivnosti Chkl.
Poznato je da Chkl djeluje na CDK1 indirektno, preko CDC25 i Weel. Chk1 fosforilira i na taj
nacin inaktivira CDC25 koja potom ne moze defosforilirati CDK1 na tirozinu 15 i treoninu 14.
Chk1 takoder fosforilira kinazu Weel koja fosforilira CDKI1 na tirozinu 15 i treoninu 14 (Patil i
sur. 2013). Stoga se moze pretpostaviti da fosforilaciji CDK1, a posljedi¢no i zastoju stani¢nog
ciklusa u fazama S i G2/M, doprinosi aktivnost kinaze Weel. Potrebno je provjeriti fosforilaciju
Weel kinaze u leukemijskim stanicama U937 tretiranim citarabinom da bi se mogao potvrditi

njezin utjecaj na CDK1 u uc¢incima citarabina.

Daljnja istrazivanja Su potrebna da bi se mogao podrobnije razumjeti mehanizam djelovanja
citarabina na leukemijske stanice, ali i da bi se premostili problemi otpornosti na citarabin. Naime
kod mnogih pacijenata dolazi do remisije bolesti kao i nemoguénosti lijeCenja zbog otpornosti
leukemijskih stanica na citarabin. Trenutno obecavajuci smjer istrazivanja je Koristenje citarabina
u kombinaciji s inhibitorima signalnog puta ATR da bi se povec¢avala njegova efektivnost. Pritom
Su najviSe istrazeni inhibitori koji ciljaju Chk1 da bi se onemogucio popravak DNA i tako pojacala
efektivnost genotoksi¢nog agensa kao §to je citarabin (Di Tullio i sur. 2017). Inhibitori selektivni
za Chk1 kao $to su SCH 900776 (Schenk i sur. 2012) i GDC-0575 (Di Tullio i sur. 2017) dokazano
povecavaju efektivnost citarabina i uzrokuju povecanje razine apoptoze tumorskih stanica zbog
nekontrolirane stani¢ne progresije kroz stanicni ciklus koja ultimativno vodi mitotskoj katastrofi
(Boudny i Trbusek 2020). Inhibitori Chk1 takoder pomazu u borbi s rezistencijom stanica AML-a
na citarabin pa je tako dokazano da SCH 900776 vraca osjetljivost na citarabin stanicama koje su

otporne zbog prekomjerne ekspresije Chk1 (David i sur. 2017).

S obzirom na to da vecina tumorskih stanica, pa tako i stanice AML-a imaju inaktivirani p53, te
stanice zaobilaze G: kontrolnu tocku. Posljedi¢no tome, S, G2 i M ostaju kao kontrolne tocke
klju¢ne za prezivljenje stanica nakon ostecenja DNA, stoga se inhibicija same ATR javlja kao

pogodan nacin za pojac¢avanje antileukemijske aktivnosti citotoksi¢nih tvari kao $to je citarabin.
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Pokazano je da selektivni inhibitor ATR AZ20 pojacava ucinak citarabina i uzrokuje pojacanu
apoptozu leukemijskih stanica (Ma i sur. 2017). lako inhibitori signalnog puta ATR pokazuju
obecavajuce rezultate u pretklinickim testiranjima kod akutne leukemije, klini¢ka istrazivanja ne
daju zeljene rezultate, te se smatra da navedeni inhibitori nisu spremni za primjenu na pacijentima.
Potrebno je jo§ istrazivanja da bi se inhibitori signalnog puta ATR mogli koristiti u klinickoj

primjeni (Boudny i Trbusek 2020).
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6. ZAKLJUCAK

Ovo istrazivanje potvrdilo je ucinak citarabina na smanjenje broja zivih stanica ljudske leukemijske
linije U937 u ovisnosti o koncentraciji. Istrazivanje je pokazalo da citarabin u koncentraciji od 100
nM statisticki znacajno smanjuje udio stanica u fazi Go/Gi, a povecava udio stanica u fazi S
stani¢nog ciklusa. Citarabin u koncentraciji od 1000 nM poti¢e masovno umiranje stanica jer
statisticki znacajno povecava udio u fazi sub G; stani¢nog ciklusa. Zastoj stani¢nog ciklusa korelira
s fosforilacijom kinaze CDK1 na tirozinu 15 sto upucuje na ulogu CDKI1 kao ciljne molekule

signalnoga puta ATR/Chk1 u u€incima citarabina na leukemijske stanice U937.
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