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1. UVOD

1.1. Tumori

Tumor je moguce definirati kao abnormalan rast tkiva do kojeg dolazi zbog
nekontroliranog dijeljenja stanica. Tijekom postupne pretvorbe normalnih stanica u tumorske,
one stjeCu nova obiljezja i sposobnosti koje ih s vremenom ¢ine tumorogenim, a naposljetku i
malignim. Za tumorske stanice karakteristi¢an je nekontroliran rast, izbjegavanje stani¢ne smrti
I imunosnog odgovora organizma, poticanje angiogeneze i invazivnost. Osnovni mehanizam

kojim stanice stjeu te nove sposobnosti su mutacije (slika 1) (Hanahan i Weinberg 2011).

ODRZAVANJE SIGNALA IZBJEGAVANJE
PROLIFERACIJE SUPRESORA RASTA

IZBJEGAVANJE IMUNOSNOG

IZMIJENJEN STANICNT
ODGOVORA

METABOLIZAM
IZBJEGAVANJE REPLIKATIVNA
APOPTOZE BESMRTNOST
NESTABILNOST
GENOMAL UPALE KOJE POTICU
MUTACUE NASTANAK TUMORA

POTICANJE
ANGIOGENEZE

INVAZIVNOST I
METASTAZIRANJE

Slika 1. Osobine tumora prema Hanahanu i Weinbergu. Tumorske stanice rastu nekontrolirano.
Razlog tomu je moguénost dijeljenja bez prisutnih faktora rasta i neosjetljivost na inhibitore rasta. Te
stanice imaju sposobnost izbjegavanja apoptoze i imunosnog odgovora. Njihov nastanak poticu
nestabilnost genoma, mutacije i upale, a prezivljavanje u anaerobnom okoliSu omogucava im izmjena
vlastitog metabolizma. Moguénost poticanja angiogeneze kljucan je faktor u metastaziranju tumora.
Preuzeto i prilagodeno prema Hanahan i Weinberg (2011).



Onkogeni i tumor supresori dvije su glavne skupine gena koje igraju ulogu u
tumorogenezi. Onkogeni su geni Cija povecana aktivnost, bilo mutacijom, poveéanom
ekspresijom ili translokacijom, potice stvaranje i napredovanje tumora. Za aktivaciju onkogena
dovoljna je mutacija u samo jednom alelu. Proteini koje kodiraju tumor supresori igraju ulogu
u inhibiciji nastanka i rasta tumora. Mutacije u ovim genima uzrokuju gubitak njihove funkcije,

a uglavnom se moraju dogoditi u oba alela da bi imale u¢inak (Pecorino 2012).

1.1.1.  Lijecenje tumora

Cilj je terapije tumora sprijeciti proliferaciju tumorskih stanica i ubiti postojece. Pri
osmisljavanju novih strategija lijeCenja najvaznije je posti¢i optimalan uc¢inak uz minimalne
nuspojave. Svi protutumorski lijekovi prije nego dospiju na trziSte moraju proci stroga

predklinicka i klinicka ispitivanja.

Tri su glavna pristupa u lijeCenja tumora: kirurSki zahvat, radioterapija i kemoterapija.
Kirurski zahvat najc¢eséi je izbor za uklanjanje primarnih tumora. Ako se primarni tumor u
potpunosti odstrani prije nego $to je doslo do stvaranja metastaza, dolazi do potpunog oporavka
pacijenta. Radioterapija je tretman koji ukljucuje visokoenergetsko zraCenje, a Cesto se koristi
kod pacijenata s neoperabilnim tumorima. Glavna prednost ove vrste terapije moguénost je
lokalne primjene $to smanjuje ostecenja zdravog tkiva (http://www.cancer.gov/cancertopics/

treatment/types/radiation-therapy/radiation-fact-sheet).

Kemoterapija je oblik lijeCenja tumora koji podrazumijeva unos jednog ili vise
protutumorskih lijekova u organizam. Sve su klasi¢ne kemoterapije neselektivne, djeluju na sve
stanice u organizmu koje proliferiraju, a dijele se na inhibitore sinteze DNA, spojeve koji
oste¢uju DNA i spojeve koji ometaju diobu stanica. Inhibitori sinteze DNA strukturni su analozi
heterociklickih baza ili spojevi koji ometaju metabolizam folata ¢ime inhibiraju glavne korake
stvaranja purinskih i pirimidinskih baza te nukleotida. Spojevi koji oSteCuju DNA rade to
umetanjem metilnih ili alkilnih skupina izmedu nukleotidnih baza $to dovodi do neispravnog
sparivanja baza, nakupljanja mutacija, fragmentacije DNA, te u konacnici inhibicije replikacije
i transkripcije DNA. U ovu skupinu spadaju i spojevi koji stabiliziraju vezu DNA i

topoizomeraza I 1 II, te tako uzrokuju osteenje DNA. Spojevi koji ometaju diobu stanica



inhibiraju polimerizaciju tubulina ili stabiliziraju mikrotubule te tako izazivaju apoptozu u

stanicama (Pecorino 2012).

lako su mehanizmi djelovanja protutumorskih lijekova vrlo razli¢iti, njihov konacan cilj
je isti — izazvati apoptozu u stanicama tumora. Medutim, ovi lijekovi imaju i nekoliko
zajedniCkih negativnih karakteristika. Zbog njihovog neselektivnog djelovanja dolazi do
oStecenja svih stanica u diobi, a posljedi¢no i mnogih nezeljenih pojava. Nuspojave uzrokovane
kemoterapijom ukljucuju mijelosupresiju, usporeno zacjeljivanje rana, gubitak kose, ostecenje
epitela probavnog sustava, mu¢ninu i povracanje, umor, depresiju i sterilnost (Shapiro 1 Recht
2001). Iako vecina ovih nuspojava nestaje ubrzo nakon prestanka lijeCenja, moze doc¢i i do
trajnih osteCenja pojedinih organa. Glavni je uzrok neuspjeSne kemoterapije otpornost
tumorskih stanica na protutumorske lijekove, bilo da se radi o urodenoj ili ste€enoj otpornosti.
Upravo se iz tih razloga danas intenzivno radi na osmis§ljavanju novih nacina lijecenja tumora.
Neki od tih novih pristupa ukljucuju imunoterapiju, hormonsku terapiju te ciljanu i gensku

terapiju (Lugmani 2005).

Imunoterapija potice komponente imunosnog sustava na borbu protiv tumora, a
omogucuje ju postojanje specifi¢nih molekula (antigena) na povrsini stanica tumora koje nisu
prisutne na normalnim stanicama (Ito i Chang 2013). Hormonska terapija ograni¢ena je na
tumore ovisne 0 hormonima, a prednosti su joj selektivnost, u¢inkovitost, mala toksi¢nost i
niska cijena. Ova vrsta terapije ima najvaZzniju primjenu i najbolje proucene mehanizme
djelovanja u lijecenju karcinoma dojke 1 prostate. U genskoj terapiji tumora, koja jos uvijek nije
u rutinskoj klini¢koj primjeni, koristi se nekoliko razlic¢itih strategija, a najéesce istrazivane su
pojacavanje imunosnog odgovora na tumorske antigene, nadomjeStanje mutacija prisutnih u
tumoru, supresija ekspresije onkogena, kocenje angiogeneze, unoSenje gena samoubojica ili

infekcija onkolitickim virusima (Ortiz 1 sur. 2012).

Ciljana terapija koristi specifi¢ne molekule koje se vezu i time blokiraju aktivnost ciljnih
molekula odgovornih za rast, progresiju i Sirenje tumora. Mehanizmi kojima se to postize su
induciranje apoptoze, inhibicija specificnih enzima 1 receptora faktora rasta uklju¢enih u
proliferaciju, mijenjanje funkcija proteina koji reguliraju ekspresiju gena ili druge funkcije u
stanici. Uz ovu vrstu terapije ¢esto se veze pojam personalizirane medicine ¢iji su ciljevi na

temelju molekularnih markera osmisliti specifican tretman za svakog pacijenta (Joo i sur. 2013).



Dvije su kategorije ciljane terapije; terapija malim molekulama (manjim od 800 Da) i
terapija monoklonskim protutijelima. Male molekule dizajnirane su tako da mogu lako proc¢i
kroz membranu stanice i doprijeti do ciljne molekule u stanici. S obzirom na to da vecina
monoklonskih protutijela ne moze pro¢i kroz membranu stanice, njihove mete ve¢inom se
nalaze izvan stanice ili na njenoj povrSini. Ime same terapije daje predodzbu o njenoj funkciji.
Sukladno tome, male molekule koje imaju nastavak "-ib" imaju inhibitorna svojstva, a mnoge
od tih molekula razvijene su kao inhibitori tirozinskih kinaza. Imena monoklonskih protutijela

imaju nastavak "-mab" (Joo i sur. 2013).

Vecina ciljanih lijekova uspijeva ipak samo produziti Zivot pacijenata, ali ne i izlijeciti
ih od bolesti. Razlog tomu je heterogenost unutar tumora koja je posljedica mutacija koje se
nakupljaju u stanicama tumora svakog pacijenta. U tumorima se nalazi populacija stanica koja
je otporna na kemoterapiju i uzrok je ponovnog pojavljivanja tumora. Te se stanice nazivaju
tumorske inicijacijske stanice ili mati¢ne stanice tumora. Identifikacija tih stanica u tumoru i
opisivanje njihovih biomarkera prvi je korak u razvoju novih ucinkovitijih ciljanih terapija. S
aspekta personalizirane medicine heterogenost tumora svakog pacijenta trebala bi biti uzeta u
obzir kod odabira terapije jer ciljane terapije mogu imati uc¢inak samo kad je dobro poznata

genetika tumora na koji se primjenjuju (Joo i sur. 2013).

Ciljane terapije protiv onkogenih proteina ima neporeciv klinicki uc¢inak. Medutim, i u
ovom slucaju redovito dolazi to stvaranja otpornosti tumora na njihovo djelovanje. 1z tog se
razloga ciljane terapije kombiniraju medusobno, ali i sa nekim od klasi¢nih protutumorskih

lijekova.

1.2. Melanom

Melanom je vrsta tumora koze koja nastaje iz melanocita, stanica koje proizvode
pigment melanin, a nalaze se u bazalnom sloju epiderme. Nastaje zbog nepopravljenih oSte¢enja
DNA, najcesce uzrokovanih ultraljubic¢astim (UV) zracenjem koje potjece od Sunca ili solarija,
ali na njegov nastanak utjece i geneticka predispozicija. Cesto nalikuje madeZzima, a neki upravo
od njih 1 nastaju. Ako se melanom rano otkrije gotovo je uvijek izljeciv, no ako metastazira
prognoza je znacajno loSija. Incidencija na 100 000 stanovnika SAD-a iznosi 21,3

novootkrivenih slu¢ajeva godisnje Sto predstavlja 4,6% svih tumora. Procjenjuje se da u SAD-
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u godiSnje od ove bolesti oboli preko 75 000 ljudi, a desetak tisuca ljudi premine
(http://seer.cancer.gov/statfacts/html/melan.html).

-----

je kod bijelaca, pogotovo kod Europljana koji zZive na sjeveru kontinenta, no ¢est je i kod osoba
koje zive u Juznoj i Sjevernoj Americi te juznoj Africi i Australiji. Razlog ovoj geografskoj
raspodjeli lezi u kombinaciji izlozenosti ultraljubic¢astom zracenju i pigmentaciji koze ljudi koji

zive na tom podrucju (Parkin i sur. 2005).

Rani znakovi melanoma su promjene boje i oblika postoje¢ih madeza ili nastanak
izraslina na koZi. U kasnijim fazama madez mozZe svrbjeti ili krvariti. Metastatski melanomi
mogu uzrokovati nespecificne simptome kao $to su gubitak apetita, mucnina, povracanje i
umor. Rano metastaziranje melanoma je moguce, ali je relativno rijetko. Kod ove vrste tumora
narocito su ¢este metastaze na jetri, mozgu, kostima, abdomenu i udaljenim limfnim ¢vorovima
(Fiddler 1995). Kao prognosticki faktor ¢esto se koristi procjena do koje su se dubine tumorske
stanice prosirile u kozi (Cho i1 Chiang 2010). Kod odredivanja stadija tumora gleda se veli¢ina
tumora (koja se odreduje klasifikacijom po Breslowu), je li tumor probio bazalnu membranu i

je li se prosirio na limfne ¢vorove i ostale organe (Mandala i Massi 2014).

1.2.1.  Genska obiljezja melanoma

1.2.1.1. Obiteljski melanom

Mnogobrojne studije provedene zadnjih desetljeca ukazuju na to da postoji veza izmedu
pojedinih gena i sklonosti razvoju melanoma. Fizicke karakteristike poput svijetlog tena,
nemogucnosti tamnjenja, crvene kose, plavih o€iju te prisutnost pjegica i atipicnih madeza
koreliraju s pove¢anim rizikom nastanka melanoma. Jedan od najvecih faktora rizika je u€estalo
pojavljivanje melanoma u obitelji pa u tom sluc¢aju govorimo o obiteljskom ili nasljednom
melanomu. Za ovu vrstu melanoma karakteristicni su viSestruki slucajevi u obitelji,
pojavljivanje viSe primarnih melanoma na istoj osobi te njihovo rano nastajanje. Obiteljski

melanom predstavlja 8-12% svih melanoma (Marzuka-Alcala i sur. 2014).

Jedan od prvih gena za koji je dokazana povezanost s nastankom melanoma je CDKN2A

na kromosomu 9p21. Ovaj je gen privukao paznju znanstvenika zbog Ceste homozigotne
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delecije u stanicama brojnih tumora pa tako 1 melanoma. Zahvaljuju¢i moguénosti pomaka
okvira Citanja ovaj gen kodira 2 proteina, INK4A i ARF. INK4A, poznatiji kao p16, inhibira
ciklin ovisnu kinazu 4/6 (CDK4/6) koja je zaduZena za ulazak u S fazu stani¢nog ciklusa (Chin
2003). Gubitak funkcije ovog proteina dovodi do nekontroliranog dijeljenja stanica. Protein
ARF, odnosno p14, onemogucuje ubikvitinaciju i degradaciju p53 Sto znaci da su oba proteina
tumor supresori. INK4A je mutiran u 25-40% nasljednih i 0,2-2% sporadi¢nih melanoma. Ceste
su i mutacije proteina CDK4, kinaze proteina Rb. Posljedica mutacija ovog proteina je
nemogucnost inhibicije proteinom INK4A, a samim time i njegova stalna aktivnost. lako je kod
vecine solidnih tumora p53 inaktiviran kod melanoma to naj¢esce nije slucaj, a mutacija gena
MDMZ2, koji kodira istoimeni negativni regulator p53, dogada se u samo 3-5% slu¢ajeva (Chin
i sur. 2006).

U nastanku melanoma otkrivena je i uklju¢enost gena za receptor melanokortina 1
(MCI1R), smjestenog na kromosomu 16q24.3. Ovaj se gen povezuje i uz tipi¢an visokorizi¢an
fenotip (crvena kosa, blijeda put, sklonost sun¢anim pjegama i nemogucnost tamnjenja koze)
te pokazuje izrazit polimorfizam kod ljudi. MC1R je transmembranski protein, a eksprimiran
je u melanocitima epidermisa. Ligand ovog receptora je hormon MSH (engl. melanocyte-
stimulating hormone), a interakcija ovih dviju molekula klju¢na je za pigmentaciju sisavaca.
Dva su tipa melanina prisutna u kozi Covjeka, feomelanin i eumelanin. Dok eumelanin §titi od
ultraljubicastog zracenja, feomelanin, osim $to ima smanjenu sposobnost zastite od UV-a,
ujedno stvara i slobodne radikale. Osobe s navedenim fenotipom pokazuju smanjenu
sposobnost sinteze eumelanina $to bi mogao biti razlog smanjenje sposobnosti obrane
epidermisa od UV ostecenja kod tih ljudi (Chin 2003). Istina je da polimorfizam ovog gena
odreduje tip pigmentacije, ali pojacani rizik od razvoja melanoma ne moze se potpuno pripisati
samom polimorfizmu. Moguce je da genske varijante gena MC1R modificiraju penetrantnost

mutacija drugoga genskog lokusa — CDKNZ2A (Box i sur. 2001).

1.2.1.2. Sporadi¢ni melanom

Vecdina mutacija navedenih kod obiteljskih melanoma prisutna je i u sporadi¢nim ili
nenasljednim melanomima, ali s puno nizom incidencijom. Iz tog razloga moraju postojati

dodatni geni koji sudjeluju u razvoju melanoma. Brojna istrazivanja melanoma predlazu razne



kandidate za ulogu u nastanku i progresiji melanoma, ali ¢injenica je da mnoge komponente

tog procesa jo$ uvijek nisu poznate.

Signalni put MAPK (engl. mitogen-activated-protein kinase) vrlo je vazan u nastanku
melanoma. Klju¢ne molekule ukljucene u ovaj put prijenosa signala su RAS, RAF i ERK (slika
2). Signal poc€inje vezanjem liganda za receptorsku tirozinsku kinazu (RTK) na povrSini stanice
Sto potic¢e konformacijsku promjenu u receptoru i aktiviranje porodice protoonkoproteina RAS
(NRAS, HRAS i KRAS) koji dalje aktiviraju porodicu serin/treoninskih kinaza RAF (c-RAF1,
BRAF i ARAF) poznatijih pod imenom MAPK kinaznih kinaza (MKKK). RAF u konacnici
aktivira i kinaze ERK1 i ERK2. Iako ih se primarno povezuje s poja¢anim dijeljenjem stanica,
ERK proteini su odgovorni i za diferencijaciju, senescenciju i prezivljavanje stanica. ERK
proteinske kinaze mogu fosforilirati enzime koji reguliraju metabolizam ili citoskeletne
proteine koji odreduju oblik stanice 1 migraciju. U jezgri reguliraju ekspresiju gena

fosforilacijom transkripcijskih faktora i drugih proteinskih kinaza (Cheng i sur. 2013).

Aktivirajuée mutacije gena RAS otkrivene su u melanomu. Ucestalost tih mutacija je
relativno niska (10-15%), ali konstantno su prisutne. N-RAS je naj¢esée mutiran ¢lan obitelji
RAS u melanocitima. Aktiviraju¢e mutacije ovog proteina koreliraju s izlaganjem suncu. U
melanomu se nekad mogu primijetiti i mutacije H-RAS, a mutacije K-RAS u njemu do sad nisu
opisane. Aktiviran H-RAS u kombinaciji s inaktiviraju¢im mutacijama u INK4A, ARF i/ili p53
uzrokuje nastanak nemetastatskog melanoma. S druge strane, aktivacija N-RAS i deaktivacija

INK4A/ARF potic¢u nastanak agresivnog metastatskog melanoma (Chin i sur. 2006).

Aktiviraju¢e mutacije BRAF opcenito su najé¢es¢a promjena u ljudskim melanomima.
Javljaju se u viSe tipova tumora, ali najvecu incidenciju imaju u melanomu (zabiljezene u 66%
slucajeva) (Davies 1 sur. 2002). U tom se proteinu dogadaju specifi¢ne toCkaste mutacije u
kinaznoj aktivacijskoj domeni (V600E), a uzrokuju konstitutivnu aktivaciju proteina. Mutirani
BRAF se ne pojavljuje kao nasljedna predispozicija. Visoka stopa pojavljivanja mutacija ovog
gena 1 poznata epidemioloSka poveznica melanoma 1 ultraljubicastog zraenja potic¢e sumnju
da je mutacija BRAFV600E inducirana UV ostecenjem. Ovoj se pretpostavci protivi ¢injenica
da se transverzija T — A, koja uzrokuje mutaciju valina u glutaminsku kiselinu na mjestu broj
600 (V600E), ne moze povezati s karakteristicnim osStecenjima uzrokovanim UV zraCenjem.
No, mutacije se pojavljuju u 59% sluc¢ajeva melanoma na kozi koja je direktno izlozena suncu,
a nastaju u puno manjem postotku u melanocitima koji sunc¢evim zrakama nisu bili direktno

izlozeni. Pokusima in vitro je pokazano da ekspresija BRAFV600E u melanocitima uzrokuje
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zaustavljanje stani¢nog ciklusa. lako mu je pripisana uloga u inicijaciji transformacije

melanocita, on sam nije dovoljan da do nastanka tumora i dode (Chin i sur. 2006).

U razvoju melanoma primijecena je 1 pojacana signalizacija receptora tirozinskih kinaza
(RTK) koja se ve¢inom temelji na promjeni razine ekspresije, iako u nekim slu¢ajevima dolazi
do amplifikacije gena. Melanomi koji se nalaze u kasnijem stadiju Cesto imaju pojacano
eksprimiran gen za receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR). Ipak, u melanomu nisu
pronadene mutacije EGFR-a, inace Cesto prisutne u drugim vrstama tumora. EGFR je vazan za
prezivljavanje stanica tumora preko PI3K-ovisne aktivacije AKT-a (Chin i sur. 2006).
Receptorska tirozin kinaza c-MET normalno je eksprimirana u epitelnim stanicama i
melanocitima, a aktivira se vezanjem liganda, faktora rasta hepatocita (HGF). lako je MET
normalno aktiviran parakrino, kod melanoma je primijeena njegova autokrina aktivacija.
Pojacana ekspresija c-MET u metastatskom melanomu rezultat je amplifikacije gena i ne dolazi
do tockastih mutacija kao §to je to slucaj u drugim tipovima tumora. Istrazivanja su pokazala
da pojacana razina ekspresije c-MET korelira s vjerojatnosé¢u metastaziranja melanoma. Jos
jedna receptorska tirozin kinaza koja sluzi kao receptor za faktor mati¢nih stanica (SCF) je c-

KIT. Upravo je kod melanoma ¢esto zabiljezen gubitak funkcije tog gena (Chin i sur. 2006).

PI3K-AKT put Cesto je pojacano aktivan u melanomu. Integrini i faktori rasta poticu
rast melanomskih stanica i njihovo prezivljavanje upravo preko aktivacije PI3K/AKT. PoviSena
razina fosforiliranog AKT-a negativno korelira s prezivljenjem pacijenata. Za razliku od
kinaznog puta MAP, specificne geneticke promjene ne dogadaju se ¢esto u ovom signalnom
putu kod melanoma. Od onih kod kojih se ipak dogadaju najpoznatiji je tumor supresor PTEN
koji kodira lipidnu i proteinsku fosfatazu. Ovaj protein regulira izvanstani¢ne signale rasta koji
koriste fosfatidilinozitol trifosfat (PIP3) kao unutarstani¢ni sekundarni glasnik. U prisutnosti
signala faktora rasta unutarstani¢na razina PIP3 raste $to dovodi do fosforilacije AKT-a za koji
je poznato da potice napredovanje u stani¢nom ciklusu 1 inhibira apoptozu. PTEN regulira
razinu PIP3 pa njegova inaktivacija rezultira akumulacijom PIP3, hiperfosforilacijom AKT-a
te pojacanom proliferacijom. Kod 20-40% melanoma promijenjena je razina ekspresije PTEN-
a, 1ako su rijetke tockaste mutacije i delecije oba alela. Pokazano je da konstitutivna aktivacija
AKT-a ima onkogeni u¢inak u slu¢aju melanocita. Kopija DNA koja na sebi ima lokus za AKT3
prisutna je u 40-60% sporadi¢nih tumora. AKT3 najjace korelira s napretkom melanoma u
odnosu na ostale 2 izoforme. Aktivacija AKT1 inhibira migraciju i invazivnost odredenih

stani¢nih linija melanoma (Chin i sur. 2006).
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Slika 2. Aktivacija signalnog puta MAPK u melanomu. Preuzeto i prilagodeno prema Arkenau i sur.
(2011).

1.2.2.  LijeCenje melanoma

1.2.2.1. Klasi¢na terapija

Vrsta lijecenja koja ¢e se primjenjivati ovisi o stadiju i lokalizaciji melanoma, ali i
op¢em zdravlju pacijenta. U klasi¢noj se terapiji primjenjuju kirurSki zahvat, kemoterapija 1
radioterapija. U nekim se slucajevima ovi pristupi kombiniraju medusobno ili s nekim od
ciljanih terapija. Za dijagnosticiranje melanoma potrebno je napraviti biopsiju koze. Ako
biopsija potvrdi da se radi o melanomu, radi se kirurski zahvat kako bi se melanom u potpunosti
odstranio. Ovim je tretmanom, ako nije doslo do metastaziranja, moguce u potpunosti izlijeciti
pacijenta. Ako postoji sumnja da je tumor metastazirao ili ako je ve¢i od 1 mm, moze se
napraviti biopsija najblizeg limfnog ¢vora. U slu€aju da su rezultati biopsije pozitivni uklanjaju
se svi obliznji limfni ¢vorovi. Ako je melanom metastazirao na udaljene organe, primjenjuje se
kemoterapija. Za lijeCenje uznapredovalih melanoma koriste se neki oblici imunoterapije 1

ciljane terapije za koje je pokazano da pokazuju vecu ucinkovitost od kemoterapije. Zracenje
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se ne koristi Cesto u terapiji melanoma, iako se nekad primjenjuje nakon kirurskog otklanjanja
nekih vrsta melanoma ili metastaza u limfnim ¢vorovima. Moguce ga je i primjenjivati u
palijativnoj  terapiji  (http://www.cancer.org/cancer/skincancer-melanoma/detailedguide/

melanoma-skin- cancer-treating-general-info).

Iako kemoterapija nije uéinkovita kod melanoma kao s§to je kod nekih drugih vrsta
tumora, korisna je pri olakSavanju simptoma i produljenju zivota pacijenata. Najcesce lijekovi
u lijeCenju melanoma su dakarbazin, temozolomid, paklitaksel, vinkristin i cisplatina, a mogu
se davati samostalno ili u  kombinaciji s drugim oblicima terapija

(http://www.cancer.net/cancer-types/melanoma/treatment-options).

U daljnjim poglavljima detaljnije su opisana 3 protutumorska lijeka vazna za ovo

istrazivanje (slika 3).
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Slika 3. Stukturne formule koriStenih protutumorskih lijekova. Cisplatina (A) (preuzeto iz
Goodsell (2006)). Vinkristin (B) (http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/5978). Paklitaksel (C)
(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/36314).

1.2.2.1.1. Paklitaksel

Paklitaksel (taksol) je spoj koji se koristi za lijeenje tumora jajnika, dojke, pluca,
gusterace 1 drugih. Spada u grupu spojeva taksana, a izoliran je iz kore pacificke tise (lat. Taxus
brevifolia). Mehanizam njegovog djelovanja je sprjeCavanje depolimerizacije mikrotubula
vezanjem na f3 podjedinicu tubulina. Na taj nacin ovaj spoj remeti funkciju diobenog vretena

tijekom diobe stanica te izaziva apoptozu (Zhou i Giannakakou 2005).
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1.2.2.1.2. Vinkristin

Vinkristin je izoliran iz biljke Catharanthus roseus, prije znane kao Vinca rosea.
Pripada skupini vinka alkaloida, a naj¢esce se primjenjuje kod oboljelih od Hodgkinovog i ne-
Hodgkinovog limfoma, akutne limfoblasti¢ne leukemije (ALL) i nefroblastoma. Uglavnom se
ne daje samostalno, nego u kombinaciji s drugim lijekovima. Djeluje tako Sto se veZe na dimere

tubulina i tako inhibira njithovu polimerizaciju. Posljedica toga je zastoj stani¢nog ciklusa u

metafazi (Zhou i Giannakakou 2005).

1.2.2.1.3. Cisplatina

Cisplatina ili cis-diaminodiklorplatina (CDDP) jedan je od najkoristenijih i
najuspjesnijih protutumorskih lijekova (Cepeda 1 sur. 2007). Primjenjuje se u lijeenju tumora
glave i vrata, testisa, mokra¢nog mjehura, vrata maternice, plu¢a, melanoma i drugih. Strukturu
ovog spoja ¢ini atom platine okruzen s dva atoma klora i dvije amonijeve skupine (slika 3).
Upravo je zbog iona klora cisplatina tako uc€inkovita. Dok se nalazi izvan stanice, gdje je
koncentracija kloridnih iona visoka, cisplatina je stabilna. Ulaskom u stanicu u kojoj je
koncentracija kloridnih iona puno niZa, cisplatina otpuSta ione klora 1 zamjenjuje ih s
molekulama vode (Goodsell 2006). Taj spoj je vrlo reaktivan pa reagira s mnogim molekulama
u stanici. Tako se na DNA veze 5-10% cisplatine, smatra se da je genomska DNA njena
primarna meta. S DNA reagira tako $to se veZe na atom N7 adenina i gvanina u velikom utoru
dvostruke zavojnice pa tako nastaju intra- i intermolekulske krizne veze koje uzrokuju
zaustavljanje replikacije i transkripcije DNA, a u konacnici i smrt stanice (Cepeda i sur. 2007).
Osim toga, pokazano je da cisplatina djeluje na stanice tumora i stvaranjem reaktivnih kisikovih

vrsta (Brozovi¢ i sur. 2010).

1.2.2.2. Novi oblici terapija

U poglavlju 1.2.2.1. ukratko je opisano koji se sve oblici terapije melanoma primjenjuju,
au ovom poglavlju detaljnije ¢e od novih oblika terapija biti opisana ciljna terapija s naglaskom

na inhibitore dasatinib i PP2. Ovi su spojevi neke od potencijalnih terapija za melanom, a u
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ovom radu je ispitivano njihovo djelovanje u kombinaciji s protutumorskim lijekovima

paklitakselom, vinkristinom i cisplatinom.

1.2.2.2.1. Ciljana terapija

Otkrivanje klju¢nih mutacija 1 signalnih puteva vaznih u nastanku melanoma otvorilo je
vrata ciljanoj terapiji. Detaljnije analize molekularnog mehanizma nastanka melanoma
otkrivaju nove potencijalne mete te time omogucuju razvoj novih terapijskih pristupa (slika 4).
Danas se uglavnom razvoj ciljanih terapija temelji na inhibiranju mutiranih kinaza BRAF, MEK
i ¢-KIT koje su uklju¢ene u signalni put MAPK (tablica 1).

Sunitinib ® RTKs
Imatinib c-KIT

Nilotinib

Dasatinib

@ GT'/ \
* NRAS
Vemurafenib ' \ A % PI3K

Dabrafenib @
1
Sorafenib 1 CRAF
RAF265 ® v
coT
\@ AKT

Selumetinib -

Trametinib b
v

1 MTOR [ Temsirolimus

@ Everolimus

Proliferacija i prezivljavanje

Slika 4. Ciljane terapije i njihove mete u lije¢enju melanoma. Vemurafenib i Dabrafenib za
BRAFV600E, dok su Sorafenib i RAF265 op¢i inhibitori RAF-a. Imatinib, Nilotinib, Dasatinib i
Sunitinib inhibiraju c-KIT. Selumetinib i Trametinib inhibiraju MEK. Temsirolimus i Everolimus
inhibiraju molekulu mTOR. Preuzeto i prilagodeno prema Klinac i sur. 2013.

Vise od polovice melanoma ima neku od mutacija u genu BRAF. Te mutacije uzrokuju
promjenu u istoimenom proteinu koji taj gen kodira, a njihova posljedica je ubrzan i

nekontroliran rast stanica. Dva selektivna inhibitora BRAFV600E, Vemurafenib i Dabrafenib,
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pokazala su znacajan protutumorski efekt. Vemurafenib inhibira V600E, ali s puno manjom
djelotvornoséu i neke druge kinaze kao sto su CRAF, ARAF i nemutiran BRAF. Ovi lijekovi
imaju sposobnost usporavanja rasta tumora ili ga mogu ¢ak 1 smanjiti §to za posljedicu ima
produzavanje zivota pacijenta. Medutim, vazno je utvrditi da je u melanomu stvarno prisutna
ova mutacija jer u suprotnom terapija ne¢e djelovati. Neki od pacijenata koji primaju ovu
terapiju mogu razviti drugi tip tumora koze, karcinom plocastih stanica, koji je obi¢no manje
opasan od melanoma te ga je lako odstraniti. Dabrafenib je reverzibilan inhibitor BRAF600E,
a blokira je CRAF i1 nemutiran BRAF 5 puta neucinkovitije. Mnogobrojnim klinickim
ispitivanjima zakljuCeno je da tretman Vemurafenibom ili Dabrafenibom pospjesuje
prezivljenje pacijenata koji boluju od metastatskih melanoma, a njihov nedostatak je to Sto na

njih reagira samo dio pacijenata (Trinh i sur. 2014; Tsao i sur. 2012).

Multi-kinazni inhibitor RAF-a, Sorafenib, je lijek koji ima nekoliko meta u stanici. Neke
od njih su VEGFR-2, DPGFR, c-KIT, FLT-3, CRAF i BRAF. Studije in vitro pokazale su da
Sorafenib inducira zaustavljanje stanicnog ciklusa i apoptozu u stanicama melanoma
ometanjem signalnog puta MAPK. Studije pokazuju da kao monoterapija ima ograni¢enu
aktivnost u pacijenata s metastatskim melanomima bez obzira na prisutnost mutacije
BRAFV600E u tumoru. Istrazuje se i njegova djelotvornost u kombinaciji s drugim
terapeuticima. Kinazni inhibitori Sirokog spektra djelovanja, RAF-265 i XL281, poznati po
tome S$to ciljaju ARAF, BRAF, CRAF i VEGFR, imaju jaci uéinak i nesto vecu selekciju za
ciljanje BRAF u odnosu na Sorafenib, no zbog razvoja novih inhibitora BRAF-a, RAF-265 kao
monoterapija melanoma vise nije u fokusu istrazivanja. Kombinira ga se s inhibitorom MEK-a
(MEK162) kod pacijenata s mutacijom BRAFV600E i/ili mutacijom RAS-a u klinickim
studijama (Mangana i sur. 2012).

Razvijanje inhibitora za NRAS pokazalo se vrlo zahtjevnim jer njegova GTP-azna
aktivnost ne omogucuje dizajn prikladnih malih molekula kao inhibitora. UtiSavanje NRAS
pomoc¢u malih inhibitornih RNA (siRNA) u 2 melanomske stani¢ne linije inhibira proliferaciju
NRAS, boljom se opcijom ¢ini razvoj inhibitora koji ciljaju molekule nizvodno od RAS-a.

Jedna od takvih molekula je kinaza MEK (Klinac i sur. 2013).

MEK sudjeluje u istom signalnom putu kao i BRAF, ali nizvodno od njega tako da se
lijekovi koji inhibiraju MEK mogu koristiti i u lijeenju melanoma s mutacijama u BRAF-u.

Selumetinib je selektivni inhibitor kinaze aktivirane mitogenom ERK-a (MEK1/2). Uspjesna
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klini¢ka istrazivanja s ovim lijekom otvorila su vrata MEK inhibitorima u terapiji melanoma.
Kombinira ga se u istrazivanjima s MK2206, inhibitorom AKT-a, u terapiji melanoma.
MEK162 je takoder selektivni inhibitor MEK1/2 koji inhibira i MEK i fosforilaciju ERK-a.
Trametinib je selektivan inhibitor MEK1/2 koji pokazuje prilicno dobre rezultate kod
pacijenata. Studije pokazuju da kombiniranje inhibitora BRAF-a i MEK-a u terapiji melanoma
moze dovesti do dugotrajnijeg usporavanja tumora, ali i smanjivanja nuspojava (Klinac i sur.
2013; Tsao i sur. 2012).

Manji dio melanoma ima promjene u genu za c-KIT. Ove su promjene najcesc¢e kod
melanoma koji nastaju na dlanovima, ispod noktiju, na sluznicama te podru¢jima koja su
kroni¢no izlozZena suncu. Aktivirajuée mutacije u genu c-KIT dovode do poticanja signalnih
puteva MAPK i PI3K-AKT uzrokuju¢i proliferaciju i bolje prezivljenje stanica. Sunitinib,
inhibitor c-KIT proteina potencijalni je inhibitor i mutiranog KIT-a. Istrazivanja pokazuju da
bi se Sunitinib mogao koristiti u terapiji melanoma. Takoder se proucava kombinacija
Sunitiniba i protutumorskog lijeka temozolomida za lijecenje metastatskog melanoma. Imatinib
je inhibitor receptorskih tirozinskih kinaza ABL, c-KIT i PDGFR, a odnedavno ga se pocelo
proucavati kao lijek u terapiji melanoma. Primije¢eno je njegovo bolje djelovanje ako su
mutacije u KIT-u prisutne u eksonima 11 i 13. Nilotinib je inhibitor tirozinskih kinaza druge
generacije, a inhibira KIT, PDGFR i BCR-ADbI. Prvo je odobren u svrhu lijeenja kroni¢ne
mijeloi¢ne leukemije (CML), a djeluje sliéno kao i Imatinib. Razmatra ga se kao terapiju

melanoma s mutacijom ili amplifikacijom KIT-a (Zhu i sur. 2016).

Terapeutska vaznost signalnog puta PI3K/AKT u melanomu nije toliko dobro proucena
kao §to je to slucaj kod puta MAPK. Ipak, jasno je da njihovo ispreplitanje potie razvoj
melanoma te je odgovorno za rezistenciju na inhibitore BRAF-a. Zbog nedostatka inhibitora za
AKT 1 PI3K paZnja je preusmjerena na molekulu mTOR 1 njegove inhibitore kao Sto su
Temsirolimus i Everolimus. Studije pokazuju da istovremeno ciljanje signalnih puteva PI3K i
MAPK daje dobre rezultate, a njihovi inhibitori pokazuju sinergisticki u¢inak kad se koriste u
kombinaciji sa Sorafenibom i inhibitorima MEK-a. Everolimus se istrazuje kao potencijalna
terapija metastatskog melanoma u kombinaciji s karboplatinom, paklitakselom i

Bevacizumabom ili temozolomidom (Klinac i sur. 2013).

Iz svega navedenog jasno je da ¢e se buduca klini¢ka istrazivanja fokusirati na
kombiniranje ciljanih terapija u pacijenata s melanomom s nadom da ¢e se poboljSati

preZivljenje pacijenata i smanjiti ponovna pojava tumora.
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Tablica 1. Protutumorski inhibitori razmatrani za terapiju melanoma. Preuzeto i prilagodeno
prema Klinac i sur. 2013.

SPECIFICNA
SIGNALNI PUT NAZIV TERAPIJE | CILJNI PROTEIN
MUTACIJA

Dabrafenib BRAF V600E/K

ARAF, BRAF, CRAF,
VEGFR

Trametinib BRAFV600E/K

Imatinib c-KIT -

oo ]

Dasatinib c-KIT eksoni 111 13

RAF-265

Everolimus mTOR -

MDX-1106 PD-1 -

BSM-936559 PD-1 =
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1.2.2.2.1.1. Dasatinib

Dasatinib (Sprycel), ranije poznat kao BMS-354825, protutumorski je lijek koji se
prvenstveno daje pacijentima oboljelim od kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije (CML) i akutne
limfoblasti¢ne leukemije (ALL). Inhibitor je raznih tirozinskih kinaza, ukljucuju¢i ABL, c-
KIT, PDGFR, obitelj Src kinaza (SFK) te efrinske receptore. Danas se njegovo djelovanje

ispituje na mnogim vrstama tumora, a medu njima i na melanomu (Kim i sur. 2010).

Kemijsko je ime dasatiniba N-(2-kloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinil]-2-metil-4-pirimidinil]Jamino]-5-tiazolekarboksiamid monohidrat (slika 5). Njegova
molekularna formula je C22H26CIN7O-S, $to odgovara molekularnoj masi od 488,01 g/mol.
Dasatinib se metabolizira u tijelu ¢ovjeka, ponajprije enzimom CYP3A4 koji je odgovoran za
stvaranje njegovog aktivnog metabolita. Buduéi da je dasatinib supstrat enzima CYP3A4,
njegov se utjecaj moze promijeniti inhibitorima tog metabolickog enzima. Topivost mu ovisi o
pH pa lijekovi koji mijenjaju pH mogu utjecati i na efikasnost terapije (Kim i sur. 2010; Korashy
i sur. 2014).

Me
N)\N N Me
(\NMNKS]\WH
H
HO/\/N\) oCI

Slika 5. Strukturna formula dasatiniba (http://cenblog.org/the-haystack/files/2012/01/dasatinib.jpg)

Mehanizam djelovanja dasatiniba je inhibicija fosforilacije tirozina obitelji Src kinaza,
BCR-ADbl, PDGFR i ¢c-KIT, ¢ime one gube svoju funkciju. Jedna je od vaznijih osobina
dasatiniba Sirok spektar djelovanja. Iako je definiran kao inhibitor nekoliko tirozinskih kinaza,
mnoge studije i dalje pronalaze nove mete dasatiniba. Proteomskim je analizama predloZeno 79
razlicitih meta dasatiniba, od kojih se za 52 moze reci da ih snazno inhibira. Zbog toga i zbog
razliCite razine ekspresije tirozinskih kinaza u raznim tkivima prognoziranje je inhibicije

dasatinibom nezahvalno. U predklinickim je modelima pSrc(Y418) predlozen kao biomarker
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aktivnosti Src kinaze, no nedavna ispitivanja ukazuju na to da bi mozda molekule nizvodno od

direktnih meta bili informativniji biomarkeri (Kim i sur. 2010).

Pleuralna efuzija Cesta je nuspojava lijeCenja dasatinibom. Takoder je cesta i
neutropenija. Ove nuspojave uvelike ovise u dozi dasatiniba koja se primjenjuje. Dasatinib
blokira migraciju, invazivnost i proliferaciju tumorskih stanica, a poti¢e u njima apoptozu.
Posljedica toga je smanjivanje tumorske mase i1 uCestalosti metastaziranja tumorskih stanica.
Predklinicke studije pokazuju potencijal dasatiniba u lijeCenju raznih solidnih tumora u

kombinaciji s razli¢itim vrstama terapija (Kim i sur. 2010).

1.22.2.1.2. PP2

PP2 je takoder protutumorski spoj koji se koristi kao selektivni inhibitor kinaza obitelji
Src kao §to su Lck, Fyn, Hck i Src. Osim toga, ovaj je spoj pokazao i nesto slabiju sposobnost
inhibicije receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR) te kinaza ZAP-70 i JAK2 (Hanke i sur.
1996.) Medutim, novija su istrazivanja pokazala da PP2 nije toliko selektivan kako se prije

mislilo jer podjednako u¢inkovito inhibira i mnoge druge kinaze (Bain i sur. 2007).

Kemijsko ime PP2 je 4-amino-5-(4-klorofenil)-7-(dimetiletil)pirazolo[3,4-d]pirimidin
(slika 6). Njegova je molekularna formula C15H16CINS, §to odgovara molekularnoj masi od
301,77 g/mol (http://www.abcam.com/pp2-ab120308.html).

D
) ~ --\N\/
\—

Slika 6. Strukturna formula PP2 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/image/fl.html?cid=4878)
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Op¢i je cilj ovoga rada istraziti moguénost lije¢enja melanoma kombinacijom inhibitora
protein tirozin kinaza dasatiniba sa svakim od tri protutumorska lijeka, cisplatinom,
paklitakselom i vinkristinom. Uspjesno kombiniranje dasatiniba s protutumorskim lijekovima
omogucilo bi lijeCenje tumora znatno nizim dozama pojedinac¢nih lijekova uz jednak ucinak,

Sto bi rezultiralo smanjenjem nuspojava kod pacijenata.

Specifi¢ni ciljevi ovog rada su na modelima stanica melanoma ¢ovjeka RPMI-7951, SK-
MEL-3, MeWo i A375 istraziti: (i) osjetljivost na paklitaksel, cisplatinu i vinkristin; (ii)
osjetljivost na dasatinib; (iii) osjetljivost na kombiniranu primjenu dasatiniba i svakog od tri
protutumorska lijeka paklitaksela, vinkristina i cisplatine u stani¢nim linijama koje se pokazu
osjetljivim na ispitivane spojeve; (iv) je li Src meta dasatiniba u, na njega najosjetljivijoj,

stani¢noj liniji.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1.  Osnovne kemikalije

Osnovne kemikalije koriStene u ovom radu navedene su u tablici 2.

Tablica 2. Osnovne kemikalije.

KEMIKALIJA PROIZVODAC KEMIKALIJA PROIZVODAC

cisplatina (cDDP)
([Pt(NHs3)2Cl2])
vinkristin (C46HssN4O10)

pakl itaksel (C47H51N014)

dasatinib (C22H26CIN-O-S)

Dulbeccova modifikacija
Eaglove hranjive podloge
(engl. Dulbecco's Modified
Eagle's Medium, DMEM)

serum fetusa goveda
(engl. fetal calf serum,
FCS)

tripsin

3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-
2,5-difeniltetrazolijev
bromid) (MTT)
(C13H1GBI’N53)

dimetilsulfoksid (DMSO)
(C2Hs0S)

amonijev persulfat (APS)
((NH4)2S20¢)

akrilamid (C3HsNO)

Sigma-Aldrich,
Njemacka
Sigma, SAD

Sigma, SAD

Sigma-Aldrich,
Njemacka

Invitrogen, SAD

Invitrogen, SAD

Invitrogen, SAD

Chemicon
International,
SAD

Kemika,
Hrvatska

Serva, Njemacka

Serva, Njemacka

2-merkaptoetanol
(OCH2CH.SH)

Ponceau S (C22H16N4013S4)

natrij-dodecil sulfat (SDS)
(NaCle25804)

N,N,N,N -
tetrametiletilendiamin
(TEMED) (CsH1sN>)

Tween-20 (CssH114026)

nemasno mlijeko u prahu

Western Blot
Chemiluminescence
Reagent Plus

Razvijac

Fiksir

Tris-klorovodi¢na
kiselina (Tris-HCI)

Tris (C4H11NO3)

Serva, Njemacka

Sigma, Njemacka

Serva, Njemacka

Serva, Njemacka

Sigma, SAD

Roth, Njemacka

PerkinElmer Life
Science, SAD

Fotokemika,
Hrvatska

Fotokemika,
Hrvatska

Serva, Njemacka

Merck, SAD
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bisakrilamid (C;H10N20,)  Serva, Njemacka metanol (CHsOH) Kemika, Hrvatska

Sigma-Aldrich,
Njemacka
Kristacilin (C1sH1sN.0,S)  Pliva, Hrvatska  streptomicin (Ca1HssN7O12) Sigma, SAD

glicin (NH,CH,COOH) Sigma, SAD PP2 (C15H16CINs)

bromfenol plavo Serva, Njemacka  fenol crveno (CioH1405S) Sigma, SAD
(C19H108r405S)
) ) ) . Silencer Select Pre- .
Lipofectamine RNAIMAX  Invitrogen, SAD designed & Validated Ambion, SAD
SiRNA
Silencer Select Negative  Invitrogen, SAD ~ OptiMEM (engl. minimum  nyitrogen, SAD
Control siRNA essential media)

deionizirana voda (diH20) -

3.1.2.  Stanicne linije

U ovom radu koristene su stani¢ne linije melanoma RPMI-7951 (ATCC HTB-66), SK-
MEL-3 (ATCC HTB-69), MeWo (ATCC HTB-65), A375 (ATCC CRL-1619) i karcinoma
plocCastog epitela jezika CAL 27 (ATCC CRL-2095). Sve navedene stani¢ne linije rastu

pri¢vrséene za podlogu.

3.1.3.  Protutijela

Koristena protutijela za Western blot navedena su u tablici 3.

Tablica 3. KoriStena protutijela.

PROIZVEDENO KATALOSKI
SPECIFICNOST PROIZVODAC
U ORGANIZMU BROJ

kunié Abcam, UK ab32102
FRIMARNA pSrc(Y418) Kuni6 Abcam, UK ab4816
PROTUTIJELA
ERK R Santa Cruz, SAD SC-94

SEKUNDARNO ) ovedo Santa Cruz, SAD SC-2307
oo imunoglobulini g !
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3.1.4.

Priprema pufera i otopina

Sastav koriStenih pufera i otopina te njihova priprema opisani su u tablici 4.

Tablica 4. Otopine i njihova priprema.

cisplatina (500 ng/mL)
paklitaksel (6 mg/mL)

vinkristin (100 pg/mL)

dasatinib (10 mM)

PP2 (15 mg/mL)

DMEM-FCS

DMEM-FCS15

mati¢na otopina MTT (12,1 mM)

tripsin

fosfatni pufer (s Mg?* i Ca?*), PBS
fosfatni pufer (bez Mg?* i Ca?"),

PBSA
10x TBS

pufer TBST

Towbin pufer za prijenos (pH 8,1 do

8,4)

otapa se u vodi, ¢uva se pri -20°C

otapa se u dimetilsulfoksidu (DMSO),
¢uva se pri -20°C
otapa se u fosfatnom puferu (PBS), ¢uva
se pri -20°C
otapa se u dimetilsulfoksidu (DMSO),
¢uva se pri -20°C

otapa se u dimetilsulfoksidu (DMSO),
cuva se pri -20°C

DMEM sa 10%-tnim fetalnim govedim
serumom (FCS)

DMEM sa 15%-tnim fetalnim govedim
serumom (FCS)

5 mg MTT-a otapa se u 1 mL fosfatnog
pufera (PBS), filtrira se kroz filtar papir i
cuva se u tamnoj boci pri 4°C

2,5 g tripsina + 0,01 g streptomicina +
0,006 g Kristacilina + 0,02 g fenol
crvenila se otopi u otopini T, nadopuni
sedo 1L ipodesipHna7do?7.2tese
sterilizira filtriranjem kroz filtar veli¢ine
pora 0,22 ym

136,8 mM NaCl + 2,6 mM KCI + 9,6
mM NaH2PO4 + 0,24 mM CaCl2 x 2H20
+ 0,16 mM MgCl, x 6H2.0

137 mM NaCl + 2,7 mM KCI + 4,3 mM
NaH2PO4x 6H20 + 1,4 mM K>HPO4
500 mL Tris-HCI(pH 7,5) + 300 mL 5 M
NaCl + 200 mL diH20, ¢uva se pri 4°C
50 mL pufera 10x TBS + 450 mL diH20
+ 500 uLL Tween-20 (1x TBS sa 0,1%
Tween-20), ¢uva se pri 4°C
3,03 g Tris-a i 14,4 g glicina se otopi u
diH20, dodaje 200 mL CH30H i
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nadopuni do 1 L s diH20 (25 mM Tris-
HCI, 192 mM glicin, 20% CH30H).
Pufer se cuva pri 4°C
6 g Tris-a otapa se u 80 mL diH20. pH

: se podesi dodatkom 6 M HCl-a.
VRISl gl Ble (O il Nadopuni se diH20 do 100 mL. Cuva se
pri 4°C
18,2 g Tris-a otapa se u 100 mL diHO.
Tris-HCI pH 8,8 (1,5 M) pH se potom podesi

dodatkom 6 M HCl-a, ¢uva se pri 4°C
29,2 g akrilamida i 0,8 g bisakrilamida

akrilamid/bisakrilamid (30%) otapa se u 100 mL diH20O, ¢uva se pri
4°C

500 mg APS-a otapa se u 5 mL diHzO.

10% amonijev persulfat (APS) Cuva se pri —20°C u alikvotima po 500
pL

10% natrij-dodecilsulfat (SDS) L A0l allrp O @i 68 A0 g S0

¢uva se pri sobnoj temperaturi
1,2 g SDS-a otapa se u 2 mL diH20,
dodaje 2,5 mL 1,5 M Tris-HCI
6X SB pufer (engl. sample buffer za (pH 6’8)V' 30mg B'romfe.nol allwti,
SDS-PAGE) nak01_1 Sto se otopi dodaje se 3 mL
C3HgOz i 1,2 mL C2HsSO. Dopuni se do
10 mL diH20 i ¢uva pri —20°C u
alikvotima po 500 pL
3,2 g Tris-baze, 14,42 g glicina, 1 g
Tris-glicinski pufer za elektroforezu . Se] nadopunl Sl 100.”.”‘ >
diH20 (25 M Tris, 192 mM glicin; 0,1%
SDS; pH 8,3), ¢uva se pri 4°C
100 mM glicin za uklanjanje vezanih 7,51 g glicina otapa se u 1000 mL diH.O
protutijela s membrane (pH 2,8), ¢uva se pri 4°C

3.1.5.  Uredaji 1 ostali materijali

U tablicama 5 1 6 navedeni su uredaji te ostali materijali i pomagala koristeni u svrhu
izrade ovog rada.

Tablica 5. KoriSteni uredaji.

automatski brojac stanica Coulter Beckman Coulter, UK
Counter

tresilica Tehnica, Slovenija
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inkubator za uzgoj stanica
kabinet za rad u sterilnim uvjetima

magnetska mijeSalica

Mighty Small Transfer

spektrofotometar za mikrotitarske
plocice StatFax 2100

svjetlosni mikroskop
termoblok Thermomixer compact

Treslica

sustav za vertikalnu elektroforezu
Mini-PROTEAN Tetra Cell

vibracijska mijeSalica Vibromix
301EVT

vodena kupelj

uredaj za razbijanje stanica
ultrazvukom (sonikator)

Tablica 6. Koristeni materijali i pomagala.

bocice za uzgoj stanica, T-25 1 T-75

plocice za uzgoj stanica s 6 1 96
bunari¢a

gumena strugalica (engl. policeman)
plasti¢ne pipete

staklene pipete

mikropipete

nastavci za mikropipete

propipeta
Pipetboy

nitrocelulozna membrana s porama
0,45 pm

Heraeus, Njemacka
Klimaoprema, Hrvatska
Tehnica, Slovenija

Amersham Pharmacia Biotech,
Svedska

Awareness Technology INC, SAD
Zeiss, Njemacka
Eppendorf, Njemacka
Tehnica, Slovenija
Bio-Rad Laboratories, SAD
Tehnica, Slovenija
Tehnica, Slovenija

Cole Palmer, SAD

Falcon Becton Dickinson, SAD

Falcon Becton Dickinson, SAD
Falcon Becton Dickinson, SAD
Falcon Becton Dickinson, SAD
Superior, Njemacka
Eppendorf, Njemacka; Rainin
Eppendorf, Njemacka; Rainin
Brand, Njemacka
Integra Biosciences, SAD

Sigma-Aldrich, Njemacka
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3.2. Metode

3.2.1.  Uzgoj stanica u kulturi

Sve koristene stani¢ne linije rastu pri¢vr§éene za podlogu. Stanice su uzgajane in vitro
u bocicama za uzgoj stanica T-25 (povrsina 25 cm?) i T-75 (povr§ina 75 cm?) u inkubatoru za
uzgoj stanica pri 37°C uz 5% CO.. Stani¢ne linije RPMI-7951, MeWo i A375 uzgajane su u
podlozi s 10% fetalnog govedeg seruma (FCS), dok je stani¢na linija SK-MEL-3 uzgajana u
podlozi s 15% fetalnog govedeg seruma (FCS).

3.2.2.  Presadivanje stanica

Stanice rastu prihvaéene za podlogu dok ne iscrpe hranjivu podlogu ili ju u potpunosti
prekriju, te ih je tada potrebno presaditi. Tripsin i hranjivu podlogu koji se koriste za
presadivanje stanica potrebno je prethodno zagrijati u vodenoj kupelji na 37°C. Prvo se ukloni
hranjiva podloga sa stanica te se one isperu s 1-2 mL tripsina. Nakon toga se dodaje novih 1-2
mL tripsina, a odvajanje stanica od podloge prati se svjetlosnim mikroskopom. Kada se stanice
odvoje potrebno je zaustaviti djelovanje tripsina dodavanjem svjeze hranjive podloge tako da
se tripsin razrijedi najmanje 5 puta. Stanice je zatim potrebno dobro, ali njeZno, resuspendirati
viSestrukim uvlacenjem 1 ispuStanjem iz pipete. Dobivena suspenzija stanica sluzi za novo

nasadivanje ili izvodenje eksperimenata.

3.2.3.  UtiSavanje gena

UtiSavanje gena RNA interferencijom (RNAi1) postignuto je transfekcijom malim
interferiraju¢im RNA (siRNA). U ovom je radu koriStena siRNA specifi¢na za tirozin kinazu
Src. Za kontrolu je koriStena komercijalno dostupna kontrolna siRNA. Stanice su transficirane
odgovaraju¢im siRNA uz pomo¢ liposoma, komercijalno dostupnim kompletom reagencija
Lipofectamine RNAIMAX prema uputama proizvodaca. Dan prije postupka utiSavanja stanice
su nasadene u plocice za uzgoj kulture stanica sa 6 bunaric¢a tako da u svakom bunari¢u bude

3x10° stanica u volumenu od 1,5 mL. Ova koli¢ina stanica je odabrana kako bi sutradan, za
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uspjeSnu transfekciju siRNA, stanice popunile 30-50% podloge na kojoj rastu. Tocan broj
stanica odreden je uz pomo¢ automatskog brojaca stanica.

Za transfekciju svakog pojedinog bunarié¢a pripremljene su po 2 otopine: otopina A i
otopina B, svaka u konacnom volumenu od 250 uL. Otopina A sadrzi siRNA u OptiMEM-u
tako da je koncentracija u konatnom volumenu nakon dodavanja na stanice 80 nM
(koncentracija odabrana empirijski, Stojanovic¢ i sur. 2016). Otopina B je Lipofectamine RNA
RNAiMax Reagent razrijeden u OptiMEM-u. U ovom je radu koristeno 3 pL liposoma po
bunaricu.

U pokusima utiSavanja gena transfekcijom specificnim siRNA koriStene su dvije
kontrole. Jedna kontrola podrazumijeva transfekciju nespecificnom siRNA u istoj koncentraciji
kao 1 siRNA za utiSavanje proteina Src, dok se u drugoj kontroli uzgajaju netransficirane stanice
s kojima se postupalo na jednak na¢in kao i sa stanicama za utiSavanje. Stanice su nakon
transfekcije ostavljene rasti 24 sata u inkubatoru za uzgoj kulture stanica u ve¢ opisanim

standardnim uvjetima, nakon ¢ega su stanice podvrgnute metodama MTT test i Western blot.

3.2.4.  Odredivanje prezivljenja stanica testom MTT

Test MTT je kolorimetrijska metoda koja sluzi za odredivanje preZivljenja stanica.
Temelji se na sposobnosti stani¢nog enzima sukcinat dehidrogenaze da reducira tetrazolijevu
sol MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid) u ljubiCaste kristale
formazana. Ti kristali nisu topljivi u DMEM-FCS u kojem nastaju, ve¢ u dimetil-sulfoksidu
(DMSO) koji se naknadno dodaje. Apsorbancija se mjeri pomocu Citaca mikrotitarskih plocica,
a prezivljenje stanica proporcionalno je izmjerenoj apsorbanciji.

Za izvedbu ovog testa stanice se nasaduju u plo€icu za uzgoj stanica s 96 bunarica, tako
da u svakom bunariéu bude 1x10* (RPMI-7951 i MeWo), odnosno 3x10° (A375 i SK-MEL-3),
stanica u 180 puL hranjive podloge; koli¢ina stanica ovisi o brzini proliferacije stanica. Dvadeset
1 Cetiri sata nakon nasadivanja stanicama se dodaje 20 pL otopine spoja Cija se citotoksicnost
ispituje tako da konacan volumen u bunari¢ima bude 200 pL te se ploCica sa stanicama ostavlja
u inkubatoru tijekom 72 sata. Za svaku koncentraciju spoja koji se ispituje priprema se tri
(triplikat) ili Cetiri (kvadriplikat) istovjetna uzorka. Konacne koncentracije ispitivanih spojeva
prikazane su u tablici 7. Za mjerenje udjela prezivjelih stanica naglim se okretanjem plocice
ukloni hranjiva podloga. U svaki bunari¢ dodaje se 40 pL otopine MTT koja se priprema

razrjedivanjem jednog volumena mati¢ne otopine MTT s devet volumena hranjive podloge
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DMEM-FCS. Zatim slijedi inkubacija od 3 sata tijekom koje se razviju kristali formazana.
Kristali se otapaju dodatkom 170 pL DMSO-a po bunaricu. Plo¢ica se zatim stavlja na tresilicu
kako bi se kristali u potpunosti otopili te se na kraju mjeri apsorbancija pri 600 nm i ra¢una

prezivljenje prema sljedecoj formuli:

I TR apsorbancija stanica izlozenih djelovanju citostatika - apsorbancija negativne kontrole
prezivljenje (%) =
apsorbancija kontrolnih stanica - apsorbancija negativne kontrole

Svi dobiveni rezultati statisticki su obradeni i prikazani kao srednja vrijednost *

standardna devijacija.

Tablica 7. Koristene koncentracije ispitivanih spojeva.

SPOJ MATICNA OTOPINA KONACNE KONCENTRACIJE

0,00125; 0,0025; 0,005; 0,01; 0,02;
3
paklitaksel (TAX) 6x10° ug/mL 0,04: 0,08: 0.16: 0,32 pg/mL

0,00152; 0,00228; 0,00305; 0,00457;
0,00488; 0,0061; 0,0089; 0,0122;
dasatinib (DAS) 4,88x10° pg/mL 0,0183; 0,0244; 0,0366; 0,0488;
0,0732; 0,0976; 0,1464; 0,1952;
0,2928; 0,3904; 0,488 pg/mL
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3.2.5.  Razdvajanje proteina metodom SDS-PAGE

Denaturiraju¢a diskontinuirana elektroforeza u poliakrilamidnom gelu pomocu natrij
dodecil sulfata (engl. sodium dedecyl sulfate polyacrylamide gel elecrophoresis, SDS-PAGE)
je metoda kojom je moguée razdvojiti proteine iskljuivo na temelju razlike u njihovoj
molekulskoj masi. SDS je anionski detergent koji uzrokuje razmatanje proteina, pridodaje im
jednaki povrsinski negativan naboj te tako omogucuje razdvajanje proteina po molekulskoj
masi.

Uzorci za SDS-PAGE se pripremaju tako da se sa stanica ukloni hranjiva podloga,
isperu se 2 puta sa PBS-om te se zatim na njih doda pufer za nano$enje uzoraka 1 x SB zagrijan
na 96°C. Stanice se sastruzu gumenom strugalicom i prebace u mikroepruvete. Dobivena
smjesa vrlo je viskozna zbog prisutne DNA pa ju je potrebno izloZiti ultrazvuku amplitude 30%
tijekom 15 sekundi kako bi se pocijepala. Tako se obradeni uzorci mogu odmah nanositi na gel
ili pohraniti pri -20°C.

Gel za SDS-PAGE priprema se prema podacima u tablici 8. Prvo se izlijeva donji gel ili
gel za razdvajanje, a nakon njega gornji gel, odnosno gel za sabijanje. Nakon Sto se gelovi izliju
i polimeriziraju slaze se aparatura za vertikalnu elektroforezu Mini-PROTEAN Tetra Cell.
Pripremljeni gelovi se prekrivaju Tris-glicinskim puferom za elektroforezu, nanose se na gel
uzorci (60 uL) i standard za odredivanje molekulske mase proteina, te se vrsi elektroforeza uz

konstantan napon od 90 V.

Tablica 8. Komponentne KkoriStene za izradu gelova

REAGENS 5%-TNI GEL ZA 10%-TNI GEL ZA
(KONCENTRACIJA) SABIJANJE RAZDVAJANJE

deH.0 3,65 mL 6,8 mL
Tris-HCI pH 6,8 (0,5 M) 0,5 mL -
Tris-HCI pH 8,8 (1,5 M) - 3mL
SDS (10%) 0,05 mL 0,15 mL
APS (10%) 0,0175 mL 0,05 mL
akrilamid/bisakrilamid (30%) 0,8 mL 5,05 mL
TEMED 0,005 mL 0,0075 mL
ukupni volumen 5,0225 mL 15,0575 mL
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3.2.6.  Analiza proteina metodom Western blot

Western blot je analiticka metoda koja sluZzi za otkrivanje prisutnosti 1 koli¢ine
specifi¢nih proteina u nekom proteinskom homogenatu ili ekstraktu razdvojenom pomocu natrij
dodecil sulfat elektroforeze u poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE). Proteini se nakon
razdvajanja pomoc¢u SDS-PAGE prenose s gela na nitroceluloznu membranu veli¢ine pora 0,45
pm. Za prijenos se Koristi Towbinov pufer, u uredaju Mini-PROTEAN Tetra Cell pri 400 mA,
tijekom jednog sata. Ciljni se proteini otkrivaju specifi¢nim protutijelima.

Uspjesnost prijenosa na membranu provjerava se bojanjem membrane u otopini
Ponceau S. Nakon toga slijedi odbojavanje ispiranjem u vodi i blokiranje membrane u 5%-tnoj
otopini nemasnog mlijeka u TBST puferu u trajanju od jednog sata. Pri blokiranju se proteini
iz mlijeka vezu na mjesta na membrani gdje se ne nalaze proteini iz uzorka.

Membrana se ispire u puferu TBST te inkubira s primarnim protutijelom (razrjedenje
protutijela utvrdeno je iskustveno) u trajanju od 2 sata. Nakon ponovnog ispiranja u puferu
TBST membrana se inkubira 2 sata sa sekundarnim protutijelom (razrjedenje protutijela
utvrdeno je iskustveno) koje je obiljeZzeno peroksidazom hrena (tablica 9). Membrana se po
zavrSetku inkubacije ispire u puferu TBST 1 inkubira u otopini Western Blot
Chemiluminescence Reagent Plus. Kemiluminiscentni signal biljezi se izlaganjem membrane
fotografskom filmu koji se odmah razvija u otopini razvijaca, a nakon ispiranja u vodi i fiksira

u otopini fiksativa. Nakon fiksacije film se ispire vodom 1 susi.

Tablica 9. Razrjedenje primarnih i sekundarnih protutijela koriStenih za Western blot.

VOLUMEN MOLEKULARNA
PROTUTIJELO | RAZRJEDPENJE
(UL)* MASA (kDa)

pSrc(Y418) 1:1000
Src 1:1000 5 60
ERK 1:1000 5 43
SN ID 1:10000 0,5 ;
protutijelo

*Protutijela su razrijedena u 5 mL 5%-tne otopine nemasnog mlijeka u TBST puferu
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Istu je membranu moguce iskoristiti za detekciju vise razlicitih proteina, ali svaki se put
moraju iznova ukloniti stara i dodati nova protutijela. Prije uklanjanja protutijela s membrane
(engl. stripping) membrana se kratko ispere u puferu TBST, a potom se inkubira 30 min u 100
mM glicinu. Prije inkubacije sljede¢im protutijelom potrebno je ponovo blokirati membrane u

TBST puferu s 10% nemasnog mlijeka tijekom 30 minuta.

3.2.7.  Racunanje kombinacijskog indeksa (ClI)

Kombinacijski indeks se koristi za opisivanje medusobne interakcije citotoksic¢nih
spojeva koji mogu imati sinergisticki, antagonisticki ili aditivni u¢inak. Izra¢un kombinacijskog
indeksa (engl. combination index, Cl) temelji se na Chou-Talalay teoremu. Vrijednosti
kombinacijskog indeksa 1 (CI=1) upucuju na aditivni ucinak, vrijednosti manje od 1 (CI<I)
upucuju na sinergisticki u¢inak dok vrijednosti ve¢e od 1 (CI>1) upucuju na antagonisticki
ucinak. Za izracun kombinacijskog indeksa potrebno je utvrditi citotoksi¢nost svakog od
ispitivanih lijekova posebno, te vise kombinacija dvaju spojeva, a to je u ovom radu ucinjeno

testom MTT. Za potrebe racunanja indeksa koriSten je racunalni program CompuSyn.
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4, REZULTATI

4.1. Stanicne linyje  melanoma 1maju razlicitu
osjetljivost na vinkristin, paklitaksel i cisplatinu

Kako bismo utvrdili osjetljivost stani¢nih linija RPMI-7951, SK-MEL-3, MeWo i A375
na protutumorske lijekove vinkristin, paklitaksel i cisplatinu, mjerili smo preZzivljenje stanica
MTT testom nakon njihovog izlaganja razli¢itim koncentracijama navedenih spojeva. Rezultati
MTT testa prikazani su kao postotak prezivljenja stanica izlozenih djelovanju citostatika u

odnosu na kontrolne stanice.

Rezultati prikazani na slici 7 pokazuju da su stanice RPMI-7951 osjetljive na djelovanje
vinkristina, paklitaksela i cisplatine. Istim spojevima izlozili smo i stanice SK-MEL-3. Iz
rezultata prikazanih na slici 8 moze se zakljuciti da su ove stanice otporne na djelovanje
vinkristina 1 paklitaksela jer povecanjem doze nije bilo moguce postici citotoksicni ucinak.
Stanice SK-MEL-3 osjetljive su na cisplatinu, ali je koncentracija potrebna za postizanje
citotoksi¢nog u¢inka oko 10 puta veéa nego za stanice RPMI-7951 pa ih prema tome smatramo
otpornim i na cisplatinu. Na slici 9 prikazani su rezultati osjetljivosti stani¢ne linije MeWo na
vinkristin, paklitaksel i cisplatinu. Iz prikazanih rezultata se vidi da su stanice osjetljive na sva
tri protutumorska lijeka. Slika 10 prikazuje rezultate osjetljivosti stanica A375 na djelovanje
vinkristina, paklitaksela i cisplatine. Rezultati ukazuju na to da su stanice osjetljive na
djelovanje vinkristina 1 paklitaksela samo pri visokim koncentracijama ¢ime ith smatramo
otpornima na oba protututumorska lijeka. Stanice A375 osjetljive su na citotoski¢no djelovanje

cisplatine.
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Slika 7. Osjetljivost stanica RPMI-7951 na: vinkristin (A), paklitaksel (B) i cisplatinu (C). Stanice
RPMI-7951 (1x10* po bunari¢u) su nasadene u ploéicu za uzgoj kulture stanica s 96 bunari¢a. Dvadeset
i Cetiri sata nakon nasadivanja u bunarice sa stanicama dodane su razli¢ite koncentracije protutumorskih
lijekova. Sedamdeset i dva sata nakon dodavanja protutumorskih lijekova odredeno je prezivljenje
stanica MTT testom. Na slici je prikazan jedan od tri pokusa sa sli¢nim rezultatima.
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Slika 8. Osjetljivost stanica SK-MEL-3 na: vinkristin (A), paklitaksel (B) i cisplatinu (C). Stanice
SK-MEL-3 (5x10° po bunari¢u) su nasadene u plo¢icu za uzgoj kulture stanica s 96 bunari¢a. Dvadeset
i Cetiri sata nakon nasadivanja u bunarice sa stanicama dodane su razli¢ite koncentracije protutumorskih
lijekova. Sedamdeset i dva sata nakon dodavanja protutumorskih lijekova odredeno je prezivljenje
stanica MTT testom. Na slici je prikazan rezultat jedinog napravljenog pokusa.
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Slika 9. Osjetljivost stanica MeWo na: vinkristin (A), paklitaksel (B) i cisplatinu (C). Stanice
MeWo (1x10* po bunari¢u) su nasadene u plogicu za uzgoj kulture stanica s 96 bunari¢a. Dvadeset i
Cetiri sata nakon nasadivanja u bunarice sa stanicama dodane su razlicite koncentracije protutumorskih
lijekova. Sedamdeset i dva sata nakon dodavanja protutumorskih lijekova odredeno je prezivljenje
stanica MTT testom. Na slici je prikazan jedan od dva pokusa sa sli¢nim rezultatima.

33



1 1

1

Prezivljenje (%)

100 -
80 -
60
40
20
0 - w w w x x
0 6.25 50 100

12.5 25
Vinkristin (ng/mL)

B

100 -
80
60 -
40
20
0 - w w w w w
0 2.5 5 10 20 40

Paklitaksel (ng/mL)

100 -
80
60
40
20
0 : x : x
0 1

1

1

Prezivljenje (%)

1

1 1 1

1

Prezivljenje (%)

0.125 0.25 0.5
Cisplatina (pg/mL)

Slika 10. Osjetljivost stanica A375 na: vinkristin (A), paklitaksel (B) i cisplatinu (C). Stanice A375
(5x10° po bunarié¢u) su nasadene u plo¢icu za uzgoj kulture stanica s 96 bunari¢a. Dvadeset i Cetiri sata
nakon nasadivanja u bunarice sa stanicama dodane su razli¢ite koncentracije protutumorskih lijekova.
Sedamdeset i dva sata nakon dodavanja protutumorskih lijekova odredeno je prezivljenje stanica MTT
testom. Na slici je prikazan rezultat jedinog napravljenog pokusa.
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4.2. Stani¢na linija melanoma RPMI-7951 osjetljiva je

na dasatinib za razliku od stanicnih linija
melanoma SK-MEL-3, MeWo i A375

Dasatinib je inhibitor tirozinskih kinaza. Prvenstveno je to inhibitor tirozinskih kinaza
Src(Y418) i Ber-Abl (Philadelphia kromosom), a odobren je kao terapija za oboljele od
kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije (CML) 1 Philadelphia kromosom pozitivne akutne
limfoblasti¢ne leukemije. Ovaj je lijek trenutno u klini¢kim ispitivanjima koja bi trebala
odgovoriti na pitanje moze li se dasatinib koristiti i za druge tipove tumora, te je li moguca

kombinacija dasatiniba i protutumorskih lijekova za lije€enje tumora, pa tako 1 melanoma.

Buduéi da je cilj ovog rada na modelu stani¢nih linija melanoma utvrditi ucinak
kombinirane terapije dasatinibom i protutumorskim lijekovima paklitakselom, vinkristinom i
cisplatinom, istrazili smo jesu li ove stanice osjetljive na dasatinib. Kako bismo odgovorili na
to pitanje izlozili smo stanice RPMI-7951, SK-MEL-3, MeWo 1 A375 razli¢itim
koncentracijama dasatiniba te prezivljenje mjerili MTT testom. Iz rezultata prikazanih na slici
11 zakljucili smo da su stanice RPMI-7951 jako osjetljive na njegovo djelovanje ve¢ pri
relativno niskim koncentracijama. Na temelju ovih rezultata odabrali smo koncentracije
dasatiniba za daljnje pokuse utvrdivanja zajedni¢kog djelovanja dasatiniba i protutumorskih
lijekova. Stanice SK-MEL-3 i MeWo pokazuju otpornost na djelovanje dasatiniba i to u
koncentracijama koje su oko 10 puta vec¢e (1000 nM) nego Sto je koncentracija dasatiniba koje
smanjuju prezivljenje stanica RPMI-7951. U stanicama A375 dasatinib je smanjivao
prezivljenje na 80% ve¢ u koncentraciji od 200 nM, medutim povecanje koncentracije

dasatiniba sve do 1000 nM nije dovelo do statisticki znac¢ajnog povecanja citotoksi¢nog ucinka.
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Slika 11. Osjetljivost stanica RPMI-7951 (A), SK-MEL-3 (B), MeWo (C) i A375 (D) na dasatinib.
Stanice RPMI-7951 (1x10* po bunari¢u), SK-MEL-3 (5x10° po bunari¢u), MeWo (1x10* po bunariéu)
i A375 (5x10° po bunari¢u) nasadene su u plo¢icu za uzgoj kulture stanica s 96 bunari¢a. Dvadeset i
Cetiri sata nakon nasadivanja u bunari¢e sa stanicama dodane su razliite koncentracije dasatiniba.
Sedamdeset i dva sata nakon dodavanja dasatiniba odredeno je preZivljenje stanica MTT testom. Na
slici je prikazan jedan od 2 pokusa sa sli¢énim rezultatima.

36



4.3. Stanicna linija melanoma RPMI-7951 nije
osjetljiva na PP2

PP2 je inhibitor tirozinskih kinaza ¢iji se mete djelomi¢no preklapaju sa dasatinibom.
Prvenstveno je zajedniCka meta nereceptorska tirozinska kinaza Src. Kako bi utvrdili je li
inhibicija tirozinske kinaze Src uzrok osjetljivosti stani¢ne linije RPMI-7951 na dasatinib,

odlucili smo istraziti osjetljivost iste stani¢ne linije na inhibitor PP2.

Stanice RPMI-7951 izlozili smo djelovanju Sirokog raspona koncentracija PP2 i
podvrgli MTT testu. Na temelju rezultata prikazanog na slici 12 zakljuc¢ili smo da stanice
RPMI-7951 nisu osjetljive na njegovo djelovanje ni pri vrlo visokim koncentracijama. Stoga
smo pretpostavili da dasatinib u stanicama RPMI-7951 vrlo vjerojatno ne djeluje na tirozinsku

kinazu Src ve¢ na neku drugu, nama nepoznatu molekulu.
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Slika 12. Osjetljivost stanica RPMI-7951 na PP2. Stanice RPMI-7951 (1x10* po bunariéu) nasadene
su u plocicu za uzgoj kulture stanica s 96 bunari¢a. Dvadeset i Cetiri sata nakon nasadivanja u bunarice
sa stanicama dodane su razli¢ite koncentracije PP2. Sedamdeset i dva sata nakon dodavanja PP2
odredeno je prezivljenje stanica MTT testom. Na slici je prikazan jedan od tri pokusa sa slicnim
rezultatima.
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4.4. Istovremeno izlaganje stanica RPMI-7951
dasatinibu i protutumorskim lijekovima pokazuje
antagonisticki u¢inak

Vecina danasnjih protutumorskih terapija temelji se na kombinaciji nekoliko lijekova.
Ciljevi takve strategije su uzajamno pojacavanje terapeutskih ucinaka lijekova, smanjenje
nuspojava i odgadanje ili sprjeGavanje pojave otpornosti tumora. Sinergizam podrazumijeva da
je kombinacija lijekova ucinkovitija od sume njihovih pojedinac¢nih uc¢inaka, dok je u slucaju
antagonizma kombinacija manje ucinkovita. Jedan od najc¢es¢e koriStenih nacina ispitivanja
kombinacije je odredivanje kombinacijskog indeksa (CI). Pomoéu racunalnog programa
CalcuSyn moze se izracunati CI na temelju podataka o djelovanju svakog od ispitivanih spojeva

zasebno i u kombinaciji.

Na stanicama RPMI-7951 ispitivano je kombinacijsko djelovanje dasatiniba i svakog
od tri citostatika, vinkristina, paklitaksela i cisplatine. 1z rezultata na slici 13 i tablici 10 vidljivo
je da su stanice osjetljive na kombinacije, ali prema vrijednosti CI koje su znatno vece od 1

jasno je da imaju medusobni antagonisticki u¢inak.
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Slika 13. Osjetljivost stanica RPMI-7951 na kombinaciju: dasatiniba i vinkristina (A), dasatiniba
i paklitaksela (B), dasatiniba i cisplatine (C). Stanice RPMI-7951 (1x10* po bunari¢u) nasadene su u
plocicu za uzgoj kulture stanica s 96 bunari¢a. Dvadeset i Cetiri sata nakon nasadivanja u bunariée sa
stanicama dodane su razlicite koncentracije dasatiniba i protutumorskih lijekova. Sedamdeset i dva sata
nakon dodavanja spojeva odredeno je prezivljenje stanica MTT testom. Na slici je prikazan jedan od tri
pokusa sa sli¢nim rezultatima.
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Tablica 10. CI* vrijednosti za razlicite kombinacije dasatiniba i protutumorskih lijekova u

stani¢noj liniji RPMI-7951.

Vinkristin (2,5 ng/mL) 1,42863
Vinkristin (5 ng/mL) 1,35806
Paklitaksel (10 ng/mL) 1,13452
Paklitaksel (20 ng/mL) 1,33379
Cisplatina (0,625 pg/mL) 1,51765
Cisplatina (1,25 pg/mL) 1,43796

*CI: kombinacijski indeks (engl. combination index)

Dasatinib (50 nM) | Dasatinib (100 nM)

1,48011
1,46235
1,36675
1,65429
1,67348

1,48942
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4.5. Istovremeno izlaganje stanica A375 dasatinibu i
cisplatini pokazuje sinergisti¢ki uc¢inak

U ovom smo radu istrazivali u€inak dasatiniba na cCetiri stani¢ne linije melanoma i
utvdili da je osim RPMI-7951, koja je osjetljiva na male doze dasatiniba, stani¢na linija A375
umjereno osjetljiva na male doze dasatiniba te da se citotoksi¢ni u¢inak ne moze povecati
izlaganjem viSim dozama. Buduéi da se ova stani¢na linija pokazala osjetljivom jedino na
citotoksi¢no djelovanje ciplatine, na njoj smo ispitali i kombinirano djelovanje dasatiniba i
cisplatine (slika 14 i tablica 11). Ovi rezultati upucuju na sinergistic¢ki utjecaj medu ispitivanim

spojevima.
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Slika 14. Osjetljivost stanica A375 na kombinaciju dasatiniba i cisplatine. Stanice A375 (5x10° po
bunari¢u) nasadene su u plo¢icu za uzgoj kulture stanica s 96 bunari¢a. Dvadeset i Cetiri sata nakon
nasadivanja u bunariCe sa stanicama dodane su razliCite koncentracije dasatiniba i cisplatine.
Sedamdeset i dva sata nakon dodavanja spojeva odredeno je prezivljenje stanica MTT testom. Na slici
je prikazan rezultat jedinog napravljenog pokusa.

Tablica 11. CI* vrijednosti razli¢itih kombinacija dasatiniba i cisplatine za stani¢nu liniju A375.

_ Dasatinib (200 nM) | Dasatinib (400 nM)
Cisplatina (0,5 pug/mL) 0,52677 0,61595

Cisplatina (1 pg/mL) 0,43581 0,34563

*ClI: kombinacijski indeks (engl. combination index)
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4.6. Utvrdivanje ukupne koliCine pSrc(Y418) u
stanicama RPMI-7951 osjetljivim na dasatinib

Jedna od glavnih meta dasatiniba uz BCR-AblI, c-KIT i receptor za efrin, je pSrc(Y418).
Dasatinib je mala molekula koja inhibira fosforilaciju tirozina 418 (Y418). Na temelju
prethodno izlozenih rezultata osjetljivosti stanica RPMI-7951 na dasatinib i neosjetljivosti na
drugi, nesto specifi¢niji, inhibitor PP2 pretpostavili smo da pSrc(Y418) vrlo vjerojatno nije
ciljna molekula u stanicama RPMI-7951. Kako bismo potvrdili ovu pretpostavku odredili smo
koli¢inu proteina Src / pSrc(Y418) u stanicama RPMI-7951, prije i nakon izlaganja djelovanju
dasatiniba koncentracija 100 i 200 nM, za koje je prethodno jasno pokazano djelovanje na
prezivljenje. Mjerenje je izvodeno Sest sati nakon dodatka dasatiniba, kada smo ukupne proteine
stanice razdvojili pomoc¢u metode SDS-PAGE, a koli¢inu Src i pSrc(Y418) odredili metodom
Western blot koriste¢i protutijela specificna za Src i pSrc(Y418) (slika 15). Kao pozitivna
kontrola u ovom eksperimentu koristene su stanice karcinoma plocastog epitela jezika (Cal27)
za koje je, u laboratoriju u kojem je ovaj rad izraden, pokazano da eksprimiraju Src i
pSrc(Y418), te da je inhibicija pSrc(Y418) dasatinibom uc¢inkovita (Stojanovié i sur. 2016). Iz
rezultata na slici 15 moze se zakljuciti da stanice RPMI-7951, u usporedbi s stanicama Cal27,
eksprimiraju usporedivu koli¢inu ukupnog Src. Medutim, u stanicama RPMI-7951 u usporedbi
sa stanicama Cal27 nalazi se vrlo mala koli¢ina pSrc(Y418). Izlaganje stanica RPMI-7951
dasatinibu, bez obzira na koncentraciju, nije utjecalo na koli¢inu pSrc(Y418) Sto dodatno
potvrduje i denzitometrijska analiza (rezultati nisu prikazani). Medutim, istovremena obrada
stanica RPMI-7951 istim koncentracijama dasatiniba znatno smanjuje prezivljenje ukazujuci
da dasatinib u tim koncentracijama nalazi ciljne molekule unutar stanice. Kako pSrc(Y418) nije
jedina, nego samo jedna od ciljnih molekula djelovanja dasatiniba, te kako je ukupna koli¢ina
fosforiliriliranog Src(Y418) vrlo malena u usporedbi s pozitivnom kontrolom stanica Cal27,
pretpostavljamo da je to uzrok zaSto ne vidimo smanjenje ukupne koli¢ine pSrc(Y418). Na
temelju ovih podataka i prethodno dobivenog rezultata koji pokazuje da su stanice RPMI-7951
neosjetljive na drugi, neSto specifi¢niji inhibitor pSrc(Y418) PP2, pretpostavljamo da u
stanicama RPMI-7951 pSrc(Y418) nije ciljna molekula dasatiniba. Kako potencijalnih ciljnih

molekula za dasatinib ima jako mnogo, u ovom radu nismo dalje za njima tragali.
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Slika 15. Koli¢ina Src i pSrc(Y418) u stanicama RPMI-7951 i Cal27. Stanice su nasadene u plocicu
za uzgoj kulture stanica s 6 bunari¢a. Nakon 24 sata na stanice je dodan dasatinib (100 i 200 nM) te su
6 sati nakon toga skupljeni uzorci. Ekspresija Src i pSrc(Y418) utvrdena je metodom SDS-PAGE i
Western blot pomocu protutijela specificnih za pSrc(Y418) i Src te odgovaraju¢ih sekundarnih
protutijela obiljezenih enzimom peroksidaza. Detekcija je izvrSena pomocu kemiluminiscentnog
reagensa i izlaganjem membrane fotografskom filmu. Na slici je prikazan rezultat jedinog napravljenog
pokusa.
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4.7. UtiSavanje ekspresije Src u stanicama RPMI-7951
ne imitira ucinak dasatiniba na osjetljivost na
protutumorske lijekove

Kako bismo jos jednom potvrdili hipotezu da citotoksi¢ni u¢inak dasatiniba u stanicama
RPMI-7951 nije posljedica djelovanja na pSrc(Y418) odlucili smo utiSati ekspresiju gena koji
kodira taj protein i odrediti utjecaj utiSavanja na osjetljivost na tri protutumorska lijeka,
vinkristin, paklitaksel i cisplatinu. UtiSavanje smo proveli transfekcijom malim interferiraju¢im
RNA (siRNA) specifi¢nim za Src uz pomo¢ komercijalno dostupnog kompleta za transfekciju
liposomima, te kao kontrolu koristili nespecificnu siRNA. Pretpostavili smo da ¢e utiSavanje
ukupne koli¢ine Src smanjiti 1 koli¢inu fosforiliranog pSrc(Y418), te da ¢e u slucaju da
dasatinib djeluje preko mete pSrc(Y418) izlaganje protutumorskim lijekovima stanica RPMI-
7951 s utiSanim Src, usporedbom s kontrolnim stanicama transficiranim nespecificnom siRNA,

pokazivati smanjenje djelovanja protutumorskog lijeka.

Kako bismo provjerili uspjeSnost utiSavanja mjerili smo ekspresiju Src i pSrc prema
ekspresiji ERK, metodom SDS-PAGE i Western blot. Iz rezultata prikazanih na slici 16
zakljuCujemo da je utiSavanje ukupne koli¢ine Src bilo vrlo slabo (prema rezultatima
denzitometrije postignuto je utiSavanje za samo 9%). U ovom smo eksperimentu pretpostavili
da ¢emo utiSavanjem ukupne koli¢ine Src u stanici smanjiti 1 koli¢inu pSrc(Y418). Prema
rezultatima denzitometrije ukupna je koli¢ina pSrc(Y418) je nepromijenjena. S obzirom na
¢injenicu da smo SDS-PAGE i Western blot napravili samo jednom moguce je i da je u tom
pokusu utisavanje uistinu bilo vrlo slabo. Medutim, rezultati MTT testa iz ovog pokusa u
potpunosti se slazu s rezultatima druga dva pokusa u kojima smo utiSavali Src 1 mjerili
osjetljivost na protutumorske lijekove MTT testom (slika 17). Kona¢no, Western blot metoda
je semikvantitativne prirode, a ukupna koli¢ina pSrc(Y418) u stanicama RPMI-7951 je iznimno

mala §to joS viSe otezava mjerenje.

Iako smo mjerenje ukupne koli¢ine Src nakon utiSavanja pomocu Src-specificne siRNA
ucinili samo jednom, pokus utiSavanja Src 1 odredivanje osjetljivosti na protutumorske lijekove
vinkristin, paklitaksel i cisplatinu ponovili smo tri puta i pri tome dobili jednak rezultat. Slika
17 prikazuje da utiSavanje Src statisticki znacajno povecava osjetljivost stanica RPMI-7951 na
vinkristin. Istovremeno, utiSavanje Src nema nikakav utjecaj na osjetljivost stanica RPMI-7951

na paklitaksel 1 cisplatinu. Kako utiSavanje Src ima suprotan utjecaj na osjetljivost na vinkristin
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u usporedbi s dasatinibom i kako utiavanje Src nema utjecaja na osjetljivost na paklitaksel i
cisplatinu, za razliku od antagonistickog utjecaja kombinacije dasatiniba sa paklitakselom i
cispaltinom, zakljucujemo da je ovaj rezultat jos jedan dokaz da dasatinib u stanicama RPMI-

7951 ne djeluje inhibicijom pSrc(Y418).

1 1,03

1 091
o [

si(-) si(Src)

Slika 16. Koli¢ina Src, pSrc(Y418) i ERK u stanicama RPMI-7951 transficiranima s kontrolnom,
nespecificnom siRNA (si(-)) i siRNA specifiénom za Src (si(Src)). Stanice su nasadene u plocicu za
uzgoj kulture stanica s 6 bunari¢a. Nakon 24 sata stanice su transficirane sa si(-) i si(Src). Cetrdeset i
osam sati nakon transfekcije skupljeni su uzorci. Ekspresija Src, pSrc(Y418) i ERK utvrdena je
metodom SDS-PAGE i Western blot pomoc¢u protutijela specifi¢nih za pSrc(Y418), Src i ERK te
odgovarajucih sekundarnih protutijela obiljezenih enzimom peroksidaza. Detekcija je izvrSena pomocu
kemiluminiscentnog reagensa i izlaganjem membrane fotografskom filmu. Brojevi predstavljaju
vrijednosti relativne ekspresije prema si(-) dobivenu denzitometrijskom analizom vrpci prema ekspresiji
jednoliko eksprimiranog proteina ERK. Na slici je prikazan rezultat jedinog napravljenog pokusa.
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Slika 17. Osjetljivost stanica RPMI-7951 nakon utiSavanja ekspresije tirozinske kinaze Src na:
vinkristin (A), paklitaksel (B) i cisplatinu (C). Stanice RPMI-7951 (1x10* po bunari¢u) nasadene su
24 sata nakon transfekcije pomocu si(-) i si(Src) u plodicu za uzgoj kulture stanica s 96 bunarica.
Dvadeset i Cetiri sata nakon nasadivanja (48 sati nakon utiSavanja) u bunarice sa stanicama dodane su
razli¢ite koncentracije citostatika. Sedamdeset i dva sata nakon dodavanja spojeva odredeno je
prezivljenje stanica MTT testom. Na slici je prikazan jedan od tri pokusa sa sli¢énim rezultatima.
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5. RASPRAVA

Za melanom je karakteristicno rano pojavljivanje metastaza unato¢ maloj veliCini
primarnog tumora (Tas 2012). Mnogi su proteini ukljueni u metastaziranje melanoma
(Smalley i Herlyn 2005; Xie i sur. 2006), ali do danas nije postignut znacajan napredak u
razvoju terapije koja bi sprijecila metastaziranje. Najbolji rezultati postizu se imunoterapijom i
inhibitorima kinaza BRAF/MEK, Cime se znaCajno poboljsala prognoza pacijenata s
metastatskim melanomom (Luke i Hodi 2013; Wolchok i sur. 2013). Medutim, ne reagiraju svi
pacijenti na te terapije, a u slucaju terapije inhibitorima BRAF-a Cest je razvoj otpornosti tumora
koji se povezuje s alternativnim signalnim putevima kao $to je signalni put Src (Girotti i sur.
2013). Obitelj Src sudjeluje u prijenosu signala u mnogim signalnim putevima, a neki od njih
su EGFR, HER2, PDGFR, FGFR i VEGFR. Kinaze Src uklju¢ene su u signalne puteve koji
reguliraju rast stanica, adheziju, pokretljivost i invazivnost stanica (Yeatman 2004). Zbog
navedenih razloga moze se pretpostavili da ¢e blokiranje kinaze Src imati negativan utjecaj na

prezivljenje stanica melanoma.

Osnovni je cilj ovoga rada bio istraziti osjetljivost stani¢nih linija melanoma RPMI-
7951, SK-MEL-3, MeWo i A375 na dasatinib, protutumorske lijekove paklitaksel, vinkristin i
cisplatinu, te mogucnost istovremene primjene dasatiniba i jednog od spomenutih
protutumorskih lijekova. Najosjetljivija stani¢na linija na paklitaksel, vinkristin i cisplatinu je
RPMI-7951, slijedi ju stani¢na linija MeWo koja je gotovo jednako osjetljiva na sva tri
protutumorska lijeka. Stani¢na linija SK-MEL-3 je pokazala otpornost na sva tri protutumorska
lijeka s napomenom da se za vinkristin 1 paklitaksel nije mogao posti¢i citotoksi¢ni u¢inak
izlaganjem vrlo visokim dozama, dok je za cisplatinu citotoksi¢ni u¢inak postignut pove¢anjem
doze za oko 10 puta u odnosu na osjetljive stanice RPMI-7951. Cetvrta istrazivana stani¢na
linija melanoma A375 je osjetljiva na vinkristin i paklitaksel ali samo pri vrlo visokim dozama
pa ju mozemo smatrati otpornom, ali je osjetljiva na usporedive koncentracije cisplatine kao i
stani¢ne linije RPMI-7951 i MeWo. Utvrdili smo da su od 4 istrazivane stani¢ne linije
melanoma jedino stanice RPMI-7951 osjetljive na dasatinib u koncentracijama koje su
usporedive onima koje se postizu u serumu pacijenata koji primaju terapijske doze dasatiniba i
koja iznosi oko 130 nM (Eustace 1 sur. 2014). U tim je stanicama u toj dozi primijecen izrazito
snazan citotoksi¢ni u¢inak dasatiniba (prezivljenje oko 35%), dok su stanice A375 vrlo slabo

osjetljive na dasatinib istih tih koncentracija (prezivljenje oko 80%), a osjetljivost se ne moze
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povecati primjenom vece doze. Kombinacija dasatiniba i svakog od tri istrazena protutumorska
lijeka u osjetljivim stanicama RPMI-7951 ima antagonistic¢ki ucinak. I u stanicama A375 koje
su vrlo slabo osjetljive na dasatinib istrazili smo kombinirani u¢inak dasatiniba i cisplatine,
jedinog protutumorskog lijeka na koje su ove stanice osjetljive u relativno niskim dozama, te je
otkriven sinergisticki u¢inak. Serijom pokusa u stanicama RPMI-7951, izlaganjem stanica
drugom, specifi¢nijem inhibitoru pSrc(Y418) PP2 na koji stanice nisu bile osjetljive, mjerenjem
ukupne koli¢ine Src i pSrc(Y418) koje je pokazalo vrlo malu koli¢inu pSrc(Y418) u ovim
stanicama, te utiSavanjem Src pomocu transfekcije Src specificnom siRNA $to je dovelo to
povecanja osjetljivosti na vinkristin §to je suprotno djelovanju kombinacije dasatiniba i
vinkristina, zakljucili smo da pSrc(Y418) nije ciljna molekula na koju djeluje dasatinib. Prema
tome zakljucak ovoga rada je da se stanice melanoma razlikuju u osjetljivosti na dasatinib i
protutumorske lijekove paklitaksel, vinkristin i cisplatinu, te da u stanicama izrazito
osjetljivima na dasatinib kombinirana primjena dasatiniba s protutumorskim lijekovima
paklitakselom, vinkristinom i cisplatinom ima antagonisticki uc¢inak S$to znaci da pri
istovremenoj upotrebi jedan lijek smanjuje djelovanje drugog. U ovom radu nismo otkrili
identitet molekule ¢ijom inhibicijom dolazi do citotoksi¢nog djelovanja dasatiniba. Svi ovi
rezultati bi trebali biti potvrdeni na puno ve¢em uzorku stani¢nih linija melanoma. Ipak, na
temelju ovih rezultata zaklju¢ujemo da kombinacija dasatiniba s protutumorskim lijekovima
vinkristinom, paklitakselom 1 cisplatinom nije pristup koji bi trebali razvijati za lijeCenje
melanoma. lako je u stani¢noj liniji A375 pokazan blagi sinergisti¢ki uc¢inak kombinacije
dasatiniba 1 cisplatine, potencijal dasatiniba u ovoj stani¢noj liniji je vrlo slab jer najveci
citototoskicni u€inak dasatiniba ne prelazi 20% (80% prezivljenje stanica bez obzira na
povecanje doze). Vrlo je zanimljiv rezultat ovog istrazivanja da dasatinib u stanicama RPMI-
7951 ima izraziti citotoksicni ucinak, ali ne inhibicijom pSrc(Y418). To jo§ jednom pokazuje
kako je specifi¢nost dasatiniba, kao §to je to slu¢aj s mnogim drugim inhibitorima koji su u fazi
klinickih ispitivanja ili ve¢ u klinici, relativno Siroka. Stoga bi otkrivanje mete na koju djeluje
dasatinib u stanicama RPMI-7951 doprinjelo saznanjima o mogucoj upotrebi ovog inhibitora
za lijeenje tumora. Ovi rezultati bi doprinijeli 1 zajednickim naporima mnogih istrazivackih
grupa u potrazi za biomarkerima u tumorskim stanicama koji bi mogli predvidjeti osjetljivost

stanica na dasatinib. Nazalost, takvi biomarkeri joS uvijek nisu poznati.

Iz literature je poznato da su stanice melanoma izrazito otporne na djelovanje
protutumorskih lijekova §to upucuje na postojanje urodene otpornosti (Berger i sur. 1997). U

ovom radu koriStene su Cetiri stani¢ne linije od kojih je jedna izrazito otporna, jedna umjereno
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osjetljiva, a dvije osjetljive na tri protutumorska lijeka: paklitaksel, vinkristin i cisplatinu.
Medutim cak i za osjetljive stani¢ne linije RPMI-7951 i MeWo mozemo re¢i da je za
citotoksi¢ni ucinak ovih protutumorskih lijekova potrebna nesto veca doza sva tri citostatika
nego Sto se koristi za druge tipove tumora u analognom testu citotoksic¢nosti. Tako se primjerice
na web stranici projekta ,, The Cancer Genome Project“ (http://www.cancerrxgene.org/ ) moze
vidjeti da je prosjecna ICso vrijednost (doza spoja koja uzrokuje prezivljenje 50% stanica) za
paklitaksel kod melanoma (60,62 ng/mL) skoro dvostruko veca od prosje¢ne ICso vrijednost za
metastazirajuce tumore (38,68 ng/mL). Na istoj se stranici moze pronaci i slicna usporedba za
cisplatinu, ¢ija je prosje¢na ICso vrijednost za melanome iznosi 4,8 pg/mL, dok primjerice za
tumore plocastih stanica glave i vrata te tumore mokra¢nog mjehura iznosi 3,72 pg/mL. To su
sve razlozi zaSto je potrebno istrazivati moguénosti kombinirane terapije, ne samo

protutumorskih lijekova medusobno nego i ciljanih lijekova s protutumorskim lijekovima.

Dasatinib je inhibitor fosforilacije mnogih kinaza, no Cesto se upotrebljava kao inhibitor
pSrc(Y418). Eustace i suradnici (2008) istrazili su utjecaj dasatiniba na 5 stani¢nih linija
melanoma i pokazali da su dvije stani¢ne linije HT 144 i Lox-IM VI osjetljive, dok su tri stani¢ne
linije SK-MEL-28, SK-MEL-5 i Malme-3M otporne na djelovanje dasatiniba. Koncentracija
dasatiniba potrebna za citotoksi¢ni u¢inak 50% za Lox-IMVI najniza je i iznosi oko 35 nM, §to
je usporedivo s koncentracijom potrebnom za citotoksi¢ni u¢inak 50% koju smo mi koristili u
ovom radu za stanice RPMI-7951 i koja iznosi oko 100 nM. Isti autori istrazili su i moguénost
kombinacije dasatiniba s temozolomidom i pokazali slabi sinergisticki u¢inak. Nasi rezultati na
stanicama RPMI-7951 pokazali su antagonisti¢ki u¢inak za kombinaciju dasatiniba i sva tri
ispitivana protutumorska lijeka paklitaksela, vinkristina i cisplatine. Prema vrijednostima CI
antagonisticki ucinak je najslabiji za paklitaksel i mogao bi se klasificirati kao umjereni
antagonizam (kada su vrijednosti CI izmedu 1,2 i 1,45). Primijeceni je antagonizam nesto
izraZeniji za kombinaciju dasatiniba s vinkristinom 1 cisplatinom, ali se 1 dalje moze svrstati u
kategoriju umjerenog antagonizma. S druge strane, CI vrijednosti kombinacijskog djelovanja

cisplatine i dasatiniba u stanicama A375 ukazuju na sinergisticki efekt ova dva spoja.

Homsi 1 suradnici (2009) takoder su istrazivali u tri stani¢ne linije melanoma A375, SK-
MEL-5 i SK-MEL-28 osjetljivost na dasatinib i moguénost kombinirane terapije s
temozolomidom, paklitakselom i cisplatinom. Zanimljivo je da su ovi autori koristili znatno
vece koncentracije dasatiniba nego drugi autori. Koncentracija dasatiniba u tom radu potrebna

za 50% citotoksi¢ni uéinak iznosila je od 3000 do 9000 nM sto je 30 do 90 puta viSe nego
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koncentracije koriStene u nasem radu (100 nM). Budu¢i da nismo zapazili citotoksi¢ni u¢inak
s 1000 nM dasatiniba, zakljucili smo da je stani¢na linija SK-MEL-3 otporna na dasatinib.
Postoji vjerojatnost da bi poveéavanjem doze iznad 1000 nM primijetili citotoksic¢ni u¢inak, ali
smatramo da to nema smisla jer je koncentracija dasatiniba koju je moguce posti¢i u pacijenata
u plazmi 130 nM (Eustace i sur. 2014). Homsi i suradnici (2009) su pokazali sinergisticki
ucinak dasatiniba s cisplatinom §to je u suprotnosti s nasim rezultatom dobivenim na stani¢noj
liniji melanoma RPMI-7951, a u skladu sa sinergizmom primijecenim kod stani¢ne linije A375.
Medutim, ovi su autori naglasili da je upravo zbog vrlo visoke koncentracije dasatiniba koju su
koristili u¢inak dasatiniba najvjerojatnije posljedica njegovog djelovanja na druge ciljne
molekule, a ne na pSrc(Y418). Autori su takoder napomenuli da kombinacija dasatiniba s
paklitakselom i temozolomidom nije dala sinergisticki ucinak, a budu¢i da rezultate nisu
prikazali, nije poznato je li u¢inak aditivni ili antagonisticki. Rad Tokuhisa i suradnika (2014)
opisuje jos$ jedno istrazivanje kombiniranog djelovanja dasatiniba i protutumorskog lijeka. Ovi
su autori na modelu 26 stani¢nih linijja melanoma covjeka pokazali sinergisticki ucinak
dasatiniba i alkiliraju¢eg agensa melfalana, $to su dodatno potvrdili i na modelu ksenografta u

miseva, ali nisu istrazivali koja je ciljana molekula djelovanja dasatiniba.

U literaturi nalazimo niz istrazivanja kombinirane upotrebe dasatiniba i protutumorskih
lijekova u razli¢itim tipovima tumora. U nedavnom su istrazivanju Perez i suradnici (2016)
utvrdili da poviSena razina pSrc(Y418) uzrokuje otpornost stanica kolorektalnog tumora na
oksaliplatinu, ali ne i na 5-fluorouracil. U istom su radu utvrdili da izlaganje dasatinibu uzrokuje
povecanje osjetljivosti na oksaliplatinu, ukoliko je u stanicama prisutna poviSena razina
fosforiliranog oblika Src (Y418), $to ga ¢ini dobrim prognosti¢kim markerom za lijeCenje
kombiniranom terapijom dasatiniba i oksaliplatine. U nekoliko stani¢nih linija tumora jajnika
dasatinib je uspjeSno kombiniran sa paklitakselom i karboplatinom (Teoh i sur. 2011; Le i sur.
2011), no napomena autora oba ¢lanka je potreba za pronalaskom markera pomocu kojih ¢e se

moci odrediti slucajevi u kojima ove terapije imaju smisla.

U literaturi nalazimo i istraZivanja koja ukazuju na moguénost uspjesnog kombiniranja
dasatiniba sa inhibitorima drugih kinaza. Tako su primjerice Park i suradnici (2012) primijetili
da kombinirana terapija dasatinibom i rapamicinom, snaznim inhibitorom serin/treonin
proteinske kinaze mTOR, daje jak sinergisti¢ki u¢inak u metastatskoj stani¢noj liniji trostruko
negativnog karcinoma dojke MDA-MB-231, dok je u Her2 pozitivnoj stani¢noj liniji karcinoma

dojke SK-BR-3 zabiljeZen sinergisticki u¢inak kombinacije dasatiniba i sorafeniba, inhibitora
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nekoliko tirozinskih kinaza kao Sto su VEGFR, PDGFR i RAF, iako je u ovim stanicama
prvotno pokazana otpornost na terapiju samim dasatinibom (vrijednost ICso iznosi 4000 nM).
U modelu misjih ksenografta stanicne linije MDA-MB-231, Zeng i suradnici (2015) uspjesno
su primijenili liposome u koje su upakirali vinkristin i dasatinib, a meta terapije su bili tzv.
kanali mimikrije stvaranja krvnih zila (engl. vasculogenic mimicry (VM) channels), fenomen
koji se moze definirati kao put opskrbe krvlju stanica tumora nastao od tumorskih stanica,
neovisan o krvnim zilama gradenim od endotelnih stanica. Ovakav pristup doveo je do
pojacanog unosa vinkristina i1 dasatiniba u stanice, povecane indukcije apoptoze, povecanog
nastajanja reaktivnih kisikovih vrsta, produzena cirkulacija liposoma u krvotoku i pojacane
akumulacije u tumorskom tkivu, 1 konacno povecéanog terapeutskog ucinka te nestajanje VM

kanala.

U ovom smo radu pokazali snaZno citotoksi¢no djelovanje dasatiniba u modelu stanica
melanoma RPMI-7951, ali smo takoder pokazali da meta dasatiniba u ovim stanicama nije
pSrc(Y418). Jedan od dokaza ove tvrdnje je neosjetljivost stanica RPMI-7951 na PP2 za koji
se smatra da je specifican inhibitor upravo pSrc(Y418). S obzirom na ¢injenicu da su se stanice
pokazale otpornim na PP2 i pri vrlo visokim koncentracijama, pretpostavili smo da u stanicama
RPMI-7951 dasatinib djeluje na druge ciljne molekule koje nisu pSrc(Y418), a potencijalni
kandidati su BCR-ADbI ¢c-KIT, PDGFR i receptori efrin-A. Od spomenutih je meta za dasatinib
svakako je najéeSce spominjan fuzijski protein BCR-ADI ¢ija je ekspresija karakteristi¢na za
kroni¢nu mijeloi¢nu leukemiju i za Cije je lijeCenje dasatinib prvotno i odobren (Aguilera i
Tismberidou 2009). Osim toga, zavrSena je druga faza klinickog ispitivanja dasatiniba kao
inhibitora tirozinske kinaze c-KIT kod pacjenata oboljelih od metastatskog adenoidnog
cisticnog karcinoma Zlijezda slinovnica kod kojeg u oko 90% slucajeva dolazi do ekspresije
upravo te kinaze (Wong i sur. 2016). Zakljucak ove studije je taj da je u 50% pacijenata doslo
do stagnacije bolesti u trajanju od 3 do 16 mjeseci te da pacijenti relativno dobro podnose
dasatinib Sto se ti¢e nuspojava. Drugu klini¢ku studiju, u kojoj je koristen dasatinib upravo
zahvaljujuc¢i sposobnosti inhibicije viSe razli¢itih kinaza, zavrsili su Chee i sur. (2013) na
pacjentima oboljelim od duktalnog adenokarcinoma gusterace, vrsti tumora kod koje vrlo ¢esto
dolazi do deregulacije Src, EphA2 te PDGFR a i . NaZzalost, prosje¢no prezivljenje pacijenata
ukljucenih u ovu studiju iznosilo je samo 4,7 mjeseci, S§to ukazuje na to da terapija samim

dasatinibom nije dobar izbor u lijeCenju ove vrste tumora.
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U stani¢noj liniji RPMI-7951 odredili smo ekspresiju Src i pSrc(Y418) metodom SDS-
PAGE i Western blot usporedivsi je s ekspresijom Src i pSrc(Y418) u stanicnoj liniji karcinoma
plocastog epitela jezika Cal27 u kojoj je pokazana uloga pSrc(Y418) u osjetljivosti stanica na
Cetiri razlicita protutumorska lijeka (izmedu kojih je 1 cisplatina) i u kojoj je pokazano da
izlaganje dasatinibu smanjuje ekspresiju pSrc(Y418) (Stojanovié i sur. 2016). Utvrdili smo da
je ekspresija Src usporediva izmedu ove dvije stani¢ne linije, dok je ekspresija pSrc(Y418) u
stanicama RPMI-7951 znacajno manja nego u stanicama Cal27. Ovaj podatak da u stani¢noj
liniji RPMI-7951 ima vrlo mala koli¢ina aktivne forme pSrc(Y418) u skladu je s odsutnim
smanjenjem koli¢ine pSrc(Y418) nakon izlaganja dasatinibu i pretpostavkom da inhibicija
pSrc(Y418) nije uzrok osjetljivosti ovih stanica na dasatinib. Kako bismo potvrdili tu
pretpostavku, izveli smo niz eksperimenata sa stanicama RPMI-7951 u kojima smo pomocu
malih interferiraju¢ih RNA utiSali ekspresiju proteina Src. Takve smo stanice zatim izlozili
djelovanju vinkristina, paklitaksela 1 cisplatine. Dobiveni rezultati povecanja osjetljivosti na
vinkristin, te nepromijenjena osjetljivost na paklitaksel 1 cisplatinu, potvrduju nasSu
pretpostavku da Src(Y418) nije ciljna molekula dasatiniba. UspjeSnost samog utiSavanja
pokazala se vrlo slabom budu¢i da je ukupna koli¢ina Src u odnosu na kontrolu pala za samo
9%, dok je koli¢ina pSrc(Y418) ostala nepromijenjena. Medutim, iz rezultata dobivenih u
laboratoriju u kojem je ovaj rad izraden poznato je da je utiSavanje Src pomocu u ovom radu
koristene siRNA uspjesno, ali je ipak manje ucinkovitosti od siRNA za mnoge druge gene
(Stojanovié i sur. 2016). Cimbenici koji odreduju u¢inkovitost siRNA su mnogobrojni i prelaze
okvire rasprave u ovom radu. Ipak, za proteine koji u stanici postoje u osnovnom obliku (Src)
1 fosforiliranom, aktivhom obliku (pSrc(Y418)) treba imati na umu da pri utiSavanju
transfekcijom siRNA smanjujemo ekspresiju osnovnog oblika Src, a ne fosforiliranog oblika
pSrc(Y418). Medutim, u modelu stanica Cal27 pokazano je da se smanjenjem ukupne koli¢ine
Src uistinu moze smanyjiti i koli¢ina pSrc(Y418) koji je zapravo i aktivni oblik ovog proteina u
prijenosu signala u razliitim signalnim putevima (vrlo vjerojatno pomak ravnoteZze izmedu
Src/pSrc(Y418)) (Stojanovié i sur. 2016). U modelu stanica RPMI-7951 koristenom u ovom
radu ukupna je koli¢ina pSrc(Y418) puno manja od one u stanicama Cal27, te je na rubu
osjetljivosti metode SDS-PAGE i Western blot pa upotrebom ove metode ne mozemo sa
sigurno$cu tvrditi je li doslo do promjene kolic¢ine pSrc(Y418) u stanici. Istovremeno ne postoji
bolja metoda koja bi se u tu svrhu mogla primijeniti. Prema tome, puno je informativniji rezultat
mjerenja osjetljivosti stanica na protutumorske lijekove nakon utiSavanja Src transfekcijom Src
specificnom siRNA dobiven MTT testom, a koji pokazuje potpuno drugacije rezultate od onih

dobivenih kombiniranim djelovanjem dasatiniba i protutumorskih lijekova, potvrdujuci jos
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jednom nasu pretpostavku da dasatinib u stanicama RPMI-7951 ne djeluje putem inhibicije
pSrc(Y418).

Aktivirani Src pSrc(Y418) nije pronaden u stanicama normalnih melanocita, dok je
pronaden u 61% uzoraka melanoma. Ovaj podatak ukazuje da bi pSrc(Y418) mogao imati
vaznu ulogu u nastanku i razvoju melanoma (Homsi 1 sur. 2009). Za dasatinib je pokazano da
posjeduje antiproliferativne i antiinvazivne ucinke u stani¢nim linijjama melanoma. lako je
glavna meta dasatiniba pSrc(Y418), pokazalo se da ni mjerenje ekspresije niti fosforilacije
Src(Y418) nisu prediktivni faktor za odgovor na dasatinib u stanicama melanoma (Buettner i
sur. 2008). Pokazano je i da izlaganje dasatinibu smanjuje koli¢inu pSrc(Y418) bez obzira jesu
li stanice osjetljive ili otporne na dasatinib. To upucuje na zakljucak da inhibicija pSrc(Y418)
ne predvida citotoksi¢ni u¢inak izlaganju dasatinibu (Eustace i sur. 2014). ViSe je predklinickih
studija pokazalo da nizvodne molekule signalnog puta Src mogu predvidjeti odgovor na
dasatinib tumora dojke, jajnika i prostate (Huang i sur. 2007; Wang i sur. 2007; Konecny i sur.
2009). Stoga su Eustace i suradnici (2014) pokusali analizom ekspresije vise razli¢itih proteina
u stanicama melanoma pronaéi prediktivne faktore za djelovanje dasatiniba. Dasatinib je
inhibirao rast triju stani¢nih linija melanoma (Lox-IMVI, WM-115 i HT144) od ukupno 8
ispitivanih linija. Pronasli su korelaciju ekspresije ANXAI, CAV-1 and EphA2 na razini
proteina s odgovorom na dasatinib. Pacijenti kod kojih je prisutna poviSena razina ekspresija

ovih proteina ¢ine populaciju koja bi mogla imati koristi od lijeenja dasatinibom.

Klinic¢ki pokus faze I u kome je istrazena mogucnost upotrebe dasatiniba u kombinaciji
s dakarbazinom, alkiliraju¢éim protutumorskim lijekom, u pacijenata s uznapredovalim
melanomom zavrSen je 2012. godine (Algazi i sur. 2012). Pokazano je da je djelotvornost
kombinirane primjene ovih dvaju lijekova veca nego svakog od lijekova posebno. Na temelju
dobivenih rezultata u ovom klini¢kom pokusu moze se pretpostaviti da kombinacija dasatiniba
1 dakarbazina mozZe smanjiti diseminaciju melanomskih lezija, §to je u skladu s primije¢enim
smanjenjem migracije i invazije kao posljedica djelovanja dasatiniba u predklinickim studijama
(Eustace i sur. 2008, 2014). Konacno, pozitivni rezultati kombinacije dasatiniba i dakarbazina
podrzavaju daljnja istrazivanja statusa molekula BRAF/NRAS/KIT kao potencijalnih
biomarkera koji bi mogli pomo¢i u odabiru pacijenata koji bi mogli imati koristi od kombinirane
terapije dasatinibom i dakarbazinom (Algazi i sur. 2012). Trenutno je u tijeku nekoliko
klini¢kih studija koje ispituju ucinak dasatiniba u razli¢itim kombinacijama u lije¢enju

melanoma. Istovremeno se dasatinib u razli¢itim kombinacijama, sa protutumorskim
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lijekovima ili specificnim inhibitorima molekula karakteristicnim za pojedini tip tumora,

aktivno istrazuje u klini¢kim pokusima za razli¢ite tumore (https://clinicaltrials.gov).

Rezultati dobiveni u ovom radu upucuju na potrebu dodatnih istrazivanja kombiniranog
djelovanja dasatiniba s protutumorskim lijekovima na stanice melanoma, te otkrivanje
prediktivnih biomarkera pomoc¢u kojih ¢e se moéi za svakog pacijenta pretpostaviti

svrsishodnost lijeCenja dasatinibom i/ili kombinacijom s protutumorskim lijekovima.
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6. ZAKLJUCCI

1. U modelu cetiri stani¢ne linije melanoma (RPMI-7951, SK-MEL-3, MeWo i A375)
istrazena je osjetljivost na vinkristin, paklitaksel i cisplatinu te je pokazano da su dvije
stani¢ne linije (RPMI-7951 i MeWo) osjetljive na ove protutumorske spojeve, dok su
druge dvije (SK-MEL-3 i A375) na njih otporne, s izuzetkom da je stani¢na linija A375
osjetljiva na djelovanje cisplatine.

2. Samo je stani¢na linija RPMI-7951 izrazito osjetljiva na klini¢ki relevantnu
koncentraciju dasatiniba, a u stani¢noj liniji A375 primijecena je slaba osjetljivost na
istu koncentraciju dasatiniba koja se nije povecavala s povecanjem doze. Kombinacija
dasatiniba i svakog od tri istrazena protutumorska lijeka u stanicama RPMI-7951 ima
antagonisticki u¢inak, a kombinacija dasatiniba i cisplatine u stanicama A375 ima
sinergisti¢ki u¢inak.

3. U stanicama RPMI-7951, osjetljivima na izrazito male, klini¢ki relevantne doze
dasatiniba, fosforilirani oblik tirozin kinaze Src(Y418) nije njegova meta.

4. Na temelju rezultata dobivenih u modelu 4 stani¢ne linije melanoma zaklju¢ujemo da
lijeCenje melanoma kombinacijom dasatiniba i protutumorskih lijekova vinkristina,
paklitaksela i cisplatine ne povecava terapijski ishod melanoma osjetljivih na ove
spojeve, nego ga upravo suprotno, moze i smanjiti. Ovi rezultati naglaSavaju potrebu
daljnih istraZivanja u cilju otkrivanja biomarkera u stanicama melanoma, a uz ¢iju bi se

pomo¢ mogla predvidjeti osjetljivost stanica na dasatinib.
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Posjedujem napredno znanje u operativnom sustavu MS Windows te u programskim
paketima MS Office i Adobe Photoshop. Uspjesno se sluZzim 1 raznim bioinformati¢kim alatima,

programskim jezikom R i viSekorisni¢ckim operacijskim sustavom UNIX.
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