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1. UVOD

1.1. Toll-like receptori

Toll-like receptori (TLR) pripadaju porodici recepskih proteina PRR (od engl.
Pattern Recognition Receptdrisoji prepoznaju patogenima pridruzene molekulaipedove
tzv. PAMP (od englPathogen- Associated Molecular Pattexndnutar te porodice, Toll-like
receptori su najvaznija skupina receptora koja @eepje i specitino veze brojne ligande koji
potjetu od patogena te na tajaraimaju klju¢nu ulogu u urdenoj imunosti (1).

Toll-like receptori dobili su ime po proteinu Tolprvotno otkrivenom u vinskoj
musici Orosophila melanogastgrkoji tjekom embriogeneze sudjeluje u razvojuzidno-
ventralne osi. Kasnije je tater otkriveno da protein Toll u odraslih vinskih nusima
vaznu ulogu u obrani od gljigmih infekcija. Prvi identificirani homolog Toll reptora u
sisavaca bio je TLR4. U sisavaca je do sada jema 11 raztiitih Toll-like receptora,
redom nazvanih TLR1 do TLR11. Ovi receptori su ugtan ogranieni na stanice
imunoloSkog sustava, epitela i endotela.dvobno se razlikuju po smjeStaju u stanici,
n&ainu prijenosa signala te po spedmfosti prema ligandu (1, 2). Toll-like receptori73,8 i 9
nalaze se na membrani endosoma te prepoznaju stauigme ligande, ngpse nukleinske
kiseline. Ostali TLR-i nalaze se na povrSini stanie prepoznaju vanst&ne produkte

patogena (slika 1).
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Slika 1. Toll-like receptori i njihovi ligandi (pre uzeto iz 2)



TLR2 je vaZzan u prepoznavanju lipopeptida patogenasuradnji s TLR1 i TLR6 ima
ulogu u prepoznavanju malih razlika izéeediacil i triacil lipopeptida patogena. TLR2
takader prepoznaje peptidoglikane Gram-pozitivnih bajdelpotehotnu kiselinu (LTA, od
engl. lipoteichoic acid, lipoarabinomanan i zimosan. TLR4 je receptorigapolisaharide
(LPS) Gram-negativnih bakterija. Nemetilirane Cp@tive karakteristine za bakterijsku
DNA, tzv. CpG DNA, prepoznaje TLR9. TLR3 prepoznajeolartanu viralnu RNA, dok
TLR7 i TLR8 prepoznaju jednol@anu viralnu RNA. TLR5 prepoznaje flagelin (2).

1.1.1. Grala i signalni put Toll-like receptora

Receptori TLR pripadaju membranskim glikoproteinini@a |, te na osnovu
homologije njihovih citoplazmatskin domena, zajedmsoreceptorima za interleukin-1,
pripadaju superporodici interleukin-1 receptor/7ie receptor. Unatd zajednékoj domeni
TIR (od engl.Toll/IL-1 recepto), izmeaiu vanstaninin domena ove dvije porodice receptora
nema sknosti. Receptor za IL-1 posjeduje domenu nalik ioglobulinu, dok TLR posjeduje
domenu sa leucinom bogatim ponavlga slijedom (LRR, od engleucine-rich repeats(3)
(slika 2a).

Toll/IL-1 domena je konzervirana regija od pribl@200 aminokiselinskih ostataka
koji tvore 5p-paralelnih pl@éa i 5 a-zavojnica mdusobno povezanih okretima. Unutar TIR
domene najzriajnije su 3 konzervirane homologne regije: Box1xBo Box3. Navedene
regije imaju kljnu ulogu u signalnom putu.

Ponavljaj¢i sljedovi bogati leucinom, LRR, karakteristika sanstantne domene
TLR-a. LRR-i se sastoje od 24 do 29 aminokiselingigtataka koji se dijele na regije bogate
leucinom i konzervirane regije bogate hidrofobnistagima. Vanstatina domena TLR-a
sadrzi od 19 do 24 kopija motiva LRR.

Za aktivaciju signalnog puta odgovorna je citoplaska domena TIR. Nakon
prepoznavanja i vezanja nekog produkta patogenaM{PApokreée se kaskadna reakcija
putem adaptorskih molekula koje sadrze domenu AdRptorske molekule su MyD88 (od
engl. Myeloid differentiation factor 83 Mal (od engl.MyD88 adapter-likg ili TIRAP (od
engl. TIR domain-containing adapter prot¢JnTRIF (od engl. TIR domain-containing
adapter inducing interferop#) i TRAM (od engl.TRIF-related adapter molecyle

Posljedica pokretanja ovog signalnog puta je akij@atranskripcijskin¢imbenika
NF-xB (od engl.nuclear factor«B) i AP-1 (od englactivating protein-1 odnosno IRF3 (od



eng.interferon regulatory factor 3 Ovi transkripcijskicimbenici potéu transkripciju gena
koji kodiraju za proteine koji sudjeluju u imunokmén odgovoru: upalni citokini, kemokini,

adhezijske molekule, kostimulatorne molekule, ardlai citokini i dr. (3-6) (slika 2b).
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Slika 2. Struktura i signalni put TLR-a (preuzeto iz 3)
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1.1.2. Funkcije Toll-like receptora

Mehanizam djelovanja TLR-a odvija se u tridusobno povezana daima. To su:
prepoznavanje prisutnosti i vrste patogena, akiswaarodene imunosti te stimulacija
pokretanja st®ne imunosti s efektorskim funkcijama speécifim za taj odréeni patogen.
Prepoznavanje patogenaciwem se odvija putem dendgkih stanica i makrofaga koji
cirkuliraju krvlju i limfom, a nalaze se i na powmgkoZe i sluznica. Brz i snazan odgovor
urodene imunosti na prisutnost patoger@we se aktivacijom brojnih stanica imunoloskog
sustava. Takav buran odgovor &m nanese neznatnu Stetu i vlastitom tkivu, no ikkge
reakcija preintenzivna ili produzenog trajanja toza rezultirati krorinim upalnim bolestima
(7). Takater, poreméena aktivacija TLR-a moze dovesti do razvoja mnagiltoimunih i
kronicnih upalnih bolesti. Neke od tih bolesti su Alzhenova bolest, multipla skleroza,
astma, tuberkuloza, Crohn-ova bolest, psorijaza THR-i takaier sudjeluju u povezivanju
urodene i stéene imunosti. Poveznica izde uraiene i stéene imunosti jest proces
sazrijevanja dendritkih stanica, koji je posljedica aktivacije TLR-aele dendriitke stanice

nuzne su za aktivaciju limfocita T (7, 8).



1.2. Toll-like receptor 3

1.2.1. Struktura TLR3

Gen za Toll-like receptor 3 u ljudi nalazi se n&elm krakucetvrtog kromosoma na
poziciji 35 (4935). Sastoji se od 5 eksona i satl&zR42 pb (9). Produkt ovog gena, protein
TLR3, graien je od 904 aminokiseline; prve 23 aminokiselimee signalni peptid. Protein
TLR3 dijeli sve strukturne karakteristike s ostalihR-ima, dakle posjeduje vanstanu,
transmembransku i unutarstémi domenu (10).

Vanstantna domena je solenoid oblika potkove, unutar kejaaaze 23 regije LRR.
Ponavljaj¢i slijed od 24 lizina posjeduje 17 od 23 LRR-a. Zajaa karakteristika
vanstanine domene jest njena N-glikozilirana povrSina. Weprtome, na vanstamoj
domeni postoji jedna neglikozilirana povrSina kaadrzi i zn&ajnu kolinu pozitivhog
naboja Sto pretpostavlja magost da se tu nalazi vezno mjesto za ligand (Ihgat& se da
su regije LRR12 i LRR20 odgovorne za vezanje ligafdaljnja istrazivanja rezultirala su
modelom koji pretpostavlja vezno mjesto za ligardneglikoziliranoj povrsini na LRR20
(12) (slika 3).
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Slika 3. Vanstantna domena TLR3 (preuzeto iz 11)

Transmembranska domena sastavljena od 21 aminokiskljucna je za smjeStaj
receptora unutar stanice, dok unutarstamidomena sadrzi domenu TIR koja ima glavnu

ulogu u prijenosu signala (13).



1.2.2. Smjestaj TLR3

TLR3 se nalazi na membrani endosoma. Takav smjdstiatno ukazuje na njegovu
ulogu - prepoznavanje dvolkeame viralne RNA. Protein TLR3 je izrazen u mnostkva i
stanica, a razina izrazaja, kontrola transkripcijemjeStaj proteina u stanici je tkivno- i
stanéno-specifétna. U imunoloskom sustavu, TLR3 je izrazen u migglon dendritékim
stanicama, NK-stanicama, mastocitima, makrofazienbmfocitima T tipa CD8+. Nasuprot
tome, monocitni makrofazi pokazuju péiio nisku razinu izrazaja, dok monociti i monocitne
linije stanica nemaju izrazen TLR3. Epitelne staniiSnog, probavnog, spolno-mo&mnag
sustava te fibroblasti taker imaju izrazen TLR3, u ovom skju i u unutrasnjosti i na
povrsSini stanice (14). U tkivu mozga visoka je raeiizrazaja TLR3 u neuronima i glija
stanicama. Astrociti imaju TLR3 izrazen unutar imambrani stanica, a glioblastocitne linije
stanica imaju izrazen TLR3 unutar stanice. Izrd2dR3 u tkivu mozga ukazuje na njegovu
specifinu ulogu u obrani od virusa encefalitisa (15).

Strukturni motivi koji odrduju smjeStaj proteina TLR3 unutar stanice, nalazais
citoplazmatskoj regiji (730- 755 ak) koja se nalamneiu transmembranske i domene TIR.
Delecija te regije uzrokuje nepravilan smjestajtanstanice. TLR3 mRNA prodana je u

tkivu posteljice, gusStet®, plita, jetre, srca, limfnikivorova i mozga (13, 14).

1.2.3. Ligandi

Osnovni ligand Toll-like receptora 3 jest vanstaai dvolagana RNA (dIRNA).
Buduwi da je dIRNA dio genoma dIRNA virusa i/ili jedard grodukata replikacije jIRNA
virusa, TLR3 se smatra glavnim Toll-like receptoramobrani od virusnih infekcija.
Mehanizam kojim se dIRNA transportira u unutarstaeiodjeljke gdje dolazi u kontakt sa
TLR3 joS uvijek nije poznat. Smatra se da viralf#ARulazi u stanicu putem endosoma ili
putem apoptotskih tijela koja potje od stanica zaraZzenih virusom (16). Daljnja istaia
otkrila su i prvi endogeni ligand TLR3; mRNA, kojsprkos jednolatane strukture moze
aktivirati dendrittke stanice putem receptora TLR3. Stari endogene RNA sadrze
dvolartane sekundarne strukture (ukosnice), stoga mogluztskao endogeni ligandi za
TLR3 (17). Takder se smatra da bi potencijalni endogeni ligandglnbiti microRNA
(miRNA) te proteini koji u svojoj strukturi sadrdBRNA kao Sto je PKR (od englisRNA
dependent protein kinageADAR (od engl.dsRNA adenosine deaminase protein koji je



posrednik u utiSavanju RNA (DICER) (10). Sintetsk®NA su takder ligandi TLR3. U

pokusima se n&ge koristi poliriboinozilna:poliribocitidilna kisatia (poly[l:C]) (16).

1.2.4. Signalni put

TLR3 je jedini TLR koji ne koristi adaptorsku moldlkk MyD88, ve& adaptorski
protein TICAM-1 tj. TRIF te se signal prenosi putewisnim o TRIF-u, a neovisnom o
MyD88. TRIF uzrokuje aktivaciju transkripcijskitimbenika IRF-3, NReB i AP-1, koji
poticu stvaranje interferona tipa | (IFN), citokina, kekma te sazrijevanje dendtikih
stanica. Za signalizaciju putem TLR3 nuZna je ifdakacija njegove domene TIR koju
provodi enzim fosfatidil-inositol kinaza PI3-K (18lika 4).

TRIF strukturno mozemo podijeliti na N-terminalregiju bogatu prolinom, domenu
TIR te C-terminalnu regiju bogatu prolinom. N-termaina regija je kljtna za aktivaciju
transkripcijskog cimbenika IRF-3, dok C-terminalna regija sudjeluje aktivaciji
transkripcijskog¢imbenika NFkB i apoptoze. Domena TIR adaptera TRIFdodjeluje s
domenom TIR receptora TLR3 (19). Vezanje tih dujomena TIR aktivira serin-treonin
kinaze TBK-1 (od engITANK-binding kinase)li IKK-¢ (od engl.lxB kinasé koje, pomdu
adaptorskih proteina NAP1 (od enblF-xB-activating kinase-associated proteiniIr'RAF3
(od engl.tumor necrosis factor receptor-associated fagtdosforiliraju te na taj nan
aktiviraju transkripcijskicimbenik IRF-3. IRF-3 potom dimerizira te se prernges jezgru
gdje potée transkripciju gena za interfer@{IFN-f).

Za aktivaciju transkripcijskogiimbenika NFxB odgovorni su RIP-1 (od engl.
receptor—interacting protein )1 te TRAF6. RIP-1 se smatra kjpuim aktivatorom
transkripcijskog cimbenika NFxB putem TRIF-ovisnog puta. RIP-1 i TRIF stupaju u
interakciju pomou motiva RHIM (od engIRIP homotypic interaction mo}ikojeg posjeduju
oba proteina. Smatra se da nakon vezanja za TRBuradnji sa TRAF6, dolazi do
poliubikvitinacije RIP-1. Ubikvitinirani RIP-1 pota stvara kompleks s TAB2 (od engAK-
binding protein 2 i TAK1 (od engl. TGF-beta-activated kinase).ITAK1 potom fosforilira
IKKa i IKK B koji zatim fosforiliraju kB, inhibitor NF«B. Neposredno nakon toga inhibitor
IxB se razgrduje, dok se transkripcijskimbenik NF«xB premjesta u jezgru. TAK1 taker
sudjeluje u aktivaciji MAP kinaza (od enghitogen-activated protein kinaselNK (od engl.
jun N-terminal kinasg ERK (od engl.extracellular-signal-regulated kinases p38, Sto
dovodi do aktivacije transkripcijskiéimbenika,clanova porodice AP-1.



Takader je otkriveno da RIP-1 i RHIM motiv TRIF-a igrailju¢nu ulogu u apoptozi
induciranoj TRIF-om, neovisnoj o NkB. Aktivacija TLR3 inducira apoptozu putem
TRIF/RIP-1/FADD (od englFas-associated death domain prodefkaspaza-8 ovisnog puta

(5, 15, 18, 20). Nakon aktivacije signalnog putéepuTLR3, prvenstveno dolazi do stvaranja
interferonap, interleukina 12 i 6, te TNk-(od engltumor necrosis factos) (21).

Akt
Ry
v oAt
\‘\
Y
IRF-3
e SR e SEE ey e o—— | ey sy
Gene Transcription
y i
ISRE AP1 binding site

B site

Slika 4. TRIF-ovisni signalni put (preuzeto iz 10)



1.3. Toll-like receptori | tumori

1.3.1. Izrazaj TLR-a na stanicama tumora

Nedavna su istraZivanja pokazala da stanice neista tumora izraZzavaju receptore
TLR (tablica 1). U véini slucajeva to stanicama tumora omdgje da usmjere djelovanje
imunoloSkog sustava u svoju korist (22-24). Takonge stanicama tumora gk izrazen
TLR4, koji svojom aktivacijom pote sintezu imunosupresivnih citokina i moze stanice
tumora initi rezistentnima na apoptozdime izbjegavaju reakciju imunoloskog sustava
(25). Slene posljedice aktivacije TLR4 opisane su i za s&rkarcinoma jajnika te tumora
glave i vrata (26, 27).

Tablica 1. IzraZaj TLR-a na stanicama tumora

Vrsta tumora TLR

Tumor zeluca TLR2, TLR4, TLRS5, TLR9
Tumor debelog crijeva TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR9
Tumor jajnika TLR2, TLR3, TLR4, TLR5
Tumor grlca maternice TLR3, TLR4, TLR5, TLR9
Tumor plwa TLR2, TLR3, TLR4, TLR9

Tumor prostate TLR4, TLR9

Melanom TLR2, TLR3, TLR4

Tumor mozga TLR2, TLR4

Tumor dojke TLR2, TLR3, TLR4, TLR9
Karcinom jetre TLR2, TLR3, TLR4, TLR6, TLR9
Tumor zdrijela TLR2, TLR3, TLR4

Takader, mikrookolis tumora sadrzi velike kélhe endogenih liganada TLR-a
(DAMP, od engl.damage-associated molecular pattgrh®ji potjecu od oStéenog tkiva
normalnog epitela i nekra@mih stanica tumora. Takva neprestana aktivacija-aLd®vodi do
kroni¢ne upale koja dodatno pogoduje razvoju i Sirenjudra. Poznato je da krame upale,
koje su posljedica autoimunih bolesti ili infekcijarokovanih patogenom, mogu biti uzrok

razvoja vise od 15% svih vrsta tumora. Neki od sjgihtumor jetre (hepatitis B i C), tumor



grlica maternice (HPV, od endluman papilloma virds tumor Zeluca i crijevaHelicobacter
pylori), tumor debelog crijeva (IBD, od engiflammatory bowel diseakedr. (24).

Usprkos tome, otkriveno je da aktivacija TLR-amekim stanicama tumora, kao Sto
su TLR3 na stanicama tumora dojke i TLR9 na stam&@lioma, potie apoptozu stanica

tumora (28, 29) (tablica 2).

Tablica 2. IzraZaj TLR-a na stanicama tumora i njihova funkcija (24)

TLR Vrsta tumora Funkcija TLR-a

TLR2, TLR9 Tumor zeluca Progresija tumora
TLR4 Tumor dojke Progresija tumora

TLR9 Gliom Apoptoza stanica tumora
TLR7, TLR9 Kroniéna limfocitna Smrt stanica CLL

leukemija (CLL)

Promocija rasta tumora u

Stangna linja tumora ranom stadiju te inhibicija

TLR5 mlije¢ne Zlijezde misa,
rasta tumora u kasnom
D2F2 "
stadiju
TLR3 Tumor dojke Apoptoza stanica tumora
TLR2, TLR3, TLR4 Tumor zdrijela Nepoznata

Toéna uloga i funkcija TLR-a na stanicama tumora &kreba istraziti, no dosadasnji
rezultati pokazuju veliku mogunost upotrebe liganada TLR-a kao potencijalnih zaipsa u
lije¢enju tumora i ostalih bolesti vezanih uz TLR-e. [@akotrebno je utvrditi @u ulogu
TLR-a na stanicama tumora, detaljno istraziti njdcignalne puteve te otkriti biokemiju
interakcija izméu receptora i pripadajeg mu liganda, da bi potai potencijal upotrebe

TLR-a u terapijske svrhe (8).
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1.3.2. I1zrazaj TLR3 na stanicama tumora

TLR3 je izrazen na brojnim stanicama tumora. DoSag@aistraZzivanja su pokazala da
njegova aktivacija pate apoptozu u stanicama tumora i blokira njihovdifa@ciju. Salaun
i suradnici su pokazali da aktivacija TLR3 izratenistanicama tumora dojke izravno peti
apoptozu TRIF-ovisnim signalnim putem (29). Istopsikazali i Paone i suradnici za stanice
tumora prostate. No, u ovom &hju signali se prenose PCK-om (od emmbtein kinase
koja potom aktivira JNK i p38 te dovodi do apoptazesne o kaspazi 8. Dakle, ovo je prvi
zabiljezeni sldaj alternativhog signalnog puta koji ukijje protein kinazu C kao ki
¢imbenik u apoptozi aktiviranoj poly(l:C)-om (30).ajevi¢ i suradnici su pokazali da se
funkcionalan TLR3 nalazi u stanicama tumora metastarcinoma Zdrijela, te aktivacijom
uzrokuje apoptozu stanica tumora, dok je u primarikarcinomu zdrijela TLR3 izrazen, ali
nije funkcionalan (31). Ovo istrazivanje nateezanimljivo pitanje o razlici izni Stanica
primarnog tumora i metastaza na razini izrazajaJ LRjegovog signalnog puta.

Salaun i suradnici su ta&er utvrdili da je TLR3 izrazen na stanicama melaa@8?2).
Nakon aktivacije ligandom poly(l:C) u kombinacig €ikloheksimidom ili INf, potce se
apoptoza te inhibira proliferacija stanica tumoB2,(33). Istrazivanja provedena od strane
Taura i suradnika pokazala su da protutumorskiptaraci, kao Sto su aktivatori tumor-
supresorskog gern@b3te interferoni, imaju pozitivandinak na razinu ekspresije TLR3 te na
taj n&in poveavaju uniStavanje stanica tumora inducirano ligamgoly(1:C) (34).

lako su mnoga pitanja joS otvorena te se mnégenica tek treba detaljno istraziti,
dosadasniji rezultati pokazuju da se agonisti Tikd-feceptora 3 mogu koristiti ne samo kao
adjuvansi pri protutumorskoj imunizaciji zahvaljéijsvojim imunostimulatornim osobinama
(35), v& i kao citotokstni agensi u borbi protiv oddenih vrsta tumora zbog svojih

citostatskih i citototokgnih djelovanja na stanice tumora (30-34).
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2. SVRHA | CILJ ISTRAZIVANJA

Toll-like receptor 3, kao i ostali receptori TLRraZen je u stanicama odenih vrsta
tumora. Dok se W@na dosad istrazenih TLR-a na stanicama tumorajugges mogénogu
preusmjeravanja imunoloskog odgovora u korist tanorezultati véine dosadasnjih
istrazivanja pokazuju da TLR3 ima suprotno djelgearAktivacija TLR3 na stanicama
tumora poite apotozu stanica tumora i inhibira njihovu prohligju. Nedavno je otkriveno da
se winak aktivacije TLR3 pojgava kombiniranom primjenom poly(l:C) (liganda TLRS)
odreienim protutumorskim kemoterapeuticima. U ovom &tranju ispitali smo &nak
kombinirane primjene poly(l:C) i kemoterapeutikafl&rouracila i metotreksata, na stanice

primarnog (linija stanica FaDu) i metastatskog twenidrijela (linija stanica Detroit 562).

Osnovni ciljevi ovog istrazivanja:

1. utvrditi vrijednosti letalne koncentracije k§za kemoterapeutike 5-fluorouracil i
metotreksat,

2. ispitati winak kombinirane primjene poly(l:C) i 5-fluorouréi odnosno
metotreksata,

3. provjeriti je li wGinak kombinirane primjene poly(l:C) i kemoterap&atposljedica

poly(l:C)-aktivirane apoptoze ovisne o signalnonuplLR 3.
Svrha ovog rada jest utvrditi da li kombiniranangena poly(l:C) i kemoterapeutika

moze posluziti kao protutumorsko Bgnje, koje bi rezultiralo blazim i manje Stetnim

nuspojavama po organizam.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Linije stanica

Istrazivanja su provedena na linjjama stanéowvjeka FaDu (primarni karcinom
Zdrijela) i Detroit 562 (metastaza karcinoma ZdgijeLinija stanica Detroit 562 dobivena je
iz baze linija stanica ATCC, dok je linijja stani€aDu bila dar dr. Gabrielle Mincione,
Sveuiliste ,G. D'Annunzio of Chieti-Pescara“, ltalijebtanice su uzgajane u plasim
bocama za staine kulture volumena 250 mL u hranjivoj tékij podiozi DMEM (od engl.
Dulbecco's modified Eagle's mediu@ibco, SAD) obogéenoj s 10% seruma fetusa teleta,
FCS-a (od englfetal calf serum Gibco, SAD). U tekéu podlogu dodan je i 2 mM L-
glutamin (Sigma Aldrich, Njenka) te 100 U/mL penicilina i 100g/mL streptomicina (Life
Technologies, SAD). Stanice su rasle u sterilniastiinim posudama u inkubatoru pri 37°C
uz 5% CQ i vlagu. Za potrebe pokusa prdsane su kada su dosegle 80-90%

konfluentnosti.

3.2. Nasdivanije stanica

Iz sterilnih plastinih posuda je odstranjena tékuhranjiva podloga te su stanice
jednom isprane PBS-om, a drugi put tripsinom (1 ®25%), (Imunoloski zavod Zagreb,
Hrvatska) te je posuda odlozena u inkubator na Bibita. Zatim je, ukoliko su stanice bile
odvojene od podloge, u bocu dodano 4 mL éeloranjive podloge, stanice su resuspendirane
te premjeStene u epruvetu.

Nakon tripsinizacije slijedilo je brojanje stanicaadi odreivanja njihove
koncentracije. Broj zivih i mrtvih stanica oden je pod svjetlosnim mikroskopom bojanjem
sa tripanskim modrilom (0,03%) u Burker-Turkovopkorici. Stanice se razrijeju u omjeru
1:5, dakle 20uL stanica se pomijeSa sa 8Q boje. Broj Zivih stanica u 1 mL odten je
prema formuli

[(broj Zivih stanica)/ 0,4] x razrjedenje x 10 = broj Zivih stanica/mL.
Kad je koncentracija stanica poznat&uraa se i pripravlja koncentracija stanica potrelaah

pokus. Pripravljena koncentracija ndisig se u odgovarage sterilne posude koje se odlazu u
inkubator tijekom 18 sati.
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3.3. Test citotoksénosti

Citotoksitno djelovanje kemoterapeutika i liganda TLR3 ddrali smo testom MTT.
To je standardni kolorimetrijski test kojim se mjaktivhost enzima dehidrogenaze koji
reducira (cijepa tetrazolni prsten) zuti, topivi M{dimetiltiazol difenil tetrazolium bromid) u
ljubicasti, netopivi formazan, a apsorbancija nastalogjesija je mjera mitohondrijske
aktivnosti, odnosno vijabilnosti stanica. Apsorbgnce mijeri citacem za mikrotitarske
plocice pri 570 nm. Eksperimentalno dobivene vrijednagisorbancije pretanavaju se u

postotak rasta stanica (od enggrcentage of growtl®G) pomau formule

PG= 100 x (srednja vrijednost ORg - srednja vrijednost ODy)/(srednja

vrijednost ODy- srednja vrijednost ODy)

gdje je ORQustizmjerenje vrijednosti apsorbancije uzoraka nakgeremog vremena)Dy
izmjerenje vrijednosti apsorbancije uzoraka prgéaganja uzoraka odtenoj tvari i OQ
izmjerenje vrijednosti apsorbancije stanica betrtama.

U sterilne posude s 96 bunaxinasdeno je 1 x 1Hstanica FaDu i Detroit 562 te su
tretirane s poly(l:C) (InvivoGen, SAD), 5-fluorowitom (5-FU, Sigma, Njemka) i
metotreksatom (MTX, Sigma, Njertka) u dvije serije pokusa prema shemi (tablice43 i

tijekom 24 sata.

Tablica 3. Shema tretmana stanica s poly(l:C) i SHiorouracilom u navedenim koncentracijama

K* 1L prebiinll [ 10 ug/mL pIC
1 pg/mL pIC 10 ug/mL pIC
0,001 mM 5-FU + +
0,001 mM 5-FU 0,001 mM 5-FU
1 ug/mL pIC 10 ug/mL pIC
0,01 mM 5-FU + +
0,01 mM 5-FU 0,01 mM 5-FU
1 ug/mL pIC 10 ug/mL pIC
0,1 mM5-FU + +
0,1 mM 5-FU 0,1 mM 5-FU

K* - netretirane stanice
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Tablica 4. Shema tretmana stanica s poly(l:C) i metreksatom u navedenim koncentracijama

K* 1L bl e 10 ug/mL pIC
1 pg/mL pIC 10 ug/mL pIC

0,05 uM MTX + +
0,05 uM MTX 0,05 uM MTX
1 pg/mL pIC 10 ug/mL pIC

0,5 puM MTX + +
0,5 uM MTX 0,5 uM MTX
1 pg/mL pIC 10 ug/mL pIC

5 uM MTX + +

5 uM MTX 5 uM MTX

K* - netretirane stanice

Nakon 24-satnog tretmana, iz bukarje odstranjena hranjiva telau podloga te je
nakapano 4QuL reagensa MTT. Nakon inkubacije od 3 sata, neiofalog formazana
otoplijen je u 160uL dimetil-sulfoksida (Kemika, Hrvatska). Svakacka n&injena je u
kvadriplikatu u tri neovisna pokusa.

Prije izvaienja navedenih pokusa dngien je niz titracijskih krivulja poméu kojih
smo utvrdili vrijednost LG (od engl.Lethal Concentration, 50Y%za kemoterapeutike 5-
fluorouracil i metotreksat.

U sterilne posude s 96 buniinasdeno je 1 x 1Hstanica te su tretirane s 5-
fluorouracilom te metotreksatom prema shemi (tabbg tjekom 24 sata. Koncentracije su
pripravljene razrjdivanjem p@etnih koncentracija (¢5-FU)= 72mM, ¢(MTX)= 1 mM).

Tablica 5. Shema tretmana stanica sa 5-fluoroura@m i metotreksatom u navedenim koncentracijama

5-FUMM) | K* 0,001 | 0,01 0,1 1 10

MTX(uM) | K* 0,005 | 0,05 0,5 5 25

K* - netretirane stanice

Vrijednost LGy ozn&ava koncentraciju oddenog reagensa koja uzrokuje smrt 50%
ispitivanih stanica, odnosno prezivljenje 50% ispihih stanica. Poméoi LCso vrijednosti
odraiene su optimalne koncentracije kemoterapeutika sojeoriStene u pokusima.
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3.4. Mjerenje apoptotskih stanica prot@&nim citometrom

Kao biljeg apoptotinih stanica mogu posluziti fosfatidil-serini kog 1 normalnim
stantnim uvjetima nalaze unutar membrane, dok se tijekpoptoze premjeStaju na vanjsku
stranu membrane. Postotak apoggtoh stanica odiduje se bojanjem molekulama aneksina-
V konjugiranih s fluorokromom koje se veZu sa ftigigserin. Boja 7-amino-aktinomicin D
(7AAD) veZe se na mrtve stanice te omage iskljuwivanje mrtvih stanica iz analize.

U sterilne posude sa 6 buri@inasdeno je 0,4 x 1Dstanica Detroit 562. Stanice su
tretirane s poly(l:C), 5-fluorouracilom, metotret@a, klorokinom (Sigma, Njent&a) i
kamptotecinom u dvije serije pokusa prema sheahiifte 6 i 7) tijekom 24 sata.

Tablica 6. Shema tretmana stanica navedenim reagensa i koncentracijama

< pIC 5-FU
10 ng/mL 0,1 mM
5-FU 0,1 mM +
Sé:zul%lgr?n':ﬂ; pIC 10pg/mL + Kam 1 uM
H CQ 10 uM

K* - netretirane stanice

Tablica 7. Shema tretmana stanica navedenim reagensa i koncentracijama

K* pIC MTX
10 ung/mL 5uM
MTX 5 uM +
gfg)g_guzymt pIC 10ug/mL + Kam 1 HM
CQ 10 uM

K* - netretirane stanice

Klorokin je inhibitor TLR3 stoga je u pokusu koestda bi se provijerilo je li apoptoza
posljedica TLR3-ovisnog signalnog puta. Klorokirutralizira kiselu unutrasnjost endosoma.
Budwi da TLR3 za aktivaciju signalnog puta zahtijevaeki pH, klorokin ga neizravno
inhibira (36, 37). Kao pozitivnha kontrola apoptda®iSten je kamptotecin u koncentraciji 1

KM. Kamptotecin je inhibitor enzima DNA topoizomeeal jer se veze na kompleks
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enzim:molekula DNA préemu nastaju nepopravljiva o&&mja DNA zbog kojih stanica ulazi
u apoptozu.

Stanice su tretirane tijekom 24 sata. Potom jevaksg bunatda odstranjena teka
hranjiva podloga, stanice su tripsinizirane te gegaine s tekitom hranjivom podlogom iz
pripadajiéeg bunaia. Stanice (0,12xfpsu dva puta isprane u puferu za vezivanje (10 mM
HEPES, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaQbH 7,4). Talog stanica pomijeSan je sadOpufera
za vezivanje u kojeg je dodanoul aneksina-V konjugiranog sa fluorokromom Alexa 488
(Invitrogen Molecular Probes, Velika Britanija) 0 2L boje 7AAD (Invitrogen Molecular
Probes, Velika Britanija) koncentracije 6 pg/mL. chigeno je i nekoliko kontrola: a)
neobiljezene stanice samo u puferu za vezivanjstdnlice tretirane s kamptotecinom bojane
samo s aneksinom V konjugiranim sa fluorokromomxAld88 (samo zelene stanice) i c)
stanice tretirane kamptotecinom bojane samo sa 74g€no crvene stanice). Ove kontrole
su sluzile za namjeStanje parametara prije anabzprot@énom citometru. Stanice su bojane
20 minuta u tami pri sobnoj temperaturi. Potom esuspendirane u 300L pufera za
vezivanje te je otopina prelEna u epruvete za mjerenje na péatwm citometru
FACSCalibur™(Becton Dickinson, SAD). Rezultati su analizirpmogramomFlowJo 7.2.5
(Trestar, SAD).

U izborniku programé#&lowJo 7.2.5nalazi se ikona s ilustracijom epruvete. Klikom na
tu ikonu odabiremo Zeljene uzorke za analizu. Tallkom na ikonu WINDOWS, u
ponuienom izborniku odabiremo ikonu OPEN COMPENSATIONIEOR. U ovom dijelu
programa, pomau ve spomenutih kontrolnih uzoraka, namjeStamo paraetrlH (neg.-
neobiljezene stanice; poz.- samo zelene staniEe3H (neg.-neobiljezene stanice; poz.-samo
crvene stanice). Klikom na ikonu COMPUTE&APPLY ppenjujemo namjesStene parametre
na sve uzorke. Zatim odabiremo uzorak obiljezem#misa tretiranih kamptotecinom te na
osima namjestimo kompenzacijske vrijednosti FL3rt{kalna os) i FL1 (horizontalna 0s).
Postupak namjeStanja kompenzacijskih vrijednostiosema provodimo za svaki uzorak.
Klikom na ikonu sa ilustracijom kriza namjeStamdazkzmeiu vertikalne i horizontalne osi
tako da dobijemo 3 odvojene populacije stanicajednosti koje se nalaze u svakom
kvadrantu su postotci stanica. NamjeStanjem kratalidsmo vrijednosti Q1,Q2,Q3 i Q4 koje

preslikavamo na svaki sljetlaizorak.
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Slika 5. Prikaz stanica tretiranih kamptotecinom uprogramu FlowJo 7.2.5.

U donjem lijevom kvadrantu (FL1-, FL3-) nalaze sermalne, zdrave stanice, u
donjem desnom kvadrantu (FL1+, FL3-) nalaze seictan apoptozi, u gornjem desnom
kvadrantu (FL1+, FL3+) nalaze se stanice u kaspop#zi, a u gornjem lijevom kvadrantu
(FL1-, FL3+) nalaze se stanice u nekrozi (slika 5).

3.5. Statistika

Statisttka zn&ajnost rezultata iztanata je Student t-testotwp tailed, gdje je
vrijednost p< 0,05 smatrana statiktiznatajnom. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna devijacija.
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4. REZULTATI

4.1. Titracijske krivulje

Stanice FaDu i Detroit 562 tretirali smo 5-fluoracitom, odnosno metotreksatom u
kombinaciji s poly(I:C) da bismo ispitali njihovoagedntko djelovanje na staému
vijabilnost. Da bismo odredili okvir koncentracif@moterapeutika, ispitali smo djelovanje
viSe koncentracija (str. 15, tablica 5). P@uwditracijskih krivulja odredili smo pribliznu
vrijednost LGy (test MTT) za kemoterapeutike 5-fluorouracil i wte¢ksat. LGy vrijednost
posluzila nam je u odabiru optimalnih koncentrakipge smo koristili u pokusima. Za daljnje
pokuse odabrali smo 3 koncentracije koje su nablirijednosti LGy za oba

kemoterapeutika.

120

100

80 -

60

40

20 \\
0 . . .

K 0,001 0,01 0,1 1 10
-20
401 \\.

-60

—&— FaDu

—m— Detroit 562

Postotak rasta

c (5-FUy mM

Slika 6. Ovisnost rasta stanica FaDu i Detroit 568 koncentraciji 5-fluorouracila

LCso za kemoterapeutik 5-fluorouracil pri tretiranju retaa FaDu iznosi, priblizno,
0,055 mM, dok pri tretiranju stanica Detroit 56808i, priblizno, 0,5 mM (slika 6). Za daljnje
pokuse odabrali smo koncentracije 5-fluorouracda@@®01, 0,01 i 0,1 mM.
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Slika 7. Ovisnost rasta stanica FaDu i Detroit 568 koncentraciji metotreksata

LCso za kemoterapeutik metotreksat pri tretiranju st@rfraDu iznosi, priblizno, 5
uM, dok pri tretiranju stanica Detroit 562 iznostilghzno, 0,275uM (slika 7). Za daljnje
pokuse odabrali smo koncentracije metotreksata @, 0,5 i 5uM.
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4.2. Binak kombinirane primjene poly(l:C) i1 5-fluorouraci la na

stanice FaDu i Detroit 562

Da bismo ispitali ginak primjene poly(l:C) i 5-fluorouracila na vijdbost stanica
FaDu i Detroit 562, stanice smo tretirali s pol@(li 5-fluorouracilom koncentracijama prema

shemi (str. 14, tablica 3) tijekom 24 sata. Vijab#t stanica oddena je testom MTT.

160

oK

@ 1 pg/mL PiC

0 10 pg/mL PiC

[m]

m 0,001 mM5-FU

o 0,001 mM 5-FU + 1 yg/mL PiC
| 0,001 mM 5-FU + 10 pg/mL PiC
[m]

W 0,01 mM5-FU

m 0,01 mM5-FU + 1 pg/mL PiC
0 0,01 mM 5-FU + 10 pg/mL RiC
[m]

m 0,1 mM5-FU

®m 0,1 mM5-FU + 1 pg/mL RiC

® 0,1 mM5-FU + 10 yg/mL PIC

140

120

100

80 -

Postotak rasta

60 +—

40 +—

20 +—

FaDu

Slika 8. Ovisnost rasta stanica FaDu o tretmanu s-BU, poly(l:C) te s 5-FU i poly(I:C) u kombinaciji

5-fluorouracil koncentracije 0,001 mM ne pokazujtoksicni ucinak na stanice
FaDu, dok koncentracija od 0,01 mM uzrokuje smgejeasta stanica za priblizno 10%.
Najveta koriStena koncentracija 5-fluorouracila, 0,1 mMrokuje smanjenje rasta stanica za
priblizno 50%. Poly(l:C) ne pokazujecinak na stanice FaDu ni u jednoj od koriStenih

koncentracija zasebno ni u kombinaciji s 5-fluoemilom (slika 8).
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120 oK

| 1 pg/mL PiC

100 - 0O 10 pg/mL PIC

[m]

m 0,001 mM 5-FU

0 0,001 mM 5-FU + 1 pg/mL PIC
m 0,001 mM 5-FU + 10 pg/mL PiC
[m]

W 0,01 mM5-FU

m 0,01 mM5-FU + 1 pg/mL PiC
0 0,01 mM 5-FU + 10 pg/mL RiC
[m]

® 0,1 mM5-FU

m 0,1 mM5-FU + 1 pg/mL RiC

@ 0,1 mM5-FU + 10 yg/mL PIC

80 -

60 +—

Postotak rasta

40 +—

20 +

Detroit 562

*p<0,02; **p<0,001

Slika 9. Ovisnost rasta stanica Detroit 562 o tretanu s 5-FU, poly(l:C) te s 5-FU i poly(l:C) u kombnaciji

Stanice Detroit 562 tretirane 5-fluorouracilom antbinaciji s poly(l:C) (slika 9)
pokazuju smanjenje rasta stanica Detroit 562 zalipno 20% kod koncentracije 5-
fluorouracila od 0,001 mM, dok koncentracije 0,00,1 uzrokuju smanjenje rasta stanica za
priblizno 45%. Poly(l:C) pokazujecinak na stanice Detroit 562. U koncentraciji odgfmL
uzrokuje smanjenje rasta stanica od priblizno 2d@%& koncentracija 1Qug/mL uzrokuje
smanjenje rasta stanica za priblizno 30%, Sto gdéissitki znatajna razlika u odnosu na
kontrolu. Poly(l:C) u kombinaciji s 5-fluorouracito uzrokuje vée smanjenje rasta stanica
nego poly(l:C) i 5-fluorouracil u jednakim koncestijama zasebno. Naj¢@ i ujedno
statistiéki znaajna razlika vidi se u tretmanu s 5-fluorouracil&mncentracije 0,1 mM u
odnosu na tretman iste koncentracije 5-fluorousacil kombinaciji s poly(l:C) Iug/mL
odnosno 1Qug/mL, gdje uéavamo smanjenje rasta stanica za priblizno 40% sund5% u
odnosu na tretman samo s 5-fluorouracilom iste &otracije, te smanjenje rasta stanica za

priblizno 90% odnosno 95% u odnosu na kontrolu.
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4.3. WEinak kombinirane primjene poly(l:C) i metotreksata na stanice
FaDu i Detroit 562

Da bismo ispitali tinak kombinirane primjene poly(l:C) i metotreksaia vijabilnost
stanica FaDu i Detroit 562, stanice smo tretirgiogy(1:C) i metotreksatom koncentracijama

prema shemi (str. 15, tablica 4) tijekom 24 saig@biinost stanica odrkena je testom MTT.

120

T oK

B 1 pyg/mL AC

0O 10 pg/mL PIC

a

W 0,05 pM MTX

@ 0,05 uM MTX +1 ug/mL RiC
@ 0,05 M MTX +10 pg/mL PiC
[m]

m 0,5 pM MTX

m 0,5 pM MTX +1 pg/mL PIC
00,5 uM MTX +10 pg/mL RiC
[m]

| 5 pM MTX

B 5 pM MTX +1 pg/mL PiIC

| 5 uM MTX +10 ug/mL PiC

100 -

80 -

60 +—

Postotak rasta

40 +—

20 -

FaDu

Slika 10. Ovisnost rasta stanica FaDu o tretmanu I TX, poly(I:C) te s MTX i poly(I:C) u kombinaciji

Metotreksat koncentracije 0,Q8/1 uzrokuje smanjenje rasta stanica FaDu za priblizn
10%, dok koncentracije 0,5 i pM uzrokuju smanjenje rasta stanica za priblizno 40%
Poly(I:C) ne pokazuje dnak na stanice FaDu ni u jednoj od koncentracgaebno, ni u

kombinaciji s metotreksatom (slika 10).
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140
oK

120 4 B 1 pg/mL PIC

0O 10 pg/mL PC
100 [
80 -

m}
60 -

W 0,05 pM MTX

@ 0,05 uM MTX +1 pg/mL PiC
@ 0,05 M MTX +10 pyg/mL PiC
[m]

m 0,5 pMMTX

@ 0,5 uMMTX +1 pg/mL PiIC
00,5 UM MTX +10 pg/mL PiC
[m]

| 5 pM MTX

B 5 M MTX +1 pg/mL PiIC

@ 5 uM MTX +10 ug/mL PiC

40 |

Postotak rasta

20 A

Detroit 562
-20 1

-40

*p<0,05; **p< 0,02

Slika 11. Ovisnost rasta stanica Detroit 562 o tretanu s MTX, poly(l:C) te s MTX i poly(l:C) u
kombinaciji

Pokusi na stanicama Detroit 562 (slika 11) pokagalda metotreksat u koncentraciji
0,05uM uzrokuje smanjenje rasta stanica za priblizno 188& u koncentraciji 0,5 i gM
uzrokuje smanjenje rasta stanica za priblizno 88%y(I:C) u koncentraciji od Lig/mL
uzrokuje smanjenje rasta stanica za priblizno 306k u koncentraciji 1Qug/mL uzrokuje
smanjenje rasta stanica za priblizno 60%. Kombjagmly(I:C) i metotreksata uzrokuje dee
smanjenje rasta stanica nego poly(l:C) i metotrieksgednakim koncentracijama zasebno.
Statisttki znatajne razlike izméu tretmana samo s metotreksatom i kombiniranognaea
vide se kod najmanje i najée koriStene koncentracije metotreksata. Neguazlika vidi se u
tretmanu s metotreksatom koncentracijeu u odnosu na tretman iste koncentracije
metotreksata u kombinaciji s poly(I:C) koncentracli ng/mL odnosno 10ug/mL, gdje
uocavamo smanjenje rasta stanica za priblizno 40% 2dn85% u odnosu na tretman samo s
metotreksatom iste koncentracije, te smanjenjagtsanica za priblizno 125% odnosno 120%
u odnosu na kontrolu. Dakle, u ovom ¢&&ju metotreksat je imao citotoksi ucinak te je,

osim Sto je inhibirao rast stanica, uzrokovao hoyu smrt.
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4.4. Mjerenje apoptotskih stanica prot@&nim citometrom

Kako bismo utvrdili kakav ¢ginak poly(l:C) ima na stanice Detroit 562, tj. dgd
smanjenje rasta stanica posljedica poly(l:C)-akdive apoptoze putem aktivacije TLR3 na
stanicama Detroit 562, por&o prot@nog citometra mjerili smo postotak apoptotskih &t&an
Stanice Detroit 562 tretirane su s poly(l:C), Seflouracilom, metotreksatom, klorokinom i
kamptotecinom u dvije serije pokusa prema shemi 1§t tablice 6 i 7) tijekom 24 sata. Udio

stanica u apoptozi ispitan je prétem citometrom, tzv. aneksinskim testom.

*

40

35 oK

30 T

| B pIC 10 pg/mL

O5FU 0,1 mM

O pIC 10 pg/mL + 5FU 0,1 mM

W pIC 10 pg/mL + 5FU 0,1 mM + 10 pM CQ

% Annexin-V pozitivnih stanica

@O Kam 1 pM

Detroit 562

*p< 0,02

Slika 12. Postotak apoptotskih stanica Detroit 56Rakon tretmana s poly(l:C), 5-FU, poly(l:C) s 5-FUsa i

bez klorokina te kamptotecinom

Slika 12 prikazuje Postotak apoptotskih stanicard®et562 nakon tretmana s
poly(I:C), 5-FU, poly(l:C) s 5-FU sa i bez klorokinte kamptotecinom. Udio stanica u
apoptozi unutar populacije netretiranih stanicaos&zo je oko 12%. Gotovo jednak postotak
apoptotskih stanica javlja se nakon tretmana sa&dlisorouracilom koncentracije 0,1 mM.
Stanice tretirane s poly(l:C) koncentracije @/mL sadrze priblizno 24% apoptotskih
stanica. Stanice tretirane s poly(l:C) i 5-fluoracitom sadrze priblizno 28% apoptotskih
stanica, dok gotovo jednak postotak apoptotskimisda priblizno 27%, sadrze stanice
tretirane kamptotecinom koncentracije 1 pM. Kamgxdot je inhibitor enzima DNA
topoizomeraze | te se veze na kompleks enzim:mi@dBNA pri ¢emu nastaju nepopravljiva
oSteenja DNA zbog kojih stanica ulazi u apoptozu. Dalderistili smo ga kao pozitivhu
kontrolu apoptoze. lako se trend péamrja broja apoptotskih stanica u kombiniranom
tretmanu s poly(l:C) i 5-fluorouracilom u odnosu tn@man samo s 5-fluorouracilom vidi u

svakom provedenom pokusu, ta razlika nije stakistinatajna buddi da se radi o bioloSkom
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triplikatu pokusa. Kako bi se dobila statikii znatajna razlika, trebalo bi pokus ponoviti jos
barem jednom. Stanice tretirane s poly(l:C), 54ftwwacilom i klorokinom koncentracije 10
MM sadrze priblizno 19% apoptotskih stanica, dokagika, u odnosu na tretman s poly(l:C)
i 5-fluorouracilom, statistki znaajna. Klorokin je inhibitor TLR3 stoga je u pokukaoristen
da bi provjerili da li je apoptoza posljedica TLR@isnog signalnog puta. Ovime smo
dokazali da je &inak tretmana s poly(l:C) i kombiniranog tretmanapsly(l:C) i 5-

fluorouracilom barem djelortino posljedica signalnog puta ovisnog o TLR3.

*

30

T oK

25 T

J— W pIC 10 pg/mL
20 T <

0O MTX 5 uM
15 |

O MTX 5 uM + pIC 10 pg/mL

10

| pIC 10 pg/mL + MTX 5 yM + 10 uM CQ

% Annexin-V pozitivnih stanica

O Kam1puM

Detroit 562

*p< 0,05

Slika 13. Postotak apoptotskih stanica nakon tretmaa s poly(l:C), MTX, poly(l:C) s MTX sa i bez

klorokina te kamptotecinom

Slika 13 prikazuje postotak apoptotskih stanicaonaketmana s poly(l:C), MTX,
poly(I:C) s MTX sa i bez klorokina te kamptotecinotddio stanica u apoptozi unutar
populacije netretiranih stanica iznosio je oko 986k stanice tretirane metotreksatom
koncentracije 5uM sadrze priblizno 11% apoptotskih stanica. Stamiedrane s poly(l:C)
koncentracije 1Qug/mL sadrze priblizno 17% apoptotskih stanica. Razakmeiu tretmana s
poly(I:C) i kombiniranog tretmana s poly(l:C) i no&teksatom je statiski znatajna. Stanice
tretirane s poly(l:C) i metotreksatom sadrze pzinhi 23% apoptotskih stanica, dok gotovo
jednak postotak apoptotskih stanica sadrze staretieane kamptotecinom koncentracije 1
HM. Stanice tretirane s poly(l:C), metotreksatoklorokinom koncentracije 10 uM sadrze
priblizno 17% apoptotskih stanica, dok je razlika,odnosu na tretman s poly(l:C) i
metotreksatom, statigki znatajna. Time smo dokazali da j€inak tretmana s poly(l:C) i
kombiniranog tretmana s poly(l:C) i metotreksatoarem djelomino posljedica TLR3-

ovisnog signalnog puta.
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5. RASPRAVA

Toll-like receptor 3, kao i ostali receptori TLRma Kkljucnu ulogu u urdenoj
imunosti. SmjesSten je na membrani endosoma gdjgopraje i specifino veze dvolatanu
viralnu RNA. Buddi da je dvolatana RNA dio genoma virusa i/ili jedan od koprodakat
replikacije virusa, TLR3 se smatra glavnim Tolldikeceptorom u obrani od virusnih
infekcija. Nakon aktivacije TLR3, pokfe se signalni put kojim se aktiviraju geni koji
kodiraju za proteine koji sudjeluju u imunoloSkongovoru (10, 14).

Nedavna istrazivanja su pokazala da stanice neldgta fumora, uz ostale receptore
TLR, izrazavaju TLR3. Dosadasnji rezultati pokazuja aktivacija TLR3 na stanicama
tumora potie apoptozu u stanicama tumora te blokira njihowliferaciju (29-31) Nedavno
je otkriveno da aktivacija TLR3 u kombinaciji saofutumorskim terapeuticima pates/a
citotoksini u¢inak agonista TLR3 na stanice tumora (32-34). T® ad@vodi do zakljtka da
se agonisti TLR3 mogu koristiti kao protutumorslkgeasi zbog svojeg citostatskog i
citotoksiénog djelovanja na stanice tumora. Cilj ovog istragja bio je utvrditi ginak
kombinirane primjene agonista TLR3 i kemoterapeutika stanice primarnog tumora i
metastaza.

U tu svrhu ispitali smo djelovanje liganda TLR3, lygbC), u kombinaciji s
kemoterapeuticima 5-fluorouracilom i metotreksatam stanice primarnog i metastatskog
tumora zdrijela. Primarni interes bio je otkrivampezlika u citotoksinosti izmeu tretmana
samo s poly(I:C) i kombiniranog tretmana s poly|li@avedenim kemoterapeuticima te je li
smanjenje rasta stanica posljedica poly(l:C)-akdive apoptoze ovisne o0 signalnom putu
TLRS.

Do danas je objavljeno nekoliko istrazivanja koja se bavila protavanjem
poly(l:C)-aktivirane apoptoze u stanicama tumora kambinaciji s protutumorskim
terapeuticima. Salaun i suradnici utvrdili su daTjeR3 izrazen na stanicama melanoma.
Nakon aktivacije ligandom poly(l:C) u kombinacig €ikloheksimidom ili IFN., potice se
apoptoza te inhibira proliferacija stanica tumoB2)( Cikloheksimid je inhibitor sinteze
proteina te se koristi kao kemoterapeutik¢i®i istrazivanje proveli su Jiang i suradnici te
otkrili da cikloheksimid u kombinaciji s poly(l:Q)otice apoptozu u viSe vrsta linija stanica
tumora (karcinom pka, zdrijela, jajnika, gria maternice i hepatoma) koji imaju izrazen
TLR3. Neke linije stanica nisu pokazale osobituetigyost na tretman Sto bi se moglo

objasniti ostéenim staninim signalnim mehanizmom ili nedovoljnom eksprasijproteina
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TLR3. Mehanizam mi#usobnog djelovanja cikloheksimida i aktiviranog T3.Rije poznat,
ali je utvideno da je apoptoza ovisna o signalnom putu TLR3} (88azivanja provedena od
strane Taura i suradnika pokazala su da protutntamspeutici, kao Sto su aktivatori tumor-
supresora p53 te interferoni, pdagaju razinu izrazaja TLR3 te na taj¢ma poticu
uniStavanje stanica tumora aktivirano ligandom (daB). Tumor-supresor protein p53
aktivira se oSteenjem DNA te potom inducira prekid stampg ciklusa i/ili apoptozu.
Nedavno je otkriveno da se p53 izravno veze na ptorsku regiju gendLR3te na taj nén
pozitivno regulira njegovu transkripciju. Utteno je da kemoterapeutik 5-fluorouracil
poveava razinu izrazaja TLR3 na stanicama tumora kanoan crijeva te u kombinaciji s
ligandom poly(I:C) potie apoptozu u p53 stanicama tumora. U stanicama p5%-
fluorouracil ne pokazujedinak, Sto dovodi do zaklika da 5-FU djeluje putem ovisnim o
p53. Nasuprot tome, osim Sto samostalno djelujepoaetanje izrazaja TLR3, IFN u
kombinaciji s ligandom poly(1:C) paté apoptozu u stanicama tumora oba genotipa’ pb3
p53". Dakle, IFNx inducira apoptozu neovisno o tumor supresoru pB@lalje, kombinacija
5-fluorouracila, IFN te poly(l:C)-a uzrokuje najviSu razinu apoptozstanicama tumora oba
genotipa p53" i p53”. Ovi rezultati su od iznimnog zé@ja s obzirom da 50% svih vrsta
tumora posjeduje nefunkcionalan p53 (34).

U naSem istrazivanju koristili smo kemoterapeukBuorouracil i metotreksat. Oba
kemoterapeutika pripadaju skupini antimetabolitaji ksvojim djelovanjem izravno ili
neizravno inhibiraju sintezu deoksinukleotida ksji neophodni za sintezu i popravak DNA.
5-fluorouracil je pirimidinski antagonist te kao adog uracila inhibira timidilat sintazu,
odnosno sintezu timina. Metotreksat inhibira meliabon folne kiseline. Folna kiselina i
njeni derivati, folati, nuzni su zde novosintezu pirimidina timina te svih purina. Dakle,
djelovanje oba kemoterapeutika za posljedicu imat sstanica uslijed nemogoosti
replikacije i popravka DNA. Talkder, djelovanje oba kemoterapeutika uzrokuje akijuac
tumor-supresora p53 (38), Sto je veomatajre za hase istrazivanje.

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da poly(li@a citotokséni ucinak na stanice
Detroit 562, dok na stanice FaDu nentnka. Prethodno istrazivanje je pokazalo da FaDu
posjeduju nefunkcionalan TLR3 (3X)me objasnjavamo dobivene rezultate.

Citotoksitno djelovanje poly(l:C) na stanice Detroit 562 s&ajno poveéava pri
tretmanu stanica sa poly(I:C) u kombinaciji salefburacilom, odnosno metotreksatom. To
ukazuje na sinergisimo djelovanje poly(l:C) i navedenih kemoterapeutikosadasnja
istrazivanja su pokazala da kemoterapeutici qasjaju citotoksini ucinak poly(l:C)-

aktivirane apotoze u stanicama tumora putem tumpresora p53. Otkriveno je da se tumor-
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supresor p53 izravno veZze na promotorsku regijlagen TLR3 te na taj g pozitivho
da stanice Detroit 562 posjeduju mutirani tumorreapr p53 (39), rezultati nasSeg istrazivanja
pokazuju da tumor-supresor p53 nije Ehucimbenik u mehanizmu sinergigtiog djelovanja
poly(I:C) i kemoterapeutika. Ovo otke je od iznimnog zri@ja s obzirom da v&a stanica
tumora posjeduje nefunkcionalan tumor-supresor p53.

Rezultati mjerenja apoptotskih stanica ptoicn citometrom pokazala su da se
zn&ajan postotak stanica nalazi u apoptozi nakon @aeéms poly(l:C), dok vidljivo wa
postotak apoptotskih stanica nalazimo nakon komdmioig tretmana s poly(l:C) i
kemoterapeuticima. Da bi iskijili moguénost apoptoze inducirane mehanizmom koji nije
vezan uz TLR3, stanice smo tretirali klorokinomhibitorom TLR3. Nakon tretmana
klorokinom postotak apoptotskih stanica je &mao umanjen. Osim Sto smo joS jednom
utvrdili sinergisttko djelovanje poly(l:C) i kemoterapeutika, ovim uéatima potvdujemo
pretpostavku da je smanjenje rasta stanica posdegpoptoze inducirane signalnim putem
ovisnim o TLR3.

Prema svim dosad provedenim istrazivanjima vezaminerazaj TLR3 na stanicama
tumora, mozemo zaklfiti da aktivacija TLR3 s poly(l:C) na stanicama @t 562 uzrokuje
apoptozu u stanicama tumora, dok metotreksat udrdluracil pojdavaju &inak poly(l:C)-
aktivirane apoptoze.

Budwi da je ovo joS jedan u nizu do sad zabiljeZenil®eggeva u kojima TLR3 u
stanicama tumora ima protutumorsko djelovanje kg poja&ano primjenom
kemoterapeutika, potrebno je Sto detaljnije utvraitehanizam njihovog na@sobnog
djelovanja. To je osobito bitho zbog rezultata gasstrazivanja koja pokazuju da se
djelovanije poly(l:C) i kemoterapeutika odvija sigman putem neovisnim o tumor-supresoru
p53. Budui da viSe od 50% svih vrsta tumora posjeduje nefioralan tumor—supresor p53,
otkri¢e tog signalnog puta bilo bi od iznimnog zaia.

Takader bi bilo potrebno istrazitidnak kombiniranog djelovanja poly(l:C) i ostalih
terapeutika na stanice Detroit 562, kao npr. isteriac. Taura i suradnici pokazali su da IFN
a pozitivno djeluje na razinu izrazaja TLR3 na stama tumora, taki®r neovisno o tumor-
supresoru p53. Smatra se da je mehanizam djelo&Naa ovisan o signalnom putu
JAK/STAT. Rezultati njihovog istrazivanja pokazuga kombinirana primjena poly(l:C),
IFNa i 5-fluorouracila uzrokuje najvisSu razinu apotazstanicama tumora (34).

Detaljnija saznanja o kombiniranoj primjeni polg):i odreienih terapeutika mogla

bi dovesti do razvoja kvalitetnijeg protutumorskiijgcenja i Sto je joS vaznije, sa manje
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Stetnim w@incima na stanice dondima. Lije¢enje tumora klaghom kemoterapijom, kao $to je
terapija 5-fluorouracilom i metotreksatom, uzrokig@imno teSke i neugodne nuspojave.
Kemoterapeutici ne djeluju citotoksio samo na stanice tumora,évena sve stanice u
organizmu koje se intezivho dijele. Kombiniranaaggja poly(I:C) i kemoterapeutika
uzrokuje @inkoviti protutumorski dginak pri nizim koncentracijama kemoterapeutika, dok
poly(I:C) sam po sebi nije Stetan za stanice donaa naprotiv, usmjereno djeluje na stanice
tumora No, terapija s poly(l:C) je takex i prilicno ograniena. Ukoliko normalne stanice
tkiva zahvéenog tumorom izrazavaju TLR3, terapija s poly(l:@pogla bi rezultirati
kronichom upalom koja dodatno pogoduje razvoju tumorakl®aterapija s poly(l:C)
ograntena je na stanice tumora koje izrazavaju TLR3 pegtom da i na normalnim
stanicama tkiva zah¥anog tumorom TLR3 nije izrazen, ili je barem slabgrazen.

Rezultati svih dosadasnjih istraZzivanja pokazujuattivacija TLR3 na stanicama
tumora ima protutumorsko djelovanje, tj. getiapoptozu u stanicama tumora. Da bi ovo
iznimno otkrce mogli upotrijebiti kao temelj za razvoj novih vadditetnijih protutumorskih

terapija, potrebno je istrazititan mehanizam djelovanja.
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6. ZAKLJU CClI

Da bismo utvrdili da li kombinirana primjena poly@) i kemoterapeutika moze
posluziti kao protutumorsko l§enje, koje bi rezultiralo blazim i manje Stetnimspojavama
po organizam, ispitali smocunak kombinirane primjene poly(l:C) i kemoterap&ati 5-
fluorouracila i metotreksata, na stanice primarfiogja stanica FaDu) i metastatskog tumora

Zdrijela (linija stanica Detroit 562).

1. Iz titracijskih krivulja utvdena je priblizna vrijednost Lgg za kemoterapeutike 5-
fluorouracil i metotreksat. Priblizna vrijednost §g2a 5-fluorouracil iznosi 0,055
mM za stanice FaDu, a 0,5 mM za stanice Detroit, 88X priblizna vrijednost
LCso za metotreksat iznosi M za stanice FaDu, a 0,2{8M za stanice Detroit
562.

2. Testom citotoksinosti utvrdili smo da poly(l:C) pokazuje inhibitorocinak na
stanice Detroit 562, dok na stanice FaDu nemimak. Ovime smo dodatno
potvrdili ulogu receptora TLR3 u stanicama Det&6P.

3. Ustanovljeno je da kombinirana primjena poly(l:C)kemoterapeutika ima
zn&ajno vei inhibitorni winak na rast stanica nego zasebni tretman s pGly(l:
Dakle, poly(l:C) i kemoterapeutik 5-fluorouracildmosno metotreksat, djeluju
sinergistéki.

4. Analiza apoptoze stanica Detroit 562 pokazala je idhibitorni wWwinak
kombiniranog tretmana s poly(l:C) i 5-fluorouraciip odnosno metotreksatom,

jest posljedica poly(l:C)-aktivirane apoptoze oesnsignalnom putu TLR3.
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