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POLARIZACIJU MAKROFAGA, ANGIOGENEZU I RAST EHRLICHOVA
ASCITESNOGA TUMORA

Martina Kun§tié¢
Zavod za animalnu fiziologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu

Angiogeneza, proces nastanka krvozilja, zajedno s upalom kljucna je za rast i metastaziranje
raka. Novacenje makrofaga te produkcija citokina/kemokina, ¢imbenika rasta i proteolitickih
enzima je zajednicka karakteristika upale, angiogeneze i raka, te vazan cilj novog pristupa
lijeCenja raka. Fenolne kiseline (galna, kafeinska i taninska kiselina) kao prirodne
fitokemikalije i snazni antioksidansi pokazuju kemopreventivna i terapijska svojstva u
lije¢enju raka. Istrazili smo uc¢inak fenolnih kiselina na rast tumora, angiogenezu, polarizaciju
makrofaga i1 oksidacijski stres na modelu angiogeneze prouzrocene ip unosom EAT stanica
(2,5x10%) u Swiss albino miSa. Rezultati pokazuju da fenolne kiseline pokazuju
imunostimulatorni, protuupalni, antiangiogeni 1 protutumorski u¢inak. Protutumorski ucinak
fenolnih kiselina temelji se na citotoksicnoj djelotvornosti M1 makrofaga, izravnoj inhibiciji
rasta EAT stanica, inhibiciji ¢imbenika rasta krvozilnog endotela (VEGF) te rasta krvozilja u
peritonealnoj Supljini miSeva nositelja EAT. Fenolne kiseline kroz inhibiciju produkcije
proangiogenih ¢imbenika, posebice VEGF ¢imbenika, metaloproteinaza 2 1 9 (MMP-2 i
MMP-9) te aktivnosti ciklooksigenaze 2 (COX-2), inhibiraju proces angiogeneze, rast tumora
1 povecavaju prezivljenje miseva nositelja EAT stanica. Antioksidativna sposobnost fenolnih
sastavnica blokira pojavnost M2 tumoru pridruzenih makrofaga (TAMSs) 1 znacajno inhibira
tumorogenezu u misjem modelu. Temeljem navedenog, inhibicija TAMs moze biti
ucinkovita u lijeenju tumora i drugih kroni¢nih bolesti povezanih s procesom angiogeneze.
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ABSTRACT

THE MECHANISMS OF PHENOLIC ACIDS ACTION ON OXIDATIVE STRESS,
POLARIZATION OF MACROPHAGES, ANGIOGENESIS AND EHRLICH
ASCITES TUMOR GROWTH

Martina KunS§tié¢
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University of Zagreb

Angiogenesis, the process of formation of blood vessels, together with inflammation, is
essential for tumor growth and metastasis. Macrophage recruitment and cytokine/chemokine
production, growth factors and proteolytic enzymes is a common feature of inflammation,
angiogenesis and cancer, and an important goal of a new approach to cancer treatment.
Phenolic acids (gallic, caffeic and tannic acid) as natural phytochemicals and strong
antioxidants show chemopreventive and therapeutic properties in cancer treatment. We
investigated the effect of phenolic acids on tumor growth, angiogenesis, macrophage
polarization and oxidative stress on the angiogenic model caused by ip inoculation of EAT
cells (2.5x10%) in Swiss albino mouse. The results show that phenolic acids exhibit
immunostimulatory, anti-inflammatory, antiangiogenic and antitumor effects. The antitumor
effect of phenolic acids is based on the cytotoxic efficacy of M1 macrophage, direct inhibition
of EAT cell growth, inhibition of vascular endothelial growth factors (VEGF) and growth of
blood vessels in the peritoneal cavity of EAT-bearing mice. Phenolic acids through the
inhibition of proangiogenic factors, particularly VEGF, metalloproteinases 2 and 9 (MMP-2
and MMP-9) and cyclooxygenase 2 activity (COX-2), inhibit process of angiogenesis, tumor
growth and increase survival of EAT-bearing mice. The antioxidant ability of phenolic
components blocks the occurrence of M2 tumor associated macrophages (TAMs) and
significantly inhibits tumorigenesis in mouse model. Based on the above, TAMs inhibition
may be effective in the cancer treatment and other chronic diseases associated with process of
angiogenesis.
(XXI+ 417 pages, 148 figures, 42 tables, 574 references, original in Croatian).
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§ 1. Uvod

§1. UVOD

Ucestalost zlocudnih bolesti je u porastu kao i njihova smrtnost kako u razvijenim
zemljama tako 1 u zemljama u razvoju, te je zbog toga iznalaZzenje novih nacina lijeCenja
tumora od svjetske vaznosti. Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO, engl. World
Health Organization) rak kao jedan od vodec¢ih uzroka smrtnosti uzrokovao je 7,9 milijuna
smrtnih slucajeva (Sto ¢ini oko 13 % svih smrtnih sluc¢ajeva) u 2007. godini, s 38 % u
razvijenim zemljama i1 62 % u zemljama u razvoju. Do 2030. godine procjenjuje se da ¢e u
svijetu biti gotovo 21,4 milijuna novih slucajeva raka s vise od 13,2 milijuna smrtnih ishoda
(Globocan, 2008). Poznato je da posebice brzu smrt izazivaju tumori koji dovode do stvaranja
peritonealne karcinomatoze koja za posljedicu ima stvaranje ascitesa. Neuc¢inkovita klasi¢na
terapija, kao 1 neselektivnost te posljedicna toksicnost zahtijevaju pronalazak novih i
ucinkovitijih protutumorskih lijekova i iznalaZenje novih terapijskih modaliteta. Posebna
paznja je usmjerena na prirodne sastavnice, bez toksickog djelovanja s izrazenim
kemopreventivnim sposobnostima temeljenim na viSestrukim mehanizmima koji inhibiraju,
usporavaju ili sprjecavaju procese karcinogeneze i proliferacije tumorskih stanica.

Najmanje tri razli¢ita patoloska dogadaja mogu prouzrociti ascites: (a) smanjena limfna
drenaza iz peritonealne Supljine uzrokovana opstrukcijom limfnih Zila sa stanicama tumora;
(b) povecana propusnost (hiperpermeabilnost) kapilara peritonealne Supljine; 1 (c)
angiogeneza. Poznato je da je peritonealna karcinomatoza cesto pracena s malignim
ascitesom, a njen nastanak moze se povezati i s bijegom tumorskih stanica tijekom operacije
uznapredovalog tumora.

Rast tumora ovisi o procesu angiogeneze i primjeni inhibitora angiogeneze, koji nisu izravno
citotoksi¢ni za tumorske stanice, a mogu povecati apoptozu/nekrozu tumorskih stanica, Takvi
inhibitori mogu takoder smanjiti proizvodnju ¢imbenika rasta krvozilnog endotela (VEGEF,
engl. vascular endothelial growth factor) koji je jedan od odgovornih ¢imbenika za stvaranja
ascitesa kroz povecanje krvozilne propusnosti i rasta novih krvnih Zila (angiogeneze), ali i
prouzrociti usporavanje rasta tumora kroz samu inhibiciju proliferacije endotelnih stanica i
formiranje novih kapilara koje sudjeluju u opskrbi rastu¢eg tumora ili prouzrokuje apoptozu

tumora 1/ili endotelnih stanica (Carmeliet, 2003; Folkman i Shing, 1992).
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§ 1. Uvod

Osim VEGF-a ¢ija je ekspresija kod karcinoma povezana s tumorskim rastom i invazijom,
matriks metaloproteinaze (MMPs), kao cink-ovisne endopeptidaze, takoder omogucuju
napredovanje raka, posebice poticanjem rasta stanica raka, zatim migracije 1 invazije, te
metastaziranja 1 angiogeneze. Matriks metaloproteinaze sudjeluju u razgradnji vezivnog
stromalnog tkiva i bazalne membrane, klju¢nih dogadaja u invaziji i metastaziranju tumora
(McCawley i Matrisian, 2000; Yang i sur., 2003), ujedno povecavaju bioraspolozivost
¢imbenika rasta 1 citokina te reguliraju funkciju bioaktivnih molekula proteolitickom
obradom. Ove proteaze reguliraju angiogenezu u tumoru putem aktivacije proangiogenih
¢imbenika ili je inhibiraju kroz nastajanje inhibitornih ¢imbenika. Smatra se da je izrazaj
MMP-2 i MMP-9 povezan s metastatskim i1 invazivnim potencijalom raka budu¢i da
stromalne MMP-9 pridonose malignom ponasanju raka poticanjem stvaranja i Sirenja novih
krvnih zila 1 rasta tumora. Od velikog broja proangiogenih ¢imbenika isti¢u se citokini poput
¢imbenika rasta krvozilnog endotela/krvozilnog ¢imbenika permeabilnosti (VEGF/VPF, engl.
vascular endothelial growth factor ili vascular permeability factor), kiselog 1 bazi¢nog
¢imbenika rasta fibroblasta (aFGF 1 bFGF, engl. fibroblast growth factor) 1 angiopoetina-2,
dok su poznati inhibitori angiogeneze heparin, angiostatin, trombospondin i endostatin
(Sheela i sur., 2006). Postoje dvije skupine inhibitora angiogeneze: izravni i neizravni (Cao i
Lin 2004). Izravni inhibitori angiogeneze sprjecavaju proliferaciju, migraciju krvozilnih
endotelnih stanica ili izbjegavanje odgovora stanice na spektar proangiogenih proteina.
Neizravni inhibitori angiogeneze opcenito sprjecavaju ekspresiju ili blokiraju aktivnost
tumorskog proteina koji aktivira angiogenezu ili blokiraju izrazaj svog receptora na
endotelnim stanicama. Mnogi od tih tumor-stani¢nih proteina su proizvodi onkogena koji
pokrecu taj angiogenetski preokret.

Upravo je ravnoteza izmedu proangiogenih ¢imbenika i njihovih inhibitora rezultat
mirovanja endotelnih stanica ili pokretanja angiogeneze. Izrazaj VEGF-a kao specifi¢nog
mitogena endotelnih stanica potice rast animalnih i humanih tumora, njihovu invaziju putem
stvaranja kapilara te metastaziranje (Carmeliet i Jain, 2000; Ferrara, 2004; Yancopoulos i
sur., 2000) u in vitro 1 in vivo sustavima. VEGF iskazuje svoju aktivnost kroz vezanje za
povrsinske receptore Flt-1 i KDR / FLK-1 na stanicama endotela. Upravo se povecanje krvnih
zila u peritonealnoj sluznici kod miseva s Ehrlichovim ascitesnim tumorom (EAT) pripisuje
luCenju proangiogenih c¢imbenika iz stanica EAT te se stoga smatra da povecanje

vaskularizacije moze biti odgovorno za progresiju malignih oboljenja. Stoga je inhibicija
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§ 1. Uvod

proizvodnje VEGF-a kao i njegove funkcije obecavajuci pristup u lijeCenju, prognozi tijeka
bolesti te prevenciji raka (Fong i sur., 1999; Maeno i sur., 2002).

Proces karcinogeneze ¢vrsto je reguliran antioksidativnim enzimima 1 matriks
metaloproteinazama. Kancerogeni uvjeti vode povecanju stvaranja reaktivnih vrsta kisika
(ROS, engl. reactive oxygen species) kroz mitohondrijsku disfunkciju $to prouzrokuje
promjene u ravnotezi proteaza/anti-proteaza. Oksidacijski stres je kljucni ¢cimbenik u promjeni
aktivnosti 1 izrazaju regulatornih proteina posebice matriks metaloproteinaza.

Nadalje, osim reaktivnih vrsta kisika, procesu rasta i Sirenja tumora pridonose i
drugi brojni ¢imbenici ukljuc¢ujuéi brojne genetske i epigenetske Cimbenike, te oslabljeni
imunosni nadzor.

Tijekom napredovanja tumora, tumor aktivno privlaci (regrutira) monocite i makrofage iz
cirkulacije u tumor, gdje makrofagi u nazo¢nosti raznih mikrookoli$nih signalnih molekula
tumora i stromalnih stanica mijenjaju mikrookoli§ tumora i ubrzavaju njegov rast (Mantovani
i sur., 2002; Pollard, 2004). Osim fenotipa, makrofagi mijenjaju i svoju funkciju; dolazi do
polarizacije makrofaga od klasicnih M1 u alternativne M2 makrofage. M1 makrofagi
ukljuc¢eni su u upalni odgovor, uniStavanje patogena, i protutumorsku imunost. Nasuprot
tome, M2 makrofagi utjecu na protuupalni odgovor, zacjeljivanje rana i imaju prokarcinogene

znacajke (Través i sur., 2012).

Makrofagi pridruzeni tumoru (TAMs; engl. Tumor-associated macrophages)
predstavljaju dominantnu populaciju upalnih stanica koje su prisutne u tumorima te mu
osiguravaju povoljno mikrookruzenje za rast i razvoj kroz pojaanu angiogenezu i
imunosupresiju (Mantovani i sur., 2002). TAMs su uglavnom karakterizirani kao alternativno
aktivirani M2-makrofagi ukljuceni u regulaciju svih faza progresije tumora. TAMs kao
imunosupresivne stanice doprinose otpornosti na lijekove i1 zraCenje te se njihov povecani broj
podudara s neuspjehom terapije i loSom prognozom pacijenata oboljelih od raka (Pollard,
2004; Sica i sur., 2006).

Poznato je takoder da TAMs imaju slabi antigen-predocni kapacitet, a brojnim supresivnim
¢imbenicima smanjuju aktivnost citotoksi¢nih stanica T 1 NK stanica dok brojni ¢imbenici
rasta i kemokina, proteaze te drugi ¢cimbenici pojaavaju angiogenezu i progresiju tumora.

Budu¢i da je protumorska aktivnost TAMs u velikoj mjeri ovisna o njihovom novacenju

(regrutaciji) u tumore i aktivaciji, terapijske mogucénosti na TAMs kao cilj su: a) inhibicija
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novacenja  makrofaga; b)  supresija  prezivljenja = TAMs; c)  povecanje
M1 tumoricidne djelotvornosti TAMs; i d) blokiranje M2 tumorske aktivnost TAMs.
Temeljem navedenog, TAMs kao potencijalne ciljne stanice, predstavljaju novi pristup za

lije¢enje raka.

Epidemioloska istrazivanja pokazala su da je visok unos hrane koja obiluje
antioksidansima povezan s manjom ucestalosti nastanka raka (Vainio i Bianchini, 2001).
Njihovo protutumorsko djelovanje temelji se na vise razli¢itih mehanizama, primjerice
njihovim antioksidativnim svojstvima, inhibiciji prooksidativnih enzima (ciklooksigenaza,
lipooksigenaza, ksantin oksidaza), inhibiciji prijenosa signalnih molekula, modulaciji
aktivnosti onkogena, poticanju procesa apoptoze/nekroze, promjeni redoks stanja stanica
tumora, inhibiciji angiogeneze te enzima metaloproteinaza, telomeraza i topoizomeraza,
ornitin dekarboksilaza, sinteze poliamina, kao i brojnih kinaza (protein tirozin kinaza, cAMP-
ovisnih protein kinaza, fosfoinozitol 3-kinaza, mitogen aktiviranih protein kinaza, ciklin-
ovisnih kinaza) uklju¢enih u proliferaciju stanica. Takoder, pokazano je da inhibicijom
prooksidativnih enzima flavonoidnim sastavnicama dolazi do inhibicije angiogeneze te
odlaska stanica u apoptozu.

Antioksidativni 1 endogeni redoks enzimi djeluju kao prva linija obrane protiv ROS-a u svim
staniénim odjeljcima (organelima), ali i izvan stanice. Najvazniji enzimi su superoksid
dismutaza (SOD), glutation peroksidaze (GPX), katalaze (CAT) i peroksiredoksini (PRX)
(Cerutti, 1994; Choudhury i sur., 2008; Mates i sur., 1999; Sinclair i sur., 1990). Specificna

uloga ovih enzima u karcinogenezi je detoksifikacija ROS-a.

Vazna znacajka polifenolnih sastavnica je njihovo selektivno djelovanje na tumorske
stanice u odnosu na normalne. Pri tome nije zanemariv i njihov imunostimulatorni u¢inak u
odbacivanju tumora, koji se prvenstveno temelji na nespecifi¢noj aktivaciji makrofaga te
pojacanom lucenju razli¢itih citokina kojima S$tite organizam u cijelosti kako od gubitka
homeostaze tako 1 od pojave malignih oboljenja.
Smatra se da makrofazi luenjem litickih enzima, reaktivnih oblika kisika (H20.) i duSika
(NO) te c¢imbenika tumorske nekroze (TNF-a, engl. tumor necrosis factor o) izravno
citotoksi¢no djeluju prema tumorskim stanicama. Prema dosadasnjim istrazivanjima

polifenolne sastavnice uzrokuju proliferaciju
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§ 1. Uvod

splenocita, povecavaju izrazaj IFN-y, IL-2 1 IL-6 u splenocitima, stimuliraju proizvodnju NO i
TNF-a u peritonealnim makrofazima te povecavaju sposobnost fagocitiranja (Cao 1 sur.,
2010). Nadalje, uz makrofage, limfociti takoder mogu luciti protutumorske citokine poput
TNF-a, IFN-y kako bi inhibirali proliferaciju tumorskih stanica i inducirali njihovu apoptozu
(Wang i sur., 1997). Citokini poput IFN-y, IL-12, te IP-10 (interferon-inducibilni protein 10)
mogu inhibirati angiogenezu in vivo ili in vitro (Angiolilli i sur., 1995; Friesel i sur., 1987;
Voest 1 sur., 1995), dok IL-12 i IFN-y reguliraju izrazaj VEGF-a kod tumora (Dias i sur.,
1998).

Makrofagi su klju¢ni regulatori imunosnog odgovora na tumor te svojim citokinima aktiviraju
pomoc¢nicke i citotoksi¢ne limfocite T koji oslobadanjem svojih citokina poti¢u aktivnost ne
samo ostalih makrofaga ve¢ i stanica NK te limfocita T 1 B (OrSoli¢ 1 sur., 2002; OrSoli¢ i
Basi¢ 2005; 2007).

Stoga bi povecanje M1 tumorocidne djelotvornosti TAMs; te istovremeno blokiranje M2
tumorske aktivnost TAMs moglo biti klju¢no u inhibiciji angiogeneze te inhibiciji rasta
tumora.

Temeljem navedenog cilj je na modelu misa nositelja Ehrlichovog ascitesnog tumora istraziti
ucinak fenolnih kiselina (galne, kafeinske 1 taninske kiseline) na: a) rast tumora; b)
angiogenezu; c¢) funkcionalnu sposobnost makrofaga; d) polarizaciju makrofaga; e)

oksidacijski stres i f) razinu oSte¢enja DNA.
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1.1. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

1. Fenolne kiseline snazni su antioksidativni, protuupalni, apoptotski, protutumorski i
antiangiogeni spojevi uc¢inkoviti u inhibiciji angiogeneze i rasta tumora.

1. Fenolne kiseline mogu potaknuti razli¢ite mehanizme koji mogu sprijeciti proliferaciju
tumorskih stanica i inhibirati peritonealnu angiogenezu u misa.

2. Modulacija imunosne reakcije kroz repolarizaciju makrofaga uz pomo¢ fenolnih kiselina
(galne, kafeinske i taninske kiseline) moZze povecati tumorocidnu aktivnost M1 makrofaga
1 blokirati nastanak M2 makrofaga.

3. Fenolne kiseline (galna, kafeinska 1 taninska kiselina) mogu izazvati izravnu
citotoksi¢nost na stanice tumora, a zastitno djelovati na zdrave stanice.

4. Primjena fenolnih kiselina (galne, kafeinske i taninske kiseline) moze prouzro€iti smrt
stanica tumora apoptozom ili nekrozom te potaknuti uspjesnije predocavanje tumorskih
antigena preko M1 makrofaga.

5. Reaktivne vrste kisika (ROS) kao posljedica stvaranja u oksidacijskom stresu dovode do
ostecenja bioloSkih makromolekula te se njihova razina moZze smanjiti uz djelovanje
fenolnih kiselina.

6. Primjena fenolnih kiselina (galne, kafeinske i taninske kiseline) moze posljedi¢no smanjiti
razinu VEGF-a 1 progresiju angiogeneze kroz inhibiciju aktivnosti matriks
metaloproteinaza, VEGF-a 1 rasta krvozilja, te ujedno smanjiti volumen ascitesa u
peritonealnoj Supljini.

7. Temeljem mogucih pozitivnih i selektivnih u¢inaka fenolnih kiselina na angiogenezu,
stvaranje ascitesa i rast tumora bez toksicnih posljedica dati zaklju¢ak je 1i moguca
primjena fenolnih kiselina u lije¢enju i terapiji drugih tumora, ali i u kombinaciji s drugim
pristupima lijecenja s ciljem pobolj$anja terapije na tumor.

8. Djelotvornost fenolnih kiselina kao snaznih antioksidanata mogla bi se iskoristiti u
lije¢enju drugih kroni¢nih bolesti posljedi¢no nastalih pove¢anom razinom ROS-a gdje
MMPs, VEGF 1 pojacana angiogeneza mogu imati Stetne posljedice, primjerice,
dijabeticka retinopatija, reumatoidni artritis, endometrioze, kroni¢ne opstruktivne bolesti

pluca itd.
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1.2. CILJEVIISTRAZIVANJA

1. Na¢i funkcionalnu poveznicu izmedu aktivacije VEGF-a, volumena ascitesa te MMP-
2 i MMP-9.

2. Utvrditi vezu izmedu inhibicije VEGF-a 1 matriks metaloproteinaza s fenolnim
kiselinama te inhibicije razvoja tumora i povecanja zivotnog vijeka domacina.

3. Potvrditi vezu izmedu oksidacijskog stresa, angiogeneze, VEGF-a 1 matriks
metaloproteinaza u ascitesu.

4. Pronaci vezu izmedu razine oksidacijskog stresa i angiogeneze te oksidacijskog stresa
1 razine DNA oStecenja stanica tumora 1 limfocita.

5. Istraziti aktivnost M1 1 M2 makrofaga nazo¢nih u slezeni i1 ascitesu tumora kroz
analizu inducibilne duSik oksid sintaze (iNOS) i arginaze 1 (Arg-1), te proupalnih i
protuupalnih citokina.

6. Razjasniti imunomodularne aktivnosti fenolnih kiselina kroz pra¢enje povecanja M1
tumorocidne djelotvornosti TAMs te blokiranja M2 tumorske aktivnost TAMs, koji

predstavljaju kljuéne mehanizme u inhibiciji angiogeneze te inhibiciji rasta tumora.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. TUMORI

Normalni viSestani¢ni organizam visoko je socijalno organizirana nakupina stanica u
kojoj se odrzava stroga dinamicka ravnoteza izmedu umiranja stanica i njihova obnavljanja.
Stanice u organima i tkivima, propale zbog isteka Zivotnoga vijeka, u pravilu se nadomjestaju
novima iste vrste, tako da ukupan broj i arhitektura ostaju nepromijenjeni (Taradi, 2010).
Pojava stanica koja su izgubile normalne mehanizme regulacije rasta i koja se nastavljaju
neobuzdano, autonomno, nesvrhovito dijeliti stvaraju¢i besmrtne potomke znacajka je
tumorskih stanica koje umnoZzavanjem stvaraju klinicki zamjetljiv tumor (lat. tumor, -oris, m.
- oteklina), neoplazmu (lat. neoplasia, -ae, f., - novotvorevine) ili blastom (gr¢. blastos, -u,
m. — klica + - sufiks -oma koji oznacava novotvorinu) (Taradi, 2010, Jiang i sur., 2015).
Procjenjuje se da ¢e svaki tre¢i Covjek oboljeti od tumora, a svaki ¢e peti od tumora i umrijeti.
Tumori su nakon smanjenja smrtnosti od zaraznih bolesti i1 produljenja ljudskog Zivota, drugi
uzrok smrtnosti, odmah nakon srcanih bolesti (Taradi, 2010). Smatra se da su tumori najcesce
monoklonskog (jednostani¢nog) podrijetla, odnosno nastaju proliferacijom iz prve tumorske
stanice nastale malignom transformacijom normalne stanice (Jureti¢, 2000).

Tumori se prema svom bioloSkom ponasanju dijele u tri glavne skupine:

1. dobrocudni (benigni) tumori - u pravilu ostro ograniceni na tkiva u kojima se razvijaju,
rastu ekspanzivno i ne stvaraju metastaze.

2. zlofudni (maligni) tumori - u pravilu neoStro ograni¢eni, rastu infiltrativno i
metastaziraju u okolna tkiva i organe Sire¢i se krvlju, limfom ili Supljinama organa. Drugi
naziv im je rak (gr¢. karkinos, -u, m.; lat. cancer, -cri, -ceris, m. - rak).

3. grani¢ni (semimaligni/atipi¢no proliferirajuéi) tumori - imaju niski zlo¢udni potencijal
1 teSko je koji puta razlikovati grani¢ni tumor od zlocudnog tumora niskog histoloskog

gradusa (diferencijacija) (Jukic i sur., 2002).
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Svi tumori, bez obzira na njihovo biolosko ponaSanje, sastoje se od 2 osnovna dijela:
- parenhima gradenog od pretvorenih ili neoplasti¢nih stanica po kojem tumor dobiva
svoje ime 1 odreduje se njegovo biolosko ponaSanje te
- potporne strome gradene od vezivnog tkiva, krvnih Zila 1 vjerojatno limfnih zila koje

su presudne za rast i razvoj tumora (Slika 1) (Juki¢ i sur., 2002, Jiang i sur., 2015).

Stroma TUOI’ limfa

- ©

CAF

Q)
Tumoru pridruiene
imunoloske stanice

ECM
Prijenos protoka krvi Medustanicni Limfna
prijenos drenaza

Slika 1. Struktura tumorskog tkiva (preuzeto i prilagodeno:

https://news.uns.purdue.edu/images/2016/han-cancernanotech.jpg)

Diferencijacija parenhimskih stanica odnosi se na stupanj slicnosti sa stanicama iz
kojih potjecu, 1 u morfoloskom i u funkcionalnom smislu. Dobro diferencirani tumori jesu oni
koji su gradeni od stanica koje u svemu nalikuju na zrele normalne stanice tkiva ili organa u
kojima se tumor razvio §to se opcenito moze re¢i za dobro¢udne novotvorine, dok su slabo
diferencirane ili nediferencirane (anaplastiéne) one novotvorine ¢ije su stanice primitivnog
izgleda 1 nespecijalizirane (Juki¢ i sur., 2002). Nediferencirani tumori u usporedbi s dobro
diferenciranim tumorima u pravilu imaju veci broj mitoza, kao znak povecane proliferirajuce

aktivnosti parenhimskih tumorskih stanica (Juki¢ i sur., 2002).
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Nastanak tumorske stanice iz koje ¢e se naposljetku razviti tumorski ¢vor rezultat je
dugotrajnih 1 postupnih genetskih i epigenetskih promjena (mutacija) koje mogu biti steCene
ili nasljedne, a koje su se nagomilale u samoj stanici ¢ime ona poprima nove bioloske osobine
odnosno maligni fenotip (Jiang 1 sur., 2015). Prije svega rijeC¢ je o aktivaciji onkogenima,
promjenama tumor supresor gena i gena koji su uklju¢eni u udvostrucenje, provjeru i
popravak DNA lanaca. Onkogeni predstavljaju mutirane oblike normalnih gena zvane
protoonkogenima ¢ije mutacije dovode do stvaranja prekomjernih koli¢ina proteina koji
poticu stani¢no dijeljenje 1 rast (Jiang i sur., 2015). S druge strane, tumor supresor geni u
normalnim uvjetima obuzdavaju rast stanica, a njihove mutacije mogu dovesti do zlo¢udnosti
(Taradi, 2010). Takoder vaznu ulogu imaju i geni za provjeru i popravak DNA budu¢i da vrse
nadzor nad cjelokupnim genskim materijalom c¢ija se ispravnost tijekom udvostru¢enja moze
narusiti pa se u tom slucaju pokrece “zastitni mehanizam” zvan programirana smrt stanica
(apoptoza). U slucaju njihovih promjena dolazi do izbjegavanja apoptoze stanica Sto u
konacnici omogucuje nagomilavanje mutacija u DNA. Smatra se da je prosjecno potrebno
Sest ili viSe mutacija gena koji nadziru rast stanice kako bi ona postala maligna (Taradi, 2010).
Osim stvaranja i nagomilavanja mutacija gena koji odreduju stupanj malignosti tumora vaznu
ulogu ima i odgovaraju¢i mikrookoli§ same zlo¢udne stanice kako bi se razvio tumorski ¢vor.
Za tumorske stanice specifiCan je poremecaj (deregulacija) stani¢nog ciklusa, njihova
nesposobnost da zaustave ekspresiju pojedinih gena i stanicni ciklus ili omoguce tok procesa
programiranog odumiranja — apoptoze te na taj nain zaustave umnazanje stanica 1 rast
tumora (Tomek, 2000). Odlika tumorskog tkiva je 1 da zadrzava ograni¢en broj mati¢nih
stanica koje mogu obnoviti tumor, prekomjerna proliferacija stanica i stvaranje klonova
potomaka, dok je s druge strane diferencijacija gotovo zaustavljena. Tumorska se masa zbog
velikog broja proliferiraju¢ih malignih stanica stoga eksponencijalno povecava, te kada
dosegne veli¢inu od 103-10° stanica, promjera 1 cm, mase 1 gram postaje klini¢ki vidljiva pri
¢emu je do tog doba ve¢ proslo 30 dioba stanica (Ban i Osmak, 1996). Daljnji rast tumora nije
viSe eksponencijalan jer se sve veci broj stanica tumora nalazi u fazi mirovanja (GO fazi) ili
odumre i definitivno izlazi iz diobe. U daljnjih 10 dioba tumor ée dosegnuti broj od oko 10'?
stanica i tumorsku masu od 1 kg §to u vecéine bolesnika izaziva smrt (Ban 1 Osmak, 1996).
Veca tumorska masa obi¢no dovodi i do smetnji u funkciji organa u kojem je tumor smjesten

ili u funkciji susjednih organa na koje tumor vrsi pritisak (Tomek, 2000).
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Osobine promijenjenih stanica uklju¢uju gubitak kontaktne inhibicije rasta, nagomilavanje
stanica i tvorbe metastatskih fokusa, gubitak ovisnosti o prihvacanju za podlogu i smanjenu

potrebu za serumom (Ban 1 Osmak, 1996).

Da bi nakupina tumorskih stanica u tkivu, u obliku kuglice promjera 1 — 2 mm,
mogla dalje rasti, nuzno je da organizira vlastitu prokrvljenost (Taradi, 2010) to¢nije pokrene
proces angiogeneze (Slika 2) koji je povezan sa zlocudnosc¢u, jer bez pristupa krvnim zilama
tumor ne bi mogao metastazirati (Jiang i sur., 2015). Ta nakupina tumorskih stanica obavlja
izmjenu tvari s okoliSem (normalnog tkiva) jednostavnom difuzijom, koja je dostatna samo za
sloj stanica blizu povrsine kuglice koje se neprestano radaju, "putuju" u unutrasnjost i umiru,
dok one u srediStu nekrotiziraju (Taradi, 2010). Proces angiogeneze zapocinje razgradnjom
bazalne membrane oko endotelnih stanica (kapilara), zatim promjenom oblika endotelnih
stanica u susjedstvu te bazalne membrane i njihovim prodorom u susjednu stromu. Endotelne
stanice u fronti prodora proliferiraju ¢ime se zapravo dubina prodora povecava. Stanice iza
fronte prodora prestaju proliferirati, poprimaju uobicajeni oblik endotelnih stanica, zapocinju
blisko prilijegati jedne uz druge s formiranjem lumena. Dolazi i do spajanja "fronti prodora"
tako da nastaju "petlje" novih kapilara, Sto omogucuje cirkulaciju kroz novoprokrvljenu regiju
(Jureti¢, 2000). U odraslih jedinki proces angiogeneze je relativno rijedak, odnosno javlja se,
primjerice, u endometriju zena tijekom reproduktivnih ciklusa, zatim kod cijeljenja rana i kod
rasta tumora (Jureti¢, 2000). Endotelne stanice pripadaju medu najdulje zivuce stanice buduci
da se u diobi nalazi samo jedna od 10 000 endotelnih stanica, izuzimajuéi regije s procesom
angiogeneze te stoga njihova zamjena (obnova) unutar krvnih zila moze trajati godinama, za
razliku npr. od stanica crijevnog epitela gdje se proces obnove dogodi unutar desetak dana

(Jureti¢, 2000).
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Prije angiogeneze

Nakon angiogeneze

-

Slika 2. Proces stvaranja angiogeneze (preuzeto: https://blogs.scientificamerican.com/guest-

blog/the-hallmarks-of-cancer-5-sustained-angiogenesis/)

Smatra se da sve tumorske stanice imaju zajednickog pretka, ipak su one genetski
nestabilne i vrlo heterogene po svojim svojstvima, kao §to su: veliCina, oblik, brzina rasta,
kariotip, antigeni¢nost, imunogeni¢nost, osjetljivost na vanjske utjecaje, osjetljivost na
citotoksi¢ne lijekove, proizvodnja pigmenata i hormona, kakvoca i broj receptora na povrsini
stani¢ne opne, metastatski potencijal i dr. (Basi¢ i sur., 1996; Jiang i sur., 2015; Taradi, 2010).
Upravo ta genska nestabilnost, koja traje tijekom ¢itavoga zivota tumora, predstavlja osnovni
problem terapijskoga pristupa tumorima (Taradi, 2010). Kad neke tumorske stanice zadobiju
svojstvo luCenja ¢imbenika tumorske angiogeneze (TAF, engl. tumour angiogenesis factor),
poput VEGF ili VPF, FGF, TGF-B (engl. transforming growth factor ), TNF-a i drugih, on
stimulira urastanje novih domacinovih kapilara u tumor koje osiguravaju potrebne hranjive
tvari 1 kisik §to omogucava da tumor raste "agresivno", infiltriraju¢i 1 razaraju¢i okolno
zdravo tkivo (Jiang i sur., 2015; Taradi, 2010). Jos uvijek je nepoznanica zasto neki tumori
ostaju neaktivni (mirujudi, latentni), dok drugi iniciraju angiogenezu i napredovanje prema

malignom fenotipu. Nyberg i sur. (2005) navode da fizioloska ravnoteza izmedu endogenih
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inhibitora i stimulatora mozZe predvidjeti predodredenost pojedinca za pokretanje patoloskih
stanja.
Angiogeni ¢imbenici zdruzeni s tumorom mogu se razvrstati u dvije skupine:

a) one koje proizvode tumorske stanice i

b) one koji potjeCu od upalnih stanica (npr. makrofaga) koje infiltriraju tumore (Jiang i

sur., 2015).

Stvoreni sustav krvnog i limfnog protoka ubrzava rast tumora, struje obaju tjelesnih tekucina
omogucuju ili olakSavaju otkinutim djeli¢ima tumorskog tkiva ili pak embolima tumorskih
stanica odvod u sustavnu cirkulaciju i limfotok, vjeruje se najces¢e (zbog tanke stijenke) u
podrucju venula i malih limfnih Zila. Stoga se intenzitet angiogeneze (gustoca krvnih Zila u
tumoru) moze upotrijebiti kao c¢imbenik prognoze u smislu procjene malignosti i

metastazibilnosti tumora (Jureti¢, 2000).

2.1.1. Metastaziranje

Tumorsko napredovanje ili progresija je proces koji se javlja s vremenom kod
mnogih tumora kako oni postaju agresivniji i stjeu vecu zlo¢udnu snagu. Pri tome se
progresija tumora povezuje s aktivnim procesom invazije u izvanstani¢na tkiva (matriks) koji
se moze podijeliti u 3 koraka:

- pri¢vrs¢ivanje tumorskih stanica za sastojke tkiva (bazalna membrana) pomocu
receptora za laminin, fibronektin, kolagen i druge glikoproteine,

- lokalna razgradnja (liza) izvanstani¢nog tkiva (2-8 sati nakon vezanja za
receptor) odnosno bazalne membrane 1 intersticijskoga vezivnog tkiva
proteolitickim enzimima (kolagenaze tipa IV, plazminogen aktivator i elastaze)
koje izluCuju same tumorske stanice ili normalne stanice pod utjecajem
tumorskih stanica te omogucuju prolazak kroz kapilarnu stijenku,

- seoba (migracija) tumorskih stanica (Jureti¢, 2000, Jiang i sur., 2015).

Metastaziranje (gré. metastasis, -eos, f. -premjestanje, promjena) je proces stvaranja
sekundarnih presadnica (metastaza) koji nisu u dodiru s primarnim malignim tumorom buduci

da su se otkinule od njega, te otputovale na udaljeno mjesto gdje su nastavile dalje rasti.
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Nastale presadnice ili metastaze koje su izbjegle obrambene mehanizme domacina mogu biti
regionalne (lokalne), udaljene, a ako su razasute po citavu tijelu, govorimo o generaliziranim
metastazama. lako nije pronaden to¢no odredeni gen koji bi bio odgovoran za metastaziranje
smatra se da je sposobnost metastaziranja tumorskih stanica posljedica viSestrukih mutacija
zbog njihove genetske nestabilnosti koje su neovisno nakupljaju u subklonovima tumorskih
stanica.
"Nespecificni" mehanizmi obrane, primjerice makrofagi i stanice ubojice (NK stanice), mogu
biti snazni razaraci heterogenih populacija tumorskih stanica; njihova je uloga vjerojatno
najvaznija ba$ u uklanjanju i razaranju tumorskih stanica i u optoku i u uspostavljenim
mikrometastazama (Basi¢ i sur., 1996).
Maligni tumori mogu se Siriti (metastazirati) na 4 nacina:
a) usadivanjem (implantacijom) unutar prirodnih tjelesnih Supljina ili povrsina,
b) limfogeno tj. preko limfnih Zila koje je tipi¢nije za karcinome,
¢) hematogeno tj. embolizacijom kroz krvne Zile koje je ¢eS¢e za sarkome 1
d) transplantacijom (presadbom) obi¢no mehanickim instrumentima ili
rukavicama tijekom kirurSkog zahvata, najces¢e u rubove rane (Juki¢ i sur.,
2002).

Gubitak medustani¢nih veza te razdvajanje tumorskih stanica pojedinacno ili u
skupinama koje zatim prianjanju uz bazalnu membranu i infiltriraju ju razlog je prodora
tumorskih stanica kroz nju. Uzroci razdvajanja tumorskih stanica su labave kohezivne veze
izmedu malignih stanica, kao i prisustvo proteolitickih enzima koji pokuSavaju odvojiti
nekroti¢ne dijelove tumora od ostalog dijela te ameboidna sposobnost kretanja malignih
stanica.

Stanice koje su prosle kroz bazalnu membranu prodiru i invadiraju medustani¢ni matriks, gdje
dopiru do stijenke krvnih Zila. Invazija je aktivan proces kojem neposredno prethodi razaranje
unutarstani¢nog matriksa uz potporu proteolitickih enzima iz tumorskih stanica, prije svega
proteaza kao $to su serin, cistein (katepsin D) i matriks metaloproteinaza u koju se ubraja
kolagenaza za kolagen tipa IV koji je sastavni dio bazalne membrane ¢ime se olakSava prodor
odnosno migracija tumorskih stanica (Juki¢ 1 sur., 2002). Slijedi invazija stijenke krvne Zile i
prodor u krvotok tako S$to tumorska stanica dotakne perivaskularnu membranu, zakvaci se za
nju uz pomo¢ lamininskih receptora i po¢ne luciti kolagenazu tipa IV, koja je specificna za

kolagen u bazalnoj membrani (Juki¢ i sur., 2002).

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 14



§ 2. Literaturni pregled

Krv nije osobito povoljan okoli§ tumorskim stanicama jer je njihovo oStec¢enje u

krvotoku jedan od ¢imbenika neuspjeSnosti metastatskog rasta. Tijek krvi u arterijama je brz i
u njemu su mnoge pogibi za tumorske stanice, koje se pretezno ocituju mehanickim
oSte¢enjem tumorskih stanica (Basi¢ i sur., 1996).
U krvnoj struji ili okoliSu tumora samo neke tumorske stanice stvaraju embole nakupljanjem i
pricvrs¢ivanjem za leukocite (limfocite) ili trombocite u krvi, kao i medureakcijom s
hemostatskim molekulama (depoziti fibrina) te na taj nacin budu donekle zasticene od
djelovanja protutumorskih stanica domacina 1 imaju ve¢u moguénost prezivljenja i stvaranja
metastaza (Basi¢ i sur., 1996; Jureti¢, 2000; Taradi, 2010). Postoje takoder opazanja da
tumorske stanice mogu biti i aktivne u smislu sinteze prokoagulantnih molekula $to se
klinicki moze izrazavati u smislu povecane koagulabilnosti u bolesnika s tumorima (Juretic,
2000). Medutim, vecina tumorskih stanica se u krvnoj struji nalazi pojedinacno 1 to prodorom
kroz novonastale i nepotpune ili ve¢ postojece krvne zile.

Budu¢i da tumorima opéenito nedostaje dobro razgranata mreza limfozilja, tumorske
stanice mogu ulaziti u limfotok samo u izvanjskim dijelovima tumora, ali ne 1 u njegovoj
unutrasnjosti. Tumorske stanice koje udu u limfotok odlaze do podru¢nih limfnih ¢vorova,
gdje se 10-60 minuta zaustave u supkapsularnim sinusima odakle opet znatna koli¢ina stanica
odlazi u eferentne (odvodne) limfne Zile koje su povezane s venskim optokom krvi
zahvaljujuéi mnostvu limfno-krvozilnih spajanja (Basi¢ 1 sur., 1996). Izlazenje
(ekstravazacija) slobodnih tumorskih stanica ili tumorskih embola iz krvne zile u
izvanstanicni matriks uklju¢uje medusobno pri¢vrséivanje za endotel krvne zile, Sto ovisi
djelomicno o specifi¢nosti prianjanja tumorske i endotelnih stanica u razliitim tkivima.
Adhezija (vezanje za integrinske i neintegrinske receptore) i ekstravazacija tumorskih stanica
moze biti olakSana i1 postojanjem ili stvaranjem fibrinskih ugruSaka na mjestu njihove
adherencije (Jureti¢, 2000). Nakon priljepljivanja na stanice endotela tumorske stanice
pseudopodijima ulaze u prostore medu endotelnim stanicama, izazivajuéi na taj nacin
skupljanje endotelnih stanica, Sto oslobada pristup tumorske stanice bazalnoj membrani, na
koju se ova veze pomocu laminina (BasSi¢ i sur., 1996) nakon Cega slijedi izlazak kroz bazalnu
membranu mehanizmima slicnim onima koji djeluju pri invaziji. Nakon udomljenja u
intersticijskom prostoru tumorska se stanica moze dijeliti, osnivajuéi tako koloniju stanica-
metastaza koja ponovno moze biti nositeljem novog procesa stvaranja metastaza, uvecavajuci

na taj nacin razinu rasapa malignih stanica (Tablica 1, Slika 3) (Basi¢ i sur., 1996).
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Mjesto izlaska iz krvne zile, a prema tome i organ gdje nastaje metastaza, moze se
opcenito predvidjeti na osnovi lokalizacije primarnog tumora i podruc¢ju otjecanja krvnog ili
limfnog sustava. Medutim, u mnogim slu¢ajevima prirodni putevi otjecanja ne objasnjavaju
prikladno raspored metastaza. Na migraciju (kapacitet 1 smjer) utjeCu razni solubilni
¢imbenici (citokini) koje mogu luciti same tumorske stanice (autokrina regulacija), dok drugi
mogu potjecati od susjednih ili udaljenih normalnih stanica (Jureti¢, 2000). Metastaze obicno
imaju krace vrijeme udvostru¢enja obujma nego primarni tumori od kojih potjecu, a vrijeme
udvostrucenja metastaza takoder ovisi 1 o tipu tkiva na kojem nastaju (Tomek, 2000). U
trenutku pocetka lijeCenja metastatske bolesti moze se pretpostaviti da je broj zlocudnih
stanica u organizmu 10'° do 10'!.

Sklonost stvaranja metastaza na organima moze biti povezana sa sljedeca 3
mehanizma:

a) tumorske stanice koje se pri¢vrSéuju za endotel mogu imati molekule za pri¢vr§éenje Cije
molekule pokazuju posebnu sklonost za endotelne stanice ciljanog organa;

b) neki ciljani organi mogu oslobadati tvari (Cimbenike rasta ili hormone) koje imaju sklonost
kemijskog privlacenja tumorskih stanica na odredeno mjesto;

¢) unekim sluc¢ajevima ciljano tkivo moze biti neprimljivi okoli$ za rast tumorskih stanica.

Dakle, organ u kojemu se utemeljuju metastaze jest specifican za odredeni tumor.
Kod metastaziranja u prednosti su one tumorske stanice koje imunosni sustav ne prepoznaje
kao strane (Jureti¢, 2000). Medutim, zaustavljanje Zive metastatske stanice u nekom tkivu nije
jamac nastanku metastaze (Basi¢ 1 sur., 1996). Pokusi su tako, primjerice, pokazali da manje
od 0,01 % tumorskih stanica ubrizganih u cirkulaciju prezivi, odnosno formira metastatske
kolonije (Jureti¢, 2000).

Smatra se da su za to odgovorni turbulencija (vrtlozno gibanje) krvi, relativno niska
deformabilnost (prezivljavanje u mikrocirkulaciji) tumorskih stanica 1 njihovo liziranje od
strane endotelnih stanica (Jureti¢, 2000). Klinicka i pokusna istrazivanja otkrivaju da je
povecana zlo¢udnost (npr. ubrzani rast, invazivnost i sposobnost stvaranja udaljenih
metastaza) Cesto stecena u napreduju¢em obliku. Poznato je da lokalizirano oSteCenje tkiva,
traumatizacijom, zraCenjem ili citostaticima povecava metastaze u njemu, S$to je ujedno i

potvrda da okoli§ u organu utjece na rast metastaza tumora (Basi¢ i sur., 1996).
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Tablica 1. Odnos tumora i domacina tijekom metastatske kaskade*

ODJELJCI METASTATSKE KASKADE MOGUCI MEHANIZMI
1. INICIJACIJA TUMORA Djelovanje kancerogena, aktivacija 1/ili
depresija onkogena, preraspodjela
kromosoma
2. PROMOCIJA I RAST TUMORA | Kariotipska  genetska 1 epigenetska

nestabilnost; amplifikacija gena; pojava gena
vezanih za promociju; utjecaj hormona

3. PROLIFERACIJA STANICA

Vlastiti ¢imbenici rasta i njihovi receptori,
hormonski receptori

4. ANGIOGENEZA

Cimbenici angiogeneze, ¢imbenici rasta

5. INVAZIJA OKOLNIH TKIVA,

Kemoatraktanti seruma, autokrini ¢imbenici

KRVNE I LIMFNE ZILE pokretljivosti,  receptori  priljepljivanja,
enzimi razaranja
6. ZAUSTAVLJANJE TUMORSKE | Homotipi¢cni ili  heterotipiéni  agregati

STANICE I NJEZIN IZLAZAK 1Z
KRVNE ZILE:

a) Priljepljenje za endotel

b) Skupljanje endotela

c) Priljepljenje za bazalnu
membranu

d) Rastapanje bazalne membrane

e) Lokomocija

(grudice)

Medureakcije tumorskih stanica s fibrinom,
krvnim plo¢icama i ¢imbenicima zgrusavanja

Cimbenici krvnih plogica i tumorskih stanica
Receptor za laminin 1 tromboplastin
Proteoliza, kolagenaza tipa IV, heparanaze,

katepsini

Autokrini ¢imbenici pokretljivosti

7. STVARANJE KOLONIJA
TUMORSKIH STANICA U
UDALJENOM TKIVU

Receptori za tkivne cimbenike

¢imbenike angiogeneze

rasta,

8. IZBJEGAVANJE OBRANE
DOMACINA I OTPORNOST NA
LIJECENJE

Otpornost na ubilacko djelovanje makrofaga,
naravnoubilackih stanica, aktivirane limfocite
T, prikrivanje tumor specificnih antigena i
njthova  blokada, amplifikacija  gena
otpornosti na lijekove

*Preuzeto: Basi¢ i sur., 1996
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Karcinom

Epitelne stanice
Razvoj karcinoma i stjecanje invazivnog potencijala

: . - Tumorski metastatski geni
Bazalna membrana | ® | ® [_. - Metastatski supresor geni

Ekspanzivan rast i invazija kroz bazalnu membranu u okolno tkivo
- Pojacana aktivnost proteaze (npr. MMPs)

- Povecana pokretljivost/interakcija stanice u okolnom
tkivu/ECM/stromalnim stanicama

- Smanjenje integriteta/jacine kontakta stanica-stanica (E-kadherin)

Angiogeneza, intravazacija i prijenos po tijelu

- Migracija/interakcija kroz ECM

- Interakcija s krvoZilnim stanicama

- Interakcija sa Supljinom mezotelijalnih stanica

- Invazija u krvnu Zilu

- Prezivljavanje u krvotoku/izbjegavanje imunoloikog odgovora

Imunoloske stanice

Zaustavljanje i ekstravazacija na sekundarnom mjestu

- Interakcija s vaskularnim stanicama

- Interakcija s mezotelijanim stanicama tijekom metastaziranja
- Invazija u sekundarno tkivo

Invazija u sekundarno tkivo i stvaranje mikro- i makrometastaza
- Invazija/migracija u sekundarno tkivo

- Interakcija i prilagodba tkivnom mikrookolisu

- Stvaranje nove vaskulature

- Stvaranje sekundarnog tumora ili mirovanje

(2%

Makrometastaze

mikrometastaze

Slika 3. Kaskada procesa metastaziranja (preuzeto i prilagodeno: Jiang i sur., 2015)
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2.1.2. Tumorska angiogeneza

Krvozilna mreZa opskrbljuje sve stanice u tijelu s kisikom i hranjivim tvarima te je
stoga za prezivljavanje stanica klju¢no da se nalaze dovoljno blizu krvne zile. Procjenjuje se
da stanica ne bi smjela biti udaljena vise od 100 -200 um od najblize krvne Zile, Sto otprilike
odgovara difuzijskom kapacitetu za kisik (Carmeliet i Jain, 2000; Folkman, 2001).

Ocito je stoga da kisik posjeduje najznacajniju ulogu u regulaciji rasta solidnog tumora. Zbog
nenormalnog rasta tumorskih stanica i kasnije neravnoteze u opskrbi i potraznji za kisikom,
solidni  tumori  uzrokuju  hipoksiju koja dovodi do fizioloSkog procesa
neoangiogeneze/neovaskularizacije odnosno razvoja i rasta novih kapilara u odraslih iz ve¢
postoje¢ih krvnih zila kao odgovor na proangiogene ¢imbenike koje luce stanice raka radi
dobivanja vise kisika (Gaffney i sur., 2003; Jiang i sur., 2015; Triratanachat 1 sur., 2006), a
koji igra kljucnu ulogu u procesima rasta tumora i metastaziranja (Chi i sur., 2007; Lamszus 1
sur., 2005). U tom slucaju nove kapilare izrastaju iz malih venula bez miSi¢nog sloja.
Medutim, istrazivanja su pokazali da postoji i drugi nacin stvaranja angiogeneze tumora koji
se odvija pomocu endotelnih prekursorskih stanica (EPCs, engl. endothelial progenitor cells)
iz koStane srzi odraslih ljudi koje su slicne angioblastima-stanicama iz kojih procesom
vaskulogeneze nastaju endotelne stanice i krvne zile u embriju.

Pravilan tijek ovog procesa vazan je u mnogim fizioloskim stanjima poput embrionalnog
razvoja, normalnom rastu tkiva, odrzavanja reproduktivne funkcije zene (ovulacija, obnova
endometrija nakon menstruacije, stvaranje zutog tijela, placentacija tijekom trudnoce) te
procesa zacjeljivanja rana. Regulacija intenziteta angiogeneze ovisi o ravnotezi angiogenih i
angiostatskih (antiangiogenih) ¢imbenika (Tablica 2, Slike 4-5), a ukoliko dode do gubitka te
ravnoteze, angiogeneza postaje patoloska te kao takva moze doprinositi patogenezi mnogih
bolesti (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003). U vecini normalnih tkiva prevladavaju angiostatski
¢imbenici pa stanice izolirane iz tih tkiva in vitro ne stimuliraju angiogenezu (Demeron i sur.,
1994). Razli¢iti ¢imbenici poput hipoksije, acidoze, hipoglikemije ili poviSenja unutartkivnog
tlaka mogu stimulirati stvaranje novih krvnih Zzila povecanjem ekspresije angiogenih

¢imbenika (Carmeliet 1 Jain, 2000).
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(preuzeto i prilagodeno: https://www.tocris.com/cell-biology/angiogenesi)
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Tablica 2. Endogeni angiogeni i angistatski ¢imbenici

Angiogeni ¢imbenici

Angiostatski ¢imbenici

Cimbenik Molekulska | Cimbenik Molekulska

masa (kDa) masa (kDa)
Cimbenik rasta krvozilnog endotela 40-45 Angiostatin 38
(VEGF/VPF) (engl. angiostatin)
(engl. vascular endothelial growth
factor)
Bazi¢ni ¢imbenik rasta fibroblasta 18 Endostatin 20
(bFGF) (engl. endostatin)
(engl. basic fibroblast growth factor)
Kiseli ¢cimbenik rasta fibroblasta (aFGF) 16,4 Trombospondin 1-2 (THBS 1-2, 140
(engl. acid fibroblast growth factor) TSP 1-2)

(engl. thrombospondin 1-2)

Transformiraju¢i  Cimbenik rasta o 5,5 Trombocitni ¢imbenik 4 (PF4, 27-29
(TGF-a) CXCL4)
(engl. transforming growth factor a.) (engl. platelet factor 4)
Transformirajuéi  Cimbenik rasta J3 25 Interferon o (IFN-a) 19-26
(TGF-B) (engl. interferon «)
(engl. transforming growth factor B)
Angiogenin 14,1 Interferon B (IFN-P) 20; 23
(engl. angiogenin) (engl. interferon p)
Cimbenik rasta endotelnih stanica 45 Interferon y (IFN-y) 50
izoliran iz trombocita (PD-ECGF) .
(engl. platelet derived endothelial cell (engl. interferon )
growth factor)
Cimbenik rasta kolonija granulocita 17 Antitrombin IIT (AT III) 53-55
(G-CSF) (engl. antithrombin I11)
(engl. granulocyte colony stimulating
factor)
Cimbenik rasta kolonija granulocita i 14-35 Troponin I (Tn I) 22
makrofaga (GM-CSF) (engl. troponin I)
(engl. granulocyte/macrophage colony
stimulating factor)
Angiopoetin 1 (Ang-1) 70 Interleukin 1 (IL-1) 17
(engl. angiopoietin 1) (engl. interleukin I)
Angiopoetin 2 (Ang-2) 55 Interleukin 4 (IL-4) 13
(engl. angiopoietin 2) (engl. interleukin 4)
Interleukin 6 (IL-6) 22-27 Interleukin 10 (IL-10) 18
(engl. interleukin 6) (engl. interleukin 10)
Interleukin 8 (IL-8, CXCLS8) 40 Interleukin 12 (IL-12) 70-75
(engl. interleukin 8) (engl. interleukin 12)
Cimbenik rasta hepatocita (HGF) 92 Interleukin 18 (IL-18) 18; 24
(engl. hepatocyte growth factor) (engl. interleukin 18)
Cimbenik rasta posteljice (PGF) 25 Vazostatin 21
(engl. placental growth factor) (engl. vasostatin)
Cimbenik tumorske nekroze o (TNF-a) 17 Fragment prolaktina (PRL) 8; 16;23
(engl. tumor necrosis factor o) (engl. prolactin fragment)
Cimbenik rasta trombocita (PDGF) 27-31 Kanstatin 24
(engl. platelet derived growth factor) (engl. canstatin)
Cimbenik rasta trombocita BB 24,3 Restin 22
(PDGF-BB) (engl. restin)
(engl. platelet derived growth factor BB)
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Angiogeni ¢imbenici

Angiostatski ¢imbenici

Cimbenik Molekulska | Cimbenik Molekulska
masa (kDa) masa (kDa)

Cimbenici rasta sliéni inzulinu (IGF-I, 7,5 Tkivni inhibitori MMP 1-4 28,5/21/24-
1) (engl. insulin-like growth factors) (TIMP1-4) 25/22

(engl.  tissue inhibitors of

metalloproteinase 1-4)
Matriks metaloproteineza 2 (MMP-2) 72 Tumstatin 28
(engl. matrix metalloproteinase 2) (engl. tumstatin)
Matriks metaloproteineza 9 (MMP-9) 92 Topljivi oblik VEGF receptora 2 75
(engl. matrix metalloproteinase 9) (engl. soluble form of VEGF

receptor 2)
Proliferin (PLF) 21 Fibronektin 29140
(engl. proliferin) (engl. fibronectin)
Leptin (LEP) 16 Cimbenik tumorske nekroze o 17 ili 26
(engl. leptin) (TNF-a)

(engl. tumor necrosis factor o)
Vaskularna stani¢na adhezijska 100-110 Inhibitor aktivatora 45
molekula-1 (VCAM-1) plazminogena
(engl. vascular cell adhesion molecule- (engl. plasminogen activator
1) inhibitor)
Vazoaktivni intestinalni peptid (VIP) 18,3 Aresten (ARR) 26
(engl. vasoactive intestinal peptide) (engl. arresten)
Monocitni kemoatraktant protein 13 Maspin 42
(MCP-1) (engl. maspin)
(engl. monocyte chemoattractant
protein-1)
Kalikrein (KLK) 30 Matriks metaloproteineza 12 54
(engl. kallikrein) (MMP-12)

(engl. matrix metalloproteinase

12)
Inhibitor aktivatora plazminogena (IAP) 45 Neostatin 50
(engl. plasminogen activator inhibitor) (engl. neostatin)
Folistatin (FST) 37,8 Neostatin 7 28
(engl. follistatin) (engl. neostatin 7)
Pleiotrofin (PTN) 18 Neostatin 14 23
(engl. pleiotrophin) (engl. neostatin 14)
Angiotropin 4,5 Protrombin 22
(engl. angiotropin) (engl. prothrombin)
Epidermalni ¢imbenik rasta (EGF) 6 C-terminalni nekataliticki 29-32
(engl. epidermal growth factor) fragment MMP-2 (PEX)

(engl. C-terminal non-catalytic

fragment of MMP-2)
Cimbenik  la  stromalnih  stanica 8 Endotelni polipeptid II koji 20 (34 pro-
(SDF-10) aktivira monocite oblik)
(engl. stromal cell-derived factor-1a) (EMAP-II, AIMP1, SCYE1)

(engl. endothelial monocyte-

activating polypeptide II)
Delta protein 4 (DLL4) 55,1 Protein B za regulaciju rasta 8
(delta-like ligand 4) (Gro-g, CXCL2)

(engl. growth regulated protein

1))
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Angiogeni ¢imbenici

Angiostatski ¢imbenici

Cimbenik Molekulska | Cimbenik Molekulska
masa (kDa) masa (kDa)
Efrini 25-50 Interferon inducibilni protein 10 8,6
(engl. ephrins) (IP-10, CXCL10)
(engl. interferon-inducible
protein-10)
Neutrofilni aktivirajuci protein-2 7,6 2-metoksiestradiol 0,3
(NAP-2, CXCL7) (engl. 2-methoxyestradiol)
(engl. neutrophil activating protein-2)
Rast reguliran s onkogenom « 8-10 Monokin induciran interefonom 11,7
(GRO a, CXCL1, NAP-3) y (MIG, CXCL9)
(engl. growth regulated protein a) (engl. monokine induced by
interferon y)
Rast reguliran s onkogenom /S 8 Cimbenik pigmentnog epitela,
(GRO B, CXCL2, MIP-2a) serpin F1 (PEDF, SERPINF1)
(engl. growth regulated protein f) (engl. pigment epithelium- 50
derived factor, serpin F1)
Rast reguliran s onkogenom y 8-10 Protamin 4,3
(GRO y, CXCL3, MIP-2b) (engl. protamine)
(engl. growth regulated protein y)
Epitelni peptid-78 koji aktivira neutrofile 8 Transformirajuéi cimbenik rasta 25
(ENA-78, CXCLS5) B (TGF-B)
(engl. epithelial neutrophil activating (engl. transforming growth
peptide-78) factor B)
Granulocitni  kemotakti¢ni  protein-2 6-8 Heparinaza 42
(GCP-2, CXCLo6) (engl. heparinase)
(engl. granulocyte chemotactic protein-
2)
Midkin 16 Humani korionski gonadotropin 25,7
(engl. midkine) (HCG)
(engl. human chorionic
gonadotropin)
Minociklin 0,457
(engl. minocycline)
Angioinhibini <1
(engl. angioinhibins)
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Slika 6. Proces rasta krvozilja unutar tumora reguliran proangiogenim ¢imbenicima

(preuzeto 1 prilagodeno: http://slideplayer.com/slide/9011892/)

Danas se uvelike istrazuje doprinos angiogeneze tumorskoj bolesti, reumatoidnom
artritisu (Liu 1 sur., 2013), psorijazi (Liu i sur., 2015; Elshabrawy i sur., 2015), proliferativnoj
dijabetickoj retinopatiji (Zhang i sur., 2017) te u razvitku kolateralne cirkulacije u ishemi¢nim
organima (npr. hipoksi¢cnom srcu) 1 ekstremitetima (Shweiki i sur., 1992). U patogenezi
malignih bolesti angiogeneza ima ulogu u rastu primarnog tumora te nastanku i rastu
metastaza gdje Cini se da ima i pozitivan i negativan ucinak. Osim pojma angiogeneze u
literaturi se Cesto susrece 1 pojam vaskulogeneza koja predstavlja proces u kojem dolazi do
stvaranja potpuno novih krvnih Zzila, ali ne iz ve¢ postojecih, nego iz stanica endotelnih
prekursora (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003). Smatra se da vaskulogeneza nema toliko vaznu ulogu
u razvitku tumora kao angiogeneza (Carmeliet 1 Jain, 2000). Humani tumori u pocetku svog
rasta uglavnom nisu angiogenog fenotipa. Medutim, pojedini stadiji u razvitku tumora poput
prekanceroze, lokalno ograni¢enog tumora (karcinoma in situ) pa sve do invazivnog
karcinoma pokazuju progresivho povecanje broja krvnih zila (Sharma i sur., 2001). S druge

strane, in situ karcinomi mogu mjesecima prezivjeti bez stvaranja vlastite krvne opskrbe, ali je
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time njihov volumen ograni¢en na nekoliko mm?® (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003) buduéi da
samom difuzijom mogu zadovoljiti vlastite potrebe za hranjivim tvarima, dok daljnji rast ovisi
o stvaranju primjerene krvne opskrbe novostvorenim zilama (Folkman i sur., 1989) koje
putem perfuzijskog 1 parakrinog u¢inka pospjesuju tumorski rast. Perfuzijski ucinak odnosi se
na dopremu hranjivih tvari 1 kisika, dok se parakrini u¢inak odnosi na proizvodnju ¢imbenika
rasta, koji poti¢u rast tumora, iz novonastalih endotelnih stanica (Folkman, 1995). Endotelne
stanice proizvode niz ¢imbenika koji moduliraju rast i ponasanje tumorskih stanica poput
inzulinu sli¢nog ¢imbenika rasta 1 1 2, (IGF1 1 2, engl. insulin like growth factor), ¢imbenika
rasta izoliranog iz trombocita (PDGF, engl. platelet derived growth factor), kemotaktickog
peptida za makrofage (MCP, engl. macrophage chemotactic peptide) i drugih (Slika 6) (Rak i
sur., 1996). Parakrina medureakcija endotelnih i tumorskih stanica je uzajamna, jer i tumorske
stanice luce Cimbenike koji utjeCu na proliferaciju i migraciju endotelnih stanica (Dedi¢
Plaveti¢ i sur., 2003).

Stvaranju novih krvnih zila u tumorima ne pridonosi samo povecanje sinteze
angiogenih ¢imbenika ve¢ 1 potiskivanje sinteze angiostatskih ¢imbenika Cime tumorske
promjene poprimaju takozvani »angiogeni fenotip« (Rastinejad 1 sur., 1989).
Angiogeni ¢imbenici potrebni za neovaskularizaciju tumora stvaraju se iz najmanje tri izvora:
a) sintezom u tumorskim stanicama b) sekrecijom iz makrofaga koji infiltriraju tumor te c)
enzimatskom degradacijom medustani¢nog matriksa od strane makrofaga i/ili tumorskih
stanica pri ¢emu neki tumori rabe kombinaciju navedenih mehanizama dok drugi, poput
melanoma samostalno proizvode vise razli¢itih angiogenih ¢imbenika (Dedi¢ Plaveti¢ i sur.,
2003).
Najces¢e spominjani i najbolje karakterizirani angiogeni Cimbenik jest Cimbenik rasta
endotela krvnih zila, VEGF, a njegova je angiogena djelotvornost dokazana u brojnim in vivo
1 in vitro istrazivanjima. VEGF inducira angiogenezu i proliferaciju endotelnih stanica i igra
vaznu ulogu u regulaciji vaskulogeneze (Ferrara, 1999; Jiang i sur., 2015). Osim mitogenog
ucinka, VEGF povecava permeabilnost (propusnost) krvnih zila i u tom procesu je 50 000
puta djelotvorniji od histamina, kao klasi¢ne molekule koja povecava propustljivost krvnih
zila (Ellis 1 sur., 2001) pa je stoga poznat i kao ¢imbenik vaskularne permeabilnosti (Dvorak i
sur., 1999).

Uz VEGF, bazi¢ni ¢imbenik rasta fibroblasta (bFGF) dobro je poznat angiogeni

¢imbenik, koji je svoju angiogenu djelotvornost pokazao u istrazivanjima cijeljenja peptickog
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ulkusa zeluca, gdje se dokazao kao milijun puta potentniji od H2-antagonista (Carmeliet i
Jain, 2000). Takoder, ne manje vazni ¢imbenici su kiseli ¢imbenik rasta fibroblasta (aFGF),
transformiraju¢i ¢imbenik rasta alfa (TGF-a), ¢imbenika rasta izoliranog iz trombocita
(PDGF, engl. platelet derived growth factor), ¢imbenik rasta endotelnih stanica podrijetla
trombocita (PD-ECGF, engl. platelet derived endothelial cell growth factor), interleukin 8
(IL-8) i mnogi drugi (Folkman, 1995). Pored navedenih ¢imbenika koji imaju ucinak na
endotelne stanice, postoje 1 ¢imbenici koji su vazni za prezivljavanje samih endotelnih stanica
medu koje ubrajamo integrine kao adhezijske molekule na povrsini endotelnih stanica koje
omogucuju endotelnoj stanici prianjanje uz izvanstanicni matriks, a bez cega dolazi do
apoptoze endotelnih stanica (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003). Slicnu ulogu imaju i angiopoetini u
¢ijoj porodici nalazimo 4 molekule od kojih neke imaju inhibicijski (angiopoetin 2), a neke
poticajni ucinak (angiopoetin 1) na endotelne stanice. Prezivljenje tumorskih stanica
pospjesuju i periendotelne stanice (periciti), koje mogu takav u¢inak imati ¢ak i u odsutnosti
drugih angiogenih ¢imbenika (Ellis i sur., 2001).

Za razumijevanje patogeneze procesa stvaranja novih krvnih zila, kao 1 za
potencijalne terapijske zahvate vazno je poznavanje i molekula koje su nadredene ovim
angiogenim ¢imbenicima kao $to je primjerice inducibilni ¢imbenik hipoksije la (HIF-1a,
engl. hypoxia inducible factor 1a) ¢ija je ekspresija povecana u uvjetima hipoksije, a funkcija
mu je poticanje transkripcije brojnih angiogenih ¢imbenika (VEGF, PDGF, angiopoetin)
(Carmeliet i Jain, 2000; Ellis 1 sur., 2001). Angiogeni ¢imbenici mogu djelovati i posredno
putem drugih medijatora kao $to je primjerice dusikov(II) oksid (NO) koji posreduje mitogeni
ucinak VEGF-a na endotelne stanice. Dodatak VEGF-a endotelnim stanicama in vitro potice
pojacanu sintezu NO-a, a inhibicija enzima sintaze dusikovog monoksida s pomoc¢u L-NAME
(N-nitro-L-arginin metilni ester) dokida mitogeni ucinak VEGF-a (Papapetropoulos 1 sur.,
1997; Ziche 1 sur., 1997). Tako je primjerice u tumorima glave i vrata nadena poviSena
produkcija NO-a, kao i povezanost izmedu angiogene sposobnosti i razine NO sintaze u
uzorcima tumora (Gallo i sur., 1998).

Primjena antiangiogenih (angiostatskih) agenasa u terapiji tumora moze poboljSati
rezultate konvencionalnih protutumorskih obrada zbog povecane specificnosti tumora i
smanjenja razvoja rezistencije tumorskih stanica (Kim i sur., 1993; Millauer i sur., 1994).
Trombospondin je prvi angiostatski ¢imbenik pronaden u normalnim stanicama, a vrlo Cesto

je mutacijama inaktiviran u tumorskim stanicama (Demeron i sur., 1994) gdje razina njegove
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sinteze moze tada iznositi svega 4—6 % od osnovne. Ovaj se endogeni ¢imbenik u humanim
stanicama nalazi pod kontrolom p53 tumor supresor gena (Demeron i sur., 1994) za koji je
poznato da je mutiran u velikom broju tumora (Dedi¢ Plaveli¢ i sur., 2003). Angiostatin je
specificni inhibitor proliferacije endotelnih stanica otkriven 1994. godine u plazmi i1 urinu
miSeva s Lewisovim pluénim karcinomom, a koji se u cirkulaciji pojavljuje iskljucivo u
prisutnosti primarnog tumora (O’Relly i sur., 1994). Za razliku od trombospondina kojeg
proizvode tumorske stanice per se, angiostatin nastaje enzimatskim cijepanjem plazminogena
bilo metaloelastazama iz makrofaga u stromi tumora, (Dong 1 sur., 1997) bilo serinskim
proteazama koje lu¢e same tumorske stanice (Gately i sur., 1996). U plazmi se moze otkriti do
5 dana nakon uklanjanja primarnog tumora (vrijeme poluraspada je 2,5 dana) (Ellis 1 sur.,
2001). Endogeni inhibitor angiogeneze, endostatin je C-terminalni fragment kolagena XVIII
iz kojeg se oslobada djelovanjem enzima elastaze, a pri tom ne interferira s procesom
cijeljenja rane (Dedi¢ Plaveli¢ i sur., 2003). Poznato je joS nekoliko endogenih inhibitora
angiogeneze kao Sto su trombocitni ¢imbenik 4 (PF4) (Maione i sur., 1990) interferon o
(IFN-y), N-terminalni fragment prolaktina (PRL) (Clapp 1 sur., 1993), ali nisu svi povezani s
prisutnos¢u tumora. Neki od njih poput interferona o upotrebljavani su ve¢ u klinickim
(Folkman, 1995). Uloga angiogeneze u procesu metastaziranja znacajna je zbog barem dva
patogenetska dogadaja. Prvo, novostvorene krvne zile svojom propusnos$¢u, mjestimice
nedostatkom bazalne membrane 1 slabijim medustani¢cnim pobo¢nim svezama, omogucavaju
tumorskim stanicama ulazak u cirkulaciju (Dvorak i sur., 1995). Drugo, nakon dospijeca u
ciljne organe metastatske tumorske stanice moraju razviti vlastitu Zilnu mrezu da bi narasle do
klini¢ki zamyjetljive veli¢ine. Utjecaj angiogeneze na klinicki ishod bolesti potvrden je u
nekoliko vrsta tumora (dojka, pluca), gdje je pokazano da gustoca krvnih zila u tumoru
korelira s brojem metastaza, a time i prezivljenjem bolesnika (Weidner, 1995).

Pocetkom proslog stolje¢a kirurzi su zamijetili da nakon uklanjanja primarnog
tumora dolazi do brzog rasta visceralnih metastaza (Marie i Clunet, 1910). Za objasnjenje
ovog fenomena trenutno najve¢u pozornost privlaci hipoteza o kontroli rasta metastaza
angiostatskim ¢imbenicima iz primarnog tumora (O’Reilly i sur., 1993). Primarni tumor raste
zahvaljuju¢i novonastalom Zzilju kao posljedica prevlasti angiogenih nad angiostatskim
¢imbenicima u njemu samome. Angiostatski ¢imbenici zahvaljuju¢i svom duljem poluvijeku

zivota, dospijevaju krvotokom do mikrometastaza ¢ije stanice jo§ ne stvaraju dovoljne
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koli¢ine angiogenih ¢imbenika. Kao rezultat nastaje inhibicija rasta metastaze na onoj veli¢ini
koja ne zahtijeva novostvorene krvne zile, tj. u obliku mikrometastaza. U takvim
avaskularnim mikrometastazama velik broj stanica umire apoptotskom smréu (Holmgren i
sur., 1995). Upravo ovaj ucinak angiostatskih ¢imbenika Zeli se iskoristiti u terapijske svrhe
¢ime bi se tumorska bolest dugotrajnim davanjem ovih inhibitora odrzavala u remisiji.
Pokusima na zivotinjama postignuta je dugotrajna remisija i dobro opée stanje usprkos
prisutnosti mikrometastaza u plu¢ima (Weidner, 1995). Poznato je da dosadasnja primjena
protutumorske terapije koja je usmjerena protiv tumorskih stanica ima nazalost i brojne
nezeljene ucinke na ostale zdrave stanice koje brzo proliferiraju. Osim toga, ogranic¢avajuci
¢imbenik takve kemoterapije je razvitak steCene otpornosti na kemoterapeutike, kao rezultat
genomske nestabilnosti tumorskih stanica uzrokovane kromosomskim delecijama,
amplifikacijama gena, translokacijama kromosoma, tockastim mutacijama ¢ime je ostvarena
ucinkovita selekcija i proliferacija tumorskih stanica (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003). Nazalost,
takva pojava susre¢e se u 30 % svih bolesnika podvrgnutih kemoterapiji (Dedi¢ Plaveti¢ i
sur., 2003).

Stromu solidnih tumora ¢ine izmedu ostalog 1 genski stabilne, diploidne stanice kao
Sto su endotelne stanice, periendotelne potporne stanice (periciti), upalne stanice te fibroblasti,
od kojih se ne ocekuje razvoj steCene otpornosti na terapiju (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003).
Upravo su endotelne stanice ciljna to¢ka novog pristupa u terapiji tumorske bolesti. Inhibitori
angiogeneze su svojim djelovanjem usmjereni na kapilarne endotelne stanice koje u procesu
angiogeneze proliferiraju jednako brzo kao mati¢ne stanice koStane srzi koje se prosjecno
dijele svakih 5 dana (Folkman, 1995). Time se izbjegavaju nezeljeni ucinci na ostale
endotelne stanice u tijelu koje spadaju medu najmirnije stanice sa zivotnim vijekom oko 1000
dana (Denekamp, 1993). U odrasle osobe tjelesne mase 70 kg endotelne stanice pokrivaju
povrsinu od priblizno 1000 m? (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003).
Tijekom ciklicke primjene endostatina, kod eksperimentalnih tumora miseva, nije doslo do
nastanka steCene otpornosti na terapiju, $to se objasnjava ¢injenicom da endotelne stanice nisu
genomski nestabilne, §to bi im omogucilo selektivnu prednost rezistentnih klonova (Boehm i
sur., 1997). Prednost inhibitora angiogeneze pred klasicnom kemoterapijom u potencijalnom
lijeCenju tumora mozga ili mozdanih metastaza jest u Cinjenici da ne bi morali prelaziti
krvnomozdanu barijeru jer su im djelatna tocka same endotelne stanice (Dedi¢ Plaveti¢ i sur.,

2003).
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Smatra se da antiangiogena terapija pociva na 4 principa (Ellis, 2002). Prvi terapijski
pristup jest blokada ucinaka specifi¢nih angiogenih ¢imbenika, odnosno onih ¢imbenika koji
imaju mitogeni ucinak na endotelne stanice. Sljedeci pristup jest smanjenje ucinka bilo
¢imbenika, bilo stanica, koje pospjeSuju prezivljenje endotelnih stanica. Upravo iz takvog
razmiS$ljanja proizaSao je razvoj integrinskih antagonista koji onemogucuju vezanje endotelne
stanice za izvanstani¢ni matriks te na taj nac¢in dovode do njezine apoptotske smrti (Ellis,
2002). Poznavanje angiostatskih ¢imbenika kao Sto su endostatin i angiostatin dovelo je do
njihove primjene u pretklinickim 1 klinickim istrazivanjima gdje su dokazali svoj
antiangiogeni potencijal uz minimalnu toksi¢nost §to predstavlja tre¢i pristup. Posljednji nacin
lijeenja odnosi se na blokiranje nekih putova koji mogu voditi poja¢anju angiogenih ucinaka.
Tako je primjerice poznato da prijenos signala putem HER2/neu receptora dovodi do
pojacanja angiogeneze (Ellis, 2002), dok uspjeSnom blokadom toga puta trastuzumabom
dolazi do indirektnog blokiranja angiogeneze.

Slicnim mehanizmom djeluju i inhibitori ciklooksigenaze s obzirom na to da jedan od
produkata djelovanja tog enzima prostaglandin E2 dovodi do porasta ekspresije angiogenih
¢imbenika. Upravo se tim mehanizmom tumaci smanjena pojavnost nekih tumora (primjerice
kolorektalni karcinom) u osoba koje su uzimale COX-2 (ciklooksigenaza 2) inhibitore te se
njihova primjena ¢ini klini¢ki opravdanom (Sharma i sur., 2001).

Nakon pocetnih pretklinickih ispitivanja koja su dala vrlo obecavajuce rezultate, klinicki
pokusi nazalost nisu potvrdili velika ocekivanja. Ipak, danas prevladava misljenje da bi
terapija antiangiogenim ¢imbenicima mogla imati primjenu u kombinaciji s konvencionalnim
kemoterapijskim protokolima pojacavajuci njihov u¢inak (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003).

Stoga otkrivanje inhibitora angiogeneze moze biti jedna od protutumorskih pristupa

(Griffioen 1 Molema, 2000; Kiselev i sur., 2003).
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2.1.2.1. Cimbenik rasta krvoZilnog endotela (VEGF)

Cimbenik rasta krvozilnog endotela (VEGF ili VEGF-A) prvotno je opisan kao
homodimerni protein (34-45 kDa) koji povecava krvoZzilnu propusnost u kozi (Byrne 1 sur.,
2005), a pronaden je djelomi¢nim prociS€avanjem ascitesne tekucine 1 supernatanta stani¢ne
linije hepatokarcinoma zamoraca te je stoga nazvan ¢imbenikom krvozilne permeabilnosti
(VPF). VPF bio je poznat kao najmoc¢niji Cimbenik i1 vazodilatator koji povecava
mikrovaskularnu propusnost (oko 50 000 puta jace od histamina) i koji je odgovoran za
krvozilnu hiperpermeabilnost i nakupljanje teku¢ine bogate plazma proteinima u solidnim 1
ascitesnim tumorima (Byrne i sur., 2005). Ferrara i Henzel su 1989. godine pronasli ¢cimbenik
rasta endotelnih stanica u kondicioniranom mediju za folikularne stanice hipofize goveda i
nazvali ga VEGF-om (Byrne 1 sur., 2005) za koji se je kasnije sekvencioniranjem utvrdilo da
je identican VPF ¢imbeniku (Byrne i sur., 2005; Shibuya, 2014). VEGF potreban je za rast 1
diferencijaciju endotelnih stanica, ali i kemotakticki djeluje na stanice monocita, privlaceci ih
na mjesta upale i tumora (Byrne i sur., 2005).

VEGF je vazan posrednik u procesu angiogeneze/limfoangiogeneze (odnosno
stvaranja krvnih Zzila iz ve¢ postojeceg krvozilnog sustava) i vaskulogeneze (de novo stvaranje
krvnih zila u embrionalnom razvoju) kako kod fetusa tako i kod odraslih ljudi (Byrne i sur.,
2005; Shibuya, 2011; Shibuya, 2014). VEGF je heparin vezujuéi glikoprotein koji se izlucuje
kao homodimer molekulske mase od 45 kDa. Pripada u skupinu c¢imbenika rasta zvanu
PDGF koju karakterizira prisutnost 8 konzerviranih ostataka cisteina u strukturi ¢vora cistina
te stvaranje antiparalelnih disulfidno vezanih dimera (Robinson i1 Stringer, 2001). Ovaj
signalni protein dio je sustava koji ponovno inducira opskrbu kisikom u stanicama i tkivima
kada je neadekvatna cirkulacija krvlju kao S§to je slucaj u hipoksi¢nim uvjetima (Palmer 1
Clegg, 2014). Kada stanica ne prima dovoljno kisika, proizvodi se transkripcijski ¢imbenik
HIF-1 koji stimulira oslobadanje VEGF-A koji se zatim veze na VEGF receptore na
endotelnim stanicama (Shibuya, 2014) pokrecuéi put tirozin kinaze koji dovodi do
angiogeneze. Ekspresija angiopoetina 2 u odsutnosti VEGF-a dovodi do smrti endotelnih
stanica 1 vaskularne regresije (Harmey, 2004). VEGF takoder uzrokuje vazodilataciju,
djelomicno kroz stimulaciju dusik oksid sintaze u endotelnim stanicama (Yang i sur., 1996) te
moze stimulirati migraciju stanica i inhibirati apoptozu (Alon i sur., 1995).

Obitelj] VEGF-a u sisavaca sadrzi pet ¢lanova izoformi koje su nastale kao rezultat

alternativnog cijepanja (engl. splicing) od jednog VEGF gena: VEGF-A, ¢imbenik rasta
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placente (PIGF, engl. placenta growth factor) koji je usko povezan s VEGF-A, zatim VEGF-
B, VEGF-C i VEGF-D (Carmeliet i Collen, 1999; Fontanella i sur., 2014; Shibuya, 2011;
2014), od kojih su zadnji otkriveni kasnije od VEGF-A, pa je 1 prije njihova otkrica VEGF-A
nazivan samo VEGF. Te izoforme medusobno se razlikuju po molekulskoj masi i bioloskim
svojstvima kao $to je njihova sposobnost vezanja za heparin sulfat proteoglikane na povrsini
stanice.

Ljudski VEGF-A gen sastoji se od 8 egzona i egzona nastalog alternativnim cijepanjem §to
rezultira barem 5 razli¢itih izoformi peptida, a uobicajene izoforme peptida sastoje se od 121,
145, 165, 189 i 206 aminokiselina (nazvanih VEGF 121, VEGF145, VEGF 189, VEGF206) (Byrne
i sur., 2005; Shibuya, 2011) (Slika 7). Izoforme alternativnog cijepanja 165, 189 i 206
aminokiselina sadrze heparin vezuju¢e domene koje im pomazu da se ucvrste u
izvanstanicnom matriksu i1 sudjeluju u vezanju na heparin sulfat 1 predstavljanju VEGF
receptorima Sto predstavlja kljuéni ¢imbenik za VEGF aktivnost; heparin vezujuéi oblici su
aktivniji. Ostale izoforme sastoje se od 148, 162 1 183 aminokiselina (nazvane VEGFi4s,
VEGF 162 1 VEGF183) (Jingjing i sur., 1999), a nedavno je pronadena i varijanta VEGF1¢5 koja

je imenovana VEGFiesp.

Izoforma Egzoni

VEGFA 206
189
165
165b
145

121

Slika 7. I1zoforme VEGF-A (preuzeto i prilagodeno: Byrne i sur., 2005)

Izoforme nastale alternativnim cijepanjem proteinske strukture razlikuju se prema
sposobnosti vezanja heparina i heparin sulfata. Aminokiseline koje su kodirane egzonima 1-5
konzervirane su u svim izoformama, a alternativno cijepanje moze se pojaviti u egzonima 6 i

7 koji kodiraju 2 heparin-vezuju¢e domene koje utjeCu na vezanje i1 topivost receptora.
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Izoforme koje kodiraju taj egzon 6 nalaze se ¢vrsto vezane na povrSini stanice (VEGF4s,
VEGFig9 1 VEGF26), a one izoforme kojima nedostaje egzon 6 su difuzibilne. VEGFi¢s
kojemu nedostaje samo egzon 6 je umjereno difuzibilan, dok je VEGF121 koji nema egzona 6 1
7 vrlo difuzibilan (Byrne i sur., 2005). VEGFies je najdominantnija proteinska izoforma i
takoder najmo¢niji u smislu stimuliranja angiogeneze, ali transkripti VEGF-a mogu biti i
obilniji (Relf 1 sur., 1997). Izoforma VEGF 65 moZze se vezati i s heparinom i s izvanstani¢nim
matriksom. Nedavno otkrivena izoforma alternativnoj cijepanja VEGFi¢s5, ima jednak broj
aminokiselina kao i VEGFi¢s, ali u COOH terminalnoj regiji ima 6 razli¢itih aminokiselina
koje su inace kodirane od strane egzona 8, a sada predstavljaju egzon 9 (Byrne i sur., 2005).
Terminalni COOH dio VEGF 165 neophodan je za odredivanje mitogene signalizacije, stoga ¢e
promjene u toj regiji vjerojatno utjecati na tu funkciju.
Za razliku od ostalih VEGF izoformi koje stimuliraju angiogenezu, VEGFi¢s» je endogeni
inhibitorni oblik VEGF-a koji smanjuje VEGF-om induciranu proliferaciju i migraciju
endotelnih stanica. lako se moze vezati na receptor VEGF-R2 (Flk-1 / KDR), to vezivanje
VEGFi65p ne dovodi do fosforilacije receptora ili aktiviranje nizvodnih signalnih puteva
(Byrne 1 sur., 2005). VEGF se inace rijetko eksprimira i otkriven je samo u fetalnoj jetri.

Malo je poznato o funkeiji i regulaciji VEGF-B, VEGF-C i VEGF-D, no ¢ini se da
nisu regulirani glavnim putevima koji reguliraju VEGF-A (Tablica 3, Slika 8).
VEGF-B je vrlo bazi¢an heparin vezujuci ¢cimbenik rasta koji je strukturno slican VEGF-A i
PIGF, a obiluje u tkivima kao S§to su srce, poprecnoprugasti misi¢i i gusteraca te moze
parakrino djelovati na reguliranje funkcije endotelnih stanica (Byrne i1 sur., 2005; Shibuya,
2014).
Ekspresija VEGF-B pronadena je u astrocitomu (Byrne i sur., 2005) i skvamoznom oralnom
karcinomu (Byrne i sur., 2005). Visoke razine VEGF-B i VEGF-C povezane su s
metastazama limfnog ¢vora kolorektalnog raka (Byrne i sur., 2005), ali njihova funkcionalna
uloga u tumorima jos$ nije u potpunosti istraZena.

VEGF-C je izoliran iz kondicioniranog medija PC3 tumorskih stanica prostate i
identificiran kao specifi¢ni aktivator VEGF receptora 3 (VEGF-R3). VEGF-C veze se na
VEGFR-3 i inducira tirozin fosforilaciju VEGF receptora 2 (VEGF-R2) 1 receptora 3 (VEGF-
R3) (Byrne i sur., 2005). VEGF-D je takoder ligand za VEGFR-2 i VEGFR-3. Dok je VEGF-
A uglavnom ukljuen u angiogenezu i krvozilnu permeabilnost, VEGF-C i VEGF-D su

ukljuc¢eni u limfoangiogenezu (Shibuya, 2011; 2014). Naime, VEGF-C 1 D su mitogeni
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limfnih endotelnih stanica i poticu njihovo prezivljavanje putem VEGF-R3 (Byrne i sur.,
2005), a ujedno sudjeluju i u regulaciji angiogeneze u ranoj fazi embriogeneze (Shibuya,
2011). VEGF-C takoder inducira hiperplaziju ve¢ postojecih limfnih zila (Byrne i sur., 2005).
Takoder je otkriveno niz srodnih VEGF proteina (varijanti) koji su kodirani virusima (VEGF-
E) i otrovom nekih zmija (VEGF-F) (Shibuya, 2011; 2014). Primjerice, VEGF-E je virusni
VEGF homolog kojeg kodira Orf virus koji je strukturno sli¢an VEGF-A, a veZe se 1 aktivira
VEGF-R2, ali ne i VEGF-RI1 te predstavlja snazni stimulator angiogeneze (Byrne i sur., 2005;
Shibuya, 2014).

Postoje tri razli¢ita receptora u VEGF obitelji receptora (Shibuya i sur., 1999) koji posjeduju
zajednicka svojstva visestrukih IgG-sli¢nih izvanstani¢nih domena i aktivnosti tirozin kinaze,
a koji su prvotno pronadeni na endotelnim stanicama. Enzimske domene VEGF receptora 1
od 180 kDa (VEGF-R1, takoder poznat kao Flt-1), VEGF-R2 od 230 kDa (takoder poznat kao
KDR ili Flk-1) i VEGF-R3 od 170 kDa (takoder poznat kao FIt-4) razlikuju se prema

umetnutom slijedu (Fontanella i sur., 2014).
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Tablica 3. Podjela i uloge VEGF-a

VEGTF obitelj

TIP VEGF-a ULOGA

VEGF-A e Angiogeneza
e 1 migracija endotelnih stanica
e 1 mitoza endotelnih stanica
e 1 aktivnosti MMP
e 1 avfs integrin aktivnosti
e stvaranje lumena krvnih Zila
e stvaranje fenestracije
o kemotaktic¢ki za makrofage i granulocite
e vazodilatacija (indirektno pomoc¢u otpustanja NO)

VEGF-B e cmbrionska angiogeneza (tkivo miokarda)

VEGF-C ¢ limfoangiogeneza

VEGF-D e potreban za razvoj limfnih krvnih zila koje okruzuju pluéne
bronhiole

PIGF e vazan za vaskulogenezu

e potreban u angiogenezi tijekom ishemije, upale, zacjeljivanju rana
1 tumora

Endotelne stanice takoder eksprimiraju dodatne VEGF koreceptore, neuropilin 1
(NRP-1) 1 neuropilin 2 (NRP-2) koji se selektivno vezu za aminokiselinski oblik VEGFjes, a
njihova ekspresija se podudara s tumorskom agresivnos¢u i loSom prognozom (Fontanella i
sur., 2014). VEGF-A veze se na tirozin kinazne receptore VEGF-R1 i VEGF-R2 koje se
eksprimiraju gotovo isklju¢ivo na endotelnim stanicama te na neenzimske koreceptore
neuropilin 1 (NRP-1) i neuropilin 2 (NRP-2) (Neufeld 1 sur., 1999; Shibuya, 2011; 2014).
PIGF i1 VEGF-B vezu se na VEGF-R1 i neuropilin 1 (Neufeld i sur., 1999; Shibuya, 2014), a
VEGF-C i VEGF-D vezu se na VEGF-R2 i VEGF-R3 (Shibuya, 2011; 2014 ) (Tablica 4,
Slika 8). VEGF receptori medusobno su u medureakciji kako bi poboljsali signalizaciju.
Koreceptorima neuropilinima nedostaje tirozin kinazna aktivnost te stoga moraju biti u
medureakciji s drugim receptorima radi prijenosa signala. Pokazalo se je da NRP-1 stvara
medureakcije s VEGF-R1 i VEGF-R2, dok NRP-2 stvara kompleks s VEGF-R1 (Byrne i sur.,
2005). NRP-1 takoder moze djelovati kao ¢imbenik prezivljenja za tumorske stanice koje ne

izrazavaju druge klasi¢ne VEGF receptore (Byrne 1 sur., 2005).
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VEGF-A VEGF-C

NN

VEGFR-1  VEGFR-2 VEGFR-3
(FIt-1) (Fk-1/KDR) (FIt-4)

Slika 8. Vrste VEGF-a i njihovi receptori (preuzeto:

https://en.wikipedia.org/wiki/Vascular_endothelial growth factor#cite note-15)

Tablica 4. Medureakcije pojedinih vrsta VEGF-a i pripadajuéih receptora
LIGANDI
RECEPTORI PIGF VEGF-A VEGF-B VEGF-C VEGF-D
sFIt-1

VEGF R1/Flt-1

VEGF R2/
KDR/FIk-1

VEGF R3/Flt-4

Neuropilin 1

Neuropilin 2

VEGF-C/VEGEF -R3 signalni put vazan je za limfnu proliferaciju, limfoangiogenezu,
ali 1 metastaziranje tumora u limfnim ¢vorovima (Byrne i sur., 2005; Shibuya, 2014) buduci
da je VEGF-R3 specifi¢no eksprimiran na limfnom endotelu (Shibuya, 2014).

Topljiv oblik Flt-1 receptora (sFlt-1, sVEGF-R1) moze se otkriti u perifernoj krvi i ligand je
za VEGF s visokim afinitetom (Aiello i sur., 1995) koji se moze upotrijebiti za

antagoniziranje VEGF funkcije. Receptori VEGF-R1 i VEGF-R2 su jace izraZeni na tumoru i
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proliferiraju¢em endotelu, dijelom zbog hipoksije, ali takoder i kao odgovor na sam VEGF-A.

VEGF-R1 i VEGF-R2 mogu stupiti u medureakciju s viSestrukim nizvodnim signalnim

putevima preko proteina kao Sto su PLC-y, Ras, Shc, Nck, PKC i PI3-kinaza (Rousseau i sur.,
1997; Shibuya, 2011). Receptor VEGF-R1 ima ve¢i afinitet od VEGF-R2 1 posreduje u

pokretljivosti 1 krvozilnoj propusnosti,

posjeduje jacu kinaznu aktivnost (Slika 9).

VEGF-A VEGF-A
VEGF-B VEGF-C
PIGF VEGF-D

l

Negativna regulacija VEGF-A
Vaskularna stabilizacija

sesossene 00000000000 ooooooooooooo
et M A A

seseesess OO0 PDOOOOOOOOOO]
VEGFR-1 VEGFR-2

dok je VEGF-R2 neophodan za proliferaciju i

VEGF-C
VEGF-D

VEGF-A

0...00000000
Neuropilin-1

J

~aA~
LD O
D O
. -
l. DCOC 000X )
LA OO
VEGFR-3 Neuropilin-2

Umfanglogeneza

Angiogeneza

Slika 9. Uloge VEGF receptora (preuzeto i prilagodeno: Taimeh i sur., 2013)

Neovaskularizacija je stimulirana VEGF-R2 aktivacijom, procesom koji je pojatan VEGF

aktivacijom neuropilina-1 i

neuropilina-2. Aktivacija VEGF-R1

inducira negativni

mehanizam povratne sprege mijenjaju¢i aktivnosti VEGF-A, sa sekundarnom ulogom u

stabilizaciji novostvorenih krvnih zila. VEGF-R3 aktivacija dovodi do limfangiogeneze.

Kratice:

endotela.

PIGF-¢imbenik rasta placente; R-receptor;

VEGF-¢imbenik rasta krvozilnog

Martina Kun§ti¢

Doktorska disertacija

36



§ 2. Literaturni pregled

2.1.2.2. Mehanizam djelovanja VEGF-a

Glavne funkcije VEGF-a su promicanje prezivljenja, induciranje proliferacije i
povecanje migracije 1 invazije endotelnih stanica, Sto sveukupno doprinosi angiogenezi, a
regulacija tih funkcija odvija se medureakcijom s receptorima tirozin kinaze 1 slanjem signala
kroz razli¢ite nizvodne proteine.

VEGF stimulira DNA sintezu i proliferaciju putem VEGFR-2 i izvanstani¢ne regulirane
kinaze-1/2 (ERK 1/2). Aktivacija ERK 1/2 posredovana je Ras-Raf-MEK-ERK putem (Slika
10) (Byrne 1 sur., 2005). Mitogen aktiviran protein kinazni (MAPK) signalni put takoder je
ukljucen u proliferaciju stanica kao odgovor na VEGF. Dokazi upucuju da receptor VEGFR-2
posreduje u tome, pri cemu VEGF moze aktivirati MAPK u endotelnim stanicama pankreasne
aorte izrazavaju¢i VEGFR-2 dok stanice koje izrazavaju VEGFR-1 nisu sposobne aktivirati
MAPK (Byrne i sur., 2005). U stresnim uvjetima, kao Sto je troSenje seruma, VEGF se veze
za VEGFR-2, koji aktivira signalni put fosfatidil inozitol kinaze (PI3-kinaza) i fosforilaciju
Akt/protein kinaze B (PKB). Akt je serin kinaza ukljucena u antiapoptoticku signalizaciju i
dovoljna je za promicanje prezivljenja serumski izgladnjelih HUVEC stanica. Upotreba P13-K
inhibitora, vortmanina, poniStava aktivaciju Akt i u potpunosti sprjeCava prezivljenje
posredovano VEGF-om. Vezanje VEGF-a za VEGFR-1 ne aktivira ovaj put i nije ukljuceno
u VEGF-om posredovano prezivljenje stanica (Byrne i sur., 2005). Integrini/stani¢ni
adhezijski receptori kao Sto je endotelna specificna adhezijska molekula avp3 takoder imaju
ulogu u prijenosu signala VEGF-a. Cinjenica da VEGF djeluje kao kemoatraktant na
endotelne stanice sugerira da ima vaznu ulogu u migraciji i invaziji. VEGF takoder stimulira
migraciju krvozilnih glatkih miSiénih stanica, monocita, mononuklearnih fagocita i
polimorfonuklearnih stanica (Byrne i sur., 2005) te migraciju i invaziju nekih tumorskih
stanica kao Sto su tumorske stanice dojke 1 leukemija. VEGF receptori VEGFR-1 1 VEGFR-2
kao 1 NRP-ovi su ukljuceni u VEGF-posredovanu stani¢nu migraciju i invaziju (Byrne i sur.,
2005; Dias 1 sur., 2000). U tumorima, povecanje migracije i invazije tumorskih stanica
olakSava Sirenje tumorskih stanica na sekundarne organe odnosno metastaziranje. VEGF
inducira stani¢nu migraciju aktiviranjem ¢imbenika kao Sto je fokalna adhezijska kinaza
(FAK, engl. focal adhesion kinase) 1 paksilin, ali i pomoc¢u PI3 kinaze/Akt signalnog puta
(Slika 10). Aktivaciji FAK-u posreduje c-terminalna regija VEGF-R2 (Byrne i sur., 2005).
Aktivacija p38/MAPK stresnog signalnog puta pomo¢u VEGF-a takoder dovodi do migracije

stanica i p38 inhibitori smanjuju migraciju stanica (Rousseau 1 sur., 1997). Upotrebom VEGF
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mutanata utvrdeno je da samo VEGFR-2, a ne i VEGFR-1 dovodi do p38 fosforilacije Sto
ukazuje da je VEGFR-2 glavni posrednik stani¢ne migracije endotelnih stanica (HUVEC)
(Byrne i sur., 2005). S druge strane, aktivacija VEGFR-1 nije utjecala na migraciju endotelnih

stanica govede aorte (Byrne i sur., 2005).
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Slika 10. Mehanizam djelovanja VEGF-a (preuzeto i prilagodeno: Taimeh i sur., 2013)

Apoptoza je inhibirana fosforilacijom kaspaze-9. Vazodilacija se promice putem eNOS
aktivacije 1 proizvodnje NO. Aktiviranje MAPK i1 ERK potice stani¢nu proliferaciju, adheziju
1 migraciju. Kratice: Akt / PKB, protein kinaza B; DAG, diacilglicerol; eNOS, dusik oksid

sintaza; ERK, izvanstani¢na signalom regulirana kinaza; FAK, fokalna adhezijska kinaza;
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GRB2, receptor ¢imbenik rasta vezan za protein 2; HSP, protein toplinskog Soka; IP3, inozitol
trifosfat; MAPK, mitogen-aktivirana protein kinaza; NO, dusikov oksid; P, fosforilacija; PG,
prostaglandin; PI3K, fosfatidilinozitid 3-kinaza; PIP2, fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat; PKC,
protein kinaza C; PLC, fosfolipaza C; RAS, sarkom Stakora; VEGF, Cimbenika rasta
krvozilnog endotela; VRAP, protein povezan s VEGF receptorom.

Transkripcija 1 ekspresija VEGF-A potaknuta je kao odgovor na hipoksiju, niski pH,
aktiviranje onkogena (npr. RAS, SRC, EGFR, HER?2), alternativno cijepanje specifi¢nih
tumor supresor gena (npr. PTEN, p53, VHL), razlicite upalne citokine i ¢imbenike rasta te
hormone poput estrogena (Fontanella i sur., 2014; Shibuya, 2014). Transkripcijski ¢imbenici
HIF-1a 1 HIF-1B stalno se proizvode, ali se HIF-1a u uvjetima normoksije (aerobni uvjeti)
razgraduje proteosomima; pri visokoj koncentraciji kisika je labilan, dok je u uvjetima
hipoksije stabiliziran (Kallio i1 sur., 1999), a ovaj put ovisi o Von Hippel-Lindau produktu
gena (Maxwell i sur., 1999). HIF-1a 1 HIF-2a heterodimeriziraju s arilnim ugljikovodi¢nim
nuklearnim translokatorom (HIF-1f ili 23) u jezgri pri cemu nastaje kompleks HIF-1 o/p koji
se veze za regiju VEGF promotora/pojacivaca ¢ime se poti¢e oslobadanje VEGF-a i njegov
izrazaj u vecini tipova stanica. Indukcija hipoksije, posebno je karakteristicna za VEGF-A u
odnosu na ostale clanove VEGF obitelji i druge angiogene ¢imbenike. Transkripcija VEGF u
uvjetima normoksije aktivirana je od strane mnogih onkogena ukljucuju¢i H-ras i nekoliko
transmembranskih tirozin kinaza kao §to su receptor epidermalnog ¢imbenika rasta i ErbB2
(Okada 1 sur., 1998). Ovi putevi zajedno dovode do znacajno pojacane regulacije VEGF-A u
tumorima u odnosu na normalna tkiva i Cesto su od prognosticke vaznosti (Gaspirini 1 sur.,
1997).

VEGEF je izrazen u razli¢itim stanicama i tkivima, kao S§to su: poprecnoprugasti i
sr¢ani miSi¢i (Richardson i sur., 1997; Sugishita i sur., 2000), hepatociti (Yamane 1 sur.,
1994), osteoblasti (Goad i sur., 1996), neutrofili (Gaudry i sur., 1997), makrofagi (McLaren i
sur., 1996), keratinociti (Diaz i sur., 2000), smede adipozno tkivo (Asano i sur., 1997), CD34"
mati¢ne stanice (Bautz i sur., 2000), endotelne stanice (Namiki i sur., 1995), fibroblasti i
glatke misi¢ne stanice (Nauck 1 sur., 1997). Hipoksija i1 citokini poput IL-1, IL-6, IL-8,
onkostatina M i TNF-a (Angelo i Kurzrock, 2007; Byrne i sur., 2005; Robinson i Stringer,
2001) poticu ekspresiju VEGF-a.
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Kod bolesnika, VEGF se moze otkriti u uzorcima plazme i seruma, s time da se u
serumu nalazi u mnogo viSim razinama (Banks 1 sur., 1998). Trombociti ispustaju VEGF
nakon agregacije Sto moze biti jedan od glavnih izvora isporuke VEGF-a tumoru (Pinedo 1
sur., 1998). Nekoliko istrazivanja pokazala su da se veza izmedu visoke razine VEGF-a u
serumu 1 loSe prognoze bolesnika oboljelih od raka moze povezati s poviSenim brojem
trombocita. Mnogi tumori oslobadaju citokine koji mogu stimulirati proizvodnju
megakariocita u koStanoj srzi 1 povecati broj trombocita Sto u konacnici moze rezultirati
neizravnim povecanjem isporuke VEGF tumorima (Salgado i sur., 1999).

VEGF je najpoznatiji po svojoj ulozi u procesu formiranja krvozilja. Tijekom embriogeneze,
VEGF regulira proliferaciju, migraciju i prezivljenje endotelnih stanica i razvoj embrija
(Byrne 1 sur., 2005; Robinson i Stringer, 2001) ¢ime se regulira gustoca i veli¢ina krvnih Zila,
ali pritom nema nikakvu ulogu u odredivanju uzorka vaskularizacije. Osim toga, VEGF potice
stvaranje kosti regrutiranjem osteoblasta i hondroblasta te je takoder kemoatraktant monocita
(Breier, 2000; Dai i Rabie, 2007). U postnatalnom razdoblju, VEGF odrzava cjelovitost
endotelnih stanica te je snazan mitogen za mikro- 1 makrovaskularne endotelne stanice.
Nadalje, VEGF ima ulogu 1 u zacjeljivanju rana kod odraslih stvaranjem novih krvnih zila
(vaskularno remodeliranje), vazomotornom odgovoru, energetskom metabolizmu, u upalnim
procesima zatim kod stvaranja novih krvnih Zila koje su dio kolateralne cirkulacije radi
zaobilazenja blokiranih krvnih Zila (ateroskleroza), dijabeti¢koj retinopatiji, reumatoidnom
artritisu te u reproduktivnom ciklusu (ovulacija) i trudno¢i zena (Byrne i sur., 2005), dok u
bolesnom tkivu VEGF pospjesuje propusnost krvnih zila. Kod zacjeljivanja rana, aktivirani
trombociti oslobadaju nekoliko citokina ukljuc¢uju¢i VEGF nakon ozljede koji zatim privlaci
cirkuliraju¢e neutrofile i monocite na mjesto ozljede kao dio normalnog upalnog odgovora.
Osim toga, VEGF ima vaznu ulogu u vaskulogenezi regrutacijom endotelnih progenitornih
stanica (angioblasta) iz koStane srzi, hematopoetskih mati¢nih stanica radi stvaranja
endotelnih zila (Byrne i sur., 2005), ali isto tako VEGF potice pericite da oblazu i stabiliziraju
vaskulaturu (Byrne i sur., 2005).

U in vivo 1 in vitro uvjetima, VEGF potice permeabilnost, mitogenezu i rast endotelnih stanica
te stani¢nu migraciju (Jakeman 1 sur., 1992). Utvrdeno je da povecana ekspresija VEGF-a
moze doprinijeti patogenezi raznih bolesti poput reumatoidnog artritisa, psorijaze (Koch i
sur., 1994), dijabeticke retinopatije, rastu tumora, njegovoj invaziji i metastaziranju. Tako je

primjerice dijabetiCka retinopatija povezana s visokim intraokularnim razinama VEGF-a. S
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druge strane, inhibicija funkcije VEGF-a moZe dovesti do neplodnosti blokiranjem funkcije
korpus luteuma (Ferrara i sur., 1998).

Solidni tumori ne mogu dalje rasti nakon $to dosegnu odredenu veli¢inu bez odgovarajuce
opskrbe krvlju; stoga tumori koji izrazavaju VEGF imaju sposobnost nesmetanog rasta i
metastaziranja poti¢uci ekstravazaciju i angiogenezu (Thurston, 2002; Weis i Cheresh, 2005).
VEGF je od kriticne vaznosti u tumorskoj angiogenezi zbog: vazne uloge u stimulaciji
stanicnog prezivljenja, proliferacije, mitogeneze, migracije, diferencijacije endotelnih
progenitornih stanica, krvozilne propusnosti, mobilizacije endotelnih progenitornih stanica u
perifernu cirkulaciju, inhibicije maturacije i imunomodulacije.

Genetske promjene i tumorski mikrookoli§ (hipoksija, acidoza, prisutnost slobodnih
radikala i citokina) jasno je vezan uz brojne abnormalnosti u ekspresiji 1 signalizaciji VEGF-a
1 njegovih receptora. Osim parakinog djelovanja VEGF-a kojeg luce tumorske stanice radi
privlacenja i1 stimuliranja proliferacije endotelnih stanica, pokazalo se je da VEGF moze
takoder djelovati autokrino imajuéi ucinak prezivljenja/zastite na brojne vrste stanice
ukljucujuéi endotelne stanice, embrionalne mati¢ne stanice i hematopoetske maticne stanice
(Byrne 1 sur., 2005), ali i na same tumorske stanice (Byrne 1 sur., 2005). Dias i sur. (2001)
pokazali su da inhibicija i parakrinog i autokrinog VEGF signalizacijskog puta je potrebna za
postizanje potpune remisije humanog ksenopresatka leukemije. Pokazalo se je da tumorske
stanice lu¢e povisene razine VEGF-a u stresnim uvjetima kao $to su hipoksija, zracenje,
kemoterapija 1 izgladnjivanje nedostatkom seruma (in vitro) (Byrne 1 sur., 2005). Stoga
zraCenje ili kemoterapija mogu doprinjeti vecem prezivljenju tumorskih stanica zbog
povisenog VEGF-a i u€initi ih manje osjetljivima na konvencionalnu kemoterapiju i zracenje
(Byrne i sur., 2005).

Razliciti terapijski pristupi koriste se kako bi se antagoniziralo djelovanje
angiogeneze tumora posredovane VEGF-om (Fontanella i sur., 2014; Grothey i Galanis,
2009; Shibuya, 2014). VEGF predstavlja glavni angiogeni ¢imbenik koji sudjeluje u
stimulaciji 1 aktivaciji MMPs, kao i u aktivaciji antiapoptotickog gena Bcl-2 (Lamoreaux i
sur., 1998).

Utvrdeno je da su cirkuliraju¢e razine VEGF-a u korelaciji s napredovanjem bolesti u
autoimunim bolestima poput reumatoidnog artritisa, multiple skleroze 1 sistemskog

eritemskog lupusa (Carvalho i sur., 2007).
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Nadalje, cirkuliraju¢i VEGF-A povisen je kod karcinoma dojke, plu¢a i probavnog sustava
(Byrne 1 sur., 2005), ali i kod karcinoma mozga, gusterace, jajnika, mokraénog mjehura,
bubrega (Podar i Anderson, 2005) i multiplog mijeloma (Podar i sur., 2001). Takoder je
pronadeno da je VEGF prisutan i u ascitesnoj tekuéini kod transplantiranih tumora misa i to 2
ili 5 dana nakon iniciranja 10° tumorskih stanica, pa se smatra da je lu¢enje VEGF-a od strane
tumorskih stanica odgovorno za iniciranje i odrzavanje ascitesnog oblika rasta tumora (Nagy i
sur., 1995).

VEGF ima vaznu ulogu i u hematopoezi gdje utjeCe na diferencijaciju raznih

stanicnih linija. Brojna istrazivanja pokazuju smanjenje ukupnog broja prezivljenja i
prezivljenja bez bolesti kod onih tumora koji prekomjerno eksprimiraju VEGF. Prekomjerna
ekspresija VEGF-A moze biti pocCetni korak u procesu stvaranja metastaza. lako je VEGF-A
povezan s losim prezivljenjem, njegov tocan mehanizam djelovanja u progresiji tumora ostaje
jos uvijek nejasan.
Povecana VEGF proizvodnja u tumorima povezana je s povecanjem krvozilja tumora,
metastaza, kemorezistencije i1 loSijom prognozom u odnosu na VEGF-negativne tumore.
Krvozilje tumora je slucajno, neorganizirano i sastoji se od propustljivih krvnih Zzila s
prekomjernim grananjem. Takvo krvozilje je strukturno i funkcionalno abnormalno S$to
dovodi do slabe isporuke lijeka i stvaranja hipoksi¢nih podrucja unutar tumora. Intersticijski
tlak tekucina je poviSen u tumoru zbog hiperpermeabilnih Zila koje takoder smanjuju dostavu
lijeka (Byrne i sur., 2005). Ciljanje krvozilja tumora liSava tumorske stanice hranjivih tvari i
kisika potrebnog za rast $to bi u konacnici trebalo inhibirati 1 metastaze. Nazalost, ne postoje
specifi¢ni antiangiogeni spojevi za tumore tako da do danas lijeCenje samo antiangiogenim
pristupom nije u stanju uzrokovati regresiju tumora. Medutim, ti ¢e se spojevi vjerojatno
pokazati korisnima u stabilizaciji same bolesti. Povecanje doze takvih spojeva moze imati
Stetan u¢inak na normalno krvozilje pa se time ograni¢ava njihova upotreba. U kombinaciji s
konvencionalnom kemoterapijom, antiangiogeni pristup ima sinergisticki u¢inak (Fontanella i
sur., 2014).

Postoje razliciti pristupi u razvoju lijekova koji blokiraju angiogenezu, a ukljucuju
antagoniste VEGF-a ili njegovih receptora, selektivne inhibitore tirozin-kinaze, ciljane
lijekove i toksine za VEGF receptore (Fontanella i sur., 2014; Saleh i sur., 1996) i gensku
terapiju reguliranu istim putem hipoksije koji kontrolira proizvodnju VEGF-a (Dachs i sur.,

1997).
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Od lijekova koji inhibiraju djelovanje VEGF-a, u klinickim pokusima najSiru upotrebu ima
specificno monoklonalno protutijelo za VEGF receptor nazvano bevacizumab (tvornic¢ki naziv
Avastin, Genentech) koje se nalazi u razli¢itim fazama klinickog ispitivanja u terapiji
dijabeticke retinopatije, kolorektalnog karcinoma, karcinoma pluéa ne-malih stanica,
karcinoma dojke, bubrega, glioblastoma i drugih klinickih stanja (Dedi¢ Plaveti¢ i sur., 2003;
Fontanella i sur., 2014). Takoder testirani su i topljivi analozi VEGF receptora kao §to je
VEGF TRAP, male molekule VEGF inhibitora kao Sto su SU5416, SU11248,
PTK787/ZK222584 te ribozimi kao Sto je angiozim (Byrne i sur., 2005). Ciljanje novog
VEGF receptora NRP-1 s peptidima takoder je polucilo neke obecavajuce pretklinicke
rezultate (Barr i sur.,, 2005). Stoga ciljanje VEGF signalnog puta moze biti od velike

terapijske vaznost za mnoge bolesti.

2.1.2.3. Matriks metaloproteinaze (MMPs)

Matriks metaloproteinaze (MMPs, engl. matrix metalloproteinases) poznate 1 pod
imenom matriksini ¢ine porodicu s vise od 28 strukturno sli¢nih endopeptidaza koje sadrze
cink (Zn*) ovisan o kalciju (Ca*"), a koje razgraduju bazalnu membranu i razliite
komponente proteina izvanstanicnog matriksa (ECM, engl. extracellular matrix)
(Pittayapruek 1 sur., 2016). Osim ECM, postoje 1 drugi supstrati MMPs poput prekursora i
receptora C¢imbenika rasta, adhezijskih receptora, citokina i njihovih receptora. Obitel;
humanih MMPs sastoji se od sekretornih i membranski vezanih MMPs (MT-MMPs).
Otkrivene su 60-tih godina proslog stolje¢a kod punoglavaca, a oznaCavaju se brojevima
prema redoslijedu otkrivanja. Od 28 MMPs opisanih u kraljeznjaka, 23 MMPs su nadene kod
ljudi. Izlu€uju ih keratinociti i dermalni fibroblasti kao odgovor na visestruke podrazaje poput
oksidacijskog stresa, UV zrafenja i citokina (Pittayapruek i sur., 2016). Proteoliticka
aktivnost MMPs utjeCe na kljucne stanicne procese kao Sto su proliferacija, migracija i
adhezija stanica, morfogeneza, ali i na mnoge temeljne fizioloske dogadaje koji ukljucuju
remodeliranje tkiva kao S§to su angiogeneza, rast i razvoj kostiju, zacjeljivanje rana,
embrionalni razvoj, razvoj i diferencijacija gotovo svih organa, reprodukcija, involucija
maternice 1 dojke (Page-McCaw 1 sur., 2007; Pittayapruek i sur., 2016). Medutim, sve veca
vaznost ovih proteaza proizlazi iz velikog broja patoloskih stanja u koja su ukljuceni ovi

enzimi poput karcinogeneze, kardiovaskularnih bolesti (ateroskleroza, aneurizma aorte,
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mozdani udar, intracerebralno krvarenje-hemoragija), neurodegenerativnih bolesti, multiple
skleroze, parodontalnih bolesti, preranog starenja koze, razli¢itih oblika upalnih patoloSkih
bolesti (artritis), alergija, autoimunih bolesti 1 dr. (Sorsa i sur., 2006). Stoga se javlja potreba
za preciznom prostornom i vremenskom regulacijom MMPs radi odrzavanja odgovarajuce
homeostaze izvanstani¢nog okruzenja.

MMPs pripadaju metzincin superobitelji metaloproteinaza koje posjeduju kataliticki atom Zn
u svom aktivnom mjestu 1 konzervirani ostatak metionina (Slika 11) (Gomis-Riith, 2009).
Siroko su zastupljene u svim carstvima Zivih bi¢a, a vjerojatno su se razvili iz proteina s
jednom domenom koji je podvrgnut uzastopnim ciklusima umnazanja, genskoj fuziji i
mijesanju egzona radi dobivanja viSedomenske strukture i funkcionalne raznolikosti (Fanjul-
Fernandez i sur., 2010).

Bazalna membrana 1 intersticijalna stroma kao dio ECM-a izgradene su od razliitih proteina
kao Sto su fibrilarni kolagen, elastin, laminin, fibronektin, ali i od brojnih proteoglikana i

glikozaminoglikana (Nagase i Woessner, 1999).
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Slika 11. Podjela metzincina

Razli¢ite vrste stanica izluuju ih u neaktivnom (latentnom) obliku kao topljive
proenzime (zimogeni ili pro-MMPs) uskladiStene u zimogenim zrncima koji se aktiviraju
zahvaljujuéi Zn>* ionu smjestenom u sredistu molekule i prisustvu Ca’* iona te proteolitickom
uklanjanju NH»-terminalnog propeptida (Radenkovi¢ 1 sur., 2010). Enzimska aktivnost
metaloproteinaza strogo je kontrolirana na viSe nivoa 1 disregulacija ove aktivnosti dovodi do
nekontrolirane razgradnje ECM-a koja je u osnovi procesa remodeliranja krvnih zila

(Radenkovi¢ i sur., 2010). Izuzetak su MMP-9 i neutrofilne kolagenaze koje su smjestene u
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sekundarnim i tercijarnim granulama kako bi se mogle Sto lakse osloboditi. U normalnim
okolnostima konstitutivna ekspresija MMPs je niska i ne dolazi do njihovog nakupljanja u
tkivima, ali u odredenim fizioloSkim 1 patoloskim wuvjetima koji podrazumijevaju
remodeliranje matriksa, njihova ekspresija se povec¢ava (Radenkovi¢ 1 sur., 2010). Njihova
aktivnost regulirana je skupinom endogenih prirodnih tkivnih inhibitora MMP (TIMP, engl.
tissue inhibitors of metalloproteinases) (Pittayapruek i sur., 2016), heparinom, RECK
inhibitorom, a2-makroglobulinom koji se s visokim afinitetom vezu na kataliticko mjesto, ali
1 samom autorazgradnjom i1 endocitozom.

Do sada su kod covjeka otkrivena 4 homologna TIMP-a (TIMP1-TIMP4) s

molekulskom masom od 22-29 kDa, a stvaraju ih razli¢ite stanice poput polimorfonuklearnih
leukocita, makrofaga i fibroblasta. TIMP-1 1 TIMP-3 su glikoproteini, a TIMP-2 i TIMP-4 ne
sadrze ugljikohidrate. Sva 4 TIMPs imaju razliCitu ekspresiju i raspodjelu u tkivu te mogu biti
odgovorni za regulaciju aktivnosti velikog broja obitelji proteaza in vivo, ukljucujuci
metaloproteinaze obitelji disintegrina i ADAMs.
Osim, TIMPs, ekspresija 1 aktivnost MMPS-a regulirana je i drugim ¢imbenicima poput
razli¢itth hormona, citokina, kemokina, cCimbenika rasta (IL-1, IL-4, IL-6), receptora
¢imbenika rasta (EGF, VEGF, TGF-f), TNF-a, izvanstanicnih MMP pokretaca
(EMMPRINs), ECM-a, fizikalnog stresa, kemijskih tvari, pro- i antiapoptotickih molekula
(Konstantinopoulos i sur., 2008), ali i regulatornim mehanizmima kao S§to su transkripcija
gena (c-fos/c-jun protoonkogeni), aktivacija proenzima i endogena inhibicija koji djeluju
koordinirano u ograni¢avanju raznih proteolitickih aktivnosti MMPs. Post-transkripcijska
regulacija MMPs odvija se kroz stabilizaciju mRNA kao i kroz njihovu kontrolu lucenja.
Takoder postoje i1 sintetski MMP inhibitori, od kojih su neki trenutno i u klinickim
ispitivanjima za lijeCenje raka, ali imaju neZeljene nuspojave (Coussens i sur., 2002).
Narusavanje ravnoteze izmedu MMPs 1 TIMP vodi nekontroliranoj razgradnji ECM-a te
razaranju ili abnormalnoj reparaciji tkiva koja je u osnovi razli¢itih patoloskih stanja (Nagase
1 Woessner, 1999).

Opcenito, MMPs se sastoje od propeptidne domene (oko 80 aminokiselina),
kataliticke metaloproteinazne domene (oko 170 aminokiselina), vezujuceg peptida
varijabilnih duljina (takoder poznat kao "zglobna regija") i hemopeksinske domene (oko 200
aminokiselina) (Murphy i Nagase, 2008). Medutim, nisu sve domene bitne za MMPs; nekima

nedostaje vezujuci peptid i hemopeksinska domena (Slika 12).
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Slika 12. Struktura MMPs (preuzeto i prilagodeno:

https://www.slideshare.net/dduberkar/matrixmetalloproteinase)

MMPs mogu biti ukljuc¢ene u kontrolu stani¢ne smrti, upalu, infekcije i angiogenezu
kroz oslobadanje razli¢itih bioaktivnih molekula (TNF-a, IL-6, L-selektin) s povrSina stanica,
ali 1 cijepati proteine koji nisu dio ECM-a (Pittayapruek i sur., 2016). MMPs se na temelju
specificnosti svojih supstrata 1 funkcije dijele na: a) gelatinaze (MMP-2, MMP-9), b)
kolagenaze (MMP-1, MMP-8, MMP-13), ¢) stromelizine (MMP-3, MMP-10, MMP-11), d)
membranske (MT) vrste MMP (MT1-MMP ili MMP-14, MT2-MMP ili MMP-15, MT3-
MMP ili MMP-16, MT4-MMP ili MMP-17, MT5-MMP ili MMP-24, MT6-MMP ili MMP-
25), e) matrilizine (MMP-7, MMP-26) te e) ostale kao Sto su metaloelastaza (MMP-12),
RASI-1 (MMP-19), enamelizin (MMP-20), epilizin (MMP-28) i dr. (Tablica 5) (Pittayapruek
isur., 2016).
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Tablica 5. Clanovi MMPs obitelji

KLASA MMP NAZIV SUPSTRAT
KOLAGENAZE | MMP-1 kolagenaza-1 kolagen I, II, III, VII, VIII, X, gelatin, fibronektin
MMP-8 kolagenaza-2 kolagen I, 11, III, V, VII, VIII, X, agrekan, gelatin
MMP-13 kolagenaza-3 kolagen I, 11, II1, IV, V, VII, IX, X, XIV, gelatin
MMP-18 kolagenaza-4 kolagen I, gelatin
GELATINAZE MMP-2 gelatinaza A gelatin, kolagen I, II, 111, IV, V, VII, X, elastin
MMP-9 gelatinaza B gelatin, kolagen 111, IV, V, VII, X, XI, elastin
STROMELIZINI | MMP-3 stromelizin-1 kolagen II, 111, IV, V, VII, IX, X, XI, gelatin
MMP-10 stromelizin-2 kolagen IV, laminin, fibronektin, elastin, gelatin
MMP-11 stromelizin-3 kolagen IV, fibronektin, laminin, agrekan, gelatin
MATRILIZINI MMP-7 matrilizin-1 fibronektin, laminin, kolagen IV, gelatin, elastin
MMP-26 matrilizin-2 fibrinogen, fibronektin, kolagen IV, gelatin
MT-MMP MMP-14 MT1-MMP kolagen I, II, III, gelatin, fibronektin, laminin
MMP-15 MT2-MMP gelatin, fibronektin, laminin, proMMP-2
MMP-16 MT3-MMP gelatin, fibronektin, laminin, proMMP-2
MMP-17 MT4-MMP fibrinogen, fibrin, proMMP-2
MMP-24 MT5-MMP gelatin, fibronektin, laminin, proMMP-2
MMP-25 MT6-MMP gelatin
OSTALE MMP-12 metaloelastaza elastin, fibronektin, kolagen IV, gelatin
MMP-19 RASI-1 agrekan, elastin, fibrilin, kolagen IV, gelatin
MMP-20 enamelizin agrekan
MMP-21 X-MMP agrekan, gelatin
MMP-23 drugi enzimi gelatin, kazein, fibronektin
MMP-27 C-MMP, MMP-22 | gelatin
MMP-28 epilizin kazein
MMP-29 drugi enzimi nepoznat

(preuzeto 1 prilagodeno: Snoek-van Beurden i Von den Hoff, 2005)

MMPs su kategorizirane prema organizaciji njihovih peptidnih domena, specifi¢nosti
supstrata te njihovoj sli¢nosti aminokiselinskog slijeda (8, 12, 17, 22-24, 85-87). MMP-
metaloproteinaze; MT-MMP-membranske metaloproteinaze (engl. membrane-type matrix
metalloproteinase).

Kolagenaze (MMP-1, MMP-8 i MMP-13) prepoznaju supstrat kroz hemopeksinsku
domenu i mogu razgraditi fibrilni kolagen (Pittayapruek i sur., 2016). Gelatinaze (MMP-2 i
MMP-9) su sposobne razgraditi niz ECM komponenti kao Sto su kolagen tipa 1 i IV
(Pittayapruek 1 sur., 2016). Stromelizini (MMP-3, MMP-10 i MMP-11) imaju domene
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uredene slicno kolagenazama; medutim, ne cijepaju fibrilni kolagen tipa I (Pittayapruek i sur.,
2016). Matrilizini (MMP-7 i MMP-26) nemaju domenu sli¢cnu hemopeksinu i razaraju
kolagen tip IV, ali ne 1 kolagen tip I (Pittayapruek 1 sur., 2016). MT-MMPs (MMP-14, MMP-
15 1 MMP-16) imaju dodatnu C-terminalnu transmembransku domenu s kratkim
citoplazmatskim dijelom. | MMP-14 i MMP-16 razaraju fibrilni kolagen tipa I (Pittayapruek 1
sur., 2016).

Invazija tumora 1 metastaziranje je proces koji se odvija u vise stupnjeva, a ukljucuje
proteoliti¢ku razgradnju ECM-a, promjenu u medureakciji stanica-stanica i stanica-ECM te
migraciju tumorskih stanica kroz bazalnu membranu. MMPs reguliraju urodenu imunost,
pokazuju antiapoptoticka svojstva te poticu progresiju tumora kroz poticanje rasta tumorskih
stanica, njihove migracije, invazije, angiogeneze i metastaziranja kako na primarnom mjestu
tako 1 kod udaljenih metastaza. Tijekom ovih procesa proteoliticki enzimi djeluju na razli¢itim
razinama: razlazu bazalnu membranu dopustajuéi invaziju tumorskih stanica i izlaganje
skrivenih mjesta unutar matriksa molekule, povecavaju bioraspolozivost ¢imbenika rasta i
citokina (Bergers i1 sur., 2000) i reguliraju funkciju bioaktivnih molekula proteolitickom
obradom (Pozzi 1 sur., 2000). U prilog tomu govori Cinjenica da stanice raka jajnika
izrazavaju MMP-2 i MMP-9, a njihova povecana ekspresija povezana je s njihovim
invazivnim i metastatskim potencijalom (Stack i sur., 1998). Osim toga, MMP-2 i MMP-9
izrazavaju se u ascitesu i plazmi osoba s rakom jajnika (Manenti i sur., 2003). Takoder,
utvrdeno je da stromalna MMP-9 doprinosi malignom ponasanju karcinoma jajnika
poticanjem na stvaranje novih krvnih zila i rast tumora (Huang 1 sur., 2002). Prekomjerna
ekspresija MMPs na animalnim modelima inducira stani¢nu hiperproliferaciju i poveéava
osjetljivost na tumorigenezu nakon aktivacije onkogena ili izlaganja kemijskim
kancerogenima. S druge strane istrazivanja su pokazala da kod zivotinja koje imaju
ksenopresadak karcinoma jajnika u peritonealnoj Supljini nakon obrade s MMP inhibitorima
dolazi do stvaranja manjeg volumena ascitesa i produzenja zivotnog vijeka (Giavazzi i sur.,
1998).

Utvrdeno je da je proces razgradnje ECM pomo¢u MMPs ukljucen u patogenezu Sirokog
spektra kardiovaskularnih bolesti ukljucujuéi i aterosklerozu, restenozu, kardiomiopatiju,

kongestivni zastoj srca, infarkt miokarda i aneurizmu aorte (Radenkovi¢ i sur., 2010).
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Gelatinaze (kolagenaze tipa IV) MMP-2 i MMP-9 kao §to im i samo ime govori
imaju sposobnost razgradnje elastina i kolagena tipa IV koji su sastavni dijelovi strukture
bazalne membrane jer posjeduju supstrat koji je specifican za kolagen tipa IV. Na taj nacin
MMP-2 1 MMP-9 mogu utjecati na rano remodeliranje tkiva nakon oStecenja parenhima. U
katalitickoj domeni gelatinaze osim iona cinka sadrze i dodatnu domenu s tri ponavljajuca
kaskadna spoja sli¢na fibronektinu tipa II preko kojih stupaju u medureakciju s kolagenima i
gelatinima, uzrokuju njihovo cijepanje i razgradnju (Gomis-Riith, 2009), Sto nam govori da ti
enzimi imaju takoder klju¢nu ulogu u remodeliranju kolagenskog ECM-a, ali i u samoj
invaziji tumora (Pittayapruek i sur., 2016). Dakle, gelatinaze razaraju Sirok spektar ECM
molekula kao sto su kolagen tipa I, IV, V, VII, IX, elastin, fibronektin, agrekan, vitronektin,
laminin (Overall, 2002), ali takoder i mnoge druge molekule koje nisu ECM karaktera kao §to
je pro-TNF-a, TGF-B (Yu 1 Stamenkovic, 2000), pro-IL-1B, pro-IL-8 1 monocitni
kemoatraktant proteina 3 (MCP-3) (McQuibban i sur., 2002). Takoder, ovi enzimi sposobni
su stvoriti ili otpustati nekoliko ¢imbenika s pro- ili antiangiogenim svojstvima (Egeblad 1
Werb, 2002). MMPs reguliraju sintezu i izlu¢ivanje brojnih citokina, ¢imbenika rasta,
hormonskih receptora i stani¢nih adhezijskih molekula kojima utjecu na imunosni odgovor i
angiogenezu Sto dovodi do proliferacije i odrzavanja primarnih i metastatskih tumora

(Pittayapruek i sur., 2016).

S '

Upalne stanice,
makrofagi

Endotelne stanice

Slika 13. Uloga MMPs kod karcinoma bazalnih stanica i rasta tumora (preuzeto i

prilagodeno: Pittayapruek i sur., 2016)
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Matriks metaloproteinaza 2 (MMP 2) (72 kDa) je takoder poznata i pod imenom
gelatinaza A ili kolagenaza tipa IV. Radi se o metaloproteinazi koja specifi¢no cijepa kolagen
tipa IV, glavnu strukturnu komponentu temelja membrane (Nagase i sur., 1992). MMP-2 je
vjerojatno efektorska molekula menstrualnog oSte¢enja endometrija budu¢i da ima ulogu u
menstrualnom osStecenju endometrija, regulaciji vaskularizacije i upalnom odgovoru (Irwin i
sur., 1996). Otkriveno je da je potaknuta ekspresija MMP-2 nakon vezanja kancerogenih
stanica jajnika (OvCa) za mezotelium. Glavni izvor MMP-2 su fibroblasti, keratinociti,
epitelne stanice, hondrociti i monociti.

MMP-2 je najzastupljenija MMPs (Murphy i Crabbe, 1995) i njezina ekspresija podudara se s
invazivnim fenotipom: MMP-2 je visoko izrazena u stromalnim stanicama u blizini
invazivnog metastaziranog tumora (Pyke i sur., 1992), a lokalizirana je na povrSini angiogenih
endotelnih stanica (Brooks i sur., 1996). Ve¢ina MMPs izlucuje se kao neaktivni zimogeni
(proMMPs) koji zahtijevaju proteoliticku aktivnost serinskih proteaza kao S§to su plazmin i
tripsin (Nagase 1 sur., 1991). Medutim, MMP-2 nedostaje motiv za prepoznavanje serinske
proteaze (Okada 1 sur., 1990) i aktivira se na povrSini invazivnih stanica pomocu
multimernog receptora/aktivacijskog kompleksa koji se sastoji od tkivnog inhibitora
metaloproteinaze 2 (TIMP-2), MMP membranskog tipa 1 (MT1-MMP) i integrina avf3.
Pretpostavlja se da se povezivanje MMP-2 za taj receptor/aktivacijski kompleks odvija u 2
koraka: C-terminalan domena MMP-2 veze se za TIMP-2 koji se povezuje s membranski
vezanim MT1-MMP (Zucker 1 sur., 1998). MMP-2 igra vaznu ulogu u stvaranju prikladnog
mikrookruzenja za proliferaciju tumorskih stanica i pridonosi epitelno-mezenhimalnoj
tranziciji (EMT, engl. epithelial-mesenchymal transition) (Pittayapruek i sur., 2016).
Tranzicija ovisi o uklanjanju adhezijskih molekula, kao Sto su kadherini i integrini, te o
znaCajnoj reorganizaciji citoskeleta, pri ¢emu oba procesa olakSavaju odvajanje malignih

stanica od primarnog tkiva (Pittayapruek i sur., 2016).

Matriks metaloproteinaza 9 (MMP-9) (92 kDa), takoder je poznata i kao kolagenaza
tipa IV ili gelatinaza B (GELB). MMP-9 stvaraju uglavnom upalne stanice kao Sto su
makrofagi, normalni alveolarni makrofazi, polimorfonuklearni leukociti (neutrofili),
mastociti, osteoklasti, epitelne stanice i fibroblasti, a u manjoj mjeri tumorske stanice.
Makrofagi koji se nalaze unutar tumorskog okoliSa zovu se tumoru pridruzeni makrofagi

(TAMs) te predstavljaju tip M2 makrofaga koji podrzavaju rast tumora (Pittayapruek i sur.,
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2016). Osim izluc¢ivanja proteaza, TAMs mogu aktivirati COX-2 u tumorskim stanicama, a
prekomjerna ekspresija COX-2 inducira luCenje angiogenih ¢imbenika kao Sto je VEGF i
bFGF (Pittayapruek i sur., 2016).

Sundstrom 1 sur. (2004) predlozili su da bi razina MMP-9 u plazmi mogla biti
pokazatelj razgradnje srcanog izvanstanicnog matriksa, procesa koji je ukljuen u
remodeliranje lijeve klijetke. PoviSene vrijednosti gelatinaza, tocnije MMP-2 i MMP-9
uocene su kod nekih bolesti, kao Sto su rak, bolesti kostiju, upalni poremecaji i vaskularne
bolesti poput akutne koronarne bolesti, angine pectoris, ateroskleroze, aneurizme aorte,
infarkta miokarda, arteriovenske malforamacije mozga (Hu i sur.,, 2007) iako je sam

mehanizam nastanka jo$ nepoznat (Slika 13, 14).

Fibroblasti | Upalne stanice;
makrofagi

_
\ \

Degradacija bazalne
membrane

(o) Degradacija bazalne membrane 1.
- / HB-EGF, E-kadherin T

MMP-14 Degradacija bazalne membrane
CD44, E-kadherin

Slika 14. Uloga MMPs u invaziji tumorskih stanica kod karcinoma bazalnih stanica

(preuzeto i prilagodeno: Pittayapruek i sur., 2016)

U proslosti su testirani neki snazni inhibitori MMPs (MMPI) Sirokog spektra protiv
tumorskog djelovanja, pri ¢emu su neki usli u klinicka ispitivanja, ali nijedan nije odobren za
ljudsku upotrebu. Razlog tome bio je u planu izvedbe klinickih ispitivanja buduci da su
MMPI bili ucinkoviti na zivotinjskim modelima ranog stadija bolesti, a ispitivanja su
provedena na ljudima u kasnoj fazi razvoja bolesti (Overall 1 Lopez-Otin, 2002). Brojna
istrazivanja pokazala su da se inhibicija ekspresije MMPs i/ili inhibicija aktivnosti enzima
MMPs moze koristiti kao po€etna meta u sprjeavanju metastaziranja tumora (Chien 1 sur.,

2012).
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Iako se velika pozornost posvecuje razvoju i djelovanju spojeva ili lijekova koji bi suprimirali
njihovu ekspresiju i/ili aktivnost i time zaustavili migraciju i invaziju tumorskih stanica, jo$
uvijek nedostaju protumetastatski spojevi.

Nekoliko istrazivanja pokazala su da bi koli¢ina inhibitora NF-«xB (IxB) mogla kontrolirati
jezgrinu translokaciju NF-«xB i time utjecati na ekspresiju MMP-2 kod nekolika vrsta ljudskih
stanica (Park 1 sur.,, 2007). Ho i sur. (2013) pokazali su da galna kiselina inhibira
metastaziranje tumorskih stanica Zeludca 1 invazivan rast kroz povecanje ekspresije RhoB,
smanjenje regulacije AKT/malih GTPaza signala i inhibicije NF-xB aktivnosti te bi stoga
galna kiselina mogla predstavljati snazno sredstvo u lijecenju raka Zeludca.

Osim toga, lokalna primjena galne kiseline pokazala je da inhibira rak koZe induciran s
dimetilbenz[a] antracenom (DMBA)/krotonovim uljem kod Swiss albino misSeva kroz
povecanje antioksidativne obrane (GST, GSH, SOD, CAT, GPx), smanjenjem aktivnosti i
ekspresije MMP-2 i MMP-9, sadrzaja kolagena i LDH izoenzima (Subramanian i sur., 2014).

2.1.2.4. Uc¢inak ROS-a na angiogenezu

Oksidacijski stres koji se definira kao neravnoteza izmedu prooksidansa i
antioksidativnog sustava, moze biti 1 uzrok i posljedica mnogih vaskularnih komplikacija te
sluzi kao jedan od biomarkera za takva stanja. Poznato je da se pomocu jednog elektrona u
isto vrijeme kisik moze reducirati na 4 komponente: superoksidni anion, vodikov peroksid,
hidroksilni radikal i molekulu kisika (Turrens, 2003) pri ¢emu tijekom ove redukcijsko-
oksidacijske (redoks) reakcije dolazi do stvaranja ROS-a kao intermedijera in vivo.
Superoksidni anion najvise doprinosi stvaranju ROS-a i klju¢ni je posrednik lan¢anih reakcija
prijenosa elektrona u mitohondrijima. U pravilu se superoksidni anion brzo uklanja
dismutacijom bilo spontano ili pomoc¢u superoksid dismutaze (SOD) do vodikovog peroksida
(Fukai i Ushio-Fukai, 2011; Turrens, 2003). Mijeloperoksidaze koje izluCuju neutrofili
pretvaraju zatim vodikov peroksid i1 klorid u vrlo reaktivni hipoklorit. Za krvozilne stanice,
osobito su vazni superoksidni anion 1 vodikov peroksid budué¢i da mogu aktivirati razlicite
putove koji induciraju novi krvozilni rast ili dovode do njegove disfunkcije i razaranja (Bir i
sur., 2012). U svim vrstama krvozilnih stanica moze do¢i do stvaranja ROS-a ukljucujuci
endotelne stanice, glatke miSi¢ne stanice, stanice povezivnog tkiva (lat. tunica adventitia),

fibroblaste i perivaskularne adipocite (Touyz i Briones, 2011).
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Unato¢ Stetnom djelovanju ROS-a pri visokim koncentracijama na ve¢inu tkiva, naknadno je
utvrdeno da oksidacijski stres ima 1 pozitivnu ulogu kod angiogeneze pri niskim ili prolaznim
razinama ROS-a ¢ime se aktiviraju signalni putevi koji poti¢u regeneraciju i rast (Maulik 1
Das, 2002; Yun i sur., 2009). Naime, pokreta¢ fizioloski uravnotezene ili patoloski
prekomjerne ili nedostatne angiogeneze je manjak kisika i hranjivih tvari koji su potrebni
tkivu Sto rezultira ciklusom hipoksije/reoksigenacije, koji potice stvaranje reaktivnih vrsta
kisika (ROS). U krvozilju, ROS mozZe nastati bilo endogeno putem lancanih reakcija prijenosa
elektrona u mitohondriju i nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidazom (Takac
i sur., 2012; Touyz i Briones, 2011; Ushio-Fukai i Alexander, 2004) bilo egzogeno kao
posljedica izlaganja Stetnim spojevima u okoliSu poput UV ili ionizirajueg zra¢enja. U
mitohondrijima, stanice troSe viSe od 95 % kisika za dobivanje molekule vode u redoks
reakcijama. U kompleksima I i III u transportnom lancu dolazi do prebrzog prijenosa
elektrona do kisika $to dovodi do redukcije kisika u superoksidni anion u manje od 4 %,
stvarajuci oksidacijski stres (Bir i sur., 2012; Turrens, 2003). NADPH oksidaza, enzim koji
stvara superoksidni anion prenoseci elektrone s NADPH na kisik, poznat je kao glavni izvor
ROS-a u mnogim vrstama stanica, uklju¢uju¢i endotelne stanice i glatke miSi¢ne stanice (Bir i
sur., 2012; Coso i sur., 2012; Takac i sur., 2012).

U mnogim uvjetima ROS poti¢e angiogenezu izravno ili neizravno kroz stvaranje aktivnih
produkata oksidacije kao Sto su peroksidirani lipidi. Naime, jedna od glavnih posljedica
prisutnosti ROS-a je peroksidacija proteina i lipida, §to rezultira njihovim funkcionalnim
modifikacijama (Guéraud i sur., 2010; Negre-Salvayre 1 sur., 2010). U uvjetima in vivo,
peroksidacija lipida utjece na lipidne stanicne membrane, ukljucujuci dijelove viSestruko
nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA, engl. polyunsaturated fatty acid), fosfolipida koji su
posebice skloni oksidaciji, stvarajuci pritom niz novih sekundarnih bioloski aktivnih spojeva
(Guéraud 1 sur., 2010) koji mogu biti jo§ razorniji od samog ROS-a (Negre-Salvayre i sur.,
2010). Stoga, oksidacijski stres ne podrazumijeva samo proizvodnju i nakupljanje ROS-a vec
1 oksidacijskim stresom inducirane metabolicke produkte koji su nastali peroksidacijom lipida
1 proteina.

U sustavnom procesu angiogeneze koji je iniciran proangiogenim ¢imbenicima (poput VEGF-
a, PGF-a, PDGF-B, TGF-B, ANG-1, itd.) sudjeluje vise razli¢itih vrsta stanica kao §to su
endotelne, potporne, upalne i krvne stanice (Noonan i sur., 2008) koje su ukljucene u stanicnu

adheziju, migraciju, proliferaciju 1 diferencijaciju. U vecini slucajeva, ako ne i kod svih,

Martina Kunsti¢ Doktorska disertacija 53



§ 2. Literaturni pregled

angiogeneza je usko povezana s procesom mobilizacije upalnih stanica (Costa i sur., 2007)
koji je kod fizioloSke angiogeneze prolazan, dok kod patoloske angiogeneze ukljucuje
kontinuirano novacenje upalnih stanica poput neutrofila i monocita koje predstavljaju
znacajan izvor ROS-a (Schreml 1 sur., 2010) nastao putem oksidacijskog praska koji ima
vaznu ulogu tijekom razli¢itih faza napredovanja tumora, od stadija inicijacije do
vaskularizacije i metastaziranja. Stovise, u veéini patoloskih procesa, oksidacijski stres djeluje
kao dio mehanizma povratne sprege Sto mu daje joS vece znacCenje u procesima (Reuter 1 sur.,
2010). Smatra se da je tumorska angiogeneza potaknuta vodikovim peroksidom kojeg u
velikim koli¢inama stvaraju tumorske stanice (Yasuda i sur., 1999). Glavni mehanizam
oksidacijskim stresom izazvane angiogeneze uklju¢uje HIF-VEGF/VEGFR-2 signalni put u
kojem egzogeni ROS stimulira indukciju ekspresije VEGF-a u razli¢itim vrstama stanica, kao
Sto su endotelne stanice, stanice glatkih miSi¢a i makrofaga, dok sam VEGF ¢imbenik potice
migraciju i proliferaciju endotelnih stanica kroz povecanje unutarstani¢ne razine ROS-a
(Chua i sur., 1998; Wang i sur., 2011). Tako primjerice, vodikov peroksid inducira VEGF
ekspresiju u stanicama glatkih misica krvozilja kao 1 u endotelnim stanicama ¢ime se potice
stvaranje angiogenog odgovora (Chua i sur., 1998). Istovremeno, VEGF dodatno potice
stvaranje ROS-a (to¢nije superoksidnog aniona) kroz aktivaciju NADPH oksidaze u
endotelnim stanicama (Ushio-Fukai i Alexander, 2004). ROS takoder utjece na VEGF
stimuliranu dimerizaciju i autofosforilaciju receptora VEGF-a (VEGFR-2) koja je potrebna za
VEGFR-2 aktivaciju i angiogenezu (Colavitti i1 sur., 2002). Osim VEGF-ovisnog mehanizma
nastajanja angiogeneze, izazvane oksidacijom postoji i VEGF-neovisan mehanizam stvaranja
angiogeneze koji ukljucuje stvaranje produkata lipidne oksidacije i ukljucuje aktivaciju TLR2
receptora (engl. Toll-like receptor 2) §to dovodi do aktivacije Racl komponente NADPH
oksidaze koja poti¢e stani¢nu migraciju i angiogenezu (West 1 sur., 2010). Osim toga,
utvrdeno je da peroksidirane nezasi¢ene masne kiseline poticu signalizaciju TLR4 u
endotelnim stanicama S$to dovodi do aktivacije ¢imbenika NFkB (Mutoh i Ueda, 2013).
Takoder, pokazalo se je da TLR signalizacija utjeCe na HIF/VEGF signalni put angiogeneze
budu¢i da TLR2 modulira HIF-1a ekspresiju koja aktivira promotorsku regiju VEGF-a kao
odgovor na hipoksiju (Spirig i sur., 2010).
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2.2. UPALNI PROCESI

Upala je nespecificna obrambena reakcija organizma na ozljedu tkiva prouzrocena
mikroorganizmima ili nekim drugim Stetnim bioloskim (imunosna reakcija kao posljedica
hipersenzitivnosti, mrtve stanice), kemijskim (toksini, kemijske tvari, alkohol, ionizirajuce
zracenje) ili fizickim (opekline, ozebline, fizicka ozljeda, trauma, strana tijela) podrazajima s
ciljem wuklanjanja 1ili uniStavanja Stetnog podrazaja/patogenog mikroorganizma 1/ili
regeneriranja oSte¢enog tkiva. Radi se o strogo reguliranom procesu u kojem su ukljuceni
specificni 1 nespecificni mehanizmi obrane koji su neophodni za odrzavanje cjelokupne
homeostaze organizma. Karakterizira ju 5 op¢ih simptoma: a) crvenilo (lat. rubor), b) toplina
(lat. calor), c) bol (lat. dolor), d) oteklina (lat. tumor) 1 ) poremecaj funkcije (lat. functio
laesa). Prema tijeku i duljini trajanja upalne reakcije mogu biti akutne ili kroni¢ne. Akutna
upala je prva linija obrane od ozljeda koja se temelji na poveéanju protoka krvi kroz
napadnuto podrucje Cime se povecava doprema leukocita i raznih topljivih molekula u to
podrucje, povecanju permeabilnosti kapilara koje omogucavaju povecanu eksudaciju
(izlu¢ivanje) plazme i njezinih sastojaka (protutijela, ¢imbenici zgrusavanja krvi i kininskog
sustava, komponente komplementa) u medustani¢ni prostor (edem) te povecanju migracija
leukocita, uglavnom neutrofila i makrofaga u to podrucje. U akutnoj fazi na mjesto upale
obi¢no prvi stizu granulociti 1 trombociti koji nastoje neutralizirati sam uzrok upale. Ukoliko
u tome ne uspiju, upala prelazi u kroni¢nu fazu tijekom koje se na mjesto upale nakupljaju
mononuklearni fagociti i limfociti. Stanice akutne upale su mastociti, granulociti i trombociti,
pri ¢emu stanice mastocita 1 bazofila sadrze brojne citoplazmatske granule s bioloskim
aktivnim tvarima ¢ijim oslobadanjem postaju posrednici (medijatori) upale odgovorni za
vecinu krvozilnih obiljezja akutne upale. Oslobodeni medijatori upale kao $to su histamin,
serotonin, bradikinin i prostaglandin E2 uzrokuju vazodilataciju kapilara i poveéanje njihove
permeabilnosti, dok neki od njih poput leukotriena B4 djeluju kemotaksijski privlaceci
prvotno neutrofile i eozinofile, a zatim i monocite i limfocite na mjesto upale kroz stijenku
krvnih zila. To novacenje aktiviranih fagocita reguliraju inducirane adhezijske molekule
(ICAM-1, VACM-1, E-selektini) koje se nalaze na endotelnim stanicama. Monociti , koji se
izlaskom iz kapilara preobrazavaju u makrofage, takoder potpomazu upalu (Taradi, 2010).
Neki od oslobodenih medijatora upale poput bradikina povecavaju osjetljivost na bol. Gubitak

funkcije tkiva vjerojatno je rezultat neuroloskog refleksa kao odgovor na bol.
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Pored medijatora upale koji se oslobadaju iz stanice (histamin, granule lizosoma, IFN-y, IL-8,
leukotrien B4, prostaglandini, NO, IL-1, TNF-o, triptaze itd.) postoje i nekoliko nestani¢nih
biokemijskih kaskadnih sustava koji se sastoje od plazma proteina, a koji su takoder ukljuceni
u iniciranje i Sirenje upalnog odgovora. To ukljuCuje sustav komplementa koji aktiviraju
bakterije, sustav koagulacije i fibrinolize koji su aktivirani nekrozom, kininski sustav (npr.
bradikinin) i proteine akutne faze u jetri (C-reaktivni protein-CRP; manoza-vezujuéi proteini-
MBP, fibrinogen, ceruloplazmin, antitripsin i drugi) koji su aktivirani monokinima poput IL-
1, IL-6 1 TNF-a. Aktivirani sustav komplementa stvara niz kaskadnih kemijskih reakcija koje
poti¢u kemotaksiju fagocitnih stanica, aglutinaciju, opsonizaciju ciljanih cestica S§to
pospjesuje njihovu fagocitozu i stvaranje terminalnog kompleksa komplementa (TCC, engl.
terminal complement complex) na membrani ciljane stanice koji uzrokuje lizu i smrt patogene
bakterijske stanice. Kininski sustav uz pomo¢ tkivnog i plazmatskog enzima kalikreina cijepa
velike proteinske molekule kininogene u manje peptide zvane kinini (poput bradikinina) koji
pospjesuju vazodilataciju i povecavaju permeabilnost krvnih zila. Sustav koagulacije stvara
ugrusak pomocu trombina i zaustavlja krvarenje formiranjem zastitne proteinske mreze na
mjestu ozljede. S druge strane, sustav fibrinolize djeluje suprotno koagulacijskom sustavu na
nacin da uklanja nastali fibrinski ugruSak fibrinolizom uz pomo¢ enzima plazmina te ponovno
uspostavlja protok krvi kroz osteéeno podrucje. Proteini akutne faze obavljaju razlicite uloge
od sakupljanja slobodnih radikala, do potpomaganja sinteze imunoglobulina i obnavljanja
tkiva, a njihova se koncentracija u akutnoj upali moze povecati i do 1000 puta.

Neutrofili su najbrojniji stani¢ni posrednici akutne upale koji su na mjesto upale
privuceni brojnim kemotaksijskim molekulama poput komponenti komplementa, a njihova je
zadaca uniStavanje mikroorganizama prozdiranjem (fagocitozom), razgradnjom lizosomskim
enzimima, ali 1 izvanstani¢nim oslobadanjem granula. Oslobadanjem brojnih medijatora upale
poput kemokina i makrofagnih upalnih proteina (MIP-la i MIP-1b) (engl. macrophage
inflammatory protein), neutrofili pospjesuju proces upale i privla¢e makrofage na mjesto
upale. Makrofagi se aktiviraju razgradnim produktima fagocitnih napadaca (npr. bakterijski
endotoksin lipopolisaharid, LPS) (Andreis i Lukinovi¢-Skudar, 2010). Aktivirani makrofagi
imaju veliku sposobnost fagocitoze 1 probave oSteCenih dijelova stanica, tkiva 1
mikroorganizama pomocu snaznih lizosomskih enzima ¢ime pripremaju tkivo za okoncanje
upalnog procesa. Takoder, pri tome oslobadaju razlicite citokine i kemokine (IL-1, IL-6, IL-8,

IL-12 i TNF-a) koji privlace i aktiviraju leukocite, povecavaju propusnost kapilara, aktiviraju
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krvozilni endotel i1 poti¢u NK stanice ¢ime utjecu na lokalne i sustavne promjene u akutnom
upalnom odgovoru (Andreis i Lukinovié-Skudar, 2010). Nazalost, svi navedeni obrambeni
mehanizmi mogu oStetiti 1 vlastito zdravo tkivo. U slucaju da izostane uklanjanje uzroka upale
1 pokretanje procesa zacjeljivanja rana, javlja se kroni¢na upala. Za razliku od akutne upale
koju obiljezava nakupljanje polimorfonuklearnih granulocita, kroni¢nu upalu ¢ini nakupljanje
mononuklearnih stanica (limfocita T, makrofaga, plazma stanica) pri ¢emu su makrofagi
vodece stanice kroni¢ne upale. Osim stanica, u kroni¢noj upali posreduju i brojni citokini
poput IL-1, IL-2, IFN-y, TNF-B, TGF- koji djeluju autokrino ili parakrino.
Osim izlu¢ivanja razli¢itih citokina, kemokina i ostalih medijatora upale koji privlace
leukocite, vaznu ulogu ima i indukcija enzima poput ciklooksigenaze 2 (COX-2),
lipooksigenaza (LOX) i inducibilne duSik oksid sintaze (iNOS ili NOS2) ¢iji produkti
(prostaglandini, leukotrieni 1 NO) potic¢u lokalni protok krvi. Veci broj citokina od kojih su
najpoznatiji IL-1, IL-2, INF-y i TNF kao i lipopolisaharid koji je jedan od sastavnih dijelova
gram-negativnih  bakterija kontroliraju transkripciju gena za iNOS. Leukotrieni 1
prostaglandini lipidni su medijatori koji nastaju iz arahidonske kiseline. Arahidonska kiselina
je visestruko nezasi¢ena masna kiselina koja nastaje kao produkt razgradnje membranskih
fosfolipida uz djelovanje enzima fosfolipaze A2 (PLA:) Za stvaranje leukotriena (SRS-A)
koji povecavaju propusnost krvnih Zzila i uzrokuju dugotrajnu bronhokonstrikciju nuzno je
djelovanje lipooksigenaze, dok je za nastanak prostaglandina koji uzrokuju vazodilataciju,
agregaciju trombocita i bronhokonstrikciju potrebna je ciklooksigenaza (COX-2) (Andreis i
Lukinovié¢-Skudar, 2010). Vezanjem navedenih molekula za razli¢ite receptore na membrani
stanice aktiviraju se cCetiri osnovna unutarstani¢na signalna puta kojima se kontrolira
ekspresija gena ukljucenih u upalni odgovor na transkripcijskoj i post-transkripcijskoj razini
(Saklatvala i Clark, 2003). To su:
1) signalni put protein kinaza kojim se aktivira transkripcijski ¢imbenik NF-xB (engl.

nuclear factor kappa B),
2) signalni putevi protein kinaza aktiviranih mitogenima (MAPK, engl. mitogen-activated

protein kinase):

a) signalni put kinaze regulirane izvanstani¢nim signalima (ERK, engl. extracellular-

signal-regulated kinase),
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b) signalni put c-Jun N-terminalne kinaze (JNK, engl. c-Jun-N-terminal kinase),
odnosno protein kinaze aktivirane stresom (SAPK, engl. stress-activated-protein-
kinase) 1

c) signalni put kinaze p38 (Slika 15).

Nuklearni ¢imbenik kappa B (NF-xB) je transkripcijski ¢imbenik koji regulira
ekspresiju razlicitih gena, ukljucuju¢i citokine, iNOS 1 COX-2 za koje se je pokazalo da imaju
kljucne uloge u procesima upale, apoptoze, tumorigeneze i razli¢itim autoimunim bolestima
(Jiang 1 sur., 2015). Aktivacija redoks osjetljivog ¢imbenika NF-kB moZze inducirati
prekomjernu ekspresiju proupalnih molekula koje mogu dovesti do razvoja akutnih ili
kroni¢nih upalnih bolesti kao $to su ateroskleroza, upalne bolesti crijeva i reumatoidni artritis.
Smatra se da signalni put kinaze p38 ima i dodatnu vaznu ulogu u post-transkripcijskoj
regulaciji jer utjeCe na stabilnost mRNA gena koji sudjeluju u upalnom odgovoru (Kracht i
Saklatvala, 2002).

Budu¢i da se signalni putevi medusobno ispreplicu, velika je vjerojatnost da je jedna

molekula istovremeno ukljucena u regulaciju vise razli¢itih signalnih puteva i obrnuto.
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Slika 15. Shematski prikaz signalnih puteva i mehanizama regulacije gena ukljucenih u
upalni odgovor. Citokini (IL-1, IL-17, IL-18, TNF) ili mikrobni produkti (LPS) poti¢u
nakupljanje receptora i oligomerizaciju TRAF, sto je kljucni dogadaj za aktivaciju kinaze IkB
te signalnih puteva ERK, JNK i p38. Te kinaze fosforiliraju ili IxkB i NF-xB ili

transaktivacijske domene AP-1, aktiviraju¢i na taj naCin NF-xB 1 AP-1. Za jaku transkripciju
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potrebna je, uz aktivaciju NF-kB, aktivacija barem jo§ jednog signalnog puta MAPK. Ona
uzrokuje acetilaciju i fosforilaciju histona, koju prati stvaranje viSeproteinskih kompleksa —
pojacivaca transkripcije. Unutar tih pojacivaca NF-kB i AP-1 intereagiraju s DNA, drugim
transkripcijskim Cimbenicima, koaktivatorima (npr. CBP/p300) i holoenzimom RNA
polimerazom II. Posljedica varijacije u strukturi pojadivaca je aktivacija specifi¢nih gena.
Novosintetizirana mRNA je stabilizirana signalnim putem p38-MK-2. Inhibicija klju¢nih
koraka prijenosa signala moze se posti¢i primjenom glukokortikoida (G), inhibitora protein-
kinaza (UO126, SP600125, SB203580), donora NO (SNAP; S-nitro-N-acetil-DL-
penicilamin), salicilata i arsenita (kratice: AP-1—-transkripcijski faktor AP-1, ARE — elementi
bogati slijedom AU, AUF1 — ¢imbenik vezanja AU 1, CREB — protein koji veze CBP, elF —
¢imbenik inicijacije elongacije, ERK — kinaza regulirana izvanstanicnim signalima, kB —
inhibitor NF-kB, IKK — kinaza IxB, JNK — c-Jun N-terminalna kinaza, MAPK — protein
kinaze aktivirane mitogenima, MEKK — ERK kinaza aktivirana mitogenima, MKK — kinaza
MAPK, PABP — protein koji veze poliA-rep, P — fosforilacija, TTP — tristetraprolin, TAK1 —
protein kinaza 1 aktivirana ¢imbenikom rasta tumora, TNF — Cimbenik nekroze tumora,
TRAF — cCimbenik vezanja receptora TNF) (preuzeto i prilagodeno: Kracht i Saklatvala,
2002).

2.2.1. Ciklooksigenaze (COX)

Ciklooksigenaze (COX) su membranski enzimi odgovorni za stvaranje vaznih
bioloskih medijatora upale zvanih prostanoidi koji izazivaju upalne reakcije, a u koje
ubrajamo prostaglandin, prostaciklin i tromboksan. Navedeni enzim jo§ se naziva i
prostaglandin-endoperoksid sintaza (PTGS ili PES) budu¢i da katalizira sintezu
prostaglandina (PGG;) iz arahidonske kiseline koja nastaje kao produkt razgradnje
membranskih fosfolipida te redukciju prostaglandina G> (PGG2) do prostaglandina H»
(PGHz). Stoga inhibicija COX-a moze dovesti do olakSavanja simptoma upale, groznice i
boli, a ostvaruje se primjenom nesteroidnih protuupalnih lijekova (NSAID) koji su

neselektivni inhibitori za oba oblika ciklooksigenaza (COX-1 i COX-2).
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Dokazano je da se COX pojavljuje u dva razlicita izomerna oblika kod ljudi: COX-1
ili PTGS1 (70 kDa) koji se konstitutivno izrazava u vecini tkiva te inducirani oblik, COX-2 ili
PTGS2 (72 kDa). Osim slicne molekulske mase, oba izomerna oblika pokazuju 65 %
homolognosti aminokiselinskog slijeda te imaju gotovo jednaka kataliticna mjesta pa su
njihove trodimenzionalne strukture gotovo preklopive. Ljudski COX-1 i COX-2 enzimi su
homodimerne grade koji sadrze 576 1 581 aminokiselina. Oba enzima sadrze 3 oligosaharida
manoze, dok je Cetvrti oligosaharid prisutan samo kod COX-2 enzima i regulira njegovu
razgradnju. Svaka podjedinica dimera sadrzi tri domene: domenu epidermalnog ¢imbenika
rasta, domenu vezanja za membranu i kataliticku domenu koja ukljucuje veéi dio proteina koji
sadrzi ciklooksigenazno i1 peroksidazno aktivno mjesto s obje strane hem prosteticke skupine

(Mbonye i sur., 2008).

Smatra se da je COX-1 odgovoran za proizvodnju prostaglandina koji djeluju kao
homeostaticki regulatori i kontroliraju normalne fizioloSke funkcije kao §to su zaStita sluznice
zeludca 1 krvozilne hemostaze, agregacija trombocita, diferencijacija makrofaga, indukcija

porodaja, regulacija prokrvljenosti bubrega i odrzavanje funkcije glomerula (Tablica 6).

Tablica 6. Uloge COX-1 i COX-2 enzima

COX-1 COX-2
Homeostaza Patofiziologija Prilagodba
Zastita sluznice Upala, bol Bubreg: lu€enje renina
Agregacija trombocita Groznica Zacjeljivanje rana/Cireva
Prokrvljenost bubrega Ishemija (CNS) Uloga u reproduktivhom

sustavu Zena

Alzheimerova bolest Metabolizam kostiju

Rak Krvozilna zaStita

Inhibicija COX-1 ostvaruje se primjenom nesteroidnih protuupalnih lijekova
(NSAID) kao Sto su aspirin. Prostaglandin tromboksan A2 koji je glavni produkt djelovanja
COX-1 u trombocitima, inducira agregaciju trombocita (Weitz, 2008). Stoga je mala koli¢ina
aspirina ucinkovita u reduciranju kardioloskih bolesti kako bi se inhibiralo djelovanje COX-1

enzima i time sprije¢io nastanak sréanog i mozdanog udara. Takoder, utvrdeno je da inhibicija
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COX-1 smanjuje bazalnu proizvodnju citoprotektivnih prostaglandina PGE> i PG> u Zeludcu,
Sto moze pridonijeti ulceraciji Zeludca.

S druge strane COX-2 nije konstitutivno izraZzen u vecini stanica u normalnim
uvjetima, ve¢ se inducira razli¢itim upalnim i/ili mitogenim stimulansima kao §to su forbol
esteri, lipopolisaharidi, endotoksini, proupalni citokini (IL-1, TNF-a), ¢imbenici rasta,
promotori tumora te je stoga on vazniji u protuupalnoj terapiji i tumorigenezi (Tablica 6)
(Jiang 1 sur., 2015). COX-2 je neposredni produkt gena ranog upalnog odgovora i izvor je
prostanoida koji posreduju tijekom upale, boli, groznice, ishemije (CNS), u
kardiovaskularnim bolestima i tumorima. Medutim, pronadeno je da se COX-2 konstitutivno
eksprimira u mozgu, bubrezima i reproduktivnom sustavu Zzena te da osim uloge u
patofizioloskim procesima, posreduje i u fizioloSkim procesima kao Sto su izluCivanje renina
iz bubrega, zacjeljivanje rana i Cireva, metabolizam kostiju i vaskularna zastita. Brojna
istrazivanja ukazuju na vezu izmedu COX-2 ekspresije i karcinogeneze te je utvrdeno da je
pojacana regulacija COX-2 u neovaskulaturi malignih tumora. Ve¢ je tijekom kasnih 1980-ih
godina utvrdena sposobnost NSAID lijekova (poput aspirina i1 sulindaka) u smanjenju
smrtnosti od raka debelog crijeva. Nedavna istrazivanja pokazuju da specificni COX-2
inhibitori posjeduju snaznu kemoprevencijsku aktivnost protiv karcinogeneze debelog crijeva
kod Stakora, inhibirajuéi pri tom tumore u ve¢em stupnju od konvencionalnih NSAID lijekova
(Kawamori i sur., 1998). S obzirom na COX-2 djelovanje, Tsujii i sur. (1998) ustanovili su da
COX-2 izvedeni prostaglandini mogu modulirati proizvodnju angiogenih ¢imbenika od strane
tumorskih stanica debelog crijeva, ¢ime se poti¢u novonastale krvne zile da odrzavaju
vijabilnost i rast tumorskih stanica. Stovise, pokazalo se je da prekomjerna COX-2 ekspresija
u epitelnim stanicama uzrokuje rezistenciju na apoptozu, Sto za posljedicu ima poremecaj u
rastu 1 normalnoj stani¢noj smrti (Tsujii 1 sur., 1998). U istom istrazivanju, pokazalo se je da
COX-1 aktivnost u endotelnim stanicama ima vaznu ulogu u modulaciji angiogeneze (Tsujii i
sur., 1998). Prostaglandini koje proizvodi COX-1 u endotelnim stanicama mogu biti vazni u
regulaciji gena potrebnih za stvaranje endotelnog izbojka te mogu predstavljati vaznu metu u
prevenciji raka ili lijeCenju tumora koji su bez COX-2 ekspresije. NSAID lijekovi kao takvi
mogu inhibirati angiogenezu inhibicijom COX-2 aktivnosti u stanicama karcinoma debelog
crijeva te smanjiti regulaciju proizvodnje angiogenih ¢imbenika indukcijom apoptoze i
inhibicijom COX-1 aktivnosti u endotelnim stanicama. Nedavna istrazivanja pokazala su da

prekomjerna COX-2 ekspresija nije nuzno jedinstvena za rak debelog crijeva, ali moze biti
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zajednicka odlika drugih epitelnih stanica. Povecane razine COX-2 enzima utvrdene su
gotovo kod svih premalignih 1 malignih bolesti (Jiang i sur., 2015) ukljucujuéi raka glave i
vrata, pluca, dojke, jednjaka, Zeludca, debelog crijeva, jetre, prostate, mokra¢nog mjehura,
koze te adenokarcinoma gusterae (Aggarwal i Shishodia, 2006) kao odgovor na razlicite
mitogene, tumorske promotore, citokine, Cimbenike rasta i izloZenosti sunevom UV
zracenju. Na temelju tih podataka, razumljivo je da se specificni COX-2 inhibitori mogu
koristiti kao adjuvansi u lijeCenju tumora, kao 1 u samoj prevenciji raka.

LijeCenje s COX-2 selektivnim inhibitorima u in vivo uvjetima dovela su do smanjenja rasta
tumora jezika, jednjaka, crijeva, dojke, koze, plu¢a i mokraénog mjehura u pokusnim
zivotinjama. U novije vrijeme sve se viSe spominje uloga COX-2 u razvoju
neurodegenerativnih bolesti (Pasinetti, 2001). Naime, kod Alzheimerove bolesti utvrdena je
povecana COX-2 regulacija u podru¢jima mozga koji su odgovorni za pamdcenje
(hipokampus, korteks) pri ¢emu koli¢ina COX-2 korelira s odlaganjem -amiloidnog proteina
u neuritskim plakovima. Za razliku od inhibicije COX-1 enzima putem NSAID lijekova,
inhibicija COX-2 je puno sporija i1 Cesto ireverzibilna. Takoder je otkriveno da
glukokortikoidi, IL-4, IL-13, protuupalni citokin IL-10 (Niiro i sur., 1997, Onoe i sur., 1996)
te razli¢iti flavonoidi inhibiraju ekspresiju COX-2 enzima (O'Leary i sur. 2004).

Nedavno je otkriven i tre¢i oblik ciklooksigenaze nazvan COX-3 koji je kodiran
istim genom kao i COX-1 enzim, s time da COX-3 zadrzava intron koji nije prisutan kod
COX-1 enzima (Botting, 2003). Takoder, COX-3 enzim funkcionalno nije prisutan kod ljudi,
a najzastupljeniji je u srediSnjem zZiv€anom sustavu pasa. Selektivno se inhibira djelovanjem
nekih lijekova poput paracetamola.

Svi prirodni produkti COX enzima brzo se metaboliziraju u neaktivne oblike hidriranjem ili
oksidacijom15-hidroksilne skupine u odgovaraju¢i keton djelovanjem prostaglandin 15-OH-

dehidrogenaze.
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2.3. HIPOKS1JA

Hipoksija je stanje smanjene koli¢ine kisika u stanicama i tkivima koje dovodi do
disfunkcije stanica, organa i organskih sustava. Javlja se kod krvozilnih i pluénih bolesti kao
Sto su dijabeticka retinopatija, makularna degeneracija, reumatoidni artritis, psorijaza i
hemangiom ili prilikom poticanja rasta kancerogenog tkiva (Carmeliet i Jain, 2000; Folkman,
2001).

Postoje 3 wvrste hipoksije: kroni¢na hipoksija, akutna hipoksija i hipoksija s
reperfuzijom. Kroni¢na hipoksija (koncentracija kisika 2-3 %) posebice uzrokuje
nekontroliranu proliferaciju stanica zbog ogranic¢ene difuzije kisika (Harris, 2002). S druge
strane, akutna hipoksija, a osobito hipoksija s reperfuzijom, uzrokuje stvaranje krvozilja
tumora iz nepravilnih krvnih zila (Harris, 2002). Ovo stanje u tkivu takoder je poznato kao
"reoksigenacijska ozljeda", jer povecani protok krvi osigurava prekomjernu koli¢inu kisika
Sto rezultira povecanjem koncentracije slobodnih radikala, oStecenjem tkiva i istodobnom
tumorske stanice trebaju kisik za proizvodnju energije i funkcioniranje tkiva. Nedostatak
odgovarajuce opskrbe krvlju i povecanje udaljenosti postoje¢ih krvnih zila dovodi do
izgladnjivanja tumorskih stanica kisikom §to u konacnici rezultira stvaranjem hipoksije u tom
podrucju ili ¢ak anoksije u tumoru. Normalne stanice i tkiva ne mogu prezivjeti u kroni¢noj
hipoksiji zbog relativno dugog trajanja hipoksi¢nog stanja. Medutim, tumorske stanice
sposobne su proliferirati i prezivjeti u hipoksicnom mikrookolisu kao rezultat genetickih i
adaptivnih promjena koje aktiviraju onkogene i/ili inaktiviraju tumor supresor gene, Sto
dovodi do razvoja otpornosti na hipoksiju. U uvjetima hipoksije javljaju se 1 upalni procesi te
dolazi do stvaranja i izlu¢ivanja brojnih angiogenih ¢imbenika od strane pojedinih podvrsta
leukocita kao $to su VEGF, PDGF, bFGF, angiopoetin 2/angiopoetin 1 (ANGPT2/ANGPT1),
TEK 1ili Tie2 (engl. tunica interna endothelial cell kinase), razli¢iti interleukini kao $to su
TGF-B1 1 monocitni kemoatraktant proteina 1 (MCP-1) te proteinaze koji reguliraju proces
angiogeneze.

Paradoksalno, ali mnogi tumori s intratumorskom hipoksijom i nekrozom su veoma angiogeni
¢ime se istice Cinjenica da je krvozilje u mnogim tumorima strukturno i funkcionalno
abnormalno, Sto rezultira prostornom i1 vremenskom heterogeno$¢u u opskrbi kisikom (Jain,

2003). Osnovni i glavni pokreta¢ tumorske angiogeneze je transkripcijski ¢imbenik HIF-1
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koji je pronaden u stanicama sisavaca sa smanjenom koncentracijom kisika i ima klju¢nu
ulogu u stani¢cnom odgovoru na hipoksiju.

Transkripcijski ¢cimbenik HIF-1 je heterodimer koji se sastoji od 2 podjedinice: HIF-
la (oko 120 kDa) koji se inducira hipoksijom i konstitutivno izrazen HIF-1p (91-94 kDa).
HIF-1a je citoplazmatski protein osjetljiv na razinu kisika, dok je HIF-1p jezgreni protein koji
se izrazava neovisno o kisiku. Podjedinica HIF-1B poznata je takoder i kao arilni
ugljikovodi¢ni receptor nuklearnog translokatora (ARNT). Obje podjedinice imaju nekoliko
izoformi koje su kodirane razli¢itim genskim lokusima 1 dio su PER-ARNT-SIM obitelji
(akronim PAS) transkripcijskih c¢imbenika. U wuvjetima normoksije, HIF-la brzo se
razgraduje. S druge strane, kao odgovor na hipoksiju, podjedinica HIF-la nakuplja se u
citoplazmi i stabilizira nakon ¢ega se premjeSta u jezgru gdje heterodimerizira s HIF-1
podjedinicom i povezuje s koaktivatorima (CBP/p300) pri ¢emu nastaje aktivni HIF-1 protein.
Ovaj protein se zatim veze za specificne elemente odgovora na hipoksiju (HREs, engl.
hypoxia response elements) unutar promotora gena koji induciraju hipoksiju i aktiviraju
transkripciju gena koji su uklju¢eni u angiogenezu, homeostazu glukoze i eritropoezu
(Vaupel, 2004) (Slika 16). Drugi protein koji je uklju¢en u VEGF ekspresiju induciranu
hipoksijom je HuR koji se veze i stabilizira VEGF mRNA 1 poti¢e prijenos u citoplazmi
(Levy 1 sur., 1998). Prisutnost hipoksije u tumorima odrazava loSiju prognozu s veéim
neuspjehom lijeenja i smanjenjem ukupnog prezi