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1. UVOD

1.1. Remodeliranje izvanstani¢nog matriksa

Izvanstani¢ni matriks (engl. extracellular matrix; ECM) trodimenzionalna je struktura
prisutna u svim tkivima i esencijalna je za zivot. Svaki organ ima ECM s jedinstvenim
sastavom ovisnim o Kkarakteristikama stanica koje ga proizvode. Uloga ECM nije samo
pruzanje fizicke potpore za integritet i elastiCnost tkiva, nego je to dinamicna struktura u
interakciji sa stanicama koja se stalno remodelira i kontrolira homeostazu tkiva (Hynes 2009).
Tristotinjak proteina poput proteglikana, kolagena i glikoproteina tvori srz ECM. Postoje i
mnogi proteini povezani s ECM koji nisu dio same strukture ECM, ali su vazni za njegovo
remodeliranje. To su faktori rasta, citokini, mucini, lektini, galektini, semaforini, pleksini i
modificirajuci enzimi uklju¢eni u umrezavanje. Postoje dva glavna tipa ECM koji se razlikuju
s obzirom na lokaciju i sastav. To su intersticijski matriks koji okruzuje stanice vezivnog tkiva
1 bazalna membrana kao posebni oblik koja okruzuje i razdvaja razlicite vrste tkiva i organa

(Bonnans i sur. 2014).

Komponente ECM koje imaju ulogu liganda ulaze u interakciju sa stani¢nim
membranskim receptorima te tako sudjeluju u regulaciji adhezije, migracije, proliferacije,
apoptoze, prezivljenja ili diferencijacije. ECM moZe lokalno osloboditi faktore rasta poput
epidermalnog ili fibroblastnog faktora rasta, ili molekule WNT, amfiregulina i
transformirajueg faktora rasta P (engl. transforming growth factor p; TGFB). ECM moze
otpusStati male molekule nastale cijepanjem strukturnih proteina te tako regulirati svoju
arhitekturu 1 utjecati na ponaSanje stanica (Hynes 2009). Povrh toga, stanice stalno
remodeliraju ECM putem sinteze, degradacije i kemijskih modifikacija strukturnih molekula.
Ovi procesi su slozeni 1 moraju biti strogo regulirani radi odrzavanja homeostaze tkiva i
zacijeljivanja ozljeda, buduci da bi u protivnom moglo do¢i do patoloskih stanja i ubrzanja

progresije bolesti te nastanka tumora (Frantz i sur. 2010; Lu i sur. 2011).

Proteini ECM mogu biti pocijepani proteazama iz razliCitih obitelji proteaza. Tu
spadaju metaloproteinaze, adamalizini, meprini te aspartatne, cisteinske, serinske i treoninske
proteaze (Bonnans 1 sur. 2014). Najvazniju ulogu medu njima imaju matriksne
metaloproteinaze (MMP) ¢ija je aktivnost niska u normalnim uvjetima, ali se povecava
tijekom popravka ili remodeliranja tkiva te u bolesnom ili upaljenom tkivu. Ve¢ina MMP se

izluuje u obliku zimogena koji se aktivira proteolitickim cijepanjem ili oksidacijom tiolne



skupine. MMP mogu degradirati sve proteine ECM i time imaju klju¢ne uloge u organogenezi
i morfogenezi. Njihova je aktivnost zato posebno kontrolirana tkivnim inhibitorima MMP.
Osim matriksnih metaloproteinaza, u remodeliranju ECM vazni su enzimi katepsini iz obitelji
serinskih, cisteinskih i aspartatnih proteaza te enzim plazmin iz obitelji serinskih proteaza (Lu
i sur. 2011).

1.2. Sustav plazminogenskog aktivatora

Serinska proteaza plazmin nastaje iz jednolancanog glikoproteina plazminogena.
Plazminogen se lu¢i u jetri i u inaktivnom obliku cirkulira krvlju u relativno velikim
koncentracijama (oko 2 uM). Prisutan je kao zimogen u plazmi i u meduprostornim
teku¢inama gdje mu koncentracija moze biti pove¢ana zbog upale ili ozljede (Fuchs i sur.
1996). Sastoji se od aktivacijskog peptida na N-kraju, domene serinske proteaze te pet
domena ,,kringle* odgovornih za vezanje supstrata i interakciju plazminogena s proteinima na
povrsini stanice. Plazminogen mijenja konformaciju povezivanjem sa stani¢nim receptorima i

time olakSava aktivaciju (Syrovets 1 sur. 2012).

Plazminogen prelazi u plazmin putem cijepanja peptidne veze Arg561-Val562
djelovanjem plazminogenskog aktivatora (Robbins i sur. 1967). Postoje dva tipa
plazminogenskog aktivatora, tkivni (tPA) otkriven u tkivnom ekstraktu i urokinazni (UPA)
otkriven u urinu (Dano i sur. 1985). Budu¢i da je plazmin snazna proteaza i ima $iroki spektar
supstrata, mogao bi nekontrolirano razgraditi razli¢ite proteine da nije strogo reguliran
aktivacijom plazminogenskog aktivatora (Aguirre Ghiso i sur. 1999). Aktivacija
plazminogena putem njegovih specifi¢nih aktivatora jedan je od nacina kontrole funkcije
plazmina. U krvotoku, plazminogen se aktivira preko tPA i odgovoran je za lizu ugruSaka
fibrina. Osim intravaskularne fibrinolize, tPA sudjeluje i u procesima ovulacije, regulaciji
plasti¢nosti mozga i trombolizi. U popravku ozljedenih tkiva ili u okoliSu tumora, plazmin se
aktivira preko sustava uPA (Andreasen i sur. 2000). Sustav uPA primarno je ukljuen u
proteolizu i remodeliranje tkiva tijekom procesa embriogeneze, zarastanja rana, stani¢ne
migracije te invazije 1 metastaziranja. Stanicna migracija 1 remodeliranje tkiva dva su

dogadaja strogo povezana s razvojem i Sirenjem tumora (Conese 1 Blasi 1995; Crippa 2007).

Glavne uloge plazmina su otapanje ugruSaka i degradacija proteina izvanstanicnog
matriksa. Medutim, plazmin moZe takoder aktivirati matriksne metaloproteinaze kao Sto su
MMP-1, MMP-3 i MMP-9 i faktore rasta TGFp, bFGF (engl. basic fibroblast growth factor) i

VEGF (engl. vascular endothelial growth factor). Veéina ovih molekula su zarobljene unutar

2



ECM u inaktivnom obliku pa se oslobadaju degradacijom ECM i time se olak$ava njihovo
vezanje za receptore (Rifkin i sur. 1999). Osim proteoliticke aktivnosti, plazmin moze
aktivirati unutarstanicne signalne puteve i tako utjecati na stani¢ne procese. Poznato je da
plazmin inducira agregaciju neutrofila, proliferaciju hepatocita, kemotaksiju monocita,
migraciju endotelnih stanica i ekspresiju proupalnih gena i gena faktora rasta putem aktivacije
signalnih puteva JAK1/STAT, ERK1/2 (engl. extracellular signal-regulated kinase), p38
mitogenom aktiviranih kinaza (MAPK) i nuklearnog faktora NF-kB (Li i sur. 2007; Didiasova
i sur. 2014).

1.2.1. Aktivacija plazmina preko sustava uPA

U invaziji i metastaziranju tumorskih stanica, plazmin se aktivira preko urokinaznog
plazminogenskog aktivatora (uPA). Poput plazminogena, uPA se takoder sintetizira 1 izlucuje
kao zimogen (pro-uPA) i aktivira se vezanjem na svoj stani¢ni receptor uPAR (Schmitt i sur.
1992). Dakle, proces aktivacije plazminogena putem sustava uPA ukljucuje uPA koji moze
biti vezan za svoj receptor i njegovu interakciju s plazminogenom. Plazmin vezan na stani¢noj
povrsini olakSava invaziju tumorskih stanica razaraju¢i ECM (Slika 1.) (Didiasova i sur.
2014). Vezanje plazminogena i nastanak plazmina nije ograni¢en samo na stani¢nu povrsinu.
Mnoge komponente izvanstani¢nog matriksa, kao $to su fibrin, lamin 1 fibronektin, sposobni

su vezati plazminogen (Syrovets i Simmet 2004).

FizioloSka regulacija sustava plazminogena zasniva se na brojnim proteazama i
inhibitorima proteaza. Glavni inhibitor ove kaskade je o2-antiplazmin koji blokira samo
aktivnost slobodnog plazmina, dok ostavlja netaknutim plazmin vezan za povrsinu (Slika 1.).
Sustav plazminogena moze takoder biti reguliran na razini inhibicije aktivacije plazminogena
putem serpina kao inhibitora serinskih proteaza (engl. serine protease inhibitor). Tu spadaju
dva inhibitora plazminogenskog aktivatora PAI-1 i PAI-2 (engl. plasminogen activator
inhibitor). PAI-1 je inhibitor dvolanc¢anog i jednolan¢anog tPA i uPA dok PAI-2 pokazuje
inhibitornu ulogu uglavnom prema uPA i manje je efektivan u inhibiciji tPA (Didiasova i sur.
2014). PAI-1 je zastupljeniji u plazmi i izlucuje se kao aktivna antiproteaza. Brzo se
konvertira u latentni oblik osim ako se ne stabilizira vezanjem na plazmatski ili matriksni
vitronektin. PAI-2 se izluCuje kao glikozilirani protein, ali ve¢inom se nagomilava unutar
stanice. Naime, njegovo izlu¢ivanje nije efikasno budué¢i da PAI-2 nema signalni peptid za
cijepanje. Smatra se da PAI-2 unutar stanice inhibira proteaze ukljuene u citolizu

posredovanu faktorom TNF (engl. tumor necrosis factor). Fizioloska uloga PAI-2 u regulaciji



izvanstanicne proteolize nije u potpunosti razjasnjena (Conese 1 Blasi 1995). Dva druga
serpina, proteinaza neksin 1 (PN-1) i inhibitor proteina C su takoder sposobni blokirati
aktivnost uPA, ali njihov doprinos je manje relevantan u odnosu na PAI-1 i PAI-2 (Ulisse i
sur. 2009).

invazija i metastaziranje
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Slika 1. Sustav plazminogenskog aktivatora. Plazminogen se veze za svoj receptor i prelazi
u plazmin aktivacijom putem plazminogenskih aktivatora uPA i tPA. Plazmin vezan na
stani¢noj povrSini olakSava invaziju tumorskih stanica razaraju¢i izvanstani¢ni matriks.
Proteoliticka aktivnost uPA i plazmina kontrolirana je inhibitorima plazminogenskog
aktivatora PAI-1 i PAI-2, odnosno putem o2-antiplazmina. Preuzeto i prilagodeno prema
Didiasova i sur. 2014.

uPA: urokinazni plazminogenski aktivator; Pro-uPA: proenzim uPA; uPAR: receptor uPA,
tPA: tkivni aktivator plazminogena; PAI-1/2: inhibitor plazminogenskog aktivatora-1/2;
ECM: izvanstani¢ni matriks

1.3. Sustav urokinaznog plazminogenskog aktivatora

Sustav UPA sastoji se od serinske proteaze uPA, urokinaznog receptora uPAR te dva
inhibitora iz obitelji inhibitora serinskih proteaza PAI-1 i PAI-2 (Ulisse i sur. 2009).
Urokinazni tip plazminogenskog aktivatora ili urokinaza visokospecifi¢na je izvanstani¢na
serinska proteaza koja se luci u obliku jednolan€anog proenzima uPA 1 cijepanjem postaje
aktivna dvolancana proteaza. Tako aktivirana moZe se vezati na urokinazni receptor, a
specifi¢ni inhibitori, PAI-1 i PAI-2, kontroliraju njezinu enzimatsku aktivnost (Conese i Blasi
1995).



Sustav uPA sudjeluje u brojnim fizioloSkim i patoloskim procesima medu kojima su
najvazniji remodeliranje izvanstani¢nog matriksa, migracija i invazija stanica, intravazacija i
ekstravazacija u procesu metastaziranja. Osnovna funkcija uPA je cijepanje plazminogena u
plazmin, proteazu koja moze degradirati ECM 1 aktivirati kolagenaze. Budu¢i da je plazmin
snazna proteaza 1 ima Siroki spektar supstrata, mogao bi nekontrolirano razgraditi razlicite
proteine da nije strogo reguliran aktivacijom urokinaznog plazminogenskog aktivatora (uPA).
Zato je sustav UPA reguliran na razini transkripcije gena UuPA, proizvodnje proteina,
lokalizacije aktivnosti kao i njegove inhibicije i degradacije (Aguirre Ghiso i sur. 1999).
Inhibitori PAI-1 i PAI-2 takoder imaju kompleksnu regulaciju na razini transkripcije i
aktivacije (Nagamine i sur. 2005). Nedavna istrazivanja pokazuju da ravnoteza izmedu uPA i
PAI-1 odreduje konac¢nu aktivnost uPA i moze biti regulirana preko krovnih transkripcijskih
faktora epitelno-mezenhimske tranzicije (EMT) (Sanchez-Tillo i sur. 2013). Sustav uPA
takoder je reguliran preko brojnih signalnih puteva aktiviranih razli¢itim faktorima rasta.
Dominantna regulacija gena uPA ovisi 0 mitogenom aktiviranim proteinskim kinazama
(MAPK) kao i putevima prezivljenja fosfatidil-inozitol-3 kinaze (engl. phosphatidyl inositol
3-kinase; PI13K). Inhibitor PAI-1 je takoder reguliran preko signalnog puta transformirajuc¢eg

faktora rasta 3 (Irigoyen i sur. 1999).

1.3.1. Regulacija sustava uPA

Urokinaza je kodirana genom PLAU ¢ija je transkripcija regulirana s nekoliko
regulatornih elemenata na 5' regiji gena na kojoj postoje vezujuta mjesta za sveprisutni
transkripcijski faktor Spl. Faktor Spl je zasluzan za konstitutivnu ekspresiju gena uPA u
razli¢itim tipovima ljudskih stanica. Njegova transkripcija i vezanje na DNA mogu biti
povecani fosforilacijom preko puteva MAPK Erk i JNK (c-Jun N-terminalna kinaza)
(Benasciutti i sur. 2004). Za indukciju ekspresije gena PLAU takoder su vazne dvije
regulatorne regije visokokonzervirane u genomima svinje, misa i ¢ovjeka koje se aktiviraju
forbol esterima PMA (engl. phorbol 12-myristate 13-acetate) ili FGF-2 (engl. fibroblast
growth factor-2). Prva regulatorna regija je inducibilni pojacivac koji se sastoji od mjesta Ets
(PEA3)/AP1a uzvodno i mjesta AP1g nizvodno. Izmedu njih nalazi se regija medijatora COM
(engl. cooperation mediator) koja sadrzi mjesta vezanja za razliite proteine poznate kao
pojacivaci ekspresije uPA (D’Orazio i sur. 1997; Verde i sur. 1988). Nizvodno od mjesta
AP1g postoji nekoliko mjesta vezanja faktora nalik NF-kB, kao i elementi negativne
regulacije koji podesavaju aktivnost pojacivaca (Guerrini i1 sur. 1996). Druga regulatorna

regija je mjesto AP1/Ets smjesteno u obrnutoj orijentaciji. Mjesto AP1 prepoznaje kompleks
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transkripcijskih faktora AP1, sastavljen od homodimera Jun ili heterodimera Jun i Fos, Cije je
vezanje na DNA inducirano fosforilacijom putem MAPK. MAPK mogu biti aktivirane putem
raznih signala uklju¢ujuéi faktore rasta (FGF-2, HGF i IGF-1), citokine (TNF i CSF-1) te
reorganizacijom citoskeleta koja pak vodi do aktivacije puta FAK/Src/Ras/Erk (Lengyel i sur.
1995; Nagamine i sur. 2005).

Vezanje uPA na receptor uPAR wusidrenim u stani¢noj membrani glikozil-
fosfatidilinozitolnim sidrom, lokalizira njegovu proteoliticku aktivnost na povrsini
stanice.Vezanje uPA na uPAR pokrece i brojne druge funkcije, uzrokovane interakcijom
kompleksa uPA-uPAR s drugim molekulama stani¢ne povrSine ili ECM. Tako npr. preko
povezanosti s integrinima i vitronektinom sudjeluje u migraciji i adheziji stanica (Crippa
2007). Mnoge razliCite vrste stanica mogu sintetizirati uPA i u patoloskim i nepatoloskim
uvjetima kao odgovor na specifi¢ne vanjske podrazaje. Takoder je poznato da je degradacija
uPA viSestupanjski proces koji ukljucuje brojne druge molekule. Aktivan uPA vezan na
receptor se ne internalizira te ostaje na povrsini stanice. Proteoliticka aktivnost uPA vezanog
na UPAR blokira se inhibitorom PAI-1 koji se veze na dvolancani uPA. Zatim se kompleks
UPA-uPAR-PAI-1 internalizira, te se UPA degradira. Urokinazni receptor uPAR se potom

endocitira 1 reciklira na stani¢nu povrsinu (Chen i sur. 1990; Conese i1 Blasi 1995).

Budu¢i da vezanje PAI-1 potice internalizaciju povrSinskog kompleksa uPA/uUPAR,
time PAI-1 moze preko uPA potaknuti unutarstaniéne signalne puteve (Cubelis i sur. 1990).
Ta uloga PAI-1 vazna je regulatorna komponenta viSestani¢nih procesa koji ukljucuju
stani¢no remodeliranje kao npr. angiogenezu, zacjeljivanje rana i metastaziranje. Pove¢ana
ekspresija PAI-1 dovodi do brojnih patoloskih stanja kao §to su hipertromboza u krvnim
zilama, nefropatija u bubrezima i keloidni oZiljci u kozi (Lijnen 2005). Dakle, bioloska uloga
PAI-1 nije ograni¢ena samo na regulaciju aktivacije plazminogena putem plazminogenskih
aktivatora. Zbog njegovog velikog afiniteta za izvanstani¢ni protein vitronektin, PAI-1 moze
ometati interakciju vitronektina i njegovog liganda integrina avB3 (Seiffert i Smith 1997).
PAI-1 je eksprimiran u gotovo svim tipovima stanica, a najvise u endotelnim stanicama,
adipocitima i hepatocitima. Zbog raznolikosti tipova stanica u kojima je PAI-1 induciran i
bioloSke uloge inhibitora, njegova ekspresija je kontrolirana putem raznih signala, ukljuc¢ujuc¢i
steroidne i peptidne hormone, citokine te mehanicke i okoliSne stresne uvjete. Najvise
istrazeni ¢imbenici su transformirajuéi faktor rasta 8, inzulin i hipoksija (Nagamine 2008).
PAI-1 je jedna od najpoznatijih meta transformiraju¢eg faktora rasta . Promotor PAI-1 ima

mjesta vezanja Spl te SMAD-3, nizvodnog elementa puta TGFf (Datta i sur. 2000).



1.4. Signalni put transformirajuceg faktora rasta 3

1.4.1. Funkcije signalnog puta TGFp

Homeostaza tkiva 1 organa u organizmu zahtijeva uravnotezene interakcije izmedu
Stanica i mreze izlu€enih proteina poznate kao ECM. Ove kooperativne interakcije ukljucuju i
brojne citokine i faktore rasta koji djeluju preko specifi¢nih receptora na povrsini stanice. Kad
je ravnoteza izmedu stanica i ECM naruSena moze doc¢i do bolesti. Ovo je jasno vidljivo u
interakcijama posredovanim molekulom TGFB. Faktor TGFB je ¢lan porodice dimernih
faktora rasta koja ukljuCuje proteine BMP (engl. bone morphogenic proteins), aktivine,
faktore veg-1 te inhibine. Svi ovi faktori dijele klaster konzerviranih cisteinskih domena
povezanih intramolekularnim disulfidnim vezama u zajednicki cisteinski ,,Cvor (Massague

1998; Tang i sur. 2003).

Djelovanje TGFp vrlo je raznoliko ovisno o tipu stanice, uvjetima te stani¢nom miljeu
koji upravlja ishodom odgovora. U normalnim stanicama, TGF regulira proliferaciju i
diferencijaciju stanica, apoptozu,razvoj embrija, zarastanje rana i angiogenezu. Povecanje ili
smanjenje proizvodnje TGF[} povezano je s brojnim bolestima, kao $to su npr. arteroskleroza i
fibroza bubrega, jetre i plu¢a. TGFB osim inhibicije stani¢ne proliferacije moze i potaknuti
stani¢ni rast, moze pojacati pluripotentnost mati¢nih stanica kao i1 njthovu diferencijaciju,
suprimirati rast premalignih stanica, ali 1 pojacati metastaziranje (Blobe i sur. 2000; Ikushima

i Miyazono 2010).

Mutacije u genima za TGFp, njegovih receptora ili unutarstani¢nih signalnih molekula
povezanih s putem TGFf, vaZne su u patogenezi bolesti, naro€ito u tumorima i nasljednoj
hemoragic¢noj telangiektaziji (Blobe 1 sur. 2000; Massague 2012). U prijelazu iz fizioloSkog u
patoloski fenotip, TGFP moze imati funkciju 1 kao tumorski supresor i kao promotor. lako je
ova dvojaka uloga TGFp u tumorima jo§ uvijek slabo objasnjenja, poznato je da su stadij

progresije i stani¢ni kontekst kljucni faktori (Ikushima i Miyazono 2010).

Stanice u proliferaciji prolaze kroz ciklus podijeljen na cetiri faze: G1, S, G2 1 M fazu
(Slika 2.). TGFP regulira stani¢nu proliferaciju na stani¢no-specifi¢an na¢in. U normalnim
stanicama, preko signalnog puta TGFp zaustavlja se stani¢ni ciklus u fazi G1 kako bi se
inhibirala proliferacija, inducirala diferencijacija ili potakla apoptoza. TGFp zaustavlja
stani¢ni ciklus stimulirajué¢i proizvodnju pl5, inhibitora kinaze ovisne o ciklinima, te

inhibiraju¢i funkciju ili proizvodnju esencijalnih regulatora ciklusa, npr. kinaza ovisnih o
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ciklinima, cdk 2 i 4 te ciklina A i E. Ove promjene rezultiraju smanjenom fosforilacijom

proteina retinoblastoma i zaustavljanje progresije kroz stanicni ciklus (Ravitz i Wenner 1997).

Tijekom transformacije normalne u tumorsku stanicu, razli¢ite komponentne
signalnog puta TGFpB mutiraju, $to ¢ini stanicu rezistentnom na inhibiciju rasta putem TGFp.
Takve tumorske stanice nekontrolirano proliferiraju te tako povecavaju proizvodnju TGFf
(Slika 2.). Takav TGFp djelujuci na okolne stromalne stanice, imunosne stanice, te endotelne
i stanice glatkih miSi¢a, uzrokuje imunosupresiju i angiogenezu te povecava invaziju tumora

(Blobe i sur. 2000).

TGFP je jedan od najvaznijih regulatora proizvodnje i predgradnje ECM jer utjece na
adhezivna obiljezja ECM putem dva glavna mehanizma. Prvo, TGF stimulira fibroblaste
(Slika 2.) 1 ostale stanice da proizvode proteine ECM 1 proteine stani¢ne adhezije kao §to su
kolagen, fibronektin i integrini. Drugo, TGF smanjuje proizvodnju enzima koji degradiraju
ECM kao $to su kolagenaza, heparinaza i stromelizin, a povecava proizvodnju proteina PAI-1
i TIMP koji inhibiraju enzime za degradaciju ECM. U tumorskim stanicama povecana je
proizvodnja TGF, ali se povecava i invazija stanica zbog porasta proteolitiCke aktivnosti

(Massague 1990; Maehara i sur. 1999).
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Slika 2. Uloge transformirajuéeg faktora rasta f (TGFB) u normalnim i tumorskim
stanicama. U normalnim stanicama, preko signalnog puta TGFf zaustavlja se stani¢ni ciklus
u fazi G1 kako bi se inhibirala proliferacija, inducirala diferencijacija ili potakla
apoptoza.Tijekom transformacije normalne u tumorsku stanicu, razli¢ite komponentne
signalnog puta TGFPB su mutirane, §to €ini stanicu rezistentnom na inhibiciju rasta putem
TGFp. Takve tumorske stanice nekontrolirano proliferiraju kao i okolne stromalne stanice
(fibroblasti) te tako povecavaju proizvodnju TGFP. Takav TGFP djeluju¢i na okolne
stromalne stanice, imunosne stanice, te endotelne i stanice glatkih miSi¢a, uzrokuje

imunospresiju i angiogenezu te povecava invaziju tumora. Preuzeto i prilagodeno prema
Blobe i sur. 2000.

1.4.2. Komponente signalnog puta TGFf

Transformiraju¢i faktor rasta f i1 srodni citokini djeluju na vecinu tipova stanica,
kontrolirajuci proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu. Postoje tri izoforme faktora rasta TGFf
I svaka je kodirana svojim genom i tkivno-specificno eksprimirana te posebno regulirana u
razvojnim procesima (Taipale i sur. 1998). Izoforme se razlikuju po afinitetu vezanja za
receptore TGFB. TGFB se sintetizira kao prekursorski propeptid. TGFp se izrezuje iz

propeptida jo$ u stanici no ostaje vezan za odrezani dio propeptida nekovalentnim vezama.



Nakon $to se izlu¢i, ve¢ina TGFp se skladisti u ECM u kompleksu s proteinom LTBP
(engl. latent TGFS binding protein). Vezanje TGFP na LTBP disulfidnim vezama sprjecava
njegovo vezanje na receptore. Postoje Cetiri vrste LBTP 1 kodirani su posebnim genima i
tkivno-specifi¢no su eksprimirani (Sinha i sur. 1998). Oslobadanje TGFp iz kompleksa vrsi se
pomocu matriksnog glikoproteina trombospondina-1 koji mijenja konformaciju LTBP. TGFp
se moze aktivirati i pomocu plazmina koji ga otcijepljuje iz kompleksa. Buduc¢i da su TGFf i
njegovi receptori prisutni u vedini stanica, ova aktivacija klju¢ni je korak regulacije u

djelovanju TGFp (Crawford i sur. 1998).

U kanonskom signalnom putu, bioloski aktivan ligand TGFf prenosi signal do jezgre
posredstvom aktivacije receptora (TGFBR). TGFBR je heterodimer sastavljen od dva tipa
receptora, TGFPRI 1 TGFBRII (Kretzschmar i Massague 1998). Receptori sadrze
serin/treoninsku kinaznu domenu u unutarstanicnom dijelu te aktiviraju nizvodne molekule
SMAD fosforilacijom (Piek i sur. 1999; Massague 2012). U izvanstani¢énom prostoru TGF[
se veze ili na TGFPRIII koji ga zatim predstavlja TGFRpII ili direktno na TGFRBII na
stani¢noj membrani. Aktivirani TGFBRII potakne stvaranje kompleksa s TGFPBRI koji se
aktivira fosforilacijom od strane TGFBRII (Slika 3.). Receptori u kompleksu zajedno
fosforiliraju nizvodne proteine transduktore SMAD-2 i SMAD-3. Fosforilirani SMAD-2 ili
SMAD-3 s koreceptorom SMAD-4 stvara kompleks koji ulazi u jezgru i aktivira transkripciju
ciljnih gena pokrecuci tako brojne bioloske procese (Massague i sur. 2000; Derynck i Zhang
2003). Inhibitori SMAD-6 i SMAD-7 su negativni regulatori signalnog puta TGFp. Oni
suprimiraju fosforilaciju SMAD-2 i SMAD-3 blokiraju¢i njihovu interakciju s TGFBRIL
SMAD-7 sudjeluje u negativnoj povratnoj vezi u regulaciji putova TGFf, buduéi da je

takoder ciljni gen signalnog puta (Boon i sur. 2007).

U nekanonskom signalnom putu, kompleks TGFp 1 receptora prenosi signal preko
drugih faktora, kao $to su kinaze aktivirane mitogenom npr. Erk, JINK i p38 MAPK, PI3K,
faktori povezani s TNF 4/6 (engl. TNF receptor-associated factor; TRAF4/6) i obitelj malih
GTPaza Rho (Shi i Massague 2003). Aktivirane MAPK mogu regulirati transkripciju bilo
putem direkte interakcije s jezgrinim proteinima SMAD ili putem nizvodnih proteina. Povrh
toga, aktivirane kinaze JNK/p38/Erk djeluju zajedno s proteinima SMAD u regulaciji
apoptoze i proliferacije, dok na metastaziranje, angiogenezu i stani¢ni rast djeluju kroz druge
transkripcijske faktore kao S§to su c-Jun i ATF. Put RhoA/ROCK aktiviran putem TGFf
inducira sintezu aktinskih vlakana tijekom epitelno-mezenhimske tranzicije (EMT) (Morrison
i sur. 2013; Costanza i sur. 2017).
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Slika 3. Signalni put transformirajuéeg faktora rasta p (TGF). TGFpB se veZe ili na
TGFBRIII koji ga predstavlja TGFBRII ili direktno na TGFBRII. Aktivirani TGFBRII veze i
fosforilira TGFBRI i time stimulira njihovu protein kinaznu aktivnost. Aktivirani TGFpBRI
zatim fosforilira transkripcijski faktor SMAD-2 ili SMAD-3 koji se onda veze na SMAD-4.
Kompleks proteina SMAD seli iz citoplazme u jezgru gdje djeluje na brojne transkripcijske
faktore koji reguliraju transkripciju gena. Preuzeto i prilagodeno prema Blobe i sur. 2000.
TGFB: transformirajuéi faktor rasta B; TGFPRI/IVIIL: receptor TGFf tip I/IVIIL; ECM:
izvanstani¢ni matriks; SMAD-2/3/4/6/7: transkripcijski faktori porodice smad; SMAD-2/3:
nizvodni transkripcijski faktori; SMAD-4: kofaktor transkripcijskih faktora SMAD-2 i
SMAD-3; SMAD-6/7: inhibitorni transkripcijski faktori.

1.4.3. Utjecaj signalnog puta TGFp na metastaziranje

Tumorske stanice prolaze nekoliko procesa tijekom metastaziranja odnosno stvaranja
sekundarnih tumora. To su invazija, intravazacija, prijenos, ekstravazacija i kolonizacija
metastaza. Interakcija tumorskih stanica s tumorskim mikrookoliSem utjeCe na sposobnost

metastaziranja pojedina¢ne tumorske stanice. Subpopulacija tumorskih mati¢nih stanica (engl.
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cancer stem cells; CSCs) u primarnom tumoru takoder utjeGe na metastatski potencijal.
Posebno su vazne interkacije primarnog tumora s udaljenim mjestima putem signalnih

molekula za stvaranje buduc¢ih mjesta metastaziranja (Pecorino 2012).

TGFp ima vaznu ulogu u metastaziranju jer stimulira invazivni i metastatski potencijal
epitelnih stanica. Osnovni proces kojim TGFf poti¢e stanicnu migraciju 1 moze povecati
metastaziranje je epitelno-mezenhimska tranzicija (EMT). To je proces reprogramiranja kojim
stanice epitelnog fenotipa poprimaju karakteristike mezenhimskih, ukljucujuéi proizvodnju
komponenata izvanstani¢nog matriksa, kao i lu¢enje izvanstani¢nih proteaza (Lamouille i sur.
2014). Krovni transkripcijski faktori karakteristicni za mezenhimske stanice su TWIST-1
(transkripcijski faktor porodice twist), ZEB-1 (engl. Zinc Finger E-Box Binding factor 1),
SNAIL-1 i SNAIL-2 (transkripcijski represori porodice snail). Oni utiSavaju ekspresiju gena
za proteine povezane s epitelnim fenotipom, npr. klaudine, okludine te E-kadherine, a
aktiviraju ekspresiju gena za proteine povezane s mezenhimskim fenotipom, npr. proteina
izvanstanicnog matriksa i matriksne metaloproteinaze. Takve stanice razgraduju bazalnu
membranu i ulaze u krvotok $to im omogucuje metastaziranje (Slika 2.) (Massague 2012;

Sanchez-Tillo i sur. 2013).

Razvoj metastaza ukljucuje i Sirenje tumorskih mati¢nih stanica (CSCs). To je mala
subpopulacija stanica sposobnih za samoobnavljanje i Sirenje tumora (Pecorino 2012). Zbog
ovih svojstava takoder se nazivaju tumor inicirajuce stanice, a njihovo postojanje prvi je
otkrio Lapidot sa suradnicima 1994. godine. EMT omogucuje tumorskim mati¢nim stanicama
povecéanje rezistencije na kemoterapiju i povecanje sposobnosti migracije. Kako ove stanice
imaju veliku sposobnost plasti¢nosti, ponovnom promjenom fenotipa poprimaju opet svojstva
mati¢nosti, sposobnost samoobnavljanja, proliferacije i inicijacije novih tumora (Thiery i sur.
2009). Ova svojstva omogucuju uspjesno uspostavljanje sekundarnih tumora sastavljenih od

heterogenih tumorskih stanica na udaljenim mjestima (Brabletz i sur. 2005; Mani i sur. 2008).

Metastaziranje je smrtonosni korak u progresiji tumora, budu¢i da otprilike 90 %
pacijenata oboljelih od tumora umire od metastaza koje sesire razli¢itim procesima (Sporn
1996). Stoga je klju¢no proucavati molekularne mehanizme metastaziranja kako bi se mogli

ciljati novim terapijama.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Procesi metastaziranja povezani su sa sposobnostima stanice da migrira i promijeni
fenotip, tj. prolazi proces epitelno-mezenhimske tranzicije. EMT je regulirana signalnim
putem TGFB koji preko krovnih transkripcijskih faktora odreduje stani¢ni fenotip.
Mezenhimski je fenotip i sposobnost migracije povezana s izlu¢ivanjem izvanstani¢nih

proteaza, kojima pripada urokinazni plazminogenski aktivator.

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi ulogu signalnog puta TGFB u regulaciji
urokinaznog sustava i njegovu mogucu znacajnost u mehanizmu djelovanja natrijevog
salicilata na promjenu urokinaznog sustava kod stani¢nih linija A1235, MDA MB-231 |
A2182.

Specifi¢ni ciljevi ovog istrazivanja bili su:
(1) karakterizacija stani¢ne linije A1235 transficirane plazmidom pcDNA3-hTGFf3

(2) analiza urokinazne aktivnosti u stanicama kojima je povecana ili smanjena signalizacija
puta TGFp

(3) analiza utjecaja inhibicije signalnog puta TGFp na promjenu urokinazne aktivnosti kod

stani¢nih linija A1235, MDA MB-231 i A2182 nakon tretmana natrijevim salicilatom

(4) analiza utjecaja natrijevog salicilata na promjenu urokinazne aktivnosti i migraciju stanica
A1235 transficiranih plazmidom pcDNA3-hTGFp.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzgoj stanica u kulturi

3.1.1. Stanic¢ne linije

Tumorske stani¢ne linije koriStene u ovom istrazivanju su glioblastomska linija
A1235, linija tumora plu¢a A2182 i1 tumora dojke MDA MB-231. Sva su tri tipa stani¢nih
linija ljudske tumorske stanice adherentnog tipa. Stani¢ne linije A1235 1 A2182 dobivene su
iz laboratorija dr. S. A. Aaronsona (Giard i sur. 1973), a stani¢na linija MD MB-231 je
komercijalno dostupna preko zbirke ATCC (American Type Culture Collection, SAD).
Stanice se uzgajaju u Dulbeccovom modificiranom Eaglovom mediju (engl. Dulbecco’s
modified Eagle’s medium, DMEM; Sigma-Aldrich, SAD) uz dodatak 10 % fetalnog govedeg
seruma (engl. fetal bovine serum, FBS; Sigma-Aldrich, SAD), pri temperaturi od 37 °C, u

vlaznoj atmosferi s 5 % CO..
3.1.2. Odmrzavanije stanica

Budud¢i da se tumorske stani¢ne linije ¢uvaju smrzute u spremniku s teku¢im dusikom
na -196 °C, potrebno ih je pazljivo odmrznuti. Odmrzavanje stanica je bitno izvrSiti naglo
zbog moguceg ostecenja krioprezerviranih stanica kristali¢ima leda koji nastaju pri sporom
odmrzavanju. Medij DMEM sa serumom se prethodno zagrije na 37 °C u vodenoj kupelji i u
5 mL zagrijanog hranjivog medija dodaju se odmrznute stanice. Budu¢i da medij za
smrzavanje stanica sadrzi krioprezervativ dimetil-sulfoksid (DMSO; Sigma-Aldrich, SAD),
potrebno je da se stanicama, nakon S§to se prihvate za podlogu Petrijeve zdjelice (TPP,
Svicarska), zamijeni medij za svjeZi. Petrijeve zdjelice se zatim pohrane u inkubator (Heraeus

Heracell 150 , Njemacka) u vlaznoj atmosferi pri 37 °C uz 5 % COs..
3.1.3. Presadivanje stanica

Sva tri tipa stani¢nih linija A1235, MDA MB-231 i A218 su ljudske tumorske stanice
adherentnog tipa. Stanice su uzgajane u malim i srednjim sterilnim Petrijevim zdjelicama te
plasti¢nim plo¢icama s 24 i 96 bunari¢a (TPP, Svicarska) u sterilnim uvjetima u inkubatoru
pri 37 °C uz 5 % CO>. Sve stani¢ne linije su rasle u mediju DMEM sa serumom. Stanice su
odrzavane u kulturi redovitim presadivanjem uz pomo¢ 0,25 % otopine tripsina (Sigma-

Aldrich, SAD) koji sluzi za odvajanje adherentnih stanica od podloge.
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Prije tripsinizacije stanice se isperu s 2 ml fosfatnog pufera (engl. phosphate buffered
saline, PBS; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 4,3 mM NaHPOs; 1,4 mM KH2PO4) zbog
uklanjanja ostataka komponenti seruma koje bi inaktivirale tripsin. Stanicama u srednjim
Petrijevim zdjelicama se doda 500 ul 0,25 % otopine tripsina s 0,5 mM
etilendiaminotetraoctenom kiselinom (EDTA). Nakon odvajanja stanica od podloge, tripsin se

inaktivira dodatkom medija DMEM sa serumom, a koncentracija stanica odredi brojanjem.

3.2. Brojanje stanica pomoc¢u hemocitometra

Hemocitometar je predmetno stakalce s ucrtanom mrezicom. Budu¢i da je volumen
stanine suspenzije iznad mrezice standardiziran, prema broju stanica na kvadrati¢ima
izraCuna se koncentracija stanica u suspenziji. Stanice se prethodno razrijede otopinom
tripanskog modrila u omjeru 1:1. Tripansko modrilo pomaze u odredivanju vijabilnosti
stanica tj. razlikovanju zivih od mrtvih stanica jer se oboje samo mrtve stanice zbog narusene

stani¢ne membrane i nemogucnosti egzocitiranja boje, dok Zive stanice ostaju neobojene.

Broj stanica u jednom mililitru ra¢una se po formuli: Nst/ml = % X R X %

Pri ¢emu je Nst/ml broj stanica po mililitru, Nst/Nm ukupan broj stanica podijeljen
brojem kvadrati¢a u kojima su stanice prebrojene, R je faktor razrjedenja i iznosi 2 budu¢i da
je razrjedenje 1:1, a V je volumen komorice koji iznosi 10 ml. Stanice se zatim razrijede

medijem prema koncentraciji potrebnoj za nasadivanje.

3.3. Obrada stanica

Stanice su tretirane natrijevim salicilatom (NaS; Kemika, Hrvatska) otopljenim u
destiliranoj vodi (deH20) do radne koncentracije 15 mM ili alkiliraju¢im agensom N-metil-
N'-nitro-N-nitrozoguanidinom (MNNG) otopljenim u 96 % etanolu (Kefo, Slovenija) do
radne koncentracije 5 uM. Kako bi se ispitala uloga TGF, stanice su tretirane inhibitorom
receptora TGFB (TGFBRI) pojedinacno 1 u kombinaciji s ostalim agensima. Inhibitor
receptora TGFp (MedChem Express, SAD) je otopljen u dimetil-sulfoksidu u radnoj
koncentraciji 4 pM. Utjecaj TGFp ispitan je tretiranjem stanica kondicioniranim medijem, tj.
medijem u kojem su prethodno rasle stanice A1235 s pove¢anom ekspresijom TGFf (stanice
TA). Stanice su tretirane komercijalnim uPA (Leo Pharmaceutical Products, Danska)

otopljenim u mediju DMEM do radne koncentracije 1x10 U/ml.
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3.4. Pracenje stani¢nog rasta metodom bojanja kristal ljubic¢astim

Metoda bojanja kristal ljubiastim se koristi za detekciju stani¢ne vijabilnosti ili
citotoksicnosti lijekova. Boja kristal ljubiCasta se veze na genomsku DNA pa se tako moze
mjeriti rast stanica u kulturi. Budu¢i da se mrtve stanice prilikom ispiranja odlijepe, ostanu
pricvrséene samo obojane vijabilne stanice. Obojenje je direktno proporcionalno stani¢noj

biomasi i moze se spektrofotometrijski mjeriti na valnoj duljini od 595 nm (Asgs).

U plasti¢ne plo¢ice s 96 bunari¢a nasadi se 5x10% stanica po bunari¢u u volumenu od
100 pl i inkubira na 37 °C 1 5 % CO,. Zadnji stupac bunarica se ostavi praznim za negativnu
kontrolu. Nakon 24 sata vakuum sisaljkom se ukloni hranjivi medij samo u prvom stupcu
bunari¢a, stanice se isperu PBS-om te fiksiraju s 50 ul 100 % hladnog metanola (Kemika,
Hrvatska). Nakon 15 minuta fiksacije na sobnoj temperaturi, stanice se isperu dva puta s PBS-
om. Stanice su na taj na¢in fiksirane 6 dana za redom. Zadnji dan, sve se stanice oboje s 50 ul
0,2 % otopine boje kristal ljubi¢asta (Fluka, Svicarska) otopljene u 2 % etanolu. Nakon 10
minuta inkubacije na mijesalici, stanice se tri puta isperu s deH20 te ostave susiti 10 minuta.
Nakon susenja, u sve bunari¢e se doda 100 pl 1 % otopine natrijevog dodecilsulfata (engl.
sodium dodecyl sulfate, SDS; Acros Organics, SAD) i inkubira 15 minuta na mijeSalici.
Konaéno se na ¢itacu mikrotitarskih plo¢ica Glomax Multi Detection System (Promega, SAD)
ocita apsorbancija pri valnoj duljini od 595 nm. Od dobivenih vrijednosti apsorbancija za
svaki bunari¢ oduzme se vrijednost apsorbancije negativne kontrole (prazni bunari¢i s 1 %
SDS-om). IzraCunate relativne vrijednosti apsorbancija u odnosu na kontrolu se, u ratunalnom
programu Excel (MS Office 2007, Microsoft, SAD) prikazu kao linijski grafikon odnosa
apsorbancije Asgs U vremenskom periodu od 6 dana.

3.5. Testovi migracije stanica

3.5.1. Test ,,zarastanja“

Test ,,zarastanja“ (engl. scratch test) jednostavna je metoda za mjerenje migracije
stanica in vitro. Temelji se na Cinjenici da ¢e, nakon stvaranja umjetne ,,0grebotine (engl.
scratch) na konfluentnoj jednoslojnoj stani¢noj kulturi, stanice na krajevima ogrebotine

migrirati. Proces ,,zarastanja“ napreduje dok se ponovo ne uspostavi konfluentnost.
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Stanice se nasade u male Petrijeve zdjelice i kad narastu u konfluentnu kulturu,
pomocu sterilnog nastavka za mikropipete za volumen 10-100 pl naprave se tri paralelne
,ogrebotine™ stani¢nog sloja. Nakon toga se stanicama odsiSe medij i doda 1 ml svjezeg
medija DMEM sa serumom. U jednu seriju malih Petrijevih zdjelica se doda i 15 pl natrijevog
salicilata kako bi se pratio njegov utjecaj na stopu migracije stanica. Stanice se fotografiraju
na invertnom mikroskopu Olympus 1X73 (Tokio, Japan) i vrate u inkubator. Poslije 24 sata
inkubacije, stanice se fotografiraju na istim mjestima kao prethodnog dana. Na taj nacin se
moze usporediti veli¢ina ,,ogrebotine* prije 1 poslije migracije stanica, a za preciznije
kvantificiranje stope migracije koristi se racunalni program ImageJ (National Institutes of
Health, SAD). Vrijednosti veli¢ina ,,ogrebotine* se normaliziraju u odnosu na netretiranu
kontrolu te se u programu Excel prikazu kao linijski grafikon odnosa postotka ,,zarastanja“ u

vremenskom periodu od 24 sata.

3.5.2. Test migracije u komoricama

Test migracije u komoricama se izvodi u posebnim komoricama s porama na dnu
(engl. transwell chamber) . Stanice se nasade u mediju bez seruma u komorice s porama
odredene veli¢ine ovisno na kojim stanicama se radi test migracije. Stanicama se, tijekom
odredenog vremenskog perioda, dopusti migracija kroz pore prema bunaricu s medijem

DMEM s 10 % fetalnog tele¢eg seruma.

Stanice se razrijede u mediju bez seruma tako da im koncentracija bude 2x10° stanica
po ml. U plocicu s 24 bunarica stave se komorice s porama veli¢ine 8 um (Boyden transwell
chamber; Brand, Njemacka), u komorice se stavi 100 pul medija bez seruma i 200 ul stani¢ne
suspenzije. U bunari¢e u koje se prenesu komorice stavi se medij sa serumom, tako da su
komorice donjim dijelom uronjene u medij. Stanice migriraju prema mediju sa serumom Kkroz
pore. Nakon 24 sata inkubacije, komorice se odvoje i isperu dva puta u PBS-u. Potom se 2
minute fiksiraju u 4 % formaldehidu (T.T.T., Hrvatska). Nakon ispiranja u PBS-u, komorice
se 20 minuta permeabiliziraju s hladnim metanolom. Metanol se zatim ukloni, a komorice dva
puta isperu u PBS-u te se 15 minuta inkubiraju u boji 0,2 % kristal ljubicasta. Nakon sljedeca
dva ispiranja u PBS-u, pamu¢nim Stapi¢em se obriSe gornja strana komorice, a donja strana

skenira.
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3.6. Uzgoj i izolacija plazmida

Procesom transformacije strana DNA se unosi u kompetentne bakterijske stanice.
Stabilni transformanti se probiru na selektivnim podlogama ovisno o biljegu na unesenoj
DNA. Plazmidne DNA koji se koriste za transfekciju eukariotskih stanica umnoze se i

izoliraju iz kompetentnih bakterija E. coli.

Ekspresijskim  plazmidom pcDNA3-hTGFB (Slika 4.) transformiraju se
elektrokompetentne bakterije E. coli soj DH5a pomoéu elektroporatora MicroPulser™
(BioRad, SAD). Za elektroporaciju se koriste elektroporacijske kivete promjera 1 mm (Roth,
Njemacka) i1 pulsna voltaza od 1,5 kV. Nakon inkubacije 1 sat u mediju LB (Luria-Bertani;
Roth, Njemacka), transformirane bakterije se nasade na selekcijsku ¢vrstu hranjivu podlogu
nacinjenu od 15 ml teku¢eg medija LB, 5 g agara (Roth, Njemacka) 1 100 ng/ml ampicilina.
Od bakterijskih kolonija koje narastu na selekcijskoj ¢vrstoj hranjivoj podlozi, uzme se jedna
kolonija i nasadi u 3 ml teku¢eg medija LB uz dodatak ampicilina i ostavi preko no¢i na 37 °C
uz konstano mijesanje pri 300 rpm. Iz prekonoéne bakterijske kulture se izolira plazmidna
DNA pomo¢u komercijalnog kompleta za izolaciju Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega, SAD).

Bakterije iz prekono¢ne kulture se centrifugiraju 3 minute na 10 000 rpm. Na talog
bakterija se doda 250 pl otopine za resuspendiranje stanica (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 10 mM
EDTA; 100 pg/ml RNaza A), a zatim 250 pul otopine za lizu stanica (0,2 M NaOH; 1 % SDS)
1 4 puta naglo okrene mikroepruvetu. Potom se stani¢ni lizat inkubira 5 minuta na sobnoj
temperaturi. Kada se otopina djelomi¢no razbistri, doda se 10 pl otopine s alkalnom
proteazom i ponovno 4 puta okrene mikroepruvetu i inkubira 5 minuta na sobnoj temperaturi.
Nakon inkubacije, doda se 350 pl otopine za neutralizaciju (4,09 M gvanidin hidroklorid,
0,759 M Kalij acetat; 2,12 M ledena octena kiselina; pH 4,2) i ponovo okrene 4 puta, a zatim
10 minuta centrifugira na 14 000 rpm pri sobnoj temperaturi.

Kolona za procis¢avanje plazmidne DNA (engl. spin column; Promega, SAD) se stavi
u kolonu za sakupljanje (engl. collection tube; Promega, SAD). Potom se 850 ul supernatanta
prebaci u kolonu za proc¢is¢avanje i 1 minutu centrifugira na 14 000 rpm pri sobnoj
temperaturi. Nakon §to se ukloni sakupljeni sadrzaj i ponovo spoje obje kolone, doda se 750
ul otopine za ispiranje (60 % etanol; 60 mM kalij acetat; 8,3 mM Tris-HCI; 0,04 mM EDTA)
te 1 minutu centrifugira na 14 000 rpm pri sobnoj temperaturi. Ukloni se sakupljeni sadrzaj te

se na isti na¢in ponovi ispiranje s 250 pl otopine za ispiranje i 2 minute centrifugira na 14 000
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rpm. Kolona za proc¢is¢avanje plazmida se

deH20 ocis¢ene od nukleaza (engl.

prebaci u sterilnu mikroepruvetu i doda se 100 pl

nuclease-free water, Promega, SAD). Nakon

centrifugiranja 1 minutu na 14 000 rpm pri sobnoj temperaturi, plazmidna DNA se sakupi u

mikroepruvetu i pohrani na -20 °C.
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Slika 4. Mapa ekspresijskog plazmida pcDNA3-hTGFp s ugradenom sekvencom TGF.
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vezanja: mjesto vezanja katabolita (engl. catabolite activator protein).
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3.6.1. Spektrofotometrijska provjera kvalitete plazmidne DNA

Spektrofotometrija je metoda kvantifikacije biomolekula mjerenjem apsorpcije svjetla
na odredenoj valnoj duljini. Koncentracija i ¢istoéa DNA mjere se spektrofotometrom
NanoVue (GE Healthcare Life Sciences, Kanada). Prije nanosenja 2 ul uzorka, uredaj se mora
bazdariti vodom ocis¢enom od nukleaza. Koncentracije nukleinskih kiselina se odreduju
mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od 260 nm (Aze0), a proteina na valnoj duljini od
280 nm (A2g0). 1z omjera Azeo/Azeo dobije se uvid u ¢isto¢u izolirane plazmidne DNA tj.
koli¢inu preostalih proteina. U dobro procis¢enih otopina taj omjer treba iznositi izmedu 1,8 i

2,0.
3.7. Transfekcija stanica

Transfekcija je proces unoSenja strane nukleinske kiseline u eukariotsku stanicu.
Stanice A1235 se transficiraju plazmidom pcDNA3-hTGFB pomoéu kompleta Xfect™
Transfection Reagent (TaKaRa, SAD). Dan prije transfekcije, u sterilnu plasti¢nu plocicu s 24
bunari¢a nasadi se 6x10* stanica u 250 pL medija DMEM sa serumom. Tako se postize 50-70
% konfluentnost stanica idu¢i dan. Na dan transfekcije, vorteksira se polimer Xfect. U
mikroepruveti se razrijedi 1 pg plazmida s puferom Xfect tako da konaé¢ni volumen bude 25
pL. Potom se smjesa vorteksira 5 sekundi. Razrijedenoj plazmidnoj DNA doda se 0,3 pL
polimera Xfect i vorteksira 10 sekundi. Potrebna je inkubacija 10 minuta na sobnoj
temperaturi kako bi se stvorili kompleksi plazmidne DNA i polimera Xfect. Otopina se dodaje
kap po kap na stanice. Iduéi dan stanice se presade u bocice od 25 cm? Nakon 48 sati od
transfekcije stanicama se dodaje geneticin u koncentraciji 400 ng/mL (G418; Calbiochem,
SAD). Stanice se uzgajaju dva tjedna uz promjenu medija da bi narasle kolonije.

3.8. Izolacija i provjera kvalitete RNA

Iz Petrijevih zdjelica se vakuum sisaljkom ukloni medij, stanice se tripsiniziraju i
sakupe centrifugiranjem. Na stanic¢ni talog se doda 500 ul TRI reagensa (Sigma-Aldrich,
SAD) uz resuspendiranje. Nakon 5 minuta inkubacije na ledu, u mikroepruvetu se doda 100
pl hladnog kloroforma (Kemika, Hrvatska) i snazno vorteksira 15 sekundi. Smjesa se
centrifugira 15 minuta na 12 000 rpm pri 4 °C. Prilikom centrifugiranja, razdvoje se organska
(donja) faza u kojoj su otopljeni proteini, medufaza u kojoj se nalazi DNA, te vodena (gornja)

faza u kojoj je otopljena RNA. Mikropipetom se vodena faza prebaci u novu mikroepruvetu u

20



koju se zatim doda 250 pl izopropanola (Kemika, Hrvatska). Smjesa se inkubira 30
minuta na -80 °C, a nakon toga centrifugira 15 minuta na 12 000 rpm pri 4 °C.
Supernatant se ukloni, a RNA se ispere s 500 ul 75 % etanola. Nakon 10 minuta
centrifugiranja na 12 000 rpm pri 4 °C, talog RNA se osusi na zraku otopi u 30 ul
vode bez RNaza i pohrani na -80 °C. Nakon izolacije, potrebno je odrediti
koncentraciju, kvalitetu i Cistoéu RNA. Koncentracija i Cisto¢a izolirane RNA su
odredene pomocu spektrofotometra NanoVue, a kvaliteta analizira pomocu gel

elektroforeze.
3.8.1. Provjera kvalitete RNA gel elektroforezom

Kvaliteta izolirane RNA se provijeri elektroforezom u 1 % agaroznom gelu u 1x
puferu TAE (40 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; pH 8,0). U jazice gela se mikropipetom
nanese po 1 pl uzorka pomijeSanog s 1 pl pufera za nanoSenje uzoraka (0,25 %
bromfenol-plavo u vodi (w/v), 30 % glicerol). Nakon 30 minuta gel elektroforeze pri
naponu od 50 V, gel se ostavi 15 minuta u vodenoj otopini etidijevog bromida (EtBr;
10 mg/ml). Etidijev bromid interkalira izmedu baza nukleinskih kiselina koje, nakon
osvjetljavanja UV-svjetlom, apsorbiraju i predaju energiju etidijevom bromidu koji pri
tome zradi u crveno-narancastom spektru. Zbog tog se gel fotografira pod UV-
svjetlom na uredaju KODAK EDAS 290 (Kodak, SAD).

Budu¢i da je izolacija TRI reagensom izolacija ukupne staniéne RNA, na dnu
gela se nalaze male prijenosne RNA (engl. transfer RNA, tRNA), a iznad njih dvije
jasno odijeljene pruge ribosomske RNA (28S i 18S rRNA) koje su najvise zastupljene
u ukupnoj stanicnoj RNA. U slucaju da je RNA oneciS¢ena zaostalom genomskom
DNA, pojavi se pruga na samom vrhu gela, a kod degradirane RNA brisevi duz cijele
jazice. Samo RNA zadovoljavaju¢e koncentracije, Cistoce i kvalitete se koristi za

obrnuto prepisivanje.
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3.9. Obrnuto prepisivanje RNA u cDNA

RNA se procesom obrnutog prepisivanja prevodi u ¢cDNA koja moze biti kalup u
lan¢anoj reakciji polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR).
U mikroepruveti se pripremi prva reakcijska smjesa od 1 pl deoksiribonukleotida (ANTP; 10
mM; Sigma-Aldrich, SAD), 1 ul oligo d(T) pocetnica (50 pM; Roche, Svicarska), 2 pg RNA i
vode ocis¢ene od RNaza do ukupnog volumena od 10 pl. Kako bi se uspjeSno denaturirala
RNA, smjesa se inkubira 5 minuta na 65 °C u uredaju za reakciju PCR (Applied Biosystems,
SAD). Za to vrijeme se u drugoj mikroepruveti pripremi druga reakcijska smjesa od 4 pl 5x
pufera za PCR (TaKaRa, SAD), 0,5 ul 200 U/ ul reverzne transkriptaze (Prime Script Rtase;
TaKaRa, SAD), 0,5 ul 40 U/ul inhibitora RNaza (Applied Biosystems, SAD) i 5 pul vode
oc¢is¢ene od RNaza tako da ukupni volumen bude 10 pl. Druga reakcijska smjesa se doda
prvoj i inkubira 60 minuta na 42 °C, a potom 15 min na 70 °C. Nakon obrnutog prepisivanja,
u smjesu je dodano 20 pl vode bez RNaza. Tako dobivena cDNA se pohrani na -80 °C.

3.9.1. Lanc¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Lancana reakcija polimerazom je metoda u molekularnoj biologiji kojom je moguce u
svega nekoliko sati dobiti milijarde identicnih kopija nekog ciljanog fragmenta DNA.
Reakcijska se smjesa sastoji od 1,5 ul 10x pufera za PCR (Sigma-Aldrich, SAD), 0,3 ul
MgCl2 (25 mM; Sigma-Aldrich, SAD), 0,3 ul ANTP (10 mM, Sigma-Aldrich, SAD ), 0,3 ul
uzvodne pocetnice (10 uM), 0,3 pl nizvodne pocetnice (10uM), 1,2 ul cDNA te vode do
kona¢nog volumena od 15 pl. Netom prije nego Sto se doda 1,2 pl cDNA, doda se 0,1 pl Taq
polimeraze (5 U/ul; Sigma-Aldrich, SAD).

UspjeSnost reakcije obrnutog prepisivanja 1 integritet cDNA se provjeri lancanom
reakcijom polimeraze pomocu pocetnica za gen hipoksantin-guanin fosforiboziltransferazu
(engl. hypoxantine-guanine phosporibosyltransferase; HPRT). Uzvodna pocetnica (engl.
forward primer, F) za gen HPRT je 5-TGCTCGAGATGTGATGAAGG-3', a nizvodna (engl.
reverse primer, R) je 5-TCCCCTGTTGACTGGTCATT-3. U programu reakcije PCR,
poslije jednog ciklusa pocetne denaturacije cDNA 30 sekundi na 94 °C, slijedi 37 ciklusa
denaturacije 5 minuta na 94 °C, vezanja pocetnica 30 sekundi na 58 °C te 30 sekundi
produljivanja lanaca na 72 °C. Reakcija PCR okoncava zavr$nim produljivanjem lanaca u

trajanju 7 min na od 72 °C.
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3.9.2. Provjera uspjesnosti reakcije PCR gel elektroforezom

UspjeSnost umnazanja gena HPRT lan¢anom reakcijom polimerazom provjeri se
elektroforezom. Netom prije izlijevanja gela u kadicu uredaja za elektroforezu, u gel se doda
2,5 ul etidijevog bromida. U prvu jazicu se doda 2,5 pl standardne DNA (PCR ladder; New
England Biolabs, SAD). U ostale jazice na gelu se doda 4 ul uzorka pomijesanih s 2 ul pufera

za nanosenje uzoraka. Elektroforeza se provodi 25 minuta uz stalni napon od 80 V.

3.10. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (RT-qPCR)

Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (RT-qPCR, engl. real-time
guantitative polimerase chain reaction) precizna je metoda za kvantifikaciju nukleinskih
kiselina. Produkti reakcije RT-gPCR obiljezeni su fluorescencijskom bojom i analiziraju se
dok nastaju. Boja SYBR Green se interkalira u novonastalu dvolan¢anu DNA pri ¢emu se
emitira fluorescencija razmjerna koli¢ini produkta. Kod relativne kvantifikacije odreduje se
razlika u razini ekspresije izmedu dva uzorka. Uredaj 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, SAD) biljezi broj ciklusa, tzv. vrijednost Ct (engl. cycle treshold)
potrebnih da reakcija ude u eksponencijalnu fazu. Vrijednost Ct se koristi za kvantifikaciju

ekspresije ispitivanih gena.

Srednja vrijednost Ctsvakog ciljanog gena se prvo normalizira u odnosu na srednju vrijednost
Ct endogene kontrole u istom uzorku prema formuli :
ACt = Ct (ciljanigen) — Ct (endogena_kontrola).
Tako se dobije vrijednost AC; ciljanih gena analiziranih uzoraka koja se zatim normalizira u
odnosu na ACtkontrolnih uzoraka prema formuli:
AACt = ACt (ciljanigen) — ACt (kontrolni_uzorak)
Na taj se nacin dobiju vrijednosti AAC; izmedu grupa analiziranih uzoraka i pomoc¢u njih se
izracuna faktor promjene ekspresije gena (engl. fold change). Faktor promjene nam govori
koliko je puta razlicita razina ekspresije odredenog gena u jednoj grupi u odnosu na kontrolnu
grupu (Livak i Schmittgen 2001).
Svaka pojedinacna reakcijska smjesa se sastoji od 7,5 ul smjese 2x SYBR Green (engl.
SYBR Green PCR MASTER MIX; Thermo Fisher Scientific, SAD), 0,25 ul uzvodne pocetnice
(10 uM), 0,25 pl nizvodne pocetnice (10 pM), 6 ul vode i 1 pl cDNA. Za negativnu kontrolu

se dodaju svi sastojci reakcijske smjese osim cDNA, ¢iji se volumen nadomjesti vodom.
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Sekvence koristenih pocetnica su prikazane u Tablici broj 1. Sve koriStene pocCetnice imaju
temperaturu vezanja 58 °C. Za svaki uzorak naprave se dvije tehnicke replike, a kao endogena
kontrola se koristi gen hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaza (HPRT). Reakcija se odvija
na plocici s 96 bunaric¢a (engl. MicroAMP Fast 96-well reaction plate; Applied Biosystems,
SAD) koja se pazljivo prekrije ljepljivom folijom za RT-gPCR (engl. Optical Adhesive
Covers; Applied Biosystems, SAD) te se 3 minute centrifugira pri 1500 rpm na 4 °C i zatim
stavi u uredaj 7500 Fast Real-Time PCR System. Poslije jednog ciklusa pocetne denaturacije
cDNA 10 minuta na 95 °C, slijedi 40 ciklusa denaturacije 15 sekundi na 95 °C te vezanja
pocetnica 1 produljivanja lanaca 1 minutu na 58 °C. Dobivene vrijednosti se obrade u
raCunalnom pogramu Excel. Metodom AACt za relativnu kvantifikaciju se izracuna faktor

promjene ekspresije gena i prikaze u obliku histograma.

Tablica 1. Ispitivani geni i sekvence pocetnica za RT-qPCR.

F: uzvodna pocetnica (engl. forward primer); R: nizvodna pocetnica (engl. reverse primer).
Sve pocetnice imaju temperaturu vezanja na 58 ©°C. HPRT: hipoksantin-guanin
fosforiboziltransferaza; PAI-1/2: inhibitori aktivatora plazminogena-1/2; SMAD-4/7:
transkripcijski faktori porodice smad; SNAIL-1/2: transkripcijski represori porodice snail;
TGFEp: transformirajuci faktor rasta 3; TWIST-1: transkripcijski faktor porodice twist; uPA:
urokinazni plazminogenski aktivator; uPAR: receptor urokinaznog plazminogenog aktivatora;
ZEB-1: engl. Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1.

KoriStene pocetnice

Ime Sekvenca

HPRT F: 5-CTTTGCTGACCTGCTGGATT-3' R:
5-TCCCCTGTTGACTGGTCATT-3'

PAI-1 F: 5°>-CTGGTGAATGCCCTCTACTTC-3’
R: 5’-TGCTGCCGTCTGATTTGT-3’

PAI-2 F: 5°-GCAGATCCAGAAGGGTAGTTATC-3’

R: 5’>-TTGATTGCAGAGCTGAGAGAG-3’
SMAD-4 F: 5’-CGCGGTCTTTGTACAGAGTTA-3’
R: 5’-GATGACACTGACGCAAATCAAA-3’
SMAD-7 F: 5’-ACCCGATGGATTTTCTCAAACC-3’
R: 5>-GCCAGATAATTCGTTCCCCCT-3’
SNAIL-1 F: 5°-TCTAGGCCCTGGCTGCTACA-3’

R: 5’-CATCTGAGTGGGTCTGGAGGT-3’
SNAIL-2 F: 5’-CCTGGTCAAGAAGCATTTCAAC-3’
R: 5’-GAGGATCTCTGGTTGTGGTATG-3’
TGFp F: 5’>-GACACCAACTATTGCTTCAG’-3’
R: 5’-AGAAGTTGGCATGGTAGCCC-3’
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TWIST-1 F: 5-CGGAGACCTAGATGTCATTGTTT-3'
R: 5-ACGCCTGTTTCTTTGAATTTG-3'

uPA F: 5’-GGAGATGAAGTTTGAGGTGGAA-3’
R: 5’-CTCCTTGGAACGGATCTTCAG-3’

uPAR F: 5>-TTGAAGATCACCAGCCTTACC-3’
R: 5’-GGTAACGGCTTCGGGAATAG-3’

ZEB-1 F: 5°-GGCAGATGAAGCAGGATGTA-3’

R: 5’-GACAGCAGTGTCTTGTTGTTG-3”

3.11. Odredivanje aktivnosti uPA metodom radijalne kazeinolize

Urokinazni plazminogeni aktivator ili urokinaza, enzim je koji cijepa plazminogen u
plazmin. To svojstvo je temelj metode radijalne kazeinolize kojom odredujemo aktivnost
uPA. Budu¢i da je uPA izvanstani¢na proteaza, mjeri se proteoliticka sposobnost medija u
kojem su stanice rasle u kulturi. Uzorci se nanose u bunari¢e na agaroznoj ploci u kojoj se kao
supstrat nalazi plazminogen, kao i kazein koji je supstrat nastalog plazmina. Velicine
radijalno liziranih zona se wusporede s veli¢inom lizirane zone urokinaze poznate

koncentracije. Tako se odredi aktivnost urokinaznog plazminogenog aktivatora u uzorku.

Prvi dan se nasadi 1x10° stanica u male Petrijeve zdjelice, a sljedeé¢i dan stanice se
obraduju kemikalijama ili sakupljenim kondicioniranim medijem. Nakon 24 sata tretiranja,
stanice se isperu PBS-om i inkubiraju jo§ 6 sati u 500 ul medija bez seruma. Medij se
centrifugira na 2200 rpm pri 4 °C i dobiveni supernatant se pohrani na -80 °C. Na stanice se
doda 100 pl pufera za izolaciju proteina (1 % Triton X-100; 10 % glicerol; 137 mM NaCl; 20
mM Tris-HCIL, pH 7,5; 2 mM EDTA; pH 8,0) i sastruzu se plasticnim strugacem (TPP,
Svicarska). Stani¢ni lizat se pohrani na -80 °C. Za radijalnu kazeinolizu se pripremi plo¢a s
agaroznom podlogom s izbuSenim bunari¢ima za nanoSenje uzoraka. Agarozna podloga se
sastoji od 2 % agaroze otopljene u deH20, 8 % nemasnog mlijeka u prahu (Delikat-Gramm,
Italija) kao izvora kazeina otopljenog u PBS-u, 5 pug/ml plazminogena (Sigma-Aldrich, SAD)
i 0,1 % natrijevog azida (Kemika, Hrvatska). U bunari¢e se nanese 5 pl kondicioniranog
medija te serijska razrjedenja komercijalnog uPA (Leo Pharmaceutical Products, Danska) od
0,1 mU do 100 mU. Nakon 30 minuta, srednja Petrijeva zdjelica se prenese u inkubator na
37 °C. Nakon 24 sata inkubacije, u programu ImageJ se izmjere promjeri liziranih zona.
Serijska razrjedenja uPA poznatih koncentracija u pogramu Excel daju bazdarnu krivulju
preko koje se odrede aktivnosti uPA za svaki uzorak. Za normalizaciju vrijednosti aktivnosti

UPA koriste se koncentracije proteina izmjerene metodom po Bradfordu.
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3.12. Mjerenje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Jedna od metoda za kvantitativno odredivanje stani¢nih proteina je kolorimetrijska
metoda po Bradfordu. Metoda se temelji na obojenju otopljenih proteina s reagensom
Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB G-250; Roth, Njemacka). Reagens CBB je sivo-smeda
anionska boja koja ima maksimum apsorbancije pri 465 nm, no kad se veze za pozitivho
nabijene aminokiseline u proteinima, maksimum se pomice na 595 nm 1 otopina postaje plava.

Sto je intenzitet boje jadi, to je i koncentracija proteina u otopini veca.

Stani¢ni lizati skladiSteni pri -80 °C se odmrznu i centrifugiraju 15 minuta na 12 000
rpm pri 4 °C. Potom se 2 pl supernatanta razrijedi u 38 pl deH20 i za reakciju se uzima 10 pl.
Naprave se serijska razrjedenja 0,1 pg/ul albumina govedeg seruma (engl. bovine serum
albumine, BSA; Sigma-Aldrich, SAD) u rasponu koncentracija od 1 pg/pul do 10 pg/ul.
Negativna kontrola su bunari¢i bez dodanog BSA. U svaki bunari¢ se doda 100 pl reagensa
Bradford (0,02 g CBB G-250, 10 ml 95 % etanol, 20 ml 85 % fosforna kiselina i deH.O do
ukupnog volumena od 200 mL). Na spektrofotometru Glomax Multi Detection System se
oCitaju apsorbancije pri 595 nm. Serijska razrjedenja BSA poznatih koncentracija daju
standardnu krivulju u programu Excel preko koje se odrede koncentracije proteina za svaki

uzorak.
3.13. Analiza proteina metodom Western blot

Metoda Western blot se koristi za identifikaciju, kvantifikaciju i odredivanje veliine
odredenog proteina 1 odnosa proteina u kompleksnoj proteinskoj masi na osnovi vezanja

specifi¢nog antitijela.
3.13.1. Razdvajanje proteina SDS-elektroforezom u poliakrilamidnom gelu

Razdvajanje proteina SDS-elektroforezom u poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE)
temelji se na putovanju negativno nabijenih denaturiranih proteina prema pozitivnoj anodi.
Natrijev dodecilsulfat je anionski deterdzent koji denaturira i oblaze proteine negativnim
nabojem. Glavni faktor razdvajanja proteina u elektricnom polju je molekularna masa,
odnosno veli¢ina proteina. Uzorcima proteina doda se 6x pufer za nanosenje uzoraka (225
mM Tris-HCI, 20 % (v/v) glicerol, 2 mM SDS; 0,02 % (w/v) bromfenol-plavo, 1 % B-
merkaptoetanol) te se 5 minuta inkubiraju pri 95 °C. Uzorci se potom kratko centrifugiraju i

ostave na led do nanoSenja na gel. Prije priprave gela za razdvajanje uzoraka, slozi se
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aparatura za vertikalnu elektroforezu Biometra Eco-Mini (Biometra, Njemacka). Prvo se izlije
10 %-tni donji gel za razdvajanje uzoraka sastavljen od 2,95 ml deH20, 2,5 ml 30 %
akrilamida (Acros Organics, Belgija), 1,9 ml Tris-HCl-a (1,5 M; pH 8,8) te 75 ul 10 % SDS-
a. Proces polimerizacije gela aktivira dodatak 75 pl 10 % amonijevog persulfata (APS; Acros
Organics, Belgija) i 5 ul TEMED-a (N,N,N',N'-Tetrametiletilenediamin; Acros Organics,
Belgija). Gornji gel za sabijanje uzoraka se sastoji od 4,1 ml deH.O, 1 ml 30 % akrilamida,
0,75 ml Tris-HCl-a (1 M; pH 6,8), 60 ul 10 % SDS-a, 60 pul 10 % amonijevog persulfatai 5 ul
TEMED-a.

Nakon polimerizacije, cijela konstrukcija se stavi u kadicu i uroni u pufer za
elektroforezu (25 mM Tris-HCI, 250 mM glicin, 0,1 % SDS; pH 8,3). U prvu jaZicu se nanese
5 pul markera PageRuler Plus Prestained Protein Marker 26619 (Thermo Fisher Scientific,
SAD), a u ostale jazice uzorci proteina. Elektroforeza se odvija na 140 V dok uzorci ne dodu

do kraja gornjeg gela za sabijanje, a zatim se voltaza povisi na 180 V kroz 90 minuta.

3.13.2. Prijenos proteina na membranu i imunodetekcija

Nakon elektroforeze, gel se stavi u 1x pufer za prijenos (48 mM Tris-HCI; 39 mM
glicin; 0,037 % SDS; 20 % metanol; pH 8,3). Izreze se PVDF membrana (engl.
polyvinylidene difluoride; Roche, Svicarska) i kratko namo¢i u metanol, a zatim i u 1x puferu
za prijenos. Spuzvice 1 filter papiri se takoder namoce u 1x puferu za prijenos. U kazeti za
prijenos se slozi ,sendvic“ sljede¢im redoslijedom: spuzvica-2 filter papira-gel-PVDF
membrana-2 filter papira-spuzvica. Prijenos proteina s gela na membranu se odvija 120
minuta uz stalnu jakost struje od 380 mA. Kako bi se provjerila uspjeSnost prijenosa proteina
s gela na membranu, gel se oboji u otopini CBB R-250 (engl. Coomassie brilliant blue, Roth,

Njemacka).

Kako bi se sprijecilo nespecificno vezanje antitijela na povrSinu membrane, membrana
se blokira 60 minuta u 5 % otopini nemasnog mlijeka u prahu u puferu TBST (1M Tris-HCI,
pH 7,5; 4M NacCl; 0,1 % (v/v) Tween 20). Nakon blokiranja, membrana se kratko ispere u
puferu TBST 1 stavi preko no¢i na inkubaciju u otopini primarnog antitijela razrijedenog
(1:300 do 1:1000) u 0,5 % nemasnog mlijeka u puferu TBST. Primarna antitijela su navedena
u Tablici 2. Sljede¢i dan se membrana ispire 3 puta po 15 minuta u puferu TBST. Nakon
ispiranja, slijedi 60 minuta inkubacije u otopini odgovaraju¢eg sekundarnog antitijela

konjugiranim s enzimom peroksidaza iz hrena (engl. horseradish peroxidase, HRP).
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Koristena sekundarna antitijela (Sigma-Aldrich, SAD) su porijeklom iz koze i razrijedena su
1: 30 000 u 0,5 % nemasnog mlijeka u puferu TBST. Nakon 60 minuta inkubacije, membrana

se ispire 3 puta po 15 minuta u puferu TBST.

Za vizualizaciju proteina kemiluminiscencijom Kkoristi se otopina Clarity Western ECL
Substrate (BioRad, SAD), jednakih udjela otopine peroksidaze i luminola s vodikovim
peroksidom. Tako pripremljena otopina se nakapa na onoj strani membrane gdje se nalaze
proteini i inkubira 5 minuta. Potom se membrana izlozi rendgenskom filmu, 5-60 min, te film
razvije u razvijacu i fiksiru. Membrana PVDF se moze ispirati kako bi se uklonila vezana
antitijela i ponovno inkubirati u novom primarnom antitijelu ili obojiti bojom amido black
(Sigma-Aldrich, SAD). Postupak uklanjanja vezanih antitijela se sastoji od dva ispiranja po
10 minuta u puferu za uklanjanje antitijela (7,5 g glicina; 0,5 g SDS; 5 ml Tween 20; dopuniti
deH>O do 500 ml; pH 2,2), zatim dva ispiranja po 10 minuta u PBS-u i na kraju dva ispiranja
po 10 minuta u puferu TBST.

Tablica 2. Popis koriStenih primarnih antitijela.
uPA: urokinazni plazminogenski aktivator; PAI-1: inhibitor aktivatora plazminogena-1;
TGF-1: transformirajuci faktor rasta f3; p-aktin: biljeg koli¢ine proteina

Antigen | Molekularna masa Razrjedenje Domacdin Proizvodac
uPA 33 kDa i 55 kDa 1:750 kuni¢ Santa Cruz
PAI-1 47 kDa 1:1000 mis Becton-Dickinson
TGFp-1 | 13 kDai 25 kDa 1:300 mis Santa Cruz
p-aktin 43 kDa 1:1000 mis Sanza Cruz

3.14. Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina odredenog broja replika, a odstupanje
od aritmeticke sredine izrazeno je u obliku standardne devijacije. Usporedba kontrole i
tretmana napravljena je Studentovim T-testom u programu Excel (MS Office 2007, Microsoft,
SAD).
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4. REZULTATI

Kako su dosadasnja istrazivanja pokazala da obrada stanica tumora razli¢itim
kemoterapeuticima moze povecati ili inhibirati aktivnost urokinaze, cilj ovog rada bio je
utvrditi ulogu TGFp u regulaciji urokinaznog sustava te njegovu mogucu ulogu u mehanizmu
djelovanja natrijevog salicilata. Kao model istrazivanja posluzile su nam stanice humanog
glioblastoma A1235 za koje je pokazano da nakon tretmana natrijevim salicilatom povecavaju
aktivnost urokinaze (Matuli¢ i Brdar 2002), te stanice tumora plu¢a A2182 i dojke MDA MB-

231 kod kojih natrijev salicilat inhibira urokinaznu aktivnost (Maduni¢ i sur. 2017).

4.1. Utjecaj inhibicije signalnog puta TGFp na aktivnost urokinaze kod
stanica A1235

4.1.1. Utjecaj inhibicije receptora TGFp na aktivnost uPA nakon tretmana s NaS

Budu¢i da stanice A1235 nakon tretmana natrijevim salicilatom povecavaju aktivnost
uPA (Matuli¢ i Brdar 2002), ispitali smo ulogu TGFB u regulaciji urokinaznog sustava.
Stanice A1235 smo tretirali s 4 uM inhibitorom receptora TGFB, s 15 mM natrijevim
salicilatom te njihovom kombinacijom. Nakon 24 sata od pocetka tretmana stanice smo
inkubirali 6 sati u mediju bez seruma i u tom kondicioniranom mediju odredili aktivnost uPA

radijalnom kazeinolizom.

Rezultati (Slika 5.) su pokazali da inhibitor receptora TGFB smanjuje aktivnost
urokinaze u odnosu na netretirani uzorak. Natrijev salicilat je povecao aktivnost urokinaze

oko 15 puta, a u kombinaciji s inhibitorom receptora TGFf aktivnost uPA je smanjena za oko
50%.
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Slika 5. Aktivnost urokinaze kod stanica A1235 tretiranih natrijevim salicilatom i
inhibitorom receptora TGFp. Stanice A1235 su tretirane s 4 uM inhibitorom receptora
TGFB, s 15 mM natrijevim salicilatom te njihovom kombinacijom. Aktivnost urokinaze
odredena je u kondicioniranom mediju i predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na
vrijednosti netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju
bioloskih replika.

K: netretirane stanice A1235; TGFBR inh: inhibitor receptora TGFB; NaS: natrijev salicilat.
*statisticki zna€ajna razlika u odnosu na K; * statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na TGFBR
inh; © statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na NaS prema Student T-testu (p<0,05).

4.1.2. Utjecaj inhibicije receptora TGFp na aktivnost uPA nakon tretmana s MNNG

Budu¢i da su dosadaSnja istrazivanja pokazala da stanice A1235 nakon tretmana S
alkiliraju¢im agensom N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidinom (MNNG) povecavaju aktivnost
uPA (Brdar 1 Matuli¢ 1988), istrazili smo ulogu inhibicije receptora TGF u tim procesima.
Stanice A1235 smo tretirali s 4 pM inhibitorom receptora TGFf, s 5 uM MNNG te njihovom
kombinacijom. Nakon 24 sata od pocetka tretmana te dodatnih 6 sati inkubacije u mediju bez

seruma, u kondicioniranom mediju smo odredili aktivnost uPA radijalnom kazeinolizom.

Rezultati (Slika 6.) su pokazali da stanice nakon tretmana s MNNG povecavaju
aktivnost UPA oko 5 puta. Inhibitor receptora TGFp je smanjio bazalnu aktivnost urokinaze, a
u kombinaciji s MNNG inhibirao aktivnost uPA za oko 60 %.
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Slika 6. Aktivnost urokinaze kod stanica A1235 tretiranih s MNNG i inhibitorom
receptora TGFp. Stanice A1235 tretirane su s 4 uM inhibitorom receptora TGFpB, s 5 uM
MNNG te njithovom kombinacijom. Aktivnost urokinaze odredena je u kondicioniranom
mediju i predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti netretirane kontrole.
Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju bioloskih replika.

K: netretirane stanice A1235; TGFBR inh: inhibitor receptora TGFf3; MNNG: N-metil-N'-
nitro-N-nitrozoguanidin. *statisticki znacajna razlika u odnosu na K; * statisticki znacajna
razlika u odnosu na MNNG prema Student T-testu (p<0,05).

4.2. Karakterizacija stani¢ne linije A1235 transficirane plazmidom

PcDNA3-hTGFp

Utjecaj signalnog puta TGFP u stanicama humanog gliobastoma A1235 zeljeli smo
ispitati tako da pove¢amo ekspresiju TGFf unosom ekspresijskog plazmida pcDNA3-hTGFf
sa sekvencom TGFP (Slika 4.). Stanicnu linijju A1235 transficiranu plazmidom pcDNA3-
hTGFp uzgojili smo kao trajnu liniju u uvjetima selekcije antibiotikom kojeg kodira plazmid
kroz dva tjedna i nazvali je TA. Kod stabilnih transfektanata TA analizirali smo ekspresiju

TGFp na razini RNA 1 proteina.
4.2.1. Analiza ekspresije TGFp u stanicama TA metodom RT-gPCR

Iz roditeljskih stanica A1235 te stanica TA izolirali smo RNA, obrnuto prepisali u
cDNA te metodom RT-gPCR analizirali ekspresiju gena TGFp. Rezultati (Slika 7.) su

pokazali 17 puta vecu razinu ekspresije 7GFJf kod stanica TA u odnosu na roditeljske stanice.
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Slika 7. Ekspresija gena TGFf u stanicama Al1235 i TA. Izolirana RNA iz stani¢nih linija
A1235 i TA obrnuto je prepisana u cDNA. Relativna kvantifikacija ekspresije gena TGFp
napravljena je metodom RT-qPCR. Gen HPRT je koristen kao endogena kontrola, a faktori
promjene ekspresije gena TGFp izrazeni su u odnosu na kontrolne roditeljske stanice A1235.
A1235: roditeljske stanice humanog glioblastoma; TA: stanice A1235 transficirane
plazmidom pcDNA3-hTGFB; TGFp: transformirajuci faktor rasta B; * statisticki znacajna
razlika u odnosu na A1235 prema Student T-testu (p<0,05).

4.2.2. Usporedba morfolgije roditeljskih stanica A1235 i stanica TA

Analiza stanica TA svjetlosnom mikroskopijom pokazala je da nema morfoloskih

razlika izmedu roditeljskih stanica A1235 i stanica TA (Slika 8.).

Slika 8. Morfologija stanica A1235 i TA. A) roditeljske stanice humanog glioblastoma
A1235; B) stanice A1235 transficirane plazmidom pcDNA3-hTGFp. Mikrofotografije su
napravljene pri povecanju 100X. Oznaka na slici pokazuje duzinu od 50 pm.
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4.2.3. Krivulja rasta roditeljskih stanica A1235 i stanica TA

Kako TGFf ima ulogu tumor supresora kod normalnih stanica (Alberts i sur. 2008),
istrazili smo njegov utjecaj na rast stanica TA. Rast stanica pratili smo metodom bojanja
kristal ljubicastim te usporedivali apsorbanciju boje obojenih uzoraka stanica kroz 6 dana.
Rezultati (Slika 9.) su pokazali da nema razlike u rastu roditeljskih stanica A1235 i stanica
TA.
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Slika 9. Krivulja rasta roditeljskih A1235 i stanica TA. Nasadeno je 5x10* stanica po
bunaric¢u na plocici s 96 bunari¢a. Nakon svakog dana, fiksiran je jedan nasadeni red. Zadnji
dan stanice su obojane kristal ljubicastim 1 stanicni rast kvantificiran spektrofotometrijski.
A1235: roditeljske stanice humanog glioblastoma; TA: stanice A1235 transficirane
plazmidom pcDNA3-hTGFp; Ases: apsorbancija boje na valnoj duljini 595 nm.

4.2.4. Utjecaj TGFp na aktivnost uPA kod roditeljskih stanica A1235 i stanica TA

Kako bismo provjerili utjecaj povecane ekspresije TGF na promjenu aktivnosti uPA
nasadili smo stanice A1235 i TA i nakon 24 sata, metodom radijalne kazeinolize, odredili
aktivnost urokinaze u njihovom kondicioniranom mediju. Rezultati (Slika 10.) su pokazali

znatno vece povecanje aktivnosti urokinaze kod stanica TA.
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Slika 10. Aktivnost urokinaze roditeljskih stanica A1235 i stanica TA. Aktivnost
urokinaze odredena je u kondicioniranom mediju i predstavljena kao relativna vrijednost u
odnosu na vrijednost roditeljskih stanica. Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata
dviju bioloskih replika.

A1235: roditeljske stanice humanog glioblastoma; TA: stanice A1235 transficirane
plazmidom pcDNA3-hTGFp. *statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na roditeljske stanice
humanog glioblastoma prema Student T-testu (p<0,05).

4.3. Utjecaj natrijevog salicilata na stanice TA

4.3.1. Utjecaj natrijevog salicilata na aktivnost uPA kod stanica TA

Kako je povecanjem ekspresije TGFf u stanicama TA porasla i aktivnost uPA, ispitali
smo utjecaj natrijevog salicilata na njih. Stanice A1235 i TA smo tretirali s 15 mM natrijevim

salicilatom i u kondicioniranom mediju odredili aktivnost uPA.

Urokinazna aktivnost nakon tretmana natrijevim salicilatom je prikazana na Slici 11.
Rezultati (Slika 11 A.) su prikazani kao vrijednosti u odnosu na istovrsne netretirane uzorke.
Stanice TA, iako pokazuju porast aktivnosti, on je manji nego kod roditeljskih stanica. Na
Slici 11 B. aktivnost je prikazana u odnosu na vrijednosti netretiranih roditeljskih stanica, te je

vidljivo da natrijev salicilat znatno povecava apsolutnu aktivnost uPA kod stanica TA.
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Slika 11. Aktivnost urokinaze roditeljskih stanica A1235 i stanica TA tretiranih
natrijevim salicilatom. Stanice su tretirane s 15 mM natrijevim salicilatom. Aktivnost
urokinaze odredena je u kondicioniranom mediju i1 predstavljena kao relativna vrijednost u
odnosu na vrijednosti vlastite pripadajuée netretirane kontrole (A) ili netretirane kontrole
roditeljskih stanica A1235 (B). Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju
bioloskih replika.

A1235 K: netretirane roditeljske stanice A1235; TA K: netretirane stanice TA; NaS: natrijev
salicilat. *statisticki znacajna razlika u odnosu na vlastitu pripadajucu netretiranu kontrolu (A)
ili netretiranu kontrolu roditeljskih stanica A1235 (B) prema Student T-testu (p<0,05).
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4.3.2. Utjecaj natrijevog salicilata na ekspresiju TGFp i proteina urokinaznog sustava

Kako je aktivnost urokinaznog plazminogenskog aktivatora regulirana ekspresijom
UPA i inhibitora PAI-1 na razini RNA i proteina (Konakova i sur. 1998), analizirali smo
ekspresiju njihovih RNA i proteina, kod roditeljskih stanica i stanica TA, te kod stanica
obradenih natrijevim salicilatom. Stanice A1235 i TA smo tretirali s 15 mM NasS i nakon 24

sata iz stani¢nog lizata izolirali proteine te ih analizirali metodom Western blot.

Analiza ekspresije TGFB-1 (Slika 12.) u lizatima stanica pokazala je prisutnost
razli¢itih oblika TGFp-1. Protein se inace moze javiti u obliku monomera (13 kDa),
homodimera (25 kDa) i heterodimera u vezi s TGFB-2 (48 kDa). Inaktivni nepocijepani oblik
TGFB-1 ima 44 kDa. Rezultati (Slika 12.) su pokazali promjenu ekspresije pojedinih oblika
TGFp kod stanica A1235 tretiranih s natrijevim salicilatom u odnosu na netretirane. Takoder,
povecana je ekspresija kod netretiranih stanica TA u odnosu na netretirane A1235 s izrazito
ekspresijom oblika od oko 60 kDa Sto bi moglo predstavljati protein TGFf prepisan s
plazmida pcDNA3-hTGFp. Kod netretiranih stanica TA uoCavamo povecanu razinu

ekspresije TGFB-1 u odnosu na tretirane s natrijevim salicilatom.

Kod stanica A1235 1 TA analizirali smo ekspresiju proteina uPA u stanicnim lizatima
(Slika 13 A.). Protein uPA ima masu 55 kDa, a pocijepani, ali aktivni oblik 33 kDa. Receptor
uPA moze imati molekularnu masu u rasponu 55-60 kDa. UocCavamo proteinske vrpce vece
od 130 kDa koje vrlo moguce predstavljaju kompleks uPA-PAI-1. Na razini proteina nije
vidljiva znacajna razlika u koli¢ini uPA kod netretiranih stanica A1235 i onih tretiranih
salicilatom. Razlike kod stanica TA, u odnosu na roditeljske stanice, vidljive su u izostanku

visokomolekulskih vrpci pozitivnih na uPA.

Ekspresija inhibitora PAI-1 (47 kDa) je kod stanica A1235 tretiranih s natrijevim
salicilatom 1 inhibitorom receptora TGFP smanjena u odnosu na netretirane stanice A1235
(Slika 13 B.). Kod stanica TA uo¢avamo povecanje ekspresije PAI-1 u odnosu na roditeljske

stanice, dok smanjenje ekspresije pod utjecajem NaS nije statisticki znacajno.
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Slika 12. Ekspresija proteina TGFf-1 kod stanica A1235 i TA tretiranih s NaS. Stanice
A1235 1 TA su tretirane s 15 mM NaS i nakon 24 sata sakupljeni su stani¢ni lizati. Protein
TGFB-1 je identificiran metodom Western blot. Kao kontrola nanoSenja koriStena je
ekspresija p-aktina.

A1235 K: netretirane stanice A1235; TA K: tretirane stanice TA; NaS: natrijev salicilat;
TGFp-1: transformirajuci faktor rasta f3; -aktin: biljeg koli¢ine proteina
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Slika 13. Ekspresija proteina urokinaznog sustava kod stanica A1235 i TA tretiranih s
NaS. Stanice A1235 i TA su tretirane s 15 mM NaS i1 nakon 24 sata sakupljeni su stani¢ni
lizati. Proteini urokinaznog sustava uPA (A) i PAI-1 (B) su identificirani metodom Western
blot. Kao kontrola nanoSenja koristena je ekspresija f-aktina.

A1235 K: netretirane stanice A1235; TA K: tretirane stanice TA; NaS: natrijev salicilat;
TGFBRI: inhibitor receptora TGFB; uPA: urokinazni plazminogenski aktivator; PAI-1:
inhibitor aktivatora plazminogena-1; p-aktin: biljeg koli¢ine proteina
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4.3.3. Utjecaj natrijevog salicilata na migraciju stanica TA

Budu¢i da TGFB moze regulirati migraciju stanica, ispitali smo moze li povecana
ekspresija u stanicama TA utjecati na migraciju stanica te njegovu ovisnost 0 mehanizmu
djelovanja natrijevog salicilata. Migraciju stanica TA ispitali smo testom migracije u

komoricama i testom ,,zarastanja‘.
4.3.3.1. Analiza migracije stanica TA testom migracije u komoricama

U komorice s medijem bez seruma nasadili smo stanice TA. Jednu komoricu smo
tretirali s 15 mM natrijevim salicilatom, a drugu ostavili kao kontrolnu. Stanice su 24 sata
migrirale kroz pore na komorici prema mediju sa serumom, potom smo ih fiksirali i obojali
kristal ljubi¢astim. Rezultati su pokazali smanjenje migracije kod stanica TA tretiranih s
natrijevim salcilatom (Slika 14B.).

Slika 14. Migracija stanica TA u komoricama. A) netretirane stanice TA; B) stanice TA
tretirane natrijevim salicilatom. U komorice s medijem bez seruma su nasadene stanice TA i
tretirane su s 15 mM NaS. Nakon 24 sata migracije, stanice su fiksirane i obojane kristal
ljubicastim.

4.3.3.2. Analiza migracije stanica TA testom ,,zarastanja*

Kako bismo proveli test ,zarastanja“ stanica, napravili smo tri paralelne umjetne
»ogrebotine* na konfluentnim jednoslojnim stani¢nim kulturama A1235 1 TA. U jednu seriju
smo dodali i 15 mM natrijevog salicilata kako bi se pratio njegov utjecaj na stopu migracije
stanica. Stanice smo fotografirali prije i nakon 24 sata migracije i usporedili postotak
,»zarastanja“ stanica A1235 1 TA te ovisnost migracije o natrijevom salicilatu. Rezultati (Slika
15 A. i 15 B.) su pokazali da natrijev salicilat kod obje stani¢ne linije smanjuje migraciju, tj.
tretirane stanice sporije ,,zarastaju®. Usporedujuci netretirane stani¢ne linije medusobno (Slika

15 C.) uocavamo da stanice TA brze ,,zarastaju* od roditeljskih stanica A1235.
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Slika 15. Postotak ,zarastanja* stanica A1235 i TA. A) postotak ,,zarastanja“ stanica
A1235 ovisno o NaS; B) postotak ,,zarastanja* stanica TA ovisno o NaS; C) usporedba
postotka ,,zarastanja“ netretiranih stanica A1235 i TA. Na konfluentnom sloju stanica A1235 i
TA napravljena je "ogrebotina” i izmjereno smanjenje udaljenosti granica ogrebotine nakon
24 sata. Stanice su tretirane s 15 mM NasS. Vrijednosti veli¢ina ,,ogrebotine® su normalizirane
u odnosu na netretiranu kontrolu (O sati).

A1235 K: netretirane stanice A1235; TA K: netretirane stanice TA; NaS: natrijev salicilat;
*statistiCki znaCajna razlika u odnosu na pripadajuc¢u netretiranu kontrolu nakon 24 sata
migracije (A 1 B) ili odnos roditeljskih stanica A1235 i stanica TA nakon 24 sata migracije
(C) prema Student T-testu (p<0,05).
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4.3.4. Analiza ekspresije gena u stanicama A1235 i TA metodom RT-qPCR

Stanice TA usporedili smo s njihovim roditeljskim sojem i na razini ekspresije gena
urokinaznog sustava, signalnog puta TGFP i1 krovnih transkripcijskih faktora epitelno-
mezenhimske tranzicije.lz stanica A1235 i TA izolirali smo RNA, obrnuto prepisali u cDNA

te metodom RT-gPCR analizirali ekspresiju gena.

Rezultati (Slika 16.) su pokazali poveéanu ekspresiju gena UPA, UPAR i PAI-1, dok je
ekspresija PAI-2 smanjena kod stanica TA u odnosu na stanice A1235. Od ispitivanih gena
signalnog puta TGFp, SMAD-4 nije imao promjene u razini ekspresije, SMAD-7 je blago
porastao kod stanica TA, a TGFJ je bio 17 puta viSe eksprimiran u odnosu na A1235.

Nedavna istrazivanja (Sanchez-Till6 i1 sur. 2013) su pokazala da aktivnost uPA moze
biti regulirana preko krovnih transkripcijskih faktora epitelno-mezenhimske tranzicije, a koji
su pak regulirani preko TGF. Ispitali smo krovne transkripcijske faktore TWIST-1, ZEB-1,
SNAIL-1 i SNAIL-2. Rezultati (Slikal6.) nisu pokazali velike promjene u ekspresiji u odnosu

na roditeljski soj.
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Slika 16. Ekspresija gena urokinaznog sustava, signalnog puta TGFp i krovnih
transkripcijskih faktora epitelno-mezenhimske tranzicije u stanicama A1235 i TA.
Izolirana RNA iz stani¢nih linija obrnuto je prepisana u cDNA. Relativna kvantifikacija
ekspresije gena napravljena je metodom RT-gPCR. Gen HPRT je koristen kao endogena
kontrola za normalizaciju ekspresije gena, a faktori promjene ekspresije gena izrazeni su u
odnosu na kontrolne roditeljske stanice A1235.
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A1235: roditeljske stanice A1235; TA: stanice TA; uPA: urokinazni plazminogenski
aktivator; uPAR: receptor uPA; PAI-1/2: inhibitori aktivatora plazminogena-1/2; TGF:
transformirajuci faktor rasta 3; SMAD-4/7: transkripcijski faktori porodice smad; TWIST-1:
transkripcijski faktor porodice twist; ZEB-1: engl. Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1;
SNAIL-1/2: transkripcijski represori porodice snail;  statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na
A1235 prema Student T-testu (p<0,05).

4.4. Utjecaj TGFp iz kondicioniranog medija na aktivnost uPA kod stanica

Al1235

Nakon §to smo pokazali da stanice TA luce vece koli¢ine TGFp u medij u kojem rastu,
sakupljali smo takav kondicionirani medij za obradu roditeljskih stanica A1235. Kako bismo
dokazali da inhibitor receptora TGFf inhibira povecanu ekspresiju TGF 1 time smanjuje
aktivnost uPA kod stanica TA, stanice smo tretirali s 4 uM inhibitorom receptora TGFp i

sakupljeni medij analizirali radijalnom kazeinolizom.

Stanice A1235 su uzgojene u mediju kondicioniranom rastom stanica TA, tj. mediju s
poveéanom koncentracijom TGFB. Usporedno smo uzgajali kontrolne stanice A1235 u
mediju roditeljskih stanica A1235. Pojedine kulture smo tretirali s 4 pM inhibitorom
receptora TGFP. Nakon 24 sata od tretmana te dodatnih 6 sati inkubacije u mediju bez
seruma, sakupili smo medije i radijalnom kazeinolizom analizirali aktivnost uPA.

Rezultati (Slika 17.) su potvrdili prethodne rezultate u kojima je inhibitor receptora
TGFpB smanjio aktivnost uPA 1 kod kontrolnih i kod stanica s kondicioniranim medijem s
TGFpB. Medij s pove¢anom koli¢inom TGFp izazvao je poveéanje aktivnosti urokinaze kod
roditeljskih stanica. Usporedan eksperiment sa stanicama TA tretiranim inhibitorom receptora

TGFp pokazao je da inhibicija receptora inhibira aktivnost urokinaze (Slika 18).
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Slika 17. Aktivnost urokinaze kod stanica A1235 tretiranih kondicioniranim medijem
stanica TA i inhibitorom receptora TGFp. Stanice A1235 uzgajane su u kondicioniranom
mediju stanica TA s povecanim luCenjem TGFP. Kontrolne 1 stanice uzgojene u
kondicioniranom mediju tretirane su s 4 uM inhibitor receptora TGFp. Aktivnost urokinaze
odredena je radijalnom kazeinolizom 1 predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na
vrijednosti netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju
bioloskih replika.

K: roditeljske stanice A1235 u vlastitom kondicioniranom mediju; km TA: roditeljske stanice
A1235 u kondicioniranom mediju stanica TA; TGFBR inh: inhibitor receptora TGFp.
*statistiCki znacajna razlika u odnosu na K; X statisticki znacajna razlika u odnosu na km TA
prema Student T-testu (p<0,05).
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Slika 18. Aktivnost urokinaze kod stanica TA tretiranih inhibitorom receptora TGFp.
Stanice TA tretirane su s 4 uM inhibitorom receptora TGF. Aktivnost urokinaze odredena je
u kondicioniranom mediju i predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti
netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju bioloskih replika.
K: netretirane stanice TA; TGFBR inh: inhibitor receptora TGFp. *statisticki znacajna
razlika u odnosu na K prema Student T-testu (p<0,05).

4.5. Utjecaj komercijalnog uPA na aktivnost uPA kod stanica A1235

Kondicionirani medij stanica TA mozZe, osim TGFp, sadrZzavati 1 povec¢anu koli¢inu
aktivne urokinaze, te povratnom signalnom vezom preko receptora uPA potaknuti ekspresiju
UPA (Konakova i sur. 1998). Zato smo stanice A1235 tretirali komercijalnom urokinazom u

koncentraciji od 1x102 U/ml.

Nakon 24 sata od tretmana stanice smo isprali i inkubirali u mediju bez seruma,
dodatnih 6 sati. Aktivnost urokinaze smo odredili metodom radijalne kazeinolize. Rezultati
(Slika 19.) su ukazali na povecanu aktivnost urokinaze nakon tretmana komercijalnom

urokinazom.
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Slika 19. Aktivnost urokinaze kod stanica A1235 tretiranih komercijalnim uPA. Stanice
A1235 su tretirane komercijalnim uPA (1x10° U/ml). Aktivnost urokinaze odredena je u
kondicioniranom mediju i predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti
netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju bioloskih replika.
A1235: netretirane stanice A1235; A1235 + uPA: stanice A1235 tretirane s komercijalnim
urokinaznim plazminogenim aktivatorom. *statisticki znacajna razlika u odnosu na A1235
prema Student T-testu (p<0,05).

4.6. Utjecaj signalnog puta TGFp na aktivnost urokinaze kod stanica A2182

Stanice karcinoma pluca A2182 nakon tretmana natrijevim salicilatom smanjuju

aktivnost uPA (Madunic¢ i sur. 2017), te smo ispitali ima li TGFf ulogu u tim procesima.
4.6.1. Utjecaj inhibicije receptora TGFp na aktivnost uPA nakon tretmana s NaS

Ulogu inhibicije TGFP na aktivnost uPA u stanicama A2182 ispitali smo tretiranjem
kontrolnih stanica i stanica tretiranih s NaS s 4 uM inhibitorom receptora TGFf. Nakon 24

sata tretmana, metodom radijalne kazeinolize odredili smo aktivnost uPA.

Rezultati (Slika 20.) su pokazali da inhibitor receptora TGFB kod stanica A2182
povecava aktivnost urokinaze. U kombinaciji s natrijevim salicilatom aktivnost uPA je
smanjena. Takoder su potvrdeni rezultati dosadasnjih istrazivanja da sam natrijev salicilat

smanjuje aktivnost urokinaze kod stanica A2182.
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Slika 20. Aktivnost urokinaze kod stanica A2182 tretiranih natrijevim salicilatom i
inhibitorom receptora TGFp. Stanice A2182 tretirane su s 4 puM inhibitorom receptora
TGFB, s 15 mM natrijevim salicilatom te njihovom kombinacijom kroz 24 sata. Aktivnost
urokinaze odredena je u kondicioniranom mediju i predstavljena kao relativna vrijednost u
odnosu na vrijednosti netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata
dviju bioloskih replika.

K: netretirane stanice A2182; TGFBR inh: inhibitor receptora TGFB; NaS: natrijev
salicilat.*statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na K; * statisticki znacajna razlika u odnosu na
TGFPR inh; °statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na NaS prema Student T-testu (p<0,05).

4.6.2. Utjecaj TGFp na aktivnost uPA kod stanica A2182

Buduc¢i da stanice TA luce vece koli¢ine TGFf u medij u kojem rastu, koristili smo taj
kondicionirani medij za obradu stanica A2182. Kao kontrola su se koristile kulture stanica
A2182 s kondicioniranim medijem roditeljskih stanica A1235. Aktivnost urokinaze odredili

smo radijalnom kazeinolizom.

Rezultati (Slika 21.) su pokazali da nema znatne razlike u aktivnosti uPA bez obzira u

kojem kondicioniranom mediju su stanice rasle.
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Slika 21. Aktivnost urokinaze kod stanica A2182 tretiranih kondicioniranim medijem
stanica A1235 i stanica TA. Na stanice A2182 dodan je kondicionirani medij stanica A1235
i TA. Aktivnost urokinaze predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti
netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju bioloskih replika.
K: stanice A2182 u vlastitom mediju; km A1235: stanice A2182 u kondicioniranom mediju
stanica A1235; km TA: stanice A2182 u kondicioniranom mediju stanica TA. *statisticki
znacajna razlika u odnosu na K prema Student T-testu (p<0,05).

4.6.3. Utjecaj komercijalnog uPA na aktivnost uPA kod stanica A2182

Radi ispitivanja ucinka povratnih veza u regulaciji urokinaznog sustava, stanice
A2182 smo takoder tretirali komercijalnim uPA radne koncentracije 1x10° U/ml kroz 24 sata,

te ispitali radijalnom kazeinolizom.

Rezultati (Slika 22.) su pokazali da dodatak komercijalnog uPA znatno ne mijenja
aktivnost urokinaze kod stanica A2182.
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Slika 22. Aktivnost urokinaze kod stanica A2182 tretiranih s komercijalnim uPA.
Stanice A2182 tretirane su komercijalnim uPA (1x10° U/ml). Aktivnost urokinaze odredena
je u kondicioniranom mediju i predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti
netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju bioloskih replika.
A2182: netretirane stanice A2182; A2182 + uPA: stanice A2182 tretirane s komercijalnim
urokinaznim plazminogenim aktivatorom.

4.7. Utjecaj signalnog puta TGFp na aktivnost urokinaze kod stanica MDA
MB-231

Kako stanice MDA MB-231 takoder nakon tretmana natrijevim salicilatom smanjuju

aktivnost uPA (Maduni¢ 1 sur. 2017), ispitali smo ulogu TGFp u tim procesima.
4.7.1. Utjecaj inhibicije receptora TGFp na aktivnost uPA nakon tretmana s NaS

Ispitali smo utjecaj inhibicije puta TGF na aktivnost uPA u stanicama MDA MB-231
nakon obrade natrijevim salicilatom. Stanice MDA MB-231 smo tretirali s 4 pM inhibitorom
receptora TGFf, s 15 mM natrijevim salicilatom te njthovom kombinacijom. Nakon 24 sata
tretmana, u kondicioniranom smo mediju metodom radijalne kazeinolize odredili aktivnost
uPA.

Rezultati (Slika 23.) su pokazali da inhibicija receptora TGFPB neznatno povecava
aktivnost UPA, a natrijev salicilat znatno smanjuje. Njihovom kombinacijom dolazi do

smanjenja aktivnosti uPA, u usporedbi s kontrolom.
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Slika 23. Aktivnost urokinaze kod stanica MDA MB-231 tretiranih natrijevim
salicilatom i inhibitorom receptora TGFf. Stanice MDA MB-231 tretirane su s 4 uM
inhibitorom receptora TGFB, 15 mM natrijevim salicilatom te njihovom kombinacijom.
Aktivnost urokinaze odredena je u kondicioniranom mediju i1 predstavljena kao relativna
vrijednost u odnosu na vrijednosti netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost
rezultata dviju bioloskih replika.

K: netretirane stanice MDA MB-231; TGFBR inh: inhibitor receptoraTGFB; NaS: natrijev
salicilat. *statisticki znacajna razlika u odnosu na K; * statisticki znacajna razlika u odnosu na
TGFPR inh; °statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na NaS prema Student T-testu (p<0,05).

4.7.2. Utjecaj TGFp na aktivnost uPA kod stanica MDA MB-231

Kako bismo utvrdili sudjeluje li TGFB u mehanizmu djelovanja natrijevog salicilata na
smanjenje aktivnosti uPA, stanicama MDA MB-231 smo dodali kondicionirane medije
stanica A1235 i TA. Za dodatnu analizu uloge TGFp, stanicama smo dodali inhibitor
receptora TGFp, pojedina¢no 1 u kombinacijama s kondicioniranim medijima. Promjene

aktivnosti urokinaze smo ispitali metodom radijalne kazeinolize.

Rezultati (Slika 24.) su pokazali da inhibicija receptora TGFp nije bitno utjecala na
urokinaznu aktivnost stanica MDA MB-231. Povecana koncentracija TGFB u
kondiconiranom mediju stanica TA povecala je aktivnost urokinaze. Inhibitor receptora TGF[3

smanjio je tako povecanu aktivnost uPA.
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Slika 24. Aktivnost urokinaze kod stanica MDA MB-231 tretiranih kondicioniranim
medijem stanica A1235 i stanica TA te inhibitorom receptora TGFp. Stanice MDA MB-
231 tretirane su kondicioniranim medijem stanica A1235 1 TA, 4 uM inhibitorom receptora
TGF, te njthovim kombinacijama. Aktivnost urokinaze odredena radijalnom kazeinolizom 1
prikazana kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti netretirane kontrole. Stupci
predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju bioloskih replika.

K: stanice MDA MB-231 u vlastitom mediju; TGFBR inh: inhibitor receptora TGFS; km
A1235: stanice MDA MB-231 u kondicioniranom mediju roditeljskih stanica A1235; km TA:
stanice MDA MB-231 u kondicioniranom mediju stanica TA. *statisticki znacajna razlika u
odnosu na K; X statisticki znacajna razlika u odnosu na km A1235; ° statisticki znacajna
razlika u odnosu na km A1235 + TGFBR inh prema Student T-testu (p<0,05).

4.7.3. Utjecaj komercijalnog uPA na aktivnost uPA kod stanica MDA MB-231

Kako bismo ispitali u¢inak povratnih veza u regulaciji urokinaznog sustava, stanice
MDA MB-231 smo takoder tretirali komercijalnim uPA radne koncentracije 1x10° U/ml,

kroz 24 sata. Urokinaznu aktivnost smo odredili metodom radijalne kazeinolize.

Rezultati (Slika 25.) su pokazali da dodatak komercijalnog uPA znatno ne mijenja
aktivnost urokinaze stanica MDA MB-231.
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Slika 25. Aktivnost urokinaze kod stanica MDA MB-231 tretiranih komercijalnim uPA.
Stanice MDA MB-231 tretirane su s komercijalnim uPA (1x107 U/ml). Aktivnost urokinaze
odredena je u kondicioniranom mediju i predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na
vrijednosti netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju
bioloskih replika.

MDA: netretirane stanice MDA MB-231; MDA + uPA: stanice MDA MB-231 tretirane s
komercijalnim urokinaznim plazminogenim aktivatorom.
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5. RASPRAVA

5.1. Uloga TGFp u regulaciji sustava uPA

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi ulogu signalnog puta TGFp u regulaciji sustava
urokinaznog plazminogenskog aktivatora. Naime, urokinaza kao izvanstani¢na proteaza
sudjeluje u procesima razgradnje izvanstani¢nog matriksa 1 mogla bi biti regulirana sustavom
koji upravlja procesima epitelno-mezenhimske tranzicije (EMT). Neki od tih procesa
regulirani su signalnim putem TGF koji potice ekspresiju gena tipicnih za mezenhimski
fenotip, preko krovnih transkripcijskih faktora EMT (Sanchez-Till6 i sur. 2013; Moustakes 1
Heldin 2016). S druge strane, TGFp sudjeluje u regulaciji sustava uPA kod keratinocita i niza
drugih tipova tumorskih stanica (Iglesias i sur. 2000; Santibanez i sur. 2002a; Santibanez i
sur. 2002b). Put TGFp nizvodnim transkripcijskim faktorima moze kontrolirati ekspresiju i
urokinaze, njenih inhibitora i receptora, a dominantan je porast ekspresije PAI-1 putem
transkripcijskih faktora SMAD (Datta i sur. 2000; Chen i sur. 2001). Urokinaza moze, kao
izvanstani¢na proteaza, povecati djelovanje TGFf aktivacijom latentnog oblika ovog faktora

(Lyons i sur. 1990; Annes i sur. 2003).

U nasim istrazivanjima kao model su posluzile stanice humanog glioblastoma. Ovim
smo stanicama povecali ekspresiju TGF unosom ekspresijskog plazmida pcDNA3-hTGFf sa
sekvencom TGF. Stani¢nu liniju A1235 transficiranu plazmidom uzgojili smo kao trajnu
liniju i nazvali je TA te analizirali ekspresiju TGFP na razini RNA i proteina. Ekspresija
TGFJ; kod stanica TA u odnosu na roditeljske stanice A1235 bila je 17 puta veca. Od ostalih
ispitivanih gena signalnog puta TGFp, SMAD-4, kofaktor transkripcijskih faktora SMAD-2 i
SMAD-3, nije imao promjene u razini ekspresije, a SMAD-7,inhibitorni transkripcijski faktor
u negativnoj povratnoj vezi, blago je porastao kod stanica TA. Na razini proteina bila je
povecana ekspresija oblika TGFP od oko 60 kDa §to bi moglo predstavljati protein TGFf
prepisan s plazmida pcDNA3-hTGFB kod stanica TA. Ostale vrpce prikazuju prisutnost
razli¢itih oblika TGFpB koji se javlja u obliku monomera, homodimera i heterodimera.
Takoder, razli¢ite varijante TGFP su moguce zbog posttranslacijskih modifikacija proteina i

cijepanja propeptida iz neaktivnog u aktivni oblik (Crawford i sur. 1998; Kang i sur. 2009).

lako je u stanicama TA pokazana ekspresija proteina s plazmida pcDNA3-hTGFp,
sekvenciranje plazmida je, medutim, pokazalo da su u kloniranoj sekvenci prisutne tockaste

mutacije i insercija jedne baze koja uzrokuje pomak okvira ¢itanja (Prilog 1.). Kompjutorska

51



in silico analiza sekvence aminokiselina translatiranih s plazmida pcDNA3-hTGFp pokazala
je da je, zbog pojave preuranjenog STOP kodona, kodirajuca sekvenca od 300 aminokiselina,
umjesto originalnih 360, te da je samo prvih 260 aminokiselina homologno TGFp-1 (Prilog
I1.). Tako bi protein eksprimiran s plazmida pcDNA3-hTGFf imao masu od oko 33 kDa, a
njegovi dimeri oko 60 kDa. Takoder je usporedba proteinskih domena TGFf1 pokazala da je
s plazmida prepisan samo N terminalni dio odgovoran za vezanje za inhibitorski protein
LTBP (engl. latent TGFp binding protein), dok dio odgovoran za aktivaciju receptora
nedostaje. Inace, vezanje TGFp na LTBP disulfidnim vezama sprje¢ava njegovo vezanje na
receptore (Sinha i sur. 1998). Analiza ekspresije RNA stanica TA pokazala je viSestruko
povecanje ekspresije TGFB budu¢i da se pocetnice vezu za RNA promijenjenu samo u
nekoliko toCkastih mutacija. Medutim, usprkos deletiranom obliku proteina, stanice TA su
pokazale promjene u ekspresiji niza proteina. Zakljuceno je da bi to ipak mogla biti posljedica
djelovanja TGFB zbog moguceg kompetitivnog vezanja deletiranog oblika za inhibitorski
protein LTBP koje bi omogucilo oslobadanje endogenog TGFB u medij i tako indirektnog

povecanja njegove koncentracije.

Morfoloski nije bilo razlika u izgledu roditeljskih i stanica TA. Kako TGFf ima ulogu
tumor supresora kod normalnih stanica i zaustavlja stani¢nu proliferaciju (Blobe 1 sur. 2000;
Alberts i sur. 2008) istrazili smo njegov Utjecaj na rast stanica TA i nije bilo razlike u rastu u

odnosu na kontrolne stanice.

Stanice TA su imale povecanu aktivnost urokinaze u odnosu na roditeljske.
Proteoliticka aktivnost uPA posljedica je ekspresije uPA i izlu¢ivanja proenzima iz stanice, ali
I prisutnosti inhibitora PAI-1. Zbog toga smo analizirali ekspresiju ovih molekula na razini
RNA i proteina, kod roditeljskih stanica i stanica TA. Analize na razini RNA su pokazale
povecanu ekspresiju gena UPA, UPAR i PAI-1, dok je ekspresija PAI-2 smanjena kod stanica
TA u odnosu na roditeljske. Na razini proteina nismo dobili znatno povecanje uPA niti smo
detektirali visokomolekulski kompleks uPA-uPAR. Detektirana je povecana ekspresija
inhibitora PAI-1. Put TGFp inace dovodi do povecanja ekspresije PAI-1 ¢iji promotor sadrzi
sekvence za vezanje proteina SMAD (Datta i sur. 2000). Budu¢i da smo eksperiment radili na
stani¢nim lizatima, moguce je da TGFp utjeCe na otpusStanje urokinaze iz stanica i time

dovodi do povecanja njene aktivnosti.
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Kako bismo detaljnije upoznali ulogu TGFp u regulaciji sustava uPA, proveli smo
eksperimente s inhibitorom receptora TGFP. Kod roditeljskih stanica A1235 inhibitor
smanjuje aktivnost uPA, ali i ekspresiju inhibitora PAI-1. Proveli smo usporedan eksperiment
na stanicama TA tretiranim inhibitorom receptora TGFpB koji je isto tako pokazao da
inhibicija receptora smanjuje aktivnost urokinaze. Takoder smo uzgojili stanice A1235 u
mediju kondicioniranom rastom stanica TA. Taj medij je izazvao povecanje aktivnosti

urokinaze kod roditeljskih stanica.

Kondicionirani medij stanica TA moze, osim TGFp, sadrzavati i poveéanu koli¢inu
aktivne urokinaze, koja povratnom signalnom vezom preko receptora uPA moze potaknuti
ekspresiju UPA (Konakova i sur. 1998). Isto tako, pokazano je da urokinaza moze cijepanjem
proteina koji ¢uvaju TGFp u latentnom obliku povecati aktivnost ovog faktora rasta (Annes i
sur. 2003). Stanice A1235 smo stoga tretirali komercijalnom urokinazom, da bismo vidjeli je
li povecanje aktivnosti urokinaze posljedica povecanja TGFp ili posljedica ekspresije uPA.
Dobiveni rezultati su ukazali na povecanu urokinaznu aktivnost nakon tretmana

komercijalnom urokinazom.

U drugom dijelu rada analizirali smo promjene urokinazne aktivnosti stanica tumora
dojke MDA MB-231 i tumora plu¢a A2182 nakon modulacije signalnog puta TGFp. Stanice
smo uzgajali u mediju kondicioniranom stanicama TA za koje smo pretpostavili da
povecavaju koncentraciju TGF u mediju i1 detektirali smo povecanu aktivnost urokinaze kod
stanica MDA MB-231. Kod stanica A2182 nije bilo razlike u aktivnosti uPA kod stanica koje
su rasle u mediju kondicioniranom stanicama TA, u odnosu na kontrolni kondicionirani medij
stanica A1235. Da bi se iskljucio utjecaj povecane koncentracije aktivne urokinaze u mediju
koja bi pozitivnom povratnom signalnom vezom preko receptora mogla utjecati na povecanje
urokinaze (Konakova i sur. 1998), stanice smo inkubirali i uz dodatak komercijalne
urokinaze, medutim nije pokazano da bi ona imala utjecaj. Obrada stanica MDA MB-231
inhibitorom puta TGFp, medutim, nije izazvala smanjenje aktivnosti urokinaze, dok je kod

A2182 doslo do porasta bazalne aktivnosti.

Moglo bi se zakljuciti da signalni put TGFB moZe regulirati bazalnu aktivnost
urokinaze, ali su ti procesi stani¢no-specifi¢ni. Chen i suradnici (2001) su pokazali kako
razlicite signalne mreZe koje postoje u razliitim tumorskim stanicama tj. unutarstanicni
okoli§ moze promijeniti set gena koji su mete puta TGFpB, a kako su to 1 uPA 1 njegovi

inhibitori, moguce je da omjer njihove ekspresije bude specifi¢an za stanicni tip. Ova pojava
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moze biti posljedica gubitka sposobnosti odredenih gena da reagiraju na signale TGFf zbog
strukturnih promjena kromatina u procesu tumorigeneze (Chen i sur. 2001), postojanja
razli¢itih kofaktora transkripcije koji se kombiniraju s nizvodnim elementima signalnog puta
TGFB (Mullen 1 sur. 2011), te epigenetskog statusa promotora gena koji su nizvodne mete
TGFp. Zbog toga bi odgovor stanice bio ovisan 0 njenom unutarstani¢cnom miljeu (Postigo i

sur. 2003; Caja i sur. 2015).

Sposobnost stani¢ne migracije jedno je od obiljezja epitelno-mezenhimske tranzicije.
Signalni put TGFP se smatra jednim od pokretaca tih procesa. Sanchez-Tillo i suradnici
(2013) su pokazali da je EMT proces kojim TGFp potice stani¢nu migraciju i moze povecati
metastaziranje. Usporedili smo stoga sposobnost migracije stanica TA s roditeljskim
stanicama testom ,,zarastanja“ te uocili da stanice TA brze ,,zarastaju od roditeljskih iako im
je stopa proliferacije bila jednaka. Takoder smo analizirali krovne transkripcijske faktore
epitelno-mezenhimske tranzicije TWIST-1, ZEB-1, SNAIL-1 i SNAIL-2. Oni su regulirani
preko TGFp, a nedavna istrazivanja su pokazala da neki od njih mogu regulirati i ekspresiju
elemenata sustava uPA. Naime, otkriveno je da ZEB-1 ima sposobnost koordinirati ekspresiju
UPA i PAI-1 na razini transkripcije i stabilnosti mRNA (Sanchez-Till6 i sur. 2013). Rezultati
nisu pokazali velike promjene u ekspresiji u odnosu na roditeljski soj. MoZemo pretpostaviti
da TGFB poti¢e migraciju stanica, ali ne preko regulacije gena epitelno-mezenhimske

tranzicije.

5.2. Uloga TGFp u mehanizmu djelovanja NaS na promjenu sustava uPA

Budu¢i da su dosadasnja istraZivanja pokazala da obrada stanica tumora razli¢itim
kemoterapeuticima moze povecati ili inhibirati aktivnost urokinaze (Matuli¢ i Brdar 2001;
Maduni¢ i sur. 2017), drugi cilj ovog istrazivanja bio je otkriti mogucéu ulogu signalnog puta
TGFp u tim procesima. NaS inaCe moze utjecati na signalne puteve ukljuene u regulaciju
gena sustava UPA, poput signalnih putova MAP kinaza i NF-kB (Schwenger i sur. 1997; Yin i
sur. 1998; Schwenger i sur. 1999). Analize urokinazne aktivnosti nakon obrade s NaS kod
nekoliko stani¢nih linija su pokazale da je utjecaj NaS stani¢no-specifi¢an. U stani¢nim
linijjama glioblastoma (Matuli¢ i Brdar 2001) do$lo je do povecanja aktivnosti uPA, u
stanicama bubrega embrija HEK 293 nije bilo promjene dok je kod stanica tumora pluca

A2182 i dojke MDA MB-231 doslo do smanjenja aktivnosti (Madunic¢ i sur. 2017).
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Natrijev salicilat je derivat acetilsalicilne kiseline (aspirina) koji se stolje¢ima koristi
kao nesteroidni protuupalni lijek (engl. non-steroidal anti-inflammatory drugs; NSAID) zbog
svojih analgetskih i1 protuupalnih uc¢inaka. Aspirin djeluje putem inhibicije ciklooksigenaza
(COX), enzima ukljucenih u sintezu prostaglandina. NaS nema acetilnu skupinu potrebnu za
proteinsku interakciju s ciklooksigenazama, ali ipak ima protuupalno djelovanje (Amann i
Peskar 2002). Unutarstanicni putevi djelovanja NaS su jo$ uvijek meta istrazivanja. Neke
studije pokazuju da NaS utjece na COX na stupnju transkripcije i djeluje na puteve ukljucene
u upalu preko inhibicije razli¢itih protein kinaza (Tegeder i sur. 2001). Stovise, pokazano je
da aspirin i njegovi derivati imaju sposobnost suprimirati rast tumora kolona i prema tome

pokazuju kemoterapeutski potencijal za lije¢enje tumora (Stark i sur. 2007).

U ovom istrazivanju analizirali smo utjecaj NaS na promjenu aktivnosti urokinaze u
ovisnosti o induciranoj ili inhibiranoj ekspresiji TGFp. Pokazano je da stanice A1235
povecavaju aktivnost urokinaze nakon obrade natrijevim salicilatom, te da je taj proces ovisan
i 0 promjeni ekspresije uPA i PAI-1 (Matuli¢ i Brdar 2001). Stanice smo zato tretirali
natrijevim salicilatom u kombinaciji s inhibitorom receptora TGFp. Inhibitor receptora TGF[3
smanjio je indukciju aktivnosti urokinaze izazvanu salicilatom te ukazao na moguce
sudjelovanje ovog puta u regulaciji plazminogenskog aktivacijskog sustava. Takoder su i
stanice TA pokazale slicne promjene. Ovi su rezultati potvrdeni 1 u eksperimentu u kojem je
urokinazna aktivnost inducirana alkiliraju¢im agensom. Naime, stanice A1235 pokazuju
porast aktivnosti urokinaze 1 nakon indukcije alkiliraju¢eg oSte¢enja (Brdar 1986; Brdar 1
Matuli¢ 1988; Maduni¢ i sur. 2014) kojeg ne mogu popravljati enzimom O°®-metilguanin-
DNA metiltransferazom (engl. O8-methylguanine-DNA methyltransferase; MGMT) koji im
nedostaje (Day i sur. 1980; Scudiero i sur. 1984). Obradom stanica kombinacijom MNNG i
inhibitora receptora TGF istrazili smo utjecaj puta TGFf i1 u tim procesima je inhibitor TGFf3

smanjio razinu indukcije.

Analiza utjecaja natrijevog salicilata na ekspresiju proteina urokinaznog sustava kod
lizata stanica A1235 i TA pokazala je da se ekspresija pojedinih oblika TGFf kod tretiranih
stanica smanjuje u odnosu na netretirane. Kvantitativna analiza ekspresije RNA kod stanica
A1235 tretiranim s NaS pokazala je, medutim, da je natrijev salicilat povecao ekspresiju
SMAD-7, proteina uklju¢enog u negativnu povratnu vezu puta TGFf i blago pove¢ao SMAD-

4, dok promjene ekspresije TGF5 nisu bile statisticki znacajne (neobjavljeni rezultati).
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Analiza ekspresije proteina urokinaznog sustava nakon tretmana salicilatom nije
pokazala poveéanje ekspresije uPA kod tretiranih stanica. Medutim, ekspresija inhibitora
PAI-1 je kod tih stanica smanjena u odnosu na netretirane, ¢ime bi se moglo objasniti
povecanje aktivnosti enzima. Ove podatke potvrduju i rezultati analize ekspresije na razini
RNA (neobjavljeni podaci). S druge strane, inhibitor receptora TGFp je takoder inhibirao
ekspresiju PAI-1, buduéi da je PAI-1 reguliran signalnim putem TGFf (Datta i sur. 2000), ali
nije doslo do povecanja enzimske aktivnosti. Stanice TA imale su slicne promjene u ekspresiji
urokinaze i njenog inhibitora kao odgovor na obradu salicilatom kao roditeljske stanice
A1235.

Kako je analiza na razini RNA pokazala da je kod stanica A1235 natrijev salicilat
povecao ekspresiju ZEB-1, SNAIL-1 i SNAIL-2 kao krovih transkripcijskih faktora EMT
(neobjavljeni rezultati), a stanice A1235 nakon obrade s NaS povecéavaju aktivnost urokinaze,
pretpostavili smo da bi NaS mogao povecati stani¢énu migraciju. Sposobnost migracije ispitali
smo u posebnim komoricama samo na stanicama TA. Rezultati su pokazali smanjenje
migracije stanica nakon obrade salicilatom. Sli¢ni su rezultati dobiveni testom ,,zarastanja“
stanica i kod stanica A1235 i TA. Kod testa "zarastanja" rezultat je posljedica utjecaja i na
stani¢nu migraciju i stani¢nu proliferaciju, a prethodna su istrazivanja pokazala da salicilat
inhibira proliferaciju stanica A1235 (Matuli¢ 1 Brdar 2001; Maduni€ 1 sur. 2017). Primije¢eno
je da NaS dovodi do inhibicije sinteze proteina 1 stani¢ne proliferacije. S druge strane,
istrazivanje migracije stanica tumora dojke MDA MB-231 nakon obrade salicilatom pokazalo
je smanjenje migracije stanica u testu ,,zarastanja“, no ne i u testu migracije u komoricama.
Kod ovih je stanica salicilat inhibirao aktivnost urokinaze, zbog smanjene ekspresije
urokinaze i poveéanja ekspresije njezinih inhibitora. Analiza signalnih molekula pokazala je
aktivaciju TGFp, povecanje krovnih transkripcijskih faktora EMT 1 promjene u ekspresiji
integrina (Maduni¢ i sur. 2017).

Dosadasnja su istrazivanja pokazala da stanice tumora dojke MDA MB-231 i pluc¢a
A2182 nakon tretmana natrijevim salicilatom smanjuju aktivnost uPA (Maduni¢ i sur. 2017).
Eksperimenti s inhibicijom puta TGFP pokazali su da kombinacija salicilata i inhibitora
smanjuje inhibitorni utjecaj salicilata, ali ne u potpunosti. Ovi bi rezultati ukazivali da signalni
put TGFp sudjeluje u stanicnom odgovoru na natrijev salicilat, ali da nije jedini faktor.
SloZene odnose puta TGFP 1 regulacije urokinaze potvrduju 1 rezultati analize ekspresije gena
i proteina kod stanica MDA MB-231 tretiranih salicilatom (Maduni¢ i sur. 2017). U ovim je
stanicama salicilat smanjio aktivnost urokinaze, inhibicijom ekspresije uPA i blagim
poveéanjem ekspresije PAI-1. Inhibicija ekspresije uPA javila se i nakon obrade stanica
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celecoxibom, specificnog inhibitora ciklooksigenaza s aktivnostima sli¢nim aspirinu
(Andrews 1 sur. 2005). Medutim, ovi su procesi bili pra¢eni povecanjem ekspresije TGFp,
SMAD-4 i SMAD-7, kao i krovnog transkripcijskog faktora ZEB-1. S druge strane, ekspresija
ZEB-1 se povezuje s povecanjem aktivnosti urokinaze u drugim tipovima tumora (Sanchez-
Tillo i sur. 2013).

Iako se sastoji od samo nekoliko stepenica, signalni put TGFB vrlo je kompleksan i
ovisan o unutarstaniénom okoliSu, ekspresiji specificnih kofaktora i dostupnosti signalnih
molekula promotorima. To potvrduje i njegova uloga i kao tumorskog supresora i kao
promotora razvoja tumora. NaSi su eksperimenti pokazali da TGFB moze sudjelovati u
regulaciji sustava urokinaznog plazminogenskog sustava na stani¢no-specifican nacin.
Takoder je pokazano da moze modulirati stani¢ni odgovor na obradu natrijevim salicilatom,
na stani¢no-specifican nacin. S druge strane, aktivnost urokinaznog plazminogenskog sustava,
iako bi mogla biti dio mezenhimskog fenotipa i sudjelovati u stanicnoj migraciji, ne korelira
kod svih stani¢nih tipova i u svim uvjetima rasta stanica s procesima epitelno-mezenhimske
tranzicije. Potrebna su dodatna istrazivanja da bi se upoznalo sloZene mehanizme regulacije

ovih procesa u stanici.
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6. ZAKLJUCAK

(1) stani¢na linija TA transficirana plazmidom pcDNA3-hTGFB ima povecanu ekspresiju
deletiranog oblika molekule TGFp koja ne uzrokuje promjene u morfologiji i rastu u odnosu

na roditeljske stanice A1235

(2) signalni put TGFB utjeCe na promjenu aktivnosti urokinaze kod stanica humanog
glioblastoma budu¢i da inhibicija signalnog puta TGF smanjuje bazalnu aktivnost urokinaze

i aktivnost induciranu natrijevim salicilatom, a stanice TA imaju povecanu aktivnost

(3) inhibicija receptora TGFp povecava aktivnost uPA kod stanica A2182, ali ne i kod stanica
MDA MB-231. Natrijev salicilat znatno inhibira aktivnost uPA kod obje stani¢ne linije, a u
kombinaciji s inhibitorom dolazi do smanjenja te inhibicije

(4) natrijev salicilat povecava urokinaznu aktivnost i smanjuje migraciju stanica TA

transficiranih plazmidom pcDNA3-hTGFp

(5) sustavi regulacije urokinaznog plazminogenskog aktivatora i signalnog puta TGFp

stani¢no su specificni.
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https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_aa (pristupljeno 23. kolovoza 2018.)
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8. PRILOZI

Prilog I. Sekvenca dobivena sekvenciranjem ekspresijskog plazmida pcDNA3-hTGFf

Prilog Il. Polipeptidna sekvenca dobivena in silico iz rezultata sekvenciranja plazmida
pcDNAS-hTGFp
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Prilog I. Sekvenca dobivena sekvenciranjem ekspresijskog plazmida pcDNA3-hTGFp

CCGAGTGGGAGCATATAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTAC
TGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTTGGTACCGAG
CTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGATTATGCCGCCCT
CCGGGCTGCGGCTGCTGCTGCTGCTGCTACCGCTGCTGTGGCTACTGGTGC
TGACGCCTGGCCGGCCGGCCGCGGGACTATCCACCTGCAAGACTATCGACA
TGGAGCTGGTGAAGCGGAAGCGCATCGAGGCCATCCGCGGCCAGATCCTGT
CCAAGCTGCGGCTCGCCAGCCCCCCGAGCCAGGGGGAGGTGLLCGLLLLeaGGLC
CGCTGCCCGAGGCCGTGCTCGCCCTGTACAACAGCACCCGCGACCGGGETGG
CCGGGGAGAGTGCAGAACCGGAGCCCGAGCCTGAGGCCGACTACTACGCCA
AGGAGGTCACCCGCGTGCTAATGGTGGAAACCCACAACGAAATCTATGACA
AGTTCAAGCAGAGTACACACAGCATATATATGTTCTTCAACACATCAGAGCT
CCGAGAAGCGGTACCTGAACCCGTGTTGCTCTCCCGGGCAGAGCTGCGTCT
GCTGAGGCTCAAGTTAAAAGTGGAGCAGCACGTGGAGCTGTACCAGAAATA
CAGCAACAATTCCTGGCGATACCTCAGCAACCGGCTGCTGGCACCCAGCGA
CTCGCCAGAGTGGTTATCTTTTGATGTCACCGGAGTTGTGCGGCAGTGGTTG
AGCCGTGGAGGGGAAATTGAGGGCTTTCGCCTTAGCGCCCACTGCTCCTGT
GACAGCAGGGATAACACACTGCAAGTGGACATCAACGGGTTCACTACCGGC
CGCCGAGGTGACCTGGCCACCATTCATGGCATGAACCGGCCTTTCCTGCTTC
TCATGGCCACCCCGGCTGGAGAGGGCCCAGCATCTGCAAAGCTCCCGGCAC
CGCCGAGCCCTGGACACCAACTATTGCTTCAGCTCCACGGAGAAGAACTGCT
GCGTGCGGCAGCTGTACATTGACTTCCGCAAGGACTTCGGCTGGAAGTGGATC
CACGAGCCCAAGGGCTACCATGCCAACTTCTGCCTCGGGCCCTGCCCCTACATTT
GGAACCTGGACACGCAGTACAGCAAGGTCCTGGCCCTGTACAACCAGCATTAAC
CCGGGGGCCTTCGGCGGGCCCTGGCTTCTTTGTCCCAAGGGCTTGGAACCCCTGC
CCCTCCGTGTAACACCTGGGGCCCCAAGCCCAAGGTGGGAACACCTGTCCACACT
GATCTGGGCGCCTCTGCAAATGCGGCTGAAATACCTTTGGGAATTTTGGAAATAA
CCTTCACACTGGGGGGGCGCTCGGAATTGGTCTTAAAGGGGCCTTATTCTAATTG
TGCCCAAAATGTGAAACCTCCTATAAACCCCCCAGGTGGCTCTTAATTTGCGCCC
ACCTTGTTTGTGCCCTCCCCGGCCGTCTTTTCAACGGGGAAGGGGGCTTCCCCCCG
CTCTCTCTAAAAAAAAGAAGATAATCCCCCTTTTTCGAGGGAGGCTTTAATTTCTC
TTGGGGGGGGGGTGGGGGGACCCACCACAAAAGAGAATAGATATACACACAACC
TCCCCTTCGGGTCGGTGTTTGGCTCTTTTGTAACAGAAAACCAATTTGGTTGTGGA



CCCCGCCCCCAGAGCCCAACAGGGTTGGGTGTGACCACAGAACCACAACGCTTTC
CCCTTCCTT

Legenda: Plavom bojom oznacena je kodirajuca sekvenca TGF[; crvenom bojom je
oznacena insercija koja uvodi pomak okvira Citanja zbog kojeg se pojavljuje preuranjeni

STOP kodon TGA (oznacen zelenom bojom).

(Dobiveno pomoc¢u programa https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi i

http://www.ensembl.org/index.html)

Prilog Il. Polipeptidna sekvenca dobivena in silico iz rezultata sekvenciranja plazmida
pcDNA3-hTGFp

MetPPSGLRLLLLLLPLLWLLVLTPGRPAAGLSTCKTIDMetELV
KRKRIEAIRGQILSKLRLASPPSQGEVPPGPLPEAVLALYNST
RDRVAGESAEPEPEPEADYYAKEVTRVLMetVETHNEIYDKF
KQSTHSIYMetFFNTSELREAVPEPVLLSRAELRLLRLKLKVE
QHVELYQKYSNNSWRYLSNRLLAPSDSPEWLSFDVTGVVRQ
WLSRGGEIEGFRLSAHCSCDSRDNTLQVDINGFTTGRRGDLA
TIHGMetNRPFLLLMetATPAGEGPASAKLPAPPSPGHQLLLQLH
GEELLRAAAYVH Stop

Legenda: Pomocu programa https://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_aa sekvenca
dobivena sekvenciranjem plazmida pcDNA3-hTGFp je prepisana u aminokiseline. Crveno
oznaceno je aminokiselina alanin koja je zbog insercije zamijenila leucin, a zeleno slijed

promijenjenih aminokiselina zbog pomaka okvira Citanja.
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