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Uloga autofagije u antileukemijskom dejstvu citarabina i idarubicina in vitro

Rezime

Autofagija, proces programirane celijske razgradnje unutarcelijskog sadrzaja, je
ukljucena u regulaciju prezivljavanja i smrti ¢elija kancera. U ovoj doktorskoj disertaciji
je po prvi put ispitivana sposobnost antileukemijskih lekova citarabina 1 idarubicina da
indukuju autofagiju u razli¢itim humanim leukemijskim ¢elijskim linijama i
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi (MNPK) pacijenata obolelih od leukemije in
vitro. Takode, ispitivani su unutarcelijski mehanizmi odgovorni za indukciju autofagije,
kao 1 uloga autofagije u citotoksi¢nosti ovih lekova.

Vijabilitet REH, HL-60, K562 leukemijskih ¢elijskih linija, MNPK pacijenata
obolelih od leukemije i MNPK zdravih kontrola je odredivan merenjem aktivnosti
kisele fosfataze 1 mitohondrijalnih dehidrogenaza. Proto¢na citofluorimetrija je
koriS¢ena za detekciju apoptoze i zakiSeljavanja citoplazme. Indukcija autofagije je
ispitivana fluorescentnom mikroskopijom (detekcija unutaréelijskih kiselih vezikula
obojenih akridin oranzom), transmisionom elektronskom mikroskopijom (posmatranje
autofagnih vezikula) i imunoblot analizom (konverzija LC3-I u LC3-II, degradacija
SQSTM1/p62). Aktivacija signalnih puteva koji u€estvuju u regulaciji autofagije je
analizirana imunoblot metodom. Uloga autofagije u citotoksicnosti citarabina 1
idarubicina je ispitivana primenom farmakoloSke inhibicije bafilomicinom Al,
hlorokinom, vortmaninom i amonijum hloridom, kao i genetske inaktivacije ekspresije
beklina-1, LC38 1 SQSTMI1 transfekcijom odgovaraju¢im malim interferiraju¢im RNK.

Citarabin 1 idarubicin su izazvali povecanje unutaréelijske kiselosti 1 pojavu
autofagnih vezikula sa delimi¢no razgradenim Ccelijskim sadrZajem u leukemijskim
¢elijskim linijjama. Antileukemijski lekovi su stimulisali razgradnju supstrata autofagije
SQSTMI1 1 povecali konverziju LC3-I u LC3-II formu asociranu autofagozomima u
odsustvu 1ili prisustvu inhibitora proteolize, ukazuju¢i tako na povecanje autofagnog
fluksa. Oba leka su smanjila fosforilaciju mTOR kinaze, glavnog negativnog regulatora
autofagije 1 njegovog supstrata p70S6 kinaze, dok je tretman mTOR aktivatorom
leucinom sprecio indukciju autofagije. Idarubicin je suprimirao aktivnost mTOR

aktivatora Akt kinaze 1 stimulisao aktivnost protein kinaze aktivirane adenozin-



monofosfatom (AMPK). Sa druge strane, citarabin je inhibirao Akt, dok je aktivacija
AMPK i MAP kinaze ERK zavisila od tipa leukemijskih celija. Farmakoloska i
genetska inhibicija autofagije su znacajno povecale oksidativni stres, depolarizaciju
mitohondrija, aktivaciju kaspaza, fragmentaciju DNK 1 izazvale apoptozu u
leukemijskim ¢elijama tretiranim citarabinom. Sa druge strane, supresija autofagije je
smanjila proapoptotske promene u leukemijskim celijskim linijama tretiranim
idarubicinom. Takode, citarabin je indukovao citoprotektivnu, dok je idarubicin
indukovao citotoksi¢nu autofagiju u MNPK leukemijskih pacijenata, ali ne i1 zdravih
kontrola.

Ova studija je pokazala da je supresija citarabinom indukovane Akt/mTOR
zavisne autofagije stimulisala apoptozu leukemijskih ¢elija, sugeriSuci da bi se inhibitori
autofagije mogli koristiti u terapiji za senzitizaciju leukemijskih celija na citarabin,
smanjujuci tako njegovu efektivnu dozu i nezeljene efekte. Sa druge strane, pokazano je
da autofagni odgovor pokrenut AMPK/Akt-zavisnom mTOR inhibicijom doprinosi
citotoksi¢nom efektu idarubicina. Kako se klinicki odobren inhibitor autofagije hlorokin
uveliko razmatra za tretman hematoloskih maligniteta u kombinaciji sa razliitim
hemioterapeuticima, rezultati ove studije ukazuju da treba biti oprezan sa njegovom

primenom u terapijskim protokolima koji se baziraju na idarubicinu.

Kljucne redi: citotoksi¢na/citoprotektiva autofagija; citarabin; idarubicin; leukemija;
apoptoza

Nau¢na oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Molekularna medicina
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The role of autophagy in the in vitro antileukemic effect of cytarabine and

idarubicin

Abstract

Autophagy, a process of programmed cellular self-digestion, has been
implicated in regulation of cancer cell survival and death. The present study
investigated for the first time the ability of antileukemic drugs cytarabine and idarubicin
to induce autophagy in different human leukemic cell lines and peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) from leukemia patients in vitro. Intracellular mechanisms
responsible for the induction of autophagy, as well as the role of autophagy in

cytotoxicity of these drugs were also investigated.

Cell viability of REH, HL-60, K562 leukemic cell lines, and PBMC from
leukemic patients and healthy controls was determined by measuring the acid
phosphatase and mitochondrial succinate dehydrogenase activity. Flow cytometry was
used for the detection of apoptosis and intracellular acidification. Autophagy induction
was assessed by fluorescent microscopy (detection of acridine orange stained
intracellular acidic vesicles), by transmission electron microscopy (observation of
autophagic vacuoles), as well as by immunoblot analysis of LC3 conversion and
SQSTM1/p62 proteolysis. Activation of autophagy-regulating signaling pathways was
analyzed by immunoblotting. Pharmacological inhibition of autophagy with
bafilomycin A1, chloroquine, wortmannin, and NH4Cl or RNA interference-mediated
knockdown of beclin-1, LC3 and SQSTM1 were used to determine the role of the

autophagy in cytotoxicity of antileukemic drugs.

Cytarabine and idarubicin induced an increase in intracellular acidification and
appearance of autophagic vesicles with partially digested cellular components in
leukemic cell lines. Antileukemic drugs stimulated the degradation of autophagic target
SQSTMI1 and enhanced the conversion of LC3-I to autophagosome-associated LC3-II
in the absence or presence of proteolysis inhibitors, thus indicating the increase in
autophagic flux. Both drugs reduced the phosphorylation of the major negative regulator

of autophagy mammalian target of rapamycin (mTOR), and its downstream target



p70S6 kinase, while the treatment with the mTOR activator leucine prevented
autophagy induction. Idarubicin suppressed activity of mTOR activator Akt and
stimulated mTOR inhibitor AMP-activated protein kinase (AMPK). On the other hand,
cytarabine inhibited Akt, while the activation of AMPK and MAP kinase ERK was
leukemic cell type dependent. Pharmacological and genetic inhibition of autophagy
markedly increased oxidative stress, mitochondrial depolarization, caspase activation,
DNA fragmentation and apoptotic cell death in cytarabine-treated leukemic cells.
However, autophagy suppression down-regulated proapoptotic changes in leukemic cell
lines treated with idarubicin. Moreover, cytarabine induced cytoprotective, while
idarubicin induced cytotoxic autophagy in PBMC from leukemic patients but not

healthy controls.

This study demonstrates that the supression of Akt/mTOR-dependent autophagy
stimulates cytarabine-induced apoptotic death of leukemic cells, suggesting that
autophagy-inhibiting drugs might be used to sensitize leukemic cells to cytarabine based
therapy, thus decreasing its effective dose and ameliorating its side effects. On the other
hand, our data indicate that autophagic response triggered by AMPK/Akt-dependent
mTOR inhibition might contribute to idarubicin-mediated killing of leukemic cells. As
clinically approved autophagy inhibitor chloroquine is currently being considered in the
treatment of hematological malignancies 1in combination with different
chemotherapeutics, our results warrant caution when considering its use in idarubicin-

based therapeutic protocols.

Keywords: cytotoxic/citoprotective autophagy; cytarabine; idarubicin; leukemia;
apoptosis

Research area: Medicine

Research field: Molecular medicine
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1. UVOD

1.1. Leukemije: znacaj, podela i terapija

Tumori su patoloske tvorevine koje nastaju nekontrolisanom deobom maligno
transformisanih c¢elija. Maligna transformacija podrazumeva postepenu akumulaciju
genetskih promena koje omogucavaju novonastaloj neoplastiénoj celiji da se
neograniceno 1 nekontrolisano razvija i deli, $to joj omogucéava selektivnu prednost u
odnosu na okolne zdrave celije (Coleman, 2015). Tumorske ¢elije poseduju sposobnost
izbegavanja antitumorskog delovanja imunoloskog sistema (Hanahan i Weinberg, 2011).
Osim toga, one mogu koristiti faktore rasta i angiogeneze, kao i enzime koji modifikuju
ekstracelijski matriks za promovisanje sopstvenog rasta, angiogeneze, invazivnosti i
metastaziranja (DeNardo 1 sar., 2010). Na osnovu potencijalnog klinickog ponasanja,
tumori se mogu podeliti na benigne i maligne. Benigni tumori rastu lokalno,
inkapsulirani su i nemaju tendenciju za metastaziranjem. Maligni tumori, ili kanceri,
mogu da metastaziraju, odnosno obrazuju sekundarne tumore u tkivima i organima koji
nisu u direktnom kontaktu sa tkivom u kome se razvio primarni tumor (Fidler, 1978).
Osnovna podela malignih oboljenja je izvrSena na osnovu mesta nastanka, odnosno
vrste ¢elija 1 tkiva u kojima je doslo do obrazovanja neoplazije. HematoloSke neoplazme,
u koje se ubrajaju i leukemije, ¢ine 9% svih vrsta maligniteta i1 predstavljaju Cetvrti po
redu najceS¢e dijagnostifikovani oblik karcinoma u ekonomski razvijenim regionima
sveta (Smith 1 sar., 2011).

Leukemije predstavljaju heterogenu grupu progresivnih malignih oboljenja
hematopoetskog sistema u kojima dolazi do nekontrolisane i prekomerne proliferacije
abnormalno diferenciranih prekursorskih ¢elija krvi, opredeljenih za odredenu ¢celijsku
lozu. Prilikom nastanka bolesti, dolazi do supresije hematoloske aktivnosti koja
rezultuje smanjenom produkcijom normalnih/zdravih krvnih ¢elija §to vodi anemiji,
Cestim infekcijama, hemoragiji, uvecanju limfnih organa, jetre i posledi¢noj kaheksiji
organizma (Hamerschlak, 2008; Seth i Singh, 2015). Na osnovu klini¢kih 1 patoloskih
svojstava, podela leukemija je izvrSena na akutne i hroni¢ne. Akutne leukemije se

karaktriSu naglim pocetkom 1 brzim razvojem bolesti. Nastaju nekontrolisanim



razmnozavanjem i nagomilavanjem nezrelih, nefunkcionalnih leukocita (blasta) u
kostnoj srzi, krvotoku i limfnim tkivima. Hroni¢ne leukemije predstavljaju maligne
neoplazije krvi koje se odlikuju zrelijim, odnosno terminarno diferenciranim malignim
leukocitima, a u kliniCkom smislu sporijim tokom nastanka bolesti. Dalja klasifikacija je
izvrSena prema hematoloskom poreklu, odnosno tipu prekursorskih krvnih ¢elija koje su
pogodene boles¢u, na mijeloidne/mijelogene i limfoblastne/limfocitne leukemije
(Vardiman 1 sar., 2009; Ekiz i sar., 2012; Arber i sar., 2016; Swerdlow 1 sar., 2016).
Razli¢ite forme leukemije su karakteristicne za odredeno doba zivota. Hroni¢na
limfocitna (engl. chronic lymphocytic leukemia, CLL) 1 hroni¢na mijeloidna leukemija
(engl. chronic myeloid leukemia, CML) pogadaju pretezno odrasle osobe (McClanahan i
Gribben, 2014; Alikian 1 sar., 2017), akutna mijeloidna leukemija (engl. acute myeloid
leukemia, AML) se razvija kod pacijenata svih Zivotnih dobi (Tallman i sar., 2005), dok
od akutne limfocitne leukemije (engl. acute lymphocytic leukemia, ALL) najcesce
oboljevaju deca (Moorman, 2016). Dijagnostifikovanje leukemije vrSi se na osnovu
mikroskopske 1 geneticke analize uzorka biopsije koStane srzi, kao i analizom
imunofenotipa pomocu protocne citofluorimetrije.

Tretman leukemija zavisi od tipa i stadijuma oboljenja. Bolest se najcesce tretira
kombinovanom konvencionalnom hemioterapijom ili terapijskim zra¢enjem, dok je u
odredenom broju slucajeva neophodno izvrSiti transplantaciju kosStane srzi (Kharfan-
Dabaja 1 sar.,, 2007). Hemioterapija predstavlja tretman hemijskim citotoksicnim
supstancama, nespecifiénim intracelijskim otrovima, koji sprecavaju celijsku deobu 1
rast, odnosno deluju antiproliferativno, izazivaju¢i Celijsku smrt pokretanjem procesa
apoptoze. Na osnovu hemijske strukture, mehanizma dejstva 1 interakcije sa drugim
lekovima, hemioterapeutici koji se upotrebljavaju u leCenju hematoloskih maligniteta se
mogu podeliti u nekoliko grupa: alkiliraju¢i antineoplasticni agensi, antimetaboliti,
antitumorski antibiotici, agensi koji deluju na mikrotubule 1 inhibitori tirozin kinaza.
Alkiliraju¢i agensi, poput hlorambucila 1 busulfana, formiraju kovalentne veze sa
dezoksiribonukleinskom kiselinom (DNK), izazivajuéi nastajanje prekida lanca DNK
prilikom replikacije ili reparacije, $to dovodi do fragmentacije hromozoma 1 ¢elijske
smrti (Lind, 2011). Antimetaboliti su sinteticki dobijeni analozi nukleobaza ili
nukleozida, sa hemijskom strukturom izmenjenom tako da interferira sa normalnim

funkcionisanjem c¢elije (Parker, 2009). U njih spadaju: metotreksat (Mantadakis 1 sar.,



2005), tioguanin (Munshi i sar., 2014), merkaptopurin (Schmiegelow i sar., 2014),
citarabin (Kantarjian i sar., 2000; Pigneux i sar., 2007), fludarabin (Rai i sar., 2000) i
decitabin (Malik 1 Cashen, 2014). Antitumorski antibiotici kao §to su doksorubicin,
daunorubicin 1 idarubicin su najefikasniji hemioterapeutski agensi sa Sirokim spektrom
dejstva koji izazivaju oste¢enja DNK molekula i promene na ¢elijskoj membrani (Weiss,
1992; Han i sar., 2015; Uchakina i sar., 2016; Zhou 1 sar., 2016). Agensi koji deluju na
mikrotubule (Vinka alkaloidi) su biljne supstance koje spreavaju normalno
funkcionisanje tubulina u mikrotubulama i tako naruSavaju bitne celijske procese kao
Sto su: mitoza, mejoza, unutarcelijski transport, odrzavanje ¢elijskog oblika (Lind, 2011;
Chao 1 sar., 2015). Inhibitori tirozin kinaza su sinteticki medikamenti koji inhibiraju
tirozin kinaze, enzime koji imaju ulogu u aktivaciji mnogobrojnih signalnih puteva,
presudnih za normalno funkcionisanje ¢elije (Lind, 2011). Najpoznatiji medu njima,
imatinib, selektivno deluje na tumorske celije CML sa poremecenim Filadelfija
hromozomom, tako $to inhibira konstitutivno aktivnu tirozin kinazu nastalu ekspresijom
fuzionisanth BCR-ABL1 gena (engl. Breakpoint Cluster Region-Abelson murine
leukemia viral oncogene homolog 1) (Henkes i sar., 2008; Tabarestani i Movafagh,
2016). Radioterapija se ponekad koristi u lecenju leukemije koja se prosirila u centralni
nervni sistem, spinalnu tecnost ili testise. Takode, kod obolelih koji su kandidati za
alogenu transplantaciju mati¢nih ¢elija, ozraCivanje celog tela Cesto predstavlja sastavni
deo pripremnog zrafenja za ovaj vid transplantacije. Transplatacija mati¢nih Celija
kostane srzi se vrsi kod obolelih sa uznapredovalim stadijumom leukemije i veoma je
rizi¢na, jer moze do¢i do odbacivanja transplantata 1 pojave infekcija (Winston 1 sar.,
1979; Bouchlaka 1 sar., 2010). Postoje dva oblika presadivanja mati¢nih celija krvi:
autologna transplantacija, kada je pacijent sam sebi davalac mati¢nih celija krvi i

alogena, kada je donor srodan ili delimi¢no srodan (Anasetti i Hansen, 1992).

1.2. Citarabin

Citarabin je jedan od najcesce koris¢enih hemioterapeutika koji se samostalno ili
u kombinaciji sa drugim antineoplasti¢nim agensima koristi za le€enje akutnih oblika
mijeloidne 1 limfocitne leukemije, CML, ne-HocCkinovog limfoma, eritroleukemije 1

meningealne leukemije (Lamba, 2009). Citarabin (citozin arabinozid, arabinofuranozil



citidin, 1-B-arabinofuranozilcitozin [Ara-C]) spada u citostatike iz grupe antimetabolita
1 predstavlja sinteticki analog pirimidinskog nukleozida deoksicitidina, pri ¢emu se po
hemijskom sastavu sastoji od aldopentoze arabinoze i azotne baze citozina (Roberts i

Dekker, 1967) (slika 1).
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Slika 1. Strukturna formula citozin arabinozida (citozina). Sistemsko ime (prema engl. International
Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC) citozina glasi 4-amino-1-[(2R,3S,4R,5R)-3,4-dihidroksi-5-
(hidroksimetil)oksolan-2-il] pirimidin-2-jedan. Citarabin predstavlja organsko jedinjenje koje sadrzi 9

atoma ugljenika i ima molekulsku masu od 243,217 Da.

Citozin arabinozid je sintetisan od strane Walwick-a, Walden-a i Dekker-a 1959. godine,
na Kalifornijskom Univerzitetu u Berkliju (Walwick i sar., 1959). Zbog svoje strukturne
sli¢nosti sa purinima i pirimidinima, antimetabolicki agensi poseduju sposobnost
sprecavanja ugradnje azotnih baza u DNK molekul tokom S faze ¢elijskog ciklusa,
zaustavljajuci na taj na¢in njihov normalan razvoj 1 rast. Nakon ulaska u ¢eliju, deoksi-
citidin kinaza vr$i fosforilaciju citarabina u svoju aktivnu trifosfatnu formu, citozin
arabinozid trifosfat. Ovaj metabolit ucestvuje u inhibiciji DNK polimeraze
(Shepshelovich i sar., 2015), ispoljavajuéi tako citotoksi¢nost koja je visoko specifi¢na
za S fazu Celijskog ciklusa. Citozin arabinozid trifosfat se takode inkorporira u ¢elijsku
DNK gde spreava DNK elongaciju i indukuje prekide DNK lanca, dovode¢i do
terminacije u DNK replikaciji (Li i sar., 2016), Sto dalje rezultuje pojavom apoptoze u
leukemijskim ¢elijama koje poseduju visok proliferativni potencijal (Ketley 1 sar., 2000).
Zbog niskog stepena propustljivosti citarabina kroz celijsku membranu, potrebe za
bioloskom aktivacijom putem fosforilacije i brze deaminacije u neaktivni derivat uracila,

1-B-d-arabinofuranoziluracil, potrebno je koristiti visoke doze citarabina da bi se
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postigao zadovoljavaju¢i antileukemijski efekat (Novotny i Rauko, 2009). Tretman
visokim dozama medikamenta je povezan sa ozbiljnim sporednim efektima ukljucujuéi
cerebelarnu toksicnost, leukopeniju, trombocitopeniju, anemiju i gastrointestinalne

poremecaje (Stentoft, 1990).

1.3. Idarubicin

Idarubicin ~ (4-demetoksidaunorubicin,  idarubicin  hidrohlorid),  pored
doksorubicina, epirubicina i1 daunorubicina, spada u klasu antraciklina (Robert, 1993),
visoko efektivnih antitumorskih antibiotika koji se dugi niz godina koriste u le¢enju
sirokog spektra maligniteta, uklju¢ujuéi solidne tumore, limfome i leukemije (Vander
Heide 1 L’Ecuyer, 2007). Idarubicin se upotrebljava prilikom lecenja akutnih formi
leukemija, pre svega AML, ALL, mijelodisplasticnog sindroma, kao 1 u slucaju pojave
CML u blastnoj krizi (Carella i sar., 1990; Buckley i Lamb, 1997). Lek su 1976. godine
sintetisali Arcamone i saradnici u laboratoriji Farmitalia Carlo Erba Research
Laboratories, Italija (Arcamone i sar., 1976). Zajednicku karakteristiku svih antraciklina,
aromaticnih poliketidnih jedinjenja, ¢ini postojanje aglikonskog prstena uparenog sa
aminoSecerom (Blasiak 1 sar., 2002). Idarubicin predstavlja sinteticki modifikovan
analog antraciklina daunorubicina kod koga je metoksi grupa na C-4 poziciji aglikona
zamenjena vodonikom (Wiernik 1 sar., 1992) (Slika 2) Sto rezultuje u znacajnom
povecanju lipofilnosti 1 posledicnom brzem <¢elijskom preuzimanju, superiornijem
kapacitetu vezivanja za DNK i povecanoj citotoksi¢nosti u odnosu na doksorubicin i
daunorubicin (Ma 1 sar., 2009). Za razliku od daunorubicina, kod koga je metabolit
daunorubicinol manje aktivan od jedinjenja iz koga nastaje, idarubicinol (4-demetoksi-
13-dihidrodaunorubicin), primarni cirkulatorni metabolit idarubicina, je ekvipotentan sa
roditeljskim jedinjenjem (Broggini 1 sar., 1986), S$to doprinosi superiornom
antitumorskom efektu ovog antraciklina (Limonta 1 sar., 1990). Pokazano je da
idarubicin poseduje karakteristi¢éne odlike mehanizma dejstva antraciklina, kao §to su
sposobnost jakog vezivanja za DNK molekul i indukcija prekida lanca DNK u
leukemijskim celijama (Fukushima i1 sar., 1993). Citotoksi¢nost ovog antraciklina
posledica je njegovog interkaliranja u molekul DNK 1 inhibicije kataliticke aktivnosti

DNK topoizomeraze II, enzima odgovornog za regulaciju trodimenzionalne strukture
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Slika 2. Strukturna formula idarubicina. Sistemsko ime (IUPAC) idarubicina glasi (1S,3.5)-3acetil-
3,5,12-trihidroksi-6,11-diokso-1,2,3,4,6,11-heksahidrotetracen-1-il 3-amino-2,3,6-trideokso-o-L-/ixo-
heksopiranozid. Idarubicin je organsko jedinjenje koje sadrzi 26 atoma ugljenika i ima molekulsku masu

od 497,494 Da.

DNK molekula, $to rezultuje jednostrukim i dvostrukim prekidima lanca DNK i
posledi¢nim remecenjem procesa replikacije i transkripcije (Zwelling i sar., 1993;
Studzian i sar., 2001). Pored toga, antraciklini se vezuju molekule gvozda, obrazujuci
antraciklin-gvoZzde kompleks koji se redukuje i produkuje slobodne radikale (Danesi i
sar., 2002). Ovako indukovani oksidativni stres dovodi do oSte¢enja DNK molekula i
¢elijske membrane, kao 1 do p53-posredovane apoptoze (Minotti 1 sar., 2004).
Citotoksicnost idarubicina je fazno-specifi¢na i zaustavlja rast u G1 1 G2 fazi Celijskog
ciklusa (Minotti 1 sar., 2004). Mijelosupresija predstavlja jedan od glavnih dozno-
limitiraju¢ih negativnih sporednih efekata prilikom aplikacije idarubicina, ali je ovaj
efekat medikamenta neophodan za eradikaciju leukemijskog klona (Alnaim, 2007).
Tokom perioda mijelosupresije, postoji rizik od infekcija 1 krvarenja koja mogu biti
opasna po zivot pacijenta (Alnaim, 2007). Gastrointestinalne komplikacije poput
mucnine, povracanja, mukozitisa, abdominalnog bola, kao i1 abnormalnosti u
funkcionisanju jetre su primecene kod izvesnog broja pacijenata pod terapijom
idarubicinom (Tan 1 sar., 1987). Kongestivna sr¢ana insuficijencija i kardiomiopatija su
dva najceSc¢a negativna sporedna efekta koji se javljaju prilikom primene antraciklina

(Cortes-Funes 1 Coronado, 2007). Pokazano je da antraciklin idarubicin moze ispoljiti



kardiotoksi¢ni efekat, uzrokovati dozno-zavisno optereCenje sr€anog miSica i
obrazovanje sekundarnih tumora (Hollingshead i Faulds, 1991). Da bi se smanjili
propratni negativni efekti, hemioterapeutici citarabin i idarubicin se upotrebljavaju u
kombinaciji sa agensima koji moduliSu njihovu stabilnost, lipofilnost ili apoptotski

odgovor leukemijskih ¢elija (Hollingshead i Faulds, 1991; Novotny i Rauko, 2009).

1.4. Apoptoza

Antimetaboliti i antraciklini ostvaruju svoje antileukemijsko dejstvo indukcijom
procesa apoptoze (Heasman i sar., 2011). Apoptoza predstavlja fundamentalni,
geneticki odreden i1 evolutivno konzerviran bioloski proces selektivne i kontrolisane
eliminacije ¢elija kod eukariotskih organizama (Kruidering i Evan, 2000). Programirana
¢elijska smrt tipa I, odnosno apoptoza, se odlikuje specificnim morfoloskim promenama
1 energetski zavisnim biohemijskim mehanizmom koji rezultuju pokretanjem smrti i
uklanjanjem/dezintegracijom nezeljenih i1 defektnih ¢elija bez prisustva zapaljenskog
odgovora organizma, koji se javlja pri umiranju ¢elija nekrozom (Pucci 1 sar., 2000;
Elmore, 2007). Apoptoza se javlja kod fizioloskih procesa embriogeneze, normalne
¢elijske diferencijacije, razvoja i1 regulacije imunskog sistema, tkivne homeostaze,
starenja, kao 1 u razli¢itim patoloskim stanjima (Renehan i sar., 2001). Apoptoza
predstavlja kljuéni mehanizam za odstranjivanje oStecenih, inficiranih ili mutiranih
¢elija koje svojim prisustvom ugrozavaju normalno funkcionisanje organizma
(Kruidering 1 Evan, 2000). Kod malignih oboljenja dolazi do naruSavanja ravnoteze
izmedu Celijske proliferacije 1 programirane celijske smrti, pri ¢emu poremecaji u
apoptoticnim signalnim putevima omogucéavaju preZivljavanje genetski izmenjenih
¢elija (Sjostrom 1 Bergh, 2001).

U morfoloskom smislu, rana faza procesa apoptoze ukljucuje kondenzaciju
hromatina (piknozu) i citoplazme, uz posledicno smanjivanje celijskog volumena,
sabijanje intaktnih organela i razgradnju citoskeletnih elemenata. Kasnu fazu apoptoze
odlikuje obrazovanje citoplazmatskih izvrata na cCelijskoj membrani, tkz.
»pupljenje Celijske membrane, segmentacija citoplazme 1 fragmentacija jedra
(karioreksa) (Kerr i sar., 1972; Kerr i sar.,, 1994). Zavrsnu fazu apoptotske

dezintegracije karakteriSe obrazovanje apoptotskih tela koja se sastoje od citoplazme



ograni¢ene plazma membranom, sa gusto pakovanim organelama, sa ili bez fragmenata
jedra (Elmore, 2007). Razgradnja DNK molekula na fragmente od 50-300 kb, kao i
fragmentacija na internukleozomalne jedinice priblizne duzine 180 baznih parova
predstavlja bitnu biohemijsku odliku apoptoze (Nagata i1 sar., 2003). Osim toga, na
spoljaSnjoj strani celijske membrane dolazi do ekspresije markera apoptoze poput
fosfatidilserina, kalretikulina i aneksina I, koji predstavljaju signal za fagocitozu
apoptotskih tela (Bratton i sar., 1997; Elmore, 2007). Prepoznavanje i uklanjanje
apoptotskih celija vrSe profesionalni fagociti, makrofagi i dendritske celije, ili okolne
vijabilne celije, bez izazivanja zapaljenske reakcije organizma (Wyllie, 1993). Glavne
egzekutore apoptotskog procesa predstavljaju kaspaze, aspartat-specificne cistein-
proteaze, koje se u ¢eliji sintetiSu u neaktivnoj formi zimogena, prokaspaza. Kaspaze se
prema svojoj bioloSkoj funkciji dele na inicijatorne (kaspaza-2,-8,-9,-10), izvrSne
(kaspaza-3,-6,-7) i1 inflamatorne (kaspaza-1,-4,-5,) (Fuentes-Prior i Salvesen, 2004;
Kumar, 2007). Kaskadna aktivacija kaspaza je pouzdan pokazatelj ulaska celije u
ireverzibilnu, izvrSnu fazu apoptotskog procesa koja uzrokuje kolaps subcelijskih
komponenti i posledi¢nu smrt éelije.

Razlikuju se dva osnovna molekularna puta apoptoze: spoljasnji, ili put
receptora smrti i unutrasnji, ili put mitohondrija. lako razli¢iti, ovi putevi medusobno
konvergiraju (Hotchkiss i sar., 2009). Spoljasnji put se pokreée na nivou plazma
membrane, aktivacijom receptora smrti koji pripadaju familiji proteina za faktor
nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor receptor, TNFR) (Choi 1 Benveniste, 2004).
Vezivanjem liganda za receptor smrti, dolazi do konformacione promene u
citoplazmatskom domenu smrti (engl. death domain, DD) receptora 1 aktivacije
adaptornih proteina, Sto omogucava grupisanje molekula kaspaze-8 1 formiranje
signalnog kompleksa indukovanog smréu (engl. death-inducing signalling complex,
DISC). Agregacija DISC kompleksa uzrokuje autokataliticku aktivaciju kaspaze-8 koja
dalje aktivira kaspazu-3 Sto predstavlja pocetak izvrSne faze apoptoze (Vicencio 1 sar.,
2008). Unutrasnji put apoptoze indukuju razliciti stimulusi poput zracenja, hipertermije,
virusne infekcije, oksidativnog stresa, citotoksi¢nih antikancerskih lekova (u koje
spadaju citarabin 1 idarubicin), odsustva faktora rasta, koji dovode do stresa i
unutrasnjih oSteCenja jedra/DNK, mitohondrija 1 ostalih organela. Dejstvo ovih

induktora apoptoze konvergira na mitohondrijama, izazivaju¢i gubitak mitohondrijalnog



transmembranskog potencijala i permeabilizaciju mitohondrijalne membrane, pri cemu
dolazi do otpustanja razli€itih regulatora apoptoze, poput citohroma c, u citoplazmu
(Saelens 1 sar., 2004). Oslobodeni citohrom ¢ obrazuje sa Apaf-1 proteinom (engl.
apoptotic protease activating factor 1) apoptozom, kompleks u kome se proteoliticki
aktivira kaspaza-9 koja dalje aktivira efektorsku kaspazu-3 (Salvesen i Renatus, 2002).
Mitohondrijalni put se naziva i Bcl-2 (engl. B cell lymphoma) regulisani put, zbog
funkcije koje ova familija proteina ima u modulaciji procesa apoptoze (Youle i Strasser,
2008). Tumor supresor protein p53 predstavlja kljucni regulator aktivnosti ¢lanova Bcl-
2 familije (Delbridge i1 Strasser, 2015), koji su grupisani u tri klase: klasa inhibitora
apoptoze, antiapoptotskih proteina, npr. Bcl-2, Bcel-x (engl. B cell lymphoma-x), Bel-w
(engl. B cell lymphoma-w), Mcl-1 (engl. Myeloid cell leukemia-1); klasa aktivatora
apoptoze, proapoptotskih proteina, u koju spadaju Bax (engl. Bcl-2-associated X
protein), Bak (engl. Bcl-2-antagonist/killer-1), Bok (engl. Bcl-2 related ovarian killer);
klasa BH3-only (engl. Bcl-2 homology-only) proteina, npr. Bad (engl. Bcl-2 antagonist
of cell death), Puma (engl. p53 upregulated modulator of apoptosis), Noxa, koji se
putem konzerviranog BH3 domena vezuju za Bcl-2 proteine 1 promovisu ¢elijsku smrt.
Ovi kljuéni unutaréelijski modulatori apoptotskog procesa su sposobni da medusobno
formiraju homodimere i heterodimere pro-apoptotskih i anti-apoptotskih proteina,
reguliSu¢i na taj nacin odgovor ¢elije u odnosu na apoptotski stimulus (Youle i Strasser,
2008). Interesantno je da rezistencija leukemijskih ¢elija na terapiju citarabinom nastaje
kao posledica povecane ekspresije Fas, Bcl-2 1 Bel-xL proteina i prekomerne aktivacije
nuklearnog faktora kapa B (NF-kB) (Grant, 1998; Kanno 1 sar., 2007), a idarubicina kao
posledica povecane ekspresije Bcl-2, te nemogucnosti ¢elija da udu u proces apoptoze
(Durrieu 1 sar., 1999). 1z tog razloga se razvijaju novi terapeutski pristupi zasnovani na
pokretanju drugih formi ¢éelijskog umiranja, poput nekroze ili autofagije (Galluzzi i sar.,

2007).



1.5. Autofagija

Autofagija predstavlja bazi¢ni katabolicki mehanizam celijske degradacije
sopstvenih nefunkcionalnih ili nepotrebnih citoplazmatskih komponenti u okviru
lizozoma koji je ukljuen u proces homeostaze, ¢elijskog razvoja i smrti, eliminacije
mikroorganizama, prezentacije antigena i supresije tumora (Mizushima, 2005; He i1
Klionsky, 2009). Na osnovu selektivnosti, indukcijskih signala i vremenskog aspekta
indukcije, mehanizma sekvestracije i tipa sadrzaja autofagozoma, razlikuju se tri vida
autofagije: makro-, mikro- i autofagija posredovana Saperonima. Mikroautofagija
ukljucuje neselektivnu pinocitozu malih delova citosola direktnom invaginacijom
lizozomalne membrane (Cuervo 1 Wong, 2014). Autofagija posredovana Saperonima,
CMA (engl. Chaperone mediated autophagy) je striktno selektivan proces degradacije
proteina sa koncenzusnom peptidnom sekvencom koju prepoznaju Saperoni, hsc70 (engl.
heat shock cognate protein of 70 kDa), obrazuju¢i tako CMA supstrat/Saperon kompleks
koji se razgraduje u lizozomima. U dinami¢nom procesu makroautofagije (termin
autofagija se uglavnom koristi za ovaj tip autofagije), dolazi do obuhvatanja ¢elijskog
sadrzaja predodredenog za razlaganje dvostrukom membranom ¢iji se krajevi nakon
toga spajaju, formiraju¢i autofagozom, koji fuzioniSe sa lizozomom obrazujuci
autofagolizozom u kom se pod uticajem kiselih lizozomalnih hidrolaza vr$i degradacija
(Fimia 1 Piacentini, 2010; Yang i Klionsky, 2010) (Shema 1).

Ovaj proces zavisi od hijerarhijski uredene aktivnosti Atg (engl. Autophagy
related) proteina koji reguliSu autofagiju. ATG geni su prvo otkriveni kod kvasca, iako
je vecina ovih faktora evolutivno konzervirana 1 kod viSih eukariota, ukljucujuéi coveka
(Lin 1 Baehrecke, 2015). Autofagija zapoCinje obrazovanjem fagofore, pre-
autofagozomalne membrane, koja kod kvasca nastaje u okviru PAS (engl. phagophore
assembly site) strukture, dok se kod sisara istovremeno stvara na viSe mesta u
omegazomu, delu membrane endoplazmati¢nog retikuluma  oboga¢enom
fosfatidilinozitol 3-fosfatom (Hurley 1 Young, 2017). Kod sisara, ULK (engl. Unc-51-
like kinase) protein kinazni kompleks (ULK1-mAtgl3-mAtgl01-FIP200) 1 PI3KC3
(engl. class Il phosphoinositide 3-kinase) kompleks (mAtgl4-hVps34-p150-beklin-1)
iniciraju autofagiju. U uslovima normalnog energetskog statusa, serin-treonin kinaza

mTOR (engl. mechanistic/mammalian target of rapamycin) fosforiliSe mAtgl3 1 ULK1,
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inaktivira njihovu kinaznu aktivnost i spreCava autofagiju. U uslovima gladovanja,
mTOR kinaza se odvaja od ULK kompleksa i parcijalno defosforiliSe Atg supstrate Sto
aktivira ULK1 koji fosforiliSe mAtgl3 i FIP200 (engl. focal adhesion kinase [FAK]
family interacting protein of 200 kD). Tokom nukleacije, ULKI1 fosforiliSe i

komponente PI3K kompleksa: hVps34 (engl. mammalian vacuolar protein sorting 34

”
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Shema 1. Uproséen shematski prikaz procesa autofagije. (preuzeto i modifikovano iz Cicchini M,
Karantza V, Xia B, 2015. Molecular pathways: autophagy in cancer--a matter of timing and context. Clin
Cancer Res 21, 498-504)

homologue), beklin-1 (engl. autophagy-related bcl2-interacting Atg6 homolog), 1
AMBRALI (engl. activating molecule in Beclin-1-regulated autophagy), $to rezultuje
aktivacijom 1 lokalizacijom ovog kompleksa u omegazomu. Lipidna kinaza hVps34
fosforiliSe fosfatidilinozitol do fosfatidilinozitol 3-fosfata (PI3P) koji regrutuje
mAtg9/Atg9L1 1 WIPI-1 (engl. WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein
1) proteine potrebne za proces rasta fagofore. Elongacija ukljucuje dva ubikvitinu-sli¢na
konjugaciona sistema koja deluju koordinisano u formiranju autofagozoma, Atgl2-
Atg5-Atgl6L1 1 LC3 (engl. microtubule-associated protein 1light chain-3, MAPI1-LC3)
- fosfatidiletanolamin (PE) sistem. Proteaza Atg4B vrsi kataliticku obradu LC3 proteina

pri ¢emu nastaje slobodna citosolna forma LC3-I, koja se zatim posredstvom Atg7,
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Atg3 1 Atgl2-Atg5-Atgl6L1 kompleksa konjuguje sa PE, obrazuju¢i autofagozom-
vezanu LC3-II formu, $to istovremeno predstavlja i eksperimentalni dokaz prisustva
autofagije. Tokom faze sazrevanja autofagozoma, LC3-II protein ucestvuje u regrutaciji
lipidnih molekula neophodnih za dalju ekspanziju dvoslojne autofagozomalne
membrane. Nakon toga, autofagozom prvo fuzionise sa kasnim endozomom formirajuci
amfizom, koji se spaja sa lizozomom grade¢i autolizozom u kom se vrsi razgradnja
makromolekula kiselim hidrolazama, nakon ¢ega se monomerne jedinice eksportuju u
citosol radi dalje reciklaze (Tanida, 2011; Mehrpour i sar., 2012; Sarkar, 2013; Cicchini
isar., 2015) (Shema 1).

Osim neselektivnog razlaganja tokom nutrijentne deprivacije, autofagija moze
ciljano vrsiti degradaciju ubikvitinom-obeleZenih citotoksi¢nih proteinskih agregata
(agrefagija), depolarizovanih mitohondrija (mitofagija) i invazivnih mikroorganizama
(ksenofagija). Klju¢nu ulogu u ovom procesu imaju multifunkcionalni adaptorski
proteini, p62 (engl. sequestosomel, SOSTM1I), NDP52 (engl. nuclear dot protein 52
kDa), Optineurin 1 NBR1 (engl. neighbor of BRCAI gene 1). Protein p62 poseduje UBA
(engl. wubiquitin-associated) domen kojim se vezuje sa ubikvitiranim proteinima
obelezenim za proteozomalnu degradaciju, dok s druge strane, putem LIR (engl. LC3-
interacting region) domena stupa u kontakt sa LC3-II proteinom koji je integrisan u
membranu fagofore. Ovim putem, p62 protein ostvaruje svoju ulogu selektivnog
receptora u procesu degradacije ubikvitiranih supstrata, prilikom ¢ega se i sam razlaze,
Sto ga Cini specificnim markerom autofagije (Lin i sar., 2013; Katsuragi i sar., 2015)
(Shema 1) .

Regulacija autofagije je pod kontrolom mTOR signalnog puta koji se sastoji od
dva funkcionalno razli¢ita kompleksa: rapamicin-neosetljivog rictor-mTOR (mTORC?2)
1 rapamicin-senzitivnog raptor-mTOR (mTORCI1) (Shema 1), koji predstavlja kljucni
inhibitor autofagije (Zoncu 1 sar., 2011). U stanju gladovanja/smanjenog energetskog
statusa, dolazi do inhibicije mTORCI1 kompleksa i posledi¢ne indukcije autofagije, koja
je povezana sa smanjenom fosforilacijom p70S6 kinaze (engl. ribosomal protein S6
kinase, p70 S6K), nishodnog efektora mTOR-a i regulatora translacije proteina
(Klionsky 1 Emr, 2000). U uslovima odsustva faktora rasta, dolazi do pokretanja
PI3KC1 (engl. class I phosphoinositide 3-kinase)/Akt (engl. protein kinase B,
PKB)/TSC (engl. tuberous sclerosis complex)/mTORCI1 signalnog puta koji aktivira
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autofagiju. U normalnim fizioloskim uslovima Akt kinaza vrs$i aktivaciju mTOR kinaze
i inhibira autofagiju (Periyasamy-Thandavan i sar., 2009). Adenozin monofosfatom
aktivirana protein kinaza (AMPK) je glavni energetski senzor u celiji koji se aktivira
povecanjem adenozin monofosfat/adenozin trifosfat (AMP/ATP) odnosa prilikom
metabolickog/oksidativnog stresa. U ovakvim uslovima, AMPK indukuje autofagiju
direktnom inhibicijom mTOR kinaze ili putem fosforilacije TSC kompleksa koji
posledi¢no inhibira mTOR kinazu (Alers i sar., 2012). U uslovima hipoksije i
gladovanja, kinaza regulisana vancelijskim signalima, ERK (engl. extracellular signal-
regulated kinase) takode indukuje autofagiju inhibicijom mTOR kinaze, putem
aktivacije TSC kompleksa (Roy i sar., 2014).

Autofagija predstavlja visoko konzerviran mehanizam prezZivljavanja svih
eukariota i1 prevashodno deluje kao adaptivni odgovor na promene u okruzenju kao Sto
su nedostatak hranljivih materija, hipoksija, oksidativni i metabolicki stres i oStecenje
DNK, obezbedujuéi energiju za odrzavanje osnovnog celijskog metabolizma
razlaganjem intracelularnih komponenti koje nisu neophodne za opstanak (Jain 1 sar.,
2013; Yin 1 sar., 2016). Na taj nacin, autofagija moze da sluzi kao mehanizam
prezivljavanja koji se suprotstavlja apoptoticnoj ili nekroti¢noj smrti indukovanoj
razli¢itim hemioterapeuticima (Banerji i Gibson, 2012; Ishdorj i sar., 2012), pa se
inhibitori autofagije trenutno klini¢ki ispituju kao adjuvansi u terapiji razli¢itih tumora,
ukljucujuéi leukemije (Trial #NCT01438177, ISCRTN No. 61568166). S druge strane,
u slucajevima kada je preterano aktivirana, autofagija moZe da indukuje apotozu (Fimia
1 Piacentini, 2010) ili da funkcioniSe kao alternativni nacin celijskog umiranja
(programirana celijska smrt tipa II) (Notte 1 sar., 2011) 1 tako potencira smrt celija
tumora, ukljucujuéi hematoloske malignitete.

Pokazano je da antraciklini adriamicin, daunorubicin i epirubicin indukuju
autofagiju u kancerogenim 1 netransformisanim c¢elijama, koja moze imati
citoprotektivnu ili citotoksi¢nu ulogu u zavisnosti od tipa ¢elija i vrste/koncentracije
medikamenata (Di i sar., 2009; Sun i sar., 2011; Sishi i sar., 2012). Takode, odredena
istrazivanja su pokazala da specifi¢ni inhibitor BCR-ABL kinaze, imatinib mezilat, i
protein visoke mobilnosti Bl (HMGBI1) upravo indukcijom autofagije promoviSu
otpornost leukemijskih ¢elija na citarabin (Ohtomo 1 sar., 2010; Liu 1 sar., 2011).

Medutim, sposobnost samog citarabina i1 idarubicina da stimuliSu autofagiju u
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leukemijskim celijama, kao i1 uticaj inhibitora autofagije na terapijsko dejstvo ovih

lekova nije do sada istrazivana.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Sposobnost Siroko koris¢enih antileukemijskih lekova citarabina i idarubicina da

indukuju autofagiju, koja bi mogla pospesiti ili suprimirati njihovo antitumorsko

delovanje, nije do sada ispitivana. U skladu sa tim, postavljeni su slede¢i ciljevi

istrazivanja ove doktorske disertacije:

1.

Ispitati sposobnost citarabina i idarubicina da indukuju autofagiju u
humanim leukemijskim ¢elijskim linijjama i primarnim leukemijskim

¢elijama in vitro.

Ispitati mehanizme odgovorne za indukciju autofagije citarabinom i
idarubicinom u humanim leukemijskim ¢elijskim linijama i primarnim

leukemijskim ¢elijama in vitro.

Ispitati da li je autofagija indukovana citarabinom 1 idarubicinom
citoprotektivna ili citotoksicna u humanim leukemijskim celijskim

linijjama 1 primarnim leukemijskim ¢elijama in vitro.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Reagensi i rastvori

U izradi ove studije su koriS¢eni sledeci reagensi: medijum za kultivaciju celija,
RPMI 1640 (engl. Roswell Park Memorial Institute Medium, RPMI), medijum za
kultivaciju ¢elija sa redukovanim serumom, Opti-MEM, lipofilna katjonska boja JC-1
(5,5',6,6'-tetrahloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolil-karbocijanin jodid) (Thermo Fisher
Scientific, ~ Waltham, @ MA  SAD), pufer HEPES  (4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinetansulfonska kiselina), govedi fetalni serum (engl. fetal bovine serum, FBS),
rastvor antibiotika i antimikotika, r-glutamin (sve od PAA, Pasching, Austrija), citarabin
(arabinofuranozil citidin), idarubicin (4-demetoksidaunorubicin), natrijum piruvat,
inhibitori autofagije bafilomicin Al, 3-metiladenin, amonijum hlorid (NH4Cl),
vortmanin 1 hlorokin, aktivator mTOR kinaze r-leucin, dimetilsulfoksid (DMSO), p-
nitrofenil fosfat, Triton X-100 u 0,1 M natrijum acetatnom puferu pH 5,0; 1 M natrijum
hidroksid, MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolium bromid), puferizovan
fizioloski rastvor (engl. Phosphate-buffered saline, PBS), akridin oranz, albumin iz
govedeg seruma (engl. bovine serum albumin, BSA), RNA-aza, metanol, 2-
merkaptoetanol, pufer za liziranje (Tris—HCI), natrijum hlorid, deterdZzent NP-40,
fenilmetilsulfonil fluorid (engl. phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF), glutaraldehid,
kakodilatni pufer, osmijum-tetroksid, uranil acetat, paraformaldehid, nespecifi¢ni
inhibitor RNA-aza DEPC (engl. diethylpyrocarbonate) (sve od Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, SAD), aneksin V-fluorescein izotiocijanat (aneksin V-FITC), propidijum
jodid (sve od BD Pharmingen, San Diego, SAD), fuorescein izotiocijanat (FITC)-
konjugovani pan-kaspazni inhibitor, ApoStat (R&D Systems, Minneapolis, MN, SAD),
Lipofektamin 2000, dihidroetidijum (DHE), sekundarno antitelo Alexa Fluor 488 kozji
anti-zeciji 1gG, reagens za ekstrakciju RNK, TRIZOL, M-MuLV reverzna transkriptaza
(engl. Moloney Murine Leukemia Virus (M-MuLV) Reverse Transcriptaze), nasumicni
heksamerni prajmeri (sve od Life Technologies, Carlsbad, CA, SAD), Tris, Tween 20,
akrilamid/bisakrilamid, N,N,N',N'-tetrametiletilen-1,2-diamin (TEMED) (sve od
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SERVA, Heidelberg, Nemacka), kristal violet, etanol, glicerol (sve od Zorka, Sabac,
Srbija), natrijum ortovanadat, natrijum fluorid, proteazno/fosfatazni inhibitorni koktel,
natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecy! sulfate, SDS), bromfenol plavo, amonijum
persulfat, glicin, Coomassie Brilliant Blue G-250, odmas¢eno mleko u prahu (sve od
Carl Roth, Karlsruhe, Nemacka), primarna zecija antitela protiv fosforilisanih i totalnih
formi Akt, AMPK, ERK, p62, beklina-1, Raptor, LC3, mTOR kinaze, p70S6 kinaze,
aktina (sve od Cell Signaling Technology, Beverly, MA, SAD), sekundarno antitelo,
kozji anti-zeciji IgG konjugovan sa peroksidazom rena (sve od Jackson IP Laboratories,
West Grove, PA, SAD), reagens za detekciju proteina, ECL (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ, SAD), medijum =za fiksiranje Flouromount-G
(SouthernBiotech, Birmingham, AL, SAD), epoksidna smola Epon 812 (Agar Scientific,
Stansted, Velika Britanija), antikoagulans natrijum citrat, LymphoPrep (Axis Shield,
Oslo, Norveska), TagMan Universal Master Mix 1 prajmeri za humani Atg4B
(Hs00367088 ml), AtgS (Hs00169468 ml), Atg7 (Hs00197348 ml), Atgl2
(Hs00740818 m1), p62 (Hs00177654 m1) i 2 mikroglobulin (Hs00984230 m1) (sve od
Applied Biosystems, Walthman, MA, SAD). Koncentracije agenasa, kao i vremena

inkubacije su navedeni na legendama slika ili samim slikama.

3.2. Celije i ¢elijske kulture

Dejstvo antileukemijskih lekova, citarabina 1 idarubicina, ispitivano je na
celijskim linjjama humanih leukemija, kao 1 na primarnim leukemijskim celijama
izolovanim iz krvi pacijenata kod kojih je de movo dijagnostifikovana hroni¢na
mijeloidna leukemija i MNPK zdravih kontrola. Celijska linija humane akutne
limfocitne leukemije REH (ATCC CRL-8286) je nabavljena od American Type Culture
Collection (Manassas, VA, SAD), dok su ¢elijske linije humane akutne promijelocitne
leukemije HL-60 (ECACC 9870106) i humane hroni¢ne mijelocitne leukemije K562
(ECACC 89121407) kupljene od European Collection of Animal Cell Cultures

(Salisbury, Velika Britanija). Primarne leukemijske ¢elije su izolovane iz venozne krvi
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tri pacijenta sa blastnom transformacijom kod kojih je de novo dijagnostifikovana
hroni¢na mijeloidna leukemija, sa vie od 10%1 leukocita i brojem
mijeloblasta/promijelocita ve¢im od 50%. Dijagnoza je postavljena na Klinici za
hematologiju Klinickog centra Srbije u Beogradu, prema kriterijjumima za podelu
tumora hematopoetskog i limfoidnog tkiva (Vardiman i sar., 2009). MNPK su izolovane
iz krvi tri zdrava dobrovoljca, uskladenih sa grupom obolelih po uzrastu i polu
(prosecna starost 54,7 + 12,7 godina), i upotrebljene u svrhu kontrola. Istrazivanje je
sprovedeno u skladu sa HelsinSkom Deklaracijom usvojenom 1975. godine, 1 odobreno
od strane Etickog komiteta Klinickog centra Srbije i Etickog komiteta Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu, Srbija. Svi ucesnici studije, pacijenti i zdravi
dobrovoljci, su dali pristanak u pisanom obliku prilikom uzimanja krvnih uzoraka,
nakon $to su bili informisani o svim pojedinostima istrazivanja. Svi pacijenti su dali dva
pristanka u pisanoj formi u ucestvovanju u studiji, jedan opsti, koji se odnosio na
dijagnosticke procedure, i drugi koji se odnosio na analize u nau¢ne svrhe, jer su uzorci
uzimani tokom regularne postavke dijagnoze oboljenja. Krv je uzorkovana Spricom sa
10% (v/v) antikoagulansom, tj. 3,8% natrijjum citratom. MNPK su izolovane putem
gustinskog gradijenta, centrifugiranjem u prisustvu LymphoPrep-a 1 istovremeno

upotrebljene u eksperimentima.

Celije humanih leukemijskih linija koris¢enih u eksperimentima, primarne
leukemijske ¢elije i MNPK zdravih kontrola su gajene u inkubatoru na temperaturi od

37°C, u vlaznoj atmosferi sa 5% COZ, u RPMI 1640 medijumu za kultivaciju ¢elija,

puferizovanom HEPES-om (20 mM), sa 10% fetalnog govedeg seruma, 2 mM -

glutamina 1 1% rastvora antibiotika/antimikotika (penicilin/streptomicin/amfotericin B).

Pre izvodenja eksperimenata, celije humanih leukemijskih linijja su po
odmrzavanju iz te€nog azota propagirane u Petrijevim Soljama od 100%20 mm za ¢elije
u suspenziji 1 testirane na prisustvo mikoplazme. Prilikom ispitivanja celijskog
vijabiliteta, celije su zasejavane u mikrotitarskim plo¢ama sa ravnim dnom za celije u
suspenziji koje sadrze 96 bunara (4x10* éelija/bunaru u slu¢aju humanih leukemijskih
¢elijskih linija; 1,2x10° ¢éelija/bunaru u slu¢aju primarnih leukemijskih éelija i MNPK-a
zdravih kontrola), dok su za analize vrSene fluorescentnom mikroskopijom i proto¢nom

citofluorimetrijom upotrebljene plode sa 24 bunara (3x10° éelija/bunaru u slu¢aju REH
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leukemijske ¢elijske linije). Za potrebe imunoblot analize i u slucaju ispitivanja ¢éelija
transmisionom elektronskom mikroskopijom, upotrebljene su Petrijeve Solje od 100x20
mm za éelije u suspenziji (2,5x107 éelija/posudi u sluaju humanih leukemijskih
éelijskih linija; 1x10® ¢elija/posudi u sluéaju primarnih leukemijskih éelija i MNPK-a
zdravih kontrola). Za potrebe konfokalne mikroskopije upotrebljene su Petrijeve Solje
od 60x15 mm za Celije u suspenziji (8x10° ¢elija/posudi u sluéaju REH leukemijske

celijske linije).

Dva Casa nakon zasejavanja, Celije su tretirane antileukemijskim lekovima u
prisustvu ili odsustvu aktivatora mTOR kinaze, leucina, kao i inhibitora autofagije:
vortmanina i1 3-metiladenina koji sprecavaju fosfatidilinozitol 3-kinaza (PI3K)-zavisno
formiranje autofagozoma (Arcaro i Wymann, 1993; Wu i sar., 2010); amonijum hlorida
koji sprec¢ava lizozomalnu acidifikaciju pove¢anjem pH (Seguin 1 sar., 2014; Sun i sar.,
2015); bafilomicina A1l koji predstavlja specifi¢ni inhibitor vakuolarne H" ATP-aze i
blokira fuziju autofagozoma i lizozoma (Ohba i sar., 1996); hlorokina koji se selektivno
akumulira u lizozomima, zadobija pozitivno naelektrisanje 1 poveéava pH, §to dovodi
do inhibicije lizozomalne proteinske degradacije (Ohkuma i1 Poole, 1978; Krogstad 1
sar., 1992), kao sto je opisano u rezultatima i legendama slika. Inhibitori autofagije i
leucin su dodavni 30 minuta pre tretmana antileukemijskim lekovima. Citarabin,
idarubicin, amonijum hlorid, 3-metiladenin i leucin su direktno rastvoreni u medijumu
za kultivaciju ¢elija pre nego Sto su upotrebljeni u eksperimentima, dok su vortmanin,
bafilomicin Al i1 hlorokin cuvani u vidu Stok rastvora u dimetil sulfoksidu, koji su
napravljeni prema uputstvu proizvodaca. Krajnja koncentracija dimetil sulfoksida u
¢elijskim kulturama je iznosila <0,1% 1 nije imala nikakve efekte na kontrolne,

netretirane ¢elije u svim esejima gde je koriS¢en dimetil sulfoksid.

3.3. Odredivanje Celijskog vijabiliteta

Uticaj antileukemijskih lekova na ¢elijski vijabilitet, sa i bez farmakoloske 1

genetske inhibicije autofagije, je ispitivan kolorimetrijskim metodama koje se zasnivaju
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na merenju aktivnosti kisele fosfataze i mitohondrijalne dehidrogenaze nakon 24 i/ili 48
Casova tretmana u humanim leukemijskim c¢elijskim linijjama, kao 1 primarnim

leukemijskim ¢elijama i MNPK zdravih kontrola.

3.3.1. Test aktivnosti Kisele fosfataze

Esej aktivnosti lizozomalnog enzima kisele fosfataze je upotrebljen prilikom
odredivanje celijskog vijabiliteta (Connolly 1 sar., 1986; Yang i sar., 1996; Misirlic
Dencic i sar., 2012). Ovaj kolorimetrijski test se zasniva na sposobosti kisele fosfataze
da u zivim ¢elijama hidrolizuje bezbojni p-nitrofenil fosfat do zutog p-nitrofenola.
Intenzitet boje, koja se razvija prilikom ove reakcije, odgovara aktivnosti kisele
fosfataze, a saglasno s tim, i broju Zivih ¢elija. Ukratko, po zavrSetku inkubacionog
perioda (24 ili 48h), tretiranim celijama koje su zasadene u mikrotitarske ploce sa 96
bunara je dodato po 50 pl rastvora p-nitrofenil fosfata u svaki bunar (30 mM p-
nitrofenil fosfat i 0,3% Triton X-100 u 0,3 M natrijum acetatnom puferu, pH 5,5), uzorci
su potom inkubirani 2 ¢asa na temperaturi od 37°C u atmosferi obogac¢enoj CO2 nakon
Cega je reakcija prekinuta dodatkom natrijum hidroksida (50 pl/bunaru; 1,33 M).
Intenzitet razvijene boje, koji je proporcionalan broju Zivih Celija, je detektovan
merenjem apsorbance na talasnoj duzini svetlosti od 405 nm koriS¢enjem automatskog
¢itaca mikrotitarskih ploca (Sunrise; Tecan, Dorset, Velika Britanija). Svaka ploca je
posedovala slepu probu, koju je predstavljao samo medijum za kultivaciju ¢elija, i njena
vrednost apsorbance je oduzimana od vrednosti kontrolnih, netretiranih 1 tretiranih ¢elija.
Dobijeni rezultati su predstavljeni kao % vijabiliteta u odnosu na kontrolne, netretirane
¢elije Ciji je vijabilitet arbitrarno prikazan kao 100%. Test aktivnosti kisele fosfataze je
upotrebljen za izracunavanje 1Cso vredosti ispitivanih supstanci, koncentracije pri kojoj
je vijabilitet ¢elija smanjen za 50% u odnosu na netretirane, kontrolne celije. Za
izraCunavanje ICso vredosti je koris¢en GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.,

La Jolla, CA, SAD) softver.
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3.3.2. MTT test

Osim eseja aktivnosti kisele fosfataze, za procenu c¢elijskog vijabiliteta koris¢en
je 1 test aktivnosti mitohondrijalnih sukcinat dehidrogenaza (Mosmann, 1983; Harhaji 1
sar., 2004). Test je zasnovan na redukciji tetrazolijumske soli MTT-a (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium  bromida),  dehidrogenazama  celijskih
mitohondrija. Ovi enzimi dovode do cepanja tetrazolijumskog prstena pri cemu se
redukcijom bezbojni tetrazolijum prevodi u formazan, karakteristi¢ne ljubiCaste boje.
Redukciju MTT-a vrse iskljucivo aktivne mitohondrije zivih ¢éelija, pa se upravo zbog
ove Cinjenice MTT test koristi prilikom merenja celijskog vijabiliteta. Za potrebe
eksperimenta, REH leukemijske ¢elije su gajene u mikrotitarskim plo¢ama sa 96 bunara.
Nakon tretmana i odgovaraju¢eg perioda inkubacije (24h), u svaki bunar je dodato po
50 pl rastvora MTT-a (0,5 mg/ml). Uzorci su potom inkubirani u trajanju od 1 casa.
Posto je supernatant odliven, DMSO je upotrebljen za liziranje celija 1 rastvaranje
formazana. Intenzitet ljubicaste boje, koji je odgovarao broju zivih ¢elija, je detektovan
na automatskom c¢itacu mikrotitarskih ploca na talasnoj duZzini svetlosti od 570 nm
(Sunrise; Tecan, Dorset, Velika Britanija). Dobijeni rezultati su predstavljeni kao %

vijabiliteta u odnosu na kontrolne, netretirane celije ¢iji je vijabilitet arbitrarno

postavljen na 100%.

3.4. Analiza morfoloskih promena celija

3.4.1. Fazno kontrastna mikroskopija

Morfoloske karakteristike leukemijskih celija su ispitivane fazno kontrastnom
mikroskopijom (Leica Microsystems DMIL, Wetzlar, Nemacka). REH leukemijske
¢elije su tretirane antileukemijskim lekom i po isteku tretmana (24h), fotografisane
Leica Microsystems DFC320 kamerom (izabrano je uvelianje od 40x) 1 analizirane

Leica Application Suite (version 2.8.1) softverom.
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3.4.2. Invertna fluorescentna mikroskopija

Kisele vezikule, poput lizozoma i autofagozoma, su vizualizovane supravitalnim
bojenjem sa akridin oranz fluorohromom. REH leukemijske ¢elije su nakon isteka
tretmana citarabinom (3,2 pM; 16h) inkubirane u prisustvu akridin oranz boje (1 uM) u
trajanju od 15 minuta na temperaturi od 37°C. Po isteku inkubacije, ¢elije su isprane
PBS-om 1 analizirane invertnom fluorescentnom mikroskopijom, upotrebom Leica
Microsystems DFC320 kamere (izabrano je uvelicanje od 40%) i Leica Application Suite
(version 2.8.1) softvera. Autofagolizozomi i lizozomi su prikazani na odgovaraju¢im
fotografijama kao narandzasto/crveno fluorescentno obojene citoplazmatske vezikule,

dok su jedra ¢elija obojena fluorescentno zeleno na neutralnom pH.

3.4.3. Konfokalna fluorescentna mikroskopija

Konfokalna fluorescentna mikroskopija je primenjena za analizu
punktuacije/agregacije LC3 proteina, koji predstavlja marker indukcije autofagije
(Taguwa 1 sar., 2011). REH leukemijske celijje su nakon isteka tretmana idarubicinom
(25 nM, 4h) fiksirane sa 4% paraformaldehidom u periodu od 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon fiksiranja, ¢elije su permeabilizovane pomoc¢u hladnog metanola u
trajanju od 10 minuta i blokirane tokom 1 casa sa 5% normalnim kozjim serumom i
0,3% Tritonom X-100. Celije su dalje oprane u PBS-u i inkubirane sa ze¢ijim anti-LC3-
IT antitelom (1:200 u PBS-u sa 1% govedim albumin serumom 1 0,3% Triton-om X-100
u trajanju od 90 minuta na sobnoj temperaturi). Celije su nakon toga inkubirane 1 &as sa
sekundarnim antitelom, Alexa Fluor 488 kozjim anti-ze€ijim IgG. Po zavrSetku
inkubacije, ¢elije su oprane u PBS-u i fiksirane na mikroskopskim plo¢icama pomocu
Flouromount-G medijuma za fiksiranje. Analiza ¢elija je izvrSena konfokalnom skener
mikroskopijom (Leica TCS SP2; Leica Microsystems, Wetzlar, Nemacka), upotrebom
PL APO 63%1,3 Glycerol HCX CS objektiva sa 2,54 digitalnim uveli¢anjem i Leica

Confocal Software softvera.
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3.4.4. Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM)

Ultrastrukturna analiza ¢elija tretiranih antileukemijskim lekovima, citarabinom
1 idarubicinom, je obavljena transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM). REH
leukemijske ¢Celije su 24 Casa inkubirane sa citarabinom ili idarubicinom, nakon ¢ega su
sakupljene u odgovarajuc¢e epruvete, centrifugirane u vremenskom periodu od 10
minuta na sobnoj temperaturi pri brzini od 500g, a potom je usledilo trostruko pranje
¢elija PBS-om (1 ml). Poslednje pranje Celija je izvrSeno pri manjoj brzini (200g), u
toku 10 minuta na sobnoj temperaturi, posle ¢ega je usledila fiksacija celija 2,5%
glutaraldehidom, a zatim ispiranje u kakodilatnom puferu u vremenskom periodu od 30
minuta. Nakon toga su Celije fiksirane u 1% rastvoru osmijum-tetroksida tokom 60
minuta. PoSto su ponovo isprane u kakodilatnom puferu, ¢elije su kontrastrirane tokom
no¢i, na temperaturi od 4°C u 0,5% vodenom rastvoru uranil-acetata. Potom je usledila
dehidratacija taloga putem graduisanih koncentracija etanola i propilen-oksida, nakon
¢ega su Celije kalupljene u epoksidnoj smoli, EPON 812. Uzorci su dalje kalupljeni i
suSeni 24 cCasa na temperaturi od 60°C, nakon Cega je izvrSeno secCenje semi-tankih
iseCaka na ultramikrotomu koji su potom bojeni toluidin-plavim. Odabirom
odgovarajucih semi-tankih isecaka, dobijeni su ultratanki isecci koji su postavljani na
bakarne mrezice 1 kontrastrirani uranil acetatom i olovo citratom, da bi bili analizirali

Morgagni 268D transmisionim elektronskim mikroskopom (FEI, Hillsboro, OR, SAD).

3.5. Ispitivanje parametara Celijske smrti i oksidativnog stresa

metodom protoc¢ne citofluorimetrije

Proto¢na citofluorimetrija (engl. Fluorescence-Activated Cell Sorting, FACS)
predstavlja biofizicku tehniku kojom se mogu istovremeno, automatski analizirati
viSestruke fenotipske odlike celija, kao Sto su relativna granuliranost, veli€ina, interna

kompleksnost, intenzitet fluorescence povrSinskih ili unutarcelijskih fluorohroma.
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Protoc¢na citofluorimetrija se upotrebljava prilikom c¢elijskog sortiranja, ispitivanja broja
¢elija, detekcije biomarkera, analize proteina. Sam aparat se sastoji od fluidne, opticke i
elektronske komponente. Fluidna komponenta ima ulogu u transportu ispitivanih cestica
u snopu tecnosti do opticke komponente, lasera koji pod razli¢itim uglovima
osvetljavaju 1 pobuduju fluorescentno obelezene Cestice. Fluorescenca ispitivanih
uzoraka se zatim sakuplja, filtrira i konvertuje u digitalne signale koji se putem
elektronske komponente dalje obraduju. Statisticki znacajni podaci koji se putem
proto¢ne citofluorimetrije reprodukuju, odnose se na ukupnu populaciju analiziranih
¢elija (Brown i1 Wittwer, 2000). Prilikom ispitivanja parametara celijske smrti i
produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta upotrebljen je protocni citometar, FACSCalibur
(BD Biosciences, Heidelberg, Nemacka). Ispitivanje svakog uzorka je obuhvatalo 10
000 dogadaja, odnosno ¢elija, za tretmane radene u duplikatu ili triplikatu. Analiza

dobijenih rezultata je izvrSena BD Cell Quest Pro softverom.

3.5.1. Detekcija apoptoze i nekroze

RazlIiciti tipovi ¢elijske smrti, apoptoza 1 nekroza, su analizirani na FACSCalibur
proto¢nom citometru (BD Biosciences, Heidelberg, Nemacka), nakon dvostrukog
bojenja sa aneksin V-fluorescein izotiocijanatom (aneksin V-FITC-om) 1 propidijum
jodidom. U pocetnim fazama apoptoze, fosfolipid fosfatidil serin se premesta sa
unutrasnje na spoljasnju stranu ¢elijske membrane. Protein iz grupe aneksina, aneksin V
se obelezava fluorescentnom bojom, fluorescein izotiocijanatom dajuc¢i aneksin V-
fluorescein izotiocijanat koji emituje zelenu fluorescencu (FL1). Ovako fluorescentno
obeleZen protein se specificno vezuje za fosfatidil serin apoptoti¢nih Celija, pa se zbog
toga koristi prilikom detekcije apoptoze putem protocne citofluorimetrije. PI predstavlja
fluorohrom koji ima sposobnost interkaliranja izmedu baza DNK molekula i1 emituje
crvenu fluorescencu (FL2). Zbog svoje veli¢ine, ovaj molekul nije u mogucénosti da
prode kroz celijsku membranu vijabilnih celija, ali ulazi u c¢elije sa naruSenim
integritetom Celijske membrane 1 vezuje se za DNK molekul, pri ¢emu je intenzitet

crvene fluorescence proporcionalan DNK sadrzaju ¢elije. Zbog ove odlike, PI se koristi
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za distinkciju vijabilnih (bez FL2 fluorescence) i mrtvih ¢elija (sa FL2 fluorescencom).
Celije koje se boje dvostrukim bojenjem, aneksin V-fluorescein izotiocijanatom i
propidijum jodidom, se mogu razvrstati u Cetiri razli¢ite populacije koje na tackastom
dijagramu mogu biti predstavljene u kvadratnoj raspodeli kao: zdrave ¢elije (Aneksin
/PT"), Celije u ranoj apoptozi (Aneksin®/PT), ¢elije u kasnoj apoptozi/¢elije u nekrozi
(Aneksin*/PI"). Bojenje ¢elija je izvrSeno u skladu sa uputstvima proizvodaca (BD
Pharmingen, San Diego, CA, SAD). Po zavrSetku tretmana citarabinom (3,2 uM; 24h)
ili idarubicinom (25 nM; 24h) , ¢elije su centrifugirane tokom 5 minuta na 500g, na
sobnoj temperaturi. Nakon toga je izvrseno ispiranje uzoraka u PBS-u (1 ml), posle ¢ega
su ¢elije resuspendovane u 100 ul 10x razblazenog aneksin vezujuéeg pufera sa aneksin
V-FITC-om (0,2 pl). Nakon dodatka 10 pl propidijum jodida, ¢elije su dalje inkubirane
u periodu od 30 minuta pri temperaturi od 37°C u mraku. Po zavrSetku inkubacionog
perioda, uzorcima je dodato po 400 ul aneksin vezujuceg pufera. Analiza zeleno/crvene
(FL1/FL2) fluorescence ispitivanih ¢elija je izvrSena na FACSCalibur proto¢nom
citometru (BD Biosciences, Heidelberg, Nemacka), kori§¢enjem CellQuest Pro softvera
(BD Biosciences, Heidelberg, Nemacka). Dobijeni rezultati su izrazeni kao udeo

odgovarajucih ¢elijskih populacija u ukupnom broju analiziranih ¢elija.

3.5.2. Ispitivanje faza Celijskog ciklusa i fragmentacije DNK molekula

Zastupljenost DNK molekula u celijama je analizirana proto¢nom
citofluorimetrijom poSto su uzorci prvobitno permeabilizovani i fiksirani u etanolu 1
obojeni propidijum jodidom, kao §to je prethodno pokazano (Nicoletti 1 sar., 1991;
Kaludjerovic 1 sar., 2005; Riccardi i Nicoletti, 2006). Metoda se zasniva na sposobnosti
propidijum jodida da se umec¢e u DNK molekul i pritom daje crvenu fluorescencu koja
odgovara sadrzaju DNK u ¢eliji. Na ovaj nacin se moze izvrSiti analiza razliitih faza
¢elijskog ciklusa, Go/G1 faza rasta ¢elija, S faza replikacije DNK molekula, Go/M faza
¢elijske deobe. Osim toga, ovom analizom se mozZe ispitati kvantifikacija apoptotske
fragmentacije DNK molekula ¢elija koje se nalaze u subGo fazi celijskog ciklusa.

Tokom kasne faze programirane celijske smrti tipa I, DNK molekul se dezintegriSe
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putem endonukleaza, pri ¢emu se obrazuju fragmenti veli¢ine 180 baznih parova, koji se
nakupljaju u ¢eliji. Oni mogu biti uklonjeni fiksiranjem celija etanolom i ispiranjem
PBS-om, ¢ime se sadrzaj DNK molekula smanjuje u ¢eliji. Zbog smanjenog sadrzaja
DNK, c¢elije koje se nalaze u apoptozi se nakon bojenja sa propidijum jodidom
distribuiraju ispred zivih c¢elija na histogramu, formiraju¢i hipodiploidni region,
odnosno zonu specifi¢nu za apoptozu koja se naziva sub-Go/Gi segment, koji prethodi
Go/G1 fazi Celijskog ciklusa. Posto se propidijum jodid sa jednakim afinitetom vezuje i
za RNK, upotreba RNA-aza je neophodna za dezintegraciju RNK molekula u
ispitivanim ¢elijama. Nakon isteka inkubacije sa citarabinom (3,2 uM; 24h) ili
idarubicinom (25 nM; 24h), ¢éelije su dva puta oprane u PBS-u (1 ml) i resuspendovane
u 300 pl PBS-a 1 700 pl hladnog, apsolutnog etanola. Nakon toga su uzorci
resuspendovani 1 ostavljeni na temperaturi od 4°C preko no¢i, posle ¢ega je usledilo
centrifugiranje na 800g u trajanju od 5 minuta na 22°C. Celije su onda oprane u 1 ml
PBS-a, pri ¢emu je talog ¢éelija finalno resuspendovan u 300 ul PBS-a i 1 mg/ml RNA-
aze, uz dodatak 0,1% Triton-a X-100. Celije su dalje inkubirane u trajanju od 15 minuta
na temperaturi od 37°C 1 u svaki uzorak je dodato 0,05 mg/ml propidijum jodida. Po
zavrsetku inkubacionog perioda od 30 minuta na temperaturi od 37°C, celije su
ispitivane proto¢nom citofluorimetrijom (BD Biosciences, Heidelberg, Nemacka)
koris¢enjem CellQuest Pro softvera (BD Biosciences, Heidelberg, Nemacka). Dobijeni
rezultati su iskazani kao % celija sa hipodiploidnim sadrZzajem u subGO fazi, u odnosu

na ukupan broj analiziranih ¢elija.

3.5.3. Ispitivanje aktivacije kaspaza

Jednu od glavnih karakteristika programirane Celijske smrti tipa I predstavlja
aktivacija kaspaza, apoptotsko-egzekutornih enzima. Aktivacija kaspaza je merena
putem statmo-apoptotskog eseja u kome je fluorescentno obelezeni kaspazni inhibitor
ApoStat, koji se vezuje za aktivne kaspaze, upotrebljen za prekidanje procesa apoptoze i
ireverzibilno obelezavanje éelija fluorohromom (Smolewski i sar., 2001). Celije su
obojene sa celijski permeabilnim, FITC-konjugovnim pan-kaspaznim inhibitorom, pri
¢emu je aktivacija kaspaza izrazena kroz povecanje zelene fluorescence (FL1). Ukratko,

nakon dvadesetCetvoroCasovnog tretmana antileukemijskim lekovima, citarabinom (3,2
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uM) ili idarubicinom (25 nM), leukemijske Celije su centrifugirane na 500g tokom 5
minuta na sobnoj temperaturi i isprane u PBS-u. Uzorci su potom resuspendovani u 300
ul medijuma kome je dodato 3 pl FITC-konjugovanog inhibitora kaspaza (0,5 pg/ml) i
dalje inkubirani 30 minuta na temperaturi od 37°C, nakon Cega je usledilo pranje ¢elija i
krajnje resuspendovanje u 500 upl PBS-a. Uzorci su analizirani proto¢nom
citofluorimetrijom, koris¢enjem CellQuest Pro softvera (BD Biosciences, Heidelberg,
Nemacka) i predstavljeni u vidu histograma raspodele intenziteta zelene fluorescence
(FL1) koja odgovara %-u ¢elija sa aktiviranim kaspazama u odgovaraju¢im tretmanima.
Pomak histogramskog zapisa tretiranih uzoraka udesno, u odnosu na histogramski zapis
kontrolnih, netretiranih uzoraka, korelira sa povecanjem intenziteta zelene fluorescence

(FL1), odnosno aktivacijom kaspaza.

3.5.4. Ispitivanje produkcije superoksidnog anjona

Produkcija superoksidnih anjonskih radikala (superoksid; O2) u mitohondrijama
¢elija inkubiranih sa citarabinom ili idarubicinom odredivana je proto¢nom
citofluorimetrijom primenom superoksid-selektivne boje dihidroetidijuma (DHE;
hidroetidina). DHE fluorohrom slobodno prolazi kroz ¢elijsku membranu, reagujuci sa
superoksidnim anjonskim radikalima u citoplazmi i tom prilikom dolazi do obrazovanja
etidijuma, koji se nakon toga umece u DNK molekul tretiranih ¢elija 1 fluorescira
crveno (FL2) (Li 1 sar., 2003). Leukemijske ¢elije su tretirane citarabinom (3,2 pM; 24h)
ili idarubicinom (25 nM; 24h), nakon Cega je izvrSena inkubacija sa DHE bojom
(finalna koncentracija DHE boje je iznosila 20uM) u vremenskom periodu od 30 minuta
na temperaturi od 37°C. U slede¢em koraku, ¢elije su dva puta oprane u 1 ml PBS-a i
centrifugirane (500g/5 min/22°C), nakon ¢ega su finalno resuspendovane u 500 pl PBS-
a. Uzorci su analizirani proto¢nom citofluorimetrijom, koriS¢enjem CellQuest Pro
softvera (BD Biosciences, Heidelberg, Nemacka). Dobijeni rezultati su predstavljeni u
vidu histograma raspodele intenziteta fluorescence, gde pomak histogramskog zapisa
tretiranih uzoraka udesno, u odnosu na histogramski zapis kontrolnih, netretiranih
uzoraka, korelira sa povecanjem intenziteta crvene fluorescence (FL2). Postignuti
pomak neposredno upucuje na povecanje produkcije superoksidnih anjona kod

tretiranih éelija.
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3.5.5. Ispitivanje promene membranskog potencijala mitohondrija

Prilikom analize membranskog potencijala mitohondrija upotrebljena je lipofilna
katjonska boja, JC-1. Boja slobodno prolazi kroz mitohondrijalnu membranu zdravih
¢elija, ulazeé¢i u matriks mitohondrija gde u multimernoj formi daje narandzasto-crvenu
fluorescencu (FL2). U apoptoti¢nim celijama dolazi do kolapsa mitohondrijalnog
membranskog potencijala, pri ¢emu JC-1 boja ne prolazi kroz intermembranski prostor,
ostajuci u svom monomernom obliku koji fluorescira zeleno (FL1). Dobijeni rezultati su
predstavljeni medusobnim odnosom zelene i crvene fluorescence (FL1/FL2), pri ¢emu
je ovaj odnos kod netretiranih, kontrolnih ¢elija uzet za jedini¢nu vrednost. Ukoliko se
javlja depolarizacija unutrasnje membrane mitohondrija ovaj odnos raste, a ako se radi o
hiperpolarizaciji, dolazi do smanjenja FL1/FL2 vrednosti. Nakon isteka tretmana, ¢elije
su centrifugirane 5 minuta na 500g posle cega je talog ¢elija resuspendovan u 100 pl
JC-1 boje (5 pg/ml) rastvorene u medijumu za kultivaciju. Uzorci su zatim inkubirani
30 minuta na temperaturi od 37°C u mraku, oprani u 1 ml PBS-a i finalno
resuspendovani u 500 pul PBS-a. Obe forme boje se istovremeno detektuju proto¢nom
citofluorimetrijom, koriS¢enjem CellQuest Pro softvera (BD Biosciences, Heidelberg,

Nemacka).

3.5.6. Ispitivanje unutarcelijskog zakiSeljavanja

Ispitivanje autofagnog procesa u Celijama tretiranim antileukemijskim lekovima
je izvrSeno supravitalnom, pH senzitivnom bojom akridin oranzom (1 uM) koji pri
promeni kiselosti sredine menja fluorescencu. U dodiru sa kiselim sadrzajem
autofagolizozoma, akridin oranz fluorescira narandzasto-crveno (FL3), a pri kontaktu sa
neutralnim pH citoplazme 1 jedra pokazuje zelenu fluorescencu (FL1). Stepen
unutarcelijskog zakiSeljavanja 1 zapremina kiselih vezikula u ¢eliji su u korelaciji sa
intenzitetetom narandzasto-crvene fluorescence (Vucicevic i sar., 2014). Uticaj tretmana
na povecanje intenziteta FL3 fluorescence, bez promene zelene FL1 fluorescence,
upucuje na pojavu autofagnog procesa. Povecanje relativnog odnosa intenziteta
narandzasto-crvene (FL3) 1 =zelene (FL1) fluorescence implicira povecanje

unutarcelijskog zakiSeljavanja, tj. autofagije u tretiranim uzorcima u odnosu na
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kontrolne, netretirane ¢éelije gde je ovaj odnos uzet za jedini¢nu vrednost. Ukratko,
nakon isteka tretmana, celije su centrifugirane na 500g tokom 5 minuta na sobnoj
temperaturi, posle ¢ega su dva puta oprane u 1 ml PBS-a. Potom je u svaki uzorak
dodato 300 pl medijuma za kultivaciju u kojem je rastvorena boja akridin oranz (1uM).
Nakon 30 minuta inkubacije na temperaturi od 37°C, uzorci su oprani i finalno
resuspendovani u 500 pl PBS-a. Tretirane Celije su analizirane proto¢nom
citofluorimetrijom, koriS¢enjem CellQuest Pro softvera (BD Biosciences, Heidelberg,

Nemacka).

3.6. Imunoblot analiza

Aktivnost 1 ekspresija razli€itih signalnih proteina, kao i1 proteina ukljucenih u
indukciju autofagije su ispitivane imunoblot tehnikom. Razdvajanje proteina je
izvrSeno prema velicini putem elektroforeze na poliakrilamidnom gelu, nakon Cega je
usledila detekcija proteina od interesa koja se zasniva medusobnoj reakciji antigena i
antitela.

Po isteku inkubacionog perioda, izvrSeno je liziranje ¢elija u puferu za lizu
kome je dodat koktel inhibitora proteaza i fosfataza (30 mM Tris-HCI pH 8,0; 1% NP-
40, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, 10 pl/ml koktela proteaznih inhibitora, 2mM natrijum
ortovanadata (NazVO4) 1 50 mM natrijum fluorida). Liziranje je vrSeno na ledu tokom
30 minuta nakon ¢ega su Celije centrifugirane 15 minuta na 14000g na temperaturi od
4°C, a potom su supernatanti ukupnog celijskog lizata prikupljeni 1 skladiSteni na
temperaturi od -20°C. Koncentracija analiziranih proteina je ispitana metodom po
Bradford-u (Bradford, 1976). Princip ovog testa zasniva se na pomeraju apsorbance
boje Coomassie Brilliant Blue G-250 iz crvene u plavu oblast vidljivog dela spektra
nakon vezivanja za proteine u kiseloj sredini. Intenzitet plave boje koja je tom prilikom
nagradena je direktno srazmeran koncentraciji proteina u uzorku. Test je zapocet
dodavanjem 3 pl uzorka u 3 ml Bradfordovog reagensa (0,1 mg/ml Coomassie Brilliant
Blue G-250, 5% etanol, 10% H3PO4 u destilovanoj vodi), Sto odgovara razblazenju
proteina u srazmeri od 1:1000. Apsorbanca je ocitavana na citatu za mikrotitarske
ploCe (Sunrise, Tecan, Dorset, Velika Britanija) na talasnoj duzini od 595 nm, dok su

koncentracije proteina ispitivanih uzoraka odredene na osnovu standardne krive koja je
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dobijena koriS¢enjem rastvora poznatih koncentracija albumina iz govedeg seruma
(engl. bovine serum albumine, BSA) u koncentracijama od 5, 10 15 i 20 mg/ml sa
bojom.

Slede¢i korak se sastojao u kuvanju uzoraka tokom 5 minuta na temperaturi od
100°C. Prilikom ovog postupka je zapremini ukupnog Celijskog ekstrakta dodata
odgovaraju¢a zapremina redukujuéeg pufera za pripremu uzorka. Konacne
koncentracije sastojaka pufera nakon kuvanja uzorka su iznosile: 10% glicerol, 2%
natrijum dodecil sulfat, 2 mM 2-merkaptoetanol, 62,5 mM Tris-HCI, 0,002%
bromfenol plavo, pri pH 6,8. Na ovaj nacin je izvrSena delimi¢na denaturacija
ispitivanih proteina, pri ¢emu je ponovno obrazovanje disulfidnih veza u denaturisanim
proteinima spreceno dodatkom 2-merkaptoetanola. Analizirani proteini su nakon
hidrofobne interakcije sa natrijum dodecil sulfatom zaokruzeni negativnim
naelektrisanjem. Delimi¢nom denaturacijom je omoguceno da proteini zadrze svoju
primarnu konformaciju i medusobno se razlikuju samo po molekulskoj masi.

Ispitivani proteini su nakon toga razdvajani metodom denaturiSuce gel
elektroforeze (engl. sodium dodecyl! sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-
PAGE) na osnovu razlika u molekulskim masama. Pri analizi Akt, AMPK, ERK, p62,
beklin-1, Raptor i aktin proteina koris¢en je 10% poliakrilamidni gel, za analizu LC3
proteina upotrebljen je 15% poliakrilamidni gel, dok je za ispitivanje mTOR i p70S6
kinaze koriS¢en 8% poliakrilamidni gel. Polimerizacija gelova se odvijala izmedu
staklene 1 keramicke ploce postavljene u stegu za pravljenje gela, sa ¢eSljem uronjenim
u gel za sabijanje proteina (engl. Stacking gel) radi obrazovanja bunara u koje su
nalivani uzorci. Proteini su nalivani u jednakim koli¢inama u bunare na gelu za
sabijanje proteina koga ¢ine: 4% akrilamid/0,14% bisakrilamid; 0,1% SDS; 0,125 M
Tris-HCI, pH 6,8. Gel za sabijanje proteina je naliven preko prethodno napravljenog
gela za razdvajanje proteina (engl. Resolving gel) koji se sastoji od: 8% akrilamida/
0,28% bisakrilamida ili 10% akrilamida/0,34% bisakrilamida ili 12% akrilamida/
0,41% bisakrilamida, 0,1% SDS-a; 0,375 M Tris-HCl-a, pH 8.8. Amonijumpersulfat
(0,05%) 1 TEMED (0,033%) su upotrebljeni kao katalizatori polimerizacije gelova.
Elektroforetski pufer su ¢inili slede¢i reagensi: 192 mM glicin; 0,1% SDS i 25 mM
Tris-HCI, pH 8,3. Elektri¢no polje je primenjeno celom povrSinom gela, uzrokujuci

migriranje negativno naelektrisanih proteina ka anodi. Pri prolasku proteina kroz gel za
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sabijanje, primenjivan je konstantni napon od 100 V, a pri ulasku proteina u gel za
razdvajanje, napon je pojaan na 160 V, na temperaturi od 4°C. Elektroforeza je
prekinuta kada je front bromfenol plave boje napustio gel za razdvajanje proteina. Radi
lakSe vizualizacije razdvajanja proteina, na gel je nalivana i smesa referentnih proteina
poznatih molekulskih masa koji su sluzili kao marker za ispitivane uzorke (10 — 250
kDa, Precision Plus Protein™ Dual Color Standards; Bio-Rad, Marnes-la-Coquette,

Francuska).

Nakon zavrsSene elektroforeze, proteini su transferisani sa poliakrilamidnog gela
na nitroceluloznu membranu (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, Francuska). Transfer
proteina je izvrSen putem aparature za polusuvi transfer (TE 70 Semi-dry transfer unit,
Amersham Biosciences). Nitrocelulozne membrane 1 filter papir velike upijaju¢e moci
su iseCeni tako da odgovaraju povrsini gela (6x8 cm) i potopljeni u pufer za transfer
(192 mM glicin, 20 % metanol i 25 mM Tris-HCI, pH 8,3) u trajanju od 5 minuta.
Nakon toga je na katodu postavljeno 5 filter papira preko kojih je stavljen gel uz koji je
prislonjena nitrocelulozna membrana koja je sa svoje anodne strane pokrivena sa jo$ 5
filter papira pri ¢emu su zaostali vazduSni dzepovi izmedu slojeva istisnuti da bi se
transfer proteina nesmetano odvijao. Zbog svog negativnog naelektrisanja, proteini su
pod dejstvom struje konstantne ja¢ine (0,8 mA/cm? nitrocelulozne membrane)
transferisani sa gela na membranu koja se nalazila blize pozitivnoj elektrodi, anodi, u

trajanju od 90 minuta.

Nakon transfera, nespecificno vezivanje proteina na membrani je blokirano 5%
rastvorom odmas¢enog mleka u TBS-T puferu (TRIS pufer: 20 mM Tris, 137 mM
NaCl, pH 7,6; uz dodatak 0,05% Tween 20 deterdZenta) u trajanju od 60 minuta. Nakon
blokiranja, primarna zecija antitela na humani LC3-II (1:1500), fosfo-Akt (pAkt,
1:1000), Akt (1:2000), fosfo-ERK (1:1000), ERK (1:2000), fosfo-mTOR kinazu
(1:500), mTOR kinazu (1:1000), fosfo-p70S6 kinazu (1:1000), p70S6 kinazu (1:1000),
fosfo-AMPK (pAMPK, 1:1000), AMPK (1:1000), p62 (1:1000), beklin-1 (1:1000),
fosfo-Raptor (p-Raptor, 1:1000), Raptor (1:1000), aktin (1:2000) su inkubirana u TBS-T
puferu sa nitroceluloznim membranama, preko no¢i na temperaturi od 4°C uz blago
mesanje. Potom je usledilo ispiranje primarnog antitela u TBS-T puferu (3x10 minuta) i

inkubacija sa sekundarnim antitelom, anti-zecijim IgG konjugovanim sa peroksidazom
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rena (1:3000) u toku 60 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon toga su membrane ponovo
ispirane u TBS-T puferu (3x10 minuta) i dalje prelivane sa supstratom za peroksidazu
rena, ECL-om (3 minuta). Peroksidaza, koja je konjugovana sa sekundarnim antitelom,
je razgradivala vodonik peroksid iz supstrata do vode i kiseonika. Kiseonik je reagovao
sa luminolom iz supstrata uz obrazovanje 3-aminoftalata, koji je posledicno emitovao
foton svetlosti. Na ovaj nacin produkovana svetlost je zabelezena na rendgenskom filmu
(Hyperfilm™ ECL; GE Healthcare, Little Chalfont, Velika Britanija), a intenzitet
hemiluminiscence je bio direktno srazmeran koli€ini proteina vezanog za membranu.
Ekspresija LC3-II, beklin-1 i p62 proteina je izrazena u odnosu na aktin, dok je u
slucaju Akt, ERK, mTOR kinaze , p70S6 kinaze, AMPK i Raptor proteina, fosforilisana
forma izrazena u odnosu na totalnu formu proteina. Ekspresija proteina je
kvantifikovana denzitometrijskom analizom, koriS¢enjem ImageJ softvera. Dobijeni
rezultati su predstavljeni u odnosu na netretiranu kontrolu, kojoj je arbitrarno dodeljena

jedini¢na vrednost.

3.7. Transfekcija malom interferiraju¢om RNK

Prilikom inhibicije ekspresije LC3-II, p62 ili beklina-1, gena koji ucestvuju u
procesu autofagije, REH leukemijske ¢elije su transfektovane malom interferiraju¢om
RNK (engl. small interfering RNA, siRNA) za humani LC3-II, p62 i beklin-1 kao i
kontrolnom siRNA. Subkonfluentne REH leukemijske ¢elije su sadene u mikrotitarskim
ploama sa ravnim dnom za ¢elije u suspenziji koje sadrze 96 bunara ili u Petrijeve Solje
od 100x20 mm za Celije u suspenziji 1 inkubirane preko no¢i, pri ¢emu je upotrebljen
RPMI 1640 medijum za kultivaciju Celija u suspenziji sa FBS-a (10%), bez upotrebe
antibiotika. Za rastvaranje oligomera siRNA od interesa, upotrebljen je medijum sa
redukovanim serumom, Opti-MEM, u odsustvu antibiotika, pri ¢emu je inkubacija
izvrSena na sobnoj temperaturi u trajanju od 5 minuta. Radi uvodenja siRNA molekula u
¢elije, upotrebljen je reagens za transfekciju, lipofektamin (engl. Lipofectamine 2000).
Lipofekcija ili lipozom transfekcija predstavlja uvodenje genetskog materijala u ¢eliju
putem lipozoma ¢iji fosfolipidni dvosloj, koji je pozitivno naelektrisan, agregira sa
negativno naelektrisanim genetskim materijalom, omogucéuju¢i na taj nacin

savladavanje elektrostatickog odbijanja ¢elijske membrane. Lipofektamin je inkubiran 5
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minuta na sobnoj temperaturi u Opti-MEM medijumu bez antibiotika. Potom su jednake
zapremine ispitivane siRNA i razblazenog lipofektamina pomeSane i inkubirane 20
minuta na sobnoj temperaturi da bi se formirali oligomer-lipofektamin kompleksi. U
sledecem koraku je ¢elijama promenjen medijum, nakon cega je izvrSeno dodavanje
siRNA-lipofektamin kompleksa, pri ¢emu je finalna koncentracija siRNA iznosila 100
nM, dok je razblazenje lipofektamina od 600x izvrSeno po preporuci proizvodaca.
Nakon 8 casova inkubacije sa medijumom za transfekciju, na temperaturi od 37°C,
medijum je zamenjen dodatkom jednake zapremine normalnog medijuma za kultivaciju
(RPMI 1640 sa 10% FBS-om i antibioticima). Posle 24 casa transfekcije, ¢elije su
presadene u mikrotitarske ploce sa ravnim dnom za ¢elije u suspenziji koje sadrze 96 i
24 bunara ili u Petrijeve Solje od 100x20 mm za celije u suspenziji i inkubirane
narednih 24 casa. U slede¢em koraku ispitivanja je analizirana ekspresija LC3-II, p62 i
beklin-1 proteina imunoblot tehnikom. Nakon 24 ¢asa, transfektovane ¢elije su tretirane
citarabinom (3,2 pM; 24h) ili idarubicinom (25 nM; 24h) posle ¢ega je izvrSena analiza
¢elijskog vijabiliteta testom aktivnosti kisele fosfataze, indukcije autofagije, aktivacije
kaspaza, indukcije apoptoze i nekroze i produkcije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta

proto¢nom citofluorimetrijom.

3.8. Odredivanje nivoa ekspresije IRNK za Atg4, AtgS, Atg7, Atgl2 i
p62

3.8.1. Izolacija RNK

Proces izolovanja RNK molekula iz REH leukemijskih ¢elija je izvrSen pomocu
reagensa za ekstrakciju RNK, TRIZOL-a. Nakon tretmana citarabinom (3,2 uM; 24h),
REH leukemijske cCelije su centrifugirane na 500g, 5 minuta na sobnoj temperaturi,
posle Cega je supernatant odliven a Celije prelivane sa 250 yul TRIZOL-a u kome su
resuspendovane. U slede¢em koraku analize, ¢elije su 5 minuta inkubirane na sobnoj
temperaturi nakon cega im je dodavano po 50 pl hloroforma. Uzorci su dalje
vorteksirani 1 inkubirani 10 minuta na temperaturi od 4°C, a zatim centrifugirani 15
minuta na 12000g na temperturi od 4°C. Nakon centrifugiranja, doslo je do obrazovanja

gornje vodene faze koja je sadrzavala RNK, donje hloroformske faze u kojoj su se
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izdvojili proteini i lipidi, i intermedijarne faze sa DNK. Vodena faza sa RNK je
ekstrahovana, a zatim joj je dodat izopropanol u odnosu 1:1. Nakon invertovanja (8x)
sadrzaja epruveta, celije su inkubirane 30 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim
centrifugirane 15 minuta na 12000g na temperaturi od 4°C. Po zavrsetku centrifugiranja,
na dnu epruveta se izdvojio talog RNK. Supernatant je odlivan, a talog opran dva puta
po 5 minuta na 7500g u 1 ml hladnog etanola (75%). Etanol je pazljivo sakupljan
pipetom dok u epruveti nije ostao samo talog RNK koji je suSen do uparavanja.
Dobijeni talog RNK je rastvoren u 20 pl destilovane vode tretirane inhibitorom RNA-
aza, DEPC-om (engl. diethylpyrocarbonate).

3.8.2. Reverzna transkripcija

Posto je na Gene Quant kolorimetru izmerena koncentracija RNK, 1 pg RNK je
rastvoren u 15 pl vode sa 0,2 pg nasumiénih heksamernih prajmera i dNTP-ova u
finalnoj koncentraciji 1 mM. Destilovana voda je upotrebljena u svrhu kontrole pri
eventualnoj kontaminaciji umesto RNK. Da bi doSlo do nasumicnog vezivanja
heksamera za RNK, rastvori su inkubirani 10 minuta na temperaturi 70°C. Uzorci su
nakon toga stavljani 5 minuta na led. U slede¢em koraku je dodavano po 4 ul pufera za
reverznu transkripciju (5 x First Strand Buffer) 1 1 Wl M-MulLV (engl. Moloney Murine
Leukemia Virus) reverzne transkriptaze (200 U/ul), nakon €ega su uzorci inkubirani na
temperaturi od 25°C tokom 10 minuta. Zatim su uzorci inkubirani 60 minuta na
temperaturi reakcije reverzne transkripcije od 42°C. Reverzna transkripcija je prekinuta
inkubacijom uzoraka na 70°C u trajanju od 10 minuta. cDNK koja se dobija na kraju
postupka je skladiStena na temperaturi od 4°C, nakon cega je koriS¢ena u reakciji

lan¢anog umnoZavanja.
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3.8.3. Reakcija lan¢anog umnoZavanja sa detekcijom produkata u realnom

vremenu

Real-time RT-PCR (engl. real time reverse transcriptase polymerase chain
reaction) metoda je koriSéena prilikom analize ekspresije gena koji ucestvuju u
autofagnom procesu (Vucicevic i sar., 2014), pri ¢emu su ispitivani uzorci inkubirani u
reakcionim, mikrotitarskim plo¢ama sa ravnim dnom za c¢elije u suspenziji koje sadrze
96 bunara (Applied Biosystems, Cheshire, Velika Britanija), u Realplex’ Mastercycle
aparatu (Eppendorf, Hamburg, Nemacka). Prilikom ispitivanja je upotrebljen standardni
protokol prema preporuci proizvodaca za TagMan Universal PCR Master Mix i
komercijalno dostupni prajmeri i probe za humani AtgdB (Hs00367088 ml), Atg5
(Hs00169468 ml), Atg7 (Hs00197348 ml), Atgl2 (Hs00740818 ml), p62
(Hs00177654 m1) i B2 mikroglobulin (Hs00984230 m1) kao konstitutivno eksprimiran
gen (engl. house-keeping gene). PoCetak Real-time RT-PCR metode je predstavljala
inkubacija uzoraka na temperaturi od 50°C u trajanju od 2 minuta, nakon ¢ega su uzorci
inkubirani na temperaturi od 95°C tokom 10 minuta. Nakon toga su uzorci prosli kroz
40 ciklusa (15 sekundi topljenja na temperaturi od 95°C/ 1 minut na temperaturi od
60°C radi vezivanja prajmera za DNK 1 sinteze DNK lanaca), posle ¢ega je usledio
finalni korak inkubacije uzoraka u trajanju od 1 minuta na temperaturi od 60°C. Sve
analize su radene u triplikatu, pri ¢emu je prag ciklusa (engl. cycle of threshold, Ct)
kalibrisan na 0,1 relativnih fluorescentnih jedinica. Da bi se izrac¢unao ACt, prose¢ne Ct
vrednosti triplikata gena od interesa su umanjene za prose¢ne Ct vrednosti kontrolnih
triplikata konstitutivno eksprimiranog gena, P2 mikroglobulina, dok je relativna
ekspresija gena izrazena kao 2. Dobijeni rezultati su predstavljeni u vidu relativne

vrednosti ACt u odnosu na kontrolu, koja je arbitrarno podeSena na jedini¢nu vrednost.
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3.9. Statisticka analiza podataka

Metode statistiCke analitike su upotrebljene prilikom statisticke obrade dobijenih
podataka. Pri analizi statisticke znacajnosti razlike izmedu tretmana upotrebljena je
jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA) za viSe nezavisnih uzoraka, pracena
Student-Newman-Keuls-ovim testom. Vrednost parametra p<0,05 se smatrala statisticki

znacajnom.
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4. REZULTATI

4.1. Citarabin indukuje apoptozu posredovanu oksidativnim stresom,
depolarizacijom mitohondrija i aktivacijom kaspaza u REH

leukemijskim ¢elijama

4.1.1. Citarabin smanjuje vijabilitet REH leukemijskih celija

Da bi se potvrdilo antileukemijsko dejstvo citarabina, ¢elije humane akutne
limfocitne leukemijske linije (REH) tretirane su razli¢itim koncentracijama citarabina u
rasponu od 0,1 do 12,8 uM. Nakon 24 i 48 casova inkubacije, ¢elijski vijabilitet je
odredivan testom aktivnosti kisele fosfataze. Analizom dobijenih rezultata je pokazano
da citarabin smanjuje vijabilitet REH leukemijskih ¢elija na dozno 1 vremenski zavisan
nacin (slika 3). Dobijene ICso vrednosti iznosile su 3,2 uM nakon 24 c¢asa 1 0,4 uM
nakon 48 c¢asova inkubacije. U daljim eksperimentima je koris¢ena koncentracija
citarabina od 3,2 uM. Dobijeni rezultati pokazuju da citarabin ispoljava antileukemijsko

dejstvo na REH ¢elijama.
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Slika 3. Citarabin smanjuje vijabilitet REH leukemijskih ¢elija. REH Celije tretirane su 24 i 48 Casova
(h) razli¢itim koncentracijama citarabina. Testom aktivnosti kisele fosfataze odreden je ¢elijski vijabilitet.
Prikazani su reprezentativni rezultati iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja vrednost + standardna

devijacija triplikata. *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolne ¢elije.
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4.1.2. Citarabin stimuliSe premestanje fosfatidilserina na spoljasnju stranu ¢elijske

membrane REH leukemijskih celija

Posto je pokazano da citarabin smanjuje vijabilitet REH celija, u daljem toku
istrazivanja je ispitivana sposobnost indukcije programirane Ccelijske smrti ovog
antileukemijskog leka. Nakon 24 casa tretmana citarabinom, ¢elije su obojene aneksin
V-fluorescin izotiocijanatom (aneksin V-FITC), koji se vezuje za fosfatidilserinske
ostatke na povrsini Celijske membrane apoptoti¢nih celija Ciji je integritet oCuvan, i
propidijum jodidom (PI) koji ulazi u ¢elije sa naruSenim integritetom i vezuje se za
DNK ovih nekroti¢nih ¢elija. Analizom rezultata protocne citofluorimetrije je utvrdeno

da citarabin indukuje ranu apoptozu-aneksin/PI" (39,5%) i kasnu apoptozu/nekrozu-

aneksin'/PI" (33,8%) REH leukemijskih ¢elija (slika 4).
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Slika 4. Citarabin stimuliSe premestanje fosfatidilserina na spoljasSnju stranu ¢elijske membrane
REH leukemijskih ¢elija. (A, B) REH leukemijske ¢elije su tretirane 24 ¢asa citarabinom (3,2 pM),
nakon cega su obojene aneksin V-FITC-om i propidijum jodidom i analizirane proto¢nom
citofluorimetrijom. Tackasti dijagrami prikazuju kvadratnu distribuciju kontrolnih (A) i tretiranih REH

¢elija (B) i predstavljaju reprezentativan prikaz tri razlicita eksperimenta.
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4.1.3. Citarabin izaziva fragmentaciju DNK molekula u REH leukemijskim

celijama

U slede¢em eksperimentu je ispitivana sposobnost citarabina da indukuje
fragmentaciju DNK molekula, jednu od osnovnih karakteristika umiranja celija
apoptozom. Nakon 24 Casa tretmana citarabinom, ¢elije su fiksirane a zatim obojene
propidijum jodidom (PI) koji se vezuje za DNK celija. Analizom celijskog ciklusa
proto¢nom citofluorimetrijom pokazano je da citarabin povecava procenat
hipodiploidnih ¢elija (sub-Go faza), odnosno fragmentaciju DNK molekula (29,7%
apoptoti¢nih ¢éelija u tretmanu u odnosu na 3,1% u kontroli) (slika 5). Dakle, ovim
eksperimentom je potvrdeno da citarabin izaziva apoptozu u REH leukemijskim

¢elijjama.
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Slika 5. Citarabin indukuje fragmentaciju DNK molekula. REH leukemijske ¢elije su inkubirane 24

Casa sa citarabinom (3,2 pM) i analizirane proto¢nom citofluorimetrijom nakon bojenja propidijum

jodidom. Prikazani su reprezentativani histogrami dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta.
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4.1.4. Citarabin aktivira kaspaze u REH leukemijskim celijama

U narednom koraku analize Celijske smrti ispitivana je sposobnost citarabina da
indukuje aktivaciju kaspaza, enzima koji predstavljaju klju¢ne egzekutore procesa
apoptoze (Earnshaw i sar., 1999). U tu svrhu su tretirane ¢elije obojene fluorescentno
obelezenim pan-kaspaznim inhibitorom ApoStat-om 1 analizirane proto¢nom
citofluorimetrijom. Tretman citarabinom je povecao aktivaciju kaspaza (34,57% u
tretiranim ¢elijama u odnosu na 3,4% u kontrolnim ¢elijama), §to sugeriSe da apoptoza
indukovana citarabinom u REH leukemijskim c¢elijama zavisi od aktivacije kaspaza.
Konacno, aktivacija kaspaza zajedno sa fragmentacijom DNK i eksternalizacijom
fosfatidilserina potvrduje da apoptoza predstavlja osnovni tip smrti tumorskih ¢elija

tretiranih citarabinom.
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Slika 6. Citarabin izaziva aktivaciju kaspaza. REH leukemijske celije su inkubirane 24 casa u
prisustvu citarabina (3,2 puM), nakon ¢ega su obojene fluorescentno obelezenim pan-kaspaznim
inhibitorom ApoStat-om i analizirane proto¢nom citofluorimetrijom. Prikazan je reprezentativani rezultat

dobijen iz tri nezavisna eksperimenta.
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4.1.5. Citarabinom indukovana apoptoza u REH leukemijskim ¢elijama je

posredovana depolarizacijom mitohondrijalne membrane

Poznato je da mitohondrije imaju jednu od klju¢nih uloga u indukciji procesa
apoptoze (Green i Reed, 1998; Desagher i Martinou, 2000), pa su u narednom
eksperimentu ispitivane promene potencijala mitohondrijalne membrane. Leukemijske
¢elije su 24 Casa tretirane citarabinom, a potom obojene lipofilnom katjonskom bojom
(JC-1) 1 analizirane proto¢nom citofluorimetrijom. Dobijeni rezultati su pokazali izrazit
pad membranskog potencijala mitohondrija, Sto se uocava kao porast intenziteta zelene
u odnosu na crvenu fluorescencu (za kontrolu FL1/FL2=1, a za tretman FL1/FL2=1,83)
(slika 7). Iz svega navedenog se moze izvesti zakljucak da antileukemijski lek podstice

depolarizaciju mitohondrijalne membrane u REH leukemijskim ¢elijama.
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Slika 7. Citarabin izaziva depolarizaciju mitohondrijalne membrane. REH leukemijske c¢elije su
inkubirane 24 Casa sa citarabinom (3,2 uM) i obojene fluorescentnom bojom JC-1, nakon ¢ega je izvrSena
analiza membranskog mitohondrijalnog potencijala protocnom citofluorimetrijom. Prikazani su

reprezentativni histogrami dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta.

41



4.1.6. Citarabinom indukovana apoptoza u REH leukemijskim ¢elijama je

posredovana oksidativnim stresom

U daljim eksperimentima analiziran je oksidativni stres, koji kao i1 depolarizacija
mitohondrija ucestvuje u indukciji apoptoze (Kannan i Jain, 2000). U tu svrhu je
upotrebljen fluorohrom dihidroetidijum (DHE) koji se koristi za ispitivanje produkcije
reaktivnih vrsta kiseonika i selektivan je za superoksidni anjonski radikal. Nakon 24
Casa inkubacije sa citarabinom, REH leukemijske c¢elije su obojene DHE bojom i
analizirane protocnom citofluorimetrijom (slika 8). Rezultati su pokazali da tretman
citarabinom povecava intenzitet crvene (FL2) fluorescence DHE boje (za kontrolu
FL2=1, za tretman FL2=1,37), Sto ukazuje na povecanu produkciju superoksidnog
anjonskog radikala. Dakle, antileukemijski lek izaziva apoptozu u REH leukemijskim

¢elijama posredovanu indukcijom oksidativnog stresa.
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Slika 8. Citarabin indukuje sintezu superoksid anjonskog radikala. Nakon 24 ¢asa tretmana
citarabinom (3,2 puM), REH ¢elije su obojene DHE fluorohomom i analizirane proto¢nom

citofluorimetrijom. Prikazani reprezentativni histogram je dobijen iz tri nezavisna eksperimenta.
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4.2. Citarabin indukuje autofagiju u REH leukemijskim ¢elijama

4.2.1. Citarabin podsti¢e unutarcelijsku acidifikaciju REH leukemijskih ¢elija

Nakon §to je utvrdeno da citarabin izaziva programiranu celijsku smrt tipa I u
leukemijskim ¢elijama, ispitivana je sposobnost hemoterapeutika u indukciji
programirane ¢elijske smrti tipa II, autofagije. Autofagija predstavlja bazi¢ni katabolicki
mehanizam koji ukljucuje ¢elijsku degradaciju sopstvenih proteina i oSte¢enih organela
u autofagolizozomima posredstvom kiselih lizozomalnih hidrolaza (Glick i sar., 2010).
REH leukemijske ¢elije su nakon 16 casova inkubacije citarabinom obojene pH
senzitivnom bojom akridin oranzom, koja fluorescira zeleno u neutralnom pH
citoplazme ¢elija (FL1), a narandzasto-crveno u kiselom pH vezikula (FL3). Primenom
fluorescentne mikropskopije, uoceno je da je u citoplazmi tretiranih celija doslo je do
povecanja broja i zapremine narandzasto-crvenih, kiselih vezikula, dok je unutarcelijski

sadrzaj kontrolnih ¢elija bio obojen zeleno (slika 9).

kontrola citarabin

Slika 9. Citarabin stimuliSe stvaranje Kkiselih vezikula u REH leukemijskim ¢elijama. REH
leukemijske ¢elije su nakon 16 Casova tretmana citarabinom (3,2 pM) obojene akridin oranzom i

analizirane fluorescentnom mikroskopijom (skala za procenu veli¢ine 50 um; uvelic¢anje 40x).

Kvantitativna analiza je izvedena citofluorimetrijskom analizom ¢elija obojenih akridin

oranzom, gde je utvrdeno da nakon 16 ¢asova tretmana citarabinom u leukemijskim
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¢elijama dolazi do porasta odnosa intenziteta crvene i zelene fluorescence (za kontrolu
FL3/FL1=1, za tretman FL3/FL1=2.4) koji takode ukazuje na povecanje unutarcelijskog
zakiSeljavanja (slika 10). Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti da
antileukemijski lek izaziva unutaréelijsku acidifikaciju, Sto je povezano sa povecanjem

broja kiselih autofagolizozoma, odnosno pojavom autofagije u REH ¢elijama.
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Slika 10. Citarabin indukuje unutarcelijsku acidifikaciju. REH leukemijske c¢elije su 16 Casova
tretirane citarabinom (3,2 puM) i potom obojene akridin oranz fluorohromom. Proto¢nom
citofluorimetrijom analiziran je odnos relativnih intenziteta narandzasto-crvene i zelene fluorescence

(FL3/FL1). Reprezentativni histogrami su dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta.
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4.2.2. Citarabin indukuje stvaranje autofagnih vezikula u REH leukemijskim

celijama

Kako pojava, odnosno povecanje broja kiselih vezikula nije apsolutni dokaz
prisustva autofagije, primenom drugih eksperimentalnih metoda izvrSena je dalja
analiza ovog Ccelijskog procesa. Transmisiona elektronska mikroskopija predstavlja
jednu od najpreciznijih metoda za detekciju autofagije (Yla-Anttila 1 sar., 2009).
Rezultati ultrastrukturne TEM analize su pokazali da se u citoplazmi kontrolnih ¢elija
ne uocavaju vezikule koje podsecaju na autofagolizozome (slika 11A) dok citarabin
podsti¢e intenzivnu vakuolizaciju citoplazme REH ¢elija (slika 11B). Neke od ovih
vezikula poseduju dvostruku membranu koja okruzuje citoplazmatski sadrzaj, Sto
predstavlja morfolosku karakteristiku autofagozoma (slika 11C), dok se u drugima jasno
uoCavaju degradirane Celijske organele obavijene jednostrukom membranom, Sto bi

moglo da ukaze na prisustvo autofagolizozoma (slika 11D).
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Slika 11. Citarabin indukuje stvaranje autofagnih vezikula u REH leukemijskim ¢elijama — TEM
analiza. Prikazane su reprezentativne elektronske mikrografije dobijene elektronskom mikroskopijom
ultratankih isecaka (skala za procenu veli¢ine 2 pm; 1 pum) iz dva razlicita eksperimenta. U citoplazmi
kontrolnih, netretiranih ¢elija (A) se ne uocavaju vezikule koje podsecaju na autofagolizozome dok se u
citoplazmi REH leukemijskih ¢elija inkubiranih sa citarabinom (3,2 pM; 24h) primecuje intenzivna
vakuolizacija (oznaéeno strelicama) (B), prisustvo vezikula koje nalikuju autofagozomima (oznaceno
strelicom) (C), i vezikula koje lice na autofagolizozome sa degradiranim celijskim sadrzajem (oznaceno

strelicom) (D).
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4.2.3. Citarabin stimuliSe konverziju LC3 i razgradnju p62, ali ne uti¢e na

ekspresiju beklin-1 proteina u REH leukemijskim celijama

Daljim eksperimentima ispitivana je ekspresija proteina koji su karakteristi¢ni za
indukciju autofagije, poput LC3 proteina, koji Atg4 enzim proteoliticki obraduje nakon
translacije, obrazujuéi na taj nacin solubilnu LC3-I formu. LC3-I izoforma proteina se
prilikom indukcije autofagije, konjugacijom sa PE, konvertuje u LC3-II izoformu, koja
se zatim inkorporira u autofagozomalnu membranu zbog cega se LC3-II izoforma
proteina koristi kao specifi¢ni marker autofagije (Barth i sar., 2010). REH leukemijske
¢elije su nakon 2, 4, 8 1 16 Casova inkubacije u prisustvu citarabina analizirane
imunoblot tehnikom. Kvantifikacija jacine traka dobijenih imunoblotom (slika 12A)
izvrSena je denzitometrijskom analizom, pri ¢emu je ekspresija LC3-II forme proteina
izrazena relativno u odnosu na aktin, koji je upotrebljen kao kontrola ukupne
koncentracije proteina u uzorku. Nivo LC3-II proteina u kontroli arbitrarno je podesen
na 1 (slika 12B). Pokazano je da citarabin indukuje vremenski zavisnu konverziju LC3-1
u LC3-II formu proteina, pri ¢emu je maksimalna ekspresija LC3 II proteina
detektovana ve¢ nakon 2 Casa, posle ¢ega dolazi do njenog postepenog opadanja (slika
12A, B). Dalje, kako je prikazano na slici 12A i 12B, tretman citarabinom je znacajno
smanjio nivo p62, multifunkcionalnog adaptorskog proteina, koji promovise degradaciju
poliubikvitiranih proteinskih agregata putem interakcije sa LC3 proteinom u
autofagozomima (Glick i sar., 2010). Smanjenjem ekspresije p62 proteina, selektivne
mete autofagne degradacije, potvrdeno je da tretman citarabinom u REH ¢elijama
dovodi do porasta autofagne proteolize. Sa druge strane, antileukemijski lek nije
povecao ekspresiju proautofagnog proteina beklina-1, koji ucestvuje u inicijaciji
formiranja autofagozoma (Pattingre i sar., 2008), Sto navodi na zakljuc¢ak da je njegova
bazalna ekspresija dovoljna da izazove autofagni odgovor u leukemijskim celijama
tretiranim citarabinom. Dakle, citarabin povecava ekspresiju LC3 1 stimuliSe njegovu
konverziju, smanjuje ekspresiju p62 i povecava njegovu razgradnju, ali ne uti¢e na

ekspresiju beklin-1 proteina u REH leukemijskim ¢elijama.
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Slika 12. Citarabin stimuliSe konverziju LC3, razgradnju p62, ali ne poveéava ekspresiju beklin-1
proteina. (A) REH leukemijske ¢elije su nakon 2, 4, 8 i 16 ¢asova inkubacije sa citarabinom (3,2 pM)
analizirane imunoblot tehnikom. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri nezavisna eksperimenta
(A), kao 1 odgovarajuca denzitometrijska analiza izrazena kao srednja vrednost + standardna devijacija

(B). *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolne éelije.

4.2.4. Citarabin stimuliSe autofagni fluks u REH leukemijskim ¢elijama

Da bi se utvrdilo da li porast nivoa LC3-II proteina odraZzava indukciju
autofagije tj. formiranje autofagozoma, ili smanjenje autofagne proteolize, odnosno
blokadu LC3-II degradacije u autofagolizozomima, izvrSena je imunoblot analiza nivoa
LC3-1I proteina leukemijskih Celija tretiranih citarabinom u prisustvu inhibitora
proteolize bafilomicina Al i hlorokina (slika 13A). Bafilomicin Al (BAF) je u
eksperimentu primenjen u koncentraciji 10 nM, dok je hlorokin (HK) primenjen u

koncentraciji 20 uM. Vremenski interval tretmana kod oba proteolizna inhibitora
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iznosio je 8 Casova da bi se izbegli nespecificni efekti dugoro¢ne autofagne blokade
(Rubinsztein i sar., 2009). Inhibicijom autofagne proteolize, doslo je do ocekivanog
povecanja nivoa LC3-II izoforme proteina, dok je citarabin dodatno stimulisao
konverziju LC3 proteina. Rezultati prikazani na slici 13A i1 13B jasno pokazuju da
citarabin indukuje povecéanje autofagnog fluksa u REH leukemijskim ¢elijama, odnosno
da je povecanje ekspresije LC3-II forme proteina zaista posledica njenog povecanog
stvaranja, a ne smanjene razgradnje. Sumiranjem prethodnih rezultata se moze

nedvosmisleno zakljuciti da citarabin indukuje autofagiju u REH leukemijskim ¢elijama.
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Slika 13. Citarabin indukuje poveéanje autofagnog fluksa. (A, B) REH leukemijske celije su
inkubirane sa citarabinom (CIT; 3,2 uM) u odsustvu i prisustvu farmakoloskih inhibitora proteolize,
bafilomicina A1 (BAF; 10 nM) i hlorokina (HK; 20 uM). Nakon 8 ¢asova inkubacije izvrSena je analiza
konverzije LC3 proteina imunoblot tehnikom (A), a rezultati analizirani denzitometrijom (B). Prikazani
su reprezentativni imunoblotovi dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta (A), kao i rezultati
denzitometrijske analize prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (B). *p<0,05 ukazuje na
statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane éelije, dok #p<0,05 ukazuje na statisticki zna¢ajnu

razliku u odnosu na ¢elije tretirane samo inhibitorima proteolize i samo citarabinom.
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4.2.5. Autofagija indukovana citarabinom u REH leukemijskim celijama je
posredovana inhibicijom mTOR kinaze i modulacijom aktivnosti Akt i ERK

proteina

Kljuéni regulator indukcije autofagije je serin/treonin protein kinaza mTOR
(Jung i sar., 2010). U daljim eksperimentima, imunoblot analizom je ispitana vremenska
dinamika aktivacije mTOR kinaze, kao i njegovih ushodnih regulatornih proteina
AMPK, Akt i ERK. Nakon 2, 4, 8 i 16 casova tretmana REH celija citarabinom,
pokazano je da je indukcija autofagije povezana sa brzim i snaznim smanjenjem
fosforilacije mTOR kinaze, kao i njenog direktnog supstrata, p70S6 kinaze (slika 14).
Antileukemijski lek je takode smanjio fosforilaciju potentnog mTOR stimulatora,
protein kinaze Akt, ali je ovo smanjenje uoceno nakon redukcije aktivacije
mTOR/p70S6 kinaze 1 povecanja LC3 konverzije. S druge strane, citarabin u REH
¢elijama nije stimulisao fosforilaciju AMPK, glavnog unutarcelijskog energetskog
senzornog molekula sa mTOR-inhibiraju¢im kapacitetom. Interesantno je da je
hemoterapeutik stimulisao fosforilaciju ERK proteina, ali je aktivacija ovog proteina

takode kasnila u odnosu na snaznu inhibiciju mTOR kinaze i p70S6 kinaze.
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Slika 14. Citarabin inhibira mTOR kinazu i moduliSe ekspresiju Akt i ERK proteina u REH
leukemijskim éelijama. (A, B) REH leukemijske celije su nakon 2, 4, 8 i 16 casova inkubacije sa
citarabinom (3,2 uM) analizirane imunoblot tehnikom. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi dobijeni
iz tri nezavisna eksperimenta (A), kao i rezultati denzitometrijske analize prikazani kao srednja vrednost

+ standardna devijacija (B). *p<0,05 ukazuje na statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na kontrolne ¢elije.
4.2.6. Inhibicija mTOR kinaze je klju¢na u indukciji autofagije citarabinom

Da bi se ispitala uloga mTOR kinaze u indukciji autofagije citarabinom,
upotrebljen je potentni aktivator mTOR-a, leucin (Kimball 1 sar., 1999).
Citofluorimetrijskom analizom REH leukemijskih celija obojenih akridin oranZom,
utvrdeno je da je leucin delimi¢no spre€io unutarcelijsku acidifikaciju indukovanu
citarabinom (slika 15). Dakle, inhibicija mTOR kinaze ima znacajnu ulogu u indukciji

autofagije antileukemijskim lekom.
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Slika 15. Citarabinom indukovana autofagija posredovana je inhibicijom mTOR kinaze. REH
leukemijske ¢elije su inkubirane 16 ¢asova sa citarabinom (3,2 uM) u odsustvu ili prisustvu leucina (2
mM), nakon C¢ega su obojene akridin oranzom i analizirane protocnom citofluorimetrijom. Prikazan je
reprezentativani rezultat dobijen iz tri nezavisna eksperimenta (*p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu
razliku u odnosu na netretirane ¢elije, dok #p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na

¢elije tretirane samo citarabinom).

4.2.7. Citarabin indukuje ekspresiju ATG gena u REH leukemijskim celijama

lIako se ranije smatralo da je indukcija autofagije regulisana na
posttranskripcionom nivou, sve viSe podataka ukazuje na znacajnu ulogu transkripcije
razli¢itih ATG gena u zapocCinjanju procesa autofagije (Feng 1 sar., 2014; Feng 1 sar.,
2015). Uticaj citarabina na ekspresiju ATG gena analiziran je real-time RT-PCR-om
nakon 1, 2 14 ¢asa inkubacije. Pokazano je da je antileukemijski lek znacajno stimulisao
ekspresiju iRNK za Atg4, Atg5, Atg7 1 p62, ali ne 1 Atgl2 (slika 16). Dakle, Atg4, Atgs,

Atg7 1 p62 su znacajni za indukciju autofagije citarabinom.
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Slika 16. Citarabin indukuje ekspresiju ATG gena. REH leukemijske Celije su inkubirane 1, 2 i 4 ¢asa
sa citarabinom (3,2 pM), nakon ¢ega je real-time RT-PCR tehnikom analizirana ekspresija Atgd, Atgs,
Atg7, Atgl2 i p62 informacionih RNK (iRNK). Prikazani su reprezentativni rezultati dobijeni iz triplikata

tri nezavisna eksperimenta. *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane celije.

4.3. Autofagija Stiti leukemijske celije od apoptoze indukovane

citarabinom

4.3.1. Citarabin indukuje protektivnu autofagiju u REH leukemijskim ¢elijama

U leukemijskim celijama autofagija moze biti nain prezivljavanja, ali 1 tumor
supresorni mehanizam, tj. moZe biti alternativni nacin umiranja ¢elija rezistentnih na
indukciju apoptoze (Hippert i sar., 2006; Jin 1 White, 2007). Da bi se utvrdila uloga
autofagije u antileukemijskom dejstvu citarabina, REH celije su inkubirane sa
citarabinom u prisustvu farmakoloSkih inhibitora razli¢itih faza procesa autofagije.
Analizom rezultata dobijenih testom aktivnosti kisele fosfataze utvrdeno je da
bafilomicin Al 1 hlorokin, agensi koji blokiraju autolizozomalnu acidifikaciju i
autofagnu proteolizu (Mizushima 1 sar., 2010), znacajno povecavaju smrt REH celija
indukovanu citarabinom (slika 17A). Osim toga, 1 3-metiladenin, koji blokira formiranje
autofagozoma (Seglen i sar., 1984), je povecao toksi¢no delovanje citarabina prema
tumorskim celijama (slika 17B). Dakle, citarabin indukuje protektivnu autofagiju u

REH leukemijskim ¢elijama.
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Slika 17. Citarabin indukuje protektivnu autofagiju u REH leukemijskim ¢elijama. (A) REH Ccelije
su inkubirane sa citarabinom (3,2 uM) u odsustvu i prisustvu farmakoloskih inhibitora autofagije
bafilomicina A1 (BAF; 10 nM), hlorokina (HK; 20 uM), kao i (B) 3-metiladenina (5 mM). Nakon 24 ¢asa
inkubacije, testom aktivnosti kisele fosfataze odreden je éelijski vijabilitet. Prikazani su reprezentativni
rezultati triplikata iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja vrednost + standardna devijacija. *p<0,05
ukazuje na statisticki zna¢ajnu razliku u odnosu na netretirane éelije, dok *p<0,05 ukazuje na statisticki

znacajnu razliku u odnosu na celije tretirane samo citarabinom.

4.3.2. Autofagija Stiti REH ¢elije od apoptoze indukovane citarabinom

Posto je prethodno pokazano da apoptoza predstavlja osnovni tip umiranja Celija
tretiranih citarabinom (Slika 4 1 5), dalje je ispitivan odnos izmedu autofagije i apoptoze
u REH C¢elijama. Rezultati dobijeni proto¢nom citofluorimetrijom su pokazali da
inhibitori autofagije bafilomicin Al 1 hlorokin povecavaju fragmentaciju DNK (slika
18A) 1 eksternalizaciju fosfatidilserina (slika 18B) celija tretiranih citarabinom. Dakle,

autofagija sprecava proapoptotsko delovanje citarabina u REH leukemijskim ¢elijama.
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Slika 18. Inhibicija autofagije poveéava apoptozu u REH leukemijskim ¢elijama tretiranim
citarabinom. REH leukemijske ¢elije su inkubirane sa citarabinom (3,2 pM) u odsustvu i prisustvu
farmakoloskih inhibitora proteolize, bafilomicina A1 (BAF; 10 nM) i hlorokina (HK; 20 uM). Nakon 24
Casa inkubacije, protocnom citofluorimetrijom je analizirana fragmentacija DNK u celijama obojenim
propidijum jodidom (A) i translokacija fosfatidilserina u ¢elijama obojenim aneksin V-FITC-om i
propidijum jodidom (B). Prikazani su reprezentativni rezultati iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja
vrednost + standardna devijacija. *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane

¢elije, dok #p<0,05 ukazuje na statisti¢ki znadajnu razliku u odnosu na ¢elije tretirane samo citarabinom.

4.3.3. Autofagija inhibira aktivaciju kaspaza stimulisanu citarabinom u REH

leukemijskim ¢elijama

Daljom analizom mehanizama citoprotektivnog delovanja autofagije pokazano
je da bafilomicin Al 1 hlorokin povecéavaju citarabinom indukovanu aktivnost kaspaza
(slika 19) ¢elija tretiranih citarabinom, odnosno da sama autofagija sprecava aktivaciju

kaspaza.
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Slika 19. Inhibicija autofagije izaziva aktivaciju kaspaza u REH c¢elijama tretiranim citarabinom.
REH leukemijske ¢elije su inkubirane sa citarabinom (3,2 pM) u odsustvu i prisustvu farmakoloskih
inhibitora proteolize, bafilomicina A1 (BAF; 10 nM) i hlorokina (HK; 20 uM). Nakon 24 ¢asa inkubacije,
protoénom citofluorimetrijom je analizirana aktivacija kaspaza bojenjem ApoStat-om. Prikazan je
reprezentativni rezultat iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja vrednost + standardna devijacija.
*p<0,05 ukazuje na statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na netretirane éelije, dok #p<0,05 ukazuje na

statisticki znacajnu razliku u odnosu na ¢elije tretirane samo citarabinom.

4.3.4. Autofagija suprimira oksidativni stres i depolarizaciju mitohondrija

indukovanu citarabinom u REH leukemijskim éelijama

Kako je prethodno pokazano, oksidativni stres 1 depolarizacija mitohondrija su u
osnovi citotoksi¢nog delovanja citarabina (slika 7 1 8). Analizom na proto¢nom
citofluorimetru je pokazano da inhibitori autofagije stimuliSu ove procese u tumorskim
¢elijama tretiranim citarabinom (slika 20A 1 20B). Dakle, citoprotektivna autofagija
spreCava oksidativni stres 1 depolarizaciju mitohondrija koje indukuje citarabin u REH

¢elijskoj liniji.
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Slika 20. Inhibicija autofagije izaziva depolarizaciju mitohondrijalne membrane i oksidativni stres
u REH celijama tretiranim citarabinom. REH leukemijske ¢elije su inkubirane sa citarabinom (3,2 uM)
u odsustvu i prisustvu farmakoloskih inhibitora autofagije bafilomicina A1 (BAF; 10 nM) i hlorokina
(HK; 20 puM). Nakon 24 casa inkubacije, proto¢nom citofluorimetrijom je analizirana promena
membranskog potencijala nakon bojenja JC-1 (A) i sinteza superoksidnog anjonskog radikala nakon
bojenja ¢elija DHE (B). Prikazani su reprezentativni rezultati iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja
vrednost + standardna devijacija. *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane

¢elije, dok #p<0,05 ukazuje na statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na Celije tretirane samo citarabinom.

4.3.5. Transfekcija REH celija malom interferiraju¢om RNK za LC3 i p62

smanjuje ekspresiju ovih autofagnih proteina

Posto je koriS¢enjem farmakoloskih inhibitora autofagije pokazano da citarabin
indukuje zaStitnu autofagiju u REH leukemijskim c¢elijama (slika 17A, B), dalje je
ispitivano da 1i ¢e se citoprotektivna uloga autofagije potvrditi 1 ako se autofagija
suprimira transfekcijom sa malim interferirajuéim RNK za LC3 i p62. Prethodno je
trebalo utvrditi da li je supresija pomenutih autofagnih gena bila uspe$na. Kako je
pokazano imunoblot metodom, transfekcija sa siRNA za p62 smanjila je ekspresiju p62
gena, koja je bila pracena ocekivanom redukcijom konverzije LC3 proteina u odnosu na
¢elije transfektovane kontrolnom siRNA (slika 21). Osim toga, transfekcija celija
malom interferirajuéom RNK za LC3 je dovela do smanjenja obe izoforme proteina
(slika 21). Dakle, transfekcija siRNA za LC3 1 p62 zaista je suprimirala ekspresiju ovih

za autofagiju neophodnih gena, u REH ¢elijama.
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Slika 21. Transfekcija sa LC3 i p62 siRNA efikasno smanjuje ekspresiju LC3 i p62 gena u REH
¢elijama. REH leukemijske cCelije su transfektovane sa LC3f i p62 i odgovaraju¢om kontrolnom siRNA,
nakon ¢ega je ekspresija odgovarajuéih gena ispitivana imunoblot tehnikom. Prikazani su reprezentativni

imunoblotovi dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta.

4.3.6. Inhibicija ekspresije LC3 i p62 gena smanjuje citarabinom indukovano

zakiSeljavanje citoplazme u REH ¢éelijama

Dalje je ispitivano da li inhibicija ekspresije LC3 1 p62 gena u transfekovanim
REH c¢elijama zaista inhibira indukciju autofagije citarabinom. Citofluorimetrijskom
analizom ovih leukemijskih ¢elija obojenih akridin oranZom pokazano je da je kod
¢elija sa suprimiranim LC3 1 p62 genima acidifikacija citoplazme indukovana
citarabinom bila znacajno manja nego u kontrolnim c¢elijama (slika 22). Ovi rezultati
potvrduju da je transfekcija siRNA za LC3 1 p62 zaista inhibirala indukciju autofagije

citarabinom u REH leukemijskim ¢elijama.
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Slika 22. Inhibicija ekspresije LC3 i p62 gena smanjuje acidifikaciju citoplazme indukovanu
citarabinom. REH ¢elije su transfektovane sa LC3, p62 i odgovaraju¢om kontrolnom siRNA nakon cega
su 24 Casa tretirane citarabinom (3,2 pM), a zatim obojene akridin oranzom i analizirane proto¢nom
citofluorimetrijom. Prikazani su reprezentativni rezultati iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja
vrednost + standardna devijacija. *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane,
dok #p<0,05 ukazuje na statisticki znaCajnu razliku u odnosu na citarabinom tretirane delije

transfektovane kontrolnom siRNA.

4.3.7. Inhibicija ekspresije LC3 i p62 gena poveéava toksi¢nost citarabina prema

REH leukemijskim ¢elijama

U daljim eksperimentima je ispitivano kako genetska supresija autofagije utice
na citotoksi¢no delovanje citarabina. Testom aktivnosti kisele fosfataze pokazano je da
inhibicija autofagije transfekcijom siRNA za LC3 i p62, poput farmakoloske inhibicije
autofagije, dovodi do povecéanja toksicnosti citarabina prema tumorskim ¢elijama (slika
23). Dakle, ovim rezultatima je definitivno potvrdeno da citarabin indukuje protektivnu

autofagiju u REH leukemijskim celijama.
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Slika 23. Inhibicija ekspresije LC3 i p62 gena poveéava toksi¢nost citarabina prema REH
leukemijskim éelijama. REH C¢elije transfektovane sa LC3, p62 i odgovaraju¢om kontrolnom siRNA su
tretirane sa 3,2 uM. Nakon 24 casa njihov vijabilitet je ispitivan testom aktivnosti kisele fosfataze.
Prikazani su reprezentativni rezultati triplikata iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja vrednost +
standardna devijacija. *p<0,05 ukazuje na statisticki znaéajnu razliku u odnosu na netretirane, dok
#p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na citarabinom tretirane ¢elije transfektovane

kontrolnom siRNA.

4.3.8. Inhibicija ekspresije LC3 i p62 gena poveéava apoptozu indukovanu

citarabinom u REH leukemijskim ¢elijama

Analizom rezultata dobijenih proto¢nom citofluorimetrijom je pokazano da se
kod REH ¢elija transfekovanih sa LC3 1 p62 siRNA koje su inkubirane sa citarabinom
dodatno povecava fragmentacija DNK (slika 24A) 1 eksternalizacija fosfatidilserina
(slika 24B) u odnosnu na celije transfektovane kontrolnom siRNA. Dakle, genetskom
supresijom potvrdena je sposobnost autofagije da inhibira citarabinom indukovanu

apoptozu.

60



>
3
=

60

—~ mkontrolna siRNA mkontrolna siRNA " #
°\° oLC3 siRNA g # oLC3 siRNA
; 501 op62 siRNA I S 90| op62siRNA
i %

Z N’
= o * :% &
= 30 E 30
& =
= 20 2 20
o >
En =
20 10 S 10
< ] N o

0 0

(%) citarabin (%) citarabin

Slika 24. Inhibicija ekspresije LC3 i p62 gena povecava apoptozu u REH leukemijskim ¢elijama
tretiranim citarabinom. REH leukemijske celije su transfektovane sa LC3, p62 i odgovarajuéom
kontrolnom siRNA, nakon ¢ega su tretirane citarabinom (3,2 pM). Posle 24 ¢asa inkubacije, proto¢nom
citofluorimetrijom je analizirana fragmentacija DNK u ¢elijama obojenim propidijum jodidom (A) i
translokacija fosfatidilserina u c¢elijama obojenim aneksin V-FITC-om i propidijum jodidom (B).
Prikazani su reprezentativni rezultati iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja vrednost + standardna
devijacija. *p<0,05 ukazuje na statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na netretirane, dok *p<0,05 ukazuje

na statisticki znacajnu razliku u odnosu na citarabinom tretirane Celije transfektovane kontrolnom siRNA.

4.3.9. Inhibicija ekspresije LC3 i p62 gena povecava aktivaciju kaspaza u REH

¢elijama tretiranim citarabinom

U skladu sa aktivacijom apoptoze, supresija LC3 1 p62 gena dodatno je
stimulisala aktivaciju kaspaza u REH leukemijskim celijama tretiranim citarabinom,
kako je pokazano citofluorimetrijskom analizom ¢elija obojenih ApoStat-om (slika 25),
Sto dodatno potvrduje da autofagija REH ¢elija koja je indukovana citarabinom §titi ove

¢elije od programirane celijske smrti tipa 1.
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Slika 25. Inhibicija ekspresije LC3 i p62 gena povefava aktivaciju kaspaza u REH éelijama
tretiranim citarabinom. REH leukemijske C¢elije transfektovane sa LC3, p62 i odgovarajucom
kontrolnom siRNA su tretirane citarabinom (3,2 pM). Nakon 24 casa inkubacije, proto¢nom
citofluorimetrijom je analizirana aktivacija kaspaza u c¢elijama obojenim ApoStat-om. Prikazan je
reprezentativni rezultat iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja vrednost + standardna devijacija.
*p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane, dok *p<0,05 ukazuje na statisticki

znacajnu razliku u odnosu na citarabinom tretirane éelije transfektovane kontrolnom siRNA.

4.3.10. Inhibicija ekspresije LC3 i p62 gena povecava depolarizaciju
mitohondrijalne membrane i oksidativni stres u REH ¢elijama tretiranim

citarabinom

Konaéno, u skladu sa rezultatima dobijenim koriS¢enjem farmakoloskih
inhibitora (slika 20A 1 B), supresija autofagnih gena dodatno je stimulisala
depolarizaciju mitohondrijalne membrane (slika 26A) i1 produkciju superoksidnog
anjonskog radikala (slika 26B). Dakle, prethodnim rezultatima je definitvno potvrdena
protektivna uloga autofagije indukovane citarabinom u REH leukemijskim ¢elijama,
koja proisti¢e iz njene sposobnosti da inhibira apoptozu posredovanu oksidativnim

stresom, depolarizacijom mitohondrija i aktivacijom kaspaza.

62



>
o~

3.3 50

mkontrolna siRNA
T OLC3 siRNA "
40 op62 siRNA T

mkontrolna siRNA
3,01 oLC3 siRNA
Op62 siRNA

2,0 30

20
1,0 -

promena membranskog
potencijala (FL1/FL2)
superoksid (% ¢elija)

0,5

(%] citarabin (%) citarabin

Slika 26. Inhibicija ekspresije LC3 i p62 gena povecava depolarizaciju mitohondrijalne membrane i
oksidativni stres u REH celijama tretiranim citarabinom. REH leukemijske ¢elije transfektovane sa
LC3, p62 i odgovarajucom kontrolnom siRNA su tretirane citarabinom (3,2 pM). Nakon 24 casa
inkubacije, proto¢nom citofluorimetrijom je analizirana promena membranskog potencijala u ¢elijama
obojenim JC-1 (A) i sinteza superoksidnog anjonskog radikala u ¢elijama obojenim DHE (B). Prikazani
su reprezentativni rezultati iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja vrednost + standardna devijacija
triplikata. *p<0,05 ukazuje na statisti¢ki znac¢ajnu razliku u odnosu na netretirane, dok *p<0,05 ukazuje na

statisticki znacajnu razliku u odnosu na citarabinom tretirane Celije transfektovane kontrolnom siRNA.

4.3.11. Citarabin stimuliSe LC3 konverziju i degradaciju p62 proteina u drugim
leukemijskim ¢elijama, ali ne i u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi zdravih

kontrola

Nakon $to je pokazano da citarbin izaziva protektivhu autofagiju u REH
leukemijskim ¢elijama, u daljim eksperimentima je ispitivano da li se radi o celijski
specificnom dejstvu ili antileukemijski lek zadrzava slicnu sposobnost 1 u drugim
leukemijskim ¢elijama. U tu svrhu su koriS¢ene ¢elije humane leukemijske linije HL-60
(akutna promijelocitna leukemija), primarne leukemijske celije izolovane iz krvi
pacijenata kod kojih je de novo dijagnostifikovana hroni¢na mijeloidna leukemija, kao 1
MNPK izolovane iz krvi zdravih dobrovoljaca uskladenih sa grupom obolelih po
uzrastu i polu, koje su upotrebljene za kontrole. Nakon 2, 4, 8 i 16 Casova inkubacije
¢elija sa citarabinom, imunoblot tehnikom su ispitane ekspresije p62 i beklin-1 proteina,
kao 1 konverzija LC3 molekula. Pokazano da antileukemijski lek stimulise LC3

konverziju 1 p62 degradaciju u HL-60 i primarnim leukemijskim ¢elijama pacijenata, ne
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povecavajuéi pritom ekspresiju beklin-1 molekula (slika 27A, B). Sa druge strane,
citarabin nije doveo do promena nivoa LC3-II, p62 i beklina-1 u MNPK zdravih
kontrola (slika 27C). Na osnovu prikazanih rezultata se moze zakljuciti da citarabin
indukuje autofagiju u razli¢itim humanim leukemijskim celijskim linijama, kao 1
primarnim leukemijskim ¢elijama izolovanim iz krvi pacijenata, ali ne i u MNPK

zdravih kontrola.
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Slika 27. Citarabin indukuje autofagiju u HL-60 i primarnim leukemijskim ¢elijama. (A-C) HL-60
leukemijske celije (A), primarne leukemijske ¢elije koje su izolovane iz krvi pacijenata kod kojih je de
novo dijagnostifikovana hroni¢na mijeloidna leukemija (MNPK-CML) (B), kao i mononuklearne celije
periferne krvi izolovane iz krvi zdravih kontrola (MNPK-ZK) (C) su nakon 2, 4, 8 i 16 ¢asova inkubacije
sa citarabinom (3,2 pM) analizirane imunoblot tehnikom. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi
dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta i srednja srednja vrednost + standardna devijacija njihove

denzitometrijske analize. *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane ¢elije.
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4.3.12. Autofagija indukovana citarabinom posredovana je inhibicijom mTOR
kinaze i modulacijom aktivnosti Akt, AMPK i ERK kinaza u leukemijskim

¢elijama

Kako je pokazano imunoblot analizom, a u skladu sa rezultatima dobijenim na
REH leukemijskoj liniji, kod HL-60 i primarnih leukemijskih ¢elija je nakon tretmana
citarabinom doslo do smanjenja fosforilacije p70S6 kinaze (slika 28A, B). Sa druge
strane, aktivacioni status ovog supstrata mTOR kinaze se nije promenio nakon tretmana
citarabinom kod MNPK zdravih kontrola (slika 28C). Citarabin je kod HL-60 i
primarnih leukemijskih ¢elija doveo do smanjenja fosforilacije protein kinaze Akt.
Antileukemijski lek je doveo i do povecanja aktivnosti AMPK molekula kod HL-60 i
primarnih leukemijskih celija (slika 28 A-C). Interesantno je da je citarabin indukovao
povecéanje fosforilacije ERK kod HL-60 leukemijskih ¢elija, ali i izrazeno smanjenje u
primarnim leukemijskim ¢éelijama (slika 28A i 28B). U skladu sa odsustvom autofagije
u MNPK zdravih kontrola, antileukemijski lek nije doveo do izmene aktivacionog
statusa AMPK, Akt i ERK proteina (slika 28C). Dakle, indukcija autofagije citarabinom
u HL-60 leukemijskim ¢elijama najverovatnije je posredovana sposobnoscu citarabina
da stimuliSe aktivaciju mTOR-kinaznih inhibitora AMPK 1 Erk i da inhibira aktivnost
mTOR-kinaznog aktivatora Akt. Sa druge strane, sposobnost citarabina da indukuje
autofagiju u primarnim leukemijskim <¢elijama najverovatnije zavisi od njegove
sposobnosti da inhibira aktivnost autofagnog represora mTOR kinaze putem aktivacije

AMPK 1 inhibicije Akt proteina.
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Slika 28. Citarabin inhibira p70S6 kinazu i moduliSe ekspresiju AMPK, Akt i ERK proteina u HL-
60 i primarnim leukemijskim éelijama. (A-C) HL-60 leukemijske celije (A), primarne leukemijske
¢elije izolovane iz krvi pacijenata kod kojih je de novo dijagnostifikovana hroni¢na mijeloidna leukemija
(MNPK-CML) (B) i mononuklearne ¢elije periferne krvi izolovane iz krvi zdravih kontrola (MNPK-ZK)
(C) su nakon 2, 4, 8 i 16 casova inkubacije sa citarabinom (3,2 pM) analizirane imunoblot tehnikom.
Prikazani su reprezentativni imunoblotovi dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta, kao i srednja vrednost +
standardna devijacija njihove denzitometrijske analize. *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u

odnosu na netretirane celije.



4.3.13. Supresija autofagije farmakoloskim inhibitorima poveéava toksi¢nost

citarabina prema razlic¢itim leukemijskim celijama

Dalje je ispitivana uloga autofagije indukovane citarabinom u HL-60 1
primarnim leukemijskim delijama koriS¢enjem farmakoloskih inhibitora autofagije.
Testom aktivnosti kisele fosfataze je utvrdeno da inhibitori autofagije 3-metiladenin,
hlorokin i1 bafilomicin Al u primenjenim koncentracijama nisu uticali na celijsko
prezivljavanje (slika 29A-D). Sa druge strane, 3-metiladenin, hlorokin i bafilomicin Al
znaajno su stimulisali citotoksicno delovanje citarabina u HL-60 leukemijskim
¢elijama (slika 29A, B). Takode, bafilomicin Al i hlorokin su dodatno smanjili
vijabilitet citarabinom tretiranih primarnih leukemijskih ¢elija pacijenata (slika 29C). U
skladu sa nemoguénoscu antileukemijskog leka da indukuje autofagiju u MNPK zdravih
kontrola, inhibicija autofagije nije imala uticaja na njihov vijabilitet u prisustvu
citarabina (slika 29D). Dakle, citarabin indukuje citoprotektivnu autofagiju u razli¢itim
leukemijskim ¢elijama (REH, HL-60 1 primarnim leukemijskim ¢elijama pacijenata), ali

ne 1 u MNPK zdravih kontrola.
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Slika 29. Farmakoloska inhibicija autofagije poveéava toksi¢nost citarabina prema leukemijskim
¢elijama. HL-60 (A, B), primarne leukemijske ¢elije koje su izolovane iz krvi pacijenata kod kojih je de
novo dijagnostifikovana hroni¢na mijeloidna leukemija (MNPK-CML) (C) i mononuklearne celije
periferne krvi izolovane iz krvi zdravih kontrola (MNPK-ZK) (D) su inkubirane sa citarabinom (3,2 puM)
u odsustvu i prisustvu 3-metiladenina (SmM) (A) ili bafilomicina Al (BAF; 10 nM) i hlorokina (HK; 20
puM) (B-D). Nakon 24 ¢asa, testom aktivnosti kisele fosfataze odreden je Celijski vijabilitet. Prikazani su
reprezentativni rezultati iz tri nezavisna eksperimenta (A, B) ili tri razli¢ita MNPK uzorka (C, D) kao
srednja vrednost + standardna devijacija. *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na
netretirane ¢elije, dok *p<0,05 ukazuje na statisti¢ki znadajnu razliku u odnosu na éelije tretirane samo

citarabinom.
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4.4. Idarubicin indukuje apoptozu posredovanu oksidativnim stresom,

depolarizacijom mitohondrija i aktivacijom kaspaza u REH

leukemijskim ¢elijama

4.4.1. Idarubicin smanjuje vijabilitet REH leukemijskih éelija

Da bi se proverio antitumorski potencijal idarubicina, REH ¢elije su tretirane

rastu¢im koncentracijama ovog antileukemijskog leka. Nakon 24, odnosno 48 Casova

inkubacije, analizom rezultata MTT 1 testa aktivnosti kisele fosfataze pokazano je da

idarubicin na dozno i vremenski zavisan nacin smanjuje vijabilitet REH celija (slika

30A, B). Nakon 24 casa, ICso vrednost je iznosila priblizno 25 nM, pa je u daljim

eksperimenatima koriS¢ena ova koncentracija leka. Dakle, idarubicin ispoljava snazan

antitumorski potencijal prema REH leukemijskim ¢elijama.

>

120

100

60

kisela fosfataza (%)

20 1

80 1

40 |

0

W 24h
00 48h

6,25 12,5 25 50 100
idarubicin (nM)

B

MTT (%)

120

100

80+

60

40

20

0 6,25 12,5 25 50 100
idarubicin (nM)

Slika 30. Idarubicin smanjuje vijabilitet REH leukemijskih ¢elija. (A, B) REH celije su tretirane 24 i

48 Casova (h) razli¢itim koncentracijama idarubicina u rasponu od 6,25 do 100 nM. Testom aktivnosti

kisele fosfataze (A) i MTT testom (B) odreden je Celijski vijabilitet. Prikazani su reprezentativni rezultati

iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja vrednost + standardna devijacija triplikata. *p<0,05 ukazuje na

statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane celije.

69



4.4.2. Idarubicin dovodi do morfoloskih promena u REH leukemijskim ¢elijama

Da bi se utvrdilo dejstvo antileukemijskog leka na broj 1 morfologiju REH celija,
¢elije su po isteku dvadesetéetvorocasovnog tretmana idarubicinom analizirane
svetlosnom mikroskopijom. Posmatranjem c¢elija moglo se uociti da je tretman
idarubicinom doveo do smanjenja gustine tumorskih ¢elija i znacajnih morfoloskih
promena. Za razliku od kontrolnih ¢elija koje su posedovale veliko, okruglo jedro, ¢elije
tretirane idarubicinom imale su smanjeni volumen, fragmentisano ili jedro srpastog

oblika, §to je karakteristicno za apoptotski nacin umiranja Celija (slika 31).

idarubicin

Slika 31. Idarubicin izaziva morfoloske promene REH leukemijskih ¢elija. REH celije su 24 casa
inkubirane u prisustvu idarubicina (25 nM) nakon ¢ega su analizirane svetlosnom mikroskopijom (skala

za procenu veli¢ine 50 pm; uveliCanje 40x).
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4.4.3. Idarubicin dovodi do fragmentacije DNK molekula u REH leukemijskim

celijama

U daljim eksperimentima ispitivan je uticaj idarubicina na fragmentaciju DNK,
koja se javlja u kasnim fazama apoptoze. Po isteku 24 Casa inkubacije sa idarubicinom,
¢elije su fiksirane, a zatim obojene propidijum jodidom. Analiza c¢elijskog ciklusa
proto¢nom citofluorimetrijom pokazala je da idarubicin znaCajno povecava procenat
hipodiploidnih ¢elija, odnosno fragmentaciju DNK molekula(28,7% apoptoti¢nih ¢elija
u tretmanu u odnosu na 4,3% u kontroli) (slika 32). Na osnovu dobijenih rezultata se

moze zakljuciti da idarubicin izaziva apoptozu u REH ¢elijama.
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Slika 32. Idarubicin indukuje fragmentaciju DNK molekula. REH leukemijske ¢elije su inkubirane 24
Casa sa idarubicinom (25 nM) nakon cega su obojene propidijum jodidom i analizirane proto¢nom

citofluorimetrijom. Prikazani su reprezentativani histogrami dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta.
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4.4.4. Idarubicin stimuliSe premesStanje fosfatidilserina na spoljasnju stranu

Celijske membrane REH leukemijskih ¢elija

Da bi se dalje potvrdila sposobnost idarubicina da indukuje apoptozu, ispitivano

je kako antileukemijski lek uti¢e na premestanje fosfatidilserina na spoljasnju stranu

¢elijske membrane, $to predstavlja jos jedan od parametara apoptoze (Mourdjeva i sar.,

2005). Nakon 24 casa inkubacije sa idarubicinom, REH celije su dvostruko obojene

aneksin V-fluorescin izotiocijanatom koji se vezuje za fosfatidilserin na spoljasnjoj

strani membrane ¢elija i propidijum jodidom koji se vezuje za DNK ¢elija sa oSteCenom

¢elijskom membranom. Citofluorimetrijska analiza pokazala je da idarubicin dovodi do

povecanja broja celija kako u ranoj apoptozi-aneksin/PI" (33,5%), tako i u kasnoj

apoptozi/nekrozi-aneksin"/PI" (22,6%) (slika 33). Dakle, prikazani rezultati sugerisu da

idarubicin stimuliSe ranu i kasnu apoptozu REH leukemijskih ¢elija.

>

kontrola ¢ 41%

s uuul
&

propidijum jodid (FL2)

11 aul

| B IR LERRRLLL B R R L

aneksinV-FITC (FL1)

=

anal

idarubicin

22,6%

P |

propidijum jodid (FL2)

o
LB L B R R R L L] |

aneksinV-FITC (FL1)

Slika 33. Idarubicin stimuliSe pojavu fosfatidilserina na spoljnoj strani éelijske membrane REH

leukemijskih éelija. (A, B) REH leukemijske ¢elije su tretirane 24 ¢asa idarubicinom (25 nM) nakon

¢ega su obojene aneksin V-FITC-om i propidijum jodidom i analizirane protocnom citofluorimetrijom.

Tackasti dijagrami prikazuju kvadratnu distribuciju kontrolnih (A) i tretiranih REH ¢celija (B) i

predstavljaju reprezentativan prikaz tri razli¢ita eksperimenta.
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4.4.5. Idarubicin izaziva aktivaciju kaspaza u REH leukemijskim ¢elijama

Jedan od klju¢nih koraka u procesu apoptoze je i aktivacija kaspaza. Da bi se
ispitala uloga idarubicina u aktivaciji kaspaza, REH c¢elije su tretirane 24 casa
antileukemijskim lekom i nakon toga obojene fluorescentno obelezenim pan-kaspaznim
inhibitorom ApoStat-om i analizirane protocnom citofluorimetrijom. Rezultati su
pokazali da idarubicin dovodi do aktivacije kaspaza (55,49% u tretiranim ¢elijama u
odnosu na 2,67% u kontrolnim ¢elijama) (slika 34). 1z svega §to je prethodno pokazano
(aktivacija kaspaza, fragmentacija DNK i translokacija fosfatidilserina), moze se
zakljuciti da apoptoza predstavlja osnovni tip smrti tumorskih celija tretiranih

idarubicinom.

1 kontrola ) ..
~A idarubicin

broj ¢elija

aktivacija kéébazal (Aﬁdeat—FL 1)

Slika 34. Idarubicin izaziva aktivaciju kaspaza. REH leukemijske celije su inkubirane 24 casa u
prisustvu idarubicina (25 nM) nakon cega su obojene fluorescentno obelezenim pan-kaspaznim
inhibitorom ApoStat-om i analizirane proto¢nom citofluorimetrijom. Prikazan je reprezentativani rezultat

dobijen iz tri nezavisna eksperimenta.

4.4.6. Idarubicinom indukovana apoptoza u REH leukemijskim ¢elijama je

posredovana depolarizacijom mitohondrijalne membrane

Procesima aktivacije kaspaza i posledi¢noj indukciji apoptoze obi¢no prethodi
depolarizacija mitohondrija (Desagher i Martinou, 2000), zbog ¢ega je dalje ispitivana
promena potencijala mitohondrijalne membrane pod dejstvom idarubicina. Nakon 24
Casa inkubacije sa idarubicinom, leukemijske ¢elije su obojene fluorescentnom bojom
JC-1 1 analizirane proto¢nom citofuorimetrijom. Dobijeni rezultati su pokazali da usled

dejstva antileukemijskog leka dolazi do porasta odnosa zelene 1 crvene fluorescence (za
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kontrolu FL1/FL2=1, za tretman FL1/FL2=4,2) §to ukazuje na smanjenje membranskog
potencijala mitohondrija (slika 35). Dakle, idarubicin izaziva depolarizaciju

mitohondrijalne membrane u REH ¢elijama.
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Slika 35. Idarubicin izaziva depolarizaciju mitohondrijalne membrane. REH leukemijske celije su
inkubirane 24 Casa sa idarubicinom (25 nM) i obojene fluorescentnom bojom JC-1, nakon Cega je
izvr§ena analiza membranskog mitohondrijalnog potencijala proto¢nom citofluorimetrijom. Prikazani su

reprezentativni histogrami dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta.

4.4.7. Idarubicinom indukovana apoptoza u REH leukemijskim ¢elijama je

posredovana oksidativnim stresom

U daljim eksperimentima ispitivana je sposobnost idarubicina da indukuje
oksidativni stres u leukemijskim celijama. U tu svrhu je koriS¢en fluorohrom
dihidroetidijum kojim se meri produkcija superoksidnog anjonskog radikala. Nakon 24
¢asa inkubacije sa idarubicinom, REH ¢elije su obojene fluorescentnom bojom, a potom
analizirane proto¢nom citofluorimetrijom (slika 36). Pokazano je da antileukemijski lek
dovodi do povecanja intenziteta crvene fluorescence (za kontrolu FL2=1, za tretman

FL2=1,68), Sto odgovara povecanju produkcije superoksidnog anjonskog radikala.
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Dobijeni rezultati pokazuju da idarubicin indukuje oksidativni stres u REH

leukemijskim ¢elijama.
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Slika 36. Idarubicin indukuje sintezu superoksid anjonskog radikala. Nakon 24 casa tretmana
idarubicinom (25 nM), REH ¢elije su obojene DHE fluorohomom i analizirane proto¢nom

citofluorimetrijom. Prikazani reprezentativni histogram je dobijen iz tri nezavisna eksperimenta.

4.5. Idarubicin indukuje autofagiju u REH leukemijskim Celijama

4.5.1. Idarubicin podsti¢e unutarcelijsku acidifikaciju u REH leukemijskim

celijama

U narednom segmentu istrazivanja je analizirana sposobnost antileukemijskog
leka da indukuje autofagiju u REH leukemijskoj ¢elijskoj liniji. Leukemijske ¢elije su
nakon 16 Casova tretmana idarubicinom obojene fluorescentnom bojom akridin oranZ i
analizirane proto¢nom citofluorimetrijom. Kvantitativnom analizom je utvrdeno da se u
tretiranim Celijjama jasno povecao odnos intenziteta crvene 1 zelene fluorescence
(FL3/FL1), §to ukazuje na smanjenje pH vrednosti citoplazme (slika 37). Dakle,
idarubicin indukuje unutarcelijsku acidifikaciju, Sto sugeriSe da dolazi do stvaranja

kiselih vezikula autofagolizozoma.
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Slika 37. Idarubicin indukuje unutardelijsku acidifikaciju. REH leukemijske celije su 16 casova
tretirane idarubicinom (25 nM) i potom obojene akridin oranz fluorohromom. Proto¢nom
citofluorimetrijom analiziran je odnos relativnih intenziteta narandzasto-crvene i zelene fluorescence

(FL3/FL1). Reprezentativni histogrami su dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta.

4.5.2. Idarubicin indukuje stvaranje autofagnih vezikula u REH leukemijskim

¢elijama

Da bi se ispitalo stvaranje autofagnih vezikula nakon tretmana idarubicinom,
¢elije su analizirane ultrastrukturnom transmisionom elektronskom mikroskopijom. Na
prikazanim elektronskim mikrografijama moZe se videti da idarubicin izaziva
vakuolizaciju citoplazme leukemijskih celija, pri ¢emu je utvrdeno da dolazi do
obrazovanja vezikula sa dvostrukom (slika 38B) i jednostrukom membranom (slika 38C)
u kojima se nalazi degradirani Celijski sadrzaj, koje po morfoloSkim karakteristikama

odgovaraju autofagozomima, odnosno autofagolizozomima.
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Slika 38. Idarubicin indukuje stvaranje autofagnih vezikula u REH leukemijskim éelijama —
analiza transmisionom elektronskom mikroskopijom (TEM). Prikazane su reprezentativne
elektronske mikrografije dobijene elektronskom mikroskopijom ultratankih iseCaka (skala za procenu
veli¢ine 2 um; 1 pum) iz dva razlicita eksperimenta. U citoplazmi kontrolnih, netretiranih ¢elija (A) se ne
uocavaju vezikule koje podsecaju na autofagolizozome, dok se u citoplazmi REH leukemijskih éelija
inkubiranih sa idarubicinom (25 nM; 24h) primecuje intenzivna vakuolizacija (oznaceno strelicama) (B) i

prisustvo autofagnih vezikula sa degradiranim ¢elijskim sadrzajem (oznaceno strelicama) (C).

4.5.3. Idarubicin stimuliSe agregaciju LC3 proteina u REH leukemijskim ¢elijama

U daljem toku istrazivanja je analizirana punktuacija/agregacija LC3 proteina
koja karakteriSe stvaranje autofagozoma. REH leukemijske c¢elije su nakon 4 casa
inkubacije u prisustvu idarubicina obojene Alexa Fluor 488 obelezenim anti-LC3
antitelom 1 posmatrane pod konfokalnim fluorescentnim mikroskopom. Analizom
dobijenih rezultata se doSlo do zakljucka da nakon tretmana leukemijskih ¢elija
idarubicinom dolazi do znacajnog povecéanja nivoa zelene fluorescence i punktuacije,
odnosno agregacije LC3 proteina, $to je u skladu sa pove¢anom sintezom autofagozoma

(slika 39).
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Slika 39. Idarubicin povecava nivo i punktuaciju/agregaciju LC3 proteina u REH leukemijskim
¢elijama. REH leukemijske celije su nakon 4 ¢asa tretmana idarubicinom (25 nM) obojene Alexa Fluor
488 obelezenim anti-LC3 antitelom i analizirane konfokalnom fluorescentnom mikroskopijom (uveli¢anje

160).

4.5.4. Idarubicin stimuliSe konverziju LC3 i razgradnju p62 proteina u REH

leukemijskim ¢elijama

Da bi se dalje pokazala sposobnost idarubicina da indukuje autofagiju u REH
¢elijjama, ispitivana je konverzija LC3-1 u LC3-II izoformu proteina koja predstavlja
specificni marker stvaranja autofagozoma. U tom cilju, leukemijske ¢elije su tretirane
idarubicinom 1 nakon 2, 4, 8 i 16 Casova inkubacije ekspresija autofagnih proteina
analizirana je imunoblot tehnikom. Dobijeni rezultati su pokazali da je tretman
idarubicinom ve¢ nakon 2 casa doveo do maksimalnog povecanja ekspresije LC3-II
proteina, posle ¢ega dolazi do njenog postepenog pada (slika 40A, B). Pored toga, pod
uticajem antileukemijskog leka je doSlo i do znaajnog smanjenja koncentracije p62
proteina, koji se selektivno razgraduje u autofagolizozomima (slika 40A, B). Dakle,
idarubicin dovodi do konverzije LC3 molekula 1 razgradnje p62 proteina u REH
leukemijskoj ¢elijskoj liniji, $to ponovo ukazuje na njegovu sposobnost da indukuje

autofagiju.
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Slika 40. Idarubicin stimuliSe konverziju LC3 i razgradnju p62 proteina. (A) REH leukemijske ¢elije
su nakon 2, 4, 8 i 16 Casova inkubacije sa idarubicinom (25 nM) analizirane imunoblot tehnikom.
Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri nezavisna eksperimenta (A), kao i rezultati
denzitometrijske analize prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (B). *p<0,05 ukazuje na

statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na netretirane Celije.

4.5.5. Idarubicin stimuliSe autofagni fluks u REH leukemijskim ¢éelijama

Imajuc¢i u vidu da do porasta koncentracije LC3-II proteina moze do¢i kako zbog
njegovog povecanog stvaranja, tako i usled njegove smanjene razgradnje, u daljem toku
istraZivanja je analiziran autofagni fluks ovog proteina u REH leukemijskim ¢elijama. U
tu svrhu je izvrSena imunoblot analiza nivoa LC3-II proteina u leukemijskim c¢elijama
tretiranim idarubicinom u prisustvu proteoliznih inhibitora bafilomicina A1, amonijum
hlorida i hlorokina (slika 41). Bafilomicin A1 (BAF) je u eksperimentu primenjen u
koncentraciji 10 nM, amonijum hlorid u koncentraciji 10mM, dok je hlorokin (HK)
primenjen u koncentraciji 20 uM. Ekspresija LC3 proteina analizirana je nakon 8

Casova da bi se izbegli nespecificni efekti dugorocne autofagne blokade (Rubinsztein i
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sar., 2009). Nakon upotrebe inhibitora proteolize, povecao se nivo LC3-II izoforme, pri
¢emu je kod celija tretiranih idarubicinom u prisustvu inhibitora doslo do dodatnog
povecanja konverzije LC3 proteina. Dobijeni rezultati jasno ukazuju da idarubicin
izaziva stvarno povecanje autofagnog fluksa bez blokade u autofagnoj proteolizi,

odnosno indukciju kompletnog autofagnog odgovora u REH leukemijskim ¢elijama.
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Slika 41. Idarubicin indukuje poveéanje autofagnog fluksa. (A, B) REH leukemijske celije su
inkubirane sa idarubicinom (25 nM) u odsustvu i prisustvu farmakoloskih inhibitora proteolize,
bafilomicina Al (BAF; 10 nM), amonijum hlorida (NH4Cl; 10 mM) i hlorokina (HK; 20 uM). Nakon 8
Casova inkubacije izvrSena je analiza konverzije LC3 proteina imunoblot tehnikom (A), a rezultati
analizirani denzitometrijom (B). Prikazani su reprezentativni imunoblotovi dobijeni iz tri nezavisna
eksperimenta (A), kao i rezultati denzitometrijske analize prikazani kao srednja vrednost + standardna
devijacija (B). *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane ¢elije, dok *p<0,05
ukazuje na statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na c¢elije tretirane samo inhibitorima proteolize i samo

idarubicinom.
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4.5.6. Autofagija indukovana idarubicinom u REH leukemijskim Celijama je
posredovana inhibicijom mTOR kinaze i modulacijom aktivnosti AMPK i Akt

proteina

Da bi se ispitala uloga signalnih puteva odgovornih za pokretanje autofagnog
procesa indukovanog idarubicinom u REH leukemijskim ¢elijama, imunoblot tehnikom
je analiziran aktivacioni status glavnog inhibitora autofagije, mTOR kinaze, kao 1
proteina regulatora ovog molekula, enzima AMPK i1 Akt. Nakon 2, 4, 8 1 16 Casova
inkubacije REH ¢elija sa idarubicinom, pokazano je da dolazi do izrazenog i vremenski
zavisnog smanjenja fosforilacije mTOR kinaze. Takode, kao Sto je pokazano imunoblot
analizom, ve¢ nakon 2 Casa tretmana, idarubicin je indukovao i smanjenje fosforilacije
njenog direktnog supstrata, p70S6 kinaze (slika 42). Osim toga, idarubicin je doveo do
smanjenja fosforilacije aktivatora mTOR kinaze, protein kinaze Akt, kao i do povecanja
fosforilacije inhibitora mTOR kinaze, AMPK, §to ukazuje na znacajnu ulogu ovih

kinaza u inaktivaciji mTOR kinaze i posledi¢noj indukciji autofagije (slika 42).
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Slika 42. Idarubicin inhibira mTOR kinazu i moduliSe ekspresiju AMPK i Akt proteina u REH
leukemijskim éelijama. (A, B) REH leukemijske ¢elije su nakon 2, 4, 8 i 16 casova inkubacije sa
idarubicinom (25 nM) analizirane imunoblot tehnikom. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi

dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta (A), kao i rezultati denzitometrijske analize prikazani kao srednja
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vrednost + standardna devijacija (B). *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na

netretirane celije.

4.5.7. Inhibicija mTOR kinaze je klju¢na u indukciji autofagije idarubicinom

Da bi se potvrdila uloga mTOR kinaze u indukciji autofagije idarubicinom,
koris¢en je leucin, potentni aktivator mTOR-a (Kimball i sar., 1999). REH leukemijske
¢elije tretirane idarubicinom u prisustvu razli¢itih koncentracija leucina su nakon 24
Casa obojene akridin oranzom, a potom analizirane protocnom citofluorimetrijom.
Tretman leucinom je sprecio unutarcelijsko zakisSeljavanje indukovano idarubicinom
(slika 43). Dobijeni rezultati ukazuju da inhibicija mTOR kinaze ima klju¢nu ulogu u

indukeciji autofagije idarubicinom.
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Slika 43. Idarubicinom indukovana autofagija posredovana je inhibicijom mTOR kinaze. REH
leukemijske ¢elije su inkubirane 16 ¢asova sa idarubicinom (25 nM) u odsustvu ili prisustvu razlicitih
koncentracija leucina (1,25 mM i 5 mM), nakon ¢ega su obojene akridin oranZzom i analizirane proto¢nom
citofluorimetrijom. Prikazan je reprezentativani rezultat dobijen iz tri nezavisna eksperimenta. *p<0,05
ukazuje na statisticki znadajnu razliku u odnosu na netretirane ¢elije, dok #p<0,05 ukazuje na statisticki

znacajnu razliku u odnosu na ¢elije tretirane samo idarubicinom.
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4.6. Idarubicin indukuje toksi¢nu autofagiju u REH leukemijskim

¢elijama

Kao Sto je ranije navedeno, autofagija moze predstavljati kako nacin
prezivljavanja, tako 1 vid Cdelijske smrti. Radi utvrdivanja uloge autofagije u
antileukemijskom dejstvu idarubicina, leukemijske ¢elije su inkubirane sa idarubicinom
u prisustvu farmakoloSkih inhibitora razli¢itih faza autofagnog procesa. Testom
aktivnosti kisele fosfataze je utvrdeno da vortmanin, koji blokira formiranje
autofagozoma zavisno od fosfoinozitid 3-kinaze klase III, kao i amonijum hlorid,
bafilomicin Al i hlorokin, agensi koji blokiraju fuziju autofagozoma i lizozoma i/ili
lizozomalno zakiSeljavanje, dovode do znaCajnog povecanja preZivljavanja
idarubicinom tretiranih REH C¢elija (slika 44A). Osim toga, do delimi¢nog povecanja
vijabiliteta idarubicinom tretiranih leukemijskih ¢elija je doslo i pod uticajem prethodno
pomenutog aktivatora mTOR kinaze i inhibitora autofagije, leucina (slika 44B). Na
osnovu dobijenih rezultata se moZe zakljuciti da idarubicin izaziva citotoksicnu

autofagiju u REH ¢elijama.
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Slika 44. Idarubicin indukuje toksi¢nu autofagiju u REH leukemijskim ¢elijama. (A, B) REH celije
su inkubirane sa idarubicinom (25 nM) u odsustvu i prisustvu farmakoloskih inhibitora autofagije
bafilomicina Al (BAF; 10 nM), hlorokina (HK; 20 pM), amonijum hlorida (NH4Cl; 10 mM), vortmanina
(VORT; 200 nM) (A), kao i aktivatora mTOR kinaze leucina (1,25 mM i 5 mM) (B). Nakon 24 ¢asa

inkubacije, testom aktivnosti kisele fosfataze odreden je celijski vijabilitet. Prikazani su reprezentativni
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rezultati triplikata iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja vrednost + standardna devijacija. *p<0,05
ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane éelije, dok #p<0,05 ukazuje na statisticki

znacajnu razliku u odnosu na ¢elije tretirane samo idarubicinom.

4.6.1. Autofagija smanjuje idarubicinom indukovanu apoptozu u REH

leukemijskim ¢elijama

Prethodnim eksperimentima jasno je pokazano da apoptoza i1 autofagija
ucestvuju u citotoksicnom delovanju idarubicina, pa je u daljim eksperimentima
ispitivan medusobni uticaj ova dva procesa. Proto¢nom citofluorimetrijom je pokazano
da farmakoloski inhibitori autofagije, amonijum hlorid i vortmanin, smanjuju
fragmentaciju DNK molekula (slika 45A) i eksternalizaciju fosfatidilserina (slika 45B)
¢elijja tretiranih idarubicinom. Dakle, autofagija pospeSuje proapoptotsko dejstvo

idarubicina u REH leukemijskim ¢elijama.
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Slika 45. Inhibicija autofagije smanjuje apoptozu u REH leukemijskim ¢elijama tretiranim
idarubicinom. REH leukemijske ¢elije su inkubirane sa idarubicinom (25 nM) u odsustvu i prisustvu
farmakoloskih inhibitora autofagije, amonijum hlorida (NH4CI; 10 mM) i vortmanina (VORT; 200 nM).
Nakon 24 ¢asa inkubacije, proto¢nom citofluorimetrijom je analizirana fragmentacija DNK u ¢elijama
obojenim propidijum jodidom (A) i translokacija fosfatidilserina u ¢elijama obojenim aneksin V-FITC-
om i propidijum jodidom (B). Prikazani su reprezentativni rezultati iz tri nezavisna eksperimenta kao
srednja vrednost + standardna devijacija. *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na
netretirane ¢elije, dok *p<0,05 ukazuje na statisti¢ki znagajnu razliku u odnosu na Celije tretirane samo

idarubicinom.
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4.6.2. Autofagija indukuje aktivaciju kaspaza stimulisanu idarubicinom u REH

leukemijskim ¢elijama

Analizom mehanizama citotoksi¢nog delovanja autofagije pokazano je da
amonijum hlorid i vortmanin smanjuju idarubicinom indukovanu aktivnost kaspaza
(slika 46) celija tretiranih idarubicinom, tj. da sama autofagija izaziva aktivaciju

egzekutornih enzima apoptoze, kaspaza, u REH leukemijskim ¢elijama.
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Slika 46. Inhibicija autofagije smanjuje aktivaciju kaspaza u REH ({elijama tretiranim
idarubicinom. REH leukemijske ¢éelije su inkubirane sa idarubicinom (25 nM) u odsustvu i prisustvu
farmakoloskih inhibitora autofagije, amonijum hlorida (NH4Cl; 10 mM) i vortmanina (VORT; 200 nM).
Nakon 24 ¢asa inkubacije, proto¢nom citofluorimetrijom je analizirana aktivacija kaspaza u celijama
obojenim ApoStat-om. Prikazan je reprezentativni rezultat iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja
vrednost + standardna devijacija. *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane

¢elije, dok *p<0,05 ukazuje na statisti¢ki zna¢ajnu razliku u odnosu na éelije tretirane samo idarubicinom.
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4.6.3. Autofagija stimuliSe oksidativni stres i depolarizaciju mitohondrija

indukovanu idarubicinom u REH leukemijskim celijama

Prethodnim eksperimentima pokazano je da depolarizacija mitohondrija 1
oksidativni stres ucestvuju u toksi¢cnom dejstvu idarubicina u REH ¢elijama (slika 35 i
36). Rezultati dobijeni proto¢nom citofluorimetrijom su pokazali da inhibitori autofagije
suprimiraju ove procese u leukemijskim ¢elijama inkubiranim sa idarubicinom (slika
47A, B). Dakle, citotoksi¢na autofagija doprinosi depolarizaciji mitohondrija 1

oksidativnom stresu indukovanim idarubicinom u REH leukemijskoj ¢elijskoj liniji.
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Slika 47. Inhibicija autofagije smanjuje depolarizaciju mitohondrijalne membrane i oksidativni
stres u REH ¢elijama tretiranim idarubicinom. REH leukemijske ¢elije su inkubirane sa idarubicinom
(25 nM) u odsustvu i prisustvu farmakoloskih inhibitora autofagije, amonijum hlorida (NH4Cl; 10 mM) i
vortmanina (VORT; 200 nM). Nakon 24 casa inkubacije, proto¢nom citofluorimetrijom je analizirana
promena membranskog potencijala nakon bojenja ¢elija fluorescentnom bojom JC-1 (A) i sinteza
superoksidnog anjonskog radikala nakon bojenja celija fluorescentnom bojom DHE (B). Prikazani su
reprezentativni rezultati iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja vrednost + standardna devijacija.
*p<0,05 ukazuje na statisti¢ki znaGajnu razliku u odnosu na netretirane éelije, dok #p<0,05 ukazuje na

statisticki znacajnu razliku u odnosu na celije tretirane samo idarubicinom.
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4.6.4. Transfekcija REH ¢elija malom interferiraju¢om RNK za LC3 i beklin-1

smanjuje ekspresiju ovih autofagnih proteina

Nakon S§to je upotrebom farmakoloskih inhibitora autofagije pokazano da
idarubicin indukuje toksi¢nu autofagiju u REH leukemijskim ¢elijama, u narednom
koraku istrazivanja je analizirano da li suprimiranje autofagije na nivou ekspresije
autofagnih gena takode dovodi do toksi¢nog autofagnog odgovora. Da bi se to ispitalo,
prvo je trebalo pokazati da je transfekcija sa malim interferiraju¢im RNK za LC3 i
beklin-1 uspesno suprimirala ekspresiju ovih gena. Imunoblot tehnikom je pokazano da
je transfekcija smanjila ekspresiju beklin-1 gena sa 80% uspesnosti, dok je redukcija
konverzije LC3 proteina imala 70% uspesnosti (slika 48). Takode je pokazano da je u
slu¢aju LC3 gena, transfekcija smanjila zastupljenost obe izoforme proteina (slika 48).
Dakle, transfekcija malom interferiraju¢om RNK za LC3 i beklin-1 zaista smanjuje

ekspresiju ovih autofagnih proteina.
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Slika 48. Transfekcija sa LC3 i beklin-1 siRNA efikasno smanjuje ekspresiju LC3 i beklin-1 gena u
REH ¢elijama. U REH leukemijskim c¢elijama transfektovanim sa LC3, beklin-1 i odgovaraju¢om
kontrolnom siRNA analizirana je ekspresija ovih gena imunoblot tehnikom. Prikazani su reprezentativni

imunoblotovi dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta.
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4.6.5. Inhibicija ekspresije LC3 i beklin-1 gena smanjuje zakiSeljavanje citoplazme

indukovano idarubicinom u REH ¢elijama

U narednom koraku istrazivanja je ispitivano da li inhibicija ekspresije LC3 i
beklin-1 gena u transfekovanim c¢elijama zaista sprecava indukciju autofagije
idarubicinom. Analizom leukemijskih celija protocnom citofluorimetrijom nakon
bojenja akridin oranzom, utvrdeno je da je u c¢elijama sa suprimiranom ekspresijom
autofagnih gena, idarubicinom indukovana acidifikacija citoplazme bila znacajno manja
nego u kontrolnim ¢elijama (slika 49). Dobijeni rezultati ukazuju da transfekcija REH
leukemijskih ¢elija sa malim interferiraju¢éim RNK za LC3 i beklin-1 zaista inhibira

indukciju autofagije idarubicinom.
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Slika 49. Inhibicija ekspresije LC3 i beklin-1 gena smanjuje acidifikaciju citoplazme indukovanu
idarubicinom. REH ¢elije transfektovane sa LC3, beklin-1 i odgovaraju¢om kontrolnom siRNA su 24
Casa tretirane idarubicinom (25 nM), a zatim obojene akridin oranZom i analizirane proto¢nom
citofluorimetrijom. Prikazani su reprezentativni rezultati iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja
vrednost + standardna devijacija. *p<0,05 ukazuje na statisticki zna¢ajnu razliku u odnosu na netretirane,
dok p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na idarubicinom tretirane ¢elije

transfektovane kontrolnom siRNA.
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4.6.6. Inhibicija ekspresije LC3 i beklin-1 gena smanjuje toksi¢nost idarubicina

prema REH leukemijskim ¢elijama

Daljim istrazivanjem je analiziran uticaj genetske supresije autofagije na
toksi¢no dejstvo idarubicina u REH leukemijskoj celijskoj liniji. Testom aktivnosti
kisele fosfataze pokazano je da inhibicija autofagije transfekcijom siRNA za LC3f i
beklin-1, poput farmakoloske inhibicije autofagije, dovodi do smanjenja toksi¢nosti
idarubicina prema tumorskim ¢éelijama (slika 50). Dakle, ovim rezultatima je definitivno

potvrdeno da idarubicin indukuje citotoksi¢nu autofagiju u REH leukemijskim ¢elijama.
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Slika 50. Inhibicija ekspresije LC3 i beklin-1 gena smanjuje toksi¢nost idarubicina prema REH
leukemijskim éelijama. REH Ccelije transfektovane sa LC3, beklin-1 i odgovaraju¢om kontrolnom
siRNA su tretirane sa idarubicinom (25 nM). Nakon 24 ¢asa njihov vijabilitet je ispitivan testom
aktivnosti kisele fosfataze. Prikazani su reprezentativni rezultati triplikata iz tri nezavisna eksperimenta
kao srednja vrednost + standardna devijacija. *p<0,05 ukazuje na statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na
netretirane, dok #p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na idarubicinom tretirane ¢elije

transfektovane kontrolnom siRNA.
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4.6.7. Inhibicija ekspresije LC3 i beklin-1 gena smanjuje apoptozu indukovanu

idarubicinom u REH leukemijskim celijama

Da bi se ispitao uticaj autofagije na apoptozu indukovanu idarubicinom u REH
leukemijskim celijama, REH celije transfektovane siRNA za LC3 i beklin-1 inkubirane
su sa idarubicinom. Nakon obelezavanja odgovaraju¢im fluorescentnim bojama, éelije
su analizirane protocnom citofluorimetrijom. Dobijeni rezultati su pokazali da
transfekcija LC3 1 beklin-1 siRNA znacajno smanjuje fragmentaciju DNK (slika 51A) 1
eksternalizaciju fosfatidilserina (slika 51B), koje nastaju pod uticajem idarubicina.
Dakle, genetskom supresijom potvrdena je sposobnost autofagije da dodatno stimuliSe

idarubicinom indukovanu apoptozu.
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Slika 51. Inhibicija ekspresije LC3 i beklin-1 gena smanjuje apoptozu u REH leukemijskim
éelijama tretiranim idarubicinom. REH leukemijske celije transfektovane sa LC3, beklin-1 i
odgovarajutom kontrolnom siRNA su tretirane idarubicinom (25 nM). Posle 24 c¢asa inkubacije
proto¢nom citofluorimetrijom je analizirana fragmentacija DNK u ¢elijama obojenim propidijum jodidom
(A) i translokacija fosfatidilserina u ¢elijama obojenim aneksin V-FITC-om i propidijum jodidom (B).
Prikazani su reprezentativni rezultati iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja vrednost + standardna
devijacija. *p<0,05 ukazuje na statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na netretirane, dok #p<0,05 ukazuje
na statisticki znacajnu razliku u odnosu na idarubicinom tretirane celije transfektovane kontrolnom

siRNA.
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4.6.8. Inhibicija ekspresije LC3 i beklin-1 gena smanjuje aktivaciju kaspaza u

REH celijama tretiranim idarubicinom

Nakon §to je potvrdeno da supresija LC3 1 beklin-1 gena smanjuje apoptozu
éelija tretiranih idarubicinom, analizirana je aktivnost kaspaza u ovim ¢elijama. Celije
sa redukovanom ekspresijom autofagnih gena tretirane su idarubicinom, a zatim
obojene ApoStat-om 1 analizirane proto¢nom citofluorimetrijom. Dobijeni rezultati su
pokazali da supresija LC3 i beklin-1 dovodi i do smanjenja aktivacije kaspaza u REH
leukemijskim c¢elijama, odnosno da autofagija doprinosi aktivaciji kaspaza u ¢elijama

tretiranim idarubicinom (slika 52).

80
0 kontrolna siRNA

- O beklin-1 siRNA %
¢ | mLC3siRNA i
N’ 60,,
<
N
<
="
o "
x40
<
o’
&
g
= 207
<
<

0 %ﬁ L

() idarubicin

Slika 52. Inhibicija ekspresije LC3 i beklin-1 gena smanjuje aktivaciju kaspaza u REH ¢éelijama
tretiranim idarubicinom. REH leukemijske celije transfektovane sa LC3, beklin-1 i odgovaraju¢om
kontrolnom siRNA su tretirane idarubicinom (25 nM). Nakon 24 c¢asa inkubacije, protoénom
citofluorimetrijom je analizirana aktivacija kaspaza u c¢elijama obojenim ApoStat-om. Prikazan je
reprezentativni rezultat iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja vrednost + standardna devijacija.
*p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane, dok *p<0,05 ukazuje na statisticki

znacajnu razliku u odnosu na idarubicinom tretirane celije transfektovane kontrolnom siRNA.
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4.6.9. Inhibicija ekspresije LC3 i beklin-1 gena smanjuje depolarizaciju
mitohondrijalne membrane i oksidativni stres u REH ¢elijama tretiranim

idarubicinom

Konac¢no, genetskom inhibicijom ispitivano je da li autofagija ucestvuje u
oksidativnom stresu i depolarizaciji mitohondrija. U skladu sa rezultatima dobijenim
koris¢enjem farmakoloSkih inhibitora autofagije (slika 47), supresija autofagnih gena
LC3 1 beklina-1 smanjuje depolarizaciju mitohondrijalne membrane (slika 53A) 1
produkciju superoksidnog anjonskog radikala (slika 53B), kako je pokazano
citofluorimetrijskom analizom. Dakle, autofagija indukovana idarubicinom doprinosi
oksidativnom stresu, depolarizaciji mitohondrija 1 sledstvenoj apoptozi u REH

leukemijskim ¢elijama.

B
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= 2 30 T
= 3 =
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Slika S3. Inhibicija ekspresije LC3 i beklin-1 gena smanjuje depolarizaciju mitohondrijalne
membrane i oksidativni stres u REH ¢elijama tretiranim idarubicinom. REH leukemijske celije
transfektovane sa LC3, beklin-1 i odgovaraju¢om kontrolnom siRNA su tretirane idarubicinom (25 nM).
Nakon 24 casa inkubacije, protocnom citofluorimetrijom je analizirana promena membranskog
potencijala u ¢elijama obojenim JC-1 (A) i sinteza superoksidnog anjonskog radikala u ¢elijama obojenim
DHE fluorohromom (B). Prikazani su reprezentativni rezultati iz tri nezavisna eksperimenta kao srednja
vrednost + standardna devijacija triplikata. *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na
netretirane, dok #p<0,05 ukazuje na statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na idarubicinom tretirane Celije

transfektovane kontrolnom siRNA.
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4.6.10. Idarubicin stimuliSe LC3 konverziju i degradaciju p62 proteina u drugim
leukemijskim Celijama, ali ne i u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi zdravih

kontrola

Dalje je ispitivano da 1i je indukcija citotoksicne autofagije specificna za
humanu akutnu limfocitnu leukemijsku ¢elijsku liniju ili se javlja i kod drugih vrsta
leukemijskih ¢elija i/ili zdravih limfocita. Da bi se ovo utvrdilo, koriS¢ene su celije
humane hroni¢ne mijelogene leukemijske linije (K562), primarne leukemijske celije
izolovane iz krvi pacijenata kod kojih je de novo dijagnostifikovana hroni¢na mijeloidna
leukemija, kao i MNPK zdravih dobrovoljaca uskladenih sa grupom obolelih po uzrastu
1 polu, koje su upotrebljene za kontrole. Nakon 2, 4, 8 i 16 cCasova tretmana
idarubicinom, imunoblot tehnikom su ispitane ekspresija p62 proteina i fosforilacija
p70S6 kinaze, kao i konverzija LC3 molekula. Utvrdeno je da idarubicin dovodi do
degradacije p62, indukcije LC3 konverzije, i inhibicije fosforilacije p70S6 kinaze u
K562 1 primarnim leukemijskim ¢elijama pacijenata (slika 54A, B). Antileukemijski
lek nije doveo do promena nivoa p62, LC3-II 1 p70S6 kinaze u MNPK zdravih kontrola
(slika 54C). Dobijeni rezultati pokazuju da idarubicin izaziva mTOR-zavisnu autofagiju
u razli¢itim humanim leukemijskim ¢elijskim linijama, kao i primarnim leukemijskim

¢elijama, ali da ne dovodi do opisanih promena u MNPK zdravih kontrola.
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Slika 54. Idarubicin indukuje autofagiju u K562 i primarnim leukemijskim <éelijama. K562
leukemijske celije (A), primarne leukemijske celije koje su izolovane iz krvi pacijenata kod kojih je de
novo dijagnostifikovana hroni¢na mijeloidna leukemija (MNPK-CML) (B), kao i mononuklearne celije
periferne krvi izolovane iz krvi zdravih kontrola (MNPK-ZK) (C) su nakon 2, 4, 8 i 16 ¢asova inkubacije
sa idarubicinom (25 nM) analizirane imunoblot tehnikom. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi
dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta i srednja srednja vrednost + standardna devijacija njihove

denzitometrijske analize. *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane ¢éelije.
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4.6.11. Supresija autofagije farmakoloSkim inhibitorima smanjuje toksi¢nost

idarubicina u razli¢itim leukemijskim ¢elijama

Konac¢no, analizirana je uloga autofagije indukovane idarubicinom u K562 i
primarnim leukemijskim ¢elijama upotrebom farmakoloskih inhibitora. Rezultati
dobijeni testom aktivnosti kisele fosfataze i MTT testom su pokazali da u primenjenim
koncentracijama sami inhibitori autofagije nisu imali uticaj na prezivljavanje
leukemijskih ¢elija (slika 55). Sa druge strane, vortmanin, amonijum hlorid, bafilomicin
Al 1 hlorokin su redukovali toksi¢nost idarubicina u K562 i primarnim leukemijskim
¢elijama (slika 55A-D). Inhibicija autofagije nije imala uticaj na prezivljavanje MNPK
zdravih kontrola u prisustvu idarubicina (slika 55E, F). Dakle, idarubicin indukuje
toksicnu autofagiju u razli¢itim leukemijskim c¢elijama (REH, K562 i primarnim

leukemijskim ¢elijama pacijenata), ali ne i u MNPK zdravih kontrola.
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éelijama. K562 (A, B), primarne leukemijske celije koje su izolovane iz krvi pacijenata kod kojih je de
novo dijagnostifikovana hroni¢na mijeloidna leukemija (MNPK-CML) (C, D) i mononuklearne celije

periferne krvi izolovane iz krvi zdravih kontrola (MNPK-ZK) (E, F) su inkubirane sa idarubicinom (25

Slika 55. FarmakoloSka in



nM) u odsustvu i prisustvu bafilomicina A1 (BAF; 10 nM), hlorokina (HK; 20 uM), amonijum hlorida
(NH4CI; 10 mM) i vortmanina (VORT; 200 nM) (A-F). Nakon 24 ¢asa, testom aktivnosti kisele fosfataze
(A, C,E) i MTT testom (B, D, F) odreden je ¢elijski vijabilitet. Prikazani su reprezentativni rezultati iz tri
nezavisna eksperimenta (A, B) ili tri razlicita MNPK uzorka (C, D, E, F) kao srednja vrednost =+
standardna devijacija. *p<0,05 ukazuje na statisticki znacajnu razliku u odnosu na netretirane celije, dok

#p<0,05 ukazuje na statisticki zna¢ajnu razliku u odnosu na éelije tretirane samo idarubicinom.
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5. DISKUSIJA

Eksperimentalni rezultati ove disertacije su po prvi put pokazali sposobnost
antileukemijskih lekova antimetabolita citarabina i antraciklina idarubicina da stimuliSu
autofagiju u humanim leukemijskim ¢elijskim linijama 1 primarnim leukemijskim
¢elijama in vitro, ali ne 1 u limfocitima izolovanim iz krvi zdravih kontrola. Citarabin i
idarubicin indukovali su apoptozu posredovanu oksidativnim stresom, depolarizacijom
mitohondrija 1 aktivacijom kaspaza u tumorskim c¢elijama. Osim toga, oba
antileukemijska leka stimulisala su mTOR zavisnu autofagiju, koja je korelirala sa
modulacijom mTOR aktivatora Akt i mTOR inhibitora AMPK i ERK kinaza u ¢elijama
tretiranim citarabinom, odnosno sa modulacijom Akt i AMPK u leukemijskim ¢elijama
tretiranim 1idarubicinom. KoriS¢enjem farmakoloske i genetske inhibicije autofagije,
utvrdeno je da citarabin indukuje citoprotektivnu, a idarubicin citotoksi¢nu autofagiju u
leukemijskim ¢elijskim linijama i primarnim leukemijskim ¢elijama.

Indukcija apoptoze je osnovni mehanizam antileukemijskog delovanja velikog
broja antineoplasti¢nih lekova (Hannun, 1997; Mesner i sar., 1997). Tako je, na primer,
pokazano da citarabin indukuje apoptozu u razli¢itim humanim leukemijskim ¢elijama
kao §to su: ¢elije periferne krvi B-CLL pacijenata, ¢elije izolovane iz koStane srzi AML
pacijenata, ¢elije AML linija MV4-11, MOLM-13 i1 HL-60, ¢elije CML linije K562 1
mnoge druge (Ray 1 sar., 1996; Kim 1 sar., 1997; de Vries 1 sar., 2006; Li i sar., 2017).
Takode, tretman idarubicinom dovodi do apoptoze u ¢elijama promonocitne linije U937,
¢elijama eritroleukemijske linije HEL, ¢elijama AML linija SKM-1, HL-60, NB4, THP-
1 1 MOLM-13, ¢elijama CML linije K562 1 ¢elijama ALL linije MOLT-4 (Lotfi 1 sar.,
2002; Barbarroja 1 sar., 2009; Switalska 1 sar., 2012; Li 1 sar., 2014). U skladu sa
prethodno opisanim rezultatima, u ovoj studiji je pokazana sposobnost citarabina i
idarubicina da indukuju apoptozu u ¢elijama ALL linije REH, odnosno da smanjuju
vijabilitet HL-60, K562 leukemijskih celijskih linija 1 primarnih leukemijskih celija
izolovanih iz krvi pacijenata kod kojih je de novo dijagnostifikovana CML.

Poznato je da se oba ispitivana antileukemijska leka ugraduju u DNK uzrokujuci
prekide jednog ili oba lanca ovog molekula (Fukushima i sar., 1993; Zwelling i sar.,
1993; Studzian 1 sar., 2001). OSte¢enje DNK obicno predstavlja signal za otpocinjanje
unutrasnjeg mitohondrijskog puta apoptoze (Wang i Youle, 2009). Shodno tome, u
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brojnim radovima utvrdeno je da citarabin i idarubicin indukuju ostecenje mitohondrija
asocirano sa snaznom produkcijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (RKV) i nastankom
oksidativnog stresa (Geller 1 sar., 2001; Swift i sar., 2003; Hewish i sar., 2013; Liu i sar.,
2013). Takode, u ovoj studiji je pokazano da oba ispitivana antileukemijska
medikamenta izazivaju depolarizaciju membrane mitohondrija i stimuliSu produkciju
superoksidnog anjonskog radikala u REH leukemijskim ¢elijama. Poznato je da
oksidativna fosforilacija u mitohondrijama putem transportnog lanca elektrona stvara
RKYV, pa mitohondrije predstavljaju glavni izvor oksidativnog stresa u ¢eliji (West 1 sar.,
2011). Produkcija RKV se moze naglo uvecati u uslovima stresa ili mitohondrijalnog
ostecenja (West 1 sar., 2011). Sa druge strane, RKV dodatno indukuju ostecenje
mitohondrija, §to dovodi do jo§ veceg oksidativnog stresa, odnosno izmedu oSte¢enja
mitohondrija 1 oksidativnog stresa postoji pozitivna povratna sprega (Brady i sar., 2006).
Dakle, iako uzro¢no posledi¢na veza izmedu depolarizacije mitohondrija i oksidativnog
stresa indukovanog citarabinom 1 idarubicinom nije ispitivana u ovoj studiji, vrlo je
verovatno da postoji.

Povecana produkcija RKV indukuje otvaranje pora na spoljasnjoj membrani
mitohondrija, §to za posledicu ima oslobadanje mitohondrijalnih intermembranskih
proteina medu kojima je i citohrom ¢ (Vempati i sar., 2007). Kada se nade u citosolu,
citohrom c intereaguje sa apoptozomalnim kompleksom koji zatim izaziva aktivaciju
kaspaza, klju¢nih enzima za izvrSavanje procesa apoptoze (Li 1 sar., 1997; Zou 1 sar.,
1997). U ovoj disertaciji je pokazano da oba ispitivana antileukemijska leka indukuju
aktivaciju kaspaza, §to je u potpunoj saglasnosti sa ranije objavljenim studijama na
razli¢itim leukemijskim ¢elijama (Liu 1 sar., 2001; Florio 1 sar., 2003; Vial 1 sar., 2006;
Xie i sar., 2010; Wen i sar., 2011; Harrison i sar., 2016).

U eukariotskim ¢elijama unutraSnja i spoljaSnja strana celijske membrane
ispoljavaju asimetri¢nu lipidnu distribuciju, pri ¢emu se fosfatidilserin nalazi isklju¢ivo
na unutra$njoj strani membrane. Tokom apoptoze, dolazi do aktivacije skremblaze Xkr8
indukovane dejstvom kaspaze-3 i kaspaze-8, koja dovodi do premestanja fosfatidilserina
na spoljasnju stranu plazmaleme, $to je signal za prepoznavanje i1 uklanjanje apoptotskih
tela fagocitima (Marino 1 Kroemer, 2013; Rysavy i sar., 2014). Eksternalizacija
fosfatidilserina omogucava i vezivanje anjonskog lipid-vezujuceg proteina aneksina V,

koji se koristi za detekciju apoptoti¢nih ¢elija (Lee i sar., 2013). U skladu sa prethodnim
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istrazivanjima, u ovoj studiji je pokazano da oba ispitivana antileukemijska leka
stimuliSu premestanje fosfatidilserina na spoljasnu stranu ¢elijske membrane
leukemijskih ¢elija (Shi i sar., 2006; Liu 1 sar., 2013; Ma 1 sar., 2017). Osim toga, i
citarabin i idarubicin su izazvali fragmentaciju DNK u tumorskim ¢elijama, Sto takode
predstavlja marker apoptoze. Enzim koji fragmentira DNK je DNaza aktivirana
kaspazama (engl. Caspase-Activated DNase, CAD). U normalnim uslovima CAD je
inhibiran delovanjem inhibitora CAD (engl. Inhibitor of Caspase Activated DNase,
ICAD), ali u toku apoptoze, efektorska kaspaza-3 seCe ICAD 1 tako aktivira CAD
(Zhang 1 Xu, 2000; Widlak 1 Garrard, 2009). Osim rezultata ove disertacije, i radovi
drugih autora pokazali su da citarabin i idarubicin indukuju fragmentaciju DNK u
leukemijskim ¢elijama (Florio 1 sar., 2003; Qi 1 sar., 2003; Ma i sar., 2017). Konacno,
tretman idarubicinom doveo je do znacajnih morfoloskih promena REH ¢elija poput
smanjenja njihovog volumena, pojave kondenzovanih, fragmentisanih jedara srpastog
oblika, $to je karakteristicno za apoptotski nac¢in umiranja ¢elija (Coleman i sar., 2001).

Iako je u ovoj 1 u prethodnim studijama utvrdeno da leukemijske ¢elije nakon in
vitro tretmana citarabinom i idarubicinom umiru apoptozom, poznato je da se kod
pacijenata nakon dugotrajnog koris¢enja ovih citostatika razvija rezistentnost (Kartalou
i Essigmann, 2001). Uprkos znaCajnom napretku u razumevanju bioloskih,
molekularnih i citogenetskih aspekata razli¢itih formi leukemija, kao i pomaku u
dijagnostifikovanju i terapiji leukemija, kod vecine odraslih pacijenata dolazi do pojave
relapsa bolesti (Tallman 1 sar., 2005; Appelbaum 1 sar., 2007). Tako je, na primer,
pokazano da se nakon terapije AML bolesnika kombinacijom citarabina i antraciklina
potpuna remisija bolesti postize u manje od 75% slucajeva. Klinicki ishod bolesti je
nezadovoljavajudi, jer vecina pacijenata sa postignutom potpunom remisijom relapsira u
roku od dve godine od trenutka postavljanja dijagnoze, ¢esto sa pojavom rezistencije i
loSeg odgovora na sledecu terapiju. Dugoro¢no prezivljavanje bez simptoma bolesti se
javlja samo kod 20-30% pacijenata koji postizu potpunu remisiju bolesti (Burk 1 sar.,
1997; Rowe, 1998; Funato i sar., 2004), a glavni uzrok ovome je hemiorezistentnost
leukemijskih ¢elija na citotoksi¢no dejstvo antileukemijskih lekova koja se javlja kao
posledica razli¢itih ¢elijskih mehanizama.

Tako je, na primer, pokazano da otpornost na dejstvo citarabina proizlazi iz

smanjenog unosa leka u celiju, Sto je uzrokovano nedovoljnom zastupljenos$éu
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transportera nukleozida hENT1 (engl. human equilibrative nucleoside transporter 1) na
¢elijskoj membrani (White i sar., 1987; Gati i sar., 1997). Takode, smanjena ekspresija
deoksicitidin kinaze koja katalizuje transformaciju citarabina u aktivnu formu Ara-CTP
(engl. arabinofuranosylcytosine triphosphate) povezuje se sa neosetljivos¢u celija na
dejstvo citarabina (Cai i sar., 2008). Konacno, poveéanje ekspresije antiapoptotskog
proteina Bcl-2, kao i MAP kinaze (MAPK) ERKS, koje se javljaju u velikom broju
slucajeva kod AML, sprecavaju leukemijske ¢elije da umru apoptozom nakon tretmana
citarabinom (Konopleva i sar., 2000; Xu 1 sar., 2015). Rezistencija leukemijskih ¢elija
na tretman idarubicinom posledica je pove¢anog izbacivanja leka iz ¢elije pomocéu P-gp
(engl. P-glycoprotein) i MRP (engl. MDR (multidrug resistance)-associated protein)
proteina, njegove detoksifikacije pomocu glutation S-transferaze i naruSene sposobnosti
¢elije za indukciju apoptoze zbog mutacija u tumor supresor genu p53 (Den Boer i sar.,
1998; Chien i Moasser, 2008). Dakle, iako se citarabin i idarubicin Siroko primenjuju u
tretmanu razlicitih formi leukemija, dobro bi bilo pronaéi nacin za poboljSanje njihove
antileukemijske efikasnosti kompromitovane brojnim nezeljenim dejstvima i
hemiorezistentno$¢u nastalom usled dugotrajnog koris¢enja.

Kombinovanje citarabina i idarubicina sa drugim antitumorskim lekovima
predstavlja jedan od nacina poboljSanja antileukemijske efikasnosti ovih medikamenata.
Tako je, na primer, pokazano da se citotoksi¢ni efekat citarabina moze pospesiti ako se
paralelno koristi fludarabin, flavonidi, alvocidib, inhibitori ribonukleotid reduktaze
(Gandhi 1 sar., 1993; Hubeek 1 sar., 2005; Nadova 1 sar., 2007; Kim i sar., 2015).
Takode, antitumorsko dejstvo idarubicina potenciraju inhibitor DNK zavisne protein
kinaze NU7026, metotreksat, decitabin 1 drugi lekovi (Willmore 1 sar., 2004; Li 1 sar.,
2014; Fan i sar., 2017). Osim toga, upravo se kombinacija idarubicina i citarbina Siroko
koristi u terapiji razli¢itih vrsta leukemija, naroc¢ito AML (Barone 1 sar., 2001;
Karbasian-Esfahani 1 sar., 2004; Zhou 1 sar., 2016).

Antitumorsko delovanje citostatika koji indukuju protektivnu autofagiju moze se
pospesiti njenom inhibicijom, dok se kod lekova koji stimuliSu citotoksi¢nu autofagiju,
indukcijom autofagije podsti¢e dodatno ubijanje tumorskih ¢elija (Xu 1 sar., 2011;
Sharma 1 sar., 2014). Imaju¢i u vidu da je za antracikline doksorubicin, daunorubicin 1
epirubicin ve¢ pokazano da indukuju autofagiju u leukemijskim c¢elijama (Han 1 sar.,

2011; Sishi i sar., 2012; Chittaranjan i sar., 2014; Park i sar., 2016), u ovoj studiji je po
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prvi put ispitana sposobnost citarabina i idarubicina da indukuju autofagiju. Takode,
ispitivana je uloga autofagije u smrti leukemijskih ¢elija, kao i moguénost poboljSanja
antitumorskog efekta ovih lekova odgovaraju¢om modulacijom autofagije.

Sposobnost idarubicina 1 citarabina da indukuju kompletnu autofagiju
nedvosmisleno je dokazana kori§¢enjem indikatora autofagije na razliitim nivoima
procesa, koji uklju¢uju zakiseljavanje citoplazme, morfolosku detekciju autofagnih
vezikula, ekspresiju ATG gena, konverziju LC3 proteina sa analizom ¢elijskog fluksa 1
digestiju selektivne mete autofagije, proteina p62 (Mizushima i sar., 2010). U krajnjem
stadijumu maturacije autofagozoma, dolazi do njihovog spajanja sa lizozomima,
prilikom cega se obrazuju kisele vezikule, autofagolizozomi (engl. acidic vesicular
organelles, AVOs) (Ye 1 sar., 2012). Pokazano je da razli¢iti hemioterapeutici indukuju
acidifikaciju citoplazme tumorskih ¢elija (Kondo 1 sar., 2005; Udelnow 1 sar., 2011).
Koris¢enjem protoc¢ne citofluorimetrije i fluorescentne mikroskopije nakon bojenja
¢elija akridin oranzom, pokazali smo da citarabin i idarubicin takode stimuliSu
intracelularno zakiSeljavanje u REH celijama. Sposobnost citarabina i idarubicina da
stimuliSu stvaranje autolizozoma, vezikula sa jednostrukom membranom u kojima se
uoCava citoplazmatski sadrzaj, pokazana je 1 transmisionom elektronskom
mikroskopijom, koja predstavlja ,zlatni standard“ za pradenje procesa autofagije
(Gozuacik i Kimchi, 2004). Osim vezikula sa jednoslojnom membranom, ovi
antileukemijski lekovi stimulisali su 1 stvaranje vakuola sa dvoslojnom ¢elijskom
membranom u kojima se nalazi nesvareni celijski sadrzaj, odnosno pojavu
autofagozoma.

Rezultati ove disertacije utvrdili su da citarabin 1 idarubicin indukuju vremenski
zavisnu konverziju LC3-I u LC3-II formu proteina, S§to je pokazatelj stvaranja
autofagozoma. Vazno je napomenuti da ispitivani antileukemijski lekovi indukuju
povecanje autofagnog fluksa u leukemijskim celijama, odnosno da do povecanja
ekspresije LC3-II proteina zaista dolazi usled njegovog povecanog stvaranja, a ne
smanjene razgradnje. Interesantno je da citarabin 1 idarubicin osim §to povecavaju
koncentraciju LC3 II forme istovremeno povecavaju i koncentraciju LC3 I forme
proteina, Sto ukazuje na sposobnost ovih antileukemijskih lekova da povecaju ekspresiju

LC3. U radovima drugih autora takode je pokazano da transkripciju LC3 gena stimuliSu
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razliciti antikancerski agensi kao Sto su inhibitor histon deacetilaze vorinostat, ceramid,
atorvastatin (Sun i sar., 2011; Gammoh i sar., 2012).

Sekvestozom-1 (SQSTMI1) ili p62 predstavlja ubikvitin-vezuju¢i adaptorski
protein koji je sposoban da polimerizuje preko N-terminalnog PB1 domena, dok s druge
strane intereaguje sa ubikvitiranim proteinskim agregatima preko C-terminalnog
domena, UBA domena (engl. ubiquitin-associated domain). p62 se vezuje direktno za
LC3 1 GABARAP familiju proteina putem specificnog sekvencijalnog motiva koji
interaguje sa LC3 molekulom (engl. LC3 interaction region, LIR) (Komatsu 1 sar.,
2007). Sekvestozom-1 u procesu autofagije ima ulogu u povezivanju ubikvitiranih
proteina sa autofagnom masinerijom i njihovoj daljoj degradaciji u lizozomima,
prilikom cega se 1 sam razgraduje. Prilikom inhibicije razgradnje u autolizozomima
dolazi do akumuliranja p62, a u procesu potpune autofagije dolazi do smanjenja nivoa
ovog proteina, pa se koncentracija p62 proteina moze Kkoristiti za odredivanje
autofagnog fluksa (Filimonenko i sar., 2007; Mizushima i Yoshimori, 2007). U ovoj
studiji je pokazano da citarabin i idarubicin dovode do smanjenja ekspresije p62
proteina, odnosno do indukcije potpune autofagije, Sto je u skladu sa prethodno
pokazanom sposobnoscu razlicitih citostatika da smanjuju koncentraciju ovog proteina
u leukemijskim ¢elijama (He i sar., 2016; Zhu i sar., 2017).

Beklin-1 je proautofagni protein koji ucestvuje u inicijaciji formiranja
autofagozoma (Zeng 1 sar., 2006). Interesantno je da ni u jednoj vrsti ispitivanih
leukemijskih ¢elija, citarabin i idarubicin nisu povecali ekspresiju beklina-1. Ovakav
ishod se moZe objasniti na dva nacina. Pretpostavkom da je autofagija inicirana
citarabinom 1 idarubicinom nezavisna od beklina-1, kao §to je prethodno opisano za
rezveratrol u ¢elijama raka dojke, 1 kobalt hlorid u ¢elijama raka dojke 1 grli¢a materice
(Scarlatti 1 sar., 2008; Sun 1 sar., 2015). Sa druge strane, bazalna ekspresija beklina-1
mogla bi biti dovoljna za inicijaciju formiranja autofagozoma (Li i sar., 2011). Imajuc¢i u
vidu da je RNK transfekcija sa siRNA za beklin-1 znacajno redukovala autofagni
odgovor indukovan idarubicinom, naSi rezultati sugeriSu da beklin-1 ucestvuje u
autofagiji stimulisanoj ovim lekom 1 da je njegova bazalna ekspresija dovoljna za
indukciju autofagije.

Regulacija autofagije predstavlja kompleksan proces koji se moZe odvijati na

transkripcionom, post-transkripcionom i post-translacionom nivou (Feng i sar., 2015).
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Do sada je identifikovano skoro 40 ATG gena koji u€estvuju u procesu autofagije.
Proteini koji nastaju transkripcijom ATG gena i translacijom odgovaraju¢ih iRNK se
mogu podeliti u razliite funkcionalne celine: Atgl kompleks (Atgl, Atgl3, Atgl7,
Atg29, 1 Atg31) je inicijalni kompleks koji reguliSe indukciju formiranja autofagozoma;
Atg9 1 njegov ciklicni sistem (Atg23, Atg27, Atg2, 1 Atgl8) ima ulogu u dostavljanju
membrane neophodne za ekspanziju fagofore; PI3K kompleks (Vps34, Vps30/Atgo6,
Vpsl5, Atgl4, 1 Atg38) je odgovoran za fazu nukleacije vezikula; dva ubikvitinu-slicna
konjugaciona sistema koja ukljucuju Atgl2 (Atg5, Atg7, Atgl0, Atgl2, 1 Atgl6) i Atg8
(Atg3, Atgd, Atg7, 1 Atg8) 1 imaju ulogu u ekspanziji vezikula (Feng i sar., 2014; Feng i
sar., 2015). U ovoj studiji je utvrdeno da je citarabin indukuvao ekspresiju pojedinih
ATG gena, odnosno da je znacajno stimulisao ekspresiju iRNK za Atg4, Atg5 1 Atg7 u
REH leukemijskim ¢elijama. Medutim, iako znacajan, porast Atg4, Atg5 1 Atg7
ekspresije u leukemijskim ¢elijama bio je umerenog karaktera. S druge strane,
smanjenje aktivacije mTOR/p70S6K kinaze je bilo gotovo kompletno, a indukcija
autofagije je sprecena dejstvom leucina, kinaznog aktivatora mTOR-a, $to upucuje na
zakljuc¢ak da oslobadanje od supresivhog delovanja mTOR-a predstavlja osnovni
mehanizam indukcije autofagije dejstvom citarabina. Ovi rezultati su u saglasnosti sa
misSljenjem da mTOR kinaza reguliSe proces autofagije u manjoj meri kontrolom
transkripcije ATG gena, a u vecoj kontrolisanjem fosforilacije proteina kao $to su: Ulkl,
ATGI13 1 FIP200 (Jung i sar., 2010; Alers i sar., 2012). Takode, u prethodnim studijama
pokazano je da antraciklin doksorubicin inhibira mTOR kinaznu aktivnost u
kardiomiocitima 1 ¢elijama kancera jajnika (Zhu 1 sar., 2009; Brum 1 sar., 2013).
Povecana aktivacija PI3K/Akt 1 mTOR signalnih puteva uocena je u limfocitima
pacijenata obolelih od leukemije, pa represija ovih prezivljavajucih signala predstavlja

specificnu metu antileukemijske terapije (Park i sar., 2010).

Zbog toga je sledeci cilj bio da se ispitaju signalni molekuli koji u€estvuju u
regulaciji mTOR kinazne aktivosti. U studijama drugih autora je pokazano da su AMPK
1 ERK kinaza inhibitori mTOR aktivnosti i stimulatori autofagije (Harhaji-Trajkovic i
sar., 2009; Wang 1 sar., 2009; Arsikin i sar., 2012). S druge strane, Akt je jedan od
najpoznatijih aktivatora mTOR kinaze i1 supresora autofagije (He i1 Klionsky, 2009).
Takode, utvrdeno je da su aktivacija AMPK 1 ERK kinaze, kao i inhibicija Akt kinaze,

indukovali autofagiju zavisnu od mTOR inhibicije u razli¢itim leukemijskim ¢elijama
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(Wang 1 sar., 2009; Evangelisti i sar., 2011; Huang i sar., 2011; Grimaldi i sar., 2012;
Martelli 1 sar., 2012). U saglasnosti sa tim, tretman citarabinom je doveo do brzog
povecanja aktivnosti AMPK i ERK i smanjenja fosforilacije Akt u HL-60 ¢elijama, Sto
upucuje na zajednicku aktivnost ovih signalnih puteva u mTOR supresiji posredovanoj
citarabinom i posledi¢noj indukciji autofagije u ovoj leukemijskoj ¢elijskoj liniji (shema
2A). Dok su modulacije aktivnosti AMPK i Akt kinaza u citarabinom tretiranim
primarnim leukemijskim c¢elijama izolovanim iz CML pacijenata takode korelirale sa
mTOR inhibicijom i stimulacijom autofagije, ekspresija mTOR inhibitora ERK kinaze
je bila smanjena, pa zakljucujemo da nije ucestvovala u indukciji autofagije citarabinom
(shema 2B). Interesantno je da u REH leukemijskim ¢elijama nije doSlo do promene
aktivnosti AMPK, dok su citarabinom stimulisana inhibicija Akt i aktivacija ERK
kasnile za pocetkom autofagije, odnosno za pocetkom konverzije LC3 proteina,
ukazuju¢i da ovi molekuli pre imaju ulogu u odrzavanju procesa autofagije, koji je
prethodno pokrenut nekim drugim signalnim putem. Jedan od molekula koji bi mogao
biti odgovoran za pokretanje procesa autofagije u REH leukemijskim ¢elijama je tumor
supresor protein p53, koji je ukljucen u indukciju mTOR zavisnog autofagnog odgovora
u tumorskim ¢elijama (Maiuri i sar., 2010) (shema 2C). Osim toga, kako je ranije
utvrdeno, ekspresija p53 proteina je povecana u leukemijskim celijama tretiranim
citarabinom (Kobayashi i sar., 1998). Iz svega §to je prethodno navedeno se moze
izvesti zaklju¢ak da su citarabinom indukovane promene u aktivnosti signalnih
molekula koji u€estvuju u regulisanju aktivnosti mTOR kinaze i1 posledi¢noj indukciji
autofagije specificne u odnosu na vrstu leukemijskih celija 1 zahtevaju dodatna

ispitivanja.

Istrazivanja drugih autora utvrdila su da doksorubicin, daunorubicin i epirubicin
stimuliSu fosforilaciju Akt u malignim i primarnim ¢elijama (Lee 1 sar., 2006; Qu i sar.,
2009). Takode, pokazano je da idarubicin aktivira Akt kinazu u endotelijalnim ¢elijama
(Kaushal 1 sar., 2004). Nasuprot tome, rezultati dobijeni u ovoj studiji su pokazali da
idarubicin inhibira aktivnost Akt kinaze u leukemijskim celijama, S$to bi moglo biti
objaSnjeno time da delovanje idarubicina na aktivnost Akt zavisi od vrste ¢elija. Dakle,
inhibicija Akt mogla bi biti uzrok za supresiju aktivnosti mTOR kinaze 1 indukciju
autofagije idarubicinom u REH leukemijskim ¢elijama. Osim toga, pokazana aktivacija

mTOR represora AMPK bi takode mogla doprineti supresiji mTOR kinaze koju
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indukuje idarubicin (Shema 3). Ovakva pretpostavka podrzana je ranije objavljenim
rezultatima Chena i saradnika koji su pokazali da AMPK ucestvuje u inhibiciji mTOR

kinaze i posledi¢noj smrti kardiomiocita izazvanoj doksorubicinom (Chen i sar., 2011).

A. HL-60 B. MNPK pacijenata C. REH
obolelih od leukemije
CITARABIN CITARABIN CITARABIN
vAkt 4 EIIK 4 AMPK vAkt VERK 4AMPK YAkt 4 EIIK 2
+ mTOR ‘ mTOR * mTOR
Vs70S6K v s70S6K ¥s70S6K
AUTOFAGIJA AUTOFAGIJA AUTOFAGIJA

Shema 2. Pretpostavljeni mehanizam dejstva citarabina u razli¢itim leukemijskim éelijama.

REH

IDARUBICIN

N\

4 AMPK ¥ Akt

N

¥ mTOR
¥ s70S6K

AUTOFAGIJA

Shema 3. Pretpostavljeni mehanizam dejstva idarubicina u REH leukemijskoj ¢elijskoj liniji.
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Oksidativni stres je jedan od glavnih pokretaca autofagije u ¢eliji (Filomeni i sar.,
2015). Pokazano je da je povecanje RKV, pogotovo superoksida, uzrokovalo aktivaciju
autofagnog odgovora hantingtin proteinom, gladovanjem, inhibitorima elektronskog
transporta u mitohondrijama i vodonik peroksidom (Bjorkoy i sar., 2005; Chen 1 sar.,
2009; Li i sar., 2012). U skladu s tim, moze se pretpostaviti da je oksidativni stres bio
odgovoran za indukciju autofagije dejstvom citarabina i idarubicina. Takode,
disfunkcija mitohondrija, koja moze i1 ne mora biti posledica oksidativnog stresa,
povezuje se sa indukcijom autofagije (Lee 1 sar., 2012). OSte¢ene mitohondrije se
razgraduju u procesu mitofagije, dok se od neostecenih stvara pul novih (Lee i sar.,
2012). Pokazano je da doksorubicin stimuliSe mitofagiju u kardiocitima i ¢elijama
tumora dojke (Guo 1 sar.,, 2016; Koleini 1 Kardami, 2017), §to ukazuje da bi
depolarizacija mitohondrija opisana u ovoj studiji mogla ucestvovati u indukciji

autofagije citarabinom i idarubicinom.

Da bi se utvrdila uloga autofagije u indukciji apoptotske ¢elijske smrti dejstvom
citarabina 1 idarubicina, ispitivano je kakav efekat na vijabilitet i parametre apoptoze
imaju genetska 1 farmakoloska inhibicija autofagije. U saglasnosti sa prethodnim
ispitivanjima obavljenim na razli¢itim leukemijskim c¢elijskim linijama (Bjorkoy i sar.,
2005; Kim i sar., 2008; Grander i sar., 2009; Puissant i sar., 2010), transfekcija malom
interferiraju¢om RNK za beklin-1, p62 1 LC3 efikasno je smanjila indukciju autofagije.
Ovakva supresija ranih faze autofagije, kao 1 blokada formiranja autofagozoma
farmakoloSkim inhibitorom 3-metiladeninom, ali i inhibicija razgradnje proteina u
autofagolizozomima bafilomicinom 1 hlorokinom, dovela je do znafajnog povecanja
¢elijske smrti indukovane citarabinom. Na ovaj nacin je pokazano da citarabin indukuje
citoprotektivnu autofagiju u leukemijskim ¢elijskim linijama (REH, HL-60) i primarnim
leukemijskim ¢elijama izolovanim iz pacijenata kod kojih je de novo dijagnostifikovana
CML (Shema 4). Do sli¢nih rezultata se doslo 1 u drugim studijama gde je inhibicija
autofagnog odgovora povecala citotoksi¢nost daunorubicina, flavopiridola, triciribina 1
inhibitora tirozin kinaze prema leukemijskim ¢elijama (Bellodi i sar., 2009; Evangelisti
i sar., 2011; Han i sar., 2011; Mahoney i sar., 2012). Tako je po prvi put pokazano da
citarabin samostalno izaziva citoprotektivnu autofagiju u leukemijskim celijama,
rezultati dobijeni u ovoj disertaciji su u saglasnosti sa nalazima prethodnih studija u

kojima je utvrdeno da autofagija indukovana proteinom visoke mobilnosti B1 i imatinib
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mezilatom smanjuje in vitro antileukemijsko dejstvo citarabina (Ohtomo 1 sar., 2010;
Liu i sar., 2011). Mehanizam protektivnog delovanja autofagije nije do kraja objasnjen,
ali postoje podaci koji pokazuju da autofagija uklanjanjem oSteCenih proteina i
nefunkcionalnih mitohondrija koje su proizvodaci RKV, zapravo stiti ¢elije (Kiffin i sar.,
2006). U skladu sa takvom pretpostavkom rezultati ove disertacije pokazali su da je
inhibicija autofagije u leukemijskim ¢elijama tretiranim citarabinom znac¢ajno povecala
produkciju superoksida i posledi¢no oStecenje mitohondrija, uzrokujuéi aktivaciju
kaspaza i apoptotsku fragmentaciju DNK molekula. Iako ovi rezultati ukazuju da
autofagijom posredovana supresija oksidativnog stresa ucestvuje u protekciji
leukemijskih ¢elija od citotoksi¢nog dejstva citarabina, precizan odnos izmedu apoptoze

1 autofagije indukovane ovim antileukemijskim lekom tek treba da bude razjasnjen.

citarabin

/\

autofagija ——— apoptoza

Shema 4. Pretpostavljeni mehanizam interakcije autofagije i apoptoze u leukemijskim éelijama

tretiranim citarabinom.

Sa druge strane, upotrebom farmakoloskih inhibitora autofagije (vortmanina,
NH4Cl, bafilomicina i hlorokina) i smanjenjem ekspresije LC3 1 beklina-1 putem RNK
interferencije u ovoj studiji je pokazano da autofagija doprinosi apoptotskoj smrti
indukovanoj idarubicinom u leukemijskim ¢elijskim linijjama REH 1 K562 1 primarnim
leukemijskim ¢elijama izolovanim iz krvi CML pacijenata. Tako nije u potpunosti jasno
na koji nacin autofagija indukuje ¢elijsku smrt, predloZeno je da autofagna degradacija
katalaze, glavnog enzimatskog ,,Cistaca” RKV, moZe izazvati prekomernu akumulaciju
RKYV 1 povecanu propustljivost spoljasnje membrane mitohondrija, Sto za posledicu ima
umiranje Celije (Yu 1 sar., 2006). U skladu sa tim, inhibicija autofagije u ovoj studiji
korelirala je sa smanjenjem idarubicinom stimulisanog oksidativhog stresa,

mitohondrijalne depolarizacije, aktivnosti kaspaza i apoptoze. Ipak, treba istaci da su
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promene detektovane testom kisele fosfataze i pomoc¢u MTT eseja, koji mere i ¢elijsku
proliferaciju i ¢elijsku smrt, bile neSto manje izrazene nego one uocene koriS¢enjem
specificnih testova za apoptozu. Ovo zapazanje ukazuje da bi autofagija mogla biti
uklju¢ena samo u proces apoptotske smrti, ali ne 1 u blokadu ¢elijske proliferacije ili
drugih vidova ¢elijske smrti koje bi mogle biti indukovane idarubicinom, na primer
nekroze. Rezultati ove disertacije, koji pokazuju citotoksi¢nu prirodu autofagije
inicirane idarubicinom, su u saglasnosti sa prethodno opisanom sposobnos¢u rapamicina,
mTOR inhibitora i inicijatora autofagije, da stimuliSe ubijanje leukemijskih celija
dejstvom idarubicina i daunorubicina (Yang i sar., 2012; Wu i sar., 2014) (Shema 5). S
druge strane, inhibicija autofagije hlorokinom ili smanjenjem ekspresije Atg5/Atg7
proteina dovodi do povecanja citotoksicnosti daunorubicina u K562 ¢elijama (Han 1 sar.,
2011). Doksorubicin je indukovao citoprotektivnu autofagiju u ¢elijama multipnog
mijeloma (Pan 1 sar., 2011), citotoksicnu autofagiju u kardiomiocitima,
hepatocelularnom karcinomu i humanim ¢elijama tumora dojke (Di i sar., 2009; Lu i
sar., 2009; Manov 1 sar., 2011), dok je njegova toksi¢nost prema sréanim mioblastima
bila povezana sa inhibicijom autofagije (Sishi i sar., 2013). S obzirom na ove podatke,
izgleda da uloga razlicitih antraciklina u modulaciji autofagije zavisi od tipa celija i

statusa diferencijacije, koncentracije leka i/ili eksperimentalnih uslova.

1darubicin

autofagija > apoptoza

Shema 5. Pretpostavljeni mehanizam interakcije autofagije i apoptoze u leukemijskim éelijama

tretiranim idarubicinom.

Vazno je ista¢i da se koncentracija citarabina koriS¢ena u ovoj studiji (3,2 uM), a
koja ujedno izaziva i autofagiju, moZze posti¢i u krvi obolelih od leukemije (Cros i sar.,
2004) i da je u ovoj disertaciji pokazano da se inhibicijom autofagije izazvane

citarabinom moze pospesiti apoptoza leukemijskih celija. U saglasnosti sa Cinjenicom
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da citarabin 1 idarubicin nisu indukovali autofagiju u MNPK zdravih kontrola, inhibicija
ovog procesa nije uticala na njihovo prezivljavanje. Medutim, treba napomenuti da bi
¢elije kostane srzi zdravih osoba viSe odgovarale zdravoj kontrolnoj grupi, ali one iz
etickih razloga nisu koriS¢ene u naSim ispitivanjima. U svakom sluc¢aju, trebalo bi
utvrditi da li citarabin indukuje protektivnu autofagiju u normalnim progenitorskim
¢elijama krvi, jer bi na taj nacin upotreba inhibitora autofagije u hemioterapiji bila
kontraproduktivna. Hlorokin, klinicki odobren inhibitor autofagije koji blokira
proteolizu u lizozomima (Maycotte 1 sar., 2012), je trenutno u fazi II klinickih
ispitivanja u svojstvu adjuvansa u tretmanima leukemija i multipnog mijeloma u
kombinaciji sa ciklofosfamidom, bortezomibom ili imanitibom (Trial #NCT01438177,
ISCRTN No. 61568166, Trial #NCT01227135), 1 doze inhibitora koje su upotrebljene u
ovoj studiji in vitro su u okviru jednog reda veli¢ine od maksimuma koncentracija koje
se moze izmeriti u krvi pacijenata (Tett i sar., 1988). Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji
ukazuju da bi se slian pristup mogao upotrebiti u senzitizaciji leukemijskih celija na
dejstvo citarabina, smanjujuci tako efektivnu dozu ovog leka i verovatnoc¢u da se pojave
nezeljeni efekti kao Sto su: cerebelarna toksicnost, leukopenija, trombocitopenija,
anemija 1 gastrointestinalni poremecaji (Stentoft, 1990). Dodatno, u svetlu moguce
upotrebe mTOR kinaznih inhibitora kao adjuvantne terapije u leukemijama (Martelli i
sar., 2011), ¢ini se da bi autofagija koju oni indukuju mogla poremetiti citotoksi¢nost
citarabina. Podaci dobijeni u ovoj studiji sugeriSu da bi se njihova efikasnost u
kombinaciji sa citarabinom mogla poboljSati inhibicijom prateceg autofagnog odgovora.
Ipak, ove rezultate treba uzeti sa rezervom, zbog suprotne, od konteksta zavisne uloge

autofagije u regulaciji prezivljavanja i smrti leukemijskih celija.

Sa druge strane, rezultati ove studije pokazuju da autofagija ucestvuje u
antitumorskom dejstvu idarubicina. Imaju¢i u vidu da je autofagni odgovor na
idarubicin bio pokrenut modulacijom mTOR, Akt i AMPK, bilo bi zanimljivo proveriti
da li bi dodatna indukcija autofagije inhibicijom Akt/mTOR ili stimulacijom AMPK
mogla pospesiti antitumorsko delovanje idarubicina. PoSto se dejstvo inhibitora
autofagije hlorokina trenutno ispituje u leCenju hematoloskih maligniteta u kombinaciji
sa razli¢itim hemioterapeuticima, rezultati ove studije upucuju na oprez prilikom
razmatranja koriS¢enja ovog, ali i1 drugih inhibitora autofagije u tretmanima koji se

zasnivaju na idarubicinu u le¢enju razli¢itih formi leukemija.
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U zakljucku ove disertacije treba jo$ jednom istaci da je po prvi put pokazano da
citarabin indukuje protektivnhu, a idarubicin citotoksi¢nu autofagiju. Dakle
antileukemijsko dejstvo citarabina moglo bi se pospesiti inhibicijom, a idarubicina
stimulacijom autofagije. Imajuc¢i u vidu da se u terapiji citarabin i idarubicin dugi niz
godina upotrebljavaju zajedno (Barone i sar., 2001; Karbasian-Esfahani i sar., 2004;
Zhou i sar., 2016), bilo bi korisno ispitati da li se, i koja vrsta autofagije indukuje ako se
¢elije istovremeno tretiraju sa oba leka, odnosno kako treba modulisati autofagiju u cilju

poboljsanja efekata kombinovane hemioterapije.

111



6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske disertacije, a na osnovu

eksperimentalno dobijenih rezultata, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Citarabin i idarubicin indukuju autofagiju u humanim leukemijskim

¢elijskim linijama i primarnim leukemijskim ¢elijama in vitro.

2. Citarabin indukuje Akt/mTOR zavisnu autofagiju u razli¢itim humanim
leukemijskim celijskim linijama i primarnim leukemijskim ¢elijama in
vitro. Aktivacije AMPK i ERK kinaza takode mogu biti ukljuene u

indukciju autofagije u zavisnosti od tipa leukemijskih ¢elija.

3. Idarubicin indukuje mTOR zavisnu autofagiju posredovanu inhibicijom

Akt 1 aktivacijom AMPK u leukemijskim ¢éelijama in vitro.
4. Citarabin indukuje citoprotektivnu, a idarubicin citotoksi¢nu autofagiju u

humanim leukemijskim celijskim linijjama 1 primarnim leukemijskim

¢elijama in vitro.
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Spisak skracenica

e Akt — protein kinaza B (engl. protein kinase B, PKB)
e ALL — akutna limfocitna leukemija (engl. acute lymphocytic leukemia)

e AMBRAI1 - aktiviraju¢i molekul u beklin-1 regulisanoj autofagiji 1 (engl.

activating molecule in Beclin-1-regulated autophagy 1)
e AML - akutna mijeloidna leukemija (engl. acute myeloid leukemia)
e AMP - adenozin monofosfat (engl. adenosine monophosphate)

e AMPK - adenozin monofosfatom aktivirana protein kinaza (engl. 5’ adenosine

monophosphate-activated protein kinase)

e Ann V-FITC - aneksin V-fluorescein izotiocijanat (engl. annexin V-fluorescein

isothiocyanate)
e ANOVA - analiza varijanse (engl. analysis of variance)

e Apaf-1 — faktor-1 za aktivaciju apoptotskih proteaza (engl. apoptotic protease-

activating factor 1)

e ApoStat — fuorescein izotiocijanat (FITC)-konjugovani pan-kaspazni inhibitor

(engl. fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated pan-caspase inhibitor)
e Ara-C — citozin arabinozid (engl. cytosine arabinoside)

e Ara-CTP - arabinofuranozilcitozin trifosfat (engl. arabinofuranosylcytosine

triphosphate)
e Atg —engl. autophagy related

e ATP — adenozin trifosfat (engl. adenosine triphosphate)



AVOs — autofagolizozomi (engl. acidic vesicular organelles)
Bad — engl. Bcl-2 antagonist of cell death

BAF — bafilomicin A1 (engl. bafilomycin AI)

Bak — engl. Bcl-2-antagonist/killer-1

Bax — engl. Bcl-2-associated X protein

Bcl-2 — engl. B cell lymphoma

Bcel-w — engl. B cell lymphoma-w

Bcel-x — engl. B cell lymphoma-x

BCR-ABL1 — engl. Breakpoint Cluster Region-Abelson murine leukemia viral

oncogene homolog 1

beklin-1 — engl. autophagy-related bcl2-interacting Atg6 homolog
BH3-only — engl. Bcl-2 homology-only

Bok — engl. Bcl-2 related ovarian killer

BSA — albumin iz govedeg seruma (engl. bovine serum albumin)

CAD — DNaza aktivirana kaspazama (engl. caspase-activated DNase)
c¢DNK — komplementarna DNK (engl. complementary DNA)

CIT — citarabin

CLL — hroni¢na limfocitna leukemija (engl. chronic lymphocytic leukemia)

CMA - autofagija posredovana Saperonima (engl. chaperone mediated

autophagy)

CML - hroni¢na mijeloidna leukemija (engl. chronic myeloid leukemia)



CO2 — ugljen dioksid (engl. carbon dioxide)

Ct — prag ciklusa (engl. cycle of threshold)

DD — domen smrti (engl. death domain)

DEPC — dietilpirokarbonat (engl. diethylpyrocarbonate)

DHE — dihidroetidijum (engl. dihydroethidium)

DISC - signalni kompleks indukovan smréu (engl. death-inducing signalling

complex)

DMSO - dimetilsulfoksid (engl. dimethyl sulfoxide)

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid, DNA)

ECL — engl. enhanced chemiluminescence

ERK - kinaza regulisana vancelijskim signalima (engl. extracellular signal-

regulated kinase)

FACS — proto¢na citofluorimetrija (engl. Fluorescence-Activated Cell Sorting)

FBS — govedi fetalni serum (engl. fetal bovine serum)

FIP200 — engl. focal adhesion kinase [FAK] family interacting protein of 200
kD

FL — fluorescenca

Go — faza mirovanja

GABARAP - engl. gamma-aminobutyric acid receptor-associated protein

HCI — hlorovodoni¢na kiselina (engl. Aydrochloric acid)

HEL — ¢elijska linija humane eritroleukemije



hENT1 - transporter nukleozida (engl. human equilibrative nucleoside

transporter 1)

HEPES - 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina (engl. 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)

HK — hlorokin (engl. chloroquine)

HL-60 — ¢elijska linija humane akutne promijelocitne leukemije

HMGBI1 - protein visoke mobilnosti B1 (engl. high mobility group box I)

hsc70 — protein toplotnog Soka (engl. heat shock cognate protein of 70 kDa)

hVps34 — engl. mammalian vacuolar protein sorting 34 homologue

ICso0 — polovina maksimalne inhibitorne koncentracije

ICAD — inhibitor CAD (engl. Inhibitor of Caspase Activated DNase)

IDA — idarubicin

IgG — imunoglobulin G

iRNK — informaciona RNK

IUPAC — Medunarodna unija za Cistu 1 primenjenu hemiju (engl. International

Union of Pure and Applied Chemistry)

JC-1 - 5,5',6,6'-tetrahloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolil-karbocijanin jodid

K562 — ¢elijska linijja humane hroni¢ne mijelocitne leukemije

LC3 — mikrotubulama asocirani protein 1 lakog lanca 3 (engl. microtubule-

associated protein 1 light chain 3)

LIR — motiv koji interaguje sa LC3 molekulom (engl. LC3 interaction region)



MAPK - mitogenom-aktivirana proteinska kinaza (engl. mitogen-activated

protein kinase)

Mcl-1 — engl. Myeloid cell leukemia-1

M-MulLV — reverzna transkriptaza (engl. Moloney Murine Leukemia Virus (M-
MulLV) Reverse Transcriptaze)

MNPK - mononuklearne ¢elije periferne krvi (engl. peripheral blood
mononuclear cells, PBMC)

MOLM-13 — ¢elijska linija humane akutne mijeloidne leukemije

MOLT-4 — ¢elijska linija humane akutne limfoblastne leukemije

MRP —engl. MDR (multidrug resistance)-associated protein

mTOR — meta rapamicina kod sisara (engl. mechanistic/mammalian target of

rapamycin)

mTORC1/2 — mTOR kompleks 1/2 (engl. mTOR complex1/2)

MTT - 3-4,5-dimetiltiazol-2-11-2,5-difeniltetrazolium bromid

MV4-11 — Celijska linija humane akutne monocitne leukemije

Na3VOs — natrijum ortovanadat (engl. sodium orthovanadate)

NB4 — ¢elijska linija humane akutne promijelocitne leukemije

NBR1 — engl. neighbor of BRCAI gene 1

NDPS52 — engl. nuclear dot protein 52 kDa

NF-kB — nuklearni faktor kapa B

NH4Cl — amonijum hlorid (engl. ammonium chloride)



NP-40 — nonil fenoksipolietoksiletanol-40 (engl. nonyl
phenoxypolyethoxylethanol-40)

Opti-MEM — minimalni esencijalni medijum (engl. minimal essential medium)

p70S6K — p70S6 kinaza (engl. ribosomal protein S6 kinase)

PAS — mesto formiranja fagofore (engl. phagophore assembly site)

PB1 — (Phox/Bem 1) domen

PBMC - mononuklearne celije periferne krvi (engl. peripheral blood

mononuclear cells)

PBS — puferizovan fizioloski rastvor (engl. phosphate-buffered saline)

PE — fosfatidiletanolamin (engl. phosphatidylethanolamine)

P-gp —P glikoprotein (engl. P-glycoprotein)

PI — propidijum jodid (engl. propidium iodide)

PI3K — fosfatidilinozitol 3-kinaza (engl. phosphoinositide 3-kinase)

PI3KC1 - fosfoinozitid 3-kinaza klase 1 (engl. class I phosphoinositide 3-

kinase)

PI3KC3 — fosfoinozitid 3-kinaza klase 3 (engl. class III phosphoinositide 3-

kinase)

PI3P — fosfatidilinozitol 3-fosfat (engl. phosphatidylinositol 3-phosphate)

PMSF — fenilmetilsulfonil fluorid (engl. phenylmethylsulfonyl fluoride)

Puma — engl. p53 upregulated modulator of apoptosis

qRT-PCR - reakcija lan¢anog umnoZavanja sa detekcijom produkata u realnom

vremenu (engl. real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction)


https://en.wikipedia.org/wiki/Reverse_transcriptase

REH - ¢elijska linija humane akutne limfocitne leukemije

RKY - reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. reactive oxygen species, ROS)

RNK - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid, RNA)

RPMI 1640 — medijum za kultivaciju humanih limfocita (engl. Roswell Park
Memorial Institute 1640)

SDS — natrijum dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

siRNA — mala interferiraju¢a RNK (engl. small interfering RNA)

SKM-1 — ¢elijska linija humane mijelomonocitne leukemije

SQSTMI1 — p62 (engl. sequestosomel)

TBS-T — deterdzent (engl. tris-buffered saline (TBS) and Polysorbate 20 (Tween
20))

TEM — transmisiona elektronska mikroskopija

TEMED -  N,N,N',N'-tetrametiletilen-1,2-diamin ~ (engl. N,N,N'N'-

tetramethylethylene-1,2-diamine)

THP-1 — ¢elijska linijja humane monocitne leukemije

TNFR —receptor za faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor receptor)

Tris — tris(hidroksimetil)aminometan (engl. tris(hydroxymethyl)aminomethane)

TSC — engl. tuberous sclerosis complex

Tween20 — deterdzent (engl. polysorbate 20)

U937 — Celijska linija humane monocitne limfomske leukemije

UBA — ubikvitinu-pridruzeni domen (engl. ubiquitin-associated domain)



ULK - engl. Unc-51-like kinase

WIPI-1 — engl. WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein 1

XKkr8 —engl. Xk-related (Xkr) protein 8

ZK — zdrava kontrola

ACt — DeltaCt (gena) = Ct (gena, uzorak) — Ct (gena, kontrola)
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