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Razvoj antitumorske strategije primenom inhibicije tioredoksin-reduktaze 1 u celijskim

modelima glioblastoma i neuroblastoma
Sazetak

Tioredoksinski sistem, celijski redoks regulator, ima vaznu ulogu u nastanku tumora,
progresiji, metastazi i sticanju rezistencije na lekove. PoviSena ekspresija tioredoksin-
reduktaze 1 (TrxR1) je u korelaciji sa stepenom maligniteta glioblastoma i neuroblastoma. Cilj
ove disertacije bio je ispitivanje potencijala Ugi-tipa Majklovih akceptora (UMA) - inhibitora
TrxR1 za lecenje glioblastoma i neuroblastoma, kao i u prevazilaZenju viSestruke rezistencije
na hemioterapeutike. Shodno tome, ispitana je efikasnost UMA u inhibiciji TrxR1; zatim,
dejstvo UMA inhibitora na rast Celija neuroblastoma, glioblastoma i normalnih ¢elija. Pokazano
je da UMA inhibitori snaZnije inhibiraju rast proliferisucih ¢elija (neuroblastoma, glioblastoma i
keratinocita) u odnosu na neproliferiSu¢e mononuklearne celije krvi. Mehanizam
antitumorskog dejstva dva najpotentnija inhibitora, DVD-444 i DVD-445, je ispitan na
senzitivnim i rezistentnim celijama glioma. UMA inhibitori su prouzrokovali oksidativni stres,
depolarizaciju mitohondrija i poviSenu ekspresiju antioksidativnih enzima u ¢elijama glioma.
Utvrdeno je da imaju citotoksi¢no, antiproliferativno i antiinvazivno dejstvo na cCelije glioma,
kao i da povecavaju njihovu osetljivost na temozolomid. UMA inhibitori su suprimirali
aktivnost P-glikoproteina (P-gp) i povecali osetljivost rezistentnih ¢elija glioma na paklitaksel.
Okarakterisani su antitumorski efekti serije inhibitora TrxR1 analognih DVD-445. Analozi
DVD-445, su indukovali oksidativni stres, Celijsku smrt i inhibirali aktivnost P-gp u celijama
glioma u vecoj meri od DVD-445. Rezultati ove disertacije ukazuju da je inhibicija TrxR1
perpsektivna strategija za leCenje glioblastoma i neuroblastoma, i da su UMA inhibitori TrxR1
dobri kandidati za razvoj novih hemioterapeutika.

Kljucne reci: tioredoksinski (Trx) sistem, tioredoksin-reduktaza 1 (TrxR1), inhibitori TrxR1,
gliomi, neuroblastomi, Ugi-tip Majklovih akceptora (UMA), oksidativni stres, rezistencija na
lekove.

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Molekularna neuroonkologija



Development of antitumor strategy by inhibition of thioredoxin reductase 1 in cell
models of glioblastoma and neuroblastoma

Abstract

Thioredoxin system, cell redox regulator, has important role in tumor development,
progression, metastasis and chemoresistance. Thioredoxin reductase 1 (TrxR1) high
expression is in correlation with glioblastoma and neuroblastoma malignancy. Goal of this
dissertation was investigating potential of Ugy-type Michael acceptors (UMAs) - TrxR1
inhibitors, for glioblastoma and neuroblastoma treatment, as well as in overcoming multidrug
resistance. Accordingly, potential of TrxR1 inhibition by UMA was tested in vitro, followed by
testing of UMA inhibitors on cell growth of neuroblastoma, glioblastoma and normal cells. UMA
inhibitors demonstrated a stronger inhibitory effect on proliferating cells (neuroblastoma,
glioblastoma, keratinocytes) in comparison to non-proliferating blood mononuclear cells.
Antitumor effect mechanism of two most potent compounds, DVD-444 and DVD-445, was
tested in sensitive and resistant glioma cells. UMA inhibitors caused oxidative stress,
mitochondrial depolarisation and elevated expression of antioxidant enzymes in glioma cells,
showed cytotoxic, antiproliferative and anti-invasive effect, and sensitized glioma cells to
temozolomide. UMA inhibitors suppressed P-glycoprotein (P-gp) activity and sensitized
resistant glioma cells to paclitaxel. Antitumor effects of DVD-445 analogue compounds were
investigated. DVD-445 analogues induced oxidative stress, cell death and inhibited P-gp
activity in glioma cells, at greater extent than DVD-445. Results presented here suggest that
TrxR1 inhibition is a promising strategy in treating glioblastoma and neuroblastoma and that
UMA inhibitors are aspiring candidates for novel chemotherapy development.

Key words: thioredoxin (Trx) system, thioredoxin reductase 1 (TrxR1), thioredoxin reductase
1 inhibitors, glioma, neuroblastoma, Ugi-type Michael acceptors (UMAs), oxidative stress,
multidrug resistance.

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Molecular neuro-oncology
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CCccp eng. carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone

CDKN2A ciklin-zavisnakinaza 2A, eng. cyclin-dependent kinaze inhibitor 2A
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ClI indeks kombinacije, eng. combination index

CLS eng. Cell Lines Service

CNS centralni nervni sistem

CoQ koenzim Q

Cys amino-kiselina cistein

C: eng. cycle threshold

dATP dezoksiadenozin-trifosfat, eng. deoxyadenosine triphosphate
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DEPC dietil pirokarbonat, eng. diethyl pyrocarbonate
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DHR dihidrorodamin

DMEM Dulbekov modifikovani esencijalni medijum, eng. Dubelco’s Modified Eagle
Medium

DMSO dimetilsulfoksid

DNK dezoksiribonukleinska kiselina

DTNB 5,5-ditio-bis-2 nitrobenzoeva kiselina

dTTP dezoksitimidin-trifosfat, eng. deoxythymidine triphosphate
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Agencija za hranu i lekove, eng. Food and Drug Administration
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gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, eng. glyceraldehide-3-phosphate
dehydrogenase
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glioblastoma multiforme

eng. glioma CpG island methylator phenotype
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concentration
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poli(ADP-riboza) polimeraza
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electrophoresis
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reaction
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reaktivne azotne vrste, eng. reactive nitrogen species

reaktivne kiseonicne i azotne vrste, eng. reactive oxygen and nitrogen species
reaktivne kiseonicne vrste, eng. reactive oxygen species

standardna devijacija

natrijum-dodecilsulfat, eng. sodium dodecyl sulfate
amino-kiselina selenocistein
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TERT reverzna tranksriptaza telomeraze, eng. telomerase reverse transcriptase
TMZ temozolomid

TNB 2-nitro-5-tiobenzoi¢na kiselina

TNF faktor nekroze tumora, eng. tumor necrosis factor

TrkA tropomiozinska receptorska kinaza A

tRNK transportna ribonukleinska kiselina

Trx tioredoksin, eng. thioredoxin

TrxR tioredoksin-reduktaza, eng. thioredoxin reductase

TxNIP tioredoksin inhibitorni protein, eng. thioredoxin inhibitory protein
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UMA Ugi-tip Majklovih akceptora

WHO Svetska zdravstvena organizacija, eng. World Health Organization
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1. UVOD

1.1. Osobine tumora

Tumor (lat. ,otok“) ili neoplazma (od starogrckog neo- ,nov“ i plasma- ,formiranje“)
predstavlja atipi¢nu, autonomnu masu tkiva u organizmu, koja nastaje nekontrolisanom
proliferacijom celija. Tumori su sacinjeni od razlicitih Celija, koje ostvaruju medusobne sloZene
interakcije, kao i interakcije sa normalnim celijama u okolini tumora [1]. Tumori mogu biti
benigni, lokalizovani, bez metastatskog potencijala, ili maligni, koji se odlikuju infiltrativnim
rastom i Sirenjem na okolna tkiva.

U normalnoj €eliji, rast i proliferacija su pod kontrolom protoonkogena i tumor-supresora
[2, 3]. Protoonkogeni kodiraju proteine koji promoviSu celijski rast i deobu [4]. Nasuprot tome,
proteini koje kodiraju tumor-supresor geni sprecavaju rast i deobu, a promovi$u programiranu
¢elijsku smrt [3]. Do transformacije normalnih u neoplasti¢ne Celije dolazi akumulacijom mutacija
u genima za protoonkogene, tumor-supresore ili proteine zaduZene za odrzavanje stabilnosti
genoma [2, 3, 5]. Mutirani protoonkogeni postaju onkogeni, aktivnost njihovih proteinskih
produkta se prekomerno povecava, dok mutacije tumor-supresora doprinose transformaciji ¢elija
smanjenjem funkcije proteina [2-4]. Pored toga, mutacije u genima za proteine koji ucestvuju u
reparaciji oSte¢enja molekula DNK omogucavaju dalju akumulaciju mutacija [6, 7]. Hanahan i
Weinberg su 2000. godine definisali Sest osnovnih bioloSkih osobina, koje neoplasticne celije
postepeno zadobijaju transformacijom normalnih celija [8]. Lista od Sest osnovnih osobina
tumora, nakon decenije istraZivanja u oblasti biologije tumora je dalje proSirena, sa dodatnim
karakteristikama, koje su neophodne za progresiju tumora (Slika 1) [9]:

1) Autonomna proliferacija - Jedna od osnovnih osobina celija tumora je stimulisanje
sopstvene proliferacije, i to autokrinom stimulacijom proliferacije sintezom faktora rasta, zatim
stimulacijom normalnih ¢elija tumorske strome da snabdevaju Celije tumora faktorima rasta,
povecanjem broja receptora za koje se vezuju faktori rasta, kao i konstitutivnom aktivacijom
receptora i nishodnih signalnih puteva.

2) lIzbegavanje signala koji sprecavaju celijski rast i proliferaciju - Tumorske Ccelije
sprecavaju aktivnost tumor-supresora, proteina koji negativno regulisu ¢elijski rast i proliferaciju.
Pored toga, tumorske cCelije menjaju mehanizme kontaktne inhibicije, odnosno sprecavanja
Celijskog rasta i proliferacije, uslovljenih celijskim kontaktima.

3) Izbegavanje Celijske smrti - Programirana celijska smrt ima vaZnu ulogu u odrZavanju
funkcionalne grade tkiva i predstavlja jedan od mehanizama normalnih ¢elija kojim se sprecava
razvoj tumora. Celije tumora imaju razli¢ite strategije za izbegavanje programirane ¢éelijske smrti
kao Sto su mutacije u genima zaduZenim da prepoznaju oSteCenja u celiji i/ili promena u
zastupljenosti anti-apoptotskih i pro-apoptotskih proteina. Pored toga, cCelije tumora mogu
koristiti druge mehanizme Celijske smrti (poput autofagije i nekroze) za sopstveni rast i
prezivljavanje. Celije tumora, podvrgnute razli¢itim stresnim faktorima, poput zracenja ili
tretmana hemioterapeuticima, mogu autofagijom da redukuju svoju veli¢inu i ostanu u stanju
mirovanja, dok se ne poboljSaju uslovi sredine, koji favorizuju njihov rast. Nekrozom se u
mikrosredinu oslobadaju proinflamatorni faktori, koji privlace proinflamatorne celije imunskog
sistema, a one pak deluju tumor promovisuce. Takode, nekrozom se oslobadaju u sredinu faktori
koji direktno stimuliSu proliferaciju okolnog (tumorskog) tkiva.



4) Neogranicen replikativni potencijal - Normalne ¢elije mogu da se podele ogranicen broj
puta (,Hejflikov limit“), a nakon odredenog broja Ccelijskih deoba, usled skracivanja
heksanukleotidnih ponovaka DNK - telomera, ulaze u fazu mirovanja (senescencija) ili podlezu
¢elijskoj smrti. Nasuprot njima, Celije tumora mogu da prolaze kroz neogranic¢en broj deoba, zbog
povecane aktivnosti telomeraze i alternativne rekombinacije telomera.

5) Indukcija angiogeneze - Tumorsko tkivo zahteva dotok kiseonika, hranljivih materija i
uklanjanje produkta metabolizma i ugljen-dioksida. U tumorskom tkivu je konstantno prisutna
angiogeneza, proces formiranja novih iz postoje¢e mreze krvnih sudova, kako bi se podrzao rast i
razvoj tumora.

6) Aktivacija invazije i metastaze - Celije tumora invadiraju u okolna tkiva i ulaze u okolne
krvne i limfne sudove, nakon cega krvno-limfnim sistemom dospevaju do udaljenih tkiva i organa,
gde formiraju manje c¢vorove salinjene od tumorskih celija (mikrometastaze) i potom
proliferacijom formiraju makroskopski tumor. Kako bi razvile metastatski potencijal, ¢elije tumora
podleZzu reprogramiranju koje je poznato kao epitelijalno-mezenhimalni prelaz, pri ¢emu
epitelijalne Celije sticu sposobnost invazije i diseminacije svojstven mezenhimalnom tipu ¢elija.

7) Genomska nestabilnost i mutacije - Tumorigeneza u velikoj meri zavisi od akumulacije
mutacija u genomu celija tumora. Na taj nacin nastaje razli¢it broj genotipova koji egzistiraju
zajedno, a pojedini od njih dobijaju selektivnu prednost u odredenim fazama razvoja tumora ili
prilikom primene terapije.

8) Izbegavanje imunskog odgovora - U stanju homeostaze, imunski sistem konstantno vrsi
pregled organizma na prisustvo stranih organizama ili aberantnih celija, koje uklanja i sprecava
patoloska stanja. Medutim, Celije tumora su razvile mehanizme kojima uspeSno izbegavaju
prepoznavanje od strane celija imunskog sistema ili ¢ak koriste Celije imunskog sistema za
sopstveni rast i Sirenje.

9) Tumor-promovisu¢i inflamatorni odgovor - Celije tumora Koriste inflamatorni odgovor
imunskog sistema za sopstveni rast, tako Sto se od imunskih ¢elija snabdevaju faktorima rasta i
preZivljavanja, proangiogenim faktorima, enzimima koji omogucéavaju razgradnju vancelijskog
matriksa i time olakSavaju angiogenezu, invaziju i metastaziranje, kao i signalima koji
omogucavaju epitelijalno-mezenhimalni prelaz. Pored toga, Celije tumora koriste reaktivne vrste
kiseonika (eng. reactive oxygen species, ROS) poreklom od imunskih ¢elija kao signalne molekule,
ali i za akumulaciju mutacija i ubrzavanje procesa tumorigeneze.

10) Deregulacija Celijskog metabolizma - Kontinuirana proliferacija Celija tumora zahteva
prilagodavanje metabolickih puteva, koji mogu da podrZze energetske zahteve intezivno
proliferiSucih ¢elija. Pavlova i Thompson [10] su opisali osnovne osobine metabolizma tumora,
koje se pre svega odnose na poveCano snabdevanje nutrijentima, koriS¢enje nutrijenata
prvenstveno u metabolickim putevima Kkoji doprinose osobinama tumora, izmenjena
diferencijacija c¢elija tumora i izmenjena metabolicka interakcija sa spoljasnjom sredinom.
Aberantno aktivirani onkogeni i/ili gubitak funkcije tumor-supresora omogucavaju celijama
tumora da se nezavisno od regulacije organizma snabdevaju glukozom, glutaminom i amino-
kiselinama, Sto im omogucava nekontrolisanu proliferaciju. Za Celije tumora je karakteristicna
»,aerobna glikoliza“, proces u kome se tumorske c¢elije oslanjaju na glikolizu za generisanje
energije, ¢ak i u uslovima dostupnog kiseonika - “Varburgov efekat” [11]. U prisustvu kiseonika se
kod normalnih ¢elija znacajno viSe energije dobija oksidativnhom fosforilacijom u mitohondrijama.
Prvobitno je smatrano da je aerobna glikoliza rezultat ,gaSenja“ oksidativne fosforilacije u
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Celijama tumora, i da celija koristi glikolizu kao izvor energije zbog oSte¢enja mitohondrija.
Medutim, ispostavilo se da je aerobna glikoliza i sinteza laktata regulisan metabolicki put, koji je
energetski povoljan za potrebe povecane biosinteze. VisokoproliferiSuce Celije imaju tek neznatno
povecanu potrebu za ATP-om, dok je potreba za molekulskim prekursorima i redukujuéim
ekvivalentima znacajno veca, a katabolizam glukoze je efikasan izvor i prekursora i redoks
potencijala. Prema Van der Hajdenovoj hipotezi [12], uloga aerobne glikolize je preusmeravanje
intermedijera glikolize u razliCite biosintetske puteve, Cime se omogucava ubrzana sinteza
makromolekula neophodnih za nastanak novih celija. Mnoge biosintetske reakcije su pritom
reduktivne prirode i zahtevaju visok redoks potencijal, koji primarno obezbeduje nikotinadenin
dinukleotid fosfat (NADPH).

AUTONOMNA IZBEGAVANJE SUPRESORA
PROLIFERACIJA RASTA

IZBEGAVANJE

DEREGULACIJA IMUNSKOG
CELIJSKOG ODGOVORA
METABOLIZMA

NEOGRANICEN
IZBEGAVANJE REPLIKATIVNI
CELIJSKE POTENCIJAL
SMRTI
GENOMSKA TUMOR-PROMOVISUCI
NESTABILNOST |
MUTACLIE INFLAMATORNI
ODGOVOR

INDUKCIJA AKTIVACIJA
ANGIOGENEZE INVAZIJE |
METASTAZE

Slika 1. Osnovne bioloSke osobine neoplasti¢nih ¢elija. Slika modifikovana prema Hanahan i
Weinberg 2011 [9].

1.2. Tumori centralnog nervnog sistema

Tumori centralnog nervnog sistema (CNS) su, pored leukemija, najucestalije neoplazije kod
pedijatrijskih pacijenata i adolescenata mladih od 19 godina i medu vodecim su uzrocima smrti od
tumora u ovoj populaciji. GodiSnje se zabelezi oko 20 000 slucajeva obolelih od primarnih,
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malignih tumora CNS u SAD [13], pri ¢emu oni ¢ine oko 1,4% malignih oboljenja [14]. Ipak, kada se
u obzir uzmu i benigni tumori mozga, sa viSe od dva puta vecom incidencom od malignih tumora
mozga, kao i metastaze na mozgu, sa 200 000 do 300 000 zabeleZenih slucajeva godisnje,
neoplasti¢na oboljenja CNS nisu toliko retka u populaciji.

Benigni tumori CNS-a formiraju lokalizovanu masu tumorskog tkiva, kojom vrse pritisak na
okolne strukture. Maligne tumore CNS-a odlikuje ubrzani rast i Sirenje na okolna tkiva. Procenat
benignih oblika tumora medu obolelim of tumora CNS iznosi oko 70%, dok je procenat obolelih sa
malignim oblicima tumora oko 30% (Slika 2) [15]. Primarni tumori CNS-a nastaju unutar mozga ili
kicmene moZdine, mogu da se proSire na druga tkiva unutar nervnog sistema, ali su metastaze na
druge, udaljene organe veoma retke. Sekundarni tumori CNS-a nastaju na udaljenim mestima u
telu i metastaziraju na mozgu. NajCeS¢e metastaze na mozgu formiraju maligni tumori pluca, dojki,
debelog creva, bubrega i melanomi, a metastaze na mozgu se javljaju kod 20% odraslih pacijenata
sa malignitetom [14, 16]. Primarni tumori CNS-a su naj¢eS¢e poreklom od glijskih i drugih
pomocnih ¢elija nervnog sistema. Neuronalni i meSoviti neuronalno-glijski tumori su veoma retki,
¢ine manje od 1% svih tumora mozga, najces¢e nisu maligni i uklanjaju se hirurSkom resekcijom
[17].

Stopa preZivljavanja obolelih od tumora CNS-a zavisi od tipa tumora, stadijuma, lokacije
unutar CNS-a, kao i od godina starosti pacijenta, pri ¢emu je verovatnoca oporavka nesto ve¢a kod
mlade populacije. UcCestalost raznih tipova primarnih tumora zavisi od uzrasne grupe, te su
pilociti¢ni astrocitomi i embrionalni tumori (pogotovo meduloblastomi) najceS¢i kod dece,
pituitarni tumori kod starijih adolescenata i mladih osoba (od 15 do 34 godine), dok su
meningiomi i glioblastomi najces¢i kod populacije starije od 35 godina [15].

benigni gliomi

1.1%
ostali benigni
tumori CNS glioblastomi
6.2% 14.6%

benigni tumori
nervnog omotaca
8.6%

ostali maligni
gliomi
9.8%

L . ostali maligni
benigni pituitarni

tumori tumori CNS
5.4%
16.7% o
benigni maligni
meningeomi meningeomi
; 0.4%

37.2%

Slika 2. Distribucija primarnih tumora CNS-a, prema ponasanju tumora. Uzorak od 405 740
pacijenata je prikupljen u periodu 2012 - 2016. godine, na teritoriji SAD. Ukupan broj pacijenata
sa benignim tumorima CNS-a (plava slova) je iznosio 283 171, odnosno 69,8%, dok je ukupan broj
pacijenata sa malignim tumorima CNS-a (crvena slova) iznosio 122 569, odnosno 30,2%. Slika
modifikovana prema Ostrom i sar., 2019 [15].



1.2.1. Gliomi

Gliomi pripadaju grupi neuroektodermalnih tumora CNS-a koji vode poreklo od glijskih
¢elija ili njihovih prekursorskih ¢elija. Na osnovu tipa glijskih ¢elija od kojih vode poreklo gliomi se
dele na astrocitome i oligodendrogliome.

Gliomi imaju nisku ucestalost u populaciji, sa demografskim varijacijama od 0,59 do 3,69
dijagnoza na 100 000 stanovnika godiSnje [18], ¢ine oko 15% slucajeva tumora CNS-a i pribliZzno
polovinu slucajeva malignih tumora CNS-a (Slika 2) [15]. Na osnovu prisustva markera mitoticke
aktivnosti, nekroze i mikrovaskularne proliferacije, gliomi se prema Svetskoj zdravstvenoj
organizaciju (eng. World Health Organisation, WHO) klasifikuju prema malignitetu na graduse I-IV:
pilocisti¢ni astrocitomi (gradus I), difuzni astrocitomi i oligodendrogliomi (gradus II), anaplasti¢ni
astrocitomi i oligodendrogliomi (gradus III) i glioblastomi (gradus 1V). Zajednicka karakteristika
svih difuznih glioma je prodorna infiltracija u parenhim CNS-a duZ traktusa i krvnih sudova [19].

Infiltracija neoplasti¢nih Celija u CNS-u pacijenata obolelih od glioblastoma (GBM) dovodi
do neuroloske disfunkcije i smrtnog ishoda pacijenata u roku od 1 godine nakon dijagnoze. GBM
su najucestalija forma agresivnih tumora CNS-a kod odraslih pacijenata. Pokazuju visok stepen
rezistencije na terapiju, zbog Cega je leCenje ove bolesti veliki izazov i Cesto bez rezultata. Prema
prvobitnoj Klasifikaciji, GBM se dele na primarne i sekundarne. Primarni ili de novo GBM cine oko
90% svih GBM i najceSce se dijagnostifikuju kod pacijenata starosti izmedu 60 i 70 godina Zivota.
Sekundarni GBM nastaju progresijom niskogradusnih glioma, akumulacijom mutacija u tumor-
supresorima i protoonkogenima; ¢ine oko 10% svih GBM i najceSce se dijagnostifikuju kod mladih
pacijenata, oko 40 godina starosti [20].

Prema novoj Klasifikaciji tumora CNS-a iz 2016, WHO je u morfoloSku Kklasifikaciju
integrisala informacije o molekularnim faktorima tumora CNS-a [25], pa se prema toj klasifikaciji
GBM dele u sledece kategorije: 1) GBM IDH-“wild type”, koji odgovara prethodno klasifikovanom
primarnom GBM; 2) GBM IDH-mutirani (oko 10% slucajeva), odgovara na osnovu prethodne
klasifikacije sekundarnom GBM i 3) GBM NOS (eng. not otherwise specified). lzocitrat
dehidrogenaze 1 i 2 (IDH) pripadaju enzimima reakcija Krebsovog ciklusa, koji konvertuju
izocitrat u a-ketoglutarat. Mutirana IDH koristi a-ketoglutarat kao supstrat i konvertuje ga u
onkometabolit 2-hidroksiglutarat, koji deluje kao inhibitor a-ketoglutarat zavisnih dioksigenaza
[9]. U a-ketoglutarat zavisne dioksigenaze spadaju i histon demetilaze, tako da mutacija gena za
IDH 1 i 2 za posledicu imaju hipermetilaciju CpG ostrvaca kod IDH-mutiranih glioblastoma i
definiSe se kao metilator fenotip (eng. glioma CpG island methylator phenotype, G-CIMP), a
koreliSe sa boljom klinickom prognozom [18].

NajceS¢e genomske promene koje se javljaju kod GBM su mutacije u promotoru gena za
reverznu tranksriptazu telomeraze (eng. telomerase reverse transcriptase, TERT), mutacije u genu
za p53 protein (TP53), mutacije u genu za transkripcioni regulator ATP-zavisnu helikazu ATRX,
amplifikacije gena za receptor epidermalnog faktora rasta (eng. epidermal growth factor receptor,
EGFR), mutacije gena za homolog fosfataze i tenzina (eng. phosphatase and tensin homolog, PTEN)
i mutacija gena za IDH 11i 2 [21]. Genomske promene koje prate gliomagenezu za posledicu imaju
promene u redoks ravnoteZi tumorskog okruzenja [22]. Naime, povecana ekspresija EGFR i
ligacija sa EGF dovodi do povecane akumulacije vodonik-peroksida (H202) i drugih reaktivnih
vrsta kiseonika i azota (eng. reactive oxygen and nitrogen species, RONS) unutar celijskih linija
tumora; H202 kao signalni molekul utice na povecanu sintezu DNK, dok akumulacija RONS dovodi
do povecane stope mutageneze [23]. H202 oksiduje tumor supresor PTEN, koji ima vaZnu ulogu u
regulaciji metabolizma, apoptoze, proliferacije i preZivljavanja Celije. Oksidacija PTEN dovodi do
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promena u interakcijama sa drugim regulatornim proteinima [24]. Protein p53 je ukljuCen u
regulaciju energetskog metabolizma i ekspresije proteina koji u¢estvuju u redoks regulaciji, poput
superoksid-dismutaze 2 (SOD2) i glutation-peroksidaze 1 (GPx1) [25].

1.2.2. Terapijske strategije u lecenju glioma

5 “Stupov protokol” [26] je opSte prihvaena strategija za leCenje GBM, nazvana prema
Svajcarskom onkologu, RodZeru Stupu. Protokol se sastoji od sledecih koraka (Slika 3):

1) hirurske resekcije tumora, ukoliko je to moguce,

2) terapije zracenjem, 2 Gy dnevno, 5 dana u nedelji, u trajanju od 6 nedelja,

3) i terapije temozolomidom (TMZ), u toku trajanja radioterapije sa 75 mg/m?2 dnevno, 7
dana nedeljno, dok nakon zavrSene radioterapije sledi 6 ciklusa sa 150 - 200 mg/m?2
dnevno, 5 dana u jednom ciklusu od 28 dana.

TMZ svaki dan, 42 dana 6—41'?9-?'—]?—9 5d . 5d 5d x 6 ciklusa
4 nedelje
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Slika 3. Sematski prikaz Stupovog protokola. Nakon hirurs$ke resekcije, sledi fokalna
radioterapija (RT), u ukupnoj dozi od 60 Gy (30 x 2 Gy) tokom 6 nedelja. Zajedno sa RT,
primenjuje se hemioterapija temozolomidom (TMZ), u nizoj dozi, svaki dan, 42 dana. Nakon 4
nedelje pauze, sledi 6 ciklusa hemioterapije sa TMZ. Ciklusi se sastoje od 28 dana, visoke doze
TMZ se primenjuju od 1. do 5. dana svakog ciklusa.

Potpuno hirursko uklanjanje GBM nije moguce. Agencija za hranu i lekove (eng. Food and
Drug Administration, FDA, USA) je do danas odobrila samo dva hemioterapeutika prve linije za
leCenje glioblastoma, karmustin i TMZ. Karmustin (bis-hloroetilnitrozourea, BCNU) je lipofilni
molekul koji dovodi do prekida u molekulu DNK; prolazi krvno-moZdanu barijeru, ali mu je
penetrabilnost u mozdano tkivo intravenskom primenom niska. Zbog toga je razvijen
biorazgradivi nosac Gliadel®, koji omogucava lokalnu primenu visoke koncentracije karmustina u
samom tumorskom tkivu. Temozolomid je oralni hemioterapijski lek, prolazi krvno-mozdanu
barijeru i ima dobru penetrabilnost u mozdano tkivo, te se Koristi kao primarni hemioterapeutik u
le¢enju glioblastoma, i kao sekundarni hemioterapeutik u lecenju astrocitoma. Deluje kao
monofunkcionalni metilujuci agens, te zaustavlja Celijski ciklus i uzrokuje apoptozu celija koje se
dele [27]. Terapeutik se unosi u organizam oralno u vidu prodroge, nakon ¢ega se u fizioloSkim
uslovima formira aktivna supstanca leka. Reaktivna supstanca vrsi bazno-selektivnu metilaciju u
DNK lancu, pri ¢emu su mete metilacije atomi N7 guanina, N3 adenina i 06 guanina. Klju¢nu ulogu
u ispoljavanju toksi¢nog dejstva TMZ ima 06-metilguanin (06-mG), koji se umesto sa citozinom
sparuje sa timinom, tako da dolazi do pogresnog sparivanja baznih parova. Posledi¢no, aktivira se
zaStitni mehanizam celije, reparacija pogreSno sparenih baznih parova (eng. mismatch repair,
MMR). Ovim mehanizmom se iseca pogresno spareni timin, ali kako 06-mG ostaje neizmenjen,
ponovo se aktivira MMR. Repetitivne, uzaludne runde pokusSaja Celije da ispravi greSku u lancu



DNK dovodi do hroni¢nih dvolanéanih prekida u lancu i ultimativno pokrece apoptozu tumorske
celije [28, 29].

Hemioterapija usmerena na uniStavanje mitotickih neoplasticnih celija ili tumorskih
klastera nema efekat na nemitoticke invazivne Ccelije, koje mogu vremenom da formiraju
sekundarne tumore na mestima udaljenim od primarnog tumorskog tkiva. U toku su istraZivanja
koja ispituju postoperativni efekat primene Gliadela® zajedno sa hemioterapijom TMZ, ali
dosadasnji rezultati ne ukazuju na znacajno produzavanje Zivota kod ovih pacijenata [30].

Osnovne prepreke u razvoju novih terapeutskih pristupa predstavljaju: znacajna inter- i
intratumorska heterogenost, rezistencija na terapiju zraCenjem i hemioterapiju, pojava tumora na
teSko pristupacnim mestima za hirursku intervenciju, ponovno javljanje bolesti i nakon
maksimalne resekcije tumorskog tkiva (98%) i postojanje krvno-moZdane barijere, koju
terapeutici moraju da produ da bi ostvarili dejstvo. Sa ekonomskog aspekta i isplativosti razvoja
novih lekova od strane farmaceutske industrije, relevantna je i relativno niska incidenca bolesti, te
je i trziSte za razvoj lekova veoma ogranic¢eno. Za razvoj novih terapeutika, neophodno je bolje
razumevanje patologije GBM. Identifikacija molekularnih mehanizama klju¢nih za razvoj
patologije, kao i bolje razumevanje bioloSke prirode tumora, se koriste za predlaganje novih meta
terapeutika.

1.3. Neuroblastomi

Neuroblastomi pripadaju grupi razvojnih tumora. Najucestaliji su ekstrakranijalni solidni
tumori kod dece, ¢ine preko 7% malignih bolesti kod pacijenata mladih od 15 godina i uzrokuju
preko 15% pedijatrijskih onkoloskih smrtnih ishoda [31, 32]. Najveca verovatnoca razvoja bolesti
je u perinatalnom periodu Zivota, a potom je verovatnoca sve manja do 10 godine Zivota; kod
starijih pacijenata - adolescenata, do razvoja bolesti dolazi retko, ali je bolest agresivnog oblika i
najceSce ima letalan ishod. Klinicki su izuzetno heterogena vrsta tumora: kod nekih dolazi do
spontane regresije tumora ili se diferenciraju spontano u potpunosti i bez tretmana, dok se kod
drugih obolelih razvijaju metastaze i dolazi do smrtnog ishoda uprkos agresivnim, multimodalnim
terapijama [33]. Prema procenama istraZivanja u Japanu, Americi i Evropi koja su bila usmerena
na ranu dijagnostiku neuroblastoma, pretpostavlja se da oko polovine slu¢ajeva neuroblastoma
kod dece mlade od 18 meseci nije ni otkrivena, usled spontane regresije tumora [32]. Takode,
pokazano je da rana dijagnostika bolesti ne doprinosi znacajno pozitivnom ishodu - pretpostavka
je da se tumori pri samom nastanku diferenciraju kao niskorizicni ili visokorizi¢ni. Kod oko 50%
obolelih, tumor se razvija kao lokalizovana masa, dok se kod druge polovine razvijaju metastaze,
najc¢eSce na kostima i jetri. Velika vedina tumora se razvija u abdomenu i daleko najces¢i su
neuroblastomi adrenalne Zlezde.

U toku normalnog razvi¢a nervnog sistema Coveka, primordijalne neuroepitelne celije
nervne kreste migriraju od dorzalne nervne cevi i diferenciraju se u melanocite, senzorne,
entericke ili simpaticke neurone. Vecina ovih neurona odumire programiranom celijskom smrti,
uglavnom u zavrSnim fazama diferencijacije [32], a preZiveli neuroni zavrSavaju proces
diferencijacije do funkcionalnih, zrelih neurona. Neuroblastomi nastaju iskljuc¢ivo od prekursora
simpatoadrenalne linije (Slika 4), Sto govori da tumor nastaje nakon migracije ¢elija od nervne
kreste i sa inicijalnom diferencijacijom u simpaticku liniju prekursora [34].
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Slika 4. Razvi¢e neuroblastoma od nervne Kreste. Celije nervne kreste migriraju do mesta
diferencijacije, formirajuéi c¢elije simpatoadrenalne linije. Simpatoadrenalni progenitori se
diferenciraju u hromafine c¢elije, neuroendokrine Ccelije srzi nadbubreZne Zlezde i neurone
simpaticke ganglije. Migratorne Celije nervne kreste u velikoj meri odumiru apoptozom.
Deregulacija ekspresije MYCN je najpotentniji onkogeni pokreta¢ nastanka neuroblastoma,
indukuje proliferaciju i inhibira apoptozu celija simpatoadrenalne linije, Sto dovodi do razvoja
neuroblastoma. Mutacije ALK dovode do razvi¢a familijalnih neuroblastoma. Slika modifikovana
prema Johnsen, Dyberg i Wickstrom, 2019 [35].

Prema Kklinickim i bioloskim dijagnosti¢ckim parametrima, neuroblastomi se klasifikuju kao
niskorizi¢ni, tumori srednjeg rizika i visokorizi¢ni. PreZivljavanje pacijenata sa niskorizi¢nim
neuroblastomom i tumorom srednjeg rizika je preko 90%, dok je stopa preZivljavanja dece sa
visokorizi¢nim neuroblastomom manja od 40% [36, 37]. Ipak, kod pacijenata mladih od godinu
dana gotovo uvek dolazi do potpunog oporavka, ¢ak i kada dode do razvoja metastaza. Medu
parametrima koji se koriste u proceni rizika su starosno doba u trenutku uspostavljanja dijagnoze,
stadijum tumora, histopatoloske karakteristike po sistemu Medunarodne patoloSke klasifikacije
neuroblastoma (eng. International Neuroblastoma Pathology Classification, INPC) [38], stepen
ploidije i prisustvo amplifikacije MYCN gena.

Osnovne genomske promene kod neuroblastoma podrazumevaju amplifikaciju MYCN [39],
mutacije kinaze anaplasticnog limfoma (eng. anaplastic ymphoma kinase, ALK) [40] (Slika 4) i
promene u broju ponovaka hromozoma [41].

Karakteristike agresivnih tumora su amplifikacija MYCN, gubitak distalnih delova 1p
hromozoma, viSak 17q hromozoma i gubitak 11q hromozoma [41]. Ekspresija N-Myc proteina je
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ograni¢ena na nervni sistem i mezenhim tokom ta¢no odredenih faza razvi¢a, za razliku od
ekspresije c-Myc proteina iz iste familije protoonkogena. U adultnom tkivu je ekspresija N-Myc
minimalna. N-Myc ucestvuje u regulaciji NGF/TrkA signalnog puta koji je od klju¢nog znacaja za
procese Celijskog rasta, proliferacije, metabolizma, apoptoze i diferencijacije ¢elija nervnog
sistema [41]. Supresija ovog signalnog puta amplifikovanim N-Myc ima klju¢nu ulogu u
onkogenezi visokorizi¢nih neuroblastoma. Pored MYCN, vaZnu ulogu u patogenezi neuroblastoma
ima i cys-antisense transkript istog gena, NCYM. Izmedu tranksripcije MYCN i NCYM postoji odnos
pozitivne povratne sprege: N-CYM protein stabilizuje N-Myc, a N-Myc indukuje transkripciju N-
CYM proteina [32].

ALK je receptor tirozin Kkinaze, koji se u normalnim uslovima eksprimira samo u
embrionalnom i neonatalnom mozgu. Kao posledica hromozomskih translokacija dolazi do
konstitutivne ekspresije fuzionisanih ALK proteina i, posledi¢no, razvoja maligniteta. Ekspresija
ALK je identifikovana kao jedan od glavnih uzroka razvoja familijarnih neuroblastoma [40], koji su
veoma retki i ¢ine tek 1 - 2% slucajeva. Pored toga, gen za ALK se nalazi u blizini MYCN gena i
amplifikuje se zajedno sa njim, a pokazano je i da je ALK direktna transkripciona meta N-Myc [42].

Kariotip ¢elija neuroblastoma moze biti nepotpuni diploidni ili hiperploidni (najcesce tri- i
tetraploidni). Manje agresivni neuroblastomi u osnovi pokazuju greske asocirane sa procesom
mitoze, koje uticu na celokupno gubljenje ili dobijanje hromozoma, te hiperploidni tumori obi¢no
impliciraju povoljniju klinicku prognozu. ViSe agresivni neuroblastomi u osnovi pokazuju
genomsku nestabilnost, sa preuredenjem hromozoma, neuravnoteZenim translokacijama i
odrzavanjem DNK sadrZaja u stanju nepotpunog diploida [43].

1.3.1. Terapijske strategije u lecenju neuroblastoma

Terapijske strategije u leCenju neuroblastoma se razlikuju u zavisnosti od vrste tumora.
Gotovo 50% dijagnostifikovanih pacijenata ¢ine osobe sa niskorizi¢nim i tumorima srednjeg
rizika, kao i pacijenti mladi od godinu dana sa metastazama. Tumori u ovim slucajevima su bez
MYCN amplifikacije i najceS¢e lokalizovani. Klinicka slika i prognoza ove grupe pacijenata je
gotovo uvek odli¢na, stopa prezivljavanja pacijenata je preko 90%, pri cemu se terapija svodi na
posmatranje, hirurs§ko uklanjanje mase tumora ili u retkim slucajevima, umerene doze
hemioterapije i hirurSko uklanjanje [33]. Hemioterapija se primenjuje kod neuroblastoma
srednjeg rizika, kako bi se sprecilo ponovno javljanje tumora.

Drugu polovinu pacijenata c¢ine osobe sa visokorizicnim neuroblastomima. Uprkos
ispitivanjima efekta razliCitih terapijskih pristupa tokom godina, prognoza pacijenata sa ovim
tipom tumora je veoma losa, sa stopom prezivljavanja oko 40%. Standardni tretman se sastoji od
indukcione hemioterapije, lokalne kontrole Sirenja tumora, terapije konsolidacije i leCenja od
rezidualnih tumora. Kod oko 20% pacijenata, nakon faze konsolidacije dolazi do ponovnog
javljanja tumora. Takode, odgovor na terapiju je niZi kod adolescenata i odraslih, kod kojih se
Cesto javlja rezistencija na terapiju [44]. U terapiji neuroblastoma primenjuju se sledeci
hemioterapeutici: alkilujué¢i agensi, jedinjenja platine, inhibitori topoizomeraze II i antraciklini.
Pacijenti kod kojih hemioterapija ne ispolji znacajan efekat imaju stopu preZivljavanja manju od
20%. Faza lokalizacije tumora podrazumeva hirursko uklanjanje tumora, ukoliko je moguce, kao i
terapiju zraCenjem. Ipak, obzirom na ¢injenicu da su pacijenti uglavnom deca, kod kojih je i dalje
prisutno tkivo u razvoju, toksicnost terapije zraCenjem je jako visoka i pokazuje dalekoseZne
efekte. Problem je delimi¢no reSen zracenjem protonskim zrakom, kako bi se smanjila doza
zraCenja normalnog tkiva [45]. Faza konsolidacije podrazumeva mijeloablativnu hemioterapiju sa
autolognom transplatacijom maticnih Celija. Neuroblastomi su jedni od retkih tumora kod kojih
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mijeloablativna Kkonsolidacija sprecava ponovno formiranje tumora. Lecenje minimalnih,
rezidualnih klonova neuroblastoma podrazumeva primenu bioloskih agensa, poput sintetickih
retinoida, anti-GD2 monoklonskih antitela (GD2 su markeri tumorskih ¢elija neuroblastoma,
gangliozidi koji se eksprimiraju na povrSini ¢elija), imunocitokina ili difluorometiloornitina,
inhibitora ornitin dekarboksilaze.

Dodatni izazov u le¢enju neuroblastoma predstavljaju pacijenti sa rekurentnim tumorima,
kod kojih se najceS¢e formiraju metastatski tumori sa rezistentnim celijama, koji se znacajno
razlikuju od primarnih tumora. U tim sluCajevima, najc¢eSCe se koriste hemioterapeutici sa
mehanizmima dejstva razli¢itim od prvobitno koris¢enih hemioterapeutika. Za lecenje
rekurentnih neuroblastoma, koriste se inhibitori topoizomeraze Il topotekan i irinotekan,
kombinacija izofosfamida, karboplatine i etoposida, kao i ciljana terapija radioizotopima.

[straZivanja novih terapijskih modaliteta u lecenju visokorizicnih i rekurentnih
neuroblastoma u prethodnoj deceniji daju pozitivne rezultate i vode ka poboljSanju Kklinicke
prognoze pacijenata. Kako bi se povecala verovatnoc¢a prezivljavanja pacijenata sa visokorizi¢nim
neuroblastomima, neophodno je dodatno istraZiti i razjasniti patogenezu bolesti, kako bi se
stvorile moguénosti za razvoj novih pristupa le¢enju. Vazno je ista¢i da je istrazivanje novih
terapijskih pristupa u lecenju visokorizi¢nih neuroblastoma od ogromnog znacaja i kako bi se
smanjili Stetni efekti agresivnih terapijskih pristupa, koji dovode do sistemskih oStecenja srca,
bubrega, gubitka sluha i sekundarnih maligniteta.

1.4. Rezistencija na hemioterapiju

Primena hemioterapije je jedan od osnovnih pristupa u lecenju tumora. Efikasnost
hemioterapeutika je ograniCena rezistencijom, koja se moZe opisati kao izostanak znacajnog
odgovora na terapiju, ili nastavak rasta tumora nakon inicijalnog odgovora na terapiju.
Rezistencija na terapiju moze biti urodena ili steCena. Urodena rezistencija znaci da je celija
tumora pre pocetka primene leka imala razvijene efikasne mehanizme za suzbijanje dejstva leka.
SteCena rezistencija je prouzrokovana samim lekom - ¢elija tumora, ,napadnuta“ toksi¢nim
agensom, razvija mehanizme odbrane kako bi preZivela [46, 47]. Celije tumora, aktivacijom
signalnih puteva i mehanizama rezistencije na jedan lek, Cesto postaju rezistentne i na druge
lekove, pri ¢emu nastaje visestruka rezistencija na lekove (eng. multi-drug resistance, MDR). Celije
koje preZive citotoksi¢no dejstvo hemioterapije, umnoZavaju se i formiraju kolonije rezistentnih
¢elija [48], Cesto postaju agresivnije i predstavljaju veéi izazov za dalji tretman. Kod glioblastoma,
rezistencija na terapiju se pripisuje subpopulaciji gliomskih stem celija (GSC), koje se uspeSno
adaptiraju na delovanje hemioterapeutika, a u stanju su da obnove rast tumora i da daju
heterogene tipove Celija sa razli¢itim adaptivnim sposobnostima [49].

Klasi¢ni mehanizam MDR-a je prekomerna ekspresija ATP-vezujuc¢ih (eng. ATP-binding
casette, ABC) transportera na membranama celija tumora [46, 50]. Transporteri koji se naj¢esce
dovode u vezu sa razvojem rezistencije su: ABCB1/P-glikoprotein (P-gp), ABCG2/BCRP (eng.
breast cancer resistance protein) i ABCC1/MRP1 (eng. multidrug resistance protein 1). Osnovna
uloga ovih transportera je izbacivanje ksenobiotika, ukljucujuci i veliki broj hemioterapeutika, iz
Celije, Sto dovodi do njihove smanjene akumulacije u tumorskoj celiji. P-gp, MRP1 i BCRP su
konstitutivno eksprimirani na membranama ¢elija koje formiraju krvno-moZdanu barijeru, kako
bi sprecili prodor toksi¢nih agensa u mozak [51]. Jedna od osnovnih karakteristika P-gp je Siroka
supstratna specificnost, a medu njegove supstrate spadaju i brojni citostatici, kao Sto su
antraciklini (doksorubicin, daunorubicin), takseni (paklitaksel), inhibitori topoizomeraza
(irinotekan, topotekan, etoposid), alkaloidi vinke (vinblastin, vinkristin), inhibitori tirozin kinaza
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(dasatinib, gefitinib) i drugi. Zbog znacaja koji imaju u razvoju rezistencije na lekove, P-gp je
postao privlatna meta za razvoj novih lekova [52-54].

Osnovni mehanizam rezistencije na alkilujuce agense (jedinjenja platine, BCNU i TMZ), koji
oStec¢uju DNK, je prekomerna aktivacija reparacije DNK. Kod DNK oStecenja izazvanih jedinjenjima
platine (cisplatin, oksaliplatin) aktivira se reparacija ekscizijom nukleotida (eng. nucleotide
excision repair, NER) [55]. Prekomerna ekspresija enzima metilguanin metiltransferaza (MGMT)
se dovodi u vezu sa rezistencijom na dejstvo BCNU i TMZ. BCNU uvodi letalna unakrsna sparivanja
lanaca DNK, dok TMZ metiluje baze u molekulu DNK, i posledi¢no indukuje dvolan¢ane prekide u
lancu DNK. Celije tumora reaguju na dejstvo citostatika poveéanom ekspresijom MGMT enzima,
koji efikasno demetiluju izmenjene baze i sprecavaju dalja oStecenja molekula DNK. U razvoju
rezistencije na TMZ vaznu ulogu ima i povecana ekspresija enzima koji uCestvuju u reparaciji
ekscizije baznih parova (eng. base pare excision repair, BER), medu kojima klju¢nu ulogu ima
poli(ADP-riboza) polimeraza - PARP-1. Enzim se aktivira pojavom prekida lanaca DNK i ubikvitno
je visoko eksprimiran. Sticanje rezistencije na alkilujuce agense, poput TMZ, je obi¢no propraceno
povecanom produkcijom RONS u mitohondrijama [56, 57].

Konacni cilj hemioterapeutika je indukcija Celijske smrti tumorskih celija. Apoptoza, kao
vid programirane celijske smrti, je regulisana celijskim signalima unutar i van celije. Signali za
apoptozu se pojacavaju sekundarnim glasnicima i aktiviraju kaspaze, kao proteinske efektore
apoptoze. Unutarcelijska aktivacija kaspaza se vrsi preko Bcl-2 familije proteina, a vancelijska
aktivacija preko familije receptora faktora nekroze tumora (eng. tumor necrosis factor, TNF).
Aktivirane inicijatorske kaspaze 2, 8, 9 i 10 dalje pokrecu efektorske kaspaze, od kojih su
najbitnije 3 i 7, a one dalje aktiviraju mehanizme apoptoze - kondenzaciju hromatina,
fragmentaciju jedra, pupljenje membrane i skupljanje celije. Bcl-2 familija se sastoji od
proapoptotskih (Bax, Bak, Bad) i antiapoptotskih (Bcl-Xi, Mcl-1, Bcl-2) proteina. Proapoptotski
Bcl-2 proteini dovode do oslobadanja citohroma c¢ iz mitohondrija, koji potom aktivira
inicijatorske kaspaze. Proteini antiapoptotske familije se suprotstavljaju pokretanju apoptoze,
tako Sto se vezuju za proapoptotske proteine i sprecavaju njihovu funkciju. Prekomerna ekspresija
antiapoptotskih Bcl-2 proteina sprefava celijsku smrt prouzrokovanu hemioterapijom kod
Celijskih linija tumora dojke [58], dok prekomerna ekspresija proapoptotskog Bax proteina
povecava osetljivost tumora dojke na terapiju cisplatinom, etoposidom i jonizujuce zracenje [59,
60]. Utisavanje ekspresije Bcl-2 i Bcl-XL takode povecava osetljivost tumorskih celija na dejstvo
citotoksicnih agensa, dok gubitak ekspresije Bax smanjuje osetljivost na terapiju [61]. Tumor-
suspresor p53 ima klju¢nu ulogu u detekciji oStecenja DNK i regulaciji signalnih puteva koji
dovode do apoptoze. Wilde-type p53 utiSava ekspresiju antiapoptotskog Bcl-2 [62]. Do inaktivacije
p53 dolazi kod vise od 50% pacijenata sa primarnim GBM. Nedostatak funkcije p53 dovodi do
poviSene ekspresije Bcl-2 i/ili EGFR [63, 64], Sto je u korelaciji sa rezistencijom na lekove [65, 66].
Pokazano je da inaktivacija wilde-type p53 ili ekspresija dominantno negativnog mutiranog p53
dovodi do rezistencije na TMZ [66], dok agensi koji stabilizuju konformaciju wilde-type p53
povecavaju osetljivost ¢elija GBM na TMZ [67].

1.5. Reaktivne kiseoni¢ne vrste i antioksidativni sistemi
Redoks biologija, kao grana nauke koja proucava aspekte Zivotnih procesa posredovane ili
pod uticajem redoks reakcija, je u velikoj meri usmerena na proucavanje uloge i znacaj odrzavanja
homeostaze RONS, kao i uloge poremecaja redoks ravnoteZe u patoloskim stanjima. Pored RONS,
za metabolizam i signalizaciju su bitni i redoks parovi koenzima, jona metala i prosteti¢nih grupa;
neki od njih su NAD*/NADH, NADP+/NADPH, GSSG/GSH, CoQ/CoQH, FMN/FMNH: i FAD /FADHoa.
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RONS imaju vaznu fiziolosku ulogu u Zivim sistemima i predstavljaju deo regulisane redoks
homeostaze. Kod zdravih i funkcionalnih ¢elija, RONS u niskim koncentracijama imaju ulogu
signalnih molekula, aktiviraju proliferaciju i promoviSu prezivljavanje ¢elije [68-71]. Koncentracija
RONS se odrzava delovanjem antioksidativnih enzima i molekula, koji uklanjaju slobodne radikale
(Slika 5). Oksidativni stres predstavlja stanje neravnoteZe izmedu stope produkcije slobodnih
radikala i aktivnosti antioksidativnih sistema celije, pri ¢emu je stopa produkcije slobodnih
radikala vec¢a od kapaciteta sistema za njihovo uklanjanje. Umereno povisen nivo RONS dovodi do
oSteCenja Celija na tri osnovna nacina: lipidnom peroksidacijom membranskih sistema,
oksidacijom proteina i oStecenjem molekula DNK [72, 73]. Ostecenje molekula DNK povecava
stopu mutageneze i potencijalno dovodi do maligne transformacije Celije. Visoke koncentracije
RONS uvode ¢eliju u stanje mirovanja ili dovode do ¢elijske smrti [74-76].
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Slika 5. Sematski prikaz unutaréelijskih RONS i antioksidativnih sistema. Elektron-
transportni lanac (ETL) i NADPH oksidaze (NOX) su glavni izvori endogenih RONS. Oslobodeni
elektroni, kuplovani sa molekularnim kiseonikom, daju superoksidni anjon (Oz-). U reakciji Oz~ sa
azot-monoksidom (‘NO), dobija se peroksinitritni radikal (ONOO-). SOD prevodi O2- u vodonik-
peroksid (H202), koji dalje moZe da se transformiSe na nekoliko nacina. U prisustvu jona prelaznih
metala, poput Fe?* (Fentonova reakcija) ili sa Oz, H202 daje hidroksilni radikal (‘OH). Katalaza
(CAT) peroksizoma, glutation-peroksidaza (GPx) i peroksiredoksini (Prx) neutraliSu H202. Proteini
tioredoksinskog sistema, tioredoksin (Trx) i tioredoksin-reduktaza (TrxR), odrZavaju Prx u
redukovanom stanju. Glutation-reduktaza (GR) redukuje oksidovani glutation (GSSG). GPx na

racun oksidacije redukovanog glutationa (GSH) uklanja H202. NADPH je donor elektrona za
redukciju TrxR i GR. Slika preuzeta od Sznarkowska i sar., 2017 [77].
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Kiseonik (02) je jedan od najcesc¢ih oksidujucih agenasa i njegova redukcija je esencijalna za
aerobne organizme, jer se proizvodnja energije u mitohondrijama respiracijom dobija upravo na
racun redukcije kiseonika. Kiseonik je ujedno i glavni izvor RONS. Na unutrasnjoj membrani
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mitohondrija nalazi se elektrontransportni lanac (ETL), sistem kompleksa kojima se, kroz niz
oksidoreduktivnih reakcija, elektroni prenose sa donora na akceptore. Transfer elektrona sa
citohroma c (kompleks III) na Oz preko citohrom c oksidaze (kompleks IV) dovodi do stvaranja
molekula vode i protonskog gradijenta, neophodnog za dobijanje energetskog molekula -
adenozin trifosfata (ATP). Kao intermedijer u ovoj reakciji, direktnom redukcijom O2 jednim
elektronom, nastaje superoksidni anjon (02-). Superoksidni anjon je visokoreaktivni molekul,
kratkog poluZivota (10-¢ s) [78], koji u brzim reakcijama doprinosi stvaranju razli¢itih RONS, koji
dalje ispoljavaju signalne ili toksi¢ne efekte (Slika 5). S obzirom na visoku reaktivnost, njegovo
mesto delovanja je najceS¢e samo mesto sinteze. Osim ETL, izvor Oz~ su i NADPH oksidaze (NOX),
familija mebranskih enzima koji katalizuju kontrolisano stvaranje Oz~ kuplovanjem elektrona
NADPH sa kiseonikom (Slika 5). Aktivnost NOX se povecava u stanju neuroinflamacije i sa
starenjem, a smatra se i da NOX doprinosi procesu neurodegeneracije [79]. Postoje i drugi izvori
Oz~ - enzimi koji prebacuju elektrone na molekul Oz, poput monoamino oksidaze, ciklooksigenaze,
lipooksigenaze i komponenti sistema citohroma P450 u endoplazmati¢nom retikulumu (ER) [80].

Superoksidni anjon, kao veoma nestabilan, spontano ili posredstvom superoksidne-
dismutaze (SOD), prelazi u H202 (Slika 5). Kod sisara, u citoplazmi i vancelijskom prostoru je
prisutna Cu/ZnSOD (SOD1 i 3), a u mitohondrijalnom matriksu MnSOD (SOD2). SOD enzimi
ubrzavaju spontanu dismutaciju Oz~ viSe od 1000 puta.

Vodonik-peroksid je manje reaktivan od 02, manje toksi¢an i ima duZi poluzivot (oko 10-3
s) [78]. Nije naelektrisan i moZe da difunduje kroz membrane. MoZe da ima ulogu signalnog
molekula - interaguje sa cisteinskim (Cys) ostacima redoks-osetljivih proteina i dovodi do brzog
formiranja disulfidnih mostova izmedu cisteina ili sa glutationom (GSH), u procesu S-
glutationilacije proteina (Slika 6) [81]. Energetski metabolizam i funkcija mitohondrija su
regulisani citosolnom i vancelijskom redoks signalizacijom. Sa malim porastom u koncentraciji
H202, formira se disulfidna veza izmedu Cys u gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazi (GA3PD), te
dolazi do brze aktivacije glukozo-6-fosfat dehidrogenaze (G6PD) i metabolizam glukoze se
prebacuje sa glikolize na put pentozo-fosfata. U putu pentozo-fosfata se generiSe NAPDH za redoks
reakcije [82]. U celiji, H202 uklanjaju antioksidantni enzimi peroksiredoksini (Prx), glutation-
peroksidaza (GPx) i katalaza (CAT) (Slika 5). Glutation-peroksidaza katalizuje reakciju redukcije
H202 do vode, uz GSH kao akceptor elektrona, pri ¢emu nastaje oksidovani glutation (GSSG).
Katalaza redukuje dva molekula H202 do dva molekula vode i kiseonika u peroksizomima.
Peroksiredoksini su klasa redoks enzima koji redukuju H202 do vode u citoplazmi i
mitohondrijalnom matriksu, kao i GPx.

Ako se prethodno ne redukuje ili ukloni, H202 moZe u prisustvu redoks-aktivnog gvozda ili
bakra da se homoliticki podeli i formira dva molekula hidroksilnog radikala (‘fOH) u Fentonovoj
reakciji (Slika 5). Hidroksilni radikali su toksi¢ni i imaju kratak poluZivot (oko 10-9s), kaoi 02~ iu
vecini slucajeva, nisu pogodni kao signalni molekuli.

Azot-monoksid (NO) je slobodnoradikalski molekul, nastaje posredstvom azot-oksid
sintetaze (NOS) i dovodi do tiol S-nitrozilacije Cys. S-nitrozilazija je reverzibilna i brza promena i
ima ulogu signalnog mehanizma (Slika 6). U stanju oksidativnog stresa, NO reaguje sa Oz~ i nastaje
visokoreaktivna, toksicna azotna vrsta - peroksinitrit (ONOO-) (Slika 5). Peroksinitrite u celiji
uklanjaju GSH i drugi tioli, kao i porfirini mangana i gvoZzda.

Peroksinitriti, superoksidi i hidroksilni radikali dovode do ireverzibilnih oSte¢enja DNK,
lipida i proteina. Stoga je neophodno da se njihovo dejstvo ogranici ili neutraliSe, kako bi se odrzao
funkcionalni integritet Celije.
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Slika 6. Oksidativna modifikacija proteina. Oksidativna modifikacija proteina je od velikog
znaCaja za Celijsku signalizaciju i funkciju proteina. U oksidativne modifikacije spadaju
reverzibilne promene, poput CoAlacije, formiranja disulfidnih mostova, nitrozilacije,
glutationilacije i persulfidacije. U CoAlaciji, tiolna grupa koenzima A (CoA) reaguje sa tiolnom
grupom Cys proteina. Glutationilacija podrazumeva reakciju izmedu GSH i Cys proteina.
Nitrozilacija je modifikacija tiola Cys azot-monoksidom (NO). Oksidacijom tiola nastaju
reverzibilne promene (formiranje sulfenicne (SOH) i sulfinicne (SO2H) kiseline, a mogu biti i
ireverzibilne, kada se kao produkt oksidacije dobija sulfoni¢na (SOsH kiselina). Nitracija Tyr
proteina peroksinitritima (ONOO-) takode dovodi do ireverzibilne promene. Ireverzibilna
oksidativna modifikacija proteina dovodi do terminalnog oksidativnog stanja i gubitka funkcije
proteina. Slika modifikovana prema Harris i DeNicola, 2020 [83].

Na ROS oStecenja posebno je osetljiva mitohondrijalna DNK, s obzirom da su mitohondrije
primarni izvor oksidanata. Kod proliferiSuc¢ih, mladih celija, mehanizmi reparacije DNK uspesno
otklanjaju oStecenja; kod starijih celija, ovi mehanizmi nisu podjednako efikasni, $to dalje dovodi
do mutageneze i, posleditno, kancerogeneze. Tokom starenja, ROS dovodi do povecane
karbonilacije proteina. Oksidovani proteini se obi¢no degraduju u proteazomima. Medutim, sa
starenjem Celija aktivnost proteazoma se drasticno smanjuje, Sto dovodi do akumulacije
oksidovanih proteina. Lipidi su takode osetljivi na oksidaciju, posebno fosfolipidi. RONS deluju na
ugljenicne veze u lancu masnih kiselina i kao proizvod nastaju hidroperoksidi, koji se Cesto koriste
kao indikatori oksidativnog stresa u razli¢itim tkivima. Oksiduju¢i radikali time mogu da nanesu
Stetu membranskim sistemima i narusavaju integritet Celije. Na ¢elijskom nivou, oksidativni stres
dovodi do razlic¢itih i povezanih Celijskih procesa - apoptoze, nekroze, autofagije i senescencije,
koji dalje uticu na strukturu i funkciju tkiva [84].

Antioksidativni sistemi, u vidu enzimskih sistema i malih molekula, kontroliSu i reguliSu
koncentraciju RONS unutar celije. Klju¢ni signalni putevi koji su pod uticajem promena u redoks
stanju su ASK1/JNK i ASK1/p38 MAP signalna kaskada [85]. Ekspresija vecine antioksidantnih
enzima je regulisana Nrf2 proteinom. U normalnim redoks uslovima, Nrf2 ima poluzivot od oko 20
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min i Kkontinuirano se degraduje u celiji ubikvitinacijom; protein Kkoji obeleZava Nrf2 za
degradaciju je Keapl (eng. Kelch-like ECH-associated protein 1). U uslovima oksidativnog stresa,
Keap1 Cys ostaci se oksiduju i Nrf2 degradacija se prekida; Nrf2 se translocira u jedro, dimerizuje
sa Maf proteinima i vezuje se za ARE (eng. antioxidant response element) sekvence.

1.5.1. Uloga oksidativnog stresa u razvoju i progresiji tumora

Oksidativni stres kod Coveka moze biti posledica nepravilne ishrane i nacina Zivota,
sredinskih faktora, kao i posledica infekcije patogenim virusima i bakterijama. Inflamacija je deo
imunskog odgovora organizma na prisustvo patogena. Celije imunskog sistema u oKolini
inficiranog tkiva produkuju vece kolicine RONS, kako bi indukovale ¢elijsku smrt inficiranih celija i
ogranicCile nanetu Stetu organizmu. Kao kratkotrajna reakcija imunskog sistema, inflamacija ima
protektivnu ulogu. Hroni¢no stanje inflamacije i oksidativnog stresa moZe da dovede do
patoloskih promena, nastanka i progresije razliCitih bolesti, ukljucuju¢i i nastanak tumora.
Ostecenja molekula DNK oksidacijom slobodnim radikalima za posledicu imaju delecije i insercije,
kao i dvolancane prekide, jedan od najtezih oblika oStecenja molekula DNK [86]. Akumulacija
genomskih promena uzrokovana RONS moZe da dovede do transformacije normalne celije, Sto
dovodi do nastanka tumora (Slika 7).

normalne celije tumorske celije

inicijacija  progresija regresija
tumora tumora tumora
ENDOGENI - ENDOGENI
ANTIOKSIDANSI TERAPLISKI ANTIOKSIDANSI
ANTIOKSIDANSI
HEMIOTERAPLJA
—b.
NORMALAN AKTIVACIJA ONKOGENA

METABOLIZANF POVISEN METABOLIZAM tumor-

inhibirajuci
tumor-promoviuéi nivo RONS
nivo RONS

RONS homeostaza

Slika 7. Sematski prikaz odnosa izmedu ¢elijskog ili terapijom-indukovanog oksidativnog
stresa i Celijske ili terapijske antioksidativne zaStite u razli¢itim stadijumima razvoja
tumora. U normalnim celijama su stopa proizvodnje RONS i aktivnost antioksidanasa
uravnoteZeni. PoviSen nivo RONS je jedna od osnovnih osobina tumorske celije, i doprinosi
genomskoj nestabilnosti, proliferaciji i preZivljavanju. Na ovom stadijumu, smanjenje nivoa RONS
terapijskim antioksidansima moZze zaustaviti progresiju tumora. Primenom hemioterapije, dolazi
do prekomernog povecanja nivoa RONS Sto mozZe dovesti do regresije tumora, indukcijom
ireverzibilnih oStecenja Celija i Celijske smrti. Slika modifikovana prema Storz, 2013 [87].
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RONS imaju specificne uloge u razli¢itim fazama nastanka i progresije tumora [87, 88]. U
fazi inicijacije, akumuliraju se genetiCke promene, dovoljne da omoguce autonomni rast Celija,
usled genotoksicnog efekta RONS. Faza promocije tumora podrazumeva mobilizaciju H202 kao
signalnog molekula koji promoviSe proliferaciju. U fazi progresije, dolazi do lokalne invazije
tumorskih celija u zdravo tkivo i rasta nezavisnog od interakcije sa okolnim tkivom. U ovoj fazi,
¢elije tumora koriste H202 za transformaciju stromalnih ¢elija, dok ¢elije imunskog sistema
,napadaju” tumorske Celije sa 02~ i ONOO-. U fazi metastaze i sistemskog Sirenja tumorskih celija
do udaljenih mesta u organizmu, Celije se susrecu sa znacajnim oksidativnim stresom u krvotoku,
usled visoke koncentracije 02, $to dovodi do ¢elijske smrti znacajnog broja metastatskih ¢elija.
Metastaza je veoma zahtevan i neefikasan proces, jer veoma mali broj celija tumora uspe da
prezivi, a joS manji da proliferiSe u mikrometastaze. Oksidativni stres ubija metastatske celije u
razli¢itim fazama. Za preZivljavanje metastatskih ¢elija, od ogromnog znacaja je aktivacija
transkripcionih faktora, koji reguliSu transkripciju antioksidantnih enzima [89].

RONS pospesuju prezivljavanje i proliferaciju tumora, dovode do oSte¢enja molekula DNK i
posledicno, genomske nestabilnosti (Slika 7) [87, 88, 90]. Izmenjen metabolizam i poremecena
redoks ravnoteza tumorskih €elija za posledicu ima umereno povisen nivo RONS. RONS pak imaju
dvojaki efekat na ¢elije tumora - umereno poviSena koli¢ina promoviSe tumorigenezu, dok
prekomerno poviSena koli¢ina ima citotoksic¢ni efekat i dovodi do cCelijske smrti. Tumorske celije
se adaptiraju na poviSenu koli¢cinu RONS povecanom ekspresijom enzima antioksidativne zastite
[91, 92], inaktivacijom enzima koji uklanjaju H202 [93], i povefanom sintezom malih
antioksidantnih molekula, poput GSH [94].

U celijama tumora, kao posledica povecanja kolicine RONS, dolazi do aktivacije
trankripcionog faktora Nrf2, koji reguliSe transkripciju antioksidantnih enzima i ima vaZnu ulogu
u odrzavanju redoks ravnoteze. Oksidacijom cisteinskih ostataka Keap1, veza Keap1 sa Nrf2 slabi,
Sto dovodi do stabilizacije transkripcionog faktora i njegove translokacije u jedro. Mutacije Keap1
gena, koje dovode do destabilizacije Nrf2/Keap1 interakcije, kao i prekomerna aktivacija Nrf2, su
povezane sa nastankom karcinoma pluca, dojke, debelog creva, Zeluca i jetre [95, 96].

Tumorske celije se u procesu prilagodavanja okruZenja optimalnim uslovima za rast i
progresiju tumora oslanjaju i na komunikaciju putem RONS sa ¢elijama mikrookruzenja, tumor-
asociranim fibroblastima, makrofagima i T ¢elijama. Pokazano je da uslovi hroni¢nog stresa
dovode do diferencijacije fibroblasta strome u miofibroblaste, koji potom svojim sekretomom
promovisu proliferaciju, angiogenezu i tumorigenezu kod adenokarcinoma dojke [97] i karcinoma
prostate [98]. Vodonik-peroksid koji ¢elije tumora oslobadaju u okruzZenje dovodi do metabolickih
promena u tumor-asociranim fibroblastima, tako $to dolazi do povecanog influksa glukoze,
smanjene aktivnosti mitohondrija i pove¢ane produkcije RONS, dok fibroblasti zauzvrat dovode do
smanjenog preuzimanja glukoze i povecane aktivnosti mitohondrija u ¢elijama tumora [99].
Dodavanjem katalaze, enzima koji neutraliSe H20, efekat stimulacije fibroblasta se obustavlja, $to
dodatno potvrduje da je upravo H202 posrednik u komunikaciji. Tumor-asocirani makrofagi
oslobadanjem RONS stimuliSu MAPK/ERK signalni put i povecavaju invazivni kapacitet celija
melanoma [100] i suprimiraju funkciju T ¢elija [101].

Mehanizmi adaptacije na oksidativni stres i rezistencije na lekove se medusobno
preklapaju [102, 103]. Tumorske celije imaju povecanu produkciju RONS, Sto indukuje
antioksidativni adaptivni odgovor i dovodi do stanja izmenjene regulacije redoks signalizacije i
aktivacije mehanizama za prezivljavanje. Pokazano je da je kod karcinoma dojke, rezistentnog na
terapiju docetakselom, poviSena ekspresija gena za Trx i Prx, koji su vaZzni regulatori redoks stanja
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[104]. PoviSena ekspresija MnSOD pozitivno korelise sa stepenom maligniteta tumora [105-108],
a pokazano je da i umereno poviSena ekspresija MnSOD znacajno povecava verovatnocu
preZivljavanja i razvoj rezistencije na antitumorske agense [108]. Takode, poviSena ekspresija
proteina Trx, GSH i drugih antioksidativnih sistema je u pozitivnoj korelaciji sa nivoom
rezistencije na hemioterapeutike, poput doksorubicina, cisplatina, docetaksela i tamoksifena
[109].

Mehanizmi za prezivljavanje i izbegavanje ¢elijske smrti indukovani akumuliranim RONS
takode omogucavaju vecu toleranciju citotoksi¢nog stresa jonizujuceg zracenja i hemioterapije.
Antitumorska terapija indukuje oksidativni stres, ili kao direktni efekat, Sto je slucaj sa jonizuju¢im
zracenjem, ili kao indirektnu posledicu izlaganja, S$to je sluCaj sa mnogim hemioterapeuticima
[110]. Proteini i molekuli koji su ukljuceni u adaptivni odgovor na akumulaciju RONS takode su od
ogromnog znacaja za detoksifikaciju i zastitu Celije od Stetnog dejstva toksicnih agenasa [102,
103]. Proteini redoks sistema su samim tim privlatne molekularne mete za razvoj novih lekova,
koji mogu doprineti suzbijanju efekta viSestruke rezistencije.

1.5.2. Manipulacija oksidativnog stresa u terapeutskom pristupu lecenja tumora

Manipulacija redoks sistemima u ¢elijama tumora predstavlja jedan od nacina za razvoj
novih terapijskih strategija. Terapije koje modifikuju aktivnost redoks sistema mogu
podrazumevati dve suprotne strategije. Jedna strategija podrazumeva povecanje aktivnosti redoks
sistema, tako da se smanji koli¢ina tumor-promoviSu¢ih RONS. Druga strategija podrazumeva
inhibiciju redoks sistema, kako bi se pokrenuo apoptotski odgovor celija tumora u uslovima
prekomernog oksidativnog stresa (Slika 7). S jedne strane, povecana detoksifikacija RONS u
tumorskim ¢elijama za rezultat moZe imati smanjenje rasta tumora; s druge, posledica
neutralizacije RONS moZe biti ubrzan rast tumora, usled inhibirane ¢elijske smrti posredovane
oksidativnim stresom. Celije tumora uspe$no odolevaju $tetnom efektu RONS poveéanom
ekspresijom antioksidantnih i redoks enzima; inhibicijom ovih enzima, Celije ostaju bez sistema
zaStite i podleZu oStecenjima koja vode u Celijsku smrt. Redoks sistemi imaju vaznu ulogu u
odbrani cCelije tumora od razli¢itih hemioterapeutika, koji za posledicu imaju i povecanje
oksidativnog stresa. Istovremena inhibicija redoks sistema, sa primenjenom hemioterapijom,
povecava uspesSnost terapije, smanjuje mogucénost razvoja rezistencije i relapsa, Sto je i dokazano u
Klini¢kim istrazivanjima [111]. Istovremena inhibicija dva osnovna redoks sistema unutar ¢elije,
GSH i Trx sistema, sinergisti¢ki dovodi do smrti tumorskih ¢elija [112]. Kako su Celije tumora vise
osetljive na oksidativni stres od normalnih ¢elija [113], razvoj agensa koji se zasnivaju na inhibiciji
redoks sistema predstavljaju perspektivnu novu generaciju lekova, sa veCom selektivnosti ka
¢elijama tumora.

Manipulacija oksidativnim stresom i komponentama redoks sistema, kao strategije za
leCenje tumora glioblastoma i neuroblastoma, nisu dovoljno istrazene. Do sada, u klini¢koj praksi
za leCenje tumora nije u upotrebi lek ili adjuvans kome su komponente redoks sistema primarne
mete delovanja, iako oksidativni stres i redoks status igraju vaznu ulogu u tumorigenezi i
progresiji brojnih tumora medu kojima su I glioblastomi i neuroblastomi [22, 114-116].

1.6. Tiol redoks sistemi
Regulacija tiol redoks ravnoteZe je od kriticnog znacaja za metaboliCke, signalne i
tranksripcione procese u sisarskoj celiji. Tiolne grupe, kao deo proteina ili malih molekula, pruzaju
proteinima moguénost da brzo stupe u reverzibilne reakcije, kojima se reguliSe njihova aktivnost.
Tiolna grupa Cys je blago kisela, u zavisnosti od strukture proteina i lokalnog okruzenja Cys
ostatka. Rektivnost Cys je veta u deprotonovanoj tiol anjonskoj formi (RS-). U proteinima,
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oksidacija tiola dovodi do modifikacija (Slika 6) koje, u zavisnosti od lokacije, mogu da uti¢u na
strukturu, kataliticku aktivnost i sposobnost ostvarivanja interakcija sa drugim proteinima.

Osnovna funkcija tiolnog redoks puferskog sistema je regulacija redoks stanja tiolnih
grupa. Klju¢ne komponente ovog puferskog sistema su Cys/Cys i GSH/GSSG redoks parovi i
tioredoksinski (Trx), glutaredoksinski (Grx) i peroksiredoksinski (Prx) sistemi (Slika 8).

OKSIDOVANI PROTEINI H202/RO0H

red red red NADPH

(GSI-I X er) ( Trx ) ( GPx X GSHX GR X
oks oks NADP*
REDUKOVANI PROTEINI red red red NADPH

( Prx X Trx X TerX
GSH Grx NADP*

Y

GLUTATIONILACIJA 02 + H20 / ROH + OH

PROTEINA

Slika 8. GSH i Trx sistemi reguliSu redoks homeostazu unutar celije. Glutation-peroksidaza
(GPx) i peroksiredoksin (Prx) prevode H202 i hidroperokside (ROOH) do vode, odnosno alkohola
(ROH). Glutation (GSH) redukuje glutaredoksin (Grx), dok oksidovani tioredoksin (Trx) redukuje
tioredoksin-reduktaza (TrxR). Oksidovani glutation se redukuje do GSH radom glutation-
reduktaze (GR). Trx i Grx redukuju disulfide proteina. Grx katalizuje i deglutationilaciju proteina.
Slika modifikovana prema Aoyama i Nakaki, 2015 [117].

1.6.1. Glutationski sistem

Glutation, mali tripeptidni molekul, je najzastupljeniji antioksidans u c¢eliji, sa osnovnom
funkcijom u odrzavanju redoks homeostaze. GSH takode odrzZava nivo cisteina i ucestvuje u
detoksifikaciji ksenobiotika. Nalazi se u svim odeljcima celije, a procena je da se oko 10% GSH
nalazi unutar mitohondrija, gde neutraliSe RONS poreklom od ETL.

GSH u redukovanom stanju prima elektrone i oksiduje se u GSSG. Familija enzima glutation-
S-transferaza (GST) vrsi detoksifikaciju celije i neutraliSe ksenobiotike, tako Sto ih konjuguje sa
GSH. Kao Sto je ranije navedeno, GPx neutraliSe H202 na racun GSH, pri ¢emu su proizvodi te
reakcije molekul vode i oksidovani GSSG. Glutaredoksini (Grx) su klasa malih redoks enzima koji,
pomocu GSH, neutraliSu RONS, ucestvuju u redoks signalizaciji unutar c¢elije i regulaciji
metabolickih puteva [118]. Pored toga, GSH redukuje proteine i odrzava visok redoks status,
pogodan za proliferaciju Celije. Glutation-reduktaza (GR) na racun NADPH kao donora elektrona
regeneriSe GSH od GSSG. Koli¢ina dostupnog GSH u ¢elijama i jednostavna modifikacija proteina
glutationom (Slika 6), ukazuje na vazZnost reverzibilne S-glutationilacije u redoks signalnoj
transdukciji i regulaciji aktivnosti redoks senzitivnih tiolnih proteina [85].
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U Celijama tumora koli¢ina GSH je Cesto poviSena zbog odgovora na oksidativni stres, a
poviSena je i ekspresija i aktivnosta enzima koji ucestvuju u sintezi GSH, poput y-glutamilcistein
ligaze (GCL) i y-glutamil-transpeptidaze (GGT), kao i enzima koji u€estvuju u sintezi GR i Grx [94,
119-121]. Povecana koli¢ina GSH doprinosi progresiji tumora, povecava preZivljavanje tumorskih
¢elija i utice na sticanje rezistencije na terapiju.

GSH sistem ima ulogu i u inaktivaciji ksenobiotika, kao i u neutralizaciji citostatika poput
cisplatina, karboplatina i oksaliplatina [122]. Lekovi sa platinom se kovalentno vezuju za GSH, a
potom se izbacuju iz ¢elije radom MRP1 transportera. Proces konjugacije GSH za ksenobiotike je
posredovan proteinima iz GST familije enzima, a pokazano je da visoka ekspresija GSTT pozitivho
koreliSe sa rezistencijom na hemioterapiju [123-125].

1.6.2. Tioredoksinski sistem

Tioredoksinski sistem se sastoji od tioredoksina (Trx), tioredoksin-reduktaze (TrxR) i
NADPH, kao donora elektrona (Slika 9). Posredno, deo Trx sistema je i tioredoksin inhibitorni
protein (TXNIP), koji reguliSe aktivnost Trx. U citoplazmi se nalaze Trx1 i TrxR1, dok su u
matriksu mitohondrija prisutni Trx2 i TrxR2. TrxR koristi NADPH za sopstvenu redukciju, a u
redukovanom stanju moZe da redukuje Trx i druge supstrate. Trx je redukujuci agens, koji svoje
dejstvo moZe da ostvari kako unutar, tako i van ¢elije.

Trx1 je mali, multifunkcionalni protein, sa nekoliko redoks-aktivnih Cys. Svoje dejstvo Trx1
ostvaruje u citoplazmi i u jedru. U jedru se direktno vezuje za razliite tranksripcione faktore,
poput p53, HIF, NF-kB i aktivator protein-1 (AP-1) i na taj nacin moZe da moduliSe DNK-vezujucu
aktivnost pojedinih transkripcionih faktora (Slika 9). Trx redukuje Prx, pri ¢emu se sam oksiduje, a
povratnom spregom se reciklira na racun NADPH i TrxR (Slika 9). Trx1 redukuje i metionin
sulfoxid reduktazu A (MsrA), peptid koji katalizuje redukciju metionin sulfoksida oksidovanih
proteina do metionina [126]. Trx1 ima anti-apoptotsku ulogu, kroz interakcije sa regulatorima
apoptoze - Trx inhibira ASK-1 i kaspazu 3 (eng. caspase 3, cas3), jednog od glavnih egzekutora
apoptoze (Slika 9) [127-129]. Pored toga, redukovani Trx1 inhibira faktor indukcije apoptoze
(eng. apoptosis inducing factor, AIF) i suprimira AlIF-indukovano oSte¢enje molekula DNK [130].
Pokazano je da Trx1 inhibira tumor supresor - PTEN [131], promoviSuci rast i proliferaciju ¢elije.

Nikotinamid nukleotid transhidrogenaza koristi mitohondrijalni protonski gradijent za
stvaranje NADPH od NADH i NADP+*, ¢ime obezbeduje vezu izmedu energetskog metabolizma i
uklanjanja H202 preko Trx2/TrxR2 i Prx sistema u matriksu mitohondrija [132]. Organele poput
mitohondrija zahtevaju prisustvo Trx sistema kako bi oc¢uvale lokalno redoks okruzenje i odrzale
nisku koncentraciju ROS poreklom od ETL. Trx je donor elektrona za ribonukleotid reduktazu
(RNR) [133], enzimski kompleks koji se sastoji od subjedinica R1 i R2, u odnosu 1:1. RNR
katalizuje sintezu deoksiribonukleotida od ribonukleotida i glavni je limitiraju¢i enzim u sintezi
DNK, te i u proliferaciji celije.

TrxR je enzim koji katalizuje redukciju disulfida u aktivnim mestima Trx [134]. TrxR moZe
neposredno da redukuje i druge supstrate, poput peroksida (ukljucujuci lipidne hidroperokside),
H202 i disulfidne proteinske izomeraze, koje ucestvuju u posttranslacionom savijanju i obradi
proteina. TrxR takode ucestvuje i u regeneraciji antioksidantnih molekula (dehidroaskorbata,
lipoicne kiseline, ubikvinona).
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Slika 9. Sematski prikaz kataliti¢kog ciklusa i funkcije Trx sistema. Objasnjenje u tekstu. Slika
modifikovana prema Zhang i sar., 2017 [135].

Trx i TrxR su ubikvitno eksprimirani u razli¢itim tkivima i organima, ali nivo ekspresije
varira u zavisnosti od funkcije koju imaju u tkivu/organu. Distribucija ovih proteina je tkivno i
¢elijski specifitna, Sto podrazumeva i moZdano tkivo u kome su identifikovani Trx i TrxR. Znacajno
zapazanje je da se Trx viSe eksprimiraju u neuronima mozga, dok se TrxR viSe eksprimiraju u
glijskim, miSjim i pacovskim, ¢elijama in vitro - zahtevi za molekulima tioredoksinskog sistema se
razlikuju zavisno od Celijskog tipa [136].

Ekspresija Trx moZe biti stimulisana faktorima stresa, poput infektivnih agensa, UV
zracenja, 02, kao i hormonima i netoksi¢nim agensima. Istrazivanja CNS pokazuju blisku vezu
izmedu povecane ekspresije proteina Trx sistema i oksidativnog stresa Celije. Regioni promotora
za indukovanu ekspresiju Trx1 imaju mesta vezivanja za AP-1, AP-2, NF-kB i sadrZe ARE sekvencu.

Aktivnost Trx i TrxR je povezana sa aktivacijom gena, Celijskim ciklusom i posebno
zaStitom i preZivljavanjem Ccelije (Slika 9). Razlike u ekspresiji izmedu struktura ukazuju da
razli¢iti regioni mozga imaju razlicite potrebe za tioredoksinskim sistemom u funkciji ¢elije ili
uklanjanju ROS oSteéenja. Smanjena ekspresija proteina Trx, kao i drugih antioksidantnih sistema,
¢ine tkiva podloZnijim oSteenjima izazvanim oksidativnim stresom. Indukovana poviSena
ekspresija Trx sistema moZe imati protektivnu ulogu u uslovima stresa. U razli¢itim patoloSkim
stanjima, predloZeno je da nivo ekspresije proteina Trx sistema zavisi i od stadijuma bolesti -
deSava se da u ranim stadijumima ekspresija bude poviSena, kao primarni odgovor na stres, ali u
kontinuiranom stanju oksidativnog stresa dolazi do smanjenja ekspresije i posledi¢no, ¢elijske
smrti.

Prema Hornsveldu i Dansenu [137], redoks regulacija se moZe dovesti u vezu sa svim
osnovnim biolosSkim osobinama tumora, koje su Hanahan i Weinberg definisali [9]. Brojna
istrazivanja, kao i klinicka ispitivanja, su pokazala da je Trx sistem u velikoj meri uklju¢en u razvoj,
progresiju i metastazu tumora [135, 138-141]. Srednja vrednost koncentracije TrxR u krvi
obolelih od glioblastoma je i do 30% viSa nego kod zdravih osoba, dok je u tkivu glioblastoma nivo
TrxR 5 puta vedi u poredenju sa normalnim tkivom mozga [142]. U prilog tome, pokazano je i da
TXNIP ima ulogu tumor-supresora i da je Cesto, genetickim ili epigenetickim promenama, utiSan u
Celijama tumora [143-145]. U inicijalnim stadijumima razvoja tumora, Trx sistem ima protektivnu
ulogu - antioksidativnom detoksikacijom, direktno i posredstvom Prx i MsrA, smanjuje oStecenja
izazvana oksidativnim stresom i spreCava nastanak neoplasti¢ne transformacije Celije. Ipak, kada
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do transformacije dode i Celija zadobije tumorski fenotip, Trx sistem promovise dalji razvoj
tumora, promovisanjem rasta, deobe i angiogeneze, kao i inhibicijom apoptoze [146].

Takode, poviSena aktivnost Trx sistema, kao i njegovih supstrata, je uklju¢ena i u razvoj
rezistencije na hemioterapiju. Tako je pokazano da je povecéanje ekspresije TrxR1 u korelaciji sa
rezistencijom gastrointestinalnih ¢elija tumora na cisplatin [138], a povecana ekspresija Trx
koreliSe sa agresivnim tumorima, loSijom klinickom prognozom i niZom stopom preZzivljavanja
pacijenata [147, 148]. Dalja istraZivanja su pokazala da inhibicija TrxR povecava osetljivost
tumorskih celija na agense koji indukuju celijsku smrt [139]. PoviSena ekspresija Trx u ¢elijama
tumora dovodi do razvoja rezistencije na cisplatin [149], tako Sto Trx neutraliSe unutarcelijske
toksi¢ne oksidanse koje proizvodi cisplatin. Do tumor-specificne prekomerne ekspresije Prx dolazi
kod razlic¢itih primarnih tumora [150, 151], a pokazano je da Prx2 ima vaznu ulogu u rezistenciji
¢elija karcinoma dojke na jonizujuce zracenje i da utiSavanje gena za Prx2 moZe imati vaznu ulogu
u povecanju osetljivosti na terapiju [152].

TrxR, kao deo Trx sistema, je od esencijalnog znacaja za odbranu od oksidativnog stresa i
odrZavanje redoks ravnoteZe Celija [153, 154]. TrxR je ukljucena i u regulaciju sinteze DNK,
transkripcije, ¢elijskog rasta i apoptoze (Slika 9) [153].

Opisana su dva tipa TrxR, pri ¢emu su oba homodimerni flavoenzimi, ali samo sa oko 20%
identi¢ne sekvence, te se smatra da su evoluirali nezavisno. KarakteriSu se kao TrxR visoke
molekulske mase (oko 55 kDa, H-TrxR) i TrxR niske molekulske mase (oko 35 kDa, L-TrxR). H-
TrxR je prisutan kod Zivotinja i kod Plasmodium falciparum, dok je L-TrxR zastupljen kod Archaea,
Bacteria i nekih Eukarya (gljiva, biljaka i intestinalnog parazita Entamoeba) [154]. H-TrxR pripada
familiji enzima kojoj pripadaju i GR, tripanotion reduktaza, reduktaza jona Zive i lipoamidna
dehidrogenaza. Klju¢na razlika izmedu H-TrxR i L-TrxR je u sekvenci i mehanizmu kataliticki
aktivnog centra proteina. U c¢elijama sisara su prisutne 3 izoforme H-TrxR: TrxR1, ubikvitno
ekspirmirana u citoplazmi, TrxR2 u mitohondrijama i TrxR3, koja se nalazi u specijalizovanim
¢elijama nekih tkiva (poput Lajdigovih Celija testisa) [155]. Smatra se da su TrxR1 i TrxR2 enzimi
identi¢ni po funkciji, a da im je jedina strukturna razlika u kratkoj aminokiselinskoj sekvenci koja
obelezava TrxR2 za transport u mitohondrije i u regulatornim sekvencama iRNK. TrxR3
predstavlja enzim sa dualnom funkcijom; na C-terminusu ima aktivnost TrxR, a na N-terminusu
aktivnost enzima GR, te se naziva i tioredoksin-glutation-reduktaza [156].

TrxR se sastoji od dve identi¢ne subjedinice (Slika 10). Svaka subjedinica se sastoji od FAD
domena, NADPH-vezujuc¢eg domena i kataliti¢ki aktivnog selenocisteinskog (Sec) domena na C-
terminusu. Subjedinice su pozicionirane tako da je N-kraj jedne naspram C-terminusa druge
subjedinice. TrxR poseduje dva kataliticki vazna redoks mesta - jedno Cine FAD i par Cys ostataka,
koji primaju elektrone od NAPDH, a drugo je Sec par C-terminusa koji prima elektrone sa FAD/Cys
redoks mesta i prebacuje ih na tranzijentno povezani Trx [157]. Dve subjedinice enzima su upravo
pozicionirane tako da se elektroni sa FAD/Cys domena jedne subjedinice prebacuju na Sec/Cys
domen druge subjedinice (Slika 10). Put elektrona od NADPH do supstrata je precizno definisan i
krece se kroz proteinske domene i poddomene: sa FAD na Cys disulfidni par (unutar sekvence -
Cys59-Val-Asn-Val-Gly-Cys®4-), sa Cys para na Sec/Cys par (-Cys*97-Sec*98-) C-terminusa druge
subjedinice i sa Sec/Cys para na supstrat. U slucaju da oksiduju¢i supstrat nije povezan sa
enzimom, TrxR se stabilizuje u tiolat-flavin stanju, tako da FAD domen predstavlja rezervoar
elektrona iz koga aktivni C-terminus i druge subjedinice dobijaju redukujuce ekvivalente za
redukciju supstrata.
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Slika 10. Trodimenzionalna struktura TrxR sisara. A Struktura dimera enzima. Jedna
subjedinica je, kao primer, prikazana u boji: FAD domen je prikazan crveno, NADPH domen je
prikazan zeleno, a vezuju¢i domen je prikazan plavo. N-terminalni redoks par C59/C64 i C-
terminalni redoks par C497/C498 su prikazani kao umetnute sfere. B Sematski prikaz “glava-rep”
modela TrxR. Slika preuzeta i modifikovana od Zhang i sar., 2017 [135].

lako je mehanizam katalize H-TrxR slican GR, kataliza putem Sec domena je specificna za
TrxR i nije prisutna kod GR. Pokazano je da je Sec unutar katalitickog domena sisarske TrxR
esencijalan za redukciju Trx. Uklanjanjem Sec karboksipeptidaznom digestijom ili njegova
modifikacija alkilacijom dovodi do inaktivacije enzima. Takode, u eksperimentu u kom je Sec
zamenjen Cys, afinitet kataliticki aktivnog centra za Trx supstrat bio je 100 puta manji nego kada
je Sec prisutan [158]. Sisarska TrxR pripada klasi selenoproteina, zajedno sa GPx. Selenoproteini
sadrZe aminokiselinu Sec, analog Cys, gde se na mestu sumpora nalazi selen. Supstitucija sumpora
selenom kreira nukleofil znacajno vece reaktivnosti od Cys. Selenoproteini koriste redoks i
hemijska svojstva Sec, sa katalitickim Sec ostatkom u aktivnom mestu. Sec se kotranslaciono
insertuje na poziciji UGA kodona (inace STOP kodon) translacionom maSinerijom, koja
podrazumeva Sec-opredeljenu tRNK i Sec-specifi¢ni elongacioni faktor. Ovi elementi interaguju sa
domen-specificnim strukturama iRNK selenoproteina i identifikuju UGA kodon kao Sec-kodiraju¢i,
a ne kao translaciono terminacioni kodon [159]. Usled visoke reaktivnosti Sec, TrxR, osim Sto
redukuje oksidovani Trx, moze da redukuje i druge male molekule, poput ditionitrobenzoeve
kiseline, lipoi¢ne kiseline, askorbinske Kiseline, lipidnih hidroperoksida, H202 i selenita [109, 160].

TrxR1 je kodirana TXNRD1 genom, koji se kod ¢oveka nalazi na hromozomu 12 (12q23-
12q24.1) [160]. U okviru 3’-netranslatirajueg regiona (3’-NTR) nalazi se SECIS element,
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neophodan za inkorporaciju Sec. U 3’-NTR nalaze se i 6 ARE sekvenci (AUUUA motivi, eng. AU-rich
elements), znacajne za regulaciju stabilnosti iRNK. ARE sekvence se tipicno nalaze u genima za
citokine, protoonkogene, transkripcione faktore i druge iRNK koje zahtevaju brzu
posttranskripcionu regulaciju u odgovoru na specifi¢ne signale, pri ¢emu se delecija ARE sekvenci
dovodi u vezu sa onkogenom transformacijom. Regulacija putem ARE sekvenci omogucava brzi
ekspresioni odgovor, posredovan specificnim ARE-interaguju¢im proteinima koji blokiraju
degradaciju iRNK u odgovoru na unutarcelijsku signalizaciju [161]. TrxR2 ne poseduje ARE
sekvence u 3’-NTR.

Za osnovni promotor se vezuju transksripcioni faktori Octl, Sp1 i Sp3, s tim S$to transkripti
mogu biti poreklom i sa drugih pocetnih mesta transkripcije. I pored toga, postoji nekoliko splajs
varijanti iRNK TrxR1 sa osnovnog promotora. Pored standardnih nivoa regulacije ekspresije, koji
vaZe za proteine, selen moZe imati znacajnu ulogu u regulaciji ekspresije TrxR1. Promotor gena za
TrxR1, kao i kod mnogih drugih antioksidantnih enzima (Trx, Prx, GR, GST, SOD, katalaza, GPx
itd.), sadrzi sekvencu pojacivaca koji odgovara na oksidativni stres, ARE sekvencu [160]. Dakle,
oksidativni stres indukuje ekspresiju enzima antioksidantne zastite, medu kojima je i TrxR1.
Pored toga, redukovani Trx stabilizuje transkripcioni faktor Nrf2, koji se vezuje za ARE. Samim
tim, povecanjem ekspresije Trx, u cCeliji se aktiviraju transkripcioni faktori koji dovode do
povecane ekspresije kako Trx, tako i drugih antioksidantnih enzima.

Jedan od nacina regulacije aktivnosti enzima TrxR je dejtstvom inhibitora. Inhibitori TrxR
mogu da se vezuju za NADPH vezujuce mesto, za Cys ili Sec redoks mesta enzima ili za druga
mesta na enzimu, poput spojeva monomera u homodimeru. Neki od potentnih TrxR inhibitora su
supstrati-kamikaze koji alkiluju ili na dugi nacin kovalentno modifkuju reaktivne Cys (ili Sec)
ostatke redoks mesta enzima. Drugi TrxR inhibitori su supstance koje sadrZe metale i koje mogu
metalni jon da prebace na kataliticke Cys/Sec ostatke [156].

1.7. Inibitori TrxR u klinickoj primeni i razvoju novih lekova

Inhibicija TrxR za rezultat ima oksidaciju Trx i izmenjenu funkciju celokupnog Trx sistema.
lako je Trx razmatran kao potencijalna meta delovanja, najces¢e je TrxR u fokusu razvoja
inhibitora Trx sistema [109]. TrxR se dovodi u vezu sa razli¢itim patoloskim stanjima, poput
tumora, hroni¢nih upala i autoimunskih bolesti, kao i neurodegenerativnih bolesti [156], $to ovaj
enzim ¢ini atraktivnom metom u razvoju terapeutskih strategija. Medu lekovima za koje je
pokazano da deluju primarno kao inhibitori TrxR su supstance sa jonima zlata, poput auranofina
koji se koristi u leCenju reumatoidnog artritisa i antimon kalijum tartrat, koji se koristi kao emetik
[156]. Osim toga, pokazano je da auranofin ima potencijal i kao antimalarik [162], a ispituje se i
mogucnost njegove upotrebe kao suplementa terapiji citostaticima [163, 164]. Inhibitori TrxR se
takode ispituju za antibiotsku primenu, u suzbijanju bakterijskih infekcija [165, 166]. Za
citostatike, poput karmustina, cisplatina i arsenik trioksida, je pokazano da deluju i kao inhibitori
TrxR i da se terapeutsko dejstvo moZe delimicno pripisati inhibiciji ovog enzima [167]. Do sada
poznati inhibitori, sa potencijalnom primenom u antitumorskoj terapiji, se strukturno mogu
svrstati u nekoliko grupa: inhibitori sa jonima metala, supstance koje sadrZe selen, sumpor ili telur
i prirodni proizvodi sa analozima [167].

Plemeniti metali imaju visok afinitet prema atomima sumpora, zbog ¢ega mnogi inhibitori
TrxR upravo poticu iz ove grupe. Veoma su potentni, i efikasni uglavnom u nanomolarnom opsegu.
U supstance sa Au(I) kompleksom, pored auranofina, spadaju i aurotioglukoza, aurotiomalat
[168], kao i relativno nove supstance ,poput auranofina“ [169]. Kompleksi Au(IIl)-ditiokarbamata
su se pokazali kao potentni inhibitori TrxR1 i TrxR2 [170]. Ovi kompleksi Au(Ill) dovode do
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povecanja koncentracije slobodnih radikala, povecane fosforilacije ERK1/2 i ¢elijske smrti. Od
jedinjenja koje sadrze platinu, cisplatin je veoma potentan elektrofil i lako reaguje sa nukleofilima,
poput Cys/Sec katalitickog centra TrxR, te nije iznenadujuce da inhibira aktivnost TrxR.
Karboplatin i oksaliplatin su takode inibitori TrxR [171]. Dalje je pokazano je da su Pt(Il)
terpiridin kompleksi potentni ireverzibilni inhibitori TrxR, sa veoma niskim ICso vrednostima
(>10 nM) i da inhibitori TrxR koji sadrze platinu u manjoj meri inhibiraju i GR [172].

Ebselen i drugi sinteticki molekuli organoselena inhibiraju aktivnost TrxR, kao supstrati
konkurentni Trx [173, 174]. Pored supstratne inhibicije TrxR, ebselen takode deluje i kao oksidant
Trx, ima funkciju GPx, uklanja H202 i peroksinitrite i redukuje male antioksidantne molekule
[175]. U sisarskim ¢elijama ebselen ima antioksidantno dejstvo, a oksidovani ebselen se redukuje
na racun aktivnosti TrxR. Inhibitor TrxR, etaselen, je trenutno u Fazi I klinickog ispitivanja za
leCenje nesitnocelijskog karcinoma plu¢a u Hunanu, Kini [176]. Sumporna jedinjenja, poput 2-
imidazol disulfida, su uglavnhom kompetitivni ihibitori ili supstrati TrxR, inhibiraju rast ¢elija
tumora in vitro i ispoljavaju antitumosko dejstvo in vivo [177, 178].

Problem lekova koji su odobreni za upotrebu, a deluju i kao inhibitori TrxR, je $to u vecini
slucajeva primarno deluju kao prooksidansi, u velikoj meri su toksi¢ni i dovode do nezeljenih
efekata. Alternativni pristup inhibiciji TrxR je upotreba prirodnih proizvoda, poput antioksidansa
koji se u telu toleriSu u znacajno ve¢im dozama. Primeri prirodnih supstanci koje deluju i kao
inhibitori TrxR su kurkumin, piperlongumin, piperin, kao i ekstrakti zelenog i crnog ¢aja, za koje je
pokazano da ujedno imaju i antitumorsko dejstvo [109, 167].

Mehanizmi antitumorskog efekta poznatih inhibitora TrxR nisu u dovoljnoj meri istrazeni,
kao ni kakav je efekat inhibicije TrxR na razliCite tipove tumora. Odlucujuéi faktor u selektivnosti
inhibitora TrxR ka odredenim tipovima tumora ima redoks fenotip samih tumorskih ¢elija, koji se
u grubom smislu moZe poistovetiti sa stepenom ekspresije proteina Trx sistema. Na ekspresiju
proteina utiCe i stanje oksigenacije tumora, tako da je cikli¢cno smenjivanje hipoksije i oksidativnog
stresa takode bitan faktor u osetljivosti tumorskih ¢elija na odredeni terapeutik.

Uprkos potencijalu koje su inhibitori TrxR pokazali u medicini do danas, tek nekoliko
farmaceutskih kompanija je uklju¢eno u razvoj novih klasa inhibitora. Selektivnost inhibitora je
jedan od glavnih problema u potrazi za uspesnim lekom. Ve¢ina poznatih inhibitora ciljano deluje
na Sec-Cys unutar C-terminalnog aktivnog mesta. Ipak, Cys tioli imaju vaznu ulogu kod velikog
broja enzima, tako da je specificna inhibicija TrxR, bez dejstva na druge enzime od klju¢nog
znacaja da bi supstanca bila razmatrana kao lek. Ve¢ina danasnjih citostatika deluju neselektivno
na sve proliferativne Celije u organizmu, S$to za posledicu ima brojne neZeljene efekte. TrxR ima
vaznu ulogu u svim proliferativnim ¢elijama u organizmu, ali dok u normalnim ¢elijama uloga
TrxR moZe biti kompenzovana drugim antioksidantnim enzimima, u ¢elijama tumora je znacaj
ovog enzima veci. Ova osobina moZe biti upotrebljena za razvoj nove klase inhibitora TrxR,
specificnih i selektivnih ka tumorskim c¢elijama, ¢ime bi se smanjila neZeljena dejstva
hemioterapije i povecao kvalitet Zivota pacijenata.

1.7.1. Ugi-tip Majklovih akceptora (UMA)
a, B-Nezasi¢ena karbonilna jedinjenja, kao i olefini sa elektrofilnom grupom, poznati kao

Majklovi akceptori, su prethodnih decenija u ZiZi interesovanja istrazivaca novih inhibitora TrxR.
Smatra se da Majklovi akceptori inhibiraju TrxR kovalentnom interakcijom sa aktivnim mestom
enzima [179]. U periodu od 2017. godine do sada, viSe takvih jedinjenja je patentirano, sa

potencijalnom primenom kao antitumorskih supstanci [180-186].
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Supstance, nazvane Ugi-tip Majklovih akceptora (UMA), su mali elektrofilni molekuli,
dizajnirani tako da ciljano inhibiraju nukleofilnu Sec kataliticku jedinicu TrxR1 [187].
Pojednostavljena Sema sinteze ovih supstanci prikazana je na Slici 11. Multikomponenta Ugi
reakcija [188] je upotrebljena u sintezi inhibitora TrxR1 zbog mogucnosti nezavisnog variranja
Cetiri elementa oko peptidomimemticke diamidne okosnice. Kao produkt sinteze dobijeni su mali
elektrofilni molekuli - Majklovi akceptori.

Peptidomimetici su mali molekuli ¢iji funkcionalni deo oponasa strukturno peptide ili
proteine u 3D prostoru, tako da su u stanju da interaguju sa bioloSkim metama. Osnovna prednost
peptidomimetika u poredenju sa peptidima je njihova otpornost na proteoliticku degradaciju i
efikasnija biodistribucija u tkivu. Definisanjem aktivhog mesta peptida (poput Kkatalitickog
domena), kreiraju se supstance sa odgovaraju¢im aktivnim mestom u 3D, sa pojednostavljenim
skeletom molekula, odnosno ,nosacem” aktivnog mesta. Samim tim, redukuje se sloZenost
aktivnog molekula, sa odrzanim bioloskim efektom.

Ugi reakcija je hemijska reakcija u kojoj se sintetiSu bis-amidi od ketona ili aldehida, amina,
izocijanida i karboksilne kiseline. Reakcija je nazvana po Ivaru Karlu Ugiju, nemackom hemicaru
estonskog porekla, koji je prvi opisao reakciju 1959. godine. U Majklovoj reakciji adicije dolazi do
konjugacije ugljeni¢nih nukleofila (Majklovih donora) sa B-ugljenikom elektrofila (Majklovih
akceptora), pri ¢emu se kao produkt reakcije dobija Majklov adukt. Reakciju je prvi opisao
americki organohemicar, Artur Majkl (Arthur Michael), krajem 19. veka.

0 0 o0 o
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. _,_u\?\"__OH __RNC ”\/\n’ \)J
f Ugi reakcija
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Slika 11. Sinteza peptidomimetickih inhibitora TrxR1, Majklovih akceptora, ispitanih u
ovom radu. Oznaceni su relevantni elektrofilni motivi molekula.

Na Slici 12 su prikazane strukture inicijalne serije UMA supstanci ¢iji je efekat na inhibiciju
TrxR1 ispitivan. UMA supstancama su dati nazivi sa pocetnim slovima “DVD”, prema inicijalima
hemicara koji je radio na njihovom dizajnu i sintezi, Dmitriju V. Darinu, iz istrazivacke grupe
Mikhaila Krasavina, Laboratorije za hemijsku farmakologiju Hemijskog instituta, Univerziteta u

Sankt Peterburgu. Strukture i sinteza inicijalne serije supstanci su publikovani u Jovanovi¢ i sar.
(2019) [187].

Supstanca DVD-445 je dobijena Ugi reakcijom izvedenom sa N-metil 2-aminoetanolom,
zajedno da 2-metoksietilaminom (Slika 12). DVD-445 je posluZila kao osnova za razvoj serije
supstanci analognih struktura, Ciji potencijal inhibicije TrxR1 i bioloski efekat je takode ispitan.
Struktura i sinteza DVD-445 analoga su publikovani u radu Jovanovi¢ i sar. (2020) [189].
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Slika 12. Sinteza prve serije UMA adukta, kandidata za inhibitore TrxR1. ObjasSnjenje u
tekstu.
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2.

CILJEVI
Pregledom literature ustanovljeno je da ograniCen izbor terapijske strategije u lecenju

glioblastoma, kao i visoko-rizi¢nih i rekurentnih neuroblastoma predstavlja aktuelan problem.
Ciljevi ove doktorske disertacije su definisani tako da, uz odgovarajucu primenjenu metodologiju,
disertacija odgovori na pitanje da li UMA, kao inhibitori TrxR1, poseduju zadovoljavajuca
antitumorska svojstva koja bi ih kvalifikovala kao novu strategiju u leCenju glioblastoma i

neuroblastoma.

1) Okarakterisati UMA supstance kao inhibitore TrxR1 i Trx sistema.

2) Okarakterisati ¢elijske modele za ispitivanje antitumorskih efekata UMA - ispitati ekspresiju
TrxR1 i Trx na nivou iRNK, kao i nivo TrxR1 proteina u celijama glioblastoma (U87),
neuroblastoma (SH-SY5Y), kao i normalnim humanim ¢elijama (HaCaT).

3) Ispitati antitumorska svojstva UMA na modelima glioblastoma i neuroblastoma:

a) Uporediti citotoksi¢ni efekat UMA na celijskim modelima humanih glioblastoma (U87),
neuroblastoma (SH-SY5Y) i normalnih ¢elija (HaCaT i PBMC);

b) Ispitati uticaj UMA na produkciju reaktivnih vrsta kiseonika i azota, kao i indukciju ¢elijske
smrti.

4) Ispitati mehanizam antitumorskog dejstva najpotentnijih UMA na senzitivnim i viSestruko
rezistentnim Celijama glioma pacova (C6 i RC6) i ¢elijama humanog glioblastoma (U87 i U87-
TxR):

a) Ispitati efekat UMA na inhibiciju ¢elijskog rasta;
b) Utvrditi uticaj UMA na oksidativni stres i ekspresiju antioksidativnih enzima;
c) Ispitati efekat UMA na membranski potencijal mitohondrija, ¢elijsku smrt i proliferaciju
Celija;
d) Ispitati efikasnost UMA u povecanju osetljivosti na antigliomski hemioterapeutik, TMZ;
e) Utvrditi vrstu interakcije UMA sa P-gp;
f) Ispitati uticaj UMA na celijsku invaziju i migraciju
5) Ispitati da li novosintetisani analozi vodece UMA iz prve serije supstanci imaju poboljSana

inhibitorna i antitumorska svojstva.
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3. MATERIJALI METODE

3.1. Supstance

U ovoj studiji koriS¢ene su novosintetisane supstance, UMA (inicijalna serija supstanci:
DVD-434, DVD-435, DVD-436, DVD-437, DVD-438, DVD-439, DVD-440, DVD-441, DVD-442, DVD-
443, DVD-444, DVD-445 i DVD-446, kao i analozi supstance DVD-445: 1, 3, 4, 7, 9, 20, 34), dobijene
od prof. dr Mikhaila Krasavina sa Instituta za hemiju, Univerziteta u Sankt Peterburgu, u okviru
saradnje sa istraZivackom grupom dr Milice PeSi¢ sa Instituta za bioloSka istraZivanja ,Sinisa
Stankovic¢“, na projektu THIOREDIN - eng. Development of thioredoxin reductase inhibitors towards
new anti-cancer agents. UMA su rastvoreni u dimetilsulfoksidu (DMSO) u 10 mM koncentraciji i
cuvani na - 20 °C do daljeg koriS¢enja. Pre tretmana, supstance su rastvarane u sterilnoj vodi.

Komercijalno dostupni lekovi koriS§¢eni u ovom radu su temozolomid (TMZ, Sigma-Aldrich,
Nemacka) i paklitaksel (PTX, Sigma-Aldrich Chemie GmbG, Nemacka). TMZ je rastvoren u
apsolutnom etanolu u 100 mM koncentraciji, a alikvoti su do kori$¢enja ¢uvani na - 20 °C. PTX,
rastvoren u apsolutnom etanolu u 1 mM koncentraciji je alikvotiran i cuvan na -20 °C. Tarikvidar
(TQ) je dobijen od dr Sven Rottenberga sa Instituta za tumore u Amsterdamu, Holandija i 10 uM
alikvoti su ¢uvani na -20 °C. Pre tretmana supstance su rastvarane u sterilnoj vodi.

3.2. Hemikalije i reagensi

U eksperimentalnom radu koriS¢ene su sledete hemikalije i reagensi: natrijum-
aurotiomalat hidrat (ATM), Elmanov reagens (5,5-ditio-bis-2 nitrobenzoeva kiselina, DTNB),
albumin govedeg seruma (eng. bovine serum albumin, BSA), Histopaque®-1077, rodamin 123
(Rho123), Hoechst 33342, DMSO, DMEM/F12 medijum, dihidrorodamin (DHR), luminol (Sigma-
Aldrich Chemie GmbG, Nemacka), dihidroetidijum (DHE, life Technologies, SAD), NADPH
tetranatrijum so (Acros Organics, Nemacka), rekombinantna TrxR1 pacova, insulinski test paket
(IMCO, Svedska), insulin NovoRapid® (Novo Nordisk, Danska), minimalni esencijalni medijum
(MEM), fetalni govedi serum (eng. fetal bovine serum, FBS) (Capricorn Scientific, Nemacka), RPMI
1640 medijum, Dulbekov modifikovani minimalni esencijalni medijum (DMEM), tripsin/etilen-
diamino-tetrasirCetna Kkiselina (engl. ethylene-diamine-tetra acetic acid, EDTA) (Biological
Industries, SAD), L-glutamin, smesSa penicilin-streptomicin (Gibco, ThermoFisher Scientific, SAD),
smesa antibiotika i antimikotika: penicilin, streptomicin, amfotericin B (Biowest, SAD), aneksin-V-
FITC (AV)/propidijum jodid (eng. propidium iodide, PI) paket (Abcam, UK) i karboksifluorescein
sukcimidil estar (eng. carboxyfluoresceinsuccinimidyl ester, CFSE) (Molecular Probes®, Invitrogen,
ThermoFisher Scientific, SAD), JC-1 esej paket (BD Biosciences, San Diego, USA), GSH esej paket
(Abcam, UK), RNKaza A i TRIZOL (Invitrogen Life Technologies, SAD), etidijum bromid (Merck,
Nemacka), agaroza (Applichem GmbH, Nemacka), matrigel (Corning®, SAD).

3.3. Celijske linije
SH-SY5Y celijska linija humanog neuroblastoma, C6 ¢elijska linija pacovskog glioma, U87
Celijska linija humanog glioblastoma i MRC-5 c¢elijska linija fibroblasta poreklom iz plu¢a su
nabavljena od American Type Culture Collection (ATCC, SAD). HaCaT C¢elijska linija normalnih
humanih keratinocita, nabavljena od Cell Lines Service (CLS, Eppelheim, Germany) je poklon prof.
dr Andrae Jorga, Odelenje za biofiziku, Istrazivackog centra Borstel, Lajbnic centra za medicinu i

bioloske nauke, Borstel, Nemacka. U87-TxR rezistentna Celijska linija humanog glioblastoma je
dobijena sukcesivnim izlaganjem U87 ¢elija rastu¢im koncentracijama PTX (100-300 nM) [190].

RC6 rezistentna cCelijska linija pacovskog glioma je dobijena nakon izlaganja C6 Ccelija
postepeno rastu¢im koncentracijama BCNU (10-300 uM)[191].
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SH-SY5Y (elijska linija je gajena u DMEM/F12 medijumu, sa dodatkom 10% FBS, 4 mM L-
glutamina i smese antibiotika penicilina (50 U/mL) i streptomicina (50 mg/mL). Celijske linije C6,
RC6, HaCaT i MRC-5 su gajene u DMEM medijumu uz dodatak 10% FBS, 2 mM L-glutamina i smeSe
antibiotika penicilina (50 U/mL) i streptomicina (50 mg/mL). U87 i U87-TxR Ccelijske linije su
gajene u MEM medijumu, sa dodatkom 10% FBS, 2 mM L-glutamina i smeSe antibiotika penicilina
(50 U/mL) i streptomicina (50 mg/mL).

Sve celijske linije su gajene u inkubatoru (Sanyo Instruments, Japan) na 37 °C, u vlaznoj
atmosferi sa 5% CO2. Pasaza celija je vrSena nakon dostizanja 80 - 90% konfluentnosti u
flaskovima 25 i 75 cm? (Sarstedt, Nemacka). Nakon tripsinizacije, Celije su brojane uz pomoc¢
Burker-Turk hemocitometra na invertnom mikroskopu (Olympus, Nemacka), nakon cega su
zasejavane u odgovarajucoj gustini za dalji eksperiment ili za dalje odrzavanje u kulturi. Ukoliko
nije drugacije naznaceno, Celije su centrifugirane pri brzini od 2 000 x g, 3 min, na sobnoj
temperaturi.

3.4. Izolacija perifernih mononuklearnih celija krvi

Periferne mononuklearne celije krvi (eng. peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) su
koriS¢ene kao kontrolne, normalne ¢elije, za utvrdivanje faktora selektivnosti UMA ka c¢elijama
tumora. PBMCs su heterogena populacija Celija krvi (makrofagi, dendriticne ¢elije, monociti i
limfociti), sa jednim, okruglim jedrom.

Krv je uzorkovana venepunkcijom od zdravih donora, u sterilne tube obloZene heparinom.
[zolacija mononuklearnih ¢elija je izvrSena centrifugiranjem na gustinskom gradijentu, prema
preporukama proizvodac¢a komercijalnog gradijenta za izolaciju Celija krvi, Histopaque-1077.
Tokom centrifugiranja krvi, eritrociti formiraju agregate sa polisaharozom i sedimentiraju.
Granulociti u rastvoru postaju blago hipertonicni, zbog cega se taloZze na dnu tube za
centrifugiranje. Mononuklearne celije se zadrzavaju, u vidu mutnog prstena, na spoju slojeva
Histopaque rastvora i krvne plazme. Smatra se da je ovom procedurom kontaminacija eritrocitima
zanemarljiva, dok se vecina krvnih ploc€ica uklanja u procesu ispiranja Celija.

Nakon uzorkovanja, krv je ostavljena na sobnoj temperaturi 30-45 min. Histopaue-1077 je
alikvotiran u polistirenske tube od 50 mL, u zapremini od 15 mL po tubi, i ostavljen na sobnoj
temperaturi minimum 15 min pre koriS¢enja. Na sloj gradijenta za izolaciju naneta je krv u odnosu
1:1. Krv je centrifugirana na gradijentu pri brzini od 400 x g, 30 min. Kako pri zaustavljanju
centrifuge ne bi doSlo do meSanja slojeva celija krvi, odabrano je podeSavanje za sporo
zaustavljanje rotora centrifuge. Nakon centrifugiranja, gornji sloj sa visokim sadrZajem krvnih
plocica je uklonjen, a sloj mononuklearnih ¢elija je paZljivo prenet Pasterovom pipetom u nove,
polistirenske tube od 15 mL sa koni¢nim dnom. Celijama je potom dodato 10 mL sterilnog
fosfatnog pufera (eng. phosphate buffer solution, PBS) i centrifugirane su na 250 x g. Supernatant je
odbacen, a talog celija je dva puta ispran sa 5 mL PBS-a. Po ispiranju, ¢elije su resuspendovane u
0,5 mL RPMI 1640 medijuma, sa dodatkom 10% FBS, 2 mM L-glutamina i rastvorom antibiotika i
antimikotika (10 000 U/mL penicilina, 10 mg/mL streptomicina, 25 mg/mL amfotericina B). Celije
su potom prebrojane na hemocitometru i zasejane u RPMI 1640 medijumu na ploc¢u sa 96
bunari¢a (100 000 celija po bunari¢u), nakon Cega su koriS¢ene u eksperimentu odredivanja
metabolicke aktivnosti celija MTT (eng. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) testom.
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3.5. Kolorimetrijski testovi aktivnosti TrxR

Elmanov reagens (DTNB) reaguje sa sulfhidrilnim grupama, pri ¢emu kao proizvod daje
obojenu supstancu 2-nitro-5-tiobenzoevu kiselinu (TNB) (Slika 14). Molarni ekstinkcioni
koeficijent TNB je 14 150 M-1cm-! pri talasnoj duZini od 412 nm i ostaje stabilan u opsegu pH 7,6 -
8,6. Kolorimetrijski eseji za detekciju aktivnosti enzima TrxR su zasnovani na sposobnosti TrxR da
redukuje supstrat DTNB do TNB u prisustvu NADPH. U prisustvu NADPH, kao donora elektrona,
reaktivne sulfhidrilne grupe enzima TrxR postaju dostupne za reakciju sa DTNB supstratom.
Apsorbanca reakcione smese izmerena pri talasnoj duzini od 412 nm se smatra ekvivalentnom sa
aktivnosti enzima TrxR.

o= o ° o\
ar 0= Y—0
Q y—0 A / o
N= 8, sl B AW > Q. A g B I
° = s ST W PN
— 9 molekul sa .
- Forint 5-tio-2-
Elmanov reagens sulfhidrilnom formirana g
RS nitrobenzoev.
(DTNB) grupom disulfidna veza _t e
kiselina (TNB)

Slika 13. Hemijska reakcija DTNB i molekula sa sulfhidrilnom grupom.

Kao rezultat u kinetickom tipu testa, dobija se kriva zavisnosti apsorbance od vremena. U
kvantifikaciji kinetickih testova, u obzir je uzimana promena apsorbance linearnog dela krive, u
trajanju od najmanje 10 min. Na primer, (Ai6min — Asmin)/10 , pri ¢emu ,10“ oznacava ukupno
trajanje linearne promene apsorbance koje je uzeta u obzir; u datom primeru je 10 min, izmedu 5 i
16 min. U obzir se uzima linearna promena apsorbance, jer se smatra da u takvom tipu reakcije,
promena apsorbance jeste rezultat aktivnosti TrxR, dok u reakcijama koje imaju nelinearnu
promenu, razliciti faktori uticu na tok reakcije (poput oksidacije TNB u DTNB, te se i odnos enzim-
supstrat u reakciji menja).

3.5.1. Izolacija proteina za odredivanje aktivnosti TrxR

Adherentne celije SH-SY5Y su dva puta isprane PBS-om i potom sastrugane sa dna flaska za
gajenje. Celije su na ledu homogenizovane pomo¢u homogenizatora Ultra-Turrax T25 (Ikawerk,
Janke and Kunkel Inc., Nemacka) u hladnom 50 mM kalijum-fosfatnom puferu pH 7,4, sa dodatim 1
mM EDTA. Homogenati su centrifugirani brzinom 10 000 x g, 15 min na + 4 °C. Koncentracija
proteina supernatanta je odredena paketom za odredivanje koncentracije proteina (Bio-Rad
Laboratories, SAD). Uzorci proteina su alikvotirani do daljeg koriS¢enja i cuvani na - 80 °C.

3.5.2. Test za odredivanje aktivnosti TrxR u celijskom lizatu

Aktivnost TrxR u Celijskom lizatu je odredena metodom redukcije supstrata DTNB do Zuto
obojenog TNB produkta. Reakcije su se odvijale na ploc¢i od 96 bunarica, u ukupnoj zapremini od
100 pL, u smesi koja je sadrzala 50 mM kalijum-fosfatni pufer (pH 7,0), 50 pg proteina celijskog
lizata, 1 mM EDTA, 50 mM KCl, 0,2 mg/mL BSA i 0,25 mM NADPH. EDTA i BSA u reakcionoj smesi
sprecavaju adsorpciju redukovanih proteina za plasticnu povrSinu reakcionih posuda i nastavaka
za pipete. Reakcije testiranih supstanci, ¢ija su inhibitorna svojstva prema TrxR pracena u
koncentracionom opsegu 1 - 200 puM, su uporedene sa kontrolnim reakcijama bez prisustva
ispitivanih supstanci. Reakciona smeSa zapremine 90 pL je inkubirana 15 min na Sejkeru ploca
(PST-60HL-4, bioSan, Riga, Latvia) na sobnoj temperaturi, pri ¢emu je oksidacija reakcione smese
sprecena plasticnom lepljivom folijom. Nakon inkubacije, reakcionoj smesi je dodato 10 pL. DTNB
u finalnoj koncentraciji od 0,5 mM. Kinetika enzima je izmerena na TECAN Infinite M1000 PRO
spektrofotometru, merenjem porasta apsorbance na 412 nm u period od 20 min (Slika 14), sa
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ocitavanjem apsorbance u intervalima od 2 min i meSanjem ploce pre svakog ocitavanja. Drugi
enzimi, prisutni u ukupnom proteinskom sadrzaju Celijskog lizata, poput GR i GPx, takode mogu da
redukuju DTNB. Kako bi se izmerila aktivnost TrxR Koristi se specificni inhibitor TrxR, ATM, u
zasebnim reakcionim smesama kako za kontrolne reakcije, tako i za reakcije koje sadrze testirane
supstance. Oduzimanjem apsorbance reakcija sa testiranim supstancama od apsorbance
kontrolnih reakcija sa ukupno redukovanim DTNB, dobija se specificna aktivnost TrxR u reakciji.
Od svake vrednosti apsorbance kontrolnih reakcija, kao i reakcija sa testiranim supstancama
oduzeta je vrednost apsorbance reakcija u prisustvu 20 pM ATM. Od svake grupe reakcija, oduzete
su vrednosti apsorbance bez prisustva proteina Celijskog lizata (blank). Primer preracunavanja
procenta inhibicije TrxR supstancom odredene koncentracije cije inhibitorno svojstvo se ispituje
je navedeno u Tabeli 1.
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Slika 14. Krive promene apsorbance DTNB, izmerene pri talasnoj duZini od 412 nm u

trajanju od 20 minuta. Od signala promene apsorbance u vremenu, izraCunava se brzina reakcije,

prema jednacini opisanoj u tekstu. Brzina reakcije sa ATM-om se oduzima od odgovarajucih

reakcija bez ATM-a, kako bi se dobila brzina reakcije specificna za enzim TrxR. U izracunavanju

konacnih vrednosti za brzine reakcije, oduzima se blank, kao pozadinski signal nespecificne
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promene apsorbance, koja nije rezultat enzimske aktivnosti proteina ¢elijskog lizata. (A) Zapisi
promene apsorbance DTNB u vremenu u kontrolnim uslovima. Na grafiku su predstavljene 4
reakcije koje se odigravaju istovremeno u zasebnim reakcionim smeSama (kontrola,
kontrola+ATM, blank, blank+ATM). Izracunata vrednost za brzinu reakcije TrxR Kkontrole
predstavlja referentnu vrednost, odnosno 100% aktivnosti TrxR u lizatu. (B) Zapisi promene
apsorbance u prisustvu inhibitora TrxR (TrxRI) odredene koncentracije. Na grafiku su
predstavljene Cetiri reakcije koje se odigravaju istovremeno; TrxRI je prisutan u sve Cetiri reakcije
u istoj kolic¢ini. Kao i u kontrolnim reakcijama, specificni inhibitor TrxR ATM, se koristi za
dobijanje vrednosti brzina reakcija specifi¢nih za TrxR.
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Tabela 1. Primer izraCunavanja procenta inhibicije TrxR u Kkolorimetrijskom testu
aktivnosti TrxR iz lizata ¢elija.

reakcija reakcija sa | reakcija reakcija brzina %A %I

sa lizatom, sa | bezlizata, | bezlizata, | reakcije

lizatom, ATM bez ATM sa ATM (4)

bez ATM | (B) (9] (D)

(A)
Kontrola 0,00209 0,00088 0,00003 0,00009 0,00128 | 100 0
TrxRI 1 pM 0,00202 0,00090 0,00004 0,00013 0,00120 | 93,45 | 6,55
TrxRI 5 uM 0,00188 0,00102 0,00008 0,00018 0,00096 | 75,25 | 24,75
TrxRI 10 pM | 0,00173 0,00088 0,00006 0,00008 0,00086 | 67,45 | 32,55
TrxRI25pM | 0,00112 0,00065 0,00001 0,00008 0,00023 | 17,71 | 82,28
TrxRI50 pM | 0,00063 0,00073 0,00004 0,00013 0,00007 | 545 94,55

Vrednosti u tabeli za A, B, C i D su dobijene prema formuli (A17min — A4min)/13, uzimajuéi u obzir
vrednosti apsorbanci za odgovarajuée reakcije u 4. i 17. min testa. Reakcije se odigravaju u
triplikatima - u tabelu su unete srednje vrednosti od tri reakcije za A, B, C i D. Brzina reakcije je
izracunata prema formuli: A = (A-C)-(B-D). “%A” predstavlja procenat aktivnosti TrxR, pri cemu se
kao 100% aktivnosti uzima brzina reakcije u kontrolnoj reakciji. “%1” predstavlja procenat inhibicije
TrxR, odnosno za koliko je umanjena aktivnost TrxR u reakcijama sa ispitivanim inhibitorima
odredene koncentracije u odnosu na brzinu kontrolne reakcije. “kontrola” je referentna reakcija.
“TrxRI” je supstanca cija se inhibitorna svojstva prema TrxR ispituju, sa navedenom koncentracijom.

3.5.3. Test za odredivanje aktivnosti rekombinantnog enzima TrxR1 pacova

Aktivnost preciS¢enog enzima TrxR1 odredena je metodom redukcije DTNB supstrata.
Reakcije na ploci sa 96 bunarica su se odvijale u finalnoj zapremini od 100 pL, u reakcionoj smesi
sa 100 mM kalijum-fosfatom pH 7,0, 1 mM EDTA, 0,1 mg/ml BSA, 5 nM TrxR1, 2 mM NADPH i
testiranim supstancama (0,25 - 25 pM). Reakciona smesa je inkubirana 15 min na Sejkeru ploca,
na sobnoj temperaturi, sa plasticnom folijom zalepljenom na ploc¢u, nakon ¢ega je dodat DTNB u
finalnoj koncentraciji od 5 mM. Kinetika enzima je merena na TECAN Infinite M1000 PRO
spektrofotometru, na 412 nm 20 min, sa oCitavanjem apsorbance u intervalima od 1 min i
meSanjem ploce pre svakog ocitavanja. U kvantifikaciji kinetickog eseja, u obzir je uziman nagib
linearnog dela krive zavisnosti apsorbance od vremena, u trajanju od najmanje 10 min.
Koeficijenti reakcija su, kao Sto je opisano i u odeljku 3.5.2. Test za odredivanje aktivnosti TrxR u
Celijskom lizatu, izracunati kao kolicnik razlike signala apsorbance krajnje vremenske tacke i
apsorbance pocetne vremenske tacke i vremena trajanja reakcije, prema formuli (Ac,-At;)/10 (A,

- apsorbanca u vremenskoj tacki tz, At, — apsorbanca u vremenskoj tacki t1, 10 - vreme od 10 min

trajanja reakcije). Od izracunate brzine reakcije koja se odigravala u prisustvu enzima, oduzet je
pozadinski signal reakcije, sa svim komponentama sa izuzetkom samog enzima (blank). Poput
kvantifikacije signala opisane u Tabeli 1, konac¢ni signal brzine reakcije je dobijen kao razlika
koeficijenta reakcije sa enzimom i blanka (ekvivalentno 4 = (A-C), Tabela 1). Reakcije sa testiranim
supstancama su uporedene sa kontrolnim reakcijama, bez prisustva supstanci. Procenat inhibicije
TrxR je dobijen kao $to je opisano u Tabeli 1.

3.5.4. Insulinski test za odredivanje aktivnosti Trx sistema

Insulinski test je test krajnje tacke za odredivanje aktivnosti TrxR1, koji se zasniva na brzoj
reakciji izmedu redukovanog Trx i disulfida proteina. U slucaju insulina, koji ima 3 disulfida, stopa
reakcije je 5 x 10* M-1s-1. TrxR1, u prisustvu NAPDH, redukuje Trx, koji potom redukuje insulin.
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Posledi¢no, NADPH redukuje disulfide insulina kombinovanom reakcijom tioredoksinskog
sistema, pri ¢emu se dobijaju NADP* i redukovani insulin. Reakcija se prekida dodavanjem
guanidin-hidrohlorida (GuHCI), koji denaturiSe i inaktivira Trx i TrxR1, i ¢ini dostupnim sve SH-
grupe u smesi. Dodavanjem DTNB, SH-grupe kao proizvod daju TNB. Test se zasniva na neto
povecanju slobodnih sulfhidrilnih grupa u reakciji.

Sema reakcije insulinskog testa:
TrxR
Trx-S2 + NADPH + H* — Trx-(SH)2 + NADP+

Trx-(SH)2 + insulin-Sz — Trx-Sz + insulin-(SH):

TrxR+Trx

NADPH + H* + insulin-S2 ——— NADP+ + insulin-(SH)2

insulin-(SH)2 + 2DTNB - insulin-Sz + 2TNB

Insulinski test paket je koriS¢en za odredivanje aktivnosti Trx sistema, prema preporukama
proizvodaca. Reakcija se odigravala u ukupnoj zapremini od 50 pL, u 50 mM TRIS-HCI], 20 mM
EDTA (TE pufer) pH 7,6, sa 5 nM TrxR1 pacova, 10 pM Trx pacova, 240 pM insulinom i 0,8 mM
NADPH. Koncentracioni opseg testiranih supstanci je bio 0,25 - 25 pM. Reakciona smesa je
inkubirana na Sejkeru plo¢a 30 min na 37 °C. Nakon inkubacije je dodat 7,2 M GuHCl u 0,18 M
TRIS-HCl pH 8,0 za degradaciju proteina, zajedno sa 1 mM DTNB za detekciju SH-grupa.
Apsorpcija TNB proizvoda je izmerena na TECAN Infinite M1000 PRO spektrofotometru, na 412
nm.

3.6. Odredivanje broja celija
Brojanje Celija pod mikroskopom je vrSeno uz pomo¢ Burker Turkovog hemocitometra. Po
10 uL ¢elijske suspenzije je ubrizgano u dve izbrazdane komore hemocitometra. Celije su brojane
u obe komore, u po 4 polja (kvadrata). Ukupan broj ¢elija je odreden po slede¢em principu: broj
Celija/ml = prosecan broj Celija po kvadratu komore x razblaZenje Celija x 104, pri cemu je 104 faktor
komore.

3.7. MTT test metabolicke aktivnosti celija

Za procenu efekta supstanci na vijabilnost celija upotrebljen je MTT test [192]. Test se
zasniva na redukciji tetrazolijumove soli (MTT) do formazana pomo¢u mitohondrijalnog enzima
sukcinat dehidrogenaze koja pripada kompleksu II respiratornog lanca mitohondrija. Aktivnost
sukcinat dehidrogenaze, odnosno mitohondrijalna respiracija, se uzima kao pokazatelj
metabolicke aktivnosti Celije, a metabolicka aktivnost kao parametar koji indirektno ukazuje na
vijabilnost Celije. MTT-formazan je proizvod ljubicaste boje, ¢ija apsorbanca se ocitava na talasnoj
duZini od oko 570 nm. Nakon perioda predvidenog za tretman ¢elija, u svaki bunari¢ dodato je 0,2
mg/ml MTT u odgovaraju¢em medijumu za gajenje Celija. Nakon 3 h inkubacije na 37 °C, sa 5%
CO2, medijum je uklonjen i u svaki bunari¢ je dodato po 200 pL. DMSO za rastvaranje formazana.
Apsorbanca uzoraka je izmerena na 570 nm Multiskan Sky Microplate spektrofotometru
(ThermoFisher Scientific, SAD).

3.7.1. Pojedinacni tretmani Celija

Za ispitivanje pojedinacnih tretmana i istovremenih kombinacija, Celije su zasejane u
mikrotitar ploc¢e sa 96 bunaric¢a (Sarstedt, Nemacka) u gustini od 2 000 ¢elija po bunaric¢u za C6,
RC6 i HaCaT, 3 000 c¢elija po bunari¢u za MRC-5, 4 000 ¢elija po bunari¢u za U87, 5 000 ¢elija po
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bunari¢u za U87-TxR, 12 000 ¢elija po bunari¢u za SH-SY5Y i 100 000 ¢elija po bunari¢u za PBMC
u 100 pL medijuma. Istovremeno zasejane netretirane Celije su koriS¢ene kao kontrola. Nakon 24
h, ¢elije su tretirane u opsegu koncentracija prikazanim u Tabeli 2.

Tabela 2. Opseg koncentracija tretmana u testu metabolicke aktivnosti celija.

SH-SY5Y C6 RC6 US7  UB7-TXR _ HaCaT _ PBMC
DVD-438 %Zpsl\/[_ OS’ZuSlV[_ 05,2:;\/1_ 501 ;IM 501 }IM 05’ ZHSM_ %ij_
DVD-439 5(};M 501;:M SSLIM 501LIM 501L_lM 53;1\’1 531:1"1
DVD-440 %ZHSM" OS’ZHSI\,[_ X 2:;\4_ F Zjvl_ E ZHSM_ s ZuSM_ %ZuSM_
DVD-443 %Zjv[_ 05’25\,[_ : ZMSM_ F ZHSM_ E ZHSM_ : ZuSM_ %ZuSM_
DVD-444 M 50 M 5 M 5 M 0 uM OézusM_ %Zusl\’l_
DVD-445 5(};:M 5(};:M 5(};IM 5(};IM Sgp_tM 5(};1\/1 53le

PLN SSJM NU NU 53;M NU 5(};1\4 5(};IM

“PLN”: piperlongumin, “NU”: nije uradeno.

Piperlongumin, alkaloid biljke Piper longum L., po svojoj hemijskoj prirodi pripada grupi
Majklovih akceptora i poznati je inhibitor TrxR, te je upotrebljen kao pozitivna kontrola u testu, u
opsegu koncentracija na odgovaraju¢im ¢elijskim linijama navedenim u Tabeli 2.

Analozi supstance DVD-445 (1, 3, 4, 7,9, 20 i 34) su ispitivani u koncentracionom opsegu 1
- 25 pM na Celijskim linijama humanih glioblastoma i MRC-5 ¢elijama.

Pojedinacni tretmani su trajali 72 h.

3.7.2. Kombinovani tretmani Celija

Pored pojedinacnih tretmana UMA, ispitane su i istovremene kombinacije DVD-444 i DVD-
445 sa TMZ na Celijskim linijama pacovskih i humanih glioma. Takode, ispitan je efekat
istovremenih tretmana DVD-444 ili DVD-445 sa PTX kod rezistentnih humanih glioblastoma. Tri
koncentracije DVD-444 i DVD-445 su kombinovane sa tri koncentracije TMZ kod U87, U87-TxR, C6
i RC6 (Tabela 3). Tri koncentracije DVD-444 ili DVD-445 su kombinovane sa pet rastucih
koncetracije PTX (0,1, 0,25, 0,5, 1 i 2,5 uM) kod U87-TxR Ccelijske linije (Tabela 4). Istovremeni,
kombinovani tretmani su trajali 72 h.

Tabela 3. Koncentracije kombinovanih tretmana TMZ sa DVD-444 ili DVD-445 u testu
metabolicke aktivnosti ¢elija U87, U87-TxR, C6 i RC6.

U87, US7-TxR, C6 RC6
DVD-444 [uM] | DVD-445 [uM] DVD-444 [uM] | DVD-445 [uM]
10 0,5 1 100 0,5 1
mz o | o™ s | 2s
H 50 15 5 M 500 15 5
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Tabela 4. Koncentracije kombinovanih tretmana PTX sa DVD-444 ili DVD-445 u testu
metabolicke aktivnosti U87-TxR celija.

U87-TxR
DVD-444 [uM] DVD-445 [uM]
0,25 1
PTX 0,1-2,5 0,5 2,5
[uM] 1 c

3.7.3. Analiza efekta kombinovanih tretmana

Za odredivanje prirode medudejstva (sinergistickog, antagonistickog ili aditivnog) koriS¢en
je kompjuterski softver CalcuSyn, zasnovan na metodi kombinacionog indeksa, odnosno jednacini
srednjeg efekta viSe supstanci [193]. Metod uzima u obzir koncentraciju supstanci, pojedinac¢ni
efekat svake supstance, kao i dve supstance u kombinaciji. Analiza zahteva vrednosti inhibicije za
najmanje tri koncentracije po svakoj supstanci da bi se analizirao zajednicki efekat. Vrednosti
indeksa kombinacije (eng. combination index, Cl) opisuju prirodu medudejstva: CI < 0,9 ukazuje na
sinergizam, CI > 1,1 na antagonizam, a CI = 0,9 - 1,1 na aditivni efekat [194].

3.8. Analiza oksidativnog stresa prouzrokovanog tretmanom

Za detekciju RONS unutar Ccelija koriS¢ene su dve boje, dihidroetidijum (DHE) i
dihidrorodamin (DHR), koje emituju fluorescencu u reakciji sa specificnim RONS. DHE fluorescira
plavo, $to je nedetektabilni fluorescentni signal na proto¢nom citofluorimetru CyFlow Space, ali u
reakciji sa superoksidnim anjonom daje etidijum, supstancu koja emituje fluorescencu u crvenom
delu spektra [195]. DHR u nativnom stanju ne fluorescira, ali se oksiduje u kontaktu sa vodonik-
peroksidom i peroksinitritom, nakon c¢ega emituje fluorescencu u zelenom delu spektra [196].
Intenzitet fluorescence, proporcionalan koncentraciji RONS unutar celija, je ocitan na protocnom
citofluorimetru CyFlow Space (Partec, Nemacka).

Celije su zasejane na plo¢e sa 6 bunaric¢a i inkubirane 24 h pre tretmana (300 000 ¢elija po
bunari¢u za SH-SY5Y, 100 000 ¢elija po bunari¢u za U87, U87-TxR, C6 i RC6 i 50 000 celija po
bunari¢u za HaCaT). Celije su tretirane koncentracijama UMA pribliznim ICso vrednostima testa
metabolicke aktivnosti ¢elija: SH-SY5Y i HaCaT su tretirane sa 1,5 uM DVD-438, 5 uM DVD-439, 0,9
uM DVD-440, 0,6 uM DVD-443, 1 uM DVD-444 i 11 uM DVD-445; C6 i RC6 su tretirane sa 1,5 pM
DVD-438, 5 uM DVD-439, 0,5 uM DVD-440, 0,8 uM DVD-443, 2 uM DVD-444 i 8 uyM DVD-445; U87 i
U87-TxR su tretirane sa 2 uM DVD-438, 15 uM DVD-439, 0,5 uM DVD-440, 0,6 uM DVD-443, 2 uyM
DVD-444 i 8 uyM DVD-445. Koncentracija analoga DVD-445, upotrebljena za tretman celija U87 i
U87-TxR, je bila 10 uM, sa 1 mM H202 kao pozitivnom kontrolom. Tretmani su trajali 24 h, nakon
cega su adherentne Celije tripsinizovane i inkubirane sa 5 uM DHE ili DHR na 37 °C, u mraku, 30
min. Celije su potom isprane dva puta hladnim PBS-om. Fluorescenca u uzorcima je izmerena na
proto¢nom citofluorimetru CyFlow Space. Zelena fluorescenca oksidovane DHR boje je
detektovana na kanalu FL1, dok je crvena fluorescenca etidijuma, poreklom od DHE, detektovana
na kanalu FL2. Citofluorimetrom je oc¢itano minimum 10 000 dogadaja po uzorku. Rezultati su
analizirani softverskim paketom Summit (Cytomation Inc., SAD).
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3.9. Analiza ekspresije gena

3.9.1. Izolacija i provera kvaliteta RNK

Po 300 000 C6 i RC6 Celijaipo 500 000 U87 i RU8B7 celija je zasejano u flaskove povrSine 25
cm?. Celije su ostavljene da se adaptiraju preko no¢i, a potom su tretirane sa 2 uM DVD-444 i 8 uM
DVD-445. Nakon 24 h tretmana, Celije su tripsinizirane i isprane sa PBS-om. Nakon centrifugiranja
u PBS-u, na talog celija je dodat 1 mL TRI Reagent® za liziranje Celija. Ovako lizirane celije su
ostavljene na sobnoj temperaturi 30 min, a potom na - 20 °C preko no¢i. Narednog dana
homogenizovani uzorci su otapani na sobnoj temperaturi kako bi se obezbedila potpuna
disocijacija nukleoproteinskih kompleksa. Za razdvajanje faza, u tube sa uzorcima je dodato po
200 pL hloroforma, tube su energi¢no promesane i centrifugirane (Centrifuge 5427R, Eppendorf,
Nemacka) na 12 000 x g, + 4 °C, 15 min. Nakon centrifugiranja doslo je do razdvajanja faza na
crvenkastu, donju fazu, koja sadrzi lipide i membrane rastvorene u fenol-hloroformskoj smesi i
gornju, vodenu fazu sa RNK i proteinima. Na spoju ove dve faze nalazi se beli prsten, koji Cine
molekuli DNK. Vodena faza je prebacena u nove tube, zapremine 1,5 mL sa konusnim dnom.
Pipetiranje vodene faze je izvrSeno pazljivo, kako bi se izbegla kontaminacija molekulima DNK.
Uzorcima je dodato po 500 pL izopropanola, za precipitaciju molekula RNK. Tube su nezno
rotirane rukom za 180 °C po vertikalnoj osi i centrifugirane brzinom 12 000 x g, + 4 °C, 10 min.
Centrifugiranjem, RNK precipitira u vidu beliastog taloga na dnu konusne tube. Izopropanol je
odliven i uzorcima je dodato po 1 mL 75% etanola rastvorenog u DEPC vodi za ispiranje RNK.
Uzorci su ostavljeni u etanolu preko no¢i na - 20 °C za Sto bolje ispiranje RNK, nakon ¢ega su
centrifugirani na 7 500 x g, + 4 °C, 5 min. Nakon centrifugiranja, etanol je odliven, a uzorci su
ostavljeni sa otvorenim poklopcem na sobnoj temperaturi, kako bi ostaci etanola isparili. Uzorci su
rastvoreni u minimalnoj zapremini 0,1% DEPC vode (20 - 40 pL, u zavisnosti od kolicine taloga).
DEPC se dodaje vodi za rastvaranje molekula RNK, kao potentni inhibitor RNKaze.

Koncentracija RNK (ug/puL) je izmerena spektrofotometrijski na 260 nm (Biophotometer,
Eppendorf, Nemacka) u plasticnim, jednokratnim UV kivetama (Uvette, Eppendorf, Nemacka).
Koncentracija je izmerena u 2 razblazenja. Ukoliko je vrednost apsorbance u oba razblazenja bila
priblizno jednaka, prosek obe vrednosti je uziman kao vrednost koncentracije uzorka. Ukoliko
vrednosti apsorbance nisu bile jednake za isti uzorak, postupak rastvaranja RNK i merenja
koncentracije je ponovljen. Faktor kontaminacije dvolantanom DNK je odreden odnosom
apsorbanci Aze0/280, dok je kontaminacija solima, proteinima, polifenolima i drugim
kontaminantima koji apsorbuju na nizim talasnim duzinama UV spektra, odredena merenjem
odnosa apsorbanci Aze0/230. Vrednosti odnosa A260/a280 i Az260/a230 > 1,8 su smatrani ,Cistim“
uzorcima, bez znacajne kontaminacije.

Kvalitet RNK je proveren elektroforezom na 1,3% agaroznom gelu, sa 0,4 pg/mL etidijum-
bromida, u Tris/borat/EDTA (TBE) puferu. Uzorci RNK su, pre nanoSenja na gel, pomesSani u
odnosu zapremina 1:1 sa 0,4% rastvorom bromfenol plavog u 50% glicerolu. Elektroforeza je
pustana na 100 V oko 30 min, odnosno dok plavi front boje ne prede 2/3 gela. Gel je nakon foreze
postavljen na sistem za vizuelizaciju gela (Gel-Doc 1000, Bio Rad, SAD). Uporedivanjem odnosa
inteziteta 28S i 18S traka proveren je kvalitet RNK uzoraka.

3.9.2. DNKazni tretman i reakcija reverzne transkripcije

Tretman DNKazom I je primenjen radi uklanjanja tragova genomske DNK u uzorcima.
DNKaza I je DNK specificna endonukleaza, koja razgraduje jednolancane i dvolanc¢ane molekule
DNK do kratkih oligonukleotida sa 5'-fosfatnim i 3'-OH krajem. Aktivnost enzima je zavisna od
Ca2* i aktivira se iskljucivo u prisustvu Mg2+ jona. RNK uzoraka (po 2 pg), u smesi sa MgClz-
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puferom, DNKazom I (1x finalno) i DEPC vodom, zapremine do 9 pL, je inkubirana na 37 °C, 30
min. Reakcija je prekinuta dodavanjem 1 pL EDTA, nakon ¢ega je smeSa inkubirana na 65 °C, 10
min. EDTA se dodaje kao helator dvovalentnih jona - vezivanjem jona Mg2* prekida se aktivnost
DNAKaze I. Inkubacija na temperaturi od 65 °C dovodi do degradacije proteina u uzorcima. Nakon
zavrSene inkubacije, uzorci su drZani na ledu 5 min, pre ulaska u reakciju reverzne transkripcije.

Nakon hladenja na ledu, reakcionoj smesi je dodato po 10 pl smeSe za reakciju reverzne
transkripcije (High Capacity cDNA Reverse Transcription, Applied Biosystems, SAD) prema
preporukama proizvodaca. SmeSa za reakciju je sadrzala pufer, nasumicne prajmere,
deoksinukleozidtrifosfate u jednakim koncentracijama (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), RNKazni
inhibitor i reverznu transkriptazu (MultiScribe™ Reverse Transcriptase, ThermoFisher Scientific,
SAD). Reakcija reverzne transkripcije je trajala 2 h na 37 °C. Potom su uzorci inkubirani na 85 °C,
nakon Cega je usledilo hladenje uzoraka na ledu. Dobijena jednolan¢ana komplementarna DNK
(kDNK) koncentracije 100 ng/uL je ¢uvana na - 20 °C i iskoriS¢ena za kvantitativnu polimeraznu
lan¢anu reakciju (eng. quantitative polymerase chain reaction, qPCR) u realnom vremenu.

3.9.3. Analiza ekspresije gena kvantitativnom lancanom reakcijom polimeraze u realnom
vremenu

qPCR je primenjena za analizu ekspresije iRNK gena TRX1 i TRXR1 u netretiranim celijskim
linijama U87, SH-SY5Y i HaCaT, kao i TRX1, TRXR1, GPX1, GPX4, GR, GSTm, MnSOD i CAT u ¢elijskim
linijama U87, U87-TxR, C6 i RC6, nakon tretmana supstancama 2 uM DVD444 i 8 uM DVD445. Kao
kontrolni gen (endogena kontrola) koriS¢en je konstitutivno eksprimiran gen ACTB, koji kodira 3-
aktin.

Uzorci KDNK, dobijeni u prethodno opisanom procesu reverzne transkripcije, su koris¢eni
u qPCR reakciji. Reakcije su izvodene na aparatu ABI PRISM 7 000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems, SAD) u zapremini od 20 pL. Uslovi reakcije su bili sledeci: pocetni korak 50
°C, 5 min, korak denaturacije 95 °C, 10 min, 40 ciklusa amplifikacije od 95 °C, 15 s i 60 °C, 60 s. Za
amplifikaciju kKDNK uzoraka koriS¢en je Maxima SYBR green/ROX qPCR Taster Mix-a (Thermo
Fisher Scientific, SAD) prema preporukama proizvodaca, sa 100 ng kDNK i odgovaraju¢im
prajmerima za svaki gen (Tabela 5). Prajmeri za gen GSTr su bili poklon dr Sabere RuZzdiji¢. SYBR
Green je interkalirajuca boja koja se nespecificno vezuje za dvolanc¢ani DNK molekul. Kada se veze
za DNK molekul, SYBR Green daje fluorescentni signal. U toku reakcije, u svakom ciklusu (u
realnom vremenu) se detektuje signal poreklom od fluorescentne probe, a €iji intenzitet odgovara
koli¢ini PCR produkta u tom ciklusu. U pocetnim ciklusima, signal poreklom od probe daje bazalni
nivo fluorescence. Ciklus u kome se fluorescentni signal znacajno poveca u odnosu na bazalni nivo
¢ini Ct vrednost (eng. cycle treshold). Nakon zavrsenog qPCR, rezultati su analizirani u softverskom
paketu 7 000 System Software (Applied Biosystems, SAD). Svaki uzorak je analiziran u triplikatu,
koriS¢enjem 2-2ACt metode [197]. Ova analiza izraZava ekspresiju pojedinacnog gena kao razliku Ct
vrednosti tog gena i endogene kontrole (ACt vrednost).

Tabela 5. Setovi sekvenci prajmera.

gen sekvence prajmera humanih gena sekvence prajmera pacovskih gena
TRX1 F5-TGTTGGCATGCATTTGACTT-3’ F 5’-AGCATGATTAGGCAAACTCCGTAA-3’
R 5’-CTGCTTTTCAGGAAGCCTTG-3’ [198] R 5’-CCGCAACAGCCAAAATGGTGAAGC-3'1199]
TRXR1 | F5'-GGTGATGGTCCTGGACTTTGTC-3' F 5'-GGACTTAGCGGTCACCTTGA-3'
R5'-CATTCACACATGTTCCTCCGAGA-3'1200] R 5'-GGTGAACACATGGAAGAGCA-3'201]
GPX1 F 5’-GTCAGGCTCGATGTCAATGGTCTG-3’ F 5’-TATAGAAGCCCTGCTGTCCA-3’
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R 5’-AAGGTACTACTTATCGAGAATGTG-3'202] | R 5’-CAAGCCCAGATACCAGGAA-3’ [203]
GPX4 F 5'-TGGGAAATGCCATCAAGTGG-3' F 5'-CCGGCTACAATGTCAGGTTT-3'
R5'-GGTCCTTCTCTATCACCAGGGG-3'1204 R 5'-ACGCAGCCGTTCTTATCAAT-3'[205]
GR F 5’-ATGATCAGCACCAACTGCAC-3’ F 5’-ACGAGGAAGACGAAATGCGTGATG-3’
R 5’-CCCTTGTCATCGGTTTGAAT-3’1206] R 5’-AGGATGAATGGCGACGCTATTGTC-3’1203]
GSTn F 5-ATGCTGCTGGCAGATCAG-3’ F 5’-ATGCTGCTGGCAGATCAG-3’
R 5’-GTAGATGAGGGAGATGTATTTGCA-3’ 12071 | R5’-GTAGATGAGGGAGATGTATTTGCA-3’ [207]
MnSOD | F 5’-AAGTACCAGGAGGCGTTGG-3’ F 5’-GGTGGAGAACCCAAAGGAGA-3’
R 5’-TGAACTTCAGTGCAGGCTGA-3’1208] R 5’-AGCAGTGGAATAAGGCCTGT-3’1203]
CAT F 5’-TCATCAGGGATCCCATATTGTT-3’ F 5’-CCAGCGACCAGATGAAGCA-3’
R 5’-CCTTCAGATGTGTCTGAGGATTT-3'[209 R 5’-TGGTCAGGACATCGGGTTTC-3"[203]

“F” - eng. forward, “R” - eng. reverse.

3.10. Analiza ekspresija proteina metodom imunoblota

3.10.1. Izolacija proteina iz celija i odredivanje koncentracije proteina u izolatu

Za izolaciju proteina, 1 X 106 SH-SY5Y, HaCaT i U87 celija je homogenizovano na ledu u
puferu radioimunoprecipitacionog eseja (RIPA pufer) za izolaciju proteina, sastava 50 mM Tris-
HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,5% Triton X-100, 1 mM EDTA pH 8,0, 1 mM
EGTA pH 7,2, sa dodatim proteaznim i fosfataznim inhibitorima (cOmplete i PhosSTOP, Roche,
Svajcarska). Homogenati su centrifugirani brzinom od 14 000 x g, 15 min na + 4 °C. Supernatant sa
proteinima je prebacen u nove tube od 0,5 mL i ¢uvan na - 80 °C do daljeg kori$¢enja.

Koncentracija proteina u uzorcima je izmerena primenom Micro BCA™ test paketa
(ThermoFisher Scientific, SAD), prema preporukama proizvodaca, uz koriS¢enje razblazenja BSA
poznatih koncentracija kao standarda za formiranje koncentracione krive. Micro BCA™ test paket
se zasniva na Pirsovoj metodi odredivanja ukupnih proteina u rastvoru. Proteini redukuju kupri
(Cu?*) jon u kupro (Cu*) jon u baznoj sredini (biuretska reakcija) i kao rezultat, daju ljubic¢asto
obojeni rastvor bicinhoninske kiseline (eng. bicinchonic acid, BCA). Po 25 pL razblaZenja BSA za
standardnu krivu (25 - 2 000 pg/mL), uzorci (razblazeni 10 x), kao i blank kontrole (voda u
sluc¢aju BSA razblaZenja i 10x u vodi razblaZen RIPA pufer za uzorke) su naneti na mikrotitarsku
ploCu sa 96 bunari¢a. Boja za detekciju proteina je napravljena direktno pred KkoriScenje,
mesSanjem komponenti A i B Micro BCA™ test paketa, u odnosu A:B = 50:1 i 200 pL boje je naneto
po bunaricu. Plo¢a je obmotana aluminijumskom folijom i inkubirana na 37 °C, 30 min. Ploca je
potom ohladena na sobnoj temperaturi 10 min i ocitana je apsorbanca na Multiskan Sky
Microplate spektrofotometru (ThermoFisher Scientific, USA), pri talasnoj duzini od 562 nm. Od
vrednosti apsorbance standarda i uzoraka, oduzete su odgovarajuce vrednosti blank kontrola.
Standardi i uzorci su analizirani u triplikatima. Uz pomo¢ vrednosti apsorbance za poznate
koncentracije BSA, formirana je linearna kriva, sa koeficijentom determinacije (R vrednost) ve¢im
od 0,99. Uz pomo¢ jednacine linearne krive, odredena je koncentracija proteina u uzorcima sa
uracunatim faktorom razblaZenja.

3.10.2. Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE)

Razdvajanje proteina prema veli¢ini, odnosno molekulskoj masi (Mw), izvrSeno je
elektroforezom na natrijum-dodecilsulfat (SDS) denaturiSu¢em poliakrilamidnom (PAGE) gelu.
PAGE gel nastaje polimerizacijom akrilamida, koji u prisustvu N,N'-metilen bisakrilamida formira
pore odredenih dimenzija. Akrilamid:bisakrilamid smeSa koriS¢ena u radu je bila u razmeri 29:1.
Pore u gelu omogucavaju da se proteini razli¢itih veli¢ina krecu razli¢itom brzinom u kreiranom
elektricnom polju sistema za elektroforezu. Reakcija polimerizacije je inicirana dodavanjem
amonijum-persulfata (APS), pri ¢emu je kao Kkatalizator reakcije koris¢en TEMED (N,N,N,N'-
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tetrametiletilendiamin). Gel za razdvajanje proteina je sadrzao: 10% akrilamid:bisakrilamid, 375
mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,0016% TEMED. Gel za koncentrovanje proteina je bio
sledeteg sastava: 5% akrilamid:bisakrilamid, 62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% APS,
0,0016% TEMED. SmeSe gelova su sukcesivno nalivane u sistem za razdvajanje (Mini-PROTEAN II
Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories, SAD) i inkubirane na sobnoj temperaturi po 30 - 40
min.

Uzorci proteina su pripremljeni za nalivanje na gel sa 2x koncentrovanim Laemmli puferom
za liziranje (20% glicerol, 125 mM TRIS pH 6,8, 4% SDS, 0,02% bromfenol plavo), kome je
neposredno pred koriS¢enje dodat -merkaptoetanol, finalno u puferu 10%. Uzorci proteina u
Leammli puferu su denaturisani na temperaturi od 95 °C, 5 min. Jednake koli¢ine proteina (15 pg)
su nalivene na gel, kao i standard za molekulsku masu proteina (eng. Prestained marker Sirokog
opsega, 10 - 250 kDa, Thermo Fisher Scientific, SAD). Elektroforeza je vr§ena u puferu sastava 192
mM glicina, 25 mM TRIS pH 8,3, 0,1% SDS, pod konstantnim naponom od 120 V na sobnoj
temperaturi.

3.10.3. Prenos proteina sa gela na polivinildifluoridnu membranu (PVDF)

Prenos (transfer) proteina sa PAGE gela na PVDF membranu je vrSen sistemom za transfer
(Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories, SAD). Nakon zavrsSene
elektroforeze, gel za razdvajanje je ekvilibrisan u hladnom puferu za transfer (20% metanol, 192
mM glicin, 25 mM Tris pH 8,3) 15 min. PVDF membrane (Immobilon-PSQ, Millipore/Merck, SAD)
su aktivirane u apsolutnom metanolu 20 s, a zatim isprane u destilovanoj vodi. Pomoc¢ne
komponente (Whatman papir, sunderi) su pripremljene unapred potapanjem preko noc¢i u pufer
za transfer na + 4 °C. Elektrotransfer proteina je vrsen preko noci, pod konstantnim naponom od
30 V, na temperaturi + 8 °C. Po zavrSenom transferu, membrane su isprane dejonizovanom vodom
i potapane u Ponceau S boju (1% Ponceau S boja, 5% glacijalna sir¢etna kiselina, destilovana voda)
radi vizuelizacije proteinskih traka. Membrane su zatim odbojene ispiranjem u destilovanoj vodi.
Do imunoloskog bojenja proteina, membrane su osuSene i cuvane na + 4 °C.

3.10.4. Imunoloska detekcija proteina hemiluminiscencijom

Za ispiranje membrana, blokiranje, inkubaciju sa primarnim i sekundarnim antitelima kao
osnovni pufer koriS¢en je TRIS pufer sa dodatkom Tween-20 deterdZenta (20 mM TRIS-HCI pH
7,6, 137 mM natrijum hlorid, 0,05% Tween-20) (eng. TRIS buffer solution-Tween-20, TBS-T).
Membrane sa proteinima su pre koraka blokiranja u odgovaraju¢em puferu aktivirane 20 s u
apsolutnom metanolu. Za blokiranje kori$¢eni su ili 5% BSA u TBS-T ili 5% mleko (eng. non-fat
milk, NFM) u TBS-T. Blokiranje membrane je trajalo minimum 60 min na sobnoj temperaturi, sa
ciliem smanjivanja intenziteta nespecificnog vezivanja antitela. Nakon blokiranja, membrane su
inkubirane u TBS-T sa primarnim antitelom preko no¢i na + 8 °C. Koris¢ena su slede¢a primarna
antitela: zecja poliklonska antitela za TrxR1 (ab124954, Abcam, UK, razblazeno 1:20 000) i GAPDH
(G9545, Sigma-Aldrich, Nemacka, razblaZzeno 1:45 000). Nakon inkubiranja sa primarnim
antitelom, membrane su ispirane 6 puta po 5 min u TBS-T puferu (da bi se uklonila primarna
antitela koja se nisu specificno vezala), i potom inkubirane 60 min na sobnoj temperaturi sa
sekundarnim poliklonskim anti-zec¢ijim antitelom IgG HRP (Santa Cruz Biotechnology, SAD,
razblaZenja 1:5 000). Sekundarno antitelo ima vezan enzim peroksidazu rena (HRP) koji katalizuje
oksidaciju luminola. Nakon inkubacije sa sekundarnim antitelom, membrane su ispirane 6 puta po
5 min u TBS-T puferu, a zatim izloZene dejstvu luminola 2 min i u mraku izloZena
autoradiografskom filmu osetljivom na plavu svetlost (Hyperfilm ECL, Santa Cruz Biotechnology,
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SAD) u trajanju od 1 do 5 min. Filmovi su razvijeni odmah po zavrsSetku ekspozicije membrane,
fiksirani, osuseni i skenirani radi dalje analize.

3.10.5. Semikvantitativna analiza imunoblotova

Intenzitet signala dobijenih na autoradiografskom filmu je kvantifikovan denzitometrijski,
koriS¢enjem softverskog paketa ImageQuant 5.0 (Molecular Dynamics, Inc., Izrael). Vrednosti
dobijene za ciljni protein u uzorku su normalizovane u odnosu na GAPDH, endogene kontrole
koli¢ine proteina. Tako dobijene relativne vrednosti su dalje koriS¢ene za statisticku obradu
rezultata i njihovo graficko predstavljanje.

3.11. Kolorimetrijska detekcija glutationa

GSH test paket (ab239709, Abcam, UK) je koriS¢en za detekciju redukovanog glutationa u
uzorcima Celijskih lizata, prema preporukama proizvodaca. U analizi su koriS¢eni lizati U87, U87-
TxR, C6 i RC6 nakon 24 h tretmana sa 2 uM DVD-444 i 8 uM DVD-445, kao i kontrolni, netretirani
uzorci. Esej se zasniva na redukciji DTNB sa GSH, pri ¢emu se kao proizvodi dobijaju Zuto obojeni
TNB i GSSG. Koncentracija GSH se odreduje merenjem apsorbance na 412 nm. Izolatu se dodaje 5-
sulfosalicilna kiselina (SSA), kako bi se drugi proteini, koji mogu da redukuju DTNB, uklonili iz
reakcije i kako bi se GSH zastitio od oksidovanja.

Celije su zasejane u flaskove za gajenje povrsine 75 cm?, ostavljene da se adaptiraju preko
no¢i, nakon ¢ega su tretirane supstancama DVD-444 i DVD-445. Nakon tretmana od 24 h, Celije su
tripsinizirane i prebrojane, nakon Cega je nastavljena priprema lizata iz istog broja celija u
kontrolama i tretmanima (3 x 106 za C6 i RC6, 2,5 x 106 za U87 i U87-TxR). Celije su centrifugirane
u tubama od 15 mL, a potom je talog ¢elija resuspendovan u 0,5 mL hladnog PBS-a, i suspenzija
premestena u tube od 1,5 mL sa konusnim dnom. Potom su ¢elije centrifugirane pri brzini od 700
x g + 4 °C, 5 min. Postupak ispiranja hladnim PBS-om je ponovljen jo$ jednom. Pelat ¢elija je
liziran u 80 pL hladnog glutationskog pufera 10 min na ledu. Uzorcima je dodato po 20 pL 5% SSA,
dobro su promesSani i centrifugirani pri brzini od 8 000 x g, + 4 °C, 10 min. Supernatant je
premesSten u nove tube od 0,5 mL i ¢uvan na - 80 °C do koriS¢enja u analizi koncentracije GSH.
Standardna kriva linearne regresije poznatih koncentracija GSH je koriS¢ena za odredivanje
nepoznate koncentracije u uzorcima. Opseg koncentracija za standardnu krivu bio je 0,5 - 40
ug/uL, GSH je razblaZen u 1% SSA. Za krivu je upotrebljeno 5 koncentracionih tacaka i blank proba
(1% SSA, bez prisustva GSH).

Za detekciju redukovanog glutationa 160 pL GSH pufera je razliveno u bunarice, a potom je
dodato 20 pL standarda ili uzorka. Reakciona smesa je ostavljena na sobnoj temperaturi 10 min. U
reakcione smese je potom dodato po 20 uL pufera sa DTNB i nakon 10 min apsorbanca je ocitana
na 412 nm na Multiskan Sky Microplate spektrofotometru. Koncentracija GSH (ug/uL) u uzorcima
je odredena na osnovu jednacine standardne krive, sa koeficijentom determinacije (R? vrednost)
vecim od 0,99. Koncentracije redukovanog glutationa u tretiranim uzorcima su uporedene sa
koncentracijama u netretiranim, kontrolnim grupama.

3.12. Analiza celija protocnom citofluorimetrijom

3.12.1. Merenje kolic¢ine proteina RNR, ASK1 i TrxR1

Nivo proteina RNR, ASK1 i TrxR1 u celijama humanih i pacovskih glioma odreden je
metodom proto¢ne citofluorimetrije. Celije su zasejavane u adherentnim mikrotitar plo¢ama sa 6
bunari¢a 24 h pre tretmana da bi se adaptirale, nakon cega su tretirane sa 2 uM DVD-444 i 8 uM
DVD-445. Nakon 24 h tretmana, Celije su tripsinizirane, ispirane u PBS-u i fiksirane u 4%
paraformaldehidu (PFA), na + 4 °C, 10 min. Celijama fiksiranim u PFA je dodat hladan (prethodno
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cuvan na - 20 °C) apsolutni metanol, do finalne koncentracije 90%, radi permeabilizacije
membrana ¢elija. Uzorci su ostavljeni u metanolu preko noéi na - 20 °C. Celije su centrifugirane i
isprane u PBS-u, a potom inkubirane 1 h u 0,5% BSA, rastvorenom u PBS-u (BSA/PBS). Nakon
koraka blokiranja, uzorci su inkubirani sa primarnim antitelima, rastvorenim u 0,5% BSA/PBS,
preko nod¢i, na + 4 °C. Primarna zecija poliklonska antitela su koriS¢ena u razblaZenjima 1:50 za
RRM1 (ab137114, Abcam, UK), 1:200 za ASK1 (ab45178, Abcam, UK) i 1:500 za TrxR1 (ab124954,
Abcam, UK). Nakon ispiranja u 0,5% BSA/PBS, Celije su inkubirane 30 min na sobnoj temperaturi
u sekundarnom antitelu Alexa Fluor 488 anti-rabbit IgG(H+L) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Nemacka), razblazenom 1:1 000 u 0,5% BSA/PBS. Celije su potom isprane dva puta u hladnom
PBS-u i finalno resuspendovane u 1 ml hladnog PBS-a, pre ocitavanja fluorescence na prototnom
citofluorimetru. Intenzitet fluorescence, proporcionalan koli¢ini analiziranih proteina, je meren na
FL1 kanalu citofluorimetra CyFlow Space (Partec, Nemacka). Citofluorimetrom je ocitano
minimum 10 000 dogadaja po uzorku. Rezultati su analizirani softverskim paketom Summit
(Cytomation Inc., SAD).

3.12.2. Analiza mitohondrijalnog membranskog potencijala

Promena mitohondrijalnog membranskog potencijala, prouzrokovana supstancama DVD-
444 i DVD-445 kod humanih i pacovskih ¢elija glioma, je analizirana JC-1 test paketom (BD
Biosciences, San Diego, USA). JC-1 je katjonska, lipofilna boja, koja se u zavisnosti od
membranskog potencijala, odnosno koncentracije H* jona, akumulira u mitohondrijama. Kod
neoStecenih, funkcionalnih mitohondrija, boja se nakuplja unutar mitohondrija i fluorescira
crveno (FL2 kanal citofluorimetra), dok u citoplazmi boja ostaje kao monomer i fluorescira zeleno
(FL1 kanal citofluorimetra). Prilikom depolarizacije mitohondrija, boja izlazi iz mitohondrija i
povecava se udeo zelene fluorescence u oc¢itavanju odnosa signala FL1/FL2.

Celije su zasejane na adherentne mikrotitar plo¢e sa 6 bunari¢a i ostavljene 24 h pre
tretmana da se adaptiraju. Tretman celija sa 2 uM DVD-444 i 8 uM DVD-445 je trajao 24 h, nakon
ega su Celije tripsinizovane i isprane u PBS-u. Celije su resuspendovane u JC-1 reagensu iz test
paketa. Pozitivna kontrola je tretirana sa 10 pM dekuplujuée jonofore karbonil cijanid m-
hlorofenil hidrazona (eng. carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone, CCCP) 30 min pre
dodavanja JC-1 boje, na 37 °C, u inkubatoru za gajenje Celija. Potom je svim uzorcima dodata JC-1
boja, i ¢elije su inkubirane 15 min, na 37 °C, u inkubatoru za gajenje Celija. Nakon inkubacije, Celije
su isprane puferom iz test paketa i resuspendovane u 1 mL PBS-a. Tako pripremljenim uzorcima je
ocitana fluorescenca na FL1 i FL2 kanalu citofluorimetra CyFlow Space. Minimum 10 000 dogadaja
je analizirano po uzorku. U analizi promene mitohondrijalnog membranskog potencijala, kao
referentni signal koriS¢ena je fluorescenca c¢elija pozitivne kontrole, tretiranih sa CCCP, za
definisanje grani¢nika depolarizovanih, JC-1 zelenih c¢elija. Uzorci kontrola i tretmana su
analizirani u odnosu na granic¢nik pozitivne kontrole. Za analizu rezultata, koriS¢en je softverski
paket Summit.

3.12.3. Analiza celijske smrti

Celijska smrt je analizirana na protoénom citofluorimetru fluorescentnim obeleZavanjem
aneksinom V (AV) i propidijum jodidom (PI). Tokom apoptoze, fosfatidilserin se translocira sa
citoplazmatske povrsSine plazma membrane na povrsSinu Celije. AV ima snaZan, Ca2* zavisni afinitet
za fosfatidilserin i s toga moZe da se koristi za detekciju apoptoze. PI je fluorescentna boja, koja se
vezuje za molekule DNK; boja ne prolazi intaktnu membranu, tako da fluorescentni signal boje u
uzorku ukazuje na naruSen sistem membrana i Celijsku smrt po tipu nekroze. U analizi Celijske
smrti, uzrokovane tretmanom sa DVD-438, DVD-439, DVD-440, DVD-443, DVD-444 i DVD-445 kod
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¢elija SH-SY5Y i HaCaT, kao i sa DVD-444 i DVD-445 kod ¢elija humanih i pacovskih glioma,
koriS¢en je AV/PI paket (Abcam, UK). Istovremenim bojenjem sa AV/PI, razlikuju se Zive Celije
(AV-PI-), ¢elije u ranoj apoptozi (AV+PI-), kasnoj apoptozi (AV+PI+) i nekroti¢ne Celije (AV-PI+).
Celije su zasejane na adherentne ploce sa 6 bunari¢a (300 000 ¢elija po bunari¢u SH-SY5Y, 50 000
Celija po bunari¢cu HaCaT, 200 000 celija po bunaricu C6, RC6, U87, U87-TxR) u 1 mL
odgovarajuéeg medijuma i ostavljene 24 h da se adaptiraju. Celije SH-SY5Y i HaCaT su tretirane 48
h sa 0,7 uM DVD-438, 2,1 uM DVD-439, 0,4 uM DVD-440, 0,2 uM DVD-443, 1,3 uM DVD-444 i 4 uM
DVD-445. Celije C6, RC6, U87 i U87-TxR su tretirane 72 h sa 2 pM DVD-444 i 10 uM DVD-445.
Nakon tretmana, medijum u kome su Celije gajene (a koji sadrzi neadherentne i mrtve Celije),
zajedno sa tripsiniziranim adherentnim ¢elijama je centrifugiran. Na talog je sipano 100 pL pufera
iz test paketa, sa AV i PI u odnosu zapremina 1:1 (2 uL AV i 2 pL PI). Nakon inkubacije 10 min na
sobnoj temperaturi u mraku, dodato je jos 400 pL pufera i AV/PI fluorescenca je analizirana u
roku od 1 h nakon bojenja. Intenzitet fluorescence je meren na zelenom FL1 i crvenom FL2 kanalu
CyFlow Space citofluorimetra. Analizirano je minimum 20 000 dogadaja po uzorku. Kao referentni
sistem odnosa Zivih, ranih apoptotskih, kasnih apoptotskih i nekroti¢nih ¢elija, koriS¢ene su
netretirane Celije sa preko 90% Zivih Celija (AV-PI-). Za analizu rezultata, koriS¢en je softverski
paket Summit.

3.12.4. Analiza proliferacije celija

Proliferacija U87 i U87-TxR ¢elija nakon tretmana sa DVD-444 i DVD-445 je analizirana
citofluorimetrijski upotrebom CFSE boje [210]. Intenzitet fluorescence CFSE postepeno opada sa
svakom celijskom deobom, te je moguce proceniti stepen proliferacije kod tretiranih celija u
poredenju sa netretiranim celijama [211]. Nakon tripsinizacije, ¢elije su prebrojane i po 600 000
¢elija je isprano u PBS-u, a potom resuspendovano u 5 pM CFSE u PBS-u i inkubirano na 37 °C, 15
min. Nakon inkubacije, ¢elije su isprane tri puta u PBS-u, resuspendovane u 5 mL medijuma i
podeljene u 5 bunariéa na adherentnoj mikrotitar plo¢i sa 6 bunariéa. Celije su tretirane istog dana
sa 2 uM DVD-444 i 8 uM DVD-445 2 h nakon sejanja. Nakon 72 h, Celije su tripsinizirane, isprane
dva puta u PBS-u i resuspendovane u 1 mL PBS. Fluorescenca je merena na FL1 kanalu
citofluorimetra CyFlow Space. Analizirano je minimum 20 000 dogadaja po uzorku. Rezultati su
analizirani softverskim paketom Summit.

3.12.5. Akumulacije rodamina 123

Fluorescentna boja rodamin 123 (Rho123) je supstrat za efluksnu pumpu P-gp i koristi se
za ispitivanje aktivnosti P-gp na membrani Celija [212]. Intenzitet fluorescence Rho123 u Celijama
[213] je obrnuto proporcionalan aktivnosti P-gp. Akumulacija Rho 123 je analizirana u U87-TxR
Celijama, u akutnom tretmanu (30 min) sa supstancama DVD-444 i DVD-445. Takode, test
akumulacije Rho123 je korisS¢en za ispitivanje interakcije analoga DVD-445 (1, 3, 4, 7, 9, 20, 34) sa
P-gp u uslovima akutnog (30 min) i produZenog (72 h) tretmana. Kao pozitivna kontrola inhibicije
aktivnosti P-gp, koriScen je tarikvidar (TQ), poznati inhibitor P-gp pumpe. Akumulacija Rho 123 u
U87 cCelijama je koriS¢ena za poredenje sa akumulacijom Rho 123 u U87-TxR ¢elijama.

U testu akutnog tretmana (30 min), ¢elije su tripsinizirane i prebrojane, a potom je 200 000
¢elija po grupi razdeljeno u tube za protocni citofluorimetar i resuspendovano u 1 mL medijuma
za gajenje. Celije su tretirane odgovaraju¢im koncentracijama supstanci: 1uM za DVD-444 i 2,5, 5 i
10 uM za DVD-445 i njegove analoge 1, 3, 4, 7, 9, 20, 34. Celije tretirane sa 50 nM TQ su
upotrebljene kao pozitivna kontrola. Odmah nakon tretmana, uzorcima je dodato 5 uM Rho123, i
oni su inkubirani na 37 °C u vlaZznoj atmosferi sa 5% COz, 30 min. U testu produZenog tretmana
(72 h), ¢elije su tripsinizirane i zasejane na adherentnu mikrotitar plo¢u sa 6 bunari¢a (200 000
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¢elija po bunari¢u), nakon ¢ega su ostavljene 24 h da se adaptiraju. Potom su tretirane sa DVD-445
i njegovim analozima 1, 3, 4, 7, 9, 20, 34 (2,5 uM), u trajanju od 72 h. Celije su nakon zavrienog
tretmana tripsinizirane, isprane jednom u PBS-u i resuspendovane u 1 mL medijuma koji je
sadrZzao 5 uM Rho123. Potom su uzorci inkubirani na 37 °C u vlaZnoj atmosferi sa 5% COz, 30 min.
Nakon perioda akumulacije u oba eksperimentalna testa, uzorci su centrifugirani, isprani dva puta
u PBS-u i finalno resuspendovani u 1 mL PBS-a. Fluorescenca uzoraka je ocitana na FL1 kanalu
citofluorimetra i rezultati su analizirani softverskim paketom Summit.

3.13. Test degradacije Zelatina

VaZna osobina invazivnih Celija je sposobnost degradacije vancelijskog matriksa, usled
poviSene ekspresije matriksnih metaloproteinaza (MMP). Invazivna sposobnost tumorskih celija
se procenjuje merenjem stepena degradacije Zelatina, kao mere aktivnosti MMP. Zelatin je, naime,
supstrat za MMP2 i MMP9. U analizi invazivnih sposobnosti humanih i pacovskih glioma, nakon
tretmana supstancama DVD-444 i DVD-445, koriS¢en je Zelatin poreklom od svinjske koZze,
konjugovan sa fluorescentnom zelenom bojom (eng. Gelatin From Pig Skin, Oregon green 488
conjugate, ThermoFisher Scientific, SAD).

Mikroskopska pokrovna stakla su pripremljena za eksperiment dan pre koris$¢enja, tako Sto
su obrisana 70% etanolom i ostavljena pod UV svetlom. Zelatin je zagrejan 10 min na 37 °C i
rastvoren u PBS puferu, u razmeri 1:8. Na dno bunari¢a mikrotitar ploce sa 6 bunarica razliveno je
po 50 pL Zelatina (0,625 mg/pL finalno). Potom je Zelatinu dodato 30 uL 0,25% glutaraldehida
(0,09% finalno), koji katalizuje umreZavanje Zelatina. Preko Zelatina u bunari¢ima mikrotitar
ploca su stavljena pokrovna stakla i inkubirana su minimalno 15 min na + 4 °C. Nakon perioda
inkubacije, Zelatin je u vidu ravnomernog sloja formirao prevlaku na pokrovnom staklu. Pokrovna
stakla sa Zelatinom su prebacena u nove mikrotitar ploce sa 6 bunarica, tako da je Zelatin sa gornje
strane pokrovnog stakla. Celije (50 000 ¢elija po grupi za sve celijske linije) koje su prvobitno
resuspendovane u 150 pL medijuma, razlivene su na pokrovna stakla, tako da formiraju
kompaktnu kap na povrsini Zelatina i tako ostavljene u inkubatoru za gajenje Celija nekoliko sati,
da adheriraju za Zelatinsku povrSinu. Potom je dodato medijuma do 1 mL zapremine bunarica i
¢elije su tretirane 24 h sa 2 uM DVD-444 i 8 uM DVD-445. Nakon zavrSenog tretmana, medijum iz
bunaric¢a je uklonjen i preko pokrovnih stakala je sipano 300 uL 4% PFA, za fiksaciju ¢elija, 10 min
na sobnoj temperaturi u mraku. PFA je uklonjen i na Celije je nanet rastvor 0,1% tritona X u PBS-u,
radi permeabilizacije membrana Celija, 10 min na sobnoj temperaturi u mraku. Pokrovna stakla su
pazljivo isprana jednom u PBS-u, nakon ¢ega je na stakla naneto po 100 pL smeSe ActinRed™ 555
(ThermoFisher Scientific, SAD) prema protokolu proizvodaca (1 kap/mL) i Hoechst 33342 (1:500)
u PBS-u. ActinRed™ 555 sluzi za vizuelizaciju aktina, a Hoechst 33342 za vizuelizaciju ¢elijskih
jedara. Pokrovna stakla su paZljivo isprana dva puta u PBS-u, nakon ¢ega su, uz pomo¢ glicerola u
rastvoru (Mowiol® 4-88, Sigma-Aldrich, Nemacka) fiksirana na mikroskopske plocice. PloCice su
slikane na 20x uvelitanju na Axiowert fluorescentnom mikroskopu (Zeiss, Svajcarska),
koriS¢enjem softvera AxioVision 4.8. Rezultati su analizirani u softverskom paketu Image]. Meren
je broj celija koje su degradirale Zelatin, kao i povrSina degradirane oblasti u Zelatinu. Racunat je
odnos povrsine degradirane oblasti u odnosu na broj ¢elija, Sto predstavlja stepen degradacije
Zelatina od strane pojedinacne Celije. Analizirano je najmanje 100 ¢elija po eksperimentu.

3.14. Test invazije i migracije Celija
Pored invazivnih sposobnosti enzimske razgradnje proteina vancelijskog matriksa ili
bazalne membrane, metastatske tumorske Ccelije se odlikuju i migratornim sposobnostima,
odnosno mogu da se kre¢u ka izvoru hemijskog ili fizickog stimulusa. Sposobnost invazije i
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migracije ¢elija humanih i pacovskih glioma nakon tretmana supstancama DVD-444 i DVD-445 je
analizirana proucCavanjem kretanja Celija kroz poroznu membranu, obloZenu matrigelom. U
ispitivanju je koriS¢en komercijalno dostupan Matrigel® sacinjen od smeSe vancelijskih proteina
koje sekretuju Engelbret-Holm-Svarm (EHS) celije miSjeg sarkoma i komorice sa poroznim
membranama, precnika 6,4 mm i dijametra pora 8 pm (BD Labware, Bedford, MA, SAD).

Komore su stavljane u adherentne mikrotitar ploce sa 24 bunari¢a. Gornja povrsSina
membrana je obloZena tankim slojem matrigela rastvorenim u MEM medijumu bez FBS seruma u
odnosu zapremina 1:10. U komorice je razliveno po 50 pL smeSe, a potom je usledila inkubacija
preko noci na 37 °C, kako bi smeSa polimerisala. Nakon inkubacije, u bunarice ispod komorica je
dodat medijum, i to medijum sa 10% FBS za pozitivne netretirane kontrole i tretmane, a medijum
bez FBS za negativne netretirane kontrole. FBS sluZi kao hemijski atraktant za migraciju celija
kroz pore membrane. U komorice sa polimerisanim matrigelom nanete su ¢elije, resuspendovane
u 200 pl medijuma bez FBS (70 000 ¢elija za C6 i RC6, a 150 000 ¢elija za U87 i U87-TxR). Celije su
tretirane 24 h sa 2 uM DVD-444 i 8 uM DVD-445 ubrzo nakon sejanja u komore. Po zavrSenom
tretmanu, komore sa membranama su premestene u nove bunari¢e mikrotitar ploce i uronjene u
0,5 mL 4% PFA na sobnoj temperaturi 10 min, kako bi se ¢elije, koje su migrirale na donju stranu
membrane, fiksirale. Potom su ¢elije sa gornje strane komore, koje nisu migrirale u toku tretmana,
sastrugane higijenskim Stapi¢em sa sanitetskom vaticom i tupom metalnom Spatulom. Tako
pripremljene komore su uronjene u bunari¢e mikrotitar ploce sa po 500 pL Hoechst 33342 u PBS-
u (1:1 000) na sobnoj temperaturi 15 min kako bi se izvrsila vizuelizacija jedara celija. Membrane
su isprane tri puta u PBS-u, nakon ¢ega su ise¢ene hirurSkim nozi¢em i fiksirane na mikroskopsku
ploCicu u rastvoru glicerola (Mowiol® 4-88, Sigma-Aldrich, Nemacka). Membrane su slikane na
10x uvelicanju na Axiowert fluorescentnom mikroskopu koriS¢enjem softvera AxioVision 4.8.
Minimum 10 razli¢itih delova membrane je slikano po uzorku. Slike dobijene na fluorescentnom
mikroskopu su analizirane u softverskom paketu Image]. Broj ¢elija u tretiranim grupama se
normalizuje u odnosu na broj ¢elija u pozitivnoj kontroli, Sto ukazuje na stepen invazije celija.
Eksperiment se smatra uspeSnim ukoliko u negativnoj kontroli ima manje od 20% migriranih
¢elija u odnosu na 100% migriranih celija u pozitivnoj kontroli.

3.15. Statisticka analiza rezultata

Statisticka analiza rezultata je izvrSena uz pomoc¢ softverskog paketa GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, Inc., CA, USA). Normalna raspodela podataka je ispitana D’Agostino i Pearson
omnibus testom. Podaci dobijeni u MTT testu, qPCR, analizom ekspresije proteina imunoblotom i
pri citofluorimetrijskom imunobojenju su statisticki obradeni dvofaktorskim ANOVA testom.
Podaci dobijeni u kolorimetrijskom testu odredivanja relativne kolicine GSH su analizirani
jednofaktorskim ANOVA testom. Rezultati dobijeni u testovima degradacije gela, migracije i
invazije nisu imali normalnu distribuciju, te su analizirani Kruskal-Wallis testom, sa Dunn-
Bonferroni post hoc testom. Razlika izmedu eksperimentalnih grupa je smatrana znacajnom
ukoliko je p < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Inhibitorna svojstva UMA
Potencijal novosintetisanih UMA da inhibiraju TrxR1 je ispitan koriS¢enjem tri
komplementarna metodoloska pristupa - na ukupnom sadrZaju proteina cCelijskog lizata, na
izolovanom enzimu TrxR1 pacova, kao i na celokupnom Trx redoks sistemu. Kineticki
kolorimetrijski eseji za pracenje aktivnosti TrxR su ukljucivali ispitivanja na Celijskim lizatima i na
samom enzimu, dok je aktivnost Trx sistema procenjena insulinskim testom u krajnjoj tacki
ispitivanja. Piperlongumin je, kao poznati inhibitor TrxR, koriS¢en kao kontrolna supstanca.

Tabela 6. Potencijal UMA i piperlongumina da inhibiraju aktivnost TrxR1.

ICs0, uM ICs0, ptM Insulinski
Supstance SH-SY5Y TrxR1 test
celijski lizat pacova ICs0, ptM
DVD-434 29,30+9,98 NO NO
DVD-435 >200 NO NO
DVD-436 >200 NO NO
DVD-437 >200 NO NO
DVD-438 51,24+5,85 3,12+0,83 5,28+0,32
DVD-439 31,84+5,04 4,20+0,34 6,61+0,26
DVD-440 16,01+1,98 1,74+0,07 0,76+0,03
DVD-441 76,62+55,58 NO NO
DVD-442 81,63+48,78 NO NO
DVD-443 17,44+0,91 0,93+0,20 0,82+0,04
DVD-444 8,58+2,11 1,2540,22 2,51+0,42
DVD-445 7,26+0,36 0,60+0,09 0,96+0,06
DVD-446 30,54+25,20 NO NO
piperlongumin 45,88+6,55 NO NO

Inhibitorna svojstva supstanci su testirana na Celijskom lizatu SH-SY5Y, enzimu TrxR1 pacova i
insulinskim testom. Vrednosti su predstavljene kao ICs0 * SE u uM. “NO”: nije odredeno.

4.1.1. UMA inhibiraju aktivnost TrxR u celijskom lizatu

Ukupni sadrzaj proteina cCelija SH-SY5Y je koriS¢en u testovima aktivnosti TrxR za inicijalnu
selekciju supstanci. Prvobitnu seriju sintetisanih UMA je ¢inilo 13 supstanci (DVD-434 - DVD-
446). Ispitivanje aktivnosti TrxR kolorimetrijskim testom se zasniva na redukciji DTNB supstrata.
Uticaj supstanci na aktivnost TrxR je prvo ispitan pri visokoj koncentraciji od 200 uM. U ovoj fazi
testiranja, supstance DVD-435, DVD-436 i DVD-437 su pokazale inhibiciju enzima nizu od 50% u
odnosu na kontrolu, te nisu uzimane u obzir u daljem testiranju. Za ostale supstance, odredena je
ICs0 vrednost inhibicije aktivnosti TrxR u ¢elijskom lizatu, u koncentracionom opsegu 1 - 200 uM
(Tabela 6). Odredena je i ICso vrednost i za piperlongumin. Supstance DVD-434, DVD-441, DVD-
442 i DVD-446 su, nakon odredivanja ICso vrednosti eliminisane iz daljeg ispitivanja, ili zbog
visokih vrednosti za ICso ili zbog velikih varijacija u dobijenim vrednostima za ICso pri ponavljanju
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eksperimenata (Tabela 6). Supstance DVD-438, DVD-439, DVD-440, DVD-443, DVD-444 i DVD-445
su pokazale visoku reproducibilnost i relativno niske ICso vrednosti u testu inhibicije aktivnosti
TrxR, pri cemu su sve supstance, osim DVD-438, imale niZe ICso vrednosti od pozitivne kontrole,
piperlongumina.

4.1.2. UMA specifi¢no inhibiraju TrxR1

Supstance DVD-438, DVD-439, DVD-440, DVD-443, DVD-444 i DVD-445 su dalje testirane
za odredivanje tipa interakcije sa enzimom TrxR1. U testu je koriS¢ena komercijalno dostupna
rekombinantna TrxR1 pacova, koja sadrzi Sec kataliticki domen. Pri inicijalnom testiranju, svih 6
testiranih supstanci je ispoljilo inhibitorna svojstva na enzimu pri koncentraciji od 25 pM, te je u
daljem testiranju koriS¢en koncentracioni opseg od 0,25 do 25 uM (Tabela 6). ICso vrednosti svih 6
supstanci su bile ispod 5 uM. NajniZa ICso vrednost dobijena je za supstancu DVD-445 (0,60 *
0,09).

4.1.3. UMA inhibiraju celokupan tioredoksinski sistem

Uticaj inhibitora TrxR1 na celokupan Trx sistem je ispitan u insulinskom testu. Test se
zasniva na indirektnom merenju aktivnosti Trx sistema, putem detekcije koli¢ine redukovanih
proteina (u ovom slucaju insulina) od strane Trx, pri ¢emu se Trx redukuje na racun TrxR1 i
NADPH (opisano u odeljku 3.5.4. Insulinski test za odredivanje aktivnosti Trx sistema). Svih 6
UMA su pokazali inhibitorna svojstva na Trx sistemu, koja blisko odgovaraju rezultatima
dobijenim u testu sa TrxR1 (Slika 15). Pirsonovim korelacionim testom, inhibicija izolovane TrxR1
i Trx sistema ispitivanim supstancama je pokazala znacajnu pozitivnu korelaciju (r = 0.96 - 0.98)
(Tabela 7).
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Slika 15. Odnos inhibicije aktivnosti TrxR1 i Trx sistema. Ispitan je uticaj UMA inhibitora na
aktivnost izolovanog enzima TrxR1 i sistema koji, pored TrxR1 sadrzi i Trx. Inhibicija izolovanog
enzima je ispitana u kinetickom testu redukcije DTNB od strane TrxR1. Aktivnost Trx sistema je
ispitana u insulinskom testu u krajnjoj tacki, u kome je mera aktivnosti sistema koli¢ina
redukovanog proteina (insulina) od strane Trx. Na graficima je predstavljena zavisnost %
aktivnosti TrxR1 od koncentracije testirane supstance u pM.
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Tabela 7. Pirsonov korelacioni test inhibicije TrxR1 i Trx sistema.

Sifre r P Znacajnost
DVD-438 0,98 <0,0001 okekok
DVD-439 0,96 0,0002 ook
DVD-440 0,97 0,0001 ook
DVD-443 0,98 <0,0001 okekok
DVD-444 0,98 <0,0001 okekok
DVD-445 0,98 <0,0001 okekok
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Isti opseg koncentracija je upotrebljen u oba testa ispitivanja aktivnosti TrxR1. Faktor r ukazuje na
visok stepen korelacije izmedu inhibicije aktivnosti TrxR1 pacova u kinetickom testu redukcije DTNB
supstrata i insulinskom eseju.

4.1.4. Odredivanje tipa inhibicije TrxR1 od strane UMA

Kolorimetrijski test redukcije DTNB sa rekombinantnom TrxR1 je dalje koriS¢en za
ispitivanje tipa inhibicije enzima TrxR1. Da bi se utvrdilo da li je tip inhibicije TrxR1 reverzibilan
ili ireverzibilan proces, izvrSene su varijacije zapremine inkubacione smeSe u prisustvu NADPH
(90 ili 50 pL) u koje je dodata ista zapremina inhibitora odredene koncentracije, te je
koncentracija inhibitora tokom inkubacije u zapremini od 50 pL gotovo duplo veca nego u
zapremini od 90 pL. Nakon inkubacije, u reakcione smeSe obe zapremine je dodat DTNB do finalne
zapremine od 100 pL. Rezultati ovih eksperimenata su prikazani na Slici 16. Inkubacija inhibitora
sa enzimom u zapremini od 50 pL jeste dovela do trenda snazZnije inhibicije u odnosu na
zapreminu 90 pL, Sto ukazuje na ireverzibilnu inhibiciju enzima, iako opaZene promene nisu
znacajne.

Pored toga, test redukcije DTNB sa rekombinantnom TrxR1 je upotrebljen kako bi se
utvrdilo da li inhibitori deluju na oksidovanu ili redukovanu formu enzima (Slika 16).
Pretpostavka je da UMA inhibitori interaguju sa Sec katalitickim domenom redukovanog TrxR1
enzima. U eksperimentalnoj postavci su inhibitori inkubirani u istim zapreminama reakcione
smeSe (50 pL), sa ili bez NADPH, koja bi generisala redukovanu formu TrxR1. Pokazano je da je
efekat inhibicije znacajno niZi ukoliko je testirana supstanca inkubirana sa oksidovanom formom
enzima, bez prisustva NADPH (Slika 16), Sto je potvrdilo polaznu pretpostavku o interakciji UMA
sa redukovanom TrxR1.
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Slika 16. Odredivanje tipa inhibicije TrxR1. U testu aktivnosti TrxR1 pacova, enzim je, pre
dodavanja supstrata, inkubiran sa istom koli¢inom inhibitora, u razli¢itim zapreminama
inkubacione smese (90 i 50 pl), u prisustvu NADPH. U slucaju zapremine inkubacione smeSe od 50
uL, testirana je inhibicija i bez prisustva NADPH. Nakon perioda inkubacije u razli¢itim
zapreminama, kao i sa i bez NADPH, finalni volumen reakcionih smeSa svih komponenti bio je
identican po dodavanju DTNB supstrata. Na graficima je predstavljena zavisnost % aktivnosti
TrxR1 od koncentracije testirane supstance u pM.

4.2. Ispitivanje selektivnosti UM A ka tumorskim celijama

4.2.1. Ekspresija komponenti Trx sistema u ¢elijskim linijama

Analiza ekspresije iRNK Trx1 i TrxR1 (Slika 17) i TrxR1 proteina (Slika 18) kod humanih
¢elijskih linija neuroblastoma (SH-SY5Y), glioblastoma (U87) i normalnih ¢elija - keratinocita
(HaCaT), posluZila je za uporedivanje Trx sistema u navedenim ¢elijskim linijama.
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Slika 17. Uporedna ekspresija Trx1 i TrxR1 iRNK u ¢elijskim linijama U87, SH-SY5Y i HaCaT.
Relativna ekspresija Trx1 i TrxR1 iRNK je normalizovana u odnosu na endogenu kontrolu -aktin.
Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost * SD iz tri nezavisna eksperimenta (n = 3). p <
0,0001 (****) ukazuje na znacajnost razlike u odnosu na HaCaT celije. p < 0,01 (##) i p < 0,0001
(####) ukazuje na statisticku znacajnost izmedu U87 i SH-SY5Y (Celija.
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Slika 18. Uporedna analiza ekspresije TrxR1 proteina u celijskim linijama U87, SH-SY5Y i
HaCaT. Ekspresija TrxR1 je normalizovana u odnosu na endogenu kontrolu GAPDH.
Reprezentativne slike imunoblotova su priloZene uz grafik. Prosec¢na vrednost + SD su dobijene iz

tri nezavisna eksperimenta (n = 3). Statisticka znacajnost je utvrdena izmedu ekspresije TrxR1
kod U87 i HaCaT, p < 0,05 (*).

Ekspresija TrxI iRNK je znacajno viSa kod HaCaT Ccelija, u poredenju sa U87 (p < 0,0001) i
SH-SY5Y (p < 0,01) ¢elijama (Slika 17), dok je ekspresija TrxR1 iRNK oko 4 puta visa kod U87 celija
u odnosu na SH-SY5Y (p < 0,0001) i HaCaT (p < 0,0001) celije (Slika 17). Odnos ekspresije
proteina TrxR1 medu razli¢itim ¢elijskim linijama je u saglasnosti sa odnosom ekspresija na nivou

iRNK i potvrduje da U87 celije sadrZe oko 2 puta viSe TrxR1 nego SH-SY5Y i HaCaT celije (p <
0,05) (Slika 18).

4.2.2. Uporedivanje efekta UMA na rast tumorskih i normalnih ¢elija

Efekat 6 UMA na metabolicku aktivnost i Celijski rast je utvrden MTT testom, izlaganjem
SH-SY5Y, U87 i HaCaT Ccelija, kao i Celija krvi (PBMC) dejstvu supstanci, u trajanju od 72 h. Kao
kontrolna supstanca upotrebljen je piperlongumin, poznati inhibitor TrxR1. Svih 6 UMA supstanci
i piperlongumin su doveli do inhibicije Celijskog rasta sve tri celijske linije i ¢elija krvi. Za
uporedivanje efekta koriS¢ene su ICso vrednosti inhibicije Celijskog rasta prikazane u Tabeli 8.
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Tabela 8. Efekat inhibitora TrxR1 na celijski rast U87, SH-SY5Y, HaCaT i PBMC.

Supstance ICs0, pM RFSa
u87 SH-SY5Y HaCaT PBMC
DVD-438 1,41+0,13 | 1,77+0,11 | 1,56+0,19 | 1,62+0,5 1,0
DVD-439 15,19+1,8 | 4,94+0,45 | 5,45+0,23 | 15,34+3,8 1,8
DVD-440 0,46+0,06 | 0,90+0,02 | 0,83+0,03 | 2,10+0,83 2,9
DVD-443 0,80+0,08 | 0,56+0,03 | 1,06+0,04 | 5,60+0,80 6,9
DVD-444 2,92+0,34 | 2,96+0,31 | 1,05£0,07 | 7,29+2,59 3,2
DVD-445 9,70+0,39 | 10,99+0,8 | 8,30+0,44 | 55,71+5,1 5,8
piperlongumin | 7,18+0,24 | 5,94+0,33 | 3,03+0,38 NO NO

Vrednosti su predstavljene kao ICso + SE u uM. ?Relativan faktor selektivnosti (RFS) je predstavljen
kao odnos ICso vrednosti PBMC i prosecne ICso vrednosti u Celijskim linijama (RFS = ICso [PBMC] /
[(ICs50 [U87] + IC50 [SH-SY5Y] + IC50 [HaCaT]) / 3]). ,NO“: nije odredeno.

MTT testom je utvrdeno da, sa izuzetkom DVD-438 i DVD-439, ostala 4 inhibitora TrxR1
imaju vise izraZen efekat na rast komercijalnih ¢elijskih linija (bilo tumorskih, bilo normalnih) u
odnosu na neproliferiSuce celije krvi (PBMC). Najbolju selektivnost ka proliferiSu¢im celijama
(U87, SH-SY5Y i HaCaT) pokazale su supstance DVD-443 i DVD-445 cije ICso vrednosti na
komercijalnim c¢elijskim linijama su do sedam i Sest puta, redom, niZe od ICso vrednosti dobijenih
na PBMC (Tabela 8).

4.2.3. Indukcija oksidativnog stresa pod dejstvom UMA

Kako bi se utvrdilo da li tretman sa UMA izaziva oksidativni stres usled inhibicije TrxR1,
analiziran je sastav RONS u tumorskim (U87 i SH-SY5Y) i normalnim (HaCaT) ¢elijama, nakon 24 h
tretmana koncentracijama pribliZnim ICso vrednostima dobijenim u testu metabolicke aktivnosti
(opisan u odeljku 3.8 Analiza oksidativnog stresa prouzrokovanog tretmanom).
Citofluorimetrijskim obeleZavanjem Ccelija fluorescentnom bojom DHE odredeno je prisustvo
superoksidnog anjona (Slika 19). PoSto tretman sa UMA nije doveo do znacajnih razlika u
intenzitetu fluorescence DHE obeleZenih celija, promene u koncentraciji superoksidnog anjona
nisu mogle biti uoCene nakon 24 h tretmana (Slika 19). Promena koncentracije peroksinitrata i
vodonik-peroksida (RONS) analizirana je obeleZavanjem celija sa DHR (Slika 20). Rezultati
citofluorimetrijske analize nakon DHR obeleZavanja cCelija prikazani su na Slici 20. Analiza
intenziteta fluorescence proizvoda DHR boje je pokazala da tretman supstancama DVD-438, DVD-
440, DVD-444 i DVD-445 indukuje porast koli¢ine slobodnih radikala kod SH-SY5Y ¢elija nakon 24
h. Najveci porast u nivou RONS je zabeleZen nakon tretmana supstancom DVD-444 kod SH-SY5Y
¢elija (Slika 20).
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Slika 19. Odredivanje superoksidnog anjona DHE obelezavanjem U87, SH-SY5Y i HaCaT
¢elija. Celije su obelezene DHE bojom nakon 24 h tretmana sa 6 UMA. Na grafiku je predstavljen
procenat intenziteta fluorescence u odnosu na netretiranu kontrolu (crvena linija). Rezultati su
predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM intenziteta fluorescence iz tri nezavisna eksperimenta

(n=3).
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Slika 20. Odredivanje RONS DHR obelezavanjem U87, SH-SY5Y i HaCaT éelija. Celije su
obeleZene DHR bojom nakon 24 h tretmana sa 6 UMA supstanci. (A) Na grafiku je predstavljen
procenat intenziteta fluorescence u odnosu na netretiranu kontrolu (crvena linija). Rezultati su
predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM intenziteta fluorescence iz tri nezavisna eksperimenta
(n = 3). (B) Reprezentativni citofluorimetrijski profili intenziteta fluorescence u SH-SY5Y Celijama,
dobijen nakon 24 h izlaganja supstancama DVD-438, DVD-440 i DVD-444. Statisticki znacajne
razlike u odnosu na netretiranu kontrolu SH-SY5Y su uvrdene za tretmane sa DVD-440 (p < 0,05

(*)) i za DVD-444 (p < 0,001 (***)).

4.2.4. Selektivnost UMA ka tumorskim celijama na nivou indukcije celijske smrti

Dvojno obelezavanje celija sa AV/PI je koriS¢eno za utvrdivanje tipa celijske smrti i
postojanja selektivne indukcije Celijske smrti pod dejstvom UMA kod tumorskih SH-SY5Y ¢elija u
odnosu na normalne HaCaT Ccelije. Pokazano je da svih 6 UMA supstanci indukuju nekrozu kod

54



ispitivanih ¢elijskih linija (Slika 21). VazZno je ista¢i da ispitivane supstance u znatno vecoj meri
indukuju nekrozu kod celija neuroblastoma, u poredenju sa normalnim keratinocitama, Sto
potvrduje selektivnost UMA ka tumorskim celijama. Supstance DVD-438 i DVD-444 u najvecoj
meri povecavaju procenat nekroti¢nih celija, Sto je u skladu sa njihovim uticajem na povecanje
RONS u SH-SY5Y ¢elijama. Tako, DVD-438 i DVD-444 indukuju nekrozu kod 41,62% i 61,97% SH-
SY5Y Celija, redom, a svega 9,65% i 29,45% kod HaCaT celija, redom (Slika 21).
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Slika 21. Indukcija éelijske smrti pod dejstvom UMA. Celijska smrt kod (A) SH-SY5Y i (B)
HaCaT je analizirana AV/PI fluorescentnim obelezavanjem cCelija nakon 48 h tretmana. X-osa
kvadranta predstavlja signal fluorescence AV, Y-osa predstavlja signal fluorescence PIL
Citofluorimetrijskom analizom se razlikuju Zive ¢elije (donji levi kvadrant, AV-PI-), rana apoptoza
(donji desni kvadrant, AV+PI-), kasna apoptoza (gornji desni kvadrant, AV+PI+) i nekroza (gornji
levi kvadrant, AV-PI+). U kvadrantima je upisan udeo celija u datom kvadrantu od ukupnog broja
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¢elija (procentualne vrednosti). Na slici su prikazani reprezentativni citofluorimetrijski profili iz
tri nezavisno ponovljena eksperimenta.

4.3. Mehanizam dejstva UMA u modelima senzitivnih i viSestruko rezistentnih celija glioma

Antitumorski potencijal novih TrxR1 inhibitora DVD-444 i DVD-445 ispitivan je u dva para
senzitivnih i viSestruko rezistentnih Celijskih linija glioma, sa razli¢itim antioksidativnim
kapacitetima: C6 i RC6 celije glioma pacova, i U87 i U87-TxR cCelije humanog glioblastoma. RC6
¢elije, u okviru rezistentnog fenotipa ispoljavaju rezistenciju na karmustin, kojim je rezistencija
indukovana, ali i na cisplatin, i na TMZ. Osnovni mehanizam rezistencije RC6 je adaptacija na
oksidativni stres, sa poviSenom produkcijom RONS i visokom ekspresijom antioksidantnih enzima
(GPx1, MnSOD, iNOS) [191]. ViSestruko rezistentne U87-TxR celije su dobijene od U87 celijske
linije humanog glioblastoma nakon kontinuiranog izlaganja PTX. Osnovna osobina U87-TxR je
prekomerna ekspresija P-gp, kao i niZza produkcija RONS, pra¢ena niZim sadrZajem GSH i GSTn
[190, 214]. Polazna osnova za koriS¢enje ova dva modela rezistentnih celijskih linija glioma je bila
da razlike u antioksidativnim kapacitetima mogu uticati na njihov odgovor na oksidativni stres
indukovan TrxR1 inhibitorima.

4.3.1. Efekat UMA na rast senzitivnih i viSestruko rezistentnih celija glioma

Dejstvo UMA na metabolicku aktivnost i ¢elijski rast glioma pacova, C6 i RC6, kao i humanih
glioblastoma, U87 i U87-TxR, je ispitano MTT testom nakon 72 h tretmana. ICso vrednosti MTT
testa, kao i stepen rezistencije su prikazani u Tabeli 9. Svih 6 supstanci je ispoljilo znacajan
inhibitorni efekat na Celijski rast u sve Cetiri ¢elijske linije, sa ICso < 30 uM. Ve(i stepen rezistencije
(>2) je uocen samo na DVD-438 kod U87-TxR ¢elijske linije.

Tabela 9. Efekat UMA na celijski rast glioma.

ICs0, M aRFR ICso, pM
Cé6 RC6 us7 U87-TxR
DVD-438 | 1,250,334 | 1,73+0,25 | 1,4 | 1,41:0,13 | 3,780,78 | 2,7
DVD-439 | 6,43%0,81 | 564+1,45| 0,9 |1519+1,81 | 24,16210,81 | 1,6
DVD-440 | 0,46%0,15 | 0,86:0,1 | 1,9 | 0,46+0,06 | 0,67+0,04 | 1,5
DVD-443 | 0,82+0,07 | 1,32#0,71| 1,6 | 0,80+0,08 | 0,61+0,10 | 0,8
DVD-444 | 1,68+0,27 | 2,19+0,57 | 1,3 | 2,92+0,34 | 2,57+0,35 | 0,9
DVD-445 | 10,81+2,83 | 8,15+1,08| 0,7 | 9,70%0,39 | 9,31x0,32 | 1,0

Vrednosti su predstavljene kao ICso # SEM u uM. Relativan faktor rezistencije (RFR) je predstavljen
kao odnos ICso vrednosti rezistentne senzitivne Celijske linije (°RFR = ICso [RC6] / ICs0 [C6], PRFR =
ICs0 [U87-TxR] / ICs0 [U87]).

bRFR

Supstance

4.3.2. UMA prouzrokuju oksidativni stres kod Celija glioma

Potencijal 6 inhibitora TrxR1 da indukuju oksidativni stres u ¢elijama glioma odreden je
citofluorimetrijskom analizom intenziteta fluorescence nakon interakcije DHE sa superoksidnim
anjonom (Slika 22) i nakon interakcije DHR sa peroksinitritom i vodonik-peroksidom (Slika 23).
Tretman supstancama u trajanju od 24 h nije doveo do znacajnog porasta u koli¢ini superoksidnog
anjona u Celijama glioma (Slika 22). S druge strane, tretman 24 h sa UMA je doveo do znacajnih
promena u nivou RONS kod obe celijske linije rezistentnih glioma, RC6 i U87-TxR (Slika 23).
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Najveci porast u koncentraciji RONS je zabeleZen nakon tretmana sa DVD-444 kod celijske linije
U87-TxR (Slika 23).
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Slika 22. Detekcija superoksidnog anjona nakon tretmana celija glioma inhibitorima
TrxR1. Celije C6, RC6, U87 i U7-TxR su obeleZene DHE bojom 24 h nakon tretmana. Na grafiku je
predstavljen procenat intenziteta fluorescence u odnosu na netretiranu kontrolu (crvena linija).
Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM intenziteta fluorescence iz tri nezavisna
eksperimenta (n = 3).
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Slika 23. Detekcija RONS nakon tretmana ¢elija glioma inhibitorima TrxR1. Celije C6, RC6,
U87 i U87-TxR su obeleZene DHR bojom 24 h nakon tretmana. Na grafiku je predstavljen procenat
intenziteta fluorescence u odnosu na netretiranu kontrolu (crvena linija). Rezultati su
predstavljeni kao srednje vrednosti + SEM intenziteta fluorescence iz tri nezavisna eksperimenta
(n = 3). Statisticka znacajnost tretmana u odnosu na netretiranu kontrolu je prikazana na sledeci
nacin: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).

4.3.3. DVD-444 i DVD-445 povecavaju koncentraciju GSH kod celija glioma

Kako bi se utvrdilo da li tretman ovim supstancama utiCe na koncentraciju GSH,
kolorimetrijskim testom je analizirana promena relativne koli¢ine GSH nakon 24 h tretmana sa
DVD-444 i DVD-445 (Slika 25). Tretman DVD-444 je doveo do povecanja koncentracije
redukovanog glutationa u svim cCelijskim linijama glioma, dok je tretman DVD-445 pokazao trend
povecanja GSH kod svih Celijskih linija s tim da je znacajna razlika uo¢ena samo kod C6 celija.
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Slika 24 Koncentracija GSH u celijama C6, RC6, U87 i U87-TxR nakon tretmana sa 2 uM
DVD-444 i 8 uM DVD-445. Relativna koli¢ina GSH je prikazana u odnosu na netretiranu kontrolu
(crvena linija). Statisticka znacajnost tretmana DVD-444 u odnosu na netretiranu kontrolu je
oznacenaprikazana na sledeci nacin kao: p < 0,05 (*) i p < 0,01 (**), za DVD-445: p < 0,05 (#).

4.3.4. DVD-444 i DVD-445 menjaju ekspresiju antioksidativnih enzima

Ocekivana posledica inhibicije TrxR1 je povecana ekspresija enzima Trx sistema, Cime
¢elija pokusava da kompenzuje smanjenu aktivnost Trx sistema. Pored toga, u odgovoru na
oksidativni stres povecava se aktivnost odbrambenih sistema, izmedu ostalog i ekspresija enzima
antioksidativne zaStite. Kako bi se ispitalo da li 24 h tretman sa 2 uM DVD-444 i 8 uM DVD-445
utice na ekspresiju enzima oksidativne zastite u celijama C6, RC6, U87 i U87-TxR, analizirana je
ekspresija gena tioredoksinskog sistema (TRX1 i TRXR1), GSH sistema (GPX1, GPX4, GSTr i GR) i
antioksidativnih enzima MnSOD i CAT, qPCR metodom (Slika 25).

Oba inhibitora TrxR1 dovode do povecane ekspresije iRNK TRX1 (Slika 25A) i TRXR1 (Slika
24B). Ipak, tretman supstancom DVD-445 nije doveo do promene ekspresije enzima Trx sistema
kod U87-TxR (Slika 25A). Tretman DVD-444 je znacajno smanjio ekspresiju iRNK GPX1 i GPX4 u
sve 4 celijske linije glioma, dok je efekat DVD-445 bio promenljiv u zavisnosti od Celijske linije
(Slika 25C i 25D). Kod sve 4 celijske linije nakon tretmana sa oba TrxR1 inhibitora doSlo je do
povecanja ekspresije iRNK GR (Slika 25E). Najvec¢i porast u ekspresiji iRNK GSTr je zabeleZen
nakon tretmana sa DVD-444 kod celija C6 i RC6 (23 puta, odnosno 7,7 puta u odnosu na
netretiranu kontrolu), pri ¢emu je tretman sa DVD-445 takode doveo do znacajnog povecanja u
ekspresiji iRNK GSTm u ovim c¢elijskim linijama (4,5, odnosno 3 puta) (Slika 25F). Oba inhibitora
TrxR1 su dovela do povecane ekspresije GSTm i u Celijskim linijama humanih glioblastoma, ali u
manjoj meri (Slika 25F). NajviSe izraZen efekat povecanja je zabeleZen kod C6 i U87-TxR celija
nakon tretmana sa DVD-444 (3, odnosno 2,3 puta) (Slika 25F). DVD-444 je doveo do povecanja
ekspresije iRNK antioksidativnih enzima MnSOD (Slika 25G) i CAT (Slika 25H), kod senzitivnih, kao
i kod rezistentnih celijskih linija glioma, dok DVD-445 nije imala znacajan efekat na ekspresiju
iRNK MnSOD i CAT (Slika 25G i 25H).
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Slika 25 Relativna ekspresija antioksidativnih enzima u ¢elijama glioma pacova i humanih
glioblastoma nakon tretmana sa DVD-444 i DVD-445. Ekspresija iRNK je analizirana qPCR
metodom, nakon 24 h tretmana sa 2 uM DVD-444 (sivi stubi¢i) i 8 uM DVD-445 (crni stubici).
Tretmani sa supstancama su prikazani u odnosu na odgovaraju¢u netretiranu kontrolu (beli
stubi¢i). Ekspresija iRNK (A) TRX1, (B) TRXR1, (C) GPX1, (D) GPX4, (E) GR, (F) GSTm, (G) MnSOD i
(H) CAT je normalizovana u odnosu na endogenu kontrolu B-aktin (ACTB). Rezultati su
predstavljeni kao srednje vrednosti + SD, dobijeni u tri nezavisna eksperimenta (n = 3). Statisticki
znacajne razlike u odnosu na netretiranu kontrolu za DVD-444 su prikazane na sledeci nacin: p <
0,01 (**), p < 0,001 (***)ip<0,0001 (****), za DVD-445: p < 0,05 (#), p < 0,01 (##) i p < 0,0001
(H##H#H).

4.3.5. DVD-444 i DVD-445 menjaju ekspresiju proteina ASK1, RNR i TrxR1

Promena u nivou ekspresije TrxR1 proteina, kao i proteina ¢ija je funkcija regulisana Trx
sistemom je analizirana imunoobeleZavanjem C6, RC6, U87 i U87-TxR celija antitelima specificnim
za TrxR1, ASK1 i RNR. Nakon 24 h tretmana sa 2 uM DVD-444 i 8 uM DVD-445, uzorci Celija,
obeleZeni specificnim antitelima, su analizirani citofluorimetrijski (Slika 26).

Tretman DVD-444 je doveo do povecanja nivoa ekspresije TrxR1 proteina kod Cé6 celija, bez
statisticke znacajnosti, dok je nivo ekspresije kod RC6 celija ostao relativno nepromenjen. Nivo
ekspresije TrxR1 je bio znacajno povecan kod U87 i U87-TxR ¢elija nakon tretmana sa DVD-444.
Tretman sa DVD-445 je doveo do znacajnog poveéanja nivoa ekspresije TrxR1 samo kod
rezistentnih Celijskih linija (Slika 26A).

Tretman DVD-444 je doveo do znacajnog smanjenja nivoa ekspresije RNR samo kod U87-
TxR ¢elija, dok DVD-445 nije imao uticaja na nivo ekspresije RNR kod ispitivane 4 celijske linije
(Slika 26B).

Citofluorimetrijskom analizom je pokazano da ispitivane supstance nemaju isti efekat na
nivo ekspresije ASK1 proteina u razli¢itim ¢elijskim linijama (Slika 26 C). Tako tretman i sa DVD-
444 i DVD-445 povecava ekspresiju ASK1 u Cé6 Celijama. S druge strane, nivo ekspresije ASK1 u
¢elijama RC6 je bio povecan samo nakon tretmana sa DVD-444, dok je nivo ekspresije ASK1 kod
U87-TxR Celija u manjoj meri povecan nakon tretmana sa DVD-445. Nivo ekspresije ASK1 je bio
bez promena kod ¢elija U87 nakon tretmana sa oba inhibitora TrxR1.
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Slika 26. Ekspresija proteina ASK1, RNR i TrxR1 u c¢elijama glioma nakon tretmana
inhibitorima TrxR1. Celije su obeleZene specifi¢nim antitelima za proteine nakon 24 h tretmana
sa 2uM DVD-444 (sivi stubi¢i) i 8 uM DVD-445 (crni stubici). Relativna promena ekspresije
proteina (A) ASK1, (B) RNR i (C) TrxR1 u €elijama tretiranim ispitivanim supstancama je izraZena
u odnosu na netretiranu kontrolu (crvena linija). Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti
+SD, dobijene iz tri nezavisna eksperimenta (n = 3). StatistiCka znacajnost tretmana DVD-444 u
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odnosu na netretiranu kontrolu je prikazana na slede¢i nacin: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) ip <
0,0001 (****), za DVD-445: p < 0,05 (#) i p < 0,001 (###).

4.3.6. Depolarizacija mitohondrija pod dejstvom DVD-444 i DVD-445

Da bi se utvrdilo da li tretman supstancama DVD-444 i DVD-445 utiCe na funkciju
mitohondrija, analizirana je promena u membranskom mitohondrijalnom potencijalu nakon 24 h
tretmana. Celije glioma pacova (Slika 27) i humanih glioblastoma (Slika 28) su obeleZene
fluorescentnom bojom JC-1. Celije tretirane CCCP dekuplujuéom jonoforom su upotrebljene za
definisanje referentnog signala maksimalne depolarizacije mitohondrija (intenzitet fluorescence
JC-1 u zelenom kanalu, koji ukazuje na smanjenje potencijala membrane mitohondrija je veéi nego
u kontrolnom uzorku kod viSe od 85% celija tretiranih sa CCCP). DVD-444 dovodi do promene u
mitohondrijalnom membranskom potencijalu kod obe ¢elijske linije glioma pacova sa oko 20%
¢elija depolarizovanih mitohondrija (Slika 27), dok je DVD-445 u najvecoj meri dovela do
smanjenja membranskog potencijala kod ¢elija RC6 (20,07% u odnosu na netretiranu kontrolu
2,27%) (Slika 27). Efekat i DVD-444 i DVD-445 na humane Celije glioma je slican, sa oko 10% celija
depolarizovanih mitohondrija, i kod U87 i U87-TrxR (Slika 28).
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Slika 27. Analiza mitohondrijalnog membranskog potencijala C6 i RC6 celija nakon
tretmana sa 2 puM DVD-444 i 8 uM DVD-445. Tretman Ccelija sa CCCP je upotrebljen za
definisanje populacije ¢elija sa depolarizovanim mitohondrijalnim potencijalom (JC-1 zelena
fluorescenca). Reprezentativni citofluorimetrijski profili celija iz tri nezavisno ponovljena
eksperimenta (n = 3) su predstavljeni kao intenzitet fluorescence JC-1 boje na crvenom (y-osa) i
zelenom (x-osa) kanalu.
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Slika 28. Analiza mitohondrijalnog membranskog potencijala U87 i U87-TxR c¢elija nakon
tretmana sa 2 uM DVD-444 i 8 uM DVD-445. Tretman Ccelija sa CCCP je upotrebljen za
definisanje populacije celija sa depolarizovanim mitohondrijama (JC-1 zelena fluorescenca).
Reprezentativni citofluorimetrijski profili ¢elija iz tri nezavisno ponovljena eksperimenta (n = 3)
su predstavljeni kao intenzitet fluorescence JC-1 boje na crvenom (y-osa) i zelenom (x-osa)
kanalu.

4.3.7. Analiza indukcije celijske smrti pod dejstvom DVD-444 i DVD-445

Da bi se utvrdio profil Celijske smrti nakon tretmana supstancama DVD-444 i DVD-445,
senzitivne i rezistentne Celije glioma pacova, kao i humanih glioblastoma su obeleZene sa AV/PI
nakon 72 h tretmana. Citofluorimetrijska analiza AV/PI obeleZenih ¢elija je pokazala da DVD-444
povecava udeo kasno apoptotskih i nekroti¢nih Celija, ali ne i rano apoptotskih C6 ¢elija (Slika 29).
Procenat kasno apoptotskih i nekroti¢nih C6 Celija se povecao sa 3,11% (suma udela AV+PI+ i AV-
PI+) u netretiranim kontrolnim uzorcima, do 59,56% u uzorcima tretiranim sa DVD-444. S druge
strane, tretman C6 Celija sa DVD-445 je povecao procenat samo kasno apoptotskih ¢elija (sa 1,57%
u netretiranoj kontroli na 41,77% tretiranih Celija). Tretman sa DVD-444 i DVD-445 je u velikoj
meri povecao udeo kasno apoptotskih RC6 celija, sa 2,50% u netretiranoj kontroli na 62,15%,
odnosno 27,22% kod tretiranih celija (Slika 29). Kod U87 i U87-TxR tretman analiziranim
supstancama nije u znacajnijoj meri povecao procenat ¢elija u nekrozi i apoptozi (Slika 30).
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Slika 29. Indukcija ¢€elijske smrti kod C6 i RC6 nakon tretmana sa 2 pM DVD-444 i 8 uM
DVD-445. Celijska smrt je analizirana citofluorimetrijski AV/PI obeleZavanjem ¢elija C6 i RC6 72 h
nakon tretmana sa susptancama DVD-444 i DVD-445. X-osa kvadranta predstavlja signal
fluorescence AV, dok Y-osa predstavlja signal fluorescence PI. Citofluorimetrijskim testom
razlikuju se Zive celije (donji levi kvadrant, AV-PI-), rano apoptotske (donji desni kvadrant, AV+PI-
), kasno apoptotske (gornji desni kvadrant, AV+PI+) i nekroti¢ne celije (gornji levi kvadrant, AV-
PI+). U kvadrantima je upisan udeo celija u datom kvadrantu od ukupnog broja Ccelija
(procentualne vrednosti). Na slici su predstavljeni reprezentativni citofluorimetrijski profili iz tri

v

nezavisno ponovljena eksperimenta (n = 3).
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Slika 30. Indukcija celijske smrti kod U87 i U87-TxR nakon tretmana sa 2 uM DVD-444 i 8
UM DVD-445, Celijska smrt je analizirana citofluorimetrijski AV/PI obelezavanjem éelija U87 i
U87-TxR 72 h nakon tretmana sa susptancama DVD-444 i DVD-445. X-osa kvadranta predstavlja
signal fluorescence AV, dok Y-osa predstavlja signal fluorescence PI. Citofluorimetrijskim testom
razlikuju se Zive Celije (donji levi kvadrant, AV-PI-), rano apoptotske (donji desni kvadrant, AV+PI-
), kasno apoptotske (gornji desni kvadrant, AV+PI+) i nekroti¢ne Celije (gornji levi kvadrant, AV-
PI+). U kvadrantima je upisan udeo c¢elija u datom kvadrantu od ukupnog broja celija
(procentualne vrednosti). Na slici su predstavljeni reprezentativni citofluorimetrijski proili iz tri
nezavisno ponovljena eksperimenta (n = 3).

4.3.8. Antiproliferativni efekat DVD-444 i DVD-445 na Celije humanih glioblastoma

Efekat DVD-444 i DVD-445 na proliferaciju celija U87 i U87-TxR je analiziran
uporedivanjem intenziteta fluorescence kod CFSE obeleZenih tretiranih i netretiranih celija nakon
72 h tretmana. Intenzitet CFSE fluorescentnog signala opada nakon svake podele celija, te se na
osnovu intenziteta fluorescence moze izvrsiti procena stope Celijske proliferacije. Nakon tretmana
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DVD-444, celije U87 i UB7-TxR su pokazale ocigledno povecanje udela nepodeljenih ¢elija u
odnosu na netretiranu kontrolu (38,84% i 95,16%, redom), dok je tretman sa DVD-445 doveo do
znacajnog povecanja udela nepodeljenih U87-TxR celija (47,41%) (Slika 31).
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Slika 31. Antiproliferativni efekat DVD-444 i DVD-445. (A) Na slici su prikazani
reprezentativni citofluorimetrijski profili iz tri nezavisno ponovljena eksperimenta (n = 3). CFSE
obeleZene U87 i UB7-TxR celije su analizirane nakon 72 h tretmana sa 2 uM DVD-444 i 8 uM DVD-
445. Crvene linije na citofluorimetrijskim profilima oznacavaju netretirane kontrole, sa
odgovarajucim procentom nepodeljenih Celija, a sive i crne oblasti uzorke tretirane sa DVD-444 i
DVD-445, sa odgovaraju¢im procentima nepodeljenih celija u istoj boji, redom. (B) Procentualni
udeo podeljenih i nepodeljenih ¢elija u uzorku na osnovu postavljenog grani¢nika na
citofluorimetrijskim profilima.

4.3.9. Efekat DVD-444 i DVD-445 na invaziju i migraciju celija glioma

Uticaj DVD-444 i DVD-445 na invazivni i migratorni potencijal glioma analiziran je testom
degradacije Zelatina (Slike 32, 33) i testom invazije kroz matrigel i transmebranske migracije
(Slike 34, 35). Sposobnost celija tumora da razgraduju vancelijski matriks se podudara sa
sposobnos$¢u za degradaciju (razlaganje) Zelatina. Rezultati testa degradacije Zelatina, dobijeni
nakon 24 h tretmana Celija glioma sa 2 uM DVD-444 i 8 uM DVD-445, su predstavljeni na Slikama
331 34.

DVD-445 je znacajno smanjila potencijal degradacije Zelatina kod C6 i RC6 (2 i 2,3 puta,
redom, p < 0,0001, Slika 32), kao i U87-TxR celija (1,3 puta, p < 0,05, Slika 33). DVD-444 je
suprimirala degradaciju Zelatina u rezistentnim RC6 (1,6 puta smanjenje, p < 0,05, Slika 32) i
senzitivnim U87 ¢elijama (1,5 puta smanjenje, p < 0,05, Slika 33).

68



[=2 -

g 0025

©

3 _—

g:=o.ozo-

23 —

'§)o 0.015- kontrola
© o

S ©

i % 0.010- L
2.8

_%s 0.005- ——
5] 1 ———
©  0.000

kontrola DVD-444 DVD-445

RC6
0.08+ R

o

(=]

[=}]
1
|
|

kontrola

0.02+

—l

relatvina povrsina degradovanog
Zelatina po ¢eliji
o
g
I
I

0.00 T T T
kontrola DVD-444 DVD-445

445

Slika 32. Degradacija Zelatina kod C6 i RC6 c¢celija tretiranih sa DVD-444 i DVD-445.
Reprezentativne slike degradacije Zelatina nakon 24 h tretmana se nalaze uz odgovarajuce boks
dijagrame, koji predstavljaju kvantifikaciju odnosa razgradene povrsine Zelatina prema ukupnom
broju ¢elija na analiziranoj povrsini. Prikazane su reprezentativne slike C6 i RC6 Celija zasejanih na
Zelatinu (zelena fluorescenca). ActinRed™ 555 sluzi za vizuelizaciju aktina (crvena fluorescenca),
a Hoechst 33342 za vizuelizaciju ¢elijskih jedara (plava fluorescenca). Eksperimenti su ponovljeni
tri puta (n = 3). Analizirano je minimum sto ¢elija po grupi u svakom eksperimentu. Statisticka
znacajnost razlike tretmana sa DVD-444 u odnosu na netretiranu kontrolu je prikazana na sledeci
nacin: p < 0,05 (*), aza DVD-445: p < 0,0001 (####). Skala =50 um.
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Slika 33. Degradacija Zelatina kod U87 i U87-TxR celija tretiranih sa DVD-444 i DVD-445.
Reprezentativne slike degradacije Zelatina nakon 24 h tretmana se nalaze uz odgovarajuce boks
dijagrame, koji predstavljaju kvantifikaciju odnosa razgradene povrsSine Zelatina prema ukupnom
broju ¢elija na analiziranoj povrsini. Prikazane su reprezentativne slike C6 i RC6 ¢elija zasejanih na
Zelatinu (zelena fluorescenca). ActinRed™ 555 sluZi za vizuelizaciju aktina (crvena fluorescenca),
a Hoechst 33342 za vizuelizaciju Celijskih jedara (plava fluorescenca). Eksperimenti su ponovljeni
tri puta (n = 3). Analizirano je minimum sto ¢elija po grupi u svakom eksperimentu. Statisticka
znacajnost razlike tretmana sa DVD-444 u odnosu na netretiranu kontrolu je prikazana na sledeci
nacin: p < 0,05 (*), aza DVD-445: p < 0,05 (#). Skala = 50 pm.

Dalje, testom invazije kroz matrigel i migracije kroz membranu je ispitan invazivni i
migratorni potencijal ¢elija glioma nakon 24 h tretmana sa DVD-444 i DVD-445. Obe supstance su
znacajno smanjile invazivni i migratorni potencijal ¢elija glioma sve Cetiri ¢elijske linije (Slike 34,
35). Najveée smanjenje uoceno je kod RC6 celija tretiranih sa DVD-444 (3,2 puta, Slika 34), i U87-
TxR tretiranih sa DVD-445 (3,3 puta, Slika 35). Pored toga, tretman sa obe supstance je kod
rezistentnih celija humanih glioblastoma doveo do maksimalnog efekta inhibicije invazije i
migracije, s obzirom da su prikazani rezultati medijana za tretmane ovim supstancama pribliZnih
vrednosti kao negativna kontrola (Slika 35). Obe supstance su imale snazniji anti-invazivni i anti-
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migratorni efekat kod obe rezistentne Celijske linije u odnosu na njima odgovarajuce senzitivne
¢elijske linije (Slike 34, 35).
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Slika 34. Promene u invazivnom i migratornom potencijalu €elija glioma pacova, tretiranih
sa DVD-444 i DVD-445. Invazivni potencijal degradacije matrigela i migratorni potencijal
kretanja kroz membranu C6 i RC6 cCelija je analiziran nakon 24 h tretmana. Boks dijagrami
pokazuju broj celija, invadiranih kroz matrigel, do suprotne strane membrane. Pozitivna (+)
kontrola sadrzi FBS kao hemoatraktant u medijumu, dok je negativna (-) kontrola bez
hemoatraktanta. Prikazane su reprezentativne slike migriranih C6 i RC6 celija. Rezultati su
dobijeni iz tri nezavisno ponovljena eksperimenta (n = 3). Statisticka znacajnost izmedu celija
tretiranih sa DVD-444 i netretirane pozitivne kontrole je prikazana na sledeci nacin: p < 0,05 (*), p
< 0,0001 (****), a sa DVD-445 kao DVD-445 kao p < 0,001 (###), p < 0,0001 (####). Razlika
izmedu pozitivne i negativne kontrole: p < 0,001 (&&&), p < 0,0001 (&&&&). Skala =500 pm.
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Slika 35. Promene u invazivnom i migratornom potencijalu humanih ¢elija glioblastoma,
tretiranih sa DVD-444 i DVD-445. Invazivni potencijal degradacije matrigela i migratorni
potencijal kretanja kroz membranu U87 i 0U87-TxR ¢elija je analiziran nakon 24 h tretmana. Boks
dijagrami pokazuju broj Celija, invadiranih kroz matrigel, do suprotne strane membrane. Pozitivna
(+) kontrola sadrzi FBS kao hemoatraktant u medijumu, dok je negativna (-) kontrola bez
hemoatraktanta. Prikazane su reprezentativne slike migriranih U87 i U87-TxR Celija. Rezultati su
dobijeni iz tri nezavisno ponovljena eksperimenta (n = 3). Statisticka znacajnost izmedu celija
tretiranih sa DVD-444 i netretirane pozitivne kontrole je prikazana na slede¢i nacin: p < 0,01 (**),
p < 0,001 (***), a sa DVD-445 kao p < 0,01 (##), p < 0,0001 (####). Razlika izmedu pozitivne i
negativne kontrole: p < 0,01 (&&), p < 0,0001 (&&&&). Skala = 500 pm.
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4.4. DVD-444 i DVD-445 u kombinaciji sa drugim antitumorskim supstancama

4.4.1. DVD-444 i DVD-445 povecavaju osetljivost celija glioma na TMZ

Interakcija dejstva DVD-444 i DVD-445 sa TMZ u istovremenim kombinovanim tretmanima
na Celijama glioma je analizirana MTT testom (Slike 36-39). OpaZeno je znacajno povecanje
inhibicije Celijskog rasta Cé6 Celija sa povecanjem koncentracija DVD-444 i DVD-445, u kombinaciji sa
50 uM TMZ (Slika 36). Dozno-zavisno smanjenje CcCelijskog rasta RC6 celija je zabeleZeno u
istovremenom tretmanu sa 100, 250 i 500 pM TMZ i rastu¢im koncentracijama DVD-445 (Slika 37),
kao i ¢elija U87 u kombinacijama 10, 25 i 50 uM TMZ sa rastu¢im koncentracijama DVD-444 (Slika 38).

Priroda uzajamnog dejstva DVD-444 sa TMZ, kao i DVD-445 sa TMZ utvrdena je
izraCunavanjem kombinacionog indeksa (CI) kompjuterskim softverom ,CalcuSyn“. Vecina
ispitanih kombinacija su pokazale aditivni (vrednost CI blizu 1) ili sinergisticki (CI < 1) odnos
izmedu analiziranih supstanci. Znacajno je da su i kod RC6 celija, koje su rezistentne na TMZ, DVD-
444 i DVD-445 povecale osetljivost na TMZ (Slika 37). Kod U87-TxR, iako kombinovani tretmani
TMZ i DVD-444 pokazuju snaznu inhibiciju Celijskog rasta, sa oko 50% vijabilnih ¢elija u odnosu
na netretiranu kontrolu pri najve¢im koncentracijama 50 pM TMZ i 1,5 pM DVD-444, znacajan
udeo kombinacija tretmana TMZ sa DVD-444 su ispoljili antagonisticki efekat (Slika 39). Na slici 39
prikazano je da niZe koncentracije DVD-445 (1 i 2,5 uM) imaju snaZniji efekat inhibicije u kombinaciji
sa 10,251 50 uM TMZ, u poredenju sa 5 uM DVD-445 i istim koncentracijama TMZ.
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Slika 36. Efekat kombinacije DVD-444 i DVD-445 sa TMZ na C6 celije. Efekat TMZ na
inhibiciju ¢elijskog rasta, pojedina¢no i u kombinaciji sa supstancama DVD-444 i DVD-445, je
odreden MTT testom. Srednje vrednosti +SEM su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta (n = 3).
Statisti¢ka znacajnost u odnosu na pojedinacni tretman sa TMZ je prikazana na slede¢i nacin: p <
0,05 (*),p<0,01 (**),p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Interakcije DVD-444 i DVD-445 sa TMZ su
analizirane CalcuSyn softverom. ,CI“ - eng. confedence interval. CI blizu 1 ukazuje na aditivni
efekat, CI < 1 na sinergizam, a CI > 1 na antagonizam.
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Slika 37. Efekat kombinacije DVD-444 i DVD-445 sa TMZ na RC6 celije. Efekat TMZ na
inhibiciju ¢elijskog rasta, pojedina¢no i u kombinaciji sa supstancama DVD-444 i DVD-445, je
odreden MTT testom. Srednje vrednosti +SEM su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta (n = 3).
Statisticka znacajnost u odnosu na pojedinacni tretman sa TMZ je prikazana na sledec¢i nacin: p <
0,05 (*),p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001 (****). Interakcije DVD-444 i DVD-445 sa TMZ su
analizirane CalcuSyn softverom. ,CI“ - eng. confedence interval. Cl blizu 1 ukazuje na aditivni
efekat, CI < 1 na sinergizam, a CI > 1 na antagonizam.
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Slika 38. Efekat kombinacije DVD-444 i DVD-445 sa TMZ na U87 celije. Efekat TMZ na
inhibiciju ¢elijskog rasta, pojedinacno i u kombinaciji sa supstancama DVD-444 i DVD-445, je
odreden MTT testom. Srednje vrednosti +SEM su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta (n = 3).
Statisticka znacajnost u odnosu na pojedinacni tretman sa TMZ je prikazana na sledec¢i nacin: p <
0,05 (*),p<0,01(**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Interakcije DVD-444 i DVD-445 sa TMZ su
analizirane CalcuSyn softverom. ,CI“ - eng. confedence interval. CI blizu 1 ukazuje na aditivni
efekat, CI < 1 na sinergizam, a CI > 1 na antagonizam.
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Slika 39. Efekat kombinacije DVD-444 i DVD-445 sa TMZ na U87-TxR celije. Efekat TMZ na
inhibiciju ¢elijskog rasta, pojedinacno i u kombinaciji sa supstancama DVD-444 i DVD-445, je
odreden MTT testom. Srednje vrednosti +SEM su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta (n = 3).
Statisticka znacajnost u odnosu na pojedinacni tretman sa TMZ je prikazana na sledec¢i nacin: p <
0,05 (*),p<0,01(**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Interakcije DVD-444 i DVD-445 sa TMZ su
analizirane CalcuSyn softverom. ,CI“ - eng. confedence interval. CI blizu 1 ukazuje na aditivni
efekat, CI < 1 na sinergizam, a CI > 1 na antagonizam.

4.4.2. Supstance DVD-444 i DVD-445 uticu na aktivnost P-gp pumpe i povecavaju
osetljivost rezistentnih humanih glioblastoma na PTX

Interakcija DVD-444 i DVD-445 sa membranskim pumpom P-gp je analizirana na osnovu
unutarcelijske akumulacije P-gp supstrata Rho123 u U87-TxR ¢elijama (Slika 40A). U87-TxR Ccelije
imaju poviSenu ekspresiju P-gp. Akumulacija Rho123 u tretiranim ¢elijama U87-TxR je uporedena
sa netretiranom kontrolom i netretiranim kontrolnim uzorkom senzitivne celijske linije, U87. Kao
pozitivna kontrola inhibicije P-gp upotrebljen je poznati, nekompetitivni inhibitor pumpe, TQ. Na
Slici 40A predstavljeni su reprezentativni citofluorimetrijski profili akumulacije Rho123. Obe
supstance su dovele do povecane akumulacije Rho123 u ¢elijama U87-TxR, pri koncentracijama od
1 uM za DVD-444 i 5 uM za DVD-445.

Dalje je ispitan potencijal inhibitora TrxR1 da povecavaju osetljivost U87-TxR celija na PTX
(Slika 40B). Efekat istovremenog kombinovanog tretmana DVD-444 (0,25, 0,5i 1 uM) i DVD-445
(1, 2,51 5 pM), sa PTX je analiziran MTT testom nakon 72 h. Navedene koncentracije za obe
supstance su niZe od njihovih ICso vrednosti, koje iznose pribliZzno 2 uM za DVD-444 i 8 uM za
DVD-445. Obe supstance su dovele do povecanja osetljivosti U87-TxR cCelija na PTX. DVD-444 je na
dozno-zavisan nacin doveo do smanjenja ICso vrednosti za PTX, dok su sve primenjene
koncentracije DVD-445 na sli¢can nacin smanjile ICso vrednosti za PTX. Povecanje osetljivosti U87-
TxR ¢elija na PTX je bilo viSe izraZeno nakon kombinovanog tretmana PTX sa DVD-444.
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Slika 40. DVD-444 i DVD-445 inhibiraju funkciju P-gp i povecavaju osetljivost U87-TxR na
PTX. (A) Citofluorimetrijski profili akumulacije Rho123 u netretiranim U87 i U87-TxR celijama,
kao i U87-TxR cCelijama tretiranim sa 1 uM DVD-444, 5 uM DVD-445 i 50 nM TQ. Prikazani su
reprezentativni citofluorimetrijski profili iz tri ponovljena eksperimenta (n = 3). (B) Relativna
reverzija rezistencije U87-TxR na PTX u kombinaciji sa relativno niskim koncentracijama DVD-
444 i DVD-445. Statisticka znacajnost izmedu pojedinacnog tretmana sa PTX i kombinovanih
tretmana PTX sa DVD-444 ili DVD-445 je prikazana na sledec¢i nacin:p < 0,05 (*), p < 0,01 (**),p <
0,001 (***)ip <0,0001 (****).

4.5. Analozi supstance DVD-445

Nakon ispitivanja inhibitornih i antitumorskih svojstava UMA, supstanca DVD-445 je
izdvojena kao vodeca supstanca za dalji razvoj analoga sa ve¢im prinosom u Ugi-Majklovoj reakciji
sinteze i unapredenim osobinama inhibicije TrxR1. Tako je sintetisana nova serija od 34 analoga
DVD-445 [189]. Supstance su prvobitno ispitane u testu sa proteinima Ccelijskog lizata, pri
koncentraciji od 5 uM. Kao pozitivna kontrola koris¢en je ATM. Odabrano je 7 supstanci (1, 3, 4, 7,
9, 20, 34) sa najve¢im procentom inhibicije TrxR pri datoj koncentraciji. Za svih 7 supstanci
potvrdena je specificna inhibicija TrxR1 u testu sa rekombinantnom TrxR1 pacova. Od 7 analoga
DVD-445, 3 supstance (1, 9 i 34) su imale ICso vrednosti inhibicije TrxR1 niZe od ICso vrednosti
dobijene za DVD-445 (Tabela 10). Supstanca 9 je inhibirala 85% aktivnosti TrxR u ¢elijskom lizatu
pri koncentraciji od 5 uM, dok je uspesnost inhibicije DVD-445 pri koncentraciji od 10 pM bila oko
58%. ICso za inhibiciju ¢istog enzima TrxR1 je bila u nanomolarnom opsegu, ta¢nije 190 nM,
naspram 600 nM za DVD-445.
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Tabela 10. Inhibitorna svojstva analoga DVD-445 i njihov uticaj na rast U87, U87-TxR i
MRC-5 ¢elija.

% ICs0, ptM
inhibicije
Supstance | jktivnosti TrxR1 us7e US7-TxR¢ | MRC-5¢ RFS4
TrxR pri 5 pacova
M«

1 82,7 0,59+0,03 | 6,96+1,85 | 6,14+1,31 | 14,25+3,95 2,2
3 33,0 1,50+ 0,08 | 7,89+0,91 | 8,41+0,91 | 13,34+3,93 1,6
4 50,2 3,37+£0,17 | 7,07£0,96 | 6,05+1,42 | 12,99+3,98 2,0
7 64,0 5,00+ 0,25 | 8,34+2,05 | 6,14+1,31 | 14,76+4,18 2,0
9 84,6 0,19+0,01 | 7,13+1,26 | 7,74+1,46 | 17,7848,35 2,4
20 53,0 3,20+0,16 | 7,02+0,78 | 7,77+0,86 | 14,06+6,05 1,9
34 68,8 0,37 +0,02 | 5,89+2,54 | 11,72+316 | 14,25+3,95 1,6
DVD-445 | 17,0-57,8> | 0,60+ 0,09 | 890+1,12 | 8,54+0,92 | 11,85%2,11 1,4
ATM 87,5 0,36 +0,02 NO NO NO NO

alnhibicija aktivnosti TrxR1 ispitana na Celijskom lizatu SH-SY5Y pri koncentracijama od 5 uM.
bProcenat inhibicije aktivnosti TrxR u Celijskom lizatu SH-SY5Y pri koncentraciji od 10 uM DVD-445
je iznosio 57,8%, a pri koncentraciji od 2 uM 17,0%. Efekat 5 uM DVD-445 nije ispitan. cMTT testom
je odredena ICso vrednost inhibicije Celijskog rasta. 9Relativan faktor selektivnosti (RFS) je
predstavljen kao odnos ICso vrednosti normalne Celijske linije i prosecne ICso vrednosti u Celijskim
linijama glioblastoma (RFS = ICso [MRC-5] / [(IC50 [U87] + ICs0 [U87-TxR]) / 2 ]). “NO” - nije
odredeno.

4.5.1. Ispitivanje selektivnosti analoga DVD-445 ka tumorskim celijama

Efekat analoga DVD-445 (1, 3, 4, 7, 9, 20, 34) na inhibiciju celijskog rasta senzitivnih i
rezistentnih humanih c¢elija glioblastoma (U87 i U87-TxR), kao i normalnih, humanih
embrionalnih ¢elija fibroblasta plu¢a (MRC-5) je dalje analiziran MTT testom (Tabela 10).

Uporedna analiza inhibicije cCelijskog rasta humanih celija glioblastoma, pokazuje da
supstance 1, 3, 4, 7,9 i 20 imaju slican efekat na senzitivnim U87 i rezistentnim U87-TxR c¢elijama.
[zvestan stepen rezistencije je pokazala supstanca 34 zbog dva puta vece ICso vrednosti kod U87-
TxR, u odnosu na U87 Celije (Tabela 10). Selektivnost ka tumorskim ¢elijama 7 analoga DVD-445 je
ispitana poredenjem inhibicije ¢elijskog rasta kod ¢elija glioblastoma i normalnih ¢elija. Svih 7
ispitanih analoga su imali 1,4 < RFS < 2,4 Sto ukazuje na umerenu selektivnost (Tabela 10). Najveci
faktor selektivnosti ka tumorskim celijama je pokazala supstanca 9 (RFS = 2,4), koja je ujedno
imala i najve¢i stepen inhibicije TrxR u ¢elijskom lizatu pri koncentraciji od 5 pM (84,6 %
inhibicije u odnosu na kontrolnu reakciju aktivnosti TrxR, Tabela 10). Takode, ova supstanca je
imala i najniZu ICso vrednost za specificnu inhibiciju rekombinantnog TrxR1 enzima (Tabela 10).

78



4.5.2. Indukcija oksidativnog stresa

Potencijal analoga DVD-445 (1, 3, 4, 7,9, 20 i 34) da indukuju akumulaciju RONS kod ¢elija
humanih glioblastoma je ispitan obeleZavanjem c¢elija DHR bojom nakon 24 h tretmana.
Koncentracija tretmana iznosila je 10 uM za sve supstance. Kao pozitivna kontrola koris¢en je 1
mM H202.

Tretman analozima je doveo do povecanja Kkoncentracije vodonik-peroksida i
peroksinitrita, Sto je pokazano citofluorimetrijskim merenjem oksidovane DHR boje (Slika 41).
Kod U87 celija povecanje koncentracije RONS je bilo u opsegu 5 - 20%, pri ¢emu je tretman Celija
1 mM H:202 u trajanju od 24 h takode doveo do promene od oko 20%. NajizraZeniji efekat u
pogledu indukcije RONS kod U87 ¢elijske linije pokazale su supstance 9 i 34. Kod U87-TxR ¢elija,
povecanje koncentracije RONS je bilo u opsegu od 10 - 40%, pri ¢emu je H202 doveo do povecanja
od 39,3%. U celijskoj liniji U87-TxR najveci efekat povecanja RONS je pokazala supstanca 20
(43,3% povecanja u odnosu na kontrolu).
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Slika 41. Detekcija RONS kod U87 i U87-TxR celija nakon tretmana DVD-445 i njegovim
analozima. Celije humanih glioblastoma su obeleZene DHR bojom nakon 24 h tretmana. Kao
pozitivna kontrola indukcije oksidativnog stresa koriSten je 1 mM H20:2. ,% DHR pozitivnih Celija“
- procenat Celija u tretiranom uzorku sa signalom fluorescence ve¢im od onog u netretiranim,
kontrolnim celijama. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti # SEM intenziteta
fluorescence iz tri nezavisna eksperimenta (n = 3). Statisticka znacajnost razlike izmedu tretmana
i netretirane kontrole je prikazana na slede¢i nacin: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***).

4.5.3. Interakcija analoga DVD-445 sa P-gp pumpom

Interakcija sedam DVD-445 analoga sa P-gp pumpom je ispitana citofluorimetrijski u testu
akumulacije Rho123 u U87-TxR cCelijama (Slike 42, 43). Akumulacija Rho123 negativno je
povezana sa funkcionalnosS¢u P-gp: Sto je akumulacija Rho123 veca, to je aktivnost P-gp pumpe
manja. Dva tipa tretmana su primenjena u testu - akutni tretman supstancama (30 min) sa
istovremenim dodavanjem Rho123 fluorescentne boje i produZeni tretman od 72 h, koji prethodi
procesu fluorescentnog obeleZavanja Celija sa Rho123.
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U akutnom tretmanu, ispitane su po tri koncentracije (2,5, 5i 10 pM) DVD-445 i 7 analoga
DVD-445, pri ¢emu je kao pozitivna kontrola u testu koriS¢en poznati inhibitor P-gp, TQ (Slika 42).
Svih 8 supstanci su pokazale povecanje akumulacije Rho123, Sto ukazuje na znacajni potencijal
inhibicije aktivnosti P-gp. Samo je supstanca DVD-445 pokazala dozno-zavisnu inhibiciju u
ispitanom opsegu koncentracija, dok je kod ostalih supstanci najveci stepen inhibicije P-gp
postignut pri koncentraciji 5 pM. Svih 7 analoga supstance DVD-445 su imali veci potencijal
inhibicije P-gp aktivnosti od originalne supstance, pri ¢emu je supstanca 4 (5 uM) pokazala sli¢nu
efikasnost kao TQ (50 nM).
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Slika 42. Efekat analoga DVD-445 u akutnom tretmanu na aktivnost P-gp u U87-TxR
¢elijama. Celije U87-TxR su simultano tretirane sa Rho123 i sa po tri koncentracije DVD-445, 1, 3,
4,7,9,20i34 (2,5 5i 10 uM). Kao kontrolni uzorci su upotrebljene U87-TxR Celije tretirane TQ,
kao i senzitivna Celijska linija U87. Rezultati su predstavljeni kao reprezentativne vrednosti
intenziteta fluorescence iz tri nezavisna eksperimenta (n = 3). Statisticka znacajnost razlike
izmedu tretmana i netretirane kontrole je prikazana na slede¢i nacin: p < 0,01 (**) i p < 0,001

Rezultati analize produZenog tretmana (72 h) na aktivnost P-gp prikazani su na Slici 43. U
produZenom tretmanu upotrebljena je koncentracija supstanci koja dovodi do inhibicije P-gp u
akutnom tretmanu, a istovremeno nema znacajan citotoksicni efekat na U87-TxR celije (2,5 uM).
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Efekat inhibicije P-gp aktivnosti za supstance 1, 3, 4, 7, 9 i 34 je u potpunosti izostao u
produZenom tretmanu, dok je za supstancu 20 taj efekat ostao kvantitativno pribliZzno isti kao u
akutnom tretmanu (pribliZzno 30% povecanja akumulacije Rho123).
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Slika 43. Efekat analoga DVD-445 u produZenom tretmanu na aktivnost P-gp u U87-TxR
¢elijama. U87-TxR su tretirane sa 2,5 uM DVD-445, 1, 3, 4, 7, 9, 20 i 34. Rezultati su predstavljeni
kao srednje vrednosti +SEM intenziteta fluorescence iz tri nezavisna eksperimenta (n = 3).
Statisti¢ka znacajnost razlike akutnog tretmana u odnosu na netretiranu kontrolu (crvena linija) je
prikazana na slede¢i nacin: p < 0,001 (***), a razlike u akutnom i produZenom tretmanu kao p <
0,001 (###).
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5. DISKUSIJA

Razvoj novih terapijskih strategija za tumore koji nisu ucestali u populaciji, poput
glioblastoma ili neuroblastoma, predstavlja poseban izazov - Cesto problem leZi i u sprovodenju
klinickih ispitivanja na malom broju pacijenata. Opet, ista vrsta tumora moZe biti veoma
heterogena kod razli€itih pacijenata, te i odgovor na terapiju moZe veoma da se razlikuje. Jedan od
najvecih problema u leCenju tumora je razvijanje rezistencije na terapiju, pri ¢emu celije tumora,
sticanjem rezistencije na jedan hemioterapeutik, postaju otporne na dejstvo viSe razli¢itih
hemioterapeutika. Celije otporne na antitumorske lekove formiraju rezistentnu populaciju i nakon
prvobitnog odgovora na terapiju dovode do ponovnog rasta tumora. Zbog toga je od ogromnog
znacaja molekularna karakterizacija tumora i podrobno proucavanje patologije, kao i mehanizama
koji leZe u osnovi urodene i steCene rezistencije na terapiju. Istovremenim ciljanjem vise
molekulskih mehanizama, smanjuje se verovatnoc¢a da Celija tumora moze da razvije rezistenciju.
Pokazano je da povisen nivo RONS, kao posledica metabolickih promena u tumorskim ¢elijama,
doprinosi malignitetu i progresiji tumora. Celije se prilagodavaju oksidativnom stresu pove¢anom
ekspresijom i aktivnoS¢u proteina antioksidativnih, redoks sistema. Utvrdeno je da postoji
korelacija izmedu adaptacije na oksidativni stres i povecane rezistencije na lekove, sto molekule
redoks sistema, poput TrxR1, ¢ini privlatnim metama za razvoj novih terapeutika. Inhibitori
TrxR1 do sada nisu proucavani kao vid terapije za leCenje glioblastoma i neuroblastoma.

Predmet ove doktorske disertacije bila je selekcija novosintetisanih UMA koje ispoljavaju
inhibitorno dejstvo prema TrxR1l, a potom proucavanje njihovih antitumorskih efekata na
humanim ¢elijama neuroblastoma i glioblastoma. Iz prve serije UMA inhibitora, prema ispoljenim
poZeljnim osobinama, kao $to su potentna inhibicija TrxR1 i citotoksi¢ni efekti koji indukuju
oksidativni stres u Celijama tumora, odabrane su dve supstance, DVD-444 i DVD-445, za dalje
proucavanje njihovog mehanizma delovanja na senzitivnim i rezistentnim celijama glioma pacova
i ¢oveka. Oba TrxR1 inhibitora su pokazala potencijal da povecaju osetljivost ¢elija glioma na
dejstvo konvencionalnih hemioterapeutika. Potom je proucavano dejstvo analoga DVD-445 na
senzitivnim i rezistentnim cCelijama humanih glioblastoma. Analozi su pokazali potentniju
inhibiciju TrxR1, vecu selektivnost ka tumorskim c¢elijama i sposobnost interakcije sa P-gp
pumpom.

5.1. Inhibicija aktivnosti TrxR1 u prisustvu UMA

TrxR1 redukuje Trx1 putem C-terminalnog aktivnog mesta, koje sadrzi Sec [158, 215]. U
ovom radu, za ispitivanje aktivnosti TrxR1 upotrebljeni su kolorimetrijski testovi, koji se zasnivaju
na redukciji DTNB supstrata. Pokazali smo da 6 UMA (DVD-438, DVD-439, DVD-440, DVD-443,
DVD-444 i DVD-445) ispoljavaju direktan inhibitorni efekat na enzim TrxR1, i da, prema
rezultatima dobijenim u insulinskom testu, inhibicija TrxR1 posledi¢no inhibira celokupni Trx
sistem. Samim tim, moZe se pretpostaviti da efekat UMA obuhvata kataliticki aktivno Sec mesto
enzima, od klju¢nog znacaja za redukciju Trx1. TrxR1 sisara u oksidovanom stanju sadrzi Cys-Sec
selenil sulfidni most, a u redukovanom stanju tiol i selenolat [158]. S obzirom da je inhibitorni
efekat Majklovih akceptora zasnovan na nukleofilnosti selenolata i da tiol/selenolat par lako
interaguje sa elektrofilnim Majklovim akceptorima [216], inhibicija UMA supstancama je sa
velikom verovatnocom rezultat interakcije sa katalitic¢ki aktivnim centrom enzima.

Prethodno je pokazano da piperlongumin inhibira rast tumorskih celija, dovodi do
povecanja RONS i izaziva Celijsku smrt, ali sa relativno niskim citotoksi¢nim potencijalom [181], te
je piperlongumin upotrebljen kao pozitivna kontrola citotoksi¢nog efekta Majklovog akceptora -
TrxR inhibitora. U radu Zhenga i sar. (2020), vrednosti koncentracija ICso za inhibiciju rasta
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humanih tumorskih ¢elija su priblizne prikazanim u ovoj disertaciji, ~ 6 do 8 uM [181].,, ali je
piperlongumin u ovom radu pokazao dva puta veci efekat inhibicije Celijskog rasta u normalnim,
humanim HaCaT c¢elijama, u poredenju sa tumorskim SH-SY5Y i U87.

Kovalentno vezivanje za tiol/selenolat zahteva da enzim bude u redukovanom stanju. U
slucaju inhibicije kovalentnim vezivanjem Majklovih akceptora, tip vezivanja moze biti
reverzibilan i ireverzibilan [217]. U eksperimentalnom radu, postavljena je hipoteza da variranje
zapremine inkubacione smeSe moZe ukazati na prirodu kovalentne interakcije UMA sa TrxR1.
Ukoliko je reakcija inhibicije ireverzibilna u predstavljenom sistemu testiranja, na to bi ukazao
snazniji inhibitorni efekat u manjoj zapremini inkubacione smeSe. Dobijeni rezultati jesu ukazali
na trend snaznije inhibicije u manjoj zapremini inkubacije. Ipak, kolorimetrijski esej redukcije
DTNB kao supstrata nije dovoljan dokaz za formiranje konacnog zakljucka o prirodi kovalentne
inhibicije TrxR1 Ugi-tipom Majklovih akceptora. Hemijska priroda i mehanizam inhibicije TrxR1
UMA supstancama zahteva dalja istrazivanja.

Sest testiranih UMA su pokazali visi inhibitorni potencijal kada je NADPH bio prisutan u
reakcionoj smesi tokom perioda inkubacije, Sto ukazuje da supstance u vecoj meri interaguju sa
redukovanom formom enzima. Kovalentna inhbicija i interakcija sa redukovanom formom enzima
je relativno uobicajena za TrxR1 inhibitore [216].

Citosol proliferiSuc¢ih ¢elija odlikuju reduktivni uslovi [218] koji favorizuju redukovanu
formu TrxR1. Zato smo pretpostavili da UMA mogu biti viSe citotoksi¢ne za proliferisSuce Celije, kao
Sto su tumorske, u odnosu na slabo ili nimalo proliferiSu¢e normalne celije.

5.2. Selektivnost UMA ka celijama neuroblastoma i glioblastoma

PoviSene ekspresije Trx i TrxR su uobicCajene osobine ¢elija tumora [142, 219-222], a u
korelaciji su sa progresijom tumora i loSijom prognozom [148]. Pokazano je da je ekspresija TrxR
poviSena u c¢elijama glioblastoma i neuroblastoma, kao i da poviSena ekspresija TrxR1 uti¢e na
diferencijaciju i adheziju SH-SY5Y ¢elija neuroblastoma [223].

U odgovoru na promenljivi oksidativni i hipoksi¢ni stres u tumorskom okruzenju, usled
promenljivog dotoka kiseonika, povecava se ekspresija proteina Trx sistema [109]. Redoks stanje
unutar Celije posttranskripciono reguliSe eskpresiju TrxR1, Sto omoguéava brzu reakciju
prilagodavanja nivoa ekspresije u odgovoru na promene unutar Celije [160]. Ipak, regulacija
ekspresije dva proteina Trx sistema, TrxR1 i Trx1, nije meduzavisna - razlicite Celije imaju visoku
ekspresiju TrxR1, sa relativno niskom ekspresijom Trx1 i obrnuto [168]. Analiza ekspresije iRNK
Trx1 i TrxR1 nije pokazala korelacionu zavisnost u normalnim celijama [224] i samo slabu
pozitivnu korelaciju kod c¢elijskih linija tumora [225]. Rezultati analize ekspresije iRNK TRX1 i
TRXR1 u celijskim linijama U87, SH-SY5Y i HaCaT, prikazani u ovoj disertaciji, su u skladu sa
prethodnim navodima, te je ekspresija TRXR1 bila relativno niska kod HaCaT Ccelijske linije, a
ekspresija TRX1 relativno visoka, dok je kod U87 situacija bila obrnuta, visoka ekspresija TRXR1 i
relativno niZa ekspresija TRX1.

Oksidacijom glukoze i glutamina, Celija tumora odrzava sastav dostupnih ugljeni¢nih
intermedijera za sintezu makromolekula i obezbeduje visok redoks potencijal u formi NADH i
FADHz2, neophodnih za sintezu ATP-a i NADPH, za transfer elektrona u biosintetskim reakcijama i
odrzavanju redoks kapaciteta éelije. Celije u cilju odrzavanja redoks regulacije antioksidativnih
sistema i reduktivne sinteze odrZavaju visok odnos NADPH:NADP+ unutarcelijske sredine [218].
Redoks regulacija, kao i mnogi drugi fizioloSki procesi, su u vezi sa Trx sistemom [109, 134, 168].
Visoko aktivan Trx sistem detoksifikuje poviSeni nivo RONS unutar Celija. Na taj nacin, Trx system
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Stiti i transformisane Celije od RONS-indukovane celijske smrti [168]. S toga je bilo znacajno
ispitati da li nove UMA supstance uticu na nivo RONS ¢elijskih linija neuroblastoma, glioblastoma i
keratinocita. Nivo ROS nakon izlaganja ¢elija UMA nije bio znacajno promenjen nakon 24 h. Ovo se
moZe objasniti visokom nestabilno$¢u superoksidnog anjona, koji se brzo transformiSe u druge
RONS vrste [226], pa je s time u vezi, u naSim eksperimentalnim uslovima doslo do porasta drugih
RONS (peroksinitrata i vodonik-peroksida) 24 h nakon tretmana sa UMA. Peroksinitrati su
proizvod hemijske reakcije izmedu nitrit oksida i superoksidnog anjona, dok SOD konvertuje
superoksidni anjon do vodonik-peroksida. Prx su klasa enzima koji neutraliSe Stetne efekte
vodonik-peroksida. Vazno je ista¢i da su Prx supstrati za Trx1. Dalje, TrxR1 moZe i sama da
redukuje vodonik-peroksid [227].

Najsnazniji efekat na nivo RONS nakon 24 h tretmana sa UMA je zabeleZen u SH-SY5Y
¢elijama. Snazniji efekat inhibitora u ovoj celijskoj liniji je verovatno posledica niZe ekspresije
TrxR1 i Trx1 u poredenju sa €elijskim linijama U87 i HaCaT. Moguce je da viSa ekspresija TRXR1 u
U87 i TRX1 u HaCaT pruzaju bolju zaStitu ovih ¢elija od dejstva inhibitora Trx sistema. Medutim,
testovi inhibicije celijskog rasta i metabolizma nisu ukazali na velike razlike u odgovoru
proliferiSucih Celija na efekat UMA, sa izuzetkom DVD-439, koja kod U87 ima gotovo 3 puta vecu
vrednost ICso u odnosu na SH-SY5Y i HaCaT. Samim tim, verovatnije je da se u ¢elijama U87 i
HaCaT RONS ispoljava putem drugih tipova slobodnih radikala, koji u ovim testovima nisu
detektovani.

Prethodno je pokazano da elektrofilni inhibitori TrxR, ¢ija meta je Sec C-terminalno aktivno
mesto, dovode do povecanog oksidativnog stresa promocijom aktivnosti enzima TrxR1 koja
funkcionalno postaje NAPDH oksidaza, Sto na kraju dovodi do apoptoti¢ne ili nekroti¢ne celijske
smrti [228]. Inhibicija TrxR1, praena povecanjem RONS, dovodi do apoptoze, nekroze ili
autofagije, u zavisnosti od model sistema i primenjenog inhibitora [155, 226]. U odgovoru na
RONS, celije reaguju i feroptozom, tipom programirane Celijske smrti zavisne od gvozda, kojoj
prethodi akumulacija lipidnih peroksida [229, 230]. Pokazano je da TrxR1 stiti tumorske celije od
feroptoze [231]. Supstance DVD-438, DVD-440 i DVD-444 u znacajnoj meri indukuju nekroti¢nu
¢elijsku smrt kod SH-SY5Y C¢elija, verovatno zbog povecanja RONS. Supstance DVD-439 i DVD-443
nisu indukovale oksidativni stres, a ni ¢elijsku smrt u znacajnoj meri. Ipak, ove supstance
ispoljavaju inhibitorni efekat na TrxR1 i inhibiraju Ccelijski rast i metabolizam. MoZe se
pretpostaviti da inhibicija Celijskog rasta ovih supstanci ne zavisi isklju¢ivo od povecanja RONS,
pracenog Celijskom smrti. Takode, moguce je da testovi gde se efekat supstance meri u jednoj
vremenskoj tacki nakon izlaganja ne mogu u potpunosti rasvetliti mehanizam dejstva TrxR
inhibitora. U skladu sa ovim zapaZzanjima su i rezultati dobijeni sa supstancom DVD-445, koja nije
dovela do promene u RONS nakon 24 h, ali jeste indukovala ¢elijsku smrt 48 h nakon tretmana. U
pogledu selektivnosti ka tumorskim celijama, rezultati analize celijske smrti ukazuju na vedci
citotoksicni efekat UMA kod celija neuroblastoma (SH-SY5Y), nego kod normalnih keratinocita
(HaCaT).

Rezultati ovog istraZivanja su pokazali da se nova serija UMA, sintetisanih kao
peptidomimeticki kovalentni inhibitori, moZe smatrati dobrim polaznim supstancama za razvoj
TrxR1 inhibitora sa jo$ izraZenijim antitumorskim potencijalom.

Dva para senzitivnih i rezistentnih Celijskih linija glioma su upotrebljena kako bismo
utvrdili da li razlike u antioksidativnim kapacitetima ovih Celija mogu uticati na njihov kapacitet
da odgovore na oksidativni stres indukovan TrxR1 inhibitorima, kao i da li ¢e viSestruko
rezistentne Celije pokazati ve¢u otpornost na UMA. Tretman UMA nije doveo do znacajnih razlika u
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odgovoru senzitivnih i rezistentnih celija na Celijski rast, Sto ukazuje da fenotip viSestruke
rezistencije ne obezbeduje u znacajnoj meri preZivljavanje rezistentnih celija glioma. Znacajna
promena RONS je detektovana u oba modela viSestruko rezistentnih ¢elijskih linija, uprkos
razlikama u njihovom antioksidativnom potencijalu.

Supstance DVD-444 i DVD-445 imaju relativno niske ICso vrednosti za inhibiciju enzima
TrxR1, kao i tioredoksinskog sistema, kao i izraZenu citotoksicnu selektivnost ka proliferativnim
¢elijama u odnosu na PBMCs, pri ¢emu na 4 celijske linije glioma imaju relativno ujednacene
vrednosti. Pored toga, supstanca DVD-444 indukuje oksidativni stres kod celija glioma i
neuroblastoma, pa je od Sest testiranih UMA, supstanca DVD-444 odabrana za detaljno
proucavanje molekularnih mehanizama dejstva. Molekularni mehanizami dejstva supstance DVD-
445, kao najpotentnijeg inhibitora TrxR1 medu sintetisanim UMA, su uporedo proucavani.

Kao najpotentniji i strukturno najzanimljiviji inhibitor u in vitro sistemu, supstanca DVD-
445 je posluzila kao polazna osnova za dalju sintezu analognih supstanci, sa unapredenim
svojstvima inhibicije TrxR1 i antitumorskim efektom.

5.3. Mehanizam delovanja DVD-444 i DVD-445 u senzitivnim i rezistentnim ¢elijama glioma

Na osnovu detektovanih slobodnoradikalskih vrsta, ekspresije antioksidativnih enzima i
perturbacije mitohondrijalnog membranskog potencijala, jasno je pokazano da novi inhibitori
TrxR1 indukuju oksidativni stres kod oba modela visestruko rezistentnih ¢elijskih linija.

Znacajan porast u nivou RONS opaZen je kod obe rezistentne ¢elijske linije glioma. Kao Sto
je oCekivano, U87-TxR cCelije sa niZim antioksidativnim kapacitetom su bile u najvecoj meri
podloZne promenama u nivou RONS, dok je DVD-444 supstanca pokazala najvisi kapacitet da
indukuje porast nivoa RONS.

Porast koli¢ine reaktivnih vrsta u unutarcelijskoj sredini aktivira signalne puteve, koji uticu
na povecanje ekspresije antioksidativnih enzima, pa je pokazatelj oksidativnog stresa unutar celije
i promena u nivou ekspresije enzima koji odrzavaju redoks ravnotezu. Rezultati pokazuju da DVD-
444 i DVD-445 indukuju znacCajne promene u ekspresiji antioksidativnih enzima u ispitivanim
¢elijskim linijama.

Uoceno je povecanje ekspresije iRNK TRX i TRXR1, a povecanje ekspresije TrxR1 je dalje
potvrdeno i imunoobelezavanjem tretiranih Celija. Povecanje ekspresije proteina Trx sistema je u
skladu sa smanjenom funkcijom, usled delovanja inhibitora TrxR1.

Trx i GSH sistem su dva osnovna redoks sistema unutar celije. Osim specifi¢nih uloga koje
obavljaju unutar celije, ova dva sistema se u velikoj meri preklapaju u funkciji odrzavanja redoks
statusa u Celiji. Inhibicija jednog od sistema moZe za posledicu da ima povecanje aktivnosti drugog
sistema. Stoga je, osim Trx sistema, ispitan i uticaj inhibitora TrxR1 na GSH sistem. Tretmani sa
DVD-444 i DVD-445 su doveli do znacCajnih promena u ekspresiji GPX1 i GPX4 u sve Cetiri Celijske
linije glioma. GPx su antioksidativni enzimi, koji neutraliSu perokside i eliminiSu peroksinitrate,
kako bi sprecili oksidativna oStecenja u Celiji [232]. GPx1 je u najvecoj meri zastupljen u citosolu i
smatra se jednim od glavnih enzima odgovornih za uklanjanje solubilnih peroksida, dok GPx4,
lokalizovan u blizini membranskih sistema, Stiti membrane celija od lipidne peroksidacije [233-
235]. Smanjena ekspresija GPx1 u Celijama tumora mozga dovodi do povecane osetljivosti na
oksidativni stres [236], dok inhibicija GPx4 dovodi do akumulacije lipidnih hidroperoksida i
feroptoze [237, 238]. U uslovima ograni¢eno dostupnog selena, proteini zavisni od Sec su jedni
drugima kompeticija za ovu aminokiselinu, a proteini od veceg znacaja za prezivljavanje Celije se
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favorizuju da prime Sec u proteinskoj sintezi [239]. Drugim re¢ima, TrxR je u kompeticiji sa GPx
enzimima za Sec. Cai i sar. (2020) su pokazali da cCelije u kojima je TrxR1 utiSana imaju povecanu
sintezu GPx4, kao i da povecana sinteza GPx4 dovodi do izbegavanja Celijske smrti feroptozom
[231]. Primena inhibitora TrxR1 je dovela do poviSene sinteze TRXR1; moguce je da je sniZenje
ekspresije GPX1 i GPX4 posledica ogranicenog Sec, koji je primarno usmeren ka sintezi TrxR1 u
tumorskim celijama. Smanjenje ekspresije GPx enzima moZe znacajno da doprinese opaZenom
citotoksicnom efektu testiranih supstanci. Pokazano je da dualna inhibicija aktivnosti enzima Trx i
GSH sistema jeste efikasnija u indukciji Celijske smrti, nego inhibicija pojedinacnih sistema [240,
241].

Tretmani sa DVD-444 i DVD-445 su indukovali i znacajno povecéanje ekspresije GSTm.
Poznato je da se ekspresija GST enzima povecava u prisustvu elektrofila (poput Majklovih
akceptora), vezivanjem Nrf2 transkripcionog faktora za ARE sekvencu (koja se takode naziva i
element koji odgovara na elektrofile) u promotoru GST gena [242, 243]. Takode je pokazano da
GST enzimi doprinose antioksidativnoj odbrani katalizom redukcije organskih peroksida pomocu
GSH [244]. U prilog tome idu i dobijeni rezultati koji su pokazali poviSenu produkciju GSH pod
dejstvom DVD-444 i DVD-445, kao i poviSenu ekspresiju GR, koja GSSG redukuje nazad do GSH.
PoviSena produkcija GSH pokazana u ovoj studiji, verovatno je prouzrokovana povecanom
akumulacijom peroksinitrata, jer je efikasno uklanjanjanje peroksinitrata jedna od njegovih vaznih
uloga u Celijskoj odbrani od oksidativnog stresa [245].

Tretman sa DVD-444 je doveo do povecane ekspresije iRNK MnSOD i CAT u senzitivnim i
rezistentnim celijskim linijama glioma. MnSOD konjuguje superoksidne anjone do vodonik-
peroksida, dok CAT ima sli¢nu funkciju kao GPx i neutraliSe vodonik-peroksid [246]. Moguce je da
Celije glioma oksidativni stres pracen smanjenjem GPx1, pri tretmanu sa DVD-444, pokuSavaju da
prevazidu povecanom ekspresijom CAT. Medutim, Doki¢ i sar. [236] su pokazali da CAT ne moze
da kompenzuje u znacajnoj meri smanjenje funkcije GPx1.

Promena u ekspresiji enzima antioksidativne zaStite u mitohondrijama ukazuje na
promenu u mitohondrijalnom oksidativhom stresu [247]. Uocena depolarizacija mitohondrijalnog
membranskog potencijala nakon tretmana sa DVD-444 odgovara povecanoj ekspresiji MnSOD kod
RC6 Celija. Promena u ekspresiji antioksidantnih enzima, zajedno sa depolarizovanim
mitohondrijalnim membranskim potencijalom su snaZan pokazatelj oksidativnog stresa unutar
posmatranih Celija.

Inhibicija TrxR, pracena oksidativnim stresom i depolarizovanim mitohondrijalnim
membranskim potencijalom, za posledicu ima Celijsku smrt [155, 226]. S tim u vezi, DVD-444 i
DVD-445 su indukovale kasnu apoptozu i nekrozu u Celijskim linijama glioma pacova. Inhibicija
Trx sistema sa DVD-444 i DVD-445 je dovela do povecanja sadrzaja ASK1 proteina u C6 i RC6
¢elijama, Sto je dalje dovelo do indukcije kasne apoptoze.

Kod humanih ¢elijskih linija glioblastoma nije zapaZena indukcija Celijske smrti u znacajnoj
meri, uprkos smanjenju cCelijskog rasta nakon tretmana inhibitorima TrxR1. Ipak, proteinski
sadrzaj RNR je bio znacajno smanjen nakon tretmana sa DVD-444 u U87-TxR cCelijama, Sto ima za
posledicu smanjenje sinteze deoksiribonukleotida. S obzirom da je Trx donor protona za RNR i da
omogucava ovom proteinu da vrsi sintezu deoksiribonukleotida [248], ispitano je da li inhibitori
TrxR1 imaju anti-proliferativno dejstvo na U87 i U87-TxR Ccelije. Zaista, 2 uM DVD-444 i 8 uM
DVD-445 supstance jesu smanjile proliferaciju obe celijske linije humanih glioblastoma, pri ¢emu
je efekat bio viSe izraZen u rezistentnim cCelijama sa supstancom DVD-444. Inhibicija TrxR i RNR
izazvana hemioterapeutikom (moteksafin gadolinium) je takode dovela do smanjenja proliferacije

86



tumorskih celija u radu Hashemy i sar. (2006) [249], dok je kod HoSikava i sar. (2010) [250]
inhibicija Trx sistema posredovana pove¢anom ekspresijom TXNIP proteina imala sli¢ne efekte.

Nekroza je jedna od osnovnih osobina GBM, pri ¢emu je nekroti¢no tkivo tumora okruzeno
visoko invazivnim ¢elijama. Kako bi preZivele, ¢elije GBM moraju da migriraju dalje od nekroti¢ne
oblasti. Difuzna infiltracija u okolno tkivo mozga je ogranicavajuéi faktor hirurskog uklanjanja
tumora i efikasan nacin za Celije GBM da izbegnu radio- i hemioterapiju. Pored toga, ¢elije GBM se,
prema udaljenosti od krvnih sudova, razlikuju u kolicini kiseonika kojoj su izloZene - Celije blizu
krvnog suda su izloZene viSim koncentracijama 02, od hipoksic¢nih €elija, udaljenih od krvnog suda.
Hipoksicne celije se oslanjanju na glukozu kao izvor energije i oslobadaju laktate kao metabolicki
viSak, dok celije koje imaju ve¢i dotok kiseonika koriste laktate kao primarni izvor energije. Tako,
ove dve populacije formiraju simbiotski odnos, i pospeSuju rast i progresiju tumora [251].
Akumulacija vancéelijskih laktata doprinosi acidifikaciji vancelijske sredine, ¢ime se stimulisSe
proteoliticka aktivnost matriksnih metaloproteinaza, koje razgraduju komponente vancelijskog
matriksa i doprinose invazivnosti Celija. Oba redoks sistema, i GSH i Trx, imaju aktivnu ulogu u
metastazi i progresiji tumora [112]. Trx1 povecava pokretljivost i invazivnost ¢elija tumora [252],
tako Sto promoviSe ekspresiju i aktivnost matriksnih metaloproteinaza (MMPs) -2 i -9 [253].
Ekspresija MMPs je Cesto poviSena kod razlicitih tipova tumora, a njihova funkcija je povezana sa
sticanjem i odrZavanjem metastatskog fenotipa. Pokazano je da Trx1 remeti ravnotezu izmedu
MMPs i tkivnih inhibitora MMPs, $to povecava metastatski potencijal tumorskih ¢elija [254]. U
ovom radu je pokazano da DVD-445 znacajno inhibira degradaciju Zelatina od strane rezistentnih
¢elija glioma (RC6 i U87-TxR), kao i senzitivnih C6 Celija, dok DVD-444 suprimira degradaciju
Zelatina od strane RC6 i U87 celija. Obe supstance su pokazale znacajan potencijal inhibicije
invazije glioma kroz Matrigel i ispoljile snaZan anti-invazivni efekat na rezistentne ¢elije glioma.
Prikazani rezultati su u skladu sa prethodnim nalazima da specifi¢ni inhibitori TrxR1, etaselen i
auranofin, suprimiraju migraciju i invaziju ¢elija karcinoma dojke [252, 255].

5.4. DVD-444 i DVD-445 povecavaju osetljivost Celija glioma na citostatike

Primarni hemioterapeutik koji se koristi u leCenju GBM je TMZ, alkiluju¢i agens koji dovodi
do ostecenja molekula DNK i ima dobru penetrabilnost kroz krvno-moZzdanu barijeru [256]. Kao
odbrambeni mehanizam od dejtsva TMZ, cCelije glioma aktiviraju antioksidantne sisteme i
povecavaju sadrzaj GSH i GR, a pokazano je i da supresija GSH povecava osetljivost ¢elije na TMZ
[257]. Razliciti modulatori redoks stanja se istrazuju u kombinovanom tretmanu sa TMZ, kako bi
se poboljsao efekat hemioterapeutika [22]. Tako, pokazano je da inhibitori sinteze GSH povecavaju
efekat TMZ [258]. Kvercetin, prirodni flavonoid, deluje i kao nespecifi¢ni inhibitor TrxR [259], a u
kombinaciji sa TMZ indukuje apoptozu i suprimira rast ¢elija GBM [260-262]. Piperlongumin ima
sinergisti¢ko dejstvo sa cisplatinom i paklitakselom u tumorskim ¢elijama jajnika [263], dovodi do
reverzije rezistencije na doksorubicin 6,5 puta u humanim celijskim modelima leukemije [264],
dok u koncentraciji od 10 uM vrsi reverziju rezistencije na cisplatin i inhibira P-gp pumpu u
Celijama nesitnocelijskog karcinoma pluc¢a [265]. D-aloza, putem povecane ekspresije TXNIP i
indukcije RONS, povecava citotoksi¢ni efekat docetaksela na tumorske Celije i terapije zracenjem.
Auranofin je predloZzen kao sastavni deo multimodalne terapije, zajedno sa TMZ, u lecenju
rekurentnih GBM [266]. Pored toga, inhibicija Trx, primenom inhibitora PX-12 ili pove¢anom
ekspresijom TXNIP, dovodi do redukcije rezistencije tumorskih ¢elija na docetaksel i cisplatin,
senzitizuje tumorske Celije na terapiju zracenjem [267, 268], a pored toga i senzitizuje Celije
glioma na TMZ [269].

Kako bismo videli da li UMA TrxR inhibitori uvecavaju citotoksi¢nost TMZ u ¢elijama
glioma, Celije smo istovremeno tretirali sa TMZ i DVD-444 ili DVD-445 u testu Celijskog rasta. U
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analizi mehanizma dejstva supstanci DVD-444 i DVD-445, koriS¢ene su koncentracije bliske,
odnosno 2 uM DVD-444 i 8 uM DVD-445. U kombinovanim tretmanima sa TMZ primenjene su nize
koncentracije od ICso vrednosti za inhibiciju Celijskog rasta (< 2 uM za DVD-444 i < 8 za DVD-445),
odnosno 0,25,0,5i1 uM DVD-4441i1, 2,51 5 uM DVD-445. U skladu sa prethodnim istrazivanjima
[258-262, 266, 269], rezultati dobijeni kombinacijom TMZ sa supstancama DVD-444 i DVD-445
podrzavaju hipotezu da inhibitori redoks sistema povecavaju citotoksi¢ni efekat TMZ i da su
pogodni za kombinovane tretmane sa TMZ u Celijama glioma. Pored toga, najbolji sinergisticki
efekti su pokazani pri nizim koncentracijama TMZ (10, odnosno 100 uM) u kombinaciji sa 1,5 pM
DVD-444 i 5 puM DVD-445. Prethodno smo postavili hipotezu da su UMA inhibitori TrxR selektivni
prema cCelijama tumora, te da je citotoksi¢ni efekat na normalne ¢elije znacajno manji. Prema
Arneru (2021), inhibicija TrxR u normalnim ¢elijama dovodi do paradoksalnog efekta povecane
antioksidativne zaStite i povecava cCelijsku proliferaciju, dok u tumorskim c¢elijama dovodi do
znacCajnog povecanja koncentracije RONS, koje dovodi do Celijske smrti i inhibirane proliferacije
[270]. TMZ, kao i terapija zracenjem, imaju sistemsko dejstvo, te ostvaruje citotoksic¢ni efekat kako
na Celije tumora, tako i na normalne Celije u organizmu. Primena inhibitora TrxR u kombinovanoj
terapiji sa citostaticima i terapijom zracenjem moZe biti od ogromnog znacaja, kako za veci
antitumorski efekat terapije, tako i za vecu zaStitu normalnih celija organizma od toksi¢nog
dejstva terapije.

Prekomerna ekspresija P-gp je karakteristi¢na za veliki broj razli¢itih tumora i jedna od
osnovnih osobina viSestruko rezistentnog fenotipa [271], dok P-gp u krvno-moZdanoj barijeri Stiti
moZdani parenhim od prodora ksenobiotika [272]. Zato je bilo vaZno da se utvrdi da li inhibitori
TrxR1 menjaju funkciju P-gp u U87-TxR cCelijama. Rezultati su pokazali da 1 uM DVD-444 i 5 uM
DVD-445 povecavaju akumulaciju P-gp supstrata u U87-TxR cCelijama. S obzirom da prisustvo
viSestruko rezistentnog fenotipa nije uticalo na citotoksicnost DVD-444 i DVD-445, odnosno da se
koncentracije koje inhibiraju Celijski rast ne razlikuju izmedu U87 i U87-TxR c¢elija, moZe se reci da
DVD-444 i DVD-445 nisu supstrati za P-gp. Verovatnije je da supstance deluju kao P-gp inhibitori i
poseduju potencijal da moduliSu rezistentan fenotip. To je i pokazano u istovremenim tretmanima
0,25,05i1 uM DVD-444 ili 1, 2,51 5 pM DVD-445 sa PTX, gde su inhibitori TrxR1 povecali
osetljivost U87-TxR ¢elija na PTX. U skladu sa navedenim istrazivanjima [259-269] su i rezultati
analize efekta DVD-444 i DVD-445 na rad P-gp pumpe, koji zajedno ukazuju na potencijalnu
primenu inhibitora TrxR u reverziji viSestruko rezistentnog fenotipa i inhibiciji P-gp ekstruzione
pumpe.

5.5. Inhibitorne i anti-tumorske osobine serije analoga DVD-445

U ovde prikazanoj studiji DVD-445 je izdvojena kao interesantan kandidat, na osnovu
specificnih hemijskih osobina (estarske veze u blizini elektrofilnog centra), a potom i rezultata
dobijenih u testu in vitro inhibicije TrxR1, citotoksicnog efekta, kao i selektivnosti ka tumorskim
Celijama. Struktura i sinteza ove supstance je posluzila kao uzor za dalji razvoj analognih
supstanci, koje bi imale unapredene antitumorske osobine. Dizajnirana je serija od 34 strukturna
analoga, iz koje je izdvojeno 7 supstanci (1, 3, 4, 7, 9, 20, 34), sa zadovoljavaju¢om inhibicijom
TrxR1, za dalje ispitivanje antitumorskih efekata.

Rezultati su pokazali da je susptanca 9 najsnaZniji inhibitor TrxR1, potentniji od parentalne
supstance, Sto je pokazano u testu inhibicije TrxR celijskog lizata, sa 85% inhibirane aktivnosti pri
koncentraciji od 5 uM, kao i u testu inhibicije Cistog enzima TrxR1, gde je supstanca 9 pokazala
ICso vrednost od 190 nM. Potencijal inhibicije TrxR1 enzima je samim tim veci od DVD-445, Ciji je
ICso za inhibiciju enzima 600 nM. Dalje, supstanca 9 poseduje antitumorske karakteristike koje se
ogledaju u citotoksi¢nosti u opsegu i same parentalne supstance (priblizno 8 uM), ali i u izuzetnoj
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selektivnost ka tumorskim ¢elijama, sa relativnim faktorom selektivnosti od 2,4 koja prevazilazi
DVD-445. Supstanca 9 je samim tim ispunila cilj sinteze analoga DVD-445, sa poboljSanim
osobinama inhibicije i antitumorskog efekta.

Analozi DVD-445 su pokazali trend povecanja RONS u odnosu na parentalnu supstancu, pri
istoj koncentraciji tretmana za sve supstance - 10 puM, pri ¢emu je supstanca 34 pokazala
potencijal indukcije oksidativnog stresa kod U87 celija na nivou H202, kao pozitivne kontrole.
Povecana osetljivost U87 na oksidativni stres je znacajna i iz razloga Sto se ova cCelijska linija
pokazala kao najotpornija na dejstvo supstanci DVD-444 i DVD-445. Pored toga, u Celijama U87 i
U87-TxR je u istoj meri oksidativni stres indukovala i supstanca 9, najpotentniji inhibitor TrxR1.
Kod rezistentnih U87-TxR ¢elija, samo dva analoga, 7 i 20, su ispoljila potencijal povecanja RONS
na nivou ili u ve¢oj meri nego DVD-445.

Analozi DVD-445 su suprimirali funkciju P-gp u akutnom tretmanu rezistentnih humanih
glioblastoma, sa pove¢anom akumulacijom supstrata esktruzione pumpe uglavnom preko 50%.
Primecen je trend da se maksimalni efekat inhibicije ekstruzione pumpe postiZe pri koncentraciji
supstanci od 5 pM, ali bez statisticke znacajnosti u odnosu na druge dve ispitane koncentracije, 2,5
i 10 uM. Povecana akumulacija supstrata P-gp pumpe nije bila dozno zavisna kod analoga DVD-
445, dok je kod same parentalne supstance primecena dozna zavisnost, gde se sa povecanjem
koncentracije DVD-445 povecavala i akumulacija supstrata. Ovim Zelimo da istaknemo da i nize
koncentracije (2,5 pM), sa niskim citotoksicnim efektom na celije tumora, dovode do akutnog
efekta inhibicije P-gp ekstruzione pumpe. Takode, supstanca 9, kao najpotentniji inhibitor u ovoj
seriji, je u akutnom tretmanu celija U87-TxR efikasno inhibirala aktivnost P-gp pumpe. Efekat
analoga DVD-445 na inhibiciju P-gp je bio ve¢i u akutnom, nego u produZenom tretmanu
rezistentnih Celija U87-TxR. U produZenim tretmanima koncentracijom od 2,5 pM efekat inhibicije
P-gp pumpe je primecen samo za supstancu 20, i to u meri sli¢noj kao i u akutnom tretmanu, sa
oko 30% promene u odnosu na netretiranu kontrolu. Pored potencijala analoga kao pojedina¢nih
antitumorskih agenasa, DVD-445 i njegovi unapredeni UMA analozi se mogu koristiti kao
modulatori rezistencije na lekove u kombinaciji sa drugim hemioterapeuticima, koji su supstrati
za P-gp, kako bi povecali akumulaciju hemioterapeutika unutar Celije tumora i ujedno povecali i
njihovo citotoksi¢no dejstvo [273].
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6.

ZAKLJUCCI
Na osnovu ostvarenih rezultata u skladu sa postavljenim ciljevima i postojecim

literaturnim podacima, izvuceni su zakljucci ove doktorske disertacije:

1)

2)

3)

4)

5)

Novosintetisane supstance, imenovane kao ,Ugi-tip Majklovih akceptora“ - UMA (DVD-438,
DVD-439, DVD-440, DVD-443, DVD-444, DVD-445), su specifi¢ni inhibitori TrxR1, kao i Trx
sistema, a medu njima DVD-445 je najpotentniji inhibitor TrxR1. UMA snaznije inhibiraju
redukovanu formu TrxR1, koja je viSe zastupljena u proliferativnim celijama.

UMA selektivno inhibiraju rast aktivno proliferiSu¢ih humanih ¢elija (SH-SY5Y, U87 i HaCaT) u
odnosu na neproliferiSuc¢e celije (PBMC) i snaZzno indukuju oksidativni stres u c¢elijama
humanog neuroblastoma (SH-SY5Y), Sto je praceno selektivnom indukcijom nekroze SH-SY5Y
¢elija u poredenju sa normalnim humanim keratinocitama (HaCaT).

Supstance DVD-444 i DVD-445 menjaju ekspresiju antioksidativnih enzima u ¢elijama glioma
pacova (C6 i RC6) i ¢elijama humanog glioblastoma (U87 i U87-TxR), dovode do depolarizacije
membranskog potencijala mitohondrija i posledi¢no ¢elijske smrti kod C6 i RC6, inhibiraju
proliferaciju U87 i U87-TxR celija, i smanjuju sposobnost njihove migracije i invazije.
[stovremena kombinacija DVD-444 i DVD-445 sa antigliomskim hemioterapeutikom
temozolomidom (TMZ) ima sinergisticki efekat i povecava osetljivost celija glioma pacova i
humanog glioblastoma na TMZ. Takode, supstance DVD-444 i DVD-445 inhibiraju aktivnost P-
gp i dovode do reverzije rezistencije na PTX kod U87-TxR ¢elija.

Analozi DVD-445 snaZznije inhibiraju aktivnost TxrR1, u ve¢oj meri indukuju oksidativni stres,
pokazuju vecu selektivnost ka ¢elijama humanog glioblastoma u odnosu na DVD-445 i imaju
karakteristike modulatora P-gp aktivnosti.

Opsti zakljucak:

Novosintetisani UMA, kao specifi¢ni inhibitori TrxR1, ostvaruju citotoksi¢no dejstvo na

¢elije humanog neuroblastoma i glioblastoma uz postojanje selektivnosti ka aktivno proliferiSu¢im
i tumorskim celijama. Ove supstance indukuju oksidativni stres, menjaju milje antioksidanata
unutar celije, ukljucujudi i antioksidantne enzime, i znacajno smanjuju metastatski potencijal ¢elija
glioma. Takode, inhibitori TrxR1 pokazuju znacajnu efikasnost kada se primene u kombinovanim
tretmanima, jer povecavaju osetljivost Celija glioma na klasi¢ne hemioterapeutike. Zbog svega
navedenog, novosintetisani UMA predstavljaju perspektivne kandidate za razvoj novih terapijskih
strategija za leCenje glioblastoma i neuroblastoma.
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obpasay usjase o aymopcmay

HU3jaBa 0 ayTOpCTBY

Wme v npe3ume ayTopa MupHa H. JoBanosuh

Bpoj ungexca b3032/2017

H3jaB/byjem
Jla je JOKTOpCKa AucepTanyja noJ HacJai0BOM

Pa3Boj aHTUTYMOpCKe cTpaTeruje NpuMeHOM HMHXHMOUIMje THOpeAOKCHUH-peAyKTase 1 y
hesimjckuMm Mo e/iMMa rimo6J1acToMa 1 Heypo6/iacTomMa

* pe3yJITaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT pajia;

e Jla AMCepTAalMja Y LieJIMHU HU Y JleJIOBUMA HUje GuJia IpeJiJio’KeHa 3a CTULakbe Apyre JUIJIoMe
npema CTY/IUjCKUM NPOrpaMuMa APYTrUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTAHOBA;

e /1a Cy pe3yJITaTU KOPEKTHO HaBEeIeHU U

e Jla HUCAM KPILIKO/J1a ayTOpPCKa MpaBa U KOPUCTHUO/JIa UHTEJIEKTYa/IHy CBOjUHY JIPYyTUX JIMLIA.

[lornuc aytopa

Y Beorpapny,
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06pasay usjase 0 ucmogemHocmu wmamnaHe u eJ1eKmMpoHcKe gep3uje dokmopckoz pada

H3jaBa 0 ICTOBETHOCTHU LITAMIIAHE U €JIeKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT

paja

Wme u npe3srme ayTopa MupHa JoBaHoBuh
bpoj unaexkca b3032/2017
Ctyznujcku nporpam BuoJsioruja

HacioB pasa Pa3BOj aHTUTYMOpPCKe cCTpaTervdje NpMMEeHOM HHXMOWLHMje THOpeJLOKCHH-
peaykrase 1y henujckum MojemMa riamo6/1acToMa 1 Heypo6sacroMma

MenTopuap AHa Ilogosicku-Penuh v ap Cama Januh

H3jaB/byjeM fa je wTaMIlaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOI paZia UCTOBETHA eJIeKTPOHCKO] Bep3uju
KOjy caM mnpenao/Jja paJiu noxpamwHBama y JUruTaJJHOM peno3uTOpUjymMy YHUBep3UTeTa Yy
beorpaay.

Jlo3BoJbaBaM Jia ce 06jaBe MOjH JIMYHH MOIAllM Be3aHH 3a J00Ujare akaJleMCKOr Ha3WBa J0KTopa
HayKa, Kao LITO Cy UMe U IIpe3uMe, roJIMHa U MeCTO pohemwa U JaTyM oZiopaHe paja.

OBM JIMYHM MOJALM MOTY ce 006jaBUTHM HAa MpEXHHUM CTpaHUIlAaMa JUTUTa/HE OUOJINOTEKe, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y nybJyiMKalujaMa YHUBep3uTeTa y beorpagy.

[Tornuc aytopa

Y Beorpany,
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o6pa3say usjase o kopuuwhersy

U3jaBa o kopuithemwy

OBnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubauoreky ,CBetosap MapkoBuh“ pga y /Jlurutannu
penosuTopujyM YHuBep3uTera y beorpasy yHece MOjy [JOKTOPCKY JucCepTaldjy IIOJ
HACJ0BOM:

Pa3Boj aHTUTYMOpKCe cCTpaTervje HNpUMEHOM HHXMOULHje THOPEAOKCUH-peAyk3e 1 y
hesmmjckum MogesiMma riimo6/1acToMa M Heypoo6/1acToMa

KOja je Moje ayTOPCKO JeJio.

JlucepTanyjy ca CBUM NpU/I03MMa Npeiao/jia caM y eJIEKTPOHCKOM GpopMaTy MOroJHOM 3aTPajHO
apxXvBHpame.

Mojy JOKTOpCKY JucepTalujy NMOXpameHy y /JIMTMTaJHOM peno3uTOpUjyMy YHUBEP3UTETa y
Beorpaay v JOCTynmHY y OTBOPEHOM MPUCTYIy MOTY Jla KOPHCTe CBU KOjU TOIUITYjy oApejnbe
caspkaHe y ogabpaHoM Tumy JuneHle KpeatusHe 3ajegHunie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
OJJIy4mo/na.

1. Aytopctgo (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekoMep1ujasiHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HeKoMep1HjasiHo - 6e3 npepaza (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEPLHUja/IHO - AeJIUTU o uctuM ycaoBuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO — AenuTu noj uctuM ycaosruma (CC BY-SA)

(MosarMo [1a 320KpY>XUTE CaMo je[HY O/, LeCT NOHYHeHHUX JIMLEHLIU.

KpaTak onuc JIMIeHIIY je cCacTaBHU /le0 OBe H3jaBe).

[loTnuc aytopa

Y Beorpapgy,
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