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ULOGA INHIBITORA SRC TIROZIN-KINAZE U PREVAZILAŽENJU 
UROĐENO REZISTENTNOG I INVAZIVNOG FENOTIPA GLIOBLASTOMA 

Sažetak 

Glioblastomi su najagresivniji primarni tumora mozga, koje odlikuje visoka aktivnost Src 
tirozin-kinaze. Stoga, ovaj enzim, koji reguliše preživljavanje i invazivnost tumorskih ćelija, 
predstavlja potencijalnu metu za razvoj ciljane terapije. U ovom radu je ispitano dejstvo Src 
tirozin-kinaznih inhibitora, Si306 i njegovog proleka pro-Si306 na invazivni potencijal humanih 
ćelijskih linija glioblastoma (U87 i U87-TxR) i tri primarne ćelijske kulture glioblastoma, kao i na 
višestruku rezistenciju na lekove posredovanu ekspresijom P-glikoproteina u U87-TxR ćelijskoj 
liniji. P-glikoprotein je ATP vezujući transporter, koji ima protektivnu ulogu u krvno-moždanoj 
barijeri, dok na membrani tumorskih ćelija sprečava prodiranje brojnih lekova i tako umanjuje 
njihovu efikasnost. 

Značajan efekat Si306 i pro-Si306 na ćelijski rast glioblastoma dobijen je u 
mikromolarnom opsegu koncentracija 1-20 µM. Sposobnost ćelija glioblastoma da razgrade 
vanćelijski matriks je bila značajno smanjena primenom Src tirozin-kinaznih inhibitora. Oba 
inhibitora su uticala na ekspresiju komponenti Src signalnog puta i pokazala anti-invazivni 
potencijal in vitro. In vivo, inhibitori su sprečili invadiranje U87 ćelija u ksenograft modelu 
embriona zebrice. Pored svoje primarne uloge, Src tirozin-kinazni inhibitori su pokazali 
sposobnost da umanje aktivnost P-glikoproteina i povećaju efikasnost paklitaksela kod U87-TxR 
ćelija. 

Uzimajući u obzir rezultate ovog rada, Si306 i pro-Si306 predstavljaju kandidate za 
buduća klinička ispitivanja na glioblastomima kod kojih su terapeutske mogućnosti ograničene. 
Prolek pro-Si306 je pokazao sličnu efikasnost kao i Si306, što ukazuje na opravdanost njegove 
upotrebe zbog povoljnijih farmakokinetičkih svojstava u odnosu na sam lek. 

 

KLJUČNE REČI: glioblastom, Src tirozin-kinazni inhibitor, invazivnost, fokalna aheziona 
kinaza, matriksne metaloproteinaze, višestruka rezistencija na lekove, P-glikoprotein 

NAUČNA OBLAST: Molekularna onkologija 

UŽA NAUČNA OBLAST: Kancerogeneza 

 

 

 

 

 

 

 

 



THE ROLE OF SRC TYROSINE KINASE INHIBITORS IN OVERCOMING 
THE INTRINSICALLY RESISTANT AND INVASIVE PHENOTYPE OF 

GLIOBLASTOMA 

Abstract 

Glioblastoma, as the most aggressive brain tumor, displays high activity of Src tyrosine 
kinase. Thus, this enzyme that participates in the survival, migration, and invasiveness of tumor 
cells emerged as a potential target for glioblastoma therapy. The effects of Src inhibitors, Si306 
and its prodrug pro-Si306, on invasive potential in human glioblastoma cell lines (U87 and U87-
TxR) and three primary glioblastoma cell cultures were investigated in this study. Another 
phenomenon investigated was multidrug resistance mediated by the overexpression of P-
glycoprotein in the resistant glioblastoma cell line U87-TxR. This ATP-binding cassette 
membrane transporter has a protective role in the blood-brain barrier, while it limits drug delivery 
through tumor membrane and decreases their efficacy. 

Si306 and pro-Si306 have shown significant effects on cell growth of glioblastoma cells 
applied in concentrations range 1-20 µM. The ability of glioblastoma cells to degrade the 
extracellular matrix was considerably compromised after application of Src tyrosine kinase 
inhibitors. Both compounds affected Src signaling pathway members and showed their anti-
invasive potential in vitro. In addition, Si306 and pro-Si306 displayed an anti-invasive effect 
against U87 xenografts in the zebrafish embryo model in vivo. Moreover, the tested compounds 
were found to inhibit the activity of P-glycoprotein, and enhance the efficacy of paclitaxel in P-
glycoprotein overexpressing cells. 

Considering the results of this study, clinical testing of Si306 and pro-Si306 in 
glioblastoma with limited treatment options is anticipated in the near future. The prodrug showed 
similar efficacy to the drug, implying the rationality of its use in clinical settings. 

 

KEY WORDS: glioblastoma, Src tyrosine kinase inhibitor, invasion, focal adhesion kinase, 
matrix metalloproteinase, multidrug resistance, P-glycoprotein 

SCIENTIFIC FIELD: Molecular oncology  

SCIENTIFIC SUBFIELD: Cancerogenesis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
  



Lista skraćenica 

 
ABC - engl. ATP-binding cassette (ATP-
vezujući transporteri) 
ABCB1 - engl. ATP binding cassette 
subfamily B member 1 (ATP-vezujući 
transporter B1) 
ABCC1 - engl. ATP binding cassette 
subfamily C member 1 (ATP-vezujući 
transporter C1) 
ABCG2 - engl. ATP binding cassette 
subfamily G member 2 (ATP-vezujući 
transporter G2) 
AKT - familija serin/treonin specifičnih 
protein kinaza 
ANOVA - engl. analysis of variance (analiza 
varijanse) 
ATCC - engl. American Type Culture 
Collection 
ATP - adenozin trifosfat 
BCRP - engl. breast cancer resistance 
protein (protein rezistencije raka dojke) 
bFGF - engl. basic fibroblast growth factor 
(osnovni faktor rasta fibroblasta) 
BSA - engl. bovine serum albumin (albumin 
goveđeg seruma) 
cDNK - komplementarna DNK 
Ct - engl. treshold cycle (granični ciklus) 
dATP - dezoksiadenozin-trifosfat 
dCTP - dezoksicitidin-trifosfat 
DEPC - dietil pirokarbonat 
dGTP - dezoksiguanozin-trifosfat 
DMEM - Dulbeko modifikovani minimalni 
esencijalni medijum 
DMEM/F12 - Dulbeko modifikovani 
minimalni esencijalni medijum sa Hamovim 
F-12 medijumom 
DMSO - dimetilsulfoksid 
DNK - dezoksiribonukleinska kiselina 
dTTP - dezoksitimidin-trifosfat 
EDTA - etilendiamin tetraacetat 
EGF - engl. epidermal growth factor 
(epidermalni faktor rasta) 
EGFR - engl. epidermal growth factor 
receptor (receptor za epidermalni faktor 
rasta) 
ERK - engl. extracellular signal-regulated 
protein kinase (kinaza regulisana 
vanćelijskim signalima) 
FAK - engl. focal adhesion kinase (fokalna 
adheziona kinaza) 

FBS - engl. fetal bovine serum (fetalni 
goveđi serum) 
FDA - engl. Food and Drug Administration 
(Američka uprava za hranu i lekove) 
FITC - fluorescein izotiocijanat 
GFAP - engl. glial fibrillary acidic protein 
(kiseli glijalni fibrilarni protein) 
HRP - engl. horseradish peroxidase 
(peroksidaza rena) 
IC50 - inhibitorna koncentracija (50% 
inhibicije ćelijskog rasta u odnosu na 
kontrolu) 
IDH - engl. isocitrate dehydrogenase 
(izocitratna dehidrogenaza) 
iRNK - informaciona ribonukleinska kiselina 
KMB - krvno-moždana barijera 
MAPK - engl. mitogen-activated protein 
kinase (mitogenom-aktivirana protein 
kinaza) 
MEK - engl. mitogen-activated protein 
kinase kinase (kinaza mitogenom-aktivirane 
protein kinaze) 
MEM - minimalni esencijalni medijum 
MDR - engl. multidrug resistance (višestruka 
rezistencija na lekove) 
MDR1 - engl. multidrug resistance protein 
(protein višestruke rezistencije na lekove 1) 
MMP - engl. matrix metalloproteinase 
(matriksna metaloproteinaza) 
MRP1 - engl. multidrug resistance-
associated protein 1 
mTOR - engl. mammalian target of 
rapamycin (ciljni molekul rapamicina kod 
sisara) 
MTT - 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolijum bromid 
PAGE - engl. Polyacrylamide gel 
electrophoresis (elektroforeza u 
poliakrilamidnom gelu) 
PBS – engl. phosphate-buffered saline 
(fosfatni pufer) 
PCR - engl. polymerase chain reaction 
(lančana reakcija polimeraze) 
PFA - paraformaldehid 
P-gp - P-glikoprotein 
PI3K - engl. phosphoinositide 3-kinase 
(fosfatidil inozitol 3-kinaza) 



PTEN - engl. phosphatase and tensin 
homolog deleted on chromosome 10 
(homolog fosfataze i tenzina) 
PVDF - polivinilidin fluorid 
qPCR- engl. quantitative polymerase chain 
reaction (kvantitativna lančana reakcija 
polimeraze) 
RAF - proto-onkogena serin/treoninska 
proteinska kinaza 
RAS - proteinska familija GTP-aza 
RNK - ribonukleinska kiselina 
RTK - engl. receptor tyrosine kinase (tirozin-
kinazni receptor) 
SD - standardna devijacija 
SDS - natrijum dodecil sulfat 
SEM - engl. standard error of the mean 
(standardna greška srednje vrednosti) 
SFK - engl. Src family kinase (familija Src 
tirozin-kinaza) 
TB - engl. trypan blue (tripan plavo) 
TBE - Tris boratni EDTA pufer 
TBS-T - Tris-boratni pufer sa dodatkom 
Tween-20 deterdženta 
TEMED - tetrametiletilendiamin 
TKI - tirozin-kinazni inhibitor 
VEGF - engl. vascular endothelial  
growth factor (vaskularni endotelski faktor 
rasta) 
VEGFR - engl. vascular endothelial  
growth factor receptor (receptor vaskularnog 
endotelskog faktora rasta)



 
 

Sadržaj 

1. UVOD ............................................................................................................... 1 

1.1. Opšte odlike malignih tumora ............................................................................................. 1 

1.2. Ciljana terapija malignih tumora ......................................................................................... 4 

1.2.1. Tirozin-kinaze kao mete ciljane terapije malignih tumora ............................................... 4 

1.2.2. Interakcija tirozin-kinaznih inhibitora sa ABC transporterima ....................................... 6 

1.2.3. Potencijal inhibicije Src tirozin-kinaze u terapiji malignih tumora ................................. 9 

1.3. Glioblastomi ...................................................................................................................... 10 

1.3.1. Invazivnost glioblastoma ................................................................................................ 12 

1.3.2. Rezistencija glioblastoma na terapiju ............................................................................ 13 

1.4. Terapija glioblastoma ........................................................................................................ 14 

1.4.1. Novi terapeutski pristupi u lečenju glioblastoma ........................................................... 15 

1.4.2. Src tirozin-kinazni inhibitori u lečenju glioblastoma ..................................................... 16 

1.4.2.1. Src tirozin-kinazni inhibitori Si306 i pro-Si306 ................................................. 17 

2. CILJEVI ........................................................................................................ 20 

3. MATERIJAL I METODE ........................................................................... 22 

3.1. Lekovi i farmakološki inhibitori ........................................................................................ 22 

3.2. Hemikalije i reagensi ......................................................................................................... 22 

3.3. Ćelijske linije ..................................................................................................................... 22 

3.4. Određivanje broja ćelija ..................................................................................................... 22 

3.5. Uzorci tkiva ....................................................................................................................... 23 

3.6. Uspostavljanje primarnih ćelijskih kultura glioblastoma .................................................. 23 

3.7. Imunocitohemijska analiza primarnih ćelijskih kultura glioblastoma ............................... 23 

3.8. MTT test vijabilnosti ćelija ................................................................................................ 24 

3.8.1. Pojedinačni i kombinovani tretmani ćelija ..................................................................... 24 



 
 

3.9. Izolacija RNK i reakcija reverzne transkripcije ................................................................ 25 

3.9.1. Izolacija RNK ................................................................................................................. 25 

3.9.2. Provera kvaliteta RNK .................................................................................................... 25 

3.9.3. Reakcija reverzne transkripcije ...................................................................................... 26 

3.10. Analiza ekspresije gena metodom kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu ............... 26 

3.11. Analiza ćelija protočnom citofluorimetrijom .................................................................. 27 

3.11.1. Akumulacija rodamina 123 .......................................................................................... 27 

3.11.2. Analiza ekspresije P-glikoproteina ............................................................................... 27 

3.11.3. Analiza ekspresije Src tirozin-kinaze ............................................................................ 27 

3.12. Izolacija proteina i „Western blot“ analiza ...................................................................... 28 

3.12.1. Izolacija proteina .......................................................................................................... 28 

3.12.2. Elektroforeza proteina .................................................................................................. 28 

3.12.3. Elektrotransfer proteina ............................................................................................... 28 

3.12.4. Imunološka detekcija imobilizovanih proteina ............................................................. 29 

3.12.5. Semikvantitativna analiza imunoblotova ...................................................................... 29 

3.13. Analiza invazivnog potencijala ćelija .............................................................................. 30 

3.13.1. Metoda degradacije želatina ........................................................................................ 30 

3.13.2. Test invazivnosti ćelija .................................................................................................. 30 

3.14. Životinjski model zebrice ................................................................................................ 31 

3.14.1. Uzgajanje i mrešćenje zebrica ...................................................................................... 31 

3.14.2. Inokulacija ćelija glioblastoma u embrione zebrica .................................................... 32 

3.15. Statistička obrada rezultata .............................................................................................. 33 

4. REZULTATI ................................................................................................. 34 

4.1. Karakterizacija primarnih ćelijskih kultura glioblastoma ................................................. 34 

4.2. Uticaj inhibitora Src tirozin-kinaze na inhibiciju vijabilnosti glioblastoma ...................... 36 



 
 

4.2.1. Zavisnost osetljivosti ćelija glioblastoma na Si306 i pro-Si306 od nivoa 
ekspresije Src tirozin-kinaze ............................................................................... 37 

4.3. Uticaj inhibitora Src tirozin-kinaze na invazivni potencijal ćelija glioblastoma in 
vitro….... ................................................................................................................................... 38 

4.3.1. Invazivni potencijal ćelija glioblastoma ......................................................................... 38 

4.3.2. Si306 i pro-Si306 smanjuju invazivni potencijal U87 i U87-TxR ćelija ........................ 40 

4.3.2.1. Degradacija želatina ........................................................................................... 40 

4.3.2.2. Invazija kroz membranu ..................................................................................... 42 

4.3.3. Si306 i pro-Si306 smanjuju invazivni potencijal primarnih ćelija glioblastoma u 
testu degradacije želatina ................................................................................... 43 

4.4. Uticaj inhibitora Src tirozin-kinaze na invazivni potencijal ćelija glioblastoma in 
vivo……. ................................................................................................................................... 46 

4.5. Inhibicija komponenti Src tirozin-kinaznog signalnog puta u ćelijama 
glioblastoma .............................................................................................................................. 49 

4.5.1. Si306 i pro-Si306 inhibiraju aktivnost Src tirozin-kinaze i ushodnih članova 
njenog signalnog puta (FAK i EGFR) ................................................................ 49 

4.5.2. Si306 i pro-Si306 inhibiraju aktivnost nishodnih članova Src tirozin-kinaznog 
signalnog puta (AKT i ERK) ............................................................................... 50 

4.5.3. Si306 i pro-Si306 inhibiraju aktivnost Src u primarnim ćelijama glioblastoma ........... 51 

4.6. Interakcija Src tirozin-kinaznih inhibitora sa P-glikoproteinom u rezistentnim 
ćelijama glioblastoma ............................................................................................................... 52 

4.7. Reverzija rezistencije na paklitaksel .................................................................................. 55 

5. DISKUSIJA ................................................................................................... 57 

5.1. Src tirozin-kinazni inhibitori smanjuju vijabilnost ćelija glioblastoma ............................. 58 

5.2. Src tirozin-kinazni inhibitori sprečavaju invaziju ćelija glioblastoma .............................. 58 

5.3. Si306 i pro-Si306 menjaju Src-posredovanu signalizaciju u ćelijama glioblastoma ........ 60 

5.4. Src tirozin-kinazni inhibitori modulišu višestruko-rezistentan fenotip ćelija 
glioblastoma .............................................................................................................................. 62 

6. ZAKLJUČCI ................................................................................................. 64 

7. LITERATURA .............................................................................................. 66 



1 
 

1. UVOD 

1.1. Opšte odlike malignih tumora 

Masa ćelija koju karakteriše nekontrolisana deoba predstavlja neoplazmu, tj. tumor. Tumori se 
dele na benigne i maligne. Za razliku od benignih tumora koji se ne šire po organizmu, maligne 
tumore karakteriše agresivnost i migracija u vidu invazije okolnog tkiva i metastaziranja u udaljena 
tkiva (Motofei, 2018). Maligni tumori se odlikuju pojavom genskih mutacija koje dovode do 
aktivacije onkogena ili inhibicije tumor-supresorskih gena. Promene u obe klase ovih gena u 
humanim i životinjskim ćelijama dovode do nastanka malignih tumora (Kontomanolis i sar., 2020). 
Razumevanje tumorogeneze nam omogućava napredak u razvoju novih uspešnijih terapeutika. 

Napredak u molekularnoj biologiji i razvoj sofisticiranih tehnika za proučavanje mehanizama 
kancerogeneze doveli su do unapređivanja našeg znanja i evolucije koncepata koji objašnjavaju 
transformaciju normalnih ćelija u tumorske. Prvo je predloženo da je nastanak malignih tumora 
povezan sa pojavom šest ćelijskih odlika (Hanahan i Weinberg, 2000): 

1) Samostalna regulacija proliferacije 
2) Neosetljivost na signale koji inhibiraju proliferaciju 
3) Izbegavanje programirane ćelijske smrti (apoptoze) 
4) Neograničen replikativni potencijal 
5) Tumorska angiogeneza 
6) Invazija normalnog tkiva i metastaze 

Ove odlike potpomažu mehanizme samoodrživosti tumorskih ćelija. Prethodno naveden koncept 
je proširen sa još 4 dodatne osobine koje su neophodne za transformaciju ćelija (Hanahan i Weinberg, 
2011): 

7) Genomska nestabilnost i mutacije 
8) Reprogramiranje energetskog metabolizma ćelije 
9) Izbegavanje imunskog odgovora 
10) Tumor-promovišući inflamatorni odgovor 

Uzimajući u obzir tumorsku mikrosredinu i njen uticaj na dalji razvoj malignih tumora, 
najnoviji koncept je proširen na procese koji pored toga što dovode do transformacije fenotipski 
normalnih ćelija u maligne, utiču i na širenje malignih ćelija na račun normalnog tkiva (Fouad i 
Aanei, 2017) (Slika 1): 

1) selektivan rast i proliferacija 
2) izmenjen odgovor na stres 
3) vaskularizacija 
4) invazija i metastaziranje 
5) ponovno uspostavljanje metabolizma 
6) podržavajuća tumorska mikrosredina 
7) imunska modulacija 
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Slika 1. Mehanizmi transformacije normalnih u maligne ćelije. Preuzeto i izmenjeno prema (Fouad 
i Aanei, 2017). 

 Kod malignih tumora narušena je regulacija proliferacije ćelija, koja je pod kontrolom 
signalnih molekula, faktora rasta i odgovarajućih receptora, kao i citosolnih molekula, koji učestvuju 
u regulaciji ćelijskog ciklusa. Do progresije malignih tumora dolazi usled prekomerne produkcije 
faktora rasta, koji ostvaruju autokrino ili parakrino dejstvo, kao i usled smanjenje produkcije faktora 
koji inhibiraju rast (Thandapani, 2019). Receptori faktora rasta takođe mogu biti povišeno 
eksprimirani ili konstitutivno aktivni (Rutkowska i sar., 2019). Tokom maligne transformacije, ćelije 
prolaze kroz različite tipove stresa kao što su nekontrolisana signalizacija, oštećenje DNK, hipoksija 
ili nedostatak nutrijenata. Da bi odgovorile na ove izazove, ćelije mogu inicirati različite procese, a 
nepovratno oštećena ćelija može ući u proces ćelijske smrti. U malignim ćelijama ovi regulatorni 
mehanizmi su utišani, što dovodi do preživljavanja i umnožavanja oštećenih ćelija (Fouad i Aanei, 
2017). 

Ćelije malignih tumora uspostavljaju višestruke mehanizme popravke kao odgovor na DNK 
oštećenja. Kod tumora dolazi i do kompenzatornih mehanizama, u slučaju nedostataka osnovnih 
puteva za popravku DNK (Baretti i Le, 2018). Kada maligna transformacija dovede do ćelijskog 
stresa koji uključuje DNK oštećenja koja nije moguće popraviti, nekontrolisanu proliferaciju, ali i 
odvajanje od vanćelijskog matriksa, trebalo bi da dođe do programirane ćelijske smrti, tj. apoptoze 
(Lopez i Tait, 2015). Ipak, u malignim ćelijama je narušena ravnoteža između ćelijske proliferacije i 
ćelijske smrti. Apoptoza može biti pokrenuta na dva načina. Spoljašnji put aktivacije apoptoze 
uključuje interakciju između receptora na površini ćelije sa njihovim ligandima, dok unutrašnji put 
uključuje prepoznavanje i razlikovanje nivoa stresa u ćeliji koji su dovoljni da dovedu do ovog tipa 
ćelijske smrti. Oba načina regulacije apoptoze uključuju enzime kaspaze, koji mogu dovesti do 
ćelijske smrti za nekoliko minuta (Koff i sar., 2015; Lopez i Tait, 2015). 

Autofagija predstavlja proces recikliranja unutarćelijskih komponenata. Fiziološki smisao 
autofagije je provera kvaliteta ćelijskih komponenti i uklanjanje pogrešno upakovanih proteina i 
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oštećenih organela (Galluzzi i sar., 2015). U procesu suzbijanja tumorogeneze, autofagija učestvuje u 
eliminaciji oštećenih mitohondrija, degradaciji prekomerno eksprimiranih proteina, imunskom 
nadzoru ćelija i odbrani protiv potencijalnih kancerogenih bakterija i virusa. Takođe, neki podaci 
ukazuju da autofagija učestvuje i u ćelijskom preživljavanju i progresiji tumora. Ona tada omogućava 
tumorima preživljavanje jakog metaboličkog stresa i hipoksije, izbegavanje imunskog nadzora i 
doprinosi invazivnim i metastatskim osobinama tumora (Mowers i sar., 2017). 

Senescencija ili ireverzibilno ćelijsko mirovanje predstavlja još jedan mehanizam odbrane 
ćelije od unutrašnjih stresora i karakteriše se nepovratnim izlaskom iz ćelijskog ciklusa (Calcinotto i 
sar., 2019). Senescencija se javlja usled skraćivanja telomera nakon iscrpljivanja replikativnog 
potencijala ćelije. Skraćivanje telomera predstavlja univerzalnu osobinu prelaska benignih u pre-
maligne lezije. Da bi se ćelijski ciklus nastavio potrebno je prevazići problem skraćivanja telomera, 
što se dešava u potpuno transformisanim malignim ćelijama koje na taj način izbegavaju proces 
senescencije (Shay, 2016). 

Jedna od osnovnih osobina malignih tumora je njihova sposobnost da invadiraju u okolno 
normalno tkivo i da migriraju do udaljenih mesta, gde formiraju sekundarne tumore – metastaze 
(Suhail i sar., 2019). Da bi ćelije malignih tumora dospele do udaljenih mesta, one najpre invadiraju 
kroz vanćelijski matriks (uključujući bazalnu membranu i stromalne ćelije), intravadiraju u krvne 
sudove tumorskog tkiva, transportuju se cirkulacijom, ekstravadiraju u parenhim udaljenih organa i 
“nastanjuju se” u stranoj mikrosredini, stvarajući mikrometastaze. Mikrometastaze mogu kasnije 
prerasti u klinički relevantne makrometastaze koje kolonizuju tkivo drugog organa (Massague i 
Obenauf, 2016). Paralelno sa invazijom okolnog tkiva dešava se razlaganje vanćelijskog matriksa, u 
kome ključnu ulogu imaju metaloproteinaze matriksa (MMP). Ovi endopeptidi pored toga što su 
važni u procesu invazije malignih ćelija, doprinose i ćelijskoj proliferaciji, preživljavanju, imunskom 
odgovoru, kao i angiogenezi (Shuman Moss i sar., 2012). MMP su pozitivno regulisane u skoro svim 
tipovima malignih tumora (Winer i sar., 2018), a ekspresija MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, 
MMP-9 i MMP-12 je povezana sa lošijom kliničkom slikom pacijenata (Hadler-Olsen i sar., 2013).  

Intravazacija, do koje dolazi nakon prolaska ćelija kroz vanćelijski matriks, predstavlja 
prolazak invazivnih ćelija u lumen krvnih sudova (Zavyalova i sar., 2019). Kada se jednom nađu u 
cirkulaciji, tumorske ćelije moraju proći kroz različite procese prilagođavanja, kako bi opstale u 
krvnom sudu (Alix-Panabieres i Pantel, 2016). Kada tumorske ćelije dospeju u cirkulaciju, one 
postaju zarobljene u malim krvnim sudovima gde nastavljaju da rastu što vodi pucanju krvnog suda, 
ili iniciranju ekstravazacije (Massague i Obenauf, 2016). Pojedini organi, kao što su jetra i kostna srž, 
imaju visoko propustljive sinusoidne krvne sudove, pa su samim tim pogodniji za metastaziranje od 
drugih organa (Lorusso i Rüegg, 2012). S obzirom na to da je mesto ekstravazacije udaljeno od 
primarnog tumora i mikrotumorske sredine koja omogućava lakši prolazak kroz krvni sud, 
ekstravazacija je zahtevniji proces od intravazacije (X. Cheng i Cheng, 2021). Različiti sistemski 
signali doprinose pripremanju sekundarnog mesta za tumorske ćelije. Ovaj proces se može javiti i 
dosta ranije pre diseminacije tumorskih ćelija stvarajući, tzv. pre-metastatsku nišu (Zeeshan i 
Mutahir, 2017). Nastajanje ove nove sredine stimulišu faktori koje stvara i sekretuje sam tumor, kao i 
ćelije nastale u kostnoj srži. U slučaju da se odloži priprema nove tumorske niše dolazi do prelaska 
tumorskih ćelija u dormantno stanje (stanje mirovanja). Dormantne ćelije se mogu naći posle dugog 
vremena u kostnoj srži mnogih pacijenata kod kojih je došlo do odstranjivanja primarnih tumora. Ove 
ćelije mogu biti odgovorne za javljanje recidiva (Y. Liu i Cao, 2016). Dormantne ćelije koje su 
sposobne da se dalje izmene i metastaziraju, tj. kolonizuju novo tkivo poseduju osobine matičnih 
ćelija koje omogućavaju dalji rast i preživljavanje malignih tumora (Celia-Terrassa i Kang, 2016). 



4 
 

1.2. Ciljana terapija malignih tumora 

Tradicionalni pristup u terapiji tumora je baziran na radioterapiji koja cilja sve ćelije koje se 
nalaze u tumoru i njegovom okruženju, ili hemioterapiji koja cilja sve ćelije u procesu rasta i deobe. 
Oba pristupa dovode i do smrti normalnih ćelija (Baudino, 2015). Ovim pristupima se često ne 
uklanjaju u potpunosti sve tumorske ćelije, što dovodi do rezistencije na terapiju i stvaranja još 
agresivnijih oblika malignih tumora (Y. T. Lee i sar., 2018). Pored toga, pacijenti nakon terapije 
imaju brojna neželjena dejstva koje utiču na njihov kvalitet života. Ova dva tipa lečenja malignih 
tumora se mogu koristiti u različitim kombinacijama. Neoadjuvantna terapija predstavlja prvo 
primenu hemioterapije, pa zračenja pre hirurškog odstranjivanja tumora. Ovaj tretman dovodi do 
smanjivanja tumora radi lakšeg hirurškog odstranjivanja i većeg procenta preživljavanja pacijenata 
nakon terapije (Wang i Mao, 2020). Pored toga, postoji adjuvantna terapija koja se primenjuje nakon 
hirurškog odstranjivanja tumora da bi se odstranile potencijalne zaostale tumorske ćelije u normalnom 
tkivu (Rebuzzi i sar., 2020). Na kraju, istovremena terapija predstavlja primenu radioterapije i 
hemioterapije zajedno bez hirurške intervencije (Le Rhun i sar., 2019). 

Zbog nespecifičnosti standardnih terapija, javila se potreba za razvijanjem lekova koji 
poseduju selektivnost ka tumorskim ćelijama, bez pojave neželjenih dejstava. Tako je došlo do 
razvoja ciljane terapije malignih tumora. 

Molekularna ciljana terapija predstavlja upotrebu lekova ili drugih supstanci koji ciljaju 
specifične molekule radi suzbijanja rasta i širenja ćelija malignih tumora (Y. T. Lee i sar., 2018). 
Identifikacija potencijalnih meta ključna je za razvoj ciljane terapije. Osnovu stvaranja malignih 
tumora predstavljaju promene u ekspresionim profilima enzima i receptora koji učestvuju u 
preživljavanju i proliferaciji tumorskih ćelija, stoga ove specifične izmene predstavljaju dobre ciljeve 
za razvoj ovog tipa terapije (Røsland i Engelsen, 2015). Ciljni molekuli se mogu odrediti 
sekvenciranjem genoma koje omogućava otkrivanje promena u genskoj ekspresiji malignih u odnosu 
na normalne ćelije (E. Y. Zhao i sar., 2019). 

Ciljana terapija malignih tumora zasniva se na primeni specifičnih agenasa ili na genskoj 
terapiji. Agensi koji se koriste u ciljanoj terapiji malignih tumora klasifikuju se na male molekule, 
monoklonska antitela i imunoterapijske vakcine (Y. T. Lee i sar., 2018). Ovi agensi mogu da 
blokiraju signale koji dovode do ćelijskog rasta, utiču na regulaciju ćelijskog ciklusa i/ili dovode do 
ćelijske smrti malignih ćelija (Padma, 2015). Zbog svoje specifične aktivnosti, agensi mogu da spreče 
progresiju tumora i invazivnost, ali i rezistenciju, kada se koriste u kombinaciji sa klasičnim 
hemioterapeuticima (Gotwals i sar., 2017). 

1.2.1. Tirozin-kinaze kao mete ciljane terapije malignih tumora 

Najzastupljenije kandidate za ciljanu terapiju malignih tumora u kliničkim studijama čine mali 
molekuli (Y. T. Lee i sar., 2018). To su organska jedinjenja male molekulske mase, usled čega imaju 
poboljšanu sposobnost prolaska kroz ćelijsku membranu i interakciju sa metama unutar ćelije 
(Roskoski, 2019). 

Protein kinaze (PK) predstavljaju jednu od najvećih familija proteina koja obuhvata 518 
članova. Ova familija proteina reguliše brojne ćelijske i biološke procese kao što su proliferacija, 
preživljavanje, ćelijski ciklus, diferencijacija, migracija, međućelijska komunikacija, morfogeneza i 
metabolizam (Beretta i sar., 2017). PK katalizuju prenos γ-fosfatne grupe sa ATP na hidroksilnu 
grupu serina, treonina ili tirozina njihovih proteinskih supstrata. Ovakve post-translacione 
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modifikacije menjaju enzimsku aktivnost supstrata u odgovoru na spoljašnje i unutrašnje signale. U 
zavisnosti na kojoj aminokiselini fosforilišu hidroksilnu grupu, PK se dele na tirozin-kinaze, tirozin-
kinazama slične enzime i serin/treonin kinaze (Jha i sar., 2020). Takođe, familija PK obuhvata i 
enzime poput MEK1/2 koji katalizuju fosforilaciju i tirozinskih i treoninskih ostataka supstrata. Zbog 
toga se MEK1/2 i njima slični enzimi klasifikuju kao dvojno specifične PK (Roskoski, 2021).   

Zbog svoje uloge u kancerogenezi, tirozin-kinaze predstavljaju najčešće mete ciljane terapije. 
Ova podfamilija enzima učestvuje u regulaciji osnovnih ćelijskih funkcija, kao što su diferencijacija, 
odgovor na stres, apoptoza, preživljavanje i proliferacija, ekspresija gena i imunski odgovor (Du i 
Lovly, 2018). Mnogi mali molekuli imaju sposobnost da inhibiraju tirozin-kinaze i na taj način 
dovode do blokade signalnih puteva koji nisu pravilno regulisani tokom kancerogeneze. Tirozin-
kinaze mogu biti receptorske i ne-receptorske. Receptori spregnuti sa aktivnošću tirozin-kinaze ili 
tirozin-kinazni receptori (engl. receptor tyrosine kinase- RTK) čine grupu membranskih receptora za 
faktore rasta, citokine i hormone, čiji unutarćelijski domen poseduje intrinsičnu aktivnost tirozin-
kinaze, koja se aktivira nakon vezivanja liganda. Konstitutivna aktivnost ovih receptora, najčešće 
usled genskih mutacija, dovodi do maligne transformacije i proliferacije tumora. (Trenker i Jura, 
2020). Ne-receptorske tirozin-kinaze su solubilni enzimi ili enzimi vezani za unutrašnju stranu 
ćelijske membrane, koji se aktiviraju nakon vezivanja liganda za receptor, i iniciraju unutarćelijske 
signalne kaskade. Povećana aktivnost ne-receptorskih tirozin-kinaza uzrokovana genskim mutacijama 
može biti odgovorna za rast i progresiju tumora, pojavu rezistencije na lekove, stvaranje metastaza i 
neovaskularizaciju tumora (Cirotti i sar., 2020). 

Tirozin-kinazni inhibitori (TKI) su mali molekuli koji se kompetitivno vezuju za ATP-
vezujuće mesto na tirozin-kinazi i na taj način direktno inhibiraju njenu enzimsku aktivnost (Y. T. 
Lee i sar., 2018). Nakon vezivanja za svoju metu, TKI inaktiviraju specifičnu tirozin-kinazu i 
sprečavaju nishodnu signalizaciju (Baudino, 2015). Na ovaj način ciljana terapija tirozin-kinaznim 
inhibitorima utiče na same maligne ćelije, inhibirajući njihovu proliferaciju i promovišući apoptozu, 
ali može ciljati i tumorsko mikrookruženje posredno utičući na angiogenezu i invaziju tumorskih 
ćelija i stvaranje metastaza (Krchniakova i sar., 2020). 

Najčešće mete ciljane terapije malignih tumora uključuju sledeće tirozin-kinaze: 

Receptor epidermalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor receptor - EGFR) i 
humanog epidermalnog faktora rasta – 2 (engl. human epidermal growth factor receptor 2 - 
HER2). EGFR je transmembranski tirozin-kinazni receptor uključen u širok spektar procesa u ćeliji, 
uključujući ćelijski rast, proliferaciju, preživljavanje, migraciju i invaziju (Rutkowska i sar., 2019). 
Ekspresija i aktivacija EGFR su nepravilno regulisane u najvećem broju epitelijalnih tumora zbog 
čega je EGFR dobra meta za ciljanu terapiju (Sigismund i sar., 2018). HER2 je prekomerno 
eksprimiran u karcinomima dojke i povezan je sa agresivnijim formama maligniteta, tako što 
pozitivno utiče na proliferaciju, angiogenezu i invazivnost malignih ćelija, što čini HER2 idealnom 
metom za ciljanu terapiju (Loibl i Gianni, 2017). Iresa (gefitinib, AstraZeneca) je mali molekul koji 
specifično cilja ATP-vezujuće mesto na EGFR proteinu. Na taj način gefitinib efikasno sprečava 
aktivaciju ove tirozin-kinaze i posledično ćelijski rast (Ma i sar., 2015). Ovaj inhibitor je odobren za 
tretman metastatskog nesitnoćelijskog karcinoma pluća (Baudino, 2015). Tikerb (lapatinib, 
GlaxoSmithKline) je mali molekul i inhibitor EGFR i HER2 proteina. Lapatinib inhibira vezivanje 
ATP-a za ATP-vezujuće mesto na HER2 i tako sprečava posledičnu kaskadu fosforilacije 
(Voigtlaender i sar., 2018), blokirajući na taj način signalne puteve PI3K i RAS/MAPK (Xuhong i 
sar., 2019). 
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Receptor vaskularnog endotelskog faktora rasta (engl. vascular endothelial growth factor 
receptor - VEGFR). VEGF je jedan od najviše proučavanih faktora angiogeneze (Ferrara i Adamis, 
2016). Receptori VEGF su receptorske tirozin-kinaze, koje se aktiviraju unakrsnom fosforilacijom 
nakon vezivanja liganda (Ferrara i Adamis, 2016). Aktivacija VEGFR-2 receptora dovodi do 
povećanja vaskularne permeabilnosti, kao i migracije i proliferacije ćelija (Peach i sar., 2018) što čini 
ovu tirozin-kinazu dobrom metom za terapiju malignih tumora. Nekoliko malih molekula koji ciljaju 
VEGFR prošlo je kroz različite faze prekliničkih i kliničkih ispitivanja (Aprile i sar., 2015). 
Neksavar (sorafenib, Bayer HealthCare) je mali molekul koji cilja i VEGFR-2 i VEGFR-3, ali i c-Kit 
i PDGFR-β (Escudier i sar., 2019). Neksavar je odobren od strane Američke uprave za hranu i lekove 
(engl. Food and Drug administration – FDA) za tretman hepatocelularnog inoperabilnog karcinoma 
(D. W. Kim i sar., 2017), kao i uznapredovalog karcinoma bubrežnih ćelija (Escudier i sar., 2019). 
Ovaj mali molekul inhibira RAF/MEK/ERK signalni put kroz interakciju sa kinaznim domenom 
VEGFR-2, VEGFR-3, c-Kit i PDGFR-β (Escudier i sar., 2019).  

Ciljni molekul rapamicina kod sisara (engl. mammalian target of rapamycin - mTOR). 
mTOR je tirozin-kinaza uključena u regulaciju citoskeleta, ćelijskog rasta i proliferacije i kataboličkih 
procesa (Hua i sar., 2019). Pored toga, mTOR predstavlja tačku ukrštanja nekoliko signalnih puteva, 
uključujući i put homologa fosfataze i tenzina (engl. phosphatase and tensin homolog - PTEN) (Sun, 
2021). Gubitak funkcije PTEN dovodi do aktivacije signalnog puta PI3K/AKT/mTOR, što stimuliše 
ćelijsku deobu. Signalni put PI3K/AKT/mTOR je prekomerno aktivan u različitim malignim 
tumorima, uključujući tumore mozga, bešike, dojke, pluća, prostate, štitaste žlezde i bubrega (Hua i 
sar., 2019), zbog čega se pojavila potreba za ciljanjem mTOR tirozin-kinaze u terapiji malignih 
tumora. Analog rapamicina Torisel (temsirolimus, Wyeth Research) je mali molekul i inhibitor 
mTOR koji se koristi u terapiji karcinoma bubrežnih ćelija (Hua i sar., 2019). Rezultati faze III 
kliničkih ispitivanja ukazali su da terapija toriselom povećava preživljavanje pacijenata u odnosu na 
one koji su primali interferon alfa-2a (Roferon-A, Roche) (Baudino, 2015). Certikan (everolimus, 
Novartis), lek sličan toriselu koji cilja mTOR, pokazao se kao još jedan uspešan inhibitor progresije 
karcinoma bubrežnih ćelija, ali i u terapiji neuroendokrinog tumora pankreasa i uznapredovalog raka 
dojke (Hua i sar., 2019). 

BCR-ABL1 je proteinska himera uslovljena fuzionom genskom sekvencom BCR-ABL1, koja 
se nalazi na abnormalnom hromozomu 22 kod gotovo svih pacijenata sa hroničnom mijeloidnom 
leukemijom. Ova genska translokacija uslovljava konstitutivnu aktivaciju ABL1 tirozin kinaze, što 
uslovljava nekontrolisanu proliferaciju mijeloidnih ćelija. Lekovi koji ciljaju ovaj kompleks 
predstavljaju jedan od najvećih uspeha ciljane terapije (Braun i sar., 2020). Glivek (imatinib mesilat, 
Novartis) je mali molekul koji se vezuje za tirozin-kinazni domen BCR-ABL1 i narušava tirozin-
kinaznu aktivnost ovog proteinskog kompleksa (Flynn i Gerriets, 2021), a slabo interaguje sa drugim 
tirozin-kinazama. Budući da je BCR-ABL1 translokacija prisutna kod većine pacijenata sa hroničnom 
mijeloidnom leukemijom, tretman glivekom dovodi do pozitivnog odgovora kod 98% pacijenata 
(Baudino, 2015). Tirozin-kinazni inhibitor Spricel (dasatinib, Bristol-Myers Squibb) je mali molekul 
koji svoju funkciju inhibitora postiže na sličan način kao glivek, tako što kompetira za ATP-vezujuće 
mesto tirozin-kinaznog domena BCR-ABL1 kompleksa. Dasatinib je preporučen pacijentima koji su 
razvili rezistenciju na glivek. Takođe, za razliku od gliveka, dasatinib ima širi spektar meta i inhibira 
tirozin-kinaze iz Src familije, c-Kit, PDGFR-β i EphA2 (Rossari i sar., 2018). 

1.2.2. Interakcija tirozin-kinaznih inhibitora sa ABC transporterima 

ATP-vezujući transporteri (engl. ATP-binding cassette – ABC) su membranski glikoproteini 
koji koristeći energiju hidrolize ATP-a, izbacuju strane supstance i ksenobiotike iz ćelija (Slika 2). 
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ABC transporteri imaju fiziološku ulogu u transportu mnogih tipova molekula, uključujući 
aminokiseline, holesterol, hidrofobne lekove i antibiotike (X. Liu i sar., 2019). Takođe, imaju bitnu 
ulogu u održavanju tkivnih barijera, kao što je krvno-moždana barijera (KMB) (Liebner i sar., 2018), 
ali se mogu naći i u endotelskim ćelijama posteljice, gastrointenstinalnog trakta, bubrega i jetre 
(Chatuphonprasert i sar., 2018; Jetter i Kullak-Ublick, 2020; Shekhawat i Pokharkar, 2017; X. Yang i 
Han, 2019). Istaknuta grupa humanih ABC transportera koja se najčešće dovodi u vezu sa 
rezistencijom na lekove kod malignih tumora uključuje P-glikoprotein (P-gp) (engl. multidrug 
resistance protein 1- MDR1, ABCB1), MRP1 (engl. multidrug resistance associated protein 1, 
ABCC1) i BCRP (engl. breast cancer resistance protein, ABCG2). Ovi transporteri su odgovorni za 
izbacivanje brojnih supstanci iz tumorskih ćelija (X. Liu i sar., 2019) i njihova povišena ekspresija 
dovodi do rezistencije na različite lekove (Amawi i sar., 2019). P-gp transporter, koji je kodiran 
MDR1 genom, je lociran na ćelijskoj membrani rezistentnih tumorskih ćelija, gde izbacuje anti-
tumorske lekove na ATP-zavisan način (Da Ros i sar., 2018), a pored toga se nalazi i u krvnim 
sudovima koji snabdevaju humane glioblastome i metastatske tumore mozga (Da Ros i sar., 2018). 

 

Slika 2. Višestruka rezistencija na lekove posredovana ATP-vezujućim (ABC) transporterima. ABC 
transporteri predstavljaju ATP-zavisne pumpe koje izbacuju različite hemioterapeutike (simboli narandžaste i 
ljubičaste boje) u vanćelijski prostor i onemogućavaju im da ispolje svoju funkciju što smanjuje efikasnost 
terapije. ABC transporteri su povišeno eksprimirani ćelijama malignih tumora i na ovaj način dovode do 
višestruke rezistencije na lekove. Preuzeto i izmenjeno prema (Uribe i sar., 2017). 

Primena tirozin-kinaznih inhibitora u terapiji malignih tumora može dovesti do višestruke 
rezistencije na lekove (engl. multidrug resistance - MDR) (Beretta i sar., 2017). MDR se definiše kao 
rezistencija ćelija malignih tumora na više od jednog hemioterapeutika koji su strukturno različiti i 
imaju različite mehanizame delovanja. Višestruka rezistencija ćelija tumora na lekove može biti 
urođena ili stečena. Urođena rezistencija se javlja usled genskih promena koje dovode do nastanka 
malignih tumora i prisutna je pre primene anti-tumorske terapije, dok se stečena rezistencija razvija 
tokom terapije (Kartal-Yandim i sar., 2016).  
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Pošto ABC transporteri imaju sposobnost da prepoznaju i transportuju različite molekule kroz 
biološke membrane, prekomerna ekspresija ovih transportera može da utiče na farmakokinetiku TKI, 
uključujući njihovu apsorpciju, distribuciju, metabolizam, izlučivanje ili toksičnost (S. Wu i Fu, 
2018). Naime, neki TKI predstavljaju supstrate ABC transportera (Eadie i sar., 2018; W. Li i sar., 
2018; H. Zhao i sar., 2018), što dovodi do njihovog izbacivanja iz ćelije i uzrokuje smanjenu 
terapeutsku efikasnost i/ili rezistenciju koja nastaje tokom njihove primene (Krchniakova i sar., 
2020). Na primer, ABCA3 transporter štiti matične ćelije leukemije od dejstva dasatiniba, imatiniba i 
nilotiniba koji ciljaju BCR-ABL kinazu. Dejstvo ovih inhibitora dovodi do dozno-zavisnog povećanja 
ekspresije ABCA3, što pomaže njihovom izbacivanju iz ćelija. Ipak, kombinacija ovih TKI sa COX2 
inhibitorom indometakinom, smanjuje eskpresiju ABCA3 i dovodi do anti-tumorskog efekta (Hupfeld 
i sar., 2013). Gefitinib takođe indirektno povećava ekspresiju ABCG2 (Beretta i sar., 2017). Ciljanje 
EGFR tirozin-kinaze gefitinibom dovodi do translokacije EGFR u jedro ćelije, gde utiče na promotor 
ABCG2 gena povećavajući njegovu ekspresiju (Krchniakova i sar., 2020). 

Pored toga što mogu biti supstrati za ABC transportere, TKI mogu biti i njihovi inhibitori 
(Krchniakova i sar., 2020). Slično njihovoj interakciji sa tirozin-kinazama, TKI mogu da blokiraju 
ATP-vezujuće mesto na transporteru, sprečavajući njegovu fosforilaciju i inhibirajući izbacivanje 
supstrata (Mi i sar., 2010; G. N. Zhang i sar., 2017; H. Zhang i sar., 2014). TKI obično direktno 
inhibiraju ABC transportere, bez uticaja na njihovu ekspresiju i lokalizaciju (Krchniakova i sar., 
2020; H. Zhang i sar., 2014). Takođe, TKI mogu biti supstrati ili inhibitori ABC transportera i u 
zavisnosti od koncentracije u kojoj se primenjuju i njihovog afiniteta za specifičan ABC transporter 
(Slika 3). U niskim koncentracijama, TKI najčešće predstavljaju supstrate ABC transportera, dok u 
višim, ali farmakološki značajnim koncentracijama mogu imati sposobnost inhibicije ovih 
transportera (Krchniakova i sar., 2020). 

Kada TKI inhibiraju ABC transportere, njihovi supstrati se više ne izbacuju iz ćelije i samim 
tim raste koncentracija supstrata u ćelijama sa MDR fenotipom (Krchniakova i sar., 2020). In vitro 
studije su pokazale da mnogi TKI povećavaju unutarćelijsku akumulaciju supstrata ABC transportera 
rodamina 123 ili doksorubicina u rezistentnim ćelijama (Shukla i sar., 2009; Tiwari i sar., 2013). TKI 
koji ujedno inhibiraju i ABC transportere mogu prevazići višestruku rezistenciju na lekove i učiniti 
tumorske ćelije ponovo osetljivim na delovanje standardnih hemioterapeutika, kao i drugih TKI. Tako 
na primer, kombinovani tretman dasatinibom, supstratom P-gp transportera, i nilotinibom, P-gp 
inhibitorom, ima sinergističko dejstvo u rezistentnim ćelijama leukemije (Hiwase i sar., 2010). 
Takođe, in vivo studije u mišjem modelu su pokazale da kombinacija TKI sa tradicionalnim 
hemioterapeuticima efikasnije sprečava rast ksenografta tumorskih ćelija nego pojedinačni tretmani 
(Kathawala i sar., 2014; Minocha i sar., 2012; X. Q. Zhao i sar., 2012). Pored toga, erlotinib, inhibitor 
P-gp i ABCG2 transportera, povećava propustljivost pazopaniba kroz krvno-moždanu barijeru 
(Minocha i sar., 2012). 
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Slika 3. Transport tirozin-kinaznih inhibitora ATP-vezujućim (ABC) transporterima. Tirozin-kinazni 
inhibitori (TKI) u niskim koncentracijama pokazuju osobine supstrata ABC transportera. Tirozin-kinazni 
inhibitori u visokim koncentracijama pokazuju osobine inhibitora ABC transportera. Preuzeto i izmenjeno 
prema (Krchniakova i sar., 2020). 

1.2.3. Potencijal inhibicije Src tirozin-kinaze u terapiji malignih tumora 

Src tirozin-kinaza (poznata i kao c-Src) je membranska ne-receptorska tirozin-kinaza i član 
familije Src tirozin-kinaza (engl. Src family kinase - SFK) koje regulišu ćelijsku proliferaciju, 
preživljavanje, invaziju i angiogenezu (Belli i sar., 2020). Src je važan regulator prenosa signala 
unutar ćelije od receptora sa površine ćelijske membrane. U normalnim ćelijama integrini aktiviraju 
Src tirozin-kinazu i fokalnu adhezionu kinazu (FAK) koje formiraju dvojni kinazni kompleks koji 
potom promoviše ćelijsku pokretljivost, progresiju i preživljavanje (Mitra i Schlaepfer, 2006). Pored 
toga, Src fosforiliše tirozinske ostatke EGFR i tako povećava mitogeni odgovor ćelije indukovane 
epidermalnim faktorom rasta (Bagnato i sar., 2020; Z. Chen i sar., 2018). Pored toga što Src utiče na 
njegovu aktivnost, sam EGFR takođe može da poveća aktivnost Src tirozin-kinaze (Goi i sar., 2000). 
FAK i EGFR pozitivnim uticajem na aktivaciju Src tirozin-kinaze pozitivno utiču i na nishodne 
članove Src signalnog puta (Slika 4). Fosforilisan Src dalje vodi ka RAS/RAF/MEK/ERK tj. MAPK 
signalnoj kaskadi, kao i aktivaciji PI3K/AKT signalnog puta što pozitivno utiče na preživljavanje, 
proliferaciju i rast ćelija (Song i sar., 2017). Pored toga, sam aktiviran Src pozitivno utiče na 
migraciju i invaziju ćelija (Wheeler i sar., 2009). 

Src tirozin-kinaza je često nepravilno regulisana u humanim malignim tumorima, a povišena 
fosforilacija njenih tirozinskih ostataka promoviše ćelijsku transformaciju i tumorogenezu (Hsu i sar., 
2020; Jin, 2020; Sirvent i sar., 2020; Voisset i sar., 2020). Povišena aktivnost Src tirozin-kinaze u 
tumorskim ćelijama je često posledica nepravilno regulisane signalizacije tirozin-kinaznih receptora 
(Cirotti i sar., 2020). Ovako pozitivno regulisana, tj. aktivna Src tirozin-kinaza može dalje da 
fosforiliše članove signalnih puteva RTK, čak i u odsustvu faktora rasta (Z. Chen i sar., 2018). 
Navedene karakteristike čine Src važnom terapeutskom metom u lečenju humanih malignih tumora 
(Sirvent i sar., 2015). 
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Slika 4. Ushodni i nishodni Src signalni putevi koji dovode do preživljavanja, angiogeneze, proliferacije, 
migracije i invazije ćelija. Preuzeto i izmenjeno prema (Wheeler i sar., 2009). 

Trenutno se u kliničkim studijama nalazi pet ATP-kompetitivnih Src tirozin-kinaznih 
inhibitora, odobrenih od strane Američke uprave za hranu i lekove za upotrebu u nekoliko različitih 
tipova malignih tumora, a najviše za lečenje hematoloških maligniteta (Belli i sar., 2020). Ovi Src 
inhibitori uključuju dasatinib, bosutinib, ponatinib, vandetanib i sarakatanib, a trenutno se ispituju na 
tumorima pluća, pankreasa, debelog creva i dojke (Belli i sar., 2020).  

1.3. Glioblastomi 

Glioblastomi su najčešći i najagresivniji maligni tumori mozga. Prema Svetskoj zdravstvenoj 
organizaciji glioblastomi su okarakterisani kao tumori mozga gradusa IV. Povezani su sa veoma 
lošom kliničkom slikom pacijenata čije je prosečno preživljavanje i pored terapije oko 15 meseci 
(Balca-Silva i sar., 2019). Glioblastomi su tumori neuroektodermalnog porekla koji nastaju od 
glijskih ćelija, astrocita ili oligodendrocita, ili njihovih manje diferenciranih prekursora (Huse i 
Holland, 2010). 

Prema histološkim osobinama i genetskim promenama glioblastomi se mogu klasifikovati u 
dva tipa: primarne, koji nastaju de novo (Louis i sar., 2016) i sekundarne koji nastaju iz glioblastoma 
nižeg gradusa (astrocitoma gradusa II i III i oligodendroglioma gradusa II i III) (Aldape i sar., 2015). 
Najagresivniji su primarni glioblastomi koji poseduju neizrođen gen za izocitrat-dehidrogenazu (IDH) 
(Louis i sar., 2016; White i sar., 2020). Sekundarni glioblastomi poseduju mutaciju IDH1/2, povezanu 
sa povećanom hipermetilacijom DNK i smanjenom agresivnošću tumora (Khan i sar., 2017; Louis i 
sar., 2016). IDH1/2 mutacije se najčešće rano javljaju i zbog toga su češće u sekundarnim 
glioblastomima (80%) u odnosu na primarne glioblastome (5%) (Balca-Silva i sar., 2019; Jue i 
McDonald, 2016). 

Glioblastome karakteriše morfološka različitost, visok nivo genetskih mutacija, proliferacija, 
invazivnost i migracija tumorskih ćelija u normalno tkivo, što dovodi do nastanka difuznih, 
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infiltrirajućih tumora koji ne mogu biti u potpunosti odstranjeni hirurškim putem (Fathi Kazerooni i 
sar., 2020; Jovčevska, 2019). Invazivnost i migracija ćelija glioblastoma u normalno moždano tkivo, 
kao i urođena rezistencija ćelija glioblastoma na terapiju su glavni razlozi što je aktuelni pristup 
lečenju i dalje neuspešan (Ou i sar., 2020). Aktuelna terapija glioblastoma uključuje Stupov protokol 
koji se nije menjao prethodnih 16 godina i obuhvata hirurško odstranjivanje tumora, nakon kojeg 
pacijenti primaju terapiju zračenjem i u isto vreme hemioterapiju temozolomidom u periodu od 6 
nedelja. Nakon ove terapije, pacijenti u narednih 6 do 12 meseci primaju dodatnu terapiju 
temozolomidom (Stupp i sar., 2005). Recidivi koji se jave nakon terapije često imaju još agresivniji i 
rezistentniji fenotip (Campos i sar., 2016). Ponovan nastanak tumora ukazuje na rezistenciju 
glioblastoma na aktuelnu terapiju i neophodnost razvoja novih terapeutskih pristupa u njihovom 
lečenju. 

Genomske studije su pokazale da je jedna od glavnih osobina glioblastoma izmenjena 
aktivnost EGFR, koji je konstitutivno aktivan u oko 57% glioblastoma (Cirotti i sar., 2020; 
Rutkowska i sar., 2019). U normalnim uslovima EGFR se aktivira nakon vezivanja liganda, kao što je 
epidermalni faktor rasta. U glioblastomima je ova regulacija izgubljena i EGFR signalizacija može 
biti regulisana nezavisno od liganda. Takođe, ekspresija EFGR gena može biti uvećana zbog 
umnožavanja regiona na hromozomu 7 koji uključuje EGFR gen, ili može biti konstitutivno aktivna 
usled specifičnih mutacija. Najzastupljeniji EGFR mutant je EGFR varijanta (v) III, koja ima krnji 
vanćelijski domen kodiran sekvencom od 2. do 7. egzona i konstitutivno je aktivna nezavisno od 
epidermalnog faktora rasta (Thorne i sar., 2016). EGFRvIII, vodi ka sintezi i stalnoj aktivaciji 
disfunkcionalnog receptora koji aktivira PI3K (Eskilsson i sar., 2018). PI3K dalje može da aktivira 
AKT koji pozitivno deluje na rast i preživljavanje ćelija glioblastoma (Balca-Silva i sar., 2019). 
Delovanje PI3K može biti suzbijeno aktivnošću PTEN tumor supresora (Ludwig i Kornblum, 2017), 
koji je povezan sa zaustavljanjem progresije ćelijskog ciklusa u G1 fazi i apoptozom koja se dešava 
paralelno sa ćelijskom diferencijacijom (Balca-Silva i sar., 2019). Međutim, kod 70% primarnih 
glioblastoma dolazi do delecije hromozomskog regiona u kom se nalazi PTEN. Prethodno opisane 
mutacije dovode do promena u putevima molekularne signalizacije, a javljaju se u 90% primarnih i 
oko 10% sekundarnih glioblastoma (Balca-Silva i sar., 2019). 

Pored nepravilne regulacije EGFR, glioblastome karakteriše i nepravilna aktivnost ostalih 
RTK (Cirotti i sar., 2020). U 67,3% glioblastoma je izmenjen bar jedan tirozin-kinazni receptor i u 
nekim slučajevima se heterogenost glioblastoma može objasniti nepravilnom regulacijom dva 
različita RTK (Thorne i sar., 2016). S obzirom na to da različiti RTK dele nekoliko nishodnih 
efektora koji učestvuju u njihovoj signalizaciji, alternativa ciljanja EGFR u terapiji glioblastoma bi 
mogla biti identifikacija nekog nishodnog člana signalnih puteva koji aktiviraju RTK, a koji bi 
odreagovao na terapiju. 

Src tirozin-kinaza, uključena u nekoliko signalnih puteva nishodno od RTK, mogla bi biti 
potencijalna meta ciljane terapije glioblastoma. Kao i u drugim tumorima, Src podstiče proliferaciju 
ćelija glioblastoma, tako što prima signale od membranskih proteina kao što su integrini i receptori 
faktora rasta (Cirotti i sar., 2020). Aktivacija Src tirozin-kinaze dalje dovodi do aktivacije 
RAS/MAPK i PI3K/AKT puteva koji podstiču preživljavanje, proliferaciju i invaziju ćelija 
glioblastoma (Matozaki i sar., 2021). 

U glioblastomima ne postoje promene u genskoj amplifikaciji i ekspresiji iRNK Src gena, kao 
ni prisustvo mutacija u genima članova SFK, već se smatra da je povišena aktivnost Src tirozin-kinaze 
posledica povišene aktivacije receptora faktora rasta i integrina na membrani ćelija (Katoh, 2020). 
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1.3.1. Invazivnost glioblastoma 

Uprkos radio- i hemioterapiji koje se primenjuju nakon hirurškog odstranjivanja glioblastoma, 
većina recidiva se javlja na mestu primarnog tumora. To se dešava zato što maligne ćelije, pored toga 
što ne reaguju na terapiju, pojedinačno invadiraju u okolni normalni moždani parenhim odakle ih je 
nemoguće hirurški odstraniti (Chouleur i sar., 2020). Iako drugi maligni tumori često metastaziraju 
tako što se kreću kroz krvotok ili limfni sistem, glioblastomi retko metastaziraju u druge organe. Oni 
aktivno migriraju kroz perivaskularni prostor koji okružuje krvne sudove i prostor između neurona i 
glijskih ćelija koji gradi moždani parenhim i traktove bele mase (Paw i sar., 2015). Da bi migrirale, 
ćelije glioblastoma moraju da steknu pokretljivost i sposobnost razgradnje vanćelijskog matriksa i da 
ispolje fenotip matičnih ćelija (Paw i sar., 2015). 

Ćelije glioblastoma su primarno adherentne i vezane za susedne ćelije kao što su neuroni, 
astrociti i endotelske ćelije, kao i vanćelijski matriks (Slika 5) (Vollmann-Zwerenz i sar., 2020). Da bi 
ostvarile pokretljivost, ćelije glioblastoma takođe moraju da komuniciraju sa različitim 
komponentama vanćelijskog matriksa. Pored fizičke veze koje ćelije glioblastoma ostvaruju sa 
vanćelijskim matriksom, one s njim komuniciraju i hemijskim putem dovodeći do reorganizacije 
njegove strukture i sastava (Belousov i sar., 2019). Razgradnja vanćelijskog matriksa zavisi od 
proteolitičkih enzima koje luče same ćelije glioblastoma, kao što su matriksne metaloproteinaze. 
Pokazano je da MMP-2 i MMP-9 promovišu invaziju ćelija glioblastoma. Naime, njihova ekspresija 
je povišena u glioblastomima u odnosu na normalno moždano tkivo i povezana je sa progresijom 
tumora in vivo (Belousov i sar., 2019). MMP-2 i MMP-9 omogućavaju ćelijama glioblastoma da se 
odvoje od mikrookruženja i povećaju pokretljivost kroz vanćelijski matriks (Chouleur i sar., 2020).  

Invazivne ćelije glioblastoma postaju morfološki polarizovane i razvijaju membranska 
izbočenja, invadopodije, koje im omogućavaju da se kreću napred i tako prolaze kroz vanćelijski 
matriks. Tokom ovog procesa ćelije glioblastoma menjaju svoj oblik i zapreminu radi kretanja kroz 
prostore različitih veličina u normalnom moždanom tkivu (Cuddapah i sar., 2014). Dok migriraju 
kroz moždani parenhim ćelije glioblastoma menjaju i sastav svoje membrane (Picariello i sar., 2019). 
Takođe, ćelije glioblastoma privlače mikrogliju i astrocite, a endotelne ćelije luče proteaze i pomažu 
im da povećaju svoju pokretljivost (Schiffer i sar., 2018). Otkriveno je i da mikrotubule imaju 
značajnu ulogu u komunikaciji ćelija glioblastoma i njihovih susednih ćelija, omogućavajući im 
dodatnu pokretljivost (Venkataramani i sar., 2019). 
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Slika 5. Mehanizmi invazije ćelija glioblastoma. Pored ćelija glioblastoma, u proces invazije su uključeni i 
vanćelijski matriks, receptori, proteaze, solubilni faktori kao i druge ćelije iz njihovog mikrookruženja. 
Preuzeto i izmenjeno prema (Vollmann-Zwerenz i sar., 2020). 

Inhibicija Src tirozin-kinaze u ćelijama glioblastoma smanjuje njihovu invazivnost (Cirotti i 
sar., 2020). U in vitro studijama je pokazna uloga Src tirozin-kinaze u formiranju invadopodija koje 
razgrađuju vanćelijski matriks i na taj način omogućavaju kretanje tumorskih ćelija. Inhibicija Src 
tirozin-kinaze dovodi do gubitka aktina u invadopodijama i njihove smanjene aktivnosti (Cirotti i sar., 
2020). Da bi ćelije glioblastoma invadirale u normalno tkivo nije dovoljna samo povećana aktivnost 
Src tirozin-kinaze u ovim ćelijama. Naime, pokazano je da Src signalizacija u normalnom tkivu tj. 
tumorskom mikrookruženju pomaže invazivnost ćelija glioblastoma u normalno moždano tkivo 
(Lund i sar., 2006). 

Za pojavu invazivnosti su odgovorne i matične ćelije glioblastoma. Ove ćelije su višestruko 
potentne i poseduju kapacitet iniciranja i samoobnavljanja tumora (Suvà i Tirosh, 2020). Matične 
ćelije glioblastoma takođe poseduju veći invazivni potencijal od diferenciranih ćelija glioblastoma, a 
u njihov invazivni fenotip su uključeni unutarćelijski signalni putevi PI3K/AKT i 
RAS/RAF/MEK/ERK (L. Cheng i sar., 2011; Molina i sar., 2010). 

1.3.2. Rezistencija glioblastoma na terapiju 

Rezistentan fenotip je jedan od glavnih uzročnika neefikasne terapije glioblastoma (Ou i sar., 
2020). Ćelije glioblastoma su rezistentne na veliki broj hemioterapeutika uključujući temozolomid, 
paklitaksel, karboplatin, etoposid, vinkristin i irinotekan (Jiang i sar., 2014). Ćelije glioblastoma 
mogu da razviju rezistentan fenotip kao odgovor na terapiju ili mogu da poseduju urođenu 
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rezistenciju. U oba slučaja izmenjena ekspresija gena koja dovodi do pojave višestruke rezistencije na 
lekove je povezana sa smanjenim odgovorom tumorskih ćelija na terapiju (Ou i sar., 2020).  

Nastanak i razvoj glioblastoma utiče na integritet KMB, ali i pored toga pacijenti sa 
glioblastomom poseduju intaktne delove KMB koji onemogućavaju anti-tumorskim lekovima da 
dopru do tumorskih ćelija (Da Ros i sar., 2018). U intaktnim delovima, KMB onemogućava difuziju 
98% malih molekula što je omogućeno prisustvom tesne veze endotelskih ćelija kapilara i radom 
ABC transportera (Sweeney i sar., 2019). Kao posledica povećane ekspresije ABC transportera koja 
dovodi do MDR fenotipa, anti-tumorski lekovi ne dopiru do ćelija glioblastoma u dovoljnim 
koncentracijama da bi ispoljili svoju efikasnost (Da Ros i sar., 2018). MDR fenotip uzrokovan 
prekomernom ekspresijom P-glikoproteina je jedan od glavnih razloga za neuspeh u lečenju 
glioblastoma (Bukowski i sar., 2020). Dalji napredak u terapiji glioblastoma trebalo bi omogući 
uspešniji način isporuke terapeutskih agenasa kroz KMB do tumorskih ćelija. 

Heterogenost samih glioblastoma, ali i različitost tumorskog mikrookruženja sa kojim oni 
uspostavljaju kompleksnu komunikaciju, igra jednu od glavnih uloga u malignitetu, invazivnosti, kao 
i neuspehu terapije (Da Ros i sar., 2018). Rezistentnom fenotipu glioblastoma doprinosi 
mikrookruženje koje se sastoji od stromalnih, endotelskih i ćelija imunskog sistema, kao i citokina i 
faktora rasta, koji dovode do specifičnih uslova kao što su hipoksija ili zakišeljavanje sredine (De 
Vleeschouwer i Bergers, 2017; Seano, 2018). Interakcija tumorskih ćelija sa glijskim ćelijama je 
takođe povezana sa rezistentnim fenotipom glioblastoma (G. Li i sar., 2017).  

Pored toga što su uključene u invaziju i migraciju, matične ćelije glioblastoma su takođe 
odgovorne za radio- i hemiorezistenciju (Seano, 2018; Uribe i sar., 2017). Tumorsko mikrookruženje 
komunicira sa matičnim ćelijama glioblastoma i stimuliše njihov uticaj na razvoj, progresiju i 
rezistentan fenotip tumora (Prager i sar., 2020). Zbog toga što su izuzetno rezistentne na terapiju, 
matične ćelije glioblastoma su još jedan bitan uzročnik javljanja recidiva. 

1.4. Terapija glioblastoma 

Trenutno su tri jedinjanja odobrena od strane Američke uprave za hranu i lekove kao 
hemioterapeutici u terapiji glioblastoma: bevacizumab, karmustin i temozolomid (Rajaratnam i sar., 
2020). 

Bevacizumab deluje tako što se selektivno vezuje za VEGF u cirkulaciji, čime inhibira 
vezivanje VEGF za njegove receptore na ćelijskoj površini. Usled toga je inhibiran nastanak krvnih 
sudova tumora, što ograničava snabdevanje krvlju tumorskih tkiva (Kazazi-Hyseni i sar., 2010). 
Karmustin se vezuje za molekule DNK i RNK, što onemogućava njihovu replikaciju odnosno, 
transkripciju, kao i sintezu proteina (Xiao i sar., 2020). Ovaj terapeutik se takođe vezuje za i 
modifikuje glutation-reduktazu što dovodi do ćelijske smrti. Temozolimid je alkilirajući agens koji 
izaziva citotoksičnost, tako što indukuje formiranje O6-metilguanina (O6MeG) koji uzrokuje 
dvolančane prekide tokom replikacije DNK, zaustavljanje ćelijskog ciklusa u G2/M fazi i apoptozu 
(Strobel i sar., 2019). 

Stupov protokol je trenutno najzastupljeniji vid lečenja glioblastoma (Stupp i sar., 2005), ali 
zbog urođene rezistencije glioblastoma na temozolomid vrlo često se javljaju recidivi (Ou i sar., 
2020). Jedan od prvih otkrivenih mehanizama rezistencije glioblastoma na temozolomid je povišena 
aktivnost enzima za popravku DNK, O6MeG-DNK metiltransferaze (engl. O6 methylguanine-DNA 
methyltransferase). Ovaj enzim uklanja metil grupu sa DNK i tako omogućava popravku oštećenja 
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DNK i njenu dalju replikaciju u ćelijama glioblastoma (Butler i sar., 2020). Dalje studije su ukazale i 
na druge mehanizme popravke DNK ćelija glioblastoma koji dovode do rezistencije na temozolomid 
kao što su deficijencija enzima za popravku DNK MSH6 kao i smanjena regulacija MLH1 i PMS2 
(Stark i sar., 2015).  

Još jedan mehanizam koji utiče na rezistenciju glioblastoma na temozolomid uključuje dugu 
nekodirajuću RNK, SNHG12, čija je ekspresija povišena u rezistentnim glioblastomima (Chang i sar., 
2017). SNHG12 vezuje mikroRNK miR-129-5p, povećavajući ekspresiju MAPK1 i E2F7, što suzbija 
apoptozu i pospešuje ćelijsku proliferaciju i razvoj rezistencije na temozolomid u ćelijama 
glioblastoma. Pored toga, pokazano je da utišavanje ekspresije SNHG12 povećava osetljivost 
rezistentnih glioblastoma na temozolomid (Chang i sar., 2017; Lu i sar., 2020).  

Studije su pokazale i da je NF-kB signalizacija uključena u hemiorezistenciju glioblastoma, pri 
čemu je ovaj signalni faktor povezan sa rezistencijom na temozolomid pre svega zbog uloge u 
sprečavanju apoptoze (Kapoor i sar., 2004). Pored toga je pokazano da ćelije tumorskog 
mikrookruženja rezistentnih glioblastoma sekretuju faktor nekroze tumora TNFα (engl. tumor 
necrosis factor α) koji dodatno dovodi do hemio- i radiorezistencije ćelija glioblastoma (Huang i sar., 
2019).  

Posle hirurškog odstranjivanja tumora, uz adjuvantnu radioterapiju primenjenu zajedno sa 
temozolomidom, još jedan vid aktuelne terapije predstavlja lečenje naizmeničnm električnim poljem 
(engl. tumor-treating fields - TTFields) (Lukas i sar., 2019). TTFields terapija podrazumeva primenu 
naizmeničnog električnog polja niskog intenziteta koje uzrokuje poremećaje u mitozi što dovodi do 
zaustavljanja ćelijskog ciklusa, aneuploidije i apoptoze (Lukas i sar., 2019). 

1.4.1. Novi terapeutski pristupi u lečenju glioblastoma 

Ciljana terapija predstavlja novi pristup i standard u lečenju malignih tumora, uključujući i 
glioblastome. Ciljana terapija glioblastoma otvara nove mogućnosti u lečenju ukoliko se primenjuje 
samostalno, ali i u kombinaciji sa tradicionalnim hemioterapeuticima. Mnoge studije su pokazale 
sinergističko dejstvo dva različita leka u odnosu na pojedinačne tretmane. Kombinacija ciljane 
terapije sa tradicionalnim hemioterapeutikom ili drugim agensom koji ima mogućnost inhibicije dve 
ili više meta u jednom ili više komplementarnih signalnih puteva može da poboljša efikasnost terapije 
(Y. T. Lee i sar., 2018). Brz razvoj novih tehnologija i molekularne medicine omogućava otkrivanje i 
predviđanje bioloških markera čak i za heterogene malignitete kao što su glioblastomi. To pruža 
mogućnost predviđanja molekularnih meta na individualnom nivou za svakog pacijenta.  

Ipak, heterogenost glioblastoma predstavlja jedan od najvećih izazova u njihovom lečenju. 
Tumorska heterogenost dovodi do razvoja različitih populacija ćelija sa različitim genomom u okviru 
samog tumora što može dovesti do slabog kliničkog odgovora usled selektivnog pritiska tokom 
terapije (Y. T. Lee i sar., 2018). Zbog toga, dobro predviđanje prognostičkih markera unutartumorske 
heterogenosti i identifikacija novih terapeutskih meta predstavlja osnovni cilj u razvoju lekova koji 
ciljaju i rezistentne tumorske ćelije (Dagogo-Jack i Shaw, 2018).  

Poslednjih godina su se intenzivirala preklinička, ali i klinička ispitivanja sa ciljem 
poboljšanja terapije glioblastoma. U periodu od 2017. do 2019. godine kliničke studije u terapiji 
glioblastoma obuhvatale su 17 malih molekula, samostalno i u kombinaciji sa drugim malim 
molekulima ili tradicionalnim hemioterapeuticima (Rajaratnam i sar., 2020). Međutim, nijedan od 
ovih pristupa nije dao zadovoljavajuće rezultate. Tirozin-kinazni inhibitori su do sada pokazali slabu 
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efikasnost u kliničkim istraživanjima usled rezistencije na lekove, agresivne prirode i heterogenosti 
glioblastoma (G. Kim i Ko, 2020). Trenutno se u kliničkim studijama u terapiji glioblastoma (i 
primarnih tumora i recidiva) nalazi 43 jedinjenja od kojih većina predstavlja male molekule, tirozin-
kinazne inhibitore uključujući alektinib, lafatinib, levnotinib, tesevatinib i pazopanib (Rajaratnam i 
sar., 2020). U fazi II kliničke studije nalazi se 28 inhibitora. 

1.4.2. Src tirozin-kinazni inhibitori u lečenju glioblastoma 

Kao što je već pomenuto, Src tirozin-kinaza učestvuje i interaguje sa signalnim putevima 
uključenim u preživljavanje, proliferaciju, invazivnost i interakciju ćelija glioblastoma sa 
vanćelijskim matriksom (Calgani i sar., 2016). Takođe, Src tirozin-kinaza pomaže održavanje 
mikrookruženja ćelija glioblastoma pogodnog za progresiju tumora (Cirotti i sar., 2020; S. T. Liu i 
sar., 2013). Stoga, ciljanje Src tirozin-kinaze predstavlja perspektivnu strategiju u terapiji 
glioblastoma. 

Većina Src tirozin-kinaznih inhibitora vezuje se za ATP-vezujuće mesto na kinazi (Cirotti i 
sar., 2020). Ovo mesto vezivanja je strogo konzervirano među kinazama i zbog toga može biti 
potencijalni uzrok ukrštene reaktivnosti (Roskoski, 2020). Src tirozin-kinazni inhibitori mogu biti 
različito selektivni kada je u pitanju njihova primena u kliničkoj praksi (Sen i Johnson, 2011). Na 
primer, mali molekuli odobreni od FDA, kao što su dasatinib, bosutinib, sarakatinib i ponatinib su 
našli primenu samo u terapiji hematoloških tumora, jer nisu dali dobre rezultate u terapiji solidnih 
tumora, posebno glioblastoma (Roskoski, 2020).  Trenutna istraživanja su fokusirana na dizajniranje i 
razvoj novih inhibitora Src tirozin-kinaza, koji mogu da prođu kroz KMB, ali nisu supstrati ABC 
transportera, niti ih inhibiraju, što im omogućava primenu sa tradicionalnim hemioterapeuticima koji 
nisu uspešni u terapiji glioblastoma zbog svojih nepovoljnih farmako-kinetičkih svojstava. 

Poslednjih godina ispitani su mnogi mali molekuli, a neki su selektovani kao dobri kandidati 
za inhibiciju Src tirozin-kinaze i ostalih članova SFK (Rivera-Torres i San José, 2019). Među njima je 
bio i dasatinib, koji je pored značajnog potencijala za inhibiciju BCR-ABL kompleksa (Hořínková i 
sar., 2019), pokazao i sposobnost inhibicije još 30 različitih kinaza, uključujući i Src tirozin-kinazu 
(Martellucci i sar., 2020). Iz tog razloga je primena dasatiniba u terapiji glioblastoma delovala 
obećavajuće u cilju inhibiranja signalizacije posredovane tirozin-kinazama i povećanja osetljivosti 
ćelija glioblastoma na standardnu hemioterapiju (Cirotti i sar., 2020). In vitro i in vivo studije su 
pokazale da dasatinib inhibicijom aktivnosti Src tirozin-kinaze utiče na migraciju, proliferaciju i 
morfologiju ćelija glioblastoma (Fathi Kazerooni i sar., 2020; Han i sar., 2014). Takođe je pokazano 
da dasatinib u kombinaciji sa temozolomidom dovodi do autofagije u ćelijama glioblastoma i na taj 
način povećava njihovu osetljivost na temozolomid (Milano i sar., 2009). Pored toga, u mišijem 
modelu je pokazano da primena dasatiniba uz bevacizumab značajno smanjuje invaziju inokulisanih 
ćelija glioblastoma rezistentnih na temozolomid (Ou i sar., 2020). Ipak, pored pozitivnih rezultata iz 
prekliničkih ispitivanja, faza II kliničke studije NCT00892177 nije pokazala uspeh zajedničkog 
tretmana dasatiniba i bevacizumaba kod pacijenata sa recidivom glioblastoma. Rezultati ove studije 
su pokazali da kombinacija ova dva inhibitora nije poboljšala ishod terapije u odnosu na samostalno 
primenjen bevacizumab (Galanis i sar., 2019). Pored toga, faza II kliničke studije NCT00423735 je 
pokazala slabu efikasnost dasatiniba u terapiji pacijenata sa recidivom glioblastoma (Lassman i sar., 
2015; Schiff i Sarkaria, 2015). Osnovni razlozi neefikasnosti primene dasatiniba u terapiji 
glioblastoma su njegovo aktivno izbacivanje membranskim transporterima i nemogućnost prolaska 
kroz KMB i dopremanja do tumorskih ćelija (Agarwal i sar., 2012). 
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Pored dasatiniba, postoje i drugi Src tirozin-kinazni inhibitori koji su potencijalni kandidati za 
terapiju glioblastoma (Cirotti i sar., 2020). PP2 ima inhibitorno dejstvo na neke članove SFK, među 
kojima je i Src. Preko delovanja na Src signalni put, ovaj inhibitor utiče na proliferaciju i migraciju 
ćelija glioblastoma (Park i sar., 2018). PP2 povećava osetljivost U257 i T98G ćelija glioblastomana 
radioterapiju tako što smanjuje lučenje matriksne metaloproteinaze MMP-2 (Eom i sar., 2016). Pored 
toga, kombinacija PP2 sa standardnom terapijom glioblastoma (radioterapijom i temozolomidom) 
inhibira rast tumora u imunodeficijentnom mišijem modelu (Eom i sar., 2016).  

SI221 je derivat pirazolo[3,4-d]pirimidina i inhibitor članova SFK koji smanjuje ćelijsku 
migraciju i uzrokuje ćelijsku smrt kod glioblastoma. Značajna citotoksičnost, bolja metabolička 
stabilnost i mogućnost prolaska kroz KMB daju prednost ovom inhibitoru u odnosu na PP2 
(Ceccherini i sar., 2015).  

SU6656 je mali molekul, inhibitor Src tirozin-kinaze, koji inhibira rast i invazivnost U257 
ćelija glioblastoma (Touat i sar., 2017). Pored toga, pokazano je da ovaj inhibitor povećava osetljivost 
ćelija glioblastomana radioterapiju in vitro i in vivo, inhibirajući fosforilaciju AKT kinaze i 
indukujući apoptozu (Cirotti i sar., 2020).  

Panatinib je odobren od strane FDA 2012. godine kao inhibitor treće generacije, koji cilja 
BCR-ABL1, Src, EGFR, PDGFR, FGFR i VEGFR (Cirotti i sar., 2020). Ipak, panatinib je naredne 
godine privremeno povučen iz kliničkih ispitivanja zbog neželjenih dejstava (Miller i sar., 2014). In 
vitro, panatinib je značajno smanjio vijabilnost, migraciju i invaziju U87 ćelija glioblastoma. Pored 
toga, uzrokovao je apoptozu ovih ćelija in vitro, kao i smanjenje rasta tumora in vivo (Laramy i sar., 
2017). 

Bosutinib (SKI-606) pripada trećoj generaciji tirozin-kinaznih inhibitora i cilja Src tirozin-
kinazu i onkogen ABL1. Međutim, u fazi II kliničkih ispitivanja bosutinib, primenjen samostalno, 
nije pokazao izrazitu efikasnost kod pacijenata sa recidivom glioblastoma (Taylor i sar., 2015). Loš 
uspeh terapije bosutinibom nije poznat, ali je moguće da je povezan sa statusom aktivacije Src tirozin-
kinaze ovih pacijenata ili slabim dopremanjem ovog leka do tumora, što predstavlja najveći problem 
u primeni tirozin-kinaznih inhibitora (Cirotti i sar., 2020). 

Krizotinib, tirozin-kinazni inhibitor, je u kombinaciji sa dasatinibom smanjio aktivnost Src 
tirozin-kinaze u U87 ćelijama in vitro (Taylor i sar., 2015). Takođe, krizotinib u niskim 
koncentracijama povećava osetljivost rezistentnih ćelija tako što inhibira aktivnost P-gp transportera 
(G. Kim i Ko, 2020) i smanjuje rezistenciju glioblastoma na dasatinib dovodeći do apoptoze nakon 
kombinovanog tretmana (Nehoff i sar., 2015). 

1.4.2.1. Src tirozin-kinazni inhibitori Si306 i pro-Si306 

U svrhu ciljane terapije glioblastoma poslednjih godina razvijana su nova jedinjenja sa 
pirazolo[3,4-d]pirimidinskom strukturom (Schenone i sar., 2014). Ova jedinjenja ispoljavaju svoje 
dejstvo kompetitivnim vezivanjem za ATP-vezujuće mesto na SFK, što dovodi do inhibicije njihove 
fosfotransferazne aktivnosti (Schenone i sar., 2014). 

Derivati pirazolo[3,4-d]pirimidina su pokazali anti-tumorsku aktivnost u nekoliko ćelijskih 
linija, uključujući ćelije osteosarkoma (Spreafico i sar., 2008), malignog tumora prostate (Angelucci i 
sar., 2006), neuroblastoma (Navarra i sar., 2010), glioblastoma (Calgani i sar., 2016; Ceccherini i sar., 
2015), rabdomiosarkoma (Casini i sar., 2015), mezotelioma (Indovina i sar., 2012), meduloblastoma 
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(Rossi i sar., 2010), medularnog karcinoma štitaste žlezde (Morisi i sar., 2007), leukemije (Radi i sar., 
2013) i Burkitovog limfoma (Cozzi i sar., 2012). Efikasnost ovih pirimidinskih derivata potvrđena je 
u mišijim modelima neuroblastoma (Tintori i sar., 2015), leukemije (Radi i sar., 2013) i glioblastoma 
(Vignaroli i sar., 2017) in vivo. 

Zbog svoje lipofilne prirode pirazolo[3,4-d]pirimidini su slabo rastvorljivi u vodi, što može 
nepovoljno da utiče na njihovu biološku aktivnost i farmakokinetičke parametre (apsorpciju, 
distribuciju, metabolizam i eliminaciju), i da uzrokuje prekid u daljem razvoju ovih supstanci kao 
potencijalnih terapeutika u lečenju glioblastoma (Dreassi i sar., 2010; Radi i sar., 2012). Zato su pored 
optimizacije biološke aktivnosti i farmakokinetičkih svojstava derivata pirazolo[3,4-d]pirimidina, 
paralelno razvijani i njihovi prolekovi, kao potencijalni terapeutici. Prolekovi su hemijski 
modifikovane neaktivne verzije farmakološki aktivnih lekova koje kada prođu in vivo transformaciju 
(enzimskim i/ili hemijskim reakcijama), prelaze u aktivan lek (Huttunen i sar., 2011; Rautio i sar., 
2008). Prolekovi imaju veću rastvorljivost u vodi u odnosu na lek, što poboljšava njihova 
farmakokinetička svojstva i bio-raspoloživost aktivnog leka in vivo (Greco i sar., 2020; Tintori i sar., 
2015; Vignaroli i sar., 2017).  

 

Slika 6. Strukturne formule Src tirozin-kinaznog inhibitora Si306 i njegovog proleka pro-Si306. 

U ovoj doktorskoj studiji ispitivani su mali molekuli i derivati pirazolo[3,4-d]pirimidina, 
Si306 i njegov prolek pro-Si306 (Slika 6). Si306 i pro-Si306 su ATP-kompetitivni inhibitori Src 
tirozin-kinaze i drugih članova SFK (Schenone i sar., 2014). Pokazano je da Si306, u nanomolarnim 
koncentracijama, inhibira aktivnost izolovane Src tirozin-kinaze (Calgani i sar., 2016). Takođe, 
prethodna istraživanja pokazala su da kod imunokompromitovanih miševa, kombinacija Si306 i 
radioterapije značajno smanjuje veličinu tumora poreklom od inokulisanih U87 ćelija glioblastoma u 
odnosu na kontrolu i pojedinačan tretman (Vignaroli i sar., 2017). Pored toga, pokazano je da je 
koncentracija Si306 u mozgu, nakon njegovog intraperitonealnog ubrizgavanja, značajno veća i nakon 
24 h. Oralni tretman Si306 produžava preživljavanje miševa sa ortotopskim U87 ksenograftima za 
30% (Vignaroli i sar., 2017), što je dodatno potvrdilo efikasnost dopremanja Si306 do mozga. Prolek 
pro-Si306 je sintetisan radi poboljšanja farmakoloških svojstava parentalne supstance (Slika 6). 
Pokazano je da se procesom hidrolize u plazmi pro-Si306 prevodi u Si306 (Vignaroli i sar., 2017).  U 
poređenju sa Si306, pro-Si306 je ispoljio bolju rastvorljivost i efikasnost u ortotopskom modelu 
glioblastoma (Vignaroli i sar., 2017). Da bi se ispitala bezbednost Si306 in vivo, na miševima je 
sprovedena studija toksičnosti uz intravensku primenu supstance (Fallacara i sar., 2019). Sve životinje 
su dobro podnele čak i visoke doze Si306 (100 mg/kg) i primena ovog inhibitora nije uzrokovala 
smrtni ishod nijedne životinje niti dovela do promena u njihovom ponašanju. Takođe, mikroskopska 
analiza nije otkrila promene u strukturi glavnih metaboličkih tkiva, što ukazuje na dobru toleranciju i 
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odsustvo akutne toksičnosti Si306. Kada su u pitanju istraživanja na primarnim ćelijama 
glioblastoma, pokazano je da Si306 dovodi do apoptotske smrti u ćelijama poreklom iz invazivnog 
regiona i jezgra glioblastoma pacijenata (Greco i sar., 2020). Na kraju, skorašnja studija je pokazala 
da Si306 i pro-Si306 imaju značajan pro-oksidativni potencijal u primarnim ćelijama glioblastoma 
(Kostić i sar., 2021). Ovi inhibitori Src tirozin-kinaza su povećali nivo reaktivnih kiseoničnih vrsta i 
ekspresiju antioksidativnih enzima, što je bilo praćeno dvolančanim prekidima DNK i nekrozom 
(Kostić i sar., 2021). 
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2. CILJEVI 

U skladu sa predstavljenim literaturnim podacima i potrebom da se ispitaju novi terapeutski 
pristupi u lečenju glioblastoma, postavljeni su sledeći ciljevi za čije postizanje su korišćeni različiti 
modeli (komercijalna humana ćelijska linija glioblastoma U87, njena višestruko-rezistentna varijanta 
U87-TxR, primarne ćelije glioblastoma poreklom od pacijenata GBM-4, GBM-5 i GBM-6, kao i 
ksenograft model U87 ćelija u embrionima zebrica Danio rerio).  

Glavni cilj ove doktorske disertacije je da se ispita potencijal Src tirozin-kinaznih inhibitora, 
Si306 i pro-Si306, za smanjenje invazivnosti i rezistencije ćelija glioblastoma.    

Za ispunjenje glavnog cilja disertacije definisani su specifični ciljevi: 

1) Izolovanje, uspostavljanje i karakterizacija primarnih kultura ćelija glioblastoma 
poreklom od pacijenata određivanjem prisustva markera glioblastoma: ko-ekspresija 
vimentina i kiselog glijalnog fibrilarnog proteina 
 

2) Uspostavljanje ksenografta U87 ćelija u embrionima zebrica (inokulacijom U87 ćelija u 
žumančanu kesu embriona) radi praćenja invazivnog potencijala ćelija glioblastoma 
 

3) Upoređivanje efekata Si306, pro-Si306, dasatiniba (referentni Src tirozin-kinazni 
inhibitor) i temozolomida (aktuelni hemioterapeutik za lečenje glioblastoma) na 
vijabilnost ćelija glioblastoma (U87, U87-TxR, GBM-4, GBM-5 i GBM-6) primenom 
MTT testa 
 

4) Ispitivanje dejstva Si306 i pro-Si306 na invazivni potencijal ćelija glioblastoma (U87, 
U87-TxR, GBM-4, GBM-5 i GBM-6) u testovima razlaganja želatina i invazivnosti 
 

5) Ispitivanje dejstva Si306 i pro-Si306 na invazivni potencijal in vivo (U87 ksenograft u 
embrionima zebrica) praćenjem rasejavanja fluorescentno obeleženih U87 ćelija u organe 
embriona zebrica na fluorescentnom mikroskopu 
 

6) Upoređivanje efekata Si306, pro-Si306 i dasatiniba na ekspresiju i aktivnost proteina Src 
signalnog puta ćelija glioblastoma (U87 i U87-TxR) metodom „Western blot“ (engl.) 
 

7) Ispitivanje efekta Si306 i pro-Si306 na ekspresiju i aktivnost Src tirozin-kinaze u 
primarnim ćelijama glioblastoma (GBM-4, GBM-5 i GBM-6) metodom imunobojenja i 
analize na protočnom citofluorimetru 
 

8) Utvrđivanje dejstva Si306, pro-Si306 i dasatiniba na aktivnost P-glikoproteina u 
višestruko-rezistentnoj U87-TxR ćelijskoj liniji pomoću akumulacije fluorescentnog 
supstrata P-glikoproteina – rodamina 123 i analize na protočnom citofluorimetru 
 

9) Ispitivanje dejstva Si306, pro-Si306 i dasatiniba na ekspresiju P-glikoproteina u 
višestruko-rezistentnoj U87-TxR ćelijskoj liniji metodom imunobojenja i analize na 
protočnom citofluorimetru 
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10) Upoređivanje efikasnosti inhibicije P-glikoproteina kod U87-TxR ćelija ispitivanjem 
dozno-zavisnog efekta Si306, pro-Si306, deks-verapamila (predstavnik druge generacije 
inhibitora P-glikoproteina) i tarikvidara (predstavnik treće generacije inhibitora P-
glikoproteina) 

 
11) Ispitivanje potencijala Si306 i pro-Si306 za reverziju rezistencije na paklitaksel kod 

U87-TxR ćelija 
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3. MATERIJAL I METODE 

3.1. Lekovi i farmakološki inhibitori 

U ovoj studiji su korišćeni tirozin-kinazni inhibitori, derivati pirazolo[3,4-d]pirimidina, Si306 
i njegov prolek pro-Si306. Ova jedinjenja su dobijena na poklon ljubaznošću dr Silvie Schenone sa 
Odeljenja za  Farmaciju,  Univerziteta  u  Đenovi  u Italiji, gde su jedinjena sintetisana i opisana 
(Vignaroli i sar., 2017). Dasatinib, paklitaksel, tarikvidar i deks-verapamil su kupljeni od Sigma-
AldrichChemie GmbG, Nemačka. Sve supstance sem paklitaksela i deks-verapamila su rastvorene u 
dimetilsufoksidu (DMSO). Si306, pro-Si306 i dasatinib su rastvoreni u koncentraciji od 20 mM i 
njihovi alikvoti su čuvani na sobnoj temperaturi. Alikvoti tarikvidara od 10 µM su čuvani na -20 ºC. 
Alikvoti paklitaksela su čuvani na -20 ºC u apsolutnom etanolu (1 mM), dok je rastvor deks-
verapamila u sterilnoj vodi čuvan na sobnoj temperaturi. Pre tretmana, sve supstance sem paklitaksela 
i deks-verapamila su razblažene u sterilnom fosfatnom puferu (PBS) do željene koncentracije. Deks-
verapamil i paklitaksel su pre tretmana razblaženi u sterilnoj vodi. 

3.2. Hemikalije i reagensi 

U eksperimentalnom delu ove studije su korišćene sledeće hemikalije i reagensi: minimalni 
esencijalni medijum – MEM (Capricorn Scientific GmbH, Nemačka), Dulbeko modifikovani 
minimalni esencijalni medijum sa Hamovim F-12 medijumom - DMEM/F12 (Biowest, Francuska), 
L-glutamin, tripsin/EDTA fetalni goveđi serum (engl.  fetal bovine serum - FBS), smeša penicilin-
streptomicin, amfotericin B, rodamin 123, Hoechst 33342, DMSO, Accumax™ rastvor, albumin 
goveđeg seruma (engl.  bovine serum albumin -  BSA), 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolijum bromid (MTT) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemačka), RNKza A, TRIzol®, 
B-27 suplement, epidermalni faktor rasta (EGF), bazalni faktor rasta fibroblasta (bFGF), 
CellTracker™ CM-DiI boja (Thermo Fisher Scientific, SAD), etidijum bromid (Merck, Nemačka), 
agaroza (Applichem GmbH, Nemačka) i matrigel (Corning®, SAD). 

3.3. Ćelijske linije 

U87 ćelijska linija humanog glioblastoma je kupljena od American Type Culture Collection 
(ATCC, SAD). U87-TxR, višestruko-rezistentna ćelijska linija humanog glioblastoma je selektovana 
od U87 ćelija nakon kontinuiranog izlaganja ćelija rastućim koncentracijama paklitaksela (Podolski-
Renic i sar., 2011). Obe ćelijske linije su gajene u MEM medijumu uz dodatak 10% FBS, 2 mM L-
glutamina, 10000 U/mL penicilina i 10 mg/mL streptomicina. Ćelije su gajene u inkubatoru (Sanyo 
Instruments, Japan) na 37 ºC u vlažnoj atmosferi (90%) sa 5% CO2. Pasaža ćelija je vršena jednom 
nedeljno do dostizanja 80-90% konfluentnosti u flaskovima površine 25 i 75 cm2 (Sarstedt, 
Nemačka). Nakon tripsinizacije, ćelije su brojane pomoću hemocitometra na invertnom svetlosnom 
mikroskopu (Leica, Nemačka), nakon čega su zasejavane u svežem medijumu u nove flaskove u 
gustini od 8 000 ćelija/cm2. 

3.4. Određivanje broja ćelija 

Tačan broj ćelija određivan je bojenjem tripan plavim (engl. trypan blue, TB) (Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH, Nemačka). TB ne prodire u unutrašnjost živih ćelija sa neoštećenom ćelijskom 
membranom, te one ostaju neobojene. TB prodire u mrtve i oštećene ćelije, koje se boje plavom 
bojom i na taj način se mogu razlikovati od živih ćelija. Brojanje ćelija je vršeno pod svetlosnim 
mikroskopom na hemocitometru. Za brojanje ćelija je korišćen 1:1 odnos razblaženja 0,4% TB 
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rastvora u 1 × PBS puferu i ćelija u medijumu. Da bi TB obojio mrtve ćelije, ćelije su ostavljane u 
rastvoru sa bojom 5 min. Nakon toga je po 10 µL obojene ćelijske suspenzije naneto pipetom u obe 
komorice hemocitometra. Ćelije su brojane u 5 polja u svakoj komorici hemocitometra. Nakon 
brojanja, ukupan broj živih ćelija je računat po sledećem obrascu: ukupan broj živih ćelija/mL = 
prosečan broj živih ćelija po kvadratu komorice × razblaženje ćelija × 104, gde je 104 faktor komorice. 

3.5. Uzorci tkiva 

Uzorci tkiva pacijenata sa glioblastomom gradusa IV, koji definiše Svetska zdravstvena 
organizacija, sakupljani su od aprila 2018. do maja 2019. godine na Klinici za neurohirurgiju 
Kliničkog centra Srbije. Histološki gradus uzoraka ustanovljen je histopatološkom analizom. Uzorci 
su sakupljani i korišćeni u ovoj studiji nakon što je dobijen informisani pristanak pacijenata i 
odobrenje Etičkog odbora Kliničkog centra Srbije (broj rešenja: 586/4), u skladu sa etičkim 
standardima Helsinške deklaracije iz 1964. godine.  

3.6. Uspostavljanje primarnih ćelijskih kultura glioblastoma 

Uzorci tkiva su sakupljani tokom operacija i obrađeni odmah nakon sakupljanja. Tkivo je prvo 
usitnjeno hirurškim nožem u Petri šolji u sterilnim uslovima. Usitnjeno tkivo je prekrivano Accumax 
rastvorom (1-2 mL) na 15 min radi hemijskog razbijanja tkiva na ćelije, pri čemu je dodatno 
usitnjavano hiruškim nožem i blago mućkano u rastvoru. Nakon disocijacije, tkivo je centrifugirano 
da bi se odstranio Accumax rastvor. Ćelije su zatim prebačene u flaskove površine 25 cm2 sa 5 mL 
DMEM/F12 medijuma u koji je dodato 10% FBS-a, 2 mM L-glutamin, 10000 U/mL penicilina, 10 
mg/mL streptomicina i 25 µg/mL antimikotika amfotericina B. Medijum je dodatno obogaćen 
faktorima rasta B-27 (20 µL/mL), EGF (40 ng/mL) i bFGF (20 ng/mL). Komadići tkiva i pojedinačne 
ćelije su kultivisani u inkubatoru na 37 ºC u vlažnoj atmosferi sa 5% CO2, a medijum je promenjen 48 
h kasnije pošto je utvrđeno da su se ćelije zalepile za donju površinu flaska. Ćelije zalepljene za 
podlogu flaska su gajene do 80-90% konfluentnosti pre daljih studija. Ćelije su prošle kroz mali broj 
pasaža da bi se sprečile genetske i epigenetske promene u ćelijama i očuvale karakteristike primarnih 
kultura bliske originalnim tumorima in vivo (Vogel i sar., 2005), što je presudno da se osigura 
translacioni potencijal rezultata dobijenih u primarnim kulturama (Ledur i sar., 2017). 

3.7. Imunocitohemijska analiza primarnih ćelijskih kultura glioblastoma 

Nakon uspostavljanja primarnih ćelijskih kultura glioblastoma, 25 000 ćelija po komorici je 
sejano na adherentne ploče sa 4 komorice (Nunc, Nalgene, Danska) u 500 µL DMEM/F12 medijuma 
sa dodatim suplementima. Nakon 24 h, ćelije su ispirane PBS puferom, fiksirane 4% 
paraformaldehidom (PFA) 15 min na sobnoj temperaturi, i na kraju inkubirane 1 h u 0,5% BSA u 
PBS puferu radi blokiranja nespecifičnih mesta za vezivanje antitela. Da bi se potvrdilo da su ćelije 
izolovane i umnožene iz posle-operativnih uzoraka zaista ćelije glioblastoma, ćelije su inkubirane sa 
primarnim monoklonskim mišjim antitelom za vimentin (DAKO, SAD) i poliklonskim zečjim 
antitelom za GFAP (DAKO, SAD) razblaženja 1:500, preko noći na 4 ºC. Nakon ispiranja primarnog 
antitela PBS puferom, fluorescentno obeležena sekundarna antitela, kozje anti-mišje Alexa Fluor 488 
IgG (H+L) (Cell Signaling Technology, SAD) i kozje anti-zečje Alexa Fluor 555 IgG (H+L) (Cell 
Signaling Technology, SAD) su dodata ćelijama u razblaženju 1:1 000 u 0,5% BSA u PBS puferu 1 h 
na sobnoj temperaturi. Ćelije su takođe bojene fluorescentnom DNK bojom Hoechst 33342 (Thermo 
Fisher Scientific, SAD) 15 min na sobnoj temperaturi i na kraju montirane u rastvoru Mowiol® 4-88 
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemačka) u glicerolu i pokrivene pokrovnim staklom za 
mikroskopiranje. Ćelije su vizualizovane na invertnom fluorescentnom mikroskopu Zeiss Axiovert 
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(Carl Zeiss Foundation, Nemačka), i slikane pomoću AxioVision 4.8 softvera. Ćelijske kulture kod 
kojih je utvrđena ekspresija oba proteina, što odgovara fenotipskim karakteristikama glioblastoma, su 
smatrane ćelijskim kulturama glioblastoma. Uspostavljene primarne ćelijske kulture nazvane su 
GBM-4, GBM-5 i GBM-6. 

3.8. MTT test vijabilnosti ćelija 

MTT testom vijabilnosti ćelija su ispitivani efekti inhibitora Si306 i pro-Si306, kao i 
dasatiniba i paklitaksela na ćelijsku vijabilnost. Ovu metodu je prvi opisao Tim Mosmann (Mosmann, 
1983) i ona predstavlja kalorimetrijski test zasnovan na sposobnosti vijabilnih ćelija da u svojim 
mitohondrijama redukuju tetrazolijumovu so žute boje (MTT) u formazan ljubičaste boje (Berridge i 
sar., 2005). Nakon ove reakcije potrebno je rastvoriti kristale formazana u DMSO i izmeriti 
apsorbancu na 540 nm pomoć čitača mikrotitar ploča. Izmerena apsorbanca se nakon toga koreliše sa 
brojem vijabilnih ćelija.  

MTT test je rađen na sledeći način: 

1. Posle perioda predviđenog za tretman ćelija, u mikrotitar ploče sa 96 bunarića 
(Sarstedt, Nemačka) je sipano po 100 µL MTT rastvora u odgovarajućem medijumu 
finalnog razblaženja 2 mg/mL. 

2. Nakon toga su ćelije inkubirane 3 h na temperaturi od 37º C u vlažnoj atmosferi sa 
5% CO2, da bi se omogućilo stvaranje formazana u vijabilnim ćelijama.  

3. Naredni korak je predstavljao odlivanje medijuma i rastvaranje formazana u DMSO 
(200 µL po bunariću) 10 min na sobnoj temperaturi.  

4. Potom je određivana apsorbanca pomoću čitača mikrotitar ploča (LKB 5060-006 
Micro Plate Reader, Austrija) na talasnoj dužini 540 nm, sa korekcijom na 670 nm.  

Na osnovu dobijenih vrednosti apsorbance određena je IC50 vrednost, kao 
koncentracija ispitivane supstance pri kojoj se detektuje 50% inhibicije ćelijskog rasta. IC50 

vrednosti supstanci su izračunate nelinearnom regresionom analizom u GraphPad Prism 6.0 
softveru (GraphPad Software, SAD). Testovi vijabilnosti su rađeni u triplikatu. Efekat 
tretmana je poređen sa netretiranim kontrolnim uzorkom, koji je arbitrarno definisan kao 
100%. 

3.8.1. Pojedinačni i kombinovani tretmani ćelija 

Za test vijabilnosti, U87 i U87-TxR ćelije, kao i primarne ćelije glioblastoma GBM-4, GBM-5 
i GBM-6 su zasejavane u mikrotitar ploče sa 96 bunarića (Sarstedt, Nemačka) u gustini od 4 000 
ćelija po bunariću u 100 µL odgovarajućeg medijuma. Ćelije su zasejavane 24 h pre tretmana radi 
adaptacije. Da bi se ispitao jednokratni efekat Si306 inhibitora i pro-Si306 na ćelijsku vijabilnost, 
ćelije su podvrgnute tretmanu od 72 h. Poređenja radi, analizirana je i osetljivost ćelija na klinički 
odobren Src tirozin-kinazni inhibitor dasatinib. Inhibitori Si306, pro-Si306 i dasatinib su primenjeni u 
rastućim koncentracijama (1 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM i 25 µM). Takođe, analizirana je i osetljivost 
ćelija na aktuelni hemioterapeutik za lečenje glioblastoma temozolomid, koji je primenjen u rastućim 
koncentracijama (50 µM, 100 µM, 250 µM, 500 µM i 1000 µM). U kontrolnom uzorku zasejane su 
ćelije u istom broju, ali nisu bile tretirane. U test je takođe bila uključena i kontrola DMSO rastvarača. 
Pored efekta pojedinačnih tretmana, ispitan je i efekat kombinovanih tretmana Si306 ili pro-Si306 sa 
paklitakselom u rezistentnim U87-TxR ćelijama. Dve koncentracije inhibitora Si306 i pro-Si306 (0,2 
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µM i 0,5 µM) su kombinovane sa rastućim koncentracijama paklitaksela (0,1 µM, 0,25 µM, 0,5µM, 1 
µM i 2 µM) u zajedničkom tretmanu od 72 h. 

MTT test je takođe korišćen da bi se isključila mogućnost uticaja Si306 i pro-Si306 na 
vijabilnost U87 i U87-TxR ćelija u testovima degradacije želatina i invazije. Ćelije su zasejavane u 
mikrotitar ploče 24 h pre tretmana radi adaptacije, a tretman Src tirozin-kinaznim inhibitorima je 
trajao 24 h koliko traju i sami testovi degradacije želatina i invazije. U ovom eksperimentu Si306 i 
pro-Si306 su primenjivani u sledećim koncentracijama: 1 µM, 2,5 µM, 5 µM i 10 µM. 

3.9. Izolacija RNK i reakcija reverzne transkripcije 

3.9.1. Izolacija RNK 

Ukupna RNK je izolovana iz U87 i U87-TxR ćelija uz pomoć TRIzol® reagensa po 
uputstvima proizvođača: 

Liziranje i homogenizacija – ćelijske linije U87 i U87-TxR su zasejane u flaskove površine 
25 cm2 u gustini od 1 × 106 ćelija po flasku, inkubirane preko noći radi adaptacije i potom tretirane sa 
5 µM Si306 ili pro-Si306. Nakon 72 h, ćelije su tripsinizovane i centrifugirane 3 min na 2 000 rpm. 
Nakon odlivanja supernatanta i ispiranja ćelija u PBS puferu, ćelije su lizirane 5 min u 1 mL TRIzol® 
reagensa. Lizirani i homogenizovani uzorci su odmah korišćeni ili čuvani na -80 ºC do mesec dana.  

Razdvajanje faza – Ukoliko su zamrzavani, homogenizovani uzorci su otapani na sobnoj 
temperaturi. Na taj način nukleinski kompleksi mogu u potpunosti da disosuju. U uzorke se dodaje po 
200 µL hloroforma, nakon čega se svaki uzorak snažno protrese i inkubira 2-3 min na sobnoj 
temperaturi. Uzorci se posle toga centrifugiraju 15 min na 12 000 × g na 4 ºC u centrifugi sa 
hlađenjem (Centrifuge 5427R, Eppendorf, Nemačka). Smeša se na ovaj način razdvaja na tri faze: 
donju crvenu fenol-hlorofomsku, srednju i gornju bezbojnu vodenu fazu u kojoj se nalazi RNK. 
Zapremina vodene faze predstavlja oko 60% zapremine TRIzol® reagensa koji je korišćen za 
liziranje. 

Precipitacija RNK – Vodenu fazu je potrebno veoma pažljivo preneti u nove tubice u koje se 
nakon toga dodaje po 500 µL izopropanola. Posle toga se uzorci ostave na sobnoj temperaturi 10 min, 
pa se centrifugiraju 10 min na 12 000 x g na 4 ºC u centrifugi sa hlađenjem. Na ovaj način RNK 
precipitira, tako što formira beli talog na dnu tubica.  

Ispiranje RNK – Nakon uklanjanja supernatanta, RNK se ispira sa 1 mL 75% etanola u 0,1% 
DEPC vodi. Posle toga se uzorci centrifugiraju 5 min na 7 500 × g na 4 ºC u centrifugi sa hlađenjem.  

Rastvaranje RNK – Nakon centrifugiranja, iz uzoraka se pažljivo odliva etanol i talog se suši 
na sobnoj temperaturi. Posle toga se RNK rastvara u 0,1% DEPC vodi koja predstavlja potentni 
inhibitor RNKaze. Na kraju se koncentracija RNK meri na spektrofotometru (Biophotometer, 
Eppendorf, Nemačka). 

3.9.2. Provera kvaliteta RNK 

Kvalitet RNK je proveren elektroforezom uzoraka na 1,3% agaroznom gelu (1,3 g agaroze u 
100 mL 1 x TBE pufera) sa 0,4 µg/mL etidijum bromida. Svaki RNK uzorak je pre nanošenja na gel 
mešan sa 0,4% rastvorom bromfenol plavog u 50% glicerolu u zapreminskom odnosu 1:1.  
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Posle elektroforeze u 1 × TBE puferu na 100 V, RNK je vizuelizovana na „Gel-Doc“ sistemu 
(Gel-Doc 1 000, Bio Rad, SAD). Upoređivanjem odnosa inteziteta 28S i 18S traka, utvrđen je kvalitet 
izolovane RNK. 

3.9.3. Reakcija reverzne transkripcije 

Ukupna RNK (2 µg) u koju je dodata DNKaza I (1× finalno), 10x pufer (1× finalno) i DEPC 
voda (do 9 µL finalne zapremine) inkubirana je 30 min na 37 ºC. Reakcija je prekinuta dodavanjem 1 
µL EDTA (ukupna zapremina 10 µL), inkubiranjem smeše na 65 ºC 10 min i hlađenjem na ledu. 
Reakcija je prekidana dodavanjem 1 µL EDTA (ukupna zapremina 10 µL), inkubiranjem smeše na 65 
ºC 10 min i hlađenjem na ledu. Dalje je reakcionoj smeši dodavano 10 µL smeše za reverznu 
transkripciju po uputstvu proizvođača (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied 
Biosystems, SAD). Smeša za reverznu transkripciju se sastoji od sledećih komponenti u finalnim 
koncentracijama: 1× nasumičnih prajmera, 1× pufera, 1 mM dATP, 1 mM dTTP, 1 mM dGTP, 1 mM 
dCTP, 20 U RNK-aznog inhibitora i 50 U MultiScribeTM reverzne transkriptaze. Reakcija reverzne 
transkripcije je trajala 2 h na 37 ºC. Nakon toga, uzorci su inkubirani 5 min na 85 ºC i ohlađeni na 
ledu. Dobijena cDNK koncentracije 100 ng/µL je čuvana na -20 ºC. 

3.10. Analiza ekspresije gena metodom kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu 

Kvantitativni PCR u realnom vremenu (qPCR) služi za određivanje nivoa PCR proizvoda u 
toku svakog PCR ciklusa. Tokom PCR reakcije detektuje se signal poreklom od fluorescentne probe, 
čiji je intenzitet direktno proporcionalan količini PCR produkta u svakom pojedinačnom ciklusu. Na 
početku reakcije, intenzitet fluorescence u ciklusima ne prelazi bazalni nivo. Izdvaja se ciklus u kom 
fluorescentni signal uzorka ima značajno viši intenzitet od bazalnog signala i on se naziva graničnim 
ciklusom (engl. treshold cycle - Ct). Ct vrednost je obrnuto proporcionalna početnom broju kopija 
ciljne sekvence u uzorku. 

Ova metoda je korišćena za detekciju ekspresije MDR1 iRNK sa odgovarajućim prajmerom 
(Bosch i sar., 1997; NicAmhlaoibh i sar., 1999) u U87-TxR ćelijama koje su tretirane 24 h sa 5 µM 
Si306, pro-Si306 ili dasatiniba. Pored toga, analizirana je i ekspresija MMP2 i MMP9 iRNK sa 
odgovarajućim prajmerima (Stojkovic i sar., 2016) u U87 i U87-TxR ćelijskim linijama nakon istih 
tretmana. Dobijena i pripremljena cDNK je amplifikovana uz pomoć Maxima SYBR Green/ROX 
qPCR Taster Mix kita (Thermo Fisher Scientific, SAD), po preporukama proizvođača. SYBR Green 
je interkalirajuća fluorescentna boja koja se nespecifično vezuje za dvolančani molekul DNK. PCR 
reakcije su izvođene na aparatu ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems, 
SAD) u ukupnoj zapremini od 20 µL koristeći 100 ng cDNK i prajmere za MDR1, MMP2 ili MMP9 
gene. Za svaki uzorak su korišćeni i prajmeri za gen ACTB, koji je služio kao endogena kontrola 
(NicAmhlaoibh i sar., 1999). Za amplifikaciju gena su korišćeni sledeći uslovi: inicijalni korak u 
trajanju od 5 min na 50 ºC, potom korak denaturacije od 10 min na 95 ºC i 40 ciklusa na 95 ºC 15s i 
60 ºC 60s. Po završetku amplifikacije, rezultati su analizirani u 7000 System softveru (Applied 
Biosystems, SAD). Svaki uzorak je testiran u tiplikatu i relativna ekspresija svakog pojedinačnog 
gena je analizirana 2−ΔCt metodom (Livak i Schmittgen, 2001), u kojoj ΔCt predstavlja razliku Ct 
vrednosti svakog specifičnog gena u odnosu na endogenu kontrolu. 
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3.11. Analiza ćelija protočnom citofluorimetrijom 

3.11.1. Akumulacija rodamina 123 

Rodamin 123 je fluorescentni supstrat P-glikoproteina. Protočnom citofluorimetrijom je 
analiziran intenzitet fluorescence koju emituje rodamin 123 akumuliran u vijabilnim ćelijama (Zheng 
i sar., 2009), koji je obrnuto proporcionalan aktivnosti P-gp transportera. U87-TxR ćelije su gajene u 
flaskovima površine 25 cm2 do 80-90% konfluentnosti, tripsinizirane i resuspendovane u tubama u 1 
mL MEM medijuma koji sadrži 5 µM rodamina 123. Ćelije su potom tretirane sa 5 µM Si306, pro-
Si306 ili dasatiniba. Da bi se odredila IC50 vrednost inhibicije P-glikoproteina, ćelije su tretirane 
rastućim koncentracijama Si306, pro-Si306 i deks-verapamila (1 µM, 2 µM, 5 µM, 10 µM i 20 µM) i 
tarikvidara (1 nM, 2 nM, 5 nM, 10 nM i 20 nM). Deks-verapamil i tarikvidar, poznati inhibitori P-
glikoproteina, korišćeni su kao pozitivna kontrola. Uzorci su inkubirani 30 min na 37 °C u vlažnoj 
atmosferi sa 5% CO2. Uzorci su zatim centrifugirani, isprani i potom resuspendovani u hladnom PBS 
puferu i čuvani na ledu u mraku do analize. Intenzitet fluorescence rodamina 123 je izmeren na 
protočnom citofluorimetru CyFlow Space Partec u FL1 kanalu na 530 nm. U svakom uzorku je 
prikupljeno najmanje 10 000 pojedinačnih događaja i dobijeni rezultati su analizirani Summit 4.3 
softverom. IC50 vrednosti inhibicije P-glikoproteina su izračunate nelinearnom regresionom analizom 
u GraphPad Prism 6.0 softveru (GraphPad Software, SAD). 

3.11.2. Analiza ekspresije P-glikoproteina 

Da bi se detektovao nivo ekspresije P-glikoproteina u višestruko-rezistentnoj ćelijskoj liniji 
glioblastoma U87-TxR, korišćena je metoda protočne citofluorimetrije. Ćelije su zasejavane u 
adherentne mikrotitar ploče sa 6 bunarića (Sarstedt, Nemačka) u gustini od 200 000 ćelija po 
bunariću, inkubirane preko noći u 1 mL MEM medijuma radi adaptacije i potom tretirane sa 5 µM 
Si306, pro-Si306 ili dasatiniba u periodu od 72 h. Nakon tripsinizacije, ćelije su prebačene u tube, 
centrifugirane i isprane u PBS puferu. Ćelije su potom direktno bojene FITC-konjugovanim mišjim 
antitelom za P-gp (BD Biosciences, Ujedinjeno Kraljevstvo) u zapreminskom odnosu 1:10 u PBS 
puferu, 1 h na sobnoj temperaturi u mraku. Da bi se isključilo prisustvo nespecifične fluorescence 
korišćena je izotipska kontrola IgG2bk (Abcam, Ujedinjeno Kraljevstvo). Pre analize, ćelije su 
cenrifugirane i ispirane 3 puta u PBS puferu. Fluorescenca FITC-konjugovanog antitela za P-gp je 
detektovana u FL1 kanalu na talasnoj dužini od 530 nm na protočnom citofluorimetru CyFlow Space 
Partec (Sysmex Partec GmbH, Nemačka). Nakon izuzimanja ćelijskih ostataka i mrtvih ćelija iz 
analize, po uzorku je analizirano minimum 10 000 ćelija. Za analizu dobijenih rezultata korišćen je 
Summit 4.3 softver (DAKO, SAD). 

3.11.3. Analiza ekspresije Src tirozin-kinaze 

Nivo ekspresije Src tirozin-kinaze i njene aktivne fosforilisane forme (pSrc) je analiziran 
protočnom citofluorimetrijom u U87 i U87-TxR ćelijama i primarnim ćelijama glioblastoma GBM-4, 
GBM-5 i GBM-6. Ćelije su zasejavane u gustini od 200 000 ćelija po bunariću u adherentnim 
mikrotitar pločama sa 6 bunarića (Sarstedt, Nemačka) 24 h pre tretmana radi adaptacije. Primarne 
ćelije su tretirane sa 10 µM Si306, pro-Si306 ili dasatiniba, dok su ćelijske linije U87 i U87-TxR 
tretirane istim supstancama u koncentraciji od 5 µM. Nakon tripsinizacije, ćelije su prebačene u tube, 
centrifugirane, ispirane u PBS puferu i fiksirane sa 4% PFA 10 min na sobnoj temperaturi. Ćelije su 
dalje permeabilizovane dodavanjem 90% hladnog metanola 30 min na 4 °C. Nakon ispiranja u PBS 
puferu, ćelije su dalje inkubirane u 0,5% BSA u PBS puferu 1 h na sobnoj temperaturi radi blokiranja 
nespecifičnog vezivanja antitela. Ćelije su zatim inkubirane sa primarnim zečjim monoklonskim 
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antitelima na Src i pSrc (Cell Signaling Technology, SAD) razblaženja 1:100 u 0,5% BSA u PBS 
puferu preko noći na 4 °C. Nakon ispiranja u PBS puferu, ćelije su inkubirane sa fluorescentno 
obeleženim sekundarnim kozjim anti-zečjim Alexa Fluor 488 IgG(H+L) antitelom (Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH, Nemačka), razblaženja 1:1 000 u 0,5% BSA u PBS puferu 30 min na sobnoj 
temperaturi. Na kraju su ćelije ispirane i resuspendovane u 1 mL PBS pufera. Intenzitet fluorescence 
koji je proporcionalan količini analiziranih proteina je meren na FL1 kanalu na talasnoj dužini od 488 
nm protočnog citofluorimetra CyFlow Space Partec (Sysmex Partec GmbH, Nemačka). Rezultati su 
analizirani uz pomoć softvera FCSalyzer 0.9.17 (https://sourceforge.net/projects/fcsalyzer/) i Summit 
4.3 (DAKO, SAD). 

3.12. Izolacija proteina i „Western blot“ analiza 

3.12.1. Izolacija proteina 

U87 i U87-TxR ćelije su zasejavane u flaskove površine 25 cm2 u MEM medijumu u gustini 
od 1 × 106 ćelija i odmah tretirane sa 5 µM Si306, pro-Si306 ili dasatiniba u periodu od 24 h. Za 
izolaciju proteina, 1 × 106 ćelija po uzorku je homogenizovano na ledu u Leammli puferu za liziranje 
(40% glicerol, 0,25 M Tris-HCl pH 6,8, 1% SDS, Milli-Q H2O). Leammli puferu je neposredno pred 
upotrebu dodat β-merkaptoetanol (finalno razblaženje u rastvoru 20%). Homogenati su promešani uz 
pomoć vorteksa i kratko centrifugirani (6-7 sekundi), nakon čega su denaturisani kuvanjem 5 min na 
95 ᵒC. Uzorci su čuvani na -80 ᵒC do dalje analize. 

3.12.2. Elektroforeza proteina 

Elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj težini vršeno je na SDS 
denaturišućim poliakrilamidnim gelovima (SDS-PAGE). Korišćena je mini aparatura za elektroforezu 
(Mini-PROTEAN II Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories, SAD). Gel za razdvajanje je, pored 
akrilamida/bisakrilamida (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Nemačka) u finalnoj koncentraciji 8% ili 
12%, sadržao i 0,375 M Tris-HCl (pH 8,8) i 10% SDS. Gel za koncentrisanje je bio sledećeg sastava: 
5% akrilamid/bisakrilamid (29:1), 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) i 10% SDS. Za polimerizaciju gelova, kao 
i za razdvajanje i koncentrisanje, korišćeno je 100 μl 10% amonijum persulfata i 4 μl 
tetrametiletilendiamina - TEMED (Serva Electrophoresis GmbH, Nemačka) na 10 mL smeše. 

Količina proteina koja je nanošena na gel je optimizovana eksperimentalno za svaki uzorak. 
Pošto je izolacija proteina vršena iz istog broja ćelija po uzorku, nalivan je isti volumen izolata (10 
µL) po bunariću. Posle prve puštene elektroforeze po izolaciji proteina, gelovi su bojeni Coomassie 
Brilliant Blue bojom (0.25% Coomassie Brilliant Blue R250; 10% glacijalna sirćetna kiselina; 45% 
metanol; destilovana voda) radi standardizacije količine proteina koja se nanosi na gel po uzorku. U 
odnosu na informaciju dobijenu bojenjem prvog gela po izolaciji, količine izolata koje se nalivaju po 
uzorku su korigovane da bi se ujednačila količina proteina koja se nanosi u bunariće pri daljim 
puštanjima elektroforeze. Kao standard za molekulsku masu proteina korišćen je obojeni marker 
širokog opsega PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, SAD). 
Elektroforeza je vršena u puferu za elektroforezu standardnog sastava (192 mM glicin; 25 mM Tris, 
pH 8,3; 0,1% SDS) pod konstantnim naponom od 120 V na sobnoj temperaturi. 

3.12.3. Elektrotransfer proteina 

Prenos (transfer) proteina sa poliakrilamidnog gela na PVDF membranu je vršen sistemom za 
transfer Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, SAD). Nakon završene 
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elektroforeze, gel za razdvajanje je pažljivo uklonjen sa staklene ploče i prenet u posudu sa puferom 
za transfer (20% metanol; 192 mM glicin; 25 mM Tris pH 8,3), gde je ostavljen narednih 15 min radi 
ekvilibracije. PVDF membrane (Hybond-P, GE Healthcare, Ujedinjeno Kraljevstvo) su prvo 
aktivirane u metanolu 20 sekundi, a zatim isprane u destilovanoj vodi 5 min. Nakon toga su prebačene 
u posudu sa puferom za transfer gde su ekvilibrisane narednih 15 min. Pomoćne komponente (filter 
papir, Watman papir, sunđeri) su takođe pripremljene potapanjem u pufer za transfer 20 min.  Nakon 
slaganja svih komponenti u kasetu za transfer i postavljanja u tank sa puferom, elektrotransfer 
proteina je vršen preko noći, pod konstantnim naponom od 30 V. Po završenom transferu, membrane 
su isprane dejonizovanom vodom i potapane u Ponceau S boju (1% Ponceau S boja; 5% glacijalna 
sirćetna kiselina; destilovana voda) radi vizuelizacije proteinskih traka. Membrane su zatim odbojene 
ispiranjem u destilovanoj vodi. Do imunološkog bojenja proteina, membrane su čuvane na 4 ᵒC u 
TBS-T puferu sledećeg sastava: 20 mM Tris-HCl (pH 7,6), 137 mM natrijum hlorid i 0,05% Tween 
20.  

3.12.4. Imunološka detekcija imobilizovanih proteina 

Detekcija je rađena na membranama koje su blokirane u rastvoru 5% BSA u TBS-T puferu. 
Blokiranje membrane je trajalo 1 h na sobnoj temperaturi, a rađeno je u cilju smanjivanja 
nespecifičnog vezivanja antitela. Nakon blokiranja, membrane su ispirane u TBS-T puferu 5 min, koji 
je zatim odliven i zamenjen rastvorom za blokiranje u koji su dodata primarna antitela. Korišćena su 
sledeća primarna antitela: zečje poliklonsko antitelo za EGFR (Thermo Fisher Scientific, SAD; 
razblaženje 1:750), zečje monoklonsko antitelo za FAK (Cell Signaling Technology, SAD; 
razblaženje 1:1 000), zečje monoklonsko antitelo za pFAK (Invitrogen, SAD; razblaženje 1:1 000), 
zečje monoklonsko antitelo za Src (Cell Signaling Technology, SAD; razblaženje 1:5 000), zečje 
monoklonsko antitelo za pSrc (Cell Signaling Technology, SAD; razblaženje 1:1 000), zečje 
monoklonsko antitelo za ERK (Thermo Fisher Scientific, SAD; razblaženje 1:5 000), zečje 
monoklonsko antitelo za pERK (Thermo Fisher Scientific, SAD; razblaženje 1:500), zečje 
monoklonsko antitelo za AKT (Cell Signaling Technology, SAD; razblaženje 1:1 000), zečje 
monoklonsko antitelo za pAKT (Cell Signaling Technology, SAD; razblaženje 1:750), zečje 
monoklonsko antitelo za β-tubulin (Sigma-Aldrih Chemie GmbH, Nemačka; razblaženje 1:50 000). 
Nakon inkubacije sa primarnim antitelom preko noći na 4 ºC, membrane su ispirane 6 puta po 5 min u 
TBS-T puferu da bi se uklonila primarna antitela koja se nisu specifično vezala, i potom inkubirane 1 
h na sobnoj temperaturi sa HRP-konjugovanim poliklonskim anti-zečjim IgG antitelom (Santa Cruz 
Biotechnology, SAD; razblaženja 1:10 000). Nakon inkubacije sa sekundarnim antitelom, membrane 
su ispirane 6 puta po 5 min u TBS-T puferu, a zatim izložene dejstvu luminola (Western Blotting 
Chemi luminescence Luminol Reagent, Solution A and Solution B, Santa Cruz Biotechnology, SAD). 
Membrane su inkubirane u supstratu 2 min, oceđene i izložene autoradiografskom filmu osetljivom na 
plavu svetlost (Hyperfilm ECL, Santa Cruz Biotechnology, SAD) u trajanju od 1 do 15 min. Filmovi 
su razvijeni odmah po završetku ekspozicije membrane i skenirani radi dalje analize. 

3.12.5. Semikvantitativna analiza imunoblotova 

Intenzitet dobijenih signala kvantifikovan je denzitometrijski u ImageJ softveru (U.S. National 
Institutes of Health, SAD). Ekspresija ciljnih proteina je izražena relativno u odnosu odgovarajući β-
tubulin, koji je služio kao kontrola za nanetu količinu ukupnih proteina. Tako dobijene relativne 
vrednosti su dalje korišćene za statističku obradu rezultata i njihovo grafičko predstavljanje. Odnos 
optičke gustine ciljnog proteina prema optičkoj gustini interne kontrole (β-tubulin) u netretiranim 
kontrolnim uzorcima je arbitrarno definisan kao 1.0 i služio je kao osnov za poređenje tretiranih 
uzoraka sa kontrolom. 
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3.13. Analiza invazivnog potencijala ćelija 

3.13.1. Metoda degradacije želatina 

Merenjem stepena razlaganja želatina utvrđuje se sposobnost ćelija da razgrađuju vanćelijski 
matriks. Kao model korišćen je želatin svinjske kože konjugovan sa zelenom fluoroforom Oregon 
Green® 488 (Thermo Fisher Scientific, SAD). Ovaj želatin je supstrat za matriksne metaloproteinaze 
MMP-2 i MMP-9. Stepen razlaganja želatina analiziran je kod ćelijskih linija U87 i U87-TxR i 
primarnih kultura glioblastoma GBM-4, GBM-5 i GBM-6 sledećom procedurom: 

1. Pokrovna stakla su sterilisana 70% etanolom pre početka eksperimenta i postavljena na 
dno adherentne mikrotitar ploče sa 6 bunarića (Sarstedt, Nemačka). 

2. Želatin je prethodno zagrejan 10 min na 37˚C i rastvoren u PBS puferu u odnosu 1:8. Na 
svako pokrovno staklo je sipano 50 µL ovako pripremljenog želatina (0,625 mg/µL 
finalno), a potom je dodato 30 µL 0,25% gluteraldehida koji služi za umrežavanje želatina 
i stvaranje njegove nerastvorljive varijante. 

3. Pokrovna stakla su postavljena u bunariće tako da želatin bude sa donje strane što 
obezbeđuje ravnomerno raspoređivanje želatina tokom umrežavanja. Adherentna 
mikrotitar ploča je potom inkubirana 15 min na 4˚C nakon čega su pokrovna stakla 
prebačena u novu mikrotitar ploču sa 6 bunarića tako da umreženi želatin bude sa gornje 
strane pokrovnog stakla. 

4. Prethodno umnožene U87, U87-TxR, GBM-4, GBM-5 i GBM-6 ćelije su prebrojane i 
zasejane na pokrovna stakla u gustini od 50 000 ćelija po bunariću u 1 mL odgovarajućeg 
medijuma.  

5.  Nakon što su se zalepile za pokrovna stakla, ćelije su tretirane Src tirozin-kinaznim 
inhibitorima Si306 i pro-Si306 u koncentracijama od 5 µM i 10 µM za ćelijske linije i 10 
µM i 20 µL za primarne ćelije.  

6. Ćelije su inkubirane 24 h na 37˚C, potom je odliven medijum i ćelije su isprane PBS 
puferom i fiksirane sa 500 μL 4% rastvora PFA. Nakon 10 min, ćelije su ponovo isprane 
PBS puferom i obojene fluorescentnim bojama ActinRed™ 555 (Thermo Fisher 
Scientific, SAD) i Hoechst 33342 30 min na sobnoj temperaturi. Pokrovno staklo je 
fiksirano na mikroskopsku pločicu u rastvoru Mowiol® 4-88 u glicerolu. ActinRed™ 555 
služi za vizuelizaciju aktinskih filamenata, a Hoechst 33342 za vizuelizaciju ćelijskih 
jedara. Pločice su slikane na 20x uveličanju na Zeiss Axiovert fluorescentnom 
mikroskopu (Carl Zeiss Foundation, Nemačka) pomoću AxioVision 4.8 softvera. 

7. Mikrografije su analizirane u ImageJ softveru (U.S. National Institutes of Health, SAD). 
Sa mikrografija je utvrđivan broj ćelija i površina razgrađene oblasti u želatinu. Računat 
je odnos površine razgrađene oblasti u odnosu na broj ćelija što predstavlja stepen 
razgradnje želatina u uzorku. Analizirano je najmanje 100 ćelija po uzorku. 

3.13.2. Test invazivnosti ćelija 

Metastatski potencijal tumorske ćelije ogleda se, između ostalog, i u njenoj sposobnosti da se 
kreće ka izvoru hemijskog ili fizičkog stimulusa (migracija) i da tom prilikom enzimatski razgradi 
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prepreke u vidu komponenti vanćelijskog matriksa ili prođe bazalnu membranu (invazija). 
Sposobnost invazije ćelija utvrđena je ispitivanjem migracije ćelija kroz poroznu membranu obloženu 
matrigelom. U tu svrhu je korišćen komercijalno dostupan matrigel koji predstavlja smešu 
vanćelijskih proteina koje sekretuju Engelbret-Holm-Svarm (EHS) ćelije mišjeg sarkoma. Za procenu 
invazije U87 i U87-TxR ćelija in vitro korišćene su komorice čije dno čini membrana prečnika 6,4 
mm i dijametra pora 8 μm (BD Labware, SAD). Procedura se sastojala iz sledećih faza: 

1. Komorice su stavljane u adherentne mikrotitar ploče sa 24 bunarića (Sarstedt, Nemačka). 
Gornja površina membrana ovih komorica bila je obložena tankim slojem matrigela 
rastvorenog u MEM medijumu bez FBS u razblaženju 1:10. Sipano je ukupno 50 μL 
rastvora matrigela po komorici, kome je dozvoljeno da polimeriše 3 h na 37º C.  

2. U bunariće mikrotitar ploče je prvo sipano 500 μL MEM medijuma (za pozitivnu kontrolu 
i tretmane sipan je medijum sa 10% FBS, za negativnu kontrolu sipan je medijum bez 
FBS), a zatim su postavljene komorice sa pripremljenim matrigelom. 

3. U same komorice, direktno na sloj matrigela, zasejavano je 150 000 ćelija po uzorku u 
200 μL MEM medijuma bez FBS. U87 i U87-TxR ćelije su tretirane Src tirozin-kinaznim 
inhibitorima Si306 i pro-Si306 u koncentraciji od 5 µM. Pozitivnu kontrolu su 
predstavljale ćelije u medijumu bez FBS koje se kroz poroznu membranu kreću ka 
hemoatraktantima (medijum sa FBS). 

4. Ovako pripremljen eksperiment je inkubiran 24 h na 37º C.  
5. Nakon inkubacije, ćelije sa gornje strane membrane koje nisu migrirale su odstranjene 

špatulicom i komorice sa membranama su fiksirane 10 min na sobnoj temperaturi u 
bunarićima sa 500 μL 4% PFA rastvora.  

6. Komorice su potom bojene u bunarićima Hoechst 33342 bojom 15 min na sobnoj 
temperaturi radi vizualizacije ćelijskih jedara.  

7. Nakon toga, membrane su isprane PBS puferom, isečene sa komorica skalpelom i 
fiksirane na mikroskopsku pločicu u rastvoru Mowiol® 4-88 u glicerolu. 

8. Svaka membrana je slikana na 5x uveličanju na Zeiss Axiovert fluorescentnom 
mikroskopu (Carl Zeiss Foundation, Nemačka) pomoću AxioVision 4.8 softvera. 

9. Mikrografije su analizirane u ImageJ softveru (U.S. National Institutes of Health, SAD). 
Broj ćelija na svakoj membrani je normalizovan u odnosu na broj ćelija u pozitivnoj 
kontroli što ukazuje na stepen invazije ćelija. Eksperiment se smatrao uspešnim ukoliko je 
u negativnoj kontroli kroz membranu migriralo manje od 15% ćelija u odnosu na broj 
ćelija koje su migrirale u pozitivnoj kontroli. Eksperiment je ponovljen tri puta za svaku 
ćelijsku liniju.  

3.14. Životinjski model zebrice 

3.14.1. Uzgajanje i mrešćenje zebrica 

Za ispitivanje invazivnog potencijala ćelija glioblastoma in vivo, uspostavljeni su ksenografti 
U87 ćelija u modelu zebrice. Za potrebe ovih eksperimenata korišćene su zebrice divljeg tipa (Danio 
rerio) Tübingen soja. Svi eksperimenti na zebricama su urađeni na Institutu za molekularnu genetiku i 
genetičko inženjerstvo, Univerziteta u Beogradu. Sva postupanja sa životinjama bila su u skladu sa 
lokalnim i nacionalnim propisima uz pribavljenu etičku saglasnost Uprave za veterinu Ministarstva 
poljoprivrede, šumarstva i vodoprivrede Republike Srbije (broj rešenja: 323-07-02116/2020-05/1).  

Zebrice su gajene u skladu sa standardnom procedurom na temperaturi od 28 °C, uz 
kontinuiranu aeraciju i filtriranje vode, pod veštačkim svetlom uz održavanje ciklusa svetlo/mrak u 
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odnosu 14:10 h i hranjenje dva puta dnevno komercijalno dostupnom suvom hranom TetraMin™ 
flakes (Tetra Melle, Germany) uz dodatak živih račića, artemija (Artemia nauplii). Gajenje i mrest 
zebrica, kao i gajenje embriona nakon mresta su vršeni u vodi za embrione koja sadrži 0,073 mM 
KCl, 2 mM CaCl2, 0,5 mM MgSO4 uz dodatak 0,0002% metilensko plavog koji se koristi kao agens 
za dezinfekciju i natrijum bikarbonata do finalne koncentracije od 0,75 mM. 

Da bi prinos jaja prilikom mresta bio veći, mužjaci i ženke su gajeni odvojeno. Mrešćenje je 
vršeno jednom nedeljno istim danom, tri nedelje za redom. Četvrte nedelje se pravila pauza do novog 
mresta. U mrestilicu su stavljana 2 mužjaka i 3 ženke tako što su bili odvojeni pregradom. Narednog 
dana, posle paljenja svetla sklanjane su pregrade iz mrestilica. Jaja su sakupljana najkasnije 1 h posle 
mresta u staklenu Petri šolju napunjenu vodom za embrione sa dodatkom metilensko plavog. U 
slučaju da je više od 10% jaja ostalo neoplođeno, mrest je bio odbacivan. Pod stereo mikroskopom 
PXS-VI Optica (Shanghai Deilun Optical Instrument, Kina) su uklanjana neoplođena jaja ili jaja sa 
nedostatkom u razviću, a ostala su čuvana u inkubatoru na 28 °C do daljeg korišćenja 48 h nakon 
oplođenja. U vodu za embrione je u periodu između 16 h i 24 h posle oplođenja dodavana feniltiourea 
(N-phenylthiourea - PTU) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemačka) u finalnoj koncentraciji od 
0,003%, kako bi se sprečio razvoj pigmenta kod embriona. 

3.14.2. Inokulacija ćelija glioblastoma u embrione zebrica 

Inokulacija ćelija glioblastoma u embrione zebrica je vršena 48 h nakon oplođenja. Ukoliko 
nisu sami izašli iz horiona, embrioni su prvo dehorionizovani pincetama. Zatim su anestezirani u 
rastvoru Tricaine-S (Western Chemicals Inc, SAD) u koncentraciji od 50 mg/L i pozicionirani na 
vlažnoj 1% agaroznoj ploči, pripremljenoj posebno za inokulaciju ćelija. 

U87 ćelije su gajene u flaskovima površine 75 cm2 u MEM medijumu do dostizanja 
konfluentnosti. Nakon tripsinizacije ćelije su ispirane u PBS puferu na sobnoj temperaturi. Posle 
brojanja, ćelije su bojene fluorescentnom bojom CellTracker™ CM-DiI razblaženom u PBS puferu u 
koncentraciji od 2,5 µg/mL. Ćelije su inkubirane u mraku 4 min na 37 ᵒC, zatim 15 min na 4 ᵒC, 
nakon čega su ispirane 2 puta u PBS puferu. Fluorescentno obojene ćelije su potom resuspendovane u 
MEM medijumu i oko 125 ćelija je inokulisano u središte žumančane kese embriona pomoću 
FemtoJet 4i mikroinjektora (Eppendorf, Nemačka) opremljenog borosilikatnim staklenim kapilarama 
(Femtotips, Eppendorf, Nemačka) i mikromanipulatorom (MM-3, Narishige, Japan).  

Nakon izvršene inokulacije, embrioni su vizualizovani pod fluorescentnim mikroskopom 
Olympus BX51 (Olympus Corporation, Japan) pomoću TRITC filtera i samo uspešno inokulisani 
embrioni su dalje korišćeni u eksperimentu. Uspešno inokulisani embrioni su prebačeni u mikrotitar 
ploče sa 96 bunarića (jedan embrion po bunariću) u 200 µL vode za embrione sa 0,003% PTU. 
Embrioni su čuvani na 32º C, što je samo 5º C niža temperatura od temperature tela kod ljudi, ali je 
gornja granična temperatura pogodna za razvoj embriona zebrica. Na taj način je omogućen 
neometani razvoj embriona zebrica, ali i preživljavanje inukulisanih ćelija kao i njihova invazija u 
udaljene organe (Teng i sar., 2013). 

Nakon 24 h, dan nakon inokulacije, embrioni su slikani na fluorescentnom mikroskopu 
Olympus BX51 korišćenjem TRITC filtera kao i u svetlom polju da bi se dokumentovao izgled U87 
ksenografta u žumančanoj kesi embriona pre tretmana. U87 ćelije su inokulisane u žumančanu kesu 
embriona zebrica jer tako nemaju mogućnost pasivnog transporta u vaskulaturu (Haldi i sar., 2006; L. 
M. Lee i sar., 2005). Da bi se osiguralo da inokulisane ćelije aktivno migriraju u udaljene organe, iz 
eksperimenta su izbačeni embrioni kod kojih su inokulisane ćelije dospele do udaljenih organa za 
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manje od 24 h od inokulacije, što je jedino moguće ako se tokom inokulacije pogodi krvni sud (Teng i 
sar., 2013). 

Nakon slikanja, embrioni su podeljeni u tri grupe: netretirana kontrola i embrioni tretirani sa 
2,5 µM Si306 ili 2,5 µM pro-Si306. Svaka grupa je sadržala 32 embriona. Eksperiment je takođe 
obuhvatio i embrione zebrica u koje je ubrizgan samo MEM medijum, a koji predstavljaju kontrolu 
preživljavanja samog procesa inokulacije. Nakon 72 h tretmana, četvrtog dana od inokulacije, svaki 
embrion je ponovo slikan na fluorescentnom mikroskopu. Procenat embriona kod kojih se javila 
diseminacija tumorskih ćelija od mesta inokulacije, broj diseminovanih ćelija kao i intenzitet 
fluorescence u ksenograftima obeleženim CellTracker™ CM-DiI bojom su kvantifikovani u ImageJ 
softveru. Ukoliko je u embrionu uočeno 5 ili više diseminovanih U87 ćelija koje se nalaze izvan 
vaskulature, smatrano je da je došlo do invazije (Drabsch i sar., 2013; Teng i sar., 2013). Eksperiment 
je ponovljen tri puta. 

Posle završetka eksperimenta, embrioni su eutanazirani dodavanjem 6,15% natrijum 
hipohlorita u vodu u odnosu 1:5. Embrioni su ostavljani 5 min u ovom rastvoru i potom odlagani u 
odgovarajući otpad. 

3.15. Statistička obrada rezultata 

Eksperimentalni rezultati dobijeni u ovoj studiji su statistički obrađeni korišćenjem programa 
STATISTICA 6.0 (StatSoft, Inc., SAD) i Graphpad Prism 6.0 (GraphPad Software, SAD). 
Normalnost distribucije podataka je procenjena Shapiro-Wilk testom. Podaci koji su pokazali 
normalnu distribuciju, dalje su analizirani parametarskom statističkom analizom. Statistička obrada 
rezultata dobijenih određivanjem akumulacije rodamina 123 protočnom citofluorimetrijom i MTT 
testom vijabilnosti je vršena dvofaktorskim ANOVA testom, uz Dunnett-ov test višestrukog 
poređenja. Rezultati testa degradacije želatina nisu pokazali normalnu distribuciju, pa je za statističku 
analizu korišćen Mann-Whitney test. Podaci dobijeni u testu invazivnosti kao i podaci dobijeni 
određivanjem ekspresije Src i pSrc protočnom citofluorimetrijom su analizirani neuparenim 
Studentovim t-testom, dok su rezultati dobijeni „Western blot“ (engl.) i qPCR metodama, kao i 
rezultati dobijeni u eksperimentima modelu zebrice, obrađeni uparenim Studentovim t-testom. 
Statistički značajnim su smatrane samo one razlike u kojima je stepen verovatnoće bio p ≤ 0,05. 
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4. REZULTATI 

4.1. Karakterizacija primarnih ćelijskih kultura glioblastoma 

Tri primarne ćelijske kulture: GBM-4, GBM-5 i GBM-6 su uspostavljene iz sveže operisanih 
hirurških uzoraka pacijenata kod kojih je histopatološki utvrđen primarni glioblastom. 
Imunocitohemijskim bojenjem na vimentin i GFAP protein, pokazano je da su ćelije izolovane i 
umnožene iz posle-operativnih uzoraka zaista ćelije glioblastoma. Kod sve tri primarne ćelijske 
kulture uočena je ekspresija oba proteina što odgovara fenotipskim karakteristikama glioblastoma 
(Slika 7). 
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Slika 7. Imunocitohemijsko bojenje primarnih ćelijskih kultura glioblastoma. Reprezentativne slike 
imunocitohemijskog bojenja kojim su obeležene primarne ćelije glioblastoma GBM-4, GBM-5 i GBM-6 koje 
eskprimiraju vimentin (zeleni signal) i GFAP (crveni signal). Ćelijska jedra obeležena su Hoechst 33342 
fluorescentnom bojom (plavi signal). Skala = 50 µm. 
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4.2. Uticaj inhibitora Src tirozin-kinaze na inhibiciju vijabilnosti glioblastoma 

Uticaj Src tirozin-kinaznih inhibitora, Si306 i pro-Si306, na vijabilnost senzitivnih i 
rezistentnih ćelija humanog glioblastoma U87 i U87-TxR, kao i primarnih kultura glioblastoma 
GBM-4, GBM-5 i GBM-6 upoređen je sa dasatinibom (klinički odobrenim Src tirozin-kinaznim 
inhibitorom) i temozolomidom (trenutno aktuelnim hemioterapeutikom u lečenju glioblastoma). IC50 
vrednosti dobijene MTT testom nakon 72 h tretmana pomenutim supstancama su prikazane u Tabeli 
1. Dozno-zavisne krive inhibitornog efekta dobijene nelinearnom regresionom analizom iz kojih su 
izračunate IC50 vrednosti supstanci su prikazane na Slici 8. 

Tabela 1. Uticaj inhibitora Src tirozin-kinaze i temozolomida na vijabilnost ćelija glioblastoma nakon  

72 h tretmana izražen kao IC50 ± SD (µM) (n = 3) 

Supstance U87 U87-TxR GBM-4 GBM-5 GBM-6 

Si306 3,081 ± 0,260 4,775 ± 0,322 20,270 ± 0,322 15,250 ± 1,207 19,120 ± 1,652 

pro-Si306 3,045 ± 0,343 3,419 ± 0,359 25,390 ±1,159 19,920 ± 1,196 18,280 ± 1,696 

dasatinib 6,143 ± 0,464 8,516 ± 0,691 18,600 ± 1,259 25,610 ± 1,216 25,350 ± 1,199 

temozolomid 144,38 ± 28,06 175,58 ± 26,68 1737,8 ± 1,2 1076,5 ± 1,2 2624,2 ± 1,2 

Src inhibitori, Si306 i pro-Si306, su pokazali sličan efekat na smanjenje vijabilnosti U87 i 
U87-TxR ćelija sa IC50 vrednostima između 3 i 5 µM. Dasatinib je ostvario nešto slabiji efekat kod 
U87 i U87-TxR ćelija sa IC50 vrednostima između 6 µM i 8,5 µM. Temozolomid je pokazao znatno 
slabiji efekt na smanjenje vijabilnosti istih ćelija i znatno više IC50 vrednosti (od 30 do 50 puta) u 
odnosu na Si306 i pro-Si306 (Tabela 1). 

Primarne ćelije GBM-4, GBM-5 i GBM-6 su bile manje osetljive na Si306 i pro-Si306 u 
odnosu na komercijalne ćelije U87 i U87-TxR. Src inhibitori, uključujući i dasatinib, efikasno su 
smanjili vijabilnost primarnih kultura u opsegu između 15 i 25,5 µM. Primarne ćelije su najmanje bile 
osetljive na primenu temozolomida, sa više desetina puta višim IC50 vrednostima u odnosu na Src 
inhibitore (Tabela 1). 
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Slika 8. Uticaj inhibitora Src tirozin-kinaze i temozolomida na vijabilnost ćelija glioblastoma nakon 72 h 
tretmana. Vijabilnost U87, U87-TxR, GBM-4, GBM-5 i GBM-6 ćelija glioblastoma nakon tretmana Src 
tirozin-kinaznim inhibitorima, Si306, pro-Si306 i dasatinibom, kao i hemioterapeutikom temozolomidom 
određena je MTT testom. Dozno-zavisne krive inhibitornog efekta dobijene su nelinearnom regresionom 
analizom u GraphPad Prism 6.0 softveru. 

4.2.1. Zavisnost osetljivosti ćelija glioblastoma na Si306 i pro-Si306 od nivoa ekspresije Src tirozin-

kinaze 

Osetljivost ćelija glioblastoma na ispitivane inhibitore, što se reflektuje kroz determinisanu 
vrednost IC50, u negativnoj je korelaciji sa nivoom ekspresije Src tirozin-kinaze (Slika 9a i 9b). Ćelije 
glioblastoma sa većom osetljivošću na Src inhibitore, imaju višu ekspresiju ciljnog molekula. 
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Slika 9. Osetljivost ćelija glioblastoma na Si306 i pro-Si306 zavisi od nivoa ekspresije Src proteina. (a) 
Histogram i profili protočne citofluorimetrije prikazuju nivo ekspresije Src u ćelijskim linijama glioblastoma 
(U87 i U87-TxR) i primarnim ćelijama glioblastoma (GBM-4, GBM-5, GBM-6). Histogram pokazuje srednju 
vrednost intenziteta fluorescence (arbitrarne jedinice) dobijene protočnom citofluorimetrijom kod ćelija imuno-
obeleženih antitelom na Src tirozin-kinazu. Vrednosti na histogramu predstavljaju srednju vrednost ± SEM 
(n=3). (b) Osetljivost ćelijskih linija glioblastoma (U87 i U87-TxR) i primarnih ćelija glioblastoma (GBM-4, 
GBM-5 i GBM-6) na Src inhibitore Si306 i pro-Si306 izražene kao IC50 vrednosti ± SD (n=3). IC50 vrednosti 
su dobijene MTT testom. 

4.3. Uticaj inhibitora Src tirozin-kinaze na invazivni potencijal ćelija glioblastoma in vitro 

4.3.1. Invazivni potencijal ćelija glioblastoma 

Nivo ekspresije iRNK za MMP-2 i MMP-9, enzima odgovornih za razgradnju želatina, 
ispitana je metodom qPCR u U87 i U87-TxR ćelijama. U obe ćelijske linije zastupljenost iRNK za 
MMP9 značajno je niža od zastupljenosti iRNK za MMP2 (Slika 10a), dok je nivo ekspresije MMP2 
u U87 ćelijama značajno viši u poređenju sa U87-TxR ćelijama (Slika 10b), što je u skladu sa 
njihovom većom sposobnošću da razgrađuju želatin (Slika 10c). Poređenje efikasnosti senzitivne i 
rezistentne ćelijske linije glioblastoma da razgrađuju želatin pokazalo je da je U87 ćelijska linija 10 
puta invazivnija od U87-TxR (Slika 10c). Poređenjem invazivnosti senzitivne U87 i rezistentne 
ćelijske linije U87-TxR je pokazano da U87 ćelije poseduje veći potencijal za intravazaciju i 
ekstravazaciju u poređenju sa U87-TxR ćelijama (Slika 10d). 
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Slika 10. Karakterizacija invazivnih sposobnosti U87 i U87-TxR ćelija. (a) Relativna ekspresija MMP2 i 
MMP9 u U87 i U87-TxR ćelijama. β-aktin je korišćen kao interna kontrola. Relativna ekspresija je izračunata 
iz odnosa ekspresije gena od interesa i interne kontrole. Vrednosti su izražene kao srednja vrednost ± SEM 
(n=3). Statistički značajne razlike između grupa su predstavljene kao *** (p<0,001). (b) Relativna ekspresija 
MMP2 u U87 i U87-TxR ćelijama. Relativna ekspresija MMP2 je utvrđena metodom qPCR. β-aktin je korišćen 
kao interna kontrola. Relativna ekspresija je izračunata iz odnosa ekspresije gena od interesa i interne kontrole. 
Vrednosti su izražene kao srednja vrednost ± SEM (n=3). Statistički značajna razlika između U87 i U87-TxR 
ćelija je predstavljena kao *** (p<0,001). (c) Sposobnost ćelija U87 i U87-TxR da razgrađuju vanćelijski 
matriks izražena kao procenat degradovane oblasti želatina. Površina degradovane oblasti želatina je 
ustanovljena analizom mikrografija nakon testa degradacije želatina. Vrednosti su izražene kao srednja 
vrednost ± SEM (n=3). Statistički značajna razlika je prikazana kao *** (p<0,001). (d) Invazivna sposobnost 
U87 i U87-TxR ćelija je predstavljena kao procenat ćelija koje invadiraju kroz matrigel i prolaze membranu u 
testu invazivnosti ćelija. Vrednosti su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta i izražene kao srednja vrednost ± 
SEM. Statistički značajna razlika je predstavljena kao ** (p<0,01). 
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4.3.2. Si306 i pro-Si306 smanjuju invazivni potencijal U87 i U87-TxR ćelija 

Za ispitivanje uticaja Src inhibitora na invazivni potencijal U87 i U87-TxR ćelija, bilo je 
neophodno izabrati koncentraciju inhibitora koja ne narušava vijabilnost ćelija u tretmanu koji traje 
24 h (period izlaganja ćelija inhibitorima u testovima degradacije želatina i invazivnosti). MTT 
testom je utvrđeno da 2,5, 5 i 10 µM Si306 i pro-Si306 ne utiču na ćelijsku vijabilnost nakon 24 h 
(Slika 11). Koncentracije 5 i 10 µM su izabrane za dalje ispitivanje u pomenutim testovima. 

 

Slika 11. Uticaj Src inhibitora Si306 i pro-Si306 na vijabilnost U87 i U87-TxR ćelija nakon 24 h 
tretmana. Ćelijska vijabilnost je određena MTT testom. Vrednosti su izražene kao srednja vrednost ± SD (n = 
3). 

4.3.2.1. Degradacija želatina 

Testom degradacije želatina je proučavan efekat 5 i 10 µM Si306 i pro-Si306 na invazivni 
potencijal U87 i U87-TxR ćelija. Si306 i pro-Si306 su već pri koncentraciji od 5 µM statistički 
značajno smanjili potencijal U87 ćelija za degradaciju želatina za oko 80% (p<0,001, Slika 12), dok 
su kod U87-TxR ćelija inhibitori pokazali statistički značajan efekat pri 10 µM (p <0,001, Slika 12). 
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Slika 12. Uticaj Src inhibitora Si306 i pro-Si306 na sposobnost U87 i U87-TxR ćelija da razgrade želatin. 
Metodom degradacije želatina je ispitan efekat Si306 i pro-Si306 na invazivni potencijal U87 i U87-TxR ćelija. 
(a) Reprezentativne slike razgradnje želatina kod U87 i U87-TxR ćelija nakon tretmana sa Si306 i pro-Si306. 
Aktinski filamenti su obeleženi ActinRedTM 555 bojom (crveno). Jedra su obeležena Hoechst 33342 bojom 
(plavo). Želatin je obeležen FITC fluoroforom (zeleno). Skala = 30 µm. (b) Procenat degradovane oblasti u 
želatinu nakon 24 h tretmana u odnosu na kontrolu. Vrednosti su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta i 
izražene kao srednja vrednost ± SEM. Statistički značajna razlika je prikazana kao * (p<0,05), ** (p<0,01) i 
*** (p<0,001). 
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qPCR metodom je, takođe, pokazano da je tretman sa 5 µM Si306 i pro-Si306 značajno 
smanjio ekspresiju MMP2 iRNK u U87 ćelijskoj liniji (Slika 13), što je u saglasnosti sa rezultatima 
dobijenim metodom degradacije želatina (Slika 12). 

 

Slika 13. Relativna ekspresija MMP2 u U87 ćelijama nakon tretmana Src inhibitorima Si306 i pro-Si306. 
Relativna ekspresija MMP2 je utvrđena qPCR metodom nakon 24 h tretmana sa 5 µM Si306 i pro-Si306. β-
aktin je korišćen kao interna kontrola. Relativna ekspresija je izračunata iz odnosa ekspresije gena od interesa i 
interne kontrole. Vrednosti su izražene kao srednja vrednost ± SEM (n=3). Statistički značajne razlike između 
tretmana i kontrole su predstavljene kao ** (p<0,01) i *** (p<0,001). 

4.3.2.2. Invazija kroz membranu 

Testom invazivnosti pokazano je da Si306 i pro-Si306 smanjuju potencijal U87 i U87-TxR 
ćelija da invadiraju kroz bazalnu membranu (Slika 14). Bez obzira na razlike u njihovom invazivnom 
potencijalu, tretmani sa 5 µM Si306 i pro-Si306 su smanjili invazivnost U87 i U87-TxR ćelija za 
preko 50% (Slika 14). 

 



43 
 

 

Slika 14. Uticaj Src inhibitora Si306 i pro-Si306 na invadiranje U87 i U87-TxR ćelija kroz bazalnu 
membranu. Praćena je sposobnost ćelija tretiranih sa 5 µM Si306 i pro-Si306 da invadiraju kroz bazalnu 
membranu. (a) Reprezentativne slike ćelija koje su prošle kroz matrigel i poroznu membranu. Jedra ćelija su 
obeležena Hoechst 33342 bojom (plavo). Skala = 200 µm. (b) Procenat ćelija koje su prošle kroz matrigel i 
poroznu membranu. Vrednosti su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta i izražene su kao srednja vrednost ± 
SEM. Kontrola + je pozitivna kontrola (sa FBS kao hemoatraktantom), a Kontrola - negativna kontrola (bez 
hemoatraktanta). Statistički značajne razlike u poređenju sa pozitivnom kontrolnom grupom su predstavljene 
kao * (p<0,05), ** (p<0,01) i *** (p<0,001). 

4.3.3. Si306 i pro-Si306 smanjuju invazivni potencijal primarnih ćelija glioblastoma u testu 
degradacije želatina 

Poređenjem efikasnosti senzitivne ćelijske linije glioblastoma da razgrađuju želatin sa 
primarnim ćelijama GBM-4, GBM-5, GBM-6 pokazano je da primarne ćelije GBM-4 i GBM-5 
efikasnije razgrađuju želatin i time pokazuju značajnije invazivne sposobnosti u odnosu na 
komercijalnu U87 ćelijsku liniju glioblastoma (Slika 15).  
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Slika 15. Invazivni potencijal ćelija glioblastoma. Sposobnost primarnih ćelija glioblastoma (GMB-4, GBM-
5 i GBM-6) da razgrađuju vanćelijski matriks u poređenju sa ćelijskom linijom U87 izražena kao procenat 
degradovane oblasti. Vrednosti su izražene kao srednja vrednost ± SEM (n=3). Statistički značajne razlike 
između primarnih ćelija i ćelijske linije U87 su prikazane kao * (p<0,05) i *** (p<0,001). 

Metodom degradacije želatina je takođe proučavana efikasnost Si306 i pro-Si306 da spreče 
razgradnju vanćelijskog matriksa od strane primarnih ćelijskih kultura glioblastoma GBM-4, GBM-5 
i GBM-6. Ćelije su tretirane sa 10 µM Si306 i pro-Si306 pošto ova koncentracija nije imala značajnog 
uticaja na vijabilnost primarnih ćelija nakon 72 h. Nakon 24 h tretmana sa 10 µM Si306 i pro-Si306, 
razgradnja želatina se kod svih primarnih ćelija glioblastoma značajno smanjila (Slika 16). Efekat 
primene veće koncentracije inhibitora (20 µM) je takođe ispitan u svim primarnim kulturama, ali 
osim kod GBM-6 ćelija nije zabeležen značajan dozno-zavisni efekat na razgradnju želatina 
primenom inhibitora Si306 (Slika 16). 
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Slika 16. Uticaj Src inhibitora Si306 i pro-Si306 na sposobnost primarnih ćelija glioblastoma da 
razgrade želatin. Metodom degradacije želatina je ispitan efekat Si306 i pro-Si306 na invazivni potencijal 
GBM-4, GBM-5 i GBM-6 ćelija. (a) Reprezentativne slike razgradnje želatina kod GBM-4, GBM-5 i GBM-6 
ćelija tretiranih sa 10 i 20 µM Si306 i pro-Si306. Aktinski filamenti su obeleženi ActinRedTM 555 bojom 
(crveno). Jedra su obeležena Hoechst 33342 bojom (plavo). Želatin je obeležen FITC fluoroforom (zeleno). 
Skala = 30 µm. (b) Procenat degradovane oblasti u želatinu nakon 24 h tretmana u odnosu na kontrolu. 
Vrednosti su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta i izražene kao srednja vrednost ± SEM. Statistički značajna 
razlika je prikazana kao ** (p<0,01) i *** (p<0,001). 
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4.4. Uticaj inhibitora Src tirozin-kinaze na invazivni potencijal ćelija glioblastoma in vivo 

Uticaj Si306 i pro-Si306 na invaziju glioblastoma in vivo je ispitan u modelu embriona zebrice. U 
tu svrhu uspostavljeni su ksenografti U87 ćelija koje su pokazale snažan invazivni potencijal in vitro. 
Grupa embriona kojoj su inokulisane U87 ćelije nije pokazala razliku u preživljavanju u poređenju sa 
kontrolnom grupom embriona kojoj je ubrizgan samo medijum. Procenat preživljavanja 4 dana nakon 
inokulacije u obe grupe embriona iznosio je preko 85% (Slika 17). 

 

Slika 17. Preživljavanje embriona zebrica nakon inokulacije. Histogram predstavlja procenat živih 
embriona zebrica 4 dana nakon inokulacije U87 ćelijama ili medijumom. 

Kod ksenografta embriona zebrica koji su tretirani sa 2,5 µM Si306 ili pro-Si306 dan posle 
inokulacije, tretman inhibitorima nakon 72 h nije doveo do gubitka U87 ćelija, odnosno do 
citotoksičnog efekta u ksenograftima u poređenju sa kontrolnom grupom (Slika 18). Intenzitet 
fluorescence CellTracker™ CM-DiI boje, kojom su obeležene U87 ćelije pre inokulacije u embrione 
zebrica, je ostao konstantan u svim grupama embriona (Slika 18). Zato je koncentracija 2,5 µM 
nadalje korišćena za proučavanje anti-invazivnog efekta Si306 i pro-Si306 in vivo. 

 

Slika 18. Src inhibitori Si306 i pro-Si306 pri izabranoj koncentraciji 2,5 µM nemaju citotoksični efekat 
na U87 ćelije u ksenograftima embriona zebrica. Citotoksični efekat Si306 i pro-Si306 je ispitivan 
merenjem intenziteta fluorescence CellTracker™ CM-DiI boje kojom su obeležene U87 ćelije. Embrioni 
zebrica su tretirani sa 2,5 µM Si306 i pro-Si306 dan posle inokulacije obeleženih U87 ćelija, a tretman je trajao 
72 h. Vrednosti su izražene kao srednja vrednost ± SD. 



47 
 

Diseminacija U87 ćelija od mesta inokulacije vizualizovana je četvrtog dana od inokulacije 
ćelija (Slika 19 i Slika 20a). Ćelije ksenografta su pokazale invazivno ponašanje što se ogledalo u 
njihovoj sposobnosti da napuste vaskulaturu i invadiraju u avaskularni repni region embriona zebrica 
(Slika 19). Invazivni potencijal U87 ćelija je značajno smanjen nakon tretmana Si306 i pro-Si306 
inhibitorima u trajanju od 72 h (Slika 19 i Slika 20). 

 

Slika 19. Uticaj Src inhibitora Si306 i pro-Si306 na invaziju U87 ćelija u avaskularni repni region 
embriona zebrica. Prikazane su reprezentativne slike U87 ksenografta u embrionima zebrica (4 dana nakon 
inokulacije). Strelica i žuti krugovi pokazuju U87 ćelije koje su migrirale van vaskulature u avaskularni repni 
region. Skala = 500 µm. 

Posle tretmana sa Si306, procenat embriona zebrica kod kojih je zabeležena invazija U87 
ćelija u repni region, smanjio se gotovo pet puta u poređenju sa kontrolnom grupom (Slika 20b). Isti 
trend je primećen i nakon tretmana sa pro-Si306, gde je procenat embriona sa ćelijskom 
diseminacijom smanjen više od dva puta. Takođe, nakon tretmana Src tirozin-kinaznim inhibitorima 
značajno je smanjen broj fluorescentnih žarišta koja sadrže diseminovane ćelije (Slika 20c). 
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Slika 20. Src inhibitori Si306 i pro-Si306 sprečavaju diseminaciju U87 ćelija u embrionima zebrica. 
Embrioni su tretirani 72 h (dan posle inokulacije U87 ćelija) sa 2,5 µM Si306 i pro-Si306. (a) Reprezentativne 
panoramske slike embriona sa inokulisanim U87 ćelijama jedan dan posle inokulacije – 1 dpi (pre tretmana) i 
četiri dana posle inokulacije - 4 dpi (posle tretmana). U87 ćelije su obeležene fluorescentnom CellTracker™ 
CM-Dil bojom. Strelice ukazuju na ćelije koje su diseminovale izvan mesta inokulacije. Skala = 500 µm. (b) 
Procenat embriona sa diseminacijom U87 ćelija nakon tretmana Src inhibitorima. (c) Broj fluorescentnih 
žarišta koja sadrže diseminovane U87 ćelije nakon tretmana Src inhibitorima u embrionima kod kojih je 
uočena invazija. Sve vrednosti su izražene kao srednja vrednost ± SEM. Statistički značajna razlika između 
tretirane i kontrolne grupe je predstavljena kao * (p<0,05). 
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4.5. Inhibicija komponenti Src tirozin-kinaznog signalnog puta u ćelijama glioblastoma 

U87 i U87-TxR ćelije su okarakterisane u odnosu na ekspresiju proteina koji učestvuju u 
regulaciji Src tirozin-kinaznog signalnog puta. Utvrđeno je da u poređenju sa U87 ćelijama, U87-TxR 
ćelije imaju nižu ekspresiju EGFR proteina, kao i aktivne fosforilisane forme Src i drugih članova Src 
signalnog puta (FAK, ERK i AKT) (Slika 21). 

 

Slika 21. Ekspresija proteina Src signalnog puta u U87 i U87-TxR ćelijama. „Western blot“ (engl.) 
metodom je ispitana ekspresija EGFR, pFAK, FAK, pSrc, Src, pERK, ERK, pAKT i AKT proteina u U87 i 
U87-TxR ćelijama. Relativna ekspresija EGFR proteina je određena u odnosu na β-tubulin, koji predstavlja 
internu kontrolu. Relativne ekspresije ostalih proteina su predstavljene kao odnos njihovih aktivnih 
(forsforilisanih) formi i ukupnog nivoa ciljnog proteina, normalizovan u odnosu na internu kontrolu (β-
tubulin). Sve vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenta i izražene kao srednja vrednost ± 
SEM. Statistički značajne razlike su predstavljene kao * (p<0,05), ** (p<0,01) i *** (p<0,001). 

4.5.1. Si306 i pro-Si306 inhibiraju aktivnost Src tirozin-kinaze i ushodnih članova njenog 

signalnog puta (FAK i EGFR) 

Da bi se ispitalo da li je anti-invazivni uticaj Si306 i pro-Si306 na U87 i U87-TxR ćelije 
povezan sa Src signalizacijom, članovi Src tirozin-kinaznog signalnog puta su analizirani „Western 
blot“ (engl.) metodom. Prvo je ispitan nivo ekspresije Src tirozin-kinaze i njene aktivne fosforilisane 
forme pSrc, kao i nivo ekspresije ushodnih članova Src signalnog puta: EGFR, FAK i njegove aktivne 
fosforilisane forme pFAK nakon 24 h tretmana Src inhibitorima (Slika 22). Kao referentna supstanca, 
korišćen je dasatinib. Aktivnost Src tirozin-kinaze, prikazana kao relativna ekspresija pSrc/Src, 
značajno je smanjena nakon tretmana sa 5 µM Si306, pro-Si306 i dasatiniba u obe ćelijske linije 
(Slika 22a). Posle tretmana svim Src inhibitorima relativna ekspresija EGFR smanjena je 80% u U87 
ćelijama (Slika 22b). Značajan efekat na smanjenje ekspresije EGFR u U87-TxR ćelijama je ostvaren 
samo sa pro-Si306 (Slika 22b). Relativna ekspresija pFAK/FAK u U87 ćelijama smanjena je nakon 
tretmana sa Si306 i njegovim prolekom, dok dasatinib nije ostvario značajan efekat (Slika 22c). U 
U87-TxR ćelijama, efekat sve tri supstance na smanjenje aktivnosti FAK je bio veoma izražen (Slika 
22c). 
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Slika 22. Uticaj Si306 i pro-Si306 na aktivnost Src tirozin-kinaze i ushodnih članova Src signalnog puta 
u U87 i U87-TxR ćelijama. Reprezentativne slike dobijene „Western blot“ (engl.) metodom prikazuju 
ekspresiju (a) pSrc, Src, (b) EGFR, (c) pFAK i FAK proteina u U87 i U87-TxR ćelijama nakon 24 h tretmana 
sa 5 µM Si306, pro-Si306 i dasatiniba. Vrednosti na histogramima su izražene kao nivo fosforilisanog proteina 
u odnosu na nivo ukupnog proteina (Src i FAK) ili ukupna ekspresija proteina (EGFR), i normalizovane na β-
tubulin. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenta i izražene kao srednja vrednost ± SEM. 
Statistička značajna razlika između tretirane i kontrolne grupe prikazana je kao * (p <0,05), ** (p <0,01) i *** 
(p <0,001). 

4.5.2. Si306 i pro-Si306 inhibiraju aktivnost nishodnih članova Src tirozin-kinaznog signalnog 

puta (AKT i ERK) 

Dalje je ispitan nivo ekspresije nishodnih članova Src signalnog puta: ERK, AKT i njihovih 
aktivnih formi pERK i pAKT nakon 24 h tretmana Src inhibitorima (Slika 23). Nakon što su tretirane 
sa 5 µM Si306 i pro-Si306, aktivnost ERK u U87 ćelijama smanjena je značajno smanjena, dok je u 
U87-TxR ćelijama, efekat oba jedinjenja na relativnu ekspresiju pERK/ERK bio je manje izražen 
(Slika 23a). Dasatinib je povećao ekspresiju i aktivnost ERK u obe ćelijske linije. Aktivnost AKT u 
U87 ćelijama značajno je smanjena nakon primene Si306, pro-Si306 i dasatiniba (Slika 23b). Efekat 
Si306 i pro-Si306 na smanjenje relativne ekspresije pAKT/AKT bio je manje izražen u U87-TxR 
ćelijama (Slika 23b). 
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Slika 23. Uticaj Si306 i pro-Si306 na aktivnost nishodnih članova Src signalnog puta u U87 i U87-TxR 
ćelijama. Reprezentativne slike dobijene „Western blot“ (engl.) metodom prikazuju ekspresiju (a) pERK, 
ERK, (b) pAKT i AKT proteina u U87 i U87-TxR ćelijama nakon 24 h tretmana sa 5 µM Si306, pro-Si306 i 
dasatiniba. Vrednosti na histogramima su izražene kao nivo fosforilisanog proteina u odnosu na nivo ukupnog 
proteina i normalizovane na β-tubulin. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenta i izražene 
kao srednja vrednost ± SEM. Statistička značajna razlika između tretirane i kontrolne grupe prikazana je kao * 
(p <0,05) i ** (p <0,01). 

4.5.3. Si306 i pro-Si306 inhibiraju aktivnost Src u primarnim ćelijama glioblastoma 

Nivo ekspresije Src proteina i njegove fosforilisane aktivne forme pSrc je određen protočnom 
citofluorimetrijom kod primarnih kultura glioblastoma GBM-4, GBM-5 i GBM-6. Primarne ćelije su 
tretirane 24 h inhibitorima Src tirozin-kinaze pri koncentraciji 10 µM. Relativna ekspresija pSrc/Src 
smanjena je za 40% nakon tretmana sa Si306 u GBM-4 i GBM-5 ćelijama (Slika 24). Ista supstanca 
takođe je smanjila aktivnost Src tirozin-kinaze u GBM-6 ćelijama za preko 50% (Slika 24). Prolek je 
ostvario manje izražen efekat u odnosu na lek iako je značajno smanjio relativnu ekspresiju pSrc/Src 
u GBM-5 i GBM-6 ćelijama (Slika 24). 
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Slika 24. Uticaj Si306 i pro-Si306 na aktivnost Src tirozin-kinaze u primarnim ćelijama glioblastoma. (a) 
Prikazani su citofluorimetrijski profili ekspresije Src i pSrc proteina u primarnim ćelijama glioblastoma GBM-
4, GBM-5 i GBM-6 nakon tretmana Src inhibitorima. Y-osa prikazuje broj ćelija, a x-osa prikazuje intenzitet 
fluorescence imuno-obeleženih ćelija koji je proporcionalan količini Src i pSrc. Ćelije su tretirane 24 h sa 10 
µM Si306 i pro-Si306. (b) Histogrami predstavljaju relativnu ekspresiju pSrc/Src u primarnim ćelijama 
glioblastoma nakon 24 h tretmana sa Si306 i pro-Si306. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost ± 
SEM (n=3). Statistička značajnost između tretiranih i kontrolnih grupa je prikazana kao ** (p<0,01) i *** 
(p<0,001). 

4.6. Interakcija Src tirozin-kinaznih inhibitora sa P-glikoproteinom u rezistentnim ćelijama 

glioblastoma 

Ispitivanje efekta Si306 i pro-Si306 na višestruko-rezistentni fenotip U87-TxR ćelija započeto je 
ispitivanjem njihovog efekta na ekspresiju i aktivnost P-glikoproteina. Metodom qPCR utvrđeno je da 
Si306, pro-Si306 i dasatinib ne menjaju ekspresiju MDR1 iRNK kod rezistentnih U87-TxR ćelija 
glioblastoma (Slika 25a). Na proteinskom nivou, metodom protočne citofluorimetrije je pokazano da 
samo dasatinib utiče i povećava ekspresiju P-gp transportera u ovim ćelijama (Slika 25b). 
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Unutarćelijska akumulacija fluorescentnog supstrata P-glikoproteina - rodamina 123, određena 
protočnom citofluorimetrijom, pokazala je da Si306 i pro-Si306 značajno smanjuju aktivnost P-gp 
transportera, dok dasatinib nije pokazao potencijal za modulaciju aktivnosti P-glikoproteina (Slika 
25c). 

 

 

Slika 25. Efekat Src inhibitora na ekspresiju i funkciju P-glikoproteina u U87-TxR ćelijskoj liniji. (a) 
qPCR analiza ekspresije MDR1 iRNK (srednja vrednost ± SD, n=3) i (b) Reprezentativni profili ekspresije P-
glikoproteina dobijeni protočnom citofluorimetrijom nakon 72 h tretmana sa 5 µM Si306, pro-Si306 i 
dasatiniba. (c) Reprezentativni profili akumulacije rodamina 123 dobijeni protočnom citofluorimetrijom nakon 
30 min tretmana sa 5 µM Si306, pro-Si306 i dasatiniba. 

Dalje su određene koncentracije Si306 i pro-Si306 neophodne za inhibiciju 50% aktivnosti P-
glikoproteina (IC50 inhibicije P-gp), i upoređene u odnosu na P-gp inhibitor druge generacije – deks-
verapamil i P-gp inhibitor treće generacije - tarikvidar (Slika 26, Tabela 2). Si306 i pro-Si306 dovode 
do inhibicije aktivnosti P-glikoproteina na dozno-zavisan način što je ilustrovano porastom 
akumulacije rodamina 123 sa porastom primenjene koncentracije pomenutih supstanci (Slika 26).  
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Slika 26. Dozno-zavisna inhibicija funkcije P-glikoproteina. (a) Akumulacija rodamina 123 u U87-TxR 
ćelijama je određena nakon primene rastućih koncentracija Si306, pro-Si306, deks-verapamila (1, 2, 5, 10 i 20 
µM) i tarikvidara (1, 2, 5, 10 i 20 nM). Vrednosti su izražene kao srednja vrednost intenziteta fluorescence ± 
SD. Srednja vrednost intenziteta fluorescence rodamina 123 u senzitivnoj ćelijskoj liniji U87 iznosi 166 (plava 
linija), dok srednja vrednost intenziteta fluorescence rodamina 123 u višestruko-rezistentnim U87-TxR 
ćelijama iznosi 65 (crvena linija). IC50 vrednosti su izračunate između ove dve granične vrednosti. Izvedena su 
dva nezavisna eksperimenta (najmanje 10 000 događaja je prikupljeno za svaki uzorak). Statistički značajna 
razlika u odnosu na akumulaciju rodamina 123 u U87-TxR ćelijama je predstavljena kao * (p<0,05), ** 
(p<0,01) i *** (p<0,001). (b) Reprezentativni citofluorimetrijski profili akumulacije rodamina 123 u 
netretiranim U87 i U87-TxR ćelijama i U87-TxR ćelijama tretiranim rastućim koncentracijama tarikvidara, 
deks-verapamila, Si306, i pro-Si306. 

U Tabeli 2 su prikazane IC50 vrednosti inhibicije P-glikoproteina za Si306 i pro-Si306 koje se 
podudaraju sa opsegom koncentracija koje dovode do inhibicije ćelijskog rasta i invazije ćelija 
glioblastoma. Tarikvidar i deks-verapamil nisu pokazali dozno-zavisni efekat, jer su njihove najniže 
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primenjene koncentracije nadmašile izračunate IC50 vrednosti: 0,3 nM za tarikvidar i 0,7 µM za deks-
verapamil (Slika 26, Tabela 2).  

Tabela 2. Inhibicija aktivnosti P-glikoproteina 

P-gp inhibicija Tarikvidar a Si306 pro-Si306 Deks-verapamil 

IC50 (µM) b 0,343 ± 0,017 8,496 ±0,161 3,748 ± 0,060 0,735 ± 0,029 

a IC50 ± SD vrednosti za tarikvidar su izražene u nM. 
b IC50 vrednosti su izračunate merenjem akumulacije rodamina 123. Rezultati su prikazani kao IC50 ± SD (n =2) 

4.7. Reverzija rezistencije na paklitaksel 

Ispitivanje efekta Si306 i pro-Si306 na rezistentan fenotip U87-TxR ćelija nastavljeno je 
proučavanjem sposobnosti ovih supstanci da povećaju osetljivost U87-TxR ćelija na paklitaksel 
(Slika 27, Tabela 3). 

 

Slika 27. Src inhibitori Si306 i pro-Si306 povećavaju osetljivost U87-TxR ćelija na paklitaksel. Efekti 
kombinovanih tretmana Si306 i pro-Si306 sa paklitakselom u U87-TxR ćelijama analizirani su MTT testom. 
Vrednosti su iskazane kao srednja vrednost ± SD (n = 3). Statistički značajna razlika u odnosu na netretiranu 
kontrolu je prikazana kao * (p<0,05), ** (p<0,01) i *** (p<0,001). 
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Efekat kombinovanih tretmana Si306 i pro-Si306 sa paklitakselom je utvrđen MTT testom nakon 
72 h. Oba Src inhibitora, primenjena u niskim koncentracijama (0,2 µM i 0,5 µM), su poboljšala 
efikasnost paklitaksela i dovela do značajne reverzije rezistencije kod U87-TxR ćelija na ovaj 
hemioterapeutik (Tabela 3). Relativna reverzija rezistencije je dobijena kao odnos IC50 vrednosti za 
paklitaksel i IC50 vrednosti za paklitaksel u kombinaciji sa određenom koncentracijom Si306 ili pro-
Si306. 

Tabela 3. Relativna reverzija rezistencije U87-TxR ćelija na paklitaksel indukovana Src inhibitorima 
Si306 i proSi306. 

Supstance 
IC50 ± SD  

za paklitaksel (µM) 
Relativna 
reverzija 

 2,840 ± 0,358  

Si306   

0,2 µM 2,449 ± 0,121 1,16nz 

0,5 µM 0,850 ± 0,088 3,34** 

pro-Si306   

0,2 µM 0,635 ± 0,0103 4,47*** 

0,5 µM 0,356 ± 0,072 7,98*** 

Statistički značajne vrednosti su prikazane kao: nz, nije statistički značajno, ** (p<0,01), *** (p<0,001). 
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5. DISKUSIJA 

Glioblastomi predstavljaju najagresivnije primarne tumore mozga sa lošom prognozom i 
izvesnim letalnim ishodom (Mrugala, 2013). Potreba za novim terapeutskim pristupima koji bi 
omogućili duže preživljavanje pacijenata od onog koje obezbeđuje standardni Stupov protokol je 
velika (Le Rhun i sar., 2019). Ovaj protokol je zasnovan na rezultatima kliničke studije faze 3 
objavljene 2005. godine koji su pokazali da istovremena primena temozolomida i radioterapije 
praćena sa 6 ciklusa samostalne terapije temozolomidom poboljšava preživljavanje pacijenata za 
samo 2,5 meseca u poređenju sa samostalnom primenom radioterapije (Stupp i sar., 2005). Napori da 
se uvedu efikasnije terapije koje bi dovele do značajnijeg i kvalitetnijeg produžetka života pacijenata 
do sada nisu urodili plodom iako su testirani različiti terapijski pristupi, uključujući inovativne 
pristupe kao što su fotodinamička terapija, ciljana i imunoterapija (Rajaratnam i sar., 2020; Stupp i 
sar., 2005). Očigledna stagnacija u primeni novih lekova i strategija lečenja glioblastoma delimično je 
posledica i nedostatka odgovarajućih modela glioblastoma za testiranje novih lekova koji verno 
oponašaju klinički scenario (Dragoj i sar., 2021; Stanković i sar., 2021). Poseban interes postoji za 
razvijanjem terapeutika koji prolaze krvno-moždanu barijeru, sprečavaju invadiranje glioblastoma u 
moždani parenhim nakon hirurške intervencije i na koje ćelije glioblastoma ne razvijaju rezistenciju 
(Ahluwalia i sar., 2010).  

Poslednjih godina u fokusu je inhibicija Src tirozin-kinaze (Calgani i sar., 2016; Jubran i sar., 
2020; Smolinski i sar., 2018; Taylor i sar., 2018). Ovaj pristup je pokazao uspeh u terapiji drugih 
maligniteta (Hsu i sar., 2020; Jin, 2020; Sirvent i sar., 2020; Voisset i sar., 2020), a osnovu za njegovu 
efikasnost kod glioblastoma predstavlja regulatorna uloga Src tirozin-kinaze u invaziji, migraciji i 
proliferaciji ćelija glioblastoma (Calgani i sar., 2016). Pored toga, aktivacija Src tirozin-kinaze dovodi 
do izmenjenih adhezivnih karakteristika i povišene mobilnosti ćelija glioblastoma, kao i do 
remodelovanja vanćelijskog matriksa (Ahluwalia i sar., 2010). Povišena aktivnost Src tirozin-kinaze 
je posledica aktivnosti ushodnih članova Src signalnog puta, kao što su FAK, EGFR i integrini (Belli i 
sar., 2020; Katoh, 2020; Rutkowska i sar., 2019). Src tirozin-kinaza zatim nishodno utiče na aktivnost 
ERK i AKT i time dovodi do intezivne proliferacije i preživljavanja tumorskih ćelija (Patel i sar., 
2016).  

Poslednjih godina, mnogi mali molekuli su bili ispitivani i selektovani kao dobri kandidati za 
inhibiciju Src tirozin-kinaze (De Witt Hamer, 2010; Rivera-Torres i San José, 2019). Među njima 
istaknuto mesto je imao dasatinib. Međutim, klinička ispitivanja su pokazala da tretman glioblastoma 
dasatinibom nema perspektivu zbog njegove nepovoljne farmakokinetike (Agarwal i sar., 2012; 
Galanis i sar., 2019; Lassman i sar., 2015; Schiff i Sarkaria, 2015). Pored dasatiniba, razvijeni su i 
drugi Src tirozin-kinazni inhibitori kao kandidati za tretman glioblastoma (Cirotti i sar., 2020). 

Iako se značajan broj novih tirozin-kinaznih inhibitora svake godine odobrava za terapiju 
tumora od strane Američke uprave za hranu i lekove, prodor u terapiji glioblastoma nije još uvek 
napravljen (Roskoski, 2019; P. Wu i sar., 2015). Pokazano je da i tirozin-kinazni inhibitori, kao i 
hemioterapeutici predstavljaju supstrate za membranske ABC transportere, posebno P-gp i BCRP 
(Rosenzweig, 2018; Shannon, 2002; Shukla i sar., 2012). Međutim, neki tirozin-kinazni inhibitori 
mogu delovati i kao inhibitori ABC transportera (Rosenzweig, 2018; Shannon, 2002; Shukla i sar., 
2012), što predstavlja povoljnu karakteristiku posebno u slučaju glioblastoma jer je P-gp transporter 
jedna od komponenti krvno-moždane barijere (Da Ros i sar., 2018), a može biti prisutan i na 
membrani ćelija glioblastoma (Da Ros i sar., 2018).  
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Predmet ove doktorske disertacije je ispitivanje potencijala derivata pirazolo[3,4-d]pirimidina 
(Si306 i njegovog proleka pro-Si306) za lečenje glioblastoma. Si306 i pro-Si306 predstavljaju ATP-
kompetitivne inhibitore članova Src familije tirozin-kinaza (Schenone i sar., 2014). Posebno je 
proučavana njihova efikasnost u sprečavanju invazije glioblastoma in vitro i in vivo. U tu svrhu su 
korišćeni različiti ćelijski modeli, uključujući i primarne ćelije glioblastoma poreklom od pacijenata, 
kao i ksenograft model u embrionima zebrica. Proučavan je i njihov potencijal za prevazilaženje 
rezistencije u modelu senzitivnih i višestruko-rezistentnih ćelija glioblastoma. 

5.1. Src tirozin-kinazni inhibitori smanjuju vijabilnost ćelija glioblastoma 

Efekat Si306 i pro-Si306 na vijabilnost senzitivne U87 ćelijske linije i njene višestruko-
rezistentne varijante U87-TxR, kao i na vijabilnost primarnih kultura glioblastoma GBM-4, GBM-5 i 
GBM-6 utvrđen je MTT testom. IC50 vrednosti kod U87 i U87-TxR ćelija su se kretale između 3 i 5 
µM, dok su IC50 vrednosti određene kod primarnih kultura bile između 18 i 25 µM. Upoređivanje sa 
efektom dasatiniba je pokazalo da Si306 i pro-Si306 u ovim ćelijskim modelima imaju nešto bolji 
efekat. Važno je istaći da razlike u IC50 vrednostima između senzitivnih U87 i višestruko-rezistentnih 
U87-TxR ćelija nisu bile značajne, te ne mogu ukazivati da prisustvo rezistentnog fenotipa utiče na 
osetljivost ćelija na Si306 i pro-Si306. Međutim, rezistencija primarnih kultura je bila evidentna kako 
na Si306 i pro-Si306, tako i na dasatinib. Uporedna analiza ekspresije Src tirozin-kinaze kod U87, 
U87-TxR, GBM-4, GBM-5 i GBM-6 pokazala je da primarne kulture glioblastoma imaju znatno 
manju količinu ciljnog molekula u odnosu na komercijalne ćelijske linije što svakako predstavlja 
razlog za uočenu rezistenciju na Src tirozin-kinazne inhibitore. 

Takođe, treba naglasiti da su svi in vitro modeli glioblastoma pokazali nekoliko desetina puta 
veću osetljivost na ispitivane Src tirozin-kinazne inhibitore u poređenju sa aktuelnim 
hemioterapeutikom temozolomidom. Dobijena IC50 vrednost za temozolomid kod U87 ćelija bila u 
skladu sa prethodno objavljenim podacima (Kanojia i sar., 2015). Veća osetljivost ćelija na ispitivane  
inhibitore u odnosu na temozolomid, uz ranije pokazanu efikasnost dopreme Si306 do mozga, čine 
ciljanu inhibiciju Src tirozin-kinaze ovim derivatima pirazolo[3,4-d]pirimidina obećavajućim 
pristupom u lečenju  glioblastoma. 

Posebno treba istaći izraženu rezistenciju koju su primarne ćelije glioblastoma GBM-4, GBM-
5 i GBM-6 pokazale na temozolomid. Podaci iz literature pokazuju širok opseg odgovora na tretman 
temozolomidom (1000 µM) u trajanju od 72 h kod primarnih ćelija glioblastoma poreklom od 
različitih pacijenata (Pédeboscq i sar., 2007). Rezultati ove studije su pokazali izuzetan stepen 
rezistencije primarnih ćelija glioblastoma prevazilazeći opseg testiranih koncentracija u pomenutom 
radu. U skladu sa literaturom, uočena razlika u odgovoru na temozolomid među primarnim ćelijama 
dobijenim iz uzoraka različitih pacijenata potvrđuje heterogenost odgovora pacijenata na anti-
tumorske lekove. 

5.2. Src tirozin-kinazni inhibitori sprečavaju invaziju ćelija glioblastoma 

Efekti Si306 i pro-Si306 na invaziju ćelija glioblastoma utvrđeni su in vitro u testovima 
degradacije želatina i migracije kroz matrigel i bazalnu membranu, kao i in vivo u embrionima 
zebrica.  

Sposobnost inhibitora Src tirozin-kinaze da smanje razlaganje želatina od strane ćelija 
glioblastoma je tesno povezana sa njihovom sposobnošću da utiču na razgradnju vanćelijskog 
matriksa i inhibiraju aktivnost matriksnih metaloproteinaza MMP-2 i MMP-9. Aktivnost MMP-2 i 
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MMP-9 je u sprezi sa invazivnošću visokogradusnih glioma (Hatoum i sar., 2019; Uhm i sar., 1997). 
Pokazano je da je aktivnost MMP-2 u glioblastomima pet puta veća u poređenju sa normalnim 
moždanim tkivom ili sa niskogradusnim gliomima (Hatoum i sar., 2019).  

Inhibitorni efekat Si306 i pro-Si306 na invazivnost uočen je kod U87 i U87-TxR, kao i kod 
primarnih ćelija glioblastoma. Pokazano je da postoji značajna razlika u sposobnosti razlaganja 
želatina između U87 i U87-TxR ćelija u korist U87 što je u saglasnosti sa višim nivoom ekspresije 
MMP-2 u U87 ćelijama. Međutim, oba Src tirozin-kinazna inhibitora su značajano umanjila 
razlaganje želatina od strane U87 i U87-TxR ćelija. Ovaj efekat je bio praćen i smanjenjem ekspresije 
MMP-2 u U87 ćelijama. 

Inhibitorni efekat Si306 i pro-Si306 na sve tri primarne kulture glioblastoma je bio veoma 
izražen u testu degradacije želatina iako su GBM-4 i GBM-5 pokazale značajno višu sposobnost 
razlaganja želatina u odnosu na U87 ćelije. Treba istaći da je ovaj efekat u primarnim ćelijama 
glioblastoma postignut i pri 10 µM, koncentraciji znatno nižoj od IC50 vrednosti dobijenih MTT 
testom. Rezultati ukazuju da Src tirozin-kinazni inhibitori mogu efikasno sprečiti invaziju ćelija 
glioblastoma čak pri koncentracijama koje ne utiču značajno na vijabilnost ćelija.  

Anti-invazivni potencijal Si306 i pro-Si306 je dodatno proučavan i testom migracije U87 i 
U87-TxR ćelija kroz matrigel i bazalnu membranu. Migracija ćelija glioblastoma kroz bazalnu 
membranu je podstaknuta procesima intravazacije i ekstravazacije koji zavise od dinamike aktinskih 
filamenata (Chiang i sar., 2016). Ovi procesi su regulisani mehanizmima drugačijim od onih koji 
učestvuju u razgradnji vanćelijskog matriksa (Chiang i sar., 2016; Hatoum i sar., 2019). Iako U87 
ćelije poseduju veću sposobnost migracije kroz matrigel i bazalnu membranu u poređenju sa U87-
TxR ćelijama, Src tirozin-kinazni inhibitori Si306 i pro-Si306 su uspešno smanjili migraciju i U87, i 
U87-TxR ćelija pokazujući veliki potencijal za inhibiciju pokretljivosti ćelija glioblastoma.  

Za potrebe in vivo studije anti-invazivnog efekta Si306 i pro-Si306 uspostavljen je ksenograft 
model U87 ćelija u embrionima zebrica. Treba napomenuti da ksenograft model glioblastoma u 
zebricama do sada nije bio uspostavljen u Srbiji i da će znanje stečeno u toku izrade ove doktorske 
disertacije poslužiti za dalje unapređenje modela i razvoj ksenografta glioblastoma poreklom od 
pacijenata.  

Model zebrice se pokazao kao veoma pogodan za ispitivanje invazivnosti, metastaziranja i 
neoangiogeneze malignih tumora (Yoganantharjah i Gibert, 2017). Takođe, embrioni zebrice su 
propustljivi za male molekule, tako da predstavljaju pogodan model i za ispitivanje novih lekova, 
njihove toksičnosti i efekta na inokulisane tumorske ćelije (Jung i sar., 2012). Stoga, ksenograft 
model U87 ćelija u embrionima zebrica, uspostavljen i okarakterisan u okviru ove doktorske studije, 
od velikog je značaja za buduća in vivo istraživanja anti-invazivnog i anti-proliferativnog potencijala 
ciljanih terapeutika i drugih potencijalnih anti-tumorskih agenasa. Efekti tirozin-kinaznih inhibitora 
akitiniba, suntiniba i vatalaniba na sprečavanje angiogeneze već su ispitivani u modelu zebrice sa U87 
ćelijama inokulisanim u žumance embriona (X. Yang i sar., 2014). Takođe, u modelu zebrice je 
pokazano da primena 100 µM temozolomida povećava osetljivost na zračenje U251 ćelija 
glioblastoma inokulisanih u žumančanu kesu embriona u fazi blastule (Geiger i sar., 2008). 
Zanimljivo je i veoma značajno da zebrice imaju sličnu osetljivost na toksične i teratogene supstance 
kao i ljudi (Jung i sar., 2012). Veliku prednost ovog modela predstavlja providnost embriona zebrica 
što omogućava praćenje intravazacije tumorskih ćelija u krvne sudove i rasejavanje u udaljene organe 
u realnom vremenu (Jung i sar., 2012; X. J. Yang i sar., 2013). 
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Prethodno je pokazano da Si306 znatno smanjuje rast U87 ksenografta u imunodeficijentnom 
mišijem modelu, posebno u kombinaciji sa radioterapijom (Calgani i sar., 2016). Rezultati ove 
doktorske studije su po prvi put pokazali inhibitorni efekat Si306 i njegovog proleka na invaziju 
glioblastoma in vivo. Nakon uspešnog uspostavljanja U87 ksenografta u embrionima zebrica, 
utvrđena je koncentracija Src tirozin-kinaznih inhibitora (2,5 µM) koja nije bila toksična za embrione 
i koja nije dovodila do smanjenja vijabilnosti inokulisanih U87 ćelija. Trodnevni tretman ksenografta 
pomenutom koncentracijom Si306 i pro-Si306 je značajno smanjio procenat embriona kod kojih je 
zabeležena invazija, kao i broj diseminovanih ćelija van krvnih sudova. 

Literaturni podaci ukazuju da aktuelni hemioterapeutik temozolomid takođe pokazuje anti-
invazivni potencijal kod ćelija glioblastoma, ali isključivo primenom visokih koncentracija. Posle 72 
h, primena 100 µM temozolomida je dovela do smanjenja invazije U87 ćelija oko 15% u poređenju sa 
kontrolom in vitro (Pazhouhi i sar., 2018). Takođe, temozolomid je značajno inhibirao invazivnost 
matičnih ćelija glioblastoma in vitro pri koncentraciji od 50 µM (D. Zhang i sar., 2011). Imajući u 
vidu ove podatke, uspešno sprečavanje invazije ćelija glioblastoma Src inhibitorima Si306 i pro-
Si306 in vivo niskom koncentracijom od svega 2,5 µM daje ovim supstancama još jednu prednost u 
odnosu na aktuelnu terapiju. 

5.3. Si306 i pro-Si306 menjaju Src-posredovanu signalizaciju u ćelijama glioblastoma 

Da bi se utvrdila uloga Src tirozin-kinaze u progresiji tumora, do sada su sprovedena brojna in 
vitro i in vivo istraživanja u različitim tumorskim modelima, a literaturni podaci govore u prilog Src 
tirozin-kinaze i komponenti njenog signalnog puta kao terapeutskih meta za inhibiciju progresije 
tumora ka agresivnijim i metastatskim stadijumima. Brojni mali molekuli koji ciljaju komponente Src 
signalnog puta su pokazali anti-invazivni potencijal kod ćelija glioblastoma. Osim dasatiniba (Fathi 
Kazerooni i sar., 2020; Han i sar., 2014; Ou i sar., 2020), delovanjem na Src signalni put uticaj na 
migraciju i invaziju ćelija glioblastoma ostvarili su i PP2 (Park i sar., 2018), SI221 (Ceccherini i sar., 
2015), SU6656 (Ahluwalia i sar., 2010) i panatinib (Laramy i sar., 2017). 

Ciljanje drugih signalnih puteva povezanih sa Src signalizacijom je dovelo do modulacije 
invazivnog fenotipa i sprečavanja umnožavanja ćelija u brojim tipovima tumora, uključujući i 
glioblastome. Na primer, kombinovana primena mTOR inhibitora vistusertiba sa paklitakselom 
efikasno je inhibirala migraciju i invaziju ćelija anaplastičnog kаrcinomа štitаste žlezde in vitro 
(Milošević i sar., 2018). Takođe, inhibitori komponenti signalnih puteva RAS/MAPK/ERK i 
PI3K/AKT/mTOR tipifarnib, vistusertib, GSK690693 i vortmanin značajno su smanjili rast ćelija 
ovog tipa tumora (Milosevic i sar., 2014). Inhibicija FAK tirozin-kinaze malim molekulom PF-
573228 značajno je smanjila migratorni i invazivni potencijal ćelija nesitnoćelijskog karcinoma pluća 
in vitro i in vivo (Dragoj, Bankovic, i sar., 2017). Primena PF-573228 u kombinaciji sa 
doksorubicinom dodatno je pojačala anti-invazivni potencijal ovog inhibitora (Dragoj, Milosevic, i 
sar., 2017). Kada su u pitanju gliobastomi, panatinib, koji pored Src tirozin-kinaze cilja i EGFR, je 
smanjio vijabilnost, migraciju i invaziju U87 ćelija glioblastoma in vitro, kao i rast tumora in vivo 
(Laramy i sar., 2017). 

Efekti Si306 i pro-Si306 na ćelije glioblastoma pokazani ovom studijom mogu biti posledica 
direktnog ili indirektnog uticaja Src tirozin-kinaznih inhibitora na signalne molekule regulisane 
aktivnošću Src tirozin-kinaze. Prethodno je pokazano da Si306 smanjuje nivo fosforilisane Src 
tirozin-kinaze u U87 ćelijskoj liniji nakon 48 h (Calgani i sar., 2016). U ovoj doktorskoj studiji 
ispitivanje je prošireno na ushodne (EGFR i pFAK) i nishodne (pERK i pAKT) članove Src tirozin-
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kinaznog puta, a rezultati dobijeni na U87 ćelijskoj liniji su upoređeni sa rezultatima na višestruko-
rezistentnim U87-TxR ćelijama. 

Karakterizacija U87/U87-TxR ćelijskog modela glioblastoma je pokazala da U87 ćelije imaju 
značajno višu ekspresiju EGFR i aktivnih fosforilisanih formi Src, FAK, ERK i AKT u odnosu na 
U87-TxR ćelije. To je u saglasnosti sa invazivnijim fenotipom U87 ćelija potvrđenim u testovima 
degradacije želatina i migracije kroz matrigel i bazalnu membranu. 

Efekat Si306 i pro-Si306 je takođe upoređen sa efektom dasatiniba. Očekivano, izražena 
inhibicija aktivnosti Src tirozin-kinaze u U87 i U87-TxR ćelijama uočena je nakon tretmana sa Si306, 
pro-Si306 i dasatinibom. Pored toga, Si306 i pro-Si306 su efikasno inhibirali aktivnost Src tirozin-
kinaze i kod primarnih kultura glioblastoma GBM-4, GBM-5 i GBM-6. 

Značajno smanjenje ekspresije EGFR je uočeno kod U87 ćelija tretiranih Src tirozin-kinaznim 
inhibitorima, dok je značajan efekat kod U87-TxR ćelija ostvario samo inhibitor pro-Si306. Poznato 
je da EGFR signalizacija dovodi do intenzivnog umnožavanja ćelija glioblastoma (Z. Chen i sar., 
2018), te je konstitutivno aktivan EGFR prepoznat kao klinički marker glioblastoma za čiju aktivnost 
nije potrebno prisustvo EGF kao liganda (Rutkowska i sar., 2019). Kako su prekomerna ekspresija i 
smanjena degradacija EGFR povezane sa aktivnošću Src tirozin-kinaze (Belli i sar., 2020), smanjenje 
nivoa ekspresije EGFR posle tretmana sa Si306 i pro-Si306 inhibitorima može se objasniti posrednim 
povećanjem degradacije EGFR zbog smanjene aktivnosti Src tirozin-kinaze. 

Anti-invazivni efekti Si306 i pro-Si306 na ćelije glioblastoma mogu biti posledica inhibicije 
FAK kinaze koja ima ulogu regulatora migracije i invazije ćelija. Prethodna istraživanja su pokazala 
da je FAK kinaza odgovorna za koordinaciju ćelijske mobilnosti i remodelovanje vanćelijskog 
matriksa tokom invazije tumorskih ćelija, kao i da doprinosi sekreciji matriksnih metaloproteinaza  
(Hauck i sar., 2002). U U87 i CCF-STTG1 ćelijama glioblastoma, smanjena ekspresija FAK kinaze je 
dovela do supresije invazije i smanjene sekrecije MMP-2 i MMP-9 (Kolli-Bouhafs i sar., 2012). 
Takođe, inhibicija fosforilacije FAK u U373MG i A-172 ćelijama glioblastoma je povezana sa 
smanjenom migracijom i invazijom, kao i smanjenom aktivnošću i ekspresijom MMP-2 (Cho i sar., 
2018). Stoga je inhibicija aktivnosti FAK kinaze pod dejstvom Si306 i pro-Si306 u sprezi sa 
sniženom ekspresijom MMP-2 uočenom nakon tretmana kod U87 ćelijske linije. 

U literaturi je opširno opisana uloga ERK i AKT tirozin-kinaza u regulaciji transdukcije 
signala i bioloških procesa kao što su proliferacija i preživljavanje  ćelija, apoptoza, metabolizam i 
angiogeneza (Guo i sar., 2020). Nekontrolisana aktivacija puteva ERK i AKT u tumorskim ćelijama 
igra važnu ulogu u održavanju njihove proliferacije, sprečavanju apoptoze i podržava procese koji 
vode malignoj transformaciji i metastaziranju (Ye i sar., 2014), što ih već dugo čini važnim 
molekularnim metama u ciljanoj terapiji tumora (Cao i sar., 2019). Kada su u pitanju glioblastomi, 
istraživanja su pokazala da inhibicija AKT kinaze malim molekulom SC66 zaustavlja proliferaciju i 
progresiju ćelijskog ciklusa i dovodi do apoptoze kod U87 i U251 ćelija glioblastoma (Gao i sar., 
2020). Pored toga, primena AKT inhibitora MK2206 u niskoj koncentraciji sprečava rast sferoida 
glioblastoma i povećava njihovu osetljivost na zračenje i temozolomid (Narayan i sar., 2017). Pored 
svog dejstva na Src tirozin-kinazu, SU6656 takođe inhibira i fosforilaciju AKT što je dovelo do 
povećanja osetljivosti ćelija glioblastoma na radioterapiju in vitro i in vivo (Cirotti i sar., 2020). 
Takođe, inhibicija ERK malim molekulom AZD9291 sprečila je rast U87, U251, U118, LN229, 
T98G i LN18 ćelija humanog glioblastoma in vitro, kao i in vivo kod miševa sa interkranijalnim U87 
ksenograftima (X. Liu i sar., 2019). 
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Rezultati ovog istraživanja su pokazali da Si306 i pro-Si306 uspešno inhibiraju i aktivnosti 
nishodnih članova Src-posredovane signalizacije, pERK i pAKT, pokazujući zavidan potencijal za 
sprečavanje umnožavanja i preživljavanja ćelija glioblastoma. Ovo zapažanje je u skladu sa 
zabeleženim efektom pomenutih Src inhibitora na vijabilnost U87 i U87-TxR ćelija, utvrđenim MTT 
testom. Važno je napomenuti da dasatinib nije pokazao inhibitorni efekat na aktivnost ERK, dok je 
ekspresija fosforilisane forme AKT kinaze bila snižena pod dejstvom dasatiniba samo u U87 
ćelijama. Uticaj na smanjenje fosforilacije AKT i ERK u tumorskim ćelijama pokazan je i kod drugih 
Src tirozin-kinaznih inhibitora uključujući sarakatinib (Nam i sar., 2013), bosutinib (Bieerkehazhi i 
sar., 2017) i ponatinib (D. H. Kim i sar., 2016). 

Si306 i pro-Si306 inhibitori su za razliku od dasatiniba pokazali zadovoljavajuća 
farmakokinetička svojstva i toleranciju in vivo (Vignaroli i sar., 2017; Vignaroli i sar., 2013) što 
pored ovde prikazanih rezultata, ova dva Src tirozin-kinazna inhibitora čini vrednim kandidatima za 
klinička ispitivanja. 

5.4. Src tirozin-kinazni inhibitori modulišu višestruko-rezistentan fenotip ćelija glioblastoma 

Mnogi tirozin-kinazni inhibitori pokazuju izuzetan potencijal inhibicije ABC transportera i 
reverzije rezistencije tumorskih ćelija. Laboratorija za molekularnu neuro-onkologiju u kojoj je 
urađena ova doktorska studija ima dugu tradiciju izučavanja dejstva ciljane terapije na rezistentni 
fenotip malignih tumora. Jedno od tih istraživanja je pokazalo da RAS inhibitor tipifarnib inhibira 
aktivnost P-glikoproteina kod rezistentnih ćelija glioblastoma, nesitnoćelijskog karcinoma pluća i 
karcinoma debelog creva, što je potvrđeno povećanjem akumulacije rodamina 123 nakon tretmana 
ovim inhibitorom (Podolski-Renić i sar., 2013). Ovaj efekat tipifarniba na P-gp dalje doprinosi 
njegovoj efikasnoj senzitizaciji ćelija na paklitaksel. Takođe, iako je ispoljio slabiji efekat od 
tipifarniba, AKT inhibitor GSK690693 je ostvario sinergistički efekat u kombinaciji sa paklitakselom 
i uspeo da poveća osetljivost ćelija sa rezistentnim fenotipom na ovaj hemioterapeutik (Podolski-
Renić i sar., 2013). Pored toga, mTOR inhibitor vistusertib je povećao osetljivost ćelija anaplastičnog 
kаrcinomа štitаste žlezde sa povišenom  ekspresijom P-gp i BCRP na paklitaksel (Milošević i sar., 
2018). Kombinacija vistusertiba i paklitaksela je takođe efikasno potisnula rast ksenografta 
rezistentnih ćelija anaplastičnog kаrcinomа štitаste žlezde u imunokompromitovanim miševima 
(Milošević i sar., 2018). Još jedna studija je pokazala da ciljanje komponenti signalnih puteva 
RAS/MAPK/ERK ili PI3K/AKT/mTOR povećava osetljivost ćelija anaplastičnog karcinoma štitaste 
žlezde na klasične hemioterapeutike. Naime, primena tipifarniba, vistusertiba, GSK690693, 
dabrafeniba (BRAF inhibitora) i vortmanina (PI3K inhibitora) u kombinaciji sa doksorubicinom i 
paklitakselom dovela je do snažnog sinergističkog dejstva (Milosevic i sar., 2014). Dalje istraživanje 
je otkrilo da FAK inhibitor PF-573228 ima snažno sinergističko dejstvo sa dokorubicinom na 
smanjenje vijabilnosti rezistentnih ćelija nesitnoćelijskog karcinoma pluća, zaustavljanje progresije 
ćelijskog ciklusa i indukovanje senescencije (Dragoj, Milosevic, i sar., 2017). 

Efekti Src tirozin-kinaznih inhibitora Si306 i pro-Si306 su posebno proučavani na U87-TxR 
ćelijama glioblastoma kod kojih je ranije opisan višestruko-rezistentni fenotip sa povišenom 
ekspresijom i aktivnošću P-gp transportera u odnosu na odgovarajuće senzitivne U87 ćelije (Podolski-
Renić i sar., 2011). Sličan profil inhibicije vijabilnosti kod pomenutih ćelijskih linija glioblastoma 
pokazao je da prisustvo P-gp kod U87-TxR ne utiče na efikasnost Si306 i pro-Si306. Takođe, oba Src 
tirozin-kinazna inhibitora ne menjaju ekspresiju MDR1 iRNK, niti ekspresiju P-gp za razliku od 
dasatiniba koji dovodi do povišene ekspresije P-gp.  
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Si306 i pro-Si306 inhibitori su pokazali značajan potencijal za modulaciju rezistentnog 
fenotipa u testu akumulacije fluorescentnog P-gp supstrata – rodamina 123. Naime, 5 µM Si306 i pro-
Si306 efikasno umanjuje aktivnost P-gp što se ogleda u značajnom povećanju akumulacije rodamina 
123 u direktnoj interakciji (30 min) sa Src tirozin-kinaznim inhibitorima. Dasatinib nije pokazao 
efekat na aktivnost P-gp transportera. Dalje, Si306 i pro-Si306 uzrokuju dozno-zavisnu inhibiciju 
aktivnosti P-gp, a IC50 vrednosti inhibicije P-gp se nalaze u istom opsegu kao i IC50 vrednosti 
inhibicije vijabilnosti ćelija glioblastoma. Efekat pro-Si306 na inhibiciju aktivnosti P-gp transportera 
je bio izraženiji pri nižim koncentracijama u odnosu na Si306. 

Uzimajući u obzir sposobnost Si306 i njegovog proleka da smanje aktivnost P-gp transportera, 
ispitan je njihov potencijal za reverziju rezistencije na paklitaksel kod U87-TxR ćelija. 

Iako u U87-TxR modelu rezistentnih ćelija glioblastoma dasatinib nije pokazao potencijal za 
modulaciju rezistentnog fenotipa, u literaturi postoje podaci da dasatinib dovodi do reverzije 
rezistencije na doksorubicin kod MCF-7/Adr ćelija raka dojke (T. Chen i sar., 2015). Pored 
dasatiniba, brojni tirozin-kinazni inhibitori mogu modulisati aktivnost ABC transportera 
(Krchniakova i sar., 2020). Međutim, neki od njih predstavljaju supstrate za ABC transportere, koji 
tek pri izuzetno visokim koncentracijama inhibiraju njihovu aktivnost (Krchniakova i sar., 2020). Za 
razliku od njih, Si306 i pro-Si306 predstavljaju prave inhibitore P-glikoproteina. Posebno vredan 
rezultat ove studije je reverzija rezistencije na paklitaksel postignuta primenom koncentracija Si306 i 
pro-Si306 ceo opseg ispod njihovih IC50 vrednosti za inhibiciju P-gp (0,2 i 0,5 µM). Pri koncentraciji 
0,5 µM, pro-Si306 je čak 8 puta smanjio koncentraciju paklitaksela potrebnu da efikasno inhibira 
vijabilnost U87-TxR ćelija. Si306 je ostvario značajnu reverziju rezistencije smanjivši IC50 za 
paklitaksel oko 3 puta. 

Snažniji efekat pro-Si306 na inhibiciju P-gp transportera i povećanje osetljivosti U87-TxR 
ćelija na paklitaksel ukazuje da pro-Si306 ima znatno veći potencijal za modulaciju višestruke 
rezistencije u odnosu na Si306 u U87-TxR ćelijama glioblastoma.  

Važno je istaći da iako su supstance Si306 i pro-Si306 ispitivane na ćelijama glioblastoma, 
njihov inhibitorni efekat na funkciju P-glikoproteina ukazuje da imaju potencijal za senzitizaciju i 
drugih tipova rezistentnih malignih tumora. 

Uprkos tome što prolekovi često imaju znatno slabiju biološku aktivnost u odnosu na 
parentalni lek (Zawilska i sar., 2013), ovo istraživanje je pokazalo da pro-Si306 ima slično ili bolje 
dejstvo u poređenju sa svojim parentalnim lekom. Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji, uz 
dobra farmakokinetička svojstva Si306 i pro-Si306, a naročito proleka, otvaraju mogućnost za dalje 
ispitivanje ovih inhibitora Src tirozin-kinaze kao potencijalnih kandidata za novu ciljanu terapiju 
glioblastoma. 
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6. ZAKLJUČCI 

Na osnovu postavljenih ciljeva i ostvarenih rezultata u ovoj studiji, a u skladu sa najnovijim 
literaturnim podacima, izvedeni su sledeći zaključci: 

I Uticaj Si306 i pro-Si306 na invazivnost ćelija glioblastoma 

 Osetljivost ćelija glioblastoma na Si306 i pro-Si306 proporcionalna je nivou ekspresije 
Src tirozin-kinaze. Osetljivost ćelija glioblastoma na ove Src tirozin-kinazne inhibitore je 
srazmerna količini ciljnog molekula u njima što je pokazano upoređivanjem efekta Si306 i 
pro-Si306 na vijabilnost ćelijskih linija U87 i U87-TxR, kao i uspešno uspostavljenih 
primarnih kultura GBM-4, GBM-5 i GBM-6 i nivoa ekspresije Src tirozin-kinaze u 
pomenutim ćelijama. Ćelije U87 i U87-TxR sa većom količinom Src tirozin-kinaze su bile 
znatno osetljivije na oba inhibitora u odnosu na primarne kulture glioblastoma sa nižim 
nivoom ekspresije Src tirozin-kinaze. 

 Si306 i pro-Si306 smanjuju invazivnost ćelija glioblastoma nezavisno od njihovog 
inherentnog invazivnog kapaciteta. Ustanovljeno je da je invazivni kapacitet, koji je ispitan 
na U87, U87-TxR, GBM-4, GBM-5 i GBM-6 ćelijama, najniži kod višestruko-rezistentne 
ćelijske linije U87-TxR, a najviši kod primarnih kultura GBM-4 i GBM-5. Efikasno smanjenje 
invazije primarnih ćelijskih kultura glioblastoma Src tirozin-kinaznim inhibitorima je 
postignuto i sa 10 µM, koncentracijom skoro dvostruko nižom od koncentracije koja smanjuje 
vijabilnost ovih ćelija za 50%. 

 Uticaj Si306 i pro-Si306 na smanjenje invazivnosti ćelija glioblastoma je posledica 
inhibicije aktivnosti ushodnih i nishodnih članova Src tirozin-kinaznog signalnog puta 
kod U87 i U87-TxR ćelija. Posebno je istaknuta inhibicija FAK koja učestvuje u regulaciji 
matriksne metaloproteinaze-2 čija aktivnost doprinosi invazivnom fenotipu U87 i U87-TxR 
ćelija. Smanjena ekspresija EGFR, kao i aktivnost AKT i ERK pod dejstvom Si306 i pro-
Si306 ukazuje na potencijal ovih supstanci za inhibiciju ćelijskog rasta i preživljavanja.  

 Si306 i pro-Si306 ispoljavaju anti-invazivni efekat na ćelije glioblastoma in vivo. Uticaj 
Si306 i pro-Si306 na smanjenje invazivnosti je potvrđen na uspešno uspostavljenom 
ksenograftu U87 ćelija u embrionima zebrica i to pri znatno nižoj koncentraciji (2,5 µM) u 
odnosu na koncentracije korišćene u in vitro studiji (5 i 10 µM). 

II Potencijal Si306 i pro-Si306 za prevazilaženje rezistencije kod glioblastoma 

 Uticaj Si306 i pro-Si306 na ćelijsku vijabilnost nije kompromitovan prisustvom 
višestruke rezistencije na lekove kod U87-TxR ćelija. Koncentracije pri kojima ove 
supstance smanjuju ćelijsku vijabilnost za 50% se nisu značajno razlikovale između 
senzitivnih U87 i višestruko-rezistentnih U87-TxR ćelija, što ukazuje da ispitivani Src tirozin-
kinazni inhibitori nisu supstrati za P-glikoprotein prisutan na membrani U87-TxR ćelija. 

 Si306 i pro-Si306 smanjuju aktivnost P-glikoproteina kod U87-TxR ćelija. Uticaj 
ispitivanih Src tirozin-kinaznih inhibitora na funkciju ovog membranskog transportera nije 
praćen promenama u njegovoj ekspresiji, što ove supstance kvalifikuje kao potentne inhibitore 
P-glikoproteina. 
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 Si306 i pro-Si306 dovode do reverzije rezistencije na paklitaksel kod U87-TxR ćelija. 
Reverzija rezistencije na paklitaksel je postignuta pri koncentracijama u nanomolarnom 
opsegu (200 i 500 nM) iako su koncentracije pri kojima ove supstance inhibiraju aktivnost P-
glikoproteina za 50% približno 8 µM za Si306 i 4 µM za pro-Si306. 

 Pro-Si306 snažnije inhibira aktivnost P-glikoproteina i povećava osetljivost U87-TxR 
ćelija na paklitaksel u odnosu na Si306. 

 

Opšti zaključak: 

Src tirozin-kinazni inhibitori, Si306 i njegov prolek pro-Si306, pokazuju sposobnost za 
suzbijanje invazivnosti glioblastoma, kao i za prevazilaženje rezistencije na lekove. Aktivnosti 
Si306 i pro-Si306 koje dovode do smanjenja vijabilnosti i invazivnosti glioblastoma su 
posredovane inhibicijom Src tirozin-kinaze i članova Src tirozin-kinaznog signalnog puta. 
Aktivnosti Si306 i pro-Si306 koje dovode do povećanja osetljivosti glioblastoma na lekove su 
direktna posledica inhibicije P-glikoproteina. Dobijeni rezultati tako ukazuju da pored Src 
tirozin-kinaze, postoji i drugi ciljni molekul za dejstvo Si306 i pro-Si306 i da je to upravo P-
glikoprotein. Stoga, Si306 i pro-Si306 mogu naći primenu u ciljanoj terapiji glioblastoma 
samostalno ili u kombinaciji sa drugim lekovima. Pro-Si306 ima sličan anti-invazivni 
potencijal kao Si306, ali je znatno efikasniji u prevazilaženju rezistencije i inhibiciji P-
glikoproteina. Zbog svojih povoljnijih farmakokinetičkih svojstava i nesmanjene efikasnosti u 
odnosu na Si306, primena pro-Si306 u terapiji glioblastoma može biti svrsishodnija.  
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