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ULOGA INHIBITORA SRC TIROZIN-KINAZE U PREVAZILAZENJU
URODENO REZISTENTNOG I INVAZIVNOG FENOTIPA GLIOBLASTOMA

Sazetak

Glioblastomi su najagresivniji primarni tumora mozga, koje odlikuje visoka aktivnost Src
tirozin-kinaze. Stoga, ovaj enzim, koji reguliSe prezivljavanje i invazivnost tumorskih celija,
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
¢elijskih linija glioblastoma (U87 1 U87-TxR) i tri primarne ¢elijske kulture glioblastoma, kao i na
viSestruku rezistenciju na lekove posredovanu ekspresijom P-glikoproteina u U87-TxR ¢elijskoj
liniji. P-glikoprotein je ATP vezujuéi transporter, koji ima protektivnu ulogu u krvno-mozdanoj
barijeri, dok na membrani tumorskih ¢elija sprecava prodiranje brojnih lekova i tako umanjuje
njihovu efikasnost.

Znacajan efekat Si306 1 pro-Si306 na celijski rast glioblastoma dobijen je u
mikromolarnom opsegu koncentracija 1-20 pM. Sposobnost celija glioblastoma da razgrade
vancelijski matriks je bila znaCajno 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 sprecili invadiranje U87 ¢elija u ksenograft modelu
embriona zebrice. Pored svoje primarne uloge, Src tirozin-kinazni inhibitori su pokazali
sposobnost da umanje aktivnost P-glikoproteina i poveéaju efikasnost paklitaksela kod U87-TxR
¢elija.

Uzimajuéi u obzir rezultate ovog rada, Si306 i pro-Si306 predstavljaju kandidate za
buduca klinicka ispitivanja na glioblastomima kod kojih su terapeutske moguc¢nosti ogranic¢ene.
Prolek pro-Si306 je pokazao slicnu efikasnost kao i Si306, $to ukazuje na opravdanost njegove
upotrebe zbog povoljnijih farmakokinetickih svojstava u odnosu na sam lek.

KLJUCNE RECI: glioblastom, Src tirozin-kinazni inhibitor, invazivnost, fokalna aheziona
kinaza, matriksne metaloproteinaze, viSestruka rezistencija na lekove, P-glikoprotein

NAUCNA OBLAST: Molekularna onkologija

UZA NAUCNA 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 pM. 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 skracéenica

ABC - engl. ATP-binding cassette (ATP-
vezujudi transporteri)

ABCBI - engl. ATP binding cassette
subfamily B member 1 (ATP-vezujucéi
transporter B1)

ABCCI1 - engl. ATP binding cassette
subfamily C member 1 (ATP-vezujuci
transporter C1)

ABCG2 - engl. ATP binding cassette
subfamily G member 2 (ATP-vezujuci
transporter G2)

AKT - familija serin/treonin specifi¢nih
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
govedeg seruma)

cDNK - komplementarna DNK

Ct - engl. treshold cycle (grani¢ni 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
vancelijskim signalima)

FAK - engl. focal adhesion kinase (fokalna
adheziona kinaza)

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

FDA - engl. Food and Drug Administration
(Americka uprava za hranu i lekove)

FITC - fluorescein izotiocijanat

GFAP - engl. glial fibrillary acidic protein
(kiseli glijalni fibrilarni protein)

HRP - engl. horseradish peroxidase
(peroksidaza rena)

ICsp - inhibitorna koncentracija (50%
inhibicije ¢elijskog rasta u odnosu na
kontrolu)

IDH - engl. isocitrate dehydrogenase
(izocitratna dehidrogenaza)

iRNK - informaciona ribonukleinska kiselina
KMB - krvno-mozdana 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 (visestruka
rezistencija na lekove)

MDRI1 - engl. multidrug resistance protein
(protein viSestruke rezistencije na lekove 1)
MMP - engl. matrix metalloproteinase
(matriksna metaloproteinaza)

MRPI1 - 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
(lan¢ana 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 lancana 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 greska 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 deterdZenta

TEMED - tetrametiletilendiamin

TKI - tirozin-kinazni inhibitor

VEGF - engl. vascular endothelial

growth factor (vaskularni endotelski faktor
rasta)

VEGEFR - engl. vascular endothelial
growth factor receptor (receptor vaskularnog
endotelskog faktora rasta)
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1. UVOD

1.1. Opste odlike malignih tumora

Masa ¢elija koju karakterise nekontrolisana deoba predstavlja neoplazmu, tj. tumor. Tumori se
dele na benigne i maligne. Za razliku od benignih tumora koji se ne Sire po organizmu, maligne
tumore karakteriSe 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 1 Zivotinjskim ¢elijama dovode do nastanka malignih tumora (Kontomanolis i sar., 2020).
Razumevanje tumorogeneze nam omogucava napredak u razvoju novih uspesnijih terapeutika.

Napredak u molekularnoj biologiji i razvoj sofisticiranih tehnika za proucavanje mehanizama
kancerogeneze doveli su do unapredivanja naseg znanja i evolucije koncepata koji objasnjavaju
transformaciju normalnih ¢elija u tumorske. Prvo je predlozeno da je nastanak malignih tumora
povezan sa pojavom Sest ¢elijskih odlika (Hanahan i Weinberg, 2000):

1) Samostalna regulacija proliferacije

2) Neosetljivost na signale koji inhibiraju proliferaciju
3) Izbegavanje programirane Celijske smrti (apoptoze)
4) Neogranicen replikativni potencijal

5) Tumorska angiogeneza

6) Invazija normalnog tkiva i metastaze

Ove odlike potpomazu mehanizme samoodrzivosti tumorskih ¢elija. Prethodno naveden koncept
je prosiren sa jo$ 4 dodatne osobine koje su neophodne za transformaciju ¢elija (Hanahan 1 Weinberg,
2011):

7) Genomska nestabilnost i mutacije

8) Reprogramiranje energetskog metabolizma Celije
9) Izbegavanje imunskog odgovora

10) Tumor-promovisuci inflamatorni odgovor

Uzimaju¢i u obzir tumorsku mikrosredinu i njen uticaj na dalji razvoj malignih tumora,
najnoviji koncept je proSiren na procese koji pored toga $to dovode do transformacije fenotipski
normalnih ¢elija u maligne, utiCu 1 na Sirenje malignih ¢elija na rac¢un normalnog tkiva (Fouad 1
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) podrzavaju¢a tumorska mikrosredina
7) imunska modulacija
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Slika 1. Mehanizmi transformacije normalnih u maligne éelije. Preuzeto i izmenjeno prema (Fouad
1 Aanei, 2017).

Kod malignih tumora naruSena je regulacija proliferacije celija, koja je pod kontrolom
signalnih molekula, faktora rasta 1 odgovarajucih receptora, kao i citosolnih molekula, koji uc¢estvuju
u regulaciji ¢elijskog 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 takode mogu biti poviseno
eksprimirani ili konstitutivno aktivni (Rutkowska i sar., 2019). Tokom maligne transformacije, celije
prolaze kroz razli€ite tipove stresa kao Sto su nekontrolisana signalizacija, oSte¢enje DNK, hipoksija
ili nedostatak nutrijenata. Da bi odgovorile na ove izazove, ¢elije mogu inicirati razli¢ite procese, a
nepovratno oStecena Celija moZe uéi u proces Celijske smrti. U malignim ¢elijama ovi regulatorni
mehanizmi su utiSani, §to dovodi do prezivljavanja i umnozavanja oStecenih celija (Fouad i Aanei,
2017).

Celije malignih tumora uspostavljaju viSestruke mehanizme popravke kao odgovor na DNK
oStecenja. Kod tumora dolazi i do kompenzatornih mehanizama, u slu¢aju nedostataka osnovnih
puteva za popravku DNK (Baretti i Le, 2018). Kada maligna transformacija dovede do ¢elijskog
stresa koji ukljucuje DNK ostec¢enja koja nije moguce popraviti, nekontrolisanu proliferaciju, ali i
odvajanje od vancelijskog matriksa, trebalo bi da dode do programirane ¢elijske smrti, tj. apoptoze
(Lopez i Tait, 2015). Ipak, u malignim ¢elijama je naruSena ravnoteza izmedu celijske proliferacije 1
¢elijske smrti. Apoptoza moze biti pokrenuta na dva nacina. Spoljasnji put aktivacije apoptoze
ukljucuje interakciju izmedu receptora na povrsini Celije sa njihovim ligandima, dok unutrasnji put
ukljucuje prepoznavanje i razlikovanje nivoa stresa u ¢eliji koji su dovoljni da dovedu do ovog tipa
¢elijske smrti. Oba nacina regulacije apoptoze ukljucuju enzime kaspaze, koji mogu dovesti do
¢elijske smrti za nekoliko minuta (Koff i sar., 2015; Lopez i Tait, 2015).

Autofagija predstavlja proces recikliranja unutarcelijskih komponenata. Fizioloski smisao
autofagije je provera kvaliteta Celijskih komponenti i uklanjanje pogresno upakovanih proteina i
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ostecenih organela (Galluzzi i sar., 2015). U procesu suzbijanja tumorogeneze, autofagija ucestvuje u
eliminaciji o$te¢enih mitohondrija, degradaciji prekomerno eksprimiranih proteina, imunskom
nadzoru ¢elija 1 odbrani protiv potencijalnih kancerogenih bakterija i virusa. Takode, neki podaci
ukazuju da autofagija u€estvuje i u ¢elijskom prezivljavanju i progresiji tumora. Ona tada omogucava
tumorima preZivljavanje jakog metabolickog stresa i hipoksije, izbegavanje imunskog nadzora i
doprinosi invazivnim i metastatskim osobinama tumora (Mowers i sar., 2017).

Senescencija ili ireverzibilno c¢elijsko mirovanje predstavlja jo§ jedan mehanizam odbrane
¢elije od unutrasnjih stresora i1 karakteriSe se nepovratnim izlaskom iz ¢elijskog ciklusa (Calcinotto i
sar., 2019). Senescencija se javlja usled skracivanja telomera nakon iscrpljivanja replikativnog
potencijala celije. Skracivanje telomera predstavlja univerzalnu osobinu prelaska benignih u pre-
maligne lezije. Da bi se ¢elijski ciklus nastavio potrebno je prevaziéi problem skracivanja telomera,
Sto se desava u potpuno transformisanim malignim ¢elijama koje na taj nacin 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 1 sar., 2019). Da bi ¢elije malignih tumora dospele do udaljenih mesta, one najpre invadiraju
kroz vancelijski matriks (ukljucuju¢i bazalnu membranu 1 stromalne celije), intravadiraju u krvne
sudove tumorskog tkiva, transportuju se cirkulacijom, ekstravadiraju u parenhim udaljenih organa 1
“nastanjuju se” u stranoj mikrosredini, stvaraju¢i mikrometastaze. Mikrometastaze mogu kasnije
prerasti u klinicki relevantne makrometastaze koje kolonizuju tkivo drugog organa (Massague i
Obenauf, 2016). Paralelno sa invazijom okolnog tkiva deSava se razlaganje vancelijskog matriksa, u
kome kljuénu ulogu imaju metaloproteinaze matriksa (MMP). Ovi endopeptidi pored toga Sto su
vazni u procesu invazije malignih ¢elija, doprinose i ¢elijskoj proliferaciji, prezivljavanju, 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-§,
MMP-9 i MMP-12 je povezana sa loSijom klinickom slikom pacijenata (Hadler-Olsen i sar., 2013).

Intravazacija, do koje dolazi nakon prolaska ¢elija kroz vancelijski matriks, predstavlja
prolazak invazivnih ¢elija u lumen krvnih sudova (Zavyalova i sar., 2019). Kada se jednom nadu u
cirkulaciji, tumorske ¢elije moraju proc¢i kroz razliite procese prilagodavanja, kako bi opstale u
krvnom sudu (Alix-Panabieres 1 Pantel, 2016). Kada tumorske celije dospeju u cirkulaciju, one
postaju zarobljene u malim krvnim sudovima gde nastavljaju da rastu §to vodi pucanju krvnog suda,
ili iniciranju ekstravazacije (Massague i Obenauf, 2016). Pojedini organi, kao S$to su jetra i kostna srz,
imaju visoko propustljive sinusoidne krvne sudove, pa su samim tim pogodniji za metastaziranje od
drugih organa (Lorusso i Riiegg, 2012). S obzirom na to da je mesto ekstravazacije udaljeno od
primarnog tumora i mikrotumorske sredine koja omogucava laksi prolazak kroz krvni sud,
ekstravazacija je zahtevniji proces od intravazacije (X. Cheng i Cheng, 2021). Razliciti sistemski
signali doprinose pripremanju sekundarnog mesta za tumorske celije. Ovaj proces se moze javiti i
dosta ranije pre diseminacije tumorskih celija stvarajuéi, tzv. pre-metastatsku niSu (Zeeshan i
Mutahir, 2017). Nastajanje ove nove sredine stimuliSu faktori koje stvara i sekretuje sam tumor, kao i
¢elije nastale u kostnoj srzi. U slucaju da se odlozi priprema nove tumorske niSe dolazi do prelaska
tumorskih ¢elija u dormantno stanje (stanje mirovanja). Dormantne ¢elije se mogu naci posle dugog
vremena u kostnoj srzi mnogih pacijenata kod kojih je doSlo do odstranjivanja primarnih tumora. Ove
¢elije mogu biti odgovorne za javljanje recidiva (Y. Liu 1 Cao, 2016). Dormantne celije koje su
sposobne da se dalje izmene i metastaziraju, tj. kolonizuju novo tkivo poseduju osobine mati¢nih
¢elija koje omogucavaju dalji rast i prezivljavanje malignih tumora (Celia-Terrassa i Kang, 2016).



1.2. Ciljana terapija malignih tumora

Tradicionalni pristup u terapiji tumora je baziran na radioterapiji koja cilja sve ¢elije koje se
nalaze u tumoru i njegovom okruzenju, ili hemioterapiji koja cilja sve ¢elije u procesu rasta i deobe.
Oba pristupa dovode i do smrti normalnih ¢elija (Baudino, 2015). Ovim pristupima se Cesto ne
uklanjaju u potpunosti sve tumorske celije, Sto dovodi do rezistencije na terapiju i stvaranja joS$
agresivnijih oblika malignih tumora (Y. T. Lee i sar., 2018). Pored toga, pacijenti nakon terapije
imaju brojna nezeljena dejstva koje uticu na njihov kvalitet Zivota. Ova dva tipa leCenja malignih
tumora se mogu koristiti u razli¢itim kombinacijama. Neoadjuvantna terapija predstavlja prvo
primenu hemioterapije, pa zraCenja pre hirurSkog odstranjivanja tumora. Ovaj tretman dovodi do
smanjivanja tumora radi lakSeg hirur§kog odstranjivanja i veceg procenta prezivljavanja pacijenata
nakon terapije (Wang i Mao, 2020). Pored toga, postoji adjuvantna terapija koja se primenjuje nakon
hirur§kog odstranjivanja tumora da bi se odstranile potencijalne zaostale tumorske ¢elije u normalnom
tkivu (Rebuzzi i sar., 2020). Na kraju, istovremena terapija predstavlja primenu radioterapije i
hemioterapije zajedno bez hirurske intervencije (Le Rhun i sar., 2019).

Zbog nespecificnosti standardnih terapija, javila se potreba za razvijanjem lekova koji
poseduju selektivnost ka tumorskim ¢elijama, bez pojave nezeljenih dejstava. Tako je doSlo do
razvoja ciljane terapije malignih tumora.

Molekularna ciljana terapija predstavlja upotrebu lekova ili drugih supstanci koji ciljaju
specificne molekule radi suzbijanja rasta i Sirenja ¢elija malignih tumora (Y. T. Lee i sar., 2018).
Identifikacija potencijalnih meta klju¢na je za razvoj ciljane terapije. Osnovu stvaranja malignih
tumora predstavljaju promene u ekspresionim profilima enzima i1 receptora koji ucestvuju u
prezivljavanju i proliferaciji tumorskih ¢elija, stoga ove specifi¢ne izmene predstavljaju dobre ciljeve
za razvoj ovog tipa terapije (Resland i Engelsen, 2015). Ciljni molekuli se mogu odrediti
sekvenciranjem genoma koje omogucava otkrivanje promena u genskoj ekspresiji malignih u odnosu
na normalne ¢elije (E. Y. Zhao i sar., 2019).

Ciljana terapija malignih tumora zasniva se na primeni specifi¢nih agenasa ili na genskoj
terapiji. Agensi koji se koriste u ciljanoj terapiji malignih tumora klasifikuju se na male molekule,
monoklonska antitela 1 imunoterapijske vakcine (Y. T. Lee i sar., 2018). Ovi agensi mogu da
blokiraju signale koji dovode do ¢elijskog rasta, uticu na regulaciju ¢elijskog ciklusa i/ili dovode do
¢elijske smrti malignih ¢elija (Padma, 2015). Zbog svoje specificne aktivnosti, agensi mogu da sprece
progresiju tumora 1 invazivnost, ali i rezistenciju, kada se koriste u kombinaciji sa klasi¢nim
hemioterapeuticima (Gotwals i sar., 2017).

1.2.1. Tirozin-kinaze kao mete ciljane terapije malignih tumora

Najzastupljenije kandidate za ciljanu terapiju malignih tumora u klini¢kim studijama ¢ine mali
molekuli (Y. T. Lee i sar., 2018). To su organska jedinjenja male molekulske mase, usled ¢ega imaju
poboljSanu sposobnost prolaska kroz celijsku membranu i interakciju sa metama unutar Celije
(Roskoski, 2019).

Protein kinaze (PK) predstavljaju jednu od najveéih familija proteina koja obuhvata 518
¢lanova. Ova familija proteina reguliSe brojne celijske i1 biolosSke procese kao Sto su proliferacija,
prezivljavanje, ¢elijski ciklus, diferencijacija, migracija, meducelijska komunikacija, morfogeneza i
metabolizam (Beretta i sar., 2017). PK katalizuju prenos y-fosfatne grupe sa ATP na hidroksilnu
grupu serina, treonina 1ili tirozina njihovih proteinskih supstrata. Ovakve post-translacione
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modifikacije menjaju enzimsku aktivnost supstrata u odgovoru na spoljasnje i unutrasnje signale. U
zavisnosti na kojoj aminokiselini fosforiliSu hidroksilnu grupu, PK se dele na tirozin-kinaze, tirozin-
kinazama slicne enzime i serin/treonin kinaze (Jha i sar., 2020). Takode, familija PK obuhvata i
enzime poput MEK1/2 koji katalizuju fosforilaciju i tirozinskih i treoninskih ostataka supstrata. Zbog
toga se MEK1/2 1 njima sli¢ni enzimi klasifikuju kao dvojno specificne PK (Roskoski, 2021).

Zbog svoje uloge u kancerogenezi, tirozin-kinaze predstavljaju najces¢e mete ciljane terapije.
Ova podfamilija enzima ucestvuje u regulaciji osnovnih ¢elijskih funkcija, kao $to su diferencijacija,
odgovor na stres, apoptoza, prezivljavanje i proliferacija, ekspresija gena i imunski odgovor (Du i
Lovly, 2018). Mnogi mali molekuli imaju sposobnost da inhibiraju tirozin-kinaze i na taj nacin
dovode do blokade signalnih puteva koji nisu pravilno regulisani tokom kancerogeneze. Tirozin-
kinaze mogu biti receptorske i ne-receptorske. Receptori spregnuti sa aktivnoscu tirozin-kinaze ili
tirozin-kinazni receptori (engl. receptor tyrosine kinase- RTK) ¢ine grupu membranskih receptora za
faktore rasta, citokine i hormone, ¢iji unutaréelijski domen poseduje intrinsi¢nu aktivnost tirozin-
kinaze, koja se aktivira nakon vezivanja liganda. Konstitutivna aktivnost ovih receptora, najcesce
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 unutrasnju stranu
¢elijske membrane, koji se aktiviraju nakon vezivanja liganda za receptor, i iniciraju unutarcéelijske
signalne kaskade. Povecana aktivnost ne-receptorskih tirozin-kinaza uzrokovana genskim mutacijama
moze 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-
vezujuée mesto na tirozin-kinazi i na taj nacin direktno inhibiraju njenu enzimsku aktivnost (Y. T.
Lee i sar.,, 2018). Nakon vezivanja za svoju metu, TKI inaktiviraju specifi¢nu tirozin-kinazu i
sprecavaju nishodnu signalizaciju (Baudino, 2015). Na ovaj nacin ciljana terapija tirozin-kinaznim
inhibitorima uti¢e na same maligne ¢elije, inhibirajuc¢i njihovu proliferaciju i promoviSuéi apoptozu,
ali moze ciljati 1 tumorsko mikrookruzenje posredno uticu¢i na angiogenezu 1 invaziju tumorskih
¢elija i stvaranje metastaza (Krchniakova i sar., 2020).

Najcesce mete ciljane terapije malignih tumora ukljucuju sledece 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 ukljucen u Sirok spektar procesa u ¢eliji,
ukljucujuéi Celijski rast, proliferaciju, prezivljavanje, migraciju i invaziju (Rutkowska i sar., 2019).
Ekspresija i aktivacija EGFR su nepravilno regulisane u najve¢em broju epitelijalnih tumora zbog
cega je EGFR dobra meta za ciljanu terapiju (Sigismund i1 sar., 2018). HER2 je prekomerno
eksprimiran u karcinomima dojke i povezan je sa agresivnijim formama maligniteta, tako S$to
pozitivno utice na proliferaciju, angiogenezu i invazivnost malignih ¢elija, Sto ¢ini HER2 idealnom
metom za ciljanu terapiju (Loibl i Gianni, 2017). Iresa (gefitinib, AstraZeneca) je mali molekul koji
specificno cilja ATP-vezuju¢e mesto na EGFR proteinu. Na taj nacin gefitinib efikasno sprecava
aktivaciju ove tirozin-kinaze i posledi¢no ¢elijski rast (Ma i sar., 2015). Ovaj inhibitor je odobren za
tretman metastatskog nesitnocelijskog karcinoma plu¢a (Baudino, 2015). Tikerb (lapatinib,
GlaxoSmithKline) je mali molekul i inhibitor EGFR i HER2 proteina. Lapatinib inhibira vezivanje
ATP-a za ATP-vezuju¢e mesto na HER2 i tako sprecava posledicnu kaskadu fosforilacije
(Voigtlaender i sar., 2018), blokiraju¢i na taj nacin signalne puteve PI3K i RAS/MAPK (Xuhong i
sar., 2019).



Receptor vaskularnog endotelskog faktora rasta (engl. vascular endothelial growth factor
receptor - VEGFR). VEGF je jedan od najvise proucavanih 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
povecanja vaskularne permeabilnosti, kao i migracije 1 proliferacije ¢elija (Peach i sar., 2018) §to Cini
ovu tirozin-kinazu dobrom metom za terapiju malignih tumora. Nekoliko malih molekula koji ciljaju
VEGFR proslo je kroz razli¢ite faze preklinickih i klinickih ispitivanja (Aprile i sar., 2015).
Neksavar (sorafenib, Bayer HealthCare) je mali molekul koji cilja i VEGFR-2 1 VEGFR-3, ali i c-Kit
1 PDGFR-f (Escudier i sar., 2019). Neksavar je odobren od strane Americke uprave za hranu i lekove
(engl. Food and Drug administration — FDA) za tretman hepatocelularnog inoperabilnog karcinoma
(D. W. Kim i sar., 2017), kao i1 uznapredovalog karcinoma bubreznih ¢elija (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-f (Escudier i sar., 2019).

Ciljni molekul rapamicina kod sisara (engl. mammalian target of rapamycin - mTOR).
mTOR je tirozin-kinaza ukljuc¢ena u regulaciju citoskeleta, ¢elijskog rasta i proliferacije i katabolickih
procesa (Hua i sar., 2019). Pored toga, mTOR predstavlja tacku ukrstanja nekoliko signalnih puteva,
ukljucujuéi 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, $to stimuliSe
¢elijsku deobu. Signalni put PI3K/AKT/mTOR je prekomerno aktivan u razli¢itim malignim
tumorima, ukljucuju¢i tumore mozga, besike, dojke, pluca, prostate, Stitaste Zlezde i bubrega (Hua i
sar., 2019), zbog Cega se pojavila potreba za ciljanjem mTOR tirozin-kinaze u terapiji malignih
tumora. Analog rapamicina Torisel (temsirolimus, Wyeth Research) je mali molekul i inhibitor
mTOR koji se koristi u terapiji karcinoma bubreznih Celija (Hua i sar., 2019). Rezultati faze III
klinickih ispitivanja ukazali su da terapija toriselom povecava prezivljavanje pacijenata u odnosu na
one koji su primali interferon alfa-2a (Roferon-A, Roche) (Baudino, 2015). Certikan (everolimus,
Novartis), lek sli¢an toriselu koji cilja mTOR, pokazao se kao jo$ jedan uspeSan inhibitor progresije
karcinoma bubreznih ¢elija, 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-ABLI, koja
se nalazi na abnormalnom hromozomu 22 kod gotovo svih pacijenata sa hronicnom mijeloidnom
leukemijom. Ova genska translokacija uslovljava konstitutivnu aktivaciju ABLI1 tirozin kinaze, $to
uslovljava nekontrolisanu proliferaciju mijeloidnih ¢elija. Lekovi koji ciljaju ovaj kompleks
predstavljaju jedan od najvecih uspeha ciljane terapije (Braun i sar., 2020). Glivek (imatinib mesilat,
Novartis) je mali molekul koji se vezuje za tirozin-kinazni domen BCR-ABLI i naruSava tirozin-
kinaznu aktivnost ovog proteinskog kompleksa (Flynn i Gerriets, 2021), a slabo interaguje sa drugim
tirozin-kinazama. Budu¢i da je BCR-ABL1 translokacija prisutna kod vecine pacijenata sa hroni¢nom
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 postiZe na slican nacin kao glivek, tako Sto kompetira za ATP-vezujuce
mesto tirozin-kinaznog domena BCR-ABL1 kompleksa. Dasatinib je preporucen pacijentima koji su
razvili rezistenciju na glivek. Takode, za razliku od gliveka, dasatinib ima Siri spektar meta i inhibira
tirozin-kinaze iz Src familije, c-Kit, PDGFR-} i EphA2 (Rossari i sar., 2018).

1.2.2. Interakcija tirozin-kinaznih inhibitora sa ABC transporterima

ATP-vezujuci transporteri (engl. ATP-binding cassette — ABC) su membranski glikoproteini
koji koriste¢i energiju hidrolize ATP-a, izbacuju strane supstance i ksenobiotike iz ¢elija (Slika 2).
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ABC transporteri imaju fiziolosku ulogu u transportu mnogih tipova molekula, ukljucujuéi
aminokiseline, holesterol, hidrofobne lekove i antibiotike (X. Liu i sar., 2019). Takode, imaju bitnu
ulogu u odrzavanju tkivnih barijera, kao $to je krvno-mozdana barijera (KMB) (Liebner i sar., 2018),
ali se mogu naci 1 u endotelskim celijama 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 najceS¢e dovodi u vezu sa
rezistencijom na lekove kod malignih tumora ukljucuje P-glikoprotein (P-gp) (engl. multidrug
resistance protein I- MDR1, ABCBI1), MRP1 (engl. multidrug resistance associated protein 1,
ABCCI) 1 BCRP (engl. breast cancer resistance protein, ABCG2). Ovi transporteri su odgovorni za
izbacivanje brojnih supstanci iz tumorskih ¢elija (X. Liu i sar., 2019) i1 njihova povisena ekspresija
dovodi do rezistencije na razliCite lekove (Amawi i sar., 2019). P-gp transporter, koji je kodiran
MDRI genom, je lociran na celijskoj membrani rezistentnih tumorskih ¢elija, gde izbacuje anti-
tumorske lekove na ATP-zavisan nain (Da Ros 1 sar., 2018), a pored toga se nalazi i u krvnim
sudovima koji snabdevaju humane glioblastome 1 metastatske tumore mozga (Da Ros 1 sar., 2018).
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Slika 2. ViSestruka rezistencija na lekove posredovana ATP-vezujué¢im (ABC) transporterima. ABC
transporteri predstavljaju ATP-zavisne pumpe koje izbacuju razli¢ite hemioterapeutike (simboli narandZzaste i
ljubicaste boje) u vancelijski prostor i onemogucavaju im da ispolje svoju funkciju $to smanjuje efikasnost
terapije. ABC transporteri su poviSeno eksprimirani ¢elijama malignih tumora i na ovaj nacin dovode do
viSestruke rezistencije na lekove. Preuzeto i izmenjeno prema (Uribe i sar., 2017).

Primena tirozin-kinaznih inhibitora u terapiji malignih tumora moze dovesti do viSestruke
rezistencije na lekove (engl. multidrug resistance - MDR) (Beretta i sar., 2017). MDR se definiSe kao
rezistencija ¢elija malignih tumora na vise od jednog hemioterapeutika koji su strukturno razliciti i
imaju razliCite mehanizame delovanja. ViSestruka rezistencija ¢elija tumora na lekove moze biti
urodena ili stecena. Urodena rezistencija se javlja usled genskih promena koje dovode do nastanka
malignih tumora 1 prisutna je pre primene anti-tumorske terapije, dok se steCena rezistencija razvija
tokom terapije (Kartal-Yandim i1 sar., 2016).



Posto ABC transporteri imaju sposobnost da prepoznaju i transportuju razli¢ite molekule kroz
bioloske membrane, prekomerna ekspresija ovih transportera moze da utice na farmakokinetiku TKI,
ukljucujuéi njihovu apsorpciju, distribuciju, metabolizam, izlu¢ivanje ili toksi¢nost (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), Sto dovodi do njihovog izbacivanja iz ¢elije i uzrokuje smanjenu
terapeutsku efikasnost i/ili rezistenciju koja nastaje tokom njihove primene (Krchniakova i sar.,
2020). Na primer, ABCA3 transporter Stiti mati¢ne Celije leukemije od dejstva dasatiniba, imatiniba i
nilotiniba koji ciljaju BCR-ABL kinazu. Dejstvo ovih inhibitora dovodi do dozno-zavisnog povecanja
ekspresije ABCA3, §to pomaze njihovom izbacivanju iz ¢elija. Ipak, kombinacija ovih TKI sa COX2
inhibitorom indometakinom, smanjuje eskpresiju ABCA3 i dovodi do anti-tumorskog efekta (Hupfeld
1 sar., 2013). Gefitinib takode indirektno povecava ekspresiju ABCG2 (Beretta i sar., 2017). Ciljanje
EGFR tirozin-kinaze gefitinibom dovodi do translokacije EGFR u jedro ¢elije, gde uti¢e na promotor
ABCG?2 gena povecavajuci njegovu ekspresiju (Krchniakova i sar., 2020).

Pored toga Sto mogu biti supstrati za ABC transportere, TKI mogu biti i njihovi inhibitori
(Krchniakova 1 sar., 2020). Sli¢no njihovoj interakciji sa tirozin-kinazama, TKI mogu da blokiraju
ATP-vezujue mesto na transporteru, sprecavaju¢i njegovu fosforilaciju i1 inhibirajuéi izbacivanje
supstrata (Mi 1 sar., 2010; G. N. Zhang i sar., 2017; H. Zhang i sar., 2014). TKI obi¢no direktno
inhibiraju ABC transportere, bez uticaja na njihovu ekspresiju i lokalizaciju (Krchniakova i sar.,
2020; H. Zhang 1 sar., 2014). Takode, TKI mogu biti supstrati ili inhibitori ABC transportera i u
zavisnosti od koncentracije u kojoj se primenjuju i njihovog afiniteta za specifican ABC transporter
(Slika 3). U niskim koncentracijama, TKI naj¢es¢e predstavljaju supstrate ABC transportera, dok u
visSim, ali farmakoloski znacCajnim koncentracijama mogu imati sposobnost inhibicije ovih
transportera (Krchniakova i sar., 2020).

Kada TKI inhibiraju ABC transportere, njihovi supstrati se vise ne izbacuju iz ¢elije i samim
tim raste koncentracija supstrata u ¢elijama sa MDR fenotipom (Krchniakova i sar., 2020). In vitro
studije su pokazale da mnogi TKI povecavaju unutaréelijsku akumulaciju supstrata ABC transportera
rodamina 123 ili doksorubicina u rezistentnim ¢elijama (Shukla i sar., 2009; Tiwari 1 sar., 2013). TKI
koji ujedno inhibiraju i ABC transportere mogu prevazic¢i visestruku rezistenciju na lekove i u€initi
tumorske ¢elije 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 sinergisticko dejstvo u rezistentnim c¢elijama leukemije (Hiwase 1 sar., 2010).
Takode, in vivo studije u miSjem modelu su pokazale da kombinacija TKI sa tradicionalnim
hemioterapeuticima efikasnije spreava rast ksenografta tumorskih ¢elija nego pojedinac¢ni tretmani
(Kathawala 1 sar., 2014; Minocha i sar., 2012; X. Q. Zhao 1 sar., 2012). Pored toga, erlotinib, inhibitor
P-gp 1 ABCG2 transportera, povecava propustljivost pazopaniba kroz krvno-mozdanu barijeru
(Minocha i sar., 2012).
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Slika 3. Transport tirozin-kinaznih inhibitora ATP-vezujué¢im (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 ¢lan
familije Src tirozin-kinaza (engl. Src family kinase - SFK) koje reguliSu celijsku proliferaciju,
prezivljavanje, invaziju i angiogenezu (Belli 1 sar., 2020). Src je vazan regulator prenosa signala
unutar ¢elije od receptora sa povrSine ¢elijske membrane. U normalnim ¢elijama integrini aktiviraju
Src tirozin-kinazu i fokalnu adhezionu kinazu (FAK) koje formiraju dvojni kinazni kompleks koji
potom promovise Celijsku pokretljivost, progresiju i prezivljavanje (Mitra 1 Schlaepfer, 2006). Pored
toga, Src fosforiliSe tirozinske ostatke EGFR 1 tako povecava mitogeni odgovor ¢elije indukovane
epidermalnim faktorom rasta (Bagnato i sar., 2020; Z. Chen i sar., 2018). Pored toga $to Src utice na
njegovu aktivnost, sam EGFR takode moze da poveca aktivnost Src tirozin-kinaze (Goi i sar., 2000).
FAK 1 EGFR pozitivnim uticajem na aktivaciju Src tirozin-kinaze pozitivno uti¢u i na nishodne
¢lanove 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 Sto pozitivno uti¢e na prezivljavanje,
proliferaciju 1 rast Celija (Song 1 sar., 2017). Pored toga, sam aktiviran Src pozitivno utiCe na
migraciju 1 invaziju ¢elija (Wheeler 1 sar., 2009).

Src tirozin-kinaza je ¢esto nepravilno regulisana u humanim malignim tumorima, a poviSena
fosforilacija njenih tirozinskih ostataka promovise ¢elijsku transformaciju i tumorogenezu (Hsu i sar.,
2020; Jin, 2020; Sirvent i sar., 2020; Voisset i sar., 2020). PoviSena aktivnost Src tirozin-kinaze u
tumorskim c¢elijama je Cesto posledica nepravilno regulisane signalizacije tirozin-kinaznih receptora
(Cirotti 1 sar., 2020). Ovako pozitivno regulisana, tj. aktivna Src tirozin-kinaza moze dalje da
fosforiliSe Clanove signalnih puteva RTK, ¢ak i u odsustvu faktora rasta (Z. Chen i sar., 2018).
Navedene karakteristike ¢ine Src vaznom terapeutskom metom u leCenju humanih malignih tumora
(Sirvent i sar., 2015).
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Slika 4. Ushodni i nishodni Src signalni putevi koji dovode do preZivljavanja, angiogeneze, proliferacije,
migracije i invazije ¢éelija. Preuzeto i izmenjeno prema (Wheeler i sar., 2009).

Trenutno se u klinickim studijama nalazi pet ATP-kompetitivnih Src tirozin-kinaznih
inhibitora, odobrenih od strane Americke uprave za hranu i lekove za upotrebu u nekoliko razli¢itih
tipova malignih tumora, a najviSe za leCenje hematoloSkih maligniteta (Belli i1 sar., 2020). Ovi Src
inhibitori ukljucuju dasatinib, bosutinib, ponatinib, vandetanib i sarakatanib, a trenutno se ispituju na
tumorima pluca, pankreasa, debelog creva i dojke (Belli i sar., 2020).

1.3. Glioblastomi

Glioblastomi su najcesc¢i i najagresivniji maligni tumori mozga. Prema Svetskoj zdravstvenoj
organizaciji glioblastomi su okarakterisani kao tumori mozga gradusa IV. Povezani su sa veoma
loSom klinickom slikom pacijenata Cije je prosecno prezivljavanje i pored terapije oko 15 meseci
(Balca-Silva 1 sar., 2019). Glioblastomi su tumori neuroektodermalnog porekla koji nastaju od
glijskih ¢elija, astrocita ili oligodendrocita, ili njihovih manje diferenciranih prekursora (Huse i
Holland, 2010).

Prema histoloSkim osobinama i genetskim promenama glioblastomi se mogu klasifikovati u
dva tipa: primarne, koji nastaju de novo (Louis 1 sar., 2016) 1 sekundarne koji nastaju iz glioblastoma
nizeg gradusa (astrocitoma gradusa II 1 I1I 1 oligodendroglioma gradusa II 1 III) (Aldape 1 sar., 2015).
Najagresivniji su primarni glioblastomi koji poseduju neizroden gen za izocitrat-dehidrogenazu (IDH)
(Louis i sar., 2016; White i sar., 2020). Sekundarni glioblastomi poseduju mutaciju IDH1/2, povezanu
sa povecanom hipermetilacijom DNK i smanjenom agresivnos¢u tumora (Khan i sar., 2017; Louis i
sar., 2016). IDHI/2 mutacije se naj¢eS¢e rano javljaju i zbog toga su cCeS¢e u sekundarnim
glioblastomima (80%) u odnosu na primarne glioblastome (5%) (Balca-Silva i sar., 2019; Jue i
McDonald, 2016).

Glioblastome karakteriSe morfoloSka razliCitost, visok nivo genetskih mutacija, proliferacija,
invazivnost 1 migracija tumorskih c¢elija u normalno tkivo, §to dovodi do nastanka difuznih,

10



infiltriraju¢ih tumora koji ne mogu biti u potpunosti odstranjeni hirurS8kim putem (Fathi Kazerooni i
sar., 2020; Jovcevska, 2019). Invazivnost i migracija ¢elija glioblastoma u normalno mozdano tkivo,
kao 1 urodena rezistencija celija glioblastoma na terapiju su glavni razlozi $to je aktuelni pristup
lecenju i dalje neuspeSan (Ou i sar., 2020). Aktuelna terapija glioblastoma ukljucuje Stupov protokol
koji se nije menjao prethodnih 16 godina i obuhvata hirurSko odstranjivanje tumora, nakon kojeg
pacijenti primaju terapiju zraCenjem i u isto vreme hemioterapiju temozolomidom u periodu od 6
nedelja. Nakon ove terapije, pacijenti u narednih 6 do 12 meseci primaju dodatnu terapiju
temozolomidom (Stupp 1 sar., 2005). Recidivi koji se jave nakon terapije ¢esto imaju jo$ 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
lecenju.

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 Sto je
epidermalni faktor rasta. U glioblastomima je ova regulacija izgubljena i EGFR signalizacija moze
biti regulisana nezavisno od liganda. Takode, ekspresija EFGR gena moze biti uveéana zbog
umnozavanja regiona na hromozomu 7 koji ukljucuje EGFR gen, ili moze biti konstitutivno aktivna
usled specificnih mutacija. Najzastupljeniji EGFR mutant je EGFR varijanta (v) III, koja ima krnji
vancelijski 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 moze da aktivira
AKT koji pozitivno deluje na rast i prezivljavanje ¢elija glioblastoma (Balca-Silva 1 sar., 2019).
Delovanje PI3K moze biti suzbijeno aktivnoS¢u PTEN tumor supresora (Ludwig 1 Kornblum, 2017),
koji je povezan sa zaustavljanjem progresije ¢elijskog ciklusa u G; fazi 1 apoptozom koja se deSava
paralelno sa celijskom diferencijacijom (Balca-Silva i sar., 2019). Medutim, 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 1
oko 10% sekundarnih glioblastoma (Balca-Silva i sar., 2019).

Pored nepravilne regulacije EGFR, glioblastome karakteriSe i nepravilna aktivnost ostalih
RTK (Cirotti i sar., 2020). U 67,3% glioblastoma je izmenjen bar jedan tirozin-kinazni receptor i u
nekim slucajevima se heterogenost glioblastoma moze objasniti nepravilnom regulacijom dva
razli¢ita RTK (Thorne i sar., 2016). S obzirom na to da razli¢iti RTK dele nekoliko nishodnih
efektora koji u€estvuju u njihovoj signalizaciji, alternativa ciljanja EGFR u terapiji glioblastoma bi
mogla biti identifikacija nekog nishodnog ¢lana signalnih puteva koji aktiviraju RTK, a koji bi
odreagovao na terapiju.

Src tirozin-kinaza, ukljucena u nekoliko signalnih puteva nishodno od RTK, mogla bi biti
potencijalna meta ciljane terapije glioblastoma. Kao 1 u drugim tumorima, Src podsti¢e proliferaciju
¢elija glioblastoma, tako $to prima signale od membranskih proteina kao Sto su integrini i receptori
faktora rasta (Cirotti i sar., 2020). Aktivacija Src tirozin-kinaze dalje dovodi do aktivacije
RAS/MAPK 1 PI3K/AKT puteva koji podsticu prezivljavanje, proliferaciju i invaziju delija
glioblastoma (Matozaki i sar., 2021).

U glioblastomima ne postoje promene u genskoj amplifikaciji i ekspresiji iRNK Src gena, kao

ni prisustvo mutacija u genima ¢lanova SFK, ve¢ se smatra da je poviSena aktivnost Src tirozin-kinaze
posledica povisene aktivacije receptora faktora rasta i integrina na membrani ¢elija (Katoh, 2020).
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1.3.1. Invazivnost glioblastoma

Uprkos radio- i hemioterapiji koje se primenjuju nakon hirur§kog odstranjivanja glioblastoma,
vecina recidiva se javlja na mestu primarnog tumora. To se deSava zato §to maligne ¢elije, pored toga
Sto ne reaguju na terapiju, pojedinac¢no invadiraju u okolni normalni mozdani parenhim odakle ih je
nemoguce hirurski odstraniti (Chouleur i sar., 2020). Iako drugi maligni tumori Cesto metastaziraju
tako Sto se kre¢u kroz krvotok ili limfni sistem, glioblastomi retko metastaziraju u druge organe. Oni
aktivno migriraju kroz perivaskularni prostor koji okruzuje krvne sudove i1 prostor izmedu neurona i
glijskih ¢elija koji gradi mozdani parenhim i traktove bele mase (Paw i sar., 2015). Da bi migrirale,
¢elije glioblastoma moraju da steknu pokretljivost 1 sposobnost razgradnje vancelijskog matriksa 1 da
ispolje fenotip maticnih ¢elija (Paw i sar., 2015).

Celije glioblastoma su primarno adherentne i vezane za susedne Celije kao §to su neuroni,
astrociti i endotelske celije, kao i vancelijski matriks (Slika 5) (Vollmann-Zwerenz i sar., 2020). Da bi
ostvarile pokretljivost, ¢elije glioblastoma takode moraju da komuniciraju sa razli¢itim
komponentama vancelijskog matriksa. Pored fizicke veze koje celije glioblastoma ostvaruju sa
vancelijskim matriksom, one s njim komuniciraju i hemijskim putem dovode¢i do reorganizacije
njegove strukture i sastava (Belousov i sar., 2019). Razgradnja vancelijskog matriksa zavisi od
proteolitickih enzima koje lue same celije glioblastoma, kao §to su matriksne metaloproteinaze.
Pokazano je da MMP-2 i MMP-9 promovisu invaziju ¢elija glioblastoma. Naime, njihova ekspresija
je povisena u glioblastomima u odnosu na normalno moZzdano tkivo i povezana je sa progresijom
tumora in vivo (Belousov i sar., 2019). MMP-2 i MMP-9 omogucavaju ¢elijama glioblastoma da se
odvoje od mikrookruzenja i povecaju pokretljivost kroz vancelijski matriks (Chouleur i sar., 2020).

Invazivne Ccelije glioblastoma postaju morfoloski polarizovane i razvijaju membranska
izboc¢enja, invadopodije, koje im omogucavaju da se kre¢u napred i tako prolaze kroz vancelijski
matriks. Tokom ovog procesa ¢elije glioblastoma menjaju svoj oblik i zapreminu radi kretanja kroz
prostore razlicitih veli¢ina u normalnom mozdanom tkivu (Cuddapah i sar., 2014). Dok migriraju
kroz mozdani parenhim celije glioblastoma menjaju i sastav svoje membrane (Picariello i sar., 2019).
Takode, ¢elije glioblastoma privlace mikrogliju i astrocite, a endotelne ¢elije luce proteaze 1 pomazu
im da povecaju svoju pokretljivost (Schiffer 1 sar., 2018). Otkriveno je i da mikrotubule imaju
znacajnu ulogu u komunikaciji ¢elija glioblastoma i njihovih susednih ¢elija, omogucéavajuéi im
dodatnu pokretljivost (Venkataramani i sar., 2019).
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Slika 5. Mehanizmi invazije ¢elija glioblastoma. Pored ¢elija glioblastoma, u proces invazije su ukljuceni i
vancelijski matriks, receptori, proteaze, solubilni faktori kao i druge éelije iz njihovog mikrookruzenja.
Preuzeto i izmenjeno prema (Vollmann-Zwerenz i sar., 2020).

Inhibicija Src tirozin-kinaze u ¢elijama glioblastoma smanjuje njihovu invazivnost (Cirotti 1
sar., 2020). U in vitro studijama je pokazna uloga Src tirozin-kinaze u formiranju invadopodija koje
razgraduju vancelijski matriks 1 na taj nacin omogucavaju kretanje tumorskih ¢elija. Inhibicija Src
tirozin-kinaze dovodi do gubitka aktina u invadopodijama i njihove smanjene aktivnosti (Cirotti i sar.,
2020). Da bi ¢elije glioblastoma invadirale u normalno tkivo nije dovoljna samo povecana aktivnost
Src tirozin-kinaze u ovim c¢elijama. Naime, pokazano je da Src signalizacija u normalnom tkivu tj.
tumorskom mikrookruzenju pomaze invazivnost ¢elija glioblastoma u normalno mozdano tkivo
(Lund i sar., 2006).

Za pojavu invazivnosti su odgovorne i maticne Celije glioblastoma. Ove celije su visestruko
potentne i poseduju kapacitet iniciranja i samoobnavljanja tumora (Suva i Tirosh, 2020). Maticne
¢elije glioblastoma takode poseduju veci invazivni potencijal od diferenciranih ¢elija glioblastoma, a
u njihov invazivni fenotip su ukljuCeni unutarcelijski 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 uzro¢nika neefikasne terapije glioblastoma (Ou i sar.,
2020). Celije glioblastoma su rezistentne na veliki broj hemioterapeutika ukljuéujuéi temozolomid,
paklitaksel, karboplatin, etoposid, vinkristin i irinotekan (Jiang i sar., 2014). Celije glioblastoma
mogu da razviju rezistentan fenotip kao odgovor na terapiju ili mogu da poseduju urodenu
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rezistenciju. U oba slucaja izmenjena ekspresija gena koja dovodi do pojave visestruke rezistencije na
lekove je povezana sa smanjenim odgovorom tumorskih ¢elija na terapiju (Ou i sar., 2020).

Nastanak i1 razvoj glioblastoma utice na integritet KMB, ali i pored toga pacijenti sa
glioblastomom poseduju intaktne delove KMB koji onemoguc¢avaju anti-tumorskim lekovima da
dopru do tumorskih ¢elija (Da Ros i sar., 2018). U intaktnim delovima, KMB onemogucava difuziju
98% malih molekula $to je omoguceno prisustvom tesne veze endotelskih ¢elija kapilara i radom
ABC transportera (Sweeney 1 sar., 2019). Kao posledica povecane ekspresije ABC transportera koja
dovodi do MDR fenotipa, anti-tumorski lekovi ne dopiru do celija glioblastoma u dovoljnim
koncentracijama da bi ispoljili svoju efikasnost (Da Ros 1 sar., 2018). MDR fenotip uzrokovan
prekomernom ekspresijom P-glikoproteina je jedan od glavnih razloga za neuspeh u lecenju
glioblastoma (Bukowski i sar., 2020). Dalji napredak u terapiji glioblastoma trebalo bi omoguci
uspesniji nacin isporuke terapeutskih agenasa kroz KMB do tumorskih ¢elija.

Heterogenost samih glioblastoma, ali i1 razli¢itost tumorskog mikrookruzenja sa kojim oni
uspostavljaju kompleksnu komunikaciju, igra jednu od glavnih uloga u malignitetu, invazivnosti, kao
1 neuspehu terapije (Da Ros 1 sar.,, 2018). Rezistentnom fenotipu glioblastoma doprinosi
mikrookruzenje koje se sastoji od stromalnih, endotelskih 1 ¢elija imunskog sistema, kao i citokina 1
faktora rasta, koji dovode do specifi¢nih uslova kao §to su hipoksija ili zakiSeljavanje sredine (De
Vleeschouwer 1 Bergers, 2017; Seano, 2018). Interakcija tumorskih Celija sa glijskim celijama je
takode povezana sa rezistentnim fenotipom glioblastoma (G. Li i sar., 2017).

Pored toga Sto su ukljucene u invaziju i migraciju, mati¢ne celije glioblastoma su takode
odgovorne za radio- i hemiorezistenciju (Seano, 2018; Uribe i sar., 2017). Tumorsko mikrookruzenje
komunicira sa mati¢nim ¢elijama glioblastoma 1 stimuliSe njihov uticaj na razvoj, progresiju i
rezistentan fenotip tumora (Prager i sar., 2020). Zbog toga Sto su izuzetno rezistentne na terapiju,
maticne ¢elije glioblastoma su jo$ jedan bitan uzro¢nik javljanja recidiva.

1.4. Terapija glioblastoma

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

Bevacizumab deluje tako Sto se selektivno vezuje za VEGF u cirkulaciji, ¢ime inhibira
vezivanje VEGF za njegove receptore na celijskoj povrSini. Usled toga je inhibiran nastanak krvnih
sudova tumora, Sto ogranicava snabdevanje krvlju tumorskih tkiva (Kazazi-Hyseni i sar., 2010).
Karmustin se vezuje za molekule DNK i RNK, $to onemoguéava njihovu replikaciju odnosno,
transkripciju, kao i sintezu proteina (Xiao i sar., 2020). Ovaj terapeutik se takode vezuje za i
modifikuje glutation-reduktazu §to dovodi do ¢elijske smrti. Temozolimid je alkiliraju¢i agens koji
izaziva citotoksi¢nost, tako §to indukuje formiranje O°-metilguanina (O6MeG) koji uzrokuje
dvolancane prekide tokom replikacije DNK, zaustavljanje celijskog ciklusa u Go/M fazi 1 apoptozu
(Strobel i sar., 2019).

Stupov protokol je trenutno najzastupljeniji vid leCenja glioblastoma (Stupp i sar., 2005), ali
zbog urodene rezistencije glioblastoma na temozolomid vrlo Cesto se javljaju recidivi (Ou 1 sar.,
2020). Jedan od prvih otkrivenih mehanizama rezistencije glioblastoma na temozolomid je poviSena
aktivnost enzima za popravku DNK, O6MeG-DNK metiltransferaze (engl. O6 methylguanine-DNA
methyltransferase). Ovaj enzim uklanja metil grupu sa DNK i tako omoguéava popravku ostecenja
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DNK i njenu dalju replikaciju u ¢elijama glioblastoma (Butler i sar., 2020). Dalje studije su ukazale i
na druge mehanizme popravke DNK ¢elija glioblastoma koji dovode do rezistencije na temozolomid
kao S$to su deficijencija enzima za popravku DNK MSH6 kao i smanjena regulacija MLH1 i PMS2
(Stark i sar., 2015).

Jo$ jedan mehanizam koji utie na rezistenciju glioblastoma na temozolomid ukljucuje dugu
nekodiraju¢u RNK, SNHG12, ¢ija je ekspresija poviSena u rezistentnim glioblastomima (Chang i sar.,
2017). SNHG12 vezuje mikroRNK miR-129-5p, povecavajuci ekspresiju MAPK1 i E2F7, §to suzbija
apoptozu 1 pospeSuje Celijsku proliferaciju 1 razvoj rezistencije na temozolomid u celijama
glioblastoma. Pored toga, pokazano je da utiSavanje ekspresije SNHGI12 povecava osetljivost
rezistentnih glioblastoma na temozolomid (Chang i sar., 2017; Lu i sar., 2020).

Studije su pokazale i da je NF-kB signalizacija uklju¢ena u hemiorezistenciju glioblastoma, pri
¢emu je ovaj signalni faktor povezan sa rezistencijom na temozolomid pre svega zbog uloge u
spreCavanju apoptoze (Kapoor 1 sar., 2004). Pored toga je pokazano da celije tumorskog
mikrookruzenja rezistentnih glioblastoma sekretuju faktor nekroze tumora TNFa (engl. tumor
necrosis factor o) koji dodatno dovodi do hemio- i radiorezistencije ¢elija glioblastoma (Huang i sar.,
2019).

Posle hirurSkog odstranjivanja tumora, uz adjuvantnu radioterapiju primenjenu zajedno sa
temozolomidom, jo$ jedan vid aktuelne terapije predstavlja leCenje naizmeni¢nm elektricnim poljem
(engl. tumor-treating fields - TTFields) (Lukas i sar., 2019). TTFields terapija podrazumeva primenu
naizmenicnog elektriénog polja niskog intenziteta koje uzrokuje poremecaje u mitozi $to dovodi do
zaustavljanja ¢elijskog ciklusa, aneuploidije 1 apoptoze (Lukas i sar., 2019).

1.4.1. Novi terapeutski pristupi u leCenju glioblastoma

Ciljana terapija predstavlja novi pristup i standard u le¢enju malignih tumora, ukljucujuéi i
glioblastome. Ciljana terapija glioblastoma otvara nove mogucnosti u lecenju ukoliko se primenjuje
samostalno, ali i u kombinaciji sa tradicionalnim hemioterapeuticima. Mnoge studije su pokazale
sinergisticko dejstvo dva razli¢ita leka u odnosu na pojedinacne tretmane. Kombinacija ciljane
terapije sa tradicionalnim hemioterapeutikom ili drugim agensom koji ima moguénost inhibicije dve
ili viSe meta u jednom ili viSe komplementarnih signalnih puteva moze da poboljsa efikasnost terapije
(Y. T. Lee i sar., 2018). Brz razvoj novih tehnologija i molekularne medicine omogucava otkrivanje i
predvidanje bioloSkih markera cak i za heterogene malignitete kao §to su glioblastomi. To pruza
mogucénost predvidanja molekularnih meta na individualnom nivou za svakog pacijenta.

Ipak, heterogenost glioblastoma predstavlja jedan od najveéih izazova u njihovom lecenju.
Tumorska heterogenost dovodi do razvoja razliitih populacija ¢elija sa razli¢itim genomom u okviru
samog tumora Sto moze dovesti do slabog klinickog odgovora usled selektivnog pritiska tokom
terapije (Y. T. Lee i sar., 2018). Zbog toga, dobro predvidanje prognostickih markera unutartumorske
heterogenosti 1 identifikacija novih terapeutskih meta predstavlja osnovni cilj u razvoju lekova koji
ciljaju i rezistentne tumorske ¢elije (Dagogo-Jack i Shaw, 2018).

Poslednjih godina su se intenzivirala preklinicka, ali i klinicka ispitivanja sa ciljem
poboljSanja terapije glioblastoma. U periodu od 2017. do 2019. godine klinicke studije u terapiji
glioblastoma obuhvatale su 17 malih molekula, samostalno i u kombinaciji sa drugim malim
molekulima ili tradicionalnim hemioterapeuticima (Rajaratnam i sar., 2020). Medutim, nijedan od
ovih pristupa nije dao zadovoljavajuce rezultate. Tirozin-kinazni inhibitori su do sada pokazali slabu
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efikasnost u klini¢kim istrazivanjima usled rezistencije na lekove, agresivne prirode i heterogenosti
glioblastoma (G. Kim i Ko, 2020). Trenutno se u klini¢kim studijama u terapiji glioblastoma (i
primarnih tumora i recidiva) nalazi 43 jedinjenja od kojih veéina predstavlja male molekule, tirozin-
kinazne inhibitore ukljucujuéi alektinib, lafatinib, levnotinib, tesevatinib i pazopanib (Rajaratnam 1
sar., 2020). U fazi II klini¢ke studije nalazi se 28 inhibitora.

1.4.2. Src tirozin-kinazni inhibitori u leCenju glioblastoma

Kao §to je ve¢ pomenuto, Src tirozin-kinaza ucestvuje i interaguje sa signalnim putevima
uklju¢enim u prezivljavanje, proliferaciju, invazivnost i interakciju Ccelija glioblastoma sa
vancelijskim matriksom (Calgani i sar., 2016). Takode, Src tirozin-kinaza pomaZze odrzavanje
mikrookruZenja celija glioblastoma pogodnog za progresiju tumora (Cirotti 1 sar., 2020; S. T. Liu 1
sar., 2013). Stoga, ciljanje Src tirozin-kinaze predstavlja perspektivnu strategiju u terapiji
glioblastoma.

Vecina Src tirozin-kinaznih inhibitora vezuje se za ATP-vezuju¢e mesto na kinazi (Cirotti 1
sar., 2020). Ovo mesto vezivanja je strogo konzervirano medu kinazama i zbog toga moze biti
potencijalni uzrok ukrStene reaktivnosti (Roskoski, 2020). Src tirozin-kinazni inhibitori mogu biti
razli¢ito selektivni kada je u pitanju njihova primena u klinickoj praksi (Sen i Johnson, 2011). Na
primer, mali molekuli odobreni od FDA, kao $to su dasatinib, bosutinib, sarakatinib i ponatinib su
nasli primenu samo u terapiji hematoloskih tumora, jer nisu dali dobre rezultate u terapiji solidnih
tumora, posebno glioblastoma (Roskoski, 2020). Trenutna istraZivanja su fokusirana na dizajniranje 1
razvoj novih inhibitora Src tirozin-kinaza, koji mogu da produ kroz KMB, ali nisu supstrati ABC
transportera, niti ih inhibiraju, Sto im omogucava primenu sa tradicionalnim hemioterapeuticima koji
nisu uspesni u terapiji glioblastoma zbog svojih nepovoljnih farmako-kinetickih svojstava.

Poslednjih godina ispitani su mnogi mali molekuli, a neki su selektovani kao dobri kandidati
za inhibiciju Src tirozin-kinaze 1 ostalih ¢lanova SFK (Rivera-Torres 1 San Jos¢, 2019). Medu njima je
bio i dasatinib, koji je pored znacajnog potencijala za inhibiciju BCR-ABL kompleksa (Hotinkova i
sar., 2019), pokazao i sposobnost inhibicije jo§ 30 razli¢itih kinaza, ukljucujuci i Src tirozin-kinazu
(Martellucci i sar., 2020). Iz tog razloga je primena dasatiniba u terapiji glioblastoma delovala
obecavajuce u cilju inhibiranja signalizacije posredovane tirozin-kinazama i povecanja osetljivosti
¢elija glioblastoma na standardnu hemioterapiju (Cirotti i sar., 2020). In vitro 1 in vivo studije su
pokazale da dasatinib inhibicijom aktivnosti Src tirozin-kinaze uti¢e na migraciju, proliferaciju 1
morfologiju ¢elija glioblastoma (Fathi Kazerooni i sar., 2020; Han i sar., 2014). Takode je pokazano
da dasatinib u kombinaciji sa temozolomidom dovodi do autofagije u ¢elijama glioblastoma i na taj
nacin povecava njihovu osetljivost na temozolomid (Milano i sar., 2009). Pored toga, u misijem
modelu je pokazano da primena dasatiniba uz bevacizumab znacajno smanjuje invaziju inokulisanih
¢elija glioblastoma rezistentnih na temozolomid (Ou i sar., 2020). Ipak, pored pozitivnih rezultata iz
preklini¢kih ispitivanja, faza II klinicke studije NCT00892177 nije pokazala uspeh zajednickog
tretmana dasatiniba 1 bevacizumaba kod pacijenata sa recidivom glioblastoma. Rezultati ove studije
su pokazali da kombinacija ova dva inhibitora nije poboljsala ishod terapije u odnosu na samostalno
primenjen bevacizumab (Galanis i sar., 2019). Pored toga, faza II klinicke studije NCT00423735 je
pokazala slabu efikasnost dasatiniba u terapiji pacijenata sa recidivom glioblastoma (Lassman 1 sar.,
2015; Schiff i Sarkaria, 2015). Osnovni razlozi neefikasnosti primene dasatiniba u terapiji
glioblastoma su njegovo aktivno izbacivanje membranskim transporterima i nemogucénost prolaska
kroz KMB i dopremanja do tumorskih ¢elija (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 ¢lanove SFK, medu
kojima je i Src. Preko delovanja na Src signalni put, ovaj inhibitor utie na proliferaciju i migraciju
¢elija glioblastoma (Park i sar., 2018). PP2 povecava osetljivost U257 i T98G celija glioblastomana
radioterapiju tako $to smanjuje lu¢enje matriksne metaloproteinaze MMP-2 (Eom 1i sar., 2016). Pored
toga, kombinacija PP2 sa standardnom terapijom glioblastoma (radioterapijom i temozolomidom)
inhibira rast tumora u imunodeficijentnom misijem modelu (Eom i sar., 2016).

SI221 je derivat pirazolo[3,4-d]pirimidina i inhibitor ¢lanova SFK koji smanjuje celijsku
migraciju 1 uzrokuje celijsku smrt kod glioblastoma. Znaajna citotoksi¢nost, bolja metabolicka
stabilnost 1 mogucnost 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
¢elija glioblastoma (Touat i sar., 2017). Pored toga, pokazano je da ovaj inhibitor povecava osetljivost
¢elija glioblastomana radioterapiju in vitro i in vivo, inhibiraju¢i fosforilaciju AKT kinaze i
indukuju¢i apoptozu (Cirotti i sar., 2020).

Panatinib je odobren od strane FDA 2012. godine kao inhibitor tre¢e generacije, koji cilja
BCR-ABLI1, Src, EGFR, PDGFR, FGFR i VEGFR (Cirotti i sar., 2020). Ipak, panatinib je naredne
godine privremeno povucen iz klinickih ispitivanja zbog nezeljenih dejstava (Miller i sar., 2014). In
vitro, panatinib je znacajno smanjio vijabilnost, migraciju i invaziju U87 ¢elija glioblastoma. Pored
toga, uzrokovao je apoptozu ovih ¢elija in vitro, kao 1 smanjenje rasta tumora in vivo (Laramy 1 sar.,
2017).

Bosutinib (SKI-606) pripada tre¢oj generaciji tirozin-kinaznih inhibitora i cilja Src tirozin-
kinazu 1 onkogen ABL1. Medutim, u fazi II klinickih ispitivanja bosutinib, primenjen samostalno,
nije pokazao izrazitu efikasnost kod pacijenata sa recidivom glioblastoma (Taylor i sar., 2015). Lo§
uspeh terapije bosutinibom nije poznat, ali je moguce da je povezan sa statusom aktivacije Src tirozin-
kinaze ovih pacijenata ili slabim dopremanjem ovog leka do tumora, §to predstavlja najvec¢i 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 ¢celijama in vitro (Taylor i sar., 2015). Takode, krizotinib u niskim
koncentracijama povecava osetljivost rezistentnih ¢elija tako Sto inhibira aktivnost P-gp transportera
(G. Kim 1 Ko, 2020) i smanjuje rezistenciju glioblastoma na dasatinib dovode¢i do apoptoze nakon
kombinovanog tretmana (Nehoff i sar., 2015).

1.4.2.1. Src tirozin-kinazni inhibitori Si3006 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-vezuju¢e mesto na SFK, $to dovodi do inhibicije njihove
fosfotransferazne aktivnosti (Schenone i sar., 2014).

Derivati pirazolo[3,4-d]pirimidina su pokazali anti-tumorsku aktivnost u nekoliko ¢elijskih
linija, ukljucujuci Celije 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 $titaste zlezde (Morisi i sar., 2007), leukemije (Radi i sar.,
2013) i Burkitovog limfoma (Cozzi i sar., 2012). Efikasnost ovih pirimidinskih derivata potvrdena je

.....

(Vignaroli i sar., 2017) in vivo.

Zbog svoje lipofilne prirode pirazolo[3,4-d]pirimidini su slabo rastvorljivi u vodi, $to moze
nepovoljno da utiCe na njihovu biolosku aktivnost i farmakokineticke parametre (apsorpciju,
distribuciju, metabolizam 1 eliminaciju), 1 da uzrokuje prekid u daljem razvoju ovih supstanci kao
potencijalnih terapeutika u leCenju glioblastoma (Dreassi i sar., 2010; Radi i sar., 2012). Zato su pored
optimizacije bioloSke aktivnosti i farmakokinetickih svojstava derivata pirazolo[3,4-d]pirimidina,
paralelno razvijani 1 njihovi prolekovi, kao potencijalni terapeutici. Prolekovi su hemijski
modifikovane neaktivne verzije farmakoloski aktivnih lekova koje kada produ in vivo transformaciju
(enzimskim 1/ili hemijskim reakcijama), prelaze u aktivan lek (Huttunen i sar., 2011; Rautio i sar.,
2008). Prolekovi imaju vecéu rastvorljivost u vodi u odnosu na lek, $to poboljSava njihova
farmakokineticka svojstva 1 bio-raspolozivost aktivnog leka in vivo (Greco i sar., 2020; Tintori i sar.,
2015; Vignaroli i sar., 2017).

HN/@Br \U\I\/\OiNQBr
@\/\;rQ@ wm@
cl

Si306 pro-Si306

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

U ovoj doktorskoj studiji ispitivani su mali molekuli 1 derivati pirazolo[3,4-d]pirimidina,
Si306 1 njegov prolek pro-Si306 (Slika 6). Si306 1 pro-Si306 su ATP-kompetitivni inhibitori Src
tirozin-kinaze 1 drugih ¢lanova SFK (Schenone i sar., 2014). Pokazano je da Si306, u nanomolarnim
koncentracijama, inhibira aktivnost izolovane Src tirozin-kinaze (Calgani i1 sar., 2016). Takode,
prethodna istrazivanja pokazala su da kod imunokompromitovanih miSeva, kombinacija Si306 i
radioterapije znacajno smanjuje veli¢inu tumora poreklom od inokulisanih U87 ¢elija glioblastoma u
odnosu na kontrolu i pojedinacan tretman (Vignaroli i sar., 2017). Pored toga, pokazano je da je
koncentracija Si306 u mozgu, nakon njegovog intraperitonealnog ubrizgavanja, znacajno veca i nakon
24 h. Oralni tretman Si306 produzava prezivljavanje miseva sa ortotopskim U87 ksenograftima za
30% (Vignaroli i sar., 2017), sto je dodatno potvrdilo efikasnost dopremanja Si306 do mozga. Prolek
pro-Si306 je sintetisan radi poboljSanja farmakoloSkih svojstava parentalne supstance (Slika 6).
Pokazano je da se procesom hidrolize u plazmi pro-Si306 prevodi u Si306 (Vignaroli i sar., 2017). U
poredenju sa Si306, pro-Si306 je ispoljio bolju rastvorljivost i efikasnost u ortotopskom modelu
glioblastoma (Vignaroli 1 sar., 2017). Da bi se ispitala bezbednost Si306 in vivo, na miSevima je
sprovedena studija toksi¢nosti uz intravensku primenu supstance (Fallacara i sar., 2019). Sve zivotinje
su dobro podnele ¢ak 1 visoke doze Si306 (100 mg/kg) i primena ovog inhibitora nije uzrokovala
smrtni ishod nijedne Zivotinje niti dovela do promena u njthovom ponasanju. Takode, mikroskopska
analiza nije otkrila promene u strukturi glavnih metabolickih tkiva, §to ukazuje na dobru toleranciju i
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odsustvo akutne toksi¢nosti Si306. Kada su u pitanju istrazivanja na primarnim celijama
glioblastoma, pokazano je da Si306 dovodi do apoptotske smrti u ¢elijama poreklom iz invazivnog
regiona i jezgra glioblastoma pacijenata (Greco i sar., 2020). Na kraju, skorasnja studija je pokazala
da Si306 i pro-Si306 imaju znacajan pro-oksidativni potencijal u primarnim ¢elijama glioblastoma
(Kosti¢ 1 sar., 2021). Ovi inhibitori Src tirozin-kinaza su povecali nivo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i
ekspresiju antioksidativnih enzima, §to je bilo praceno dvolancanim prekidima DNK i nekrozom
(Kosti¢ i sar., 2021).
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2. CILJEVI

U skladu sa predstavljenim literaturnim podacima i potrebom da se ispitaju novi terapeutski

pristupi u le¢enju glioblastoma, postavljeni su sledeci ciljevi za ¢ije postizanje su koriS¢eni razliciti
modeli (komercijalna humana ¢elijska linija glioblastoma U87, njena viSestruko-rezistentna varijanta
U87-TxR, primarne celije glioblastoma poreklom od pacijenata GBM-4, GBM-5 i GBM-6, kao i1
ksenograft model U87 ¢elija u embrionima zebrica Danio rerio).

Glavni cilj ove doktorske disertacije je da se ispita potencijal Src tirozin-kinaznih inhibitora,

Si306 1 pro-Si306, za smanjenje invazivnosti i rezistencije ¢elija glioblastoma.

Za ispunjenje glavnog cilja disertacije definisani su specificni ciljevi:

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

2) Uspostavljanje ksenografta U87 ¢elija u embrionima zebrica (inokulacijom U87 ¢elija u
zumancanu kesu embriona) radi pracenja invazivnog potencijala celija glioblastoma

3) Uporedivanje efekata Si306, pro-Si306, dasatiniba (referentni Src tirozin-kinazni
inhibitor) 1 temozolomida (aktuelni hemioterapeutik za leCenje glioblastoma) na
vijabilnost ¢elija glioblastoma (U87, U87-TxR, GBM-4, GBM-5 i GBM-6) primenom
MTT testa

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

5) Ispitivanje dejstva Si306 i pro-Si306 na invazivni potencijal in vivo (U87 ksenograft u
embrionima zebrica) pra¢enjem rasejavanja fluorescentno obelezenih U87 ¢elija u organe
embriona zebrica na fluorescentnom mikroskopu

6) Uporedivanje efekata Si306, pro-Si306 i1 dasatiniba na ekspresiju i aktivnost proteina Src
signalnog puta ¢elija glioblastoma (U87 i U87-TxR) metodom ,,Western blot* (engl.)

7) Ispitivanje efekta Si306 i1 pro-Si306 na ekspresiju i1 aktivnost Src tirozin-kinaze u
primarnim celijama glioblastoma (GBM-4, GBM-5 1 GBM-6) metodom imunobojenja 1
analize na proto¢nom citofluorimetru

8) Utvrdivanje dejstva Si306, pro-Si306 i dasatiniba na aktivnost P-glikoproteina u
viSestruko-rezistentnoj U87-TxR ¢elijskoj liniji pomocéu akumulacije fluorescentnog
supstrata P-glikoproteina — rodamina 123 i analize na proto¢nom citofluorimetru

9) Ispitivanje dejstva Si306, pro-Si306 i1 dasatiniba na ekspresiju P-glikoproteina u

viSestruko-rezistentnoj U87-TxR ¢elijskoj liniji metodom imunobojenja i analize na
protoc¢nom citofluorimetru
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10) Uporedivanje efikasnosti inhibicije P-glikoproteina kod U87-TxR ¢elija ispitivanjem
dozno-zavisnog efekta Si306, pro-Si306, deks-verapamila (predstavnik druge generacije
inhibitora P-glikoproteina) i tarikvidara (predstavnik tre¢e generacije inhibitora P-

glikoproteina)

11) Ispitivanje potencijala Si306 i pro-Si306 za reverziju rezistencije na paklitaksel kod
US87-TxR ¢elija
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3. MATERIJAL 1 METODE
3.1. Lekovi i farmakoloski inhibitori

U ovoj studiji su kori§¢eni tirozin-kinazni inhibitori, derivati pirazolo[3,4-d]pirimidina, Si306
1 njegov prolek pro-Si306. Ova jedinjenja su dobijena na poklon ljubaznos¢u dr Silvie Schenone sa
Odeljenja za Farmaciju, Univerziteta u BDPenovi u Italiji, gde su jedinjena sintetisana i opisana
(Vignaroli 1 sar., 2017). Dasatinib, paklitaksel, tarikvidar i deks-verapamil su kupljeni od Sigma-
AldrichChemie GmbG, Nemacka. Sve supstance sem paklitaksela 1 deks-verapamila su rastvorene u
dimetilsufoksidu (DMSO). Si306, pro-Si306 i1 dasatinib su rastvoreni u koncentraciji od 20 mM 1
njihovi alikvoti su ¢uvani na sobnoj temperaturi. Alikvoti tarikvidara od 10 uM su ¢uvani na -20 °C.
Alikvoti paklitaksela su Cuvani na -20 °C u apsolutnom etanolu (I mM), dok je rastvor deks-
verapamila u sterilnoj vodi cuvan na sobnoj temperaturi. Pre tretmana, sve supstance sem paklitaksela
1 deks-verapamila su razblazene u sterilnom fosfatnom puferu (PBS) do Zeljene koncentracije. Deks-
verapamil i paklitaksel su pre tretmana razblazeni u sterilnoj vodi.

3.2. Hemikalije i reagensi

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

3.3. Celijske linije

U87 ¢elijska linija humanog glioblastoma je kupljena od American Type Culture Collection
(ATCC, SAD). U87-TxR, visestruko-rezistentna ¢elijska linija humanog glioblastoma je selektovana
od U87 ¢elija nakon kontinuiranog izlaganja Celija rastu¢im koncentracijama paklitaksela (Podolski-
Renic i sar., 2011). Obe ¢elijske linije su gajene u MEM medijumu uz dodatak 10% FBS, 2 mM L-
glutamina, 10000 U/mL penicilina i 10 mg/mL streptomicina. Celije su gajene u inkubatoru (Sanyo
Instruments, Japan) na 37 °C u vlaznoj atmosferi (90%) sa 5% CO,. Pasaza ¢elija je vrSena jednom
nedeljno do dostizanja 80-90% konfluentnosti u flaskovima povr§ine 25 i 75 cm® (Sarstedt,
Nemacka). Nakon tripsinizacije, ¢elije su brojane pomoc¢u hemocitometra na invertnom svetlosnom
mikroskopu (Leica, Nemacka), nakon €ega su zasejavane u svezem medijumu u nove flaskove u
gustini od 8 000 éelija/cm®.

3.4. Odredivanje broja celija

Tacan broj ¢elija odredivan je bojenjem tripan plavim (engl. trypan blue, TB) (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Nemacka). TB ne prodire u unutraS$njost zivih ¢elija sa neoSteCenom celijskom
membranom, te one ostaju neobojene. TB prodire u mrtve i oStecene celije, koje se boje plavom
bojom i na taj nacin se mogu razlikovati od zivih ¢elija. Brojanje ¢elija je vrSeno pod svetlosnim
mikroskopom na hemocitometru. Za brojanje ¢elija je koris¢en 1:1 odnos razblazenja 0,4% TB
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rastvora u 1 x PBS puferu i ¢elija u medijumu. Da bi TB obojio mrtve celije, ¢elije su ostavljane u
rastvoru sa bojom 5 min. Nakon toga je po 10 pL obojene ¢elijske suspenzije naneto pipetom u obe
komorice hemocitometra. Celije su brojane u 5 polja u svakoj komorici hemocitometra. Nakon
brojanja, ukupan broj Zivih ¢elija je racunat po slede¢em obrascu: ukupan broj Zivih ¢elija/mL =
prose&an broj zivih ¢elija po kvadratu komorice x razblaZenje éelija x 10*, gde je 10* faktor komorice.

3.5. Uzorci tkiva

Uzorci tkiva pacijenata sa glioblastomom gradusa IV, koji definiSe Svetska zdravstvena
organizacija, sakupljani su od aprila 2018. do maja 2019. godine na Klinici za neurohirurgiju
Klini¢kog centra Srbije. Histoloski gradus uzoraka ustanovljen je histopatoloSkom analizom. Uzorci
su sakupljani 1 koriS¢eni u ovoj studiji nakon Sto je dobijen informisani pristanak pacijenata i
odobrenje Etickog odbora Klinickog centra Srbije (broj reSenja: 586/4), u skladu sa etickim
standardima Helsinske deklaracije iz 1964. godine.

3.6. Uspostavljanje primarnih ¢elijskih kultura glioblastoma

Uzorci tkiva su sakupljani tokom operacija i obradeni odmah nakon sakupljanja. Tkivo je prvo
usitnjeno hirurS§kim nozem u Petri $olji u sterilnim uslovima. Usitnjeno tkivo je prekrivano Accumax
rastvorom (1-2 mL) na 15 min radi hemijskog razbijanja tkiva na celije, pri cemu je dodatno
usitnjavano hiruskim nozem i blago muckano u rastvoru. Nakon disocijacije, tkivo je centrifugirano
da bi se odstranio Accumax rastvor. Celije su zatim prebacene u flaskove povrsine 25 cm?®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 1 25 pg/mL antimikotika amfotericina B. Medijum je dodatno obogacen
faktorima rasta B-27 (20 uL/mL), EGF (40 ng/mL) i bFGF (20 ng/mL). Komadi¢i tkiva i pojedinacne
¢elije su kultivisani u inkubatoru na 37 °C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO,, a medijum je promenjen 48
h kasnije posto je utvrdeno da su se éelije zalepile za donju povrsinu flaska. Celije zalepljene za
podlogu flaska su gajene do 80-90% konfluentnosti pre daljih studija. Celije su prosle kroz mali broj
pasaza da bi se sprecile genetske i epigenetske promene u ¢elijama i ocuvale karakteristike primarnih
kultura bliske originalnim tumorima in vivo (Vogel i sar., 2005), Sto je presudno da se osigura
translacioni potencijal rezultata dobijenih u primarnim kulturama (Ledur i sar., 2017).

3.7. Imunocitohemijska analiza primarnih ¢elijskih kultura glioblastoma

Nakon uspostavljanja primarnih ¢elijskih kultura glioblastoma, 25 000 ¢elija po komorici je
sejano na adherentne ploce sa 4 komorice (Nunc, Nalgene, Danska) u 500 u. DMEM/F12 medijuma
sa dodatim suplementima. Nakon 24 h, celije 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 nespecifi¢énih mesta za vezivanje antitela. Da bi se potvrdilo da su ¢elije
izolovane i umnoZzene iz posle-operativnih uzoraka zaista ¢elije glioblastoma, ¢elije su inkubirane sa
primarnim monoklonskim misjim antitelom za vimentin (DAKO, SAD) i poliklonskim ze¢jim
antitelom za GFAP (DAKO, SAD) razblazenja 1:500, preko no¢i na 4 °C. Nakon ispiranja primarnog
antitela PBS puferom, fluorescentno obelezena sekundarna antitela, kozje anti-misje Alexa Fluor 488
IgG (H+L) (Cell Signaling Technology, SAD) i kozje anti-zec¢je Alexa Fluor 555 IgG (H+L) (Cell
Signaling Technology, SAD) su dodata ¢elijama u razblazenju 1:1 000 u 0,5% BSA u PBS puferu 1 h
na sobnoj temperaturi. Celije su takode 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, Nemacka) u glicerolu 1 pokrivene pokrovnim staklom za
mikroskopiranje. Celije su vizualizovane na invertnom fluorescentnom mikroskopu Zeiss Axiovert
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(Carl Zeiss Foundation, Nemacka), i slikane pomoéu AxioVision 4.8 softvera. Celijske kulture kod
kojih je utvrdena ekspresija oba proteina, Sto odgovara fenotipskim karakteristikama glioblastoma, su
smatrane celijskim kulturama glioblastoma. Uspostavljene primarne celijske kulture nazvane su
GBM-4, GBM-5 i GBM-6.

3.8. MTT test vijabilnosti Celija

MTT testom vijabilnosti ¢elija su ispitivani efekti inhibitora Si306 i1 pro-Si306, kao i
dasatiniba i paklitaksela na ¢elijsku vijabilnost. Ovu metodu je prvi opisao Tim Mosmann (Mosmann,
1983) i ona predstavlja kalorimetrijski test zasnovan na sposobnosti vijabilnih ¢elija da u svojim
mitohondrijama redukuju tetrazolijumovu so zute boje (MTT) u formazan ljubicaste boje (Berridge 1
sar., 2005). Nakon ove reakcije potrebno je rastvoriti kristale formazana u DMSO i izmeriti
apsorbancu na 540 nm pomoc¢ cCitaca mikrotitar ploca. Izmerena apsorbanca se nakon toga koreliSe sa
brojem vijabilnih ¢elija.

MTT test je raden na sledeci nacin:

1. Posle perioda predvidenog za tretman celija, u mikrotitar plo¢e sa 96 bunarica
(Sarstedt, Nemacka) je sipano po 100 uL. MTT rastvora u odgovaraju¢em medijumu
finalnog razblazenja 2 mg/mL.

2. Nakon toga su ¢elije inkubirane 3 h na temperaturi od 37° C u vlaznoj atmosferi sa
5% COa,, da bi se omogucilo stvaranje formazana u vijabilnim ¢elijama.

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

4. Potom je odredivana apsorbanca pomocu ¢itata mikrotitar ploca (LKB 5060-006

Micro Plate Reader, Austrija) na talasnoj duzini 540 nm, sa korekcijom na 670 nm.

Na osnovu dobijenih vrednosti apsorbance odredena je ICsy vrednost, kao
koncentracija ispitivane supstance pri kojoj se detektuje 50% inhibicije ¢elijskog rasta. ICs
vrednosti supstanci su izracunate nelinearnom regresionom analizom u GraphPad Prism 6.0
softveru (GraphPad Software, SAD). Testovi vijabilnosti su radeni u triplikatu. Efekat
tretmana je poreden sa netretiranim kontrolnim uzorkom, koji je arbitrarno definisan kao
100%.

3.8.1. Pojedinacni i kombinovani tretmani cCelija

Za test vijabilnosti, U87 1 U87-TxR ¢elije, kao i primarne ¢elije glioblastoma GBM-4, GBM-5
1 GBM-6 su zasejavane u mikrotitar plo¢e sa 96 bunari¢a (Sarstedt, Nemacka) u gustini od 4 000
éelija po bunariéu u 100 pL odgovarajuc¢eg medijuma. Celije su zasejavane 24 h pre tretmana radi
adaptacije. Da bi se ispitao jednokratni efekat Si306 inhibitora i pro-Si306 na celijsku vijabilnost,
¢elije su podvrgnute tretmanu od 72 h. Poredenja radi, analizirana je i osetljivost ¢elija na klinicki
odobren Src tirozin-kinazni inhibitor dasatinib. Inhibitori Si306, pro-Si306 i dasatinib su primenjeni u
rastu¢im koncentracijama (1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM 1 25 uM). Takode, analizirana je i osetljivost
¢elija na aktuelni hemioterapeutik za leCenje glioblastoma temozolomid, koji je primenjen u rastu¢im
koncentracijama (50 uM, 100 uM, 250 uM, 500 uM i 1000 uM). U kontrolnom uzorku zasejane su
¢elije u istom broju, ali nisu bile tretirane. U test je takode bila ukljucena i kontrola DMSO rastvaraca.
Pored efekta pojedinacnih tretmana, ispitan je i efekat kombinovanih tretmana Si306 ili pro-Si306 sa
paklitakselom u rezistentnim U87-TxR ¢elijama. Dve koncentracije inhibitora Si306 i pro-Si306 (0,2
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uM i 0,5 uM) su kombinovane sa rastu¢im koncentracijama paklitaksela (0,1 uM, 0,25 uM, 0,5uM, 1
uM i 2 uM) u zajedni€¢kom tretmanu od 72 h.

MTT test je takode koriS¢en da bi se iskljucila mogucénost uticaja Si306 i pro-Si306 na
vijabilnost U87 i U87-TxR éelija u testovima degradacije Zelatina i invazije. Celije su zasejavane u
mikrotitar plo¢e 24 h pre tretmana radi adaptacije, a tretman Src tirozin-kinaznim inhibitorima je
trajao 24 h koliko traju i sami testovi degradacije zelatina i invazije. U ovom eksperimentu Si306 i
pro-Si306 su primenjivani u slede¢im koncentracijama: 1 uM, 2,5 uM, 5 uM 1 10 uM.

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

Ukupna RNK je izolovana iz U87 i U87-TxR c¢elija uz pomo¢ TRIzol® reagensa po
uputstvima proizvodaca:

Liziranje i homogenizacija — celijske linije U87 1 U87-TxR su zasejane u flaskove povrSine
25 cm” u gustini od 1 x 10° ¢elija po flasku, inkubirane preko no¢i radi adaptacije i potom tretirane sa
5 uM Si306 ili pro-Si306. Nakon 72 h, ¢elije su tripsinizovane i centrifugirane 3 min na 2 000 rpm.
Nakon odlivanja supernatanta i ispiranja ¢elija u PBS puferu, ¢elije su lizirane 5 min u 1 mL TRIzol®
reagensa. Lizirani i homogenizovani uzorci su odmah koris¢eni ili ¢uvani na -80 °C do mesec dana.

Razdvajanje faza — Ukoliko su zamrzavani, homogenizovani uzorci su otapani na sobnoj
temperaturi. Na taj nacin nukleinski kompleksi mogu u potpunosti da disosuju. U uzorke se dodaje po
200 puL hloroforma, nakon Cega se svaki uzorak snazno protrese i inkubira 2-3 min na sobnoj
temperaturi. Uzorci se posle toga centrifugiraju 15 min na 12 000 x g na 4 °C u centrifugi sa
hladenjem (Centrifuge 5427R, Eppendorf, Nemacka). Smesa se na ovaj nacin razdvaja na tri faze:
donju crvenu fenol-hlorofomsku, srednju 1 gornju bezbojnu vodenu fazu u kojoj se nalazi RNK.
Zapremina vodene faze predstavlja oko 60% zapremine TRIzol® reagensa koji je koriS¢en za
liziranje.

Precipitacija RNK — Vodenu fazu je potrebno veoma pazljivo preneti u nove tubice u koje se
nakon toga dodaje po 500 pL izopropanola. Posle toga se uzorci ostave na sobnoj temperaturi 10 min,
pa se centrifugiraju 10 min na 12 000 x g na 4 °C u centrifugi sa hladenjem. Na ovaj na¢in RNK
precipitira, tako §to 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 x g na 4 °C u centrifugi sa hladenjem.

Rastvaranje RNK — Nakon centrifugiranja, iz uzoraka se pazljivo odliva etanol i talog se susi
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, Nemacka).

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 pg/mL etidijum bromida. Svaki RNK uzorak je pre nanoSenja na gel
mesan sa 0,4% rastvorom bromfenol plavog u 50% glicerolu u zapreminskom odnosu 1:1.
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Posle elektroforeze u 1 x TBE puferu na 100 V, RNK je vizuelizovana na ,,Gel-Doc* sistemu
(Gel-Doc 1 000, Bio Rad, SAD). Uporedivanjem odnosa inteziteta 28S i 18S traka, utvrden je kvalitet
izolovane RNK.

3.9.3. Reakcija reverzne transkripcije

Ukupna RNK (2 pg) u koju je dodata DNKaza I (1% finalno), 10x pufer (1% finalno) i DEPC
voda (do 9 uL finalne zapremine) inkubirana je 30 min na 37 °C. Reakcija je prekinuta dodavanjem 1
uL EDTA (ukupna zapremina 10 pL), inkubiranjem smeSe na 65 °C 10 min i hladenjem na ledu.
Reakcija je prekidana dodavanjem 1 pL EDTA (ukupna zapremina 10 pL), inkubiranjem smeSe na 65
°C 10 min 1 hladenjem na ledu. Dalje je reakcionoj smesi dodavano 10 pL smeSe za reverznu
transkripciju po uputstvu proizvodaca (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied
Biosystems, SAD). SmeSa za reverznu transkripciju se sastoji od slede¢ih komponenti u finalnim
koncentracijama: 1x nasumicnih prajmera, 1x pufera, 1 mM dATP, 1 mM dTTP, 1| mM dGTP, | mM
dCTP, 20 U RNK-aznog inhibitora i 50 U MultiScribe™ reverzne transkriptaze. Reakcija reverzne
transkripcije je trajala 2 h na 37 °C. Nakon toga, uzorci su inkubirani 5 min na 85 °C i ohladeni na
ledu. Dobijena cDNK koncentracije 100 ng/pL je ¢uvana na -20 °C.

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

Kvantitativni PCR u realnom vremenu (qPCR) sluzi za odredivanje nivoa PCR proizvoda u
toku svakog PCR ciklusa. Tokom PCR reakcije detektuje se signal poreklom od fluorescentne probe,
¢iji je intenzitet direktno proporcionalan koli¢ini PCR produkta u svakom pojedinacnom ciklusu. Na
pocetku reakcije, intenzitet fluorescence u ciklusima ne prelazi bazalni nivo. Izdvaja se ciklus u kom
fluorescentni signal uzorka ima znacajno visi intenzitet od bazalnog signala i on se naziva grani¢nim
ciklusom (engl. treshold cycle - Ct). Ct vrednost je obrnuto proporcionalna pocetnom broju kopija

ciljne sekvence u uzorku.

Ova metoda je koriS¢ena za detekciju ekspresije MDRI iRNK sa odgovarajuéim prajmerom
(Bosch i sar., 1997; NicAmhlaoibh i sar., 1999) u U87-TxR ¢elijama koje su tretirane 24 h sa 5 uM
Si306, pro-Si306 ili dasatiniba. Pored toga, analizirana je i ekspresija MMP2 i MMP9 iRNK sa
odgovaraju¢im prajmerima (Stojkovic i sar., 2016) u U87 i U87-TxR ¢elijskim linijama nakon istih
tretmana. Dobijena 1 pripremljena cDNK je amplifikovana uz pomo¢ Maxima SYBR Green/ROX
qPCR Taster Mix kita (Thermo Fisher Scientific, SAD), po preporukama proizvodaca. SYBR Green
je interkalirajuca fluorescentna boja koja se nespecifi¢no vezuje za dvolancani molekul DNK. PCR
reakcije su izvodene na aparatu ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
SAD) u ukupnoj zapremini od 20 pL koriste¢i 100 ng cDNK i prajmere za MDR1, MMP2 ili MMP9
gene. Za svaki uzorak su koriS¢eni i prajmeri za gen ACTB, koji je sluzio kao endogena kontrola
(NicAmbhlaoibh 1 sar., 1999). Za amplifikaciju gena su koriS¢eni sledeci uslovi: inicijalni korak u
trajanju od 5 min na 50 °C, potom korak denaturacije od 10 min na 95 °C 1 40 ciklusa na 95 °C 15s 1
60 °C 60s. Po zavrSetku amplifikacije, rezultati su analizirani u 7000 System softveru (Applied
Biosystems, SAD). Svaki uzorak je testiran u tiplikatu i relativna ekspresija svakog pojedinacnog
gena je analizirana 2~ metodom (Livak i Schmittgen, 2001), u kojoj ACt predstavlja razliku Ct
vrednosti svakog specifi¢nog gena u odnosu na endogenu kontrolu.
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3.11. Analiza ¢elija proto¢nom citofluorimetrijom
3.11.1. Akumulacija rodamina 123

Rodamin 123 je fluorescentni supstrat P-glikoproteina. Proto¢nom citofluorimetrijom je
analiziran intenzitet fluorescence koju emituje rodamin 123 akumuliran u vijabilnim ¢elijama (Zheng
i sar., 2009), koji je obrnuto proporcionalan aktivnosti P-gp transportera. U87-TxR ¢elije su gajene u
flaskovima povrsine 25 cm”do 80-90% konfluentnosti, tripsinizirane i resuspendovane u tubama u 1
mL MEM medijuma koji sadrzi 5 uM rodamina 123. Celije su potom tretirane sa 5 uM Si306, pro-
Si306 ili dasatiniba. Da bi se odredila ICsy vrednost inhibicije P-glikoproteina, ¢elije su tretirane
rastu¢im koncentracijama Si306, pro-Si306 i deks-verapamila (1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 pM 1 20 uM) i
tarikvidara (1 nM, 2 nM, 5 nM, 10 nM i 20 nM). Deks-verapamil i tarikvidar, poznati inhibitori P-
glikoproteina, koriS¢eni su kao pozitivna kontrola. Uzorci su inkubirani 30 min na 37 °C u vlaznoj
atmosferi sa 5% CO, Uzorci su zatim centrifugirani, isprani i potom resuspendovani u hladnom PBS
puferu 1 Cuvani na ledu u mraku do analize. Intenzitet fluorescence rodamina 123 je izmeren na
proto¢nom citofluorimetru CyFlow Space Partec u FL1 kanalu na 530 nm. U svakom uzorku je
prikupljeno najmanje 10 000 pojedinacnih dogadaja i dobijeni rezultati su analizirani Summit 4.3
softverom. 1Cs vrednosti inhibicije P-glikoproteina su izracunate 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 viSestruko-rezistentnoj ¢elijskoj liniji
glioblastoma U87-TxR, kori§éena je metoda protoéne citofluorimetrije. Celije su zasejavane u
adherentne mikrotitar plo¢e sa 6 bunari¢a (Sarstedt, Nemacka) u gustini od 200 000 c¢elija po
bunaricu, inkubirane preko no¢i u 1 mL MEM medijuma radi adaptacije i potom tretirane sa 5 uM
S1306, pro-Si306 ili dasatiniba u periodu od 72 h. Nakon tripsinizacije, ¢elije su prebacene u tube,
centrifugirane i isprane u PBS puferu. Celije su potom direktno bojene FITC-konjugovanim misjim
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 iskljucilo prisustvo nespecifi¢ne fluorescence
koris¢ena je izotipska kontrola IgG2bk (Abcam, Ujedinjeno Kraljevstvo). Pre analize, celije su
cenrifugirane i ispirane 3 puta u PBS puferu. Fluorescenca FITC-konjugovanog antitela za P-gp je
detektovana u FL1 kanalu na talasnoj duzini od 530 nm na protocnom citofluorimetru CyFlow Space
Partec (Sysmex Partec GmbH, Nemacka). Nakon izuzimanja Celijskih ostataka i mrtvih ¢celija iz
analize, po uzorku je analizirano minimum 10 000 ¢elija. Za analizu dobijenih rezultata koriS¢en 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
proto¢nom citofluorimetrijom u U87 1 U87-TxR ¢elijama i primarnim ¢elijama glioblastoma GBM-4,
GBM-5 i GBM-6. Celije su zasejavane u gustini od 200 000 éelija po bunariéu u adherentnim
mikrotitar ploCama sa 6 bunari¢a (Sarstedt, Nemacka) 24 h pre tretmana radi adaptacije. Primarne
¢elije su tretirane sa 10 puM Si306, pro-Si306 ili dasatiniba, dok su ¢elijske linije U87 i U87-TxR
tretirane istim supstancama u koncentraciji od 5 uM. Nakon tripsinizacije, ¢elije su prebacene u tube,
centrifugirane, ispirane u PBS puferu i fiksirane sa 4% PFA 10 min na sobnoj temperaturi. Celije su
dalje permeabilizovane dodavanjem 90% hladnog metanola 30 min na 4 °C. Nakon ispiranja u PBS
puferu, ¢elije su dalje inkubirane u 0,5% BSA u PBS puferu 1 h na sobnoj temperaturi radi blokiranja
nespecifiénog vezivanja antitela. Celije su zatim inkubirane sa primarnim ze&jim monoklonskim
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antitelima na Src i pSrc (Cell Signaling Technology, SAD) razblazenja 1:100 u 0,5% BSA u PBS
puferu preko no¢i na 4 °C. Nakon ispiranja u PBS puferu, ¢elije su inkubirane sa fluorescentno
obelezenim sekundarnim kozjim anti-ze¢jim Alexa Fluor 488 IgG(H+L) antitelom (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Nemacka), razblazenja 1:1 000 u 0,5% BSA u PBS puferu 30 min na sobnoj
temperaturi. Na kraju su celije ispirane i resuspendovane u 1 mL PBS pufera. Intenzitet fluorescence
koji je proporcionalan koli¢ini analiziranih proteina je meren na FL1 kanalu na talasnoj duzini od 488
nm protocnog citofluorimetra CyFlow Space Partec (Sysmex Partec GmbH, Nemacka). Rezultati su
analizirani uz pomo¢ 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 éelije su zasejavane u flaskove povrine 25 cm® u MEM medijumu u gustini
od 1 x 10° ¢elija i odmah tretirane sa 5 uM Si306, pro-Si306 ili dasatiniba u periodu od 24 h. Za
izolaciju proteina, 1 x 10° éelija po uzorku je homogenizovano na ledu u Leammli puferu za liziranje
(40% glicerol, 0,25 M Tris-HCI pH 6,8, 1% SDS, Milli-Q H,0). Leammli puferu je neposredno pred
upotrebu dodat B-merkaptoetanol (finalno razblazenje u rastvoru 20%). Homogenati su promesani uz
pomo¢ vorteksa i kratko centrifugirani (6-7 sekundi), nakon ¢ega su denaturisani kuvanjem 5 min na
95 °C. Uzorci su ¢uvani na -80 °C do dalje analize.

3.12.2. Elektroforeza proteina

Elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj tezini vrSeno je na SDS
denaturiSuc¢im poliakrilamidnim gelovima (SDS-PAGE). KoriS¢ena 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, Nemacka) u finalnoj koncentraciji 8% ili
12%, sadrzao 1 0,375 M Tris-HCI (pH 8,8) i 10% SDS. Gel za koncentrisanje je bio sledeceg sastava:
5% akrilamid/bisakrilamid (29:1), 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) i 10% SDS. Za polimerizaciju gelova, kao
1 za razdvajanje i koncentrisanje, koris¢eno je 100 upl 10% amonijum persulfata i 4 pl
tetrametiletilendiamina - TEMED (Serva Electrophoresis GmbH, Nemacka) na 10 mL smeSe.

Koli¢ina proteina koja je nanoSena na gel je optimizovana eksperimentalno za svaki uzorak.
Posto je izolacija proteina vrSena iz istog broja ¢elija po uzorku, nalivan je isti volumen izolata (10
pnL) po bunaricu. Posle prve pustene elektroforeze po izolaciji proteina, gelovi su bojeni Coomassie
Brilliant Blue bojom (0.25% Coomassie Brilliant Blue R250; 10% glacijalna sir¢etna kiselina; 45%
metanol; destilovana voda) radi standardizacije koliCine proteina koja se nanosi na gel po uzorku. U
odnosu na informaciju dobijenu bojenjem prvog gela po izolaciji, koli¢ine izolata koje se nalivaju po
uzorku su korigovane da bi se ujednacila koli¢ina proteina koja se nanosi u bunari¢e pri daljim
pustanjima elektroforeze. Kao standard za molekulsku masu proteina koris¢en je obojeni marker
Sirokog opsega PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, SAD).
Elektroforeza je vrSena 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 vr$en sistemom za
transfer Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, SAD). Nakon zavrSene
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elektroforeze, gel za razdvajanje je pazljivo uklonjen sa staklene ploce 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 prebacene
u posudu sa puferom za transfer gde su ekvilibrisane narednih 15 min. Pomo¢ne komponente (filter
papir, Watman papir, sunderi) su takode 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 vrSen preko noci, pod konstantnim naponom od 30 V. Po zavrSenom transferu, membrane
su isprane dejonizovanom vodom i potapane u Ponceau S boju (1% Ponceau S boja; 5% glacijalna
sircetna kiselina; destilovana voda) radi vizuelizacije proteinskih traka. Membrane su zatim odbojene
ispiranjem u destilovanoj vodi. Do imunoloskog bojenja proteina, membrane su ¢uvane na 4 °C u
TBS-T puferu sledeceg sastava: 20 mM Tris-HCI (pH 7,6), 137 mM natrijum hlorid i 0,05% Tween
20.

3.12.4. ImunoloSka detekcija imobilizovanih proteina

Detekcija je radena na membranama koje su blokirane u rastvoru 5% BSA u TBS-T puferu.
Blokiranje membrane je trajalo 1 h na sobnoj temperaturi, a radeno je u cilju smanjivanja
nespecificnog vezivanja antitela. Nakon blokiranja, membrane su ispirane u TBS-T puferu 5 min, koji
je zatim odliven 1 zamenjen rastvorom za blokiranje u koji su dodata primarna antitela. KoriS¢ena su
sledeca primarna antitela: zecje poliklonsko antitelo za EGFR (Thermo Fisher Scientific, SAD;
razblazenje 1:750), ze¢je monoklonsko antitelo za FAK (Cell Signaling Technology, SAD;
razblazenje 1:1 000), ze¢je monoklonsko antitelo za pFAK (Invitrogen, SAD; razblazenje 1:1 000),
ze¢je monoklonsko antitelo za Src (Cell Signaling Technology, SAD; razblazenje 1:5 000), zecje
monoklonsko antitelo za pSrc (Cell Signaling Technology, SAD; razblazenje 1:1 000), zecje
monoklonsko antitelo za ERK (Thermo Fisher Scientific, SAD; razblazenje 1:5 000), zecje
monoklonsko antitelo za pERK (Thermo Fisher Scientific, SAD; razblazenje 1:500), zecje
monoklonsko antitelo za AKT (Cell Signaling Technology, SAD; razblazenje 1:1 000), zecje
monoklonsko antitelo za pAKT (Cell Signaling Technology, SAD; razblazenje 1:750), zecje
monoklonsko antitelo za B-tubulin (Sigma-Aldrih Chemie GmbH, Nemacka; razblazenje 1:50 000).
Nakon inkubacije sa primarnim antitelom preko no¢i na 4 °C, membrane su ispirane 6 puta po 5 min u
TBS-T puferu da bi se uklonila primarna antitela koja se nisu specifi¢no vezala, i potom inkubirane 1
h na sobnoj temperaturi sa HRP-konjugovanim poliklonskim anti-ze¢jim IgG antitelom (Santa Cruz
Biotechnology, SAD; razblazenja 1:10 000). Nakon inkubacije sa sekundarnim antitelom, membrane
su ispirane 6 puta po 5 min u TBS-T puferu, a zatim izloZzene dejstvu luminola (Western Blotting
Chemi luminescence Luminol Reagent, Solution A and Solution B, Santa Cruz Biotechnology, SAD).
Membrane su inkubirane u supstratu 2 min, ocedene i izloZene autoradiografskom filmu osetljivom na
plavu svetlost (Hyperfilm ECL, Santa Cruz Biotechnology, SAD) u trajanju od 1 do 15 min. Filmovi
su razvijeni odmah po zavrSetku 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 izrazena relativno u odnosu odgovarajuci 3-
tubulin, koji je sluzio kao kontrola za nanetu koli¢inu ukupnih proteina. Tako dobijene relativne
vrednosti su dalje koriS¢ene za statisticku obradu rezultata i njihovo graficko predstavljanje. Odnos
opticke gustine ciljnog proteina prema optickoj gustini interne kontrole (B-tubulin) u netretiranim
kontrolnim uzorcima je arbitrarno definisan kao 1.0 i sluzio je kao osnov za poredenje tretiranih
uzoraka sa kontrolom.
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3.13. Analiza invazivnog potencijala Celija

3.13.1. Metoda degradacije Zelatina

Merenjem stepena razlaganja zelatina utvrduje se sposobnost Celija da razgraduju vancelijski

matriks. Kao model koriS¢en je zelatin svinjske koze konjugovan sa zelenom fluoroforom Oregon
Green® 488 (Thermo Fisher Scientific, SAD). Ova;j Zelatin je supstrat za matriksne metaloproteinaze
MMP-2 i MMP-9. Stepen razlaganja zelatina analiziran je kod celijskih linija U87 1 U87-TxR 1
primarnih kultura glioblastoma GBM-4, GBM-5 i GBM-6 slede¢om procedurom:

1.

Pokrovna stakla su sterilisana 70% etanolom pre pocetka eksperimenta i postavljena na
dno adherentne mikrotitar ploCe sa 6 bunari¢a (Sarstedt, Nemacka).

Zelatin je prethodno zagrejan 10 min na 37°C i rastvoren u PBS puferu u odnosu 1:8. Na
svako pokrovno staklo je sipano 50 pL ovako pripremljenog Zelatina (0,625 mg/uL
finalno), a potom je dodato 30 pL 0,25% gluteraldehida koji sluzi za umrezavanje Zelatina
1 stvaranje njegove nerastvorljive varijante.

Pokrovna stakla su postavljena u bunarice tako da zelatin bude sa donje strane Sto
obezbeduje ravnomerno rasporedivanje zelatina tokom umrezavanja. Adherentna
mikrotitar ploca je potom inkubirana 15 min na 4°C nakon ¢ega su pokrovna stakla
prebacena u novu mikrotitar plocu sa 6 bunari¢a tako da umreZeni Zelatin bude sa gornje
strane pokrovnog stakla.

Prethodno umnozene U887, U87-TxR, GBM-4, GBM-5 i GBM-6 ¢elije su prebrojane i
zasejane na pokrovna stakla u gustini od 50 000 ¢elija po bunari¢u u 1 mL odgovarajuceg
medijuma.

Nakon S$to su se zalepile za pokrovna stakla, ¢elije su tretirane Src tirozin-kinaznim
inhibitorima Si306 1 pro-Si306 u koncentracijama od 5 uM 1 10 uM za ¢elijske linije 1 10
uM 120 pL za primarne Celije.

Celije su inkubirane 24 h na 37°C, potom je odliven medijum i éelije su isprane PBS
puferom i fiksirane sa 500 uL 4% rastvora PFA. Nakon 10 min, ¢elije 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 ploc¢icu u rastvoru Mowiol® 4-88 u glicerolu. ActinRed™ 555
sluzi za vizuelizaciju aktinskih filamenata, a Hoechst 33342 za vizuelizaciju ¢elijskih
jedara. PloCice su slikane na 20x uveliCanju na Zeiss Axiovert fluorescentnom
mikroskopu (Carl Zeiss Foundation, Nemacka) pomoc¢u AxioVision 4.8 softvera.

Mikrografije su analizirane u ImagelJ softveru (U.S. National Institutes of Health, SAD).
Sa mikrografija je utvrdivan broj ¢elija i povrSina razgradene oblasti u zelatinu. Racunat
je odnos povrSine razgradene oblasti u odnosu na broj celija Sto predstavlja stepen
razgradnje Zelatina u uzorku. Analizirano je najmanje 100 ¢elija po uzorku.

3.13.2. Test invazivnosti ¢elija

Metastatski potencijal tumorske ¢elije ogleda se, izmedu ostalog, i u njenoj sposobnosti da se

kre¢e ka izvoru hemijskog ili fizickog stimulusa (migracija) i da tom prilikom enzimatski razgradi
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prepreke u vidu komponenti vancelijskog matriksa ili prode bazalnu membranu (invazija).
Sposobnost invazije ¢elija utvrdena je ispitivanjem migracije ¢elija kroz poroznu membranu oblozenu
matrigelom. U tu svrhu je koris¢en komercijalno dostupan matrigel koji predstavlja smesu
vancelijskih proteina koje sekretuju Engelbret-Holm-Svarm (EHS) ¢elije misjeg sarkoma. Za procenu
invazije U87 1 U87-TxR ¢elija in vitro koris¢ene su komorice ¢ije dno ¢ini membrana pre¢nika 6,4
mm i dijametra pora 8 um (BD Labware, SAD). Procedura se sastojala iz slede¢ih faza:

1.  Komorice su stavljane u adherentne mikrotitar ploc¢e sa 24 bunaric¢a (Sarstedt, Nemacka).
Gornja povrSina membrana ovih komorica bila je oblozena tankim slojem matrigela
rastvorenog u MEM medijumu bez FBS u razblaZenju 1:10. Sipano je ukupno 50 pL
rastvora matrigela po komorici, kome je dozvoljeno da polimeriSe 3 h na 37° C.

2. U bunaric¢e mikrotitar ploce je prvo sipano 500 uL MEM medijuma (za pozitivnu kontrolu
1 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 ¢elija po uzorku u
200 pL MEM medijuma bez FBS. U87 1 U87-TxR ¢elije su tretirane Src tirozin-kinaznim
inhibitorima Si306 1 pro-Si306 u koncentraciji od 5 pM. Pozitivhu kontrolu su
predstavljale ¢elije u medijumu bez FBS koje se kroz poroznu membranu krecu ka
hemoatraktantima (medijum sa FBS).

4. Ovako pripremljen eksperiment je inkubiran 24 h na 37° C.

Nakon inkubacije, ¢elije sa gornje strane membrane koje nisu migrirale su odstranjene

Spatulicom 1 komorice sa membranama su fiksirane 10 min na sobnoj temperaturi u

bunari¢ima sa 500 pL 4% PFA rastvora.

6. Komorice su potom bojene u bunari¢ima Hoechst 33342 bojom 15 min na sobnoj
temperaturi radi vizualizacije ¢elijskih jedara.

7. Nakon toga, membrane su isprane PBS puferom, iseCene sa komorica skalpelom 1
fiksirane na mikroskopsku ploc¢icu u rastvoru Mowiol® 4-88 u glicerolu.

8.  Svaka membrana je slikana na 5x uveliCanju na Zeiss Axiovert fluorescentnom
mikroskopu (Carl Zeiss Foundation, Nemacka) pomocu AxioVision 4.8 softvera.

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

W

3.14. Zivotinj ski model zebrice
3.14.1. Uzgajanje i mrescéenje zebrica

Za ispitivanje invazivnog potencijala ¢elija glioblastoma in vivo, uspostavljeni su ksenografti
U87 ¢elija u modelu zebrice. Za potrebe ovih eksperimenata koris¢ene su zebrice divljeg tipa (Danio
rerio) Tlbingen soja. Svi eksperimenti na zebricama su uradeni na Institutu za molekularnu genetiku i
geneticko inZenjerstvo, Univerziteta u Beogradu. Sva postupanja sa Zivotinjama bila su u skladu sa
lokalnim i nacionalnim propisima uz pribavljenu eticku saglasnost Uprave za veterinu Ministarstva
poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede Republike Srbije (broj resenja: 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 vestackim svetlom uz odrzavanje 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 zivih raci¢a, artemija (Artemia nauplii). Gajenje 1 mrest
zebrica, kao 1 gajenje embriona nakon mresta su vrSeni u vodi za embrione koja sadrzi 0,073 mM
KCl, 2 mM CacCl,, 0,5 mM MgSO4uz dodatak 0,0002% metilensko plavog koji se koristi kao agens
za dezinfekciju 1 natrijum bikarbonata do finalne koncentracije od 0,75 mM.

Da bi prinos jaja prilikom mresta bio ve¢i, muzjaci i zenke su gajeni odvojeno. Mrescenje je
vr$eno jednom nedeljno istim danom, tri nedelje za redom. Cetvrte nedelje se pravila pauza do novog
mresta. U mrestilicu su stavljana 2 muzjaka i 3 zenke tako $to 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 Solju napunjenu vodom za embrione sa dodatkom metilensko plavog. U
sluc¢aju da je vise od 10% jaja ostalo neoplodeno, mrest je bio odbacivan. Pod stereo mikroskopom
PXS-VI Optica (Shanghai Deilun Optical Instrument, Kina) su uklanjana neoplodena jaja ili jaja sa
nedostatkom u razvicu, a ostala su ¢uvana u inkubatoru na 28 °C do daljeg koriS¢enja 48 h nakon
oplodenja. U vodu za embrione je u periodu izmedu 16 h i 24 h posle oplodenja dodavana feniltiourea
(N-phenylthiourea - PTU) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemacka) u finalnoj koncentraciji od
0,003%, kako bi se sprecio razvoj pigmenta kod embriona.

3.14.2. Inokulacija éelija glioblastoma u embrione zebrica

Inokulacija ¢elija glioblastoma u embrione zebrica je vrSena 48 h nakon oplodenja. Ukoliko
nisu sami izasli iz horiona, embrioni su prvo dehorionizovani pincetama. Zatim su anestezirani u
rastvoru Tricaine-S (Western Chemicals Inc, SAD) u koncentraciji od 50 mg/L i1 pozicionirani na
vlaznoj 1% agaroznoj ploci, pripremljenoj posebno za inokulaciju ¢elija.

U87 celije su gajene u flaskovima povrsine 75 cm® u MEM medijumu do dostizanja
konfluentnosti. Nakon tripsinizacije ¢elije su ispirane u PBS puferu na sobnoj temperaturi. Posle
brojanja, ¢elije su bojene fluorescentnom bojom CellTracker™ CM-Dil razblazenom u PBS puferu u
koncentraciji od 2,5 pg/mL. Celije su inkubirane u mraku 4 min na 37 °C, zatim 15 min na 4 °C,
nakon ¢ega su ispirane 2 puta u PBS puferu. Fluorescentno obojene ¢elije su potom resuspendovane u
MEM medijumu i oko 125 ¢elija je inokulisano u srediSte Zumancane kese embriona pomocu
FemtoJet 41 mikroinjektora (Eppendorf, Nemacka) opremljenog borosilikatnim staklenim kapilarama
(Femtotips, Eppendorf, Nemacka) i mikromanipulatorom (MM-3, Narishige, Japan).

Nakon izvrSene inokulacije, embrioni su vizualizovani pod fluorescentnim mikroskopom
Olympus BX51 (Olympus Corporation, Japan) pomoc¢u TRITC filtera i samo uspe$no inokulisani
embrioni su dalje koris¢eni u eksperimentu. UspeSno inokulisani embrioni su prebaceni u mikrotitar
ploc¢e sa 96 bunari¢a (jedan embrion po bunari¢u) u 200 pL vode za embrione sa 0,003% PTU.
Embrioni su ¢uvani na 32° C, §to je samo 5° C niza temperatura od temperature tela kod ljudi, ali je
gornja grani¢na temperatura pogodna za razvoj embriona zebrica. Na taj nacin je omogucéen
neometani razvoj embriona zebrica, ali i1 prezivljavanje inukulisanih ¢elija 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 koris¢enjem TRITC filtera kao i u svetlom polju da bi se dokumentovao izgled U87
ksenografta u Zumancanoj kesi embriona pre tretmana. U87 ¢elije su inokulisane u Zumancanu kesu
embriona zebrica jer tako nemaju mogucénost pasivnog transporta u vaskulaturu (Haldi i sar., 2006; L.
M. Lee i sar., 2005). Da bi se osiguralo da inokulisane ¢elije aktivno migriraju u udaljene organe, iz
eksperimenta su izbaceni embrioni kod kojih su inokulisane ¢elije dospele do udaljenih organa za
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manje od 24 h od inokulacije, $to je jedino moguce 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 uM Si306 ili 2,5 uM pro-Si306. Svaka grupa je sadrzala 32 embriona. Eksperiment je takode
obuhvatio i embrione zebrica u koje je ubrizgan samo MEM medijum, a koji predstavljaju kontrolu
prezivljavanja samog procesa inokulacije. Nakon 72 h tretmana, Cetvrtog dana od inokulacije, svaki
embrion je ponovo slikan na fluorescentnom mikroskopu. Procenat embriona kod kojih se javila
diseminacija tumorskih c¢elija od mesta inokulacije, broj diseminovanih ¢elija kao i intenzitet
fluorescence u ksenograftima obelezenim CellTracker™ CM-Dil bojom su kvantifikovani u ImageJ
softveru. Ukoliko je u embrionu uo€eno 5 ili vise diseminovanih U87 ¢elija koje se nalaze izvan
vaskulature, smatrano je da je doslo do invazije (Drabsch i sar., 2013; Teng i sar., 2013). Eksperiment
je ponovljen tri puta.

Posle zavrSetka 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
odgovaraju¢i otpad.

3.15. Statisti¢ka obrada rezultata

Eksperimentalni rezultati dobijeni u ovoj studiji su statisticki obradeni koriS¢enjem programa
STATISTICA 6.0 (StatSoft, Inc., SAD) i1 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 statistickom analizom. Statisticka obrada
rezultata dobijenih odredivanjem akumulacije rodamina 123 proto¢nom citofluorimetrijom i MTT
testom vijabilnosti je vrSena dvofaktorskim ANOVA testom, uz Dunnett-ov test viSestrukog
poredenja. Rezultati testa degradacije Zelatina nisu pokazali normalnu distribuciju, pa je za statisticku
analizu koriS¢en Mann-Whitney test. Podaci dobijeni u testu invazivnosti kao 1 podaci dobijeni
odredivanjem ekspresije Src i pSrc proto¢nom 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, obradeni uparenim Studentovim t-testom.
Statisticki znacajnim su smatrane samo one razlike u kojima je stepen verovatnoce bio p < 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Karakterizacija primarnih ¢elijskih kultura glioblastoma

Tri primarne ¢elijske kulture: GBM-4, GBM-5 1 GBM-6 su uspostavljene iz sveze operisanih
hirurskih uzoraka pacijenata kod kojih je histopatoloski utvrden primarni glioblastom.
Imunocitohemijskim bojenjem na vimentin i GFAP protein, pokazano je da su celije izolovane i
umnozene iz posle-operativnih uzoraka zaista Celije glioblastoma. Kod sve tri primarne celijske
kulture uocCena je ekspresija oba proteina Sto odgovara fenotipskim karakteristikama glioblastoma
(Slika 7).

Vimentin_ GFAP

Hoechst 33342 Vimentin/lGFAP/Hoechst 33342

GBM-4
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Vimentin GFAP

Hoechst 33342 Vimentin/GFAP/Hoechst 33342
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Vimentin GFAP

Hoechst 33342 Vimentin/lGFAP/Hoechst 33342

GBM-6

Slika 7. Imunocitohemijsko bojenje primarnih ¢elijskih kultura glioblastoma. Reprezentativne slike
imunocitohemijskog bojenja kojim su obelezene primarne ¢elije glioblastoma GBM-4, GBM-5 i GBM-6 koje
eskprimiraju vimentin (zeleni signal) i GFAP (crveni signal). Celijska jedra obelezena su Hoechst 33342
fluorescentnom bojom (plavi signal). Skala = 50 pm.
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4.2. Uticaj inhibitora Src tirozin-kinaze na inhibiciju vijabilnosti glioblastoma

Uticaj Src tirozin-kinaznih inhibitora, Si306 i1 pro-Si306, na vijabilnost senzitivnih i
rezistentnih ¢elija humanog glioblastoma U87 1 U87-TxR, kao i primarnih kultura glioblastoma
GBM-4, GBM-5 i GBM-6 uporeden je sa dasatinibom (klini¢cki odobrenim Src tirozin-kinaznim
inhibitorom) i temozolomidom (trenutno aktuelnim hemioterapeutikom u lecenju glioblastoma). ICs
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
izracunate ICsy vrednosti supstanci su prikazane na Slici 8.

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

72 h tretmana izraZen kao ICsy £ SD (uM) (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 26242 +1,2

Src inhibitori, Si306 1 pro-Si306, su pokazali slican efekat na smanjenje vijabilnosti U87 i
U87-TxR c¢elija sa ICsy vrednostima izmedu 3 1 5 pM. Dasatinib je ostvario nesto slabiji efekat kod
U87 1 U87-TxR ¢elija sa ICsp vrednostima izmedu 6 pM 1 8,5 uM. Temozolomid je pokazao znatno
slabiji efekt na smanjenje vijabilnosti istih ¢elija 1 znatno viSe ICsy vrednosti (od 30 do 50 puta) u
odnosu na Si306 i pro-Si306 (Tabela 1).

Primarne ¢elije GBM-4, GBM-5 i GBM-6 su bile manje osetljive na Si306 i pro-Si306 u
odnosu na komercijalne ¢elije U87 1 U87-TxR. Src inhibitori, ukljucujuéi i dasatinib, efikasno su
smanjili vijabilnost primarnih kultura u opsegu izmedu 15 i 25,5 uM. Primarne ¢elije su najmanje bile

osetljive na primenu temozolomida, sa viSe desetina puta viSim ICsy vrednostima u odnosu na Src
inhibitore (Tabela 1).
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Slika 8. Uticaj inhibitora Src tirozin-kinaze i temozolomida na vijabilnost ¢elija glioblastoma nakon 72 h
tretmana. Vijabilnost U87, U87-TxR, GBM-4, GBM-5 i GBM-6 ¢elija glioblastoma nakon tretmana Src
tirozin-kinaznim inhibitorima, Si306, pro-Si306 i dasatinibom, kao i hemioterapeutikom temozolomidom

odredena je MTT testom. Dozno-zavisne krive inhibitornog efekta dobijene su nelinearnom regresionom
analizom u GraphPad Prism 6.0 softveru.

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

Osetljivost celija glioblastoma na ispitivane inhibitore, $to se reflektuje kroz determinisanu
vrednost I1Cso, u negativnoj je korelaciji sa nivoom ekspresije Src tirozin-kinaze (Slika 9a 1 9b). Celije
glioblastoma sa ve¢om osetljivo$¢u na Src inhibitore, imaju viSu ekspresiju ciljnog molekula.
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Slika 9. Osetljivost Celija glioblastoma na Si306 i pro-Si306 zavisi od nivoa ekspresije Src proteina. (a)
Histogram i profili proto¢ne citofluorimetrije prikazuju nivo ekspresije Src u ¢elijskim linijama glioblastoma
(U87 1 U87-TxR) 1 primarnim ¢elijama glioblastoma (GBM-4, GBM-5, GBM-6). Histogram pokazuje srednju
vrednost intenziteta fluorescence (arbitrarne jedinice) dobijene proto¢nom citofluorimetrijom kod ¢éelija imuno-
obelezenih antitelom na Src tirozin-kinazu. Vrednosti na histogramu predstavljaju srednju vrednost + SEM
(n=3). (b) Osetljivost ¢elijskih linija glioblastoma (U87 i U87-TxR) i primarnih ¢elija glioblastoma (GBM-4,
GBM-5 i GBM-6) na Src inhibitore Si306 i pro-Si306 izrazene kao ICsy vrednosti = SD (n=3). ICso vrednosti
su dobijene MTT testom.

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

4.3.1. Invazivni potencijal éelija glioblastoma

Nivo ekspresije iIRNK za MMP-2 1 MMP-9, enzima odgovornih za razgradnju Zelatina,
ispitana je metodom qPCR u U87 i U87-TxR ¢elijama. U obe ¢elijske linije zastupljenost iRNK za
MMPY znacajno je niza od zastupljenosti iRNK za MMP?2 (Slika 10a), dok je nivo ekspresije MMP2
u U87 ¢elijama znacajno visi u poredenju sa U87-TxR ¢elijama (Slika 10b), §to je u skladu sa
njihovom ve¢om sposobnoséu da razgraduju zelatin (Slika 10c). Poredenje efikasnosti senzitivne i
rezistentne Celijske linije glioblastoma da razgraduju zelatin pokazalo je da je U87 ¢elijska linija 10
puta invazivnija od U87-TxR (Slika 10c). Poredenjem invazivnosti senzitivne U87 i rezistentne
¢elijske linije U87-TxR je pokazano da US87 celije poseduje veci potencijal za intravazaciju i
ekstravazaciju u poredenju sa U87-TxR ¢elijama (Slika 10d).
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Slika 10. Karakterizacija invazivnih sposobnosti U87 i U87-TxR ¢elija. (a) Relativna ekspresija MMP2 i
MMP9 u U87 i U87-TxR ¢elijama. f-aktin je kori§¢en kao interna kontrola. Relativna ekspresija je izraGunata
iz odnosa ekspresije gena od interesa i interne kontrole. Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SEM
(n=3). Statisticki znacajne razlike izmedu grupa su predstavljene kao *** (p<0,001). (b) Relativna ekspresija
MMP2 u U871 U87-TxR ¢elijama. Relativna ekspresija MMP?2 je utvrdena metodom qPCR. f-aktin je koriSéen
kao interna kontrola. Relativna ekspresija je izracunata iz odnosa ekspresije gena od interesa i interne kontrole.
Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SEM (n=3). Statisticki znacajna razlika izmedu U87 i U87-TxR
¢elija je predstavljena kao *** (p<0,001). (¢) Sposobnost ¢elija U87 i U87-TxR da razgraduju vancelijski
matriks izrazena kao procenat degradovane oblasti Zelatina. PovrSina degradovane oblasti Zelatina je
ustanovljena analizom mikrografija nakon testa degradacije Zelatina. Vrednosti su izrazene kao srednja
vrednost + SEM (n=3). Statisticki znacajna razlika je prikazana kao *** (p<0,001). (d) Invazivna sposobnost
U871 U87-TxR ¢elija je predstavljena kao procenat ¢elija koje invadiraju kroz matrigel i prolaze membranu u
testu invazivnosti ¢elija. Vrednosti su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta i izrazene kao srednja vrednost +
SEM. Statisticki znacajna razlika je predstavljena kao ** (p<0,01).

39



4.3.2. Si306 i pro-Si306 smanjuju invazivni potencijal U87 i U87-TxR Ccelija

Za ispitivanje uticaja Src inhibitora na invazivni potencijal U87 i U87-TxR c¢elija, bilo je
neophodno izabrati koncentraciju inhibitora koja ne narusava vijabilnost ¢elija u tretmanu koji traje
24 h (period izlaganja ¢elija inhibitorima u testovima degradacije Zelatina i invazivnosti). MTT
testom je utvrdeno da 2,5, 51 10 uM Si306 i pro-Si306 ne utiu na Celijsku vijabilnost nakon 24 h
(Slika 11). Koncentracije 51 10 uM su izabrane za dalje ispitivanje u pomenutim testovima.
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Slika 11. Uticaj Src inhibitora Si306 i pro-Si306 na vijabilnost U87 i U87-TxR ¢elija nakon 24 h

tretmana. Celijska vijabilnost je odredena MTT testom. Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost = SD (n =
3).

4.3.2.1. Degradacija zZelatina

Testom degradacije zelatina je proucavan efekat 5 1 10 uM Si306 1 pro-Si306 na invazivni
potencijal U87 1 U87-TxR celija. Si306 1 pro-Si306 su ve¢ pri koncentraciji od 5 puM statistic¢ki
znacajno smanjili potencijal U87 celija za degradaciju Zelatina za oko 80% (p<0,001, Slika 12), dok
su kod U87-TxR ¢elija inhibitori pokazali statisticki znacajan efekat pri 10 uM (p <0,001, Slika 12).

40



Si306 5 pM

Si306 10 uM pro-Si306 10 uM

. 3

U87-TxR
Si306 5 pM pro-Si306 5 pM

1§

Si306 10 uM pro-Si306 10 uM

us7 U87-TxR
150 150
s E5uMm * E5um
§ 10 uM § 10 pM
S 10 S 100 *
) )
© ©
c c
g - g
§ 50 Sk —l— -§ 50 Fekk dkk
:Ia,,’ :'*_* *kk ;6; T T
° i i °
NG 2
8 e 5 I e e
« © < ©
< (b ) <

Slika 12. Uticaj Src inhibitora Si306 i pro-Si306 na sposobnost U87 i U87-TxR ¢elija da razgrade Zelatin.
Metodom degradacije Zelatina je ispitan efekat Si306 i pro-Si306 na invazivni potencijal U87 i U87-TxR ¢elija.
(a) Reprezentativne slike razgradnje zelatina kod U87 1 U87-TxR ¢elija nakon tretmana sa Si306 i pro-Si306.
Aktinski filamenti su obelezeni ActinRed™ 555 bojom (crveno). Jedra su obelezena Hoechst 33342 bojom
(plavo). Zelatin je obelezen FITC fluoroforom (zeleno). Skala = 30 pm. (b) Procenat degradovane oblasti u
zelatinu nakon 24 h tretmana u odnosu na kontrolu. Vrednosti su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta i

izrazene kao srednja vrednost + SEM. Statisticki znacajna razlika je prikazana kao * (p<0,05), ** (p<0,01) i
*** (p<0,001).
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gPCR metodom je, takode, pokazano da je tretman sa 5 uM Si306 i pro-Si306 znacajno
smanjio ekspresiju MMP2 iRNK u U87 ¢elijskoj liniji (Slika 13), $to je u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim metodom degradacije zelatina (Slika 12).
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Slika 13. Relativna ekspresija MMP2 u U87 ¢elijama nakon tretmana Src inhibitorima Si306 i pro-Si306.
Relativna ekspresija MMP?2 je utvrdena qPCR metodom nakon 24 h tretmana sa 5 uM Si306 i pro-Si306. S-
aktin je koriS¢en kao interna kontrola. Relativna ekspresija je izraunata iz odnosa ekspresije gena od interesa i
interne kontrole. Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SEM (n=3). Statisticki znacajne razlike izmedu
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 1 U87-TxR
¢elija da invadiraju kroz bazalnu membranu (Slika 14). Bez obzira na razlike u njihovom invazivnom

potencijalu, tretmani sa 5 uM Si306 i pro-Si306 su smanjili invazivnost U87 i U87-TxR ¢celija za
preko 50% (Slika 14).
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Slika 14. Uticaj Src inhibitora Si306 i pro-Si306 na invadiranje U87 i U87-TxR (¢elija kroz bazalnu
membranu. Pracena je sposobnost ¢elija tretiranih sa 5 uM Si306 i pro-Si306 da invadiraju kroz bazalnu
membranu. (a) Reprezentativne slike ¢elija koje su prosle kroz matrigel i poroznu membranu. Jedra ¢elija su
obeleZzena Hoechst 33342 bojom (plavo). Skala = 200 um. (b) Procenat ¢elija koje su prosle kroz matrigel i
poroznu membranu. Vrednosti su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta i izrazene su kao srednja vrednost +
SEM. Kontrola + je pozitivna kontrola (sa FBS kao hemoatraktantom), a Kontrola - negativna kontrola (bez

hemoatraktanta). Statisticki znacajne razlike u poredenju 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 Celija glioblastoma u testu
degradacije Zelatina

Poredenjem efikasnosti senzitivne Celijske linije glioblastoma da razgraduju Zzelatin sa
primarnim ¢elijama GBM-4, GBM-5, GBM-6 pokazano je da primarne celije GBM-4 i1 GBM-5
efikasnije razgraduju Zzelatin i time pokazuju znacajnije invazivne sposobnosti u odnosu na
komercijalnu U87 ¢elijsku liniju glioblastoma (Slika 15).
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Slika 15. Invazivni potencijal éelija glioblastoma. Sposobnost primarnih ¢elija glioblastoma (GMB-4, GBM-
5 1 GBM-6) da razgraduju vancelijski matriks u poredenju sa ¢elijskom linijom U87 izrazena kao procenat
degradovane oblasti. Vrednosti su izraZzene kao srednja vrednost + SEM (n=3). Statisticki znacajne razlike
izmedu primarnih ¢elija i ¢elijske linije U87 su prikazane kao * (p<0,05) i *** (p<0,001).

Metodom degradacije zelatina je takode proucavana efikasnost Si306 i pro-Si306 da sprece
razgradnju vancelijskog matriksa od strane primarnih ¢elijskih kultura glioblastoma GBM-4, GBM-5
i GBM-6. Celije su tretirane sa 10 pM Si306 i pro-Si306 posto ova koncentracija nije imala zna¢ajnog
uticaja na vijabilnost primarnih ¢elija nakon 72 h. Nakon 24 h tretmana sa 10 uM Si306 i pro-Si306,
razgradnja zelatina se kod svih primarnih ¢elija glioblastoma znacajno smanjila (Slika 16). Efekat
primene vece koncentracije inhibitora (20 uM) je takode ispitan u svim primarnim kulturama, ali
osim kod GBM-6 c¢elija nije zabelezen znaCajan dozno-zavisni efekat na razgradnju Zelatina
primenom inhibitora Si306 (Slika 16).
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Slika 16. Uticaj Src inhibitora Si306 i pro-Si306 na sposobnost primarnih ¢elija glioblastoma da
razgrade Zelatin. Metodom degradacije Zelatina je ispitan efekat Si306 i pro-Si306 na invazivni potencijal
GBM-4, GBM-5 i GBM-6 ¢elija. (a) Reprezentativne slike razgradnje Zelatina kod GBM-4, GBM-5 i GBM-6
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celija tretiranih sa 10 i 20 uM Si306 i pro-Si306. Aktinski filamenti su obeleZeni ActinRed™ 555 bojom
(crveno). Jedra su obelezena Hoechst 33342 bojom (plavo). Zelatin je obelezen FITC fluoroforom (zeleno).

Skala = 30 pm. (b) Procenat degradovane oblasti u zelatinu nakon 24 h tretmana u odnosu na kontrolu.
Vrednosti su dobijene iz tri nezavisna eksperimenta i izrazene kao srednja vrednost + SEM. Statisticki znacajna

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 ¢elija 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 ¢elija koje su pokazale snazan invazivni potencijal in vitro.
Grupa embriona kojoj su inokulisane U87 ¢elije nije pokazala razliku u prezivljavanju u poredenju sa
kontrolnom grupom embriona kojoj je ubrizgan samo medijum. Procenat prezivljavanja 4 dana nakon
inokulacije u obe grupe embriona iznosio je preko 85% (Slika 17).
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Slika 17. PreZivljavanje embriona zebrica nakon inokulacije. Histogram predstavlja procenat Zzivih
embriona zebrica 4 dana nakon inokulacije U87 ¢elijama ili medijumom.

Kod ksenografta embriona zebrica koji su tretirani sa 2,5 uM Si306 ili pro-Si306 dan posle
inokulacije, tretman inhibitorima nakon 72 h nije doveo do gubitka U87 c¢elija, odnosno do
citotoksicnog efekta u ksenograftima u poredenju sa kontrolnom grupom (Slika 18). Intenzitet
fluorescence CellTracker™ CM-Dil boje, kojom su obelezene U87 ¢Celije pre inokulacije u embrione
zebrica, je ostao konstantan u svim grupama embriona (Slika 18). Zato je koncentracija 2,5 uM
nadalje koriS¢ena za proucavanje anti-invazivnog efekta Si306 i pro-Si306 in vivo.

60

intenzitet fluorescence

Slika 18. Src inhibitori Si306 i pro-Si306 pri izabranoj koncentraciji 2,5 uM nemaju citotoksicni efekat
na U87 delije u ksenograftima embriona zebrica. Citotoksi¢ni efekat Si306 i pro-Si306 je ispitivan
merenjem intenziteta fluorescence CellTracker™ CM-Dil boje kojom su obelezene U87 celije. Embrioni
zebrica su tretirani sa 2,5 uM Si306 i pro-Si306 dan posle inokulacije obelezenih U87 ¢elija, a tretman je trajao
72 h. Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + SD.
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Diseminacija U87 ¢elija od mesta inokulacije vizualizovana je Cetvrtog dana od inokulacije
éelija (Slika 19 i Slika 20a). Celije ksenografta su pokazale invazivno ponaganje §to se ogledalo u
njihovoj sposobnosti da napuste vaskulaturu i invadiraju u avaskularni repni region embriona zebrica
(Slika 19). Invazivni potencijal U87 ¢elija je znacajno smanjen nakon tretmana Si306 i pro-Si306
inhibitorima u trajanju od 72 h (Slika 19 i Slika 20).

us87 celije
u avaskularnom
repnom regionu

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

Posle tretmana sa Si306, procenat embriona zebrica kod kojih je zabelezena invazija U87
¢elija u repni region, smanjio se gotovo pet puta u poredenju sa kontrolnom grupom (Slika 20b). Isti
trend je primecen i nakon tretmana sa pro-Si306, gde je procenat embriona sa celijskom
diseminacijom smanjen vise od dva puta. Takode, nakon tretmana Src tirozin-kinaznim inhibitorima
znacajno je smanjen broj fluorescentnih zarista koja sadrze diseminovane ¢elije (Slika 20c).
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Slika 20. Src inhibitori Si306 i pro-Si306 sprecavaju diseminaciju U87 ¢elija u embrionima zebrica.
Embrioni su tretirani 72 h (dan posle inokulacije U87 ¢elija) sa 2,5 uM Si306 i pro-Si306. (a) Reprezentativne
panoramske slike embriona sa inokulisanim U87 ¢elijama jedan dan posle inokulacije — 1 dpi (pre tretmana) i
Cetiri dana posle inokulacije - 4 dpi (posle tretmana). U87 ¢elije su obeleZene fluorescentnom CellTracker™
CM-Dil bojom. Strelice ukazuju na ¢elije koje su diseminovale izvan mesta inokulacije. Skala = 500 um. (b)
Procenat embriona sa diseminacijom U87 c¢elija nakon tretmana Src inhibitorima. (¢) Broj fluorescentnih
zarista koja sadrze diseminovane U87 celije nakon tretmana Src inhibitorima u embrionima kod kojih je
uocena invazija. Sve vrednosti su izrazene kao srednja vrednost = SEM. Statisticki znacajna razlika izmedu
tretirane i kontrolne grupe je predstavljena kao * (p<0,05).
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4.5. Inhibicija komponenti Src tirozin-kinaznog signalnog puta u ¢elijama glioblastoma

US87 1 U87-TxR celije su okarakterisane u odnosu na ekspresiju proteina koji ucestvuju u
regulaciji Src tirozin-kinaznog signalnog puta. Utvrdeno je da u poredenju sa U87 ¢elijama, U87-TxR
¢elije imaju nizu ekspresiju EGFR proteina, kao i aktivne fosforilisane forme Src i drugih ¢lanova Src
signalnog puta (FAK, ERK i AKT) (Slika 21).

1.59
l us7

U87-TxR

&

Slika 21. Ekspresija proteina Src signalnog puta u U87 i U87-TxR ¢elijama. ,,Western blot“ (engl.)
metodom je ispitana ekspresija EGFR, pFAK, FAK, pSrc, Src, pERK, ERK, pAKT i AKT proteina u U87 i
U87-TxR ¢elijama. Relativna ekspresija EGFR proteina je odredena u odnosu na B-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 (-
tubulin). Sve vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenta i izraZzene kao srednja vrednost +
SEM. Statisticki znacajne razlike su predstavljene kao * (p<0,05), ** (p<0,01) 1 *** (p<0,001).
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4.5.1. Si306 i pro-Si306 inhibiraju aktivnost Src tirozin-kinaze i ushodnih clanova njenog
signalnog puta (FAK i EGFR)

Da bi se ispitalo da li je anti-invazivni uticaj Si306 1 pro-Si306 na U87 1 U87-TxR celije
povezan sa Src signalizacijom, ¢lanovi 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 1 nivo ekspresije ushodnih ¢lanova Src signalnog puta: EGFR, FAK i njegove aktivne
fosforilisane forme pFAK nakon 24 h tretmana Src inhibitorima (Slika 22). Kao referentna supstanca,
koris¢en je dasatinib. Aktivnost Src tirozin-kinaze, prikazana kao relativna ekspresija pSrc/Src,
znacajno je smanjena nakon tretmana sa 5 puM Si306, pro-Si306 1 dasatiniba u obe Celijske linije
(Slika 22a). Posle tretmana svim Src inhibitorima relativna ekspresija EGFR smanjena je 80% u U87
¢elijama (Slika 22b). Znacajan efekat na smanjenje ekspresije EGFR u U87-TxR ¢elijama je ostvaren
samo sa pro-Si306 (Slika 22b). Relativna ekspresija pFAK/FAK u U87 ¢elijama smanjena je nakon
tretmana sa Si306 i njegovim prolekom, dok dasatinib nije ostvario znacajan efekat (Slika 22c). U
US87-TxR ¢elijama, efekat sve tri supstance na smanjenje aktivnosti FAK je bio veoma izrazen (Slika
22¢).
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Slika 22. Uticaj Si306 i pro-Si306 na aktivnost Src tirozin-kinaze i ushodnih ¢lanova Src signalnog puta
u U87 i U87-TxR ¢elijama. Reprezentativne slike dobijene ,,Western blot™ (engl.) metodom prikazuju
ekspresiju (a) pSrc, Src, (b) EGFR, (¢) pFAK i FAK proteina u U87 i U87-TxR ¢elijama nakon 24 h tretmana
sa 5 uM Si306, pro-Si306 i dasatiniba. Vrednosti na histogramima su izrazene kao nivo fosforilisanog proteina
u odnosu na nivo ukupnog proteina (Src i FAK) ili ukupna ekspresija proteina (EGFR), i normalizovane na [3-
tubulin. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenta i izraZzene kao srednja vrednost + SEM.
Statisticka znacajna razlika izmedu tretirane i kontrolne grupe prikazana je kao * (p <0,05), ** (p <0,01) i ***
(p <0,001).

4.5.2. 8§i306 i pro-Si306 inhibiraju aktivnost nishodnih ¢lanova Src tirozin-kinaznog signalnog
puta (AKT i ERK)

Dalje je ispitan nivo ekspresije nishodnih ¢lanova Src signalnog puta: ERK, AKT i njihovih
aktivnih formi pERK i pAKT nakon 24 h tretmana Src inhibitorima (Slika 23). Nakon §to su tretirane
sa 5 uM Si306 i pro-Si306, aktivnost ERK u U87 ¢elijama smanjena je znacajno smanjena, dok je u
US87-TxR ¢elijama, efekat oba jedinjenja na relativnu ekspresiju pERK/ERK bio je manje izrazen
(Slika 23a). Dasatinib je povecao ekspresiju i aktivnost ERK u obe ¢elijske linije. Aktivnost AKT u
U87 ¢elijama znacajno je smanjena nakon primene Si306, pro-Si306 i dasatiniba (Slika 23b). Efekat
Si306 1 pro-Si306 na smanjenje relativne ekspresije pAKT/AKT bio je manje izrazen u U87-TxR
¢elijama (Slika 23b).
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Slika 23. Uticaj Si306 i pro-Si306 na aktivnost nishodnih ¢lanova Src signalnog puta u U87 i U87-TxR
¢elijama. Reprezentativne slike dobijene ,,Western blot* (engl.) metodom prikazuju ekspresiju (a) pERK,
ERK, (b) pAKT i AKT proteina u U87 i U87-TxR ¢elijama nakon 24 h tretmana sa 5 pM Si306, pro-Si306 i
dasatiniba. Vrednosti na histogramima su izrazene kao nivo fosforilisanog proteina u odnosu na nivo ukupnog
proteina i normalizovane na B-tubulin. Vrednosti su dobijene iz najmanje tri nezavisna eksperimenta i izraZene
kao srednja vrednost + SEM. Statisticka znacajna razlika izmedu tretirane i kontrolne grupe prikazana je kao *
(p <0,05) 1 ** (p <0,01).

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

Nivo ekspresije Src proteina i njegove fosforilisane aktivne forme pSrc je odreden protocnom
citofluorimetrijom kod primarnih kultura glioblastoma GBM-4, GBM-5 i GBM-6. Primarne ¢elije su
tretirane 24 h inhibitorima Src tirozin-kinaze pri koncentraciji 10 uM. Relativna ekspresija pSrc/Src
smanjena je za 40% nakon tretmana sa Si306 u GBM-4 i GBM-5 ¢elijama (Slika 24). Ista supstanca
takode je smanjila aktivnost Src tirozin-kinaze u GBM-6 ¢elijama za preko 50% (Slika 24). Prolek je
ostvario manje izrazen efekat u odnosu na lek iako je znacajno smanjio relativnu ekspresiju pSrc/Src
u GBM-5 1 GBM-6 ¢elijama (Slika 24).
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Slika 24. Uticaj Si306 i pro-Si306 na aktivnost Src tirozin-kinaze u primarnim ¢elijama glioblastoma. (a)
Prikazani su citofluorimetrijski profili ekspresije Src i pSrc proteina u primarnim ¢elijama glioblastoma GBM-
4, GBM-5 i GBM-6 nakon tretmana Src inhibitorima. Y-osa prikazuje broj ¢elija, a x-osa prikazuje intenzitet
fluorescence imuno-obeleZenih ¢elija koji je proporcionalan koli¢ini Src i pSrc. Celije su tretirane 24 h sa 10
uM Si306 1 pro-Si306. (b) Histogrami predstavljaju relativnu ekspresiju pSrc/Src u primarnim ¢elijama
glioblastoma nakon 24 h tretmana sa Si306 i pro-Si306. Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost +
SEM (n=3). Statisticka znacajnost izmedu 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 ¢elijama
glioblastoma

Ispitivanje efekta Si306 1 pro-Si306 na viSestruko-rezistentni fenotip U87-TxR ¢elija zapoceto je
ispitivanjem njihovog efekta na ekspresiju i aktivnost P-glikoproteina. Metodom qPCR utvrdeno je da
Si306, pro-Si306 i dasatinib ne menjaju ekspresiju MDRI iRNK kod rezistentnih U87-TxR ¢elija
glioblastoma (Slika 25a). Na proteinskom nivou, metodom protocne citofluorimetrije je pokazano da
samo dasatinib utiCe 1 povecava ekspresiju P-gp transportera u ovim celijama (Slika 25b).
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Unutarcelijska akumulacija fluorescentnog supstrata P-glikoproteina - rodamina 123, odredena
proto¢nom citofluorimetrijom, pokazala je da Si306 i pro-Si306 znacajno smanjuju aktivnost P-gp
transportera, dok dasatinib nije pokazao potencijal za modulaciju aktivnosti P-glikoproteina (Slika
25¢).
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Slika 25. Efekat Src inhibitora na ekspresiju i funkciju P-glikoproteina u U87-TxR ¢elijskoj liniji. (a)
gPCR analiza ekspresije MDRI iRNK (srednja vrednost £ SD, n=3) i (b) Reprezentativni profili ekspresije P-
glikoproteina dobijeni protocnom citofluorimetrijom nakon 72 h tretmana sa 5 pM Si306, pro-Si306 i
dasatiniba. (¢) Reprezentativni profili akumulacije rodamina 123 dobijeni proto¢nom citofluorimetrijom nakon
30 min tretmana sa 5 uM Si306, pro-Si306 i dasatiniba.

Dalje su odredene koncentracije Si306 1 pro-Si306 neophodne za inhibiciju 50% aktivnosti P-
glikoproteina (ICsg inhibicije P-gp), 1 uporedene u odnosu na P-gp inhibitor druge generacije — deks-
verapamil 1 P-gp inhibitor tre€e generacije - tarikvidar (Slika 26, Tabela 2). Si306 1 pro-Si306 dovode
do inhibicije aktivnosti P-glikoproteina na dozno-zavisan nacin S$to 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
¢elijama je odredena nakon primene rastuéih koncentracija Si306, pro-Si306, deks-verapamila (1, 2, 5, 10 1 20
uM) i tarikvidara (1, 2, 5, 10 i 20 nM). Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost intenziteta fluorescence +
SD. Srednja vrednost intenziteta fluorescence rodamina 123 u senzitivnoj ¢elijskoj liniji U87 iznosi 166 (plava
linijja), dok srednja vrednost intenziteta fluorescence rodamina 123 u viSestruko-rezistentnim US87-TxR
¢elijama iznosi 65 (crvena linija). ICso vrednosti su izrac¢unate izmedu ove dve grani¢ne vrednosti. Izvedena su
dva nezavisna eksperimenta (najmanje 10 000 dogadaja je prikupljeno za svaki uzorak). Statisticki znaCajna
razlika u odnosu na akumulaciju rodamina 123 u U87-TxR ¢elijama je predstavljena kao * (p<0,05), **
(p<0,01) i *** (p<0,001). (b) Reprezentativni citofluorimetrijski profili akumulacije rodamina 123 u
netretiranim U87 1 U87-TxR ¢elijama i U87-TxR ¢elijama tretiranim rastu¢im koncentracijama tarikvidara,
deks-verapamila, Si306, i pro-Si306.

U Tabeli 2 su prikazane ICsy vrednosti inhibicije P-glikoproteina za Si306 i pro-Si306 koje se
podudaraju sa opsegom koncentracija koje dovode do inhibicije celijskog rasta 1 invazije celija
glioblastoma. Tarikvidar i deks-verapamil nisu pokazali dozno-zavisni efekat, jer su njihove najnize
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primenjene koncentracije nadmasile izracunate ICsy vrednosti: 0,3 nM za tarikvidar i 0,7 uM za deks-
verapamil (Slika 26, Tabela 2).

Tabela 2. Inhibicija aktivnosti P-glikoproteina

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

ICs (uM) " 0,343 £ 0,017 8,496 +0,161 3,748 + 0,060 0,735 + 0,029

*1Csp £ SD vrednosti za tarikvidar su izraZzene u nM.

P 1Cs, vrednosti su izradunate merenjem akumulacije rodamina 123. Rezultati su prikazani kao ICsy + SD (n =2)

4.7. Reverzija rezistencije na paklitaksel

Ispitivanje efekta Si306 1 pro-Si306 na rezistentan fenotip U87-TxR celija nastavljeno je
proucavanjem sposobnosti ovih supstanci da povecaju osetljivost U87-TxR ¢elija na paklitaksel
(Slika 27, Tabela 3).
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Slika 27. Src inhibitori Si306 i pro-Si306 poveéavaju osetljivost US7-TxR ¢elija na paklitaksel. Efekti
kombinovanih tretmana Si306 i pro-Si306 sa paklitakselom u U87-TxR ¢elijama analizirani su MTT testom.
Vrednosti su iskazane kao srednja vrednost £ SD (n = 3). Statisti¢ki znacajna 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 utvrden MTT testom nakon
72 h. Oba Src inhibitora, primenjena u niskim koncentracijama (0,2 uM i 0,5 uM), su poboljsala
efikasnost paklitaksela i dovela do znaCajne reverzije rezistencije kod U87-TxR celija na ovaj
hemioterapeutik (Tabela 3). Relativna reverzija rezistencije je dobijena kao odnos ICsy vrednosti za
paklitaksel i ICsy vrednosti za paklitaksel u kombinaciji sa odredenom koncentracijom Si306 ili pro-
Si306.

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

Supstance IC.SO +SD Relativol'la
za paklitaksel (uM) reverzija
2,840 + 0,358
Si306
0,2 uM 2,449 + 0,121 1,16™
0,5 uM 0,850 + 0,088 3,34"
pro-Si306
0,2 uM 0,635 + 0,0103 447"
0,5 uM 0,356 + 0,072 7,98

Statisti¢ki znacajne vrednosti su prikazane kao: nz, nije statisticki znacajno, ** (p<0,01), *** (p<0,001).
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5. DISKUSIJA

Glioblastomi predstavljaju najagresivnije primarne tumore mozga sa loSom prognozom i
izvesnim letalnim ishodom (Mrugala, 2013). Potreba za novim terapeutskim pristupima koji bi
omogucili duze prezivljavanje pacijenata od onog koje obezbeduje standardni Stupov protokol je
velika (Le Rhun i sar., 2019). Ovaj protokol je zasnovan na rezultatima klinicke studije faze 3
objavljene 2005. godine koji su pokazali da istovremena primena temozolomida i radioterapije
pracena sa 6 ciklusa samostalne terapije temozolomidom poboljSava prezivljavanje pacijenata za
samo 2,5 meseca u poredenju sa samostalnom primenom radioterapije (Stupp i sar., 2005). Napori da
se uvedu efikasnije terapije koje bi dovele do znacajnijeg 1 kvalitetnijeg produzetka Zivota pacijenata
pristupe kao Sto su fotodinamicka terapija, ciljana i imunoterapija (Rajaratnam i sar., 2020; Stupp i
sar., 2005). Ocigledna stagnacija u primeni novih lekova i strategija leCenja glioblastoma delimi¢no je
posledica i nedostatka odgovaraju¢ih modela glioblastoma za testiranje novih lekova koji verno
oponasaju klinicki scenario (Dragoj i sar., 2021; Stankovi¢ i sar., 2021). Poseban interes postoji za
razvijanjem terapeutika koji prolaze krvno-mozdanu barijeru, sprecavaju invadiranje glioblastoma u
mozdani parenhim nakon hirurske intervencije i na koje ¢elije glioblastoma ne razvijaju rezistenciju
(Ahluwalia i sar., 2010).

Poslednjih godina u fokusu je inhibicija Src tirozin-kinaze (Calgani i sar., 2016; Jubran 1 sar.,
2020; Smolinski 1 sar., 2018; Taylor 1 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 ¢elija glioblastoma (Calgani i sar., 2016). Pored toga, aktivacija Src tirozin-kinaze dovodi
do izmenjenih adhezivnih karakteristika 1 poviSene mobilnosti celija glioblastoma, kao i do
remodelovanja vancelijskog matriksa (Ahluwalia i sar., 2010). Povisena aktivnost Src tirozin-kinaze
je posledica aktivnosti ushodnih ¢lanova Src signalnog puta, kao §to su FAK, EGFR 1 integrini (Belli 1
sar., 2020; Katoh, 2020; Rutkowska i sar., 2019). Src tirozin-kinaza zatim nishodno utice na aktivnost
ERK i AKT i time dovodi do intezivne proliferacije i prezivljavanja tumorskih ¢elija (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 1 San Jos¢, 2019). Medu njima
istaknuto mesto je imao dasatinib. Medutim, klinicka ispitivanja su pokazala da tretman glioblastoma
dasatinibom nema perspektivu zbog njegove nepovoljne farmakokinetike (Agarwal i sar., 2012;
Galanis 1 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 znacajan broj novih tirozin-kinaznih inhibitora svake godine odobrava za terapiju
tumora od strane Ameri¢ke uprave za hranu i lekove, prodor u terapiji glioblastoma nije jo§ uvek
napravljen (Roskoski, 2019; P. Wu 1 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). Medutim, neki tirozin-kinazni inhibitori
mogu delovati 1 kao inhibitori ABC transportera (Rosenzweig, 2018; Shannon, 2002; Shukla 1 sar.,
2012), sto predstavlja povoljnu karakteristiku posebno u slucaju glioblastoma jer je P-gp transporter
jedna od komponenti krvno-mozdane barijere (Da Ros i sar., 2018), a moze biti prisutan i na
membrani Celija glioblastoma (Da Ros i sar., 2018).
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Predmet ove doktorske disertacije je ispitivanje potencijala derivata pirazolo[3,4-d]pirimidina
(Si306 1 njegovog proleka pro-Si306) za lecenje glioblastoma. Si306 i pro-Si306 predstavljaju ATP-
kompetitivne inhibitore ¢lanova Src familije tirozin-kinaza (Schenone i sar., 2014). Posebno je
proucavana njihova efikasnost u spre¢avanju invazije glioblastoma in vitro i in vivo. U tu svrhu su
koriS¢eni razliciti ¢elijski modeli, ukljucujuéi i primarne celije glioblastoma poreklom od pacijenata,
kao 1 ksenograft model u embrionima zebrica. Proucavan je i njihov potencijal za prevazilazenje
rezistencije u modelu senzitivnih i viSestruko-rezistentnih ¢elija glioblastoma.

5.1. Srec tirozin-kinazni inhibitori smanjuju vijabilnost ¢elija glioblastoma

Efekat Si306 i pro-Si306 na vijabilnost senzitivne U87 Celijske linije 1 njene viSestruko-
rezistentne varijante U87-TxR, kao 1 na vijabilnost primarnih kultura glioblastoma GBM-4, GBM-5 1
GBM-6 utvrden je MTT testom. ICsy vrednosti kod U87 1 U87-TxR ¢elija su se kretale izmedu 3 1 5
uM, dok su ICsp vrednosti odredene kod primarnih kultura bile izmedu 18 i 25 uM. Uporedivanje sa
efektom dasatiniba je pokazalo da Si306 i pro-Si306 u ovim ¢elijskim modelima imaju nesto bolji
efekat. Vazno je istaci da razlike u ICsy vrednostima izmedu senzitivnih U87 1 viSestruko-rezistentnih
US87-TxR ¢elija nisu bile znacajne, te ne mogu ukazivati da prisustvo rezistentnog fenotipa utice na
osetljivost ¢elija na Si306 i pro-Si306. Medutim, 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 koli¢inu ciljnog molekula u odnosu na komercijalne celijske linije Sto svakako predstavlja
razlog za uocenu rezistenciju na Src tirozin-kinazne inhibitore.

Takode, treba naglasiti da su svi in vitro modeli glioblastoma pokazali nekoliko desetina puta
veéu osetljivost na ispitivane Src tirozin-kinazne inhibitore u poredenju sa aktuelnim
hemioterapeutikom temozolomidom. Dobijena ICsy vrednost za temozolomid kod U87 ¢elija bila u
skladu sa prethodno objavljenim podacima (Kanojia i sar., 2015). Veca osetljivost ¢elija na ispitivane
inhibitore u odnosu na temozolomid, uz ranije pokazanu efikasnost dopreme Si306 do mozga, Cine
ciljanu inhibiciju Src tirozin-kinaze ovim derivatima pirazolo[3,4-d]pirimidina obecavaju¢im
pristupom u lecenju glioblastoma.

Posebno treba istaci izraZzenu rezistenciju koju su primarne celije glioblastoma GBM-4, GBM-
5 1 GBM-6 pokazale na temozolomid. Podaci iz literature pokazuju Sirok opseg odgovora na tretman
temozolomidom (1000 pM) u trajanju od 72 h kod primarnih celija glioblastoma poreklom od
razli¢itih pacijenata (Pédeboscq i1 sar., 2007). Rezultati ove studije su pokazali izuzetan stepen
rezistencije primarnih ¢elija glioblastoma prevazilazeéi opseg testiranih koncentracija u pomenutom
radu. U skladu sa literaturom, uocena razlika u odgovoru na temozolomid medu primarnim ¢éelijama
dobijenim iz uzoraka razli¢itih pacijenata potvrduje heterogenost odgovora pacijenata na anti-
tumorske lekove.

5.2. Src tirozin-kinazni inhibitori sprecavaju invaziju ¢elija glioblastoma

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

Sposobnost inhibitora Src tirozin-kinaze da smanje razlaganje Zzelatina od strane celija
glioblastoma je tesno povezana sa njithovom sposobnos¢u da uti¢u na razgradnju vancelijskog
matriksa 1 inhibiraju aktivnost matriksnih metaloproteinaza MMP-2 1 MMP-9. Aktivnost MMP-2 i
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MMP-9 je u sprezi sa invazivnoscu visokogradusnih glioma (Hatoum i sar., 2019; Uhm i sar., 1997).
Pokazano je da je aktivnost MMP-2 u glioblastomima pet puta veéa u poredenju sa normalnim
mozdanim tkivom ili sa niskogradusnim gliomima (Hatoum i sar., 2019).

Inhibitorni efekat Si306 i pro-Si306 na invazivnost uocen je kod U87 i U87-TxR, kao i kod
primarnih ¢elija glioblastoma. Pokazano je da postoji znacajna razlika u sposobnosti razlaganja
zelatina izmedu U87 1 U87-TxR C¢elija u korist U87 $to je u saglasnosti sa viSim nivoom ekspresije
MMP-2 u U87 celijama. Medutim, oba Src tirozin-kinazna inhibitora su znacajano umanjila
razlaganje Zelatina od strane U87 1 U87-TxR ¢elija. Ovaj efekat je bio prac¢en 1 smanjenjem ekspresije
MMP-2u U87 Celijama.

Inhibitorni efekat Si306 i pro-Si306 na sve tri primarne kulture glioblastoma je bio veoma
izrazen u testu degradacije Zelatina iako su GBM-4 i GBM-5 pokazale znacajno viSu sposobnost
razlaganja zelatina u odnosu na U87 Celije. Treba ista¢i da je ovaj efekat u primarnim celijama
glioblastoma postignut i pri 10 puM, koncentraciji znatno nizoj od ICsy vrednosti dobijenih MTT
testom. Rezultati ukazuju da Src tirozin-kinazni inhibitori mogu efikasno spreciti invaziju celija
glioblastoma cak pri koncentracijama koje ne uticu znacajno na vijabilnost ¢elija.

Anti-invazivni potencijal Si306 i1 pro-Si306 je dodatno proucavan i testom migracije U87 i
US87-TxR ¢elija kroz matrigel i bazalnu membranu. Migracija Celija 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 drugacijim od onih koji
ucestvuju u razgradnji vancelijskog matriksa (Chiang i sar., 2016; Hatoum 1 sar., 2019). Iako U87
¢elije poseduju vecu sposobnost migracije kroz matrigel i bazalnu membranu u poredenju sa U87-
TxR ¢elijama, Src tirozin-kinazni inhibitori Si306 i pro-Si306 su uspesno smanjili migraciju i U87, i
US87-TxR ¢elija pokazujuci veliki potencijal za inhibiciju pokretljivosti ¢elija glioblastoma.

Za potrebe in vivo studije anti-invazivnog efekta Si306 1 pro-Si306 uspostavljen je ksenograft
model U87 ¢elija u embrionima zebrica. Treba napomenuti da ksenograft model glioblastoma u
zebricama do sada nije bio uspostavljen u Srbiji i da ¢e znanje ste¢eno u toku izrade ove doktorske
disertacije posluziti za dalje unapredenje 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). Takode, embrioni zebrice su
propustljivi za male molekule, tako da predstavljaju pogodan model i za ispitivanje novih lekova,
njihove toksi¢nosti 1 efekta na inokulisane tumorske ¢elije (Jung 1 sar., 2012). Stoga, ksenograft
model U87 ¢elija u embrionima zebrica, uspostavljen i okarakterisan u okviru ove doktorske studije,
od velikog je znacaja za buduca in vivo istrazivanja anti-invazivnog i anti-proliferativnog potencijala
ciljanih terapeutika 1 drugih potencijalnih anti-tumorskih agenasa. Efekti tirozin-kinaznih inhibitora
akitiniba, suntiniba 1 vatalaniba na spre€avanje angiogeneze ve¢ su ispitivani u modelu zebrice sa U87
¢elijama inokulisanim u Zumance embriona (X. Yang i sar., 2014). Takode, u modelu zebrice je
pokazano da primena 100 pM temozolomida povecava osetljivost na zracenje U251 <celija
glioblastoma inokulisanih u Zzumancanu kesu embriona u fazi blastule (Geiger i sar., 2008).
Zanimljivo je 1 veoma znacajno da zebrice imaju slicnu osetljivost na toksicne i teratogene supstance
kao i ljudi (Jung i sar., 2012). Veliku prednost ovog modela predstavlja providnost embriona zebrica
Sto omogucava pracenje intravazacije tumorskih ¢elija 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
misijem 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 uspesnog uspostavljanja U87 ksenografta u embrionima zebrica,
utvrdena je koncentracija Src tirozin-kinaznih inhibitora (2,5 pM) koja nije bila toksi¢na za embrione
1 koja nije dovodila do smanjenja vijabilnosti inokulisanih U87 ¢elija. Trodnevni tretman ksenografta
pomenutom koncentracijom Si306 i pro-Si306 je znacajno smanjio procenat embriona kod kojih je
zabelezena invazija, kao 1 broj diseminovanih ¢elija van krvnih sudova.

Literaturni podaci ukazuju da aktuelni hemioterapeutik temozolomid takode pokazuje anti-
invazivni potencijal kod ¢elija glioblastoma, ali isklju¢ivo primenom visokih koncentracija. Posle 72
h, primena 100 uM temozolomida je dovela do smanjenja invazije U87 ¢elija oko 15% u poredenju sa
kontrolom in vitro (Pazhouhi i sar., 2018). Takode, temozolomid je znacajno inhibirao invazivnost
maticnih ¢elija glioblastoma in vitro pri koncentraciji od 50 uM (D. Zhang i sar., 2011). Imajuci u
vidu ove podatke, uspesno sprecavanje invazije Celija glioblastoma Src inhibitorima Si306 i pro-
Si306 in vivo niskom koncentracijom od svega 2,5 uM daje ovim supstancama jo$ jednu prednost u
odnosu na aktuelnu terapiju.

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

Da bi se utvrdila uloga Src tirozin-kinaze u progresiji tumora, do sada su sprovedena brojna in
vitro 1 in vivo istraZivanja u razli¢itim tumorskim modelima, a literaturni podaci govore u prilog Src
tirozin-kinaze 1 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 ¢elija 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 ¢elija 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 spre¢avanja umnozavanja celija u brojim tipovima tumora, ukljucujuéi i
glioblastome. Na primer, kombinovana primena mTOR inhibitora vistusertiba sa paklitakselom
efikasno je inhibirala migraciju i1 invaziju celija anaplasticnog karcinoma Stitaste zlezde in vitro
(MiloSevi¢ 1 sar., 2018). Takode, inhibitori komponenti signalnih puteva RAS/MAPK/ERK i
PI3K/AKT/mTOR tipifarnib, vistusertib, GSK690693 i vortmanin znacajno su smanjili rast ¢elija
ovog tipa tumora (Milosevic i sar., 2014). Inhibicija FAK tirozin-kinaze malim molekulom PF-
573228 znacajno je smanjila migratorni i invazivni potencijal ¢elija nesitnocelijskog karcinoma plucéa
in vitro 1 in vivo (Dragoj, Bankovic, i sar., 2017). Primena PF-573228 u kombinaciji sa
doksorubicinom dodatno je pojacala 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 ¢elija glioblastoma in vitro, kao 1 rast tumora in vivo
(Laramy i sar., 2017).

Efekti Si306 1 pro-Si306 na celije glioblastoma pokazani ovom studijom mogu biti posledica
direktnog ili indirektnog uticaja Src tirozin-kinaznih inhibitora na signalne molekule regulisane
aktivnoS¢u Src tirozin-kinaze. Prethodno je pokazano da Si306 smanjuje nivo fosforilisane Src
tirozin-kinaze u U87 ¢elijskoj liniji nakon 48 h (Calgani i sar., 2016). U ovoj doktorskoj studiji
ispitivanje je prosireno na ushodne (EGFR i pFAK) i nishodne (pERK i pAKT) ¢lanove Src tirozin-
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kinaznog puta, a rezultati dobijeni na U87 celijskoj liniji su uporedeni sa rezultatima na visestruko-
rezistentnim U87-TxR ¢elijama.

Karakterizacija U87/U87-TxR ¢elijskog modela glioblastoma je pokazala da U87 ¢elije imaju
znac¢ajno viSu ekspresiju EGFR 1 aktivnih fosforilisanih formi Src, FAK, ERK i AKT u odnosu na
U87-TxR ¢elije. To je u saglasnosti sa invazivnijim fenotipom U87 ¢elija potvrdenim u testovima
degradacije Zelatina i migracije kroz matrigel i bazalnu membranu.

Efekat Si306 i pro-Si306 je takode uporeden sa efektom dasatiniba. Ocekivano, izrazena
inhibicija aktivnosti Src tirozin-kinaze u U87 i U87-TxR ¢elijama uocCena 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.

Znacajno smanjenje ekspresije EGFR je uoceno kod U87 ¢elija tretiranih Src tirozin-kinaznim
inhibitorima, dok je znacajan efekat kod U87-TxR ¢elija ostvario samo inhibitor pro-Si306. Poznato
je da EGFR signalizacija dovodi do intenzivnog umnozavanja Celija glioblastoma (Z. Chen i sar.,
2018), te je konstitutivno aktivan EGFR prepoznat kao klini¢ki marker glioblastoma za ¢iju aktivnost
nije potrebno prisustvo EGF kao liganda (Rutkowska i sar., 2019). Kako su prekomerna ekspresija i
smanjena degradacija EGFR povezane sa aktivnoS$¢u Src tirozin-kinaze (Belli i sar., 2020), smanjenje
nivoa ekspresije EGFR posle tretmana sa Si306 i pro-Si306 inhibitorima moZze se objasniti posrednim
povecanjem degradacije EGFR zbog smanjene aktivnosti Src tirozin-kinaze.

Anti-invazivni efekti Si306 i pro-Si306 na ¢elije glioblastoma mogu biti posledica inhibicije
FAK kinaze koja ima ulogu regulatora migracije i invazije ¢elija. Prethodna istrazivanja su pokazala
da je FAK kinaza odgovorna za koordinaciju celijske mobilnosti i remodelovanje vanéelijskog
matriksa tokom invazije tumorskih ¢elija, kao i da doprinosi sekreciji matriksnih metaloproteinaza
(Hauck 1 sar., 2002). U U87 1 CCF-STTGI1 ¢elijama glioblastoma, smanjena ekspresija FAK kinaze je
dovela do supresije invazije 1 smanjene sekrecije MMP-2 1 MMP-9 (Kolli-Bouhafs 1 sar., 2012).
Takode, inhibicija fosforilacije FAK u U373MG 1 A-172 ¢elijama glioblastoma je povezana sa
smanjenom migracijom i invazijom, kao i smanjenom aktivnoscu i ekspresijom MMP-2 (Cho i sar.,
2018). Stoga je inhibicija aktivnosti FAK kinaze pod dejstvom Si306 i pro-Si306 u sprezi sa
snizenom ekspresijom MMP-2 uocenom nakon tretmana kod U87 ¢elijske linije.

U literaturi je opSirno opisana uloga ERK i AKT tirozin-kinaza u regulaciji transdukcije
signala 1 bioloskih procesa kao $to su proliferacija i prezivljavanje celija, apoptoza, metabolizam i
angiogeneza (Guo 1 sar., 2020). Nekontrolisana aktivacija puteva ERK i AKT u tumorskim ¢elijama
igra vaznu ulogu u odrzavanju njihove proliferacije, spreCavanju apoptoze i podrzava procese koji
vode malignoj transformaciji i metastaziranju (Ye i sar., 2014), §to ih ve¢ dugo ¢ini vaZznim
molekularnim metama u ciljanoj terapiji tumora (Cao 1 sar., 2019). Kada su u pitanju glioblastomi,
istrazivanja su pokazala da inhibicija AKT kinaze malim molekulom SC66 zaustavlja proliferaciju 1
progresiju Celijskog ciklusa 1 dovodi do apoptoze kod U87 1 U251 celija glioblastoma (Gao 1 sar.,
2020). Pored toga, primena AKT inhibitora MK2206 u niskoj koncentraciji sprecava rast sferoida
glioblastoma i povecava njihovu osetljivost na zracenje i temozolomid (Narayan i sar., 2017). Pored
svog dejstva na Src tirozin-kinazu, SU6656 takode inhibira i fosforilaciju AKT S§to je dovelo do
povecanja osetljivosti Celija glioblastoma na radioterapiju in vitro i in vivo (Cirotti i sar., 2020).
Takode, inhibicija ERK malim molekulom AZD9291 sprecila je rast U87, U251, U118, LN229,
T98G 1 LN18 ¢elija humanog glioblastoma in vitro, kao i in vivo kod miSeva sa interkranijalnim U87
ksenograftima (X. Liu i sar., 2019).
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Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da Si306 i pro-Si306 uspesno inhibiraju i aktivnosti
nishodnih ¢lanova Src-posredovane signalizacije, pERK i pAKT, pokazujuéi zavidan potencijal za
spreCavanje umnozavanja i prezivljavanja celija glioblastoma. Ovo zapazanje je u skladu sa
zabeleZenim efektom pomenutih Src inhibitora na vijabilnost U87 1 U87-TxR ¢elija, utvrdenim MTT
testom. Vazno je napomenuti da dasatinib nije pokazao inhibitorni efekat na aktivnost ERK, dok je
ekspresija fosforilisane forme AKT kinaze bila snizena pod dejstvom dasatiniba samo u US87
¢elijama. Uticaj na smanjenje fosforilacije AKT i ERK u tumorskim ¢elijama pokazan je 1 kod drugih
Src tirozin-kinaznih inhibitora ukljucujuéi sarakatinib (Nam i sar., 2013), bosutinib (Bieerkehazhi i
sar., 2017) i ponatinib (D. H. Kim i sar., 2016).

Si306 1 pro-Si306 inhibitori su za razliku od dasatiniba pokazali zadovoljavajuca
farmakokineticka svojstva i toleranciju in vivo (Vignaroli i sar., 2017; Vignaroli i sar., 2013) $to
pored ovde prikazanih rezultata, ova dva Src tirozin-kinazna inhibitora ¢ini vrednim kandidatima za
klini¢ka ispitivanja.

5.4. Src tirozin-kinazni inhibitori moduliSu viSestruko-rezistentan fenotip celija glioblastoma

Mnogi tirozin-kinazni inhibitori pokazuju izuzetan potencijal inhibicije ABC transportera i
reverzije rezistencije tumorskih celija. Laboratorija za molekularnu neuro-onkologiju u kojoj je
uradena ova doktorska studija ima dugu tradiciju izuCavanja dejstva ciljane terapije na rezistentni
fenotip malignih tumora. Jedno od tih istrazivanja je pokazalo da RAS inhibitor tipifarnib inhibira
aktivnost P-glikoproteina kod rezistentnih celija glioblastoma, nesitnocelijskog karcinoma pluca i
karcinoma debelog creva, §to je potvrdeno povecanjem akumulacije rodamina 123 nakon tretmana
ovim inhibitorom (Podolski-Reni¢ i sar., 2013). Ovaj efekat tipifarniba na P-gp dalje doprinosi
njegovoj efikasnoj senzitizaciji ¢elija na paklitaksel. Takode, iako je ispoljio slabiji efekat od
tipifarniba, AKT inhibitor GSK690693 je ostvario sinergisticki efekat u kombinaciji sa paklitakselom
1 uspeo da poveca osetljivost ¢elija sa rezistentnim fenotipom na ovaj hemioterapeutik (Podolski-
Renic¢ 1 sar., 2013). Pored toga, mTOR inhibitor vistusertib je povecao osetljivost ¢elija anaplasti¢nog
karcinoma Stitaste zlezde sa poviSenom ekspresijom P-gp i BCRP na paklitaksel (MiloSevi¢ i sar.,
2018). Kombinacija vistusertiba i paklitaksela je takode efikasno potisnula rast ksenografta
rezistentnih Celija anaplasticnog karcinoma Stitaste zlezde u imunokompromitovanim misSevima
(Milosevi¢ i sar., 2018). Jo$ jedna studija je pokazala da ciljanje komponenti signalnih puteva
RAS/MAPK/ERK ili PI3K/AKT/mTOR povecava osetljivost ¢elija anaplastiénog karcinoma Stitaste
zlezde na klasicne hemioterapeutike. Naime, primena tipifarniba, vistusertiba, GSK690693,
dabrafeniba (BRAF inhibitora) i vortmanina (PI3K inhibitora) u kombinaciji sa doksorubicinom i
paklitakselom dovela je do snaznog sinergistickog dejstva (Milosevic i sar., 2014). Dalje istrazivanje
je otkrilo da FAK inhibitor PF-573228 ima snazno sinergisticko dejstvo sa dokorubicinom na
smanjenje vijabilnosti rezistentnih Celija nesitnocelijskog karcinoma pluca, zaustavljanje progresije
¢elijskog ciklusa 1 indukovanje senescencije (Dragoj, Milosevic, 1 sar., 2017).

Efekti Src tirozin-kinaznih inhibitora Si306 i pro-Si306 su posebno proucavani na U87-TxR
¢elijama glioblastoma kod kojih je ranije opisan viSestruko-rezistentni fenotip sa povisenom
ekspresijom i aktivnoS¢u P-gp transportera u odnosu na odgovarajuce senzitivne U87 ¢elije (Podolski-
Reni¢ 1 sar., 2011). Sli¢an profil inhibicije vijabilnosti kod pomenutih ¢elijskih linija glioblastoma
pokazao je da prisustvo P-gp kod U87-TxR ne uti¢e na efikasnost Si306 i1 pro-Si306. Takode, oba Src
tirozin-kinazna inhibitora ne menjaju ekspresiju MDRI iRNK, niti ekspresiju P-gp za razliku od
dasatiniba koji dovodi do poviSene ekspresije P-gp.
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Si306 1 pro-Si306 inhibitori su pokazali znacajan potencijal za modulaciju rezistentnog
fenotipa u testu akumulacije fluorescentnog P-gp supstrata — rodamina 123. Naime, 5 uM Si306 i pro-
Si306 efikasno umanjuje aktivnost P-gp Sto se ogleda u znac¢ajnom povecanju 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 ICsy vrednosti inhibicije P-gp se nalaze u istom opsegu kao i ICsy vrednosti
inhibicije vijabilnosti ¢elija glioblastoma. Efekat pro-Si306 na inhibiciju aktivnosti P-gp transportera
je bio izrazeniji pri nizim koncentracijama u odnosu na Si306.

Uzimaju¢i u obzir sposobnost Si306 1 njegovog proleka da smanje aktivnost P-gp transportera,
ispitan je njihov potencijal za reverziju rezistencije na paklitaksel kod U87-TxR celjja.

Iako u U87-TxR modelu rezistentnih ¢elija 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 ¢elija raka dojke (T. Chen i sar., 2015). Pored
dasatiniba, brojni tirozin-kinazni inhibitori mogu modulisati aktivnost ABC transportera
(Krchniakova 1 sar., 2020). Medutim, neki od njih predstavljaju supstrate za ABC transportere, koji
tek pri izuzetno visokim koncentracijama inhibiraju njihovu aktivnost (Krchniakova 1 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 njithovih ICsy vrednosti za inhibiciju P-gp (0,2 1 0,5 uM). Pri koncentraciji
0,5 uM, pro-Si306 je ¢ak 8 puta smanjio koncentraciju paklitaksela potrebnu da efikasno inhibira
vijabilnost U87-TxR ¢elija. Si306 je ostvario znacajnu reverziju rezistencije smanjivsi 1Csy za
paklitaksel oko 3 puta.

Snazniji efekat pro-Si306 na inhibiciju P-gp transportera i povecanje osetljivosti U87-TxR
¢elija na paklitaksel ukazuje da pro-Si306 ima znatno veéi potencijal za modulaciju visestruke
rezistencije u odnosu na Si306 u U87-TxR ¢elijama glioblastoma.

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

Uprkos tome S§to prolekovi Cesto imaju znatno slabiju bioloSku aktivnost u odnosu na
parentalni lek (Zawilska i sar., 2013), ovo istrazivanje je pokazalo da pro-Si306 ima slicno ili bolje
dejstvo u poredenju sa svojim parentalnim lekom. Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji, uz
dobra farmakokineti¢ka svojstva Si306 i pro-Si306, a narocito proleka, otvaraju moguénost za dalje
ispitivanje ovih inhibitora Src tirozin-kinaze kao potencijalnih kandidata za novu ciljanu terapiju
glioblastoma.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu postavljenih ciljeva i ostvarenih rezultata u ovoj studiji, a u skladu sa najnovijim

literaturnim podacima, izvedeni su slede¢i zakljucci:

I

I

Uticaj Si306 i pro-Si306 na invazivnost Celija glioblastoma

Osetljivost ¢elija glioblastoma na Si306 i pro-Si306 proporcionalna je nivou ekspresije
Src tirozin-kinaze. Osetljivost Celija glioblastoma na ove Src tirozin-kinazne inhibitore je
srazmerna koli€ini ciljnog molekula u njima S$to je pokazano uporedivanjem efekta Si306 i
pro-Si306 na vijabilnost ¢elijskih linija U87 1 U87-TxR, kao 1 uspeSno uspostavljenih
primarnih kultura GBM-4, GBM-5 i GBM-6 1 nivoa ekspresije Src tirozin-kinaze u
pomenutim ¢elijama. Celije U87 i U87-TxR sa ve¢om koli¢inom Src tirozin-kinaze su bile
znatno osetljivije na oba inhibitora u odnosu na primarne kulture glioblastoma sa nizim
nivoom ekspresije Src tirozin-kinaze.

Si306 i pro-Si306 smanjuju invazivnost Celija 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 ¢elijama, najnizi kod visestruko-rezistentne
¢elijske linije U87-TxR, a najvisi kod primarnih kultura GBM-4 i GBM-5. Efikasno smanjenje
invazije primarnih celijskih kultura glioblastoma Src tirozin-kinaznim inhibitorima je
postignuto i sa 10 uM, koncentracijom skoro dvostruko nizom od koncentracije koja smanjuje
vijabilnost ovih ¢elija za 50%.

Uticaj Si306 i pro-Si306 na smanjenje invazivnosti Celija glioblastoma je posledica
inhibicije aktivnosti ushodnih i nishodnih ¢lanova Src tirozin-kinaznog signalnog puta
kod U87 i U87-TxR ¢elija. Posebno je istaknuta inhibicija FAK koja u€estvuje u regulaciji
matriksne metaloproteinaze-2 Cija aktivnost doprinosi invazivnom fenotipu U87 1 U87-TxR
¢elija. Smanjena ekspresija EGFR, kao i1 aktivnost AKT i ERK pod dejstvom Si306 i pro-
Si306 ukazuje na potencijal ovih supstanci za inhibiciju ¢elijskog rasta i prezivljavanja.

Si306 i pro-Si306 ispoljavaju anti-invazivni efekat na celije glioblastoma in vive. Uticaj
Si306 1 pro-Si306 na smanjenje invazivnosti je potvrden na uspeSno uspostavljenom
ksenograftu U87 ¢elija u embrionima zebrica i to pri znatno nizoj koncentraciji (2,5 uM) u
odnosu na koncentracije koriS¢ene u in vitro studiji (51 10 uM).

Potencijal Si306 i pro-Si306 za prevazilaZenje rezistencije kod glioblastoma

Uticaj Si306 i pro-Si306 na celijsku vijabilnost nije kompromitovan prisustvom
viSestruke rezistencije na lekove kod US87-TxR ¢éelija. Koncentracije pri kojima ove
supstance smanjuju celijsku vijabilnost za 50% se nisu znacajno razlikovale izmedu
senzitivnih U87 1 viSestruko-rezistentnih U87-TxR ¢elija, Sto ukazuje da ispitivani Src tirozin-
kinazni inhibitori nisu supstrati za P-glikoprotein prisutan na membrani U87-TxR ¢elija.

Si306 i pro-Si306 smanjuju aktivnost P-glikoproteina kod US87-TxR ¢elija. Uticaj
ispitivanih Src tirozin-kinaznih inhibitora na funkciju ovog membranskog transportera nije
pracen promenama u njegovoj ekspresiji, Sto ove supstance kvalifikuje kao potentne inhibitore
P-glikoproteina.
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e Si306 i pro-Si306 dovode do reverzije rezistencije na paklitaksel kod U87-TxR ¢elija.
Reverzija rezistencije na paklitaksel je postignuta pri koncentracijama u nanomolarnom
opsegu (200 1 500 nM) iako su koncentracije pri kojima ove supstance inhibiraju aktivnost P-
glikoproteina za 50% priblizno 8 uM za Si306 1 4 uM za pro-Si306.

e Pro-Si306 snaznije inhibira aktivnost P-glikoproteina i poveéava osetljivost U87-TxR
¢elija na paklitaksel u odnosu na Si306.

Opsti zakljucak:

Src tirozin-kinazni inhibitori, Si306 i njegov prolek pro-Si306, pokazuju sposobnost za
suzbijanje invazivnosti glioblastoma, kao i za prevazilazenje rezistencije na lekove. Aktivnosti
Si306 i pro-Si306 koje dovode do smanjenja vijabilnosti i invazivnosti glioblastoma su
posredovane inhibicijom Src tirozin-kinaze i ¢lanova Src tirozin-kinaznog signalnog puta.
Aktivnosti Si306 i pro-Si306 koje dovode do povecanja 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 naci primenu u ciljanoj terapiji glioblastoma
samostalno ili u kombinaciji sa drugim lekovima. Pro-Si306 ima sli¢an anti-invazivni
potencijal kao Si306, ali je znatno efikasniji u prevazilazenju rezistencije i inhibiciji P-
glikoproteina. Zbog svojih povoljnijih farmakokineti¢kih svojstava i nesmanjene efikasnosti u
odnosu na Si306, primena pro-Si306 u terapiji glioblastoma moze biti svrsishodnija.
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Mpunor 1.

MU3jaBa o ayTopcTBY

NoTtnucaHu-a Mapuja 4. Hewosuh

6poj nHaekca 63052/2014

UsjaBmwyjem
[a je JOKTOpPCKa AncepTaumja nog HacN0BOM

ynora uMHXM6UTOpa Src TUPO3MH-KUHA3e Yy nNpeBasufiaXKerwy YPoheHO pe3sUCTeHTHOr M WMHBa3UMBHOT

deHoTHNa rnmobaactoma

®  pe3ynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXKMBaAYKor paaa,

® [a NpeasiokeHa AucepTaumja y LENMHU HU Y AeN0BUMA HUje Buna npeasioxkeHa 3a gobujarbe 6uno
Koje Auniome npema CTyAMjCKUM NPOrpaMmmma Apyrux BUCOKOLIKOICKUX YCTaHOBA,

® [a Cy pe3ynTaT KOPEKTHO HaBeaeHN U

® 3 HMCaM KpLUMO/Na ayTopcKa NpaBa M KOPUCTUO UHTENEKTYaHY CBOjUHY APYIUX MLa.

MoTtnuc aoKTopaHaa

Y beorpagy,
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Mpwunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUTaMMNaHe U efieKTPOHCKe Bep3uje AOKTOPCKOr
paga

Mme 1 npesmme aytopa Mapuja A. Hewosuh

bpoj nHaekca 53052/2014

Cryamjckm nporpam Buonoruja/EkcnepumeHTanHa Heypobuonoruja

Hacnos papa Ynora MHXMOUTOPA Src TUPO3MH-KWMHA3e Yy npeBa3ufiakekwy YpoheHO pPe3UCTEHTHOr U

nHBa3usHor deHoTMNa ramobaacroma

MeHTtop Mpod. ap Hagexpa Hegesmbkosuh u ap JeneHa Aununh

MNoTtnucann/a Mapwmja [l. Hewosuh

M3jaB/pyjem ga je wTamnaHa Bep3vja MOr AOKTOPCKOP pada WUCTOBETHA €/1IEKTPOHCKOj Bep3Mju Kojy cam
npenao/na 3a objaB/bMBatbe Ha NopTany AurutanHor penosutopujyma YHusepsuterta y beorpaay.

[o3Bos/baBam Aa ce objaBe MOju NMYHKU NOJaLLM Be3aHM 3a gobujarbe akafeMCKOr 3Batba AOKTOPa HaykKa, Kao
LUTO CYy MMe U Npe3nme, roauHa 1 mecTto pohera n gatym ogbpaHe paga.

OBM NMYHM NOJAUM MOTY ce 06jaBUTM Ha MPEXKHMM CTpaHMLAMa AUrMTasHe 6UBAMOTEKE, Y €/1EKTPOHCKOM
KaTanory u y nybnvkauunjama YHusepsuteta y beorpaay.

MoTtnuc AoKTOpaHAA

Y beorpaay,
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Mpwunor 3.
UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHUMBep3MTETCKYy 6ubAMoTeRy ,CBeTo3ap Mapkosuh” ga y [urutanHu penosmtopujym
YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece Mojy LLOKTOPCKY AMCepTaLMjy Nos Hac/0BOM:

Ynora wHxubutopa Src TUPO3MH-KMHA3e Yy npesasunaxkewy YypoheHO pesuCTeHTHOr U WHBa3UBHOT

deHoTHNa rnMobaactoma

KOja je moje ayTOpCKoO Aeno.

OvcepTaumjy ca cBMM npuao3Mma npegao/na cam y enekTpoHckom ¢opmaTy NorogHom 3a TPajHo
apxuBuparbe.

Mojy [OKTOPCKY AucepTtaumjy noxparbeHy y AurutanHu penosmtopujym YHusep3suteta y beorpagy mory aa
KOpUCTE CBUM KOjW MOLWTYjy oapende cagpiaHe y ogabpaHom tuny nuueHue KpeatusHe 3ajeanuue (Creative
Commons) 3a Kojy cam ce oasyuno/na.

1. AytopctBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLNjaIHO
OAVTOpCTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLUMjATHO — AENUTU NOA UCTUM YC0BMMA
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AENUTU NOA, UCTUM YCIOBUMA

(MonmMmo fa 3aoKpy)KuTe camo jedHy o4 WecT NoHyheHux NuueHuM, KpaTak onuc AMUeHUM AaT je Ha
nonehuHun nncra).

MoTtnuc aokTOopaHAaa

Y beorpagy,
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1. AyropctBo - [J03BO/baBaTe yMHOXaBake, ANCTPMOYLMjy M jaBHO caonwTaBake Aena, U npepaje, ako ce
HaBeZe MMe ayTopa Ha HauuH oppeheH o4 CTpaHe ayTopa MM AaBaola AWLEHLE, YaK M Yy KomepunjanHe
cepxe. OBO je HajcnobogHMja 04 CBUX NLEHLM.

2. AyTopcTBO — HEKomepuMjanHo. [1o3Bo/baBaTe YMHOXKaBake, ANCTPUOYLMjY 1 jaBHO caonwTaBakbe Aena, u
npepagze, ako ce HaBeze MMme ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa MAM gaBaoua auueHue. Osa
JIMLLeHUA He [,03B0/baBa KOMepUuujaaHy ynotpeby aena.

3. AyTOpcTBO - HeKomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe yMHOXKaBakbe, AUCTPUMOYUMjy M jaBHO
caonwrTaBake aena, 6e3 npomeHa, NnpeobankosBarba UAK ynoTpebe aena y CBOM Aesy, ako ce HaBede ume
ayTopa Ha HauuH oapeheH o cTpaHe ayTopa WAWM faBaoua AuueHue. OBa /MUEHUA He [03B0/baBa
KomepuujanHy ynotpeby aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane JNLEHLE, OBOM NIMLEHLOM ce orpaHuyaBa Hajsehu
06uMm npaBsa Kopuwhera gena.

4. AyTOopcTBO - HeKomepuMjaaHO — f[enUTU Mog MUCTUM ycnoBuma. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe,
ANCTPUBYUMjY M jaBHO caonwTaBarbe fena, M Npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaduH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa WM [AaBaola JIMLEHLE U aKko ce npepaga AUCTpUbymnpa nog UCTOM UK CAUYHOM JIMLEHLIOM.
OBa nLeHLa He [03B0/baBa KoMepLMjaaHy ynotpeby gena u npepasa.

5. AyTtopcTtBo — 6e3 npepapge. [lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBarbe, AUCTPMOYLMjy M jaBHO caonwTaBare gena, 6es
npomeHa, npeobsMKkoBaka MAKn ynotpebe aena y CBOM Aesy, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HaduH oapeheH
o4, CTpaHe ayTopa UK AaBaoua nmueHue. OBa nLeHUa A03B0/baBa KOMepLUMjaaHy ynoTpeby aena.

6. AyTOpPCTBO - AenuTu noa WCTUM YycioBMMa. [03BO/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUOYUMjy WM jaBHO
caonwTaBake fena, U npepage, ako Ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe ayTopa wau
JaBaola NMLEHLE M aKo ce npepaja AUCTpubympa nof UCTOM WAWM CAMYHOM AuueHuom. OBa nuueHua
[03BO/baBa KomepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CavyHa je codpTBEpPCKMM /MLEHLAMa, OLHOCHO
ivueHL,aMa OTBOPEHOT Koaa.
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