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SAZETAK

Protein p21 je primarno definiran kao inhibitor ciklin ovisnih kinaza te faktor koji u slucaju
stani¢nog stresa (oStecenje DNA, oksidativni stres, kemoterapeutici i sl.) uzrokuje kocenje
stani¢nog ciklusa. Noviji literaturni podaci ukazuju na vaznu ulogu tog proteina u regulaciji
replikacije DNA te vrlo kompleksnu ulogu u indukciji ili inibiciji stanicne smrti, koja ovisi o tipu
stanica, stanicnom kontekstu i vrsti tretmana koji se koristi na tumorskim stanicama. Zbog
mnogoznacne i Cesto kontradiktorne uloge proteina p21, izuzetno je vazno prouciti mehanizme
njegovog djelovanja nakon oSteéenja DNA razli¢itim kemoterapeuticima kako bi se odredio njegov
utjecaj na kemosenzitivnost tumorskih stanica, Sto bi moglo dovesti do usmjerenijih oblika
lije¢enja tumora. U ovom smo radu, pratili utjecaj pet poznatih kemoterapeutika te poveéane
ekspresije gena p21 na rast tumorskih stanica debelog crijeva HCT116, SW480, SW620 i CaCo-2.
Povecanu ekspresiju proteina p21"WA"/YP! postigli smo zarazavanjem stanica replikacijski
nesposobnim adenovirusnim vektorima s ugradenim genom p21"A™/°! (Ad5CMV-p21), dok je kao
kontrola koristen vektor s ugradenim genom za B-galaktozidazu. Kako bismo ispitali utjecaj
egzogenog proteina p21 na ucinak kemoterapeutika, stanice smo nakon infekcije adenovirusnim
vektorom tretirali kemoterapeuticima kamptotecinom, doksorubicinom i cisplatinom u razli¢itom
rasponu koncentracija. PreZivljenje stanica pratili smo MTT testom, a ekspresiju proteina p21
metodom Western blot. Svi su spojevi usporavali rast tumorskih stanica, pri ¢emu je 5-flurouracil
pokazao najslabije, a kamptotecin najjace djelovanje. Pet dana nakon infekcije stanica vektorom
Ad5CMV-p21 doslo je do znacajnije inhibicije rasta stani¢nih linija HCT116 i SW620 u
koncentracijama virusa vig&im od 60MOI. Poveéana ekspresija gena p21"V**/%"! izrazito je pojakala
ucinak cisplatine i kamptotecina te vrlo slabo doksorubicina u stanicama HCT116 i SW620, dok je
slican, ali slabije izraZzen ucinak pokazan u stanicama CaCo-2. S druge strane, iako su se stanice
SW480 pokazale najosjetljvijima na kemoterapeutike, njihov ucinak nije pojacan u kombinaciji s
pojacanom ekspresijom proteina p21 u toj stani¢noj liniji.

(54 stranice, 26 slika, 5 tablica, 70 literaturnih navoda, hrvatski jezik)
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ABSTRACT

p21WAFYCPL hrotein is primarily defined as a cyclin dependent kinase inhibitor which induces cell

cycle arrest under stress conditions (DNA damage, oxidative stress, anticancer agents...). Recent
studies point out an important role of p21 protein in regulation of DNA replication as well as very
complex part in induction or inhibition of cell death, which depends on tretment type, cell type
and genetic context. Since p21W'°‘f1/Cipl revealed equivocal and somewhat controversial role, it is a
major issue to elucidate mechanism of it's action after DNA damage caused by common
chemotherapeutics in order to establish the influence of p21 to cell chemosensitivity , which
coluld give rise to more targeted tumor therapy. In our expreiments we investigated the effects of
five common chemotherapeutics and overexpression of exogenous p21VA™/%" on the growth of
colon cancer cell lines HCT116, SW480, SW620, CaCo-2. Enhanced expression of protein
p21WATYCPL \was accomplished by infection with replication-defective adenoviral recombinant
vector Ad5CMVp21, whereas Ad5CMVB-gal was used as a control vector. In order to evaluate the
effect of exogenous protein p21"WA™/“?! on the sensitivity to chemotheraputics, we treated cells
with chemotherapeutics camptothecin, doxorubcin and cisplatin at different concetration range
after infection wtih adenoviral vectors. Cells’ viability was monitored by MTT assay, and the
expression of p21 protein by Western blot method. All of the tested chemotherapeutics inhibited
growth of the tumor cells whereby 5-fluorouracil revealed least and camptothecin strongest
effect. We detected significant growth inhibition of HCT116 and SW620 cells five days after
infection with Ad5CMV-p21 at MOI 60. Furthermore, p21"“A"/?! gene overexpression in HCT116
and SW620 cells distinctly enhanced cisplatin and camptotecin influence, whereas it had faint
effect on doxorubicin influence. We detected similar but weaker effect of p21 on CaCo-2 cells. On
the other hand, even though SW480 appeared to be the most sensitive to chemotherapeutics,
their effect wasn't enhanced when combined with p21"A"/P* gverexpression in this cell line.

(54 pages, 26 figures, 5 tables, 70 references, original in Croatian language)
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Normalna funkcija tkiva se odrzava ravnotezom izmedu stanicne proliferacije i apoptoze.
Rak kao bolest nastaje kao posljedica gubitka ove ravnoteze tj. nekontrolirane
proliferacije stanica i izostanka apoptoze (Liu i sur.2003). Sve maligne neoplazme su
posljedica mutacija genetskog materijala transformiranih stanica. Genetske mutacije
mogu nastati kao posljedica raznih fizi¢kih i kemijskih karcinogena kao $to su UV zracenje,
benzopireni, dimetilnitrozoamin, aflatoksini i dr., te virusi. Mutacijama su kod malignih
neoplazmi pogodeni onkogeni i tumor supresor geni. Za nastanak tumora nije dovoljna
jedna mutacija, nego je potrebno nekoliko sukcesivnih mutacija, a da pritom stanica odrzi
optimalnu geneticku nestabilnost. Razvoj tumora odnosno kancerogeneza se dogada u
nekoliko stupnjeva koji se nazivaju inicijacija, promocija i progresija tumora (Vincent i
Gatenby 2008). Inicijacija zapocinje mutacijom koja pogada jednu stanicu i potice
proliferaciju monoklonske populacije stanica. Tijekom promocije se raznim stani¢nim
faktorima potice daljnja proliferacija stanica dok se kroz fazu progresije akumuliraju
dodatne mutacije i epigeneti¢cke promjene koje omogucuju anigogenezu i metastaziranje.
U znanstvenoj je zajednici prihvadena cinjenica da ranoj onkogenezi prethodi Sest
promjena u jednoj stanici (Zitvogel i sur 2006). Stanice raka pokazuju specificne osobine
kao Sto su poremecaji diobe i rasta, rast u vecoj gustoci, smanjena potreba za faktorima
rasta, gubitak kontaktne inhibicije, angiogeneza, invazivan rast i metastaziranje,
monoklonalno podrijetlo te heterogenost stanica.

Rak debelog crijeva je treci najzastupljeniji i najsmrtonosniji oblik raka (www.cancer.gov).

Zastupljenost ove vrste tumora je u korelaciji s dobi oboljelih i u 90% sluéajeva se javlja u
osoba starijih od 50 godina (Rajamanickam i Agarwal 2008). Prve neoplasticne lezije
nadene kod raka debelog crijeva su tzv. ACF (od eng. aberrant crypt foci), nakupina
mukoznih stanica s podebljanim slojem epitela kod kojih je doslo do genetickih promjena.
Nakupljanjem mutacija ukljucujuéi i mutaciju gena p53 dolazi do razvoja adenokarcinoma

odnosno raka debelog crijeva (Cappell 2007).



Onkogeni i tumor supresor geni

Danas se zna i prihvaca da je rak ,bolest gena“. Uz nastanak raka vezujemo dvije skupine
gena:

1) Protoonkogeni su normalni geni koji reguliraju procese proliferacije, diferencijacije i

razvoja stanice. Mutirani protoonkogeni se nazivaju onkogeni, a najes¢e su rezultat
kromosomskih translokacija, amplifikacije gena ili intragenskih mutacija koji utjecu na
regulaciju aktivnosti produkta gena (Vogelstein i Kinzler 2004). Do povedanja aktivnosti
moze dodi zbog mutacije ili deregulacije ekspresije, ovisno o tipu gena. Mutacijom
uglavnom postaju kostitutivno aktivni, ili se aktiviraju u uvjetima u kojima je divlji tip gena
neaktivan. Takva promjena potice stanicu na rast i proliferaciju (Vogelstein i Kinzler 2004).

2) Tumor supresor geni imaju raznolike uloge u fiziologiji stanice koje ukljucuju regulaciju

stani¢nog ciklusa preko kontrolnih tocaka, regulaciju apoptoze, detekciju i popravak DNA,
ubikvitinaciju i razgradnju proteina, diferencijaciju i migraciju stanica te mitogeno
signaliziranje (Sherr 2004). U te su procese ukljuceni kao transkripcijski faktori (p53),
inhibitori stani¢nog ciklusa (CKl-inhibitori ciklin ovisnih kinaza), korepresori transkripcije
(pRb), proteinske kinaze, sudionici u popravku DNA molekule (BRCA1, BRCA2) i dr.
Ukoliko dode do inaktivacije tumor supresor gena, gubi se kontrola nad nekim od
navedenih procesa i stanice mogu postati tumorske. Stanice normalno funkcioniraju u
prisutnosti samo jednog funkcionalnog alela tumor supresor gena $to znaci da mora dodi
do dvije nezavisne promjene na svakom alelu kako bi doslo do inaktivacije gena. Kod
brojnih obiteljskih tumora utvrdena je prisutnost mutacija u jednom alelu tumor supresor
gena u zametnim stanicama. Ukoliko dode do gubitka heterozigotnosti, odnosno
somatske mutacije na normalnom alelu, gubi se aktivhost tumor supresor gena koja moze
rezultirati kancerogenezom. Najpoznatiji tumor supresor gen, zvan i ,Cuvar genoma“ je
gen p53 koji je ujedno i jedan od najc¢eS¢e mutiranih gena u stanicama raka (Hollstein i
sur. 1996). Protein p53 je transkripcijski faktor kodiran TP53 genom koji se nalazi na
kraéem kraku kromosoma 17 (17p13.1) (Matlashewski i sur. 1984). TP53 je fosfoprotein
kojeg izgraduju 393 amino-kiseline i ima sedam domena. U normalnoj stanici se nalazi u
niskoj koncentraciji jer se aktivno razgraduje posredstvom E3 ubikvitin ligaze MDM2,

medutim stani¢ni stres kao npr. oste¢enje DNA , hipoksija ili nedostatak nutrijenata,



uzrokuje stabilizaciju p53 putem postranslacijskih modifikacija (Olivier i sur. 2009).
Takoder, ekspresija gena p53 moze biti inducirana i posredstvom nekih onkogena kao sSto
su E1A, Myc i E2F (Vogelstein i sur 2000). Onkogen Ras preko MAPK signalne kaskade
potice ekspresiju p53 i pRb proteina koji posreduju u stanicnom starenju indukcijom
transkripcije PML-a (engl.promyelocytic leukemia protein), gena p21 i brojnih faktora koji
djeluju na strukturu kromatina (Lowe i sur. 2004; Ferbeyre i sur. 2000).

Stabilan p53 djeluje kao transkripcijski faktor i posreduje u ekspresiji brojnih ciljnih gena
koji su c¢imbenici u kontroli stani¢nog ciklusa, popravku DNA , apoptozi i stanichom
starenju (Vogelstein i sur. 2000a). Osim Sto je TP53 je najvazniji uzvodni regulator
p21W‘”“c1/Cip gena, djeluje i na transkripciju proteina iz porodice proapoptotskih faktora Bcl2
kao sto su puma,noxa, bid i bax. Nadalje, potice ekspresiju receptora signala i efektora
stani¢ne smrti poput kaspaze-6, Apaf-1, PIDD (potreban za aktivaciju kaspaze-2), DR5
(receptor za TRAIL, engl. tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand),

Fas/CD95 i mnogih drugih (Lowe i sur. 2004).

Stanic¢ni ciklus

Razvoj mnogostani¢nog organizma zapocinje dijeljenjem jedne oplodene jajne stanice. Na
tom putu stanice prolaze kroz diferencijaciju, stani¢no starenje i umiranje, a pritom im je
jedna od najvaznijih funkcija dijeljenje i prijenos genetickog materijala na stanice kéeri.
Stanice imaju precizno regulirani ciklus kroz koji se odvija rast stanice, sinteza DNA,
popravak oStecenja DNA, dijeljenje jezgre i citoplazme Sto rezultira s dvjema identi¢nim
stanicama kceri. Stanicni ciklus je podijeljen na faze koje su precizno regulirane i prijelaz iz
jedne u drugu je ogranicen tvz. kontrolnim to¢kama. Faze kroz koje stanica prolazi u
cklusu su:

G;— U ovoj fazi stanica se priprema za sintezu DNA te je pod utjecajem mitogena i faktora
rasta metabolicki jako aktivna pri ¢emu se sintetiziraju enzimi potrebni za S fazu i stanica
raste.

S —Tijekom S faze dolazi do replikacije DNA i duplikacije centrosoma.



odvija sinteza proteina potrebnih za mitozu

M- Tijekom mitotske faze dolazi do podjele sestrinskih kromatida na dva kromosoma
nakon Cega slijedi i citokineza kojom se dijele jezgra, citoplazma, organeli te plazmatska
membrana i nastaju dvije stanice kceri.

Stanicni ciklus je strogo kontroliran preko sloZzene mreze ekstracelularnih i intracelularnih
regulatora i kontrolnih to¢aka (engl. checkpoint). Ulazak u novu fazu je uvjetovan
zavrSenom i pravilnom prethodnom fazom. Napredovanje kroz faze stani¢nog ciklusa je
posredovano ciklicnim nakupljanjem i aktivacijom serin - treoninskih ciklin ovisnih kinaza
(CDK) (Abukhdeir i Park 2008) koji stvaraju komplekse s proteinima ciklinima. Aktivnost
kompleksa CDK/ciklin mijenja se fosforilacijom odnosno defosforilacijom CDK podjedinice
(Viallard i sur. 2001). Porodicu ciklina, s obzirom na faze ciklusa, moZemo podijeliti na
,G1 cikline” ¢ija je akumulacija klju¢na za prolazak iz G1 u S fazu i na , mitoticke cikline”
koji su ukljuceni u kontrolu prijelaza G2/M i mitoze. U G1 ubrajamo cikline C, D13 i E, dok
u mitoticke G2 cikline ubrajamo cikline A i B (Viallard i sur. 2001). Nakon mitogene
stimulacije u G1 fazi zapocinje nakupljanje ciklina D, a potom i stvaranje kompleksa
CDK4,6/ciklin D koji fosforilacijom inaktivira pRb protein i tako oslobada E2F
transkripcijski faktor koji utjeCe na sinzezu proteina potrebnih za S fazu (Sherr 1996). E2F
transkripcijski faktor potic¢e sintezu ciklina E koji stvara kompleks CDK2/ciklin E koji je
nuzan za prelazak iz G1 u S fazu (Geng i sur. 1996). Ciklin A Ciju ekspresiju takoder potice
S-faze i omogucava progresiju kroz S fazu. Sinteza ciklina B, kao i stvaranje kompleksa
CDK1/ciklin B zvanog i faktor poticanja sazrijevanja MPF (engl. maturation promoting
factor) pocinje u S fazi, raste kroz G2 fazu i nastavlja se kroz mitozu (lto 2000). Ciklin B
aktivira CDK1 kinazu koja fosforilira proteine koji posreduju u promjenama strukture
jezgre i citoskeleta koje su nuZne za segregaciju kromosoma (Yu and Yao 0). Degradacija
kompleksa MPF se odvija ubikvitinskim putem i nuzna je za inaktivaciju kinaze i izlazak iz

mitoze (Anon 1999).



p21Waf1 / Cip1

Gen p21waf1/Cipl je prvi otkriven i opisan medu inhibitorima ciklin ovisnih kinaza (CDK) (el-
Deiry i sur. 1993; Noda i sur. 1994). Kodiran je genom CDKN1A koji se nalazi na na Sestom
kromosomu na lokusu 6p22.1, a sastoji se od tri egzona od kojih se prvi ne translatira.
Protein se sastoji od 164 aminokiselina i ima molarnu masu od 21kDa (el-Deiry i sur.
1993). p21"WAFYAPL hripada u Cip/Kip obitelj inhibitora ciklin kinaza (CKI) skupa s p27'°*
p57"P (Ball 1997). Cip/Kip porodica proteina pokazuje homologiju sekvenci na amino
terminusu. Upravo je N- terminus odgovoran za inhibiciju ciklin/cdk aktivnosti dok je C-
terminalna domena p21 odgovorna za interakciju s PCNA (proliferating cell nuclear

WAF1/Cip1 pripada u skupinu tumor supresor gena, Sto je geneticki prvi put

antigen). p21
dokazano kada je uoceno da p21'/' miSevi spontano razvijaju tumore (Martin-Caballero i
sur. 2001). Protein p21 pokazuje brojne i znacajne efekte na proliferaciju stanice,
regulaciju gena, apoptozu, stani¢no starenje te popravak DNA $to ga Cini jednim od
interesantnijih proteina za daljnje istrazivanje (slika 1). Funkcija ovog proteina je
regulacija odnosno kocenje ciklusa stanice u G1/S i G2/M kontrolnoj toc¢ki (Bates i sur.
1998). Ekspresija proteina p21 regulirana je na transkripcijskoj razini putevima koji su
ovisni i neovisni o p53, a moZe biti regulirana i na post-transkripcijskoj razini (Gartel i
Tyner 1999). U stanicama s nefunkcionalnim genom p53 je postignuta aktivacija p21 gena
nakon stimulacije citokinima i ¢imbenicima rasta kao Sto su primjerice EGF, PDGF, FGF ili
TGF-B, te razli¢itim induktorima diferencijacije (Gartel i sur. 1996). Nadalje, gen

2 WAFI/CiPL transkripcijskoj razini moze biti aktiviran neovisno o p53 posredstvom

p
transkripcijskih faktora E2F, STAT, AP2, C/EBPa ili C/EBPB te posredstvom tumor
supresora BRCA1, Wnt-1i TGF-B (Kraljevic Pavelic i sur. 2008).

Kao $to je vec receno, tumor supresor protein p53 je inducibilni transkripcijski faktor koji
se aktivira i stabilizira nakon oStecenja DNA i sudjeluje u transaktivaciji brojnih gena
uklju€enih u regulaciju i kontrolu stani¢nog ciklusa ukljucujuci i gen p21 (Vogelstein, Lane,
i Levine 2000). VeZe se za DNA regiju 24kb uzvodno od kodirajuce sekvence p21waf1/Cipl
(el-Deiry i sur. 1993). Ranije studije su pokazale da p21 uzrokuje zastoj u stanicnom

ciklusu i rastu stanice u G1 fazi u ovisnosti o transkripcijskom faktoru p53.



Novija istrazivanja ukazuju na ulogu p21 kao vrlo bitnog efektora nekoliko tumor
supresorskih puteva koji sprjecavaju proliferaciju stanice i p53 neovisnim putem (Abbas i

Dutta 2009).

Tumorski virusi
Kemoterapeutici

Slika 1. SrediSnja uloga p21 u odgovoru na stanicni stres. p21 sudjeluje u regulaciji stani¢nog ciklusa,
diferencijaciji, stanicnom starenju, transkripciji, apoptozi te popravku DNA.

Primarna uloga proteina p21 je vezanje i inhibicija ciklin ovisnih kinaza ( Cdk 2 i cdkl) te
posljedi¢no zaustavljanje stani¢nog ciklusa (Harper i sur. 1993). Medutim, pokazano je da
cdk inhibitori p21 (cipl), p27(kip) te p57(kip2) potpomazu vezanje CDK4 i ciklina D u
funkcionalnu kinazu buduéi da spontano vezanje nije efikasno. Pri niskim koncentracijama
p21 potpomazZe slaganje aktivne kinaze, dok pri visSim koncentracijama inhibira kompleks
CDK2/ciklin E i CDK4,6/ciklin D (LaBaer i sur. 1997).

Protein p21 inhibira CDK2/ciklin E kompleks Sto za posljedicu ima inhibiciju fosorilacije Rb
proteina ovisne o CDK2 (Zhu i sur. 1995) Ukoliko Rb protein nije fosforiliran, on se veZe na
transkripcijske faktore iz porodice E2F. Inhibicijom E2F sprje¢ava se transkripcija E2F
ovisnih gena S faze i nema progresije kroz S fazu stani¢nog ciklusa. p21 se veze i na CDK1-
ciklin A ili CDK2-ciklin A Sto takoder onemogucava prolaz kroz S fazu u G2 (Abbas i Dutta
2009).



Interakcija p21 s kompleksom CDK1/ciklin B1 inhibira kinaznu

aktivnost onemogucavajudi

progresiju kroz G2 fazu (slika 2). Proteinske fosfataze cdc25A i cdc25C defosforiliraju, a

time i aktiviraju CDK1/ciklin B kompleks i tako omogucuju prolaz u mitozu. Protein p21 se

na kompleks veze preko slicnog proteinskog motiva i tako ,natjece” za vezanje s cdc25

fosfatazama (Zhu i sur. 1995).

Slika 2. Interakcija proteina p21 s kompleksima CDK/ciklin kroz faze staniénog ciklusa. Protein p21, kao
Inhibitor ciklin ovisnih kinaza, ima moguénost zaustavljanja stani¢nog ciklusa u svim fazama. Da bi doslo do

inhibicije kinazne aktivnosti CDK/ciklin kompleksa p21 mora stupiti
regulatornom( ciklin) i katalitickom (CDK). Preuzeto od Abbas i Dutta 2009

C-terminalna domena p21 proteina odgovorna je za
interakciju, a time i inhibiciju proliferiraju¢eg faktora PCNA.
Uslijed te interakcije dolazi do inhibicije ciklusa u S fazi (slika
3) (Abbas i Dutta 2009). PCNA je kofaktor odnosno
podjedinica DNA-polimeraze 6. Ima funkciju spojnice DNA
(engl. DNA clamp) tj. obuhvati DNA te sprjecava disocijaciju
enzima i DNA. Povezivanje s PCNA mozZe biti praceno
fosforilacijom, proteolizom, afinitetnom kompeticijom te

modifikacijom PCNA ubikvitinom (Moldovan i sur 2007).

u interakciju s obje domene:

e

[ PCMA-dependant DMNA repair )

Slika 3. Interakcija p21 proteina
s  proliferiraju¢im  faktorom
PCNA (proliferating cell nuclear
antigen)(Abbas i Dutta 2009).

Protein p21 konkurira za interakciju s PCNA s brojnim proteinima koji sudjeluju u sintezi i

popravku DNA. Tako p21-PCNA inhibira popravak krivo sparenih baza (mismatch repair)

jer je pokazano da PCNA ulazi u interakciju s MLH1 i MSH2 prije resinteze DNA (Umar i

sur. 1996). Protein p21 takoder inhibira i popravak baza izrezivanjem (engl.BER base

excision repair) sprjeCavajuc¢i stimulaciju endonukleaze FEN1, DNA ligaze 1 i DNA

polimeraze & ovisnu o PCNA(Tom i sur. 2001).



R Osim navedenih interakcija s cdk/ciklin kompleksima i PCNA,

= ﬂy
= L= p21 ulazi u druge brojne interakcije. Direktnim vezanjem
EZFl-driven promoters :I
moze inhibirati aktivnost transkripcijskih faktora E2F1, STAT3 i
gr” 1 e

I Te—— :] MYC (Abbas i Dutta 2009)(slika 4). Vezanje p21 na myc box Il
&

C |

WY C-driven promoters

regiju c-myc proteina blokira stvaranje c-Myc-Max kompleksa

) i tako suprimira transkripcijsku aktivaciju E box-a pomocu c-

slika 4. Inhibicija myc-a. Medutim, c-myc se veZe direktno na C-terminus p21 i
transkripcijskih faktora E2F1,
STAT3 i MYC direktnom
interakcijom s p21.Preuzeto iz
Abbas i Dutta 2009.

djelomi¢no umanjuje inhibitorni efekt p21 na proliferirajuci
faktor PCNA, a time i na sintezu DNA. p21 i c-myc se nalaze u
svojevrsnoj ravnoteZi jer c-myc pogoduje replikaciji DNA
kompetiraju¢i za vezanje p21 s PCNA, dok p21 represira transkripcijsku aktivnost

vezanjem na c-myc.

Uloga proteina p21 u apoptozi

Indukcija apoptoze

Utjecaj p21 proteina na apoptozu je popriliéno polemican. U pojedinim tipovima stanica u
odredenim uvjetima mozZe inducirati apoptozu, dok kod drugih stiti stanicu apoptoze
posredovane p53 (Kralj i sur. 2003). Jo$ nije potpuno jasno kako p21 inducira apoptozu,
medutim u nekim slu¢ajevima pokazano je kako se apoptoza podudara s indukcijom p21
(Abbas i Dutta 2009). Pokazano je da se apoptoza inducirana proteinom p21 javlja
uglavnom u tumorskim stanicama s mutiranim i nefunkcionalnim genom p53 (Liu i sur.
2003), te da je u nekim slucajevima p21 u interakciji s PCNA nuZan za apoptozu induciranu
kemoterapeutikom (Chopin i sur. 2004). Kod apoptoze posredovane proteinom p21 nije
zamijecena aktivacija BAX2 i Bcl-2 gena koji su regulatori apoptoze (pojacana ekspresija u
p53 induciranoj apoptozi), Sto navodi na to da se apoptoza posredovana p21 proteinom

odvija drugim mehanizmom (Ramondetta i sur. 2000).



Inhibicija apoptoze

Velik broj eksperimentalnih dokaza upucuje na Ccinjenicu da protein p21 inhibira
apoptozu. Jedan od nacina inhibicije apoptoze je stvaranje kompleksa s prokaspazom 3
(ne stvara kompleks s kaspazom 3), kasapazom 8 i kaspazom 10. Tim putem takoder Sstiti
stanicu od apoptoze posredovane Fas proteinom (Suzuki i sur. 1998). Jos jedan nacin
inhibicije je direktna interakcija s MYC i E2F1 (na str.9) koji induciraju ekspresiju pro-
apoptotskih faktora. p21 mozZze inhibirati apoptozu i interakcijom s regulatorima
apoptoze- SAPK (od engl. stress activated protein kinase) i ASK1 (od engl. apoptosis signal
regulating kinase). Osim direktne interakcije s medijatorima apoptoze, dokazano je da
p21 kod nekih stani¢nih linija utjeCe na ekspresiju anti-apoptotskih i mitogenih faktora,
Sto povezuje p21 s karcinogenezom i progresijom tumora (Chang i sur. 2000). Takoder, u
stanicama s nizim stupnjem DNA oStecenja se pokazalo da p21 sprec¢ava p53 posredovanu
indukciju apoptoze. Rezultati radova ukazuju da dvostruka funkcija p21 gena- tumor
supresorska ili onkogena, odnosno proapoptotska ili antiapoptotska ovise o genetickom
okruZenju i stehiometriji pojedinih faktora u stanici, te o stani¢noj liniji i samom
kemoterapeutiku, odnosno mehanizmu kojim on zaustavlja rast i sprecava ili uzrokuje
apoptozu (Liu, Bishop, i Liu 2003). Treba spomenuti kako se ¢ini da p21 nema bitnu ulogu
u tumorigenezi te da su mutacije p21 gena izuzetno rijetke u humanim tumorima (Deng i

sur. 1995).



/l\,

F' E2F1  c-Myc, HPV-16 E7,

E ,;Egéﬁg . GADD45, E2Fs,
Y procaspase 3,

/’" \‘ E2F-1 SAPK, and ASK1

p21WAFICIP PO A

pRbEZF1 T PRP
Replication E2F-1
Arrest
G1-phase S-phase
Arrest Amest
[Senescence IApoptosis

Slika 5. Nizvodne interakcije p21 proteina. Na slici su prikazane interakcije proteina p21 koje
rezultiraju kocenjem rasta ili replikacije DNA te sprecavaju ili induciraju apoptozu, a javljaju se kao
odgovor na stanicni stres kao Sto je oStecenje DNA, antitumorski agensi, tumorski virusi, hipoksija i sl.

10



Kemoterapeutici

Danas su u primjeni brojni lijekovi odnosno kemijski spojevi koji na razne nacine
sprjecavaju Sirenje i razvoj malignih neoplazija. NajceSce se koriste spojevi koji utjecu na
proces DNA sinteze ili dijeljenja stanice. Uspjeh kemoterapije uvelike ovisi on nacinu na
koji kemoterapeutik uzrokuje stani¢nu smrt, a da pritom minimalno djeluje na normalne
stanice (Liu i sur. 2003). Kemoterapeutici se dijele u skupine na osnovu mehanizma
djelovanja na alkilirajuée agense, antimetabolite, antitumorske antibiotike, biljne
alkaloide, steroidne hormone te inhibitore topoizomeraza. Navest ¢emo neke od
najpoznatijih kemoteraputika koji se razlikuju prema mehanizmu djelovanja, a koje smo
koristili u ovom radu:

Paklitaksel je mitotski inhibitor koji se koristi u terapiji raka. Spoj onemogucava
dinamicku nestabilnost mikrotubula stabiliziraju¢i GDP- vezani tubulin u mikrotubulu,
tako da ne dolazi do depolimerizacije tubula ni nakon hidrolize GTP-a na vrhu. Paklitaksel
se veZe na B-podjedinicu mikrotubula. Kompleks paklitaksel/mikrotubul je fiksiran i time
je  onemoguéena normalna funkcija mikrotubula u transportu celularnih
komponenata.Osim toga, imaju ulogu i u pozicioniraju kromosome tijekom replikacije i
razdvajanja na stanice kceri. Osim interakcije s mikrotubulima, pokazalo se da se

paklitaksel veZe i na bcl-2 (inhibitor apoptoze), i tako inducira apoptozu (Kumar 1981).

Cisplatina je kemoterapeutik koji sadrZi platinu i jedini je anorganski kompleks koji se
koristi se za lijeCnje raka u kombinaciji sa zracenjem ili drugim kometerapeuticima.
Ulaskom u stanicu, cisplatina se hidrolizira i stvara reaktivni kompleks [Pt(NH3),CIH,0].
Kompleks se koordinira s DNA preko N-7 atoma adenina ili guanina. Jo$ jednom dolazi do
hidrolize i istiskivanja klora Sto omogucava vezanje platine i na drugu purinsku bazu.

Nastali cisplatina/DNA adukt narusava veze medu bazama i uzrokuje izvijanje a-heliksa te

C

nl__'
i
"y

NH lomove DNA molekule. Ovo DNA ostecenje se ne moZe ispraviti

ll"'||I 3

Ptu mehanizmom popravka DNA i vodi apoptozi (http://pubs.acs.org).

C|/ \NH Cisplatina omogucava nastanak unutarlancéane i medulancane
3

veze u nukleinskim kiselinama i proteinima.

Slika 6. Molekula cisplatine
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Doksorubicin pripada u antraciklinskim antibioticima koji se koriste u kemoterapiji i

djeluju na tri nac¢ina (www.cancernetwork.com):

0 inhibicija sinteze DNA ili RNA interkalacijom izmedu baza

0 inhibicija topoizomeraze Il Sto onemogucava relaksaciju superzavijene DNA

0 stvaranje slobodnih radikala kisika Sto oSte¢uje membrane i DNA

Planarni aromatski dio se interkalira izmedu dva para baza u DNA, dok se Secer smjesta u

mali utor u DNA i reagira s bo¢nim parom (Frederick i sur. 1990). U stanicama tumora

O OH o

Slika 7. Molekula doksorubicina

prostate snazno potice ekspresiju p53 proteina, dok
se ekspresija p21 proteina pri niskim koncentracijama
doksorubicina povedava, a pri viSim smanjuje.
Apoptoza u stanicama je utoliko veca Sto je ekspresija
p21 manja (Martinez i sur. 2000). Doksorubicin u
malim koncentracijama inhibira topoizomerazu Il, a u

visokim se interkalira u DNA (Schmidt i sur. 2001).

Kamptotecin je alkaloid koji je inhibitor enzima DNA topoizomeraze |. Vodikovim vezama

ulazi u stabilnu interakciju s kompleksom DNA/topoizomeraza |. Time se sprjecCava

religacija DNA i uzrokuje oStecenje koje vodi u apoptozu.

Slika 8. Molekula kamptotecina

Najbitniji dio molekule je E- prsten koji ulazi u trostruku
interakciju s enzimom. Hidroksilna skupina na C-20 stvara
vodikovu vezu s aspartatom 533. Lakton stvara dvije
vodikove veze s amino grupom arginina 364. D-prsten
interagira s +1 citozinom i stabilizira kompleks
topoizomeraza |-DNA. Toksi¢nost kamptotecina se bazira
na pretvaranju jednolancanih lomova u dvolancane tijekom

S—faze ciklusa (Pommier i sur. 2003)
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Etopozid je biljni alkaloid i wuz doksorubicin,
?. b najpoznatiji inhibitor topoizomeraze 1l. Uloga
HO o e )

L ‘“iH topoizomeraze |l je odvijanje superzavijene DNA
o v . . ..
Ho "“*-r’H ,---OE stvaranjem dvolancanih lomova. Posljedica vezanja i
Vel :;#‘x._ﬁ'::ﬂ inhibicije topoizomeraze Il su stvaranje stabilnog
""‘#L\J"j § ﬁhj’f o kompleksa spoj-enzim-DNA (engl. cleavage complex).
| | Takvi kompleksi se nakupljaju Sto uzrokuje trajne

Df.%‘-"f RT oM L N .
\ _I:: : lomove u DNA molekuli koji uzrokiju stani¢nu smrt

(Nitiss 2009; Baldwin i Osheroff 2005).

Slika 9. Molekula etopozida

O

Y

HN. =

5-fluorouracil je analog pirimidina i inhibitor timidilat sintaze koji
pripada skupini lijekova pod nazivom antimetaboliti. Timidilat sintaza
metilira dUMP (deoksiuridin monofosfat) u dTMP (timidin
monofosfat),i njegovom inhibicijom se blokira sinteza timidina, a time
DNA replikacija. S obzirom da je analog pirimidina, ugraduje se u DNA

i RNA uzrokujuéi koéenje stani¢nog ciklusa i apoptozu.

Slika 10. Molekula 5-fluorouracila
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CILJ RADA

Protein p21 je primarno definiran kao inhibitor ciklin ovisnih kinaza te faktor koji u
slu¢aju nepravilnosti u stanici (stres, oSteéenje DNA i sl.) uzrokuje kocenje stani¢nog
ciklusa. Detaljnija istraZzivanja su ukazala na vaznu ulogu proteina p21 u regulaciji
replikacije DNA te vrlo kompleksnu i kontradiktornu ulogu u indukciji ili inibiciji stani¢ne
smrti. Razvojem metoda unosa DNA u stanicu te in vitro mutagenze intenzivno se poceo
istrazivati utjecaj prekomjerne ekspresije proteina p21, odnosno njegovog nedostatka na
vijabilnost tumorskih stanica. Cilj nasega rada je bio ustanoviti utjecaj povecane ekspresije
egzogenog proteina p21 na rast stani¢nih linija tumora debelog crijeva ljudi: HCT116,
SW480, SW620 i CaCo-2. Ove stanice izabrane su kao model zbog njihovog razli¢itog
statusa endogeno eksprimiranih proteina p53 i p21 te stupnja invazivnosti. Nadalje, Zeljeli
smo utvrditi utjecaj prekomjerne ekspresije proteina p21 na modulaciju u¢inka poznatih
kemoterapeutika cisplatine, doksorubicina i kamptotecina u stanicama tumora debelog
crijeva. Navedena tri kemoterapeutika razliitim mehanizmima uzrokuju ostecenje DNA
molekule. Ekspresiju egzogenog proteina p21 potigli smo koristenjem adenovirusnih
vektora s ugradenim genom p21WAF1/Cipl (Ad5CMVp21), rast stanica mijerili smo
kolorimetrijskim testom (MTT), a ekspresiju proteina p21 pratili smo metodom Western

blot.
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MATERIJALI I METODE

Stanicne linije i kemoterapeutici

U pokusima smo koristili Cetiri  stani¢ne linije tumora debelog crijeva i Sest
kemoterapeutika koji se primjenjuju u konvencionaloj treapiji:

SW480 stani¢na linija je uspostavljena od stanica primarnog adenokarcinoma kolona.
Nadena je G>A mutacija u kodonu 273 gena p53 $to u proteinu rezultira supstitucijom
Arg—>His, te mutacija C>T u kodonu 309 istoga gena, koja rezultira Pro-—>Ser
supstitucijom. Stanice eksprimiraju viSe p53 proteina od normalnih stanica i pozitivne su
za ekspresiju c-myc, H-ras, N-ras, myb, sis | fos onkogena. Ne eksprimiraju
metaloproteinazu matrilisin koja se povezuje s invazivno$éu tumora. Stanice proizvode
citokin GM-CSF (Granulocyte macrophage colony stimulating factor) i imaju mutaciju u

kodonu 12 ras protoonkogena (www.atcc.org).

SW620 su metastatske epitelne stanice kolorektalnog adenokarcinoma. lzolirane su iz
metastaza u limfnom ¢&voru istog pacijenta iz kojeg su izoliranje stanice primarnog
tumora- SW480. Stanice sintetiziraju malu koli¢inu karcinoembrijskog antigena (CEA) i
jako su tumorigeni¢ne. Nadena je G->A mutacija u kodonu 273 p53 gena Sto rezultira
Arg—>His supstitucijom. Detektirana je ekspresija c-myc, K-ras, H-ras, N-ras, Myb, sis i fos

onkogena (www.atcc.org).

CaCo-2 su epitelne stanice kolorektalnog adenokarcinoma. Stanice u kulturi spontano
diferenciraju i stvaraju monosloj stanica koji morfoloski i funkcionalno ima slicne
karakteristike zrelog enterocita (Sambuy i sur. 2005). Zbog toga se ova linija osim za
istrazivanje tumora koristi i za prucavanje stanicne permeabilnosti za potencijalni lijek,
kemijskih karakteristika pasivne difuzije difuzije lijeka, toksi¢nosti pojedinog lijeka i drugih

efekata na transepitelni transport (Meunier i sur. 1995).

HCT116 su stanice kolorektalnog karcinoma izolirane iz epitela kolona. Sintetiziraju
karcinoembrijski antigen (CEA) i keratin. Stanice eksprimiraju TGF beta 1 (transforming

growth factor beta 1) i TGF beta 2. Stani¢na linija ima mutaciju u kodonu 13 ras
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protoonkogena i moZe se koristiti kao pozitivna kontrola za za PCR testiranje mutacija u

ovom kodonu (www.atcc.org)

Tablica 1. Stanicne linije tumora debelog crijeva koje su koriStene u istraZivanju te pripadajudi status

proteina p53ip21

p53 status p21 status tip stanica

HCT116 p53* Ekpresija endogenog p21 Primarni tumor debelog crijeva
proteina

CaCo-2 p53™" Diferenciraju spontano; Primarni tumor debelog crijeva
raste im bazalna ekspresija
p21

SW620 p53™" Nema bazalne ekspresije Mezastaza tumora debelog
p21 proteina crijeva iz limfnog ¢vora

SwW480 p53™" Ekspresija endogenog p21 Primarni tumor debelog crijeva
proteina

Tablica 2. Kemoterapeutici koristeni u pokusima

Molarnamasa  Kratice djelovanje
spojeva
ETOPOZID Mr=588,6 Eto Inhibicija enzima topoizomeraze Il
KAMPTOTECIN Mr=348,35 CMP Inhibicija enzima DNA topoizomeraze |
CIS-PLATINA Mr=300,06 Cis Uzrokuje izvijanje i lomove a-heliksa
DOKSORUBICIN Mr=543,52 Doxo DNA interkalator
5-FLUOROURACIL Mr=130,08 5-FU Analog pirimidina
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Odrzavanje stani¢nih kultura

Pokuse smo izvodili na €etiri stani¢ne linije tumora debelog crijeva: SW620, SW480, CaCo-
2 i HCT116. Nakon odledivanja stanica Cuvanih na -190° C, stanice smo uzgajali u bocama
za stani¢ne kulture od 75 cm? i 175 cm? u hranjivoj tekucoj podlozi DMEM (eng.
Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Gibco, SAD) sa streptomicinom (100 pg/ml) i
penicilinom (100 U/ml) te s dodatkom 10% teleceg seruma (FCS eng. Fetal calf serum,
Gibco, SAD) te 2 mM L-glutamin. Stanice smo uzgajali u in vitro uvjetima u inkubatoru u
vlaznoj atmosferi pri 37 °C i 5% CO,. Stanice smo presadivali nakon $to bi postigle 80-90%
konfluentnosti i koristili za pokuse. 1z boce smo uklonili medij i stanice dva puta ispirali s
po 5 ml tripsina (0.25%, Gibco Bre, Life technologies) pri ¢emu smo tijekom drugog
ispiranja u boci ostavili 1 ml tripsina. Uloga tripsina, kao proteolitickog enzima, je
odvajanje stanica jedne od druge i od podloge. Tripsin specificno cijepa proteine iza
karboksilnih skupina aminokiselina lizina i arginina. Stanice smo potom inkubirali dok se
nisu odvojile od podloge. Nakon toga smo dodali 5ml svjeZze podloge te resuspendirali
stanice pomocu pipete. Pritom serum inhibira djelovanje tripsina. Veéi dio suspenzije
stanica bi potom koristili za pokus, a manju koli¢inu stanica bi vratili u bocu i dodali 10 ml

svjezeg medija kako bi stanice dalje rasle.

Brojanje stanica

Broj zivih stanica u suspenziji odredivali smo pomocu tripanskog modrila pod svijetlosnim
mikroskopom. Metoda se temelji na Cinjenici da Zive stanice imaju intaktnu stani¢nu
membranu preko koje se boja, u ovom sluc¢aju tripansko modrilo, izbacuje iz stanice dok
mrtve stanice nemaju tu mogucnost i zato se intenzivno bojaju. U tu svrhu potrebno je
prvo stanice resuspendirati u epruveti. Potom se u bunari¢ plocice s 96 bunari¢a doda 80
pl 0.05% tripanskog modrila i 20 pl suspenzije stanica te dobro resuspendira pomocu
mikropipete. 20 pL suspenzije se stavi pod pokrovno stakalce Neubauerove komorice.
Komorica se stavi pod mikroskop na povecanje objektiva 10x pri ¢emu se vidi 16
identi¢nih kvadrata. Brojali smo Zive stanice odnosno stanice koje se nisu obojile plavo.
Kada je izbrojano 4x16 kvadrata ukupan broj stanica (n) se izraCuna koriStenjem slijedeceg

izraza:
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Broj st/ml = (n/4)*5x10* st/ml

Odredivanje antiproliferativnog ucinka spojeva

Za odredivanje djelovanja spoja na preZivljenje tumorskih stanica te ICso vrijednosti
koristili smo kolorimetrijski test-MTT. MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolium bromid] jest reagens koji se koristi za mjerenje prezivljenja stanica.
Dehidrogenaze u Zivim stanicama reduciraju Zuti 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil

tetrazolium bromid u ljubicasti formazan koji je netopiv u vodi.
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Slika 11. Prevodenje MTT-a u ljubicasti formazan djelovanjem mitohondrijskih reduktaza

Za odredivanje prezivljenja stanice smo nasadivali na plocice sa 96 bunariéa u
koncentracijama od 3000 stanica po bunariéu te u volumenu od 150 pl. Suspenziju
odredenog volumena i broja stanica smo pripremali u sterilnoj kadici te pipetom s osam
nastavaka nasadivali na plocicu. Pri tome smo jednu kolonu ostavljali praznu za slijepu
probu. Na jednoj plocici smo ispitivali djelovanje Cetiri razlic¢ita spoja u pet razlicitih
koncentracija. Takoder smo nasadili posebnu plocicu s jednom kolonom od svake stani¢ne
linije koja se koristi za mjerenje prezivljenja netretiranih stanica na pocetku pokusa
(tzv.“nulti“ dan pokusa). Stanice su inkubirane 24 h kako bi se prihvatile za podlogu i
pocele rasti. ,Nulti“ dan plocicu s pocetnom kontrolom smo podvrgnuli MTT testu, a
potom propremili pet razrjedenja spojeva u DMEM-u. Svaki spoj smo dodavali u
tetraplikatu i u slijedu pet koncentracija po 50ul po jazZici, a kontrolnim stanicama u
zadnjoj koloni na plocici smo dodali 50 pul medija. Nakon 72 h stanice smo podvrgavali
MTT testu kako bi utvrdili stopu rasta stanica. Sa ploCica smo odstranili medij i potom
dodali 40 ul po jazici MTT reagensa koji se priprema razrjedivanjem 10x mati¢ne otopine
(200 mg MTT otopljeno u 40 mL PBS-a) u DMEM-u s 10% FCS-a u omjeru 1:9. PloCice smo

omotali folijom i stavili u inkubator na cCetiri sata, nakon ¢ega smo u jazice nakapavali po
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160 pl DMSO-a. DMSO se koristi kao otapalo za inace u vodi netopivi formazan. Plocice se
protresu, kako bi se kristali formazana Sto bolje otopili te se na ¢itacu mikrotitarksih
plocica (Multiskan EX, Thermo Scientific, SAD) ocitaju vrijednosti apsorbancije pri valnoj

duljini od 570 nm pri kojoj formazan maksimalno apsorbira svjetlost.

Odredivanje inhibicije proliferacije i ICs5o vrijednosti

Intenzitet obojenja formazanskog produkta izrazen apsorbancijom (engl. Optical density,
OD) je izravno proporcionalan broju Zivih stanica. Postotak rasta se racuna prema
sljedeéim izrazim:

Kemijski spoj pokazuje citostaticki ucinak ako je:

UDrest-UDrzers 20 | j tada se postotak rasta ra€una prema izrazu:
LGDEES[ } DD'.IEI.::]
OD (- OO,

i TEMn

pustotak rasta(%6) = 100 =

Kemijski spoj pokazuje citotoksicni ucinak ako je:

ODgest-UDzer0 = U, i tada se postotak rasta rauna prema izrazu:

DD[:H ) Dnrzr:n
0D,

il ]

pustotak rasta (9)=100=

Znacenje kratica:

ODtesr - srednja vrijednost opticke gustoée stanica 72 h nakon tretmana
OD:z2r0 — srednja vrijednost optitke gustoée netretiranih stanica ( ,Nulti“ dan)

OD i - srednja vrijednost netretiranih stanica nakon 72 h (kontrola, 72 h)
Nakon odredivanja postotka rasta za svaku pojedina¢nu koncentraciju, crtaju se krivulje

odnosa koncentracije spoja i postotka rasta (od engl. dose-response). Iz tih krivulja smo

linearnom regresijom izracunali ICsq vrijednosti.
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ZaraZavanje stanica adenovirusima

Za unosenje p21Waf1/cip1

gena u stanice koristili smo replikativho defektan rekombinantni
adenovirus (Ad5CMV-p21) s ugradenim genom koji kodira za protein p21 (Introgen
Therapeutics Inc.,Houston, TX, USA). Ovaj vektor sadrzi promotor citomegalovirusa
(CMV), p21 cDNA te SV40 poliadenilacijski signal. Kao kontrolni vektor koristili smo
Ad5CMV-B-gal koji umjesto regije E1A ima ugraden gen za enzim B-galaktozidazu. Virusni
vektori se umnozavaju u komplementiraju¢im stanicama HEK 293. Nakon umnoZavanja,
viruse je potrebno procistiti centrifugiranjem u gradijentu cezijevog klorida te im odrediti
titar (broj aktivnih virusnih Cestica (PFU - od eng. plaque forming unit) u mililitru. Virusi
koje smo koristili u pokusima bili su predhodno umnozeni i procis¢eni te im je odreden
titar: titar AASCMV-p21 virusa je bio 5 x10% pfu/ml, dok je titar AdCMV-B-gal bio 2,5
x10'° pfu/ml. Stanice smo nasadivali u plocice s 96 bunari¢a, u koncentraciji od 3000
stanica po jaZzici i potom stavili u inkubator na 24 sata. Razrjedenja virusa smo pripremili u
DMEM-u obogac¢enom s 2% FCS-a. Stanice smo zarazavali razli¢itim MOI (od eng.
multiplicity of infection) sto se definira kao broj infektivnih virusnih Cestica po stanici. U

jazice smo dodavali virus u volumenu od 50 pl. Nakon 70 minuta u inkubatoru (37°C, 5 %

C0,), u jazice smo dodavali 150 pl otopine testiranih spojeva, ili Cisti obogaceni medij.
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Odredivanje ekspresije proteina metodom Western blot

Nasadivanje i liza stanica

Pokus smo zapoceli nasadivanjem stanica u plo¢ice sa 6 bunari¢a u koncentraciji od 2x10°
i volumenu od 2ml po bunari¢u. Nakon 24 sata stanice smo inficirali rekombinantnim

WAFL/CPL \ yolumenu od 650, i

adenovirusnim vektorom s ugradenim genom p21
koncentraciji 60 MOI. Otopinu virusa smo pripremili u 2% DMEM-u. Nakon inkubacije u
trajanju od 70min vakuum sisaljkom smo odsisali otopinu virusa i dodali 2ml otopine
kemoterapeutika koje smo pripremili u otopini 10% DMEM-a i u koncentracijama koje
odgovaraju ICso vrijednosti za pojedini spoj. Nakon 24 h i48 h stanice smo lizirali te potom
izolirali proteine. Plocice smo stavili na led kako bismo usporili reakcije nakon lize stanica
te sprijecili degradaciju proteina. Prvo smo odsisali medij, te potom dva puta ispralis po 1
ml PBS-a. Nakon sto smo odsisali PBS, dodali smo pufer za lizu (50 mM TRIS (pH=7.6), 150
mM NaCl, 2mM EDTA, 1%NP40, 0.5% TRITONx-100) u volumenu od 200 ul po bunaricu.
Stanice smo zatim odvojili od podloge pomocu strugalice, prebacili u epruvete od 1.5 ml i
ostavili 10 minuta na ledu da se liziraju. Da bi dobili izolat proteina i uklonili ostatke
liziranih stanica, epruvete smo centrifugirali 10 minuta pri 13200 rpm-a pri temperaturi

od 4°C. Dobiveni supernatant smo prebacili u nove epruvete od 1.5 ml i potom odredili

koncentracije proteina u uzorcima.

Odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracija proteina koristili smo metodu odredivanja koncentracije
proteina po Lowryu (D¢ Protein Assay, Reagent A, B i S, Bio-Rad, SAD). Metoda se zasniva
na reakciji izmedu proteina i bakra u luznatom mediju te naknadnoj redukciji Folinovog
reagensa. Kao standard za odredivanje bazdarnog pravca smo koristili razrijedenja (1.5; 1;
0,75; 0,5; 0,25 ) govedeg albumina iz seruma (Bovine gamma globulin,2mg/ml, Bio-Rad,
SAD). Na plocice s 96 bunari¢a smo nanosili 5 puL pojedinog razrijedenja standarda, 5 pL
odgovarajuceg uzorka te 5 pl pufera u jazicu za slijepu probu. U iste jaZzice smo zatim

dodali 25 pL otopine A® (luZnata otopina bakrova tartarata), te 200 uL otopine B
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(razrjedeni Folinov reagens). Nakon 15 min absorbancija se mjeri pri valnoj duljini od 750
nm (Multiskan EX, Thermo Scientific, SAD). Koncentracija proteina (mg/mL) se odreduje

prema bazdarnom pravcu dobivenom standardnom krivuljom.

Elektroforeza proteina

Proteine iz stani¢nih lizata smo razdvojili poliakrilamidnom gel elektroforezom. Sastav
gela detaljno je opisan u tablicama 3 i 4. Gel za sabijanje sluZi koncentriranju proteinskog

uzorka u oStru vrpcu Sto omogucava bolje razdvojene i oStre vrpce u gelu za razdvajanje.

Tablica 3. Kemikalije potrebne za pripremu 12% gela za razdvajanje

12% gel za razdvajanje Volumen /ml
H,0 3,3

30%-tna otopina akrilamida i bisakrilamida (u omjeru 29:1) 4,0

1,5 M Tris (pH=8,8) 2,5

10% SDS 0,1

10% amonij persulfat 0,1

TEMED 0,004

Tablica 4. Kemikalije potrebne za pripremu 5% gela za sabijanje

5% gel za sabiianie Volumen / ml
H,0 34

30%-tna otopina akrilamida i bisakrilamida ( u omjeru 29:1) 0,83

1,0 M Tris ( ph=6,8) 0,63

10% SDS 0,05

10% amonij persulfat 0,05

TEMED 0,005

Prije nanosSenja na gel, u epruvete s 30ul uzorka smo dodali po 6 pl pufera za nanosenje
uzoraka- 6xPLD, engl. protein loading dye (6,0 mL glicerola, 1,2 g SDS-a, 0,31g DTT-a, 1,25
mL 0,5 M pufera Tris pH 6,8, boja bromfenol plavo, nadopunili s vodom do ukupnog
volumena 10 pL). Tako pripremljene uzorke smo denaturirali 10 minuta na 70°C te potom
nanosili na gel. Koristili smo dva proteinska standarda (Precision Plus Protein, WesternC
standards, BIO RAD; Precision Plus Protein Standards BIO RAD) . Elektroforeza se odvijala
u puferu sastava: TRIS-HCI (3g/L), glicin (14,4 g/L), 10% SDS (1g/L) u reH,0, pri naponu
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struje od 100 mV u gelu za sabijanje, koju smo povecali na 150 mV nakon prelaska
uzoraka u gel za razdvajanje.

Western analiza

Nakon razdvajanja proteina SDS elektroforezom, slijedi transfer istih na nitroceluloznu
membranu (Bio Rad, SAD). Prije samoga transfera membranu i gel smo slozili izmedu sloja
filter papira (Whatman papir, Bio Rad, SAD) i spuzvica koje smo fiksirali u nosacu kojeg
smo potom postavili u kadicu. Transfer proteina s gela na membranu se odvija na 200 mV,
80 minuta, u kadici s puferom za transfer (200 mL/L metanola, 14,4 g/L glicina i 3,03 g/L
tris baze u deH,0).

Nakon transfera membrane smo blokirali 45 minuta u 5% nemasnom mlijeku otopljenom
u TBST puferu (20 mol/dm? pufera Tris-HCI (pH 7,5), 0,15 mol/dm?NaCl, 0,005% Tween-20
u deH,0). Potom smo membrane pakirali u prozirnice u koje smo dodavali 2 ml otopine
antitijela na p21 protein (1:150; Mouse Anti-human p21 0,5 mg/ml BD Pharmingen) u
nemasnom mlijeku, odnosno na a-tubulin i stavili na +4°C preko noci. Sljedeéi dan
membrane smo ispirali TBST-om 3 puta po 10 minuta kako bi se uklonilo nespecificno
vezano protutijelo, a zatim ponovno pakirali u prozirnice i dodali po 2ml otopine
sekundarnog antitijela (horse radish peroxidase sheep anti mouse, GE healthcare) u 5%
nemasnom mlijeku (1:3000). Inkubacija sa sekundarnim antitijelom je trajala 60 minuta uz
konstantno mijeSanje na klackalici nakon ¢ega smo membrane ponovo isprali 3 puta po
10 min u TBST-u. Nakon ispiranja na membranu smo nanijeli reagens (SuperSignal West
Pico Chemiluminiscent substrate, Thermo Scientific, SAD; SuperSignal West Femto Trial
Kit, Thermo Scientific,c, SAD; Western Lightning Chemiluminisence Reagent Plus,
PerkinElmer LAS, Inc., SAD) koji se nakon 5 min ukloni. Signal smo potom vizualizirali na
filmu (Lumi-film chemiluminescent detection film, Roche) nakon ekspozicije (duljinu
ekspozicije smo svaki put odredivali po iskustvu). Koristili smo uredaj za razvijanje Curix

60 (AGFA).
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Denzitrometrijska analiza proteinskih vrpci

Intenzitet proteinskih vrpci a-tubulina i proteina p21 smo analizirali metodom
denzitometrije. U tu svrhu smo se koristili programom ImageJ koji je dostupan na stranici
americkog Nacionalnog instituta za zdravlje i ima mogucnost kvantificiranja intenziteta

vrpci dobivenih Western analizom (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html). Rezultate smo

izrazili kao relativnu intenzitet vrpci proteina p21 u odnosu na relativni intenzitet vrpci a-

tubulina iz istog uzorka.
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Utjecaj kemoteraputika na proliferaciju tumorskih stanica

Pokuse smo zapoceli odredivanjem utjecaja pet kemoterapeutika na proliferaciju stanica
tumorskih stanicnih linija HCT116, SW480, SW620 i CaCo-2 koriste¢i MTT test vijabilnosti
stanica. Grafi¢ki smo prikazali ovisnost postotka Zivih stanica (na grafu postotak rasta,
engl. percentage of growth) o koncentraciji kemoterapeutika. Postoci rasta stanica koji su
prikazani na ordinatama krivulja znace slijedede:

— postotak rasta od 100% je jednak vijabilnosti kontrolnih stanica 72 sata nakon
nasadivanja

— postotak rasta od -100% znaci da su sve stanice postotak rasta od 0% znaci da je rast
stanica u potpunosti inhibiran. Vijabilnost stanica u tom je slu¢aju jednaka onoj prije
tretmana (u pokusu oznaceno kao 0.dan)

— pozitivan postotak rasta (0 do 100%) ukazuje na citostatski ucinak kemoterapeutika

— negativan postotak rasta (0 do -100%) ukazuje na citotoksi¢nost kemoteraputika

S5-fluorouracil
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Slika 12. Utjecaj kemoterapeutika 5-fluorouracila na rast tumorskih stanicnih linija HCT116, CaCo-2,
SW620 i SW480. Krivulja prikazuje ovisnost postotka rasta stanica o koncentraciji spoja.
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Slika 13. Utjecaj kemoterapeutika etopsida na rast tumorskih stanicnih linija HCT116, CaCo-2, SW620 i
SW480. Krivulja prikazuje ovisnost postotka rasta stanica o koncentraciji spoja
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Slika 14. Utjecaj kemoterapeutika cisplatine na rast tumorskih stanicnih linija HCT116, CaCo-2, SW620
i SW480. Krivulja prikazuje ovisnost postotka rasta stanica o koncentraciji spoja
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Slika 15. Utjecaj kemoterapeutika kamptotecina na rast tumorskih stanic¢nih linija HCT116, CaCo-2,
SW620 i SW480. Krivulja prikazuje ovisnost postotka rasta stanica o koncentraciji spoja.
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Slika 16 . Utjecaj kemoterapeutika doksorubicina na rast tumorskih stanicnih linija HCT116, CaCo-2,
SW620 i SW480. Krivulja prikazuje ovisnost postotka rasta stanica o koncentraciji spoja.
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Odredivanje ICso vrijednosti citostatika

ICso je mjera djelotvornosti tvari u inhibiranju bioloske ili biokemijske funkcije. To je
kvantitativna vrijednost koja pokazuje koli¢inu aktivne tvari potrebne za 50%-tnu
inhibiciju odredenog procesa. ICso vrijednosti u tablici 5 jesu koncentracije citostatika pri

kojoj je prezivljenje stanica 50% u odnosu na kontrolu.

Tablica 5. Ucinak 5-fluorouracila, etopozida, kamptotecina, doksorubicina i cisplatine na rast stanica
HCT116, SW620, SW480 i CaCo-2. Prikazane su ICs, vrijednosti, tj. koncentracije pri kojima je doslo do
50%-tne inhibicije rasta stanica.

ICso/M ICs0 /M ICs0 /M ICso/M

HCT116 SW620 SW480 CaCo-2
5-fluorouracil 1,162x10” 2,063x10™ 1,970x10° 1,243x10”
Etopozid 1,509x107 1,588x10° 4,134x10" 5,822x10™
Kamptotecin 3,733x10° 1,039x10” 8,888x10° 7,977x10°
Doksorubicin 1,252x10” 3,030x10° 1,153x10° 3,401x10”’
Cisplatina 1,016x10° 4,901x10° 2,945x10° 4,994x10°

Vrijednosti 1Csg za svaki spoj i liniju dobivene su linearnom regresijom iz prikazanih
krivulja (slika 11-15). Svi spojevi pokazuju antiproliferativni ucinak na tumorske stanice,
Sto je i ocekivano s obzirom da smo koristili poznate spojeve koji se koriste u
kemoterapiji. Povecanjem koncentracije spoja smanjuje se postotak rasta odnosno
vijabilnost stanica. Medu testiranim kemoterapeuticima 5-fluorouracil je pokazao
najslabije citostatsko djelovanje s obzirom da su za postizanje 1Cso koristene najvise
koncentracije (10°M) (slika 12), dok citotoksi¢ni u€inak spoja nije zabiljezen. Uogeno je da
etopozid znacajnije citostatsko i citotoksi¢no djelovanje postize kod stani¢nih linija SW480
i SW620. Najjace citostatsko djelovanje je postignuto kemoterapeutikom kamptotecinom
koji pri koncentracijama vi§im od 10° pokazuje i citotoksi¢no djelovanje (slika 15).
Zamijetili smo takoder snazno citostatsko djelovanje doksorubicina koji je u vecdim
koncentracijama bio citotoksiCan za stanicne linije HCT116 i SW480 (slika 16).
Naposljetku, zabiljezili smo umjereno citostatsko djelovanje, ali i najjaci citotoksicni
ucinak kemoterapeutika cisplatine za sve stanicne linije (slika 14). Stani¢na linija SW480 se
pokazala najosjetljivijom na korisStene kemoterapeutike $to pokazuju najnize vrijednosti

ICso stanica SW480 medu svim testiranim stani¢nim linijama (Tablica 5).
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Ucinak Ad5CMVp21 na rast stanica karcinoma kolona

Waft/CiPl 3 rast stanica u kulturi, te da li se

Da bismo utvrdili utjecaj egzogenog p21
razlikuje od utjecaja samog vektora AACMVpB-gal, nasadili smo stanice na plocicu s 96
bunarica te ih zarazili virusnim vektorima u rasponu od 10-80 MOI. Udio Zivih stanica smo
odredivali tredi, Cetvrti i peti dan nakon zarazavanja testom vijabilnosti (MTT test).

Oba su virusa izazvala inhibiciju proliferacije stanica. Medutim, prezivljenje stanica koje su
zarazene kontrolnim vektorom je bilo visoko i tek pri ve¢im koncentracijama je palo na
80% i to kod stanicnih linija HCT116 i SW620 (slika 16 i 18). Zamjetili smo da vektor s
p21WE“f1/Cipl kazetom intenzivnije koci rast stanica linija HCT116 i SW620 u koncentraciji
vecoj od 40 MOI i to 5.dan nakon zarazavanja (slika 16 i 18). Inhibitorno djelovanje

egzogenog p21 proteina na vijabilnost stani¢nih linija SW480 i CaCo-2 se pokazalo jako

slabim, jer je postotak rasta kod tih stanica pao tek na 80% (slika 17 i 19).

WAFL/CIPL gana razligito

S obzirom da je literaturno pokazano da povecana ekspresija p21
modulira uc€inak kemoterapeutika te da taj ucinak ovisi o vrsti tumorskih stanica, kao i
kemoterapeutika, ispitali smo utjecaj povecane ekspresije gena p21 u kombinaciji s
razliCitim terapeuticima na rast navedenih Cetiriju stanicnih linija karcinoma debelog
crijeva. Stanice smo nakon zarazavanja virusnim vektorom tretirali s kemoterapeutikom u
odredenom rasponu koncentracija. Koncentracija virusa je u kombiniranom tretmanu bila

konstantna i iznosila 60 MOI. Rezultati pokazuju kako egzogeni p21"/2™/ciPt

uglavnom
pojacava inhibitorni efekt kemoterapeutika, no taj ucinak se dosta razlikuje izmedu
stani¢nih linija, a najmanje je izrazen kod stanic¢ne linije SW480 (slika 22). Primjerice, rast
stanica HCT 116 je bio znacajno inhibiran Cetvrti i peti dan, pri ¢emu su stanice
najosjetljivije na doksorubicin, no poveéana ekspresija gena p21 pojacala je ucinak niskih
koncentracija tog spoja do 20% (slika 21). S druge strane, inhibitorni je efekt gena

21Waf1/Cip1

p znacajniji u kombinaciji s kamptotecinom i cisplatinom kod kojih je 4. i 5. dan

kombinirani tretman pokazao i do 40% jaci ucinak u odnosu na same kemoterapeutike

(slika 21).

kamptotecin, a rast im je znacajnije inhibiran Cetvrti i peti dan (slika 22). lako im se

postotak rasta znacajno smanjio (i do 80%), nismo zamjetili znacajniji dodatni ucinak na
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koCenje rasta stanica uz vektor s p21 genom, osim u niZim koncentracijama cisplatine i

kamptotecina nakon 5 dana inkubacije (slika 22).

Stanicama SW620 povecana je ekspresija gena p2l1 znacajno povecala ucinak
kamptotecina i cisplatine (u sve tri vremenske tocke), pri ¢emu je u nekim tretmanima

doslo do 40% jace inhibicije rasta stanica u odnosu na sam kemoterapeutik. (slika 23),

Kod stanicne linije CaCo-2 smo takoder zamjetili znacajno (20% - 30%) pojacanje

djelovanja svih kemoterapeutika kao posljedicu povecéane ekspresije gena p21 (slika 24).

Temeljem ovih eksperimenata mozemo zakljuciti da povecana ekspresija gena p21,
dobivena unosom gena putem rekombinantnog adenovirusnog vektora, pojacava ucinak
kemoterapeutika cisplatine, kamptotecina te u manjoj mjeri doksorubicina u stanicama
karcinoma debelog crijeva SW620, HCCT 116, CaCo-2 i SW480. To je pojaCanje najslabije

izrazeno u stanicama SW480.
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Slika 17. Inhibicija rasta HCT116 stanica 3, 4 i 5 dana nakon zaraZavanja s adenovirusnim vektorom koji nosi gen za p21 (tamna kolona) i B-Gal (svijetla kolona).
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Slika 18. Inhibicija rasta SW480 stanica 3, 4 i 5 dana nakon zaraZavanja s adenovirusnim vektorom koji nosi gen za p21 (tamna kolona) i B-Gal (svijetla kolona).
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Slika 19. Inhibicija rasta SW620 stanica 3, 4 i 5 dana nakon zaraZavanja s adenovirusnim vektorom koji nosi gen za p21 (tamna kolona) i B-Gal (svijetla kolona).
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Slika 20. Inhibicija rasta CaCo-2 stanica 3, 4 i 5 dana nakon zaraZavanja s adenovirusnim vektorom koji nosi gen za p21 (tamna kolona) i B-Gal (svijetla kolona).
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Slika 21. Rast stanica linije HCT116 3, 4 i 5 dana nakon zaraZavanja s adenovirusnim vektorom s ugradenim genom p21 i odgovaraju¢im kemoterapeutikom.
Grafovi prikazuju stanice stanicne linije HCT116 tretirane cisplatinom (plavo), kamptotecinom (crveno) i doksorubicinom (zeleno). Pratili smo rast stanica tretiranih
kemoterapeutikom i adenovirusnim vektorom s p21 genom (tamnija kolona) te stanica tretiranih samo kemoterapeutikom (svijetlija kolona).
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Slika 23. Rast stanica linije SW620 3, 4 i 5 dana nakon zaraZavanja s adenovirusnim vektorom s ugradenim genom p21WAF1/Cip1 i odgovaraju¢im kemoterapeutikom.

Grafovi prikazuju stanice stanicne linije SW620 tretirane cisplatinom (plavo), kamptotecinom (crveno) i doksorubicinom (zeleno). Pratili smo rast stanica tretiranih
kemoterapeutikom i adenovirusnim vektorom s p21 genom (tamnija kolona) te stanica tretiranih samo kemoterapeutikom (svijetlija kolona).
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Western analiza

Western analizom lizata stani¢nih proteina iz transduciranih i netransduciranih uzoraka
smo Zeljeli dokazati da je transdukcija gena bila uspjesna, tj. da je adenovirusni vektor

uspjesno unio Zeljeni gen (p21WAF1/Cip1

) u stanice tumora te da je taj gen u stanicama
aktivan. Postojanje povedane razine p21 proteina u zarazenim stanicama potvrdilo je
uspjesnost transfekcije. Takoder, Zeljeli smo istraziti da |i tretman kemoterapeuticima
povedava ekspresiju proteina p21, kao rezultat odgovora stanica na stres izazvan
ostecenjem DNA. Kao kontrolu pravilnog nanosSenja uzoraka na gel, koristili smo
protutijelo na a-tubulin koji je strukturni protein ¢ija bi koli¢ina trebala biti jednaka u svim
uzorcima ukoliko je postupak pravilno izveden i tretman ne utjecCe na njegovu ekspresiju.
Bazalna ekspresija proteina p21 dokazana je u stanicama SW480 i HCT11e.
Kemoterapeutici su inducirali ekspresiju endogenog p21 u stanicama SW480 i HCT116 te
je takoder vrlo slaba ekspresija detektirana u stanicama SW620 nakon tretmana
kamptotecinom (slika 25, A, B i C). Pogledom na proteinske vrpce stani¢ne linije HCT116
vidi se kako je indukcija endogenog gena p21 razli¢ita u ovisnosti o kemoterapeutiku (slika
25 A), pri ¢emu je denzitometrijski utvrdeno da je signal najjaci za stanice tretirane
kamptotecinom, a znatno slabiji za one tretirane cisplatinom (Slika 26). Naprotiv,
intenziteti proteinskih vrpci netransduciranih uzoraka stanica SW480 su podjednaki u
uzorcima tretiranim kamptotecinom i doksorubicinom, Sto upuduje na to da ti
kemoterapeutici nemaju znacajniji utjecaj na razinu ekspresije proteina p21, za razliku od
stanica tretiranih cisplatinom gdje je doSlo do smanjenja ekspresije tog proteina (slika 25,
C).

U svim transduciranim stani¢nim linijama smo detektirali protein p21, a temeljem jaceg

intenziteta proteinskih vrpci zakljucili smo kako je ekspresija p21WAF1/Cipl

jaa nego u
netransduciranih uzoraka (slika 25). Medu transduciranim uzorcima, stanice tretirane
kamptotecinom pokazuju pojacanu ekspresiju proteina p21 (slika 25 i 26) sto smo utvrdili
i denzitometrijskom analizom, dok stanice tretirane cisplatinom pokazuju istu, ili ¢ak

smanjenu ekspresiju proteina p21 u odnosu na kontrolu(slika 26).
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Slika 25. Dokazivanje transfekcije virusnim vektorom s p21 genom. Slovima A-D su oznaceni pokusi za pojedinu stani¢nu liniju. Kemoterapeutici su oznaceni kraticama.
Cis: cisplatina; CMP: kamptotecin; Doxo: doksorubicin. Za pojedini pokus, gornji biljeg predstavlja a-tubulin, a donji p21 protein. Stani¢ne linije su A:HCT116; B:SW480;

C:SW620 i D:CaCo-2
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Slika 26. Denzitometrijska kvatifikacija jaCine signala proteina p21. Proteinske vrpce dobivene Western
analizom su obradene koristenjem programa ImageJ. Na grafovima su prikazane relativne koli¢ine proteina
p21 u odnosu na koli¢inu a-tubulina iz istog uzorka. Kratice na x-osi oznacavaju testirani kemoterapeutik

(Cis: Cisplatina; CMP: Kamptotecin; Doxo: Doksorubicin), a p21 oznacava adenovirusom uneseni gen
WAF1/Cipl
p21 .
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Rak kao bolest nazivaju i posasti 21. stoljeca, a razlog lezi u Cinjenici da tijekom Zivota
jedna od tri osobe oboli od raka, pri ¢emu je rak uzrocnik 13% svih smrtnih slucajeva u

svijetu (www.who.int/cancer). Upravo to je razlog zbog kojeg rak kao genetska bolest

okupira paznju brojnih znanstvenika. Konvencionalno lijeCenje raka obuhvaéa operativni
zahvat, kemoterapiju i zra¢enje. Kemoterapija ima citostati¢no i citotoksicno djelovanje
na tumorske stanice, medutim, pogada i normalne stanice tkiva koja se intenzivnije dijele
(gastrointestinalni epitel, kostana srz, folikuli dlaka) te se bolesnici suoCavaju s mnogim
posljedicama i nuspojavama. Brojni znanstvenici i laboratoriji ulazu velike napore u
pronalazenje i sintetiziranje novih kemoterapeutika s novim i boljim svojstvima. Razvojem
metoda kojima se omogucava unos novoga gena u stanicu otvorila se prilika za ispitivanje
genetske terapije koja se u in vitro sustavima pokazala kao djelotvoran nacin unosa tumor
supresor gena kao Sto su p53, p21 ili pRb. Godine rada kao i napredak u tehnologiji
pridonijeli su tome da se do danas generirao ogroman broj podataka o genima i
mehanizmima koji su ukljuéeni u regulaciju stani¢nog rasta, diobe, diferencijacije i smrti.
Rezultati eksperimentata su pokazali kako povecana ekspresija egzogenog p53 gena
uzrokuje kocenje rasta stanica i p53 ovisnu apoptozu (Katayose i sur. 1995; Kralj i sur.
2003;Blagosklonny i el-Deiry 1996). Temeljem tih saznanja znanstvenici su se poceli baviti

WAF1/Cip1

tumor supresor genom p21 Ciju ekspresiju, izmedu ostalog, aktivira transkripcijski

faktor p53, a Ciji je proteinski produkt bitan faktor u mrezi regulacije navedenih procesa i

kao takav bitna meta za istrazivanje.

Jedan od problema vezanih uz kemoterapiju je rezistencija stanica na kemoterapeutike
koja se s vremenom javlja (Lincet i sur. 2000). Kombinacija kemoterapeutika s
inhibitorima ciklin-kinaza kao terapeutska strategija koja pojacava citotoksi¢nost
kemoterapeutika kod pojedinih stani¢nih linija se intenzivno istrazuje (Schmidt i Fan
2001). Cilj ovih pokusa je bio ustanoviti utjecaj povecane ekspresije p21WAF1/Cipl gena na
rast stanica karcinoma debelog crijeva s razli¢itim endogenim statusom gena p53 i p21
WAF1/Cipl

kao i utjecaj kemoterapeutika u kombinaciji s pojacano eksprimiranim genom p21

na rast stanica.
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Pokuse smo zapoceli promatranjem ucinka Sest razli¢itih kemoterapeutika na pojedinu
stani¢nu liniju i odredivanjem ICsq vrijednosti za kemoterapeutike. Kod svih uzoraka se
prezivljenje smanjuje s povecanjem koncentracije kemoterapeutika Sto je ocekivano i u
skladu s prethodnim istraZzivanjima (Lincet i sur. 2000; Nitiss 2009); Agrez i sur. 1983).
5-fluorouracil je pritom imao najvide vrijednosti ICsq (= 10 M), a kamptotecin najnize
(=10 M). Zamjetili smo da su stanice SW480 pri niskim koncentracijama kemoterapeutika
najosjetljivije tj. imaju najniZi postotak rasta. Stani¢ne linije SW480 i SW620 su izolirane iz
istog pacijenta. Pritom je linija SW480 uspostavljena iz primarnog tumora kolona, a linija
SW620 iz metastaze u limfnom ¢voru Sto znacdi da stanice SW480 imaju manji stupanj
zlo¢udne preobrazbe. Pokazano je da djelovanjem pojedinih kemoterapeutika dolazi do
povecane ekspresije Fas proteina i indukcije Fas ovisnog apoptotskog puta kod stanica
SW480, dok kod stanica SW620 u jedakim uvjetima nije dokazana ekspresija istog, Sto bi
mogao biti jedan od razloga vece osjetljivnosti stanica linije SW480 u odnosu na SW620
(Bergmann-Leitner i Abrams 2000; Qiang Zhu i sur. 2006).

Kod knockout miseva p21’/’ uocene su kromosomske aberacije i gubitak kontrole nad
stani¢nim ciklusom (Barboza i sur. 2006) Sto dovoljno govori o vaznosti proteina p21. Zbog
utjecaja prvenstveno na kolenje stani¢nog ciklusa, a zatim i na apoptozu, egzogena
ekspresija p21 proteina u stanicama se intenzivnho proucava (Tsao i sur. 1999).

WAFI/CIPL y stanicama tumora dojke (Parker i sur 2000),

Egzogenom ekspresijom p21
grkljana (Kraljevic Pavelic i sur 2008), debelog crijeva (Kralj i sur. 2003), prostate (Gotoh i
sur. 1997), pluc¢a (Joshi, Chen, i sur. 1998), gusterace (Joshi, Dergham, i sur. 1998) i
endometrija (Ramondetta i sur. 2000) pokazano je kako protein p21 ima inhibitorni ucinak
na rast stanica.

Da bismo promatrali utjecaj p21 proteina na rast, stanice smo zarazili adenovirusnim

WAFL/GRL - Adenovirusni vektori su pogodni za ovaj

vektorima koji imaju ugraden gen p21
nacin istraZivanja jer imaju mogucnost inficiranja velikog broja stanica, mogu se dobiti u
visokom titru te se ne ugraduju u genom stanice. Kako bismo provjerili mogucnost da je
kocenje rasta stanica posljedica djelovanja samog virusa, stanice smo zarazavali i s
adenovirusom koji nosi gen za B-galaktozidazu, a koji je sluzio kao kontrolni vektor. lako je
vektor Ad5CMVp21 imao jaci inhibitorni ucinak od Ad5CMVB-gal vektora i potonji je

takoder uzrokovao inhibiciju rasta stanica. Naime, poznato je da i sam virusni vektor moze
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utjecati na stanicni ciklus inhibicijom E2F-1 faktora neovisno o pRb ili p53 statusu (Kuhn i

sur. 2002).

Nasi rezultati pokazuju kako je najznacanije kocenje rasta posredstvom adenovirusnog
vektora s genom p21WAF1/Cipl postignuto kod stani¢nih linija HCT116 i SW620. Znacajnija
inhibicija rasta stanica (preZivljenje od 50%) se dogada tek 5. dan nakon zaraZavanja i pri
koncentracijama virusa iznad 60MOI. Rast stanicnih linija CaCo-2 i SW480 je pao tek na
80%. Western analizom smo iskljucili moguénost neuspjele transdukcije s obzirom da je
intezitet vrpci p21 proteina iz transduciranih uzoraka stanica SW480 bio znatno jadi,

odnosno pojavio se u stanicama CaCo-2.

Stanice linije SW620 imaju mutirani p53 i nemaju bazalnu ekpresiju p21 proteina.
Literatura pokazuje da kod stanica s takvim statusom gena, egzogeno uneseni geni p53 i
p21 imaju znacajan utjecaj na kocenje rasta i aktivaciju apoptoze neovisne o p53 (Tsao i
sur. 1999; Kralj i sur. 2003; Katayose i sur. 1995). CaCo-2 stanicna linija se pokazala

WAFL/CIPL %t se slaze s rezultatima koje su

najrezistentnijom na poveéanu ekspresiju p21
dobili Kralj i suradnici kada su na isti nacin promatrali koCenje rasta stanicnih linija MCF-7,
Hela, SW620 i CaCo-2 (Kralj i sur. 2003). Zanimljivo je da je stani¢na linija HCT116 koja
ima gen p53™ i u skladu s tim eksprimira protein p21, osjetljivija na djelovanje
prekomjerno eksprimiranog proteina p21 od stanica SW480 i CaCo-2 koje nemaju
funkcionalni p53. Naime, mnogi literaturni podaci navode kako je kocenje rasta stanica

WAF1/Cipl

posredstvom egzogeno eksprimiranog gena p21 znadajnije kod stanica s

mutiranim ili deletiranim p53 genom Sto se objasnjava ¢injenicom da p21 mozZe inhibirati
p53 posredovanu apoptozu. Pretpostavljamo da se radi o nekoj drugoj genskoj mutaciji
stani¢ne linije HCT116.

WAF1/Cipl

Rezultati literaturnih izvjeSc¢a koja opisuju djelovanje ekpresije gena p21 na ucinak

kemoterapeutika kao i na indukciju apoptoze su proturje¢ni i mnogo se radi na otkrivanju

uvjeta u stanici koji utjeéu na djelovanje proteina p21. Tako su Parker i suradnici pokazali

WAF1/Cip1

da egzogeno eksprimirani gen p21 povecava preZivljenje stanica tumora dojke

koje su tretirane paklitakselom i etopozidom (Parker i sur.2000), dok su Ruan i suradnici

WAF1/Cipl

zakljucili kako inducibilna ekspresija p21 smanjuje toksicnost BCNU-a [(N,N'-bis(2-

chloroethyl)-N-nitroso-urea] i cisplatine za stanice glioblastoma (Ruan i sur. 1998).

Naprotiv, Kraljevi¢ Paveli¢ i suradnici su pokazali da ekspresija egzogenog p21WAF1/Cipl
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pojaCava inhibitorni ucinak cisplatine, ali smanjuje utjecaj metotreksata na tumorske
stanice grkljana (Kraljevic Pavelic i sur. 2008). Nadalje, u stanicama hepatocelularnog
karcinoma (Qin i Ng 2001), kao i stanicama tumora jajnika (Lincet i sur. 2000) tretiranim
kemoterapeutikom cisplatinom te uz ekspresiju egzogenog p21WAF1/Cipl dokazana je jaca
inhibicija rasta stanica u kulturi kao i veci broj stanica u apoptozi u odnosu na stanice

tretirane samo kemoterapeutikom.

Kako bi provjerili utjecaj p21 proteina na inhibiciju rasta stanica kemoterapeutikom, od
prvotnih Sest odludili smo se za tri kemoterapeutika koji na razli¢ite nacine ostecuju DNA
molekulu i izazivaju koCenje rasta ili smrt stanice: doksorubicin, kamptotecin i cisplatinu.
Cisplatina spada u alkiliraju¢e kemoteraputike koji djeluju neovisno o stanicnom ciklusu
(stanica ne mora biti u procesu diobe da bi spoj imao citotoksican ucinak), dok je za
djelovanje inhibitora topoizomeraze kamptotecina i protutumorskog antibiotika
doksorubicina nuzno da je stanica u diobi (Schmidt i sur. 2001). Prije tretmana
kemoterapeutikom, stanice smo inficirali virusnim vektorom u koncentraciji od 60 MOI,
za koju smo se odlucili jer je empirijski pokazano (Kralj i Marjanovi¢) kako je pri toj
koncentraciji transducirano 50% zaraZenih stanica te im rast nije znacajnije inhibiran
Prezivljenje svih stanicnih linija je opadalo s pove¢anjem koncentracije kemoterapeutika i
vremena inkubacije (u danima). U stanicama HCT116 je povecana ekspresija proteina p21
izrazito pojacala inhibitorni ucinak cisplatine i kamptotecina ( za 40%), dok je ucinak
doksorubicina bio znatno slabije poja¢an (do 20% , za 1x10°M i 2,5x10°®M koncentracije
citostatika). Slicni su rezultati za stani¢nu liniju SW620 kod koje takoder p21 pojacava
ucinak svih kemoterapeutika, pri cemu je utjecaj na kamptotecin i cisplatinu jaci nego na
doksorubicin. Zanimljiva je Cinjenica da je egzogeni p21 kod tri stani¢ne linije blago
pojacao osjetljivost na doksorubicin, Sto nije u potpunom skladu s radom (Martinez i sur.
2002) koji su utvrdili da se apoptoza uzrokovana doksorubicinom u stanici javlja s
smanjenjem koncentracije proteina p21 te da se unosenjem antisense p21WAF1/Cipl gena

povecava osjetljivost stanica tumora prostate na doksorubicin.

Stani¢noj liniji CaCo-2 je rast takoder dodatno inhibiran u kombinaciji s egzogeno
eksprimiranim p21 proteinom, no u ovom slucaj utjecaj p21 proteina je nesto slabiji i
podjednak za sva tri kemoterapeutika, $to je zanimljivo s obzirom da egzogeni p21 protein

(bez kemoterapeutika) nije imao znacajniji utjecaj na inhibiciju rasta.
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SW480 stanice nisu dodatno inhibirane djelovanjem egzogeno eksprimiranog p21
proteina o ¢emu govori Cinjenica da je razina proliferacije podjednaka onoj kod stanica

koje su tretirane samo kemoterapeutikom.

Western analizom smo pokazali da je je transdukcija bila uspjesSna. Vrpce p21 proteina
jaCeg intenziteta dobili smo iz transduciranih uzoraka svih stani¢nih linija, a bazalne
razine p21 proteina smo dokazali u stanicama HCT116 te SW480. Uocili smo da SW480
stanice unatoC Cinjenici da eksprimiraju mutirani p53 gen, eksprimiraju visoku razinu
proteina p21. Ti su rezultati u skladu s ve¢ prije objavljenim rezultatima (Rochette i sur
2005) koji su ustvrdili da u stani¢noj liniji SW480, mutirani p53 protein ima moguénost
vezanja promotora i indukcije ekspresije gena p21. Takoder, pokazali su da je razina p53
proteina u ovim stanicama konstantno povisena Sto za posljedicu ima visoke bazalne
razine p21 proteina, neovisne o stanicnom stresu (Rochette i sur. 2005). Vizualizacijom
proteina nismo uspjeli dobiti dokaz za postojanje bazalnog p21 proteina kod stanic¢nih
linija SW620 i CaCo-2, sto je oCekivano za SW620, medutim, ne slaze se sa dosadasnjim
podacima za CaCo-2 (Kralj i sur. 2003). Literaturni podaci pokazuju da stanice linije CaCo-2
imaju jedan mutirani i jedan deletirani p53 alel (Djelloul i sur. 1997), medutim utvrdeno je
da stanice nakon postizanja konfulentnosti spontano diferenciraju pri ¢emu im raste
bazalna ekspresija p21 proteina (Gartel i sur. 1996). Smatra se da se u tom slucaju gen

p21 inducira putem neovisnim o p53 transkripcijskom faktoru.

Na temelju dobivenih rezultata mozZzemo zakljuciti da je utjecaj testiranih
kemoterapeutika na rast ispitivanih tumorskih stanicnih linija debelog crijeva jaci u
kombinaciji s egzogenim p21 proteinom. Dodatnu inhibiciju rasta u slucaju transdukcije s
Ad5CMVp21 vektorom su pokazale stani¢ne linije SW620, HCT116 i CaCo-2, dok kod
stanicne linije SW480 nismo zamjetili razliku u postotku rasta u odnosu na inhibiciju rasta
uzrkovanu kemoterapeutikom. U literaturi postoje navodi kako je koCenje rasta stanica

posredstvom egzogeno eksprimiranog gena p21"ATY/CiPl

znacajnije kod stanica s
mutiranim ili nefunkcionalnim p53 genom koje ne eksprimiraju endogeni p21 protein,
medutim u ovom pokusu nismo zamjetili tu poveznost.(Kralj 2001; Blagosklonny i El-Deiry
1998; Katayose i sur. 1995) S obzirom da koristeni kemoterapeutici razlicitim
mehanizmima uzrokuju ostecenja DNA i na sloZzenu mrezu djelovanja p21 proteina, nuzno

je provesti daljnje eksperimente kojima bi se dobio uvid u stanicni ciklus i apoptozu.
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WAFL/CPL ) syrhu genskog lije¢enja tumora, sasvim sigurno

Mogucnost koriStenja gena p21
ima puno potencijala, medutim s obzirom na sloZenu mrezu interakcija i postojece
kontradiktorne rezultate o utjecaju na ,Zivot i smrt” stanice potrebno je joS detaljnih

istrazivanja da bi upoznali maleni ali utjecajni protein p21.
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ZAKLJUCAK

ZAKLJUCAK

1. Kemoteraputici 5-fluorouracil, etopozide, cisplatina, kamptotecin i doksorubicin
usporavaju rast tumorskih stani¢nih linija HCT116, SW480, SW620, CaCo-2. S
obzirom na dobivene ICsq vrijednosti 5-fluorouracil najslabije inhibira tumorske
stanice (ICs0=107), dok najjate djelovanje pokazuje kamptotecin (ICso=10%).

2. Stani¢na linija SW480 je najosjetljivija na djelovanje svih testiranih
kemoterapeutika.

3. Najznacdanije kocenje rasta posredstvom adenovirusnog vektora s genom p21
postignuto je kod stani¢nih linija HCT116 i SW620, pri koncentraciji virusa od
60MOI, peti dan nakon zaraZzavanja.

4. Egzogeno eksprimirani protein p21 pojacava inhibitorni ucinak kemoterapeutika
cisplatine, doksorubicina i kamptotecina na rast stanicnih linija HCT116, SW620 i
CaCo-2, pri ¢emu je utjecaj na stanice CaCo-2 slabiji.

5. Ucinak kamptotecina i cisplatine je u odnosu na doksorubicin znacajnije pojacan
posredstvom proteina p21 kod stani¢ne linije HCT116 i SW620, dok je kod stanica
CaCo-2 ucinak p21 na inhibiciju rasta podjednak za sve kemoterapeutike.

6. Ekspresija egzogenog proteina p21 ne pojacava inhibitorni ucinak

kemoterapeutika na stanice SW480.
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