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MEHANIZMI OTPORNOSTI: KAD TUMOR UZVRATI UDARAC

Nikolina Stojanović & Lidija Vuković

Zavod za molekularnu biologiju,  Laboratorij za genotoksične agenseDRVO ŽIVOTA

Otpornost tumorskih stanica na citostatike je glavna prepreka uspješnom liječenju tumora.
Kako tumor uzvraća udarac?

Otpornost na citostatike može biti primarna (urođena) koja je nastala tijekom tumorigeneze ili sekundarna (stečena) koja se razvija tijekom terapije. 
Mehanizmi stanične otpornosti na citostatike su različiti:
1. povećana adhezija na izvanstanični matriks putem integrina
2. smanjeno nakupljanje citostatika (zbog smanjenog ulaska citostatika u stanicu
i/ili zbog pojačanog izbacivanja citostatika pomoću membranskih pumpi za izbacivanje)

3. smanjeno vezanje citostatika na ciljne molekule koje se može postići:
• smanjenom metaboličkom aktivacijom citostatika 
• enzimatskom inaktivacijom citostatika metilacijom ili vezanjem na zaštitne molekule u citoplazmi  (glutation)
• povećanom ekspresijom ili mutacijom ciljnih molekula

4. povećana sposobnost popravka i/ili tolerancije oštećenja u DNA
5. smanjena indukcija apoptoze (programirane stanične smrti).

+

Mehanizmi stečene stanične otpornosti na
citostatike proučavaju se na otpornim tumorskim
staničnim linijama koje su dobivene postepenim
izlaganjem stanica rastućim koncentracijama
citostatika.

Mehanizam otpornosti stabilnih transfektanata neovisan je o 
količini glutationa u stanicama jer je apsolutna količina 
glutationa u Cal27 stanicama i izoliranim klonovima jednaka, 
a inhibicija sinteze glutationa u stanici tretiranjem butionin 
sulfoksiminom (BSO) nije utjecala na osjetljivost stanica na 
cisplatinu.

Odabir klonova 2B1 i 2B3 sa povećanom ekspresijom αvβ3 
integrina dobivenih  stabilnom transfekcijom Cal 27 stanica 
plazmidom koji sadrži gen za β3 podjedinicu integrina
napravljen je protočnom citometrijom.                             

Povećana ekspresija αvβ3 integrina značajno povećava adheziju 
Cal27-αvβ3 stabilnih transfektanata na vitronektin i fibronektin 
u usporedbi s roditeljskim Cal27 stanicama.

(A) (B)

Slika 5. (A) Mjerenje apsolutnog glutationa na Cal27 i Cal27-αvβ3  transfektantima 
(vidljiv dose response na tretman s  BSO-om) ;(B) Osjetljivost Cal27 i  Cal27 αvβ3-
stabilnih transfektanata na cisplatinu (cDDP) nakon tretmana s 0,01 mM BSO-om.
Citotoksičnost je mjerena MTT testom nakon tretmana citistatikom tijekom 72 sata.

Slika 6. 
Kvantifikacija 
relativne adhezije 
na:(A) vitronektin i 
(B) fibronektin  
Cal27-αvβ3 
stabilnih 
stransfektanata u 
usporedbi s 
roditeljskim Cal27 
stanicama.
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Cal27 stabilni transfektanti s povećanom ekspresijom integrina 
αvβ3 pokazuju povećanu otpornost na više različitih 
protutumorskih lijekova u usporedbi s roditeljskim Cal27 
stanicama.

Migracija Cal27 stanica i Cal27-αvβ3 stabilnih transfektanata 
pokazuje da povećanje ekspresije integrina αvβ3 inhibira 
migraciju , što ukazuje na integrinom αvβ3 posredovani invazijski 
potencijal.

Slika 2.Osjetljivost Cal27 i Cal27 αvβ3-stabilnih transfektanata na:
(A) cisplatinu (cDDP),  (B) doksorubicin (DOX), (C) mitomicin (MMC),  (D) fluorouracil (5-FU),
(E) etopozid (ETO) . Citotoksičnost je mjerena MTT testom nakon  tretmana citistatikom tijekom 72 sata.
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Slika 7. Test migracije (A) roditeljskih Cal27 stanica, (B) kontrolnih stanica, (C) 2B1 
i (D) 2B3 Cal27-αvβ3 stabilnih transfektanata u Boyden komoricama.
(E) Kvantifikacija relativne migracije Cal27-αvβ3 stabilnih stransfektanata u 
usporedbi s roditeljskim Cal27 stanicama.

Integrini su heterodimeri sastavljeni od dvije podjedinice: α i β. 
Do sada je otkriveno ukupno 24 kombinacije heterodimera, 
u kojima  α podjedinice tvore specifičnu vezu  sa izvanstaničnim 
matriksom, dok β podjedinice aktiviraju višestruke signalne puteve.

Vezanjem na proteine izvanstaničnog matriksa i na proteine 
na drugim stanicama, potiču niz signala koji reguliraju raznolike stanične
procese poput rasta, diobe stanice, diferencijacije, pokretljivosti i preživljenja.

U tumorskim stanicama redovito nalazimo promjene u ekspresiji integrina. 
I stanice otporne na citostatike često imaju promijenjenu ekspresiju nekog 
integrina s obzirom na izvorne tumorske stanice, neke od tih promjena 
imaju, a neke nemaju utjecaj na prezivljenje.
Stoga su integrini prepoznati kao potencijalne ciljne molekule za terapiju 
tumora.

Glavni mehanizam 
citotoksičnog djelovanja 
karboplatine je stvaranje 
unutarlančanih i 
međulančanih adukata s 
DNA. Otporne 7T stanice 
pokazuju statistički 
značajno smanjenu 
ukupnu staničnu 
platinaciju  (A) i platinaciju 
DNA (B) u odnosu na 
roditeljske HEp2 stanice.

Molekularni mehanizmi stanične otpornosti na karboplatinu

Otporne 7T stanice ljudskog karcinoma grkljana
pokazuju značajno smanjenu indukciju apoptoze u
odnosu na roditeljske HEp2 stanice ovisno o
koncentraciji karboplatine (A) i ovisno o vremenu
obrade karboplatinom (B).

Otporne 7T stanice dobivene su postepenim 
izlaganjem roditeljskih HEp2 stanica ljudskog 
karcinoma grkljana rastućim koncentracijama 
karboplatine.

Smanjeno cijepanje proteina PARP i prokaspaze 3
u otpornim 7T stranicama nakon tretmana
kliničkom dozom karboplatine dokazuje smanjenu
indukciju apoptoze u otpornim 7T stanicama
(metoda Western blot).

(A) (B)

Apoptoza je glavni oblik stanične smrti 
nakon tretmana tumorskih stanica karboplatinom.

Otporne 7T stanice pokazuju križnu otpornost na
različite citostatike.

Stanice 7T ljudskog karcinoma grkljana nakon obrade karboplatinom:
(A)kontrolne neobrađene stanice obojene akridin oranžom(zelena fluorescencija)
(B)mrtva apoptotska stanica u početnoj fazi fragmentacije DNA, kada se kromatin
kondenzira uz rub membrane, obojena etidij bromidom (crvena fluorescencija)
(C)stanica u nekrozi s povećanom jezgrom i citoplazmom 
(D)vijabilna stanica u apoptozi s kondenziranim kromatinom 
(E)dvije mrtve stanice u apoptozi s kondenziranim i fragmentiranim kromatinom 
(F)vijabilna stanica u apoptozi s kondenziranim i fragmentiranim kromatinom.

Prokaspaza 3

PARP

ERK1/2

K        16    24    48            K       16    24    48 

HEp2                        7T              

Vrijeme (h)

Ekspresija mRNA za 
transmembranske transportne 

proteine u otpornim 7T i 
roditeljskim HEp2 stanicama. 

Ekspresija Ctr 1 proteina za 
unos karboplatine je značajno 

smanjena u otpornim 7T 
stanicama (metoda 

semikvantitativni RT PCR).  
Smanjeni unos karboplatine  

uzrokuje smanjenu platinaciju 
DNA i smanjenu indukciju 

apoptoze u otpornim 7T 
stanicama.

Povećana ekspresija integrina αvβ3 u stanicama karcinoma  pločastog epitela jezika 
(Cal27) inhibira migraciju i osigurava otpornost na različite protutumorske lijekove

Slika 1. Ekspresija αvβ3 
integrina na površini Cal 27 
stanica i αvβ3-stabilnih 
transfektanata 2B3 i 2B1

Tablica 1. Vrijednost fluorescencije 
dobivena vezanjem protutijela koja 
prepoznaju αvβ3 integrin za Cal 27 
stanice i stabilne transfektante 2B3 i 2B1.


