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1. UvOoD

Homeostazom eukariotska stanica odrzava stabilno unutarnje okruZzenje. Pod uvjetima
stani¢nog stresa, kao S§to je nedostatak kisika, dolazi do nakupljanja krivo smotanih ili
nesmotanih proteina u endoplazmatskom retikulumu. On sudjeluje u sintezi sekretornih i
membranskih proteina, regulira njihovo pravilno smatanje, odrzava homeostazu kalcija te
regulira sintezu lipida (Corazzari i sur., 2017.; Schroder i Kaufman, 2005.). Pravilno smatanje
proteina omogucuju Saperoni endoplazmatskog retikuluma. Poremecaj regulacije razine kalcija
ili glikozilacije proteina moze omesti njihovu funkciju te dovesti do nakupljanja nepravilno
smotanih proteina. Stanica odgovara na stres endoplazmatskog retikuluma (engl. endoplasmatic
reticulum stress, ERS) degradacijom oSteCenih proteina, smanjenjem sinteze proteina,
autofagijom te odgovorom nesmotanih proteina (engl. unfolded protein response, UPR) (Chen
i Cubillos-Ruiz, 2021.). Akumulacija nepravilno smotanih proteina i poremecen stani¢ni
odgovor na njihov nastanak obiljezje je mnogih tumorskih stanica, koje pritom mogu razviti
adaptivne mehanizme povecane otpornosti. Takoder, ti procesi mogu mijenjati tumorski
mikrookoli§ te doprinijeti njihovom prezivljavanju, proliferaciji, neoangiogenezi, invaziji i
metastaziranju (Liang i sur., 2021.; Senft i Ronali, 2015.; Zhang i sur., 2024b.).

Urokinazni plazminogenski aktivator (uPA) ili urokinaza serinska je proteaza koja aktivira
plazminogen te nastaje plazmin, enzim za razgradnju ekstracelularnog matriksa (Blasi i
Sidenius, 2010.; Mahmood i sur., 2018.). Sustav uPA sudjeluje u embriogenezi, ovulaciji,
pregradnji tkiva, zacjeljivanju rana te imunoloskom odgovoru (Bydoun i sur., 2018.; Mahmood
i sur., 2018.). Povecana aktivnost sustava potice invaziju, migraciju i metastaziranje tumorskih
stanica. U tumorima, interakcija uPA s receptorom i integrinima doprinosi neoangiogenezi,
epitelno-mezenhimskoj tranziciji i proliferaciji stanica, dok poremecaj ovog sustava moze biti
povezan s loSom prognozom pacijenata s tumorom (Alfano i sur., 2022.; Ulisse i sur., 2009.).
Kako se otkrilo da neki kemoterapeutici koji moduliraju uPA izazivaju ERS, postavlja se pitanje

mogu li poznati stresori endoplazmatskog retikuluma utjecati na sustav uPA.

Hipoteza ovog istrazivanja jest da su ERS i UPR povezani s modulacijom aktivnosti sustava

UPA te da priroda tog odgovora ovisi o specifi¢noj signalizaciji unutar pojedine stanicne linije.

Za konkretnije ostvarenje ovog cilja, istraZivanje se usredoto¢ilo na nekoliko specifi¢nih
zadataka. Prvi zadatak bio je ispitati utjecaj tvari koje su poznati induktori ERS na promjene u

sustavu UPA. Zatim se analiziralo kako induktori stani¢nog stresa, za koje je ve¢ utvrdeno da
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mijenjaju UPA sustav, utje¢u na ekspresiju molekula uklju¢enih u UPR. Takoder, inhibirane su
pojedine molekule signalnog puta kako bi se istrazila njihova uloga u regulaciji transkripcije i
aktivacije uPA sustava. Na kraju, ispitan je utjecaj ERS na stani¢nu proliferaciju, migraciju i
invaziju.

Razumijevanje mehanizama regulacije sustava uPA, posebice njegova uloga u ERS, pruza
vazne informacije o tome kako modifikacija aktivnosti sustava utjec¢e na stani¢ne funkcije poput
migracije, invazije i proliferacije tumorskih stanica. Razumijevanje regulacije povezanosti
sustava UPA i ERS stvara nove mogucénosti za razvoj ciljanih terapija koje bi poboljsale
ucinkovitost kemoterapije, potencijalno smanjuju¢i metastaziranje i invaziju tumora te

poboljsavajuci prognozu u lije¢enju karcinoma.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Sustav urokinaznoga plazminogenskoga aktivatora

Sustav urokinaznoga plazminogenskoga aktivatora izvanstani¢ni je proteoliticki sustav koji
obuhvaca urokinazni plazminogenski aktivator iz porodice serinskih proteaza (engl. serine
protease inhibitor; serpin), inhibitor plazminogenskog aktivatora -1 (engl. plasmingen activator
inhibitor-1; PAI-1) i receptor urokinaznog plazminogenskog aktivatora (engl. urokinase
plasminogen activator receptor; uPAR ili engl. cluster of differentiation 87; CD87) (Blasi i
Sidenius, 2010.;). Sudjeluje u embriogenezi, ovulaciji, pregradnji tkiva i zarastavanju rana te

moze utjecati na stani¢nu migraciju i invaziju (Mahmood i sur., 2018.).

2.2. Urokinazni plazminogenski aktivator

Urokinaza je visokospecifi¢na serinska proteaza veli¢ine 53 kDa koja se sintetizira kao latentni
proenzim (pro-uPA) te se aktivira izvanstani¢no (Duffy, 2005.; Mahmood i sur., 2018.).
Osnovna je funkcija urokinaze aktivacija plazminogena pri ¢emu nastaje plazmin. 1z urina su
je 1947. godine izolirali MacFarlan i Pilling, a Sobel nazvao danasnjim imenom. Nalazi se u
plazmi, ekstracelularnom matriksu i sjemenoj tekucini (Mahmood i sur., 2018.). Stvara se i
otpusta kao jedan polipeptidni lanac i glikozilirani zimogen sastavljen od 411 aminokiselina i
tri domene: domene faktora rasta (engl. growth factor domain; GFD) koja nalikuje na domenu
epidermalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor; EGF), ,kringle* domene (engl.
kringle domain; KD) te domene serinske proteaze (engl. serine protease domain) (Blasi i
Carmeliet, 2002.; Mahmood i sur., 2018.). Na N-terminalnom kraju, od 1-49 aminokiselinskog
slijeda nalazi se domena GFD koja se nastavlja na domenu KD od 50-131 aminokiselinskog
slijeda. Na C-terminalnom kraju nalazi se katalitiCka domena serinske proteaze koja se proteze
od 159 do 411 aminokiseline (Mahmood i sur., 2018.). Izmedu N- i C-terminalnog kraja nalazi
se domena koja ih povezuje (engl. linker region) (Blasi i Carmeliet, 2002.; Mahmood i sur.,
2018.). Jednom secernirana pro-uPA prolazi prvo proteoliticko cijepanje izmedu 158.
aminokiseline (lizina) i 159. aminokiseline (izoleucina) ¢ime se stvara dvostruki lanac uPA
povezan disulfidnom vezom (Mahmood i sur., 2018.). Jednostruki uPA lanac 250 puta je manje
potentan od dvostrukog u cijepanju plazminogena. Kao §to je UPA najudinkovitija u konverziji
plazminogena u plazmin, tako je i plazmin najucinkovitiji pri konverziji pro-uPA u aktivnu
uPA. Drugim proteolitickim cijepanjem na peptidnoj vezi izmedu 135. 1 136. aminokiseline
(lizina) dvostruki lanac se razdvaja na kataliticki aktivnu domenu UPA niske molekularne

tezine, od oko 30 kDa koja u sebi ima domenu serinske proteaze (engl. low-molecular weight
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form of urokinase; LMWH uPA) i inaktivni, aminoterminalni kraj (engl. amino-terminal
fragment; ATF). Struktura pro-uPA i njegovog aktivnog oblika, uPA, prikazana je na Slici 1.
Kako se za UPAR veze regija GFD, jednostruki i dvostruki lanac uPA vezu se za njega gotovo

jednakim afinitetom (Mahmood i sur., 2018.).

pro-uPA | GFD | KD } ------ kataliticka domena
prvo proteoliticko
cijepanje
dvostruki lanac uPA | GFD | KD K158

$
$
kataliticka domena - 1159

drugo proteoliticko
cijepanje

GFD KD ]«135 + K136 0ss kataliticka domena

\ J L )

I T
ATF LMW uPA

Slika 1. Struktura pro-uPA i uPA. uPA je serinska proteaza koja se sintetizira kao neaktivni
proenzim i aktivira izvanstani¢no. Sastoji se od tri glavne domene: domene faktora rasta,
domene, kringle* i kataliticke domene serinske proteaze. Prvim proteolitickim cijepanjem nastaje pro-
uPA, ¢ime se stvara aktivan oblik urokinaze s dvostrukim lancem, 250 puta potentniji u stvaranju
plazmina od jednostrukog lanca. Drugim proteolitickim cijepanjem nastaje inaktivni amnioterminalni
kraj u kojem domena faktora rasta omogucuje vezanje za UPAR, dok kataliticka domena niske
molekularne tezine ostaje funkcionalna. pro-uPA: neaktivni proenzim urokinaze; uPA: urokinaza;
GFD: domena faktora rasta; KD: domena ,,kringle*“; ATF: aminoterminalni kraj; LMWH uPA: domena

urokinaze niske molekularne tezine. Preuzeto i modificirano prema Mahmood i sur. (2018.).

Vezanjem za receptor, dolazi do konformacijske promjene kojom ¢ak i pro-uPA moze aktivirati
plazminogen (Mahmood i sur., 2018.). Njena aktivnost regulirana je putem inhibitora PAI-1,
kao i vezanjem za receptor (Mahmood i sur., 2018.). Ako se UPAR veze za receptor, dolazi do
lokalizacije aktivnosti, no ako se veze kompleks uPA/PAI-1, dolazi do internalizacije i njegove
razgradnje (Blasi i Sidenius, 2010.; Mahmood i sur., 2018.). Specificna aktivacija
plazminogena pomoc¢u UPA dogada se izvan stanice, ali u neposrednoj blizini stanica koje

izluuju uPA (Mahmood i sur., 2018.). Aktivnost sustava UPA ovisi u prvom redu o regulaciji



transkripcije uPA i PAI-1, njihovojposttranskripcijskoj regulaciji, proteolitickoj aktivnosti i
endocitozi posredovanoj receptorom. Transkripcijska regulacija sustava UPA moze ovisiti o
signalnim putevima potaknutim faktorima rasta (epidermalnim faktorom rasta (engl. epidermal
growth factor; EGF), trombocitnim faktorom rasta (engl. platelet-derived growth factor;
PDGF), vaskularnim endotelnim faktorom rasta (engl. vascular endothelial growth factor;
VEGF)), citokinima (transformirajuci faktor rasta (engl. transforming growth factor g; TGF-
B), faktorom nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor -a; TNF-a)), interleukinom-1 (I1L-1),
interleukinom-16 (IL-16), peptidnim i steroidnim hormonima (estrogeni, androgeni) i dr.

(Nagamine i sur., 2005.).

Gen koji kodira za uPA (PLAU) nalazi se na 10. kromosomu i sastoji se od 11 eksona
(Mahmood i sur., 2018.; Nagamine i sur., 2005.). Promotorska regija sadrzi sekvencu TATA
iza koje uzvodno slijedi sekvenca dugacka oko 200 parova baza bogata s GC, zatim sekvenca
CAAT i brojna mjesta vezanja transkripcijskih faktora Spl i CTF, odgovornih za konstitutivnu
ekspresiju (Nagamine i sur., 2005.). Aktivacija transkripcije posredovana je putevima kinaza
MAP (engl. mitogen-activated protein; MAP), Erk i JNK, vezanjem fosforiliranog Spl i
regijama u promotoru aktiviranim forbol esterom (engl. phorbol 12-myristate 13-acetate;
PMA) putem protein kinaze C (engl. protein kinase C; PKC) ili fibroblastnim faktorom rasta -
2 (engl. fibroblast growth factor -2; FGF-2). Transkripcijski pojaciva¢ sastoji se od slozenog
mjesta Ets/APla (PEA3/AP1) koje se nalazi uzvodno od pocetka transkripcije na -1980 bp i
nizvodno od AP1b mjesta koje se nalazi na -1875 bp (D’Orazio i sur., 1997.; Nagamine i sur.,
2005.). APla i AP1b medusobno su povezani sekvencom COM (engl. cooperation mediator;
COM) koja sadrzi vezna mjesta za transkripcijske faktore - induktore ekspresije uPA (engl.
urokinase enhancer factors; UEF) (D’Orazio i sur., 1997.; Mahmood i sur., 2018.; Nagamine i
sur., 2005.). Drugi transkripcijski pojaciva¢ slozenog mjesta Ets/AP1 nalazi se uzvodno od
pocetka transkripcije na -5,36 kbp (D’Orazio i sur., 1997.). Mjesto AP1 prepoznaje istoimeni
kompleks transkripcijskih faktora te se sastoji od homodimera Jun ili heterodimera Jun/Fos.
Clanovi obitelji Jun heterodimeriziraju s ATF2 i ATF3, koji pripadaju obitelji CREB/ATF
(engl. CRE-binding protein/activating transcription factor). Vezna mjesta u promotoru uPA za
Ets su transkripcijski faktori Ets-1 i Ets-2 (D’Orazio i sur., 1997.; Nagamine i sur., 2005.).
Utisavanjem Ets-1 doSlo je do smanjene ekspresije uPA (Nagamine i sur., 2005.). Vezanje
transkripcijskih faktora za mjesto Ets/AP1 u promotoru uPA je posljedica aktivacije MAP
kinaza (D’Orazio i sur., 1997.; Mahmood i sur., 2018.; Nagamine i sur., 2005.). Genotoksi¢ni
agensi aktiviraju mjesto AP1 na promotoru pomocu kinaze JNK (Nagamine i sur., 2005.).



Promotorska regija uPA sadrzi i vezno mjesto za transkripcijski faktor NF-kB uzvodno na -
1583 bp (Nagamine i sur., 2005.). Dva mjesta vezanja Rel (engl. Rel-like binding sites)
pronadena su uzvodno na -1865 bp i -1835 bp (Nagamine i sur., 2005.). Heterodimer NF-xB
sastoji se od dviju podjedinica: Rel/p65 i p65/p50, od Cega je Rel/p65 zasluzna za ekspresiju
uPA u stani¢nim linijama karcinoma vrata maternice (Nagamine i sur., 2005.). Osim $to se
aktivira MAP kinazama, promotor uPA ovisan je i o ciklickom adenozin monofosfatu (cAMP)
I koncentraciji kalcija. Ako je promotor uPA hipometiliran u stani¢noj liniji karcinoma dojke

MDA-MB-231, stanice jace invadiraju (Nagamine i sur., 2005.).

Posttranskripcijska regulacija uPA odnosi se na (de)stablizaciju mRNA. Faktori rasta i upalni
citokini aktiviraju signalne puteve MAPK/ERK i NF- kB koji vode promjeni vezanja
regulatornih proteina na mMRNA UuPA stabiliziraju¢i ili ubrzavajué¢i razgradnju mRNA.
Ribonukleotid reduktaza (RNR) je enzim ukljucen u sintezu DNA 1 odgovoran za redukciju
ribonukleotida u njihove odgovarajuée deoksiribonukleotide. Sastoji se od tri podjedinice:
RRM1 (ribonukleotid reduktaza M1), RRM2 (ribonukleotid reduktaza M2) i p53R2 koje
osiguravaju uravnotezenu opskrbu nukleotidnim prekursorima. RRM2 je protein koji, kada je
previse eksprimiran, destablizira mRNA uPA. Tumor supresor protein p53 takoder inhibira
ekspresiju UPA destabilizacijom uPA mRNA. Lipopolisaharid LPS translocira RRM2 iz
citoplazme u jezgru te vodi u stabilizaciju mRNA uPA te povecanje ekspresije urokinaze.
Regije vezanja p53 i RRM2 na 3' UTR sekvenci uPA mRNA su susjedne i one mogu
koordinirano regulirati aktivnost RNR tijekom oSte¢enja DNA. Posttranskripcijska stabilizacija
mRNA uPA u tumorskim stanicama karcinoma pluca povecava sintezu uPA, Sto posljedi¢no

potice vecu sposobnost tumorskih stanica za proliferaciju i invaziju (Level i sur., 2013.).

Endocitoza je proces pomocu kojeg stanice internaliziraju povrsinske proteine, izvanstani¢ni
materijal i staniénu membranu pomocu formiranja membranskih vezikula (Blasi i Sidenius,
2010.). Kompleks uPA-PAI-uPAR internaliziran je endocitozom ovisnom o klatrinu gdje LRP1
(engl. low-density lipoprotein receptor-related protein, CD 91) djeluje kao koreceptor (Baart i
sur., 2020.; Blasi i Carmeliet, 2002.; Blasi i Sidenius, 2010.). Tako dolazi do razgradnje uPA i
PAI, dok se UPAR vraca na povrsinu stanice gdje moze ponovno vezati novu UPA (Baart i sur.,
2020.; Vallabhaneni i sur., 2011.). Internalizacijom i razgradnjom kompleksa uPA-PAI-uPAR
ograniCava se trajanje 1 sprjeCava prekomjerna razgradnja ECM, ¢ime se kontrolira stani¢na

migracija i invazija (Baart i sur., 2020.; Vallabhaneni i sur., 2011.).



2.3. Inhibitor plazminogenskog aktivatora -1

PAI-1 je inhibitor serinske proteaze, ¢lan porodice serpina koji moZze ireverzibilno inhibirati
urokinazu (Duffy, 2005.; Mahmood i sur., 2018.). Serpin se sastoji od 3 B-ploce (A, BiC)i9
a-uzvojnica s izlozenom fleksibilnom petljom reaktivnog centra (RCL) koja sluzi kao mamac
za ciljne proteaze (Alfano i sur., 2022.; Mahmood i sur., 2018.; Ulisse i sur., 2009.).
Glikoprotein je molekularne mase 43 kDa, jednolanc¢ani, sastavljen od reaktivnog centra, kojeg
¢ini peptidna veza izmedu aminokiselina arginin (346.) i metionin (347.), smjeStenog na
povrsini petlje na C-terminalnom kraju PAI-1 za koje se veze proteaza. Nakon proizvodnje, luci
se izvan stanice (Mahmood i sur., 2018.; Ulisse i sur., 2009.). Kako bi inhibirao uPA, izlaze
fleksibilnu petlju reaktivnog centra te formira kovalentni kompleks koji blokira daljnju
interakciju uPA i njenog supstrata (Higgins i sur., 2011.).

PAI-1 se moze nalaziti u inaktivnom obliku gdje se reaktivni centar spontano smata unutar
molekule ili u aktivnom obliku vezuc¢i se za uPA ili pak mnogo sporije za pro-uPA (Ulisse i
sur., 2009.) PAI-1 je relativno nestabilan (tu2 = 1-2 h; 37 °C), stoga se u plazmi i
ekstracelularnom matriksu nalazi povezan s vitronektinom koji mu povecava stabilnost

(Higgins i sur., 2011.).

Gen koji kodira za PAI-1 (SERPINE1) nalazi se na 7. kromosomu i sastoji se od 9 eksona
(Nagamine i sur., 2005.; Ulisse i sur., 2009.). Promotorska regija sadrzi sekvencu TATA i vezna
mjesta za transkripcijske faktore PEA3/Ets, AP-1 i Spl. Aktivacija transkripcije na veznim
mjestima AP-1 posredovana je regijama u promotoru aktiviranim forbol esterom PMA
preferencijalno putem homodimera c-Jun/c-Jun, ali i heterodimera c-Fos/c-Jun. Promjenom
omjera c-Jun/c-Jun i c-Fos/c-Jun u korist c-Fos/c-Jun dolazi do inhibicije ekspresije PAI-1.
Takoder, signalni putevi MAPK/ERK i PI3K poveéavaju ekspresiju PAI-1 u uvjetima
hiperglikemije, a njihova inhibicija smanjuje aktivaciju promotora PAI-1 u uvjetima hipoksije.
Posttranskripcijska regulacija utjeCe na stabilnost mRNA PAI-1 preko sekvenci ARE na 3'-
kraju (Nagamine i sur., 2005.). Promotor PAI-1 ima mjesta vezanja Sp1 te SMAD-3, nizvodnog
elementa puta TGF § (Datta i sur., 2000.).

2.4. Receptor urokinaznog plazminogenskog aktivatora
UPAR je jednostruki polipeptidni glikoproteinski lanac bogat cisteinom, sastavljen od 313
aminokiselina i veli¢ine 55-60 kDa (Blasi i Sidenius, 2010.; Duffy, 2005.; Mahmood i sur.,

2018.). Pripadnik je porodice membranskih proteina Ly-6, nalazi se na stani¢noj membrani te



ima visok afinitet prema UPA. Sastoji se od transmembranske i unutarstani¢éne domene, usidren
u vanjski sloj lipidnog dvosloja C-terminalnim krajem s pomoc¢u glikozil-fosfatidil-inozitolnog
sidra (engl. glycosyl phosphatidyl inositol anchor, GPI) na kojeg se nastavljaju tri domene: D1,
D2 i D3 povezane s dvije vezne regije. Domene formiraju Supljinu koja omogucuje da se uPA
veze za srediS$nji dio, ostavljajuci vanjsku povrSinu slobodnom za vezanje drugih proteina (npr.
integrina, vitronektina) (Blasi i Sidenius, 2010.; Mahmood i sur., 2018.; Ulisse i sur., 2009.;
Vallabhaneni i sur., 2011.). Sve regije uPAR (D1, D2, D3) mogu vezati uPA, a samo regije D2
i D3 mogu vezati druge proteine (Blasi i Sidenius, 2010.). Odvajanjem GPI sidra, uUPAR se
oslobada s membrane i nastaje topiva forma uPA — SUPAR (engl. solubile urokinase
plasminogen activator receptor) koji cirkulira unutar tkiva i tjelesnih tekucina. Nakon
endocitoze kompleksa uPA/PAI-1, internalizirani uPAR se ne degradira ve¢ se reciklira i vraca
na povrsinu stanice. Kad je na uPAR vezana UPA, proteoliza posredovana uPA je lokalizirana.
(Blasi i Sidenius, 2010.; Mahmood i sur., 2018.; Vallabhaneni i sur., 2011.). Smatra se da
receptor suraduje s intregrinima (avp3) i drugim transmembranskim molekulama te tako
aktivira razli¢ite signalne puteve u stanici, a takoder sudjeluje u procesima stani¢ne migracije

i adhezije (Blasi i Sidenius, 2010.; Vallabhaneni i sur., 2011.).

Gen koji kodira za uPAR (PLAUR) nalazi se na 19. kromosomu i sastoji se od 7 eksona.
Promotorska regija ne sadrzi tipi¢ne sekvence TATA i CAAT, no sadrzi sekvencu bogatu
sekvencom CG, kao i vezna mjesta za AP-1, AP-2, PEA-3, NF-xB i Sp-1 (Nagamine i sur.,
2005.; Ulisse i sur., 2009.). Aktivacija transkripcije na dva vezna mjesta za AP-1 i jednom
vezom mjestu za Sp-1 zasluzna je za konstitutivnu ekspresiju (Blasi i Sidenius, 2010.;
Nagamine i sur., 2005.; Ulisse i sur., 2009.). Takoder, forbol esteri PMA poti¢u vezanje c-Jun
i c-Fos na sekvence promotora AP-1 i Ets-1 te indukciju transkripcije gena uPAR.
Posttranskripcijska regulacija takoder utje¢e na stabilnost mRNA uPAR (Nagamine i sur.,
2005.). uPAR nije samo proteinski receptor, ve¢ utjeCe na migraciju, adheziju, diferencijaciju i
proliferaciju unutarstani¢nim signaliziranjem (Baart i sur., 2020.; Blasi i Carmeliet, 2002.).

Struktura UPAR, kao i njegova interakcija s uPA i PAI-1, prikazana je na slici 2.
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Slika 2. Receptor urokinaznoga plazminogenskoga aktivatora.

A) UPAR se sastoji se od transmembranske i unutarstani¢ne domene, usidren i kovalentno vezan

B)

C-terminalnim krajem pomocu glikozil-fosfatidil-inozitolnog sidra na kojeg se nastavljaju tri
domene: D1, D2 i D3 povezane s dva fleksibilna linkera. Djeluje kao receptor za urokinazu koja
aktivira plazminogen, pri C¢emu nastaje plazmin, enzim odgovoran za razgradnju
ekstracelularnog matriksa.

Kompleks uPA-PAI-UPAR internaliziran je endocitozom ovisnom o klatrinu gdje LRP1 djeluje
kao koreceptor. Tako dolazi do razgradnje uPA i PAI, dok se uPAR vrac¢a na povrsinu stanice
gdje moze ponovno vezati novu uPA te sudjelovati u degradaciji ECM. Internalizacijom i
razgradnjom kompleksa UPA-PAI-uPAR ograniava se trajanje i sprje¢ava prekomjerna
razgradnja ECM, ¢ime se kontrolira stani¢na migracija i invazija. UPAR: receptor urokinaznog
plazminogenskog aktivatora; GPI: glikozil-fosfatidil-inozitolno sidro; ECM: ekstracelularni
matriks; LRP1: engl. low-density lipoprotein receptor-related protein, CD 91. Preuzeto i
modificirano prema Baart i sur. (2020.).

2.5. Plazminogen i plazmin

Plazminogen je ubikvitarni serumski proenzim i kao aktivirana serinska proteaza plazmin ima

Sirok spektar supstrata. Cijepanjem peptidne veze izmedu 561. aminokiseline (arginina) i 562.

aminokiseline (valina) nastaju dva polipeptidna lanca medusobno povezana disulfidnim

mostovima. Na N- terminalnom kraju nalazi se a lanac koji sadrzi 5 domena ,kringle* s

mjestima vezanja lizina 1 B lanac koji sadrzi domenu serinske proteaze s aktivnim mjestom

sastavljenim od tri katalitiCke aminokiseline - histidin 603, asparagin 646 i serin 741 (Mahmood

i sur., 2018.; Nagamine i sur., 2005.). Plazminogen se pretezno proizvodi u jetri te se nalazi u

visokoj koncentraciji u plazmi, od oko 2 uM (Mahmood i sur., 2018.). Medu supstratima su mu
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proteini ekstracelularnog matriksa poput vitronektina, laminina, fibronektina i fibrina (Blasi i
Sidenius, 2010.; Nagamine i sur., 2005.). Vise od polovine stanica na svojoj povrsini eksprimira
receptore za plazminogen te se smatra da njegovo vezanje potic¢e stani¢nu migraciju lokalnom
pregradnjom ekstracelularnog matriksa uz pomo¢ matriksnih metaloproteinaza (engl. matrix
metalloproteinases; MMP) (Blasi i Sidenius, 2010.; Mahmood i sur., 2018.). Aktivirani plazmin
moze specificnim mehanizmom povratne veze aktivirati latentni pro-uPA $to dodatno pojacava
proizvodnju samog plazmina na povrsini stanica koje eksprimiraju UPAR. Glavni inhibitor ove
kaskade je a2-antiplazmin koji blokira samo aktivnost slobodnog plazmina, dok ostavlja
netaknutim plazmin vezan za povrsinu stanice (Mahmood i sur., 2018.). Njegova je aktivnost
regulirana sintezom i sekrecijom uPA, ali i koncentracijom njenog inhibitora PAI-1 (Blasi i
Sidenius, 2010.). Regulacija aktivacije plazminogena, ukljucujuc¢i klju¢ne komponente,

inhibitore i povratne mehanizme, prikazana je na Slici 3.

@ _ ra
@

invazija, metastaziranje

uCz;uplazmin I /\ /\

plazmin uPA pro-uPA
plazminogen
uPAR

Slika 3. Regulacija plazminogenske aktivacije. Aktivirani plazmin moze aktivirati latentni pro-
UPA sto dodatno pojacava proizvodnju samog plazmina na povrsini stanica koje eksprimiraju UPAR.
Glavni inhibitor ove kaskade je a2-antiplazmin koji blokira samo aktivnost slobodnog plazmina, dok
ostavlja netaknutim plazmin vezan za povrSinu. Njegova je aktivnost regulirana sintezom i sekrecijom
uPA i PAI-1. pro-uPA: neaktivni proenzim urokinaze; uPA: urokinaza; uPAR: receptor urokinaznoga
plazminogenskoga aktivatora; PAI-1: inhibitor urokinaznoga plazminogenskoga aktivatora -1. Preuzeto

i modificirano prema Salamouni i sur. (2022.).
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2.6. Fiziolo$ka uloga sustava urokinaznog plazminogenskog aktivatora

UPA specifi¢no aktivira plazminogen i omogucuje nastanak plazmina, izvanstani¢ne proteaze
(Blasi i Sidenius, 2010.; Mahmood i sur., 2018.). Visoka razina uPA i uPAR primjecena je kod
procesa remodeliranja tkiva u embriogenezi, kod invazije trofoblasta, zacjeljivanja rana i
postlaktacijske involucije dojke. Komponente sustava uPA prisutne su raznim hematopoetskim
stanicama - sudjeluju u procesima mijelopoeze, ali i imunolo§kom odgovoru. Prilikom
imunosnog odgovora otpustaju se proinflamatorni citokini (npr. TNF-a, IL-1p) koji povecavaju
ekspresiju i sekreciju uPA. Takoder, sustav uPA je ukljucen u spermatogenezu, moze povecati
pokretljivost spermija, poticati akrosomsku reakciju, a time i povecati moguc¢nost oplodnje
(Mahmood i sur., 2018.). U humanoj reprodukciji, smanjena koli¢ina suPAR u sjemenoj
tekucini ukazuje na ve¢u mobilnost i vitalnost spermija, dok njegova povisena koli¢ina u plazmi
ukazuje na ve¢u mogucnost nastanka sindroma hiperstimulacije jajnika (Martinez-Soto i sur.,
2018.). U opstetriciji, povisene vrijednosti suPAR u plazmi ukazuje na vecu moguénost
prijevremenog porodaja (Koelbl i sur., 1989.). Poremecéena ekspresija komponenti sustava UPA
otkrivena je u raznim vrstama tumora, pri ¢emu ekspresija uPA nije prisutna u svim tumorskim
stanicama, ve¢ je stani¢no specifiéna (Blasi i Sidenius, 2010.; Mahmood i sur., 2018,
Nagamine i sur., 2005.). UPA znacajno pridonosi invaziji i migraciji stanica u primarnim i
metastatskim tumorima (Blasi i Sidenius, 2010.; Mahmood i sur., 2018.). Fizioloska uloga uPA
sustava prikazana je na Slici 4.

fibrinoliza stani¢na imunosni aktivacija faktora Ispermatogeneza

migracija odgovor rasta i citokina

Slika 4. FizioloSka uloga sustava UPA. uPA: urokinaza. Preuzeto i modificirano prema Mahmood
i sur. (2018.).
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2.7. Uloga sustava urokinaznog plazminogenskog aktivatora u progresiji tumora

Sustav UPA preko interakcije uPA-uPAR s integrinima i vitronektinom sudjeluje u migraciji,
proliferaciji i adheziji stanica, neoangiogenezi i metastaziranju sudjelovanjem u procesu
epitelno-mezenhimske tranzicije (EMT). To je bioloski proces u kojem se polarizirane epitelne
stanice transformiraju u mezenhimske stanice sa sposobno$¢u mobilizacije, smanjene apoptoze
i povecane proizvodnje proteina ECM (Blasi i Carmeliet, 2002.; Duffy, 2005.; Yepes, 2020.).
Inhibicija ekspresije uPAR moze potisnuti EMT induciran hipoksijom (Duffy, 2005.).
Neoangiogeneza je proces nastanka novih krvnih zila kojom se omogucuje opskrba tumora
kisikom i hranjivim tvarima te se tako potiCe rast, invazija i metastaziranje (Blasi i Carmeliet,
2002.; Duffy, 2005.; Yepes, 2020.). Proliferacija tumorskih stanica povezana je s nastankom
kompleksa uPA-uPAR-a5B1 integrin, dok je za pokretanje proliferacije endotelnih stanica
neophodna stimulacija proangiogenim faktorima rasta (npr. VEGF, FGF-2) ¢ije oslobadanje
potice uPA (Duffy, 2005.). U endotelu, uPAR moze utjecati na inhibiciju ekspresije PTEN
(engl. phosphatase and tensin homolog), tumor supresor gena, te utjecati na povecanje
signalizacije putem signalnog puta PI3K/AKT (Blasi i Carmeliet, 2002.; Dass i sur., 2008.).
PoviSena razina uPAR primijecena je kod karcinoma zeluca, debelog crijeva, gusterace, pluca,
dojke, sluznice i1 vrata maternice, jajnika, prostate, bubrega, Stitnjace, melanoma, leukemije 1
glioblastoma (Dass i sur., 2008.). Aktivnost uPA kod tumora dojke korelira s veli¢inom tumora
I brojem metastaza (Ulisse i sur., 2009.). Uz estrogenske receptore i receptor HER-2 (engl.
human epidermal growth factor receptor -2), uPA i PAI-1 su glavni neovisni prognosti¢ki
markeri koji nam govore u prilog kratkom vremenu bez relapsa i losem prezivljenju (Dass i
sur., 2008.; Duffy, 2005.; Mcmahon i Kwaan, 2015.; Ulisse i sur., 2009.). Ako znamo da je
PAI-1 inhibitor uPA, trebao bi imati antitumorski ucinak, no PAI-1 ne sprje¢ava protumorski
ucinak cijelog sustava, ve¢ ga naprotiv pojacava - pacijenti s povecanom ekspresijom PAI-1
imaju losiju prognozu (Duffy, 2005.). Paradoksalno, lucenje PAI-1 kod tumorskih stanica
inducira angiogenezu, osigurava rast i razvoj tumora, dok PAI-1 preko interakcija s
vitronektinom i kompleksom uPA/uPAR ima velik utjecaj na vezanje i migraciju stanica te
njegova inhibicija uPA odrzava mitogeni signal i potpomaze angiogenezu tumora (Duffy,
2005.; Mahmood i sur., 2018.). Istrazivanja su pokazala poveznicu izmedu barem jednog od
elemenata sustava UPA i agresivnog razvoja malignih tumora. Povecana ekspresija uPA i PAI-
1 korelira s prezivljenjem u naprednom stadiju karcinoma jajnika. Ekspresija suPAR korelira
sa slabim prezivljenjem i govori nam o uspjeSnosti kemoterapije (Dass i sur., 2008.; Mcmahon
i Kwaan, 2015.). U karcinomu vrata maternice, uPA i PAI-1 su poviSeni u invazivnom

karcinomu i predvidaju rizik limfogenog Sirenja. U karcinomu endometrija (sluznice
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maternice), uPA i suPAR su poviSeni u plazmi, uPAR korelira s naprednim stadijem bolesti, a
PAI-1 korelira s vremenom relapsa i sveukupnim prezivljenjem (Dass i sur., 2008.; Duffy,
2005.; Mahmood i sur., 2018.; Mcmahon i Kwaan, 2015.). Uz PAI-1 postoji i PAI-2 koji je prvi
puta izoliran iz ljudske posteljice te mozZe inhibirati i uPA i tPA (engl. tissue plasminogen
activator) (Mahmood i sur., 2018.). PAI-2 pripada skupini serpina B, dok je PAI-1 serpin E1
(Blasi i Carmeliet, 2002.; Mahmood i sur., 2018.). PAI-2 je protein molekulske mase 47 kDa
koji sadrzi u svojoj strukturi tri mjesta glikozilacije (Mahmood i sur., 2018.). Njegov reaktivni
centar sastoji se od dvije aminokiseline, arginina 380 i treonina 381 te poput reaktivnog centra
PAI-1 sluzi kao mamac za ciljane serinske proteaze s kojima stvara ireverzibilne kovalentne
komplekse (Mahmood i sur., 2018.). Nalazi se i unutar i izvan stanice, ali se izvan stanice luci
malena koli¢ina glikoziliranog PAI-2 molekulske mase 60 kDa (Mahmood i sur., 2018.). Za
razliku od protumorskog PAI-1, inhibitor PAI-2 ima antitumorski u¢inak. Zbog svoje strukture
ne moze ostvarivati iste interakcije kao PAI-1, stoga je njegova primarna uloga u tumorima
fizioloska inhibicija uPA i kompeticija s protumorskim PAI-1 (Mahmood i sur., 2018,
Mcmahon i Kwaan, 2015.). Takoder, koncentracija PAI-2 u plazmi raste pri kraju trudnocée, a
proizvodi ga trofoblast posteljice - tako §titi posteljicu od proteoliticke razgradnje na kraju
trudnoce i sprje¢ava njeno prerano odvajanje tj. abrupciju (Koelbl i sur., 1989.). Tumorski
mikrookoli$ prolazi kroz brojne dinami¢ne promjene koje podrzavaju rast, invaziju i otpornost
tumora na terapiju. Klju¢ne karakteristike ukljucuju hipoksiju, metabolicke promjene,
remodeliranje ECM i imunolo§ku supresiju. U brzorastu¢im tumorima ¢esto dolazi do hipoksije
zbog neadekvatne vaskularizacije, §to potice aktivaciju faktora inducibilnog hipoksijom (engl.
hypoxia inducible factor; HIF-1a), koji regulira ekspresiju gena uklju¢enih u angiogenezu,
metaboli¢ku prilagodbu i otpornost na stres (Semenza, 2012.). Istovremeno, tumorske stanice
preusmjeravaju metabolizam prema aerobnoj glikolizi umjesto oksidativne fosforilacije, cak 1
u prisutnosti kisika. Ovaj fenomen zvan Warburgov efekt omogucava brzu proizvodnju ATP-a
1 doprinosi odrzavanju redoks ravnoteze, ¢ime potice proliferaciju i prezivljavanje stanica.
Osim toga, povecavajuci unos glukoze i proizvodnju laktata, stvara kiseli mikrookolis §to potice
invazivnost i metastaziranje tumora (De Berardinis i Chandel, 2016.; Semenza, 2012.).
Paralelno dolazi do remodeliranja ECM, pri ¢emu proteaze poput MMP razgraduju matriksne
proteine te takoder omogucéuju tumorskim stanicama migraciju i metastaziranje (Egeblad i sur.,
2010.). Sve ove promjene zajedno oblikuju kompleksan i dinamic¢an ekosustav koji omogucuje

tumorskim stanicama prezivljavanje, prilagodbu i progresiju bolesti.
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2.8. Stres endoplazmatskog retikuluma

Endoplazmatski retikulum sustav je unutarstanicnih membrana koji sudjeluje u sintezi
sekretornih i membranskih proteina, regulira njihovo pravilno smatanje, odrzava homeostazu
kalcija te regulira sintezu lipida (Corazzari i sur., 2017.). Sastoji se od hrapavog i glatkog
endoplazmatskog retikuluma. Jedna od zadaca hrapavog endoplazmatskog retikuluma je
kontrola pravilnog smatanja novosinteziranih proteina, $to omogucuju $aperoni (Schroder i
Kaufman, 2005.). Medutim, moze se dogoditi da se u specificnim uvjetima (manjak kalcija,
poremecaj glikozilacije), u endoplazmatskom retikulumu nagomilaju nepravilno smotani ili
nesmotani proteini te dovedu do ERS. U slucaju produljenog ERS dolazi do nakupljanja
nepravilno smotanih proteina, odnosno do aktivacije UPR (Corazzari i sur., 2017.; Liang i sur.,
2021.; Lin i sur., 2003.). Kako bi odrzala homeostazu, stanica pokreCe sintezu Saperona,
degradaciju povezanu s endoplazmatskim retikulumom tzv. ERAD (engl. endoplasmic-
reticulum-associated protein degradation) i autofagiju (Corazzari i sur., 2017.; Schroder i
Kaufman, 2005.; Senft i Ronai, 2015.; Wu i Kaufman, 2006.). ERAD je proces kojem se
proteini retranslociraju u citosol, ubikvitiniraju te degradiraju u proteasomu. Autofagija je
proces u kojem se dijelovi endoplazmatskog retikuluma obuhvate dvostrukom membranom i te
u daljnjem procesu, donosom lizosomskih hidrolaza razgraduju u novostvorenom
autofagosomu (Corazzari i sur., 2017.). Hoce li do¢i do prezivljenja ili apoptoze stanice ovisi 0

duljini trajanja i jacini stimulusa. Ova dinamika signalizacije prikazana je na Slici 5.

specificni uvjeti

v

ERS

magnituda stresa

vrijeme
RO 1y %
Za apoptoza za prezZivijenje
za preZivljenje Za apoptozu
|
PREZIVLJENJE " APOPTOZA

Slika 5. Stani¢ni odgovor na ERS. ERS: stres endoplazmatskog retikuluma. Preuzeto i

modificirano prema Corazzari i sur. (2017.).
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2.9. Odgovor nesmotanih proteina

Signalne puteve odgovora UPR pokrece aktivacija receptora na membrani endoplazmatskog
retikuluma prilikom nagomilavanja nepravilno smotanih proteina i nedostatka slobodnih
Saperona. Prvi poznati regulator UPR je BiP (HspA5, GRP78) (engl. binding immunoglobulin
protein, heat schock protein, glucose regulated protein 78). Cilj UPR je obnova homeostaze
endoplazmatskog retikuluma smanjenjem sinteze proteina, poveCanjem sinteze S$aperona i
degradacijom nepravilno smotanih proteina, a moze potaknuti i procese autofagije i apoptoze.
Reguliran je pomocu tri signalna puta koje pokrece aktivacija receptora na membrani
endoplazmatskog retikluma sto je prikazano na Slici 6. To su: PERK (engl. protein kinase R
(PKR)-like endoplasmic reticulum kinase), ATF6 (engl. activating transcription factor 6) i
IREla (engl. inositol-requiring enzyme type /a) (Corazzari i sur., 2017.; Schroder i Kaufman,
2005.; Senft i Ronai, 2015.; Wu i Kaufman, 2006.). Trenuta¢no razumijevanje ovog sustava
pokazuje da su, u uvjetima bez stresa, PERK, ATF6 i IREla, prvenstveno vezani za BiP, $to ih
odrzava neaktivnima i sprjecava signalizaciju UPR (Corazzari i sur., 2017.; Ramirez i sur.,
2020.; Senft i Ronai, 2015.). Kada se nepravilno smotani proteini akumuliraju, odnosno kada
se aktivira ERS, BIiP se odvaja od PERK, ATF6 i IREla, kako bi se vezao za nesmotane
polipeptidne lance. Oslobadanjem od BiP pokreCe se signalna kaskada odgovora UPR u
citosolu (Adams i sur., 2019.; Corazzari i sur., 2017.; Pyrko i sur., 2007.; Roller i Maddalo,
2013.).
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Slika 6. Odgovor nesmotanih proteina. Tri senzora ERS - PERK, ATF6 i IRE1 aktiviraju slozenu
transkripcijsku kaskadu s razli¢itim funkcijama u citosolu. PERK fosforilira elF2a, ¢ime se opcenito
smanjuje sinteza proteina, ali istodobno omogucuje selektivnu translaciju odredenih gena, ukljucujuéi
ATFA4. Tijekom ERS, ATF6 se translocira u Golgijev aparat, gdje prolazi proteoliticku obradu i postaje
visoko aktivan transkripcijski faktor. IRE1, osim Sto smanjuje dotok proteina u ER poticanjem
degradacije mRNA, aktivira dodatne stani¢ne signalne puteve, poput JNK i NF-kB, s ciljem ublazavanja
ERS. Takoder, katalizira cijepanje nemodificirane mRNA XBP1, ¢ime nastaje SXBP1 koja se prevodi
u funkcionalni transkripcijski faktor. Sva tri transkripcijska faktora pridonose pojacanoj ekspresiji
molekula Saperona, uz regulaciju svojih specifi¢nih ciljnih gena, ¢ime se nastoji ponovno uspostaviti
homeostaza endoplazmatskog retikuluma. U slucaju perzistentnog stresa i neuspjeSne adaptacije,
aktiviraju se putevi stani¢ne smrti. PERK: protein kinase R (PKR)-like endoplasmic reticulum kinase;
ATFG6: activating transcription factor 6; IREL: inositol-requiring enzyme type 1; elF2a: eukaryotic
initiation factor 2a; JNK: c-Jun N-terminalna kinaza; NF-kB: nuklearni faktor kappa B; XBP1: X-box
binding protein-1; sXBP1: spliced X-box binding protein-1; ERAD: degradacija povezana s

endoplazmatskim retikulumom. Preuzeto i modificirano prema Senft i sur. (2015.).
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PERK je tip | transmembranskog proteina endoplazmatskog retikluma koji se sastoji od
serin/treonin kinazne citosolne domene na C-terminalnom kraju i N-terminalne luminalne
domene kojom prepoznaje nepravilno smotane proteine (Dadey i sur., 2018.; Nagamine i Dolan,
2021.). Aktivacija PERK-a zapoc¢inje disocijacijom BiP od luminalne domene (Dufey i sur.,
2020.; Nagamine i Dolan, 2021.; Senft i Ronai, 2015.). Nakon aktivacije dolazi do dimerizacije
i autofosforiliracije kinaze PERK, S$to rezultira fosforilacijom podjedinice o eukariotskog
inicijacijskog faktora, elF2a (engl. eukaryotic initiation factor 2a) kako bi se privremeno
zaustavila globalna translacija proteina, dok se istodobno omogucuje selektivna translacija
odredenih mRNA, ukljuCuju¢i onu za transkripcijski faktor ATF4 (engl. activating
transcription factor 4). ATF4 potom regulira ekspresiju niza gena ukljuc¢enih u adaptivne
mehanizme unutar UPR, kao i puteve koji vode prema stani¢nom prezivljenju ili apoptozi (Chen
i Cubillos-Ruiz, 2021.; Corazzari i sur., 2017.; Dicks i sur., 2015a.; Dufey i sur., 2020.; Hwang
i Qi, 2018.; Pyrko i sur., 2007.; Senft i Ronai, 2015.; Wu i Kaufman, 2006.).

ATF4 pogoduje prezivljenju stanica, inducira ekspresiju proteina TRIBB3 (engl. Tribbles
protein 3), inhibira defosforilaciju elF2a (pomoc¢u enzima PP1A (engl. protein phosphatase
1A) te time sprjecava pretjeranu aktivaciju UPR (Corazzari i sur., 2017.; Pecoraro i sur., 2020.).
MTOR (engl. mechanistic Target of Rapamycin) je serin/treonin kinaza koja djeluje u okviru
dvaju funkcionalno razlic¢itih kompleksa: mTORCI1 i mTORC2. mTORCL1 regulira kljucne
stani¢ne procese, ukljucujuci rast, proliferaciju, sintezu proteina i inhibiciju autofagije. Njegova
aktivacija ovisi o signalnom putu PI3K/AKT te je osjetljiva na dostupnost nutrijenata, energije
i rastnih faktora. MTORC2 sudjeluje u regulaciji metabolizma i prezivljenja stanica, uglavnom
putem aktivacije AKT-a, no njegova uloga u regulaciji autofagije i apoptoze manje je izrazena
u usporedbi s mMTORC1. TRIBBS3, kao negativni regulator signalizacije putem AKT, moze
potaknuti autofagiju inhibicijom signalizacije kompleksa mTORC1. Inhibicija mTORC1
uklanja njegov supresivni ucinak na autofagiju, ¢ime TRIBB3 indirektno potice aktivaciju
autofagijskih procesa. Osim toga, TRIBB3 moze doprinijeti apoptozi, osobito u uvjetima
stani¢nog stresa ili disfunkcije endoplazmatskog retikuluma. lako je ekspresija TRIBB3
primarno inducirana putem osi PERK—ATF4 tijekom ER-stresa, sve je vise dokaza da TRIBB3
moze, putem modulacije signalnih putova kao §to su AKT/mTOR i NF-«B, neizravno utjecati
i na druge grane UPR-a, ukljucuju¢i IREla i ATF6. Takva interakcija moze dodatno oblikovati
stani¢ni odgovor na stres i odrediti smjer prema prezivljenju ili apoptozi (Pecoraro i sur., 2020.).
Tijekom dugotrajnog ERS, ATF4 djeluje kao transkripcijski faktor za proteine CHOP (engl.
C/EBP homologous protein) ili DDIT3 (engl. DNA damage-inducible transcripit 3) (Corazzari
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i sur., 2017.). CHOP potic¢e ekspresiju oksidoreduktina-la (engl. endoplasmic reticulum
oxidoreductin 1a; ERO1a) 1 GADD34 (engl. growth arrest and DNA damage-inducible protein
34) te pogoduje apoptozi (Corazzari i sur., 2017.; Lin i sur., 2003.; Lorenz i sur., 2021.; Senft i
Ronai, 2015.). Na kraju, aktivacija i fosforilacija NRF2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related
factor) pomoc¢u PERK regulira stani¢ni antioksidativni odgovor koji je kljuan za ocuvanje
redoks ravnoteze odrzavajuc¢i homeostazu reaktivnih kisikovih spojeva, ROS (engl. reactive
oxygen species) (Senft i Ronai, 2015.). Detaljan prikaz ovog signalnog puta predstavljen je na
Slici 7.

Jos jedan od kljuénih gena koji se inducira kao odgovor na ATF4 tijekom ERS je proapoptotski
protein NOXA, proapoptotski protein koji igra klju¢nu ulogu u mitohondrijskoj disfunkciji,
oslobada citokrom C iz mitohondrija te aktivira kaspaze (Senft i Ronai, 2015.). Cesto je
reguliran pomocu faktora CHOP ¢ime se moZe zakljuciti kako oba proteina zajedno djeluju u

smjeru induciranja apoptoze (Senft i Ronai, 2015.).

Sekvestosom SQSTM1 (p62) (engl. Segestosome 1) takoder je jedan od proteina odgovora na
ERS. Pomaze usmjeravanju ostecenih proteina prema autofagiji, pomazu¢i smanjenje ERS.
Ako je stres dugotrajan, moZze utjecati na pro-apoptotske puteve, ukljucujuci aktivaciju kaspaza.
Sluzi kao modulator signalizacije stani€nog stresa, no ta interakcija nije toliko dobro

karakterizirana poput izravnih putova ATF4 ili CHOP (Park i sur., 2016.).
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Slika 7. Signalni put PERK u odgovoru nesmotanih proteina. PERK je transmembranska
kinaza aktivirana oligomerizacijom (dimerizacijom) i autofosforilacijom. PERK fosforilira elF2a, $to
dovodi do opce inhibicije translacije proteina. ATF4 inducira ekspresiju CHOP i GADD34, fosfataze
koja djeluje kao regulator fosforilacije elF2a. PERK takoder moze fosforilirati i aktivirati faktor
transkripcije NRF-2, koji inducira ekspresiju gena uklju¢enih u antioksidativni odgovor. Fosforilacija
elF2a posredovana PERK-om i posljedi¢no slabljenje translacije moze pospjesiti aktivaciju NF-«xB,
buduéi da je poluzivot njegovog inhibitora (IkB) puno kra¢i. PERK: protein kinase R (PKR)-like
endoplasmic reticulum kinase; ATF4: activating transcription factor 4; elF2a: eukaryotic initiation
factor 20; NF-xB: nuklearni faktor kappa B; CHOP: C/EBP homologous protein ili DDIT3 DNA
damage-inducible transcripit 3; NRF2: nuclear factor erythroid 2-related factor; GADD34: growth
arrest and DNA damage-inducible protein 34; ERAD: degradacija povezana s endoplazmatskim
retikulumom; ER: endoplazmatski retikulum; IKK: kinaza IkB. Preuzeto i modificirano prema Galluzzi
sur. (2017.).

ATF6 je tip 1l transmembranskog proteina (Corazzari i sur., 2017.). Translokacija ATF6 iz
endoplazmatskog retikluma u Golgijev aparat vodi u njegovu aktivaciju, pomocu serinske
proteaze S1P i metaloproteinaze S2P, te tako modificiran ATF6 djeluje kao transkripcijski
faktor (Corazzari i sur., 2017.; Dufey i sur., 2020.). Vezuci se za DNA u jezgri potice ekspresiju
gena koji sudjeluju u odgovoru na ERS (npr. XBP1 (engl. X-box binding protein-1)) (Lin i sur.,
2003.). Detaljan prikaz ovog signalnog puta predstavljen je na Slici 8.
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Slika 8. Signalni put ATF6 u odgovoru nesmotanih proteina. ATF6 je lokaliziran na
endoplazmatskom retikulumu stanice. Nakon ERS, ATF6 se prenosi u Golgijev aparat, gdje se
podvrgava proteolizi (graficki prikaz S$kara). Fragment citosolne domene se oslobada i migrira u jezgru,
gdje potice ekspresiju XBP1, Saperona ERAD i sintezu lipida. ATF6: activating transcription factor 6;
XBP1: X-box binding protein-1; ER: endoplazmatski retikulum; ERAD: degradacija povezana s

endoplazmatskim retikulumom. Preuzeto i modificirano prema Galluzzi sur. (2017.).

IRE1 je tip | transmembranskog proteina endoplazmatskog retikluma koji se sastoji od
serin/treonin kinazne domene koja je senzor ERS i endoribonukleazne domene unutar citosola
ukljuéene u indukciju ekspresije gena (Lin i sur., 2003.). Cine ga dva homologa, IRE1a.i IRE1p,
pri ¢emu je IRE1a taj koji potice signalni put unutar odgovora nesmotanih proteina. Nakon §to
se oslobodi veze s BiP, na njega se vezu nepravilno smotani proteini te dolazi do dimerizacije
i autofosforilacije kinazne domene (Corazzari i sur., 2017.; Lin i sur., 2003.). Fosforilacija i
dimerizacija IRE1a poti¢e endoribonukleaznu domenu koja iz mRNA XBP-1 izrezuje intron
veli¢ine 26 pb, ¢ime nastaje SXBP1 (engl. spliced X-box binding protein-1). SXBP1 potice
transkripciju gena ukljucenih u ekspresiju Saperona ERAD, biogenezu i metabolizam lipida te

modulira autofagiju i apoptozu (Dufey i sur., 2020.; Gentz i sur., 2013.; Senft i Ronai, 2015.).
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Osim ucinaka posredovanih sXBP-1, endoribonukleazna domena IRE razgraduje mRNA
povezanu s ribosomima kroz razgradnju ovisnu o IRE1 (engl. IRE1-dependent decay, RIDD)
kako ne bi doslo do daljnjeg nakupljanja nesmotanih proteina (Ramirez i sur., 2020.; Schrdder
i Kaufman, 2005.; Senft i Ronai, 2015.). Takoder, kinazna domena IRE1 posredno dovodi do
fosforilacije c-Jun N-terminalne kinaze (JNK) te pridonosi apoptozi tijekom produljene
signalizacije UPR (Adams i sur., 2019.; Ramirez i sur., 2020.; Schroder i Kaufman, 2005.; Senft
I Ronai, 2015.; Wu i Kaufman, 2006.). Detaljan prikaz ovog signalnog puta predstavljen je na
Slici 9.
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Slika 9. Signalni put IRE1 u odgovoru nesmotanih proteina. Oligomerizacija (dimerizacija) i
autofosforilacija IRE1 aktiviraju njegovu domenu endoribonukleaze, koja cijepa mMRNA XBP1,
generiraju¢i mRNA sXBP1 koja omogucéuje translaciju transkripcijskog faktora XBP1s. IRE1 takoder
moze pridonijeti razgradnji mRNA povezanih s ribosomima u ER-u kroz proces poznat kao RIDD.
Fosforilirani IRE1a stupa u interakciju s IKK ( engl. the inhibitor of NF-«B kinase; 1kB kinase) i JNK
(engl. c-Jun N-terminal kinase) regrutiranjem TRAF2 (engl. TNF receptor associated factor 2) stoga
kontrolira aktivaciju dvaju glavnih upalnih transkripcijskih faktora NF-xB i AP-1. ER: endoplazmatski
retikulum; IKK: kinaza IkB; JNK: c-Jun N-terminalna kinaza; RIDD: razgradnja ovisna o IRE1 IREL:
inositol-requiring enzyme type 1; NF-kB: nuklearni faktor kappa B; XBP1: X-box binding protein-1;
sXBP1: spliced X-box binding protein-1; ERAD: degradacija povezana s endoplazmatskim

retikulumom. Preuzeto i modificirano prema Galluzzi sur. (2017.).
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2.10. Odgovor nesmotanih proteina u tumorskim stanicama

Zajednickim djelovanjem signalnih puteva UPR dolazi do smanjene translacije, a time i sinteze
proteina, transkripcijske aktivacije gena koji kodiraju faktore ukljucene u pravilno smatanje
proteina i njihovu razgradnju u endoplazmatskom retiklumu i ERAD - retranslokacije
ubikvitiranih proteina u citosol te usmjeravanja u proteasom na degradaciju (Chen i Cubillos-
Ruiz, 2021.; Corazzari i sur., 2017.; Dicks i sur., 2015a.; Hwang i Qi, 2018.; Pyrko i sur., 2007.;
Schroder i Kaufman, 2005.; Senft i Ronai, 2015.; Wu i Kaufman, 2006.).

Neke tumorske stanice imaju promijenjenu ekspresiju proteina UPR, npr. povecanu koli¢inu
Saperona, $to im povecava otpornost na induktore stani¢nog stresa (Dadey i sur., 2018.; Gao i
sur., 2012.; Watkins i Sontheimer, 2012.). Do sada je pokazano kako inhibicija ekspresije BiP
inhibira rast, progresiju i metastaziranje tumorskih stanica (Pyrko i sur., 2007.). U stanicama
glioblastoma, visoka ekspresija ATF4 povezana je s loSim ukupnim prezivljenjem, PERK je
kljucan za opstanak stanica pod stresom, dok IRE1 potic¢e daljnju diferencijaciju stanica (Atkins

i sur., 2013.; Axten i sur., 2013.).

Aktivacija PERK ima vaznu ulogu u glioblastomu i karcinomu dojke. U glioblastomu, on je
klju¢an za odrzavanje svojstava glioblastomskih mati¢nih stanica. Aktivacija potice
prezivljavanje 1 omogucava da ostanu u nespecijaliziranom, maticnom obliku, zadrze
sposobnost samoobnavljanja i nezreli fenotip ¢ime mogu biti odgovorne za recidiv tumora.
Stoga signalizacija PERK moze biti odgovorna za agresivnost glioblastoma (Axten i sur., 2013.;
Dicks isur., 2015b.; Pyrko i sur., 2007.; Ramirez i sur., 2020.). S druge strane, put IRE1 odrzava
diferencirani fenotip stanica (Liang i sur., 2021.; Ramirez i sur., 2020.). Zaklju¢no, ¢ini se da

PERK i IRE1 imaju suprotne uloge u glioblastomu.

U karcinomu dojke IRE1 igra kljuénu ulogu u prezivljavanju stanica pod stresom,
omogucavajuci im da preZive 1 rastu u nepovoljnim uvjetima. Potice invaziju i metastaziranje,
¢ine¢i tumor agresivnijim. Osim toga, istrazivanja sugeriraju da PERK moZe regulirati
signalizaciju u vezi s estrogenskim receptorima u karcinomu dojke, ¢ime doprinosi rastu tumora
(Axtenisur., 2013.; Dicks i sur., 2015b.; Liang i sur., 2021.; Pyrko i sur., 2007.; Ramirez i sur.,
2020.).
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3. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Hipoteza rada je da su ERS i UPR povezani s modulacijom aktivnosti sustava uPA te da
odgovor ovisi o specifi¢noj signalizaciji stani¢ne linije.

Cilj rada je istraziti ulogu ERS u modulaciji aktivnosti sustava uPA kod odabranih stani¢nih
linija.

Specificni ciljevi su:

=

istraziti utjecaj tvari koja je poznati induktor ERS na promjene u sustavu uPA

2. istraziti utjecaj induktora stani¢nog stresa za koje znamo da izazivaju promjene u
sustavu UPA, na ekspresiju molekula sustava UPR

3. inhibirati pojedine molekule signalnog puta PERK i tako istraziti njihovu ulogu u

regulaciji transkripcije i aktivacije sustava uPA

4. istraziti utjecaj ERS na stani¢nu proliferaciju, migraciju i invaziju.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Uzgoj stanica

U radu su koristene stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MD-231, ljudskog embrionalnog
bubrega HEK-293, glioblastoma A1235, neuroglioma H4, osteosarkoma U-20S i karcinoma
vrata maternice HeLa. Stani¢na linija glioblastoma A1235 dobivena je iz laboratorija S. A.
Aaronsona (National Cancer Institute, Bethesda, MD, SAD, Giard i sur. 1973.), dok su druge
stani¢ne linije komercijalno dostupne (engl. American Type Culture Collection (ATCC), SAD).
Stani¢ne linije uzgajaju se u Dulbeccovom modificiranom Eaglovom mediju (engl. Dulbecco's
Modified Eagle Medium, DMEM) (Sigma-Aldrich, SAD) uz dodatak 10 % fetalnog govedeg
seruma (engl. fetal bovine serum, FBS) (Sigma-Aldrich, SAD) pri temperaturi 37 °C i vlaznoj
atmosferi s 5 % CO: u inkubatoru (Heraus, Njemacka). Kako bi se adherentna stani¢na linija
odvojila od podloge, koristi se 0,25 % otopina tripsina (Sigma-Aldrich, SAD). Nakon odvajanja

od podloge, tripsin se inaktivira dodatkom medija sa serumom.

4.2. Brojanje stanica s pomo¢u hemocitometra
Koncentracija stanica odreduje se brojanjem pomoc¢u hemocitometra (Biirker-Turk komorice,
Kefo, Hrvatska), predmetnog stakalca s ucrtanom kvadrantnom mreZicom, u tekucoj suspenziji

pod mikroskopom (Zeiss Axiovert 40 CFL, Njemacka).

4.3. Obrada stanica kemoterapeuticima

Stani¢ne linije su tretirane alkiliraju¢éim agensima N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidinom
(MNNG) (dar B. Brdara, Institut Ruder Boskovi¢), natrijevim salicilatom (NaS) (Kemika,
Hrvatska) te gemcitabinom (MedChemExpress, SAD), induktorom ERS thapsigarginom
(MedChemExpress, SAD) i inhibitorima ERS, icerguastatom, epigalokatehin 3-galatom
(ECGC) (MedChemExpress, SAD) i GSK2656157 (MedChemExpress, SAD). 1 M natrijev
salicilat priprema se otapanjem u u destiliranoj vodi (deH20), 10 mM N-metil-N'-nitro-N-
nitrozoguanidin (MNNG) u apsolutnom etanolu, thapsigargin, icerguastat i GSK2656157 u

dimetilsulfoksidu, a ECGC i gemcitabin u vodi.
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4.4. Pradenje stani¢ne proliferacije

Kako bi se usporedila sposobnost proliferacije stanica, 1x10* stanica je nasadeno po jazici ploce
s 48 jazica. Nakon 24 sata stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama ispitivane tvari u
triplikatima, dok su netretirane stanice sluZzile kao kontrola. Stanice su brojane svaka 24 sata
tijekom Cetiri dana tako da bi se tripsinizirale i odredio njihov ukupni broj brojanjem na

hemocitometru.

4.5. Odredivanje aktivnosti urokinaze metodom radijalne kazeinolize

Metoda radijalne kazeinolize koristila se za analizu urokinazne aktivnosti u kondicioniranom
mediju u kojem stanice rastu. Stanice su nasadene u Petrijeve zdjelice, 1x10° stanica po zdjelici
I inkubirane 24 sata kako bi se prihvatile za podlogu. Nakon inkubacije, dio stanica se tretirao
kemoterapeuticima. Nakon iduéih 24 sata, isprane su u fizioloskoj otopini i inkubirane u mediju
DMEM bez seruma tijekom 6 sati, budu¢i da serum sadrzi plazminogen. Kondicionirani medij
je sakupljen i centrifugiran na 2200 rpm, 4 °C da se uklone stanice, a supernatant pohranjen na
-80 °C. Kako bi se izolirali proteini, stanicama se dodalo 100 pL liziraju¢eg pufera (1 % Triton
X-100; 10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 100 mM NaCl) te su sastrugane plasti¢nim struga¢em. Tako
pripremljeni stani¢ni lizati pohranjeni su na -80 °C. U Erlenmeyerovoj tikvici pripremljen je
agarozni gel koncentracije 2 % u vodi. Na 5 mL 2 % agaroze dodano je 2,5 mL fosfatnog pufera
PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCIM 1,76 mM KH2POg4; 10,14 mM NazHPO4, pH 7), 25 mL 8
% nemasnog mlijeka, 5 uL. plazminogena (oko 7 mg/mL Sigma-Aldrich, SAD) i 100 uL 10 %
natrijevog azida (Kemika, Hrvatska). U bunari¢e napravljene u gelu stavljeno je 5 uL
kondicioniranog medija u duplikatima. Usporedno s uzorcima, u jazice su dodana serijska
razrjedenja komercijalne UPA (Leo Pharmaceutical Products, Danska) u rasponu koncentracija
0,1 mU do 100 mU (mU = jedinica aktivnosti urokinaze). Nakon prekono¢ne inkubacije na 37
°C aktivnost urokinaze u uzorku odredena je mjerenjem veliCine lizirane zone. Iz podataka o
veli¢ini zona lize komercijalnog uPA poznate koncentracije, napravljena je bazdarna krivulja i
interpolacijom se odredila aktivnost uPA. lIzmjerena aktivnost urokinaze normalizirana je s
vrijednostima koncentracije proteina i izrazena kao faktor povecanja u odnosu na kontrolni,

netretirani uzorak (Madunic i sur., 2017.).

4.6. Test migracije stanica - test ,,zarastanja“
Test ,,zarastanja* (engl. scratch test, wound healing assay) koristila se kako bi se izmjerila

migracija stanica in vitro (Martinotti i Ranzato, 2020.). Konfluentnoj stani¢noj kulturi napravilo
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se nekoliko paralelnih ogrebotina pomocu sterilnog nastavka za mikropipete volumena 10 —
100 pL. Zatim je stanicama odsisan medij i dodan svjezi medij DMEM sa serumom. Ogrebotine
su fotografirane na invertnom svjetlosnom mikroskopu (Zeiss Axiovert 40 CFL, Njemacka)
kako bi se zabiljezilo pocetno stanje. Stanice su obradene kemoterapeuticima i inkubirane jo$
16-24 sata na 37 °C. Nakon inkubacije, ogrebotine su se ponovno fotografirale na istim
mjestima. Stopa migracije odredena je usporedbom Sirine ili povrsine ,,ogrebotine* prvi i drugi
dan. Za preciznije kvantificiranje stope migracije koristen je racunalni program Image J (Horvat
i sur., 2019a.; Suarez-Arnedo i sur., 2020.).

4.7. Test invazije stanica u komoricama s membranom

Za ispitivanje invazije stanica, stanice su nasadene U mediju bez seruma u komorice s
membranom s porama veli¢ine 8 um (engl. Boyden transwell chamber; Brand, Njemacka).
Membrane su prethodno oblozZene ekstracelularnim matriksom (Maxgel Sigma-Aldrich, SAD)
razrijedenim do 100 puta u hladnom mediju bez seruma, koji je dodan u komorice te inkubiran
4 sata na 37 °C kako bi se polimerizirao. Visak tekuéine je uklonjen, a membrane komorica
ostavile susiti 30 minuta. U komoriceje dodano 100 pL medija bez seruma i 200 pL stani¢ne
suspenzije. Kako se u bunari¢ dodao medij sa serumom tako da su komorice donjim dijelom
bile uronjene u medij, stanice su invadirale prema mediju sa serumom kroz ekstracelularni
matriks. Kako bi se pratio utjecaj razli¢itih agensa, dodani su u istoj koncentraciji u medij sa
stanicama i medij sa serumom u koji su uronjene komorice, dok su netretirane stanice sluzile
kao kontrola. Nakon inkubacije od 16-24 sata komorice su se odvojile i isprale dva puta u PBS-
u kako bi se uklonile stanice iz gornjeg odjeljka. Zatim su fiksirane 2 minute u 4 %
formaldehidu i 20 minuta u hladnom metanolu. Komorice su isprane dva puta u PBS-u i
inkubirane 15 minuta u 0,2 % otopini kristal ljubi¢astog (Fluka, Svicarska) otopljenog u 2 %
etanolu. Nakon sljedec¢a dva ispiranja u PBS-u, pamu¢nim $tapicem su uklonjene stanice s
gornje strane membrane. Obojene i osusene komorice fotografirane su pod lupom (Zeiss Stemi
2000c, Njemacka), a stanice prebrojane u programu Image J (Justus i sur., 2014.; O’brien i sur.,
2016.).

4.8. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu
Vezanjem proteina za boju Coomassie Brilliant Blue G-250 (Roth, Njemacka), reagens

Bradford mijenja boju iz smede u plavu pomicanjem apsorbancije s 465 na 595 nm. 1-10 pL
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stani¢nog lizata razrijedeno je u vodi do volumena 100 pL te je tako razrijedenim uzorcima
dodano 900 uL reagensa Bradford (za 100 mL; 0,01 g Coomassie Brilliant Blue G-250; 5 mL
95% etanol; 10 mL 85% HsHPO4; deH>O do 100 mL). Usporedno je napravljena serija
razrjedenja komercijalnog albumina govedeg seruma. Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi
5-10 minuta, apsorbancija je izmjerena spektrofotometrijski na valnoj duljini 595 nm.
Koncentracija proteina odredena je pomocu bazdarne krivulje za poznate koncentracije

albumina (Sambrook i sur., 1989).

4.9. Izolacija stani¢nih proteina

Kako bi se iz stanica izolirali proteini, stanice su sakupljene u hladnom PBS-u i nakon
centrifugiranja (500 g, 8 minuta na 4 °C), lizirane u 100 pL liziraju¢eg pufera (137 mM NacCl,
10 % glicerol; 1 % Triton X-100; 20 mM Tris, pH 7,5; 2 mM EDTA, pH 8,1) uz dodatak 1
uL/100 pL inhibitora proteaza (100 pg/mL) (Inhibitor Coctail Plus, Carl Roth, Njemacka) i 5
uL/100 pL pufera PMSF (100 mg/mL) (engl. phenylmethylsulfonyl fluoride, Sigma Aldrich,
SAD). Stani¢ni lizat je inkubiran na ledu 20 minuta, a zatim smrznut u teku¢em dusiku. Nakon
odmrzavanja, proteini su centrifugirani na 12000 rpm, 15 minuta na 4 °C kako bi se uklonio

netopivi talog.

4.10. SDS-elektroforeza proteina u poliakrilamidnom gelu

Uzorci proteinasu pripremljeni za elektroforezu tako da je na uzorak proteinskog lizata, dodana
1/5 volumena 6x pufera za nanosenje uzoraka (225 mM Tris-HCI; 20 % (v/v) glicerol; 2 mM
SDS; 0,02 % (w/v) bromfenol-plavo; 1 % - merkaptoetanol) te sudenaturirani 5 minuta pri 95
°C. Poliakrilamidni gel sastojao se od donjeg (gel za razdvajanje) i gornjeg dijela (gel za
sabijanje). 10 %-tni gel za razdvajanje pripremiljen je mijesanjem 6,24 mL deH20, 5,4 mL 30
% akrilamida (AA; Acros Organics, Belgija), 4 mL 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8, 160 pL 10 %
natrijev dodecil-sulfata (SDS), 160 pL 10% amonijevog persulfata (APS; Acros Organics,
Belgija) i 9,6 pL tetrametiletilendiamina (TEMED; Acros Organics, Belgija). Gel za sabijanje
pripremljen je mijeSanjem 7,4 mL deH20, 1,2 mL 30 % AA (Acros Organics, Belgija), 1,25
mL 1 M Tris-HCI, pH 6,8, 100 pL 10 % SDS-a, 100 pL 10% amonijevog persulfata (APS) i 10
pL TEMED. Na vrh gornjeg gela stavljen je ¢eslji¢ za formiranje jazica. Nakon polimerizacije,
cijela kazeta je uronjena u pufer za elektroforezu (25 mM Tris-HCI; 250 mM glicin; 0,1 % SDS,

pH 8,3). Zatim je u jazice gela nanesen biljeg molekulskih masa PageRuler Plus Prestained
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Protein Marker 26619 (New England Biolabs, SAD) i proteinski uzorci. Elektroforeza je tekla
pri naponu od 120 V (Sambrook i sur., 1989).

4.11. Analiza proteina metodom Western blot

Nakon elektroforeze, gel je stavljen u pufer za prijenos (48 mM Tris-HCI; 39 mM glicin; 20 %
metanol, pH 8,3). Membrana PVDF (engl. polyvinylidene difluoride; Roche, Svicarska) je
kratko namocena u metanol kako bi se aktivirala, a zatim je u kazeti za prijenos slozen ,,sendvic*
sastavljen od spuzvice, dva filtar papira, gela, membrane PVDF, dva filtar papira i spuzvice.
Prijenos proteina s gela na membranu se odvijao 120 minuta, na 4 °C uz stalnu jakost struje od
380 mA. Nakon prijenosa, kako bi se sprije¢ilo nespecificno vezanje antitijela na povrsinu
membrane, membrana je inkubirana 60 minuta u 3 % otopini nemasnog mlijeka u puferu TBST
(20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,05 % (v/v) Tween 20). Nakon ,blokiranja®,
membrana je kratko isprana u puferu TBST i inkubirana preko no¢i u otopini primarnog
antitijela razrijedenog prema uputama proizvodaca u 0,5 % mlijeku (ili 1 % BSA) u puferu
TBST. Za detekciju proteina upotrijebljena su primarna antitijela, a njihov popis nalazi se u
Tablici 1. Nakon inkubacije u primarnom antitijelu, membrana je isprana tri puta u puferu TBST
5-10 minuta, a zatim inkubirana u odgovaraju¢em sekundarnom antitijelu konjugiranom s
enzimom peroksidaza iz hrena. Koristila su se sekundarna antitijela porijeklom iz kunica ili
misa (oba Sigma-Aldrich, SAD), razrijedena prema uputama proizvodaca (1: 30 000) u 0,5 %
nemasnog mlijeka u puferu TBST. Nakon 60 minuta inkubacije, membrana je isprana 3 puta
po 5-10 minuta u puferu TBST. Za vizualizaciju proteina kemiluminiscencijom koristena je
otopina Clarity Western ECL Substrate (BioRad, SAD). Potom je membrana izlozena
rendgenskom filmu Super HR-U30 (Kodak, Japan), 30-60 min, film je razvijen razvija¢u
(Kodak, SAD) 1 fiksiru (Efke Fotokemika, Hrvatska). Membrana PVDF se moze ispirati kako
bi se uklonila vezana antitijela i ponovno inkubirati u novom primarnom antitijelu ili obojiti
bojom amido black (Sigma-Aldrich, SAD). Postupak uklanjanja vezanih antitijela se sastoji od
dva ispiranja po 10 minuta u puferu za uklanjanje antitijela (7,5 g glicina; 0,5 g SDS; 5 mL
Tween 20; dopuniti deH2O do ukupnog volumena od 500 mL, pH 2,2), zatim dva ispiranja po
10 minuta u PBS-u i na kraju dva ispiranja po 10 minuta u puferu TBST (Sambrook i sur.,
1989).
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Tablica 1.: Popis koristenih primarnih antitijela:

Antigen | Molekularna | Razrjedenje | Uzgojeno Proizvodac
masa
uPA 50 kDa 1:1000 kunié Cell Signaling Technology, SAD
PAI-1 46 kDa 1:1000 mis Becton, Dickinson and Company, SAD
UPAR 65 kDa 1:1000 kunié Cell Signaling Technology, SAD
BiP 78 kDa 1:1000 kuni¢ Cell Signaling Technology, SAD
ATF4 49 kDa 1:1000 kuni¢ Cell Signaling Technology, SAD
CHOP 32 kDA 1:1000 kuni¢ Cell Signaling Technology, SAD
p-aktin 46 kDa 1:1000 mis Santa Cruz Biotechnology, SAD

uPA: urokinazni plazminogenski aktivator; PAI-1: inhibitor aktivatora plazminogena-1; uPAR:
receptor urokinaznog plazminogenskog aktivatora; BiP (HspA5, GRP78): engl. binding
immunoglobulin protein; ATF4: engl. activating transcription factor 4; DDIT3: engl. DNA-damage
inducible transcript 3 ili CHOP (GADD153): engl. C/EBP homologous protein; g-aktin: beta aktin,

biljeg koli¢ine proteina.

4.12. 1zolacija RNA

Za izolaciju ukupne RNA korissten je komplet RNAeasy Mini Kit (Qiagen, Njemacka). Stanice
su lizirane u liziraju¢em puferu (Buffer RLT) te su uzorci 5 puta provuceni kroz iglu kako bi se
homogenizirali. Dodan im je 1 volumen 70 % etanola te su uzorci stavljeni u kolonice. Nakon
centrifugiranja na 10000 rpm 15 sekundi, na kolonu je dodano 700 pL pufera RW1 i ponovljeno
je ispiranje. Kolona je zatim postavljena u novu epruvetu i RNA eluirana s 30 pL vode bez
RNAze. Uzorci RNA su pohranjeni na -80°C.

4.13. Provjera kvalitete i koncentracije RNA

Nakon izolacije potrebno je odrediti koncentraciju, Cistocu i cjelovitost RNA. Koncentracija i
Cisto¢a izmjerena je spektrofotometrijski (Nanovue, Thermoscientific, SAD), mjerenjem
apsorbancije na 230 nm, 260 nm i 280 nm. Osim masene koncentracije, odreden je omjer
apsorbancija na 280 i 260 nm koji je mjera oneciséenosti uzorka proteinima. Kvaliteta RNA
provjerena je elektroforezom u 1 % agaroznom gelu u puferu TAE (40 mM Tris-HCI; 1 mM

EDTA, pH 8,0). U jazice gela naneseno je po 1 pul uzorka pomijeSanog s puferom za nanosenje
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uzoraka (0,25 % bromfenol-plavo u vodi; 30 % glicerol). Gel je inkubiran u vodenoj otopini
etidijevog bromida (10 mg/mL), 15 minuta. Samo RNA odgovarajuée kvalitete, Cistoce i

koncentracije koristila se za reverznu transkripciju (Sambrook i sur., 1989).

4.14. Reverzna transkripcija

Procesom obrnutog prepisivanja RNA je prevedena u cDNA koja je sluzila kao kalup u lan¢anoj
reakciji polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR). Za provedbu reverzne
transkripcije napravljene su dvije reakcijske otopine. Prva reakcijska otopina sastojala se od 1
uL deoksiribonukleotida (ANTP; 10 mM; Sigma-Aldrich, SAD), 1 uL pocetnica oligo d(T) (50
pM; Roche, Svicarska), 2 ug RNA i vode bez RNAza do ukupnog volumena od 10 pL.
Reakcijska otopina je inkubirana na 65 °C 5 minuta kako bi se denaturirala RNA. Zatim je
pripremljena druga reakcijska otopina sastavljena od 4 uL 5x pufera za PCR (250 mM Tris-
HCI; 375 mM KCly; 15 mM MgCl,, pH 8,3; TaKaRa, SAD), 0,5 uL 200 U/uL reverzne
transkriptaze (Prime Script Rtase; TaKaRa, SAD), 0,5 uL 40 U/uL inhibitora RNAza (Applied
Biosystems, SAD) i 5 uL vode bez RNAza do ukupnog volumena 10 uL. Inkubirana je 60
minuta na 42 °C, a zatim 15 minuta na 70 "C. Nakon obrnutog prepisivanja u otopinu je dodano
20 uL vode bez RNAza. Uspjesnost reverzne transkripcije provjerena je reakcijom PCR
pomocu pocetnica za gen hipoksantin-guanin fosforibozil transferazu (engl. hypoxantine-
guanine phosporibosyltransferase, HPRT). cDNA pohranjena na -80 °C (Sambrook i sur.,
1989).

4.15. Lancana reakcija polimerazom

Sekvence DNA od interesa umnozene su reakcijom PCRu reakcijskoj smjesi koja se sastojala
od 1,5 puLL 10x pufera za PCR (10 mM Tris-HCI, 50 mM KClz, pH 8,3, 20 °C; Sigma-Aldrich,
SAD), 0,3 uL. MgCl2 (25 mM; Sigma-Aldrich, SAD), 0,3 uL dNTP (10 mM; Sigma-Aldrich,
SAD), 0,3 uL uzvodne pocetnice (10 uM), 0,3 pL nizvodne pocetnice (10 uM), 0,1 uL Taq
polimeraze (5 U/< puL; Sigma-Aldrich, SAD), 1,2 uL. cDNA te vode do ukupnog volumena 15
pL. U programu reakcije PCR uredaja ProFlex (Applied Biosystems), poslije pocetne
denaturacije cDNA 5 minuta na 94 °C, provedeno je 35-40 ciklusa denaturacije (30 sekundi na
94 °C, vezanja pocetnica 30 sekundi na 56 °C te produljivanja lanaca 30 sekundi na 72°C).

Reakcija je zavrsila produljivanjem lanaca 7 minuta na 72 °C.
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4.16. Elektroforeza DNA u gelu agaroze

Za gel elektroforezu prireden je 0,8% agarozni gel u puferu TAE (40 mM Tris-HCI; 1 mM
EDTA, pH 8,0) u koji je dodan etidij bromid (5 pg/mL). U uzorke DNA dodanaje 1/6 volumena
6x pufera za nanoSenje, a elektroforeza je tekla pri naponu od 80 V. Gel je vizualiziran pomocu

UV lampe.

4.17. Elektroforeza DNA u poliakrilamidnom gelu

Gel elektroforeza DNA u poliakrilamidnom gelu omogucuje razdvajanje malih fragmenata
DNA. Gel je pripremljen kao 12 % poliakrilamidni gel (od mati¢ne otopine 30 % smjese AA i
bisakrilamida 1:30) u 1 x puferu TBE (tris-boratni pufer, mati¢na otopina 5x: 54 g Tris, 27,5 ¢
borne kiseline, 20 mL 0,5 M EDTA pH 8) u 1 L deH20). Polimerizacija je potaknuta pomoc¢u
APS (140 pL/10 mL smjese) i TEMED-a (10 puL/10 mL smjese). Elektroforeza je provedena
tijekom 2 sata pri 100 V, u 1x puferu TBE. Nakon zavrsetka elektroforeze, gel je inkubiran 20
minuta u otopini etidij bromida radi interkalacije boje s nukleinskim kiselinama, ¢ime je

omogucena njihova vizualizacija pomoc¢u UV lampe (Green i Sambrook, 2020.).

4.18. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Ekspresija RNA ispitana je pomoc¢u PCR u stvarnom vremenu (RT-gPCR). Reakcijska smjesa
sastojala se od 7,5 uL smjese 2x SYBR Green (engl. SYBR Green PCR MASTER MIX;
Promega, SAD), 0,25 uL uzvodne pocetnice (10 uM), 0,25 pL nizvodne pocetnice (10 uM), 6
uL vode i 1 uL cDNA. Negativna kontrola imala je sve sastojke reakcijske smjese osim cDNA
¢iji se volumen nadomjestio vodom. Za svaki uzorak napravljene su dvije tehnicke replike, a
kao endogena kontrola koristene su sekvence gena HPRT (engl. hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase). Reakcija se odvijala na plocici s 96 bunaric¢a (Applied Biosystems,
SAD) u uredaju 7500 Fast Real-Time PCR System Quant Studio (Applied Biosystems, SAD).
Poslije denaturacije cDNA od 2 minute na 95 °C uslijedilo je 40 ciklusa denaturacije 15 sekundi
na 95 °C te vezanja pocetnica i produljivanja lanaca na 56 °C. Vrijednost Ct koristena je za
kvantifikaciju ekspresije ispitivanih gena. Za relativnu kvantizaciju ekspresije koristena je tzv.
delta delta Ct metoda (AA Ct). Uredaj je detektirao broj ciklusa potrebnih kako bi reakcija
dostigla eksponencijalnu fazu, tzv. Ct. Vrijednosti ACt oznacavaju razliku u broju ciklusa.
Srednja vrijednost Ct gena od interesa normalizirana je prema srednjoj vrijednosti Ct gena

HPRT (endogene kontrole) kako bi se odredila vrijednost ACt za svaki gen u svakom uzorku.
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Srednje vrijednosti ACt za uzorak usporedene su sa srednjom vrijednosé¢u ACt kontrolnih
stanica ¢ime je dobivena vrijednost AACt. Pomocu nje odreden je faktor promjene ekspresije
gena koji nam govori koliko je puta promijenjena ekspresija odredenog gena u uzorku u odnosu

na kontrolni, netretirani uzorak (Namba i sur., 2015.).

4.19. Dizajn pocetnica

Pocetnice su dizajnirane pomocu softvera Primer-BLAST
(https://mww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) [ IDT
(https://eu.idtdna.com/pages/tools/primerquest) tako da se nalaze na dva razli¢ita egzona kako
bi se izbjeglo umnazanje genomske DNA. Jedinstvenost vezanja na ljudski genom provjerena
je u programu BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Sekvence za pocetnice
urokinaznog sustava i za HPRT koristene su u radu Horvat i sur. (2017.), a prikazane su u
Tablici 2.
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Tablica 2.: Pocetnice za RT-qPCR.

KoriStene pocetnice
Ime Sekvenca
HPRT F: 5-CTTTGCTGACCTGCTGGATT-3
R: 5-TCCCCTCTTGACTTGGTCATT-3
uPA F: 5-GGAGATGAAGTTTGAGGTGGAA-3'
R: 5-CTCCTTGGAACGGATCTTCAG-3'
PAI-1 F: 5-CTGGTGAATGCCCTCTACTTC-3'
R: 5-TGCTGCCGTCTGATTTGT-3
uPAR F: 5-GGAGATGAAGTTTGAGGTGGAA-3'
R: 5-CTCCTTGGAACGGATCTTCAG-3'
ATF3 F: 5-CTGCAGAAAGAGTCGGAGAAG-3'
R: 5-CCGATGAAGGTTGAGCATGTA-3'
ATF4 F: 5-AATGGCTGGCTGTGGATG-3'
R: 5-TCCAATCTGTCCCGGAGAA-3'
BiP (HSA5) F: 5-GGTGCCTACCAAGAAGTCTCA-3
R: 5-TGATTGTCTTTTGTCAGGGGTCT-3'
SQSTML1 F: 5-ACAGGTGAACTCCAGTCCCTA-3'
R: 5-CTGGGAGAGGGACTCAATCAG-3'
DDIT3 (CHOP) F: 5- GCAAGAGGTCCTGTCTTCAGAT-3'
R: 5-GCTTGTGACCTCTGCTGGTT-3
TRIBB3 F: 5- TCAAGCTGTGTCGCTTTGTC-3
R: 5- AGCTGAGTATCTCAGGTCCCA-3'
GDF15 F: 5- GGATACTCACGCCAGAAGTG-3'
R: 5- GAACAGAGCCCGGTGAAG-3'
IREla F: 5- GATCTCCTCCGAGCCATGAG-3'
R: 5-GGGCTGGAAGAGTCTCTCGT-3'
XBP1 F: 5-GGAGTTAAGACAGCGCTTGGGGA-3'
R: 5- TGTTCTGGAGGGGTGACAACTGGG-3'

uPA: urokinazni plazminogenski aktivator; PAI-1: inhibitor aktivatora plazminogena-1; uPAR:
receptor urokinaznog plazminogenskog aktivatora; ATF3: engl. activating transcription factor 3;
ATF4: engl. activating transcription factor 4; BiP (HspAS5, GRP78): engl. binding immunoglobulin
protein; SQSTML1: sekvestosom 1; DDIT3: engl. DNA-damage inducible transcript 3 ili CHOP
(GADD153): engl. C/EBP homologous protein; TRIBB3: engl. Tribbles protein; GDF15: GDF15 engl.
growth differentiation factor; IREla: engl. iron regulatory element 1a; XBP1: engl. X-box binding

protein 1.
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4.20. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka provedena je primjenom programa Microsoft Excel (MS Office
2019, Microsoft, SAD). Usporedba kontrole i tretmana napravljena je pomocu Studentovog t-
testa (dvokraka distribucija, jednake varijance dvaju uzoraka), a kao statisti¢ki zna¢ajne razlike

uzete su vrijednosti koje su se razlikovale na razini p - vrijednosti < 0,05.
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5. REZULTATI

Dosadasnja su istrazivanja pokazala da je regulacija sustava uPA stani¢no specifi¢na i da
pojedini agensi povezani s oStecenjem DNA ili drugim oblicima stresa, izazivaju kod pojedinih
stani¢nih linija povecanje, a kod pojedinih smanjenje aktivnosti uPA, dok neke stanic¢ne linije
nisu pokazivale promjene (Brdar i Matuli¢, 1988.; Horvat i sur., 2019b.; Maduni¢ i sur., 2017.;
Matuli¢ i Brdar, 2002.).

Kako NaS, koji je modulirao sustav uPA na razli¢ite nacine, u ovisnosti o tipu stanica, moze
biti induktor ERS, istrazilo se moze li ERS biti uzrok promjene aktivnosti uUPA kod razli¢itih
stani¢nih linija. Stoga su stani¢ne linije usporedno tretirane tvarima koje su poznati induktori
ERS i tvarima za koje potencijalno moduliraju sustav uPA. Stani¢ne linije su tretirane
induktorima stani¢nog stresa, kemoterapeuticima koji kod nekih linija moduliraju sustav uPA
(gemcitabin  (Wang i sur., 2017.), alkiliraju¢im agensom  N-metil-N'-nitro-N-
nitrozoguanidinom i NaS) te induktorom ERS thapsigarginom, kako bi se istrazivo utjecaj tvari

koja je poznati induktor ERS na promjene u sustavu uPA.

5.1. Analiza urokinazne aktivnosti nakon djelovanja kemoterapeutika ili izazivanja
stresa endoplazmatskog retikluma

5.1.1. Utjecaj induktora stresa endoplazmatskog retikluma thapsigargina na aktivnost

urokinaze kod razlicitih stani¢nih linija

Ispitana je uPA aktivnost, bazalna i nakon izazivanja ERS pomocu thapsigargina kod
adherentnih stani¢nih linija glioblastoma A1235, karcinoma dojke MDA-MB-231,
neuroglioma H4, ljudskog embrionalnog bubrega HEK-293, karcinoma pluéa A2182,
osteosarkoma U-20S i karcinoma vrata maternice HelLa. Stanice su tretirane razli¢itim
koncentracijama thapsigargina (0,25-1 uM) kako bi se utvrdila subletalna koncentracija za tip
stanica. Nakon 24 sata od pocetka tretmana, stanice su inkubirane u mediju DMEM bez seruma
tijekom 6 sati te se u kondicioniranom mediju odredila relativna aktivnost uPA radijalnom

kazeinolizom.

Thapsigargin se eksperimentalno koristi za izazivanje ERS. On djeluje kao ireverzibilni,
nekompetitivni inhibitor Ca?*-ATPaze sarkoplazmatskog retikuluma (SERCA). Buduéi da

funkcija brojnih endoplazmatskih Saperona ovisi o prisutnosti kalcija, thapsigargin moze
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izazvati ERS te dovesti do apoptoze uzrokovane stresnim uvjetima (Jaskulska i sur., 2021.;
Yoshino i sur., 2017.).

Rezultati (Slika 10.) su pokazali da je induktor ERS thapsigargin uzrokovao povecéanje
aktivnosti UPA u odnosu na bazalnu aktivnost u stani¢noj liniji glioblastoma A1235, dok je
uzrokovao smanjenje aktivnosti UPA u stani¢énim linijama MDA-MB-231, H4, HEK-293 i
A2182. Stanice osteosarkoma U-20S i karcinoma vrata maternice HelLa nisu pokazale
aktivnost uPA.

Za daljnje istrazivanje odabrane su stani¢ne linije glioblastoma A 1235 i karcinoma dojke MDA -
MB-231 koje su pokazale najve¢u promjenu u aktivnosti UPA nakon izazivanja ERS

thapsigarginom.

Relativna aktivnost uPA

A1235 TG0.25 TGOS TG1 MDA TG025 TGOS H4 TG025 TGOS HEK TGO0S5 A2182 TG0.25 TGOS

Slika 10. Relativna aktivnost uPA kod stani¢nih linija glioblastoma A1235, karcinoma
dojke MDA-MD-231, neuroglioma H4, ljudskog embrionalnog bubrega HEK-293,
karcinoma pluéa A2182, osteosarkoma U-20S i karcinoma vrata maternice HeL.a nakon
tretmana razliitim Kkoncentracijama thapsigargina. Stanice su tretirane razli¢itim
koncentracijama thapsigargina tijekom 24 sata. Aktivnost uPA odredena je u kondicioniranom mediju i
izrazena kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti netretirane kontrole. Stupci predstavljaju
srednju vrijednost rezultata dviju bioloSkih replika. A1235: bazalna aktivnost uPA kod netretiranih
stanica A1235; MDA: bazalna aktivnost uPA kod stanica netretiranin MDA-MB-231; H4: bazalna
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aktivnost uPA kod netretiranih stanica neuroglioma H4; HEK: bazalna aktivnost uPA kod netretiranih
stanica HEK-293; A2182: bazalna aktivnost uPA kod netretiranih stanica A2182; TG 0,25: thapsigargin
0,25 uM; TG 0,5: thapsigargin 0,5 uM; TG 1: thapsigargin 1 uM. *statisticki znacajna razlika u odnosu

na netretiranu kontrolu prema Student T-testu (p < 0.05).

5.1.2. Utjecaj kemoterapeutika i induktora stresa endoplazmatskog retikluma
thapsigargina na aktivnost urokinaze kod stani¢ne linije glioblastoma A1235

Stanice A1235 tretirane su tvarima kojima je ranije dokazana modulacija sustava uPA poput
MNNG i NaS kako bi se istrazilo uzrokuju li one i ERS (Maduni¢ i sur., 2017.; Matuli¢ i Brdar,
2002.). Osim toga, ispitivan je i u¢inak gemcitabina, koji dosad nije bio istrazen. AKtivnost uPA

nakon tretmana tim tvarima usporedena je s aktivno$¢u nakon izazivanja ERS.

Gemcitabin je prolijek koji se metabolizira u stanici djelovanjem deoksicitidin-kinaze (Dck) u
gemcitabin monofosfat koji se prevodi u aktivne metabolite gemcitabin difosfat (dFACDP) i
gemcitabin trifosfat (dFACTP). Gemcitabin trifosfat natjeCe se s deoksicitidin trifosfatom
(dCTP) pri ugradnji u DNA i izaziva zaustavljanje sinteze DNA (Bastiancich i sur., 2018.).
(Wang i sur., 2017.).

NaS, aktivna komponenta aspirina (acetilsalicilne kiseline) djeluje na upalne signalne putove
inhibicijom razli¢itih proteinskih kinaza (Silva i sur., 2007.). Obrada stanica NaS je povecavala
aktivnost UPA kod stani¢ne linije glioblastoma, dok je kod stanica karcinoma dojke smanjila
aktivnost (Horvat i sur., 2019b.; Maduni¢ i sur., 2017.; Matuli¢ i Brdar, 2002.).

Alkiliraju¢i agens MNNG izaziva alkilaciju guanina. Dosadasnja istrazivanja su pokazala da
kod stanica kojima je nedostajala aktivnost enzima popravka, O°metilguanin-DNA
metiltransferaze (MGMT) dolazi doporasta aktivnosti uPA. (Bastiancich i sur., 2018.; Brdar i
Matuli¢, 1988.).

Stanice A1235 tretirane su s 2, 51 10 uM gemcitabina, 15 mM NaS, 51 10 uM MNNG te 0,25,
0,51 1 uM thapsigargina tijekom 24 sata. Aktivnost uPA odredena u kondicioniranom mediju

metodom radijalne kazeinolize.

Rezultati (Slika 11.) su pokazali da stanice A1235 nakon tretmana kemoterapeuticima
(gemcitabinom, NaS i MNNG), kao i induktorom ERS thapsigarginom povecavaju aktivnost
uPA.
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Relativna aktivnost UPA bila je povecana 10 puta uslijed tretmana 2 uM gemcitabinom, 13 puta
5 uM gemcitabinom, 11 puta 15 mM NaS, 5 puta 5 uM MNNG-om, 6 puta 10 yM MNNG-
om, 4 puta 0,25 uM thapsigarginom, 10 puta 0,5 uM thapsigarginom i 6 puta 1 uM
thapsigarginom. Iznimka je djelovanje 10 uM gemcitabina koji je letalno djelovao na stanice
A1235.

Relativna aktivnost uPA

K GEM 2 GEM 5 GEM 10 Na$S 15 MNNG 5 MNNG 10 TG0.25 TGOS TG1

Slika 11. Relativna aktivnost uPA kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 tretiranih
kemoterapeuticima i thapsigarginom. Stanice A1235 su tretirane kemoteraputicima (gemcitabin,
NaS i MNNG) i thapsigarginom tijekom 24 sata. Aktivnost uPA odredena u kondicioniranom mediju te
je predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti netretirane kontrole. Stupci
predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju bioloskih replika. K: bazalna aktivnost uPA kod
netretiranih stanica A1235; GEM 2: gemcitabin 2 uM; GEM 5: gemcitabin 5 uM; GEM 10: gemcitabin
10 uM; NaS 15: natrijev salicilat 15 mM; MNNG 5: MNNG 5 uM; MNNG 10: MNNG 10 uM; TG
0,25: thapsigargin 0,25 uM; TG 0,5: thapsigargin 0,5 uM; TG 1: thapsigargin 1 uM. *statisti¢ki
znacajna razlika u odnosu na K prema Student T-testu (p < 0.05).
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5.1.3. Utjecaj kemoterapeutika i induktora ERS thapsigargina na aktivnost urokinaze kod
stani¢ne linije MDA-MB-231

Kako su dosadasnja istrazivanja pokazala da a NaS moze modulirati aktivnost uPA u stanicama
MDA-MB-231, a potencijalni je induktor ERS (Maduni¢ i sur., 2017.), djelovanje razlicitih

kemoterapeutika usporedeno je s u¢incima thapsigargina, induktora ERS.

Stanice MDA-MB-231 tretirane su s 2, 51 10 uM gemcitabinom, 15 mM NaS, 51 10 uM
MNNG te 0,25 i 0,5 uM thapsigarginom tijekom 24 sata. Aktivnost UPA odredena je u
kondicioniranom mediju metodom radijalne kazeinolize. Rezultati (Slika 12.) su pokazali da su
stanice MDA-MB-231 nakon tretmana gemcitabinom, NaS i thapsigarginom imale smanjenu
aktivnost uPA. Pri koncentraciji od 5 uM, gemcitabin je izazvao smanjenje aktivnosti za 86%,
dok je pri koncentraciji od 2 uM smanjenje iznosilo 56%. Pri koncentraciji od 10 uM,
gemcitabin je letalno djelovao na stanice MDA-MB-231. Kod stanica tretiranih NaS, doslo je

do smanjenja aktivnosti uPA od 82%.

Pri koncentraciji od 5 uM, MNNG nije doveo do statisti¢ki znacajnog smanjenja aktivnosti
UPA, dok je pri koncentraciji od 10 uM doveo do smanjenja aktivnosti od oko 75%, ali uz
znatnu citotoksi¢nost. Tretman stanica s 0,25 1 0,5 uM thapsigargina izazvao je slicnu razinu
smanjenja aktivnosti uPA (88% kod 0,25 pM u odnosu na 89% 0,5 uM thapsigargina).
Thapsigargin u koncentraciji od 1 uM bio je citotoksican za stanice MDA-MB-231.
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Relativna aktivnost uPA

K GEM 2 GEM 5 GEM 10 Na$ 15 MNNG 5 MNNG 10 TG0.25 TGOS

Slika 12. Relativna aktivnost uPA kod stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231
tretiranih kemoterapeuticima i thapsigarginom. Stanice MDA-MB-231 tretirane su
kemoteraputicima (gemcitabin, NaS i MNNG) i thapsigarginom tijekom 24 sata. Aktivnost uPA
odredena u kondicioniranom mediju te je predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti
netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju bioloskih replika. K: bazalna
aktivnost uPA kod netretiranih stanica MDA-MD-231; GEM 2: gemcitabin 2 uM; GEM 5: gemcitabin
5 uM; GEM 10: gemcitabin 10 uM; NaS 15: natrijev salicilat 15 mM; MNNG 5: MNNG 5 uM; MNNG
10: MNNG 10 uM; TG 0,25: thapsigargin 0,25 uM; TG 0,5: thapsigargin 0,5 uM. *statisticki znac¢ajna

razlika u odnosu na K prema Student T-testu (p < 0.05).

5.1.4. Utjecaj inhibitora stresa endoplazmatskog retikluma ECGC na aktivnost urokinaze
kod stani¢ne linije glioblastoma A1235

Kako se istrazilo je li ERS uzrok promjena aktivnosti uPA, stanice su tretirane kombinacijom
kemoterapeutika koji su modulirali aktivnost uPA i inhibitora pojedinih stepenica odgovora na
ERS.
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Stanice A1235 tretirane su kombinacijom thapsigargina i inhibitora Saperona BiP, ECGC
(Roller i Maddalo, 2013.).

Takoder su tretirane kemoterapeuticima, 5 1 10 pM gemcitabinom, 15 mM NaS te 5 pM
MNNG tijekom 24 sata u prisustvu 100 puM ECGC. Aktivnost uPA odredena je radijalnom
kazeinolizom u kondicioniranom mediju. Rezultati (Slika 13.) su pokazali da su uzorci tretirani
inhibitorom ERS ECGC imali smanjenu aktivnost uPA u odnosu na bazalnu aktivnost. Kod
tretmana stanica kombinacijom thapsigargina i ECGC doSlo je do znacajnog smanjenja
aktivnosti UPA za 47% u odnosu na sam tretman. Kod stanica tretiranih kombinacijom NaS i
ECGC doslo je do znacajnog smanjenja aktivnosti uPA za 67 % u odnosu na aktivnost uPA kod
stanica tretiranih samo s NaS. Kod tretmana stanica kombinacijom MNNG i ECGC, doslo je
do znacajnog smanjenja aktivnosti uPA za 32 % u odnosu na sam tretman. ECGC nije bitno

utjecao na promjenu aktivnosti UPA u kombinaciji s gemcitabinom.

Relativna aktivnost uPA

K ECGC TGO0.5 TGOS+ GEM 5 GEM 5+ GEM 10 GEM 10+ NaS 15 NaS 15+ MNNG 5  MNNG 5+
ECGC ECGC ECGC ECGC ECGC

Slika 13. Relativna aktivnost uPA kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 tretirane ECGC,
u kombinaciji s thapsigarginom i kemoterapeuticima. Stanice A1235 su tretirane ECGC, a
zatim u kombinaciji s thapsigarginom i kemoterapeuticima (gemcitabin, NaS i MNNG) tijekom 24 sata.
Aktivnost UPA je odredena u kondicioniranom mediju i predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu
na vrijednosti netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju bioloskih
replika. K: bazalna aktivhost uPA kod netretiranih stanica A1235; ECGC: ECGC 100 uM; TG 0,5:
thapsigargin 0,5 uM; TG 0,5 + ECGC: thapsigargin 0,5 uM + ECGC 100 uM; GEM 5: gemcitabin 5
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uM; GEM 5 + ECGC: gemcitabin 5 uM + ECGC 100 uM; GEM 10: gemcitabin 10 uM; GEM 10 +
ECGC: gemcitabin 10 uM + ECGC 100 uM; NaS 15: natrijev salicilat 15 mM; NaS 15 + ECGC:
natrijev salicilat 15 mM + ECGC 100 uM; MNNG 5: MNNG 5 pM; MNNG 5 + ECGC: MNNG 5 uM
+ ECGC 100 pM. *statisticki znacajna razlika u odnosu na K ili induktor stani¢nog stresa tj. ERS prema

Student T-testu (p < 0.05).

5.1.5. Utjecaj inhibitora stresa endoplazmatskog retikluma ECGC na aktivnost urokinaze
kod stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231

Stanice MDA-MB-231 tretirane su kemoterapeuticima 5 i 10 uM gemcitabinom, 15 mM NaS
te 5 uM MNNG tijekom 24 sata u prisustvu 100 uM ECGC. Aktivnost UPA odredena je

radijalnom kazeinolizom u kondicioniranom mediju.

Rezultati (Slika 14.) su pokazali da inhibitor BiP-a ECGC smanjuje aktivnost uPA u odnosu na
bazalnu aktivnost u stani¢noj liniji MDA-MB-231. ECGC je statisticki znacajno smanjio
bazalnu aktivnost uPA za 85%. Nakon tretmana kombinacijom kemoterapeutika gemcitabina i
NaS s ECGC doslo je do daljnjeg smanjenja aktivnosti UPA. U kombinaciji inhibitora s 5 uM
gemcitabinom, doslo je do smanjenja aktivnosti uPA za 86 % u odnosu na tretman s ECGC. U
kombinaciji inhibitora s NaS doslo je do smanjenja aktivnosti uPA za 47 % u odnosu na sam
tretman. Kombinacija inhibitora s thapsigarginom rezultirala je pove¢anjem ukupne aktivnosti
UPA za 56% u odnosu na tretman samo s ECGC-om, medutim, ta razlika nije bila statisti¢ki

znacajna. Sam inhibitor nije imao znacajan utjecaj na aktivnost uPA izazvanu MNNG-om.
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Relativna aktivnost uPA

K ECGC TG 0,25 TG025+ GEM 5 GEM 5+ GEM 10 GEM 10+ NaS 15 NaS15+ MNNG5  MNNG 35+
ECGC ECGC ECGC ECGC ECGC

Slika 14. Relativna aktivnost uPA kod stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231
tretirane ECGC, u kombinaciji s thapsigarginom i kemoterapeuticima. Stanice MDA-MB-
231 su tretirane ECGC, a zatim u kombinaciji s thapsigarginom i kemoterapeuticima (gemcitabin, NaS
i MNNG) tijekom 24 sata. Aktivnost uPA je odredena u kondicioniranom mediju i predstavljena kao
relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost
rezultata dviju bioloskih replika. K: bazalna aktivnost uPA kod netretiranih stanica MDA-MB-231;
ECGC: ECGC 100 uM; TG 0,25: thapsigargin 0,5 uM; TG 0,25 + ECGC: thapsigargin 0,5 uM +
ECGC 100 uM; GEM 5: gemcitabin 5 uM; GEM 5 + ECGC: gemcitabin 5 uM + ECGC 100 uM;
GEM 10: gemcitabin 10 uM; GEM 10 + ECGC: gemcitabin 10 uM + ECGC 100 uM; NaS 15: natrijev
salicilat 15 mM; NaS 15 + ECGC: natrijev salicilat 15 mM + ECGC 100 uM; MNNG 5: MNNG 5 uM;
MNNG 5 + ECGC: MNNG 5 uM + ECGC 100 uM. *statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K ili
induktor stani¢nog stresa tj. ERS prema Student T-testu (p < 0.05).

5.1.6. Utjecaj inhibitora stresa endoplazmatskog retikluma icerguastata na aktivnost

urokinaze kod stani¢ne linije glioblastoma A1235

Stanice A1235 tretirane su kombinacijom thapsigargina i icerguastata. lcerguastat djeluje kao
selektivni inhibitor regulatorne podjedinice PPP1R15A (R15A) (GADD34) ¢ime smanjuje

fosforilaciju EIF2A i drugih proteina koji djeluju na stopu translacije (Nagamine i Dolan, 2021.;
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Senft i Ronai, 2015.). Stanice su tretirane kemoterapeuticima 5 uM gemcitabinom, 15 mM NaS
te 5 uM MNNG tijekom 24 sata u prisustvu 5 pM icerguastata. Aktivnost UPA odredena je
radijalnom kazeinolizom u kondicioniranom mediju.

Rezultati (Slika 15.) su pokazali da je inhibitor ERS icerguastat statisticki znac¢ajno smanjio
aktivnost urokinaze u odnosu na bazalnu aktivnost kod stanica A1235, za 60 %. Kod tretmana
stanica kombinacijom gemcitabina i icerguastata, doslo je do statisticki znac¢ajnog smanjenja

aktivnosti uPA za 89 % u odnosu na tretman gemcitabinom.
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Relativna aktivnost uPA

K ICE TGOS TG0S5+ICE GEM 5 GEM 5 +ICE NaS 15 Na$ 15+ ICE MNNG 5 MNNG 5 +ICE

Slika 15. Relativna aktivnost uPA kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 tretirane
icerguastatom, u kombinaciji s thapsigarginom i kemoterapeuticima. Stanice A1235 su
tretirane icerguastatom, a zatim u kombinaciji s thapsigarginom i kemoterapeuticima (gemcitabin, NaS
i MNNG) tijekom 24 sata. Aktivnost uPA je odredena u kondicioniranom mediju i predstavljena kao
relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost
rezultata dviju bioloskih replika. K: bazalna aktivnost uPA kod netretiranih stanica A1235; ICE:
icerguastat 5 uM; TG 0,5: thapsigargin 0,5 uM; TG 0,5 + ICE: thapsigargin 0,5 uM + icerguastat 5
uM; GEM 5: gemcitabin 5 uM; GEM 5 + ICE: gemcitabin 5 uM + icerguastat 5 uM; NaS 15: natrijev
salicilat 15 mM; NaS 15 + ICE: natrijev salicilat 15 mM + icerguastat 5 uM; MNNG 5: MNNG 5 uM;
MNNG 5 + ICE: MNNG 5 uM + icerguastat 5 uM. *statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K ili
induktor stani¢nog stresa tj. ERS prema Student T-testu (p < 0.05).
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5.1.7. Utjecaj inhibitora stresa endoplazmatskog retikluma icerguastata na aktivnost
urokinaze kod stanic¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231

Stanice  MDA-MB-231 tretirane su kombinacijom thapsigargina i icerguastata, te
kombinacijom kemoterapeutika 5 uM gemcitabina, 15 mM NaS te 5 uM MNNG i 5 uM
icerguastata tijekom 24 sata.

Rezultati (Slika 16.) su pokazali da icerguastat nije povec¢ao bazalnu aktivnost uPA. Kod
tretmana icerguastatom i MNNG-om doslo je do statisti¢ki znacajnog povecanja aktivnosti uPA
od oko 2 puta u odnosu na sam tretman s MNNG-om. Icerguastat nije bitno utjecao na aktivnost

UPA kod stanica tretiranih thapsigarginom, gemcitabinom i NaS.
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Slika 16. Relativna aktivnost uPA kod stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231
tretirane icerguastatom, u kombinaciji s thapsigarginom i kemoterapeuticima. Stanice
MDA-MB-231 su tretirane icerguastatom, a zatim u kombinaciji s thapsigarginom i kemoterapeuticima
(gemcitabin, NaS i MNNG) tijekom 24 sata. Aktivnost uPA je odredena u kondicioniranom mediju i
predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti netretirane kontrole. Stupci predstavljaju
srednju vrijednost rezultata dviju bioloskih replika. K: bazalna aktivnost uPAkod netretiranih stanica
MDA-MB-231; ICE: icerguastat 5 uM; TG 0,25: thapsigargin 0,25 uM; TG 0,25 + ICE: thapsigargin
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0,25 uM + icerguastat 5 uM; GEM 5: gemcitabin 5 uM; GEM 5 + ICE: gemcitabin 5 uM + icerguastat
5 uM; NaS 15: natrijev salicilat 15 mM; NaS 15 + ICE: natrijev salicilat 15 mM + icerguastat 5 uM;
MNNG 5: MNNG 5 uM; MNNG 5 + ICE: MNNG 5 uM + icerguastat 5 uM. *statisticki znac¢ajna

razlika u odnosu na K ili induktor stani¢nog stresa tj. ERS prema Student T-testu (p < 0.05).

5.1.8. Utjecaj inhibitora stresa endoplazmatskog retikuluma GSK2656157 na aktivnost

urokinaze kod stani¢ne linije glioblastoma A1235

Stanice A1235 tretirane su kombinacijom thapsigargina i GSK2656157. Takoder, tretirane su i
kemoterapeutikom 15 mM NasS tijekom 24 sata u prisustvu 10 uM GSK2656157. GSK2656157
je visokoselektivan inihibitor kinaze PERK (Atkins i sur., 2013.; Axten i sur., 2013.).

Rezultati (Slika 17.) su pokazali da je inhibitor GSK2656157 povec¢ao aktivnost uPA u odnosu
na bazalnu aktivnost u stani¢noj liniji A1235. GSK2656157 je povecao bazalnu aktivnost UPA
za oko 2 puta, no nakon tretmana thapsigarginom ili NaS uzrokovao je smanjenje aktivnosti
UPA. U kombinaciji inhibitora s thapsigarginom doSlo je do smanjenja aktivnosti uPA za oko
90 % u odnosu na aktivnost uPA kod stanica tretiranih samo thapsigarginom. U kombinaciji

inhibitora s NaS, doslo je do smanjenja aktivnosti uPA za 76% u odnosu na aktivnost uPA kod
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stanica tretiranih samo NaS.
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Slika 17. Relativha aktivnost uPA stani¢ne linije glioblastoma A1235 tretirane
GSK2656157, thapsigarginom i NaS. Stanice A1235 su tretirane GSK2656157, a zatim u
kombinaciji s thapsigarginom i NaS tijekom 24 sata. Aktivnost UPA odredena je u kondicioniranom
mediju i predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti netretirane kontrole. Stupci
predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju bioloskih replika. K: bazalna aktivnost uPA kod
netretiranih stanica A1235; GSK2656157: GSK2656157 10 uM; TG 0,5: thapsigargin 0,5 uM; TG 0,5
+ GSK2656157: thapsigargin 0,5 uM + GSK2656157 10 uM; NaS 15: natrijev salicilat 15 mM; NaS
15 + GSK2656157: natrijev salicilat 15 mM + GSK2656157 10 uM.*statisti¢ki znacajna razlika u
odnosu na K ili induktor stani¢nog stresa tj. ERS prema Student T-testu (p < 0.05).

5.1.9. Utjecaj inhibitora stresa endoplazmatskog retikuluma GSK2656157 na aktivnost

urokinaze kod stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231

Stanice MDA-MB-231 tretirane su kombinacijom thapsigargina i GSK2656157. Takoder,
tretirane su i kemoterapeutikom 15 mM NaS tijekom 24 sata u prisustvu 10 uM GSK2656157.
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Rezultati (Slika 18.) su pokazali da je inhibitor GSK2656157 statisticki znac¢ajno smanjio
bazalnu aktivnost uPA u stani¢noj liniji MDA-MB-231, za oko 70 %. U kombinaciji inhibitora
s 0,5 uM thapsigarginom, doslo je do smanjenja aktivnosti uPA za 60 % u odnosu na aktivnost
kod stanica tretiranih samim thapsigarginom. U kombinaciji inhibitora s NaS, doslo je do

smanjenja aktivnosti uUPA za 82% u odnosu na tretman samim NasS.
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Slika 18. Relativna aktivnost uPA stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231
tretirane GSK2656157, thapsigarginom i NaS. Stanice MDA-MB-231 su tretirane GSK2656157,
a zatim u kombinaciji s thapsigarginom i NaS tijekom 24 sata. Aktivnost uPA odredena je u
kondicioniranom mediju i predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti netretirane
kontrole. Stupci predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju bioloskih replika. K: bazalna aktivnost
UPA kod netretiranih stanica MDA-MB-231; GSK2656157: GSK2656157 10 uM; TG 0,5:
thapsigargin 0,5 uM; TG 0,5 + GSK2656157: thapsigargin 0,5 uM + GSK2656157 10 uM; NaS 15:
natrijev salicilat 15 mM; NaS 15 + GSK2656157: natrijev salicilat 15 mM + GSK2656157 10 pM.

*statistiCki znacajna razlika u odnosu na K ili induktor stanicnog stresa tj. ERS prema Student T-testu

(p <0.05).

5.1.10. Utjecaj ionomycina na aktivnost urokinaze kod stani¢ne linije glioblastoma A1235
i karcinoma dojke MDA-MB-231

Ionomycin je ionofor kalcija, potic¢e unos kalcija u stanicu povecavajuéi njegovu intracelularnu

koncentraciju, pri ¢emu djeluje i na endoplazmatskom retikulumu i na plazma membrani
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(Morgan i Jacob, 1994.; Pecoraro i sur., 2020.). Budu¢i da ERS izazvan thapsigarginom
smanjuje koncentraciju kalcija u ER, dok je istovremeno poveéava u citosolu, primjenom
ionomycina - koji povecava razinu kalcija u citosolu - Zeljelo se ispitati jesu li ucinci
thapsigargina povezani s porastom citosolnog kalcija ili smanjenjem kalcija u

endoplazmatskom retikulumu koji bi mogao inhibirati Saperone ER.

Ispitana je aktivnost uPA, bazalna i nakon tretmana ionomycinom kod stanica A1235 i MDA-
MB-231. Stanice su tretirane s 1 1 2 uM ionomycina tijekom 24 sata, a aktivnost UPA odredena

u kondicioniranom mediju u kojem su stanice bile inkubirane.

Rezultati (Slika 20.) nisu pokazali znacajno povecanje aktivnosti UPA nakon tretmana
ionomycinom u stanicama A 1235, dok je doslo do smanjenja aktivnosti uPA u stanicama MDA-
MB-231. Kada su tretirane 1 uM ionomycinom, doslo je do smanjenja aktivnosti UPA za 14%,

a kada su tretirane 2 uM ionomycinom, doslo je do smanjenja aktivnosti UPA za 66%.
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Slika 19. Relativna aktivnost uPA kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 (A) i karcinoma
dojke MDA-MB-231 (B) tretiranih ionomycinom. Stanice A1235 i MDA-MB-231 su tretirane
ionomycinom tijekom 24 sata, a aktivnost uPA je odredena u kondicioniranom mediju i predstavljena
kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti netretirane kontrole. Stupci predstavljaju srednju
vrijednost rezultata dviju bioloskih replika. K: bazalna aktivnost uPA kod netretiranih stanica A1235 ili
MDA-MB-231; lono 1: ionomycin 1 uM; lono 2: ionomycin 2 uM. *statisticki znacajna razlika u

odnosu na K prema Student T-testu (p < 0.05).
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5.1.11. Utjecaj tiplaxtinina na aktivnost urokinaze kod stanié¢ne linije glioblastoma A1235

Tiplaxtinin (PAI-039) specifican je i potentan inhibitor PAI-1, serpinskog inhibitora koji
regulira uPA aktivnost (Elokdah i sur., 2004.). Stabilizira PAI-1 u neaktivnom konformacijom

obliku, veze se za aktivno mjesto, sprje¢avajuci ga da inhibira uPA (Elokdah i sur., 2004.).

Stanice A1235 su tretirane tijekom 24 sata tiplaxtininom te kombinacijom s thapsigarginom i

NaS. Aktivnost uPA odredena u kondicioniranom mediju u prisustvu tiplaxtinina.

Rezultati (Slika 21.) su pokazali kako nije bilo znac¢ajnog smanjenja bazalne uPA aktivnosti
nakon tretmana tiplaxtininom, kao ni u kombinaciji s thapsigarginom. Doslo je do znacajnog

smanjenja aktivnosti uPA nakon tretmana NaS.
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Slika 20. Relativna aktivnost uPA kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 tretirane
tiplaxtininom, u kombinaciji NasS i thapsigarginom. Stanice A1235 su tretirane tiplaxtininom te
kombinacijom NaS i thapsigargina tijekom 24 sata. Aktivnost UPA odredena je u kondicioniranom
mediju i predstavljena kao relativna vrijednost u odnosu na vrijednosti netretirane kontrole. Stupci
predstavljaju srednju vrijednost rezultata dviju bioloskih replika. K: bazalna aktivnost uPA kod
netretiranih stanica MDA-MB-231; TPX: tiplaxtinin 10 uM; TG 0,25: thapsigargin 0,25 uM; TG 0,25
+ TPX: thapsigargin 0,25 uM + tiplaxtinin 10 uM; NaS 15: natrijev salicilat 15 mM; NaS 15 + TPX:
natrijev salicilat 15 mM + tiplaxtinin 10 uM. *statisticki znacajna razlika u odnosu na K ili induktor

stani¢nog stresa tj. ERS prema Student T-testu (p < 0.05).
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5.2 Analiza ekspresije gena urokinaznog sustava i gena ukljuc¢enih u odgovor na stres

endoplazmatskog retikuluma

5.2.1. Analiza ekspresije gena urokinaznog sustava u stani¢nim linijama glioblastoma
Al1235 i karcinoma dojke MDA-MB-231 tretiranih natrijevim salicilatom i
thapsigarginom

Ekspresija gena sustava UPA i signalnog puta PERK (odgovora nesmotanih proteina)
analizirana je metodom gRT-PCR kod stanica glioblastoma A1235 i karcinoma dojke MDA-
MB-231, u bazalnim uvjetima, te nakon tretmana NaS i thapsigarginom.

Stanice A1235 i MDA-MB-231 tretirane su s 15 mM NaS i thapsigarginom (0,5 uM kod A1235
i 0,25 uM za MDA) tijekom 24 sata, a zatim je izolirana RNA. RNA je prevedena u cDNA te

je genska ekspresija analizirana metodom qPCR pomocu specifiénih pocetnica.

Rezultati (Slika 21.) su pokazali da je ekspresija gena za uPA u stanicama A1235 znacajno
povecana nakon tretmana NasS i thapsigarginom. Konkretno, nakon tretmana NaS porasla je
oko 9 puta, dok je nakon thapsigargina porasla oko 6 puta. Takoder, ekspresija gena za PAI-1
(PAI-1) povecana je nakon tretmana Nas i thapsigarginom. Nakon tretmana NaS porasla je oko
3 puta, sto je statisti¢ki znacajno povecanje, dok je nakon tretmana thapsigarginom porasla oko
1,5 puta. Kod tretmana NaS i thapsigarginom nije bilo znac¢ajne promjene u ekspresiji gena za
UPAR (UPAR).
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Slika 21. Ekspresija gena sustava UPA u stani¢noj liniji glioblastoma A1235 tretirane NaS
i thapsigarginom. Stanice A1235 tretirane su NaS i thapsigarginom. Izolirana RNA obrnuto je
prepisana u cDNA. Relativna kvantifikacija ekspresije gena napravljena je metodom RT-gPCR. Gen
HPRT je koristen kao endogena kontrola za normalizaciju ekspresije gena, a faktori promjene ekspresije
gena izrazeni su u odnosu na kontrolne stanice A1235. K: stanice A1235; uPA: gen za urokinazni
plazminogenski aktivator; UPAR: gen za receptor urokinaznog plazminogenskog aktivatora; PAI-1: gen
za inhibitor aktivatora plazminogena -1; NaS: 15 mM natrijev salicilat; TG: 0,5 uM thapsigargin.

*statisticki znaCajna razlika u odnosu na K prema Student T-testu (p < 0.05).

Analizirana je i ekpresija gena sustava uPA kod stanica MDA MB-231.

Rezultati (Slika 22.) su pokazali da tretman NaS i thapsigarginom nije rezultirao pove¢anjem
ekspresije gena uPA u odnosu na kontrolne stanice. Ekspresija gena PAI-1 u stanicama MDA-
MB-231 znacajno Se povecala nakon tretmana NaS. Konkretno, nakon tretmana NasS, ekspresija
gena PAI-1 porasla je oko 2 puta. Nakon tretmana thapsigarginom nije bilo promjene. Takoder,
ekspresija gena UPAR se povecala nakon tretmana NaS i oko 2 puta, dok nakon tretmana
thapsigarginom nije bilo promjene.
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Slika 22. Ekspresija gena sustava uUPA u stanicama karcinoma dojke MDA-MB-231
tretiranih NaS i thapsigarginom. Stanice MDA-MB-231 tretirane su NaS i thapsigarginom.
Izolirana RNA obrnuto je prepisana u cDNA. Relativna kvantifikacija ekspresije gena napravljena je
metodom RT-gPCR. Gen HPRT je koristen kao endogena kontrola za normalizaciju ekspresije gena, a
faktori promjene ekspresije gena izrazeni su u odnosu na kontrolne stanice MDA-MB-231. K: stanice
MDA-MB-231; uPA: gen za urokinazni plazminogenski aktivator; uPAR: gen za receptor urokinaznog
plazminogenskog aktivatora; PAI-1: gen za inhibitor aktivatora plazminogena -1; NaS: 15 mM natrijev
salicilat; TG: 0,25 uM thapsigargin. *statisticki znacajna razlika u odnosu na K prema Student T-testu
(p <0.05).

5.2.2. Analiza ekspresije gena uklju¢enih u puteve odgovora na stres endoplazmatskog

retikluma u stani¢nim linijama glioblastoma A1235 i karcinoma dojke MDA-MB-231

Da bi se istrazila aktivacija odgovora na ERS, analizirana je ekspresija gena ukljuc¢enih u puteve
odgovora na ERS, nakon tretmana stanica thapsigarginom i NaS. Analizirana je ekspresija gena
ATF3, ATF4, BiP (HspA5, GRP789), CHOP (DDIT3, GADD153), GDF15, SQSTM1 i TRIBBS.

Rezultati (Slika 23.) su pokazali povecanu ekspresiju gena ATF3, ATF4, BiP, CHOP (DDIT3),
GDF15, SQSTM1 i TRIBB3 nakon tretmana NaS i thapsigarginom u stanicama A1235.
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Ekspresija gena CHOP (DDIT3) i GDF15 bila je povecana nekoliko stotina puta nakon
tretmana NasS i thapsigarginom, kao i gena ATF3 nakon tretmana thapsigarginom. Statistic¢ki
znacajno povecanje ekspresije primjeéena je nakon tretmana NaS i thapsigarginom kod gena
ATF3, ATF4, BiP, GDF15, SQSTM1 i TRIBBS.
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Slika 23. Ekspresija gena ukljuenih u puteve odgovora na ERS u stani¢noj liniji
glioblastoma A1235 tretiranih NaS i thapsigarginom. Stanice A1235 su tretirane NaS ili
thapsigarginom. Izolirana RNA iz stani¢nih linija obrnuto je prepisana u cDNA. Relativna kvantifikacija
ekspresije gena napravljena je metodom RT-gPCR. Gen HPRT je koriSten kao endogena kontrola za
normalizaciju ekspregije gena, a faktori promjene ekspresije gena izraZeni su u odnosu na kontrolne
stanice A1235. K: stanice A1235; ATF3: gen za engl. activating transcription factor 3; ATF4: gen za
engl. activating transcription factor 6; BiP (HspA5, GRP78): gen za engl. binding immunoglobulin
protein; CHOP (GADD153, DDIT3): gen za engl. C/EBP homologous protein; GDF15: gen za engl.
Growth Differentiation Factor 15; SQSTM1: gen za sekvestosom 1; TRIBB3: gen za engl. Tribbles

pseudokinase. *statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K prema Student T-testu (p < 0.05).
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Rezultati (Slika 24.) analize ekspresije RNA u stanicama MDA-MB-231 su pokazali povecanu
ekspresiju gena ATF3, ATF4, BiP, SQSTM1 i TRIBB3 nakon tretmana NaS i thapsigarginom.
Povecanje ekspresije gena CHOP (DDIT3) i GDF15 primjeceno je nakon tretmana NaS, ali su
rezultati imali veliko rasprSenje. Statisticki znacajna razlika primjecena je nakon tretmana NaS

kod gena ATF3, ATF4, BiP i TRIBB3, kao i nakon tretmana thapsigarginom kod gena ATF3.
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Slika 24. Ekspresija gena uklju¢enih u puteve odgovora na ERS u stani¢noj liniji
karcinoma dojke MDA-MB-231 tretiranih NaS i thapsigarginom. Stanice MDA-MB-231 su
tretirane NaS ili thapsigarginom. Izolirana RNA iz stani¢nih linija obrnuto je prepisana u cDNA.
Relativna kvantifikacija ekspresije gena napravljena je metodom RT-qPCR. Gen HPRT je koristen kao
endogena kontrola za normalizaciju ekspregije gena, a faktori promjene ekspresije gena izraZeni su u
odnosu na kontrolne stanice. K: stanice MDA-MB-231; ATF3: gen za engl. activating transcription
factor 3; ATF4: gen za engl. activating transcription factor 6; BiP (HspA5, GRP78): gen za engl. binding
immunoglobulin protein; CHOP (GADD153, DDIT3): gen za engl. C/EBP homologous protein;
GDF15: gen za engl. Growth Differentiation Factor 15; SQSTM1: gen za sekvestosom 1; TRIBB3:
gen za engl. Tribbles pseudokinase. *statisticki znacajna razlika u odnosu na K prema Student T-testu
(p <0.05).

XBP1 je kljucan transkripcijski faktor ukljucen u UPR Koji se aktivira izrezivanjem dijela

mRNA pomocu aktivne endonukleaze IRE1. Time nastaje mMRNA koja se prevodi u protein,
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transkripcijski faktor. Promjena veli¢ine produkata PCR, izrezivanje fragmenta od 26 pb,
ukazuje na aktivaciju IRE1.

A1235 MDA-MB-231

K NaS TG K NaS TG

164 pb -
138 pb -

Slika 25. Prekrajanje mRNA gena XBP1 nakon ERS u stani¢noj liniji glioblastoma A1235
i karcinoma dojke MDA-MB-231 izazvanog NaS i thapsigarginom. Na slici poliakrilamidne
gel elektroforeze prikazani su amplifikati PCR nakon obrade uzoraka. Stanice A1235 i MDA-MB-231
tretirane su NaS i thapsigarginom tijekom 24 sata. Nakon tretmana, izolirana je ukupna RNA, koja je
reverznom transkripcijom prevedena u cDNA. UmnaZanje ciljanog transkripta provedeno je metodom
PCR koriStenjem pocetnica specifi¢nih za XBP1. Dobiveni PCR produkti razdvojeni su elektroforezom
u poliakrilamidnom gelu i vizualizirani bojanjem etidijevim bromidom. Molekularni marker koristen je
kao referenca za odredivanje veli¢ine fragmenata. K: bazalna aktivnost uPA kod netretiranih stanica
A1235 i MDA-MB-231; NaS: nakon tretmana 15 mM NaS; TG: nakon tretmana thapsigarginom 0,5
uM kod stanica A1235i. 0,25 uM kod stanica MDA MB-231.

Relativna ekspresija varijante alternativnog
prekrajanja XBPI

Slika 26. Prekrajanje mRNA gena XBP1 nakon ERS u stani¢noj liniji glioblastoma A1235

izazvanog NaS i thapsigarginom. Iz kontrolnih stanica A1235 i stanica tretiranih NaS i
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thapsigarginom izolirana je RNA, prevedena u cDNA te amplificirana pocetnicama za XBP1. Nakon
gel elektroforeze, dobivene vrpce su denzitometrirane i prikazan je omjer cjelovitog i prekrojenog
transkripta XBP1. K: bazalna aktivnost uPA kod netretiranih stanica A1235; NaS: nakon tretmana 15
mM NaS; TG: nakon tretmana thapsigarginom 0,5 uM. *statisticki znacajna razlika u odnosu na K
prema Student T-testu (p < 0.05).
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Slika 27. Prekrajanje mRNA gena XBP1 nakon ERS u stani¢noj liniji karcinoma dojke
MDA-MB-231 izazvanog NasS i thapsigarginom. Iz kontrolnih stanica MDA-MB-231 i stanica
tretiranih NaS i thapsigarginom izolirana je RNA, prevedena u cDNA te amplificirana pocetnicama za
XBP1. Nakon gel elektroforeze, dobivene vrpce su dezintometrirane i prikazan je omjer cjelovitog i
prekrojenog transkripta XBP1. K: bazalna aktivnost uPA kod netretiranih stanica MDA-MB-231; NaS:
nakon tretmana 15 mM NaS; TG: nakon tretmana thapsigarginom 0,25 pM. *statisticki znac¢ajna razlika

u odnosu na K prema Student T-testu (p < 0.05).
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5.3. Analiza ekspresije proteina urokinaznog sustava i stresa endoplazmatskog

retikuluma

5.3.1. Analiza ekspresije proteina urokinaznog sustava u stani¢noj liniji glioblastoma
A1235 i karcinoma dojke MDA-MB-231 nakon tretmana natrijevim salicilatom i
thapsigarginom

Kako bi se istrazila modulacija aktivnosti UPA nakon tretmana razli¢itim agensima, izolirani su
proteini iz stani¢nih linija glioblastoma A1235 i karcinoma dojke MDA-MB-231 nakon
tretmana. Tretman je proveden 15 mM NaS-om i 0,5 uM thapsigarginom za stani¢nu liniju
glioblastoma A1235 tj. 0,25 uM thapsigarginom za stani¢nu liniju karcinoma dojke MDA-MB-
231. Stanic¢ni lizati analizirani su metodom Western blot. Membrane s proteinima inkubirane
su u primarnom antitijelu za uPA, uPAR, PAI-1 i B-aktin. Proteini su detektirani metodom
kemoluminiscencije. Kao mjera za normalizaciju koli¢ine proteina nanesene na gel koriStena je
ekspresija B-aktina. Aktivnost uPA ovisi 0 ekspresiji UPA, njenog inhibitora te mogucnosti
vezanja za receptor, stoga je analizirana njihova ekspresija. Rezultati (Slika 28.) su pokazali da
je ekspresija UPA u lizatima stanica A1235 bila povecana nakon tretmana stanica NaS i
thapsigarginom. Ekspresija PAI-1 je bila smanjena, u stani¢nim lizatima stanica tretiranih NaS

i thapsigarginom, u odnosu na kontrolne uzorke. Detekcija ekspresije UPAR nije bila uspjesna.

Kod stanica karcinoma dojke MDA-MB-231 ekspresija je uPA u stani¢nim lizatima bila
promijenjena, u odnosu na netretirane stanice. Dok je kod stanica tretiranih thapsigarginom bila
povecana, kod stanica tretiranih NaS bila je smanjena. Ekspresija PAI-1 je u lizatima stanica
tretiranih thapsigarginom i NaS bila pove¢ana u odnosu na kontrolne stanice. Detekcija

ekspresije UPAR nije bila uspjesna.
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Slika 28. Analiza ekspresije proteina sustava uPA u stani¢noj liniji glioblastoma A1235
(A) i stani¢noj liniji karcinoma dojke MDA-MB-231 (B) nakon tretmana thapsigarginom
i NaS. Stanice A1235 i MDA-MB-231 su tretirane thapsigarginom i NaS kroz 24 sata, zatim su lizirane,
a proteini lizata analizirani metodom Western blot pomocu antitijela za uPA, PAI-1 i B-aktin. Kao mjera
za normalizaciju koli¢ine proteina nanesene na gel koristena je ekspresija $-aktina. KoriSten je marker
PageRuler Plus Prestained Protein Marker 26619 kojime se detektiraju proteini molekularne mase 10-
250 kDa. K: kontrolne, netretirane stanice A1235 tj. MDA-MB-231; TG: stanice tretirane s 0,5 uM tj.
0,25 uM thapsigargina; NaS: stanice tretirane 15 mM NasS.
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Slika 29. Graficki prikaz analize ekspresije proteina sustava UPA u stani¢noj liniji
glioblastoma A1235 (A) i karcinoma dojke MDA-MB-231 (B) nakon tretmana
thapsigarginom i NaS pomocu dezintometrijskih omjera. Stanice A1235 i MDA-MB-231 su
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tretirane thapsigarginom i NaS tijekom 24 sata, zatim su lizirane, a proteini lizata analizirani metodom
Western blot pomocu antitijela za uPA, PAI-1 i p-aktin. Denzitometrija je uéinjena pomoc¢u Image J.
Graficki prikaz je predstavljen kao omjer razine ekspresije uPA i PAl u odnosu na B-aktin, a dodatno
normalizirana na kontrolni uzorak uPA tj. PAI-1. uPA: omjer razine ekspresije uPA u odnosu na -
aktin, normaliziran na kontrolni uzorak; PAI-1: omjer razine ekspresije PAI-1 u odnosu na B-aktin,
normaliziran na kontrolni uzorak; K: kontrolne, netretirane stanice A1235 tj. MDA-MB-231; TG:
stanice tretirane 0,5 uM tj. 0,25 uM thapsigargina; NaS: stanice tretirane 15 mM NaS. *statisti¢ki

znacajna razlika u odnosu na K prema Student T-testu (p < 0.05).

5.3.2. Analiza ekspresije proteina stresa endoplazmatskog retikuluma u stani¢noj liniji
glioblastoma A1235 i karcinoma dojke MDA-MB-231 nakon tretmana natrijevim

salicilatom i thapsigarginom

Stanice A1235 i MDA-MB-231 tretirane su s 15 mM NaS i1 0,5 uM thapsigargina za stanice
A1325 tj. 0,25 uM thapsigargina za stanice MDA te su izolirani proteini koji su analizirani
metodom Western blot. Membrane s proteinima inkubirane su u primarnom antitijelu za BiP,
ATF4, CHOP i B-aktin.

Rezultati su pokazali povecanje ekspresije BiP u stani¢nim lizatima stanica A1325 i MDA-MB-
231 tretiranim NaS, a posebice thapsigarginom, obzirom na ekspresiju u kontrolnim,
netretiranim stanicama (Slika 30.). Primjeceno je povecanje ekspresije ATF4 u stani¢nom lizatu
stanica A1235 tretiranih thapsigarginom, obzirom na ekspresiju u kontrolnim, netretiranim
stanicama. Takoder, primje¢eno je povecanje ekspresije ATF4 u stanicnom lizatu stanica
MDA-MB-231 tretiranih NaS, posebice thapsigarginom, obzirom na ekspresiju u kontrolnim,

stanicama.
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Slika 30. Analiza ekspresije proteina ERS u stani¢noj liniji glioblastoma A1235 (A) i
karcinoma dojke MDA-MB-231 (B) nakon tretmana NasS i thapsigarginom. Stanice A1235
i MDA-MB-231 su tretirane NaS i thapsigarginom tijekom 24 sata, zatim su lizirane, a proteini lizata
analizirani metodom Western blot pomocu antitijela za BiP, ATF4 i -aktin. Kao mjera za normalizaciju
koli¢ine proteina nanesene na gel koriStena je ekspresija f-aktina. KoriSten je marker PageRuler Plus
Prestained Protein Marker 26619 kojime se detektiraju proteini molekularne mase 10-250 kDa. K:
kontrolne, netretirane stanice A1235 tj. MDA-MB-231; NaS: stani¢ni lizat tretiran s 15 mM NaS; TG:
stani¢ni lizat tretiran s 0,5 uM tj. 0,25 uM thapsigargina.
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Slika 31. Analiza ekspresije proteina ERS (ATF4 i BiP) u stani¢noj liniji glioblastoma
A1235 (A) i karcinoma dojke MDA-MB-231 (B) nakon tretmana NaS i thapsigarginom
pomocu dezintometrijskih omjera. Stanice A1235 i MDA-B-231 su tretirane NaS i thapsigarginom
tijekom 24 sata, zatim su lizirane, a proteini lizata analizirani metodom Western blot pomocu antitijela
za ATF4, BiP i B-aktin. Denzitometrija je uinjena pomoc¢u programa Image J. Graficki prikaz je

predstavljen kao omjer razine ekspresije ATF4 i BiP u odnosu na B-aktin. a dodatno normalizirana na
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kontrolni uzorak BiP tj. ATF4. ATF4: ekspresija ATF4; BiP: ekspresija BiP; K: kontrolne, netretirane
stanice A1235tj. MDA-MB-231; NaS: stani¢ni lizat tretiran s 15 mM NaS; TG: stani¢ni lizat tretiran s
0,5 uM tj. 0,25 uM thapsigargina. *statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na K prema Student T-testu (p
<0.05).

5.4. Analiza migracije stanica tretiranih kemoterapeutikom natrijevim salicilatom i

thapsigarginom

5.4.1. Analiza migracije stanica testom ,zarastanja* u stani¢noj kulturi glioblastoma

A1235 tretiranih NaS i thapsigarginom

Migracija je sposobnost aktivnog kretanja tumorskih stanica. Budu¢i da sustav UPA moze
utjecati na stani¢nu adheziju, migraciju i invaziju, analizirana je migracija stanica A1235, nakon
tretmana 15 mM NaS i 0,5 uM thapsigarginom tijekom 24 sata. Migracija stanica analizirana
je pomocu testa zarastanja ogrebotine na konfluentnom sloju stanica. Rezultati su prikazani kao

relativna vrijednosti smanjenja Sirine ,,ogrebotine* u odnosu na pocetnu.

Rezultati (Slika 32.) su pokazali znacajno smanjenje migracije kod stanica tretiranih NaS i

thapsigarginom.
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Slika 32. Migracija stanica A1235 tretiranin NaS i thapsigarginom metodom
»szarastanja“. Na konfluentnom sloju stanica A1235 napravljena je ,ogrebotina® te usporeden
postotak ,,zarastanja ogrebotine” nakon 24 sata. Stanice su tretirane NaS i thapsigarginom. U prvom
dijelu prikazane su mikroskopske snimke (A), a u drugom dijelu (B) rezultati prikazani kao relativna
vrijednosti smanjenja Sirine ,,ogrebotine* u odnosu na pocetnu. Svaki je uzorak na¢injen u duplikatu, a
po uzorku analizirano 9 tocaka. K: netretirane stanice A1235; NaS:15 mM NaS; TG: 0,5 uM
thapsigargin. *statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na K prema Student T-testu (p < 0.05).
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5.4.2. Analiza migracije stanica testom ,,zarastanja‘ u stani¢noj kulturi karcinoma dojke

MDA-MB-231 tretiranih NaS i thapsigarginom

Rezultati (Slika 33.) su pokazali znacajno smanjenje migracije tj. stanice tretirane NaS i

thapsigarginom (koncentracije 0,25 uM) sporije ,,zarastaju®.
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Slika 33. Migracija stanica MDA-MB-231 tretiranih NaS i thapsigarginom metodom
»zarastanja“. Na konfluentnom sloju stanica MDA-MB-231 napravljena je ,,ogrebotina“ te usporeden
postotak ,,zarastanja ogrebotine nakon 24 sata. Stanice su tretirane NaS i thapsigarginom. U prvom
dijelu prikazane su mikroskopske snimke (A), a u drugom dijelu (B) rezultati prikazani kao relativna
vrijednosti smanjenja Sirine ,,0ogrebotine u odnosu na pocetnu. Svaki je uzorak nacinjen u duplikatu, a
po uzorku analizirano 9 to¢aka. K: netretirane stanice MDA-MB-231; NaS:15 mM NaS; TG: 0,25 uM
thapsigargin. *statisticki znacajna razlika u odnosu na K prema Student T-testu (p < 0.05).
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5.5. Analiza invazije stanica tretiranih natrijevim salicilatom i thapsigarginom
5.5.1. Analiza invazije stani¢ne linije glioblastoma A1235 tretirane NaS i thapsigarginom

Invazija je migracija stanica razgradnjom izvanstani¢nog matriksa pomocu proteaza kojom im
je omogucen prelazak u okolno tkivo, krvne i limfne Zile te stvaranje udaljenih metastaza (Blasi
i sur., 1997.). Analizirana je sposobnost invazije stani¢ne linije glioblastoma A1235 kroz

ekstracelularni matriks nakon obrade NaS i thapsigarginom.

Rezultati su prikazani kao relativna stopa invazije stanica usporedbom broja kontrolnih i
tretiranih stanica. Rezultati (Slika 34.) su pokazali kako nakon obrade stanica A1235

thapsigarginom dolazi do zna¢ajnog smanjenja sposobnosti invazije (za oko 50 %).
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Slika 34. Relativna stopa invazije stani¢ne linije glioblastoma A1235 tretirane NaS i
thapsigarginom. Stanice A1235 su nasadene u komorice s membranom koja sadrzi izvanstani¢ni
matriks te su tretirane NaS i thapsigarginom. Nakon perioda inkubacije od 16 do 24 sata, stanice su
fiksirane, obojane i prebrojane. U prvom dijelu prikazane su mikroskopske snimke (A), a u drugom
dijelu (B) podaci su izrazeni kao postotak u odnosu na kontrolni uzorak. K: netretirane stanice A1235;
NasS: stanice tretirane 15 mM NaS; TG: stanice tretirane 0,5 uM thapsigarginom. *statisticki znacajna

razlika u odnosu na K prema Student T-testu (p < 0.05).
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5.5.2. Analiza invazije stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231 tretirane NaS i

thapsigarginom
Analizirana je sposobnost invazije stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231 nakon
obrade NasS i thapsigarginom.

Rezultati su prikazani kao relativna stopa invazije stanica usporedbom broja stanica kontrole i

tretmana.

Rezultati (Slika 35.) su pokazali kako nakon obrade stanica MDA-MB-231 NaS i

thapsigarginom nije doSlo do znacajnog smanjenja sposobnosti invazije.
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Slika 35. Relativna stopa invazije stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231 tretirane
NaS i thapsigarginom. Stanice MDA-MB-231 su nasadene u komorice s membranom koja sadrzi
izvanstani¢ni matriks te su tretirane NaS i thapsigarginom. Nakon perioda inkubacije od 16 do 24 sata,
stanice su fiksirane, obojane i prebrojane. U prvom dijelu prikazane su mikroskopske snimke (A), a u
drugom dijelu (B) podaci su izraZeni kao postotak u odnosu na kontrolni uzorak. K: netretirane stanice
A1235; NaS: stanice tretirane 15 mM NaS; TG: stanice tretirane 0,25 pM thapsigarginom.*statistic¢ki
znadajna razlika u odnosu na K prema Student T-testu (p < 0.05).
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5.6. Analiza proliferacije stanica tretiranih induktorom stresa endoplazmatskog

retikuluma thapsigarginom
5.6.1. Analiza proliferacije stani¢ne linije glioblastoma A123S tretirane thapsigarginom

Kako bi se istrazilo utjecaj ERS na stani¢nu proliferaciju, pratio se stani¢ni rast brojanjem

stanica nakon tretmana razli¢itim koncentracijama thapsigargina.

Rezultati (Slika 36.) pokazuju znacajnu inhibiciju proliferacije stanica A1235 pri svim
koncentracijama thapsigargina. Nakon 24 sata, thapsigargin u koncentraciji 0,25 uM inhibirao
je rast za 38%, u koncentraciji 0,5 uM za 57%, a u koncentraciji 1 uM za 59%. Nakon 48 sati,
thapsigargin u koncentraciji 0,25 pM inhibirao je rast za 79%, u koncentraciji 0,5 uM za 97%,
a u koncentraciji 1 uM za 98%.
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Slika 36. Prikaz proliferacije stani¢ne linije glioblastoma A1235 tretirane thapsigarginom.
Stanice A1235 tretirane su razli¢itim koncentracijama thapsigargina. Tretman, kao i brojanje stanica
radeno je u triplikatu. U prvom dijelu prikazane su mikroskopske snimke stanica drugog dana tretmana
(A), audrugom dijelu (B) graficki prikaz. K: netretirane stanice A1235; TG 0,25: stanice tretirane 0,25
uM thapsigarginom; TG 0,5: stanice tretirane 0,5 uM thapsigarginom; TG 1: stanice tretirane 1 pM
thapsigarginom. *statisticki znacajna razlika u odnosu na K prema Student T-testu (p < 0.05).

67



5.5.2. Analiza proliferacije stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231 tretirane

thapsigarginom

Rezultati (Slika 37.) pokazuju znacajnu inhibiciju proliferacije stanica MDA-MB-231 pri svim
koncentracijama thapsigargina. Nakon 24 sata, thapsigargin u koncentraciji 0,25 uM inhibirao
je rast za 58%, u koncentraciji 0,5 uM za 72%, a u koncentraciji 1 pM za 78%. Nakon 48 sati,
thapsigargin u koncentraciji 0,25 uM inhibirao je rast za 62%, u koncentraciji 0,5 uM za 90%,
a u koncentraciji 1 pM za 96%.
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Slika 37. Prikaz proliferacije stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231 tretirane
thapsigarginom. Stanice MDA-MB-231 tretirane su razli¢itim koncentracijama thapsigargina.
Tretman, kao i brojanje stanica radeno je u triplikatu. U prvom dijelu prikazane su mikroskopske snimke
stanica drugog dana tretmana (A), a u drugom dijelu (B) graficki prikaz. K: netretirane stanice MDA-
MB-231; TG 0,25: stanice tretirane 0,25 uM thapsigarginom; TG 0,5: stanice tretirane 0,5 pM
thapsigarginom; TG 1: stanice tretirane 1 uM thapsigarginom. *statisticki znacajna razlika u odnosu
na K prema Student T-testu (p < 0.05).
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6. RASPRAVA

Sustav UPA sustav je koji ima vaznu ulogu u nizu fizioloskih 1 patoloskih procesa poput
zarastanja rana, otapanja krvnih ugrusaka, degradacije izvanstani¢nog matriksa, metastaziranja
i remodeliranja tkiva §to je rezultat interakcija molekula koje u njemu sudjeluju (Blasi 1 sur.,
1997.; Duffy, 2005.; Yepes, 2020.). Na molekularnoj razini, interakcije uPA, PAI-1 i uPAR,
reguliraju aktivaciju plazmina i kroz nju procese degradacije ekstracelularnog matriksa, ali i
slozene procese adhezije, migracije i invazije stanica (Baart i sur., 2020.). Regulacija sustava
UPA je na razini transkripcije uPA, PAI-1 i uPAR, njihove sekrecije te medusobnih interakcija
proteaze UPA s UPAR ili inhibicije aktivnosti djelovanjem PAI-1 (Higgins i sur., 2011.;
Mahmood i sur., 2018.; Nagamine i sur., 2005.). Djelovanje sustava ovisi o stani¢no-specifi¢noj
ekspresiji molekula sustava, ali i molekula s kojima one stupaju u interakciju, poput integrina,
LRP1 (CD 91), i dr. kao i o regulaciji unutarstani¢nim signalnim putevima (Baart i sur., 2020.;
Cannio i sur., 1991.; Mahmood i sur., 2018.; Ulisse i sur., 2009.; Vallabhaneni i sur., 2011.).

Cilj ovog rada bilo je istrazivanje regulacije sustava UPA pod utjecajem ERS. Hipoteza rada da
ERS moze utjecati na aktivnost UPA potvrdila se istrazivanjem djelovanja poznatih induktora
ERS na sustav uPA. Ispitivanjem mehanizma djelovanja poznatih modulatora aktivnosti uPA

istrazilo se je li ERS mehanizam kojim se regulira uPA u stresnim uvjetima.

ERS ima klju¢nu ulogu u biologiji tumora, doprinoseci prezivljavanju, proliferaciji i otpornosti
stanica. U tumorskom mikrookoliSu, gdje su kisik 1 hranjive tvari ¢esto ograni¢eni, mnoge
tumorske stanice imaju izmijenjen odgovor na stres te dolazi do nakupljanja nepravilno
smotanih ili nesmotanih proteina u endoplazmatskom retikulumu, $to dovodi do ERS. U slu¢aju
produljenog ERS dolazi do nakupljanja nepravilno smotanih proteina, odnosno do aktivacije
UPR (Corazzari i sur., 2017.; Liang i sur., 2021.; Lin i sur., 2003.). Cilj UPR je obnova
homeostaze endoplazmatskog retikuluma smanjenjem sinteze proteina, povecanjem sinteze
Saperona i degradacijom nepravilno smotanih proteina, a ovisno 0 intenzitetu i trajanju stresa,
omogucuje tumorskim stranicama prilagodbu 1 prezivljenje ili vodi u programiranu stani¢nu
smrt (apoptozu) (Corazzari i sur., 2017.; Schréder i Kaufman, 2005.; Senft i Ronai, 2015.; Wu
i Kaufman, 2006.). Integrirani odgovor na stres (engl. integrated stress response, ISR) slozen
je mehanizam odgovora na razliCite tipove stani¢nog stresa ¢iji su nizvodni putevi povezani s
odgovorom na ERS. (Pakos-Zebrucka i sur., 2016.). ATF4 je sredi$nji transkripcijski faktor,
koji nije aktivan samo u kontekstu ERS, ve¢ i kod drugih oblika stani¢nog stresa, poput

nedostatka aminokiselina, nutrijenata, zeljeza, prisustva dvolancane RNA 1 hipoksije i koji se
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sintetizira i regulira transkripciju nizvodnih meta u suradnji s drugim specifiénim
transkripcijskim faktorima i usprkos opcoj inhibiciji translacije (Lorenz i sur., 2021.; Neill i
Masson, 2023.). Inhibicija UPR povecava osjetljivost tumora na kemoterapiju i imunoterapiju,
¢ime se otvaraju nove mogucnosti za terapijske intervencije usmjerene na ERS (Hetz i Saxena,

2017.; Wang i sur., 2017.).

Kako bi se istrazilo moze li ERS utjecati na sustav UPA, stani¢ne linije glioblastoma A1235,
karcinoma dojke MDA-MB-231, neuroglioma H4, ljudskog embrionalnog bubrega HEK-293,
karcinoma pluca A2182, osteosarkoma U-20S i karcinoma vrata maternice HelLa tretirane su
thapsigarginom, koji se eksperimentalno koristi za izazivanje ERS, ireverzibilnim i
nekompetitivnim inhibitorom Ca?*-ATPaze sarkoplazmatskog retikuluma (SERCA) koja se
nalazi na membrani endoplazmatskog retikuluma. Inhibicijom SERCA sprijecen je povratak
kalcija u endoplazmatski retiklumu, ¢ime dolazi do smanjenja koncentracije kalcija u
endoplazmatskom retiklumu i poveéanja u citoplazmi (Jaskulska i sur., 2021.; Yoshino i sur.,
2017.). Budu¢i da funkcija brojnih endoplazmatskih Saperona ovisi o prisutnosti kalcija, moze
do¢i do nagomilavanja nepravilno smotanih proteina tj. ERS (Corazzari i sur., 2017.). U ovom
istrazivanju je pokazano da thapsigargin u koncentracijama 0,25-1 pM moze modulirati
ekstracelularnu aktivnost uPA te da su promjene stani¢no specifi¢ne. Kod stani¢ne linije A1235
doslo je do povecanja, dok kod stani¢nih linija MDA-MB-231, H4, HEK-293 i A2182 do
smanjenja aktivnosti uPA. Pojedine stani¢ne linije, poput stanica osteosarkoma U-20S i
karcinoma vrata maternice HelLa, nisu imale bazalnu aktivnost uPA. Kod stanica A1235
krivulja poveéanja aktivnosti imala je zvonolik oblik, slicno kao i kod tretmana NaS i nekim
drugim agensima, §to je protumaceno odgovorom kod optimalnih koncentracija, u subletalnim
uvjetima (Matuli¢ i Brdar 2001, Maduni¢ i sur. 2016). S druge strane, odgovor u obliku
promjene aktivnosti UPA opada kod visih koncentracija thapsigargina, zbog povecanja
citotoksi¢nosti. Stani¢ne linije glioblastoma A1235 i karcinoma dojke MDA-MB-231, pokazale
su najvecu promjenu u aktivnosti uPA nakon izazivanja ERS thapsigarginom, a slican stani¢no
specifican nacin promjene aktivnosti uPA prisutan je i nakon tretmana NaS sto je pokazano
ovim, ali i prethodnim istrazivanjima (Madunic¢ i sur., 2017. Matuli¢ i Brdar 2001). NaS moze
inducirati ERS (Miigge i Silva, 2017.), ali djeluje i kao modulator MAP kinaza i puteva NF-xB
te inhibitor AMPK, ovisno o tipu stanica (Amann i Peskar, 2002.; Razandi i sur., 2002.; Tegeder
i sur., 2001.). Neki od ovih signalnih puteva mogu utjecati na aktivnost promotora uPA i PAI-
1 (Madunic¢ i sur. 2016, Maduni¢ i sur. 2017). Stani¢na linija glioblastoma A1235 povecavala

je aktivnost uPA i nakon tretmana kemoterapeuticima koji mogu djelovati mutageno, poput
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alkilirajuc¢eg agensa MNNG (Brdar i Matuli¢, 1988.), etopozida koji izaziva dvolan¢ane lomove
DNA (Matuli¢ i Brdar, 2002.), ali i djelovanja retinoi¢ne kiseline (Horvat i sur., 2019b.).
Stanice A1235 pokazale su relativnu otpornost na MNNG (neobjavljeni podaci), $to je moguce
posljedica upravo povecane aktivnosti molekula odgovora na ERS. Aktivnost uPA povecana je
i nakon tretmana gemcitabinom, citidinskim analogom koji zaustavlja sintezu DNA i inhibira
enzime ukljucene u njihovu sintezu (Bastiancich i sur., 2018.), uz iznimku 10 uM gemcitabina
koji je letalno djelovao. Povecanje aktivnosti UPA pokazano je kod tumorskih stani¢nih linija i
nakon tretmana razliCitim agensima poput inhibitora citoskeleta, forbol esterima, inhibitorima
fosfataza, aktivatorima MAP kinaza itd. (Nagamine i sur., 2005.; Razandi i sur., 2002.; Tegeder
i sur., 2001.).

S druge strane, stani¢na linija karcinoma dojke MDA-MB-231 smanjila je aktivnost uPA nakon
tretmana NaS, ali 1 kod nizih koncentracija gemcitabina. Usprkos hipotezi da je povecanje
aktivnosti UuPA povezano sa sposobnosti stanica da eksprimiraju O6-metilguanin
metiltransferazu i popravljaju alkiliraju¢a oSteéenja, stanice stanice MDA-MB-231 nemaju
detektabilnu aktivnost MGMT (Chen i sur., 2015.), ali su smanjivale aktivnost uPA nakon
alkiliraju¢eg oStecenja. Ove su stanice bile vrlo osjetljive na alkiliraju¢i MNNG (podaci kolega

iz laboratorija).

Da bi se istrazila povezanost promjena aktivnosti UPA sa ERS, analizirana je ekspresija gena i
proteina odgovora UPR nakon tretmana razli¢itim agensima. Kod stani¢ne linije glioblastoma
A1235 analiza ekspresije gena pokazala je da su i thapsigargin i NaS uzrokovali ERS. Doslo je
do povecanja ekspresije gena za BiP, koji kodira za Saperon koji pravilno smata proteine u ER
i povecava ekspresiju kao odgovor na ERS (Corazzari i sur., 2017.; Heinrich i sur., 2024.;
Hwang i Qi, 2018.; Zhang i sur., 2024b.). Zabiljezeno je i povecanje ekspresije gena za ATF4
koji kodira za klju¢ni transkripcijski faktor koji regulira stani¢ni odgovor na stres. Nakon
aktivacije receptora PERK, dolazi do fosforilacije elF2a i posljedi¢ne inhibicije opée stani¢ne
translacije. Ipak, zahvaljujuéi posebnoj strukturi 5' UTR regije mRNA, ATF4 se moze
selektivno 1 dalje moZe sintetizirati i u tim uvjetima. Uloga ATF4 u stanicnom odgovoru ovisi
0 njegovom dimerizacijskom partneru, koji se razlikuje ovisno o potrebama stanice (Pakos-
Zebrucka i sur., 2016.). Aktivirani ATF4 inducira sintezu Saperona, formira heterodimere s
CHORP te regulira apoptozu, autofagiju i druge procese povezane s odgovorom na stres (Neill i
Masson, 2023.; Pakos-Zebrucka i sur., 2016.). ATF4 se na ciljnim promotorima veze za
elemente C/EBP-ATF (CARE) (Gentz i sur., 2013.; Pakos-Zebrucka i sur., 2016.; Senft i Ronai,

2015.) te povecava ekspresiju niza gena, ukljucujuéi gene za ATF3, Saperon BIP,
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CHOP/DDIT3/GADD156, DDIT3, GADD34 i TRIBB3 (Cunard, 2013.; Vihervaara i sur.,
2018.). Neki od ovih proteina sudjeluju u ublazavanju stresa i regulaciji aktivnosti ATF4, dok
drugi, poput GADD34, djeluju povratno inhibirajuc¢i kinazu odgovornu za fosforilaciju elF2a,
¢ime se ponovno uspostavlja opéa translacija (Magg i sur., 2024.). TRIBB3, s druge strane,
povezan je s regulacijom signalnog puta mTOR i inhibicijom stani¢nog rasta, a i ATF4 takoder
moze sudjelovati u negativnoj regulaciji signalizacije putem Akt/mTOR (Zhang i sur., 2024a.).
Uz CHOP, ATF4 regulira i ekspresiju p62/SQSTMI, kljuénog adaptora u procesu autofagije.
U tumorskim stanicama, poviSena ekspresija ATF4 u uvjetima stresa moze imati razlicite
ucinke - u nekim slucajevima doprinosi prezivljenju stanica, dok u drugima mogucée vodi

povecéanju apoptoze i autofagije (Liu i sur., 2016.; Park i sur., 2016.).

Kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 thapsigargin je povecao ekspresiju gena za ATF4 te
svih navedenih nizvodnih meta (gena za ATF3, BiP, SQSTM1, TRIBB3, CHOP). Poveéana je
bila i ekspresija gena za GDF15, koji kodira protein porodice TGF} povezan sa stresom i
karakteristi¢no je induciran NaS (Emmerson i sur., 2018.). Bazalna je razina ekspresije nekih
gena ERS kod stanica A1235 bila visoka, poput one kod gena za ATF4 (neobjavljeni podaci
RNA sekvenciranja, podaci RT-gPCR). S druge strane, poveéanje ekspresije je bilo vrlo veliko,
do nekoliko desetaka puta (npr. ATF3 i GDF15). Poveéanje ekspresije gena za CHOP nije
pokazalo statisticku znacajnost zbog velikog rasapa rezultata, moguée zbog nestabilnosti
sekvence, iako je povecanje bilo izrazito, te se moglo detektirati i obicnom reakcijom PCR.
Povecanje ekspresije je potvrdeno za neke molekule UPR i na razini proteina, poput gena za
ATF4 i BiP. NaS, iako ima viSestruko djelovanje u stanici moze izazvati ERS (Mugge i Silva,
2017.; Razandi i sur., 2002.). Kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 takoder je povecao
ekspresiju RNA gena za ATF3, ATF4, BiP, CHOP (DDIT3), GDF15, SQSTM1 i TRIBB3. Pilot
projekt sekvenciranja RNA stani¢ne linije glioblastoma A1235 tretirane NaS potvrdio je
visestruko povecanje ekspresije niza gena povezanih s odgovorom na ERS (ATF3, ATF4, BiP,
CHOP, GADD34, TRIBB3). Sli¢no kao i kod thapsigargina, poveéanje je ekspresije bilo kod
nekih gena do nekoliko desetaka pa i stotinu puta (npr. GDF15). Osim aktivacije puta PERK,
kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 bila je povecana aktivacija puta IREa, buducdi da je
detektiran kratki oblik transkripta gena XBP1. Aktivacijom IREa dolazi do izrezivanje
sekvence mMRNA od 26 pb, ¢ime nastaje transkript po kojem se sintetizira transkripcijski faktor
uklju¢en u odgovor na ERS. Ciljni geni ovog faktora ukljucuju one koji sudjeluju u
metabolizmu lipida, ekspresiji Saperona i drugim aspektima prilagodbe stanice na stres

(Oslowski i Urano, 2011.; Senft i Ronai, 2015.).
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Kod stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231 takoder je pokazano da thapsigargin i NaS
izazivaju odgovor na ERS. Za eksperimentalne uvjete koriStena je koncentracija 0,25 uM
thapsigargina, buduci da je pokazala optimalan odgovor u u odnosu na stani¢nu vijabilnost. Na
razini RNA, thapsigargin je inducirao ekspresiju gena za ATF3, dok je ekspresija vecine drugih
nizvodnih gena, BiP, CHOP, GDF15, SQSTM1 i TRIBB3, ukljuc¢uju¢i ATF4 bila sli¢na
kontroli. Medutim, na razini proteina povecana je bila ekspresija BiP i ATF4. NaS je kod ovih
stanica izazvao povecanje ekspresije gena za ATF4, ATF3, BiP, CHOP i TRIBB3. Faktor
povecanja ekspresije je bio 2-6 puta. Na razini proteina ATF4 je takoder pokazao povecanje
ekspresije, dok je povecanje ekspresije BiP bilo znatno manje. NaS 1 thapsigargin takoder su
aktivirali signalni put IREa i uzrokovali cijepanje XBP1, medutim u znatno manjoj mjeri nego

kod stanicne linije glioblastoma A1235.

lako su NaS i thapsigargin izazvali promjene ekspresije gena i proteina ERS, odgovor stanica
na NaS je bio ve¢i na razini ekspresije RNA, dok je Saperon BiP bio izrazito induciran
thapsigarginom. Razli¢ita jac¢ina odgovora na razini proteina i RNA kod tretmana
thapsigarginom moze se objasniti vremenskim tijekom dogadanja. Oboje su analizirani nakon
24 sata, te je moguce da stanice brzo reagiraju promjenama u ekspresiji RNA, koja se nakon 24
sata vrac¢a na bazalne vrijednosti, dok je u meduvremenu doslo do sinteze proteina. Koli¢ina
mRNA tijekom UPR moze biti regulirana stimulacijom ili inhibicijom transkripcije i
povecanjem ili smanjenjem stabilnosti mRNA (Arensdorf i sur., 2013.). Odgovor i ishod ERS
mogu biti regulirani npr. s pomo¢u GADD34, fosfataze koja sudjeluje u povratnoj spregi,
defosforilira elF2a i tako smanjuje inhibiciju proteinske translacije, 1 mijenja relativnu koli¢inu
transkripcijskih faktora. S druge strane, primjer RNA i proteina kratkog poluZivota je CHOP,
koji se smatra sekundarnim transkripcijskim faktorom UPR, budu¢i da je direktno reguliran s
pomoc¢u ATF4 i ATF6. Funkcija mu je povezana sa stanicnom smrti. Stoga se njegova koli¢ina
smatra mjerom stresa ER u realnom vremenu i strogo je kontrolirana (Rutkowski i sur. 2006).
CHOP regulira ekspresiju i anti i proapoptotskih gena porodice Bcl2, ali i negativnu povratnu
vezu kroz GADD34 (Arensdorf i sur., 2013.).

Da bi se detaljnije istrazio odgovor stanica na ERS, putevi odgovora su inhibirani razli¢itim
inhibitorima i pratila se promjena aktivnosti uPA. Ispitan je stani¢ni odgovor nakon tretmana s
ECGC, inhibitorom Saperona BiP zatim s icerguastatom, inhibitorom fosfataze
PPP1RI5A/GADD34, koja je ukljuena u ponovnu aktivaciju elF2a, te GSK2656157,
inhibitorom signalnog puta PERK.
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Kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 i karcinoma dojke MDA-MB-231, ECGC je smanjio
bazalnu razinu aktivnosti UPA. Kod stani¢ne linije glioblastoma A1235, vezanjem za BiP
teoretski bi mogao i aktivirati i smanjiti reakciju na ERS blokadom Saperona (Capasso i sur.,
2025.; Pyrko i sur., 2007.; Talib i sur., 2024.). Takoder, ECGC je potencijalni inhibitor
aktivnosti UPA na enzimatskoj razini (Shin i sur., 2018.), a, kod stani¢ne linije karcinoma dojke
MDA-MB-231 je pokazano da moze inhibirati rast stani¢ne linije inaktivacijom B-kateninskog
signalnog puta (Hong i sur., 2017.). Nasi su rezultati pokazali smanjenje ekspresije UPA na
razini proteina kod stanica A1235, dok kod stanica MDA MB-231 nije bilo bitnih promjena
ekspresije UPA (rezultati kolega iz laboratorija). Kod stanica A1235, u kombinaciji s
thapsigarginom, NaS i alkiliraju¢im agensom MNNG, ECGC je doveo do smanjenja poveéane
aktivnosti uPA.

Kod stanica MDA MB-231 kombinacija tretmana s ECGC i gemcitabina ili NaS dovela je do
dodatnog smanjenja aktivnosti uPA, dok kombinacija s thapsigarginom nije bitno utjecala na
aktivnost uPA.

Inhibicija PERK visokoselektivnim inhibitorom GSK2656157 (Axten i sur., 2013.), kod
stani¢ne linije glioblastoma A 1235 povecala je bazalnu aktivnost uPA. Medutim, u kombinaciji
s thapsigarginom, NaS, MNNG-om i gemcitabinom doslo je do smanjenja povecane aktivnosti
izazvane kemoterapeuticima. Takvi bi rezultati ukazivali na povezanost ERS i aktivnosti uPA

kod ovih stanica.

Kod stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231 inhibicija PERK nije utjecala na bazalnu
aktivnost uPA niti je bitno utjecala na smanjenje aktivnosti nakon tretmana s thapsigarginom,
NaS i gemcitabinom. Jedino je bilo povecanje aktivnosti u kombinaciji s MNNG. Ovi bi
rezultati ukazivali da put regulacije aktivnosti uPA kod ERS kod stani¢ne linije karcinoma
dojke MDA-MB-231 ne ovisi 0 aktivnosti kinaze PERK.

Inhibitor GADD34, icerguastat — selektivni inhibitor regulatorne podjedinice PPP1R15A,
fosfataze ukljuene u povratnu spregu i utiSavanje odgovora na stres, takoder je razli¢ito
djelovao kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 i karcinoma dojke MDA-MB-231. Kod
stani¢ne linije glioblastoma A1235 povecao je bazalnu aktivnost UPA, ali je smanjio aktivnost
nakon tretmana thapsigarginom, NaS, MNNG-om i gemcitabinom. Rezultati sekvenciranja
RNA stanica A1235 tretiranih NaS pokazali su relativno visoku ekspresiju gena za GADD34 i
povecanje od 5 puta nakon tretmana. Smanjenje aktivnosti uPA kod kombinacije tretmana s

kemoterapeuticima i inhibitorom takoder ukazuje na ukljucenost ERS u regulaciju urokinazne
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aktivnosti kod tretmana kemoterapeuticima. Kod stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-
231, inhibicija GADD34 je smanjila bazalnu aktivnost uPA. Uz tretman s thapsigarginom i NaS
doslo je do dodatnog smanjenja aktivnosti. Inhibicija GADD34 mogla je smanjiti negativnu
povratnu spregu i potencijalno pojacati stresni odgovor te potaknuti dodatnu inhibiciju. Podaci
iz baze podataka Human Protein Atlas ukazuju na prisutnost aktivacije povratnog odgovora
posredovanog GADD34 u stani¢noj liniji karcinoma dojke MDA-MB-231, §to moze doprinijeti
njihovoj prilagodbi na ERS. Ovi bi podaci ukazivali na slozene putove regulacije aktivnosti

UPA kod ove stanic¢ne linije.

Pored specifi¢nih inhibitora puteva ERS, stanice su tretirane i ionomycinom, antibiotikom i
kalcijevim ionoforom koji omogucuje transport kalcijevih iona kroz membrane, ukljucujuci
plazma membranu i membranu ER, povecavajuci propusnost za kalcijeve ione i njegovu
koncentraciju u citosolu (Morgan i Jacob, 1994.; Pecoraro i sur., 2020.). Cilj je bio istraziti
moze li promjena aktivnosti UPA biti uzrokovana porastom intracelularnog kalcija koji je
posljedica djelovanja thapsigargina, a ne samim odgovorom na ERS. Kako nije doslo do
znacajnih promjena u aktivnosti UPA, zakljuceno je da je promjena njene aktivnosti posljedica
ERS.

Aktivnost UPA u eksperimentima sluzila kao mjera odgovora na ERS, no ona je posljedica
interakcija izmedu UPA i1 PAI-1, te mehanizama regulacije njihove ekspresije na razini
transkripcije RNA i sinteze proteina. Stoga je analiziran sustav uPA kod indukcije ERS na
razini RNA i proteina. Kod stani¢ne linije glioblastoma A 1235, i thapsigargin i NaS izazvali su
povecéanje ekspresije mRNA gena za UPA 6-9 puta. Istovremeno, NaS je inducirao ekspresiju
gena za PAI-1 oko 3 puta, dok kod tretmana thapsigarginom nije bilo promjene. Ekspresija
UPAR nije bila bitno promijenjena. Neobjavljeni podaci RNA sekvenciranja stani¢ne linije
glioblastoma A1235 tretiranih NaS takoder su potvrdili porast ekspresije UPA i PAI-1. Na razini
unutarstani¢nih proteina thapsigargin i NaS su inducirali povecanu ekspresiju UPA. S druge
strane, ekspresija PAI-1 je bila smanjena, kod oba tretmana. Kako je ukupna aktivnost uPA
rezultat odnosa urokinaze i PAI-1, povecanje aktivnosti moglo bi se objasniti pove¢anjem
omjera enzima i njenog inhibitora. Stanice A1235 su pokazale pove¢anu aktivnost u nizu
eksperimenata s razli¢itim agensima, te razliitu regulaciju u odnosu na druge stani¢ne linije
(Maduni¢ 1 sur. 2017). Stoga je moguée kod ovih stanica UPA regulirana specificnom
kombinacijom signalnih puteva, a postoji i moguénost poremecaja u interakciji uPA i PAI-1.
Takav bi poremecaj mogao dovesti do nemogucénosti inhibitora da inhibira aktivnost UPA.

Stoga je napravljen dodatni eksperiment s tiplaxtininom, inhibitorom PAI-1. On nije smanjio
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bazalnu aktivnost UPA niti imao utjecaja na povecanje aktivnosti uzrokovane thapsigarginom,
ali je smanjio aktivnost uPA inducirane NaS. Ovi bi rezultati mogli ukazati na poremeéenu
interakciju uPA i PAI-1. Od ostalih tvari koje su modulirale aktivnost uPA, ECGC je smanjio
ekspresiju UPA te bi se tako moglo objasniti smanjenje aktivnosti uPA. S druge strane,
povecanje aktivnosti UPA kod tretmana gemcitabinom i MNNG je mogucée posljedica
smanjenja ekspresije PAI-1 (rezultati kolega iz laboratorija). Kod stani¢ne linije karcinoma
dojke MDA-MB-231, na razini RNA, nije bilo promjena ekspresije uPA, dok je samo NaS
inducirao povecanje ekspresije PAI-1. Kod ekspresije uPAR nije bilo promjene. Na razini
proteina, dok je kod tretmana NaS ekspresija uPA bila vrlo niska, thapsigargin je pove¢ao njenu
ekspresiju. Medutim, i kod stanica tretiranih NaS i onih thapsigarginom doslo je do povecéanja
razine PAI-1, u odnosu na kontrolu, te bi se smanjenje aktivnosti uUPA moglo protumaciti kao
posljedica povecéanja inhibicije. Zakljuéno, tretman NaS i thapsigarginom izazvao je stres ER
kod stanica A1235 i MDA MB-231 i izazvao promjene u aktivnosti uPA. Rezultati ukazuju da
je mehanizam regulacije sustava UPA stani¢no specifican. Kod glioblastomskih stanica
pokazana je ovisnost sustava o pojedinim stepenicama odgovora na ERS. Kod stanica MDA
MB-231 regulacija je posljedica slozenih odnosa signalnih puteva, moguce inhibicije translacije

koja mijenja sastav sekretoma, te direktna regulacija aktivnosti UPA ERS nije utvrdena.

Pored uloge uPA u aktivaciji plazminogena i degradaciji ECM, procesima koji su direktno
povezani s procesima invazije, sustav UPA moze biti uklju¢en u procese proliferacije, migracije
i adhezije, putem sloZenih interakcija izmedu UPA, PAI-1, uPAR, vitronektina, te plazmina i
plazminogena (De Lorenzi i sur., 2016.). Stoga su procesi migracije, invazije i proliferacije

istrazeni i kod stanica izlozenih ERS.

Procesi invazije mogu biti direktno povezani s djelovanjem plazmina i razgradnjom ECM, te
aktivnoS¢u UPA, koja moze 1, posredstvom plazmina, aktivirati metaloproteinaze. Eksperimenti
su pokazali da je u uvjetima stresa izazvanog thapsigarginom doslo do inhibicije invazije kod
stanica A1235 i MDA MB-231 (kod kojih nije dosegla znac¢ajnost), dok tretman NaS nije bitno
utjecao na taj proces. Moze se zakljuciti da povecanje aktivnosti UPA nije povecalo invaziju
kod stanica A1235. Proces invazije moze biti i neovisan o UPA i biti povezan sa sekrecijom
metaloproteinaza te nizom drugih molekula, te biti ovisan o specifi¢nostima stani¢nog tipa.
Odgovor na ERS utjeCe na sintezu i sekreciju niza molekula, te moguée inhibira procese
invazije. Takoder, istrazivanje povecane ekspresije UPA kod glioblastomskih stanica A1235 u
bazalnim uvjetima uzgoja nije povecao stanicnu invaziju, iako je taj proces bio povecan kod

stanica HEK293 koje inace imaju slabu ekspresiju sustava uPA (Culej Bos$njak 1 sur., 2025.).
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S druge strane, mnogobrojna su istrazivanja pokazala da je sustav UPA ukljucen u procese
metastaziranja i invazivnog rasta tumora. Pokazano je da uPA vezan za uPAR regulira
ekspresiju pojedinin molekula vezanih za invaziju, poput molekula EMPPRIN (engl.
ekstracellular matrix metalloproteinases inducer) i enolaze (Ferraris i sur., 2014.). Kod nekih
je tumorskih stanica povecanje ekspresije PAI-1 smanjilo pokretljivost i invaziju kroz ECM
koji je sadrzavao laminin i kolagen, ali nije invaziju kroz trodimenzionalni model Ziv€anog
tkiva, ukazujuci i na ulogu sastava ECM (Ghosh i Vaughan, 2012.). Inace, ekspresija uPA, ali
i PAI-1 pokazala je povezanost s metastaziranjem i agresivno$¢u tumora, kao §to su tumori
dojke, pluca, jajnika, u eksperimentima in vitro i in vivo (Duffy i sur., 1998.; Gandhari i sur.,
2006.; Holst-Hansen i sur., 1996.; Janicke i sur., 2001.; Minaei i sur., 2022.; Nagamine i sur.,
2005.; Ossowski i sur., 1991.). Dok procesi invazije ukljuCuju razgradnju ECM, migracija
obuhvaca stani¢no pokretanje, koje moze biti ameboidno i neameboidno, a povezana je s
procesima adhezije i odljepljivanja s povrsine, te takoder ukljucuje velik broj interakcija izmedu
razli¢itih molekula. Kod stani¢nih linija izloZzenih ERS migracija je bila inhibirana, i kod stanica
A1235 s povecanom aktivnosti UPA, i kod stanica MDA MB-231 sa smanjenom aktivno$céu.
Ovi bi se rezultati mogli protumaciti u kontekstu stani¢nog odgovora na ERS kojim se smanjuje
ekspresija niza gena, moguce i membranskih molekula ukljucenih u migraciju. Sli¢na su
istrazivanja kod stanica A1235 u bazalnim i uvjetima tretiranja koji su povecavali ekspresiju
urokinaze takoder pokazali da stanice nisu povecale migraciju (Culej Bosnjak i sur., 2025.;
Horvat i sur., 2019.). S druge strane, povecanje ekspresije PAI-1 i uPAR kod stanica HEK293
je smanjilo migraciju (Culej Bosnjak i sur., 2025.). Kako su stanice MDA MB-231 pod stresom

ER imale povecanu ekspresiju PAI-1, moguce da su ti procesi inhibirali migraciju.

Analiza migracije stanica u kulturi u kontekstu uPA pokazala je vaznost ekspresije uPAR te
njegovih interakcija s uPA, PAI-1 i vitronektinom. PAI-1 je djelovao antagonisticki na stani¢nu
adheziju, ali u prisustvu uPA je povecao adheziju za vitronektin (De Lorenzi i sur., 2016.).
Vezanje uPA te kompleksa uPA-PAI-1 za uPAR omogucuje aktivaciju razli¢itih signalnih
puteva, ovisno o kontekstu. Tako je npr. ekspresija uUPAR kod stanica HEK293 utjecala na tip
migracije, iako nije doslo do promjene stope migracije (Margheri i sur., 2014.). Aktivacija
UPAR vezanjem liganada bila je povezana, u nekim stanicama, s aktivacijom puteva MAP, kao
I pojedinih Rho kinaza, uklju¢enih u regulaciju aktinskog citoskeleta (Kjgller, 2002.). Kod
stanica karcinoma dojke otkrivena je promjena tzv. mikrotentakula kao posljedica promjene
koncentracije kalcija u stanicama. Mikrotentakuli su specifi¢ne izboc¢ine koje nastaju u

mikrookruzenjima poput krvoZzilnog ili limfnog sustava kada sile koju mikrotubuli vr§e prema
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van nadmasuju unutarnju napetost aktina. Njihova prisutnost na povrSini cirkuliraju¢ih
tumorskih stanica potice ponovno prijanjanje na endotelne stanice, $to ukazuje na njihovu ulogu
u metastaziranju. Thapsigargin povecava razinu kalcija u citoplazmi, §to vodi u smanjenje
formiranja mikrotentakula u stanicama, a time moguce i smanjenja migracije (Chang i sur.,
2023.).

Analiza proliferacije stanica izlozenih ERS pokazala je da dolazi do znacajne inhibicije, koja
se povecava s duljinom izlaganja stresu. Ovi su rezultati logi¢na posljedica inhibicije sinteze
proteina i nehomeostatskih uvjeta koji inhibiraju proliferaciju. Dugotrajno izlaganje ERS
dovodi do apoptoze (Zhang i sur., 2024.). Signalni putevi koji se aktiviraju ERS ukljucuju
nizvodne puteva MAP kinaza (kinazu ASK | JNK), a kod nekih je stanica naden porast
proapoptotske molekule NOXA (Neill i Masson, 2023.; Yoshino i sur., 2017.; Zhang i sur.,
2024.). Promatranjem se moglo zakljuciti da je nakon dvodnevnog izlaganja stanica A1235 vrlo
malen broj ostao vijabilan, te da su te stanice, usprkos snaznom odgovoru na ERS i kapacitetu
podnosenja stresa zbog koli¢ine molekula odgovora koje su eksprimirale u bazalnom stanju,
bile neotporne na dugotrajan stres. Sposobnost proliferacije je takoder opadala srazmjerno
koncentraciji thapsigargina, tj. veli¢ini ERS. Sli¢an je bio odgovor stanica A1235i MDA MB-
231 na tretman NaS (Maduni¢ i sur., 2017.; Matuli¢ i Brdar, 2002.). Sustav UPA takoder moze
utjecati na procese proliferacije. Kod stanica A1235 koje su povecano eksprimirale PAI-1, u
bazalnim uvjetima, primije¢ena je veca stopa proliferacije, dok je kod stanica s pove¢anom
ekspresijom uPA i UPAR bila smanjena (Culej Bo$njak i sur., 2025.). Sli¢na je pojava prisutna
i kod nekih tumora in vivo koji su kod povecane ekspresije PAI-1 bili agresivniji i poja¢ano
progredirali. Takve su pojave opazene npr. kod tumora mokra¢nog mjehura i zeluca (Furuya i
sur., 2022.; Gomes-Giacoia i sur., 2013.). Utjecaj cijelog sustava na proliferaciju ovisi o
stani¢nom tipu i ekspresiji pojedinih elemenata sustava, u prvom redu prisustvu uPAR koji
moze vezati uPA ili nakon vezanja uPA i PAI-1 bude internaliziran i recikliran. Veéina je
eksperimenata pokazala da utiSavanje uPA ili UPAR smanjuje proliferaciju, a u nekim je
slu¢ajevima ishod ovisio o usporednoj aktivaciji puta EGF-EGFR (Gilder i sur., 2018.; Kozlova
i sur., 2016.). Medutim, utjecaj sustava uPA na proliferaciju ovisio je i 0 tipu stanica te
razli¢itim modelnim sustavima in vivo i in vitro (Holst-Hansen i sur., 1996.; Jo i sur., 2005.;
Margheri i sur., 2014.). Zaklju¢no, odgovor na ERS je modulirao ekspresiju i aktivnost sustava
UPA na nacin ovisan o tipu stanica, ali je inhibirao stani¢nu proliferaciju, migraciju i invaziju,

bez obzira na promjene aktivnosti uPA.
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7. ZAKLJUCAK

ERS, induciran thapsigarginom, moze modulirati ekstracelularnu aktivnost uPA u tumorskim
stani¢nim linijama, pri ¢emu je ucinak specifi¢an za pojedinu stani¢nu liniju. Stani¢na linija
glioblastoma A1235 pokazuje porast aktivnosti, dok stani¢na linija karcinoma dojke MDA-

MB-231 i neuroglioma H4, smanjuje aktivnost uPA.

Stani¢na linija glioblastoma A 1235 pokazala je povecanje aktivnosti uPA nakon tretmana NaS,
MNNG-om i gemcitabinom. Stani¢na linija karcinoma dojke MDA-MB-231 smanjila je

aktivnost uPA nakon tretmana NaS i kod nizih koncentracija gemcitabina.

Kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 analiza ekspresije gena ukljuenih u odgovor stanica
na ERS pokazala je da su thapsigargin i NaS uzrokovali ERS. Tretman stanica A1235 0,5 uM
thapsigarginom je povecéao ekspresiju gena za ATF4, ATF3, BiP, CHOP, GDF 15, SQSTML1 i
TRIBB3. Povecanje ekspresije je potvrdeno na razini proteina za ATF4 i BiP. NaS povecao je
ekspresiju gena za ATF3, ATF4, BiP, CHOP, GDF15, SQSTM1 i TRIBB3. Postojanje ERS

potvrdeno je i na razini proteina gdje su detektirane povecane koli¢ine proteina ATF4 i BiP.

Kod stani¢ne linije karcinoma dojke MDA-MB-231 pokazano je da thapsigargin i NaS
izazivaju odgovor na ERS. Na razini RNA, 0,25 uM thapsigargin je inducirao ekspresiju gena
za ATF3, dok je ekspresija vec¢ine drugih nizvodnih gena, BiP, CHOP, GDF15, SQSTM1 i
TRIBB3, ukljucuju¢i ATF4 bila na kontrolnoj razini. NaS je kod ovih stanica izazvao povecanje
ekspresije gena za ATF4, ATF3, BiP, CHOP i TRIBB3. Na razini proteina dektirano je
povecanje ATF4 1 BiP.

Kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 i karcinoma dojke MDA-MB-231, ECGC, inhibitor
BiP, smanjio je bazalnu razinu aktivnosti uPA. Kod stani¢ne linije A1235 ECGC je smanjio
povecéanje aktivnosti UPA izazvano tretmanom NaS i MNNG-om. Kod stani¢ne linije MDA -

MB-231 ECGC je dodatno smanjio aktivnost uPA u kombinaciji s NaS i gemcitabinom.

Inhibicija PERK, inhibitorom GSK2656157 kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 povecala
je bazalnu aktivnost uPA. U kombinaciji s thapsigarginom i NaS, inhibitor PERK je smanjio
povecanu aktivnost uPA. Kod stani¢ne linije MDA-MB-231 inhibicija PERK nije utjecala na
bazalnu aktivnost uPA,; ali je dodatno smanjenjila aktivnost nakon tretmana thapsigarginom i
NasS.
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Inhibitor GADD34 icerguastat kod stani¢ne linije glioblastoma A1235 smanjio je bazalnu
aktivnost uPA, te aktivnost nakon tretmana gemcitabinom. Kod stani¢ne linije karcinoma dojke
MDA-MB-231, inhibicija GADD34 je smanjila bazalnu aktivnost uPA te povecala aktivnost

nakon tretmana s MNNG.

Kod stani¢ne linije glioblastoma A1235, thapsigargin i NaS izazvali su poveéanje ekspresije
MRNA za gen za uPA. Istovremeno, NaS je inducirao ekspresiju gena za PAI-1, dok kod
tretmana thapsigarginom nije bilo promjene. Takoder, ekspresija gena za uPAR nije bila bitno
promijenjena. Na razini proteina povecana je ekspresija UPA u stani¢nim lizatima, te smanjena
ekspresija PAI-1 nakon tretmana thapsigarginom i NaS. Kod stani¢ne linije karcinoma dojke
MDA-MB-231, na razini RNA, nije bilo promjena ekspresije gena za uPA, dok je NaS
inducirao povecanje ekspresije gena za PAI-1. Kod ekspresije gena za uPAR nije bilo promjene.
Na razini proteina, thapsigargin je povecao ekspresiju uPA, a oba agensa povecala ekspresiju

PAI-1.

IstraZivanje je pokazalo da agensi koji izazivaju ERS moduliraju urokinaznu aktivnost stanica.
Promjena aktivnosti bila je stani¢no specifi¢na i ovisna o unutarstani¢noj signalnoj mrezi.
Medutim, bez obzira na promjene aktivnosti urokinaze ERS je inhibirao stani¢nu proliferaciju,
migraciju i invaziju.

Odgovor na ERS proces je kojim stanica, nakon stresa, ponovno uspostavlja homeostazu ili,
ako to nije moguce, ide u apoptozu. Ti procesi omoguéuju normalno funkcioniranje cijelog
organizma. S druge strane, tumorske su stanice, ve¢ promjenama svog metabolizma, neprestano
izlozene stresu. Povecanje ERS djelovanjem razlicitih kemoterapeutika s jedne bi strane moglo
omoguciti apoptozu tumorskih stanica, kao dio mehanizma odgovora. S druge strane, neke
tumorske stanice mogu povecati otpornost na stres promjenom ekspresije gena i proteina UPR.
Ovo je istrazivanje pokazalo da glioblastomska stani¢na linijja ima povecanu bazalnu i
ekspresiju gena odgovora nakon ERS, §to bi potencijalno moglo utjecati na stani¢nu rezistenciju
na kemoterapeutike. Takoder je ukazalo na mogucu aktivaciju promotora gena urokinaznog

sustava transkripcijskim faktorima reguliranim odgovorom na ERS.
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