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1. uvoD

Receptori Toll-like (TLR) su transmembranski receptori koji prepoznaju konzervirane
molekularne sljedove porijeklom od patogena te sudjeluju u imunosnom odgovoru organizma
na infekciju. Osim u urodenoj, TLR posreduju i u steenoj imunosti. Naime, TLR mogu biti
eksprimirani i u stanicama koje predo€uju antigene, kao Sto su dendriticke stanice i makrofazi.
Medutim, ekspresija TLR, osim u stanicama imunosnog sustava pronadena je i u stanicama
brojnih drugih tkiva, ali 1 isto tako i tumora. Prisutnost TLR u stanicama odredenih tumora
potakla je brojna istrazivanja o njihovoj ulozi u kancerogenezi, ali i moguénosti koristenja
njihovih liganada u protutumorskom lijeCenju. Osim §to se agonisti TLR ve¢ koriste kao
adjuvansi u imunoterapiji tumora, neki od njih se samostalno primjenjuju u lijeenju odredenih
vrsta tumora. Tako se npr. imikvimod, agonist TLR7, u obliku pripravka primijenjenog lokalno

uspjesno koristi u lijecenju bazocelularnog karcinoma koze.

Vecéina receptora TLR smjeStena je na povrSini stanice (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS,
TLR6 i TLR10) gdje prepoznaju i vezu razlicite lipopolisaharide (TLR4), lipide i lipoproteine
(TLR1, TLR2 1 TLR6) te peptide i proteine (TLRS). TLR3, TLR7, TLR8 1 TLR9 smjesteni su
u endosomu, gdje prepoznaju dvolan¢ane RNA patogenog ili endogenog porijekla, a ekspresija

nekih od njih, poput TLR3, pronadena je i u tumorima, ukljucujuéi tumore glave i vrata.

Tumori glave 1 vrata u svijetu su po ucestalosti na Sestome mjestu. Uzro¢no su povezani
s konzumacijom duhana i alkohola, ali mogu ih uzrokovati 1 infekcije odredenim virusima.
LijeCenje ovih tumora ovisi o smjeStaju, stadiju 1 patohistoloSkim obiljezjima bolesti, ali
prvenstveno ukljucuje operativni zahvat, radioterapiju, kemoterapiju i, od nedavno, ciljanu
terapiju pomoc¢u monoklonskog protutijela na receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR, od
engl. epidermal growth factor receptor) — cetuksimabom. Standardno lije¢enje karcinoma glave
1 vrata zasniva se na kombinaciji lije¢enja zracenjem 1 kemoterapije upotrebom cisplatine, no
posljedica su brojne nuspojave, osobito kad se primjenjuju skupa i u visSim dozama, $to je Cesto

neophodno u lijecenju uznapredovalih tumora.

Nekoliko je istrazivanja pokazalo da poly(I1:C), sintetski analog dvolan€ane RNA (engl.
double-stranded RNA) i ligand TLR3, kada se primijeni zajedno s cisplatinom u tretmanu
stanica tumora glave i vrata, znacajno povecava smrt stanica, odnosno da je za isti antitumorski
ucinak potrebna niza doza kemoterapeutika (Matijevi¢ i sur., 2011.; Ding i sur., 2017.). lako taj

podatak upucuje na mogucu primjenu agonista TLR3 u lijeCenju tumora glave i vrata, potrebno



je napomenuti da uloga TLR3 u tumorima jo$ uvijek nije u potpunosti razjaSnjena. Premda su
neka istrazivanja dokazala povezanost izmedu aktivacije TLR3 i apoptoze stanica tumora,

druga su pak ukazala na njegovu ulogu u progresiji i metastaziranju tumora.

Cilj ovog doktorskog rada bio je istraziti u kojim uvjetima prevladava jedan, a pri kojima
drugi ucinak te je li na njega moguce utjecati. Pri tome smo se za aktivaciju TLR3 koristili
njegovim sintetskim ligandom poly(l:C) (od engl. polyinosinic:polycytidylic acid). U vecini
istrazivanja koja su pokazala da aktivacija TLR3 dovodi do apoptoze, poly(I:C) je koriSten u
koncentracijama vrlo visokim za klinicku primjenu (Matijevi¢ i sur., 2011.; Vérillaud i sur.,
2012.). Istrazivanja u kojima je poly(I:C) primijenjen u niskim koncentracijama veéinom su
ukazala na to da aktivacija TLR3 doprinosi invazivnosti i metastaziranju tumora (Veyrat i sur.,
2016.; Matijevi¢ Glavan i sur., 2017.).

Nekrozom stanica tumora oslobada se dvolancana RNA (dIRNA) koja djeluje kao
endogeni ligand TLR3, no nije poznato oslobadaju li se i pri tom i neke druge molekule koje bi

takoder mogle aktivirati TLR3.

Protumorski ucinci aktivacije TLR3 dijelom su posredovani poveéanjem ekspresije
proteina koji inhibiraju apoptozu, kao $to su c-l1AP2 (od engl. cellular inhibitor of apoptosis
protein-2) i Survivin (Mikulandra i sur., 2018.). Medutim, pokazano je da kombinacija
poly(1:C) s inhibitorima c-IAP2, osim §to uzrokuje inhibiciju protumorskih u¢inaka poly(I:C),
takoder pojacava njegove proapoptotske ucinke (Friboulet 1 sur., 2008.; Friboulet i sur., 2010.,
Weber i sur., 2010.). S obzirom na to da inhibitori c-IAP2 jo$ uvijek nisu u klinickoj primjeni,
u ovom smo radu Zeljeli istraZiti je li sli¢an sinergisticki u¢inak moguce postici s citostatikom
koji je ve¢ u standardnoj klini€koj primjeni — cisplatinom, te moze li, 1 na koji nacin,
kombinacija poly(I:C) i cisplatine povecati osjetljivost stanica tumora na zracenje. Rast i
preZivljenje stanica tumora glave i vrata ispitivali smo testom citotoksi¢nosti i testom apoptoze.
Mehanizme potencijalnog sinergistickog i radiosenzitizirajuéeg uc¢inka kombinacije poly(I:C) i
cisplatine istrazivali smo proucavajuci promjenu ekspresije gena koji sudjeluju u apoptozi,

odnosno prezivljenju stanica tumora, utjecaj na stvaranje molekula ROS i na stani¢ni ciklus.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Receptori Toll-like

Receptori Toll-like (TLR) dio su obitelji transmembranskih proteina koji prepoznaju
konzervirane molekularne sljedove porijeklom od patogena, poznate jos i kao PAMP (od engl.
pattern associated molecular patterns) (Medzhitov i sur., 1997.; Rock i sur., 1998.). Kao
posljedica njihove stimulacije, dolazi do aktivacije transkripcijskih ¢imbenika NF-kB, AP-1 i
IRF, §to rezultira lu¢enjem citokina, kemokina i interferona (IFN). Na taj nac¢in TLR posreduju
u urodenom, ali i ste¢enom imunosnom odgovoru domacina na vanjski patogen (Medzhitov i

sur., 1997.; Rock i sur., 1998.; Zhang i sur., 1999.).

2.1.1. Struktura i smjestaj TLR

TLR su gradeni od tri karakteristicne domene. Vanstani¢na domena (N-kraj) gradena je
od 16-28 ponavljajuéih sljedova bogatih leucinom (LRR, od engl. leucin-rich repeats) (Akira i
Takeda, 2004.) i mjesto je vezanja liganda, dok se unutarstani¢na domena (C-kraj) naziva
domena TIR (od engl. Toll/IL-1 receptor) i odgovorna je za prijenos signala (Bell i sur., 2003.;
O’Neill i Bowie, 2007.). Unutarstani¢na 1 vanstani¢na domena povezane su transmembranskom
domenom. TLR koji prepoznaju nukleinske kiseline unutar stanice se transportiraju putem
interakcije s transmembranskim proteinom UNC93B koji je smjeSten u endoplazmatskom

retikulumu (Brinkmann i sur., 2007.; Kim i sur., 2008.).

2.1.2. Ekspresija i uloga TLR u imunosnom odgovoru

U ljudi je nadeno 10 od ukupno 13 TLR pronadenih u sisavaca. TLR1, TLR2, TLR4,
TLRS, TLR6, TLR10 i TLR11 smjeSteni su na povrSini stanice. TLR1, TLR2 i TLR6
prepoznaju razli¢ite lipide i proteine; TLRS 1 TLR11 vezu peptide i proteine, a TLR4
lipopolisaharide. TLR3, TLR7/8 i TLR9 smjesSteni su endosomima i endoplazmatskom
retikulumu (ER). Njihovi ligandi su dvolan¢ana RNA (TLR3), jednolancana RNA (TLR7/8) te
CpG-DNA i CpG-ODN (TLR9) (Hemmi i sur., 2000.). Razli¢ite unutarstani¢ne molekule koje
se oslobadaju nakon oStecenja stanica i tkiva takoder mogu aktivirati signalne puteve TLR (Yu

1 sur., 2010.), a nazivaju se endogeni ligandi ili molekularni sljedovi porijeklom od oStecenja
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ili, skrateno, DAMP (od engl. damage-associated molecular patterns). DAMP mogu biti
dijelovi izvanstani¢nog matriksa, stani¢ni proteini, lipidi, metaboliti (Miyake, 2007.; Rakoff-
Nahoum i Medzhitov, 2009.) i nukleinske kiseline (Kariko i sur., 2004.; Kelly i sur. 2006a.;
Sioud, 2006.; Cavassani i sur., 2008.).

TLR su najpoznatiji po svojoj ulozi u pokretanju urodene, ali i ste¢ene imunosti. U
najvecoj su mjeri eksprimirani na povrsini i u endosomima stanica koje predocuju antigene kao
Sto su dendriticke stanice, gdje prepoznaju PAMP, ¢ime se pokrece kaskada signala kojim se
aktiviraju nezrele dendriticke stanice. Aktivirane dendriticke stanice potom iz perifernih tkiva
putuju u limfne ¢vorove, gdje sazrijevaju i predoCuju antigene naivnim limfocitima T.
Sazrijevanjem dendriti¢kih stanica povecava se koli¢ina kostimulacijskih molekula (CD80/86
1 CD40) i kompleksa glavnog sustava tkivne snosljivosti MHC (engl. major histocompatibility
complex) na njihovoj povrsini, §to im omogucuje interakciju s naivnim limfocitima T. Ovisno
o tome koji je TLR aktiviran, dendriti¢ke stanice proizvodit ¢e razli¢ite vrste citokina. Razli€iti
citokini usmjeravaju proces diferencijacije limfocita T prema Th1, Th2, Th17ili T-reg (od engl.
T-regulatory). Tako infekcija bakterijama i unutarstani¢énim patogenima poti¢e odgovor Thl
putem aktivacije TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 i TLR9. Nasuprot tome, alergijske reakcije i
parazitske infekcije kroz aktivaciju TLR2/1, TLR2/6 i TLRS usmjeruju imunoloSku reakciju
prema odgovoru Th2 (Dowling i Mansell, 2016.).

Osim §to su TLR eksprimirani na stanicama imunoloskog sustava, njihova je ekspresija
utvrdena i u mnogim drugim tkivima, kao i tkivima tumora. Medu normalnim tkivima,
ekspresija TLR pronadena je na stanicama srediSnjeg ziv€anog sustava (Suhi sur., 2009.),
stanicama epitela, stanicama dijelova zZenskog reproduktivnog sustava i krvotvornim mati¢nim
stanicama (Yu i1 Chen, 2008.). Osim toga, ekspresija TLR2, TLR3 i TLR4 pronadena je u
bubreznim (Papadimitraki 1 sur., 2009.) i okusnim stanicama (Wang i sur., 2009.). Takoder,
ekspresija TLR nadena je u razli¢itim tumorskim stani¢nim linijama, kao $to su stanice raka
zeluca (SchmauBer i sur., 2004.), debelog crijeva (Furrie i sur., 2005.), grkljana (TLR2, TLR3,
TLR4) (Szczepanski i sur., 2007.), Zdrijela (TLR3) (Matijevi¢ 1 sur., 2009.), jetre (TLR2, TLR3
, TLR4, TLR6, TLR9) (Ishimura i sur., 2005.), plu¢a (TLR 2, TLR3, TLR4, TLR9) (Droemann
i sur., 2005.), prostate (TLR3, TLR9) (llvesaro i sur., 2007.; Paone i sur., 2008.), dojke (TLR3,
TLR4, TLR9) (Merrell i sur., 2006.; Salaun i sur., 2006.), vrata maternice (karcinom plocastih
stanica) (TLR5, TLR9) (Lee i sur., 2007.; Kim i sur., 2008.), melanoma (TLR3, TLR5) (Molteni
i sur., 2006.; Salaun i sur., 2007a.), multiplog mijeloma (TLR1, TLR7, TLR9) (Jego i sur.,
2006.), epitelnog karcinoma jajnika (TLR4) (Kelly i sur., 2006b.) i neuroblastoma (TLR4)
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(Hassan i sur., 2006.). Cini se da TLR u tumorima imaju dvije izrazito razli¢ite uloge. Dok neke
studije ukazuju na to da aktivacija nekih TLR dovodi do apoptoze, drugi ukazuju da TLR mogu

imati vaznu ulogu u progresiji tumora i invaziji (Salaun i sur., 2007b.).

2.1.3.  Prijenos signala receptorima Toll-like

Nakon vezanja liganda za komplementarni TLR, dolazi do dimerizacije receptora. Ona
pak dovodi do konformacijske promjene, §to omogucuje novacenje adaptorskih molekula koje
sadrze domenu TIR (Slika 1.). U adaptorske molekule spadaju MyD88 (od engl. myeloid
differentiation primary response 88), TIRAP (od engl. TIR domain containing adaptor protein),
takoder poznat kao MAL (od engl. myelin and lymphocyte protein) i TRIF (od engl. TIR-
domain-containing adaptor-inducing interferon-g ) (Akira i sur., 2003.). Time zapoCinje
signalna kaskada koja ovisno o vrsti aktiviranog TLR dovodi do aktivacije viSe transkripcijskih
¢imbenika. Dva su glavna signalna puta: signalni put ovisan i neovisan o MyD88. Aktivacija
svih TLR osim TLR3 pokrece signalni put ovisan o MyD88 (Medzhitovi sur., 1997.; Brikos i
O’Neill, 2008.). Aktivirani MyD88 unovacuje Irak-4 (od engl. interleukin-1 receptor-
associated kinase-4), koji fosforilira Irak-1. Aktivirani Irak-1 se autofosforilira, §to dovodi do
aktivacije TRAF6 (od engl. TNF receptor-associated factor 6). Irak-M i Tollip (od engl. Toll-
interacting protein) su pri tome glavni negativni regulatori ovog puta, koji djeluju putem
interakcije s Irak-1. TRAF6 aktivira kompleks IKK (od engl. IkappaB kinase) preko interakcije
s TAK1-TAB (od engl. TGF-p activated kinase - TAK1 binding proteins) i kompleksom Ubc13-
UevlA. TAK1 je kinaza MAP (od engl. mitogen-activated protein kinase) koja se aktivira
udruzivanjem s TAB1, TAB2, TAB3 i TAB4. TABL stimulira autofosforilaciju TAK1. TAB2
1 TAB3 omogucuju povezivanje TAK1 s TRAF6. TAB4 potice fosforilaciju TAK1-TAB1. To
dovodi do aktivacije p38 i JNK (od engl. c-Jun N- terminal kinase) kinaza MAP, odnosno AP-
1 (od engl. activating protein-1) i NF-xB (od engl. nuclear factor kappa B). U neaktivhom
stanju, NF-kB je povezan s IkB (od engl. inhibitor of kappa B). Aktiviran kompleks IKK
uzrokuje razgradnju IkB i1 oslobadanje NF-kB, koji odlazi u jezgru gdje potiCe transkripciju
ciljnih gena. Rezultat je lucenje proupalnih citokina, kao §to su interleukini i TNF-a (od engl.
tumor necrosis factor alpha) (Li i sur., 2010.). Osim gena koji reguliraju lucenje citokina i
kemokina, NF-xB i AP-1 reguliraju i gene supresore tumora, gene koji potic¢u rast tumora, gene
koji reguliraju stanicni ciklus, gene koji reguliraju apoptozu, faktore rasta, itd. (Matijevi¢ i

Paveli¢, 2012.).



Signalizacija putem TLR4 moze biti ovisna i neovisna o MyD88. Za aktivaciju oba
signalna puta, osim adaptorske molekule MAL (TIRAP) potreban je TRAM (od engl. TRIF-
related adaptor molecule).

Prijenos signala putem TLR3 (preko adaptora TRIF koji je specifican za TLR3) je
neovisan o MyD88 i moze i¢i u dva smjera. Adaptor TRIF putem interakcije s RIP1 (od engl.
receptor-interacting protein-1), aktivira TRAF6, odnosno TAK1, pokrecuéi signalnu kaskadu
koja dovodi do aktivacije NF-kB i AP-1. Adaptor TRIF takoder moze aktivirati i TRAF3.
Aktivacija TRAF3, preko TBK1 (od engl. TRAF family member-associated NF-«B activator
(TANK) binding kinase) i IKKi (od engl. inducible IkappaB kinase (Akira i Takeda, 2004.),
rezultira aktivacijom IRF3 (od engl. interferon-regulatory factor 3). Pri tome se ¢ini da
aktivacija TBK1 1 IKKi potice preZivljavanje i proliferaciju stanica tumora (Clément 1 sur.,
2008.), dok aktivacija IRF3 ima tumor-supresorski u¢inak (Duguay i sur., 2002.). Aktivacija
IRF dovodi do lucenja interferona tipa I, $to znaci da je signalni put ovisan o TRIF uglavnom

odgovoran za imunosni odgovor na virusnu infekciju (Dowling i Mansell, 2016.).

Prijenos signala ovisan o TLR7, TLR8 i TLR9 posredovan je putem MyD88 i uglavnom
dovodi do aktivacije IRF7, za koji je dokazano da ima i onkogeni i protutumorski potencijal
(Ning i sur., 2011.).



Lipidi, Peptidi i proteini Lipopolisaharidi
lipoproteini
Xl TLR 10 TLR4 /
TLRS
TLR2

TLR6

Nukleinske kiseline
porijeklom od patogena

TLR7 TLRS TLRS

Proizvodnja

proupalnih Proizvodnja
citokina (IL-1p. proupalnih
IL-6, TNFa) JEZGRA IFN

Slika 1. Prijenos signala TLR (Mikulandra i sur., 2017.). Aktivacija TLR dovodi do
novacenja adaptorskih molekula MyD88 i/ili TRIF ¢ime se pokrece signalna kaskada koja
dovodi do aktivacije ¢imbenika transkripcije NF-kB, AP-1 ili IRF koji poticu proizvodnju
proupalnih citokina i interferona.



21.4. TLRitumori

Spoznaja da su TLR eksprimirani u stanicama brojnih tumora izazvala je veliko
zanimanje za istrazivanje njihove uloge u tumorima. Nakon §to je otkriveno da aktivacija TLR2,
TLR3, TLR4, TLRS, TLR7 i TLRY moze potaknuti programiranu stani¢nu smrt, velik dio
istrazivanja je usmjeren ka potencijalnoj primjeni njihovih agonista u lijjecenju tumora.
Medutim, postupno je sve veci broj studija pokazao da aktivacija ovih receptora moze imati
upravo suprotan uéinak, odnosno da poti¢e rast, prezivljenje pa ¢ak i metastaziranje tumora.
Nedavno je pokazano da aktivacija TLR2 potice samoobnavljanje mati¢nih stanica tumora
dojke 1 metastaziranje (Conti i sur., 2013.), sudjeluje u o¢uvanju svojstava mati¢nih stanica
tumora Zeluca (Echizen i sur., 2016.), a uz to moze potaknuti i neoangiogenezu neovisno o
¢imbeniku rasta vaskularnog endotela (VEGF, od engl. vascular endothelial growth factor)
(West i sur., 2010.). U tumorima glave i vrata dokazana je povezanost izmedu ekspresije TLR2
I gradusa, odnosno duboke invazije tumora (Mékinen i sur., 2015.). Aktivacija TLR3 moze
potaknuti apoptozu, ali i rast, povecanje migracije i metastaziranje stanica tumora. Nedavno je
pokazano da aktivacija TLR3 u stanicama tumora dojke istovremenom aktivacijom prijenosa
signala preko B-katenina i NF-kB uzrokuje razvoj fenotipa mati¢nih stanica (Jia i sur., 2015.).
Visoka ekspresija ovog receptora nadena je upravo u tumorima glave 1 vrata, no zanimljivo je
da isti nije bio eksprimiran u stanicama okolnog zdravog tkiva, ¢ak ni na udaljenosti od 5 mm
od tumora (Pries 1 sur., 2008.). TLR4 je najviSe proucavan od svih TLR. Njegova je ekspresija
pronadena u brojim tumorima, uklju¢ujuci tumore glave i1 vrata, probavnog sustava i melanoma,
a dokazano je da njegova aktivacija pomaze tumorima u izbjegavanju imunosnog odgovora
(Szczepanski 1 sur., 2009.). Dokazana je povezanost izmedu aktivacije TLR4 endogenim
ligandima, poznatijim kao DAMP, i rasta i metastaziranja tumora (Riddell i sur., 2010.; Yu i
sur., 2014.). Kao i u slucaju TLR2, i kod ovog je receptora pronadena povezanost izmedu razine
ekspresije 1 gradusa, odnosno dubine invazije tumora (Méikinen i sur., 2015.). Dokazano je,
takoder, da aktivacija TLR4 potice proces epitelno-mezenhimalne tranzicije (EMT) te migracije
stanica tumora (He i sur., 2015.). Dvojnu ulogu u tumorima ima i TLR5. Dok s jedne strane
aktivacija ovog receptora inhibira rast tumora dojke (Caiisur., 2011.), plu¢a (Zhou i sur., 2014.)
1 melanoma (Yang i sur., 2015.), s druge strane potice proliferaciju tumora Zeluca (Song 1 sur.,
2011.) i limfoma (Mastorci i sur., 2016.). Povecana ekspresija TLRS5 pronadena je i u tumorima
glave i vrata. Premda nije nadena povezanost ekspresije ovog receptora s gradusom i stadijem
tumora, pokazalo se da je ekspresija TLRS5 moguc¢i prediktivni ¢imbenik prezivljenja, odnosno
povrata tumora (Kauppila i sur., 2013.). Agonist TLR7, imikvimod, ve¢ se koristi u
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protutumorskom lijeCenju odredenih koznih karcinoma u obliku topikalnog pripravka.
Medutim, aktivacija TLR7, ali i TLR8, povezana je s progresijom odredenih vrsta tumora,
prvenstveno s karcinomom plu¢a nemalih stanica, kao i s otpornos¢u na sistemsku terapiju
(Chatterjee i sur., 2014.). U tumorima glave i vrata, ekspresija TLR7 povezana je sa slabijom
diferencijacijom i lo§ijom prognozom (Niisur., 2015.). TLR9 takoder mogu aktivirati endogeni
ligandi, a Cini se da njegova aktivacija potice ekspresiju gena odgovornih za ,,mati¢nost™ stanica
tumora (Moreira i sur., 2015.). Mati¢nost je sposobnost stanica da se samoobnavljaju i
diferenciraju koja stanicama tumora omogucuje rast i metastaziranje. Tumorske stanice ovo
obiljezje mogu razviti kao odgovor na razli¢ite stimulanse iz okoline. Posljedica je
dediferencijacija stanica tumora, odnosno poprimanje fenotipa mati¢nih stanica. Mati¢nost
tumora povezana je s progresijom i metastaziranjem tumora, kao i s otpornos$éu na kemoterapiju
1 zracenje. (Aponte 1 Caicedo, 2017.). PoviSena ekspresija TLR9 nadena je, izmedu ostalog i u
tumorima glave i1 vrata, gdje je utvrdena pozitivna uzro¢no-posljedi¢na povezanost izmedu
ekspresije ovog receptora i slabije diferencijacije, vece invazivnosti i opéenito loSije prognoze

tumora (Kauppila i sur., 2015.).



2.2. Receptor TLR3

2.2.1. Grada i smjestaj receptora TLR3

TLR3 se nalazi unutar endosoma mnogih epitelnih stanica, a osnovna mu je funkcija
prepoznavanje dvolan¢ane RNA porijeklom od patogena. Kao i ostali TLR, graden je od tri
domene. Vanjska domena ima oblik potkove, a gradena je od 23 podjedinice bogate leucinom
(Sen 1 Sarkar, 2005.). Svaka od podjedinica gradena je od 24 aminokiseline, a aminokiseline
unutar LRR 20 podjedinice sluze kao mjesto vezanja liganda (Bell i sur., 2006.). TLR3 aktivira
infekcija virusom ili tretman s poly(l:C), sintetskim analogom dIRNA (Okahira i sur., 2005.).
Pri tome duljina dIRNA ne moze biti manja od 45 parova baza. Prilikom aktivacije, dolazi do
dimerizacije receptora TLR3 za $to su odgovorne C-terminalne LRR podjedinice (LRR 20-22).
Vazno je i napomenuti da je vanstani¢na domena bogato glikolizirana (N-glikozilacija na 15
mjesta, od kojih je 11 vidljivo u kristalnoj strukturi). dIRNA ulazi u interakciju s dva mjesta na
neglikoliziranom dijelu vanstani¢ne domene, od ¢ega je jedan blizu N-terminalnog kraja (N-
terminalni LRR i LRR 1-3), a drugi blizu C-terminalnog kraja (LRR 19-23). Ove dvije tocke
prilikom aktivacije receptora takoder stupaju i u medusobnu interakciju (Botos 1 sur., 2011.).
Za prijenos signala odgovorna je unutarstaniéna domena (domena TIR). Izmedu
transmembranske i domene TIR (u tzv. linker regiji) nalaze se strukturni sljedovi koji odreduju

smjesStaj TLR3 unutar stanice.

2.2.2. Ekspresija receptora TLR3

Ekspresija TLR3 naden je u dendritickim stanicama (Muzio 1 sur., 2000.), NK (od engl.
natural killer) stanicama (Schmidt i sur., 2004.), makrofazima (Heinz i sur., 2003.),
fibroblastima (Matsumoto i sur., 2002.), stanicama posteljice, gusterace, jetre, srca, limfnih
¢vorova (Assmann i sur. 2015.), crijevnog epitela (Zarember i Godowski, 2002.), plu¢a (Murray
i sur., 2008.), kao i astrocitima i mikroglijama mozga (Suh, Brosnan i Lee, 2009.). O ekspresiji
TLR3 u monocitima, granulocitima te limfocitima T i B postoje proturje¢ni podaci. Dok neka
istrazivanja potvrduju ekspresiju TLR3 na ovim stanicama, druga ga negiraju (Muzio i sur.,
2000.; Zarember i Godowski, 2002.). TLR3 je u fibroblastima i epitelnim stanicama

eksprimiran unutar i na povrsini stanice, dok je u dendritickim stanicama eksprimiran samo u
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endosomu, Sto ukazuje na razliCitu ulogu pojedinih stanica u obrani organizma od virusa
(Assmann i sur., 2015.). Ekspresija TLR3 nadena je i u stanicama brojnih tumora, kao §to su
tumor Zeluca (SchmauBer i sur., 2004.), debelog crijeva (Furrie i sur., 2005.), usne Supljine (Han
1 sur., 2016.), zdrijela (Matijevi¢ 1 sur.,2009.), grkljana (Szczepanski i1 sur., 2007.), jetre
(Ishimura i sur., 2005.), plu¢a (Droemann i sur., 2005.), prostate (Paone i sur., 2008.), dojke
(Salaun i sur., 2006.), bubrega (Morikawa i sur., 2007.) i koze (Salaun, i sur., 2007a.).
Zanimljivo je da je pronadena visoka ekspresija TLR3 u malignim stanicama tumora glave i
vrata (kao i visoka aktivnost transkripcijskog ¢imbenika NF-kB), dok isti nije bio eksprimiran

u stanicama okolnog zdravog tkiva, ni na udaljenosti od 5 mm od tumora (Pries i sur., 2008.).

2.2.3. Ligandi TLR3

Prirodni ligand TLR3 je dIRNA, porijeklom od patogena (uglavnom od virusa). Vezanje
liganda odvija se na sljede¢i nacin: TLR3 prvo slabo veze dIRNA na N- i C- terminalnim
veznim mjestima te potom formira stabilan kompleks putem medudjelovanja s drugim TLR3.
Pri tome je za uspjeSnu aktivaciju signalnog puta klju¢na dimerizacija receptora. Na mjestima
gdje je TLR3 slabo eksprimiran, udaljenost izmedu dva receptora je veca, pa je i sama
vjerojatnost dimerizacije 1 aktivacije signalnog puta manja. Takoder, molekule dIRNA manje
od 45 parova baza (kao §to su endogene t-RNA, mikroRNA i ribosomska RNA) ne mogu
formirati stabilne komplekse s TLR3 i tako ih aktivirati. Na taj nacin se organizam $titi od
prekomjerne i neselektivne aktivacije signalnog puta TLR3 (Wang i sur., 2010.). Neki od
liganada koje otpustaju umiruce stanice mogu aktivirati TLR. U slu¢aju TLR3, to su stani¢ne
RNA, uglavnom mRNA. Cavassani i suradnici su u studiji na miSevima istrazivali vaznost
endogene RNA iz nekroti¢nih stanica u razvoju upalnog odgovora te dokazali da TLR3 u tom
slu¢aju djeluje kao endogeni senzor nekroze, neovisno o aktivaciji vanjskim patogenom
(Cavassani i sur., 2008.). Takemura i suradnici dokazali su da RNA oslobodene iz stanica
razorenih zraCenjem, aktivacijom TLR3 poti¢u upalni odgovor te u konacnici dovode do
razvoja postiradijacijskog gastrointestinalnog sindroma u zracenih miseva. Blokadom TLR3
sprijeCen je nastanak navedenog sindroma (Takemura i sur., 2014.). Poly(I:C) je sintetski
analog dIRNA , koji takoder aktivira TLR3. Medutim, poly(I:C) nije specifi¢an ligand TLR3,
ve¢ moze aktivirati i receptore MDA-5 (od engl. melanoma differentiation-associated protein

5) i RIG-I (od engl. retinoic acid- inducible gene 1). Poly(A:U) je takoder sintetski analog

11



dIRNA, no za razliku od poly(I:C) je specifican za TLR3 (Perrot i sur., 2010.).

2.2.4. Protutumorska uloga TLR3

TLR3 djeluje protiv tumora na dva osnovna nacina: poticanjem apoptoze te poticanjem

imunoloskog antitumorskog odgovora.

2.2.4.1. Poticanje apoptoze putem TLR3

Aktivacija antiapoptotskih gena, odnosno deaktivacija proapoptotskih gena gotovo je
uvijek povezana s razvojem, progresijom i metastaziranjem tumora. Dokazano je da aktivacija
TLR3 aktivira vanjski i unutras$nji put apoptoze (Sun i sur., 2011.). Proizvodnja IFN-f (nakon
aktivacije TLR3) dovodi do poviSene ekspresije kaspaza (Juang i sur., 2004.), TRAIL (od engl.
TNF-related apoptosis-inducing ligand) (Chawla-Sarkar i sur., 2002.; Morrison i sur., 2005.) i
p53 (Takaoka i sur., 2003.). Dokazano je da u tumorima glave i vrata poly(I:C) poti¢e apoptozu
aktivacijom kaspaza -3 i -9 (Pisani i sur., 2017.). Osim navedenog, TLR3 moze potaknuti
apoptozu 1 putem aktivacije proteina RIP1, poznatog po svojoj ulozi u odluci stanice da prezivi
(putem aktivacije kinaza MAP) ili podlegne apoptozi (Festjens i sur., 2007.). Unutra$nji je put
apoptoze reguliran proteinskom obitelji Bcl-2 (od engl. B-cell lymphoma-2), koja se sastoji od
antiapoptotskih ¢imbenika kao $to su Bcl-2, Bcl-XL (od engl. B-cell lymphoma-extra large) i
Mcl-1 (od engl. myeloid cell leukemia-1) koji ¢uvaju cjelovitost mitohondrijske membrane i
proapoptotskih ¢imbenika, kao npr. Bax (od engl. Bcl-2 associated X), Bak (od engl. Bcl-2
homologous antagonist/killer), Noxa i Puma (od engl. p53 upregulated modulator of apoptosis)
koji povecavaju propusnost iste. Park i suradnici pokazali su da poly(I:C) snizava ekspresiju
Bcl-2 (Park i sur., 2012.). Bax i Bak, pak, promic¢u oslobadanje citokroma c iz mitohondrija,
koji se u citoplazmi veze na adaptorski protein Apafl (od engl. apoptotic protease activating
factor 1), ¢ine¢i kompleks koji aktivira prokaspazu -9, ¢ime se pokrece kaskadna reakcija koja
u konacnici dovodi do apoptoze (Bisen 1 sur., 2013.). Tu je kaskadu moguce prekinuti, za Sto
su zasluzni neki od proteina IAP (od engl. inhibitor of apoptosis protein), koji inhibiraju
apoptozu putem inhibicije kaspaza -3 i -7 (Deveraux i sur., 1997.). Jedan od pripadnika gena
obitelji AP je Survivin, koji je normalno eksprimiran tijekom fetalnog razvoja. Dok je Survivin
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rijetko eksprimiran u zdravim tkivima odraslih jedinki, ekspresija mu je dokazana u stanicama
brojnih tumora (Ambrosini, isur., 1997.; Satoh i sur., 2001.). Nomi, Kodama i Suzuki pokazali
su da aktivacija TLR3 inducira apoptozu stanica tumora glave i vrata, pri ¢emu je ekspresija
Survivina sniZzena (Nomi i sur., 2010.). Stani¢ni IAP2, ili skra¢eno cIAP2 (od engl. cellular
IAP2) inhibira apoptozu putem interakcije s kaspazama te potiCe proliferaciju, invazivnost i
metastaziranje stanica tumora. Rije¢ je o ubikvitin ligazi E3 koja se veze na TRAF2 i TRAF3
te s njima formira kompleks koji, putem razgradnje ovisne o ubikvitinu, regulira razne aspekte
upalnog 1 imunoloSkog odgovora (Yang i Sun, 2015.). Friboulet i suradnici su u uzorcima tkiva
nazofaringealnog karcinoma pozitivnog na EBV (od engl. Epstein-Barr virus) opisali izrazito
poviSenu razinu proteina cIAP2 koji je inhibirao apoptozu posredovanu aktivacijom TLR3

(Friboulet i sur., 2008.).

Ono §to svakako valja napomenuti jest da, iako je vecina studija koje su pokazale
proapoptotski uc¢inak u pokusima koristila vrlo visoke koncentracije poly(I:C) (10-100 pg/ml)
(Salaun i sur., 2006.; Morikawa i sur., 2007.; Jiang i sur., 2008.), Friboulet i suradnici su
dokazali da, iako poly(I:C) povecava ekspresiju cIAP2 u stanicama tumora, kad se primijeni u
kombinaciji s inhibitorom proteina IAP RMT 5265, inhibira rast i potie apoptozu stanica
tumora €ak 1 u vrlo niskim koncentracijama (500 ng/mL) (Friboulet i sur., 2010.). Druga je
studija ukazala na to da je inhibitorni u¢inak poly(I:C) na rast stanica tumora direktno ovisan o
dozi (Park i sur., 2012.).

Iz mitohondrija se takoder oslobadaju proteini koji mogu inhibirati IAP, kao S$to je npr.
Diablo. Odredeni kemoterapeutici, kao §to su npr. paklitaksel i doksorubicin, mogu smanjiti

ekspresiju gena IAP i tako potaknuti apoptozu tumorskih stanica (Rathore i sur., 2017.).

2.2.4.2. Poticanje imunoloskog antitumorskog odgovora putem TLR3

Odumiranjem stanica tumora dolazi do ispusStanja endogenih liganada u tumorski
mikrookoli§ gdje mogu aktivirati dendriticke stanice. Pretpostavlja se da na slican nacin dolazi
i do oslobadanja endogenih liganada TLR3 koji u teoriji mogu na sli¢an nacin aktivirati
dendriticke stanice, medutim, trenutno dostupne spoznaje ve¢inom endogene ligande TLR3

dovode u svezu s poticanjem rasta i metastaziranja tumora.

Ipak, s obzirom na to da aktivacija TLR3 u dendritickim stanicama moze potaknuti
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sistemski antitumorski odgovor, agonisti TLR ispitivani su u brojnim studijama kao moguci
imunoterapeutici. Zbog svoje sposobnosti da pokrene imunoloski odgovor i1 potakne
programiranu stani¢nu smrt, poly(I:C) je jedan od obecavaju¢ih kandidata u buduénosti
imunoterapije tumora. Poly(I:C), odnosno njegova manje toksi¢na modifikacija Ampligen®, na
imunoloski sustav djeluje tako da se veze na TLR3 na dendritickim stanicama i tako ih aktivira.
Aktivirane dendriticke stanice iz perifernih tkiva migriraju u limfne ¢vorove, gdje sazrijevaju i
predocuju antigene naivnim limfocitima T te poticu njihovo sazrijevanje. Zreli citotoksi¢ni
limfociti T luce interferon y (IFNy), koji aktivira NK stanice i tako stimulira antitumorski
odgovor (Jelinek 1 sur., 2011.). Tako je tretman stanica neuroblastoma covjeka sa poly(I:C)
znacajno inhibirao rast stanica s visokom ekspresijom TLR3 i potaknuo njihovu apoptozu
(Chuang i1 sur., 2011.). Aktivacija TLR3 na stanicama karcinoma bubrega svijetlih stanica
takoder je inhibirala rast stanica tumora (Morikawa i sur., 2007.). Nedavno je pokazano da je
poly(I:C) ucinkovit u lije€enju neinvazivnog raka mokraénog mjehura, a u¢inkovitost je bila
jo§ veca kad je poly(I:C) primijenjen u kombinaciji s imunoterapijom Bacillus Calmette—
Guérin (Ayari i sur., 2016.). Zanimljivi su rezultati istrazivanja Ming Lima i suradnika, koji su
dokazali da aktivacija TLR3 pobolj$ava imunostimulatorni potencijal cetuksimaba, antitijela na

EGFR u ljjecenju tumora glave i vrata (Ming Lim i sur., 2013.).

2.2.5. Uloga TLR3 u progresiji i metastaziranju tumora

Aktivacija TLR3 moZe dovesti i do progresije tumora putem pojacanog lucenja
proupalnih citokina, poticanja migracije stanica tumora, pove¢anog lu¢enja metaloproteinaza,
poveéanja ekspresije faktora rasta VEGF, poticanja proliferacije stanica putem indukcije
signalnog puta Myc, poticanja metabolickog reprogramiranja te povecanog stvaranja molekula
ROS (od engl. reactive oxygen species) (Pries i sur., 2008.; Matijevi¢ i Paveli¢, 2011.; Matijevic¢
Glavan i sur., 2017.). Pokazano je da je poviSena razina ekspresije TLR3 u tkivima tumora
glave i vrata povezana sa slabom diferencijacijom tumora i perineuralnom invazijom (Chuang
isur., 2012.).
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2.2.5.1. Lucenje proupalnih citokina

Dokazana je prisutnost povisenih koncentracija proupalnih citokina u tumorskim tkivima,
kao i njihov utjecaj na progresiju tumora. Naime, proupalni citokini mogu inhibirati apoptozu i
stimulirati diobu stanica, mogu aktivirati proupalne signalne puteve i time dovesti do kroni¢ne
upale u mikrookoliSu tumora, dovesti do oSte¢enja DNA, stimulirati angiogenezu i povecati
metastatski potencijal tumora (Kundu i Surh, 2008.). Chuang i suradnici dokazali su da
poly(I:C) uzrokuje poveéano luéenje interleukina-6 i CCL5 (od engl. chemokine (C-C motif)
ligand 5) u stanicama plocastog karcinoma usne Supljine te poti¢e migraciju stanica tumora
(Chuang i sur., 2012.). Osim IL-6, aktivacija TLR3 potice lucenje i brojnih drugih citokina koji
poticu rast i razvoj tumora, kao §to su IL-8, IL-1a, IL-1p, IL-12p40, TNF-a, VEGF, TGF-f (od
engl. trasforming growth factor beta) i MCP-1 (od engl. monocyte chemoattractant protein 1)
(Matijevi¢ i sur., 2009.; He i sur., 2014.). Pri tome je proizvodnja IL-6 i TNF- a posredovana
isklju¢ivo putem NF-«xB (He i sur., 2014.). Poznato je da IL-8 i IL-la potiu izrazaj
metaloproteinaza matriksa (MMP). Osim toga, IL-8 moze direktno potaknuti prezivljenje i rast
stanica i potaknuti ekspresiju MMP-2 i -9 (Li i sur., 2003.).

2.2.5.2. Povecanje ekspresije gena ukljucenih u progresiju tumora

Na stanicama tumora zdrijela dokazano je da poly(I:C) dovodi do povisenja ekspresije
gena ukljucenih u progresiju tumora, kao §to su VEGF, RORB, PLAUR i MMP9 (Matijevi¢ i
Paveli¢, 2011.). Paone i suradnici pokazali su da aktivacija TLR3 posredno dovodi do pojacane
transkripcije VEGF u stanicama tumora prostate putem indukcije HIF-/a (engl. hypoxia-
inducible factor 1a) (Paone i sur., 2010.). Na stanicama metastaza tumora crijeva pokazano je
da poly(I:C) direktno povecava ekspresiju gena CXC10 (od engl. C-X-C motif chemokine 10),
¢iji proteinski produkt ima vaznu ulogu u angiogenezi i metastaziranju tumora (Keeley i sur.,

2010.; Bugge i sur., 2017.).
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2.2.5.3. Poticanje migracije stanica, invazije i metastaziranja

Sposobnost stanica tumora da razgrade dijelove izvanstani¢nog matriksa i1 tako postanu
invazivne ovisi dijelom i o povecanoj ekspresiji MMP. Dokazano je da MMP mogu inducirati
epitelno-mezenhimalnu tranziciju (EMT) (Radisky i Radisky, 2010.). EMT je proces u kojem
se gube adhezivne veze izmedu pojedinih stanica epitela, ¢ime one steknu sposobnost migracije
i invazivnosti, postajué¢i pri tome mezenhimalne stanice. Ovaj je proces prvi korak u
metastaziranju tumora. Dokazano je 1 da, osim §to potice ekspresiju MMP (izmedu ostalog
MMP13 koja je neophodna za invaziju i metastaziranje melanoma (Zigrino i sur., 2009.),
aktivacija TLR3 izravno dovodi i do jaceg izrazaja drugih proteaza ukljuc¢enih u reorganizaciju
tkiva i stani¢nu migraciju, kao $to je urokinazni aktivator plazminogena. Osim toga, pojacava i
ekspresiju integrina 1 te smanjuje ekspresiju E-kadherina, Sto je jedan od prvih dogadaja u
EMT (Matijevi¢ 1 Paveli¢, 2011.). Osim toga, aktivacija TLR3 dovodi i do sniZene ekspresije
kalretikulina, proteina odgovornog za adheziju stanica (putem interakcije s integrinima) te
njihovu migraciju (Lu i sur., 2015.). Smanjenje ekspresije kalretikulina dovodi do smanjenja
inhibicije stani¢ne proliferacije, Sto moze doprinijeti progresiji tumora. Osim sniZene ekspresije
kalretikulina, aktivacija TLR3 dovodi i do povisene ekspresije profilina-1, proteina koji veze
aktin Cija je pojacana ekspresija pronadena i u drugim tumorima, kao §to su tumor bubrega,
zeluca i fibrosarkom koze (Matijevic i Paveli¢, 2012.). Studija radena na stanicama vaskularnog
endotela pokazala je da profilin-1 igra vaznu ulogu u stani¢noj migraciji, ali i u razgradnji
izvanstani¢nog matriksa (poticanjem lu¢enja MMP2) i invaziji, ukazujuéi na njegovu vaznost
u angiogenezi (Ding i sur., 2009.). Dokazano je da aktivacija TLR3 uzrokuje povecanje
ekspresije biljega EMT (vimentin, fibronektin i Snail) i aktivaciju Racl (od engl. Ras-related
C3 botulinum toxin substrate 1) u stanicama metastaza tumora zdrijela (Matijevi¢ Glavan i
Mikulandra, 2017.). Racl je protein iz obitelji Rho GTP-aza za koje je poznato da utjecu na
brojne bioloSke procese, kao $to su regulacija stani¢nog ciklusa, regulacija prepisivanja gena,
kontrola apoptoze, restrukturiranje citoskeleta te promet kroz stanicnu membranu (Moon i
Zheng, 2003.). Cini se da su aktivacija Racl i EMT medusobno povezani procesi. Nekoliko je
radova ukazalo na to da aktivacija Racl poti¢e epitelno-mezenhimalnu tranziciju u raznim

vrstama tumora (Gulhati i sur., 2011.; Chen i sur., 2015.; Fang i sur., 2017.).
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2.2.5.4. Poticanje metaboli¢kog reprogramiranja

Povecana ekspresija TLR3 pronadena je u stanicama tumora glave i vrata, gdje je izgledno
da ima vaznu ulogu u poticanju metabolickog reprogramiranja, odnosno prelaska s oksidativne
fosforilacije na aerobnu glikolizu (Veyrat i sur., 2016.; Matijevi¢ Glavan i sur., 2017.). Ovaj se
oblik reprogramiranja metabolizma ucestalo povezuje s malignim fenotipom te je poznat pod
nazivom Warburgov ucinak (Vander Heiden i sur., 2009.). Vazna karika u tom procesu je HIF-
1. HIF-1 je ¢imbenik transkripcije koji regulira viSe stani¢nih procesa, ukljucujuéi i apoptozu,
kao odgovor na hipoksiju, a koji se sastoji od dvije podjedinice - HIF-1a i HIF-1p. U uvjetima
normalne oksigenacije (normoksije), HIF-1a je podlozan proteasomskoj razgradnji te su
njegove razine u stanici niske. U hipoksi¢nim uvjetima razine HIF-1a su dovoljno visoke da se
moze vezati na HIF-1B i tako formirati funkcionalni HIF-1 kompleks (Brahimi-Horn i
Pouyssegur, 2009.). Veyrat i suradnici pokazali su da je stimulacija TLR3 uzrokovala poviSenje
ekspresije proteina HIF-1a ¢ak i u uvjetima normoksije, dok je inhibicija TLR3, ¢ak i uvjetima
hipoksije dovela do smanjenja ekspresije ovog proteina (Veyrat i sur., 2016.). Takoder je
pokazano da u stanicama tumora usne Supljine postoji pozitivha povratna sprega izmedu
aktivacije TLR3 i TLR4 i ekspresije HIF-1. Naime, aktivacija TLR3 i TLR4 povecava
ekspresiju HIF-1 putem NF-«xB, a NF-kB pak dovodi do povecanja ekspresije TLR3 i TLR4 u
stanicama tumora (Han i sur., 2016.). Paone i suradnici pokazali su da aktivacija TLR3 u tumoru
prostate poti¢e lu¢enje VEGF-a putem indukcije HIF-1a te tako stimulira neoangiogenezu
(Paone i sur., 2008.).

Medutim, HIF nije jedini ¢imbenik vazan za metabolicko reprogramiranje tumora,
odnosno njegov prelazak na aerobnu glikolizu. Vaznu ulogu u tom procesu imaju ¢imbenik

transkripcije Myc i kinaze MAP (od engl. mitogen-activated protein).

Protein RIP1 (poznat i kao RIPK1, od engl. receptor-interacting serine/threonine-protein
kinase 1) koji je dio signalne kaskade TLR3, ima vaznu ulogu u odluci stanice da krene u
apoptozu ili da prezivi. PreZivljenje stanice ovisno je o aktivaciji kinaza MAP, koje pak
reguliraju Myc, vazan ¢imbenik transkripcije vezan za regulaciju stanicnog metabolizma
(Miller 1 sur., 2012.). Dokazano je da aktivacija TLR3, putem aktivacije ¢cimbenika Myc, potice
sintezu nekoliko proteina uklju¢enih u metabolizam tumora, kao $to su hnRNPAT1 (od engl.
nuclear ribonucleoprotein Al) i PKM2 (M2 izoforma piruvat kinaze) (Matijevi¢ i Pavelic,
2012.). hnRNPA1 potic¢e ekspresiju CD44, vaznog receptora za hijaluronan koji stupa u

interakcije 1 s drugim proteinima izvanstanicnog matriksa. Nedavno je dokazano da
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prekomjerna ekspresija hnRNPA 1 putem CD44 poti¢e invazivnost hepatocelularnog karcinoma
(Zhou i sur., 2013.). Osim toga, hnRNPA1 potice preferencijalno izrezivanje varijante PKM2,
promovirajuc¢i na taj nacin aerobnu glikolizu (David i sur., 2010.). PKM2 je izoforma M2
enzima piruvat kinaze, prisutna u samoobnavljaju¢im tkivima, kao Sto su embrionalna tkiva,
matine stanice te tkiva tumora. Ve¢ je ranije proteomskom analizom pokazana povezanost

izmedu aktivacije TLR3 i povecane ekspresije ovog enzima (Matijevi¢ i Paveli¢, 2012.).

Pretpostavlja se da aktivacija TLR3, putem RIP1 dovodi do aktivacije kinaza MAP,
odnosno Myc, koji utjeCe na povecanu ekspresiju hnRNPA1. hnRNPA1 preferencijalno
izrezuje varijantu PKM2 i potice ekspresiju CD44. Oni pak, u suradnji s HIF-1, utjeCu na
prelazak na aerobnu glikolizu te poticu proliferaciju i invazivnost tumora (Matijevi¢ Glavan i

sur., 2017.).

2.2.5.5. Povecanje stvaranja molekula ROS

Vise je studija pokazalo da tretman poly(I:C)-om mozZe izazvati stvaranje ROS
(Harashima i sur., 2014.; Chen i sur., 2016.). Oksidacijski stres putem molekula ROS dovodi
do osteéenja makromolekula unutar stanica te moze posredno dovesti do stani¢ne smrti. Sto je
manja koli¢ina ROS, manja je i vjerojatnost da ¢e njima uzrokovana oStecenja dovesti do
stani¢ne smrti, a veca da ¢e izazvati rast i progresiju tumora. Poznato je da male koli¢ine ROS
poticu proliferaciju i utjeCu na pokretljivost stanica tumora, naro¢ito u kombinaciji sa
smanjenjem koliCine antioksidansa u stanici. Dokazano je da aktivacija TLR3 utjeCe na
povecano stvaranje ROS te na smanjenje razina glutationa, vaznog stani¢nog antioksidansa

(Matijevi¢ Glavan 1 sur. 2017.). S druge pak strane ROS moZe uciniti stanice tumora

2.2.6. Dvojna uloga TLR3 u stanicama primarnih i metastatskih tumora

Zanimljiva je i dvojna uloga TLR3 u stanicama primarnih i metastatskih tumora gdje je
primije¢ena znacajna razlika izmedu ekspresije TLR3 i njegove funkcionalnosti. U stanicama

tumora debelog crijeva nadeno je da je TLR3 eksprimiran i u linijama primarnog (SW480) i
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metastatskog tumora (SW620), i, premda nije bio funkcionalan ni u jednima, transfekcija
egzogenog gena TLR3 pokazala je da stanice metastatskog karcinoma imaju funkcionalan
signalni put TLR3. U karcinomu zdrijela dokazano je da je TLR3 eksprimiran u stanicama
primarnog tumora (FaDu), kao i1 u stanicama metastaza karcinoma zdrijela (Detroit 562), no da

je funkcionalan samo u potonjima (Matijevici sur., 2009.; Matijevi¢ i Paveli¢, 2011.).

Umemura i suradnici primijetili su da su stanice metastatskih tumora glave i vrata
osjetljivije na apoptozu od stanica primarnih tumora. Autori su ustanovili da aktivacija TLR3
dovodi do apoptoze putem ogranka signalnog puta TLR3, molekule IRF. Signalni put IRF bio
je aktivan u obje linije stanica, dok je signalni put NF-xB u liniji stanica metastaza bio
nefunkcionalan. Rezultati istrazivanja su pokazali da su stanice metastaza tumora glave i vrata
nakon tretmana s poly(I:C) u ve¢oj mjeri podlegle programiranoj stani¢noj smrti. Takoder je
poznato da aktivacija NF-kB poti¢e prezivljenje stanica. Iz toga se moze zakljuciti da je za
pojacanu apoptozu stanica metastaza tumora glave 1 vrata nakon aktivacije TLR3 odgovoran
poremecaj u prijenosu signala putem NF-kB (Umemura i sur., 2012.). Daljnje su studije
pokazale da je za poremecen prijenos signala putem NF-kB u metastatskim tumorima
odgovorna smanjena ekspresija proteina RIP1, do kojeg vjerojatno dolazi zbog pojacane

metilacije promotora RIP1 u stanicama tumora (McCormick i sur., 2016.).
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2.3. Tumori glave i vrata

Tumori glave i vrata, s incidencijom od oko 7% medu muskarcima i 1% medu Zenama u
Hrvatskoj (Hrvatski zavod za javno zdravstvo, Registar za rak, 2018.), u svijetu su Sesti po
incidenciji medu tumorima (Duvvuri i Myers, 2009.). U Europi je 2012. samo od tumora glave
i vrata oboljelo oko 250000, a umrlo oko 63500 ljudi (Gatta i sur., 2015.). Zbog posebnosti
anatomskog smjestaja, ovi tumori mogu izrazito narusiti izgled 1 funkcije organa smjeStenih u
podrucju glave i vrata Sto Cesto dodatno pogorSavaju agresivne metode lijeCenja (opsezni
kirurski zahvati, visoke doze zracenja). lako se ovi tumori razlikuju prvenstveno prema
anatomskom smjeStaju, a time i lije€enju, imaju 1 mnoga zajednicka obiljezja. U 90% slucajeva

histoloski se radi o karcinomima plocastih stanica.

Prema anatomskoj regiji u kojoj nastaju ovi se tumori dijele na sljedece:

1. Tumori gornjeg Zdrijela (nazofarinksa)

2. Tumori srednjeg Zdrijela (orofarinksa)

3. Tumori donjeg Zdrijela (hipofarinksa)

4, Tumori usne Supljine, ukljucivo 1 prednje dvije trecine jezika
5. Tumori baze jezika

6. Tumori tonzila

7. Tumori mekog nepca

8. Tumori grkljana (larinksa)

9. Tumori zlijezda slinovnica

10. Tumori paranazalnih sinusa

2.3.1. Etiologija tumora glave i vrata

U nastanku tumora glave i vrata vaznu ulogu igraju genetski i okoli$ni ¢imbenici, ali 1

odredene virusne infekcije.
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2.3.1.1. Genetski i okoliSni ¢imbenici

Tumori glave i1 vrata ponekad se javljaju u sklopu nasljednih malignih sindroma, kao $to
su ataksija teleangiektazija, xeroderma pigmentosum i Fanconijeva anemija, no mogu se javiti
I kao tzv nasljedni obiteljski tumori glave i vrata, koje se povezuje s nasljednim defektom tumor
supresorskog gena MTS1 (od engl. multiple tumor suppressor gene 1) te tumor supresorskog
gena p14ARF (od engl. alternate reading frame) (Philip i sur., 2016.).

Ve¢ je duze vrijeme poznata uzrocno-posljedi¢na povezanost izmedu pusenja i
konzumacije alkohola i razvoja tumora glave i vrata. Zlouporaba alkohola i duhana poznati je
etioloski ¢imbenik u nastanku tumora usne Supljine, orofarinksa, hipofarinksa i larinksa.
Procijenjeno je da je cak tri Cetvrtine svih tumora usne Supljine 1 zdrijela uzrokovano

konzumacijom alkohola i duhana (Hashibe i sur., 2009.).

Duhanski dim sadrzi kancerogene spojeve koji uzrokuju oSte¢enja DNA. Popravak tih
ostecenja uglavnom se odvija putem izrezivanja baza (engl. base excision repair) ili izrezivanja
¢itavih nukleotida (engl. nucleotide excision repair). Odredeni polimorfizmi gena ukljucenih u
procese popravka DNA mogu doprinijeti povecanom riziku za nastanak ovih tumora (Philip i

sur., 2016.). Dokazano je takoder i da pusenje uzrokuje mutacije p53 (Brennan i sur., 1995.).

2.3.1.2. Virusne infekcije

U novije vrijeme dokazana je i veza izmedu infekcije humanim papiloma virusom (HPV)
(osobito tipa 16) i razvoja tumora orofarinksa plocastih stanica (osobito tumora krajnika i
tumora baze jezika) (Gillison, 2004.; Marur i sur., 2010.) te Epstein-Barrovog virusa i

nazofaringealnog karcinoma (Niedobitek, 2000.).

Tumori pozitivni na HPV ¢&ine ukupno 20% tumora glave i vrata. Ce$¢e se nalaze u
mladoj populaciji i imaju bolju prognozu od HPV negativnih tumora te bolje reagiraju na
kemoterapiju i1 zracenje. HPV sadrZi onkogene E6 1 E7 koji inaktiviraju RB (retinoblastom) 1
p53, Sto dovodi do poremecaja stani¢nog ciklusa (Philip i sur., 2016.). Takoder, dokazano je da
je TLR3 vazan posrednik u razvoju nazofaringealnog karcinoma uzrokovanog infekcijom

virusom Epstein- Barr (Li i sur., 2015.).
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2.3.2. Uloga kroni¢ne upale u nastanku tumora glave i vrata

Ono §to se je zajednicko konzumaciji duhana 1 alkohola te infekciji jest izazivanje upale
u mikrookoliSu iz kojeg potencijalno moze do¢i do razvoja tumora. U slucaju tumora glave 1
vrata, duhanski dim, a narocito alkohol, neovisno o njihovim ostalim mutagenim ucincima,
neposredno izazivaju kroni¢nu iritaciju sluznice gornjih diSnih puteva, uzrokujuci
mikroosStecenja te iste sluznice, $to u konacnici dovodi do razvoja kroni¢ne upale. Prilikom
upale dolazi do oslobadanja reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) i reaktivnih dusikovih spojeva
(RNS), koji mogu dovesti do osteéenja DNA, lipida i proteina te mutacija u onkogenima,

odnosno tumor supresorskim genima. To je faza inicijacije tumora.

Inicijacija oznacava pocetno nakupljanje mutacija i oSte¢enja DNA do kojih dolazi pod
utjecajem kancerogenih tvari te produkata upale te stvaranja klonalne populacije stanica.
Nakupljanjem daljnjih mutacija stanice postaju otpornije te dolazi do klonalne ekspanzije
stanica i nastanka polja stvaranja tumora (promocija). Ako se nakupljanje mutacija nastavi i
dalje dolazi do stvaranja viSe klonalnih populacija stanica te razvoja tumora (progresija)
okruzenog zonom premalignih stanica. Upravo je ta zona odgovorna za pojavu lokalnih
recidiva, ali i nastanak novih primarnih tumora (Braakhuis i sur., 2002.). Upala ima vaznu
ulogu, ne samo u inicijaciji, ve¢ 1 u promociji 1 progresiji tumora. U mikrookoliSu tumora luce
se brojni proupalni citokini, kao Sto su IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a i TGF-B. Ovi citokini remete
epitelnu barijeru, poti¢u nastanak molekula ROS 1 RNS, $to doprinosi daljnjim oSte¢enjima
DNA, te u mikrookoli$ tumora privlace druge proupalne stanice. TGF-f3 potice proces epitelno-
mezenhimske tranzicije te tako promovira metastaziranje tumora. 1L-10 i IL-17 sudjeluju u
angiogenezi, ali i u diferencijaciji makrofaga u smjeru M2 (Landskron i sur., 2014.). Makrofazi
M2 putem Iucenja VEGF-a, urokinaznog plazminogenskog aktivatora i njegovog receptora
potic¢u neoangiogenezu, a povecanjem ekspresije MMP, 1 metastaziranje tumora (Sica i sur.,
2008.). Takoder, navedeni citokini u mikrookoli§ tumora privlace i fibroblaste vezane uz tumor
(engl. cancer-associated fibroblasts), kao i limfocite T-reg. Fibroblasti vezani uz tumor ¢ine
glavninu strome tumora, a lu¢e MMP te faktore rasta neophodne za rast i razvoj tumora
(Bhowmick i sur., 2004.). Limfociti T-reg se u mikrookoliSu tumora nalaze u obilju gdje
znacajno ogranicavaju antitumorski imunoloski odgovor i1 poticu imunotoleranciju stanica
tumora. Osim toga, dokazano je i da limfociti T-reg poti¢u i neoangiogenezu putem povecanog
lu¢enja VEGF (Facciabene i sur., 2012.).
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2.3.3. Biologija malignih tumora glave i vrata

Hanahan 1 Weinberg su opisali Sest kljucnih bioloskih osnova nastanka i Sirenja malignih

tumora (engl. hallmarks of cancer) (Hanahan i Weinberg, 2000.). To su:

1. Samodostatnost signala za rast

2. Otpornost na signale za inhibiciju rasta
3. Izbjegavanje apoptoze

4. Neogranicena proliferacija

5. Neoangiogeneza

6. Invazija i metastaziranje

2.3.3.1. Samodostatnost signala za rast

Receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR) je prekomjerno eksprimiran u vise od 90%
tumora glave 1 vrata s tim da je njegova ekspresija ve€a u stanicama tumora usne Supljine i
zdrijela, u odnosu na stanice tumora grkljana (Kalyankrishna i Grandis, 2006.). Aktivacijom
ovog receptora dolazi do aktivacije razli€itih signalnih puteva koji dovode do povecane
proliferacije stanica, inhibicije apoptoze te poticanja angiogeneze. Poveéana ekspresija ovog
receptora obi¢no se veze uz uznapredovale i1 slabo diferencirane tumore otporne na

kemoterapiju, ali osjetljive na zraenje (Takes 1 sur., 1998.; Ang 1 sur., 2002.)

Receptor faktora rasta sliénog inzulinu tipa 1 (engl. insulin-like growth factor type-1
receptor) je tirozin-kinazni receptor ¢ija aktivacija takoder dovodi do otpornosti na apoptozu i

povecane proliferacije stanica (Philip 1 sur., 2016.).

2.3.3.2. Otpornost na signale za inhibiciju rasta

Najvazniji signalni put koji je inhibiran u tumora glave i vrata je onaj vezan za TGF-p.

TGF-B je citokin koji sprjeCava nekontroliranu proliferaciju epitelnih, endotelnih 1
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hematopoetskih stanica. U stanicama tumora dolazi do promjena u prijenosu signala putem
TGF-B koje mijenjaju njegovu funkciju. Tako TGF-p, citokin koji u normalnim stanicama
djeluje antitumorski, u tumorskim stanicama promovira njihovo prezivljenje, rast i
metastaziranje (Tian i sur., 2011.). Naime, TGF-B je odgovoran za aktivaciju fibroblasta
pridruzenih tumoru, koji su poznati po tome da poti¢u epitelno-mezenhimalnu tranziciju,
izmedu ostalog putem pojacanog luc¢enja MMP i ¢imbenika rasta (Erdogan i Webb, 2017.).
Osim toga, pokazano je da TGF-f in vitro inhibira u¢inak citotoksi¢nih limfocita CD8+ te tako

potiskuje protutumorski odgovor (Woo i sur., 2001.).

2.3.3.3. lIzbjegavanje apoptoze

Oko 10-20% tumora glave i vrata izbjegavaju programiranu stani¢nu smrt mutacijama u
signalnom putu PISK-PTEN-AKT (Kozaki i sur., 2006.). PI3K (fosfoinozitid 3-kinaza) utjece
na promjene stani¢nih funkcija u odgovoru na izvanstanic¢ne signale. PTEN (engl. phosphatase
and tensin homolog deleted on chromosome 10) je tumor supresorski gen koji je smjeSten na
kromosomu 10. Njegova je inaktivacija pronadena u brojnim tumorima (Bonneau i Longy,
2000.). AKT je serin-treonin kinaza koja posreduje u brojnim nizvodnim uc¢incima PI3K. Pri
nastanku tumora dolazi do gubitka ekspresije gena PTEN. Budu¢i da proteinski proizvod gena
PTEN inhibira nizvodnu signalizaciju PI3K, gubitak ekspresije ovog gena uzrokuje povecanu
ekspresiju proteina AKT. Protein AKT, osim §to inhibira brojne proapoptotske ¢imbenike,
putem aktivacije NF-Kf moze aktivirati prepisivanje antiapoptotskih gena (npr. CIAP) (Paez i
Sellers, 2003.).

2.3.3.4. Neogranicena proliferacija

Do neograni¢ene proliferacije stanica raka dolazi zbog sprjeCavanja prirodnog starenja
stanice koje onemogucava neograni¢enu diobu.

Telomere su ponavljajuéi sljedovi nukleotida na krajevima kromosoma koje Stite
kromosome od oste¢enja, odnosno fuzije sa susjednim kromosomima. U stanicama normalnih
tkiva telomere onemogucuju neograni¢enu proliferaciju stanica. Naime, prisustvo telomera

onemogucava sintezu novog lanca DNA do kraja kromosoma, $to uzrokuje njihovo skracenje
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pri svakoj diobi stanice. Nakon odredenog broja dioba, zbog prisustva telomera, stanica se vise
neée moci dijeliti, $to uzrokuje njeno starenje (senescenciju). Stanice tumora, za razliku od
normalnih stanica, u visokoj mjeri eksprimiraju enzim telomerazu, koja je odgovorna za
produzavanje telomera i sprjeCavanje starenja stanica tumora.

Mutacije gena uklju¢enih u regulaciju stanicnog ciklusa takoder poticu njihovu
neprekidnu diobu. Kljuéne mutacije u tumora glave i vrata dogadaju se u genima TP53, CCND1
(od engl. cyclin D1), CDKN2A (od engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) (HPV negativni
tumori) te TP53, Rb1, Rbl1 (od engl. retinoblastoma-like 1), Rbl2 (od engl. retinoblastoma-like
2) (HPV pozitivni tumori) (Philip i sur., 2016.).

U stanicama normalnih tkiva protein Rbl (od engl. retinoblastoma 1) sprjecava
nekontroliranu progresiju stani¢nog ciklusa. Protein Rbl je u svom nefosforiliranom
(aktivnom) stanju vezan za ¢imbenik transkripcije E2F. Kompleks ciklina D1 i kinaza ovisnih
o ciklinu CDK4/6 (od engl. cyclin-dependent kinase 4/6) u kasnoj fazi G1 stani¢nog ciklusa
pod utjecajem faktora rasta fosforilira (inaktivira) Rb1 koji podlijeze konformacijskoj promjeni
te otpuSta E2F koji potice transkripciju gena potrebnih za prelazak stanice u fazu S. Mutacija
gena Rb1 rezultira inaktivnim proteinom koji ne moze vezati E2F, $to posredno dovodi do
neometane progresije stani¢nog ciklusa. Na ovaj na¢in protein Rb1 djeluje sli¢no kao i faktori
koji utjeCu na “samodostatnost faktora rasta” $to upucuje na medusobnu isprepletenost 1

povezanost navedenith mehanizama vaZznih u nastanku malignih tumora.

Prekomjerna ekspresija telomeraze, kao i mutacije gena uklju¢enih u izbjegavanje
programirane stanicne smrti te poticanje rasta stanica tumora c¢esto su prisutne u maticnim
stanicama tumora. Mati¢ne stanice su subpopulacija stanica tumora sa sposobnoscu
samoobnavljanja, diferencijacije i proliferacije. Smatra se da su upravo mati¢ne stanice tumora
najodgovornije za progresiju i Sirenje tumora te njegovu otpornost na lije¢enje (Clay 1 sur.,

2010.) i relaps.

2.3.3.5. Neoangiogeneza

3
Kad tumor dosegne odredenu veli¢inu (1-2 mm ) dostupna koli¢ina kisika vise nije
dovoljna za daljnji rast tumora. U stanicama tumora dolazi do stresa uzrokovanog hipoksijom.

Dolazi do luc¢enja brojnih proupalnih citokina koji stimuliraju stvaranje novih krvnih zila (TNF-
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a, TGF-B, IL-6, IL-10) te privla¢enja upalnih stanica (makrofazi M2, fibroblasti vezani uz
tumor, limfociti T-reg) koje lu¢e VEGF.

2.3.3.6. Invazija i metastaziranje

Za invaziju 1 metastaziranje tumora klju¢ni su sljede¢i dogadaji: gubitak polarnosti
epitelnih stanica, komunikacija izmedu stanica tumora 1 strome, neoangiogeneza, lu¢enje MMP
te EMT. EMT je kulminacija niza dogadaja koji dovode do reprogramiranja stanica koje gube
epitelni fenotip kojim su ¢vrsto povezane sa susjednim stanicama ¢vrstim i adherentnim vezama
1 stjeu sposobnost migracije, Sto dovodi do invazije okolnih tkiva i metastaziranje (Slika 2.).
Smatra se da EMT ima klju¢nu ulogu u visokorizi¢nim tumorima glave i vrata (Landskron i

sur., 2014.).

Gubitak adhezije izmedu

Stvaranje novih krvnih A
.‘ilﬂlllclﬂ tumora

Zdravo Tumor Zila (neoangiogeneza)
tkivo } o

Pojacano lucenje
MMPi VEGF

I

Bazalna Krvna Zila
membrana

_—~ Epitelne

u E] stanice

Bazalna membrana

—*  Mezenhimalne stanice
tumora

e .. -
! - Intravazacija stanica
Krvna zila ™ tumora u krvotok

Slika 2. Invazija i metastaziranje tumora. Poja¢ano lu¢enje MMP dovodi do gubitka
polariteta 1 adhezije medu stanicama tumora. Epitelne stanice tumora time stjecu sposobnost
migracije 1 invazivnosti, prelaze¢i pri tome na mezenhimalni tip stanica. Uvjeti hipoksije poticu

lu¢enje VEGF te stvaranje novih krvnih zila unutar tumora.
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2.3.4. LijecCenje tumora glave i1 vrata

Terapijski pristup u lijeCenju tumora glave i vrata vrlo je kompleksan i ovisi o sijelu 1
stadiju tumora, kao 1 patohistoloSkom nalazu, a u nacelu ukljucuje operativni zahvat,
radioterapiju, kemoterapiju i, od nedavno, ciljanu terapiju pomocu cetuksimaba, kimeri¢nog

monoklonskog protutijela s visokim afinitetom za receptor epidermalnog faktora rasta (EGFR).

Prema navedenim podacima odreduje se vrsta i opseg kirurS§kog zahvata, ciljni volumeni
i doze zracCenja kao i indikacije za kemoterapiju. U nacelu, 30%-40% bolesnika u ranim
stadijima bolesti moguce je lijeciti samo kirurski ili radioterapijski, dok se u 60% bolesnika (s
tumorima uznapredovalih stadija) zasniva na kombinaciji radioterapije (zratenja) i
kemoterapije zasnovane na cisplatini. Takvo je lijecenje obiljezeno visokom toksi¢noscu i
brojnim nuspojavama, osobito kad se primjenjuje zajedno i u visSim dozama, §to je Cesto

neophodno u lije¢enju uznapredovalih tumora.

2.3.5. Uloga radioterapije u lijeCenju tumora glave i vrata

Radioterapija je jedan od klju¢nih nacina lije¢enja tumora glave i vrata. Primarni je nain
lijecenja tumora nazofarinksa, ali u odredenim slu¢ajevima moze biti primarni oblik lije¢enja 1
tumora glave, vrata i ostalih sijela. NajéeSée se, ipak, koristi u adjuvantne svrhe, kao
konsolidacijska terapija nakon kirurSkog lijeCenja, u sluCajevima kada na osnovi

patohistolo§kog nalaza postoji osnovana sumnja na postojanje mikroskopske bolesti.

Ciljni volumeni i doze zracenja takoder se odreduju s obzirom na gore navedene
parametre, ukupnim dozama koje variraju od 50-70 Gy. Pojedina¢ne dnevne doze najéeSce
iznose 2 Gy, $to je standardna doza frakcioniranja. No, sve se viSe koriste 1 hiperfrakcionirani
protokoli, koji podrazumijevaju primjenjivanje vise manjih frakcija u toku dana. Ideja
hiperfrakcioniranog protokola zasnovana je na radiobioloskim svojstvima tumora glave i vrata,
odnosno njihovoj povecanoj osjetljivosti na nize pojedine doze zracenja koje se primjenjuju u

kra¢im intervalima.

Nuspojave zrac¢enja podrucja glave 1 vrata mogu biti subjektivno vrlo neugodne. U polju
zracenja dolazi do upale sluznice (mukozitisa) te do oslabljenog lucenja sline, $to povecava
rizik za razvoj gljivi¢nih i bakterijskih oboljenja usne Supljine i zuba, a ja¢ina nuspojava ovisna

je o primijenjenoj dozi zracenja.
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2.3.6. Utjecaj zracenja na mikrookoli§ tumora

Fotoni dolaze u interakciju s materijom na razne nacine tijekom prolaska kroz tkivo.
Posljedica ovih reakcija su ionizacije i stvaranje nestabilnih molekula i slobodnih radikala
unutar stanica organizma. To rezultira brojnim fizikalno-kemijskim reakcijama koje dovode do

ostecenja lipida, proteina i DNA, odnosno do oSte¢enja i smrti stanica.

Zamisao da zraCenje jednog dijela tijela moze utjecati na Citav organizam, ubijajuci
stanice tumora u udaljenim dijelovima organizma, zaceta je jo§ 1953., kada je Mole prvi opisao
pojam apskopalnog ucinka (Mole, 1953.). Naziv apskopalni u¢inak (od engl. abscopal effect)
dolazi od latinske rije¢i ab, $to znaci ,,od* i gréke rijeci scopus, Sto znadi ,,meta®, a odnosi se
na protutumorsko djelovanje zracenja u dijelovima tijela udaljenima od samog podrucja
zracenja (Chen 1 sur. 2015.). Rije¢ je o rijetkoj pojavi, koja je u zadnjih Sest desetljeca
zabiljeZena na primjeru nekolicine klini¢kih slucajeva (Nobler, 1969.; Rees i Ross, 1983.;
MacManus 1 sur., 1994.; Okuma i sur., 2011.) Navedena opazanja potaknula su daljnja

istrazivanja kojima je dokazano da zra¢enje modulira imunosni sustav (Kalbasi 1 sur., 2013.).

Radioterapija utje¢e na imunosni sustav na vi$e razina. S jedne strane, zracenje uzrokuje
tzv. imunogeni¢nu smrt stanice koju odlikuju jedinstveni procesi koji se u stanici dogadaju na
nivou molekula. Oni ukljucuju premjesStanje kalretikulina na povrSinu stanice, oslobadanje
ATP-a, pojacanu ekspresiju kostimulatornih molekula te pojatano oslobadanje molekula
DAMP (D’Souza 1 sur., 2016.). One aktiviraju dendriticke stanice imunosnog sustava na slican
nacin kao i PAMP, odnosno djeluju kao endogeni ligandi TLR, §to u konac¢nici dovodi do
aktivacije citotoksi¢nih limfocita T (Krysko i sur., 2012.; Kroemer i sur., 2013.; Reynders i sur.,
2015.). Najpoznatija takva molekula je HMBG-1 (od engl. high-mobility group box-1), koja
aktivira TLR4 (Apetoh i sur., 2007.; Sharabi i sur., 2015.).

Poznato je 1 da radioterapija dovodi do pojacane ekspresije molekula Fas (jedan od
okidaca programirane stani¢ne smrti) i glavnog kompleksa tkivne snosljivosti - MHC | (od engl.
major histocompatibility complex) (Reits i sur. 2006.; Tang i sur. 2014.; Reynders i sur., 2015.),
koji je odgovoran za prezentaciju antigena citotoksi¢nim limfocitima CD8+. Osim navedenog,
¢ini se da radioterapija aktivira limfocite CD8+ i putem indukcije interferona tipa I (Burnette 1
sur., 2011.; Lim i sur., 2014.). Nekoliko studija na zivotinjskim modelima potvrdilo je da je
aktivacija limfocita CD8+ klju¢na za radiosenzitivnost primarnog tumora (Slone i sur., 1979.;

Demaria i sur., 2005.; Lee i sur., 2009.; Dovedi i sur., 2014.), kao i za nastanak apskopalnog
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uc¢inka (Demaria 1 sur., 2004.).

S druge pak strane, zraenje, osim S§to ima imunostimulatorni ucinak, djeluje i
imunosupresivno, povecavajuci ekspresiju PD-L1 (od engl. programmed death-ligand 1), koji
na limfocite T djeluju inhibicijski. To je jedan od nacina na koji stanice tumora izbjegavaju
imunosni odgovor domacina. Isto tako, zracenje dovodi do povisenja koncentracije TGF-J3,
poznatog posrednika invazivnosti tumora i epitelno-mezenhimalne tranzicije (Dancea i sur.,
2009.), novacenja limfocita T-reg (Kachikwu i sur., 2011.) te polarizaciju makrofaga u smjeru
M2 (Tsai i sur., 2007.). EI-Saghire i suradnici pokazali su da radioterapija raka prostate inducira
proupalni odgovor povecavajuci ekspresiju TLR3, SH2D1A i IL18 (El-Saghire i sur., 2014.).

Zbirni prikaz uc¢inaka ioniziraju¢eg zracenja prikazan je na Slici 3.
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Slika 3. Dvojni ucinci ioniziraju¢eg zracenja na stanicu. Zracenje ima antitumorske, ali i
protumorske u¢inke na stanicu tumora. Ono o$tecuje stanicnu membranu i DNA direktno, ali i
indirektno, putem indukcije reaktivnih spojeva. U ozracenoj stanici pojacana je ekspresija
molekula Fas, §to pospjesuje smrt stanice, kompleksa MHC I kalretikulina. Smréu stanice
oslobadaju se molekule DAMP koje djeluju kao ligandi TLR na stanicama koje predocuju

antigene, pojacavajuci tako prezentaciju antigena citotoksi¢nim limfocitima T. Takoder dolazi
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do oslobadanja brojnih citokina i kemokina te stvaranja imunotolerantnog mikrookolisa

pogodnog za rast i Sirenje tumora (preradeno prema Sharabi i sur., 2015.).

2.3.7. Sustavno lijecenje tumora glave i vrata

U sustavno lijeCenje tumora spadaju kemoterapija 1 imunoterapija. Osnovni
kemoterapeutik koji se primjenjuje u lije€enju tumora glave i vrata je cisplatina. Osim u
lijeenju tumora glave i vrata, cisplatina se koristi i u lije€enju brojnih drugih tumora, kao $to
su tumori plu¢a, mokraénog mjehura, odredeni ginekoloski tumori, itd. Mehanizam djelovanja
cisplatine zasniva se na vezanju za purinske baze i interferenciji s mehanizmima popravka
DNA, Sto uzrokuje oStecenje DNA te apoptozu stanica tumora. Lije¢enje cisplatinom prac¢eno
je brojnim nuspojavama, kao §to su oste¢enje bubrega i/ili sluha, gastrointestinalni poremecaji,
krvarenja, smanjena otpornost na infekcije i alergijske reakcije. Dodatan problem je i
rezistencija. U svrhu prevladavanja rezistencije na cisplatinu, kao i smanjenja toksi¢nosti, sve
se ¢eS¢e razmatraju kombinirane terapije s drugim agensima, kao $to su paklitaksel (tumor
zeluca), tegafur-uracil (neki oblici tumora pluca), doksorubicin (mezoteliom), gemcitabin

(tumor zu¢njaka), vitamin D (rak debelog crijeva), itd. (Shaloam i Tchounwou, 2014.).

Cetuksimab je kimeri¢no monoklonsko antitijelo usmjereno protiv EGFR, s afinitetom
vec¢im 5-10 puta od onog endogenih liganada. Osim $to sprje¢ava vezanje endogenih liganada,
cetuksimab takoder potice 1 internalizaciju receptora, smanjujuci tako njegovu ekspresiju na
povrsini stanica. Dokazano je da cetuksimab pojacava osjetljivost tumora na zra¢enje (Huang i
sur., 1999.). MozZe se dati umjesto ili u kombinaciji sa standardnim kemoterapeuticima, ovisno
o sijelu i stadiju tumora. Postoje dokazi da kombinacija cetuksimaba s agonistima TLR3

poboljsava njegov u¢inak (Ming Lim i sur., 2013.).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Tumorske stanic¢ne linije

Istrazivanja su provedena na komercijalno dostupnim linijama stanica nabavljenih od

ATCC (od engl. American Type Culture Collection).

Stanice FaDu (ATCC® HTB-43TM) su stanice primarnog planocelularnog karcinoma
zdrijela (hipofarinks). Stanice SQ20B su stanice primarnog karcinoma grkljana. FaDu shTLR3
i SQ20B shTLR3 su linije stanica FaDu i SQ20B koje su stabilno transficirane plazmidom za
shRNA koja inducibilno utisava TLR3. Kontrola ovim stanicama su stanice FaDu shcontrol i

SQ20B shcontrol, koje odgovaraju stanicama stabilno transficiranim kontrolnim plazmidom.

™
Stanice Detroit 562 (ATCC® CCL-13 ) dobivene su iz pleuralne efuzije ¢ovjeka. Radi se o

stanicama metastaza planocelularnog karcinoma zdrijela.

™
Stanice HEK-Blue  hTLR3 dizajnirane su za proucavanje stimulacije signalnog puta

TLR3 u ljudi putem promatranja aktivacije NF-kB. Stanice HEK-BIueTNI hTLR3 dobivene su
ko-transfekcijom gena hTLR3 i reporter-gena SEAP (od engl. secreted embryonic alkaline
phosphatase). Stimulacija ovih stanica ligandom TLR3 aktivira NF-xB i AP-1, §to potice
proizvodnju SEAP-a. Njegova razina lako se odreduje pomoc¢u posebnog medija (QUANTI-
Blue™) koji detektira SEAP u supernatantu stanica. Ovaj medij sadrzi specifi¢ni supstrat za
SEAP. SEAP hidrolizira ovaj supstrat, pri ¢emu dolazi do plavo-ljubicastog obojenja medija,

Sto se s lakocom vidi 1 golim okom, a moze se mjeriti i pomocu spektrofotometra (Slika 4.).
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Slika 4. Plavo-ljubicasto obojenje medija nakon hidrolize supstrata u mediju pomocu

SEAP-a. Intenzitet obojenja proporcionalan je aktivaciji signalnog puta TLR3.

Stanice FaDu i Detroit 562 uzgajane su u mediju DMEM (od engl. Dulbecco's modified
Eagle medium), obogac¢enim s 2 mM glutaminom i 10% FBS-a (od engl. fetal bovine serum).

™
Stanice HEK-Blue uzgajane su u gore navedenom mediju u koji smo dodali 30 pg/ml

™
Blasticidina i 10 pg/ml Zeocina . Blasticidin omogucuje prezivljavanje stanica s plazmidom

koji kodira hTLR3, a Zeocin™ prezivljavanje stanica s plazmidom koji kodira SEAP u

™
stanicama HekBlue  u selektivnom mediju.

Stanice FaDu shTLR3 i SQ20B shTLR3 uzgajane su u mediju DMEM (od engl.
Dulbecco's modified Eagle medium), obogacenim s 2 mM glutaminom, 0,04 pnL/mL puromicina
(20 puL puromicina na 500 mL medija) i 10% FBS-a (od engl. fetal bovine serum). Dodatak

puromicina u medij omogucuje selekciju stabilno transficiranih stanica.

Kulture stanica uzgajane su u inkubatoru na 37 °C uz 5% COz i vlagu.
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3.2. Mjerenje aktivacije signalnog puta TLR3

U ovom dijelu istrazivali smo otpustaju li nekroti¢ne stanice tumora ligande za TLR3.

Stanice FaDu, Detroit 562 i SQ20B nasadene su u sterilnu ploc€icu s 96 bunari¢a u koli¢ini

4 4
1x10 , odnosno 2x10 st/bunari¢u ovisno o pokusu te su nakon inkubacije od 24 sata izlagane
razli¢itim oblicima stresa. Pod izlaganjem stresu podrazumijevamo izgladnjivanje stanica (engl.
serum starvation), izlaganje gama-zracenju (jednokratna doza od 5 Gy odnosno 10 Gy),

hipoksiju te izlaganje oksidacijskom stresu pomoc¢u vodikovog peroksida.

3.2.1. lzgladnjivanje stanica

Stanice FaDu, Detroit 562 i SQ20B nasadene su u sterilnu plo¢icu s 96 bunari¢a u koli¢ini

4
1x10 st/bunaricu te su inkubirane tijekom 24 sata na temperaturi 37°C uz 5% CO, i vlagu.
Potom je sa stanica odstranjen medij, stanice su isprane dva puta s medijem bez seruma te je u

svaku jazicu dodano 120 uL medija bez seruma. Stanice su potom inkubirane 48 sati.

3.2.2. lzlaganje stanica gama-zracenju

4
Stanice FaDu, Detroit 562 1 SQ20B nasadene su u koli¢ini od 1x10 st/bunari¢u te su

zracene nakon inkubacije od 24 sata. Tretman zraCenjem proveden je putem panoramskog

.60 . . . . - ..
uredajas Co izvorom gama zracenja u pravokutnoj komori dimenzija 4.9 m x 3.9 m x 3.5 m.

Zralenje je provedeno na udaljenosti od 260 cm od centra izvora (244 cm od plasta), brzinom

doze 2 Gy/min, do ukupne doze od 5 Gy, odnosno 10 Gy. Gama zra€enje ¢ine elektromagnetski

valovi valnih duljina kra¢ih od 10_13 m, odnosno fotoni. Radionuklidni izvor izotop 60Co svojim
raspadom emitira fotone visokih energija, koji pak, osim Sto direktno oStec¢uju DNA Zivih
stanica, svojim interakcijama s elektronskim omota¢em atoma proizvode i brojne druge
fizikalno-kemijske uc¢inke u smislu sekundarnih ionizacija i stvaranja slobodnih radikala koji
dalje osStecuju stanice, onemogucujuc¢i im daljnju diobu i inducirajuéi stanicnu smrt. Po

provedenom zracenju, stanice su inkubirane 48 sati.
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3.2.3. lzlaganje stanica uvjetima hipoksije

4
Za ovaj pokus stanice FaDu, Detroit 562 1 SQ20B nasadene su u koli¢ini od 2x10
st/bunari¢u te su izlozene hipoksiji nakon inkubacije od 24 sata. Ovaj je pokus izveden u

posebnoj hipoksi¢noj komori (Slika 5.).

Slika 5. Hipoksi¢na komora

Radi se o hermeticki zatvorenoj komori izradenoj od visokokvalitetnog polikarbonata koji
omogucuje veliku izdrzljivost. U podrucju poklopca svi su dijelovi O-prstena jednako
komprimirani prstenastom kvacicom, Sto ¢ini spoj nepropusnim za zrak. Prilikom izvodenja
pokusa u komoru se dovodi smjesa dusika i ugljicnog dioksida sve dok se razina kisika u komori
ne spusti ispod 0.5%. Komora se potom umetne u laboratorijski inkubator pri 37°C gdje se

ostavlja dvadeset 1 Cetiri sata.
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3.2.4. lzlaganje stanica oksidacijskom stresu

4

Stanice FaDu, Detroit 562 te SQ20B nasadene su u koli¢ini od 2x10 st/bunaricu te su
nakon inkubacije od 24 sata tretirane vodikovim peroksidom u koncentraciji 200 uM, odnosno
500 uM. Sa stanica je uklonjen medij te je u bunari¢e nakapana otopina vodikovog peroksida.

Stanice su inkubirane tijekom 24 sata.

Nakon inkubacije tretiranih stanica, njihovim supernatantom tretirane su stanice HEK-

™ . .. ., e 4 .,
Blue , takoder nasadene u sterilnu plocicu s 96 bunarica, u koli¢ini od 3x10 st/bunaricu.

. : . : ™ . o
Tretman stanica proveden je tako da je sa stanica HekBlue  odstranjen medij te je u
bunari¢e nakapan kondicionirani medij stanica FaDu, Detroit 562 i SQ20B. Stanice su

inkubirane tijekom 24 sata.

Za pokuse mjerenja aktivnosti TLR3, u novu sterilnu plocicu od 96 bunaric¢a preneseno

™

je po 50 pL supernatanta sa stanica HekBlue te je svaki bunari¢ dopunjen sa 150 pL
QuantiBlue medija. Plo¢ice su pohranjene u inkubatoru na 37°C do mjerenja. Aktivacija
signalnog puta TLR3 mjerena je ocitavanjem apsorbancije na 620 nm pomocu citaca

mikrotitarskih ploc€ica Infinite (Tecan). Ocitavanje je vrSeno nakon 1, 2 1 4 sata.

S obzirom na to da se nekrozom stanica oslobada i RNA, a ligand za TLR3 je dvolanc¢ana
RNA, kako bismo provjerili je li oslobodena RNA jedini ligand, medij je tretiran RNazom

nakon ¢ega je ponovno mjerena aktivacija signalnog puta TLR3. Stanice FaDu, Detroit 562 i

SQ20B nasadene su na sterilnu plo¢icu s 96 bunari¢a u koli¢ini 1)(104 st/bunaricu i tretirane po
jednakoj shemi kao S$to je ranije navedeno. Tretman RNazom proveden je 24 sata nakon
izlaganja hipoksiji 1 oksidativnom stresu, odnosno 48 sati nakon zracenja i dodavanja medija
bez seruma. Sa stanica je potom odstranjen medij u kojeg je dodana RNaza (1.5 pL na 300 uL

supernatanta). Medij s RNazom je inkubiran u termobloku na 37 °C tijekom 2 sata te su potom

™
njime tretirane stanice HekBlue i provedeno je mjerenje apsorbancije prema gore opisanim

uvjetima.
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3.3. Prezivljenje i apoptoza stanica tumora nakon tretmana s poly(I1:C)

samostalno i u kombinaciji s cisplatinom i zra¢enjem

3.3.1.  Predtretman stanica FaDu shTLR3 i SQ20B shTLR3

U ovom pokusu koriStene su linije stanica FaDu i SQ20B stabilno transficirane

plazmidom za shRNA koja inducibilno utiSava TLR3.

Stanice su nasadene na sterilnoj plocici s 96 bunari¢a u koli¢ini IXIO4 st/bunari¢u. Za
tretman stanica s poly(I:C) u 3 mL DMEM dodano je 60 uL poly(I:C) (kona¢na koncentracija
poly(I:C) bila je 10pg/uL), a za tretman s cisplatinom u 3 mL DMEM dodana su 2puL cisplatine
(konac¢na koncentracija cisplatine bila je 1 uM). Za tretman kombinacijom poly(I:C) i cisplatine
pripravljena je otopina od 3 mL DMEM u koji je dodano 60 pL poly(I:C) te 2 uL cisplatine.
Poly(I:C) i cisplatina Cuvani su u zamrzivacu pri temperaturi -20°C. U svaku od otopina dodano
je16 pL doksiciklina. Dodatak doksiciklina u medij omogucuje prepisivanje shRNA za TLR3
s plazmida i tako utiSava ekspresiju TLR3 (regulacija ekspresije ShRNA ovisi o aktivnosti
transregulatornog proteina koji moze biti aktiviran ili potisnut od strane tetraciklina ili njegovog

analoga doksiciklina). Navedene stanice su potom izloZzene gama-zracenju u jednokratnim

60
dozamaod 2.5 Gy ili 7.5 Gy. Zracenje je provedeno putem panoramskog uredajas Co izvorom
gama zracenja u pravokutnoj komori dimenzija 4.9 m x 3.9 m x 3.5 m, na udaljenosti od 382
cm od plasta, na visini 72 cm od poda, brzinom doze od 20 mGy/s tijekom 125 sekundi do

ukupne doze od 2.5 Gy, ili 375 sekundi do ukupne doze od 7.5 Gy.

3.3.2. Test citotoksi¢nosti

Citotoksi¢no djelovanje liganada TLR3 u istrazivanim stanicama mjereno je testom MTT.
Test MTT je standardni kolorimetrijski test kojim se mjeri aktivnost enzima mitohondrijske
dehidrogenaze koji reducira topivi zuti MTT (dimetiltiazol difenil tetrazolium bromid) u
netopivi ljubicasti formazan. Pri tom je absorbancija nastalog obojenja mjera vijabilnosti

stanica, odnosno njihove mitohondrijske aktivnosti (Slika 6.).
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Slika 6. Shematski prikaz testa MTT
Test citotoksi¢nosti na ispitivanim stanicama proveden je nulti (0.) i tre¢i (3.) dan.

Nakon uklanjanja medija iz bunari¢a, u svaki je bunari¢ nakapano 40 pL razrijedenog
reagensa MTT (1x). Nakon inkubacije od 3 sata, netopivi talog formazana otopljen je u 160 uL
dimetil-sulfoksida (DMSO) (Kemika, Hrvatska).

Apsorbancija je mjerena pri 570 nm pomocu ¢itaca za mikrotitarske plocice, a dobivene
vrijednosti apsorbancije su preracunate u postotak rasta stanica (PG, od engl. percentage of

growth) pomocu sljedece formule:

srednja vrijednost ODtest — srednja vrijednost ODt0
PG=100 x

srednja vrijednost ODk — srednja vrijednost ODtO

Pri tome je ODtest izmjerena vrijednost apsorbancije uzoraka nakon mjerenog vremena,
ODt0 izmjerena vrijednost apsorbancije uzoraka prije izlaganja uzoraka odredenoj tvari i ODk

izmjerena vrijednost stanica bez tretmana.
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3.3.3. Test apoptoze

Test apoptoze (Caspase-Glo® 3/7 Assay, Promega, SAD) mjeri aktivnost kaspaza -3 i -7
u kulturama stanica. Test sadrzi proluminiscentni supstrat za kaspazu 3/7, koji sadrzi
tetrapeptidnu sekvencu DEVD (Asp-Glue-Val-Asp). Cijepanjem ovog supstrata nastaje
aminoluciferin, supstrat za luciferazu. Dodatak reagensa Caspase-Glo® 3/7 dovodi do lize
stanica, cijepanja supstrata aktivnos¢u kaspaze i stvaranja luminiscentnog signala koji se mjeri
na luminometru (Slika 7.). Pri tome je luminiscencija proporcionalna prisutnoj aktivnosti

kaspaza.

U pokusu su koristene stanice SQ20B (kontrolne i shTLR3), koje su nasadene na sterilnu

4
bijelu mikrotitarsku plo¢icu s 96 bunarica u kolicini 1.5x10 st/bunari¢u uz dodatak
doksiciklina. Nakon 24 sata, iz bunari¢a je odstranjen medij te je proveden predtretman stanica
s poly(I:C) u koncentraciji 10 pg/mL, 1 uM cisplatinom te kombinacijom poly(I:C) i cisplatine.

Stanice su inkubirane 45 minuta na temperaturi od 37°C uz 5% COz2 i vlagu, nakon cega je

60
provedeno zrac¢enje putem panoramskog uredaja s Co izvorom gama zracenja u pravokutnoj
komori dimenzija 4.9 m x 3.9 m x 3.5 m, na udaljenosti od 370 cm od plasta i visini 70 cm od
poda, brzinom doze od 20 mGy/sec tijekom 390 sekundi, odnosno do ukupne doze 7.5 Gy.

Stanice su potom inkubirane dvadeset 1 Cetiri sata, nakon ¢ega je proveden test apoptoze.

U svaki bunari¢ nakapano je 80 puL reagensa (koji se dobije mijeSanjem Caspase-Glo®
3/7 supstrata koji sadrzi tetrapeptidnu sekvencu DEVD (Asp-Glue-Val-Asp) i pufera). Mjerenje
luminiscencije provedeno je nakon inkubacije od 30 minuta, odnosno 1 sata, na luminometru
(Fluoroscan ascent FL, Thermo, Finska), prema protokolu koji je unaprijed odreden programom

instrumenta.

Proluminiscentni
supstrat za kaspazu
3/7 Aminoluciferin

H

Z-DEVD-N S N COOH
\@ < ]/ HN S N~ - COOH SiEt
N S [ ] />—< +
NN s

Kaspaza 3/7

Luciferaza +
Caspase-Glo® 3/7
reagens

Luminiscencija

Slika 7. Mehanizam djelovanja testa Caspase-Glo® 3/7
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3.4. Analiza promjene ekspresije gena koji sudjeluju u apoptozi, odnosno

preZivljenju stanica nakon tretmana

Za analizu promjena ekspresije gena koji sudjeluju u apoptozi, odnosno prezivljenju

stanica tumora KoriStena je metoda real time RT-PCR.

3.4.1. lzolacija RNA i sinteza cDNA

Stanice SQ20B (kontrolne i shTLR3) nasadene su u sterilne posude te su drugi dan
tretirane 45 minuta s poly(I:C) u koncentraciji 10 pg/mL, 1 uM cisplatinom, kombinacijom
poly(I:C) i cisplatine te zraCenjem u dozi od 7.5 Gy. Izolacija RNA provedena je 24 sata nakon
tretmana koriStenjem RNeasy Mini Kit-a (Qiagen, Hilden, Njemacka) prema uputama
proizvodaca. Stanice su rasprSene i homogenizirane u puferu RLT (od engl. RNeasy Lysis
Buffer). Potom je u lizat dodan 70%-tni etanol u jednakom volumenu. Suspenzija etanolai lizata
je potom preseljena u spin kolonu. Na njezinom se dnu nalazi specijalna silikonska membrana
na koju se RNA selektivno veze. Nakon centrifugiranja 15 sekundi na 8 000 okretaja/min, spin
kolona je isprana sa 700 uL pufera RW1 te je sadrzaj centrifugiran 15 sekundi na 8 000
okretaja/min. Potom je spin kolona isprana s 500 pL pufera RPE te je sadrzaj ponovno
centrifugiran 15 sekundi na 8 000 okretaja. Postupak je ponovljen, ovaj put s centrifugiranjem
na 8 000 okretaja/min tijekom 2 minute. Potom je u spin kolonu dodano 50 pL destilirane vode

te je sadrZaj centrifugiran 1 minutu na 8 000 okretaja/min.

Izolirana RNA c¢uvana je na temperaturi od -80°C. Koli¢ina i kvaliteta izolirane RNA
provjerena je na spektrofotometru i gelu agaroze. Spektrofotometrijsko mjerenje sluzi za

odredivanje koncentracije RNA i oneciS¢enje solima i proteinima.
Koncentracija RNA odreduje se racunski, prema sljedec¢oj formuli:

CRNA(ug/mL) = A260 x 40 x razrjedenje.

Pri tome je Ayg apsorbancija u jedinicama opticke gustoce pri valnoj duljini od 260 nm,
a 40 ekstincijski koeficijent RNA. Onecis¢enje uzorka solima racuna se iz omjera apsorbancija
pri 260 i 230 nm, a pozeljna je vrijednost omjera > 2.0. OneciS¢enje uzorka proteinima ra¢una

se iz omjera apsorbancija pri 260 i 280 nm, a pozeljni su omjeri od 1.6-1.9.
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Za procjenu cjelovitosti molekule RNA i eventualnog zagadenja genomskom DNA sluzi
analiza na gelu agaroze. S obzirom na to da je ribosomska RNA, s udjelom od 80 do 85%
kvantitativno najzastupljenija RNA u stanici, utvrdivanje cjelovitosti izolirane RNA vrsi se
upravo na temelju njenog izgleda. Pri tome obje ribosomske pruge moraju biti jasno definirane,
a omjer gornje i donje pruge mora biti 2:1. mRNA je u gelu agaroze vidljiva kao razmaz izmedu
dvije ribosomske pruge, a tRNA ¢ine najdonju difuznu prugu. Pruga vidljiva u jazici, ili koja je
tek iziSla iz jazice oznaCava zagadenje genomskom DNA. Onecis¢enje genomskom DNA
dodatno je provjereno reakcijom PCR s pocetnicama koje su smjesStene u intronskom dijelu

DNA, pri ¢emu u reakciji u koju je dodana ¢ista RNA ne dolazi do stvaranja produkta PCR-a.

Sinteza cDNA odvija se reakcijom obrnutog prepisivanja (engl. reverse transcriptase)
RNA u komplementarnu ¢cDNA. Za ovaj pokus koristen je komplet TagMan® Reverse
Transcription Reagens Kit (Applied Biosystems, Branchburg, SAD) prema uputama
proizvodaca.

U reakcijsku smjesu od 25 uL dodana su 2.5 pLL 10x RT pufera (sastav 100 mM Tris-
HCI (pH 9.0), 500 mM KCI, 1% Triton® X-100), 1.0 pL 10 mM dNTP-a, 2.5 pL 50 uM
pocetnica u obliku nasumi¢nih heksamera, 1.25 pL enzima reverzne transkriptaze (50 U/uL),
te 1.25 pL inhibitora RNAze (20 U/uL), po 0.1 pug RNA izolirane iz svakog od tretiranih

uzoraka te je smjesa nadopunjena vodom do 25 pL.

Sinteza ¢cDNA odvijala se prema programu: sparivanje pocetnica 10 minuta pri 95°C,

sinteza prvog lanca 60 minuta pri 37°C 1 inaktivacija reverzne transkriptaze 5 minuta pri 95°C.

3.4.2. Real time PCR

S obzirom na to da je klasicna metoda RT-PCR (od engl. reverse transcription
polymerase chain reaction, odnosno lancana reakcija polimerazom nakon obrnutog
prepisivanja) semikvantitativna, razvijen je kvantitativni ili real time gPCR. Real time gPCR je
precizna i pouzdana metoda za kvantifikaciju ekspresije gena, za koju su dovoljne i vrlo male
koli¢ine mRNA. Produkti reakcije PCR obiljezavaju se fluorescencijskom bojom i kontinuirano

se analiziraju tijekom nastajanja.

®
Fluorescentna boja koriStena u ovom radu je Sybr Green (Applied Biosystems, Velika

Britanija), koja se veze na dvolancanu DNA u uzorku. Tijekom reakcije PCR DNA polimeraza

®
umnaza zadanu sekvencu DNA 1 tako se povecava koli¢ina produkta reakcije PCR. Boja Sybr
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se potom veze na svaku novu kopiju dvolancane DNA. Rezultat je porast intenziteta

fluorescencije koji je razmjeran koli¢ini produkta reakcije PCR .

Prije samog izvodenja pokusa napravljena je analiza pocetnica. Radi utvrdivanja mogu li

se rezultati analizirati relativnom kvantifikacijom, odnosno napraviti izracun prema formuli 2

AACT
, izradene su standardne krivulje. Da bi se dobila standardna krivulja potrebno je prvo

napraviti seriju razrjedenja cDNA. Vrijednost Ct (treshold value) ozna¢ava broj ciklusa nakon

kojeg se fluorescentni signal detektira. Na temelju te vrijednosti program proizvodi standardnu

krivulju. Adekvatna standardna krivulja mora imati R2>0.98 i nagib izmedu -3.3 do -3.6, $to
zna¢i da se produkt u svakom ciklusu umnozi s efikasnos¢u od 90-100%. Sve pocetnice
koristene u ovom radu provjerene su standardnom krivuljom i zadovoljavale su navedene
uvjete. KoriStene pocetnice koncentracije 50 uM razrijedene su u omjeru 1:10 te su prikazane

su u Tablici 1.

Tablica 1. Pocetnice koristene za izvodenje real time RT-PCR reakcije. Pocetnice su

koncentracije 25 nmol i zadovoljavajuce Cistoce (engl. desalted).

Naziv Naziv Slijed nukleotida

pocetnice umnazanog gena
BAD-F BAD 5-CTC CGG AGG ATG AGT GAC GAGT-3'
BAD-R 5-ACT TCC GCC CAT ATT CAA GAT-3'
BAX-F BAX 5-TTT GCT TCA GGG TTT CAT CC-3
BAX-R 5-CAG TTG AAG TTG CCG TCA GA-3'
NOXA-F NOXA 5-GAG ATG CCT GGG AAG AAG G-3'
NOXA-R 5-TCC TGA GCA GAA GAG TTT GGA-3'
PUMA-F PUMA 5-GAT GGC GGA CGA CCT CAAC-3
PUMA-R 5-TGG GAG TCC AGT ATG CTA CAT GGT-3'
SURVIVIN-F SURVIVIN 5-TGA GCT GCAGGT TCCTTATCT G-3'
SURVIVIN-R 5-GAATGGCTTTGT GCT TAG TTT T-3'
DIABLO-F DIABLO 5-TGA CTT CAA AAC ACC AAG AGT A-3'
DIABLO-R 5-TTT CTG ACG GAG CTC TTC TA-3'
BCL-XL-F BCL-XL 5-GCA GGC GAC GAG TTT GAACT-3'
BCL-XL-R 5-GTG TCT GGT CAT TTC CGA CTG A-3'
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Reakcijska smjesa za analizu ekspresije gore navedenih gena napravljena je u koli¢ini

od 10 pL, a sastojci su prikazani u Tablici 2.

Tablica 2. Sastojci reakcije RT-PCR

Sastojak Volumen (puL)
Sybr® Green Master Mix 5.0

Pocetnica F 0.3

Pocetnica R 0.3

cDNA 1.0

qH20 3.4

Ukupni volumen 10.0

Pri tome je ¢cDNA razrijedena u omjeru 1:5, a pocetnice u omjeru 1:10. Uzorci su
nakapani u jazice u triplikatima te kratko centrifugirani pri 1000 rpm.

PCR reakcija izvedena je pri sljede¢im uvjetima: pocetna denaturacija izvodena je 10
minuta pri 95 °C, nakon ¢ega je uslijedilo 40 ciklusa s denaturacijom od 30 sekundi pri 95°C,

sparivanje parova pocetnica s DNA u trajanju od 30 sekundi pri 62°C i produljivanje lanca u

™
trajanju od 30 sekundi pri 60°C. Reakcija PCR odvijala se u aparatu CFX96 Real Time PCR
Detection System (BioRad, SAD).

Za izracun razlike u ekspresiji odredenog gena u dva razlicita uzorka koriStena je metoda

-AACT
AACT. Promjena ekspresije gena se racuna pomocu formule 2 . Prvo se izracuna vrijednost

AACT. Ona se dobije tako da se od Ct vrijednosti gena od interesa oduzme Crt vrijednost
osnovnog, Konstitutivnog gena koji ima stabilnu ekspresiju (engl. housekeeping). Tako se
dobije ACT vrijednost. AACT vrijednost jest razlika izmedu ACT vrijednosti tretiranog uzorka

i kontrole.
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3.5. Odredivanje unutarstanicnog ROS

Za odredivanje unutarstanicnog ROS-a nakon tretmana stanica, koristena je proba 2',7'-
diklorodihidrofluorescein diacetat (DCFH-DA, Fluka). Radi se o naj¢esée koristenoj probi za
detekciju unutarstani¢nog vodikovog peroksida i drugih oksidansa. Proba prolazi kroz stani¢nu
membranu. Unutar stanice se hidrolizirau DCFH karboksilatni anion, koji se zadrzava u stanici.
Njegovom oksidacijom pomocéu ROS-a nastaje fluorescentni produkt pod nazivom

diklorofluorescein (DCF), a ¢iji signal mozemo myjeriti na fluorimetru.

Proba DCFH-DA ¢uvana je u zamrzivacu pri temperaturi od -20°C.

Stanice SQ20B (kontrolne 1 shTLR3) nasadene su u sterilnu bijelu mikrotitarsku plocicu

s 96 bunarica u koli¢ini 2xlO4 st/bunari¢u uz dodatak doksiciklina u koncentraciji 2 pL/mL.
Nakon 24 sata, iz bunari¢a je odstranjen medij te su stanice isprane su sa 100 pL svjeze
pripremljenog pufera HBSS-a (od engl. Hank's buffered salt solution) nakon ¢ega je u svaki
bunari¢ nakapano 100 pL 10 uM DCFH-DA. Stanice su potom inkubirane u inkubatoru 30
minuta na 37°C uz 5% COz i vlagu. Nakon inkubacije stanice su ponovno isprane sa 100 uL
HBSS-a te su tretirane s poly(I:C) u koncentraciji 10 pg/mL, cisplatinom koncentracije 1 uM
te kombinacijom poly(l:C) i cisplatine. Pokus je napravljen u kvadriplikatima. Tretirane stanice

potom su inkubirane na 37°C uz 5% COz i vlagu. Mjerenje fluorescencije provedeno je nakon

30 minuta, 1 sat, 2 sata te 4 sata. Mjerenje je provedeno na fluorimetru Infinite® 200 PRO

microplate reader (Tecan), pri ekscitaciji 500 nm i emisiji 529 nm.
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3.6. Analiza stani¢nog ciklusa pomoc¢u protocnog citometra

Analiza stani¢nog ciklusa temelji na ¢injenici da stanice u razli¢itim fazama stani¢nog
ciklusa imaju razli¢itu koli¢inu DNA. Stanice u fazi G2/M imaju dvostruko vise DNA od
stanica u fazi G2/G1, dok se koli¢ina DNA u fazi S nalazi izmedu ove dvije vrijednosti.
Mjerenje se vrsi posredno, koriStenjem fluorescentnih proba koje se vezu za DNA u stani¢noj
jezgri, pri ¢emu je fluorescentni signal koji se detektira proporcionalan udjelu DNA u stanici.
Mjerenjem fluorescencije svake stanice u populaciji moguce je odrediti broj stanica u odredenoj

fazi ciklusa.

Fluorescentna boja koriStena u ovom pokusu je propidij-jodid.

U ovom pokusu koriStena je linija stanica Detroit 562. Stanice su nasadene u sterilne
plo¢ice s 12 bunari¢a te tretirane s poly(I:C) u koncentraciji 10 pg/mL, cisplatinom
koncentracije 1 uM te kombinacijom poly(I:C) i cisplatine, nakon ¢ega su zra¢ene ukupnom
dozom od 2.5 Gy. Stanice su potom inkubirane 24 ili 72 sata, nakon ¢ega je mjeren udio stanica

u odredenim fazama stani¢nog ciklusa.

Nakon inkubacije, sa stanica je uklonjen medij koji je premjeSten u sterilne epruvete od
2 mL (Eppendorf, Njemacka). Stanice su potom isprane s 300 pL PBS-a, nakon ¢ega je dodano
200 pL tripsina. Nakon petominutne inkubacije, stanice su resuspendirane u bunari¢u medijem
u kojem su rasle, preseljene u epruvete od 2 mL te centrifugirane 5 minuta pri 3000 rpm i 4°C.
Potom su stanice dva puta isprane s 500 uL PBS-a te ponovno centrifugirane 5 minuta pri 3000
rpm 1 4°C. Nakon centrifugiranja, epruvete sa stanicama su preseljene na led i resuspendirane
u 500 uL PBS-ai 1 mL apsolutnog etanola (Cuvanog na -20°C), koji je dodavan kap po kap uz

blago mijeSanje vorteksom. Tako pripremljene stanice do analize su pohranjene na -20°C.

Prije analize stanice su isprane s 500 uL PBS-a i centrifugirane tijekom 5 minuta pri 3000
rom. Nakon centrifugiranja iz epruveta sa stanicama odstranjen je PBS. Stanice su
resuspendirane u 150 pL razrijedene otopine RNAze (koncentracija 0.1 pg/uL) 1 inkubirane u
vodenoj kupelji temperature 37°C 15 minuta. Stanice su potom resuspendirane u 150 pL
propidij-jodida (50 pg/uL). Nakon toga je sav sadrzaj preseljen u prethodno obiljezene epruvete
za mjerenje na protocnom citometru te je inkubiran na ledu, zasti¢en od svjetlosti, tijekom 30

minuta, nakon ¢ega su stanice analizirane na proto¢nom citometru.
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Analiza uzoraka u ovom radu provedena je pomocu proto¢nog citometra FACSCaliburTNI
(Becton Dickinson, SAD) i programa CellQuest Pro. Protok stanica namjesten je na brzinu od
200-400 dogadaja (engl. events) u sekundi, a za svaki pojedini uzorak skupljeni su podaci o0 15
000 stanica. Dobiveni podaci su analizirani programom ModFit (Verity Software House,
Topsham, ME, SAD).

Prilikom analize definirane su koordinatne osi tako da je na ordinati prikazan broj stanica,

a na apscisi koli¢ina stani¢éne DNA (u vidu parametra FL.2-A) (Slika 8.).
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Slika 8. Histogram stani¢nog ciklusa. Na ordinati je prikazan broj stanica, dok je na
apscisi prikazana koli¢ina DNA u stanici. Prvi brijeg bi oznacavao broj stanica u fazi G0/G1
stani¢nog ciklusa, drugi brijeg broj stanica u fazi G2/M stani¢nog ciklusa, dok iscrtano podrucje

izmedu dva brijega oznacava broj stanica u fazi S stani¢nog ciklusa.

45



3.7. Statistika

Statisticka analiza je provedena koristenjem softvera GraphPad Prism v.6 (GraphPad
Software, SAD). StatistiC¢ka znac¢ajnost izra¢unata je pomocu Studentovog t-testa (engl. two-
tailed), a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Statisticka znacajnost je prihvacena pri p < 0.05.
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4. REZULTATI

4.1. Aktivacija signalnog puta TLR3

Kako bismo provjerili otpustaju li nekroti¢ne stanice tumora glave i vrata endogene
ligande za TLR3, stanice primarnog (FaDu) i metastatskog (Detroit 562) karcinoma zdrijela te
stanice primarnog karcinoma grkljana (SQ20B) izlagali smo hipoksiji, oksidativhom stresu,

izgladnjivanju 1 zracenju, koji su u razli¢itoj mjeri prouzrocili nekrozu stanica (Slika 9.).

Detroit 562

Kontrola

200 pM H,0,

500 uM H,0,

Hipoksija

Slika 9. Prikaz stanica Detroit 562, FaDu i SQ20B pod svjetlosnim mikroskopom nakon
izlaganja oksidativnom stresu i hipoksiji.
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Nakon izlaganja stanica stresu (i tretiranja medija RNazom), supernatantom tih stanica

tretirali smo stanice HekBlue . Kako bismo provjerili je li oslobodena RNA jedini ligand,
medij smo tretirali RNazom te istrazivali aktivira li se i dalje signalni put TLR3. Aktivaciju
signalnog puta mjerili smo ocitavanjem apsorbancije na 620 nm pomocu ¢itac¢a mikrotitarskih

plocica. Dobiveni rezultati prikazani su kao postotak promjene u odnosu na kontrolu (Slika 10.).

800- .
Bl Detroit
600 FaDu
1 B SQ20B

400+

200+

Apsorbancija (aktivacija TLR3 signalnog puta)

Slika 10. Aktivacija signalnog puta TLR3 nakon inkubacije stanica Detroit 562, FaDu i
SQ20B u mediju bez seruma (0% ser), u mediju s 2% seruma (2% ser), te nakon zracenja u dozi
od 5 (5 Gy), odnosno 10 Gy (10 Gy). Zvjezdicom (*) oznacene su statistiCki znacajne
vrijednosti razlike u odnosu na kontrolne stanice *p<0.05, **p=0.01.

Nakon inkubacije stanica u mediju bez seruma, poveéanje aktivacije signalnog puta TLR3
zabiljezeno je u sve tri linije stanica, no statisticki je znac¢ajno bilo samo u liniji stanica Detroit

562 (p<0.03), gdje je iznosilo 44.4%.

Nakon inkubacije u mediju s 2% seruma statisticki znacajan porast aktivnosti signalnog

48



puta TLR3 nije zabiljezen niti u jednoj liniji stanica.

Aktivnost signalnog puta TLR3 nakon zracenja u dozi od 5, odnosno 10 Gy statisticki je
znacajno porasla samo u liniji stanica SQ20B, i to oko 2.5 puta. Pri tome zracenje u dozi od 10
Gy nije znacajnije utjecalo na aktivaciju signalnog puta TLR3 u odnosu na zracenje u dozi od

5 Gy.

Porast aktivnosti signalnog puta TLR3 u stanicama Detroit 562 zabiljezen je nakon
izlaganja oksidativnom stresu i hipoksiji. Porast aktivnosti TLR3 u stanicama Detroit 562
iznosio je 57.6% nakon izlaganja oksidativnom stresu, odnosno 55% nakon izlaganja hipoksiji.
Nakon izlaganja hipoksiji i oksidativnom stresu aktivnost signalnog puta TLR3 u stanicama

FaDu bila je snizena u odnosu na kontrolu. (Tablica 3.).

Tablica 3. Aktivacija signalnog puta TLR3 nakon izlaganja stresu (zrac¢enje u dozi od 10

Gy, H202, izgladnjivanje u mediju bez seruma i hipoksija) te tretmana RNazom.

Detroit 562 FaDu SQ20B

(% kontrole) (% kontrole) (% kontrole)
K 100.00 100.00 100.00
10 Gy 135.84 187.85 151.56
10 Gy+RNaza 119.74 170.87 125.20
H20: 157.64 97.73 123.53
H.O, + RNaza 125.44 89.29 106.49
bez seruma 92.14 142.75 88.37
bez 114.98 107.10 74.80
seruma+RNaza
hipoksija 154.98 95.60 138.23
hipoksija+RNaza 139.92 88.58 120.58

K: kontrola. 10 Gy: zracenje jednokratnoj dozi 10 Gy, H2O>: vodikov peroksid u
koncentraciji 200 pM.

Tretman RNazom blago je smanjio aktivaciju signalnog puta TLR3 nakon svih navedenih

tretmana, osim u skupini stanica Detroit 562 koja je izgladnjivana u mediju bez seruma.
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4.2. Prezivljenje i apoptoza stanica tumora nakon tretmana s poly(1:C)

samostalno i u kombinaciji s cisplatinom i zracenjem

Stanice FaDu i SQ20B, stabilno transficirane plazmidom za shRNA koja utiSava TLR3,
tretirali smo kombinacijom poly(I:C), cisplatine i zraCenja, nakon c¢ega smo analizirali
prezivljenje stanica nakon tretmana i odlazak u apoptozu, §to smo proveli uz pomo¢ testa MTT

te testa apoptoze (Caspase-Glo® 3/7 Assay, Promega, SAD).

4.2.1. Test citotoksi¢nosti

Tretman stanica FaDu s poly(l:C) inhibirao je rast stanica s eksprimiranim TLR3 (shC)
za 39.7%, a stanica s utiSanim TLR3 (shTLR3) za 21.8% u odnosu na stanice kontrole (Slika
11).

Kombinirani tretman stanica FaDu s poly(l:C) i cisplatinom inhibirao je rast stanica s
eksprimiranim TLR3 za 48% (p<0.01), a stanica s utiSanim TLR3 za 41.4% (p<0.03) u odnosu

na stanice kontrole.

Zralenje kao samostalan tretman, primijenjeno u dozi od 2.5 Gy statisticki znacajno je

jedino inhibiralo rast stanica FaDu s utisanim TLR3, i to za 40% u odnosu na kontrolu.

Postotak rasta stanica s eksprimiranim TLR3 koje su tretirane s poly(1:C) iznosio je 35.2%
kontrole u skupini zracenoj dozom od 2.5 Gy, odnosno 43.3% kontrole u skupini zracenoj
dozom od 7.5 Gy. U oba slucaja ta je razlika bila statisti¢ki znacajna. Kombinacija poly(l:C) i
zraCenja inhibirala je i rast stanica s utiSanim TLR3 (u skupini zra¢enoj dozom od 2.5 Gy
postotak rasta stanica je iznosio 38.3% kontrole, odnosno 52.9% kontrole u skupini zra¢enoj
dozom od 7.5 Gy). Dodatak cisplatine zraCenju statisticki znacajno je inhibirao rast stanica s
eksprimiranim i s utiSanim TLR3. Postotak rasta stanica s eksprimiranim TLR3 tretiranih
cisplatinom i potom zracenih dozom od 2.5 Gy iznosio je 32%, odnosno 53.5% kontrole u
skupini stanica zra¢enoj dozom od 7.5 Gy. Postotak rasta stanica s utiSanim TLR3 nakon
tretmana cisplatinom i zra¢enjem iznosio je 40.7% kontrole kada je aplicirana doza zra€enja od

2.5 Gy, odnosno 51.6% kontrole kada je primijenjena doza zracenja od 7.5 Gy.
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Kombinirani tretman zracenjem, cisplatinom i s poly(I:C) statisticki je znacajno inhibirao
rast svih skupina stanica, a najizrazeniji u¢inak zamijecen je u skupini stanica s eksprimiranim
TLR3 gdje je postotak rasta iznosio 12.6% u skupini zra¢enoj dozom od 2.5 Gy, odnosno 38.6%
u skupini zracenoj dozom od 7.5 Gy u odnosu na stanice kontrolne skupine. Prezivljenje stanica
s utiSanim TLR3 iznosilo je 29.6% u skupini zrac¢enoj dozom od 2.5 Gy, odnosno 49.6% u

skupini zracenoj dozom od 7.5 Gy u odnosu na stanice kontrolne skupine.
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Slika 11. Postotak rasta stanica FaDu s eksprimiranim i utiS§anim TLR3 u odnosu na
(netretiranu) kontrolu nakon tretmana s poly(I:C) (10 pg/ml), cisplatinom (1 uM) i njihovom
kombinacijom tijekom 45 min te ozracivanja u dozi 2.5 1 7.5 Gy. Analiza je provedena testom
MTT nakon 3 dana. Zvjezdicom (*) oznaCene su statisticki znaCajne vrijednosti *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.005. shC: stanice s eksprimiranim TLR3, ali transficirane kontrolnim
plazmidom, shTLR3: stanice s utiSanim TLR3. K: kontrola, pIC: poly(I:C), cisPt: cisplatina,
poly(1:C)+cisPt: kombinacija poly(l:C) i cisplatine.
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Slika 12. Postotak rasta stanica SQ20B s eksprimiranim i utiSanim TLR3 u odnosu na
(netretiranu) kontrolu nakon tretmana s poly(I:C) (10 pg/ml), cisplatinom (1 pM) i njihovom
kombinacijom tijekom 45 min te ozracivanja u dozi od 2.5 i1 7.5 Gy. Analiza je provedena
testom MTT nakon 3 dana. Zvjezdicom (*) su oznaCene statisticki znacajne vrijednosti
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005, ****p<0.001. shC: stanice s eksprimiranim TLR3, ali
transficirane kontrolnim plazmidom, shTLR3: stanice s utiSanim TLR3. K: kontrola, pIC:

poly(1:C), cisPt: cisplatina, pIC+cisPt: kombinacija poly(l:C) i cisplatine.
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Tretman stanica SQ20B s poly(I:C) statisticki je znacajno inhibirao rast stanica s
eksprimiranim TLR3, umanjivsi ga za 73.2% (p<0.01) u odnosu na kontrolu (Slika 12.), dok
nije imao znacajni utjecaj na rast stanica s utiSanim TLR3. Tretman cisplatinom nije znacajnije
utjecao na rast stanica s eksprimiranim TLR3, dok je statisticki zna¢ajno inhibirao rast stanica
s utiSanim TLR3, 1 to za 47.3% (p<0.03) u odnosu na kontrolu. Kombinirani tretman s poly(1:C)
i cisplatinom statisti¢ki je znacajno inhibirao rast stanica s eksprimiranim TLR3 za 76.8%
(p<0.02) u odnosu na kontrolu, a stanica s utiSanim TLR3 za 53.7% (p<0.02) u odnosu na

kontrolu.

Zracenje kao samostalan tretman, primijenjeno u dozi od 7.5 Gy statisticki znacajno je

jedino inhibiralo rast stanica SQ20B s utisanim TLR3, i to za 38.6% u odnosu na kontrolu.

Tretman s poly(1:C) doveo je do daljnje inhibicije rasta u skupini stanica s eksprimiranim
TLR3 koje je u skupini stanica zracenih dozom od 2.5 Gy iznosilo 11.9% u odnosu na kontrolu,
dok je nakon zracenja u dozi od 7.5 Gy zabiljezen ¢ak i citotoksican ucinak (postotak rasta

iznosio je -0.2% kontrole).

Nakon tretmana s poly(l:C), postotak rasta stanica s utiSsanim TLR3 iznosio je 73.9% u
odnosu na kontrolu u skupini stanica zra¢enith dozom od 2.5 Gy, odnosno 51.5% u odnosu na

kontrolu u skupini zracenoj dozom od 7.5 Gy.

Rast stanica tretiranih cisplatinom i zracenjem bio je slican u svim tretiranim skupinama.
Postotak rasta stanica s eksprimiranim TLR3 nakon tretmana cisplatinom i zracenjem u dozi od
2.5 Gy iznosio je 41.7%, a u skupini zrac¢enoj dozom od 7.5 Gy 36.9%. Postotak rasta stanica s
utiSanim TLR3 iznosio je 38.9% nakon tretmana cisplatinom i zracenja u dozi od 2.5 Gy,

odnosno 35.5% nakon zrac¢enja u dozi od 7.5 Gy.

Najvece inhibicija rasta zabiljezena je u skupini stanica s eksprimiranim TLR3 nakon
kombiniranog tretmana s poly(I:C), cisplatinom i zraCenjem. Postotak rasta stanica s
eksprimiranim TLR3 iznosio je 0.37% u skupini zra¢enoj dozom od 2.5 Gy 1 tretiranoj s
poly(l:C) i cisplatinom, dok je u skupini zrac¢enoj dozom od 7.5 Gy zabiljezen citotoksi¢ni
ucinak (postotak rasta stanica iznosio je -5.7% kontrole). Postotak rasta stanica s utisanim TLR3
nakon kombiniranog tretmana s poly(I:C), cisplatinom i zra¢enjem u dozi od 2.5 Gy iznosio je

38.4%, odnosno 50.2% kontrole u skupini stanica zracenih dozom od 7.5 Gy.

Zakljucno, tretman s poly(1:C) znacajno je inhibirao rast stanica FaDu. Inhibicija rasta je
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bila prisutna u skupini stanica s aktivnim, kao i u skupini stanica s utiSanim TLR3, premda je u
potonjoj bilo nesto manje izrazena. Tretman kombinacijom poly(I:C) i cisplatine takoder je u
obje skupine stanica doveo do statisticki znacajne inhibicije rasta u odnosu na stanice kontrolne
skupine. Inhibicija rasta stanica FaDu koje su predtretirane s poly(I:C) i potom zra¢ene bila je
usporediva sa inhibicijom rasta nakon tretmana cisplatinom i zracenjem. Gotovo 90%-tna
inhibicija rasta stanica FaDu s eksprimiranim TLR3 zabiljezena je nakon predtretmana stanica

s kombinacijom poly(I:C) i cisplatine, nakon ¢ega je uslijedilo zracenje.

Poly(l:C) je samostalno inhibirao rast stanica SQ20B s eksprimiranim TLR3 za vise od
70%, dok nije imao ucinka na stanice kod kojih je signalni put TLR3 bio utiSan. Taj je uc¢inak
dodatno pojacan kada su stanice tretirane kombinacijom poly(I:C) i cisplatine. Najizrazitiji
utjecaj na rast stanica SQ20B uocili smo nakon predtretmana stanica SQ20B s eksprimiranim
TLR3 kombinacijom poly(I:C) i cisplatine, nakon Cega je uslijedilo zracenje. Pri tome je
zracenje u dozi od 2.5 Gy dovelo do gotovo 100% inhibicije rasta, dok je zra¢enje u dozi od 7.5

Gy imalo ¢ak i citotoksic¢an ucinak.

4.2.2. Testapoptoze

Povecana aktivnost kaspaza 3/7 zabiljeZena je u svim stanicama SQ20B tretiranim s
poly(I:C), cisplatinom te kombinacijom poly(I:C) i cisplatine, no statisticki je znacajna bila
samo u skupini nezracenih stanica s eksprimiranim TLR3 i to nakon tretmana kombinacijom

poly(1:C) i cisplatine (Slika 13.).

U skupini stanica koje nisu zrac¢ene poly(I:C) povecao je aktivnost kaspaza 3/7 za 75.7%
u kontrolnoj skupini, dok je povecanje aktivnosti u skupini s utiSanim TLR3 iznosilo 46.9%.
Gotovo podjednako blago povecanje aktivnosti kaspaza 3/7 nakon tretmana cisplatinom
zabiljezeno je u obje skupine stanica (shC i shTLR3) te je u kontrolnoj skupini iznosilo 17.6%,
a u skupini s utiSanim TLR3 14.1%. Kombinacija poly(I:C) i cisplatine povecala je aktivnost

kaspaza u stanicama kontrole za 82.2%, a u stanicama s utiSanim TLR3 za 72.3%.

Zracenje u dozi od 7.5 Gy povecalo je aktivnost kaspaza 3/7 u stanicama kontrole tek za
6.2%, a u stanicama s utiSanim TLR3 smanjilo je aktivnost kaspaza 3/7 za 10.4%. U skupini

zraCenih stanica, dodatak poly(I:C) doprinio je povecanju aktivnosti kaspaza 3/7 u kontrolnoj
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skupini za 60%, a u stanicama s utiSanim TLR3 za 2.5%. Predtretman zracenih stanica SQ20B
cisplatinom smanjio je aktivnost kaspaza 3/7 u svim tretiranim stanicama i to u kontrolnoj
skupini za 1.7%, a u skupini stanica s utiSanim TLR3 za 16.8%. Kombinacija poly(L:C),
cisplatine i zracenja povecala je aktivnost kaspaza 3/7 u kontrolnoj za 53.6%, a u skupini stanica

s utiSanim TLR3 za 11.2%.
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Slika 13. Apoptoza stanica SQ20B s eksprimiranim i utiSanim TLR3 nakon tretmana s
poly(I:C), cisplatinom 1 njihovom kombinacijom te ozracivanja u dozi od 7.5 Gy. U svaki
bunarié nakapano je 80 uL reagensa (koji se dobije mijesanjem Caspase-Glo® 3/7 supstrata koji
sadrzi tetrapeptidnu sekvencu DEVD (Asp-Glue-Val-Asp) i pufera). Mjerenje luminiscencije
provedeno je nakon inkubacije od 30 minuta, na luminometru (Fluoroscan ascent FL, Thermo,
Finska). Statisti¢ki znacajna aktivnost kaspaza 3/7 (*) zabiljezena je u stanica s eksprimiranim
TLR3 nakon tretmana kombinacijom poly(l:C) (10 pg/ml) i cisplatine (1 uM) (*p<0.05). K 0
Gy — nezracena kontrola, pIC 0 Gy: tretman samo s poly(l:C), cisPt 0 Gy: tretman samo s
cisplatinom, pIC + cisPt 0 Gy: tretman kombinacijom poly(l:C) i cisplatine, K 7.5 Gy: kontrola
zracena s 7.5 Gy, pIC 7.5 Gy: predtretman s poly(I:C) nakon Cega je uslijedilo zracenje s 7.5
Gy, cisPt: predtretman s cisplatinom nakon ¢ega je uslijedilo zracenje s 7.5 Gy, pIC + cisPt 7.5
Gy: predtretman kombinacijom poly(I:C) i cisplatine nakon cega je uslijedilo zracenje s 7.5 Gy,
shC: stanice s eksprimiranim TLR3, stabilno transficirane s kontrolnim plazmidom, shTLR3-

stanice s utiSanim TLR3.

Zakljuéno, poly(I:C) u samostalnoj primjeni dize aktivnost kaspaza 3/7 u stanicama
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SQ20B za preko 75%, a uz dodatak cisplatine taj se broj penje na preko 82% u usporedbi s
netretiranim stanicama. Pri tome je utiSavanje TLR3 dovelo do smanjenja aktivnosti kaspaza

3/7 za 30-60%. Zracenje nije doprinijelo povecanju aktivnosti kaspaza 3/7.

4.3. Analiza promjene ekspresije gena koji sudjeluju u apoptozi, odnosno

preZivljenju stanica nakon tretmana

Analiza ekspresije gena Bad, Bax, Puma, Survivin, Diablo i Bcl-XL provedena je
metodom real time PCR-a nakon tretmana stanica SQ20B (kontrole i shTLR3). Stanice su
tretirane s poly(I:C), cisplatinom i zracenjem te kombinacijama navedenih tretmana nakon ¢ega
su analizirane promjene ekspresije navedenih gena, a rezultati su prikazani kao promjena razine

ekspresije (engl. fold change) u odnosu na ekspresiju osnovnog, konstitutivnog gena (Slika 14.).
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Slika 14. Prikaz relativne ekspresije gena Bad, Bax, Puma, Survivin, Diablo i Bcl-XL u
usporedbi s ekspresijom osnovnog (konstitutivnog) gena, nakon tretmana stanica SQ20B s
eksprimiranim 1 utiSanim TLR3 s poly(I:C) (10 pg/ml), cisplatinom (1 pM) i njthovom
kombinacijom tijekom 45 min te ozra¢ivanja u dozi od 7.5 Gy. Za izracun razlike u ekspresiji
odredenog gena u dva razli¢ita uzorka koriStena je metoda AACT. Statisticki znacajne
vrijednosti obiljezene su zvjezdicom.*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. K: kontrola, pIC:
poly(I:C), cisPt: cisplatina, pIC+cisPt: kombinacija poly(l:C) i cisplatine, zra¢ - zracenje u dozi
7.5 Gy, shC - stanice s eksprimiranim TLR3, ali transficirane kontrolnim plazmidom, shTLR3:

stanice s utiSanim TLR3.

Nakon tretmana cisplatinom ekspresija gena Bad povecana je 1.6 puta u liniji stanica s
utiSanim TLR3 u odnosu na ekspresiju osnovnog, konstitutivnog gena (p<0.05). Statisticki
znacajan porast ekspresije gena Bad od 1.4 puta u odnosu na osnovni, konstitutivni gen takoder
je zabiljeZen u stanicama kontrole koje su tretirane kombinacijom poly(I:C) i zracenja, odnosno

U liniji stanica s utiSanim TLR3 koje su tretirane cisplatinom.

Tretman s poly(I:C) nije znaCajno mijenjao ekspresiju gena Bax u stanicama s
eksprimiranim TLR3. U stanicama s utiSanim TLR3 tretman s poly(I:C) statisti¢ki je znacajno
smanjio ekspresiju gena Bax za 50% gena u odnosu na ekspresiju osnovnog, konstitutivhog

gena.

Kombinacija zracenja, poly(I:C) i cisplatine uvecala je ekspresiju gena Bax 3.1 puta u
stanicama s utiSanim TLR3 u usporedbi s ekspresijom osnovnog, konstitutivnog gena. U
stanicama s eksprimiranim TLR3 kombinirani tretman zracenja, poly(I:C) i cisplatine nije

znacajnije utjecao na ekspresiju gena Bax.

Tretman poly(I:C) umanjio je ekspresiju gena Puma u skupinama s eksprimiranim i
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utiSanim TLR3 za 44% u odnosu na ekspresiju osnovnog, konstitutivnog gena. Tretman
cisplatinom u obje skupine stanica nije imao znacajniji u¢inak na ekspresiju gena Puma.
ZraCenje je statistiCki znacajno uvecalo ekspresiju gena Puma u skupini stanica s utiSanim
TLR3, i to 1.9 puta, dok u skupini stanica s eksprimiranim TLR3 nije utjecalo na ekspresiju
gena Puma. Medutim, kombinacija poly(I:C) i zraCenja je za 30% umanjila ekspresiju gena

Puma u odnosu na ekspresiju osnovnog, konstitutivnog gena.

Tretman s poly(l:C) je u skupini stanica s eksprimiranim TLR3 nakon tretmana s
poly(I:C) uveéao ekspresiju gena Survivin 3 puta u odnosu na ekspresiju osnovnog,
konstitutivnog gena. Kada su stanice tretirane kombinacijom poly(I:C) i cisplatine, zabiljezeni
porast ekspresije gena Survivin u odnosu na osnovni, konstitutivni gen bio je gotovo upola manji
(1.6 puta) nego kad su stanice tretirane samo s poly(I:C). Zraenje je doprinijelo povecanju
ekspresije gena Survivin u svim tretiranim stanicama, premda je statisti¢ki znacajan porast
izrazaja zabiljeZen jedino u skupini stanica s utiSanim TLR3 koje su samo zracene te u skupini

stanica s eksprimiranim TLR3 koje su tretirane kombinacijom cisplatine i zracenja.

Statisticki znacajan porast ekspresije gena Diablo u odnosu na osnovni, konstitutivni gen
zabiljeZzen je u skupini stanica s utiSanim TLR3 nakon tretmana zracenjem (1.5 puta) te
kombinacijom poly(I:C), cisplatine i zracenja 3.8 puta. U skupini stanica s eksprimiranim TLR3
tretman kombinacijom poly(I:C) i zracenja uvecao je izrazaj gena Diablo 1.3 puta u odnosu na
osnovni, konstitutivni gen. Poly(l:C) samostalno, kao ni u kombinaciji s cisplatinom nije
statisticki znacajno utjecao na promjenu ekspresije gena Bcl-XL niti u skupini stanica s
eksprimiranim TLR3, niti u skupini stanica s utiSanim TLR3. Statisti¢ki zna¢ajan, premda blag
porast ekspresije gena Bcl-XL od 1.2 puta u odnosu na osnovni, konstitutivni gen zabiljezen je

samo u skupini stanica s eksprimiranim TLR3 nakon tretmana cisplatinom i zracenjem.
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4.4, Odredivanje unutarstani¢cnog ROS

Kako bismo utvrdili je 1i povecano stvaranje ROS molekula mehanizam kojim
radiorezistentne stanice tumora glave i vrata postaju radiosenzitivne, tretirali smo stanice
SQ20B s poly(I:C), cisplatinom, odnosno kombinacijom poly(I:C) i cisplatine, nakon ¢ega smo

mjerili koli¢inu stvorenih ROS molekula. Rezultati pokusa prikazani su na Slici 15.
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Slika 15. Oslobadanje molekula ROS u stanicama SQ20B s eksprimiranim i utiSanim
TLR3 nakon tretmana s poly(I:C) (10 pg/ml), cisplatinom (1uM), odnosno kombinacijom
poly(l:C) i cisplatine Stanice su inkubirane tijekom 30 min uz 2',7'- diklorodihidrofluorescein
diacetat (DCFH-DA, Fluka). Mjerenje fluorescencije provedeno je nakon 2 sata na fluorimetru
Infinite® 200 PRO microplate reader (Tecan), pri ekscitaciji 500 nm i emisiji 529 nm.*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.005. K: kontrola, pIC: poly(l:C), cisPt: cisplatina, pIC+cisPt: kombinacija
poly(I:C) i cisplatine, shC: stanice s eksprimiranim TLR3, ali transficirane kontrolnim

plazmidom, shTLR3: stanice s utiSanim TLR3.

Statisticki znacajno povecanje koli¢ine molekula ROS zabiljezeno iskljucivo u stanicama
SQ20B s eksprimiranim TLR3, i to nakon tretmana s poly(l:C), cisplatinom te kombinacijom
poly(I:C) 1 cisplatine. Nakon tretmana stanica s eksprimiranim TLR3 s poly(I:C) doslo je do
statisticki znacajnog povecanja molekula ROS za 17.7% u odnosu na kontrolu. Tretman

cisplatinom povecao je koli¢inu ROS molekula za 33.6%, dok je kombinacija poly(l:C) i
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cisplatine dovela do povecanja koli¢ine molekula ROS za 37.6%, $to je tek blago povecanje u

odnosu na tretman cisplatinom.

Navedeni rezultati ukazuju na to da je stvaranje ROS nakon tretmana s poly(l:C) ovisno
0 TLR3, za razliku od stvaranja ROS nakon tretmana s kombinacijom poly(l:C) i cisplatine,

koje je vjerojatnije posljedica povecanog stvaranja ROS nakon tretmana cisplatinom.

4.5. Analiza stani¢nog ciklusa pomoc¢u protoc¢nog citometra

Analiza stani¢nog ciklusa provedena je pomocu proto¢nog citometra. U pokusu su
koriStene stanice primarnog karcinoma Zdrijela (Detroit 562). Stanice su tretirane s poly(1:C),
cisplatinom i zraenjem u dozi od 2.5 Gy te su inkubirane 24 i 72 sata nakon ¢ega je provedeno

mjerenje. Rezultati pokusa su prikazani na Slici 16.

24h-0Gy

jav}
~—

kontrola pIC

800 1000 1200 1400
800 1000 1200 1400

Number
il

Number
il

400 600
400 600
o

1

200
Ll
200
|

FL2-A FL2-A

g cisPt 5 pIC+cisPt

Number

61



24h-2.5Gy

b)

—
o
LA LI (LI N B B BB BN
oozk oook oog 009 oor ooz o
Jaquiny
<
S
—~
=
g
L LI LA L N B B R
ooz oook oog 009 oor 00z o
Jaquiny

250

200

150

100

50

o

250

200

150

100

50

o

FL2-A

FL2-A

pIC+cisPt

oos

cisPt

I
oo
Jaquiny

250

200

50

250

200

150

100

50

FL2-A

FL2-A

72h- 0 Gy

~_
o]

—
=¥
| LI LI LN L L B R |
oozk 000 oo 003 0oy ooz 0
1aquinpy
<
=
=
g
2
LN N B B B B L B B B B B
005+ 000k 008 0
1aquiny

250

200

150

100

50

B

250

200

150

100

50

FL2-A

FL2-A

&
wa
. —
2
et
=5
[TTTT T T T [T [ rr i irrr|
009 00% oo¥ 00g ooz 00k 0
Jaquiny
L L L L B L B |
000k oog 009 oo¥ ooz 0
Jaquiny

250

200

=
@

£

B

FL2-A

FL2-A

62



72h-2.5 Gy
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Slika 16. Analiza stani¢nog ciklusa. Histogrami proto¢ne citometrije predstavljaju
raspodjelu stanica Detroit 562 nakon tretmana s poly(I:C) (10 pg/ml) i cisplatinom (1 pM)
tijekom 24 h (a) 1 72 h (c) nakon ¢ega je uslijedio tretman zraenjem u dozi 2.5 Gy (b 1 d).
Analiza je napravljena proto¢nom citometrijom i analizirana programom ModFit (Verity
Software House, Topsham, ME, SAD). Prilikom analize definirane su koordinatne osi tako da
je na ordinati prikazan broj stanica, a na apscisi koli¢ina stanicne DNA (u vidu parametra FL2-
A). Prvi crveno obojani brijeg bi oznac¢avao broj stanica u fazi G0/G1 stani¢nog ciklusa, drugi
crveno obojani brijeg broj stanica u fazi G2/M stani¢nog ciklusa, dok iscrtano podrucje izmedu
dva brijega oznacava broj stanica u fazi S stani¢nog ciklusa. 24 h — 0 Gy: histogram stani¢nog
ciklusa stanica tretiranih s poly(l:C), cisplatinom te kombinacijom poly(l:C) i cisplatine nakon
inkubacije od 24 sata. 24 h — 2.5 Gy: histogram stani¢nog ciklusa stanica tretiranih s poly(I:C),
cisplatinom te kombinacijom poly(I:C) i cisplatine nakon inkubacije od 24 sata i zra¢enja u dozi
od 2.5 Gy. 72 h — 0 Gy: histogram stani¢nog ciklusa stanica tretiranih s poly(I:C), cisplatinom
te kombinacijom poly(I:C) i cisplatine nakon inkubacije od 72 sata. 72 h — 2.5 Gy: histogram
stani¢nog ciklusa stanica tretiranih s poly(I:C), cisplatinom te kombinacijom poly(l:C) 1

cisplatine nakon inkubacije od 72 sata 1 zracenja u dozi od 2.5 Gy. pIC: poly(I:C) (10 pg/ml),
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cisPt: cisplatina (1 uM), poly(l:C) + cisPt: kombinacija poly(l:C) (10 pug/ml) i cisplatine (1 uM).

StatistiCka analiza udjela stanica Detroit 562 u pojedinim fazama stani¢nog ciklusa

prikazana je na Slici 17.
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Slika 17. Statisticka analiza stani¢nog ciklusa. Stanice Detroit 562 su tretirane s poly(I:C)

u koncentraciji 10 pg/mL, cisplatinom koncentracije 1 uM te kombinacijom poly(I:C) i

cisplatine tijekom 24 i 72 h nakon ¢ega je uslijedio tretman zracenjem u dozi 2.5 Gy. Analiza

je napravljena protonom citometrijom i analizirana programom ModFit (Verity Software

House, Topsham, ME, SAD). *p<0.05,**p<0.01. 24 H — K: postotak stanica u odredenoj fazi

stani¢nog ciklusa tretiranih s poly(I:C), cisplatinom te kombinacijom poly(l:C) i cisplatine

nakon inkubacije od 24 sata. 24 H — 2.5 Gy: postotak stanica u odredenoj fazi stani¢nog ciklusa

tretiranih s poly(l:C), cisplatinom te kombinacijom poly(l:C) i cisplatine nakon inkubacije od

24 sata 1 zraCenja u dozi od 2.5 Gy. 72 H — K: postotak stanica u odredenoj fazi stani¢nog

ciklusa tretiranih s poly(l:C), cisplatinom te kombinacijom poly(l:C) i cisplatine nakon

inkubacije od 72 sata. 72 H — K: histogram stani¢nog ciklusa stanica tretiranih s poly(I:C),
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cisplatinom te kombinacijom poly(I:C) i cisplatine nakon inkubacije od 72 sata i zra¢enja u dozi
od 2.5 Gy. K: kontrola, pIC: poly(I:C) (10 pg/ml), cisPt: cisplatina (1 uM), poly(L:C) + cisPt:
kombinacija poly(I:C) (10 pg/ml) i cisplatine (1 uM).

Postotak stanica u fazi GO/G1 stani¢nog ciklusa bio je u svim skupinama stanica veéi
nakon inkubacije od 72 h u odnosu na inkubaciju od 24 sata (Slika 17.). Tretman s poly(l:C)
nije znacajnije utjecao na postotak stanica u fazi GO/G1 stani¢nog ciklusa. 72 sata nakon
tretmana cisplatinom 38% stanica bilo je u fazi GO/G1, nasuprot 49% stanica kontrole. Nakon
tretmana kombinacijom poly(l:C) i cisplatine i inkubacije od 72 sata 39% stanica bilo je u fazi
G0/G1 stani¢nog ciklusa, nasuprot 49% stanica kontrole. U skupini stanica koja je predtretirana
kombinacijom poly(I:C) i cisplatine te potom zracena 37% stanica bilo je u fazi GO/G1

stani¢nog ciklusa, nasuprot 47% stanica kontrole.

Postotak stanica u fazi S stani¢nog ciklusa manji je u svim skupinama stanica nakon
inkubacije od 72 sata u odnosu na inkubaciju od 24 sata, pri ¢emu je zracenje u dozi od 2.5 Gy
dodatno smanjilo postotak stanica u fazi S stani¢nog ciklusa. Tretman s poly(1:C) i cisplatinom,
samostalno 1 u kombinaciji nije znacajnije utjecao na broj stanica zaustavljenih u fazi S

stani¢nog ciklusa.

ZracCenje je blago, ali statistiCki znacajno povecalo broj stanica zaustavljenih u fazi G2/M
stani¢nog ciklusa. Nakon inkubacije od 24 sata, odnosno 72 sata, postotak stanica zaustavljenih
u fazi G2/M iznosio je 29%, odnosno 26%.

Tretman s poly(I:C) samostalno nije statisticki zna¢ajno povecao broj stanica u fazi G2/M
stani¢nog ciklusa. Nakon tretmana cisplatinom i inkubacije od 72 sata 35% stanica bilo je u fazi

G2/M, §to je statistiCki znac¢ajno povecanje u odnosu na kontrolu.

Kombinirani tretman s poly(I:C) 1 cisplatinom u najvecoj je mjeri inducirao zastoj
stani¢nog ciklusa u fazi G2/M. Nakon inkubacije od 72 sata ¢ak je 45% stanica tretiranih s
poly(I:C) i cisplatinom bilo u fazi G2/M, nasuprot 25% stanica kontrole. Nakon zrac¢enja u dozi
od 2.5 Gy, postotak stanica zaustavljenih u fazi G2/M stani¢nog ciklusa koje su predtretirane

kombinacijom poly(1:C) i cisplatine dodatno je povecan do 50%.
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5. RASPRAVA

LijeCenje malignih bolesti jedno je od najvecih izazova suvremene medicine i znanosti.
Kemoterapeutici, takoder poznati i kao citostatici, niz su desetlje¢a, uz zracenje, bili stupovi
lijecenja tumora. Medutim, citostatici imaju i brojne mane. U¢inkovitost im je ¢esto ogranicena,
a zbog relativno velike neselektivnosti u djelovanju na maligne u odnosu na zdrave stanice,
njihova primjena pracena je i znacajnom toksi¢nos¢u. To je osobito slucaj u lije€enju tumora
glave i vrata. Naime, kombinacija cisplatine i zra¢enja koja se koristi u radikalnom lije¢enju
ovih tumora pra¢ena je brojnim nuspojavama, kao S$to su nefrotoksi¢nost, ototoksicnost,
hematotoksi¢nost, mukozitis, itd. S obzirom na nedostatke primjene citostatika, fokus
istrazivanja se od pocetka novog tisu¢ljeca preselio na proucavanje bioloskih molekula. One
djeluju ciljano na receptore koje stanice tumora eksprimiraju u pojacanoj mjeri te inhibicijom
odnosno aktivacijom odredenih signalnih puteva, poti¢u smrt stanica tumora i zaustavljaju
njihov rast. Posljednjih smo godina svjedoci najveéem 1 najbrze rastu¢em napretku u
istrazivanjima na podru¢ju imunoterapije i bioloSke terapije tumora. Rezultati ovih istraZivanja
samo su u zadnjem desetljeCu u potpunosti izmijenili na¢ine lijecenja odredenih malignih
bolesti, kao $to su melanom 1 rak pluca. Otkri¢e cetuksimaba, kimeri¢nog monoklonskog IgG1
protutijela na receptor za epidermalni ¢imbenik rasta EGFR (od engl. epidermal growth factor
receptor), donijelo je znacajan napredak u lijeenju tumora glave i vrata. Naime, poznato je da
stanice tumora glave i vrata pojacano eksprimiraju receptor EGFR (Zimmermann i sur., 2006.).
Cetuksimab se kompetitivno veze na izvanstani¢nu domenu receptora EGFR 1 blokira vezanje
epidermalnog ¢imbenika rasta EGF (od eng. epidermal growth factor) i drugih ¢imbenika rasta,
kao $to je npr. TGF-a. Osim toga, vezanje cetuksimaba na receptor EGFR potice internalizaciju
receptora u citoplazmu stanice, onemogucujuci tako stupanje u interakciju s ligandom
(Misiukiewicz i sur., 2016.). Oba mehanizma rezultiraju zaustavljanjem rasta stanica tumora,
poticanjem programirane stani¢ne smrti, smanjenjem angiogeneze 1 metastaziranja

(Zimmermann i sur., 2006.).

S obzirom na to da je TLR3 takoder pojacano eksprimiran u stanicama tumora glave i
vrata, ali ne 1 u okolnom tkivu (Pries i sur, 2008.), zeljeli smo podrobnije istraziti njegovu ulogu
u razvoju tumora glave i vrata te potencijalnu primjenu u lije¢enju ovih tumora, koriStenjem

liganda koji aktivira signalni put TLR3, samostalno i u kombinaciji s cisplatinom i zracenjem.

Zamisao koriStenja agonista TLR3 u lijeCenju tumora zasniva se na dva osnovna
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antitumorska uc¢inka koju ima aktivacija TLR3: poticanju apoptoze stanica tumora te indukciji
sistemskog imunoloSkog antitumorskog odgovora. Poznato je da stimulacija TLR3 pojac¢ano
aktivira dendriticke stanice, koje potom poticu sazrijevanje i citotoksicnost CD8+ limfocita. Na
taj naCin bi aktivacija TLR3 dovela do povecanog lucenja interferona y (IFNy), koji aktivira
NK stanice 1 tako stimulira antitumorski odgovor (Schoélch i sur., 2015.). Tako je nedavno
pokazano da aktivacija TLR3 u sinergiji sa zracenjem zaustavlja rast radiorezistentnih stanica
tumora plué¢a u miseva, $to je objasnjeno pove¢anom aktivacijom citotoksi¢nih limfocita T i

makrofaga vezanih uz tumor te pove¢anim stvaranjem TNF-o u mikrookoliSu tumora (Yoshida

i sur., 2018.).

Osim §to poly(I:C) mozZe utjecati 1 mijenjati imunoloSki mikrookoli§ tumora, moZe ga
mijenjati 1 zraenje. U novije vrijeme sve veci se znacaj pridaje imunomoduliraju¢im uc¢incima
zraCenja. S jedne strane, zracenje dovodi do povecanja ekspresije molekule Fas, koja je pokretac
programirane smrti stanica, i glavnog kompleksa tkivne podudarnosti - MHC | (Reits i sur.,
2006.; Tang i sur., 2014.; Reynders i sur., 2015.) koji je odgovoran za prezentaciju antigena
citotoksi¢nim limfocitima CD8+, a s druge strane, zracenje moze aktivirati limfocite CD8+ 1
putem indukcije IFN I (Burnette i sur., 2011.). Na primjeru raka prostate dokazano je da
zragenje izaziva proupalni odgovor putem aktivacije TLR3, IL-18 i SH2D1A (El-Saghire i sur.,
2014.). Takoder je pokazano 1 da aktivacija TLR3 1 TLR7 u kombinaciji sa zratenjem pojacava

smrt stanica raka dojke izazvanu autofagijom (Kang i sur., 2010.).

Uzrokujuéi nekrozu stanica tumora, zracenje uzrokuje oslobadanje endogenih liganada,
tzv. molekula DAMP koji djeluju kao agonisti razli¢itth TLR 1 koji djeluju dvojako. S jedne
strane mogu potaknuti imunogeni¢nu smrt stanica tumora, dok s druge strane mogu doprinijeti
njihovom prezivljenju poticanjem kronic¢ne upale i imunosupresije (Hernandez i sur., 2016.). U
slucaju TLR3, endogeni ligand koji se oslobada nakon nekroze stanica tumora je dvolancana
RNA.

Kako bismo vidjeli da li, i u kolikoj mjeri, nekroticne stanice tumora glave i vrata
otpustaju endogene ligande TLR3, analizirali smo aktivaciju signalnog puta TLR3 nakon
izlaganja stanica Detroit 562, FaDu 1 SQ20B razli¢itim oblicima stresa. Nasi rezultati potvrduju
otprije poznatu ¢injenicu da se TLR3 ponasa kao endogeni senzor nekroze, prepoznaju¢i RNA
koja se oslobada nekrozom stanica (Kariko i sur., 2004.; Cavassani 1 sur., 2008.). Porast
aktivnosti signalnog puta TLR3 nakon zracenja zabiljezili smo u svim tretiranim linijjama

stanica. S obzirom na to da tretman supernatanta RNazom nije statisticki znacajno smanjio
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aktivaciju signalnog puta TLR3 niti u jednoj skupini stanica, mozemo zakljuciti da dvolan¢ana

RNA koja je oslobodena nakon nekroze stanica nije jedini ligand TLR3.

Naime, nekrozom stanica tumora, u izvanstanic¢ni prostor oslobadaju se ligandi DAMP,
od kojih je najzastupljeniji HMGBL1 (od engl. high mobility group box protein 1). Pokazano je
da se HMGBI1 veze za DNA ili RNA u citoplazmi i aktivira TLR3, TLR7 1 TLR9 (Yanai i sur.,
2012.). Isto je tako moguce da je potrebna veca koncentracija RNAze i/ili produljena inkubacija

za potpunu razgradnju RNA.

Zahvaljujuéi sposobnosti da pokrene imunoloski odgovor i potakne programiranu
stani¢nu smrt, poly(I:C) i njegove modifikacije u novije su vrijeme u centru brojnih istrazivanja
vezanih za imunoterapiju tumora. Novije mogucnosti lijeCenja ukljuéivale bi kombinaciju
poly(I:C) s drugim komponentama, kao $to su citostatici, aktivatori apoptoze, drugi ligandi TLR
i peptidi koji aktiviraju imunosni sustav (Glavan i Paveli¢, 2014.). U ovom smo radu zeljeli
istraziti ucinkovitost primjene poly(I:C) u lijeCenju tumora glave i vrata, samostalno i u

kombinaciji s cisplatinom i zracenjem.

Kako bismo istrazili utjece li aktivacija TLR3 na rast i apoptozu stanica tumora glave i
vrata, tretirali smo stanice primarnog karcinoma Zdrijela te radiorezistentne stanice primarnog
karcinoma grkljana s poly(I:C), samostalno 1 u kombinacijama s cisplatinom 1 zraenjem.
Zanimalo nas je moze li poly(I:C) u kombinaciji s cisplatinom povecati radiosenzitivnost
stanica tumora glave i vrata. Pri tome je zanimljiv podatak da se upravo aktivacija TLR3
neizravno dovodi u vezu s pojavom otpornosti na kemoterapiju 1 zracenje u tumorima glave i
vrata, i to putem aktivacije Racl. Naime, visoka ekspresija Racl je pronadena u
kemoradiorezistentnim stanicama tumora glave i vrata, dok je u stanicama zdravog tkiva
ekspresija Racl bila niska (Skvortsov i sur., 2014.). Autori sugeriraju inhibiciju Racl kao
terapijsku strategiju. S obzirom da smo pokazali da stimulacija TLR3 aktivira Racl (Matijevi¢
Glavan i Mikulandra, 2017.), a TLR3 je visoko eksprimiran u tumorima glave i vrata (aline i u
okolnim tkivima), moguce je da je povisena ekspresija i aktivnost Racl posredno uzrokovana

aktivacijom TLR3.

Tretman s poly(I:C) u kombinaciji s cisplatinom je znacajno inhibirao rast kontrolne
skupine stanica FaDu. U skupini stanica u kojima je TLR3 bio inhibiran putem shRNA, rast
stanica je bio veci. Takoder, nakon tretmana s poly(I:C) postotak rasta stanica FaDu bio je veci
od 50% u odnosu na kontrolu, odnosno stanice FaDu su se pokazale manje osjetljivima na istu

koncentraciju poly(I:C) od stanica SQ20B. Dodatak zracenja poly(I:C)-u, ¢ak i u dozi od 7.5
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Gy, nije znatno doprinio inhibiciji rasta stanica FaDu. Kombinacija cisplatine i zra¢enja blago
je inhibirala rast stanica kontrolne skupine, dok je u skupini stanica u kojima je TLR3 bio
inhibiran putem shRNA postotak rasta stanica bio veéi. Dokidanjem ekspresije TLR3 se
statisti¢ki zna¢ajno ne poveca postotak rasta stanica nakon tretmana s poly(I:C) §to ukazuje na
to da su u ovaj efekt ukljuceni i neki drugi receptori. Poznato je da poly(I:C) nije specifi¢an
ligand TLR3, ve¢ moze aktivirati i receptore MDA-5 (od engl. melanoma differentiation
associated gene-5) i RIG-I (od engl. retinoic acid-inducible gene-1) (Perroti sur., 2010.). MDA-
5 i RIG-I pripadaju obitelji RLR (od.engl. RIG-I-like receptors family) i smjesteni su u
citoplazmi. Za njih je karakteristi¢no da posjeduju domenu CARD (od engl. caspase activation
and recruitment domain) putem koje, nakon aktivacije, novace adaptor Cardif koji pak novaci
TRAF 1 RIP, aktivirajuéi na taj nacin IRF i NF-kB (Meylan i Tschopp, 2006.), sli¢no kao i $to
to ¢ini aktivacija TLR3 (Slika 18.).

endosom

N [ a
NFkB IRF O 2

citoplazma

Slika 18. Aktivacija receptora RIG-1, MDA-5 i TLR3 dvolancanom RNA. Preradeno
prema Levitzki. (Levitzki, 2012.).

Cinjenica da dvolan¢ana RNA moZe istovremeno aktivirati viSe receptora te sli¢nih
signalnih puteva, moze se objasniti evolucijskom prilagodbom organizma na brzi i u¢inkovitiji
odgovor na virusne infekcije. Receptori MDA-5 i RIG-I izravno prepoznaju dvolanc¢anu RNA

koja se sintetizira tijekom replikacije virusa u citoplazmi stanice. Nekrozom zaraZenih stanica,
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dvolancana RNA se oslobada i1 odlazi u izvanstanicni prostor gdje biva fagocitirana od strane

makrofaga u ¢ijim endosomima aktivira TLR3.

Nasi rezultati upucuju na to da je inhibitorni u¢inak kombinacije poly(I:C) i zracenja na
rast stanica FaDu sli¢an u¢inku kombinacije cisplatine i zra¢enja. Takoder smo pokazali da
kombinacija poly(I:C), cisplatine i zraCenja djeluje sinergisticki, inhibiraju¢i rast stanica
primarnog karcinoma zdrijela za vise od 50% u odnosu na tretman koji je jos uvijek standard u

lijeenju tumora glave i vrata, a to je kombinacija cisplatine i zracenja.

Tretman s poly(l:C) pokazao je znatni inhibitorni u¢inak na rast stanica SQ20B s
eksprimiranim TLR3. Tretman cisplatinom imao je znatno slabiji u¢inak jer smo koristili vrlo
nisku koncentraciju kako bismo istrazili adjuvantni u¢inak. Kombinacija poly (I:C) i cisplatine

dodatno je inhibirala rast stanica SQ20B.

Od ranije je poznato da su stanice SQ20B radiorezistentne (Maalouf i sur., 2009.). U

ovom smo radu pokusali utvrditi moze li ih kombinacija poly(I:C) i cisplatine uciniti

Nasi rezultati su pokazali da kombinacija poly(I:C) u kombinaciji sa zracenjem i
cisplatinom djeluje sinergisticki, pojacavajuci citotoksi¢ni ucinak zracenja 1 cisplatine.
Navedeni rezultati potvrdili su nasu pretpostavku da poly(l:C), samostalno i u kombinaciji s

cisplatinom, moze radiorezistentne stanice tumora uciniti radiosenzitivnima.

Nasa su opaZanja dodatno potvrdila rezultate drugih autora da poly(I:C) sinergisticki s
kemoterapeutikom inducira smrt stanica tumora. Pokazano je sinergisti¢ko djelovanje poly(I1:C)
u kombinaciji s nekoliko standardnih citostatika (hidroksiureja, 5-fluorouracil, metotreksat i
cisplatina) na stanicama raka zdrijela. Pri tome je kombinacija poly(I:C) 1 citostatika pokazala
znacajno vecu citotoksi¢nost u odnosu na sam poly(I:C), odnosno citostatik (Matijevi¢, i sur.,
2011.). Taura i suradnici opisali su povecanu ekspresiju TLR3 u stanicama raka debelog crijeva
s funkcionalnim p53 nakon tretmana s 5-fluorouracilom te pojacanu apoptozu stanica tumora
nakon tretmana kombinacijom poly(l:C) i 5-fluorouracila, pri ¢emu su zamijetili pojacanu

aktivnost kaspaze -3 (Taura i sur., 2010.).

Ding i suradnici tretirali su kulturu stanica karcinoma usne Supljine s poly(1:C) i zapazili
da je navedeni tretman putem aktivacije TLR3 i kaspaze -3 povecao koli¢inu cisplatine u stanici,
1 samim time njezinu citotoksi¢nost (Ding 1 sur., 2017.). Sli¢an sinergisticki u¢inak dIRNA s

citostaticima karboplatinom i paklitakselom je pokazan i na primjeru karcinoma jajnika (Van i
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sur., 2012.). U oba slucaja autori su pokazali da je mehanizam sinergije barem djelomicno

zasnovan na poticanju apoptoze putem aktivacije TLR3 i kaspaza -3, -8 i -9.

U svrhu odredivanja je li inhibicija rasta stanica nakon tretmana s poly(l:C) posredovana
pojacanom apoptozom, proveli smo test apoptoze na stanicama SQ20B. S obzirom na to da su
stanice FaDu na tretman kombinacijom poly(I:C) i cisplatine nakon kojih je slijedilo zracenje
pokazale ipak znacajno slabiji odgovor od stanica SQ20B, izostavili smo ih iz idu¢ih pokusa.
Rezultati pokusa na stanicama SQ20B pokazali su da tretman s poly(I:C) znacajno povecava
aktivnost kaspaza -3 i -7, a taj je ucinak blago poveéan dodatkom cisplatine. Porast aktivnosti

kaspaza -3 i -7 zabiljeZen je i u skupini stanica s utiS$anim TLR3, premda u manjoj mjeri.

U naSem istrazivanju provjerili smo koja je razina ekspresije nekih pro- i antiapoptotskih
gena. Gen Bad (engl. Bcl-2 associated agonist of cell death) kodira protein Bad, koji je, kao i
proteini Bax i Bcl-XL, pripadnik obitelji proteina Bcl-2, poznatih po svojoj ulozi u regulaciji
programirane stani¢ne smrti. Bad djeluje proapoptotski, stvarajué¢i heterodimere s Bel-XL i Bcl-
2 1 inhibirajuéi njihovo antiapoptotsko djelovanje, a njegova je aktivnost regulirana putem
fosforilacije. U ovom smo radu pokazali da tretman s poly(l:C) sa ili bez dodatka cisplatine ne
utjeCe znacajno na ekspresiju gena Bad. Medutim, kombinacija predtretmana s poly(I:C) i
cisplatinom, nakon ¢ega je provedeno zracenje uzrokovala je udvostruéenje njegove ekspresije.
Interesantno je opaZanje kako kombinacija ova tri tretmana u stanicama u kojima je signalni
put TLR3 utiSan povecava ekspresiju gena Bad ¢ak 5 puta. Sli¢na opazanja zabiljezili smo i u
slu¢aju gena Bax i Bcl-XL. Ekspresija gena Bax (engl. Bcl-2 associated X, apoptosis regulator)
regulira tumor supresorski gen/protein p53. Protein Bax potice apoptozu tako da formira poru
u vanjskoj membrani mitohondrija koja omogucuje citokromu ¢ da izide iz mitohondrija i
zapocne kaskadu programirane stani¢ne smrti. Protein Bcl-XL (od engl. Bcl2 like 1) sprjecava
pokretanje kaskade programirane stani¢ne smrti inhibiraju¢i otpustanje citokroma c iz

mitohondrija (Jiirgensmeier i sur., 1998.).

Zanimljivo je da je ekspresija gena Bax i Bcl-XL, kao i gena Bad u stanicama s utiSanim
TLR3 visestruko uvecana nakon tretmana kombinacijom poly(I:C), cisplatine i zraenja, dok u
ostalim skupinama stanica nije doslo do statisti¢ki znacajne promjene ekspresije ovih gena. S
obzirom na navedeno, moze se zaklju€iti da je navedeni porast ekspresije gena Bad, Bax i Bcl-
XL najvjerojatnije posljedica zracenja, odnosno kombinacije zracenja i cisplatine. Takoder se
Cini da aktivacija signalnog puta TLR3 ne doprinosi znac¢ajno povecanju ekspresije gena Bad,

Bax i Bcl-XL. Dapace, u skupini stanica s utiSanim signalnim putem aktivacija signalnog puta
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TLR3 ¢ak i smanjuje ekspresiju gena Bax, $to upucuje na mogucnost da je djelovanje poly(I:C)

na ekspresiju gena Bax vjerojatno posredovano drugim receptorima.

Gen Survivin (poznat i kao BIRC5, od engl. baculoviral IAP repeat containing 5)
pripadnik je obitelji gena inhibitora apoptoze (IAP). Poznato je da Survivin inhibira
programiranu stani¢nu smrt prvenstveno putem inhibicije kaspaza -3 i -7 (Deveraux i sur.,
1997.). Ekspresija Survivina je visoka tijekom embrionalnog razvoja, no niska u normalnim
tkivima odraslih (Garg i sur., 2016.). Povecana ekspresija Survivina pronadena je razli¢itim

vrstama malignih tumora, §to snazno upucuje na njegovu ulogu u karcinogenezi (Ambrosini 1

sur., 1997.; Satoh i sur., 2001.).

Nedavno je pokazano da aktivacija TLR3 poti¢e programiranu stani¢nu smrt u stanicama
karcinoma vrata maternice aktivacijom kaspaza -3 i -9, pove¢anim stvaranjem ROS i, konac¢no,
regulacijom ekspresije odredenih proapoptotskih, odnosno antiapoptotskih gena. Naime, nakon
transfekcije poly(I:C) u stanice tumora grlica maternice, zabiljezen je porast proapoptotskih
proteina Bax i Bid, dok je snizena razina antiapoptotskih proteina Bcl-2 i Survivina (Chen i
sur., 2016.). Nomi, Kodama i Suzuki su pokazali kako poly(I:C) moZe potaknuti programiranu
staniénu smrt u stanicama tumora glave i vrata koje eksprimiraju TLR3 te da u tijeku
programirane stani¢ne smrti ekspresija Survivina snizena (Nomi i sur., 2010.). Premda u ovom
radu nismo dokazali statistiCku znacajnost promjene ekspresije Survivina nakon tretmana s
poly(I:C), dobiveni rezultati pokazuju jasan trend povecanja ekspresije Survivina u liniji stanica
SQ20B nakon tretmana s poly(l:C), kao i to da dodatak cisplatine taj u¢inak smanjuje. Pri tome
u kojim je ekspresija Survivina i clAP2, kao i njihovih proteinskih produkata statisticki znac¢ajno
porasla nakon tretmana s poly(l:C), a taj uc¢inak je bio potisnut dodatkom cisplatine.
(Mikulandra i sur., 2018.).

Tumor supresorski gen/protein p53 je poznat po svojim ulogama u kontroli stani¢nog
ciklusa, apoptozi, popravku DNA, autofagiji, proliferaciji mati¢nih stanica, starenju i inhibiciji
angiogeneze. Njegove su mutacije dovedene u vezu sa smanjenjem apoptoze i pojacanim
rastom brojnih tumora (Bhattacharyya i sur., 2017.). Poznato je da divlji (ali ne i mutirani) tip
p53 moze smanjiti ekspresiju Survivina te da je gubitak funkcije Survivina djelomi¢ni posrednik
u apoptozi koju poti¢e p53 (Chen i sur., 2016.). Tako su sve linije stanica koje smo koristili u
ovom istrazivanju nosioci mutacije TP53, stanice Detroit 562 i FaDu nositeljice su egzonskih
mutacija ¢.524G>A  (p.R175H), odnosno ¢.743G>T (p.R248L) koje rezultiraju
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nefunkcionalnim proteinom p53 (Nichols i sur., 2012.). Stanice SQ20B nositeljice su
intronske mutacije ¢.376-1G>A, koja rezultira proizvodnjom nefunkcionalnog proteina p53
(Maalouf i sur., 2009.). S obzirom na to da p53 regulira ekspresiju brojnih gena uklju¢enih u
proces apoptoze, kao $to su Bax i Puma (od engl. p53 upregulated modulator of apoptosis,
takoder poznatog i kao BBC3, od engl. Bcl2 binding component 3), funkcionalnost njegovog

proteinskog produkta izravno utjece na ekspresiju ovih gena.

Puma kodira protein koji inhibira antiapoptotske proteine kao §to su Bcl-2 i Bcl-XL.
Protein Puma potice programiranu stani¢nu smrt putem interakcije s Bcl-XL, sprjecavajudi
njegovu interakciju s Bax. Yu i suradnici su pokazali da je Puma glavni posrednik u apoptozi
stanica tumora debelog crijeva potaknutoj aktivacijom p53. Autori su takoder ukazali i na
klju¢nu ulogu gena Puma u apoptozi potaknutoj kemoterapeutikom doksorubicinom, odnosno
hipoksijom (Yu i sur., 2003.). Dokazana je i povezanost izmedu gubitka alela Puma i

radiorezistencije (Vavrova i Rezacova, 2014.).

Rezultati nasih pokusa pokazali su da poly(I:C), bilo primijenjen samostalno ili u
kombinaciji s cisplatinom, ali i samo zracenje smanjuju ekspresiju gena Puma u stanicama
SQ20B. U naSem nedavno objavljenom istrazivanju pokazali smo da radiorezistentne stanice
SQ20B 1 radiosenzitivne stanice Detroit 562 1 Cal27 imaju razli¢ite obrasce ekspresije gena
Puma i Diablo $to je mozda povezano s vezom izmedu radiorezistencije i gubitka alela Puma

(Mikulandra i sur., 2018.).

Diablo (od engl. diablo IAP-binding mitochondrial protein, takoder poznat i kao Smac,
od engl. second mitochondria-derived activator of caspase) kodira protein koji djeluje tako da
veze protein inhibitor apoptoze (IAP) i tako sprjecava inhibiciju apoptoze. Rije¢ je o
mitohondrijskom proteinu koji u toku apoptoze ulazi u citoplazmu, i vezuci se za protein I1AP

omogucuje aktivaciju kaspaza i odlazak stanice u apoptozu (Adrain i sur., 2001.).

Mimetici Smac su spojevi koji oponasaju Smac, odnosno Diablo, i1 suprimiraju proteine
inhibitore apoptoze te na taj na¢in mogu pojacati apoptozu posredovanu s TLR3 (Bianchi i sur.,
2017.). Friboulet i suradnici pokazali su da poly(I:C), iako samostalno povecéava razinu c-1AP2,
u kombinaciji s mimetikom Smac RMT 5265 djeluje sinergisticki, poticu¢i apoptozu (Friboulet
i sur., 2010.). Ti su rezultati sukladni rezultatima naSeg ranijeg istrazivanja, u kojem smo
pokazali da tretman stanica Detroit 562 s poly(I:C) povecava razinu proteina c-1AP2, dok
smanjuje ekspresiju gena Diablo. Takoder smo primijetili da tretman kombinacijom poly(I:C)

1 cisplatine poniStava taj ucinak, Sto ukazuje na sli¢nost djelovanja ove kombinacije i
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http://p53.iarc.fr/).%20S%20obzirom%20na%20to%20da%20p53%20regulira%20izra%C3%85%C2%BEaj%20brojnih%20gena%20uklju%C3%84%C2%8Denih%20u%20proces%20apoptoze%2C%20kao%20%C3%85%C2%A1to%20su%20Bax%20i%20Puma%20(od%20engl.%20p53%20upregulated%20modulator%20of%20apoptosis%2C%20tako%C3%84%C2%91er%20poznatog%20i%20kao%20BBC3%2C%20od%20engl.%20Bcl2%20binding%20component%203)%2C%20funkcionalno

kombinacije poly(l:C) i mimetika Smac (Mikulandra i sur., 2018.).

U ovom istrazivanju, statisticki znacajno povecéanje ekspresije gena Diablo uodili smo
samo nakon predtretmana stanica SQ20B s poly(l:C) nakon ¢ega je uslijedilo zracenje.
Zanimljivo je da smo ¢ak Cetverostruki porast ekspresije zabiljezili u skupini stanica s utiSanim
TLR3 koje su tretirane kombinacijom poly(I:C), cisplatine i zracenja. S obzirom da je povecana
ekspresija gena Diablo zabiljezena i nakon zracenja kao samostalnog tretmana u stanicama s

utiSanim TLR3, navedeni porast ekspresije vjerojatno je posljedica zracenja.

Premda smo pokazali da poly(I:C) samostalno poti¢e programiranu stani¢nu smrt, kao i
povecano stvaranje molekula ROS, pri ¢emu dodatak cisplatine tek blago doprinosi ucinku,

pravu znacajnost kombiniranog tretmana dokazali smo analizom stani¢nog ciklusa.

Guinn i1 Petro su nedavno pokazali sinergisti¢ki u¢inak kombinacije poly(I:C) i IFN-y na
stanicama karcinoma usne Supljine, gdje je kombinirani tretman inducirao zastoj rasta
tumorskih stanica zaustavljanjem stani¢nog ciklusa u fazi G1, poti¢uci aktivnost kaspaze -3 te
smanjujuci ekspresiju PD-L1 na stanicama tumora (Guinn i Petro, 2018.). Sli¢no zapazanje
zabiljezili su i na stanicama melanoma miseva (Guinn, i sur., 2017.). Nasi su rezultati pokazali
da tretman s poly(I:C) nije znacajnije utjecao na postotak stanica u fazi GO/G1 stani¢nog
ciklusa. Medutim, tretman kombinacijom poly(I:C) i cisplatine zna¢ajno je povecao postotak
stanica primarnog tumora grkljana u fazi G2/M stani¢nog ciklusa, dok je tek 15% stanica bilo
u fazi S. Poznato je da su stanice najosjetljivije na zracenje u fazi G2/M stani¢nog ciklusa, a
najotpornije u fazi S (Pawlik i Keyomarsi, 2004.). Navedeni podaci snazno sugeriraju da
kombinacija poly(I:C) 1 cisplatine moZe radiorezistentne stanice tumora uciniti

radiosenzitivnima zaustavljajuci ih u fazi stani¢nog ciklusa koja je najosjetljivija na zracenje.

Budu¢i da je poly(I:C) in vivo vrlo toksi¢an, odnosno moze uzrokovati Sok, zatajenje
bubrega, hipersenzitivnost i koagulopatije (Robinson i sur., 1976.), u klini¢kim se studijama
koriste znatno manje toksi¢ne modifikacije poly(I:C), kao $to su poly(I:C12U) (rintatolimod,
Ampligen®) i poly-ICLC (Hiltonol®). Premda ve¢ina klinic¢kih studija koristi agoniste TLR3
ve¢inom kao adjuvanse u antitumorskim cjepivima, u tijeku je i nekoliko klinickih studija koje
ispituju potencijalnu primjenu agonista TLR3 kao aktivne djelatne tvari, samostalno i u
kombinaciji s drugim oblicima lijeCenja tumora (Tablica 4.). Dvije studije faze I i I/II
(NCT02061449, NCT01976585) trenutno istrazuju ucinak poly-ICLC-a u kombinaciji sa

zracenjem u bolesnika s limfomima (Mikulandra i sur., 2017.).
Za sada su objavljeni rezultati tek dvije multiinstitucionalne studije faze Il, koje su
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ispitivale ucinke poly-ICLC u lijeCenju tumora mozga. Premda su rezultati jedne studije
pokazali da poly-ICLC u samostalnoj primjeni ne utje¢e na produljenje Sestomjesecnog
prezivljenja bez znakova progresije bolesti u bolesnika s recidivnim ili progresivnim
anaplasti¢nim gliomima (Butowski i sur., 2009.), rezultati druge studije koja je ispitivala u¢inak
poly-ICLC primijenjenog kao dodatak standardnom lijeCenju bolesnika s multiformnim
glioblastomom (zracenje + temozolomid) pokazali su da je dodatak poly-ICLC povecao
ucinkovitost standardnog lijecenja u bolesnika s novodijagnosticiranim glioblastomom

(Rosenfeld i sur., 2010.).
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Tablica 4. Novije studije koje ispituju moguénosti klini¢ke primjene agonista TLR3 u

lijeenju tumora (Clinicaltrials.gov, 2018.). Zavrsene studije su oznacene zvjezdicom (*).

NCT03262103 | lokalizirani rak prostate poly-ICLC I
NCT02834052 | metastatski rak debelog poly-1CLC, pembrolizumab I/
crijeva
NCT03162562 | rak jajnika stadija I11/1V; poly-1CLC, oregovomab I
recidivni rak jajnika (monoklonsko protutijelo na CA-
125)
NCT01188096 | gliomi niskog gradusa poly-ICLC I
NCT00058123" | recidivni i progresivni poly-ICLC I
anaplasti¢ni gliomi
NCT00262730" | multiformni glioblastom poly-ICLC, temozolomid, I
zracenje
NCT02834052 | metastatski rak debelog poly-ICLC, pembrolizumab I/
crijeva
NCT02423863 | solidni tumori (melanom, | poly-ICLC I
ostali kozni tumori, tumori
glave i vrata, sarkomi)
NCT01976585 | limfom B stanica niskog poly-ICLC, rhuFIt3L/CDX-301, I/
gradusa zraenje
NCT02061449 | kozni T-stani¢ni limfom poly-ICLC, romidepsin, I
fokalno zracenje lezije
NCTO03721679 | solidni tumori poly-ICLC, anti-PD-1 (nivolumab | I/l
ili pembrolizumab) ili anti-PD-L1
(atezolizumab ili durvalumab)
NCT03599453 | trostruko negativni rak rintatolimod, celekoksib, I
dojke rekombinantni interferon alfa-2b
NCT03403634 | rak debelog crijeva s rintatolimod, celekoksib, I
metastazama u jetri rekombinantni interferon alfa-2b
NCT03262103 | lokalizirani rak prostate poly-ICLC I
NCT02834052 | metastatski rak debelog poly-ICLC, pembrolizumab I/
crijeva
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Iz Tablice 4. je vidljivo da brojne studije ispituju djelovanje kombinacije agonista TLR3
s protutijelima na PD-1/PD-L1 (od engl. programmed death-1/programmed death-ligand 1).
PD-L1 je obi¢no ispoljen na povrsini stanica koje predocuju antigene, i stupajuci u interakciju
s PD-1, smjeStenim na povrSini citotoksi¢nih limfocita T, inhibira njihovu prekomjernu
aktivaciju. Ispoljavaju¢i PD-L1 na svojoj povrsini, stanice tumora zloupotrebljavaju ovaj
mehanizam 1 inhibiraju aktivnost citotoksi¢nih limfocita T (Voutsadakis, 2018.). Zamisao
kombiniranja agonista TLR3 s protutijelima na PD-1/PD-L1 zasnovana je na premisi da ¢e
aktivacija TLR3 pojacano aktivirati dendriticke stanice i povecati prezentaciju antigena
citotoksi¢nim limfocitima T, dok ¢e protutijela na PD-1/PD-L1 sprijeciti njihovu inhibiciju.
Nagato i Celis su pokazali da poly(l:C) u kombinaciji s anti-PD-1 protutijelima znacajno
inhibira razvoj tumora na vise modela miseva (Nagato i Celis, 2014.). Osim toga, nedavno je
pokazano kako ARNAX, ligand specifican za TLR3 koji za razliku od poly(I:C) ne dovodi do
sistemskog oslobadanja citokina i interferona, u kombinaciji s protutijelom na PD-L1 i
antigenom tumora pojacano aktivira citotoksi¢ne limfocite T u miSeva te dovodi do regresije

tumora bez upale (Takeda i sur., 2017.).

Zanimljivo je da zracenje povecava ekspresiju PD-L1 (Chen i sur., 2015.). S obzirom na
to, smatra se da bi kombinacija protutijela na PD-1/PD-L1 i zraenja mogla biti valjana
terapijska strategija u lijeCenju brojnih tumora, izmedu ostalog i tumora glave i vrata (Nagasaka
i sur., 2016.; Solomon i sur., 2018.). Ako tome pridodamo dokaze o terapijskoj uc¢inkovitosti
kombinacije agonista TLR3 i protutijela na PD-1/PD-L1, moguce je da bi kombinacija svo troje

imala jo$ bolji antitumorski ucinak.

Kombinacija cetuksimaba i agonista TLR3 takoder bi mogla biti jedna od potencijalnih
terapijskih opcija. Yamashita i suradnici su pokazali da je za signalizaciju TLR3 neophodan
upravo tirozin-kinazni receptor EGFR. On se, zajedno s tirozin kinazom Src, veze na aktivirani
TLR3 1 fosforilira dva tirozinska ostatka, Tyr759 1 Tyr858, §to je neophodno za novacenje
adaptora TRIF (Sarkar 1 sur., 2003.; Yamashita i sur., 2012.). S obzirom na to, logicno bi bilo
pretpostaviti da kombinacija cetuksimaba, anti-EGFR protutijela, i agonista TLR3 ne bi imala
smisla, jer bi se blokadom EGFR onemoguc¢ilo novacenje adaptora TRIF u signalizaciji TLR3.
Medutim, postoje dokazi da kombinacija cetuksimaba s agonistima TLR3 poboljSava njegov
uCinak. Naime, pokazano je da je poly-ICLC ucinkovit kao adjuvans u pojacavanju
citotoksi¢nosti posredovane cetuksimabom (Ming Lim 1 sur., 2013.). Uz to, u istom je
istrazivanju zabiljezen i blagi proapoptotski uc¢inak poly-ICLC u kombinaciji s cetuksimabom

na stanicama tumora glave i vrata. Sli¢an uéinak nedavno je objavljen i na primjeru
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nazofaringealnog karcinoma pozitivnog na EBV(Tan i sur., 2018.). U¢inkovitost kombinacije
poly(I:C) i cetuksimaba moze se objasniti sinergistickim djelovanjem oba agensa na poticanje
sazrijevanja dendriti¢kih stanica. Naime, dokazano je da cetuksimab moze aktivirati NK
stanice, odnosno pokrenuti mehanizam citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima (Kurai 1 sur.,
2007.). Cetuksimab je protutijelo IgG1, i kao takvo posjeduje regiju Fc koja se veze na receptor
FcyRlIlla (od engl. fragment crystallizable receptor-gamma ll1a), koji je izrazen na povrsini
NK stanica i makrofaga. Za razliku od EGFR kojeg blokira, cetuksimab aktivira FcyRIIla te
sudjeluje u pokretanju imunoloskog odgovora. Aktivacija NK stanica poti¢e sazrijevanje

dendritickih stanica te prezentaciju antigena citotoksi¢nim limfocitima T (Srivastava i sur.,

2013.).

Jedna od zamisli za terapijsku primjenu poly(l:C) u tumorima koje karakterizira visoka
ekspresija EGFR (kao $to su tumori glave i vrata) jest fuzija poly(I:C) s vektorom koji se ponasa
kao ligand EGFR, s§to bi omogucilo internalizaciju poly(I:C) direktno u stanice tumora, gdje bi,
osim poticanja programirane stani¢ne smrti, takoder potaknuo i oslobadanje citokina koji bi

privukli stanice imunoloskog sustava u mikrookoli$ tumora (Levitzki, 2012.).

Nasi rezultati sugeriraju potencijalnu dobrobit uporabe poly(I:C) u kombinaciji s
cisplatinom u lijjeCenju tumora glave 1 vrata. S jedne strane, kombinacija poly(I:C) i cisplatine
stani¢nog ciklusa. Djelujuéi u sinergiji s cisplatinom 1 zracenjem, poly(I:C) direktno inducira
smrt stanica tumora, jednim dijelom putem povecanja aktivosti kaspaza -3 i -7. Osim toga,
kombinacija poly(I:C) i cisplatine smanjuje ekspresiju gena inhibitora apoptoze, kao $to je

Survivin.

Medutim, pri razmatranju potencijalne uporabe poly(I:C), odnosno njegovih manje
toksi¢nih modifikacija u klini¢koj primjeni potrebno je imati na umu da aktivacija TLR3 mozZe
izazvati 1 prezivljenje, progresiju i metastaziranje tumora, izmedu ostalog putem pojacanog
lu€enja proupalnih citokina, poticanjem EMT, poticanja migracije stanica tumora,
metaboliCkim reprogramiranjem (Warburgov efekt) itd. Moguce je da su upravo endogeni
ligandi TLR3 koji se oslobadaju nekrozom stanica tumora odgovorni za ve¢inu navedenih

protumorskih uc¢inaka.

S obzirom da je ovo pretklini¢ko istrazivanje zasnovano na pokusima na kulturama
stanica, potrebne su dodatne in vitro i in vivo (na zivotinjama) studije koje bi potvrdile nase

rezultate, te ukljucile i neke druge potencijalno korisne ucinke poly(I:C), kao Sto je doprinos
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imunoloskih uc¢inaka poly(I:C) u sistemskom antitumorskom odgovoru.
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6. ZAKLJUCAK

U sklopu ovog doktorskog rada istrazivana je uloga TLR3 u tumorima glave i vrata, kao
i ucinci njegovog agonista poly(I:C) u kombinaciji sa standardnim metodama lijecenja,

odnosno cisplatinom 1 zratenjem. Izmedu ostalog, zanimalo nas je, moze li poly(I:C), u

zracenje.

Iz dobivenih rezultata mozemo zakljuciti sljedece:

1. TLR3 se ponasa kao endogeni senzor nekroze, prepoznaju¢i RNA koja se

oslobada nekrozom stanica nakon izazivanja stani¢nog stresa.

2. Dvolancana RNA oslobodena nekrozom stanica tumora vjerojatno nije jedini
ligand TLRS3.
3. Poly(I:C) u kombinaciji s cisplatinom sinergisticki inhibira rast stanica FaDu i

SQ20B, pri ¢emu su stanice SQ20B osjetljivije na tretman poly(l:C) u koncentraciji od 10
pg/mL, a navedeni u¢inak ovisan je o aktivaciji TLR3.

4. Poly(I:C) samostalno i u kombinaciji s cisplatinom poti¢e apoptozu
povecavajuci aktivnost kaspaza -3 i -7 te koli¢inu ROS u stanicama tumora. Opisani u¢inak
djelomicno je ovisan 0 TLR3.

5. Primjena kombinacije poly(l:C) i cisplatine smanjuje ekspresiju gena Koji
inhibiraju apoptozu, kao $to je Survivin.

6. Kombinacija poly(I:C) 1 cisplatine povecava radiosenzitivnost tumora glave i

vrata zaustavljajuci stanice tumora u fazi G2/M stani¢nog ciklusa.

U ovom smo radu pokazali da poly(I:C) u kombinaciji s cisplatinom moze biti vrijedna
strategija u lijeCenju tumora glave i vrata. Naime, osim §to u sinergiji s cisplatinom i zra¢enjem
inhibira rast stanica i inducira stani¢nu smrt, poly(I:C) takoder inhibira ekspresiju gena
inhibitora apoptoze, kao $to je Survivin. S obzirom na to da je ovo pretklinicka studija bazirana
na pokusima na kulturama stanica, potrebne su dodatne in vitro i in vivo (na Zivotinjama) studije
koje bi potvrdile naSe rezultate. Medutim, potreban je i oprez u primjeni aktivacije signalnog
puta TLR3 u lijecenju tumora buduci da se njegovom aktivacijom moze izazvati i prezivljenje

tumora, moguce i putem endogenih liganada.
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