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OnumTH noaany U MPOTOKOJ HCTPAKUBAKHA

Hasus Ilpojexra : UICIIMTUBABE HUTOTOKCMYHOCTH KOMIUIEKCA 3JIATA, INIATUHE
U PYTEHUIYMA IN VITRO HA REJIMICKUM JIMHUJAMA AAEHOKAPIIMHOMA ITJIYhA U
IN VIVO HA MUIILIJEM MOJEJIY METACTA3A KAPHMHOMA IUUIYRA

Kmbyune peun : A549 u LLC henujcke nunuje; ageHokapuuHoM miyha, NSCLC; komruiekcu 3nara,
IUIATHHE U PYTEHHjyMa.

IIpenmer, cagpikaj U Wb HCTPAKUBAIHA

Caxerak

Jledeme TyMOpa MHCIDIATHHOM j€ TIOBE3aHO ca OpOjHIM HEXEJheHNM epeKTHMa U peJaTHBHO Op3uM
pa3BojeM pe3ucTeHImje. 300r Tora Cy CTalHO aKTyellHAa MCTPaKUBaKka HOBHX KOMILUIEKCA TEIKUX
MeTalla Koja OM MMaJia CIIM4YaH TepareyTCKu edeKkaT Kao IMCIIAaTHHA a Malkhe HeXEJbCHHX JIejcTaBa ’
cmabuju pas3Boj pesucTeHnuje. Pesncreniyja Ha MUCITIATHHY MOXe Aa Oyje IpUpoIHA WU CTEUYCHA U
yIJIaBHOM je MOBe3aHa ca MpoMeHama pS53 Molsekyna, nmoBehameM ekcnpecuje MoJieKyja ca THOI
rpynamMa (METHJIIOTHOHEWH, TJIyTaTHOH) KOjH WHAaKTHBHPAjy NHCIUIATHHY, BehoMm excmpecujoMm
MoJIeKyna ykJpyueHuX y mnompaBKy DNA. TOKCHYHOCT LMCIUTaTHHE je€ YIJIaBHOM IIOBE3aHa ca
BEJTMKOM IMPOAYKIHjOM CIIO00IHUX panuKkana y henrjamMa u3aoKeHUM [UCTUIATHHH.

Kapunnom mnyha mpexacraBiba Bojehu y3pok cMpTH o ManurHux OoJecTH y MyIIKapana U Ha
JIPYroM MECTy je Kao y3pOYHHK CMPTH OJ MaJWTHHUTETa y CBeTy, a npuOimxHo 80% oBUX Tymopa
crmaga y Tpymy He-cutHO-hemujckor kaprmaoma turyha, NSCLC (ox emr. Non Small Cell Lung
Cancer). Xemunorepanuja NSCLC Ttymopa muyha mnoapasymeBa NpUMEHY JepvBaTta ILUIaTHHE
CaMOCTAJHO MM Yy KOMOMHAnMju ca JpyrMM TIpyllamMa XEeMUOTepalleyTHKa Kao INTO Cy
aHTHMeTabonuTu ¢osaTa.

Oso HUCTPpAXMBAKLE MMa 3a IUJb Ja UCIIUTAa HUTOTOKCHUYHOCT HOBUX KOMIUICKCA 3Jj1aTa, IJIATUHE U
pyTeHujymMa Ha enutenHuM henujama anenokapuuHoma ruiyha (henwmjcke nmunuje A549 m LLCL).
VKOINKO HEKM KOMIUIEKCH IIOKaXy 3HAaTHY IHUTOTOKCHYHOCT y ToOpehemy ca LUCIUIATHHOM W
MetpoTpekcatoMm Ha koju cy LLC1 henwmje ocetspuBe, nnsb je /a ce AeTajbHUjE UCIHTA MEXaHHU3aM
JiejcTBa KOMIUIEKCAa M Jia Ce YTBpJIE Pa3jMKe y MEXaHW3My H3a3MBama CMPTH heiuja y ofHOCY Ha
muculaTiHy. Ha MumjemM Mozeny ekcriepuMEeHTATHUX MeTacTasa Tymopa ruryha mposepuhe ce koju
KOMIUICKCH M3a3MBajy CMPT TyMOpckux henuja in Vivo u Koju 601 KOMIUIEKC MOTao JIajbe Ja Ce UCTIUTA
Kao TIOTEHIIMjaJTHH TePAIICY THK.
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wb ucTpaxuBama:

OCHOBHH IMJb OBOT MCTPaXKHBaba je J1a C€ MCIUTA [TUTOTOKCHYHOCT HOBOCHHTETUCAHUX KOMILICKCA
TUIaTHHE, 3J1aTa ¥ pyTeHHjyMa Ha henrjckuM TrH7jaMa KapinHoMa Tutyha.

VY ckiaay ca OCHOBHHMM ITUJBEM MOCTABJbEHHU CY cienehu cneruduyuHu 1IJbEBH.

1. MTT tecrom ncnuTaTy NOTEHIMjaHY HIUTOTOKCHYHOCT KOMILIEKCA.

2. Hcnuraty penaTHBHU OJHOC HEKPOTHYHE M allONTOTCKE CMPTH henuja n3a3BaHe UMUTHBAHUM
KOMILJIEKCHMA.

3. HcnuraTty KOju je JOMHHAHTHU IIyT allONTOTCKE CMPTH M3a3BaHE KOMILUIEKCUMA.

4. HcnuTaty Ja 1M KOMIUIEKCH YTUYY Ha CMamemhe Beh YCIOCTaBJbeHUX MeTacTasa KapLuuHOMa
wryha y MumijemMm Mojemy.

5. YTBpauTH Ja U NpUMEHA KOMIUIEKCa YTHYE Ha MPEKHUBIbABAE MUIIEBA €A YCIOCTaBILEHUM
MeTacTazama KapinuHoMa Iryha.

AKTyeJIHOCT HCTPaAXKNBaAKA:

Ako ce mocmarpajy Mamurhe Oonectu, KapumHoM Iutyha mnpencraBika Boaehw y3poK cMpTH
MYIIKapama y CBEeTy a y LEeJIOKYITHO] TOIyJIaluju 3ay3uma aApyro mecto. [IpubnmxHO ce perucrpyje
oko 1.2 munmona HOBUX ciiydajeBa roauinmke u 80-85% Tymopa miyha cnanma y rpymy He-CHTHO-
henmujckor kapumnoma, NSCLC. Hcropujcku rinagaHo, XUPYPUIKM TPUCTYH peIIaBaky OBOT
mpo0jieMa IpeacTaB/ba HAjOOJBY IIaHCY BehwHM maldjeHaTa 3a IETOrOIMIIELE NpekuBibaBame (1),
amu camo 25%-30% NSCLC tymopa je yommre MOTOJHO 332 XUPYPIIKY peceKuujy. Y3 ageKBaTHY
XEMHOTEpaNHujy, MPeornepaTuBHO WIN MOCTONEPATHBHO, METOTOAMIIHE PESKUBIbABAE j€ OMUCAHO U
KoZ 000JIeNnnX KOjU ce Hama3e y TpeheM wim 4eTBpTOM cTaaujymy Oonectu (2). On meBeneceTnx
TOAMHA MPOIUIOT BeKa Kao CTaHAapJHa Tepamuja y OBEe CBpXE KOPHCTH ce KOMOHMHAIMja JepuBaTa
wiatuHe (3), a KacHUje W y KOMOWHAIWjU ca anuKmwinpajyhuMm areHcuMa ¥ aHTUMeTaboInMTHMa
¢omara. Y HOBHje BpeMe c€ Kao IpBa Tepamdjcka Mepa 3a JICUCHE JIOKATHO OIMAaKIuX H
Mmetactarckux cragujyma NSCLC (non squamous cell type) xopuctu koMOHMHAIMja IUCIUTATHHE H
nemeTpekcera (4), wiu npe OWII0 KakBe Teparuje IMeMeTPEeKCeT caMoCTailHo (5). Anu pe3ynTaTi OBUX
pa3IMYUTHX KOMOWHAIMja XeMHOTepaleyTUKa M Jajbe HHCY 3aJ0BoJbaBajyhu, jep je mporeHat
OonecHUKa ca MPOIYKEHHM IPEKHMBIbABAEM U Jlajbe BpJIo Mayu. IIpexuBibaBame ce y MPOCEKY
rmoBehasa 3a 1.5 Mecerr, a ancoxyTHO MPOAYXKEHE JKUBOTA OJI TOMWHY NaHa je 3abenexxeno xkox 10%
obosenux (6).

[MpuMeHa IUCIUIATHHE je MOBE3aHa Kako ca PejlaTUBHO Op3MM pa3BOjeM PE3UCTEHIIMjE, TaKO U ca
OpojHuM HexeJbeHUM edekTumMa. Llucnnatiuna nponasu henujcky memOpany, y henuju ce akTuBupa u
octBapyje mHTepakunjy ca DNA u mporemnnma. Omreheny DNA mpemno3Hajy mpoTenHH KOjH ce
aKTHBHPA)y M MOTY CHUMYJTaHO Ja HMHIYKYjY pasiMudTe HpO- U aHTH- amontoTcke myrteBe. O
PEeNaTUBHOT WMHTEH3WTETa W/WIM JOyXHHE CBAaKOT OJf OBHUX CHUIHala KOjU C€ HHCXOJHO YKpIUTAjy
3aBHCH KOHauyHa cynOuna henmje (7,8). Mexanusmu momnpaske DNA moBe3aHu Cy ca aKTHBAIIMjOM
KOHTPOJIHUX Tadaka heslujcKor muKiyca M IpOLECOM aronTo3e, a CBa TPW Ipoleca mosesyje pS3
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nporewn (8,9). llucriatiHa u3a3uBa MOCPEAHY aKTHBAIM]y pS3 MOJIEKyJa, TeK MOC/Ie HU3a YCXOIHUX
norahaja. AxtuBupajy ce ATM/ATR u MAPK (ERK, JNK, p35) kuHaze koje KaTamuzyjy
dhochopunaujy p53 Mojekyna, KOju W3a3WBa TPaHCIOKAIMjy Bax w3 muTocoia y MHTOXOHIpH]E,
ocnobaha ce Cyt ¢, aktuBupajy ce kacmaze 9 u 3 u pesynrar je amonrosza (10,11). IucruiaTuHa,
Takohe Moke Na MHAYKyje anonto3y aktuBanujoM Fas/FasL u kacmaze-8, ca mnm 6e3 momohu p53
(12). AxtuBanuja MAPK krHasa MOKe W Jla aHTarOHMU3Yje aloInTo3y IITO CBE 3aBHUCH O TUIA hemwmje,
BenmnunHe omTehera DNA u curHana M3 ekcrpauenylapHe cpearHe. AKTUBUpPaHH P53 MOJEKyII
nenyje Ha p21 u mpoxyxaBa ce G2/M KOHTpoIIHA Tadka henrjckor NuKiTyca Kaja je Moryha mompaBka
DNA. Pesucrennmja Hekmx henmuja Ha OHUCIDIATHHY MOXKe, m3Mely octamor, ma Oyme mocieamiia
u3paxene penapanuje DNA, nuchynkumje p53, nosehane ekcrnpecuje bel-2 monekyna. 3naro (I11)
KOMIUIEKCH Ca MOJMaMHHUMA, TIOJUIUPUANHIMA, TIOPGUPHHOM U JUTHOKApOAMATOM Cy TOKa3aiu in
VItr0 IMTOTOKCUYHOCT CIMYHY, WM y HEKHM ciydajeBuMa Behy y omHocy Ha nucmuiatuny(13).
PyTtennjym je moka3ao He camMO BENHKY IMTOTOKCHYHOCT NpeMa ManmurHuM henmjama, Beh u
TeHepaTHO HUCKY TOKCHYHOCT y opranu3my(14).

Hpe[lMeT 1 OIIMC UCTPAKUBALA:

HcnutuBahe ce IMTOTOKCHYHOCT KOMIUIEKCA IJIaTHHE, 371aTa U pyTeHHjyMa Ha henujckum TUHHjamMa
MHIITjeT ¥ XyMaHOT KapiuHoMa Tuyha.

Kao xoutpona 3a HaBezneHe cyncranie kopuctuhe ce nucmartuna [PtCI2(NH3)2] u merorpekcar.
LLC1 henujcka nrHMja je OCET/HIBA HA METOTPEKCAT.

Renujcke nunMje:

o A549 (CCL-185, ATCC): xymanu kapruaoM mryha, NSCLC
e LLC1 (CRL-1642, ATCC): mumiju kapimuom mryha, NSCLC

In vitro ucnuTuBama

Bujaéuinoct heimja Tperupannx komiuiekcuma he ce ucnuratu MTT (3-(4,5-aumernntrason-
2-un)-2,5-mudennnrerpazonnymM Opomua) TectoM. Y Metabonnuku akTuBHUM henujama ce MTT
peaykyje 1o JpyOmuacTHx Kpucrtana Qopmazana. MUTOXOHIpHjamHAa peaykTa3a (CyKIHWHAT
NEXHIpOTeHasa), akTUBHA CaMO Yy XKMBUM henvjaMa, Karajau3yje OBY pPEakilvjy, Ia je pemyKIHja
NPBOOUTHOT jeineHha 10 PopMazaHa TUPEKTHO MPOIopIHoHaiHa 6pojy xuBux hemuja. A549 u LLC
hemuje he ce m3maratm komruiekcmma 24 u 72 cara, a wucnurahe ce edekTn 8§ pasTUIUTHX
pazbnaxkema, CBako paszdnaxkeme hie ce paluTh y TPUILTUKATY.

Ytunaj xomniaekca Ha nutoausy A549 u LLC he ce ucnuratu LDH Tectom. LDH je crabuman
SH3MM TPUCYTaH y IMTOIUIa3MU henmja koju ce yop3o mo omrehemy miazma MeMOpaHe OTIyIITa y
MeanjyM y kojeMm ce hemuje raje. AxktuBHocT LDH eH3uma y cymepHaraHTMMa TpeTupaHux hemuja
pacte ca mopactoMm Opoja MpTBuX Wim henuja ca omrehenom memOpaHoM. M 3a oBaj tect he ce
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KOPHCTUTH § pa30diiakemha UCIMTUBAHUX KOMJIeKca, ayu hie u3narame heiuja KOMIDICKCUMa Jia Tpaje
camo 24 cara.Tun hemujcke cmMptr he ce KBaIMTaTUBHO HMCIUTATHTH OOjemeM henmuja m3naraHuX
KOMIUIEKCHMa aKpHIMH OPAaH)XOM M eTHIMjyM OpOMHIOM M IOCMAaTpameM IOoJ (IIyOpeCleHTHHM
mukpockoriom 1 DNA laddering-om. 3a DNA laddering he ce kopuctutu Roche kur.

Ipouenar heauja yMpamx amomTo3oM HAKOH H3JIarama Komiiekcuma wucnutahe ce flow
IUTOMETPHjCKOM aHaTu30M henuja 6ojenux Annexin-om V u IPOMHANjYM jOTUIOM.

Anonrtorcka cmpt he ce morBpamTu uHKyOarujom henmja ca MaHMHXHMOWTOPOM Kacmasza Ipe
n3anaramba UCOUTUBAHUM CYICTaHIIaMa U ofpehuBameM mpoueHTa Bujaduinaux hemuja MTT tectom
1 opehemem ca mporieHToM BHja0ITHUX henrja Koje HUCy Ouite TpeTHpaHe HHXHOWTOpUMA Kacrasa.

JloMuHaTHU NyT MHAYKUHWje amonTo3e he ce mcmuraTH MHKyOammjom henuja ca mHXMOUTOpHMA
Kacnaze 8 u 9 mpe uW3narama UCIUTHBAHAM KOMILIEKCHMA, OJpehUBamb-eM IMPOIEHTA BUjaOMITHUX
hemmja MTT tectom u mopehemeM ca NpPOLEHTOM BHjaOMIHHX hendja TpPEeTUPaHUX CaMo
KOMIIJIEKCHMa.

In vivo ncnuruBame

Ja Ou ce ucnuTano Ja M MOCTOjH Kopenauuja uaMel)y pesynrara goOujeHHX y KyaTypu henuja u
edekata y uBOM cucTeMy ypamuhe ce in VIVO HCIHTHBalke HA aHUMAIHOM MOJICTY 3a MeTacTase
aJicHOKapuuHoMa roryha.

ExcnepumenTanne skuBoTume: C57BL/6 my:xjaru y3pacta 6 no 10 Hemesba.

Huaykuuja ekcmepuMeHTAJIHMX MeTacTaza Tymopa miayha: mumeBuma he ce HWHTpaBeHCKH
ammukosatu 5 X 10° LLC1 henuja y penny Bexy. Mumesu he 6utn moaesbeHr y 3 KOHTPONHE H 3
eKCIEpUMEHTANIHE rpyne of mo 17.

Cuara cryauje u ogpehuBame BeiuuyuHe y3opka (rpyme): Benuunna y3opka je m3pauyHaTa Ha
OCHOBY IOJIaTaKka O BpeJHOCTUMA Opoja MeTacTasa Ha MOBPIIMHM Iutyha, myOJMKOBaHUX y CTyAWjaMa
cimaHOoT Mu3ajHa. CTyaujcku y3opak je n3padynar y3umajyhu anda xao 0.05 u cuary crymuje ox 0.8
3a Student’s t Tect (nBa He3aBuCHa y3o0pka), nopeaehu rpyme mel)y cobom (y oba cmepa), mpema
craructuakoM mporpamy G*Power3. C o63upom na je 3a Opoj Meracraza HaljeHa HajMama pa3inKa
nu3Mel)y exkcrepuMeHTaJHe W KOHTPOJHHX Tpyla, OBa BPEJHOCT je KopuinhieHa 3a H3padyyHaBambe
BeJIMUMHE Yy30pka. Pasznmka y BpeaHoctmMa Opoja Meracraza u3Mmelly KOHTponHe rpyme u
WCIIUTUBAaHUX Tpylma W3HOCH 3, a Ja je cTaHmapaHa jaeBwjamuja Takohe 3 yTBpherm Opoj
eKCIIEpUMEHTAIHUX JKMBOTHIbA IPeMa rpynaMa nzHocu 17 3a cBaky ox rpyma, anu kopuctiuhemo no
25 mumeBa y cBakoj rpynu. OBakaB CTYAMjCKH y30paK HPETIOCTaBjba YTBphHBame CTaTUCTHUKU
3HauajHe pasnuke (Student’s t Tect 3a qBa HezaBucHA y3opka win Mann-Whitney tectom) usmely nse
rpyIe UCIIMTaHMKa, ca cHaroM ctyamje >= 80%. 3a craTucTHUKy 00pany JoOMjeHHX pe3yirata he ce
KOPUCTHTH KOMEPIIHjaTHH porpaMcku nakeT SPSS Bep3uja 13.
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I xonrponHa rpyma: mumesu he 10 maHa oj aruiMkaiyje TYMOPCKHX hieiuja HHTPaBEHCKH
MpUMaTH (HUNOIIONIKA PACTBOP

II xonTposHa rpyna: muiieBu he 10 naHa ox aruMkanuje TYMOPCKUX helivja MHTPaBEHCKU
MPUMATH IUCIIATHHY .

III xonTpoJsina rpyna: mumesu he 10 gaHa of anukanyje TYMOpPCKHX heiHja HHTpaBEeHCKU
MpUMaTi METOTPEKCAT.

I excnmepumenTanHa rpyma: mumesd he 10 gana ox ammkanuje TyMOpckux hemuja
WHTPABEHCKU TIPUMATH KOMILICKC.

II excnepumenTanHa rpynma: mumeBn he 10 gana ox ammkanuje TyMOpcKHX hemnuja
MHTPABEHCKHU NTPUMATH KOMILIEKC.

III excnepumenTanHa rpyma: mumesn he 10 gaHa of amimMkanuje Tymopckux henuja
WHTPABEHCKHU MPUMATH KOMIUIEKC PYTEHH]jyMa.

Cse cyrcranie MUIIeBH he mpuMartu 3 myTa HeleJbHO a mo3e he OutH ompeleHe Ha OCHOBY in Vitro
HCIIUTHUBAamkA.

[Ipatuhe ce npexxuBasbaBame Mo rpynama. Muiesu he ce xprBoBatu 18. naHa excriepuMeHTa (MM
paHmje ako Cy IPUCYTHHU 3HAIM MaTHE, CMabeHa MMOKPETJEUBOCT UITH U3MEHEHO ITOHAIIAGE ).

XHCTOIONIKA AHAJIU3A:

Haxkon xpTBOBama MumesnMa he ce n3BaauTu rryha, MeanjacTHHATHU TUM(GHU YBOPOBU M MO3aK OJ1
kojux he ce mpaBuTH HapapUHCKH Hcedld U OOjUTH XeMaTokcwinH/eozuHoM. Oppehusahe ce
MpHUCYCTBO U Opoj MeTcTazay napeHxumy roryha u ynopehusahe ce 6poj meracrasa 1mo rpymnama.

CraTtucTuuka oopajga nogaraxka

[Momanu he Ourtu aHanu3upanu kopuinhemeMm craTucThdkor mnporpama SPSS Bepsuja 13. Tlpe
cTatucTHuke o0Opajne mojaraka, mpBo he ce MCnuTaTH MPAaBHITHOCT pacmojele T00HjeHuX BPeIHOCTH
(BenmmunHa y30pKa onxpehyje koju hemo TecT KOPUCTUTH 3a Ty TPOBEPY). YKOIHMKO BPETHOCTH OYIy
nMale TpaBUIIHY pacrojeny kopuctuhemo mapamerapcku Student’s t tect, mok he ce HempaBuiiHa
pacniosiennia mopemutd  KopuinhemeM —Hemapamerapckor  Mann-Whitney  tecta.  Pesynrartu
excriepuMenTa he ce u3paxkaBaTH Kao BPEIHOCT + ctanmapiaHa rpemika (SE). Craructuuku 3HayajHa
pasnuka y noOujeHmM BpeaHocTmMa mimel)y rpyma m3Hocu P<0,05, MOK je CTaTHCTHYKH BeoMma
3HayajHa pa3nuka kaza je p<0,01.
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3Ha4aj ucTpakuBama:

O063upoM ma Cy KapnuHOMH TuTyha Hajuemhw y3poK CMPTH O]l MAaJUTHUTETAa Y MYyIIKapala W Ha
IpyroM MECTy 10 MOPTAJIMTETy Y JKCHa, MOCTOjU CTallHa NOoTpeda 3a HalaKemeM HOBUX
TepaneyTcKux Mepa. VcnuTHBameM HOBOCHHTETHCAHUX KOMITICKca Ha NesijcKuM TMHUjaMa XyMaHOT
ameHo-KapimHoMa mryha (A549) crekao 6m ce evidence-based ocHOB 3a [ajbe HUCIUTHBAKE OBHX
jenumema in vivo. TakaB KOMIUIEKC OM MOrao Jajbe Ja ce MCIUTYje Kao MOTEHIHUjaTHA TepaneyTuK
(TIpUMapHU WK JOMATHHU) 3a KapImHoMa ryha.
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