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Med novejSe pristope zdravljenja raka Stejemo antiangiogeno terapijo, s Kkatero
zaviramo rast novih zil v tumorju. Med nove tar¢e za tovrstno terapijo spada protein
endoglin (CD105). Uvrs¢amo ga v druzino receptorjev za transformirajo¢i rastni
dejavnik B (TGF-B) in sodeluje v aktivaciji kompleksne signalne poti, ki sproza
proliferacijo in migracijo endotelijskih celic. Zaradi poviSanega izrazanja v
tumorskem endoteliju so endoglin Zze uspe$no uporabili za antiangiogeno terapijo
raka in pokazali, da utiSanje endoglina zmanjSa proliferacijo, nastanek kapilaram
podobnih struktur, migracijo in invazijo endotelijskih celic. Ceprav se endoglin
mocno in specifiéno izraza v endotelijskih celicah, pa ga lahko najdemo tudi na
nekaterih drugih celi¢nih tipih, na primer na melanomskih celicah. Zaenkrat $e ni
povsem znano kako endoglin vpliva na znacilnosti samih tumorskih celic, saj je bilo
narejeno zelo malo Studij, v katerih bi preucevali vpliv endoglina na tumorske celice.
S tem namenom smo v magistrski nalogi ugotavljali, kako utisanje endoglina s
plazmidom, ki kodira kratko lasniéno RNA (shRNA) proti endoglinu, vpliva na rast,
migracijo in invazijo sferoidov razliénih tumorskih celic z visokim ali nizkim
izrazanjem endoglina. Za izvedbo genskega elektroprenosa, smo pripravili
suspenzijo celic v hladnem elektroporacijskem pufru, dodali plazmidno DNA
raztopljeno v vodi in mesanico odpipetirali med vzporedni ploscati elektrodi iz
nerjavecega jekla ter sproZili elektri¢ne pulze. Po kon¢anem genskem elektroprenosu
in inkubaciji smo iz tretiranih celic pripravili sferoide. Sledilo je spremljanje rasti,
migracije in invazije sferoidov s pomocjo digitalne kamere, povezane z invertnim
mikroskopom. Terapija je statisticno znacilno zmanjsala rast sferoidov, predvsem pri
celi¢ni linij B16F1 in TS/A. PovrS§ina migracije se je statisti¢éno znac¢ilno zmanjsala le
pri celicah B16F1, medtem ko vecjega vpliva na invazijo nismo opazili pri nobeni od
preucevanih linij. Predvsem zaradi ucinka na rast lahko sklepamo, da ima anti
CD105 terapija vpliv, ne samo na endotelijske, ampak tudi na same tumorske celice.
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Antiangiogenic therapy is one of the newer approaches to cancer treatment, which
inhibits growth of new blood vessels. Among new targets for such therapy is a
protein called endoglin (CD105). It is a member of the transforming growth factor 3
(TGF-B) receptor family and participates in the activation of a complex signaling
pathway that triggers proliferation and migration of endothelial cells. Due to the
increased expression in tumor endothelium, endoglin was successfully used for
antiangiogenic cancer therapy. It was shown that its silencing results in decreased
proliferation, tube formation, migration and invasion of endothelial cells. Although
endoglin is strongly and specifically expressed in endothelial cells, it is also found on
certain tumor cell types, such as melanoma cells. It is still not exactly known how
endoglin affects the characteristics of the tumor cells, as there were very few studies
done, which examined the impact of endoglin on tumor cells. To this end, we studied
the impact of endoglin silencing, using plasmid DNA encoding short hairpin RNA
(shRNA) against endoglin, on growth, migration and invasion of spheroids of variety
of tumor cells with high or low expression of endoglin. To carry out the gene
electrotransfer, we prepared a cell suspension in an ice-cold buffer, added the
plasmid DNA dissolved in water and pipetted the mixture between two parallel
stainless-steel plate electrodes and applied the electric pulses. After the gene
electrotransfer and incubation of the treated cells, we formed the spheroids. This was
followed by monitoring spheroid growth, migration and invasion by capturing the
images with a digital camera connected to an inverted microscope. The therapy
resulted in a significantly decreased growth, particularly of B16F1 and TS/A
spheroids. The area of cell migration significantly decreased only in B16F1
spheroids, whereas a significant impact on cell invasion was not observed in any of
the studied cell lines. Mainly due to the impact on spheroid growth we can assume
that anti endoglin therapy affects, not only endothelial cells, but also tumor cells
themselves.
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SEZNAM OKRAJSAV IN SIMBOLOV
kinaza, podobna aktivinskemu receptorju 1 (ang. activin receptor like-kinase
1)

kinaza, podobna aktivinskemu receptorju 5 (ang. activin receptor like-kinase
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analiza variance (ang. analysis of variance)

osnovni fibroblastni rastni dejavnik (ang. basic fibroblast growth factor)
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ciklin odvisna kinaza (ang. cyclin-dependent kinases)
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hipoksija inducibilni dejavnik (ang. hypoxia inducible factor)
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imunoglobulin G1
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monoklonsko protitelo (ang. monoclonal antibody)

precis¢ena voda z odstranjenim endotoksinom

mikro ribonukleinska kislina (ang. micro ribonucleic acid)
matriksne metaloproteaze (ang. matrix metalloproteinases)

informacijska ribonukleinska kislina (ang. messenger ribonucleic acid)
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interferenca RNA (ang. RNA interference)
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Adhezija

Angiogeneza

Apoptoza

Benigen tumor

Bevacizumab

Diferenciacija celic

Elektroporacija

Endotelij

Genska terapija

in situ

Invazija celic

in vitro

in vivo
Kancerogeneza
Kombinirana terapija

Maligen tumor

SLOVARCEK

Povezava med celicami s celi¢nimi adhezijskimi molekulami
ali med celicami in ekstracelularnim matriksom ali
makromolekularni kompleks, ki omogoca povezavo.

Razvoj zil iz ze obstojecega ozilja.

Programirana celicna smrt, ki jo oznacuje krcenje celi¢ne
vsebine, razpad jedra in citoplazme v telesca, obdana z
membrano, odstranitev iz tkiva in razgradnja v fagocitih ali v
istovrstnih celicah s povec¢ano fagocitno sposobnostjo.

Pocasi rasto¢ tumor, ki ne vdira v okolico, ne tvori metastaz
in je praviloma nenevaren za organizem.

Humanizirano monoklonsko protitelo, ki deluje na krvozilni
sistem, natanc¢neje na VEGF.

Postopna, z delitvami napredujoca specializacija celic glede
na njihovo kemijsko zgradbo, morfoloske znacilnosti in
funkcije.

Metoda, ki pod vplivom kratkotrajnih elektriénih impulzov
(priblizno 1 ms), omogoca tvorbo prehodnih por v celi¢ni
membrani, kar mo¢no povefa prepustnost membrane in
omogoca uvajanje ucinkovin v celice (npr. kemoterapevtika
pri zdravljenju tumorjev).

Notranja plast obtocil iz enoskladnega ploScatega epitelija.

Vnos specifiénega gena v somatsko ali zarodno celico z
namenom spremeniti patoloski fenotip celice.

Na mestu.

Potovanje celic skozi zunajceli¢ni matriks ali preko bazalne
membrano, ki se zacne z encimsko razgradnjo bariere, kateri
nato sledi poselitev nove lokacije.

V umetnem okolju.

V Zivem organizmu.

Nastanek in razvoj malignega tumorja.

Uporaba ve¢ razli¢nih nac¢inov zdravljenja hkrati.

Tumor katerega celice se nezadrzno mnozijo, vdirajo v
okolico in tvorijo metastaze.
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Metastaziranje

Migracija celic

Morfologija

Onkogen

Onkologija

Plazmid

Prolifeacija celic

Protoonkogen

Rak

Receptor

Tumor

Tumorska angiogeneza

Tumor-supresorski gen

Vektor

Vecstopenjski proces, pri katerem se tumorske celice razsirijo
iz primarnega tumorja in kolonizirajo oddaljene organe.

Potovanje celic med embrionalnim razvojem, vnetnimi
procesi, imunskimi  odgovori, celjenjem ran in
metastaziranjem, praviloma v odziv na doloen kemijski
signal.

Veda o zgradbi normalnih ali patolosko spremenjenih celic,
tkiv, organov ali organizmov.

Gen, ki lahko spodbudi nastanek rakave celice in je mutiran
protoonkogen.

Veda o tumorjih.

Samostojni zunajkromosomski obrocasti delcek nukleinske
kisline, ki razmeroma lahko prehaja iz celice v celico in s tem
omogoca prenos genov iz bakterije na (tudi nesorodno)
bakterijo ali v celice vi§jih organizmov.

Rast in razmnoZzevanje celic.

Katerikoli normalen gen, ki je vkljucen v nadzor celi¢ne rasti
in delitve ter se z mutacijo lahko spremeni v onkogen.

Bolezen, pri kateri se izrojene celice nezadrzno mnozijo, pri
¢emer nastajajo maligne bule, razjede..

Beljakovinska molekula na celi¢ni membrani ali v notranjosti
celice, na katero se specificno vezejo telesu lastne (npr.
nevrotransmitorji, hormoni, citokini, rastni dejavniki) ali v
telo vnesene (strupi, toksini, zdravila) ucinkovine in druge
molekule.

Nenormalna, atipi¢na, nekontrolirana, navadno  lokalna

patoloska rast tkiva.

Vaskularizacija tumorja z rastjo novih kapilar in venul iz ze
obstojec¢ih, ki jo uravnavajo tumorski angiogenetski
dejavniki, nujni za razvoj malignega tumorja in metastaz.

Gen, ki s svojim beljakovinskim produktom zavira
razmnozZevanje celic in nasprotuje njihovi maligni
spremembi.

Prenasalec, ki omogoc¢i vstop genov v celico.
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1 UvOD
1.1 PREDSTAVITEV PROBLEMA

Proti zilna terapija je eden izmed novih na¢inov zdravljenja raka, Ki si pocasi ze utira pot k
ustaljeni klini¢ni praksi. Terapija izkoris¢a odvisnost rasti tumorja od njegove oziljenosti in
taréno vpliva na zile, kar ovira dovod hranil in kisika do tumorskih celic. Poznamo dva
pristopa k tej terapiji; antiangiogenega, ki zavira nastanek novih zil in ima citostaticen
ucinek, ter zilno razdiralnega, ki vpliva na Ze obstojeco tumorsko ozilje in ima citotoksi¢en
ucinek. Pricakovani posledici tovrstnega zdravljenja sta zmanjSana rast tumorja in
inhibicija Sirjenja metastaz, kar bi lahko vodilo v nazadovanje bolezni. Nacini s katerimi
terapiji ucinkujeta vkljucujejo predvsem nizko molekularna zdravila in monoklonska
protitelesa. Omenjene ucinkovine delujejo na potencialne tare in s tem vplivajo na
lastnosti tumorskega ozilja. Ena izmed najbolj preucevanih tar¢ antiangiogene terapije je
molekula VEGF, ki ob vezavi z monoklonskim protitelesom bevacizumab prepreci rast zil
in tako vpliva na zaustavitev Sirjenja raka. Ker pa je za tumorska obolenja znacilna izredna
genska heterogenost celic, je moznost, da bo zdravljenje uspe$no samo s tovrstno
monoterapijo, precej majhna. Prav zaradi tega so raziskave usmerjne Kk intenzivhemu
iskanju novih tar¢ proti zilne terapije in preizkusanju razli¢nih kombinacij zdravljenja. Eno
izmed obetavnih tar¢ predstavlja glikoprotein endoglin (CD105), ki se izraza v aktiviranih
endotelijskih celicah ozilja, pove¢ano pa je izrazen tudi pri nekaterih vrstah tumorjev.
Vendar njegova distribucija ni omejena le na tumorska tkiva, ampak se le-ta izraza tudi na
endoteliju zdravih tkiv, zaradi ¢esa se ob uporabi tovrstne terapije lahko pojavijo dolo¢eni
nezeleni uéinki. Razvoj je tako Sel v smer iskanja zdravil z ve¢jo tumorsko specifi¢nostjo.
Dobre moznosti kot alternativi sistemskemu zdravljenju z monoklonskimi protitelesi,
dosedanje raziskave pripisujejo lokalni terapiji genskega elektroprenosa siRNA (ang. small
interfering RNA). Dokazali so, da z uporabo siRNA, predvsem pa z dolgozivejso shRNA
(ang. short hairpin RNA) proti endoglinu, lahko na tumorskem ozilju doseZemo
antiangiogene in zilno razdiralne ucinke. Kaks$ne vplive ima tovrstna genska terapija z
utisanjem endoglina na tumorske celice, v strokovni literaturi $e ni bilo opisano.

MozZnost uspeSnega zdravljenja rakavega obolenja je odvisna od mnogih dejavnikov, ki
vkljucujejo starost bolnika, njegovo splosno fizioloSko stanje telesa, bioloske lastnosti
tumorja in razsirjenost same bolezni. Med bioloske lastnosti tumorja med drugim Stejemo
procese proliferacije, migracije in invazije celic, saj imajo pomembno vlogo v postopnem
napredovanju bolezni. Za ovrednotenje uc¢inkovitosti terapije utiSanja endoglina je tako
potrebno spremljanje bioloskih lastnosti tumorjev in njihova primerjava med razli¢nimi
celi¢nimi linijjami.

Metoda tvorbe tumorskih sferoidov, kot modelov za tumorje, se je v podobnih poskusih
izkazala za primernejSo v primerjavi z dvodimenzijonalnimi celi¢nimi kulturami, saj
mnogo bolje odrazajo dejansko stanje v organizmu. Njihova velikost je klju¢nega pomena
za potek celotnega poskusa, saj bi preveliki sferoidi lahko hitro postali nekroti¢ni in tako
neprimerni za nadaljnje analize. Za dosego optimalnih rezultatov je, predvsem zaradi
omejene dolgozivosti sShRNA molekul, pomemben tudi ¢as njihove inkubacije po terapiji.
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Test proliferacije lahko izvedemo na razlicne nacine, pri ¢emer je eden izmed njih
preprosto izmeriti povrsino sferoidov. Prav tako tudi za test migracije in invazije sferoidov
v literaturi najdemo opisane Stevilne metode, ki jim je v vecini skupno to, da zahtevajo
prisostnost ustreznega zunajceliCnega matriksa, ta pa na osnovi interakcij s celicami
omogoca njihovo gibanje. Za izvedbo migracije zados¢a uporaba fibronektina, test invazije
pa pogosto vkljucuje prekritje celic s fibronektinom, kolagenom in lamininom, nemalokrat
pa tudi s kompleksnejSimi meSanicami proteinov zunajceli¢nega matriksa, primer katerega
je matrigel. Pri nanasanju matriksa je bistvena njegova koncentracija, saj previsoke
vrednosti vplivajo na sam proces invazije in ga lahko v celoti onemogo¢ijo. Migracijo in
invazijo lahko kvantificiramo z merjenjem povsine, ki so jo celice prepotovale.

1.2 HIPOTEZE IN NAMEN DELA

Delovna hipoteza je bila, da utiSanje endoglina vpliva na nastanek sferoidov in zmanjsa
migracijo in invazijo sferoidov tumorskih celic z visokim izrazanjem endoglina.

Namena naloge sta bila optimizirati pripravo sferoidov razli¢nih tumorskih celic z visokim
ali nizkim izrazanjem endoglina in ugotoviti, ali utiSanje endoglina vpliva na nastanek,
migracijo in invazijo sferoidov razli¢nih tumorskih celic z visokim ali nizkim izrazanjem
endoglina.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 RAK

Beseda rak zaobjema Sirok nabor razli¢nih bolezni, ki se lahko pojavijo v kateremkoli
organskem sistemu preko celotnega zivalskega kraljestva. Edinstvena karakteristika raka je
proliferacija celic, ki se razlikujejo od normalnih, tudi ¢e so te razlike le malenkostne.
Osnova problema je tako pojav spremenjenih celic in njihovo nakopiéenje (Holland in
Frei, 2003: 3). Velja splosno soglasje, da je rak genetska bolezen, pri kateri je akumulacija
molekularnih sprememb v genomu somatskih celic, osnova napredovanja bolezni (DeVita,
Hellman in Rosenberg, 2011: 2).

Na pojav raka z medsebojnimi ucinki vplivajo Stevilni fizikalni, kemicni in bioloski
dejavniki iz okolja in nadina zivljenja (prehrana, telesna dejavnost, kajenje, alkohol idr.),
imunski sistem, hormoni, dedna nagnjenost in naklju¢ne mutacije. Fizikalni dejavniki
vkljucujejo UV svetlobo in ionizirajoce sevanje, med pomembnej$imi kemi¢nimi dejavniki
pa najdemo aflatoksine, heterociklicne aromatske amine, benzopirene, N-nitrozamine,
katrane in akrilamid. Bioloski kancerogeni dejavniki so predvsem razni virusi (hepatitis B,
virus Epstein-Barr (EBV), humani papiloma virus (HPV) idr.), med mikroorganizmi pa je
najbolj poznan vpliv bakterije Helicobacter pylori. Pri nastanku raka, kot genetski bolezni,
so soudelezene nekatere osnovne kategorije genov. Ce pride do njihove mutacije v
somatskih celicah, gre za sporadi¢no obolenje, v primeru mutacije v spolnih celicah pa gre
za dedno obliko raka. Gene, ki so najveckrat vpleteni pri nastanku raka, lahko v grobem
razdelimo v dve skupini: skupina, ki spodbuja rast in delitev celic — onkogeni, ter geni, ki
prek svojih produktov zavirajo delitev celic s poskodovano DNA — tumor supresorski geni
(Novakovi¢ S. in sod., 2009: 28-47).

Rak je vodilen vzrok smrti v ekonomsko razvitih drzavah in drugi najpogostejsi v drzavah
v razvoju. V razvitejSih drzavah je zlasti posledica staranja in rasti Stevila prebivalstva ter
vedno bolj tudi nezdravega nacina Zivljenja. Velik del svetovnega bremena te bolezni bi
lahko preprecili s prenosom trenutnega znanja o kontroli rakavih obolenj v prasko, z
izvajanjem protikadilskih programov, ozaves¢anjem o pozitivnih ucinkih cepljenja (rak
jeter in materni¢nega vratu) in zgodnjem odkrivanju in zdravljenju bolezni ter s promocijo
zdravega nacina zivljenja (Jemal in sod., 2011). Tudi v Sloveniji se ogroZenost z rakom
zmerno veca in je najvecja po 65. letu starosti. Ker se slovensko prebivalstvo stara, je samo
zaradi vedno vecjega deleza starejSih pri¢akovati, da se bo Stevilo novih primerov raka Se
vecalo. Pet najpogostejSih vrst raka pri nas so kozni (razen melanoma), rak debelega
¢revesa in danke, prostate, dojke in pljuc, pri cemer pri moskih prevladuje rak prostate, pri
Zenskah pa je na prvem mestu rak dojk. Raziskava kaze manjSanje umrljivosti za rakom ob
vecanju incidence, iz Cesar se da sklepati, da je zdravljenje uspesnejSe in da vse vec
bolnikov ozdravi ali Zivi z rakom, medtem ko jih je prej ve¢ umrlo zaradi raka.

(Rak v Sloveniji 2010, 2013).
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2.1.1 Vrste raka

Najosnovnejsa delitev deli tumorje na benigne in maligne. Benigni tumorji lahko nastanejo
skoraj v vsakem tkivu, rastejo lokalno in ne razsevajo. Maligni znacilno invadirajo v
podporni mezenhim in metastazirajo preko krvnega in limfnega obtoka v druge dele telesa.

Obstajajo Stevilni razli¢ni tipi raka. Pri primarnem razvr$¢anju upostevamo mesto oziroma
organ, kjer se je rak pojavil (govorimo npr. o raku dojke, raku plju¢, kostnem raku),
natancnejSo vrsto pa dolo¢imo z mikroskopskim pregledom rakastega tkiva.
Loc¢imo stiri Siroke kategorije raka (Onkoloski institut Ljubljana, 2015):
e Karcinomi so maligni tumorji, ki zrastejo iz epitelnih celic, ki gradijo veéino
telesnih organov. V kategorijo karcinomov uvr§¢amo okrog 80 % vseh rakov.
e Sarkomi so maligni tumorji, ki zrastejo iz celic opornih tkiv in se pojavljajo zlasti v
vezivu, mascevju, kosteh in hrustancu.
e Levkemije so rakaste bolezni krvi in krvotvornih organov. V nasprotju z veéino
drugih rakov se navadno ne pojavljajo v obliki bul ali zatrdlin.
e Limfomi so rakaste bolezni limfaticnega sistema, ki ga v telesu tvori omrezje
mezgovnic in bezgavk.

2.1.2 Znacdilnosti rakavih celic

Specifi¢ne znadilnosti rakavih celic, po katerih se razlikujejo od normalnih, omogocajo
tumorsko rast in pojav metastaz, pomagajo pa tudi pri razumevanju same biologije raka
(SI.1). Nedvomno najpomembnejsa lastnost rakavih celic je njihova zmoznost vzdrzevanja
stalne proliferacije. Za razliko od njih normalna tkiva natan¢no nadzirajo nastajanje in
izlo¢anje rastnih dejavnikov, ki uravnavajo celi¢ni cikel, s ¢imer zagotovijo homeostazo
Stevila celic in tako vzdrzevanje normalne zgradbe in funkcije tkiva. Poleg
samozadostnosti v proizvodnji rastnih signalov sta pomembni lastnosti rakavih celic tudi
neobcutljivost na zaviralce rasti in izogibanje celicni smrti. Splosno sprejeto je tudi
dejstvo, da imajo rakave celice neomejen reproduktivni potencial. Normalnim celicam je
zaradi senescence na racun krajSanja telomer to onemogoceno. Pri njih je namre¢ encim
telomeraza, ki podaljSuje telomere, skoraj popolnoma odsoten. V normalnih odraslih tkivih
poteka proces angiogeneze samo obcasno, npr. v primeru celjenja ran. Pri tumorskih
celicah je angiogeni preklop skoraj vedno aktiviran, kar povzroca stalno angiogenezo in s
tem S$irjenje tumorja. Eni kljuénih lastnosti, zaradi katerih je rak tako smrtonosen, sta
invazija in metastaziranje v okoli$ka tkiva. Pri tem se povecata migracija in invazija celic,
prav tako pa se spremeni tudi adhezija celic na ostale celice in zunajceli¢ni matriks. Vedno
ve¢ raziskav na tem podro¢ju predvideva dve dodatni lastnosti raka, ki sta vpleteni v
patogenezo nekaterih ali vseh rakavih obolenj. Ena izmed njih je zmoZnost modifikacije ali
reprogramiranja celicnega metabolizma, da bi le-ta nudil najboljSo mozno podporo
tumorski proliferaciji (aerobna glikoliza). Druga znacilnost omogoca rakavim celicam
izogibanje imunskemu unicenju, zlasti s T in B limfociti, makrofagi in naravnimi celicami
ubijalkami. Pojavili sta se $e¢ dve dodatni znacilnosti, ki olajsata pridobitev vseh prej
nastetih lastnosti. Genomska nestabilnost in s tem mutacije povzrocijo v rakavih celicah
genetske spremembe, ki so vodilo tumorske progresije. Rast tumorja lahko spodbudijo tudi
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s tumorjem povezana vnetja, sprozena z delovanjem celic prirojene imunosti, ki se v
normalnih okolis¢inah borijo proti infekcijam in celijo rane (Hanahan in Weinberg, 2011).

Od ciklina odvisni

Elabiinhibftogi kinazni inhibitorii

Samozadostnost v Neobéutljivost na
Inhibitorji aerobne proizvodnji rastnih zaviralce rasti Aktivator imunskega
glikolize signalov odziva anti-CTLA4 mAb
Deregulacija celi¢ne Izogibanje imunskemu

/ r ¥ : v Neomejeno
i Izogibanie SOk odvojevanje
proas:)i::::?kkilBHB celicni > OIS ROV Inhibitorji telomeraz
smrti PN
Z2, W
Genomska “@
nestabilnost in .

mutacije @ vnetje

PARP inhibitorji . Tkivna invazija in
Stalna angiogeneza ST
metastaziranje

Inhibitorji VEGH HGF/c-Met inhibitorji
signalizacije

Slika 1: Znacilnosti rakavih celic in z njimi povezane potencialne zdravilne ué¢inkovine (Hanahan in
Weinberg, 2011: 668).

Selektivna protivnetna
zdravila

2.2 KANCEROGENEZA

Kancerogeneza je kompleksen proces, med katerim prihaja do radikalnih sprememb na
celicni DNA. Pri tem je pomembno, da spremembe nastanejo na genih, ki stimulirajo
delitev celic, in na genih, ki so vpleteni v mehanizme kontrole podvojevanja DNA,
aktivacijo popravljalnih mehanizmov ter sprozanje apoptoze. Vse nastale spremembe so
ireverzibilne in se kot take prenesejo na naslednjo generacijo celic (Novakovi¢ S. in sod.,
2009: 24). Kancerogenezo lahko delimo na tri stopnje: tumorska iniciacija, tumorska
promocija in tumorska progresija. Proces zahteva maligno pretvorbo benignih
hiperplasti¢nih celic v maligne ter invazijo in metastaziranje kot znaka nadaljnjih genetskih
in epigenetskih sprememb pri ¢vrstih tumorjih. Rezultat iniciacije je zacetna genetska
sprememba, ki naredi te celice dovzetnejSe za maligne pretvorbe, kot so celice v normalnih
razmerah, in je posledica kemijskih  kancerogenov, sevanja, virusov, napak pri
podvojevanju ipd. Tumorska promocija obsega selektivno klonalno ekspanzijo iniciranih
celic. Ker je stopnja kopicenja mutacij proporcionalna stopnji celi¢nih delitev, klonalna
ekspanzija tako producira Se vecjo populacijo celic, za katero velja visoko tveganje
nadaljnjih genetskih sprememb. Tumorski promotorji so naceloma nemutageni in sami po
sebi nimajo kancerogenega ucinka. Opisuje jih zmozZnost zmanjSanja latentne dobe za
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formacijo tumorja po izpostavitvi tkiva iniciatorju ali zmoznost povecanja Stevila nastalih
tumorjev v tkivu, poleg tega pa lahko v povezavi s prenizko dozo iniciatorja za prozenje
kancerogeneze, inducirajo formacijo tumorja. Mednje uvr§¢amo specifiéne kemijske
promotorje (dioksin, fenol, DDT), hormone, vnetne citokine ipd. Zadnja faza je tumorska
progresija in obsega ekspresijo malignega fenotipa in tendenco tumorskih celic, da
pridobijo Se agresivnejSe lastnosti. V tej fazi tumor preklopi iz avaskularne faze v
vaskularno, kar posledi¢no lahko vodi v invazijo in metastaziranje tumorskih celic iz
primarne lokacije. Celice so tudi na tej stopnji nagnjene k povecani proliferaciji in
genomski nestabilnosti, kar $¢ naprej pomeni nove genetske in epigenetske spremembe, ki
vkljucujejo aktivacijo onkogenov in izgubo funkcije tumor supresorskih genov (Holland in
Frei, 2003: 267-269).

2.2.1 Geni udeleZeni pri nastanku raka

Iz genetskega vidika je v nastanek raka vkljuéenih veliko razli¢nih genov, ki jih lahko
razdelimo v nekaj osnovnih kategorij. Protoonkogeni kodirajo proteine, ki nadzorujejo rast
in diferenciacijo celic. Z mutacijo protoonkogenov nastanejo onkogeni, kar lahko vodi v
razvoj raka. Vkljucujejo gene, ki kodirajo razli¢ne rastne dejavnike, receptorje ali signalne
prenasalce in jedrne transkripcijske dejavnike. Med procesom kancerogeneze se
protoonkogeni ponavadi spremenijo v promotorskih regijah, kar ima za posledico
nenadzorovano prepisovanje in povecano nastajanje produkta. Poleg mutacij na njihovo
stopnjo izrazanja vplivajo tudi metilacije. Njihovo izrazanje na celicnem nivoju je
dominantno, tako da za nastanek enega onko proteina zadostuje samo en mutiran alel. Med
najbolje poznanimi onkogeni so ras, myc, src in raf.

Druga skupina genov so tumor supresorski geni. Osnovno delovanje njihovih produktov je
zaviranje nekontrolirane delitve tumorskih celic in so za razliko od onkogenov med
kancerogenezo neaktivni. Inaktivacija je lahko posledica mutacije v delu, kjer so kodirani
strukturni proteini ali hipermetilacije regulatorne regije. V prvem primeru je rezultat
neaktiven mutiran protein in v drugem zavrta transkripcija gena. Pogosto se mehanizma
dopolnjujeta, s tem da imata vsak u¢inek na enega od obeh alelov. Med tumor supresorske
gene Stejemo zaviralce od ciklina odvisnih kinaz (CDK). CDK so encimi, ki nadzorujejo
napredovanje celice skozi celi¢ni ciklus. V to skupino tumorskih supresorjev med drugim
sodijo, p16, p21, p27 in tudi p53. Med tumor supresorske gene Stejemo tudi gene, ki imajo
regulatorno funkcijo pri podvojevanju celic in so neposredno odgovorni za nadzor
kakovosti podvojene DNA ali za nadzor prehoda celic med fazami celicnega ciklusa. Med
najbolj raziskane gene v tej skupini pristevamo p53, apc, Rb, BRCA1 in BRCA2. Ob hudi
poskodbi DNA se sprozijo mehanizmi, ki aktivirajo programirano celicno smrt ali
apoptozo in so prav tako regulirani s strani genov, ki jih lahko Stejemo med tumor
supresorske. Odziv se zacne z aktivacijo proteaz (kaspaz), le te razkrojijo celiCne
komponente vkljuéno z DNA, kar nazadnje privede do smrti celice. Med tovrstne
regulatorje Stejemo gene iz skupine bcl-2.

Nedavno so znanstveniki odkrili prisotnost kratkin fragmentov RNA — mikro
ribonukleinska kislina (miRNA); ta je s svojo vezavo na molekulo mRNA prav tako
sposobna regulacije izrazanja Stevilnih genov. Ali bo miRNA delovala kot tumorski
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supresor ali kot onkogen, je v veliki meri odvisno od tega, na katero mRNA se bo vezala.
MiR-15a, miR-16 in let-7 zavirajo rast razlicnih tumorjev, zato jih uvr§¢amo med tumorske
supresorje (Novakovi¢ S. in sod., 2009: 30-35).

2.2.2 Migracija, invazija in metastaziranje

Celi¢na migracija je gibanje celic iz enega obmocja do drugega, praviloma gre za 0dziv na
dolo¢en kemijski signal. Celi¢na invazija je podoben proces, le da vkljuéuje migracijo celic
skozi zunajcelicni matriks ali bazalno membrano, pri ¢emer najprej sledi encimska
razgradnja bariere in nato poselitev nove lokacije (Sherman in sod., 2008). Celi¢na
migracija in invazija sta klju¢na koraka v $tevilnih fizioloskih procesih, kot so implantacija
embria, embriogeneza, morfogeneza, nevrogeneza, angiogeneza, celjenje ran in vnetni
procesi. Poleg tega sta oba vpletena tudi v patofiziologijo §tevilnih bolezni, med drugimi v
napredovanje rakavih obolenj (Bozzuto in sod., 2010).

Tvorba zasevkov ali metastaziranje je vecstopenjski proces, pri katerem se tumorske celice
raz§irijo iz primarnega tumorja in kolonizirajo oddaljene organe. Zasevki ali metastaze so
krivi za ve¢ kot 90 % z rakom povezanih smrti. Glavne stopnje vkljucujejo invazijo
tumorskih celic skozi bazalno membrano in okolisko tkivo, intravazacijo v krvne zile ter
ekstravazacijo in rast na mestih razlicnih organov (Bravo-Cordero, 2012). Invazija in
metastaziranje povzrocita poskodbe tkiv na dva nafina — z lokalno invazijo ter s
kolonizacijo in poskodovanjem oddaljenih organov. Lokalna invazija lahko oslabi funkcijo
vpletenega tkiva z lokalnim pritiskom, uni¢enjem in preprecevanjem normalne funkcije
organa. Glavna prelomnica v napredovanju raka, je pojav oddaljenih metastaz. Od tega
trenutka dalje zgolj lokalna terapija za zdravljenje pacienta ne zadosca ve¢. Na tej stopnji
se bolezen navadno konc¢a s smrtjo (Holland in Frei, 2003: 151).

Epitelijsko-mezenhimski prehod (EMT) je pomemben prvi korak pri nastanku tumorskih
celic z migratornim fenotipom, zmoznih sistemske tvorbe metastaz. Tumorske celice,
podvrzene EMT, tvorijo invadopodije z namenom pridobitve migratornega fenotipa. Te
strukture jim omogocajo migracijo na racun razgradnje bazalne membrane in
zunajcelicnega matriksa. Sledi tvorba psevdopodijev s pomocjo katerih celice migrirajo
skozi zunajceli¢ni matriks. Mozno je, da so na tej stopnji prisotni tudi $e invadopodiji, ki v
tem primeru omogocajo le usmerjeno migracijo in kemotaksijo. Ko tumorske celice
doseZejo krvno zilo, naj bi spet uporabile invadopodije za razgradnjo bazalne membrane in
tako vstopile v krvni obtok. Za u¢inkovito migracijo v prostoru je tako potrebno povezano
delovanje obeh struktur. Formacija le-teh zahteva polimerizacijo aktina, pri ¢emer je
molekularno ozadje delovanja invadopodijev in tudi psevdopodijev zelo podobno. Signalne
poti (SI. 2) invazivnih celic se v ta namen spremenijo, tako da povecajo aktivnost S
kalcijem regulirane aktinske polimerizacije in s tem raven gibljivosti. Z nastankom teh
struktur je tesno povezana druzina Rho GTPaz (Bravo-Cordero in sod., 2012). Na direktno
vpletenost invadopodijev v razgradnjo bazalne membrane zil tekom intravazacije in tvorbe
metastaz kaze njihovo izlo¢anje proteoliti¢nih encimov (Gligorijevic in sod., 2012).

Loc¢imo dva nacina, na katera lahko celice migrirajo, in sta odvisna od tipa celic in razmer
v samem tkivu. Prvi naéin je individualno potovanje celic, kot posledica odsotnosti
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medceli¢nih stikov, to je znacilno predvsem za limfome, levkemije in sarkome. Drugi
nacin je kolektivna migracija celic v obliki vecceli¢nih skupin, ta je prisoten v primerih,
ko je medceli¢na adhezija ohranjena. Znacilen je predvsem za tumorje epitelnega izvora
(Friedl in Alexander, 2011).

Med invazijo igrajo pomembno vlogo interakcije med celicami in interakcije celic z
okoliskim tkivom. Povezave preko celi¢nih adhezivnih molekul stabilizirajo tkivno
integriteto, medtem ko je izguba ali sprememba teh celi¢cnih povrSinskih proteinov
povezana s povecanim metastatskim potencialom. Celicna polarnost in organizacija sta
med migracijo regulirana predvsem preko interakcij celi¢nih integrinov s proteini
zunajceliénega matriksa. Interakcije med samimi celicami so pod vplivom
transmembranskih glikoproteinov kadherinov, med katerimi je najbolje raziskan
E(epitelni)-kadherin.

Proces invazije je aktiven in dinamicen proces, Ki zahteva sintezo in razgradnjo proteinov.
Med pomembnejSimi skupinami proteolitiénih encimov, Ki SO povezani S povecanim
metastatskim potencialom S$tevilnih rakavih obolenj, najdemo matriksne metaloproteinaze
(MMP) in druzino aktivatorjev plazminogena (Holland in Frei, 2003: 152-154).

INVADOPODUI < SESTAVUANIE AKTINA

Degradacija ECM

Slika 2: Signalna pot za nastanek invadopodijev in razgradnjo zunajceli¢nega matriksa. Okrajsave: ECM
(zunajceli¢ni matriks), F-actin (filamentozni aktin), GF (rastni dejavnik), RTK (receptorska tirozin-kinaza)
(Bozzuto in sod., 2010: 70).

2.3 ANGIOGENEZA

Angiogeneza je temeljni proces, pri katerem se formirajo nove zile iz Ze obstojecih Zzil.
Nujna je za reprodukcijo, razvoj in celjenje ran. S konstantno neregulirano angiogenezo je
povezanih veliko bolezni. Med drugimi mora pri rakavih obolenjih tumor stalno stimulirati
rast novih kapilar, da lahko nemoteno raste. Poleg tega novo nastale zile tumorja,
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omogocajo tumorskim celicam moznost prehoda v Krvozilni sistem in metastaziranje v
oddaljene dele telesa, kot so jetra, pljuca ali kosti (Folkman, 1992).

Folkman in Becker (1963) sta z opazovanjem rasti tumorjev v izoliranih organih ugotovila,
da je njihova rast na raCun odsotnosti tumorske vaskularizacije mocno omejena. Tako je
Folkman leta 1971 predstavil hipotezo, da je rast tumorjev odvisna od angiogeneze.

Klini¢no zaznavanje rakavega obolenja naceloma postane mogoce Sele potem, ko tumorji
vzpostavijo angiogenezo in povecajo svojo maso. Brez dovoda krvi, so mikroskopski
tumorji omejeni na velikost < 1-2 mm v premeru in so mo¢no odvisni 0od Kisika in hranil, s
katerimi jih oskrbujejo okoliske Zile. Sesalske celice, vklju¢no s tumorskimi, zahtevajo Zilo
v blizini 100-200 um. S tem, ko neoziljeni tumorji pridobivajo na masi, kar je posledica
nekontrolirane proliferacije rakavih celic, nekatere celice padejo izven obmocja uéinkovite
difuzije kisika in postanejo hipoksi¢ne. Dobro je znano, da hipoksi¢ni pogoji inducirajo niz
odzivov znotraj rakavih celic, kot je povefana transkripcija hipoksije inducibilnega
dejavnika (HIF). Ta signalizacija privede do povecane koncentracije proangiogenih
proteinov, kot so vaskularni endotelijski rastni dejavnik (VEGF), trombocitni rastni
dejavnik (PDGF) in sintaza dusikovega oksida (NOS) (Davis in sod., 2008: 5-6).

Poruseno razmerje med proangiogenimi in antiangiogenimi dejavniki je privedlo do
razvoja ideje o ti. angiogenem preklopu (SI. 3), do katerega pride med tumorsko
angiogenezo (Harris, 1997).

2.3.1 Celi¢ni mehanizmi

Tumorske Zile rastejo na razlicne nacine. Angiogeneza v ozjem pomenu besede je
najpogostej§i mehanizem neovaskularizacije, do katerega pride zaradi angiogenega
preklopa, ki je posledica lokalne spremembe ravnoteZja med endogenimi anti in
proangiogenimi dejavniki v prid slednjim. Pri angiogenezi gre torej za izraScanje zil iz ze
obstojee vaskulature. Drugi mehanizem je formacija zil de novo in ga imenujemo
vaskulogeneza. Prekurzorji endotelijskih celic (angioblasti) preidejo iz kostnega mozga ali
periferne krvi v tumor, kjer pripomorejo k nastanku zilnega endotelija. Zadnji nacin
nastanka zil je invaginacija, pri katerem se tumorske Zile preoblikujejo in razSirjajo z
vkljucitvijo stolpca intersticijskega tkiva v lumen predhodno obstojecega ozilja. Prispevek
posameznega mehanizma k nastanku tumorske vaskulature je Se precej nejasen in variira
med razli¢nimi tumorji in stopnjami progresije, kar kaZe na to, da gre za visoko ¢asovno in
prostorsko kontroliran proces. Kljub temu pa so molekularni mehanizmi, ki vodijo te tri
procese precej podobni, saj je pri veéini tumorjev vanje vkljucen VEGF (Davis in sod.,
2008: 47-59).

2.3.2 Molekularni mehanizmi

Tumorske celice se hranijo na ra¢un novih krvnih zil, katere se zacnejo formirati, ko
rakave celice zacnejo izlocati VEGF v okolisko tkivo. Vezava VEGF na receptor
endotelijske celice aktivira §tevilne proteine, ki posredujejo signal do njenega jedra. V
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jedru signali povzrocijo izrazanje genov, ki so vpleteni v proliferacijo endotelijskih celic.
Endotelijske celice aktivirane z VEGF zacnejo izlo¢ati matriksne metaloproteinaze. MMP
razgradijo zunajceli¢ni matriks zgrajen iz proteinov in polisaharidov. Endotelijske celice se
zacnejo deliti in na raun razgrajenega matriksa migrirati v okolisko tkivo. Kmalu zatem se
celice s pomoc¢jo adhezijskih dejavnikov, kot sta npr. integrin o ali 3, organizirajo v votle
cevke, te pa se postopoma razvijejo v omrezje zrelih krvnih Zil. Poleg VEGF kot angiogeni
aktivatorji delujejo tudi osnovni fibroblastni rastni dejavnik (bFGF), transformirajoci rastni
dejavnik -a in - (TGF-a in -B), tumor nekroti¢ni dejavnik -o. (TNF-a), PDGF, granulocitni
stimulirajo¢i dejavnik, placentalni rastni dejavnik, interlevkin-8, hepatocitni ter
epidermalni rastni dejavnik (Nishida in sod., 2006). Skupini nastetih rastnih dejavnikov se
z novejSimi raziskavami pridruzuje tudi endoglin.

A Dormantno stanje B Odstopanje perivaskularnih C Zacetek brstenja Zil
celic in dilstacija Zil

D Nastajanje novih Zil in zorenje E Tumorsko ofilie ©  Normalna celica

perivaskularnih celic O ' Rakava celica

(¥%) Deleca celica

— Krv_n_a Zila s
~c pericito
ﬂ Apoptotiéna,
nekroticna
celica

Slika 3: Angiogeni preklop (Bergers G. in Benjamin L. E., 2003: 403).

2.3.3 Lastnosti tumorskega zilja

Kljub pomembni vlogi tumorskega zilja za sam tumor in metastaziranje, sta njegova
struktura in funkcija abnormalni (SI. 4). Organizirana struktura in enakomerna distribucija
normalnega Zilja sta izgubljena, sistem nima definiranih arteriol, venul in kapilar, poleg
tega so véasih lahko nepopolne tudi povezave med samimi Zilami. Zile so neenakomerno
oblikovane, z obmo¢ji dilatacije in konstrikcije. Med endotelijskimi celicami so pogoste
vrzeli, zaradi Cesar so zile visoko permeabilne, velikokrat pa izgubijo tudi odzivnost na
endotelijske oznaéevalce. Nepravilno so razvite podporne celice (pericite), ki so pogosto
nezrele, imajo abnormalno proteinsko ekspresijo in morfologijo, njihova povezava z
endotelijskimi celicami pa je ohlapna, kar Se dodatno pripomore k povecani prepustnosti
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tumorskega ozilja. Pri nekaterih tumorjih je bazalna membrana dolocenih Zil popolnoma
odsotna medtem, ko imajo zile nekaterih drugih tumorjev, kopicenje bazalnih komponent
Se povecano.

Odraz teh strukturnih nepravilnosti so Stevilne funkcionalne abnormalnosti tumorskega
zilja. Visoka permeabilnost vpliva na izgubo koncentracijskega gradienta med zilami in
tumorjem, kakrSen je prisoten v normalnih tkivih in kaZe iz notranjosti Zile navzven. To
ovira predvsem zdravila z veliko molekulsko maso pri prehodu v tumor, okrnjen pa je
prehod tudi hranilom in Kisiku. Hiperpermeabilnost vpliva na pocasen tok krvi v zilah in
tako Se dodatno pripomore k formaciji hipoksi¢nih in acidoznih regij. Hipoksija na ra¢un
zmanjSane razpolozljivosti reaktivnih kisikovih zvrsti, prispeva k rezistenci na dolo¢ena
zdravila in radioterapijo, poleg tega pa inducira genetsko nestabilnost in izrazanje
proangiogenih in prometastatskih genov. Zaradi zakisanosti in pomanjkanja Kisika so
ovirani tudi citotoksi¢ni ucinki celic imunskega sistema, katere zaidejo v tumor (Davis in
sod., 2008: 44-46).

Hormalno Henormalno

Slika 4: Shemati¢en prikaz normalnega in tumorskega ozilja (Goel in sod., 2011: 1078).
2.4 TERAPEVTSKI PRISTOPI V ONKOLOGUJI

Vse od zacetka 20. stoletja, ko sta terapijo predstavljala le kirurgija in radioterapija, pa do
danes, ko se zdravniki ze posluzujejo metod, kot sta genska terapija in antiangiogena
terapija, je zdravljenje raka doZzivelo ve¢ kot oc¢iten napredek. Ob pravo¢asnem odkrivanju
predrakavih in rakavih sprememb ter novih uspesnejsih tehnikah zdravljenja se prezivetje
in kakovost zivljenja bolnikov s to kompleksno boleznijo iz leta v leto povecuje.

Lo¢imo razlicne naéine uporabe zdravil. Kurativha uporaba zajema kirurSke posege,
obsevanje in razlicne postopke ter uporabo zdravil, paliativna uporaba pa je namenjena
lajSanju simptomov bolezni brez zdravilnega ucinka. Paliativno zdravljenje se najveckrat
uporablja pri neozdravljivo bolnih, kjer se je s prvotnim zdravljenjem ze prenchalo.

Glede na delovanje poznamo lokalno in sistemsko zdravljenje. Lokalna terapija, med
katero Stejemo kirurSke posege in radioterapijo, je uporabna predvsem za obravnavo
prostorsko omejenih tumorjev in zdravljenje bolnikov v zacetnih stadijih bolezni.
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Sistemsko zdravljenje raka, med katero uvrs¢amo kemoterapijo, hormonsko zdravljenje in
bioloska zdravila, pa se uporablja pri naprednejSih oblikah raka, ko je le-ta ze metastaziral
ter pri globoko leze¢ih tumorjih. Omenjena pristopa zdruzuje kombinirana terapija in se
zaradi boljSih koné¢nih rezultatov dandanes uporablja pri zdravljenju prakti¢no vseh vrst
tumorjev. Nacini tovrstnega zdravljenja pogosto Vkljucujejo kombinacijo kirurskih
posegov ali radioterapije s kemoterapijo.

Kljub intenzivnim raziskavam in napredku smo predvsem na racun izjemne heterogenosti
samih tumorjev zaenkrat $e¢ vedno relativno dale¢ od odkritja nekega splosno uéinkovitega
zdravila proti raku. Dober doprinos k ve¢jemu uspehu zdravljenja daje razvoj tarénih
zdravil, znanje molekularne biologije pa bi lahko utiralo pot predvsem k odkrivanju novih,
Se ucinkovitejSih terapij. Molekularna onkologija bi tako lahko omogocila spoznavanje
biologije vsakega posameznega tumorja in s tem razvoj posameznemu bolniku in tumorju
prilagojenega zdravljenja. Govorimo o ti. personalizirani medicini in z njo povezanim
razvojem tar¢nih zdravil na osnovi genomike, transkriptomike in proteomike.

2.4.1 Kirurgija

Kirurski posegi spadajo med lokalne nacine zdravljenja in so namenjeni predvsem za
odstranjevanje Cvrstih, lokaliziranih tumorjev. Obic¢ajno se kombinira z obsevanjem ali
kemoterapijo.

2.4.2 Radioterapija

Spada med lokalne nacine terapije, Kjer se uporablja ionizirajo¢e sevanje. Kriti¢na taréa je
DNA, na katero ima sevanje direkten ali indirekten u¢inek. Pri slednjem sevanje deluje na
molekule, ki tvorijo proste radikale, ti pa nato poskodujejo kriti¢no taréo. Celice po
obsevanju umirajo, ko se zac¢nejo deliti (mitotska smrt celic). Ta metoda pri tem izkorisca
razlike v bioloskih lastnostih tumorjev in normalnih tkiv, saj so rakave celice naceloma
obcutljivejse na sevanje kot zdrave. Z ustreznim planiranjem posega v smislu ustrezne
lokalizacije sevanja, lahko precej zmanjsamo poskodbe zdravega tkiva, kar pripomore k
boljSemu izidu terapije. Tovrstno zdravljenje obic¢ajno poteka dlje, saj je zaradi nevarnosti,
Ki jo predstavlja izpostavljenost sevanju, le-to razdeljeno na ve¢ manjsih odmerkov.
Radioterapija se uporablja pri zdravljenju 60 % vseh tumorjev in se lahko izvaja v
kombinaciji s kirurgijo ali kemoterapijo.

2.4.3 Kemoterapija

Kemoterapevtsko zdravljenje spada med sistemska in pomeni zdravljenje raka z naravnimi
ali sinteticnimi produkti, ki imajo citotoksi¢en ucinek. Slabost kemoterapije je
pomanjkanje specifi¢nosti za tumorske celice, saj citostatiki delujejo na vse hitro delece
celice. Posledica tega so pogosti hudi nezeleni stranski ucinki in toksi¢nost. Ucinek in
varnost terapije sta odvisna od odmerka, ki je pod strogim nadzorom in je prilagojen
bolniku glede na njegovo telesno povrsino, delovanje organov, psihofizi¢no kondicijo in
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glede na samo naravo nezelenih ucinkov. V(¢asih zdravljenje tumorja zaradi razvoja
rezistentnih subklonov ni uspesno, kar privede do ponovitve bolezni.

Ublazitev neZelenih u¢inkov zdravljenja bi lahko prinesel razvoj ti. ciljane kemoterapije,
pri kateri so zdravila vezana na protitelesa ali ligande, ki se specificno vezejo na tumorske
celice ali celice tkiv povezanih s tumorjem (tumorsko zilje) (Sersa G., 2013).

2.4.4 Hormonska in biolo$ka terapija

Hormonska terapija se uporablja za zdravljenje hormonsko odvisnih rakavih obolenj
(dojka, prostata) in spada med sistemsko terapijo. Tudi bioloska terapija spada med
sistemsko zdravljenje in vkljuCuje taréna zdravila, primera katerih so male molekule in
monoklonska protitelesa. Tar¢na zdravila lahko delujejo na receptorje za rastne dejavnike,
metabolizem tumorjev, telomerazno aktivnost, zavirajo angiogenezo, inhibirajo onkogene
signalne poti s kinaznimi inhibitorji ipd. Med bioloska zdravila Stejemo Se vakcine,
modifikatorje bioloskega odgovora (citokini, interferoni) in gensko terapijo (Cemazar M.,
2013).

2.4.5 Genska terapija

Spada med nove nacine zdravljenja raka in jo lahko z izjemo imunskega zdravljenja
deloma uvrs¢amo tudi med taréne terapije. Zanje je znacCilno, da delujejo na tocno
dolocene tarce, kar daje dobre obete za vec¢jo ucinkovitost in manj$o toksi¢nost teh metod.
Strategije genske terapije vkljucujejo kompenzacijo mutacije (inhibicija ekspresije
dominantnega onkogena ali indukcija ekspresije tumor supresorskih genov), imunoterapijo
(spodbuditev imunskega odziva), aktivacijo encimov za nastanek citotoksi¢nih produktov
(genska aktivacija encima, ki ob dovajanju zdravila, le-tega spremeni iz neaktivne v
aktivno obliko), v zadnjem ¢asu pa tudi proti zilno gensko terapijo (Kamensek in Sersa,
2008). Za vnos genetskega materiala uporabljamo razli¢éne vektorje. Lo¢imo vnos z
virusnimi vektorji in nevirusne nacine vnosa, kot so npr. direktno injiciranje gole DNA,
uporabo liposomov, polimerov in nanodelcev ter fizikalne metode, kot je elektroporacija.

2.4.5.1 Elektroporacija

Elektroporacija je poveCanje permeabilnosti celicne membrane, zaradi vpliva zunanjega
pulzirajocega elektricnega polja. Kljub temu da vplive elektriénega polja na bioloski
material opazujejo Ze ve¢ kot 250 let, se je prakticna uporaba elektroporacije v predelavi
hrane, farmaciji in medicini pojavila Sele pred dvema desetletiema (Yarmush in sod.,
2014).

Proces elektropermeabilizacije ali elektroporacije omogoc¢a molekulam DNA in snovem,
kot so zdravila proti raku, lazji vstop v celice in tkiva. V preteklem desetletju je potekal
razvoj uporabe elektroporacije za dostavo terapevtskih molekul, vklju¢no z zdravili,
proteini in nukleinskimi kislinami, v Sirok nabor celic in tkiv. Strategija kombinacije
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kemoterapevtikov in elektroporacije (elektrokemoterapija) se danes ze uporablja v klinikah
za zdravljenje rakavih obolenj. Poleg tega tudi vakcinacija in onkoloska genska terapija
predstavljata pomembna podroc¢ja uporabe DNA elektroprenosa. Daud in sod. (2008) so
tako ze prisli do vzpodbudnih rezultatov pri genskem elektroprenosu (GET) plazmida z
interlevkinom-12, pri pacientih z metastatskim melanomom. Metoda se je za uspe$no
izkazala tudi pri tovrstnem zdravljenju psov in konj (Cemazar in sod., 2010; Tamzali in
sod., 2007).

Vse od odkritja elektroporacije so se pojavljali opisi Stevilnih teoreti¢nih ozadji, ki naj bi
omogocali ta fenomen, in predvidevajo dolo¢en tip deformacije lipidov, njihove fazne
tranzicije, razgradnjo vmesnikov med domenami z razlicnimi lipidnimi sestavi ali pa
denaturacijo membranskih proteinov. Vendar pa se je vecina teh mehanizmov izkazala za
napacne, tako da danes velja splosen dogovor, da elektroporacija pomeni formacijo vodnih
por v lipidnem dvosloju. V skladu s to teorijo, ki v veliki meri temelji na termodinamiki, je
nastanek omenjenih por sprozen s penetracijo vodnih molekul v lipidni dvosloj membrane,
kar vodi v preusmeritev bliznjih lipidov v polozaj, v katerem so njihove polarne glave
obrnjene proti tem vodnim molekulam (Yarmush in sod., 2014) (SI. 12).
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Slika 5: Shema elektroporacije na molekularni ravni (zgoraj) in njena dinami¢na simulacija na atomski ravni
(spodaj). Nedotaknjeni dvosloj (a). Vodne molekule zacenjajo penetrirati v dvosloj (b). Preusmeritev lipidov
in formacija vodne pore (c) (Yarmush in sod., 2014 297).

V elektriénem smislu celicno membrano lahko smatramo kot tanko plast izolatorja, Ki je z
obeh strani obdana z vodno raztopino elektrolitov. Za razliko od trdih izolatorjev, pri
katerih elektricni razpad naceloma povzro¢i permanentno strukturno spremembo, se
membrana na racun lipidov, ki delujejo kot dvodimenzionalna teko€ina, lahko spontano
vrne v stanje pred razpadom. Ce je &as izpostavljanja primerno kratek in regeneracija
membrane primerno hitra, da celica ostane viabilna, imamo elektroporacijo za reverzibilno,
sicer pa jo ozna¢imo za ireverzibilno (Kotnik in sod., 2012).

Izmenjava preko membrane ni homogena preko celotne celi¢cne membrane. Pojavlja se na
straneh celice, obrnjene proti elektrodam. Mehanizem prenosa je specificen glede na
fizikalno-kemiéne lastnosti elektroporirane molekule in se od tega odvisno pojavlja bodisi
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na strani celice obrnjene proti anodi bodisi na stani, ki je obrnjena proti katodi (Paganin-
Gioanni in sod., 2011).

2.4.5.2 Genski elektroprenos kot dostavni sistem za gensko terapijo

Prenos genov v celice z namenom spremembe njihove bioloSke funkcije je bil prvic
uporabljen za zdravljenje genetskih defektov imunskega sistema (Blaese in sod., 1990). Od
takrat so testirali Stevilne nove metode za prenos genov, med drugimi tudi genski
elektroprenos, ki je nevirusna metoda za dostavo DNA molekul v celico s pomocjo
elektri¢nih pulzov.

Prvi tovrsten prenos dednega materiala v kultivirane celice in vitro sta opravila Wong in
Neumann (1982), skoraj 10 let po tem pa so izvedli tudi prvi GET v tkivo (Titomirov in
sod., 1991). Od takrat dalje so Stevilni raziskovalci preucevali njegovo uporabo na misicah,
tumorjih, jetrih, kozi, pljucih, srcu, roZenici in na centralnem zivénem sistemu. Kot se je
izkazalo na uspesnost GET v tkivih vplivajo na¢in dostave (lokalno injiciranje), velikost in
oblika elektrod, parametri elektri¢nih pulzov in oblika same molekule DNA (Haberl in
Miklav¢i¢ in sod., 2013). Poleg omenjenih karakteristik na elektroprenos vpliva tudi
organizacija tkiva, katero dolo&ajo tip celic in prisotnost zunajceli¢nega matriksa (Cemazar
in sod., 2012).

Celicna membrana in jedrna ovojnica pa tudi gosto citoplazemsko omrezje struktur SO
ovire, ki jih mora molekula DNA premagati, da doseze jedro in za¢ne proces transkripcije.
Primarno oviro pri genski terapiji, posebno pri nevirusi genski terapiji, pa nato predstavlja
tezava pri doseganju visoke stopnje genske ekspresije. (Rosazza in sod., 2011)
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Slika 6: Mehanizem elektroprenosa (Chabot in sod., 2011: 4086).

Direkten prenos majhne negativno nabite molekule, kot je npr. mala interferencna RNA
(siRNA), je opazen na stani celice obrnjene proti katodi. Ce siRNA dodamo po
zakljuCenem prozenju elektri¢nih pulzov, le-ta ne penetrira v celico. Elektri¢no polje tako
vpliva na prepustnost membrane, pa tudi na vlek nabitih molekul v citoplazmo celice
(Paganin-Gioanni in sod., 2011) (SI. 5).
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Iz vidika mehanizma je eden od klju¢nih procesov elektroprenosa DNA, formacija

kompleksa DNA/membrana. Obstajata dva tipa interakcij med DNA in membrano:

a) tvorba metastabilnega kompleksa DNA/membrana, iz katerega se DNA lahko odcepi
in vrne v zunanji medij, kot posledica elektroporacijskega stresa (zaradi zamenjave
smeri elektri¢nega polja v ¢asu znotraj 1 s po dovajanju prej$njega pulza)

b) in tvorba stabilnega kompleksa DNA/membrana, iz katerega se plazmid ne more
odstraniti tudi ob dovajanju elektri¢nih pulzov nasprotne polaritete. Le DNA, ki spada
k drugemu tipu, pripomore k ucinkoviti genski ekspresiji. Ta mehanizem tako
predvideva nastanek vezavnih struktur na celi¢ni povrSini, Ki preprecujejo molekulam
DNA sprostitev iz kompleksa na celi¢ni membrani (Faurie in sod., 2010).

Rosazza in sod. (2010) so v svoji raziskavi dokazali, da v ¢asu prisotnosti elektri¢nega
polja v kombinaciji z molekulami DNA, ob membrani poteka polimerizacija aktina okoli
kompleksov DNA/membrana. Sledi potovanje DNA molekule od membrane do jedra.
Rosazza in sod. (2013) so z nadaljnjimi poskusi potrdili, da se plazmid v celico prenese z
aktivnim transportom. Ta prenos je odgovoren za hitro znotrajceli¢no distribucijo DNA
agregatov po njihovem vstopu v celico. Uspeli so dokazati, da je hiter aktiven transport
povezan z mikrotubuli, medtem ko je pocasnejsi aktiven transport predvsem posledica
potovanja vzdolz aktinskih filamentov (SI. 6).
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Slika 7: Genski elektroprenos kot veéstopenjski proces. 1) Permabilizacija membrane. 2) Genski
elektroprenos DNA na del membrane obrnjene proti katodi. 3) Interakcija DNA/membrana. 4) Endocitoza
DNA. 5) Transport odvisen od aktina. 6) Transport odvisen od mikrotubulov. 7) Prehod DNA skozi jedrno

membrano. 8) Izrazanje genov in sinteza proteinov (Rosazza in sod., 2013: 2222).
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2.4.6 Protizilna terapija

Pomembnost razvoja in funkcije tumorske vaskulature kot tarée za zdravljenje se je
pokazala v 70. letih prej$njega stoletja z raziskavami Judaha Folkmana, ki je dokazal, da je
angiogeneza kljuénega pomena za rast in prezivetje tumorskih celic. Unicenje tumorskega
ozilja prikraj$sa tumorje za dovod nutrientov in kisika, ki so potrebni za njihovo rast,
posledi¢no pa naj bi inhibiralo tudi Sirjenje metastaz, kar bi teoreti¢cno lahko vodilo v
nazadovanje tumorja. Delimo jih v dve skupini; antiangiogena zdravila, ki preprecujejo
nastanek novih krvnih zil in zilno razdiralni agensi, kateri delujejo proti ze obstojeci
tumorski vaskulaturi. Antiangiogena terapija naj bi delovala citostati¢éno, medtem ko naj bi
7ilno razdiralna terapija imela citotoksiéni uéinek na celice (Ciri¢ in Ser$a, 2010). Prav
zato se za slednje predvideva uporaba v prekinjenih dozah sinergi¢no z ostalimi vrstami
terapije, medtem ko bi bila antiangiogena terapija lahko uporabljena kroni¢no v obdobju
od nekaj mescev ali let (Davis in sod., 2008: 330).

Glede na mehanizem delovanja antiangiogena zdravila delimo na inhibitorje rastnih
dejavnikov endotelija, inhibitorje signalnega prenosa v endotelijskih celicah, inhibitorje
rasti endotelijskih celic, inhibitorje MMP, inhibitorje viabilnosti endotelijskih celic in na
inhibitorje prekurzorjev endotelijskih celic v kostnem mozgu (Al-Husein in sod., 2012).
Ena najbolj preucevanih tar¢ tovrstne terapije so VEGF in njegovi receptoriji.

Zaradi uniCenja tumorske vaskulature Stevilne raziskave kazejo na antagonisti¢no
delovanje antiangiogene terapije v nasprotju s kemo in radioterapijo. Kljub temu se je
izkazalo, da dolocene kombinacije terapij lahko prehodno normalizirajo tumorsko ozilje.
Normalizacija tumorske vaskulature je definirana kot skupek strukturnih in funkcionalnih
sprememb, ki omogocajo bolj uinkovito dostavo zdravil in kisika, kar v kon¢ni fazi
privede do boljsih rezultatov zdravljenja. To kaze, da bi ob poznavanju mehanizmov
popravila tumorskega ozilja in posledi¢ne normalizacije tumorskega mikrookolja, tovrstno
zdravljenje v kombinaciji s konvencionalnimi proti rakavimi terapijami, poleg ze
predhodno pri¢akovanih antiangiogenih u¢inkov, lahko vodilo do izboljsanega konénega
razpleta. Pri vsem tem je pomembna predvsem previdna izbira ustrezne doze in Casa
uporabe antiangiogenega zdravila, ki lahko v primeru neoptimalnega odmerjanja ovira
dostop zdravilom in kisiku (Davis in sod., 2008: 67-69).

Oiljen tumor Zdravljenje z inhibitorji Regresija oZilja Skréitev tumotja
angiogeneze

Slika 8: Princip delovanja antiangiogenih molekul (Zetter Bruce R., 2008: 649).
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Zilno razdiralna zdravila se od antiangiogenih razlikujejo v tem, da povzro¢ijo hitro in
selektivno zaporo tumorske vaskulature, ki se pojavi v ¢asovnem razponu od nekaj minut
do nekaj ur po zacetku terapije. Posledica tega je ishemija, ki povzroci hitro in obsezno
smrt tumorskih celic. Kljub temu obstaja majhna moznost, da bi zgolj tovrstna terapija v
celoti izkoreninila tumorsko maso, saj rob tumorja obi¢ajno ostane viabilen. Vseeno je
razvoj na tem podrocju zazelen, saj pride do uni¢enja velikega dela tumorskega tkiva
predvsem v centralnem delu, Kjer celice ne morejo preziveti na raCun gostiteljeve
vaskulature, in v vecini delov, Kjer je prisotna rezistenca na kemo oz. radioterapijo. Boljsi
anti tumorski ué¢inki so pri¢akovani pri kombiniranju te terapije z ze uveljavljenimi vrstami
zdravljenja (Davis in sod., 2008: 330-350).

Terapija kot sredstvo zdravljenja uporablja vezavno usmerjena in nizko molekularna
zdravila. Prva vkljucujejo protitelesa, peptide ali rastne dejavnike, Ki se selektivno vezejo
na endotelij in povzrocajo koagulacijo in/ali smrt endotelijskih celic, tako da na zilno
razdiralni agens vezejo dolocen toksin ali prokoagulant (SI. 8). Drugi tip agensov vkljucuje
flavanoide in snovi, ki vezejo ali depolimerizirajo tubulin in delujejo tako, da inducirajo
kolaps ozilja, kar vodi do obsezne nekroze tumorja (Cirié¢ in Sersa, 2010).

Nizko molekularna zdravila
npr. CA4P, ZD6126, AVESQE2, DMXAA

Tubulin

Zilni endotelij :>

Bazalna
membrana

Zapora tumorske
Zive tumorske Zile
celice

Obsezna nekroza
tumorskih celic

Vezavno usmerjena zdravila
npr. protitelo-toksin, protitelo-interlevkin 12,
"gola” protitelesa

Slika 9: Mehanizem delovanja Zilno razdiralne terapije (Thorpe, 2004: 416).

Vaskulatura tumorja je zanimiva tar¢a za zdravljenje tumorjev, saj tumorsko oZilje vsebuje
specificne molekule, ki bi lahko predstavljale terapevtske tar¢e (Neri in sod., 2006).
Teoreti¢na prednost tovrstnega zdravljenja je, da endotelijske celice niso transformirane,
zaradi Cesa je malo verjetno, da bodo podvrzene mutacijam, katerih rezultat je rezistenca
na zdravila, poleg tega pa je zdravljenje usmerjeno proti endotelijskim celicam primerno za
vse ¢vrste tumorje, ne glede na izvor tumorskih celic. Ker so vse endotelijske celice
nedvomno izpostavljene snovem v krvi, se tako izognemo tudi problemu dostave zdravil v
center tumorja, kar je lahko ovira pri nekaterih konvencionalnih oblikah zdravljenja (Hayes
in sod., 2000).
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Poleg vloge pri rasti tumorja ima nastanek zil vpliv na tumorsko progresijo in ponovitev
bolezni. V prihodnosti bi inhibicija tega procesa lahko preprecila rast tumorja in situ ali
dormantnih tumorjev, trenutne proti rakave terapije pa potekajo predvsem v smeri razvoja
strategij, ki bi preprecile ali zakasnile lokalno ali oddaljeno invazijo primarnega tumorja. S
tumorsko progresijo se veCa genetska heterogenost, kot posledica tega pa se spremenijo
tudi morfoloske in funkcionalne lastnosti tumorja. Vse to je rezultat mutacij, pridobljenih
med nekontrolirano proliferacijo tumorskih celic. Ta genetska nestabilnost se odraza v
povecani ekspresiji Stevilnih drugih proangiogenih dejavnikov, kot sta npr. fibroblastni
rastni dejavnik (FGF) in interlevkin 8 (IL-8). To direktno implicira na to, da bi
angiogenezo lokalno napredovanih ali metastaziranih oblik tumorjev bolj verjetno
uspesnejSe zaustavili z blokado veéih signalnih poti hkrati in ne samo z anti VEGF
monoterapijo. V povezavi s tem je bilo narejenih ve¢ raziskav, pri katerih se je izkazalo, da
antiangiogena monoterapija ne poveta prezivetja rakavih bolnikov. Za uspesnejo se je
izkazala kombinirana terapija, primer katere je uporaba anti VEGF monoklonskega
protitelesa (mAb) bevacizumab v kombinaciji s kemoterapijo.

Cilji za prihodnost na podro¢ju proti zilne terapije vkljucujejo boljse razumevanje
mehanizmov anti tumorske aktivnosti le-teh, kako bi jih lahko najbolj optimalno
kombinirali z drugimi pristopi zdravljenja, kot sta kemoterpija in obsevanje, kako bi te
ucinke najbolje klinicno spremljali, predvsem s pomocjo bioloskih oznacevalcev ter
moznost njihove potencialne uporabe za zdravljenje drugih bolezni (Davis in sod., 2008:
46-80).
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2.5 ENDOGLIN

Endoglin (CD105) je transmembranski glikoprotein izrazen na aktiviranih endotelijskih
celicah ozilja. Je pomozni protein za transformirajo¢i rastni dejavnik-f (TGF-B) in ga
poleg endotelijskih celic, najdemo tudi na drugih celi¢nih tipih. Mutacije pri endoglinu ali
v njegovi signalni poti vodijo v razvoj hemoragi¢nih dednih bolezni, novejSe raziskave pa
SO pokazale njegovo vpletenost in poveCano ekspresijo tudi pri Stevilnih tipih Cvrstih
tumorjev (Dallas in sod., 2008).

2.5.1 Genetika in struktura

Gen za endoglin je dolg 40 kbp in je lociran na kromosomu 9g34. Rezultat genske
transkripcije je mMRNA produkt dolzine 3,4 kbp in 14 eksonov. Eksoni od 1 do 12 kodirajo
zunajceliéno domeno, ekson 13 transmembransko in ekson 14 citoplazemsko domeno
(Dallas in sod., 2008).

Cloveski endoglin je 633 aminokislin dolg, 180 kDa velik, z disulfidno vezjo povezan
homodimeren transmembranski glikoprotein. Njegovo ekspresijo inducira tudi stanje
hipoksije. Vsebuje veliko zunajceli¢no domeno, hidrofobno transmembransko domeno in
kratko znotrajcelicno domeno (Nassiri in sod., 2011). Zunajcelicna domena je sestavljena
iz domene sirota na N-koncu in domene zona pelucida (ZP) na delu ob membrani, ki je
potencialno vpletena v oligomerizacijo receptorja. Znotraj domene ZP najdemo tripeptid
Arg-Gly-Asp (RGD), ki deluje kot prepoznavna sekvenca za integrine. Citoplazemska
domena vsebuje serinske in treoninske ostanke, ki jih lahko fosforilira TGF-p receptorska
kinaza, poleg tega pa ima tudi ti. PDZ-vezujo¢i motiv (Ser-Ser-Met-Ala) na C-koncu, Ki
naj bi moduliral fosforilacijo sosednjih serinskih in treoninskih ostankov (SI. 9).

Poznamo dve razli¢ni izoobliki endoglina, dolgi L-endoglin in kratek S-endoglin, oba sta
izrazena v Cloveskih in misjih tkivih. Med seboj se razlikujeta v sestavi citoplazemske
domene. L-endoglin ima citoplazemsko domeno iz 47 aminokislinskih ostankov, medtem
ko je citoplazemski rep S-endoglina sestavljen le iz 14. Znaten del S-oblike najdemo v
nekaterih tkivih, kot sta plju¢no in jetrno tkivo, L-oblika pa je prevladujoca v veéini tkiv,
posebno v endotelijskih, in je zato osrednja tarca raziskav biologije endoglina. (Perez-
Gomez in sod., 2010).
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Slika 10: Shematski prikaz strukture endoglina (ten Dijke in sod., 2008: 80).
2.5.2 Vloga v TGF-p receptorskem kompleksu

Rastni dejavniki TGF-B izvajajo svoje bioloske uc¢inke z vezavo na heterodimerni
kompleks, ki vsebuje transmembranske serin/treonin kinazne receptorje za TGF- tipa |
(TBRI) in receptorje tipa Il (TBRII), Ceprav samo signalizacijo dolo¢a predvsem TPRIL Ti
rastni dejavniki igrajo pomembno vlogo pri embrionalnem razvoju, homeostazi zrelih tkiv
in pri patogenezi Stevilnih bolezni. Njihovi signali aktivirajo ti. signalizacijo smad, poleg
tega pa tudi neodvisne signalne poti smad, ki regulirajo osnovne celi¢ne procese, kot so
proliferacija, diferenciacija, migracija, apoptoza, adhezija, organizacija citoskeleta,
preoblikovanje zunajceli¢nega matriksa in fenotipska plasti¢nost.

Cloveski genom kodira 7 TBRI (ALK 1-7) in 5 TPRII receptorjev. TGF-B receptorski
kompleks vsebuje tudi 2 receptorja tipa Il (TBRIII), endoglin in betaglikan, ki vezeta
razlicne predstavnike druzine rastnih dejavnikov TGF-fB. Delita si visoko stopnjo
homolognih aminokislinskih sekvenc v transmembranski in citoplazemski domeni.
Betaglikan promovira visoko afinitetno vezavo TGF-p2 na TBRII, medtem ko endoglin v
prisotnosti signalizacije TPRI in TPRII receptorjev veze TGF-B1, TGF-B3, aktivin-A,
BMP-2 (ang. bone morphogenetic protein) in BMP-7 (Perez-Gomez in sod., 2010).

TGF-p se veze na TPRII homodimer, ki rekrutira receptorja tipa | (ALK1 ali ALKS5) in se z
njima poveze v heterotetramerni receptorski kompleks. Pri celicah, ki izrazajo endoglin, je
le-ta kot dimer vkljucen v ta kompleks. TBRII tako fosforilira bodisi ALK1, bodisi ALKS5,
kar povzro¢i konformacijsko spremembo receptorja. Signalizacija se prenese do jedra
preko fosforilacije proteinov smad, ki delujejo kot transkripcijski koaktivatorji ali
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korepresorji. Identificiranih je 8 proteinov smad. ALK1 se zdruZi in aktivira smad-1, smad-
5 in proteine smad-8, ALKS pa se zdruzi s proteini smad-2 in smad-3. Smad-4, skupen
mediator poti smad, veze te aktivirane receptorsko posredovane proteine smad in jih
premakne v jedro, kjer sprozijo transkripcijo ustreznih genov (SI. 10).

Aktivacija ALK1 povzroc¢a povecanje proliferacije in migracije endotelijskih celic, pa tudi
transkripcijo proangiogenih genov in endoglina samega, kateri je potreben za aktivacijo te
poti. Za razliko od njega, pa ALKS5 inducira mirovanje epitelnih celic z inhibicijo
proliferacije in migracije, ter inducira ekspresijo za zorenje specificnih genov.
Signalizacija ALK5 na endotelijskih celicah pospesuje tudi rekrutacijo in diferenciacijo
signalizacije TGF-P v mirujoc¢ih endotelijskih celicah, med angiogenezo pa se preferen¢no
aktivira ALK1 (Dallas in sod., 2008).

Citoplazemska domena endoglina reagira tudi z B-arestinom, proteini tctex2b, ziksinom in
proteini ZRP-1. Preko teh interakcij, bi endoglin lahko vplival na prerazporeditve aktinskih
filamentov, celicno adhezijo in migracijo, pa tudi na transport proteinov preko
endocitotskih veziklov (Perez-Gomez in sod., 2010).

Celicna
membrana

Transkripcija

Mirujo¢a endotelijska celica Aktivirana endotelijska celica

Slika 11: Hipoteti¢na vloga endoglina v TGF-B/ALK1 in TGF-B/ALKS signalnih poteh. Vezava TGF- na
kompleks endoglina in receptorja ALK 1 povzroci aktivacijo endotelijskih celic; vezava TGF-f3 na receptor
ALKS brez prisotnosti endoglina povzro¢i mirovanje endotelijskih celic (Fonsatti in sod., 2010: 14).

2.5.3 Vloga pri angiogenezi in raku

Endotelijske celice v normalnem mirujoéem endoteliju so stabilne in imajo podvojitveni
cas ve¢ kot 1000 dni. Ravno obratno velja za endotelij v procesu angiogeneze, ki ga
tvorijo ti. aktivirane celice. Potencialen oznacevalec aktiviranega endotelija je tudi
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endoglin (Dallas in sod., 2008). Visoko je izraZzen na vaskularnih endotelijskih celicah na
obmocjih aktivne angiogeneze med embrionalnim razvojem, Vv vnetih tkivih ter v
notranjosti in okolici tumorjev (ten Dijke in sod., 2008). Pri odraslih osebah je njegova
ekspresija omejena le na prolifirajoce endotelijske celice, aktivirane monocite in
proeritroblaste (Rosen in sod., 2014).

Li in sod. (1999) so pokazali, da izbitje gena za endoglin pri misjih embrijih povzro¢i smrt
zaradi nepravilnega razvoja krvozilja, po 11,5 dneh razvoja. Za razliko od teh pa je razvoj
vaskularnega sistema pri misSih brez TGF-B potekel nemoteno. Izguba endoglina se je
kazala v slabo razvitih gladkih miSicah oZilja in v zaustavljenem oblikovanjem endotelija.

Vecina Studij o vpletenosti endoglina pri rakavih obolenjih se osredotoca na njegovo
proangiogeno vlogo in njegovo uporabnost kot oznacevalca mikrovaskularne gostote
tumorjev. Obstaja dokaz, da endoglin vpliva na celi¢no proliferacijo, adhezijo in migracijo
tumorskih celic, kar nakazuje na njegovo direktno vpletenost v razvoj raka, bodisi z
vplivom na odziv tumorskih celic na TGF-p bodisi z vplivom na neodvisne mehanizme
TGF-B, ki pa $e niso povsem jasni (Perez-Gomez in sod., 2010).

2.5.4 Endoglin kot tarca za antiangiogeno diagnostiko in terapijo

V luéi njegove vpletenosti v razvoj, morfogenezo in fiziologijo ozilja ter njegove mocne
ekspresije v krvnih Zilah tumorskega tkiva, ima potencialna vloga endoglina, kot tarce za
diagnosti¢ne in terapevtske antiangiogene strategije pri rakavih obolenjih, pomembno
mesto v predklini¢nih raziskavah.

Cvrsti tumorji so naéeloma dobro oZiljeni, poleg tega pa se endotelijske celice, ki tvorijo
tumorsko vaskulaturo, delijo veliko hitreje kot endotelijske celice krvnih Zzil normalnih
tkiv. ldealen oznacevalec za prikaz tumorskega ozilja je tako pove€ano izrazen na aktivno
delecih se endotelijskih celicah tumorjev, medtem ko je njegova izraZenost na mirujoc¢ih
endotelijskih celicah Sibka ali nezaznavna. Na podlagi tega je odkritje, da stopnja
izrazenosti endoglina korelira s stopnjo proliferacije endotelijskih celic in da je le-ta
povecano izrazen na endoteliju znotraj tumorskih tkiv, spodbudilo raziskave o endoglinu,
kot potencialni tar¢i za diagnostiCen prikaz C&vrstih tumorjev. Rezultati kazejo, da bi
endoglin lahko bil uporaben in varen za tak$no rabo, ne glede na tip tumorskega tkiva in
ekspresijo endoglina na rakavih celicah. Tovrstno ciljanje endoglina je bilo predlagano,
kot mozna metoda za spremljanje odziva bolnika na zdravljenje. Oba nacina vkljucujeta
vezavo monoklonskih protiteles, oznacenih z radioaktivnimi oznacevalci na molekulo
endoglina.

Med protitelesi z antiangiogeno aktivnostjo, ki so bila do sedaj testirana na rakavih
bolnikih, ima odobreno uporabo le humanizirano anti VEGF mAb bevacizumab. Ker pa je
ciljanje endotelijskih celic, smatrano kot ena bolj obetavnih terapevtskih strategij
prihodnosti, pa so v postopku aktivnih kliniénih raziskav tudi razlicna nova zdravila s
podobnim nacinom delovanja, med drugimi tudi razlicna mAb proti endoglinu (Fonsatti in
sod., 2010). Endoglin se razlikuje od druzine VEGF molekul in je vpleten v mehanizem
VEGF rezistence. Povisano je izrazen kot posledica hipoksije, ki jo inducira inhibicija
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VEGEF in tako omogoci nadaljevanje endotelijske proliferacije. Raziskave tako kazejo, da
soc¢asno ciljanje endoglina in poti VEGF, izboljsa antiangiogeno terapijo in zmanjsa
rezistenco na bevacizumab pri nekaterih rakavih pacientih (Rosen in sod., 2014).

Lebrin in sod. (2004) so dokazali, da se z utiSanjem ekspresije endoglina z interferenco
RNA inhibira proliferacija in migracija mi§jih embrionalnih endotelijskih celic. UtiSanje
endoglina z interferenco RNA je tako postalo zanimiv predmet raziskav potencialne
uporabe v antiangiogeni terapiji. Molekule SiRNA so pokazale dober antiangiogeni
potencial in vitro in izrazit antiangiogeni in protitumorski u¢inek in vivo (Dolinsek in sod.,
2013).

2.6 INTERFERENCA RNA

V zadnjih letih se je razumevanje mehanizmov delovanja interference RNA (RNAI) precej
povecalo. Dejstvo, da imajo kratki oligonukleotidi sposobnost utiSanja genov je pomenilo
mozen razvoj nove oblike zdravljenja tumorjev kot metode genske terapije. RNAI
omogoca ciljanje in utiSanje kateregakoli patoloskega proteina na specifiCen nacin.
Posledica tega je utisanje izrazanja genov. Njihove fizikalno-kemicne lastnosti (npr. velika
molekulska masa in anionski naboj) preprecujejo pasivno difuzijo preko celicne membrane
vecine celi¢nih tipov. Trenutno gredo zato raziskave predvsem v smeri razvoja uspeSnega
dostavnega sistema teh molekul RNA v tumor. Obetavne rezultate kaze tudi uporaba GET
(Chabot in sod, 2011).

2.6.1 Tipi molekul RNAI in njihovi mehanizmi delovanja

Mikro ribonukleinska kislina (miRNA) igra pomembno vlogo v $tevilnih bioloskih
procesih, vklju¢no z imunskim odzivom, kontrolo celicnega cikla, metabolizmom, virusno
replikacijo, diferenciacijo mati¢nih celic in razvojem c¢loveskega organizma. Njegova
ekspresija in funkcija sta bistveno spremenjena pri Stevilnih bolezenskih stanjih, med
drugimi tudi pri raku. Ker miRNA, za razliko od siRNA ne zahteva popolne
komplementarnosti za prepoznavo tarCe, je posamezna molekula sposobna regulirati
Stevilne molekule mMRNA (Chabot in sod, 2011).

Malo interferenéno RNA (siRNA) in kratko RNA z zanko (shRNA) uporabljajo za doseg
podobnih funkcionalnih ucinkov, Ceprav sta si molekuli sami po sebi precej razlicni.
SIRNA je 19-23 baznih parov dolga dvoverizna molekula RNA, katere smiselna in
protismiselna veriga sta sintetizirani loceno. Po dostavi v samo citoplazmo, se siRNA
inkorporira direktno v encimski kompleks RISC (ang. RNA-induced silencing complex).

Vektorsko posredovana shRNA je sekvenca RNA, za katero je znacilna tvorba tesne
lasni¢ne zanke. Po vstopu v jedro celice, najprej pride do produkcije pri-shRNA, ta se nato
preko encima drosha predela v pre-shRNA. Pre-shRNA se nadalje prenese v citoplazmo
preko proteina exportin-5, kjer se procesira s pomocjo encima dicer, ki spada med
endonukleaze RNA tipa Ill, v funkcionalno molekulo siRNA. Ta siRNA se vkljuci v
encimski kompleks RISC (Li in Mahato, 2011).
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Pri siRNA in shRNA je postopek, ki sledi tvorbi kompleksa z RISC, enak. SiRNA se v
kompleks vklju¢i preko vezave s proteinom, ki spada v druzino proteinskih domen
argonaute. Za vkljucitev v encimski kompleks RISC je potrebno, da je siRNA fosforilirana
na 5' koncu. Aktivacija kompleksa se za¢ne z razvitjem molekule siRNA, pri ¢emer se
smiselna veriga odstrani. Protismiselna veriga usmerja RISC do homologne sekvence na
tar¢ni molekuli MRNA. Cepitev te molekule mRNA se pojavi na enem mestu, in sicer 10
nukleotidov stran od 5' konca protismiselne verige razvite molekule siRNA. Zaradi izgube
7-metilgvaninske kape na 5' koncu in poli(A)-repa na 3' koncu, taréna mRNA ni ve¢ varna
pred endogenimi RNazami, Ki jo razgradijo.

Velika pomanjkljivost uporabe molekul siRNA je prehoden ucinek genskega utiSanja. Zato
je prislo do razvoja uspesnejsih in stabilnejSih metod z dolgoro¢nim ucinkom genskega
utiSanja. Ti pristopi uporabljajo virusne ali plazmidne vektorje, ki vsebujejo ekspresijsko
kaseto za produkcijo transkriptov siRNA, Ki se sintetizirajo iz molekul sShRNA. Alternativa
temu bi bila uporaba ekspresijske kasete, ki bi usmerjala loCen nastanek smiselne in
protismiselne verige, pri ¢emer bi se verigi v funkcionalno aktivno molekulo SIRNA
hibridizirali v notranjosti celice (Lage, 2005).

V primeru endoglina, so rezultati preteklih raziskav pokazali, da vnos siRNA proti
endoglinu v endotelijske celice in vitro in tumorje in vivo uspesno regulira angiogenezo,
vendar je bil u¢inek kratkoroCen. Da bi dosegli dolgotrajen uéinek utiSanja so izdelali
plazmid, ki kodira shRNA proti tarénemu genu. Za razliko od molekul siRNA, je
plazmidna DNA bolj odporna proti nukleotidni degeneraciji, poleg tega pa omogoca daljse
izrazanje molekul ShRNA, kar omogoca tudi daljSo terapevtsko ucinkovitost (Dolinsek in
sod., 2015).

Sintetizirana iR HA ali cRMA ekspresijski wektor shRHNA ekspresijski wektor
rekombinantni Dicer produkt

_mFu'

m Smi=elna in SHANA
M protizmizelng cR A,
5|n M —
5|F‘ A .

RISE proteml ADP + Py

\alabellel / k&l.l.l.l.l.l. A

T Reknttacia RISC proteinoy
in odwvitje iR MA malekul

RISC

o
& pammm———iy [ N N K
hizstno speclflcna cepitew Razgradnja taréne
ﬁkmrnl RISE ku:-mpleks taréne mRMA mR Mo

Slika 12: Potencialna pot delovanja RNAI. Okraj$ave: cRNA (komplementarna RNA), P (promotor), RNP
(ribonukleotidno proteinski kompleks), Ts (terminacijski signal za RNA polimerazo I11) (Lage, 2005: 105).
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2.6.2 RNAIiinrak

Stevilne in vitro $tudije so pokazale potencialno uporabo shRNA in siRNA pri zdravljenju
tumorjev. Maligne celice vec¢inoma kazejo spremenjeno regulacijo celi¢nega cikla, kar
vodi v nekontrolirano proliferacijo in izogibanje celi¢ni smrti, kot posledici spremembe
apoptotskih signalnih poti. Vse s tem povezane lastnosti rakavih celic so posledica
spremenjenega delovanja onkogenov, tumor-supresorskih genov ali drugih alternativnih
genov vpletenih v signalne poti, ki vodijo v nastanek s tumorji povezanih fenotipov.
Veliko teh genov je zato vkljucenih v raziskave, kot potencialne tarée zdravljenja raka.
Primeri uspe$nega utiSanja z rakom povezanih genov z uporabo RNAi (Lage, 2005):
e (Qeni povezani z apoptozo/regulacijo celi¢nega cikla (p53, Bcl-2, hdm2, p21,
PLK1),
e geni povezani s signalno transdukcijo (Her2/neu, K-ras, Bcl-Abl, B-RAF, TEL-
PDGF-B-receptor, Wnt-1, NPM-ALK),
e geni povezani z rezistenco na terapijo (MDR1/P-glikoprotein, Prkdc),
e virusni geni povezani z rakom (HPV E6, HPV E7, EBV LMP-1),
e in drugi (telomeraza, sintaza mascobnih kislin, katepsin B, Upar, VEGF, B-
katenin).

2.7 SFEROIDI

Obstajajo dokazi, da in vitro tridimenzionalne (3D) tumorske celi¢ne kulture bolj natan¢no
odrazajo kompleksnost in vivo mikrookolja, kot preproste dvodimenzionalne celi¢ne
kulture (2D), predvsem v zvezi z gensko ekspresijo, aktivnostjo signalnih poti in
oblutljivostio na zdravila. Stevilne raziskave tako izpostavljajo znacilne razlike med
celiénim kulturami 2D in 3D. Slednje naj bi bolje prikazovale tumorsko mikrookolje in
vivo v smislu celicne heterogenosti, gradientov hranil in kisika, celi¢nih interakcij,
odlaganja matriksa in genske ekspresije. Kot ucinkovit model ¢vrstih tumorjev, je bilo
predstavljenih veliko razliénih sistemov 3D, med katerimi so za najboljse oznaceni in
najpogosteje uporabljeni vecceliéni tumorski sferoidni modeli. Tumorski sferoidi so
heterogeni celi¢ni agregati, ki pri velikosti ve¢ji od 500 pm, pogosto zacnejo tvoriti
hipoksi¢ne regije in nekroti¢ne centre. Sferoide imajo za dobre modele, ki posnemajo
lastnosti tumorskih mikroregij, intervaskularnin domen in mikrometastaz. Prvi, ki so
uporabili to metodo, so bili Sutherland in sod. (1971).

Trenutne raziskave in razvoj na podro¢ju tridimenzionalnih celi¢nih kultur so usmerjeni
predvsem v metode, ki se izogibajo celi¢ni adheziji na povrsino in spodbujajo medsebojno
pritrditev celic. Primer je metoda visecih kapljic, ki sicer omogoc¢a nastanek podobno
velikih sferoidov, vendar je ¢asovno potratna, poleg tega pa je za nadaljnjo analizo
potreben prenos sferoidov na ustrezen nosilec. Casovno bolj ekonomi¢a metoda katere
produkt so velikostno zelo enaki sferoidi s kompaktno in enotno strukturo, je uporaba plos¢
ULA (ang. ultra low attachment) s 96 vdolbinicami z okroglim dnom. Tovrstni in podobni
sistemi, predstavljajo pomemben korak v razvoju bolj rutinske uporabe tridimenzionalnih
celi¢nih kultur, vecjo napovedno vrednost raziskav onkoloSkih zdravil in vitro ter
zmanjsano potrebo po poskusih in vivo (Vinci in sod., 2012).
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Slika 13: Shemati¢en prikaz tumorja in vivo in tumorskega sferoida in vitro (Phung in sod., 2012: 508).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 CELICNE LINIJE

Studija je bila opravljena na treh celiénih linijah: na dveh melanomskih z visokim
izrazanjem endoglina — B16F1 in B16F10 in liniji misjega adenokarcinoma dojke TS/A z
nizkim izrazanjem endoglina. Razlika med linijama B16F1 in B16F10 je v tem, da ima
linija BI6F10 veéji metastatski potencial, kar pomeni, da imajo celice ve¢jo zmoZzost
migracije in invazije. Potek raziskave je bil na vseh treh celi¢nih linijah enak (SI. 14).

Cilj naloge je bil optimizirati pripravo sferoidov razli¢nih tumorskih celic z visokim ali
nizkim izrazanjem endoglina in ugotoviti ali utiSanje le-tega vpliva na nastanek, migracijo
in invazijo razli¢nih tumorskih celic z visokim ali nizkim izrazanjem endoglina.

Melanomski celi¢ni liniji B16F1, B16F10 (American Type Culture Collection, Manassas,
VA, ZDA) in celice miSjega karcinoma dojke TS/A (Nanni P. in sod., 1983) smo
vzdrzevali v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO, v gojis¢u AMEM (Advanced Minimum
Essential Medium) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ZDA), kateremu so
bili dodani 5 % goveji fetalni serum (FBS, Gibco), 10 mM/ L-glutamina (GlutaMAX,
Gibco), 100 U/ml penicilina (Griinenthal, Aachen, Nem¢ija) in 50 mg/ml gentamicina
(Krka, Novo mesto, Slovenija).

V poskusih smo uporabili celice iz eksponentne faze rasti.
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Slika 14: Shemati¢ni prikaz poteka dela. Enoten je za vse celi¢ne linije le, da pri celi¢ni liniji B16F1 nismo
izvajali testa invazije.

3.2 PLAZMIDNI VEKTOR

Pri studiji smo uporabili plazmidni vektor (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) v
katerega so bili predhodno klonirani komplementarni oligonukleotidi terapevtske
sekvence, ki nosi zapis za kratko lasni¢éno molekulo RNA (shRNA) proti endoglinu in je
pod kontrolo konstitutivnega promotorja U6. Omenjena plazmidna DNA je predstavljala ti.
terapevtski plazmid pU6-antiCD105 (Priloga A).
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Poleg terapevtskega plazmida smo uporabljali tudi plazmid pU6-SCR (Priloga B), ki je
predstavljal ti. kontrolni plazmid. Kontrolni plazmid nosi zapis za ShRNA in ima za razliko
od terapevtskega plazmida, premesano zaporedje oligonukleotidov DNA, in tako ni
homologen nobenemu genu znotraj misjega genoma (Dolinsek in sod., 2015). Z uporabo
kontrolnega plazmida smo preverili, ali do ucinka na sferoidih pride Zze samo zaradi
samega vstopa netaréne DNA v celice sferoidov in posledi¢no nastanka nespecifi¢ne
shRNA ali je to posledica terapije. Vse plazmide smo hranili v obliki trajnih bakterijskih
kultur, saj so bili predhodno transformirani v bakterije Escherichia coli TOP10.

3.2.1 Gojenje bakterij za izolacijo plazmidov

Bakterije iz trajne kulture, shranjene v zamrzovalni skrinji pri -80 °C smo najprej nacepili
na plosée s trdnim gojis¢em Luria-Bertani (LB) z dodanim selekcijskim antibiotikom
kanamicinom v koncentraciji 50 pg/ml. Plos¢e smo gojili ¢ez no¢ v inkubatorju pri 37 °C.
Eno bakterijsko kolonijo, zrastlo na trdnem gojis¢u LB, smo naslednji dan prenesli v 10 ml
teko¢ega gojiséa LB (pred-inoculum) z dodanim kanamicinom in jih gojili 8 ur v
stresalniku pri 37 °C in 300 rpm. Nato je sledilo gojenje bakterij v ve¢ji koli¢ini tekocega
gojis¢a LB (inoculum). Pripravili smo 4 avtoklavirane 1 | erlenmajerice in vanje
napipetirali 250 ml tekoCega gojis¢a LB ter dodali selektivni antibiotik kanamicin v
koncentraciji 50 pg/ml. Vsebino erlenmajeric smo premesali z rahlim krozenjem. Nato
smo v vsako erlenmajerico prenesli $e 500 pl bakterijske kulture iz pred-inoculuma in jih
dali v vodno kopel na 37 °C in na stresanje (300 rpm) za 16 h.

3.2.2 lzolacija plazmida

Zdruzili smo vsebini dveh erlenmajeric v eno plasti¢éno 500 ml centrifugirko in tako dobili
2 polni centifugirki bakterijske kulture. lzolacija plazmida je potekala po ustaljenem
protokolu proizvajalca izolacijskega kompleta JETSTAR 2.0 Endotoxin-free Plasmid
MEGA/GIGA (Genomed, Lohne, Nemdija).

Po koncani izolaciji smo izmerili koncentracijo in preverili Cistost izoliranega plazmida s
spektrofotometrom UV (Epoch Microplate Spectrophotometer, Take3 Micro-Volume
Plate, BioTek, Winooski, VT, ZDA) v programu GENS5. Pripravili smo plos¢o Take3
Session, jo ocistili in na dve mesti nanesli po 2 pl slepega vzorca (voda, v kateri smo
raztopili plazmid), na dve mesti pa po 2 ul raztopine izoliranega plazmida. Po opravljeni
meritvi smo si zapisali koncentracijo plazmida in sproti preverili Se razmerje Aggo/2s0
(onesnazenost s proteini), pri ¢emer je vrednost Agsonso > 1,8 predstavljala primerno Cistost
vzorcev. Raztopino plazmida smo nato razred¢ili do koncentracije 1 pg/ul in ga shranili v
zamrzovalnik na -20 °C.

3.2.3 Genski elektroprenos plazmidne DNA in vitro

Celicam na ploscah s premerom 15 cm smo odpipetirali gojis€e, jih sprali z 10 ml
fosfatnega pufra (PBS) (Merck, Millipore, Darmstadt, Nem¢ija), jim dodali 8 ml tripsina in
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pocakali priblizno pol minute, da so se celice odlepile od podlage. Nato smo celicni
suspenziji dodali 8 ml gojis¢a in jo z avtomatsko pipeto prenesli v 50 ml plasticne
epruvete. Morebitne ostale celice smo sprali z dodatkom 10 ml PBS pufra. Tako
pripravljeno celi¢no suspenzijo smo centifugirali (5 min, 1500 rpm) (THERMO, Heareus
MULTIFUGE 1S-R centrifuge, Waltham, MA, ZDA), odlili supernatant in previdno
odpipetirali $e preostanek gojis¢a. Celice smo resuspendirali v 5 ml hladnega (4 °C)
elektroporacijskega pufra (EP) (125 mmol/l saharoza, 10 nmol/l K;HPO,4, 2,5 mmol/l
KH,PO4, 2 mmol/l MgClI;x6H,0) in celicno suspenzijo ponovno centrifugirali (5 min,
1500 rpm). Po centrifugiranju smo odlili supernatant, previdno odpipetirali Se preostanek
pufra EP in celice resuspendirali v ~150 pul (glede na velikost peleta) hladnega pufra EP.
Od tu naprej smo celi¢no suspenzijo hranili na ledu. Pred nadaljevanjem smo celice najpre;j
presteli s pomocjo hemocitometra. Celice smo 100-krat red¢ili s pufrom EP, jih presteli in
za tem natan¢no izmerili $¢ volumen celi¢ne suspenzije. Iz dobljenih vrednosti smo, ob
upostevanju, da za en GET potrebujemo 1*10° celic v 40 pl celi¢ne suspenzije, izraunali
koliko GET lahko naredimo in pripravili primerno koncentracijo celic.

Pripravili smo 8 epic namenjenih za genski elektroprenos in dodatne 3 za skupine brez
GET. Vanje smo dali 44 ul pripravljene celi¢ne suspenzije in jih prestavili na led. Pri
kontrolni skupini (B16F1, B16F10, TS/A) smo celicam dodali 11 pl vode, pri skupini pU6-
SCR 11 pl plazmida pU6-SCR in pri skupini pU6-antiCD105 11 pl plazmida pU6-
antiCD105. Za razliko od teh skupin smo pri skupini EP celicam dodali 11 ul vode, pri
skupini pU6-SCR+EP 11 ul plazmida pU6-SCR in pri skupini pU6-antiCD105+EP 11 pl
plazmida pU6-antiCD105, temu pa je sledil se GET (Preglednica 1). S tretiranjem celic le z
elekti¢nimi pulzi (skupina EP) smo zeleli preveriti, ali je ucinek na sferoide posledica
delovanja elektri¢enga polja ali je to posledica utiSnja endoglina.

Tik pred GET smo k celicam v epici dodali 11 pl vode ali plazmidne DNA in s
pipetiranjem dobro premesali njeno vsebino. 50 pl te meSanice smo prenesli med 2
vzporedni elektrodi iz nerjavecega jekla z medsebojno oddaljenostjo 2 mm, povezani s
pulznim generatorjem GT-01 (Fakulteta za elektrotehniko, Univerza v Ljubljani, Ljubljana,
Slovenija). Dovedli smo 8 elektri¢nih pulzov pravokotne oblike z amplitudo 120 V (600
V/cm), dolzine 5 ms pri frekvenci 1 Hz. Elektroporirano kapljico celic smo stresli na pred
tem pripravljeno in ustrezno oznaceno petrijevko. Celicam smo takoj po GET dodali 100
ul FBS, 5 minut za tem pa Se 9 ml gojisca in petrijevke dali v inkubator na 37 °C in 5 %
CO;, za 24 h. Med posameznimi genskimi elektroprenosi smo elektrodi sprali v alkoholu in
ju dobro obrisali s sterilno gazo.

Preglednica 1: Kratice poskusnih skupin, njihov pomen in $tevilo enkratnih GET na posamezno skupino (ker
elektri¢ni pulzi sami delujejo citotoksi¢no, smo naredili ve¢ ponovitev, da smo zagotovili dovolj celic za
nadaljnje poskuse).

Ime skupine Pomen Stevilo GET
B16F1, B16F10, TS/A Celi¢na suspenzija + voda 0
pU6-SCR Celi¢na suspenzija + plazmid pU6-SCR 0
pU6G-antiCD105 Celi¢na suspenzija + plazmid pU6-antiCD105 0
EP Celi¢na suspenzija + voda + EP 2
pU6-SCR+EP Celi¢na suspenzija + plazmid pU6-SCR + EP 3
pU6-antiCD105+EP Celi¢na suspenzija + plazmid pU6-antiCD105 + EP 3
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3.3 PRIPRAVA SFEROIDOV

Po 24 urni inkubaciji smo celice vseh Sestih petrijevk tripsinizirali. Najprej smo jim
odpipetirali gojisCe, jih sprali s 5 ml pufra PBS, jim dodali 4 ml tripsina in pocakali
priblizno pol minute, da so se celice odlepile od podlage. Nato smo celi¢ni suspenziji
dodali 5 ml gojis€a in jo z avtomatsko pipeto prenesli v 50 ml plasticne epruvete.
Morebitne ostale celice smo sprali z dodatkom 5 ml pufra PBS. Po koncani tripsinizaciji
smo imeli 6 plasti¢nih epruvet, ki smo jih nato centrifugirali (5 min, 1500 rpm), odlili
supernatant, previdno odpipetirali Se preostanek gojis¢a in celice resuspendirali v 500 pl
gojis¢a. Tako pripravljene celice smo presteli z uporabo hemocitometra (10- kratno
redCenje s pufrom PBS). S pomocjo tega podatka smo izracunali, koliko celi¢ne suspenzije
posamezne poskusne skupine potrebujemo za pripravo sferoidov z zaetno koncentracijo
1000 celic v 150 pl gojis€a. V 6 ustrezno oznacenih 50 ml centrifugirk smo najprej
prenesli 4,5 ml gojisca in jim nato dodali $e izraGunane koli¢nine celi¢nih suspenzij, Kar je
ustrezalo koli¢ini suspenzije za 30 vdolbinic na plos¢i ULA s 96 vdolbinicami z okroglim
dnom (zmanj$ana zmoznost pritrjevanja celic) (Corning Inc., Corning, NY, ZDA).
Pripravili smo kadic¢ke in vanje prenesli vecino vsebine posamezne 50 ml centrifugirke.
Vzeli smo 8 kanalno pipeto, jo nastavili na vrednost 150 pl in z njo premesali vsebino
kadicke ter jo prenesli v 8 ustreznih vdolbinic plosée ULA. Vsaki skupini sta ustrezala 2
stolpca vdolbinic, kar je pomenilo 16 sferoidov na skupino. Ko smo zapolnili vseh 96
vdolbinic, smo plosco centrifugirali (3 minute, 1500 rpm). Tako pripravljene skupke celic,
ki so tvorili sferoide, smo dali v inkubator na 37 °C in 5 % CO, za priblizno 24 h.

3.4 SPREMLJANJE BIOLOSKIH LASTNOSTI TUMORSKIH CELIC V SFEROIDIH
3.4.1 Rast sferoidov

Spremljanje rasti sferoidov se je zacelo en dan po GET in je potekalo 3 dni zaporedoma na
vsakih 24 ur. Slike izbranih 8 sferoidov vsake skupine smo zajemali z digitalno kamero
Olympus DP72 (Olympus, Hamburg, Nemcija), povezano z invertnim mikroskopom
Olympus 1X-70 (Olympus) pod 40-kratno povecavo. Kamero Olympus DP72 (Olympus)
in s tem kvaliteto fotografij smo nadzirali s pomoc¢jo programa CellSens Dimension
(Olympus). Dva dni po GET smo sferoidom odvzeli 70 pl gojisc¢a in jim dodali 100 pl
svezega. Na tak nacin smo spremljali rast 48 sferoidov na posamezen poskus.

Slikanim sferoidom smo po zakljucku poskusa izmerili povrsino, ki jo je tvoril skupek
tumorskih celic, znacilnih za posamezno celi¢no linijo. Povrsino sferoidov smo izmerili S
programskim orodjem FIJI (verzija 1.48, Wayne Rasband, National Institutes of Health,
ZDA) tako, da smo jih obrisali, ins tem dobili njihovo povrsino (SI. 15). Za test rasti smo
v programu Microsoft Excel 2010 dobljene vrednosti po 24, 48 in 72 urah normalizirali na
zaCetno vrednost (po 24 urah). Tako dobljene rezultate vseh treh poskusov smo zdruzili in
izracunali povprecje in standardno napako vseh vrednosti po 24, 48 in 72 urah za vsako
skupino posebej. Sledila je izdelava grafov in njihova statisti¢na analiza. Montazo
reprezentativnih fotografij smo naredili s programskim orodjem FIJI.
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Slika 15: Z rde¢o obrobo oznacena povrsina sferoida (primer kontrolnega sferoida B16F1 po 48h).
3.4.2 Migracija sferoidov

Migracijo sferoidov smo zaceli spremljati 2 dni po GET plazmidne DNA. Za test migracije
smo uporabili plos¢e s 24 vdolbinicami prekritimi s fibronektinom (Corning), ki smo jih
do uporabe hranili v hladni sobi. Najprej smo v vdolbinice napipetirali 500 pl gojis¢a, nato
Smo s pipeto s SirS§im tipsom Vv vsako prenesli po en sferoid (4 na skupino). Plos¢o s
sferoidi smo dali v inkubator na 37 °C in 5 % CO.,. Sledilo je pregledovanje sferoidov z
invertnim mikroskopom Olympus IX-70 pod 40-kratno povecavo in zajetje njihovih
fotografij z digitalno kamero Olympus DP72 po 1, 4, 8, 24 in 48 urah. Na tak nacin smo
spremljali migracijo 24 sferoidov na posamezen poskus.

Slikanim sferoidom smo po zaklju¢ku poskusa izmerili povr§ino migracije. Migracija celic
je vidna kot strnjeno obmocje posameznih celic, ki se lo¢ijo od sferoida v njegovo
neposredno blizino. Povr§ino migracije posmeznega sferoida smo dolo¢ili, tako da smo s
pomocjo programskega orodja FIJI najprej obrisali sferoide skupaj z obmo¢jem migracije,
nato pa Se same sferoide brez migratornih celic. Razlika teh vrednosti nam je za rezultat
dala povrsino migracije (Sl. 16 in 17). Iz dobljenih vrednosti smo zeleli izracunati hitrost
oziroma stopnjo migracije celic. Najprej smo za vsakega od 4 sferoidov iz vsake skupine s
pomocjo programa Microsoft Excel 2010 narisali grafe migracije v odvisnosti od casa in
izraCunali njihove naklone. Slednje smo izracunali po formuli za graf linearne funkcije
(y=kx+n), pri ¢emer nas je zanimal smerni koeficient grafa (k), ki je hkrati pomenil tudi
naklon premice. Naklone grafov iz vseh poskusnih skupin smo nato normalizirali na
naklon grafa iz kontrolne skupine. Tako dobljene rezultate vseh treh poskusov smo zdruzili
ter izraCunali povprecje in standardno napako vrednosti za vsako skupino posebej. Sledila
je izdelava grafov in njihova statisti¢na analiza. Montazo reprezentativnih fotografij smo
naredili s programskim orodjem FIJI.
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Slika 16: Z rumeno obrobo oznacena celotna Slika 17: Z rumeno obrobo oznacena povrsina
povrsina migracije celic skupaj s sferoidom sferoida brez migriranih celic (primer kontrolnega
(primer kontrolnega sferoida B16F1 po 24 h). sferoida B16F1 po 24 h).

3.4.3 Invazija sferoidov

Pred zaGetkom poskusa smo iz zamrzovalnika vzeli Matrigel™ (BD Biosciences, San Jose,

ZDA) in ga takoj prestavili na led ter pocakali, da se poc¢asi odtali. Matrigel je ekstrakt
zunajcelicnega matriksa, izoliranega iz miSjega sarkoma Engelbreth-Holm-Swarm in se
zacne hitro strjevati, ko je temperatura vi§ja od 4 °C. Njegovo zacetno koncentracijo 8,9
mg/ml smo z dodatkom hladnega izotoni¢nega pufra PBS razred¢ili na koncentracijo 1
mg/ml. Tako pripravljenega smo nato tudi tekom priprave invazije shranjevali na ledu. Za
test invazije smo vzeli 2 ploscici u-Slide Angiogenesis (Ibidi, Martinsried, Nemdija) in v
vdolbinice z ohlajenim tipsom napipetirali 10 pl hladnega matrigela ter ploscice pol ure
inkubirali pri 37 °C in 5 % CO,. Ko se je strdil, smo s pipeto s Sir§im tipsom na predhodno
naneSen matrigel previdno prenesli po 4 sferoide iz vsake skupine, v vsako vdolbinico
enega. Skupno smo torej opazovali celi¢no invazijo 24 sferoidov, pri ¢emer omenjenega
poskusa na celi¢ni liniji BI6F1 nismo izvajali, saj te celice ne invadirajo. Sferoide smo
nato prekrili z 10 pl matrigela in inkubirali $e dodatno uro pri 37 °C in 5 % CO,. Po izteku
inkubacije smo v vsako vdolbinico s sferoidom dodali 40 pl gojis¢a in ponovno dali v
inkubator.

Po 24, 48 in 72 urah je sledilo pregledovanje sferoidov z invertnim mikroskopom Olympus
IX-70 pod 40-kratno povecavo in zajetje njihovih fotografij z digitalno kamero Olympus
DP72. Na ta na¢in smo spremljali invazijo 24 sferoidov na posamezen poskus.

Ker terapija ni imela izrazitega vpliva na invazijo sferoidov, graficne analize nismo
izvajali. Montazo reprezentativnih fotografij smo naredili s programskim orodjem FIJI.
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3.5 STATISTIKA

Za vsako proucevano skupino smo preverili, ali so podatki normalno porazdeljeni (test
Shapiro-Wilk) in izracunali aritmeti¢no sredino in njeno standardno napako. Razlike med
posameznimi skupinami smo dolocili s pomoc¢jo enosmerne analize variance (one-way
ANOVA) ter Holm-Sidakovim testom za mnozi¢no primerjavo med skupinami.

Za statisticno znacilne smo Steli tiste rezultate, za katere je veljalo, da je njihova P-
vrednost manjs$a od 0,05. Vsa statisti¢na obdelava podatkov in grafi¢ni prikaz rezultatov so
bili opravljeni v programu SigmaPlot Software (verzija 12.0, Systat Software, London,
Velika Britanija).
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4 REZULTATI

V magistrski nalogi smo zeleli preveriti u¢inek genskega elektroprenosa plazmida, ki
kodira shRNA proti endoglinu na sferoide razli¢nih tumorskih celic. Poskus je vkljuceval
celi¢ni liniji B16F1 in B16F10 z visokim izraZzanjem endoglina ter celi¢no linijo TS/A z
nizko stopnjo izrazanja endoglina. Kot terapevtski plazmid smo uporabili plazmid pU6-
antiCD105, ki nosi zapis za kratko lasni¢éno molekulo RNA (shRNA) proti endoglinu,
negativno kontrolo pa je predstavljal plazmid pU6-SCR. Spremljali smo ucinek na rast,
migracijo in invazijo sferoidov. Do sedaj je bilo dokazano, da utiSanje endoglina s tem
plazmidom zmanjsa proliferacijo, migracijo in invazijo ter poveca adhezijo endotelijskih
celic in vitro, hkrati pa ima protizilni in protitumorski ucinek in vivo (Dolinsek in sod.,
2015).

4.1 Rast

Velikost in oblika sferoidov kontrolne skupine celi¢ne linije B16F1 je primerljiva z vsemi
ostalimi skupinami, izjema so le sferoidi v terapevtski skupini pU6-antiCD105+EP. Pri tej
skupini so sferoidi precej manjsi od sferoidov ostalih skupin, poleg tega pa izgledajo tudi
kompaktnejsi in manj razvejani (SI. 18).

Iz poteka grafa je mogoce sklepati, da se je rast pri kontrolni skupini tekom opazovanja
linearno povecevala, enako kot tudi pri skupinah EP, pU6-SCR, pU6-SCR+EP in pU6-
antiCD105. Genski elektroprenos plazmidne shRNA proti endoglinu je pri terapevtski
skupini pU6-antiCD105+EP statisticno znacilno zmanjsal rast sferoidov, kar kaze na
zmanjsano proliferacijo tumorskih celic v sferoidih (SI.19).

B16F1 pU6-SCR pU6-antiCD105

e

EP pU6-SCR+EP pU6-antiCD105+EP

Slika 18: Reprezentativne slike rasti posameznih skupin sferoidov B16F1 (2. dan).
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Slika 19: Rast B16F1 sferoidov, *P<0,05 proti vsem skupinam.

Pri celi¢ni liniji BI6F10 sta velikost in oblika sferoidov kontrolne skupine prav tako
primerljiva z velikostjo in rastjo sferoidov ostalih skupin. Nekaj razlik je v primerjavi s
skupino pU6-SCR+EP, pri kateri so sferoidi nekoliko manjsi. Najvecje razlike se kazejo
pri sferoidih skupine pU6-antiCD105+EP, saj so le-ti precej manjsi od sferoidov ostalih
skupin, bolj kompaktni in nerazvejani (SI. 20).

Iz grafa, ki prikazuje rast sferoidov, se vidi, da se je rast vseskozi povecevala pri vseh
skupinah. Najpocasnejse so rastli sferoidi iz skupine pU6-antiCD105+EP, pri katerih je
bila rast tudi statisticno znacilno pocasnejsa od ostalih (SI. 21). Tudi v skupini pU6-
SCR+EP so sferoidi rastli pocasneje, vendar razlike niso bile statisti¢no znacilne.
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B16F10 pU6-SCR pU6-antiCD105

EP pUB-SCR+EP pU6-antiCD105+EP

Slika 20: Reprezentativne slike rasti posameznih skupin sferoidov B16F10 (2. dan).
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Slika 21: Rast B16F10 sferoidov, *P<0,05 proti vsem skupinam.

Sferoidi pri celi¢ni liniji TS/A so si po velikosti in obliki med seboj precej podobni.
Sferoidi pri kontrolni, kot tudi pri ostalih skupinah, so priblizno enako veliki in okrogle
oblike. Po velikosti nekoliko odstopajo le sferoidi terapevtske skupine pUG6-
antiCD105+EP, ki so nekoliko manjsi od ostalih in bolj kompaktni (SI. 22).

Iz grafa, ki prikazuje rast sferoidov, lahko razberemo, da se je rast pri kontrolni skupini ter
skupinah EP, pU6-SCR in pU6-antiCD105 vse tri dni linearno povecevala. Rast sferoidov
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pri skupini pU6-SCR+EP je bila pocasnejsa, medtem ko se je rast pri terapevtski skupini
med poskusom pocasi zmanjsevala, sferoidi pa so statisticno znacilno manjsi od ostalih

(Sl. 23).

Rast TS/A sferoidov (normalizirana na 1. dan)

TS/A pU6-SCR pU6-antiCD105

EP pUB-SCR+EP pU6-antiCD105+EP

Slika 22: Reprezentativne slike rasti posameznih skupin sferoidov TS/A (2. dan).
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Slika 23: Rast TS/A sferoidov, *P<0,05 proti vsem skupinam.
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Ce med seboj primerjamo vse tri celi¢ne linije, lahko ugotovimo, da liniji B16F1 in
B16F10 tvorita sferoide, ki so nepravilnih oblik, so nekompaktni in imajo §tevilne izrastke,
medtem ko celice TS/A tvorijo pravilne, okrogle in kompaktne sferoide.

Terapija je najbolj zmanjsala rast sferoidov celi¢ne linije B16F1, pri kateri so bili sferoidi
skupine pU6-antiCD105+EP v povpre¢ju za ~ 57 % manjsi od sferoidov kontrolne skupine
(3. dan poskusa). Pri invazivnejSi celi¢ni liniji BI6F10 se rast tumorjev terapevtske
skupine v casu poskusa sicer ni zmanjSevala, vendar je koncna velikost sferoidov
terapevtske skupine kljub temu v povprecju za ~ 49 % manjsa od sferoidov kontrolne
skupine, kar kaze na zaostanek v njihovi rasti. ZmanjSevanje rasti pri terapevtski skupini je
opazno tudi pri celicah TS/A, pri katerih so sferoidi terapevtske skupine v povprecju za ~
45 % manjsi od sferoidov kontrolne skupine (SI. 24).

Iz primerjave potekov posameznih grafov je razvidno, da je hitrost rasti najvecja pri
sferoidih B16F10, pri kateri premice bolj strmo naras¢ajo, medtem ko je pri sferoidih
B16F1 in TS/A potek grafov poloznejsi, kar kaze na nizjo stopnjo rasti, ki je med obema
omenjenima linijama podobna.
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Slika 24: Primerjava rasti sferoidov vseh 3 celi¢nih linij glede na kontrolno skupino (3. dan poskusa),
*P<0,05 proti vsem skupinam.

4.2 Migracija

Migrirane celice kontrolne skupine pri celi¢ni liniji B16F1 okoli sferoidov tvorijo strnjeno
obmocje celic, ki je po povrsini primerljivo z vsemi ostalimi skupinami razen s skupino
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pU6-antiCD105+EP, pri Kateri je povr§ina migracije nekoliko manjsa. Pri vseh skupinah so
bile migracije posameznih celic opazene Ze po stirih urah (Sl. 25).

Do podobnih ugotovitev pridemo tudi z analizo grafa, ki prikazuje hitrost migracije
sferoidov. Hitrost migracije glede na kontrolno skupino je pri skupinah pU6-SCR, pUG6-
antiCD105 in EP zelo podobna, nekoliko vecja je pri skupini pU6-SCR+EP. V primerjavi z
ostalimi skupinami, je pri terapevtski skupini statisti¢no znacilno manjsa (S1. 26).

pU6-SCR

pU6-antiCD105

EP

pU6-SCR+EP

pU6-antiCD105+EP

Slika 25: Reprezentativne slike migracije celic sferoidov B16F1.
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Slika 26: Hitrost migracije B16F1 sferoidov, *P<0,05 proti vsem skupinam.

Obmo¢je migriranih celic kontrolne skupine celi¢ne linije B16F10 je podobno kot pri vseh
ostalih eksperimentalnih skupinah. Migracije posameznih celic so bile tudi pri tej liniji
opazene Ze po Stirih urah (SI. 27).

Iz grafa hitrosti migracije sferoidov lahko razberemo, da se hitrosti migracije posameznih
skupin, med seboj statisti¢no znacilno ne razlikujejo (SI. 28).
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Slika 27: Reprezentativne slike migracije celic sferoidov B16F10.
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Slika 28: Hitrost migracije B16F10 sferoidov.
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Povrsina migracije celic kontrolne skupine celi¢ne linije TS/A je primerljiva s skupinama
pUB-SCR in pU6-antiCD105, medtem ko je pri skupini EP nekoliko manjsa. Pri skupinah
pUGB-SCR+EP in pU6-antiCD105+EP je obmodje migracije izrazito zmanj$ano, poleg tega
pa tudi ni ve¢ strnjeno kot pri ostalih skupinah, temve¢ je prisotno v obliki posameznih
oddaljenih celic. Tudi pri tej celi¢ni liniji so Se prve migracije posameznih celic pojavile Zze
po stirih urah, vendar so bile zelo redke in prisotne predvsem pri skupinah z EP. Pri ostalih
skupinah je migracija v zacetku nekoliko poc€asnejsa, vendar se proti koncu hitro stopnjuje
In po povrsini preseze skupine z elektroporacijo, predvsem skupini pU6-SCR+EP in pU6-
antiCD105+EP. Opaznej$a migracija pri vseh skupinah nastopi Sele po 24 urah (Sl. 29).

Podobne ugotovitve lahko razberemo iz grafa, ki prikazuje hitrost migracije sferoidov.
Glede na kontrolno skupino je pri skupinah pU6-SCR in pU6-antiCD105 hitrost migracije
zelo podobna, medtem ko je pri skupini EP nekoliko niZja. Statisti¢no znacilno manjsa je
pri skupinah pU6-SCR+EP in pUG6-antiCD105+EP. Omenjeni skupini se statisticno
znacilno ne razlikujeta, pri ¢emer je hitrost migracije sferoidov pri skupini pU6-SCR+EP
celo manjsa kot pri skupini pU6-antiCD105+EP (SI. 30).

pU6-antiCD105 -
pU6-antiCD105+EP '

Slika 29: Reprezentativne slike migracije celic sferoidov TS/A.
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Slika 30: Hitrost migracije TS/A sferoidov, *P<0,05 proti vsem skupinam, NS (ni statisti¢no zna¢ilno).

Primerjava vseh treh celi¢nih linij med seboj kaze na to, da se je na terapijo najbolje
odzvala celi¢na linija B16F1. Pri slednji je bila povrSina migracije skupine pUG6-
antiCD105+EP v primerjavi s kontrolno skupino v povprec¢ju manjsa za ~ 28 %, stopnja
migracije pa v povpre¢ju za ~ 27 % (po 48 urah). Na invazivnejso linijo B16F10 terapija ni
imela ucinka, saj je bila povrsina migracije sferoidov skupine pU6-antiCD105+EP vedja za
~ 12 %, njihova stopnja migracije pa za ~ 16 % v primerjavi s kontrolno skupino. Najvecje
zmanjs$anje povrsine in hitrosti migracije sferoidov je bilo pri celi¢ni liniji TS/A. Pri teh
celicah je bila povrsina migracije sferoidov terapevtske skupine v primerjavi s sferoidi
kontrolne skupine v povpre¢ju manjsa za ~ 72 %, hitrost migracije pa v povprecju za 70
%. Ker pa se pri omenjeni celi¢ni liniji povrSina in hitrost migracije pri skupini pU6-
SCR+EP (negativna kontrola) zmanjsata kar za ~ 85 % v primerjavi s kontrolno skupino,
uspesnosti terapije ne moremo potrditi (SI. 31).

Konéna povrSina migracije sferoidov je pri celicah B16F1 in TS/A zelo podobna, medtem
ko je pri celi¢ni liniji B16F10 nekoliko vecja. V primerjavi z linijama B16F1 in B16F10
se pri liniji TS/A v zaetnih osmih urah povrSina migracije povecuje nekoliko pocasneje.
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Slika 31: Primerjava povrSine migracije vseh 3 celi¢nih linij glede na kontrolno skupino (po 48 urah),
*P<0,05 proti vsem skupinam, NS (ni statisticno znacilno).

4.3 Invazija

Stiri sferoide iz vsake eksperimentalne skupine smo tri dni po terapiji prestavili na plos¢o
za izvedbo testa invazije in jih prekrili z matrigelom. Naslednji dan po nastavitvi poskusa
smo zaceli s tridnevnim opazovanjem in fotografiranjem sferoidov. Invazija celic pri
celi¢ni liniji TS/A je vidna kot strnjeno obmocje celic, ki se zarkasto razsirja v matrigel, ki
obdaja sferoide. Pri celi¢ni liniji B16F10 se strnjeno obmocje celic prav tako razSirja v
matrigel, le da je robni predel bolj ali manj enotne oblike.

Postopek je bil enoten za obe celi¢ni liniji, na katerih smo izvajali poskus invazije. Na
celi¢ni liniji BI16F1 poskusa invazije nismo izvajali, ker smo tekom postopka optimizacije
metode ugotovili, da celice B16F1 niso sposobne invazije v matrigel (SI. 32).
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Slika 32: Sferoid celi¢ne linije B16F1 brez vidne invazije (po 24 urah).

Pri celi¢éni liniji B16F10 je povrSina invazije pri vseh skupinah podobna, zato lahko
sklepamo, da utiSanje endoglina nima opaznejSega vpliva na invazijo omenjene celi¢ne

linije (SI. 33).

Pri celi¢ni liniji TS/A je bilo obmocje invazije najizrazitejSe pri kontrolni skupini.
Nekoliko manjSa in med seboj podobna povrSina invazije je prisotna pri sferoidih iz skupin
pU6B-SCR, pU6-antiCD105 in EP. Pri skupinah pU6-SCR+EP in pU6-antiCD105+EP je
bilo obmocje invazije zelo majhno in e izrazitejSe Zarkasto oblikovano (SI. 34). Slednje
opazanje bi lahko kazalo na uspes$nost terapije pri tej celicni liniji, ker pa tega nismo
opazili pri ve€ini sferoidov skupin pU6-SCR+EP in pU6-antiCD105+EP, o statisti¢ni
pomembnosti rezultatov ne moremo govoriti. Ker iz pregleda slik torej nismo opazili
oéitnega vpliva na invazijo in zaradi zahtevne obdelave slik, nadaljnje analize nismo
izvedli.
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Slika 33: Reprezentativne slike invazije posameznih skupin sferoidov B16F10.
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Slika 34: Reprezentativne slike invazije posameznih skupin sferoidov TS/A.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Predvsem v zadnjem desetletju smo prica Stevilnim raziskavam, ki so potrdile vpletenost
endoglina v proces angiogeneze in njegovo potencialno moznost za uporabo, Kot
diagnosti¢no, prognosti¢no in terapevtsko sredstvo pri bolnikih s tumorji (Dallas in sod.,
2008; Nassiri in sod., 2011). Naslednji korak, ki se je tako zdel smiseln, je bil zasnovati
poskuse, Ki bi endoglin uporabili kot terapevtsko tar¢o in tako omogodili razvoj nove
potencialne metode antiangiogenega zdravljenja in diagnostike. Predstavljenih je bilo ve¢
monoklonskih protiteles specifi¢nih za endoglin. Poskusi na misjih modelih pri nekaterih
vkljucujejo konjugacijo mAb s toksini in radioaktivnimi kemikalijami, kar bi lahko
omogocilo njihovo uporabo Vv terapiji in slikovnem prikazu tumorjev (Balza in sod., 2001).

Obetavne rezultate pri bolnikih z napredovalim rakom kaze studija anti endoglinskega
monoklonskega protitelesa TRC105. Gre za uporabo himernega imunoglobulinskega
protitelesa G1 (IgG1), ki veze humani endoglin in inducira protitelesno odvisno celi¢no
citotoksi¢nost in apoptozo humanih vaskularnih endotelijskih celic in pozitivnih tumorskih
celic CD105. Klini¢ne raziskave so pokazale dober ucinek tovrstne terapije, njeno dobro
prenaSanje pri klinicno relevantnih odmerkih in odsotnost nezelenih ucinkov kot so
hipertenzija, proteinurija in tromboza, kateri so pogosto povezani z uporabo inhibitorjev
VEGF (Rosen in sod., 2012).

Ceprav je endoglin nedvomno povegano izrazen na tumorskem Zilju, njegova ekspresija ni
omejena le na tumorska tkiva, temve¢ je njegova distribucija prisotna tudi na zilah
normalnih zrelih tkiv. Kljub temu da je njegovo izrazanje na zdravih tkivih nizko, so po
uporabi terapije anti CD105 opazili pojav dolocenih stranskih ucinkov, zaradi Cesar je
zagotovitev tumorsko specifi¢ne vezave zdravil postala kljuénega pomena (Rosen in sod.,
2014). Dobro alternativo sistemskemu zdravljenju z monoklonskimi protitelesi bi lahko
predstavljal lokalni genski elektroprenos molekul siRNA proti endoglinu. Dolinsek in sod.
(2013) so potrdili dober antiangiogeni potencial omenjene terapije, ki bi jo tako v
prihodnosti lahko uporabljali, ne sicer kot samostojno obliko zdravljenja, marve¢ kot
dodatek k ze uveljavljenim terapevtskim tehnikam. Zaradi kratke razpolovne dobe
molekule SiRNA, je skupina v sledeci raziskavi (2015) predstavila plazmid, ki nosi zapis
za shRNA proti genu za endoglin. Poskus je poleg podaljSanega protitumorskega vpliva
potrdil, da ima utiSanje endoglina antiangiogene in zilno razdiralne u¢inke na tumorsko
ozilje. V principu shRNA deluje enako kot siRNA, le da se v celici prepiSe v obliki
lasni¢ne zanke. V celici se nato ta lasni¢na zanka odstrani, tako da ostane samo siRNA, Ki
deluje na taréno molekulo MRNA. Uporaba plazmida z shRNA je optimalnejsa od uporabe
same siRNA, saj je plazmid manj obcutljiv na razgradnjo z nukleazami, poleg tega pa se ta
shRNA pod vplivom promotorja kontinuirano izraza. V nasprotnem primeru direktna
vstavitev siRNA v celico privede do tega, da bo zaradi "u¢inka razred¢enja" kot posledice
veckratne delitve celic utiSanje endoglina trajalo manj casa, saj bo dejavne le toliko
SiRNA, kot jo je uspelo priti v celico. V skladu so to raziskavo smo tudi mi pri naSem
poskusu uporabili manj obcutljivo shRNA.

Korak naprej v razvoju uporabe plazmida z shRNA je povecanje njegove tumorske
specifi¢nosti. Obetavne rezultate kaze raziskava Tesi€ in sod. (2015), pri kateri so namesto
plazmida pU6-antiCD105 s konstitutivnim promotorjem U6, ki celicam omogoca
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konstantno izrazanje, uporabili plazmid pET-antiCD105 s tkivno specifiénim promotorjem.
Le-ta je specificen za endotelijski celi¢ni oznacevalec endotelin-1 (ET-1). Endotelin-1 je
vazokonstrikcijski peptid, ki je povecano izrazen na endotelijskih celicah tumorjev in na
melanomskih celicah. Rezultati in vitro poskusov na endotelijskih celicah, kot tudi in vivo
na melanomskih celicah B16F10, predvidevajo podoben terapevtski potencial plazmida
pET-antiCD105 v primerjavi s plazmidom pU6-antiCD105. Do podobnih izsledkov je
privedla tudi in vivo raziskava na celicah misjega karcinoma dojke TS/A (Stimac in sod.,
2015). Rezultati kazejo na dober in hkrati podoben protitumorski ucinek genskega
elektroprenosa obeh plazmidov. Terapija je vplivala na rast ve¢jih tumorjev in na
proliferacijo manjsih neoziljenih tumorjev, kar v skladu s predhodno raziskavo $e enkrat
potrjuje dvojno vlogo utiSanja endoglina pri zilno ciljani terapiji — antiangiogeno in zilno
razdiralno. Obe raziskavi s plazmidom pET-antiCD105 dajeta dobro osnovo nadaljnjim
poskusom, saj je pri omenjenem plazmidu zaradi boljSe specifi¢nosti pri¢akovati tudi manj
nezelenih stranskih uc¢inkov terapije.

V nalogi smo zeleli z uporabo vektorsko posredovane RNA interferen¢ne tehnologije,
preveriti vpliv utiSanja endoglina na sferoide iz tumorskih celic. Glede na objavljene
raziskave so bili podobni poskusi do sedaj izvedeni le na endotelijskih celicah. V raziskavi
smo uporabili tri razlicne tumorske celi¢ne linije z razliénim izrazanjem endoglina —
B16F1 in B16F10 z visokim izrazanjem ter TS/A z nizkim izrazanjem endoglina. Glede
na protokol smo pripravili 6 razli¢nih eksperimentalnih skupin. Pri kontrolni skupini smo
celicam dodali samo vodo, pri skupini pU6-SCR kontrolni plazmid in pri skupini pU6-
antiCD105 terapevtski plazmid. Pri poskusnih skupinah EP, pU6-SCR+EP in pU6-
antiCD105+EP smo izvedli genski elektroprenos. Skupina EP je vkljuc¢evala smo celice in
vodo. Skupina pU6-SCR+EP je predstavljala negativno kontrolo. Pri slednji smo z uporabo
kontrolnega plazmida preverjali, ali do ucinka na sferoidih pride ze samo zaradi vstopa
katerekoli DNA v celice, saj njeno zaporedje ni homologno nobenemu genu v misjem
genomu. Pri terapevtski skupini pU6-antiCD105+EP smo izvedli GET terapevtskega
plazmida, ki naj bi glede na izsledke predhodnih raziskav imel sposobnost utiSanja
endoglina in tako deloval kot mozno sredstvo antiangiogene terapije. Naslednji dan po
terapiji smo iz celic vseh 6 skupin pripravili sferoide, temu pa je nato sledila njihova
Casovno ustrezna inkubacija do nadaljnjih meritev. Spremljali smo bioloske lastnosti
tumorjev po utisanju endoglina, ki smo jih ocenili s testi proliferacije, migracije in invazije.

Za razliko od konvencionalnih dvodimenzionalnih (2D) sistemov celi¢nih kultur, smo pri
nasem poskusu uporabili tridimenzionalno (3D) tehniko tvorbe tumorskih sferoidov.
Sistemi 3D imajo pred metodo 2D stevilne prednosti, med drugim potrebo po manjsih
kolicinah fetalnega govejega seruma (FBS), odsotnost stika s plastiénimi povr§inami pa
omogoca celicam tvorbo lastnega zunajceli¢énega matriksa. Posledica tega je, da se celice
obeh sistemov ne razlikujejo med seboj le po morfologiji, temve¢ tudi po obcutljivosti
rakavih celic na terapijo (Amann in sod., 2014). Vse vecje je soglasje, da modeli 3D
poustvarjajo klju¢ne aspekte tumorskega mikrookolja in tako v nekaterih primerih
zagotavljajo celovitejSo in ustreznejSo biolosko informacijo o stanju samih tumorjev, kot
celicne kulture 2D. To spoznanje je spodbudilo uporabo celi¢nih kultur 3D kot in vitro
modela v raziskavah raka (Sung in sod., 2013).



51
Razborsek U. Uporaba sferoidov za dolocanje bioloskih lastnosti tumorskih celic po utiSanju endoglina.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnika fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2016

Enkraten genski elektroprenos (GET) plazmida v tumorske celice je imel najvecji vpliv na
rast sferoidov B16F1 in TS/A. Pri obeh celi¢nih linijah se je rast v prvih treh dneh po
terapiji rahlo zmanjSevala, pri B16F10 pa je bila kon¢na velikost sferoidov s terapijo sicer
statisticno znacilno manj$a od ostalih skupin, vendar so sferoidi kljub temu tekom poskusa
pocasi rastli.

V skladu s pri¢akovanji je utiSanje endoglina zmanjSalo proliferacijo sferoidov B16F1, za
katere je znacilna visoka ekspresija omenjene signalne molekule. Zaostanek v rasti pri
celi¢ni liniji B16F10, ki prav tako izraza endoglin, je bil nekoliko manjsi, kar bi lahko
pripisali ve€jemu metastatskemu potencialu teh tumorskih celic. Glede na izsledke
predhodnih raziskav, bi boljSe rezultate utiSanja lahko pric¢akovali po veCkratni uporabi
terapije.

Skupina je v predhodnih poskusih pokazala, da je imel GET pU6-SCR, na proliferacijo
celic TS/A enak vpliv kot GET terapevtskega plazmida. Neuspesnost terapije so pripisali
nizki stopnji izrazanja endoglina pri tej celi¢ni liniji, nizja rast celic obeh skupin pa naj bi
bila posledica vpliva samega transfekcijskega postopka in tega, da so celice TS/A verjetno
bolj obcutljive nanj (Dolinsek in sod., 2015). V skladu so to raziskavo smo tudi mi
pricakovali, da bo terapija na tej celi¢ni liniji tudi pri naSem poskusu manj uspesna.
Izkazalo se je, da je bila proliferacija tudi v nasem primeru znizana pri obeh skupinah z
GET plazmidov enako kot pri omenjenem poskusu s to razliko, da je bila rast pri
terapevtski skupini statisticno znac¢ilno manjSa tudi od skupine z GET kontrolnega
plazmida. Nizja proliferacija pri skupini pU6-SCR+EP bi lahko bila posledica
citotoksi¢nosti transfekcije v kombinaciji s povecano dejavnostjo kontrolnega plazmida
medtem, Ko statisticno znacilno nizja proliferacija pri skupini pU6-antiCD105+EP zaenkrat
ostaja Se nepojasnjena.

Vpliv transfekcije na celice so potrdili ze Rols in sod. (1998), ki so v svoji raziskavi
ugotovili, da imajo krajse dolzine pulzov pri visoki jakosti elektricnega polja negativen
vpliv na viabilnost celic. Tudi prisotnost kontrolnega plazmida je kazala podobne ucinke
pri predhodnih poskusih, iz ¢esar so sklepali, da ima Ze sama osnova plazmida brez
terapevtskih genov vpliv na bioloske lastnosti tumorskih celic. Slednje so v svojih in vitro
raziskavah pokazali Heller L. in sod. (2013), ki so manjso rast tumorskih celic po vstopu
DNA brez terapevtskih genov povezali s spremembami v celi¢ni proliferaciji in
metabolizmu, ki nastanejo po vstopu katerekoli DNA v celico. Kot mozen dejavnik vpleten
v povecan protitumorski u¢inek kontrolnega plazmida pa so s poskusi in vivo predpostavili
prisotnost motivov CpG v nukleotidnem zaporedju plazmida, kar naj bi stimuliralo imunski
odziv telesa.

Iz slikovnega prikaza rezultatov vseh preucevanih celi¢nih linij se vidi nekoliko zniZana
rast pri negativni kontroli in izrazito zmanjSani sferoidi pri terapevtski skupini. Gostejsi in
manjsi sferoidi bi lahko bili posledica poveCane adhezije tumorskih celic po utiSanju
endoglina. Za uspesno metastaziranje je na zacetku potrebna sprememba normalne
adhezije med samimi celicami in adhezije med celicami ter substratom, kar ima za
posledico sprostitev tumorskih celic iz primarne tumorske lokacije. Izgubi medceli¢ne
adhezije sledi migracija tumorskih celic v krvozilni sistem, za kar pa so potrebne
ucinkovite interakcije celic s substratom (Albelda, 1993). Dolinsek in sod. (2015) so v
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svoji raziskavi zmanj$anje migracije in invazije endotelijskih celic razlozili, kot mozno
posledico povecane adhezije, Ki je bila rezultat utiSanja endoglina, zaradi Cesar se celice
niso mogle lo¢iti in migrirati na druge lokacije. Za tovrstne zakljucke pri nasi raziskavi bi
bilo na sferoidih teh celi¢nih linij smiselno izvesti Se test adhezije.

Utisanje endoglina z metodo GET je imelo najvecji uc¢inek na migracijo sferoidov B16F1.
Na migracijo celi¢ne linije BI6F10 terapija ni imela vidnega ucinka, saj je bila hitrost
migracije glede na kontrolo pri vseh skupinah bolj ali manj podobna. Migracija sferoidov
TS/A se je pri negativni kontroli znizala v priblizno enakem obsegu kot pri terapevtski
skupini, kar kaze na to, da je niZja stopnja migracije posledica transfekcijskega postopka.
V nadaljnjih poskusih bi lahko skrajsali inkubacijski ¢as med GET in nastavitvijo poskusa
migracije iz treh na dva dni, saj je slabsi vpliv terapije na migracijo lahko posledica
razgradnje plazmida.

Invazijo smo izvedli samo na celi¢nih linijah B16F10 in TS/A, saj je za tumorske celice
B16F1 znacilna nizka stopnja invazije v okoliska tkiva, kar se kaze tako, da celice ne
migrirajo v matrigel. Iz primerjave reprezentativnih slik lahko opazimo, da utiSanje
endoglina na invazijo celic BI6F10 nima bistvenega vpliva. Pri sferoidih TS/A je obmocje
invazije zmanjSano pri skupini, ki predstavlja negativno kontrolo, in pri terapevtski
skupini, kar bi spet lahko imeli za posledico citotoksi¢nosti samega transfekcijskega
postopka. Zaradi premajhnega Stevila vzorcev in njihovega nezadostnega odziva na
terapijo se za grafi¢ni prikaz rezultatov nismo odlocili, saj za izsledke nebi mogli trditi, da
so statisticno znacilni. Za izoblikovanje konkretnih zakljuckov so na tem podrocju
potrebne Se dodatne analize. V nadaljnjih poskusih bi bilo tako smiselno nekoliko
optimizirati sam postopek testiranja invazije, saj je bilo precej rezultatov neprimernih za
obdelavo. Kot pri migraciji bi bilo zaradi enakih razlogov tudi pri poskusu invazije
smotrno skrajsati ¢as inkubacije na dva dni.

Povzamemo lahko, da utiSanje endoglina z genskim elektroprenosom ne inducira samo
antiangiogenega in zilno razdiralnega ucinka, ampak ima tudi zacasen antiproliferativni
u¢inek na tumorske celice. Zatorej lahko sklepamo, da ima terapija anti CD105 vpliv na
endotelijske in na tumorske celice. Za potrditev nasih rezultatov bi lahko v nadaljnjih
poskusih z analizo gRT-PCR preverili stopnjo ekspresije endoglina pred in po transfekciji.
Vecjega vpliva utiSanja endoglina na migracijo in invazijo nasi rezultati niso pokazali.

Kljub vsemu nam vsaj zacetno zmanj$anje rasti tumorjev ter v manj$i meri tudi migracije
in invazije tumorskih celic daje osnovo za nadaljnje raziskave. Ob morebitnem dobrem
Casovnem nacrtu uporabe terapije in njene poveCane tumorske specifi¢nosti na racun
tumorsko specificnih promotorjev bi se lahko pojavile dobre moznosti za razvoj nove
uspesne metode, vsaj kot del kombiniranega zdravljenja.
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6 POVZETEK (SUMMARY)

6.1 Povzetek

Rak je kompleksna bolezen, ki lahko prizadene tako reko¢ vsak organski sistem Vv telesu.
Povezan je z nastankom malignega tumorja, ki ga sestavljajo prekomerno namnozene
celice, ki se razlikujejo od normalnih in so zmozne invazije in razsejevanja v druga tkiva.
Bolezen poteka v vecih stopnjah, ki vkljucujejo ireverzibilno spremembo s tumorjem
povezanega gena (iniciacija), klonsko razsiritev mutiranih celic (promocija) in tumorsko
progresijo, ki obsega ekspresijo malignega fenotipa in lahko vodi v tvorbo metastaz.
Celoten proces imenujemo kancerogeneza in je sprozen z medsebojnim uc¢inkom Stevilnih
fizikalnih, kemicnih in bioloskih dejavnikov iz okolja, nanj pa vplivajo tudi endogeni
vplivi v smislu dedne nagnjenosti, napak pri popravilu mutacij in hormonske dejavnosti.
Vsi ti kancerogeni agensi v grobem delujejo na dve veliki skupini genov, in sicer na
onkogene in na tumorsupresorske gene. Pomembna prelomnica v rasti tumorja je formacija
novih zil oziroma angiogeneza, ki tumorjem omogoca rast preko velikosti 1-2 mm, hkrati
pa tumorskim celicam daje mozZnost prehoda v krvozilni sistem in S tem metastaziranja v
druge dele telesa. Eden najpomembnejsih angiogenih aktivatorjev je VEGF, poleg njega pa
poznamo tudi $tevilne druge molekule, ki sodelujejo v kompleksni signalni poti tvorbe zil,
med katerimi je tudi endoglin. Omenjene molekule so glavna tarCa proti zilne terapije,
razvoj katere obeta dobre moznosti njene uporabe v praksi, S¢ posebej v kombinaciji s
konvencionalnimi oblikami zdravljenja, kot sta kemoterapija in obsevanje. Proti zilna
terapija deluje na tumorsko Zzilje, tako da bodisi zavira nastanek novih zil (antiangiogena
terapija) ali pa unicuje ze formirane zile (zilno razdiralna terapija). Med novejese tarCe
antiangiogenega zdravljenja spada tudi endoglin (CD105). Endoglin je transmembranski
glikoprotein, ki ima vlogo pomoznega receptorja za transformirajoci rastni dejavnik-f3
(TGF-B) in je specifiéno izrazen na aktiviranih endotelijskih celicah normalnih tkiv,
najdemo pa ga tudi v nekaterih tumorskih celicah. Njegova vloga pri angiogenezi tumorjev
obsega proliferacijo, adhezijo in migracijo tumorskih celic, kar kaze na tesno vpletenost v
razvoj bolezni, hkrati pa daje dobre obete njegovi uporabi kot tar¢i pri antiangiogenem
zdravljenju. Sprva so raziskave sle predvsem v smer uporabe monoklonskih protiteles proti
endoglinu, pri mnogih novej$ih raziskavah pa dobre rezultate kaze tudi uporaba
interference RNA. Pri tej metodi genske terapije gre za uporabo kratkih zaporedij
oligonukleotidov, kot sta siRNA in shRNA, ki imajo zmoznost utisanja genov in tako
preprecijo nastanek proteina. Ker te molekule tezko prehajajo celiéno membrano, je zelo
pomembna izbira ustreznega dostavnega sistema teh u¢inkovin v tumor. Elektroporacija
kot proces, ki poveluje prepustnost celiéne membrane, se je pri tem izkazala za
potencialno uspesSno izbiro. Pokazali so, da tovrstno utiSanje endoglina vpliva na tumorsko
ozilje in s tem zmanj$a rast tumorjev, medtem ko ucinek terapije na same tumorske celice
Se ni bil raziskan.

V magistrski nalogi smo zeleli preveriti kaksen vpliv ima utiSanje endoglina z shRNA na
prolifearcijo, migracijo in invazijo sferoidov iz tumorskih celic. Uporabili smo melanomski
celi¢ni liniji B16F1 in B16F10 z visokim in celi¢no linijo mi§jega karcinoma dojke TS/A z
nizkim izrazanjem endoglina. Delali smo z dvema razlicnima plazmidoma in sicer s pU6-
SCR, Kkateri je predstavljal negativno kontrolo in pU6-antiCD105, ki je predstavljal
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terapijo. Pred izvedbo poskusov smo iz trajne kulture bakterij Escherichia coli TOP10
izolirali oba plazmidna vektorja, ju redc¢ili do koncentracije 1 pg/ul in do nadaljevanja
raziskave hranili v zamrzovalniku. Med seboj smo primerjali 6 skupin; kontrolo, pU6-SCR
in pU6-antiCD105 brez GET ter EP, pU6-SCR+EP (negativha kontrola) in pU6-
antiCD105+EP (terapevtska skupina) z GET. Prvi dan poskusa smo izvedli genski
elektroprenos plazmidne DNA in pripravili 6 omenjenih poskusnih skupin. Po 24 urah
inkubacije smo na plos¢i ULA s 96 vdolbinicami z okroglim dnom iz namnoZenih celic
naredili sferoide. Rast 8 sferoidov vsake skupine smo zaceli spremljati en dan po njihovi
tvorbi in nato Se sledeca 2 dneva. S testoma migracije in invazije smo zaceli dva dneva po
pripravi sferoidov. Za poskus migracije smo 4 sferoide vsake skupine prenesli na plosc¢o
prekrito s fibronektinom in jih opazovali po 1, 4, 8, 24 in 48 urah. Za test invazije smo
uporabili isto $tevilo sferoidov le, da smo jih prekrili z matrigelom in opazovali po 24, 48
in 72 urah. Spremljanje rasti, migracije in invazije je temeljilo na slikanju sferoidov z
digitalno kamero DP72, povezno z invertnim mikroskopom IX-70. Njihovo povrs$ino in
povr§ino migracije smo izmerili S programskim orodjem FIJI, pri ¢emer smo iz dobljenih
vrednosti za migracijo izracunali tudi hitrost migracije celic. S pomo¢jo istega programa
smo naredili tudi montazo reprezentativnih fotografij. Slednja nam je omogo¢ila slikovno
primerjavo rasti, migracije in invazije med sferoidi posameznih skupin. Razlike med
skupinami smo ocenili s pomoc¢jo enosmerne analize variance (one-way ANOVA) ter
Holm-Sidakovim testom za mnozi¢no primerjavo. Za statisticno znacilne rezultate Smo
smatrali tiste s P-vrednostjo manj$o od 0,05. Celotna statistiCna analiza in grafi¢ni prikaz
rezultatov sta bila narejena s programom SigmaPlot Software. Potek poskusov je bil na
vseh celi¢nih linijah enak s to razliko, da testa invazije na celicah B16F1 nismo izvajali.
Na vsaki celi¢ni liniji smo opravili 3 ponovitve celotnega postopka.

Sferoidi posameznih skupin se med seboj razlikujejo po velikosti in obliki. Najmanjsi
sferoidi pri vseh treh celi¢nih linijah so bili pri skupini pU6-antiCD105+EP, poleg tega pa
so bili tudi bolj kompaktni in manj razvejani. Grafa rasti za celi¢ni liniji BI6F1 in TS/A
kazeta linearno povecevanje rasti vseh skupin razen terapevtske, pri kateri se je rast tekom
poskusa zmanjSevala in se statisticno razlikuje od ostalih skupin. Tudi pri sferoidih
B16F10 je rast pri terapevtski skupini statisticno znac¢ilno manjSa od ostalih skupin le, da
so se ti sferoidi tekom opazovanja pocasi povecevali.

Migracija je opazna kot strnjeno ali nekoliko bolj razredéeno obmocje celic, ki se lo¢ijo od
sferoida v njegovo okolico. Pri celi¢ni liniji BI6F1 najmanjSe obmocje migracije vidimo
pri terapevtski skupini, pri sferoidih B16F10 razlik med povrSinami migracije posameznih
skupin prakti¢no ni, pri sferoidih TS/A pa je migracija zmanj$ana in v obliki posameznih
celic pri skupinah pU6-SCR+EP in pU6-antiCD105+EP. Pri vseh 3 celi¢nih linijah so se
prve migracije ve¢inoma pojavile ze po 4 urah inkubacije. Iz grafa, ki prikazuje hitrost
migracije smo razbrali, da je pri celi¢ni liniji BI6F1 omenjeni parameter najman;jsi pri
terapevtski skupini in se hkrati tudi statisti¢no znacilno razlikuje od ostalih, medtem ko se
skupine sferoidov B16F10 med seboj ne razlikujejo. Pri celi¢ni liniji TS/A je hitrost
migracije sferoidov pU6-SCR+EP in pU6-antiCD105+EP statistino znac¢ilno manjsa od
ostalih skupin, med njima pa statisticno znacilnih razlik ni.

Invazija je vidna kot strnjeno obmogje celic, ki se od sferoidov razsirja v matrigel. Iz
pregleda fotografij smo opazili, da utiSanje endoglina nima vec¢jega vpliva na invazijo celic
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B16F10. Pri celi¢ni liniji TS/A je bilo obmocje invazije najbolj o€itno zmanjSano pri
skupinah pU6-SCR+EP in pU6-antiCD105+EP.

Z nasim poskusom smo dokazali, da ima utisanje endoglina z genskim elektroprenosom
shRNA vpliv na tumorske celice in ne samo na endotelijske, kar so dokazali v preteklih
raziskavah. Terapija je imela najvecji u¢inek na rast sferoidov, saj se je le-ta pri vecini vsaj
na zaCetku zmanjsala. Tudi vpliv na migracijo in invazijo ni popolnoma zanemarljiv in bi
ga bilo smiselno vkljuciti v bodoce raziskave. V luci teh ima terapija dobre moznosti za
ustrezen razvoj, ki bi ji v prihodnosti lahko omogocil klini¢no uporabo pri zdravljenju
rakavih obolenj.
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6.2 Summary

Cancer is a complex disease that can affect practically any organ system in the body. It is
associated with the formation of a malignant tumor, which consists of highly proliferating
cells that differ from normal ones and are capable of invading and spreading to other
tissues. The disease is carried out in several stages that include an irreversible alteration of
a tumor-associated gene (initiation), clonal expansion of mutated cells (promotion) and
tumor progression, which comprises expression of the malignant phenotype and can lead to
the formation of metastases. The whole process is known as carcinogenesis and it is
triggered by the interaction between the number of physical, chemical and biological
agents from the environment and by endogenous effects in terms of hereditary
predisposition, errors in the mutation repair system and hormonal activity. All of these
carcinogenic agents broadly have an impact on two large groups of genes, namely on
oncogenes and tumor suppressor genes. An important turning point in the growth of tumors
Is new blood vessel formation or angiogenesis. It enables tumors to grow beyond the size
of 1-2 mm and at the same time gives tumor cells the possibility of entering the circulatory
system and thus metastasing to other parts of the body. One of the key angiogenic
activators is vascular endothelial growth factor (VEGF), beside which there are also
numerous other molecules involved in the signaling pathway of blood vessel formation,
including endoglin. These molecules are the main target of antivascular therapy,
development of which shows good possibilities of its practical use, especially in
combination with conventional therapies, such as chemotherapy and irradiation.
Antivascular therapy acts on tumor blood vessels so that it either inhibits the establishment
of new blood vessels (antiangiogenic therapy) or destroys the already formed blood vessels
(vascular disrupting therapy). Among the most recent targets of antiangiogenic treatment is
also endoglin (CD105). Endoglin is a transmembrane glycoprotein, which has a role of an
auxiliary receptor for transforming growth factor-f§ (TGF-pB), and is specifically expressed
on activated endothelial cells of normal tissues as well as in some tumor cells. Its role in
the angiogenesis of tumors comprises proliferation, adhesion and migration of endothelial
cells, suggesting a close involvement in the development of the disease, while giving a
good outlook to its use as a target for antiangiogenic treatment. Initially, the research went
mainly in the direction of the use of monoclonal antibodies against endoglin. However, in
many recent studies, the use of RNA interference also showed antitumor effect. This
method of gene therapy involves the use of short oligonucleotide sequences, such as
siRNA or shRNA, which have the ability to silence a particular gene at the mRNA level
and thus prevent the formation of a certain protein. Because these molecules are unable to
cross the cell membrane, it is very important to choose an appropriate delivery system of
these agents into the tumor. Electroporation as a process that increases the permeability of
cell membranes, has shown to be a potentially successful selection. It has been
demonstrated that such silencing of endoglin has an effect on tumor blood vessels, thereby
reducing the growth of tumors, while the effect of the therapy on the tumor cells
themselves has not yet been investigated.

In the master thesis, we wanted to verify the effect of shRNA against endoglin on
proliferation, migration and invasion of tumor cells. We used B16F1 and B16F10
melanoma cell lines with high and murine mammary adenocarcinoma cells TS/A with low
endoglin expression. We used two different plasmids, namely pU6-SCR, which
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represented the negative control plasmid and pU6-antiCD105, which represented the
therapeutic plasmid. Before performing the experiment, we isolated both plasmids from a
permanent culture of Escherichia coli TOP10 bacteria. We diluted the plasmids to a
concentration of 1 pg/ul and stored them in the freezer until the continuation of our
research. We compared six groups: Control, pU6-SCR and pU6-antiCD105 without
electroporation and EP (electric pulses only), pU6-SCR+EP (negative control) and pU6-
antiCD105+EP (therapeutic group) with electroporation. On the first day of the
experiment, we performed gene electrotransfer of the plasmid DNA and prepared
aforementioned six experimental groups. After 24 hours of incubation, we made spheroids
from the cells in a 96-well ULA plate with round bottoms. We started monitoring
proliferation of 8 spheroids from each treatment, one day after their formation and then the
following 2 days. The migration and invasion assays began 2 days after the formation of
spheroids. For the migration test, we transferred 4 spheroids of each group to a plate coated
with fibronectin and examined them after 1, 4, 8, 24 and 48 hours. For the invasion test, we
used the same number of spheroids, only that we covered them with Matrigel and
examined them after 24, 48 and 72 hours. Proliferation, migration and invasion monitoring
was based on capturing images of the spheroids with a DP72 digital camera, connected to
the 1X-70 inverted microscope. We measured the proliferation and migration area with FIJI
software tools. From the values regarding migration of cells from spheroids, the migration
rate of the cells was calculated. Using the same program, we made a montage of
representative images, which enabled us to visually compare proliferation, migration and
invasion of the spheroids between various treatments. The differences between the
experimental groups were estimated by one-way analysis of variance (one-way ANOVA)
and Holm-Sidak test for multiple comparison. Results with a P-value of less than 0,05 were
considered statistically significant. The overall statistical analysis and graphical display of
the results were made with SigmaPlot Software. In all cell lines the workflow of the
experiments was equal, the only difference was, that the invasion assay on B16F1 cells was
not performed.

Spheroids from individual treatments differed from each other in size and shape. The
smallest of all three cell lines were pU6-antiCD105+EP spheroids. In addition to that, they
looked less branched and their cell density appeared to be higher. Our results indicated a
linear increase in growth of B16F1 and TS/A spheroids in all groups except in the
therapeutic one, in which growth has declined over the course of the experiment and was
statistically different from other groups. In B16F10 cells, the proliferation of the spheroids
from the treatment group was also statistically significantly lower than in the other groups,
except that these spheroids had during the observation slowly grown.

Migration was visible as a compact or slightly diluted area of cells, which separated from
the spheroid into its surroundings. The smallest migration area in B16F1 spheroids was
seen in the treatment group, in B16F10 spheroids there was practically no difference
between individual groups and in the TS/A cells the migration was reduced and in the form
of individual cells in pU6-SCR+EP and pU6-antiCD105+EP experimental groups. In all
three cell lines, the first migrations mostly occurred as early as after 4 hours of incubation.
From the graph showing the migration rate of B16F1 spheroids, it is evident that the
aforementioned parameter is the smallest in the therapeutic treatment and statistically
significantly different from the other groups, while the B16F10 spheroids do not differ
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from each other. The migration rate in pU6-SCR+EP and pU6-antiCD105+EP groups of
TS/A cells were significantly lower than in other groups, while between them there were
no statistically significant differences.

Invasion was visible as a compact area of cells, which extended from the spheroids into the
Matrigel. From the examination of the images, we found that silencing of endoglin did not
have a significant impact on the invasion of B16F10 cells. In the case of TS/A spheroids,
the area of the invasion was most notably decreased in pU6-SCR+EP and pUG6-
antiCD105+EP experimental groups.

Our study proves that silencing of endoglin with gene electrotransfer of ShRNA, effects the
tumor cells and not only the tumor blood vessels as shown in previous researches. The
therapy had a maximum effect on the proliferation of the spheroids. The impact on the
migration and invasion was also not completely negligible and should be included in future
research. Therefore, the therapy has a good chance for further development, which would
enable its clinical use in the treatment of cancer in the future.
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PRILOGE
Priloga A

Shematski prikaz plazmidne DNA, ki kodira shRNA proti endoglinu (pU6-antiCD105).
OkrajSave: U6 promotor (U6 promotor za humano polimerazo III), Pol III term (terminator
RNA polimeraze Il1), T1 in T2 (rrnB T1 in T2 terminatorja transkripcije), attL1 in attL2
(rekombinacijske sekvence pridobljene iz bakteriofaga 1), pUC ori (mesto zacetka
podvojevanja pUC), Kanamycin (gen za odpornost proti kanamicinu).

5 r - CACCG: CT ol llol CATCTATAGCTT -CGAA;}.AJ CTATAGATGACAAACAGCAGG

3’ - CGGACGACARACAGTAGATATCGAARAGCTTTITICGATATICTACIGITIGICGICCAAAA - 57

T P P Y e e e i T Tt T e 3r

pENTR/U6 CD105
2909 bp




Priloga B

Shematski prikaz plazmidne DNA, ki je predstavljala negativno kontrolo (pU6-SCR).
OkrajSave: U6 promotor (U6 promotor za humano polimerazo III), Pol III term (terminator
RNA polimeraze II1), T1 in T2 (rrnB T1 in T2 terminatorja transkripcije), attL1 in attL2
(rekombinacijske sekvence pridobljene iz bakteriofaga 1), pUC ori (mesto zacetka
podvojevanja pUC), Kanamycin (gen za odpornost proti kanamicinu).

5’ - CACCGTTGATCGTITTIGCTACGCTTTACTTCCGAAGAAGTAAAGCGTAGCARACGATCAR ~- 37

3" - CRAACTAGCARACGATGCGAAATGAAGGCTICTICATTIICGCAICGITIGCTAGITAAAA - 57

PENTR/U6 SCR




