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POPIS KRATICA

ADP — adenozin-difosfat

ACC — acetil-CoA karboksilaza (prema engl. acetyl-coenzyme A carboxylase)
AICAR — AICA-ribozid (prema engl. 5-aminoimidazole-carboxamide ribonucleoside)
Akt/PKB — Akt/proteinska kinaza B

AML — akutna mijeloi¢na leukemija

AMP — adenozin-monofosfat

AMPK — adenozin-monofosfat (AMP)-aktivirana proteinska kinaza

APL — akutna promijelocitna leukemija

ATP — adenozin-trifosfat

ATRA — sve-trans retinska kiselina (prema engl. all-trans retinoic acid)
BCR/ABL — (prema engl. breakpoint cluster region)/(prema engl. Abelson)
BSA — albumin govedeg seruma (prema engl. bovine serum albumin)

CD — diferencijacijska skupina (prema engl. cluster of differentiation)

C-kraj — karboksi-kraj

DMSO — dimetil-sulfoksid

DNA — deoksiribonukleinska kiselina

ERK1/2 — kinaza aktivirana izvanstanicnim signalom 1/2 (prema engl. extracellular signal-

regulated kinase
FAB — francusko-americ¢ko-britanska (klasifikacija)
FBS — fetusni govedi serum (prema engl. fetal bovine serum)

FITC — fluorescein-izotiocijanat



GLUT - transporter za glukozu

GTP — gvanozin-trifosfat

HMG-CoA reduktaza — 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA reduktaza
IFN-y — interferon-y

LKBI — jetrena kinaza B1 (prema engl. liver kinase BI)

MAPK - proteinska kinaza aktivirana mitogenom (prema engl. mitogen-activated protein

kinase)

MEK/MAPKK - proteinska kinaza kinaza aktivirana mitogenom (prema engl. mitogen-

activated protein kinase kinase)
MFTI — prosje¢ni intenzitet fluorescencije (prema engl. mean flourescence intensity)
mRNA — glasnicka RNA (prema engl. messenger RNA)

mTOR — ciljna molekula rapamicina u sisavaca (prema engl. mammalian/mechanistic target

of rapamycin)

mTORC1 — kompleks 1 ciljne molekule rapamicina u sisavaca (prema engl.

mammalian/mechanistic target of rapamycin complex 1)

mTORC2 — kompleks 2 ciljne molekule rapamicina u sisavaca (prema engl.

mammalian/mechanistic target of rapamycin complex 2)
N-kraj — amino-kraj

p70 S6K — p70 S6 kinaza

p53 — protein 53

PE — fikoeritrin (prema eng. phycoerythrin)

PI3K — fosfatidil-inozitol 3-kinaza

PIP, — fosfatidil-inozitol-4,5-bifosfat

PIP; — fosfatidil-inozitol-3,4,5-trifosfat



PKC — proteinska kinaza C

PMA — forbol 12-miristat 13-acetat

PML/RARa — promijelocitna leukemija/receptor retinoi¢ne kiseline o (prema engl.

promyelocytic leukemia/retinoic acid receptor a.)

siRNA — mala interferiraju¢a RNA (prema engl. small interfering RNA)

SIRT1 —sirtuinl (prema engl. silent mating type information regulation 2 homolog I)
TNFa — ¢imbenik nekroze tumora o (prema engl. tumor necrosis factor )

TSC1/2 — kompleks tuberozne skleroze 1/2 (prema engl. tuberous sclerosis complex 1/2)



1. UVOD

1.1. Signalni put AMPK/mTOR
1.1.1. AMPK

Kinazna aktivnost koja u jetrenim stanicama Stakora fosforilira i inaktivira dva klju¢na
enzima u biosintezi masnih kiselina i sterola, acetil-CoA karboksilazu (ACC) i 3-hidroksi-3-
metilglutaril-CoA reduktazu (HMG-CoA reduktazu), opisana je jo§ 70-tih godina, a od 1989.
godine se naziva adenozin-monofosfat (AMP)-aktivirana proteinska kinaza (AMPK).!
Ingebritsen 1 sur. opisali su da se Stakorska jetrena mikrosomalna HMG-CoA reduktaza
inaktivira tijekom inkubacije s ATP-om i ionima Mg”", a da se aktivnost vra¢a na normalnu
vrijednost nakon inkubacije s citosolnom fosforilaza-fosfatazom. (Mg)ATP-ovisni enzim koji
inaktivira HMG-CoA reduktazu nazvali su "I"; nova kinaza "I" inaktivira se fosforilaza-
fosfatazom, a reaktivira proteinskom kinazom neovisnom o ciklickom AMP-u (cAMP), §to je
veé tada uputilo na signalni put ,,uzvodno“ od AMPK-a.*> Yeh i sur.’ su opisali sli¢an
mehanizam regulacije ACC-a u jednostavnom testu u kojem su inkubirali ACC s razli¢itim
koncentracijama ATP-a 1 kombinacijama ATP-a i AMP-a te zakljucili da AMP inaktivira
ACC, a da je za tu inaktivaciju bitna fosforilacija ACC-a koja se zbiva pri povecanoj

koncentraciji AMP-a.’
1.1.1.1. AMPK i metabolizam

AMPK se slikovito moze zamisliti kao mjera¢ razine ,goriva“ u organizmu,
pojednostavljeno, u uvjetima stani¢nog stresa, kada je razina ATP-a niska, poveéava se razina
AMP-a 1 ADP-a koji aktiviraju AMPK, a AMPK zatim reprogramira metabolicke puteve kako
bi smanjila anabolicke procese u kojima se tros§i ATP i NADPH i povecala one katabolicke.
Nakon evolucijskog nastanka mitohondrija kao energetske banke stanice u kojoj se odvija
oksidativna fosforilacija tako da od molekule glukoze nastane CO, i voda uz sintezu ATP-a
na unutras$njoj strani membrane, pojavila se vrlo brzo i potreba za senzorom koji bi u
citoplazmi stanice trebao registrirati da je stanica "ispraznila baterije" 1 to javljati
mitohondrijima kako bi se potakla njihova aktivnost. Tu ulogu je dobila AMPK, za koju se
pretpostavlja da joj je jedna od prvih funkcija bila oGuvanje homeostaze tijekom gladovanja.*
Naime, u pokusima s kvascima pokazano je da u uvjetima nedostatka glukoze stanice s
aerobne glikolize prelaze na oksidativnu fosforilaciju kojom dobivaju vise ATP-a, a za §to je

potreban funkcionalni kompleks SNF1, koji je analog AMPK-a u kvasaca.” Tako stanica u



gladovanju prelazi s aerobne glikolize, koja se odvija u uvjetima obilja hranjivih tvari i u
kojoj se stvara manje ATP-a, ali viSe intermedijarnih produkata za izgradnju same stanice, na
trenutno vazniju oksidativnu fosforilaciju. AMPK se, dakle, aktivira u uvjetima bilo kakvog
metabolickog stresa koji dovodi do smanjenja ATP-a, bilo zbog smanjenog nastanka, kao $to
se zbiva u hipoksiji 1 gladovanju, ili zbog povecane potroS$nje tijekom fizicke aktivnosti.
Uloga AMPK-a u funkcioniranju organizma na stani¢noj razini je slozena tako da ona ne
utjeCe samo na metabolicke putove, ve¢ ima vaznu ulogu i u autofagiji, stani¢nom rastu,

proliferaciji i polarnosti.***

1.1.1.2. AMPK - grada i mehanizam djelovanja

AMPK je heterotrimer koji se sastoji od kataliticke podjedinice a i dvije regulacijske
podjedinice, B 1y (Slika 1). Ukupno sedam gena kodira sve izoforme podjedinica AMPK-a;
dvije izoforme podjedinice a, dvije izoforme B i tri izoforme podjedinice y. Izoforma a2
nalazi se ve¢inom u skeletnom i1 sréanom mi$icu, a izoforme al i 02 su podjednako

zastupljene u jetrenoj AMPK.**!

Podjedinica o na svom N-kraju sadrzi tipi¢nu
serin/treoninsku kinaznu domenu koja se aktivira nakon fosforilacije aktivacijske petlje na
treoninskom ostatku na polozaju 172 (Thr172). Podjedinica y sadrzi regulacijsko mjesto za
vezanje adenin-nukleotida koje se sastoji od ponavljaju¢ih sekvenci CBS (prema engl.
cystathionine B-synthase).”'' Sekvence oblikuju &etiri Zlijeba ili vezna mjesta za nukleotide;
mjesta 1 1 3 sluze kao energetski senzor u uzem smislu jer kompetitivno vezu AMP, ADP 1
ATP, mijesto 4 uvijek &vrsto veZe samo AMP, a vezno mijesto 2 ostaje slobodno.*'"!?
Ukratko, u fizioloskim uvjetima, kada stanica nije izlozena stresu, omjer ATP-a i ADP-a je
povecan, tako da su mjesta 1 i 3 zauzeta s ATP-om. Medutim, kada stanica prolazi kroz
metabolicki stres, koncentracije ADP-a i AMP-a postaju relativno vece od ATP-a pa istiskuju
ATP s veznih mjesta i tako alostericki aktiviraju AMPK. Za potpunu aktivnost AMPK-a
potrebna su, dakle, dva dogadaja: vezanje AMP-a za y-podjedinicu i1 fosforilacija a-
podjedinice. Podjedinica 3 je spojena s podjedinicom o pomocu evolucijski o€uvane domene
na C-kraju. lako funkcija B-podjedinice nije do kraja razjaSnjena, zna se da ta podjedinica
sadrzi nekataliticka vezna mjesta za glikogen nazvana CBM (prema engl. carbohydrate
binding motif).">'* S obzirom da je B-podjedinica bitna za lokalizaciju AMPK-a unutar
stanice, najvjerojatnije se zahvaljuju¢i ovoj podjedinicic AMPK primi¢e svojim ciljnim
molekulama koje imaju veze s metabolizmom ugljikohidrata pa tako moduliraju aktivnost

molekula koje su vezane za glikogen unutar stanice, kao 3to je glikogen-sintetaza.'®'*1°
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Slika 1. AMPK - grada, mehanizam djelovanja, “uzvodna® regulacija i ,,nizvodni® supstrati. Kratice
(abecednim redom): 4E-BP1 — (prema engl. elF4E-binding protein 1); ACC — acetil-koenzim A karboksilaza;
Akt/PKB — Akt/proteinska kinaza B; AICAR (AICA-ribozid) — 5-aminoimidazol-4-karboksamid ribonukleozid;
AMPK - adenozin-monofosfat (AMP)-aktivirana proteinska kinaza; CaMKK - (prema engl. calmodulin-
dependent protein kinase kinase); GLUT4 —transporter za glukozu tipa 4; GS — glikogen-sintetaza; HMG-CoA
reduktaza — 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA reduktaza; IRS — supstrat inzulinskog receptora; LKB1 — jetrena
kinaza B1; mTOR — (prema engl. mammalian/mechanistic target of rapamycin); p53 — protein 53; PFK2 —
fosfofruktokinaza 2 (prema engl. phosphofructokinase 2); PI3K — fosfatidil-inozitol 3-kinaza; SIRT1 — sirtuinl;
S6K — S6 kinaza.



1.1.1.3. AMPKi ,,uzvodna“ regulacija

Vise od 25 godina, jo§ od otkri¢a ,,HMG-CoA reduktaza kinaze", znalo se kako je za
aktivnost AMPK-a potrebna ,,uzvodna“ kinaza, ali je njezin identitet bio nepoznanica sve do
2003. godine, kada je otkriveno da je kinaza LKB1 (prema engl. liver kinase Bl) odgovorna

17-19
2.

za fosforilaciju AMPK-a na treoninskom ostatku 17 LKBI je serin/treoninska kinaza

koju kodira gen STKI11 (prema engl. serine-threonine kinase 11), a mutacija STKI1 je
odgovorna za gubitak funkcije ovog tumorskog supresora u Peutz-Jeghersovom sindromu.*’
Obiljezje Peutz-Jeghersovog sindroma su brojni benigni intestinalni polipi koji su skloni
malignoj alteraciji, a mutacija gena STK11 zamjecena je i1 u karcinomima pluca, cerviksa,
melanomima i drugim tumorskim bolestima.”! Aktivna LKB1 je kompleks triju proteina:
LKBI1, STRAD (prema engl. Ste20-related adaptor) i MO25 (prema engl. mouse protein
25). S obzirom da je LKBI, za razliku od drugih kinaza, $iroko rasprostranjena, to je &ini
najvaznijom kinazom koja regulira AMPK. Druga kinaza koja moze aktivirati AMPK je
CaMKKS (prema engl. Ca’*-calmodulin-dependent kinase kinase p) koja fosforilira i1 aktivira

’ oy .. .. 232
AMPK u odgovoru na povecanu unutarstani¢nu koncentraciju kalcija,>>’

a zastupljena je
uglavnom u mozgu te u T-limfocitima, timusu i testisima. Budu¢i da poveéanje citosolne
koncentracije iona Ca”" fizioloski poti¢e procese koji trose energiju, pogotovo u neuronima i
T-limfocitima, smatra se da aktivacija AMPK-a pomo¢u CaMKKf predstavlja mehanizam
kojim je moguée predvidjeti poveéanu potreba za ATP-om &ak i prije nego §to ona nastane.”
Tre¢a kinaza koja aktivira AMPK je TAKI (prema engl. transforming growth factor-f-
activated kinase 1) koju aktiviraju citokini, ali njezina fizioloSka uloga jo$ nije do kraja

s 10
razjasnjena.

Ukratko, AMP i ADP nemaju izravnih ucinaka na bilo koju od ,,uzvodnih* kinaza ve¢
se vezu izravno za AMPK te uzrokuju konformacijske promjene AMPK-a koje potom
pospjesuju fosforilaciju ili koce defosforilaciju treoninskog ostatka 172. AMPK se tako
aktivira vise od 100 puta pri prijelazu iz nefosforiliranog u fosforilirani oblik, dok alostericka
aktivacija nosi manji udio aktivacije.”® Druga istraZivanja pripisuju puno veéu, pa &ak i
presudnu vaznost alosteri¢koj aktivaciji.’’” Dakle, iako i dalje traju rasprave o to¢nim
mehanizmima aktivacije AMPK-a te o ulozi AMP-a i ADP-a u alosterickoj aktivaciji,
dosadasnje spoznaje o mehanizmima aktivacije AMPK-a pomo¢u AMP-a ili ADP-a mozemo

sazeti na sljedeci nacin:



1) vezanje AMP-a ili ADP-a za AMPK uzrokuje konformacijske promjene koje onda
pospjesuju fosforilaciju AMPK-a ,,uzvodnom* kinazom LKBI1,

2) vezanje AMP-a ili ADP-a uzrokuje konformacijske promjene koje koc¢e defosforilaciju
proteinskim fosfatazama,

3) vezanje AMP-a (ali ne i ADP-a) uzrokuje alostericku aktivaciju ve¢ fosforilirane

AMPK, a ATP antagonizira svaki od tih dogadaja.*”*"*’

1.1.1.4. AMPK.i ,,nizvodni* supstrati

Kao kljuéni enzim u odrzavanju energetske ravnoteze unutar stanice, AMPK djeluje
na mnoge enzime koji su potrebni za odrzavanje normalne koncentracije ATP-a u stanici.
Aktivirana AMPK potiCe, primjerice, ulazak glukoze pomoc¢u nosa¢a GLUT1 i GLUT4,
aktivnost 6-fosfofrukto-2-kinaze i glikolizu te ulazak masnih kiselina u stanicu i njihovu
oksidaciju. AMPK koc¢i sintezu glikogena tako Sto fosforilira i inaktivira glikogen-sintetazu,
koci sintezu kolesterola fosforilacijom HMG-CoA reduktaze, koci sintezu masnih kiselina
fosforilacijom ACCI, a triglicerida i fosfolipida inaktivacijom glicerolfosfat acil-transferaze.
Takoder, AMPK koci transkripciju gena koji nose uputu za sintezu enzima zaduzenih za
glukoneogenezu, kao §to su glukoza-6-fosfataza i fosfoenolpiruvat-karboksikinaza. *’-*33
Aktivacija AMPK-a utjece na starenje jer aktivira SIRT1 (sirtuinl, prema engl. silent mating
type information regulation 2 homolog 1), a SIRT1 sudjeluje u odrzavanju duljine telomera te
modulira mitohondrijsku funkciju tako $to smanjuje slobodne kisikove radikale koji Stete
stanici i uzrokuju starenje.”* Pri manjku glukoze, AMPK fosforilira protein p53 na serinskom
ostatku 15 i tako uzrokuje zastoj u stani¢nom ciklusu.’® Takoder, AMPK ko¢i sintezu proteina

jer ko¢i kompleks mTORC1 (prema engl. mammalian/mechanistic target of rapamycin

complex 1) (Slika 1).

Zbog navedenih ucinaka AMPK-a na zastoj u stani¢nom ciklusu 1 ko€enje sinteze
makromolekula bitnih u stani¢nom rastu, pretpostavljeno je da bi AMPK mogla imati vaznu
ulogu u supresiji tumora. Stoga se krenulo s istrazivanjem mogucée uloge AMPK-aktivatora
metformina, dotad samo lijeka koji utjeCe na metabolizam te se primjenjuje u lijeCenju

Secerne bolesti tipa II, kao lijeka koji bi mogao imati povoljni u¢inak u lijeenju karcinoma.



1.1.2. Modulatori AMPK-a
1.1.2.1. Metformin — mehanizam djelovanja i primjena

Metformin (1,1-dimetilbigvanid) je Sirom svijeta najkoriSteniji lijek za lijecenje
hiperglikemije kod oboljelih od Secerne bolesti tipa II, te je, uz modifikaciju zivotnih navika,
preporucen kao lijek prvog izbora kod takvih bolesnika. Iako je u klini¢koj uporabi jos od 50-
tih godina, to€an mehanizam djelovanja metformina jo§ nije u potpunosti razjasnjen, ali se
pretpostavlja da je jedan od razloga njegove antitumorske aktivnosti upravo djelovanje na
AMPK, ¢iju su fosforilaciju tj. aktivaciju metforminom jo$ prije 13 godina pokazali Zhou 1
sur.”® Metformin najvjerojatnije ne aktivira izravno niti LKB1 niti AMPK veé je to njegovo
djelovanje sekundarno, zbog uginaka metformina na mitohondrije.'">*” Zbog svoje visoke
kiselinske disocijacijske konstante, metformin se u organizmu nalazi kao pozitivno nabijena
protonirana molekula koja pasivnom difuzijom moZze samo djelomi¢no pro¢i kroz membranu
te stoga metformin u stanicu ulazi putem nosaca OCT1/OCT2 (prema engl. organic cation
transporter 1 i 2). Pretpostavlja se da se zbog svog pozitivnog naboja metformin nakuplja
unutar matriksa mitohondrija kamo ga vuce membranski potencijal, dok je hidrofobni kraj
zaduZen za vezanje za fosfolipide mitohondrijske membrane.”® U mitohondriju, metformin
inhibira respiracijski lanac na mitohondrijskoj membrani, posebno na razini kompleksa I, dok
ne utjete ni na koji drugi korak u radu mitohondrija.>’** Ovo jedinstveno svojstvo
metformina smanjuje oksidaciju NADH, izbacivanje protona preko unutraSnje membrane
mitohondrija 1 potroS$nju kisika, §to sve vodi do smanjenja gradijenta protona i posljedi¢no
manje sinteze ATP-a. Sve navedeno uzrokuje da zbog smanjenog omjera ATP-a i AMP-a
metformin posredno aktivira AMPK. Drugi mogué¢i mehanizam djelovanja metformina
ukljucuje nastajanje sve viSe reaktivnih duSikovih spojeva (ONOQO’) zbog inhibicije
kompleksa I respiratornog lanca. ONOO™ aktiviraju PKC-( koja fosforilira LKB1 na Ser 428,
a ta fosforilacija je potrebna kako bi se LKB1 premjestila iz jezgre u citoplazmu i tako

aktivirala AMPK_ *'#

U kohortnoj studiji koja je obuhvacala 12 000 oboljelih od Seé¢erne bolesti tipa II,
Evans 1 sur. su jo§ 2005. godine ukazali na povezanost terapije metforminom sa smanjenim
rizikom nastanka karcinoma.* Od tada, protutumorski uginak metformina dokazan je na
stanicama mnogih solidnih tumora in vitro, kao $to su tumori dojke, prostate, gusterace,
kolona, pluéa, jajnika i jetre.** U hematoloskim bolestima, pokazano je da metformin ima

znacajno protuleukemijsko djelovanje in vivo u modelu miseva kojima je transplantirana



humana stani¢na linija AML,* da sprjeava rast prekursora kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije
(CML) i rast stanica akutne limfati¢ne leukemije (ALL) koje su pozitivne na Philadelphia

kromosom,* te da ko¢i proliferaciju T-stani¢ne akutne limfatiéne leukemije (T-ALL)*"*® i

. 49
limfoma.

1.1.2.2. AICAR - mehanizam djelovanja i primjena

AICAR  (5-aminoimidazol-4-karboksamid  ribonukleozid ili ~ 5-amino-1-B-D-
ribofuranozil-imidazol-4-karboksamid, akadezin) je prvi i naj¢eS¢e koriSten spoj u svrhu
aktivacije AMPK-a. Sullivan 1 sur. su 1994. godine opisali da AICAR prolazi kroz stanicu 1
stvara ZMP koji zbog svoje strukturne sli¢nosti s adenin nukleotidom oponasa sve alostericke
utinke AMP-a na AMPK.>*! Uistinu, nakon ulaska u stanicu putem nosaa za purinske
nukleozide,”> AICAR ili AICA-ribozid se fosforilira pod djelovanjem adenozinske kinaze™ u
monofosforilirani oblik ZMP ili AICA-ribotid (Z se odnosi na imidaZol), a ZMP potom
aktivira AMPK istim mehanizmom kao i AMP (Slika 2). AICAR je i normalni intermedijarni

. . . . 4
metabolit u sintezi purina de novo.’

AMP
Slika 2. Adenozinska kinaza fosforilira AICAR u aktivni oblik ZMP, a ZMP oponasa u¢inke AMP-a.

Kratice (abecednim redom): AICAR (AICA-ribozid) — 5-aminoimidazol-4-karboksamid ribonukleozid; AMP —
adenozin-monofosfat; ZMP (AICA-ribotid) — S-aminoimidazol-4-karboksamid ribonukleotid.



Uloga AICAR-a u sintezi purina detaljno je istrazena u kvasaca, a u ljudi se jo$
istrazuje uloga AICAR-a i enzima koji sudjeluju u sintezi purina u nastanku nekih
metabolickih bolesti nakupljanja.’* Neovisno o u¢inku AICAR-a na AMPK, AICAR je isprva
koristen kako bi blokirao ponovnu pohranu adenozina u ishemi¢nom srcu i tako smanjio
ishemi¢nu ozljedu.”® Nakon $to je opisano da AICAR aktiviraju¢i AMPK moze uzrokovati
hipoglikemiju u miSeva,’® povealo se zanimanje za istraZivanje metaboli¢kih uginaka
AICAR-a u stanici te se AICAR danas koristi u brojnim studijama koje se bave
metabolizmom 1 signalnim putevima inzulina. AICAR je postao iznova popularan kada je
2008. godine objavljeno da djeluje kao "vjezbanje u tableti" jer je pokazano da u miseva
dovodi do poveéanja broja sporih aerobnih misi¢nih vlakana i smanjenja brzih anaerobnih, a
uz veéu potro$nju masti,”’ a to je ubrzo rezultiralo i zlouporabom AICAR-a kod nekih
sportasa. Od kada su opisani protutumorski u€inci metformina kao aktivatora AMPK-a, i
AICAR se sve viSe koristi u istraZzivanjima kao antitumorski agens u lijjeCenju mnogih
solidnih tumora.”® U hematolodkim bolestima, AICAR je pokazao citotoksiéne u¢inke na B-
staniénu kroniénu limfocitnu leukemiju (B-CLL),”” na B-stanice limfoma plastenih stanica i

limfoma stanica marginalne zone slezene,”” CML* i stanice ALL-a.**
1.1.3. mTOR

AMPK . nizvodno* negativno regulira jo§ jednu vaznu kinazu, mTOR (prema engl.
mammalian/mechanistic target of rapamycin) te na taj nacin ove dvije evolucijski ocuvane

kinaze ¢ine sponu izmedu metabolickog statusa stanice i regulacije stani¢nog rasta.
1.1.3.1. mTOR - grada i mehanizam djelovanja

mTOR je serin/treoninska proteinska kinaza u eukariota koja u stanici ima klju¢nu
ulogu u mnogim bioloskim procesima, kao $to su kontrola stani¢nog ciklusa, diferencijacija,
migracija stanica i energetska homeostaza. Kinaza mTOR ima bitnu ulogu u dijabetesu tipa II
i rezistenciji na inzulinske ucinke, a krizna je toCka mnogih signalnih putova za koje je
dokazano da su konstitutivno aktivni u tumorima. Kao kataliticka podjedinica, mTOR
sudjeluje u stvaranju dvaju kompleksa: mTORC1 1 mTORC2 (prema engl.
mammalian/mechanistic target of rapamycin complex 1 i 2) (Slika 3). Zasada je bolje istrazen
kompleks mTORCI1 koji se sastoji od sljede¢ih proteina: mTOR, RAPTOR (prema engl.
regulatory-associated protein of mTOR), PRAS40 (prema engl. 40kDa proline-rich AKT
substrate), DEPTOR (prema engl. DEP domain-containing mTOR-interacting protein) i
mLST8 (prema engl. mammalian lethal with SEC13 protein 8). Proteini RAPTOR i PRAS40
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se nalaze isklju¢ivo u mTORCI, a ostali proteini su isti u oba kompleksa. mTORCI ima
klju¢nu ulogu u stani¢nom rastu jer regulira biosintezu ribosoma i translaciju proteina. Naime,
mTOR fosforilira i aktivira p70 S6-kinazu, a p70 S6K potom veze ili fosforilira druge
proteine koji su bitni za translaciju proteina, kao Sto su elF4B (prema engl. eukaryotic
initiation factor 4B), eEF2K (prema engl. eukaryotic elongation factor 2 kinase) i rpS6
(prema engl. ribosomal protein S6). Druga ciljna molekula mTORCI1 je molekula 4E-BP1,
koju mTOR fosforilira te tako inaktivira. Aktivna ili defosforilirana 4E-BP1 sprjecava
translaciju mRNA tako da se veZze za elF4E ( prema engl. eukaryotic initiation factor 4E).
Nakon $to mTORCI1 fosforilira 4E-B1, molekula se odvaja od eIF4E, a elF4E potom veze
eIF4G i zapo¢inje translaciju.’’** Logi¢no, u uvjetima obilja hranjivih tvari i poveéanih
koncentracija inzulina, mTOR 1 sinteza proteina su aktivirani djelovanjem mnogih ¢imbenika
rasta i to putem signalnog puta fosfatidil-inozitol 3-kinaza (PI3K)/Akt/mTOR, dok s druge
strane, u ve¢ spomenutim situacijama stanicnog stresa, AMPK inhibira aktivnost mTOR-a 1

sprjecava rasipanje prijeko potrebne energije na sintezu proteina.

AMPK inhibira aktivnost mTOR-a tako $to aktivira kompleks tuberozne skleroze 1/2
(TSC1/TSC2, prema engl. tuberous sclerosis complex 1/2) fosforilacijom TSC2 na
treoninskom ostatku 1227 i serinskom ostatku 1345, a TSC1/TSC2 potom inaktivira Rheb i
smanjuje aktivnost mTOR-a.%> Drugi mehanizam kojim AMPK inhibira aktivnost mTOR-a je
izravna fosforilacija RAPTOR-a na Ser-722 i Ser-792,°° §to uzrokuje vezanje RAPTOR-a za

proteine 14-3-3 i inaktivaciju kompleksa mTORC].**%31:38:63.64

1.1.3.2. mTOR i ,,uzvodna® regulacija

Signalni put PI3K/Akt/mTOR ima klju¢nu ulogu u raznim fizioloskim procesima, kao
Sto su stanicni ciklus, transkripcija, translacija, diferencijacija, apoptoza i metabolizam, ali
predstavlja 1 jedan od glavnih putova koji su konstitutivno aktivni u mnogim tumorima

ukljucujuéi i hematoloske maligne bolesti.®" "7

Obitelj PI3-kinaza fosforilira fosfatidil-inozitole 1 fosfoinozitide na polozaju 3' u
molekuli inozitola. Obitelj PI3K sastoji se od tri skupine, a najbolje istraZena je skupina I,
kako u signalnom putu inzulina i razli¢itih ¢imbenika rasta, tako i u povezanosti s
onkogenezom. PI3K skupine I su heterodimeri koji se sastoje od regulatorne i kataliticke
podjedinice, a dodatno se dijele na dvije podskupine u ovisnosti o tipu receptora za koje su
vezane; podskupina IA se aktivira pomocu receptorskih tirozinskih kinaza, a podskupina IB se

aktivira interakcijom s By-podjedinicom G-proteina.”’
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Slika 3. Signalni put PI3K/Akt/mTOR - ,,uzvodna® regulacija i ,,nizvodni“ supstrati. Kratice (abecednim
redom): 4E-BP1 — (prema engl. elF4E-binding protein 1); Akt/PKB — Akt/proteinska kinaza B; DEPTOR —
(prema engl. DEP domain-containing mTOR-interacting protein); elF4B — (prema engl. eukaryotic initiation
factor 4B); mLST8/GBL — (prema engl. mammalian lethal with SEC13 protein 8/G protein B subunit-like);,
mSIN1 — (prema engl. mammalian stress-activated protein kinase (SAPK)-interacting protein-1); mTORCI1 —
kompleks 1 ciljne molekule rapamicina u sisavaca; mTORC2 — kompleks 2 ciljne molekule rapamicina u
sisavaca; PDCD4 — (prema engl. programmed cell death protein 4); PDK1 — (prema engl. 3-phosphoinositide
dependent protein kinase-1); PI3K — fosfatidil-inozitol 3-kinaza; PIP; — fosfatidil-inozitol-3,4,5-trifosfat;
PRAS40 — (prema engl. proline-rich AKT substrate 40); PROTOR — (prema engl. protein observed with
RICTOR); PTEN — (prema engl. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10); RAPTOR —
(prema engl. regulatory-associated protein of mTOR); Rheb — (prema engl. Ras homologue enriched in brain);
RICTOR — (prema engl. rapamycin-insensitive companion of mTOR); tpS6 — (prema engl. ribosomal protein

§56); S6K — S6 kinaza; TSC1/2 — kompleks tuberozne skleroze 1/2
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Vezanje nekog ¢imbenika rasta ili inzulina za receptor potice njegovu autofosforilaciju
na tirozinskim ostacima i aktivaciju. Ta autofosforilacija receptora uzrokuje premjestanje
PI3K-a iz citoplazme prema stani¢noj membrani, PI3K se potom veze za fosfotirozinske
ostatke receptora izravno ili putem nekog adaptora, kao $to je primjerice molekula IRS
(prema engl. insulin receptor substrate). Aktivirana PI3K fosforilira fosfatidil-inozitol-4,5-
bisfosfat (PI-4,5-P,, PIP;) u fosfatidil-inozitol-3,4,5-trisfosfat (PI-3,4,5-P;, PIP;). PIP; je
drugi glasnik kojega vezu druge molekule pomoc¢u svoje domene PH (prema engl. pleckstrin
homology), a takve domene nalaze se u molekuli PDK1 (prema engl. 3-phosphoinositide
dependent protein kinase-1) 1 molekuli Akt. Akt je serin/treoninska kinaza koja se jo§ naziva i
proteinska kinaza B (PKB). Nakon premjestanja uz membranu, Akt se u potpunosti aktivira
fosforilacijom na treoninskom ostatku 308 pomocu kinaze PDK te fosforilacijom na
serinskom ostatku 473 koju posreduje mTORC2.°>"*"* Akt fosforilira brojne supstrate, a prvi
supstrat koji je odgovoran za susljednu regulaciju mTOR-a je tuberin ili TSC2. TSC2 je
protein koji ima aktivnost GTP-aze i koji s hamartinom ili proteinom TSCI1 tvori
heterodimerni kompleks tuberozne skleroze TSC1/2. Nakon §to Akt fosforilira TSC2,
smanjuje se njezina GTP-azna aktivnost, a to omogucuje nakupljanje malog G-proteina Rheb
(prema engl. Ras homologue enriched in brain), direktnog supstrata TSC2, u aktivnom obliku
koji veze GTP (Rheb-GTP). Ovako aktivirani Rheb aktivira ,,nizvodnu‘ proteinsku kinazu

. ey . oy - .. v . 2-64.74
mTOR, ali nije jo§ do kraja razjagnjeno kojim to¢no mehanizmom.****’

Zanimljivo je
spomenuti da je uloga TSC1 1 TSC2 u regulaciji stani¢nog rasta po prvi puta opisana u
modelu vinske muSice (D. melanogaster) u kojemu je mutacija homologa Tscl i Tsc2
uzrokovala prekomjerni rast organa zbog aktivacije proteina Rheb i mTOR. >"® Akt posredno
regulira aktivnost mTOR-a i putem proteina PRAS40 koji normalno ko¢i mTOR jer

fosforilira PRAS40 i tako uklanja njegov inihibicijski ucinak. %%+

Jednom aktivirana, kinaza mTOR mehanizmom negativne povratne sprege koci
aktivnost proksimalnih komponenti signalnog puta. Tako se prekomjerna aktivacija mTOR-a
u Secernoj bolesti tipa II povezuje s rezistencijom perifernih tkiva na ucinke inzulina.
Kroni¢na aktivacija mTOR-a, koja nastaje zbog opetovane stimulacije signalnog puta
PI3K/Akt i trajno povecane koncentracije ATP-a, potice fosforilaciju i aktivaciju p70 S6K, a
aktivirana p70 S6K fosforilira i koci aktivnost IRS-a. Zbog inaktivacije IRS-a, inzulin viSe ne

moze aktivirati signalne putove pa tako ni potaknuti ulazak glukoze u stanicu. %"

Brojna istrazivanja pokazala su da su signalni putovi koji reguliraju aktivnost mTOR-a

konstitutivno aktivni u malignim bolestima.®"**7® Tako je ve¢ pojasnjena uloga LKBI u
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Peutz-Jeghersovom sindromu. Tuberozna skleroza je jo$§ jedan nasljedni sindrom kojeg
karakteriziraju tumori u razli¢itim organima, a uzrokovan je mutacijom TSCI1 ili TSC2. U
mnogim tumorima povecana je aktivnost signalnog puta PI3K/Akt zbog manjka aktivnosti
male fosfataze PTEN (prema engl. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome
10), koja u fizioloskim uvjetima defosforilira PIP; i tako koci stani¢ni odgovor na ¢imbenike

61,78

rasta. Konstitutivna aktivacija signalnog puta PI3K/Akt/mTOR dokazana je i u

leukemijama te se ovaj signalni put smatra jednim od najvaznijih signalnih puteva u

proliferaciji i prezivljenju leukemijskih stanica.®”””

1.1.4. Inhibitori mTOR-a

Farmakoloski inhibitor mTOR-a je rapamicin, poznat i kao sirolimus. Rapamicin je
otkriven 1970-tih godina u uzorku tla na UskrSnjim otocima (Rapa-Nui) kao metabolit s
potencijalnom antifungalnom aktivno$¢u kojega proizvodi bakterija Streptomyces
hygroscopicus. Metabolit je prociséen, kemijskom analizom utvrdeno je da pripada
makrociklickim laktonima te je dobio ime rapamicin prema mjestu svoga otkri¢a. Ubrzo je
otkriveno da rapamicin ima odredena imunosupresivna svojstva te da koci proliferaciju
stanica sisavaca. Ciljna molekula rapamicina (TOR, prema engl. target of rapamycin)
identificirana je 1991. godine u mutantama kvasaca koje su bile neosjetljive na rapamicin, a
mutirani geni nazvani su TOR1 i TOR2.*® Homolozi TOR-a u sisavaca, mTOR (prema engl.

81,82 . .
*“ Nakon §to ude u stanicu,

mammalian target of rapamycin), otkriveni su 1994. godine.
rapamicin se veze velikim afinitetom za ubikvitarnu peptidil-prolinsku izomerazu FKBP12
(prema engl. FK506-binding protein of 12 kDa), a taj kompleks rapamicin-FKBP12 se veze
za domenu FRB (prema engl. FKBPI2-rapamycin binding) na molekuli mTOR-a $to koci

. . . ce ey e oy 62.83-85
aktivnost enzima mehanizmom koji jo$ nije razjasnjen.””

Rapamicin i njegovi derivati (temsirolimus 1 everolimus) klinicki su najbolje razvijeni
inhibitori signalnog puta PI3K/Akt/mTOR, ponajvise stoga S$to se primjenjuju kao
imunosupresivni lijekovi u transplantaciji srca®® i bubrega.’’ Protutumorski uginak derivata
rapamicina dokazan je u mnogim malignim bolestima, a trenutno su everolimus i
temsirolimus odobreni u lijecenju karcinoma bubrega, te u kombinaciji s drugim lijekovima u
lije¢enju nekih uznapredovalih oblika karcinoma dojke i drugih tumora.’’™ Pretklinicka

. .- . . v . .. .y .. 8991
istrazivanja su pokazala citostatske uc¢inke na stanice akutne mijeloi¢ne leukemije.

Medutim, rezultati klinickih istrazivanja ucinaka derivata rapamicina kao jedinog

lijeka u lijeCenju AML-a, pokazala su odgovor u cCetiri od devet bolesnika tretiranih
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sirolimusom,” pet od 23 bolesnika tretiranih deforolimusom®” te izostanak odgovara u devet

bolesnika tretiranih everolimusom.”

Slabi ucinci inhibitora mTOR-a u monoterapiji mogu se dijelom pripisati ucincima
inhibicije mTOR-a na aktivaciju proksimalnih komponenti signalnog puta mehanizmom
povratne sprege buduc¢i da se aktivacija 1 fosforilacija Akt-a Cesto zamjecuje u tumorskim

94,95 - - -
> U uzorcima AML-a pokazano je da everolimus

stanicama koje su tretirane rapamicinom.
aktivira PI3K/Akt tako $to pospjesuje signaliziranje i izrazaj receptora za IGF (prema engl.
insulin-like growth factor), a istodobna inhibicija PI3K i mTOR-a sprjeava povratnu

73,96 - - -
“? 1T u drugim tumorima pokazano je da se

aktivaciju Akt-a potaknutu rapamicinom.
ucinkovitost rapamicina in vitro povecava istodobnom primjenom LY 294002 kao inhibitora
PI3K.”*° S obzirom da je pokazana aktivacija mTOR-a u primarnim uzorcima pacijenata, ali
slabi klinicki odgovor pri lijeCenju samo inhibitorom mTOR-a, sve izglednije je da je
potrebno kombinirati razlic¢ite agense kako bi odgovor pacijenata bio §to bolji uz §to manje

: 61,88
nuspojava. "’

Uloga kinaze mTOR 1 rapamicina u diferencijaciji leukemijskih stanica je slabije
istrazena. lako se aktivacija signalnog puta PI3K/Akt smatra glavnim signalom proliferacije i
prezivljenja, nasa su prethodna istrazivanja pokazala da se povecana aktivnost Akt-a moze
zamijetiti i tijekom diferencijacije stanica leukemijskih linija HL-60 i NB4.”” Buduéi da
inhibicija mTOR-a rapamicinom pospjeSuje aktivaciju Akt-a, rapamicin pospjesuje
diferencijaciju stanica HL-60 i NB4 u odgovoru na sve-trans retinsku kiselinu (ATRA, prema

%9 Dodatno, pokazano je da rapamicin pospjesuje

100

engl. all-trans retinoic acid).

diferencijaciju stanica monocitne linije U937 u odgovoru na vitamin Dj,

1.2. Akutna mijeloi¢na leukemija (AML)

Akutna mijeloi¢na leukemija (AML) je heterogena skupina hematoloskih neoplazmi
kojima je zajedniCko obiljezje zastoj u normalnom sazrijevanju mijelopoetskih stanica nastao
zbog niza genomskih promjena krvotvorne mati¢ne stanice. S obzirom da su stanice
zaustavljene u ranom stadiju diferencijacije, a da su sposobnost diobe i prezivljenje tumorski
promijenjene stanice povecani, sve se visSe nezrelih blasta nakuplja u kosStanoj srzi i krvi $to

101

ometa rast i razvoj normalnih krvnih stanica.” Farmakoloska terapija AML-a uglavnom

ukljucuje kombinacije citarabina s nekim od antraciklina, ali odgovor na terapiju i ukupno
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prezivljenje, pogotovo kod starijih pacijenata, za sada nisu zadovoljavaju¢i. S obzirom na
opc¢e starenje populacije te najvecu incidenciju AML-a kod starijih, AML danas predstavlja

102104 Akutne mijeloi¢ne leukemije se prema klasifikaciji

sve veci zdravstveni problem.
Svjetske zdravstvene organizacije (WHO, prema engl. World Health Organization) dijele s
obzirom na citogenetiku, molekularne promjene, morfologiju, imunofenotipizaciju,

% ali jo§ je u upotrebi i stara citomorfoloska klasifikacija koju su

citokemiju i prognozu,’
predlozili francusko-ameri¢ko-britanski autori (FAB) iz 1976. godine.'” Prema klasifikaciji
FAB, leukemije se dijele u 8 podskupina prema vrsti i stupnju zrelosti stanice iz koje je

klonalnim umnaZanjem nastala leukemija (Tablica 1).

Tablica 1. FAB-klasifikacija akutnih mijeloi¢nih leukemija (prema Bennetu'®)
Oznaka Naziv Osobitost

AML-MO Minimalno diferencirana AML Leukemijski blasti bez obiljezja mijeloidne loze

AML-M1  AML bez sazrijevanja Slabo diferencirani blasti

AML-M2  AML sa sazrijevanjem Sazrijevanje do promijelocita, rijetko zreliji oblici

AML-M3  Akutna promijelocitna Stanice nalik na promijelocite
leukemija (APL)

AML-M4  Akutna mijelomonocitna Nalik na nezrele stanice granulocitne i monocitne loze
leukemija

AML-M5  Akutna Stanice nalik na monoblaste (nezreliji oblik M5a) ili
monoblastna/monocitna promonocite i monocite (zreliji oblik M5b)
leukemija (Amol)

AML-M6  Akutna eritroidna leukemija >30% eritroblasta u kostanoj srzi

AML-M7  Akutna megakariocitna Morfoloski se ne razlikuje od mijeloblasta (stoga je
leukemija potrebno dokazati biljeg CD24b)

1.2.1. AML i sve-trans retinska kiselina (ATRA)

Najuspjesnija farmakoloska terapija AML-a je diferencirajuc¢a terapija akutne
promijelocitne leukemije (APL) ATRA-om. APL je zasebna podskupina leukemije, AML-M3
prema klasifikaciji FAB, koja sadrzi tipi¢nu translokaciju t(15;17) pa se prema klasifikaciji
WHO svrstava u skupinu AML-a s povratnim genetickim poremeéajima.'” U proglosti, APL
je bila smrtonosna bolest s diseminiranom intravaskularnom koagulacijom kao cestom
komplikacijom, ali otkad je ATRA uvedena kao metoda lijeCenja, APL doseze stope

izljecenja od Sak 90%.'771%

Jo§ 70-tih godina Sachs 1 sur. su pokazali da se leukemijske
stanice mogu potaknuti na diferencijaciju,'® ali pravi preokret bilo je otkri¢e iz 1980. godine
da leukemijska stani¢na linija HL-60 diferencira u morfoloski i funkcionalno zrelije oblike

nakon tretmana ATRA-om.''? Ubrzo je uslijedilo i testiranje na bolesnicima,'"' "> a ATRA se
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pokazala kao ,,Cudotvoran® lijek koji je uvodio pacijente u kompletnu remisiju. ATRA se
danas koristi u lijeCenju APL-a u kombinaciji s citostaticima kako bi se postigle vece stope
uvodenja u remisiju te da se izbjegnu nuspojave lijeCenja ATRA-om, kao $to je sindrom
retinske kiseline.'”” Smatra se da je APL selektivno osjetljiva na ATRA-u jer translokacija
t(15;17) nosi uputu za sintezu fuzijskog proteina PML/RARa (prema engl. promyelocytic
leukemia/retinoic acid receptor o) koji djeluje kao represor te sprjeava normalnu
diferencijaciju stanica. Dodavanje farmakoloskih koncentracija ATRA-e uklanja inhibicijske

- .. . . .y . ce e . . . 108
ucinke fuzijskog proteina i potice diferencijaciju stanica u granulocitnom smjeru.

ATRA je jedan od stereoizomera retinske kiseline koja ima vaznu fizioloSku ulogu u
regulaciji stani¢ne proliferacije i1 diferencijacije. ATRA se veze za jezgrine receptore, nesto
veéim afinitetom za receptor retinske kiseline (RAR, prema engl. retinoic acid receptor) i
manjim afinitetom za retinski X-receptor (RXR, prema engl. retinoid X receptor) koji su
vezani za specificne sekvence DNA koje nadziru transkripciju (RARE, prema engl. RAR
responsive element, RXRE, prema engl. RXR responsive element). U fizioloskim uvjetima,
kada nema liganda koji bi se vezao za RARa, RARa tvori heterodimere s RXR i privlaci
korepresorske proteine s aktivno$cu histonskih deacetilaza (HDAC, prema engl. histone
deacetylase) koji poti¢u kondenzaciju kromatina i koce transkripciju. Fizioloske doze ATRA-
e uzrokuju otpustanje tih korepresora s heterodimera, a privlace koaktivatore koji djeluju kao
histon-acetiltransferaze = (HAC, prema engl. histone acetyltransferase) 1 poticu
transkripciju.''*'® U APL, translokacija t(15;17) uzrokuje fuziju PML-a s kromosoma 15 koji
djeluje kao tumorski supresor''’ s izoformom RAR-a s kromosoma 17. Taj fuzijski protein
stvara homodimere koji se vezu za sekvence RARE, privlace korepresore jos jacim afinitetom
1 tako koce transkripciju. ATRA, dodana u farmakoloskim dozama, degradira protein PML-

RARa i uzrokuje disocijaciju korepresora i DNA. '

Buduéi da se glavnim mehanizmom djelovanja ATRA-e smatra u¢inak na fuzijski
protein PML/RARa, klinicka primjena ATRA-e ogranicena je na leukemije s dokazanom
translokacijom t(15;17). Medutim, zanimljivo je da linija HL-60 u kojoj je po prvi puta opisan
diferenciraju¢i u¢inak ATRA-¢''’ uopée ne sadrzi translokaciju t(15;17) te se svrstava u
AML-M2. Ocito je da se svi ucinci ATRA-e ne mogu pripisati iskljucivo u€incima na fuzijski
protein i transkripciju gena,''* a brojne studije pokazale su da ATRA pobuduje aktivaciju
razlicitih signalnih puteva koji reguliraju proliferaciju i diferencijaciju, kao $to su signalni put
ERK1/2 (prema engl. extracellular signal-regulated kinase) ili MAPK (prema engl. mitogen-

activated protein kinase),'" PI3K,'"” Akt”” i mTOR."* Pojedini modulatori signalnih puteva
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predlozeni su u kombinaciji s ATRA-om kao diferenciraju¢a terapija onth AML koje nisu

APL.'”
1.2.2. Leukemijske linije kao modeli diferencijacije leukemijskih stanica
1.2.2.1. Leukemijska linija HL-60

Leukemijska linija HL-60 jedna je od naj¢es¢e koriStenih humanih leukemijskih linija
za istrazivanje mehanizama proliferacije i diferencijacije hematopoetskih stanica. Linija HL-
60 izolirana je 1977. godine iz krvi 36-godiSnje pacijentice koja je bolovala od akutne
promijelocitne leukemije.'*' Stanice rastu u suspenziji u mediju koji sadrzi fetusni govedi
serum (FBS, prema engl. fetal bovine serum) s vremenom udvostru¢enja oko 30-40 sati, te
nisu ovisne o drugim specificnim ¢imbenicima rasta, a na polukrutoj podlozi mogu stvarati
kolonije. U stani¢noj kulturi stanice izgledaju kao promijelociti i mijeloblasti, a znatno rjede
kao mijelociti 1 neSto zrelije stanice nalik granulocitima. Citokemijska obiljezja ove linije su
pozitivna reakcija na mijeloperoksidazu, kloroacetat esterazu i Sudansko crnilo B, a negativna
na alkalnu fosfatazu i nespecifi¢nu esterazu.'*''** Stanice HL-60 na povrini izrazavaju
biljege CD11a, CD13, CDI15, CD33, CDI17, a ne izrazavaju CD9, CD14 i CD56.'”
Citogenetski, stanice HL-60 nemaju tipi¢nu translokaciju t(15;17) te se stoga svrstavaju u
skupinu mijeloblastitnih AML-M2, a ne promijelocitnih AML-M3.'""® Zanimljivo je da linija
HL-60 na kojoj je po prvi puta opisan diferencirajuci u¢inak ATRA-e in vitro''® danas uopée

ne bi udovoljavala klini¢kim kriterijima za primjenu ATRA-e in vivo.

Osim ATRA-e, diferencijaciju stanica HL-60 u granulocitnom smjeru potice jo$ i
dimetil-sulfoksid (DMS0)'**'*" te ciklitcki AMP.'*® Cimbenik nekroze tumora a (TNFa,
prema engl. tumor necrosis factor o), vitamin Dj; i interferon y potiu diferencijaciju stanica
HL-60 u stanice s nekim obiljezjima zrelih monocita, a forbolski esteri (PMA, prema engl.

phorbol 12-myristate 13-acetate) u stanice nalik makrofagima.'*®
1.2.2.2. Leukemijska linija NB4

Stanice leukemijske linije NB4 su tipi¢ne stanice akutne promijelocitne leukemije koje
sadrze translokaciju t(15;17) te se svrstavaju u AML-M3 prema FAB-klasifikaciji. Linija je
izolirana 1989. godine iz uzorka kostane srzi bolesnice s relapsom APL-a.'* Stanice NB4
rastu u mediju koji sadrzi FBS s vremenom udvostruc¢enja od 36 do 40 sati, morfoloski imaju
obiljezja mijeloblasta, ali ne sadrZze zrnca koja su tipi¢na za APL. Citokemijski, stanice su

pozitivne na mijeloperoksidazu, a negativne na nespecifi¢nu esterazu. Imunofenotipski, na
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membranama izraZavaju mijeloidne biljege CD13, CD15 1 CD33, slabo su pozitivne na
CDl11b, a ne izrazavaju CD34, CD64, CD117 i HLA-DR. Stanice izrazavaju i neke biljege
karakteristiéne za limfocite T, kao $to su CD2 i CD4, te CD9 kao biljeg monocita.'*>'*
Stanice se mogu diferencirati dodatkom ATRA-¢'*'**1*% ili DMSO-a"' u granulocitnom
smjeru, a forbolski esteri i vitamin Ds poti€u diferencijaciju u monocitno/makrofagnom

smjeru.'*
1.2.2.3. Leukemijska linija U937

Leukemijska linija U937 jedna je od rijetkih linija ¢ije stanice sadrZze mnoga obiljeZja
monocita te je zbog toga korisna kao model za proucavanje diferencijacije monocita i
makrofaga in vitro. Linija je izolirana 1976. godine iz pleuralnog izljeva 37-godiSnjeg
bolesnika oboljelog od difuznog histiocitnog limfoma.'*® Stanice U937 rastu u suspenziji u
mediju koji sadrzi FBS, neovisne su o specificnim ¢imbenicima rasta, vrlo rijetko adheriraju
za druge stanice u kulturi te nije primijeéen rast u agregatima. U kulturi, stanice U937 rastu s
vremenom udvostrucenja od 20 do 48 sati te pokazuju morfoloska obiljezja monoblasta.
Citokemijski, stanice su pozitivne na nespecifi¢nu esterazu, kloroacetat esterazu te Sudansko

crnilo B, a negativne na alkalnu fosfatazu, kiselu fosfatazu 1 peroksidazu.m’13 3

Imunofenotipski, stanice U937 izrazavaju CD4, CDl1la, CD18, CD32 i CD64, u
malom postotku pozitivne su na CDI11b, CD14, CD95 i CD117 (c-kit), a ne izrazavaju
CD16"** Citogenetski, stanice U937 sadrze translokaciju t(10;11) koja nosi uputu za sintezu
fuzijskog proteina PICALM (prema engl. clathrin assembly Iymphoid myeloid
leukaemia/MLLT10(AF10) (prema engl. myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia

[trithorax, Drosophila, homolog]; translocated to 10; alias AF10).">

Stanice U937 mogu se diferencirati uz pomo¢ razli¢itih agensa, kao Sto su forbolski
esteri, retinska kiselina, 1,25-dihidroksivitamin Ds, interferon y i DMSO u smjeru stanica koje

nalikuju monocitima ili makrofagima.'**'3%13

1.2.2.4. Leukemijska linija K562

Linija K562 je multipotentna leukemijska linija, a stanice nalikuju ranim

mijeloblastima 1/ili eritroblastima. Linija je izolirana 1975. godine iz pleuralne tekucine 53-

godisnje bolesnice koja je bolovala od kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije u blastnoj krizi.'*

Stanice K562 rastu u suspenziji u mediju s dodatkom FBS-a, a broj stanica se udvostrucuje

. .y . , v . . oy - el 12401
svakih 12 sati, §to je znatno kra¢e od vremena udvostrudenja drugih stani¢nih linija.'**'*’
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Stanice izgledaju kao nediferencirani blasti, promjera oko 15 um, bazofilne citoplazme bez
granula te s jezgrom koja sadrzi dvije ili viSe jezgrica i nepravilno granulirani kromatin.'**'*
Citokemijski, stanice su negativne na peroksidazu, Sudansko crnilo B i kloroacetat esterazu, a
pozitivne su na kiselu fosfatazu.'** Glavno citogenetsko obiljeZje stanica K562 je
translokacija kromosoma 9 i1 22, tzv. Philadelphia kromosom, zbog koje nastaje onkogen koji
se sastoji od dijela BCR (prema engl. breakpoint cluster region) s 22. kromosoma i ABL
(prema engl. Abelson) s 9. kromosoma, a fuzijski protein BCR/ABL djeluje kao tirozinska

. 135,139
kinaza. >

Butirat 1 hemin poticu diferencijaciju stanica K562 u stanice s obiljezjima eritrocita,
DMSO smanjuje izrazaj eritrocitnih biljega, a forbolski esteri poticu diferencijaciju u smjeru
megakariocita.'* Izrazaj biljega CD41 povetava se tijekom diferencijacije u smjeru

megakariocita, a izrazaj glikoforina ili CD235a tijekom eritroidne diferencijacije.'*!
1.2.2.5. Leukemijska linija KG-1

Leukemijska linija KG-1 sastoji se uglavnom od vrlo nezrelih mijeloblasta. Linija je
izolirana 1978. godine iz kosStane srzi 59-godiSnjeg pacijenta koji je bolovao od
eritroleukemije, a koja se razvila u akutnu mijeloi¢nu leukemiju.'** Stanice KG-1 rastu u
suspenziji u mediju s dodatkom FBS-a 1 srednjim vremenom udvostru¢enja od 40 do 50 sati.
Citokemijski, stanice su pozitivne na kloroacetat-esterazu.'**'** Imunofenotipski, pozitivne su

na molekule MHC skupine I i II, CD13, CD33, CD3 i CD45, a negativne na CDla i CD14.'*

Forbolski esteri poticu diferencijaciju stanica KG-1 u makrofagnom smjeru, a DMSO
ne potide izrazaj granulocitnih biljega.'* Stanice KG-1 mogu izrazavati i biljege dendriti¢kih
stanica nakon izlaganja forbolskim esterima ili kombinaciji GM-CSF-a (prema engl.

granulocyte monocyte-colony stimulating factor ) i TNF-a.'**

1.2.3. DMSO i diferencija leukemijskih stanica

DMSO je organski sumporni spoj s dvije hidrofobne metilne skupine i jednom
hidrofilnom sulfoksidnom skupinom, kemijske formule (CH3),SO. Zahvaljujuéi svojim
amfifilnim svojstvima, DMSO povecava propusnost membrana te olakSava njihovu
medusobnu fuziju i prilagodbu na osmotski i mehanicki stres pa se zbog toga koristi kao
dodatak mediju pri zamrzavanju. Dodatno, DMSO je izvrsno otapalo, a s obzirom da prodire
kroz membrane bez da ih oSteti, koristi se 1 kao dodatak mnogim lijekovima za povrSinsku

145

primjenu. ~ DMSO je stari 1 dugo proucavani spoj koji ima brojne ucinke na upalu, stani¢ni
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ciklus, apoptozu ili metabolizam lipida, a iako neke svoje ucinke duguje specificnoj kemijskoj

strukturi, to¢an mehanizam djelovanja DMSO-a u stanicama jo§ nije razjasnjen.'*°

Uloga DMSO-a u diferencijaciji prvi puta je pokazana na migjoj eritroleukemiji,'*’ a
rezultati su pokazali da ucinci na diferencijaciju koreliraju s ucincima na stani¢nu
membranu.'*® Potom je opisano da inkubacija stanica HL-60 s 1,25%-tnim DMSO-om potice
morfolosko i funkcionalno sazrijevanje stanica u granulocitnom smjeru.'*® Od tada, opisani su

ey . . e e .. 1.1 131.14
brojni uéinci DMSO-a na diferencijaciju ne samo leukemijskih, "'’

ve¢ 1 drugih stani¢nih
linija, ukljuujuéi i pluripotentne mati¢ne stanice."”® Tanaka i sur. pretpostavili su da DMSO
slobodno difundira u stanici do jezgre i tamo mijenja konformacije kompleksa DNA ili DNA i
proteina te tako pospjesuje transkripciju gena potrebnih za diferencij aciju.151 U pluripotentnim
mati¢nim stanicama, DMSO aktivira protein Rb (retinoblastoma) i zastoj u ranoj G-fazi

s v . , .. v . T |
stani¢nog ciklusa, a to poveéava njihovu sposobnost zavrine diferencijacije.'™

Iako su mehanizmi djelovanja DMSO-a nedovoljno razja$njeni, moze se pretpostaviti da
se mehanizam razlikuje od mehanizma djelovanja ATRA-e ili vitamina D3 koji su tipi¢ni
ligandi receptora u jezgri. U mijelomonoblasticnoj liniji PLB-985 koja je otporna na
diferenciraju¢i ucinak ATRA-e, DMSO 1 dalje potice granulocitnu diferencijaciju, a ATRA
samo pospjeduje apoptozu.”' Nadalje, ATRA smanjuje, a DMSO povecéava osjetljivost

stanica HL-60 na apoptozu potaknutu s TNF-o.'?’

Nasa prethodna istrazivanja ucinaka
diferencirajuéih agonista na aktivnost Akt-a u jezgrama stanica HL-60 i NB4 pokazala su da
dugotrajna inkubacija stanica s ATRA-om povecava aktivnost Akt-a, ali da se ovi ucinci ne
zamje¢uju u stanicama tretiranim drugim agonistima diferencijacije, kao §to je DMSO.”
Nedavna istrazivanja opisala su povoljan ucinak rapamicina na izrazaj diferencijacijskih

. . . 1 ve .
9899 1 vitaminom D;, 0 te pokazala da udinci

biljega u stanicama potaknutim ATRA-om
rapamicina ovise o aktivnosti signalnog puta PI3K/Akt.”® Moguéi uginci inhibicije aktivnosti
mTOR-a na diferencijaciju stanica akutnih mijeloi¢nih linija u odgovoru na druge

promicatelje granulocitne diferencijacije jo$ nisu istrazeni.
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2. HIPOTEZA

Aktivacija AMPK-a i inhibicija mTOR-a pospjesuje diferencijaciju stanica APL i stanica
AML koje ne sadrze translokaciju t(15;17).

3. CILJEVI
3.1. Opéi cilj istrazivanja

Odrediti ulogu signalnog puta AMPK/mTOR u diferencijaciji stanica akutne mijeloi¢ne

leukemije.
3.2. Specifi¢ni ciljevi istraZivanja

1. ispitati ulogu inhibitora mTOR-a na diferencijaciju stanica APL i AML koje nisu APL u
odgovoru na DMSO koji potic¢e diferencijaciju u granulocitnom smijeru neovisno o fuzijskom

proteinu PML/RARGa.

2. ispitati ucinke modulatora AMPK-a na proliferaciju i diferencijaciju kontrolnih stanica 1

stanica koje su diferencirane ATRA-om
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Kemikalije

AICAR (#123040) je kupljen od tvrtke Calbiochem (San Diego, CA) i otopljen u
sterilnoj vodi u temeljnu otopinu koncentracije 100 mM. 1,1-dimetilbigvanid hidroklorid
(metformin, D150959) je kupljen od tvrtke Sigma (St. Louis, MO) i otopljen u mediju RPMI-
1640 u temeljnu otopinu koncentracije 1 M. ATRA (#554720), rapamicin (#553210), PD
98059 (#513000) i1 tvar C (prema engl. compound C) (#171261) kupljeni su od tvrtke
Calbiochem i otopljeni u 100%-tnom DMSO-u u temeljne otopine sljede¢ih koncentracija: 1
mM i 0,1 mM (ATRA), 20 uM (rapamicin), 50 mM (PD 98059) i 10 mM (tvar C). DMSO
(D5879) je kupljen od tvrtke Sigma. Aneksin V-fluorescein izotiocijanat (FITC, prema engl.
fluorescein isothiocyanate) komplet (IM3546), monoklonska protutijela konjugirana s FITC
za CD11b (IM0530) i CD64 (IM1604), FITC-konjugirani misji IgG1 (IM0639), protutijelo
konjugirano s fikoeritrinom (PE, prema engl. phycoerythrin) za CD14 (IM0650) i misji IgG2a
konjugiran s PE (A09141) kupljeni su od tvrtke Immunotech Beckman Coulter (Marseille,
France). Pufer za lizu stanica (#9803), protutijela protiv ukupne S6K (#9202), fosforilirane
(Thr389) S6K (#9205), ukupne p44/42 MAPK (ERK1/2) (#9102), fosforilirane
(Thr202/Tyr204) MAPK (ERK1/2) (#9101), ukupne AMPK (#2532), fosforilirane (Thr172)
AMPK (#2535), protutijela protiv kuni¢jeg IgG (#7074) 1 miSjeg IgG (#7076) koja su
konjugirana s peroksidazom iz hrena (HRP, prema engl. horseradish peroxidase) kupljeni su
od Cell Signaling Technology (Beverly, MA). Komplet za detekciju kemiluminiscencije
(ECL, prema engl. enhanced chemiluminescence) nabavljen je od tvrtke Pierce (Rockford,
IL), a Bradford-otopina (#500-0006) od Bio-Rad Laboratories (USA). Komplet za
transfekcije volumena od 10 puL (Neon Transfection System, #MPK1025), boja crvene
fluorescencije kao indikator u¢inkovitosti transfekcije [Block-iT Alexa Fluor Red Fluorescent
Oligo (#14750100)], kontrolna mala interferirajuéa RNA (siRNA, prema engl. small
interfering RNA) (Silencer Select Negative Control, #4390843), siRNA za AMPKal [Silencer
Select s100 (PRKAAT1), #4427037] 1 siRNA za AMPKa2 [Silencer Select s11056
(PRKAA?2), #4427038] kupljeni su od tvrtke Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Monoklonsko
protutijelo protiv B-aktina (#A5441), propidijev jodid, RNaza A, Igepal, marker u boji
molekularne mase 6,5-205 kDa, albumin govedeg seruma (BSA, prema engl. bovine serum
albumin), Triton X-100, natrijev dodecilsulfat (SDS), leupeptin, fenilmetilsulfonil-fluorid
(PMSF), 30% akrilamid/bis-akrilamid i N,N,N',N' - tetrametiletilendiamin (TEMED) kupljeni
su od tvrtke Sigma, RPMI-1640, fetusni govedi serum (FBS, prema engl. fetal bovine serum),
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L-glutamin, penicilin/streptomicin i amonijev persulfat (APS) od tvrtke Gibco/Invitrogen

(Grand Island, NY).
4.2. Stani¢na Kultura

Linija HL-60, koja odgovara Iljudskoj akutnoj mijeloblasticnoj leukemiji sa
sazrijevanjem stanica ili AML-M2 prema klasifikaciji FAB, kupljena je od European
Collection of Animal Cell Cultures (ECCACC no. 88112501), Porton, Salisbury, UK. Linija
NB4 (akutna promijelocitna leukemija, AML-M3) 1 U937 (akutna monocitna leukemija,
AML-MS) su pokloni dr. sc. M. Golemovi¢, KBC Rebro, Zagreb, a linije KG-1 (nezrela
akutna mijeloblasti¢na leukemija, AML-M1) i K562 (eritro-megakariocitna leukemija, AML-
M6/M7) su pokloni prof. dr. sc. D. Batinica. Stanice su uzgajane u suspenziji u mediju RPMI-
1640 uz dodatak 10%-tnog FBS-a inaktiviranog toplinom, L-glutamina (2 mM), penicilina
(50 U/mL) i streptomicina (50 pg/mL) u vlaznom okoliSu temperature 37°C uz 5%-tni CO,.

4.3. Inkubacija stanica s ispitivanim tvarima

U pokusima, stanice su centrifugirane, rasprSene u svjezem mediju koji sadrzi 10%-tni
FBS te zasadene u koncentraciji 2x10°/mL u ploéice sa 6 bunari¢a (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ). Stanice su diferencirane u nazo¢nosti razli¢itih koncentracija DMSO-a (0,6% i
1,25%) ili ATRA-e (1 i 0,1 uM). U pokusima u kojima smo ispitivali u¢inke modulatora
signalnog puta AMPK/mTOR, stanice su inkubirane u nazo¢nosti AICAR-a (0,1 1 0,5 mM),
metformina (5 1 15 mM) 1 rapamicina (20 nM). U pokusima u kojima su ispitivani ucinci
inhibitora kinaza AMPK i MEK ili MAPKK (prema engl. mitogen-activated protein kinase
kinase), tvar C (10 uM) 1 PD 98059 (20 uM) dodani su 25 minuta prije dodatka drugih tvari.
Nakon 48 sati, 0,3 mL svjezeg medija je dodano u svaki bunari¢. Koncentracija zivih stanica

odredena je brojanjem u hemocitometru pomocu tripanskog modrila.
4.4. Mjerenje izrazaja povrSinskih biljega

Nakon inkubacija, stanice su prikupljene, centrifugirane, oprane s hladnom otopinom
fosfatnog pufera (PBS, prema engl. phosphate buffered saline) i resuspendirane u 100 pL
PBS-a koji sadrzi 0,1%-tni natrijev azid. Uzorcima je dodano monoklonsko protutijelo
konjugirano s FITC koje detektira antigene CD11b ili CD64 (izotip IgG1), te monoklonsko
protutijelo konjugirano s PE koje detektira antigen CD14 (izotip 1gG2a), a kao izotipske
kontrole koriSteni su FITC-konjugirani misji IgG1 i PE-konjugirani migji IgG2a. Nakon

inkubacije tijekom 20 minuta u mraku na sobnoj temperaturi, stanice su oprane i rasprsene u
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200 pL PBS-a koji sadrzi natrijev azid. Izrazaj povrSinskih biljega odredio se proto¢nom
citometrijom koriste¢i uredaj FACSCalibur (Becton Dickinson), a prikupljeni podaci su
obradeni pomoc¢u programa Cell Quest (Becton Dickinson). Podruc¢je sa zivim stanicama je
oznaceno koriste¢i rasprSenje laserske svjetlosti prema naprijed (FSC, prema engl. forward
scatter) 1 u stranu (SSC, prema engl. side scatter). Unutar oznacenog podrucja prikupljeno je
15 000 dogadaja za svaki navedeni biljeg. Na histogramu koji pokazuje jednostruku
fluorescenciju uzorka obiljezenog izotipskom kontrolom (FITC-IgGl ili PE-IgG2a),
pokazivaC je postavljen tako da ukljucuje najvise 1% dogadaja kao pozitivnih. Da bi se
odredio postotak stanica pozitivnih na biljeg, isti poloZaj pokazivaca je zadrzan i na uzorku
koji je obiljezen sa specifi¢nim protutijelom. Prosje¢ni intenzitet fluorescencije (MFI, prema
engl. mean flourescence intensity) je odreden tako da su vrijednosti MFI odgovarajuc¢ih
izotipskih kontrola oduzete od MFI vrijednosti stanica koje su obiljeZzene sa specificnim

protutijelima za CD antigene, kao $to je prethodno opisano.””'?

4.5. Analiza stani¢nog ciklusa

Nakon inkubacije, stanice su dva puta centrifugirane, oprane u hladnom PBS-u te
inkubirane u 200 pL Vindelove otopine koja sadrzi propidijev jodid (50 pg/ml propidijevog
jodida, 10 mM Tris, pH 8, 10 mM NaCl, 10 pg/ml RNaza A, 0,1%-tni Igepal) tijekom 30
minuta. Monoparametarske analize DNA napravile su se na najmanje 10 000 stanica iz
svakog uzorka koriste¢i uredaj FACSCalibur (Becton Dickinson). Postotak stanica u
pojedinim fazama ciklusa je odreden pomocu racunalnih programa CellQuest i ModFit

(Becton Dickinson), kao §to je prethodno opisano.'*!**

4.6. Odredivanje apoptoze

Stanice su nakon inkubacije oprane dva puta u PBS-u te obiljezene s aneksinom i
propidijevim jodidom prema uputi proizvodaca. Ukratko, stanice su rasprSene u 100 pL
otopine pufera koja sadrzi 1 pL aneksina V obiljezenog FITC-om i 5 uL otopine propidijevog
jodida koncentracije 250 pg/mL PBS-a. Nakon 15-minutne inkubacije na ledu u mraku,
stanice su rasprSene u jo§ 200 pL pufera za vezanje 1 analizirane pomocu proto¢nog citometra

(FACSCalibur) koriste¢i program CellQuest (Becton Dickinson).
4.7. Izolacija ukupnih stani¢nih lizata

Stanice su zasadene u koncentraciji 3x10°/mL u pljoskice T25 cm”. Nakon inkubacije,

stanice su centrifugirane, oprane u hladnom PBS-u i rasprSene u puferu za lizu stanica koji

23



sadrzi 20 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM natrijev etilen diamin tetraoctene kiseline (EDTA), 1
mM etilen glikol tetraoctene kiseline (EGTA), 150 mM NaCl, 1%-tni Triton X-100, 2,5 mM
natrijev pirofosfat, 1 mM natrijev ortovanadat (NazVQOy4), 1 mM pB-glicerolfosfat i 1 pg/mL
leupeptin, 1 pM mikrocistin i 1 mM PMSF. Nakon 10-minutne inkubacije na ledu, stanice su
homogenizirane tako da su sedam puta protiskivane kroz iglu promjera 23 G. Nakon
inkubacije na ledu tijekom 10 minuta, homogenati su centrifugirani tijekom 10 minuta na 14

000 x g na temperaturi od 4°C. Izdvojeni nadtalog je pospremljen na -80°C.
4.8. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Koncentracije proteina u dobivenom nadtalogu odredene su spektrofotometrijski
pomocu Bio-Rad reagensa koji sadrzi boju Coomassie Brilliant Blue G-250. Bio-Rad reagens
je razrijeden sa sterilnom vodom u omjeru 1:4, 2,5 mL razrijedenog reagensa dodano je na 2
pL uzorka i 48 pL vode. Apsorbancije uzoraka pri valnoj duljini od 595 nm izmjerene su na
spektrofotometru CamSpec M201 (Sawston, Cambridge, UK), a koncentracije proteina
izraCunate su pomocu bazdarne krivulje koja je dobivena mjerenjem apsorbancije niza otopina

BSA poznatih koncentracija (0,1-1,0 mg/mL).
4.9. Analiza Western blot

Jednake koli¢ine proteina (50-60 pg) u svakom uzorku denaturirane su kuhanjem
tijekom 5 minuta u puferu koji sadrzi 2 x SDS (125 mM Tris, 4%-tni SDS, 2%-tni B-
merkaptoetanol, 40%-tni glicerol 1 0,1 mg/mL bromfenol modrilo). Uzorci su naneseni u
jazice dvaju paralelnih 8%-tnih SDS-poliakrilamidnih gelova. Elektroforeza je izvrSena
pomocu sustava Mini-Protean (Bio-Rad), a proteini su preneseni na nitroceluloznu membranu

(Whatman, Germany) pomocu sustava mini Trans-Blot (Bio-Rad).

Membrane su najprije inkubirane tijekom 30 minuta na sobnoj temperaturi u puferu
TBST (25 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1%-tni Tween 20, pH 8,0) kojemu je dodano nemasno
mlijeko u prahu (5 g/100 mL) kako bi se sprije¢ilo nespecificno vezanje protutijela. Nakon
blokiranja, membrane su oprane tri puta u puferu TBST i inkubirane tijekom no¢i na 4°C s
odgovaraju¢im primarnim protutijelima razrijedenim (1:20 000 za aktin 1 1:1000 za ostala) u
puferu TBST koji sadrzi 5%-tni BSA. Nakon inkubacije, membrane su oprane tri puta i
inkubirane u sekundarnom protutijelu koje je razrijedeno (1:2000) u puferu TBST koji sadrzi
5%-tno nemasno mlijeko u prahu tijekom 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije,

membrane su oprane tri puta u puferu TBST, a vezanje protutijela za membranu odredeno je
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pomocu pribora ECL. Kako bismo potvrdili da je u svim uzorcima nanesena jednaka koli¢ina
proteina, koristili smo protutijela koja prepoznaju ukupnu MAPK ili B-aktin. Intenziteti
signala odredeni su denzitometrijski pomocu racunalnog programa Adobe Photoshop CS 8.0
te izraZeni u relativnim jedinicama kao omjer intenziteta signala fosforilirane kinaze prema

ukupnoj.
4.10. Inhibiranje izraZzaja gena pomocu RNA-interferencije

Transfekcija siRNA koje su specificne za dvije izoforme a-podjedinice (AMPKa1/2)
koje kodiraju geni PRKAA1 i PRKAA?2 te kontrolne siRNA napravljena je pomocu sustava
Neon™, Invitrogen, a prema uputama proizvodada. Kontrolna siRNA te siRNA za AMPKal i
AMPKoa2 otopljene su u vodi bez RNAze u temeljnu otopinu koncentracije 100 pM.
Optimalni uvjeti transfekcije stanica U937 odredeni su najprije transfekcijom siRNA koja je
obiljezena bojom Alexa Block-iT i1 odredivanjem intenziteta fluorescencije proto¢nom
citometrijom. U pokusima, stanice U937 su dan prije transfekcije zasadene u koncentraciji
4x10°/mL u pljoskice T25 cm?. Sljedeéi dan stanice su pokupljene, oprane u 2 mL sterilnog
PBS-a bez Ca®" i Mg®", a talog je rasprien u puferu R tako da koncentracija stanica bude
20x10%mL. U kontrolnom uzorku, na 180 pL stani¢ne suspenzije dodano je 9 pL kontrolne
siRNA (100 uM) 1 9 pL vode bez RNaze. U drugom uzorku, na 180 puL stani¢ne suspenzije
dodano je 9 pL siRNA za AMPKal i 9 pL siRNA za AMPKo2 (100 uM). Suspenzije su
pokupljene u nastavke za elektroporaciju volumena 10 uL te izloZzene jednom udaru struje
napona 1050 V tijekom 50 milisekundi. Potom je suspenzija volumena 10 ul rasprSena u 0,5
mL medija RPMI koji sadrzi 10%-tni FBS, te zasadene bez antibiotika u koncentraciji
4x10°/mL u ploice s 24 bunariéa (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ). Nakon inkubacije
tijekom 28 sati, dio stanica je zasaden u koncentraciji 2x10° u ploe sa 6 bunari¢a te inkubiran
sa ili bez AICAR-a (0,5 uM) tijekom 96 sati, a ostatak je iskoriSten za pripremu ukupnih

stani¢nih lizata i analizu izrazaja AMPK-a pomoc¢u tehnike Western blot.
4.11. Statisticka analiza

Prikupljeni podaci prikazani su opisnom statistikom, graficki i tabelarno. Rezultati su
prikazani kao srednje vrijednosti = standardne pogreske te analizirani pomoc¢u Studentovog t-
testa (za usporedbu tretiranih stanica prema kontroli) ili jednosmjerne analize varijance
(ANOVA, prema engl. analysis of variance) s Tukey-testom (za usporedbu stanica tretiranih
kombinacijom spojeva prema stanicama tretiranih istom koncentracijom samo jednog od tih

spojeva). Za sve testove uzeta je razina vjerodostojnosti p < 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. U¢inci mTOR-inhibitora, rapamicina, na stanice leukemijskih linija tretirane

DMSO-om

5.1.1. Rapamicin pospjesSuje uc¢inke DMSO-a na smanjenje broja Zivih stanica

leukemijskih linija

Nase prethodno istrazivanje pokazalo je da rapamicin slabo koc¢i proliferaciju stanica
linija AML-a u koncentracijama (5-20 nM) koje su unutar terapijskih granica.”® Kako bismo
provjerili da rapamicin u koncentraciji od 20 nM ucinkovito ko¢i aktivnost mTOR-a, odredili
smo tehnikom Western blot koli¢inu p70 S6K koja je fosforilirana na treoninskom ostatku
(Thr389), budu¢i da je ta fosforilacija posredovana kinazom mTOR te se smatra znakom
kinazne aktivnosti. Prikupili smo ukupne stanicne lizate iz stanica tipi¢ne promijelocitne linije
NB4, mijeloblasticne HL-60, monocitne U937, nezrele mijeloblasticne KG-1 i
eritromegakariocitne linije K562 koje su inkubirane tijekom 20 minuta s rapamicinom (20
nM) ili otapalom. Na slici la vidi se da je osnovna koli¢ina fosforilirane p70 S6K dosta
razli¢ita u pojedinim stanicnim linijjama, ali da 20-minutna inkubacija s rapamicinom u
potpunosti ukida fosforilaciju enzima u svim ispitanim uzorcima. Stoga je preinkubacija s
rapamicinom u koncentraciji od 20 nM tijekom 20 minuta koriStena u svim pokusima u

kojima smo istrazivali ulogu inhibicije mMTOR-a na ucinke potaknute DMSO-om.

Kako bismo istrazili ufinke na stani¢nu proliferaciju, stanice leukemijskih linija
zasadene su u plocice sa 6 bunari¢a u koncentraciji od 2x10°/mL, prethodno su inkubirane u
nazoc¢nosti 20 nM rapamicina ili otapala tijekom 20 minuta, a zatim su tretirane s dvjema
razli¢itim koncentracijama DMSO-a (0,6% 1 1,25%). Nakon 96 sati, koncentracija zivih
stanica je odredena brojanjem u hemocitometru pomocu tripanskog modrila. Kao $to se vidi
na slici 2b-f, rapamicin umjereno, ali znacajno smanjuje broj Zivih stanica, DMSO koci
proliferaciju svih linija u ovisnosti o koncentraciji, a broj Zivih stanica koje su tretirane
kombinacijom rapamicina i DMSO-a je statisticki znac¢ajno manji od broja zivih stanica koje

su inkubirane u nazo¢nosti samo jedne od navedenih tvari.
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Slika 1. U¢inak 20 nM rapamicina na broj Zivih stanica leukemijskih linija tretiranih s
DMSO-om. a) Stanice HL-60, NB4, U937, KG1 i K562 su 20 minuta inkubirane u
nazoc¢nosti 20 nM rapamicina (+) ili otapala (-). Izrazaj fosforilirane i ukupne p70 S6K
analiziran je u ukupnim stani¢nim lizatima (60 pug po uzorku) tehnikom Western blot. b-f)
Rapamicin (20 nM) ili otapalo (kontrola) dodani su 20 minuta prije DMSO-a (0,6% ili
1,25%). Nakon 96-satne inkubacije, koncentracija zivih stanica je odredena brojanjem u
hemocitometru pomocu tripanskog modrila. Rezultati su srednje vrijednosti + standardne
pogreske iz najmanje tri nezavisna pokusa. *p<0,05 (Studentov t-test) prema kontroli,
§p<0,05 (ANOVA 1 Tukey) za usporedbu stanica tretiranih kombinacijom spojeva prema

stanicama tretiranim istom koncentracijom samo jednog od tih spojeva.
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5.1.2. Rapamicin i DMSO poti¢u nakupljanje leukemijskih stanica u Go/G;-fazi

stani¢nog ciklusa

Prethodna istrazivanja pokazala su da je nadzor nad stani¢nim rastom kojeg posreduje
kinaza mTOR klju¢an za prolazak iz G; u S fazu stani¢nog ciklusa tijekom zavrSne faze
mijeloidne diferencijacije.'” Stoga smo ispitali moguéu ulogu zastoja u pojedinoj fazi
stani¢nog ciklusa u ucincima rapamicina i DMSO-a na smanjenje broja Zivih stanica. Nakon
24-satne inkubacije s navedenim spojevima, postotak stanica u pojedinim fazama stani¢nog
ciklusa odreden je obiljezavanjem s propidijevim jodidom i analizom proto¢nom citometrijom
(slika 2). U skladu s prethodnim istraZivanjima, rapamicin je imao slabi u¢inak na povecanje

udjela stanica u Go/G; fazi ciklusa,”"'*

a ucinak je bio statisticki zna€ajan u stanicama KG-1
1 U937. Statisticki znacajan u¢inak DMSO-a u manjoj koncentraciji na zastoj u Go¢/G; fazi
zamijecen je u stanicama NB4. U stanicama HL-60 i K562, kombinacija rapamicina i DMSO-
a uzrokovala je statisticki znacajno povecanje udjela stanica u Go/G, fazi stanicnog ciklusa u
usporedbi sa stanicama koje su tretirane samo rapamicinom ili DMSO-om. Povecanje udjela
stanica u Gy/G; fazi bilo je povezano s odgovaraju¢im smanjenjem stanica u S- ili G,/M-fazi
(podaci nisu pokazani). Kao $to se vidi na primjernim histogramima, 24-satna inkubacija s

navedenim tvarima nije bitno povecala sub-G; populaciju niti jedne od ispitanih linija.
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Slika 2. U¢inci 20 nM rapamicina na udio leukemijskih stanica tretiranih DMSO-om u
pojedinim fazama stani¢nog ciklusa. Rapamicin (20 nM) ili otapalo (kontrola) dodani su
leukemijskim stanicama 20 minuta prije DMSO-a (0,6% ili 1,25%). Nakon 24 sata, stanice su
pokupljene, obiljezene s propidijevim jodidom i analizirane proto¢nom citometrijom. a)
Primjerni histogrami. b) Udio stanica u G¢/G; fazi stani¢nog ciklusa. Rezultati su srednje
vrijednosti + standardne pogreSke iz najmanje tri nezavisna pokusa. *p<0,05 (Studentov t-
test) prema kontroli, §p<0,05 (ANOVA i Tukey) za usporedbu stanica tretiranih
kombinacijom spojeva prema stanicama tretiranim istom koncentracijom samo jednog od tih

spojeva.
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5.1.3. Rapamicin nema ucinka na izrazaj diferencijacijskog biljega CD11b u

stanicama koje su potaknute DMSO-om

Da bismo dodatno proucili mehanizam medudjelovanja rapamicina i DMSO-a, ispitali
smo ucinke tvari na izrazaj diferencijacijskog biljega CD11b u stanicama linije NB4. Stani¢na
linija NB4 je tipi¢na promijelocitna linija koja sadrzi translokaciju t(15;17) s uputom za
sintezu fuzijskog proteina PML/RARa te se diferencira u odgovoru na ATRA-u. Prethodna
istrazivanja pokazala su da i everolimus (RAD001)” i rapamicin® poti¢u u¢inak ATRA-¢ na
zastoj stani¢nog rasta i diferencijaciju stanica NB4. Stoga su stanice tretirane ATRA-om
koriStene kao pozitivna kontrola. Kao s§to se vidi na slici 3a, ATRA u koncentraciji od 1 uM
snazno potice izrazaj biljega CD11b, a stanice tretirane s kombinacijom 20 nM rapamicina i 1
uM ATRA-e imaju statisticki znac¢ajno poveéan prosjecni intenzitet fluorescencije (MFI) u
usporedbi sa stanicama koje su tretirane samo s ATRA-om. Inkubacija stanica NB4 s DMSO-
om tijekom 48 sati povecala je postotak stanica pozitivnih na CD11b viSe nego njihov MFI, a
nije zamijecena statistiCki znacajna razlika u izrazaju diferencijacijskog biljega na stanicama
koje su tretirane kombinacijom rapamicina i DMSO-a u usporedbi sa stanicama koje su
tretirane samo s DMSO-om (slika 3a). Dodatno, rapamicin nije imao statisti¢ki znacajnog
ucinka na izrazaj biljega CDI11b u stanicama linija HL-60, U937, KG-1 i K562 koje su
potaknute s DMSO-om (podaci nisu prikazani).

Potom smo ispitali u€inke dvaju diferenciraju¢ih agonista na aktivnost mTOR-a u
stanicama NB4. Stanice su najprije inkubirane s 20 nM rapamicinom ili otapalom (kontrola),
a potom tretirane s DMSO-om (0,6% 1 1,25%) ili ATRA-om (1 uM) tijekom 3 ili 48 sati.
Nakon inkubacije, izolirani su ukupni stani¢ni lizati, a jednake koli¢ine proteina iz istog
uzorka nanijete su na dva paralelna gela, razdvojene s pomocu SDS-PAGE te prenesene na
nitroceluloznu membranu i inkubirane s protutijelima koja prepoznaju ukupnu p70 S6K i p70
S6K fosforiliranu na treoninskom ostatku (Thr389). Kao $to je pokazano na slici 3b, nismo
zamijetili znacajnu razliku u omjerima fosforilirane 1 ukupne p70 S6K u uzorcima koji su
izolirani iz stanica tretiranih s DMSO-om ili ATRA-om. Rapamicin je u potpunosti zakocio
fosforilaciju p70 S6K ve¢ u ranoj fazi nakon dodavanja DMSO-a ili ATRA-e (3h), a

fosforilacija se ne zamjecuje niti nakon 48 sati.
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Slika 3. U¢inak 20 nM rapamicina na izraZaj diferencijacijskih biljega u stanicama koje
su diferencirane DMSO-om ili ATRA-om. Rapamicin (20 nM) ili otapalo (kontrola) dodani
su leukemijskim stanicama NB4 20 minuta prije DMSO-a (0,6% ili 1,25%) ili ATRA-e (1
uM). a) Prosjecni intenzitet fluorescencije (MFI) i postotak CD11b-pozitivnih stanica nakon
48 sati izlaganja ispitivanim tvarima. Rezultati su srednje vrijednosti = standardne pogreske iz
najmanje tri nezavisna pokusa. *p<0,05 (Studentov t-test) prema kontroli, §p<0,05 (ANOVA
i Tukey) za usporedbu stanica tretiranih kombinacijom spojeva prema stanicama tretiranih
istom koncentracijom samo jednog od tih spojeva. b) Analiza Western blot izraZaja
fosforilirane (Thr389) i ukupne p70 S6K u stanicama NB4. Denzitometrijom je utvrden omjer
intenziteta signala fosforilirane i ukupne p70 S6K te je izrazen u relativnim jedinicama.
Grafovi su srednje vrijednosti + standardne pogreske srednje vrijednosti omjera Thr389 p-p70

S6K 1 p70 S6K iz najmanje tri nezavisna pokusa.
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5.1.4. Rapamicin pospjeSuje u¢inke DMSQO-a na poticanje apoptoze

Udinci tvari na apoptozu ispitani su tako da su stanice NB4 prethodno tretirane s
rapamicinom (20 nM) tijekom 20 minuta, a potom inkubirane s diferenciraju¢im tvarima
tijekom 48 sati. Nakon inkubacije, stanice su obiljezene s propidijevim jodidom, a udio sub-
G populacije je odreden proto¢nom citometrijom. Kao $to se vidi na slici 4a, DMSO (1,25%)
je nakon 48 sati znafajno povecao postotak stanica NB4 koje imaju <2N DNA, a sub-G;
populacija je statisticki znacajno veca u uzorcima koji su tretirani kombinacijom rapamicina i
DMSO-a u usporedbi s uzocima koji su tretirani samo s DMSO-om. Stanice NB4 su dodatno
obiljezene s FITC-konjugiranim aneksinom V te analizirane proto¢nom citometrijom. Analiza
je pokazala da inkubacija stanica s 1,25%-tnim DMSO-om tijekom 48 sati povecava postotak
stanica koje su pozitivne na aneksin V-FITC, a dodatak rapamicina pospjesuje u¢inke DMSO-
a (slika 4b). Nasuprot tomu, inkubacija stanica s ATRA-om, samom ili u kombinaciji s
rapamicinom, nije uzrokovala povecanje udjela stanica pozitivnih na aneksin V-FITC, kao §to
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Slika 4. U¢inak 20 nM rapamicina na apoptozu stanica NB4 koje su tretirane DMSO-om
ili ATRA-om. Rapamicin (20 nM) ili otapalo (kontrola) dodani su leukemijskim stanicama 20
minuta prije DMSO-a (0,6% ili 1,25%) ili ATRA-e (1 uM). a) Postotak populacije stanica
NB4 obiljeZenih propidijevim jodidom koje sadrZze manje od 2N DNA (sub-G;) nakon 48 sati.
b) Postotak stanica NB4 obiljezenih s FITC-konjugiranim aneksinom V (donji stupiéi,
aneksin+/PI+ ; gornji stupi¢i, aneksin+/PI-) nakon 48 sati. Rezultati su srednje vrijednosti +
standardne pogreske iz najmanje tri nezavisna pokusa. *p<0,05 (Studentov t-test) prema
kontroli, §p<0,05 (ANOVA 1 Tukey) za usporedbu stanica tretiranih kombinacijom spojeva

prema stanicama tretiranim istom koncentracijom samo jednog od tih spojeva.
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5.2. U¢inci modulatora AMPK-a na proliferaciju i diferencijaciju kontrolnih stanica

i stanica diferenciranih ATRA-om

5.2.1. AMPK-aktivatori, AICAR i metformin, smanjuju broj Zzivih stanica

leukemijskih linija

Nedavna istrazivanja pokazala su aktivnost signalnog puta LKB1/AMPK/mTOR u
stanicama akutne mijelocitne linije MV4-11 i akutne mijeloiéne linije OCI-AML3.* Kako
bismo istrazili u¢inke modulatora AMPK-a na proliferaciju stanica i diferencijaciju potaknutu
ATRA-om, ispitali smo uc¢inke AICAR-a i metformina na stanice tipicne promijelocitne linije
NB4, mijeloblasti¢ne HL-60 i monocitne linije U937, za koje smo prethodno pokazali da su
osjetljive na rapamicin.”® Prethodna istrazivanja pokazala su da metformin kogi proliferaciju
primarnih stanica AML-a u koncentracijama od 5, 10 ili 15 mM,* te da su mnogobrojne
hematoloSke 1 nehematoloske neoplasti¢ne stanice osjetljive na AICAR u koncentracijama od
0,2 do 2 mM.***%% Stoga smo najprije provjerili u¢inke 5 i 15 mM metformina te 0,5 mM
AICAR-a na aktivnost signalnog puta AMPK/mTOR u stanicama U937. Na slici 5 vidimo da
su 15 mM metformin 1 0,5 mM AICAR podjednako smanjili koli¢inu p70 S6K koja je
fosforilirana na treoninskom ostatku (Thr389), S$to upucuje na podjednake ucinke oba
modulatora na aktivnost mTOR-a. Stoga smo ucinke agonista AMPK-a na proliferaciju
stanica ispitali tako da smo stanice zasadili u koncentraciji od 2x10°/mL, prethodno inkubirali
s 15 mM metforminom 1 0,5 mM AICAR-om tijekom 20 minuta, a potom dodali 1 pM
ATRA-u ili otapalo. Nakon 96 sati, broj zivih stanica odreden je pomocu tripanskog modrila i
brojanjem u hemocitometru. Kao $to se vidi na slici 5b, AICAR 1 metformin su statisticki
znacajno smanyjili koncentraciju zivih stanica, sama ATRA umjereno koc¢i proliferaciju, a nije
zamijecena statisticki znaCajna razlika u broju Zivih stanica koje su tretirane kombinacijama
ATRA-e 1 modulatora AMPK-a u usporedbi s brojem Zivih stanica tretiranith samo

metforminom ili AICAR-om.
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Slika 5. Uc¢inak AICAR-a i metformina na broj Zivih stanica leukemijskih linija koje su
tretirane s ATRA-om. a) Stanice U937 su inkubirane s AICAR-om (0,1 i 0,5 mM) i
metforminom (5 i 15 mM). Nakon 3 ili 24 sata, stanice su pokupljene, priredeni su stani¢ni
lizati te je metodom Western blot analiziran izrazaj fosforiliranih i ukupnih AMPKa i p70
S6K. Denzitometrijom je utvrden omjer intenziteta signala fosforiliranih i ukupnih AMPKa 1
p70 S6K. Grafovi su srednje vrijednosti + standardne pogreske omjera Thrl72 p-
AMPKo/AMPKa i Thr389 p-p70 S6K/p70 S6K iz najmanje tri nezavisna pokusa. b) Stanice
HL-60, NB4 i U937 inkubirane su s otapalom (kontrola), AICAR-om (0,5 mM),
metforminom (15 mM), ATRA-om (0,1 uM) ili njihovim kombinacijama. Nakon 96 sati,
koncentracija zivih stanica je odredena brojanjem u hemocitometru pomocu tripanskog
modrila. Rezultati su srednje vrijednosti + standardne pogreske iz najmanje tri nezavisna

pokusa. *p<0,05 (Studentov t-test) prema kontroli.
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5.2.2. AICAR potice apoptozu u stanicama NB4 i U937

Kako bismo podrobnije razjasnili mehanizam koji je odgovoran za ucinke agonista
AMPK-a na smanjenje broja zivih stanica, odredili smo uc¢inke AICAR-a i metformina na
poticanje apoptoze u stanicama NB4 i U937 koje su inkubirane s ATRA-om ili otapalom.
Nakon 48 sati inkubacije, NB4 1 U937 stanice su obiljeZene FITC-konjugiranim aneksinom V
1 propidijevim jodidom te analizirane proto¢nom citometrijom. Kao §to se vidi na slici 6, 0,5
mM AICAR je statisticki znacajno povecao postotak stanica NB4 i U937 koje su pozitivne na
aneksin V-FITC, a $to ukljucuje i ranu apoptozu, tj. stanice koje su pozitivne na aneksin i
negativne na propoidij jodid (aneksin+/PI-) te kasne apoptoticke stanice (aneksin+/PI+), dok
su ucinci 15 mM metformina bili neSto manje izrazeni. U stanicama NB4, dodatak ATRA-e je
smanjio u¢inak AICAR-a na postotak stanica koje su pozitivne na aneksin V, ali je postotak
apoptoti¢kih stanica tretiranih ovom kombinacijom i dalje bio statisticki znacajno veci u

odnosu na kontrolu.
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Slika 6. U¢inci AICAR-a i metformina na poticanje apoptoze u stanicama NB4 i U937
koje su tretirane s ATRA-om. Stanice NB4 i U937 su inkubirane s otapalom (kontrola),
AICAR-om (0,5 mM), metforminom (15 mM), ATRA-om (0,1 puM) ili njihovim
kombinacijama tijekom 48 sati. a) Postotak stanica obiljeZzenih s FITC-konjugiranim
aneksinom V (donji stupi¢i, aneksin+/PI+; gornji stupiéi, aneksin+/PI-). b) Primjerni
histogrami. Rezultati su srednje vrijednosti + standardne pogreske iz najmanje tri nezavisna
pokusa. *p<0,05 (Studentov t-test) prema kontroli za aneksint+/PI+ stanice. #p<0,05
(Studentov t-test) prema kontroli za aneksin+/PI- stanice. § p<0,05 (ANOVA i Tukey) za
usporedbu stanica tretiranih kombinacijom spojeva prema stanicama tretiranih istom

koncentracijom samo jednog od tih spojeva za aneksin+/PI- stanice.
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5.2.3. AICAR pospjeSuje izrazaj diferencijacijskih biljega

Kako bismo ispitali mogu¢i u¢inak AICAR-a na diferencijaciju, odredili smo izraZaj
biljega CD11b u stanicama NB4 i U937 koje su tretirane s ATRA-om ili otapalom tijekom 96
sati. Kao §to se vidi na slici 7, ATRA statisticki znacajno povecava prosjecni intenzitet
fluorescencije (MFI) i1 postotak pozitivnih stanica u obje stani¢ne linije. U stanicama NB4,
dodatak AICAR-a (0,5 mM) statisti¢ki znac¢ajno povecava izrazaj biljega CD11b na stanicama
koje su tretirane ATRA-om. U stanicama U937, AICAR povecava izrazaj diferencijacijskog
biljega u stanicama i bez dodatka ATRA-e, Sto se moglo vidjeti i povecanjem postotka

CD11b-pozitivnih stanica i njihovog MFI.

Dodatno, zamijec¢eno je da inkubacija stanica s 0,5 mM AICAR-om tijekom 96 sati
potiCe vezanje misjeg IgG2a. Budu¢i da su naSa prethodna istraZivanja na stanicama HL-60
pokazala da vezanje mi§jeg IgGG2a moze biti posredovano povecanim izraZzajem receptora

FcyRI (CD64)"*%, dodatno smo ispitali uéinke AICAR-a na izrazaj monocitnih biljega.

Na slici 8 vidi se da su uc¢inci AICAR-a na izrazaj monocitnog biljega CD64 u
promijelocitnoj liniji NB4 bili podjednaki u€incima na izrazaj biljega CD11b. U monocitnoj
liniji U937, postotak stanica koje su pozitivne na CD64 biljeg bio je visok ve¢ i1 u netretiranim
stanicama, ali se dodatno povecava tretiranjem stanica kombinacijom ATRA-e i AICAR-a. |
bez ATRA-e, 0,5 mM AICAR statisticki znacajno poveéava MFI stanica U937 koje su
obiljezene s CD64-FITC.

CD64 je receptor visokog afiniteta za fragment Fc imunoglobulina G koji je izrazen na
monocitima, makrofagima, preteCama mijeloidnih stanica i1 folikularnim dendritickim
stanicama. Molekula CD14 je specifi¢niji biljeg zrelih monocita i makrofaga. Kako bismo
utvrdili mogu¢i u€inak AICAR-a na izrazaj biljega CD14, stanice NB4 1 U937 su inkubirane
tijekom 96 sati, prikupljene i analizirane proto¢nom citometrijom. Kao $to je prikazano na
slici 9, u promijelocitnoj liniji NB4, AICAR nije imao utjecaja na izrazaj biljega CD14. U
monocitnoj liniji U937, AICAR je statisticki znac¢ajno pove¢ao MFI 1 postotak stanica
tretiranih s ATRA-om koje izrazavaju CD14, a taj je u¢inak bio jo§ jace izrazen u kontrolnim

stanicama.
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Slika 7. Ucinci AICAR-a i metformina na izrazaj biljega CD11b na stanicama NB4 i
U937 koje su tretirane s ATRA-om. Stanice su inkubirane s otapalom (kontrola), AICAR-
om (0,5 mM), metforminom (15mM), ATRA-om (0,1 puM) ili njihovim kombinacijama
tijekom 96 sati. Rezultati su prikazani kao prosjecni intenzitet fluorescencije (MFI) ili
postotak CDI11b-pozitivnih stanica, te kao primjerni histogrami. Rezultati su srednje
vrijednosti + standardne pogreSke iz najmanje tri nezavisna pokusa. *p<0,05 (Studentov t-
test) prema kontroli. §p<0,05 (ANOVA i Tukey) za usporedbu stanica tretiranih
kombinacijom spojeva prema stanicama tretiranih istom koncentracijom samo jednog od tih

spojeva.
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Slika 8. U¢inci AICAR-a i metformina na izrazZaj biljega CD64 na stanicama NB4 i U937
koje su tretirane s ATRA-om. Stanice su inkubirane s otapalom (kontrola), AICAR-om (0,5
mM), metforminom (15mM), ATRA-om (0,1 uM) ili njihovim kombinacijama tijekom 96
sati. Rezultati su prikazani kao prosjecni intenzitet fluorescencije (MFI) ili postotak CD64-
pozitivnih stanica, te kao primjerni histogrami. Rezultati su srednje vrijednosti + standardne
pogreske iz najmanje tri nezavisna pokusa. *p<0,05 (Studentov t-test) prema kontroli.
§p<0,05 (ANOVA 1 Tukey) za usporedbu stanica tretiranih kombinacijom spojeva prema

stanicama tretiranih istom koncentracijom samo jednog od tih spojeva.
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Slika 9. U¢inci AICAR-a i metformina na izrazaj biljega CD14 na stanicama NB4 i U937
koje su tretirane ATRA-om. Stanice su inkubirane s otapalom (kontrola), AICAR-om (0,5
mM), metforminom (15mM), ATRA-om (0,1 uM) ili njihovim kombinacijama tijekom 96
sati. Rezultati su prikazani kao prosjecni intenzitet fluorescencije (MFI) ili postotak CD14-
pozitivnih stanica, te kao primjerni histogrami. Rezultati su srednje vrijednosti + standardne

pogreske iz najmanje tri nezavisna pokusa. *p<0,05 (Studentov t-test) prema kontroli.
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5.2.4. AICAR potice aktivnost MAPK-a u stanicama NB4 i U937

Kako bismo dodatno razjasnili mehanizam djelovanja AICAR-a, najprije smo
usporedili u¢inke na aktivnost signalnog puta AMPK/mTOR u stanicama NB4 1 U937 i to
istrazivanjem fosforilacije AMPK-a, mTOR-a i njihovih supstrata. Prethodna istrazivanja
pokazala su da je razina fosforilirane p70 S6K na Thr389 smanjena djelovanjem metformina
na primarne stanice AML i stani¢ne linije* te djelovanjem AICAR-a i metformina na stanice
koje su pozitivne na BCR-ABL.*® Stoga smo prvo istrazili aktivnost p70 S6K u stanicama
NB4 i U937 koje su potaknute agonistima AMPK-a. Rapamicin (20 nM), za kojeg je
prethodno pokazano da u potpunosti inhibira fosforilaciju p70 S6K* koristen je kao kontrola.
Ukupni stani¢ni lizati izolirani su iz stanica koje su inkubirane s 0,5 mM AICAR-om, 15 mM
metforminom ili 20 nM rapamicinom tijekom 3 ili 24 sata. Podjednake koli¢ine proteina istog
uzorka nanijete su na dva paralelna gela, razdvojene s pomocu SDS-PAGE, prenesene na
nitrocelulozne membrane 1 inkubirane s protutijelima koja prepoznaju ukupnu ili p70 S6K
fosforiliranu na treoninu 389. Na slici 10 vidi se da je rapamicin (20 nM) u potpunosti
sprijec¢io fosforilaciju p70 S6K na Thr389 u obje stani¢ne linije, a nije imao utjecaja na
koli¢inu ukupnog proteina. U stanicama NB4, koli¢ina fosforilirane p70 S6K je smanjena 3
sata nakon dodavanja agonista AMPK-a, dok je nakon 24 sata razina bila sli¢na kontroli. U
stanicama U937, razina fosforilacije p70 S6K na Thr389 bila je smanjena i nakon 3 i1 nakon
24 sata. Membrane su potom inkubirane s protutijelima koja prepoznaju ukupnu MAPK 1
MAPK koja je fosforilirana na treoninskom ostatku 202 i tirozinskom ostatku 204
(Thr202/Tyr204 p-MAPK). Kao $to se vidi na slici 10, metformin nije imao ucinaka na
koli¢inu fosforilirane MAPK u obje stani¢ne linije, kao §to je i prethodno opisano na drugim
stanicama AML-a.*> Medutim, AICAR je poveéao fosforilaciju MAPK-a u obje stani¢ne
linije, Sto je bilo jace izrazeno 3 sata nakon dodavanja agonista, ali i dalje zamjetno nakon 24-
satne inkubacije. Inkubacija stanica s rapamicinom pospjesila je fosforilaciju MAPK-a u

. e .- . . .. .. . 98
stanicama U937, a nije imala ucinaka na stanice NB4, kao §to je i ranije opisano.
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Slika 10. U¢inci AICAR-a i metformina na koli¢inu fosforilirane p70 S6K i fosforilirane
MAPK u stanicama NB4 (a) i U937 (b). Stanice su inkubirane s AICAR-om (0,5 mM),
metforminom (15 mM), rapamicinom (20 nM) ili otapalom (kontrola). Nakon 3 ili 24 sata,
stanice su pokupljene, priredeni su stanicni lizati, jednake koli¢ine proteina su nanijete na dva
paralelna gela te je izraZaj fosforiliranih 1 ukupnih p70 S6K i MAPK analiziran metodom
Western blot. Kako bismo potvrdili da je u svim uzorcima nanesena jednaka koli¢ina proteina,
sve membrane su naknadno inkubirane s protutijelom za B-aktin. Denzitometrijom je utvrden
omjer intenziteta signala fosforiliranih 1 ukupnih proteina te je izrazen u relativnim
jedinicama. Grafovi su srednje vrijednosti + standardne pogreske omjera Thr389 p-p70
S6K/p70 S6K (gornja polovica slike) i Thr202/Tyr204 p-MAPK/MAPK (donja polovica

slike) iz najmanje tri nezavisnih pokusa.
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5.2.5. Farmakoloski inhibitor MAPK ko¢i ucinke AICAR-a na izrazaj

diferencijacijskih biljega u stanicama U937

Nekoliko istrazivanja opisalo je produzenu aktivaciju ERK-a ili MAPK-a u stani¢nim
linijama AML-a koje su potaknute na diferencijaciju u monocitnom ili granulocitnom smjeru
nakon izlaganja tvarima poput ATRA-e, PMA, vitamina D; ili drugih spojeva.''®"**!*" Kako
bismo odredili ulogu aktivacije ERK-a u odgovoru na AICAR, stanice su najprije tretirane s
farmakoloskim inhibitorom MAPK (PD 98059) u koncentracijama za koje smo prethodno
pokazali da ué¢inkovito koge aktivnost ERK-a u stani¢nim linijama AML-a.””"*® Kao §to se
vidi na slici 11a, inkubacija stanica U937 s 20 uM PD98059 znacajno smanjuje koli¢inu
fosforilirane MAPK u kontrolnim stanicama i stanicama koje su inkubirane s AICAR-om
tijekom tijekom 3 i 24 sata. Prethodna inkubacija s PD 98059 u istoj koncentraciji statisticki
znafajno smanjuje izrazaj biljega CDI11b, CD64 1 CD14 u stanicama koje su tretirane

AICAR-om tijekom 96 sati (slika 11 b).

Da bismo dodatno ispitali ulogu aktivacije AMPK-a u ucincima koji su potaknuti
AICAR-om, upotrijebili smo tvar C, 6-[4-(2-Piperidin-1-iletoksi)fenil]-3-piridin-4-
ilpirazolo[1,5-a]pirimidin, koja se ucestalo koristi kao farmakoloski inhibitor AMPK-a."”’
Tvar C koristili smo u koncentraciji (10 uM) koja se prethodno pokazala u¢inkovitom u
ko&enju aktivnosti AMPK-a u stanicama AML-a.* Kao $to se vidi na slici 11a, inkubacija
stanica U937 s 10 uM tvari C nije znacajno smanjila koli¢inu fosforilirane AMPK. Nadalje,
prethodna inkubacija stanica U937 s 10 uM tvari C nije utjecala na povecéani izrazaj biljega
CDI11b u stanicama koje su potaknute AICAR-om, ali je smanjila izrazaj biljega CD64 1
CD14. Medutim, tvar C je statisticki znacajno povecala izrazaj biljega CD11b i CD64 u
kontrolnim stanicama, a to je koreliralo s poticajnim ucinkom inhibitora na koli¢inu

fosforilirane MAPK nakon 3- ili 24-satne inkubacije.
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Slika 11. Uloga signalnih puteva MAPK i AMPK/mTOR u udincima AICAR-a na
stanice U937. Stanice su prethodno inkubirane s inhibitorom AMPK-a (tvar C, 10 uM) ili
inhibitorom MEK-a (PD 98059, 20 uM) tijekom 25 minuta, a potom su tretirane s 0,5 mM
AICAR-om. a) Analiza Western blot izrazaja fosforiliranih i ukupnih AMPKa, MAPK i1 p70
S6K iz stani¢nih lizata izoliranih nakon 3 ili 24 sata. Denzitometrijom je utvrden omjer
intenziteta signala fosforiliranih 1 ukupnih proteina. Rezultati su srednje vrijednosti +
standardne pogreSke omjera fosforiliranih i ukupnih AMPKa, MAPK i p70 S6 iz najmanje tri
nezavisna pokusa. b) Prosjecni intenzitet fluorescencije (MFI) stanica U937 nakon 96 sati
inkubacije i obiljezavanja s protutijelima za CD11b, CD64 i CD14. Rezultati su srednje
vrijednosti + standardne pogreSke iz najmanje tri nezavisna pokusa. *p<0,05 (Studentov t-
test) prema kontroli. #p<0,05 (Studentov t-test) prema AICAR-u. §p<0,05 (ANOVA i Tukey)
za usporedbu stanica tretiranih kombinacijom spojeva prema stanicama tretiranim istom
koncentracijom samo jednog od tih spojeva.
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5.2.6. Uc¢inci AICAR-a na broj Zivih stanica U937 i izrazaj diferencijacijskih

biljega su neovisni o koli¢ini AMPK-a

Budu¢i da su nasi rezultati ukazali na nespecifi¢ne ucinke tvari C kao farmakoloSkog
inhibitora AMPK-a, ulogu AMPK-a u ucincima AICAR-a dodatno smo ispitali primjenom
komercijalno dostupnih siRNA sekvenci koje koce izrazaj obje kataliticke podjedinice (al 1
02) AMPK-a. Kontrolne siRNA te siRNA za AMPKal i AMPKa2 ubacili smo u stanice
U937 elektroporacijom, stanice smo inkubirali tijekom 28 sati te potom zasadili u
koncentraciji 2x10°/mL u plo¢e sa 6 bunari¢a sa ili bez AICAR-a (0,5 pM) tijekom 96 sati.
Ostatak uzorka iskoristen je za pripremu ukupnih stani¢nih lizata i analizu izrazaja AMPK-a
pomocu tehnike Western blot. Kao $to se vidi na primjernoj analizi Western blot, koli¢ina
AMPK-a je znatno smanjena u stanicama koje su transficirane sa siRNA za AMPKal i
AMPKoa2 u usporedbi s kontrolnom siRNA (slika 12a). Usprkos tome, ucinci AICAR-a na
broj Zivih stanica nakon 96 sati (slika 12b) bili su podjednaki u stanicama s normalnom 1i
znatno smanjenom kolicinom AMPK-a. Dodatno, nije bilo statisticki znacajne razlike u
ucincima AICAR-a na izrazaj diferencijacijskih biljega CD11b i CD64 u stanicama koje su

transficirane sa siRNA za AMPK u odnosu na kontrolu (slika 12c).
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Slika 12. U¢inci AICAR-a na broj zivih stanica i izrazaj diferencijacijskih biljega na
stanicama sa smanjenim izrazajem AMPK-a. Stanice U937 su transficirane s kontrolnom
siRNA (neg) te siRNA za AMPKal i AMPKoa2 te inkubirane tijekom 28 sati. a) Analiza
Western blot izrazaja ukupne koli¢ine AMPK-a u stanicama 28 h nakon transfekcije. b) Broj
zivih transficiranih stanica U937 96 sati nakon inkubacije sa ili bez AICAR-a (0,5 uM). ¢)
Prosje¢ni intenzitet fluorescencije (MFI) transficiranih stanica U937 koje su obiljezene s
protutijelima za CD11b 1 CD64 nakon inkubacije sa ili bez AICAR-a (0,5 uM) tijekom 96
sati. Prikazani su primjerni rezultati dvaju nezavisnih pokusa, od kojih je svaki napravljen u

duplikatu.
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6. RASPRAVA

6.1. Rapamicin pospjeSuje ucinke DMSO-a na smanjenje broja Zivih stanica

leukemijskih linija

Rapamicin je 1999. godine odobren od Ameri¢ke agencije za hranu i lijekove kao
imunosupresiv kako bi se sprijeilo odbacivanje bubreznog alografta. Temsirolimus i
everolimus su analozi rapamicina ili rapalozi bolje farmakokinetike koji su odobreni 2007. 1
2009. godine za lijeCenje uznapredovalog karcinoma bubrega. Everolimus je 2011. godine
odobren za lije¢enje neuroendokrinih tumora podrijetlom iz gusterace, a 2012. godine za

61,88 .
" Ipak, monoterapija tumora

lijeenje astrocitoma u sindromu tuberozne skleroze.
rapamicinom je u velikoj mjeri ograni¢ena njegovim prvenstveno citostatskim, a ne
citotoksi¢nim svojstvima. Nadalje, rapamicin ne koc¢i u potpunosti sve ,,nizvodne* supstrate
mTOR-a pa slabo poti¢e autofagiju i nedostatno koci sintezu proteina. Sljedeéi razlog slaboj
ucinkovitosti je postojanje razli¢itih mehanizama povratne sprege zbog kojih inhibicija
mTOR-a rapamicinom povecava aktivnost proksimalnih komponenti signalnog puta kao Sto
su PI3K i Akt, a aktivacija PI3K/Akt pospjesuje proliferaciju. Zbog navedenih je razloga sve
viSe istrazivanja usmjereno ka terapiji koja kombinira rapamicin s nekim spojem koji

pospjesuje njegovo djelovanje.61’88

Rezultati ovog istrazivanja slazu se s prethodnim istrazivanjima koja su pokazala da
rapamicin ima uglavnom citostatska svojstva te da nema znacajnih ucinaka na prezivljenje 1
diferencijaciju leukemijskih stani¢nih linija. Ranija istraZzivanja pokazala su da rapamicin i
sam moze potaknuti redukciju boje NBT (prema engl. nitroblue tetrazolium) i diferencijaciju
stanica HL-60 i K562, a da nema ucinaka na diferencijaciju stanica U937 i NB4.'° Medutim,
u tom je istrazivanju rapamicin koriSten u koncentracijama koje su ve¢e od 2 uM, a te su
koncentracije i stotinu puta veée od koncentracija koje se mogu posti¢i terapijskom
primjenom. Od tada, brojna istrazivanja pokazala su da rapamicin u nizim koncentracijama

(od 20 do 200 nM) ima slab'® ili nikakav u¢inak”®'®*'%? na izrazaj diferencijacijskih biljega.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da rapamicin slabo koci proliferaciju stanica HL-
60, U937, KG-1 ili K562.°%**' Nadalje, rapamicin nije imao znaGajnih u¢inaka na
prezivljenje leukemijskih stani¢nih linija ili primarnih stanica AML-a tijekom uzgoja u
tekuéem mediju.”””® Medutim, rapamicin je znadajno zako&io sposobnost primarnih stanica
AML-a da stvaraju kolonije, a bez da je utjecao na rast normalnih hematopoetskih preteca, §to

. .. . .. ey . .- . 90
je bio jedan od razloga za postupno uvodenje rapamicina u klinic¢ka istraZivanja.
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Rezultati nasSeg istrazivanja pokazuju da rapamicin pospjeSuje u¢inak DMSO-a na
smanjenje broja zivih stanica u svim testiranim stani¢nim linijama. Ovi se uc¢inci, bar dijelom,
mogu pripisati uéincima obaju spojeva na zastoj u Gy/Gi-fazi stani¢nog ciklusa. Uloga
rapamicina u prijelazu iz G- u S-fazu staniénog ciklusa je ve¢ dobro opisana 7100152164
Ukratko, danas se smatra da se prolaz kroz G;-fazu stani¢nog ciklusa u sisavaca nadzire u
dvije kontrolne tocke. Prva kontrolna tocka nalazi se u ranoj fazi G; te ovisi o nazoc¢nosti
¢imbenika rasta; ¢imbenici rasta poticu sintezu ciklina D i prolazak kroz Gi-fazu, a u njihovoj
odsutnosti stanica prelazi u fazu Gy. Druga kontrolna ili restrikcijska tocka, koja odgovara
onoj START u kvasaca, nalazi se u kasnijoj fazi G;, neposredno prije pocetka S-faze, a
regulirana je koli¢inom hranjivih tvari (primjerice aminokiselina) koje aktivaraju kinazu
mTOR. Aktivirana mTOR fosforilira p70 S6K, aktivirana p70 S6K potice transkripciju
onkogena c-myc koji aktivira kompleks ciklina E 1 kinaze 2 ovisne o ciklinu (CDK2, prema
engl. cyclin-dependent kinase 2) te pospjeSuje ulazak u S-fazu ciklusa.'® DMSO potice
reverzibilni zastoj u Gi-fazi tako §to koéi sintezu ciklina D i inaktivira CDK4'®>'% te

e . . 14
smanjuje izrazaj c-mye.'*°

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju da nema stroge korelacije izmedu osjetljivosti
stanica pojedinih linija na 20 nM rapamicin 1 stupnja fosforilacije p70 S6K kao ,,nizvodnog*
supstrata mTOR-a, §to je sli¢no rezultatima prethodnih istrazivanja na leukemijskim linijama 1
primarnim stanicama AML-a.”® Nadalje, nismo primijetili zna¢ajne promjene u omjeru p70
S6K koja je fosforilirana na ostatku Thr389 i1 ukupne p70 S6K u stanicama NB4 koje su
tretirane s DMSO-om ili ATRA-om tijekom 3 ili 48 sati. Prijasnje istrazivanje pokazalo je
povecanje koli¢ine p70 S6K koja je fosforilirana na treoninskom ostatku 421 1 serinskom
ostatku 424 u stanicama HL-60 koje su diferencirane s 1,25%-tnim DMSO-om tijekom 80
sati.'®” Rezultati prijadnjih istraZivanja pokazali su razli¢ite utinke ATRA-e na koli¢inu
fosforilirane p70 S6K, S$to je vjerojatno posljedica analize fosforilacija na razli¢itim

120,168

aminokiselinskim ostatcima, kao $to je opisano u stanicama MCF-7. Tako je u stanicama

NB4 zamije¢ena poveéana fosforilacija p70 S6K na Thr 421 i Ser 424'%

, a smanjena
fosforilacija p70 S6K na treoninskom ostatku Thr 389 u stanicama HL-60 nakon inkubacije s
ATRA-om.” Nasi rezultati pokazuju da je 20 nM rapamicin znac¢ajno inhibirao fosforilaciju
enzima i nakon 48 sati. Kao Sto su prethodne studije pokazale, zanimljivo je da rapamicin
pospjesuje ucinke razli€itih spojeva na koc€enje proliferacije leukemijskih stanica, pa ¢ak 1 kad

ti spojevi djeluju razlic¢ito na aktivaciju signalnog puta mTOR/p70 S6K; u stanicama KT-1

koje sadrze onkogen BCR/ABL, interferon o povecava, a imatinib mesilat smanjuje
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fosforilaciju p70 S6K na Thr421/Ser424, ali dodatak rapamicina podjednako pospjeSuje

ko&enje proliferacije leukemijskih stanica u odgovoru na oba spoja.'®

Nekoliko je moguéih objasnjenja za ucinke rapamicina na pospjesenje diferencijacije
leukemijskih stanica u odgovoru na agoniste. U stanicama NB4, poticajni u¢inak 100 nM
rapamicina na izrazaj diferencijacijskog biljega CD11b pripisuje se ucinku rapamcina na

161

indukciju autofagije koja razgraduje protein PML/RARa. > Medutim, ovo objasnjenje se ne

moze primijeniti na linije AML-a koje nisu APL. Dugo se zna da spojevi koji poticu zastoj u

agoniste.'’ Tako su staniéni mehanizmi koji su odgovorni za diferencijaciju potaknutu

oy . . v . .. . . . . 84.98-
DMSO-om slabo objasnjeni, udinci rapamicina na zastoj u G,-fazi su podrobno opisani,***®

100.135.164 5 rezultati ovog istraZivanja pokazuju da kombinacija spojeva koji ciljano djeluje na
signale povezane sa zastojem u diferencijaciji 1 spojeva koji djeluju na signal proliferacije u

tumorskim stanicama mogu zajednicki djelovati na smanjenje broja zivih stanica AML-a.

Nase prijasnje istrazivanje pokazalo je da ATRA i DMSO nemaju jednaki u¢inak na
signalni put Akt u stanicama HL-60, iako oba spoja podjednako poticu diferencijaciju stanica
u granulocitnom smjeru. Dok je ATRA progresivno povecavala aktivnost proteinske kinaze
B/Akt u jezgrama diferenciranih stanica HL-60 1 NB4, nije opaZen znacCajni porast aktivnosti
kinaze Akt u jezgrama stanica HL-60 koje su inkubirane s DMSO-om tijekom pet dana.’’
Rezultati ovog istrazivanja potvrduju da rapamicin pospjesuje uc¢inak ATRA-e na povecéani
izrazaj diferencijacijskog biljega CD11b,”** ali pokazuju da dodatak rapamicina stanicama
NB4 nema statisti¢ki znacajnog ucinka na povecanje izrazaja biljega CD11b u odgovoru na
DMSO. Medutim, analiza stanica proto¢nom citometrijom pokazuje da bi u¢inak kombinacije
rapamicina i DMSO-a na smanjenje broja zivih leukemijskih stanica mogao nastati i zbog

ucinka rapamicina na poticanje apoptoze u stanicama koje su tretirane DMSO-om.

Dakle, rapamicin pospjesuje uc¢inke ATRA-e i DMSO-a na smanjenje broja zivih
leukemijskih stanica, ali se mehanizmi razlikuju jer u stanicama tretiranim ATRA-om
rapamicin pospjeSuje diferencijaciju, a u stanicama tretiranim DMSO-om pospjeSuje
apoptozu. I prethodna istrazivanja pokazala su da su stanice HL-60 koje su diferencirane
DMSO-om osjetljivije na apoptozu potaknutu TNF-om i drugim agonistima od stanica
tretiranih ATRA-om.'?’ Iako to nismo istrazili, moguée je da su ovi razli¢iti uéinci na
apoptozu povezani s razli¢itim uc¢incima ATRA-e i DMSO-a na aktivnost Akt u jezgri, buduci

da je jedna od najbolje opisanih uloga jezgrine Akt poticanje prezivljenja stanice.'”' DMSO
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ne povecava aktivnost Akt u j ezgri97 pa je smanjena otpornost stanica na apoptozu. Suprotno,
ATRA povecava aktivnost PI3K i Akt u jezgri’’ §to smanjuje osjetljivost na apoptozu i
pospjesuje izrazaj diferencijacijskih biljega. Ako rapamicin pospjesuje aktivnost PI3K 1 Akt, a
povecana aktivnost PI3K 1 Akt u jezgri pospjeSuje diferencijaciju, onda rapamicin u stanicama
tretiranim ATRA-om pospjeSuje 1 diferencijaciju. U prilog tomu govore i rezultati koji
pokazuju da vitamin Dj, jo$ jedan ligand obitelji jezgrinih receptora, ima slicne uinke na

00

pospjesenje diferencijacije stanica U937 u kombinaciji s rapamicinom,'” a istodobno

poveéava aktivnost PI3K u jezgrama diferenciranih stanica.'”?

Iako je DMSO jedna od prvih tvari za koju je dokazano da potic¢e diferencijaciju
leukemijskih stanica in vitro, u€inkovitost i sigurnost DMSO-a pri intravenskoj primjeni u
koncentracijama koje se koriste in vitro nije nikada odredena. Medutim, inkubacija stanica s
DMSO-om in vitro i dalje predstavlja Cesto koriSten model za proucavanje granulocitne
diferencijacije leukemijskih stanica. NasSi rezultati pokazuju da rapamicin pospjeSuje ucinke
DMSO-a na smanjenje broja Zivih leukemijskih stanica 1 pospjeSenje apoptoze, a ti rezultati

potvrduju hipotezu da rapamicin ima korisne u¢inke u diferencirajucoj terapiji AML-a.

6.2. AICAR pospjeSuje izrazaj diferencijacijskih biljega u stanicama leukemijskih

linija

Budué¢i da smo pokazali da inhibicija mTOR-a pospjeSuje ucCinke ATRA-e na
diferencijaciju, a znano je da aktivacija AMPK-a koci aktivnost mTOR-a, pretpostavili smo
da aktivatori AMPK-a pospjesuju diferencijaciju stanica leukemijskih linija. Rezultati ovog
istrazivanja pokazali su da AICAR koci proliferaciju, pospjeSuje apoptozu i potice izrazaj
diferencijacijskih biljega u stanicama promonocitne linije U937, a pospjeSuje u¢inke ATRA-e
na izrazaj diferencijacijskih biljega u stanicama tipi¢ne promijelocitne linije NB4. I druga su
istrazivanja pokazala da AICAR poti¢e apoptozu leukemijskih stani¢nih linija i primarnih

46,48,59,60

stanica AML-a 1 limfoma. Medutim, rezultati naSeg istrazivanja po prvi puta su

pokazali da AICAR ima diferenciraju¢a svojstva u leukemijskim stanicama.

Diferencijacija AICAR-om opisana je u drugim modelima. U mi§jim embrionalnim
mati¢nim stanicama AICAR koci proliferaciju te povecava izrazaj biljega karakteristi¢nih za
eritroidnu liniju.'” U osteoblasti¢nim stanicama MC3T3-El AICAR poveéava izrazaj

diferencijacijskih biljega i poti¢e mineralizaciju'™®, a uogena je i diferencijacija astroglije u
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primarnim Zivéanim matiénim stanicama koje su tretirane AICAR-om.'” U stanicama U937
prethodna istrazivanja pokazala su da AICAR smanjuje kemotaksiju, ali uc¢inak na izrazaj
povriinskih biljega nije istrazen.'’® U pocetku se smatralo da AICAR djeluje protuupalno, ali
nedavno istrazivanje pokazalo je da AICAR poti¢e fagocitozu zrelih mi§jih makrofaga i

e e T
neutrofila in vitro 1 in vivo.

Kao $to je ve¢ prije navedeno, AICAR je nukleozid sli¢an adenozinu koji se u stanici
fosforilira u AICA-ribotid ili ZMP djelovanjem adenozinske kinaze, a ZMP zatim alostericki
aktivira AMPK.” Metformin aktivira AMPK neizravno tako $to ko&i respiracijski lanac,
smanjuje proizvodnju ATP-a i povecava omjer AMP-a i ATP-a.*® Stoga, iako se oba spoja
koriste kao aktivatori AMPK-a, AICAR 1 metformin aktiviraju AMPK razli¢itim
mehanizmima, AICAR kao mimetik AMP-a, a metformin sloZenim mehanizmom koji
ukljuéuje ne samo metabolizam mitohondrija, ve¢ i reaktivne spojeve dusika, c-Src i PI3K'"™
te fosforilaciju LKB1 pomocu proteinske kinaze C-(.*' Tako je aktivacija AMPK-a
zamije¢ena u ziv€anim mati¢nim stanicama u odgovoru na oba spoja, ali samo AICAR u tim
stanicama potice diferencijaciju u astrogliju, a taj mehanizam ukljucuje povecanu aktivnost
signalnog puta JAK/STAT (prema engl. Janus kinase/signal transducer and activator of

(175
transcription).

Nedavno istrazivanje pokazalo je da metformin u odredenim
koncentracijama moze pospjesiti diferencijaciju u odgovoru na ATRA-u, ali taj se ucinak
zamje¢ivao samo u stanicama APL-a, dok su u ostalim linijjama zamijefeni samo
proapoptoti¢ki uginci,'” sliéno rezultatima naSeg istraZivanja. Iako smo u istraZivanju
pokazali da i AICAR i metformin imaju sli¢an u¢inak na proliferaciju stanica APL i linija
AML koje nisu APL, te iako oba spoja podjednako smanjuju fosforilaciju p70 S6K, u
stanicama U937 nismo izmyjerili statisti¢ki znacajno povecanje izrazaja diferencijacijskih
biljega u odgovoru na metformin. Jo$ jedna razlika u u¢incima AICAR-a i metformina u
nasem istrazivanju je to $to nismo zamijetili povecanje fosforilacije ERK-a u linijama NB4 i

U937 nakon inkubacije s metforminom, a to je slino rezultatima na drugim linijama 1

. . . 45
primarnim stanicama AML-a.

Aktivacija ERK-a se smatra bitnom u granulocitnoj i monocitnoj diferencijaciji stanica
HL-60,"'®"" diferencijaciji stanica U937 potaknutoj s PMA''®"® te diferencijaciji stanica
U937 u smjeru dendriti¢kih stanica u odgovoru na SET.'*® U nagem istraZivanju pokazali smo
da aktivacija ERK-a ima ulogu u uc¢incima AICAR-a u stanicama U937 jer je prethodna
inkubacija stanica s PD 98059 koji koc¢i ERK sprijecila povecanje izrazaja diferencijacijskih

biljega u odgovoru na AICAR.
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Ulogu kinaze AMPK u u¢incima AICAR-a ispitali smo inkubirajuéi stanice U937 s
tvari C u koncentraciji u kojoj se koristi kao farmakoloski inhibitor AMPK-a.*> Medutim, tvar
C nije znacajno smanjila koli¢inu fosforilirane AMPK, osobito nakon 24 sata, ali je zato,
umjesto ocekivane inhibicije ucinaka AICAR-a na aktivaciju MAPK, povecala koli¢inu
fosforilirane MAPK sli¢no uc¢incima AICAR-a. lako se tvar C, poznatija kao dorzomorfin ili
BMP-inhibitor I, Siroko rabi kao specifiéni farmakoloski inhibitor AMPK-a, nedavno
istrazivanje Baina i sur.””’ pokazalo je da u uobi¢ajenim koncentracijama tvar C ko&i i druge
proteinske kinaze te da je potrebna mnogo veca koncentracija tvari C (40 pM) kako bi se u
stanicama u potpunosti zako¢ila AMPK. Od osobitog znacaja za nase istrazivanje su rezultati
Baina 1 sur. koji pokazuju da tvar C u koncentraciji od 1 pM znacajno povecava aktivnost
ERK-a in vitro, a to je slicno rezultatima naSeg istrazivanja u kojemu smo zamijetili
povecanje aktivnosti ERK-a u stanicama U937 koje su tretirane s tvari C u koncentraciji od 10
uM. Ako je aktivacija ERK-a bitna za diferencijaciju stanica U937, a AICAR i tvar C
povecavaju aktivnost ERK-a, onda to moze objasniti poticajni ucinak obje tvari na izrazaj

biljega CD11b i CD64.

Nadalje, nasi rezultati dobiveni u stanicama U937 koje su transficirane sa siRNA za
AMPK pokazuju da su ucinci AICAR-a na smanjenje broja Zivih stanica i izraZaj biljega
CD11b neovisni o koli¢ini AMPK-a u stanici. Sve je vise radova koji opisuju ucinke AICAR-

175,181-184

a u razli¢itim modelima koji su neovisni o AMPK-u. U stanicama kroni¢ne limfocitne

leukemije, AICAR poti¢e apoptozu neovisno o AMPK-u i p53, a apoptoza izostaje u

odgovoru na fenformin i spoj A-769662 koji izravno aktivira AMPK.'*?

U stanicama glioma,
AICAR i metformin koce proliferaciju neovisno o AMPK-u, a izravni aktivator AMPK-a
nema uéinka.'™ U stanicama CML koje su tretirane AICAR-om (akadezinom), Robert i
sur.'®" su pokazali da u¢inci AICAR-a na poticanje autofagije ne ovise 0 AMPK-u veé¢ o
proteinskoj kinazi C (PKC). U naSem istrazivanju nismo ispitali moguce ucinke izravnog
aktivatora AMPK-a na diferencijaciju stanica U937 ili u¢inke AICAR-a na autofagiju i1

aktivnost PKC.

Mnogo je drugih mogucéih mehanizama koji bi mogli posredovati diferencijaciju
stanica U937 u stanice s obiljezjima zrelih monocita, budu¢i da AICAR ima snazni u¢inak na
stanicni metabolizam 1 mnoge supstrate koji su ovisni ili neovisni o AMPK-u. Zanimljivo je
novije istrazivanje koje pokazuje da sam manjak ATP-a moze potaknuti diferencijaciju
stanica AML-a tako Sto aktivira signalni put koji se inace aktivira pri oSteCenju DNA, a koji

ukljucuje ATR (prema engl. ataxia telangiectasia and Rad3-related protein) 1 neovisan je o

52



p53.'" Nadalje, nekoliko je istraZivanja ukazalo na ulogu metabolizma u proliferaciji

% su dokazali ovisnost stanica AML o mitohondrijskoj

leukemijskih stanica. Skrti¢ i sur.'
translaciji i oksidativnoj fosforilaciji, a Samudio i sur.'"®” pokazali da inhibitori oksidacije
masnih kiselina koce proliferaciju 1 pospjeSuju apoptozu leukemijskih stanica. Prije 80
godina, Otto Warburg je prvi pretpostavio da se tumorske stanice bitno razlikuju u
metabolizmu od normalnih stanica te da u aerobnim uvjetima ,,fermentiraju glukozu u laktat
(tzv. ,,acrobna glikoliza®) zbog poremeéene funkcije mitohondrija.'®® Nedavno istrazivanje
funkcije mitohondrija i opéeg metabolizma u stanicama HL-60 i U937 u odgovoru na
metformin pokazalo je da apopototicki ucinci metformina ne ovise 0 AMPK-u ve¢ o skretanju
metabolizma na glikolizu i proizvodnju laktata. Stanice U937 koje imaju bazalno povecanu
aktivnost Akt-a, prijenos glukoze kroz membranu i povecanu glikolizu zbog toga su manje
osjetljive na u¢inke metformina.'® U naSem istrazivanju nismo ispitali metaboli¢ke promjene
u stanicama U937 1 HL-60 tretiranim s AICAR-om, ali mozemo pretpostaviti da se razli€iti
ucinci metformina i AICAR-a na diferencijaciju mogu dijelom pripisati i razli¢itim u¢incima

na pojedine metaboli¢ke putove.

Zakljucno, rezultati naseg istrazivanja pokazuju da AICAR potice diferencijaciju stanica
AML koje nisu APL. Najnoviji rezultati s farmakoloSkim inhibitorima mutirane izocitrat
dehidrogenaze 2 (IDH2/R140Q) pokazuju da se inhibitori koji djeluju na ,,onkometabolite*
mogu primijeniti u diferencirajucoj terapiji AML-a. Somatske mutacije u genima IDHI 1
IDH2 odgovorne su za poticanje redukcije a-ketoglutarata u D-2-hidroksiglutarat koji djeluje
kao onkometabolit i potice epigentsko reprogramiranje i leukemogenezu, a dodatak inhibitora

mutiranog IDH2 poti¢e diferencijaciju primarnih stanica AML-a in vitro.'”
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7. ZAKLJUCCI

1. Rapamicin pospjeSuje u¢inke DMSO-a na smanjenje broja Zivih stanica leukemijskih linija.

2. Rapamicin pospjeSuje izrazaj diferencijacijskog biljega CD11b u stanicama potaknutim

ATRA-om, a nema ucinka u stanicama potaknutim DMSO-om.

3. Rapamicin pospjeSuje u¢inke DMSO-a na poticanje apoptoze i nakupljanje leukemijskih

stanica u Go/G -fazi stani¢nog ciklusa.

4. AMPK-aktivatori, AICAR i metformin, koce aktivhost mTOR-a i smanjuju broj zivih

stanica leukemijskih linija.
5. AICAR i metformin potic¢u apoptozu stanica NB4 1 U937.

6. AICAR pospjesuje izrazaj diferencijacijskih biljega u stanicama NB4 koje su tretirane

ATRA-om te potice izrazaj biljega zrelih monocita i makrofaga u stanicama U937.

7. AICAR potice aktivnost MAPK-a u stanicama NB4 i U937, a farmakoloski inhibitor
MAPK-a koci u¢inke AICAR-a na izrazaj diferencijacijskih biljega u stanicama U937.

8. Ucinci AICAR-a na broj zivih stanica U937 i izrazaj diferencijacijskih biljega su neovisni o

koli¢ini AMPK-a.
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8. SAZETAK

Prethodna istrazivanja pokazala su da farmakoloski modulatori signalnog puta adenozin-
monofosfat (AMP)-aktivirane kinaze (AMPK)/mTOR (prema engl. mammalian/mechanistic
target of rapamycin) koce proliferaciju stanica akutne mijeloicne leukemije (AML), ali
njihova uloga u diferencijaciji je manje istraZzena. Cilj ovog istraZivanja bio je odrediti ulogu
signalnog puta AMPK/mTOR u diferencijaciji stani¢nih linija AML-a. Rezultati su pokazali
da rapamicin, inhibitor mTOR-a, pospjeSuje ucinke dvaju promicatelja granulocitne
diferencijacije, sve-trans retinske kiseline (ATRA, prema engl. all-trans retinoic acid) i
dimetil-sulfoksida (DMSO), na smanjenje broja Zivih stanica AML-a. Rapamicin je pospjesio
izrazaj diferencijacijskih biljega u stanicama NB4 koje su tretirane ATRA-om te povecao
apoptozu u stanicama NB4 koje su diferencirane DMSO-om. 5-aminoimidazol-4-
karboksamid ribonukleozid (AICAR) i metformin, oba modulatori AMPK-a, zakocili su
aktivnost mTOR-a 1 smanjili proliferaciju stanica AML-a. AICAR je pospjeSio izrazaj
diferencijacijskih biljega u stanicama NB4 koje su tretirane ATRA-om te potaknuo izrazaj
biljega zrelih monocita i makrofaga u stanicama U937. Ucinci AICAR-a nisu ovisni o
AMPK-u, a povezani su s povecanjem aktivnosti mitogenom aktivirane proteinske kinaze
(MAPK). Ovi rezultati pokazuju povoljne u€inke inhibitora mTOR-a i agonista AMPK-a na

diferencijaciju stani¢nih linija AML-a.
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9. SUMMARY

The role of AMPK/mTOR signaling pathway in differentiation of leukemia cells

Hrvoje Lali¢

Zagreb, 2014

Pharmacological modulators of adenosine monophosphate (AMP)-activated kinase
(AMPK)/mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathway have been shown to
exert antiproliferative effects but their role in the differentiation of acute myeloid leukemia
(AML) is less explored. The aim of this study was to determine the role of AMPK/mTOR
pathway in differentiation of AML cell lines. The results showed that rapamycin, an mTOR
inhibitor, enhanced the inhibitory effects of two granulocytic inducers, all-trans retinoic acid
(ATRA) and dimethyl-sulphoxide (DMSO), on the number of viable AML cells. Rapamycin
enhanced the expression of differentiation markers in ATRA-treated NB4 cells, and increased
apoptosis in NB4 cells differentiated with DMSO. Two AMPK modulators, 5-
aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleoside (AICAR) and metformin, were shown to
inhibit the activity of mTOR and reduce the proliferation of AML cells. AICAR enhanced the
expression of differentiation markers in ATRA-treated NB4 cells and induced the expression
of markers associated with mature monocytes and macrophages in U937 cells. AICAR-
mediated effects were independent of AMPK and associated with an increase in the activity of
mitogen-activated protein kinase (MAPK). These results reveal beneficial effects of an mTOR

inhibitor and an AMPK agonist in differentiation of AML cell lines.
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