|SSM 27872047

Broj 2 - septembar 2022, N° 2 - September 2022,

20
b

Trendovi u molekularnoj biologiji
Trends in Molecular Biology

' Beogradska skola molekularne biotogije
Belgrade School of Molecular Biology

Beograd - Belgrade - 2022
MGG« IMGGE



aj - Content

z

Sadr

- Trends in Molecular Biology

Pedesetogodisnjica osnivanja studijskog programa
molekularna biologija i fiziologija
Gordana Mati¢

TRPV1: Cilino mesto dejstva lekova u terapiji razlicitih stanja
Branislava Medi¢ Brki¢, Katarina Savi¢ Vujovi¢,
Dragana Srebro, Sonja Vuckovi¢

Geni-modifikatori 3-talasemijskih sindroma — novi terapijski
pristupi
Milena Ugrin

Novi uvid u genetiku naslednih perifernih neuropatija
Milica Keckarevi¢ Markovi¢, Miljana Kecmanovi¢,
Dusan Keckarevic¢

Savremeni pristupi u istrazivanju

molekularne osnove karcinoma prostate

Zorana Dobrijevi¢, Suzana Matijasevi¢-Jokovi¢, Ana Brankovic,
Ana Djordjevi¢, Milica Popovic i Goran Brajuskovic¢

Uticaj tumorske mikrosredine na razvoj i progresiju maligniteta
llona Pori¢, Tijana ISi¢ Denci¢, Sonja Selemetjev

Uloga hsa-miR-93-5p u kolorektalnom karcinomu
Jovana Despotovic¢

Antitumorski potencijal novih derivata steroidnih hidrazona
Marijana B. Zivkovi¢

Molekularna dijagnostika glioblastoma —klini¢ki uticaji IDH
mutacija i epigeneti¢kog utisavanja aktivnosti MGMT gena
Nikola Jovanovi¢, Tatjana Mitrovi¢

Molekularni profil timoma
Jelena Peri¢

Ekspresija i funkcija insulina u centralnom nervnom sistemu
Tamara Daki¢, Predrag Vujovic

Neuroprotektivni potencijal progesterona
Ivana Gusevac Stojanovi¢, Dunja Drakuli¢

Uloga dehidroepiandrosterona u mozdanoj ishemiji/reperfuziji
Marina Zari¢ Konti¢, Jelena Martinovic¢

Hemijski profil i antioksidativna aktivnost crvenih vina
klonova autohtone i internacionalnih sorti vinove loze
Neda Dordevic¢

Dihidrohalkoni jabuke florizin i floretin
kao nove alelopatske supstance
Mariana Stanisi¢, Slavica Ninkovi¢, Nevena Banjac

Dosadasnja postignuca na promeni boje cvetova biljaka
metabolickom modulacijom biosinteze karotenoida
Milena Trajkovi¢, Sladjana Jevremovi¢, Aleksandar Cingel

Bioinformaticki alati za analizu mikroRNK
Katarina Zelji¢

Marker porekla kao adut u forenzi¢kim analizama DNK

u kompleksnim slucajevima iz perspektive Y hromozoma
Miljana Kecmanovi¢, Milica Keckarevi¢ Markovi¢,
Dusan Keckarevi¢

15

32

51

63

75

90

104

125

143

155

168

186

206

223

238

255

275

50th anniversary of the molecular biology
and physiology study program

TRPV1: A Promising drug target for the treatment of various
conditions

Gene modifiers in B-thalassemia syndromes — a new therapy
approach

Genetics of inherited peripheral neuropathies: renewed data

Modern approaches in research
of the molecular basis of prostate cancer

The effects of tumor microenvironment
on malignancy formation and progression

Role of hsa-miR-93-5p in colorectal cancer
Jovana Despotovi¢

Antitumor potential of new steroidal hydrazone derivatives

Molecular diagnostics of glioblastoma - clinical impact of IDH
mutations and epigenetic silencing of MGMT

Molecular profile of thymoma

Insulin expression and action in the central nervous system

Neuroprotective progesterone potential

Effect of dehydroepiandrosterone on cerebral
ischemia/reperfusion

Chemical profile and antioxidative activity of red wines obtained
from autochthonous and international grape clone varieties

Apple dihydrochalcones phloridzin and phloretin
as novel allelochemicals

Recent advances in flower color alteration by metabolic
manipulation of carotenoid biosynthesis

Bioinformatics tools for the analysis of microRNA

Lineage marker as a key player in complex forensic cases
from the perspective of Y chromosome



Predgovor

Uspostaviti tradiciju je mnogo teZe nego realizovati inicijativu. Pokazalo se da je prvi broj tematskog
zbornika Trendovi u molekularnoj biologiji 1 pobudio interesovanje nau¢ne zajednice u Srbiji, tako da
drugi broj nije bilo tesko sastaviti. Broj poglavlja u tematskom zborniku Trendovi u molekularnoj biologiji 2
je premasio ocekivanja. Kao da je Tematski zbornik simboli¢no postao - Ko je ko u molekularnoj biologiji u
Srbiji. | ponovo se pokazalo da se naucnici u nasoj zemlji bave aktuelnim istraziva¢kim temama i aktivno
doprinose napretku molekularne biologije na mnogim poljima. | mladi molekularni biolozi su prikazom
svojih doktorskih teza pokazali da prate svetske trendove i savremene naucne pristupe.

Posebnost ovog broja je $to se objavljuje u vreme kada obelezavamo jubilej, pedesetogodisnjicu Beo-
gradske Skole molekularne biologije, o ¢emu svedoci tekst u kome je prikazan put razvoja programa za mo-
lekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Pre viSe godina na jednom nau¢nom skupu se govorilo o tome kako saznanja iz molekularne biologije
prozimaju sve naucne oblasti koje se bave Zivim organizmima i kako se moze predvideti da ¢e njena primena
obeleZiti novi vek. Iz auditorijuma je stigao komentar:,Proci ¢e i vase”. Vreme svedodi da je era molekularne

biologije tek pocela.

| $ta éemo sad?”

Sonja Pavlovi¢
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Drugi broj tematskog zbornika ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” predstavlja nastavak prikazivanja
i objavljivanja najznacajnijih nau¢nih radova proisteklih iz doktorskih disertacija mladih nauc¢nika Srbije,
kao i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih u svetu u oblasti molekularne biologije, u protekloj godini,
u kojima su nasi nau¢nici dali svoj doprinos. U ovom broju, prikazano je 18 nau¢nih radova, od kojih je 12 iz
oblasti biomedicine, koji su posveéeni rezultatima ostvarenim u oblasti molekularne biologije retkih bolesti,
tumora i centralnog nervnog sistema. Ovi rezultati su od ogromnog znacaja za unapredenje dijagnostike i
terapije bolesti.

Rezultati koje su nasi naucnici ostvarili u oblasti molekularne biologije biljaka prikazani su kroz tri rada,
a akcenat u njima je na mogucnosti primene tih rezultata u oblasti ekologije, hortikulture i unapredenja
zdravlja ljudi (potraga za ekoloski prihvatljivim bioherbicidima, modifikacija boje cveta, bioloska aktivnost
prirodnih supstanci).

Dva rada su posvecena naprednim metodama u oblasti molekularne biologije i prikazana su u poseb-
nom poglavlju, sto smatram veoma vaznim.

Posebno bih istakla poglavlje u kojem je prikazan jedan od najznacajnijih naucnih rezultata u svetu u
protekloj godini (otkice receptora za temperaturu i dodir), za koji je dodeljena Nobelova nagrada za
fiziologiju i medicinu 2021. godine. Uvodno poglavlje ovog tematskog zbornika posveceno je znacajnom
jubileju — pedesetogodisnjici Beogradske skole molekularne biologije, i u njemu je prikazan razvojni put
studijskog programa Molekularna biologija i fiziologija na Univerzitetu u Beogradu - Bioloskom fakultetu.

Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” nastavlja svoju misiju nau¢ne avangarde za-
pocetu proslogodisnjim brojem. Prikazivanjem najkvalitetnijih i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih
u oblasti molekularne biologije u protekloj godini u kojima su nasi mladi nau¢nici dali svoj ogromni dopri-
nos, prenose se informacije Sirem krugu istraZivaca i zaposlenih u razlic¢itim oblastima (medicina, farmacija,
poljoprivreda), ¢ime se otvaraju mogucnosti za saradnju, a samim tim za primenu rezultata, kao i za nova
istrazivanja.

Svojom koncepcijom i odabirom radova ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ prate napredak u oblasti
molekularne biologije i ne samo da prenose najznacajnije nauc¢ne rezultate, vec i inspirisu i podsti¢u nova
istraZivanja i Sire interesovanje za ovu veoma znacajnu naucnu oblast. Ovaj zbornik opravdava svoj naziv i
nadam se da ¢e se nastaviti trend njegovog objavljivanja i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Monografija/Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ je drugi broj u nizu izdanja koje ima
za cilj da prikaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u
prethodnoj godini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 8 predstavlja revijske radove proizasle iz doktorskih
disertacija mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti moleku-
larne biologije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 7 poglavlja su prikazi aktuelnih
tema iz molekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je
posveceno jubileju, pedesetogodisnjici Beogradske Skole molekularne biologije, u kome je prikazan put
razvoja programa za molekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Posebno je znaca-
jno poglavlje u kome je prikazan doprinos nasih istraZivaca u oblasti kojoj je dodeljena Nobelova nagrada
iz medicine za 2021. godinu (receptori za temperaturu i dodir).

Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno veliki. Danas su u klini¢koj
praksi u svetu mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno je znaca-
jno Sto je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujudi i velikim naporima molekularnih bio-
loga u nasoj zemlji. Ovaj Tematski zbornik je svedocanstvo o znacajnim postignu¢ima molekularnih biologa
u Srbiji koji su doneli napredak nasoj medicini i drugim nauénim oblastima.

Monografija/Zbornik je izuzetno zanimljivo koncipiran sa sadrzajem koji je na visokom nau¢nom nivou
bez molekularne biologije. Primeri primenljivosti rezultata istrazivanja u praksi (medicinskoj i drugima) je
poseban kvalitet ovog Zbornika.

Prvi broj Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1“ je doziveo veliko interesovanje. In-
teresovanje autora da objave svoj doprinos svetskoj nauci u broju 2 govori da je ovakav sadrzaj bio neopho-
dan nasoj nau¢noj javnosti. Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buduénost, jer je
napredak medicine i drugih oblasti (biotehnologija, poljoprivreda, farmacija) nemoguce zamisliti bez novih
dostignu¢a molekularne biologije

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovié, redovni profesor,
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ sadrzi nau¢ne rezultate koji su prepoznati na
svetskom nivou, a koje su istrazivaci iz Srbije ostvarili u prethodnoj godini iz ove oblasti. Zbornik je sacinjen
od 18 poglavlja, preglednih radova, grupisanih u pet celina. Prva celina je posveéena vaznom jubileju,
pedesetogodisnjici osnivanja Beogradske skole molekularne biologije na Bioloskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, dok druga sadrzi prikaz rezultata nasih istrazivaca iz oblasti fiziologije i medicine za koju je u
2021. godini dodeljena Nobelova nagrada. Najvedi broj poglavlja je u okviru treée celine koja se bavi bio-
medicinom i to molekularnom biologijom retkih bolesti, tumora i centralnog nervnog sistema. Preostale
dve celine su posvecene molekularnoj biologiji biljaka i naprednim metodama molekularne biologije. Vazno
je istaci da su mladi doktori nauka aktivno ucestvovali u izradi ovog Zbornika, tako da 8 poglavlja u okviru
biomedicine i molekularne biologije biljaka predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk. Najpre, ve¢ drugu godinu za redom se objavljuju najrelevantnija
saznanja iz navedenih oblasti koja su proizasla iz rada istrazivaca iz Srbije i dostupna su $iroj javnosti na
maternjem jeziku. Takode, svoje radove su napisali istrazivaci iz razli¢itih naucnih instituta (5) i fakulteta (5)
iz Srbije, $to ohrabruje da ¢e se u nasoj zemlji i dalje nastaviti sa istrazivanjima u molekularnoj biologiji koja
su aktuelna u svetu.

~Trendovi u molekularnoj biologiji 2 je Tematski zbornik u kome su objedinjeni rezultati fundamental-
nih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji u prethodnoj godini.
Kori$¢enjem najnovijih metodoloskih pristupa u ovoj oblasti, ali i bioinformatickih i drugih softverskih alata,
postignut je znacajan napredak u dijagnozi i primeni novih strategija leCenja mnogih bolesti, forenzickim
analizama, razvoju novih lekova. Ovaj sveobuhvatni prikaz istraZivanja, koja se aktivno sprovode u nau¢nim
institutima i na fakultetima u Srbiji, doprinosi saznanjima o znacaju koji molekularna biologija ima kako u
humanoj i veterinarskoj medicini, poljoprivredi, farmaciji, tako i u razvoju biotehnologije, o¢uvanju zivotne
sredine i biodiverziteta.

Poseban doprinos Zbornika se ogleda u tome $to se u njemu nalaze aktuelni podaci o dostupnosti
navedenih savremenih metodologija, ¢ime se otvaraju realne mogucnosti za uspostavljanje novih saradniji
medu istrazivac¢ima, kao i u uspostavljanju inter- i multi-disciplinarnosti i daljem razvoju nauke u Srbiji.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu



Uticaj tumorske mikrosredine na razvoj i progresiju maligniteta

llona Pori¢, Tijana I$i¢ Denéié, Sonja Selemetjev

Odeljenje za endokrinologiju i radioimunologiju, Institut za primenu nuklearne energije-INEP,
Univerzitet u Beogradu

Kontakt: tijana@inep.co.rs

Apstrakt:

Tumorska mikrosredina predstavlja specifi¢cno okruzenje sastavljeno od okolocelijskog matri-
ksa i nemalignih elemenata kao 5to su krvni sudovi, fibroblasti i makrofagi. Ona se aktivno stvara
od strane malignih ¢elija i ima uticaj na njihovo ponasanje. Tumorski okolocelijski matriks ima zna-
tno izmenjene biofizicke i biohemijske osobine u odnosu na netumorsko tkivo, sto posledi¢no
uzrokuje promene u Celijskoj signalizaciji. Recipro¢na interakcija izmedu tumorske celije i njenog
okruzenja je klju¢na za nastanak i progresiju maligniteta, orkestrirajuci sve faze malignog procesa:
epitelo-mezenhimsku tranziciju, odrZzavanje besmrtnosti maligne celije, neoangiogenezu, izbega-
vanje imunskog odgovora, formiranje metastaza i rezistenciju na hemoterapeutike. U ovom poglav-
lju da¢emo pregled najvaznijih karakteristika tumorskog okruzenja, i osvrnu¢emo se na najnovija
saznanja o njihovom uticaju na malignu progresiju.

Kljuéne reci: maligna transformacija, okolocelijski matriks, metastatska diseminacija
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The effects of tumor microenvironment on malignancy formation and progression

llona Pori¢, Tijana I$i¢ Denéié, Sonja Selemetjev

Department for Endocrinology and Radioimmunology, Institute for the Application of Nuclear Energy - INEP,
University of Belgrade

Correspondence: tijana@inep.co.rs

Abstract:

The tumor microenvironment is a specific surrounding composed of extracellular matrix and
non-malignant elements such as blood vessles, fibroblasts and macrophages. It is actively generated
by malignant cells and has an influence on their behavior. The tumor extracellular matrix acquires al-
tered biochemical and biophysical properties compared to healthy tissue, with many repercussions
on cellular signaling. The mutual interaction between the tumor cell and its surroundings is crucial for
the onset and progression of malignant tumors, orcestrating all phases of the malignant process: epit-
helial-mesenchimal transition, maintenance of cellularimmortality, angiogenesis, avoidance of immu-
ne survailance, formation of metastases, and resistance to therapeutics. In this chapter, we will review
the most important features of the tumor microenvironment and revise the most recent understan-
dings on its influence on malignant progression.

Key words: Malignant transformation, extracellular matrix, metastatic disemination
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Poslednje dve decenije istraZivanja biologije tumora svedocile su znacajnoj promeni paradigme u su-
stinskom razumevanju procesa nastanka i evolucije maligniteta. Novopristigli podaci ukazuju da se tumor
ne moze posmatrati kao jednostavan skup pojedinacnih maligno transformisanih ¢elija, i posledi¢no, da se
njegovo razumevanje ne moze svesti na utvrdivanje njihovih genetickih i molekularno bioloskih osobina.
lako su genetske i epigenetske promene u epitelnoj celiji osnovni pokretac onkogenih procesa, neoc¢ekivani
»saveznik” u progresiji tumora predstavlja i njihov fizioloski relevantan okvir, tj.,tumorska mikrosredina”
Taj okvir se sastoji se od komponenata koje same po sebi nisu maligne: vezivnog tkiva, fibroblasta, krvnih
sudova, infiltrovanih elemenata imunog sistema i skupa razlicitih solubilnih molekula, uronjenih u oko-
locelijski matriks. Tumorska mikrosredina je u neprestanoj dinami¢noj i recipro¢noj komunikaciji sa mali-
gnom celijom i uti¢e na njeno ponasanje. Pokazano je da interakcija izmedu zdrave celije i izmenjene
mikrosredine moZe da dovede do razvoja maligniteta. Takode je pokazano da celije sa malignim genoti-
pom mogu postati fenotipski normalne nakon odgovarajuc¢ih manipulacija mikrosredine [1-3]. Stavise,
eksperimentalni podaci ukazuju da tumorska mikrosredina ucestvuje u svim fazama patogeneze tumora: di-
ferencijaciji i sticanju osobina besmrtnosti, epitelo-mazenhimskoj tranziciji, vaskularizaciji, izbegavanju
imunskog odgovora, odgovoru na terapeutike, prelasku invazivne ¢elije u cirkulaciju, i kona¢no, ekstrava-
zaciji i formiranju metastaza na sekundarnom mestu [1, 4].

Od svih komponenti tumorske mikrosredine upravo je okolo¢elijski matriks (ekstracelularni matriks,
extracellular matrix, ECM) dugo vremena zavredivao najmanje paznje jer je kao trodimenzionalna mreza fi-
broznih proteina smatran pasivnim i stabilnim okvirom u kome obitavaju ¢elije, sa ¢isto strukturnom, od-
nosno biomehani¢kom ulogom. Danas se zna da je okolocelijski matriks jedna izuzetno dinami¢na sredina
koja obezbeduje kontekstualne informacije odgovorne za kontrolu individualnog i kolektivnog celijskog
ponasanja. Vazno je istaci da je interakcija ¢elije i matriksa recipro¢na. Celija, u zavisnosti od potreba, moze
da sintetise ili razgraduje matriks i da mu menja biohemijski sastav i fizicke osobine. Istovremeno, sve pro-
mene u matriksu kao rezultat celijske aktivnosti ¢e zauzvrat uticati na ponasanje te i susednih ¢elija. Tako
ECM, sa jedne strane obezbeduje oblik i potporu tkivu, ali takode regulise i identitet, poziciju, proliferaciju
i sudbinu ¢elija tog tkiva. Zbog toga, od momenta nastanka maligniteta, matriks povratnom spregom ko-
evoluira sa malignom celijom: dok maligna ¢elija menja matriks po svojim novonastalim potrebama, on ak-
tivno doprinosi sticanju sve invazivnijeg fenotipa maligno transformisane ¢elije, konstantno stimuliSudi rast,
progresiju i Sirenje tumora.

OSOBINE TUMORSKOG MATRIKSA

Biohemijske osobine

Biohemijski gledano, za ECM se moze reci da predstavlja trodimenzionalnu mrezu fibroznih proteina
uronjenih u hidratisani polisaharidni gel. Proteinska mreza matriksa, koja se jo$ naziva i matrizom, sastoji
se od oko 300 jedinstvenih molekula koji se sintetiSu u fibroblastima i sekretuju u intersticijalni matriks, a
mogu se podvesti pod dve glavne grupe: strukturne proteine i glikozaminoglikane. ECM je takode “lokalni
depo” za Siroki spektar malih solubilnih molekula koji direktno uti¢u na ponasanje celije. Ovaj raznoliki skup
molekula sadrzi citokine, nutrijente, hormone, faktore rasta, signalne i angiogenetske faktore, ¢ija se veza-
nost za matriks, odnosno oslobadanje i dostupnost ¢eliji, requlise u zavisnosti od potreba. Pored toga, ma-
triks je bogat i komponentama koje omogucavaju horizontalni transfer DNK: apoptotska tela, egzozome i
vancelijsku (,slobodnu”) DNK [5]. Regulisanje dostupnosti ovih komponenti je razlog neprestanog lokal-
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nog remodeliranja matriksa dok na makroskopskom nivou topologija tkiva ostaje nepromenjena. Ovo re-
modeliranje je strogo kontrolisano finom ravnotezom izmedu sinteze, sekrecije, modifikacije i enzimske de-
gradacije komponenata matriksa.

Maligna transformacija uzrokuje brojne promene u biohemijskim osobinama matriksa. Usled intenzi-
vne proliferacije Celija, i poja¢ane metabolicke aktivnosti tumor predstavlja hipoksi¢nu sredinu, dok inten-
zivirana glikoliticka aktivnost uzrokuje nagomilavanje mlec¢ne kiseline i snizenu pH vrednost mikrosredine.
Obe ove osobine imaju bitne posledice na efikasnost hemoterapeutika i imunog sistema u borbi protiv kar-
cinoma. Takode, pod ovakvim uslovima fibroblasti prolaze kroz fenotipske promene i transformisu se u se
u kancer-vezane fibroblaste (Cancer associated fibroblasts, CAF). Ovo je heterogena grupa Celija ¢ija je pri-
marna uloga sinteza fibrilnih komponenti tumorskog matriksa, ali pored toga sintetisu i faktore rasta, cito-
kine, hemokine, ekstracelijske vezikule, proteine i enzime i imaju brojne uloge u malignoj progresiji [6-9].

Tumorski matriks, sintetisan od strane CAF, sadrzi visoke koncentracije strukturnih i matricelularnih pro-
teina u odnosu na zdravo tkivo. Matricelularni proteini su grupa ne-strukturalnih ECM proteina koji ispolja-
vaju svoju funkciju vezujuci se za ostale ECM proteine, faktore rasta, citokine ili receptore na celijskim
membranama, regulisuci time proliferaciju i diferencijaciju ¢elija, odnosno odrzavajudi time homeostazu
tkiva.

Strucna literatura je bogata podacima o prekomernoj ekspresijama strukturnih proteina i glikozami-
noglikana koji potpomazu rast i $irenje tumora, medutim, u svrhu ovog poglavlja istac¢i ¢emo samo najvaz-
nije:

Kolageni su glavna komponenta tumorske mikrosredine. Mnogi kolageni, uklju¢ujudi kolagen |, 11, lI,
VilX pokazuju povecanu depoziciju i pravilniju linearizaciju u tumorskom nego u zdravom tkivu. Ovako or-
ganizovani kolageni mogu da formiraju svojevrsnu barijeru oko tumora stite¢i ga od dejstva imunog si-
stema i terapeutika, a takode promovise i mobilnost malignih ¢elija [8, 10].

Fibronektin je veliki multidomenski glikoprotein eksprimiran u velikom broju epitelijalnih maligniteta
koji predstavlja svojevrstan ram za deponovanje ostalih komponenata matriksa i mesto vezivanja za male
solubilne molekule matriksa. Pokazano je da fibronektin regulise proliferaciju i motoricke sposobnosti ¢elija,
uglavnom posredstvom integrina [11].

Periostin je jedan od matricelularnih proteina sa multiplom funkcijom, cija ekspresija raste tokom ma-
ligne transformacije [12, 13]. Osnovna uloga periostina jeste strukturna organizacija ECM - periostin aktivira
BMP-1 koji posledi¢no aktivira lizil oksidazu (LOX). LOX je bakar-zavisni oksidativni enzim koji modifikuje or-
ganizaciju matriksa tako $to povezuje kolagen i elastin, omogucavajuci dodatno nakupljanje kolagena, $to
za posledicu ima povecanje ¢vrstine tkiva. Dodatno, periostin se vezuje za integrine na maligno transfor-
misanim celijama, aktivirajuci Akt/fosfo kinazni- i FAK-om posredovani signalni put, povecavajuci time pre-
Zivljavanje, invazivnost i metastatski potencijal maligno transformisane celije.

Fibroblast aktivirajuci protein (Fibroblast activating protein, FAP) je enzim koji modifikuje matriks kon-
trolisudi rast fibroblasta [14, 15]. U zdravom tkivu FAP se ne eksprimira, ali je njegovo prisustvo detektovano
u preko 90% karcinoma.

Hijaluron, kao glavna polisaharidna komponenta ECM, kroz interakcije sa receptorima na membrani
Celijai vezuju¢im molekulima, ima esencijalnu ulogu u organizaciji arhitekture tkiva i regulaciji ¢elijskih pro-
cesa, kao s$to su proliferacija i migracija [16, 17]. Hijaluron predstavlja miks polimera razlicite veli¢ine. Veliki
polimeri promovisu integritet tkiva i njegovo mirovanje, dok produkti manjih duzina pojacavaju signalnu



transdukciju, doprinosedi pro-onkogenim svojstvima ¢elije. Hijaluron male molekulske mase ima angioge-
netska svojstva, dok najkraci oligomeri hijalurona utic¢u na razvoj tumora. Ovako raznolik efekat Cini uticaj
hijalurona na razvoj tumora veoma kompleksnim. Poslednja istrazivanja pokazuju da akumulacija hijalu-
rona i hijaluronidaza u ECM, putem remodelovanja ECM i reprogramiranja elijskog metabolizma, moze vo-
diti razvoju karcinoma. Nadeno je da hijaluron povisen u karcinomu pankreasa.

Hondroitin sulfat (HS) je prirodni polimer i kao glavna aktivha komponenta hrskavi¢avog tkiva, regu-
lise viabilnost celija hrskavice i odrzava integritet tkivne strukture. HS moze vezati razne citokine i faktore
rasta, receptore na povrsini ¢elija, adhezivne molekule, enzime i fibrilarne glikoproteine u ECM, uti¢udi time
na ponasanje Celija, ali i na biofizicke i biohemijske osobine ECM. Uoc¢ena je korelacija nivoa HS sa pojavom
agresivnih formi tumora i losijom prognozom [18-20].

Matriksne metaloproteinaze (MMP), porodica enzima zaduzenih za razgradnju vecine elemenata ma-
triksa, imaju povisenu ekspresiju u velikom broju karcinoma [21-23]. Ovi enzimi imaju visestruku ulogu u ma-
lignoj progresiji: prekidaju meducelijske veze, uti¢u na oslobadanje faktora rasta u ECM, pokrecu
epitelo-mezenhimsku tranziciju, fizicki kr¢e put pred celijom, razaraju bazalnu membranu i omogucavaju
prelazak ¢elija u cirkulaciju, u¢estvuju u ekstravazaciji i uspostavljanju mikrosredine povoljne za razvoj me-
tastaza. Prekomerna ekspresija i enzimska aktivhost MMP je uocena u velikom broju epitelnih maligniteta.

Kaveolini pripadaju porodici integralnih membranskih proteina koji ¢ine deo lipidnih raftova koji regu-
lisu signalne puteve vezane za proliferaciju, prezivljavanje i pokretljivost. Kaveolin je bitan aktivator Rho-ROCK
signalnog puta koji regulise Celijske funkcije kao Sto su reorganizacija citoskeleta i aktivacija gena. Aktivacija
Rho-ROCK je zavisna od integrina i aktivira usmereno kretanje celije kao i dodatno pravilno organizovanje ele-
menata matriksa, karakteristi¢no za razvoj maligniteta. Deregulacija ekspresije kaveolina karakteristi¢na je za
brojne karcinome [24-26].

Sindekani (Synd) jesu heparan-sulfat proteoglikanski receptori, prisutni kako u stromalnim tako i u tu-
morskim ¢elijama [27, 28]. Oni funkcionisu kao integrinski ko-receptori vezujuci se za veliki broj ekstracelu-
larnih molekula ukljucujudi fibronektin, vitronektin, laminine i fibrilarne kolagene. Povezani su sa paralelnom
organizacijom ECM fibrila i pove¢anom agresivno$¢u tumora [27, 28].

Biofizicke osobine

Biofizicke osobine ECM se odnose na prostorni raspored, gustinu i orijentaciju matriksnih filamenata,
rigidnost, poroznost i solubilnost sredine, kao i sve ostale karakteristike koje obezbeduju potporu, arhitek-
turu i integritet tkiva. One su strogo kontrolisane sastavom i koncentracijom matriksnih komponenti, kao i
njihovim post-translacionim modifikacijama kao $to su glikozilacija, transglutaminacija i kros-linkovanje.

U toku rasta tumora, ECM prolazi kroz zna¢ajno remodelovanje $to rezultuje promenama u njegovim
biofizickim osobinama. Normalni ECM se razgraduje i na njegovom mestu se sintetise tumor-specifi¢ni ECM.
Pored povecane depozicije matriksnih filamenata, tumorski matriks se razlikuje od zdravog i po njihovoj or-
ganizaciji. Nasumic¢na organizacija filamenata kolagena je karakteristika zdravog tkiva, dok je dobro orga-
nizovana struktura gustih, paralelnih vlakana odlika tumorskog matriksa [8]. S obzirom da filamenti sluze kao
prirodan put kojim se celije krecu, njihova linearizacija olakSava integrinima posredovanu migraciju maligno
transformisanim ¢elijama. Nagomilavanje kolagena u procesu tumorigeneze je demonstrirano u vise na-
vrata, a na primeru kancera dojke i kolorektalnog karcinoma je pokazan i uticaj na tumorsku progresiju i
formiranje metastaza [29, 30]. Prekomerne depozicije matriksnih fibrila dovode do povecanja intersticijal-
nog pritiska, rigidnosti i tenzija u tkivu i kona¢no, mehanickog pritiska na ¢eliju. Takode, prekomerno ekspri-
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mirani glikozaminoglikani, zbog svoje anjonske strukture privlace veliku koli¢inu vode $to dovodi do po-
vecanja hidrostatickog pritiska tkiva [31], koji je neophodan za odrzavanje malignog fenotipa [32].

Celije ,0secaju”, procesuiraju i reaguju na mehanicke stimuluse iz ECM putem promena u visoko koor-
dinisanom mehanosenzorskom sistemu sastavljenom od adhezivnih receptora, citoskeletne mreze i mole-
kularnih motora koji prenose mehanicke signale na konvencionalne signalne puteve [33]. Glavni protagonisti
ovog procesa su fokalni adhezivni kompleks (FAK) i TGF-B (Transforming growth factor-f3), oba proteina po-
viseno eksprimirana u vecini epitelnih maligniteta [34-38]. Oni zajedno sa citoskeletom, jedarnom mem-
branom i hromatinom cine sofisticiranu mehanosenzorsku masineriju koja je u stanju da menja globalnu
transkripciju ¢elije. Na taj nacin mehanicki stimulusi mogu uticati na meducelijske interakcije, interakcije
Celije i ECM, kao i na osnovno ¢elijsko ponasanje kao sto je diferencijacija ili apoptoza koji su klju¢ni za ma-
ligni proces. | drugi fizicki parametri, poput promena u zapremini i obliku jedra ili celokupne (celije, takode
mogu da izazovu aktivaciju mehanotransduktorskih puteva. Osim promena u celijskoj signalizaciji, povecane
tenzije uzrokovane rigidno3¢u tumorskog matriksa mogu da uzrokuju otkrivanje kripti¢nih signalnih pep-
tida, poremecaje u receptor-ligand interakcijama, enzimskoj aktivnosti i radu jonskih kanala.

Celije karcinoma dojke reaguju proliferacijom na povecanu rigidnost matriksa usled poja¢ane Rho si-
gnalizacije i fosforilacije enzima fokalne adhezione kinaze. Povecani pritisak, od ~16 kPa u odnosu na nor-
malno tkivo (0.38-7.33 kPa), uzrokuje pojac¢anu TGF-f3 i a-SMA signalizaciju $to uti¢e na zdrave fibroblaste
da se transformisu u CAF fibroblaste. Makrofagi u tim uslovima sekretuju vise pro-inflamatornih molekula
(TNF-a, NO, IL-1B) doprinosedi lokalnoj inflamaciji, dok endokrine celije sintetiSu proangiogenetske faktore
(ANGPT2, FGF, IGF, IL, CSF, SDF1) [39].

Proteini YAP (Yes associated protein) i TAZ (Transcriptional co-activator with PDZ-binding motif) odneda-
vno su priznati kao nova klasa medijatora mehanotransdukcije sa bitnim ulogama progresiji maligniteta
[40-42]. Mehanicki signali poreklom od povecane rigidnosti matriksa ili poveéanog pritiska zbog prisustva
intersticijalne te¢nosti, podsti¢u translokaciju YAP i TAZ proteina u jedro, gde oni intereaguju sa transkrip-
cionim faktorima, pospesujuci time mobilnost i proliferaciju ¢elije. Pokazano je da su YAP i TAZ nizvodni pro-
teini Hippo signalnog puta, i da igraju bitnu ulogu u odrzanju stem ¢elija, rastu organa i tumorigenezi.

ECM U TUMORIGENEZI

Uloga ECM u epitelo-mezenhimskoj tranziciji

Da bi ¢elija poprimila invazivan fenotip, prvo mora da prode proces epitelo-mezenhimske tranzicije
(EMT) [4, 43]. Ovo je morfoloska promena u kojoj tumorska Celija prelazi iz dobro diferenciranog epitelijal-
nog fenotipa u invazivniji mezenhimalni fenotip. EMT je reverzibilan proces, uzrokovan reprogramiranjem
ekspresije gena i pracen mnogim strukturnim i funkcionalnim promenama, a posledica je gubitak polarno-
sti Celije i zadobijanje migratornog fenotipa. Usled promena u globalnoj ¢elijskoj transkripciji, dolazi do re-
presije gena koji kodiraju proteine markere epitelnih ¢elija, kao Sto su E-kadherin, okludin i dezmoplakin od
strane pro-EMT faktora kao sto je SNAIL, dok anti-EMT transkripcioni faktor TWIST uzrokuje povecanje
ekspresije mezenhimalnih proteina kao $to su vimentin i N-kadherin, kao i formiranje invadipodija, mem-
branskih protruzija koje su bogate F-aktinom [2, 43, 44].

Tumorski matriks je izuzetno pogodna sredina za pokretanje EMT. Prekomerna ekspresija glikozami-
noglikana i hijalurona moze da pokrene EMT vezujudi se za receptor CD44, dok je glikoprotein tenascin in-
dukuje preko protoonkogenske tirozin kinaze Src [45]. EMT mozZe da se pokrene usled gubitaka kontaktne



inhibicije u ¢emu veliku ulogu ima aktivnost ekstracelularnih matriksnih proteaza kao $to su MMP koje di-
rektno prekidaju meducelijske veze kao i usidrenoast ¢elije u matriks. Takode, iniciranje ovog procesa moze
biti posredovano faktorima rasta iz ECM kao $to su faktor rasta hepatocita (HGF), transformisudi faktor rasta-
(3 (TGF-B), epidermalni faktor rasta (EGF), faktor rasta fibroblasta (FGF), i mnogim drugim matricelularnim pro-
teinima [46]. Pored toga, pokazalo se da EMT moze biti regulisana i drugim regulatornim molekulima kao
$to su mikroRNK (miR). Porodica miR koja uklju¢uje miR-200a, miR-200b, miR-141 i miR-429 ima vaznu funk-
ciju u ovom procesu regulisuci ekspresiju mRNK za ZEB1 i ZEB2 (zinc-finger family E-box-binding homeobox
factor), transkripcionih represora koji stimulisu EMT [47].

EMT povecava mobilnost Celije, njen kapacitet za migraciju i invaziju i plasti¢nost neophodnu za evo-
luciju maligne celije ka metastatskom fenotipu. Kroz EMT prolaze ¢elije na invazivhom frontu karcinoma i
tako postaju predvodnici klastera celija koje Sire karcinom.

Uloga ECM u odrzavanju besmrtnosti celije

Vecina populacija kancerskih ¢elija se odlikuje postepenim sticanjem osobina koje vode ka njihovoj
besmrtnosti, tj. sposobnosti beskonacne deobe. Proces Celijske deobe je iniciran vezivanjem faktora rasta
za receptore na Celijskoj membrani ili adhezijom celije za komponente ECM putem integrina, $to dovodi do
aktivacije niza signalnih puteva. Ta¢na tranzicija iz G1 faze celijskog ciklusa u S fazu je krucijalna za kontrolu
proliferacije eukariotskih ¢elija, odnosno njena disregulacija vodi ka nemogucnosti zaustavljanja ¢elijskog
ciklusa [48-50]. G1/S tranzicija podrazumeva aktivaciju Ras i PI3K signalnih puteva, dovodedi do fosforilacije
FAK i Erk proteina. Fosfo-ERK prelazi u jedro gde aktivira ciklin D koji onda ,sakuplja” inhibitore rasta CDK1
i CDK4. Sa druge strane, potpunom fosforilacijom FAK proteina, on se aktivira i pravi kompleks sa SRC pro-
teinom. FAK/SRC kompleks olak3ava celijsku pokretljivost. U odsustvu integrin posredovane adhezije ¢elije
za ECM, SRCi ERK signalizacija se ne pokrece, a nivo supresora Celijskog ciklusa, kao $to je p27, ostaje visok,
$to vodi nekontrolisanoj deobi celije [51].

Mnoge maligno transformisane ¢elije sekretuju sopstvene ECM ligande ili imaju ligirane integrine, i
tako izbegavaju proliferativnu supresiju. Takode, celije koje interaguju sa ECM veée kompaktnosti, kao sto
je tumorski matriks, imaju vece proliferativne sposobnosti zbog konstantne aktivacije signalnih puteva koji
vode povecanoj ekspresiji molekula karakteristi¢nih za prezivljavanje (kao sto su Bcl-2, FLIP faktor, NF-kB), i
smanjenoj ekspresiji tumor supresora (kao sto je protein p53), obezbedujudi time njihovo prezivljavanje
[52]. Povecana rigidnost matriksa indukuje i ekspresiju onih miR koje smanjuju ekspresiju tumor supresora
PTEN i pojacavaju PI3K/Akt aktivnost, ¢ime se dodatno pospesuje Celijski rast i prezivljavanje [53].

Jos jedan od nacina kojim maligne Celije sticu osobine besmrtnosti je izbegavanje Celijske smrti u uslo-
vima gubitka kontakta celije sa matriksom, tj. supresija anoikisa. Pored anoikisa, maligne ¢elije su sposobne
da izbegnu programiranu smrt inhibicijom apoptoze. Apoptoza je proces regulisan balansom pro- i antia-
poptotskih proteina koji u procesu maligne transformacije favorizuje prezivljavanje celije [54, 55]. Zbog ne-
adekvatne aktivacije ¢elija imunog sistema, tumorski matriks sadrzi nizak nivo liganada za tzv. povrsinske
Jreceptore smrti’, $to direktno inhibira programirani ulazak u ¢elijsku smrt. Adhezija maligne celije moze da
inaktivira proapoptotske molekule (kao Sto je Bax), i indukuje ekspresiju anti-apoptotskih gena (kao sto je
Bcl2). Takode, vezivanjem laminina za integrine u maligno izmenjenom ECM omogucava se stalna aktivacija
i produkcija epidermalnog faktora rasta (EGFR) i stimulise proinflamatorni NF-kB (Nuclear factor kappa B) si-
gnalni put, ¢ime se maligno transformisanoj celiji dodatno omogucava prezivljavanje bez usidrenja u ECM.

Nemogucnost zaustavljanja celijskog ciklusa i izbegavanje programirane celijske smrti dovode do be-
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skonacne deobe ¢elija, $to daje vreme i, Celijski materijal” za akumulaciju novih mutacija, formiranje krvnih
sudova i sticanje sve vise invazivnih karakteristika na putu ka metastatskoj diseminaciji.

Uloga ECM u angiogenezi

Buduci da ga ¢ine metabolicki izuzetno aktivne ¢elije kojima se rapidno povecava broj, tumorsko tkivo ima
povecanu potrebu za nutrijentima, kiseonikom, metabolitima, hemijskim medijatorima i transportom meta-
boli¢ckog otpada. Zbog toga je neovaskularizacija tj. stvaranje novih krvnih sudova na ve¢ postojecoj cirkula-
tornoj mrezi, vazan aspekt rasta i razvoja tumora vecih od 1-2mm. U uslovima lokalne hipoksije i povecane
kiselosti sredine, dolazi do remecenja balansa nivoa proangiogenetskih (VEGF i bEGF) i anti-angiogenetskih
faktora (trombospondin i endostatin) vezanih za matriks usled koga se pokrece proces stvaranja novih krvnih
sudova na vec¢ postojecoj vaskulatornoj mrezi. Ovaj proces je poznat kao ,angiogenetski prekidac” [56-58].

Remodeliranje matriksa je neophodan proces za pokretanje angiogenetskog prekidaca. Glavne kompo-
nente matriksa koje pospesuju angiogenezu su kolagen, laminin i fibronektin. Ovi medijatori angiogeneze svoju
funkciju vrie preko arginin-glicin-asparaginska kiselina motiva koji se vezuju za integrine i pokre¢u dalju unu-
tarcelijsku signalizaciju. Proangiogenetski faktori takode stimulisu epitelne ¢elije da produkuju i sekretuju en-
zime kao $to su matriksne metaloproteinaze. One svojim proteolitickim dejstvom menjaju dostupnost pro- i
antiangiogenetskih komponenti ECM, oslobadaju prostor za stvaranje novih krvnih sudova, oslobadaju kripti-
¢na mesta na ECM proteinima koja su signali za proliferaciju endotelijalnih ¢elija. Nasuprot MMP, njihovi tkivni
inhibitori (TIMP-ovi), takode vezani za komponente matriksa, inhibiraju neovaskularizaciju i tumorigenezu. He-
paran sulfat glikozaminoglikani, kao komponente matriksa, imaju sposobnost da promovisu ili suprimiraju an-
giogenezu posredstvom VEGF signalnog puta, a takode predstavljaju mesto vezivanja antiangiogenetskih
faktora kao $to je endostatin.

Nakon pokretanja angiogenetskog prekidaca, aktivirane endotelne ¢elije locirane na vrhovima kapi-
lara rastu i luce kolagenaze, urokinaze i aktivatore plazminogena, $to dozvoljava urastanje kapilara i Sirenje
tumorskih ¢elija u i kroz ECM, vezivnotkivnu stromu i u limfati¢ne i vaskularne prostore.

Medutim, istrazivanja su pokazala da,tumor pravi lose krvne sudove’, tj. da se tumorski krvni sudovi
strukturalno i bioloski razlikuju od zdravih krvnih sudova po poroznosti i brzini protoka krvi, onemoguca-
vajuci isporuku leka, promovisudi fibrozu i izazivajuci intravazaciju tumorskih ¢elija, odnosno ulazak mali-
gnih ¢elija u krvotok [56, 57].

Uloga ECM u izbegavanju imunskog odgovora

Na primeru nekoliko tumora je pokazano da povecana gustina i linearnost matriksnih komponenti kao
i prisustvo CAF Celija smanjuju mobilnost celija imunog sistema i predstavljaju fizicku barijeru za njihovu in-
filtraciju na mesto tumora [59, 60]. Zbog toga se u tumorskom tkivu imune ¢elije uglavnom pozicioniraju u
stromi a ne u blizini tumora $to je inicijalno pokazano studijama mikroskopije, a kasnije potvrdeno na 3D
Celijskim modelima. Takode, veliki matriksni proteini kao sto su fibronektin i fibrin predstavljaju mesto ve-
zivanja za citokine i integrine imunih ¢elija $to dodatno doprinosi njihovoj imobilizaciji. Clanovi porodice ga-
lektina kojom je tumorski matriks bogat, ne samo da sprecavaju adheziju imunih ¢elija za tumorski matriks,
nego i vezuju proinflamatorne citokine kao 3to je CXCL9, sprecavajuci stvaranje citokinskog gradijenta koji
bi usmerio T ¢elije ka mestu tumora [59].

Pored inhibicije mobilnosti, elementi tumorskog ECM i CAF ¢elije takode imaju negativan efekat na
funkciju imunskih ¢elija. Efekat na mijeloidne ¢elije (neutrofili i makrofagi) se ogleda u pogrenom usmera-



vanju njihove polarizacije ka imunosupresivnom fenotipu M2, dok je u limfoidnoj liniji (T-limfociti) spre¢ena
Celijska aktivacija. Pokazano je da T ¢elije gajene u uslovima povecane matriksne gustine pokazuju sma-
njenu sposobnost proliferacije, deregulaciju gena odgovornih za citotoksi¢ni efekat, a takode im je sma-
njena mogucnost prezentacije antigena od strane dendriti¢nih ¢elija [60].

Uloga ECM u formiranju metastaza

Metastaziranje se definise kao Sirenje ¢elija kancera od primarnog tumora i stvaranje sekundarnog de-
pozita na udaljenoj lokaciji. lako su metastaze glavni uzrok smrti pacijenata obolelih od kancera, pokazalo
se da je metastaziranje prilicno neefikasan proces koji se sastoji od niza kompleksnih i uzastopnih koraka,
a kancerske ¢elije moraju uspesno da savladaju svaki korak u toj kaskadi kako bi doslo do stvaranja meta-
statskog tumora [4]. Metastatska kaskada uklju¢uje: invaziju (proboj bazalne membrane od strane tumor-
skih celija), intravazaciju (ulazak malignih celija u krvotok), prezivljavanje u cirkulaciji (rasejavanje tumorskih
Celija kroz cirkulaciju), ekstravazaciju (izlazak malignih ¢elija na sekundarnom mestu) i kolonizaciju (formi-
ranje metastaza).

Procenjeno je da manje od 1% ¢elija primarnog tumora pustenih u cirkulaciju uspeva da kolonizuje se-
kundarna mesta [61], a uzroci uspeha (ili neuspeha) metastatskog procesa se ¢esto mogu naci u tumorskoj
mikrosredini. Pre svega, u cirkulaciji ¢elije mogu biti ubijene usled samog stresa ili od strane imunog si-
stema. Takode, mali je broj receptivnih nisa odgovarajucih karakteristika na sekundarnim mestima koje bi
prihvatile diseminisane celije. Dodatno, procena je da od ukupnog broja rasejanih celija jako mali broj njih
(oko 0.02% u zavisnosti od koris¢enog eksperimentalnog modela), biva sposoban da se naknadno aktivira,
odnosno da se umnozava i stvori makroskopske tumore [61].

Prvi korak u metastatskoj kaskadi je proboj bazalne membrane. Bazalna membrana je specijalizovana
vrsta ECM debljine 50 do 100 nm, vece kompaktnosti i manje poroznosti od intersticijalnog matriksa u koju
su,usidrene” epitelijalne ¢elije. Kako su pore bazalne membrane nanometarske veli¢ine, ona predstavlja ba-
rijeru za migratornu celiju. Tako, za inicijaciju invazije neophodno je remodeliranje ili potpuni gubitak ba-
zalne membrane. Za narusavanje integriteta bazalne membrane u tumoru prvenstveno su odgovorne
matriksne metaloproteinaze koje degradiraju kolagen IV i laminin, njene glavne komponente. Zbog toga je
tumorska bazalna membrana tanja i poroznija od zdrave. Sa postepenim gubitkom bazalne membrane, ce-
lije koje je podrzavala gube kontaktnu inhibiciju, apiko-bazalni polaritet i lakSe ulaze u proces EMT [62-64].

Nakon lokalne invazije, dolazi do intravazacije koja podrazumeva prolazak metastatskih celija kroz zi-
dove endotela i njihov ulazak u cirkulaciju u formi cirkulisué¢ih tumorskih éelija (circulating tumor cells,
CTC). U ovoj fazi ¢elije ulaze u sredinu koja je drasti¢no drugacija od primarnog tumora i gde im preti uni-
stenje zbog mehanickog stresa, napada imunog sistema ili anoikisa. Zanimljivo je da cirkuliSuc¢e tumorske
Celije imaju povisenu ekspresiju gena za elemente ECM kao $to su kolageni (Col1a2, Col3a1), TIMP-2, pro-
teoglikan dekorin (Dcn), glikoprotein osteonektin (Sparc), i fibronektin. Celije mogu da migriraju sameili u
sklopu celijskih klastera koji sadrze nemaligne celije ,pomagace”, fenotipski izmenjene od strane tumor-
skog matriksa: CAF fibroblaste i makrofage M2 fenotipa (TAM - tumor associated macrophages) [65, 66]. lako
su klasteri rede prisutni od pojedina¢nih CTC, oni su 20 - 50 puta efikasniji u formiranju metastaza [67]. Cir-
kulacija CTC u klasterima i sinteza elemenata matriksa ukazuje na funkciju u odrzavanju malignog potenci-
jala ali i u obezbedjivanju zastite od mehanic¢kog unistavanja i napada imunskog sistema.

Ekstravazacija je slozen proces koji ukljucuje interakcije ligand-receptor, hemokine i cirkuliSuce netu-
morske Celije [68-71]. Da bi napustile cirkulaciju, CTC moraju da stupe u interakciju sa ECM endotela. Zau-
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stavljanje Celije u kapilarnoj mreZi je posredovano av33 integrinom koji u cirkulaciji kompleksira sa fibro-
nektinom iz plazme $to omogucava vezivanje za endotelni matriks. Nakon toga, maligna ¢elija mora da uni-
Sti integritet endotela degradacijom transmembranskih proteina kao $to su kadherin, katenin i vinkulin.
Kolonizacija sekundarnog mesta je poslednji korak u progresiji malignog tumora i zavisi od sposobnosti
kancerskih celija da se prilagode svojoj novoj mikrookolini. Ovo je izuzetno neefikasan proces jer su svega
0.1% CTC sposobne da kolonizuju sekundarno mesto. Interakcije izmedu tumorskih celija i ¢elija sekundar-
nog mesta kao i uspostavljanje vaskularne mreze su vazni faktori za uspesnu metastatsku kolonizaciju [72].
Mehanizam kojim celija “bira” mesto metastaze nije u potpunosti razjasnjen. Smatra da primarni tumori
mogu indukovati stanja u udaljenim organima koja favorizuju prezivljavanje kancerskih ¢elija, tj. unapred
pripremiti tzv. ,premetastatsku nisu”. Ovo se postize tako $to primarni tumor otpusta razli¢ite faktore u
cirkulaciju koji modifikuju udaljenu mikrosredinu kako bi bila receptivna za CTC i omogucila kolonizaciju. Ovi
faktori ukljucuju proinflamatorne citokine, matricelularne proteine i faktore rasta, kao i vancelijske vezikule,
Celije poreklom iz kostane srzi koji zajedno indukuju vaskularno curenje, preuredivanje ECMa i imunosu-
presiju [73, 74].

Izmenjeni makrofazi (TAM) su jedan od glavnih faktora koji ucestvuju u stvaranju pre-metastatske nise
[75, 76]. Tumorske celije luce faktore (CCL-2, VEGF, PLGF, CSF-1, TNF-a, TGF-(, i TIMP-1) koji podsti¢u odla-
zak TAM u krvotok i njihovo zadrzavanje u pre-metastatskoj nisi. Grupisanje makrofaga na sekundarnom
mestu je tumorskim ¢elijama oznaka za nakupljanje. TAM produkuju hemokin stromalni faktor 1 (Stromal de-
rived factor 1, SDF-1) koji podsti¢e migraciju tumorskih ¢elija i njihov rast, kao i angiopoetin-1 koji podstice
adheziju tumorskih ¢elija na endotel. TAM produkuju i MMP, integrine i lizil oksidaze (Lysyl oxidase, LOX) u
svrhu remoduliranja ECMa na mestu buduce metastaze. Modeliranje ECM je jo$ jedan od nacina kojima se
tumorske Celije usmeravaju na pre-metastatsko mesto jer celije primarnog tumora produkuju osteopontin
i druge faktore kako bi regrutovali granulin eksprimirajuc¢e hematopoetske ¢elije koje onda menjaju pona-
$anje strome na udaljenim mestima [77]. Celije kancera dojke produkuju povi$ene nivoe TNC $to promovise
metastatsku kolonizaciju pluca [78]. Poveéana ekspresija MMP-9 u plu¢ima indukovana je signalima iz uda-
lienog primarnog tumora [79]. Takode, postoje indicije da je mesto metastaze predeterminisano setom he-
mokina koje sekretuju CTC, odnosno da se celija zaustavlja na mestu koje eksprimira receptore za njene
hemokine. Tako ¢elije karcinoma dojke koje eksprimiraju CXCR4 ¢e metastazirati u tkiva koja eksprimiraju
njegov ligand SDF-1 [80].

Sudbina metastatske celije nakon dolaska do sekundarnog mesta moze i¢i u tri pravca: ¢elije mogu da pro-
liferisu i formiraju mikrometastaze (1-2mm), mogu da umru, ili mogu da budu Zive ali uspavane [81, 82]. Stva-
ranje novih kolonija moze se desiti u toku samo nekoliko dana u eksperimentalnim modelima, ali kod humanih
tumora ovaj proces moze zahtevati mesece, ¢ak i godine. Uloga ECM u metastatskom procesu je znacajna, po-
sebno za zapocinjanje i odrzavanje rasta metastatskih ¢elija, ali i za odrzavanje uspavanosti tumorskih ¢elija na
sekundarnoj lokalizaciji. Pretpostavka je da celije tumora nastanjuju metastatska mesta dok je primarni tumor
joS uvek prisutan, ali ostaju u stanju mirovanja (uspavanosti) tokom duzeg vremenskog perioda i ponovo se ak-
tiviraju u nekoj kasnijoj fazi, verovatno kao rezultat promena u lokalnoj mikrookolini, odnosno u ECMu. U koliko
ove mikrometastaze pocnu da proliferisu, njihova sudbina takode moze i¢i u tri pravca: ¢elije mogu da nastave
sa proliferacijom i da formiraju vaskularizovane makrometastaze, mogu da umru ili mogu da nastave Zivot kao
uspavane mikrometastaze. Uspavanost na ovom nivou je rezultat balansa izmedju proliferacije i apoptoze u
okviru celijske populacije tako da ne dolazi do uvecéanja veli¢ine mikrometastaze [81, 83]. Smatra se da je ovaj
tip uspavanosti rezultat nemogucnosti stimulacije angiogeneze koja je potrebna za dalji rast tumora, verovatno
usled zastitnih mehanizama mikrosredine koji sprecavaju uklju¢ivanje procesa angiogeneze.



UTICAJ ECM NA REZISTENCIJU NA HEMOTERAPEUTIKE

Distribucija hemoterapeutika u tumorskom tkivu se uglavnom odvija difuzijom. Akumulacija kolagena
direktno sprecava prodor terapeutika do tumora. Pokazano je da prekomerna ekspresija LOX enzima koji kro-
slinkuju kolagen i elastin doprinoseci povecanju matriksne gustine negativno uti¢u na distribuciju tera-
peutika, dok njihova inhibicija 2-aminopropionitrilom preokrece ovaj efekat [84]. Povisena ekspresija ovih
enzima je detektovana u rezistentnim karcinomima dojke, jajnika i kolorektalnog karcinoma. Fiser i sarad-
nici su nasli da je mezenhimalni fenotip celije kao posledica epitelomezenhimske tranzicije rezistentan na
ciklofosfamid zbog pojacane ekspresije efluksnih pumpi (ABCC1, ABCB1) koje izbacuju lekove, kao i ekspre-
sije enzima kao $to je citohrom p450 koji te lekove metabolisu [85]. Hipoksija je takode povezana sa rezi-
stencijom na lekove jer mnogi lekovi kao i radijaciona terapija zahtevaju prisustvo kiseonika za maksimalan
citotoksic¢ni efekat.

Dodatni problem u dostavljanju terapeutika na tumorsku lokaciju je cirkulatorna mreza tumorske mi-
krosredine. Tumorski krvni sudovi su heterogeni u pogledu organizacije, funkcije i strukture, a tumorska va-
skulatura je nejednako distribuirana i haoti¢na. Protok krvi kroz ove sudove nije ni konstantan, ni
jednosmeran. Kroz otvorene krvne sudove perfuzija nije kontinualna; tokom svega nekoliko minuta protok
krvi moZe krenuti u skroz drugom pravcu, pa ¢ak i u suprotnom smeru u istom krvnom sudu. Sve ovo uzro-
kuje nepouzdan dotok terapeutika na ciljano mesto [56, 57].

CAF celije doprinose hemorezistenciji na nekoliko nacina. CAF formiraju neku vrstu protektivne barijere
koja Stiti tumor od terapeutika kako fizickom barijerom tako i protektivnom signalizacijom. PAI-1, citokin
koji ove cCelije produkuju aktivira Erk/Akt siganalni put i inhibira aktivnost kaspaze-3, neophodne za pokre-
tanje apoptoze usled hemoterapijskog stresa [86]. Sli¢no tome, interleukin 6 (IL6) takode predominantno sin-
tetisan od strane CAF indukuje ekspresiju CXCR7 direktno povezanog sa hemorezistencijom [87]. U
hipoksi¢nim uslovima CAF produkuju visoke nivoe TGFf3, koji indukuje ekspresiju STEM osobina uklju¢ujuci
i hemorezistenciju [88].

ZAKLJUCAK

lako smo shvatili da tumorska mikrosredina nije pasivna pozadina malignog procesa ve¢ njen aktivni
ucesnik, jos mnogo toga je ostalo da se otkrije o njenoj ulozi. Izu¢avanje ECM u savremenim molekularno
bioloskim laboratorijama od velike je vaznosti za fundamentalno razumevanje tumora, a dobijena saznanja
mogu imati ogroman znacaj u primenjenoj biomedicini. Akumulirana saznanja o alteracijama u biohemij-
skim i biofizickim osobinama tumora u odnosu na zdravo tkivo omogucavaju otkrivanje novih biomarkera,
specifi¢nih za vrstu ili uznapredovanost tumora. Dodatno, poznavanje nacina na koji komponente ECM
uticu na elemente malignog procesa doprinosi pronalasku novih kandidata za ciljanu anti-tumorsku tera-

piju.
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