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CAXETAK

¥YBoa: KoMiuiekcHa TyMOpCKa MHKpPOCPEMHA ca XeTEepOreHnM BpcTrama hesmja mpencraBiba
OpojHE M3a30BE y TEPAIH]CKOM MPUCTYITY jep U HAKOH XEMHUOTepanuje, KaHI[epCKe MaTUIHE
hemje CSCc ocrtajy BHjaOHIIHE W TIOHOBO MOTY MHAYKOBATH HacTaHaK TyMOpa M METacTasa.
300r HaBEJCHOT, AeTajbHAa aHalu3a TYMOPCKE MHKPOCPEIUHE W WACHTU(UKAIMja Opajsep
Mmapkepa v henyja ca pa3nuauTUM (GEHOTUIIOM j€ HEOITXOIHA.

Hub: OcHOBHM HMJb OBOI HCTpaKMBama j€ JACTEKIHja MapKepa KOjHu YYECTBY]Y ¥
TEpanujcKoOM HUCXOAYy M HAEeHTU(UKalMja HOKCH (TOJMECTUPEHCKa HAHOIUIACTHKA) KOje
JOTIPUHOCE Pa3BOjy TyMopa.

Marepujan u metoae: Mapkepu pe3uCTEHIIM]€ U MAJIUTHOCTH KOJU CY OWJIM UCIIUTUBAHHU CY':
CD24, CD44, ABCG2 u ALDHI. O6yxBahena je aHanu3a 24 pa3nnyure KOMOWHAIM]€ OBUX
Mapkepa Kao W WCIHUTHBAKE YyTHUI@ja S-(iyopoypaliuia, JIEYKOBOPHHA, WPUHOTEKaHa,
OKCAIMIUIATUHE W TIOJUECTUPEHCKE HAHOIUIACTUKE Ha MOojeiy henujckux JIMHMja KaHIepa
kosoHa (HCT-116) u nojke (MDA-MB-231). MaremaTtuuka aHanu3a oMoryhuna Ham je 00Jby
KapakTepH3aljy MaJurHor (heHOTHIIA.

PesyaraTu: VrtHiaj xemuorepaneyTHKa W HAHOIUIACTUKE HA HW3JICUCHE, HACTaHAK W
MpOrpecujy TymMopa, IMpeicTaB/bajy Haj3HAuajHUJU JIOMPUHOC OBOI HCTpaxuBama. CreneH
MaJIMTHOCTH oJipehjBaH je Ha OCHOBY 3acTyrnsbeHocTH nonyinanuje CSC, koja je neduHucana
EKCIIPEeCHjOM MapKepa MaTHYHOCTH MeTojamMa mporoune muromerpuje u qRT-PCR. V¥
MIPOIICHH BUjAOMITHOCTH KOPUCTHIN cMO IN Vitro metoge (MTT u RTCA).

3aksbyuak: Pe3ynratu oBOr UCTpakMBama MO MPBH MYT MOKa3yjy Ja Cy UCITUTHBAHE JIMHH]C
KaplIMHOMAa XeTeporeHa Tmomysanuja Tymopckux hemuja koje campke u CSC. Takohe na
KOHBCHIIMOHAJTHM XEMHOTEPAINEyTUIIA MOTY Ja TIOMOTHY ajld MOTy W Ja TPOMOBHIILY
npommpepanujy CSC. IlonmcThpeHCcKa HAHOIUIACTUKA IPEICTaBJhba 3HAYAjHY HOKCY Y
HACTaHKy MaJurHor (eHOTHNA. VIMIIEeMEeHTalMja MaTeMaTHYKOT MOJEIHpama MpeCcTaBmkha
BakaH (akToOp y pazyMeBamwy TymMOpa U U300py Teparimje.

Kibyune  peunm:  Kanumepcke  Maruyne — henmje,  MaTeMaTuyko  MOJIEIHpPAbE,
XeMHOTEPANeyTHIIH, MOTUCTUPEHCKA HAHOTIIACTHKA



ABSTRACT

Introduction: The complex tumor microenvironment with heterogeneous cell types poses
challenges in the therapy because even after chemotherapy, CSC remain viable and can again
induce tumor formation and metastasis. Therefore, a detailed analysis of the tumor
microenvironment, driver markers and cells with different phenotypes are crucial.

Aim: The main objective of this study was the detection of markers that participate in the
therapeutic outcome and the identification of noxi that contribute to tumor growth and
development.

Material and methods: Markers of resistance to chemotherapeutic drugs and malignancy
were CD24, CD44, ABCG2 and ALDHL1. Study included anylysis of 24 marker combinations
and effects of 5-fluorouracil, leucovorin, irinotecan, oxaliplatin and polyester nanoplastics in
a model of colon (HCT-116) and breast cancer cell lines (MDA-MB-231). Mathematical
analysis allowed us to better characterize the malignant phenotype.

Results: The impact of chemotherapeutics and nanoplastics on the cure, formation and
progression of tumors represent the most significant contribution of this research. The degree
of malignancy was determined on the presence of the CSC population, which was defined by
the expression of stem markers by flow cytometry and qRT-PCR methods.Viability was
evaluated using in vitro methods (MTT and RTCA).

Conclusion: Our results showed for the first time that the examined cancer lines are a
heterogeneous population of tumor cells that also contain CSCs. Conventional
chemotherapeutic agents can help, but also promote the proliferation of CSCs. Polystyrene
nanoplastics represent a significant factor in the formation of a malignant phenotype. The
implementation of mathematical modeling is an important tool in understanding tumors and
choosing a therapy.

Key words: Cancer stem cells, mathematical modeling, chemotherapeutic agent, polystyrene
nanoplastics
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JlokTopcka nucepranuja Awmpa Pamosuh Xam3zaruh

1. YBOJ

1.1. Tymopcko MHKPOOKpY:KeH-€e

Jeman oJ1 HajCIIOKEHUJUX OMOJIONIKHAX CHCTEMA j€ TYMOPCKO MHKPOOKPYKEHE, Koje ce
CacToju O]l eKCTpaleIyJapHoT MaTpukca (Hehenumjcka koMmoHeHTa) U henmjcke KOMIIOHEHTE
KOja TMope; TYMOPCKUX YKJbyUyje: CTpoMaliHe, UMyHCKe U MatuyHe henuje paka (eng. Cancer
stem cells; CSCs) koje najbe yTHuy Ha MPOTPECHjy, pa3BOj M METacTa3upame TyMOpa, ajld
JONIPUHOCE CTBapamy PE3UCTCHIIM]e Ha KOHBEHIIMjalaH aHTUTYMOpcKy Tepanujy (1). OBa
XETePOreHOCT TYMOPCKOT MUKPOOKPYKEHha j€ TJIaBHA TpernpeKa 3a JeUeHhe TyMOpa Tako Ja je
BehMHa TepanujCKiX HHTEPBEHIINja MMalnjaTUBHA, aJld He U KypaTHBHA.

Crpomannue henuje (tumor-associated stromal cell — TASCs) npencraibajy riaBHy
henmmjcKky KOMITOHEHTY KOja MMa YJIOTy Y IMPOMOBHCamy pacTa TymMopa, MehyTum y Hekum
clly4yajeBUMa MOTY Jla MHXHOUpPAjJy HEroB pacT Tako Ja WX je Moryhe tapretuparv y nuiby
nederma Tymopa (2). YKoIHMKo Teparnuja mujba camo TyMopcke henuje, He 100ujajy ce )KeJbeHU
pesyaTatu, jep crpomanHa kommoneHta TME (tumor-micro-eviromenta; TME) moxke na
yTHUYE Ha pa3BHjamke OTIIOPHOCT HA Tepanujy. ¥ TOM CMHUCITy HHOBaTHBHA Teparuja y Jeuemy
TyMOpa, Tj. JAM3ajH JIEKOBAa, MOpa OCHM TYMOPCKHX, IWJbaTH W cTpoManHe hemuje (3).
[Momynamujy crpomanuux hemuja umne: CAFs (Cancer-associated fibroblasts), MSCs
(Mesenchymal stem cells), CAAs (Cancer-associated adipocytes), TEC (Tumor blood vessels
and tumor-associated endothelial cells) u PC (Pericytes) (1).

< KpBHU cyaosun

g. MwujenuHcke henwmje

‘ Aengputcke hennje

® Tymopcke henuje
p H Tymopkce henwje ca
O XUMOKCUYKUM je3pomM
2
., CD8 T henunje

T NumdboumnTtn

NK henuje

WcTpowenn
numéoumnTh

1t Adenosine,
1 Lactate, t 1 IL-10,
1 IL-4, 1 1 VEGF,
11 TGFB, 1 IL-1B,
1 CXCL10, 1 CXCL12,
1 Integrins, & IFNy, <
4 TNFaq, & IL-12

% 3 AnonTtoTuuHe henwvje

Crpomanta henuja

®urypa 1. Xereporena cpenuHa TyMOpa Koja ce CacTOju U3: cTpoMmaiHe henmuje, NEHIPUTCKe
henuje, DC; npuponHo ybumauka hemuja: NK; M1/M2 makpodarn acouupaHu ca TyMOPOM:
M1/M2 TAM; NI/N2 neyrpodumu acoumpanu ca Tymopom: NI1/N2 TAN; mwujenonaHe
cynpecopcke henuje: MDSC; CD4+T numdonut/CD8+T numdonut/perynaropae T hemmje:
CD4+T henuje/CD8+T henuje/Treg; perynaropuu B mumdonutu: henuje anonrose.*
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e CAFs (Cancer-associated fibroblasts) — ®wubpobnactu 00MYHO WHXUOUPA)Y
bopmupame Tymopa 1ok CAFs noka3zyjy u npomoBunryhu Tymopcku peHoTum, mro je
kapaktepuctuka Behmae CAFs. IlpomoBmmyha ymora CAFs  ykibyuayje:
TYMOpOTEHE3Y, Pa3Boj U oTHopHOCT Ha Tepanujy. CynporHo CAFs, Mory umaru ynory
nHxuOmpama mnponudepanuje u pacra tymopa. CAFs cy Hajuentha koMImoHeHTa
TYMOPCKE CTpOME, IMOCEOHO Yy HWHTEPCTHUIMjyMy KaplMHOMa JOjKe, KaplIuHOMA
mpocrate, mankpeaca u xenyna (2). Ilokaszano je ma 80% nopmanaux pudpobdiacTa y
tkuBy ctude CAFs ¢perotun Tokom mporpecuje Tymopa. Ha mpumep, koa paka Jojke,
CAFs mory npoMoBHcaTH MeTacTas3e MPeKaHIEPO3HUX U MAJTUTHUX eNUTeTHUX henuja
J0jKe, JOK HOpMaiHH (uOpoOIacCTH NPOMOBUINY EMUTETUOUIHU (HEHOTUIT U
nuxubupajy meracraze. CAFs ce mory dopmuparu npuBiauemem ¢Gudpodiacta u3
CyCeHHMX TKHMBa Kpo3 yTulaj: Tpanchopmuinyher daxropa pacra-f§ (TGF-B), paxropa
pacrta koju notude o tpombonuta (PDGF), daktopa pacra ¢pubpobdiacra-2 (FGF-2)
WM €r3030Ma Koje Jiyue TyMopcke henuje kao u TpaHcAu(epeHIUjaijoM HOpMaTHUX
¢ubpodnacrta u TASCs (kao mrTo cy MSCs, TECs, CAAs, u PCs) y Tymopckom
TkuBy. Ha ocHoBy ocobune Behune CAFs y TME koju mpomoBuiry Tymop, Moryha
CTpaTerrja y Jedemy TyMOpa je TapreTHpame yInpaBO OBHX henwja, TUPEKTHO WU
uHaupektHo. JlupektHo tapretupawme CAFs moapasymeBa: cnpeuyaBame HHUXOBE
uHbunTpanyje, UHXUOULM]y aKTHBallMje, CMameme Opoja WM penporpaMupame
CAFs (Bpahame y ¢enorun mupHux ¢ubpobnacta wiu mnperBapame CAFs y
naxubuTopHu perorum). Crora je ”HBAaTUBHA Teparyja yCMEPEeHa Ka pa3Bojy BaKIMHA
u nekoBa udja je tepanujcka meta CAFs. Unaupekrao Tapretupame CAFs ykbyuyje
paauoTepanujy, XeMHoTeparnjy, Kao U TapreTupame UMYHCKUX henrja U CUTHATHUX
myTteBa noBe3anux ca CAFs (1).

e MSCs (Mesenchymal stem cells) cy henuje koje ce Hamase y cTpoMH TymMOpa U MOTY
UMaTH PA3JIMYUTE YJIOre y 3aBHCHOCTH O/l CBOT' (DEHOTHIIA, AaKOMYJIMPAHUX T€HCKUX
MyTalyja ainu u o1 (aze Tymoporenese. Y paHoj (azu Tymopa mokasyjy HHXHOUTOpHE
epekTe JOK y KacHOj ¢asd TyMOPOI€HE3e Ppa3IMuYUTUM HMYHOCYIPECUBHUM
MeXaHU3MuMa MpoMoBHIIY pa3Boj Tymopa. C o63upom na MSCs nmaprununupajy y
cBuUM (hazama pa3Boja TymMOpa, MOTI'Y CE€ KOPHUCTUTH Kao HJAEAJHU HOCAud JeKa 3a
Jeuemne TyMOpa, jep Moceyjy ClIOCOOHOCT XOMUHIAa y TYMOPCKO TKHUBO Ia CaMUM TUM
MOTY ,,0HETH” JIEK JTUPEKTHO y TYMOPCKO TKMBO M Ha Taj HAYMH 3ayCTaBUTU PacT
Tymopa 0e3 HekeJbeHUX IMTEeTHUX edekara Ha 3apaBe henuje, koje OuBajy omreheme
TOKOM IpHUMEHEe paauo uiu xemuo Tepanuje. MSCs crnenupuuHO EeKCIpUMHPAjy
MapKepe Ha OCHOBY KOjUX MOYEMO 3aKJbYUUTH Ja JM OHE YYECTBY]Y Y MHXUOUIU]U
WM mpomouurju pacta tymopa. Ha nmpumep, CD73 (nmpernocrasiba ce qa CD73 urpa
BaXXHY YJIOT'Y y KaHLEPOT€HE3H TOIITO aJeHO3UH MPOMOBHILIE MPOTPECU]y TyMOpa, a
henmujcke nuHHMje paka koje exkcnpumupajy CD73 cy arpecuBnuje) (4); CD90
(excnpecuja CD90 moTBpheHa je y HEKOIMKO THUTIOBA paka yKJbydyjyhu jeTpy, KoKy u
mo3ak); u CD105 (Enpornma CD105) je mpemnoxkeH kao onaroBapajyhu mapkep 3a
TYMOPCKY aHTMOreHe3y U HeoBacKyJsapusauujy. Hekonuko crynuja mokasyje ja HEKU
O]l OBUX MapKepa MMajy 3HauyajHy yJIOTYy Yy MOCTaBJbamy JMjarHo3e TyMopa, IPOTHO3H
u npuMenu tepanuje (Hmp. exporiuH CDI105). Kao mro je Beh momenyro, MSCs
MOTY J1a MUTPHPAjy Ha MECTO TyMOpa KpO3 MHTEPAKLHU]y Pa3TUUYUTHX XEMOKHHCKUX
peuentopa (CCR-1, CCR-2, CCR-3, CCR-4, CCR-5, CCR-7, CXCR-1, CXCR-2,
CXCR-3, CXCR-4) uckazannx Ha MeMOpanu MSCs a CTUMYITUCAaHHX IUTOKHHUMA
WIM XeMOKHMHHMMAa CEKPETOBAHUM M3 TyMopcke Mukpocpeaune. MSCs, Takohe, Mmory
na mo0oJblIajy BacKyJapu3alujy Tymopa Tako mro nosehasajy ekcrpecujy VEGF u
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IL-6, 1 mpoMoBHIly TIPOTPECHjy B MeTacTa3upame KaHmepa jgyuewem CCLS, CCL7 u
TGF-B. Ocum nupektHor yrHuaja Ha Tymopcke hemmje, MSCs MoXe MHAMPEKTHO
YTULATH CMAambCHhEeM aHTUTYMOPCKE MMYHOJIOIIKE (YHKIHjE TOjeAMHUX HUMYHCKUX
henmja, xkao mro cy NK (Natural killer cell) u DC (dendritic cells), Tako mto
MHXHUOHMpAjy WHHUXOBE AaHTUTYMOpPCKE akTUBHOCTH. Takohe, MSCs wunHmyKyjy
nojapuzanujy Makpodara M2 y umyHOCynpecMBHH M2 (QEHOTHII, MPOMOBHIIY
MPOM3BOIbY U Tposudepanujy Tregs a, y3 To, cMamwyjy aktuBaiujy B muMdorura.
Wnak, 36or cnocobnoctt MSCs na Bohene xemoknHuma uHpuiarpumy ce y TME,
MOTy C€ KOPHUCTHTH Kao HOCAa4M 32 TapreTUpame TyMopa y Kojuma he MchosbuTH
aHTUTYMOpCKe e(eKTe Kpo3 UCHOopyKy henmujckux (pakropa mpOTUB KaHIEpa, Mpo-
aloONTOTCKUX TIPOTEMHAa W XeMHoTepareyThka. Takohe, oHe MoOry yOJIaKuTH
HEe)XeJbeHe eeKTe aHTUTYMOPCKE Tepanije HaKOH TPAaHCIUIAaHTAIlHje XeMaTOITOETCKUX
MaTUYHMUX henuja, Tako Ja je ynorpeda HEKHX CBOJCTaBa ME3EHXMMAIHUX MaTHUYHHUX
henuja 3a nedeme Tymopa ooehasajyha crpareruja (2).

e CAAs (Cancer-associated adipocytes). Mako ce aaumoiuTH cMaTpajy HHEPTHOM
henujckom mnomynauujoM, jgouupanu y TME ,aktuBupajy” tymopcke henuje ca
MaJIMTHUJUM (PEHOTHIIOM, TIOCEOHO KOJ TyMmMOpa Kao IITO Cy paK JOjKe, jajHUKa,
npocrare, OyOpera, kenyma W 1e0enor mpeBa. AKyMmyJaiyja MacHOT TKHBa TIOpE]
TYMOPCKOT TKHBa TIOBE3aHa je ca MoBehameM CTOIE WHIIMJCHIIHM]E, HAMpeIoBama U
MeTacrasa paka mojke. CAAS Mory mpoMOBHCATH TYMOPOTEHE3y M pa3BOj TaKO MITO
ayde Benuku Opoj mutokmHa (Hmp. IL-6, IL-8, m xeMokuHe), anunokuHa (JICTITHH,
AJMTIOHEKTUH, AayTOTAaKCUH W PE3UCTHH), MeTabonuTa Jmmuaa (clIo0ogHe MacHe
KHCEJIMHE W [-XHUIPOKCHOYTHpHA KHUCEITWHA KHCEJIWHA) M €r3030Ma KOjU IOBOJHHO
nenyjy Ha pact Tymopa. Tpanchopmucame CAAS y HOpPMaTIHE aJWIIOIHNTE,
WHXUOUpame CPOJHUX OMOAKTHMBHUX MOJICKYJIa M er3o3oMa edUKacHEe Cy METOJE 3a
nwbatbe CAAS y nedewmy TyMopa (HOp. MeTGOPMHH MOXKE Ja HCIOoJbaBa
AaHTUTYMOpCKe edeKkTe peryjanyjoM JenTHUHAa W3 aJuloLUTa U PEBEP3HjOM
TCHYHKIIMOHATHUX aIUITONKMTA ¥ lbUXOBOM HopMaiu3aiujom) (1-4).

e TECs (Tumor-associated endothelial cells) y untepakiuju ca tymopckum henujama
WHIyKYyj]y HEOBacKyJapu3alujy, Koja je o CyIITHHCKOT 3Hadaja 3a pacT Tymopa U
MPOMOBHUCamke MeTacTa3a. Ha oBaj HaumH ce Tymopy o0e30el)yjy KHCEOHHMK U
XpaHJbHBE MaTepUje U CTBAapa PE3UCTCHIMja Ha aHTUTYMOPCKY Tepanujy. TyMopcku
KPBHU CYJIOBH C€ pa3jMKyjy OJ HOPMalHMX KpPBHUX CylIoBa 1O (EHOTHIY WU
Mopdonoruju. OHM Cy XaOTUYHH, HEXUjEPapXUjCKH, aOHOPMAIHO NPOIIUPEHU H
MMajy KapaKTepUCTUKE BHCOKE TEHeTpaluje u Hucke mnepdysuje. [lopen Tora, oBu
CyIOBM HE CIy’)keé Kao HopmanHe Oapujepe, 300r HemocTaTka oAroBapajyhe
nepuBackyiapHe nokpuseHoctd. TECs, koje unHe KpBHE CyJ0BE TyMOpa, Takohe ce
3HAYajHO PA3NIUKYjy O] HOPMAIHUX €HI0TEIHNX henuja, Koje cy KpXKe, HEIPOIyCHE U
Beoma nponudepatuBHe U anruoreHe. TECs cy HenmpaBHIIHOT 00JMMKa U BETMYHUHE U
Oprke ce pasMHOXKaBajy U MuUrpupajy. ¥ ucro Bpeme, TECs ce, Takohe, Manugecryjy
Kao IIMTOTeHETCKe AOHOPMAIHOCTH U TOKa3yjy KapaKTePUCTHKE HECTAOMIHOCTH
XpoOMO30Ma Kao MITO Cy aHeyIUIOWHja, TpaHCIoKaluje u Aenernuje xpomozoma. OHe
ce Takole paznuKyjy o] HOpPMaTHUX E€HAOTEIHUX heluja U Ha MOJEKYJIapHOM HUBOY

(1-4).

e PCs (Pericytes) cy mapujeranne henmuje koje ce Hanase Ha YHYTpAIlHbOj MOBPIIMHH
KPBHUX CYyJIOBa W WIpajy BaKHY YJIOTY Y peryjucamy BacKyJapHe CTaOMIIHOCTH,
nepMeabuIHOCTH W OJIpJKaBalby HMHTErpUTeTa KpBHO-MOXkaaHe Oapujepe. PCs
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peryinuily aHruoreHe3y M Ha Taj HAUMH YYECTBY]Y Yy HpPOTPECcHju Tymopa Kpo3
pas3nuuuTe MEXaHu3Me (HIp. peryiucame uMyHosomkux oarosopa y TME). PCs y
TYMOpHMA Cy BaKHHU TMOCPEIHULIN 32 OJpKaBamkbe HHTEIPUTETa KPBHHUX CYZ0Ba TyMOpa
u onn y wuHtepakumju ca ECs ¢opmupajy BHCOKO (YHKIMOHATAHH TYMOPCKH
BackynapHu cucreM. PCs Takohe mpoMOBHIY pacT M MPOrpecHjy Tymopa Kpo3
perynamnmjy uMmyHoJomkor oaropopa y TME nydemem comyOunmHux Qaktopa u
TpaH3UIMjoM y apyre ctpomanne hemuje. Takohe, mocpenyjy y OTIIOPHOCTH Tymopa
Ha AaHTUTYMOpPCKY Tepamujy. Tokom mporieca pacta tymopa, npomudepamnuja PCs
JIOBOJIM JI0 BacCKyJIapHUX aOHOPMAIIHOCTH KOj€ YTHYYy Ha HCIOPYKY aHTUTYMOPCKHX
nexosa (1-4).

e limyHncke henmje, moBe3aHe ca TyMOpPOM, MOTY C€ TOJEIUTH y JIBE KaTeropuje —
AHTUTYMOPCKE U TYMOpPCKe. AHTUTyMOpCKe UMYHCKe henuje ykibyuyjy edexkropcke T
hemje (mrorokcuune CD8+T hemuje u edexropcke CD4+T hemuje), NK hemnyje,
nenaputcke hemwje u MI- momapuszoBane Mmakpodare. HMmyHcke henuje, koje
MPOMOBHIIY pacT Tymopa, yrinaBHoMm cy Tregs, MDSC (Myeloid-derived suppressor
cell), M2-nonapuzoBanu makpodaru, N2-nonapuzoBanu Heyrpoduan, NKT2 u ILC2.
[Topen Tora, merabonuuke U OMOXEMHJCKE KOMIIOHEHTE CEKPETOBAHE Yy TYMOPCKO]
MUKpPOCpPENHH 3Ha4ajHO YTUUY Ha PYHKIM]Y UMYHCKUX henuja (2).

NmyHCKHM cHCTeM MOXe Ja eIMMUHHINE henHje Tymopa Kpo3 ,,AMYHCKH
nuKiIyc kapruaoma”. OBaj mpoliec ce He OfpIKaBa Iyro jep TyMOPH MOTY IOCTEIIEHO
00JINKOBATH MMYHOJIOIIKO MUKPOOKPYKEHE TYMOpa Y UMYHOCYIIPECUBHO CTamhe KaKo
Ou ce OOpwIM TPOTHB MMYHCKOT OaroBopa jaomahmHa, a Oamanc wm3Mmely mpo- u
AHTUTYMOPCKUX HMH(IAMAaTOPHUX MEIWjaTopa MOXKE OJPEIAUTH CYIOMHY TyMopa.
TyMopu cy pa3BWIM pa3M4uTe MEXaHW3ME 3a M30eraBambe WMYHOJOUIKOT Ha30pa,
Kao IITO je jadarbe HEraTUBHUX MMYHOJIOIIKHX PETYJIaTOPHUX IyTeBa M PErpyTOBAHC
MMYHCKHMX helrja Koje MPOMOBHIITY TYMOp. Y TOM CIIy4ajy J0JIa3H J0 pe3yJiTaTta KOju
MoKa3yjy aa je GyHKIHMja aHTUTYMOPCKMX UMYHCKUX henuja OJIokupaHa ma JA0J1a3u J10
CJIOMa aHTUTYMOPCKOT UMYHCKOT oAroBopa. E(QUKacHOCT aHTUTYMOPCKOT MMYHCKOT
OJIroBOpa y BpeMeHy ojpelyjy JBe KOMIIOHEHTE W HUXOB OIHOC, Tj TpeBara
AHTUTYMOPCKE HJIM TPOTYMOPCKE akTHBHOCTH (5). YTpKOC XeTeporeHocTH u3mely
pa3IMYUTHM THIIOBUMA W TOMyJalldjaMa KapIMHOMA, yJiora BPEMEHa Y TpPOrpecHju
Tymopa je ciuyHa. [lup wumyHOTepamuje je na oOHOBM yOwujajyhm edekar
AHTUTYMOPCKHX UMYHCKHX henuja, mocebHo mutotokcnunux T mumdornmra (CTL).
Mehytum, nporymopcke umyHcke henuje, kao mto cy perynaropue T henuje (Tregs),
MujenounHe cynpecopcke hemmje (MDSCs), makpodaru moBe3aHu ca TyMOpOM
(TAM) u ypohene numbounne henuje tun 2 (ILC2s) wurpajy BakHy ynory y
omTehemy aHTUTYMOPCKOT MMYHCKOT OJFOBOpa M OOJIMKOBaHbY MMYHOCYIPECHBHOT
MUKpPOOKpY:kemwa. [IpoyuaBame QyHKIIHMja 1 MexaHH3aMa UMYHOJOIIKKUX henrja, Koje
MIPOMOBHIITY pacT TyMopa, nmomohu he na ce modosblia crona MO3UTUBHUX OATOBOpA
Ha UMYHOTEparije 1 a ce pa3BUjy HOBE HIMYHOTepamneyTcke crpareruje (2-5).
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®durypa 2. ImyHcke henuje y TYMOPCKOj MUKPOCPEIUHN®

1.2. Kapuunom ojke

Kapuunom mojke (breast cancer, BC) najuenihe je aujarHOCTHKOBaH KapLUHOM H
BoziehM y3pOK CMPTH O] KapLIMHOMa KOJI ’KE€Ha IIUPOM cBeTa. McTpaxkuBama Nokasyjy Ja je
3a0€e1eKEeHO CKOPO JBa MUJIMOHA HOBHUX CIlTydajeBa TOT KapIIMHOMA U Ja je u3a3Bao 626.700
cMpTHUX citydajeBa y 2018. ronunu. Takole, mokaszaHo je 1a je y pa3BUjeHUM 3eMJbaMa CKOpO
II0JIOBUHA jKeHa noroheHa osom Oonemhy ycnen koje yak 40% mnauujeHTKUBA yMpE.
Hajmama crona obGosbeBama 07 Tymopa Jojke je y Asuju u Adpuuu. YHIpKkoc BeIUKOM
HalpeTKy y MCTpaXKuBamby KapLUHOMA, KapLUUHOM JOjK€ OCTajeé BEJIMKH 3ApPaBCTBEHU
npobjJeM M TPEHYTHO NpEICTaB/ba TIJIaBHM IPUOPUTET OMOMEIMIMHCKMX HCTpaKUBamba.
Kapriunom nojke je xereporeHa 0OJIeCT y KOJy Cy YKJbyU€HU T'€HETCKH (akTOpu U (PakTopu
XKHUBOTHEe cpeauHe. KapruHomu nojke O6u ce moruu noaenutu y Tpu rpyme: BC koju
eKcrpuMupa xymanu enuaepmainu penentop 2 (HER2+), BC koju ekcpuMupa XOpMOHCKH
peuentop (peuentop ecrporena ER+) mnm penentop mporectepona (PR+) u Tpoctpyko
Herarubad kapiuHoMm nojke (TNBC) (ER—, PR—, HER2-) (6).

CrnoxxeHOCT MOJIEKyJIapHUX MeXaHH3aMa KOju peryluvily WHUIHjalHjy U MPOrpecujy
TymMopa ojapelyje XeTreporeHocT paka nojke. Ha MmonekymapHOM HHBOY OBa pPa3HOIUKOCT
MpeJICTaB/ba M3a30B y M300py OIlMja Jeuema U mporHose 6onectu. Jlo caga mocToju MyHO
J0Ka3a, KOJ JbYAH U EKCIEPUMEHTaTHUX JKUBOTHHbA, Ja 00e henmujcke nuHUje (TyMHHATTHE
enutenHe henuje u MmuoenutenHe henuje), o4 KOjUX ce cacTOjU €MUTEN MIICYHE JKJIe3/1e, BOJe
nopeksio ox MaTuuHux henuja enurena nojke (MaSCs). ['eHeTcke U eNUTeHeTCKe TPOMEHE U
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aOHOpMaJIHE aKTHBAaIlMja CUTHAIHUX ITyTeBa MOTY IPOMOBHUCATH MAJUTHY TpaHChOpMaImjy
HOpMaJIHUX MaTHYHUX hennja.

YHyTap kapuuHoMma nojke maeHTu(dukoBaHa je momynamnuja CSCs koja ce Ha3uBa
matnuHe hemuje paka nojke (BCSCs) u umaeHTHOHKYjy ce MO eKCIpecHja TMOBPIIUHCKHX
Mapkepa, kao mrto cy CD44, EpCAM, CDI133, CD49f, CD61 u oiacycTBO MOBPLIMHCKUX
Mapkepa, kao mro cy CD24, CD2, CD3, CD10, CD16, CD18, CD31 u CD64, a koje, Takohe,
MoKasyjy BHCOK HUBO anjexun aexuaporenase-1 (ALDHI1). BCSCs cy rmaBau akrop koju
yTHYE Ha arpeCHMBHOCT TyMOpa W TJIaBHA TpeTpeKa 3a MOCTU3ame SPUKACHOT JIeUeHha ycien
XEMHUO U Palio-pPe3UCTEHIINjE Y TePaInju TyMOpa, Ia Cy CTOra IJIaBHU M3a30B y Jieuewy (7).
Kao u ocrane wmarumune henmje, BCSCs mnoxkasyjy genukaTHy paBHOTEXY u3Melhy
camooOHaBJpama W JaudepeHnujanuje paad oapx)aBama xomeoctasze Tymopa (8). BCSC
pearyjy mpeko ¢akTopa pacta W MpeKe NUTOKMHA ca hendjama yHyTap TyMOpPCKOT
MHUKpPOOKpYKemwa. Takohe, mocroje HOBM A0Ka3u Koju cyrepumy aa BCSC mpomouiry
pelHINB TYMOpa, a CAaMHM THM JIOBOJIE W JIO JIOIIE MPOTrHO3e Yy Jeuewmy. Ha MonekymapHomM
HUBOY XETEPOTCHOCT KapIIMHOMAa J0jKe MpeJCTaB/ba M3a30B y W300py OMIHja Jeuewma U
MIPOrHO3€e 0O0JIECTH.

Kop nmarnujenara iedeHIX XeMHOTEpaNeyTHIIMMA TI0Ka3aHo je, IITO ¢ THYe UMYHCKHX
hemmja, ma moBehan O6poj Trazma hemuja, HEyTpodmIa u Makpodara, MOBE3aHUX ca TYMOPOM
(TAM), nmoBoam nmo Mamer YKymHOT mpexuBibaBama (OS) mammjeHata. C apyre crpane,
nosehan O6poj T CD8+, a manu Opoj T CD4+ henmja y HeomjaacTUYHUM MeCTHMa J0jKe,
Kopenupa ca nmoBehanum npexuBibaBambeM nanujerara. Y "Hempoctatky CTL, T CD4+ henuje
aktuBupajy TAM u mpoMoBuIITy MeTacTaze KoJ MalyjeHara ca KapliuHOMOM JI0jKe. Jeman o
HajpaxHUjuX oaTtunoa T CD4+ henuja, koje Urpajy KJby4Hy yJIOTy Y UMYHCKOM OJIT'OBOPY
Ha Tymop, ¢y T perymaropHe henuje, koje HapymaBajy GyHKIH]Y €()EKTOPCKHUX UMYHHCKUX
henmmja. OHe MOTHCKYjy aHTUTYMOPCKH UMYHCKHX OATOBOP PAa3IMYMTUM MEXaHH3MHMa TaKO
IITO HAa BUX JIeNYjy TUPEKTHUM KOHTAKTOM WJIM MPOU3BOIKBOM PETYJIATOPHHUX IIMTOKHHA.
Cryauje nokasyjy aa je Treg unpunaTpanuja y Kopelanuju ca nHBasuBHUjUM (peroturnom BC
KoJ marujeHata. Takohe, pesyiaraTu ucTpakuBama Mokasyjy na mamnujeHTd ca BC ummajy
nosehan 6poj MDSC, a najseha 3acTymibeHOCT OBUX henmmja Oenexu ce KoJl MaiujeHaTa ca
Mertactazama. MDSC mory aa nonapusyjy makpodare y M2 GpeHOTHIT 1 HHIIYKY]Y €KCIIaH3H]y
Treg hemuja. IlpucyctBo M2 makpodara nmoehaBa BacKyliapHy TYCTHHY TyMoOpa JOjKE H
npaheHo je JomoM Iporuo3oM ko mamnujeHara ca BC.

TpaguonanHa xemMuoTepanuja yTHue Ha cBe henuje Koje pacTy, ykJbyuyjyhu u
uMyHcke henuje, unme ce ymamyje e(pUKaCHOCT aHTUTYMOPCKOI MMYHCKOI ojroopa. Ca
Apyre CTpaHe, XeMHOTepaldja KMa [O3UTHBHE e(peKTe Ha HMYyHCKe henmje y
MHUKPOOKPY)KEIY TyMOpa Tako INTO HHXHOMpa pacT NPOTYMOPCKMX HMMYHCKUX henwja.
XeMHoTepaneyTcKu areHCH Mory moMohu Win oMo UMYHCKOM CHUCTEMY Jla HCKOPEHHU WU
O6ap cy3buje pact Tymopa. Ilopen Ttora, yneo marnunux henmja paka nojke (BCSCs) y
TymoOpuMa ce mnoBehaBa HAKOH XeMHMO W/WIM paguoTepanuje, IMTO Jjgajke moBehaBa
XereporeHoct Tymopa u npucycrso BCSCs, a kacHHje 10BOJM 10 T€pANUjCKOT Heycrexa Win
peunauBa kapruHoMma. Mckopewuame CSCs, 3a Koje ce MpeTrnocTaBiba 1a Cy OCHOBHH Y3pOK
MHUIIMjalje, Iporpecuje U peluIuBa KaplMHoMa, cMaTpa ce obehaBajyhuM mpuctynom 3a
noOoJblllakbe MPEeXKHBJbABAKkba OJ] KapIUMHOMA WM 4YaK 3a H3JIeUYeHe KapiuuHoma. Y
uctpaxupamwy enemuHucama CSCs paszBujeHe cy MHore obehaBajyhe merone, ykibydyjyhu
MOJIEKyJIapHy LUJbaHy Tepamujy, Tepanujy 3acHoBaHy Ha Mukpo PHA (miRNA), Tepanujy
mdepeHnyjanyje, Tepanujy Koja ujba Ha MUKPOOKPYXKeHhe TYMOpa U UMyHOTEpanujy.
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Hampenak y MosiekynapHOM UCTpaxkuBamy oMoryhuo je 60spe pasymeBame hemmjckux
MyTeBa KOjU YIPaBJbajy pa3BojeM TyMOpa JI0jKe, OaKIIaBajyhu Hanpeaak y uaeHTHPUKAITjU
JMjarHOCTHYKAX MapKepa W pa3Bojy HOBUX Tepamujckux crpareruja (9). Takohe, HOBH
OMOJIOIIKA MapKepH, jJEAMHCTBEHH 3a MOjeJMHAYHE NAalMjeHTe, OMOryhaBajy IOCTH3ame
ontuMaliHe e(puKacHOCTH ynoTpeOoM mmibaHe Tepanuje. [IpoydaBame MoJIeKyllapHEe OCHOBE
KapIMHOMa JI0jKe JIOBEJIO je W JI0 YBOhema I'€HCKEe Tepamuje Kao e(UKACHOT TEpartHjCKor
npuctyna. OHa yKJbydyje Cllabe TeHETCKOT MaTepHjaia Kpo3 BEeKTOp y uJbHE henwje HakoH
Jera ciieiu KOPEeKIHja, J0JaBame WK Cylipecuja rera. ['eHcka Tepanuja Moxe OUTH yCIelIHa
KaJia BEKTOPU WJIM MPEHOCHOIM MOTY Jia JeJyjy Ha UJbaHU HA4YWMH U MCHOPY4y]y oapeheHu
reH ubHUM henujama (10).

1.2.1. Mapkepu maTtuuHux hejuja Tymopa ngojke

[ToBpuInHCKM MapKepH, KOJU c€ KOPUCTE 3a M30JIallijy U UJIEHTU(PUKALN]Y MaTUIHUX
hemuja Tymopa JojKe, OUIMKY]y ce jeqMHCTBeHMM cBojcTBUMa. [lo mpBu myT Tokom 2003.
rogquae BCSC cy wmsonoBane u uaeHtudukoBane kao hemuje ca CD44 + / CD24- / Lin-
¢enoruriom. Ox Tama CD44+CD24- mapkepu ce KOpPUCTe Kao TOy3JIaH (EHOTHIT 3a
n3onanujy BCSC.

CD44 je henujcku TOBPIIMHCKH TJUKONPOTEHMH H CHEHU(PUYHU PELEnTop 3a
xujanypoH. To je KIby4HH €JIEeMEHT 3a aJXe3H]y paka JI0jKe, KpeTamke, MUTPaIlijy U WHBa3H]y,
T€ HErOBE MHTEPAKIIM]e Ca OCTEOMOHTHHOM Bojie 70 mporpecuje Tymopa. Takohe, CD44 nma
BaXHY yJyory y hemmjckoj mponudepanuju u anruorene3u tymopa. CynpotHo o tora, CD24,
Kao apyru noBpmrHCKH Mapkep, BCSC je rnmukonpoTenH u3paxeH y HUICKUM KOJTMYMHAMa T1a
noBehaBa crmocoOHOCT TyMopa Ja pacte W MeTactazupa. Ympkoc pactyhoj muctu CSC
MapKepa, HeKH UCTPaKMBAaYu HE CMaTpajy OBE Mapkepe morogaum 3a uaeHtudukanujy CSC.
Hexku pesyararu, Ha npumep, mokasyjy aa CD44+/ CD24- nuje npucytad y ¢BUM helujcKum
nuHMjaMa Tymopa aojke (11).

Jomr jeman moy3man wmapkep 3a BCSC je ammexunm naexuaporenaza (Aldehyde
dehydrogenase-ALDH) koju ce cactoju o1 MOPOJMIIE LMUTOCOJHUX €H3UMa YKJBYYEHHX Y
okcujanujy henmujcKkux aniexuja, Te OKCHUAMpA PETUHOJ y PETHHOMYHY KUCEIUHY TOKOM
nudepeHiyjanyje eneMeHTapHuX MaTHYHUX henuja. JloMuHaHTaH OONMK €H3MMa KOJ cHucapa
je ALDH1, xoju nocpenyje y KOHBEp3UjU PETUHAIJIEXUIA Y PETUHOWYHY KHcelauHy. Ocranu
Mapkepu koju cy kopuinhenu 3a 6ospy maentudukanujy BCSC cy CD133, kao u CD44+
CD49+Fhi, CD133+ "' penotumn (11).

1.3. Kapuunom edesior upesa

Konopexkranuu kapuuHoMm (CRC) je 3actymsbeH ca 9% cBUX KapIHOMA Y CBETY, IITO
ra YMHM JPYyrUM HajyemhuM KapIMHOMOM KOJ >KeHa M Tpehum Mo ydecTaniocTd KOJ
MyIIKapana. AJIEHOKapIIMHOM, KOJU HacTaje M3 emnurena Je0esior LpeBa U pPeKTyma, YWHH
90% cnyuajea CRC. Bume ox 70% cMmpTHHX ciydajeBa noBe3anux ca CRC y3pokoBaHo je
MeTacTazama Ha jerpu. Mako omepanuja Moke IOTEHIHjaIHO TOBECTH JI0 M3JICUEHA, MAbhe
o1 25% ciy4ajeBa je onepabuiiHO ca crornoM peruausa a0 70%. HeonepaOuinu, peKypeHTHH
wi Mmetactatcku CRC ce yriaBHoM seuye manujaTuBHOM xemuotepanujom. CRC, uuju je
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pact orpanuwdeH Ha 3uj npema (cragmjym | um Il) moreHnujanHo je w3neduB 300T paHOT
OTKpHBama M JieUeha, U MMa METOrOAMIIY CTOMy NpekuBibaBama u3mehy 70% u 90%.
Mehytum, BehmHa 3emMa’ba HeMa CKPHUHHMHI NpOrpaM KoOju OMoryhaBa paHO OTKpHUBAmC.
[Tpoce4HO METOTrOMUIILE TPSKUBIABALE 32 PETHOHATHH CTaaujyM (Homamuu; cragujym 1)
U yaajbenu craaujym (metacrarcky; cramujym V) CRC je npubnmwkuo 50%—70% omHOCHO
10%—-14%. Nnamunenna CRC npamaTuyHO pacTte HAKOH TeaeceTe ToauHa kuBota, jep 90%
ciny4ajeBa gerekropanor CRC npunana oBoj crapocHoj rpym (10).

Enuten ©HOpMmamHOr me0ermor IpeBa je TPABHIHOT O0JIMKa ca PaBHOMEPHO
pacriopehenum HepasrpaHatuM kpuntama. Kpunre y CRC npuka3syjy XaoTHUHY apXUTEKTypy
KOJy KapakTepWIly TpaHacTe KpUNTE, HeNpaBWiaH OOJMK ¥ BEJIUKE KOJIUYHHE
JIe3MOILJIACTUYHE CTpPOME. AJICHOKAPIIMHOMHM BHCOKOT CTENeHAa WMajy YBpPCTO 30HjeHe
Tymopcke henmje, a sxie3e unHe Mame o7 50% 3anmpeMuHe Tymopa.

®urypa 3. A) /lebeno npeo 6e3 npomeHa; b) AneHokapLuHOM HUCKOT', CTEIIEHA;
1) AzneHoKapLUHOM BHCOKOT cTerneHa’”

Kako je pe3ucteHuyja Ha Tepanujy U Jajbe HajBehu mpobiem y Jieuerwy KapluHOMa y
nocjelmke JBe JIleHHje, NaXmba jeé yCMepeHa Ha yJory crneuupuyHe nomysanyje hemmja
TyMOpa, OJHOCHO MaTW4HUX henuja. Ha ocHOBY MHOroOpOjHMX HMCIHUTHBaEma MPUMEHOM
henujckux KynTypa )KHBOTHMECKUX MOJIENa U TalldjeHaTa ca TYMOPOM, IIOCTAaBJbEH j€ KOHLIENT
no kome CSCs MMajy IJIaBHY YJOTy Yy OTIHOPHOCTM HA KOHBEHIIMOHAIHY Tepanujy. Y
henujckoj KyaTypu KapiuHOMa Jebesor IpeBa AUPEKTHA aHaJIM3a amoIlTo3e MoKasaia je Ja
cy nudepeHnupane hemuje TymMOpa M He-TyMOpCKe MaTHuHe heluje HakOH XxeMHuoTepanuje
MptBe oK cy CSCs mpexuBesne TperMaH. OBa BapHjallija y OCETJbUBOCTU IpeMa Tepanuju
HUje pe3yJNTaT pasivka y cronama npoiudepanuje uzmel)y CSCs u Buie nudepeHupaHux
henuja paka, jep cMpT H3a3BaHa TeparnyjoM HE 3aBUCH O MpoJudepaTUBHOr cTatyca henuja.
[Tpexusene CSCs yak mMory edukacHoO ja penomyiuiry henmjcky KyaTypy KOJIOPEKTaJHOT
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KapImHOMA MMOKa3yjyhu lbUXOBY HE3aMEHJBHBY YJIOTY y M3a3UBalky HEYyCIIeXa XeMUOTEpanuje
U penuIuBa paka koj namujenara (12).

1.3.1. Mapkepu maTuuHux heanja tymopa gedesor upesa

CD26 je unentudukoBan Kao Mapkep MaTHYHUX henrja KapiuHOMa KOjU YYECTBYjE Y
MPOrpecrju TymMopa Kpo3 Ipoliece Kao MITO Cy MUTpalyja, ajxe3uja, WHBa3Hja, armonTo3a u
umyHomonynanuja. CD26 octBapyje wuHTepakumjy ca komereamma tunm | um III m
(GUOpOHEKTHHOM, W Ha Taj HAYMH TNPOMOBHINE MeTactaze. Ha ocHOBy cmocoOHOCTH na
perynuiie OHOJIOIIKE MOJIEKYJIe KPO3 CBOjy €H3UMCKY akTHBHOCT, CD26 moke nenoBatu kKao
cymnpecop uiu akTuBarop Ttymopa. CTyauje cy ToKazajie Ja MalHjeHTH Ca METacTaTCKUM
KOJIOPEKTAIHUM KapIIMHOMOM HMajy BHCOK HHBO OBOT €H3WMa y cepyMmy y mnopehemy ca
3npaBuM jenuHkama. Kommko je 3nagajan CD26 monexyn, He camo y uaeHTHHKanduju
CSCs Beh u y oarsopy Ha Tepanujy, okasyjy pe3yiTaTd CTyauje Yy KOjoj HAaKOH TpeTMaHa ca

SFU oxamumnatud u CH-38 (akTMBHM MeTa0OIUT HMPUHOTEKAaH) JA0Ja3d /0 IOBMILIEHE
excripecuje CD26 y HT-29, T84, HRT-18, SW480 u SW620 CRC henujckum nuaujama (13).

Ocum Tora, moka3zano je na je ekcrnpecuja CD26 moBe3aHa ca Op>KOM IPOTPECH]jOM
tymopa jedenor mpea. Ocum CD26 mapkepa, kopuctu ce u mapkep CXCR4 3a mporeny
arpecuBHoctH TymMopa. CXCR4 pemnentop XeMOKHHa je TIOCEOHO EKCIpPEecOBaH KOJI
Arp€CMBHUX KOJOPCKTAJIHUX KapOuHOMa Kao W II0OBE3aH Ca rmosehanom NHIOUACHIIOM
MeTacTazupama y JuMdHe 9yBopoBe. JIuMpHN YBOPOBU Cy OMTaH MPOTHOCTHYKHU IMapameTap
KaJla TOBOPUMO O KapiuHoMmy nebenor npesa. Hajsehu y3pok Mopranmmrera of MpuMapHOT
KOJIOPEKTAJTHOT KapImHoMa jecTe cieaehu mpoduin: BUCOKa €KCIpecHja OBOT XEMOKHHA ca
WHBa31jOM JUM(HUX YBOPOBA U TI0jaBa METACTa3a y JeTPH.

[-catenin je mpoTeMH YKJbYYCH y peryjucame M KoopauHanujy hemmjcko-henujcke
aixe3uje U TPAHCKPUIIIHMje TeHa U MOMaXKe Y OJp)KaBakby MAaTUYHOCTH HOPMAaJIHHUX IPEBHHUX
hemuja. Crymuje cy mokaszaje akymyJanujy HykieapHor [-catenin y 80% ciyuajeBa
mujarHoctukoBanor CRC. Penykiuja wim ry0uTak oBor mpoTerHa, ca Apyre CTpaHe, JOBOIU
10 hopMHpama MeTacTa3a y JeTpH, IIITO TOBOPH y TIPHIIOT TOME J1a j¢ n30alaHCHpPaHU HUBO f3-
catenin y henujama o W3y3eTHOT 3HayYaja 3a pacT MIIM CYIIPECH]y pacTa TyMopa.

Wucynuny ciauuan  daktop pacra (insulin-like growth factor 1, IGF1R) je
TpaHCMEMOPaHCKH TIIMKOIPOTEHH KOjU yTude Ha henujcky mponudepanujy, nudepeHpjanmjy,
aHruorenesy u amornto3y. [loBehana ekcmpecuja oBor mporerHa je moBe3aHa ca rnoBehaHum
pusukoMm o CRC-a. YoueHo je na ce meractarcku ciydajeBu CRC-a omnukyjy nosehanom
excrpecujom |GF-1 y ognocy na mpumapae CRC-tymope.

Crynuje cy, Takohe, uaeHTHU(PHUKOBAJE I€HE U CUTHAJIHE MyTeBE KOJU Cy YKJbYUYECHHU Y
bopmupame kapiraoMa neoeror pesa. KRAS (Kirsten rat sarcoma virus) je oHKoreH koju
KO/Mpa Maje MpOTEeUuHe KOjU ce Be3yjy 3a ryaHuHcke Tpudocdare. On nocenyje GTP—-a3ne
akTUBHOCTH Kao TpaHcaykrep. KRAS mporennu, Takohe HazBanu P21, Hamaze ce M Ha
henujckoj MeMOpaHM W MyTalije y OBOM TIeHy jaBibajy ce y KomoHuma 12 (82-87%)
noBe3aHuM ca popmupamem MykosHor CRC (13%-18%) nmoe3anux ca Hemyko3num CRC-
OM, KOjH je arpecuBHUjH ca Behom nojaBom meractasze. Kana nocroje myranmje y KRAS reny,
OHE JIOBOJIe 0 KOHTHMHYHPAHOT aKTUBUpamba MyTambe TPAaHCAYKIIMje CUTHAIA U, Ka0 pe3yaTar
TOra, J0Jda3u A0 TpaHchopMmaiuje M HeePUKACHOCTH aHTU-ENUIAEPMAIHOr (aKTopa pacTta
(epidermal growth factor receptor, EGFR) Tepanuje antutennma. TP53 je nuromniazmMarcku
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NPOTEUH KOjH peryJuile LUKIyc henuja, amonToly, MHUpPOBame (SHIVI. Senescence) u
nornpaBky DNK, a xomupa ra rem koju mpumaga TymMop cymnpecop renumma. P53 uma
(dyHIaMEHTaJIHY YJIOTY Y OUyBamy CTAaOMIHOCTH U CIIpeuaBamby MyTalldje reéHoMa I1a ce CTora
Jpyrayyje 1 30B€ ,,uyBap r'eHoMa .

TP53 myrammje ce merexktyjy kox ormpuinke 60% KOIOpEKTATHUX TyMOpa U MOTY
noBectH 1o npenacka ca aneHoma Ha CRC xapruaoM. Crora, uaeHTH(HKaIja oBe MyTaluje
MpeJCTaBJba NPEAUKTUBHA MapKep KOJ NalMjeHaTa, yKa3dyje Ha arpeCHBHO CTamke TyMOpa U
JIONIY MHIMACHILY MpexKBibaBamba. Docharuaununosuron 3 kunaze (phosphatidylinositol 3-
kinases, PI3K) kuHase cy mopo/uiia eH3uMa YKJbYUYEeHUX Y peryiucame hemujckux GyHKInja
Kao ITO Ccy pact, npomudepannja, AudepeHirjanrja, MOOWIHOCT, MPEKUBIbABAKLE U
peryrnaiyja HHTpalenyJapHOT MpoToKa curHaina u Moisekyna. [losehana ekcripecuja PI3K je
jenan ox ¢akropa 3a axktuBanujy PAC myrta Kkoju je yKJbyd4eH Yy LIUPEHE TyMopa,
tpanchopmanmjy u nporpecujy CRC kapumnoma. Ilokazano je ma myrammja rena 3a PI3K,
ka0 1 KRAS rena, 3HauajHO peyKyje BpeMme IpekuBIbaBama koj manujeHara ca CRC
KapIIMHOMOM.

Xomor docdaraze u Tensuna (phosphatase and tensin homologue, PTEN) je mportenn
KOora KoJupa TyMOp CYIIPECOPCKH TI'eH 3a Cy30HMjame TyMOopa a MMa YJory y peryiauuju
CHUTHAJTHUX TyTeBa Koju cy aktuupanu aktuBHoirhy PI3K. PTEN je yOoukBuTapHu mpoTenH
KOJU C€ HaJla3u y CKOPO CBHM TKHUBHMA JbYJICKOT Teja. 3a0eleXeHo je Ja C€ KOJ BHIIHNX
tymopckux Tpamyca CRC-a nmemaBa xumepmerunarnuja y mpomotopy PTEN rena, mro
JIOBOJIU JI0 BeroBe xumonpoaykuuje. Mytupanu PTEN yak Moske npeacTaBibaT U MOBOJbaH
NPEIUKTUBHHE Mapkep Koj manujeHara (13).

1.4. Kanuepcke matuune heauje (CSCs)

[lojaBa TymMOpa M aJeKBaTHO JICUEHE€ TyMOpa MpPEJCTaBbajy BEJIMUKH 3IPaBCTBEHU
npobiem mupoMm cBera. [lopen Tora mro je jeman o Boaehux y3poka cMpTH Ha rii00aaTHOM
HUBOY, BaxkaH je U (akTop KOjU OMeTa MpOoJyKaBame XKUBOTHOI Beka Jbyau. Oko 80%
TUIIOBA TyMOpa MOTHYE OJ HEKUX KaplMHOMa yKJbydyjyhum aojke, aeOeno IpeBo, jajHUKE,
nankpeac ¥ miyha. ¥ 2020. roaunu npoueweHo je aa uma 19.3 mMuimoHa HOBUX cllydyajeBa
MaJHUTHUX Tymopa u ckopo 10 munmoHa cmpTHuX ciydajeBa. Ouekyje ce na he ce croma

CMPTHOCTH OJi KapIMHOMa CKOpO yaBocTpyduTd 10 2040. romune 300r mreTHUX edexara
nangemuje COVID-19 (14).

Matuune henuje paka CSCs cy cnemnujanuzoBaHe noiarpymne hendja y TyMOpCKOM
TKHBY Ca BHCOKMM CaMOOOHaBJhamheM, IOTEHIIMjaJoM BHUIIeCMepHe audepeHirjamyje,
TYMOPOT'€HOM CrHocoOHoIINy M MpeJCcTaBibajy MOKPETayKy CHary MajlMrie nposudepanyje,
WHBa3Wje, MeTacTa3a, pPe3UCTEHIMje Ha JIEKOBE W penuauBa Tymopa. Kanuep je Beoma
XETEePOreHO TKMBO U PA3JIMYUTH MEXaHU3MH JIOTIPUHOCE HETOBOj XETEPOreHOCTH, Kao LITO CY
TeHEeTCKe MyTaluje, MHUKpOooKpyxkeme U mpucyctBo CSCs. One oapxaBajy Tymope U
mdepeHLnpajy ce y xereporene henuje paka, IITO JOBOJAM A0 MpOrpecuje NpuMapHUX
Tymopa U pa3Boja HoBux. CSCS mory OuTH u3BeneHe M3 caMOOOHaBJbajyhux HOpPMaIHHUX
MaTHYHUX henMja WIM U3 TPOTeHUTOPCKUX henuja Koje MMajy CTEYeHH KaralnuTeT
caMOoOOHaBJbaa ycClle[ MyTaluje wWwin JenudepeHnyjanmje 3peinux TyMOpCKuxX hemnmja.
Cryauje cy mokasane Ja ce€ HOpMalHe MaTH4He henMje TOCTeNneHo pas3BHjajy Y
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npekaniepo3ne matuyae hemuje m CSCS HakoH IpBE OHKOI'€HE MYyTalldje, a 3aTUM Jajbe
aKyMyJIMpajy MyTalHje O] JIejCTBOM MyTareHa M MUKPOOKpY)Kema Kako Ou ce moehaina
XETePOreHOCT TYyMOpa, IITO PEe3yITHpPa HEKOHTPOIHMCAHMM pacToM henwja U mpoMoIrjoM
pa3Boja Tymopa, MeTacTa3a, OTIOPHOCT Ha Jieuere u peuuauBa (14). Kao mro cmo Beh
nomenynu, CSCSs ciennpuvHo eKcipuMupajy pazmmuure Mapkepe kao mro cy CD24, CD26,
CD44, CD133, CD166, anmexumuexuaporetasa (ALDH), anxe3roHH MOJIEKYJl CIHUTEITHUX
hemuja (EpCAM). Exkcrnpecuja 0OBHUX MOBPIIMHCKHX MapKepa IOBE3aHHX Ca MaTHYHUM
henmmjama MoXe 3HA4YajHO Ja YHampead TYyMOPOIeHe3y | OJlaKiia H30Jalujy H
uneatudukanyjy Mmatuaanx hemuja. [lopen Tora, CSCs 3ajenHo oapxkaBajy KapaKTEPUCTHKE
MaTU4HE helrje-MaTHYHOCT Ha OCHOBY CBOJHX OHMOJIONIKHX KapaKTEPUCTHKA (3ayCTaBJbamhe
hemmjckor mukiyca, omrehewme JHK, eduykc neka, enmuTerHO-ME3CHXUMCKY TPAH3UIIH]Y
(EMT) wta.) m 3amTuTHU edeKkar TyMOPCKOT MHUKPOOKpPYKEHa (XUIIOKCHYHA CpEeAHHa,
¢ubpobdIacTH TOBE3aHW ca pakoM, XpOHWUYHA HWH(pIamMaruja, UTA.), IITO OTEKABA JICUCHE
tymopa. Ilopen Tora, emMreHETCKHM MEXaHM3MHU WIrpajy KJbYy4HY yiory y Qopmupamy u
¢yakmmonncary CSCS, XeTeporeHOCTH Tymopa, pa3Bojy TymMopa W MeTacrta3ama. [Ipema
MOJIeJTy HacTaHKa TyMOpa, MOCTOj€ JIBE Pa3IMuUTe TEOPUje — MOJIET KJIOHAIHE €BOJYIHje U
Mozen matnuHe henmje Tymopa (14).

~__ CamoobHasmame

BuwecmepHa

TepaneyTcka S .
X oudepeHumnjaumuja

pesucTeHuuja

Bucoko
WHBa3MBHa U
MeTacTtaTcka

BeckoHayHa

” Bucoka TyMopUreHocT
XeTeporeHocTt

Mporpecuja Tymopa MoHaB/bate TyMopa

®urypa 4. Ynora CSC y pacty, Iporpecuju u Meracrazupamwy Tymopa®

1.4.1. IIpBu mogea ,,Clonal evolution” moaesn HacTaHka Tymopa
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ComaTCKu WM €BONYIUjCKA MOJIe] HacTaHKa TyMmMOpa o0jalllibaBa HaCcTajamke TyMopa
cxonHo JlapBMHOBO] TeopHju, TIE TYMOpH HacTajy U3 jeaHe MyTupane henuje koja
aKyMyJupa JoJaTHE MyTalllje TOKOM CBOT pacTta. OBe MpOMEHe MPOU3BO/IE CyOmoITyamuje, a
CBaKa O]l OBHMX CyOIoOmyJalyja UMa CHOCOOHOCT Ja Ce JIeM U MyTHpa jajbe. BpemeHoM
no0Mja eBONYLHUJCKY TMPEIHOCT HaJ OCTaJUM heNujcCKUM TMomyjandjamMa W I0CTaje
nomuHaHTHa. OBaj Mozen npBu myT npemioxuo je Peter Novel 1976. rogune. [Ipema oBoM
MOJeTy, TyMOp HacTaje U3 jeJHe MyTHpaHe henuje Koja je MPOIYKT TEHETCKUX
BapHjadMIINTETa U arpeCUBHH]jE CyOIOMmyIanyje Kao TOMUHAHTHHU]E MTPEKUBIHABajy Kao U KOJ
TEOpHje MIPUPOJIHE CEIICKIIH]C.

ITocroje nBe MeTozae eBoaynuje Kanmeporene hemuje. Jluneapua excransuja (linear
expansion), rie ce MyTaIlje akyMyJIupajy y TyMopcynpecop renuma, ,, driver” reauma, JJHK
penapalnMoHUM €H3MMHMa M TaKBH HapyLIeHW CHCTEMHU jefHe henmuje 0Boje 10 KIOHAHE
excnaH3uje hemmja Tymopa, Iie Hacraje henuje MMajy CBe HakylybeHe mytauuje. Jpyru
mexanusam (branch expansion) mpeacraBiba Mojen IIMPEHA TAE je MyTalldja pe3ysitaT
T€HOMCKE HeCcTaOMIHOCTH, (popmMupame cyOromyannja u MoJi IPUTHCKOM CEJICKIH]je HEeKe
MyTHpaHe CyOroIyyaiyje HacTaBJbajy Ja ce TpaHajy U BPIIE €KCIaH3H]y JOK HEKE U3YMHPY.
[IpaTehu J[apBrHOBY TeopHjy €BOJyIH]j€ W MPUPOIHE CENEKIMje, Vajnberg u capagHuily cy
YCIIOCTaBHJIM MIECT TJAaBHHUX IPHHIMIIA HAacTaHKa M pacTa TymMopa Hako Cy HCTaKIu
KOMIUIEKCHOCT MpeXe KOjOM TyMOpH omepupajy. ['eHercke mnpomMeHe TpaHCPOpPMHUILY
HOpMaiHy henmjy y KaHIEporeHy, Koja ce KapakTepuiie ca 6 TiIaBHMX Tadaka: 1)
CaMOJIOBOJBHOCT Y CHUTHAJIMMA pacTa; 2) HECEH3UTUBHOCT IpeMa CHTHAJIMMa aHTHUPAcTa; 3)
3a00mia3ak amnomnTose; 4) HEIMMUTHPAHW PEIUTMKATHBHU TMOTEHIMjall, 5) CTHMYyJaluja
aHTHOTeHe3e; 6) CTOCOOHOCT MHBA3H]e TKUBA U MeTacTtase (15).

1.4.2. Ipyru moxe; Cancer stem cells (CSC) mones HacTanka TymMopa

Jpyru mMojen, MoJen MaTHYHHX henuja Tymopa, 6a3upa ce Ha TBPAKH Ja Y OKBHPY
nonyJanuje henmja Tymopa MmocToju caMo MaJld MOACKyN henuja koje cy Tymoporene hemnuje.
OBe hemmje ce Ha3uBajy MaTu4yHe hemuja Tymopa, a OUIMKY]y ce€ crnocoOHomrhy
camooOHaBpama W mudepennujanuje. Ilpema CSC xumoresw, TyMOpH Cy XHjepapXujcKa
oranm3anja rae camooOHaBsbajyhe CSC wmHIyKyjy TymMoporeHesy, IOK AWQEpeHIIMpaHEe
henuje gopmupajy xereporenoct. OakaB CSC monen ce pasznukyje O TpaIulMOHATHOT
€BOJIYILIMJCKOT MOJIeJia KaHIEpOreH3e y KojeM cBaka heiMja Mo)Ke MMAaTH jelHAK MaJIMTHU
MOTEHIIN]al.

Jla 6u ce oTkpuie edeKTHUBHE TyMOPCKE Tepamuje, OMTHO je oApeauTu Koje hemwuje
paka MMajy MOTEHLHMjal Ja JONpPHHECY pa3BOjy caMor TyMmopa. YKOJIMKO cBe henuje paka
uMajy MOTEHIjall 1a JOIPUHECe MPOrpecuju O0JIECTH U MeTacTa3nupajy, OHAa MPAKTUYHO CBE
henuje mopajy OuTu enuMHUHKHCAaHE aa Ou ce OoyiecT m3nednna. Y CKIagy ca OBHUM CTAaBOM,
TpaJuIMOHAIIHE TEpaIyje TyMopa Cy 3axTeBaje Ja ce eIMMHHHUIIE IITo BUlle henuja paka, a
He Ja ce muiba onpehena momynanuja henuja paka. Hacynpor oBom mpuctymy, Mojen
MaTHuHUX henuja paka ce 0a3upa Ha TEOPHUjH J1a Cy pPacT U MPOrpec MHOTUX TyMOpa 3aBUCHU
u BoheHM MasioMm cyOmnomynanujoM MaTuyHMX henmuja Tymopa. OBakaB MoJiesl MaTMYHHX
henuja Tymopa ce He onTepehyje muTameM Ja JIM TYMOPH HAcTajy U3 HOpPMaJIHE MaTHYHE
henuje, Beh craBkom na BehnHa Tymopa MMa XMjepapXUCjKy OpraHu3aljy Kao U HOpMajHa
TKUBA.
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CSC henuje moanexxy MHOTMM €MHUIEeTCKUM IIPOMEHAaMa Koje Cy MpeBep3HOMIHE MU
PETKO peBep3uOmIIHE Kao MITO Cy TYOHTAaK HOpMallHE KOHTpoJie henmujckor nukiryca. Y ckiamy
ca MOJENOM KaHLEPOreHMX MaTH4HuX henuja, oapehenu Tymopu (ykJbyuyjyhu Heke
repMUHaTUBHE henmja KaHIepa W HEKe JIeyKeMuje) o0yxBarajy HeoluracTudHe henuje, Koje
mudepeHrpajy y TOCT-MHUTOTCKE jaepuBate. ['epmMuHaTMBHE hemnmje TymMopa HpOH3BOIC
BHCOKO audepeniupane henmje, cnmuuaao henvjama koje cauWmbaBajy HeypaiaHa TkuBa. Heke
JIeyKeMHje JIOBOJE 10 HACTaHKAa BHCOKO Iu(epeHnupaHux xemaromoerckux hemmja. Ose
BpPCTE TyMOpa Cy OUYHIJIETHO XHjepapXujcKu opraHu3oBaHd. [Ipema momanmmma mocaganimbux
CTylIdja Ha TYMOpHMa, Kao LITO Cy TyMOPH JOjKe, MaJIMTHH F'epMUHATHBHUA MO3Ta M Jie0esor
[[peBa TpaTe MOJEN HACTaHKa MAaTUYHUX henmja Tymopa. Y CBakOM OJ OBHX CaMoO Maia
cyomonynanuja hennja moxe na nperece Oonect kox uMmyHokommpmuToBanux NOD/SCID
muineBa. Takohe cy WAeHTH(OUKOBAHU MapKepH KOJU MOTY pas3iMKOBAaTH Jeykemujcke /
KaHIeporene henuje paka U3 Mace momnyJjanmje He-JIeyKeMHujckux / KaHeporenux hemnmja.

CriocobHOCT 1a ce mpeaBuau Koje henmje cy KaHIleporeHe Ha OCHOBY Mapkepa Ham
TOBOpU Jla Cy KaHIepereHe henmje pa3luumMTe O]l He-KaHIEpOTeHHX M Ja ce TyMOpH He
cacroje camo ol KaHueporenux henuja. Kanueporene henuje crBapajy paznuuurte ¢peHOTUIIE
U TUME JIOTIPUHOCE 3ajeTHO ca He-KaHIEPOTreHWM henrjama xeTeporeHoctu Tymopa. [Ipema
OBOM Mojeny, map hemuja, cyOkjoHOBa, WMa MOTYhHOCT caMOOOHaB/balkba H THUME
MIPEJICTaBIbajy TOPUBO 32 TYMOPE, U TO j€ Pa3Jior 3aIlTO HAKOH Teparuje PeHuIuBH U 3alITO U
HaKOH JakuX XxeMmuoTteparnuje 6osect ce Bpaha (16).
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®urypa 5. (A) Y moneny marnuynux henuja paka (CSC) camo CSC henmje mory na
TeHEepHIlly TyMOp Ha OCHOBY CBOjJUX CBOjCTaBa CaMOOOHaBJbakha U OIPOMHOT
nponudeparuBHor mnoteHuyjana. (b) Y Momeny KioHanHe eBOJyLHUje  CBe
Henugpepenupane henuje (CSC) y moueTky umajy ciauyaH TyMOPOT€HHU KaraluTeT a
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KacHHUje, 300T akyMyandje Hu3a MyTaluja, cTudy JoMuHaHTHEe kioHoBe. (I[) O6a
MoJielila TYMOpa Cy YKJbYYEHH y TyMOporeHe3y. Y MOYETKY, pacT Tymopa mokpehy
onpehene CSC (CSC1). Ca mporpecujom Tymopa jomn jeman mocedan CSC (CSC2)
MOXKE€ HacTaTh Kao pesynrar kioHamHe eBonymuje CSC1 30or crumnama JOJaTHHX
MyTanpja Wik enureHerckux wmomudukanuja. CSC2 je arpecMBHUjU U TIOCTaje
JIOMMHAHTaH M YIIPAaBO BOAM 10 (pOpMHUparba TyMOpCKe mace. %

1.4.3. 3nayaj MUKPOOKOJIMHE (HHIIIE) KAHIEPCKUX MaTHYHUX hesuja

Kao u Hopmanae matnune hemuje, CSC ce Hanmase y okBHpY oapel)eHUX IenuHa e,
MyTEM HWHTEpaKlMje ca JAPYyrMM OKOJHUM hemrjama U cTpoMmMoM, o00e360elyjy curnasue
HEOITXOJHE 33 HUXOBO IMPEKHBIHABAKHE U OJpXKaBamkbe MAaTHYHOCTH. bp3nHa Nehema OBHX
henuja Hagmarryje ob6e30eheHy KOIMUYMHY KHMCEOHMKA OJ MocTojehnx KpBHHX Cy/A0Ba Ima je
XUIOKCHja jelaH O] KJbyYHHUX eJieMeHaTa KaHLEPCKUX Hulla. XWUIOKCHja Y OBUM HHUIIama
MOCTIENTyje eKCIIPECH]y CUTHAIA KOJU OJIpKaBajy MaTUYHA CBOJCTBA, CYNPECHU]Y aIllONTO3€ UM
nmpoMonjy ayrtodaruje, CTUMyNalM]y ENUTETHO-ME3MHXMMAaJHEe TpaH3ulMje, IojayaHy
aHTHOTEeHe3y, TPOMOBUINY YyAaJbeHe MeTacTas3e, JOK MPOAYKTH Tymop HHGuITpuiryhux
Makpodara mnoBehaBajy pesucteHnujy CSC Ha xemuoTeparneyTuke. XHIIOKCHja, Takole,
yTH4€ Ha T€HOMCKY HeCTaOMIIHOCT, 300T moBehaHe MPOU3BO/AKE PEAKTUBHUX KHUCEOHUYHUX
Bpcra (reactive oxygen species, ROS), u mnpomeHe y CHIHAJIHHM IyT€BUMA [OMPABKE
omrehene JIHK (17).

buomapkepu CSC hennja excripumMupajy jeAMHCTBEHHU ceT helnujcKux Mapkepa KOjH ce
KOPHUCTE 3a BHXOBY KapaKTepu3alujy W u3ojanujy. Haj3HauajHMju MapKepH yApYXKEHHU ca
kapaktepuctukama matuyHoctu cy CDI133, CD44, EpCam wu aktuBHoct ALDH. Osu
MapKepH MPEJICTaBIba]y U TEPANH]CKE METE M OKYNHPA]y MaKkby UcTpaxkuBada. OBH MapKepH
ce He ekcnpumupajy uckspyunBo y CSC, anm je J0Ka3aHO Ja MOHOKJIOHAJIHA aHTUTENa Ha
HaBeJIeHEe MapKepe ce ca Behum auHUTETOM Be3yjy 3a henrje Koje moKasyjy KapaKTepHUCTHKE
CSC wero 3a apyre tymopcke win HopMmaiHe henuje. CD133 (mpoMHHUH), TIUKO3WIMCAHH
MeMOpaHCKM TPOTEHH, jelaH je OJ HAjBUIIE HUCTPAKMBAHUX M TPEHYTHO C€ HCIHTY]E
nMyHOTOKCHH ycMmepeH Ha CD133, koju je mokazao n1o0py e(puKacHOCT Ha MHIIIjEM MOJCTY
TPOCTPYKO HEraTuBHOT KapuumHoma jaojke. CD44 je 3HauajaH MOBPIIMHCKM OMOMapkep y
MHOTUM HEOIUIAaCTUYHUM OosiecTrMa. To je TpaHCMEMOpPAHCKH MPOTEHH KOjU j€ PelenTop 3a
XUJaTypOHCKY KHCEIMHY, a YKJbydeH je y henujcky aaxeswjy, IOKPET/bUBOCT H
nponudepaunjy.  Angexun — aexuaporenasa  uzoemsumu  (ALDH)  mpencraBibajy
WHTpalleTyJapHe HUTONPOTEKTUBHE €H3UME KOjU Cy onucanu kao mapkep CSC y pa3inuuuTum
TyMOpHUMa, YKJbYy4yjyhu kapiuHoM Jojke, rayha u nmaHkpeaca.

Martuune henuje TymMopa npBU MyT Cy U3J0BaHE U3 KapIIMHOMA JIOjKe TJe je U3/IBOjeHa
nonynanuja henuja ca npoduinom noBpmuHckux CD44+ u CD24-. Ilpodunu CD44+ u
CD24- xapakTpuily pe3uCTeHIM]y Ha Tepamnujy, JIOIy HIporHo3y U Behy MHBa3Mjy Tymopa,
JIOK Jl0/1aBakeM Tpeher mMapkepa YMHU jOII CHOXHM]Y MAIUTHY (EHOTHUIICKY KOMOWHAIH]jy
(CD44+/CD24-"""/EpCAMNiIM) (18).

1.4.4. Mpesxka HUMTOKHUHA

Beza wm3mely wundnamanumje uw Tymopa je CTapu KOHLENT KOjU je JOKa3aH
ucTpaxkuBamwuMma xenatutuca LI, xponuuyHor mankpeatutuca, HPV-a u mwuxoBe yiore y
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cTBapamy TUMopa. OBa XpoHHYHA HH(]IaMaTopHa cTama cy Bohena murokuauma 1L-1, IL-6,
u IL-8. I'enercku momumMopdu3mMu y OBUM IIUTOKHMHHMA Jajy MPEAUCIO3UIN]y ca KOojuMa
uH(pUIIpaHe 0co0e TOKOM JYKOTpajHe HH(IAMaIN]je MOTY Pa3BUTH TyMOP.

OBu wuH(]IAMATOPHU NUTOKHMHHM CTHMYJHMIIY CaMOOOHaBJbak€ MATHYHUX henuja
TyMOpa KOje IPOMOBHIIIY KacHHje pacT Tymopa u meracraze. IL-6 u IL-8 cy ykipyueHu y
XpOHUYHE MH(IIAMaNHje U pacT TyMopa. Y MHUKPOOKpYKEHhY TyMopa MHoOre henmujcke BpcTe,
Kao IITO cy Makpodare, nMmyHcke henmje, mezenxumante henuje, cekpeTyjy o0a IHUTOKHHA,
IL-6 u IL-8. Kox Tymopa /1ojke MOBHUIIEHH CEPYMCKH HMBOM 00a IIUTOKHWHA Cy IOBE3aHH Ca
jJomujoM TporHo3oM. Beh je mokasano ma je IL-6 mupektHm perynatop mporeca
caMOOOHaBJbaba KaHIIEPCKUX MaTHUHUX henmmja gojke mpeko IL-6 penenmropa GP130
koMmIuiekca, aktuBanujoM STAT curnannor nyta. Taxobe, IL-6 Jagged1/Notch curnamau myt
MIPOMOBHIIIE METACTa3e TyMopa J0jKe Ha KOCTUMa. 300T OBHX M MHOTHX JPYTUX J0Ka3a, IL-6
ce MpaTh Kao TepanujcKu TapreT KaHIEpCKUX MaTH4HUX henuja. MHTepecaHTHO je na je
LUTOTOKCHYHA Tepamuja, Koja j€ HHAyKoBaja henujcky cMpT y audepeHIrpaHum
KaHIepckuM henmjama, pesynarupana noBehanom npoaykiujom IL-8. TloBehana mpoaykiuja
IL-8 je crTumynMcana KaHIEpcKke MaTHyHe henuje J[0jke aKTUBHpajyhu XeMOKHHCKe
perentope  CXCR1. Monekyn penapakcun, unaxuoutop CXCRI1, 3HavajHO cMmamyje
3aCTYyIJBEHOCT KaHLEpCKe MaTHuHe henuje Aojke y KceHorpadTy, MHXHOupajyhu pact u
MmetacTasze. [Ipogykuuja oBux nutokuHa je peryiaucana NFkB curnannum mytem koju urpa
KJbYUHY yJIOTY Y HH(pIaMaluju U KapIIMHOT€HE3H.

[Topomutia NF«B ce cacToju o1 et moBe3aHux TpaHCKUPHIIMOHUX ¢akTopa: pS0, p52,
RelA (p65), c-Rel, u RelB. ¥ HER2/neu mummujem moaeny cympecuja NFkB pesyntupa
o/uto’keHuM cTBaparbeM HER2/neu — wHmykoBaHWX TymMopa, CMamCHOM aHTHOTCHE30M M
nHpmITpanujom Makpodarama. [loBumierrn HUBOU MPOrecTEPOHa TOKOM TpyaHOhe yTHdy Ha
npoaykinjy RANK muranga (RANKL) myrem mudepeHnupannx enuTeHUX henuja Jojke.
RANKL 3artum crumynuine camooOHaBJhamke MaTHYHUX henuje paka JojKe, aKkTUBHpajyhu
NF«B y oBum henujama. [loBehana uHIMICHIIA arpeCUBHUX TyMOpa JI0jKe, KOJU Cy ITOBE3aH!
ca TpynHohoM, BEpOBAaTHO peE3yJITUPAjy Kao TOCIEAHIa AaKTHBAllMje OBHX IIyTeBa Y
KaHIIEpCKUM MaTuyHuUM henmjama nojke (19).

1.5. KOHBEHIIMOHAJIHM TECTOBH Yy HCIUTUBAKY e(PUKAHOCTH AHTUTYMOPCKHX JIEKOBA

KouBenuuonanuu tectoBu (mporouna mnuromerpuja, RTCA u MTT) no cama cy
kopumthenn y oapehuBamy mnponudepanrje U BUjaOUIHOCTH henuja TOKOM TpeTMaHa
cHenu(pUYHUM [UTOTOKCHYHUM areHcuMa. Pa3nmkoBame BUTANHOCTH henuja u henujcke
CMPTU O] CYIITHHCKOT j€ 3Hauaja 3a eKCIIEPHUMEHTaJIHEe W KIMHUYKE MPUMEHE U KJby4Ha
KOMIIOHEHTa Yy EKCHEpUMEHTUMa MPOTOYHE HHuTOMeTpuje. [IpoToyHa IUTOMETpHUja MOXKE
OCeTJBMBO Jla OTKpHje M eduracHo coptupa henmuje Ha OCHOBY (IIyOpPECUEHTHHUX CHUTHala
uHTerpucanux y henujcke mapkepe nporenna wiu JJHK. Illupoko ce mpumemyje 3a nporeny
neobe henuja, anonTo3e U 3a U30j10Bame henuja ykipyuyjyhu matuune henuje.

Amnamuza CSC nomohy npoToyHe HUTOMETpH]jE je Moy3JaH, epuKacaH U JIak IPUCTYI
3a CKpMHHUHI areHaca koju mmbajy CSC. Anammsa terupanux CSC mocraje edukacHUjU
HAYMH 32 MPOLIEHY HOBUX TepareyTCKUX areHaca 3a pak. Koj paka nojke ko jbyau, henuje ca
CD44+/CD24— nuckuM MapkepuMa Cy HISHTU(HKOBaHE Kao MaTW4He henuje paka J0jKe
BCSCs. IIporouna nuromeTpuja ce Moxke KopuctuTh 3a mporeHy BCSCs y ycnocraBibeHO]
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henujckoj nuuuju HakoH TpetMana (20). IIporouna muToMeTpHja je jeHa o1 MeToza Koja ce
KOpUCTH y TpOLEHM aJjyBaHTHEe Tepamuje 3a pak nojke. JHK mmommnoct, 3ajenHo ca
M3MEpPEHUM KamanuTeToM mpoiudepanuje kao ¢paknuja hemmja y C-dasm henmjckor
[UKITyca, TIOKAa3aHo je Jia MOMaxe y WACHTHU(HKAIMjH TafjeHaTa ca BUCOKUM WA MalluM
PH3MKOM 3a peluauB Tymopa. JlogaTHO, MalMjeHTH ca aHEYIUIOMJHMM TyMmMOpuMa H
MAIUjEeHTH ca JUILUIONIHNA TyMOpH W BUcoka (paknuja C-dasze cy Behu pusuk ox penuausa.
WNnak, mpoTroyHa IUTOMETpPHja HE MOXE Kao jeIdHa METoJa Ja MpYyKu uHbOopManuje o
pUpoIu MOoTpede anjyBanTHE Tepamuje (21).

MehyTtum, OBH TECTOBH MMajy MHOT'€ HEIOCTaTKe: OHU MOTY OJIPEIUTH CaMoO Kpajie
¢dbusmonomko crame henuja; 300r pa3IMUUTUX KOpaKa YKJbYUYEHHUX Yy TMPOTOKOJ, MOTY C€
NOOWTH JIAXKHO TO3UTHBHU PE3YyJITaTH; HE TMOCTOje MH(OpMaluje o cTramy henrja TOKOM
nepuoja TpeTMaHa, OCMM akO HeMa MHOTO BPEMEHCKMX Tayaka, IITO caMO M0 ceOu Moxke
6utu u3Bop rpeuike. CBU TakBU TECTOBU HE J]aJy TauyaH MpPHUKa3 CTama henuja TOKoOM nepuoaa
nposudepannje uiM MUrpaiuje, Beh ce Mepe Kpajie Tauke.

TpenyTtHO jenuaM amapaT momohy Kora ce MOTy JOOMTH CBE BpEMEHCKE Tadke, ca
nakohoMm u noHossbMBOM mpenusHourhy, je RTCA. Ananuzatop henuja y peanHoM BpeMeHY
(enr. Real time cel lanalyzer, RTCA) je HoBa TexHuka Koja omoryhasa mpaheme henujcke
npoaudepanyrje, MUrpalyje 1 UUTOTOKCUYHOCTH CYIICTAHIM y JUPEKTHO] WU UHAUPEKTHO]
KOKYJITYpH y pealHoM BpeMeHy. Ha oBaj HauuH noOujajy ce nndopmanuje o crawy henuja y
MHOTOOpPOJHUM BpPEMEHCKHM Taukama. PauyHapcku monaenu (KOMI[jyTepcKa CHUMYJaluja)
omoryhaBajy mpoy4yaBame (¢GeHOMEHAa ca TPOMCHJPMBHM BPEMEHCKHM CKajlaMa Kao H
BU3yaIM3alljy TPOAMMEH3UOHATHE Ouononke cuMmynamnuje. PadyHapcko Monenupame
(pauyHapcka cuMyaiuja) omoryhaBa yBuj y 1ojaBe ca mpOMEHJPMBUM BPEMEHCKHM CKajlaMa
1 omoryhaBa BU3yenu3aIujy TPOAUMEH3NOHATHUX OMOJIOIIKUX CUMYJIaIrja.

1.6. MatemMaTH4KH Mo/1eJ1 TYMOPCKe Nporpecuje

MaremMaTHuKo MOJIeTUpamhe OMOJIOMIKKX MPOIeca ce IUPOKO KOPHCTH 3a MOO0JBbIIAmE
KBaHTHTAaTHBHOT pa3yMeBama OMOMeTUIMHCKUX (peHoMeHa. OBO KBAaHTUTATHUBHO 3HAE CE
MOX€E TNPHMEHHTH Kako y KJIMHHUYKAM TaKO M y EKCIIEpUMEHTAJHMM ycJIoBuUMa. Baxna
NpUMEHa MOJeNupama je M3 obinacTé Ouosioruje paka. MHOTM MaTeMaTW4KH MOJENU Cy
pa3BUjeHH Jia MpeJCTaBe Heke aclekTe paka. OBU MOJENU ce PasziuKyjy O JeJHOCTaBHUX
MoJena KOjH TMOKyIIaBajy Ja CHUMYJHUpPajy pacT 3alpeMHHE TymMopa CO(UCTHIMPAHUM
Mo/ieTIMMa YKJbY4yjyhu MHOTe OHOJIOUIKY BaXKHE MOJIEKyIapHe mporece (22).

MaremMaTHuku MOJENH Cy pa3BHjeHH Ja OM ce pa3ymMeo JAWHAMUYKH IPOIEC
nponudepanuje henuje paka. MareMaTHUKH MOJAEIM MOMaxy Ja c€ MPEABUIM BEIUYMHA
TyMOpa W ONTHMM3Yj€ IMOCTyHaK Jieuewa. Y JAeTePMUHHCTUYKOM OOJIMKY MOCTOjU ceaam
Mojiena,  yKJbyuyjyhm — eKclioHeHIUMjalHu, MEHeNCOHOB, JIOTHCTUYKH, JIMHEApHH,
noBpuirHckd, ['omnepts u bapranandu (Gompertz and Bartalanffy), koju cy xopumrhenu 3a
ONUCHUBame pacta U nponudepanuje hemuja paka. Mojenu cy Iu3ajHUpaHH J1a MpPEIBUAE
CTOIY IPOMEHA 3allpeMUHE TyMOpa y OJTHOCY Ha IIPOMEHE Y BPEMEHY.

ExcrioneHIMjaqHu Mozen je TPUPOAHM ONUC paHux ¢asza pacra paka. Y
eKCIIOHEHIIMjaJTHOM MOJIeNly, cBaka henMja paka ce mozenuia Ha JBe hepke henuje y
3axBaheHOM MMO/Ipy4jy KOHCTAaHTHOM Op3uHOM. EKCIIOHEHIMjaTHi MO/IEN UMa OTpaHUYeHa 3a
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npenBuhame TyropodHe crore pacra u npoiudepanuje henmja paka. Jla 6u ce mpeBazumm
OBM TIPO0JIEMH, YBEJICH j€ JIOTUCTUYKN MOJIEeT KOju o0jallkhaBa NoHaame henuja paka, pact
u nponudeparujy. Gompertz and Bartalanffy mozxen uma cnocoGHOCT 1a peaBHIH JTATEHTHE
cramujyme Tymopa. [lokaszano ce ma mpyka HajOOJbM KBAJIMTET NpeaBuhama 3a pacT paka
nojke u twiyha. Mogen koju je yBeo Von Bartalanffy mokasyje ma ce 3anpemuna Tymopa
cMmamyje ca cmphy henuje u mosehasa y onHocy Ha moBpinHy. CBH IIOMEHYTH MOJICIIN UMajy
OrpaHHYCHa Jla MPEJBHIC MOCIeAme (Pa3e pacta paka M HE MOTY MPEABUACTH JAyrOPOUYHY
cromy pacta Tymopa (23).

1.7. ITomucTHPEHCKA MUKPO- U HAHO IJIACTHKA

PacnipocTpambeHOCT MIaCTMUHUX YeCcTHIAa y I100anHo] 6nochepu usza3zuBa cBe Behy
3a0pUHYTOCT W3 MEPCHEKTUBE )KMBOTHE CPEJMHE W 3/paBiba Jbyau. Mukporuactuka (MP)
MpeACTaBba TUIACTHYHE YECTHIIE BEIWYMHE J0 Smm, 1ok Ha”oractuka (NP) mpencraBiba
YECTHUIE Y CYOMHUKPOHCKOM oTicery, ogHocHO <1 pum (24). HenaBHe cryamje mokasyjy Aa cy
JbyIM CTAJIHO W3JI0KEHH MHKpPO- W HAHO 4YeCTHI[aMa IUIACTHKE KpO3 JIaHAl HCXpaHe.
[Tokazano je nma je Bume ox 690 Mopckux Bpcta (ykibydyjyhu pulOy u octpure)
koHTamuHupano ca MP/NP (25). IIpucyctso MP/NP notBpheHo je y MOPCKUM IUIOJOBUMA U
y BUIIE TpexpamMOeHNX MPOM3BOJA, KA0 IITO Cy MeJ, MUBO, KYXHIbCKA CO, MIIEKO M BOJA 32
nuhe, MTO CBE YKYIHO CYT'epHIlle Ha TO Ja je u3noxeHocT Jbyau MP/NP nHenzoexna (26). Ox
2019. roguHe HAyYHHIIM CY OTKPWJIM Ja TUTACTUYHU YENOBH 3a ¢uiaiie, MIacTHYHE Kece 3a 4aj
(27) (28) xao u Gouniie 3a Xpamemwe oaojuanu (29) ocnobahajy 3Hauajan 6poj MP/NP.

Jemna opx wHajuemhe kopumheHMxX BpcTa IUTACTHKE Ca YKYIIHOM CBETCKOM
npousBoamoM of 15,61 MT y 2019. rogunu je momuctupen (euri. polystyrene, PS). PS
HACTaje Kao pe3ysiTaT TOJMMEpH3alHje CTUPEHA, JTOK CE CTHPEH J00Mja KaTaJIuTUIKOM
nexuaporeHuszanyjom ermwinoeHzena. Ocum Tora, PS ce mako xemujcku Moaudukyje Hu
KOPHUCTH 32 CHHTETHCAhE YeCTUIIa pa3inuuTuX BenndrHa (30).

Pasmarpano je 133 cryauja koje cy ce 6aBuiie mreTHUM aejctBoM PSMP/NP (31) u ox
tora 16 je mokazano aa yrunaj PSMP-NP Ha 3apaBibe by HUje 3a0pumaBajyhu, g0k je 117
MOTBAMIIO HUXOB IITeTaH yTuiaj. Takohe je moka3zano aa tokcuynoct PSMP/NP nenyje na
JI03HO 3aBHCTaH HA4MH, NPH YeMy Beha KOHIEHTpauuja JOBOAM 10 BehMX TOKCHKOJOIIKHX
edekara. Baxxny ynory, takohe, urpa ooauk PSMP/NP, o yemy cBejouM HEKOJIMKO CTyAHM]a.
[ToBpmMHCKM HamoOH, Takohe, 3Ha4yajHO yTHuye Ha uHTepakuujy usmehy PSMP/NP u henuja.
IToka3zano je na PS-NH:2 3nauajHo cMamyje BujabuiHOCT henuja koa Tpu henmjcke JMHH]E:
Caco-2, HT29-MTX-E12, THP-1 (35). Ilpumehen je W CTaTUCTHUYKH 3HAYajaH IOPACT
omrtehema JIHK kox Caco-2 u HT29-MTX-E12 henuja tpetupanux ca PS-NH2. ¥V cryauju
Kojy cy cnpoBenu Jeon et al., 2018. rogune npuMeheHa je mo3UTUBHA KoJsiepauuja nsmehy
KOJIMYMHE HWHTEPHAJIM30BAHUX 4YECTHLA M 3€Ta MOoTeHnMjaja (Ha OCHOBY (arolUTHHUX
midepenunpannx THP-1 henuja wim HeparountHux A549 henmja) (36). Kako cy makpodaru
npuMapHe (aronutHe henuje y IpeBHOM TpakTy, miayhuMa U jeTpH, MOCTOjU HEKOJIHKO
CTyAMja Koje Cy ucnuTuBajie TokcuuHo JejctBo PSMP/NP u nokasaHo je na ce makpodaru
noJBprasajy audepenurjampju (npu koHueHtpauuju 50 pg/mL ¥ BEIMYUHHM YeCTHIA O]
0.2um). IMpunukom nosehama koHuenTpauuje Ha 100 u 200 pg/mL nonasuino je 10 nosehama
peaktuBHUX BpcTa kuceonnka (POC) u omrrehewma nmu3o3zoma y makpodaruma (37,38).
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VY mocneamux HEKOJIMKO TOJUHA WHTE3WBHpaAla Cy CE€ HCTPAXHBaWka O YTHUIA]Y
PSMP/NP Ha qurecTuBHU CHUCTEM, ¢ 003UPOM J1a je TyTame OKapeKTEPUCaHO Kao TJIaBHU MyT
M3JI0KEHOCTH. XpOoHHUHA u31okeHocT Caco-2 henuja (penpe3eHTaTUBHE 32 TAHKO I[PEBO KO
seyau) PSMP/NP (1j. koHmenTpammjama ox 12,5 no 50 pr/mJI) uMa TeHACHIH]Y Ja W3a30BE
UTOTOKCUYHOCT TIOBE3aHY Ca MOBPEAOM ENHUTENHHUX henmja ¥ mpoMeHama y (YyHKIHjU
Oapujepe npeBa, OKCUAATUBHUM CTPECOM, IEMHTOKCHKALIMJOM ¥ HUBOOM TPAaHCKPHIILIKje TeHa
VKJBYYCHUX y MHOre merabonmuke myteBe (39). Takohe, ma Ou ce pa3jacHHIM MEXaHU3MU
yiacka u Tpancmopra PSMP/NP ymorpebom henmja xymanor emurena xenymna (GES-1),
CIPOBEICHE Cy CTYyIHje 4Ydju pe3yiaratd mnokadyjy na cy PSMP/NP y hemwmje momahuna
JIOCTIENIe ITyTEM BUIECTPYKHUX MyTEBa €HIOIUTO3€ WIIK MaKpornmuHoIuTose (40).

OtkpuBeHo je na xonzymupane PSMP/NP, nopen ytuiiaja Ha MUKpOOHMOTY ILpeBa,
uMajy TEeHJCHLH]y Ja mpeBazul)y ILpeBHy Oapujepy U Ja ce€ aKyMyjiaupajy y Teiy.
Schwarzfischer u capamaunm cy 2021. roamHe TOKa3zaiud Ja KOJ MHIIEBA TPETUPAHHX
chepaum PSMP/NP Benuuune oxo 50 nm y no3u ox 0.2 mg 1o ga”y J10J1a3u J0 aKyMmyJialnje
PSMP/NP y TankoMm 1peBy U yAaJbeHUM OpraHuMa, yKJbyuyjyhu cie3uny u jerpy (41).

XenaToTOKCUYHOCT, K0jy u3azuBajy PSMP/NP kon mumeBa, uctpaxuBaiu cy Mu u
capagaunu 2022. rogune (42). ExcnepumentamHu wmumieBe cy Ttpetupanu PSMP/NP
BenuunHe 5,0 uM y koHnentpanujama 0,1, 0,5 u 1 mg/mL toxom 4 Henesve. [lokazano je na
uznoxkeHoct PSMP/NP  moke omTeTuTH CTpyKTypy M (QYHKIH]Yy JeTpe U H3a3BaTU
OKCHUJATUBHO oImTeheme W MepoKCHUIaIujy JHMHAAa y JeTpH, IITO Cyrepuiie aa cy ce
nuponTo3a U (epomnTos3a MojaBwie y MoBpeAama jerpe koje cy umHaykoBane PSMP/NP wu
npaheHe HHTEH3UBHUM OKCHJAATUBHHUM CTpecoM U ymanoMm. Mcrpaxkuaun Meng u capagHuiu
otkpw cy na ce PSMP/NP (Benmuuune 50 pm, 300 pum, 600 um, 4 um) 6noakymynupajy y
OyOpe3nMa MHMIIeBa TPETHUPAHUX PACTBOPOM Kaja Cy TpeTupanu pactBopom PSMP ox 5
mg/nan TokoM 4 Hepnesbe (43). I[Ipumehen je m ryOuTak TeXuHE MUIIEBa Kao W moBehaHa
croma cMptHOocTH. Koa mumesa koju cy tpetupann PSMP/NP Bennunne 5 uMm y 1Be 103€ 011
0,1 u 0,5 mg nmpumeheHa je XeMaTOTOKCHYHOCT Kao M To Ja uziokeHoct PSMP/NP uma
YTHUI1a] Ha eKCTIpecu]y TeHa (44).

Yrunaj PSMP/NP Takohe je ucnutuBan Ha henujckoj nunuju A549 (penpe3eHTaTUBHA
3a enuTenHe henuje JbYJICKHUX IUTyha) M MOoKa3aHo je J1a c€ 3HAa4ajHO CMamujia BUjaOUITHOCT
henuja Ha 7O03HO 3aBUCTAH HAYMH, Ja Cy M3a3Bayie 3aycraBibambe C ¢ase hemujckor mukiyca,
aKTHBHpaJe WH(IAMATOPHY TpPAaHCKpUIIKja T'eHA M IPOMEHWIE EKCIpPECHjy IpOoTenHa
MOBE3aHUX ca NenujcKuM LUKIycoM U mpo-anmonto3oM (45). Ctymuje cy ucnuTHBale U
KoMOuHOBaHy u3sokeHocT PSMP/NP u paznuuntuM nekoBuma Ha henujckuM JuHMjama puoda
noka3yjyhu na usmemeHa papmaleyTcka TOKCUYHOCT n3a3BaHa yectuiama PSNP moxxe 6utn
MOBE3aHa ca CTONaMa MHKOPIIOpaldje, KaraluTeToM acoplifje ¥ MEXaHU3MHMa oJ0paHe
henuje. TokoM MoCEABUX HEKOIMKO T'OIMHA CIIPOBECHE Cy pasiuyuTe in ViVvo u in Vitro
CTyAMj€ Ha cucapuMma y LUJby HCHUTHBamwa IuteTHor nejctea PSMP/NP (Tabema 1.).
Mehytum, epektn PSMP/NP (camux wim y KoMOMHaNMju ca XeMHOTepaneyTHIMMa) Ha
Jbynicke henmje paka ocTajy HEMO3HATH.

PSMP/NP noBone a0 3HauajHOT yOp3ama pacta TyMOpa jajHUKa KOJI MUILIEBA KA0 U 10
cMamerwa BujabuiaHocTH henuja paka jajHuka (46). XU u capagHuuu ¢y cymupanu 21 ctyaujy
kopucrehu in vitro mozmene Caco-2 henmja 3a nmpoueHy edekara IIaCTHYHUX dectna (47).
Domenech u capagauiy cy uCTpaXUBaiIu IyropouHe eeKTe MOJHUCTUPEHCKE HaHOIUIACTHKE
Ha henuje ageHokapuuHoMa nebenor 1pesa (Caco-2 henuje) (48). Otkpunu cy ga ce PSNP
JaKO aKyMyJIUpajy y HU3JI0KEeHMM hendjamMa W TO Ha J03HO 3aBUCTaH HA4yMH. 3ampaso,

19



JlokTopcka nucepranuja Awmpa Pamosuh Xam3zaruh

MIPUJIMKOM W3JI0’)KEHOCTH BUIITNM KoHIIeHTpanujama PSNP, Heke ynTpacTpyKkTypHEe MpOMEHE y
MUTOXOHJpHjaMa cy Oujie eBHJAEHTHE, WITO cyrepume ga Ou msnoxeHoct PSNP wmorma
n3azBatu auchynkuujy opranena (48). Lo je najBaknuje, nntepHanuzanuja PSMP/NP on
CTpaHe HOPMAJIHUX JbYJCKHX hemnmja mebenor IpeBa MHAYKYje METabOJIMYKe MPOMEHE MpH
aKyTHOM W XpOHHYHOM WH3JIaramy MPOMOBHIIYhH OKCHIATHBHH CTpec, mnoBehaBajyhn
TJIMKOJIM3Y TPEKO JIaKTaTa Ja OM ce OJp)Kao EHEPreTCKH MeTadoim3aM M MeTadoIm3aM
TIIyTaMHUHA 32 oAp)KaBarme aHaboMukuX mporeca (49). OBy mojamy npyxajy CHaXxHe J0Ka3e
na m3noxenoct PSMP/NP mose nemnoBatu kao (pakTop pusmKa of] paka 3a JbyJICKO 37[PaBJbe.

Hutotokcnunn epextn PSMP/NP cy, takohe, morBphenn nHa HepG2 henmje xymanor
xermatoma (50). Kao in vitro momen Jeynacke jerpe, henmjcka JMHHja XyMaHOT
xenatouenynapHor kapuunHoMma (HepG2) xopumihena je y net HegaBHuX cTynuja (45). PSNP
BenuuuHe 50 nm cy O6p30 uHTepHaATM30BaHe o ctpane Hep(G2 henuja xoje mokaszyjy BeTUKH
HeraTuBaH YTHUIQ) Ha BUTAJIHOCT henuja ycien henujckor oxcuaaTuBHOr omtehema u
YHUIIITaBakha AHTUOKCHIATUBHUX criocobHocTH (50).

Barguilla u capaguuin takohe ymo3opaBajy Ha MOTCHIHMjaHH KaHIICPOT€HH PH3HK
KOjU TPOWCTHYE W3 AYrOTpajHE H3JIOKEHOCTH MHUKPO- M HAHOIUIACTHYHUM YECTHIIaMa,
noceOHO HaHoIUTacTULM on nonuctupeHa (47). bpojue cryauje ynosopaBajy na PSNP
MpeACTaB/ba HOBY MPETHY KAPIMHOMY JKETyla W M3a3uBa PE3UCTEHIM]y Ha Tepamujy (51).
VY1BpheHo je mpa opaiHa MpUMEHa MOJMETHIICHCKE HAHOTUIACTHKE 3HAYajHO YTHUYE HA IPEBHY
MHKPOOKpYXKemhe Koa wMumieBa. OBaj mopemeha] MHKpOOKpykema ¢aBopH3yje pas3Boj
KOJIOPEKTAIHUX TyMOpa yclle[] IpoMeHa Yy aJalTHUBHOM HMYHOJOIIKOM OAroBopy (52).
KoMOnHOBaHa TOKCHYHOCT MHUKpPO- W HAHOIUIACTUKE HM3a3uBa 030MsbHa omTehema IpeBHE
Oapujepe. Y3umajyhu y o03up na BehumHa ctynmja o MUKpo- U HaHoIuiacTui PS no cama
HCTpaXKyje caMmo jeIHy BEIMYMHY YECTHIa, Moryhe je /a Cy 3paBCTBEHU PU3UIIM TTOBE3aHH Ca
n3noxeHomhy PS MUKpO- 1 HAHOIIIIACTHUIN y Tey MOTHEHeHH (53).

Hama ctynmja mmaiia je 3a 1usb Ja MCTpaku Besy u3Mmely HuBoa ekcrpecuje CSC
MapKepa ¥ XeMHUOCEH3UTUBHOCTH, Kao u J1a aHanu3upa edexat PSNP Ha oOpaciie ekcripecuje
oBHX Mapkepa. Ham b Ouo je ma 0osbe YIo3HaMO OCHOBHE MOJICKYJIAPHE MEXaHU3ME Y
henmjama kaHiepa.
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MNPs Bpcra Beanuuna .
BuoJsiomkn Mope Konuenrpanmja Pesyararn
npousBohau moJIuMepa YecTHIa
In vivo: Nznoxenoct PS-NP
CTIUTEITHA Huge e v6psana EOC pactl
KapiHOM jajuuka | Biotechnology | polystyrene 100 nm 10 mg/L 27 nana j¢ yop P
; . TYMOpa KOJI MUIIICBA
MUIIUH MOJIET (China)
In vitro: Spherotech, Inc., Pazmirunte IAkymynarja PSNPs
hemuje xymanor | Chicago, IL, polystyrene 50 nm KOHIICHTAIIH]e je JIO3HO 3aBHCHA Y
aJICHOKapIIMHOMA USA y omcery: 0, 6.5, 13, 26, TPETHPAHUM
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neberor 1pesa and 39 pg/cm? henmmjama
(Caco-2)
In vitro:
Pazmuunte
XyMare 0.5 um and 2 KOHIICHTAIIH] ¢ Vsnosieroct
uHTectrHanHe | Sigma-Aldrich | polystyrene |~ K PSMP/NP uzazuBa
. X um y omcery (1-5-10-20
hemje (CCD OKCHJIATHBHHU CTPEC
18Co) pg/ml)
In vitro: DK Nano Tech CMmameHa
HepG2 hemmje | (Beijing, China) polystyrene 50 nm 10 pg/mL 12h BHja0mwIHOCT hemmja
In vitro: Pazmuunte
MHHJH.é Spherotech koH1eHTamuje PSNPLs
en 6pI/IOHJa me | (Chicago, USA) polystyrene 50 nm (10, 25, 75, and [porpecwuja kauiepa
¢ubdpobnactu ’ 100 pg/mL.) y Toxy
24 h
In vivo: BALB/c
nude MunIeBU
In vitro: . .
henmjcke nunuje In vivo: Aunyiyje
CMAOT 1.72x10%ectuua/mL | pe3ucreHuujy Ha
Y Cospheric, USA| polystyrene |9.5-11.5 um Teparujy Xemo- u
KapImHOMa .
xenyma (AGS In vitro: MOHOKIIOHCKUM
MKI\}II?HMKN45, 8.61x 10° yectuua/mL aHTUTENUMA
NCI-N87 and
KATOIII)
In vitro: hemmjcke Vrua
JMHUC XyMmaHor Thermo Fisher Ha BI/I'a6HHZIOCT u
KapluHOMa JI0jKe: Scientifi polystyrene 60 nm 1, 10, u 100 mg/ml . .
MDA-MB 231 and cientific npoan)epaunJy
MCE-7 ’ henmja
In vivo: Magsphere 50.7, 503.6, 20 mL/kg y Toxy 28 V3poKyjy 030HIbHY
C57BL/6 ] MI./IH.IeBI/I (Pasadena, polyethylene and i JUChYHKIU]Y
California, USA) 5047.0 nm ! LpeBHE Oapujepe

Ta6esa 1. In vitro u in vivo uctpaxuBama y kojuma cy kopumhene PSMP/NP3!
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UCTPAKHUBAIHA
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2. IUJBEBHU U XUITIOTE3E CTYAUJE

2.1. IWJLEBU

OCHOBHM IHJb OBOT HUCTpaXHBama je Ja C€ HUCIUTajy CBUX 16 KomOWHaiuja

onpehuBama Mapkepa MaTHYHOCTH KOJA KaHIlepa KOJOHAa U JAOjKe 0e3 M y TpeTMaHy
KOMEpIIMjaHUM XEMUOTepaneyTuluMa, ca Win 6e3 npucycTBa NOJUCTUPEHCKE HaHOIIACTHKE.
VYKyIHO eKCIepMMEHTAIHUX U KOHTposiHuX rpymna he outu 48. Ilopex Tora, oBu pe3ynraru
UCTpaKMBalkba MaTUYHOCTU Ouhe KopenupaHu ca pe3yiTaTiMa J00MjeHUM Yy HCIHUTHBABY
henujcke BHMjaOMIIHOCTH U T€HCKE eKclipecHje. Merojama MaTeMaTHUKOr Mojienupama Ouhe
noHyheH HajonTUMalHWjU HA4YMH JIeTeKLHje MaTUYHOCTH TyMOpa, Tj. OJadup jeaHe WIu
HEKONMKO o1 16 moryhux xomOuHanmja.

v CKJIay ca OCHOBHUM LUJBEM ITOCTABJbCHHU CY CJ'IG,Z[@hI/I CKCIICPUMCHTAJIHU 3adallu:

HcnuraT METOZOM TPOTOYHE ITUTOMETPHje TMPOTEHHCKY eKcmpecHujy 4 Mapkepa
MaTUYHOCTH Ha MojeN cucteMuMma Kaniepa konmona (HCT-116), mojke (MDA-MB-
231) u 31paBux hemmja pudbpodmacra (MRC-5).

Merogama MTT wu RTCA wucnuTaTd TOKCHYHO  JCJCTBO  NMPUMEHCHHX
XeMHoTeparneyTrka in Vitro.

Wcnuratn yTHIla) XeMHOTepaneyThKa Ha TeHCKY eKCIpecHjy  Iapamerapa
MaTUYHOCTH.

Wcnuratn yTuna) TMOJHUCTUPEHCKE HAHOIUIACTUKE Ha eKCIOpecHjy  Mapkepa
MAaTUYHOCTH y henujCKuM JTuHUjaMa KOJIOHA | JI0jKe.

Metogama mMaTeMaTUYKOT MOJENMpama MPeIBUACTH HajONTUMAIIHU]y KOMOWHAIU]y
rapamerapa Koju Cy NmoTpeOHM 3a Hajupenu3Huje oapehuBame MaTHYHOCTH KaHIIEpa
in vitro.

2.2. XUITIOTE3E

o

Ilopen HexonuKo cTaHAApAHUX KOMOMHanuja Hekux oja 4 mnonyhena mapkepa
MaTUYHOCTH, MMOCTOjHU KOMOWHAIMja KOja je ONTUMAaJIHH]ja, TOCeOHO y KOopemaluju ca
TUIIOM TyMOpa U IpUMEHEHE Teparnuje.

RTCA wmeroma mnpahema henujcke BUjaOMITHOCTH CYNEpPUOPHUja j€ y OBOj BPCTHU
HCIATHBamwa o1 KitacuyHor MTT recra.

Bapujanuje y npoMeHama y TyMOpY TOKOM Tepanuje 3HayajHO yTHUYYy Ha MPOMEHE Y
MaTHUYHOCTH TYMOpPCKHX henMja, Tj. Ha ’bUXOB METAaCTaTCKU MOTEHIIM]jaJl.
[TonmucTupeHcka HaHOIUTACTHKA MoBehaBa ekcrpecHjy Mapkepa MaTHUHOCTH.

Mertose MaTeMaTUYKOT MOJEIHpama CYyIIepUOpHE CY Y OJHOCY Ha KJIACUYHY aHAIU3y
OMOJIOIIKKX MapaMeTapa, Koje 3Ha4ajHoO 3aBHCE O JbYACKOM (aKTopy.
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3. MATEPUJAJI U METOIE

3.1. Rheanjcke Kyarype

HcnutuBame In Vitro edexara xemMroTeparneyTHKa CIIPOBEICHO je Ha:

e hemujcko] nuHMju KaHuepa kojoHa (HCT-116), koja je wu3BeaeHa U3 XyMaHOT
KOJIOPEKTATHOT KapIIMHOMA,

e henujckoj muHUjU KaHuepa jnojke (MDA-MB-231) koja motude o ajeHOKapLUHOMA
JI0jK€ KO JbY ]I,

e 371paBoj henujckoj muuuju Gudbpodracta nzonoBanux u3 mwieype mwryha, MRC-5.

Ope hemmjcke mmamje (HCT-116 m MDA-MB-231) cy wu3abpane 300T HHXOBE
BAKHOCTH 3a OJAroBapajyhe THUIOBE paka U HHXOBOT JOOPO JOKYMEHTOBAHOT OMOJIOIIKOT
nonamama. hemje HCT-116 kapakrtepuiny crnennduyHe reHeTCKe MyTalllje U MOJIEKyJIapHU
MyTEBU, KOJU Cy CHMOOJ KOJIOPEKTATHOT KapIiuHoMma, MoK cy hemuje MDA-MB-23
pernpe3eHTaTUBHE 32 TPOCTPYKO HETATUBAH pak JIOJKe, KOJU j€ MO3HAT 1O CBOjOj arpeCUBHO)]
IPUPOJH HEJOCTATKY XOPMOHCKHX pPeLenTopa.

Cpaka henujcka nWHHja TIpEACTaB/ba JEAUHCTBEHE HM3a30BE y TMOTJIEAY JieUueHma U
oJlpakaBa XETEPOTEeHOCT OHMOJIOTHjE€ pakKa, IITO jé KJbYYHO 3a MPOILEHY XEMHOTEPAaIeyTCKe
e(hMKaCHOCTH W aHAIM3y eKcrhpecwje Mapkepa matuunux hemuja paka (CSC). hemwmje cy
kyntuBucane y cranmapaaum ycinoBuma ECAC (European Collection of Authenticated Cell
Cultures). 3a kynruBanujy HaBeaenux henuja kopuirher je meaujym DMEM y koju je momat
deranan  ToBehu cepyMm, L-riyTamuH, TNEHWIMJIMH/CTPENITOMUIIMH W  HEECCHIIMjaTHE
amuHoOkHcenuHe. Renuje cy ysrajane y unky6aropy Ha 37°C ca 5% CO,. Hakon 24 cara
U3JIOKEHE Cy XeMHUOTEPAIeyTCKUM areHCUMA.
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3.2. XemuoTepaneyTuumu

3a xemuoTepanujcke TpetMane henuje cy Ouie u3noxeHe:

1. 5-bnyopoypammny (5-FU) y KIMHMYKH peNeBaHTHO] KOHIIGHTpAIlMju, Koja je
onpeheHa Ha OCHOBY MPETXOJIHUX CTyauja mo3a-oaroBop (62,5 uM). Pacmopen
Jedewma je ykbyunBao JaBame 5-FU TOkOM mepuoga Koju oJpakaBa CTaHAaplHE
KJIIMHWYKE MPOTOKOJIE, Ca BPEMEHOM M3J1arama y pacrnony on 24 mo 52 cata, aa 6u ce
MPOIICHUIIN KPAaTKOPOYHH U TpoaykeHu edextr. Herperupane kontponne hemmje cy
oJlp’KaBaHe TOJI MACHTUYHUM yclioBuMa Oe3 m3marama 5-FU y cBakoj BpeMeHCKO]
Ta4KH Ja O¥ CIyXKHJIe Ka0 OCHOBHE KOHTpOJIE 3a mopeheme.

2. JleykOBOpHWHY, WPHHOTEKaHy W OKCAIWIUIATHHY, a OCHOBHM pacTBOpPH 3a OBE
xemuoreparneyTcke arence ounu cy 50, 10, 20 u 5 mg/m, ogHocehu ce Ha cBaku oA
HaBCJICHUX.

3. 3a hemuje MDA-MB-231 u MRC-5 kopumhenu cy AOKCOpyOWIIMH, €HIOKCaH,
MAKIMTAKCENI W JOIETAKCeN, a OCHOBHU PAacTBOPU 32 OBE XEMHOTEpAIEyTCKe areHce
owm cy 2, 40, 60 u 20 mg/mL penom KojuM je TPETX0THO HAIMTMCAHO.

3.3. Tperman hesmjckux KyJTypa YecTUIIAMA MOJUCTHPEHA

henujcka nuaMja xymanor kojopektanHor kapimHoma HCT-116 u henujcka nuHuja
paka paojke kon Jbyau MDA-MB-231 (kymbene u3 EBporicke Kojekiuje MpOBEPEHHX
henujckux European Collection of Authenticated Cell Cultures — ECACC, London, UK)
y3rajane ¢y y IMEM-y (Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (D5796; Sigma—
Aldrich Chemical Company, St. Louis, MO, USA) ca momarkom 10% daranmor roseher
cepyma (F4135-500ML; Sigma—Aldrich Chemical Company, St. Louis, MO, USA) u 1%
nexunuanaa/ctpentomuimaa (P4333-100ML; Sigma — Aldrich Chemical Company, St.
Louis, MO, USA). O6e hemujcke Kyarype cy pacie y mocyjaama 3a KyJlTypy oa 75 ¢cm? u
oJpXaBaHe cy y BiaxHOo] atMocdepu ca 5% CO2 Ha ¢uznonomkoj Temneparypu o 37°C.
Menujym ce Memao cBaka 2 JaHa W henuje Ccy TPUIICMHU30BaHE Kaja je Omio moTpebHO
(0,05% tpuncuna-0,53 mM EDTA). henuje XymMaHor KoJOpeKTaIHOT KapuuHoMma U henuje
paka J1ojKe TpeTHpaHe Cy MeIujyMoM Koju caapxku PS nanouecture (2.2 x 10 PSNPs/mL).
YecTuiie moaucTupeHa kopuiheHe y excrnepumMeHTuma Owmie cy BennuuHe 40nm (1jpBeHe)
(red 8793 Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) moaudukoBane kapbokcunatom. Ilpe cBakor
eKCIepUMeHTa ca helnjckoM KyJITypoM NpHUIPEMIbEHU CYy OCHOBHM pacTBopu PS yectuma a
CBE CYyCIIEH3Mj€ YECTHIa Cy Mpe NMPHUMEHE Yy eKCIIEpUMEHTHMa TPETHUpPaHe y YJITPa3BYydHOM
kynatuiy (15 min va 42 W/L). Hakon unky6anuje on 24 cara, 33 cata, 43 cara, 52 catra u 76
catu, henuje cy cakyIbeHe 3a aHaJIU3Yy.
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3.4. OnpehuBame excnpecuje pazIMYUTHX NOBPIIMHCKUX MapKep MaTH4HHMX henuja
paka (CSC) nporounom untomerpujom (eng. Flow Cytometry Analysis)

Y mwby CKPHHHMHTA EKCIPECHje pa3IMYUTHUX TOBPIIMHCKHX MapKepa MaTHYHHX
henmuja paka, henuje cy kynaTuBucane y mioun ca 6 OyHapuuha. [locne mnkyOamnuje on 24
cata, hemmje cy Ttperupane xemuoTepanujckuMm areHcom 5-FU. 3a ananmu3y mnpoTodyHe
uutomerpuje 1 x 105 henmja cakymsbeno je 24, 33, 43- u 52 cata HakoH TpeTMaHa U
WHKyOupaHo ca aHtu-xymanum CD24, CD44, ALDH1 u ABCG2 MOHOKIOHCKUM
antutennMa kowyrosanum ca APC (allophycocyanin), PerCP (peridinin chlorophyll protein),
PE (phycoerythrin) wmu FITC (fluorescein isothiocyanate) ox npousBohaua BD Biosciences,
San Jose, CA, USA, mparehu ymytcTBa mponsBohaga.

Baxno je HanoMeHyTH 51a cy 3a aerekuujy uHTpaueryiapHor ALDHIAIL, koju Huje
MOBPIIMHCKKA MpPOTeHH, henuje mnpe HHKyOamuje ca aHTUTeIMMa IepMeaduIn30BaHe
KopulThemeM KOMILIeTa pacTBopa 3a (pukcarujy/mepmeadbmmmsainujy BD Biosciences mpema
natoM mpotokony. OBako je omoryheHo uHTpanenymnapHo Oojeme ALDHIAI u merosa
JETEKIIMja TTOpeT MOBPIIMHCKUX Mapkepa. [IpoTodna nmuromMeTprjcka aHaimu3a je CrpoBecHa
na BD Biosciences FACSCalibur, a moganu cy aHamu3upaHu KOMEPIHjaTHHUM COPTBEPOM
Flowing. 3a xonTpoane henuje uaeHTHaHe nporeaype cy npahene 6e3 nonaBama 5-FU na 6u
ce o0e30emuna yropeauBoCT MmojaTaka.

OobenexaBame (eng. gating) ce kopuctu 3a uacHTUGHUKAIM]y hearja ox HHTEpeca Ha
ocuoBy Benuunne hemmja (FSC eng. Forward Scatter) m rpanymapuoctu (SSC eng. Side
scatter). Y wnamuMm y3opuuma ca hemujama HCT-116 m MDA-MB-231 oBaj merton
obenexaBama MPBOI HUBOA OWO je KJbydaH 3a wiaeHTudukanujy hemmja ox mHTepeca. OBa
cTpareruja orpahuBama je, Takohe, kopumiheHa 3a HCKJbyuHBame henujckor aeOpuca u
MpTBHX hennja. MptBe henuje cy nponahene y nomem jieBom yriny rpadukona FSC y onHocy
Ha SSC rycruny. MptBe henuje u henujcku nedbpuc kapaktepuiry Huxe BpeaHoctu FSC/SSC
(mmxe Bpeanoctu FSC ykasyjy Ha HemponudepatuBHe henuje, a Behe Bpeanoctu SSC
yKa3yjy Ha (GopMHpame IpaHyja TOKOM aromTo3e), CTora ce JIAaKO UCKJbY4Yjy W3 TpyIe
henuja o uHTEpeEca.

3.5. OnpehuBame hennjcke BujadusiHocTn y peasnom Bpemeny — RTCA (eng. Real Time
Cell Analises)

[Ipahewe henmjckor mHIekca TpetupaHux hemuja je o6aBibeHO KopuuThemeM eceja
Real Time Cell Analises na XCELLigence RTCA DP cucremy (Roche Applied Science,
[IBajiapcka) mpema npupy4HHKY npom3Bohaua. XCELLigence ce cactoju on Tpu jena: i)
RTCA ananuzaTop 3a Mepeme MMIICHIAHCEe Ha 3JIaTHUM MHUKpPOENIEKTPoJaMa MOCTAaBJbEHUM
Ha E- mouy; i1) RTCA SP je oneparuBHa jequHMIIa CMEIITEHA YHYTap HHKyOaTopa Ha K0joj
cy noctaBibene Tpu E- muioue; iii)) RTCA ympasibauku codreep (Bep. 1.2.1.1002) koju ce
MOK€ KOHTpPOJIMCAaTH JaJbUHCKM IyTeM HWHTEpHET Be3a y peaJHoOM BpeMeHy. TakaB
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WHTETPUCAHU MUKPOCTICKTPOHCKU CHCTEM 3a OHMOJIONIKA MEPEma cap:ku OMOCEH30pe KOjU Cy
JaKy 3a Kopuinheme M KOjU mpare anxe3wjy W BUjaOwiIHOCT henmuja y peasHOM BpEMEHY.
YKOJIMKO Cce Ha 3J1aTHOj eNeKTPOoau Hana3u Behu Opoj 3anembeHnx (KuBUX) henwja, mepu ce
Beha mMmmenanca. M3mepena BpeqHocT 6€3 jeMuHUIA 1O Ha3uBOM helujCKU WHICKC (CHIL
Cell Index, Cl) npeacraBsba pesyiarar Mepema aedpunncan cieachom jeanaunnom: CI = (Rtn
— Rto)/F.

I'ne je:

Rtn — oTnop MepeH y TpeHyTKy tn,

Rto — oTriop usmepeH y TpeHyTKy to,

F — xoucrantHa: 15 O Ha 10 kHz, 12 O na 25 kHz 1 10 O Ha 50 kHz.

Hakon 24 cara on cejama, hemmnje cy tperupane ca SFU. CI je mpahen Tokom
npeoctajior nepuoja najyhu wHbopmammje o TpeTMaHy y peaqHoMm BpemeHy. CBu
eKCTIEPUMEHTH Cy U3BEJICHH y TPU NOHABJbaha a CBAKM HE3aBUCHU EKCIIEPUMEHT, Takohe, y
TpU TIOHaBJbamka. VHTEpBaJHM Harub® je ayTOMaTCKU H3padyHaT codTBepoM Aa Ou ce
nporeHw a Op3uHa MpoMeHe HWHAEKca henuja. la Om ce oapenuo pe3ynrar TpeTMaHa,
henujcku WHOEKC je HOPMAIM30BaH Ha MPUOMMKHY BPEIHOCT Y BPEMEHCKO] TauKH
HOpMaym3anje, ogHocHo 24 cara. HopmammzoBanu hemmjcku wmaaekc (NCI) je pamna
(dbyHKIIHMja ca mojanuMa, rie ce oupa onpeheno Bpeme (Tj. kana cy hemuje TpeTupane), mTo ce
3atum yTBphyje kao 1.0 (100%) ox ctpane camor codrTBepckor makera. Hakon Tora, cBe
BPEIHOCTH C€ O3HauaBa]y y cpasmepu ca oBoMm Bpemnomthy. NCI je moroman 3a
anmpoKCUMaIlM]y TIPOLICHTYyaTHE BapHjaije y heiaunjckoj aaxe3uju.

3.6. KBaHTUTATHBHA peaKlMja JIAHYAHe MOJUMepHU3auHje y peajHOM BpeMeHy (eng.
QuantitativeReal-time PCR, qRT-PCR)

hemuje (1x10°%) cy s3acejame y mmody ox 25cm? u HakoH 24 caTa TeTHpaHe
xemuoTepaneytunuMa. Hakon 24 u 72 cara ox TpermaHna henuje cy kopuniheHe 3a n30Jaiujy
PHK, peBep3ny Tpanckpuniujy PHK u kBaHTUTaTHBHY peakiivjy JaH4YaHE MOJMMEPHU3alrje y
peanroMm Bpemeny (QPCR —PCR).

3.6.1. U3o1anuja PHK

VY30puu cy XOMOT€HHU30BaHU y Tpu3ody u neHtpudyrupanu Ha 12000 rpm/5 min/4°C.
Hakon xomorenusanuje Tpetupanux henuja, y cBaku y30pak je 1oJaT xJopopopM U MellaH
15 cexynmu. HakoH Tora, emnpyBere cy OCTaBJbeHE Ja ce MHKyOHpajy (2-3 MuH) Ha COOHO]
temnepatypu. Ilocne unentpudyrupamwa ox 15 munyta/1200 rpm/4°C npumehene cy Tpu
¢a3ze, rae je ropma dasa (koja canpxxu PHK) npebauena y HoBy Mukpoenpysery. Jloaato je
500 pL wuzompompanona, PHK je mpeuumnurupana 10 muHyTa, a y30puu Cy I[OHOBO
ueHtpudyrupanu (12000 rpm/10 mun /4°C). CynepHaTaHT je YKIOHEH, a MPEHUIUTAT je
ucnpad ca 1 mL 70% eranona, a 3atuM ueHTpudyrupadn Ha 7500 rpm/5 mun /4°C.
CynepHaTaHT je YKJIOHEH, a €TaHOJ je OCTaBJhEH J]a Ce OCYIIH Ha Baszayxy (2-3 mwun.). PHK
ocratak je pecycnennoBat y 20 uL Boge, a 3aTum nnkyoupan Ha 55°C y TepMo06I0Ky Ha 2-3
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muH. Konnentpanuja PHK je mepena y y3opuuma kopumihewem 6uodporomerpa (Eppendorf
BioPhotometer Plus).

3.6.2. PeBep3na Tpanckpunuuja PHK y kommiementapuy JHK (RT-PCR)

Pesep3na tpanckpunuuja MPHK y kommnementpry /IHK u3BeneHa je mpuMeHOM KUTa
3a peBep3ny tpanckpumidjy (CDNA Sinthesis Kit) ca 2 uL y3opka PHK, koju je momar y
riaBHy memaBuny (enri. Master Mix, Faste Gene Scriptase Basic). Kommiemenrapaa JTHK
je nobujena kopunihemem amapara Multigene OptiMAKS (Labenet International).

3.6.3. KBanTHTaTHBHA peaKkuMja JIAHYaHe MOJHMepH3alllje Y peaJlHOM BpeMmeHy (eng.
QuantitativeReal-time PCR, qRT-PCR)

JHobujena kommiementapua JIHK je xopumrhena 3a mporeHy penaTHBHE eKCIpecH)e
housekeeping rena f-actin kao u rexa ox uatepeca: Caspase 3, Caspase 9, Faseceptor, Bcl-2,
Bax, mpumenom komeprmjanHo kuta (FasteGene IC Green 2k kPCR Universal Mik,
Hemauka). Peakuujcka cmemia je HampaB/b€Ha 3a CBakd LUJbaHH I'€H MOCEOHO J10JaBambEeM
memaBuHe forward/reverse npajmepa (0,5 puL forward mpajmepa u 0,5 pL reverse mpajmepa,
koHneHtpanuja 10 uM) y 10 uL gPCR Master Mix-a, Hakon 4era je gogato 1 pL x/IHK u 8
uL Boge (enrs. Nuclease-free Hz0). CBaku qPCR mukiyc je 3amodeo KOpakoM aKTHBAIldje
noimMepase, a 3aTuM je ciennio 40 muKiTyca Koju ce moHaBibajy. CBakd O/ BUX CE€ CacTOju
on Tpu kopaka: 1) nenarypanuja JJHK na 95°C/15 sek; 2) xubpunuzamuja npajmepa Ha 60°C/
30 sec; 3) enonramuja Ha 72°C/30 sek. Hakon ammmudukaiyje, penaTtuBHa eKCIpecHja TeHa
je u3pauyHata kopumhemeM Gopmyie:

2MACt= ACt1-ACt2

ACtl = pasnuka uzmely Bpennoctu Ct UCIIUTUBAHOT T€HA Y Y30pKy TpeTupane rpyme u Ct
BpEIHOCTH S-actin y y30pKy TpeTHpaHe TpyIie;

ACt2 = pasnuka u3mely BpemHoctd Ct HUCIMUTHBAHOr TeHa y KOHTposiHOj rpymu u Ct
BPEIHOCTH S-actin y KOHTPOJIHOj TPYIIH.

VY Tabenu 2. npuka3aHu cy npajMepH KOju cy KOpUIINEeHU Y UCTPaKUBAbY.
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I'enn Forward sequence Reverse sequence

Caspase 3 5- GCACCTGGTTATTATTCTTGGC -3 | 5 - GGACTCAAATTCTGTTGCCACC - 3’
Caspase 9 5' - ACTTTCCCAGGTTTTGTTTCC - 3' 5' - CAAGATAAGGCAGGGTGAGGG - 3'
Fasreceptor 5' - TGGAAATAAACTGCACCCGGA -3 | 5'- TCCTTTCTTCACCCAAACA - 3
Bcl-2 5' - TCCTTTCTTCACCCAAACA - 3 5' - GACTTCACTTGTGGCCCAGAT - 3'
Bax 5’- GACTTCACTTGTGGCCCAGAT - 3’ 5’- CAATCATCCTCTGCAGCTCCA - 3’
S-actin

(Housekeepinggene) 5’- CTCACCCTGAAGTACCCCATC - 3 5’- CTCACCCTGAAGTACCCCATC - 3

Tabena 2. [Ipajmepu kopunrthenn 3a qRT-PCR ananmuzy

3.7. MareMaTH4KH MojeJl TyMOpcke mporpecuje. Moaea mammHcKkor y4dewma (ML)
reHercku aaropuram (GA)

Y Hamioj METOJOJIOTHjU KOMIIOHEHTa MAIIMHCKOT Y4YeHkha KOPUCTH TCHETCKU
anroputam (GA) y oOkBHpPY TeHeTHukor mporpamupama (GP), mocebHO Kopuctehu
cumbonnuku perpecop. OBaj u360p je MotuBrcan cocobHomrhy GP cumbonuykor perpecopa
Jla TeHepHIlle MaTeMaTH4Ky (PyHKIIHjy KOja HE camMO Jia Ta4HO MpeJICTaBJba yJla3He MOJaTKe
Beh ¥ mpou3BOAM M3Ia3 KOjU je pa3yMJbUB U MPEHOCUB Y JApPYyTre alulhKallKje Uil OKPYKemba.

HoBunHa Hamer mnpucryma jexu y cHeuu(puyHoj NPUMEHH OBOI perpecopa Ha
npensuhame excrpecruje CSC Mapkepa HaKOH XeMuoTepanuje. 3a pa3iuKy o MeToja Koje cy
onucanu O’Neill et al., Ham1 MOzieN YKJby4dyje JEAMHCTBEHU CKYI KapaKTEpPUCTUKA U3BEJICHUX
U3 HAIIUX EKCIepHMMEHTAJHUX MOoJaTaka, KOju YKJbydyje HE caMo CTaHJapiHe Ipoduie
ekcrpecuje reHa Beh u Hu3 henmjckux oarosopa Ha TpetMman ca 5-FU. OBo omoryhasa Hatem
MOJIeNly Jla CUMyJupa OWOJIOIIKO IMOHamlame henMja paka HAKOH XEMHUOTEepanuje Hu
IpeLun3Huje npeaBuI TuHaMuKy ekcripecuje CSC Mapkepa TOKOM BpeMeHa.
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Ja OucmMo moOOJpIIATH TPAHCHAPEHTHOCT M PENPOIYKTUBHOCT, MPYXKaMoO JeTasbaH
ornuc koHpurypanuje GA y m07aTHUM MaTepHjalnMa, YKJbydyjyhu BenmuuuHy momyJanuje,
cTome MyTalMja U MexaHusme ceneknuje. llTaBuime, cipoBenn cMO cepHjy eKCIepuMeHara
BaUIaNKje J1a OMCMO yHopeawu NpeaBuhama Haller Mojeia ca eMIUPHjCKUM ToIaluma,
noTBphyjyhu poOyCHOCT M IPEUKTHBHY MON HAIlleT MPHUCTYTIA.

OBu pesynTat NOKa3yjy Ja HaIl MOJIENI MAIIUHCKOT y4YeHmha MOXKE IOCIYKUTH Kao
BpE/IaH ajaT 3a CUMYJIAIN]y CIOKEHUX OMOJIOMIKUX mporieca moBe3annx ca CSC moHamameM
U pe3ucTeHImjoM Ha JiekoBe. Y GP-y marematnuka ¢yHKIHMja TIpeICTaB/beHa j€ Kao cTadio
ca JJUCTOBMMA KOjH CITy’)K€ Kao MPOMEHJbHBE WIIM KOHCTAHTE, a ()YHKIIH]je CITy)Ke Kao YBOPOBU
(Tauke rpaHama). UsopoBu umajy MoryhHocT aa Oyay paznuuurte QyHKIHM]E ca JIUCTE y CKYIy
dbynkumja [aan, cyd, MynaT, AMB, CKPT, Jior, abc, HEr, MHB, MaK, MUH, CHH, II0OC U TaH]|, a
JUCTOBH MOTy OWTHM ojapelleHa y TEpPMHUHAJICKOM CKYIly 3a KOHCTaHTHE BPETHOCTH
nedUHUCAHOT Ofcera WM MPOMEHJHbMBUX. YBOPOBU M JIMCTOBH C€ MPBEHCTBEHO 100Hjajy
HACyMHMYHO; VYKpIITalke€ M PENpoayKIHja MyTalMja HUX Memajy. Y Luby MpoLeHe
euKacHOCTH pe3ynTara W oaadupa HajOOJPUX 3a YKJbYyUHMBaWme y cliefehy wutepamnujy
TCHEeTCKOT aJITrOpUTMa, WCIHTaHA je TIOomyJamndja Jele HAKOH CIPOBEICHE T'eHETCKE
onepanuje. [lersba je mMpekwHyTa Kajaa je auropuTaM JOCTHTAa0 Mpar 3ayCTaBbamba WIH
MaKCUMaJHHU Opoj TeHeparyja.

[Ipunnumne pana cy nerasbHo onucanu u onucanu O Neill v capagaunu (17). GP Huje
CEKBEHIM]jaJlaH WM BPEMEHCKH 3aBHCaH M Hema MeMopHjy. To je jeqHoCTaBaH aJroOpuTaM
KOjU TOCTaBJba MPETXOJHE YyJa3HE BPETHOCTH BPEMEHCKUX CepHja y BHILE Tayaka U JApyre
Bapujabie 3a npensuhame Oyayhe BpeaHocTtu. Ynasnu moparu 3a o0yky GA u ykiamname
KOpPHUITNEHH Cy M3 EKCIIEPUMEHTATHUX MEpemha Ha MPOTOYHO] IuToMeTpuju ekcrpecuje CSC
Mapkepa y henmjama paka tperupanum ca SFU u 6e3 tpermana. Hexonmko mapkepa (CD24,
CD44, ALDH1 u ABCG2) je mepeno y BpemeHy (24 cara, 33 cara, 43 cata u 52 cata).
Pesynratn mepema Ha 52 cara xopumiheHu cy 3a Bammanujy GA mozena. durypom 6.
MpUKa3aHu Cy M3MepeHu nojanu 3a henujcke auarje MDA-MB-231 u HCT-116 3a yna3ue
MoIaTKe.

MDA-MB-231 HCT-116
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®urypa 6. Excripecuje CSC mapkepa (CD24, CD44, ALDHIu ABCG?2) y henujama paka
tperupanum ca SFU u 6e3 TpeTmana; MEpeHO HaKoOH 24 cata, 33 carta, 43 cara u 52 cara.
3.8. Crarucrnuka aHajau3a

[Momanu cy ananmu3mpanu KopuirhemeMm craTucTHdkor mporpama SPSS Bepsumja 20.
[Ipe cratuctuuke obpae mojgaTaka UCIIUTAHO j€ Ja JIU J0OWjeHe BPEAHOCTH Majy HOPMAaITHY
pacnioneny (Bequ4rHA y30pKa oapehyje koju hemo Tect KOpUCTHTH 3a Ty npoBepy). Kana je
Opoj anamusupanux BpeaHoctd Behm ox 50, kopuctuiau cmo Kolmogorov-Smirnov tecr, a
kaga je mamu ox 50 Shapiro-Wilk tect. 3a BpeaHOCTH KoOje MMajy HOPMAJHY pPaclojey
kopuntheH je mapamerapcku Student-oBo TecT, JOK y ciay4ajy Kaja BpPEIHOCTH HEMajy
HOpPMaJIHY pacnojieiy Henapamerapcku Mann-Whitney-es Tect. Pesynratu excnepumMeHTa
U3PAXKECHU Cy Kao Cpellba BPEAHOCT + cTaHaapiaHa rpemika (exri. Standard Error, SE). 3a
CTATUCTUYKU 3HAUYAJHY Pa3JIMKy y N0OHMjeHUM BpenHocTtuMa u3melyy rpyma kana je p<0.05,
JIOK je CTATUCTUYKM BeOMa 3HauajHa pasznuka kaza je p<0.01.
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PE3YJITATU
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4. PE3YJITATH

4.1. Mapkepu CSC anaau3upaHu NPOTOYHOM HUTOMETPHjOM

Ha modverky Hamier ucTpakhBama INpoLEHUBAIM cMO edekar Tpermana 5-FU Ha
mporeHaT TyMmopckux henmja koje excnpumupajy CSC mapkepe. AHanmuza je o0aB/beHa Ha
BrjabumHM henmujama MDA-MB-231, a mponeHTn MpTBUX henmuja TokoM MHKyOanwmje ca 5-
FU u y xoHTponama cy npejacraBibeHu ca ®@urypom 7. Pernpe3eHTaTUBHUM 10T IJIOTOBUMA
excripecrje CD24-CD44+, ALDHI u ABCG2 mapkepa Ha MDA-MB-231 henujckoj nmuaujN
(xoHTpONHA Tpyma U rpyna Tpetupana 5-FU) npukazanu cy ®@urypom 8. Kako je nmpouemeHo
MPOTOYHOM IHUTOMeTpHujoM, TiporieHaTr CD24-CD44+ MDA-MB-231 henuja Tpetupanux ca
5-FU Tokom 24-, 33-, 43- u 52 cara 3Ha4ajHO je moBehan y mopehemy ca HeTpeTHpaHUM
hemjama (p < 0.001) (®urypa 9.). Ilopen Tora, Tymopcke hemmje Tpermpane ca 5-FU
rokasayie cy BHCOKy ctomy ekcrpecuje 3a CSC mapkep ALDHI1 y mopehemy ca muxoBuM
onroBapajyhum kontpomaum hemmjama (P <0,001, ®durypa 10. u durypa 11.). Hako
pa3nMKa HHUje JOCTHTIIAa CTAaTUCTHYKY 3HAYajHOCT y CBHM BPEMEHCKMM TadkaMa, Halia
aHanu3a je otkpwia moehano mpucycrBo CD24-ABCG2+ ALDHI1+ momynamuje HakoH
tpetmana 5-FU, mTo yka3zyje na je oBa momynamuja Ouja OTHoOpHa Ha TperMmad S-FU
xemuotepaneyTukom (Purypa 12. u nonyucka ®durypa 13.).

MDA-MB-231
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®urypa 7. [Ipouentn mprBux hemja Tokom nakybanuje ca 5-FU [ogamu cy npeicraBibeHu
Kao cpenma BpegHocT = SEM Tpu HeszaBucHa ekcrepumenta: * p < 0.01, *** p < 0.001.
I'paduxonn mpencrassbajy KyMyJaTuBHE noaaTke ox 24 no 52 cara.
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% of CD24- CD44+ cells
24h 33h 43h
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Y07 044 Port - S APCrd SAe COA4 PerCP-OyS SAP-Cri SA CO4A PRrCP-CyS S-A:P.CyS 54
475 515 408 592 T asT 543

5-FU

®durypa 8. PenpesenratuBau not mioropu CD24- CD44+ mapkepa Ha henmjckoj nuHUjH
MDA-MB-231 (xonTpomHa rpyna u Trpyna Tperupana 5-FU). Xwucrorpamm neraspHO
MpHKa3yjy crenuduuny ekcrpecujy Mapkepa o 43 cara 300r youeHor 3acuhierba eKcIpecHje
MapKepa U3HaJ| OBe Tauke, IITO HUje JOTPHHEIIO JOAATHUM yBUIUMA y eeKTe TpeTMaHa.

MDA-MB-231

24h 33h 43h 52h
M control ® 5-FU

®durypa 9. Ekcmnpecuja CSCs mapkepa y MDA-MB-231 henujama. Ilporenar CD24-
CD44+wmapkepa Ha henujckoj auanju MDA-MB-231 (koHTponiHa rpyna u rpyna TpeTupaHa
ca 5-FU) ananusupaHo npoTovHOM nuTomerpujom. Ilopanu cy mpenctaBbeHH Kao Cpejiba
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BpenHoct £ SEM 3a Tpu HesaBucHa ekcrnepumenta: **p<(0.01, ***p<0.001. I'padukxonu
MpeacTaBJbajy KyMyJaTUBHE NoAaTke oj 24 1o 52 cara.

MDA-MB-231
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®urypa 10. Excopecuja CSCs mapkepa y MDA-MB-231 henujama. IIpomenar ALDHI1+
TyMOpcKkuX henmja Tperupanux u He TperupaHe S5-FU, aHanmusupanHo mNOpoTOYHOM
nuToMetpujoM. [lomanu cy mpeacTaBibeHH Kao cpenma BpeaHoctT = SEM 3a Tpu He3aBucHa
ekcriepuMenTa: **p<0.01, ***p<0.001. 'padukonn npeacraBibajy KyMyJaTHBHE ITOAATKE OJ1
24 no 52 cara.
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®urypa 11. PenpeseHratuBHu 10T IJI0TOBU ekcipecuje mapkepa ALDHI1+ Ha hemujckoj
auanjuy MDA-MB-231 (xonTponna rpyma u rpyma Ttperupana ca 5-FU). Xucrorpamu
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JeTajbHO MPHKa3yjy CenuuuHy eKcrpecHjy Mapkepa mo 43 cara 300r yodeHor 3acuhema
eKCIIpecHje MapKepa M3HaJ OBE Tauyke, IITO HHje JOMPHUHENO MOJaTHUM yBUAUMA Y e(eKTe
TpeTMaHa.
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®@urypa 12. Excrnpecuja CSCs mapkepa y MDA-MB-231 henujama. Tlporenar CD24-
ABCG2+ALDHI1+ tymopckux hemuja Tperupanux u He Tperupane 5-FU, anamuzupano
MPOTOYHOM ITOMeTpHjoM. [loanu cy mpeicTaBbeHn Kao cpenma BpenHocT + SEM 3a tpu
He3aBUCHa ekcriepuMenTta: **p<0.01, ***p<0.001. 'padmkoHn mpencraBibajy KyMmyllaTHBHE
nonarke ox 24 no 52 cara.
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®durypa 13. PenpeseHTatiBHE 0T IJIOTOBH ekcrpecuje mapkepa CD24- ABCG2+ ALDH+

Ha henwmjckoj nmuHUju MDA-MB-231 (koHTponHa rpyma u rpyma TperupaHa ca 5-FU).

XucTOrpaMu JeTajbHO TMPUKA3Yjy crenuUUHy eKCIpecujy Mapkepa 1o 43 carta 300T yOUeHOT

3acuhiema eKcrpecuje MapKkepa U3HaJl OBE TayKe, MITO HUje JONPUHENO TOJAaTHUM YBHIMMA Y

edeKTe TpeTMaHa.

Bpemencke Ttauke (®urypa 9. m ®urypa 8.) mpukasane Ha TpapuKOHUMA U
XHCTOTpaMUMa PasUKyjy ce 300r youeHe 3acMhNeHOCTH eKCIIpecHje MapKepa H3BaH OBE
tauke. Ha mpumep, qyke BpeMEHCKEe Tadke Cy YKJby4deHe y rpadukone (mo 52 cara) ma 6u
WIyCTPOBAJIM CBEYKYITHE TPEHJIOBE, JIOK Cy XHUCTOrpamMu OWiM orpaHnveHu Ha 43 cata ja Ou
ce oKycHpalii Ha Haj3HAYajHUje MPOMEHE y eKCIPECHjH MapKepa. XUCTOTpaMH MPHKa3yjy
eKCIIpecu]y Mapkepa a0 43 carta, a KacHHMje je youeHa 3achheHOCT youyeHa 0e3 JOJaTHHUX
yBUa y edeKTe Jeuerma. Penpe3eHTaTuBHN 10T TUIOTOBU IIUTOMETPHjE WIIYCTPYjy MPOLEHAT
henuja koje ekcripumupajy CSC mapkepe y MDA-MB-231 tpetupanum ca 5-FU y nopehemy
ca HETPETHPAHWM KOHTpoJIaMa y pa3IMYUTHM BpeMEHCKMM Taukama. LlltaBumie, oTkpmim
CMO TpEH] 3HauajHOT moBehama excrpecuje mapkepa nosezanux ca CSC (CD44, ALDHI u
ABCG2) y hennjama HCT-116 tpetupanum ca 5-FU toxom Bpemena (24 no 52 cara). Kao
mTo je npukazaHo @urypama 14. u 15. nponenar CD44+HCT-116 henuja 3HauajHo pacre y
npucyctBy 5-FU TokoM 24-, 33- u 43 cara. Ciimuau oOpaciiy excnpecuje ¢y npumehenn 52
caTa HaKOH TpeTMaHa, ajii H1je OMjIo 3HayajHUX pas3iuka umely rpyna.

HUcto ce npumehyje u ca mapkepom ALDH1, unaukaropom Meractaza. Konkperno, 5-
FU tperman je moGosemao excrpecujy ALDHI1 y mopehemy ca HerpeTtupanmm henmjama
HCT-116 na naunn koju 3aBucH o1 BpeMeHa (@urype 16. u 17.). Takohe cMo oTKpwiM 11a ce
npucyctBo CD44+ ALDH1+ ABCG2+ tymopckux hennja cramHo nmoBehaBa TokoM BpemMeHa
(p<0,001, ®durype 18. u 19.). [Tocae 52 cara Tpermana nporeHar nomyianuje CSC je Behu
HEro y KOHTpOoJHUM henujama 3a oko 3,5 myTta. BpemeHncke Tauke mpukazane durypama o
15. no 20. mokasyjy Bapujamuje y rpapukoHUMa U XHUCTOrpaMUMa IMPBEHCTBEHO 300T youeHe
3acMheHOoCTH eKcrpecHje Mapkepa u3Haa oapehenor npara. [la 6u ce pasjacHuio, rpaduKOHH
o0OyxBarajy HpoAyXeHe BpPeMEHCKe HHTepBaje Ja OM mpuka3aid cBeoOyXBaTHE TPEHIOBE,
JIOK Cy XHCTOTpaMu orpaHudeHu Ha 43 cara, HarnamaBajyhu HajynedarJbUBHje IMPOMEHE Y
ekcripecuju Mapkepa. KoHkpeTHo, rpadukoHN WIIYCTPY]y eKcrpecujy Mapkepa 1o 43 cara jep
HAaKOH OB€ Tayke 3acuheme eKCIpecHje MapKepa HHje Iaio Jajbu yBUJ Yy edeKTe TpeTMaHa.
JIoT TJI0TOBH MPOTOYHE IIUTOMETPH]E KOjU MOKa3yjy CTpaTeryjy I'ejTHHTa KOja C€ KOPUCTH 3a
unentudukamujy CD44+, ALDHI+ wu CD44+ABCG2+ALDHI+HCT-116 henuja
Tpetupanux ca 5-FU 24, 33, 43 u 52 cara HaKOH TpeTMaHa.
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®urypa 14. Excripecuja CSCs mapkepa y HCT-116 henujama. Iporenar CD44+mMapkepa Ha
hemujckoj muamju HCT-116 (koHTponHa Tpyna W rpyma Tperupana ca 5-FU) ananmmszupano
MPOTOYHOM IITOMETpHjoM. [loanu ¢y mpeicTaBbeH! Kao cpenmba BpenHocT + SEM 3a tpu
He3aBUCHa ekcriepuMenTta: **p<0.01, ***p<0.001. 'padmkoHn mpencraBibajy KyMmyllaTHBHE
nonarke ox 24 no 52 cara.
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®@urypa 15. Penpesenrarusuu 1ot miortosu CD44+ mapkepa na henujckoj nmuauju HCT-116
(koHTponHa Tpyma W rpyna Tperupana ca 5-FU). Xucrtorpamm npeTasbsHO TIpUKasyjy
crieruuuHy excripecujy Mapkepa 10 43 carta 300r yodeHor 3acuhema eKclipecHje MapKepa
W3HAJ OBE TaukKe, IITO HUje TOTMPHUHENO JOAATHUM yBUIMMA y eeKTe TpeTMaHa.
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®urypa 16. Excrpecuja CSCs mapkepa y HCT-116 henujama. TIporienar ALDHI1+
TyMOpckuX henmja Tperupannx u He TperupaHe S5-FU, aHanmusupanHo mNOpoTOYHOM
nuToMetprjoM. [lomanm cy mpeacraBibeHH Kao cpenma BpeaHoctT = SEM 3a Tpu He3aBucHa
excriepuMenTa: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 'padmkoHn TpeNCTaBIbajy KyMyJIaTHBHE
nonarke ox 24 no 52 cara.
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®urypa 17. PenpeseHratuBHM 0T IJIOTOBU ekcripecuje mapkepa ALDHI1+ Ha hemujckoj
muanju HCT-116 (xonTpomHa rpyna u rpyna tperupana ca 5-FU). Xucrorpamu aerabHO
MpHKa3yjy crenuduuny ekcrpecujy mapkepa o 43 cara 300r youeHor 3acuhema eKkcrpecHje
MapKepa U3HaJ OBe Tauke, IITO HUje JOMPUHENO JOAATHUM yBUIMMA y e(eKTe TpeTMaHa.

HCT-116
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®urypa 18. Ekcmnpecuja CSCs mapkepa y HCT-116 henujama. Ilporenar CD24-
ABCG2+ALDHI1+ tymopckux hemuja Tperupanux u Herperupanux 5-FU, anamuzupano
MPOTOYHOM ITOMETpHjoM. [loanu cy mpeicTaBbeH! Kao cpenma BpenHocT + SEM 3a tpu
He3aBUCHa ekcriepuMenTta: **p<0.01, ***p<0.001. 'padmkoHn mpencraBibajy KyMmyJlaTHBHE
nonarke ox 24 no 52 cara.

% of CD44+ ABCG2+ ALDH+ cells
24h 33h 43h

ALDH1 PE-A- ALDHI PE-A+ Jmom Pes
a0 191 2 Ns03

ALDH1 PE-A+ ALDH1 PE-A- ALDH1 PE-A+
ars

2 B4 165

[1h!

control

[l

o L} i ' n

(ALDH1 PE-A- ALDH1 PE-A+
6855 M5

5-FU

42



JlokTopcka nucepranuja Awmpa Pamosuh Xam3zaruh

®durypa 19. PenpesenTatiBHE 0T IJIOTOBH ekcrpecuje Mapkepa CD24- ABCG2+ ALDH+
Ha hemujckoj muanju HCT-116 (koHTposHa rpyna u rpyna tperupana ca 5-FU). Xucrtorpamu
JeTajbHO MPHKa3yjy CenuuuHy eKcrpecHjy Mapkepa mo 43 cara 300r yodeHor 3acuhema

eKCIIpecrje MapKepa M3HaJ OBe Tauke, IITO HUje JOMPUHENO NOJATHUM YBHIUMA Y edeKTe
TpeTMaHa.

4.1.1. Mapkepu CSC aHanu3upaHu NPOTOYHOM HHMTOMeTpPHjoM Koj hesmja TpeTupanux
PSNP

PSNPs y panum nepuonuma uHKyOanuje Tokom tpermana henuja HCT-116 uzasuBajy
CMameme, JI0K y KacHUjuM mnepuoanma (43 u 52 cara on TpeTMaHa) MHAYKY]y moBehame
mapkepa ABCG2 (®urypa 20.). YoueH je Tpern 3HauajHOT oBehama ekcripecruje ABCG2 ca
BpemeHoM. Mcro ce mpumehyje u ca mapkepom ALDHI, koju ce TOkOoM BpeMeHa CTaJHO
nosehasa. [locne 52 cara Tpermana ekcnpecuja mapkepa ALDHI, unaukaropa meracrasa,
Beha je Hero y koHTpoiHUM henujama 3a oko 2,5 myta. CD24+/ ABCG2+ cyb6nomynamuja y
henmujama HCT-116 Ttakohe pacre cranHO M 3HauyajHO TOKOM BpemeHa. Jlo 43 cara on
TpeTMaHa JeTeKTOBaHa cyOmomynanuja je Beha y xoHTponHuM henmujama, 10K je mocie 52
cata oBa cyOmomyjanMja 3Ha4ajHO 3acTylsbeHuja y henujama Tpetupanum PSNP.
CD24+/ALDH1+ cybnonynanuja y Tpetmany PSNP pacte y npBum nepruoanmMa jedema, aiu
y KacHUjUM TEepHUOJMMa OBa TMOIyJanuja ce€ CTadWin3yje W TEeHEepPATHO HHje 3Ha4YajHO
M3pakeHHUja HEro Y KOHTPOJTHHM.
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®urypa 20. Epexrn PSNPs Ha Op3uny excrnpecuje CSC mapkepa y hemujama HCT-116.
Bp3una excnpecuje HerpetupaHux, kao M henuja Tpermpanux ca PSNPs, ananusupana

npoToyHoM uTomerpujoM. Iloganm cy mpencraBibeHn kKao cpenma BpegHoct =+ CEM tpu
HE3aBHCHA EKCIIEPUMEHTA.
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VY hemnjama MDA-MB-231, 3a pasnuky ox hemmja HCT-116, npumernnu cmo y
tpermany PSNPs na ce ABCG2 mapkep cmamyje TOKOM BpeMEHA U Ja je CBE BpeMe 3HA4ajHO
HIKH Hero y KoHTposnHuM hemujama (@urypa 21.). Mcto Baxku M 3a eKCIpecujy Mapkepa
ALDHI, xoja Takohe omasa TOKOM BpeMEHa M CTAaTUCTHYKH j€ 3HAYajHO HW)KAa HEro y
KoHTponHMM hemmjama. Omer, 3a pa3znuky ox hemuja HCT-116, y hennjama MDA-MB-231
CD24 +/ ABCG2+ cyOnomymnamuja mma Hajehu akyTHu edexar (Tj. HakoH 24 cara
TpeTMaHa). Y KacHUjUM NEepHUOoJMMa WHKyOalHje oBa CyOmoIynamnmja je 3Ha4ajHO Mambe aliu
CTaOMIIHO 3aCTyIUbEHA M M3pakKeHHja Hero y KoHTponHUM hemujama. CyOnonynanuja CD24
+/ ALDH1+ y tpetmany PSNPs y hennjama MDA-MB-231 6una je Haj3HauajHUje U3pakeHa
Ha MOYETKy TpeTMaHa (24 cara), 10K je KaCHHMje KOHCTaHTHO omajajia 1 Ouja Mame U3pakeHa
HEro y KOHTpoJHUM henujama. Ynaeo excrpecuje henujckux Mapkepa y hemujckum
nomynarjama HCT-116 1 MDA-MB-231 npezncrasibeH je @urypom 22.
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®urypa 21. Edextu PSNPs na 6p3uny excrpecuje CSC mapkepa y henujama MDA-MB-
231. bp3uHa excnpecuje HETpeTUpaHWX, kKao u henwja Tpermpanux ca PSNPs, anammsupana

npotoyHoM uTomerpujoM. Iloganm cy mpencraBibeHn kao cpenma BpegHoct + CEM tpu
HE3aBUCHA EKCIIEPUMEHTA.
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®durypa 22. Yaeo excripecuje henujckux mapkepa y henmujckum nomynarujama HCT-
116 » MDA-MB-231

4.2. OnpehuBame henmjcke BujadniaHocTn y peaanom Bpemeny — RTC (eng. Real Time
Cell Analises)

3a npaheme BuTamHOCTH henuja y BeIMKOM OpOjy BPEMEHCKHX Tadaka y (peasHOM)
BpemeHy kopuctuiu cmo RTC metony. Y tpermany henmnja HCT-116 ca 5-FU nobunu cmo
3Ha4yajaH OJArOBOpP TpPEeTUpaHUX henuja y cMUCIy cMamema BUjaObWiIHOCTH henuja Ha Ha4MH
KOju 3aBUCH on nao3e. CnuyaH pe3ydraT cMameHe BHjabuiaHocTH henuja mpumehen je y
hemmjama HCT-116 u TpermaHy JI€yKOBOPUHOM, HMPHHOTEKAaHOM M OKCAIUIUIATHHOM
(®Purypa 23.).
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®@urypa 23. Kuneruka nHopmanmsoBaHor hemmjckor wmamekca (NCI) HCT-116 hemuja
M3IIOKEHNX XEeMHOTepaneyTuinrMa y mopehemy ca KOHTpoJoMm (HeTpeTmpaHe hemuje).
Bpemenckn u 1o3H0 3aBucHO cMamee NCI, cmameme BujabuinHocT henwja.

Hajsnavajauje cmameme BHUjaOUIHOCTH A00OMjeHO je y Tpermany S-FU wu
OKCAIMIUIATHHOM, JIOK Cy JICYKOBOPHUH M MPUHOTEKaH MOKa3alyd HajMame 3HaYajaH yTHIj Ha
BujabmiHocT henwja. [lopehema paaum ca pesynratuma oBa 4 XxeMHOTepaneyTHKa Ha 3/paBUM
MRC-5 henujama, mpuUMeTHIM CMO CIWYaH IUTOTOKCHMYHU edekar ca 5-FU y HIXO]
konueHrpauuju (10 uM), mox mpumena Behe kourentparmje (100 uM) (®Purypa 24.)
MOKa3yje 3HauajHO HIDKY IIMTOTOKCHYHOCT KOJ 3/paBux henuja y mopehemy ca KapuunHOMOM
nebenor npesa (@urypa 23.), TO yKa3yje Ha 3HaYajHy celeKkTuBHOCT 5-FU, mTo je jenHa ox
KapaKTepHCTUKa 300T KOJUX C€ OBaj JIEK KOPUCTH Yy KIIMHUYKO) MPAKCH.

JleykoBOpHH TOKa3yje Mamy celeKkTUBHOCT npema hemnjama HCT-116, nmocebno y
BUIIMM KOHIEHTpanujama. MpuHoTekaH mokasyje 3Ha4ajHO HIKY IMTOTOKCHYHOCT IpeMa
MRC-5 henujama 1 cBakako jaky CeleKTUBHOCT. Mok/Ja Haj3HAuajHUJU pe3yiTaT JoOM]jeH je
MPUMEHOM OKCAJMIUIATHHA, TJIE€ je MOCTUIHYT M3Yy3€TaH pe3yJITaT CEJIeKTHMBHOCTH IpemMa
HCT-116 henujama. Pesynratu nenoBama oBHX JiekoBa Ha hemuje MRC-5 mpukaszanu cy
durypom 24., 10K cy epeKkTH Ha pak aebernor 1pesa npukazasu @urypom 23.
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®durypa 24. Kunernka nHopmanuzoBanor hemujckor mazaekca (NCI) hemmja MRC-5
M3JIOKEHUX XeMHOTepaneyThiumMa y nopehemy ca Kontposiom (HeTpetupane henwuje).
Bpemencku u 10310 3aBUcHO cMamee NCI, cMameme BujaduiHocTr henuje.

V3umajyhu y o003up ynorpeldy JoKCOpyOMIIMHA, €HIOKCaHa, MaKiIUTaKceaa H
nouerakcena npotuB henuja paka pojke MDA-MB-231 u ynopehyjyhu ux ca edexkrom Ha
3npaBe MRC-5 henuje, nonum cMo 0 CIMYHUX 3aHUMJBMBUX 3akJbydaka. Yak M HajHUKE
puUMemheHe KoHIeHTpanuje gokcopyoununa (0,1 u 1 uM) nokasyjy 3HauajaH HIUTOTOKCUYHU
edekat, nok Behe xonuentpanuje (10 u 50 uM) noka3zyjy U3y3eTHO IIUTOTOKCHYHO JIEjCTBO,
IITO Ce W OYEeKyje Yy CKJIaay ca MPHPOJOM IPUMEHEHOr Jeka. EHmokcaH, ¢ apyre crpase,
MOKa3yje 3Ha4ajHO HIKE IMTOTOKCUYHE eeKTe, MoceOHO y HIKUM KoHLleHTpaurjama (1 u 10
uM). IMaknurakcen u JoeTakces MOKa3zyjy 3HayajaH IUTOTOKCUYHU KapakTep Ha HAUMH KOjU
3aBHCH OJ1 BpeMeHa U Jio3e Ha hennjama MDA-MB-231 (®urypa 25.).
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®urypa 25. Kunernka HopmanuzoBanor hemmjckor muzaekca (NCI) MDA-MB-231
M3II0KEHOT XeMHuoTepaneyTulu y mnopehemy ca xkoHTpoiom (HeTperupane hemnwmje).
Cmameme NCI y 3aBucHOCTH 0] 103€ U BpeMEeHa, a TUME U BUTAIHOCTH henuja.

VYnorpeba oBUX JIeKOBa MOKa3yje Aa cy 37paBe henuje noceGHO OCET/bUBE Ha TPETMaH
JOKCOPYOHIIMHOM U JIOIeTaKcenoM (HapoyuTo mocie 72 cata Tpermana) (@urypa 26.). Kao
u hemuje MDA-MB-231, engokcaH He MoOKa3yje 3HayajHy LUTOTOKcHYHOCT Ha MRC-5
henujama. YV Tpermany maxnurtakcenom henuje MRC-5 mokasyjy 3HadajHy pe3UCTEHIIH]Y
OCHUM Y HajBHILO]j 103H, IIOCie 72 caTta TpeTMaHa.

48



JlokTopcka nucepranuja Awmpa Pamosuh Xam3zaruh
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®durypa 26. Kunernka HopmanuzoBanor henujckor unaekca (NCI) hemmja MRC-5
U3JIOKEHUX XEMHOTEpareyTHIMMa KOpUITheHHM Yy Tepanuju KapuuHOMa JIOjKE VY
nopehewy ca kKoHTposioM (HeTperupaHe henuje). BpemeHCkM W J03HO 3aBUCHO
cmamewe NCI, cmameme BujabmiHOCTH henuja.

4.3. AHa/IM3a eKkcnpecuje rea

Panu Goseer pasymeBama MOJIEKYJIApPHUX MEXaHH3aMa OTKPHBEHOT MpOIIeca arornTo3e
y JedYerwy MpeNIOKCHUM XeMUOTepaneyTuMa, HCIIUTaH! Cy apaMeTpu reHa YKJbYUeHHX Y
OBe Iporece. Y TOM CMHUCIY j€ aHaJU3UpaH CKYIl T'€Ha KOjU Cy CTaHJIapJHO YKJbYYEHHU Y
nportece anontose: Bel-2, Bax, Caspase3, Caspase9, and Fas. V henujama HCT-116 (Tadesna
3.) Bcl-2 u Bax renu moka3syjy mosehaHy eKCIpecHjy ITO yKa3yje 1a OBU XeMUOTEPAIey THIH
MH/YKY]y allonTo3y Ha HA4WH KOJU 3aBUCH OJ1 JI03€ U BpEMEHA.

Axo y3MemMo y o03up amcoiyTHe Opojke M yckia)eHOCT ca ApPYruM MeToAama,
3aKJbydyjeMO Ja OBO MoBehame Tpaje 3a OrpoMHy BehumHy TpeTmaHa, ajqud He 3a CBe.
MelhyTtum, BaXHO je NPUMETUTH Ja je TpeHI OHOJIOIIKe eBalyalMje y 3HadajHujoj
carnacHoctd. OBo moBehame HHUje paBHOMEpHO. VIpMHOTeKaH M MOCEOHO OKCAIUIUIATUH
M3Y3€THO CHaXHO HMHIYyKyje moBehame ekcrmpecuje oBa nBa reHa. ¥ MRC-5 henujama, c
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Apyre cTpaHe, Takohe mpuMmehyjeMo CHakaH OArOBOp I'eHa y cMHCIy moBehaHe ekcrpecuje
oBa JiBa reHa, moceOHo ca upuHorekanoMm u 5-FU. V henujama MDA-MB-231 ekcrpecuja
Bcl-2 u Bax rena je renepanHo jaue uspaxeHa y nopehemy ca hemmjama HCT-116 (ocum y
Jedewy JorerakcesioM). JIGKOBH 3a Jieueme paka JOojKe NPHUMEHESHHM Ha 3iapaBe henwje,
Takohe, yka3yjy Ha 3Ha4YajHy WHAYKIIH]y TPAHCKPHUIIIH]jE OBa JIBa TCHA, alld Y Mam0j MEpPHU
Hero y henmjama paka. AHanu3om npyre rpyre rena (Caspase3 u Caspase9) dhoxycupanu cMo
CE Ha pacBeT/hbaBalbE MHUTAA MTyTa MHUIMjAllMje Mpolieca arnonro3e. Tako CMO 3aK/bY4YHIIH
Caspase3 y HCT-116 moxka3yje ymepeHo moBehaHy eKCIIpecHjy y 3aBHCHOCTH O] J03€¢
BpeMeHa, Jok Caspase 9 yriiaBHOM TOKa3yje CHakKaH alu aKyTHH eQekaT, OJHOCHO Behy
excripecujy HakoH 24 cara (Tabena 3.). 3a mopeheme, y MRC-5 henujama oBa 4 neka
MoKa3yjy jorn 3Ha4dajHujy ekcrpecujy Caspase 3, mok Caspase 9 moka3syje ¢uykryupajyhy u
HUXKy ekcrnpecujy. CinuyHo, y hemmjama MDA-MB-231 ucnuTtuBaHM JEKOBH HHIYKY]Y
eKCIIPECHjy OBa JIBa I'eHa TeHEPATHO Ha HAYMH KOjU 3aBUCH O] 103€ M BPEMEHa.

C npyre cTpaHe, JIEKOBH 3a JICUCHE paka JI0jke KOju ce kopucrte y 3apaBum MRC-5
hemnjama Takohe mokaszyjy cHaxaH edekaT Ha eKcrpecHujy oBa aBa reHa. KoHauHo, HaKoH
HCIMTHBAaka TeHa OJTOBOPHUX 3a M3BpIIcke armonto3e (Bcl-2 u Bax) u rena koju ykasyjy Ha
jak yHyTpammu nyT amonto3e (Caspase 3, Caspase 9), takohe cMO HCIUTAIH EKCIPECH]Y
reHa Fas pemenTopa OATOBOPHOT 3a CIOJBAIILHM TYT amonTose. Pesynratm Ha cBe TpH
henujcke MMHMjE yKa3yjy Ha JOMUHAHTHO CMamemhe Win Onary Quykryarujy ekcnpecuje Fas
T'eHa, IITO yKa3yje Jia CIOJhallbH YT aronTo3e Huje (paBOPU30BaH Y OBUM TPETMAHHUMA.

HCT-116 MRC-5

Bel Bax Cas3 Cas9 Fas Bl Bax Cas3 Cas9 Fas
24h  7h 24h 72h 24h 72h 24h 72h 24h 72h 24h  72h  24h 72h 24h 72h 24h T2h 24h T7h
SFU 10pM 58 413 110 310 120 550 720 080 07 001 484 15064 375 164 2621 906 189 246 069 089
100)M 53 726 070 150 140 210 179 050 040 040 166 38 325 738 2535 758 322 340 112 114
Leucovorin 10MM 545 598 210 070 046 054 094 124 043 038 394 258 075 168 1746 4020 066 172 001 003
100)M 480 742 570 1140 1066 340 972 093 15 1% 617 1717 2521 88 6404 15392 199 863 002 048
Iinotecan  10MM 1990 4030 025 092 15% 1397 219 1635 04 016 010 429 2067 1575 316 348 222 074 002 165
50uM 7020 14260 023 222 28 762 057 817 058 07 053 3972 24035 1484 2161 1945 1444 572 016 217
OxPt 10pM 30930 76430 1390 260 001 1500 3548 1681 220 349 316 813 100 314 219 3934 058 316 002 001
100puM 66030 25040 2930 060 130 530 3623 281 240 0.8 822 2429 680 1755 218 4938 060 08 005 054

MDA-MB-231 MRC-5

Bl Bax Cas3 Cas9 Fas Bl Bax Cas3 Cas9 Fas
24h  Th 24h Th 24h Th 24h 72h 24h 72h 24h  72h  24h  72h 24h 72h 24h 72h 24h T2h
Doxorubicin 01MM 235 2275 005 244 001 627 26 921 001 158 1745 1077 754 1054 329 18 310 18 07A 122
1uM 005 2288 008 172 1072 591 346 505 001 168 491 1764 607 530 967 1154 283 35 08 077
Endoan  S0MM 83 137 070 003 001 003 1735 020 001 0.04 896 2075 297 578 423 2059 235 471 019 163
500uM 108 4000 108 2751 102 1310 35 4000 001 062 813 2898 745 1491 2121 2977 466 7.6 073 221
Paditaxel | 1MM 172 5000 044 1120 1208 4529 077 1517 0@ 1016 33 1214 336 854 112 1304 08 28 002 013

100uM  0.01 6723 056 715 48 3912 042 542 001 088 6.09 1361 5.08 9.08 594 1816 125 43 001 027

ety 10 M 0.19 310 037 012 432 161 072 064 69 072 508 2250 7.50 9.06 003 0.33 193 314 015 0.16
100pM 849 134 286 131 1138 342 1P 425 16 058 140 1833 7.9 623 1823 653 687 324 03 025

Tabena 3. PenatuBHa excnpecuja paznnuuTux resa y henujama HCT-116, MDA-MB-
231u MRC-5 HakoH TpeTMaHa XeMHOTepaneyTulMMa. Pe3ynratu ekcrpecuje resa cy
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NpECTaBbeHN Kao KpaTka mpomeHa y ekcnpecuju mRNK y nupHOM y30pKy,
HOPMAaJIM30BaHe Ha pe)epeHTHU I'eH U 'y OHOCY Ha KOHTPOJIHU Y30paK.

4.4. I'enercku aaropuram (GA)

CrBapuu uzmepenu noganu 3a MDA-MB-231 henujcky nunujy ox 24 cara no 43 cara
(pomanTcke Tauke) u npoueHa GA (ucmpexkuaaHa KpuBa) 3a nepuoj of 24 cara no 67 catu
npukazanu cy ®@urypom 27. Mzmepenu nojaanu 3a 52 cata (Tpoyria Tauka) KOpUIIheHu Cy 3a
Banunanujy GA mojena ojyiydnBama, a pe3yitaTu npenasubhama npahema oa 67 catu cy
npeacraBbeHn kao Kc Tauke Ha rpaduky. Tabena 4. mpencraBiba pesyiaTaT NpoOIEHE

anroputma ca R2.
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®urypa 27. GA npeasuhame 6p3une excrpecuje CSC mapkepa.
(A) CD24- CD44+, (B) ALDH1+ u (C) CD24- ABCG2+ALDH1+ na MDA-MB-231
henujckoj TMHUjU TpeTHPAHKUX U HeTpeTupanux S5-FU.
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Model R2—pesynTat npeasuharba
MDA-MB-231 CD24- CD44+ 0.97
MDA-MB-231 CD24- CD44+ + 5-FU 0.98
MDA-MB-231 ALDH1+ 0.96
MDA-MB-231 ALDH1+ + 5-FU 0.98
MDA-MB-231 CD24- ABCG2+ ALDH1+ 0.95
MDA-MB-231 CD24- ABCG2+ ALDH1+ + 5-FU 0.96
HCT-116 CD44+ 0.97
HCT-116 CD44+ + 5-FU 0.97
HCT-116 ALDH1+ 0.98
HCT-116 ALDH1+ + 5-FU 0.93
HCT-116 CD44+ ABCG2+ ALDH1+ 0.96
HCT-116 CD44+ ABCG2+ ALDH1+ + 5-FU 0.95

Ta6esna 4. Pesynrar npeasubama (R?)

®durypa 28. npukasyje npeaBuheHe CTore eKCrnpecuje TP Mapkepa MaTHYHUX henuja
paka (CSC). CD44+, ALDHI+, u CD44 + ABCG2 + ALDHI+ y HCT-116 cell henujckoj
nuHUAjH, ca W 0e3 TpermaHa 5-FU, kako je mpenBuheno xopumhemeM TEHETCKOT APBO
omryunBama anroputma (GA). GA cTabio oiyduBarma je aaropuTaM MAIIWHCKOT Y4eHa
KOju je oOydYeH Ha CKyMy IojaTaka IojaTraka o ekcrpecuju rena u3 hemmja HCT-116. GA
cTabi0 OUTyuHBama MOXKE ce KOPUCTHUTH 3a npeasuhame ekcrpecuje CSC Mapkepa y HOBUM
HCT-116 henujama Ha OCHOBY HUXOBOT Tpoduia ekcnpecuje reHa. OBa ¢urypa uimycrpyje
pesynrate NpeAuKTUBHOr Mojenupama croma ekcrpecuje CSC mapkepa y hemujckum
muaujama HCT-116 nakon Tpetmana ca 5-FU, xao mro je onpeheno xopumihemem crabia
o/yuyrBama rererckor anroputma (GA). GA mogen, o0ydeH Ha moganuMa O EKCIPECHjU
reda u3 henuja HCT-116, naje nporno3y HuBoa CSC mapkepa, Hyaehu yBul y NOTeHLUjaIHEe
obpaciie pe3ucTeHnuje HakoH xemuotepanuje. [lltapume, goodness of fit (mobpo yknamname)
3a npensubame Mozena GA je xkBantuduxoBana momohy R? BpemHocTH, Koje cy nare ys3
ceaku JujarpaM. Ha npumep, Bpeanoct R? ox 0,96 ykasyje Ha BHCOK HHMBO TayHOCTH Y
MojiesickoM npeasuhamy excrnpecuje CSC mapkepa Ha o3Hanu ox 52 cara. OxaroBapajyhe
BpeHOCTH R? 32 CcBaKy BpPEMEHCKY TauKy M KOMOMHAIMjy MapKepa Cy JeTajbHO MpPHKA3aHe
durypom 28., 06e36ehyjyhu MeTpuky 3a noy3aaHoCT npeaBHuhama HapaBJbeHUX 0J1 cTabana
omtyka GA.
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®durypa 28. GA npemukimja excripecuje CSCs Mapkepa.
(A) CD44+, (B) ALDHI+ u (C) CD44+ ABCG2+ALDHI1+ na HCT-116 henujckoj iuHHjU
TpPEeTHpaHoj M HeTpeTupanoj ca 5-FU.

Busyenuzauuje u mopmamu mnpeacTaBjbeHHM Ha Tabeaama 4. uw 5. He camo na
oMoryhaBajy mpoueHy npenuktuBHe mohu GA Mozena, Beh Takohe onakiiaBajy mayOJbe
pasyMeBame JUHAMUYKMX MpoMeHa Yy ekcrnpecuju CSC mapkepa Kao OAroBOp Ha
xeMmuotepaneyTcku tpermad. Tabesaa 1. mpencrasiba pesynrate P2 3a pasnuuurte mozesne u
ycioBe TpeTMaHa Ha henujckum auHujama MDA-MB-231 u HCT-116, mto yka3yje Ha 1006po
yKIaname usMel)y Mojena M cTBapHUX Hojataka. Buie Bpeanoctd R? cyrepumry 6Gosbe
nepdopmaHce Mozena.

Y moneany MDA-MB-231:

e Mogen CD24-CD44+ nokasyje Bucok R? pesynrar ox 0,97;
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e VBohemwe 5-FU y mozmeny CD24-CD44+ no6ossmasa R? Ha 0,98;

eV mozmeny ALDHI1+ R2uma Bpennoct je 0,96, nok ce nogaBamem 5-FU nosehasa na 0,98;

e V mozmeny CD44 + ABCG2+ ALDHI1+ mozaen nokasyje Bpeasoct R? ox 0,95, npu uemy
5-FU no6ospiraBa pesynrar Ha 0,96.

Y moneay HCT-116:

e Moguen CD44+uma BpeaHoct R? o1 0,97; Huje HaBenena BpeaHocT R? 3a moyen CD44+ca
nomatkom 5-FU;

e Moguen AJIJIX1+ nokasyje Bpexroct R%01 0,97, a 5-FU je mosehasa na 0,98;

e Mogaen ALDHI+ nokasyje cMameme Bpenaoctu R? (0,93) Hakon Tpetmana ca 5-FU;

e Monen CD44 + ABCG2+ ALDH1+ nma Bpearoct R? o1 0,96 nipu yemy 5-FU
no6oJpiaBa pesyarat Ha 0,95.

JlomaBame 5-FU gecto mosehapa BpeHOoCTH R2, mITO yKa3yje Ha TO3NTHBAH YTHIIA] HA
TavHOCT MOJeNia Y MPOIEHU eKCIpecHje Mapkepa Ha moBpmuHu henuja. Melhytum, mocroje
M3y3eld, Kao IITO je cMameme BpeaHocTn R? y momeny HCT-116 ALDH1+ HakoH TpeTMaHa
ca 5-FU.

4.4.1. I'enercku aaroputam (GA) CSCs Tperupanux ca PSNP

Vna3zuu nogaru 3a GA xopumhenu cy u3 ekcriepuMeHTaTHuX Mepema CSCs mapkepa.
durypama 29. u 30. npukasanu cy ctBapHd usMmepenu noganu 3a HCT-116 (ABCG2+;
ALDHI1+; CD24+ABCG +; CD24+ ALDHI+) ox 24 cara mo 52 carta (IpeacTaB/bEHO
TUjaMaHTCKUM Tadykama), IMOpex MpolleHe MPTBUX henuja (MIycTpoBaHE HCIPEKHUIAHUM
KpuBama) y pactony oja 24 cara 1o 96 caru.

Vna3uu nogamu 3a GA xopumheHu cy u3 ekcriepuMeHTaTHuX Mepema CSCs mapkepa.
durypama 31. u 32. npukazanu cy cTBapHu u3Mepenu mojamu 3a MDA MB-231 (ABCG2 +;
ALDHI1+; CD24+ABCG2+; CD24+ ALDHI1+) om 24 cara mo 52 cara (IpeacTaB/bEHO
JMjaMaHTCKUM TadyKama) 3ajeTHO ca MpOLeHOM pTBUX henuja y pacmony ox 24 cara mo 96
CaTH.

N3mepenu cnenu nmoaany Ha 76 catu (O3HAYEHHM TaukKama TPOyria) KopuilheHu cy 3a

Banuaannjy GA Mojena oJUlyyMBama ca HaKHAIHUM NpeaBuhamuMa 3a 03HaKy on 96 catu
Mpe/ICTaBJbeHUM Kao X Tauke Ha rpaduky.

54



JlokTopcka nucepranuja Awmpa Pamosuh Xam3zaruh

HCT-116 ABCG2 Positive
16
14 v
'_. L ", ""'""""""'itu..,.,. .... -|“'Il‘-|.“.-|-u ..... .
12 ;'- a * FLLEITTTTS 4
®10 +
&
‘E 8 * .
E 5 ‘I‘. L 1)
4 L
2 L
0 = & w = *
24 33 43 52 76 96
Time, h
+ measured data see+-«GA prediction ¥ follow-up prediction (96h) A validation
HCT-116 ALDH1 positive
30 r
£, S .
25 | ; s Fo
# .*- . .x
= 20 - . p
l"‘
215 . A
H .
E .l-l
e 10 ¢ iy
- * ".‘ ':_ l;..
5 k
ﬂ. - ¥ o) - v
24 33 43 52 76 96
Time, h

& measured data  =-++=+GA prediction ¥ follow-up prediction (96h) A validation

55



JlokTopcka nucepranuja Awmpa Pamosuh Xam3zaruh

®durypa 29. GA npensuhame pacra henuja HCT-116 tperupanux PSNP: ABCG2+

HCT-116 CD24 Pesitive AR (G2 Positive
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®durypa 30. GA npensuhame pacra henuja HCT-116 tpetupannx PSNP
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Pesynrartu mporieHe aaropurama ca oarosapajyhum R? Bpennoctuma natu cy y Tabenu 5.

Model System R2—Score of the Prediction
HCT-116 ABCG2positive 0.99968
HCT-116 ALDHZ1posttive 0.98868
HCT-116 CD24postive ABCG 2positive 0.95683
HCT-116 CD24postive A DHpositive 0.99745
MDA-MB-231 CD24posiive ABCG 2positive 0.96353
MDA-MB-231 CD24posiive AL DH1positive 0.95011
MDA-MB-231 ABCG2posiive CD24positive 0.99847
MDA-MB-231 ALDHZ1prostive CD24positive 0.93221
MDA-MB-231 CD44posiive 0.99055

Tabena S. Pesynrar npeaukiyje

N3mepenu cnenu nojamu Ha 76 catu (O3HAYEHH Tadykama TpoyrJjia) KopuirheHu cy 3a
Banmmaanujy GA Mojena oJulydruBama ca HaKHATHUM TpeABUlamuMa 3a 03HaKy o1l 96 catu
npeacTaBjbeHUM Kao X Tauke Ha rpaduky (durypa 29. u durypa 31.). Tabema 5. Ha
CIMYaH HA4YMH TMPEACTaBJba pe3ysTare MpOLEeHEe alropuT™Ma 3ajeJH0 Cca HUXOBUM
omroeapajyhum R? Bpemnoctnma. Kama ce koedumujeHT neTepMuHamuje R? TpuOmmkm
JeIMHUIIM, TO O3Ha4YaBa BHCOK HHBO Kopenaiuje u3Mel)y mnpenBuleHUX BpETHOCTH KOje
TeHepuIlle MOJE] M CTBApPHUX IOCMAaTpaHMX IoJaTaka. Y OBOM paay HM3y3eTHa OJIMCKOCT
BpeHOCTH R? ca 1 y pasnMuMTHM eKCIepHMEHTATHHM YCIOBMMA HArJaIiaBa poOyCHOCT M
TAUHOCT Pa3BHjeHUX NPEIUKTUBHUX Mojena. OBako BUCOKM R? pesynraTu ykasyjy Ha TO Ja
MOJIETIM a/IeKBaTHO XBaTajy OCHOBHE oOpaciie ¥ oJHOCe yHyTap mojaraka, omoryhasajyhu Ha
Ta] HAYMH TMpenu3He MporHoze Oyayhux wucxoma. OBM Hajla3w HE camMo Ja TOTBphyjy
eUKacHOCT NPHUMEHEHUX METOJA0JIOTHja, Beh U yIuMBajy TMOBEpeHmE Yy MOY3JaHOCT
npeauKTHBHUX Mojena. lllrtaBume, 6GnmsuHa R? g0 1 cyrepume 1a Mofenu IOKasyjy
MUHUMAJHY TpeHIKy y CBOjUM IMpenBubamuMa, IITO UX YUHH BpPEIHUM ajaThuMa 3a
JIOHOIIICHE OJTYKA U IJIaHUPAE y ClIEHapHUjUMa U3 CTBAPHOT CBETA.
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MDA-MD-231 CD24 Positive ABCG2 Positive
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®urypa 31. GA npensuhame pacra Tpetupanux henuja MDA-MB-231
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MDA-MD-231 ABCG2 Positive CD24 positive
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5. ITMICKYCHJA

Pesynrati oBe HOKTOpPCKE MuicepTandje IO MPBH MyT HYyAE AparoueHe YBUAC Y
¢enornn CSC u Werore MMIUIMKALMjEe HAa PE3UCTEHIM]y Ha Tepanujy. HbeHu pesynratw,
Takohe, HarJianaBajy HEOITXOTHOCT JaJbUX UCTPAXKUBAbA. [Tpumerom
MYJITHANCIUIUIMHAPHOT ~ TPUCTYIA, KOJU  WHTETPUIIE  HANpeAHE TEXHOIOTHje U
MEPCOHAIM30BAHE CTpATETHje JIeUeHha, MOXEMO Ja TEKUMO NOOOJBIIAKY TEpareyTcKe
e(hMKaCHOCTU U HETe NalrjeHara y 6opou npoTuB paka.

Kannepcke matuune henuje (CSC) cy mane cyOmomynanuje henwja y Tymopy Koje
MMajy CIIOCOOHOCT J1a c€ CaMOpETreHEPHILlY U IIPOU3BOJE pa3InuuTe TUNIOBE henuja y Tymopy.
Cwmarpa ce na cy oBe henuje 0ArOBOpHE 3a PEIUANB TyMOpPA U OTIIOPHOCT Ha XEMUOTEPAIH]y.
Jenan npuctyn ucnuTUBaKky MaTUYHKUX henuja paka je ynorpeda UMyHO(EHOTUIICKE aHaTIHU3e.
OBo  yKkJbyuyje HUIACHTHUQUKAIHM]Y CHEHUPUUHUX hemujcKkuxX  Mapkepa KOju  Cy
kapakrepuctuyHu 3a CSC 1 MOTry ce KOPUCTHTH 3a BUXOBO PA3JIMKOBamke OJ] Apyrux hemuja
y Tymopy. Hakon pa3nBajama oBe henuje ce Mory Jajbe OKapakTepucaTH Ha MOJIEKYJapHOM
HuBOy. Marnune henuje paka Mmajy CrmocoOHOCT caMOOOHaBJhama, JudepeHnujaruje u
WHUIMpamka pacta Tymopa U Meracraza. Mnentuduxanuja Mapkepa Koju cy crenduanu 3a
CSC je BaxxHa 3a pa3yMeBame BUXOBE OMOJIOTH]€ U Pa3BOj IMIJbaHUX Tepanwuja (54).

Excnpecuja mapkepa CSC Bapupa mu3mel)y MOATHUIIOBA paka JI0jKe W KapIMHOMA ca
pPa3IMYUTUM KIMHAYKO-TIATOJIOIIKAM KapakTepuctukama. CBaka CSC momymanuja Moxe
MMATH PA3HYAT KIMHUYKK 3HA4a] Y pa3IMuuTUM (PEHOTHIIOBMMA paka JojKe, alu je
npuxBaheHo Ja Cy OHU MOTEHIIMjaTHU KJbYYHH (DaKkTOpH KOju mokpehy arpecuBHOCT Tymopa.
Cama xeteporeHoctu CSC WHIyKOBaja je TPaXeme TEpanujCKe CTpaTerdje 3acHOBaHE Ha
KOMOWHAIIM]W BUIIECTPYKHUX MeTa (55).

I'oguue 2003. Al-Hajj mpeu myr je wuaentudukoBao ma ¢paknumja hemuja ca
CD44+/CD24—/Lin- ¢peHOoTHIIOM y TKMBUMA IMallMjeHaTa ca KapIIMHOMOM JIOjJKE MOXKE U3HOBA
rereprcatd Tymop Kkox mwmmieBa (56). Kacumje, 2007. rommue, Ginestier u capamuuim
OTKpPWIM Cy jaa cyOmomynanuja henvja ca BHCOKOM aKTHBHOIINY allIEXHJ JCXUIPOreHa3e
(ALDH) moxe uHUIpaTd TyMmope in Vivo u in vitro (57). Ox taga denotun CD44+/CD24—
u Bucoka aktuBHocT ALDH mocranu cy ,,31atHu cranaapa” 3a MatuyHe henuje paka aojke
(BCSC). Haromunanu nokasu cyrepuiy aa cy BCSC ca oBuM geHOTHIIOBHMA OJrOBOPHU 3a
MPOrpecrjy paka U MeTacTa3e Kao W WHHUIMjanujy Tymopa (58). Mako xemuorepamnuja Moxe
elMMuHKCcaTH Behuny Tymopckux henuja, He ycnesa na enumunuiie BCSC, yume ose henuje
yiHe BoJichy y3poK OTIOPHOCTH Ha Tepanujy U peruausa (59).

ITokazano je ma je Bucoku CD44+/CD24- omnoc m ALDHI+ y kopenaumju ca
MaJIUTHUTETOM Tymopa. MehyTuM, oBa JBa MaTW4YHAa MapKepa Cy IOKa3uBala paziIHyuuTy
eKCIpecHjy y pa3JIM4YUTUM I[OJATHIIOBUMA paka JI0jJK€ W HUMaja pasiudyure (QyHKUuje y
nporpecuju Tymopa. Bucok ogaoc CD44+/CD24— 6uo je BuIlle OBE3aH ca Npoudeparijom
henuja 1 Tymoporenesom, 10k je ALDH1+ 6uo jaun unaukaTop 3a metacrasze. KomOunammja
Bucokor ogHoca CD44+/CD24— u ALDH1+ moxe OUTH Npenu3HUjy U OY3aHNj1 HAuuH J1a
ce mperusupa aepununmja CSC kon paka nojke. 3HauajHo, 006a Mapkepa Cy IOKazaia
OYYBaHYy €KCIPECHjy Y MPUMapHOM TyMOpPY U yAaJbeHHM MeTacTa3zama, IITO CyTepHIlIe Ja Cy
Ounmu cTa0MIIHM TOKOM pa3Boja W MeTacTasupama paka JAojke. Ysumajyhu y o03up
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yoOMYajeHOCT OBHX MAaTUYHHUX MapKepa KOJ pPa3IUYUTHUX KapIMHOMa, OBa KOMOWHAaIMja
Mapkepa OW CcTora Morja IMOCITYXHTH Kao BpedHH Ouomapkepu 3a mpaheme mporpecuje
Pa3NMYUTUX BPCTa TyMOpa U MpeBulame MporHose.

Naxo ce oBa cryamja oxycupana Ha ekcrpecujy mapkepa CD24, CD44, ALDHI u
ABCG2, npusnaro je na 6monoruja CSC Huje orpanmdeHa camo Ha oBe mapkepe. CSC cy
neuHucaHn CIOKEHUM TPO(UIOM KOjU MOXE YKJBYYHMBATH JOJAaTHE MapKepe Kao IITO Cy
EpCAM, PROMI, THY1 u npyru. EpCAM (enr. epithelial cell adhesion molecule) uuje
M3paKeH Ha TyMOpPHMa ME30JIEPMAIHOT U €KTOJEPMAIHOT MOPEKIIa, Ka0 IITO Cy HEYPOTeHH
TyMOpH, CapKOMH, MejdaHoMu win jJuMm@omu. HberoBa mpekomepHa ekcrpecuja OOMYHO
KOpeJHpa ca CMambeheM MPEKUBIbaBamka, Ha IPUMEP KOJ paka Jojke U jajHuka. M3y3erak cy
OyOpexHu henujcku kapuumHoMm y koMme ekcrpecuja EpCAM kopenupa ca nosehamem
OoueKHBaHOT XUBOTHOT Beka (60). Cxomno tome, Oyayhe crymuje 6m Tpebano na mpormpe
o0uM kKako O yxJpyumwsne mupu crnekrap Mmapkepa CSC, yume Ou ce 00e36enu10
cBeoOyxBaTtHHje pazymeBame (eHoruna CSC M BWEroBUX HMIUIMKALMja Ha TEpamnujy.
WuTerpanuja oBUX AOAATHUX Mapkepa Takohe moxe naté yBuja y xereporeHoct CSC-a u
JTMHAMUYKY TIPUPOY HHHXOBE EKCIPECHje Kao OJrOBOP Ha XEMHUOTEPAIIEYTCKU TPETMaH.

VY oBoj crymmju ekcnpecuja CD44+/CD24—, koja je Owia 3Ha4ajHO TIOBHUIIEHA Y
henmujama MDA-MB-231 tpetupanum ca 5-FU, cmarpana je xao monasHa Tauka. Pesynratu
cy mokazanmu na je ekcupecuja CD44+/CD24— cTaTUCTHYKU 3HA4YajHO TOBUINEHA Y CBUM
Taykama TmocMmarpama Ha nopmunu hennja MDA-MB-231 tpetupanux 5-FU. OBo ykasyje
na je momynamuja CSC oOorahena HakoH TpeTMaHa xemuorepamnujoM. Ilopen Tora,
excripecja ALDHI1 je 6una noBumena HakoH 24, 33 u 52 cara, mTo cyrepuiie a oBe henuje
“Majy ToOOJbIIIaHE MEXaHW3ME PE3UCTCHIIM]E Ha JIEKOBE M CIIOCOOHOCTH MeETacTa3upama.
Excnpecuja CD24-ABCG2+ALDHI1+ je Ttakohe Oumna moBumieHa HakoH 24 u 43 cara, mITO
yKka3yje na oBe hemuje Mory mmatu moBehaHy OTIIOPHOCT HAa XEMHOTEpaIujy Kpo3 ediIyKc
nekoBa mnocpenoBanux ABCG2 (61). ¥ hemmjama HCT-116 ekcnpecuja CD44+ je
CTATUCTUYKHU 3HAYAjHO TOBUIICHA Ha MOBpIIMHK henuja Tpetupanux 5-FU nHakon 24, 33 u 43
cata. Excnpecuja ALDH 1 je Owmiia moBuilieHa y CBUM Tadykama IocMaTpama, IMTo yKazyje Jaa
1 oBe hemuje mMajy moOoJsplllaHE MEXaHHM3ME pe3uCTeHIHje Ha JekoBe. Excripecuja CD24-
ABCG2+ALDHI1+ je, Takohe, Ouia moBuIlIeHa Y CBUM Tadykama IocMaTpama, To yKa3yje aa
oBe henmje mory mmMaru moBehaHy OTIOPHOCT Ha XEMHUOTEpamnujy Kpo3 ediyKC JIeKOBa
nocpenoBanux ABCG2 (62). Ou Hanaszu cyrepunty na ekcnpecuja CD24, CD44, ALDHI1 u
ABCG2 na nopumau CSC MOke MOCIYKUTH Ka0 MPOTHOCTUYKU (DaKTOp 3a OTHOPHOCT Ha
XeMHOTEepanujy KoJ TnamujeHara ca kapuuHomoM. llltaBumie, pe3yiaratu oBe CTyauje
HarJaniaBajy BaKHOCT pa3Boja IUJbaHUX Teparrja Koje mory crnennduyno uubati CSC kako
6u ce moOosbIana eQpUKACHOCT XeMHUOTepaIiije U cpedno peuuaus (63).

HcnutuBame pesucrennuje peuentopa CSC HakoH Tepanuje BaKHO j€ U3 HEKOJIHMKO
pasnora. I[IpBo — mMatuuHe henuje paka cy IVIaBHU M3BOp pacTa TymMopa U NPEKUBIbaBamba
TyMOpa U CMaTpajy ce KJbY4YHOM METOM Y Teparuju paka. Fimajy cmocoOHOCT 1a Membajy CBOJ
¢enotun u mpuiarohasajy ce okpyxkemy. CTora, UCIHUTHUBAHmE pELENTOpa HAa MAaTUYHUM
henujama paka Ha pe3UCTEHIM]Y HAKOH LIUTOCTaTUYKe Teparuje Moxke MoMohH y pazyMmeBamwy
MexaHu3ama Koju omoryhapajy NpexuBJbaBam€ MaTHUYHUX henuja paka HaKOH Tepamuje U
JaJbu pacT Tymopa (64).

HutocTatuim cy yobuyajeHa Tepamnuja 3a pak, ajJd HUCY CBU HAlMj€HTH I0/1jEHAKO
OCeTJbMBH Ha OBe JieKoBe. lMcnHTHBame penentopa Ha MAaTUYHUM henujamMa paka MoOe
NpYyXUTU YBUJ Y Moryhe y3poke TepanMjcke pe3ucTeHIMje W moMohu y uaeHTH(pUKanuju
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HOBUX TEpaNujCKUX IubeBa. neHTH(pHKOBamkEe MapKepa pe3nCTeHIMje Ha MaThuyHe henuje
paka Moke TToMohH y pa3Bojy MepcOHAIM30BaHE Tepaluje paka, Koja OM ce 3acHUBaNa Ha
KapaKTepuCTUKaMa TyMopa I[OojeMHadyHor mnamnujenta. [Ipensubame pe3ucTeHIMje Ha
[IUTOCTATHUKE je BEOMa BAKHO y MEIUIIMHHA M UCTPAKUBAIKY paka. AKO je TYMOp OTIIOpaH Ha
[IUTOCTATHKE, JICUCHE MOXKe OUTH Mame e(PUKACHO U UMATH MHOTO O30MJBHHX HEXKEJHEHHX
edekara. Crora je BaKHO NPETO3HATH TMallMjeHTe KOju MOXIa Hehe pearoBaTu Ha Tepanujy
uroctatuiuma (65). Ilpensuhame pe3suUCTeHIMje HA IUTOTOKCHYHE JICKOBE MOXKE Mmomohu
JexapuMma Ja u3adbepy HajooJbU TpeTMaH 3a MalujeHTa. YKpaTKko, HCIUTHUBAKE pPelenTopa Ha
MaTHYHUM henujama paka Ha PE3UCTEHIM]Y HAKOH LUTOCTATHUYKE TEpamuje jeé BaKHO 3a
pasymMeBame MeXaHM3ama Koju oMoryhaBajy oICTaHak MaTMYHUX henMja paka HaKoH
Tepanuvje, UACHTHU(UKANKM]Y MapKepa PEe3UCTEHIMje U Pa3BOj TEPCOHATU30BAHE TEparuje
paka. OBaj IpUCTYyN je KOPUCTaH y pa3BOjy HOBUX Tepanuja U NEePCOHAIN30BaHE MEAUIIMHE,
jep oMoryhaBa uaeHTH(UKaLMjy MalyjeHaTa Koju OM MOIJIM UMaTH KOpHUCTU of onpelhene
Tepanuje u npeABuhame pe3uCTeHIM]e Ha Tepanujy KO APYTHX IMalrjeHara.

VY3 nmomoh MoekynapHor TecTupama Moryhe je npeasuaeTu koju he nmamujeHTH OuTu
oceTJbUMBUjU Ha ojpeleHe nurocTtaruke, a koju He. [lopex Tora, npenBubhame pesucTeHyje Ha
IIUTOCTATHKE MOXXE€ OWTH KOPHCHO NPWIMKOM HCTPaXKMBaka HOBHX JIEKOBA W pa3Boja
MepCOHAIM30BaHe MeaunuHe. MneHTndukoBame MOJIEKYJIapHUX Mapkepa IOBE3aHUX ca
oTrnopHomihy Ha XeMHOTepanujy MoXke€ NMOMOhM y pa3BOjy HOBHMX JIEKOBA M Tepanuja 3a
ManujeHTe Koju He pearyjy nobpo Ha moctojehe Tpermane (66). McnuTuBame MaTHUYHUX
hemnja paka u mpensuhame HBUXOBE OTIOPHOCTH Ha TEpamujy MOXKE OWUTH HM3a30BHO H
CJIOKEHO.

VYiora BemTadyke WHTEIUTCHIM]E y TpeABuhamy OTIOPHOCTH HAa XEMHUOTEpPANHjy y
koHTekcTy CSC je cBe Beha u mpencTaBiba MOTEHITMjaTHO MONHO OpyXje y 00pOM IpOTHB
paka. CSC cy 4ecTo OJroBOpHHU 3a OTIOPHOCT Ha XEMHOTEpAINHujy U CTOTa j€ pa3BOj HOBUX
Tepanyja yCMEPEHHWX Ha OBY NENHjCcKy IMOMyJalujy OJf KPUTUYHE BaXKHOCTH. Bemrauka
HMHTEJUTEHI]ja CE MOKE KOPUCTUTH 3a MACHTH(HKAIIM]Y MapKepa KOju Cy crenuGuuHu 3a
CSC u 3a pa3Boj HOBHX Tepalivja Koje 1usbajy Ha oBe henuje. Takohe, Moke ce KOPUCTUTH 32
npensuhame eQUKACHOCTH pa3IMYUTHX TEpalMjCKHMX peXHMa KOJ TMalijeHata ca
KaermHOMOM (67).

Pesynrat oBe JOKTOpCKe JMcepranyje, y TOMNIeQy yIOTpeOe BelTayke
WHTEJNWUTeHIINje, TpeacTaBibeHe cy Kpo3 GA anroputam 3a pa3Boj MoJela 3a MPOICHY
excrpecuje CSC mapkepa Ha henmjama paka tperupanum 5-FU u 6e3 tpermana. Mogen je
oOyueH na mpeauau Oyayhe BpemHoctu 3a 52 cata (Tauka Bajuaanuje) u 67 catu (Tadka
npahemwa). CBaku mojeMHaAuYHU MOJIeN IpeBuhama je MOCTUrao BUCOKY TAYHOCT Ca BUCOKHM
xoeduuujentoM oxapehusama R2 IIpoceuan R? je 6mo 0,96 (Mun. 0,93 — mak. 0,98) 3a
npensuhame ox 52 cara.

Ha ocHOBY oBuX pe3ynraTa MOXXEMO 3ak/byuyuTH jJa ce GA Mo)e KOPUCTHTU Kao
BeoMa mpenu3aH nomohHu amatr 3a in Silico tectupamwe, aHanusy u mpaheme Op3uHE
excrpecuje CSC mapkepa y henujama paka y Bpemeny. [IpeaHoct takBux in Silico mozena je
y TOME IITO, 32 Pa3IUKy OJ EKCIIEPUMEHTAJIHHX IOocMaTpama, Koja Cy AMCKPETH30BaHa Y
JMCKPETHE BpEMEHCKEe MHTepBaje, omoryhaBajy Ham Ja TMpenu3HO NpaTUMO CTame
excripecrje CSC mMapkepa y Omino koM TpeHYTKy (68). GA wuma 3HauajHy yJory y
npeaBuhamy OTHOPHOCTH Ha Xxemuotepanujy y koHTekcTy CSC. Kopumhewem wmerona
MAIIMHCKOT yY€Ha y aHaJIM3M BEIMKUX CKYIOBa MOJAaTaka MOTY c€ MAEHTH(HUKOBATH HOBU
TepaneyTCKH LUJbEBU U Pa3BUTH IEPCOHAIM30BaHE Tepanuje mnpuiaroheHe crnenuGuaHuM
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KapaKTepuCcTUKaMa TyMopa KoJl NojeMHaYHuX manujeHara. OBo oTBapa moryhHocT na ce
1000JBINAjy TepaIijCKU UCXOU KOJI MAIFjeHaTa Koju 00yjy oJ paka.

OBa cryadja je CrIpoBeleHa MCKJbYUHBO IN Vitro, mTo Moxaa Hehe y HMOTIYHOCTH
perutuipaT N VIVO ycioBe u cucteMcke edekre xemuorepanuje Ha CSC momysanuje.
[IpenquKTHBHE MOJIEN Pa3BUjeH y OBOj CTYIUjH, HAKO je poOyCTaH, U3BE/IEH je U3 OrPAaHUYCHOT
CKyTIa [MOJIaTaKa M CTOTa 3aXTeBa €KCTEPHY BaJHMIAIM]y Ja OU ce pe3yiTaTH T'eHepaIn30BaIH.
bynyha uctpaxuBama 6u Tpedano na nmpommupe cnekrap aHanuzupanux CSC mapkepa u 1a
pa3MoTpe YKJbYYHBaEm¢ NPHUMAPHUX TYMOPCKHX Yy30paka Kako Ou ce Oosbe oOjacHMIA
XETEPOT€HOCT TYMOPCKOT MHKPOOKPYXema. JIOHrHTy TuHalIHE CTyIije Koje YKIbY4yjy IIUpU
CIIEKTap XeMUOTEPANCYyTCKUX areHaca M BbHXOBUX KOMOWHAIM]ja MOTY TIPYXKHUTH TyOJbH YBH]
y nauHaMuuky npupoay CSC 1 BUXOBY yJIOTY Y PE3UCTEHIIU]U Ha JIEKOBE.

Knuanuke wuMmIummkainuyje Hamux Hajlasa cy 3HayajHe. PasyMmeBame MexaHu3ama
OTIIOPHOCTH Ha Xemuorepanujy y Be3u ca CSC Moxe BOIUTH pa3Bojy e(PUKACHUJUX
Tepanujckux crpareruja. upektHo umibame Ha CSC, moryhe y komOuHauuju ca
TPaJMLMOHAIIHOM XEMHOTEpaNrjoM, MOKE IMO000JbIIaTH pE3ydTaTe Jieyemha U CIPEUUuTH
peuuaus. llltaBuine, npumMeHa Mozena MalIMHCKOT y4eHa, Kao LITO je TeHETCKH alroputaM
KopuirheH y Halloj CTyAMjH, MOKa3zyje MOTEHIHjaJll pauyHapCKUX MeToja Yy Hpeasubamy
oJlroBopa Ha Jjeuewme. Ha Taj HaumH ce oOTBapa MyT MEPCOHAIM30BAHUM MPUCTYNHMA
MEHUIIHE Y OHKOJIOTHjH.

Y 0BOM HCTpaKUBamy, KOje je CHa)XKHO 3aCHOBAHO Ha JIOTHIM MEAWIIMHCKE TpaKce,
noOMIM CMO pe3yJTaTe KOju y 3HaudajHO] Mepu Kopenupajy. Bujabminoct henwmje je
ucriutuBana RTCA wmetogom, a0k je Tum henujcke CMPTH HMCIHUTHBAH MPOTOYHOM
IUTOMETPUjoM. MOJIEKyJIapHH MyTEBH allONTO3€ Cy MPOICHEHU PETaTUBHOM EKCIPECH)joM
resa. OBe Tpu Meroie cy wm3abpane u3 nBa pasnora: (I) KoMmaTmOUIHOCT TecToBa
UTOTOKCHYHOCTH W THna henwjcke cmptu U (II) mpermus3HO MaTeMaTHYKO MOJEIHPARHE
3axTeBa MHOro nogaraka. RTCA je copuctunupanu meton 3a npahewme BuTanHocTH henuja y
peanHoMm BpemeHny. Mehytum, nomro je RTCA curnan y xopenamuju ca 6pojeM OJpKUBUX
henuja, oBaj MeToN JEeTEeKTyje caMo henuje Koje Cy 3arjlaBJbeHe 3a 3JIaTHE CJIEKTPOJC U HE
MOKEMO MPOIECHUTH CTalkbe THX henHja, OCUM aKo NPETIOCTAaBUMO Ja Cy CBE 3arilaBJbeHE
hemuje jomr yBek xuBe. OBo BMa cMuca; MehyTuM, TuTeparypa cyrepuiie aa hemauje y paHoj
amonTO3M M JIaJbe 3apKaBajy aKTHBHE MEXaHM3Me MOBPIIMHCKE anxesuje (68). AmonTosa je
00uK mporpamuipane henawjcke CMpTH Koja je peryjimcaHa M YyKJbydyje HHM3 IPOMEHA Y
CIOJbAlIK0] MeMOpaHu u 1uTockenety henuje. Tokom oBor mporeca henuje mocrajy
3a00Jb€HMje M MOTY C€ Be3aTH 3a MOBpIIMHE 300r ocialbibeHOr HHUTOCKeneTa M moBehaHe
noBpunHe. Heke cryamje mokasyjy na 4ak u henmuje y KacHOj amonTo3d M Jajbe MOTy J1a
npuamwajy Ha nospiuHe. CynbunHa henuje koja je y paHOj/KacHOj aromnTo3d y TPEHYTKY
WCIMTHBAaka 3HAYajHO Ce MEma y cliegicheM TpeHyTKy, oJIHOCHO henuja ymupe.

qPCR je xopumheH 3a HCIOUTHBAaWKE MOJEKYJAPHUX MEXaHHW3aMa WHAYKIHje
ucnuTuBanux henuja paka y anonro3y. KoHneHTpauuje TpeTMaHa y NpoTOYHO] IUTOMETPUJU
u qPCR ekcnepumeHTHCamy cy KOpHUIIheHe Kao TakBe — HMKE KOHLIEHTpaluje He Ou Ouie
3Ha4ajHO LIUTOTOKCHYHE, a Behe KOHIEHTpaluje Aa OW MCIOoJbHIIe HUTOTOKCHYHOCT. Hamm
IPETXOAHU pe3ynTatu (69) 0 HUTOTOKCHYHOCTH OBUX XeMHOTepaneyTHka oMoryhunm cy Ham
na u3abepeMo oBe JBe KOHIeHTpauuje. Ha mpumep, KOHLEHTpaluje AOKCOpYOMIMHA Y
TpeTMaHy Cy OWiie 3HayajHO HMXKe 300T eKCTpeMHe TokcuuHocTH Ha hemuje MDA-MB-231-
ICs0%*" = 37.9 uM, 1Cs0"?" = 0.2 uM MDA-MB-231(69). Konnentparuje RTCA Tpermana 3a
nokcopyounun oune cy 0,1, 1, 10 u 50 uM, ok cy 3a nporouny muromerpujy u qPCR Oune
0,1u1puM.
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Hajsehy Ttokcmunoct mpema 3apaBuMm hemmjama (MRC-5) moxazamu cy 5-FU u
okcamuruiatua (Ox-Pt) koju ce ykiamajy y BUXOB MEXaHW3aM JiejoBama. VIpWHOTEKaH U
JICYKOBOPHH TCHEPAITHO MMajy HajMame M30JI0BAHO JIjCTBO Ha henwje, jep ce KOpUCTEe Kao
noMohHu JiekoBH 3a noBehame epUKaCHOCTH U HCTOBPEMEHO CMamhEhe HeXKeIbeHUX edekara
5-FU u okcanumuiatiHa y KOMOMHOBAaHUM IpoTokoiauMa. Kajga ynopenumo TokcuuHu edekar
olabpaHuX XEMHUOTEparieyTHKa Ha pak JojKke W 31paBe hemmje, M0Ia3UMO JIO CIWYHOT
3akspyuka kao koj hemmja HCT-116. Ocum nokcopyOHMIMHA, KOjU je TEHEpaTHO BeoMma
TOKCHUYHA CYIICTAHIIA, PEoCcTaIa TPH JIeKa MOKa3yjy 3HauajHy CeJIEKTUBHOCT MpeMa henrjama
MDA-MB-231, ocuM y €KCTpEMHUM YCJIOBUMa Jieuekha (BeoMa BHUCOKE J03€ M Jy’KHHA
Tpajama Jeuema). OBo je Takohe pa3yMJbUBO U y KIMHUYKO] MPaKCU ce AeUHHULIE Y OKBUPY
BEOMa IIMPOKOT M0jMa HEXKEJFEHUX eeKaTa MM HeXKEeJbeHUX PeaKinja Ha JIeK.

Huje nznenalyjyhe na 5-FU, upunorekan u Ox-Pt nmokasyjy 3Ha4yajHy CEJIEKTHUBHOCT
npema henujama paka; 5-FU omera cuntesy JIHK, mTo noBomm 10 uHXuUOUIMje
npomudepanuje hemmja (70). IloxkerrHo ra mnpeysumajy henmje koje ce Op3o nerne,
ykJbyuyjyhu henuje paka, u nnkopnopupa ce y JAHK, rne uaxubupa akTUBHOCT TUMHIUIAT
cuntasze (Thymidylate synthase) ensuma ecennujannor 3a cunte3y JIHK. henuje paka Bumie
3aBuce of op3e permukanuje JJHK u mponyknuje PHK nero nopmanue henuje, mro ux unHu
noutokHujuM epextuma 5-FU. Hpunorekan je uHxuOuTOp Tormonsomepase (Topoisomerase)
KOju crpevaBa perunkanudjy u tpaHckpunuyjy JHK Tako mrTo wmHxuOupa akTHBHOCT
TOMOM30MEpa3e U EH3MMa eceHIjaTHor 3a oamoTtaBamke JJHK Tokom oBux mporeca (71).

henuje paka nmajy BuIlle HUBOE TOMIOM30MEPa3e O HOPMAIHUX henrja, IMTO UX YUHU
MOIOKHUJUM edeKTUMa UpuHOTeKaHa. [lopea Tora, MPHHOTEKAH ce€ Yy jeTpH TpeTBapa y
aktuBHU MeTabonmuT (CH-38), koju je Beoma TokcuuaH 3a henuje paka (72). OKcaMIIaTHH je
JIeK 3a XeMHoTeparnujy Ha 0a3u 1uiatuHe Koju dopmupa amykre ca JIHK, mro moBoam mo
nHxubuIMje perumkamnuje U tpanckpunmuje JJHK. henuje paka cy momioxHuje edekruma
OKcanMIuIaThHHa 300r BHX0oBe Behe crone perumkamnuje u tpanckpumnmuje JJHK y nopehemy
ca HopMmanmHuM henujama (73). Tlopen Tora, OKCaqWIUIATHH MOXE WHIYKOBATH aIlONTO3Y,
MexXaHu3aM nporpamMupane henujcke cMpTH, y henrjama paka.

Kao u cpenctBa 3a Jieueme KOJOPEKTATHOT KapIUHOMA, JIEKOBH 3a TEpamujy paka
JI0jKe — MaKJIUTAKCe, JOIETaKceN U eHI0OKCaH Takohe Cy UCTIOJbIIIN oJipel)eHy CeeKTUBHOCT
ka hemmjama paka. [laknaurakcen M JOIETaKCeN NPUIIAAajy KJIACH JIEKOBAa IMO3HATHX Kao
TaKCaHH, KOJU OMETajy JMHAMUKY MHUKpPOTYyOyna u MHXuOupajy neoOy hemmja (74). Onu ce
Be3yjy 3a B-TyOyJMHCKY MOJjeJUHHUILy MHUKPOTYyOyna M CTa0HIN3Y]y WX, IITO JOBOAU MO
unxubunuje aeode henuja u Ha Kpajy no cMpTH henuja paka. henuje paka Bullie 3aBUCE O
MUKpOTYyOyJa 3a neoly henuja u olpkaBame BUXOBOT O0NHMKa y mopehemy ca HOpMaTHUM
henujama, IITO X YMHU NOUIOKHUJUM e(heKTUMa TaKCaHa.

[uxnodpochamun (eurn. Cyclophosphamide) je ankunupajyhu arenc koju omrrehyje
JHK ympexaBawem naHana JIHK, mrTo poBoam 10 uMHXMOMLMje peruiMKanuje u
tpanckpunuuje [IHK. hemuje paka cy nomioxkuuje edextuma nukiodochamuaa 360r
wuxoBe Behe crome perunkanuje u TpaHckpunuuje JHK y mopehemy ca HOpManHum
hemmnjama (75). Ilopen Tora, nuxiodgochamul Moke HHAYKOBATH arnonTo3y y henujama paka.
VY KOHauyHMIIM, OBH JIEKOBU IOKa3yjy CEJIEKTHBHOCT Ipema henmjama paka YHIpKOC 3/paBUM
hennjama 300T BUXOBUX PA3IUYNTUX MeXaHH3aMa JIeI0Bamba, KOjU LUJbajy Ha Mpolece Koju
Cy BaKHMjH 3a OIICTaHaK U npoiudepannjy henuja paka. Melytum, oBu ekoBu Takohe Mory
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yTULATH Ha HOpMaiHe henuje, MTO TOBOAM IO PA3NTUUYUTUX HEKEJbEeHHUX edekara, a HHXOBa
ynoTpeba 3axTeBa NaXJbUBO Mpaheme U yIpaBibamke O CTPaHe 3APABCTBEHUX PaJHUKA.
MornekynapHu MEXaHW3MHU WHAYKIHjE€ aronTo3e MOry ce, Takohe, o0jacHHTH

XeMHOTEepaneyTUIuMa. AMONTOTCKA MEXaHM3aM JIeJOBalba 3a CBaKU OJf OBHX JIEKOBa Cy
paznuunty; 5-FU wHXuOupa akTUBHOCT THMHIMIAT CHUHTAa3e, €H3MMa CCCHIMjaTHOT 3a
cuarezy [AHK, mro nmoBogm no omrehewa IHK u axtuBammje p53 myra, 1006po mo3Haror
myTa cCyImpecopa TyMopa Koju peryiuire amonto3y (76). AxtuBammja pS3 goBoaw 10
perynanuje mpo-aloNTOTHYKHX TeHa, Kao ITo cy Bax u Puma, a perynangja aHTu-
aroNTOTHYKKMX I'eHa, Kao mTo je BCl-2, Ha kpajy moBOaM 10 akTHBaIMje Kacma3He KacKajae u
aronTo3e.

HpuHoTekaH wWHXMOHMpa AaKTHBHOCT TOIOM30MEpa3e M E€H3MMa ECEHIUjaIHOT 3a
peruukanujy u tpanckpunuujy JAHK, mrTo noBoau no omrehewa IHK u axtuBanmje pS53
nyta (77). OkcamumuiatuH Qopmupa anykre ca JHK, mro npoBoam no unxubunuje
permukanuje u Tpanckpunmuje JIHK u aktuBamumje pS3 myta. Ilopex Tora, okcaauriaTuH
MOJKE Jia aKTHBHpa IyT NMPOTEHH KHHA3e aKTUBHpPAH MHTOTEHOM, KOjU Takohe MoOxe na
n3azope anontosy. CiaMyHO JIeKOBMMA 3a pak Ae0enor IpeBa, MaKIUTaKCel, JOIEeTaKcel U
uukinoochamuy (EHIOKaH) Ccy XeMHMOTEpaneyTCKH areHCH KOju HWHAYKY]Jy amonToly y
henujama paka CTMYHUM MeXaHHU3MUMa JienoBama. MHxubumuja neode henuja Moxe 10BeCTH
no aktuBammje pS53 (77). Y KOHayHUIM, TAKIUTaKCes, JoleTakcenl W mukinodochamma
WHJIYKY]y anonTto3y y hemaujama paka Kpo3 akTHBaIMjy pS3 myTa u Kacma3He KacKaje.

MexaHu3aM ~ WHIYKIHjE  armomnTo3e  Tepamnuje  KOJOPEKTaTHOT  KapluuHOMa
MOJICKYJJapHUM MeEXaHU3MUMa TPEKO KacmasHe kackanae, Bcl-2 um Bax, mpukasan je y
Hekonuko cryauja (78, 79, 80). Ilo3narto je ma Tepanuja TOKCOPYOUITMHOM, TMAKIUTAKCEIOM,
€HJIOKCAHOM U JIolIeTaKcesioM, u3Mely ocraor, MHIyKyjy Tpoliece aronTo3e y Jeuewhy paka
JI0jKe Kpo3 rope HaBeneHe Mexanusme (81, 82, 83, 84).

Pak je cioxena 0oJecT KOjy KapakTEpHIIe HEKOHTPOJIMCAHU pacT U mpoiudepainnja
henuja, mWTO MOXKE pE3yNTHpATH CTBapamkeM TymMopa M MeTacrazama. PasymeBame
OJIPYKUBOCTU paka W aroriTo3e, MporpaMUpaHor MexaHu3Ma helujcke CMpTH, KIbY4YHO je 3a
pa3Boj eduKacHUX Tepanuja NpoTuB paka. Jla 6u ce Gosbe pazymeo oBaj OAHOC, KOpUITheHU
CYy U MPUCTYyNH OWOJOUIKOM M HYMEPUYKOM MOJICIIOBaHY. BHOJOIIKK NPUCTYI YKIbYYyje
EKCIIEpUMEHTAIHE METOJIC Kao WITO Cy KyJTypa henuja, mpoTouHa IMUTOMETpHja, peaTHBHA
eKCIpecHja reHa U npaheme BUTATHOCTH hesrja y pealHoM BpeMeHy Kako OU ce Mpoy4aBajo
MoHamame henuja paka y pa3nuuuTuM ycrnoBuma. OBU eKCIIEpUMEHTH MOry momohu y
UIACHTU(PUKAIMH KJbYYHUX CUTHAJTHHUX MyTeBa M MOJEKYJIapHUX MEXaHH3aMa YKJbYYEHHX Y
OJIP’)KUBOCT paKa M aronTo3y.

VY 0Boj cTynuju, Takohe, UCIIUTaH je YyTHIIA] NOJMCTUPEHCKUX MUKPO- U HAHO- YECTHUIIA
c 0o03UpoM Jla je MO3HATO je Ja je IUIacThKa cByaa oko Hac. IIporemyje ce ma je camo y
OKeaHuMa MPUCYTHO OKO 5,25 TpUIIMOHA MJIACTUYHUX YECTHIIA, ILITO MPEACTaBIba OMACHOCT 32
KHUBE oOpranusme, ykipyudyjyhu u seyne (85, 86, 87). Edextn HaHOIUIACTHKE Cy 4YeCTO
XpOHUYHH. TpeHyTHO 3HaMO BpJIO Majio O HHUMA, ajli MCTpaXUBama MoKa3yjy jAa nosehame
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KOHIIEHTpAIlMje HAHOIUIACTHUKE II0javyaBa yMallHe, [UTOTOKCHMYHE M TEHOTOKCHYHE EQEeKTe.
[TorpeOHO je BuUIE TOKCHUKOJIOIIKUX HCTpaXkKWBama Ja Ou ce 0osbe pasyMenu HEeraTHBHU
eeKTH HAHOIUIACTHKE Ha )KUBOTHY CPEIHHY U JbyJe. BaXKHO je MpOMMPHUTH UCTPaXKHUBaAKHA Y
OBOj 00JIaCTH KaKo OM Ce TPOHAIIJIO peliekhe 3a MpobieM 3araliema KOju U3 Tora MpOou3Ia3H
(88). Crymmje xoje mcrpaxyjy yrunaj PSNP nHa cyOnomymammjy MaTudHmX henwja paka
cMarpajy HpUCYCTBO HAHOYECTHUIIA MOJIMCTHPEHA Y CBAKOJHEBHOM OKpYXKEHY Kao TJIAaBHOT
3arahjuBauya (89).

Ynorpeba TeHEeTCKOT alrOpUTMa M MPHUCTYIa MOJeNla MAIIMHCKOT y4emha y aHaU3u
MapKepa MaTHYHMX henuja paka je HeHcTpakeHa o0JIacT UCTpaXKuBama. Y TOM CMHUCIHY,
yBEpeHHU cMO ja je koMmOuHaruja in Silico u in vitro cryauja nobap cucreM MojeaHpama y
uaeHTuGUKAji OMOMENMIMHCKUX Mapkepa MaTHuHux henmja pakxa. Edexar PSNP nHa
MatuuHe henuje paka Takohe je HeZJOBOJbHO UCTPAXKEHO MOpPYY]e.

Y OkBUpPY OBE JOKTOPCKE IHCepTalfje HCTPAKHBAIH CMO 00paciie eKCIpecHje
mapkepa y hemujama HCT-116 tpetupanmm ca PSNP. Vaeo henmja koje excmpumupajy
mapkep ABCG2 kpetao ce ox 6,71% npema 13,39% y nenokynHoj henujckoj momymnamuju.
Crnuuno, cyonomynamuja no3utuBHa Ha ALDHI1 kperana ce ox 6,13% mpema 26,8% yHyTap
nonynanuje HCT-116, henuja. Takohe cmo ucnuramun CD24+/ ABCG2+ cyGnomnynauujy,
koja je umHmia 0,31% mnpema 2,94% mnonynanuje HCT-116 henumja. Cauuno, CD24+/
ALDHI1+ cy6nonynanuja ynauna je 0,34% npema 2,09% uenoxynue nomynanuje HCT-116
hemja. OBW Hanasu Mpyxajy AparolieH YBUA Y AUCTPUOYIH]Y ¥ MPOMOPIH]e CHEUDUIHIX
cybmonymanuja Mapkepa y hemujckoj momymanuju HCT-116 Tpetupanoj ca PSNP. Osga
3amakama JoNpuHoce pasymeBamy edekara PSNP Ha oOpaciie excrpecrje oBUX Mapkepa y
henmnjama paka, HarjamaBajyhu moreHnujanHu ytunaj] PSNP Ha 3acTynmjbeHOCT MaTHMYHUX
henuja paka u pa3Boj IUJbaHUX CTpaTeruja jeuema (89).

UcrpaxuBamwe cyonomynanuje hemmja MDA-MB-231 tpetupanux HaHOuYecTHIIaMa
nonuctupena (PSNP) orkpuiio je 3aHMMIbMBE Hana3e y BE3HW ca CKCIPECHjOM CHEIUPUIHUX
Mmapkepa. [Iponenar henmja xoje excrpumupajy mapkep ABCG2 kperao ce ox 2,09% no
3,11% ynyrap mnomynanuje MDA-MB-231. Cauuno, cyb6nomymnaumja ALDHIje Ouna
3actymbeHa y 1,59% no 2,89% ykynne nonynamuje MDA-MB-231 henuja. OBa 3anaxxama
yKa3yjy Ha MPUCYCTBO Pa3MUUTUX cyOnomynanuja ynytap henujcke nunuje MDA-MB-231.
ITopen Tora, ananuza CD24+/ABCG2+ cybnonynamnuje mokasaina je pacnoH oxa 6,56% no
15,69% ynyrap nonynamuje heanja MDA-MB-231. Cy6nonynauuja no3utuHa Ha CD24/
ALDHI xperana ce ox 2,16% no 5,71% ykynne nomynauuje MDA-MB-231henuja. Ose
cneunpuyHe cyOnonysanrje Mapkepa npyxajy yBua y AuctpuOyuujy u nponopuuje henuja
KOje UMajy noBehaH MajqMrHU NMOTEHIMjall HaKOH TpeTtMaHa PSNP.

Sulukan u capagauim y cBojoj cTymuju mokasaiau cy edexar PSNP Ha paznuumte
OuoJtoIIKe mpoliece MmoBe3aHe ca pakoMm kopuctehu mozen 3edpuiie (eng. Zebrafish). Bbuxosu
Haja3w Cy yKasald Ha 3Ha4yajHe e(eKTe MOJMCTEPUHCKMX HAHOBEIMYMHUX YECTHIA Ha
MexaHu3Me TmoBe3aHe ca pakoMm (90). PazymeBame AMHAMUKE U MPONOpPIHMja OBHX
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cyOnormynanuja Mapkepa je KpUTUYHO 3a mpolleHy yTumaja PSNP Ha ekcmpecujy mapkepa
MaTuyHHX henuja paka. OBe HaHOYecTHIle Cy y cramy aa mpomoBuiry CSC u mory
JONPUHETH Tporpecuju Tymopa. [Iperxonne crymuje cy mokazane na cy ABCG2 u xymanu
knacrepu audepenumjarmje 33 (CD133) mapkepu BUCOKO EKCIIPUMHPAHH y heanjcKuM
JMHHAjaMa OTIIOPHUM Ha JIEKOBE M BHCOKO TYMOPOT€HHM, Kao mto cy MDA-MB-231 u MCF-
7, xoje noncehajy Ha matuune hemuje paka (CSC) (91). Uako cy CD24+/ABCG2+ u CD24
+/ALDHI1+ cyOnomynanudje Mame 3acTyIUbCHE Yy IIeNIUM TMOoIyJanjama henuja, oBe
KOMOMHaINMje yKa3yjy Ha moBehaHy arpecuBHOCT henmja paka y cMHCITY NMPOTPECHBHOCTH U
MOTEHIM]jalla pe3ucTeHuje Ha jekose (92). Hudepennujanna excrpecuja mapkepa ABCG2 u
ALDH]1 u3mehy henuja HCT-116 u henuja paka nojxke MDA-MB-231 yka3yje Ha pa3nuuute
KapaKTEepHUCTUKE U MOHamame oBux henujckux imHuja. Beha excnpecuja ABCG2 u ALDHI
y hemmjama HCT-116 yka3zyje Ha TOTEHIMjaJHY YJIOTY y PE3UCTEHIIMJU Ha JICKOBE W
ceojctBuMa ciuyHuM CSC cnenuduyHuM 3a KOJOpeKTaaHu KapiuHoMm. C Jpyre cTpaHe,
henuje MDA-MB-231, xoje cy MeTacTaTcKOr MOpeKia, MoKa3yjy pa3IuuuTe KapaKTepUCTHKE
y niopehemy ca henmujama HCT-116.

Mertacrarcke henuje paka MOry ce MIMPUTH OJ MPUMapHOr Tymopa J0 YJIa/beHHX
MecTa y Telly, WITO JOBOAM JI0 HAcTaHKa arpecHBHUjer M WHBa3uWBHHUjEr (EeHOTHUIIA.
Mertacrtarcka npupoaa henuja MDA-MB-231 mosxe o6jacHuty Behy ekcripecujy arpeCUBHHUX
cyomonymanuja, kao mro cy CD24+/ABCG2+ u CD24+/ALDHI1+ hemuje (93). Ose
cyOmonyanuje cy moBe3aHe ca nmoBehaHuM TyMOpPOTEHHM MOTEHIIM]aJIoM U OTIOpHomhy Ha
KOHBEHITMOHAIHE TpeTMmaHe. CTHIamke METacTaTckux cBojcraBa hemnjama MDA-MB-231
JONIPUHOCH HUXOBOM arpeCMBHOM TOHAIIalkby M CHOCOOHOCTH Ja KOJOHH3Y]y HOBa TKHBA
(94). Hacympotr Ttome, hemuje HCT-116 mnoka3yjy ymepeHy HWHBA3UBHOCT U CMambCHH
Mertactarcku kamarureT. HCT-116 henuje cy n3BeneHe u3 nmpuMapHOT TymMOpa U MOTY UMaTH
paszIuuuTe MOJICKYyJIapHEe KapakTepucTuke y nopehemy ca henmjama MDA-MB-231.

[IpumapHO OKpyKeme TyMOpa ce Pas3iiiKyje O] OKpyKema yAaJbeHUX MeTacrasa, a
henuje xKoje MOTHYY U3 OBHX Pa3IUUYUTHX (a3a Mporpecuje paka mokKasyjy pa3IuduTe oopaciie
excrpecuje Mapkepa kao mro cy ABCG2 u ALDHI. udepeniujanna ekcrpecrja Mapkepa
ABCG2 u ALDH1 u3melyy oBux henujckux jgMHMja HarjamaBa XeTEpOI€HOCT U CI0KEHOCT
paka. McnuTuBameM MHIUBUIYaTHUX KapaKTepUCTHKAa CBake henmuje paka CTUYE Ce YBHUI Y
OCHOBHE MEXaHMU3Me Koju Mmokpehy mporpecujy TyMopa u MeTactase, ITo Ha Kpajy JOBOAH JI0
pa3Boja crnenuPpUUHUX IUJBAHUX Tepamuja Koje OoaroBapajy oapeheHuM THIOBMMA U
CTa/ljyMuMa paka.

VY oBoj crymuju GA amroputraMm je KopuiiheH 3a pa3Boj Mojiesia KOju OM MMao
CIOCOOHOCT J1a mpoueHu pact henuja Tpetupanux PSNP tokom Bpemena. Mozen je oOyueH
Jla TpeABUIM NoHamamwe henuja y Oyayhem Bpemeny y 76 u 96 catu. CBaku HOjeMHAYHU
Mojnen mpeaBuhama WMa apXWBUPaHy BHCOKY TadyHOCT Ca BHCOKUM KOE(HUIM]EeHTOM
nerepmunanuje R?. Ipoceuan R? je 6uo 0,979 (mun. 0,93 — mak. 0,99) 3a npexsubhame oz 76
catu. Ha ocHOBY OBHX pe3ysTaTa MOXKeMO 3aKkJbyuuTH J1a ce GA MOKe KOPUCTHTH Kao BeoMa
npenu3aHn nomohHu amar 3a In Silico Tectupame, ananu3ly u npaheme mNOHamamba
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cyonomynanuje MmatuuHuX henuja paka. [IpegHocT oBakBHX Mojiena je mrto Ham omoryhaBajy
Ja TPEIU3HO TPATHMO CTalke IOHAllaka heluje y CBaKOM TPEHYTKY, 3a Pa3jiuKy O]
EKCIIEPUMEHTATHIX MEpeHha Koja Cy TUCKPETU30BaHA Y BPEMEHCKUM WHTEPBAIMMA.

['maBHM IWJb IPUMEHE HyMEPUYKHX CUMYJIAIMja Y OKBUPY UCTPAKHMBAA POTPECH]e
U JIeUCHha paka je Jla ce pa3BHje MOJIET KOjU MOXKE MPEIU3HO CUMYIIMPATH TOHAIIake henuja
paka W Toy3JIaHO MpeaBHAeTH pacT oBux henuja. Kopucrehm oBaj mozen O6mio 6u moryhe
aHAJIM3HMPATH IUPOK CIIeKTap MOryhux HauMHA TEParieyTCKOT HUJbakha PA3IMUMTUX acleKkaTa
henuja paka in silico 6e3 morpebe 3a u3BOhewHEM AYroTpajHUX W CKYNMUX €KCIIepUMeHaTa 3a
CBaKM pa3Mmarpand TperMmad. llopen Tora, MaTeMaTH4KH MOJET C€ MOXE KOPHCTUTH 3a
npensuhame onarosopa henwja paka Ha pa3nUyUTe TPETMaHE U UJICHTHU(PUKOBAHE
MOTEHIMjATHUX KOMOWHAIMja JIEKOBa KOje OM MorJje Ja Mo0oJbIlaj)y HUXOBY €(PHKACHOCT.
Konauno, MaTemMaTH4Ku MOJIEHN C€ MOTY KOPHCTUTH 3a CUMYJAIlH]y MOHamama henuja paka
y Pa3IUYUTAM MHUKPOOKPY)KEHHMa W Tpeasuhame HUXOBOI TMOHaIIama in Vivo. Ose
uHpopmalje Mory nomohu y pa3Bojy MEpCOHATM30BAHUX Teparvja paka U MOOO0JbIIATH
e(UKaCHOCT TPEHYTHHX TPETMaHa.
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3AKJbYUILIA
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6. 3AKJbYULIN

Kanmep je cioxkena 00JIeCT KOjy KapaKTepuIle pacT M nposmdeparuja TYMOPCKHX
henmuja xoje HHUCY MOA KOHTPOJIOM JoMahMHOBUX OIOpaMOCHHMX MeXaHW3aMa W HOPMATHUX
CUTHAJTHUX ITyTeBa KOjU KOHTpoyimmly henwmjcku nukiayc. Pa3dymeBame Oamanca wmsmely
nponudepanrje TyMopckux henuja (OApKUBOCTH) W arloONTO3€, MPOrPAMUPAHOT MEXaHU3Ma
henmjcke cMpTH, KJBYYHO j€ 3a pa3Boj epukacHUX Tepamnuja mpoTuB Tymopa. [a 6u ce Gosbe
pa3ymMeo 0Baj 0jiHOC, KopulitheHu ¢y OMoomKy U HyMepuuku anatu y in sillico moaenosamy
pacrta, pe3uctennyje u yinore CSC y nporpecuju Tymopa.

buonouku npuctyn ykibydyje eKCliepuMEHTaIHE METO/IE€ Kao IITO Cy Kyiarypa henuja,
MPOTOYHA ILUTOMETPHja, pelaTUBHA €KCIpecuja TeHa U mnpahewe BUTATHOCTH henuja y
peaJlHOM BpeMeHy Kako OM ce mpoyuyaBajo MoHamame henuja paka y pa3iMuyuTHM yCIOBHMA.
OBHU eKCIepUMEHTH MOry MOMOhM y HICHTH(UKAIMjH KJBYYHHX CHTHAJIHUX IyTeBa M
MOJIEKYJIApHUX MeXaHW3aMa YKIJbYUSHHX Y OJPXHBOCT paka m amomntody. C npyre crpane,
MPUCTYIIA HYMEPUYKOT MOJETHpama KOPUCTE MaTeMaTHYKe M padyHapcKke Mojene na
CUMYJIUpajy MOHalame henuja paka U npeABHIe HUXOB OJTOBOP HA Pa3iIHMYUTEe CTUMYIIyCE.
OBu Mozaenu Mory y3etd y o03up paznuuure (akrope, Kao IITO cy henujcko
MUKPOOKpYKEHe, 00paciiy eKCIpecHje reHa M CUTHAIHE MPEeKe, KaKo OM ce MPYXKHO YBU Y
NOHAlllalke KaHIlepa Ha HHUBOY cucteMa. KoMOuMHOBame o00a mpucTyna MOKe MNPYXKHUTH
CBEOOYXBAaTHO pa3yMeBame OJPKUBOCTH paka M afonTro3e W TIOMOhM y pas3Bojy
NEPCOHAIN30BAHUX TEpaIyja paka.

Hamr maremaTuuku Mozen MOKE MOMOhM y MHTETpalMjH CIOKEHUX M XETEPOTreHHX
MoJlaTaka U3 Pa3IMYUTUX U3BOpa YKIbYyUyjyhH T€HOMHKY, TPOTEOMUKY U TPAHCKPUIITOMUKY.
OBa wuHTerpamyja MOXe IPYXKHTH CBEOOYXBAaTHHjE pa3yMeBambe OCHOBHUX MEXaHHM3aMa
OJIPXKUBOCTU paka u amomnrto3e. C Ipyre crpaHe, MareMaTWYKH MOJeN Moxe momMohu y
UACHTU(DHUKAIM]H KIbyYHHX CUTHAJIHUX IyTEBA U MOJICKYJAPHUX IMJbEBA, KOJH CY YKJbYUCHU
y peryjiainujy OAp>KHUBOCTH paka W amomnrtosze. OBe mHpopManmje Mory momohu y pasBojy
HOBHX Tepanuja paka W IUbaHUX JieKoBa. llopen Tora, MaTeMaTWYKd MOJEN CE MOXKE
KOPDUCTHTH 3a TpeaBuhame onaroBopa hemmja paka Ha pasIHyuTe TpPEeTMaHEe W
UICHTU(PUKOBamEe MOTEHIMjAIHUX KOMOWHAIMja JIeKoBa Koje OM Morjie 1ga mNoOoJbliajy
BUXOBY epukacHOCT. KOHaYHO, MaTEeMaTHYKH MOJEIH CE€ MOTY KOPHCTHUTH 3a CHMYJIAIH]y
MoHalIama henuja paka y pasIHuUTHM MHKPOOKpY)XKCHUMa W TpeaBuhame HUXOBOT
noHarama in Vivo. Ha ocHOBY pe3ynTara OMOMEIUIIMHCKUX HCTPAKUBAKba O YTHIAJy 0caM
XEMHUOTEpaIeyTHKa Ha CucTeMe NeTMjCKUX MoJIelia IoJa3uMo 10 7 3HavajHa 3aKJbydKa:

CHaxxaH edexar Ha moBehame KacHe anoITo3e U HEKPO3€ KO MOJIeNIa PaKa;

3HayajHa CeJIEKTUBHOCT IpeMa KaHIEepy Y OAHOCY Ha 31ipaBe hemnwuje;

Jaka xopenatuja usmely onpehennx napamerapa oAp>KMBOCTH U allONTO3€;

Wnentudukosanu npodunn Mapkepa, ykpydyjyhu CD24, CD44, ALDHI1 u ABCG2,

nose3aHH cy ca nosehanom excrnpecujom CSC HakoH TpeTmaHa ca 5-FU;

5. HcrpaxuBame Harjamana MOTEHIIH]jal BEIUTaYKe UHTEIUIeHIIN]je, TOCEOHO reHETCKUX
anropuTama, y npensuhamy ekcrpecuje CSC mapkepa TOKOM BpeMEHa;

6. HUctpaxuBame ytunaja PSNP-a nma 3a uuse na nobuje neTtabHUjH YBUJ Y CIOXKEHY

JMHAMUKY KaHIlepa Kao M IOTEHLHWjanHe edekre 3araliema >XUBOTHE CpeAuHE Ha

KaHuepe. Hanouectuiie noiaucTupeHa CTUMyJIUCale ¢y pa3Boj Mame AudepeHIupanux

el N =
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henmjckux cyOmomynanuja yHyTap Tymopa, yuMe cy mnoehaBasie HMBO OumoJoOLIKE
arpecuBHOCTU TYMOpA;

7. Banmpamuja ManIMHCKOT y4Ye€ha, Kao MOy3/4aH M KOPHCTaH MPUCTYI, Mpernopydyje ce
3a aHauM3y BEIUKUX OWOMEOUIMHCKAX O0a3a mojaraka. OBakBa HMCTPaKUBAA
mo0OoJbIIIaBajy HAlle pa3yMeBame MATHYHUX henrja paka, dyuMe ce MOXKe JaTH
JONPUHOC KAaKO y pa3yMeBamy OHMOJIOTHjE KaHIlepa TaKo M y NMPOHATAXKEHY HOBUX
TEPanjCKUX NPUCTYNa M HAYMHA KaKO KOMOWHOBATH pAa3JIMUYUTE JIEKOBE DPaH
mo0oJbIIamka TEPAIHjCKOT YIMHKA a CMamkemha HEeXKEJbeHUX edekara Ha 3/1pase henuje.
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CKPAREHMIIE

CSC — kannepcke Mmatudse hemnmje

TME — Tymopcka MUKpOcpeaHa

CAFs — Cancer-associated fibroblasts

MSCs — me3enxumanne hemnuje

CAAs — (Cancer-associated adipocytes)

TEC — (Tumor blood vessels and tumor-associated endothelial cells),
PC — nepuuutu

IGF1R — Mnucynuny cnuvan akTopy pacta

JIHK — ne3okcupuboHyKIeMHCKA KUCEIMHA

PHK — pubonykienHcka KuceianHa

PI3K — ®ochatuaunmHo3uTon 3 KuHasze

BC — Kapuunowm nojke

CRC — KonopekTaaHu KapIimHOM

RTCA — Realtime cel lanalyzer

5-FU-5 — dyopoypanuny

RT-PCR — peBep3na tpanckpuniuja PHK y kommementapay JJHK
ML — Mojen MalluHCKOT y4Yeha

GA — reHeTcKu ajaropuram

HCT-116 — henujcka nuHUja KaHIIEpa KOJIOHA

MDA-MB-231 — henujcka 1uHUja KaHIEpa T0jKe

MRC-5 — 3apaBa henmjcka nuHuja pudpobdIacTa
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Obpazay 1

HU3JABA AYTOPA O OPUT'HHA/IHOCTH /IOKTOPCKE TUCEPTALIUJE

U3jaBibyjem na qoKTOpCcKa IuMcepTalija moj HaclIOBOM:

,,AHaJII/I3a npe)lmcuuje MATHIHOCTH KapuuHOMaA )IOjKe H KOJIOHA y TPETMaHy

XeMHOTepaneyTHIUMA IPMMEHOM aJ1aTa MaTeMATHYKOI MOJAeJIMpPama”

npeacTraBjba OPUCUHATIHO aymopcko oeno HacTalio Kao pe3yiTar concmeeHnoe

UCPad*CU8auKo2 paod.

OBowMm M3jasom Takohe moTBphyjem:
® J1a caM jeOuHu aymop HaBEICHE TOKTOPCKE AMCETAIH]e,

e Jla Yy HAaBEJCHO] JUCEPTALUJU HUCAM U3BPUIUO/IA Nospedy ayTOPCKOT HUTU JPYTOr

IIpaBa UHTENEKTyallHe CBOJUHE APYTHUX JIMIA.

VY Kparyjesuy, 16.09.2024. roause,

QKJ\W\CU\(\,)(EMLCt%L-i

MIOTIIHC ayTOpa \)
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Obpazay 1 a

(3a TOKTOpE HayKa KOjH CYy OJOpaHIIIA JOKTOPCKY TUCEPTAIU]y

IPe YCIOCTaBIJbaha JUTUTATHOT PEIIO3UTOPH]YyMa)

H3JABA AYTOPA O OPUTHHA/THOCTH JIOKTOPCKE JTUCEPTAILIUJE

Ja, Ampa PamoBuh Xam3aruh, uzjaBsbyjeM Ja JOKTOpPCKa AUCEPTaIIH]ja MOl HACIOBOM:

»AHAJIHN32 NPeJUKIHje MATUYHOCTH KAPIMHOMA J0jKe U KOJIOHA Y TPeTMaHy

XeMHOTepaneyTHIUMA IPMMEHOM aJ1aTa MaTeMATHYKOI MOJAeJIMpama”

KOja je ogOpameHa Ha

Yuusep3uteta y Kparyjesily npeacraBiba opueuHaiHo aymopcko 0eno HacTajlo Kao pe3yiTar

CONCMeeHoc ucmpasicueauKkoe pa()a.

Osom H3jasom Takohe nmoTBphyjem:

® Ja caM jeounu aymop HaBeJIeHe IOKTOPCKe AucepTaiyje,

® Jay HaBEeJECHO] IOKTOPCKO] AUCEPTALM]HU HUCAM U3BPUIUO/IA NOBped)y AyTOPCKOT HUTH
JpyTror IpaBa UHTEIEKTyallHe CBOjUHE APYTUX JMLA,

® J1a yMHOXXEHHU IPUMEPAK JOKTOPCKE JUcepTaluje y MTaMIaHoj GopMH y YhjeM ce
IpuJIory Hanasu oBa M3jaBa cagpu TOKTOPCKY JUCEepTalMjy HCTOBETHY OA0PamEHO)]

JOKTOPCKO] TUCEPTaIU]jH.

VY Kparyjesiy, 16.09.2024. roause,

Q&m\)\(‘,){ﬁmmt%d
3

MIOTIHC ayTopa
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Obpaszay 2

HU3JABA AYTOPA O HCTOBETHOCTH LHITAMIIAHE H EJIEKTPOHCKE BEP3UHJE
JOKTOPCKE /IUCEPTAIIUJE

U3jaBibyjem na cy mtraMmana v eJIeKTPOHCKA BEp3HUja JOKTOPCKE TUCepTaIlije MO HACIOBOM:

,,AHaJII/I3a npe)]mcuuje MATHIHOCTH KapuuHOMaA )IOjKe H KOJIOHA y TPETMaHy
XeMuoTepaneyTuuumMa npuMeHoOM ajiata MaTEeMaTHYKOI M0)1e.1mpaH)a”

HUCTOBECTHE.

V¥ Kparyjesity, 16.09.2024. ronune,

Q&m\)\(‘,){ﬁmmt%d
3

IOTIIHC ayTopa
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Obpaszay 3

HU3JABA AYTOPA O HCKOPHUIITRABAK Y /[OKTOPCKE /IUCEPTALIHJE

Ja, Ampa Pamosuh Xam3aruh,

X

J03BOJbaBaM

HE 103BOJbaBaM

YHuBep3utetrckoj oubnuorenu y KparyjeBiy ga HauMHM JBa TpajHa YMHO)KEHA MPUMEpKa y

€JIEKTPOHCKO] (OPMHU TOKTOPCKE JTUCEPTAIIH]€ O] HACIIOBOM:

»AHAJIN32 NPeIUKIHje MATUYHOCTH KAPIIMHOMA J0jKe U KOJIOHA Y TPeTMAaHy

XeMUOTepaneyruuuMa NpuMeHoOM a1aTa MaTeMATHYKOTI Mojeaupama”

U TO y IEJIMHYU, Ka0 U JIa [0 jeJlaH MpUMepaK Tako YMHOXEHe JOKTOPCKE JAUCepTaluje YYUHU

TPajHO JIOCTYIIHUM JaBHOCTH IIyTEM JUTUTAIHOT PEMO3UTOpHjyMa YHUBEp3UTETa Yy

KparyjeBiy u neHTpasHOr perno3uToprjyma HaJjaeKHOT MUHUCTAPCTBA, TAKO J1a MPUIaAHUIU

JaBHOCTH MOTY HAaYMHHUTHU TpajHE YMHO>KEHE MPHUMEPKE Yy eJEeKTPOHCKO] (opMU HaBeleHE

JOKTOPCKE ,Z[HCGpTaL[I/IjC IMyTEM IpCy3nMama.

OBowm H3jaBom Takohe

X

JA03BOJbaBaM

He J103BOJbaBaM’

! Vkomuko ayTop u3abepe Ja He J0O3BONM IPUNATHULMMA jaBHOCTH [a TAKO AOCTYIHY JOKTOPCKY AMCEPTAaLHUjy
kopucte moj ycinoBuma yTtBphermMm jemHoMm ox Creative Commons JWIEHIM, TO HE HCKIBydyje MPaBO
MIPUITAJHAKA jaBHOCTH Jla HABEJCHY JOKTOPCKY MHCEpTAIlHjy KOPHCTE y CKIady ca oapexndama 3akoHa O
AyTOPCKUM U CPOIHUM IIPaBIMA.
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MPUMAIHUIIIMA JABHOCTH J]a TAKO JOCTYIHY JOKTOPCKY JAUCEPTALH]y KOPHUCTE MO yCIOBHUMA

yrBphenum jenHom on cieaehux Creative Commons JIMIIEHITH:

1) AyrtopcTBo

2) AyTOpPCTBO — JICJMTH O]l UCTHM YCJIIOBHMA

3) AyropcTBo — 6e3 mpepasa

4) AyTOpCTBO — HEKOMEPIIH]aTHO

5) AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMjaITHO — JEITUTH 10T HCTUM yCJIOBUMA

6) AyTOpCTBO — HEKOMEPIHjaTHO — Oe3 TIpepasa’

V¥ Kparyjesity, 16.09.2024. ronune,

QO\W\CU\Q)(E*MLC*%C
N

MIOTIIHC ayTOpa

2 MonmuMo ayTope KOjH Cy W3a0paiu Ja J03BOJie TPHIAIHHIMMA jABHOCTH 1a TAaKO JOCTYMHY IOKTOPCKY
JcepTanyjy KOpUCTe 1Mo ycioBuMa yTBphernm jenunom ox Creative Commons JIMIEHIN A2 320KPYXKe jeTHY O]
nonyhenunx muneHnu. Jletaspan caaprkaj HaBEICHUX JMISHIN JIOCTYTIaH je Ha: http://creativecommons.org.rs/
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