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Strukturno i redoks reprogramiranje tumorskog i pridruZenog masnog tkiva miSeva sa
funkcijski utiSanim NRF2 u ortotopskom modelu kancera dojke

Sazetak

Kancer dojke je kompleksno metabolicko oboljenje praceno izrazenim redoks i metabolickim
reprogramiranjem tumora. Kao klju¢na komponenta tumorske mikrosredine, masno tkivo ostvaruje
morfo-funkcionalnu interakciju sa tumorom i definiSe tumorogenu niSu. Mehanizmi u osnovi
reprogramiranja tumora, interakcije tumora i masnog tkiva u tumorskoj mikrosredini, kao i uloga
redoks-senzitivnog nukleusnog faktora-eritroid faktor 2-zavisnog faktora 2 (NRF2) tokom rasta
tumora nedovoljno su razjasnjeni. Cilj doktorske disertacije je da se ispitaju strukturni, redoks i
metaboli¢ki profili tumorskog, kancer-asociranog i kontralateralnog ingvinalnog masnog tkiva in vivo
tokom rasta tumora dojke (tumori od 10, 50 i 200 mg). Poredenjem miSeva divljeg soja (eng. wild-
type, WT) i miSeva bez funkcijski aktivnog NRF2, ispitani su NRF2-zavisni mehanizmi redoks-
metabolic¢ke interakcije tumora i masnog tkiva na lokalnom i sistemskom nivou. Rezultati su pokazali
dinamicko, tkivno-specifi¢éno redoks i metabolicko reprogramiranje sa rastom tumora. U WT
misevima, tumor uspostavlja glikoliti¢ki fenotip i povisen redoks prag, praen promenama u
mitohondrijalnoj dinamici i funkciji. Istovremeno, kancer-asocirano masno tkivo odlikuje
sinhronizovana diferencijalna regulacija klju¢nih metaboli¢kih i antioksidativnih enzima. Nasuprot
tome, odsustvo funkcijski aktivnog NRF2 u tumorskoj mikrosredini dovodi do izmenjene regulacije
dinamike mitohondrija, antioksidativne odbrane, NADPH-produkujuéih i metabolickih puteva u
tumoru, pre svega u inicijalnim fazama rasta (10 mg), koje se postepeno prevazilaze sa daljim rastom
tumora. Stoga, rezultati ove doktoroske disertacije po prvi put pokazuju NRF2-zavisnu sinhronizaciju
redoks i metaboli¢kog reprogramiranja tumora dojke i njegove mikrosredine, specifiéno kancer-
asociranog masnog tkiva, na taj nacin formirajuéi jedinstveni pseudo-organ, u kome tumorska
mikrosredina aktivno uc¢estvuje u uspostavljanju fenotipa tumora dojke.

Kljuéne reci: kancer dojke, tumorska mikrosredina, masno tkivo, NRF2, antioksidativna odbrana,
redoks reprogramiranje, metabolicko reprogramiranje, remodeliranje mitohondrija.

Naucna oblast: Biologija

UZa nauéna oblast: Celijska i molekularna onkologija



Structural and redox reprogramming of tumour and associated adipose tissue in mice with
functionally inactive NRF2 in an orthotopic breast cancer model

Abstract

Breast cancer is a complex metabolic disease characterised by pronounced redox and metabolic
tumour reprogramming. As a key component of the tumour microenvironment (TME), adipose tissue
establishes morpho-functional interaction with the tumour and defines a tumour-promoting niche.
The mechanisms underlying tumour reprogramming, the interactions between tumour and adipose
tissue in TME, and the role of redox-sensitive transcription factor NRF2 (Nuclear factor erythroid 2-
related factor 2) during tumour growth, remain unclear. The major aim of this doctoral dissertation is
to examine structural, redox and metabolic profiles of tumour, cancer-associated and contralateral
inguinal white adipose tissue in vivo during breast tumour growth (10, 50, and 200 mg tumours). By
comparing wild-type mice (WT) and mice lacking functionally active NRF2, NRF2-dependent
mechanisms of the tumour and adipose tissue redox-metabolic interactions were investigated at both
local and systemic levels. These novel results demonstrate dynamic, tissue-specific redox and
metabolic reprogramming during tumour growth. In WT mice, tumour establishes a glycolytic
phenotype and high redox threshold, with changes in mitochondrial dynamics and function. In
parallel, cancer-associated adipose tissue shows synchronised and differential regulation of key
metabolic and antioxidant enzymes. In contrast, Nrf2”- TME leads to altered regulation of the tumour
mitochondrial dynamics, antioxidant defence, NADPH-generating and metabolic pathways,
particularly in the initial phases (10 mg), which become gradually compensated with further tumour
growth. In conclusion, this doctoral dissertation reveals for the first time the NRF2-dependent
synchronisation of redox and metabolic reprogramming between breast tumour and TME, particularly
cancer-associated adipose tissue, thus forming a unique pseudo-organ, in which TME actively
contributes to the establishment of breast tumour phenotype.

Key words: breast cancer, tumour microenvironment, adipose tissue, NRF2, antioxidant defence,
redox reprogramming, metabolic reprogramming, mitochondrial remodelling.
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Scientific subfield: Cellular and molecular oncology



SADRZAJ

IR O LY @ 5 PR SPRPI 1
1.0 KANCEE AOJKE ...ttt bbb bbbt bbb 1
1.2. Metaboli€ko reprogramiranje U KanCeTl .........cucviiveriiiiiiieiieeie et 1
1.3. Mitohondrije: dinamic¢no jezgro redoks-metabolicke homeostaze .........occvevvviiiiiieiiiiieiinenns 5
1.4. Redoks homeostaza i reprogramiranje U KaNCEIU ...........ccueveeieieerieiieseesie e seesie e see e 5
1.5. Regulacija redoks-metabolickog reprogramiranja..........ccccceeeereesieseeseeseeseeseessesseeseesseseenns 9
1.6. NRF2: centralni regulator redoks-metabolicke homeostaze...........ccccvevveivereciieiieseere e 10
1.7. TKivo dojke i tumorska MiKroSrediNg ..........cccvevveiieieerie e 13
1.8. Redoks-metaboli¢ka kooperacija izmedu kancerskih ¢elija i kancer-asociranih adipocita u
g [or T (U o (0] | -SSP 13

N O 1 N | SRS 16

3. MATERIJAL I METODE ..ottt 17
3.1. EKSperimentalni diZajN.........cccooviiiiie it 17

3.1.1. Ortotopski model kancera dojke kod WT i Nrf2KO miSeva.............cccouvveiviiiiiiinnnnnnn, 17
3.1.2. Celijska kokultura MCF-7 ¢elija kancera dojke i primarnih adipocita ..............c........... 18
3.2. Priprema tkiva Za @NAlIZE ..........cooiiiiiiieeee s 18
3.2.1. Svetlosna i elektronska MIKIOSKOPIJA.........ccviiriiiiieieiesie s 18
3.2.2. Enzimska aktivnost 1 WeStErn DIOt ..........ccoooveiiieiiee e 19
3.2.3. Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu (RT-PCR) ......ccccoovviiveiiviiniienee, 19
3.3. Odredivanje KONCENTraCIje PrOTEING ........ccuervirueriiitiiiisieei ettt 19
3.4. Odredivanje koncentracije RNK ...........coooiiiiiiiii e 19
3.5. SDS-PAGE 1 WESLEIN DIOL ... et 20
3.5.1. EleKtroforeza Proteing .........c.cooiiiiieieiee st 20
3.5.2. Prenos proteina sa SDS-poliakrilamidnog gela na membranu i imunoloska detekcija
imobilizovanih proteina (Western BIOt) .........ccooiiiieii i 20
3.5.3. Kvantifikacija rezultata dobijenih Western blot analizom..............ccccoceovviiviiciiicneeee, 23
3.6. Analiza nivoa 4-HNE ELISA MELOUOM .......oiiiiiiiiiie e 23
3.7. Analiza aktivnosti enzima antioksidativne odbrane............cccoeiiiiinniie 23
ST KALAIAZA ...ttt 23
3.7.2. GlUtAtioN PErOKSIAAZA .........ccvveiieeiiie ettt et a e be e reeeree s 23
3.7.3. GIUtAtiON S-tranSTEIazZa. .......cc.oiiiiieiiee e e 23
3.7.4. GIUtAtION FEAUKLAZA ......c.veveeie e et 24
3.7.5. TIOredokSin reAUKLAZA. ........cccueiiiiieie e e 24

3.7.6. SUPErOKSIA AISMULAZA.........eeivieiiieiie sttt e e e nreenee s 24



3.8. ANaliza NivOa GIULATIONA ......c.eeiiieieee et e e enre e e 24

R TR G 1 0 PSPPSR 24
3.10. Analiza lokalizacije proteina mikroskopskim metodama ...........ccccoovverinieeieienc s 25
3.10.1. Imunohistohemijska lokalizacija Proteina ...........ccceverereiinininisieeee s 25
3.10.2. Imunofluorescentna lokalizacija Proteina ...........ccceoeieieiiniiiiisieee s 26
3.10.3. Elektronska MiKrOSKOPIJA. ........ccviiaieieieiieiiesie et 27
3.11. StatistiCka obrada rezUITAta .............cceieiiiiii e 27
B e 4 6 I N PR PPR 28
4.1. Promene telesne mase, mase tumora i relativne mase kancer-asociranog i kontralateralnog
ingvinalnog masnog tkiva kod WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke ...........cc.cceeneee. 28
4.2. Opste morfoloske karakteristike tumorskog, kancer-asociranog i kontralateralnog
ingvinalnog masnog tkiva WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke .........cccoocervrinnnnnnn. 30
4.2.1. Morfoloska analiza tUMOISKOQG tKIVA..........cccoviiiiiiiiiiiee s 30
4.2.2. Morfoloska analiza kancer-asociranog masnog tkiva...........c.ccocvverinninrenene s 31
4.2.3. Morfoloska analiza kontralateralnog ingvinalnog masnog tkiva...............cccccoevveeannnns 32
4.3. Ortotopski model kancera dojke kod WT i Nrf2KO miSeva .......cccccevvevieiiieieene e 33

4.3.1. Obrazac proteinske ekspresije i lokalizacije proliferativnog celijskog nukleusnog
antigena (PCNA) u tumorskom tKiVU AOJKE..........ccveiiiieiiec e 33

4.3.2. Genska ekspresija transkripcionog faktora Nrf2 u kancer-asociranom masnom tkivu... 34

4.3.3. Proteinski nivo NQO1 u tumorskom, kancer-asociranom i kontralateralnom

INGVINAINOM MASNOM TKIVU......ccviiiiiiiecc ettt te e rnesreenra s 34
4.4. Redoks profili tumorskog, kancer-asociranog i kontralateralnog ingvinalnog masnog tkiva
WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojKe ........c.cueviieriiiiiencie e 36

4.4.1. Obrazac proteinske ekspresije i lokalizacije NRF2 u tumorskom tkivu dojke................. 36

4.4.2. Obrazac proteinske ekspresije i lokalizacije CuzZnSOD u tumorskom tkivu dojke.......... 37

4.4.3. Obrazac proteinske ekspresije i lokalizacije MnSOD u tumorskom tkivu dojke ............. 38

4.4.4. GSH-zavisni antioksidativni sistem u tumorskom tkivu dojke ... 39

4.4.5. TRX-zavisni antioksidativni sistem u tumorskom tkivu dojKe ..........cccevvviieiciciiiininn, 42

4.4.6. Proteinski nivo, aktivnost i lokalizacija katalaze u tumorskom tkivu dojke .................... 43

4.4.7. Aktivnost enzima antioksidativne odbrane u kancer-asociranom masnom tkivu ............ 44

4.4.8. Proteinski nivoi enzima antioksidativne odbrane u kancer-asociranom masnom tkivu..45

4.4.9. Aktivnost enzima antioksidativne odbrane u kontralateralnom ingvinalnom masnom

4.4.10. Proteinski nivoi enzima antioksidativne odbrane u kontralateralnom ingvinalnom
MASNOM TKIVU L.ttt ettt ettt et se e bt et bt e st e et e e neenbeebesneenbeenbeas 47

4.4.11. Proteinski nivo NOX2 u tumorskom, kancer-asociranom i kontralateralnom
INGVINAINOM MASNOM TKIVU....cuvieiiiiii et re e e e snnas 48



4.4.12. Proteinski nivoi NADPH-generisucih enzima u tumorskom tkivu dojke ....................... 48

4.4.13. Proteinski nivoi NADPH-generisuc¢ih enzima u kancer-asociranom masnom tkivu .....49
4.4.14. Proteinski nivoi NADPH-generisucih enzima u kontralateralnom ingvinalnom masnom
L1203 RSP RR 50
4.5. Mitohondrije u tumorskom tkivu WT i Nrf2ZKO miseva tokom rasta tumora dojke .............. 51
4.5.1. Ultrastruktura mitohondrija u tumorskom tkivu dojKe ...........ccocvviiiiiiieiinc e 51
4.5.2. Proteinski nivoi markera mitohondrijalne dinamike u tumorskom tkivu dojke................ 52
4.5.3. Proteinska ekspresija, lokalizacija i kolokalizacija DRP1 i VDACL1 u tumorskom tkivu
(0 [0 | (TSP T PSP TP U P PRURPRO 53
4.5.4. Proteinska ekspresija, lokalizacija i kolokalizacija MFN1 i VDAC1 u tumorskom tkivu
(0 [0 | (TSSO PSR P PP PRURPRO 54
4.5.5. Proteinska ekspresija, lokalizacija i kolokalizacija DRP1 i OPA1 u tumorskom tkivu
(0[] |G SRR 55
4.5.6. Proteinski nivoi subjedinica kompleksa elektron transportnog lanca u tumorskom tkivu
(0[] |G SRR 56
4.5.7. Proteinska ekspresija i lokalizacija ATP sintaze u tumorskom tkivu dojke.................... 57
4.5.8. Analiza aktivnosti mitohondrija i nivoa ROS u kancerskim celijama dojke i adipocitima
U KOKUTTUTT .ttt bbbttt et bbb beereene s 58
4.6. Metabolizam glukoze i laktata u tumorskom i kancer-asociranom masnom tkivu WT i
Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dOJKe ........ccovvriiiiininiiiieesie e 59
4.6.1. Proteinska ekspresija, lokalizacija i kolokalizacija PFKFB3 i insulina u tumorskom
LYV [0 LGSRSO 59
4.6.2. Proteinska ekspresija, lokalizacija i kolokalizacija GLUT1 i GLUT4 u tumorskom tkivu
(0 [0] | (=S TURTUP TR PSPPSR 61
4.6.3. Proteinski nivoi enzima ukljucenih u metabolizam laktata u tumorskom tkivu dojke .....62

4.6.4. Proteinska ekspresija, lokalizacija i kolokalizacija MCT1/MCT4 i CAIX u tumorskom
EKIVU GOJKE ..ttt bbbttt et bbbt 63

4.6.5. Imunohistohemijska detekcija MCT1, MCT4 i CAIX u tumorskom tkivu dojke .............. 64

4.6.6. Proteinski nivoi enzima metabolizma glukoze i laktata u kancer-asociranom masnom

4.6.7. Proteinski nivoi pAMPKa i HIF-1a u tumorskom i kancer-asociranom masnom tkivu ..68

4.7. Proteinski nivoi enzima biosinteze masnih kiselina u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miSeva
tOKOM rasta tUMOIA AOJKE.......couiiiiie e e et te e saee s 69

4.8. Genska ekspresija markera mrkih i bez adipocita u kancer-asociranom masnom tkivu WT i
Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojKe ...........ccovviiiiiiiiiiiiiii e 69

4.9. Proteinski nivoi rNRF1 i NRF1 u tumorskom, kancer-asociranom i kontralateralnom
ingvinalnom masnom tkivu WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojKe .............ccocvvvrrnnne. 70

4.10. Analiza molekularnih markera ekstracelularnih vezikula u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO
miSeva tokom rasta tumora dOJKE ..ot 72



4.10.1. Proteinski nivoi markera ekstracelularnin vezikula ..............oooovimmeooo e, 72

4.10.2. Proteinski nivoi kaveolina 1 1 Koneksina 43...........ccooiiiiiiniiiiiieeeese s 72
BUDISKIUSIIA .t b et bt bbbt bbbt bt bbbt b b e st bt e e bt 74
5.1. Uticaj prisustva funkcijski aktivnog NRF2 u TME na strukturne karakteristike tumorskog,

kancer-asociranog i kontralateralnog ingvinalnog masnog tkiva tokom rasta tumora dojke ........ 74

5.2. Redoks homeostaza u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke.... 76

5.3. Reduktivni kapacitet i NADPH-zavisne komponentne antioksidativne odbrane u tumorskom
tkivu WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dOJKe..........cccoereririiiiiniiieeeese e 77

5.4. Antioksidativni enzimi ukljuceni u eliminaciju peroksida u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO
miSeva tokom rasta tumora dOJKE .........cuocuiiiiiiiiiiciic e 79

5.5. Redoks homeostaza u kancer-asociranom masnom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta
(000 - Wo (o] | OSSPSR 80

5.6. Redoks homeostaza u kontralateralnom ingvinalnom belom masnom tkivu WT i Nrf2KO
miSeva tokom rasta tumora dOJKE .........ceeiiiiiiiiiiei e 81

5.7. Mitohondrijalna homeostaza u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora

(0[] 1RSSR 82
5.8. Metaboli¢ko reprogramiranje tumorskog i kancer-asociranog masnog tkiva WT i Nrf2KO
miSeva tokom rasta tumora dOJKE .........cceeiiiiiiiiiieie e 84

5.9. Transkripciona regulacija redoks-metaboli¢ke homeostaze u tumorskom, kancer-asociranom
i kontralateralnom ingvinalnom masnom tkivu WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke 87

5.10. Tragom ekstracelularnih vezikula u kanceru dojKe ...........ccccoveviiieieeie i 87
6. ZAKLIUCCT ..ot 88
T LITERATUR A ettt e et e e st et e e e s bt e e e sstae e e e aassaeeeeasaeeaeensraeeenns 90



1. UvOD

1.1. Kancer dojke

Kancer je kompleksno sistemsko oboljenje koje se odlikuje specificnim molekularnim
obelezjima (Bray et al., 2018; Swanton et al., 2024). U poslednjih nekoliko godina, sve vise se istice
da kancer nije samo geneticko, ve¢ i metabolicko oboljenje (Coller, 2014; Seyfried et al., 2014).
Kancerske ¢elije imaju znacajno povecane energetske zahteve usled visoke stope proliferacije, zbog
¢ega u velikoj meri menjaju svoj metabolic¢ki profil u odnosu na nemaligne ¢elije (Faubert et al.,
2020). Metaboli¢ko reprogramiranje u ¢elijama kancera razlikuje se u zavisnosti od tipa kancera,
stope mutacija, inter- i intracelijske varijabilnosti, faze progresije kancera i tkiva u koje metastaziraju
(Nabi & Le, 2021). Stoga se moze re¢i da je jedna od glavnih odlika malignih tumora izrazena
metabolicka plasti¢nost i adaptabilnost, odnosno sposobnost da u razli¢itim uslovima sredine
primenjuje razli¢ite metabolicke strategije (Jose et al., 2011; Pavlova & Thompson, 2016).

Metaboli¢ko reprogramiranje neraskidivo je povezano sa promenama u redoks homeostazi,
odnosno nivoima reaktivnih vrsta kiseonika (eng. Reactive oxygen species, ROS) i regulacijom
komponenti antioksidativne odbrane (eng. Antioxidative defence, AD) (Galadari et al., 2017).
Stavise, ovako udruzeno redoks i metaboli¢ko reprogramiranje kancerskih éelija nije samo njihova
unutrasnja Karakteristika, ve¢ je znacajno oblikovana tumorskom mikrosredinom (eng. Tumor
microenvironment, TME) (Hanahan & Coussens, 2012). Sa druge strane, razli€iti tipovi ¢elija koji
sacinjavaju tumorsku mikrosredinu takode podlezu reprogramiranju U odgovoru na signale iz
kancerskih cCelija, na taj na¢in uspostavljajuéi protumorogenu nisu kroz dvosmernu komunikaciju sa
kancerskim ¢elijama (Li et al., 2021; Liu et al., 2023; Rybinska et al., 2021; Wang et al., 2024; Xing
et al., 2015). Zajedno, kancerske ¢elije, izmenjene stromalne ¢éelije i vancelijski matriks formiraju
kompleksan pseudo-organ, koga karakterisu specificne morfoloske i funkcijske odlike (Egeblad et
al., 2010; Hanahan & Weinberg, 2011).

Kancer dojke predstavlja naj€es¢i tip maligniteta kod Zena Sirom sveta, sa visokom stopom
(Mihajlovi¢ et al., 2013). Postoji nekoliko klasifikacija kancera dojke na osnovu razli¢itih parametara,
koji se razlikuju po molekularnim karakteristikama, dijagnostifikovanju, terapijskim pristupima, kao
i ishodu bolesti. Na osnovu patohistoloskih analiza, kancer dojke se moze klasifikovati prema
prisustvu, odnosno odsustvu hormonskih receptora kao estrogen-pozitivan/negativan (ER/ER),
progesteron-pozitivan/negativan (PR*/PR’) i odnosu na pozitivan/negativan receptor humanog
epidermalnog faktora rasta 2 (HER2*/HER2"). U zavisnosti od kombinacije pomenutih receptora,
razlikujemo nekoliko podtipova kancera dojke, koji poseduju specificne molekularne i fenotipske
karakteristike - luminalni tip A (ER'/PR*/HERZ2), luminalni tip B (ER'/PR*/HER2"), HER2
pozitivan (ER/PR/HER2") i trostruko negativan (ER/PR/HER2Y) (Tsang & Tse, 2020). Uprkos
uspostavljanju molekularne klasifikacije kancera dojke, jasno je da geneticka osnova kancera ne
objaSnjava u potpunosti njegove karakteristike. Sve ve¢i znacaj pridaje se mehanizmima koji su u
osnovi redoks i1 metabolickog reprogramiranja kancerskih ¢elija dojke i uspostavljanja njihove
dinamicke interakcije sa ¢elijama iz tumorske mikrosredine.

1.2. Metabolicko reprogramiranje u kanceru

Maligna transformacija celija je sloZzen proces koji obuhvata niz morfoloskih i funkcijskih
promena, definisanih kao obelezja kancera (Hanahan & Weinberg, 2000). Tokom poslednjih godina,
ovaj koncept je proSiren kako bi ukljucio fenotipsku plasti¢nost 1 izmenjen ¢elijski metabolizam, §to
odrazava bolje razumevanje adaptibilnosti tumora i njegovih interakcija sa tumorskom
mikrosredinom (Hanahan & Weinberg, 2011). Metabolicko reprogramiranje kancerskih celija
predstavlja njihov adaptivni odgovor na povecane energetske zahteve usled intenzivne proliferacije,
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potrebe za poveéanjem biomase i izmenjene meducelijske komunikacije (Boroughs & DeBerardinis,
2015; Vander Heiden et al., 2009). Ovaj proces se odigrava kako pod uticajem unutrasnjih tako i pod
uticajem razlic€itih spoljasnjih faktora. Intrinzicni faktori obuhvataju genetske i1 epigenetske promene,
izmenjenu regulaciju signalnih puteva, kao i transkripcionu i posttranskripcionu regulaciju ekspresije
gena koji dovode do promena u metabolickim putevima celije (DeBerardinis & Chandel, 2016;
Kaelin & McKbnight, 2013).

U fizioloskim uslovima, neproliferiSuée, diferencirane ¢elije dominantno produkuju ATP putem
oksidativne fosforilacije (eng. Oxidative phosphorylation, OXPHOS) u mitohondrijama, pri ¢emu se
glukoza potpuno oksiduje do ugljen-dioksida, ostvaruju¢i maksimalnu energetsku efikasnost. U
takvim celijama, katabolizam je usmeren ka optimalnom iskoriS¢avanju dostupnih nutrijenata i
maksimalnoj efikasnosti produkcije ATP (DeBerardinis & Chandel, 2016). Nasuprot tome, Varburg
je uocio da proliferiSuce kancerske ¢elije proizvode gotovo polovinu ukupne hemijske energije u vidu
ATP konverzijom glukoze do laktata, ¢ak i u prisustvu kiseonika, pri ¢emu se udeo mitohondrijalne
OXPHOS u produkciji ATP nikad ne smanjuje ispod 50% ukupne proizvodnje energije (Warburg,
1956). Ovakav metabolicki profil kancerskih ¢éelija, oznacen kao Varburgov efekat, im omogucava
brzo generisanje ATP, ali i obezbeduje metaboli¢ke intermedijere neophodne za sintezu proteina,
lipida i nukleinskih kiselina, ¢ime se podrzava njihov visoki proliferativni kapacitet. Na osnovu ovih
zapazanja, Varburg je pretpostavio da je ovakav metabolicki profil posledica mitohondrijalnog
,defekta” koji onemogucava potpunu oksidaciju glukoze (Warburg, 1956; Weinhouse, 1956).
Medutim, savremena istrazivanja jasno pokazuju da disfunkcionalne mitohondrije nisu odlika
malignog fenotipa, ve¢ naprotiv, da kancerske celije aktivno reprogramiraju mitohondrijalni
metabolizam (Vyas et al., 2016; Wallace, 2012). Stavise, odrzavanje OXPHOS pokazalo se kao jedna
od znacajnih Kkarakteristika malignog fenotipa, posebno bitna tokom invazije kancera i formiranja
metastaza, ali i prilikom odgovora kancerskih ¢elija na terapiju (Uslu et al., 2024; Vasan et al., 2020).

Piruvat nastao u procesu glikolize se u kancerskim ¢elijama predominantno konvertuje u laktat
posredstvom laktat dehidrogenaze A (eng. Lactate dehydrogenase A, LDHA), koja je visoko
eksprimirana u mnogim tipovima kancera i povezana je sa hjegovom progresijom (Huang et al., 2016;
Kimetal., 2019; Le etal., 2010). Nasuprot tome, laktat dehidrogenaza B (eng. Lactate dehydrogenase
B, LDHB) katalizuje reverzibilnu reakciju konverzije laktata u piruvat (Urbanska & Orzechowski,
2019). Laktat se zatim transportuje iz kancerskih ¢elija putem monokarboksilatnih transportera (eng.
Monocarboxylate transporter, MCT). MCT1 i MCT4 predstavljaju kljuéne izoforme MCT koje
ucestvuju U dvosmernom transportu monokarboksilata, kao §to su laktat i piruvat, kroz celijsku
membranu u zavisnosti od energetskih potreba ¢celija (Curry et al., 2013; Halestrap & Meredith, 2004;
Hong et al., 2016). Usled eksporta laktata, dolazi do acidifikacije tumorske mikrosredine, koja je
povezana sa loSijim ishodom bolesti usled povecane razgradnje vancelijskog matriksa, ¢ime se
povecava invazivnost kancerskih ¢elija i imunosupresija (Estrella et al., 2013; Fischer et al., 2007;
McCarty & Whitaker, 2010; Parks et al., 2013). Pored toga, laktat predstavlja i signalni molekul
posredstvom kojeg kancerske celije ostvaruju komunikaciju sa razli¢itim tipovima stromalnih éelija
u tumorskoj mikrosredini (Brooks, 2018; Kalezic et al., 2020).

Pored glikolize, Krebsov ciklus predstavlja jedan od centralnih metabolickih puteva koji
istovremeno podrzava energetske i biosintetske zahteve kancerskih celija (Vander Heiden et al.,
2009). U okviru Krebsovog ciklusa nastaju redukujuéi ekvivalenti, NADH i FADH2, koji sluze kao
prenosioci elektrona na komplekse elektron transportnog lanca (eng. Electron transport chain, ETC)
i za sintezu ATP u procesu oksidativne fosforilacije (Krebs, 1967). Istovremeno, intermedijeri
Krebsovog ciklusa, poput citrata, a-ketoglutarata, sukcinata i oksaloacetata, predstavljaju prekursore
za sintezu biomolekula. Citrat je kljucni supstrat za sintezu masnih kiselina, a-ketoglutarat ucestvuje
u sintezi aminokiselina, dok sukcinat i fumarat mogu delovati i kao signalni molekuli (Elliott, 1941).
Kancerske Celije koriste razli¢ite izvore ugljenika koji podrzavaju Krebsov ciklus. Pored glukoze,
glutamin je jedan od glavnih supstrata u kancerskim celijama koji u procesu glutaminolize daje
glutamat, a potom i a-ketoglutarat, koji ulazi u Krebsov ciklus (Scalise et al., 2017). Takode, tokom
mitohondrijalne B-oksidacije dolazi do sukcesivnog skrac¢ivanja lanaca masnih kiselina uz formiranje
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acetil-koenzima A (eng. Acetyl-Coenzym A, acetil-CoA), koji ulazi u Krebsov ciklus i oksiduje se
(Owen et al., 2002). Istovremeno, u svakom ciklusu B-oksidacije nastaju i redukujuc¢i ekvivalenti
NADH i FADHa, koji prenose elektrone na respiratorni lanac mitohondrija (Eaton et al., 1996).
Ovakva sposobnost koris¢enja razli¢itih izvora ugljenika dodatno doprinosi metabolickoj
fleksibilnosti kancerskih ¢elija.

Metabolizam lipida takode je znacajno afektovan u kancerskim ¢elijama. De novo lipogeneza je
proces u kome se atomi ugljenika poreklom od glukoze ili aminokiselina konvertuju do masnih
kiselina (Yoo et al., 2004). U uslovima metabolickog stresa, kancerske ¢elije konvertuju citrat putem
ATP-citrat liaze (eng. ATP-citrate lyase, ACLY) do acetil-CoA, koji se acetil-CoA karboksilazom
(eng. Acetyl-CoA carboxylase, ACC) konvertuje do malonil-CoA, koji je polazni molekul u
biosintezi masnih kiselina katalizovane sintazom masnih kiselina (eng. Fatty acid synthase, FAS)
(Mashima et al., 2009). U kanceru dojke, FAS je oznacen kao klju¢ni metaboli¢ki onkogen koji
pozitivno korelira sa progresijom i rezistencijom kancera dojke na terapiju (Alo et al., 2001;
Corominas-Faja et al., 2017; Xu et al., 2021). Sintetisane masne kiseline se mogu koristiti kao
gradivni blokovi ¢elijskih membrana tokom proliferacije kancerskih ¢elija, izvor energije, ili mogu
biti ukljucene u transdukciju signala (Schug et al., 2015). Za sintezu masnih kiselina neophodni su
acetil-CoA i nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (eng. Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate, NADPH) kao redukujuci ekvivalent, pri ¢emu je glavni izvor acetil-CoA u kancerskim
¢elijama glukoza, dok pentozofosfatni put (eng. Pentose phosphate pathway, PPP) predstavlja
dominantan izvor redukovanog NADPH (Belew et al., 2019). PPP takode ima klju¢nu ulogu u
obezbedivanju prekursora za biosintezu nukleotida, ribozo-5-fosfata, ¢ime predstavlja znacajnu
poveznicu energetskog metabolizma (Rashida & Laxman, 2021; Stincone et al., 2015). Pregled
klju¢nih metabolickih puteva koji su reprogramirani u kancerskim ¢elijama prikazan je na Slici 1.

Stoga, iako je Varburgov efekat fundamentalni metabolic¢ki koncept u kanceru, on predstavlja
samo jedan od aspekata metabolickog reprogramiranja kancerskih ¢elija. Glavna odlika kancerskih
¢elija jeste njihova metabolicka plasti¢nost, odnosno sposobnost dinami¢nog remodeliranja razli¢itih
aspekata metabolizma, izmedu ostalog u zavisnosti od faze progresije tumora i promenljivih uslova
tumorske mikrosredine (Ward & Thompson, 2012). Na ovaj nacin, kancerske ¢elije se kontinuirano
prilagodavaju razli¢itim nivoima dostupnosti i gradijentima kiseonika, pH, nutrijenata i
nusprodukata, $to u velikoj meri uti¢e na razvijanje rezistencije na terapiju (Lyssiotis & Kimmelman,
2017). U uslovima povecane dostupnosti nutrijenata, kancerske ¢elije favorizuju biosintetske puteve,
dok se u uslovima deprivacije nutrijenata aktiviraju kataboli¢ki putevi koji doprinose o¢uvanju
energetske homeostaze. Ovakva metabolicka plasti¢nost kancerskih ¢elija im omogucava odrzavanje
¢elijske homeostaze, prezivljavanje i adaptaciju na promenljive uslove sredine (Altea-Manzano et al.,
2020; Boroughs & DeBerardinis, 2015).
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Slika 1. Shematski prikaz kljuénih metabolickih puteva ukljuéenih u metaboli¢ko
reprogramiranje kancerskih ¢elija. Kancerske celije odlikuje metabolicki prelaz sa dominantno
oksidativnog metabolizma na glikolitic¢ki fenotip pracen produkcijom laktata, poznat kao Varburgov
efekat. Pove¢an unos glukoze i intenziviran glikoliticki fluks omoguéava efikasnu produkciju
energije, ali i obezbedivanje metaboli¢kih intermedijera za biosintetskih procese i proliferaciju
kancerskih celija. Intermedijeri glikolize predstavljaju mogu se usmeriti ka sintezi razlicitih
biomolekula, dok pentozofosfatni put predstavlja klju¢ni izvor za biosintezu nukleotida i
redukovanog nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADPH). Pored glukoze, kancerske celije
koriste i alternativne izvore energije, kao §to su masne kiseline, aminokiseline i glutamin, ¢iji
intermedijeri ulaze u Krebsov ciklus i doprinose anaplerotskim reakcijama. Ipak, mitohondrijalna
oksidativna fosforilacija ostaje funkcijski aktivna i njen udeo u ukupnoj proizvodnji energije nikada
ne pada ispod 50%. MCT1/4, monokarboksilatni transporter 1/4; LDHA, laktat dehidrogenaza A;
LDHB, laktat dehidrogenaza B; G6PDH, glukozo 6-fosfat dehidrogenaza; IDH, izocitrat
dehidrogenaza; ME, mali¢ni enzim; ACC, acetil-CoA karboksilaza; FAS, sintaza masnih kiselina;
ATP, adenozin trifosfat; GLUT, glukozni transporter; PFKFB3, 6-fosfofrukto-2-kinaza/fruktoza-2,6-
bisfosfataza 3; PFK1, fosfofruktokinaza 1; DHAP, dihidroksiaceton-fosfat; GA3P, gliceraldehid 3-
fosfat; 3PG, 3-fosfoglicerat; MPC, mitohondrijalni nosa¢ piruvata; ACLY, ATP-citrat liaza; oKG,
alfa ketoglutarat; OAA, oksaloacetat; 6PGD, 6-fosfoglukonat dehidrogenaza; NNT, nikotinamid
nukleotid transhidrogenaza; OMM, spoljasnja membrana mitohondrija; IMM, unutrasnja membrana
mitohondrija; IMS, intermembranski prostor mitohondrija. Kreirano u BioRenderu.



1.3. Mitohondrije: dinamicno jezgro redoks-metabolicke homeostaze

Mitohondrije su visokodinami¢ne organele koje predstavljaju centar metabolicke aktivnosti u
¢eliji, koja je usko povezana sa njihovom (ultra)strukturom, ¢elijskom lokalizacijom i biogenezom
(Nunnari & Suomalainen, 2012). Tipi¢no, oksidativni metabolizam asociran je sa izduzenim
mitohondrijama i mitohondrijalnom fuzijom, dok je glikoliticki fenotip asociran sa okruglim, sitnim
mitohondrijama i mitohondrijalnom fisijom (Rossignol et al., 2004). Iako je glikoliticki fenotip jedna
od dominantnih karakteristika kancerskih ¢elija, mitohondrijalna oksidativna fosforilacija ostaje
funkcijski ocuvana (Vaupel & Multhoff, 2021). Kancerske ¢elije odlikuje izrazena metabolicka
fleksibilnost, koja im omoguéava da u zavisnosti od faze progresije tumora i uslova tumorske
mikrosredine mogu da koriste i glikolizu i OXPHOS (Jose et al., 2011; Shiratori et al., 2019).

Ravnoteza izmedu mitohondrijalne fuzije i fisije, dva povezana, ali vrlo precizno regulisana
procesa, koja odgovaraju na energetske zahteve Celije, ¢elijski ciklus i razlicita (pato)fizioloSka stanja,
odreduje dinamiku mitohondrija (Adebayo et al., 2021; Tilokani et al., 2018). Mitohondrijalna fuzija
je posredovana dinamin-zavisnim GTP-azama mitofuzinom 1 i 2 (eng. Mitofusin 1/2, MFN1/2),
lokalizovanim na spoljasnjoj mitohondrijalnoj membrani, i OPAL (eng. Optic atrophy protein 1),
lokalizovan na unutra$njoj mitohondrijalnoj membrani (Chen et al., 2003; Cipolat et al., 2004; Santel
& Fuller, 2001). Druga dinamin-zavisna GTP-aza DRP1 (eng. Dynamin-related protein 1) reguliSe
mitohondrijalnu fisiju kroz interakciju sa specifiénim receptorima na spoljasnjoj mitohondrijalnoj
membrani, kao $to su Fisl (eng. Mitochondrial fission 1 protein), MiD49 (eng. Mitochondrial
dynamics protein of 49 kDa), MiD51 (eng. Mitochondrial dynamics protein of 51 kDa) i Mff (eng.
Mitochondrial fission factor) (Losén et al., 2013; Otera et al., 2010; Palmer et al., 2011; Smirnova et
al., 2001). Izmenjena ravnoteza odnosa mitohondrijalne fuzije i fisije asocirana je sa progresijom
tumora, rezistencijom na apoptozu i metastatskim potencijalom (Boland et al., 2013; Ma et al., 2020).
Povecanje ekspresije DRP1 dovodi do fragmentacije mitohondrija, podrzavajuci glikoliticki fenotip
¢elije i time omogucavajuci efikasnije koris¢enje kiseonika i odrzavanje optimalnih nivoa ROS (Kim
et al., 2011). Sa druge strane, fuzija mitohondrija i povecanje ekspresije mitofuzina podrzavaju
oksidativni metabolizam kroz povecanje broja i gustine kompleksa ETC (Cogliati et al., 2013;
Lapuente-Brun et al., 2013). Stoga, optimalna funkcija ETC zavisi od ravnoteze izmedu
mitohondrijalne fuzije i fisije i specifi¢ne aktivacije dinamin-zavisnih proteina. Metabolicki switch
izmedu glikolize 1 OXPHOS moze odrazavati promene u dinamici mitohondrija tokom progresije
tumora i obrnuto, regulisana dinamika mitohondrija doprinosi odrzavanju metaboli¢kih adaptacija
tumora tokom razlicitih faza njegove progresije.

Mitohondrije ne predstavljaju samo izvor ATP i prekursora za biosintetske puteve, ve¢ aktivno
ucestvuju u odrZavanju metabolicke fleksibilnosti, ¢ime podrZavaju proliferaciju, prezivljavanje i
metastatski potencijal kancerskih ¢elija (Ahn & Metallo, 2015; Vaupel & Multhoff, 2021). Pored
svoje uloge u energetskom metabolizmu, mitohondrije predstavljaju i glavni izvor ROS u ¢elijama
(Murphy, 2009). Ovakva dualna uloga mitohondrija ih definise kao klju¢ni integracioni centar —
dinamicko jezgro koji povezuje metaboli¢ko i redoks reprogramiranje kancerskih ¢elija (Choudhury,
2021).

1.4. Redoks homeostaza i reprogramiranje u kanceru

Neraskidivo povezano metabolicko i redoks reprogramiranje u kancerskim ¢elijama jedno je od
klju¢nih obelezja maligne transformacije (Serrano & Medina, 2025). Metabolicki i energetski zahtevi
¢elija odrazavaju se u produkciji ROS, pre svega superoksid anjon radikala (O.™), hidroksil radikala
(OH") i vodonik peroksida (H202). Redoks homeostaza predstavlja precizno regulisanu dinami¢nu
ravnotezu izmedu produkcije i uklanjanja ROS, ¢ime se obezbeduju optimalne, fizioloSke
koncentracije ROS (Halliwell & Gutteridge, 2015). Glavni endogeni izvori ROS obuhvataju
neenzimsku produkciju na mitohondrijalnom ETC usled nepotpune redukcije molekulskog kiseonika
(Muller et al., 2004), kao i enzimsku produkciju od strane razli¢itih oksidaza, kao $to su NADPH
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oksidaze (eng. NADPH oxidase, NOX), ksantin oksidaze i lipoksigenaze, kao i citohroma P450
(Babior, 2004; de Almeida et al., 2022; Radi, 2018). Sa druge strane, efikasno uklanjanje i odrzavanje
optimalnih nivoa ROS je omoguceno specificnom subcelijskom lokalizacijom i koordinisanom
aktivno$c¢u komponenti antioksidativne odbrane, kako u citoplazmi tako i u organelama. Na ovaj
nacin, precizno regulisana dinamicka ravnoteza nastajanja i uklanjanja ROS putem enzima AD
omogucava uspostavljanje redoks homeostaze.

Efekti ROS u velikoj meri zavise od njihove koncentracije, ¢éelijske lokalizacije, poluzivota
reaktivnih vrsta i trajanja izlozenosti ROS (Moldogazieva et al., 2018; Sies & Jones, 2020).
Odrzavanje fizioloSkih nivoa ROS neophodno je za njihovu integraciju u signalne puteve i
regulatorne mreze, koje imaju znacajnu ulogu u regulaciji bazicnih celijskih procesa, kao sto su
proliferacija, diferencijacija, migracija i apoptoza (Jones & Sies, 2015). Prekomerna produkcija ROS
i/ili neadekvatan nivo AD dovodi do modulacije signalnih puteva, ali i do oksidativnih modifikacija
na nivou biomolekula. Ove promene, izmedu ostalog, obuhvataju posttranslacione modifikacije
proteina, koje posledi¢no uti¢u na protein-protein interakcije, aktivnost enzima i transkripcionih
faktora i dovode do naruSavanja ¢elijskih procesa (Hornsveld & Dansen, 2016). Sa druge strane, niske
koncentracije ROS i/ili prekomerna AD narusava njihovu signalnu funkciju (D’Autréaux &
Toledano, 2007). Bazalni nivoi ROS odredeni su ravnotezom izmedu njihove produkcije i uklanjanja
enzimima antioksidativne odbrane. O™ je relativno nestabilan molekul koji se brzo dismutuje do
vodonik peroksida u reakciji katalizovanoj superoksid dismutazama, pre svega bakar,cink superoksid
dismutazom (eng. Copper-zinc superoxide dismutase, CuZnSOD), dominantno lokalizovanoj u
citoplazmi, ili mangan superoksid dismutazom (eng. Manganese superoxide dismutase, MnSOD),
dominantno lokalizovanoj u mitohondrijama (Halliwell & Gutteridge, 2015). H2O: je relativno
stabilan molekul koji moze slobodno difundovati kroz celijske membrane, kao i regulisanom
olaksanom difuzijom kroz specifi¢ne akvaporine, i na taj nacin delovati kao bitan unutar- i
meducelijski redoks signalni molekul (Sies, 2014, 2017). Medutim, u prisustvu jona gvozda ili bakra,
H202 moze ucestvovati u formiranju visoko reaktivnog OH" u Fentonovoj reakciji, koji zatim na
mestu nastanka reaguje neselektivno sa razli¢itim biomolekulima (Winterbourn, 1995). Uklanjanje
H202 se prvenstveno odvija delovanjem peroksidaza, ukljuCujuéi glutation peroksidazu (eng.
Glutathione peroxidase, GSH-Px) i peroksiredoksine (eng. Peroxiredoxin, PRX), koji koriste
razlaganje H2O. za oksidaciju drugih supstrata, ili katalaze (eng. Catalase, CAT), koja u
peroksizomima katalizuje reakciju direktnog razlaganja H.O2 do H20 i molekula kiseonika. Enzim
tioredoksin reduktaza (eng. Thioredoxin reductase, TR) uz pomo¢ redukovanog NADPH regenerise
redukovanu formu tioredoksina (eng. Thioredoxin, TRX), koji zatim redukuje oksidovani PRX. Sa
druge strane, izoforme GSH-Px koriste redukovani glutation (eng. Glutathione, GSH) za redukciju
H202 i lipidnih hidroperoksida (ROOH) do H2O i oksidovanog glutationa (GSSG), odnosno
odgovaraju¢ih alkohola (ROH). Redukcija oksidovanog glutationa do njegove redukovane forme
katalizovana je glutation reduktazom (eng. Glutathione reductase, GR), koja koristi NADPH kao
redukujuci kofaktor (Halliwell & Gutteridge, 2015). Glavni putevi produkcije i uklanjanja ROS
prikazani su na Slici 2.

NADPH predstavlja klju¢ni kofaktor za funkcionisanje mnogih enzima antioksidativne odbrane
i odrzavanje redoks homeostaze u celiji (Murphy, 2012). Glavni izvori NADPH u ¢eliji su
pentozofosfatni put, pri ¢emu je enzim glukozo 6-fosfat dehidrogenaza (eng. Glucose 6-phosphate
dehydrogenase, G6PDH) klju¢an kao limitiraju¢i enzim PPP, zatim mali¢ni enzim 1 (eng. Malic
enzyme 1, MEL), izocitrat dehidrogenaza 1 i 2 (eng. Isocitrate dehydrogenase 1/2, IDH1/2), folat-
zavisni jednougljeni¢ni  metabolizam, i mitohondrijalni enzim nikotinamid nukleotid
transhidrogenaza (eng. Nicotinamide nucleotide transhydrogenase, NNT) (DeBerardinis & Chandel,
2020; Spaans et al., 2015). NNT je protein unutrasnje membrane mitohondrija koji katalizuje reakciju
transfera hidridnih jona sa NADH na NADP?*, ¢ime produkuje NADPH (Hoek & Rydstrom, 1988).
NNT-zavisna produkcija NADPH omogucava prenos redukujuceg potencijala (NADH) na NADPH
I biosintetske procese u citoplazmi, ¢cime doprinosi metabolickoj plasti¢nosti ¢elija (Ju et al., 2020).



Izmenjeni balans izmedu produkcije 1 eliminacije ROS jedna je od klju¢nih odlika malignog
fenotipa (Cerutti, 1985; Wu, 2007). Kancerske c¢elije odlikuje visok redoks prag koji se ogleda u
sposobnosti  ovih ¢elija da odrzavaju relativno visoke nivoe ROS pradene povecanim
antioksidativnim kapacitetom, ¢ime se omogucava signalno delovanje ROS, ali i izbegavaju
oksidativna oSte¢enja koja bi dovela do posledi¢ne celijske smrti (Chandel et al., 2000; Dawane,
2012; Nogueira & Hay, 2013; Sullivan & Chandel, 2014). Klju¢ne faze tumorogeneze, inicijacija,
progresija i invazija/formiranje metastaza, predstavljaju redoks-senzitivne procese. Tokom inicijacije
tumora, aktivacija onkogenih signalnih puteva podsti¢e povecan stepen proliferacije i posledi¢no
povecéanje produkcije ROS. PoviSeni nivoi ROS indukuju mutacije ili epigenetske modifikacije
genoma i aktiviraju onkogene redoks-senzitivne transkripcione faktore koji dalje stimulisu
proliferaciju ¢elija ili inhibiraju delovanje tumor supresora (Gupta et al., 2012; Trachootham et al.,
2009). Istovremeno, kancerske celije povecavaju svoj antioksidativni kapacitet kako bi sprecile
akumulaciju ROS i time izbegle ireverzibilna oksidativna oSteenja molekula i cCelijsku smrt
(Glasauer & Chandel, 2014; Prasad et al., 2017). Tokom invazije kancera, nivoi ROS dodatno rastu
i doprinose aktivaciji matriksnih metaloproteinaza (eng. Matrix metalloproteinase, MMP), koje
razgraduju strukturne proteine vancelijskog matriksa i time olakSavaju invaziju kancerskih ¢elija
(Nelson & Melendez, 2004). Pored toga, ROS ucestvuju u regulaciji signalnih puteva koji su
ukljuceni u reorganizaciju citoskeleta, ¢elijsku adheziju i migraciju, ¢ime dodatno podstic¢u invazivni
i metastatski potencijal tumora (Lee & Kang, 2013; Wu, 2007).

Stoga, razumevanje uloge ROS u procesu tumorogeneze zahteva sagledavanje njihove funkcije
u zavisnosti od faze progresije tumora, koncentracije i kompartmentalizacije ROS, promenljivih
metabolickih zahteva kancerskih Celija, kao i uticaja tumorske mikrosredine. lako poviseni nivoi ROS
mogu biti neophodni za malignu transformaciju, odrzavanje optimalnih nivoa ROS neophodno je za
prezivljavanje kancerskih ¢éelija i dalji rast tumora. Ispitivanje redoks homeostaze u kancerskim
¢elijama in vivo, uzimajuci u obzir fazu rasta tumora, od posebnog je zna¢aja za razvoj terapeutskih
strategija usmerenih na redoks regulaciju, bilo kroz modulaciju nivoa ROS, komponenti AD ili
redoks-zavisnih signalnih puteva. Imaju¢i u vidu dualnu ulogu ROS u tumorogenezi, promene u
njihovim nivoima, kao i u ekspresiji i aktivnosti AD komponenti, predstavljaju vazan aspekt u
razumevanju malignog fenotipa kancera dojke.
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Slika 2. Shematski prikaz metabolizma reaktivnih vrsta kiseonika u éeliji. Glavni izvori O™
(superoksid anjon radikala) u ¢eliji su neenzimska produkcija usled nepotpune redukcije molekulskog
kiseonika u elektron transportnom lancu mitohondrija i enzimska produkcija putem razli¢itih
oksidaza, pre svega NADPH oksidaza. O>" je nestabilan molekul koji se brzo dismutuje do vodonik
peroksida (H202) u reakciji koju katalizuje bakar,cink superoksid dismutaza (CuzZnSOD),
prevashodno u citoplazmi, odnosno mangan superoksid dismutaza (MnSOD) u mitohondrijama.
H202 moze difundovati kroz ¢elijske membrane, slobodno ili olak§anom difuzijom, i na taj nacin
delovati kao signalni molekul. U prisustvu jona gvozda ili bakra, H2O2 u Fentonovoj reakciji dovodi
do formiranja visoko reaktivnog hidroksil radikala (OH"). OH" je visoko reaktivan i moze reagovati
sa lipidima iz membrana, na taj nacin formirajué¢i lipidne perokside (ROOH). Enzim glutation
peroksidaza 4 (GSH-Px4) specificno uklanja lipidne perokside, pri ¢emu nastaju lipidni alkoholi
(ROH). Sa druge strane, H>O2 se prvenstveno uklanja glutation peroksidazom 1 (GSH-Px1) ili
peroksiredoksinom (PRX). GSH-Px1 koristi redukovani glutation (GSH) za ovu reakciju, koji se
regeneriSe iz svoje oksidovane forme (GSSG) putem glutation reduktaze (GR), koja Koristi
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) kao redukuju¢i ekvivalent. Tioredoksin (TRX)
ucestvuje u regeneraciji PRX, a TRX se regeneriSe u reakciji katalizovanoj tioredoksin reduktazom
(TR), koja koristi NADPH kao redukujuéi ekvivalent. H2O» nastao u peroksizomima prvenstveno
uklanja katalaza (CAT), koja katalizuje direktnu reakciju razlaganja H.O. do molekula vode (H20).
OMM, spoljasnja membrana mitohondrija; IMM, unutra§nja membrana mitohondrija; IMS,
intermembranski prostor mitohondrija; ATP, adenozin trifosfat. Kreirano u BioRenderu.
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1.5. Regulacija redoks-metaboli¢kog reprogramiranja

Funkcijski integrisano redoks i metaboli¢ko reprogramiranje predstavlja jednu od osnova
adaptivnog potencijala kancerskih ¢elija i stoga je precizno regulisan na vise nivoa. Ova regulacija
obuhvata promene u ekspresiji i aktivnosti metabolickih enzima i enzima antioksidativne odbrane,
nivou redukujucih ekvivalenata, redoks-senzitivnim signalnim putevima, funkciji i strukturi pre svega
mitohondrija, ali 1 ostalih ¢elijskih i vancelijskih kompartmenata. Na taj nacin, metabolicki status
¢elije direktno utice na njeno redoks stanje, dok redoks signalizacija povratno deluje na metabolicke
puteve, uspostavljaju¢i dinami¢nu i dvosmernu regulatornu mrezu (Corkey & Deeney, 2020;
Trachootham et al., 2009; Wang et al., 2019).

Metabolicki switch izmedu dominantnog glikolitickog ili oksidativnog fenotipa zasniva se na
modulaciji genske ili proteinske ekspresije, kao i aktivnosti klju¢nih metaboli¢kih enzima (Jose et al.,
2011; Shiratori et al., 2019). U uslovima ograni¢ene dostupnosti nutrijenata, kancerske celije
odrzavaju energetsku homeostazu regulacijom odnosa ATP/ADP i ATP/AMP. Povecanje nivoa AMP
usled nepovoljnih energetskih uslova dovodi do aktivacije AMPK (eng. 5" AMP-activated protein
kinase), centralnog senzora energetskog statusa Celije. Aktivacijom AMPK stimuli$u se katabolicki
putevi koji generisu ATP, ukljucujuéi glikolizu i oksidaciju masnih kiselina, ali 1 inhibiraju anabolicki
procesi (Ren & Shen, 2019). Na taj na¢in, AMPK omogucava Celijama odrzavanje energetske
homeostaze i prezivljavanje u nepovoljnim uslovima (Lin & Hardie, 2018). U kancerskim ¢elijama,
uloga AMPK je kompleksna i dvosmerna, jer sa jedne strane moze ograni€iti njihov proliferativni
kapacitet inhibicijom anabolizma, dok sa druge strane omogucava prezivljavanje kancerskih ¢elija u
promenljivim uslovima sredine. Dodatno, adaptacija kancerskih celija na smanjenu dostupnost
kiseonika, odnosno hipoksiju, u velikoj meri posredovana je HIF-1a (eng. Hypoxia-inducible factor-
1 alpha) (Dales et al., 2010; Harris, 2002; Semenza, 2012). HIF-1a je transkripcioni faktor koji
indukuje ekspresiju niza gena ukljucenih u transport glukoze, glikoliti¢ki put i angiogenezu,
ukljuéuju¢i  heksokinazu 2, 6-fosfofrukto-2-kinaza/fruktoza-2,6-bisfosfatazu 3 (eng. 6-
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3, PFKFB3), fosfofruktokinazu 1 (eng.
phosphofructokinase 1, PFK1), LDHA, MCT, glukozne transportere 1 i 3 (eng. Glucose transporter,
GLUT) (Altemus et al., 2019; Lee et al., 2019). Stabilizacija HIF-1a u uslovima smanjene
dostupnosti kiseonika izmedu ostalog omogucava preusmeravanje metabolizma ka glikolizi, ¢ime
podrzava prezivljavanje kancerskih ¢elija u hipoksi¢nim regionima tumora (Masson & Ratcliffe,
2014). Na stabilnost HIF-1a uti¢e i redoks status ¢elije (Patiar & Harris, 2006), pri ¢emu je pokazano
da mitohondrijalne ROS mogu stimulisati stabilizaciju HIF-1a u ¢elijama kancera dojke i u odsustvu
hipoksije, na taj na¢in promovisu¢i glikoliticki fenotip (Comito et al., 2011; Ma et al., 2013).

Klju¢nu ulogu u integraciji redoks i metabolicke homeostaze u mitohondrijama igra nukleusni
respiratorni faktor 1 (eng. Nuclear respiratory factor 1, rNRF1), koji ucestvuje u regulaciji
mitohondrijalne biogeneze, ekspresije nukleusnih gena koji kodiraju mitohondrijalne proteine
(subjedinice OXPHOS 1 mitohondrijalne transkripcione faktore) i oksidativnog kapaciteta celije
(Scarpulla, 2008). Na taj nacin, rNRF1 direktno reguliSe komunikaciju izmedu nukleusa i
mitohondrija, koja je neophodna za odrZavanje ukupne ¢elijske homeostaze, a posebno je znacajna u
kanceru, gde omoguc¢ava ocuvanje mitohondrijalne funkcije pri izmenjenim energetskim zahtevima
¢elija (Radde et al., 2016).

Kod sisara, cap ’'n’collar (CNC) basic region-leucine zipper (bZIP) familija transkripcionih
faktora obuhvata nukleusni faktor-eritroid faktor 2-zavisni faktor 1, 2 i 3 (eng. Nuclear factor
erythroid 2-related factor 1, 2 and 3; NRF1, NRF2, NRF3), koji takode imaju ulogu u odrzavanju
¢elijske homeostaze (lbrahim et al., 2020). NRF1 (NFE2L1) pre svega ucestvuje u odrzavanju
¢elijske homeostaze kroz regulaciju ekspresije gena ukljucenih u odgovor ¢elije na oksidativni stres,
diferencijaciju, inflamatorni odgovor, metabolizam i proteostazu (Kim et al., 2016). S obzirom na
njegovu ulogu, NRF1 moze doprineti prezivljavanju kancerskih ¢elija u uslovima oksidativnog i
metabolickog stresa. NRF3 (NFE2L3) je novootkriven transkripcioni faktor ¢ija funkcija nije u
potpunosti razjasnjena, ali studije ukazuju na njegovu ulogu u diferencijaciji, inflamaciji i
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tumorogenezi (Chevillard & Blank, 2011; Kobayashi et al., 1999). Medutim, najistaknutiju ulogu
medu ¢lanovima ove familije u regulaciji odgovora ¢elija na stres i odrzavanju redoks-metabolicke
homeostaze ima transkripcioni faktor kodiran NFE2L2 genom, NRF2,

1.6. NRF2: centralni regulator redoks-metaboli¢ke homeostaze

NRF2 (NFE2L2) je transkripcioni faktor prvobitno opisan kao modulator ksenobiotskog
metabolizma (Itoh et al., 1997; Kbéhle & Bock, 2007). Danas je poznato da je NRF2 uklju¢en u
regulaciju konstitutivne i inducibilne ekspresije nekoliko stotina gena, ukljucujué¢i gene odgovorne
za antioksidativnu odbranu, generisanje NADPH, metabolizam lipida i glukoze, proteozomalnu
degradaciju, autofagiju i mitohondrijalnu homeostazu (Hayes & Dinkova-Kostova, 2014;
Morgenstern et al., 2024; Taguchi et al., 2011; Tonelli et al., 2018). NRF2 regulise ekspresiju gena
koji sadrze ARE (eng. Antioxidative Response Element) sekvence u okviru promotorskih regiona.
Njegova transkripciona aktivnost primarno je regulisana vezivanjem za KEAP1 (eng. Kelch-like
ECH-associated protein 1), koji oznacava NRF2 za ubikvitinaciju od strane Cullin 3 i RING-box
proteina 1 (CUL3/RBX1) i posledi¢nu proteozomalnu degradaciju (Kobayashi & Yamamoto, 2005).
Pri homeostatskim uslovima, nivoi NRF2 su vrlo niski jer je konstantno targetovan za proteazomalnu
degradaciju ubikvitinacijom u citoplazmi. Glavni stimulusi za aktivaciju NRF2 jesu oksidativni stres
i elektrofili, koji dovode do modifikacija sulfhidrilnih grupa KEAP1, indukujué¢i konformacione
promene koje mu onemogucavaju da oznac¢i NRF2 za degradaciju. Na ovaj nacin, novosintetisani
NRF2 se akumulira u citoplazmi i translocira u nukleus, gde se vezuje za ARE sekvence u
promotorskim regionima ciljnih gena zajedno sa proteinima iz Maf familije, cime se regrutuju i ostale
komponente transkripcione masinerije (Kensler et al., 2007; Kobayashi et al., 2004).

Pored KEAP1-zavisne regulacije, aktivnost NRF2 moze se modulirati i putem B-TrCP (eng.
Beta-transducin repeat-containing protein), koji prezentuje NRF2 CUL3/RBX1 kompleksu, kao i
putem fosforilacije od strane specifiéne kinaze glikogen sintaze (eng. Glycogen synthase kinase 3
beta, GSK-3p), koja promovise ubikvitinaciju NRF2 putem B-TrCP/CUL1/RBX1 kompleksa (Hayes
et al., 2015; Rada et al., 2011). Aktivacija NRF2 dodatno je regulisana posttranslacionim
modifikacijama, kao §to su acetilacija i fosforilacija posredovane protein kinazom C i PERK (eng.
Protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase), koje uti¢u na njegovu stabilnost i translokaciju
u nukleus (Cullinan et al., 2003; Numazawa et al., 2003). Takode, proteini p62/SQSTML1 i
p21Cipl/WAF1 mogu interferirati sa ubikvitinacijom NRF2 i doprineti njegovoj aktivaciji (Chen et
al., 2009; Katsuragi et al., 2016), dok epigenetski mehanizmi i miRNK mogu uticati na dugoro¢ne
promene u njegovoj aktivnosti (Guo et al., 2015; Kabaria et al., 2015; Singh et al., 2013).
Transkripciona regulacija posredovana NRF2 zavisi od ¢elijskog tipa, stimulusa, prisustva ARE
sekvenci u promotoru ciljnih gena, dostupnosti Maf proteina, kao i kompeticije i kooperacije sa
drugim signalnim putevima (Tonelli et al., 2018).

NRF2 se smatra master regulatorom redoks homeostaze u ¢eliji, koju odrZzava kroz modulaciju
indukcije, sinteze, regeneracije i transporta kljuénih AD komponenti. NRF2 regulise ekspresiju
kataliti¢ke 1 regulatorne podjedinice glutamat-cistein ligaze (eng. Glutamate-cysteine ligase, GCL),
kljuénog enzima u biosintezi glutationa (Higgins et al., 2009). Takode, ukljuéen je i u regulaciju
ekspresije GSH-Px, kao i GR, ¢ime se obezbeduje regeneracija unutarcelijskih nivoa redukovanog
glutationa (Agyeman et al., 2012; Hirotsu et al., 2012). Pored GSH-zavisnog sistema, NRF2 regulise
i ekspresiju TRX i TR, koji izmedu ostalog ucestvuju u redukciji oksidovanih tiolnih grupa proteina
(Malhotra et al., 2010). Osim uloge u regulaciji redoks homeostaze, NRF2 je ukljucen u regulaciju
intermedijernog metabolizma i mitohondrijalne funkcije — direktno, regulisu¢i ekspresiju klju¢nih
metabolickih enzima, ili indirektno, kroz interakciju sa drugim transkripcionim faktorima ili putem
odrzavanja redoks homeostaze, ¢ime sprecava oksidativne modifikacije cisteinskih ostataka enzima
(Hayes & Dinkova-Kostova, 2014; MacLeod et al., 2009; Malhotra et al., 2010; Paek et al., 2012).
Regulacijom klju¢nih metaboli¢kih enzima, NRF2 zna€ajno doprinosi metabolickoj fleksibilnosti
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kancerskih ¢elija, koja im omogucava da promene metabolizam izmedu oksidacije lipida 1 ugljenih
hidrata u zavisnosti od uslova sredine i dostupnosti nutrijenata. Pored toga, NRF2 regulise i ekspresiju
enzima odgovornih za produkciju NADPH - G6PDH, 6-fosfoglukonat dehidrogenaze (eng. 6-
phosphogluconate dehydrogenase, 6PGD), IDH i MEL. Na taj nacin, obezbeduje se koordinisana
ekspresija enzima koji obezbeduju NADPH za reduktivnu biosintezu lipida i nukleotida (MacLeod et
al., 2009; Malhotra et al., 2010; Wu et al., 2011). Mehanizam aktivacije NRF2 signalnog puta
prikazan je na Slici 3.

Uloga NRF2 tokom tumorogeneze je dualna i zavisna od konteksta. Sa jedne strane, aktivacija
NRF2 ima ulogu u prevenciji ROS-indukovane tumorogeneze putem indukcije komponenti AD.
Medutim, u ve¢ transformisanim kancerskim c¢elijama, konstitutivno aktiviran NRF2 predstavlja
osnovu visokog redoks praga, stite¢i ih od oksidativnih oStecenja i time povecavajuci njihovu
rezistenciju na hemio/radioterapiju, ¢ime ispoljava protumorogene efekte (Menegon et al., 2016;
Sporn & Liby, 2012). Uloga NRF2 u kanceru ne moze se posmatrati samo na nivou kancerskih ¢elija,
buduci da postoji redoks-metabolicka integracija izmedu kancerskih ¢elija, tumorske mikrosredine i
sistemskog metabolizma, usled kontinuiranog protoka materije i energije izmedu njih. Pod uticajem
metabolizma kancerskih ¢elija, u tumorskoj mikrosredini dolazi do remodeliranja tkivne arhitekture,
izmenjenih interakcija izmedu razli¢itih tipova celija i ¢elija sa vancelijskim matriksom, kao i1 do
metaboli¢kog reprogramiranja stromalnih komponenti, koje povratno stvaraju uslove koji vise ili
manje pogoduju daljem rastu tumora (Faubert et al., 2020). Ovakva dinami¢na i dvosmerna
interakcija znacajno oblikuje karakteristike kancera i doprinosi njegovoj progresiji. U tom kontekstu,
razumevanje uloge NRF2 u kanceru dojke zahteva sagledavanje njegove funkcije ne samo u
kancerskim ¢elijama, ve¢ i u okviru specifi¢ne organizacije tkiva dojke i dinamickih interakcija koje
kancer dojke uspostavlja sa svojom tumorskom mikrosredinom.
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Bazalni uslovi i Aktivacija NRF2 signalnog puta
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Slika 3. Shematski prikaz mehanizma aktivacije NRF2. U bazalnim uslovima, NRF2 je vezan za
KEAP1 u citoplazmi, §to dovodi do ubikvitinacije i1 proteazomalne degradacije NRF2. U uslovima
poviSenog oksidativnog pritiska, dolazi do modifikacije KEAP1, pri ¢emu NRF2 ostaje slobodan u
citoplazmi, akumulira se i stabilizuje, a zatim translocira u nukleus. NRF2 u nukleusu formira
heterodimerni kompleks sa Maf proteinima, a zatim se vezuje za ARE sekvence u okviru
promotorskih regiona ciljih gena i indukuje njihovu transkripciju. Targetni geni NRF2 su, izmedu
ostalog, ukljuCeni su u odrzavanje redoks homeostaze, lipidnog i glukoznog metabolizma,
inaflamacije, NADPH regeneracije, detoksifikacije i metabolizma hema i gvozda. Ub, ubikvitin.
KEAP1, eng. Kelch-like ECH-associated protein 1; RBX, RING-box protein 1; Cul3, eng. Cullin 3;
sMaf, eng. small Maf proteins, ARE, eng. Antioxidant response element. ROS, reaktivne vrste
kiseonika. Kreirano u BioRenderu.
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1.7. Tkivo dojke i tumorska mikrosredina

Dojka je veoma plasti¢an organ koji tokom Zivota prolazi kroz kontinuirane tkivne i funkcijske
promene. Diferencirano tkivo dojke sastoji se od dve glavne komponente: epitelne, koju ¢ine zlezde
sa razgranatim kanali¢ima i lobuloalveolarnim jedinicama, i stromalne, koje pretezno sacinjava belo
masno tkivo (eng. White adipose tissue, WAT) (Hassiotou & Geddes, 2013; Watson & Khaled, 2008).
WAT se sastoji dominanto od unilokularnih adipocita i stromalno-vaskularne frakcije, koju ¢ine
limfociti, makrofage, endotelne ¢elije, fibroblasti, periciti, prekursorske ¢elije adipocita i vanéelijski
matriks (Kothari et al., 2020). Pored centralne uloge u skladistenju i mobilizaciji lipida u skladu sa
energetskim potrebama organizma, WAT funkcioniSe i kao pravi metabolicki i aktivni endokrini
organ, uticuci na glukoznu i lipidnu homeostazu, izmedu ostalog sintezom i sekrecijom adipokina —
hormona, citokina, faktora rasta, kao i komponenti ukljucenih u remodeliranje vancelijskog matriksa
(Ouchi et al., 2011; Sethi & Vidal-Puig, 2007). Na ovaj na¢in, WAT ucestvuje u regulaciji lokalnog
I sistemskog energetskog metabolizma i odrzavanju metabolicke homeostaze kako u fizioloskim tako
i u razli¢itim patoloSkim stanjima, ukljucujuci gojaznost, dijabetes i kancer (Richard et al., 2000).

Kancer dojke se najcesce razvija od epitelnih Celija koje okruzuju duktalne i lobularne strukture
dojke (Feng et al., 2018). Nakon njihove maligne transformacije, dolazi do uspostavljanja specifi¢ne
tumorske mikrosredine, koju ¢ini kompleksna i dinamic¢ka mreza razli¢itih tipova stromalnih ¢elija,
vancelijskog matriksa i solubilnih faktora. Stromalnu komponentu TME u kanceru dojke ¢ine kancer-
asocirani adipociti, kancer-asocirani fibroblasti, imunske i endotelne ¢elije, dok vanéelijski matriks
predstavlja kompleksnu strukturu koja okruzuje stromalne ¢elije i pruza im mehanicku i funkcijsku
podrsku (Allinen et al., 2004; Soysal et al., 2015). Usled izmenjenih redoks i metabolickih
karakteristika kancerskih ¢elija, menja se protok metabolita i ROS u njihovoj sredini. Takode, pod
uticajem kancerskih ¢éelija, dolazi do remodeliranja arhitekture tkiva, $to direktno utice na dostupnost
kiseonika 1 nutrijenata i time oblikuje uslove unutar tumorske mikrosredine. Kontinuirana
komunikacija izmedu razlicitih ¢elijskih tipova u TME tako uspostavlja kompleksnu regulatornu
mrezu koja znacajno doprinosi funkcionoj i strukturnoj heterogenosti tumora. Sa druge strane,
kancerske Celije odgovaraju na promene u energetskim zahtevima, Celijskoj signalizaciji i redoks
statusu u TME precizno regulisanim redoks-metabolickim reprogramiranjem. Ovakva dvosmerna
interakcija izmedu Celija kancera dojke i komponenti TME dovodi do uspostavljanja protumorogenog
fenotipa stromalnih Celija, ¢ime se podrzavaju kljuéni procesi tumorogeneze, odnosno proliferacija,
angiogeneza, invazija i metastaziranje kancera (Bernard & Wellberg, 2021; Mao et al., 2013; Yu &
Di, 2017; C. Zhao et al., 2020).

1.8. Redoks-metaboli¢ka kooperacija izmedu kancerskih éelija i kancer-asociranih adipocita u
kanceru dojke

Masno tkivo mlec¢ne Zlezde predstavlja primarnu komponentu tumorske mikrosredine u kanceru
dojke, koje pod uticajem kancerskih celija prolazi kroz morfoloske i funkcijske promene. Ove
promene obuhvataju izmenjen metabolizam ugljenih hidrata, masnih kiselina i aminokiselina, ali i
regulaciju komponenti antioksidativne odbrane i nivoa ROS (Colleluori et al., 2021; Kalezic et al.,
2021; Wang et al., 2014). Kao posledica tumor-indukovanih promena, masno tkivo mle¢ne Zlezde u
kanceru dojke poprima novi fenotip i naziva se kancer-pridruzeno (asocirano) masno tkivo (eng.
Cancer-associated adipose tissue, CAAT), dok se adipociti prisutni u njemu oznacavaju kao kancer-
asocirani adipociti (eng. Cancer-associated adipocytes, CAA) (Dirat et al., 2011; Wu et al., 2019).
CAAT se karakteriSe pove¢anom sekretornom i katabolickom aktivnos$¢u, ¢ime snabdeva kancerske
¢elije razli¢itim metabolickim supstratima. Neki od faktora koje poviSeno oslobada CAAT su
inflamatorni medijatori, duge nekodiraju¢e RNK, egzozomi i hormoni, koji dodatno podsticu
progresiju kancera dojke (Zhao et al., 2020).

13



Kancerske ¢elije zahtevaju kontinuiran protok metabolita kako bi obezbedile ATP, redukujuce
ekvivalente i1 prekursore za sintezu biomolekula. U tom smislu, CAAT predstavlja vazan izvor
metabolikih supstrata koji direktno podrzavaju metabolizam kancerskih ¢elija. Stavise, kancerske
¢elije se znacajno oslanjanju na masne kiseline iz CAAT tokom invazije kancera (Currie et al., 2013;
Micallef et al., 2021). Iscrpljivanje lipidnih depoa CAAT moze se odigrati putem lipolize,
oslobadanjem masnih kiselina (Dirat et al., 2011) ili dediferencijacijom adipocita, najces¢e kroz
Wnt/B-kateninski put (Blicher & Stadler, 2017; Bochet et al., 2013). Oslobodene masne kiseline iz
CAAT koriste se u ¢elijama kancera dojke naj¢esc¢e za produkciju energije putem mitohondrijalne 3-
oksidacije, ¢ime se favorizuje oksidativni metabolizam, ili za izgradnju ¢elijskih membrana (Blicher
& Stadler, 2017; Santos & Schulze, 2012). Pored masnih kiselina, laktat se moze transportovati iz
hipoksi¢nih, dominantno glikoliti¢kih ¢elija u normoksi¢ne kancerske Celije (Sonveaux et al., 2008)
ili stromalne ¢elije (Kalezic et al., 2020; Pavlides et al., 2009), gde se koristi kao metabolicki supstrat.
Na taj nacin dolazi do metabolickog kuplovanja izmedu razlicitih populacija kancerskih ¢elija, ali 1
izmedu kancerskih i stromalnih ¢elija. Ovakva dvosmerna komunikacija izmedu ¢elija kancera dojke
i CAAT formira kompleksnu redoks-metaboli¢ku mrezu, koja podrzava rast tumora, invazivnost i
rezistenciju na terapiju. Medutim, dvosmerna komunikacija izmedu kancerskih ¢elija i CAAT ne
odvija se iskljuivo na nivou razmene metabolita, ve¢ i1 kroz kontinuiranu razmenu signalnih
molekula koji uti¢u na druge stromalne komponente, ukljucujuci fibroblaste, mezenhimalne i
imunske ¢elije, kao i na vancelijski matriks (Zhao et al., 2020). Na taj nac¢in, CAAT ne predstavlja
samo pasivni izvor nutrijenata, ve¢ aktivnog ucesnika u oblikovanju tumorske mikrosredine. Slika 4
shematski predstavlja dvosmernu metabolicku izmedu kancerskih ¢elija dojke i kancer-asociranih
adipocita.

Stoga, redoks i metabolicko reprogramiranje predstavljaju usko povezane procese kojima
kancerske c¢elije dojke i stromalne komponente TME zajedni¢ki oblikuju tumor kao kompleksan
pseudo-organ. Ipak, mehanizmi koji su u osnovi reprogramiranja CAAT i precizna uloga masnog
tkiva u redoks-metabolickom reprogramiranju kancera dojke jos uvek nisu u potpunosti razjasnjeni.
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Slika 4. Shematski prikaz metabolicke interakcije izmedu ¢elija kancera dojke i kancer-asociranih
adipocita. Celije kancera dojke ostvaruju metaboli¢ku interakciju sa pridruzenim adipocitima, koja
podrazumeva reprogramiranje i sinhronizaciju njihovih glavnih metaboli¢kih puteva. Pre svega, u
adipocitima se aktivira lipoliza i oslobadaju masne kiseline, koje zatim preuzimaju kancerske celije i
koriste ih kao gradivne blokove, energetske izvore ili signalne molekule. Laktat-zavisna
komunikacija izmedu kancerskih ¢elija dojke i adipocita zasniva se na povecanoj produkciji i
oslobadanju laktata od strane kancerskih celija, kojeg zatim preuzimaju adipociti i koriste za
produkciju piruvata. GLUT, glukozni transporter; GSH, glutation; LDHA, laktat dehidrogenaza A,
LDHB, laktat dehidrogenaza B; MCT, monokarboksilatni transporter; OXPHOS, oksidativna
fosforilacija; PPP, pentozofosfatni put; ROS, reaktivne vrste kiseonika; SLC, eng. Solute carrier
transporter; TG, trigliceridi; UCP1, dekuplujuéi protein 1. Modifikovano prema (Zakic et al., 2023).
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2. CILJEVI

Kancer dojke je kompleksno sistemsko oboljenje koje se karakteriSe intenzivnim redoks i
metabolickim reprogramiranjem. lako dosadasnja molekularno-bioloska istrazivanja ukazuju na
postojanje dvosmerne veze izmedu celija kancera dojke i tumorske mikrosredine, prevashodno
masnog tkiva, molekulski mehanizmi koji stoje u osnovi ove interakcije nedovoljno su istrazeni, pre
svega sa aspekta redoks-metaboli¢ke regulacije. TKivno- i vremenski-specifi¢éna uloga centralnog
redoks-zavisnog transkripcionog faktora NRF2 u uspostavljanju i dinamici komunikacije izmedu
tumora dojke 1 masnog tkiva ostaje dvosmislena 1 nerazjasnjena.

Dosadasnje studije na kanceru dojke ukazuju na kljuénu ulogu NRF2 u redoks i metabolickoj
plasti¢nosti kancera, ali je njegova uloga u komunikaciji tumora i sredine u kojoj se razvija
nerazjasnjena, kako na lokalnom tako i na sistemskom nivou. U skladu sa tim, cilj doktorske
disertacije je da se detaljnije ispitaju mehanizmi redoks-metaboli¢kog reprogramiranja i interakcije
tumora sa sredinom u kojoj se razvija, posebno uloga NRF2 u regulaciji ovog procesa. U tu svrhu,
ispitivani su redoks i metabolicki profili tumorskog, kancer-asociranog i kontralateralnog ingvinalnog
masnog tkiva tokom rasta tumora (tumori mase 10, 50 i 200 mg) u in vivo studiji ortotopskog modela
kancera dojke indukovanog injeciranjem Nrf2*"* kancerskih ¢elija kod zenki miseva divljeg soja i
miSeva sa funkcijski utiSanim NRF2.

U doktorskoj disertaciji definisani su specifi¢ni ciljevi:

- Analiza strukturnih promena tumorskog, kancer-asociranog i kontralateralnog ingvinalnog masnog
tkiva tokom rasta ortotopski indukovanog Nrf2** tumora dojke u misevima divljeg soja i Nrf2KO
misevima,;

- Karakterizacija redoks profila tumorskog, kancer-asociranog i kontralateralnog ingvinalnog masnog
tkiva u odnosu na veli¢inu tumora dojke i prisustvo funkcijski aktivnog NRF2;

- Ispitivanje metabolickih profila tumorskog i kancer-asociranog masnog tkiva u odnosu na veli¢inu
tumora dojke i prisustvo funkcijski aktivnog NRF2;

- Karakterizacija AMPKa kao centralnog regulatora metaboli¢ke i redoks homeostaze u tumorskom
i kancer-asociranom masnom tkivu u odnosu na veli¢inu tumora dojke i prisustvo funkcijski aktivnog
NRF2;

- Analiza strukture i funkcije mitohondrija u tumorskom tkivu u odnosu na veli¢inu tumora dojke i
prisustvo funkcijski aktivnog NRF2;

- Karakterizacija transkripcionih faktora odgovornih za redoks-metaboli¢ko remodeliranje tumorskog
i masnog tkiva u odnosu na veli¢inu tumora dojke i prisustvo funkcijski aktivnog NRF2.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Eksperimentalni dizajn

3.1.1. Ortotopski model kancera dojke kod WT i Nrf2KO miseva

Ovo istrazivanje odobreno je od strane Etickog odbora za tretman eksperimentalnih Zivotinja
Instituta za bioloska istrazivanja ,,Sinisa Stankovi¢* — Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku
Srbiju, kao i od strane Veterinarske uprave (br. 323-07-06746/2020-05), u skladu sa Nacionalnim
aktom o dobrobiti zivotinja Republike Srbije, i u saglasnosti sa Direktivom Evropske komisije
2010/63/EU o zastiti zivotinja koje se koriste u naucne svrhe.

Za ortotopski model kancera dojke kori$¢ene su zenke miSeva soja C57BL/6J divljeg tipa (eng.
wild type, WT) ili miSeva sa funkcijski utiSanim NRF2 (eng. Nrf2 (Nfe2l2) knockout, Nrf2KO),
starosti od 2.5 do 3 meseca. Nrf2KO miseve generisao je profesor Yamamoto (Univerzitet Tohoku,
Japan) (Itoh et al., 1997). Misevi su drzani u konvencionalnim kavezima pod rezimom 12 h svetla i
12 h mraka, sa stalnim pristupom standardnoj hrani i vodi. WT i Nrf2KO misevima subkutano je
injektovana suspenzija Nrf2** E0771 ¢elija kancera dojke u &etvrtu mleénu Zlezdu ingvinalnog belog
masnog tkiva, i to 50 000 ¢elija u 50 ul DPBS (eng. Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline). Velic¢ina
tumora prac¢ena je svakodnevno i merena pomocu kalipera tri puta nedeljno. Nakon zrtvovanja
miSeva, tumori dojke su izolovani i izmerena im je masa, na osnovu koje su miSevi svrstani u
eksperimentalne grupe (n=6-8): kontrolna grupa (misevi bez indukovanog tumora), misevi sa
tumorima u inicijalnoj (tumori mase ~10 mg), srednjoj (tumori mase ~50 mg) i kasnoj (tumori mase
~200 mgq) fazi rasta tumora. S obzirom da je fokus studije bio na lokalnoj interakciji izmedu ¢elija
kancera dojke 1 masnog tkiva, iz eksperimenta su isklju¢eni miSevi sa intraperitonealnim tumorima
ili metastazama (pre svega na plu¢ima), koje se cesto javljaju kod misSeva sa tumorima mase veée od
200 mg. Pored tumora, izolovani su kancer-asocirano masno tkivo dojke (CAAT) i udaljeno,
kontralateralno ingvinalno masno tkivo mle¢ne zZlezde (eng. Inguinal white adipose tissue, IWAT),
koje nije bilo u direktnoj asocijaciji sa tumorom. Nakon izolacije i merenja mase tkiva, deo tkiva je
fiksiran za mikroskopske analize, dok je ostatak zamrznut na -80 °C radi kasnije izolacije i analize
RNK i proteina. Shematski prikaz ortotopskog modela kancera dojke, kao i izu¢avana tkiva u ovom
modelu, predstavljeni su na Slici 5.
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Slika 5. Shematski prikaz ortotopskog modela kancera dojke na miSevima soja C57BL/6J.
Nrf2** ¢elije kancera dojke subkutano su injektovane u &etvrtu mleénu Zlezdu ingvinalnog masnog
tkiva C57BL/6J miSeva divljeg soja (eng. wild-type, WT) i miSeva sa funkcijski utiS§anim NRF2
(Nrf2KO misevi). Progresija kancera dojke pracena je kroz porast mase tumora, oznacene kao 10, 50
i 200 mg. U ovim tackama rasta tumora analizirani su tumorsko tkivo dojke, masno tkivo u direktnom
kontaktu sa tumorskim tkivom (kancer-asocirano masno tkivo) i kontralateralno ingvinalno masno
tkivo, na koje tumor deluje sistemski. Kreirano u BioRenderu.
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3.1.2. Celijska kokultura MCF-7 ¢elija kancera dojke i primarnih adipocita

Za in vitro eksperiment koris¢ena je kokultura MCF-7 humanih ¢Celija kancera dojke i izolovani
primarni adipociti. I jedne i druge ¢elije odrzavane su u DMEM (eng. Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) (Gibco, Life Technologies) sa 10% FBS (eng. Fetal bovine serum) i 1% rastvora
antibiotika/antimikotika (Sigma Aldrich), na 37 °C u inkubatoru sa 5% CO,. Nakon treteg
pasaziranja, kancerske celije su tripsinizovane, centrifugirane, a zatim prebrojane pomocu komorice
za brojanje ¢elija i vitalne boje Trypan Blue i postavljene u kokulturu. Na membranu inserta naneto
je 5x10* izolovanih adipocita, nakon ¢ega je insert invertovan i stavljen na 12-well plo¢u (plo¢a sa
12 bunara; Thermo Fisher Scientific). Adipociti su ostavljeni u DMEM tokom 24 h kako bi adherirali
za podlogu. Nakon toga, uzgajani su 48 h ili u ¢istom DMEM ili u DMEM sa dodatim 10 uM ML385,
specifiénim inhibitorom NRF2 (Med Chem Express). Na inserte je zatim naneto 5x10° MCF-7
kancerskih c¢elija kako bi se uspostavila kokultura tokom 48 h na 37 °C pri 5% CO>. Na ovaj nacin
formirane su tri eksperimentalne grupe: MCF-7 kancerske ¢elije u monokulturi, MCF-7 kancerske
Celije u kokulturi sa adipocitima i MCF-7 kancerske celije u kokulturi sa ML385-tretiranim
adipocitima (n=3).

Nakon inkubacije u kokulturi, adipociti su isprani sa membrana pomo¢u DMEM, a kancerske
¢elije tripsinizovane kako bi se odvojile od podloge. Prikupljeni adipociti i kancerske celije
centrifugirani su na 50 g 3 minuta, odnosno 120 g 3 minuta. Po 20 pL ¢elijske suspenzije koris¢eno
je za inkubaciju sa MitoTracker Orange CMTM-ROS (boja za obelezavanje aktivno respirirajuéih
mitohondrija) ili MitoSOX Red (boja za obelezavanje mesta produkcije superoksid anjon radikala)
fluorescentnim bojama, u kombinaciji sa Hoechst 33342 bojom za obelezavanje nukleusa. Inkubacija
je sprovedena 10-30 minuta u mraku na 37 °C. Nakon inkubacije, ¢elije su suspendovane u DPBS i
postavljene u komore za posmatranje (Grace Bio-Labs, Sigma-Aldrich). Mikroskopska analiza vr§ena
je pomoc¢u Leica DM4 B fluorescentnog mikroskopa i LAS X softvera (Leica Microsystems GmbH),
koriste¢i UV filter za Hoechst i N2.1 filter za MitoTracker Orange i MitoSOX Red (Thermo Fisher
Scientific). Analizirano je >3 bioloska replikata (tj. bunara iz kokulture). Slike su predstavljene sa
preklopljenim signalima MitoTracker Orange/MitoSOX red i Hoechst i ilustruju reprezentativne
primere bojenja u okviru grupa.

3.2. Priprema tkiva za analize
3.2.1. Svetlosna i elektronska mikroskopija

Odmah nakon izolacije, jedan deo tumorskog i masnog tkiva fiksiran je za svetlosnu
mikroskopiju u 4% paraformaldehidu u fosfathom puferu (pH 7,4). Nakon fiksacije, uzorci su ispirani
vodom sa ¢esme preko noci, a zatim sprovedeni kroz seriju etanola rastu¢ih koncentracija radi
dehidratacije, prosvetljeni ksilolom i finalno ukalupljeni u parafin. Deo uzorka za elektronsku
mikroskopiju je nakon izolacije fiksiran u 2,5% glutaraldehidu u 0,1M fosfatnom puferu i postfiksiran
u 1% osmijum tetraoksidu u istom puferu. Nakon rutinske dehidratacije u alkoholima rastuce
koncentracije, uzorci su ukalupljeni u epoksidnu smolu (Agar). Tako ukalupljeni uzorci seeni Su na
mikrotomu (Reichert) ili ultramikrotomu Leica UC6 (Leica Microsystems). Dobijeni preseci
razli¢itih debljina preneti su na mikroskopske plocice i dalje analizirani. Parafinski preseci od 5 um
su bojeni hematoksilin-eozinom, a polutanki preseci od 2 um (eng. semi-fine) toluidin plavim.
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3.2.2. Enzimska aktivnost i Western blot

Deo izolovanih uzoraka tkiva koja nisu koriS¢ena za mikroskopiju je maceriran, a zatim
homogenizovan na ledu u saharoznom puferu (0,25 M saharoza, 0,05 M Tris, 1 mM EDTA, pH 7,4)
u razblazenju 1:10 za tumorsko tkivo i 1:4 za masna tkiva. Homogenizacija je sprovedena tri puta po
10 sekundi u elektricnom homogenizeru (Heidolph DIAX 600). Nakon toga, uzorci su sonifikovani
na ledu tri puta po 15 sekundi pri frekvenciji od 40 kHz. Dobijeni sonifikat je centrifugiran (Hettich)
dva puta po 30 minuta, na 12 000 rpm pri 4 °C. U tako dobijenim supernatantima odredena je
koncentracija proteina, a zatim i enzimska aktivnost, odnosno proteinska ekspresija Western blot
metodom i nivo 4-HNE ELISA metodom.

3.2.3. Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu (RT-PCR)

Deo izolovanih uzoraka kancer-asociranog masnog tkiva kori$c¢en je za izolaciju RNK pomocéu
modifikovanog protokola (Chomczynski & Sacchi, 1987) od strane proizvodaca TRIzol™ reagensa
(Invitrogen). Naime, 50-100 mg tkiva je macerirano na ledu, a zatim homogenizovano u ru¢nom
staklenom homogenizatoru u 1 mL TRIzol™ reagensa. Nakon inkubacije od 5 minuta pri sobnoj
temperaturi, dodato je 0,2 mL hloroforma i inkubirano 3 minuta. Nakon 15 min. centrifugiranja pri
12 000 g na 4 °C, gornja, vodena faza koja sadrzi RNK alikvotirana je u nove ependorfice. Zatim je
dodato 0,5 mL izopropanola i nakon inkubacije od 10 minuta, centrifugirano pri 12 000 g na 4 °C.
Supernatant je odliven, a dobijeni talog sa RNK je resuspendovan u 1 mL 75% etanola. Uzorak je
kratko vorteksovan 1 zatim centrifugiran 5 min. pri 7 500 g na 4 °C. Supernatant je ponovo odbacen,
a talog RNK prosusen kratko na vazduhu, a zatim rastvoren u sterilnoj PCR vodi. Ovako dobijeni
uzorci RNK su ¢uvani na -80 °C sve do njihove pripreme za analizu genske ekspresije RT-PCR
metodom, koja je podrazumevala DNazni tretman i sintezu cDNK.

3.3. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina iz uzoraka tumorskog i masnih tkiva pripremljenih u saharoznom puferu
odredena je spektrofotometrijski po metodi Lowry i saradnika (Lowry et al., 1951). U osnovi ove
metode je biuretska reakcija peptidnih veza iz proteina sa bakrom (Cu) u alkalnoj sredini. Nastali jon
Cu" dalje reaguje sa Folinovim reagensom — Folin-Ciocalteau reakcija, u ¢ijoj osnovi je redukcija
fosfomolibdotungstenata do heteropolimolibdenum plavog, usled bakrom katalizovane oksidacije
aromati¢nih aminokiselina. Kao rezultat, nastaje plavo obojeni kompleks ¢iji je maksimum apsorpcije
na 500 nm. Apsorbanca uzoraka na 500 nm ocitana je na UV-VIS spektrofotometru (UV-1900i
Shimadzu). Koncentracija proteina u uzorku proporcionalna je intenzitetu boje, odnosno
zastupljenosti aromati¢nih aminokiselina u proteinima. Za ocitavanje koncentracije proteina u
uzorcima koristi se linearni deo standardne krive, koja se formira merenjem apsorbanci rastvora
albumina rastu¢ih i poznatih koncentracija. Senzitivnost ove metode je 0,01 mg/mL proteina, a
koncentracija ukupnih proteina se izrazava u mg/mL.

3.4. Odredivanje koncentracije RNK

Koncentracija RNK u uzorcima dobijenim izolacijom TRIzol™ reagensom (Invitrogen, Life
Technologies) odredena je spektrofotometrijski na NanoDrop Microvolume spektrofotometru
(Thermo Fisher Scientific), na talasnoj duzini od 260 nm u UV delu spektra. Finalna koncentracija
izrazena je u ug RNK/mL. Odnos apsorbanci na 260 nm i 280 nm je koriS¢en za odredivanje Cistoce
RNK, a odnos A260/A280 ~2 je smatran za odgovarajucu ¢istocu RNK.
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3.5. SDS-PAGE i Western blot

3.5.1. Elektroforeza proteina

Na osnovu molekulskih masa, proteini su razdvajani natrijum-dodecil sulfat (eng. Sodium
dodecyl sulfate, SDS) — poliakrilamidnom elektroforezom (SDS-PAGE) u Mini-Protean 111 sistemu
(BioRad). Gelovi za razdvajanje proteina razlikovali su se po koncentraciji akrilamida (AA), u
zavisnosti od molekulske mase ciljnog proteina, dok su gelovi za koncentrovanje uvek bili 5% (5%
AA, 0,1% SDS, 0,125 M Tris, pH 6,8). Polimerizacija gelova je omogucena dodavanjem 0,05%
amonijum-persulfata i 0,033% N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamina (TEMED). Pufer za razdvajanje
je sadrzao 0,192 M glicin, 0,1% SDS i 0,025 M Tris, pH 8,3. Uzorci proteina odredene zapremine
pre nalivanja na gel pomesSani su sa istom zapreminom pufera za uzorke (4% SDS, 20% glicerol, 10%
B-merkaptoetanol, 0,025% brom-fenol plavo, 0,125 M Tris, pH 6,8), a zatim denaturisani kuvanjem
5 min. na 95 °C. U zavisnosti od ciljnog proteina, nanoseno je 5-20 pg proteina iz uzorka. Na gelove
je nanos$en i proteinski marker (BioRad) radi utvrdivanja molekulskih masa. Elektroforeza je trajala
90-120 min. pri diskontinuiranom intenzitetu struje i konstantnom naponu od 100 V. Nakon prelaska
proteina u gel za razdvajanje, napon je povecan na 120 V. Nakon elektroforeze, gelovi su dalje
koris¢eni za Western blot analizu.

3.5.2. Prenos proteina sa SDS-poliakrilamidnog gela na membranu i imunoloska detekcija
imobilizovanih proteina (Western blot)

Proteini su sa gelova preneseni mokrim elektrotransferom na polivinil difluoridne (PVDF)
membrane (Amersham Hybond P 0.45 pum). Membrane su prethodno aktivirane u metanolu (10
sekundi) i destilovanoj vodi (3 minuta). Transfer proteina sa gelova na membrane se odvijao pri
konstantnom naponu od 100 V, 60 min. u puferu za transfer (0,192 M glicin, 20% metanol, 0,025 M
Tris, pH 8,3). UspesSnost transfera je proveravana 5% rastvorom Ponceau S boje u glacijalnoj siréetnoj
kiselini. Membrane su potom obezbojavane ispiranjem u Tris puferu sa dodatkom Tween 20 (0,2 M
Tris, 1,5 M NaCl, 0,05% Tween 20, pH 7,4) i inkubirane 60 min. na sobnoj temperaturi u serumu za
blokiranje slobodnih mesta ha membrani - 5% BSA (eng. Bovine serum albumine) u Tris puferu sa
dodatkom Tween 20. Nakon blokiranja, membrane su inkubirane sa primarnim antitelom rastvorenim
u 5% BSA preko no¢i na 4 °C. Podaci o antitelima koriS¢enim u ovom eksperimentu prikazani su u
Tabeli 1. Nakon ispiranja viska primarnog antitela, membrane su inkubirane sa odgovaraju¢im
sekundardnim antitelom dobijenim imunizacijom koze na IgG zeca, odnosno misa (eng. Goat-anti
rabbit HRP, Abcam i Goat-anti mouse HRP, Abcam), u razblazenju 1:15000, odnosno 1:4000 u 5%
BSA tokom 2 h na sobnoj temperaturi. Membrane su nakon inkubacije ispirane Tris puferom sa
dodatkom deterdZzenta Tween 20, 30 minuta na sobnoj temperaturi. Za vizuelizaciju proteina,
membrane su inkubirane 3 minuta u hemiluminiscentnom supstratu — luminolu, uz dodatak H2O..
Nakon inkubacije u luminolu, signal sa membrana skeniran je pomoc¢u iBright CL750 Imaging
System aparata (Thermo Fisher Scientific). Slike dobijene sa aparata dalje su koris¢ene za
kvantifikaciju proteinskih traka.
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Tabela 1. Primarna antitela kori¢ena za Western blot analizu.

Proizvodac i

Antitelo Kataloski broj RazblaZenje Mr (kDa)
ACC aﬁ‘i’gi% 1:1000 265
ACLY a@z?g??s 1:10000 120
AMPKa 1/2 atﬁ%%aﬂs 1:1000 64
CAT a@?ggg‘? 1:10000 59
CAV1 A’z?gingg 1:1000 20
CAIX EE"Z%SC(;Z%% 1:1000 58
CD63 gﬁtgcégg% 1:1000 26
CD81 g[,itgcs'gg‘;% 1:1000 22
CuZnSOD S 1:1000 23
Cx43 a@ﬁgg‘o 1:2000 43
DRP1 akf‘l%‘fznzw 1:5000 83
FAS atﬁt)s%asr?Js 1:1000 273
G6PDH aﬁ;’ggg‘g 1:1000 59
GAPDH aAb%CZag 1:1000 36
GCL aﬁi’;’g% 1:1000 73
GGT aﬁggig‘S 1:1000 60-65
GSH-Px1 abAlt(’)%a4r27 1:5000 22
GSH-Px4 S 1:1000 21
GST Mu £§§3Tz 1:1000 25
GST Pi aﬁ%%agl 1:1000 23
HIF-1a S e 1:1000 132
IDH2 ign;;sgfg 1:1000 51
LDHA EE'ngcl'gg%‘; 1:5000 36
LDHB a@gggq‘g 1:10000 37
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Abcam

MeTs ab74109 1:500 49
MEL waooses L1000 o4
MENL cerao  weml o4
MFN2 2556069 1:1000 o
MnSoD 019533 1:5000 25
NoX2 oo weml 65
W SEOE g
e M
o mmEn e
OPAL e, 1:10000 112
Coc,)élft';ﬁ) > am%aﬂg 1:1000 20-55
B o
PFKFB3 atﬁ%ﬁgl 1:1000 86
PRX3 wiaz  L100 25
" A 14954 =LY 55
sEn
ToGI0L 2030871 ! ng/ml 44
p-aktin fbcam 1:5000 42

Skracenice koris¢ene u tabeli: ACC, acetil-CoA karboksilaza; ACLY, ATP-citrat liaza; AMPKao, 5’AMP-aktivirana
protein kinaza alfa; CAT, katalaza; CAV1, kaveolin 1; CAIX, karboanhidraza IX; CD63, eng. Cluster of differentiation
63; CD81, eng. Cluster of differentiation 81; CuZnSOD, bakar,cink superoksid dismutaza; Cx43, koneksin 43; DRP1,
eng. Dynamin-related protein 1; FAS, sintaza masnih kiselina; G6PDH, glukozo 6-fosfat dehidrogenaza; GAPDH,
gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza; GCL, glutamat-cistein ligaza; GGT, gama glutamil transferaza; GSH-Px1, glutation
peroksidaza 1; GSH-Px4, glutation peroksidaza 4; GST Mu, glutation S-transferaza mu klase; GST Pi, glutation S-
transferaza pi klase; HIF-1a, hipoksija inducibilni faktor-1 alfa; IDH2, izocitrat dehidrogenaza 2; LDHA, laktat
dehidrogenaza A; LDHB, laktat dehidrogenaza B; MCT4, monokarboksilatni transporter 4; ME1, mali¢ni enzim 1;
MFN1, mitofuzin 1; MFN2, mitofuzin 2; MnSOD, mangan superoksid dismutaza; NNT, nikotinamid nukleotid
transhidrogenaza; NOX2, NADPH oksidaza 2; NRF1, nukleusni faktor-eritroid faktor 2-zavisni faktor 1; rNRF1,
nukleusni respiratorni faktor 1; NQO1, NAD(P)H:hinon oksidoreduktaza 1; OPA1, eng. Optic atrophy protein 1;
OXPHOS, oksidativna fosforilacija; pNRF2, fosforilisani nukleusni faktor-eritroid faktor 2-zavisni faktor 2; PFK1,
fosfofruktokinaza 1; PFKFB3, 6-fosfofrukto-2-kinaza/fruktoza-2,6-bisfosfataza 3; PRX3, peroksiredoksin 3; TR,
tioredoksin reduktaza; TRX, tioredoksin; TSG101, eng. Tumor susceptibility gene 101.
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3.5.3. Kvantifikacija rezultata dobijenih Western blot analizom

Denzitometrijska analiza dobijenih proteinskih traka radena je pomocu Imagel softverskog paketa.
Intenzitet zatamnjenja (eng. volume) zaokruzene trake predstavljen je kao suma svih vrednosti piksela
pobudenih signalom (1 piksel = 0,007744 mm?) unutar trake umanjena za fon pozadine (eng.
background). Dobijene vrednosti za ciljane proteine normalizovane su u odnosu na vrednosti dobijene
za gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazu (eng. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, GAPDH)
ili B-aktin kao konstitutivno eksprimiran protein (eng. housekeeping protein).

3.6. Analiza nivoa 4-HNE ELISA metodom

Nivo 4-hidroksinonenala (eng. 4-hydroxynonenal, 4-HNE) u uzorcima tumorskog tkiva
odredivan je pomoc¢u ELISA kita #EN-E-EL-0128 (Elabscience), vodec¢i se protokolom datim od
strane proizvodaca. Signal je ocitan na 450 nm na citaGu mikroploca Synergy H1 MultiMode
(Agilent) pomocu Gen5 softvera. Finalno, koncentracija 4-HNE odredena je poredenjem opticke
gustine uzoraka sa standardnom Kkrivom.

3.7. Analiza aktivnosti enzima antioksidativne odbrane

3.7.1. Katalaza

Aktivhost CAT je odredivana po Beutler metodi (Beutler, 1982), koja podrazumeva
spektrofotometrijsko pracenje promene u absorbanci H.O> koja se menja usled razgradnje standardne
koncentracije H20. (10 mM) katalazom iz uzorka. Promena absorbance prati se na 230 nm talasne
duzine jer tu H2O, ima maksimum apsorpcije. Aktivnost CAT je izracunata pomocu molarnog
ekstinkcionog koeficijenta za H2O; (0.071), a finalne vrednosti izrazene su u jedinicama aktivnosti
CAT po mg proteina.

3.7.2. Glutation peroksidaza

Aktivnost enzima GSH-Px je odredivana po metodi Paglia i Valentine (Paglia & Valentine,
1967), koja se zasniva na spektrofotometrijskom pracenju promene apsorbance NADPH na 340 nm
talasne duzine usled njegove oksidacije. NADPH se koristi za redukciju oksidovanog glutationa
(GSSG) pomocu glutation reduktaze, a zatim se GSSG reciklira iz redukovanog glutationa (GSH)
pomocu GSH-Px. Aktivnost GSH-Px izrazena je u jedinicama po mg proteina, a jedinica aktivnosti
GSH-Px je definisana kao 1 nM NADPH oksidovanog u minuti.

3.7.3. Glutation S-transferaza

Aktivnost enzima GST je odredena po metodi Habig i saradnika (Habig et al., 1974). GST
katalizuje reakciju konjugacije 1-hloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) sa tiolnom (-SH) grupom
glutationa, pri ¢emu nastaje CDNB-glutation konjugat. Aktivnost enzima odredena je merenjem
promene apsorbance nastalog konjugata na 340 nm. Aktivnost GST je izracunata pomoc¢u molarnog
ekstinkcionog koeficijenta za CDNB (9,6), a finalne vrednosti izrazene su u nM GSH min! mg*!
proteina.
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3.7.4. Glutation reduktaza

Aktivnost enzima GR odredivana je po metodi Glatzle i saradnika (Glatzle et al., 1974), koja se
zasniva na spektrofotometrijskom prac¢enju oksidacije NADPH na 340 nm talasne duzine. NADPH
se oksiduje prilikom redukcije oksidovanog glutationa (GSSG) u reakciji koju katalizuje GR.
Aktivnost GR izraZena je u jedinicama po mg proteina, a jedinica aktivnosti GR je definisana kao 1
nM NADPH oksidovanog u minuti.

3.7.5. Tioredoksin reduktaza

Aktivnost enzima TR je odredena po metodi Luthman i Holmgren (Luthman & Holmgren, 1982).
TR katalizuje redukciju disulfidne veze u 5,5'-ditio-bis (2-nitrobenzoeva kiselina) (DTNB) do
trinitrobenzena (TNB), uz NADPH kao kofaktor. Ova reakcija se prati spektrofotometrijski preko
oksidacije NADPH kao povecanje apsorbance na talasnoj duzini od 412 nm tokom prva dva minuta
reakcije. Aktivnost TR je izraZzena u jedinicama po mg proteina, a jedinica aktivnosti TR je definisana
kao 1 nM NADPH oksidovanog u minuti.

3.7.6. Superoksid dismutaza

Aktivnost izoformi SOD (MnSOD i CuZnSOD) je odredena je po modifikovanoj metodi Misra
I Fridovich (Misra & Fridovich, 1972). Ova metoda zasnovana je na sposobnosti SOD da inhibira
autooksidaciju adrenalina u adrenohrom u baznoj sredini, pri ¢emu se oslobadaju superoksid anjon
radikali koji ubrzavaju ovu reakciju. Brzina autooksidacije adrenalina prati se spektrofotometrijski
na talasnoj duzini od 480 nm, a mera aktivnosti enzima je stepen inhibicije reakcije. Jedinica
aktivnosti SOD je definisana kao koli¢ina proteina koja dovodi do 50% inhibicije brzine
autooksidacije adrenalina u linearom delu promene apsorbance. Aktivnost SOD izraZena je u
jedinicama po miligramu proteina.

3.8. Analiza nivoa glutationa

Koli¢ina ukupnog glutationa (redukovani, GSH i oksidovani, GSSG) odredivana je u tkivu po
metodi Griffith (Griffith, 1980), nakon precipitacije proteina u uzorku 10% sulfosalicilnom
kiselinom. Metoda se zasniva na oksidaciji redukovanog glutationa (GSH) od strane 5,5'-ditio-bis-(2-
nitrobenzoi¢nom kiselinom) (DTNB), pri ¢emu nastaju 5-tio-2-nitrobenzoi¢na kiselina (TNB) i
oksidovani glutation (GSSG). TNB je jedinjenje zute boje ¢iji je maksimum apsorpcije na 412 nm i
njegova stopa formiranja proporcionalna je koncentraciji GSH u uzorku, koja se moZe odrediti
merenjem promene apsorbance na 412 nm. GR Kkatalizuje redukciju nastalog GSSG do 2 GSH u
prisustvu NADPH, a GSH zatim ponovo reaguje sa DTNB 1 formira TNB. Izmerena koliina
glutationa u uzorku predstavlja sumu redukovanog i oksidovanog glutationa ([GSH]ukupni = [GSH]
+ 2 x [GSSQ@Y]). Koli¢ina glutationa u uzorcima izracunava se na osnovu linearnog dela prethodno
napravljene standardne krive razli¢itih koncentracija GSH, a izrazava se u nM GSH g™ tkiva.

3.9. RT-PCR

Nakon izolacije RNK prema protokolu proizvoda¢a TRIzol™ reagensa (Invitrogen, Life
Technologies) i odredivanja koncentracije RNK spektrofotometrijskom metodom, 1 pg ukupne RNK
je koris¢en za sintezu cDNK pomocu kita za reverznu transkripciju i sintezu prvog lanca cDNK
(Thermo Fischer Scientific) prema uputstvima proizvodaca. Sintetisana cDNK je zatim kori$é¢ena kao
matrica u RT-PCR. RT-PCR je izvoden pod standardnim uslovima koris¢enjem FastStart Essential
DNA Green Master kita (Roche) i QuantStudio™ 3 Real-Time PCR aparata (Thermo Fisher
Scientific). Sekvence ciljnih gena koje su umnozavane i koris¢enih parova prajmera za njihovo
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umnozavanje prikazani su u Tabeli 2. Kao standardno eksprimiran gen koris¢en je gen za 18S
ribozomalnu RNK. Pre reakcije, svaki set prajmera je optimizovan, $to je ukljucivalo odredivanje
optimalne koncentracije prajmera, MgCl> i koncentracije cDNK matrice, verifikacija efikasnosti
amplifikacije 1 nespecificnog umnozavanja. RT-PCR reakcija je izvedena u duplikatu u ukupnoj
zapremini reakcije od 10 pL. Ciljne sekvence su umnoZene prema slede¢im uslovima reakcije: 15
sekundi denaturacije na 95 °C, 30 sekundi vezivanja prajmera za matricu na 56 °C i 30 sekundi
elongacije na 72 °C, u ukupno 40 ciklusa.

Tabela 2. Sekvence parova prajmera koji su koriséeni u RT-PCR.

Ciljni gen Sekvence prajmera

F: 5°-GAG CTA GAT AGT GCC CCT GG-3’

Nrf2 R: 5-CAG GAC TCA CGG GAA CTT CT-3’
Ciden F: 5°-TGC TCT TCT GTA TCG CCC AGT-3’
R: GCC GTG TTA AGG AAT CTG CTG-3’
ROMLG F: 5-CAG CAC GGT GAA GCC ATT C-3°
R: 5°-GCG TGC ATC CGC TTG TG-3’
88 F: 5-GGA AAG CAG ACA TCG ACC TCA-3’

R: 5’-AGT TCT CCAGCCCTCTTG GT-3’
Skracenice koris¢ene u tabeli: Nrf2, nukleusni faktor-eritroid faktor 2-zavisni faktor 2; Cidea, eng. Cell death-inducing
DFFA-like effector A; PRDM16, eng. PR domain containing 16; 18S, 18S ribozomalna RNK.

3.10. Analiza lokalizacije proteina mikroskopskim metodama

Parafinski preseci debljine 5 um koriS¢eni su za detekciju ekspresije i lokalizacije proteina
mikroskopskim metodama. Prethodno, parafinski preseci su sprovedeni kroz rutinski proces
deparafinizacije i rehidratacije. Zatim, parafinski preseci su inkubirani 10 min. u 10 mM citrathom
puferu (pH 60) na 600 W u mikrotalasnoj i ispirani TBS puferom kako bi se otkrili epitopi, odnosno
mesta vezivanja antigena.

3.10.1. Imunohistohemijska lokalizacija proteina

Imunohistohemijska analiza za detekciju ekspresije 1 lokalizacije proteina radena je na
polutankim presecima debljine 2 um. Preseci su prethodno sprovedeni kroz rutinski proces skidanja
smole u zasi¢enom rastvoru natrijum etoksida i rehidratacije. Zatim, preseci su inkubirani 10 min. u
10 mM citratnom puferu (pH 60) na 600 W u mikrotalasnoj i ispirani TBS puferom kako bi se otkrili
epitopi, odnosno mesta vezivanja antigena. ABC kit (Abcam) je kori$¢en za imunodetekciju proteina
u uzorcima streptavidin-biotin-peroksidaza metodom prema protokolu proizvodaca. Nespecificna
mesta vezivanja antitela blokirana su inkubacijom preseka u Protein Block rastvoru albumina
(Abcam) na sobnoj temperaturi tokom 30 minuta. Preseci su inkubirani preko no¢i na 4 °C sa
primarnim antitelima: PCNA (sc-7907, 1:200), NRF2 (ab31163, 1:100), MnSOD (ab13533, 1:100),
CuznSOD (ab13498, 1:250), MCT1 (ab238825, 1:250), MCT4 (ab74109, 1:250) i CAIX (E-AB-
64788, 1:250). Preseci su zatim isprani u Tris puferu sa dodatkom Tween 20 deterdzenta i inkubirani
10 min. na sobnoj temperaturi sa odgovaraju¢im sekundarnim anti-misjim ili anti-ze¢jim antitelima
(1/20) 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije i ponovnog ispiranja, preseci su inkubirani sa
streptavidinom konjugovanim sa peroksidazom na sobnoj temperaturi tokom 10 min.
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Mesta vezivanja primarnih antitela za ciljne proteine na tkivnim presecima detektovana su
inkubacijom sa 0,05% 3,3'-diaminobenzidinom (DAB) (DAB kit, Agilent Technologies) u prisustvu
0,012% H.0>, u mraku do pojave reakcije. Razvijanje bojene reakcije prekinuto je ispiranjem vodom
sa ¢esme, a preseci su zatim kontrastrirani hematoksilinom. Nakon rutinske dehidratacije kroz seriju
etanola rastu¢e koncentracije, napravljeni su trajni preparati montiranjem preseka u DPX medijumu
(distiren i ksilen; Sigma-Aldrich). Uzorci su dalje analizirani na DMLB svetlosnom mikroskopu
opremljenim digitalnom kamerom DFC295 za snimanje mikrografija (Leica Microsystems). Kako bi
se utvrdila specificnost antitela, kontrolni preseci bez inkubacije sa primarnim ili sekundarnim
antitelima su takode analizirani imunohistohemijski. Intenzitet DAB bojenja kvantifikovan je
pomoc¢u Image] softvera. Regioni od interesa (eng. Regions of interest, ROI) su nasumi¢no
selektovani uz pomo¢ Polygon Tool. Slike su konvertovane u 8-bitne crno-bele slike i invertovane
kako bi se pojacali DAB-pozitivni regioni. Merene su srednje vrednosti sivih povrsina, oduzimajuéi
signal iz pozadine (eng. background) radi korekcije.

3.10.2. Imunofluorescentna lokalizacija proteina

Obrasci ¢elijske lokalizacije i kolokalizacije ciljnih proteina u tumorskom tkivu analizirani su
konfokalnom mikroskopijom. Nakon otkrivanja antigena i ispiranja u TBS puferu, serijski parafinski
preseci debljine 5 um inkubirani su u 10% normalnom kozjem serumu i 1% BSA u TBS sa dodatkom
Tween 20 na sobnoj temperaturi tokom 60 minuta kako bi se blokirala nespecifi¢na mesta vezivanja
antitela. Preseci su zatim inkubirani preko no¢i sa odgovarajué¢im primarnim antitelima na 4 °C: CAT
(ab1877, 1:100), 4-HNE (ab46545, 1:100), GSH-Px4 (sc-166570, 1:100), DRP1 (FNab02541, 1:100,
osim kod kolokalizacije DRP1/OPAL1, gde je koris¢en sc-271583, 1:100), MFN1 (FNab05150,
1:100), VDAC1 (sc-390996, 1:100), OPAL (ab157457, 1:100), ATPB (ab14730, 1:100), PFKFB3
(ab181861, 1:100), Insulin (ab6995, 1:100), GLUT1 (ab115730, 1:100), GLUT4 (ab654, 1:100),
MCT1 (ab238825, 1:100), MCT4 (ab74109, 1:100) i CAIX (E-AB-64788, 1:100). Nakon ispiranja,
preseci su inkubirani sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelima konjugovanim sa fluorohromima na
sobnoj temperaturi tokom 60 minuta u mraku (A-11029, 1:400, Alexa Fluor® 488 kozje anti-misje;
A-11034, 1:400, Alexa Fluor® 488 kozje anti-zecje; A-21052, 1:400, Alexa Fluor® 633 kozje anti-
misje; A-21071, 1:400, Alexa Fluor® 633 kozje anti-zecje, Life Technologies). Nakon dva ispiranja
u TBS puferu sa dodatkom Tween 20 deterdZenta, i jednog u TBS, preseci su inkubirani 5 minuta sa
fluorescentnom bojom Sytox Orange (S11368, 1/1000, Thermo Fisher Scientific) za kontrastiranje
nukleusa. Nakon ponovnog ispiranja u TBS, Mowiol (Polysciences) je koris¢en kao medijum za
montiranje. U zavisnosti od porekla primarnih antitela, kori¢ene su dve metode: metod dvostruke
simultane imunofluorescencije (ako primarna antitela poticu iz razli¢itih domacina) i metod
dvostruke sekvencijalne imunofluorescencije (ako primarna antitela poticu iz istog domacina). Leica
TCS SP5 1II konfokalni laser skeniraju¢i mikroskop (Leica Microsystems) koriséen je u
sekvencijalnom modu kako bi se izbeglo preklapanje izmedu razli¢itih kanala. Dvojno obojeni uzorci
su ekscitovani Ar laserom na 488 nm i HeNe laserom na 633 nm, a nukleusne boje su ekscitovane
HeNe laserom na 543 nm. Kao negativne kontrole koris¢eni su preseci koju su podvrgnuti istoj
proceduri bez dodavanja primarnih antitela.

Kvantifikacija intenziteta imunofluorescence dobijena je pomocu Imagel softvera (FIJI).
Leica.lif slike su importovane pomocu Bio-Formats dodatka (eng. plugin), a individualni
fluorescentni kanali su razdvojeni. Intenzitet imunofluorescence je izmeren u pet nasumic¢no
izabranih ROI po slici koriste¢i ROI Manager tool. Izracunata je srednja vrednost za svaku ROI i
oduzet signal pozadine (eng. background), a dobijene vrednosti su dalje statisticki analizirane. Za
statisticku analizu koriS¢eno je 15 ROI po eksperimentalnoj grupi. Svi parametri slikanja (vreme
ekspozicije, jaCina lasera, amplifikacija signala) bili su konstanti za sve uzorke. Kolokalizacione
analize uradene su pomoc¢u ImageJ (FIJI) softvera sa Coloc 2 dodatkom (eng. plugin) kako bi se
kvantifkikovale prostorne korelacije izmedu 2 fluorescentna signala. Coloc 2 koriS¢en je za
preracunavanje Pirsonovog koeficijenta korelacije (eng. Pearson’s correlation coefficient, R), koji
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odreduje linearnu korelaciju izmedu signala na 2 kanala u svakom ROI. Costes’ test randomizacije
primenjen je kako bi se utvrdio znacaj kolokalizacije. Finalne R vrednosti su dalje statisticki
analizirane. Coloc 2 koriS¢en je i za preraCunavanje Mandersovog koeficijenta (eng. Manders’
coefficient, M1), koji odreduje proporciju signala u prvom kanalu koji kolokalizuje sa signalom u
drugom kanalu u svakom ROI. Dobijene M1 vrednosti su izrazene kao procenti i stepeni
kolokalizacije su podeljeni u tri klase u zavisnosti od M1 procenata: niska (0-33%), srednja (34-66%)
i visoka (67-100%). Pomocu ovih kategorija opisana je distribucija stepena/nivoa kolokalizacije u
razlicitim eksperimentalnim grupama.

3.10.3. Elektronska mikroskopija

Prethodno ukalupljeni uzorci u epoksidnu smolu su ise¢eni pomo¢u ultramikrotoma Leica UC6
(Leica Microsystems) na preseke debljine 80 nm, stavljeni na bakarne mreze i kontrastirani sa UA-
Zero (Agar Sci). Transmisioni elektronski mikroskop Philips CM12 (Philips/FEI) sa digitalnom
kamerom kori$¢en je za slikanje. Dijametar mitohondrija meren je u triplikatu, gde je nasumicno
izabrano 40 mitohondrija po eksperimentalnoj grupi. Sve analize 1 merenja radena su putem iTEM
softvera (Olympus Soft Imaging Solutions).

3.11. Statisticka obrada rezultata

Statisticka analiza dobijenih rezultata radena je pomoc¢u GraphPad Prism Software 9. Anderson-
Darling, D'Agostino i Pearson, Shapiro-Wilk i Kolmogorov-Smirnov testovi koris¢eni su za
ispitivanje normalnosti raspodele. Parametarska i neparametarska dvofaktorska analiza varijanse
(eng. Two-way ANOVA) pracena Tukey testom za viSestruka poredenja koris¢ena je za poredenje
varijanse izmedu grupa i utvrdivanje statistiCke znacajnosti u in vivo animalnoj studiji. Parametarska
jednofaktorska analiza varijanse (eng. One-way ANOVA) pra¢ena Tukey testom za viSestruka
poredenja kori$éena je za poredenje varijanse izmedu grupa i utvrdivanje statisticke znacajnosti u in
vitro studiji, kao i prilikom poredenja razlika u masama tumora, relativnim masama CAAT 1 iWAT i
telesnim masama miSeva. Za statistiCku znacajnost prihvac¢ene su vrednosti verovatnoce p < 0.05.
Dobijeni podaci predstavljeni su kao srednja vrednost + standardna devijacija (+ SD).
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4. REZULTATI

4.1. Promene telesne mase, mase tumora i relativne mase kancer-asociranog i kontralateralnog
ingvinalnog masnog tkiva kod WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke

Rast tumora u ortotopskom modelu kancera dojke kod WT i Nrf2KO miSeva pracen je u dve faze
rasta, < 2 nedelje i > 2 nedelje nakon inicijacije tumora. Uocen je trend manjih masa tumora u ranim
danima rasta tumora (< 2 nedelje) kod Nrf2KO miseva u poredenju sa WT miSevima, medutim, sa
daljim rastom tumora ta razlika nestaje (Slika 6).
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Slika 6. Razlike u masi tumora izmedu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva u periodu
manjem i ve¢em od 2 nedelje rasta tumora. Na graficima su prikazane srednje vrednosti = S.D. *

Poredenje veli¢ine tumora kod miSeva istog genotipa tokom razli¢itog vremenskog perioda, ***p <
0.001.

Na Slici 7 prikazane su promene telesne mase kod WT miSeva i Nrf2KO miSeva tokom
eksperimenta. Masa WT miSeva sa tumorima od 50 1 200 mg znacajno je bila smanjena u odnosu na
kontrolne WT miSeve bez tumora (Slika 7A). Isti trend primecen je i kod Nrf2KO miseva (Slika 7B),
s tim da je umanjenje mase kod ovih miSeva bilo veceg stepena (p < 0.001) nego kod WT miseva.
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Slika 7. Telesna masa (A) WT miseva i (B) Nrf2KO miseva tokom eksperimenta (kontrolni misevi
bez tumora, misevi sa tumorima mase 10, 50 1 200 mg). Na graficima su prikazane srednje vrednosti

+ S.D. # Poredenje sa respektivnom kontrolnom grupom miseva bez tumora, #p < 0.05, ##p < 0.01,
###p < 0.001.
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Istovremeno, relativna masa kancer-asociranog masnog tkiva bila je znacajno niza kod WT
miseva sa tumorima od 10 mg u poredenju sa kontrolnim WT miSevima bez tumora, dok Nrf2KO
misevi nisu pokazali znacajne razlike u relativnoj masi CAAT tokom eksperimenta (Slika 8A). Sa
druge strane, relativna masa iWAT ostala je nepromenjena kod miseva oba genotipa (Slika 8B).

A) 1.5+ B) 1.5+

1.0+

Relativha masa CAAT
Relativna masa iWAT

‘&*_o* e‘ﬂ\@ ‘\\\,3.0@ ,:\51*9
Slika 8. Relativna masa (A) kancer-asociranog masnog tkiva i (B) kontralateralnog ingvinalnog
masnog tkiva WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih miseva bez tumora i miseva sa

tumorima mase 10, 50 1 200 mg. # Poredenje sa respektivnom kontrolnom grupom miseva bez
tumora, #p < 0.05.
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4.2. Opste morfoloske karakteristike tumorskog, kancer-asociranog i kontralateralnog
ingvinalnog masnog tkiva WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke

4.2.1. Morfoloska analiza tumorskog tkiva

Svetlosnom mikroskopijom analizirana je opsta strukturna slika tumorskog tkiva WT i Nrf2KO
miseva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg (Slika 9). U obe grupe, morfologija tkiva menjala se sa
rastom tumora dojke. Samo u tumorskom tkivu Nrf2KO miseva (tumori od 50 i 200 mg) uocene su
izrazito krupne, odnosno gigantske kancerske ¢elije, koje su najverovatnije posledica celijske fuzije,
jer se uocavaju fuzioni kontakti i visestruki nukleusi (Slika 9, inserti).

Nrf2KO

W

Nrf2KO misevi, tumor od 50 mg  INSERTI

Slika 9. Svetlosna mikroskopija na presecima tumorskog tkiva WT i Nrf2KO miseva sa tumorima
mase 10, 50 1 200 mg. Na insertima su prikazane uveliane sekcije tumorskog tkiva Nrf2KO miseva
sa tumorima od 50 mg. Crvena strelica, gigantske kancerske ¢elije; bele strelice, Celijska fuzija;
crvena strelica na insertu, fuzioni kontakti. Uvecanje: x40.
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4.2.2. Morfoloska analiza kancer-asociranog masnog tkiva

Na Slici 10 prikazana je analiza hematoksilin-eozin bojenjem kancer-asociranog masnog tkiva
WT i Nrf2KO miseva sa tumorima mase 10, 50 1 200 mg. U ranim fazama rasta tumora (tumori mase
10 mg) se ne uocava razlika izmedu CAAT WT i Nrf2KO miseva, dok se sa daljim porastom mase
tumora (tumori mase 50 i 200 mg) uocava infiltracija imunskim ¢elijama i multilokularnost adipocita.

50 mg

200 mg

Slika 10. Hematoksilin-eozin bojenje kancer-asociranog masnog tkiva WT i Nrf2KO miSeva sa
tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Uvecanje: x10, orig. Bar: 200 pum.
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4.2.3. Morfoloska analiza kontralateralnog ingvinalnog masnog tkiva

Na Slici 11 prikazana je analiza hematoksilin-eozin bojenjem kontralateralnog ingvinalnog
masnog tkiva WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke (tumori mase 10, 50 i 200 mg). Za
razliku od CAAT, uocene su razlike izmedu IWAT WT i Nrf2KO miseva. IWAT je kod WT miseva
sa tumorima od 10 mg bilo multilokulusno, a zatim je poprimilo ve¢inski unilokulusnu morfologiju
pri daljem rastu tumora (tumori mase 50 i 200 mg). U Nrf2ZKO misevima sa tumorima mase 10 mg,
IWAT je bilo unilokulusno tkivo, da bi sa daljim rastom tumora (tumori mase 50 i 200 mg) preslo u
vecinski multilokulusno tkivo.

Slika 11. Hematoksilin-eozin bojenje kontralateralnog ingvinalnog masnog tkiva WT i Nrf2KO
miseva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Uvecanje: x10, orig. Bar: 200 um.
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4.3. Ortotopski model kancera dojke kod WT i Nrf2KO miSeva

4.3.1. Obrazac proteinske ekspresije i lokalizacije proliferativnog celijskog nukleusnog antigena
(PCNA) u tumorskom tkivu dojke

Imunohistohemijska analiza proteinske ekspresije i tkivne lokalizacije proliferativnog markera
PCNA (eng. Proliferating cell nuclear antigen) u tumorskom tkivu prikazana je na Slici 12. Takode,
na grafiku je prikazan intenzitet diaminobenzidin (DAB) bojenja, odnosno kvantifikacija
imunopozitivnosti PCNA u tumorskom tkivu dojke. Uocena je povecana proteinska ekspresija PCNA
u nukleusima sa rastom tumora i kod WT i kod Nrf2KO miseva, potvrdujuéi prisustvo proliferacije
kancerskih celija i rasta tumora kod oba genotipa miseva. Pored toga, PCNA-pozitivni nukleusi
pokazali su plejomorfizam, §to ukazuje na proliferaciju razli¢itih tipova ¢elija unutar tumorskog tkiva.
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Slika 12. Imunohistohemijska detekcija PCNA na presecima tumorskog tkiva WT i Nrf2KO miseva
sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Grafik prikazuje kvantifikaciju imunopozitivnosti PCNA u
tumorskom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg.
NK, negativna kontrola. Uvecanje: x100 orig. Bar: 20 pm. # Poredenje sa respektivnom inicijalnom
fazom rasta tumora (tumori mase 10 mg), ###p < 0.001.
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4.3.2. Genska ekspresija transkripcionog faktora Nrf2 u kancer-asociranom masnom tkivu

Model Nrf2KO miseva potvrden je i RT-PCR analizom genske ekspresije transkripcionog
faktora NRF2 u kancer-asociranom masnom tkivu (Slika 13). Ciljni prajmeri targetovali su sekvencu
Nrf2 koja je izmenjena kod Nrf2KO miseva. Kod WT miseva, u CAAT je uoCena nepromenljiva
genska ekspresija Nrf2 u kontrolnim misevima bez tumora, kao i sa rastom tumora, dok je u CAAT
Nrf2KO miseva potpuno izostala genska ekspresija Nrf2 usled targetovanja izmenjene sekvence kod
ovih miSeva.
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Relativna genska ekspresija Nrf2

Slika 13. Relativna genska ekspresija Nrf2 u kancer-asociranom masnom tkivu WT (beli barovi) i
Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih miseva bez tumora i miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg.

4.3.3. Proteinski nivo NQO1 u tumorskom, kancer-asociranom i kontralateralnom ingvinalnom
masnom tkivu

Da bismo utvrdili razlike u transkripcionoj aktivnosti NRF2 izmedu Nrf2*"* tumorskog tkiva
dojke i Nrf2”7~ CAAT i iWAT, analizirali smo proteinski nivo direktnog targeta NRF2, NQO1, u
ovim tkivima sa rastom tumora kod WT i Nrf2KO miSeva (Slika 14). Proteinski nivo NQO1 u
tumorskom tkivu se znacajno povecao i kod WT i kod Nrf2KO miseva sa tumorima mase 50 mg i
200 mg (Slika 14A). Nasuprot tome, CAAT WT miseva nije pokazivao promene u proteinskim
nivoima NQOL1 sa rastom tumora, dok je CAAT Nrf2KO misSeva pokazao znacajno nize proteinske
nivoe NQO1 u poredenju sa odgovaraju¢im grupama WT miSeva, sve do miSeva sa tumorima od 200
mg, gde ta razlika viSe nije bila prisutna (Slika 14B). Sli¢an obrazac proteinskog nivoa NQOI
primecen je i u IWAT (Slika 14C), koje takode pokazuje nize proteinske nivoe NQO1 kod Nrf2ZKO
miseva u poredenju sa respektivnim WT grupama, osim u odnosu na iWAT WT miseva sa tumorima
mase 200 mg. Ipak, iWAT WT miseva pokazuje obrazac smanjenja proteinskog nivoa NQO1 sa
rastom tumora u odnosu na kontrolne miseve bez tumora. Dodatno, dok je u CAAT Nrf2KO miseva
pokazano povecanje proteinskog nivoa NQO1 u odnosu na kontrolne miseve bez tumora, kod iWAT
Nrf2KO miseva uoceno je smanjenje proteinskog nivoa NQO1 u odnosu na kontrolne Nrf2KO miseve
bez tumora.
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Slika 14. Proteinski nivo NQOL1 u (A) tumorskom tkivu, (B) kancer-asociranom masnom tkivu i (C)
kontralateralnom ingvinalnom masnom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih
miseva bez tumora (B,C) i miSeva sa tumorima mase 10, 50 1 200 mg (A,B,C). Proteinski nivo izrazen
je relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein. Na graficima su prikazane
srednje vrednosti £ S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg) (A)
ili kontrolom bez tumora (B,C), #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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4.4. Redoks profili tumorskog, kancer-asociranog i kontralateralnog ingvinalnog masnog tkiva
WT i Nrf2ZKO miseva tokom rasta tumora dojke

4.4.1. Obrazac proteinske ekspresije i lokalizacije NRF2 u tumorskom tkivu dojke

Proteinska ekspresija, tkivna i ¢elijska lokalizacija NRF2 u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO
miseva ispitivani su imunohistohemijskom i Western blot analizom tokom rasta tumora (Slika 15).
Slika 15A pokazuje vec¢u nukleusnu imunoreaktivnost NRF2 u tumorskom tkivu Nrf2KO miseva u
poredenju sa respektivnim WT grupama tokom eksperimenta. Povecanje nivoa ekspresije NRF2
uocava se sa rastom tumora (tumori od 50 mg) kod oba genotipa miSeva u poredenju sa tumorima od
10 mg. Medutim, tumori od 200 mg pokazali su znac¢ajno povecane nivoe ekspresije NRF2 u odnosu
na tumore od 10 mg samo kod Nrf2KO miseva. Pored toga, proteinski nivo aktivnog nukleusnog
oblika, fosforilisanog NRF2 (eng. phosphorylated NRF2, pNRF2) povecavao se u tumorskom tkivu
WT miSeva sa rastom tumora, a sli¢an obrazac je uocen i za pNRF2 u tumorskom tkivu Nrf2KO
miseva, ali na znacajno nizem nivou u poredenju sa respektivnim WT grupama (Slika 15B).
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Slika 15. (A) Imunohistohemijska detekcija NRF2 na presecima tumorskog tkiva WT i Nrf2KO
miSeva sa tumorima mase 10, 50 1 200 mg. Grafik prikazuje kvantifikaciju imunopozitivnosti NRF2
u tumorskom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miseva sa tumorima mase 10, 50 i 200
mg. Uvecanje: x100 orig. Bar: 20 um. (B) Proteinski nivo pNRF2 u tumorskom tkivu WT (beli
barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Proteinski nivo izrazen je
relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein. Na graficima su prikazane
srednje vrednosti = S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg), #p
< 0.05, ###p < 0.001.

36



4.4.2. Obrazac proteinske ekspresije i lokalizacije CuZnSOD u tumorskom tkivu dojke

Imunohistohemijska analiza proteinske ekspresije i tkivne lokalizacije CuZnSOD, Western blot
analiza i aktivnost CuZnSOD prikazani su na Slici 16. Imunopozitivnost CuZnSOD (Slika 16A) bila
je u skladu sa proteinskim nivoima CuZnSOD (Slika 16B), pokazujuc¢i povecanje u tumorima od 10
mg kod Nrf2KO miseva u poredenju sa 10 mg tumorima kod WT mi$eva. Proteinski nivoi CuZnSOD
su se zatim smanjivali sa rastom tumora (tumori od 50 mg i 200 mg) kod Nrf2KO miseva u poredenju
sa inicijalnom fazom rasta tumora (tumori od 10 mg), ali su i dalje ostajali znacajno visi nego kod
respektivnih grupa WT miseva. Aktivnost CuZnSOD u tumorskim tkivima pokazala je povecanje sa
rastom tumora samo kod Nrf2KO miSeva, i to u grupi sa tumorima mase 200 mg (Slika 16C).
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Slika 16. (A) Imunohistohemijska detekcija, (B) proteinski nivo i (C) enzimska aktivnost CuZnSOD
u tumorskom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200
mg. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein.
Na graficima su prikazane srednje vrednosti + S.D. NK, negativna kontrola. Uvecanje: x40 orig. Bar:
50 um. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, ***p < 0.001; # Poredenje sa
respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg), #p < 0.05, ###p < 0.001.
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4.4.3. Obrazac proteinske ekspresije i lokalizacije MNnSOD u tumorskom tkivu dojke

Imunohistohemijska analiza proteinske ekspresije i tkivne lokalizacije MnSOD, Western blot
analiza i aktivnost MnSOD prikazani su na Slici 17. Za razliku od CuZnSOD, MnSOD je pokazao
smanjenu imunopozitivnost u tumorima od 50 mg kod oba genotipa miseva (Slika 17A), sto je bilo u
skladu sa smanjenim proteinskim nivoima MnSOD u tumorima od 200 mg kod misSeva oba genotipa
u odnosu na inicijalnu fazu rasta tumora (tumori od 10 mg) (Slika 17B). Promene u enzimskoj
aktivnosti MnSOD nisu uocene ni u jednoj grupi tokom eksperimenta (Slika 17C).
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Slika 17. (A) Imunohistohemijska detekcija, (B) proteinski nivo i (C) enzimska aktivnost MnSOD u
tumorskom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg.
Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein. Na
graficima su prikazane srednje vrednosti + S.D. NK, negativna kontrola. Uvecanje: x40 orig. Bar: 50
um. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, **p < 0.01; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom
fazom rasta tumora dojke (10 mq), ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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4.4.4. GSH-zavisni antioksidativni sistem u tumorskom tkivu dojke

Slika 18 prikazuje nivoe GSH i aktivnost enzima antioksidativnog sistema baziranog na GSH u
tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke. Nivoi GSH i aktivnost GR pokazali
su promene zavisne od rasta tumora, znac¢ajno se povecavajuci u tumorima od 50 mg i 200 mg u
odnosu na 10 mg tumore miSeva istog genotipa (Slika 18A,B). Sa druge strane, aktivnost GST nije
se menjala kod WT miSeva sa rastom tumora, ali je bila znacajno manja u tumorskim tkivima Nrf2KO
miseva sa tumorima mase 50 1 200 mg u poredenju sa respektivnim grupama WT miSeva (Slika 18D).
Medutim, nisu uocene razlike u aktivnosti GSH-Px izmedu tumorskih tkiva WT i Nrf2KO miSeva,
kao ni promene sa rastom tumora (Slika 18C).
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Slika 18. (A) Nivo GSH i enzimska aktivnost (B) GR, (C) GSH-Px i (D) GST u tumorskom tkivu
WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Na graficima su
prikazane srednje vrednosti = S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05; # Poredenje
sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg), #p < 0.05, ###p < 0.001.
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Izoforme GST pokazale su razli¢ite obrasce proteinskih nivoa u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO
miseva. Proteinski nivo GST Pi bio je znacajno povecan u tumorima od 200 mg kod WT miseva
(Slika 19E). Proteinski nivoi GST Pi bili su inicijalno vi$i u tumorskim tkivima Nrf2KO misSeva u
poredenju sa WT misevima (tumori mase 10 mg), sve do kasnijih faza rasta tumora (200 mg). Sa
druge strane, izoforma GST Mu nije pokazala nikakve promene u proteinskom nivou tokom
eksperimenta, izuzev povecanja u tumorima od 50 mg u odnosu na tumore od 10 mg kod Nrf2KO
miseva (Slika 19F). Nasuprot tome, proteinski nivo GSH-Px1 znac¢ajno se smanjio sa rastom tumora
(tumori od 50 1 200 mg) u tumorskom tkivu WT miseva, dok su kod Nrf2KO miseva ostali konstantni,
ali i dalje znac¢ajno visi nego kod respektivnih grupa WT miSeva (Slika 19A). Sli¢no tome, proteinski
nivo GSH-Px4 bio je znacajno smanjen u tumorima mase 50 i 200 mg u odnosu na tumore mase 10
mg kod WT miseva (Slika 19B). Slican opadajuci profil uocen je i kod Nrf2KO miSeva, iako su oni
pokazali znatno visi proteinski nivo GSH-Px4 u tumorima svih masa u poredenju sa istim grupama
WT miseva. Proteinski nivo GGT je takode bio zna¢ajno nizi u tumorima od 50 mg i 200 mg WT i
Nrf2KO miseva u poredenju sa tumorima od 10 mg kod miSeva istog genotipa, iako su proteinski
nivoi GGT bili znacajno visi u tumorima svih masa kod Nrf2KO miseva u poredenju sa respektivnom
grupama WT miseva (Slika 19D). Sli¢no, proteinski nivo GCL bio je znacajno visi u tumorima od 10
mg kod Nrf2KO miseva u poredenju sa istom grupom WT miseva, dok su se kod Nrf2KO miSeva
znacajno smanjili u tumorima od 50 mg i 200 mg u poredenju sa tumorima od 10 mg (Slika 19C).
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Slika 19. Proteinski nivoi (A) GSH-Px1, (B) GSH-Px4, (C) GCL, (D) GGT, (E) GST Pi i (F) GST
Mu u tumorskom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva sa tumorima mase 10, 50 i
200 mg. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani
protein. Na graficima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom,
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora
dojke (tumori mase 10 mg), #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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Analiza kolokalizacije GSH-Px4 i markera lipidne peroksidacije 4-HNE (Slika 20A) pokazala je
razlicite profile kod WT i Nrf2KO miSeva u tumorima od 10 mg, gde je njihova kolokalizacija bila
znafajno smanjena kod Nrf2ZKO miseva u odnosu na WT miSeve. Sa rastom tumora, nivo
kolokalizacije GSH-Px4 i 4-HNE se znacajno smanjio u tumorskom tkivu WT miseva, dok je kod
Nrf2KO miseva ostao nepromenjen. Paralelno sa tim, nivoi 4-HNE u tumorskim tkivima pokazivali
su suprotan trend u odnosu na ekspresiju GSH-Px4 (Slika 20B). Nivoi 4-HNE znacajno su se
povecavali sa rastom tumora kod miSeva oba genotipa, iako su bili znac¢ajno nizi u tumorima od 10
mg kod Nrf2KO miseva u poredenju sa tumorima iste mase WT miseva.
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Slika 20. (A) Imunofluorescentna detekcija i kolokalizacija GSH-Px4 i 4-HNE u tumorskom tkivu
WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miseva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Prikazan je
integrisani kanal imunobojenja za GSH-Px4 (zeleno) i 4-HNE (crveno), kolokalizacija je prikazana
zutom, dok su nukleusi obojeni sa Sytox Orange (plavo). Uvecanje: x40 orig. Bar: 25 um. (B) Nivoi
4-HNE u tumorskom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva sa tumorima mase 10, 50
i 200 mg. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05; # Poredenje sa respektivnom
inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mq), ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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4.4.5. TRX-zavisni antioksidativni sistem u tumorskom tkivu dojke

Slika 21 prikazuje promene u aktivnosti TR i proteinskim nivoima enzima TRX-zavisnog sistema
antioksidativne odbrane u tumorskim tkivima WT i Nrf2KO miSeva. Proteinski nivo TR i njegova
aktivnost bili su uskladeni, znacajno se povecavajuc¢i u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miseva sa
rastom tumora (tumori mase 50 i 200 mg), nezavisno od prisustva funkcionalnog NRF2 u tumorskoj
mikrosredini (Slika 21A,B). Suprotno tome, proteinski nivo TRX znacajno je smanjen sa rastom
tumora (tumori mase 200 mg) samo kod WT miSeva, dok u tumorskom tkivu Nrf2KO miseva nije
bilo znacajnih promena u proteinskom nivou TRX tokom eksperimenta (Slika 21C). Takode,
proteinski nivo PRX3 (Slika 21D) ostao je stabilan sa rastom tumora kod oba genotipa miseva, ali je
bio znacajno visi u tumorskom tkivu Nrf2ZKO miseva u poredenju sa respektivnim grupama WT

miseva (tumori mase 10 i 200 mg).
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Slika 21. (A) Enzimska aktivnost TR, proteinski nivoi (B) TR, (C) TRX i (D) PRX3 u tumorskom
tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva sa tumorima dojke mase 10, 50 i 200 mg.
Proteinski nivo izraZen je relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein. Na
graficima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05,
**p <0.01; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg),

#p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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4.4.6. Proteinski nivo, aktivnost i lokalizacija katalaze u tumorskom tkivu dojke

Proteinski nivo CAT u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke imao
je isti profil, sa znacajnim smanjenjem u tumorima od 200 mg (Slika 22A). Medutim, aktivnost CAT
nije se mogla detektovati u tumorskim tkivima ni kod WT ni kod Nrf2KO miseva, niti u E0771
¢elijama kancera dojke koje su koris¢ene za indukciju tumora (nije prikazano). Pored toga, uporedili
smo proteinski nivo CAT u E0771 ¢elijama kancera dojke, tumorskom tkivu (tumori mase 50 mg) i
CAAT WT miSeva, pri ¢emu su znac¢ajno visi proteinski nivoi CAT uoceni u CAAT u poredenju sa
E0771 kancerskim ¢elijama ili tumorskim tkivom (Slika 22B). Profil ekspresije i lokalizacije CAT u
tumorskom tkivu dodatno je analiziran konfokalnom mikroskopijom. CAT imunopozitivnost bila je
jedva vidljiva u kancerskim ¢elijama, dok je bila snazno izrazena u okolnim adipocitima, pri ¢emu se
njena imunopozitivnost znacajno smanjivala sa rastom tumora kod oba genotipa miseva (Slika 22C),
uz nize proteinske nivoe primecene kod WT miseva u odnosu na Nrf2KO miSeve.
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Slika 22. (A) Proteinski nivo CAT u tumorskom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva
sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na GAPDH kao
konstitutivno eksprimirani protein. Na graficima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Poredenje
sa respektivnom WT grupom, **p < 0.01; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta
tumora dojke (tumori mase 10 mg), ##p < 0.01, ###p < 0.001. (B) Proteinski nivo CAT u E0771
¢elijskoj liniji kancera dojke, tumorskom tkivu dojke i kancer-asociranom masnom tkivu WT miseva.
Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na f-actin kao konstitutivno eksprimirani protein. Na
graficima su prikazane srednje vrednosti + S.D. **p < 0.01, ***p < 0.001. (C) Imunofluorescentna
detekcija CAT u tumorskom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva sa tumorima mase
10, 50 i 200 mg. Prikazano je imunobojenje za CAT (crveno), dok su nukleusi obojeni sa Sytox
Orange (plavo). Uvecanje: x40 orig. Bar: 25 um. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, **p <
0.01; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg), #p <
0.05, ###p < 0.001.

4.4.7. Aktivnost enzima antioksidativne odbrane u kancer-asociranom masnom tkivu

Aktivnost enzima antioksidativne odbrane ispitivana je u CAAT tokom rasta tumora dojke kod
WT i Nrf2KO miseva (Slika 23). Nivoi GSH u CAAT znacajno su se smanjili u grupi WT miSeva sa
tumorima od 200 mg (Slika 23A). lako se nivoi GSH u CAAT Nrf2KO miseva nisu razlikovali sa
rastom tumora, bili su zna¢ajno nizi u poredenju sa respektivnim grupama kontrolnih i WT miseva
sa tumorima od 10 mg i 50 mg. Dalje, dok se aktivnost GST nije menjala u CAAT ni kod WT ni kod
Nrf2KO miseva sa rastom tumora, njena aktivnost bila je znacajno niza u CAAT Nrf2KO miseva u
poredenju sa respektivnim grupama WT miSeva (Slika 23B). Aktivnost GSH-Px pokazala je prolazno
smanjenje u CAAT WT misSeva sa tumorima od 10 mg (Slika 23C). Aktivnosti GR, TR i CAT
pokazale su zavisnost samo od prisustva tumora, znac¢ajno se povecavajuci sa rastom tumora u CAAT
i kod WT i kod Nrf2KO miseva (Slika 23D,E,F).
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Slika 23. (A) Nivo GSH, enzimska aktivnost (B) GST, (C) GSH-Px, (D) GR, (E) TR i (F) CAT u
kancer-asociranom masnom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih miseva bez
tumora i miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Na graficima su prikazane srednje vrednosti +
S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001; # Poredenje sa
respektivnom kontrolom bez tumora, #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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4.4 8. Proteinski nivoi enzima antioksidativne odbrane u kancer-asociranom masnom tkivu

Proteinski nivoi enzima antioksidativne odbrane u CAAT pokazivali su razliCite profile i
zavisnost od prisustva funkcionalnog NRF2 i/ili prisustva tumora (Slika 24). U CAAT WT miSeva,
proteinski nivoi GCL, GSH-Px1, GST Mu i MnSOD bili su zna¢ajno smanjeni tokom inicijalne faze
rasta tumora (10 mg). Ovakve razlike nisu detektovane u CAAT Nrf2KO miSeva, osim smanjenja
proteinskog nivoa GSH-Px1 (Slika 24B,D,G,H). Nasuprot tome, proteinski nivoi GGT i GSH-Px1 u
CAAT znacajno su opali u grupi WT miseva sa tumorima od 200 mg u poredenju sa kontrolnim WT
misevima bez tumora (Slika 24C,D), dok su proteinski nivoi GST Pi, CuZnSOD i CAT bili povec¢ani
u istoj grupi (Slika 24F,1,J). Proteinski nivo TRX i GSH-Px4 nije bio zna¢ajno promenjen ni u CAAT
WT ni Nrf2KO miseva sa rastom tumora (Slika 24A,E). Sa druge strane, u CAAT Nrf2KO miseva,
proteinski nivoi TRX, GGT i GST Pi su se povecali sa rastom tumora (Slika 24A,C,F), dok su
proteinski nivoi GCL i GSH-Px1 bili smanjeni u poredenju sa CAAT Nrf2KO kontrolnih miSeva bez
tumora (Slika 24B,D). Pored toga, CAAT Nrf2KO miseva pokazao je promene u proteinskim nivoima
enzima antioksidativne odbrane zavisno od prisustva funkcionalnog NRF2 u razli¢itim fazama rasta
tumora, gde su nivoi GSH-Px1, GST Mu i MnSOD generalno bili smanjeni u odnosu na CAAT
Nrf2KO kontrolnih miSeva bez tumora (Slika 24D,F,H), dok su nivoi GCL, GST Pi i CuZnSOD bio
generalno povecani u odnosu na WT grupe sa istim veli¢inama tumora (Slika 24B,F,1).
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Slika 24. Proteinski nivoi (A) TRX, (B) GCL, (C) GGT, (D) GSH-Px1, (E) GSH-Px4, (F) GST Pi,
(G) GST Mu, (H) MnSOD, (I) CuznSOD i (J) CAT u kancer-asociranom masnom tkivu WT (beli
barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih miSeva bez tumora i mieva sa tumorima mase 10, 50 i 200
mg. Proteinski nivo izraZen je relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein.
Na graficima su prikazane srednje vrednosti = S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; # Poredenje sa respektivnom kontrolom bez tumora, #p < 0.05, ##p
<0.01, ###p < 0.001.
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4.4.9. Aktivnost enzima antioksidativne odbrane u kontralateralnom ingvinalnom masnom tkivu

Aktivnost enzima antioksidativne odbrane ispitivana je u kontralateralnom ingvinalnom masnom
tkivu sa rastom tumora kod WT i Nrf2KO miseva (Slika 25). Znacajno nizi nivo GSH detektovan je
u IWAT WT miseva sa tumorima mase 10 i 200 mg u odnosu na iWAT WT kontrolnih miseva bez
tumora, dok se nivo GSH nije menjao sa rastom tumora u iIWAT Nrf2KO miseva (Slika 25A).
Aktivnost GST nije se menjala u iIWAT ni kod WT ni kod Nrf2KO miseva sa rastom tumora, ali je
njena aktivnost bila konstantno niza u IWAT Nrf2KO miseva u poredenju sa iWAT WT miSeva sa
istim masama tumora (Slika 25B). Razlike u aktivnosti GSH-Px detektovane su izmedu iIWAT
kontrolnih WT i Nrf2KO miseva bez tumora, ali ne i u odnosu na rast tumora (Slika 25C). Aktivnosti
GR, TR 1 CAT pokazale su zavisnost samo od prisustva tumora, zna¢ajno se povecavajuci sa rastom
tumora u IWAT i WT i Nrf2KO miseva (Slika 25D,E,F). Dodatno, kod Nrf2KO miSeva sa tumorima
od 10 mg, aktivnost CAT bila je znacajno niza u odnosu na IWAT WT miSeva sa tumorima iste mase
(Slika 25F).
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Slika 25. (A) Nivo GSH, enzimska aktivnost (B) GST, (C) GSH-Px, (D) GR, (E) TR i (F) CAT u
kontralateralnom ingvinalnom masnom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih
miseva bez tumora i miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Na graficima su prikazane srednje
vrednosti + S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, ***p < 0.001; # Poredenje sa
respektivnom kontrolom bez tumora, #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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4.4.10. Proteinski nivoi enzima antioksidativne odbrane u kontralateralnom ingvinalnom masnom
tkivu

Proteinski nivoi enzima antioksidativne odbrane u iIWAT WT i Nrf2KO miseva tokom rasta
tumora dojke prikazani su na Slici 26. Detektovan je nizi proteinski nivo TRX, GCL, GGT, GSH-
Px1, GST Pi, GST Mu, MnSOD i CuZnSOD u iWAT WT miseva sa rastom tumora u poredenju sa
kontrolnim WT miSevima bez tumora. Istovremeno, proteinski nivo CAT nije bio izmenjen u odnosu
na prisustvo i veli¢inu tumora u IWAT WT miseva (Slika 26J), ali je detektovan znacajno veéi
proteinski nivo GSH-Px4 u iWAT istih miSeva sa rastom tumora (Slika 26E). U iWAT Nrf2KO
miseva, proteinski nivoi TRX, GCL, GGT, GSH-Px1, GST Mu i MnSOD smanjivali su se sa rastom
tumora, gde je u slu¢aju GGT i MnSOD prolazno smanjenje primeceno U iIWAT Nrf2KO miSeva sa
tumorima od 10 mg (Slika 26C,H). Sa druge strane, proteinski nivoi GST Pi, CuZnSOD i CAT
povecavali su se sa rastom tumora (tumori od 50 i 200 mg) (Slika 26F,l,J), dok je proteinski nivo
GSH-Px4 ostao nepromenjen u odnosu na rast tumora u IWAT Nrf2KO miseva (Slika 26E). Znac¢ajno
nizi proteinski nivoi TRX i GST Mu detektovani su u iIWAT Nrf2KO kontrolnih miSeva bez tumora
i miSeva sa tumorima od 10, 50 i 200 mg u odnosu na respektivne WT grupe (Slika 26A,G). Dodatno,
nizi proteinski nivoi GGT i MnSOD primeceni su u iIWAT kontrolnih Nrf2KO miSeva bez tumora u
poredenju sa istom grupom WT miseva (Slika 26C,H). Smanjeni proteinski nivoi GGT, MnSOD i
CAT detektovani su u IWAT Nrf2KO miseva sa tumorima od 10 mg u poredenju sa istom grupom
WT miseva (Slika 26C,H,J), dok su proteinski nivoi GCL, GST Pi, GSH-Px4 i CuzZnSOD hbili
povecani U IWAT Nrf2KO kontrolnih miSeva bez tumora i miSeva tokom specifi¢nih faza rasta
tumora u odnosu na odgovarajuce grupe WT miseva (osim GSH-Px4) (Slika 26B,C,E,I).
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Slika 26. Proteinski nivoi (A) TRX, (B) GCL, (C) GGT, (D) GSH-Px1, (E) GSH-Px4, (F) GST Pi,
(G) GST Mu, (H) MnSOD, (I) CuznSOD i (J) CAT u kontralateralnom ingvinalnom masnom tkivu
WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih miSeva bez tumora i miSeva sa tumorima mase
10, 50 i 200 mg. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na graficima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Poredenje sa respektivnom
WT grupom, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; # Poredenje sa respektivnom kontrolom bez
tumora, #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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4.4.11. Proteinski nivo NOX2 u tumorskom, kancer-asociranom i kontralateralnom ingvinalnom
masnom tkivu

Proteinski nivo NOX2 ispitivana je u tumorskom, kancer-asociranom i kontralateralnom
ingvinalnom masnom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke (Slika 27). U poredenju
sa tumorima od 10 mg, tumori od 50 i 200 mg karakteri$u se ve¢im proteinskom nivoom NOX2,
nezavisno od genotipa miseva (Slika 27A). Sa druge strane, proteinski nivo NOX2 u CAAT
povecavao se sa rastom tumora (tumori od 50 i 200 mg) samo kod WT miseva, dok su u CAAT
Nrf2KO miSeva opadali sa rastom tumora (tumori od 200 mg) (Slika 27B). lako su proteinski nivoi
NOX2 bili visi u CAAT Nrf2KO kontrolnih miSeva i miSeva sa tumorima od 10 mg u odnosu na
respektivne WT grupe, oni su sa rastom tumora (tumori od 50 mg i 200 mg) postali manji nego u
CAAT WT miSeva sa tumorima iste mase. U IWAT WT miSeva, uoceno je prolazno povecanje, a
zatim smanjenje proteinskog nivoa NOX2 sa daljim rastom tumora (tumori od 50 i 200 mg). Sa druge
strane, prolazno povecanje proteinskog nivoa NOX2 detektovano je u IWAT Nrf2KO miseva sa
tumorima od 50 mg, dok su Nrf2KO kontrolni miSevi bez tumora i miSevi sa tumorima od 10 mg
imali znacajno nizi proteinski nivo NOX2 u odnosu na iste grupe WT miSeva (Slika 27C).
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Slika 27. Proteinski nivo NOX2 u (A) tumorskom tkivu, (B) kancer-asociranom i (C)
kontralateralnom ingvinalnom masnom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih
miseva (B,C) i miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg (A,B,C). Proteinski nivo izrazen je relativno
u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein. Na graficima su prikazane srednje
vrednosti + S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001; #
Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg) (A) ili
kontrolom bez tumora (B,C), ##p < 0.01, ###p < 0.001.

4.4.12. Proteinski nivoi NADPH-generisucih enzima u tumorskom tkivu dojke

Zatim smo ispitali proteinski nivo metabolickih enzima uklju¢enih u produkciju NADPH u
tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke (Slika 28). Proteinski nivo G6PDH
bio je nepromenjen sa rastom tumora, ali je bio zna¢ajno nizi u tumorskom tkivu Nrf2KO miSeva u
poredenju sa tumorskim tkivom WT miseva (tumori od 10 i 50 mg tumori) (Slika 28A). Nasuprot
tome, ME1 i IDH2 pokazali su slican profil smanjenja proteinskog nivoa sa rastom tumora (tumori
od 50 i1 200 mg) kod WT miseva (Slika 28B,C). Manje izrazen pad primecen je kod Nrf2KO miseva
sa istim veli¢inama tumora, pa su njihovi nivoi i dalje bili zna¢ajno visi nego kod WT miSeva. NNT
je pokazao potpuno suprotan ekspresioni profil — znac¢ajno poveéanje nivoa proteina u tumorima mase
50 i 200 mg, nezavisno od prisustva funkcionalnog NRF2 u tumorskoj mikrosredini (Slika 28D).
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Slika 28. Proteinski nivoi (A) G6PDH, (B) ME1, (C) IDH2 i (D) NNT u tumorskom tkivu WT (beli
barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Proteinski nivo izrazen je
relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein. Na graficima su prikazane
srednje vrednosti = S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg), ##p
< 0.01, ###p < 0.001.

4.4.13. Proteinski nivoi NADPH-generisuc¢ih enzima u kancer-asociranom masnom tkivu

Na Slici 29 prikazan je proteinski nivo NADPH-generiSu¢ih enzima u kancer-asociranom
masnom tkivu WT i Nrf2ZKO miseva tokom rasta tumora dojke. Proteinski nivoi G6PDH, IDH2 i
ME1 pokazali su isti obrazac smanjenja sa rastom tumora u CAAT WT miseva. Sa druge strane,
CAAT Nrf2KO miseva je takode pokazao smanjenje proteinskog nivoa G6PDH sa rastom tumora
(Slika 29A), dok je uocen trend povecanja proteinskih nivoa IDH2 (Slika 29B) i MEL1 (Slika 29C) sa
daljim rastom tumora (tumori od 200 mg). Dok su proteinski nivoi G6PDH bili smanjeni u CAAT
Nrf2KO miSeva u odnosu na CAAT WT miSeva, IDH2 i ME1 proteinski nivoi su bili visi kod Nrf2KO
miSeva sa tumorima od 50 1 200 mg u odnosu na komplementarne WT grupe.
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Slika 29. Proteinski nivoi (A) G6PDH, (B) IDH2 i (C) MEL1 u kancer-asociranom masnom tkivu WT
(beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih miseva bez tumora i miSeva sa tumorima mase 10, 50
i 200 mg. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani
protein. Na graficima su prikazane srednje vrednosti = S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom,
*p < 0.05, ***p < 0.001; # Poredenje sa respektivnom kontrolom bez tumora, #p < 0.05, ##p < 0.01,
###p < 0.001.
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4.4.14. Proteinski nivoi NADPH-generisucih enzima u kontralateralnom ingvinalnom masnom tkivu

Na Slici 30 prikazan je proteinski nivo NADPH-generiSu¢ih enzima u kontralateralnom
ingvinalnom masnom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke. Proteinska nivoi
G6PDH, IDH2 i ME1 pokazali su isti obrazac smanjenja sa rastom tumora u iIWAT WT miseva, s
tim da je to smanjenje bilo samo prolazno (tumori od 10 mg) u slu¢aju G6PDH. Sa druge strane, nizi
proteinski nivo G6PDH sa rastom tumora detektovan je u IWAT Nrf2KO miseva (Slika 30A).
Smanjenje proteinskog nivoa IDH2 uocéeno je u iWAT WT miseva sa rastom tumora (tumori od 50 i
200 mg), dok je u IWAT Nrf2KO miseva primeéeno povecanje (tumori od 50 mg), a zatim smanjenje
proteinskog nivoa IDH2 (tumori od 200 mg) sa rastom tumora (Slika 30B). Proteinski nivoi ME1 su
bili nizi U IWAT WT miSeva sa svim veli¢inama tumora u odnosu na IWAT kontrolnih WT miseva
bez tumora, dok je ME1 u IWAT Nrf2KO misSeva pokazao suprotan, rastuci ekspresioni profil sa
rastom tumora (tumori mase 50 i 200 mg) (Slika 30C). Proteinski nivoi GGPDH, IDH2 i MEL1 bili su
povecani u IWAT Nrf2KO miseva sa tumorima od 50 mg u odnosu na IWAT WT miseva sa istom
veli¢inom tumora. Ovakvo povecanje primeceno je i u IWAT kontrolnih Nrf2KO miseva sa tumorima
od 10 mg (G6PDH), kao i Nrf2ZKO miseva sa tumorima od 200 mg (ME1), dok je u iWAT kontrolnih
Nrf2KO miseva detektovano smanjenje proteinskog nivoa ME1 u odnosu na iwAT kontrolnih WT
miseva bez tumora.
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Slika 30. Proteinski nivoi (A) G6PDH, (B) IDH2 i (C) ME1 u kontralateralnom ingvinalnom masnom
tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih miseva i miSeva sa tumorima mase 10, 50 i
200 mg. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani
protein. Na graficima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom,
*p <0.05, **p < 0.01, ***p <0.001; # Poredenje sa respektivnom kontrolom bez tumora, #p < 0.05,
##p < 0.01, ###p < 0.001.

50



4.5. Mitohondrije u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke

4.5.1. Ultrastruktura mitohondrija u tumorskom tkivu dojke

Mitohondrijalna ultrastruktura, kao i pre¢nik mitohondrija u tumorima od 10, 50 i 200 mg kod
WT i Nrf2KO miSeva analizirani su elektronskom mikroskopijom (Slika 31). Primecéene su fibrilarne
i izduZene mitohondrije, kao i okrugle i sitne mitohondrije u tumorskim tkivima miseva oba genotipa.
Stoga smo analizirali raspodelu pre¢nika mitohondrija (101-400, 401-600, 601-900, >901 nm) u
tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miseva. Kod WT miseva, broj mitohondrija manjeg pre¢nika (101-
400 nm) dramati¢no se povecao (~2,5 puta) tokom rasta tumora sa 10 mg na 50 mg, dok je broj
mitohondrija vec¢eg pre¢nika (401-600 i 601-900 nm) opao (~3-5 puta). Sa daljim rastom tumora kod
WT miseva (200 mg), primecen je suprotan obrazac: broj mitohondrija manjeg pre¢nika (101-400 i
401-600 nm) se smanjio (~2 puta), dok je broj mitohondrija veéeg pre¢nika (401-600 i 601-900 nm)
porastao (~3-5 puta) u poredenju sa tumorima od 50 mg. Nasuprot tome, kod Nrf2KO miseva pre¢nik
mitohondrija nije se znacajno menjao tokom rasta tumora sa 10 mg na 50 mg, ali je doslo do promene
u tumorima od 200 mg: broj mitohondrija manjeg pre¢nika (101-400 i 401-600 nm) znacajno se
smanjio (~2-4 puta), dok se broj mitohondrija vec¢eg prec¢nika (601-900 i >901 nm) povecao. lako se
precnik mitohondrija pove¢avao u tumorima od 200 mg kod oba genotipa miSeva, dominantni pre¢nik
mitohondrija u tumorima WT miseva ostajao je ~101-400 nm u svim fazama rasta tumora. Nasuprot
tome, kod Nrf2KO miseva detektovano je izrazito smanjenje (~4 puta) mitohondrija manjeg pre¢nika
(101-400 nm), dok je dominantni pre¢nik mitohondrija >901 nm bio ~2 puta veéi u poredenju sa
tumorima iste veli¢ine kod WT miSeva.
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Slika 31. Reprezentativne elektronske mikrografije ultastrukture mitohondrija u tumorskom tkivu
WT i Nrf2KO miseva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Mitohondrije su predstavljene kao
pseudoobojene strukture. Na grafiku je prikazana distribucija dijametra mitohondrija (101-400, 401-
600, 601-900, >901 nm) u tumorskom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva sa
tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Uvecanje: x6.300, orig. Bar: 2 um.

4.5.2. Proteinski nivoi markera mitohondrijalne dinamike u tumorskom tkivu dojke

Proteinski nivoi markera mitohondrijalne fisije i fuzije analizirani su u tumorskom tkivu WT i
Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke (Slika 32). Kod WT miSeva, uo¢eno je znacajno povecanje
proteinskih nivoa DRP1 i OPA1 u tumorima od 200 mg u poredenju sa tumorima od 10 mg (Slika
32A,B). Pored toga, povecani proteinski nivo markera mitohondrijalne fuzije MFN1 i MFN2
detektovan je u tumorima od 50 mg i 200 mg u poredenju sa tumorima od 10 mg kod WT miseva
(Slika 32C,D). Kod Nrf2KO miSeva, uoc¢eni su sli¢ni obrasci proteinskih nivoa za DRP1, OPAL i
MFN2, sa znacajnim poveéanjem u tumorima od 50 mg i 200 mg u poredenju sa tumorima od 10 mg,
iako su proteinski nivoi DRP1 bili smanjeni u tumorima od 10 mg u poredenju sa tumorima iste mase
kod WT miSeva. Nasuprot tome, proteinski nivo MFN1 bio je poveéan u tumorima od 10 i 50 mg
kod Nrf2KO miseva u poredenju sa tumorima iste mase WT miSeva i ostali su na sli¢cnom nivou u
tumorima od 200 mg, $to je u skladu sa povecanim pre¢nikom mitohondrija kod Nrf2KO miseva
usled pojacane mitohondrijske fuzije.
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Slika 32. Proteinski nivoi (A) DRP1, (B) OPAL, (C) MFNL1i (D) MFN2 u tumorskom tkivu WT (beli
barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Proteinski nivo izraZen je
relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein. Na graficima su prikazane
srednje vrednosti = S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg), #p
< 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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4.5.3. Proteinska ekspresija, lokalizacija i kolokalizacija DRP1 i VDAC1 u tumorskom tkivu dojke

Da bismo ispitali uticaj Nrf2”~ tumorske mikrosredine na mitohondrijalnu dinamiku u
tumorskom tkivu, analizirana je prostorna ekspresija, kao i kolokalizacija markera fisije mitohondrija
DRP1 sa mitohondrijalnim markerom VDAC1 u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miseva (Slika 33)
tokom rasta tumora dojke. U tumorskom tkivu WT miseva, kolokalizacija DRP1/VDACI1 znac¢ajno
se menjala sa rastom tumora (Slika 33A). U tumorima od 10 mg i 50 mg postojala je relativno
ravnomerna raspodela ¢elija sa srednjim do visokim nivoom kolokalizacije i sa niskim nivoom
kolokalizacije (~55-60%). U tumorima od 200 mg kod WT miseva, srednja do visoka kolokalizacija
DRP1/VDACI1 dramati¢no se poveéala (~96%) u poredenju sa tumorima od 50 mg, $to ukazuje na to
da asociranost DRP1 i mitohondrija zavisi od veli¢ine tumora. Obrazac kolokalizacije DRP1/VDAC1
bio je drugaciji kod Nrf2KO miseva (Slika 33B). U tumorima od 10 mg uocena je vrlo izrazena
srednja do visoka kolokalizacija (~90%), §to je u skladu sa ve¢im brojem mitohondrija manjeg
precnika i sugeriSe povec¢anu mitohondrijsku fisiju. Medutim, sa rastom tumora kod Nrf2KO miseva,
kolokalizacija se smanjivala (~60% u tumorima od 50 mg i 200 mg), Sto ukazuje na smanjenu
aktivnost mitohondrijske fisije sa rastom tumora.
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Slika 33. Imunofluorescentna detekcija i kolokalizacija DRP1 i VDACL u tumorskom tkivu (A) WT
i (B) Nrf2KO miseva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Prikazana su imunobojenja za DRP1
(zeleno) i VDACL (crveno) na zasebnim kanalima, kao i integrisani kanal koji pokazuje
kolokalizaciju DRP1/VDACI, dok su nukleusi obeleZeni sa Sytox Orange (plavo). Uvecéanje: x40
orig. Bar: 25 um. (C) Na grafiku je prikazan % DRP1/VDAC1 kolokalizacije zasnovan na 15 regiona
od interesa, klasifikovani kao nizak, srednji ili visok stepen kolokalizacije.



4.5.4. Proteinska ekspresija, lokalizacija i kolokalizacija MFN1 i VDACL1 u tumorskom tkivu dojke

Prostorna ekspresija u tumorskom tkivu, kao i kolokalizacija markera fuzije mitohondrija MFN1
sa mitohondrijalnim markerom VDAC1 u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora
dojke prikazana je na Slici 34. Kolokalizacija MFN1/VDAC1 u tumorskom tkivu pokazala je
stabilniji obrazac kod oba genotipa miSeva tokom rasta tumora dojke. Kod WT miSeva, dominirala je
srednja kolokalizacija (40-56%), dok je visoka kolokalizacija dostigla maksimum u tumorima od 200
mg (Slika 34A). Kod Nrf2KO miseva, srednja kolokalizacija (~60%) bila je dominantna u svim
veli¢inama tumora, dok je visoka kolokalizacija pokazivala prolazni pad u tumorima od 50 mg (Slika
34B).
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Slika 34. Imunofluorescentna detekcija i kolokalizacija MFN1 i VDAC1 u tumorskom tkivu (A) WT
i (B) Nrf2KO miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Prikazana su imunobojenja za MFN1
(zeleno) i VDACL (crveno) na zasebnim kanalima, kao i integrisani kanal koji pokazuje
kolokalizaciju MFN1/VDACI, dok su nukleusi obeleZeni sa Sytox Orange (plavo). Uvecéanje: x40
orig. Bar: 25 um. (C) Na grafiku je prikazan % MFN1/VDACL kolokalizacije zasnovan na 15 regiona
od interesa, klasifikovani kao nizak, srednji ili visok stepen kolokalizacije.
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4.5.5. Proteinska ekspresija, lokalizacija i kolokalizacija DRP1 i OPAL u tumorskom tkivu dojke

Takode smo analizirali kolokalizaciju DRP1 i OPA1 kao marker istovremene fisije i fuzije
mitohondrija u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke (Slika 35). Kod WT
miseva, odnos kancerskih c¢elija sa srednjom do visokom kolokalizacijom (30-40%) i kancerskih
¢elija sa niskom kolokalizacijom (60-70%) bio je relativno stabilan tokom rasta tumora. Kod Nrf2KO
miseva, kancerske ¢elije sa srednjom do visokom kolokalizacijom DRP1/OPAT1 bile su nesto brojnije
u tumorima od 200 mg (50-60%), §to je u skladu sa pove¢anom mitohondrijalnom fuzijom u ovoj
fazi rasta tumora.
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Slika 35. Imunofluorescentna detekcija DRP1 i OPAL u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miseva sa
tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Prikazan je integrisani kanal imunobojenja DRP1 (zeleno) i OPA1
(crveno), kolokalizacija je prikazana Zutom, dok su nukleusi obojeni sa Sytox Orange (plavo).
Uvecanje: x40 orig. Bar: 25 um. Na grafiku je prikazan % DRP1/OPAL kolokalizacije zasnovan na
15 regiona od interesa, klasifikovani kao nizak, srednji ili visok stepen kolokalizacije.
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4.5.6. Proteinski nivoi subjedinica kompleksa elektron transportnog lanca u tumorskom tkivu dojke

Proteinski nivo subjedinica kompleksa elektron transportnog lanca i ATP sintaze u tumorskom
tkivu WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke prikazan je na Slici 36. Kod WT miSeva,
proteinski nivoi kompleksa (eng. complex, COX) ETC u tumorskom tkivu bili su smanjeni sa rastom
tumora, i to kompleksa I u tumorima od 50 mg (Slika 36), kompleksa I11i IV u tumorima od 200 mg
(Slika 36C,D), kompleksa Il i ATP sintaze u tumorima od 50 i 200 mg (Slika 36B,E) u odnosu na
tumore od 10 mg. Nasuprot tome, kod Nrf2KO miSeva uoceni su znacajno visi proteinski nivoi svih
kompleksa ETC i ATP sintaze u tumorima od 10 mg i 50 mg u poredenju sa tumorima iste mase kod
WT miseva. lako su se nivoi ovih proteina kasnije smanjivali sa rastom tumora, proteinski nivoi
kompleksa | i ATP sintaze u tumorima Nrf2KO miseva ostali su znacajno visi tokom svih faza rasta
tumora u poredenju sa tumorima istih masa WT miSeva, dok su proteinski nivoi kompleksa 11, 111 i
IV bili visi u tumorima od 50 mg u poredenju sa tumorima iste mase WT miSeva.
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Slika 36. Proteinski nivoi (A) Kompleksa I, (B) Kompleksa |1, (C) Kompleksa I11, (D) Kompleksa
IV i (E) ATP sintaze u tumorskom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miSeva sa tumorima
mase 10, 50 i 200 mg. Proteinski nivo izraZen je relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno
eksprimirani protein. Na graficima su prikazane srednje vrednosti + S.D. * Poredenje sa respektivnom
WT grupom, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom
rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg), #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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4.5.7. Proteinska ekspresija i lokalizacija ATP sintaze u tumorskom tkivu dojke

Imunofluorescentna detekcija subjedinice ATP sintaze, ATPB, kao i kvantifikacija njene
ekspresije u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke prikazana je na Slici
37. Intenzitet signala fluorescence ATPB bio je relativno konstantan u svim grupama tokom
eksperimenta, osim znacajnog povecanja u tumorima od 50 mg kod Nrf2KO miSeva u odnosu na
tumore iste mase WT miSeva, kao i tumore od 10 mg Nrf2KO miseva.
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Slika 37. Imunofluorescentna detekcija ATPB u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO mis$eva sa tumorima
mase 10, 50 i 200 mg. Prikazano je imunobojenje za ATPB (crveno) i nukleusi obojeni sa Sytox
Orange (plavo). Uvecéanje: x40 orig. Bar: 25 pum. Na grafiku je prikazan relativni intenzitet
fluorescence ATB zasnovan na 15 regiona od interesa u tumorskom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO
(sivi barovi) miSeva sa tumorima mase 10, 50 1 200 mg. * Poredenje sa respektivnom WT grupom,
**p < 0.01; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg),
###p < 0.001.
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4.5.8. Analiza aktivnosti mitohondrija i nivoa ROS u kancerskim celijama dojke i adipocitima u
kokulturi

Koriste¢i model kokulture adipocita i MCF-7 ¢elijske linije kancera dojke, ispitali smo efekat
inhibicije NRF2 u adipocitima na mitohondrijalnu aktivnost i produkciju mitohondrijalnih ROS u
samim adipocitima i u kancerskim ¢elijama (Slika 38). Inhibicija NRF2 u adipocitima kori§¢enjem
inhibitora ML-385 dovela je do znaajnog povecanja mitohondrijske aktivnosti detektovane
MitoTracker Orange bojom (Slika 38A,E) i produkcije mitohondrijalnog superoksid anjon radikala
detektovane MitoSOX Red (Slika 38C,G) bojom u adipocitima. MCF-7 kancerske ¢elije u kokulturi
sa adipocitima tretiranim ML-385 pokazale su znacajno poveéanu mitohondrijalnu aktivnost u
poredenju sa kancerskim celijama u monokulturi (Slika 38B,F). U skladu sa tim, produkcija
mitohondrijalnog superoksid anjon radikala takode je bila znacajno pove¢ana u MCF-7 kancerskim
¢elijama u kokulturi sa adipocitima u poredenju sa monokulturom (Slika 38D,H).

E) MitoTracker Orange F) MitoTracker Orange

G) MitoSOX red H) MitoSOX red

Slika 38. Mikrografije prikazuju fluorescentni signal od MitoTracker Orange (A,C) ili MitoSox Red
(B,D) u (A,C) netretiranim ili ML-385-tretiranim adipocitima iz kokulture sa MCF-7 ¢elijskom
linijjom kancera dojke, ili u (B,D) MCF-7 ¢elijama kancera dojke u monokulturi, kokulturi sa
netretiranim adipocitima ili kokulturi sa ML-385-tretiranim adipocitima. Na graficima su prikazane
srednje vrednosti + S.D. Prikazan je integrisani kanal imunobojenja za MitoTracker
Orange/MitoSOX (crveno) i nukleusi obojeni sa Hoechst 33342 (plavo). Bar: 50 um. Na graficima
je prikazan relativni fluorescentni intenzitet (E,F) MitoTracker Orange i (G,H) MitoSox Red. *
Poredenje sa netretiranim adipocitima iz kokulture (E,G) ili MCF-7 celijama kancera dojke iz
monokulture (F,H), * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001; # Poredenje sa MCF-7 ¢elijama kancera
dojke iz kokulture sa netretiranim adipocitima (F,H), ### p <0.001.
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4.6. Metabolizam glukoze i laktata u tumorskom i kancer-asociranom masnom tkivu WT i
Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke

4.6.1. Proteinska ekspresija, lokalizacija i kolokalizacija PFKFB3 i insulina u tumorskom tkivu dojke

Obrazac proteinske ekspresije i lokalizacije PFKFB3 kao jednog od klju¢nih regulatora glikolize
i hormonskog regulatora glukoznog metabolizma - insulina, kao i njihova kolokalizacija u tumorskom
tkivu WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke, prikazani su na Slici 39.

Kod WT miseva (Slika 39A), analiza konfokalne mikroskopije tumora mase 10 mg je pokazala
generalno nisku i1 ravnomerno rasporedenu imunofluorescencu insulina u tumorskom tkivu.
Sporadi¢ne kancerske ¢elije pokazivale su visi nivo imunofluorescence insulina, medutim, ove ¢elije
su bile difuzno rasporedene. Imunofluorescenca PFKFB3 je bila pretezno difuzna sa niskim signalom,
iako su bili vidljivi lokalizovani klasteri kancerskih ¢elija sa povecanom imunofluorescencom
PFKFB3. U tumorima mase 50 mg, obrazac imunofluorescence insulina bio je sli¢an, ali je bilo
prisutno manje izolovanih kancerskih ¢elija sa jakim signalom insulina. Umesto toga, insulin-
pozitivne kancerske Celije ¢eS¢e su se pojavljivale u lokalizovanim klasterima unutar specifi¢nih
regiona tumora. Imunofluorescenca PFKFB3 pokazivala je sli¢an prostorni obrazac, sa regionalnim
povecanjem signala 1 izraZenijim klasterima u poredenju sa tumorima od 10 mg. U tumorima mase
200 mg, imunofluorescenca insulina je bila smanjena u poredenju sa tumorima od 10 i 50 mg.
Ogranicen broj kancerskih ¢elija pokazivao je poviSen signal insulina, a ukupna imunofluorescenca
delovala je slabo i difuzno. Imunofluorescenca PFKFB3 bila je takode smanjena u poredenju sa
tumorima od 10 i 50 mg, pokazujuéi pretezno nizak i homogen raspored. Kolokalizacija PFKFB3 i
insulina pokazala je pretezno srednji stepen kolokalizacije PFKFB3 i insulina u tumorskim tkivima
WT miSeva svih grupa. Medutim, u tumorima od 10 i 50 mg, visok stepen kolokalizacije bio je
dominantniji u odnosu na nizak, dok su tumori od 200 mg ceSce pokazivali njihovu nisku
kolokalizaciju (Slika 39E).

Kod Nrf2KO miseva (Slika 39B), konfokalna mikroskopija tumora mase 10 mg je pokazala nisku
i homogenu imunofluorescencu insulina u tumorskom tkivu. Uo¢ena je zoniranost, sa diskretnim
regionima koji su pokazivali nesto viSu imunofluorescencu insulina. Imunofluorescenca PFKFB3 bila
je generalno slaba, sa malim brojem kancerskih ¢elija koje su pokazivale povecan signal. U tumorima
mase 50 mg kod Nrf2KO miseva, imunofluorescenca insulina pokazivala je ve¢u heterogenost u
poredenju sa tumorima od 10 mg. Klasteri kancerskih celija pokazivali su poviSenu
imunofluorescencu insulina, uz pojedinacne Celije sa viS§im signalom u odnosu na ostatak tkiva.
Imunofluorescenca PFKFB3 pokazivala je sli¢an heterogeni obrazac, sa nekoliko kancerskih ¢elija i
manjih klastera koji su pokazivali pojacan signal PFKFB3. U tumorima mase 200 mg,
imunofluorescenca insulina bila je smanjena u odnosu na grupu od 50 mg i nalikovala je niskoj i
homogenoj distribuciji uoenoj u tumorima od 10 mg, dok je samo nekoliko kancerskih celija
pokazivalo povecanu imunofluorescencu insulina. Imunofluorescenca PFKFB3 je bila takode
ujednacenija i generalno slabija nego u tumorima od 50 mg, nalikujuéi obrascu iz tumora mase 10
mg. Kolokalizacija PFKFB3 i insulina pokazala je dominantan srednji stepen kolokalizacije u svim
grupama Nrf2KO misSeva. Visoka kolokalizacija uo¢ena je u manjem broju kancerskih ¢elija, narocito
u grupi od 10 mg, dok je niska kolokalizacija bila retka, uocena u malo ve¢em procentu u istim
tumorima (Slika 39E).

Kvantifikacija imunofluorescence pokazala je da su nivoi insulina u tumorskom tkivu bili
znacajno nizi U tumorima od 10 mg Nrf2KO miseva u poredenju sa istom veli¢inom tumora kod WT
miseva. Imunofluorescentni signal insulina se povecavao u tumorskom tkivu Nrf2KO miSeva sa
rastom tumora, dok su WT misevi pokazali opadanje nivoa insulina u tumorskom tkivu sa rastom
tumora, s obzirom da je nivo imunofluorescence u tumorima mase 200 mg bio znacajno nizi u
poredenju sa tumorima mase 10 mg (Slika 39D). lako je imunofluorescentni signal PFKFB3 bio
generalno nepromenjen (Slika 39C), analiza proteinske ekspresije pokazala je da je proteinski nivo
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PFKFB3 bio znacajno povecan sa rastom tumora i kod WT i Nrf2KO miseva (Slika 39F), pri ¢emu
su njegovi nivoi bili nizi u tumorima od 10 mg kod Nrf2KO miSeva u poredenju sa tumorima iste
mase WT miSeva. Pored toga, proteinski nivo PFK1 bio je znacajno povecan sa rastom tumora samo
kod WT miseva (Slika 39G).
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Slika 39. Imunofluorescentna detekcija i kolokalizacija PFKFB3 i insulina u tumorskom tkivu (A)
WT i (B) Nrf2KO miseva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Prikazana su imunobojenja za PFKFB3
(crveno) i insulin (zeleno) na zasebnim kanalima, kao i integrisani kanal koji pokazuje kolokalizaciju
PFKFB3/insulin, dok su nukleusi obojeni sa Sytox Orange (plavo). Uvecanje: x40 orig. Bar: 25 um.
Na graficima je prikazan relativni intenzitet fluorescence (C) PFKFB3 i (D) insulina, kao i (E) %
PFKFB3/insulin kolokalizacije zasnovan na 15 regiona od interesa, klasifikovani kao nizak, srednji
ili visok stepen kolokalizacije. Uveéanje: x40 orig. Bar: 25 um. Proteinski nivoi (F) PFKFB3 i (G)
PFKZ1 u tumorskom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miseva sa tumorima mase 10, 50 i
200 mg. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani
protein. Na graficima su prikazane srednje vrednosti £ S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom,
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora
dojke (tumori mase 10 mg), #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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4.6.2. Proteinska ekspresija, lokalizacija i kolokalizacija GLUT1 i GLUT4 u tumorskom tkivu dojke

Zatim smo ispitali proteinsku ekspresiju, tkivnu lokalizaciju i kolokalizaciju dve izoforme
glukoznih transportera, GLUT1 (bazalni unos glukoze) i GLUT4 (hormon-stimulisan unos glukoze),
u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke (Slika 40).

Kod WT miseva (Slika 40A), konfokalna mikroskopija tumora mase 10 mg pokazala je pretezno
homogeno rasporedenu imunofluorescencu GLUTI1 u tumorskom tkivu, uz pojedinacne rasute
kancerske celije sa ve¢im intenzitetom signala. Imunofluorescenca GLUT4 bila je generalno slabija
i difuzno rasporedena, iako su neke pojedinac¢ne kancerske ¢elije pokazivale pojacan signal GLUTA4.
U tumorima mase 50 mg, imunofluorescenca GLUTI1 bila je manje uniformno rasporedena u
poredenju sa grupom od 10 mg. Iako je ukupni intenzitet signala bio sli¢an, uocene su regije sa
klasterima kancerskih ¢elija sa pove¢anom imunofluorescencom GLUTI u odnosu na ostatak
tumorskog tkiva. Imunofluorescenca GLUT4 pokazala je sli¢an prostorni obrazac, sa lokalizovanim
klasterima kancerskih celija koje su pokazale ja¢i signal. U tumorima mase 200 mg,
imunofluorescenca GLUTL1 bila je smanjena u odnosu na grupe od 10 i 50 mg. Samo mali broj
kancerskih celija pokazivao je pojacan signal GLUTI, a ukupni signal je bio slabiji.
Imunofluorescenca GLUT4 je takode bila smanjena i uglavnom difuzna, uz nekoliko kancerskih
¢elija sa pojacanim signalom, ali rede nego u grupi od 50 mg. Kolokalizacija GLUTI 1 GLUT4 u
tumorskim tkivima WT miSeva pokazala je da su GLUT1 i GLUT4 uglavnom umereno
kolokalizovani u svim grupama. Visoka kolokalizacija bila je izrazenija u grupama od 10 1 50 mg,
dok je grupa od 200 mg pokazivala dominatno umerenu kolokalizaciju sa manjim brojem regiona
visokog preklapanja (Slika 40E).

Kod Nrf2KO miseva (Slika 40B), imunofluorescenca GLUT1 bila je homogeno rasporedena kroz
tumor mase 10 mg, uz nekoliko klastera kancerskih ¢éelija sa poja¢anim signalom. Imunofluorescenca
GLUT4 pokazala je slican obrazac, sa rasutim kancerskim c¢elijama koje su imale veéi intenzitet
signala. U tumorima mase 50 mg, imunofluorescenca GLUT1 ostala je uglavnom homogena, ali
smanjena u poredenju sa grupom od 10 mg, uz poneke klastere sa pojacanim signalom.
Imunofluorescenca GLUT4 bila je generalno slaba, a samo sporadi¢ne kancerske celije pokazivale
su blago pojacan signal u odnosu na okolno tkivo. U tumorima mase 200 mg, imunofluorescenca
GLUTI podsecala je na obrazac iz grupe od 50 mg, sa ukupnim slabim signalom i ograni¢enim
regionalnim pojacanjem signala. Imunofluorescenca GLUT4 pokazala je homogen obrazac slican
onom u grupi od 10 mg, dok su neki tumorski regioni pokazivali ve¢i intenzitet signala koji nije bio
prisutan u grupama od 10 i 50 mg. Kolokalizacija GLUT1 i GLUT4 u tumorskim tkivima Nrf2KO
miSeva pokazala je dominatno nizak stepen kolokalizacije GLUT1 1 GLUT4 u tumorima od 10 mg,
tumori od 50 mg su dominantno pokazivali regione sa umerenom kolokalizacijom, kao i u tumorima
od 200 mg, uz veci stepen i niske kolokalizacije (Slika 40E).

Kvantitativna analiza imunofluorescence pokazala je nepromenjene nivoe GLUT1 u tumorskom
tkivu oba genotipa miseva (Slika 40C), dok su nivoi GLUT4 znacajno porasli sa rastom tumora
(tumori od 200 mg) samo kod Nrf2KO miseva (Slika 40D). Obrasci imunofluorescence GLUT4 i
insulina u tumorskom tkivu Nrf2KO miseva bili su relativno konstantni, uz povecanje nivoa GLUT4
u kasnoj fazi rasta tumora (tumori od 200 mg).
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Slika 40. Imunofluorescentna detekcija i kolokalizacija GLUT1 i GLUT4 u tumorskom tkivu (A)
WT i (B) Nrf2KO miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Prikazana su imunobojenja za GLUT1
(zeleno) i GLUT4 (crveno) na zasebnim kanalima, kao i integrisani kanal koji pokazuje kolokalizaciju
GLUT1/GLUT4, dok su nukleusi obojeni sa Sytox Orange (plavo). Uvecanje: x40 orig. Bar: 25 um.
Na graficima je prikazan relativni intenzitet fluorescence (C) GLUT1 i (D) GLUT4, kao i (E) %
GLUT1/GLUT4 kolokalizacije zasnovan na 15 regiona od interesa, klasifikovani kao nizak, srednji
ili visok stepen kolokalizacije. Uvecanje: x40 orig. Bar: 50 um. * Poredenje sa respektivnom WT
grupom, ***p < 0.001; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori
mase 10 mq), ###p < 0.001.

4.6.3. Proteinski nivoi enzima ukljucenih u metabolizam laktata u tumorskom tkivu dojke

Proteinski nivo klju¢nih enzima ukljucenih u metabolizam laktata u tumorskom tkivu WT i
Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke prikazan je na Slici 41. Tumorsko tkivo WT miseva
pokazalo je stabilne proteinske nivoe LDHA (Slika 41A), smanjene nivoe LDHB (Slika 41B) i
povecéane nivoe MCT4 (Slika 41C) sa rastom tumora. Nasuprot tome, tumorsko tkivo Nrf2KO miseva
pokazalo je znacajno vise nivoe proteina LDHA (Slika 41A) i LDHB (Slika 41B) u inicijalnoj fazi
rasta tumora (tumori od 10 mg) u poredenju sa istom grupom WT miSeva, koji su opadali sa daljim
rastom tumora. Ipak, proteinski nivo LDHB je ostao znacajno visi tokom svih faza rasta tumora kod
Nrf2KO miseva u poredenju sa WT misevima. Takode, kao $to je prikazano na Slici 41C, proteinski
nivo MCT4 bio je veé¢i u tumorima od 50 mg i 200 mg kod Nrf2KO miseva, odnosno veéi u tumorima
od 200 mg kod WT miseva, u poredenju sa inicijalnom fazom rasta tumora (10 mg) kod miSeva istog
genotipa. U poredenju sa tumorima od 10 mg, proteinski nivo CAIX se progresivno povecavao sa
rastom tumora kod oba genotipa miSeva (Slika 41D).
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Slika 41. Proteinski nivoi (A) LDHA, (B) LDHB, (C) MCT4 i (D) CAIX u tumorskom tkivu WT
(beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) miseva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Proteinski nivo izrazen
je relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein. Na graficima su prikazane
srednje vrednosti = S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, **p < 0.01, ***p < 0.001; #
Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg), #p < 0.05,
##p < 0.01, ###p < 0.001.

4.6.4. Proteinska ekspresija, lokalizacija i kolokalizacija MCT1/MCT4 i CAIX u tumorskom tkivu
dojke

Analiza proteinske ekspresije, lokalizacije i kolokalizacije MCT1/4 i CAIX u tumorskom tkivu

WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke primenom konfokalne mikroskopije prikazana je na
Slici 42.

Kod WT miseva (Slika 42A,D), imunofluorescenca MCT1 pokazala je izrazenu heterogenost u
tumorima od 10 mg, sa tumorskim regionima koji su pokazivali izrazito povecan signal.
Imunofluorescenca CAIX takode je bila heterogena, sa rasutim kancerskim celijama koje su
pokazivale jaci signal. Nasuprot tome, imunofluorescenca MCT4 bila je uglavnom homogena kroz
tumorsko tkivo, uz pojedinacne kancerske celije sa poja¢anim signalom. U tumorima mase 50 mg,
imunofluorescenca MCT1 bila je izrazenija nego u tumorima od 10 mg i pokazivala je jasnu
zoniranost, sa veéim brojem pojedina¢nih kancerskih celija sa povecanim signalom.
Imunofluorescenca CAIX pokazivala je povecanu heterogenost, sa regionima pojaanog signala, kao
i pojedinacnim kancerskim celijama sa ve¢im intenzitetom fluorescence sa rastom tumora u
poredenju sa tumorima od 10 mg. Sa druge strane, u tumorima mase 200 mg, imunofluorescenca
MCT]1 bila je homogenija i smanjena u poredenju sa tumorima od 10 i 50 mg. Imunofluorescenca
CAIX takode je bila homogenija, iako je deo kancerskih celija i dalje pokazivao pojacan signal.
Nasuprot tome, imunofluorescenca MCT4 pokazivala je izrazeniju zoniranost nego u tumorima od
10 i 50 mg, sa ve¢im brojem kancerskih ¢elija sa pojacanim signalom. Kolokalizacija MCT1 i CAIX
pokazala je dominantno srednji stepen kolokalizacije u tumorskim tkivima svih grupa WT miSeva,
uz povecanje visokog stepena kolokalizacije sa rastom tumora, pre sve u tumorima od 50 mg (Slika
42C). Kolokalizacija MCT4 i CAIX takode je bila predominatno srednjeg stepena u svim grupama
WT miSeva, uz znatno manju prisutnost i visokog stepena kolokalizacije (Slika 42F).

Kod Nrf2KO miseva (Slika 42B,E), imunofluorescenca MCT1 pokazivala je zoniranost u
tumorima mase 10 mg, sa veéim tumorskim regionima koji su pokazivali relativno uniforman i
pojacan signal. Imunofluorescenca CAIX bila je generalno niska, sa samo nekoliko kancerskih ¢elija
koje su pokazivale blago pojacan signal. Nasuprot tome, imunofluorescenca MCT4 bila je homogeno
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rasporedena kroz tumor, uz pojedinacne kancerske ¢elije sa pojacanim signalom. U tumorima mase
50 mg, imunofluorescenca MCT1 pratila je obrazac slican onom u tumorima od 10 mg, uz dodatne
klastere kancerskih ¢elija sa pojacanim signalom. Imunofluorescenca CAIX ostala je generalno niska,
iako su kancerske ¢elije sa pojacanim signalom primecene u klasterima koji su pokazivali povec¢anu
imunofluorescencu MCT1. Imunofluorescenca MCT4 pokazivala je obrazac slican onom u tumorima
od 10 mg, iako je manji broj kancerskih ¢éelija pokazivao povecan signal. U tumorima mase 200 mg,
imunofluorescenca MCT1 bila je homogenija i pokrivala je ve¢i deo tumorskog tkiva nego u
tumorima od 10 i 50 mg. Imunofluorescenca CAIX pokazivala je sli¢an obrazac, sa diskretnim
tumorskim regionima sa povecanim signalom. Imunofluorescenca MCT4 i dalje je bila homogena i
pokrivala je vec¢i deo tumorskog tkiva nego u ranijim fazama rasta tumora kod Nrf2KO miseva.
Kolokalizacija u tumorskom tkivu Nrf2KO miseva pokazala je da je srednji stepen kolokalizacije
MCT1/CAIX (Slika 42C) i MCT4/CAIX (Slika 42F) dominirao u svim grupama. Visok stepen
kolokalizacije primecen je u delu kancerskih ¢elija, naro¢ito u tumorima od 10 i 50 mg, dok je nizak
stepen kolokalizacije bio redak.

4.6.5. Imunohistohemijska detekcija MCT1, MCT4 i CAIX u tumorskom tkivu dojke

Imunohistohemijska analiza monokarboksilatnih transportera MCT1/4 i CAIX u tumorskim
tkivima WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke, specifi¢éno u kancerskim ¢elijama i u kancer-
asociranim fibroblastima, prikazana je na Slici 43. U tumorima od 10 mg, detektovana je sli¢na
imunopozitivnost MCT1 u kancerskim ¢elijama WT i Nrf2KO miseva, ali je MCT1 imunopozitivnost
bila niza u kancer-asociranim fibroblastima (eng. Cancer-associated fibroblast, CAF) kod Nrf2KO
miseva u poredenju sa tumorima istth masa WT miSeva. Nasuprot tome, tumore od 50 mg
karakterisalo je vece prisustvo MCT1-pozitivnih CAF kod Nrf2KO miseva nego kod WT miseva, ali
manja zastupljenost MCT1-pozitivnih kancerskih ¢elija. U tumorima od 200 mg, imunopozitivnost
MCT]1 bila je sli¢na izmedu kancerskih ¢elija, nezavisno od genotipa miSeva, iako je njen intenzitet
bio nizi nego u tumorima od 10 i 50 mg (Slika 43A,B). U tumorima od 10 mg, imunopozitivnost
MCT4 bila je sli¢na, takode nezavisno od genotipa miSeva, sa MCT4-negativnim CAF i MCT4-
pozitivnim kancerskim ¢elijama. U tumorima od 50 mg, MCT4-pozitivni CAF bili su prisutni samo
kod WT miseva, dok su kancerske ¢elije pokazivale ve¢u MCT4 imunopozitivnost kod Nrf2KO
miseva. U tumorima od 200 mg, i WT i Nrf2KO misevi pokazivali su mali broj MCT4-pozitivnih
CAF i MCT4-pozitivnih kancerskih ¢elija (Slika 42C,D). Imunopozitivnost CAIX bila je znacajno
veca sa rastom tumora u kancerskim ¢elijama kod obe grupe miseva (WT i Nrf2KO), dok su CAF
pokazivali smanjenu imunopozitivnost u kasnijim fazama rasta tumora. U tumorima od 10 mg,
Nrf2KO miSevi pokazivali su vec¢i broj CAIX-pozitivnin CAF i manji broj CAIX-pozitivnih
kancerskih ¢elija u poredenju sa tumorima iste mase kod WT miSeva. U tumorima od 50 mg, obe
grupe miSeva (WT i Nrf2KO) pokazivale su sli¢no sporadi¢no prisustvo CAIX-pozitivnih CAF, ali i
poveéanu CAIX imunopozitivnost u kancerskim ¢elijama. U tumorima od 200 mg, detektovano je
poveéano prisustvo CAIX-pozitivnih kancerskih celija kod miseva oba genotipa, sa jacim
intenzitetom signala u poredenju sa tumorima od 50 mg, dok su CAF iz obe grupe pokazivale
smanjenu CAIX imunopozitivnost u poredenju sa tumorima od 10 mg (Slika 43E,F).
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Slika 42. Imunofluorescentna detekcija i kolokalizacija monokarboksilatnih transportera
MCT1/MCT4 i CAIX u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miseva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg.
Prikazana su imunobojenja za (A,B) MCT1 (zeleno) i CAIX (crveno), odnosno (D,E) MCT4 (zeleno)
i CAIX (crveno) na zasebnim kanalima, kao i integrisani kanali koji pokazuju kolokalizaciju
MCT1/MCT4 i CAIX, dok su nukleusi obojeni sa Sytox Orange (plavo). Uvecanje: x40 orig. Bar: 50
pum. Na graficima je prikazan relativni intenzitet fluorescence (G) MCT1, (H) MCT4, (I) CAIX, kao
i (C) % MCTL1/CAIX i (F) % MCT4/CAIX kolokalizacije zasnovan na 15 regiona od interesa,
klasifikovani kao nizak, srednji ili visok stepen kolokalizacije. Uvecanje: x40, orig. Bar: 50 um. *
Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, **p < 0.01; # Poredenje sa respektivnom
inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg), #p < 0.05, ###p < 0.001.






Slika 43. Imunohistohemijska detekcija (A,B) MCT1, (C,D) MCT4 i (E,F) CAIX u kancerskim
¢elijama i kancer-asociranim fibroblastima kod WT i Nrf2KO miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200
mg. Tu, kancerska c¢elija; CAF, kancer-asocirani fibroblast; NK, negativna kontrola. Uvecanje:
x40/x100, orig. Bar: 25/10 pum.

4.6.6. Proteinski nivoi enzima metabolizma glukoze i laktata u kancer-asociranom masnom tkivu

Proteinski nivo klju¢nih enzima glikolize i metabolizma laktata u CAAT WT i Nrf2KO miseva
tokom rasta tumora dojke prikazan je na Slici 44. CAAT WT misSeva pokazao je opadajuci profil
proteinskog nivoa PFKFB3 (Slika 44A) i PFK1 (Slika 44B), opadajuce proteinske nivoe LDHA
(Slika 44C) i LDHB (Slika 44D) i nepromenjene proteinske nivoe MCT4 (Slika 44E) sa rastom
tumora. lako su i dalje pokazivali opadajuci ekspresioni profil sa rastom tumora, proteinski nivoi
PFKFB3 bili su znacajno ve¢i u CAAT Nrf2KO miseva u poredenju sa CAAT WT miSeva sa
tumorima od 10 i 200 mg. Pored toga, nivoi proteina uklju¢enih u metabolizam laktata, LDHB i
MCT4, bili su znac¢ajno ve¢i u CAAT Nrf2KO miseva u poredenju sa odgovaraju¢im WT grupama,
dok je znac¢ajno nizi proteinski nivo LDHA detektovan u CAAT kod Nrf2KO miseva sa tumorima od
10 i 50 mg u odnosu na odgovaraju¢e WT grupe. Dodatno, proteinski nivoi PFKFB3, PFK1 i LDHB
su bili znacajno veéi, dok je LDHA bio zna¢ajno nizi u CAAT kontrolnih Nrf2KO miseva bez tumora
u poredenju sa CAAT kontrolnih WT miseva bez tumora.
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Slika 44. Proteinski nivoi (A) PFKFB3, (B) PFK1, (C) LDHA, (D) LDHB i (E) MCT4 u kancer-
asociranom masnom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih miseva i miSeva sa
tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na GAPDH kao
konstitutivno eksprimirani protein. Na graficima su prikazane srednje vrednosti = S.D. * Poredenje
sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; # Poredenje sa respektivnom
kontrolom bez tumora, #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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4.6.7. Proteinski nivoi pAMPKa i HIF-1a u tumorskom i kancer-asociranom masnom tkivu

Zatim smo ispitali promene u proteinskim nivoima klju¢nih regulatora glikolize, pAMPKa (eng.
phosphorylated AMPKa) i HIF-10, u tumorskom i kancer-asociranom masnom tkivu WT i Nrf2KO
miseva tokom rasta tumora dojke (Slika 45). Njihovi proteinski nivoi bili su znac¢ajno povecéani sa
rastom tumora u tumorskim tkivima i WT i Nrf2KO miSeva. Medutim, kod Nrf2KO miseva, tumori
od 10 mg pokazali su znacajno nize proteinske nivoe pAMPKa i HIF-1a u poredenju sa tumorima
iste mase WT miseva (Slika 45A,B). pAMPKa je pokazao isti opadajuci ekspresioni profil sa rastom
tumora u CAAT WT i Nrf2KO miseva u odnosu na CAAT kontrolnih miseva istog genotipa bez
tumora (Slika 45C). Proteinski nivo HIF-1a nije se menjao sa rastom tumora u CAAT WT miSeva,
dok su se u CAAT Nrf2KO miSeva njegovi proteinski nivoi smanjili sa rastom tumora (Slika 45D).
U CAAT kontrolnih Nrf2KO miseva bez tumora, detektovani su znacajno veéi proteinski nivoi
pAMPKa (Slika 45C) i HIF-1a. (Slika 45D) u poredenju sa CAAT kontrolnih WT miseva bez tumora.
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Slika 45. Proteinski nivoi pAMPKa i HIF-1a u (A,B) tumorskom tkivu i (C,D) kancer-asociranom
masnom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih miseva bez tumora (C,D) i miseva
sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg (A,B,C,D). Proteinski nivo izraZzen je relativno u odnosu na
GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein. Na graficima su prikazane srednje vrednosti = S.D.
* Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, ***p < 0.001; # Poredenje sa respektivnom
inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg) (A,B) ili kontrolom bez tumora (C,D), #p
< 0.05; ###p < 0.001.
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4.7. Proteinski nivoi enzima biosinteze masnih kiselina u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO
miSeva tokom rasta tumora dojke

Na Slici 46 prikazan je proteinski nivo FAS, ACC i ACLY u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO
miseva tokom rasta tumora dojke. Sva tri enzima biosinteze lipida imala su poviSene proteinske nivoe
u tumorima od 10 mg kod Nrf2KO misSeva u poredenju sa tumorima iste mase WT miseva. Dok su ti
nivoi FAS (Slika 46A) i ACLY (Slika 46C) opadali sa rastom tumora, nivoi ACC su se povecavali u
tumorskom tkivu Nrf2KO miseva (Slika 46B). Kod WT miseva, proteinski nivoi FAS (Slika 46A) i
ACC (Slika 46B) takode su bili veéi sa rastom tumora, dok su ACLY proteinski nivoi ostali
nepromenjeni bez obzira na rast tumora (Slika 46C).
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Slika 46. Proteinski nivoi (A) FAS, (B) ACC i (C) ACLY u tumorskom tkivu WT (beli barovi) i
Nrf2KO (sivi barovi) miseva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Proteinski nivo izrazen je relativno
u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein. Na graficima su prikazane srednje
vrednosti £ S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; #

Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg), #p < 0.05,
##p < 0.01, ###p < 0.001.

4.8. Genska ekspresija markera mrkih i bez adipocita u kancer-asociranom masnom tkivu WT
i Nrf2KO mi$eva tokom rasta tumora dojke

Dalje smo ispitali gensku ekspresiju Cidea (eng. Cell death-inducing DFFA-like effector A),
markera bez adipocita (browning marker), i PRDM16 (eng. PR domain containing 16), markera mrkih
adipocita, u kancer-asociranom masnom tkivu WT i Nrf2KO mi$eva tokom rasta tumora dojke (Slika
47). Genska ekspresija Cidea bila je nepromenjena u CAAT WT miseva tokom eksperimenta, dok je
u CAAT Nrf2KO miseva bila snazno povecana sa pojavom tumora (tumori od 10 mg), ali se sa daljim
rastom tumora vratila na kontrolni nivo (Slika 47A). Dodatno, genska ekspresija Cidea bila je
znacajno visa u CAAT Nrf2KO miseva u poredenju sa CAAT WT miSeva sa tumorima istih masa.
Genska ekspresija PRDM16 takode je bila nepromenjena i jedva detektabilna u CAAT WT miSeva
bez obzira na prisustvo i rast tumora. Sa druge strane, CAAT Nrf2KO miseva karakterisao se znacajno
vi§im nivoima genske ekspresije PRDM16 u kontrolnim i misevima sa tumorima od 10 mg u odnosu
na iste WT grupe. Genska ekspresija PRDM16 znacajno se smanjila u CAAT Nrf2KO miseva sa
tumorima od 50 i 200 mg u odnosu na CAAT kontrolnih miSeva bez tumora (Slika 47B).
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Slika 47. Genska ekspresija (A) Cidea i (B) PRDM16 u kancer-asociranom masnom tkivu WT (beli
barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih miSeva bez tumora i mi$eva sa tumorima mase 10, 50 1 200
mg. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, **p <0.01, ***p <0.001; # Poredenje sa respektivnom
kontrolom bez tumora, ###p < 0.001.

4.9. Proteinski nivoi rNRF1 i NRF1 u tumorskom, kancer-asociranom i kontralateralnom
ingvinalnom masnom tkivu WT i Nrf2KO mi$eva tokom rasta tumora dojke

Profili proteinskih nivoa transkripcionih faktora NRF1, jednog od klju¢nih regulatora redoks
homeostaze, i INRF1, klju¢nog regulatora mitohondrijalne biogeneze i energetskog metabolizma, u
tumorskom, kancer-asociranom i kontralateralnom ingvinalnom masnom tkivu WT i Nrf2KO miseva
tokom rasta tumora dojke prikazani su na Slici 48. Proteinski nivoi INRF1 povecali su se u tumorskim
tkivima u kasnoj fazi rasta tumora (200 mg) kod oba genotipa miseva (Slika 48A). Sa druge strane,
proteinski nivo NRF1 bio je prolazno smanjen u tumorima mase 50 mg kod WT miseva, dok je u
tumorskom tkivu Nrf2KO miseva bio zna¢ajno smanjen sa rastom tumora (tumori mase 50 i 200 mg)
u odnosu tumore od 10 mg (Slika 48B). Dodatno, u tumorima od 10 mg kod Nrf2KO miseva
detektovani su znacajno visi proteinski nivoi NRF1 i NRF1, u poredenju sa tumorima iste mase kod
WT miseva. U CAAT WT miSeva, proteinski nivoi rINRF1 pokazali su trend povecanja sa rastom
tumora, dok su u CAAT Nrf2KO miSeva bili znacajno nizi sa rastom tumora (tumori od 50 i 200 mg
tumori). Istovremeno, CAAT je pokazao znatno visi proteinski nivo rNRF1 u kontrolnim Nrf2KO
misevima bez tumora i gotovo svim tackama rasta tumora (osim tumora od 200 mg) u odnosu na
CAAT WT miseva sa tumorima istih masa (Slika 48C). Proteinski nivo NRF1 bio je poveéan u CAAT
WT miseva sa rastom tumora (tumori od 50 i 200 mg), dok su u CAAT Nrf2KO miseva ti nivoi ostali
nepromenjeni. Sli¢no kao i kod rNRF1, u CAAT Nrf2KO miseva proteinski nivoi NRF1 bili su znatno
vi$i kod kontrolnih i miSeva sa tumorima od 10 mg u odnosu na odgovarajuce grupe WT miseva
(Slika 48D). Za razliku od CAAT, iWAT je pokazao opadajuce proteinske nivoe rNRF1 (Slika 48E)
i NRF1 (Slika 48F) sa rastom tumora i kod WT i kod Nrf2KO miseva. Sa druge strane, zabelezeno je
samo prolazno smanjenje proteinskog nivoa rNRF1 u iWAT Nrf2KO miSeva sa 10 mg tumorima
(Slika 48E), dok su proteinski nivoi NRF1 rasli sa daljim rastom tumora (Slika 48F). Sli¢no kao i u
CAAT, proteinski nivoi NRF1 i NRF1 bili su ve¢i u IWAT Nrf2KO miseva u odnosu na iwAT WT
miseva sa tumorima mase 50 i 200 mg, dok su proteinski nivoi NRF1 bili povecani i u IWAT Nrf2KO
miseva sa tumorima od 10 mg.
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Slika 48. Proteinski nivoi rINRF1 i NRF1 u (A,B) tumorskom tkivu, (C,D) kancer-asociranom i (E,F)
kontralateralnom ingvinalnom masnom tkivu kod WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi barovi) kontrolnih
miSeva bez tumora (C-F) i miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Proteinski nivo izraZen je
relativno u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein. Na graficima su prikazane
srednje vrednosti £ S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg) (A,B)
ili kontrolom bez tumora (C-F), #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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4.10. Analiza molekularnih markera ekstracelularnih vezikula u tumorskom tkivu WT i
Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke

4.10.1. Proteinski nivoi markera ekstracelularnih vezikula

Proteinski nivoi markera ekstracelularnih vezikula CD81 (eng. Cluster of differentiation 81),
CD63 (eng. Cluster of differentiation 63) i TSG101 (eng. Tumor susceptibility gene 101) u
tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke prikazana je na Slici 49. U
tumorskim tkivima WT miSeva uoceno je povecanje proteinskih nivoa sva tri markera sa rastom
tumora (tumori mase 50 i 200 mg). Sli¢an obrazac zabelezen je i u tumorskom tkivu Nrf2KO miseva
za CDB81 (Slika 49A) i TSG101 (Slika 49C). Medutim, proteinski nivo CD63 bio je smanjen u
tumorima od 200 mg kod Nrf2KO miseva u poredenju sa tumorima od 10 mg, dok su tumori od 10
mg pokazali zna¢ajno veci proteinski nivo CD63 u poredenju sa tumorima iste mase kod WT miSeva
(Slika 49B). Sa druge strane, proteinski nivo TSG101 bio je znacajno nizi u tumorima od 50 i 200
mg kod Nrf2KO misSeva u poredenju sa istim masama tumora WT miSeva (Slika 49C).
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Slika 49. Proteinski nivo (A) CD81, (B) CD63 i (C) TSG101 u tumorskom tkivu WT (beli barovi) i
Nrf2KO (sivi barovi) miseva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Proteinski nivo izrazen je relativno
u odnosu na GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein. Na graficima su prikazane srednje
vrednosti £ S.D. * Poredenje sa respektivnom WT grupom, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; #

Poredenje sa respektivnom inicijalnom fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg), #p < 0.05,
##p < 0.01, ###p < 0.001.

4.10.2. Proteinski nivoi kaveolina 1 i koneksina 43

Proteinski nivo kaveolina 1 (eng. Caveolin 1, CAV1) i koneksina 43 (eng. Connexin 43, Cx43),
strukturnih proteina ukljuenih u meducelijsku komunikaciju posredovanu ekstracelularnim
vezikulama, u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miseva tokom rasta tumora dojke prikazan je na Slici
50. Nezavisno od genotipa miSeva, primeceno je povecanje proteinskih nivoa CAV1 (Slika 50A) i
Cx43 (Slika 50B) u tumorima mase 50 i 200 mg u odnosu na tumore od 10 mg miseva istog genotipa.

Medutim, tumori mase 200 mg pokazali su znacajno vise proteinske nivoe ovih proteina kod Nrf2KO
miSeva u odnosu na tumore iste mase kod WT miSeva.
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Slika 50. Proteinski nivoi (A) CAV1 i (B) Cx43 u tumorskom tkivu WT (beli barovi) i Nrf2KO (sivi
barovi) miSeva sa tumorima mase 10, 50 i 200 mg. Proteinski nivo izrazen je relativno u odnosu na
GAPDH kao konstitutivno eksprimirani protein. Na graficima su prikazane srednje vrednosti + S.D.
* Poredenje sa respektivnom WT grupom, **p < 0.01; # Poredenje sa respektivnom inicijalnom
fazom rasta tumora dojke (tumori mase 10 mg), #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001.
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5. DISKUSIJA

Redoks i metabolicko reprogramiranje predstavlja jedno od klju¢nih obelezja tumorogeneze.
Ovaj proces ne obuhvata samo intrinzicne adaptacije kancerskih celija, ve¢ 1 koordinisano
remodeliranje tumorske mikrosredine, koju u kanceru dojke dominantno sacinjava kancer-asocirano
masno tkivo. Tumorska mikrosredina je oznac¢ena kao funkcionalna komponenta tumora kao pseudo-
organa, gde utice na razliCite parametre progresije kancera — rast, invazivnost, adaptivni kapacitet i
odgovor na terapiju. U skladu sa konceptom kancera kao pseudo-organa, razumevanje komunikacije
izmedu tumorskog tkiva dojke i CAAT, kao i molekulskih mehanizama ukljucenih u uspostavljanje
ove dvosmerne veze, posebno je znacajno sa aspekta sinhronizovanog redoks i metabolickog
reprogramiranja kojim podlezu oba tkiva, omogucavajuci progresiju tumora. U cilju detaljnijeg
sagledavanja ovih promena, u ortotopskoj studiji na C57 miSevima divljeg soja ispitivan je redoks-
metabolicki profil u tumorskom tkivu, CAAT kao primarnoj komponenti tumorske mikrosredine u
kanceru dojke, kao i u udaljenom, kontralateralnom iWAT, koje je sluzilo kao pokazatelj sistemskih
efekata kancera dojke. Ove promene su ispitivane u zavisnosti od faze rasta tumora, definisane kao
inicijalna (tumori mase 10 mg), srednja (tumori mase 50 mg) i kasna faza (tumori mase 200 mg).
Dodatno, indukcijom kancera dojke sa Nrf2** kancerskim éelijama na misevima istog soja sa
funkcijski utiSanim NRF2 (Nrf2KO misevi), po prvi put je ispitana uloga NRF2 signalizacije u
tumorskoj mikrosredini u regulaciji redoks-metabolickog reprogramiranja tumorskog tkiva dojke,
kao i direktan efekat izostanka NRF2 signalizacije na reprogramiranje CAAT i iWAT tokom rasta
tumora dojke.

Naime, rezultati su pokazali da NRF2 signalizacija u TME predstavlja vazan regulator
dvosmerne komunikacije izmedu tumorskog tkiva dojke i CAAT, uticu¢i na redoks homeostazu,
metabolizam glukoze, laktata i masnih kiselina, mitohondrijalnu dinamiku i funkciju tokom rasta
tumora. Pri tome, inicijalna faza rasta tumora, odnosno tumori mase 10 mg, izdvaja se kao period sa
najvecom osetljivoséu tumora na NRF2-zavisne promene u CAAT, dok se sa daljim rastom razlike
izmedu tumorskih tkiva WT i Nrf2KO mi$eva postepeno ublazavaju, najverovatnije usled aktivacije
kompenzatornih mehanizama u kancerskim ¢elijama. Rezultati disertacije ukazuju na najveéi uticaj
NRF2-zavisnog redoks statusa tumorske mikrosredine u najranijim fazama rasta tumora, kada
reprogramiranje kancerskih ¢elija jos uvek u velikoj meri zavisi od redoks-metabolicke interakcije sa
stromalnim ¢elijama u TME, pre svega kancer-asociranim adipocitima.

5.1. Uticaj prisustva funkcijski aktivnog NRF2 u TME na strukturne karakteristike tumorskog,
kancer-asociranog i kontralateralnog ingvinalnog masnog tkiva tokom rasta tumora dojke

Masa tumora predstavlja jedan od indikatora progresije tumora, s obzirom na to da fizicki
parametri tumora, ukljucujuci veli¢inu, masu i zapreminu, odraZzavaju dinamiku rasta solidnih tumora
(Stylianopoulos, 2017). U skladu sa tim, WT misevi su u vremenskom periodu kra¢em od 2 nedelje
nakon inicijacije tumora pokazivali trend vecih masa tumora u odnosu na Nrf2KO miseve. Nakon 2
nedelje, mase tumora su se znacajno povecale i kod WT i kod Nrf2KO miseva, bez znacajnih razlika
izmedu genotipova. Paralelno sa tim, samo je kod WT miSeva u inicijalnoj fazi rasta tumora (tumori
od 10 mg) uoceno smanjenje relativne mase CAAT, Sto ukazuje na izrazeniju lokalnu interakciju
izmedu tumorskog tkiva i Nrf2** CAAT. Ovo je u skladu sa prethodnim studijama koje su pokazale
da celije kancera dojke indukuju lipolizu u CAAT, ¢ime se obezbeduju masne kiseline neophodne za
uvecéanje biomase i rast tumora (Balaban et al., 2017; Paré et al., 2020; Yang et al., 2018). Izostanak
ovakvih promena kod Nrf2KO miSeva sugeriSe da aktivacija NRF2 signalizacije u CAAT ima
znacajnu ulogu u uspostavljanju lokalne metabolicke interakcije izmedu kancerskih ¢elija dojke i
CAAT. Dodatno, smanjenje telesne mase zivotinja sa rastom tumora bila je u skladu sa smanjenjem
relativne mase CAAT, kao i razli¢itim trendom rasta tumora kod ova dva genotipa miseva, gde se
kod WT miseva uocava trend smanjenja mase zivotinja ve¢ u inicijalnoj fazi rasta tumora (tumori od
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10 mg). Medutim, smanjenje telesne mase bilo je izraZenije kod Nrf2KO miseva u srednjoj i kasnoj
fazi rasta tumora (tumori od 50 i 200 mg) u odnosu na WT miSeve, §to ukazuje na izmenjene
sistemske efekte tumora dojke kada se oni razvijaju u odsustvu funkcionalnog NRF2 u CAAT.

Analiza tkivne arhitekture svetlosnom mikroskopijom potvrdila je prisustvo morfoloSkih
promena tkiva koje podleze malignoj transformaciji, ali i u drugim nemalignim tkivima, na koje
tumor deluje kako na lokalnom tako i na sistemskom nivou. U tumorskom tkivu uo¢eno je prisustvo
brojnih tipi¢nih kancerskih ¢elija sa viSestrukim nukleusima i kod WT i kod Nrf2KO miseva, pri
¢emu se sa rastom tumora povecavao broj 1 udeo vec¢ih kancerskih ¢elija. Medutim, samo su u
tumorskom tkivu Nrf2KO miseva primecene izrazito krupne kancerske ¢elije, koje mogu odgovarati
multinukleusnim gigantskim kancerskim ¢elijama i verovatno predstavljaju posledicu ¢elijske fuzije,
S obzirom na to da su kod njih uoceni fuzioni kontakti izmedu kancerskih ¢elija (Liu et al., 2024).
Poznato je da ovakve ¢elije doprinose heterogenosti solidnih tumora, rastu tumora i rezistenciji na
terapiju, kao i da se najéescée pojavljuju u uslovima narusene celijske homeostaze (Zhang et al., 2014),
pa njihova pojava u tumorskom tkivu Nrf2KO miSeva dodatno ukazuje na efekte Nrf2KO domacina
ne samo na redoks-metaboli¢ki profil tumora, ve¢ i na njegove strukturne osobine.

Analiza morfologije CAAT i IWAT ukazuje na znac¢ajnu ulogu NRF2 signalizacije u tumorom-
indukovanom remodeliranju masnog tkiva tokom progresije kancera dojke. Na lokalnom nivou,
tumor remodelira svoju mikrosredinu kroz promene u morfologiji i funkciji stromalnih ¢elija,
vanéelijskog matriksa i celokupne organizacije tkiva. Sa porastom mase tumora dojke, CAAT je
pokazivao sve izrazeniju multilokularnost adipocita i pojacanu infiltraciju imunskim c¢elijama kod
oba genotipa miSeva. Budu¢i da se multilokularnost adipocita povezuje sa njihovom viSom
metaboli¢kom aktivno$éu i browning-om WAT (Jankovic et al., 2015), uo¢ene promene ukazuju na
metaboli¢ku aktivaciju kancer-asociranih adipocita i gubitak tipi¢nog fenotipa unilokularnih belih
adipocita u CAAT, nezavisno od prisustva funkcijski aktivnog NRF2 u CAAT. Prema literaturnim
podacima, ovakve morfoloSke promene kancer-asociranih adipocita su posledica povecane lipolize i
smanjenja veli¢ine lipidnih tela usled uspostavljanja redoks-metabolickih interakcija sa kancerskim
¢elijama (Currie et al., 2013; Micallef et al., 2021). Istovremeno, koncept kancera kao sistemske
metabolic¢ke bolesti sve je vise prihvacen, buduci da je pokazano da tumor moze uticati i na udaljena
tkiva koja su ukljucena u sistemsku metabolicku regulaciju (Altea-Manzano et al., 2025; Swanton et
al., 2024). To potvrduju i rezultati morfoloske analize IWAT. U iWAT WT miseva, U inicijalnim
fazama rasta tumora (tumori od 10 mg) dominiraju multilokulusni adipociti, dok je u kasnoj fazi rasta
tumora ovo tkivo postalo veéinski unilokulusno. Sa druge strane, u iIWAT Nrf2KO miSeva uocen je
potpuno suprotan obrazac promene morfologije adipocita. Rezultati disertacije sugeriSu da tumor
dojke indukuje sistemsko remodeliranje IWAT, pri ¢emu smer ovih promena zavisi od prisustva
funkcionalnog NRF2 u samim adipocitima. Stoga, tumori tokom rasta menjaju sistemsku
metaboli¢ku homeostazu, uti¢ué¢i na udaljena metabolicki aktivna tkiva poput masnog, iako su
neophodne dalje ultrastrukturne i molekularno-bioloske analize kako bi se utvrdila osnova ovih
promena.

PCNA je jedan od pokazatelja proliferativne aktivnosti ¢elija s obzirom da ima klju¢nu ulogu u
replikaciji DNK i regulaciji ¢elijskog ciklusa (Essers et al., 2005; Moldovan et al., 2007). Pokazana
povisena proteinska ekspresija PCNA u tumorskom tkivu kod miseva oba genotipa sa rastom tumora
ukazuje na pojacanu proliferativnu aktivnost kancerskih ¢elija i posledi¢no sa poveéanjem tumorske
mase. Istovremeno, PCNA-pozitivni nukleusi pokazali su izraZzen pleomorfizam, ukazujuéi na to da
je progresija tumora pracena povecanom proliferacijom heterogene populacije ¢elija u tumorskom
tkivu. S tim u vezi, tumorsko tkivo ne karakteriSe samo porast broja proliferiSuc¢ih kancerskih ¢elija 1
stope njihove proliferacije sa daljom progresijom tumora, ve¢ i odrzavanje izrazite celijske
heterogenosti, koja ima znacajnu ulogu u adaptibilnosti tumora na promenljive uslove sredine
(Marusyk et al., 2020).
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5.2. Redoks homeostaza u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke

Redoks-metabolicki profil tumora predstavlja skup blisko povezanih funkcijskih karakteristika
¢elijskog metabolizma i1 redoks homeostaze koje kancerskim ¢elijama omogucavaju uspostavljanje 1
odrzavanje visoko proliferativnog fenotipa, prezivljavanje u promenljivim uslovima sredine i
invazivnost tumora (Fiaschi & Chiarugi, 2012; Hashimoto et al., 2016; Jones & Sies, 2015). Redoks
homeostaza odredena je dinamickim i prostorno-vremenskim promenama u odnosu produkcije i
eliminacije ROS, regulaciji komponenti antioksidativne odbrane, dostupnosti redukuju¢ih
ekvivalenata (NADPH) i funkcionom statusu mitohondrija kao centralnog mesta produkcije energije
i ROS (Lietal., 2026; Ray et al., 2012; Zorov et al., 2014). Do sada je redoks homeostaza intenzivno
ispitivana kako u humanim studijama tako i u razli¢itim eksperimentalnim animalnim i ¢elijskim
modelima kancera dojke, ¢esto pokazujuci kontradiktorne rezultate (Galadari et al., 2017; Sabharwal
& Schumacker, 2014; Sies & Jones, 2020), $to je najverovatnije posledica dualne uloge ROS u
kanceru. Pri visokim nivoima, ROS promoviSu inicijaciju i progresiju kancera kroz stimulisanje
proliferacije kancerskih c¢elija, inflamacije i metabolicko reprogramiranje, dok daljim povisenjem,
ROS dovode do zaustavljanja ¢elijskog ciklusa, ¢elijske smrti i posledi¢ne supresije rasta tumora
(Sarmiento-Salinas et al., 2019; Trachootham et al., 2009; VVander Heiden et al., 2009).

Intenzivirani metabolicki procesi u kancerskim ¢elijama dovode do povecane produkcije ROS,
koja je pracena povecanjem antioksidativnog kapaciteta kako bi se odrzala redoks homeostaza i
izbegla oksidativna o$tecenja biomakromolekula (Castaldo et al., 2016; Helfinger & Schréder, 2018;
Weinberg & Chandel, 2009). Jos od ranih radova, Oberley i sar. (Li et al., 1995), koji su pokazali da
MnSOD deluje kao tumor supresor u humanim delijama kancera dojke, brojne studije bile su
usmerene ka ispitivanju promena na nivou komponenti antioksidativne odbrane u razli¢itim tipovima
kancerskih ¢elija (Ambrosone, 2000; Gupta et al., 2014; Oberley, 2002). Medutim, paradoks prema
kome kancerske ¢elije prezivljavaju i podlezu ¢elijskoj smrti posredstvom ROS-zavisnih mehanizama
predstavlja izazov u razumevanju uloge ROS u progresiji kancera, kao i razvoju terapija baziranih na
modulaciji redoks homeostaze. Poviseni nivoi ROS su neophodni za malignu transformaciju ¢elija i
odrZavanje malignog fenotipa, ali je precizna regulacija njihovih nivoa klju¢na za preZzivljavanje
kancerskih ¢elija i dalji rast tumora (Sabharwal & Schumacker, 2014; Trachootham et al., 2009). U
tom smislu, redoks profil tumora se posmatra kao dinamic¢na karakteristika koja se razlikuje u
zavisinosti od tipa tumora, stadijuma tumora, osobina tumorske mikrosredine, kao i adaptivnog
kapaciteta samih kancerskih ¢elija (Kalezic et al., 2021; Swanton, 2012).

U disertaciji je okarakterisan redoks profil tumorskog tkiva dojke u zavisnosti od faze rasta
tumora (10-200 mg) kod WT miseva. S obzirom na znacaj TME za redoks-metabolicko
reprogramiranje i progresiju kancera dojke, iste promene analizirane su i kod Nrf2KO miseva, kod
kojih je onemogucéeno vezivanje NRF2 za ARE sekvence. Rezultati su pokazali da se uspostavljanje
nove redoks homeostaze u tumorskom tkivu dojke razlikuje u zavisnosti od faze rasta tumora, ali i od
genotipa miSeva. Pre svega, imunohistohemijska detekcija NRF2 pokazala je njegovu vecu nukleusnu
imunopozitivnost u tumorskom tkivu Nrf2KO miseva u poredenju sa WT miSevima tokom svih faza
rasta tumora, ukazuju¢i na direktnu povezanost NRF2 signalizacije u tumorskom tkivu 1 CAAT.
Medutim, proteinski nivoi pNRF2 (fosforilisani NRF2, aktivna forma) u tumorskom tkivu znacajno
su se povecavali sa rastom tumora kod oba genotipa miseva, ali su bili znacajno nizi u tumorskom
tkivu Nrf2KO miseva. Ovakav obrazac ekspresije NRF2 ukazuje na kompenzatorno povecanje
ukupnog nivoa NRF2 u tumorskom tkivu Nrf2KO miseva, ali uz izostanak potpune aktivacije NRF2
putem fosforilacije. Fosforilacija NRF2 predstavlja jedan od regulatornih mehanizama njegove
aktivacije, koji dovodi do povecanja njegove stabilnost i posledi¢ne translokacije u nukleus (Suzuki
& Yamamoto, 2015; Taguchi & Yamamoto, 2017, 2020). U vezi sa tim, analiza proteinskog nivoa
NQO1, kao jednog od primarnih targeta NRF2 koji ima ulogu u detoksifikaciji kinona (Ross & Siegel,
2017), koridéena je kao pokazatelj aktivacije NRF2 signalizacije. U Nrf2*/* tumorskom tkivu dojke,
nivoi NQO1 znacajno su rasli sa rastom tumora kod obe grupe miseva, dok je nivo NQO1 u CAAT i
IWAT Nrf2KO miseva, bio znacajno nizi nego u odgovaraju¢im grupama WT miSeva tokom
eksperimenta.
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5.3. Reduktivni kapacitet i NADPH-zavisne komponentne antioksidativhe odbrane u
tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora dojke

Kako bi se prilagodile visokoj stopi proliferacije, kancerske ¢elije usmeravaju svoj metabolizam
pretezno ka glikolitickom fenotipu, u literaturi poznato kao Varburgov efekat (Liberti & Locasale,
2016; Warburg, 1956). U takvim uslovima, povecan unos glukoze u kancerskim ¢elijama ne koristi
se samo za produkciju energije u vidu ATP, ve¢ se deo glukoze metaboliSe kroz PPP, koji obezbeduje
ribozo-5-fosfat za sintezu nukleotida, ali je i glavni izvor NADPH, koji je neophodan za biosintetske
procese i funkcionisanje enzima AD (Vander Heiden et al., 2009, 2010). Na ovaj nacin, PPP ima
centralnu ulogu u integraciji anabolickih zahteva kancerskih ¢elija i redoks homeostaze, gde povecan
protok metabolita kroz PPP omogucava odrzavanje odgovarajuceg odnosa NADPH/NADP?, ¢ime se
obezbeduje neophodni reduktivni potencijal kako za biosintetske procese tako i za funkcionisanje
antioksidativne odbrane.

Kao klju¢ni regulatorni enzim Kkoji usmerava tok metabolita kroz PPP, ekspresija G6PDH
odrazava sposobnost tumorskog tkiva da obezbedi odgovarajuce nivoe redukovanog NADPH (Patra
& Hay, 2014). U skladu sa tim, nepromenjeni proteinski nivoi GGPDH u tumorskom tkivu WT miseva
ukazuju na znacaj PPP za produkciju metabolickih intermedijera i NADPH tokom rasta tumora dojke.
Znacajno nizi proteinski nivoi G6PDH u tumorskom tkivu Nrf2KO miseva u poredenju sa
odgovaraju¢im WT grupama ukazuju na smanjen reduktivni kapacitet ovih tumora, $to je u vezi sa
uoCenim trendom manjih tumorskih masa tokom rasta tumora kod Nrf2KO miSeva. Istovremeno,
smanjeni ili nepromenjeni proteinski nivoi ME1 i IDH2 u tumorskom tkivu Nrf2KO miseva ukazuju
na to da kompenzacija NADPH usled smanjenog doprinosa PPP nije ostvarena preko klasi¢nih
citoplazmaticnih NADPH-generiSu¢ih enzima. Umesto toga, povecani proteinski nivo
mitohondrijalne NNT sa rastom tumora sugeriSe da se reduktivni kapacitet u kancerskim ¢elijama
Nrf2KO miSeva odrzava aktivacijom alternativnog mehanizma zavisnog od mitohondrija. Ovaj enzim
povezuje mitohondrijalni energetski metabolizam i redoks homeostazu jer koristi protonski gradijent
nastao tokom mitohondrijalne OXPHOS da katalizuje prenos elektrona sa NADH na NADP?*
(Kampjut & Sazanov, 2019). Ovi rezultati su u skladu sa literaturnim podacima, koji isticu
targetovanje NADPH-generisucih puteva kao potencijalne terapijske strategije u specifi¢cnim fazama
rasta tumora (DeNicola & Cantley, 2015; Fan et al., 2014; Lewis et al., 2014). Dodatno, promene u
proteinskim nivoima NADPH-produkujucih enzima u tumorskom tkivu Nrf2KO miseva ukazuju na
znaCaj NRF2-zavisne redoks homeostaze u tumorskoj mikrosredini za odrzavanje reduktivnog
kapaciteta u kancerskim ¢elijama.

NADPH takode predstavlja kljucan kofaktor za odrZavanje redoks homeostaze, deluju¢i kao
donor elektrona i u antioksidativnim i prooksidativnim putevima (Chandel, 2021). Sa tim u vezi,
izoforma NADPH oksidaze NOX2 jedan je od najistaknutijih prooksidativnih enzima koji prenosi
elektrone sa citoplazmatskog NADPH na kiseonik, pri ¢emu generise O2™ i posledi¢no H20 (Bedard
& Krause, 2007). Pokazano je da povecana ekspresija NOX2 doprinosi odrzavanju prooksidativnog
okruzenja pogodnog za proliferaciju, inflamaciju i progresiju tumora (Laurent et al., 2019; Mukawera
et al., 2015; Roy et al., 2015). Nasi rezultati pokazali su povisene proteinske nivoe izoforme NOX2
u tumorskom tkivu i WT i Nrf2KO miseva u srednjoj i kasnoj fazi rasta tumora (tumori mase 50 i 200
mg), Sto ukazuje da je aktivacija NOX2-zavisnog prooksidativnog puta bitna za uspostavljanje
protumorogenog redoks okruzenja u tumorskom tkivu dojke. Ovakvo povecanje NOX2 bilo je
nezavisno od prisustva funkcijski aktivnog NRF2 u TME, verovatno zbog znaaja povecane
produkcije ROS za dalju progresiju tumora.

Znacaj NOX2-generisanog O>" za tumorogenezu dodatno je podrzan smanjenjem ekspresije obe
SOD izoforme, a naro¢ito CuZnSOD, u tumorskom tkivu oba genotipa miSeva sa rastom tumora.
Rezultati disertacije su u saglasnosti sa studijama u kojima su ispitivane promene ekspresije MnSOD
(Hempel et al., 2011) i CuzZnSOD (Vilchis-Landeros et al., 2024; Weydert et al., 2006) u razli¢itim
tipovima tumora. Medutim, najvisa ekspresija SOD izoformi detektovana je u inicijalnim fazama
rasta tumora (tumori mase 10 mg), nakon ¢ega je dalje opadala sa rastom tumora. Ovakav obrazac
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njihove ekspresije ukazuje na relativno oCuvan kapacitet tumora za uklanjanje O2" U najranijim
fazama tumorogeneze, dok se sa daljim rastom tumora redoks homeostaza pomera ka izrazenom
prooksidativnom stanju. Posebno su od znac¢aja poviseni proteinski nivoi CuZnSOD u tumorskom
tkivu Nrf2ZKO miseva u poredenju sa odgovaraju¢im WT grupama, $to sugeriSe da je specifi¢no
ekspresija izoforme CuzZnSOD osetljiva na promene u NRF2-zavisnom redoks statusu u TME.
NADPH takode funkcionise kao redukujuci ekvivalent za AD enzime GR i TR, koji odrzavaju
redukovane forme GSH i TRX (Arnér & Holmgren, 2000; Couto et al., 2016). GSH i TRX-zavisni
sistemi predstavljaju jedne od glavnih redoks pufera u ¢eliji (Hayes & McLellan, 1999; Holmgren et
al., 2005; Lu & Holmgren, 2014). Njihovo odrzavanje neophodno je za vijabilnost kancerskih ¢elija,
jer obezbeduju redukujuce ekvivalente za eliminaciju ROS, odrzavaju tiolske grupe proteina u
redukovanom stanju i omogucavaju o¢uvanje vijabilnosti ¢elija U uslovima poveéanog oksidativnog
opterecenja (Fath et al., 2011; Harris et al., 2015). U skladu s tim, aktivnosti obe reduktaze, GR i TR,
progresivno su se povecavale sa rastom tumora, nezavisno od prisustva funkcionalnog NRF2 u TME.
Uoceni obrazac aktivnosti GR i TR jasno ukazuje na dominantan uticaj rasta tumora na indukciju
njihove aktivnosti, naglasavaju¢i njihovu kljuénu ulogu u odrzanju redoks homeostaze kancerskih
¢elija tokom progresije tumora dojke.

Rezultati disertacije takode su pokazali porast nivoa GSH sa rastom tumora u obe grupe miseva,
§to je u skladu sa podacima da kancerske ¢elije akumuliraju GSH kao adaptivni odgovor na povecana
oksidativna opterecenja (Bansal & Simon, 2018). Nivoi GSH su u ¢eliji odredeni ravnotezom izmedu
njegove sinteze i iskori§¢avanja, koja je u kancerskim ¢elijama usmerena ka povecanju njegovih
nivoa sa progresijom tumora. Buduc¢i da su proteinski nivoi GCL i GGT kao klju¢nih enzima za
sintezu GSH bili nepromenjeni ili sniZeni sa rastom tumora, porast nivoa GSH verovatno je posledica
njegove efikasnije regeneracije iz postojeceg pula GSH putem aktivnosti GR. Na taj nacin favorizuje
se manje energetski zahtevan put, jer redukcija oksidovanog GSSG do njegove redukovane forme
pomocu GR zahteva znatno manje energije i biosintetskih prekursora u poredenju sa de novo sintezom
glutationa. Istovremeno, nivoi GCL i GGT su pokazivali zavisnost od aktivnosti NRF2 u TME,
naro¢ito u tumorima od 10 mg, $to ukazuje da je sam glutationski pul u kancerskim ¢elijama zavisan
od NRF2 aktivacije u TME u najranijim fazama rasta tumora. Nasuprot tome, aktivnost GST, Kkoji
koristi GSH pre svega za detoksifikaciju elektrofilnih jedinjenja (Sheehan et al., 2001), bila je
konstantna u tumorskom tkivu kod oba genotipa miSeva, ali je njegova aktivnost bila niza u tumorima
koji su se razvijali u Nrf2KO misevima u poredenju sa WT misevima. 1zoforma GST Pi posebno se
izdvojila kao dominantna GST izoforma, jer je njena povecana proteinska ekspresija u tumorima od
200 mg najverovatnije doprinela odrzanju GST aktivnosti kod WT miSeva, dok je izostanak porasta
njenog nivoa u tumorskom tkivu Nrf2KO miseva moguce bio uzrok smanjene ukupne GST aktivnosti
kod ovih miSeva u odnosu na tumore istih masa WT miseva. Zaista, prethodne studije ukazale su da
vi$i proteinski nivoi GST Pi izoforme u tumorskom tkivu predstavljaju lo§ prognosti¢ki marker kod
pacijentkinja sa kancerom dojke (Huang et al., 2003, 2004; Su et al., 2003).

TRX-zavisni sistem takode je vazan deo antioksidativne odbrane u ¢eliji koji se modulira tokom
tumorogeneze (Arnér & Holmgren, 2006). Dok je aktivnost TR bila poveéana sa rastom tumora
nezavisno od redoks statusa TME, proteinski nivoi TRX opadali su sa rastom tumora kod WT miseva.
To je u skladu sa ranije zabelezenim promenama u tumorskom tkivu pacijentkinja sa kancerom dojke
(Cadenas et al., 2010). Ipak, njegova nepromenjena proteinska ekspresija u tumorskom tkivu Nrf2ZKO
miSeva odrazava uticaj NRF2 signalizacije u TME na ekspresiju TRX u kancerskim ¢elijama dojke.
Rezultati pokazuju da je pozitivna regulacija TR, GR, GSH neophodna za odrzavanje visokog redoks
praga u kancerskim ¢elijama dojke, buduci da je regulacija aktivnosti TR i GR, odnosno nivoa GSH,
bila dominatno vodena rastom tumora. Sa druge strane, regulacija GST i TRX pre svega je bila
zavisna od NRF2-zavisne redoks signalizacije u TME, §to ukazuje na znacaj njihove ekspresije u
adaptaciji kancerskih ¢elija na izmenjen NRF2-posredovan redoks status u tumorskoj mikrosredini.
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5.4. Antioksidativni enzimi ukljuceni u eliminaciju peroksida u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO
miSeva tokom rasta tumora dojke

Odrzavanje redukovanih formi GSH i TRX neophodno je za aktivnost enzima AD koji uklanjaju
perokside, ukljucuju¢i H20> i lipidne perokside (Espinosa-Diez et al., 2015; Georgiou-Siafis &
Tsiftsoglou, 2023). Za razliku od GSH-Px1, koja uklanja H2O> (Lubos et al., 2011), izoforma GSH-
Px4 specifi¢no uklanja lipidne perokside i uéestvuje u procesu regulisane ¢elijske smrti posredovane
gvozdem (Song et al., 2020; Zhang et al., 2020). Povecéana proteinska ekspresija GSH-Px4 i PRX3 u
tumorskom tkivu Nrf2KO miSeva u odnosu na odgovaraju¢e WT grupe sugeriSe da odsustvo
funkcionalnog NRF2 u TME uti¢e na regulaciju metabolizma peroksida u samom tumoru dojke,
verovatno kao kompenzatorni odgovor na izmenjenu redoks homeostazu u TME. Sta vise,
imunofluorescentna analiza tumorskog tkiva pokazala je visok stepen kolokalizacije GSH-Px4 i
markera lipidne peroksidacije 4-HNE u tumorima mase 10 mg kod WT miSeva, ukazujuéi na njihovu
funkcijsku interakciju u metabolizmu lipidnih peroksida tokom inicijalne faze rasta tumora dojke.
lako je u tumorima iste mase kod Nrf2KO miseva proteinska ekspresija GSH-Px4 bila znacajno visa,
snizeni Nivoi 4-HNE i stepen kolokalizacije GSH-Px4 sa 4-HNE u odnosu na tumore od 10 mg kod
WT miseva ukazuju da NRF2 aktivacija u TME moduliSe regulaciju lipidne peroksidacije u
tumorskom tkivu tokom inicijalnih faza rasta tumora. Istovremeni porast nivoa 4-HNE i snizavanje
proteinskog nivoa GSH-Px4 sa rastom tumora kod oba genotipa miSeva mogli bi ukazati na povisen
stepen ROS-posredovane lipidne peroksidacije u tumorskom tkivu, $sto moze doprineti uspostavljanju
prooksidativnog okruzenja u tumoru.

Jo§ jedan enzim koji specificno eliminiSe vodonik peroksid u peroksizomima, CAT, pokazao je
veoma specifi¢an profil ekspresije u tumorskom tkivu dojke. Naime, rezultati disertacije su pokazali
da se proteinski nivo CAT snizavao sa rastom tumora, dok je njena aktivnost bila nedetektabilna u
tumorskom tkivu oba genotipa misSeva, Sto ukazuje na znacaj specificnih mehanizama translacione 1
posttranslacione regulacije CAT za uspostavljanje i progresiju malignog fenotipa. Pokazani rezultati
su u skladu sa literaturnim podacima o smanjenoj aktivnosti CAT u kancerskim celijama (Brahn,
1916), sto je kasnije primeceno i u razli¢itim kancerskim ¢elijskim linijama (Beck et al., 2011,
Glorieux et al., 2011; Verrax et al., 2009). Dodatno, na$i rezultati imunofluorescentne analize
pokazali su dominantnu lokalizaciju CAT u stromi vezivnog tkiva 1 okolnim adipocitima, Sto bi
zajedno sa nedetektabilnom aktivnos¢éu CAT u tumorskom tkivu dojke moglo biti povezano sa
oslobadanjem CAT iz kancerskih ¢elija, kao $to je pokazano u prethodnim studijama (B6hm et al.,
2015; Sandstrom & Buttke, 1993) i to potencijalno putem ekstracelularnih vezikula (Green et al.,
2015; Moraes et al., 2021). Negativna regulacija CAT u kancerskim ¢elijama mozZe se dovesti u vezu
sa snizenom oksidacijom masnih kiselina u peroksizomima usled smanjene ekspresije acil-CoA
oksidaze 1 (eng. Acyl-CoA oxidase 1, ACOX1) (Kim, 2020). Medutim, translokacija CAT iz
kancerskih ¢elija mogla bi dodatno sluziti kao mehanizam odrzavanja H.O2-zavisne signalizacije u
¢elijama kancera dojke koja pogoduje njihovoj proliferaciji (Bauer, 2015), dok bi vanéelijska CAT
imala zastitnu ulogu u TME (B6hm et al., 2015).

Opadajuci profili ekspresije sve tri komponente AD ukljucene u eliminaciju peroksida, CAT,
GSH-Px i PRX, ukazuju na znaaj prooksidativne signalizacije za adaptaciju i prezivljavanje
kancerskih éelija dojke. Ipak, tumori dojke koji se razvijaju u Nrf2”- domaéinu pokazuju povecéanu
aktivnost i/ili proteinske nivoe ovih enzima, $to dodatno naglasava znac¢aj NRF2 signalizacije u TME
za regulaciju ROS homeostaze u tumorskom tkivu dojke. Ovakva integracija redoks signalizacije i
metabolizma kancerskih ¢elija i njihove mikrosredine doprinosi odrzanju protumorogenog okruzenja.
Rezultati disertacije pokazuju da se promene u NRF2 signalizaciji u CAAT, kao dominantne
komponente TME, istovremeno odrazavaju i kroz promene NRF2 signalizacije u tumorskom tkivu,
¢ime se naglaSava njihova dvosmerna redoks komunikacija, naroCito tokom inicijalne faze rasta
tumora (tumori mase 10 mg). Dok promene u proteinskoj ekspresiji PRX, GSH-Px1 i GSH-Px4 u
tumorskom tkivu ukazuju na postojanje NRF2-zavisne redoks interakcije izmedu tumora dojke i
CAAT, promene u ekspresiji i lokalizaciji CAT bile su pre svega unutrasnje za tumor, obzirom da
nisu bile pod uticajem NRF2 signalizacije u CAAT.
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5.5. Redoks homeostaza u kancer-asociranom masnom tkivu WT i Nrf2KO miseva tokom rasta
tumora dojke

Visoka stopa metabolicke aktivnosti u tumorskom tkivu dojke pracena je poja¢anom regulacijom
komponenti antioksidativne odbrane u CAAT (Kalezic et al., 2021). U disertaciji, po prvi put su
ispitivane promene komponenti antioksidativne odbrane u CAAT tokom rasta tumora dojke, kao i
efekat odsustva funkcionalnog NRF2 na tumor-indukovano reprogramiranje CAAT. Rezultati
ukazuju na izrazenu zavisnost CAAT od funkcionalnog NRF2 u uspostavljanju redoks homeostaze
kako pri bazalnim uslovima tako i tokom tumorogeneze, dodatno potvrdujué¢i da CAAT nije samo
pasivna komponenta tumorske mikrosredine, ve¢ aktivno tkivo ¢ija redoks-zavisna adaptacija na
prisustvo tumora dojke znacajno doprinosi uspostavljanju protumorogene sredine i progresiji tumora.
Ovo je u skladu sa ¢injenicom da je masno tkivo metabolic¢ki i endokrino aktivno tkivo (Cinti, 2005;
Kershaw & Flier, 2004; Spiegelman & Flier, 2001), koje moze uticati na lokalnu i sistemsku
homeostazu oslobadanjem metabolita i razli¢itih adipokina (Clemente-Suérez et al., 2023).

Nizi nivoi GSH i konstantno niza aktivnost GST u CAAT Nrf2KO miseva uoceni su ve¢ u
kontrolnim Nrf2KO misevima bez tumora u poredenju sa istim WT miSevima i odrzavali su se tokom
rasta tumora. To potvrduje o¢ekivani uticaj odsustva NRF2 signalizacije na bazalni antioksidativni
kapacitet ovog tkiva, koje predstavlja specificno izmenjeno redoks okruzenje, a koje se dalje
dinami¢no menja sa rastom tumora. Nasuprot tome, porast aktivnosti GR, TR i CAT sa rastom tumora
u CAAT nezavisno od NRF2 genotipa miSeva ukazuje na to da su ove komponente antioksidativne
odbrane pre svega tumor-zavisne i verovatno predstavljaju odgovor CAAT na pojac¢ano oksidativno
opterecenje usled rasta tumora. Dakle, iako su postojale razlike u bazalnom redoks kapacitetu, CAAT
aktivira specifiéne mehanizme antioksidativne odbrane kao odgovor na prisustvo tumora dojke,
nezavisno od NRF2 signalnog puta. Istovremeno, razliiti obrasci promena AD enzima na
proteinskom nivou ukazuju da odsustvo funkcionalnog NRF2 ne utice samo na aktivaciju, ve¢ i na
regulaciju njihove sinteze u CAAT tokom tumorogeneze. GCL, GSH-Px1, GST Mu i MnSOD bili su
znacajno smanjeni u CAAT WT miseva tokom inicijalne faze rasta tumora (10 mg), dok su sa daljim
rastom tumora opadali proteinski nivoi GGT i GSH-Px1, uz istovremeni porast GST Pi i CuZnSOD.
Ovakve promene ukazuju na selektivan i vremenski-specifi¢an odgovor CAAT, pri ¢emu razliite
komponente antioksidativne odbrane preuzimaju glavnu ulogu u regulaciji redoks homeostaze tokom
razli¢itih faza rasta tumora. Nasuprot tome, u CAAT Nrf2KO miSeva, nivoi TRX, GGT i GST Pi su
se povecavali sa rastom tumora, dok su GCL i GSH-Px1 bili snizeni u poredenju sa odgovarajuc¢im
kontrolama. Pored toga, CAAT Nrf2KO miseva se odlikovao i promenama u enzimima
antioksidativne odbrane nezavisno od rasta tumora, pre svega snizenim nivoima TRX, GST Mu i
MnSOD i poviSenim CuZnSOD nivoima u odnosu na WT miSeve sa tumorima iste veli¢ine. MoZe se
re¢i da odsustvo funkcionalnog NRF2 uti¢e na kvalitativni i kvantitativni aspekt redoks
reprogramiranja tokom tumorogeneze, s obzirom da se aktiviraju razli¢iti adaptivni mehanizmi u
odgovoru na rast tumora u odnosu na WT miSeve.

Posebno je znacajno da je ekspresija NOX2 u CAAT u potpunosti zavisila od prisustva
funkcionalnog NRF2, pri ¢emu su WT i Nrf2KO misevi pokazali potpuno suprotan profil ekspresije
tokom rasta tumora dojke — rastu¢i kod WT, a opadajuci kod Nrf2KO miseva. Sli¢éno, NRF2-zavisni,
ali i suprotni obrazac ekspresije pokazali su NADPH-generisu¢i enzimi IDH2 i ME1 u CAAT, s tim
da je on bio opadajuci kod WT, a rastuci kod Nrf2KO miSeva. Sa druge strane, proteinska ekspresija
G6PDH opadala je sa rastom tumora nezavisno od NRF2 genotipa miseva, iako je bazalna vrednost
bila znacajno niza u CAAT Nrf2KO miseva u poredenju sa CAAT kontrolnih WT miSeva bez tumora.
Dakle, odsustvo funkcionalnog NRF2 ne utice samo na ekspresione nivoe enzima AD u CAAT, ve¢
i na regulaciju produkcije NADPH, ¢ime afektuje celokupno redoks-metabolicko reprogramiranje
ovog tkiva tokom rasta tumora dojke. S obzirom da je NADPH glavni redukujuéi ekvivalent
neophodan za regeneraciju TRX 1 GSH 1 aktivnost prooksidativnih enzima kao $to je NOX, njegov
izmenjeni metabolizam utice na redoks profil CAAT i posledi¢no njegovu signalnu ulogu u TME.
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5.6. Redoks homeostaza u kontralateralnom ingvinalnom belom masnom tkivu WT i Nrf2ZKO
miSeva tokom rasta tumora dojke

Rezultati dobijeni u kontralateralnom ingvinalnom masnom tkivu ukazuju na to da i ovo tkivo
podleze tkivno-specifiénom redoks remodeliranju tokom rasta tumora dojke, §to dodatno podrzava
koncept kancera kao sistemske bolesti, u kojoj putem razlicitih signalnih molekula deluje na udaljena
tkiva domacina (Swanton et al., 2024). Promene u aktivnosti i ekspresiji enzima antioksidativne
odbrane, kao i NADPH-produkujuc¢ih enzima, isticu znacaj iWAT kao redoks-senzitivnog tkiva koje
se adaptira tumor-indukovanim sistemskim promenama. Pri tome, obrasci promena u redoks
profilima iIWAT izmedu WT i Nrf2KO miSeva ukazuju na ulogu NRF2 u regulaciji bazalne i tumor-
indukovane redoks homeostaze.

U IWAT WT miseva, smanjenje nivoa GSH sa rastom tumora, uz porast aktivnosti GR, TR i
CAT, ukazuje na povecanje oksidativnog optere¢enja pod uticajem tumora i kompenzatornu
aktivaciju AD enzima kojima IWAT povecéava svoj antioksidativni kapacitet. Smanjenje nivoa GSH,
zajedno sa povecanjem aktivnosti GR sa rastom tumora, odrazava povecano iskoriS¢avanje
redukovanog GSH u cilju odrzavanja novouspostavljene redoks homeostaze pod uticajem rastuceg
tumora. Istovremeno, povecéanje aktivnosti TR i CAT oslikava pojacani antioksidativni odgovor u
ovom tkivu, u cilju ponovnog uspostavljanja redoks homeostaze tokom progresije tumora. Sa druge
strane, IWAT Nrf2KO miseva pokazao je znatno nizu aktivnost GST u svim fazama rasta tumora u
odnosu na IWAT WT miseva, pokazujuci direktnu zavisnost tumor-indukovane aktivnosti GST od
NRF2. Dodatno, niZe aktivnosti GST i GSH-Px, kao i smanjeni nivoi GSH, uoéeni su u iWAT
kontrolnih Nrf2KO miseva u poredenju sa iWAT kontrolnih WT miseva, $to ocekivano reflektuje
klju¢nu ulogu NRF2 u odrzavanju bazalne redoks homeostaze iWAT. Rezultati sugeriSsu da NRF2
odreduje bazalni antioksidativni kapacitet iWAT, koji verovatno odreduje njegov redoks adaptivni
odgovor na prisustvo tumora. Moze se re¢i da odsustvo NRF2 odreduje bazalni redoks kapacitet
IWAT, ¢ime verovatno kasnije definiSe odgovor antioksidativne odbrane u iWAT na prisustvo
tumora. Na proteinskom nivou, u iIWAT WT miSeva uo¢en je generalni trend smanjenja proteinske
ekspresije svih enzima antioksidativne odbrane sa rastom tumora, osim povecanja GSH-Px4. Ovakav
obrazac ekspresije enzima AD sa rastom tumora dojke ukazuje na njihovu dominantnu regulaciju na
nivou aktivnosti, ali ne i na nivou povec¢anja njihovih proteinskih nivoa tokom tumor-indukovanog
redoks reprogramiranja. S obzirom da masno tkivo predstavlja tkivo bogato lipidima, povecanje
ekspresije GSH-Px4 moze imati ulogu u zastiti membranskih fosfolipida od oksidativnih oSte¢enja u
uslovima poveéanog oksidativnog pritiska. Nasuprot tome, IWAT Nrf2KO miseva pokazalo je znatno
slozeniji obrazac ekspresije enzima AD, sa istaknutim smanjenjem proteinskih nivoa TRX i GST Mu
tokom svih faza rasta tumora, kao i fazno-zavisne promene u ekspresiji GGT, MnSOD, CAT, GST
Pi i CuZnSOD, isti¢u¢i kako uticaj prisustva tumora tako i izostanka NRF2 signalizacije u iWAT.
Trajno snizeni nivoi TRX i GST Mu u iIWAT Nrf2KO miseva sugeri$u direktnu zavisnost njihove
ekspresije od NRF2, dok povecanje proteinskih nivoa GST Pi1 CuZnSOD u specifi¢cnim fazama rasta
tumora (50 i 200 mg) predstavlja kompenzatorni mehanizam kojim se iWAT prilagodava na inicijalno
izmenjeni antioksidativni kapacitet usled nedostatka funkcionalnog NRF2.

Sli¢an obrazac promena uocen je i kod NADPH-produkuju¢ih enzime, pri ¢emu iWAT WT
miseva pokazuje generalni trend smanjenja proteinske ekspresije G6PDH, IDH2 i MEL1 sa rastom
tumora, $to ukazuje na smanjeni reduktivni kapacitet iWAT tokom tumorogeneze. Sa druge strane,
IWAT Nrf2KO miseva pokazuje porast proteinske ekspresije IDH2 i ME1 sa rastom tumora u odnosu
na iWAT WT miSeva, $to sugeriSe aktivaciju alternativnih mehanizama za odrzanje reduktivnog
kapaciteta u odsustvu NRF2 signalizacije. Istovremeno, promene u proteinskoj ekspresiji enzima
NOX2 ukazuju na zavisnost produkcije O2™ i posledi¢éno H202 u iIWAT kako od prisustva tumora
tako i1 od prisustva funkcionalnog NRF2.
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5.7. Mitohondrijalna homeostaza u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta tumora
dojke

Kao centralni element integracije metabolizma i redoks homeostaze u celiji, strukturno i
funkcijsko remodeliranje mitohondrija izdvojilo se kao jedan od klju¢nih aspekata malignog fenotipa
(Awad & Abdul Karim, 2025; Wallace, 2012). Dinamika mitohondrija, odnosno procesi fuzije i fisije,
ne oslikava samo njihove morfoloske promene, ve¢ predstavlja i mehanizam putem kojeg celije
uskladuju potrebe energetskog metabolizma i redoks statusa (Nasrallah & Horvath, 2014; Willems et
al., 2015). U nemalignim ¢elijama, ravnoteza izmedu fuzije i fisije strogo je regulisana, dok je njihova
izmenjena ravnoteza povezana sa tumorogenezom (Anderson et al., 2018; Awad & Abdul Karim,
2025; J. Xing et al., 2022). Imajuéi u vidu znacaj TME za progresiju kancera dojke, kao i opisane
promene u mitohondrijalnom metabolizmu u kanceru dojke, u disertaciji je ispitivana zavisnost
mitohondrijalne dinamike, morfologije i funkcije tokom razli¢itih faza rasta tumora dojke od NRF2
signalizacije u TME.

Rezultati novijih studija istiCu znacaj odrzavanja funkcionalnih mitohondrija u tumorskom tkivu
(Potter et al., 2016), jer predstavljaju vazan centar regulacije metabolizma, produkcije ROS i
eliminacije i adaptacije na promenljive nivoe hranljivih materija i kiseonika u svojoj okolini
(Kuznetsov et al., 2022). Nasi rezultati pokazali su da su i kod WT i kod Nrf2KO miseva mitohondrije
u tumorskom tkivu dojke prelazile iz fibrilarnih i duguljastih u okrugle i sitne sa rastom tumora, $to
ukazuje na metabolicki prelaz sa dominantno oksidativnog na glikoliticki metabolizam. Medutim,
analiza dijametra mitohondrija i njihove dinamike ukazala je na jasne razlike remodeliranja
mitohondrija izmedu tumorskog tkiva koje se razvijalo u WT i Nrf2KO misevima. Kod WT miseva,
mitohondrije pre¢nika 101-400 nm bile su dominantna subpopulacija u tumorskom tkivu tokom svih
faza rasta tumora (10-200 mg). Manji pre¢nik mitohondrija, kao rezultat pojacane mitohondrijske
fisije, povezan je sa vecom stopom proliferacije, povetanom rezistencijom na apoptozu i
metastatskim potencijalom u nekim tipovima kancera (Kashatus et al., 2015; Moindjie et al., 2021,
Zhao et al., 2013). Stoga, u tumorskom tkivu WT miSeva favorizovana je deoba mitohondrija, koja
je u skladu sa pojaCanom proliferativnom aktivno$¢u kancerskih ¢elija 1 metabolickom adaptacijom
u smeru glikolitickog fenotipa. Nasuprot tome, dominantne mitohondrijske subpopulacije kod
Nrf2KO miSeva pomerale su se sa 101-400 nm u tumorima od 10 i 50 mg na >901 nm u tumorima
0d 200 mg. Ve¢i pre¢nik mitohondrija povezan je sa pojacanom mitohondrijskom fuzijom i odrzanim
oksidativnim metabolizmom, $§to Se najces¢e sreCe u manje agresivnim tumorima (Tilokani et al.,
2018). Ovi rezultati ukazuju na koris¢enje razli¢itih metaboli¢kih strategija u tumorima dojke u
zavisnosti od o¢uvane NRF2 signalizacije unutar TME, pri ¢emu odsustvo funkcionalnog NRF2 u
TME pogoduje mitohondrijskoj fuziji i odrzavanju oksidativnog metabolizma.

Promene u morfologiji mitohondrija tokom progresije tumora dojke kod WT i Nrf2KO miseva
bile su u skladu sa promenama u nivou ekspresije 1 regrutovanju kljucnih faktora regulacije
mitohondrijalne dinamike. Snizeni nivoi proteina DRP1 ukazuju na nizi stepen fisije mitohondrija,
dok je poviSenje proteinskih nivoa MFN1 ukazalo na povecanu fuziju ovih organela u tumorima
tokom inicijalne faze rasta tumora (10 mg) kod Nrf2ZKO miSeva u poredenju sa istom grupom WT
miseva. Ipak, poviseni markeri mitohondrijalne fisije sa rastom tumora - MFN2 i OPA1, karakterisali
su tumore od 10 mg nezavisno od NRF2 statusa u TME, sto ukazuje na istovremenu aktivaciju fuzije
i fisije mitohondrija u tumorskom tkivu. Pored promena u nivou proteina, analiza kolokalizacije
DRP1 sa mitohondrijalnim markerom VDACI1 ukazala je na izraZzene razlike u mitohondrijalnom
regrutovanju klju¢nog regulatora fisije DRP1 izmedu tumora WT i Nrf2KO miseva. U tumorskom
tkivu WT miseva, kolokalizacija DRP1/VDACI1 povecavala se sa rastom tumora, §to je u skladu sa
progresivnom translokacijom DRP1 u mitohondrije i pove¢anom stopom mitohondrijalne fisije u
kanceru (Liang et al., 2020; Padder et al., 2021; Zhan et al., 2016). Tumore od 10 mg kod Nrf2ZKO
miSeva karakterisale su grupe ¢elija sa visokim stepenom kolokalizacije DRP1/VDACI, koja je
opadala sa daljim rastom tumora. Nasuprot tome, obrasci kolokalizacije MFN1 sa VDAC1 u
tumorskom tkivu bili su slicni u obe grupe miSeva tokom rasta tumora, Sto sugeriSe da
mitohondrijalno regrutovanje MFN1 nije afektovano odsustvom funkcionalnog NRF2 u TME.

82



Rezultati ukazuju na izmenjenu mitohondrijalnu dinamiku u tumorskim tkivima dojke kao odgovor
na Nrf2”- TME, odnosno senzitivnost regulacije mitohondrijalne fisije pre svega u inicijalnim fazama
rasta tumora, naglasavaju¢i vaznu ulogu NRF2 signalizacije u TME domacina u modulaciji ravnoteze
izmedu mitohondrijalne fisije i fuzije, kao i u mitohondrijalnoj regrutaciji regulatora fisije, odnosno
translokaciji DRP1 u mitohondrije, koja je neophodna za njegovu aktivaciju.

Promene u mitohondrijalnoj dinamici bile su pra¢ene promenama u oksidativnom metabolizmu
mitohondrija. Ravnoteza izmedu mitohondrijalne fuzije 1 fisije klju¢na je za ocuvanje funkcije
mitohondrija, budu¢i da je oksidativni metabolizam tipi¢no povezan sa izduZzenim mitohondrijama i
mitohondrijalnom fuzijom, dok je mitohondrijalna fisija povezana sa smanjenim stopama
oksidativnog metabolizma (Rossignol et al., 2004). U skladu sa poviSenim nivoima proteina i
mitohondrijalnim regrutovanjem DRP1 sa rastom tumora kod WT mi$eva, uocen je suprotan obrazac
u proteinskoj ekspresiji subjedinica ETC kompleksa i ATP sintaze, koji su znacajno opadali sa rastom
tumora kod ovih miSeva. Ovi rezultati podrzavaju prelazak kancerskih ¢elija sa dominantno
oksidativnog prema dominantno glikolitickom fenotipu tokom tumorogeneze. Sa druge strane,
proteinski nivoi subjedinica ETC kompleksa i ATP sintaze bili su generalno visi u tumorima dojke
od 10 i 50 mg kod Nrf2KO miseva u poredenju sa istim veli¢inama tumora WT miSeva i u saglasnosti
su sa povecanim MFN1 1/ili snizenim nivoima DRP1 proteina. lako su sa daljim rastom tumora
Nrf2KO misevi pokazivali sli¢an trend smanjenja ETC kompleksa u tumorima od 200 mg kao i WT
misSevi, ekspresija kompleksa [ 1 ATP sintaze ostala je vi$a u poredenju sa istim grupama WT miSeva.
Rezultati ukazuju na veéi stepen odrzavanja oksidativnog metabolizma u tumorima dojke Nrf2KO
miSeva tokom ranih faza rasta tumora i u skladu su sa opisanim redoks reprogramiranjem u
tumorskom tkivu ovih Zivotinja, dodatno isti¢u¢i inicijalnu fazu rasta tumora (10 mg) kao

Aktivnost mitohondrija i oksidativni metabolizam povezani su sa povecanom produkcijom ROS
(Zorov et al., 2014), koji imaju vaznu ulogu u regulaciji redoks-senzitivnih procesa, uklju¢ujuci
proliferaciju ¢elija i ¢elijsku smrt (Diebold & Chandel, 2016; Ott et al., 2007). Kako bi se procenio
funkcijski znacaj uocenih razlika u remodeliranju mitohondrija izmedu tumora dojke WT i Nrf2KO
miseva, koris¢en je model kokulture MCF-7 Celija kancera dojke sa primarnim adipocitima prethodno
tretiranim specificnim NRF2 inhibitorom ML385. Uocena je visa respiratorna aktivnost mitohondrija,
merena intenzitetom signala fluorescentne boje MitoTracker Orange, koja obelezava aktivno
respiriraju¢e mitohondrije. Poveéana respiracija mitohondrija bila je povezana sa poviSenom
mitohondrijalnom produkcijom O, u MCF-7 ¢elijama kancera dojke kokultivisanim sa Nrf2”-
adipocitima, $to potvrduje in vivo nalaze da NRF2 signalizacija u kancer-asociranim adipocitima
direktno uti¢e na funkciju mitohondrija u kancerskim ¢elijama dojke.

Koriste¢i ortotopski model kancera dojke kod WT i Nrf2KO miSeva, rezultati disertacije su po
prvi put pokazali da mitohondrijalna ultrastruktura, dinamika i funkcija u éelijama kancera dojke
predstavlja integralni deo dvosmerne interakcije tumorskog tkiva i TME, pre svega CAAT, i zavisha
je od TME-posredovane NRF2 signalizacije.
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5.8. Metaboli¢ko reprogramiranje tumorskog i kancer-asociranog masnog tkiva WT i Nrf2KO
miSeva tokom rasta tumora dojke

Metabolicko reprogramiranje ¢elija kancera dojke privlaci sve vecu paznju usled njegove uloge
u uspostavljanju malignog fenotipa, kao i visokog potencijala za razvoj ciljanih metabolickih terapija
(Galluzzi etal., 2013). Varburgov efekat, kao glavni aspekt metaboli¢kog reprogramiranja kancerskih
¢elija, smatra se primarno unutrasnjom Kkarakteristikom kancera, klju¢énom za uspostavljanje
malignog fenotipa (VVander Heiden et al., 2009). Medutim, da li i kako redoks-metabolic¢ka interakcija
izmedu tumora dojke i CAAT utice na metabolicko reprogramiranje kancerskih ¢elija jos uvek nije
poznato. Shodno tome, jedan od ciljeva disertacije bio je da se ispita uticaj NRF2-zavisne regulacije
njihove interakcije na molekulske mehanizme koji su u osnovi metaboli¢kog reprogramiranja kancera
¢elija tokom rasta tumora dojke.

Hormonalna regulacija metabolizma glukoze pre svega ukljucuje hormone insulin i glukagon,
koji promovisu glikolizu i glukoneogenezu, respektivno (Pilkis & Granner, 1992). Pored hormonalne
regulacije, unutarcelijska regulacija glikolize podrazumeva nekoliko klju¢nih tacaka regulacije.
PFK1 katalizuje jednu od klju¢nih ireverzibilnih reakcija glikolize i aktivira se alosteri¢nim
modulatorom fruktozo-2,6-bisfosfatom, ¢iji nivoi su regulisani bifunkcionalnim enzimom PFKFB
(Van Schaftingen et al., 1981). Izoforma PFKFB3 pokazuje dominantnu kinaznu aktivnost, ¢ime
podstice glikoliticki fluks i proliferaciju kancerskih ¢elija (Yalcin et al., 2009). Ekspresija PFKFB3
dodatno je regulisana insulinom i povezana je sa aktivacijom HIF-10 i AMPKa signalnih puteva, §to
doprinosi uspostavljanju glikolitickog fenotipa, poveéanoj proliferaciji i migraciji Celija kancera
dojke (Clem et al., 2008). Centralnu ulogu glikolitickog fenotipa tokom rane tumorogeneze potvrdili
su rezultati disertacije. Naime, u tumorskom tkivu dojke kod WT i Nrf2KO miSeva detektovano je
povisenje proteinske ekspresije klju¢nih faktora regulacije glikolize, PFKFB3, pAMPKa i HIF-1a sa
rastom tumora. Medutim, ova indukcija nije bila podjednako prisutna u tumorima od 10 mg kod
Nrf2KO miseva, kod kojih su zabeleZeni snizeni proteinski nivoi PFKFB3, PFK1, HIF-1a, pAMPKa
i insulina u odnosu na tumore iste veli¢ine kod WT miSeva. Ove promene ukazuju da NRF2
signalizacija u CAAT podrZava rano uspostavljanje metaboli¢ke komunikacije izmedu tumora dojke
1 CAAT, koja doprinosi ostvarivanju klju¢nih aspekata Varburgovog efekta u kancerskim ¢elijama
dojke putem aktivacije AMPKa (fosforilacijom), transkripcione kontrole (HIF-1a), alosteri¢ne
regulacije (PFKFB3/PFK1) i/ili hormonske regulacije glikolize putem insulina. lako nedostatak
funkcionalnog NRF2 u CAAT nije sprecio aktivaciju glikolitickog fenotipa u kancerskim ¢elijama,
uticao je na njegovu dinamiku i mehanizme uspostavljanja u inicijalnoj fazi rasta tumora (10 mg),
dodatno isti¢u¢i osetljivost najranijih faza rasta tumora i u slucaju klju¢ne metabolicke strategije
tumora, Varburgovog efekta, na NRF2-zavisne promene u CAAT.

Porast nivoa insulina sa rastom tumora samo u tumorskom tkivu Nrf2KO miSeva, uporedo sa
povecanom stopom kolokalizacije insulina 1 PFKFB3, ukazuje na aktivaciju kompenzatornog
mehanizma usmerenog ka insulin-zavisnom preuzimanju glukoze radi povecanja stope glikolitickog
fluksa kao odgovora na slabiju aktivaciju glikoliti¢kog puta u tumorima ovih miSeva. Ovu hipotezu
podrzava i istovremeni porast proteinskog nivoa GLUT4 transportera koji se translocira u membranu
pretezno kao odgovor na insulinsku signalizaciju (Leto & Saltiel, 2012), §to je zabelezeno samo u
tumorskom tkivu Nrf2KO miseva. Zajedno sa konstantnom ekspresijom GLUT1 i kolokalizacijom
GLUTI1/GLUT4, izgleda da je ovaj kompenzatorni mehanizam omogucio Nrf2KO miSevima da odrze
glikoliti¢ki fenotip koji pogoduje tumoru, uprkos inicijalnom izostanku aktivacije klju¢nih faktora
regulacije glikolize. Nasuprot tome, nepromenjeni GLUTL1 i GLUT4 nivoi u tumorskom tkivu WT
miseva, kao i opadajuci nivoi insulina sa rastom tumora, ukazuju da je kapacitet za unos glukoze kod
tumora ovih miSeva verovatno dovoljan tokom rane tumorogeneze, gde je povecana stopa glikolize
vodena povecanjem ekspresije PFKFB3 i PFK1.

Razli¢iti metabolicki profili tumora WT i Nrf2KO miseva takode su se ogledali i u metabolizmu
laktata. Laktat predstavlja vazan metabolicki intermedijer i signalni molekul koji ima visestruke
funkcije u biologiji tumora, ukljuc¢uju¢i regulaciju pH, redoks homeostaze 1 metaboliCke kooperacije
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tumora i stromalnih ¢elija (Li et al., 2022; Ma et al., 2026). Tumorsko tkivo WT miSeva pokazivalo
je ocekivan obrazac metabolizma laktata, sa konstantnim nivoima LDHA, snizenim nivoima LDHB
1 pove¢anim nivoima MCT4 1 CAIX sa rastom tumora, ¢ime je podrzan eksport laktata iz kancerskih
¢elija 1 posledi¢na acidifikacija tumorske mikrosredine. Poveéana ekspresija CAIX povezana je sa
kancerom dojke i predstavlja klinicki pokazatelj agresivnosti tumora i niske stope prezivljavanja
pacijenata (Neri & Supuran, 2011; Numprasit et al., 2023; Ong et al., 2022). U skladu s tim, uoc¢ena
povecéana ekspresija vancelijske izoforme CAIX sa rastom tumora u tumorskom tkivu i WT i Nrf2KO
misSeva, zajedno sa poviSenim proteinskim nivoima MCT4, ukazuje na znacaj ekstracelularne
acidifikacije za progresiju tumora. Nasuprot tome, tumorsko tkivo Nrf2KO miseva pokazivalo je
povisene proteinske nivoe LDHA, LDHB i MCT4, kao i snizene nivoe MCT1 u tumorima od 101 50
mg u poredenju sa odgovaraju¢im WT grupama. To ukazuje na rano povecanje stope metabolizma
laktata kod ovih miSeva. lako su proteinski nivoi LDHA i LDHB opadali sa rastom tumora kod
Nrf2KO miseva, trajno visi nivoi LDHB u tumorskom tkivu ovih miSeva u odnosu na odgovarajuce
WT grupe ukazuju na povecan kapacitet za reoksidaciju laktata i izmenjenu komunikaciju zasnovanu
na laktatu izmedu tumorskog tkiva i Nrf2’ CAAT. Ovakve promene bi mogle biti posledica
povecanog unosa laktata iz CAAT u kancerske Celije ili izmenjene regeneracije NAD™ i redoks
homeostaze CAAT u odsustvu funkcionalnog NRF2. NiZi proteinski nivoi MCT1 u tumorskom tkivu
Nrf2KO miseva u skladu su sa ovim nalazima, favorizujuéi sintezu i eksport laktata kao odgovor na
izmenjenu NRF2-zavisnu redoks signalizaciju u CAAT.

lako su inicijalna faza rasta tumora (tumori mase 10 mg) pokazale znaajne razlike u
metaboli¢koj regulaciji tumora dojke kod Nrf2KO miseva, i WT i Nrf2KO misevi razvili su sli¢ne
metabolicke profile u kasnijim fazama rasta tumora (200 mg). Ove izrazene metabolicke razlike
izmedu ranih i kasnijih faza rasta tumora verovatno odrazavaju pocetnu zavisnost tumorskog
metabolizma od NRF2 signalizacije u CAAT, dok dalji rast tumora prati aktivacija kompenzatornih
mehanizama i intrinzi¢nih metaboli¢kih adaptacija tumora koje umanjuju razlike uocene izmedu WT
i Nrf2KO miseva u ranim stadijumima. Cini se da je metabolizam laktata posebno osetljiv na
nedostatak NRF2 signalizacije u CAAT tokom rasta tumora, verovatno zbog izmenjenog redoks

okruzenja, s obzirom na to da je laktat ukljucen i u odrzavanje ¢elijske redoks homeostaze (Lin et al.,
2022).

Dok su tumori dojke pokazivali poviSene stope glikolize tokom rasta tumora, CAAT je imala
potpuno suprotan metaboli¢ki profil. Kod WT miSeva, CAAT je pokazivalo osobine ovakvog
katabolickog fenotipa, sa sniZenim proteinskim nivoima klju¢nih faktora regulacije glikolize 1 enzima
LDH sa rastom tumora, §to je u skladu sa njegovom tumor-promoviSu¢om ulogom. Sa druge strane,
u CAAT kod Nrf2KO miseva, ovakav metabolicki obrazac je bio odloZen u odnosu na WT miSeve, s
obzirom na vise proteinske nivoe PFKFB3 i HIF-1a. Stavise, nivoi enzima ukljuéenih u metabolizam
laktata, uklju¢uju¢i LDHB i MCT4, takode su bili visi u Nrf2KO CAAT, dok su nivoi LDHA bili
snizeni U tumorima WT miSeva iste veli¢ine (10 mg), §to ukazuje na povecan kapacitet CAAT kod
Nrf2KO miSeva za oksidaciju i eksport laktata. Stoga, NRF2 signalizacija znacajno utie na
metaboli¢ku regulaciju u CAAT tokom inicijalnih faza rasta tumora (tumori od 10 mg), dok je CAAT
oba genotipa miSeva sa tumorima od 200 mg pokazivala gotovo identicne metabolicke profile.
Dodatno, CAAT kontrolnih Nrf2KO miseva bez tumora takode je pokazivao izmenjen metabolicki
profil, sa povisenim proteinskim nivoima PFKFB3, PFK1, HIF-1a i pAMPKa u odnosu na kontrolne
WT miSeve bez tumora, $to ukazuje na direktne efekte odsustva funkcionalnog NRF2 na metabolizam
CAAT u bazalnim uslovima.

Ekspresioni profili metabolickih enzima u tumorskom tkivu dojke i CAAT podrzavaju postojanje
NRF2-zavisne metabolicke kooperacije izmedu tumora i CAAT prilikom uspostavljanja njihovih
redoks-metabolickih profila tokom rasta tumora dojke. Stavise, NRF2 signalizacija u CAAT se
izdvaja kao jedan od klju¢nih posrednika njihove redoks-metabolicke komunikacije tokom inicijalne
faze rasta tumora (tumori od 10 mg). Dok su WT miSevi pokazivali tipic¢an glikoliti¢ki fenotip u
tumorskom tkivu uz uspostavljanje katabolickog fenotipa CAAT, Nrf2KO misevi su pokazivali nizu
stopu rane aktivacije glikolize i posledi¢no, kompenzatorno insulin-zavisno preuzimanje glukoze i
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pojacan promet laktata, sa tim da je metabolizam CAAT usled nedostatka funkcionalnog NRF2 ve¢
bio usmeren ka katabolickom fenotipu u kontrolnim misevima bez tumora. Stoga, tumorsko tkivo
dojke i CAAT uspostavljaju dinami¢nu, dvosmernu metabolicku komunikaciju u kojoj kancerske
¢elije 1 pridruzeni adipociti uskladuju metabolizam glukoze i laktata kako bi podrzali progresiju
tumora. Rezultati dodatno isti¢u znacaj aktivacije NRF2 u TME za metabolicko reprogramiranje
tumora dojke. Targetovanje ovih metabolic¢kih puteva moglo bi dovesti do narusavanja metabolicke
simbioze izmedu tumora i CAAT i potencijalno do novih terapijskih pristupa u leCenju kancera dojke.

Analiza proteinskih nivoa enzima lipidnog metabolizma — ACLY, ACC i FAS, ukazuje na to da
je 1 de novo lipogeneza takode sastavni deo metaboli¢kog reprogramiranja u tumorskom tkivu dojke,
pri ¢emu je obrazac njihovih promena zavisio od prisustva funkcionalnog NRF2 u tumorskoj
mikrosredini. Povecan stepen sinteze masnih kiselina jedno je od obelezja kancerskih ¢elija, s
obzirom na njihovu ulogu u formiranju ¢elijskin membrana, energetskih rezervi i znacaja kao
signalnih molekula (Calder, 2015). Povecani proteinski nivoi sva tri klju¢na enzima lipogeneze u
tumorima mase 10 mg kod Nrf2KO miSeva ukazuju na raniju aktivaciju lipogeneze kod tumora Kkoji
se razvijaju u Nrf2”” TME. Medutim, sa daljim rastom tumora, nivoi FAS i ACLY opadaju kod
Nrf2KO miseva, dok je ekspresija ACC rasla. To ukazuje na specificnu regulaciju lipogeneze u
zavisnosti od faze rasta tumora. Nasuprot tome, $to je u sklafasdu sa nalazima drugih autora (Chajés
et al., 2006; Hilvo et al., 2011), FAS i ACC u tumorskom tkivu WT miseva pokazali su porast
proteinske ekspresije sa rastom tumora. Rezultati sugeriSu da odsustvo funkcionalnog NRF2 u TME
menja vremensku dinamiku aktivacije de novo lipogeneze u tumorskom tkivu dojke i na taj nacin
dovodi do uspostavljanja razli¢itih obrazaca metabolickih promena tokom progresije tumora kod ovih
miseva.

Browning je fenomen koji podrazumeva pojavu bez (eng. beige) adipocita u belom masnom
tkivu, pri ¢emu ovakvi adipociti sticu morfoloske i funkcijske karakteristike slicne mrkim adipocitima
(Petrovic et al., 2010; Wu et al., 2012). Ovaj fenotip karakteriSe se poveéanom metabolickom
aktivno$cu i izmenjenim energetskim metabolizmom (Bartelt & Heeren, 2014). Bez adipociti su
multilokularni, dekuplujuéi protein 1 (eng. Uncoupling protein 1, UCP1)-pozitivni i odlikuju se
poveéanim brojem i aktivno$¢u mitohondrija. Bez adipociti se javljaju u belom masnom tkivu u
uslovima povecane energetske potroSnje, kao $to je niska temperatura ili razlicite metaboli¢ke bolesti,
ukljucujuéi kancer (Kir et al., 2014). Sve vise studija zapravo ukazuje na to da je aktivacija browning-
a adaptivni odgovor lokalnog (Dirat et al., 2011)i udaljenog masnog tkiva (Kir et al., 2014) tokom
progresije tumora, sto ukazuje da je kancer sistemsko metabolicko oboljenje. Regulacija browning-a
je kompleksna i podrazumeva aktivaciju nekoliko specifinih transkripcionih faktora, medu kojima
su PRDM16 (Seale et al., 2008), FGF21 (eng. Fibroblast growth factor 21) (Fisher et al., 2012),
PPARYy (eng. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma) (Rosen et al., 1999), PGC-1a (eng.
PPAR-y coactivator-1 o) (Puigserver et al., 1998), kao i razli¢ite mikro RNK (Mori et al., 2012;
Trajkovski et al., 2012). CIDEA je protein asociranim sa lipidnim telima, koji je visoko eksprimiran
u mrkim i bez adipocitima kod miSeva i smatra se jednim od markera termogeno aktivnih adipocita
(Abreu-Vieira et al., 2015) i ucestvuje u regulaciji lipidnog metabolizma, ¢ime doprinosi
metabolickom remodeliranju adipocita. U disertaciji, rezultati analize genske ekspresije Cidea i
PRDM16 ukazali su na promene lipidnog metabolizma u CAAT tokom rasta tumora dojke. U CAAT
Nrf2KO misSeva, uocena je izrazenija sklonost ka browning fenotipu, budu¢i da su u CAAT WT
miseva Cidea i PRDM16 ostali slabo eksprimirani i nepromenjeni, dok je u CAAT Nrf2KO miSeva
zabelezeno rano i prolazno povecanje njihove genske ekspresije, posebno kod Nrf2KO miseva sa
tumorima od 10 mg. Odsustvo funkcionalnog NRF2 u CAAT izgleda da uti¢e ne samo na morfoloske
promene ve¢ i na njegovu metaboli¢ku plasti¢nost i indukuje pojavu metabolicki aktivnih mrkih i/ili
bez adipocita, pre svega u pocetnim fazama tumorogeneze.
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5.9. Transkripciona regulacija redoks-metabolicke homeostaze u tumorskom, kancer-
asociranom i kontralateralnom ingvinalnom masnom tkivu WT i Nrf2KO miSeva tokom rasta
tumora dojke

Profili ekspresije transkripcionih faktora NRF1 i rNRF1 dodatno su ukazali na tkivno-specific¢an,
koordinisani redoks 1 metabolicki odgovor tokom rasta tumora dojke, koji je zavisio od prisustva
funkcionalnog NRF2 u tkivima organizma domacina. U tumorskom tkivu Nrf2ZKO miseva uocen je
rani porast proteinske ekspresije oba transkripciona faktora, $to ukazuje na kompenzatornu aktivaciju
redoks-zavisnih signalnih puteva kao odgovor na izmenjeno redoks okruzenje diktirano nedostatkom
funkcionalnog NRF2. Pri tome, nivoi NRF1 u tumorima Nrf2KO miSeva ostali su povi$eni u odnosu
na tumore iste mase kod WT misSeva tokom ¢itavog eksperimenta. Ove promene bile su jos izrazenije
u CAAT. CAAT WT miseva karakterisalo se fazno-specificnim povecanjima proteinske ekspresije
NRF1 i rNRF1 sa pojavom tumora, Sto ukazuje na aktivaciju tumor-indukovanog redoks i
mitohondrijalnog reprogramiranja. Nasuprot tome, u CAAT Nrf2KO miSeva pokazano je rano
kompenzatorno povecanje proteinske ekspresije i NRF1 i rNRF1, pri ¢emu je sa daljim rastom tumora
obrazac njihove ekspresije bio isti kao i u CAAT Nrf2KO miseva. Sa druge strane, iIWAT pokazao je
potpuno suprotan profil njihove proteinske ekspresije, gde je u IWAT WT miseva primeceno sniZenje
ekspresije ovih transkripcionih faktora, dok je iIWAT Nrf2KO miSeva pokazivao trend njihovog
povecéanja sa rastom tumora, uz znacajno vise proteinske nivoe u poredenju sa IWAT kod WT miseva
sa istim masama tumora. Ovakav obrazac proteinske ekspresije NRF1 i rNRF1 ukazuje na tkivno-
specificnu kompenzatornu aktivaciju signalnih puteva koji su ukljuceni u redoks regulaciju i
remodelovanje mitohondrija tokom pocetnih faza rasta tumora, dok se sa daljim rastom tumora ovaj
odgovor modifikuje na tkivno-specifi¢an nacin. Takode, rezultati ukazuju da se lokalni i sistemski
efekti tumora na redoks reprogramiranje tkiva domacina razlikuju, pri ¢emu CAAT i iIWAT
ispoljavaju specifiéne adaptivne odgovore u zavisnosti od njihove lokalizacije i funkcijske
povezanosti sa tumorom.

5.10. Tragom ekstracelularnih vezikula u kanceru dojke

Ekstracelularne vezikule predstavljaju vazne medijatore meducelijske komunikacije jer
omogucavaju transport razli¢itih biomolekula, ukljué¢ujuci proteine, lipide i RNK (Tkach & Théry,
2016). Zbog ovakve uloge, mogu biti od velikog znacaja u komunikaciji tumora i TME, kao i tumora
i udaljenih tkiva domacina, time utiCu¢i na razliCite aspekte progresije tumora (Kalluri &
McAndrews, 2023; Ten et al., 2024). U ovoj disertaciji, promene u proteinskoj ekspresiji markera
ekstracelularnih vezikula, kao i kaveolina 1 i koneksina 43, u tumorskom tkivu WT i Nrf2KO miseva,
ukazuju na sve vecu zastupljenost ovakvog vida komunikacije sa rastom tumora. Porast proteinske
ekspresije sva tri markera ekstracelularnih vezikula, CD81, CD63 i TSG101, u tumorskom tkivu WT
miSeva ukazuje na intenziviranje biogeneze 1/ili oslobadanja ekstracelularnih vezikula sa rastom
tumora. lako je slican obrazac primecen u tumorskom tkivu Nrf2KO miseva, opadajuci ekspresioni
profil CD63 (i pored inicijalno veéih nivoa u tumorima od 10 mg u odnosu na WT miSeve) i nizi
nivoi TSG101 u kasnijim fazama rasta tumora (200 mg) u odnosu na komplementarne WT grupe,
ukazuju na efekte nedostatka funkcionalnog NRF2 u TME na regulaciju vezikularnog odgovora
tumora. Dodatno, proteinski nivoi CAV1 i Cx43 bili su visi u tumorima od 200 mg kod Nrf2KO
miSeva nego kod tumora iste velicine WT miSeva, sugeriSu¢i da odsustvo funkcionalnog NRF2 u
TME moze ¢ak dodatno doprineti indukciji vezikularnog transporta sa daljim rastom tumora. Dakle,
komunikacija posredovana ekstracelularnim vezikulama sastavni je deo progresije kancera dojke i
povezana je sa NRF2-zavisnom signalizacijom u TME, koja izgleda da uti¢e na dinamiku i obrazac
biogeneze ekstracelularnih vezikula.

87



6. ZAKLJUCCI

U disertaciji su ispitivani strukturni, redoks i metabolicki profili tumorskog, kancer-asociranog i
kontralateralnog ingvinalnog masnog tkiva tokom rasta tumora dojke (tumori mase 10, 50 i 200 mg),
sa posebnim osvrtom na ulogu NRF2 signalnog puta u integraciji reprogramiranja tumorskog i
masnog tkiva mle¢ne zlezde na lokalnom i sistemskom nivou.

Okarakterisane su morfoloske osobine, ekspresioni profili klju¢nih redoks i metabolic¢kih enzima,
kao i faktori regulacije ukljucenih u reprogramiranje kancerskih ¢elija i tumor-indukovano
reprogramiranje kancer-asociranih adipocita u okviru tumorske mikrosredine, ali i kontralateralnih
adipocita kao pokazatelja sistemskih efekata tumora. Po prvi put je utvrden znac¢aj NRF2-zavisnog
redoks statusa organizma domacina za uspostavljanje malignog fenotipa i protumorogene
mikrosredine tokom rasta tumora dojke. Na osnovu rezultata, izvedeni su slede¢i zakljucci:

- Dinamika lokalne redoks-metabolic¢ke interakcije tumora dojke i1 kancer-asociranog masnog tkiva
na morfoloskom nivou zavisi od prisustva funkcijski aktivnog NRF2 u tumorskoj mikrosredini.
Belezi se trend veéih masa tumora u najranijim fazama tumorogeneze kod WT miSeva u poredenju
sa Nrf2KO misevima. Paralelno, uoceno je smanjenje relativne mase kancer-asociranog masnog tkiva
u poredenju sa kontrolama bez tumora samo kod WT miseva u inicijalnoj fazi rasta tumora (10 mg).

- Detaljna analiza morfoloskih promena pokazuje da tokom rasta tumora dojke dolazi do progresivnog
remodeliranja tumorskog tkiva, koje se ogleda u povecanju broja i veli¢ine kancerskih ¢elija, kao i
povecéanoj ekspresiji proliferacionog markera PCNA kod miSeva oba genotipa. Medutim, odsustvo
funkcijski aktivnog NRF2 u tumorskoj mikrosredini dovodi do pojave gigantskih kancerskih éelija,
Sto ukazuje na izmenjenu regulaciju celijskog ciklusa. Paralelno, morfoloska analiza kancer-
asociranog masnog tkiva kod oba genotipa miSeva pokazuje izrazenu multilokularnost adipocita kao
adaptivni odgovor na prisustvo tumora. Povecana genska ekspresija Cidea i PRDM16 ukazuje da je
aktivna regulacija browning fenotipa prisutna samo u kancer-asociranom masnom tkivu Nrf2KO
miseva.

- Tokom rasta tumora dojke dolazi do dinami¢kog metabolickog reprogramiranja tumorskog tkiva,
koje se karakterise postepenim uspostavljanjem glikolitickog fenotipa uz produkciju laktata, odnosno
Varburgovim efektom. U odsustvu funkcijski aktivnog NRF2 u tumorskoj mikrosredini, indukcija
ovakvog fenotipa u tumoru je odlozena, uz aktivaciju alternativnih, insulin- i GLUT4-zavisnih
mehanizama preuzimanja glukoze i visi stepen ocuvanja oksidativnog metabolizma. Po prvi put
pokazano je da klju€ne metabolicke karakteristike kancerskih ¢elija nisu iskljuc¢ivo intrinzi¢ne, ve¢
su u znacajnoj meri odredene NRF2-zavisnim redoks statusom tumorske mikrosredine, posebno u
najranijoj fazi rasta tumora (10 mg).

- Paralelno sa metabolickim promenama, tumor dojke uspostavlja dinamic¢ku redoks homeostazu
tokom rasta. Promene u aktivnosti i nivoima klju¢nih komponenti antioksidativne odbrane ukazuju
na povecane nivoe ROS i lipidnih peroksida tokom rasta tumora, uz istovremeno odrzavanje visokih
nivoa redukovanih GSH i TRX. Dodatno, tumori istih veli¢ina karakteriSu se distinktnim redoks
profilima u zavisnosti od funkcijskog statusa NRF2 u njegovoj mikrosredini, $to potvrduje NRF2-
zavisnu integraciju redoks statusa tumorske mikrosredine i tumora dojke tokom njegovog rasta.

- Ekspresioni profili regulatornih faktora redoks-metabolickog reprogramiranja, specificno AMPKa,
HIF-1a, NRF1 i rNRF1, ukazuju na njihovu ulogu u regulaciji ekspresije kljuénih antioksidativnih i
metaboli¢kih enzima. Najizrazeniji uticaj NRF2-zavisne regulacije redoks i metaboli¢kog
reprogramiranja tumora uocen je u inicijalnim fazama rasta tumora (10 mg), ukazujuéi da inicijalno
uspostavljanje malignog fenotipa u velikoj meri zavisi od redoks statusa tumorske mikrosredine. Sa
daljim rastom tumora, ove razlike se postepeno smanjuju, odrazavajuci visoku adaptibilnost i
metaboli¢ku plasti¢nost kancerskih ¢elija.
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- Remodeliranje mitohondrija predstavlja centralni integrator redoks i metabolickog reprogramiranja
tumora dojke. Promene u mitohondrijalnoj strukturi, dinamici i metabolizmu u tumorskom tkivu
zavise od prisustva funkcijski aktivnog NRF2 u tumorskoj mikrosredini i faze rasta tumora. Tokom
rasta tumora dolazi do smanjenja proteinskog nivoa subjedinica elektron transportnog lanca.
Medutim, tumori koji su se razvijali bez prisustva funkcijski aktivnog NRF2 u tumorskoj
mikrosredini pokazali su njihove veée proteinske nivoe, kao i suprotan profil proteinske ekspresije
DRP1 i MFNL1 u inicijalnoj fazi rasta tumora (10 mg) u odnosu na tumore WT miSeva, dok sa rastom
tumora pokazuju veéi dijametar mitohondrija. Ove promene pracene su povecanom respiratornom
aktivno$¢u mitohondrija i produkcijom ROS u kancerskim ¢elijama dojke kokultivisanim zajedno sa
Nrf2” adipocitima, $to dodatno potvrduje znadaj NRF2 u kancer-asociranom masnom tkivu za
funkciju mitohondrija i redoks homeostazu u kancerskim ¢elijama prilikom uspostavljanja redoks-
metabolic¢ke interakcije tumora dojke sa asociranim masnim tkivom.

- Kancer-asocirano masno tkivo pokazuje tkivno-specificno i funkcijski uskladeno redoks i
metaboli¢ko reprogramiranje sa tumorskim tkivom dojke. Za razliku od tumorskog tkiva, kancer-
asocirano masno tkivo karakterise smanjeni metabolizam glukoze i laktata, uz selektivne promene u
aktivnosti i ekspresiji klju¢nih komponentni antioksidativne odbrane tokom rasta tumora. Odsustvo
funkcijski aktivnog NRF2 u kancer-asociranom masnom tkivu dovodi do povecéanih proteinskih
nivoa klju¢nih enzima glukoznog i laktatnog metabolizma u specifi¢cnim fazama rasta tumora,
praceno izmenjenim redoks profilom. Dodatno, redoks i metabolicki profil kancer-asociranog
masnog tkiva bez funkcijski aktivnog NRF2 izmenjen je i u bazalnim uslovima bez prisustva tumora,
ukazujuéi na kljucnu regulatornu ulogu NRF2 u reprogramiranju masnog tkiva kako u fizioloskim
tako i u patofizioloSkim uslovima.

- Sistemski efekti tumora dojke potvrdeni su kroz redoks i metabolicko reprogramiranje
kontralateralnog ingvinalnog masnog tkiva, koje nije u direktnom kontaktu sa tumorom. Takode,
promene u strukturi i redoks-metaboli¢koj homeostazi u kontralateralnom ingvinalnom masnom tkivu
zavisne su od prisustva funkcijski aktivnog NRF2, kao i od faze rasta tumora dojke.

Tumorsko tkivo dojke uspostavlja dvosmernu redoks-metabolicku interakciju sa kancer-
asociranim masnim tkivom ve¢ u najranijim fazama rasta tumora (10 mg). Transkripcioni faktor
NRF2 u tumorskoj mikrosredini koordiniSe uspostavljanje ove interakcije, koja dovodi do formiranja
pseudo-organa kancera dojke, u kome medusobna zavisnost tumora i masnog tkiva odreduje
uspostavljanje malignog fenotipa i protumorogene sredine.

Uskladene promene u redoks profilima tumorskog i kancer-asociranog masnog tkiva, zajedno sa
povezanom NRF2 signalizacijom u ova dva tkiva, ukazuju na postojanje njihove redoks-zavisne
kooperacije. Znacaj uspostavljanja NRF2-dirigovane protumorogene mikrosredine po prvi put je
potvrden u ortotopskom modelu kancera dojke. Generalno, tkivno-specificno strukturno, redoks i
metabolicko reprogramiranje tumorskog tkiva odredeno je fazom rasta tumora i funkcijskim statusom
NRF2 u kancer-asociranom masnom tkivu kao dominantnoj komponenti tumorske mikrosredine.
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