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Sazetak

Rak jajnika je ginekoloSka bolest koja, uslijed nedostatka specificnih simptoma i
farmakogenetskih biljega (biomarkera), Cesto biva otkrivena u kasnim stadijima, kada
se bolest veC prosirila i na druge organe. Malobrojne bolesnice koje odgovore na
primarnu terapiju vrlo ¢esto razviju otpornost na lijekove. Kako bismo bolje razumijeli
taj kljuCni problem uspjeSne terapije, razvili smo model stanica postepenog razvoja
otpornosti raka jajnika na karboplatinu, sastavljenog od roditeljskih stanica i sedam
varijanti sa stabilnom rastu¢om otpornosti na karboplatinu. Svaka varijanta,
uklju€ujuci i roditeljske stanice, karakterizirana je s obzirom na otpornost na najcesce
koristene kemoterapeutike u terapiji raka jajnika, razine biliega epitelno-
mezenhimske tranzicije i metastatskog potencijala. Nadalje, nakon izmjerene
ekspresije gena u svim varijantama stanica koriStenjem dva pristupa analizirali smo
dobivene vrijednosti bioinformatickim metodama. Dobivene liste znacajno
promijenjenih gena (DEG) i gena Cija ekspresija korelira s odgovorom na
karboplatinu (CCORG) usporedene su u kontekstu signalnih puteva, interakcija
proteina i bioloSkih procesa. Izdvojeni su potencijalno interesantni geni €ija je uloga u
procesima razvoja otpornosti i epitelno-mezenhimske tranzicije analizirana in vitro
metodama, a njihov znaCaj kao mogucih farmakogenetskih biliega u Klinici
bioinformati¢kim analizama informacija u dostupnim bazama podataka. Dodatnim
eksperimentima koriStenjem specificnih inhibitora pojedinih proteina od interesa
ispitana je vaznost izdvojenih signalnih puteva u razvoju otpornosti i pokretljivosti
stanica. Predstavljeni model, zajedno s dva razliCita pristupa analizi ekspresije gena
doprinio je razumijevanju razvoja otpornosti i omogucio detekciju gena cija uloga
dosad nije bila opisana u kontekstu otpornosti i pokretljivosti stanica te smo time

pokazali medusobnu povezanost ova dva fenomena potaknuta lijekom.

Kljué€ne rijeci
Rak jajnika, otpornost na lijekove, karboplatina, epitelno-mezenhimska tranzicija,

farmakogenetski biljezi



Summary

Due to the lack of specific early-stage symptoms and biomarkers, ovarian cancer is
often diagnosed in late stages, when the disease has already spread. A small
number of patients that positively respond to chemotherapy often develop drug
resistance upon therapy. To tackle the problem, we developed high-grade serous
ovarian cancer (HGSOC) model composed of variants with differing degrees of
resistance to carboplatin. All variants, including the parental cells, were characterized
in terms of carboplatin and paclitaxel sensitivity, markers of epithelial-mesenchymal
transition and metastatic properties (migration and invasion). To understand the
differences, we measured the expression of genes in all established variants and
analysed it by two different bioinformatics approaches. Resulting differentially
expressed gene (DEG) and carboplatin-correlating gene (CCORG) lists were
compared in terms of signalling pathways, protein interactions and biological
processes. Potentially interesting genes were selected and analysed in terms of their
role in resistance development and metastasis by in vifro experiments. Their
prognostic and predictive clinical value was examined by in silico approaches.
Additional experiments using inhibitors were used to examine the role of selected
signaling pathways. Presented cell model, along with two distinct approaches to gene
expression analysis gave us a valuable insight in resistance development
mechanisms and enabled us to select novel genes with reported functions in drug

resistance and drug-induced epithelial-mesenchymal transition.

Keywords

Ovarian cancer, drug resistance, carboplatin, epithelial-mesenchymal transition,

biomarkers
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1.Uvod

1.1 Rak jajnika

Tumorima ili novotvorinama nazivamo skupine stanica Cija proliferacija nije
kontrolirana vec¢ se stanice dijele abnormalno. Oni mogu biti dobro¢udni ili zlo¢udni.
Dobroc¢udni tumori rastu, ali se ne Sire u okolna tkiva, dok se zlo¢udni tumori (ili

rakovi) agresivno Sire na druga tkiva stvarajuci udaljene metastaze [1,2].

1.1.1 Epidemiologija

Rak jajnika je maligna bolest koja obuhvaca rak jajnika, jajovoda i peritoneuma, a
spada u najsmrtonosnije ginekoloSke bolesti. Ima vecu smrtnost od raka tijela
maternice i raka vrata maternice, iako se oni pojavljuju puno ¢esSce. U Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama se, na primjer, za 2022. godinu predvida 19880 novih slucajeva
i 12810 smrtnih slu¢ajeva (64,4%) uzrokovanih rakom jajnika, ¢ime se ovaj tip raka
nalazi na petom mjestu prema smrtnosti kod Zena [3]. LoSu statistiku lijeCenja ove
bolesti potvrduju i posljednji podaci u Republici Hrvatskoj, objavljeni u 2019. godini,
kada je incidencija raka jajnika, jajovoda i povezanih oblika iznosila 485 sluCajeva, s
visokom stopom mortaliteta od €ak 352 slu€aja (72,5%) [4]. Razlozi visoke smrtnosti
su nedostatak specifi¢nih simptoma i dijagnosti¢kih metoda $to rezultira nesmetanim
Sirenjem zlo¢udnih stanica po tijelu i otkrivanjem bolesti u uznapredovaloj fazi, kada

je uspjesnost lijeCenja znatno smanjena.

1.1.2 Cimbenici rizika

Najveci Cimbenici rizika od oboljenja su, kao i kod vecine bolesti, pojavnost tumora u
proSlosti unutar obitelji i genetska predispozicija odredena specificnim mutacijama
gena BRCA1 i BRCA2. Vrlo vazan ¢imbenik je takoder i dob, jer stopa incidencije

raste proporcionalno starosti. Stopa oboljenja veca je kod Zena starijih od 50 godina,



a najveca izmedu 60. i 64. godine. S druge strane, Zene koje su rodile u ranijoj dobi,
usSle rano u menopauzu, koristile hormonsku kontracepciju ili u prehrani koriste
namirnice s niskim postotkom masti imaju smanjen rizik od pojave raka jajnika. Rak

jajnika se ¢esce javlja u zemljama visokog standarda [5].

1.1.3 Otkrivanje i odredivanje prosirenosti

Sumnja na rak jajnika postavlja se tijekom opcéeg fiziCkog pregleda bolesnica sa
osjeCajem nelagode i boli u podrucju trbuha, napuhnutosti ili oteCenost trbuha,
poremecajima prehrane, problemima s mokrenjem, boli tijekom spolnog odnosa,
kratkim dahom uslijed pleauralnog izlijeva i drugim simptomima koji su karakteristicni
i za poremecaje i bolesti vezane uz probavu i menstrualni ciklus. Prisustvo raka
potvrduje se transvaginalnim ultrazvukom, metodama MR i PET-CT ili odredivanjem
razine tumorskog biljiega CA125. Faza ili stadij bolesti odreduje se tijekom kirur§kog
odstranjivanja novotvorbe (laparatomije, laparaskopije) koristenjem sluzbenog
sistema FIGO. Rak jajnika svrstava se u Cetiri stadija prema uputama opisanima u
Tablici 1 [6]. Stopa prezivljenja unutar 5 godina od dijagnoze u prosjeku iznosi
48,6%. Medutim, postoji velika razlika u stopi smrtnosti ako je rak dijagnosticiran u
ranoj (30,2%) ili kasnoj fazi bolesti (92,6%) [7].

Tablica 1 Stadiji raka jajnika prema sustavu FIGO

Stadij Oznaka | Opis

Rak ograni¢en na jedan jajnik (netaknute ovojnice) ili jajovod; bez
ascitnoj tekucini ili peritonealnim ispircima; bez metastaza u limfnim
¢vorovima ili udaljenim tkivima
Rak na oba jajnika (netaknute ovojnice) ili jajovoda; bez prisutnosti raka na
| ispircima peritoneuma ili zdjelice; bez metastaza u limfnim ¢vorovima ili
udaljenim tkivima
Rak ograni¢en na jedan ili oba jajnika ili jajovoda; prisutan jedan od uvjeta:
1) prekinuta ovojnica raka tijekom operacije (IC1); 2) prisutnost raka na
IC povrsini jajnika ili jajovoda, ili je ovojnica bila prekinuta prije operacije (IC2);
3) zlo¢udne stanice u ascitnoj tekucini ili ispircima peritoneuma ili zdjelice

(IC3); bez metastaza u limfnim ¢vorovima ili udaljenim tkivima



Rak na jednom ili oba jajnika ili jajovoda uz lokalno Sirenje na maternicu,

A jajnike ili jajovode; bez metastaza u limfnim ¢vorovima ili udaljenim tkivima
| Rak na jednom ili oba jajnika ili jajovoda uz Sirenje na tkiva zdjelice ili
1B peritonealne Supljine (mokraéni mjehur, debelo crijevo, rektum); bez
metastaza u limfnim ¢vorovima ili udaljenim tkivima
Rak jednog ili oba jajnika ili jajovoda, ili postoji primarni rak peritoneuma
AT koji se proSirio na ostala tkiva zdjelice; metastaze promjera do 10 mm
lokalno u retroperitonealnim limfnim ¢&vorovima potvrdene citoloskim ili
histoloskim pretragama
A2 Rak jednog ili oba jajnika ili jajovoda, ili postoji primarni rak peritoneuma
koji se proSirio na ostala tkiva izvan zdjelice (metastaze do 10 mm)
" B Rak jednog ili oba jajnika ili jajovoda, ili postoji primarni rak peritoneuma
koji se proSirio na ostala tkiva izvan zdjelice (metastaze do 2 cm)
e Rak jednog ili oba jajnika ili jajovoda, ili postoji primarni rak peritoneuma

koji se proSirio na ostala tkiva izvan zdjelice (metastaze veée od 2 cm)

Rak jednog ili oba jajnika ili jajovoda, sa malignim stanicama u izljevima
IVA plu¢éa potvrdenima citoloSkim metodama; nema metastaza u drugim

tkivima

Rak jednog ili oba jajnika ili jajovoda, s metastazama u jetri, slezeni,
IVB udaljenim limfnim ¢&vorovima i drugim tkivima poput plu¢a ili kosti

potvrdenima citoloSkim metodama

Preuzeto i prilagodeno prema [6].

1.1.4 Tipovi raka jajnika

Rak jajnika histoloski dijelimo prema tipu staniCja iz kojeg je nastao, pri ¢emu se
svaki tip razlikuje i po nacinu Sirenja, tretmanu i vjerojatnosti ishoda. Prvi i naj¢eséi tip
je rak pokrovnih stanica (rak stanica epitela ili epitelni rak) jajnika, jajovoda ili
peritoneuma koji se najCeScCe javlja kod osoba starijih od 50 godina. 1z spolnih
stanica jajnika nastaje drugi tip, vrlo rijedak rak zametnih stanica jajnika. Treéi i
najriedi tip nazivamo rak mozdine (strome) jajnika koji nastaje iz stanica strome
vezivnog tkiva te se, zajedno s rakom zametnih stanica, pojavljuje u mladoj dobi.
Postoji i iznimno rijedak rak mijeSanog tipa za koji ne mozZzemo sa sigurnoScu potvrditi
porijeklo te sekundarni rak nastao iz zlo¢udnih stanica koji metastaziraju u jajnik
(najceSc¢e iz dojke i probavnog sustava) [8]. Rak jajnika se nalazi u jednom ili oba

jajnika, a Siri se na maternicu, mokraéni mjehur, debelo crijevo, trbusnu Supljinu te



dalje po tijelu. U posljednjih nekoliko godina sve je viSe dokaza da su mnogi
slucajevi, prvobitno klasificirani kao rakovi jajnika i peritonealne Supljine, pogreSno

klasificirani i zapravo potjecu iz jajovoda [9].

1.1.5 Rak pokrovnih stanica jajnika

Najces¢i podtip raka pokrovnih stanica jajnika (EOC) je serozni adenokarcinom, koji
moze biti niskog ili visokog stupnja, a nastaje u pokrovnim stanicama jajnika ili
jajovoda. Zatim slijede i manje ucestali mucinozni (iz pokrovnih stanica vrata
maternice), endometrijski (iz pokrovnih stanica sluznice maternice), rak bistrih stanica
(iz pokrovnih stanica rodnice), prijelazni (Brennerov), mijeSani epitelni, mijeSani
Mullerijanovi, nediferencirani te ostali neklasificirani tumori [6,10,11]. U novije
vrijeme, EOC se moze podijeliti i na dva tipa raka prema karakteristikama poput
ishoda, brzini napretka, stabilnosti genoma i slicno. U tip | bi spadali svi EOC-i
uglavhom ranih stadija (I i Il), niskog stupnja, koji slabo proliferiraju i dobro
odgovaraju na kemoterapiju (Tablica 2). lako se Cesto javljaju mutacije u genima
poput KRAS, BRAF, PIK3CA i ARID1A, mutacije gena TP53 i BRCA1/2 nisu Ceste u
skupini EOC tipa | [12—-14]. Sukladno tome, pacijenti s EOC-om tip | imaju vrlo dobru
stopu prezivljenja. S druge strane, rakovi tipa Il su uglavnom stadija Il i IV, visokog
stupnja, koji brzo proliferiraju i napreduju, Sire se u okolna tkiva te, iako isprva dobro
odgovaraju na kemoterapiju, vrlo Cesto se ponovno javljaju nekoliko mjeseci ili godina
nakon lijeCenja, zbog Cega je stopa prezZivljenja bolesnica vrlo niska (Tablica 2) [11].
Gotovo svi EOC-i tipa Il imaju prisutne mutacije gena TP53, BRCA1/2, a ponekad i
ERBB2 [12-15].

Tablica 2 Usporedba EOC-a tipa li ll.

Tip | Tip Il
pojavnost 25% 75%
smrtnost 10% 90%
dijagnoza rani stadij kasni stadij

napredak bolesti spor brz
serozni EOC niskog stupnja serozni EOC visokog stupnja
podtipovi EOC endometrija niskog stupnja EOC endometrija visokog stupnja
EOC bistrih stanica nediferencirani EOC



EOC mucinoznih stanica

stabilnost ] )
stabilno nestabilno
genoma

Preuzeto i prilagodeno iz [15].

1.2 Lije€enje raka jajnika

Svim bolesnicama s rakom jajnika, bez obzira na simptome, kirurSkim se zahvatom
uklanja makroskopski vidljiva tumorska masa, pri ¢emu se uzima uzorak za biopsiju
te ispire trbudna Supljina fizioloSkom otopinom kako bi se uklonile zlocudne stanice.
Nakon kirurSkog zahvata i odredivanja stadija bolesti slijedi minimalno Sest tretmana
kombinacijom kemoterapeutika. Ukoliko je potrebno zbog stadija bolesti,
bolesnicama se uklanjaju i drugi organi ili tkiva zahvacena rakom jajnika, a ponekad
se daje i pred-operativha terapija kako bi se smanjio volumen tumora i povecala
uspjesnost kirurSkog odstranjivanja. U posljednje vrijeme se sve CeScCe propisuju
radioterapija i/ili ciljana terapija bolesnicama ¢iji rak jajnika ispunjava uvjete za
primjenu istih [7,16]. Radioterapija se koristi kao odrzavajuca ili palijativna terapija u
slu€ajevima povrata bolesti, a posebno u slu¢aju razvoja otpornosti na terapiju, kada
ostale metode ne djeluju. U usporedbi s kemoterapijom, radioterapija je vrlo skupa,
ima slabiji i manje specifi¢an terapeutski u€inak na rak jajnika te ozbiljnije nuspojave
[16]. U odredenim slu€ajevima, u lijeCenju raka jajnika primjenjuje se i ciljana terapija;
pazopanib i bevacizumab inhibiraju formiranje krvnih Zila (angiogenezu), olaparib,
veliparib i niraparib inhibiraju protein PARP i mnogi drugi. Trenutno se vrlo intenzivno
istrazuju terapije cjepivima koje ciljaju imunosni sustav bolesnica sa svrhom
efikasnije borbe vlastitim protutijelima. Medutim, osim nekolicine spojeva koji su u
poCetnim fazama klini¢kih ispitivanja i predstavljaju potencijalno interesantna
rieSenja, trenutno ne postoji metoda lije€enja raka jajnika koja je jednaka ili uspjesnija

od kombinacije kirurS§kog zahvata i kemoterapije [16,17].

Uobi¢ajena kemoterapija raka jajnika se vec¢ dugi niz godina sastoji od kombinacije
spojeva na bazi platine i paklitaksela. Prvi lijek koji se koristio u kemoterapiji raka
jajnika bila je cisplatina (cDDP), koja se aktivira ulaskom u stanicu zamjenom atoma

klora molekulama vode. Aktivirani oblik cDDP-a se veze na duSike baza gvanozina u



DNA stvarajuci takozvane adukte DNA (engl. DNA adducts). Adukti na molekuli DNA
sprjeCavaju pristup enzimima, njeno odvijanje i replikaciju, uzrokujuéi tako
programiranu smrt stanice (apoptozu). U novije vrijeme se umjesto cDDP-a koristi
karboplatina (CBP), jer je manje Stetna za zdrave stanice te uzrokuje manje
nuspojava kod bolesnika. Mehanizmi aktivacije i djelovanja CBP-a su sli¢ni
mehanizmima cDDP-a, osim $to umjesto atoma klora, CBP sadrzi ciklobutan-
dikarboksilnu skupinu (Slika 1) [18,19].
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Slika 1 Kemijske strukture cisplatine i karboplatine

Molekula cisplatine (gore) se sastoji od srediSnjeg atoma platine povezanog s dvije skupine
amonijaka i dva atoma klora (oznaceno crveno). Karboplatina (dolje), umjesto dva atoma
klora, ima prsten ciklobutan-dikarboksilata vezanog na sredidnji atom platine (oznaceno

crveno) [20].

Paklitaksel (TAX), prodajnog imena Taxol®, spada u skupinu taksana, spojeve koji
se vezu na tubulin, tocnije tubulin B [21]. Tubulini ¢ine skupinu globularnih proteina

pri ¢emu tubulini a- i B polimeriziraju u mikrotubule, glavhu komponentu citoskeleta
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eukariotske stanice. Mikrotubuli su, izmedu ostalog, ukljueni u diobu stanica [22].
Vezanjem paklitaksela na tubuline dolazi do stabilizacije mikrotubula cime je
onemogucena njihova dinamika $to dovodi do zaustavljanja diobe i poticanja smrti
stanice. Takoder, vezanje TAX-a na protein Bcl-2 poti¢e njegovu fosforilaciju ¢ime
dolazi do poticanja apoptoze. Osim za lije€enje raka jajnika, ovaj spoj, koji se dugi niz
godina izolirao iz kore pacifiCke tise (Taxus brevifolia), se jo$ koristi i za lijeCenje raka
pluc¢a i dojki [23].

1.3 Otpornost stanica raka na kemoterapiju

1.3.1 Tipovi otpornosti

lako je kemoterapija jedan od naj¢es¢ih terapijskih pristupa u lije€enju razlicitih vrsta
tumora vec preko Cetrdeset godina, glavni problemi uspjeSne kemoterapije - razvoj
otpornosti na terapiju i nezeljene nuspojave - nisu rijeSeni. Otpornost na kemoterapiju
moze biti rezultat promjena nastalih prije ili tijekom/nakon terapije, zbog cCega
otpornost dijelimo na urodenu (engl. intrinsic) i ste€enu (engl. extrinsic) [24]. Urodena
otpornost javlja se tijekom procesa nastanka raka (karcinogeneze) uslijed promjena u
genomu, zbog Cega je kemoterapija veC od pocetka lijeCenja nedovoljno ucinkovita
[25]. SteCena otpornost je otpornost koja se razvije zbog promjena u genetskom
zapisu ili mikrookoliSu stanica raka tijekom ili nakon viSekratne primjene terapije.
Bolesnice sa steCenom otpornosti isprva dobro odgovaraju na terapiju, ali s

vremenom je odgovor sve slabiji [26].

1.3.2 Molekularni mehanizmi otpornosti na terapiju

Dosad je opisano vise mehanizama pomocu kojih stanice raka mogu postati otporne
na terapiju (Slika 2) [27,28].



popravak  jzbjegavanje

ostecenja apopoze
DNA P

//epigeneticki

promjena ¢imbenici

mete lijeka

o~ Ny - heterogenost
aktivacija i o= ~ tumora
metabolizam

lijeka 3

CSC
transport EMT
lijeka
ostalo

otpornost
na lijek

Slika 2 Razli¢iti mehanizmi kojima stanice raka mogu razviti otpornost na
lijekove

Slika je preuzeta iz rada [27] i prilagodena. CSC, mati¢ne stanice tumora; EMT, epitelno

mezenhimska tranzicija.

Proteini membrane stanice koji posreduju u ulasku ili izlasku tvari u stanicu zovu se
transportni proteini ili transporteri. S obzirom da uglavnom svaki lijek mora proéi kroz
membranu stanice, bilo kakva promjena transportera koja utje€e na stopu transporta
tog lijeka mozZe potencijalno postati mehanizmom otpornosti stanica. Najpoznatiji
primjeri su geni porodice ABC - ABCB1 (protein MDR1 ili P-glikoprotein), ABCC1
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(protein MRP1) i ABCG2 (protein BCRP) [29]. Sva tri proteina imaju funkciju
izbacivanja tvari iz stanice [30]. Pokazano je da je pojatana ekspresija P-
glikoproteina povezana s otpornosti raka jajnika na TAX [31], pojaCana ekspresija
MRP1-a s otpornosti raka plu¢a na cDDP [32], a pojaCana ekspresija BCRP-a s
otpornosti raka jajnika na cDDP i TAX [33]. Stoga, ukoliko se transporterima
posredovan unos lileka u stanicu smanji ili stopa iznoSenja lijeka poveca,
koncentracija lijeka ¢e u stanici biti manja, zbog €ega ¢e terapija biti manje efikasna
[27].

Nadalje, lijekovi u stanici ulaze u interakciju s drugim molekulama i proteinima koji
mogu promijeniti, djelomi¢no razgraditi ili stvoriti komplekse s lijekovima. Vrlo Cesto je
upravo ta interakcija lijeka potrebna za njegovu aktivaciju. Stanice mogu razviti
otpornost na lijek tako da utje€u na tu interakciju i time sprijeCe aktivaciju lijeka
[27,34]. Primjer je otpornost na lijek posredovana veéom koncentracijom enzima koji
odstranjuju Stetne tvari iz stanice. Primjeri takvih enzima su proteini sustava citokrom
P450 te GST, koji uklanjaju Stetne tvari iz stanice konjugacijom glutationa i
ksenobiotika. Stanice raka Cesto koriste upravo taj enzim kako bi iz stanice uklanjale
lijekove poput cDDP-a i CBP-a. Naime, pojaCanom ekspresijom GST-a povecCava se
konjugacija glutationa i lijeka i samim time povecava koli€ina neaktiviranog lijeka u
stanici [35].

Ukoliko se lijek uspjesno aktivira u stanici, sljedec¢i mehanizam koji moze utjecati na
efikasnost lijeka je moguéa promjena dostupnosti ili strukture ciline molekule (mete)
lijeka [27]. Primjer je molekula tubulina B, koja se Cesto povezuje s otpornosti raka
jajnika na taksane. Povecana koncentracija tubulina B Ill, ali i mutacija u jednoj bazi

tubulina B-1, rezultiraju smanjenom efikasnosc¢u TAX-a u lijeCenju raka jajnika [21,36].

Vrlo Cesto koriSten alat u kemoterapiji su i lijekovi koji potenciraju nastanak oStecenja
u DNA zbog Cega stanica umire. Primjer takvog djelovanja su ve¢ spomenuti spojevi
na bazi platine. Uslijed kontinuirane izloZenosti DNA Stetnim ucincima zracCenja i tvari,
stanica je tijekom evolucije razvila mehanizme popravka ostecenja u DNA [27,34].
Ukoliko je u stanici pojaCana ekspresija gena koji sudjeluju u popravku DNA
izrezivanjem nukleotida (na primjer ERCC1), takve stanice biti ¢e otpornije na terapiju
ljekovima na bazi platine [37,38]. Medutim, ukoliko je mutiran neki od gena koji
kodiraju za proteine popravka DNA homolognom rekombinacijom (na primjer
BRCA1/2), stanice ¢e loSije popravljati oSteCenja DNA i biti osjetljivije na terapiju. 1z
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tog razloga je prognoza bolesnika s mutacijama u genima BRCA1/2 znatno bolja od
onih bez [39].

Ponekad odredeni geni povezani s apoptozom mogu biti mutirani ili snizene
ekspresije, zbog Cega stanice raka loSije odgovaraju na terapiju [27]. Najpoznatiji
primjeri takvih gena su TP53 [40], BCL2 [40] i obitelj JNK [41]. BCL2, BCL-xL, Cija
pojaCana ekspresija indicira loSiju prognozu bolesnika s rakom jajnika, povezuje se i
s otpornosti na spojeve s platinom i TAX [42,43]. Pokazano je takoder da je pojaCana
ekspresija survivina usko povezana s otpornosti na TAX, ali ne i na spojeve s

platinom [44].

Razvoj otpornosti moze biti posredovan i epigenetiCkim alternacijama posredovanim
s INcRNA i miRNA [45]. Dosad je pokazano da je u raku jajnika vrlo ¢esto pojaCana
ekspresija INcRNA HOTAIR koja preko signalnog puta NF-kB aktivira popravak
oSte¢enja DNA. Iz tog razloga stanice s pojacanom ekspresijom IncRNA HOTAIR
slabije odgovaraju na terapiju spojevima s platinom [45]. Takoder, veliki broj miRNA
poput miR-186 [46], miR-124 [47], miR-591, miR-106a [48], miR-141 [48] i skupina
miR-200 [49] su dokazano ukljuene u otpornost na terapiju. Kao mehanizam
otpornosti u tumorima otpornima na terapiju spominje se i DNA metilacija kojom se

odredeni geni aktiviraju ili inaktiviraju [50].

Tumorska masa je sastavlena od brojnih stanica s razli€itim morfoloSkim,
funkcionalnim i genetskim karakteristikama. Pretpostavlja se da i terapija djeluje na
stanice razliito. Opetovanim tretmanom, stanice razvijaju razliCite mehanizme
otpornosti unutar jedne mase tumora [51]. U toj heterogenoj masi stanica nalaze se i
mati¢ne stanice tumora (CSC) iz kojih moZe nastati cijeli spektar stanica [51,52]. lako
matiCne stanice postoje u tumoru i prije kemoterapije, u posljednje vrijeme se smatra
da sama terapija moZe potaknuti transformaciju normalnih mati¢nih stanica u CSC-

ove preko pojacane ekspresije faktora transkripcije SOX2 i OCT4 [53].

U radovima koji se bave otpornosti na terapiju se vrlo ¢esto kao mehanizmi nastanka
otpornosti spominju i promjene vezane uz EMT, kojeg ¢emo posebno obraditi u
poglavlju 1.4, te reaktivne oksidativhe vrste (ROS), poticanje autofagije i hipoksije,

inhibicija angiogeneze, dormancija CSC-ova i utjecaj tumorskog mikrookolida [54,55].
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1.3.3 Visestruka otpornost raka na terapije

Vrlo mali broj tumora se lijeCi samo jednim tipom kemoterapeutika. Primjer tome je
rak testisa koji se uspjesno lije¢i cDDP-om. U najvecem broju sluCajeva tumori se
lijeCe koriStenjem viSe kemoterapeutika, odnosno kombinacijom dvaju ili viSe lijekova
s razliCitim mehanizmom djelovanja Cime se osigurava uspjesSnija terapija. No, rak
vrlo Cesto postane otporan, ne samo na lijekove koji se koriste u terapiji, ve¢ i na
lijekove koji uopcée nisu koristeni tijekom terapije. Nadalje, postoje vrlo agresivni tipovi
raka koji tijekom karcinogeneze steknu otpornost na lijekove razliitih mehanizama
djelovanja [27]. Smatra se da su jedni od mogucih nosioca ove viSestruke otpornosti
raka upravo CSC-ovi koji vrlo ¢esto imaju pojaCanu ekspresiju transportera i enzima
koji sudjeluju u uklanjanju stetnih tvari iz stanice, zatim inhibirane signalne puteve
apoptoze, pojaCanu aktivnhost mehanizama popravka oste¢enja DNA i sli¢no
[27,34,56].

1.3.4 Farmakogenetski biljezi otpornosti i personalizirana medicina

Kako bi se bolje razumjeli molekularni mehanizmi otpornosti raka na terapiju, utvrdio
najbolji nacin otkrivanja ili sprje€avanja razvoja otpornosti na terapiju, te definirali
moguci novi farmakogenetski biljezi (dalje u tekstu: biljezi) ili moguée nove ciljne
molekule terapije, posljednjih se godina intenzivno pretrazuju i analiziraju podaci
genoma, transkriptoma, proteoma i miRNA tumora [57-59]. U kontekstu istrazivanja i
primjene rezultata u lijeCenju onkoloskih bolesnika, biljezi predstavljaju snazan
iskorak prema personaliziranom lije€enju. Razlog tome je dokazana raznolikost
svake individue na razini genoma te time i bolesti. Kombinacijom sekvenciranja DNA,
RNA i metoda imunocitokemije moguce je djelomi¢no predvidjeti odgovor bolesnika
na buduéu terapiju. Kako bi predvidanje bilo uspje$nije, mnoga istraZivanja nude
potencijalno korisne panele s viSe biljega koji mogu pomoci boljem prepoznavanju
otpornosti i ishoda kemoterapije. Kao zanimljivi su izdvojeni proteini CA125, HE4,
transferin, FOLR1, metaloproteinaze izvanstani¢énog matriksa, NANOG, aneksin A3, i
drugi [16,60—62]. Medutim, mnogi kandidati se ispituju samo u kontekstu njihove
vrijednosti kao biljega otpornosti, bez dodatnih analiza njihove funkcije. U istrazivanju

otpornosti raka jajnika zasad je na modelima stanica i zivotinja pokazano da
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utiSavanje gena RTF1, CSDE1, CNOT8 i MEK1 povecava osjetljivost na CBP [63],
dok utiSavanje gena CD147 poveéava osjetljivost na TAX [63]. Postoji veliki broj
slicnih pokusa s drugim kandidatima koji nazalost joS uvijek nisu rezultirali velikim
napretkom terapije raka jajnika. Medutim, kako trenutno u klinicCkom lije€enju raka
jajnika ne postoji standardizirana metoda otkrivanja otpornosti na terapiju, glavni
fokus ovog rada ¢e biti na otkrivanju potencijalno zanimljivih farmakogenetskih biljega
i poku$aju razjasnjavanja njihove uloge u otpornosti i procesu epitelno-mezenhimske

tranzicije.

1.4 Epitelno-mezenhimska tranzicija

Stanice epitela, koje odvajaju ili prekrivaju tkiva i organe, odlikuje vrsno-bazna
polarnost, ¢vrsta povezanost s bazalnom membranom i okolnim stanicama. S druge
strane, stanice mezenhima izgledom i arhitekturom podsjecaju na nepolarizirane
stanice fibroblasta, bez ¢vrstih veza sa stanicama ili drugim strukturama. Proces
kojim stanice epitela postaju pokretljivije i poprimaju druge znacCajke stanica
mezenhima naziva se epitelno-mezenhimska tranzicija (EMT), dok se obrnuti proces
naziva mezenhimsko-epitelna tranzicija (MET). Do EMT-ja dolazi u ranim fazama
razvoja embrija, ali i u kasnijem razvoju, diferencijaciji i zarastanju tkiva [64].
Tranzicija je koordinirana promjenama u ekspresiji takozvanih gena EMT-ja, njihovoj
translaciji i post-translacijskim modifikacijama. U po€etnim fazama tranzicije dolazi do
smanjenja ekspresije proteina E-kadherina i EpCAM te postepene pojaCane
ekspresije gena CDH2, VIM i FN1, odnosno proteina N-kadherina, vimentina i
fibronektina [65,66]. Tiiekom EMT-ja se dogadaju i zna€ajne promjene u citoskeletu
stanica. Dolazi do reorganizacije citoskeleta i formacije membranskih izbocina
bogatih aktinom (lamelipodija, filopodija i invadopodija) koji daju stanici mogucnost
kretanja i invazije [63]. U proces EMT-ja su ukljucene i promjene u signalnim
putevima TGF-, tirozinskih kinaza, Wnt, Notch, Hedgehog i drugima [63]. Vrlo Cesta
pojava vezana uz EMT je nepotpuna tranzicija koja rezultira Sirokim spektrom stanica
s ekspresijom markera EMT-ja i fenotipom i stanica epitela i stanica mezenhima

(prijelazni fenotip) [65].
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Slika 3 Epitelno-mezenhimska tranzicija
Karakteristike stanica epitela koje prolaze kroz proces EMT-ja i poprimaju odlike stanica
mezenhima te njihovi najpoznatiji biljezi (epitelni: E-kadherin, EpCAM; mezenhimski: N-

kadherin, vimentin i fibronektin) [65].

EMT se vrlo Cesto spominje u kontekstu procesa Sirenja raka u udaljena tkiva kojima
nastaju metastaze. U trenutku kada stanice raka, koje se nekontrolirano dijele,
poprime karakteristike stanica mezenhima i postanu pokretljive, vrlo €esto razviju i
svojstvo proteolitiCcke razgradnje izvanstanicnog matriksa. Pokretljive stanice tako
prodiru kroz tkiva, te se kroz krvne i limfne Zile rasprostranjuju po udaljenim tkivima.
Nakon Sto stanice dodu u okoliS u kojemu su uvjeti za razvoj i diferencijaciju pogodni,
prolaze kroz MET uspostavljajuci udaljene metastaze [27,67].

1.5 Povezanost otpornosti na lijekove i EMT-ja

Povezanost razvoja otpornosti na kemoterapiju i EMT-ja je dosad istrazivana i
opisana u kontekstu raka jajnika, dojke, gusteraCe, plu¢a, debelog crijeva i drugih.

Naime, uslijed tretmana lijekovima na bazi platine stanice raka vrlo Cesto, osim
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otpornosti, razviju i fenotip stanica mezenhima [67]. U slu€aju raka jajnika, pokazano
je da stanice otporne na spojeve na bazi platine i TAX imaju snizenu ekspresiju E-
kadherina te pojaCanu ekspresiju vimentina i transkripcijskih faktora SNAIL, SLUG,
TWIST i ZEBZ2. lako su odredene studije pokazale da stanice, odnosno tumori otporni
na terapiju mogu biti prepoznati po razini ekspresije spomenutih gena povezanih s
EMT-jem [68], u posljednjih nekoliko godina je pokazano da EMT status stanica ne
mora nuzno biti jednoznatno povezan s metastaziranjem i otpornosti na
kemoterapiju. Naime, na temelju postojanja Sireg spektra stanica s prijelaznim
fenotipom (stanice intermedijera) pokazano je da upravo te stanice Cesto imaju
najve¢u pokretljivost, potencijal razvoja malignih tumora i najvecu otpornost na
lijekove [65,69,70].
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2.Clilj istrazivanja

Glavni cilj ovog istrazivanja je bio doc¢i do novih spoznaja o odnosu izmedu otpornosti
raka jajnika na terapiju i lijekom potaknutog EMT-ja, procesa uklju¢enog u
metastaziranje, odnosno utvrditi dijele li ova dva fenomena potaknuta lijekom neke

zajedniCke molekule ili se razvijaju i djeluju neovisno jedan o drugom.
U tu svrhu je trebalo:

- uspostaviti i karakterizirati stabilan model stanica raka jajnika s postepenim
razvojem otpornosti na CBP in vitro

- bioinformatiCkom analizom transkriptoma izdvoijiti, a zatim funkcionalno ispitati
gene od interesa u spomenutim procesima i utvrditi njihovu mogucu vaznost
kao biljega prezivljenja bolesnica s rakom jajnika, odnosno njihovog odgovora
na terapiju

- bioinformatiC¢kom analizom transkriptoma izdvoijiti, a zatim funkcionalno ispitati

signalne puteve od interesa u spomenutim procesima.

Pretpostavka je bila da ¢e se, usprkos heterogenosti raka jajnika te slozenosti
regulacije na razini transkripata i proteina, koristenjem novog eksperimentalnog
modela modéi probrati novi geni, moguci farmakogenetski biljezi i/ili ciljevi za terapiju

raka jajnika.
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3.Materijali i metode

3.1 Materijali

3.1.1 Osnovne kemikalije

Kemikalije koriStene za pripremu otopina i pufera navedene su u Tablici 3.

Tablica 3 KoriStene osnovne kemikalije

Kemikalija Proizvodac¢
agaroza Sigma-Aldrich, SAD
akrilamid (C3HsNO) Serva, Njemacka
albumin seruma goveda, BSA Macherey-Nagel, Njemacka
amonijev persulfat, APS ((NH4)2S205) Serva, Njemacka
beta-merkaptoetanol (C2HsOS) Fluka, Njemacka
bisakrilamid (C7H1oN2032) Serva, Njemacka
bromfenol plavo (C19H10BrsO0sS) Serva, Njemacka
deionizirana voda, diH20 Kefo d.o.o., Hrvatska
dimetilformamid, DMF (HCON(CH:)2) Sigma-Aldrich, SAD
dimetilsulfoksid, DMSO (C2HsOS) Gram Mol, Hrvatska
etanol, 96% (CH;CH.OH) Kefo d.o.o., Hrvatska
etidij bromid, EtBr (C21H20BrN3) Serva, Njemacka
etilendiamin tetraoctena kiselina, EDTA (C1oH16N20s) Kemika, Hrvatska
glicerol (C3HsO3) Kemika, Hrvatska
glicin (NH.CH.COOH) Sigma-Aldrich, SAD
kalcijev klorid (CaCly) Kemika, Hrvatska
kalijev hidrogen-fosfat (KH2PO,) Kemika, Hrvatska
kalijev klorid (KCI) Kemika, Hrvatska
klorovodiéna kiselina (HCI) Gram Mol, Hrvatska
kristal ljubi¢asto (C25N3H30Cl) Difco Laboratories, SAD

Matrigel® Matrix for organoid culture, phenol-red-free, 10 ml = Corning, SAD

McCoy-eva modifikacija A5 medija (engl. McCoy's A5 Capricorn Scientific, Njemacka
medium, McCoy)

McCoy-eva modifikacija A5 medija s L-glutaminom, bez Capricorn Scientific, Njemacka
fenol crvenog (engl. McCoy’'s A5 Medium with L-glutamine,

without Phenol Red, McCoy); prozirni medij

metanol (CH3OH) Gram Mol, Hrvatska
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minimalni medij za uzgoj stanica, (engl. optimal minimum | Gibco, SAD

essential media, Opti-MEM)

mlijeko u prahu, nemasno Roth, Njemacka
N-(2-hidroksietil)piperazin-N'-2-etansulfoniéna kiselina, = Sigma-Aldrich, SAD
HEPES (CsH1sN204S)

N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin, TEMED (CsH16N>) Sigma-Aldrich, SAD
natrij-dodecil sulfat, SDS (NaC12H25S0,) Sigma-Aldrich, SAD
natrijev hidrogen-fosfat (NazHPO,) Kemika, Hrvatska
natrijev klorid (NaCl) Kemika, Hrvatska
natrijeva luzina (NaOH) Kemika, Hrvatska

octena kiselina (C3H402) Kemika, Hrvatska
Orange G Sigma-Aldrich, SAD
Paraformaldehid, PFA , 3,7% (C2H14Br2N2PtS) Merck Milipore, Njemacka
Pen Strep, mjesavina antibiotika Gibco, SAD

Ponceau S, prah Sigma-Aldrich, SAD
prociSéena voda bez RNaza Qiagen, Njemacka
propidij jodid, Pl (C27H34l2N4) Thermo Fisher Scientific, SAD
resazurin (C12H7NO,), prah Sigma-Aldrich, SAD
serum fetusa goveda, FBS Sigma-Aldrich, SAD
tekuéina za brojanje stanica, IsoFlow Sheat Fluid Beckman Coulter, SAD
tekuéina za mjerenje na protoénom citometru FACSFlow BD Biosciences, SAD
trikloroctena kiselina, TCA (C2HCI303) Serva, Njemacka
Tripsin-EDTA, otopina Sigma-Aldrich, SAD

tris baza (C4sH11NO3) Sigma-Aldrich, SAD
tris-HCI Merck Milipore, Njemacka
Tween-20 (CsgH114026) Sigma-Aldrich, SAD

3.1.2 Puferi i otopine

Koristeni puferi i otopine navedeni su u Tablici 4, zajedno s naCinom pripreme.

Tablica 4 Koristeni puferi i otopine

Otopina Priprema

agaroza (1%), otopina 1 g agaroza + 100 mL diH20

APS (10%), radna otopina 500 mg APS + 5 mL diH20

etanol (70%), otopina 730 mL etanol (96%) + 270 mL diH20

fosfatni pufer, PBS 0,2 g KCI + 0,2 g KH2PO4 + 8,0 g NaCl + 1,15 g Na2HPO4 +
1000 ml diH20
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kristal ljubi¢asto (0,2%), radna
otopina

Matrigel® (20%), radna otopina
medij za uzgoj stanica bez dodatka
antibiotika; medij bez antibiotika
medij za uzgoj stanica s 2% FBS-a;
medij za izgladnjivanje

medij za uzgoj stanica; medij
otopina nemasnog mlijeka (5%)
poliakrilamid (30%), radna otopina
Ponceau S (0,1%), radna otopina
propidij jodid (1%), radna otopina
pufer NaCIl/PI

pufer TAE (1x)
pufer TAE (50x)

pufer TBS (10x)

pufer TBS-T
pufer tris-HCI (pH 6,8; 0,5 M),
gornji ili sabijajuci pufer

pufer tris-HCI (pH 8,8; 1,5 M), donji
ili razdvajajuéi pufer

pufer za uzorke (1x)

pufer za uzorke (6x)

pufer za prijenos proteina

pufer za vezanje aneksin V-FITC,
ABB (1x)

pufer za vezanje aneksin V-FITC-a,
ABB (10x)

resazurin (0,1%), radna otopina
resazurin, otopina

SDS (10%), radna otopina
tris-glicinski pufer (10x)

0,2 mL kristal ljubi€asto + 99,8 mL 2% etanol

0,2 mL Matrigel® + 0,8 mL medij za izgladnjivanje
5000 mL McCoy + 500 mL FBS

5000 mL McCoy + 100 mL FBS (omjer 1:50; 2%)

5000 mL McCoy + 500 mL FBS + 5 mL Pen Strep

1 g mlijeko u prahu + 20 mL pufer TBS-T

29,2 g akrilamid + 0.8 g bisakrilamid u 100 mL diH20
3gTCA + 0,1 gPonceau S u 100 mL miliQ H20

1 mL Pl + 99 mL diH20

0,1497 g KH2PO4 + 8,99 g NaCl + 0,525 Na:HPO4 + 1 L
diH20

100 mL TAE pufer (50x) + 4900 mL diH20

242 g tris baza + 57,1 mL ledena octena kiselina, 100 mL
0,5M EDTA (pH 8,0) u 1 L diH20

500 mL tris-HCI (pH 7,5) + 300 mL 5 M NaCl + 200 mL
diH20

50 mL pufer 10x TBS + 450 mL diH20 + 450 pL Tween-20
6g tris-HCI + 100 mL diH20 + 6 M HCI do pH 6,8

18,2 g tris-HCI + 100 mL diH20 + 6 M HCI do pH 8,8

60 uL pufer za uzorke (6x) + 300 pL diH20

1,2 g SDS + 2 mL diH20 + 2,5 mL 1,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
+ 30 mg bromfenol plavo + 3 mL glicerol + 1,2 mL (-
merkaptoetanol + diH.O do 10 mL

3,03 g tris baza + 14,4 glicin (pH = 8,3) + 200 mL 20%
metanol + 800 mL diH20

1 mL 10x ABB + 9 mL diH20

2,38 g HEPES (NaOH do pH 7,4) + 8,18 g NaCl + 0,36 g
CaCl2 + 1,0 g 1% BSA

0,1 mL resazurin, otopina + 99,9 mL pufer NaCl/PI

110,5 g resazurin (prah) + 1 mL DMF

10 g SDS + 100 mL diH20

15,1 g tris baza + 72,1 g glicin + 5 g SDS + diH2 O do 1 L
(pH 8,3)
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tris-glicinski pufer (1x) 100 mL tris-glicinski pufer (10x) + 900 mL diH20

3.1.3 Kompleti kemikalija i standardi

Koristeni kompleti i standardi navedeni su u Tablici 5.

Tablica 5 Koristeni kompleti kemikalija i standardi

Komplet Kataloski broj | Proizvoda¢

AllPrep DNA/RNA Mini Kit® 80204 Qiagen, SAD

BD Pharmingen™ Annexin V-FITC 556420 BD Biosciences, SAD
Clariom™ S Assay 902927 Applied Biosystems, SAD
Click-iT™ EdU Alexa Fluor™ 488 Flow C10420 Thermo Fisher Scientific, SAD
Cytometry Assay Kit

DharmaFECT Transfection reagent T-2001-02 Dharmacon, USA

GeneChip WT PLUS Reagent Kit 902280 Applied Biosystems, SAD
PageRuler Prestained Protein Ladder 26616 Thermo Scientific, SAD
Pierce™ BCA Protein Assay Kit 23227 Thermo Fisher Scientific, SAD
PowerSYBR® Green PCR Master Mix 1808578 Thermo Fisher Scientific, SAD
RevertAid First Strand cDNA Synthesis K1622 Thermo Fisher Scientific, SAD
Kit®

RNase-Free DNase Set 79256 Qiagen, Njemacka
Trans-Blot Turbo Transfer Pack 1704159 Bio-Rad, USA

Western Lightening™ Plus-ECL NEL104001EA | PerkinElmer, USA

3.1.4 Lijekovi i inhibitori

Koristeni lijekovi i inhibitori navedeni su u Tablici 6, zajedno s koriStenim otapalom i
koncentracijom primarne otopine. Otopine su cuvane pri -20°C. Zavr$ne

koncentracije koriStene u eksperimentima pripremljene su u mediju za uzgoj stanica.

Tablica 6 Koristeni lijekovi i inhibitori

Inhibitor/lijek Otapalo Koncentracija | Kataloski broj | Proizvodaé
Karboplatina (CBP) | miliQ H.O | 26,94 mM C2538-250MG | Sigma-Aldrich, SAD
Paklitaksel (TAX) EtOH 7,03 mM 580556-5MG Milipore, Njemacka
Rapamycin DMSO 10 mM 53123-88-9 Sigma-Aldrich, SAD
AZD1080 DMSO 50 mM HY-13862 MedChemExpress, SAD
SB216763 DMSO 50 mM HY-12012 MedChemExpress, SAD
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Idelalisib
LY294002
Wortmannin
Roscovitine
Rilpivirine
TiC-10
TVB-3166
Febuxostat
Triptolide
Akti-1/2
Cilengitide

DMSO 50 mM
DMSO 50 mM
DMSO 10 mM
DMSO 282,13 mM
DMSO 136,46 mM
DMSO 80,86 mM
DMSO 162,56 mM
DMSO 158,04 mM
DMSO 91,56 mM
DMSO 10 mM
DMSO 13,6 uM

S2226 MedChemExpress, SAD
154447-36-6 Calbiochem, SAD
19545-26-7 Sigma-Aldrich, SAD
HY-30237 MedChemExpress, SAD
HY-10574 MedChemExpress, SAD
HY-15615A MedChemExpress, SAD
HY-120394 MedChemExpress, SAD
HY-14268 MedChemExpress, SAD
HY-32735 MedChemExpress, SAD
AB6730-5MG Sigma-Aldrich, SAD
SML1594 Sigma-Aldrich, SAD

3.1.5 Pocetnice

Koristene pocetnice navedene su u Tablici 7. Liofilizirane pocetnice su otopljene u

procis¢enoj vodi bez RNaza u konacnoj koncentraciji od 100 uM. Otopine pocetnica

Cuvane su pri -20°C.

Tablica 7 Koristene pocetnice za RT-qPCR

Gen 5'— 3" proba 3'- 5" proba

AUTS2 GGTGAGCCGGCCTACGA TCCTTCCGCTCCTCCTTCA

DNER CAGCATCGACAGCGAGTTCA CCGGGATTTCTTTCCAAACC
ELOVL7 TCGATGTGACATTGTTGACTATTCA GGAGAAGTAATAAAGCCAGCAGGTA
FAM167A CTGGAAGGCTTTCAGAGCATCG TCAGCTTGTTGATGTCGCCACG
FBLN5 CTGCTGGATGACAACCGAAGCT GATAAGGCTCCTCACAGCGGAT
FILIP1L CACCAAGCAGAAGACCTCTCAAG CCATACTGAGCTTCCAGCAAAGC
FRG2 TCCAGTGAGAAGCACATACAAAGG CCTTGAGCTTGGTTTCCTCAGA
GRAMD1B | TGGGGGAGAAGATTGAGATG, TGTCCACGCTGAAGTTGAAG

HES7 CATCAACCGCAGCCTGGAAGAG CACGGCGAACTCCAATATCTCC
HS3ST3A1 | TCGAGAGCTTGACGTTCAAAAA GCGTAGATGCCGATCTGGAT
HS3ST3B1 | CACCTTCGAGAGCTTGACGTT GCGTAGATGCCGATCTGGAT
MAP1B ACCACTCCTGAGGTCAAAGCTG GCACAGCAGATGACTTGGTCGT
MFSD6 ATGTCATGCCACGCATTGA TTGTTCACATCTTCCTGTTCTTCCT
MIR99AHG A CATTTCTTGCCTGTACTGTTGCA TTAGATTAGCACCCTCTCTTCTTTGTG
NTM CCACACCAATGCCAGCATCATG TGAGAAGCAGGTGCAAGACCAG
PIK3R1 CGCCTCTTCTTATCAAGCTCGTG GAAGCTGTCGTAATTCTGCCAGG
PLTP TGCGCAGGTTCCGAATCTA GGGCCTGTAATGGGATCAGA
PRKAR1B | ACCTGGATGACAACGAGAGGAG TGTTGGTCACCCACTCTCCGTT
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SAMD9 GGGAACTACCTTGGCTATGCAC
SERPINE2 | AACTGGCATCTCCCCCTCTT
SLC38A5 GGAACTGCAGGATCCAAAGATG
TMEM200A | TGGGTCCAATACATCCTTGCA
TMEMA47 CCGCCAGCTTGGACATCT

TSPAN18 CTCAACACCTTCGAGACCTACGT

WDR46 ACCTACCTGGATGTGTCAGTGG

3.1.6 Male interferirajuée RNA

CGTATTCCTGACGGTTCATTGCC
ATTGAAGTGGGAGCAGATGGA
CCCTCACGTTCTTGCCTGTAG
TGGAGGGACCCCGGTCTA
GCCAGAGTAGCAATCTGCCAAT
ATCATGGCGAAAAGCTCGAT
AGTGGCTCCTTCATAGCTGGAC

KoriStene male interferirajute RNA (siRNA) navedene su u Tablici 8. Radne otopine

siRNA dobivene su otapanjem liofiliziranih siRNA u procis¢enoj vodi bez RNaza u

koncentraciji od 100 yM. Otopine siRNA ¢uvane su pri -20°C.

Tablica 8 KoriStene siRNA

ON-TARGETplus Human siRNA-SMART pool

Kataloski broj Proizvodac¢

DNER
TMEM200A
MIR99AHG
SERPINE2
FBLNS
WDR46
HES7
PRKAR1B

Non-targeting Pool

3.1.7 Protutijela

L-018708-01-0005
L-015162-02-0005
R-031365-00-0005

L-012737-00-0005 Dharmacon, Horizon
L-017621-00-0005 Discovery Ltd, Ujedinjeno
L-009242-01-0005 Kraljevstvo

L-009020-00-0005
L-030847-02-0005
D-001810-10-20

KoriStena protutijela otopljena su u puferu TBS-T s 5% nemasnog mlijeka i navedena

u Tablici 9.
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Tablica 9 Koristena protutijela

Proizve

denou | Océekivana Razrje- . .
Protutijelo . .. . Kataloski broj | Proizvodac

organiz | tezina denje

mu

Primarna protutijela

Santa Cruz
Akt1/2/3 (H-136) | zec 60 kDa 1:1000 sc-8312 .
Biotechnology, SAD
Phospho-Akt
zec 60 kDa 1:1000 9271L Cell Signaling, SAD
(pAkt)(Serd73)
Santa Cruz
ERK1/2 (K-23) zec 44 kDa 1:3000 sc-94
Biotechnology, SAD
E-Cadherin
zec 120 kDa 1:1000 3195 Cell Signaling, SAD
(24E10)
Purified Anti-N- BD Biosciences,
mis 130 kDa 1:2000 610920
Cadherin SAD
Vimentin (D21H3)
zec 58 kDa 1:1000 5741 Cell Signaling, SAD
XP®
Anti-Fibronectin
zec 262 kDa 1:1000 GR3174516-4 = Abcam, SAD
(ab2413)

Sekundarna protutijela
Anti-Mouse IgG

koza 1 mg/mL 1:5000 G21040 Invitrogen, SAD
(H+L)

Anti-Rabbit IgG

koza 1 mg/mL 1:5000 31466 Invitrogen, SAD
(H+L)

3.1.8 Uredaiji, laboratorijski pribor i ostali materijali

Koristeni uredaji navedeni su u Tablici 10, a laboratorijski pribor i ostali materijali u
Tablici 11.

Tablica 10 Koristeni uredaji

Namjena Naziv uredaja Proizvodac¢
analiticka vaga AB54-S Mettler Toledo, SAD
aparatura za izlijevanje gela i Mini-Sub® Cell GT Bio-Rad, SAD

elektroforezu u gelu agaroze (kalup za

izlijevanje gela, ¢esalj, kadica za
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elektroforezu)

aparatura za izlijevanje gela i vertikalnu
elektroforezu proteina (kalup za
izlijevanje gela, ¢esalj, kadica za
elektroforezu)

automatski brojaé i analizator stanica

centrifuga

centrifuga za mikroepruvete
digestor

fluorescentni svjetlosni mikroskop s
digitalnom kamerom

grija€ i mijesalica

inkubator za uzgoj kulture stanica
izvor napona struje

kabinet za rad u sterilnim uvjetima
laserski pisac¢

magnetska mijesalica

mikrovalna peénica
pH metar

protocni citometar
skener

spektrofotometar

spremnik za tekuéi dusik
svjetlosni mikroskop, invertni

tresilica

uredaj za ispiranje mikro€ipova

uredaj za PCR

uredaj za PCR u stvarnom vremenu

uredaj za razbijanje stanica
ultrazvukom

uredaj za prijenos proteina

Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Systems

Z2 Coulter? Particle Count
and Size Analyzer
Heraeus Functionline
Labofuge 400

Mini Spin

KDG Zastitni uredaj
Olympus BX51 i kamera
DP70

Thermomixer compact
Heraeus cell 150
PowerPack Basic
Klimaoprema custom
LX-300+

Rotamix 560 MMH

MW17B

PH3 Sension+
FACSCalibur
ScanMaker 5900
Tecan Infinite M200

35VHC
Opton 4758862
Vibromix 301 EVT

GeneChip™ Fluidics
Station 450

Eppendorf Thermal Cycler
7300 Real-Time PCR
System

Ultrasonic Processor

Trans-Blot® Turbo™

23

Bio-Rad, SAD

Beckman Coulter, SAD

Thermo Electron
Corporation, SAD
Eppendorf, Njemacka
Klimaoprema, Hrvatska

Olympus, Japan

Eppendorf, Njemacka
Heraeus, Njemacka
Bio-Rad, SAD
Klimaoprema, Hrvatska
EPSON, Japan
Tehtnica Zelezniki,
Slovenija

Koncar, Hrvatska
Hach, SAD

BD Biosciences, SAD
Microtek, Tajvan
Tecan Group Ltd,
Svicarska
Taylor-Wharton, SAD
Zeiss, Njemacka
Tehtnica Zelezniki,
Slovenija

Applied Biosystems,
SAD

Eppendorf, Njemacka
Applied Biosystems,
SAD

Cole Palmer, SAD

Bio-Rad, SAD



System
uredaj za vizualizaciju ChemiDoc Imaging System | Bio-Rad, SAD

kemiluminiscentnog signala

uredaj za vizualizaciju mikro€ipova GeneChip Scanner Applied Biosystems,
SAD

UV-Vis spektrofotometar malih NanoVue GE Healthcare, Life

volumena sciences, UK

vodena kupelj JB Nova Grant, Engleska

vorteks EV -100 Tehtnica Zelezniki,
Slovenija

Tablica 11 Koristeni laboratorijski pribor i ostali materijali

Pribor/materijal Proizvodac

bo¢€ice za uzgoj stanica Falcon®, T-75 Corning, SAD

bo¢€ice za uzgoj stanica Falcon®, T-25 Corning, SAD

gumena strugalica Falcon Becton Dickinson, SAD
nastavci za mikropipete s filterom ART™, 10 L Thermo Fisher Scientific, SAD
nastavci za mikropipete s filterom ART™, 1000 uL Thermo Fisher Scientific, SAD
nastavci za mikropipete s filterom ART™, 200 pL Thermo Fisher Scientific, SAD
nastavci za mikropipete, 1-10 pL Molecular BioProducts, SAD
nastavci za mikropipete, 50-1000 pL Brand, Njemacka

nastavci za mikropipete, 5-200 uL Thermo Fisher Scientific, SAD
Petrijeve zdjelice promjera 6 cm Falcon® Corning, SAD

plasti€ne pipete 10 mL, sterilne Lab Logistics Group, Njemacka
plasti¢ne pipete 5 mL, sterilne Lab Logistics Group, Njemacka
plocice za uzgoj stanica s 12 bunari¢a Falcon® Corning, SAD

plocice za uzgoj stanica sa 24 bunari¢a Falcon® Corning, SAD

plo€ice za uzgoj stanica sa 6 bunari¢a Falcon® Corning, SAD

plo€ice za uzgoj stanica sa 96 bunari¢a Falcon® Corning, SAD

prozirne ploéice s 96 bunariéa, MicroAmp™ Optical 96-Well Applied biosystems, SAD
Reaction Plate
prozirni adhezivni film za prozirne ploéice, MicroAmp™ Optical =Applied biosystems, SAD
Adhesive Film

set automatskih mikropipeta Eppendorf, Njemacka

Stapi¢ za uzimanje briseva Thermo Fisher Scientific, SAD
tube Falcon®, 15 mL Falcon Becton Dickinson, SAD
tube Falcon®, 50 mL Falcon Becton Dickinson, SAD
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mikroepruvete od 1,5 mL Brand, Njemacka
mikroepruvete za mjerenje na protoénom citometru Falcon® Corning, SAD

ampule za smrzavanje stanica, 2 mL Greiner bio-one, Austrija
umetci za plo€ice, Permabile Support for 24 Well Plate @ Falcon Becton Dickinson, SAD
Falcon®, 8 uM

3.1.9 Racunalni programi, alati i baze podataka

Koristeni racunalni programi, alati i baze podataka navedeni su u Tablici 12.

Tablica 12 Koristeni radunalni programi, alati i baze podataka

Naziv Verzijal lzdavaé

pristupljeno

Racunalni programi

7300 System SDS Software 14 Applied Biosystems, SAD

BD CellQuest™ Pro 6 Becton Dickinson, SAD
FlowLogic 8.6 Inivai Technologies, SAD
GraphPad Prism 8.4.2003 GraphPad Software, SAD

Image Lab 6.0.0 Bio-Rad Laboratories, SAD
ImageJ 1.52a National Institutes of Health, SAD
Mendeley 1.19.8 Elsevier, Nizozemska

Microsoft Office 365 2210 Microsoft Software, SAD
Transcriptome Analysis 4 Thermo Fisher Scientific, SAD

Console (TAC)

Racunalni alati i baze podataka

A database of genes related @ 27.06.2022. http://ptrc-ddr.cptac-data-view.org/#/

to platinum resistance [71]

Enrichr [1-3] 24.1.2022. https://maayanlab.cloud/Enrichr/

KM Plotter [4] 24.1.2022. https://kmplot.com/

Morpheus 18.6.2021. https://software.broadinstitute.org/morpheus
PubMed 13.7.2020. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

ROC Plotter [5] 30.12.2022. https://www.rocplot.org/

STRING [6] 24.1.2022. https://string-db.org/

VennPainter [7] 18.6.2021. https://github.com/linguoliang/VennPainter
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3.1.10 Linije stanica

U istrazivanju je koristena linija stanica ljudskog cistadenokarcinoma jajnika MES-OV
koja je uspostavljena i donirana od strane partnerskog laboratorija prof. Siki¢a sa
SveuciliSta Stanford, SAD [68]. Uz nju su koriStene i uzgajane prema uputama
dobavljaca linije stanica ljudskog adenokarcinoma jajnika OVCAR-3 (ATCC HTB-
161) i SK-OV-3 (ATCC HTB-77) te ljudskog karcinoma pluca A549 (ATCC CCL-185),
dobavljene iz kolekcije ATCC. Provjera izvornosti svih linija stanica provedena je
pomocu usluge STR profiliranja firme Microsynth AG (Svicarska). Test kontaminacije
stanica mikoplazmama provodio se jednom mjeseéno (dipl. ing. Marina Sutalo, visa
tehniCarka u Laboratoriju za staniCnu biologiju i prijenos signala Zavoda za

molekularnu biologiju Instituta Ruder BoSkovic).

MES-0OV, OVCAR-3 i SK-OV-3 linije stanica koriStene su kako bi se uzgoijile stanice
otporne na CBP. Linija stanica MES-QV i varijante otporne na CBP koriStene su za
opseznu analizu ekspresije gena metodom hibridizacije DNA mikroCipova. Linije
stanica OVCAR-3 i SK-OV-3 koriStene su kao dodatni modeli za probir gena
kandidata za daljnja ispitivanja. Linija stanica MES-OV je takoder koriStena i za
razvoj modela stanica klonova. Linija stanica A549 koristena je kao dodatna kontrola

tijekom mjerenja ekspresije proteina.

3.2 Metode

3.2.1 Odrzavanje, razvoj i karakterizacija kultura stanica

3.2.1.1 Uzgoj kultura stanica

Sve koristene stanice su uzgajane kao jednoslojne kulture u boficama za uzgoj
stanica u McCoy-ovoj modifikaciji 5A medija s dodatkom seruma fetusa goveda
(10%) i mjeSavine antibiotika (0,1%) (dalje u tekstu: medij). BoCice sa stanicama
drzane su u inkubatoru u stalnim uvjetima vlazne atmosfere pri 37°C i 5% CO2, osim

ako nije drugacije navedeno.

Zbog efikasnijeg dugotrajnog Cuvanja i lak8eg transporta, stanice su smrznute te ih je

prilikom prvog koriStenja bilo potrebno otopiti. Stanice su odmrznute zagrijavanjem
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ampule u vodenoj kupelji pri 37°C. Odmrznute stanice su zatim resuspendirane u
prethodno zagrijanom mediju i prebacene u bocicu za uzgoj kulture stanica. Nakon
24 h od odmrzavanja, stanicama je promijenjen medij kako bi se uklonio DMSO
koriSten tijekom smrzavanja koji moze negativno djelovati na rast kulture stanica.
Stanice su rasadivane dva puta tjedno na nacin da je iz boCice uklonjen medij te su
stanice dva puta isprane s prethodno ugrijanim PBS-om (37°C). Na isprane stanice
dodana je otopina Tripsin-EDTA, proteolitickog enzima, kojom su stanice odvojene
od podloge. Djelovanje otopine Tripsin-EDTA pratilo se promatranjem stanica
svjetlosnim mikroskopom i zaustavilo dodatkom medija. Stanice su zatim
resuspendirane i razrijedene i/ili nasadene u nove bocice/posude za uzgoj. Ukoliko
su stanice nasadivane za eksperiment, potrebno je bilo prethodno izbroijiti stanice
koriStenjem automatskog brojaCa. Za brojanje stanica, 200 pyL suspenzije stanica
razrijedeno je u 9800 uL tekucCine za brojanje stanica. Uvjeti uredaja podeSeni su
tako da brojac broji Cestice veli€¢ine od 10 do 25 pym. Srednja vrijednost najmanje dva
brojanja se pomnozila s vrijednosti razriedenja kako bi se dobio broj stanica u pola
mililitra suspenzije stanica. Prilikom smrzavanja stanica, suspenzija je nakon
odvajanja od podloge za rast centrifugirana 10 min pri 1000 x g, resuspendirana u
FBS-u, prebatena u ampulu za smrzavanje i postepeno hladena na ledu 30 min.
Nakon hladenja, u ampulu je dodan DMSO (5% volumnog udjela) nakon Cega je
prebacena na prsten spremnika s tekué¢im dusikom gdje su stanice smrzavane u

parama tekuceg dusika. Sljedec¢i dan ampule su stavljene u tekuci dusik pri -196°C.

3.2.1.2 Razvoj MES-OV, OVCAR-3 i SK-OV-3 stanica otpornih na CBP

opetovanim tretmanom s CBP-om

U svrhu razvoja otpornosti stanica na kemoterapiju, konfluentne stanice MES-OV
tretirane su dodavanjem CBP-a u medij u koncentraciji od 2,5 pM. Stanice su
uzgajane 72 h, nakon Cega je medij s tretmanom uklonjen, stanice isprane dva puta s
prethodno ugrijanim PBS-om te je dodan novi medij bez CBP-a. Mali broj stanica koji
je prezivio tretman uzgajan je do ponovnog uspostavljanja stabilne kulture stanica.
Novonastala kultura stanica obiljezena je oznakom MES-OV CBP1 (Slika 4). Stanice
su rasadene najmanje dva puta prije smrzavanja i/ili nasadivanja za daljnje
eksperimente. Isti postupak tretmana, sa sve veéim koncentracijama CBP-a,

ponovljen je viSe puta s novo uspostavljenim stanicama sve dok koriStenjem 25 yM
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CBP-a nije razvijena stabilna varijanta oznake MES-OV CBP8 (Slika 4). Prilikom
odmrzavanja varijanti stanica otpornih na CBP, svaki put se provjeravao postotak
prezivljenja stanica uslijed tretmana s razliitim koncentracijama CBP-a (opisano u
poglaviju 3.2.2.1). Sli€na procedura razvoja varijanti stanica otpornih na CBP
primijenjena je i na stanice OVCAR-3 i SK-OV-3, §to je rezultiralo uspostavljanjem
ukupno tri modela stanica raka jajnika otpornih na CBP. Razlike u razvoju varijanti
stanica obuhvacale su primjenu razliCitog broja, odnosno ponavljanja pojedinih

tretmana.

CBP [uM] 72 h

MES-OV CBP1 CBP2 CBP3 GCBP4 CBP5 CBP6 CBP7  CBPS

Slika 4 Shematski prikaz razvoja varijanti stanica MES-OV otpornih na CBP

Stanice MES-OV su opetovano tretirane rastuéim koncentracijama CBP-a. Nakon svakog
tretmana u trajanju od 72 h, prezivjele stanice su uzgajane do uspostavljanja konfluentne

kulture. Najveca koriStena koncentracija CBP-a iznosila je 25 yM.

3.2.1.3 Razvoj i izdvajanje MES-OV stanica klonova jednokratnim tretmanom s
CBP-om

U svrhu razvoja otpornosti na CBP, stanice MES-OV tretirane su jednokratno s 25
MM CBP. Stanice su uzgajane 72 h, nakon ¢ega je medij s tretmanom uklonjen,
stanice isprane dva puta s prethodno ugrijanim PBS-om te je dodan novi medij bez
CBP-a. Mali broj stanica koji je prezivio tretman uzgajan je do ponovnog
uspostavljanja stabilne kulture stanica (Slika 5). Novonastala kultura stanica
obiljezena je oznakom MES-OV 25C i rasadena najmanje dva puta prije smrzavanja
i/ili nasadivanja za daljnje eksperimente. U svrhu izdvajanja pojedinacnih stanica
klonova sa sposobnoséu preZivljavanja tretmana CBP-om i karakteristikama
potrebnima za uspostavu kolonije stanica (klonalni rast, mati¢nost), stanice MES-OV
25C su odignute od podloge koristenjem otopine Tripsin-EDTA te nasadene u plocicu

za uzgoj stanica s 96 bunari¢a u konaénom broju od jedne stanice po bunariéu.
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Stanice su uzgajane 60 dana ili do uspostave stabilnih kultura stanica, koje su potom
prebacene u posude za uzgoj vecih povrsina. Isti postupak ponovljen je dva puta. U
konacnici, samo Sest pojedinacnih stanica (pet iz prvog (A) i jedna iz drugog (B)
eksperimenta) je prezivjelo tretman CBP-om i uspostavilo stabilne kulture stanica
klonova obiljezenih oznakama MES-OV 25C A1/96, A2/96, A3/96, A5/96, A6/96 i
B1/96 (Slika 5).

CBP [uM] 72 h T TN
25 1 stanica po

o bunaricu
| — 1

A1/96 A2/96 A3/96

MES-OV  MES-OV
25C A5/96  A6/96  B1/96

Slika 5 Shematski prikaz razvoja kultura stanica MES-OV klonova nakon
tretmana CBP

Stanice MES-QOV su tretirane s 25 yM CBP-om 72 h i uzgajane do uspostave konfluentne
kulture stanica (lijevo). Prezivjele i namnozene stanice su odignute od podloge i nasadene
na ploc¢icu s 96 bunari¢a u koncentraciji od jedne stanice po bunari¢u (sredina). Stanice koje
su se namnozile su prebaCene u posude za uzgoj stanica vecih povrsina i uzgajane kao

zasebne kulture stanica (Sest kultura stanica prikazanih desno).

3.2.1.4 Odredivanje stope proliferacije stanica

U svrhu odredivanja stope dijeljenja (proliferacije) stanica koristio se test temeljen na
mjerenju ugradnje 5-etinil-2’-deoksiuridina (EdU), analoga timina, u novosintetiziranu
DNA. Stanice su nasadene u plo¢ice s 96 bunarica u koncentraciji od 5x103
stanica/180 pL po bunaricu. Nakon 96 h inkubacije, stanice su pripremljene
koriStenjem komercijalno dostupnog kompleta Click-iT™ EdU Alexa Fluor™ 488
prema uputama proizvodaca. Uzorci su mjereni na protoCnom citometru koriStenjem
racunalnog programa BD CellQuest™ Pro te analizirani u programu FlowLogic.
Pomoc¢u signala azida Alexa Fluor™ 488 koji se kovalentno veze s EdU-om
ugradenim u DNA stanica, izraCunati su postotci stanica s ugradenim EdU-om
bioloskih replika istog uzorka (prosje¢ni postotci), koji su se koristili kao mjera stope

proliferacije stanica. Promjena stope proliferacije (FC) izraunata je prema jednadzbi:
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FC(stope proliferacije)= stopa proliferacije(novorazvijene linije stanica)/stopa

proliferacije(roditeljske linije stanice). 1

Rezultati iz tri nezavisna eksperimenta prikazani su kao stupci prosjeCne stope

proliferacije, a varijacije u mjerenju su izraZzene standardnim devijacijama.

3.2.1.5 Morfoloska karakterizacija stanica

Stanice su nasadene u Petrijeve zdjelice promjera 6 cm (2x10° stanica/5 mL) i
uzgajane 48 h. Nakon uklanjanja medija stanice su isprane dva puta PBS-om i
fiksirane 10 min u metanolu. Nakon §to su se osusile od metanola, stanice su isprane
u PBS-u i inkubirane 30 minuta u 0,2%-tnoj otopini kristal ljubi¢astog. Stanice su
isprane pod mlazom vodovodne vode i fotografirane pod poveé¢anjem od 100x, 200x i

400x koristenjem svjetlosnog mikroskopa.

3.2.2 Odredivanje prezivljenja stanica

3.2.2.1 Test metabolizma resazurina

U svrhu mjerenja prezivljenja stanica nakon tretmana koristio se test metabolizma
resazurina koji mjeri vijabilnost stanica. Stanice su nasadene u plocice s 96 bunari¢a
u koncentraciji od 5x103 stanica/180 uL po bunari¢u. Nakon 24 h, stanice su tretirane
razli€itim koncentracijama spojeva dodavanjem 20 pL wunaprijed pripremljenih
otopina. Svaki tretman ispitivao se u minimalno Cetiri bunarica (replika). Nakon 72 h
inkubacije, medij iznad stanica je uklonjen, a na stanice je dodano 110 pL radne
otopine 0,1%-tnog resazurina i prozirnog medija (medij McCoy bez fenol crvenog) u
omjeru 1:10. Stanice su inkubirane 3 h, tijekom ¢ega su metaboli¢ki aktivhe stanice
enzimima reduktazama mitohondrija metabolizirale plavo obojeni resazurin u
ruziCasto obojeni resorufin (Slike 6 i 7). Nakon inkubacije, opticka gustoca otopine
iznad stanica izmjerena je koriStenjem spektrofotometra pri valnoj duljini od 564 nm.
KonaCne apsorbancije otopina svakog bunarica izraCunate su oduzimanjem
vrijednosti apsorbancije bunarita s otopinom bez stanica (negativha kontrola).
Koncentracija koja smanjuje prezivljenje ispitivanih stanica na polovicu vrijednosti

izmjerene u netretiranim stanicama (ICso) izraCunata je koriStenjem racunalnog
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programa GraphPad Prism iz korigiranog dijagrama zavisnosti koncentracije
ispitivanog spoja i apsorbancije prilagodenog koristenjem metode nelinearne
regresije. U svrhu usporedbe vrijednosti 1Cso izmedu linija stanica, dodatno je

izraCunata stopa promjene (FC) prema jednadzbi:
FC(ICs0)=ICso(novorazvijena linija stanica)/ICso(roditeljska linija stanica) 2

Rezultati su prikazani kao stupci srednje vrijednosti apsorbancija svakog tretmana
(apsolutne vrijednosti), ili kao stupci srednje vrijednosti apsorbancija svakog tretmana
normaliziranih na apsorbanciju negativne kontrole pojedinih tretmana (normalizirane

vrijednosti), zajedno s vrijednostima standardnih devijacija.

N* NADH/H+ NAD+,H,0 N
/@: n\g/’/q B
HO 0 0 HO 0

Resazurin Resazurin

0

Slika 6 Princip pretvorbe plavog resazurina u ruzi¢asto obojeni resorufin
djelovanjem enzima reduktaza mitohondrija

Molekularne strukture resazurina i resorufina, zajedno s enzimom NADH koji reducira plavo

obojeni resazurin. Nusprodukti reakcije su NAD* i molekula vode.

CBP TAX CBP TAX
ol DO O ¢
: 3 h umra¢nim Ho C;f‘i:{ -
000000 00000¢ uvjetima pri 0@ 200
3 T : 37°Ci5% CO, Q@ DO ¢
@ 0

Slika 7 Shematski prikaz pretvorbe plavog resazurina u ruzic¢asto obojeni
resorufin djelovanjem enzima reduktaza mitohondrija metaboli¢ki aktivnih
stanica
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Medij iznad stanica je nakon 72 h inkubacije spojem od interesa uklonjen i dodana je
pripremljena radna otopina resazurina pomijeSana s medijem bez fenol crvenog. Stanice su
inkubirane u mraku pri 37°C, tijekom ¢ega se plavo obojeni resazurin reducirao u ruzi¢asto
obojeni resorufin. Nakon 3 h, apsorbancija otopine svakog bunari¢a izmjerena je na valnoj
duljini od 564 nm koriStenjem spektrofotometra. Narancasto i zeleno su oznaceni trendovi

porasta koncentracija CBP-a i TAX-a koristenih u eksperimentu.

3.2.2.2 Test klonalnog rasta stanica

Metoda se temelji na Cinjenici da se stanica raka u povoljnim uvjetima neograni¢eno
dijeli. Svaka stanica raka ¢e stoga, nakon odredenog vremena, stvoriti koloniju
stanica. Stanice su nasadene u Petrijeve zdjelice promjera 6 cm u koncentraciji od 1-
3x103 stanica/5 mL. Nakon 10 do 15 dana, ovisno o veli¢ini nastalih kolonija, medij
iznad stanica je uklonjen, a stanice isprane dva puta PBS-om. Stanice su zatim
fiksirane u metanolu 10 min. Nakon suSenja, stanice su obojane 30 minuta otopinom
kristal ljubiCastog. Obojane kolonije temeljito su isprane pod mlazom vodovodne
vode, osuSene i izbrojane. Ukupnom broju kolonija doprinosile su samo kolonije s
najmanje 50 stanica. Kolonije su fotografirane pod 1x i 100x povecanjem koriStenjem

svjetlosnog mikroskopa.

3.2.2.3 Test odredivanja stope smrti stanice

Aneksin V (engl. annexin V, annexin A5) je protein koji se specificno veze za
fosfatidilserin koji se nalazi u membrani stanice okrenut citosolu. Jedna od
karakteristika ranih faza apoptoze upravo je izvrtanje fosfatidilserina na vanjsku
stranu membrane [72]. Dvostrukim bojanjem stanica crveno fluoresciraju¢im Pl-om,
koji ulazi u stanicu tek u kasnijim fazama programirane smrti stanice (apoptoze) kada
je integritet membrane narusen [73], i komercijalno dostupnim kompletom BD
Pharmingen™ Annexin V-FITC (dalie u tekstu: kompleks aneksin V-FITC) -
kompleksom proteina aneksin V i zeleno fluoresciraju¢eg fluorescein izotiocijanata
(FITC) - moZemo razluditi Zzivuce stanice od onih u apoptozi ili neprogramiranoj smrti
stanice (nekrozi) (Slika 8) [74].

U svrhu dodatnog odredivanja preZivljenja stanica nakon tretmana CBP-om, mjerena

je stopa ugradnje Pl-a u DNA/RNA i vezanja kompleksa aneksin V-FITC-a na
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komponente membrane stanice. Stanice su nasadene u Petrijeve zdjelice promjera 6
cm u koncentraciji od 1x10° stanica/5 mL medija. Ukoliko se ispitivao ucinak
tretmana, koncentracija stanica je iznosila 1,7x10° stanica/5 mL medija. Iduéi dan
stanice su tretirane razliCitim koncentracijama ispitivanog spoja i inkubirane 72 h.
Nakon tretmana, medij iznad stanica svakog uzorka prikuplien je u zasebnu,
prethodno obiljezenu mikroepruvetu. Stanice su zatim odvojene od podloge,
resuspendirane u mediju u kojemu su rasle i centrifugirane 10 min pri 1100 x g.
Supernatanti su uklonjeni, a talozi stanica resuspendirani u 500 mL PBS-a. Postupak
je ponovljen ukupno dva puta. Stanice su zatim izbrojane koriStenjem automatskog
broja¢a stanica, centrifugirane 5 min pri 1000 x g, a supernatanti uklonjeni. Talozi su
resuspendirani u volumenu 1x ABB-a odredenom brojem stanica u pojedinom uzorku
(V(1x ABB,mL) = N(ukupni broj stanica)/10°). Na taj nacin je u svakom uzorku
dobivena suspenzija stanica koncentracije 10° stanica/mL, koja se razdijelila po 1
mL, odnosno 10° stanica, u mikroepruvete za mjerenje na proto¢nom citometru.
Uzorci su centrifugirani 10 min pri 1000 x g. Supernatanti su uklonjeni, a talozi
resuspendirani u 100 puL odgovarajuéih otopina aneksin V-FITC-a i Pl-a prethodno
pripremljenima prema uputama u Tablici 13. Nakon 15 minuta, u suspenziju stanica
dodano je 400 uL 1x ABB-a, a mikroepruvete su stavljene na led. Uzorci su
analizirani na proto¢nom citometru. Rezultati su prikupljeni pomoc¢u programa BD
CellQuest™ Pro te obradeni u programu FlowLogic i prikazani kao stupci zbroja
postotaka svih mrtvih stanica (stanica u nekrozi te ranoj i kasnoj fazi apoptoze) (Slika
8).

Tablica 13 Priprema uzoraka za mjerenje smrti stanica bojanjem s aneksin V-
FITC-om i Pl-om

Oznaka uzorka | Smjesa

Netretirane 0 (+ ABB) 100 pL 1x ABB
kontrole A (+ ABB) 2,5 pL aneksin V-FITC + 97,5 yL 1x ABB
Pl (+ ABB) 10 L Pl + 90 pL 1x ABB
A +PIl(+ ABB) | 2,5 pL aneksin V-FITC + 10 yL Pl + 87,5 pL 1x
ABB
Tretman (1 do n) A+ Pl (+ ABB) | 2,5 pL aneksin V-FITC + 97,5 uL 1x ABB
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Slika 8 Shematski prikaz odredivanja tipa smrti stanice bojanjem aneksin V-
FITC-om i Pl-om

Stanice su nasadene i tretirane te nakon 72 h pripremljene za mjerenje ugradnje Pl-a i
aneksin V-FITC-a u stanice koriStenjem proto¢nog citometra. Crveno fluorescirajuci Pl ulazi u
stanice samo kada je integritet membrane naru$en, dok se zeleno fluorescirajuci aneksin V-
FITC veZe na fosfatidilserin koji se izvr€e s unutarnje na vanjsku stranu membrane u ranoj
fazi apoptoze (lijevo). Oc¢itavanjem signala crveno obojenog Pl-a i zeleno obojenog
kompleksa aneksin V-FITC-a u svakoj stanici, prikupljeni su podaci prikazani na grafikonu
(desno). Stanice bez detektiranih signala (Zive stanice) svrstane su u doniji lijevi kvadrant,
stanice obojene samo zeleno (rana apoptoza) u donji desni, a stanice obojene zeleno i

crveno (kasna apoptoza/nekroza) u gornji desni kvadrant.

3.2.3 Odredivanje pokretljivosti stanica

3.2.3.1 Test zacjeljivanja rana

U svrhu odredivanja stope migracije veceg broja stanica koriSten je test zacjeljivanja
rana. Stanice su gusto nasadene (5x10* stanica/1 mL) u plogice s 24 bunarica.
Ukoliko se ispitivao uc€inak tretmana na migraciju stanica tada je stanicama uklonjen
stari i dodan novi medij te ispitivani spojevi Zeljenih koncentracija. Nakon 24 h (ili
nakon zeljenog trajanja tretmana) uklonjen je medij, dodan je medij za izgladnjivanje
s 2% FBS-a $to je omogucilo sinkronizaciju ciklusa stanica. Nakon 24 h, preciznim
potezima nastavkom za pipete volumena 20 uyL uklonjene su stanice s podloge u

obliku tri usporedne crte koje se protezu preko cijele povrSine bunari¢a (vizualno
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podsjecaju na rane nastale djelovanjem oStrih predmeta na kozu zbog Cega se
metoda naziva testom zacjeljivanja rana). Medij iznad stanica je uklonjen zajedno s
ostacima uklonjenih stanica te je na dnu ploCice (s vanjske strane) vodootpornim
markerom oznacena crta koja pravilno dijeli bunari¢ na gornju i donju polovicu (Slika
9). Stanice su zatim dvaput oprezno isprane prethodno ugrijanim PBS-om te je
dodan novi medij s 10% FBS-a. Stanice koje se nalaze na mjestima ozna¢enim F1-
F6 fotografirane su pod 100x povecanjem koriStenjem fluorescentnog svjetlosnog
mikroskopa s digitalnom kamerom. Fotografiranje istih podrucja ponovljeno je i 6 h
kasnije, kada su stanice migrirale i ponovno djelomi¢no ili potpuno prekrile podrucja
bez stanica. PovrSine podrucja bez stanica izmjerene su na fotografijama koristenjem
alata za uredivanje fotografija i mjerenje gustoce piksela raCunalnog programa
Imaged. Usporedbom izmjerenih povrSina odmah nakon uklanjanja stanica (0 h) i
nakon 6 h izraCunat je postotak prekrivanja povrSine bez stanica koji se koristio kao
mjera stope migracije stanica nakon 6 h. Rezultati su prikazani kao stupci stopa
migracija (apsolutne vrijednosti) ili kao omjeri stopa migracija normalizirani na
negativne kontrole pojedinih tretmana (normalizirane vrijednosti), zajedno s

vrijednostima standardnih devijacija.
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Slika 9 Shematski prikaz testa zacjeljivanja rana

Stanice su nasadene i uzgajane do konfluentnosti. Dio stanica u obliku tri usporedne crte
koje se protezu vertikalno preko cijele povrsine bunari¢a je uklonjen (bez boje), a markerom
je oznaCena horizontalna linija koja dijeli bunari¢ na gornju i donju polovicu (plave boje).

Stanice su fotografirane u podrucjima oznacenima slovima F1-F6. Nakon 6 h inkubacije u
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mediju, stanice su ponovno fotografirane na istim mjestima oznacenima slovima F1-F6.

Strelice prikazuju smjer migracije stanica u prazan prostor.

3.2.3.2 Test migracije

U svrhu odredivanja stope migracije pojedinacnih stanica koristen je test migracije u
umetcima za plo€ice s 24 bunarica. Test se temelji na kretanju izgladnjelih stanica iz
podru€ja manje u podrucje vecCe koncentracije hranjivih tvari kroz membranu s
porama promjera 8 um (Slika 10). Stanice su nasadene u ploCice sa 6 bunari¢a u
koncentraciji 2x10° stanica/2 mL. Ukoliko se ispitivao u¢inak tretmana na migraciju
stanica tada je nakon 24 h stanicama uklonjen stari te dodan novi medij i ispitivani
spojevi Zeljenih koncentracija. Nakon 24 h (ili nakon Zeljenog trajanja tretmana)
uklonjen je medij i dodan medij za izgladnjivanje, Sto je omogucilo sinkronizaciju
ciklusa stanica. Nakon 24 h izgladnjivanja, stanice su odignute od podloge,
resuspendirane u mediju za izgladnjivanje i izbrojane koriStenjem automatskog
brojaCa. Umetci za ploCice postavljeni su u bunari¢e, a na gornju stranu membrane
umetka nanesen je 1 mL suspenzije stanica u mediju za izgladnjivanje koncentracije
2x10* stanica/mL. U bunari¢ ispod umetka dodan je 1 mL medija s dodatkom FBS-a
(10%) kako bi se ostvario gradijent koncentracije hrane, pokreta¢ migracije stanica.
Stanice su inkubirane 22 h, nakon Cega su umetci izvadeni iz bunarica. Buduci da se
metoda temelji na mogucnosti stanica da migriraju iz niZzeg u podrucje vise
koncentracije hrane, stanice s gornje strane membrane umetka koji nisu prosle na
donju stranu njezno su uklonjene pamucnim vrhom $tapi¢a za uzimanje briseva.
Membrane umetaka, zajedno sa stanicama, isprane su dva puta u PBS-u i fiksirane
10 min u 3,7%-tnoj otopini PFA. Stanice su isprane dva puta u PBS-u i obojane
0,2%-tnom otopinom kristal ljubiCastog. Nakon 30 minuta, stanice su temeljito
isprane pod mlazom vodovodne vode, osu$ene i fotografirane pod poveéanjem 10x
koriStenjem fluorescentnog svjetlosnog mikroskopa s digitalnom kamerom. PovrSine
membrane prekrivene stanicama izmjerene su na fotografijama koriStenjem alata za
uredivanje fotografija i mjerenje gustoCe piksela racunalnog programa ImageJ.
Usporedbom izmjerenih povrSina stanica sa i bez tretmana (kontrola) izraunati su
postotci migriranih stanica nakon 22 h koji su se koristili kao mjere stope migracije.

Stope migracije usporedene su te su izraCunati omjeri. Rezultati su prikazani kao
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stupci omjera stopa migracija normalizirani na kontrole pojedinih tretmana

(normalizirane vrijednosti), zajedno s vrijednostima standardnih devijacija.

3.2.3.3 Test invazije

U svrhu odredivanja stope invazije pojedinacnih stanica koristen je test invazije u
umetcima za plocCice s 24 bunari¢a. Stanice su nasadene u ploCice sa 6 bunari¢a u
koncentraciji 2x10° stanica/2 mL. Ukoliko se ispitivao ucinak tretmana na invaziju
stanica tada je nakon 24 h stanicama uklonjen stari te dodan novi medij i ispitivani
spojevi zeljenih koncentracija. Nakon 24 h (ili nakon Zeljenog trajanja tretmana)
uklonjen je medij te dodan je medij za izgladnjivanje, $to je omogucilo sinkronizaciju
ciklusa stanica. Nakon 24 h izgladnjivanja, stanice su odignute od podloge,
resuspendirane u mediju za izgladnjivanje i izbrojane koristenjem automatskog
brojaCa stanica. PloCica s 24 bunarica, zeljeni broj umetaka, otopina Matrigel®-a i
medij bez dodatka FBS-a i antibiotika unaprijed su se ohladili na 4°C zbog toga sto je
Matrigel® pri 4°C tekucina, a pri 37°C gel koji se koristi kao zamjena za izvanstanicni
matriks. Radna otopina Matrigel®-a pripremila se razrjedivanjem hladnog Matrigel®-
a u hladnom mediju bez dodataka u omjeru 1:5. Ohladeni umetci postavljeni su u
bunaric¢e, a na gornju stranu membrane naneseno je 40 uL ohladene radne otopine
Matrigel®-a. Drugi dan, stanice su isprane dva puta medijem bez dodataka
podgrijanim pri 37°C, odvojene od podloge, izbrojane i resuspendirane u istom
mediju u koncentraciji od 1x10° stanica/mL. U umetke s polimeriziranim Matrigel®-
om oprezno je dodan 1 mL suspenzije stanica, a u bunari¢ ispod umetka dodan je 1
mL medija s uobiajenim postotkom FBS-a (10%) kako bi se ostvario gradijent
koncentracije hrane koji Ce biti glavni pokretacC kretanja stanica. Stanice su inkubirane
22 h, nakon Cega su umetci izvadeni iz bunarica. PoSto se metoda temelji na
mogucnosti odredenih stanica da razgrade izvanstaniCni matriks i migriraju u
podruc€je viSe koncentracije hrane (Slika 10), stanice s gornje strane membrane
umetka koje nisu prosle na donju stranu njezno su uklonjene pamuénim vrhom
Stapica za uzimanje briseva, zajedno s ostatkom Matrigel®-a. Membrane, zajedno sa
stanicama koje su prodrle kroz Matrigel®, isprane su dva puta u PBS-u i fiksirane 10
min u 3,6%-tnoj otopini PFA. Stanice su isprane dva puta u PBS-u i obojane 0,2%-
tnom otopinom kristal ljubiCastog. Nakon 30 minuta, stanice su temeljito isprane pod

mlazom vodovodne vode, osuSene i fotografirane pod povecanjem 10x koriStenjem
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fluorescentnog svjetlosnog mikroskopa s digitalnom kamerom. PovrS§ine membrane
prekrivene stanicama koje su prodrle kroz Matrigel® izmjerene su na fotografijama
koristenjem alata za uredivanje fotografija i mjerenjem gustocCe piksela racunalnog
programa Imaged. Usporedbom izmjerenih povrSina stanica s i bez tretmana
(kontrola) izraCunati su postotci invadiranih stanica nakon 22 h koji su se koristili kao
mjera stope invazije. Stope invazije usporedene su te su izraCunati omjeri. Rezultati
su prikazani kao stupci omjera stopa invazije normalizirani na kontrole pojedinih

tretmana (normalizirane vrijednosti), zajedno s vrijednostima standardnih devijacija.
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Slika 10 Usporedba testa migracije i testa invazije

U gornjem redu prikazana je shema testa migracije, a u donjem testa invazije stanica
pomocu umetaka za plocice. U oba testa se koristi gradijent koncentracije hrane kao glavni
pokretaC stanica. Testovi se razlikuju po tome Sto u testu invazije, stanice prvo moraju
razgraditi Matrigel® (Zuto) koji imitira izvanstaniéni matriks i tek onda migrirati kroz
membranu, dok u testu migracije stanice samo migriraju kroz membranu. Strelice

oznacavaju smjer kretanja stanica.

3.2.4 Odredivanje ekspresije gena

3.2.4.1 lzolacija RNA

Stanice su nasadene u plocice sa 6 bunari¢a u koncentraciji od 2x10° stanica/2 mL.

Nakon tretmana i Zeljenog trajanja inkubacije, stanice su odvojene od podloge,
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resuspendirane u mediju i centrifugirane 10 min pri 1000 x g. Supernatant je
uklonjen, a talog resuspendiran u PBS-u i ponovno centrifugiran pri istim uvjetima.
Nakon centrifugiranja, supernatant je uklonjen, a suhi talog stanica ohladen na ledu i
koristen kao ishodiSni materijal za izolaciju RNA. Ukupna RNA izolirana je
koriStenjem komercijalno dostupnog kompleta AllPrep DNA/RNA Mini Kit® na ledu,
prema uputama proizvodaca. Za izolaciju ukupne RNA koridten je 96%-tni etanol
C¢ime je izmijenjen originalni protokol proizvodaCa kompleta. Tijekom izolacije je,
koriStenjem komercijalno dostupnog kompleta RNase-Free DNase Set uklonjena
DNA iz uzorka. Izolirana i prikupljena RNA Cuvala se u procCis¢enoj vodi bez RNaza u

mikroepruvetama od 1,5 mL pri -80°C.

3.2.4.2 Odredivanje koncentracije i kvalitete RNA

Koncentracija i kvaliteta izoliranih RNA izmjerene su koristenjem UV-Vis
spektrofotometra malih volumena. ProCiS¢ena voda bez RNaza koriStena je za
kalibraciju mjerenja. Omijeri apsorbancija pri valnim duljinama A260/280 i A260/230
su koriSteni kao indikacija prisutnosti proteina ili organskih spojeva u uzorku RNA.
Ukoliko su omijeri iznosili 21.8, uzorak RNA je smatran proCiS¢enim i spremnim za

daljnje analize.

Integritet i Cisto¢a RNA su u slucCaju slanja uzoraka RNA na analizu ekspresije gena
putem hibridizacije DNA mikroCipova provjereni kratkotrajnim razdvajanjem ukupne
RNA prema tezZini horizontalnom elektroforezom u gelu agaroze. Pripremljen je gel
od 1%-tne agaroze s dodatkom EtBr-a koji je izliven u odgovarajuci kalup te je
umetnut nastavak za stvaranje bunari¢a (CeSlji¢). Gel je ostavljen da se ohladi i
polimerizira. Nakon 30 min, polimerizirani gel je postavljen u kadicu za horizontalnu
elektroforezu i dodan je pufer 1x TAE do oznake na kadici. Uzorci RNA odmrznuti su
i pomijeSani s bojom Orange G te naneseni u bunari¢e gela u volumenu od 10 pL po
bunari¢u. Uzorci su razdvojeni tiekom 15 min pri 400 V. Razdvojena RNA
vizualizirana je na uredaju za vizualizaciju kemiluminiscentnog signala. Ukoliko su
dva signala koji predstavljaju 18S i 28S RNA ribosoma bili jasno vidljivi, uzorak je
smatran ispravnim. Ako je umjesto jasnih signala RNA bio vidljiv mutni razvuceni
signal (engl. smear), RNA uzorka se smatrala raspadnuta i nije koriStena za daljnja

ispitivanja.
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3.2.4.3 Metoda lan€¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu nakon

obrnutog prepisivanja

U svrhu odredivanja ekspresije gena dvaju ili viSe uzoraka stanica, koriStena je
metoda lanCane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu nakon obrnutog
prepisivanja (RT-gPCR). Izolirana RNA provjerene kvalitete i integriteta prepisana je
u cDNA koristenjem metode RT pomocu komercijalno dostupnog kompleta RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit®. Prema uputama proizvodaca, u reakcijsku smjesu
se, uz izoliranu RNA, dodala smjesa nasumi¢nih pocetnica, mjeSavina dNTP-a,
pufer, voda bez nukleaza, inhibitor RNAza te enzim reverzna transkriptaza. Reakcija
RT se provodila u uredaju za PCR prema uvjetima opisanima u Tablici 14. Nakon
reakcije, smjesa cDNA je Cuvana pri -20°C ili je odmah koristena za odredivanje

ekspresije gena metodom qPCR.

Tablica 14 Program reakcije reverzne transkripcije

Ciklus (35x)
Korak Aktivacija enzima reverzne transkriptaze | Denaturacija | Prianjanje Sinteza
T/°C 94 94 58 72
t/min 3:00 0:30 0:30 0:45

cDNA umnozZena metodom RT je odmrznuta, razrijedena 15x u diH20-u i nanesena
zajedno s komercijalno dostupnom smjesom PowerSYBR® Green PCR Master Mix i
pocCetnicama u prozirnu ploCicu s 96 bunari¢a prema uputama navedenim u Tablici
15. Kao referentni gen koristen je GAPDH. Svaki gen ispitan je u triplikatu. Za analizu
je koristen uredaj za PCR u stvarnom vremenu s racunalnim programom 7300
System SDS Software. Za reakciju je koristen protokol naznaen u Tablici 16.
Tijekom reakcije, uredaj zabiljezi fluorescencijski signal zelene boje SYBRGreen koja
se nespecificno ugraduje u novonastalu DNA tijekom svakog ciklusa (amplifikacijska
krivulja) i napravi krivulju disocijacije novonastalih odsjeCaka DNA kako bi se mogla
pratiti kvaliteta i specificnost novonastalih odsjeCaka DNA. Rezultati reakcije su
pomocu disocijacijskih krivulja provjereni i izrazeni kao vrijednosti ciklusa u kojemu
se prvi put detektirao signal boje SYBRGreen vezane na DNA ispitivanog gena (Ct).
Navedene Ct vrijednosti ispitivanih gena su normalizirane na Ct vrijednosti GAPDH te

usporedene izmedu razli€itih uzoraka koristenjem jednadzbi:
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Normalizacija: ACt=Ct(gena od interesa)-Ct(referentnog gena) 3
Relativna promjena ekspresije gena: AACt=ACt(tretmana)-ACt(kontrole) 4

Konacni rezultati vrijednosti relativne promjene ekspresije gena izmedu dva ili vise
uzoraka (FC) prikazani su kao stupci prosje¢nih FC vrijednosti sa standardnim
devijacijama iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. Ukoliko su FC vrijednosti bile

velike, rezultati su prikazani kao logz2FC.

Tablica 15 Komponente smjese reakcije RT

Reagens Volumen po bunarié¢u/pL
PowerSYBR Green (2x) 5
5'-3' pocetnica (1 uM) 1
3'-5" pocetnica (1 pM) 1
razrijedena cDNA 3
UKUPNO 10
Tablica 16 Program reakcije qPCR
Ciklus (40x) Krivulja disocijacije
Korak | Aktivacija DNA | Denaturacija Prianjanje/sinteza 0 1 2 3
polimeraze
T/°C 95 95 60 95 60 95 60
t/min 10:00 0:15 1:00 0:15 | 1:00 & 0:15 | 0:15

3.2.4.4 Metoda hibridizacije DNA mikro€ipova

U svrhu odredivanja relativne ekspresije velikog broja gena koriStena je metoda
hibridizacije DNA mikroCipova koji koriste kratke oligonukleotidne odsjeCke (engl.
short oligonucleotide arrays) tvrtke Affymetrix. Metoda se temelji na
komplementarnom sparivanju umnozenih i biotinom-obiljezenih DNA odsjeCaka iz
ispitivanih uzoraka s velikim brojem odsjeCaka za svaki od preko 20 000 gena koji su
pricvr§¢eni za supstrat mikroCipa. Po Cetiri uzorka (replike) svake od sedam varijanti
stanica MES-OV otpornih na CBP, zajedno s roditeljskim stanicama MES-OV,
prikupljeno je kao suhi talog. Varijanta stanica MES-OV CBP1 nije koriStena za

analizu zbog gotovo neprimjetnih promjena u odnosu na roditeljsku liniju MES-OV. Iz
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taloga je izolirana RNA (opisano u 3.2.4.1) te je izmjerena njena koncentracija i
provjerena kvaliteta (opisano u 3.2.4.2). Ukupno 32 uzorka RNA poslana su u
partnerski Laboratorij za genomiku i transkriptomiku Sveucilista u Dusseldorf-u
(Njemacka) gdje se provela analiza metodom hibridizacije DNA mikrocipova
koriStenjem kompleta GeneChip WT PLUS Reagent Kit, Clariom™ S Assay i uredaja
za ispiranje mikroCipova. Uredaj za vizualizaciju mikroCipova je koriSten za
fotografiranje Cipova i detekciju fluorescirajuc¢ih signala hibridiziranih biotinom-
obiljezenih odsjeCaka DNA. Kako bi fluorescirajuci signali s fotografije bili pravilno
detektirani i pripisani odredenim genima, u izborniku uredaja definiran je tip
koristenog DNA mikroCipa te su provjereni signali kontrolnih hibridizacijskih proba,
napravljena pozadinska normalizacija i izraCunate vrijednosti signala viSe istih
uzoraka (replikata). Nakon analize fotografija, rezultati su izrazeni kao logz vrijednosti
ja€ine signala svakog bunari¢a (koji odgovara relativnoj ekspresiji jednog gena).
Daljnja bioinformatiCka obrada rezultata koriStenjem raCunalnog programa

Transcriptome Analysis Console (TAC) opisana je u poglavlju 3.2.7.

3.2.5 Odredivanje ekspresije proteina

3.2.5.1 lzolacija proteina

Stanice su nasadene u plocice sa 6 bunari¢a u koncentraciji 3x10° stanica/2 mL.
Nakon tretmana i Zeljenog trajanja inkubacije, stanice su odvojene od podloge,
resuspendirane u mediju i centrifugirane 10 min pri 1000 x g. Supernatant je
uklonjen, a talog resuspendiran u PBS-u i ponovno centrifugiran pri istim uvjetima.
Nakon centrifugiranja, supernatant je uklonjen, a suhi talog stanica je ohladen u ledu
ili spremljen pri -20°C te koriSten kao ishodiSni materijal za izolaciju proteina. U
slu¢aju prikupljanja stanica u svrhu odredivanja statusa fosforiliranosti proteina Akt,
stanice su nasadene u plocice sa 6 bunari¢éa u koncentraciji 3x10° stanica/2 mL,
tretirane, te nakon Zeljenog trajanja inkubacije isprane s 2 mL PBS-a. PBS je
uklonjen, a na stanice je dodano 300 pL 1x koncentriranog pufera za uzorke. Stanice

su sastrugane gumenom strugalicom, preba¢ene u mikroepruvete i Cuvane pri -20°C.
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3.2.5.2 Odredivanje koncentracije proteina

U svrhu odredivanja koncentracije proteina koriStena je metoda odredivanja koli¢ine
proteina pomoc¢u BCA koriStenjem komercijalnog kompleta Pierce™ BCA Protein
Assay Kit prema uputama proizvodaca. Metoda se temelji na pretvorbi Cu?* u
svijetloplavi Cu® u kiselim uvjetima pomocu ukupnih proteina u suspenziji te
vezanjem BCA sa Cu* uz formiranje ljubi€astih vodotopivih kompleksa. Apsorbancija
otopine u bunari¢ima plocice je izmjerena pri 562 nm koriStenjem spektrofotometra.
Rezultati su analizirani koriStenjem racCunalnog programa Microsoft Excel. Iz
apsorbancija je izraCunata prosjeCna apsorbancija replikata i njihova standardna
devijacija. Vrijednost prosjeCne apsorbancije kontrola oduzeta je od prosjeCnih
apsorbancija uzoraka i standarda kako bi se dobile normalizirane vrijednosti
apsorbancije. Metodom linearne regresije napravljena je standardna krivulja
apsorbancije u odnosu na koncentraciju standarda proteina albumina. Pomocu
jednadzbe pravca izraCunate su koncentracije uzoraka (ug/mL), koje su, da bi se
dobile kona¢ne koncentracije, pomnozZene s X, ukoliko su uzorci bili razrijedeni za
faktor X.

3.2.5.3 Metoda Western blot

U svrhu odredivanja relativne ekspresije proteina od interesa koriStena je metoda
Western blot koja obuhvacéa 1) razdvajanje proteina po veli€ini, 2) prijenos proteina
na Cvrstu podlogu te 3) obiljezavanje i vizualizaciju ciljanog proteina koriStenjem

protutijela.

Razdvajanje proteina po veliCini odvijalo se u denaturirajuéim uvjetima metodom
SDS-PAGE. Gel za elektroforezu napravljen je neposredno prije nanoSenja uzoraka
koriStenjem kompleta za izradu gelova prema uputama iz Tablice 17. Koncentracija
poliakrilamidnog gela za razdvajanje iznosila je 10%, dok je koncentracija gela za

sabijanje iznosila 5% poliakrilamida.
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Tablica 17 Priprema gelova za sabijanje i razdvajanje proteina

Gel za sabijanje/gorniji Gel za razdvajanje/doniji
gel (mL) gel (mL)

5% 10%
diH20 55 7,9
30%-tna smjesa poliakrilamida 1,3 6,7

Tris-HCI 1,0* 5,0**
10% SDS 0,08 0,2
10% APS 0,08 0,2

TEMED 0,008 0,008

*pH=6,8; " pH=838

Prvo je pripremljena mjeSavina gela za razdvajanje (donji gel), koja je pipetirana u
prostor izmedu stakalaca za formiranje gela. Na mjeSavinu je oprezno dodan diH20
kako bi sprijeCio dodir mjeSavine gela sa zrakom. Nakon Sto se gel polimerizirao,
pripremljena je i izlivena mjeSavina gela za sabijanje (gornji gel). Voda iznad donjeg
gela se uklonila, a na nju se izlila mjeSavina gornjeg gela te uklopio €eslji¢ za izradu
bunari¢a za nanoSenje uzoraka. Nakon $to se i gornji gel polimerizirao, komplet
stakalaca s gelom se prenio u kadicu za elektroforezu. Kadica se ispunila 1x tris-
glicinskim puferom do razine kada je komplet stakalaca s gelom bio potpuno uronjen
u pufer. Uklonio se ¢eslji¢ i provjerio integritet bunari¢a. Uzorci prikupljeni na nacin
opisan u poglavlju 3.2.5.1 su, prije nanoSenja na gel, pomijeSani sa 6x puferom za
uzorke u omjeru 6:1, sonicirani 3 puta po 10 sekundi koristenjem uredaja za
razbijanje stanica ultrazvukom i denaturirani zagrijavanjem 3 min pri 96°C
koriStenjem grijaCa i mijeSalice. Uzorci prikupljeni vru¢éim 1x puferom za uzorke su
sonicirani i denaturirani zagrijavanjem pri istim uvjetima. Ovisno o koncentraciji
proteina izmjerenoj metodom BCA (opisano u poglavlju 3.2.5.2) odredeni volumen
svakog uzorka nanesen je u bunari¢e gela. Standard za elektroforezu PageRuler®
Prestained Protein Ladder nanesen je u poseban bunari¢ u volumenu od 2 pL.
Kadica je spojena na uredaj za napajanje, a elektroforeza se provodila 20 min pri
uvjetima i jakosti struje od 80 V, a zatim pri 100 V dok plava linija bromfenol plavog iz

pufera za uzorke nije doSla do donjeg ruba gela i krenula izlaziti iz njega.

Nakon razdvajanja proteina metodom SDS-PAGE, proteini su preneseni na

membranu od nitroceluloze koristenjem kompleta za polusuhi prijenos proteina
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Trans-Blot Turbo Transfer Pack i uredaja za prijenos proteina prema uputama
proizvodaca. Gel s razdvojenim proteinima izvaden je iz kompleta stakalaca, ispran u
puferu za prijenos proteina te pripremljen prema uputama proizvodaca komercijalnog
kompleta za polusuhi prijenos. Prijenos proteina trajao je 12 min pri uvjetima jakosti
struje od 1,5V i 1,5 A. Gel je uklonjen, a membrana je isprana 5 min u puferu TBS-T.
Koli¢ina nanesenih proteina na membrani provjerena je inkubiranjem membrane 1
min u otopini boje Ponceau S i dokumentiranjem obojene membrane koristenjem
skenera (Slika P1). Boja Ponceau S je uklonjena inkubacijom membrane 5 min u
puferu TBS-T.

U svrhu obiljezavanja odabranih proteina protutijelima, membrane su najprije
inkubirane 1 h pri sobnoj temperaturi u 5%-tnoj otopini nemasnog mlijeka u prahu
kako bi se kasnije sprijeCilo nespecificno vezanje protutijela. Membrana je isprana 3
puta po 5 min u puferu TBS-T te inkubirana 2 h pri sobnoj temperaturi u otopini
primarnog protutijela razrijedenog u puferu TBS-T prema smjernicama proizvodaca
navedenima u Tablici 9. Membrana je zatim isprana 3 puta po 5 min u puferu TBS-T
te inkubirana 2 h pri sobnoj temperaturi u otopini sekundarnog protutijela
razrijedenog u puferu TBS-T prema smjernicama proizvodaca navedenima u Tablici
9. Nakon konacnog ispiranja 3 puta po 5 min puferom TBS-T, na membrane je,
prema uputama proizvodaca, dodan reagens dobiven mijeSanjem dvije komponente
komercijalno dostupnog kompleta Western Lightening™ Plus-ECL. Proteini od
interesa vizualizirani su koriStenjem uredaja za vizualizaciju kemiluminiscentnog
signala (Slika P1). Dobivene fotografije obradene su koristenjem racunalnog
programa Image Lab te analizirane koriStenjem alata za uredivanje fotografija i
mjerenje gustoée piksela racunalnog programa Imaged. Signali specifi¢nih proteina
normalizirani su na signal proteina ERK1/2 te usporedeni izmedu uzoraka. Rezultati
su prikazani kao stupci omjera promjena ekspresije proteina (FC) ili log2FC
normalizirani na kontrole pojedinih tretmana (normalizirane vrijednosti), zajedno s

vrijednostima standardnih devijacija.
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3.2.6 Promjena ekspresije gena i proteina

3.2.6.1 Utisavanje specificnih gena transfekcijom stanica sa siRNA

U svrhu kratkoro€nog snizavanja ekspresije (utiS8avanja) gena od interesa koristena
je metoda transfekcije stanica sa siRNA. Metoda se temelji na komplementarnom
spajanju mMRNA gena od interesa i posebno dizajniranih komplementarnih odsjeCaka
siRNA, Sto ima za posljedicu raspadanje i uklanjanje vezanih mRNA i smanjenje
koli¢ine proteina (utiSavanje) cilianog gena u stanici. Razina proteina je smanjena
dok god je kolic¢ina siRNA u stanici dostatna za uklanjanje mRNA (do nekoliko dana).
Kako bi se povecala Sansa za uspjesSno utiSavanje proteina, koriSteni su komercijalni
dostupni kompleti ON-TARGETplus siRNA-SMART pool (dalje u tekstu: siRNA,
Tablica 8) koji imaju Cetiri razliCite sekvence siRNA za isti gen. Stanice su nasadene
u plocice sa 6 bunari¢a u koncentraciji od 3x10° stanica/2 mL. Drugi dan, kada su
stanice prekrivale otprilike 70% povrSine bunari¢a, uklonjen je medij, a stanice su
isprane s PBS-om. Pripremljene su smjese za transfekciju ovisno o Kkoristenoj
koncentraciji sSiRNA (25 i 50 nM) i broju bunari¢a prema uputama u Tablici 18. Na
stanice je dodano 400 pL pripremljenih smjesa siRNA u kona¢nim koncentracijama
navedenima u Tablici 18 i 1600 yL medija bez antibiotika. Kao negativna kontrola
transfekcije koristen je komplet ON-TARGETplus Non-targeting Pool (si(-), Tablica
8). Stanice su u smjesi za transfekciju inkubirane 48 h, nakon ¢ega je medij uklonjen,
a stanice isprane PBS-om. Stanice su odvojene od podloge te nasadene za daljnje

eksperimente i/ili prikupljene na nacin opisan u poglaviju 3.2.5.1.

Tablica 18 Reagensi koristeni za jednu reakciju transfekcije stanica ovisno o
koncentraciji siRNA

SiRNA [25 nM] = siRNA [50 nM]

ci(siRNA)/ nM 5000 5000
c2(siRNA)/ nM 25 50
Mikroepruveta V1(siRNA)/ pL 10 20
A V(Opti-MEM)/ pL 190 180
Mikroepruveta | V(DharmaFECT Transfection Reagent))/ pL 4 4
B V(Opti-MEM)/ puL 196 196
V(medij bez antibiotika)/ pL 1600 1600
V(ukupno)/ uL 2000 2000
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3.2.6.2 Inhibicija signalnih puteva tretmanom stanica inhibitorima

U svrhu promjene ekspresije proteina, stanice su nasadene u plocice s 96 (5x103
stanica/180 pL), 24 (2x10% stanica/1 mL) ili 6 bunari¢a (3x10° stanica/2 mL). Nakon
24 h, stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama inhibitora (Slika 26) dodavanjem
unaprijed pripremljenih otopina (Tablica 6). Svaki tretman ispitivao se u minimalno
dva bunari¢a (replike). Nakon 72 h inkubacije, medij iznad stanica je uklonjen, a
stanice su analizirane na nacin opisan u poglavljima 3.2.2.1, 3.2.2.3 i 3.2.3.1, ovisno

o koristenoj metodi.

3.2.7 Bioinformati¢ka obrada i analiza podataka

3.2.7.1 Analiza rezultata metode hibridizacije DNA mikrocipova

U svrhu obrade rezultata dobivenih metodom hibridizacije DNA mikroCipova, rezultati
su uvezeni u racunalni program TAC. Uzorci su oznaceni ovisno o grupi kojoj su
pripadali (MES-OV, MES-OV CBP2-CBP8). Kao referentni genom odabran je genom
Covjeka verzije hg38. Tip analize je postavljen na ,expression, dok se za sazimanje
koristila metoda SST-RMA. Rezultati metode su bile normalizirane prosjeCne

vrijednosti signala pojedinih gena (FC).

3.2.7.2 Analiza stupnja grupiranosti podataka

U svrhu odredivanja stupnja grupiranosti podataka koristile su se metoda PCA i
metoda klasteriranja prema hijerarhiji koriStenjem unaprijed definiranih postavki
unutar racunalnog programa TAC. Metoda PCA na temelju ekspresije gena stvara
reprezentacije uzoraka u 3D prostoru koje sazimaju i opisuju varijacije izmedu
uzoraka. S druge strane, metoda klasteriranja prema hijerarhiji na temelju vrijednosti
ekspresija gena stvara dendrogram koji opisuje uzorke. Metoda se temelji na

povezivanju sli€nih uzoraka i formiranju klastera.
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3.2.7.3 Analiza znac¢ajno promijenjenih gena

U svrhu analize svih znac€ajno promijenjenih gena (DEG) koriSten je raCunalni
program TAC. Rezultati metode SST-RMA svih uzoraka (CBP2, CBP3, ..., CBPS8)
usporedeni su metodom ANOVA s roditeljskim stanicama MES-OV, dok je u svrhu
usporedbe dvaju uzoraka koristen Studentov t-test. Dobivene vrijednosti promjene
ekspresije gena (FC) normalizirane su na geometrijski prosjek ekspresija GAPDH i
ACTB i obiliezene kao skup podataka ,ALL®“. Naknadno je izraCunata i vrijednost
log2FC koriStenjem racunalnog programa Microsoft Excel. Vrijednosti log2FC stanica
MES-OV CBPS8 filtrirane su pod uvjetima prilagodene p-vrijednost<0,05 i log2FC=|1|,

sortirane po vrijednosti log2FC i izvezene kao tablica pod nazivom ,DEG*.

3.2.7.4 Analiza korelacije promjene ekspresije gena i osjetljivosti na CBP

Obradeni i izvezeni podaci pod nazivom ,ALL“ iz poglavlja 3.2.7.3 uvezeni su u
racunalni program ,R". Koristenjem programskih paketa base (verzija 4.0.3), ggplot2
(verzija 3.3.3) i stats (verzija 3.6.2), u set podataka ,ALL“ dodan je redak s
vrijednostima 10g2ICso - osjetljivosti svih stanica varijanti na CBP. IzraCunat je
Spearmanov koeficijent korelacije (p) ekspresije svakog gena (log2FC) i log2lCso
CBP-a kroz svih sedam novorazvijenih varijanti i dodan kao novi stupac ,p, podacima
LALL®. U svrhu ispitivanja razlike koriStenja koeficijenta korelacije za probir gena u
odnosu na koristenje vrijednosti FC, geni su filtrirani pod uvjetima prilagodene p-
vrijednost<0,05 i p>|0,667| kako bi novi skup gena imao jednak broj redaka kao
,DEG", i izvezeni kao skup podataka ,CCORG". Ipak, kada je koeficijent korelacije
korisSten kao dodatan filter prilikom probira gena za daljnja ispitivanja funkcije, geni su
filtrirani pod uvjetom p-vrijednost<0,05 i p>|0,8| kako bi se probrao samo mali broj

znacajno promijenjenih gena s visokim korelacijskim koeficijentom.

3.2.7.5 Analiza interakcija izmedu proteina

U svrhu analize interakcija izmedu proteina koristen je alat STRING [75]. Simboli
gena od interesa uneseni su u STRING. Interakcije proteina su analizirane i
poredane prema vrijednostima povjerenja (engl. confidence score) koji poprimaju

vrijednosti od 0 (najmanja vjerojatnost dogadaja) do 1 (najveéa vjerojatnost
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dogadaja). Interakcije izmedu odabranih proteina analizirane su koristenjem
podataka dobivenih pretrazivanjem tekstova, eksperimenata, baza podataka i

povezanih ekspresija pri uvjetima vrijednosti povjerenja od 0,500.

3.2.7.6 Analiza setova gena i signalnih puteva

U svrhu analize setova gena i signalnih puteva koristen je besplatni alat Enrichr [76—
78]. Liste gena pod oznakama “DEG” i “CCORG” uvezene su u alat Enrichr te
analizirane u bazama podataka ontologije gena (GO), KEGG i WikiPathways

koriStenjem unaprijed zadanih postavki.

3.2.7.7 Analiza vrijednosti gena kao farmakogenetskih biljega

U svrhu analize zna€aja gena kao farmakogenetskih biljega (biomarkera) za ukupno
prezivljenje bolesnika (OS) i preZivljenje bez napretka bolesti (PFS) koristen je
besplatni alat KM Plotter [79]. Analize su koristile setove podataka iz viSe poznatih
baza setova ekspresije gena (GEO, EGA i TCGA). Liste odabranih gena uvezene su
odabirom probi provjerene kvalitete (engl. JetSet probes) specificnih za gene od
interesa. Skup podataka na kojemu je napravljena analiza obuhvacao je uzorke tkiva
bolesnica s rakom jajnika tipa HGSOC, razine (engl. grade) 2, 3 i 4, koje su primile
terapiju CBP-om. Pacijentice su podijeljene po prezivljenju na dvije grupe koriStenjem
automatski izraCunatog praga, prema ekspresiji ispitivanog gena i vrijednostima OS,
odnosno PFS. Rezultati su prikazani pomocéu grafikona Kaplan Meier, zajedno s
vrijednostima omjera pojave dogadaja (HR) i p-vrijednosti izraunatih metodom /og-
rank. U svrhu analize vrijednosti gena kao biomarkera odgovora na terapiju (engl.
predictive value), isti set probi analiziran je na istom setu bolesnica koristenjem
besplatnog alata ROC Plotter [80]. Rezultati su prikazani pomoc¢u grafikona ROC,

zajedno s vrijednostima povrsine ispod krivulje (AUC) i p-vrijednostima.

3.2.8 Statisticka analiza podataka

U svrhu statisticke analize podataka koristio se raCunalni program GraphPad Prism.

Za usporedbu dva uzorka koristio se Studentov t-test, ili one-way ANOVA s
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Dunnetovim testovima post hoc. Za usporedbu tri ili viSe uzoraka koristila se two-way
ANOVA s Bonferronijevim testovima post hoc, osim u sluCajevima kada su se
usporedivala tri ili viSe uzorka s viSe nezavisnih varijabli; tada je koriStena ANOVA
povezanih mjerenja (engl. factorial ANOVA). Razlika uzoraka smatrana je statisticki
znacajnom ukoliko je p-vrijednost bila manja od 0,05. U slu¢aju ANOVE povezanih
mjerenja, vrijednost efekta interakcije (IE) uvijek je koriStena kako bi se ispitao
kombinirani efekt nezavisnih varijabli, neovisno o prikazu na grafikonu (apsolutne ili
normalizirane vrijednosti). Ukoliko je [E<0,05, razlika je smatrana statisticki
znacajnom (NI, nema interakcije; *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001).
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4.Rezultati

4.1 Karakterizacija stanica

4.1.1 Morfoloske karakteristike varijanti stanica MES-OV, OVCAR-3 i
SK-OV-3

Roditeljske stanice MES-OV, SK-OV-3 i OVCAR-3 bile su opetovano tretirane
rastuéim koncentracijama CBP-a u svrhu izdvajanja stanica s prilagodbama koje im
omogucuju prezivljenje tretmana (opisano u poglavlju 3.2.1.2). Uzgojene varijante
stanica bile su znac¢ajno drugacijih morfoloskih karakteristika u odnosu na roditeljske.
Zbog izduzenijeg oblika u odnosu na roditeljske i gubitka polariziranosti, nove
varijante stanica su nalikovale viSe stanicama mezenhimskog nego epitelnog tkiva.
Promjena je bila najizrazenija u stanicama razvijenim koriStenjem najvecih
koncentracija CBP-a (MES-OV CBPS; Slika 11A). Iste promjene primijeéene su i kod
stanica SK-OV-3 CBP6 i OVCAR-3 CBP7 (neprikazani rezultati), kod kojih su
roditeljske stanice imale fenotip nalik epitelnim, a otporne stanice fenotip nalik
mezenhimskim stanicama. Osim razlika u izgledu pojedinaénih stanica, testom
klonalnog rasta (opisan u poglavlju 3.2.2.2) utvrdeno je da se stanice razlikuju i u
izgledu kolonija. Stanice MES-OV CBP8 stvarale su kolonije jednakom dinamikom
kao i MES-OV. Kod MES-OV stanica, kolonije su imale jasne rubove jer su bile
sacinjene od stanica koje su se medusobno dodirivale. S druge strane, stanice MES-
OV CBPS8 su unutar kolonije bile razmaknutije, odnosno gotovo nisu imale dodirnih

toCaka, zbog €ega je rub kolonije bio nejasan i neravan (Slika 11B).

51



1 OOX 200x 400x

Slika 11 Morfoloske karakteristike stanica i kolonija MES-OV i MES-OV CBP8

Stanice su nasadene u Petrijeve zdjelice promjera 6 cm. Nakon 10 do 15 dana, pojedinacne
stanice (A) i populacije stanica (B) su fiksirane u metanolu, obojane otopinom kristal
ljubi¢astog i fotografirane pod povecéanjem od 1x, 100x, 200x i 400x koriStenjem svjetlosnog
mikroskopa. Prikazana je reprezentativna fotografija iz najmanje tri pokusa.
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4.1.2 Osjetljivost varijanti stanica MES-OV, OVCAR-3 i SK-OV-3 na
CBP i TAX

Osjetljivost varijanti stanica raka jajnika na CBP i TAX ispitana je testom metabolizma
resazurina (opisan u poglavlju 3.2.2.1). Prema vrijednostima [Cso, novorazvijene
varijante stanica MES-OV imale su izmedu 0,81 i 3,0 puta promijenjenu osjetljivost
na CBP i izmedu 0,71 i 2,2 puta na TAX (Slika 12) u odnosu na roditeljske stanice
MES-OV. Sve razvijene varijante bile su otporne na CBP i TAX, osim CBP4 koja je
bila osjetljivija na CBP, odnosno CBP5, koja je bila osjetljivija na TAX, u odnosu na
MES-OV. Najvecu otpornost na CBP imale su stanice MES-OV CBP8, a na TAX
MES-OV CBP7. U slu€aju stanica SK-OV-3 i OVCAR-3 te njihovih varijanti dobivenih
opetovanim tretmanom primijecen je sli€an trend otpornosti na CBP, ali ne i TAX.
Stanice SK-OV-3 CBP6 razvijene najvecom koncentracijom CBP-a imale su 3,5 puta
promijenjenu osjetljivost na CBP, ali gotovo nepromijenjenu osjetljivost na TAX (-0,98
puta). Promjena osjetljivosti stanica OVCAR-3 CBP7 na CBP i TAX je iznosila 2,5 i
2,1 puta (neprikazani podaci). Promjene u osjetljivosti bile su stabilne kroz vise od 30
generacija kultura stanica (pasaza) i brojnih odmrzavanja, bez dodatnih tretmana
stanica CBP-om (neprikazani podaci). Kako bi se utvrdilo da li je do opisanih
promjena u osjetljivosti moglo doc¢i zbog razliCite dinamike rasta stanica, izmjerena je
i izraCunata stopa proliferacije stanica na nacin opisan u poglavlju 3.2.1.4. Varijante
stanica MES-OV CBPS8, SK-OV-3 CBP6 i OVCAR-3 CBP7 razvijene najvecim
koncentracijama CBP-a imale su 1,46, 1,2 i 0,92 puta promijenjene stope proliferacije

nakon 72 h u odnosu na odgovarajucée roditeljske stanice (neprikazani rezultati).
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Slika 12 Vijabilnost novorazvijenih varijanti stanica MES-OV

Stanice su nasadene u ploCice s 96 bunari¢a te drugi dan tretirane razli€itim koncentracijama
CBP-a i TAX-a. Vijabilnost stanica izmjerena je testom metabolizma resazurina nakon 72 h.
Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. Rezultati su prikazani kao krivulje prezivljenja
svake varijante stanica u odnosu na kontrolu (stanice tretirane samo DMSO), zajedno s

pripadajuc¢im vrijednostima ICsg i standardnim devijacijama.

4.1.3 Pokretljivost varijanti stanica MES-OV

U svrhu mjerenja pokretljivosti stanica, izmjerena je stopa migracije veceg broja
stanica testom zacjeljivanja rana (opisano u poglavlju 3.2.3.1) svih varijanti stanica
MES-OV. Blago povecana stopa migracije u odnosu na MES-OV zabiljezena je u
varijantama CBP1, CBP3 i CBP4, a samo u CBP8 je bila statistiCki znaCajna (Slika
13A). Povecana stopa migracije stanica MES-OV CBP8 u odnosu na MES-OV (1,84
puta) potvrdena je i testom migracije s umetcima opisanim u poglavliju 3.2.3.2

(neprikazani rezultati). Stopa invazije pojedinacnih stanica (opisana u poglavlju
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3.2.3.3) odredena je samo za varijantu MES-OV CBPS8 i roditeljske stanice MES-OV.
Zaklju€no, stanice MES-OV CBP8 imale su 1,6 puta ve¢u stopu migracije (Slika 13A)
i 5,6x vecu stopu invazije u odnosu na MES-OV (Slika 13B).
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Slika 13 Pokretljivost novorazvijenih varijanti stanica MES-OV

Stanice su nasadene u ploCice s 24 bunari¢a. (A) Migracija stanica izmjerena je testom
zacjeljivanja rana. Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. Rezultati su prikazani kao
relativne prosjeéne stope migracije u odnosu na MES-OV stanice, zajedno s pripadaju¢im
vrijednostima standardne devijacije. (B) Invazija stanica izmjerena je testom invazije.
Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. Rezultati su prikazani kao relativhe prosjeéne
stope invazie u odnosu na MES-OV stanice, zajedno s pripadajuéim vrijednostima
standardne devijacije. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001

4.1.4 Ekspresija gena biljega EMT-ja u varijantama stanica MES-OV

U svrhu odredivanja statusa EMT-ja varijanti stanica, odredena je relativha promjena
ekspresije Cetiri gena, poznatih kao biljiega EMT-ja: CDH1, CDH2, VIM i FN1, svake
varijante stanica MES-OV pomoc¢u metode RT-qPCR (opisane u poglavlju 3.2.4.3). U
pravilu, stanice koje imaju smanjenu ekspresiju biljega epitelnog fenotipa (CHD1), a
poviSenu ekspresiju biljiega mezenhimskog fenotipa (CDH2, VIM, FN1), prema
konvenciji se nazivaju stanice nalik stanicama mezenhima [65]. Prema rezultatima
dobivenim metodom RT-qPCR, ekspresija Cetiri gena je znacajno drugacija u svakoj
varijanti stanica MES-OV u odnosu na roditeljske. Ekspresija CDH1 se kroz varijante,
u odnosu na MES-OV, smanjivala zajedno s osjetljivosti na CBP. Medutim, i

ekspresija biliega mezenhimskog fenotipa (CDH2, VIM i FN1) se takoder smanijivala
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s osjetljivos¢u na CBP (Slika 14A). Rezultati su potvrdili rezultate dobivene metodom
hibridizacije DNA mikroCipova (opisane u poglavlju 3.2.4.4). Ekspresija Cetiri markera
EMT provjerena je i na razini proteina metodom Western blot (opisanom u poglavlju
3.2.5.3). Ekspresija proteina E-kadherina bila je sniZzena u stanicama MES-OV CBP8
u odnosu na MES-OV (Slika 14B) te se podudarala s promjenom ekspresije gena
CDH1 (Slika 14A). Promjena proteina biljiega mezenhimskog fenotipa je bila sli¢na (u
sluaju fibronektina) ili veca (u slu€aju N-kadherina i vimentina) u stanicama
otpornima na CBP (Slika 14B), Sto je suprotno rezultatu dobivenom na razini
ekspresije gena (Slika 14A). Kako bi se dodatno opisao status EMT-ja razvijenih
stanica, analizirala se promjena ekspresije dodatnih 17 gena povezanih s EMT-jem
(Slika 14C) koristenjem metode hibridizacije DNA mikro€ipova. Rezultati analize
pokazali su znaCajnu promjenu ekspresije gena DSP, FOXC2, GCSH, ITGBS,
MMP2, OCLN, SNAI1 i SNAI2 kroz razvijene varijante u odnosu na MES-OV.
Analizom korelacije promjene ekspresije gena s osjetljivoséu na CBP (opisane u
poglavlju 3.2.7.4) utvrdeno je da samo geni DSP (p=-0.64) i SNAIL2 (p=0.74)

koreliraju s osjetljivos¢u na CBP.
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Slika 14 Ekspresija gena biljega EMT-ja u novorazvijenim varijantama stanica
MES-OV

Stanice su nasadene i prikupliene nakon 48 h. Izolirana je ukupna RNA nakon Cega je (A)
odredena ekspresija gena CDH1, CDH2, VIM i FN1 metodom RT-gPCR. Eksperimenti su
ponovljeni najmanje tri puta. Rezultati su prikazani kao relativha prosjeCna stopa promjene
ekspresije u odnosu na MES-OV stanice, zajedno s pripadajuc¢im vrijednostima standardne
devijacije. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001; Izolirani su ukupni proteini
nakon Cega je (B) odredena ekspresija E-kadherina, N-kadherina, vimentina, fibronektina i
ERK1/2 metodom Western blot. Eksperimenti su ponovljeni najmanje tri puta. Prikazani su
rezultati reprezentativhog eksperimenta, zajedno s relativnim omjerima ekspresije proteina u
MES-OV CBP8 u odnosu na MES-OV i molekularne teZine na kojima je detektiran signal.

Signal proteina ERK1/2 je koristen kao referentni signal. (C) Vrijednosti relativhe ekspresije

57



(log2FC) panela dodatnih 17 gena analizirane su u svim varijantama stanica MES-OV
koristenjem racunalnog programa TAC i vizualizirane koristenjem alata Morpheus u obliku
plota heatmap. Crvena boja oznacava pojacanu, a plava snizenu ekspresiju gena u odnosu
na signal detektiran u MES-OV stanicama koriStenjem metode hibridizacije DNA

mikroCipova.

4.1.5 Osjetljivost MES-OV stanica klonova na CBP i TAX

Stanice klonova razvijene su tretmanom s CBP-om i izdvojene na nacin opisan u
poglavlju 3.2.1.3. Razlog uspostavi ovih tipova stanica je bio razviti stanice koje su
prezivjele ekvivalentnu koncentraciju CBP-a koja se koristi u lije€enju te zadrzale
sposobnost klonalnog rasta. Na taj nacin je razvijen model u uvjetima koji donekle
imitiraju uvjete u klinici gdje visokim dozama citostatika unutar jednog ciklusa dolazi
do ubijanja najveceg broja stanica raka, a vrlo mali broj stanica prezivi i zadrzi

sposobnost diobe.

U svrhu odredivanja osijetljivosti razvijenih stanica klonova na tretman CBP-om i
TAX-om koristen je test metabolizma resazurina (opisan u poglavlju 3.2.2.1) koji mjeri
vijabilnost stanica. MatiCna populacija stanica klonova MES-OV 25C i stanice
pojedinacnih klonova su se razlikovale od stanica MES-OV u osjetljivosti na CBP i
TAX. Uzimajuéi u obzir vrijednosti 1Cs0, na CBP su najotpornije, u odnosu na
roditeliske MES-OV, bile stanice klonova A5/96 (3,51 puta), A6/96 (2,33 puta) i
mati¢na populacija MES-OV 25C (1,59 puta), dok su ostale stanice klonova bile vise
osjetliive na CBP (Slika 15A). Isti trend promjene osjetljivosti uoen je i u slu€aju

krizne otpornosti na TAX, s manje znacajnim promjenama (do 1,33 puta; Slika 15B).
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Slika 15 Vijabilnost novorazvijenih MES-OV stanica klonova

Stanice su nasadene u bocice za uzgoj i drugi dan tretirane razli€itim koncentracijama CBP-a
i TAX-a. Vijabilnost stanica izmjerena je testom metabolizma resazurina. Eksperiment je
ponovljen najmanje tri puta. Rezultati su prikazani kao krivulje prezivljenja svake varijante
stanica u odnosu na kontrolu (stanice tretirane DMSO-om) nakon tretmana (A) CBP-om i (B)

TAX-om u trajanju od 72 h, zajedno s pripadaju¢im vrijednostima ICso i standardnim
devijacijama.

4.1.6 Ekspresija gena biljega EMT-ja u MES-OV stanicama klonova

U svrhu odredivanja statusa EMT-ja MES-OV stanica klonova, mjerena je relativha
promjena ekspresije gena CDH1, CDH2, VIM i FN1 svake populacije stanica klonova
pomocu metode RT-gPCR (opisane u poglavlju 3.2.4.4). Ekspresija gena bila je
razli¢ito promijenjena u svih sedam populacija klonova u odnosu na MES-OV (Slika

16A). Analizom korelacije promjene ekspresije gena (log2FC) i odgovora na CBP
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(ICs0) na stanicama matiCne populacije MES-OV 25C i klonova A5/96 i A6/96, sa
istaknutom otpornosti na CBP, nije primijeCena znacajna korelacija u slu¢aju nijednog
gena (neprikazani rezultati). 1z tog razloga su napravljene dodatne analize relativne
promjene ekspresije gena ZEB1, ZEB2, SNAI2 i TUBB3 koji su Cesto povezivani s
procesom EMT i smanjenom osjetljivoséu na CBP (Slika 16B) [67,81-83]. Medutim,
nije primijecena statisti¢ki zna¢ajna promjena ekspresije Cetiri spomenuta gena (Slika
16B), kao ni korelacija s odgovorom na CBP (neprikazani rezultati) u stanicama
klonova koji pokazuju istaknutu otpornost na CBP (A5/96 i A6/96) u odnosu na druge

klonove.
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Slika 16 Ekspresija gena biljega EMT-ja u novorazvijenim MES-OV stanicama
klonova

Stanice su nasadene i prikupljene nakon 48 h. Iz izolirane ukupne RNA stanice je odredena
ekspresija gena biliega EMT-ja metodom RT-gPCR. Eksperimenti su ponovljeni najmanje tri
puta. Rezultati su prikazani kao relativha prosjeéna stopa promjene ekspresije gena u
odnosu na MES-OV stanice, zajedno s pripadajuéim vrijednostima standardne devijacije. *,
p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001
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4.2 Analiza ekspresije gena varijanti stanica MES-OV

4.2.1 Grupiranje analiziranih varijanti stanica MES-OV

Ekspresija 21449 gena analizirana je metodom hibridizacije DNA mikroCipova
(opisanom u poglavlju 3.2.4.4) u svim razvijenim varijantama stanica MES-OV.
Grupiranje uzoraka analizirano je metodama PCA i klasteriranja prema hijerarhiji
(opisanima u poglavlju 3.2.7.2). Rezultati analize pokazali su visoki stupan;j sli¢nosti
promjene ekspresije gena varijanti CBP2 i CBP3, te CBP7 i CBP8, u odnosu na
roditeljsku liniju MES-OV (Slika 17). Varijanta CBPS dijelila je sli¢nosti s varijantama

CBP4 i CBP6. Sli¢an trend primijecen je koristenjem obje metode.

A B
0,
Metoda PCA 55.7% (CHP) Legenda: log,FC
B MES-OV m| MES-OV
PCA2 10.6% B CBP2 B CEP2 -5 0 5-
mCBP3 = CBP3 -
m CBP4 Il CBP4
ECBPS ECBPS
o CBP6 o CBP6
¢ mCBP7 m CBP7
‘ o CBP8 = CBP8
C \
’ o C
[ ) J PCA1
39.4%
PCA3 5,89

Slika 17 Grupiranost varijanti stanica MES-OV prema ekspresiji svih
analiziranih gena

Grupiranost novorazvijenih varijanti provijerena je metodom (A) PCA i (B) klasteriranjem
prema hijerarhiji. Svaka boja oznaava uzorke koji pripadaju jednoj varijanti stanica. Na
grafikonu heatmap, crvena boja oznaCava pojatanu, a plava snizenu ekspresiju gena u

odnosu na prosjecnu vrijednost tog gena u stanicama MES-OV.
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4.2.2 Usporedba gena i rezultata analiza dviju lista - DEG i CCORG

U svrhu izdvajanja gena koji su zna¢ajno promijenjeni izmedu stanica MES-OV CBP8
i MES-OV koristena je metoda analize znacajno promijenjenih gena (DEG) pod
uvjetima p-vrijednost<0,05 i log2FC=|1| (opisana u poglavlju 3.2.7.3). Za izdvajanje
gena Cija promjena ekspresije u razvijenim varijantama stanica korelira s osjetljivoScu
varijanti na CBP (CCORG) koriStena je analiza korelacije promjene ekspresije gena i
osjetljivosti na CBP primjenom uvjeta p-vrijednost<0,05 i p>|0.667| (opisana u
poglavlju 3.2.7.4). Obje analize su rezultirale listama od 2127 gena, od kojih su
dijelile njih 647 te imale podjednak broj gena s pojaCanom ili smanjenom
ekspresijom, zbog €ega je njihova usporedba bila jednostavnija (Tablica 19). Lista
DEG imala je u prosjeku vecu promjenu ekspresije (log2FC i |log2FC|) u usporedbi s
listom CCORG, dok je lista CCORG imala veéu prosjecnu vrijednosti Spearmanovog
koeficijenta korelacije (p) (Tablica 19). Analiza interakcija proteina (opisana u
poglavlju 3.2.7.5) pokazala je da izmedu proteina kodiranih genima iz grupe CCORG
postoji 66,37% viSe ukupnih interakcija proteina (N=13285), u odnosu na proteine
kodirane genima iz grupe DEG (N=7985) (Tablica 19). Dodatnom podjelom i
analizom broja interakcija prema tipovima podataka utvrdeno je da pove¢anom broju
interakcija u grupi CCORG naijvise doprinose podaci iz analiza povezanih ekspresija
(N=2893, +243,58% u odnosu na listu DEG) i eksperimenata (N=3049, +228,20% u
odnosu na listu DEG), a manje iz proCiS¢enih baza podataka (N=4073, +54,75% u
odnosu na listu DEG) i pretrazivanjem tekstova (N=4835, +27,04% u odnosu na listu
DEG) (Tablica 19). Nadalje, analizom setova gena (opisanom u poglavlju 3.2.7.6)
utvrdena je uklju€enost gena s liste DEG u procese diferencijacije i signalni put PI3K-
Akt, dok su geni s liste CCORG bili zastupljeniji u kategorijama bioloSkih procesa i
signalnih puteva povezanih s procesiranjem i metabolizmom RNA te translacijom
(Tablica 19). Rezultati usporedbe pokazali su da se primjenom filtera promjene
ekspresije gena dobiva znac€ajno razli€ita lista gena u kontekstu interakcija proteina i
funkcijama u odnosu na gene dobivene primjenom korelacije s osjetljivo§¢u na CBP

kao filtera.
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Tablica 19 Analiza i usporedba lista gena DEG i CCORG i rezultata analize

interakcija izmedu proteina kodiranih genima istih

DEG CCORG
N(gena) 2127 2127
N(gena pojatane/smanjene ekspresije) 950/1177 1001/1126
S (44,6/55,3%) (47,1/52,9%)
_'g' Prosjek/medijan log2FC -0,181/-1,055 -0,001/-0,075
‘3 Prosjek/medijan |log2FC]| 1,698/1,415 0,882/0,735
g Min/max FC -9,935/6,915 -9,935/5,305
OQ' Prosjek/medijan p -0,043/-0,250 0,882/0,735
Prosjek/medijan |p| 0,548/0,571 0,768/0,750
Min/max p -1/1 -1/1
© N(&vorova; proteina) 2064 2077
'% _g N(ukupnih veza; interakcija) 7985 13285
§ © | N(veza): pretrazivanje tekstova 3806 4835
'§ 5 N(veza): eksperimenti 929 3049
E %’ N(veza): baze podataka 2632 4073
< ™ | N(veza): povezana ekspresija 842 2893

Tablica 20 Usporedba rezultata analize setova gena lista DEG i CCORG

DEG

CCORG

GO: bioloski procesi*

regulacija migracije stanica (G0:0030334)

formacija endoderma (G0O:0001706)

(4=0,0056)

diferencijacija stanica endoderma

(GO:0035987) (g=0,0100)

(g=0,0100)

organizacija ECM-a (G0:0030198)

(g=0,0100)

pozitivna regulacija viSestani¢nog
organskog procesa (G0:0051240)

(g=0,0100)

regulacija aktivnosti kinaza MAP

(GO:0043405) (g=0,0100)

aksonogeneza (G0:0007409) (g=0,0100)

metaboli¢ki proces rRNA (G0O:0016072)
(9=1,89E-08)
procesiranje ncRNA (G0:0034470) (q=1,63E-07)

translacija u mitohondriju (G0O:0032543)
(9=1,66E-04)

biogeneza ribosoma (G0:0042254) (q=2,32E-09)

procesiranje rRNA (G0O:0006364) (q=8,08E-09)

dokidanje translacije u mitohondriju
(GO:0070126) (9=1,66E-04)

dokidanje translacije (GO:0006415) (q=7,61E-04)



KEGG*

WikiPathways*

pozitivna regulacija migracije stanica
(G0O:0030335) (9=0,0100)
unutarnji signalni put apoptoze
(GO:0097193) (q=0,0187)
pozitivha regulacija pokretljivosti stanice
(G0:2000147) (9=0,0190)

navodenje aksona (q=0,0004)
signalni putevi u tumoru (q=0,0019)
signalni put kalcija (q=0,0434)
signalni put PI3K-Akt (q=0,0434)
signalni put Ras (q=0,0590)
signalni put Rap1 (q=0,0780)

smicni stres tekucine i ateroskleroza
(9=0,0780)

hepatocellularni karcinom (q=0,0780)
proteoglikani u tumoru (q=0,0780)

lizosom (q=0,0957)
diferencijacija ektoderma (WP2858)
(9=0,0000)
signalni put opredijeljenosti stanica
mezoderma (WP2857) (q=0,0037)
signalni put glukokortikoidnog receptora
(WP2880) (9=0,0037)
signalni put PI3K-Akt (WP4172)
(9=0,0078)
sinteza kolagena tipa | u kontekstu
poremecaja Osteogenesis imperfecta
(WP4786) (q=0,0590)
meta put receptora jezgre (WP2882)
(9=0,0114)
fibroza pluca (WP3624) (q=0,0141)

signalna os GDNF/RET (WP4830)
(g=0,0211)
razvoj sabirnog sustava uretre (WP5053)
(g=0,0457)

translacijsko produljivanje u mitohondriju
(GO:0070125) (g=0,0017)
nadzor RNA u jezgri (GO:0071027) (q=0,0020)

pozitivha regulacija lokalizacije proteina na
telomernu regiju kromosoma (G0O:1904816)
(9=0,0020)

biogeneza ribosoma kod eukariota (q=0,0124)
degradacija RNA (q=0,0124)
mitofagija (q=0,0124)
spliceosom (q=0,0124)
transport RNA (q=0,0124)
ribosom (q=0,0216)

polimeraza RNA (g=0,0382)

rak debelog crijeva (q=0,0476)
rak gusterace (q=0,0598)

autofagija (q=0,0598)
integrirani signalni put raka dojke (WP1984)
(9=0,0030)
biosinteza masnih kiselina (WP357) (q=0,0083)

metabolizam pirimidina (WP4022) (q=0,0083)

jednougljicni metabolizam (WP241) (q=0,0486)

homeostaza bakra (WP3286) (q=0,0486)

signalni put androgenog receptora (WP138)
(9=0,0486)
reprogramiranje metabolizma u raku debelog
crijeva (WP4290) (q=0,0486)
beta-oksidacija LC-masnih kiselina u mitohondriju
(WP368) (q=0,0486)
signalni put TSH (WP2032) (q=0,0486)
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diferencijacija stanica progenitora srca signalni put TGF-beta (WP366) (q=0,0486)
(WP2406) (9=0,0457)

# Prikazano je samo 10 najznacajnijih rezultata

4.2.3 Probir gena za daljnja istrazivanja funkcije u procesima EMT-

ja i otpornosti na CBP

Kao §to smo prethodno naveli u poglavlju 3.2.7.3, u prvom pristupu su koristeni geni
koji su promijenjeni izmedu stanica MES-OV CBP8 i MES-OV te izdvojeni pod
uvjetima prilagodene p-vrijednost<0,05 i log2FC=|1| (lista DEG; Slika 18A) te je
pristupljeno njihovom daljnjem probiru. Ukupno 100 gena (50 gena s najviSsom i 50 s
najnizom ekspresijom u odnosu na MES-OV) je izdvojeno i pretrazeno u bazi
podataka PubMed prema funkciji u stanici i dosad opisanim ulogama u otpornosti na
CBP, procesu EMT-ja i posttranslacijskoj (epigenetickoj) regulaciji koristenjem
kljuCnih rije¢i “ovarian cancer’, “HGSOC”, “platinum”, “carboplatin” *
“‘resistance” i “gene name”. Samo 14 gena (DNER, ELOVL7, SLC38A5, FRG2,
MFSD6, TMEMZ200A, MIR99AHG, PLTP, AUTS2, HS3ST3A1, HS3ST3B1,
SERPINE2, TMEM47, TSPAN18) odabrano je za daljnju analizu. Promjena

ekspresije odabranih gena, odredena metodom hibridizacije DNA mikro€ipova

cisplatin®,

(opisanom u poglavlju 3.2.4.4), provjerena je koristenjem metode RT-gPCR u
stanicama MES-OV i MES-OV CBPS8 te u dodatna dva modela stanica; OVCAR-
3/OVCAR-3 CBP7 i SK-OV-3/SK-OV-3 CBP6. Samo MIR99AHG, DNER,
TMEMZ200A i SERPINEZ2 su u sva tri modela stanica imali promjenu u istom smjeru
ekspresije (Slika 18B). Rezultati su potvrdeni i na modelu MES-OV stanica klonova
koji su bili najotporniji na CBP (MES-OV 25C, MES-OV 25C A5/96 i A6/96; Slika
18C) u odnosu na MES-OV. Na temelju rezultata, Cetiri izdvojena gena su odabrana

za daljnja ispitivanja njihove eventualne uloge u otpornosti i EMT.

65



log,,F-test
15 20 25

10

-10

M hibridizacija DNA mikro¢ipova MES-OV CBP8 vs MES-OV
I RT-qPCR MES-OV CBP8 vs MES-OV
B RT-gPCR SK-OV-3 CBP6 vs SK-OV-3

20 B RT-gPCR OVCAR-3 CBP7 vs OVCAR-3 ] = NSOV 250
104 == MES-OV 25C A5/96
o 10 o == MES-OV 25C AG/96
Q s
&0 S °
=]
3 2
10
-20 T T T T T T T T T T T T T T 5 T T T T
D H D P F LR D DN N W © <@ s &
QéQ/ & dg,v- <<<2~C9 @((%0 @@Q q?g\ Q\;\ @3@ é\fbv é\,& o \ézf@@@v \?N ngvf‘ o\g/ “\QQ Q\\g’
NN > 57 5 & © &
¢ 5 N FEF TR « R &

Slika 18 Probir gena liste DEG za daljnja istrazivanja funkcije u procesima EMT -
ja i otpornosti na CBP

(A) Rezultati bioinformati¢ke analize liste DEG izmedu stanica MES-OV CBP8 i MES-OV
filtrirani su prema kriterijima p<0,05 i log.FC>|1| i vizualizirani koristenjem racunalnog alata
Morpheus u obliku plota volcano. Crveno su oznaceni geni koji su prosli navedene filtere i
imali pojaanu, a plavo snizenu ekspresiju u stanica MES-OV CBP8 u odnosu na MES-OV.
(B) Ekspresije 14 odabranih gena odredene su u Sest uzoraka linija stanica: MES-OV/MES-
OV CBP8, SK-OV-3/SK-OV-3 CBP6 i OVCAR-3/OVCAR-3 CBP7 koristenjem RT-qPCR.
Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. Na grafikonu su prikazane relativne, prosjeCne
vrijednosti log.FC izmjerene metodom hibridizacije DNA mikro€ipova i/ili RT-gPCR svake
otporne linije stanica u odnosu na odgovarajuéu roditeljsku liniju stanica, zajedno sa
standardnim devijacijama. (C) Ekspresije MIR99AHG, DNER, TMEMZ200A, SERPINE2
izmjerene su metodom RT-gPCR u stanicama MES-OV, MES-OV 25C, MES-OV 25C A5/96 i
MES-OV 25C A6/96. Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. Prikazane su relativhe
prosjeéne vrijednosti log:FC u odnosu na stanice MES-OV, zajedno sa standardnim

devijacijama.
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Drugi pristup izdvajanju gena od interesa temeljio se, uz otprije spomenute uvjete
prilagodene p-vrijednost<0,05 i log2FC=|1], na primjeni dodatnog uvjeta visoke
korelacije gena sa osjetljivos¢éu na CBP (|p|>0.8) (opisano u poglavlju 3.2.7.4). Na taj
nacin su u analizu uklju¢ene sve varijante stanica MES-OV, a ne samo MES-OV
CBP8. Primjena tri navedena filtera rezultirala je listom od 664 gena (lista DEG-
CCORG; Slika 19A). Ukupno 100 gena (50 gena s najvecom i 50 s najnizom
ekspresijom u odnosu na MES-OV) je izdvojeno i pretrazeno u bazi podataka
PubMed prema uvjetima spomenutim u prethodnom poglavlju. Samo 11 gena
(FBLN5, GRAMD1B, SAMD9, FILIP1L, HES7, NTM, FAM167A, MAP1B, PIK3R1,
PRKAR1B, i WDR46) je odabrano i analizirano metodom RT-gPCR na dodatna tri
modela spomenuta u prethodnom ulomku. Samo je ekspresija FBLN5, WDR46,
HES7 i PRKAR1B bila slicna u dva modela OVCAR-3/OVCAR-3 CBP7 i SK-OV-
3/SK-OV-3 CBP6 (Slika 19B). U modelu stanica klonova, ekspresija PRKAR1B i
WDR46 je bila suprotna rezultatima dobivenim u ostalim analiziranim modelima
(Slika 19C). Medutim, zbog toga $to promjene uoCene u modelu stanica klonova
najvise odgovaraju promjenama u ranijim varijantama modela razvoja otpornosti,
rezultati su usporedeni s istima te su sva Cetiri izdvojena gena odabrana za daljnje

eksperimente ispitivanja funkcije.
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Slika 19 Probir gena liste DEG-CCORG za daljnja istrazivanja funkcije u
procesima EMT-ja i otpornosti na CBP

(A) Rezultati bioinformatic¢ke analize liste DEG-CCORG (oznaceni crvenim obrubom) filtrirani
su prema kriterijima p<0,05, log2FC>1 i |p|>0.8, i vizualizirani koristenjem racunalnog alata
VennPainter u obliku plota venn. (B) Ekspresije 11 odabranih gena odredene su u Sest
uzoraka linijja stanica (MES-OV/MES-OV CBP8, SK-OV-3/SK-OV-3 CBP6 i OVCAR-
3/OVCAR-3 CBPY7). Eksperiment je ponovlien najmanje tri puta. Prikazane su relativhe
prosje¢ne vrijednosti log2FC izmjerene metodom hibridizacije DNA mikro€ipova i/ili RT-gPCR
svake razvijene linije stanica u odnosu na odgovarajuce roditeljske stanice, zajedno sa
standardnim devijacijama. (C) Ekspresije PRKAR1B, HES7, WDR46 i FBLNS izmjerene su
metodom RT-gPCR u stanicama MES-OV, MES-OV 25C, MES-OV 25C A5/96 i MES-OV
25C A6/96. Eksperiment je ponovlijen najmanje tri puta. Prikazane su relativnhe prosjeCne

vrijednosti log2FC u odnosu na stanice MES-OV, zajedno sa standardnim devijacijama.
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4.2.4 Probir signalnih puteva za daljnja istrazivanja funkcije u

procesima EMT-ja i otpornosti na CBP

U svrhu izdvajanja setova gena i signalnih puteva koji imaju potencijalno vaznu ulogu
u procesima razvoja smanjene osjetljivosti na CBP i/ili EMT, koridteni su rezultati
analize setova gena (opisane u poglavlju 3.2.7.6) prikazani u Tablici 20. Setovi gena i
signalni putevi spomenuti u tablici pretrazeni su u bazi podataka PubMed prema
dosad opisanim ulogama u procesima smanjene osjetljivosti/otpornosti na spojeve s
platinom (CBP, cDDP) i EMT-ja. Uzimajuci u obzir i ukljuéenost brojnih gena s lista
DEG, CCORG u procese diferencijacije, signalni put PI3K-Akt, te bioloSke procese i
signalne puteve povezane s procesiranjem i metabolizmom RNA i translacijom,
ukupno je za daljnja ispitivanja odabrano 14 komercijalno dostupnih inhibitora:
Rapamycin (Sirolimus; inhibitor mTOR-a), LY294002 (inhibitor PI3Ka/d/B-a),
Wortmannin (inhibitor PI3K-a), Idelalisib (inhibitor PI3K p1108-a), AZD1080 (inhibitor
GSK-3-a), SB216763 (inhibitor GSK-3-a), Akti-1/2 (inhibitor Akt1/2-a), TIC-10
(inhibitor Akt/ERK-a), Cilengitide (inhibitor receptora integrina), Triptolide (inhibitor
NF-kB), Rilpivirine (inhibitor reverzne transkriptaze bez nukleozida), Roscovitine
(inhibitor CDK-a), Febuxostat (inhibitor ksantin oksidaze) i TVB-3166 (inhibitor

sintetaze masnih kiselina).

4.3 Ispitivanje uloge osam izdvojenih gena u otpornosti

stanica na CBP i pokretljivosti

4.3.1 Provjera efikasnosti utiSavanja gena metodom transfekcije

stanice sa siRNA

U svrhu ispitivanja uloge osam odabranih gena (MIR99AHG, DNER, TMEMZ200A,
SERPINE2, WDR46, HES7, PRKAR1B i FBLNS) u odgovoru na tretman s CBP-om
te pokretljivosti stanica, koriStena je metoda utiSavanja gena transfekcijom stanica sa
siRNA (opisana u poglavlju 3.2.6.1). U slu€aju gena s pojacanom ekspresijom u
MES-OV CBP8 u odnosu na MES-OV (DNER, TMEMZ200A, SERPINEZ2 i FBLNS),

siRNA je unesena (transficirana) u stanice MES-OV CBPS8. U slu€aju gena sa
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snizenom ekspresijom u MES-OV CBP8 u odnosu na MES-OV (MIR99AHG,
PRKAR1B, HES7 i WDR46), gen od interesa je unesen u stanice MES-OV.
UspjeSnost utiSavanja svih gena potvrdena je metodom RT-gPCR mjerenjem
ekspresije gena od interesa u stanicama MES-OV ili MES-OV CBP8 s utiSanim

genom u odnosu na iste stanice transficirane negativnom kontrolom (Slika 20).
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Slika 20 Provjera efikasnosti utiSavanja gena MIR99AHG, DNER, TMEM200A,
SERPINE2, WDR46, HES7, PRKAR1B i FBLN5 metodom transfekcije stanica
siRNA

Stanice su transficirane odgovarajuc¢im siRNA i inkubirane 48 h. Uzorci su prikupljeni te je iz
izolirane RNA odredena ekspresija gena od interesa metodom RT-qPCR. Eksperiment je
ponovljen najmanje tri puta. Rezultati su prikazani kao relativne promjene ekspresije gena
(FC) u odnosu na kontrolu transficiranu neciljaju¢im siRNA (MES-OV si(-) ili MES-OV CBP8
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si(-)) iz reprezentativnog eksperimenta. Crvenom strelicom oznacen je efekt transfekcije

stanica specificnom siRNA na ekspresiju promatranog gena.

4.3.2 Uloga osam izdvojenih gena u odgovoru stanica MES-OV i
MES-OV CBP8 na tretman s CBP-om

U svrhu ispitivanja uloge gena MIR99AHG, DNER, TMEMZ200A, SERPINE2, WDR46,
HES7, PRKAR1B i FBLNS u odgovoru stanica MES-OV i MES-OV CBP8 na tretman
CBP-om, utiSane stanice su, zajedno s kontrolama, analizirane testom metabolizma
resazurina (opisanom u poglavlju 3.2.2.1) i testom odredivanja stope smrti stanice
(opisanom u poglavlju 3.2.2.3). UtiSavanje gena MIR99AHG nije utjecalo na
vijabilnost stanica MES-OV nakon tretmana CBP-om (Slika 21), ali se vidio blagi
porast relativnog broja mrtvih stanica mjerenjem stope smrti stanice u odnosu na
stanice transficirane si(-) (Slika 22). UtiSavanje gena DNER ucinilo je stanice MES-
OV CBP8 otpornijima na CBP u usporedbi sa stanicama transficiranih negativhom
kontrolom transfekcije (si(-)) (Slika 21). Medutim, suprotno od ocekivanja, mjerenjem

stope smrti stanice nije primijeCen porast broja mrtvih stanica (Slika 22). UtiSavanje

MES-OV CBPS8 si(-) (Slika 21), Sto je u skladu s detektiranim povecanjem u broju
mrtvih stanica (Slika 22). UtiSavanje SERPINEZ2 nije imalo znaCajan utjecaj na
vijabilnost stanica MES-OV CBP8 nakon tretmana s CBP-om (Slika 21), ali je
mjerenjem smrti stanice specificno primijeCen znacajan porast broja mrtvih stanica
(Slika 22). Sljedece je ispitivana funkcionalnost gena s liste DEG-CCORG.
Primije¢eno je povecanje otpornosti stanica MES-OV na tretman CBP-om nakon
utiSavanja gena PRKAR1B u odnosu na MES-QV si(-) (Slika 21) te poveéanje stope
smrti stanica (Slika 22). UtiSavanje HES7 i WDR46 nije imalo utjecaja na vijabilnost
(Slika 21) i stopu smrti stanica MES-OV (Slika 22) u odnosu na MES-OV si(-), dok
utiSavanje FBLNS nije utjecalo na vijabilnost stanica MES-OV CBP8 (Slika 21), ali je
primije¢eno znacajno povecanje stope smrti stanica (Slika 22) u odnosu na MES-OV
CBP8 si(-). Kona¢no, samo je utiSavanje TMEMZ200A u stanicama MES-OV CBPS i
PRKAR1B u stanicama MES-OV u odnosu na odgovarajucée si(-) kontrole utjecalo i

na vijabilnost stanica i na promjenu stope smrti stanica (Tablica 21).
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Slika 21 Vijabilnost stanica MES-OV i MES-OV CBP8 s utiSanim genima od
interesa nakon tretmana s CBP-om

Stanice su nasadene i drugi dan transficirane sa siRNA gena MIR99AHG, DNER,
TMEM200A, SERPINE2, WDR46, HES7, PRKAR1B i FBLN5 u trajanju od 48 h. Nakon
utiS8avanja, stanice su tretirane razliitim koncentraciama CBP-a. PreZivljenje stanica
izmjereno je testom metabolizma resazurina nakon 72 h. Eksperiment je ponovljen najmanje

tri puta. Rezultati su prikazani kao krivulje prezivljenja svake varijante stanica u odnosu na

72



kontrolu transficiranu sa si(-), zajedno s pripadajuéim vrijednostima standardne devijacije. *,
p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001
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Slika 22 Stopa smrti stanica MES-OV i MES-OV CBP8 s utiSanim genima od
interesa nakon tretmana s CBP-om

Stanice su nasadene i drugi dan transficirane sa siRNA gena MIR99AHG, DNER,
TMEM200A, SERPINE2, WDR46, HES7, PRKAR1B i FBLN5 u trajanju od 48 h. Nakon
utiSavanja, stanice su tretirane razli€itim koncentracijama CBP-a. Stopa smrti izmjerena je
testom odredivanja stope smrti stanica nakon 72 h. Eksperiment je ponovljen najmanje tri
puta. Rezultati su prikazani kao stupci promjene stope smrti svake varijante stanica u odnosu
na kontrolu transficiranu sa si(-), zajedno s pripadajuc¢im vrijednostima standardne devijacije.
*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001

4.3.3 Uloga osam izdvojenih gena u pokretljivosti stanica MES-OV i
MES-OV CBP8

U svrhu ispitivanja uloge gena MIR99AHG, DNER, TMEMZ200A, SERPINE2, WDRA46,
HES7, PRKAR1B i FBLNS u pokretljivosti stanica MES-OV i MES-OV CBP8, utiSane
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stanice su, zajedno s kontrolama, analizirane testom zacjeljivanja rana opisanim u

poglavlju 3.2.3.1 i testom invazije opisanim u poglavlju 3.2.3.3.

UtiSavanje gena MIR99AHG nije utjecalo na migraciju stanica MES-OV u odnosu na
MES-QV si(-) (Slika 23A), ali je primijeCcen porast stope invazije (p<0,01) (Slika 23B).
Migracija stanica MES-OV CBP8 nije se promijenila nakon utiSavanja gena DNER
(Slika 23A), ali je zabiljezeno smanjenje stope invazije u odnosu na MES-OV CBP8
si(-) (Slika 23B). UtiSavanjem gena TMEMZ200A i SERPINEZ2 u stanicama MES-OV
CBP8 primijeceno je smanjenje stope migracije i invazije (p<0,05; p<0,01) u odnosu
na MES-OV CBPS8 si(-) (Slika 23). Nakon utiSavanja gena PRKAR1B u MES-OV
stanicama, primijeceno je poveéanje stope migracije i invazije u odnosu na MES-OV
si(-) (Slika 23). UtiS8avanje HES7 nije utjecalo na stopu migracije i invazije stanica
MES-OV (Slika 23), dok im je utiS8avanje gena WDR46 znaCajno povecalo samo
stopu invazije u odnosu na MES-OV si(-) (Slika 23B). UtiSavanjem gena FBLNS u
MES-OV CBPS8 stanicama smanjila se stopa migracije i invazije (p < 0,01; Slika 23) u
odnosu na stanice MES-OV CBP8 si(-). Kona¢no, promjena pokretljivosti stanica
mjerena testom zacjeljivanja rana i testom invazije uoCena je utiSavanjem gena
TMEMZ200A i SERPINEZ2 u stanicama MES-OV CBP8 te PRKAR1B u stanicama

MES-OV u odnosu na odgovarajuce kontrole (Tablica 21).
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Slika 23 Pokretljivost stanica MES-OV i MES-OV CBP8 s utiSanim genima od
interesa

Stanice su nasadene u ploCice s 24 bunari¢a. (A) Migracija stanica izmjerena je testom
zacjeljivanja rana. Eksperimenti su ponovljeni najmanje tri puta. Rezultati su prikazani kao

stupci prosjeCnih stopa migracije u odnosu na MES-OV stanice, zajedno s pripadaju¢im
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vrijednostima standardne devijacije. (B) Invazija stanica izmjerena je testom invazije.
Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. Rezultati su prikazani kao obradene slike stanica
koje su invadirale (lijevo) i kao stupci prosjec¢nih stopa invazije u odnosu na MES-QV stanice,
zajedno s pripadajuéim vrijednostima standardne devijacije. *, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001; **** p<0,0001

Tablica 21 Sazetak efekata utiSavanja gena na osjetljivost stanica na tretman
CBP i pokretljivost

prezivljenje stopa smrti stanice stopa stopa
stanica migracije invazije
MIR99AHG = S = 0
DNER R = = !
TMEMZ200A S S 1 !
SERPINE2 = S ! !
siRNA

PRKAR1B R R 1 1
HES7 = = = =
WDR46 = = = 1
FBLN5 = S ! !

=, nema statisticki znacajne promjene; S, povecanje osjetljivosti na CBP (engl. sensitisation); R,

povecanje otpornosti na CBP (engl. resistance); |, smanjenje pokretljivosti; 1, povecanje pokretljivosti

4.3.4 Vrijednost = osam izdvojenih gena kao mogucih

farmakogenetskih biljega

Moguca vrijednosti gena MIR99AHG, DNER, TMEMZ200A, SERPINEZ2, WDRA46,
HES7, PRKAR1B i FBLN5S kao farmakogenetskih biljega analizirana je u kontekstu
ukupnog prezivljenja (OS), prezivljenja bez napretka bolesti (PFS) i billega odgovora
na terapiju platinom (3.2.7.7) kod bolesnica sa seroznim rakom jajnika visokog
stupnja (HGSOC).

Rezultati analize su pokazali vrlo visoku vrijednosti HR-a za MIR99AHG od 1,8
(p=0,000) za OS i 1,41 (p=0,004) za PFS (Slika 24, Tablica 22), ukazujuci na to da
njegova povecana ekspresija moze biti dobar biljeg ukupnog prezivljenja bolesnica s
HGSOC-om i prezivljenja bez napretka bolesti. Ti rezultati su suprotni rezultatima

analize MIR99AHG u tri modela in vitro razvijenima u nasem laboratoriju, gdje je
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ekspresija MIR99AHG smanjena u stanicama MES-OV CBP8 koje bolje prezivljavaju
tretman CBP. Vrijednost AUC-a od MIR99AHG kao biljega odgovora bolesnica na
terapiju lijekovima s platinom nije bila analizirana zbog nedostatka podataka u alatu
ROC plotter. Gen DNER je imao visoku vrijednost HR-a od 1,63 (p=0,002) i 1,34
(p=0,008) u slu¢aju OS-a i PFS-a (Slika 24, Tablica 22), dok je njegova vrijednost
AUC-a iznosila 0,603 (p=0,002) (Slika 25A). TMEMZ200A je takoder imao visoku
vrijednost HR-a od 1,44 (p=0,007) i 1,53 (p=0,000) u slu¢aju OS-a i PFS-a (Slika 24,
Tablica 22), dok je njegova vrijednost AUC-a iznosila 0,635 (p=0,000) (Slika 25A).
Vrijednost HR-a u slu¢aju OS-a i AUC-a gena SERPINEZ2 nije bila statistiCki zna¢ajna
(p=0,1600 i p=0,098), dok je u slu¢aju PFS-a ona iznosila 1,25 (p=0,008) (Slika 24,
Tablica 22, Slika 25A). Kada su sva Cetiri gena liste DEG bila zajedniCki analizirana
kao set potencijalnih biljega (panel), HR vrijednosti OS-a i PFS-a su iznosile 1,52
(p=0,006) i 1,51 (p=0,001) (Slika 24, Tablica 22), a AUC vrijednost 0,596 (p=0,004)
(Slika 25A). Zbog iznimno zanimljivih rezultata, geni su ispitani ne samo unutar
skupine bolesnica sa HGSOC-om koje su primile terapiju na bazi platine, ve¢ i kod
onih kojima je prije terapije platinom bio uspjesSno uklonjen veci dio, ako ne i cijeli
makroskopski vidljiv rak jajnika (engl. optimal debulking) (Slika 25B), odnosno onih
koje su primile kombiniranu terapiju spojevima s platinom i taksanima (Slika 25C).
Jedini gen koji je imao visoke vrijednosti AUC-ova unutar dvije dodatne skupine
bolesnica bio je TMEMZ200A s vrijednostima od 0,761 (p=0,000) (Slika 25B ) i 0,726
(p=0,003).

U slu€aju gena s liste DEG-CCORG, jedina statistiCki znaCajna vrijednost HR-a
zabiljezena je u slu€aju OS-a za gen FBLNS te je iznosila 1,27 (p=0,0062) (Slika 24,
Tablica 22). Vrijednosti AUC-ova su bile statisticki znacajne samo za gene PRKAR1B
i FBLNS, te su iznosile 0,638 (p=2,2e-06) i 0,576 (p=2,3e-02) (Slika 24, Tablica 22).
Vrijednosti HR-ova panela Cetiri gena liste DEG-CCORG iznosile su 1,38 (p=0,014) i
1,40 (p=0,0032) za OS i PFS, odnosno 0,576 (p=2,3e-02) za AUC (Slika 24, Tablica
22). Ostali geni nisu pokazali statistiCki znacaj kao biljezi. Geni liste DEG-CCORG
imali su opcenito znacajno loSije vrijednosti kao biljezi u odnosu na gene liste DEG, s
iznimkom gena PRKAR1B.
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Slika 24 Vrijednost osam izdvojenih gena kao biljega OS-a i PFS-a bolesnica s
HGSOC-om

Vrijednost gena MIR99AHG, DNER, TMEMZ200A, SERPINE2, PRKAR1B, HES7, WDR46 i
FBLNS kao biljega prezivljenja analizirana je koriStenjem raunalnog alata KM Plotter u
kontekstu ukupnog prezivljenja (OS) i prezivljenja bez napretka bolesti (PFS). Analiza je
napravljena na setovima uzoraka tkiva pacijentica s rakom jajnika tipa HGSOC, razine (eng|.
grade) 2, 3 i 4 koje su primile terapiju na bazi platine. Rezultati su prikazani pomocu
grafikona Kaplan Meier, zajedno s vrijednostima omjera pojave dogadaja (HR) i p-vrijednosti
izraCunatih metodom log-rank. Crvena linija oznaCava prezivljenje bolesnica s pojatanom, a
crna sa snizenom ekspresijom gena od interesa, u odnosu na racunalno odredeni prag.

Podebljano su oznacene statistiCki znacajne p-vrijednosti.
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Tablica 22 Vrijednost osam izdvojenih gena kao biljega OS-a i PFS-a bolesnica
s HGSOC-om

OS (406 bolesnica) PFS (403 bolesnica)

Grupa s niskom | Grupa s visokom @ Grupa s niskom | Grupa s visokom

ekspresijom (u ekspresijom (u ekspresijom (u ekspresijom (u

Gen mjesecima) mjesecima) mjesecima) mjesecima)
MIR99AHG 58 36,4 18,2 13
DNER 52 37,9 15 13
TMEM200A 44 29,9 16 11
SERPINE2 454 445 17,1 15,6
Panel DEG 49 38,9 18,1 13,6
PRKAR1B 45,5 40,1 17,4 15
HES7 44 37 15 13,4
WDR46 48,2 43,9 17,1 15,4
FBLN5 47,8 40,5 18,1 14,4
Panel CCORG 45 33,8 15,9 12
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Slika 25 Vrijednost osam izdvojenih gena kao biljega odgovora bolesnica s
HGSOC-om na terapiju platinom
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(A) Vrijednost gena DNER, TMEM200A, SERPINE2, PRKAR1B, HES7, WDR46 i FBLNS5, te
panela tri gena liste DEG i Cetiri gena liste CCORG kao biliega odgovora bolesnica s
HGSOC-om na terapiju spojevima s platinom analizirana je kori§tenjem racunalnog alata
ROC Plotter. Analiza je napravljena na setovima uzoraka tkiva bolesnica s rakom jajnika tipa
HGSOC, razine (engl. grade) 2, 3 i 4, koje su primile terapiju na bazi platine. Rezultati su
prikazani pomocu grafikona ROC plot, zajedno s AUC i p-vrijednostima. (B) Vrijednosti gena
TMEMZ200A kao biljega odgovora na tretman spojevima s platinom dodatno je analizirana na
uzorcima bolesnica kod kojih je tijekom klini€kog zahvata u potpunosti uklonjena vecina ili
cijeli volumen tumora (engl. optimal debulking). (C) U analizu su ukljuéene i bolesnice koje
su primile kombiniranu terapiju spojevima s platinom i taksana. Rezultati su prikazani
pomocu grafikona box plot (usporedba ekspresije gena u skupinama bolesnica s dobrim i
loSim odgovorom na terapiju) i ROC plot, zajedno s AUC i p-vrijednostima. Podebljano su

oznacene statistiCki znacajne p-vrijednosti.

4.4 |Ispitivanje funkcije izdvojenih signalnih puteva u
otpornosti stanica MES-OV i MES-OV CBP8 na CBP i

pokretljivosti

U svrhu ispitivanja funkcije izdvojenih signalnih puteva u otpornosti stanica MES-OV i
MES-OV CBP8 na CBP i njihove pokretljivosti, stanice su tretirane s 14 odabranih
inhibitora (opisano u poglavlju 3.2.6.2): Rapamycin, LY294002, Wortmannin,
Idelalisib, AZD1080, SB216763, Akti-1/2, TIC-10, Cilengitide, Triptolide, Rilpivirine,
Roscovitine, Febuxostat i TVB-3166. Tretiranim stanicama odredena je vijabilnost
testom metabolizma resazurina (opisanim u poglavlju 3.2.2.1), stopa stani¢ne smrti
(test opisan u poglavlju 3.2.2.3) i stopa migracije stanica testom zacjeljivanja rana

(opisanim u poglavlju 3.2.3.1).

4.4.1 Prezivljenje stanica MES-OV i MES-OV CBP8 nakon tretmana s
14 odabranih inhibitora

U svrhu odredivanja uklju€enosti izdvojenih signalnih puteva u prezivljenje stanica

nakon tretmana CBP-om, prvo je provjeren utjecaj razliitih koncentracija svakog
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inhibitora na vijabilnost stanica MES-OV i MES-OV CBP koristenjem testa
metabolizma resazurina (opisan u poglavlju 3.2.2.1). Rezultati su pokazali da su
stanice MES-OV CBP8 bile otpornije na tretman s LY294002, Idelalisib, AZD1080,
Akti-1/2, Cilengitide, Rilpivirine, Roscovitine, Febuxostat i TVB-3166 u usporedbi sa
stanicama MES-OV (Slika 26). Obje linije stanica imale su sli€an odgovor na tretman
s inhibitorom TIC-10 (Slika 26). Nadalje, stanice MES-OV CBPS8 bile su osjetljivije na
Rapamycin, Wortmannin, SB216763 i Triptolide u usporedbi s MES-OV (Slika 26) te
se s njima nastavilo u detaljna ispitivanja njihovog utjecaja na odgovor stanica MES-
OV i MES-OV CBP8 na tretman s CBP-om.
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Slika 26 Vijabilnost stanica MES-OV i MES-OV CBP8 tretiranih s 14 odabranih

inhibitora

Stanice MES-OV i MES-OV CBP8 su tretirane razli€itim koncentracijama sljedecih inhibitora:
Rapamycin, LY294002, Wortmannin, Idelalisib, AZD1080, SB216763, Akti-1/2, TIC-10,
Cilengitide, Triptolide, Rilpivirine, Roscovitine, Febuxostat i TVB-3166. Vijabilnost stanica
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izmjerena je testom metabolizma resazurina nakon 72 h. Eksperiment je ponovljen najmanje
tri puta. Rezultati su prikazani kao krivulje prezivljenja svake varijante stanica u odnosu na
kontrolu tretiranu s DMSO, zajedno s pripadaju¢im vrijednostima standardne devijacije. *,
p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001

4.4.2 Utjecaj Rapamycin-a, Wortmannin-a, SB216763-a i Triptolide-a
na prezivljenje stanica MES-OV i MES-OV CBP8 nakon

tretmana CBP-om

U svrhu ispitivanja Cetiri inhibitora na koji su stanice MES-OV CBP8 bile osjetljivije od
MES-OV - Rapamycin, Wortmannin, SB216763 i Triptolide (Slika 26) - odabrane su
koncentracije koje su u obje linije stanica smanijile vijabilnost stanica za najvise 20%
(efektivne koncentracije inhibitora), kako bi se izbjegao negativni utjecaj samog
inhibitora na prezivljenje stanica, odnosno mogucnost dodatnih, nespecifi¢nih efekata
inhibitora na homeostazu stanica. Stanice MES-OV i MES-OV CBP8 su prvo
tretirane (predtretirane) odabranim koncentracijama inhibitora u trajanju od 2 h, a
zatim tretirane razliitim koncentracijama CBP (opisano u poglavlju 3.2.6.2). Kao
kontrola eksperimenta koriStene su stanice tretirane DMSO-om koji je koriSten za
otapanje svih inhibitora. Tretman Rapamycin-om smanjio je osjetljivost na CBP
stanica MES-OV u odnosu na iste stanice tretirane samo CBP-om i DMSO-om (Slika
27A), Sto je potvrdeno mjerenjem stope smrti stanica (Slika 27B). Tretman
Wortmannin-om takoder je smanijio osjetljivost stanica MES-OV u odnosu na iste
stanice predtretirane s DMSO-om (Slika 27A), medutim, isti efekt nije primijecen
mjerenjem stope smrti stanica (neprikazani rezultati). Tretman Triptolide-om nije
utjecao na vijabilnost stanica MES-OV (Slika 27A) u odnosu na kontrolu tretiranu
DMSO-om, ali je smanjio stopu smrti stanica (Slika 27B). Tretman SB216763 nije
imao utjecaja na vijabilnost stanica (Slika 27A) ili stopu smrti stanica (neprikazani
rezultati) ni u jednoj liniji stanica u odnosu na stanice tretirane DMSO-om. U slucaju
stanica MES-OV CBP8, povecana osjetljivost na CBP je primije¢ena nakon tretmana
stanica Rapamycin-om i Triptolide-om u odnosu na stanice predtretirane DMSO-om,
dok je nakon tretmana Wortmannin-om osjetljivost na CBP smanjena (Slika 27A).
Mjerenjem stope smrti stanica MES-OV CBP8, primije¢eno je smanjenje stope smrti

stanica tretiranih Rapamycin-om nakon tretmana s CBP-om (Slika 27B) u odnosu na
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stanice predtretirane DMSO-om, $to je bilo suprotno rezultatu mjerenja vijabilnosti
stanica. Tretman Triptolide-om povecao je stopu smrti stanica MES-OV CBPS8 u
odnosu na kontrolne stanice tretirane s DMSO-om (Slika 27B). Konacno, utjecaj na
prezivljenje stanica potvrden je objema metodama samo kod stanica MES-OV
predtretiranima Rapamycin-om i stanica MES-OV CBP8 predtretiranima Triptolide-
om (Tablica 23).
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Slika 27 Prezivljenje stanica MES-OV i MES-OV CBP8 predtretiranih
inhibitorima Rapamycin-om, Wortmannin-om, SB216763-om i Triptolide-om te
tretiranih s CBP

Stanice su ftretirane efektivnim koncentracijama inhibitora: Rapamycin (1 yM), Wortmannin
(10 uMm), SB216763 (1 uM) i Triptolide (1 nM), te 2 h poslije ftretirane razliCitim
koncentracijama CBP-a. (A) Vijabilnost stanica izmjerena je testom metabolizma resazurina

nakon 72 h. Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. Rezultati su prikazani kao krivulje
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prezivljenja svake varijante stanica u odnosu na kontrolu transficiranu sa si(-) i tretiranu s
DMSO-om, zajedno s pripadaju¢im vrijednostima standardne devijacije. (B) Stopa smrti
izmjerena je testom odredivanja stope smrti stanica nakon 72 h. Eksperiment je ponovljen
najmanje tri puta. Rezultati su prikazani kao stupci promjene stope smrti svake varijante
stanica u odnosu na kontrolu transficiranu sa si(-) i tretranu s DMSO-om, zajedno s
pripadaju¢im vrijednostima standardne devijacije. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ****
p<0,0001

Tablica 23 Utjecaj Rapamycin-a, Wortmannin-a, SB216763-a i Triptolide-a na
prezivljenje stanica nakon tretmana s CBP-om

Inhibitor

Rapamycin Wortmannin SB216763 Triptolide

prezivljenje MES-OV R R = =
stanica MES-OV CBP8 S R = S
stopa smrti MES-OV R / / R
stanice MES-OV CBP8 R / / S

=, nema statisticki znaCajne promjene; S, povecanje osjetljivosti na CBP (engl. sensitisation); R,

povecanje otpornosti na CBP (engl. resistance); /, nije mjereno

4.4.3 Pokretljivost stanica MES-OV i MES-OV CBP8 nakon tretmana

s 14 odabranih inhibitora

U svrhu ispitivanja utjecaja 14 odabranih inhibitora na pokretljivost stanica, stanice
MES-OV i MES-OV CBP8 su tretirane odabranim koncentracijama inhibitora na nacin
opisan u poglavlju 3.2.6.2 te ispitane testom zacjeljivanja rana (opisan u poglavlju
3.2.3.1). Smanjena stopa migracije primijeCena je kod obje linije stanica tretirane s
inhibitorima LY294002-om, Wortmannin-om, AZD1080-om i Akti-1/2-om u odnosu na
kontrolne stanice tretirane s DMSO-om (Slika 28). Povecanje stope migracije
primijeceno je samo kod stanica MES-OV CBPS8 tretiranih s SB216763-om u odnosu
na iste stanice tretirane DMSO-om (Slika 28). Drugi inhibitori nisu utjecali na stopu
migracije stanica MES-OV ili MES-OV CBPS8 (Slika 28). Dodatna statistiCka analiza
pokazala je da tretman niti jednim inhibitorom nije zna€ajno drugacije utjecao na

migraciju MES-OV CBP8 stanica u usporedbi s MES-OV (mjereno pomocu
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vrijednosti efekta interakcije (IE)), zbog ¢€ega utjecaj na invaziju niti jednog od
istrazivanih

rezultati).

Stopa migracije
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Slika 28 Pokretljivost stanica MES-OV i MES-OV CBP8 tretiranih sa 14

odabranih inhibitora

Stanice su tretirane s DMSO-om ili efektivnim koncentracijama inhibitora: Rapamycin (1 yM),
LY294002 (1 pM), Wortmannin (10 pM), Idelalisib (0,1 pM), AZD1080 (1 pM), SB216763 (1
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uM), Akti-1/2 (10 pM), TIC-10 (10 pM), Cilengitide (9 pM), Triptolide (1 nM), Rilpivirine (10
MM), Roscovitine (10 uM), Febuxostat (50 uM) i TVB-3166 (12,5 uM). Migracija stanica
izmjerena je 24 h nakon tretmana koriStenjem testa zacjeljivanja rana. Eksperimenti su
ponovljeni najmanje tri puta. Rezultati su prikazani kao stupci prosjecnih stopa migracije u
odnosu na MES-OV stanice tretirane s DMSO-om, zajedno s pripadaju¢im vrijednostima
standardne devijacije *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001
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5.Rasprava

Istrazivanje otpornosti raka na terapiju zapocelo je sredinom proslog stolje¢a [84]. Do
danas su otkriveni brojni molekularni mehanizmi otpornosti te je nedvojbeno
pokazano da sama terapija mozZe potaknuti steCenu otpornost raka na lijek,
limfangiogenezu i metastaziranje. Drugim rije€ima, stanice raka koje prezive
kemoterapiju imaju veCi metastatski potencijal nego prije terapije te su daleko manje
osjetljive na sljedeci ciklus terapije [85—88]. U svrhu istrazivanja osjetljivosti raka na
terapiju i razumijevanja procesa metastaziranja te njihove medusobne povezanosti,
kao alati se koriste trajne i primarne kulture stanica, organoidi, misji modeli s
ugradenim tumorima Covjeka — ksenografti (engl. patient-derived xenograft), vinska
musica (Drosophila melanogaster), zebrica (Danio rerio) te razni raCunalni modeli
[89]. Generiranje podataka vezanih za genom, transkriptom, epigenetiCke promjene
genoma, miRNA ekspresije i proteom bolesnika specificiranih prema patohistoloskim
podacima i primljenoj terapiji, te osiguravanje njihove dostupnosti kroz formiranje
razliCitih baza podataka kao sto su GEO, TCGA i EGA, omogucilo je bolje
razumijevanje podataka dobivenih in vitro i identificiranje novih farmakogenetskih
biljega. [90-95]. Do sada je u otpornosti na lijekove istrazena i dokazana vaznost
brojnih enzima proteaza, faktora izvanstaniénog matriksa, kemokina, faktora
angiogeneze i metilacije DNA, miRNA, flavonoida i drugih faktora [96—98]. UnatoC
intenzivnim naporima znanstvenika, nazalost i dalje ne postoji odobreni i
standardizirani set biljega i/ili uputa kojima se moze predvidjeti ili uspjeSno prebroditi

otpornosti na terapiju kod bolesnica s uznapredovalim rakom jajnika.

U ovom radu cilj je bio istraziti odvijaju li se dva procesa - lijekom potaknuta steCena
otpornost stanica raka jajnika i lijekom potaknut EMT - odvojeno ili dijele neke
zajedniCke molekule ¢ime bi se dalo naslutiti da se radi o zajednikoj regulaciji oba
procesa. Nadalje, definiranjem ,zajednickih molekula®“, cilj je bio pronaci nove ciljeve
buducih terapija i/ili farmakogenetske biljege otpornosti. Za ostvarivanje ovog cilja
bilo je potrebno pronaci dostupan set podataka ili model stanica koji bi opisivao
postepeni razvoj lijekom potaknute steCene otpornosti i EMT-ja. PretraZivanjem
dostupnih modela i setova podataka nije pronaden niti jedan alat koji bi omogucavao
detaljno i postepeno pracenje promjena ekspresije gena i procesa EMT-ja tijekom

razvoja otpornosti u kontekstu raka jajnika. Broj linija stanica otpornih na
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kemoterapiju je bio vrlo ograniCen, a dostupne su bile samo stanice ili setovi
podataka stanica najistaknutijeg fenotipa od interesa (stanice s najveCom razvijenom
otpornosti). Stoga, kako bi se ipak mogao pratiti postepeni razvoj otpornosti, u sklopu
istrazivanja je opetovanim tretmanom sve veéim koncentracijama CBP-a
uspostavljen i karakteriziran model MES-OV stanica seroznog raka jajnika visokog
stupnja. Protokol razvoja modela stanica otpornih na lijekove je dobro poznat, otprije
uspostavljen i vrlo zanimljiv znanstvenicima zbog mogucénosti selekcije stanica
evolucijskim pritiskom (lijekom do interesa) u strogo kontroliranim uvjetima, $to
omogucava izdvajanje samo onih procesa i Cimbenika koji su usko povezani s
odgovorom na lijek [99-102]. lako postoje modeli raka koji bolje odgovaraju stvarnim
uvjetima raka kod bolesnika, koristenje 2D modela stanica se jo$ uvijek smatra
zlatnim standardom ranih pretklinickih studija jer omogucavaju relativho jeftino i
jednostavno istrazivanje funkcije gena i proteina koriStenjem siRNA, shRNA,
CRISPR-Cas9 i drugih metoda na velikoj skali [103—-106]. Stoga je, kako bi
potencijalno postao dodatan alat za istrazivanja otpornosti na CBP i CBP-om
potaknut EMT, uspostavljeni model stanica raka jajnika detaljno karakteriziran u
kontekstu odgovora na CBP i TAX te biljega i procesa vezanih za EMT. Sli¢an pristup
su do danas koristile dvije istrazivaCke grupe. Prva je grupa istrazivala otpornost
seroznog raka jajnika na TAX koriStenjem stanica KF-28, pri ¢emu su analizirali
miRNA i transkriptom, bez dodatnih analiza uloga izdvojenih molekula u stanici [107].
Druga grupa je razvila model stanica endometroidnog adenokarcinoma jajnika A2780
postepenim tretmanom s TAX-om [108], analizirala cijeli spektar razvijenih linija
stanica u kontekstu njihove ekspresije i izdvojila set gena koji ostaje konstitutivho
promijenjen tijekom svih stadija razvoja otpornosti. U odnosu na model koristen u
ovom radu, objavljena istraZivanja se razlikuju primjenom drugacijeg protokola
koriStenog za razvoj otpornih modela, tipom koristenih stanica te Cinjenicom da niti
jedan model nije razvijen opetovanim tretmanima CBP-om. Nadalje, u niti jednom od
navedenih istraZivanja nije se za probir kandidata od interesa koristila korelacija
ekspresije gena i odgovor stanica na CBP te ispitala funkcija izdvojenih gena
kandidata. Nedostatak funkcionalnih ispitivanja odabranih molekula od interesa
najveca je mana spomenutih [83,93,109] i slicnih istrazivanja. U ovom radu
napravljena je analiza funkcije izdvojenih kandidata u kontekstu otpornosti i
pokretljivosti stanica. lako su potrebna dodatna istrazivanja kako bi se izdvojeni

kandidati ovog istraZivanja koristili kao farmakogenetski biljezi ili mete nove terapije,
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novouspostavljeni model postepeno rastuce otpornosti stanica seroznog raka jajnika
na CBP, probir kandidata temeljen na promjeni ekspresije i korelaciji ekspresija gena
s odgovorom na CBP te rezultati analiza funkcija gena predstavljaju vrlo zanimljiv i

dosad neopisan pristup istrazivanju otpornosti raka jajnika na CBP.

Model stanica uspostavljen u nasem laboratoriju karakterizirala je rastu¢a otpornost
na CBP i krizna otpornost na TAX te povecana pokretljivost (ve¢a migratorna i
invazivna sposobnost) u odnosu na izvorne, roditeljske stanice. O znacajnosti
dugoroc€nih i stabilnih promjena ekspresije gena govori Cinjenica da je kod varijante
stanica MES-OV CBP8 - najotpornije varijante CBP otpornih stanica - utvrdeno €ak
2127 od 21449 (9,92%) znacajno promijenjenih gena (p-vrijednost<0,05 i log2FC=|1])
u odnosu na stanice MES-OV. Sa stupnjem otpornosti varijanti stanica rasao je i broj
znacajno promijenjenih gena (neprikazani rezultati). Znanstvenici su nedavno
pokazali da je loSija prognoza pacijenata povezana s pojaanom transkripcijom svih
gena u stanici (hipertranskripcija) u odnosu na netumorske stanice [110]. Dobiveni
rezultati se uklapaju u kontekst napretka maligne bolesti i ukazuju na potencijalnu
ulogu broja promijenjenih gena u prognoziranju otpornosti na terapiju CBP. Nadalje,
varijante stanica CBP2 i CBP3 su prema ekspresiji gena bile vrlo slicne MES-OV,
dok su slicne uzorke ekspresije takoder dijelile CBP6, CBP7 i CBP8. Zanimljivo je i
da su se ekspresije gena markera EMT-ja zna¢ajno mijenjale kroz varijante. Otporne
stanice MES-OV CBP8 koje su nalikovale stanicama mezenhima su imale smanjenu
razinu E-kadherina i fibronektina na razini gena i proteina. S druge strane, geni
CDH?2 i VIM su bili smanjene ekspresije u otpornim stanicama, dok su razine proteina
N-kadherina i vimentina bile poveCane. Opre€ni rezultati dobiveni na razini
transkripata i proteina, N-kadherina i vimentina, su bili zabiljezeni i ranije u slicnim
istrazivanjima [111,112], a mogu biti posljedica razliCite koncentracije i stabilnosti
mRNA i proteina uslijed drugacijin stopi izgradnje i obrtaja, te koliCine produkta u
rezervi koje kontrolira slozena mreza signalnih puteva znacajno izmijenjenih prilikom
selekcijskog pritiska s CBP-om [112]. Znacajnu ulogu u primijecenom efektu moze
imati i heterogenost uspostavljenih populacija stanica [112]. Naime, istrazivanja su
pokazala da unutar jedne populacije stanica raka postoji vise tipova
stanica/subpopulacija koje se mogu razlikovati po fenotipu i ekspresiji gena/proteina,
Sto moze imati za posljedicu razliCitu stopu proliferacije, pokretljivosti, svojstva

maticnih stanica te otpornosti na lijekove [113—-115]. lako bi bilo za oCekivati da ¢e
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unutar jedne populacije, one stanice/subpopulacije s povisenom ekspresijom
markera stanica mezenhima, ujedno biti i stanice najmanje osjetljive na lijek,
pokazano je drugacije. Najvecu pokretljivost, potencijal razvoja raka i najveéu
otpornost na lijekove imale su stanice s takozvanim prijelaznim fenotipom [65],
fenotipom potvrdenim i u nasSem istrazivanju. Da bismo bolje shvatili korelaciju
otpornosti i EMT-ja, analizirano je dodatnih 17 gena opisanih u kontekstu procesa
EMT-ja. Osim gena DSP, FOXC2, GCSH, ITGB6, MMP2, OCLN, SNAI1 i SNAI2 sa
znacajno promijenjenom ekspresijom izmedu stanica MES-OV CBP8 i MES-OV,
utvrdena je znacajna korelacija izmedu odgovora na CBP i ekspresije DSP (p=-0.64)
i SNAIL2 (p=0.74). Uloge oba izdvojena gena otprije su opisane u razli€itim
mehanizmima odgovora i otpornosti na lijekove i EMT-ju [116,117]. Dobiveni rezultati
su ukazali da je odnos otpornosti stanica raka na lijek i ljekom potaknute EMT vrlo

kompleksan te da su nuzni dodatni eksperimenti u svrhu razumijevanja istog.

U potrazi za novim kandidatima ukljuCenima u odgovor stanica raka jajnika na CBP i
pokretljivost, odnosno metastaziranje, koriStena su dva pristupa probiru gena. Prvi
pristup je podrazumijevao izdvajanje znacajno promijenjenih gena izmedu stanica
MES-OV CBP8 i MES-OV (DEG), a u drugom pristupu su koriStenjem svih varijanti
stanica izdvojeni geni Cija je ekspresija znacCajno korelirala s odgovorom stanica na
CBP (CCORG). Dva pristupa probiru gena rezultirala su dviema listama od 2127
gena, od kojih su liste dijelile njih 31,22%, odnosno 664 gena. Osim znacajno
razli€itih signalnih puteva u koje su uklju€eni, geni liste CCORG imali su ¢ak 66,37%
vise ukupnih interakcija proteina u odnosu na gene liste DEG. Spomenuti rezultati
sugeriraju da probirom gena na temelju korelacije s odgovorom stanica na CBP
dolazi do izdvajanja gena Cija je medusobna povezanost veC¢ uoCena u razli€itim
modelnim sustavima te zabiljezena u literaturi i bazama podataka. S druge strane,
oCekivalo se da ¢e na listi DEG i njima povezanoj listi signalnih puteva doéi do
izdvajanja dosad neopisanih gena kandidata povezanih s promatranim selekcijskim
pritiskom (CBP). Kona¢na pretpostavka je da koriStenjem oba kriterija — znacajno
promijenjene ekspresije i korelacije s odgovorom na CBP - odnosno kombiniranjem
gena obiju lista (DEG-CCORG) potencijalno dolazi do povecanja Sanse za
pronalazak gena koji bi mogli imati ulogu u odgovoru stanica na CBP i
metastaziranju. |z tog razloga je, nakon usporedbe lista, napravljen detaljan probir

kandidata lista DEG i DEG-CCORG za daljnja istrazivanja. Nakon prvog koraka u
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kojemu je izdvojeno ukupno 14 gena liste DEG i 11 gena liste DEG-CCORG, u probir
gena kandidata su uklju¢eni dodatni modeli s postepenim razvojem otpornosti na
CBP (SK-OV-3/SK-OV-3 CBP6, OVCAR-3/OVCAR-3 CBP7). Na taj nacin odabrani
geni kandidati nisu bili specificni za jednu liniju stanica raka jajnika niti za jedan
protokol razvoja otpornosti na lijek. U konacnom probiru gena kandidata koriSten je
tzv. model stanica klonova. Koncept stanica klonova otpornih na lijekove poznat je u
literaturi [118]. Ovim eksperimentalnim pristupom omoguceno je mjerenje ekspresije
gena od interesa u pojedinacnim stanicama heterogene populacije stanica koja je
preziviela tretman CBP-om te pojedinacnih stanica te populacije koje su imale ili
zadrzale svojstvo diobe. U konacnici je odabrano osam gena koji su imali sli¢nu
promjenu ekspresije u sva Cetiri koristena modela stanica (MES-OV/CBP8, SK-OV-
3/SK-0OV-3 CBP6, OVCAR-3/OVCAR-3 CBP7 i model stanica klonova). Spomenuta
slozenost probira kandidata omogucila je izdvajanje gena koji bi mogli imati ulogu u

razvoju otpornosti seroznog adenokarcinoma jajnika na CBP.

Analizom funkcionalnih uloga osam odabranih gena (MIR99AHG, DNER,
TMEMZ200A, SERPINE2, PRKAR1B, HES7, WDR46 i FBLN5) primije¢ene su
znaCajne promjene u prezivljenju, stopama smrti i pokretljivosti stanica samo u
slu€aju TMEMZ200A i PRKAR1B. UtiSavanje TMEMZ200A u MES-OV CBPS8 stanicama
rezultiralo je smanjenjem prezivljenja i pokretljivosti stanica, sugeriraju¢i njihovu
ulogu u oba procesa. TMEMZ200A je pokazao vrlo veliku vrijednost kao biljeg
ukupnog prezivljenja (HR=1,44), prezivlienja bez napretka bolesti (HR=1,53) i kao
bilieg odgovora na CBP (ROC=0,761). Proteini grupe TMEM su sastavni proteini
membrana stanice [119]. Njihova uloga, pa tako i uloga proteina TMEMZ200A, jos je
uvijek nepoznata. Dosad je pokazano da ¢lanovi grupe TMEM mogu biti i pojaCane i
smanjene ekspresije u raku u odnosu na zdrava tkiva bolesnika, zbog ¢ega su neki
opisani kao geni koji sprjeCavaju stanice da poprime karakteristike stanica raka -
supresori, a drugi kao geni Cije promjene poti€u razvoj raka — onkogeni [120].
Poznato da su geni TMEM45A i TMEMZ205 ukljueni u napredak tumorske bolesti,
razvoj metastaza i otpornosti na kemoterapiju, dok su TMEM48 i TMEM97 definirani
kao potencijalni biljezi raka plu¢a [120]. Nadalje, utiSavanje PRKAR1B je dovelo do
znacajnih promjena vezanih za prezivljenje i pokretljivost stanica. Stanice MES-OV s
utiSanim PRKAR1B bile su manje osjetljive na CBP i pokretljivije u odnosu na MES-

OV stanice transficirane negativnom kontrolom. Zanimljivo je da je njegova uloga
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otprije poznata u formiranju raka nadbubrezne Zlijezde [121], a s njim povezane
INcRNA PRKAR1B-AS2 i circ-PRKAR1B su dokazano uklju¢ene u tumorigenezu,
bolje prezivlijenje i otpornost raka jajnika i jetre na kemoterapiju [122,123]. lako
njegova uloga u otpornosti ili nastanku raka jajnika nije izravno poznata, PRKAR1B
je gen koji kodira regulatornu podjedinicu proteinske kinaze A (PKA) koja ima vaznu
ulogu u napretku raka jajnika [124,125]. Zanimljivo je da u bazi gena i proteina
povezanih s otpornosti na lijekove na bazi platine (engl. A database of genes related
to platinum resistance) [71] nema niti TMEMZ200A niti PRKAR1B. Medutim, prisutno
je ukupno Cetiri gena iz skupine TMEM od kojih su svi poveCane ekspresije u
tumorima otpornima na terapiju. U bazi se nalazi i gen koji kodira za drugu
podjedinicu PKA - PRKAR1A, Cija je ekspresija u tumorima otpornima na terapiju
smanjena. Dobiveni rezultati ovog istrazivanja u skladu su s literaturnim podacima
stoga bi se PRKAR1B i TMEMZ200A mogli smatrati zanimljivim kandidatima za daljnja

istrazivanja.

UtiSavanje SERPINE2, odnosno FBLN5 u MES-OV CBP8 stanicama dovelo je do
porasta stope smrti stanica te smanjenja stope migracije i invazije u odnosu na MES-
OV CBP8 stanice transficirane negativnom kontrolom. Interesantno je da utiSavanje
oba gena nije imalo utjecaj na prezivljenje stanica mjereno testom metabolizma
resazurina. Sli€na, neoCekivana nepodudarnost rezultata zabiljezena je i u slucaju
utiSavanja MIR99AHG, DNER, SERPINE2, WDR46, FBLNS te inhibitora Rapamycin-
a i Triptolide-a. Moguci razlog tome je razlika izmedu osjetljivosti i metodologije dva
koriStena testa za mjerenje prezivljenja stanica. Test metabolizma resazurina mijeri
metabolicku aktivnost stanica, odnosno aktivnost reduktaza mitohondrija, dok s druge
strane, test odredivanja stope smrti stanica mjeri ugradnju Pl-a i kompleksa aneksin
V-FITC-a u stanice u nekrozi i/ili apoptozi [126]. Dosad je poznato da je izvrtanje
fosfatidilserina, na kojeg se veze aneksin V-FITC, na vanjsku stranu membrane
stanice, jedan od najranijih dogadaja vezanih uz apoptozu [72,127]. Nadalje, test
metabolizma resazurina se temelji na aktivnosti svih promatranih stanica, dok
koriStenjem protoCnog citometra u testu odredivanja stope stani¢ne smrti mjerimo
stanje svake pojedinacne stanice, ¢ime se povecava osjetljivost testa. Testovi u
kojima se na dan analize koriste uzorci s ujednaenim brojem stanica, poput
odredivanja stope proliferacije, vazni su i jer umanjuju moguci utjecaj razliCite

proliferacije stanica [128,129]. Takoder, testovi bazirani na oksido-redukcijskim
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reakcijama mogu vrlo Cesto uvecati prezivljenje ili propustiti detektirati smanjenje
broja stanica zbog prisutnosti drugih superoksida i slicnih molekula u stanici [130],
zbog Cega je koriStenje obiju metoda mjerenja prezivljenja stanica i preklapanje
njihovih rezultata u ovom istrazivanju bilo klju¢ni kriterij odredivanja uloge kandidata u
procesu razvoja otpornosti. Medutim, da efekti primijeéeni nakon utiSavanja
SERPINEZ2, odnosno FBLN5 nisu slu€ajni, govori Cinjenica da su oba gena dosad
opisana u procesima napretka tumorske bolesti, otpornosti na lijekove te
metastaziranje [131-134]. SERPINEZ2 je inhibitor serinske proteaze i nalazi se
uglavnom u izvanstanicnom matriksu. Lu€e ga brojne stanice, a pokazuje afinitet
prema trombinu, tripsinu i urokinazi [135], zbog ¢ega ne ¢udi da je njegovo utiSavanje
u modelu stanica koriStenima u ovom radu imalo efekt na njihovu pokretljivost, i to
najviSe na stopu invazije. FBLNS takoder kodira za protein izvanstanicnog matriksa
koji ima vrlo vaznu ulogu u normalnom embrionalnom razvoju, komunikaciji izmedu
stanica i izvanstanicnog matriksa te organogenezi [115,136]. Njegova pojacana
ekspresija potaknula je tumorski potencijal stanica fibrosarkoma ¢ovjeka HT1080
pojaCavaju¢i sintezu DNA, migraciju i invaziju [137]. S druge strane, ekspresija
FBLNS je bila snizena u tumorima bubrega, dojke, jajnika i debelog crijeva, Sto ga
¢ini zanimljivim kandidatom s potencijalno vaznim ulogama u spomenutim procesima,
koje uvelike ovise o kontekstu (tkivu, stadiju bolesti, drugim signalnim molekulama)
[130]. S obzirom da dosad nije opisana uloga gena SERPINEZ2 i FBLNS u razvoju
otpornosti raka jajnika, metastaziranju ili odgovoru na stres uzrokovan CBP-om, ovaj

rad predstavlja prvi dokaz njihove potencijalne uloge u spomenutim procesima.

Zanimljivo je da su oba otprije istaknuta gena, TMEMZ200A i PRKAR1B, imali vrlo
visoke koeficijente korelacije s CBP-om kroz varijante stanica MES-OV otpornih na
CBP (0,714 i -0,964). Rezultat ide u prilog pretpostavci da koristenjem oba kriterija
probira gena dolazi do povecanja Sanse za pronalazak gena koji bi mogli imati ulogu
u odgovoru stanica na CBP i metastaziranju. Medutim, dodatna istraZivanja na
vec¢em broju gena su potrebna kako bi se pretpostavka potvrdila. Osim novih
saznanja o ulogama dosad rijetko opisanih gena u otpornosti na CBP i procesu EMT-
ja, ovaj rad opisuje i vrlo jednostavan pristup probiru gena analizom korelacija
ekspresije gena i osjetljivosti na lijekove, odnosno bilo kojeg drugog fenotipskog

obiljezja.
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S obzirom na slozenost mehanizama i mreze signalnih puteva koji reguliraju odgovor
stanica na stres uzrokovan lijekovima i metastaziranje, rezultati manipulacije
pojedinacnih gena izdvojili su dva gena za koje se pokazalo da su ukljuCeni u
otpornost stanica na CBP, ali i u CBP-om potaknutom EMT-ju. Prilikom generiranja
dviju lista gena, generirane su takoder i dvije razliCite liste setova gena i signalnih
puteva. Generiranje spomenutih lista i njihova razliCitost potakla je razmisljanje moze
li inhibicija pojedinog signalnog puta imati zna€ajniji efekt na procese od interesa u
odnosu na manipulaciju samo jednog gena, te koji signalni putevi su zaista znacajni.
U tu svrhu su odabrani inhibitori signalnih puteva koji ukljuCuju najveci broj gena s
lista DEG i CCORG i pritom se u literaturi opisuju u kontekstu otpornosti ili procesa
EMT-ja. Ispitan je njihov utjecaj na prezivljenje i pokretljivost stanica MES-OV i MES-
OV CBP8. MES-OV CBP8 linija stanica bila je jednako ili manje osjetljiva na vecinu
izabranih inhibitora u odnosu na MES-OV stanice. Medutim, MES-OV CBP8 stanice
su bile osjetljivie na tretman Rapamycin-om (inhibitorom kompleksa mTOR),
Wortmannin-om (inhibitorom PI3K Sirokog spektra), SB216763 (inhibitorom GSK-3) i
Triptolide-om (inhibitorom NF-kB) u odnosu na stanice MES-OV. Daljnjim
istraZivanjem pokazano je da su jedino stanice predtretirane Rapamycin-om ili
Triptolide-om djelomi¢no ucinile MES-OV CBP8 stanice osijetljivijima na CBP.
Dobiveni rezultati ukazuju da bi primarne mete Rapamycin-a (mMTOR [138]) i
Triptolide-a (NF-kB [139]), ili njihove druge mete za koje imaju manji afinitet vezanja,
poput p70S6K, 4E-BP1, ciklina-D, Bcl-2, Fas, Bax [140,141], mogle igrati ulogu u
odgovoru stanica na CBP, odnosno na razvoj otpornosti na CBP. Uloge Rapamycin-a
i Triptolide-a otprije su opisane u bolesti i napretku raku jajnika [140,142—-146].
Primjenom Triptolide-a smanjena je otpornost raka jajnika na cDDP in vitro i in vivo
inhibicijom signalnog puta PI3K/Akt/NF-kB [143] i aktivacijom proteina Akt [147], dok
je u stanicama raka plu¢a otpornima na TAX, tretmanom stanica Triptolide-om
uspjesno usporen proces EMT-ja, odnosno smanjena pokretljivost i matiCnost tumora
[148]. Navedeni rezultati, zajedno s rezultatima ovoga rada, ukazuju na postojanje
zajednickih molekula koje povezuju EMT i otpornosti na CBP, te otpornosti na
ljekove slicnog i razliCitog mehanizma djelovanja kao Sto su CBP, cDDP i TAX.
Daljnja istrazivanja usmijerit ¢e se na detaljnije analize meta Rapamycin-a i Triptolide-

a, odnosno drugih molekula uklju¢enih u signalne puteve koje inhibiraju.
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Zanimljivo je da ciljanom inhibicijom proteina Akt ili PI3K koriStenjem inhibitora
LY294002-a, Wortmannin-a, Idelalisib-a, TIC-10-a i Akti-1/2-a u MES-OV modelu
stanica nije uoCen znacCajan efekt na preZivljenje i pokretljivost stanica, iako se
upravo ove molekule spominju u kontekstu otpornosti na lijekove na bazi platine
[149] te se signalni put PI3K-Akt nalazi na obje generirane liste signalnih puteva ovog
istraZzivanja. Dodatne analize ekspresije proteina Akt i njegove aktivirane forme pAkt
su pokazale da stanice MES-OV CBP8 imaju povecanu ekspresiju obje forme
proteina na konstitutivnoj razini (Slika P2A). Takoder je pokazano da, na razini
transkriptoma, stanice MES-OV CBP8 imaju poveéanu ekspresiju gena AKT3 (Slika
P2A). Inhibicija ekspresije pAkt-a u stanicama MES-OV CBP8 koriStenjem inhibitora
Akti-1/2 dovela je do porasta ukupnog Akt-a (neprikazani rezultati). Kao rezultat,
stanice MES-OV CBP8 nakon inhibicije ne postaju osjetljivije na CBP jer dolazi do
brze sinteze novog Akt-a. Pretpostavka je da su stanice otporne na CBP
najvjerojatnije razvile alternativnhe nacine prezivljavanja aktivacijom drugih signalnih
puteva ili molekula koje mogu prenositi isti signal. U ovom specificnom primjeru bi tu
ulogu mogao imati gen AKT3 koji je, osim pojacane ekspresije, snazno korelirao s
odgovorom stanica na TAX (r=0,750) (neprikazani rezultati). SliCan fenomen
primijecen je i kod raka zZeluca gdje je povecana ekspresija circ-AKT3-a uzrokovala
pojacanu ekspresiju PIK3R1 i uCinila stanice otporne na cDDP [150]. Nadalje,
inhibitori signalnog puta PI3K/Akt i GSK-3 - LY294002, Wortmannin, AZD1080 i Akti-
1/2 - smanijili su pokretljivost linijja stanica MES-OV i MES-OV CBP8 isticudi
potencijalnu vaznost spomenutih puteva i molekula, ne samo u otpornosti na CBP,
ve¢ i metastaziranju. S obzirom na dobivene rezultate, buduca istrazivanja trebalo bi
usmijeriti na detaljnije razumijevanje uloge PI3K/Akt signalnog puta, posebice gena
AKT3, odnosno proteina Akt3, GSK-3 i NF-kB u otpornosti i migraciji stanica raka
jajnika.

Zanimljivo je i neoCekivano da su efekti utiSavanja pojedina¢nih gena imali slican
efekt na stanice kao i koriSteni inhibitori. U svrhu povezivanja tih dvaju setova
rezultata, napravljena je dodatna analiza interakcija proteina koriStenjem alata
STRING. Nije zabiljezena nikakva poznata interakcija izmedu proteina kodiranih
genima TMEMZ200A, SERPINEZ2, PRKAR1B, FBLNS i/ili meta inhibitora Rapamycin-a

i Triptolide-a (neprikazani rezultati). Pretpostavka je da izdvojeni geni i njihove uloge
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u razvoju malignih tumora, procesu EMT i otpornosti na lijekove joS uvijek nisu dobro

istrazeni.
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6.Zakljuéci

Novouspostavljeni in vitro model stanica raka jajnika s rastu¢om, stabilnom otpornosti
na CBP i kriznom otpornosti na TAX, te kombinacija dva razli€ita bioinformaticka
pristupa obradi podataka transkriptoma omogudéili su identifikaciju TMEMZ200A i
PRKAR1B kao mogucih novih ciljeva buduce terapije otpornih i metastatskih tumora
jajnika te farmakogenetskih biljega u predvidanju prezivljenja i uspjeSnosti terapije
bolesnica s rakom jajnika tipa HGSOC.

Usporedba dviju bioinformatic¢kih analiza naglasila je vaznost koriStenja svih razvojnih
varijanti modela stanica s rastu¢om otpornosti na CBP tijekom probira gena i proteina

od interesa.

Analizom istih podataka definirani su i signalni putevi, moguéi buducéi ciljevi
kombinirane terapije raka jajnika otpornog na CBP. Daljnjom obradom rezultata
analize signalnih puteva i ispitivanjem utjecaja inhibitora Rapamycin-a i Triptolide-a
na stanice MES-OV i MES-OV CBP8, utvrdeno je da njihove mete imaju mogucéu

ulogu u razvoju otpornosti na CBP.

Dodatna istrazivanja su nuzna kako bi se razjasnio nacin na koji geni TMEMZ200A i
PRKAR1B, odnosno inhibitori Rapamycin i Triptolide utjeCu na razvoj otpornosti

stanica raka jajnika na CBP, odnosno CBP-om potaknuti EMT.
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Slika P1 Fotografije membrana koriStenih za detekciju relativne koli¢ine

proteina metodom Western blot

Relativne koli€ine proteina odredene su metodom Western blot. Prije inkubacije u otopinama

specificnih protutijela, membrane su inkubirane u otopine boje Ponceau S. Signal ERK1/2

koristio se kao kontrola za normalizaciju. Eksperimenti su ponovljeni najmanje tri puta.

Prikazane su fotografije cjelovitih reprezentativnin membrana iz Slike 14B (A) i Slike P2A (B),

Ciji su dijelovi ozna€eni crvenim pravokutnicima koridteni za analize. Desno od fotografije

membrana prikazane su i veli€ine koriStenih markera.
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Slika P2 Analiza ekspresije proteina Akt i pAkt te gena AKT1/2/3 u stanicama
MES-OV i MES-OV CBP8

(A) Relativne koli¢ine proteina odredene su metodom Western blot. Prije inkubacije u
otopinama specifi¢nih protutijela, membrane su inkubirane u otopini boje Ponceau S. Signal
ERK1/2 koristio se kao kontrola za normalizaciju. Eksperimenti su ponovljeni najmanje tri
puta. Prikazani su specifi¢ni signali proteina, zajedno s omjerima u odnosu na isti signal u
stanicama MES-OV. Pored signala prikazane su i veliine koriStenog markera. (B) Dodatnom
analizom rezultata hibridizacije DNA mikro€ipova izdvojene su ekspresije gena AKT1, AKT2 i
AKT3. Rezultati su prikazani kao stupci omjera promjene ekspresije gena (FC) u stanicama
MES-OV CBP8 u odnosu na MES-OV.
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10. Zivotopis

Roden sam u Zagrebu, gdje sam zavrSio osnovnu i srednju Skolu. Upisao sam
preddiplomski studij biologije na Prirodoslovno-matematiCkom fakultetu Sveudcilista u
Zagrebu. Pridruzio sam se Udruzi studenata biologije (BIUS) i sudjelovao na vise
znanstvenih projekata. Jedan semestar sam bio demonstrator iz kolegija Histologija i
histokemija te Histologija i embriologija gdje sam usavrSio svoje predavacke
sposobnosti. Svoje organizacijske, komunikacijske i prezentacijske vjestine imao sam
priliku dokazati prvo kao sudionik, a dvije godine kasnije i kao voditelj radionica na
projektu ,Noc¢ biologije“. Nakon tri godine preddiplomskog studija zavrSene odli¢nim
uspjehom, upisao sam diplomski studij molekularne biologije na istom fakultetu.
Odrzavajuci odlican uspjeh, dobio sam i iskoristio priliku biti dio Erasmus+ programa
studentske razmjene. Proveo sam Sest mjeseci na TehniCckom sveucilisStu u Madridu
studirajuci biotehnologiju. To iskustvo mi je pomoglo steci nova znanja i iskustva rada
i zivota u medunarodnom okruzenju. U cijelom iskustvu puno mi je pomogla i
stipendija za izvrsnost Sveugilita u Zagrebu. Zeljan laboratorijskog iskustva, odradio
sam dvije struCne prakse u Institutu za medicinska istraZivanja i medicinu rada i
Institutu Ruder BoSkovi¢. Nakon isteka posljednje laboratorijske prakse odlucCio sam
ostati raditi diplomski rad u istom laboratoriju Instituta Ruder BoSkovi¢, gdje sam se
godinu dana poslije zaposlio kao asistent. Doktorski studij medicinske kemije upisao
sam 2018. godine na odjelu za biotehnologiju SveudiliSta u Rijeci. U Cetiri godine
posla i studija sudjelovao sam na viSe od 15 razli€itih seminara, kongresa i teCajeva,
najvise iz podrucja bioinformatike i istrazivanja raka. Danas, nakon viSe od 7 godina
od mog prvog posjeta Institutu Ruder BoSkovi¢, zavrSavam studij medicinske kemije i

nadam se nastaviti strmu krivulju u€enja i doprinosa znanstvenoj, ali i Siroj zajednici.
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12.

Popis javnih prezentacija

Rezultati istrazivanja su prezentirani na sljede¢im kongresima:

4th Congress of Croatian Geneticists with International Participation, 25. — 28.
rujna, 2018

Simpozij ,Prvih 10 godina HDIR-a“ 3. lipnja, 2019
European Cooperation in Science and Technology (COST) STRATAGEM
CA17104 Conference, 27. — 28. veljaCe, 2020

European Association of Cancer Research (EACR) 2022 Congress, 20. — 23.
lipnja, 2022 - Sevilla, Spanjolska
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