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1. UvOD

1.1. RAK JAJINIKA - EPIDEMIOLOGIJA, OTKRIVANJE | DIJAGNOZA

Rak jajnika obuhvaca heterogenu skupinu malignih oboljenja koja proizlaze iz jajnika ili su
ukljuéena u njega. lako nije najucestaliji, rak jajnika nalazi se na drugom mjestu prema Stopi
incidencije (iza raka tijela i vrata maternice) te na prvom mjestu. prema smrtnosti od svih
ginekoloskih maligniteta (Siegel et al., 2022). Prema podacima Registra za rak Hrvatskog zavoda
za javno zdravstvo, u 2021. godini od raka jajnika oboljelo je 418 Zena, a umrlo njih 298. Ovakva
visoka stopa mortaliteta (71%) usporediva je i sa stopom mortaliteta u svjetskim razmjerima. Tako
na primjer u Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) ona iznosi nesto nizih 64,4% za 2022.
godinu. Visoku smrtnost raka jajnika apostrofira i usporedba s rakom dojke, najzastupljenijim
malignitetom kod Zena u Hrvatskoj (2928 slucajeva), kod kojega je stopa smrtnosti za 2021.

godinu iznosila 24,3%.

Nekoliko ¢imbenika utje¢e na navedenu negativnu statistiku. Rak jajnika dugo se nazivao ,.tihi
ubojica* jer se smatralo da se simptomi javljaju tek u kasnoj fazi bolesti kada je Sansa za izljecenje
mala. Medutim, istrazivanja napravljena 2004. i 2007. godine uspjela su povezati simptome kao
Sto su bolu podruéju zdjelice i1 trbuha, napuhnutost, poremecaji prehrane i problemi s mokrenjem
s rakom jajnika, ¢ime su postavljeni temelji za Indeksiranje simptoma za raniji probir bolesnica
(Goff et al., 2004, 2007). Medutim, navedeni simptomi ostaju nedovoljno specifi¢ni te se lako

mogu povezati s benignijim stanjima, kao §to su poremecaji probave ili menstrualnog ciklusa.

Osim navedenih simptoma, prepoznati su i faktori koji ukazuju na vedi rizik za razvoj raka jajnika.
Medu njima su obiteljska povijest bolesti i nasljedne mutacije gena BRCA1 i BRCA2. Tocnije,
pokazano je kako Zene s mutacijom u BRCAL imaju 44%, a one s mutacijom u BRCA2 17% vecu
Sansu za razvoj raka jajnika do 80. godine. Mutacije u drugim genima kao §to su TP53 i RAD51
takoder mogu povecati rizik, medutim njihova znacajnost je daleko manja u odnosu na gene
BRCA1 i BRCA2 (Kuchenbaecker et al., 2017). Dob je takoder jedan od bitnih ¢imbenika, jer
incidencija raste sa starenjem. Tako je srednja dob za razvoj svih tipova raka jajnika izmedu 54 i
66 godina, s iznimkom raka zametnih stanica kod kojeg je srednja dob 36 godina (Matz et al.,

2017). S druge strane, koriStenje oralne kontracepcije, broj trudnoca, trudno¢a u kasnijoj dobi,



dojenje, salpingektomija (kirur$ko otklanjanje jajovoda, naj¢esce prilikom histerektomije) neki su
od faktora koji smanjuju rizik od razvoja raka jajnika (Hanley et al., 2022; Malvezzi et al., 2016;
Momenimovahed et al., 2019; Y. Zhang et al., 2019).

Visoka smrtnost rezultat je i nedostatka efikasnijih metoda probira koje bi omogu€ile otkrivanje
bolesti u ranijim stadijima. Transvaginalni ultrazvuk i odredivanje koli€ine tumorskog biljega
CA125 standard su za postavljanje pocetne dijagnoze. CA125, veliki membranski glikoprotein,
identificiran je kao tumorski biljeg epitelnog raka jajnika (EOC, eng. epithelial ovarian cancer)
1983. Iako je u Sirokoj upotrebi, njegova dijagnosticka vrijednost vrlo je limitirana. Naime,
povisena koncentracija detektira se u 90% slucajeva EOC kasnog stadija, dok je u ranoj fazi
povisen u manje od 50% slucajeva, §to ukazuje na nisku osjetljivost detekcije ranih stadija bolesti
koji su povezani i s boljim prezivljenjem (Lheureux et al., 2019). Takoder, prisutnost povisene
vrijednosti CA125 u serumu nije specifiéna samo za EOC, ve¢ moZe biti uzrokovana i stanjima
kao Sto su endometrioza ili druge vrste raka . Takoder, nemaju svi slu¢ajevi raka jajnika poviSenu
razinu CA125. Istrazivanje provedeno na uzorku od 50780 Zena koje su testirane na CA125 u
Ujedinjenom Kraljevstvu. (UK) pokazalo je da je 10,1% s povisSenom razinom CA125
dijagnosticirano s rakom jajnika, dok je 12,3% s poviSenom razinom CA125 dijagnosticirano
nekom drugom formom raka (Funston et al., 2020). Ipak; CA125 koristan je u predvidanju
odgovora na terapiju i‘pra¢enja remisije. Pad serumskog CA125upucuje na pozitivan odgovor na
terapiju, dok zadrzavanje visoke koncentracije moze ukazati na otpornost na terapiju. Takoder,
ponoyvni porast koneentracije ukazuje na povratak bolesti prije same klinicke potvrde (Rustin et
al., 2004).

Nakon postavljanja dijagnoze, pristupa se odredivanju stadija bolesti prema sustavu FIGO (engl.
International Federation of Gynecology and Obstetrics). Sustav Kkoristi 3 parametra:
veliinu/raSirenost tumora, zahvaéenost bliskih limfnih ¢vorova te prisutnost udaljenih metastaza.
Rak jajnika prema sustavu FIGO svrstava se u 4 stadija (Slika 1) (Berek et al., 2021). Stadij se
odreduje prilikom laparoskopije (minimalno invazivna endoskopska metoda) ili prilikom
kirurS§kog odstranjenja tumora. Biopsija tumorske mase izbjegava se zbog moguénosti rasipa
stanica raka u trbusnu Supljinu. Nazalost, ve¢ini bolesnica, zbog prethodno navedenih problema,

rak jajnika dijagnosticira se u kasnim stadijima (IIB na vise) kad se bolest ve¢ prosirila po



peritonealnoj Supljini i na druge organe. S ve¢im stadijem znacajno se smanjuje i stopa prezivljenja

unutar 5 godina od dijagnoze koja, s 92,6% za rane stadije, pada na 30,3% (Reid et al., 2017).

Stadij I | Rak ograni¢en na jajnike
A - zahvaden jedan jajnik
B - zahvacena oba jajnika
C - rak unutar i na povrsini
jajnika

|
\ 1 !
Stadij ITI | Sirenje izvan zdjelice, uz potvrdene
metastaze u limfnim ¢vorovima

A - metastaze do 10 mm
B - metastaze do 2 cm

Stadij II | Rak prosiren unutar zdjelice, uz pojavu
ascitesa
A - Sirenje na maternicu, jajnike, jajovode
B - Sirenje na tkiva peritonealne Supljine
(mokrac¢ni mjehur, debelo crijevo)

| |

\ I\ vJ

Stadij IV | Sirenje izvan abdominalne upljine
A - maligne stanice u plu¢ima
B - metastaze u jetri, slezeni, udaljenim
limfnim évorovima

C - metastaze vece od 2 cm

Slika 1. Klasifikacija raka jajnika. Rak jajnika se prema sustavu FIGO Klasificira u 4 stadija, ovisno o

zahvacenosti tkiva van jajnika (Berek et al., 2021). llustracija je napravljena u programu BioRender.

HistoloSka podjela raka jajnika temelji se na ishodi$noj stanici (Slika 2). Naj¢es¢i je rak pokrovnih
(epitelnih) stanica jajnika (epitelni rak jajnika; engl. epithelial ovarian cancer, EOC) na koji
otpada 90% slucajeva. Uz njega, vrlo rijetki su rak zametnih stanica jajnika (3%) i rak stanica
strome jajnika (2%). Dodatno, prepoznat je i sekundarni rak jajnika nastao kao rezultat metastaza,
naj¢e$¢e raka dojke ili probavnog sustava. Najce$¢i podtip epitelnog raka jajnika, serozni
adenokarcinom, klasificira se na manje agresivan LGSOC (engl. low-grade serous ovarian

carcinoma) na koji se odnosi <5% slucajeva, i HGSOC (eng. high-grade serous ovarian



carcinoma) visokog stupnja malignosti, koji je zastupljen u 70% slucajeva (Desai et al., 2014).
Osim seroznog adenokarcinoma, u manjoj mjeri zastupljeni su mucinozni, endometriodni, rak
bistrih stanica, Brennerov te nediferencirani tumori. Moguca je i podjela EOCma tip I i tip I,
prema kojoj bi tip I obuhvacao sve navedene podtipove osim HGSOC, koji bi spadao u tip 1l. Za
razliku od tumora tipa I, tip II, odnosno HGSOC, je karakteriziran visokom nestabilnos¢u genoma
i prisutno$¢u steCenih ili naslijedenih mutacija sudionika razli¢itih signalnih putova popravka
DNA, kao $to su TP53 i BRCA1/2. Mutacije gena NRAS, KRAS, PIK3CA, HER?2 zabiljezene su
kod tumora tipa Il (Ahmed et al., 2010; De Leo et al., 2021; Kurman & Shih, 2016; Labidi-Galy
et al., 2017). Zanimljivo, u posljednje vrijeme sve se vise smatra da HGSOC potjece iz podrucja
fimbrija jajovoda, a ne iz samih jajnika. Fimbrije, koje su u neposrednoj blizini jajnika, bogate su

krvnim zilama koje putem krvotoka olakSavaju metastaziranje u jajnik (De Leo et al., 2021).
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Slika 2. Klasifikacija tumora jajnika prema ishodi$noj stanici. Najvec¢i postotak dijagnosticiranih
slucajeva odnosi se na rak pokrovnih (epitelnih) stanica, dok su u malom postotku zastupljeni rak zametnih
stanica (3%) 1 rak stromalnih stanica (2%). Posebnu kategoriju ¢ini rak jajnika nastao kao rezultat

metastaziranja (5%), najcesée tumora dojke i probavnog sustava.



1.2. TERAPIJA RAKA JAINIKA

Lijecenje raka jajnika moze se podijeliti u dvije kategorije — lokalno i sistemsko. Lekalno lijecenje
ukljucuje operaciju i rjede radioterapiju. Sistemsko lije¢enje ukljucuje kemoterapiju, hormonsku i
ciljanu terapiju. Tip 1 stadij raka jajnika, kao i cjelokupno zdravstveno stanje bolesnice, odreduju

koja vrsta terapije ¢e se primijeniti.

Zlatni standard lije¢enja najcesceg oblika epitelnog raka jajnika, HGSOC, je operativno uklanjanje
tumorske mase i1 eventualno zahvacenog okolnog tkiva, nakon cega slijedi Sest ciklusa
kemoterapije, rasporedenih svaka 3 tjedna. U posljednje vrijeme, sve vise se primjenjuje i 3-4
ciklusa neoajuvantne kemoterapije u svrhu smanjenja tumorske mase prije same operacije (Berek
et al.,, 2021). Uglavhom se za kemoterapiju koriste lijekovi na bazi platine (cisplatina i

karboplatina), samostalno ili u kombinaciji-s taksanima (paklitaksel ili docetaksel).

Prvi u upotrebi lijek na bazi platine bila je cisplatina (cDDP), koja je naknadno zamijenjena s
manje toksi¢nom karboplatinom (CBP) (Marchetti et al., 2021). Mehanizam ovih spojeva temelji
se na ciljaju DNA. Prilikem ulaska u stanicu dolazi do hidrolize i edvajanja kloridnih skupina
(cDDP) ili ciklobutandikarboksilne skupine (CBP), ¢ime se oslobada reaktivni kompleks.
Pozitivan naboj omoguc¢ava kompleksu interakciju s nukleofilnim molekulama kao $to su DNA,
RNA, proteini. Ulaskom kompleksa u jezgru dolazi do alkiliranja N7 pozicije purinskih baza DNA
te nastanka adukata izmedu gvanina istog lanca ili dva lanca DNA. Adukti nastali izmedu dva
lanca’ DNA uzrokuju najvecu toksicnost jer sprjecavaju replikaciju DNA, Sto rezultira
nakupljanjem stanica u G2/M fazi stani¢nog ciklusa i indukeijom apoptoze (Slika 3). Ovi spojevi
eliminiraju se 1z organizma renalnom ekskrecijom, zbog ¢ega je nefrotoksicnost veliki problem

terapije (Sousa et al., 2014; Tian et al., 2021).

Paklitaksel (TAX), koji spada u skupinu taksana, najcesce se koristi uz karboplatinu prilikom
lije¢enja HGSOC-a. Ova dva lijeka kombiniraju se zbog razli¢itog mehanizma djelovanja, u svrhu
poboljsanja uspjesnosti terapije. TAX se veze za podjedinicu tubulina B, koji zajedno s tubulinom
a izgraduje mikrotubule (Slika 3). Njegovo vezanje dovodi do inhibicije depolimerizacije odnosno
do stabilizacije mikrotubula ¢ime je onemoguéena dioba stanice (zastoj u G2/M fazi ciklusa) i
stanica ulazi u apoptozu. Takoder, narusavanje dinamike mikrotubula ometa prijenos proteina,

na primjer transkripcijskih faktor, iz citoplazme do jezgre (Nawara et al., 2021; Tian et al., 2021).
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Slika 3. Usporedba mehanizma djelovanja lijekova na bazi platine i paklitaksela. Toksi¢nost cisplatine

(cDDP) i karboplatine (CBP) se prvenstveno temelji na njihovom ulasku u jezgru gdje tvore Pt-DNA adukte

izmedu gvanina jednog ili dva lanca DNA. Glavna meta paklitaksela (TAX) je B-tubulin, ¢ime se inhibira

depolimerizacija mikrotubula (Tian et al., 2021). llustracija je napravljena u programu BioRender.

U posljednje vrijeme, u lijeCenju raka jajnika koristi se i ciljana terapija. Inhibitori PARP-a, enzima

koji ima ulogu u popravku izrezivanjem baza kojim se uklanjaju jednolancani lomovi DNA,

olaparib (Lynparza), niraparib (Zejula) i rucaparib (Rubraca) odobreni su od strane Americke

Agencije za hranu i lijekove (engl. US Food and Drug Administration, FDA) za tretman raka

jajnika kod bolesnica s potvrdenom mutacijom gena BRCA1/2. Nadalje, 2014. godine odobren je

bevacizumab (Avastin), monoklonalno protutijelo koje cilja vaskularni endotelni faktor rasta
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(VEGF), za tretman tumora jajnika otpornih na spojeve na bazi platine. Vezanjem za VEGF
onemogucava njegovo vezanje na receptor VEGFR, ¢ime se sprjecava proliferacija endotelnih
stanica i angiogeneza, proces stvaranja novih krvnih zila potrebnih za rast tumora. Zbog moguéih
tezih nuspojava (hipertenzija, oSteCenja bubrega, krvarenje, perforacije crijeva) potreban je valjan
probir bolesnica koje bi uistinu profitirale uvodenjem bevacizumaba kao dopunske terapije. Drugi
inhibitori angiogeneze koji se istrazuju za terapiju EOC su pazopanib i nintedanib (Govindarajan
et al., 2020; Marchetti et al., 2021). 1z smjernica Hrvatskog zavoda za zdravstveno osiguranje

vidljivo je da se u Hrvatskoj koriste olaparib, niraparib i bevacizumab.

1.3. OTPORNOST NA TERAPIJU

lako vise od dvije tre¢ine bolesnica odgovori pozivno na prvu liniju terapije, kod 80%.njih bolest
se vraca u roku od 3 godine i najceSce je otporna na terapiju. Kad se govori o otpornosti na
kemoterapiju, ona moze biti urodena i steCena (Slika 4). Urodena otpornost podrazumijeva da
odredene stanice heterogene tumorske mase ve¢ nose mutacije, nastale tijekom karcinogeneze,
koje im omogucuju prezivljenje terapije i obnovu populacije po prestanku terapije. Stecena
otpornost podrazumijevanastanak mutacija uslijed pritiska terapije, koje onda stanicama omoguce
prezivljenje. Urodena otpornost odgovorna je za primarno negativan odgovor na terapiju, dok se
steCena povezuje s ponovnom pojavom tumora (relaps). U zadnje vrijeme uz steCenu otpornost se
veze/lijekom-potaknuta epitelno-mezenhimska tranzicija prilikom koje stanice gube epitelna
svojstva, a poprimaju svojstva stanica mezenhima, odnosno postaju migratorne. Nadalje, uoc¢eno
je da takve stanice ujedno postaju manje osjetljive na terapiju (Brozovic, 2017). Ovaj proces

zapravo rezultira otpornim metastazama (Marchetti et al., 2021; Stordal et al., 2007).
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Slika 4. Tipovi otpornosti stanica. tumora na kemoterapiju. llustracija je napravljena u programu
BioRender.

1.3.1. Mehanizmi otpornosti na lijekove na bazi platine i taksane

Razli¢iti mehanizmi otpornosti opisani su za lijekove na bazi platine i taksane. U njih spadaju
promjene u prijenosu lijeka u/van stanice, aktivacije i metabolizma lijeka, ciljnih molekula lijeka,
popravka oStecenja DNA, promjene u regulaciji stani¢nog ciklusa i stani¢ne smrti. Razumijevanje
ovih mehanizama klju¢no je za razvoj strategija za prevladavanje otpornosti i poboljsanje

ucinkovitosti karboplatine i paklitaksela u terapiji raka jajnika.

Smanjena ekspresija pumpi odgovornih za unos lijeka, odnosno povecana ekspresija pumpi za
izbacivanje lijeka izvan stanice zabiljezena je kod tumorskih stanica otpornih na terapiju.
Smanjena ekspresija pumpe za unos bakra CTR1 (engl. copper transporter 1; SLC31A1) povezana

je s otpornosti na cisplatinu (Holzer & Howell, 2006). S druge strane, povecana ekspresija pumpi



ATP7A (engl. adenosine triphosphate copper transporter a) i ATP7B (engl. adenosine
triphosphate copper transporter [5), odgovornih za izbacivanje lijeka van stanice, uklju¢ena je u
otpornost na cDDP (Calandrini et al., 2014). Jedna od glavnih prepreka-kemoterapiji je
prekomjerna ekspresija pripadnika superobitelji transportera ABC (engl. ATP-binding cassette)
koji su odgovorni za izbacivanje lijekova iz stanica te su povezani s otpornosti stanica raka na vise
kemoterapeutika razli¢itog mehanizma djelovanja (engl. multidrug resistance; MDR) (Assaraf et
al., 2019; Szakacs et al., 2006). Tako je povecana ekspresija proteina MRP2 (engl. Multidrug
resistance associated protein 2; gen ABCC2), povezana s otpornosti na cDDP (Valinezhad Sani et
al., 2020). Nadalje, povecana ekspresija P-glikoproteina (P-gp; MDR1, gen ABCB1) ukljucena je
u otpornost raka jajnika na TAX (Maloney et al.,/2020), a poveéana ekspresija proteina BCRP
(engl. breast cancer resistance protein, gen ABCG2) u otpornost na cDDP i TAX (Chen et al.,
2014).

Unutar stanice, lijekovi dolaze u kontakt stazli€itim molekulama koje mogu. utjecati na njihovu
aktivnost. Enzimi citokrom P450 (CYP) odgovorni su za razgradnju viseod 60%. lijekova. Tako
je TAX prvenstveno metaboliziran od strane CYPC8 i CYP3A4 te njihova povecana ekspresija
doprinosi otpornosti raka jajnika na TAX (van Eijk et al., 2019). Sto se ti¢e lijckova na bazi platine,
povecana ekspresija glutation-S-transferaze (GST) pospjeSuje konjugaciju eDDP na glutation i
posljedicnu inaktivaciju, te na taj nac¢in doprinosi otpornosti tumera na lijek (Brozovic et al., 2010;
Pan et al., 2018).

Osjetljivost stanica raka na DNA-alkilirajuce Spojeve, kao $to su cDDP i CBP, smanjuje se $to je
bolje  prepoznavanje te popravak ostecenja DNA. Drugim rije¢ima, Sto bolje stanica moze
popraviti DNA, manja je vjerojatnost za uspjeSnost kemoterapije. Mutacije u genima popravka
homolognom rekombinacijom (engl. homelogous recombination repair, HRR) BRCA1/2, RAD51,
ATM, ATR i Chk2 zabiljezene su u 30% slucajeva HGSOC. Posljedi¢no, zbog poremecenog
popravka DNA, takav rak jajnika osjetljiv je na terapiju lijekovima na bazi platine (Frey & Pothuri,
2017; Konstantinopoulos et al., 2015). Medutim, i kod bolesnica s mutiranim BRCA moze do¢i do
razvoja otpornosti reverznom mutacijom gena ili povecanjem ekspresije BRCA1 preko smanjenja
metilacije promotora (Cho & Shih, 2009; Patch et al., 2015). Takoder, pojac¢ana aktivnost proteina
koji sudjeluju u popravku izrezivanjem nukleotida (engl. nucleotide excision repair, NER), poput

ERCCL1 (engl. excision repair cross-complementation group 1), pobolj$ava sposobnost stanica



raka da poprave adukte DNA (unutar istog lanca) uzrokovane karboplatinom, te smanjuje njenu
ucinkovitost (Assaraf et al., 2019; Steffensen et al., 2009).

Promjene u molekulama koje lijek cilja mogu utjecati na osjetljivost stanica raka na terapiju.
Mutacije veznog mjesta za TAX na Bl tubulinu npr. (Borisy et al., 2016) ili promjene dinamike
mikrotubula, povecanjem ekspresije BIII tubulina koji ima smanjeni afinitet vezanja TAX (C.-P.
H. Yang et al., 2016), smanjuju efikasnost terapije.

Promjene u regulaciji stani¢nog ciklusa, kako bi se izbjegle kontrolne tocke; takoder su zabiljezene
u tumorima otpornim na terapiju. Smanjenje ekspresije ciklina B i proteina BUBI, ¢ime se
sprjecCava zastoj mitoze, zabiljezeno je kod raka jajnika otpornog na TAX (Maloney et al., 2020).
Nadalje, izbjegavanje stani¢ne smrti, apoptoze, poveéanjem ekspresije protu-apoptotskih proteina
kao $to su Bcl-2 i Bel-XL, te smanjenjem ekspresije pro-apoptotskih proteina BAX i BAK dijeljeni
je mehanizam otpornosti lijekova na bazi platine i paklitaksela (Maloney et al., 2020; Marchetti et
al., 2021).

Uz navedene mehanizme otpornosti, dodatno je prepoznata uloga epitelno-mezenhimske tranzicije

i mikroRNA (miRNA) u otpornosti tumora na lijek, $to je opisano u zasebnim poglavljima.

1.4. EPITELNO-MEZENHIMSKA TRANZICIJA

Epitelno-mezenhimska tranzicija (EMT) reverzibilan je proces u kojem stanice epitela gube
epitelna i poprimaju mezenhimska svojstva. Stanice gube apikalno-bazalnu polarnost, slabe ¢vrste
veze izmedu stanica i veze s bazalnom membranom, dolazi do reorganizacije citoskeleta, stanice
postaju pokretljivije i invazivnije, otporne na apoptozu i anoikis, te luce enzime za razgradnju
izvanstani¢nog matriksa (matriks metaloproteinaze, MMP). Gubitak E-kadherina uz smanjenu
ekspresiju epitelnih proteina kao Sto su citokeratini 1 klaudini, te povecana ekspresija

mezenhimalnih biljega vimentina, fibronektina i N-kadherina neke su od znacajki EMT.

EMT je reguliran sloZenom mrezom signalnih putova 1 transkripcijskih faktora. Neki od signalnih
putova s prepoznatom ulogom u EMT su TGF-B, Wnt/B-katenin, Notch, Hedgehog (J. Yang et al.,
2020). Njihova aktivacija vodi do regulacije transkripcije gena potrebnih za EMT, reorganizaciju

citoskeleta i pokretljivost stanica. Krovni transkripcijski faktori koji reguliraju EMT kroz kontrolu
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izmedustani¢nih veza, migracije i razgradnju izvanstani¢énog matriksa su iz obitelji Snail
(Snail/Snail and Snai2/Slug), Zeb (Zebl i Zeb2) i Twist (Twistl) (J. Yang et al., 2020). Snail i
Zeb direktno vezu E-kadherin, dok Twist indirektno regulira njegovu ekspresiju(LLamouille et al.,
2014). Uz navedeno, mikroRNA su takoder prepoznate kao regulatori EMT. Najbolje istrazene su
miRNA iz obitelji miR-200 koje, izmedu ostalog, reguliraju ekspresiju. ZEB (Brozovic et al.,
2015).

EMT se moze kategorizirati u tri glavna tipa. Tip 1 javlja se tijekom embriogeneze i kljucan je u
organogenezi prilikom formiranja razli¢itih tkiva i organa. Ova vrsta EMT-a normalan je fizioloski
proces koji je strogo reguliran. Tako tijekom ranog razvoja, EMT omogucuje formiranje
primarnog mezenhima iz kojeg nastaje mezoderm. Ovaj proces je kljuCan za gastrulaciju,
formiranje neuralnog grebena i razvoj srca, bubrega i drugih organa. Takoder, EMT Tip 1
omogucuje diferencijaciju stanica u razli€ite vrste tkiva potrebne za pravilno formiranje tjelesne
strukture. Tip 2 povezan je sa zacjeljivanjem rana, regeneracijom tkiva i fiborozom. Nakon ozljede,
epitelne stanice prolaze EMT kako bi postale mezenhimalne stanice, koje migriraju.na mjesto rane,
proliferiraju i proizvode komponente izvanstani¢nog matriksa koje pomazu u obnovi tkiva. Kod
kroni¢ne ozljede ili upale, dugotrajan EMT moze dovesti do prekomjernog nakupljanja
mezenhimalnih stanica 1 izvanstani¢nog matriksa, Sto rezultira fibrozom tkiva (plu¢na fibroza,
ciroza jetre i bubrezna fibroza). Tip 3 javlja se u kontekstu raka i povezan je s progresijom tumora,
invazijom i metastazama. Ova vrsta EMT-a omogucuje stanicamaraka diseminaciju iz primarnog
tumora 1 uspostavu sekundarnih tumora na. udaljenim mjestima. Zamjenom epitelnih s
mezenhimskim svojstvima, stanice stjeCu migratornu i invazivnu sposobnost, $to im omogucuje
prodiranje kroz bazalnu membranu i invadiranje okolnog tkiva. Nakon invazije, stanice ulaze u
krvotok ili limfni sustav i putuju do udaljenih organa. Na tim sekundarnim mjestima,
mezenhimalne stanice raka prolaze reverzni proces, MET, kako bi formirale metastatske kolonije.
Takoder, EMT daje stanicama raka osobine slicne mati¢nim stanicama (engl. cancer stem cell,
CSC), doprinosec¢i heterogenosti tumora, otpornosti na terapiju i sposobnosti iniciranja novih

tumora (Brozovic, 2017; J. Yang et al., 2020).

11



1.4.1. EMT i otpornost na kemoterapiju

Epitelno-mezenhimalna tranzicija (EMT) sve se viSe prepoznaje kao klju¢ni ¢imbenik u razvoju
otpornosti na kemoterapiju. Tako na primjer EMT moze povecati ekspresiju pumpi:‘ABC, kao $to
je P-gp, koje aktivno izbacuju kemoterapeutike iz stanica raka, smanjujuéinjihovu unutarstani¢nu
koncentraciju 1 u¢inkovitost. Nadalje, stanice koje prolaze kroz EMT cesto pokazuju pojacanu
sposobnost popravka oSteCenja DNA izazvanih kemoterapijom. EMT je takoder povezan s
aktivacijom razli¢itih protu-apoptotskih putova. Transkripcijski faktori kao sto su Snail, Slug i
Twist, koji pokre¢u EMT, takoder mogu povecati ekspresiju protu-apoptotskih proteina (npr. Bcl-
2, Bcl-xL), ¢ime sprjecavaju smrt stanica izazvanukemoterapijom. EMT moze stanicama raka dati
svojstva slicna mati¢nim stanicama, $to dovodi do pojave subpopulacije stanica sli¢nih mati¢nim
stanicama (engl. cancer stem cells, CSC). CSC su inherentno otpornije na kemoterapiju zbog svoje
dormantne prirode (smanjena stopa’proliferacije), u¢inkovitih mehanizama popravka DNA i
visoke ekspresije pumpi za izbacivanje lijekova. Te stanice mogu prezivjeti kemoterapiju i

obnoviti populaciju tumorskih stanica (Phi et al., 2018; Shibue & Weinberg, 2017).

Sve je vise prepoznat i pojam lijekom-potaknute EMT (Slika 4), procesa u kojem izloZenost
odredenim lijekovima, kemoterapeuticima, potice EMT u stanicama raka. Ovaj fenomen doprinosi
otpornosti na lijekove I progresiji raka (Brozovic, 2017). Ova pojava opisana je i u slucaju raka
jajnika. Tako stanice OVCAR-3/TP otporne na. TAX i krizno otporne na CBP pokazuju
mezenhimske karakteristike u odnosu na roditeljske stanice OVCAR-3 (Brozovic et al., 2015).
Takoder, i kod stanica adenokarcinoma jajnika otpornih na cisplatinu A2780cis zabiljezen je
EMT, kroz povecanu ekspresiju Snail, Slug i vimentina te smanjenu ekspresiju E-kadherina u
odnosu na roditeljske stanice (Haslehurst et al., 2012). EMT je pokazan i u slucaju sferoida stanica
OVCAR-8R otpornih na cisplatinu (Chowanadisai et al., 2016).

Usprkos brojnim istraZivanjima koja pokazuju vezu izmedu EMT 1 otpornosti na terapiju, jo$
uvijek nije potpuno razjasnjeno jesu li ovi procesi ovisni jedan o drugom ili se radi o dva procesa

koja se odvijaju paralelno unutar stanica raka.
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1.5. MikroRNA

MikroRNA (miRNA) su male nekodiraju¢ée RNA veli¢ine 18-25 nukleotida (nt) koje sudjeluju u
post-transkripcijskoj regulaciji ekspresije gena, kontroliranjem procesa prevodenja (translacije)
MRNA u proteine, direktnim vezanjem na 3' UTR (engl. untranslated region) kraj ciljne mRNA
(He & Hannon, 2004; Mendell, 2005). Trenutno je u bazi miRWalk zabiljezeno 2656 ljudskih,
zrelih sekvenci miRNA (Sticht et al., 2018). Procijenjeno je da miRNA reguliraju oko 60-70%
ljudskog genoma, te su ukljucene u regulaciju procesa proliferacije, diferencijacije, apoptoze.
Neke miRNA su vrlo specificne, ciljaju¢i pojedina¢ne gene, dok druge djeluju kao krovni
regulatori, utjecuci na cijele mreze gena i signalnih puteve. Takoder, mnoge miRNA rade zajedno
u svrhu precizne regulacije ekspresije gena. Tako se nekoliko miRNA moze vezati na razlicita
mjesta na jednoj mRNA ili razli¢ite miRNA mogu ciljati viSe komponenti istog puta. Ova

kooperativna regulacija osigurava robusnu kontrolu klju¢nih bioloskih procesa (Esteller; 2011).

1.5.1. Biogeneza i funkcija miRNA

Biogeneza miRNA odvija se'u nekoliko koraka kroz kanonski (engl..canonical) ili nekanonski
(engl. non-canonical) put (slika 6). Kanonski put koriste miRNA koje su pozicionirane izmedu
gena (intergenske) te su pod kontrolom vlastitog ptomotora. Prepisivanje gena miRNA vr§i RNA
polimeraza I1. Nastala pri-miRNA ima m’G kapu (engl. 5'-terminal 7-methylguanosine) na koju
se nastavlja struktura slicna ukosnici s trupom od 32 nt nesavrSenog sparivanja, te 3' poli(A) rep.
Pri-miRNA ukosnicu pri bazi cijepa.enzima endonukleaze 111 Drosha uz pomo¢ RNA-vezujuceg
proteina DGCR8 (engl. DiGeorge Syndrome Critical Region 8). Rezultat je pre-miRNA (prekursor
mimRNA) dugacka oko 70 nt s 3" vise¢im krajem duZine 2 nt. Vise¢i kraj prepoznaje eksportin 5
(engl. exportin 5, XPO5) koju prenosi pre-miRNA iz jezgre u citoplazmu. Tamo kompleks
endonukleaze 111 Dicer, proteina Ago2 (engl. Argonaute protein 2) i TRBP (engl. transactivation-
responsive RNA-binding protein) cijepa pre-miRNA u dvolanc¢anu miRNA dugacku oko 22 nt.
Ovisno o tome radi li se o lancu nastalom s 5' kraja ili 3' kraja pre-miRNA, razlikuju se lanac 5p |
3p. Odluka o tome koji lanac ¢e biti vodeci (engl. guide strand), a koji sporedan, naknadno

razgradiv (engl. passanger strand), varira ovisno o vrsti stanice ili staniénom okruzenju, krecuci
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se od gotovo jednakih proporcija do pretezno jednog ili drugog. Vode¢i lanac s AGO2 ¢ini
kompleks miRISC (engl. miRNA-induced silencing complex). Pomo¢u komplementarnosti regije
'seed’ lanca miRNA, veli¢ine 6-8 nt, smjestene blizu 5' kraja, kompleks prepoznaje ciljnu mRNA.
Najcesce se radi o vezanju na 3' UTR regiju mRNA, iako moguca su vezanja i na 5" UTR te
kodiraju¢u regiju CDS (engl. coding sequence). Stupanj komplementarnosti sparivanja regije
'seed' lanca miRNA i ciljne mRNA odlucuje o sudbini mRNA. Ukoliko je sparivanje savrseno, $to
je uglavnom slucaj u biljaka, ciljna mRNA se cijepa. Kod nesavrSenog sparivanja, kompleks
miRISC zajedno s GW182 i PABP vrsi represiju translacije ili deadenilaciju pomocu deadenilaze
CCR4-NOT, uklanjanje kape m’G (kompleks DCP1-DCP2) i degradaciju ciljne mRNA
(egzoribonukleaza XRN1) (J. O’Brien et al., 2018;Schmitz et al., 2022). Upravo zbog mogucnosti
nesavrsenog sparivanja, pojedina miRNA moze regulirati mnogo razli¢itih ciljnih mRNA (Adams

etal., 2014).

Valja napomenuti da, osim pojedinacnih intergenskih i intragenskih, geni za miRNA mogu biti

grupirani u klastere.

Alternativni put biogeneze miRNA, nekanonski, moze biti neovisan 0 Drosha/DGCR8 i neovisan
o0 Dicer. Nekanonski put.neovisan o kompleksu Drosha/DGCR8 koriste mIRNA koje su u genome
pozicionirane unutar gena (gen domacin) (intragenske miRNA), izmedu egzona odnosno unutar
introna gena(oko 30% miRNA). Prepisivanje ovakvih-miRNA pod kontrolom je promotora gena
domacina-Pre-miRNA nastaje splicingom iz intronamRNA (mirtrona) te dalje slijedi gore opisani
put. Kod puta-neovisnog o Dicer, nakon uobic¢ajenog procesiranja u jezgri, pre-miRNA u
citoplazmi ne cijepa Dicer, ve¢ kataliticki centar proteina Ago2 (Lin & Gregory, 2015; J. O’Brien
et al., 2018; Schmitz et al., 2022).

Osim gore opisanog mehanizma, koji se uzima kao zlatni standard djelovanja miRNA, novija
istrazivanja otkrivaju da je regulacija od strane ovih malih nekodiraju¢ih RNA jos slozenija.
Naime, pokazano je da miRNA mogu translocirati u jezgru gdje, kroz interakciju s promotorom,
aktiviraju ekspresiju ciljnih gena, odstupajuci tako od paradigme negativne regulacije (J. O’Brien

et al., 2018; Xiao et al., 2016).
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1.5.2. Uloga miRNA u karcinogenezi i odgovoru na terapiju

U prosla dva desetljeca zabiljeZene su brojne promjene ekspresije miRNA u razli¢itim malignim
stanjima. Mehanizmi ukljucuju kromosomske aberacije, promjene u regulacijitranskripcije,
epigenetske promjene i mutacije sastavnica puta biogeneze. S obzirom na promjenu ekspresije
miRNA (povisena ili snizena) te funkciju njihovih ciljnih gena,  miRNA se Klasificiraju kao
onkogene (onkomiri) ili tumor-supresivne. Promjene u ekspresiji MIRNA omogucuju stanicama
raka povecanu proliferaciju, izbjegavanje apoptoze, invaziju, migraciju, otpornost na terapiju
(Schmitz et al., 2022).

Gubitak gena za klaster miR-15a/16-1 na kromosomu 13q14 kod B-stani¢ne kroni¢ne limfocitne
leukemije prva je promjena ekspresije miRNA povezana s rakom. Gubitak ili smanjena ekspresija
ovih dviju miRNA, koje inace kotroliraju apoptozu kroz regulaciju ekspresije BCL-2 te se zbog
toga klasificiraju kao tumor-supresorske, zabiljeZena je u oko 70% slucajeva ove bolesti (Calin et
al., 2002; Cimmino et al., 2005).. Ovo otkri¢e potaklo je detaljnija istrazivanja uloge miRNA u
malignim bolestima. Tako na primjer amplifikacija gena za klaster miR-17-92 kod B-stani¢nog
limfoma i raka pluca, te translokacija istog kod T-stani¢ne akutne limfoblastne leukemije povezana

s povecanom ekspresijom miRNA ¢lanova klastera u ovim oboljenjima (Peng & Croce, 2016).

Promjena regulacije transkripcije gena miRNA takoder je uo€ena kod raka. Onkogen c-Myc, koji
je Cesto-povisen u malignim oblicima tumora, poti¢e ekspresiju onkogenog klastera miR-17-92
vezanjem na njegov. promotor, te na taj nacin suprimira ekspresiju poznatog tumor-supresora
PTEN (engl. Phosphatase and Tensin Homolog deleted on_Chromosome 10), §to rezultira
abnormalnom proliferacijom stanica (Fuziwara & Kimura, 2015). S druge strane, tumor-supresor
p53, esto mutiran kod raka, potice transkripciju tumor-supresijske miR-34a direktnim vezanjem
promotora, §to rezultira indukeijom apoptoze (Peng & Croce, 2016). Jo$ jedan primjer je
transkripcijski faktor p73 koji promoviraekspresiju miR-205 uklju¢ene u represiju nekoliko protu-
apoptotskih gena iz obitelji BCL2. Deregulacija ekspresije p73 kod raka rezultira smanjenom
ekspresijom miR-205, te povisenom ekspresijom BCL2, ¢ime stanice izbjegavaju apoptozu nakon
oste¢enja DNA. Osim toga, miR-205 takoder regulira ekspresiju transportera ABC, stoga njena

smanjena ekspresija rezultira pove¢anom ekspresijom transportera ABC. Otpornost na
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genotoksicne lijekove kumulativni je efekt promijenjene ekspresije osi regulacije p73/miR-205

(Allaet al., 2012).

Epigeneticke alteracije, kao $to su globalna hipometiliranost genoma, hipermetiliranost promotora
tumor-supresorskih gena te histonske modifikacije, poznata su karakteristika raka. MIRNA su
takoder podlozne epigeneti¢kim modulacijama. Jedan od najpoznatijih-primjera je hipermetilacija
oto¢ica CpG u promotoru ¢lanova obitelji miR-200 koja rezultira njihovom smanjenom
ekspresijom, dok se povecava ekspresija ciljnog gena ZEBI1 (engl. Zing finger E-box-binding
homeobox (HOX) 1) i ZEB2. Oni dalje suprimiraju ekspresiju E-kadherina (CDH1), te na taj nacin
promoviraju EMT kod raka crijeva, pluéa i dojke (Davalos et al., 2012). Jo$ jedan primjer
epigenetickog utiSavanja kroz hipermetilaciju promotora su miR-148a, miR-34b/c i miR-9, ¢ime
se promovira rast i metastaziranje tumora crijeva, glave i vrate i melanoma (Lujambio & Lowe,
2012).

Osim promjena samih miRNA, zabiljezene su i promjene ekspresije vecine proteina koji sudjeluju
u putu biogeneze. Brojne mutacije potvrdene su kod Drosha, DGCRS8, XPOS5, Dicer, TRBP kod
razlicitih tipova tumora. Ove mutacije smatraju se onkogenima posto uzrokuju globalnu promjenu

ekspresije onkogenih.i-tumor-supresorskih miRNA (Lin & Gregory, 2015; Schmitz et al., 2022).

Dvostrukauloga miRNA kao onkogena i tumor-supresora u procesima vezanim za rast i progresiju
tumora, metastaziranje, odgovor na terapiju istiCe sloZenost njthove regulacije i vaznost daljnjeg

istrazivanja.

1.5.3. MiRNA kao dijagnosticki i prognostic¢ki farmakogenetski biljezi

U posljednje vrijeme intenzivno se istrazuje mogucnost koristenja miRNA kao farmakogenetskih
biljega za ishod bolesti i uspjesnost terapije. MiRNA su vrlo stabilne u tjelesnim tekuc¢inama kao
Sto su krv, urin i slina zbog svoje inkapsulacije u egzosomima ili zbog povezanosti s proteinima
koji vezu RNA, $§to ih ¢ini otpornim na aktivnost RNaza. Ova stabilnost ih ¢ini izvrsnim
kandidatima za analizu iz tekucih biopsija (Schmitz et al., 2022). Koristenje cirkulirajuéih miRNA
za dijagnozu i prognozu pruza moguénost personaliziranog, redovitog pracenja napredovanja raka

I odgovora na terapiju bez potrebe za invazivnim biopsijama. Razina cirkuliraju¢e miR-21 lako se
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moze pratiti teku¢om biopsijom, te je njena ekspresija dosljedno povisena u krvi bolesnica s raznim
vrstama raka, ukljucujuéi rak dojke, pluca i debelog crijeva. PoviSene razine miR-21 povezane su
s loSom prognozom, agresivnom bole$¢u i smanjenom stopom prezivljavanja (Rhim et al., 2022).
Takoder, profili ekspresije miRNA znacajno variraju izmedu razli¢itih tipova tkiva i podtipova
raka. Ova varijabilnost moze se iskoristiti za odredivanje primarnog tkiva za metastatske tumore.
Osim toga, bioinformatickim analizama dostupnih podataka i primjenom strojnog ucenja (engl.
machine learning) pokusavaju se identificirati paneli vise razli¢itih miRNA koje kontroliraju
razliCite procese (angiogeneza, metastaziranje, otpornost na terapiju), kako bi se omogudila sto

to¢nija dijagnostika (Schmitz et al., 2022).

1.5.4. Ciljana terapija sintetskim miRNA

Ukljucenost miRNA u procese karcinogeneze, progresije 1 metastaziranja. tumora €ini ih
zanimljivim kandidatima za ciljanu terapiju.. Ovisno radi li se o0 onkogenoj ili tumor-supresorskoj
mIiRNA kao meti terapije; terapija se vrsi na dva razlicita pristupa. Ukelikoje potrebno inhibirati
ekspresiju onkogene miRNA, moguce je koristiti antisense oligonukleotide, antagomire ili miRNA
spuzve. Ove sintetske molekule dizajnirane su tako.da su komplementarne onkogenoj miRNA, te
vezanjem za nju onemogucuju miRNA da se veze za Ago2. Ukoliko je potrebno nadomjestiti
tumor-supresorsku miRNA ¢ija je ekspresija potisnuta u tumoru, mogu se koristiti sekvence mimik
miRNA. Medutim, kod ovakvih terapija treba imati na umu moguce nezeljene efekte zbog

¢injenice da svaka miRNA moze regulirati veliki broj gena (Schmitz et al., 2022).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je identificirati MIRNA promijenjene ekspresije u
novouspostavljenim linijama stanicama epitelnog raka jajnika otpornim na karboplatinu u ednosu
na odgovarajuce roditeljske linije stanica i utvrditi njihovu moguc¢u ulogu u razvoju otpornosti i/ili

metastatskom potencijalu.

U tu svrhu najprije je bilo potrebno istraziti mehanizme otpornosti na karboplatinu i1 paklitaksel
novouspostavljenih linija stanica raka jajnika. Nadalje, identificirati miRNA promijenjene
ekspresije u stanicama otpornim na karboplatinu u odnosu na roditeljske stanice. Zatim,
manipulacijom ekspresije promijenjenih miRNA cilj je bio istraziti njihovu mogucu ulogu u
razvoju otpornosti i/ili sposobnosti migracije i invazije linija stanica epitelnog raka jajnika
otpornih na karboplatinu. Krajnji cilj bio je predloziti potencijalni mehanizam regulacije mMiRNA
s lijekom potaknutih promijenjenih ekspresija kroz identifikaciju njihovih ciljnin- MRNA,
integrativnom analizom ekspresije miRNA i mRNA. Osim toga, cilj je bioispitati ulogu izdvojenih

miRNA kao farmakogenetskih biljega za predvidanje preZivljenja bolesnica i odgovora na terapiju.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Linije stanica

U sklopu doktorske disertacije koriStene su tri linije stanica epitelnog raka jajnika MES-OV,
OVCAR-3 i SK-OV-3 i iz njih razvijene linije stanica otporne na karboplatinu MES-OV CBP,
OVCAR-3 CBP i SK-OV-3 CBP. Stanice MES-OV uspostavljene su i donirane od strane
laboratorija prof. Siki¢a sa Sveuéilista Stanford (SAD). Linije stanica OVCAR-3 i SK-OV-3

dobavljene su iz zbirke ATCC (engl. American Type Culture Collection). Porijeklo linija stanica

s obzirom na vrstu tumora prikazano je u Tablici 1. Analiza STR profiliranja (Microsynth AG,

Svicarska) koristena je za provjeru izvornosti roditeljskih i otpornih linija stanica.

Tablica 1. Porijeklo linija stanica koriStenih u istrazivanju

Linija stanica ATCC Tkivo

MES-OV CRL-3272 cistadenokarcinom jajnika
OVCAR-3 HTB-161 adenokarcinom jajnika
SK-OV-3 HTB-77 adenokarcinom jajnika

3.1.2. Lijekovi i inhibitori

Koristeni lijekovi i inhibitori s odgovaraju¢im otapalima i koncentracijama primarne otopine

prikazani su u Tablici 2. Pripremljene otopine cuvane su pri -20 °C.
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Tablica 2. Popis koristenih lijekova i inhibitora

Lijekovi i inhibitori | Otapalo Koncentracija Stok Proizvodac
otopine

Karboplatina (CBP) | miliQ H>O 26,94 mM Sigma-Aldrich, SAD

Paklitaksel (TAX) EtOH 7,03 mM Milipore, Njemacka

5-Aza-2'- Octena kiselina: H O | 100 uM Sigma-Aldrich, SAD

deoksicitidin (5-aza) | (1:1)

Trihostatin A (TSA) | miliQ H>O 10 mM Sigma-Aldrich, SAD

MKS571 miliQ H20 10 mM Sigma-Aldrich, SAD
3.2. METODE

3.2.1. Rad s kulturama stanica

Sve koriStene linije stanica uzgajane su u McCoy modifikaciji 5A medija (Capricorn Scientific,
Njemacka) s dodatkom mjeSavine antibiotika Pen/Strep (Gibco, SAD) (0,1%) i seruma fetusa
goveda (Sigma-Aldrich, SAD) (10%). Odrzavane su kao jednoslojne kulture u boc¢icama za uzgoj
stanica (Falcon® T-25 ili T-75; Corning, SAD) uinkubatoru (HERAcell 150, Heraeus, Njemacka)

u kontroliranim uvjetima pri 37 °C i 5% COs..

Prilikom stavljanja u kulturu, stanice su odmrznute naglim zagrijavanjem ampule u vodenoj
kupelji pri 37 °C. Sadrzaj ampule potom je resuspendiran u zagrijanom mediju u bocici za uzgoj
stanica. Nakon 24 h, stanicama je promijenjen-medij kako bi se uklonio dimetilsulfoksid (DMSO;

Gram Mol, Hrvatska) koriSten prilikom smrzavanja.

Stanice su rasadivane prilikom postizanja gustoc¢e od oko 80%, prije nego bi prekrile povrsinu za
rast. U tu svrhu, uklanjen je medij, a stanice su isprane fosfatnim puferom (PBS; 0,2 g KCI + 0,2
g KH2POs + 8,0 g NaCl + 1,15 g NaoHPO4 + 1000 ml diH20). Nakon ispiranja na stanice je
stavljena otopina Tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, SAD) koja odvaja stanice od podloge i jedne od

drugih (tripsinizacija). Odvajanje stanica provjeravano je pod svjetlosnim mikroskopom.
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Odvojene stanice resuspendirane su u 4x ve¢em volumenu medija kako bi se zaustavilo djelovanje
Tripsin-EDTA. Dio suspenzije stanica stavljen je u novu bocicu za uzgoj u koju se dodan i

potreban volumen medija.

Za potrebe eksperimenata, to¢no odreden broj stanica je nasaden‘u plocice razli¢itih formata
(plogice za uzgoj stanica sa 6, 12, 24, 96 bunari¢a Falcon®; Corning, SAD). Broj stanica u
suspenziji je mjeren na nacin da je suspenzija stanica razrijedena 50x u tekucini za brojanje stanica
(IsoFlow Sheat Fluid; Beckman Coulter, SAD), a stanice su izbrojane koriStenjem brojaca stanica
(Z2 Coulter Particle Count and Size Analyzer; Beckman Coulter, SAD), na temelju veli¢ine Cestica
(10-20 um). Kalkulacijom srednje vrijednosti najmanje tri brojenja i njenim mnoZenjem S
vrijednosti razrjedenja i faktorom volumena izbrojane suspenzije stanica dobiven je broj stanica u

mililitru suspenzije.

Za dugotrajno Cuvanje, stanice su zamrzavane na nacin da je suspenzija tripsiniziranih stanica
centrifugirana 10 min pri 1000 x g. Talog stanica resuspendiran je u 1 mL<FBS-a i prebacen u
ampulicu za zamrzavanje (Greiner bio-one, Austrija). Nakon 30.min hladenja na ledu, u ampulu
je dodano 200 pL DMSQO. Ampula je potom stavljena na prsten spremnika s teku¢im dusikom.

Zamrznute stanice Cuvane su u zamrzivacu pri -80 °C ili u tekuc¢em. dusiku pri -196 °C.

3.2.2. Morfoloska karakterizacija kolonija stanica

Stanice su nasadene u Petrijeve zdjelice promjera 3,5 cm (Falcon®; Corning, SAD) u koncentraciji
1-3x10° stanica u 2 mL, kako bi se procijenila sposobnost pojedina¢nih stanica da stvore kolonije.
Nakon 10 dana, uklonjen je medij, stanice su isprane dva puta PBS-om i zatim fiksirane u metanolu
10.min. Fiksirane kolonije stanica obojane su otopinom kristal ljubi¢astog preko no¢i. Nakon
ispiranja vodom i susenja, kolonije stanica fotografirane su koristenjem svjetlosnog mikroskopa

pod povecanjem 100X.
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3.2.3. Test metabolizma resazurina

Test metabolizma resazurina (Alamar Blue) koriSten je za pracenje prezivljenja roditeljskih 1
otpornih stanica nakon tretmana lijekovima. Test se temelji na promjeni plave boje resazurin u
ruzi¢asto obojeni resorufin, §to ukazuje na metabolicku aktivnost (aktivnost mitohondrijskih
reduktaza) stanica (slika 7). Stanice su nasadene u plo¢ice s 96 bunari¢a u koncentraciji 2-5x10°
stanica u 180 pL medija. Dvadeset Cetiri sata nakon nasadivanja, stanice su ostavljene kao
netretirane kontrole ili tretirane s rastu¢im koncentracijama lijekova (kvadriplikat za svaku
koncentraciju), dodavanjem 20 pL unaprijed pripremljenih razrjedenja. Nakon 72 ili 120 h,
uklonjen je medij s lijekovima, te je dodano 110 pL 0,1% otopine résazurina (otopina resazurina i
pufera NaCl/Pl u omjeru 1:1000) i medija McCoy bez fenol crvenog u omjeru 1:10. Plo¢ice su
inkubirane 3,5 h pri 37 °C u inkubatoru. Apsorbancija otopine u svakom bunari¢u o€itana je na
valnoj duljini od 564 nm koriStenjem spektrofotometra Tecan Infinite M200 (Tecan Group Ltd,
Svicarska).

Tretman rastu¢om
koncentracijom lijeka

' 1 2 3 4 5 1 * 8 ] 10 i 12 1 2 K] 4 5 L3 7 ] k] 10 11 12
000000000000 900000000000
‘000000000000 000000080000
000000000000 |/ . 900000000000
000000000000 900000000000
‘000000000000 '__T* ‘000000000000
900000000000 3h,37°C 900000000000
- 000000000000 - 000000000000

00000000000 90000000000

Resazurin —» Resorufin

Slika 7. Shematski prikaz testa metabolizma resazurina.

Tretirane stanice inkubiraju se otopinom plavo obojenog resazurina, koja se prilikom inkubacije, ovisno o
metabolickoj aktivnosti stanica, pretvara u ruzicasto obojeni resorufin. Intenzitet ruziCastog obojenja

proporcionalan je prezivljenju stanica.
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3.2.4. Test prezivljenja mase stanica

Test prezivljenja mase stanica koriSten je za procjenu prezivljenja stanica nakon tretmana s
epigenetickim inhibitorima 5-Aza-2'-deoksicitidinom (5-aza) i Trihostatinom ‘A (TSA) ili
njihovom kombinacijom i CBP. Stanice su nasadene u plocice sa 6 bunariéa u koncentraciji 5x10*
stanica u 2 mL medija. Nakon 24 h, stanice su ostavljene kao netretirane kontrole 1l tretirane s 1
uM 5-aza, 33,3 nM TSA ili njihovom kombinacijom, bez ili s razli¢itim koncentracijama CBP.
Medij sa svjeze pripremljenim inhibitorima i CBP mijenjan je svaka 24 h. Nakon 72 h, uklonjen
je medij, stanice su isprane dva puta s PBS-om i fiksirane 10‘min u metanolu. Fiksirane stanice
obojane su otopinom kristal ljubicastog preko noé¢i. Nakon ispiranja vodom i susenja, plocice su
skenirane (ScanMaker 5900; Microtek, Tajvan). Program ImageJ (1.52a, National Institutes of
Health, SAD) je koriSten za mjerenje intenziteta boje (proporcionalna pokrivenosti bunarica

stanicama) i odredivanje vrijednosti AUC (engl. area under curve), proporcionalne prezivljenju.

3.2.5. Test zacjeljivanja rane

Test zacjeljivanja rane koristen je za ispitivanje sposobnosti migracije stanica. Stanice su nasadene
u plocice s24 bunarica kako bi nakon 24 h ili nakon zavrSetka odredenog tretmana potpuno
prekrile-povrSinu bunarica, odnosno bile konfluentne. Stanicama je uklonjen medij, a dodan je
medij za izgladnjivanje (McCoy modifikacija 5A medija s 2% FBS-a). Nakon 24 h, nastavkom
pipete (volumen 20 pl) povuceni su ¢vrsti urezi (rane) kako bi se uklonile stanice s podloge (slika
8). Promijenjen je medij kako bi se isprale odvojene stanice. Mjesta ureza fotografirana su odmah
(0 h) 1 nakon 6 h koriStenjem fluorescentnog svjetlosnog mikroskopa pod povecanjem 100x.
Zatvaranje povrSine ureza nakon 6 h inkubacije, koje predstavlja stopu migracije, analizirano je i

kvantificirano u programu ImageJ (National Institutes of Health, SAD).
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Slika 8. Shematski prikaz testa zacjeljivanja rana.

Stanice su nasadene tako da postignu potpunu konfluentnost. S donje strane bunari¢a povucena je s
markerom horizontalna linija (crne boje), nakon ¢ega su nastavkom pipete napravljeni urezi (rane) okomiti
na liniju. Fotografije su‘napravljene odmah nakon uklanjanja stanica.i nakon 6 h inkubacije, iznad i ispod

sjeciSta ureza 1 linije markera (Krugovi crne boje).

3.2.6. Test invazije

Ispitivanje invazivne sposobnosti roditeljskih i otpornih stanica provedeno je testom invazije u
Matrigel®-u (Corning, SAD). Potreban broj plo¢ica s 24 bunariéa i umetaka (Permabile Support
for 24 Well Plate Falcon®; Falcon Becton Dickinson, SAD), nastavci za pipete i medij za
izgladnjivanje ohladeni su na 4 °C prije pocetka eksperimenta. Matrigel® je takoder postepeno
otopljen pri 4 °C, nakon ¢ega je pripremljena radna otopina, razrjedivanjem otopine Matrigel® s
ohladenim medijem za izgladnjivanje u omjeru 1:5. Na gornju stranu umetka postavljenog u
bunari¢ naneseno je 40 pL pripremljene otopine Matrigel®-a, te je plo¢ica s umetcima stavljena u

inkubator 4 h pri 37 °C kako bi Matrigel® polimerizirao. Stanice su tripsinizirane i resuspendirane
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u mediju za izgladnjivanje. U umetke je dodan 1 mL suspenzije stanica pripremljene u
koncentraciji 1x10° stanica u mL, dok je u bunari¢e dodan 1 mL medija s 10% FBS-a. Na taj na¢in
stvoren je koncentracijski gradijent koji potice kretanje stanica iz podruc¢ja niske koncentracije
FBS-a (umetak) u podrucje vise koncentracije (bunari¢) (slika 9). Da bi to postigle, stanice moraju
imati sposobnost razgradnje izvanstani¢nog matriksa (Matrigel®) i migracije kroz poroznu
membranu na dnu umetka. Nakon inkubacije od 22 h, stanice koje nisu invadirale pokupljene su s
pamuénim $tapiéem s gornje strane umetka zajedno s ostatkom Matrigel®-a. Stanice koje su
invadirale kroz Matrigel® i prosle kroz membranu na donju stranu umetka isprane su 2x u PBS-u.
Stanice su fiksirane 2 min u 3,7% otopini paraformaldehida (PFA), isprane 2x u PBS-u, te fiksirane
20 min u metanolu. Nakon jo§ jednog ispiranja w PBS-u, stanice su obojane otopinom kristal
ljubicastog. Nakon 30 min, umetak je ispran vodom, te su stanice fotografirane pod svjetlosnim
mikroskopom. Prekrivenost membrane stanicama koje su invadirale kvantificirana je koristenjem

programa ImageJ.
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Slika 9. Shematski prikaz testa invazije.

Test invazije temelji se na koncentracijskom gradijentu izmedu otopine u umetku i otopine u bunaricu.
Stanice sa sposobnos¢u invazije uspjes$no ¢e razgraditi Matrigel na dnu umetka i proéi kroz poroznu
membranu kako bi dosle iz medija za izgladnjivanje s nizom koncentracijom FBS-a u medij s viSom

koncentracijom FBS-a u bunaricu.
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3.2.7. Odredivanje ukupne platinacije

Za odredivanje koli¢ine platine unutar stanica nakon tretmana CBP-om, stanice su nasadene u
plodice sa Sest bunari¢a u koncentraciji 3x10° stanica u 2 mL medija. Stanice su 24 h nakon
nasadivanja tretirane 40, 160, 320 pM CBP u trajanju od 4 h ili 160 uM CBP u trajanju od 2, 4 i
6 h. Nakon zavrSenog tretmana, medij je uklonjen, a ploCice sa stanicama stavljene su na led.
Stanice su dva puta isprane PBS-om, nakon ¢ega je u svaki bunari¢ sa stanicama dodano 430 pL
70% HNO3. Dodatni bunari¢ bez stanica koriSten je kao prazna kontrola (engl. blank). Stanice su
sastrugane iz bunariéa strugacen stanica i sakupljene u epruvete za mjerenje platinacije (¢uvanje
na sobnoj temperaturi do iduceg koraka). Uzorci su zatim zagrijavani 2 h na 65 °C, nakon ¢ega su
centrifugirani 1 min na 1200 rpm te razrijedeni do koncentracije 5% HNOs. Pripremljeni uzorci
cuvani su pri 4 °C do mjerenja. Mjerenje je.napravljeno na spektrometru masa visoke razlucivosti
uz induktivno spregnutu plazmu (HR ICP-MS), u suradnji s laboratorijem dr.sc. Zeljke Fiket.

Kolic¢ina platine u stanici odredena je pomocu relativne molekulske mase Pt 1 broja stanica.

3.2.8. Izolacija RNA iz stanica

Za izolaciju RNA koristen je komercijalno dostupan. komplet AllPrep DNA/RNA Mini Kit®
(Qiagen, SAD). Stanice nasadene nakon odredenog tretmana ili nakon 48 h su tripsinizirane,
resuspendirane u mediju, centrifugirane 10 minpri 1000 x g. Tako dobiven talog resuspendiran je
u PBS-u i centrifugiran pod istim uvjetima. Nakon uklanjanja supernatanta, suhi talog stanica
koriSten je za izolaciju ukupne RNA. Izolacija je napravljena prema protokolu proizvodaca, izuzev
¢injenice da je prilikom izolacije koriSten 96%-tni etanol kako bi se izolirala ukupna RNA.
Takoder, prema preporuci proizvodaca, tijekom izolacije je koristen komercijalno dostupan
komplet RNase-Free DNase Set (Qiagen, SAD) kako bi se uklonila DNA iz uzorka. RNA je

izolirana u vodi bez RNaza i ¢uvana pri -80 °C.

Cistoca i koncentracija izolirane RNA odredena je na spektrofotometru (NanoPhotometer® N60;
Implen GmbH, Njemacka). Uredaj mjeri apsorbanciju pri valnim duljinama 230, 260 i 280 nm, te

izraunava omjere A260/280 (ukazuje na kontaminaciju proteinima, fenolom) i A260/230
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(ukazuje na kontaminaciju organskim spojevima zaostalim tijekom izolacije). 1zolirana RNA

smatrana je ¢istom ukoliko je omjer A260/280 iznosio oko 2, a omjer A260/230 2,0 — 2,2.

3.2.9. Reverzna transkripcija (RT)

Izolirana RNA koristena je za dobivanje cDNA metodom obrnutog prepisivanja (reverzna
transkripcija, RT). U tu svrhu upotrebljen je komercijalno dostupan komplet miScript 11 RNA Kit
(Qiagen, Njemacka), odabran jer ukljucuje dva pufera, 5x miSeript HiSpec Buffer 1 5x miScript
HiFlex Buffer. Za sintezu cDNA koja se koristila. isklju¢ivo za provjeru ekspresije miRNA, u
reakcijsku smjesu dodan je 5x miScript HiSpec Buffer. U sluc¢aju da se ¢cDNA koristila za
istovremenu provjeru ekspresije miRNA i njihovih ciljnih gena, dodan je 5x miScript HiFlex
Buffer. Reakcijska smjesa volumena 20 pL i uvjeti reakcije napravljeni su prema uputama
proizvodaca (Tablica 3). Reakcija je provedena koristenjem uredaja za PCR Eppendorf Thermal

Cycler (Eppendorf, Njemacka). Dobivena cDNA ¢uvana je pri -20.°C do koristenja.

Tablica 3. Prikaz komponenti reakcijske smjese i uvjeti reakcije za reverznu transkripciju

Sastav reakcijske smjese

Komponenta Volumen
5x miScript HiSpec Buffer ili 5x miScript HiFlex Buffer 4 uL
10x miScript Nucleics Mix 2 uL
miScript Reverse Transcriptase Mix 2 uL
RNA l nug
Voda bez RNaza 12 uL - V(RNA)
Uvjeti reakcije
1. ciklus 2. ciklus | 3. ciklus
Temperatura 37°C 95°C 4°C
Trajanje 60 min 5 min 00
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3.2.10. Profiliranje ekspresije miRNA

Profiliranje miRNA stanica MES-OV i MES-OV CBP napravljeno je u suradnickom laboratoriju
prof. dr. Zorana Culiga, Medicinski fakultet Sveuéilista u Innsbrucku. lzolirana ukupna RNA
(dvije nezavisne bioloSke replike) je koriStena za sintezu cDNA (miRCURY LNA RT kit; Qiagen),
prema uputama proizvodaca. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu je napravljena
koristenjem kompleta miRCURY LNA SYBR Green PCR (Qiagen) 1 prilagodenih panela
pocetnica miRNA Human panel [+, V5, miRCURY LNA miRNA miRNome PCR Panel
(Qiagen). Izabrani paneli sadrzavali su pocetnice za 752 miRNA:za Koje je poznato da su opéenito
vi$e prisutne U stanici te se pretpostavlja da ¢e kao takve vjerojatnije biti promijenjene tijekom
bolesti ili se ¢eSce citiraju u literaturi. Panel 11 sadrzi skupove primera za najvaznije miRNA koje

nisu dostupne na panelu I.

Obrada podataka napravljena je.u sklopu ove doktorske disertacije koriStenjem programa
Microsoft Office Excel. Rezultati su debiveni kao ispis vrijednosti Ct (engl. treshold cycle). Prije
samog izraCuna relativne promjene ekspresije izmedu stanica MES-OV 1 MES-OV CBP,
napravljeno je prociS¢avanje rezultata koje je podrazumijevalo uklanjanje onih miRNA ¢ija
ekspresija nije zabiljeZzena u obje replike. Vrijednosti Ct zatim su normalizirane s vrijednosti Ct
referentnog gena RNUG6B (ACt). Relativna promjena ekspresije miRNA izmedu roditeljske i

otporne linije izracunata je prema jednadzbi:
AACt = ACt(MES-OV CBP)-ACt(MES-0OV)

Prije izracuna srednje vrijednosti AACt dviju replika, izuzete su miRNA koje su pokazale obrnutu
promjenu ekspresije izmedu dviju replika (povecanje ekspresije u jednoj, smanjenje ekspresije u
drugoj). MIRNA je smatrana promijenjenom ako je relativna promjena ekspresije izmedu
roditeljskih stanica MES-OV i otpornih stanica MES-OV CBP bila veca od 1,25. Identificirane
promijenjene miRNA anotirane su na kromosome i pripojene odgovaraju¢im klasterima

koriStenjem baze miRBase (Kozomara et al., 2019).
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3.2.11. Odredivanje ekspresije miRNA/gena metodom RT-qPCR

Metoda kvantitativne lanane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu(engl. Real-time
guantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR) kori$tena je za odredivanje ekspresije miRNA
I gena od interesa u roditeljskim i otpornim stanicama. Ekspresija miRNA i gena detektirana je
koristenjem boje SYBR® Green koja nespecifi¢no veze dvolan¢anw/DNA. Vrijednosti ciklusa Ct,
u kojem je intenzitet fluorescencije bio dostatan da prijede liniju pozadinskog Suma (engl.
treshold), analizirane su metodom 2-24¢t, Metoda podrazumijeva. normalizaciju Ct vrijednosti

prema referentnom genu, te izraun relativne promjene ekspresije, prema jednadzbama:
ACt = Ct(gena od interesa) - Ct(referentnog gena)
AACt = ACt(tretmana) - ACt(kontrole)

Koristen je komercijalno dostupan komplet miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen, SAD).
Analiza je provedena na uredaju za RT-gPCR 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
SAD).

Sastav reakcijske smjese i uvjetireakcije koriSteni za analizu ekspresije gena prikazani su u Tablici
4. Liofilizirane pocetnice otopljene su u vodi bez RNaza do konacne koncentracije od 100 uM i
Cuvane pri -20 °C do koriStenja (Tablica 5). cDNA dobivena metodom reverzne transkripcije,
koriStenjem pufera 5x miScript HiFlex Buffer, razrijedena je 15x u vodi bez nukleaza (Qiagen,
SAD) za pripremu reakcijske smjese za RT-gPCR. Pripremljena smjesa ukupnog volumena 10 pL

pipetirana je u plocice s 96 bunarica u triplikatu za svaki gen po uzorku.

Tablica 4. Sastav reakcijske smjese i uvjeti reakcije za analizu ekspresije gena

Sastav reakcijske smjese
Komponenta Volumen (nL)
SYBR® Green
Pocetnica fw 1 Master Mix
Pocetnica rv 1
cDNA (razrijedena 15x) 3
Ukupni volumen reakcije po bunaricu 10
Uvjeti reakcije
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Broj
ciklusa ! 40 !
Pocetna Denaturacija Prianjanje T o
. aktivacija DNA pocetnica/ sinteza Disocijacijska krivulja
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

*korak u kojem se biljezi jaCina fluorescentnog signala

Tablica 5. Nukleotidni sljedovi po€etnica koristenih za RT-qPCR

Gene 5’ — 3’ smjer (forward, fw) 3’ — 5’ smjer (reverse, rv)
ABCB1 CGTGTCCCAGGAGCCCAT CTGCCCTCACAATCTCTTCCTGT
ABCC2 | GCTGGAAAGTCATCCCTCACAA TGGAGCCCAATGGAAGCA
ABCG2 TTGAAGCCAAAGGCAGATGC CTCTGACCTGCTGCTATGGCC

ABL2 GTGATGAGACTACTGCAGCATCC TAGTACCTGCTGTGCCATTGGC
DNMT1 | GATGAGAAGAAGCACAGAAGT TCTTTGGGGGTCGTTITTGCG

DNMT3A GGTGCTGTCTCTCTTITGATG ATGCTTCTGTGTGACGCTG
DNMT3B GGAAGGAGTTTGGAATAGGG CCAGTGCCACCAGTTTGTC
GAPDH ACCCACTCCTCCACCTTTGAC CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA

PAK3 CCAGGCTTCGCTCTATCTTCC TCAAACCCCACATGAATCGTATG
PIK3R1 | CAGCAACCTGGCAGAATTACGA | TGACAGGATTTGGTAAGTCCAGGAG
TUBB3 CGAAGCCAGCAGTGTCTAAA GCCTGGAGCTGCAATAAGAC

Sastav reakeijske smjese 1 uvjeti reakcije koriSteni za analizu ekspresije miRNA prikazani su u
Tablici 6. Liofilizirane pocetnice otopljene su u 550 uL pufera 1x TE ( 10 mM Tris, 1 mM EDTA)
do Konacne koncentracije od 5uM i ¢uvane pri -20 °C do koristenja (Tablica 7). cDNA dobivena
metodom reverzne transkripceije, koristenjem pufera Sx miScript HiSpec Buffer, razrijedena je
100x u vodi bez nukleaza (Qiagen, SAD) za pripremu reakcijske smjese za RT-gPCR.
Pripremljena smjesa ukupnog volumena 10 pL pipetirana je u plocice s 96 bunarica u triplikatu za

svaku miRNA po uzorku.
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Tablica 6. Sastav reakcijske smjese i uvjeti reakcije za analizu ekspresije miRNA

Sastav reakcijske smjese

Komponenta Volumen (nL)
SYBR® Green 5
Specifi¢na pocetnica 1 Master Mix
Univerzalna pocetnica 1
cDNA (razrijedena 100x) 3
Ukupni volumen reakcije po bunaricu 10
Uvjeti reakcije
Broj
ciklusa ! 40 !
Korak chetgg Denaturacija Prl?nj anje Sinteza | Disocijacijska krivulja
aktivacija pocetnica
T/°C 95 95 55 70* 95 |55] 95 60
t/min 15 0:15 0:30 0:40 | 0:15| 1 | 0:15 1

*korak u kojem se biljezi jacina fluorescentnog signala

Tablica 7. Popis kompleta pocetnica miRNA koristenih za RT-gPCR

MiRNA

Proizvodacé

Hsa-miR-15a

Hsa-miR-17-5p

Hsa-miR-18b

Hsa-miR-31

Hsa-miR-93

Hsa-miR-103a-3p

Hsa-miR-106b

Hsa-miR-107

Hsa-miR-183

Hsa-miR<186

Hsa-miR-196b

Hsa-miR-339

Hsa-miR-1271

Hsa-miR-200a

Hsa-miR-200b

Hsa-miR-429

Hsa-miR-200c¢

Hsa-miR-141

miScript Primer Assay,
Qiagen, SAD
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3.2.12. lzolacija ukupnih proteina

U svrhu analize ekspresije proteina na konstitutivnoj razini ili nakon tretmana, iz stanica su
izolirani ukupni proteini. Stanice su tripsinizirane, resuspendirane u mediju i centrifugirane 10 min
pri 1000 x g. Talog je zatim resuspendiran u PBS-u i ponovno centrifugiran. Dobiveni suhi talog
stanica ¢uvan je pri -20 °C ili je resuspendiran u 100 pL PBS-a i soniciran na uredaju za razbijanje
stanica ultrazvukom (Ultrasonic Processor; Cole Palmer, SAD) kako bi se oslobodili proteini iz

stanica. Dobiveni proteinski izolat stanica ¢uvan je pri -20.°C.

Za odvajanje citoplazmatske i nuklearne frakcije iz svjeze prikupljenog (nezamrznutog) ukupnog
proteinskog izolata koristen je komercijalno dostupan komplet NE-PER™ Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagent Kit (Thermo Fisher. Scientific, SAD) prema uputama

proizvodaca.

3.2.13. Odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracije proteina u uzorku, koriSten je komercijalno dostupan komplet
Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, SAD) prema uputama proizvodaca.
Metoda koristi BCA (engl. bicinchoninic acid) koji u dvostupanjskoj reakciji veze Cu* nastao
pretvorbom iz Cu?* u prisutnosti proteina u. alkalnim uvjetima. Vezanje rezultira formiranjem
kompleksa BCA/Cu koji boje otopinu ljubiéasto. Apsorbancija dobivene otopine mjerena je pri
562 nm KoriStenjem spektrofotometra. Analiza rezultata napravljena je u programu Microsoft
Office Excel. 1z vrijednosti apsorbancija razrjedenja standarda poznate koncentracije (albumin
seruma goveda, BSA) dobivena je jednadZba pravca pomocu koje su preracunate koncentracije
uzoraka. Koncentracije proteina u uzorcima ujednacene su s uzorkom najmanje koncentracije

dodavanjem odgovaraju¢eg volumena PBS-a.

33



3.2.14. Odredivanje ekspresije proteina metodama SDS-PAGE i Western blot

Za odredivanje relativne ekspresije proteini su prvo razdvojeni po veli¢ini na-temelju razlike u
molekulskoj masi metodom denaturirajuce diskontinuirane elektroforeze u poliakrilamidnom gelu
pomocu natrij dodecil sulfata (engl. sodium dedecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
SDS-PAGE). Poliakrilamidni gelovi pripremljeni su netom prije’ koristenja. prema Tablici 8.
Najprije je izmedu stakalaca izliven donji gel (gel za razdvajanje) i oprezno pokriven slojem diH.0
kako bi polimerizirao. Zatim je pripremljen gornji gel (gel za sabijanje). Uklonjena je diH20 s
polimeriziranog donjeg gela, a na njega je izliven gornji gel, koji je zatvoren cCeSljicem za
formiranje 10 ili 15 bunarica, ovisno o broju uzoraka. Nakon polimerizacije, stakalce s gelovima
stavljeno je u kadicu za elektroforezu (Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems; Bio-Rad, SAD) koja
je bila napunjena 1x tris-glicinski pufer (10x tris-glicinski pufer (15,1 g tris baza + 72,1 g glicin +
59 SDS + diH20 do 1 L (pH 8,3)) razrijeden s diH20), te je uklonjen ¢eslji¢. Uzorci proteinskih
izolata pomijeSani su sa 6x puferom za uzorke (1,2 g SDS + 2 mL diH20O + 2,5 mL 1,5 M Tris-
HCI (pH 6,8) + 30 mg bromfenol plavo + 3:mL glicerol + 1,2 mL p-merkaptoetanol +diH20 do
10 mL) u omjeru 6:1 i zagrijani 5 min na 96 °C prije nanoSenja na gel. U bunari¢e je nanoSen
volumen uzorka ekvivalentan koncentraciji proteina 30 pg (izraCunate metodom BCA). Na gel je
naneseno 12 uL standarda za elektroforezu PageRuler® Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific) koji omogucuje vizualizaciju molekulskih masa. Elektroforeza je najprije postavljena
na jakost struje 80 V 30 min, nakon ¢ega je'pojacanana 100 V. Trajanje je ovisilo o molekulskoj

masi proteina od interesa.

Tablica 8. Sastav gelova za SDS-PAGE

R rmene Gel za sabijanje (5%) \ Gel za razdvajanje (10%)
Volumen (mL)
diH>0O 2,1 4,0
smjesa akrilamida/bisakrilamida (30%) 0,5 33
Tris-HCI pH 6,8 (0,5 M) 0,38 -

Tris-HCI pH 8,8 (1,5 M) - 2,5
10% SDS 0,03 0,1
10% APS 0,03 0,1

TEMED 0,003 0,006
UKkupni volumen 3 10
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Proteini razdvojeni u poliakrilamidnom gelu su zatim preneseni na nitroceluloznu membranu
Trans-Blot Turbo Transfer Pack (Bio-Rad, SAD) koriStenjem uredaja za polusuhi prijenos proteina
Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad, SAD) prema uputama proizvodaca. Prijenos proteina odvijao se
pri 1,5 Vi 1,5 A u trajanju od 8 — 12 min, ovisno o molekulskoj. masi proteina od interesa.
Membrana je nakon prijenosa isprana puferom TBS-T (50 mL pufer 10x. TBS (500 mL tris-HCI
(pH 7,5) + 300 mL 5 M NaCl + 200 mL diH20) + 450 mL diH2O'+ 450 pL. Tween-20), nakon
cega je obojana bojom Ponceau S (Sigma-Aldrich, SAD) kako bi se provjerila uspjesnost prijenosa
proteina 1 nanosSenje uzoraka te olakSalo rezanje membrane, u sluc¢aju da se na istoj membrani
provjeravala ekspresija vise razli¢itih proteina. Nakon fotografiranja membrane, boja je isprana u
TBS-T-u.

Membrana je zatim inkubirana 1 h na sobnoj temperaturi u 5%-tnoj otopini nemasnog mlijeka
(Roth, Njemacka) u TBS-T-u ili u 5%-tnoj otopini BSA (Macherey-Nagel, Njemacka) u TBS-T-u
(ukoliko je proizvoda¢ to naveo kao uvjet kod koristenja primarnog protutijela) kako bi se
sprijecilo nespecifi¢no vezanje protutijela. Nakon ispiranja u TBS-T-u (3X po 5 min), membrana
je inkubirana preko noc¢i pri 4 °C u otopini primarnog protutijela pripremljenoj u odredenoj
koncentraciji u 5%-tnoj otopini BSA u TBS-T-u ili 5%-tnoj otopini nemasnog mlijeka u TBS-T,
prema uputama proizvodaca. KoriStena protutijela navedena suu Tablici 9. Sljede¢i dan membrana
je isprana 3x po 5 min u TBS-T-u, nakon ¢ega je inkubirana 2 h na sobnoj temperaturi u otopini
sekundarnog protutijelapripremljenoj u 5%-tnoj otopini nemasnog mlijeka u TBS-T-u. Membrana
je isprana 3x po 5min u TBS-T-u. Za detekciju signala koristen je komercijalno dostupan komplet
Western  Lightening™  Plus-ECL  (PerkinElmer, ~SAD) i wuredaj =za vizualizaciju
kemiluminiscentnog signala ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad, SAD). Detektirani signali
analizirani su u programu Imagel, te je relativna promjena ekspresije proteina izraCunata u

programu Microsoft Office Excel.

Tablica 9. Popis koristenih protutijela

Protutijelo \ Organizam \ Razrjedenje \ Proizvodacd
Primarna protutijela

mis 1:1000 Sigma-Aldrich, SAD

pan B-tubulin,
monoklonalno
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P-tubulin class 1, zec 1:500 Antibodies.com, UK
poliklonalno
B-tubulin class I1A, zec 1:1000 Cusabio, Kina
poliklonalno
p-tubulin class 111, mis 1:1000 Covance, SAD
monoklonalno
p-tubulin class IVA, z6c 1:1000 Cusabio, Kina
poliklonalno
p-tubulin class VI, zec 1:1000 Cusabio, Kina
poliklonalno
p-tubulin class VIIL, z6c 1:1000 Antibodies.com, UK
poliklonalno
ERK1/2, poliklonalno zec 1:3000 Santa Cruz Biotechnology, SAD
MRET11, poliklonalno zec 1:500 Cusabio, Kina
NBN (p95/NBS1; Ab- ) : :
343). poliklonalno zec 1:500 Cusabio, Kina
PARP-1, monoklonalno mis 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, SAD
PCNA, monoklonalno mis 1:1000 Abcam, UK
XRCCS5, monoklonalno zec 1:500 Cusabio, Kina
RADS50, poliklonalno zec 1:500 Cusabio, Kina
histone H2AX, : ¢ .
monoklonalno zec 1:1000 Cell Signaling Technology, SAD
YH2AX, monoklonalno zec 1:5000 Cell Signaling Technology, SAD
E-kadherin (24E10) Zec 1:1000
Vimentin (D21H3) zec 1:1000 Cell Signaling Technology, SAD
N-kadherin mis 1:1000 BD Biosciences, SAD
Fibronektin zec 1:1000 Abcam,UK
Sekundarna protutijela
HRP protu-zecje 1gG ) Invitrogen-Thermo Fisher
(H+L), poliklonalno koza o Scientific, SAD
HRP protu-misje 1gG ) Invitrogen-Thermo Fisher
(H+L), poliklonalno koza 110080 Scientific, SAD

3.2.15. Analiza ekspresije/lokalizacije proteina metodom imunofluorescencije

Za vizualizaciju ekspresije TUBB3 te za lokalizaciju proteina RADS50 koriStena je metoda
imunofluorescencije (IF). Stanice MES-OV i MES-OV CBP (3x10%), te SK-OV-3 i SK-OV-3 CBP
(2x10% su nasadene na sterilizirana stakalca postavljena u plo¢ice s 24 bunari¢a. Nakon 24 h,
stanice su fiksirane 10 min hladnim metanolom (-20 °C). Stakalca su isprana 3x u PBS-u te
inkubirana 30 min na sobnoj temperaturi u 3%-tnoj otopini BSA u PBS-u kako bi se sprijecilo

nespecificno vezanje protutijela. Stakalca su zatim inkubirana sat vremena na sobnoj temperaturi
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u otopini primarnih protutijela pripremljenih u 5%-tnoj otopini BSA u PBS-u. KoriStena protutijela
navedena su u Tablici 10. Nakon ispiranja 3x u PBS-u, stakalca su inkubirana sat vremena na
sobnoj temperaturi s odgovaraju¢om otopinom sekundarnog protutijela obiljezenog fluoroforom
pripremljenog u 5%-tnoj otopini BSA u PBS-u. Nakon ispiranja u PBS-u, stakalcasu uklopljena
u medij za uklapanje koji sadrzi DAPI (Sigma-Aldrich, SAD), ¢ime su fluorescentno obiljezene
jezgre stanica. Pripremljeni uzorci snimani su pomoc¢u konfokalnog mikroskoepa Leica TCS SP2
AOBS (Leica Microsystems, Njemacka). Snimljene slike analizirane su u programu Leica

Application Suite X (LAS X; Leica Microsystems, Njemacka).

Tablica 10. Popis koristenih protutijela

Protutijelo | Organizam | Razrjedenje | Proizvodad
Primarna protutijela

B-tubulin class III,

monoklonalno mis Covance, SAD
RADS50, poliklonalno zec Cusabio, Kina
Sekundarna protutijela
protu—mlsjigglexa Fluor koza Cell Signaling Technology, SAD
Protu-zecje, Alexa Fluor W sarac Invitrogen-Thermo Fisher
555 8 Scientific, SAD

3.2.16. Integracija rezultata profiliranja miRNA 1 mRNA

U swrhu ciljanog ispitivanja uloge miR-17-5p, miR-103a-3p i miR-107, najprije su pronadeni
njihovi ciljni geni koriStenjem online baze miRWalk (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/).
Pretrazivanje je fokusirano na vezanje miRNA za regiju 3' UTR (engl. untranslated region) ciljnih
mRNA, koje je najvise istraZeno i zastupljeno. MiRWalk povlaci podatke 1z baze eksperimentalno
validiranih ciljnih gena miRNA (miRTarBase) i dvije baze koje predvidaju ciljne gene prema
homologiji sekvence mRNA sa 'seed' sekvencom miRNA (TargetScan i miRDB) (slika 10). Dvije
prediktivne baze koriste razli¢ite algoritme za identifikaciju ciljnih mRNA $§to daje i razlicite
rezultate. Dobivena lista ciljnih gena stoga je filtrirana tako da su uzeti samo oni geni Kkoji su

predvideni kao ciljni u obje prediktivne baze 1/ili eksperimentalno potvrdeni.
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gene number of | binding region | longest consecutive
start | end . .
symbol pairings length pairings

PIK3R1 |6104 6135 20 31 9 3UTR 1 1

mirnaid | refseqid position| validated | TargetScan [miRDB

hsa-miR- |NM_181
17-5p 523

Slika 10. Izvadak iz baze miRWalk na primjeru miR-17-5p i PIK3R1.

Baza daje podatke o sparivanju 'seed' sekvence miRNA s regijom '3 UTR ciljne mRNA. Takoder, daje
podatke da li je sparivanje eksperimentalno potvrdeno (validated).i/ili predvideno (TargetScan, miRDB).
Na ovom primjeru, gen PIK3R1 nije eksperimentalno potvrden kao ciljni gen miR-17-5p, ali je proSao

selekciju jer je predviden kao ciljni gen prema homologiji-sekvenceu dvije baze.

U idu¢em koraku napravljen je presjek dobivene liste eksperimentalno potvrdenih i/ili predvidenih
ciljnih gena s listom gena promijenjene ekspresije (engl. Differentially expressed genes, DEG),
koji su rezultat analize ekspresije mRNA metode hibridizacije DNA mikrocipova kojom je
analizirano preko 21 000 gena stanica MES-QV i MES-OV CBP. (Kralj et al., 2023) (slika 11).
Integracija lista napravljena je u programskom jeziku Python (skriptu napisao Matej Kovac).
Posljednji korak filtracije temeljio se na prihvaéenom nacinu djelovanja miRNA koji
podrazumijeva negativnu korelaciju ekspresije miRNA i ciljnih gena. Prema tome, krajnja lista
obuhvatila je gene povisene ekspresije u MES-OV CBP u odnosu na MES-OV koji su ujedno
eksperimentalno potvrdeni i/ili predvideni ciljni geni tri miRNA snizene ekspresije u MES-OV

CBP u odnosu.na MES-OV.

miR-17-5p :
miR-103a-3p M, Ciljni geni DEG — r.r}RNA
miR-107 microarray

Uvjet obrnuto
proporcionalne
ekspresije

Ciljni geni poviSene
ckspresije koje vezu tri
miRNA od interesa

Slika 11. Shematski prikaz integracije rezultata profiliranja miRNA i mRNA.
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3.2.17. Analiza signalnih puteva

Skupna lista gena proizasla kao rezultat analize opisane u prethodnom poglavlju koristena je za
analizu signalnih puteva. KoriStena je baza podataka Database for Annotation, Visualization and

Integrated Discovery (DAVID) (https://david.ncifcrf.gov/) i alat unutar nje Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes (KEGG). Vrijednost p < 0,05 i minimum od tri gena pridruzena odredenom

signalnom putu, koriSteni su za filtraciju rezultata.

3.2.18. Prolazna promjena ekspresija miRNA i gena

Kako bi se istrazila uloga miRNA 1 gena od interesa u otpornosti i metastatkom potencijalu stanica
koriStena je metoda prolazne transfekeije i transfekcijskog reagensa DharmaFECT Transfection

reagent (Dharmacon, SAD).

Za kratkoro¢no povecéanje’ ekspresije miRNA-17-5p, miR-103a-3p i miR-107 u stanicama
otpornim na CBP koristene su specifi¢ne sekvence mimik miRNA miRIDIAN microRNA Mimic
uz odgovarajuéu negativnu kontrolu (Horizon Discovery, UK), dok je za kratkoro¢nu inhibiciju
ekspresije miR-103a-3p u roditeljskim stanicama koriStena inhibitorna sekvenca miRIDIAN
miRNA Hairpin Inhibitor uz odgovaraju¢u negativnu kontrolu (Horizon Discovery, UK). Za
kratkorocno snizavanje ekspresije TUBB3 u stanicama otpornim na CBP koriStena je mala
inhibitorna molekula RNA, siRNA (engl. small interfering) ON-TARGETplus sSiRNA-SMART
pool i odgovarajuc¢a negativna kontrola (Horizon Discovery, UK). Sve molekule koriStene za
prolaznu transfekciju navedene su u Tablici 11. Liofilizirane forme molekula otopljene su u vodi
bez RNaza (Qiagen, SAD) u koncentraciji 100 uM i ¢uvani pri -20 °C. Jednak protokol koriSten je
za sve navedene transfekcije, prema uputama proizvodaca. Ukratko, stanice su nasadene u
koncentraciji 2x10° stanica u 2 mL u plocice sa 6 bunari¢a, tako da idu¢i dan postignu prekrivenost
povrsine za rast od 70%. Nakon 24 h, stanicama je medij zamijenjen s 1600 pL medija bez
antibiotika, na $to je dodano 400 pL pripremljenih transfekcijskih smjesa (Tablica 12).
Transfekcijske smjese priredene su u minimalnom mediju za uzgoj stanica Opti-MEM (engl.
Optimal minimum essential media) (Gibco, SAD). Stanice su inkubirane 48 h nakon ¢ega su

sakupljene i rasadene za daljnje eksperimente.
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Tablica 11. Popis koriStenih molekula.

KataloSki broj

miRIDIAN microRNA Mimic

miR-17-5p C-300485-05-0002
miR-103a-3p C-300522-03-0002
miR-107 C-300527-03-0002

Negativna kontrola, mi(-)

CN-001000-01-05

miRIDIAN miRNA Hairpin Inhibitor

miR-103a-3p

IH-300522-05-0002

Negativna kontrola, (nc)

IN-001005-01-05

ON-TARGETplus siRNA-SMART pool

TUBB3

L-002000-00-0005

Negativna kontrola, si(-)

D-001810-10-20

Tablica 12. Priprema smjese za prolaznu transfekciju KkoriStenjem sekvenci mimik,
inhibitora ili SIRNA.

Otopina A Otopina B
mimik/inhibitor/si
10 uL | DharmaFECT | 2 pL
(5 uM)
Opti-MEM 190 uL | Opti-MEM | 198 uL

Inkubacija 5 min pri sobnoj temperaturi

Mijesanje 200 pL otopine A 1 200 puL otopine B

Inkubacija 20 min pri sobnoj temperaturi

Za kratkotrajno povecanje ekspresije TUBB3 u roditeljskim stanicama koriSten je ekspresijski,
plazmidni vektor koji nosi sekvencu TUBB3 pCMV3-TUBB3 uz odgovarajuci prazni vektor
pCMV3-NCV (Sino Biological Inc., Njemacka) (Tablica 13). Liofilizirani plazmidi otopljeni su u

vodi bez RNaza do koncentracije 100 uM i cuvani pri -20 °C. Za transfekciju je koriSten reagens
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jetPEI® DNA Transfection reagent (Polyplus Sartorius, Francuska). Transfekcijska smjesa
pripremljena je prema uputama proizvodaca (Tablica 14). Ukratko, stanice su tripsinizirane te je
pripremljena suspenzija u koncentraciji 2500 stanica u 180 pL medija bez antibiotika (za jedan
bunari¢ plocice s 96 bunarica). Pripremljena transfekcijska smjesa volumena 50 pLL dodana je u
suspenziju stanica i prebacena u plo€icu s 96 bunari¢a. Nakon 48 h inkubacije, stanice su tretirane

s karboplatinom ili sakupljene za analizu ekspresije proteina metodom Western blot.

Tablica 13. Popis koristenih plazmidnih vektora

KataloSki broj
pCMV3-TUBB3 | HG13121-UT
pCMV3-NCV CV-011

Tablica 14. Priprema smjese za prolaznu transfekciju plazmidnim vektorom.

Otopina A Otopina B
Plazmidna DNA | 0,15 ug jetPEI® 0,3 pL
150 nM NaCl | do 25 pL |150 nM NaCl{ do 25 pL

Inkubacija 5 min pri-sobnoj temperaturi

Mijesanje 25 puL otopine A125 pL otopine B

Inkubacija 15 min pri sobnoj temperaturi

3:2.19. Stabilna promjena ekspresije miRNA

Za stabilnu inhibiciju ekspresije miR-200c-3p u roditeljskim stanicama koriSten je lentiviralni
vektor pEZX-AMO3 (GeneCopoeia, SAD) koji nosi specificni inhibitor miR-200c-3p, uz
odgovarajucu negativnu kontrolu. Vektor nosi gen za crveni fluorescentni protein mCherry Kkoji
omogucava brzu vizualizaciju uspjeS$no transduciranih stanica. Takoder, vektor nosi gen za

otpornost na antibiotik higromicin B, ¢ime omogucuje selekciju transduciranih stanica. Stanice su
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nasadene u plo¢ice s 24 bunari¢a u koncentraciji 2x10* stanica po bunariéu. Nakon 24 h, stanice
su inficirane s lentiviralnim Cesticama u prisutnosti heksadimetrin bromida (Polybrene; Abbott
Laboratories, SAD), nakon ¢ega su centrifugirane 90 min brzinom 2000 rpm pri-37 °C. Stanice su
ostavljene u inkubatoru nekoliko dana uz pracenje pod svjetlosnim mikroskopom te promjenom
medija 24 h nakon transdukcije. Zastupljenost stanica s fluorescentnim signalom mCherry, koji
potvrduje uspjesSnost transdukcije, provjerena je mikroskopom EVOS FLoid (Thermo Fisher
Scientific, SAD). Stanice sa stabilnom ekspresijom inhibitora selektirane su tretmanom
higromicinom B (Sigma-Aldrich, SAD).

3.2.20. Analiza metilacije promotora

U svrhu odredivanja metilacijskog statusa promotora miRNA koristen je metilacijsko-specifi¢an
PCR (engl. methylation specific PCR, MSP). Stanice su tripsinizirane i sakupljene kao suhi talog
koji je koristen za izolaciju DNA koriStenjem Komercijalno dostupnog kompleta DNeasy Blood &
Tissue Kit (Qiagen, SAD), prema uputama proizvodaca. Cistoéa i koncentracija izolirane DNA
odredena je koristenjem- Spektrofotometra. Izolirana DNA (500-ng) koristena je za bisulfitnu
konverziju, proces koji-podrazumijeva deaminaciju nemetiliranih citozina u uracil u prisutnosti
natrijevog bisulfita, dok metilirani citozini (5-metilcitozin) ostaju nepromijenjeni. Ishod reakcije
su razlicite. sekvence metilirane 1 nemetilirane<DNA. Za bisulfitnu konverziju koristen je
komercijalno dostupan komplet EZ DNA Methylation-Gold™ Kit (Zymo Research, Njemacka)
prema uputama proizvodaca. Protokol se sastoji od tri koraka. Prvi korak obuhvaca pripremu
reagensa i dodavanje DNA u reakciju.U drugom koraku DNA se denaturira pri visokoj temperaturi
koja, uz visoku koncentraciju natrijevog bisulfita, omogucava potpunu konverziju citozina u
uracil. Zadnji korak ukljucuje proc¢is¢avanje i eluciju DNA. DNA je ¢uvana pri -20 °C do

koristenja.

Bisulfitno konvertirana DNA (100 ng) koristena je za MSP. Koristen je komercijalno dostupan
komplet PyroMark PCR Kit (Qiagen, SAD), prema uputama proizvodaca. Dizajn pocetnica i
optimizaciju PCR reakcije napravila je dr. sc. Vanja Tadi¢ (Pernar Kova¢, Tadi¢, Kralj, Milkovié¢
PeriSa, et al., 2023). U Tablici 15 navedene su sekvence pocetnica koriStenih za MSP s

odgovaraju¢im temperaturama prianjanja (engl. annealing temperature, Ta). MSP je napravljen
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na uredaju Veriti™ 96-well Fast Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, SAD), pod uvjetima

navedenim u Tablici 16.

Tablica 15. Popis koristenih pocetnica i njihovih Ta za MSP.

Pocetnica Sekvenca Ta
103a-3p-MetF GTCGTCGTATTGAGAAATAGTTCGT ]
103a-3p-MetR TCTACGAAAACTAAAAAACCTCGAA e

103a-3p-UnMetF GTTGTTGTATTGAGAAATAGTTTGT .
103a-3p-UnMetR | TCTACAAAAACTAAAAAACCTCAAA e
17-5p-MetF CGTTTTTAGAATAAAGCGGC )

17-5p-MetR GTACAAAATTTAAAAAACCGCGA e
17-5p-UnMetF /| GTTAAAGTGTTTTTAGAATAAAGTGGTG <
17-5p-UnMetR CATACAAAATTTAAAAAACCACAAA >

107-MetF TGTGTAGTAGTICGTTTATAGC .

107-MetR GACTCTACGACTACTAAATCG we
107-UnMetF TGTGTAGTAGTTIGTTTATAGTG .
107-UnMetR CCAACTCTACAACTACTAAATC e

200b-MetF GCGGGGTTCGGGTTTGCGTTATC ]

200b-MetR GCCCCACACAAATACGAACTCCCG e
200b-UnMetF GTTTGTGGGGTTTGGGTTTGTGTTATT .
200b-UnMetR CACCCCACACAAATACAAACTCCCA e

200c-MetF GCGTTGGTTGTTCGGTAGGC .

200c-MetR GACAACCTTTCCCGACCCG e
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200c-UnMetF GTGTTGGTTGTTTGGTAGGT
60°C
200c-UnMetR AACAACCTTTCCCAACCCA
Met — metiliran; UnMet — nemetiliran; F — forward; R — reverse
Tablica 16. Uvjeti koriSteni za MSP
Uvjeti reakcije
Broj
ciklusa ! 45 !
Korak chetqg Denaturacija Prl’imj anje Sinteza Z?wrsna
aktivacija pocetnica sinteza
T/°C 95 95 Ta* 72 72
t/min 15 0:30 0:30 0:30 10

*specifi¢na Ta za svaku pocetnicu

UmnoZeni produkti PCR reakcije analizirani su razdvajanjem prema teZini horizontalnom
elektroforezom u agaroznom gelu. U tu svrhu pripremljen je 2%-tni gel agaroze (Sigma-Aldrich,
SAD) s dodatkom-boje Midori. Green Advance DNA dye (Nippon Genetics, Japan) koja
omogucava vizualizaciju kretanja DNA u gelu. Gel je izliven u odgovaraju¢i kalup te je umetnut
ceslji¢ za formiranje bunari¢a. Nakon polimerizacije; gel je stavljen u kadicu za elektroforezu
Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad, SAD) koja je napunjena puferom 1x TAE (50x TAE (242 g tris
baza, 57,1 mLledena octena kiselina, 100 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0) u 1 L diH20)). Uzorci su
naneseni na gel u volumenu od 10 puL, te je u dodatni bunari¢ nanesen marker 100 bp DNA ladder
(New England Biolabs, SAD). Elektroforeza je namjesStena na 50 V i trajanje 45 min. Razdvojena
DNA vizualizirana je na uredaju Alliance 4.7 Fluorescence and Chemiluminescence Systems
(Wvitec Ltd, UK).

3.2.21. Analiza miRNA kao farmakogenetskih biljega

Kako bi se procijenila vrijednost izdvojenih miRNA kao farmakogenetskih biljega za previdanje

ukupnog prezivljenja (engl. overall survival, OS) bolesnica, koristen je besplatno dostupan alat
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Kaplan-Meier plotter (KM plotter) (Gyorffy, 2024). Prognosticka vrijednost miRNA procijenjena
je na ukupnom uzorku raka jajnika te na uzorcima raka jajnika s visokim udjelom mezenhimskih
mati¢nih stanica (engl. mesenchymal stem cells, MSC). Rezultati su prikazani grafikonom Kaplan-
Meier, s nazna¢enim vrijednostima HR (engl. hazard ratio) i p-vrijednosti izracunatih metodom
log-rank. Takoder, prikazana je i razlika u medijanu prezivljenja izmedu ukupnog uzorka i MSC-
obogac¢enog uzorka. Ekspresija miRNA u razli¢itim stadijima (I-1V) Seroznog cistadenokarcinoma
jajnika istrazena je koriStenjem besplatno dostupnog portala UALCAN (engl. University of
Alabama at Birmingham cancer data analysis portal) 1 njegovog alata TCGA miRNA
(Chandrashekar et al., 2022). Rezultati su prikazani grafikonom jitter plot, s p-vrijednostima

izraCunatim Studentovim t-testom.

3.2.22. Statisti¢ka analiza

Statisticka analiza podataka provedena je u programu GraphPad Prism 9 (GraphPad Software,
SAD). Rezultati testova‘vijabilnosti stanica, gdje je radena usporedba tri ili viSe uzoraka,
analizirani su dvosmjernom analizom varijance (engl. two-way-analysis of variance, ANOVA) s
Bonferronijevim testovima post hoc. Rezultati dobiveni metodom qPCR, kao i rezultati testova
migracije i invazije, kod kojih je radena usporedba dvije grupe podataka, analizirani su
Studentovim t-testom ili jednosmjernom analizom varijance s Dunnetovim testovima post hoc.

Vrijednosti p manje od 0.05 smatrane su statisticki znac¢ajnima.
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4. REZULTATI

4.1. KARAKTERIZACIJA PAROVA STANICA MES-OV, SK-OV-3 | OVCAR-3 PREMA
OSJETLJIVOSTI NA CBP I TAX | EPITELNO-MEZENHIMSKOM STATUSU

Roditeljske linije stanica epitelnog raka jajnika MES-OV, SK-OV-3 i OVCAR-3 tretirane su
rastu¢im koncentracijama CBP u svrhu razvoja stabilno otpornih linija MES-OV CBP, SK-OV-3
CBP i OVCAR-3 CBP. Prezivljenje stanica nakon tretmana sa citostaticima praceno je testom
metabolizma resazurina. Proces je rezultirao stanicama MES-OV CBP 2x, SK-OV-3 CBP 3,5x i
OVCAR-3 CBP 10x manje osjetljivim na CBP u odnosu na roditeljske stanice (prema vrijednosti
ICs0) (slika 12). Osim toga, stanice MES-OV CBP i OVCAR-3 CBP razvile su i kriznu otpornost
na TAX, to¢nije pokazale su 1,6x i 4x manju osjetljivost (prema vrijednosti ICso), dok su stanice
SK-OV-3 CBP ostale jednako osjetljive u odnasu.na roditeljske.
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Slika 12. PreZivljenje novorazvijenih stanica epitelnog raka jajnika. Stanice su nasadene u plocice s 96
bunari¢a te iduc¢i dan tretirane s razli¢itim koncentracijama CBP i TAX. PreZivljenje stanica analizirano je
testom metabolizma resazurina nakon 72 sata. Prikazana je srednja vrijednost postotka prezivljenja (srednja

vrijednost kvadriplikata) u odnosu na netretiranu kontrolu s pripadaju¢im standardnim devijacijama.

Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001
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Razvoj otpornosti bio je pracen i promjenom morfologije stanica, iz epitelnog prema fenotipu
slicnom mezenhimskom. Otporne stanice poprimile su izrazen izduzen oblik u odnosu na
roditeljske i time postale invazivnije (Kralj et al., 2023). Ova razlika posebno jeizrazena izmedu
stanica OVCAR-3 i OVCAR-3 CBP, koje imaju i najvecu razliku u osjetljivosti. Takoder, stanice
viSe nisu imale potrebu rasta u kolonijama jasnih rubova, ve¢ su stekle mogucénost rasprsenog rasta
s puno viSe medustani¢nog prostora (slika 13A). Epitelno-mezenhimska tranzicija potvrdena je
promjenom ekspresije prihvacenih markera; smanjenom ekspresijom E-kadherina i pove¢anom
ekspresijom N-kadherina, vimentina i fibronektina (slika 13B) (Kralj et al., 2023). Mala razlika u
epitelno-mezenhimskom statusu izmedu MES-OV i MES-OV CBP posljedica je posjedovanja
mezenhimskih karakteristika roditeljskih stanica usprkos njihovom epitelnom porijeklu. Promjena
morfologije i EMT popracene su s porastom migratorne i invazivne sposobnosti stanica otpornih
na CBP (Kralj et al., 2023). Varijabilnost epitelno-mezenhimskog statusa, stupnja.otpornosti na
CBP, kao i prisutnost krizne otpornosti na TAX znacajne su vrijednosti ova tri eksperimentalna

modela koristena u daljnjim istraZivanjima.
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Slika 13. Morfoloske karakteristike kolonija novorazvijenih stanica otpornih na CBP i ekspresija

biljega EMT-ja. (A) Stanice su nasadene u Petrijeve zdjelice promjera 6 cm. Nakon 10 dana, kolonije
stanica su fiksirane u metanolu, obojane otopinom kristal ljubicastog i fotografirane koriStenjem
svjetlosnog mikroskopa pod povecanjem 100x. Eksperiment je ponovljen tri puta. Prikazana je

reprezentativna fotografija. (B) Stanice su nasadene i prikupljene nakon 48 h, nakon Cega su izolirani
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ukupni proteini. Odredena je ekspresija E-kadherina, N-kadherina, vimentina i fibronektina metodom
Western blot. ERK1/2 je koriSten kao kontrola nanoSenja uzoraka. Eksperiment je ponovljen tri puta.
Prikazani su rezultati reprezentativnog eksperimenta. Prikazane su molekularne tezine na kojima je

zabiljezen signal.

4.2. KARAKTERIZACIJA MEHANIZAMA OTPORNOSTI NA CBP | TAX

Kako bi se odredile potencijalne nove molekule s ulogom u otpornosti na CBP i lijekom
potaknutom EMT-u, stanice su najprije okarakterizirane s obzirom na svoj odgovor na tretman
CBP-om, odnosno TAX-olom. U svrhu toga izmjerena je ekspresija nekoliko membranskih pumpi
za koje je poznato da sudjeluju u izbacivanju kemoterapeutika iz stanice te su na taj nacin
odgovorne za otpornost na razlicite lijekove (engl. Multidrug resistance, MDR) (Tamaki et al.,
2011). Nadalje, napravljena je usporedba ukupne koli¢ine platine unutar otpornih stanica u odnosu
na roditeljske nakon tretmana CBP-om. Takoder, provjerena je ekspresija ciljne molekule TAX, 8
tubulina (Maloney et al., 2020).

4.2.1. Uloega transmembranskih pumpi u otpornesti na lijekove

Metodom-RT-qPCR odredena je ekspresija gena ABCB1, ABCC2 1 ABCG2 koji kodiraju za tri
glavna transportera ABC, uklju¢ena u MDR. Smanjena ekspresija sva tri gena ABCB1, ABCC2 i
ABCG2 izmjerena je kod stanica MES-OV CBP u odnosu na roditeljske stanice MES-OV (slika
14A). S druge strane, kod stanica SK-OV-3 CBP utvrdena je poviSena ekspresija gena ABCC2 i
smanjena ekspresija ABCG2 (slika 14B). Kod stanica OVCAR-3 CBP zabiljezena je povecana
ekspresija sva tri gena u odnosu na roditeljske stanice (slika 14C). Zbog povisene ekspresije gena
ABCC2, par stanica SK-OV-3 tretiran je inhibitorom proteina MRP2, MK571 kako bi se utvrdilo
da li je ova pumpa ukljucena u odgovor stanica na CBP. Tretman je na slican nacin utjecao na
osjetljivost roditeljskih i otpornih stanica na tretman CBP, ukazuju¢i na slicnu aktivnost ove
pumpe kod osjetljivih i otpornih stanica SK-OV-3 (slika P1A). Kod para stanica OVCAR-3,
tretman s inhibitorom MK571 nije imao utjecaj na osjetljivost roditeljskih ni otpornih stanica na
CBP (slika P1B). Nadalje, zbog povecane ekspresije ABCB1, stanice OVCAR-3i OVCAR-3 CBP
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tretirane su s inhibitorom P-gp, valspodarom (PSC-833), sto je rezultiralo istom tendencijom
povecanja osjetljivosti roditeljskih i otpornih stanica na TAX, upué¢ujuci da ova pumpa Vvjerojatno
nije uklju¢ena u otpornost OVCAR-3 CBP na TAX (slika P1C). Rezultati su pokazali kako
povecéana ekspresija ABCC2 kod SK-OV-3 CBP te ABCB1 i ABCC2 kod OVCAR-3 CBP nije

odgovorna za smanjenu osjetljivost tih stanica na CBP i TAX.

MES-OV CBP vs MES-OV SK-OV-3 CBP vs SK-OV-3 OVCAR-3 CBPvs OVCAR-3
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Slika 14. Ekspresija transmembranskih pumpi u stanicama otpornim na CBP. (A)(B)(C) Stanice su
nasadene i prikupljene nakon 48 h. Za odredivanje ekspresije ABCB1, ABCC2 i ABCG2, izolirana je ukupna
RNA te je ekspresija odredena metodom RT-gPCR. GAPDH je koristen kao unutarnja kontrola. Rezultati
su prikazani kao relativna prosje€na vrijednost promjene ekspresije (srednja vrijednost triplikata) (Fold
Change; 224“) u odnosu naroditeljske stanice, s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Eksperiment je

ponovljen tri puta. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001.

4.2.2. Odredivanje akumulacije platine u stanicama

Akumulacija lijeka u stanicama odredena je mjerenjem ukupne platinacije stanice spektrometrom
masa visoke razlucivesti uz induktivno spregnutu plazmu. Kod sve tri linije stanica otporne na
CBP, MES-OV CBP, SK-OV-3 CBP i OVCAR-3 CBP, zabiljezena je smanjena koli¢ina
platinacije u ovisnosti o dozi i vremenu u odnosu na roditeljske stanice (slika 15). Takoder je u

otpornim stanicama odredena i smanjena platinacija DNA (neprikazani rezultati).
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Slika 15. Ukupna platinacija stanica osjetljivih i otpornih na CBP. Stanice su nasadene u plocice sa 6
bunarica 1 nakon 24 h tretirane s 40, 160 ili 320 uM CBP u trajanju od 4 h za odgovor ovisan o dozi,
odnosno sa 160 uM CBP u trajanju od 2, 4 ili 6 h za odgovor u ovisnosti 0 vremenu. Ukupna platinacija
para stanica (A) MES-OV, (B)'SK-OV-3 i (C) OVCAR-3 odredena je spektrometrom masa visoke

razlucivosti uz induktivno spregnutu plazmu. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001

4.2.3. Odredivanje ekspresije ciljnih molekula paklitaksela

Prema dobiven rezultatima ekspresije gena ABCB1, moglo se zakljuciti da P-gp nije odgovoran za

razvoj krizne otpornosti na TAX kod stanica MES-OV CBP. Sljedeci najéesc¢e opisani mehanizam
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otpornosti stanica ha TAX je poviSena ekspresija tubulina  (Sazonova et al., 2021). Stoga je
metodom Western blot izmjerena ekspresija tubulina B, koji zajedno s tubulinom a predstavlja
gradevne podjedinice mikrotubula (Janke & Magiera, 2020) i vezno je mjesto za TAX (Kampan
et al.,, 2015). Nadalje, provjerena je i ekspresija tubulin BII (TUBB3), <prediktivnog
farmakogenetskog biljega za ishod terapije raka jajnika na bazi TAX (Roque et al., 2013; Séve &
Dumontet, 2008). Ukupni tubulin  (pan ) bio je zna¢ajno pove¢anu stanicama MES-OV CBP u
odnosu na MES-QV i stanicama OVCAR-3 CBP u odnosu na OVCAR-3, dok je u stanicama SK-
OV-3 CBP ostao nepromijenjen (slika 16A). Zanimljivo, ekspresija TUBB3 bila je povecana u sve
tri linije stanica otporne na CBP. Povecana razina TUBB3 u stanicama MES-OV CBP, kao jedne
od linija s kriznom otpornosti na TAX, i SK-OV-3 CBP, kao linije koja ne pokazuje kriznu
otpornost na TAX, u odnosu na njihove roditeljske. linije potvrdena je i fluorescentnom
mikroskopijom (slika 16D). Medutim, ono §to je jos vidljivo je drugacija organizacija tubulinskih
vlakana izmedu ova dva stani¢na para. Tocnije, tubulinska vlakna u stanicama MES-QOV granaju
se U razli¢itim smjerovima, prekrivajuéi jezgru gotovo u potpunosti. Kod stanica SK-OV-3
prisutna je urednija organizacija vlakana, koja se gotovo paralelno Sire prema vanjskim tubovima
stanica. Ovi rezultati dali su naslutiti da je povecana koli¢ina TUBB uz povecan TUBB3
odgovorna za otpornost MES-OV CBP i OVCAR-3 CBP na TAX. U slucaju SK-OV-3 CBP,
povecanje razine TUBB3 nije bilo popraceno povec¢anjem TUBB, Sto'bi moglo biti objasnjenje

izostanka kriZzne otpornosti u ovim Stanicama.

52



o o, &
aa] m r
3) 3) - 2
= = N < IR
Q 5 = = < <
= = % % O @)
— -
Pan p — — W— —
TUBB3 —— ~ -— ome

ERK1/2 | " s | (S L

| DAPI + I Tubulin BII Tubulin l | DAPI + [III Tubulin PII Tubulin

MES-OV
SK-0V3

10 um 10 um 10 ym 10 um

MES-OV CBP
SK-OV-3 CBP

10 um 10 um 10 um 10 ym

Slika 16. Ekspresija tubulina u stanicama osjetljivim i otpornim na CBP. (A) Stanice su nasadene i
prikupljene nakon 48 h, nakon ¢ega su izolirani ukupni proteini. Odredena je ekspresija tubulina pan f i
BIL metodom Western blot. ERK1/2 je koristen kao kontrola nanoSenja uzoraka. Eksperiment je ponovljen
tri puta. Prikazani su rezultati reprezentativnog eksperimenta. (B) Stanice su nasadene na stakalca i nakon
48 h fiksirane te obiljeZzene protutijelom za TUBB3 (zeleno). Jezgre su obojane bojom DAPI (plavo).
Prikazana su reprezentativna vidna polja. Prikazane su maksimalne projekcije konfokalnih snimaka u

slojevima. Skala =10 um
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4.3. ANALIZA EKSPRESIJE MIRNA STANICA OSJETLJIVIH | OTPORNIH NA CBP

Nakon osnovne karakterizacije tri eksperimentalna modela stanica raka jajnika-s obzirom na
primarne mehanizame otpornosti stanica na lijekove, te s obzirom na njihov EMT status,

pristupljeno je analizi razlika u ekspresiji miRNA unutar parova stanica.

Stanice MES-OV i MES-OV CBP odabrane su kao primarni model istrazivanja iako je razlika u
epitelno-mezenhimskom statusu izmedu stanica tog para najmanja. Odabir opravdava nekoliko
¢injenica. Stanice MES-OV izolirane su iz ascitesa bolesnice koja prethodno nije primila nikakvu
terapiju. Nadalje, stanice MES-OV nisu Cesto koristen eksperimentalni sustav. Takoder, moguce
je pretpostaviti da ¢e znacajne promjene detektirane unutar ovog para biti izrazenije u druga dva
para stanica, koje karakterizira i veca razlika epitelno-mezenhimskog statusa i osjetljivosti na CBP,
a koji ¢e se koristiti za potvrdu rezultata odnesno iskljucivanje promjena specifi¢nih za jednu liniju

stanica odnosno, jedan tip raka jajnika.

4.3.1. Identifikacija miRNA promijenjene ekspresije u paru stanica MES-OV

Metodom hibridizacije DNA mikroc¢ipova analizirana je ekspresija 752 miRNA ukljuc¢enih u
razli¢ite procese u stanici, medu njima otpornost na lijekove, epitelno-mezenhimska tranzicija,
migracija, invazija. Obrada rezultata dovela je do identifikacije 77 miRNA promijenjene ekspresije
(FC > 1,25) u MES-OV CBP u odnosu na roditeljske stanice MES-OV. Toc¢nije, identificirano je
29 miRNA povecane 148 miRNA smanjene ekspresije (slika 17, tablica P1). MiRNA promijenjene
ekspresije anotirane su na gotovo sve kromosome, uz izhimku kromosoma 4, 10 i 18. Takoder,
identificirano je 7 klastera kojima pripadaju dvije ili viSe promijenjene miRNA (prikazani na slici

17), dok su u tablici 17 prikazani svi zahvaceni klasteri s pripadaju¢im promijenjenim miRNA.
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Slika 17. MiRNA promijenjene ekspresije u stanicama otpornim na CBP. Stanice su nasadene i
sakupljene nakon 48 h. Izolirana RNA KoriStena je za analizu ekspresije miRNA. Prikazane su vrijednosti
log; relativne prosjecne (srednja vrijednost duplikata) stope promjene ekspresije (FC; 244“") u stanicama
MES-OV CBP u odnosu na MES-OV. Plavo su zaokruzene miRNA pripadnice istog klastera. Naznac¢ena

je lokacija promijenjenih miRNA na kromosomima.

Tablica 17./Lista promijenjenih miRNA i pripadajuéih klastera.

Klaster Kromosom Polozaj Gen“
domacdin

let-7a-2, miR-100, miR-125b-1 11 Intergenski

let-7¢c, miR-99a, miR-125h-2 21 Intergenski

let-7e, miR-99b, miR-125a 19 Intergenski

miR-452, miR-224 X Intronski GABRE

miR-191, miR-425 3 Intronski DALRD3

miR-29b-2, miR-29c¢ 1 Intergenski

miR-298, miR-296 20 Intergenski

miR-29b-1, miR-29a 7 Intergenski

miR-183, miR-96, miR-182 7 Intergenski

miR-301b, miR-130b 22 Intergenski

miR-331, miR-3685 12 Intergenski

miR-15b, miR-16-2 3 Intronski SMC4

miR-30d, miR-30b 8 Intergenski

miR-23b, miR-27b, miR-3074, miR-24-1 9 Intronski AOPEP

miR-200a, MiR-200b, miR-429 1 Intergenski
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miR-200c, miR-141 12 Intergenski

miR-194-1, miR-215 1 Intronski IARS2

miR-106b, miR-93, miR-25 7 Intronski MCM7

miR-105-2, miR-105-1, miR-767 X Intronski GABRA3
m:gggg mllls_Slgg miR-500a, miR-362, miR-501, miR-500b, X Intronski CLCN5
miR-374a, miR-545 X Intergenski

miR-212, miR-132 17 Intergenski

miR-153, miR-16-1 13 Intergenski

miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1, miR-92a-1 13 Intergenski

miR-106a, MiR-18b, miR-20b, miR-19b-2, miR-92a-2, miR-363 X Intergenski

4.3.2. Uloga epigeneticke regulacije u otpornosti stanica na CBP i njihovom metastatskom

potencijalu

Promjene u epigenetickoj regulaciji opisane su kao bitne ne samo u karcinogenezi ve¢ 1 u razvoju
otpornosti tumora na terapijukroz utiSavanje gena/miRNA. Stoga je u idu¢em koraku provjeren
utjecaj dva Cesto koristena epigeneticka modulatora, 5-aza i TSA, na osjetljivost stanica na CBP i
njihovu migratornu/invazivnu sposobnost. Utjecaj inhibitora na osjetljivost na CBP pracen je
metodom prezivljenja mase stanica. Dok inhibitori pojedinaéno nisu imali utjecaj na osjetljivost,

kombinacija-eba inhibitora znacajno je povecala osjetljivost stanica MES-OV CBP na CBP (1,5x

prema 1Cso) (slika 18).
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MES-OV CBP MES-OV CBP MES-OV CBP
MES-OV MES-OV CBP (5-aza) (TSA) (5-aza+TSA)

S-OV CBP (5-aza)
S-OV CBP (TSA)
S-OV CBP (5-aza~TSA)

18. Utjecaj epigenetickih
plocice sa 6 bunarica, te nakon 24 h tre uM S-aza ili 33,3 nM TSA ili njihovom kombinacijom, te
razlic¢itim koncentracijama CBP (medij sa svjezim spojevima mijenjan svaki dan). Nakon 72 h, stanice su
fiksirane u metanolu, obojane otopinom kristal ljubicastog i fotografirane koriStenjem svjetlosnog
mikroskopa. Prikazane su reprezentativne fotografije (gore). ImagelJ je koriSten za mjerenje intenziteta boje
i odredivanje vrijednosti AUC (area under curve), proporcionalne prezivljenju. Netretirane kontrole su
postavljene kao 100% (dolje). Eksperiment je ponovljen tri puta. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; ****

p<0,0001
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Utjecaj kombinacije inhibitora na migratornu sposobnost stanica ispitan je testom zacjeljivanja
rane. Rezultati su potvrdili hipotezu da su stanice MES-OV CBP migratornije od roditeljskih
stanica MES-OV. Nadalje, primijeéena je tendencija smanjenja sposobnosti migracije MES-OV
CBP uz tretman inhibitorima u odnosu na kontrolne netretirane MES-OV CBP (slika 19A). Test
invazije u matrigelu potvrdio je veliku razliku u invazivnosti roditeljskih i otpornih stanica.
Takoder, tretman inhibitorima zna¢ajno je smanjio invazivnu sposobnost stanica MES-OV CBP,
na razinu usporedivu onoj izmjerenoj kod roditeljskih stanica (slika'19B). Ovi rezultati ukazali su
da su promjene u metilaciji DNA i deacetilaciji histona potencijalno imale utjecaj na ekspresiju

razli¢itih gena/miRNA $to je doprinijelo otpornosti stanica na CBP i nanjihovu invazivnosti.
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Slika 19. Utjecaj epigenetickih modulatora na pokretljivost stanica. Stanice su nasadene te nakon 24 h
tretirane s 1 uM S-aza i 33,3 nM TSA. (A) Migracija stanica izmjerena je testom zacjeljivanja rana.
Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. Rezultati su prikazani kao relativne prosjecne stope migracije
u odnosu na stanice MES-OV, zajedno s pripadaju¢im vrijednostima standardne devijacije. (B) Invazija
stanica izmjerena je testom invazije. Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. Rezultati su prikazani kao
reprezentativne fotografije i kao izraCunate relativne prosjecne stope invazije u odnosu na stanice MES-
OV, zajedno s pripadajué¢im vrijednostima standardne devijacije. *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001; ****

p<0,0001
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Nadalje, u sva tri para OC stanica izmjerena je ekspresija gena DNMT1, DNMT3A i DNMT3B.
DNMTL, koji kodira za enzim DNA metil transferazu 1, zaduzen za odrzavanje uzorka metilacije
nakon replikacije DNA, povisen je u stanicama MES-OV CBP (slika 20A) i OVCAR-3 CBP (slika
20C) u odnosu na odgovaraju¢e roditeljske stanice, dok u SK-OV-3 CBP nije bio znacajno
promijenjen (slika 20B). Dodatno, izmjerena je smanjena ekspresija DNMT3A i DNMT3B u
stanicama MES-OV CBP, te povecana ekspresija DNMT3B u SK-OV-3 CBP. Produkti ovih gena

su enzimi odgovorni za de novo metilaciju.
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Slika 20. Ekspresija DNA metil-transferaza.u stanicama otpornim na CBP. (D)(E)(F)Stanice su
nasadene i sakupljene nakon 48 h. Odredena je ekspresija gena DNMT1, DNMT3A.i DNMT3B metodom
RT-gPCR. GAPDH je koriSten kao unutarnja kontrola. Rezultati su-prikazani kao relativna prosjecna
vrijednost promjene ekspresije (srednja vrijednost triplikata) u odnosu na roditeljske stanice, s pripadaju¢im

standardnim devijacijama. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001.

4.3.3. Odabir kandidata za daljnja istraZivanja

Na temelju dobivenih rezultatai €injenice da su metilacija DNA i deacetilacija histona odgovorne
za utiSavanje ekspresije gena/miRNA, u.sklopu ovog istrazivanja fokus je stavljen na miRNA
smanjene ekspresije uz pretpostavku da bi i njihova ekspresija mogla biti epigeneticki regulirana.
Napravljeno je detaljno pretrazivanje literature za 48 miRNA snizene ekspresije, poglavito u
kontekstu otpornosti na terapiju i epitelno-mezenhimsku tranziciju. Takoder, za daljnje suzavanje
liste kandidata uzeta je u obzir ¢injenica da su miRNA koje su dio klastera pod kontrolom istog
promotora, te je stoga dovoljno odabrati jednu miRNA kao predstavnicu cijelog klastera. Samo

istraZivanje podijeljeno je u dva dijela. U jednom pravcu istrazivanja fokus je stavljen na ¢lanove

59



obitelji miR-200, poznate regulatore epitelno-mezenhimske tranzicije s ulogom u migraciji,
invaziji i odgovoru stanica na lijekove (Brozovic et al., 2015; Cavallari et al., 2021). U drugom
pravcu izdvojeno je 14 miRNA sa svrhom istrazivanja njihove moguce uloge u osjetljivosti i
metastatskom potencijalu stanica epitelnog raka jajnika ab ovo (slika.21).

Analiza 752 miRNA

v
48 miRNA smanjene
ekspresije
Odabir kandidata
v
Dva pravca
istraZivanja
200a 15a
200b 17
429 18b
200c 31
141 93
103a
106b
107
183
186
196b
339
1271

Slika 21. Dva pravca istraZivanja.
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4.4. ISTRAZIVANJE ULOGE OBITELJI MIR-200 U OTPORNOSTI |
METASTATSKOM POTENCIJALU STANICA RAKA JAINIKA- 1. PRAVAC
ISTRAZIVANJA

Analiza ekspresije miRNA u stanicama MES-OV i MES-OV CBP ukazala je na_ smanjenu
ekspresiju ¢lanova obitelji miR-200 (miR-200a, miR-200b, miR-429 i miR-200c) u MES-OV CBP
u odnosu na roditeljske stanice (slika 17). lako je uloga obitelji miR-200 u otpornosti stanica na
razli¢ite vrste lijekova poznata (Brozovic et al., 2015; S:J. O’Brien et al., 2018), odluceno je
detaljnije istraziti njihovu ulogu u novo uspostavljenim modelnim sustavima Stanica stabilno
otpornim na CBP s izrazenim Karakteristikama mezenhimskih stanica (slika 13) od kojih samo dva
eksperimentalna modela stanica, MES-OV CBP i OVCAR-3 CBP, pokazuju i kriznu otpornost na
TAX zarazliku od na TAX osjetljivog modela SK-OV-3 CBP stanica (slika 12).

4.4.1. Validacija promijenjene ekspresije clanova obitelji miR-200

Promjena ekspresije svih pet ¢lanova obitelji miRNA-200 (miR-200a, miR-200b, miR-429, miR-
200c, miR-141) validirana je u stanicama MES-OV CBP u odnosu na roditeljske MES-OV, te
provjerena u.dodatna dva para stanica SK-OV-3.i SK-OV-3 CBP te OVCAR-3 i OVCAR-3 CBP,
metodom RT-qPCR, koristenjem boje Sybr Green isspecifiénog kita za pojedinu miRNA (Tablica
7). Potvrdena je smanjena ekspresija svih pet miRNA u stanicama MES-OV CBP u odnosu na
roditeljske stanice (slika 22A). Nadalje, kod OVCAR-3 CBP takoder je zabiljeZena smanjena
ekspresija svih pet ¢lanova (Slika 22C), dok je u slucaju SK-OV-3 CBP zabiljeZeno samo znacajno
smanjenje ekspresije miR-200a i miR-429 u odnosu na stanice SK-OV-3 (slika 22B).

MES-OV CBP vs MES-OV SK-OV-3 CBPvs SK-OV-3

OVCAR-3 CBP vs OVCAR-3
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Slika 22. Ekspresija ¢lanova obitelji miR-200 u stanicama otpornim na CBP. Stanice su nasadene i
prikupljene nakon 48 h. Za odredivanje ekspresije ¢lanova obitelji miR-200, izolirana je ukupna RNA te je

ekspresija odredena metodom RT-gPCR. RNUGB je koriSten kao unutarnja kontrola. Rezultati su prikazani
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kao relativna prosje¢na vrijednost promjene ekspresije (srednja vrijednost triplikata) (Fold Change; 244¢t)
u odnosu na roditeljske stanice, s pripadaju¢im standardnim devijacijama. *, p<0,05; **, p<0,01; ***,

p<0,001; **** p<0,0001.

4.4.2. Regulacija ekspresije miR-200 na razini metilacije promotora

Budu¢i je poznato da ekspresija ¢lanova obitelji miR-200_u.tumarskim stanicama moze biti
regulirana epigeneticki (Davalos et al., 2012), te zbog ¢injenice da kombinirani tretman 5-aza i
odluceno je provjeriti metilacijski status promotora miR-200b (promotor klastera koji obuhvaca
miR-200a, miR-200b i miR-429) i miR-200c (promotor klastera koji obuhvaca miR-200c i miR-
141). Nemetilirana (U) DNA zabiljezena je kod promotora miR-200b i miR-200¢ u stanicama
MES-QV, dok je kod stanica MES-OQV CBP bio prisutan samo metilirani oblik, $to je u skladu sa
smanjenom ekspresijom pet miRNA (miR-200a, 200b, 429, 200c, 141) u.stanicama otpornim na
CBP (slika 23A). Sli¢na situacija potvrdena je i u OVCAR-3 paru stanica. Kod promotora miR-
200b u roditeljskim stanicama zabiljeZena je nemetilirana i metilirana DNA, au OVCAR-3 CBP
samo metilirana. Za promotor miR-200c, nemetilirana DNA zabiljezena je u OVCAR-3, a
metilirana u stanicama OVCAR-3 CBP (slika 23C). Medutim, nije uo¢ena razlika u metilacijskom
statusu promatora miR-200b i miR-200c izmedu stanica SK-OV-3.i SK-OV-3 CBP (slika 23B).
Toc¢nije, za oba promotora u roditeljskim i stanicama otpornim na CBP zabiljeZen je samo
nemetilirani oblik DNA. Dobiveni rezultati ‘koreliraju sa zabiljezenom ekspresijom pet ¢lanova
obitelji miR-200 u stanicama MES-OV CBP, SK-OV-3 CBP 1 OVCAR-3 CBP u odnosu na
roditeljske linije (Slika 22).
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Slika 23. Metilacijski status promotora miR-200b i miR-200c u stanicama. otpornim na CBP.
(A)(B)(C) Stanice su nasadene i sakupljene nakon 48<h. Izolirana DNA je'bisulfitno konvertirana te je
koriStena za analizu metilacijskog statusa promotora miR-200b.i miR-200c metodom MSP. Eksperiment je
ponovljen dva puta. Prikazane su reprezentativne slike gelova. A — B-aktin, U — nemetilirana DNA, M —
metilirana DNA

Ovi rezultati sugerirali su da je izlaganje stanica MES-OV i OVCAR-3 karboplatini prilikom
razvoja stabilne otpornosti uzrokovalo promjene u epigenetickoj regulaciji, u ovom slucaju
promjene metilacijskog statusa promotora miR-200b i miR-200c, moguce preko povecane

ekspresije DNMT1. U ovom momentu nije poznato koja je uloga poveéane ekspresije DNMT3B u
SK-OV-3 CBP u odnosu na SK-OV-3 liniju stanica.
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4.4.3. Istrazivanje potencijalne uloge osi regulacije miR-200c/TUBB3 u otpornosti na CBP

Kao $to je gore spomenuto, tri para stanica raka jajnika, koristenih kao eksperimentalni modeli,
razlikuju se u osjetljivosti na lijekove koji se najéesce koriste u lijecenju ove bolesti,/Naime, MES-
OV CBP i OVCAR-3 CBP, osim smanjene osjetljivosti na CBP, pokazuju i kriznu otpornost na
TAX, dok to nije slucaj sa SK-OV-3 CBP koje su jednako osjetljive na TAX kao 1 roditeljske
stanice (slika 12). Takoder, poznato je da je povecana razina TUBB3, ovdje izmjerena u sve tri
linije stanica otporne na CBP (slika 16), uklju¢ena u otpornost na TAX, te da je njegova ekspresija
obrnuto-proporcionalna ekspresiji miR-200c u stanicama s primarnom otpornosti na TAX
(Brozovic et al., 2015). Medutim, nije istraZzeno, te se nametnulo kao pitanje, zasto bi stanice kao
odgovor na tretman CBP reagirale stabilnim povec¢anjem razine TUBB3 te da li TUBB3 mozda
ima ulogu u odgovoru stanica ha CBP. Nadalje, postavilo se i pitanje da li u CBP otpornim
stanicam araka jajnika postoji korelacija ekspresije miR-200c i TUBB3. Naime, iz literature nije
poznato da TUBB3 ima ulogu u odgovoru stanica na tretman CBP-om kao §to nije poznata
eventualna CBP-om potaknuta povezanost ekspresije miR-200ci TUBB3. U svrhu pronalazenja

odgovora na nametnuto pitanje koristen je model MES-OV para stanica.

4.4.3.1. Epigeneticka modulacija ekspresije miR-200c

Kako bi se potvrdila epigeneticka regulacija ekspresije miR-200c u sustavu MES-OV CBP, stanice
su tretirane inhibitorom 5-aza, nakon ¢ega je mjerena ekspresija miR-200c metodom RT-qPCR.
Rezultati su pokazali kako se ekspresija miR-200c poveéava u ovisnosti o dozi 5-aza (slika 24A).
Pri istim uvjetima, provjerena je i ekspresija TUBB3, koja je pokazala smanjenje ovisno o dozi 5-
aza (slika 24B). Ovaj rezultat uputio je po prvi puta na postojanje obrnuto-proporcionalne sprege

miR-200c/TUBB3 u stanicama stabilno.otpornim na CBP.
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Slika 24. Utjecaj epigeneti¢kog inhibitora 5-aza na ekspresiju miR-200c i TUBB3. Stanice su 24 h
nakon nasadivanja tretirane s 1 pM ili 5 uM 5-aza (medij sa svjezim inhibitorom mijenjan svaki dan).
Nakon 72 h, stanice su sakupljene te je izolirana ukupna RNA! (A) Metodom RT-qPCR odredena je
ekspresija miR-200c. RNUG6B je koristen kao unutarnja kontrola. (B) Metodom RT-qPCR odredena je
ekspresija TUBB3. GAPDH je koristen kao unutarnja kontrola. Rezultati su prikazani kao relativna
prosjecna vrijednost promjene ekspresije (Srednja vrijednost triplikata) u odnosu na nefretirane stanice
MES-OV CBP, s pripadaju¢im standardnim devijacijama. *, p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001; ****
p<0,0001.

4.4.3.2. Stabilna inhibicija ekspresije koriStenjem lentiviralnih vektora s inhibitorom miR-
200c

Kako bi-se detaljnije istrazila uloga miR-200c u.otpornosti i metastatskom potencijalu stanica
otpornih na CBP, napravljena je stabilna transfekcija roditeljskih stanica MES-OV lentiviralnim
vektorom koji nosi inhibitornu sekvencu za miR-200c (Inh200c¢), u svrhu oponasanja uvjeta u
stanicama otpornim na CBP. Ovom.eksperimentu prethodila je prijelazna transfekcija stanica
MES-OV CBP sekvencom mimik miR-200c, medutim utjecaj na osjetljivost na CBP, iako
statisticki znacajan, bio je minimalan. Ovi rezultati su u skladu s prethodnim iskustvom rada s
prolaznim transfekcijama mimik sekvencama (Brozovic et al., 2015) koje su rezultirale statisti¢ki
znacajnim, ali minimalnim razlikama u odgovoru transficiranih stanica sa sekvencama mimik
miRNA na citostatik u odnosu na stanice transficirane kontrolnim sekvencama (Brozovic et al.,
2015). Nakon selekcije transficiranih stanica antibiotikom higromicinom B, provjerena je
ekspresija miR-200c metodom RT-qPCR. Potvrdena je snizena ekspresija miR-200c u kontrolnim

stanicama MES-OV CBP sc u odnosu na kontrolne stanice MES-OV sc. Stanice MES-OV sa
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stabilnom inhibicijom miR-200c (MES-OV Inh200c) pokazale su znacajno smanjenu ekspresiju
miR-200c u odnosu na MES-OV sc (slika 25) ¢ime je potvrdena uspostava novog

eksperimentalnog modela.

miR-200¢

Fold Change

O M| *iid
MES-OV MES-OV
Inh200c . CBP sc

Slika 25. Provjera inhibicije ekspresije miR-200c u roditeljskim stanicama MES-OV. Stanice su
nasadene te je nakon 48 h izolirana ukupna RNA. Ekspresija miR-200c odredena je metodom RT-qPCR.
RNUGB je koriSten kao unutarnja kontrola. Rezultati su prikazani kao relativna prosjena vrijednost
promjene ekspresije (srednja vrijednost triplikata) u odnosu na stanice MES-OV se, s pripadaju¢im
standardnim devijacijama. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001.

4.4.3.2.1. Utjecaj stabilne inhibicije miR-200c na osjetljivost roditeljskih stanica MES-OV
na CBP i TAX

Utjecaj stabilne trasfekcije lentiviralnim vektorom s inhibitorom za miR-200c na osjetljivost
stanica .na CBP i TAX analizirana je testom metabolizma resazurina. Stanice MES-OV
transficirane praznim vektorom ili onim s inhibitorom miR-200c te MES-OV CBP transficirane
praznim vektorom tretirane su razli¢itim koncentracijama CBP i TAX. Rezultati su pokazali kako
sustanice MES-OV sa stabilno uti$anom miR-200c znac¢ajno manje osjetljive na CBP (slika 26A)
I TAX (slika 26B) u odnosu na kontrolne stanice MES-OV sc, te da je njihova osjetljivost

usporediva s onom izmjerenom za MES-OV CBP sc.
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Slika 26. Utjecaj stabilne inhibicije miR-200c na prezivljenje roditeljskih stanica MES-OV. Stanice
su nasadene u plocice s 96 bunari¢a te idu¢i dan tretirane s razli€itim koncentracijama CBP i TAX.
Prezivljenje stanica analizirano je testom metabolizma resazurina nakon 72 sata. Prikazana je srednja
vrijednost postotka preZivljenja (srednja vrijednost kvadriplikata) u odnosu na netretiranu kontrolu s
pripadajuc¢im standardnim devijacijama. Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. *, p<0,05; **, p<0,01;
***, p<0,001; **** p<0,0001

4.4.3.2.2. Utjecaj stabilne inhibicije miR-200c na metastatski potencijal roditeljskih stanica
MES-OV

Testom klonalnog rasta potvrdena je promjena morfologije roditeljskih MES-OV stanica pod
utjecajem stabilno utiSane ekspresije miR-200¢ (slika 27A). Stanice MES-OV Inh200c¢ nisu vise
formirale guste kolonije jasnih rubova kao MES-0V sc. Testom zacjeljivanja rana pokazano je da
suMES-OV Inh200c stanice znac¢ajno pokretljivije uadnosu na kontrolne MES-OV sc (slika 27B).

Nadalje, stanice s utiSanom ekspresijom miR-200c imaju vecu stopu invazije od kontrolnih stanica
(slika 27C).
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Slika 27. Utjecaj stabilne inhibicije miR-200c na morfologiju i pokretljivost roditeljskih stanica MES-
OV. (A) Stanice su nasadene u Petrijeve zdjelice promjera 6 cm. Nakon 10 dana, kolonije stanica su
fiksirane u metanolu, obojane otopinom kristal ljubiastog i fotografirane koriStenjem svjetlosnog
mikroskopa pod povecanjem 100x. Eksperiment je ponovljen tri puta. Prikazana je<reprezentativna
fotografija. (B) Stanice su nasadene u ploCice s 24 bunaria. Migracija stanica izmjerena je testom
zacjeljivanja rana. Rezultati su prikazani kao relativne prosje¢ne stope migracije u odnosu na stanice MES-
OV sc, zajedno s pripadajué¢im/vrijednostima standardne devijacije. Eksperiment je ponovljennajmanje tri
puta. (C) Invazija stanica izmjerena je testominvazije. Rezultati su prikazani kao reprezentativne fotografije
1 kao relativne prosjecne stope invazije u odnosu na stanice MES-OV sc, zajedno s pripadaju¢im

vrijednostima standardne devijacije. Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta.*, p<0,05

4.4.3:2.3. Utjeca]j stabilne inhibicije miR-200¢ na ekspresiju TUBB3/pan TUBB

Kako bi se potvrdila uloga miR-200c kao regulatora ekspresije TUBB3, utjecaj stabilne inhibicije
miR-200c na ekspresiju TUBB3 provjeren je metodom Western blot. Uz TUBB3, provjerena je i
ekspresija ukupnog TUBB. Stabilno utiSavanje miR-200c u roditeljskim stanicama MES-OV
uzrokovalo je povecanje ekspresije TUBB3, ali i pan TUBB u odnosu na kontrolne stanice MES-
OV sc (slika 28). Ta povecana ekspresija je usporediva ekspresiji zabiljeZenoj u stanicama MES-
OV CBP sc. Ovaj rezultat, zajedno s prethodnima, po prvi puta je pokazano da je os regulacije
miR-200c/TUBB3, pokrenuta CBP-uzrokovanom stabilnom promjenom metilacije promotora

miR-200c, uklju¢ena u odgovor stanice na stres uzrokovan CBP.

68



MES-OV Inh 200c
MES-OV CBP sc

8
°
%
=
-~

Slika 28. Ekspresija TUBB3 i pan TUBB nakon stabilne inhibicije miR-200c u roditeljskim stanicama
MES-OV. Stanice su nasadene i prikupljene nakon 48 h. Ekspresija TUBB3 i pan TUBB odredena je
metodom Western blot iz ukupnog proteinskog izolata. GAPDH je koristen kao kontrola nanosenja uzoraka.
Eksperiment je ponovljen tri puta. Prikazani su rezultati reprezentativnog eksperimenta zajedno.s relativnim

omjerima ekspresije proteina u odnosu na stanice MES-OV sc.

4.4.3.3. Uloga TUBB3, mete miR-200c, u otpornosti na CBP

Poznato je da je povecana razina TUBB3 ukljuc¢ena u otpornost na TAX, te da je regulirana od
stane obitelji miR-200 (Brozovic et al., 2015; Leskela et al., 2011). Ovo istrazivanje je pokazalo
da os regulacije miR-200c/TUBB3 ima ulogu i u odgovoru stanica na tretman CBP (Slika 26 i 28).
Medutim, i dalje je ostalo neodgovoreno pitanje da li stabilno povecanje razine TUBB3 na

konstitutivnoj razini doprinosi smanjenoj osjetljivasti MES-OV .CBP stanica na CBP.

4.4.3.3.1. UtisSavanje ekspresije TUBB3 koriStenjem siRNA

Kako bi se istrazila moguc¢a uloga TUBB3 u odgovoru na CBP, stanice otporne na CBP, MES-OV
CBP i SK-OV-3 CBP, transficirane su sa si(TUBB3). Uspjesnost transfekcije provjerena je na
razini proteina metodom Western blot. U obje stani¢ne linije uspjesno je utiSana ekspresija TUBB3
u odnosu na odgovarajuce kontrolne stanice. Dodatno, provjerena je ekspresija pan TUBB, kao 1
ostalih izotipova TUBB. Kod stanica MES-OV CBP nakon utisavanja TUBB3 uocen je i pad

razine pan TUBB, kao i izostanak kompenzacije gubitka TUBB3 od strane neke druge izoforme
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TUBB (slika 29A). Stovise, izoforme TUBB ostale su nepromijenjene ili su pratile pad ekspresije
TUBBS3. S druge strane, kod stanica SK-OV-3 CBP utiSavanje TUBB3 nije uzrokovalo zna¢ajnu
promjenu ekspresije pan TUBB, moguée zbog kompenzacije s TUBB1 i TUBB4A, ¢ija se
ekspresija povecala nakon utiSavanja TUBB3 (slika 29B).
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Slika 29. Utjecaj utiSavanja ekspresije TUBB3 na ekspresiju ukupnog TUBB i drugih izotipova
TUBB u stanicama otpornim na CBP. Ekspresija ukupnog TUBB i njegovih izotipova odredena je
metodom Western blot iz ukupnog proteinskog izolata. ERK1/2 je koristen kao kontrola nanosenja uzoraka.
Eksperiment je ponovljen tri puta. Prikazani su rezultati reprezentativnog eksperimenta zajedno s relativnim

omjerima ekspresije proteina u odnosu na stanice (A) MES-OV si(-) i (B) SK-OV-3 si(-).
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Nadalje, utjecaj utiSavanja TUBB3 provjeren je testom metabolizma resazurina. UtiSavanje
TUBB3 povecalo je osjetljivost stanica MES-OV CBP u odnosu na neutiSanu kontrolu, potvrdivsi
ulogu TUBB3 u odgovoru stanica MES-OV CBP na CBP (slika 30A). Takoder, potvrdeno je i
oc¢ekivano povecéanje osjetljivosti stanica MES-OV CBP na TAX nakon utisavanja TUBB3 (slika
P2). Suprotno tome, kod stanica SK-OV-3 CBP, koje usprkos stabilno poveéanoj ekspresiji
TUBB3 nisu razvile kriznu otpornost na TAX, nije zabiljezeno povecanje osjetljivosti na CBP
nakon utiSavanja TUBB3 (slika 30B). lIzostanak kompenzacije gubitka TUBB3 od strane drugih
izotipova TUBB, te povecanje osjetljivosti na CBP (i TAX) nakon utiSavanja potvrdeno je i kod
stanica OVCAR-3 CBP (slika P3).
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Slika 30. Utjecaj utiSavanja TUBB3 na osjetljivost stanica otpornih na CBP. (A)(B) Stanice su
nasadene u plo€ice s 96 bunari¢a te iduci dan tretirane s razliCitim koncentracijama CBP. Prezivljenje
stanica analizirano je testom metabolizma resazurina nakon 120 sati. Prikazana je srednja vrijednost
postotka prezivljenja (srednja vrijednost kvadriplikata) u odnosu na netretiranu kontrolu s pripadajué¢im
standardnim..devijacijama. Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta. *, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001; **** p<0,0001

Ovaj fenomen potvrden je i kod stanica otpornih na TAX, OVCAR-3/TP (Brozovic et al., 2015),
koje pokazuju kriznu otpornost na CBP. Naime, i kod ovih stanica utisavanje TUBB3 nije bilo
popraceno kompenzacijom s drugim izotipovima TUBB, te su stanice pokazale vecu osjetljivost
na CBP (slika P4). Takoder, isto je pokazano i ex vivo na stanicama OVCAR-3/TP (Moisan et al.,
2014) injektiranim i naknadno izoliranim iz ascitesa miSeva. Stanice #8, izolirane iz miSeva koji

su primili terapiju TAX, imale su smanjenu ekspresiju TUBB3 te izostanak kompenzacije drugim
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izotipovima TUBB u odnosu na stanice #6 izolirane iz miSeva bez terapije. Osim toga, stanice #8
su pokazale vecu osjetljivost na CBP u odnosu na stanice #6 i na izvori$ne stanice OVCAR-3/TP

(slika P5).

4.4.3.3.4. Povecanje ekspresije TUBB3 koristenjem plazmida

Kako bi se provjerilo moze li povecanje ekspresije TUBB3 smanjiti osjetljivost roditeljskih stanica
na CBP, stanice MES-OV transficirane su plazmidom koji nosi sekvencu za TUBB3. Metodom
Western blot potvrdena je uspjeSnost transfekcije. Medutim, povecanje ekspresije TUBB3 u

stanicama MES-OV nije uzrokovalo povecanje pan TUBB (slika 31).
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Slika 31. Utjecaj povecéane ekspresije TUBB3 na ekspresiju ukupnog TUBB i drugih izotipova TUBB

ERK1/2

u roditeljskim stanicama MES-OV. Ekspresija ukupnog TUBB i njegovih izotipova odredena je
metodom Western blot iz ukupnog proteinskog izolata. ERK1/2 je koriSten kao kontrola nanoSenja uzoraka.
Eksperiment je ponovljen dva puta. Prikazani. su rezultati reprezentativnog eksperimenta zajedno s

relativnim omjerima ekspresije proteina u odnosu na stanice MES-OV p(empty).

Testom metabolizma resazurina provjeren je utjecaj povisene ekspresije TUBB3 na osjetljivost
stanica MES-OV. Povecanje ekspresije TUBB3 nije smanjilo osjetljivost stanica MES-OV na CBP
(slika 32A) ni TAX (slika 32B). Ovakav rezultat potvrdio je vaznost korelacije izmedu ekspresije
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TUBBS3 i ukupnog TUBB i osjetljivosti na CBP i TAX te da samo povecéanje ekspresije TUBB3

ne znaci nuzno i povecanje ekspresije ukupnog TUBB.
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Slika 32. Utjecaj povecane ekspresije TUBB3 na osjetljivost roditeljskih stanica MES-OV. (A)(B)
Stanice su nasadene u plocice s 96 bunari¢a te iduci dan tretirane s razlic¢itim koncentracijama CBP i TAX.
Prezivljenje stanica analizirano je testom metabolizma resazurina nakon 72 sata. Prikazana je srednja
vrijednost postotka prezivljenja (srednja vrijednost kvadriplikata) u‘odnosu na netretiranuKkontrolu s
pripadajuc¢im standardnim devijacijama. Eksperiment je ponovljen tri puta.. *, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001; **** p<0,0001

4.4.3.3.3. Utjecaj utiSavanja TUBB3 na mehanizam popravka DNA

Smatra se da su lezije. DNA uzrokovane vezanjem platine na DNA najtoksi¢nije za stanicu.
Prepoznavanje I popravak osteCenja DNA nuzan je za prezivljenje stanica, a povecan kapacitet
popravka opisan je kao jedan od molekularnih mehanizama otpornosti na terapiju (Cheung-Ong et
al., 2013). Saznanje da utisavanje TUBB3 dovodi do povecanja osjetljivosti stanica MES-OV CBP
na CBP potaknulo je daljnje eksperimente kojima je cilj bio provjeriti mogucu vezu izmedu
povecane ekspresije TUBB3 i popravka ostecenja DNA uzrokovanih karboplatinom, odnosno
moze li utiSavanje TUBB3 produljiti zadrzavanje/nepopravljanje oSteCenja DNA uzrokovanih
CBP. Naime, koli¢ina nastalih adukata izmedu DNA i CBP odgovara samoj osjetljivosti stanica
(S. Wang et al., 2018). Metodom Western blot pracena je ekspresija yYH2AX, fosforiliranog oblika
H2AX koji je priznati indikator ostecenja DNA (dvolanc¢anih lomova) (Prabhu et al., 2024), kroz

vrijeme nakon tretmana stanica 4 sata subtoksi¢cnom dozom CBP. Tretman je kod stanica MES-
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OV si(-) uzrokovao pojavu signala yYH2AX koji se pojacavao kroz vrijeme pracenja. U kontrolnim
stanicama MES-OV CBP si(-), primijeceno je da se signal YH2AX smanjuje s vremenom, dok se
u stanicama MES-OV CBP si(TUBB3) signal zadrzao te je bio usporediv s jafinom signala u
roditeljskim stanicama MES-QV si(-) (slika 33). Ovaj rezultat potvrdio je hipotezu da bi utiSavanje

TUBB3 moglo ometati popravak oSte¢enja DNA nastalih nakon tretmana CBP.

MES-OV  MES-OV CBP MES-OV CBP

si() si(-) si(TUBB3)
0244872 0244872 0 244872
YH2AX | . ".-l | — - —l | _._| 15kDa

i

Slika 33. Stanice su nasadene i nakon 24 h tretirane 320 uM CBP u trajanju 4 h. Medij je promijenjen i

stanice su prikupljene nakon 0, 24, 48 i 72 h oporavka. Ekspresija YH2AX i H2AX odredena je metodom
Western blot iz ukupnog proteinskog izolata.. H2AX je koriSten kao kontrola nanoSenja uzoraka.

Eksperiment je ponovljen dva puta. Prikazani su rezultati reprezentativnog eksperimenta.

Na temelju dobivenih rezultata postavljena je hipoteza da bi TUBB3, kao dio mikrotubula, mogao
biti ukljucen u prijenos proteina ukljucenih u popravak DNA. iz citoplazme prema jezgri. Naime,
prethodno . je u stanicama raka plu¢a A549 pokazano da narusena dinamika mikrotubula,
uzrokovana“tretmanom stanica vinkristinom, enemoguéava prijenos proteina popravka DNA iz
citoplazme u jezgru, kao odgovor na tretman doksorubicinom (Poruchynsky et al., 2015). Kako
bi se provjerilo ima li utiSavanje TUBB3 utjecaj na prijenos proteina popravka DNA u stanicama
MES-OV. CBP, metodom Western blot mjerena je .ekspresija nekoliko proteina popravka
uklju€enih u prepoznavanje dvolanc¢anih lomova DNA (RADS50, p95/NBS1, MRE11, XRCC5) u
izoliranim frakcijama citoplazme i jezgre (slika 34). Ocekivano je smanjenje citoplazmatske
frakcije proteina u tretiranim stanicama u odnosu na netretirane kontrolne stanice zbog prijenosa
proteina popravka iz citoplazme u jezgru, u sklopu odgovora stanica na tretman CBP (Poruchynsky
et al., 2015). Medutim, kod stanica MES-OV CBP s utiSanim TUBB3, nakon tretmana s CBP
zabiljezeno je smanjenje nuklearne frakcije te posljedicno povecanje citoplazmatske frakcije
proteina RAD50 i XRCC5. Utisavanje TUBB3 nije utjecalo na prijenos proteina MREI1 i
p95/NBSL1.
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Slika 34. Utjecaj utiSavanja TUBB3 na prijenos proteina popravka DNA. Transficirane stanice
nasadene su u duplikatu i nakon 24 h tretirane 60 pM CBP 4 h ili ostavljene kao netretirane kontrole. 1z
sakupljenih uzoraka izolirane su citoplazmatska (CF) i jezgrina (NF) frakcija. Ekspresija RADS50,
p95/NBS1, MRE11 i XRCCS5 odredena je'metodom Western blot. Isti postotak frakcija CF i NF (25%) je
nanesen na gel (8%). Aktin je koristen kao kontrola frakcije CF, a PARP-1 i PCNA‘kao kontrola frakcije
NF. Prikazani su reprezentativni rezultati dva ponovljena eksperimenta, s molekularnim tezinama na kojima
je signal detektiran (lijevo). Postotak RADS50 i XRCCS5 u citoplazmatskoj frakciji izracunat je kao
[CF/CF+NF)] x 100 (desno).

Kako bi se vizualizirao prijenos proteina popravka DNA, konfokalnom mikroskopijom pracen je
RADS50 u kontrolnim stanicama i stanicama s utiSanim TUBB3. U netretiranim stanicama MES-
OV si(-) i MES-OV CBP si(-) signal RAD50 detektiran je na rubovima stani¢ne membrane i u
jezgri, dok je nakon tretmana s CBP detektiran jac¢i signal unutar jezgre (slika 35). Medutim,
utiSavanje TUBB3 u stanicama MES-OV CBP uzrokovalo je znacajno smanjenje RADS50 signala
u jezgri te njegovo nakupljanje u citoplazmi, ¢ime su potvrdeni rezultati Western blota. Iz
dobivenih rezultata moglo se zakljuciti kako utiSavanje TUBB3 uzrokuje narusSavanje strukture

mikrotubula i na taj na¢in onemogucava prijenos proteina RADS50 iz citoplazme do jezgre.
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MES-OV si(-) MES-OV CBPssi(-) MES-OV CBP si(TUBB3)

Kontrola Tretman Kontrola Tretman Kontrola Tretman
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Slika 35. Utjecaj utiSavanja TUBB3 na lokalizaciju signala RAD50. Transficirane stanice su nasadene
u duplikatu na stakalca i'nakon 24 h tretirane 60 uM CBP 4 h ili ostavljene kao netretirane kontrole. Stanice
su fiksirane te obiljezene. protutijelom za TUBB3 (zeleno) 1 RADS0 (crveno). Jezgre su obojane bojom
DAPI (plavo). Prikazana su pojedinacna i preklopljena (eng. Merge) reprezentativna vidna polja.

Eksperiment je ponovljen dva puta. Skala =10 pm



4.5. ISTRAZIVANJE POTENCIJALNE ULOGE DO SADA NEOPISANIH MIRNA U
OTPORNOSTI NA CBP | METASTATKOM POTENCIJALU STANICA RAKA
JAINIKA- 2. PRAVAC ISTRAZIVANJA

4.5.1. ViSestruka/Mnogostruka selekcija promijenjenih miRNA
4.5.1.1. Validacija promijenjene ekspresije odabranih miRNA

Promjena ekspresije 14 izdvojenih miRNA u stanicama MES-OV CBP u odnosu na roditeljske
MES-QV provjerena je metodom RT-gPCR, koriStenjem boje Sybr Green i specificnog kita za
svaku pojedinu miRNA (Tablica 7). U odnosu na roditeljske stanice MES-OV potvrdena je
smanjena ekspresija 9 miRNA: 17, 18b, 31,93, 103a, 106b, 107, 196b i 339 (slika 35).

BMES-OV CBP vs MES-OV.
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Slika 35. Validacija promijenjene ekspresije odabranih miRNA. Stanice su nasadene i prikupljene
nakon 48 h. Izolirana je ukupna RNA te je odredena ekspresija 14 odabranih miRNA u stanicama MES-
OV i MES-OV CBP metodom RT-gPCR. RNUGB je koristen kao unutarnja kontrola. Rezultati su prikazani
kao relativna prosjecna vrijednost promjene ekspresije (222 (srednja vrijednost triplikata) u odnosu na
roditeljske stanice, s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Eksperiment je ponovljen tri puta. *, p<0,05;

** p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001.

4.5.1.2. Utjecaj epigeneti¢kih modulatora na ekspresiju validiranih miRNA

Buduc¢i da tretman MES-OV CBP stanica kombinacijom dva epigeneticka inhibitora, 5-aza i TSA,
povecava njihovu osjetljivosti na CBP te smanjuje sposobnost migracije i invazije stanica (Slika

18 19), idu¢i korak bio je provjeriti moze li ekspresija devet izdvojenih miRNA biti epigeneticki
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regulirana preko metilacije DNA, odnosno deacetilacije histona. U tu svrhu je metodom RT-gPCR
mjerena njihova ekspresija u stanicama MES-OV CBP tretiranima kombinacijom inhibitora 5-aza
I TSA. Rezultati su pokazali da kombinirani tretman nazna¢enim inhibitorima uzrokuje povecanje
ekspresije sedam od ispitivanih devet miRNA (slika 36). Najveci utjecaj inhibitorana ekspresiju
zamijecen je kod miR-17, miR-18b i miR-93. Zanimljivo je da se radi 0 ¢lanovima Klastera miR-
17-92 i njegova dva paraloga miR-106b/25 i miR-106a/363 (Tablica 17) (Mogilyansky &
Rigoutsos, 2013).
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Slika 36. Utjecaj epigenetickih inhibitora na ekspresiju kandidata miRNA. Ekspresija odabranih
miRNA u netretiranim stanicama MES-OV CBP i stanicama MES-OV CBP nakon 72 h tretmana 1 uM 5-
aza i 33,3 nM TSA (medij sa svjezim inhibitorima je mijenjan svaki-dan).odreden je metodom RT-gPCR.
RNUGB je koristen kao unutarnja kontrola. Rezultati su prikazani kao relativna prosjecna vrijednost (srednja
vrijednost triplikata) promjene ekspresije (Fold Change,»24“) ‘u odnosu na netretirane stanice, s
pripadajuc¢im standardnim devijacijama. Eksperiment je ponovljen tri puta. *, p<0,05; **, p<0,01; ***,

p<0,001; **** p<0,0001.

4.5.1.3. Selekcija kandidata miRNA koristenjem dodatna dva para stanica epitelnog raka
jajnika

Kako bi se izbjegao odabir miRNA ¢ija je promjena znacajna samo za jednu liniju stanica,
napravljena je validacija prethodno izdvojenih miRNA koristenjem dodatna dva para stanica raka
jajnika, SK-OV-3 i SK-OV-3 CBP te OVCAR-3 i OVCAR-3 CBP. Kako je ve¢ prije istaknuto,
koristeni parovi stanica razlikuju se u stupnju osjetljivosti na CBP i TAX, kao 1 u stupnju epitelno-
mezenhimske tranzicije, stoga ovakva viSestruka selekcija osigurava odabir miRNA koje nisu

specificne za odredenu liniju stanica/tip raka. lzolirana je ukupna RNA te je ekspresija miRNA
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ispitana metodom RT-gPCR. Iako je smanjena ekspresija svih miRNA potvrdena u OVCAR-3
CBP u odnosu na OVCAR-3, upu¢ujuéi na slican odgovor stanica MES-OV na CBP tijekom
razvoja otpornih stanica MES-OV CBP, samo su tri miRNA, miR-17, miR-103a. i miR-107,
pokazale uzorak ekspresije u oba dodatna para stanica usporediv onome u paru stanica MES-OV,
to¢nije smanjenu ekspresiju u odnosu na roditeljske stanice (slika 37). Qvi rezultati ukazali su na
mogucu ulogu/upotrebu upravo ove tri miRNA kao biljega za stanice raka jajnika otpornih na CBP

s lijekom-potaknutim mezenhimskim fenotipom.

25 9 ESK-OV-3 CBP vs SK-0V-3
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Slika 37. Validacija promijenjene ekspresije odabranih miRNA u dodatna dvamodela epitelnog raka
jajnika. Stanice su nasadene i prikupljene nakon 48 h. Izolirana je ukupna RNA te je odredena ekspresija

odabranih miRNA metodom RT-gPCR. RNUG6B je koristen kao unutarnja kontrola. Rezultati su prikazani

kao relativna prosjeéna vrijednost (srednja vrijednost triplikata) promjene ekspresije (Fold Change, 244t

u odnosu na odgovarajuce roditeljske stanice, s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Eksperiment je

ponovljen tri puta. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001.

4.5.2. Ispitivanje funkcionalne uloge izdvojenih miRNA u otpornosti stanica na CBP i

metastatskom potencijalu

4.5.2.1. lIdentifikacija gena promijenjene ekspresije koje ciljaju odabrane promijenjene miRNA

U svrhu ispitivanja funkcionalne uloge tri miRNA od interesa napravljeno je pretrazivanje njihovih
ciljnih gena u bazi miRWalk (Sticht et al., 2018). Nakon $to su uzeti u obzir samo ciljni geni
koristenjem dviju baza TargetScan i miRDB i/ili eksperimentalno potvrdeni ciljni geni prema bazi
DIANA-TarBase, dobiveno je 389 ciljnih gena za miR-17-5p, 191 za miR-103a-3p i 156 ciljnih
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gena za miR-107. Kako bi se suzio fokus istrazivanja, odnosno utvrdili ciljni geni relevantni za
modele u ovom istrazivanju, koristeni su rezultati prethodno napravljene analize ekspresije MRNA
metode hibridizacije DNA mikro¢ipova kojom je analizirano preko 21 000 gena stanica MES-OV
I MES-OV CBP, a ¢iji je rezultat bio 2127 gena promijenjene ekspresije (DEG) u stanicama MES-
OV CBP u odnosu na MES-OV (Kralj et al., 2023). Presjek predvidenih/validiranih ciljnih gena
miRNA i gena promijenjene ekspresije rezultiralo je s 39 promijenjenih ciljnih gena za miR-17-
5p, 16 za miR-103a-3p i 11 za miR-107 (slika 38A). Posljednji korak filtracije temeljio se na
¢injenici da negativna korelacija ekspresije izmedu miRNA i njihovih ciljnih gena odgovara
prihva¢enom mehanizmu djelovanja miRNA (Schmitz et al.; 2022). Budu¢i da su miR-17-5p,
miR-103a-3p i miR-107 pokazale smanjenu ekspresiju u stanicama MES-OV CBP u odnosu na
MES-OV, u obzir su uzeti samo geni s povisenom ekspresijom u MES-OV CBP u odnosu na MES-
OV. Slika 38B prikazuje rezultate dobivene opisanim presjekom lista gena, ciljne gene tri miRNA
od interesa ¢ija je ekspresija povecana najmanje dva puta u stanicama MES-OV CBP u odnosu na
MES-QOV. Osim jedinstvenih ciljnih DEG za svaku pojedinu miRNA, identificirana su dva DEG

kao dijeljene mete: PIK3R1 i ABL2.
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Slika 38. Identifikacija ciljnih gena miRNA promijenjene ekspresije u stanicama otpornim na CBP.
(A) Napravljen je presjek liste gena promijenjene ekspresije (FC > 2) dobivenih analizom rezultata metode
hibridizacije DNA mikro¢ipova i ciljnih gena izdvojenih promijenjenih miRNA (miR-17-5p, miR-103a-
3p, MiR-107) dobivenih koristenjem baze miRWalk. Identificirani.su ciljni geni tri miRNA od interesa
povisene ekspresije u stanicama MES-OV CBP.u odnosu na MES-OV. (B) Graf prikazuje jedinstvene i
dijeljene ciljne gene miR-17-5p, miR103a-3p i miR-107 povecéane ekspresije (FC > 2) u stanicama MES-
OV CBP u odnosu na MES-OV.

4.5.2.2. Identifikacija signalnih puteva u koje su uklju¢ene odabrane miRNA

Skupni set ciljnih DEG analiziran je u programu DAVID kako bi se utvrdilo u kojim signalnim
putevima sudjeluju identificirani geni. Analiza signalnih puteva KEGG ukazala je na ukljucenost
gena u razli¢ite signalne puteve povezane s rakom, od kojih su najznacajniji bili Ras i ErbB (slika
40A). Kako bi se ovi rezultati potvrdili, odluc¢eno je provjeriti ekspresiju nekoliko gena iz signalnih

puteva Ras i ErbB. U oba signalna puta zastupljeni su bili geni PIK3R1 i ABL2, mete sve tri
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miRNA. Osim ta dva gena, za provjeru promjene ekspresije izabran je i gen PAK3, jedinstveni
ciljani gen miR-103a-3p, takoder zastupljen u oba signalna puta. Ekspresija tri gena provjerena je
u sva tri para linija stanica (slika 40B). Povecana ekspresija ABL2 potvrdena je u stanicama
OVCAR-3 CBP u odnosu na OVCAR-3, dok je u stanicama MES-OV CBP potvrdena povecana
potvrdena u sve tri linije stanica otporne na CBP. Ovaj rezultat izdvojio je miR-103a-3p kao

najzanimljivijeg kandidata za daljnje istrazivanje.
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Slika 40. Analiza signalnih puteva u koje su uklju¢ene miR-17-5p, miR-103a-3p i miR-107. (A)
Identificirani ciljni geni tri miRNA od interesa povisene ekspresije u stanicama MES-OV CBP u odnosu
na MES-QV Kklasificirani su u pripadajuce signalne puteve koriStenjem programa DAVID (baza KEGG). P
< 0,05 i minimum od tri gena za prepoznavanje signalnog puta koristeni su kao kriteriji za probir. Provjera
ekspresije tri ciljna gena miRNA od interesa u stanicama otpornim na CBP. (B) Metodom RT-gPCR
odredena je ekspresija ABL2, PIK3R1 i PAK3. GAPDH je koristen kao unutarnja kontrola. Rezultati su
prikazani kao relativna prosjecna vrijednost promjene ekspresije (srednja vrijednost triplikata) u odnosu na
odgovarajuce roditeljske stanice, s pripadaju¢im standardnim devijacijama. *, p<0,05; **, p<0,01; ***,

p<0,001; **** p<0,0001.
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4.5.2.3. Promjena ekspresije koriStenjem sekvenci mimik miRNA

4.5.2.3.1. Provjera uspjeSnosti promjene ekspresije miRNA koriStenjem. sekvenci mimik

MiRNA

U svrhu ispitivanja uloge tri miRNA od interesa (miR-17-5p, miR-103a-3p, miR-107) u otpornosti
stanica na CBP i metastatskom potencijalu, stanice otporne na CBP (tipa HGSOC) su transficirane
sa sekvencama mimik miRNA s ciljem povecanja njihove ekspresije. Osim na primarnom modelu
MES-OV CBP i odgovaraju¢im roditeljskim stanicama MES-OV, transfekcija je napravljena i na
drugom modelu HGSOC, OVCAR-3 CBP i OVCAR-3, kako bi seiskljucila mogucénost da se radi
o pojavi karakteristi¢noj za jednu liniju stanica. Povecanje ekspresije tri miRNA u stanicama MES-
OV CBP i OVCAR-3 CBP potvrdeno je. metodom RT-qPCR, usporedbom izmjerene ekspresije s
odgovaraju¢im negativnim kontrolama (Slika 41). Valja napomenuti kako je  uspje$nost
transfekcije bila znatno veca u slu¢aju mimik miR-107 u obje linije stanica, iako su koriStene
jednake koncentracije sekvenci mimik za sve tri miRNA. Takoder, koriStenje Sirokog raspona
koncentracija mimik (od 0,5 nM do 50 nM) rezultiralo je slicnom uspjesno$céu transfekcije,
odnosno slicnom, vrlo visokom, ekspresijom miR-107. Nasuptot tome, koriStenjem miR-103a-3p
postignut je efekt poviSenja ekspresije najblizi Zeljenom, a to je priblizavanje razina ekspresije
miR-103a-3p u stanicama otpornim na CBP narazinu one izmjerene uodgovaraju¢im roditeljskim
stanicama.
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Slika 41. Provjera uspjesnosti transfekcije mimik miRNA. Stanice su transficirane sekvencama mimik
miRNA tri izdvojene miRNA te je nakon 48 h izolirana ukupna RNA. Ekspresija miR-17-5p, miR-103a-
3p, MiR-107 odredena je metodom RT-gPCR. RNUG6B je koriSten kao unutarnja kontrola. Rezultati su
prikazani kao relativna prosjecna vrijednost promjene ekspresije (srednja vrijednost triplikata) u.odnosu na
stanice (A) MES-OV mi(-) i (B) OVCAR-3 mi(-), s pripadaju¢im standardnim devijacijama. *, p<0,05; **,
p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001.

4.5.2.3.2. Utjecaj povisenja ekspresije na otpornost stanica na CBP

Iako analiza signalnih puteva nije ukazala na uklju€enost tri miRNA (miR-17-5p, miR-103a-3p,
miR-107) u otpornost stanica na CBP, ipak je provjeren mogu¢ utjecaj povisenja ekspresije na
odgovor stanica na tretman CBP, s obzirom na to da je konstitutivno smanjenje ekspresije miRNA
molekula od interesa uvjetovano CBP. U. tu svrhu, kontrolne stanice i stanice s povisenom
ekspresijom miRNA od interesa tretirane su razli¢itim koncentracija CBP i analizirane testom
metabolizma resazurina. Zanimljivo, poveéanje ckspresije sekvencama mimik mi(17), mi(103a) i
mi(107) rezultiralo je smanjenom osjetljivos¢u transficiranih stanica MES-OV CBP na CBP u
odnosu na kontrolne stanice (Slika 42A). Isti slu¢aj zabiljezen je i kod stanica OVCAR-3 CBP
(slika 42B).
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Slika 42. PreZivljenje stanica MES-OV CBP i OVCAR-3 CBP nakon transfekcije sekvencama mimik
MiRNA. Transficirane stanice su nasadene u plocice s 96 bunarica i idu¢i dan tretirane razliCitim
koncentracijama CBP. Prezivljenje stanica analizirano je testom metabolizma resazurina nakon 72 sata.
Prikazana je srednja vrijednost postotka prezivljenja (srednja vrijednost kvadriplikata) u odnosu na

netretiranu kontrolu s pripadajuc¢im standardnim devijacijama. Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta.
*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; **** p<0,0001

4.5.2.3.3. Utjecaj poviSenja ekspresije na metastatski potencijal stanica otpornih na CBP

Uloga miR-17-5p, miR-103a-3p i miR-107 u metastatkom potencijalu stanica HGSOC otpornih

na CBP ispitana je testom zacjeljivanja rana i testom invazije, opisanim u poglavlju metode.

85



Rezultati su potvrdili ve¢u sposobnost migracije stanica MES-OV CBP transficiranih negativnom
kontrolom u odnosu na roditeljske kontrolne stanice MES-OV (slika 43A), te OVCAR-3 CBP
transficiranih negativnom kontrolom u odnosu na roditeljske kontrolne stanicecOVCAR-3, kod
kojih je ta razlika i izrazenija (Slika 43B). Nadalje, samo je transfekcija sekvencom mimik
mi(103a) smanjila sposobnost migracije MES-OV CBP u odnosu na kontrolne MES-OV CBP
(slika 43A), dok taj efekt nije zabiljezen kod OVCAR-3 CBP.
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Stopa migracije

Slika 43.Migracija stanica MES-OV CBP i OVCAR-3 CBP nakon transfekcije sekvencama mimik
MiRNA. Stanice su nasadeneu plo€ice s 24 bunari¢a. Migracija stanica izmjerena je testom zacjeljivanja
rana. Rezultati su prikazani kao relativne prosjeéne stope migracije u odnosu na stanice (A) MES-OV mi(-
) i (B) OVCAR=3 mi(-), zajedno s pripadajuc¢im vrijednostima standardne devijacije. Eksperiment je
ponovljen tri puta. *, p<0,05, ****, p<0,0001

Stanice transficirane sekvencama mimik miRNA nasadene su u Boydenove komorice ispunjene
matrigelom kako bi se pratila sposobnost invazije. Kao i u slu¢aju migracije, potvrdena je znacajno
veca sposobnost invazije kontrolnih stanica otpornih na CBP u odnosu na odgovarajuce roditeljske
kontrolne stanice, izraZenija kod para OVCAR-3. Nadalje, povecanje ekspresije sve tri miRNA
rezultiralo je smanjenom invazijom stanica MES-OV CBP (slika 44A) i OVCAR-3 CBP (slika
44B) u odnosu na odgovaraju¢e negativne kontrole, ¢ime je potvrdena uloga ovih miRNA u

metastatskom potencijalu stanica HGSOC otpornih na CBP.
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Slika 44. Sposobnost invazije stanica MES-OV CBP i OVCAR-3 CBP nakon transfekcije sekvencama
mimik miRNA. Invazija stanica izmjerena je testom invazije. Rezultati su prikazani kao reprezentativne
fotografije i kao relativne prosjeéne stope invazije u odnosu na stanice (A) MES-OV mi(-) i (B) OVCAR-
3 mi(-), zajedno s pripadaju¢im vrijednostima standardne devijacije. Eksperiment je ponovljen najmanje tri

puta.**** p<0,0001
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4.5.2.4. Regulacija ekspresije miR-17-5p, miR-103a-3p i miR-107 u stanicama otpornim na
CBP

Potvrdivsi ulogu tri miRNA od interesa u procesu invazije stanicasHGSOC otpornih na CBP,
nametnulo se pitanje kako je njihova ekspresija regulirana u tim stanicama, odnosno na koji nacin
je izlaganje rastu¢éim koncentracijama CBP rezultiralo njihovom stabilnom smanjenom
ekspresijom. Sukladno rezultatima koji su pokazali kako tretman epigenetskim inhibitorima 5-
azom i TSA ima negativan u¢inak na invazivnu sposobnost stanica MES-OV CBP (slika 18), te
da se pri istim uvjetima povecava ekspresija tri miRNA od intercsa (slika 36), postavljena je
hipoteza da je ekspresija ovih miRNA u stanicama otpornim na CBP regulirana epigeneticki. Kako
bi se ova tvrdnja provjerila, provjeren je metilacijski. status njihovih promotora (slika 45).
Nemetilirana DNA CG otoc¢i¢a promotorskih regija zabiljeZena je za sve tri miRNA u slu¢aju para
stanica MES-OV i OVCAR-3, dok je'metilirana DNA detektirana za miR-103a-3p i miR-107, ali
ne i za miR-17-5p. Nadalje, metilacija miR-103a-3p promotora izraZenija je kod stanica MES-OV
CBP i OVCAR-3 CBP u odnosu na roditeljske stanice MES-OV i OVCAR-3, te se smanjuje na
razinu usporedivu onoj u roditeljskim stanicama nakon tretmana s inhibitorima 5-aza i TSA. Ovi
rezultati sugerirali su da bi miR-103a-3p mogla biti epigeneti¢ki uti§ana na konstitutivnoj razini u
stanicama HGSOC otpornimna CBP, kao prilagodba na uzastopne tretmane CBP prilikom razvoja
otpornosti na lijek kod ovih/stanica. Sto se ti¢emiR-17-5p i miR-107,-0vi rezultati pokazuju kako
njihova smanjena ekspresija na konstitutivnoj razini-nije vezana za status metilacije promotora
(slika 45).
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Slika 45. Metilacijski status promotora miR-17-5p, miR-103a-3p i miR-107 u stanicama otpornim na
CBP. Stanice su nasadened iduci dan tretirane 72 h s kombinacijom inhibitora 5-aza (1 uM) i TSA (33,3
nM) ili ostavljene kao netretirane kontrole. Izolirana DNA je bisulfitno konvertirana te je koriStena za

analizu metilacijskog statusa promotora metodom MSP,

4.5.2.5. Promjena ekspresije koriStenjem inhibitora miRNA

MiRNA-103a-3p, ¢ija smanjena ekspresijau stanicama HGSOC MES-OV CBP i OVCAR-3 CBP
na konstitutivnom nivou, ima ulogu u metastatskom potencijalu ovih stanica, pokazala se kao
najzanimljivija od tri istrazivane miRNA. U svrhu dodatne potvrde njene uloge u metastatskom
kapacitetu stanica, napravljena je manipulacija njene ekspresije u roditeljskim stanicama MES-
OV i OVCAR-3 koristenjem inhibitorne sekvence za miRNA-103a.
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4.5.2.5.1. Utjecaj smanjenja ekspresije miR-103a-3p na otpornost roditeljskih stanica na
CBP i njihov metastatski potencijal

U svrhu procjene utjecaja smanjenja ekspresije miR-103a-3p na osjetljivost na CBP, roditeljske

stanice MES-OV i OVCAR-3 transficirane negativnom kontrolom i inhibitorom miR-103a-3p

tretirane su razli¢itim koncentracijama CBP te analizirane testom metabolizma resazurina. Prema

oc¢ekivanju, inhibicija miR-103a-3p nije imala utjecaj na odgovor stanica MES-OV (slika 46A)
niti OVCAR-3 (slika 46B) na tretman CBP, potvrdivsi prethodne rezultate (slika 42) da ova

mMiRNA nema ulogu u navedenom procesu. Medutim, inhibicija ekspresije miR-103a-3p znacajno

je povecala sposobnost invazije stanica MES-OV (slika 46C). Povecanje stope invazije nakon

inhibicije miR-103a-3p bilo je jos§ znacajnije kod stanica OVCAR-3 (slika 46D).
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Slika 46. Prezivljene roditeljskih stanica MES-OV i OVCAR-3 nakon inhibicije miR-103a-3p.
Transficirane stanice su nasadene u plocice s 96 bunarica i iduci dan tretirane razli¢itim koncentracijama
CBP. Prezivljenje stanica analizirano je testom metabolizma resazurina nakon 72 sata. Prikazana je srednja
vrijednost postotka prezivljenja (srednja vrijednost kvadriplikata) u odnosu na stanice (A) MES-OV nc i
(B) OVCAR-3 nc s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Eksperiment je ponovljen najmanje tri puta.
Pokretljivost roditeljskih stanica MES-OV i OVCAR-3 nakon inhibicije miR-103a-3p. Invazija
stanica izmjerena je testom invazije. Rezultati su prikazani kao reprezentativne fotografije i kao relativne
prosjecne stope invazije u odnosu na stanice (C) MES-OV nc i (D) OVCAR-3 nc, zajedno s pripadaju¢im

vrijednostima standardne devijacije. Eksperiment je ponovljen najmanje tri.puta. *, p<0,05

4.5.3. MiR-17-5p, miR-103a-3p i miR-107 kao farmakogenetski biljezi

Krajnji cilj bio je istraziti moguéu vrijednost miR-17-5p, miR-103a-3p i miR-107 kao
farmakogenetskih biljega za predvidanje prezivljenja. U tu svrhu koristen je alat KM Plotter s
ugradenom funkcijom miRpoewer (Gyo6rffy, 2024). Analiza ukupne skupine uzoraka raka jajnika
ukazala je da samo miR-107 ima statisticki znacajnu prediktivnu vrijednost; s najvecom razlikom
u medijanu prezivljenjaizmedu niske i visoke ekspresije (42,13 prema 49,47 mjeseci) (Slika 47A).
Zasebno je analizirana i skupina uzoraka s visokim udjelom mezenhimskih mati¢nih stanica
(MSC-obogaéeno) zbog povecane ekspresije nekoliko'gena povezanih s mati¢nosti U stanicama
MES-OV-CBP u odnosu na MES-OV (Tablica P2) (Kralj et al., 2023). Mir-17-5p nije pokazala
znacajnu prediktivnu vrijednost ni u ovom sluéaju. Medutim, miR-103a-3p pokazala je statisticki
znacajnu._prediktivnu. vrijednost na ovom uzorku (MSC-obogaceno), s velikom razlikom u
medijanu prezivljenja (33,47 mjeseci za nisku, 49,97 mjeseci za visoku ekspresiju). Nadalje, miR-
107 potvrdila je svoju statisticki znac¢ajnu prediktivnu vrijednost i na ovom uzorku, s jo§ ve¢om
razlikom u medijanu prezivljenja (39,57 mjeseci za nisku, 49,97 mjeseci za visoku ekspresiju).
Dodatno, analizirana je ekspresija tri miRNA po stadijima seroznog cistadenokarcinoma jajnika
pomocu programa UALCAN (Chandrashekar et al., 2022) (Slika 47B). Rezultati su ukazali na
postojanje znacajne razlike u ekspresiji izmedu nizeg stadija 11 i visih stadija I11 i IV za miR-103a-
3p 1 miR-107. Rezultati sugeriraju da miR-103a-3p i miR-107 imaju prognosticku vrijednost za
rak jajnika.
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Slika 47. Analiza prognosticke vrijednosti miR-17-5p, miR-103a-3p i miR-107. (A) Analiza ukupnog

prezivljenja (OS) napravljena je koriStenjem alata Kaplan-Meier plotter na cjelokupnom uzorku pacijentica

s rakom jajnika (Ukupno; n=485).i na uzorcima raka jajnika s visokim udjelom mezenhimskih mati¢nih

stanica (MSC-obogaceno; n=151). Prikazane su vrijednosti HR i p-vrijednosti. Znacajne vrijednosti su

zadebljane (gore). Prikazan je i medijan prezivljenja (u mjesecima) unutar dvije skupine za smanjenu i

poveéanu ekspresiju odredene miRNA (dolje). (B) Ekspresija miR-17-5p, miR-103a-3p i miR-107

analizirana je na 473 uzorka (TCGA) seroznog cistadenokarcinoma jajnika, po stadijima I-1V. Rezultati su

prikazani kao ocitanja po milijunu (engl. reads per million, RPM) u odredenom stadiju raka (I-1V).

Naznacen je broj uzoraka po svakom stadiju (n). *, p<0,05; **, p<0,001
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5. RASPRAVA

Rak jajnika najsmrtonosnije je ginekolosko oboljenje kod zena. Unato¢ napretku ciljanih terapija,
kemoterapija ostaje temelj lijeCenja raka jajnika. Otpornost na terapijupredstavlja jedan od glavnih
limitirajucih faktora uspjesnog lijecenja raka, pa tako i raka jajnika, kod kojeg usprkos pocetnom
pozitivnom odgovoru na terapiju, pacijentice dozive povrat bolesti unutar tri-godine (Xie et al.,
2021). Kao rjesenje za otpornost na jednokomponentnu kemoterapiju uvedeno je kombiniranje
lijekova s nepreklapaju¢im mehanizmima, kako bi se pobolj§ao ishod lijecenja (Vasan et al., 2019).
Standardni kemoterapijski rezim stoga ukljucuje spojeve na bazi platine, kao Sto je karboplatina,
u kombinaciji s taksanima poput paklitaksela. Iako su inicijalno u€inkoviti, na kraju dolazi do
razvoja otpornosti na jedan ili oba lijeka (viSestruka otpornost, MDR), §to dovodi do neuspjeha
lije¢enja i napredovanja bolesti (Cortez et.al., 2018). Bolje razumijevanje mehanizama otpornosti

kljuéno je kako bi se pacijenticama ponudile uspjesnije opcije lijecenja.

Sa ciljem da se detaljnije istraze. molek