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1. UVOD



1.1. Epidemiologija karcinoma jajnika

Karcinom jajnika predstavlja jedan od najsmrtonosnijih ginekoloskih maligniteta, kako
u svijetu tako i1 u Hrvatskoj. Globalno, prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije
(WHO), godiSnje se dijagnosticira oko 295,000 novih slucajeva, a priblizno 185,000 Zena
umire od ove bolesti (1, 2). U Europi, karcinom jajnika je sedmi najceséi karcinom kod Zena
(odmah nakon dojke, kolona, plu¢a, endometrija, gusterace i melanoma), a po mortalitetu je na

petom mjestu, izmedu karcinoma gusterace 1 Zeluca (Slika 1) (1, 3).

INCIDENCIJA MORTALITET

Dojka
144510 (16.3%)

Dojka
557873 (28.2%
Ostalo ( )
729 245 (36.9%)
Ostalo
350 729 (39.5%)
Pluca
124 597 (14.0%)
Kolorektum
Melanom 249333 (12.6%)
72 963 (3.7%) Kolorektum
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%usgtse(ga%&a) Pluc S0 003 (?l.i%) o
- R uca ik Guéteraca
Tijelo maternice 167 270 (8.5%) Jajni 69 445 (7.8%)
124 936 (6.3%) Ukupno 1975155 46 251 (5.2%) Ukupno 888 892

Slika 1. Distribucija incidencije sedam najuobicajenijih karcinoma i ostalih karcinoma
kod Zena te distribucija mortaliteta kao posljedice karcinoma u Europi u 2022. godini prema

podatcima Svjetske zdravstvene organizacije.

Izvor podataka: WHO: Cancer today (1) Napomena: WHO — Svjetska zdravstvena

organizacija od engl. World health organisation

Prema Hrvatskom zavodu za javno zdravstvo (HZJZ) i European Cancer Information
System-u (ECIS), naj¢es¢i novodijagnosticirani karcinomi u Hrvatskoj 2022. godine su bili
karcinom dojke (3018 novih slucajeva odnosno 24,8%), potom kolorektuma (1692; 13,5%),
pluca (1157; 9,2%), endometrija (825; 6,6%), Stitnjace (623; 5,0%) i jajnika (476; 3,8%). (Slika
2) (4). Navedeni podatci ukazuju na to da je stopa incidencije oboljenja od karcinoma jajnika
23 na 100,000 zena (5). U usporedbi s ostalim zemljama ¢lanicama Europske unije, prema
procjenama za 2022. godinu, Hrvatska se nalazi na petom mjestu po stopi incidencije i po stopi

smrtnosti od karcinoma jajnika (1, 3).



Ostale lokalizacije osim ne-
koznog melanoma 24.2%

limfom 3.2%

Gusteraca 3.2% ' !
) i Non-Hodgkin
Non—]—lndgkm — ] limfom 3%

Melanom, kozni
3.2%

Zeludac 3.3%

INCIDENCIJA MORTALITET

. Ostale lokalizacije osim ne-
Dojka 24.8% J
o ! koznog melanom 27%

Kolorektum 13.5%  Korpus uterusa 3.1%

Jajnik 3.8% /
Stitnjaca 5% [ Dusnik. bronki i pluéa 9.2% Zeludac 4.8%
| usnik, bronii 1 pluca ¥.2% Ja_]mk 60/0

J ) Gusteraca 7%
Korpus uterusa 6.6% '

Postotak distribucije (%)
Slika 2. Distribucija incidencije najuobicajenijih karcinoma i ostalih karcinoma kod Zena te
distribucija mortaliteta kao posljedice karcinoma u Hrvatskoj u 2022. godini prema

podatcima ECIS.

IZVOR podataka: ECIS (4) Napomena: ECIS - European Cancer Information System

Mortalitet od karcinoma jajnika u Hrvatskoj je visok; prema najnovijim podacima iz
CONCORD-3 studije, koja prati prezivljenje oboljelih od karcinoma u Europi, petogodiSnje
prezivljenje Zena u Hrvatskoj kojima je karcinom jajnika dijagnosticiran u razdoblju od 2010.
do 2014. godine iznosi 36%, Sto je ispod europskog prosjeka od 45%, a to Hrvatsku svrstava
na 23. mjesto medu 28 europskih zemalja (6). Razlog tome je uglavnom kasna dijagnoza

bolesti, kada su ve¢ prisutne metastaze (7).

1.1.1. Dobna distribucija i trendovi

Karcinom jajnika najceSc¢e pogada Zene u postmenopauzi, s visSnom incidencijom izmedu
55.1 65. godine Zivota, kako u Europi tako i u Hrvatskoj (8). To se objasnjava hormonalnim
promjenama koje se dogadaju tijekom i nakon menopauze, kao i smanjenjem zastitnih faktora
poput trudnoca i dojenja koji su povezani s manjim rizikom od razvoja karcinoma jajnika (9,
10). Medutim, moze se javiti 1 kod mladih Zena, ukljucujuéi one u reproduktivnoj dobi, iako je
to znatno rjede (10). U Hrvatskoj, analiza trendova incidencije pokazuje blagi porast broja

slu¢ajeva u posljednjih deset godina, Sto se moZze pripisati boljoj dijagnostici koja omogucava

Kolorektum 16.2%

Dusnik, bronhi i
pluéa 15.7%

i /
Leukemija 3.1 A) Dojka 10.8%



ranije 1 preciznije prepoznavanje bolesti, ukoliko se obavi na vrijeme, ali 1 promjenama u
zivotnim navikama poput odgadanja majcinstva, smanjene plodnosti te povecane izloZenosti
hormonskim tretmanima koji mogu takoder doprinijeti ve¢em riziku od razvoja bolesti (5, 11,

12).

1.2.  Etiologija i ¢cimbenici rizika

Tumor jajnika je izrazito heterogena bolest s nekoliko histoloskih podtipova, od kojih
epitelni karcinomi ¢ine priblizno 90% svih slucajeva. (9) Unutar te grupe, na temelju
histopatologije 1 molekularnih genetskih promjena serozni karcinomi su najces¢i, a zatim
slijede endometrioidni, svijetlostani¢ni i mucinozni podtipovi (10). Detaljnije, serozni
karcinom jajnika visokog stupnja (70%), endometrioidni (10%), svijetlostani¢ni (10%),
mucinozni (3%) 1 serozni niskog stupnja karcinomi (<5%) ¢ine viSe od 95% slucajeva (13, 14).
Serozni karcinomi, posebice visoko-gradusni serozni karcinom, naj¢esce se javljaju kod Zena
starijih od 50 godina, posebno u postmenopauzi. S druge strane, mucinozni i svijetlostani¢ni
podtipovi mogu se pojaviti i kod mladih Zena, iako su opcenito rjedi (15). Prema njihovoj
invazivnosti 1 agresivnosti, karcinomi jajnika se u osnovi dijele na dva tipa: tip I niskog stupnja

1 tip II visokog stupnja (Tablica 1) (16).

Tablica 1. Podjela raka jajnika i neke karakteristike prema Testa i sur. (16)

Porijeklo . Obiteljsk
Tumor Tip Prekursor CeS¢e mutacije
stanica i rizik
Endometrioi . Epitel Endometrioidn ARIDIA, Lynchov
dni endometrija 1 borderline PIK3CA, TERT sy
ARIDIA,
Svijetlostani . Epitel Endometrioidn = PIK3CA,PTEN, Lynchov
éni endometrija 1 borderline CTNNBI, KRAS, sy.
TP53
Cistadenom,
. KRAS,
) ) Brennerov ili Nepoznat
Mucinozni I Nepoznato ) ) TP53,CDKN24,
mucinozni 0
BRAF, RNF43
borderline




Prijelazne

Benigni Sporadicne Nepoznat
Brennerov I poput- .
o Brennerov mutacije 0
jajovoda
‘ KRAS, NRAS,
Progenitor
Serozni o - . BRAF,
) jajovoda ili Serozni Nepoznat
niskog I . ‘ _ EIFIAXUSPIX,
. zZljezdani borderline 0
stupnja ] FFARI, NF1,
epitel
HRAS
Isto kao
o Isto kao
endometrioid o
endometrioidni
Seromucinoz ni, serozni KRAS, PIK3C4, Nepoznat
‘ I ‘ , serozni
ni niskog ‘ _ PTEN, ARIDIA4 0
o niskog stupnja
stupnja ili - _ ‘
) ) 1li mucinozni
mucinozni
TP53, BRCAI,  BRCAIL/2,
Progenitor
Serozni . . BRCA2, CNAs, BRIPI,
_ jajovodaili  STIC, SCOUT, .
visokog I ' _ . PTEN delecija, PALBI,
' zljezdani TP53 biljeg )
stupnja ) RBI11NFI RADS5IC i
epitel _
gubitak RAD541D
o TP53, PIK3CA4,
Ovarijski
KRAS, PTEN, Nepoznat
karcinosarko II Nepoznato Nepoznato
BCOR, histon H2 o
m
1 H2B, CHD4,
Adultni
Granuloza- Granuloza FOX2L u 87% Nepoznat
Juveniln Nepoznato
stani¢ni ' stanice odraslih 0
i
Granuloza ili
Sertoli- DICERI
NA druge Bez DICERI
Leydigov sy
stromalne
Sitnostani¢ni ‘
Rezidnetne
) ) NA stanice Bez SMARCA4 RTPS2
hiperkalcemi
o ovarija
¢ni tip




Fibroidni NA Stromalne Bez / Bez

Napomena: sy, sindrom; NA, ne moze se odrediti
Etiologija karcinoma jajnika je multifaktorijalna, a glavni ¢imbenici rizika ukljucuju:

e Genetsku predispoziciju: Mutacije u BRCAI i BRCA2 genima znacajno povecavaju
rizik razvoja karcinoma jajnika (17). U Hrvatskoj, uestalost ovih mutacija medu
pacijenticama iznosi oko 10-12% (18).

e Obiteljsku anamnezu: Prisutnost karcinoma jajnika ili dojke u obitelji povecava rizik
od oboljenja (19).

e Reproduktivne ¢imbenike: Rana menarha, kasna menopauza, izostanak trudnoce i
neplodnost povezani su s ve¢im rizikom (20).

e Hormonske ¢imbenike: Dugotrajna upotreba hormonske nadomjesne terapije nakon
menopauze moze povecati rizik iako su podatci oprecni (21).

e Zivotne navike: Puienje, pretilost i prehrana bogata zasiéenim mastima takoder su

povezani s ve¢im rizikom (20).

Najsnazniji prediktori smanjenog rizika od karcinoma jajnika su dojenje, podvezivanje

jajovoda, histerektomija, uporaba kontracepcijskih pilula i bilateralna adneksektomija (21-23).

1.2.1. Genetski ¢imbenici

BRCAI i BRCA2 su tumor supresorski geni Cije mutacije dovode do smanjenog
kapaciteta stanica za popravak oStecenja DNA i povecavaju rizik od karcinoma jajnika i dojke
(24, 25). Do 15% pacijenata sa seroznim karcinomom jajnika, jajovoda ili peritoneja visokog
stupnja ima mutaciju u BRCA genima (17, 26, 27). Zene s BRCAI mutacijom imaju izmedu
39% 1 46% Sanse razviti karcinom jajnika do 70. godine Zivota, dok BRCA2 mutacija nosi rizik
od 10% do 27% (27). Jasna povezanost utvrdena je izmedu pacijentica s karcinomom jajnika i
dojke te onih sa sindromom policisti¢nih jajnika (PCOS), posebno u kontekstu razine spolnih
hormona 1 neplodnosti (28). Prema molekularnim nalazima, kod obje skupine Zena Cesto se
pronalaze mutacije u BRCA genima (28, 29). BRCA mutacije su takoder povezane s pove¢anom
osjetljivos¢u na kemoterapiju na bazi platine, iako ove pacijentice ¢esto razvijaju otpornost na
terapiju nakon relapsa (30). Ostali genetski cimbenici ukljucuju mutacije u genima RADS5IC,
RADS5ID 1 BRIPI, koji takoder povecavaju rizik za rak (27). U Hrvatskoj je provedeno

nekoliko studija koje su utvrdile znacajnu prisutnost ovih mutacija u populaciji, §to ukazuje na



potrebu za genetskim testiranjem i savjetovanjem u svrhu boljeg i uspjesnijeg lijecenja (5, 30—

32).

1.3.  Patofiziologija karcinoma jajnika

Patogeneza bolesti ukljucuje niz sloZzenih genetskih i epigenetskih promjena koje utjecu
na kljucne stani¢ne procese poput proliferacije, apoptoze i popravka DNA (33,34). Na
molekularnoj razini, disregulacija signalnih puteva poput PI3K/AKT/mTOR i
RAS/RAF/MEK/ERK sudjeluje u progresiji karcinoma jajnika (34). Ovi signalni putevi
kontroliraju stani¢ni rast, prezivljavanje i angiogenezu, proces kojim karcinomi stvaraju nove
krvne zile za opskrbu hranjivim tvarima (35, 36). U mnogim sluc¢ajevima, posebno kod
seroznih karcinoma visokog gradusa, dolazi do mutacija u p53 genu, Sto dodatno otezava
kontrolu nad rastom karcinoma i smanjuje u€inkovitost standardnih terapija (36). Mutacije u
genima koji imaju klju¢nu ulogu u popravku DNA putem homolognog rekombiniranja, poput
RADS5IC, RAD51D i BRIP1, takoder povecavaju rizik od razvoja karcinoma jajnika - ovi geni,
odnosno njihova mutacija, mogu dovesti do nakupljanja genetskih osteéenja i progresije bolesti
(36, 37). Nedavna istrazivanja fokusirala su se na kombiniranje terapija poput inhibitora poli-
ADP-riboza polimeraze (PARP) i inhibicije angiogeneze (npr. kroz inhibitore VEGF-a) kako
bi se poboljsala stopa prezivljenja pacijentica s mutacijama BRCA gena (31, 36-39).

1.4.  Uloga mati¢nih stanica karcinoma (CSC)

Maticne stanice karcinoma (od engl. cancer stem cells, CSC) imaju klju¢nu ulogu u
razvoju, progresiji i terapijskoj otpornosti karcinoma jajnika (22, 40). Njihova uloga u ovim
procesima temelji se na karakteristikama koje dijele s normalnim maticnim stanicama,
ukljucujuéi sposobnost samoobnavljanja, diferencijacije i odrZzavanja heterogene populacije
stanica unutar karcinoma (41). Ove stanice mogu prolaziti kroz asimetri¢nu diobu, pri ¢emu
jedna stanica ostaje u stanju mati¢ne stanice, dok se druga diferencira u zrele stanice koje ¢ine
glavninu karcinomskog tkiva. Ova dioba omogu¢ava CSC ne samo migraciju tumora vec i

odrzavaju njegov kontinuirani rast te konac¢no i relaps (Slika 3) (42, 43).
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Slika 3. Asimetri¢na dioba CSC unutar tumorskog tkiva zbog koje moze do¢i do relapsa

bolesti nakon lijecenja.
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1.4.1. Stanicne linije OVCAR-3 i SK-OV-3

Nekoliko tumorskih stani¢nih linija karcinoma jajnika koristi se u svrhu istrazivanja, od
kojih su se u ovom istrazivanju koristile stani¢ne linije OVCAR-3 i SK-OV-3 adenokarcinoma
jajnika. Stani¢ne linije OVCAR-3 i SK-OV-3 su medu najkoristenijim modelima za istrazivanje
karcinoma jajnika, osobito zbog svojih karakteristicnih molekularnih profila, otpornosti na

terapije 1 sposobnosti metastaziranja (44).

OVCAR-3 (HTB-161) stani¢na linija izolirana je iz ascitesa pacijentice s
uznapredovalim seroznim karcinomom jajnika otpornim na brojne kemoterapeutike i dostupne
su u komercijalnim bankama poput ATCC (American Tissue Culture Collection) (45-47).
Uzgajaju se u DMEM mediju za uzgoj stani¢nih kultura obogacenom fetalnim govedim
serumom (FBS), inzulinom 1 antibioticima. Optimalna temperatura za uzgoj je 37°C uz
atmosferu s 5% CO: te zahtijevaju dodatak inzulina zbog inzulinske ovisnosti (48). Ove stanice
imaju visoki izraZaj estrogenskih receptora, a manje progesteronskih, Sto ith ¢ini korisnim
modelom za istrazivanje hormonske terapije (49).O0VCAR-3 pokazuje otpornost na Sirok
spektar kemoterapijskih lijekova, ukljucujuci cisplatin, adriamicin 1 metotreksat, ¢ime je
kljucna u istrazivanju mehanizama kemorezistencije. Koristi se u pretklinickim ispitivanjima

novih ciljanih terapija, ukljucujuéi inhibitore PI3K/AKT/mTOR signalnog puta (50).



SK-OV-3 (HTB-77) stani¢na linija izolirana je iz slabo diferenciranog adenokarcinoma
jajnika pacijentice, pri ¢emu su stanice neosjetljive na cisplatin te je dostupna u bankama
stanica poput ATCC (45, 46, 51). SK-OV-3 stanice uzgajaju se u McCoy’s 5SA mediju
obogacenom FBS-om. Kao i OVCAR-3, uzgajaju se na 37°C s 5% CO2. Ove stanice su visoko
migratorne i invazivne, §to ih ¢ini pogodnima za studije metastaziranja (49). Ne eksprimiraju
visoke razine estrogenskih ili progesteronskih receptora, ali eksprimiraju znacajne razine
HER2/neu receptora, $to ih ¢ini korisnim modelom za istrazivanje HER2 pozitivnih karcinoma
(52).Takoder, SK-OV-3 pokazuje visok stupanj otpornosti na cisplatin i druge platinaste
spojeve, kao i1 na paklitaksel, S§to ih Cini idealnim modelom za istraZzivanje otpornosti na

kemoterapiju u metastatskom karcinomu jajnika (53, 54).

1.4.2. Progresija karcinoma i metastaziranje

Jedna od bitnih karakteristika CSC u karcinomu jajnika je njihova sposobnost da iniciraju
metastaziranje, $to je glavni uzrok smrtnosti kod pacijentica s karcinomom jajnika (55). CSC
imaju veci potencijal za migraciju i invaziju u okolna tkiva, §to im omogucava da napustaju
primarni karcinom, cirkuliraju kroz krvotok ili limfni sustav 1 formiraju sekundarna tumorska
zariSta u drugim dijelovima tijela (56). Procesi migracije i invazije ¢esto su potpomognuti
aktivacijom signalnih putova kao §to su Wnt, Notch i Hedgehog, koji sluze za odrzavanje
funkcije mati¢nih stanica (57). Ova tri signalna puta igraju sinergisticku ulogu u odrzavanju
CSC 1 njihovoj otpornosti na standardne terapije, ¢ime doprinose recidivu 1 metastaziranju
karcinoma (58). Takoder jedan od klju¢nih prenositelja signala unutar stanica jest fosfolipaza
C (PLC), odnosno izoenzim unutar obitelji fosfolipaze C naziva fosfolipaza C gama (PLC-y)
(59). Djeluje u odgovoru na stimulaciju putem receptora tirozin kinaze, uklju¢ujuci receptore
za rast, poput ¢imbenika rasta epidermalnih stanica (EGF), ¢imbenika rasta trombocita (PDGF)
1 ¢imbenika rasta fibroblasta (FGF) (59). Nakon vezanja liganda na receptore tirozin kinaze,
dolazi do fosforiliranja i aktivacije PLC-y (60). Potom, PLC-y razgraduje fosfatidilinozitol 4,5-
bisfosfat (PIP2) u diacilglicerol (DAG) i inozitol trifosfat (IP3), slicno kao 1 drugi izoenzimi
PLC (PLC-a 1 PLC-p) te se pokrecu dvije vazne signalne osi: DAG aktivira protein kinazu C
(PKC) sto dalje vodi do aktivacije nizvodnih signalnih molekula koje poticu proliferaciju i
sprjecavaju apoptozu, dok IP3 uzrokuje otpustanje kalcija iz endoplazmatskog retikuluma (61—
63). Kalcijeve signalne kaskade su ukljucene u migraciju i1 prezivljavanje tumorskih stanica,

Sto PLC-y ¢ini klju¢nim regulatorom u procesu metastaziranja kod karcinoma jajnika (63).



Kalcij takoder sudjeluje u aktivaciji kalmodulinski ovisnih enzima, koji podrzavaju

prezivljavanje CSC pod stresom, ukljucujuci terapijski stres izazvan kemoterapijom (64).

Osim toga, PLC-y je ukljucen u aktivaciju Ras/MAPK signalnog puta, koji dodatno regulira
proliferaciju CSC i njihov potencijal za invaziju (65). Ova interakcija izmedu PLC-y i MAPK
puta poti¢e maligni fenotip karcinomskih stanica, olak$ava njihovu prilagodbu u razli¢itim
mikrookruzenjima, i omoguéava im izbjegavanje apoptoze (62). Signalizacija putem PLC
povezana je s aktivacijom i drugih signalnih putova, uklju¢uju¢i MAPK/ERK i AKT/mTOR
signalne kaskade, koje reguliraju proliferaciju, otpornost na apoptozu 1 odrzavanje stani¢ne

plasti¢nosti (66).

S obzirom na ulogu PLC-y u stanicnom preZivljavanju 1 migraciji, smatra se vaznom
terapijskom metom (67). Inhibicija PLC-y moze smanjiti invazivnost CSC 1 oslabiti njihov
metastatski potencijal, ¢ime bi se smanjila sposobnost Sirenja karcinoma jajnika (68).
Pretklini¢ka istrazivanja usmjerena na inhibitore PLC-y pokazala su obecavajuce rezultate u
smanjenju proliferacije tumorskih stanica i poboljSanju terapijskih odgovora na standardne

tretmane (69, 70).

Integracija PLC-y signalizacije s drugim putevima kao §to su AKT/mTOR i1 ERK te PI3K/AKT,
Notch, Wnt 1 Hedgehog, pojacava ulogu PLC-y u odrzavanju stani¢ne otpornosti na terapiju,
te stoga inhibicija PLC-y u kombinaciji s inhibitorima drugih signalnih puteva moze dovesti

do ucinkovitijeg eliminiranja CSC 1 sprijeciti recidiv 1 metastaziranje (58, 71).

1.4.3. Otpornost na terapiju i recidiv bolesti

CSC u karcinomu jajnika pokazuju visoku razinu otpornosti na konvencionalne terapije
poput kemoterapije 1 zracenja (17). Ova otpornost temelji se na nekoliko mehanizama. Prvo,
CSC imaju sposobnost aktiviranja mehanizama za popravak oSte¢ene DNK, ¢ime izbjegavaju
smrt stanica uzrokovanu terapijom. Drugo, zbog sporijeg ciklusa diobe stanica, mati¢ne stanice

karcinoma izbjegavaju ucinke kemoterapijskih agensa koji ciljaju brzorastuce stanice (72—74).

Uz to, CSC izrazavaju visoke razine proteina za prijenos lijekova, poput ABC transportera, koji
izbacuju kemoterapijske agense iz stanica prije nego $to oni mogu izazvati smrt. Jo§ jedan od
vaznijih transportera u ovom procesu je P-glikoprotein (P-gp), koji igra znacajnu ulogu u
viSestrukoj rezistenciji CSC na lijekove (74, 75). P-gp djeluje kao ATP-ovisni transporter,
izbacujuci Sirok raspon kemoterapijskih agenasa iz stanica prije nego $to oni mogu izazvati

smrt karcinomskih stanica, §to znacajno smanjuje ucinkovitost terapije (75—77). IstraZivanja
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pokazuju da je prekomjerni izrazaj P-gp prisutna u mnogim vrstama tumora, pa tako i s
karcinomom jajnika i direktno je povezana s neuspjehom kemoterapije (78). Razni citotoksi¢ni
lijekovi koji ciljaju replikaciju DNK, kao i novi terapijski agensi, ¢esto su mete P-gp-a koji ih
izbacuje iz stanica, smanjujuc¢i njihovu ucinkovitost. Medutim, u klinickim ispitivanjima

suzbijanje P-gp nije donijelo ocekivane rezultate (79).

Zbog svoje otpornosti na terapiju, CSC Cesto prezivljavaju inicijalne tretmane i ostaju latentni
unutar tijela pacijentice (78). Nakon zavrSenih konvencionalnih terapija, preostale stanice
mogu uzrokovati povratak bolesti, ¢esto u agresivnijem obliku, buduci da su razvile otpornost
na uobicajene tretmane. Ovdje je od presudne vaznosti uloga povrSinskih biljega specifi¢nih
za CSC, koji omogucuju identifikaciju i ciljanje tih stanica (80). CD biljezi su molekule koje
se nalaze na povrsini stanica i sluZze kao prepoznatljivi proteini koji pomazu u identifikaciji
specifi¢nih tipova stanica, uklju¢ujué¢i CSC u karcinomu jajnika. Klini¢ki podaci pokazuju da
pacijentice s ve¢im izrazajem CSC biljega, poput CD44 1 CD133, imaju vecu vjerojatnost
recidiva i lo$iji ukupni ishod lijecenja (80-82). U istrazivanjima karcinoma jajnika, najcesce
koristeni CD biljezi su CD44, CD49, CD133 i ALDH (aldehid dehidrogenaza) (82, 83). U
nasem istraZivanju fokusirali smo se na biljeg CD49 koji je poznat i kao integrin alfa-6
(ITGa6). On predstavlja kljuénu komponentu integrinskih kompleksa koji omogucuju
stanicama interakciju s izvanstani¢nim matriksom (ECM) (84). CD49 igra znacajnu ulogu u
adheziji stanica karcinoma na bazalne membrane, posebno putem vezivanja za laminin (85).
Ova interakcija omogucava stanicama karcinoma da se uspjesno vezu na ECM 1 okolna tkiva,
¢ime promoviraju invaziju i metastaziranje te samim time visoki izrazaj CD49 korelira s
povecanim migracijskim i invazivnim sposobnostima tumorskih stanica (86, 87). Ovaj biljeg
je takoder identificiran kao pokazatelj loSije prognoze u pacijentica s karcinomom jajnika, jer
CD49" stanice imaju ve¢u otpornost na standardne terapije, ukljucuju¢i kemoterapiju na bazi

platine (58, 61, 62).

1.4.4. Razvoj ciljane terapije

Zbog kljucne uloge CSC u otpornosti na terapiju i ponovnoj pojavi karcinoma, razvoj
terapijskih pristupa koji ciljano djeluju na ove stanice postao je fokus suvremenih istraZivanja
karcinoma jajnika (88). Inhibicija signalnih putova poput Notch, Wnt i Hedgehog 1 kaskadnog
puta PLC-y, koji su kriti¢ni za odrzavanje funkcije CSC, pokazala je obecavajuce rezultate u

pretklinickim studijama (59, 69). Ovi signalni putovi kontroliraju proliferaciju i odrzavanje
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CSC, a njihova inhibicija moze smanjiti sposobnost CSC da prezive terapijske izazove i
izazovu metastaziranje (90). Takoder, kombinacija standardnih terapija s inhibitorima ABC
transportera ili epigenetskim modulacijama, usmjerenim na "isklju€ivanje" gena koji
omogucuju otpornost CSC, mogla bi dovesti do dugotrajnijih odgovora na lije¢enje i smanjenja
stope recidiva (91). Ovaj viseslojni pristup CSC kao ciljevima terapije pruza novi put prema
ucinkovitijem lijeCenju karcinoma jajnika. Medutim, i dalje su potrebna opsezna klinicka

ispitivanja kako bi se potvrdila sigurnost i u¢inkovitost tih novih terapija (92, 93).

1.5. Dijagnostika karcinoma jajnika

Karcinom jajnika, kao jedan od najsmrtonosnijih ginekoloskih tumora, predstavlja velik
izazov u dijagnostici zbog nespecificnih simptoma koji se ¢esto javljaju tek u uznapredovalim
fazama bolesti (stadij III ili IV) (2). Prema podacima iz Europske unije, samo oko 15% zena s
karcinomom jajnika dijagnosticira se u stadiju I, dok se vise od 60% sluc¢ajeva otkriva tek kada
je bolest ve¢ znacajno prosirena (94). Dijagnoza se postavlja kombinacijom klini¢kih pregleda,
slikovnih metoda i laboratorijskih analiza, dok konacna potvrda dijagnoze zahtijeva
patohistoloSku analizu uzoraka tkiva (95). Dijagnostika karcinoma jajnika jo$ uvijek pati od
niske specificnosti i osjetljivosti dostupnih testova, Sto je veliki problem u ranom otkrivanju
bolesti kada je prognoza kudikamo povoljnija (96). U ranim fazama (stadij I), petogodi$nja
stopa prezivljenja moze dosegnuti i do 92%, dok u kasnijim fazama (stadij II1 i IV) prezivljenje

pada na 30-40% (97).

1.5.1. Klini€ki pregled, rani simptomi i klasifikacija

Klini¢ki kontekst ranog otkrivanja karcinoma jajnika suocava se s ozbiljnim izazovima
zbog nedostatka specificnih simptoma u pocetnim fazama bolesti pa se samo kod 20%
pacijentica karcinom jajnika dijagnosticira u fazama I ili II (98). Simptomi poput nadutosti,
nelagode u trbuhu, promjena u funkciji crijeva (npr. proljev ili zatvor) te promjena u
mokraé¢nim navikama (npr. u€estalo mokrenje ili osjecaj neodgodive potrebe za mokrenjem)
Cesto su blagi i mogu se povezati s brojnim benignim stanjima, ukljucujuci sindrom iritabilnog
crijeva, upalne bolesti zdjelice ili ¢ak nespecificne gastrointestinalne poremecaje (99). Takoder,
simptomi kao $to su neobjasnjivi gubitak tezine i osjecaj sitosti nakon malog obroka mogu biti
povezani s metabolickim promjenama uzrokovanim napredovanjem karcinoma (98). Ipak, ti

simptomi obi¢no nisu prepoznati kao indikatori ozbiljne bolesti sve dok bolest ne uznapreduje
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te se sam klini¢ki pregled ne ubraja u potencijalne probirne metode dijagnoze karcinoma

jajnika (100).

FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics) klasifikacija karcinoma

jajnika koristi se za odredivanje stadija tumora i odredivanje prosirenosti bolesti. Najnovija

klasifikacija dijeli karcinom jajnika u Cetiri glavna stadija, s podstadijima koji detaljnije opisuju

Sirenje tumora (Tablica 2) (101).

Tablica 2. Klasifikacija stadija i proSirenosti karcinoma jajnika prema FIGO klasifikaciji

iz 2014. godine. IZVOR: FIGO ovarian cancer staging guidelines 2014.

https://www.sgo.org/resources/new-figo-ovarian-cancer-staging-guidelines/ (101)

Stadij | Opis

I Tumor je ogranicen na jedan ili oba jajnika ili jajovode

IA Tumor je ogranicen na jedan jajnik ili jajovod bez prisutnosti malignih stanica u slobodnoj
tekucini

IB Tumor zahvaca oba jajnika ili jajovode bez malignih stanica u slobodnoj tekucini

IC Tumor se $iri unutar jajnika, s mogué¢im puknuéem kapsule ili prisutno$¢u malignih
stanica u ascitesu

11 Tumor se proSirio na zdjelicne organe, ali ne premasuje zdjeli¢nu Supljinu

ITA Tumor na maternici, jajovodima ili jajnicima

IIB ProSirenje na druga tkiva unutar zdjelice

111 Tumor se prosirio izvan zdjelice, s potvrdenom peritonealnom ili limfnom invazijom

IITA Mikroskopski dokaz o Sirenju na retroperitonealne limfne ¢vorove

I11B Makroskopske metastaze izvan zdjelice <2 cm

IIc Makroskopske metastaze > 2 cm

v Udaljene metastaze izvan trbusne Supljine

IVA Pozitivna citologija u pleuralnom izljevu

IVB Metastaze u organima poput jetre, slezene ili izvan trbusne Supljine
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1.5.2.Slikovne metode

Slikovna dijagnostika karcinoma jajnika od esencijalne je vaznosti za prepoznavanje

bolesti i planiranje daljnjih terapijskih koraka.

Transvaginalni ultrazvuk (TVU) koristi se kao prva linija dijagnostike u oko 80% slucajeva
sumnje na karcinom jajnika zbog svoje visoke osjetljivosti od 86-94% u detekciji zdjeli¢nih
masa (102). TVU omogucava procjenu veli¢ine, oblika 1 unutarnje strukture karcinoma, Sto
olaksava razlikovanje solidnih od cisti¢nih lezija (103). Medutim, njegova specifi¢nost, koja
varira od 50% do 75%, mozZe biti ogranicena u razlikovanju benignih i malignih lezija, osobito

kod postmenopauzalnih Zena (104).

Racunalna tomografija (CT) ima klju¢nu ulogu u procjeni prosirenosti bolesti izvan zdjelice,
osobito u detekciji retroperitonealnih limfnih ¢vorova i metastaza na jetri ili plu¢ima (105).
Studije su pokazale da je osjetljivost CT-a u procjeni proSirenosti karcinoma jajnika veca od
85%, dok je njegova specifi¢nost za detekciju limfnih ¢vorova i peritonealnih metastaza oko

90% (106).

Magnetska rezonancija (MRI) se koristi kao dopunska metoda kada su nalazi CT-a nejasni ili
je potrebna bolja vizualizacija mekih tkiva, s posebno visokom osjetljivos¢u u procjeni
invazivnosti karcinoma unutar zdjelice i okolnih organa (105,107). MRI ima prednost u

razlikovanju karcinomskih masa od benignih cista, osobito u reproduktivnoj dobi (108).

Pozitronska emisijska tomografija - raCunalna tomografija (PET-CT) pokazuje izvanredne
rezultate u detekciji udaljenih metastaza i recidiva bolesti, osobito kod pacijentica s poviSenim
markerom CA 125, ali nejasnim nalazima na CT-u ili MRI-u (109). Njegova osjetljivost za

otkrivanje recidiva karcinoma jajnika iznosi 85%, dok je specificnost veca od 90% (110).

Sve ove metode zajedno pomazu u tocnijoj procjeni stadija bolesti, $to je klju¢no za planiranje

optimalne terapije, ukljucujuéi kirurski pristup 1 adjuvantnu kemoterapiju (109).

1.5.3. Tumorski markeri

Mjerenje serumskih markera, kao §to je CA 125, Siroko je prihvaceno kao standardna
laboratorijska metoda u dijagnostici i pra¢enju bolesti (111). PoviSena razina CA 125
pronadena je u viSe od 80% pacijentica s uznapredovalim karcinomom jajnika, no njezina je
specificnost ograni¢ena zbog toga Sto poviSene razine mogu biti prisutne i kod benignih stanja,

poput endometrioze, upalnih bolesti zdjelice 1 trudnoce (112). Zbog toga je od iznimne vaznosti
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ROCA test (od engl. Risk of Ovarian Cancer Algorithm). ROCA test je dijagnosticki alat koji
koristi promjene u razinama tumorskog markera CA 125 kako bi izratunao vjerojatnost razvoja
karcinoma jajnika kod zena (113). Test prati kako se razina CA125 mijenja tijekom vremena,
a ne oslanja se samo na apsolutnu vrijednost (114). Posebno se koristi za zene s visokim
rizikom, poput onih koje imaju BRCAI/2 mutacije, kako bi omogucio rano otkrivanje
karcinoma jajnika u asimptomatskim fazama, Sto povecava Sanse za uspjesno lijeCenje (17,
115). Nazalost omjer cijene i ucinkovitosti nije pogodan za Zene koje nemaju iskljucivo visoki
rizik od karcinoma jajnika te se kod takvih pacijentica isti rijetko upotrebljava (112). CA 125
je od posebne vaznosti u pracenju odgovora na terapiju i otkrivanju relapsa, ali zbog vec
navedene niske specifiCnosti ne moze se koristiti kao pouzdan alat za rano otkrivanje
karcinoma jajnika (116). Uz CA 125, sve se vise istrazuju i drugi serumski markeri, ukljucujuci
HE4 (humani epididimalni protein 4), koji se pokazao korisnim u razlikovanju benignih i
malignih lezija jajnika te kao dodatak CA 125 u povecanju specifi¢nosti dijagnostickih testova

(101, 102).

1.5.4. Genetsko testiranje

Genetsko testiranje na mutacije u BRCAI 1 BRCA2 genima postalo je vaZan dio
dijagnostickog procesa, osobito kod pacijentica s obiteljskom povijeséu karcinoma jajnika ili
dojke (27). ALDO projekt iz 2023. godine takoder naglaSava vaznost genetskog testiranja u
identificiranju Zena s nasljednim mutacijama BRCA1/2 (119). Ove mutacije ne samo da
povecavaju rizik od razvoja karcinoma jajnika, ve¢ i pruzaju informacije o0 mogucénostima
ciljane terapije (120). Pacijentice s BRCA mutacijama posebno dobro reagiraju na PARP
inhibitore, koji koriste koncept sinteticke letalnosti kako bi ciljano ubijali stanice koje nemaju

sposobnost popravka oStecene DNA (121).

1.5.5. PatohistoloSka analiza

Patohistoloska dijagnostika karcinoma jajnika predstavlja zlatni standard za konacnu
potvrdu dijagnoze i omogucava preciznu klasifikaciju tumora (29). Proces ukljucuje procjenu
uzoraka tkiva pod mikroskopom, $to omogucéava razlikovanje izmedu razli¢itih histoloskih
podtipova raka jajnika. Klju¢ni kriteriji u patohistoloskoj analizi ukljucuju stupanj nuklearne

atipije, stani¢ne mitotske aktivnosti 1 prisutnost invazije u okolna tkiva (122). Karcinomi se
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ocjenjuju prema gradusu, §to oznacava stupanj diferencijacije stanica, te utvrdivanje prisutnosti

specificnih markera poput WT1 1 p53, koji imaju prognosticku vrijednost (123).

Patohistoloska analiza takoder moze identificirati mikroskopske metastaze u peritoneju 1
retroperitonealnim limfnim c¢vorovima, ¢ime se odreduje stadij bolesti. Uz standardne
histoloske metode, imunohistokemija je vazna za razlikovanje izmedu podtipova tumora,
posebice u sluc¢ajevima s nedefiniranim citoloskim karakteristikama (124). Konkretno,
patohistoloski adenokarcinomi jajnika pokazuju sloZzenu arhitekturu s izrazenom nuklearnom
atipijom 1 visokim stupnjem mitotske aktivnosti. Osim toga, imunohistokemijska analiza
koristi markere poput WTI1, p53 i ER za diferencijaciju seroznih karcinoma od drugih

podtipova, §to je klju¢no za odredivanje prognoze i terapijskih opcija (125, 126).

Patohistoloska dijagnoza usmjerava terapijske odluke, osobito u kontekstu planiranja
kirurskih zahvata i adjuvantne kemoterapije, te se koristi za pra¢enje odgovora na lijecenje i

potencijalnih relapsa (127).

Jedan od najvecih izazova u dijagnostici karcinoma jajnika ostaje nedostatak specifi¢nih
metoda za rano otkrivanje bolesti. Veéina pacijentica dijagnosticira se u uznapredovalom
stadiju bolesti, kada je mogucnost izljecenja znacajno smanjena. Stoga se naglaSava potreba za
razvojem novih dijagnostickih biomarkera i strategija za rano otkrivanje, kao i za poboljSanje

dostupnosti genetskog testiranja (128).

1.6.  Terapijski pristupi

Standardno lijeCenje karcinoma jajnika ukljucuje kombinaciju kirur§kog zahvata i
kemoterapije. Kirur§ko odstranjenje karcinoma i zahvacenih tkiva je prva linija lije¢enja koje
ima za cilj maksimizirati citoredukciju, odnosno smanjiti tumor na manje od 1 cm (129).
Studije pokazuju da pacijentice koje postignu potpuna ili gotovo potpuna citoredukcija pri
¢emu ostane manje od 1 cm tumorske mase, imaju znacajno bolju prognozu (130, 131).
PetogodiSnja stopa preZivljenja kod pacijentica s minimalnim preostalim tumorom nakon
operacije moze dose¢i 50-60%, dok kod pacijentica s ve¢im tumorskim masama preostalim

nakon operacije ta stopa pada na manje od 20% (130).

Adjuvantna kemoterapija kod karcinoma jajnika koristi se nakon kirurSke intervencije
kako bi se eliminirale preostale mikroskopske karcinomske stanice. Standardna adjuvantna

terapija ukljuuje kombinaciju derivata platine (najces¢e karboplatin) i taksana (najceSce
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paklitaksel). Ova kombinacija produzava vrijeme bez progresije bolesti (PFS) te poboljsava
ukupno prezivljenje kod pacijentica s uznapredovanim stadijem karcinoma (132-134).
Klinicke studije su pokazale da adjuvantna kemoterapija moze povecati petogodisnju stopu
prezivljenja za 15-20%, osobito kada se primjenjuje kod pacijentica s optimalnom

citoredukcijom (135).

1.6.1. Ciljane terapije i imunoterapija

Ciljana terapija karcinoma jajnika dozivjela je znaCajan napredak s razvojem PARP
inhibitora koji blokiraju mehanizam popravka jednolan¢anih lomova DNA, osobito kod
pacijentica s mutacijama BRCAI i BRCA2 (39). Mehanizam djelovanja PARP inhibitora
zasniva se na sintetickoj letalnosti, konceptu u kojem stanice s defektnim genom za homologni
rekombinacijski popravak, poput BRCA-mutiranih tumorskih stanica, ne mogu prezivjeti
inhibiciju dodatnog mehanizma popravka (78). Ove stanice nakupljaju prekomjerna oStecenja
DNA, sto rezultira smréu stanica. Vazno je napomenuti da PARP inhibitori pokazuju
ucinkovitost ne samo kod BRCA-mutiranih karcinoma, ve¢ i kod onih s homolognim
rekombinacijskim deficitom, prosSirujuci tako spektar pacijentica koje mogu imati koristi od
ove terapije (136). Studije poput SOLO1 i PRIMA pokazale su da olaparib i niraparib znac¢ajno
produljuju PFS. Pacijentice su imale medijan PFS od 56 mjeseci u usporedbi s 13,8 mjeseci

kod placebo grupe (137, 138).

Imunoterapija karcinoma jajnika istraZuje nove pristupe koriStenjem imunoloskih
sustava tijela za prepoznavanje i1 uniStavanje tumorskih stanica (139). Glavni fokus je na
inhibitorima kontrolnih toc¢aka, poput PD-1 1 PD-L1 blokatora, koji sprjecavaju karcinomske
stanice da inhibiraju T-stanice (140). Klinicke studije pokazale su ograni¢en uspjeh kod
karcinoma jajnika u usporedbi s drugim karcinomima, no kombinacije imunoterapije s PARP
inhibitorima 1 kemoterapijom pokazale su obecavajuce rezultate (141). Druge strategije
ukljucuju vakcinaciju protiv tumorskih antigena i adoptivni prijenos T-stanica, no one su josS u

fazi istraZzivanja (142).

1.7.  Uloga glikosfingolipida u karcinomu jajnika
Glikosfingolipidi (GSL) su slozeni glikolipidi koji se sastoje od sfingozinske okosnice

vezane za jedan ili viSe Secernih ostataka (143) kao $to je prikazano na slici 4. Njihova struktura

obuhvaca hidrofobnu ceramidnu jezgru (kombinacija sfingozina i masnih kiselina) koja je
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ugradena u stani¢ne membrane, dok se hidrofilni oligosaharidni lanci protezu prema vanjskoj
strani membrane (144). Ova specificna struktura omoguc¢ava GSL-ima da igraju klju¢nu ulogu
u odrzavanju strukture i funkcije lipidnih dvosloja u plazmatskoj membrani (145). Raznolikost
ugljikohidratnih lanaca, koja se odreduje vezama i kombinacijama monosaharida, stvara
gotovo beskonac¢nu varijabilnost GSL-a, omogucavajuci im Sirok spektar funkcionalnih uloga,

ukljucujuéi stani¢nu komunikaciju, adheziju, signalizaciju i imunolosku modulaciju (146).
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Slika 4 . Struktura glikosfingolipida. Napomena: Gal, galaktoza; Glc, glukoza

GSL-i su klasificirani prema broju i poziciji sijalinskih kiselina, kao i prema njihovoj strukturi,

u nekoliko glavnih skupina. Primjeri koji su bitni za disertaciju ukljucuju:

e Monosijalilni gangliozidi, poput GM3, koji sadrzi jednu sijalinsku kiselinu 1 ima
kljuénu ulogu u inhibiciji stani¢ne proliferacije;

e Disijalilni gangliozidi, kao $to su GD2 1 GD3, koji imaju dvije sijalinske kiseline 1
sudjeluju u signalizaciji povezanoj s invazivno$¢u i metastazama;

e Polisijalilni gangliozidi, poput GT3 1 GQ1b, s tri ili viSe sijalinskih kiselina, ukljuceni
su u sloZenije signalne procese;

e IV°NeuSAc-nLcsCer i GalNAc-GMI1b, koji predstavljaju sloZenije gangliozide,
takoder s jednom sijalinskom kiselinom, poznate po modulaciji stanicne adhezije 1
medustani¢nih interakcija;

e GgsCer i Gb4Cer, neutralni GSL, nemaju sijalinsku kiselinu, a ukljuceni su u stani¢nu

adheziju, migraciju i medustanicnu komunikaciju, vazni za Sirenje karcinoma (147,

148).
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Ove molekule igraju klju¢nu ulogu u post-translacijskoj modifikaciji proteina i specifi¢ne su
za razli¢ite stanice 1 tkiva (145, 149). Kada se rak razvija, promjene u stani¢noj membrani
dovode do izmijenjenih uzoraka glikozilacije, $to se Cesto manifestira izlaganjem razlicitih
GSL-a na povrsini tumorskih stanica (145). Jedna od bitnijih funkcija GSL-a je njihova
sposobnost da utjeCu na razvoj karcinoma putem razli¢itth mehanizama. Gangliozidi,
specificna podskupina GSL-a, mogu aktivirati receptorske tirozin kinaze stvaranjem
kompleksa bogatih kolesterolom, $to rezultira stimulacijom signalnih puteva kao §to su MAPK,

PI3K-AKT i PLC (150, 151).

GD3 je jedan od najvaznijih gangliozida u karcinomu jajnika. GD3 aktivira PLC, moZze ubrzati
razgradnju tumor supresor a p27/Kipl te vezivati i inaktivirati FGFR1, §to doprinosi stani¢noj
proliferaciji 1 tumorigenezi (152). Takoder je povezan s imunosupresivnim signalima,

omogucavajuci tumorskim stanicama izbjegavanje imunoloskog nadzora (153).

GM2 je jos jedan znaCajan gangliozid koji je prekomjerno izrazen u malignim stanicama
karcinoma jajnika. Povezan je s promicanjem stani¢ne adhezije i migracije, Sto olakSava

invaziju karcinomskih stanica u okolna tkiva (154).

GM3, jedan od najjednostavnijih gangliozida, ima znacajnu ulogu u regulaciji stani¢ne
proliferacije (155). GM3 inhibira aktivnost EGFR signalnog puta, §to smanjuje proliferativni
potencijal karcinomskih stanica (156). U karcinomu jajnika, smanjenje razine GM3 povezano
je s agresivnijim fenotipom tumora, dok je njegova prisutnost povezana s usporavanjem rasta

istih (157).

IViNeuSAc-nLcsCer je sloZeniji gangliozid, prepoznat zbog svoje uloge u moduliranju
stani¢ne adhezije 1 medustani¢ne interakcije (158). Njegov izrazaj u stanicama karcinoma
jajnika povezana je s progresijom karcinoma 1 stvaranjem metastaza. Kao dio sloZenih
gangliozida, IV*Neu5Ac-nLcsCer moZe sudjelovati u stvaranju specifiénih mikrookruzenja

pogodnih za rast karcinoma i njihovu invazivnost (159, 160).

GalNAc-GM1b je gangliozid koji se u manjoj mjeri povezuje s karcinomom jajnika, a zbog
cega je bio zanimljiv u ovoj disertaciji, pokazuje potencijalnu ulogu u modulaciji imunoloskih
odgovora kod istih. Njegova struktura omogucava interakciju s receptorima koji su ukljuceni
u prijenos signalnih puteva povezanih s prezivljavanjem stanica 1 izbjegavanjem imunoloskog

nadzora (161).
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GgsCer (globotriaozil-ceramid) 1 Gbs4Cer (globozil-ceramid) imaju vaznu ulogu u stani¢noj
adheziji 1 migraciji (149). Ovi gangliozidi su uklju¢eni u medustani¢nu komunikaciju, Sto
olak3ava Sirenje stanica karcinoma jajnika i stvaranje metastaza (162). Kao i kod IV*Neu5Ac-
nLcs4Cer, prekomjerni izrazaj ovih molekula moze doprinijeti stvaranju mikrookruzenja

pogodnog za rast karcinoma 1 progresiju bolesti (149).

Zajednicko za sve ove glikosfingolipide jest njihova uloga u stvaranju specifi¢nih signalnih
domena unutar stanicne membrane, tzv. lipidnih splavi, koje omogucuju interakciju s
receptorima i1 drugim molekulama kljucnim za stani¢nu proliferaciju, prezivljavanje i
metastaziranje (163). Povecani izrazaj ovih molekula u karcinomu jajnika ¢ini ih ne samo

dijagnostickim biomarkerima, ve¢ i potencijalnim terapijskim ciljevima.

Zbog svoje lokalizacije na stani¢noj povrSini, GSL-i su lako dostupni za detekciju seroloskim
testovima i imunohistokemijskim analizama (164). Ova dostupnost €ini ih korisnim alatima za
rano otkrivanje karcinoma jajnika (165). Povisene razine GSL-a u serumu ¢esto ukazuju na
agresivniji oblik karcinoma i loSiju prognozu. Stoga, detekcija GSL-a moze omogucditi
personalizirani pristup lijecenju karcinoma kroz prilagodbu terapije u stvarnom vremenu,
ovisno o reakciji karcinoma na terapiju (166). Drugim rije¢ima, promjene u razinama GSL-a
tijekom terapije mogu pomoci u praéenju uspjesnosti lijecenja (167). Na primjer, smanjenje
razina GD2 nakon terapije moze ukazivati na pozitivan odgovor na lije¢enje, dok povecane
razine mogu signalizirati potrebu za promjenom terapijskog pristupa. GM3, s druge strane, igra
dvojaku ulogu kao inhibitorni gangliozid koji moZe smanjiti proliferaciju karcinomskih stanica
inhibicijom EGFR-a (168). GM3 je stoga pokazatelj stani¢ne dinamike, a njegove razine mogu

biti korisne za procjenu prognoze bolesti 1 potencijalne terapijske ciljeve (169).

Terapijske mogucénosti koje ciljaju GSL-e ukljucuju imunoterapije, poput monoklonskih
protutijela usmjerenih na GD2, koja induciraju specifican imunoloski odgovor protiv
karcinoma (170). Dinutuksimab, lijek usmjeren na GD2, pokazao je znac¢ajan uspjeh u lijecenju
visokoriziénog neuroblastoma, a sli¢ne terapije istraZzuju se za druge tumore s visokim
izrazajem gangliozida (171). Uz to, istrazivanja o inhibiciji biosinteze GSL-a pokazala su
potencijal za smanjenje malignog potencijala karcinomskih stanica, otvaraju¢i put novim

strategijama ciljanog lije¢enja (172).
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1.8. Novi terapijski spojevi i istrazivanja

Kompleksna bolest zahtijeva slozene oblike lijecenja, a u slu¢aju karcinoma jajnika nema
puno mogucnosti. Zbog toga je potrebno pronaci nove nacine lijeCenja karcinoma jajnika,
posebice onih koji se dijagnosticiraju kasno u razvoju bolesti (94), a tu bi ulogu mogli ispuniti

novosintetizirani spojevi.

1.8.1. 3-amino-N-(3-kloro-2-metilfenil)-5-0x0-5,6,7,8-tetrahidrotieno|2,3-
b]kinolin-2-karboksamid

3-amino-N-(3-kloro-2-metilfenil)-5-o0x0-5,6,7,8-tetrahidrotieno[2,3-b]kinolin-2-
karboksamid, u daljnjem tekstu Spoj 1, derivat je tieno[2,3-b]piridina i otkriven je koriStenjem
virtualnog visokopropusnog probira (VHTS) sa svrhom pronalaska mogucih modifikatora
izoformi PLC-a (70). Kasnije se pokazalo da imaju antitumorske u¢inke na brojne tumorske
stani¢ne linije, uklju¢ujuéi karcinomske stanice jajnika (49). Struktura Spoja 1, prikazana na
slici 5, ukljucuje tienopiridinski prsten vezan na kinolinsku jezgru (173). Ova jedinstvena
kombinacija tienopiridinske 1 kinolinske strukture osigurava visoku specifi¢nost i afinitet
prema karcinomskim stanicama, omogucujuéi ciljanje viSestrukih signalnih puteva te daje

Spoju 1 sposobnost da djeluje na vise frontova u inhibiciji karcinomskih stanica (174).
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Slika 5. Struktura 3-amino-N-(3-kloro-2-metilfenil)-5-okso-5,6,7,8-tetrahidrotieno[2,3-
b]kinolin-2-karboksamida (Spoj 1)

Poznato je da derivati tieno[2,3-b]piridina moderiraju viSestruke bioloske ciljeve, kao $to je G-
protein spregnuti receptor (GPCR); P2Y 12 receptor trombocita; enzim za popravak DNK;
tirozil DNA fosfodiesteraza 1; tubulin na veznom mjestu kolhicina; fosfolipaza C-ol; PIM-1-
slicne kinaze; 1 eEF2K, elongacijske kinaze eukariotskog faktora 2 i ciklooksigenaznu

aktivnost (175). Spoj 1 takoder djeluje inhibiranjem PLC, ¢ime se prekida prijenos kalcijevih
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iona unutar stanice, Sto rezultira smanjenjem stani¢ne proliferacije i prezivljenja (176).
Interakcija sa PLC-om odvija se putem boc¢nih lanaca aminokiselina, ukljucujuéi histidin
(His356), glutamin (Glu341), arginin (Arg549) i lizin (Lys438) (177, 178). Ovi aminokiselinski
ostaci tvore vodikove veze sa Spojem 1, stabiliziraju¢i njegovo vezanje unutar aktivnog mjesta
enzima. Histidin veze kisik iz amidne skupine, dok glutamin reagira s amino grupom Spoja 1.
Lizin 1 arginin dodatno stabiliziraju Spoj 1 vezanjem na karboksilnu skupinu
cikloheksanonskog prstena, dok se fenilni dio Spoja 1 veze na lipofilni dZep unutar enzima
(179). Osim PLC-a, Spoj 1 cilja i druge signalne puteve, uklju¢uju¢i EGFR, FAK i Akt, ¢ime

dodatno smanjuje sposobnost karcinomskih stanica za prezivljavanje i migraciju (180).

Spoj 1 pokazuje kljuéni u¢inak u modulaciji glikofenotipa karcinomskih stanica, ukljucujuéi
inhibiciju izrazaja gangliozida GD2 i1 GM3, S§to je potvrdeno u studijama na stanicama
karcinoma dojke i prostate (149). Ove molekule igraju vaznu ulogu u medustani¢nim
interakcijama 1 adheziji, a njihova inhibicija oteZava metastaziranje karcinoma i smanjuje
agresivnost (181). Promjenom glikofenotipa, ovaj spoj moZe smanjiti invazivnost

karcinomskih stanica, §to ga ¢ini korisnim u terapiji karcinoma jajnika (154, 182).

Nadalje, Spoj 1 znacdajno utjece na stanice karcinoma s obiljezjima CSC, smanjujuci njihov
broj i sposobnost samoobnavljanja u modelima karcinoma dojke i prostate. To je kljucno jer su
CSC odgovorne za otpornost karcinoma na terapiju i ponovno javljanje bolesti nakon pocetnog
lijecenja (183). Inhibicijom signalnih puteva u CSC, spoj znacajno smanjuje potencijal

karcinoma za recidiv, osobito u kontekstu terapija koje uklju¢uju PARP inhibitore (36, 38, 39).

Zbog svoje strukture i mehanizma djelovanja, Spoj 1 predstavlja obe¢avajuéu molekulu za
daljnje istrazivanje u kontekstu ciljanih terapija karcinoma jajnika i drugih agresivnih

karcinoma.

1.8.2. Metabolomika i karcinoma jajnika

Metabolomika, kao kljucni aspekt sistemske biologije, fokusira se na cjelovito mapiranje
1 kvantifikaciju malih molekula u stanicama, tkivima ili tjelesnim teku¢inama, ukljucujuci
specificne promjene koje se dogadaju u stanicnom metabolizmu tijekom karcinogeneze (184).
U kontekstu karcinoma jajnika, metabolomika pruza detaljan uvid u metabolicke prilagodbe
karcinomskih stanica koje im omogucuju prezivljavanje, invazivnost i otpornost na terapiju

(185).
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Tehnologije poput MS i nuklearne magnetske rezonancije (NMR) omogucuju preciznu analizu
metabolita 1 njihovih promjena u karcinomskim stanicama, identificirajuc¢i karakteristi¢ne
metabolicke profile za razli¢ite podtipove raka jajnika (186). Tumorske stanice, ukljucujuci
stanice karcinoma jajnika, pokazuju izrazene promjene u osnovnim metabolickim putovima,
poput aerobne glikolize (Warburgov efekt), pojacane sinteze lipida, kao i izmijenjenog

metabolizma aminokiselina, posebno glutamina i serina (187).

Promjene u metabolizmu lipida klju¢ne su za karcinom jajnika, s pove¢anim unosom i sintezom
kolesterola te pojacanim metabolizmom fosfolipida i sfingolipida. Ti metabolicki putevi
povezani su s poveéanom proliferacijom, rezistencijom na apoptozu i metastatskim
sposobnostima karcinomskih stanica (188). Na primjer, poviSene razine lipida poput
fosfatidilkolina i1 fosfatidiletanolamina cesto su povezane s naprednim stadijima bolesti i

lo§ijom prognozom (189).

Jedna od uloga metabolomike u karcinomu jajnika je identifikacija biomarkera koji omogucuju
rano otkrivanje bolesti, pracenje progresije i odgovora na terapiju (190). Metabolicki
biomarkeri kao $to su karnitin, laktat, hipurat i aminokiseline mogu pomoc¢i u razlikovanju
razli¢itih stadija karcinoma jajnika i pruziti prognosticke informacije o ishodima lijecenja.
Studije su pokazale da promjene u koncentraciji ovih metabolita mogu predvidjeti terapijsku
otpornost ili odgovor na specifi¢ne terapije, ukljucujuci kemoterapiju i ciljanu terapiju (191—

193).

Metabolomika je takoder klju¢na za identifikaciju novih terapijskih ciljeva (194). Karcinomske
stanice Cesto postaju ovisne o odredenim metabolickim putevima, kao Sto su biosinteza
nukleotida 1 oksidativna fosforilacija, Sto ih ¢ini ranjivima na inhibiciju tih specifi¢nih puteva
(195). Pa tako inhibicija glutaminaze, enzima klju¢nog za metabolizam glutamina, pokazala se
ucinkovitom u smanjenju rasta karcinomskih stanica jajnika u pretklinickim studijama, buduci

da ove stanice pokazuju povecanu ovisnost o glutaminu za sintezu nukleotida i energiju (196).

Kombinacija metabolomike s drugim "omikama", poput genomike i proteomike, dodatno
pojacava mogucénost precizne personalizirane terapije. Integrirani podaci iz razlicitih "omika"
omogucuju cjelovit uvid u bioloske procese karcinoma, pruzaju¢i informacije o potencijalnim

metabolickim slabostima koje se mogu ciljati terapijom (190)
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2. CILJEVIIHIPOTEZE
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2.1.  Cilj istraZivanja

Cilj istrazivanja je pokazati djelovanje derivata spoja tieno[2,3-b]piridina, 3-amino-N-
(3-kloro-2-metilfenil)-5-okso-5,6,7,8-tetrahidrotien| 2,3-b] kinolin-2-karboksamid (Spoj 1) na
SK-OV-3 1 OVCAR-3 stanicne linije karcinoma jajnika.

Nakon primjene Spoja 1 na stani¢nim linijama SK-OV-3 i OVCAR-3 odrediti:

1. Metaboli¢ku aktivnost karcinomskih stanica

2. Apoptozu u karcinomskim stanicama

3. Promjenu u sastavu metabolita karcinomskih stanica

4. Izrazaj glikosfingolipida na CSC i ne-CSC stanicama (postotak stanica pozitivnih na

GD3, nLcsCer, GgzCer, GbsCer, IV NeuSAc-nLcsCer, GM2, GM3 i GalNAc-GMI1b te
geometrijsku srednju vrijednost intenziteta fluorescencije (engl. Geometric Mean Fluorescence

Intensity, GMI)

2.2. Hipoteze

Primijenjene koncentracije novosintetiziranog Spoja 1 na stani¢ne linije karcinoma
jajnika potaknut ¢e apoptozu, promijeniti metabolicku aktivnost, smanjiti postotak CSC,
promijeniti metabolomiku karcinomskih stanica te ¢e pomaknuti glikofenotip prema ne-CSC

stanicama.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Kultura stanica karcinoma jajnika
Stani¢ne linije karcinoma jajnika SK-OV-3 (ATCC HTB-77) i OVCAR-3 (ATCC HTB-

161) kupljene su od ATCC® 1 uzgajane su u DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium,
Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka) s dodatkom 10% fetalnog govedeg seruma (FBS,
EuroClone, Milano, Italija) i 1% antibiotika (penicilin/streptomicin, Sigma-Aldrich,

Steinheim, Njemacka) u inkubatoru na 37 °C i 5% CO..

3.2.  Spoj: 3-amino-N-(3—klor—2-metilfenil)-5-o0kso-5,6,7,8—tetrahidrotieno[2,3-
b]kinolin—2—karboksamid

Spoj je nedavno sintetiziran u laboratoriju profesora Davida Barkera i dr. Lise L
Pilkington, Skola kemijskih znanosti, SveuciliSte Auckland, Auckland, Novi Zeland. Ispitana

su Cetiri razliCita derivata tieno[2,3-b]piridina.

3.3.  Citotoksi¢nost
Proveden je MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil tetrazolijev bromid) test kako bi

se izmjerio postotak metaboli¢ki aktivnih stanica karcinoma jajnika i odredila polovica
maksimalne inhibitorne koncentracije (ICso). Apsorbancije tretiranih stanica dobivene MTT
testom podijeljene su s apsorbancijama za netretirane stanice kako bi se dobio postotak
metaboli¢ki aktivnih stanica. Triplikati identicnog broja stanica stavljeni su na mikrotitarske
ploce s 96 jazica, te su ploce inkubirane preko noc¢i. Stanice su inkubirane 4, 24, 48 i 72 sata
nakon S$to su tretirane medijem (kontrolne stanice) i1 otopinama 7 razli¢itih koncentracija
svakog derivata —0,05 uM, 0,2 uM, 0,5 uM, 1 uM, 2,5 uM, 5 p 1 10 pM. Nakon ovog

tretmana, stanice su uzgajane 2 sata s 0,5 mg/mL MTT otopine.

Cita¢ mikrotitarskih plo¢a (HiPo MPP-96, Biosan, Riga, Latvija) koriiten je za mjerenje
apsorbancije na 570 nm nakon §to je otopina uklonjena i dodan DMSO (dimetil sulfoksid) (68).
ICso je izracunat pomocu programa GraphPad Prism 7.0 (San Diego, CA, SAD). Budu¢i da
ima najvecu ucinkovitost, tj. najnizu vrijednost ICso, odlucili smo se usredotociti na 3-amino-
N-(3-kloro-2-metilfenil)-5-okso-5,6,7,8-tetrahidrotieno[2,3-b]kinolin-2-karboksamid (u

ostatku teksta nazvan Spoj 1).
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3.4. Proto¢na citometrija

Nakon MTT testova, izracunate su ICso vrijednosti za 48 sati za obje stani¢ne linije. Ta
koncentracija od 5 uM Spoja 1 primijenjena je na SK-OV-3 1 OVCAR-3 stani¢nim linijama za
analizu apoptoze 1 glikofenotipa CSC i ne-CSC.

3.4.1. Apoptoza

Jednak broj stanica (1x10° stanica) nasaden je u triplikatu na mikrotitarskim plo¢ama sa
6 jazica i tretiran s koncentracijom od 5 uM otopine Spoja 1 (tretirane stanice) ili s potpunim
medijem (kontrolne stanice) kako bi se izvrsio test apoptoze. Nakon tretmana Spojem 1, stanice
su podvrgnute tripsinizaciji, nakon ¢ega je slijedilo ispiranje u otopini s fosfatnim puferom
(PBS) 1 resuspenzijom u 100 pL pufera za vezanje koji je sadrzavao 5 pL propidijevog jodida
(PT) 1 5 pL Annexin-V-fluorescein izotiocijanata (FITC) boju (Annexin-V-FITC Apoptosis
Detection Kit I, BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, SAD). Ova vrsta specifi¢nog
bojenja stani¢ne povriine koristi Annexin-V, protein ovisan o Ca*" koji se veZe na fosfolipide
1 sluzi kao marker rane apoptoze. Razlikovanje izmedu rane i kasne apoptoze omoguceno je
kombinacijom PI i Annexin-V-FITC. Na temelju kombinacije pozitivnih i negativnih ishoda
ova dva spoja mogu se razlikovati apoptoti¢ne, nekroti¢ne i stanice sposobne za zivot. Rane
apoptotic¢ke stanice bit ¢e Annexin-V/PI", kasne apoptoticke stanice Aneksin-V'/PI", a Zive
stanice Aneksin-V/PI". Stanice su ispitane pomocu protocnog citometra (BD Accuri C6, BD
Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, SAD) nakon §to su inkubirane 15 minuta na sobnoj
temperaturi u mraku. Za ispitivanje udjela apoptotskih stanica i standardnih devijacija koriSten

je program FlowLogic v. 8.0 (Inivai Victoria, Australija).

3.4.2. Odredivanje izrazaja glikosfingolipida na CSC i ne-CSC jajnika

Jednak broj stanica (1x10° stanica) obje stani¢ne linije, SK-OV-3 i OVCAR-3, nasaden
je u triplikatu na mikrotitarske ploce sa 6 jazica i tretiran s 5 uM Spoja 1 (tretirane stanice) ili
potpunim DMEM medijem (kontrolne stanice) tijekom 48 sata, nakon Cega se stanice obje
linije tripsiniziraju i isperu s PBS-om, a zatim oboje protu-GSL protutijelima. Protutijela na
glikosfingolipide (GD3, nLcsCer, GgzCer, GbsCer, IV’NeuSAc-nLcsCer, GM2, GM3 i
GalNAc-GM1b) koja su koriStena bila su pileCa poliklonska protutijela proizvedena u
laboratoriju dr. J. Miithinga (197). Vezanje primarnih protu-GSL protutijela odredeno je

pomocu sekundarnih protutijela konjugiranih s eFluor 660 fluorokromom (Abcam).
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Fluorescencija obojenih uzoraka mjerena je proto¢nim citometrom BD Accuri C6. Podaci su
analizirani pomoc¢u programa FlowLogic v. 8.0. CSCs su odredene na SK-OV-3 1 OVCAR-3
kao CD49f". Stanice koje nisu CSC (ne-CSC) definirane su kao CD49f na obje stani¢ne linije.
Izrazaj GSL-a odreden je na istim stani¢nim linijama - postotak stanica pozitivnih na gore
navedene GSL-e i geometrijska srednja vrijednost intenziteta fluorescencije (GMI). Koristeci
GMI na ovim slikama, kvantificiran je prosjecni intenzitet fluorescencije pojedinih GSL-a na
povrsini stanice. Ovi podaci su pokazali distribuciju i izrazaj GSL-a na povrsini stanice, kao i

kako se ti lipidi mijenjaju kao odgovor na razlicite tretmane, u naSem slucaju, sa Spojem 1.

3.5. Ekstrakcija uzorka, derivatizacija i plinska kromatografija—masena
spektrometrija (GC-MS)

Stanice nasadene u ploce sa 6 jazica tretirane su s 5 uM Spoja 1 (tretirane stanice) ili
potpunim DMEM medijem (kontrola) tijekom 48 sati. Nakon perioda inkubacije, stani¢ni
medij je uklonjen, a stanice su temeljito isprane puferskom otopinom PBS-a, nakon cega je
uslijedila fiksacija u hladnom metanolu, koji je u¢inkovito inhibirao metabolizam stanica. Bez
struganja stanica, sakupljen je stani¢ni supernatant i dodano je 20 pL ribitola (Sigma Aldrich,
Steinheim, Njemacka) kao interni standard. Na kraju, uzorci su osuSeni propuhivanjem

dusikom (198).

Proces derivatizacije ukljucivao je dodavanje 25 puL otopine koja se sastoji od 20 mg/mL
metoksilamin hidroklorida u piridinu, nakon ¢ega je uslijedilo stalno muckanje tijekom 60
minuta na 50 °C i dodavanje MSTFA+1%TMCS uz inkubaciju na 50 °C tijekom 30 minuta za

potpunu derivatizaciju. Uzorak je otopljen u 100 pL piridina.

Uzorci su analizirani koriStenjem Agilent 8890 GC sustava spojenog s trostrukim quad
spektrometarskim sustavom MS 7000D GC/TQ. Kolona koja je koriStena bila je HP-5 MS (30
m 0,25 mm 0,25 pum, Agilent), s programom inkubatora koji je zapoceo na 60 °C, odrzavan 2
minute, a zatim povecan na 210 °C brzinom od 10 °C/ min, prije nego $to se poveca na 240 °C
brzinom od 5 °C/min, povec¢a na 315 °C brzinom od 25 °C/min, i na kraju se drzi na 315 °C 3

minute.

3.6. GC-MS pretprocesiranje podataka i statisticka analiza

Softver Agilent Mass Hunter Qualitative Analysis v. 10.0 koriSten je za spektralnu obradu

(ukljucujuéi odabir vrha, poravnanje, oznacavanje i integraciju). Metaboliti su identificirani
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pomocu NIST biblioteke. Vrijednost intenziteta za svaki metabolit normalizirana je na interni
standardni signal ribitola. Odabrani su samo spojevi navedeni u bazi podataka ljudskog

metaboloma (HMDB4.0). U uzorcima stani¢ne kulture pronadena su ukupno 24 metabolita.

Obje stanicne linije koriStene su za stvaranje panela razliito izrazenih metabolita pomocu

MetaboAnalyst v. 6.0, platforme za analizu metabolomickih podataka.

Za odredivanje statisticke znacCajnosti koriSten je Studentov t-test. Jednosmjerna ANOVA je
koristena da bi se ispitalo kako je Spoj 1 utjecao na dvije stani¢ne linije. Nenadzirana tehnika
klasteriranja, analiza glavnih komponenti (PCA), koriStena je za razumijevanje ukupnih razlika
u metabolickim profilima. Analiza obogac¢ivanja metaboli¢kog skupa (MSEA) koriStena je za

razumijevanje veze izmedu varijacija koncentracije metabolita i metabolickih otisaka.

3.7.  Statisticka analiza
Svi podaci obradeni su ANOVA i post hoc Tukey testom ili Kruskal-Wallis testom u

GraphPad Prism 7.0 (San Diego, CA, SAD). Statisticka znac¢ajnost postavljena je na p < 0,05 i

nize.
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4. REZULTATI
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Zapoceto je istrazivanje s 4 razlicita tieno[2,3-b]piridina naziva Inhibitori 5, 6, 8 1 9,
tretmanom SK-OV-3 stanic¢ne linije. KoriSten je MTT test za mjerenje postotka metabolicki
aktivnih stanica karcinoma jajnika i odredivanje ICso vrijednosti (Slika 6). Utvrdeno je da je
Inhibitor 5, odnosno spoj 3-amino-N-(3-klor-2-metilfenil)-5-okso-5,6,7,8-tetrahidrotieno[2,3-
blkinolin-2-karboksamid, najpotentniji te je u daljnjem istraZivanju oznacen nazivom Spoj 1.
Temeljem rezultata na SK-OV-3 stani¢noj liniji, nastavili smo istrazivanje na OVCAR-3

stani¢noj liniji Inhibitorom 5, takoder dalje u istrazivanju pod nazivom Spoj 1.

SK-0V-3 SK-0V-3

b
I B 24h

T g = 48h
' 72h

-
(=3
(=]
R
—
—_
ot

=
o
o
J—
—_—
—_—
—_—
e
"
-

o
o

% metabolicki aktivnih stanica
(5]
o
% metabolicki aktivnih stanica
o
o
‘o@ ¢\ e

Inhibitor 5 Inhibitor 6

SK-0V-3 SK-0V-3

w2 4h
'”III"'I . m 24h
LA gy 5 m 48h

; 72h

100" I 1!
= 1004 1T .

50

% metabolicki aktivnih stanica

J——
P
% metabolicki aktivnih stanica
o
® e
[
-1

& )
N SRS o0 o7 o o Ny USRS

¢:°§

@& o

& 8
o W ’

Inhibitor 8 Inhibitor 9

Slika 6. PreZivljavanje stanica nakon izlaganja razli¢itim derivatima tieno[2,3-b]piridina
nazvanim Inhibitori 5, 6, 8 1 9 gdje se Inhibitor 5 pokazao najpotentnijim. Stani¢ne linije SK-
OV-3 tretirane su razli¢itim dozama derivata tieno[2,3-b]piridina u razliitim vremenima; test
3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolij bromid (MTT) koriSten je za mjerenje
metaboli¢ke aktivnosti stanica. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti iz eksperimenta,
koji je izveden u triplikatu, =SD. Kolone, srednja vrijednost zivih stanica; crte, SD, standardna
devijacija; *, p <0,05; **, p <0,01; *** p <0,001.
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4.1. Citotoksi¢nost Spoja 1

U pocetku je ispitivano prezivljavanje stanica razli¢itih stani¢nih linija, u razli¢itim
vremenima izlozenosti, pomo¢u MTT testa. Tretmanom stani¢ne linije OVCAR-3, Spoj 1 je
pokazao znacajnu citotoksi¢nost pri 50 nM nakon 48 sati (75% stanica je prezivjelo), dok je
50% metabolicki aktivnih stanica ostalo nakon 48 sati pri koncentraciji od 5 pM. Najveca
zabiljezena citotoksi¢nost takoder je bila pri 5 uM, a nakon 72 sata tretmana samo je 45%

stanica prezivjelo (Slika 7a).

Sto se ti¢e staniéne linije SK-OV-3, tretman sa Spojem 1 u koncentraciji od 50 nM pokazao je
citotoksi¢nost nakon 48 sati, s 85% stanica koje su ostale metabolicki aktivne. Kao $to se
ocekivalo, najmanji broj metabolicki aktivnih stanica izmjeren je nakon 72 h tretmana s 10 uM

Spoja 1, sa samo 45% aktivnih stanica (Slika 7b).
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Slika 7. Prezivljavanje stanica nakon izlaganja Spoju 1. Stani¢ne linije OVCAR-3 (a) i SK-
OV-3 (b) tretirane su razli¢itim dozama Spoja 1 u razli¢itim vremenima; test 3-(4,5-
dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolij bromid (MTT) koriSten je za mjerenje metabolicke
aktivnosti stanica. Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti iz eksperimenta, koji je izveden
u triplikatu, £SD. Kolone, srednja vrijednost Zivih stanica; crte, SD, standardna devijacija; *,

p <0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Rezultati na Slici 7 pokazuju vremensku ovisnost izmedu koncentracije 1 citotoksi¢nosti.

Zanimljivo je da je u obje stani¢ne linije najniZi postotak metabolicki aktivnih stanica bio
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nakon 72 sata izlaganja koncentraciji od 5 uM, a ne s vi§im dozama od 10 uM za isto razdoblje

tretmana.

Konacno, ICso za stani¢nu liniju SK-OV-3 nakon 48 sata tretmana sa Spojem 1 je iznosio 5,5

uM, a za stani¢nu liniju OVCAR 3 je bio 5,0 uM.

4.2. Programirana stani¢na smrt—apoptoza

Kako bi se testirao u¢inak tretmana Spojem 1 na apoptozu, obje stani¢ne linije su tretirane
s 5 uM Spoja 1 tijekom 48 sati. Utvrdeno je da je doSlo do znac¢ajnog povecanja u omjeru ranih,

kasnih i ukupnih apoptotskih stanica nakon tretmana u usporedbi s netretiranim stanicama

(Slika 8).
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Slika 8. Postotak stani¢nih linijja OVCAR-3 i SK-OV-3 u ranoj, kasnoj i ukupnoj apoptozi.
Napomene: Postotak stanica u ranoj (a), kasnoj (c¢) i ukupnoj (e) apoptozi OVCAR-3 i ranoj
(b), kasnoj (d) i ukupnoj (f) apoptozi SK-OV-3 stanica linije. Prikazani podaci dani su kao
srednje vrijednosti iz eksperimenta koji je izveden u triplikatu, =SD. Kolone, srednja vrijednost

zivih stanica; crte, SD, standardna devijacija; *, p <0,05; **, p <0,01.
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U stanicnoj liniji OVCAR-3, tretman Spojem 1 izazvao je povecanje postotka stanica u ranoj
apoptozi (1,29 + 0,61% bez 1 5,37 + 0,56% s tretmanom, p < 0,01), kasnoj apoptozi (1,03 +
0,76% bez 17,07 £ 1,2 % s tretmanom, p < 0,01) i ukupnoj apoptozi (2,32 + 1,35% bez i 12,64
+ 1,84% s tretmanom, p < 0,01).

U stani¢noj liniji SK-OV-3 postotak stanica u ranoj apoptozi bio je 5,45 + 1,6% nakon tretmana
10,69 £ 0,11% u kontrolnoj skupini (p <0,01). U kasnoj apoptozi, nakon tretmana, bilo je 1,22
+0,28% 10,41 £ 0,21% u kontrolnoj skupini (p < 0,05), dok je u ukupnoj apoptozi bilo 6,67 +
1,87% u skupini stanica tretiranih Spojem 1 1 1,34 + 0,48% u skupini netretiranih stanica (p <

0,01).

Reprezentativni tockasti grafikoni pokazuju da u usporedbi s netretiranim stanicama, tretirane
stanice pokazuju povecéanje rane stani¢ne apoptoze (Annexin-V'/PI” subpopulacija) u obje
stani¢ne linije (Slika 9 a 1 b). Ovi rezultati pokazuju povecanje i rane i kasne apoptoze,

sugerirajuci da Spoj 1 ima snazan uc¢inak na indukciju stani¢ne smrti kroz apoptotski put.
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Slika 9. Apoptoza bez (lijevo) i s (desno) tretmanom Spojem 1. Napomene: Tockasti grafikoni

apoptotickih stanica u stani¢nim linijama OVCAR-3 (a) i SK-OV-3 (b) prije i nakon izlaganja

tijekom 48 sati. Aneksin-V je prikazan na x-osi, a propidij jodid (PI) je predstavljen na y-osi.

4.3.

Maticne stanice karcinoma (CSC)

Za odredivanje broja mati¢nih stanica, obje su stani¢ne linije karcinoma tretirane s 5 uM Spoja

1 i, nakon 48 sati, izraGunat je postotak CSC, definirani kao CD49f". Uogeno je da su obje

stani¢ne linije imale sli¢ne rezultate s 1 bez tretmana, iako je stani¢na linija OVCAR-3 imala

znatno manju subpopulaciju CSC. OVCAR-3 opcenito je manje invazivan od stani¢ne linije

SK-OV-3 (148): tretman sa Spojem 1 znacajno je smanjio postotak CSC u stani¢noj liniji SK-
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OV-3 u usporedbi s netretiranim stanicama , uz smanjenje od gotovo 40% (26,47 + 1,41% 1

45,21 +2,41%, odnosno, p < 0,001, Slika 10a).

Postotak CSC u stani¢noj liniji OVCAR-3 znacajno je smanjen, oko 30%, nakon tretmana (0,51

+ 0,08%) u usporedbi s netretiranim stanicama (0,72 £+ 0,13%, p < 0,05, Slika 10b).
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Slika 10. Postotak CSC nakon izlaganja Spoju 1. Biljeske: Postotak CD49f" (CSC) SK-OV-3
(a) 1 OVCAR-3 (b) stani¢ne linije nakon tretmana sa Spojem 1 tijekom trajanja od 48 satih.
Prikazani podaci dani su kao srednje vrijednosti iz eksperimenta koji je izveden u triplikatu,
+SD. Kolone, srednja vrijednost stanica; crte, SD, standardna devijacija; *, p < 0,05; *** p <

0,001. CSC, matic¢ne stanice raka.

4.4. Izrazaj GSL-a na CSC i ne-CSC karcinoma jajnika

Kako bi se utvrdilo je li razli¢iti sadrzaj membranskih GSL-a povezan s citotoksicnim
mehanizmom Spoja 1, odreden je izrazaj GSL na subpopulacijama stanica definiranih kao

CD49f" ili CD49f u obje stani¢ne linije, OVCAR-3 i SK-OV- 3.

Sve stanice, 1 CSC 1 ne-CSC, u stani¢noj liniji SK-OV-3 pokazale su promijenjeni glikofenotip
nakon tretmana Spojem 1. Postotak CSC (CD49f") pozitivnih na GSL smanjio se sa
statistickom znacajnoS¢u kod sedam od osam promatranih GSL-ova: GD3, GM2, GM3,
IV3Neu5Ac-nLcsCer, GaINAc-GM1b, GgsCer i GbsCer, redom (p-vrijednost < 0,05 u svim

slu¢ajevima). Postotak CSC pozitivnih na nLc4Cer takoder se smanjio nakon tretmana, ali ovaj
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rezultat nije bio statisticki znacajan (Slika 11a). Geometrijska srednja vrijednost intenziteta
fluorescencije (GMI) je pokazala statisticki znaCajnu promjenu u dva oznacena GSL-a
(nLcsCer 1 GM2). Zanimljivo je da je GMI nLcsCer poveéan nakon tretmana, ali je vidljivo da

se GMI GM2 smanjio (Slika 11c).
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Slika 11. Postotak 1 geometrijska sredina intenziteta fluorescencije (GMI) glikosfingolipidnih
pozitivnih stani¢nih subpopulacija u stani¢noj liniji SK-OV-3. Napomene: Postotak CSC (a) i
ne-CSC (b) nakon tretmana sa Spojem 1 tijekom trajanja od 48 sati. GMI CSC (¢) i ne-CSC
(d) nakon tretmana sa Spojem 1 tijekom trajanja od 48 sati. Podaci su izraZeni kao srednje
vrijednosti iz eksperimenta, koji je izveden u triplikatu, £SD. Kolone, medijani zivih stanica;
crte, SD, standardna devijacija; *, p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. CSC, CD49f"; ne-
CSC, CD49; NeuSAc, N-acetilneuraminska kiselina. Klasifikacija gangliozida slijedi
preporuke TUPAC-IUB (149) i nomenklaturu Svennerholma (116). GD3, II*(NeuSAc)2-
LacCer; neo-laktotetraozilceramid ili nLcsCer, IV NeuSAc-nLcsCer; GalNAc-GMI1b,
IV3Neu5Ac-GgsCer; GgsCer,  GalNAcB(1—4)Galp(1-
4)GlcP(1—1)Cer; Gb4Cer,

gangliotriaosilceramid  ili

globotetraozilceramid ili
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GalNAcB(1—3)Gala(1—4)Galp(1—4)GlcB(1—1)Cer; GM2, II°Neu5SAcGgiCer; GM3,

II’NeuSAc-LacCer; GMI, geometrijski srednji intenzitet fluorescencije.

Nadalje, u populaciji ne-CSC (CD49f"), doslo je do povecanja pozitivnih ne-CSC s izrazenim
svakim od osam promatranih GSL-a, sa statistickom znacajnos$¢u u Sest od osam slucajeva
(Slika 11b). GMI ne-CSC (CD49f") smanjio se u svih osam promatranih GSL-a, ali je samo
GD3 (p < 0,05) imao statisticki znac¢ajnu promjenu. (Slika 11d). Slika 12a pokazuje da su se
postotci GSL'CD49f" stanica stani¢ne linije OVCAR-3 takoder promijenili tretmanom sa
Spojem 1, ali nijedan nije bio statisti¢ki znacajan. Postotak GSL'CD49f" stanica stani¢ne linije
OVCAR-3 bio je povecan za svih osam promatranih GSL-a, pri ¢emu je statisti¢ka znacajnost
pronadena u etiri GSL-a, u stanicama sa ili bez tretmana (Slika 12¢). GMI CSC (CD49f") nije
bio statisticki znacajno promijenjen za svih osam GSL-a u tretiranim u odnosu na netretirane
stanice, dok su CD49f" stanice imale poveéane vrijednosti GMI-a za svih osam GSL-a nakon
tretmana, sa statisti¢ki zna¢ajnim povecéanjem u pet GSL-a (GD3, GM2, IV3Neu5Ac-nLcsCer,
GalNAc-GM1b 1 GgsCer), kao Sto je prikazano na Slici 12 b1 d.
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Slika 12. Postotak i geometrijska sredina intenziteta fluorescencije (GMI) subpopulacija
stanica pozitivnih na glikosfingolipid u stani¢noj liniji OVCAR-3. Biljeske: Postotak CSC (a)
1 ne-CSC (b) nakon tretmana sa Spojem 1 (48 sati). GMI CSC (c) i ne-CSC (d) nakon tretmana
sa Spojem 1 tijekom trajanja od 48 sati. Podaci su izrazeni kao srednje vrijednosti iz
eksperimenta, koji je izveden u triplikatu, £SD. Kolone, medijani Zivih stanica; crte, SD; *, p
< 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,00l. CSC, CD49f"; ne-CSC, CD49"; Neu5Ac, N-
acetilneuraminska kiselina. Oznacavanje gangliozida slijedi preporuke IUPAC-IUB (149) i
nomenklaturu Svennerholma (116). GD3, II*(Neu5Ac)2-LacCer; neolaktot-traozilceramid ili
nLc4Cer, IV Neu5Ac-nLcsCer; GaINAc-GM1b, IV3NeuS5Ac-GgsCer; ganglio-triaozilceramid
ili GgsCer, GalNAcB(1—4)Galp(1—4)Glcp(1—1)Cer; globotetraozilceramid ili GbaCer,
GalNAcB(1—3)Gala(1—4)Galp(1—4)Glcf(1—1)Cer; GM2, II°Neu5AcGgsCer; GM3,
II’Neu5Ac-LacCer; GMI, geometrijski srednji intenzitet fluorescencije; SD, standardna

devijacija.

40



4.5. Metabolomika
Takoder smo usporedili metabolicki odgovor stani¢nih linijja SK-OV-3 i OVCAR-3 s i

bez tretmana Spojem 1. KoriStenjem GC-MS za profiliranje metabolizma, 20 metabolita
pronadeno je u stani¢noj liniji OVCAR-3, a 21 u stani¢noj liniji SK-OV-3 (Tablica 3).
Odabrane su samo tvari spomenute u bazi podataka ljudskog metaboloma (HMDBA4.0).
Rezultati uoceni za OVCAR-3 znacajniji su od onih uoc¢enih za SK-OV-3, prema provedenom
Studentovom t-testu. Tablica 3 pokazuje da je u stanicama tretiranim OVCAR-3 osam
metabolita bilo znacajno razli¢ito (p < 0,05) u usporedbi s netretiranim stanicama, dok su u

stani¢noj liniji SK-OV-3 samo dva bila razli¢ita medu tretiranim i netretiranim stanicama.

Tablica 3. Popis otkrivenih metabolita u karcinomskim stanicnim linijama OVCAR-3 i SK-

OV-3 nakon tretmana sa Spojem 1.

OVCAR-3 SK-OV-3
Br. Metabolit p-vrijednost Omjer p-vrijednost Omjer
promjene primjene

1 Laktat 0.09 -1.13 0.06 1.43
2 Cimetna kiselina 0.01 * —4.02 0.37 5.59
3 Fenol 0.02 * -3.12 - -

4 Galaktoza 0.001 * —-1.59 0.09 0.80
5 Glukoza <0.001 * —-1.80 0.05 * 0.52
6 Dibutil ftalat 0.09 —3.41 0.80 —-0.16
7 Inozitol <0.001 * —2.8 0.005 * 1.57
8 Oktadekan-1-ol 0.01 * —2.69 0.99 —0.01
9 Oktadekanska kiselina 0.09 2.41 - -
10  Izopropil miristat 0.003 * —2.42 -
11  Heptanoat <0.001 * —1.45 0.29 —0.41
12 Monoglicerid 0.05 * —0.56 0.50 0.19
13 Eikosan 0.32 —2.98 - -
14  Heksadekanska kiselina 0.25 —-1.19 0.57 —0.98
15 Fosfat 0.29 0.80 0.33 0.67
16  Fruktoza 0.68 —0.59 0.37 5.59
17  Stearinska kiselina - - 0.71 —0.49
18  Miristinska kiselina - - 0.70 —0.16
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19  Stearat - - 0.40 —0.80

20 Manitol - - 0.003 * 2.55
21  Kolesterol - - 0.18 0.85
22 l-acilglicerol - - 0.56 —0.68
23 Glicerol - - 0.46 0.61
24  Ksiloza - - 0.93 0.06

Napomena: Nakon 48 sati tretmana sa Spojem 1, vrijednosti intenziteta za svaki metabolit u
OVCAR-3 i SK-OV-3 stanicama normalizirane su na interni standardni signal ribitola.
Promjena u omjeru (od engl. fold change) metabolita je omjer srednjeg intenziteta signala
tretiranih stanica (iz tri odvojene studije) prema netretiranim stanicama — p-vrijednosti

dobivene putem Studentovog t-testa.

* statisticki znacajne promjene.

Nadalje su ispitane metabolicke razlike u obje tretirane stani¢ne linije karcinoma i provedena
usporedba s njihovim kontrolnim (netretiranim) pandanima koriStenjem analize glavnih
komponenti (PCA). Dijagrami PCA rezultata za OVCAR-3 stanice pokazuju kako se tretirane
skupine grupiraju drugacije od kontrolnih skupina (Slika 13a), a na slici ispod moze se jasno
razlikovati kontrolna skupina od skupine tretirane Spojem 1. Prva glavna komponenta (PC1),
koja se nalazi na x-osi 1 objaSnjava 67,6% varijabilnosti, sadrzi ve¢inu informacija i
varijabilnosti u izvornim podacima. Druga glavna komponenta (PC2), koja se nalazi na y-osi 1
objasnjava 28,2% varijabilnosti, jo$ uvijek sadrzi zna€ajnu koli¢inu informacija o strukturi
podataka. Visoka razina varijacije u izvornim podacima (~96%) ukazuje na to da su dijagrami
rezultata prikazani na Slici 15a izvrstan prikaz varijacija u podacima. Sto se tie stani¢ne linije
SK-OV-3, moze se vidjeti da je vrijednost PC1 48,6%, dok je PC2 34,1%, a smjer metabolita
kontrole 1 nakon ufinka Spoja 1 manje je ocit, s primjetnim preklapanjem u tretiranoj i
netretiranoj skupini (Slika 13b). Ova analiza, koja podupire ranija otkri¢a, naglasava veci

ucinak Spoja 1 na stanice OVCAR-3 u usporedbi sa stanicama SK-OV-3.

Analiza pokazuje da su ti spojevi prisutni u razli¢itim razinama nakon izlaganja Spoju 1, u

usporedbi s kontrolnom skupinom.
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Slika 13. Skupine metabolita u obje tretirane stani¢ne linije raka. Napomena: analiza glavne
komponente (PCA) metabolic¢kih profila OVCAR-3 (a) i SK-OV-3 (b) stani¢nih linija raka s ili

bez tretmana sa Spojem 1 tijekom trajanja od 48 sati.

Primjena kvantitativne analize obogacivanja (EA) omogucila je identifikaciju obrazaca
koncentracije metabolita i pruzila uvid u potencijalne bioloske mehanizme. Poredak
molekularnih puteva temeljio se na p-vrijednosti koja se nalazi na popisu spojeva svakog puta
za odredeni broj znacajno promijenjenih metabolita. Tretirana linija stanica raka OVCAR-3
imala je veliki utjecaj (p < 0,001) na ciklus glukoze-alanina, galaktozu, metabolizam
sfingolipida, nukleotidnog Secera i razgradnju laktoze (Slika 14a). Zanimljivo je da su u slucaju
tretiranih stanica raka SK-OV-3 najzastupljeniji ¢imbenici glukoza-alaninski ciklus,
metabolizam nukleotidnog Secera 1 steroidogeneza. Ipak, niti jedna od tih promjena nije bila

statisti¢ki znacajna (p > 0,06 1 vise), kao Sto je prikazano na Slici 14b.
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Slika 14. Metaboliti i metabolomski putevi stani¢nih linijja OVCAR-3 i SK-OV-3 nakon

tretmana sa Spojem 1. Napomena: analiza metabolomickog obogacivanja (a) OVCAR-3 i (b)

stani¢nih linija SK-OV-3 nakon tretmana sa Spojem 1 tijekom 48 sati.

Koriste¢i korelacijsku matricu i kartu aktivnosti, pokazana je jo§ uocljivija veza izmedu

metabolita nakon tretmana sa Spojem 1. Dodavanjem "klastera" izvan korelacijske matrice,

grupirane su odredene tvari. Time su steCene dodatne informacije u odnosu na korelacije,

pozitivne ili negativne, unutar skupina metabolita (Slika 15 a i b). Moze se vidjeti da posebno

za stanice OVCAR-3 postoje skupine visoko pozitivno koreliranih metabolita.
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Slika 15. Metabolomska korelacijska matrica stani¢nih linijja OVCAR-3 i SK-OV-3 nakon
tretmana sa Spojem 1. Biljeske: korelacijska matrica (a) OVCAR-3 i (b) metabolomike
stanicne linije SK-OV-3 nakon tretmana sa Spojem 1 tijekom 48 sati. Najvecu pozitivhu
korelaciju imaju tamnocrvene nijanse, a najve¢u negativnu tamnoplave nijanse. “Klasteri” tvari

povezani su izvan matrice.

4.6.

Selektivna toksicnost klase spojeva tieno[2,3-b]piridina prethodno je testirana na

Toksikoloski profil tieno[2,3-b]piridina

razli¢itim stani¢nim linijama koje je osigurao Nacionalni institut za rak (plo¢a NCI60),
ukljucujuéi sedam stani¢nih linija karcinoma jajnika, a ti su podaci objavljeni u ranijim

radovima (69,199). Nadalje, dva derivata tieno[2,3-b]piridina (6 i1 7, Slika 16 (69)) odabrana
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su za ispitivanje toksi¢nosti na miSevima u Programu lijeCenja lijekovima Nacionalnog
instituta za rak (200). Tri zenke bez timusa dozirane su 20 dana sa 100, 200 1 400 mg/kg/doza
intraperitonealno za svaki spoj. Svi su misevi prezivjeli rezim, Sto sugerira da su spojevi sigurni

ili da se toleriraju u ovim visokim dozama.

X4=Me, Xo=Cl, n=1
X4=H X:=Br, n=1
X Ko X4=H X;=0Me, n=1
a-naphtyl, n=1
R=H/OH, *,=H X;=0Me, n=1
R=0, X,=Cl.X2=H, n=1
R=X, X4=H,Xz;=H, n=3

Slika 16. Strukture derivata tieno[2,3-b]piridina 1-7

Izvor: Reynisson et al. (2016) (69) (uz dopustenje prof. J. Reynisson)
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Prema nasim saznanjima, 3-amino-N-(3-kloro-2-metilfenil)-5-okso-5,6,7,8-
tetrahidrotieno[2,3-b]kinolin-2—karboksamid (Spoj 1) nije temeljito istrazen na karcinomskim
stanicama jajnika. Testiran je samo na njegovu selektivnu toksi¢nost na razli¢itim stani¢nim
linijama u NCI60 panelu, koji ukljucuje, izmedu ostalih karcinomskih stanic¢nih linija, sedam
stani¢nih linija karcinoma jajnika (69). Za stanice karcinoma dojke Marijan i sur. otkrili su da
se maksimalna citotoksi¢nost Spoja 1 javlja nakon 72 sata pri koncentraciji od 5 uM, a ICs je
postignut nakon 48 sati pri koncentraciji od 250 nM (149). U nasem istrazivanju, ICso nakon
48 sati bio je 5,5 uM za SK-OV-3 stanice 1 5,0 uM za OVCAR-3 stanice, pokazujuci da je Spoj
toksi¢nosti na miSevima pokazalo je da je Spoj 1 siguran i toleriran u visokim dozama kod

atimi¢nih golih miseva (69).

Posebno je intrigantno promatrati oblik stani¢ne smrti koju izaziva Spoj 1 u stani¢nim linijjama
karcinoma jajnika. Pokazalo se da primarno programirana stani¢na smrt (apoptoza) sudjeluje
u ovom procesu utjecaja Spoja 1 na stanicu, a ne neprogramirana stani¢na smrt (nekroza). U
obje stani¢ne linije, tretirane stanice pokazale su znacajan porast u postotku apoptotickih
stanica. U stani¢noj liniji SK-OV-3 primijecen je izrazeniji u¢inak na ranu apoptozu, s vise od
sedam puta ve¢im postotkom u tretiranim stanicama u usporedbi s kontrolnim stanicama, dok
je postotak stanica u kasnoj apoptozi bio oko dvostruko veéi u tretiranim stanicama u usporedbi
s netretiranim stanicama. U stani¢noj liniji OVCAR-3 bio je priblizno Cetiri puta veéi postotak
stanica u ranoj apoptozi u odnosu na netretirane, dok je postotak bio gotovo sedam puta veci

kod tretiranih stanica u kasnoj apoptozi.

Dokazano je da razliciti signalni putevi kontroliraju sposobnost CSC da se razlikuju, odrZavaju
1 odupiru lijekovima. PronalaZenje signalnih mehanizama koji kontroliraju CSC je klju¢no za
njihovu eliminaciju, Sto ¢e zatim pomo¢i u smanjenju otpornosti na lijekove 1 recidiva
karcinoma (200). Kao rezultat toga, znacajno je smanjenje udjela CSC nakon tretmana sa
Spojem 1, u odnosu na netretirane stanice. U istrazivanju Suzukija 1 sur. potvrduju se rezultati
naseg istraZivanja u vaznosti signalnih puteva i CSC u otpornosti na terapiju Sto doprinosi
boljem razumijevanju mehanizama rezistencije (201). Dok se vec¢ina dosad provedenih
istrazivanja temeljila na uobicajenim markerima CSC, kao Sto su CD133, CD44 ili ALDH, mi
smo istrazivali u¢inak na CSC oznaen kao CD49f". CD49f", takoder poznat u literaturi kao
integrin a-6 (ITGA6), slabo je proucavan kod karcinoma jajnika, ali je poznato da je
prekomjerno izrazen u SK-OV-3 stanicama otpornim na cisplatinu (55). Stani¢ne linije SK-
OV-3 1 OVCAR-3 potjecu iz adenokarcinoma jajnika, OVCAR-3 stani¢na linija je izolirana iz

48



ascitesa, dok SK-OV-3 stani¢na linija potjeCe iz bioptata. OVCAR-3 se smatra seroznim
karcinomom visokog stupnja, dok je SK-OV-3 slabo diferencirani karcinom (148). OVCAR-3
ima puno manji postotak CSC u usporedbi s SKOV-3 i osjetljiviji je na citotoksi¢ni ucinak
Spoja 1 pod istim uvjetima lijeCenja. Postoci za CD49f" (ili ITGA®6) bili su oko 30% nizi u
stani¢noj liniji SK-OV-3 1 40% nizi u stani¢noj liniji OVCAR-3 nakon tretmana sa Spojem 1.
To se moze objasniti specificnim ciljanjem Spoja 1 na membranske receptore u stanicama

karcinoma i poremecajem signalnih puteva vaznih za funkcioniranje stanica (202, 203).

Raspon promjena uocenih u izrazaju GSL nakon tretmana sa Spojem 1 odrazava razlicite
ishode dokumentirane u postojecoj literaturi. Monosijalizirani GSL-i GM2 i GM3 smanjuju
malignost karcinomskih stanica. Hakomori 1 sur. pokazali su u svom istrazivanju da GM3
inhibira aktivaciju receptora cimbenika rasta (GFR), posebno receptor epidermalnog
¢imbenika rasta (EGFR) (204). S druge strane, Huang i sur. pokazali su da prekomjerni izrazaj
GM3 moZe smanyjiti apoptozu i otpornost na lijekove u stani¢noj liniji SK-OV-3 (155). U naSem
istrazivanju postotak izrazaja GM3 na stani¢noj liniji SK-OV-3 bio je smanjen, dok je u
OVCAR-3 bio povisen, $to znac¢i da se moraju provesti daljnja istrazivanja kako bi se objasnile

te razlike u dvije stani¢ne linije.

Nadalje, nakon tretmana sa Spojem 1, postotak stanica koje izrazavaju gangliozid nLc4Cer ili
njegovu sijaliziranu verziju, IV’°Neu5Ac-nLc4Cer, u stani¢noj liniji SK-OV-3 je smanjen, ali
izrazaj se povecao u stanicnoj liniji OVCAR-3. Ova je promjena izraZenija na ne-CSC obje
stanine linjje u usporedbi s CSC. Sijalizirani glikosfingolipidi prisutni na stani¢nim
membranama mogu posredovati u procesima metastaziranja. Sung i sur. pokazali su da
inhibicija interakcija izmedu sijaliliziranih glikolipida i njihovih receptora na metastatskim

stanicama moZe sprijeciti ili usporiti metastaze (157).

Promjena u izrazaju GSL-a kao §to su GM2, GM3, nLcsCer i IV3Neu5Ac-nLcsCer na CSC
nakon tretmana sa Spojem 1 moZe ukazivati na nizu regulaciju ABCG2 (ATP-vezujuca kazeta
podobitelji G ¢lan 2) transportera. ABCG2 moZe utjecati na razinu i distribuciju GSL-a u
stanicama reguliraju¢i njihov unos, lucenje ili recikliranje. Na primjer, ABCG?2 je identificiran
kao klju¢ni ¢imbenik u regulaciji razina gangliozida u stanicama, a mutacije u genima ABCG2
povezane su s promjenama u sastavu membranskih lipida i funkciji transportera ABCG2.

Prijenosnik ABG2 ve¢ je meta u lijecenju karcinoma (205, 206).

Postotak stanica koje izraZzavaju razliite neutralne GSL s terminalnim GalNAc (N-

acetilgalaktozamin) varirao je za obje stani¢ne linije. Naime, izrazaj Gb4Cer primjetno je opao
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nakon tretmana Spojem 1 u CSC obje stani¢ne linije, dok je postotak GbsCer" ne-CSC poveéan
nakon tretmana. Promjene su bile izraZenije u liniji stanica SK-OV-3, gdje su promjene bile
statisticki znacajne. Istrazivanje Tanake i sur. pokazalo je da stanice karcinoma jajnika s
povisenim izrazajem GbsCer pokazuju vecu otpornost na kemoterapeutike (207). Usporedujuci
naSe rezultate s njihovima, ponovno smo pokazali antitumorsku aktivnost Spoja 1 1 njegovu
potencijalnu upotrebu kao antitumorskog lijeka, budu¢i da je izrazaj GbsCer na CSC smanjen
nakon tretmana Spojem 1. Takoder smo primijetili promjene u izrazaju GgzCer nakon tretmana

sa Spojem 1.

Na CSC i ne-CSC stani¢ne linije OVCAR-3 povecani su i postotak i GMI. Izrazaj GgzCer
smanjen je u CSC stani¢ne linije SK-OV-3, a poveca u ne-CSC, sto je u skladu s istrazivanjem
Marijan 1 sur. provedeno na CSC dojke. Objasnili su smanjenje delecijom laktozilceramid 4-
alfa-galaktoziltransferaze (A4GALT), koja je bitan enzim u prijelazu epitelnih stanica u

mezenhimalne, §to moze povecati kemorezistenciju (149, 208).

Postotak tretiranih stanica pozitivnih na GalNAc-GM1b povecan je u obje stanicne linije
karcinoma jajnika na ne-CSC i smanjen u CSC, a ovaj rezultat nije prethodno opisan u
literaturi. Smanjeni postotak CSC koji izrazavaju GalNAc-GM1b moze ukazivati na
usporavanje glikolize u CSC, $to dodatno utjece na diferencijaciju fenotipova CSC-a i ne-SCC-

a (149, 206).

Izrazaj GD3 bio je povecan u ne-CSC obje stani¢ne linije nakon tretmana spojem, kao $to je
bila u CSC stani¢ne linije SK-OV-3. Nasuprot tome, postotak GD3" CSC u stani¢noj liniji
OVCAR-3 se smanjio. GD3 je GSL specifican za karcinomske stanice i nema ga u normalnim
stanicama, uzrokuju¢i supresiju imunoloskog sustava i dopustajuc¢i karcinomima da izbjegnu
imunitet (209). Stani¢ne linijje OVCAR-3 imaju znatno nizi postotak CSC 1 to bi moglo biti

objasnjenje za dobivene rezultate.

U nasem smo istrazivanju pokazali da Spoj 1 ima razli¢it u¢inak na izraZaj metabolita nakon
tretmana na obje stani¢ne linije, povec¢anjem ili smanjenjem njihovih koncentracija, mijenjajuci

metabolicke putove 1 utjecuci na stani¢nu signalizaciju.

Zanimljivo je da je koncentracija inozitola znacajno smanjena u stani¢noj liniji OVCAR-3, dok
je statisticki znacajno povecana u stanicnoj liniji SK-OV-3. Budu¢i da su obje stani¢ne linije
karcinomske stanice jajnika, razlike u metabolickom odgovoru na Spoj 1 mogle bi potencijalno

biti povezane s inherentnim razlikama u bioloSkim karakteristikama tih stanica.
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Pretrazujuéi literaturu, nismo pronasli prethodna istrazivanja koja bi se mogla specifi¢no
usporediti s nas§im rezultatima metabolomike. Medutim, Alarcon-Zapata i sur. istaknuli su
razliCitost ponasanja stani¢nih linija karcinoma jajnika SK-OV-3 i OVCAR-3 u svojim
istrazivanjima, gdje su pokazali da stani¢ne linijje SK-OV-3 i OVCAR-3 pokazuju razli¢ite
znacCajke (210). U usporedbi jedna s drugom, SK-OV-3 stanice pokazuju ubrzanu migraciju,
povecanu invazivnost i opseznije metastaze u in vivo modelima. Obje stani¢ne linije razvijaju
rezistenciju na kemoterapeutske lijekove kao $to je cisplatina, iako SK-OV-3 pokazuje vecu
stopu prezivljenja nakon lijeCenja (210). To se moze objasniti zasto su rezultati u ovom radu
pokazali razli¢ite metaboliCke izrazaje u svakoj stani¢noj liniji nakon tretmana Spojem 1.
Pervan 1 sur., 2022. godine, takoder su potvrdili promjene u metabolickim putevima stanica
karcinoma dojke nakon tretmana s citotoksi¢nim tieno[2,3-b]piridinom, a koncentracija
razli¢itih metabolita nakon tretmana dodatno je potvrdila njegovu vaznost u njegovom

antitumorskom ucinku (206).

Primijetili smo da je inozitol smanjen nakon tretmana sa Spojem 1. Spoj 1 djeluje na izoformu
fosfolipaze C (PLC), koja sudjeluje u metabolizmu inozitola u stanicama. Povecana potreba za
inozitolom moZe biti prisutna u stanicama karcinoma zbog povecane potrebe za membranskim
lipidima 1 metaboli¢kim reprogramiranjem koje podrzava brzi rast karcinoma (44). Nadalje,
povecana razina inozitola moze pridonijeti proliferaciji i prezivljavanju stanica karcinoma, §to
ga ¢ini potencijalnom metom za terapiju karcinoma, a to smo dokazali promatrajuci u¢inak
Spoja 1 na njih (211). Pretragom literature nismo pronasli sli¢ne rezultate na karcinomskim

stanicama jajnika.

Takoder, vrlo zna¢ajno, koncentracija heptanoata je smanjena nakon tretmana sa Spojem 1.
Budu¢i da je inozitol prekursor heptanoata u nekim metabolickim putevima, promjene u
metabolizmu inozitola uzrokovane inhibicijom PLC mogu utjecati na dostupnost heptanoata,
Sto dodatno utjece na njegovu smanjenu sintezu. Uloga heptanoata u karcinomskim procesima
je sloZena 1 moZe imati razli¢ite implikacije na proliferaciju, preZivljavanje 1 metastaze stanica
karcinoma, §to njega ili signalne puteve u koje je ukljucen, takoder ¢ini potencijalnom metom
u antitumorskoj terapiji (24, 212). U istrazivanju Ali Khan i sur. heptanoat se spominje kao
jedan od liganada koriStenih u sintezi novih platinskih kompleksa. Uloga mu je bila u
povecanju lipofilnosti spojeva, §to omogucuje bolji prolaz platinskih kompleksa kroz stani¢ne

membrane i povecava njihovu citotoksi¢nost prema karcinomskim stanicama (213).
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Stanice karcinoma obi¢no pokazuju modificirani metabolicki put koji se naziva "Warburgov
ucinak", pri ¢emu daju prednost anaerobnoj glikolizi za proizvodnju energije, ¢ak 1 kada postoji

okruzenje s dovoljno kisika (Slika 17) (214, 215).
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Slika 17. Shematski prikaz Warburgovog efekta. TCA, ciklus limunske kiseline; OKPH,

oksidativna fosforilacija
Izvor: preuzeto i prevedeno — Vaupel et al. (2020) (216) Licenca: CC BY-NC 4.0

Zanimljivo je da je razina glukoze statisticki poviSena u stanicama karcinoma jajnika SK-OV-
3 linije (p <0,05), dok je u OVCAR-3 liniji razina glukoze statisticki znacajno smanjena nakon
tretmana Spojem 1 (p <0,001). Iako bi se ocekivalo da ¢e razina glukoze biti smanjena u mediju
oko karcinomsakih stanica zbog povecane potroSnje glukoze, moZe do¢i do nakupljanja
glukoze unutar karcinomskih stanica, kao $to je slucaj s SK-OV-3 linijom, zbog promijenjenog

metabolizma i poremecaja u regulaciji; medutim, dobiveni su oprec¢ni rezultati.
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6. ZAKLJUCCI
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Disertacija otkriva nekoliko vaznih zapazanja o potencijalu koriStenja spojeva tieno[2,3-
b]piridina, posebno derivata 3-amino-N-(3-kloro-2-metilfenil)-5-okso-5,6,7,8-
tetrahidrotieno[2,3-b]kinolin-2-karboksamida (Spoj 1), u lijecenju stanica karcinoma jajnika.
Prvo, ustanovljeno je da Spoj 1 ima znacajne citotoksicne ucinke na stani¢ne linije karcinoma
jajnika SK-OV-3 1 OVCAR-3, nadmasujuci rezultate primijec¢ene u prethodnim studijama na
stanicama karcinoma dojke i prostate. Ova visoka citotoksi¢nost, zajedno sa sklonoscu
induciranju apoptoze u odnosu na neprogramirane puteve stani¢ne smrti, naglasava njen

potencijal kao antitumorski lijek koji obecava.

Ucinak Spoja 1 na CSC oznacene kao CD49f" pokazao je da se njihov postotak znacajno
promijenio nakon tretmana. Ako uzmemo u obzir ulogu CSC u ciklusu ponovnog rasta

karcinoma 1 razvoju otpornosti na lijekove, to bi CSC moglo uciniti potencijalnom metom.

Osim toga, disertacija je detaljno istrazila promjene GSL-a i metabolita nakon tretmana.
Znacajno, promjene u izrazaju GSL, posebno smanjena regulacija nekih gangliozida povezanih
s metastazama 1 kemorezistencijom, sugerira da Spoj 1 moZe poremetiti klju¢ne signalne

puteve vazne za napredovanje i Sirenje karcinoma.

Dobiveni rezultati daju veliki doprinos razumijevanju molekularnih mehanizama karcinomskih
stanica 1 otvaraju mogucnosti za razvoj novih terapija. Ali, da bi se rezultati ovog istrazivanja
mogli uspjeSno prenijeti u klinicku praksu potrebno je provesti dodatna istrazivanja ukljucujucéi
predklini¢ke studije da bi se potvrdila u€inkovitost 1 sigurnost Spaja 1 u in vivo modelima.
Nadalje, potrebno je istraziti interakciju Spoja 1 sa drugim signalnim putevima i moguca
sinergijska djelovanja s postoje¢im terapijama te razvoj skrininga ili biomarkera za

pronalaZenje pacijentica koje bi najviSe imale korist od terapije Spojom 1.

Na kraju, mi se nadamo da ¢e daljnji rad na ovom Spoju pomo¢i u poboljSanju

rezultata lijeenja pacijentica s karcinomom jajnika, posebno onih sa otpornim oblicima bolest.
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Ciljevi doktorske disertacije "Ucinak Ci9H1sCIN3O2S na izrazaj glikosfingolipida,
citotoksi¢nost, apoptozu 1 metabolomiku u stani¢noj liniji adenokarcinoma jajnika" su istraziti
potencijal antitumorskog spoja na stani¢nim linijama karcinoma jajnika SK-OV-3 1 OVCAR -
3 s fokusom na citotoksi¢nost, apoptozu, postotak maticnih stanica raka (CSC), izrazaj

glikosfingolipida (GSL) i metabolomiku.

Proucavani spoj, 3-amino-N-(3-klor-2-metilfenil)-5-okso-5,6,7,8-tetrahidrotieno[2,3-
b]kinolin-2-karboksamid (Spoj 1), sintetiziran je umjetno i upotrijebljen je za procjenu
njegovih potencijalnih inhibicijskih uc¢inaka na stani¢ne linije raka jajnika. Citotoksic¢nost spoja
je provedena koriStenjem MTT testa koji je pokazao da je Spoj 1 bio znatno toksi¢an za obje
stani¢ne linije, ICso vrijednosti od 5,5 uM za SK-OV-3 1 5,0 uM za OVCAR-3 stani¢ne linije
prilikom izloZenosti Spoju 1 u trajanju od 48 sati. Nadalje, Spoj 1 dovodi do indukcije
apoptoze, pri ¢emu je primije¢eno da je statisticki znacCajno veci udio i ranih i1 kasnih
apoptotskih stanica u obje linije nakon tretmana. Osim toga, udio CSC (mati¢ne stanice
karcinoma) se znacajno smanjio nakon tretmana Spojem 1, ¢ime se ukazuje na potencijalnu
znacajnu ulogu u smanjenju recidiva tumora i neuspjeha lijecenja. Promjene u izrazaju GSL-a
zabiljezene su 1 na CSC i na ne-CSC. U SK-OV-3 stani¢noj liniji, sedam od osam promatranih
GSL-a pokazalo je smanjenje CSC-a, dok su ne-CSC-i pokazali povecanje izrazaja GSL-a.
Stani¢na linija OVCAR-3 pokazala je sli¢ne trendove, iako su promjene bile manje statisticki
znacajne. Metaboli¢ko profiliranje provedeno uz pomo¢ GC-MS na stani¢nim linijama raka
jajnika prije 1 nakon tretmana Spojem 1 prona$la je specificne metabolicke promjene u
tretiranim stanicama u odnosu na netretirane. Metabolomika je otkrila 20 metabolita u
OVCAR-3 i 21 u SK-OV-3 stani¢nim linijjama. Stanice OVCAR-3 pokazale su znacajnije
promjene, s osam metabolita koji su se znacajno razlikovali u tretiranim naspram netretiranih

stanica, dok su samo dva metabolita pokazala znacajne razlike u SK-OV-3 liniji.

Rezultati pokazuju da Spoj 1 ne samo da dovodi do znacajne stani¢ne smrti, ve¢ takoder
utjeCe na nekoliko kljucnih signalnih puteva odgovornih za regulaciju izrazaja GSL-a u
staniénim linijjama raka jajnika. NaglaSavaju¢i njegovu sposobnost da inducira apoptozu,
smanji populaciju CSC-a i promijeni metaboli¢ke puteve tumorskih stanica, potencijal Spoja 1

kao terapeutskog agensa protiv raka jajnika je izniman.
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Effect of Ci9Hi16CIN3O2S on the expression of glycosphingolipids, cytotoxicity,
apoptosis and metabolomics in the ovarian adenocarcinoma cell line: The objectives of the
doctoral dissertation "Effect of Ci9Hi6sCIN3O2S on the expression of glycosphingolipids,
cytotoxicity, apoptosis and metabolomics in the ovarian adenocarcinoma cell line" are to
investigate the potential of the antitumor compound on the ovarian cell lines SK-OV-3 and
OVCAR-3 with a focus on cytotoxicity, apoptosis, percentage of cancer stem cells (CSC),
glycosphingolipid (GSL) expression and metabolomics.

The  studied compound, 3-amino-N-(3-chloro-2-methylphenyl)-5-0x0-5,6,7,8-
tetrahydrothieno[2,3-b]quinoline-2-carboxamide (Compound 1), is artificialy synthesized and
we used it to evaluate its potential inhibitory effects on ovarian cancer cell lines. The
cytotoxicity of the compound was performed using the MTT assay which showed that
Compound 1 was significantly toxic to both cell lines, with ICso values of 5.5 uM for SK-OV-
3 and 5.0 uM for OVCAR-3 cell lines when exposed to the compound in duration of 48 hours.
Furthermore, Compound 1 leads to the induction of apoptosis, with a statistically significantly
higher proportion of both early and late apoptotic cells observed in both lines after treatment.
In addition, CSCs show that their proportion significantly decreased after treatment with
Compound 1, thus indicating the important role of Compound 1 in tumor recurrence and
treatment failure. Changes in the expression of GSLs were noted in both CSCs and non-CSCs.
In the SK-OV-3 cell line, seven of the eight observed GSLs showed a decrease in CSCs, while
non-CSCs showed increased GSL expression. The OVCAR-3 cell line showed similar trends,
although the changes were less statistically significant. Metabolic profiling performed with
GC-MS on ovarian cancer cell lines before and after treatment with Compound 1 found specific
metabolic changes only in treated cells. Metabolomics revealed 20 metabolites in OVCAR-3
and 21 in SK-OV-3 cell lines. OVCAR-3 cells showed more significant changes, with eight
metabolites significantly different in treated versus untreated cells, while only two metabolites

showed significant differences in the SK-OV-3 line.

The results show that Compound 1 not only induces significant cell death, but also affects
several key signaling pathways responsible for the regulation of GSL expression in ovarian
cancer cell lines. Emphasizing its ability to induce apoptosis, reduce the population of CSCs,
and alter the metabolic pathways of tumor cells, the potential of Compound 1 as a therapeutic

agent against ovarian cancer is exceptional.
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