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1. UVOD

1.1. OSTEOSARKOM

Osteosarkom je maligni mezenhimski tumor C¢ije stanice proizvode osteoid —
nemineralizirani koStani matriks. Prema Klasifikaciji tumora mekih tkiva i kostiju koju izdaje
Svjetska zdravstvena organizacija (SZO), postoji vise vrsta osteosarkoma razli¢itog stupnja

malignosti (tablica 1).

Tablica 1. Klasifikacija osteosarkoma prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji. Prilagodeno
prema Fletcher CDM, Bridge JA, Hogendoorn P, Mertens F. WHO Classification of Tumors
of Soft Tissue and Bone. Lyon: IARC press; 2013.

STUPANJ
NAZIV TUMORA PORIJEKLO
MALIGNOSTI
KONVENCIONALNI OSTEOSARKOM Kost Visoki
TELEANGIEKTATSKI OSTEOSARKOM Kost Visoki
OSTEOSARKOM MALIH STANICA Kost Visoki
CENTRALNI OSTEOSARKOM NISKOG GRADUSA Kost Niski
PAROSALNI OSTEOSARKOM Kost Niski
PERIOSTALNI OSTEOSARKOM Kost Srednji
POVRSINSKI OSTEOSARKOM Kost Visoki
VISOKOG STUPNJA MALIGNOSTI
EKSTRAOSALNI OSTEOSARKOM Meka tkiva Visoki

Predmet ovog istrazivanja je konvencionalni (klasi¢ni) osteosarkom (OS) koji, prema
SZO, obuhvaca i sekundarne osteosarkome. Sekundarni osteosarkomi mogu nastati u kostima
zahvacdenima Pagetovom ili nekom drugom boleS¢u, primjerice fibroznom displazijom
(osteosarkomi povezani s drugim bolestima i stanjima), te u kostima koje su prethodno bile
uredne ili su imale neku benignu promjenu, ali su bile izloZene radioterapiji zbog nekog drugog

malignog tumora u tijelu (postradijacijski osteosarkom) (1).



Epidemiologija: OS je najces$¢i primarni nehematopoetski maligni tumor kostiju s
incidencijom 4 - 5 : 1 000 000, na kojega otpada oko 35% svih primarnih malignih tumora
kostiju. Ima bimodalnu dobnu raspodjelu (slika 1). Najces¢i je primarni maligni mezenhimski
tumor djece 1 adolescenata te u toj dobnoj skupini ¢ini oko 80% svih malignih tumora kostiju.
Iznad pedesete godine Zivota, OS ¢ini oko 50% svih primarnih malignih tumora kostiju, s ve¢im
udjelom sekundarnog OS, te je na drugom mjestu u ukupnom udjelu primarnih malignih tumora

kostiju u ovoj dobnoj skupini (1, 2).
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Slika 1. Bimodalna dobna raspodjela osteosarkoma. Prilagodeno prema Mirabello L, Troisi
JR, Savage AS. Osteosarcoma incidence and survival rates from 1973 to 2004: Data from the
Surveillance, Epidemiology, and End Results Program. Cancer. 2009;115(7):1531—43. Slika 1,
Osteosarcoma (OS) incidence by disease sequence based on the Surveillance, Epidemiology,
and End Results 9 data-base, 1973 to 2004; str. 1533.

Etiologija: OS se najcesce javlja bez nekog jasnog uzroka te kao i1 ostali maligni
mezenhimski tumori, uglavnom nastaje de novo. Za mali udio OS se zna da mogu nastati na
osnovi prekursorskih lezija. Primjeri prekursorskih lezija za nastanak OS su Pagetova bolest,
fibrozna displazija, kroni¢ni osteomijelitis te oSteCenja kosti uzrokovana ionizacijskim
zraenjem 1 dugotrajnom prisutnoséu metalnih implantata. Nadalje, OS se ¢esce javlja kod
osoba sa sindromima koje obiljezava sklonost razvoju tumora ve¢ u mladoj zivotnoj dobi kao
Sto su obiteljska pojava retinoblastoma i Li-Fraumenijev sindrom (3). Genska podloga ovih
sindroma je poznata, ali to tek manjim dijelom rasvjetljava gensku etiologiju OS. U vecini

slucajeva, genska i epigenska podloga OS nisu poznate.



Genom: Za razliku od nekih tumora Kkoji imaju specifiéne promjene genoma,
sekvenciranje genoma OS pokazuje njegov sloZzeni Kkariotip s izrazenom genomskom
varijabilnoscu (4).

Predilekcijska mjesta: Konvencionalni OS se svrstava u centralne osteosarkome jer
zapocinje rast iz medule kosti, pa oko 91% njih raste iz metafize, a oko 9% iz dijafize i epifize.
U mladoj Zivotnoj dobi najcesce su zahvaéene duge kosti, obi¢no distalni okrajak femura te
proksimalni okrajak tibije i humerusa, a u starijoj zivotnoj dobi naj¢es¢e su zahvacene kosti
aksijalnog skeleta. Jedna kost moze imati u isto vrijeme viSe primarnih lezija koje nisu
medusobno povezane, §to je odraz ili multicentri€nosti (tumor nastao u isto vrijeme na
razli¢itim mjestima u kosti) ili metastaza (engl. skip metastasis) (5).

Klinic¢ka slika: U ranoj fazi bolesti klini¢ka slika je nespecificna. Simptomi traju od
nekoliko tjedana do nekoliko mjeseci, a sumnju na tumorsku bolest mogu pobuditi sljedeci
simptomi: bol, oteklina, deformacija 1 smanjena funkcija zahvacenog dijela tijela, ograni¢ena
pokretljivost zgloba u blizini tumora, subfebrilitet, opca slabost i gubitak tjelesne tezine. Bol je
duboka i probadajuca, u pocetku se javlja povremeno, moze biti prisutna u mirovanju i / ili
aktivnosti, a intenzitet joj se s viemenom pojacava. Znak koji najvise pobuduje sumnju na tumor
je no¢na bol koja ometa san 1 uvijek je prisutna na istom mjestu, a doZivljava se intenzivnije
nocu vjerojatno jer nema dnevnih aktivnosti koje bi odvlacile paznju. Jedan od mogucih razloga
pojave no¢ne boli kod djece s OS je pojacano lucenje hormona rasta nocu koji utjece na rast
tumorskih stanica. No¢na bol je vazan, ali nespecifi¢an klinicki znak. Tumorska masa smjeStena
u kraljeznici moze pritiskati korijen Zzivca 1 oponaSati radikulopatije uzrokovane
degenerativnim promjenama, a tumor podrué¢ja kuka moze uzrokovati bol koja se projicira u
koljeno. Naglo pojacanje boli moZe upucivati na krvarenje u tumoru ili na patoloski prijelom.
Oteklina kod OS se brzo povecava, a ako je tumorska masa veca, venski crtez koze postaje
izrazeniji zbog sprjecavanja otjecanja venske krvi. U uznapredovalim slu¢ajevima tumorska
masa moze egzulcerirati. Asimetri¢ni deformiteti osovine ekstremiteta kod djece nastaju ako
tumor zahvati plocu rasta kosti (5, 6).

Laboratorijska dijagnostika: Alkalna fosfataza (ALP) i laktat dehidrogenaza (LDH)
mogu biti poviSene u serumu i upucivati da je razgradnja kosti moguc¢i razlog tih poviSenih
vrijednosti. Navedeni laboratorijski pokazatelji se ne koriste u probiru koStanih tumora jer su
nespecifi¢ni, ali mogu biti korisni u pracenju ve¢ otkrivenog tumora. Tumorski biljezi za sada

nisu u klini¢koj uporabi kad je rije¢ o OS (5, 6).



Makroskopski izgled: Osim intraosalne sastavnice, moze se uociti i mekotkivna
tumorska masa koja odize periost i okolna meka tkiva, ali ona uglavnom ostaje dugo unutar
periosta. Periost reagira po tipovima koji ukazuju na agresivno biolo§ko ponasanje podlezece
tvorbe. Veca tumorska masa moze probiti periost. Ponekad tumor moze prijeci kroz plo¢u rasta
u epifizu. Tumorska masa je mjestimi¢no mekse konzistencije, sastavljena od podrucja
nekroti¢nog 1 vijabilnog tumorskog tkiva, degenerativnih cisti ispunjenih bistrim ili krvavim
sadrzajem te ugruScima krvi, a mjestimicno je tvrde konzistencije zbog skleroze, hrskavicnog
ili koStanog matriksa i kalcifikata (slika 2). Veli¢ina i konzistencija tumorske mase u vrijeme

otkrivanja tumora i nakon provedene neoadjuvantne kemoterapije uglavnom se razlikuju (5, 6).

Slika 2. Intraoperativno snimljena fotografija u bloku reseciranoga osteosarkoma
nadlakti¢ne Kkosti djeteta nakon provedene neoadjuvantne kemoterapije. Klinika za djecje
bolesti Zagreb.

PatohistoloSka i citoloSka dijagnostika: Biopsija tumora ima klju¢nu ulogu u
postavljanju dijagnoze OS i treba se planirati obzirom na buduéi zahvat resekcije tumora.
Imaju¢i na umu heterogenu gradu tumora, cilj je dobiti reprezentativan uzorak tumorskog tkiva
iz kojega ¢e biti moguce postaviti patohistolosku dijagnozu, a sve uz §to manji rasap tumorskih
stanica.

Proizvodnja osteoida od strane tumorskih stanica mikroskopski odreduje ovu vrstu
tumora. Na preparatima obojenima hemalaunom i eozinom (HE), osteoid je gust, ruziCast
materijal, poput razgranatih krivulja razli¢ite debljine koje oblikuju lakune, a koji se moze
odlagati na normalne kosStane gredice. U njega su uklopljene maligne pleomorfne stanice. Osim
podrucja osteoida, koje je nuzno naci da bi se postavila dijagnoza OS, tumor moze imati i
histoloSke sastavnice koje odgovaraju hrskavici i vezivu, te se na osnovi prevladavajuce

sastavnice OS najéeSce opisuje kao osteoblasti¢ni, hondroblasti¢ni ili fibroblasti¢ni (5, 6).



U oko 50% slucajeva se radi o osteoblasticnom OS (7) (slika 3A), u oko 20% o
hondroblasticnom (8) (slika 3B) i u oko 25% slucajeva 0 fibroblasticnom OS (9) (slika 3C).

1A 4 . g et
A R S S e oS
3 l)“’&.' ,}.’i‘;‘ tr;; i~ ;'v-!,‘-.-‘a'a:r; S a%

Y I
Slika 3. Primjeri histoloskog izgleda konvencionalnog osteosarkoma (HE bojenje).

A:  Osteoblasticni tip. Prilagodeno prema Ramnani D, WebPathology. Osteoblastic
osteosarcoma [slika s interneta]. 2022 Mar 31 [pristupljeno 19.4.2022.].

Dostupno na: https://www.webpathology.com/image.asp?case=335&n=35

B: Hondroblasticni tip. Prilagodeno prema Ramnani D, WebPathology. Chondroblastic
osteosarcoma [slika s interneta]. 2022 Mar 31 [pristupljeno 19.4.2022.].

Dostupno na: https://www.webpathology.com/image.asp?case=335&n=32

C: Fibroblasticni tip. Prilagodeno prema Ramnani D, WebPathology. Fibroblastic
osteosarcoma [slika s interneta]. 2022 Mar 31 [pristupljeno 19.4.2022.].

Dostupno na: https://www.webpathology.com/image.asp?case=335&n=27

Imunohistokemijski, protein SATB2 (engl. special AT-rich sequence-binding protein 2)
obi¢no je izrazen u OS. Iako je vrijedan dijagnosticki biljeg za razlikovanje OS malih stanica
od drugih tumora koji se javljaju u kostima morfoloskog izgleda ,,malih okruglih stanica®,
primjerice Ewingovog sarkoma, za dijagnozu OS nijedno protutijelo nema takvu dijagnostic¢ku
vrijednost kao S$to je prepoznavanje glavnog morfoloskog obiljeZja podrucja osteoida S
malignim stanicama (10).

Jedna biopsija mozZe biti nedovoljna za pruzanje reprezentativne informacije o ukupnoj
genskoj i molekularnoj varijabilnosti primarnog tumora. Op¢i pristup voden pretpostavkom
sli¢nosti primarnog tumora i metastaza je analiza primarnog tumora i izbjegavanje viSe
invazivnih biopsija na metastatskim mjestima, ali taj pristup je ograni¢io procjenu koliko
razli¢itih klonova moze tvoriti tumor.

Citoloska analiza OS jo$ uvijek se nije pokazala osjetljivijom niti specifiénijom u
odnosu na patohistoloSku u kontekstu samostalnog dijagnostickog postupaka pri postavljanju
dijagnoze OS. Ipak, analiza otiska uzorka tumora (engl. imprint) uzetog za vrijeme operativnog
zahvata i punktata tkiva (primjerice metastatski promijenjenog limfnog ¢vora) obi¢no je prije
gotova od patohistoloske, pa moze dati preliminarne informacije 0 postojanju malignih stanica

u uzorku (6).


https://www.webpathology.com/image.asp?case=335&n=35
https://www.webpathology.com/image.asp?case=335&n=32
https://www.webpathology.com/image.asp?case=335&n=27

Prognoza: Prirodni tijek bolesti zavrSava smrtnim ishodom unutar oko godinu dana.
Pluéne metastaze su najéeséi razlog nepovoljnog ishoda. Cimbenici koji utje¢u na prognozu su:
odgovor tumora na kemoterapiju, izrazaj gena koji se povezuju s losijim ishodom, postojanje
ostatnog tumorskog tkiva nakon resekcije, pojava lokalnog recidiva, postojanje radioloski
vidljivih metastaza prije zapocetog lijeCenja, postojanje metastaza nakon provedenog lijeCenja,
zivotna dob iznad 40 godina i primarno sijelo tumora. Aksijalni skelet predstavlja nepovoljnu
lokalizaciju (6).

Lijecenje: Ishodi lije¢enja bolesnika s OS su poboljsani krajem 1970-ih godina
uvodenjem protutumorskih lijekova (kemoterapije). Prije toga bolesnici su bili lije¢eni samo
operativno i petogodiSnje prezivljenje je bilo oko 20%. Rezultati su se 1980-ih godina dodatno
poboljsali uvodenjem kombinacija boljih protutumorskih lijekova uz resekciju tumora, s ili bez
oCuvanja ekstremiteta, no od tada stagniraju pa je i danas prosje¢no petogodis$nje prezivljenje

bolesnika s OS oko 60-70% (11) (slika 4).
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Slika 4. Stagnacija u petogodisnjem preZivijenju oboljelih od osteosarkoma nakon 1980-ih.
Prilagodeno prema Anninga JK, Gelderblom H, Fiocco M, Kroep JR, Taminiau AH,
Hogendoorn PC i sur. Chemotherapeutic adjuvant treatment for osteosarcoma: where do we
stand?. Eur J Cancer. 2011;47(16):2431-45. Slika 1, Reported 5y-overall survival (% OAS)
during subsequent periods; str 2432.

OS moze biti primarno otporan na protutumorske lijekove, ali najcesce su oni na pocetku

primjene ucinkoviti. Otpornost je uglavnom steCena i razvija se kao odgovor tumora na
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lijekove, primjerice uslijed prekomjernog izrazaja gena koji kodiraju stani¢ne crpke za
izbacivanje lijekova ili promjene u apoptotskim mehanizmima stanice, pa lijek vise ne izaziva

apoptozu. Lijecenje OS danas se provodi prema protokolu EURAMOS-1 (12) (slika 5).
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Slika 5. Terapijska shema protokola EURAMOS-1. Prilagodeno prema Whelan JS, Bielack
SS, Marina N, Smeland S, Jovic G, Hook JM i sur. EURAMOS-1, an international randomised
study for osteosarcoma: results from pre-randomisation treatment. Ann Oncol.
2015;26(2):407-14. Slika 2, EURAMOS-1 treatment schedule; str. 406.

1.2. MATICNE STANICE OSTEOSARKOMA
1.2.1. Stani¢na teorija tumorigeneze osteosarkoma

OS su vrlo sloZeni jer sadrze heterogen skup stanica koje se razlikuju po morfologiji,
fenotipu, izrazaju gena, metabolizmu, imunogenosti te proliferacijskom i metastatskom
potencijalu. Tumorigeneza OS nije u cijelosti objasnjena nego se, kao i kod drugih malignih
tumora, upotpunjuje razliitim teorijama, a najnovija je teorija o tumorskim mati¢nim
stanicama. Prema toj teoriji, u evolucijskom napredovanju malignog tumora ili njegovom
recidivu nakon terapije, glavna jedinica odabira je stanica i to ona koja ima velik potencijal
samoobnavljanja. Ona predstavlja tumorsku mati¢nu stanicu (TMS, engl. cancer stem cell,
CSC). Ne postoji jednoznacan odgovor jesu li TMS rijetko ili ¢esto zastupljena vrsta stanica U
nekoj tumorskoj masi te imaju li ista ili promjenjiva fenotipska svojstva. Jedina obvezna

znaCajka im je velik potencijal samoobnove, a ostalo su hipotetska predvidanja. Prema tim



predvidanjima, tijekom napredovanja tumora moze postojati selektivni pritisak mikrookolisa
na stanice s najve¢om sposobnos¢u samoobnavljanja, tj. udio TMS se moze mijenjati kako
bolest napreduje. Primjena protutumorskih lijekova moze biti snazan poticaj za odabir,
prezivljenje i Sirenje TMS, a uz odabir putem djelovanja mikrookolisnog ili terapijskog pritiska,
treba postojati istodobna genska varijabilnost TMS. Prema tome, ako samoobnavljaju¢e TMS
pokrecu i odrzavaju klonalni razvoj, one su spremiste svih mutacijskih dogadaja koji podupiru
klonalni odabir prije i poslije terapije. To podrzava misljenje da bi njihova supresija ili
uklanjanje trebali biti cilj svake terapije. Ali ako su TMS genski raznolike, pojavljuje se i
osnova za terapijski neuspjeh. Ekspanzija otpornih klonova pod terapijom pokazuje da je
terapija sposobna razli¢ito eliminirati TMS, preciznije reCeno one kojima nedostaje sposobnost
otpornosti. Prilagodljivost ostalih TMS zdruzena je s njihovom intrinziéno smanjenom
osjetljivos¢u na protutumorske lijekove 1 radioterapiju zbog moguénosti pojacanog
popravljanja DNA te poveéanog broja stani¢nih crpki za izbacivanje lijekova, koje inace
postoje za zastitu normalnih mati¢nih stanica. Prijelaz s diferencijacije na samoobnovu, podrzan
tzv. tumorskom nisom, moze omoguciti postojanje odjeljaka u kojima ¢e TMS biti podvrgnute
neovisnoj evoluciji. Tako TMS mogu biti klju¢ pri pokretanju i odrzavanju tumora. Prema tome,
tumori su hijerarhijski organizirani sa subpopulacijom samoobnavljaju¢ih stanica koje ¢ine
osnovu odrzavanja tumora. Inace, hipoteza o postojanju TMS je nastala u sklopu pokusa
transplantacije leukemijskih stanica i premda je objavljena kao opce obiljezje svih malignih
tumora, treba naglasiti da je u tom smislu jo$ uvijek sporna (13, 14, 15).

Jedna od pretpostavki 0 porijeklu mati¢nih stanica OS (OS-TMS) je maligna
transformacija mezenhimskih mati¢nih stanica (MMS, engl. mesenchymal stem cell, MSC).
MMS su nehematopoetske prekursorske stanice koje nalazimo u brojnim tkivima, primjerice
kosStanoj srzi, perifernoj krvi, posteljici, pup€anoj vrpci i masnom tkivu, a koje pokazuju
sposobnost samoobnavljanja i diferencijacije u razne mezenhimske stani¢ne linije, poput
osteocita, hondrocita, miocita i adipocita, te imaju ulogu u cijeljenju rana (16). MMS se mogu
regrutirati iz kostane srzi (KS-MMS) kao odgovor na genske i epigenske promjene te na
mikrookolisne signale (17). Histoloski tip mezenhimskog tumora moze, 0osim s porijeklom
MMS, biti povezan s vrstom onkogenog stresa u MMS. Tako je, primjerice, nadeno da su KS-
MMS diferencirane u osteogenu lozu s gubitkom izrazaja gena Rb i p53 (Rb - p53 ') razvile
tumore histologkih znadajki koje odgovaraju OS. Gubitak izrazaja gena p53 (p53 ') i
kombinacija gubitka izrazaja gena Rb i p53 (Rb " p53 ") su doveli do stvaranja leiomiosarkoma

in vivo, bez obzira na izvor MMS (18, 19).



Promjena regulatora stani¢nog ciklusa se moze dogoditi i u prekursorima osteoblasta §to
upucuje na to da bi i oni mogli biti izvor OS, uz uvjet orkestracije signalima iz mikrookolisa
tumora te odgovora na genske i epigenske promjene unutar tih stanica (20).

Prema gore navedenom, prvi onkogeni dogadaj se moze zbiti u stanicama koje se
razlikuju od glavnine stani¢ne populacije koja originalno ¢ini neko tkivo po tome $to pokazuju
svojstva mati¢nosti i mogu se identificirati izbacivanjem boje Hoechst (engl. side population,
SP), ili se on moze zbiti u bilo kojoj stanici iz glavnine stani¢ne populacije koja originalno ¢ini
neko tkivo (engl. non-side population, non-SP). OS-TMS teoretski je nastala ili
transformacijom nediferenciranth MMS ili transformacijom ve¢ usmjerene, progenitorne
stanice osteoblasti¢ne loze. Termin TMS jos uvijek je predmet rasprave jer nije sa sigurnoscéu
dokazano da se radi o mati¢nim stanicama u uzem smislu, a naziv su dobile kroz analogiju s
embrionalnim mati¢nim stanicama. Njihova imunotolerantna svojstva, niska mitotska aktivnost
1 otpornost na lijekove su doveli do toga da se ova populacija naziva i mirujuc¢im, tolerantnim i
postojanim stanicama koje predstavljaju jedinstvenu subpopulaciju unutar tumora, odgovornu
za njegov napredak, otpornost na protutumorske lijekove, metastaziranje i recidiv (21). Ovaj
opis vrijedi i za OS-TMS (22).

OS-TMS su u interakciji s lokalnim stanicama. Cirkuliraju¢e normalne MMS koje udu
u tumor mogu podrzavati njegov rast, pojaCavati invazivnost i sudjelovati u stvaranju
metastatskih niSa u suradnji s tumorskim stanicama. Pod utjecajem MMS moze doé¢i do
dediferencijacije stanica OS tako da one pokazuju svojstva mati¢nosti (23, 24). Ta
medustanicna komunikacija se, meduostalim, odvija putem vezikula. U istrazivanjima 0
utjecaju navedenih vezikula izlu¢enih iz stanica OS, nadeno je da MMS mogu internalizirati
vezikule nakon cega takve, tzv. MMS instruirane od strane tumora, imaju ulogu u promociji
rasta i metastaziranju OS. Vezikule izlucene iz stanica OS sadrze TGF-B (engl. transforming
growth factor beta) koji je vazan za razvoj fenotipa TMS (25).

Zaklju¢no, TMS igraju znacajnu ulogu u ostvarenju heterogenosti tumora stalnim
obogacivanjem tumorske mase novim mutiranim stanicama i dominantnim subklonovima te
reguliranjem mikrookolisa tumorskih stanica (26). Stoga OS-TMS mogu predstavljati zaseban
terapijski cilj koji dopunjava konvencionalno lije¢enje, pa bi rasvjetljavanje obiljezja i uloge
OS-TMS u OS moglo poboljsati njegovo lijecenje (27, 28) (slika 6).
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Slika 6. Shematski prikaz teorije mati¢nih stanica osteosarkoma. A. Zbog odredenih mutacija
normalne mezenhimske maticne stanice, progenitorne stanice usmjerene osteoblasticne loze i |
ili diferencirane stanice osteoblasticne loze se mogu transformirati u tumorske maticne stanice
(TMS). B. TMS daje kéeri TMS i diferencirane tumorske stanice. C. Vise klonova TMS moze
postojati i doprinijeti heterogenosti tumora. D. Kemoterapija ubija diferencirane stanice
tumora i osjetljive TMS, ali ne i otporne TMS, sto dovodi do recidiva tumora. E. Ciljana terapija
TMS mozZe dovesi do regresije ili do recidiva tumora. F. Kombinirana terapija bi mogla
eliminirati TMS i diferencirane tumorske stanice te rezultirati unistenjem tumora. Prilagodeno
prema Wang T, Shigdar S, Gantier MP, Hou Y, Wang L, Li Y i sur. Cancer stem cell targeted
therapy: progress amid controversies. Oncotarget. 29;6(42):44191-206. Slika 2, Schematic of
current cancer stem cell theory; str. 44195.

1.2.2. Fenotipska obiljeZja mati¢nih stanica osteosarkoma

Apoptozu izazvanu neadekvatnom ili neprimjerenom vezom izmedu stanice i njezinog
matriksa nazivamo anoikis. Vezanje stanica s ekstracelularnim matriksom uglavhom je
posredovano integrinima koji predstavljaju obitelj heterodimernih transmembranskih receptora
(29). Stanice tumora koje su otporne na anoikis zaobilaze signale stani¢ne smrti potaknute
nedostatkom vezanosti, omogucujuéi im produzeno vrijeme prezivljavanja tijekom migracije
na druga mjesta. Stoga se otpor prema anoikisu smatra vaznim u metastaziranju. Stanice OS su

osjetljive na anoikis, ali otpornost na njega se moze potaknuti u izvorno osjetljivim klonovima
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naizmjenicnim  ciklusima kultura stanica pod prijanjajuéim 1 neprijanjaju¢im
(resuspendiraju¢im) uvjetima. Ovaj otporni fenotip je stabilan te ukazuje na to da uklanjanje
mogucnosti prijanjanja stanica, odnosno izlaganje neprijanjaju¢em okruzenju, djeluju kao
pokretacka snaga prema otpornosti na anoikis (30). Gibbs i sur. prvi su dokazali postojanje OS-
TMS tako da su u uzorcima tkiva OS izuzetih od bolesnika identificirali subpopulaciju stanica

koje su bile sposobne formirati sarkofere u uvjetima bez seruma (31), (slika 7) (32).

Slika 7. Rast sarkosfera. A. Sedmoga dana sarkosfere dosegnu promjer od oko 50 um. B i C.
Izmedu Cetrnaestoga i trideset prvoga dana promjer im je od 150 do 300 um. Preuzeto S
dozvolom i prilagodeno iz Skube K. The Effects of ascorbic acid on osteosaroma stem cells
[diplomski rad]. Zagreb: Sveuciliste u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet; 2018
Slika 4, Sarcosphere growth in the period of 31 days; str. 16.

Otpornost na lijekove TMS vjerojatno postizu kroz povecanje razine i aktivnosti
transportera zaduzenih za izbacivanje lijekova iz stanice kao §to su MDR/ABC (engl. multidrug
resistance transporters / ATP-binding cassette). Ova osobina se koristi za identifikaciju TMS
mjerenjem sposobnosti stanica da izbace boju koja se veze na DNA (primjerice Hoechst 33342
ili Rhodamin 123) te sortiranjem stanica mjerenjem intenziteta fluorescencije (33). Stanice koje
imaju visoku razinu navedenih transportera izbacuju boju i u literaturi su oznacene kao SP (34,
35). Prisutnost populacije stanica koja izbacuje boju Hoechst 33342 je dokazana u stani¢nim
linijama OS i u ljudskom primarnom OS (36). Martins-Neves i sur. su identificirali
subpopulaciju stanica u tumorskoj liniji MNNG/HOS koje su pokazale otpornost na
protutumorske lijekove i radioterapiju (37).

OS-TMS fenotipski su sli¢ne mati¢nim stanicama zahvaljujuéi izrazaju gena za proteine
Oct-3 i Oct-4 (¢imbenik transkripcije koji veze oktamer 3 odnosno oktamer 4), koji imaju ulogu
u samoobnavljanju nediferenciranih embrionalnih mati¢nih stanica i ¢esto se koriste kao biljezi

za nediferencirane stanice. Osim njih, OS-TMS sadrze protein Nanog kodiran istoimenim
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genom, a radi se o transkripcijskom ¢imbeniku koji pomaze da embrionalne mati¢ne stanice
(EMS) odrzavaju pluripotenciju suzbijanjem ¢imbenika diferencijacije stanica. Stoga delecija
gena Nanog pokrece diferencijaciju EMS. Basu Roy i sur. su nasli da stanice koje imaju
povecanu sposobnost rasta u neprijanjaju¢im uvjetima i oblikovanja sfera izrazavaju biljege
mati¢nih stanica Sox2 (engl. SRY-box transcription factor 2) i Sca-1 (engl. stem cell antigen 1)
u linijskim i nelinijskim uzorcima OS (38). Ispad funkcije gena Sox2 je rezultirao pojacanom
diferencijacijom stanica OS i smanjenjem klonalnosti, migracije i invazivnosti. Suprotno tome,
stanice OS s pojacanim izrazajem Sox2 se nisu uspjele diferencirati u zrelije osteoblaste (39).
U posljednjih nekoliko desetlje¢a brojna istrazivanja su pokusSala identificirati
specifi¢ne biljege 1 svojstva OS-TMS (40). Pored prisustva biljega mati¢nih stanica koje dijele
s EMS, OS-TMS imaju sposobnost stvaranja stani¢nih sfera in vitro, koje su in vivo visoko
tumorigene te imaju visoku razinu aldehid dehidrogenaze-1 (ALDH-1) (41). ALDH-1 je
povezana s otporno$¢u na protutumorske lijekove i pojacanim metastatskim potencijalom
tumorskih stanica (42, 43). Adhikari i sur. su u stani¢nim linijama misjeg i ljudskog OS pokazali
prisutnost stanica koje sadrze CD117 (protein koji se veZe na ¢imbenik mati¢nih stanica, engl.
stem cell factor, SCF) i Stro-1 (biljeg MMS). Dvostruko pozitivna frakcija stanica na navedene
proteine u usporedbi s dvostruko negativnom frakcijom stanica je pokazala vecu sposobnost
formiranja sfera, povec¢anu otpornost na lijeCenje doksorubicinom, Vvisi metastatski potencijal
te pojacanu prisutnost transportera za izbacivanje lijekova ABCG2 (engl. ATP-binding cassette
super-family G member 2) (44). CD44 je jos jedan biljeg MMS te ima ulogu u njihovoj migraciji
i metastaziranju OS-TMS (45, 46). CD133 se koristi kao biljeg za TMS razli¢itih tipova tumora,
pa tako i OS, te je pojacano prisutan U tumorima bolesnika s metastazama u plu¢ima i loSom
prognozom (47, 48). Oct4+ stanice OS koje su bile i CD105+ su imale veéu sklonost
metastaziranju u pluéa. CD105 je glikoprotein stanicne membrane endotelnih stanica i
prekomjerno je prisutan u endotelu tumora te predstavlja pomoé¢nu sastavnicu receptora za
TGF-p (49). OS-TMS pokazuju i CD271, receptor niskog afiniteta za ¢imbenik rasta neuralnog
grebena 1 biljeg mati¢nih stanica mozga. CD271+ stanice su pokazale otpornost na
protutumorske lijekove, velik potencijal oblikovanja sfera te velik tumorigeni potencijal nakon

ubrizgavanja u gole miseve (50) (slika 8).
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Slika 8. Molekularni biljezi koji se koriste za izolaciju mati¢nih stanica osteosarkoma.
Shematski dijagram prikazuje uloge Oct3/ 4, Sox2 i Nanog te pridruzenih biljega koji se obicno
koriste za identifikaciju OS-TMS. Prilagodeno prema Yan GN, Lv YF, Guo QN. Advances in
osteosarcoma stem cell research and opportunities for novel therapeutic targets. Cancer Lett.
2016;370(2):268-74. Slika 1, Molecular markers used to isolate CSCs in tumors; str. 2609.

1.2.3. Nisa tumorskih mati¢nih stanica

Nisa mati¢nih stanica definira mikrookoli§ u kojem one prebivaju. Ona se opcéenito
sastoji od TMS, potpornih stanica, upalnih stanica, kapilara, ekstracelularnog matriksa te
kemokina i citokina (51). Taj mikrookoli§ olakSava ulazak TMS u stanje mirovanja,
zadrzavanje svojstava mati¢nosti, samoobnavljanje te im pruza fiziCku potporu. Ona jaca
otpornost TMS na stres kao Sto su hipoksija, djelovanje citotoksi¢énih T limfocita te
protutumorskih lijekova i radioterapije. Drugim rije¢ima, stanice iz niSe su u prednosti kad je
rije¢ o prezivljenju pred onima koje nisu u njoj. Tumor moze lokalno 1 udaljeno kolonizirati
odgovaraju¢a mjesta, a TMS igraju klju¢nu ulogu u tim procesima jer pridonose stvaranju i

odrzavanju tumorske nise.
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Slika 9. NiSa tumorskih mati¢nih stanica (TMS). Nisa se sastoji od tumorskih stanica, raznih
stanica koje nisu maligne te fizikalnih i biokemijskih cimbenika koji odrzavaju TMS. Zile
osiguravaju prehranu i kisik, a TMS i same stimuliraju angiogenezu. Prilagodeno prema He J,
Xiong L, Li Q, Lin L, Miao X, Yan S i sur. 3D modeling of cancer stem cell niche. Oncotarget.
2017;9(1):1326-45. Slika 1, Niche contributes to the maintenance of CSCs; str. 1327.

Tumorske stanice otkrivene u cirkulaciji pokazuju nisku aktivnost §to pridonosi njihovoj
otpornosti na protutumorske lijekove i boljem prezivljenju u odnosu na aktivne stanice. TMS
sudjeluju u procesu angiogeneze poticanjem proliferacije i diferencijacije endotelnih stanica da
bi se stvorila bogata vaskularna niSa. Ti su ucinci uglavnom posredovani pomocu
angioreaktivnih ¢imbenika oslobodenih iz TMS, a ¢imbenici koji potjecu iz endotelnih stanica,
primjerice VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) i HIF (engl. hypoxia inducible
factor), doprinose prezivljavanju, Sirenju i samoobnavljanju TMS (52) (slika 9).

TMS koje dodu s primarnog mjesta, cirkuliraju i lociraju se u metastatskim regijama.
Samo mali dio diseminiranih stanica tumora moze prezivjeti i pokrenuti metastatski rast. Izraz
"metastatska nisa" se Koristi za 0znacavanje specifi¢ne lokacije, kompleksa stromalnih stanica,
medustani¢nih molekularnih signala i sastavnica ekstracelularnog matriksa, koji imaju ulogu u
prezivljavanju, samoobnavljanju i tumorigenezi metastatskih TMS (53).

Hipoksija je uobicajena karakteristika solidnih tumora. Krvne zile tumora su slabo
organizirane te kao takve mogu uzrokovati prolazni ili trajni nedostatak kisika. Dakle, tumori

po moguénosti moraju pribjec¢i anaerobnoj glikolizi §to rezultira pove¢anjem koli¢ine laktata 1
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snizavanju pH. Stanice tumora se nalaze u kiseloj nisi koja je rezultat variranja koncentracije
laktata. Kiselost mikrookoli$a daje stanicama tumora prednost pri progresiji i metastaziranju,
Sto ukljucuje pregradnju ekstracelularnog matriksa, aktiviranje proteaza kao $to su katepsini i
gelatinaze te stimuliranje angiogeneze i limfangiogeneze kroz pojacano oslobadanje VEGF
(54). Geni povezani s mati¢no$¢u (primjerice Oct4) zna¢ajno su izrazeni U Stanicama tumora u
hipoksiji, sto upucuje na to da hipoksija potice mati¢na svojstva. Hipoksi¢na nisa je vrlo vazna
za §irenje i odrzavanje TMS (55).

Dio tumorske niSe ¢ine i imunosne stanice. Kad je rije¢ o imunologiji tumora, sastavnice
imunosnog sustava mogu imati u organizmu dvojaku ulogu: mogu unistiti tumorske stanice ili
mogu promovirati tumorski rast. Solidni tumori i metastaze su prozeti heterogenom
populacijom leukocita kao $to su makrofazi, limfociti T, limfociti B i NK stanice (56). Medu
prvim stanicama koje pristizu na mjesto nekog patoloSkog procesa u organizmu su makrofazi.
Iz kostane srzi u cirkulaciju ulaze kao nezreli monociti koji migriraju u tkiva i organe gdje se
diferenciraju u lokalne makrofage, primjerice osteoklaste (57). Tumorske stanice luce
kemokine i kemoatraktante koji dovode do novacenja cirkuliraju¢ih monocitnih prekursora u
tumorsku masu. Ti tumoru pridruzeni makrofazi (engl. tumor-associated macrophages, TAM)
u tumoru induciraju imunosupresiju, neovaskularizaciju, stvaranje tumorske strome i
metastaziranje. OS moze biti infiltriran heterogenom populacijom TAM (58). OS mogu biti
,,imunosno hladni“ §to znaci da u takvim tumorima nema imunosnih stanica ili da u tumoru
mogu postojati imunosne stanice, ali je njihova obrambena reakcija na tumor inhibirana. Same
tumorske stanice slabo izrazavaju antigene koji bi potaknuli imunosni sustav tj. Smanjena im je
prisutnost MHC (engl. major histocompatibility complex). Imunosuprimiraju¢i uc¢inak tumora
na glavne nosioce kontrole tumorskog rasta NK stanice te CD8+ i CD4+ T limfocite se
ostvaruje 1 preko tzv. imunosnih kontrolnih to¢aka (engl. immune checkpoints). Naime,
navedene stanice imunosnog sustava na svojoj povrsini sadrze receptor za programiranu smrt
PD-1 (engl. programmed death 1). Kad se na njega veze odgovarajuci ligand PD-L1 (engl.
programmed death ligand 1) dolazi do supresije imunosnog sustava preko inhibitornog signala
temeljenog na medudjelovanju s fosfatazama. Ista supresija imunosnog sustava se dogada kad
se na PD-1 veze tumorski ligand PD-L1 (59).

Fibroblasti povezani s tumorom, (engl. cancer associated fibroblast, CAF) su aktivirani
fibroblasti koji dijele sli¢nosti s normalnim fibroblastima, a poti¢u ih upalna stanja povezana s
razvojem tumora. Oni u tumorskom tkivu predstavljaju znacajan sastojak strome, okruzuju
tumorske stanice i imaju vaznu ulogu u mehani¢koj potpori, proliferaciji, prezivljenju,

angiogenezi, metastaziranju i imunogenosti (60). Svojstva mati¢nosti se mogu pojacati
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kondicioniranim medijem iz CAF, $to upucuje na prisutnost parakrino izlu¢enih molekula koje
suprimiraju diferencijaciju tumora, pri ¢emu, primjerice, vaznu ulogu ima ¢imbenik rasta
fibroblasta (engl. fibroblast growth factor, FGF) (61). Bodo i sur. su pokazali da bi slaba
diferencijacija stani¢ne linije ljudskog OS-a MG-63 mogla biti povezana s prekomjernom
proizvodnjom bazi¢nog ¢imbenika rasta fibroblasta (engl. basic fibroblast growth factor,
bFGF) i receptora za bFGF (62).

1.3. METABOLIZAM OSTEOSARKOMA

Metabolizam ili izmjena tvari je skup kemijskih procesa koji se odvijaju u zivom
organizmu kako bi se odrzao zivot (63). Stani¢na heterogenost tumora rezultira razli¢itim
metaboli¢kim profilima medu subpopulacijama stanica unutar istog tumora. Metabolizam

tumorskih stanica je potencijalna meta terapijskog djelovanja.

1.3.1. Oksidacijska fosforilacija

Oksidacijska fosforilacija (engl. oxidative phosphorylation, OXPHOS) je metabolicki
put u kojem stanice koriste enzime za oksidaciju hranjivih tvari, oslobadaju¢i kemijsku energiju
molekularnog kisika koja se koristi za proizvodnju ATP (adenozin trifosfat). Taj put je
ucinkovit jer je energija dvostruke veze kisika (O2) mnogo veca od energije dvostruke veze u
ugljiénom dioksidu (CO) ili u parovima jednostrukih veza u organskim molekulama iz
fermentacijskih procesesa kao S§to je anaerobna glikoliza (64). Tijekom oksidacijske
fosforilacije, elektroni se prenose s davaoca elektrona poput NADH (reducirani oblik
nikotinamid adenin dinukleotida) na primaoce elektrona, poput kisika i vodika u redoks
reakcijama. Ove redoks reakcije oslobadaju energiju pohranjenu u relativno slaboj dvostrukoj
vezi kisika koja se koristi za stvaranje ATP, a katalizira ih niz proteinskih kompleksa smjestenih
u unutrasnjoj membrani mitohondrija koji se nazivaju lanac za prijenos elektrona. Energija koju
elektroni prenose kroz lanac za prijenos elektrona se koristi za prijenos protona kroz unutrasnju
mitohondrijsku membranu, $to stvara potencijalnu energiju u obliku pH gradijenta i elektricnog
potencijala kroz membranu. Ta zaliha energije se iskoriStava kad se protoni vracaju natrag kroz
membranu niz gradijent potencijalne energije pomocu enzima nazvanog ATP sintaza. ATP
sintaza u reakciji fosforilacije koristi navedenu energiju za pretvorbu ADP (adenozin difosfat)
u ATP. Struja protona usmjerena je s negativne strane membrane na pozitivnu stranu pomocu

enzima protonske crpke u lancu za prijenos elektrona. Citosolni protoni koji su se nakupili
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hidrolizom ATP i stvaranjem laktata mogu slobodno difundirati kroz vanjsku membranu

mitohondrija i zakiseliti medumembranski prostor, ¢ime izravno doprinose pokretanju ATP

sintaze (65, 66) (slike 101 11).
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Slika 10. Lanac za prijenos elektrona u oksidacijskoj fosforilaciji. Prilagodeno prema
Biologydictionary.net Editors, Biology dictionary. Electron Transport Chain and Oxidative
Phosphorylation [slika s interneta]. 2018 Aug 21 [pristupljeno 20.04.2022.]. Dostupno na:
https://biologydictionary.net/electron-transport-chain-and-oxidative-phosphorylation/
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Slika 11. Oksidacijska fosforilacija. Prilagodeno prema Wikipedia: the free encyclopedia.
Mitochondrial electron transport chain [slika s interneta]. 2007 Nov 9 [pristupljeno
20.04.2022.]. Dostupno na: https://en.wikipedia.org/wiki/Oxidative_phosphorylation
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Mnogi katabolicki biokemijski procesi poput glikolize, ciklusa limunske kiseline i beta
oksidacije proizvode NADH. Normalno proliferiraju¢e stanice u normoksi¢nim uvjetima
dobivaju energiju za odrzavanje homeostaze pretvarajuci uzastopno glukozu u glukoza-6-
fosfat, fruktoza-6-fosfat, fruktoza-bisfosfat i acetil koenzim A (CoA). U mitohondrijima acetil
CoA ulazi u Krebsov ciklus za proizvodnju NADH. NADH sadrzi elektrone koji imaju visok
prijenosni potencijal i koji ¢e nakon oksidacije osloboditi veliku koli¢inu energije. Medutim,
stanica ne oslobada tu energiju odjednom jer bi to bila nekontrolirana reakcija. Umjesto toga,
elektroni se uklanjaju iz NADH i prelaze u kisik kroz niz spomenutih enzima koji se nalaze u
unutrasnjoj membrani mitohondrija. Koli¢ina energije koja se oslobada oksidacijskom
fosforilacijom je velika u usporedbi s koli¢inom energije proizvedene anaerobnom glikolizom
u citoplazmi. Glikolizom nastaju 2 molekule ATP, a oksidacijskom fosforilacijom nastaje
izmedu 30 i 38 molekula ATP (67).

Molekularni kisik je idealan krajnji primalac elektrona jer je snazno oksidacijsko
sredstvo. Proces redukcije kisika ukljucuje potencijalno Stetne meduproizvode. lako prijenos
Cetiriju elektrona i Cetiriju protona smanjuje razinu Kisika, $to je bezopasno, prijenos jednoga
ili dvaju elektrona stvara anione superoksida ili peroksida koji su reaktivni. Reaktivne kisikove
vrste (engl. reactive oxygen species, ROS) i njihovi reakcijski proizvodi, primjerice, hidroksilni
radikal su Stetni za stanice jer oksidiraju proteine i uzrokuju mutacije DNA. Ovo stani¢no
oste¢enje moze doprinijeti raznim bolestima i predlaze se kao jedan od uzroka starenja (68). Da
bi suzbile djelovanje ROS, stanice sadrze brojne antioksidacijske sustave, uklju¢ujuci vitamine
poput vitamina C i E te enzime poput superoksidne dismutaze, katalaze i peroksidaze, koji

ograni¢avaju Stetu na stanicama.

1.3.2. Glikoliza

Metabolicki put razgradnje glukoze (C¢H1206) u piruvat (CHsCOCOQ") i H* je
glikoliza. Ona se dogada u citosolu. Slobodna energija oslobodena u tom procesu se koristi za
sintezu ATP i NADH.

Ukupna jednadZba glikolize glasi:

glukoza + 2 ADP + 2 Pi— 2 laktat + 2 ATP + 2 H20, a odvija se u 10 koraka, katalizirana
odredenim enzimima (69) (slika 12). Pj predstavlja anorganski fosfat, vazan intracelularni

¢imbenik u kontroli glikolize.
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Slika 12. Glikoliza. HK heksokinaza, G6P glukoza-6-fosfat, PGl glukoza-6-fosfat izomeraza,
F6P fruktoza-6-fosfat, PFK fosfofruktokinaza 1, F1,6BP fruktoza-1,6-difostat, ALDO fruktoza
difosfat aldolaza, GADP gliceraldehid-3-fosfat, TPl fosfotrioza izomeraza, DHAP
dihidroksiaceton fosfat, GAPDH gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, 1,3PGB 1,3-
difosfoglicerat, PGK fosfoglicerat kinaza, 3PG 3-fosfoglicerat, PGM fosfoglicerat mutaza,
2PG 2-fosfoglicerat, ENO fosfopiruvat elonaza, PEP fosfoenolpiruvat, PK piruvat kinaza.
Prilagodeno prema Shafe T, Wikipedia: the free encyclopedia. Glycolysis metabolic pathway
[slika s interneta]. 2015 Apr 1 [pristupljeno 21.04.2022.]. Dostupno na:
https://en.wikipedia.org/wiki/Glycolysis

Glikoliza se moze odvijati aerobno ili anaerobno ovisno o dostupnosti kisika i lancu za
prijenos elektrona. Osim glukoze, glikoliza je glavni metabolicki put fruktoze, galaktoze i
drugih ugljikohidrata iz hrane. Ovo je nacin pomoc¢u kojega vecina tkiva moze prezivjeti U
uvjetima nedostataka kisika. U brzo proliferiraju¢im tumorskim stanicama kojima manjka
kisika povecan je metabolizam glukoze, pri ¢emu nastaju velike koliCine piruvata koji se

reducira u laktat i izluCuje iz stanica. Na ovaj nacin nastaje kiseli okoli§ u tumoru (70).

EMS, mati¢ne stanice hematopoeze i MMS imaju smanjenu oksidacijsku sposobnost te
je glikoliti¢ki put u njima vrlo aktivan sto stvara nisku razinu ROS. Zanimljivo je da su nize
razine ROS klju¢ne za nediferencirani fenotip mati¢nih stanica. Hipoksija, prema tome, potice
glikolizu u pluripotentnim mati¢nim stanicama, a inhibicija oksidacijske fosforilacije u
mitohondrijima podrZzava mati¢nost. Inhibicija glikolize ometa proliferaciju mati¢nih stanica i

dovodi do stani¢ne smrti (71).
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1.3.3. Warburgov u¢inak

Brzo umnazanje tumorskih stanica nadmasuje angiogenezu §to rezultira podrucjima s
niskom razinom kisika, ali se smatra da tumorske stanice koriste glikolizu ¢ak i u prisutnosti
kisika. Otto Warburg prvi je opisao ovaj fenomen aerobne glikolize, sada poznat kao
Warburgov ucinak, prema kojemu se reprogramiranje metabolizma u tumoru ocituje trajnom
aerobnom glikolizom i koji pridonosi napredovanju malignog tumora (72). Pojacano koriStenje
glikolize tad je bilo pripisano oste¢enju mitohondrija u tumorskim stanicama, no kasnije studije
su pokazale da vecina tumora ne pokazuje oSteCenje mitohondrija, te da se aerobna glikoliza
(energetski manje ucinkovita od oksidacijske fosforilacije) odvija istovremeno bi se hranjive
tvari unijele i ugradile u stani¢nu biomasu (npr. lipide, aminokiseline i nukleotide) potrebnu za
proliferaciju stanica, a ne za ucinkovitiju proizvodnju ATP. Naime, pretvorba sve dostupne
glukoze u CO; putem oksidacijske fosforilacije u mitohondrijima s ciljem maksimalnog
pojacanja proizvodnje ATP u suprotnosti je s potrebama stanice koja se dijeli. Dio glukoze se
mora usmjeriti prema prekursorima makromolekula kao $to su, primjerice, acetil-CoA za masne
kiseline, zatim intermedijeri za neesencijalne aminokiseline i riboza za nukleotide (73). Ovo
moze barem djelomic¢no objasniti prednost koju pruza Warburgov u¢inak, ¢ije se razumijevanje

smatra mogu¢om polaznom tockom za terapijsko uplitanje u stani¢ni metabolizam tumora.

1.3.4. Metabolizam mati¢nih stanica osteosarkoma

IstraZivanja razli€itih vrsta tumora kao Sto su glioblastom, OS, rak pluca, dojke, jajnika
i debelog crijeva upuéuju na to da njihove TMS preferiraju glikolizu u usporedbi s
diferenciranim stanica istih tumora (74, 75, 76, 77, 78, 79, 80). Obrazlozenje toga je u sli¢nosti
TMS s normalnim maticnim stanicama. Glikoliza ima uzro¢ni odnos u induciranju
pluripotentnog reprogramiranja mati¢nih stanica i stjecanju biljega mati¢nosti (71, 81).
Regulacija glikolitickih enzima poput transportera za glukozu (GLUT) i stimulacija glikolize
su vazni za besmrtnost stanica (82). Zbog toga se smatra da se i OS-TMS primarno oslanjaju
na glikolizu.

Novi dokazi upucuju na postojanje specificnih metabolickih fenotipova TMS na temelju
njihovog mikrookoliSa, jer se one mogu naci u hipoksi¢nim i normoksi¢nim dijelovima tumora.
Obiljezja TMS jos uvijek nisu potpuno jasna u kontekstu hipoksic¢ne niSe, ali se smatra da takva
nisa poti¢e svojstva mati¢nosti i otpornosti na lijekove. Koka i sur. su analizirali OS-TMS iz
stani¢ne linije Saos-2 koriste¢i protutijelo CD133. CD133+ OS-TMS su pokazale pojac¢anu

aktivnost LDH u hipoksi¢nim uvjetima te zanemarivu aktivnost LDH u normoksi¢nim
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uvjetima. Biljezi mati¢nosti, biljeg metastatskih TMS (CD44) i biljeg otpornosti na lijekove
(ABCG2) su bili visoko izrazeni u CD133+ OS-TMS u normoksi¢nim uvjetima, ali nisu
pokazale Warburgov ucinak (83). TMS mogu biti manje ovisne o glikolizi od diferenciranih
stanica istog tumora. Mitohondriji TMS brojnih tumora mogu imati pove¢anu mitohondrijsku
masu, mogu troSiti viSe kisika, proizvoditi manje laktata i odrzavati visu razinu ATP u
usporedbi s normalnim mati¢énim stanicama (84). Pored toga, TMS imaju razvijene
antioksidacijske mehanizme koji odrzavaju ROS na niskoj razini, uz istovremeno ocuvanje
mati¢nih i tumorigenih svojstava (85). Prema tome, TMS mogu Koristiti oksidacijsku
fosforilaciju u normoksi¢nim uvjetima te unato¢ njihovim mati¢nim svojstvima, ne mozemo se
u potpunosti osloniti na pretpostavku da su OS-TMS iskljuéivo glikoliticke. U prilog tomu ide
i nasa studija u kojoj smo, metabolickim profiliranjem OS-TMS uzgojenih iz bioptata triju
bolesnika koji prethodno nisu bili lijeCeni protutumorskim lijekovima, utvrdili da one in vitro
uglavnom koriste oksidacijsku fosforilaciju (86). U uvjetima smanjene koli¢ine hranjivih tvari
tumorske stanice pokazuju sposobnost proizvodnje energije raznim aberantnim metabolickim
putevima poput koriStenja arginina, glutationa, inozitola i masnih kiselina (87, 88, 89). U
metastatskoj nis§i TMS pojacano koriste ekstracelularne hranjive tvari kao $to su piruvat, laktat,
glutamin, glutamat, alanin i ketonska tijela, a u stanjima nedostatka hranjih tvari se oslanjaju
na autofagiju (90) (slika 13).
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Slika 13. Metabolizam mati¢nih stanica osteosarkoma (OS-TMS) ovisno 0 njihovoj
lokalizaciji. Prilagodeno prema Snyder V, Reed-Newman TC, Arnold L, Thomas SM, Anant S.
Cancer Stem Cell Metabolism and Potential Therapeutic Targets. Front. Oncol. 2018;8:203.
Slika 1. The schematic represents the metabolic status of cancer stem cells (CSCs) in three
broad categories based on the location.
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Identificirani su specificni metabolicki proteini kao potencijalni onkoproteini.
Specifi¢ni onkoproteini mijenjaju metabolizam tumorskih stanica izravno regulirajuéi klju¢ne
metaboli¢ke enzime i puteve. Na primjer, onkogeni transkripcijski ¢imbenik MYC aktivira
transkripciju gena glikolitickih enzima i prijenosnika glukoze (91). Metabolizam mitohondrija
je reguliran onkoproteinom Bcl-2 (92). Ovakve mogucénosti OS treba imati na umu obzirom na
njegovu gensku varijabilnost.

Dvostruka inhibicija glikolitickih i mitohondrijskih energetskih puteva se pokazala
ucinkovitom protiv rasta tumora u pretklini¢kim modelima. Koristenjem 2-deoksi-D-glukoze
(2-DG), konkurentskog inhibitora glikolize, zatim oligomicina, inhibitora mitohondrijske ATP-
sintaze 1 metformina, Siroko koriStenog lijeka protiv dijabetesa 1 inhibitora kompleksa I
mitohondrijskog respiratornog lanca, Issaq 1 sur. su procijenili energetski profil 1 ucinke
inhibicije metabolizma na rast linijskih stanica sarkoma (OS i rabdomiosarkoma). Pokazali su
da su stanice sarkoma razli¢ito osjetljive na inhibiciju glikolize, a joS su osjetljivije na
kombiniranu inhibiciju glikolize i oksidacijske fosforilacije. Ovi nalazi upuéuju na to da ciljanje
stani¢nih bioenergetika moze predstavljati novu terapijsku strategiju za lijeCenje sarkoma (93),
no ostaje izazov kako u Zivom organizmu blokirati metabolicke stani¢ne procese, posebice
oksidacijsku fosforilaciju.

Razliciti stani¢ni fenotipovi kao $to su hipoksicni u odnosu na normoksi¢ne ili mirujuci
u odnosu na proliferacijske imaju bitno razli¢ite metaboli¢ke potrebe, §to moze izazvati razli¢ite
odgovore pri uplitanju u njihov metabolizam. Cimbenici koji izravno utje¢u na metabolicki
status TMS mogu istovremeno djelovati na vise razina, primjerice na promicanje diferencijacije

TMS, mijenjanje njihovog mikrookolisa i poticanje prilagodbenih mehanizama.

1.4. ASKORBINSKA KISELINA | TUMORSKE STANICE

1.4.1. Vitamin C

Vitamin C je L-enantiomer askorbinske kiseline (AK) koji reverzibilno oksidira u
dehidroaskorbinsku kiselinu (DHA). Gen za L-gulonolakton oksidazu je nefunkcionalan kod
ljudi pa se vitamin C dobiva prehranom. U dodacima prehrani se koriste soli askorbata kao $to
su natrijev askorbat i Kkalcijev askorbat. Obzirom da je AK nestabilna, esterifikacijom
hidroksilne skupine dugolananim organskim 1 anorganskim kiselinama, dobivaju se stabilniji,
hidrofobni derivati askorbata. AK djeluje kao antioksidans (redukcijsko sredstvo, davalac
elektrona) u enzimskim i neenzimskim reakcijama kad prelazi u oksidirani oblik DHA. DHA
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se moze vratiti u reducirano stanje putem reduciranog glutationa (GSH). Bioraspolozivost AK
ovisi 0 dozi, a unutarstani¢na koncentracija joj se povecava kad je stanici potrebna pojacana
antioksidacijska zastita. AK u stanicu uglavnom ulazi preko prijenosnika ovisnih o natriju (engl.
sodium-coupled vitamin C transporter, SVCT), dok DHA ulazi putem GLUT, a unos se
djelomicno odvija i preko difuzije. Do nakupljanja AK u stanicama dolazi pretvaranjem DHA
u AK pa nastaje niska unutarstani¢na koncentracija DHA S§to pogoduje unosu DHA duz
gradijanta koncentracije. AK se uglavnom metabolizira u jetri i izlu¢uje urinom (94, 95).

AK je uobicajani dodatak stanicnom mediju koji se koristi za poticanje diferencijacije

MMS u stanice osteoblasti¢ne loze.

1.4.2. Askorbinska kiselina kao antioksidacijsko sredstvo

Proizvodnja ROS je neizbjezna posljedica transporta elektrona u oksidacijskoj
fosforilaciji u fizioloskim uvjetima. Visoke razine ROS potiu stani¢no starenje i smrt.
Normalne i tumorske stanice mogu biti izlozene visokoj razini oksidacijskog stresa koji nastaje
zbog neravnoteze izmedu proizvodnje slobodnih radikala kao §to su superoksidni anion (O2),
vodikov peroksid (H20>) i hidroksilni radikali (OH"), i njihovog uklanjanja antioksidansima
kao $to su superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza i drugi. Oksidacijski stres
dovodi do os$tecenja stanica uslijed lipidne peroksidacije koja uzrokuje gubitak funkcije i
integriteta staniéne membrane te oStecenja DNA (96).

U fizioloskoj koncentraciji (40-80 uM) AK pokazuje antioksidacijsko svojstvo kroz
odnos izmedu AK i GSH u metabolizmu glukoze, ukljucujuéi glikolizu, ciklus limunske
kiseline i pentoza fosfatni put. GSH je kofaktor peroksidaza koje sluze za ponistavanje u¢inaka
ROS na razne biomolekule te je davalac elektrona. Kako se elektroni gube, molekula postaje
oksidirana, a dvije takve molekule se povezuju disulfidnom vezom da bi stvorile glutation-
disulfid ili oksidirani glutation (GSSG). Ova veza je reverzibilna. GSH je pod strogom
homeostatskom kontrolom. Recikliranje GSH Kkatalizira glutation-disulfid reduktaza koja
koristi reducirajuce ekvivalente iz NADPH za pretvorbu GSSG u GSH prema jednadzbi:

2 GSH + NADP* & GSSG + NADPH + H*". NADPH je reducirani oblik NADP (nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat) i djeluje kao redukcijsko sredstvo za GSSG, ¢ime omogucava redoks
ravnotezu U stanici. AK pomaze u o¢uvanju GSH jer potiCe izrazaj glutation-disulfid reduktaze,

Sto rezultira poveéanjem razine GSH putem de novo sinteze (97).
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1.4.3. Askorbinska kiselina kao protutumorsko sredstvo

Brojni izvjestaji govore o uporabi AK kao sredstva u lijeCenju i prevenciji razli¢itih
vrsta malignih tumora, odnosno o utjecaju AK na tumorske stani¢ne linije u razli¢itim dozama
i koncentracijama. Prema tim izvjestajima, AK je djelovala citotoksi¢no na maligne stani¢ne
linije u niskim i visokim koncentracijama in vitro, antioksidacijski u niskim dozama na zdrave
stanice, dok koncentracije od ¢ak 20 mM AK nisu predstavljale rizik za nemaligne stanice (98,
99, 100, 101, 102). Prema tome bi AK mogla djelovati selektivno toksi¢no na tumorske stanice,
a taj antiproliferacijski uc¢inak posredovan AK-om se ostvaruje kroz aktiviranje apoptoze
mehanizmima posredovanima ROS.

Glikoliza koja se pripisuje tumorskim stanicama, dijelom se odvija i preko pentoza
fosfatnog puta koji je ukljuéen u sintezu NADPH (103, 104). ROS se proizvode i u tumorskim
stanicama, posebno kad su one izloZene stresnim uvjetima. Zato tumorske stanice pojacavaju
regulaciju antioksidacijskim sustavom koji ukljuéuje GSH i puferiranje razine ROS. Ipak,
tumorske stanice pokazuju i nestalnost u upravljanju oksidacijskim stresom Sto se pokusava
iskoristiti u terapijske svrhe (105).

Primjeceno je da tumorske stanice razlicito reagiraju na visoke razine AK, a smatra se
da je uzrok tomu njihova razli¢ita sposobnost uklanjanja ROS (106). Primjerice, AK u visokim
dozama je selektivno toksi¢na za stanice ljudskog kolorektalnog karcinoma koje nose mutacije
gena KRAS ili BRAF. Mutirani geni KRAS i BRAF aktiviraju put MAPK (engl. mitogen-
activated protein kinase) koji vodi do pojacanog izrazaja prijenosnika GLUTL1 preko kojih
DHA ulazi u stanice. Kad DHA ude u stanicu, reducira se u AK oksidacijom GSH $to rezultira
troSenjem GSH i nakupljanjem visoke razine ROS u stanici. Smatra se da se u stanicama s
mutiranim genima KRAS ili BRAF inaktivira GAPDH pod utjecajem ROS i to putem oksidacije
cisteina navedenog enzima (107). Metaboliti uzlazno od GAPDH se nakupljaju dok metaboliti
nizvodno od GAPDH bivaju iscrpljeni pa koncentracija ATP opada. AK posreduje u
oksidacijskom stresu iscrpljivanjem i razine NADH, sto u konacnici uzrokuje apoptozu (108,
109, 110) (slika 14).
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Slika 14. Uéinci askorbinske kiseline (AK) na stani¢ni redoks sustav i metabolizam glukoze.
G-6-P glukoza-6-fosfat, F-6-P fruktoza-6-fosfat, F-1,6B-P fruktoza-1,6-difostat, DHAP
dihidroksiaceton fosfat, GAPDH gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, 1,3-PGB 1,3-
difosfoglicerat, 3-PG 3-fosfoglicerat, 2-PG 2-fosfoglicerat, PEP fosfoenolpiruvat, DHA
dehidroaskorbinska kiselina, SVCT2 prijenosnik ovisan o natriju 2, GLUT1 transporter za
glukozu 1, ROS reaktivne kisikove vrste, GSSG oksidirani glutation, GSH reducirani glutation,
NADP nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, NADPH reducirani oblik NADP. Prilagodeno
prema Park S, Ahn S, Shin Y, Yang Y, and Yeom CH Vitamin C in Cancer: A Metabolomics
Perspective. Front. Physiol. 2018;9:762. Slika 1. Effect of vitamin C on intracellular redox
metabolism and glucose metabolism.

AK ima sposobnost stvaranja relativno stabilnih slobodnih radikala, ali u visokim
koncentracijama i u aerobnim uvjetima kad su prisutni metali sposobni za redoks (Fe, Cu), AK
moze djelovati prooksidacijski posredujué¢i u stvaranju superoksidnih radikala prema
Fentonovoj reakciji (111) (slika 15), koji zatim uzorkuju oksidacijski stres i lipidnu
peroksidaciju. Nakupljanje askorbilnog radikala moze takoder djelovati $tetno jer je njegov

domet djelovanja i poluzivot u stanici veéi od ROS.

AK - AK-+ H*
AK™ +Fe®* > A+ Fe?" + H*
H,0, + Fe?* - Fe3* + “OH + OH- (Fentonova reakcija)

Fe?* + 0, > Fe¥ + 0,™

Slika 15. Shema stvaranja slobodnih radikala prema Fentonovoj reakciji. AK askorbinska
kiselina, AK™ askorbatni anion, A" askorbil radikal, ‘OH hidroksilni radikal, O superoksid
anion. Prilagodeno prema Kazmierczak-Baranska J, Boguszewska K, Adamus-Grabicka A,
Karwowski BT. Two Faces of Vitamin C-Antioxidative and Pro-Oxidative Agent. Nutrients.
2020;12(5):1501. Slika 2. Scheme of hydroxyl radical generation according to Fenton'’s
predictions.
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1.4.4. Utjecaj askorbinske Kiseline na mati¢ne stanice osteosarkoma

Fernandes i sur. su primijetili antiproliferacijske, antidiferencijacijske i apoptoti¢ke
ucinke AK u stani¢noj liniji OS G292 koristenjem 1 mM AK (112). Valenti i sur. su nasli da
AK inducira apoptozu u stani¢noj liniji OS MG-63 i diferencijaciju osteoblasta (113). Bose i
sur. su nasli da kontinuirano oslobadanje AK iz polikaprolaktonom obloZenih B-3-kalcij-fosfat
nosaca poboljsava proliferaciju, odrzivost i diferencijaciju ljudske fetalne stani¢ne linije
osteoblasta te da smanjuje proliferaciju stanica MG-63 (114). Oka i sur. su pokazali
kemosenzibiliziraju¢i u¢inak AK na lije¢enje cisplatinom koji je usko povezan s proizvodnjom
ROS. Uz to, znacajno je bilo smanjeno stvaranje sarkosfera $to upucuje na to da bi AK mogla
povecati ucinkovitost lije¢enja cisplatinom djelujuci protiv OS-TMS. Pokazali su i da AK
smanjuje otpornost na cisplatinu (115).

Preliminarni rezultati za ovo istrazivanje su dobiveni na uzorku OS izuzetog od
punoljetnog bolesnika po uéinjenoj resekciji OS i provedenoj kemoterapiji. Ispitan je uéinak
AK na OS-TMS iz navedenog uzorka. Western blot analiza OS-TMS je pokazala da GAPDH
vise nije detektabilna kad se one tretiraju tijekom 72 sata 1Cso AK (koncentracija AK pri kojoj
je 50% stanica mrtvo), a koji je iznosio 30 pg/mL i 40 pg/mL AK. Analizom stani¢ne smrti
proto¢nim citometrom koriste¢i aneksin V i propidij jodid, nadeno je da su OS-TMS tretirane s
30 pug/mL AK tijekom 24 sata uglavnom bile u kasnoj apoptozi / nekrozi (50,37%) te u ranoj
apoptozi (21,71%). OS-TMS tretirane 40 pg/mL AK-om tijekom 24 sata uglavnom su bile u
kasnoj apoptozi / nekrozi (53,70%) te u ranoj apoptozi (19,19%). Iste stanice tretirane samo
cisplatinom su bile uglavom vijabilne (90,92%). OpaZena je pojacana proizvodnja ROS u OS-
TMS nakon tretmana koncentracijama AK od 30 pug/mL i 40 pug/mL tijekom 72 sata (2,44 puta
veca nego u kontrolnim stanicama) §to je upucivalo na prooksidacijski i selektivni u¢inak AK
(32).

Preliminarnim istrazivanjem ispitan je i utjecaj AK na vijabilnost i metabolicki profil
OS-TMS uzgojenih iz bioptata izuzetih od triju bolesnika koji prethodno nisu bili lijeceni
protutumorskim lijekovima. U medij za uzgoj OS-TMS je dodavan bFGF. I njihove OS-TMS
su bile osjetljivije na AK, ali ta osjetljivost (ICso pri 15,5 mM AK) nije bila znacajno veca u
odnosu na kontrolne stanice stani¢nih linija U20S, MMS i HEK 293 (ICsp pri 18-25,6 mM
AK). Inkubiranje u 1 mM AK tijekom 24 sata nije imalo uc¢inka na metabolizam ispitanih
stanica. Inkubiranjem u 10 mM AK tijekom 24 sata usporio se metabolizam OS-TMS. OS-TMS
su prema osnovnom metabolickom profilu vise pokazale sklonost oksidacijskoj fosforilaciji.
(86).
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2. HIPOTEZA

Askorbinska kiselina izaziva selektivnu smrt mati¢nih stanica osteosarkoma uzgojenih
iz uzoraka tumorskih tkiva bolesnika dok ne Steti zdravim stanicama, a ovaj bioloski fenomen
je zdruzen s razlikom u metabolickom profilu, pove¢anjem razine reaktivnih vrsta kisika i

blokadom glikolize u mati¢nim stanicama osteosarkoma.
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3. CILJEVI RADA

OPCI CILJ:

Provjera selektivnosti u¢inka askorbinske kiseline na mati¢ne stanice osteosarkoma.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. Uzgoj mati¢nih stanica osteosarkoma iz uzoraka tumorskih tkiva izuzetih od najmanje 3

bolesnika/-ice, neposredno nakon ucinjene biopsije (najmanje 3 uzorka);

2. Potvrda mati¢nog statusa mati¢nih stanica osteosarkoma uzgojem druge generacije sfera i

testom izbacivanja boje;

3. Odredivanje koncentracije askorbinske kiseline koja ubija 50% mati¢nih stanica

osteosarkoma te stanica iz stani¢nih linija HEK 293, normalnih mezenhimskih mati¢nih stanica

i U20S MTT testom vijabilnosti;

4. Odredivanje razine reaktivnih kisikovih vrsta u mati¢nim stanicama osteosarkoma nakon

tretmana askorbinskom kiselinom;

5. Odredivanje prisutnosti gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze u mati¢nim stanicama

osteosarkoma nakon tretmana askorbinskom kiselinom Western blot analizom;

6. Odredivanje vrste stani¢ne smrti mati¢nih stanica osteosarkoma te stanica iz stanicnih linija
HEK 293, normalnih mezenhimskih mati¢nih stanica i U20S uzrokovane djelovanjem

askorbinske kiseline pomocu aneksina V, propidij jodida i protocnog citometra;
7. Odredivanje metabolickog fenotipa mati¢nih stanica osteosarkoma te stanica iz stani¢nih

linija HEK 293, normalnih mezenhimskih mati¢nih stanica i U20S prije i nakon tretmana

askorbinskom kiselinom pomoc¢u uredaja Seahorse.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. OPCI ASPEKTI ISTRAZIVANJA

Istrazivanje je provedeno u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost, ,,Selektivno
ciljanje matic¢nih stanica sarkoma askorbinskom kiselinom®; Sifra projekta: 7590; voditeljica
projekta: izv.prof.dr.sc. Inga Urli¢; trajanje projekta od 2018. do 2022. godine.

Eti¢ko povjerenstvo Klinike za djecje bolesti Zagreb je dana 8. studenoga 2017. godine
dalo suglasnost za provodenje ovog istrazivanja (Urbroj 02-23/34-4-17).

Prilozi I, II, IIT i IV predstavljaju obrasce obavijesti o istrazivanju i suglasnosti za
sudjelovanje u istrazivanju maloljetnih osoba za roditelje odnosno skrbnike, kao i za maloljetne
osobe adolescentne dobi. Navedeni obrasci su prilozeni Etickim povjerenstvima Klinike za
djecje bolesti Zagreb i Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Uzorci za ovo istrazivanje su prikupljeni u Klinici za dje¢je bolesti Zagreb. Uzgoj
mati¢nih stanica, MTT test vijabilnosti stanica, odredivanje stani¢ne razine ROS i Western blot
analiza uzoraka su provedeni u Zavodu za molekularnu biologiju Bioloskog odsjeka
Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Odredivanje vrste stani¢ne smrti
protocnim citometrom je provedeno u Institutu Ruder Boskovi¢. MetaboliCko profiliranje
ispitivanih stanica tehnologijom Seahorse je provedeno u Odjelu za biotehnologiju Sveucilista

u Rijeci.

4.2. UZORKOVANJE TUMORSKIH TKIVA ZA ISTRAZIVANJE

Materijali:

o falkon epruvete s hranjivim medijem za prijenos uzoraka
e hranjivi medij (engl. growth medium, GM) sastava: 10% fetalnog govedeg seruma (engl.
fetal bovine serum, FBS) (Gibco) i 1% Penicilina/Streptomicina (Pen/Strep) (Capricorn)

u modificiranom Coon Ham F12 mediju (Sigma-Aldrich)
Postupak:

Za potrebe ovog istrazivanja su koristena tri konsekutivno dobivena uzorka OS koji su

izuzeti tijekom dijagnosticke otvorene biopsije (slika 16 A). Od svakog bolesnika je izuzet po
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jedan uzorak tumorskog tkiva od strane lije¢nika/-ice specijaliste/-ice ortopedije, odnosno
ortopedije 1 traumatologije, prema pravilima izvodenja biopsije tvorbi sustava za kretanje.
Bolesnici prethodno nisu dobivali protutumorsku terapiju. Nakon S§to je uzorak izuzet,
podijeljen je na dva dijela: jedan dio za istraZivanje, a drugi za citolosku i patohistolosku
dijagnostiku. Uzorci za istraZivanje dobiveni od triju bolesnika su oznaceni kao P1, P21 P3,1s
njima se postupalo na isti nacin. Po izuzimanju u operacijskoj sali, uzorak za istrazivanje je
pohranjen u falkon epruvetu koja sadrzi sterilizirani GM (slika 16 B) i poslan u laboratorij
Zavoda za molekularnu biologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Malignost je potvrdena citoloskim pregledom otisaka tkiva u Klinici za
dje¢je bolesti Zagreb isti dan po izuzimanju uzorka, a patohistoloska dijagnoza OS je

postavljena naknadno u Zavodu za patologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

A b B

ol

Slika 16. Bioptat tumorskog tkiva. A. Makroskopski izgled izuzetog tumorskog tkiva. B.
Komadié¢ tumorskog tkiva za istraZivanje na dnu falkon epruvete s hranjivim medijem. Klinika
za djecje bolesti Zagreb.

4.3. 1IZOLACIJA PARENTALNIH STANICA OSTEOSARKOMA

Materijali:

e bioptati tkiva OS-a triju bolesnika

o fosfatni pufer (engl. phosphate buffer saline, PBS) (Gibco)

e kolagenazni medij (engl. collagenase medium, CM) sastava: 20% FBS (Gibco), 1%
Pen/Strep (Capricorn) i 3,75 mg/mL kolagenaze tipa Il u modificiranom Coon Ham F12
mediju (Sigma-Aldrich)

e Petrijeve posude
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e boce T-75
e inkubator
e fresilica

e centrifuga (Universal 320R, Hettich)

Postupak:

Isti dan po prispijecu uzorka tumorskog tkiva u laboratorij, GM iz epruvete je uklonjen
aspiriranjem. Tkivo je stavljeno u Petrijevu posudu promjera 100 mm koja sadrzi PBS,
usitnjeno na veli¢inu dijelova od 0,5-1 mm i premjesteno u epruvetu s 10 mL CM radi enzimske
razgradnje. Epruveta s uzorkom zatim se inkubirala u inkubatoru na tresilici na 37 °C u 5% CO
tijekom 2 sata. Nakon inkubiranja, suspenzija je centrifugirana na 300 x g, supernatant je
uklonjen aspiriranjem, a natalozeni djeli¢i tkiva su suspendirani u 10 mL GM.

Dobivena stani¢na suspenzija je prebac¢ena u bocu T-75 i inkubirana na 37 °C u 5% CO..
Hranjivi medij je izmjenjivan svjezim svaka 3 dana. Stanice koje su prionule uz podlogu u

jednom sloju su predstavljale parentalne stanice OS.

4.4. UZGOJ SARKOSFERA

Materijali:

e parentalne stanice uzgojene iz triju bioptata OS-a

e PBS (Gibco)

e tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich)

e GMsastava: 10% FBS (Gibco) i 1% Pen/Strep (Capricorn) u modificiranom Coon Ham
F12 mediju (Sigma-Aldrich)

e 2% metil-celuloza (MC) u miliQ-H20 (Sigma-Aldrich)

e cpidermalni ¢imbenik rasta EGF (Gibco) 1 bazi¢ni ¢imbenik rasta fibroblasta bFGF
(Gibco)

e medij za uzgoj sarkosfera (engl. sarcosphere growth medium, SGM) sastava: 10% FBS
(Gibco), 1% Pen/Strep (Capricorn), 0,01% EGF (Gibco) i 0,01% bFGF (Gibco) u
modificiranom Coon Ham F12 mediju (Sigma-Aldrich)

e ploca sa 6 jazica s ultraslabim prijanjanjem

e inkubator
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e autoklav
e hemocitometar
e centrifuga (Universal 320R, Hettich)

e mikroskop

Postupak:

Aspiriranjem je uklonjen GM i parentalne stanice su isprane PBS-om. Na sobnoj
temperaturi je dodano 3 mL tripsin-EDTA u svrhu otpustanja stanica iz formiranog sloja, nakon
¢ega su stanice inkubirane na 37 °C u 5% CO: tijekom 4 minute Reakcija tripsina je
zaustavljena dodavanjem 10 mL GM. Stanice su zatim centrifugirane na 300 x g te po
resuspendiranju taloga izbrojane pomoc¢u hemocitometra.

Unaprijed je pripremljeno 2% MC u miliQ-H20 koja se otapala 3 dana na 4°C, nakon ¢ega
je sterilizirana autoklaviranjem. MC-SGM je pripremljen mijesanjem MC i SGM u jednakom
omjeru do koncentracije od 1% MC.

Na plo¢u sa 6 jaZica s ultraslabim prijanjanjem je dodano 5 mL MC-SGM i zasadeno 4x10*
stanica po jazici. Svaka 3 dana u svaku jazicu su dodavani EGF i bFGF do postizanja

koncentracije od 10 ng/mL. Formiranje sarkosfera je fotografirano.

45. IZOLACIJA SARKOSFERA | UzGOJ DVIJU GENERACIJA
MATICNIH STANICA OSTEOSARKOMA

Materijali:

e sarkosfere uzgojene iz triju bioptata OS-a

e GM sastava: 10% FBS (Gibco) i 1% Pen/Strep (Capricorn) u modificiranom Coon Ham
F12 mediju (Sigma-Aldrich)

e 40 um najlonski procjedivac (Thermo Fisher Scientific, SAD)

e DbFGF (Gibco)

e inkubator

e Petrijeve posude

e Mikroskop
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Postupak:

Uzgojene sarkosfere su premjestene na 40 pm najlonski procjediva¢ pa se MC-SGM
ocijedio pod utjecajem gravitacije. Jazice iz kojih su uzete sarkosfere su isprane 2 puta s 5 mL
GM 1 sadrzaj je procijeden kroz stanicni procjediva¢ da bi se sacuvale sve sarkosfere.
Procjedivac je nakon toga stavljen u Petrijevu posudu, preokrenut za 180°, ispran s 10 mL GM
i lagano protreSen kako bi se sarkosfere s njega otpustile. Sarkosfere u Petrijevoj posudi su
zatim inkubirane u GM uz dodatak 10 ng/mL bFGF na 37 °C u 5% CO>. Pod prijanjaju¢im
uvjetima stanice iz sarkosfera su stvorile jedan sloj i kao takve predstavljaju prvu generaciju
OS-TMS.

Opisani postupci formiranja i izolacije sarkosfera su ponovljeni i tako je dobivena druga

generacija OS-TMS koje su koriStene za nastavak istrazivanja.

4.6. TEST IZBACIVANJA BOJE HOECHST 33342

Materijali:

e druga generacija OS-TMS izoliranih iz triju bioptata, stani¢ne linije MMS i U20S
e boja Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich)

e osnovni medij za kulturu stanica ovisno o tipu stanica (tablica 2)

e PBS (Gibco)

e ploce s 96 jaZica

e (GloMax c¢ita¢ mikroploca (Promega)

e folija

e inkubator

e racunalni program ,,Graph Pad Prism*
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Tablica 2. Tipovi stanica i odgovarajuéi osnovni mediji za kulturu stanica.

Dodatak
Tipovi stanica Osnovni medij za kulturu stanica stani¢nom
mediju

U20S 10% FBS (Gibco), 1% Pen/Strep (Capricorn) u -
modificiranom Dulbecco Eagle mediju (DMEM) —
obogacen glukozom (Sigma-Aldrich)

HEK 293 10% FBS (Gibco), 1% Pen/Strep (Capricorn) u -
modificiranom Dulbecco Eagle mediju (DMEM) —
obogacen glukozom (Sigma-Aldrich)

MMS 10% FBS (Gibco), 1% Pen/Strep (Capricorn) u 0,01% bFGF
modificiranom Dulbecco Eagle mediju (DMEM) — (Gibco)
smanjene glukoze (Sigma-Aldrich)

Parentalne 10% FBS (Gibco), 1% Pen/Strep (Capricorn) u -
stanice OS modificiranom Coon Ham F12 mediju (Sigma-
Aldrich)
OS-TMS 10% FBS (Gibco), 1% Pen/Strep (Capricorn) u 0,01% bFGF
1. generacija modificiranom Coon Ham F12 mediju (Sigma- (Gibco)
Aldrich)
OS-TMS 10% FBS (Gibco), 1% Pen/Strep (Capricorn) u 0,01% bFGF
2. generacija modi.ficiranom Coon Ham F12 mediju (Sigma- (Gibco)
Aldrich)

Postupak:

Ispitivanje izbacivanja boje Hoechst 33342 iz stanica provedeno je na drugoj generaciji
OS-TMS izoliranih od triju bolesnika te na stani¢nim linijama MMS i U20S.

Stanice su zasadene na plodu s 96 jaZica u gusto¢i od 6x10* stanica po jaZici u
odgovaraju¢em mediju za kulturu stanica i inkubirane na 37 °C u 5% CO; tijekom 24 sata.
Nakon §to su stanice prionule uz podlogu, u svaku jazZicu je dodano 100 pL odgovarajuéeg
medija za uzgoj stanica i 5 pg/mL boje Hoechst 33342. Ploca s jaZicama je zatim pokrivena
folijom zbog osjetljivosti na svjetlo boje Hoechst 33342 i inkubirana na 37 °C u 5% CO: tijekom
90 minuta. Nakon inkubiranja, uklonjen je supernatant i jazice su isprane s 100 pL
odgovaraju¢eg medija za kulturu stanica. Medij je uklonjen aspiriranjem i zamijenjen sa 100
uL PBS.

Apsorbancije uzoraka su mjerene u GloMax ¢itacu mikroploca (ekscitacija 360 nm,

emisija 450 nm). Rezultati su analizirani ra¢unalnim programom ,,Graph Pad Prism*.
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4.7. MTT TEST VIJABILNOSTI STANICA

MTT test je kolorimetrijska metoda temeljena na mjerenju metabolicke aktivnosti
stanica. Naime, pomocu stani¢nih dehidrogenaza u zivim stanicama dolazi do redukcije MTT

u plave kristale formazana (116).

Materijali:

e druga generacija OS-TMS izoliranih iz triju bioptata te stani¢ne linije HEK 293, MMS
i U20S u osnovnom mediju za kulturu stanica ovisno o tipu stanica (tablica 2), s i bez
dodatka bFGF

e tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich)

e askorbinska kiselina (AK)

e tetrazolijeva sol (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid, MTT)
(Sigma-Aldrich)

e dimetil-sulfoksid, DMSO (Roth)

e PBS (Gibco)

e miliQ-H.0

e ploce s 96 jaZica

e filter 0,22 um

e (GloMax c¢ita¢ mikroploc¢a (Promega)

e inkubator

e tresilica

e centrifuga (Universal 320R, Hettich)

e mikroskop

e racunalni program ,,Graph Pad Prism*

Postupak:

Navedeni test je proveden na sljede¢im vrstama stanica: drugoj generaciji OS-TMS
izoliranih od triju bolesnika te stani¢nim linijama HEK 293, MMS i U20S, koriste¢i stani¢ni
medij s i bez dodatka bFGF.

Stanice su pregledane, tripsinizirane i centrifugirane. Talog je resuspendiran u
odgovaraju¢em stanicnom mediju (do 2 mL) i stanice su izbrojane na hemocitometru prema

protokolu dostupnom na mreznoj stranici: https://www.abcam.com/protocols/counting-cells-
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using-a-haemocytometer (117). Stanice su zatim zasijane na plo¢u s 96 jazica u gusto¢i od

6x10* stanica po jazici u odgovarajuéem mediju za uzgoj stanica i inkubirane preko noéi na 37
°C u 5% COg, kako bi prionule uz podlogu.

Pripremljena je zaliha 100 mM AK otapanjem u miliQ-H.Q i filtriranjem kroz 0,22 um
filter. Ovako pripremljena zaliha AK je pohranjena na -20 °C i spremna za pripremu razrjedenja
AK potrebnih za pokuse.

Drugi dan stanice su tretirane AK-om u koncentracijama od 1, 5, 10, 15, 20, 25 i 30 mM
u odgovaraju¢em stani¢nom mediju, S i bez dodatka bFGF, u triplikatima (osim stanica iz
uzorka P3 koje su tretirane u duplikatima jer ih nije bilo dovoljno). Kontrolne stanice nisu
tretirane AK-om. Nakon 24-satnog inkubiranja na 37 °C u 5% CO2, medij je uklonjen
aspiriranjem i stanice su 3 puta isprane PBS-om. U svaku jaZicu je zatim dodano 40 pL MTT
razrijedenog 1x u odgovaraju¢em stanicnom mediju, nakon ¢ega su stanice inkubirane zasticene
od svjetla na 37 °C u 5% COz tijekom 4 sata. Nakon inkubiranja, u svaku jaZicu je dodano 170
ML DMSO i zatim su ploce s jaZicama stavljene na tresilicu da bi se otopili kristali formazana.

Izmjeren je intenzitet absorbancije na GloMax citacu mikroplocica pri 560 nm i
analiziran pomoc¢u programa ,,Graph Pad Prism*. Od dobivene apsorbancije pojedine jaZice sa
stanicama oduzeta je vrijednost apsorbancije slijepe probe i dobivena vrijednost koja je
proporcionalna broju metabolicki aktivnih stanica u toj jaZici. Izracunat je relativni broj stanica
u odnosu na kontrolne stanice. Vijabilnost stanica je izraCunata kao postotak netretirane

kontrole. Izra¢unata je i inhibitorna koncentracija AK pri kojoj je 50% stanica mrtvo (ICso).

4.8. MJERENJE RAZINE REAKTIVNIH KISIKOVIH VRSTA

DCFH2-DA se Kkoristi za identifikaciju ROS, tj. ispitivanje unutarstani¢nog
oksidacijskog stresa in vitro. Nakon difuzije kroz staniénu membranu, esteraze cijepaju
acetatne skupine kako bi stvorile hidrofilniji 2',7'-diklorodihidrofluorescein (DCFH2) koji se
zadrzava u citosolu. Oksidacija DCFH2 daje visoko fluorescentni 2',7'-diklorofluorescein

(DCF) koji se moze mjeriti spektrofluorometrijski (118).

Materijali:
e druga generacija OS-TMS izoliranih iz triju bioptata te stani¢ne linije MMS i U20S u
osnovnom mediju za kulturu stanica (tablica 2), s i bez dodatka bFGF

o 2' T'-diklorofluorescein — diacetat (DCFH>-DA) (Sigma-Aldrich)
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e PBS (Gibco)

e AK iz zalihe

e ploce s 96 jazica
e inkubator

e (Cita¢ mikroplocica GloMax

Postupak:

Stanice su zasijane na plo¢u s 96 jazica u gustoéi od 1x10* stanica po jaZici i tretirane
1 mM AK-om iz pripremljene zalihe, u mediju s i bez dodatka bFGF. Medij je izmjenjivan
svaka 2 dana tijekom 7 dana (ukupno 4 izmjene medija). Sedmoga dana tretmana stanicama je
izmijenjen medij te je mjerena razina ROS i to nakon 3 sata od zadnje izmjene medija. Stanice
su 3 puta isprane PBS-om, dodano im je zatim 20 uM DCFH,-DA te su inkubirane na 37 °C
tijekom 30 minuta u tamnoj prostoriji. Koriste¢i ¢ita¢ mikroplo¢ica GloMax, izmjerena je
fluorescencija temeljena na oksidaciji DCFH2-DA pri 485/535 nm. Izmjerene fluorescencije su

normalizirane na koncentraciju proteina pojedine jazice.

4.9. WESTERN BLOT ANALIZA PRISUTNOSTI GLICERALDEHID-3-
FOSFAT DEHIDROGENAZE (GAPDH)

Western blot je metoda za identifikaciju 1 odredivanje prisutnosti malih koli¢ina
odredenog proteina. Tehnika se temelji na ostvarivanju kompleksa antigena i protutijela pri

¢emu se protutijelo veze na antigen na sintetskoj membrani (119).

4.9.1. Citoliza i izolacija proteina

Materijali:

e druga generacija OS-TMS izoliranih iz triju bioptata u osnovnom mediju za kulturu
stanica (tablica 2), s i bez dodatka bFGF

e tripsin-EDTA

e AK.z zalihe

e CellLytic™ M (Sigma-Aldrich)

o tekuc¢i koktel inhibitora proteaza (Thermo Fisher)
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e PBS (Gibco)

e tekuci dusik

e ploce sa 6 jazica
e inkubator

e zamrzival

e centrifuga (Universal 320R, Hettich)

Postupak:

OS-TMS su zasijane na plodu sa 6 jazica u gustoé¢i od 4,8x10%stanica po jazici. Stanice
su zatim inkubirane na 37 °C u 5% CO- tijekom 24 sata da bi se prihvatile. Stanice u kontrolnim
jazicama su tretirane samo medijem, odnosno medijem uz dodatak bFGF, dok su stanice iz
druge dvije jaZice tretirane 1 mM AK-om, takoder s i1 bez dodatka bFGF. Medij je izmjenjivan
svaka 2 dana kroz 7 dana (ukupno 4 izmjene medija). Po zavrSetku tretmana, stanice su
tripsinizirane. U svaku jazicu je dodano 1mL otopine tripsin-EDTA i ploc¢a s jaZicama je
inkubirana na 37 °C u 5% CO- tijekom 4 minute. Tripsin se neutralizirao dodavanjem 1mL GM
i sadrzaj je prebacen u Ciste u epruvete. Epruvete su centrifugirane na 450 x g i 4 °C tijekom 10
minuta. Supernatant je uklonjen aspiriranjem, a ostao je talog. Stanice u talogu su zatim lizirane
dodavanjem 50 pL reagensa CellLytic™ M kojem su prethodno dodani inhibitori proteaza
(1%). Talog je resuspendiran te je suspenzija prebacena u Ciste epruvete koje su zamrznute na
-20 °C. Metodom ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja koriste¢i teku¢i dusik, izolirani su
proteini. Ciklusi su odradeni 3 puta centrifugiraju¢i epruvete s uzorkom na 20 000 x g i 4 °C
tijekom 15 minuta svaki put prije zamrzavanja. Supernatant s izoliranim proteinima je prebacen

u Ciste epruvete.

4.9.2. Odredivanje koncentracije proteina KkoriStenjem bicinkonini¢ne

kiseline

Materijali:

e Dbicinkonini¢na kiselina (engl. bicinchoninic acid, BCA) (Sigma-Aldrich)

e radni reagens Amersham ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagent (GE
Healthcare Life Sciences)

e miliQ-H20
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e ploce s 96 jazica
e inkubator

e (GloMax cita¢ mikroplocica

Postupak:

Za odredivanje koncentracije proteina koristeni su BCA i radni reagens. Reagensi A1 B
su pomijeSani u omjeru 50 : 1 i pohranjeni na tamnom mjestu. Uzorci su razrijedeni 5 puta u
miliQ-H20. Na plocu s 96 jazica u svaku jazicu je dodano po 10 pL standarda i razrijedenog
uzorka te je dodano 200 puL radnog reagensa AB. Plo¢a s uzorcima je inkubirana na 37 °C
tijekom 30 minuta, a zatim jo$ 5 minuta na sobnoj temperaturi.

Apsorbancije jazica su mjerene koriste¢i GloMax c¢ita¢ mikroplocica pri 560 nm.
Izmjerena apsorbancija je izravna funkcija koli¢ine proteina. Nepoznata koncentracija svakog

uzorka izracunata je usporedbom vrijednosti njegove apsorbancije sa standardnom krivuljom.

4.9.3. Razdvajanje proteina natrij dodecil sulfat - poliamidakril gel
elektroforezom (SDS-PAGE)

Materijali:

e epruvete s proteinima izoliranima iz triju uzoraka OS-TMS

e pufer za denaturaciju proteina koji sadrzi 0,1% SDS (engl. sodium dodecyl sulphate) i
B-merkaptoetanol

o stakalca, stalak i ¢eslji¢ za izlijevanje gelova

e poliakrilamidni gel za elektroforezu (tablica 3)

e pufer za elektroforezu sastava: 3,03 g Tris, 14,4 g glicina, 10 mL 10% SDS i do 1L
destilirane vode

e izopropranol

e obiljezava¢ Blue Protein Standard, 11-190 kDa, Broad Range (BioLabs)

e termoblok

e led
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Tablica 3. Sastavi gelova za sabijanje i razdvajanje.

Gel za sabijanje (4%) Gel za razdvajanje (10%)
1 M Tris-HCI pH 8,8 2,35 mL 0,375 M Tris-HCI pH 6,8 1050 pL.
10% SDS 62,5 uL 10% SDS 31,25 ulL
miliQ H20 1,625 mL | miliQ H20 1158 uL
30 % akrilamid/bisakrilamid | 2,08 mL 30 % akrilamid/bisakrilamid | 418 uL
Temed 1,56 uL Temed 1,25 uL
APS 156 L. APS 250 uL
Postupak:

Prije nanoSenja izoliranih proteina na gel za elektroforezu, izracunat je volumen koji
sadrzi 3 pg proteina te je taj volumen pomijeSan u omjeru 1:1 s puferom za zagrijavanje proteina
koji sadrzi SDS radi denaturacije. Tako pripremljeni uzorci su inkubirani na 95 °C tijekom 5
minuta u termobloku, a zatim ohladeni na ledu.

Za provodenje elektroforeze pripremljen je gel koji se sastoji od 4% gela za sabijanje 1
10% gela za razdvajanje. Najprije je izliven gel za razdvajanje koji je prekriven izopropanolom.
Nakon njegove polimerizacije je uklonjen izopropanol i nanesen je gel za sabijanje i ¢eslji¢ koji
¢e formirati jazice za nanoSenje uzoraka. Po polimerizaciji gela, sklopljen je sustav za
provodenje elektroforeze tako da je niZi rub stakla u kojem se nalazi gel smjeSten prema
unutrasnjem dijelu. Zatim je uklonjen ceslji¢ iz gela te je odjeljak napunjen puferom za
elektroforezu (pH 8,3) koji je dodan u sustav tako da potopi jazice. Denaturirani uzorci i
obiljeziva¢ su naneSeni u jazice te je pokrenuta elektroforeza. Elektroforeza se odvijala na

sobnoj temperaturi pri 180 V tijekom sat vremena.

4.9.4. Prijenos proteina na membranu

Materijali:

e pufer za prijenos proteina na membranu satava: 3,03 g Tris, 14,4 g glicina, 200 mL
metanola i do 1 L destilirane vode

e nitrocelulozne membrane (GE Healthcare Life Sciences)

e katoda XCell 11I™ Blot Module (Invitrogen)

o filter papiri

e spuzvice za elektroforezu
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e Dboja Ponceau S (Sigma-Aldrich)

e pufer TBST za blokiranje membrane sastava: 10 mL 1 M Tris (pH 8,0), 18,75 mL 4 M
NaCl, 500 puL Tween-20 i 500 mL destilirane vode

e bezmasno mlijeko

e primarno protutijelo na GAPDH (Sigma-Aldrich)

e sekundarno zec¢je IgG, HRP-vezano protutijelo (Cell Signaling, #7074)

e plasti¢na folija

e reagensi: Clarity Western Peroxide i Clarity Western Luminol/Enhancer (Biorad)

o kazete za nitrocelulozne membrane

e Kodak razvijac i fiksativ (Sigma-Aldrich)

Postupak:

Cetiri spuzvice i jedan filter papir prethodno namogeni u puferu za prijenos proteina su
stavljeni na katodu XCell 1I™ Blot Module. Nakon elektroforeze, na filter papir su stavljena
stakalca s gelom, a na njih nitrocelulozna membrana koja se takoder prethodno namakala u
puferu za prijenos proteina. Mjehuri¢i zraka su otklonjeni rolaju¢i stakleni valjak preko
povrSine membrane. Na membranu je zatim stavljen drugi prednamoceni filter papir 1 jo§ tri
spuzvice. Sve je poklopljeno anodnom plo¢om i u¢vr§éeno u sustav za prijenos. Prijenos

proteina se odvijao na 10 V i + 4 °C tijekom no¢i.

Idu¢i dan, jedinica se odvoji i membrana se inkubira bojom Ponceau S tijekom 5 minuta
da se vizualiziraju proteini preneSeni na membranu. Boja s membrane se uklonila trominutnim
ispiranjem u puferu TBST. Uslijedilo je blokiranje membrane u 5% bezmasnom mlijeku
otopljenom u puferu TBST tijekom sat vremena. Nakon blokiranja, membrana je isprana u
puferu TBST, 2 puta po 5 minuta. Primarno protutijelo na GAPDH je razrijedeno u 0,5%
bezmasnom mlijeku otopljenom u TBST u omjeru 1 : 5 000 te je membrana njime inkubirana
na 4 °C tijekom no¢i. Idu¢i dan membrana je ispirana 3 puta TBST-om po 5 minuta. Slijedilo
je inkubiranje membrane sa sekundarnim protutijelom (sekundarno zecje IgG, HRP-vezano
protutijelo) koje je razrijedeno u omjeru 1 : 2 000 u 0,5% bezmasnom mlijeku i puferu TBST.
Inkubacija je trajala sat vremena na sobnoj temperaturi, a potom je membrana ispirana 3 puta
puferom TBST po 5 minuta. Membrana je ostavljena da se osuSi na papiru, nakon Cega je

umotana u plasti¢nu foliju.
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Pripremljena je mjeSavina reagensa Clarity Western Peroxide i Clarity Western
Luminol/Enhancer u jednakim omjerima koja je zatim izlivena po membrani i prekrivena
folijom kako bi se inkubirala tijekom 3 minute u kazeti. MjeSavina reagensa je potom uklonjena,
a membrana zamotana u Cistu plasticnu foliju 1 stavljena u kazetu, paze¢i da nema zarobljenih
mjehuri¢a zraka. Kazeta s membranom je preneSena u tamnu komoru radi postupka
vizualizacije. Na membranu u kazeti je prislonjen film za autoradiografiju i inkubiran tijekom
15 sekundi. Potom je film uronjen u otopinu razvijaca te se pratila pojava pruga na filmu. Kad

su se pocele pojavljivati pruge, film je ispran u vodi i uronjen u fiksativ.

4.10. ODREPIVANJE VRSTE STANICNE SMRTI UZROKOVANE
ASKORBINSKOM KISELINOM POMOCU PROTOCNOG
CITOMETRA

Aneksin-V-fluorescein i propidij jodid (PI) omogucuju razlikovanje zivih stanica, zatim
stanica u ranoj apoptozi i nekroti¢nih stanica. U ranoj apoptozi fosfatidilserin se premjesta s
unutrasnje strane na vanjsku stranu membrane te se tako izloZzen na povrSini stanice moze
detektirati pomocu aneksina V koji se veZe za fosfatidilserin. Fosfatidilserin se premjesta na
povrsinu stanice 1 u nekrozi. Za razlikovanje nekroti¢nih stanica od apoptoti¢nih koristi se PI

jer on ulazi samo u nekroti¢ne stanice gdje se veze za DNA (120).

Materijali:

e druga generacija OS-TMS izoliranih iz triju bioptata te stani¢ne linije HEK 293, MMS

i U20S u osnovnom mediju za kulturu stanica ovisno o tipu stanica (tablica 2), s i bez

dodatka bFGF
e PBS (Gibco)
e AKz zalihe

e tripsin-EDTA

e _Muse Annexin and Dead Cell Assay Kit* (Luminex)
e pufer za vezivanje aneksina V (BD Pharmingen)

e propidij jodid (PI)

e protocni citometar

e ploce sa 6 jazica
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e inkubator
e centrifuga (Universal 320R, Hettich)
e led

Postupak:

Stanice su zasijane na plo¢u sa 6 jazica u gustoéi od 6x10* stanica po jazici i tretirane s
10 mM AK te inkubirane na 37 °C u 5% COztijekom 24 sata. Kontrolne stanice nisu tretirane
nego im je samo dodan odgovaraju¢i medij. Nakon inkubiranja, sadrzaj iz jazica je prebacen u
epruvete zapremine 15 mL, jazice su isprane 1 mL PBS-om i taj sadrzaj je pridruzen u epruvete.
Dodano je 1 mL tripsina i stanice su inkubirane na 37 °C u 5% CO; tijekom 4 minute. Tripsin
je neutraliziran dodatkom 1mL GM. Epruvete su centrifugirane brzinom 400 x g na 4°C tijekom
10 minuta. Epruvete su zatim odloZene na led. Supernatant je uklonjen aspiriranjem, a talog
resuspendiran u 1 mL PBS. Epruvete su ponovno centrifugirane brzinom 400 x g na 4°C tijekom
10 minuta. Supernatant je uklonjen aspiriranjem, a talog resuspendiran u puferu za vezanje
aneksina V te je dobivena suspenzija prebacena u epruvete s utorom za protoc¢ni citometar. U
jednu epruvetu je dodano 5 pL aneksina V, u drugu 5 uL PI, u treéu 5 pL aneksina Vi 5 puL
PI, a u Cetvrtu samo pufer. Epruvete su inkubirane na sobnoj temperaturi u mraku tijekom 15
minuta i u svaku epruvetu je dodano po 400 pL pufera za vezanje aneksina V. Analiza
proto¢nim citometrom je obavljena unutar jednoga sata. Za analizu su koristeni plavi (zeleno

obojenje) i zeleni filter (crveno obojenje).

4.11. ODREPIVANJE METABOLICKOG PROFILA STANICA POMOCU
UREDAJA SEAHORSE XF

Uredaj Seahorse mjeri potrosnju kisika kao mjeru oksidacijske fosforilacije i
zakiseljavanja okolisa kao mjeru glikolize te na osnovi tih podataka stvara metabolicki profil
stanica. Dodatkom metabolickih stresora mjeri se potencijal oksidacijske fosforilacije i
glikolize stanica.

Oligomicin inhibira ATP sintazu (kompleks V) i prvi se ubrizgava nakon pocetnog
mjerenja razine kisika. On smanjuje protok elektrona kroz lanac za prijenos elektrona sto
rezultira smanjenjem mitohondrijskog disanja, odnosno razine potrosnje kisika (engl. oxygen

consumption rate, OCR). Ovo smanjenje OCR je povezano s proizvodnjom stani¢nog ATP.
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Karbonil cijanid-4-trifluorometoksi-fenilhidrazon (FCCP) je sredstvo za odvajanje koje
utjece na gradijent protona i ometa potencijal mitohondrijske membrane. Dodaje se nakon
oligomicina. Rezultat toga je neometan protok elektrona kroz lanac za prijenos elektrona, a
potros$nja kisika kompleksom IV doseze maksimum. FCCP-om stimulirani OCR se moze
koristiti za izraun rezervnog respiratornog kapaciteta, definiranoga kao razlike izmedu
maksimalnog i bazalnog stani¢nog disanja. Rezervni respiratorni kapacitet je mjera sposobnosti
stanice da odgovori na poveéanu potraznju za energijom pod stresom. Na kraju se ubrizgava
mjeSavina rotenona, inhibitora kompleksa I 1 antimicina A, inhibitora kompleksa III. Ova
kombinacija iskljuc¢uje mitohondrijsko disanje i omogucuje izraCun nemitohondrijskog disanja

(slike 17 i 18).

Oksidacijska fosforilacija
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disanje
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Slika 17. Graficki prikaz metaboli¢kog profiliranja oksidacijske fosforilacije pomoéu

wAgilent Seahorse XF Cell Mito Stress Test“. Prilagodeno prema
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/XF Cell Mito Stress Test Kit User

Guide.pdf. Slika 1, Agilent Seahorse XF Cell Mito Stress Test profile, showing the key
parameters of mitochondrial function; str. 6.
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Slika 18. Shematski prikaz mjesta djelovanja modulatora u lancu prijenosa elektrona
koristenih u ,,Agilent Seahorse XF Cell Mito Stress Test“. Prilagodeno prema

https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/XF Cell Mito Stress Test Kit User
Guide.pdf. Slika 2. Agilent Seahorse XF Cell Mito Stress Test modulators of the ETC; str. 6.

Mjerenje brzine zakiseljavanja (engl. extracellular acidification rate, ECAR) se provodi
tako da se najprije stanice inkubiraju u testnom mediju za glikolizu bez glukoze ili piruvata i
izmjeri se ECAR koji oznacava neglikoliticko zakiseljenje. Zatim se doda glukoza koju ¢e
stanice katabolizirati glikolizom do piruvata, stvaraju¢i ATP, NADH, vodu i protone. Izlazak
protona u okolni medij uzrokuje poveéanje ECAR. Ovaj odgovor izazvan glukozom oznacava
glikolizu u bazalnim uvjetima. Nakon toga se doda oligomicin koji inhibira mitohondrijsku
proizvodnju ATP pa se za proizvodnju energije koristi glikoliza i tako dolazi do dodatnog
povecanja ECAR, $to ozna¢ava maksimum glikolitickog kapaciteta stanice. Na kraju se dodaje
2-DG, analog glukoze koja inhibira glikolizu kompetitivnim vezanjem za glukoza heksokinazu,
prvi enzim u glikolitickom putu. Kao posljedica toga dolazi do smanjenja ECAR $to potvrduje
da je ECAR u pokusu rezultat glikolize. Razlika izmedu glikolitickog kapaciteta i brzine
glikolize odreduje glikoliti¢ku rezervu (slike 19 1 20).
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Slika 19. Graficki prikaz metabolickog glikolitickog profiliranja pomocu ,,Agilent Seahorse

XF Glycolysis Stress Test*“. Prilagodeno prema
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/XF Glycolysis Stress Test Kit User

Guide.pdf. Slika 1. Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Test profile of the key parameters
of glycolytic function; str. 7.
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Slika 20. Shematski prikaz mjesta djelovanja modulatora glikolize koristenih u ,,Agilent
Seahorse XF Glycolysis Stress Test . Prilagodeno prema

https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/XF_Glycolysis_Stress_Test Kit User
Guide.pdf. Slika 2. Agilent Seahorse XF Glycolysis Stress Test Modulators of Glycolysis; str.7.
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4.11.1. Odredivanje vrste stani¢énog metabolizma

Materijali:

e druga generacija OS-TMS izoliranih iz triju bioptata te stani¢ne linije HEK 293, MMS
1 U20S u osnovnom mediju za kulturu stanica ovisno o tipu stanica (tablica 2), s i bez
dodatka bFGF

e 10mM AK

e Dbicinkonini¢na kiselina (engl. bicinchoninic acid, BCA) (Sigma-Aldrich)

e tekudi koktel inhibitora proteaza (Thermo Fisher)

e Agilent Seahorse XF mikroploca za kulturu stanica s 24 jazice i umetak koji sadrzi
senzor

e ,Seahorse XF Cell Energy kit*

e testni medij sastava: 1 mM piruvata (Gibco), 2 mM glutamina (Gibco) i 10 mM glukoze
(Fluka Analytical) i osnovni medij (Seahorse XF Base Medium)

e CellLytic™ M (Sigma-Aldrich)

e tripsin-EDTA

e tekuci koktel inhibitora proteaza (Thermo Fisher)

e PBS (Gibco)

e tekuci dusik

e centrifuga (Universal 320R, Hettich)

e inkubator

e racunalni program ,,Wave Desktop*

Postupak:

Dva dana prije analize, stanice su zasijane na plo¢u s 24 jazice u gustoé¢i od 6x10% stanica
po jazici u 200 pL odgovaraju¢eg medija za stanicnu kulturu. Broj stanica je odreden pomocu

priruénika dostupnog na mreznoj stranici:  https://www.agilent.com/en/product/cell-

analysis/how-to-run-an-assay (121). Medij bez dodataka je stavljen u jazice za korekciju

pozadine. Ploca je ostavljena tijekom sat vremena na sobnoj temperaturi u odjeljku za kulturu
tkiva. Stanice su tretirane s 10 mM AK i inkubirane na 37 °C u 5% CO; tijekom 24 sata.

Kontrolne stanice nisu tretirane.
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Za ispitivanje stani¢nog metabolickog fenotipa su Kkoristeni pripadaju¢i kompleti
»Seahorse XF Cell Energy kit* i priruc¢nici S uputama o njihovom koristenju dostupni na
mreznim stranicama:
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/XF_Cell _Mito_Stress Test Kit User

Guide.pdf (122) i
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/XF Glycolysis Stress Test Kit User

Guide.pdf (123).
Vazan analiticki dio XF platforme je umetak koji sadrzi senzor i Koji se mora

hidratizirati dan prije analize. U svaku jazicu ploce koja je koriStena pri analizi stavljeno je 1
mL XF kalibranta te je na pomoénu ploc¢u postavljena tzv. ,,Hydro Booster plo¢a. Umetak sa
senzorom je spusSten U pomoc¢nu plo¢u kroz otvore na ,,Hydro Boostere plo¢i bivajuci tako
potopljen u XF kalibrant. Platforma sa senzorom je stavljena u inkubator na 37 °C bez CO;
tijekom no¢i. ,,Hydro Booster* ploca je uklonjena prije mjerenja.

Pripremljen je testni medij koji se ¢uvao do uporabe na 37 °C. Neposredno prije pocetka
analize, stanice su 2 puta isprane tako da je iz svake jazice uklonjeno sve osim 50 uL
pripadaju¢eg medija za stani¢nu kulturu da bi se sprijecila dehidracija stanica. Zatim je dodan
testni medij do volumena od 1 mL i na kraju do kona¢nog volumena od 500 pL. Sat vremena
prije ispitivanja plo¢a sa zasijanim stanicama je odloZena u inkubator na 37°C bez CO..

Tijekom inkubiranja je pripremljena mjesavina stresora ukljucenih u komplet ,,Seahorse
XF Cell Energy kit“. Oligomicin i FCCP su otopljeni u mediju za ispitivanje do kona¢ne
koncentracije od 100 uM i kombinirani u odgovaraju¢im koli¢inama da se dobije jedinstvena
10x otopina. MjeSavina stresora u volumenu od 56 pL je stavljena u svaki tzv. ,port A*
hidratiziranog umetka koji sadrzi senzor. Napunjeni umetak koji sadrzi senzor s pomo¢nom
plocom je stavljen u analizator Seahorse XF te je zapoceta kalibracija umetka. Nakon
kalibracije, navedeni umetak je ostavljen unutar Seahorse XF analizatora, a pomoc¢na ploca je
ukonjena i umjesto nje je stavljena mikroploca sa stani¢énim kulturama. Ispitivanje stani¢nog
metabolickog fenotipa koriste¢i Seahorse XF je u€injeno prema uputama proizvodaca. Rezultati
su analizirani pomoc¢u racunalnog programa ,,\WWave Desktop“.

Normalizacija XF testa temeljena je na koli¢ini ukupnih stani¢nih proteina koja je
mjerena opisanim testom BCA. Prvi korak bila je liza stanica. Medij iz svake jazice koji je
sadrzavao uzorak iz Seahorse je prebacen u Cistu epruvetu i ispran s 2 mL PBS koji je takoder
stavljen u epruvetu. U svaku jaZicu je dodan 1 mL otopine tripsina-EDTA i inkubiran na 37 °C
tijekom 4 minute. Tripsin je neutraliziran s 1 mL medija i taj sadrzaj je prebacen u epruvete.

Jazice su jo§ jednom isprane s 2 mL PBS i sadrzaj je prebacen u epruvete koje su centrifugirane
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na 450 x g i 4 °C tijekom 10 minuta. Supernatant je uklonjen aspiriranjem. U zasebnoj epruveti
su pomijesani reagens CellLytic™ M s koktelom inhibitora proteaza u omjeru 100 : 1.
Zapremine su izraCunate na temelju broja uzoraka. Zatim su talogu dodani 30 pL mjeSavine
CellLytic™ M i koktela inhibitora proteaza, talog je resuspendiran, prebac¢en u Ciste epruvete i
zamrznut na -20 °C. Za izolaciju proteina koriStena je metoda ciklusa zamrzavanja i
odmrzavanja. Zamrzavanje stanicnih lizata je provedeno koristenjem tekuceg dusika. Postupak
je ponovljen 3 puta uz centrifugiranje uzoraka svaki put prije zamrzavanja. Epruvete s uzorcima
su centrifugirane na 20 000 x g pri 4 °C tijekom 15 minuta. Supernatant koji je sadrzavao
izolirane proteine je prebacen u Ciste epruvete. Opisani test BCA je koristen za kvantificiranje
koli¢ine proteina izdvojenih iz Seahorse uzoraka. Pokus je napravljen koriste¢i stani¢ni medij

s I bez dodatka bFGF (86, 124).

4.11.2. Ispitivanje ucinka askorbinske kiseline na stani¢ni metabolizam

ECAR vrijednost predstavlja ocitanje pH medija koji odraZzava nakupljanje mlijene
kiseline 1 bikarbonata, dok je OCR odreden razinom izvanstani¢nog kisika. ECAR 1 OCR su
mjereni u osnovnim i stresnim uvjetima za netretirane stanice i stanice tretirane 10 mM AK-om
tijekom 24 sata. Osnovni OCR i ECAR su izmjereni na pocetku, a zatim su izmjerene
vrijednosti nakon dodavanja mjesavine stresora u svaku jazicu. Mjerenja su pokazala tri klju¢na
parametra metabolizma stani¢ne energije: osnovni fenotip, fenotip U stresu i metabolicki
potencijal za tretirane stanice u usporedbi sa stanicama koje nisu tretirane AK-om, s i bez
dodatka bFGF. Metabolicki potencijal oznacava reakciju stanice na induciranu potraznju za
energijom. Jazice s najmanje jednim negativnim mjerenjem vrijednosti OCR ili ECAR su
isklju¢ene iz analize jer negativne vrijednosti fizi¢ki nisu moguce. Zbog varijabilnosti broja
stanica od jazice do jazice 1 osjetljivosti Seahorse XF analizatora na male promjene u
vrijednostima OCR i ECAR, dobiveni podaci su normalizirani na sakupljanje proteina nakon
analize.

Kao §to je navedeno u korisnickom vodicu proizvodaca, visoko aerobne stanice su
podlozne proizvodnji CO2 kad su u stresnim uvjetima. Ovaj pozadinski uc¢inak CO2 moze
pridonijeti ECAR 1 predstavljati poja¢an glikoliticki doprinos metabolickom potencijalu.
Stanice s omjerom OCR/ECAR < 4 u osnovnim uvjetima su identificirane kao stanice koje
proizvode CO> $to neznatno doprinosi vrijednosti ECAR. S druge strane, metabolizam stanica
s omjerom OCR/ECAR > 4 u osnovnim uvjetima, a koje imaju naglasenu ECAR vrijednost,
mogao bi ukljucivati i oksidacijsku fosforilaciju i glikolizu (86, 124).
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5. REZULTATI

5.1. PROCJENA MATICNOSTI STANICA IZOLIRANIH 1Z UZORAKA
TUMORSKIH TKIVA

5.1.1. Formiranje sarkosfera

Svojstvo mati¢nosti OS-TMS se ocituje u formiranju sarkosfera, stoga je tehnika
formiranja sarkosfera koristena pri izolaciji OS-TMS iz bioptata. Uzgoj stanica OS u
neprijanjajué¢im i nutritivno nedostatnim uvjetima bez seruma kod diferenciranih stanica je
uzrokovao apoptozu, dok su OS-TMS prezivjele i nastavile proliferirati (slika 21). Sfere

uzoraka P1 i P2 su rasle oko 30 dana, dok su sfere uzorka P3 rasle vrlo sporo i do 90 dana.

Slika 21. Sarkosfere u kulturi stanica u neprijanjajuéim uvjetima snimljene svjetlosnim
mikroskopom. Zavod za molekularnu biologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-
matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
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5.1.2. Formiranje jednog sloja tumorskih mati¢nih stanica

Ponovnom uspostavom prijanjajuc¢ih uvjeta, stanice iz sarkosfera su se umnozile
formirajuci jedan sloj OS-TMS na dnu boce T-75 (slika 22).

Slika 22. Mati¢ne stanice osteosarkoma u jednom sloju u prijanjajucim uvjetima snimljene
svjetlosnim mikroskopom. Zavod za molekularnu biologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-
matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
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5.1.3. Izbacivanje boje Hoechst 33342

Bojenje stanica bojom Hoechst 33342 je koriSteno da bi ispitali prisutnost SP stanica u
uzorcima P1, P2 i P3, odnosno za potvrdu mati¢nosti tumorskih stanica iz druge generacije
sarkosfera. Zadrzavanje boje je kvantificirano mjerenjem fluorescencije boje koja je ostala
unutar stanica i izrazeno je kao postotak relativne jedinice fluorescencije (engl. relative
fluorescence units, RFU) uz normalizaciju prema U20S. U20S su zadrzale boju (negativna
kontrola) za razliku od mati¢nih stanica MMS (pozitivna kontrola) i OS-TMS koje su pokazale
sposobnost izbacivanja boje (slika 23). Redoslijed uzoraka prema sposobnosti izbacivanja boje
se moze izraziti kao P2 > P1 > MMS > P3.
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Slika 23. Graficki prikaz rezultata testa izhacivanja boje Hoechst 33342. Statisticki znacajna
razlika (p<0,05) u postotku relativne jedinice fluorescencije % RFU u odnosu na stanicnu liniju
osteosarkoma U20S se opaza u ispitivanim uzorcima P1,P2,P3 te normalnim linijskim
mezenhimskim maticnim stanicama MMS.
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5.2. UCINAK ASKORBINSKE KISELINE NA VIJABILNOST STANICA

MTT test je koristen za proucavanje uc¢inka AK na vijabilnost OS-TMS uzgojenih iz
triju uzoraka $to je usporedeno s vijabilnos$¢u stani¢nih linija HEK 293, MMS i U20S tretiranih
AK-om. Koristen je i za odredivanje koncentracije AK koja uzrokuje smrt 50% stanica (ICso).
Ispitivanja su provedena na triplikatima stani¢nih uzoraka (osim uzorka P3 kod kojega je
ispitivanje provedeno na duplikatima stani¢nih uzoraka) zasadenima u gusto¢i od 6x10* stanica
po jazici i tretiranima tijekom 24 sata koncentracijama od 1, 5, 10, 15, 20, 25i 30 mM AK iz
prethodno pripremljene zalihe AK. Kontrolne stanice nisu tretirane AK-om (0 mM). Graficki
je prikazan postotak zivih (vijabilnih) stanica HEK 293, MMS i U20S u odnosu na
koncentraciju AK (slika 24).

Odgovor HEK 2931 U20S je bio takav da se na grafickim prikazima uocava vrlo nagli
prijelaz na smanjenje vijabilnosti stanica kad su tretirane s 30 mM AK pa se zato njihova ICsg
vrijednost ne moze izraCunati. Postotak zivih HEK 293 stanica je ostao oko ili iznad 100% sve
dok koncentracija AK nije dosegla 30 mM. Za tu posljednju koncentraciju od 30 mM postotak
zivih stanica bio je priblizno 5%. Vijabilnost MMS je smanjena ve¢ nakon 5 mM AK i varirala
je na oko 50% za koncentracije izmedu 10 mM i 25 mM AK sve dok nije pala na gotovo 0%
kad su stanice tretirane s 30 mM AK. Stanice U20S su pokazale blagi porast vijabilnosti pri
tretmanu od 1 mM do 25 mM AK (najznacajnije pri 5 mM), a koja je drasti¢no opala kad se
koncentracija povecala na 30 mM.

Od navedenih stanica, MMS su bile najosjetljivije na djelovanje AK.
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Slika 24. Grafic¢ki prikaz uc¢inka askorbinske kiseline AK na vijabilnost stani¢nih linija HEK
293, MMS i U20S. lzrazeno kao srednja vrijednost postotaka zZivih stanica (+ standardna
devijacija), mjereno za 7 razlicitih koncentracija AK MTT testom. Kontrolne stanice nisu
tretirane. Statisticka znacajnost u smanjenju vijabilnosti (p<0,05) je vidljiva kod HEK 293 i
stanicne linije osteosarkoma U20S pri koncentraciji od 30 mM AK, a kod normalnih linijskih
mezenhimskih maticnih stanica MMS pri koncentraciji od 10 mM AK i navise. Statisticka
znacajanost u porastu vijabilnosti stanica Se uocava kod U20S pri tretmanu od 5 mM AK.
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Graficki je prikazan postotak zivih (vijabilnih) stanica OS-TMS iz uzoraka P1, P2 i P3
u odnosu na koncentraciju AK. Jednoj skupini stanica nije dodavan bFGF, a drugoj jest (slika
25).

U uzorku P1 smanjenje postotka vijabilnih stanica se uo¢ava na 25 mM AK. Do te
vrijednosti AK praktic¢ki nije imala nikakvog ucinka na OS-TMS, bez obzira na dodatak bFGF.
Pri koncentracijama od 25-30 mM AK manje od 50% stanica je vijabilno. Pri koncentraciji od
30 mM AK vijabilnost stanica pada gotovo na 0 ako im se doda bFGF. 1Cso se procjenjuje na
20,54 mM AK, odnosno 23,74 mM AK uz dodatak bFGF.

U uzorku P2 koncentracija od 1 mM AK nije imala znac¢ajnijeg u¢inka na vijabilnost
stanica. Pri koncentracijama 5 i 10 mM AK uoc¢ava se manji porast postotka vijabilnih stanica
u odnosu na kontrolne, a pri sljede¢im koncentracijama od 15 i 20 mM AK vijabilnost se vratila
na sli¢ne vrijednosti kao kod kontrolnih stanica. Porast vijabilnosti se uocio i dodatkom bFGF,
samo $to je taj trend porasta bio neSto usporeniji. Tek pri koncentracijama od 25 i 30 mM AK
biljezi se znacajnija promjena u vijabilnosti stanica koja naglo pada, gotovo na 0, bez obzira na
dodavanje bFGF. ICso se procjenjuje na 20,30 mM AK, odnosno 20,73 mM AK uz dodatak
bFGF.

Za P3 AK do koncentracije od 20 mM nije znacajnije djelovala na vijabilnost stanica,
ali ve¢ pri | mM AK se uocava porast postotka vijabilnih stanica ako se uzorku doda bFGF.
Vijabilnost stanica u razini kontrolne ili visa od nje se zadrzala sve do koncentracije od 20 mM
AK, pri tretmanu od 25 mM AK je naglo pala, a pri 30 mM AK je dosla gotovo na 0, bez obzira
na dodavanje bFGF. 1Cso se procjenjuje na 22,65 mM AK, odnosno 22,37 mM AK uz dodatak

bFGF. Statisticke oznake nisu stavljene jer su stanice u duplikatima.

Koncentracije AK nize od 20 mM nisu imale znacajniji u¢inak na vijabilnost OS-TMS
ili su blago pojacale njihovu vijabilnost sto je uoceno kod P2. Kod P3 to pojacanje vijabilnosti

stanica je bilo potaknuto dodatkom bFGF.

Usporedbom vijabilnosti OS-TMS s HEK 293, MMS i U20S zaklju¢ujemo da je AK
pokazala znacajniji u¢inak na vijabilnost MMS pri koncentracijama od 10 i1 15 mM, dok su
HEK 293 i U20S znacajniju osjetljivost na AK pokazale tek pri koncentraciji od 30 mM. OS-
TMS su bile tek blago osjetljivije na djelovanje AK u odnosu na HEK 293 i U20S, pri ¢emu
se ICso kod OS-TMS kretao izmedu 20-24 mM, Tako su se OS-TMS pokazale otpornijima na

djelovanje AK od normalnih mezenhimskih mati¢nih stanica.
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Slika 25. U¢inak askorbinske kiseline AK na vijabilnost mati¢nih stanica osteosarkoma
uzoraka P1, P2 i P3 s i bez dodatka bazi¢nog ¢imbenika rasta fibroblasta FGF. Izrazeno kao
srednja vrijednost postotaka zZivih stanica (£ standardna devijacija), mjereno za 7 razlicitih
koncentracija AK MTT testom. Statisticka znacajnost u smanjenju vijabilnosti OS-TMS
(p<0,05) je vidljiva kod sva tri ispitana uzorka pri koncentracijama od 25 i 30 mM AK.
Statisticke oznake nisu stavljene na P3 jer su stanice u duplikatima.
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5.3. UCINAK ASKORBINSKE KISELINE NA REDOKS STANJE
MATICNIH STANICA OSTEOSARKOMA

Ispitivanje u¢inka AK na redoks stanje OS-TMS u ovom istrazivanju se temeljilo na
odredivanju razine ROS koje su nastale u navedenim stanicama. Stanice su zasadene u gustoci
od 1x10% po jazici i 7 dana inkubirane u 1ImM AK, s i bez dodatka bFGF. Razina ROS izmjena
je koriste¢i DCFH-DA. Kontrolne stanice pokazuju osnovnu razinu ROS (slika 26).

U uzorku P1, osim diskretnog pada (za oko 10%) razine fluorescencije pri dodatku samo
AK, nije primije¢en gotovo nikakav u¢inak AK na razinu stanicnog ROS u odnosu na negativnu
kontrolu. Dodatak bFGF takoder nije imao u¢inka na razinu ROS.

U uzorku P2 je uocen nesto veci pad razine fluorescencije u odnosu na negativnu
kontrolu pri dodatku AK, odnosno bFGF (pad za oko 20%), te joS veéi pad fluorescencije pri
dodatku AK i bFGF (pad za oko 40%), §to bi moglo upucivati na antioksidacijski u¢inak AK
na OS-TMS iz ovog uzorka.

U uzorku P3 je uocena visa razina fluorescencije u odnosu na negativnu kontrolu pri
dodatku bFGF (porast za oko 40%) i pri dodatku AK (porast za oko 25%), a pri dodatku AK i
bFGF ta razina fluorescencije, odnosno razina ROS postaje usporediva S negativnom

kontrolom. U ovom uzorku se biljezi najvisi porast ROS.
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Slika 26. Grafic¢ki prikaz ispitivanja razine reaktivnih kisikovih vrsta ROS u mati¢nim
stanicama osteosarkoma u odnosu na negativnu kontrolu. Statisticki znacajna razlika
(p<0,05) u postotku relativne jedinice fluorescencije % RFU u odnosu na negativnu kontrolu
je vidljiva samo kod uzorka P2 pri dodatku bazicnog cimbenika rasta fibroblasta FGF,
askorbinske kiseline AK i kombinacije AK i FGF, te kod uzorka P3 pri dodatku FGF i pri
dodatku AK.
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54. PRISUTNOST GLICERALDEHID-3-FOSFAT DEHIDROGENAZE
(GAPDH) U MATICNIM STANICAMA OSTEOSARKOMA

Ispitivanje prisutnosti enzima GAPDH je provedeno Western blot analizom. OS-TMS
su zasadene u gustoéi od 4,8x10* po jazici i 7 dana inkubirane u 1 mM AK, s i bez dodatka
bFGF. Uslijedila je citoliza, izolacija i odredivanje koncentracije proteina. Stani¢ni proteini (3
Mg) su koristeni kao kontrolni. Prikazane su fotografije membrana po uc¢injenim Western blot
analizama (slika 27).

U uzorku P1 nema GAPDH pri tretmanu 1 mM AK. U uzorku P2 nema GAPDH u
stanicama tretiranima 1 mM AK bez obzira na dodatak bFGF. U uzorku P3 nema GAPDH u
stanicama tretiranima 1 mM AK samo ako im je dodan bFGF. Tretman samim bFGF nije

utjecao na prisutnost GAPDH u ispitivanim uzorcima.
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Slika 27. Western blot analiza prisutnosti gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze GAPDH u
mati¢nim stanicama osteosarkoma ispitivanih uzoraka. Stanice su tretirane 1 mM
askorbinskom kiselinom AK ili bazicnim cimbenikom rasta fibroblasta FGF, odnosno
kombinacijom 1 mM AK i FGF. Stanicni proteini su koristeni kao kontrolni.
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5.5. VRSTA STANICNE SMRTI UZROKOVANA ASKORBINSKOM
KISELINOM

Vrstu stanicne smrti koju je uzrokovala AK smo odredili protocnim citometrom
koriste¢i aneksin V (za stanice u apoptozi i kasnoj apoptozi / ranoj nekrozi) i Pl (za stanice u
nekrozi). OS-TMS su nasadene u koncentraciji od 6x10* po jazici i tretirane s 10 mM AK kroz
24 sata. Maticne stanice su inkubirane s i bez dodatka bFGF. Kontrolne stanice nisu tretirane.
Rezultati pokazuju srednje vrijednosti do triju neovisnih mjerenja za HEK 293, MMS i U20S,
do triju mjerenja za OS-TMS te su prikazani graficki kao udjeli pojedine vrste stani¢ne smrti
iskazani u postocima %. Reakcije stanica su svrstane u Cetiri kategorije: Zive stanice, rane

apoptotske stanice, kasne apoptotske i rane nekroti¢ne stanice, te nekroti¢ne stanice (slika 28).

Stanice HEK 293 tretirane AK-om uglavnom su pokazale pad postotka vijabilnosti (s
81,3% na 46,7%) i porast udjela stanica u ranoj apoptozi (s 5,7% na 25,9%), odnosno kasnoj
apoptozi / ranoj nekrozi (s 10% na 26,7%).

Vijabilnost MMS tretiranih AK-om se smanjila sa 73,7% na 40,6% bez dodatka bFGF,
odnosno sa 71,2% na 49,7% uz dodatak bFGF. Postotak MMS tretiranih AK u ranoj apoptozi
se povecao s 12,7% na 50,7% bez dodatka bFGF, odnosno s 13,9% na 43,4% uz bFGF.

U20S tretirane AK-om takoder su pokazale pad postotka vijabilnosti (s 85,6% na
23,4%), dok se postotak stanica u ranoj apoptozi povecao (s 5,7% na 25,4%) odnosno u kasnoj

apoptozi / ranoj nekrozi (sa 7,6% na 49,1%).

Kod P1 vijabilnost OS-TMS tretiranih AK-om se smanjila s 84,8% na 40,7% bez
dodatka bFGF, odnosno s 83,2% na 43,9% uz dodatak bFGF. Postotak OS-TMS u uzorku P1
tretiranih AK-om u ranoj apoptozi se povecao s 10,3% na 37,4% bez dodatka bFGF, odnosno
s 11,6% na 35,2% uz bFGF. Povecao se i postotak stanica u kasnoj apoptozi / ranoj nekrozi s
3,9% na 20,9% bez dodatka bFGF, odnosno s 4,5% na 20,2 % uz bFGF.

Kod P2 uzorka uo¢avamo da je AK smanjila vijabilnost OS-TMS s 80,6% na 55,65%
bez dodatka bFGF, odnosno sa 73,9% na 49,4% uz dodatak bFGF. Biljezi se porast postotka
OS-TMS iz uzorka P2 u ranoj apoptozi s 10,6% na 22,4% bez dodatka bFGF, odnosno s 13%
na 27,4% uz dodatak bFGF. Povecao se i postotak stanica u kasnoj apoptozi / ranoj nekrozi s
8,5% na 21,5 % bez dodatka bFGF, odnosno s 12,8% na 22,5% uz dodatak bFGF. Uo¢avamo
da je utjecaj AK na OS-TMS iz ovog uzorka najmanji od sva tri ispitana uzorka.

Kod P3 uzorka uo¢avamo da je AK smanjila vijabilnost OS-TMS s 88,7% na 24,2% bez
dodatka bFGF, odnosno s 91,6% na 29,2%, uz dodatak bFGF. Biljezi se porast postotka OS-
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TMS iz uzorka P3 u ranoj apoptozi s 4,8% na 13,9% bez dodatka bFGF, odnosno s 5,7% na
11,7% uz dodatak bFGF. Najznacajnije povecanje postotka stanica u kasnoj apoptozi / ranoj
nekrozi s 4,7% na 61% je bez dodatka bFGF odnosno s 2,4% na 57,6% uz dodatak bFGF. Kod
P3 uzorka uo¢avamo da su OS-TMS tretirane AK uglavnom u kasnoj apoptozi / ranoj nekrozi,
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Slika 28. Grafic¢ki prikaz rezultata odredivanja vrste stani¢ne smrti protoénim citometrom
koristeéi aneksin V i propidij jodid Pl. Prikazani su udjeli pojedine vrste stanicne smrti
(iskazani u %) za stanicne linije HEK 293, liniju OS-a U20S, normalne mezenhimske stanice
MMS te za maticne stanice osteosarkoma svakog od triju ispitivanih uzorka P1, P2 i P3
tretiranih 10 mM askorbinskom kiselinom AK ili/i bazicnim ¢imbenikom rasta fibroblasta FGF
tijekom 24 sata. Kontrolne stanice nisu tretirane.
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5.6. METABOLICKI PROFIL STANICA I UCINAK ASKORBINSKE
KISELINE NA STANICNI METABOLIZAM

Stanice su tretirane s 10 mM AK tijekom 24 sata. Ispitane su stani¢ne linije HEK 293,
MMS i U20S te OS-TMS uzoraka P1, P2 i P3. Generirane karte fenotipa su prikazane na slici
29 A za HEK 293, MMS i U20S te OS-TMS P1, P2 i P3, s i bez dodatka bFGF skupno, a na
slici 29 B su prikazane karte fenotipa za OS-TMS P1, P2 i P3 pojedina¢no, s i bez dodatka
bFGF.

Na temelju osnovne vrijednosti 1 stresnog fenotipa izracunat je metabolic¢ki potencijal
za OS-TMS P1, P2 i P3 i prikazan na slici 30 A, B, C i D. Dodatno, metabolicki potencijal je
odreden za OS-TMS P1, P2 i P3, s i bez dodatka bFGF.

HEK 293 u osnovnim uvjetima koriste OXPHOS. Dodatkom stresora ubrzale su
metabolizam, pojacale OXPHOS, porastao je OCR, ali i ECAR zbog pozadinskog ucinka
OXPHOS. Inkubacija u AK im je ubrzala osnovni metabolizam. Dodatkom stresora i AK
dodatno su ubrzale metabolizam, neSto izraZenije glikolizu, ali i dalje su se oslanjale na
OXPHOS.

MMS u osnovnim uvjetima koriste OXPHOS. Dodatkom stresora ubrzale su
metabolizam, pojacale OXPHOS, porastao je OCR, ali i ECAR zbog pozadinskog ucinka
OXPHOS. MMS inkubirane u AK su smanjile OXPHOS 1 pojacale glikolizu. Dodatkom
stresora 1 AK usporio im se metabolizam 1 pocele su se viSe oslanjati na glikolizu. Nakon
tretmana AK-om, MMS se i dalje oslanjaju uglavnom na OXPHOS, ali i pojacavaju glikolizu.

U20S u osnovnim uvjetima koriste OXPHOS. Dodatkom stresora ubrzale su
metabolizam, pojacale OXPHOS, porastao je OCR, ali i ECAR zbog pozadinskog ucinka
OXPHOS. U20S inkubirane u AK su smanjile OXPHOS i pojacale glikolizu. Dodatkom
stresora 1 AK nije bilo znacajnijeg ubrzanja metabolizma. Nakon tretmana AK-om, U20S se i
dalje oslanjaju na OXPHOS.

OS-TMS su dodatkom AK pokazale ubrzanje metabolizma. Iako je tada doslo do blazeg
smanjenja potencijala OXPHQOS, one su se uglavnom i dalje oslanjale na OXPHOS. OS-TMS
kojima je dodan bFGF i koje su tretirane AK-om takoder su ubrzale metabolizam, pri ¢emu su
pokazale nesto vece vrijednosti ECAR u odnosu na tretirane OS-TMS kojima nije dodan bFGF.
OS-TMS kojima je dodan bFGF takoder su se uglavnom oslanjale na OXPHOS.
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Rezultati Seahorse analize metabolizma uzoraka OS-TMS P1, P2 i P3 i u¢inka 24-satne
inkubacije u 10 mM AK na njihov metabolizam i metabolicki potencijal, s i bez dodatka bFGF,
detaljnije su prikazani u tablici 4.

Tablica 4. Rezultati Seahorse analize metabolizma matiénih stanica osteosarkoma uzoraka
P1, P2 i P3 i udinka njihove 24-satne inkubacije u 10 mM askorbinskoj kiselini AK na

metabolizam i metabolic¢ki potencijal, s i bez dodatka bazi¢nog ¢imbenika rasta fibroblasta
FGF. OXPHOS u znacenju oksidacijska fosforilacija.

P1 P2 P3
BEZ bFGF
Osnovni metabolizam | OXPHOS, glikoliza OXPHQOS, glikoliza Glikoliza
Metabolizam u stresu Ubrzan Ubrzan Ubrzan
Metabolicki Porast, Porast, Porast,
potencijal Oba metaboli¢ka puta | Oba metaboli¢ka puta | Oba metaboli¢ka puta

Osnovni metabolizam
+ AK

OXPHOS, glikoliza

OXPHOS, glikoliza

OXPHOS, glikoliza

Metabolizam u stresu Ubrzan Ubrzan Ubrzan

+ AK

Metabolicki Porast, Porast, Porast,
potencijal + AK Oba metaboli¢ka puta | Oba metabolicka puta | Oba metaboli¢ka puta

Utjecaj AK na
metabolizam
OS-TMS bez bFGF

Ubrzanje oba
metabolicka puta

Ubrzanje oba
metabolicka puta

Ubrzanje oba
metabolicka puta

UZ bFGF

Osnovni metabolizam

OXPHOS, glikoliza

OXPHOS, glikoliza

OXPHOS, glikoliza

Metabolizam u stresu Ubrzan Ubrzan Ubrzanje
Metabolicki Porast, Porast, Porast,
potencijal Oba metaboli¢ka puta | Oba metabolicka puta | Oba metaboli¢ka puta

Osnovni metabolizam
+ AK

OXPHOS, glikoliza

OXPHOS, glikoliza

OXPHOS, glikoliza,

Metabolizam u stresu Ubrzan Ubrzan Ubrzan

+ AK

Metabolicki Porast, Porast, Porast,
potencijal + AK Oba metabolicka puta, | Oba metabolicka puta | Oba metabolicka puta

viSe glikoliza

Utjecaj AK na
metabolizam
OS-TMS uz bFGF

Ubrzanje, oba
metabolicka puta

Ubrzanje, oba
metabolicka puta

Ubrzanje, oba
metabolicka puta
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Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Slika 29 A. Karte fenotipa utjecaja askorbinske kiseline AK na stani¢ne linije HEK 293,
normalne mezenhimske stanice MMS i stani¢nu liniju OS-a U20S te skupno za mati¢ne
stanice osteosarkoma OS-TMS iz sva tri uzoraka, s i bez dodatka bazi¢nog ¢imbenika rasta
fibroblasta FGF. Prikazani su stopa potrosnje kisika OCR i stopa ekstracelularnog
zakiseljavanja ECAR za netretirane (plavo) i uzorke tretirane s 10 mM AK tijekom 24 sata
(crveno), mjereni u osnovnim (otvoreni simboli) i stresnim (zatvoreni simboli) uvjetima.



# Kontrola & AK P1+FGF # Kontrola & AK

P1
e ~ 1600 -
= 16007, obno Energetitno = Aerobno Energetitno
E 1400 E 1400
: L 5 .
£ 1200 - A 1200
e 7 lmw 2 3 1m0
E En 800 EF’ A BOO
S| = o = .
S & 600 . B 600 -
° =
400 400
g o H 7
B 200 ! — B 200 = e
5 Mirujuce Glikoliti¢tno t_:l-’ Mirujuce Glikoliticno
0
! 0 20 100 150 200 0 50 1040 150 00
ECAR (mpH'min/pm/mL Proteina) ECAR (mpH'min/pm/ml Proteina)
Glikoliza Glikoliza
P2 # Kontrola & AK P2+FGF # Kontrola & AK
1400 ‘e s
- Aerobno Energetitno ~ 1600 | Aerobmo Energetiéno
2 1200 2 1400
] - 5 .,
n A 1000 g A 1200 m
o B £ 1000
m [:11] SI:IEI L ﬁ an
7| = s 2 800 e
S 8 600 -
] ] 600
g 400 L E 400 he
B u} =
o200 B 200 o
=] Mirujuée Glikolitiéno o 0 Mirujuce Glikolitiéno
0 100 200 300 400 0 20 100 150 200
ECAR (mpH/min/pm/m]. Proteina) ECAR (mpH'min‘pm/mL Proteina)
Glikoliza Glikoliza
P3 # Kontrola & AK P3+FGF # Kontrola & AK
- 1600 | serobno Energetiéno ™ 1600 Aerchno Energetitno
d 1400 A 1400
=R CRT
& 1204 " £ 1200
L9 1000 S'F 1000
m [:11] m an
B2 800 - & 2 800
B -] | -
CF & l ©F 600 .
[=] Q
400 . 400
g a & 59
£ 200 e = - R £ 200 ; o
e Mirujuce Glikolititno, e ; Mirujuée Glikolititno
0 =0 100 150 200 0 50 100 150 200
ECAR (mpH/'min/pm/mL Proteina) ECAR (mpH'min/pm/ml Proteina)
Glikoliza Glikoliza

Slika 29 B. Karte fenotipa utjecaja askorbinske kiseline AK i bazi¢nog ¢imbenika rasta
fibroblasta FGF na energetski fenotip pojedinacnih ispitivanih uzoraka mati¢nih stanica
osteosarkoma P1, P2 i P3. Prikazani su stopa potrosnje kisika OCR i stopa ekstracelularnog
zakiseljavanja ECAR za netretirane (plavo) i uzorke tretirane s 10 mM AK tijekom 24 sata
(crveno), s i bez dodatka bFGF, mjereni u osnovnim (otvoreni simboli) i stresnim (zatvoreni
simboli) uvjetima. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Slika 30 A. Graficki prikaz metaboli¢kog potencijala utjecaja askorbinske kiseline AK na
stanic¢ne linije HEK 293 normalne mezenhimske mati¢ne stanice MMS i liniju OS-a U20S,
te skupno za sva tri uzorka mati¢nih stanica osteosarkoma OS-TMS, s i bez dodatka bazi¢nog
¢imbenika rasta fibroblasta FGF. Metabolicki potencijal predstavijen je kao postotak
povecanja stresa u odnosu na pocetnu stopu potrosnje kisika OCR, odnosno stope
ekstracelularnog zakiseljavanja ECAR, za netretirane (plavo) i uzorke tretirane 10 mM AK-om
tijekom 24 sata (crveno). Podaci su izvedeni iz karte energetskog fenotipa prikazane na slici 29
A. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Slika 30 B. Graficki prikaz metaboli¢kog potencijala utjecaja askorbinske kiseline AK na
mati¢ne stanice osteosarkoma uzorka Pl, s i bez dodatka bazicnog c¢imbenika rasta
fibroblasta FGF. Podaci su izvedeni iz karte energetskog fenotipa prikazane na slici 29 B za
P1. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Slika 30 C. Graficki prikaz metaboli¢kog potencijala utjecaja askorbinske kiseline AK na
mati¢ne stanice osteosarkoma uzorka P2, s i bez dodatka bazicnog cimbenika rasta
fibroblasta FGF. Podaci su izvedeni iz karte energetskog fenotipa prikazane na slici 29 B za
P2. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = standardna devijacija.
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Slika 30 D. Graficki prikaz metaboli¢kog potencijala utjecaja askorbinske kiseline AK na
matic¢ne stanice osteosarkoma uzorka P3, s i bez dodatka bazicnog cimbenika rasta
fibroblasta FGF. Podaci su izvedeni iz karte energetskog fenotipa prikazane na slici 29 B za
P3. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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6. RASPRAVA

Medu razli¢itim stani¢énim subpopulacijama, u OS se mogu na¢i OS-TMS za koje se
smatra da imaju sposobnost samoobnavljanja, razvijene mehanizme otpornosti na
protutumorske lijekove te da su odgovorne za recidiv bolesti. OS-TMS je teSko unistiti
protutumorskim lijekovima zbog njihove sposobnosti pojacanog izbacivanja lijekova iz stanice,
pa je njihov metabolizam prepoznat kao potencijalna meta terapijskog djelovanja i moguceg
poboljsanja ishoda u lijeCenju OS-a. Prema podacima iz literature, jedno od sredstava upliva u
metabolizam OS-TMS je AK, koja bi svoju selektivnost u izazivanju stani¢ne smrti u 0VOj
metabolicki preferentno glikolitickoj subpopulaciji mogla ostvariti induciranjem oksidacijskog
stresa i blokadom djelovanja GAPDH. Preliminarnim istrazivanjima i sSami smo dobili rezultate
koji su dijelom bili na tragu ove pretpostavke (32), ali dijelom i opre¢ni (86, 124), pa smo
podrobnije proucili u¢inke AK na metabolizam OS-TMS.

Osvrt na rezultate provedenog istrazivanja i literaturnih podataka

Mati¢nost tumorskih stanica

Koriste¢i kulture sarkosfera, izolirali smo OS-TMS iz biopti¢kih uzoraka izuzetih od
triju bolesnika. Period uzgoja sarkosfera je bio oko 30 dana, osim za uzorak P3 ¢ije su sfere
rasle gotovo 3 puta sporije, $to sugerira da OS-TMS mogu biti izrazito mirujuce. Mati¢nost
stanica za sva tri uzorka smo potvrdili rastom prve i druge generacije stanica u neprijanjaju¢im

uvjetima i testom izbacivanja boje Hoechst 33342.

MTT test vijabilnosti

Nasi rezultati upucuju na to da su linijske MMS pokazale najvecu osjetljivost na AK.
Na uzorku P2 je primijeceno da AK u koncentracijama 5 i 10 mM potice vijabilnost stanica, a
na uzorku P3 je primijec¢eno da AK u koncentracijama 1-20 mM potice vijabilnost stanica ako
se uz AK doda bFGF. Uzorak P1 nije pokazao porast vijabilnosti stanica dodatkom AK odnosno
AK i bFGF. Pri vis§im koncentracijama AK, ispitivane OS-TMS ne pokazuju znacajniju
selektivnu osjetljivost u odnosu na HEK 293 i U20S sto je u suprotnosti s rezultatom rada
Skube K. (32). Moguce pojasnjenje je velika varijabilnost nelinijskih OS-TMS i to $to su za
navedeni rad koriStene stanice tumora koji je prethodno tretiran neoadjuvantnom

kemoterapijom, a koja je mogla pojacati u¢inak AK na OS-TMS, te §to je za potvrdu mati¢nosti
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OS-TMS koristena samo jedna tehnika - izolacija sarkosfera. To je u suprotnosti i s radovima
koji tvrde da AK u visokim koncentracijama selektivo ubija tumorske stanice, a djeluje nestetno
na zdrave (98, 99, 100, 101, 102) i to pojasnjavaju slabijim sustavom tumorskih stanica za borbu
protiv oksidacijskog stresa. Postoji mogu¢nost da OS-TMS ne moraju imati nuzno slabe
mehanizme obrane protiv oksidacijskog stresa, da nize koncentracije AK mogu djelovati
antioksidacijski i na OS-TMS te da visoke koncentracije AK mogu Stetiti netumorskim
stanicama. Visoki ICso upucuje na to da je inhibitorni u¢inak AK na nelinijske OS-TMS slab i
opaza se pri izrazito visokim koncentracijama AK, koje su daleko iznad fizioloskih, a time je
izvjesniji Stetan ucinak AK i na ostale stanice. Time bi AK bila slabo sredstvo u eradikaciji

nelinijskih OS-TMS in vitro koje prethodno nisu tretirane protutumorskim lijekovima.

Redoks stanje stanica

Prooksidacijsko djelovanje AK smo ispitali odredivanjem razine ROS u stanicama.
Manji broj stanica smo koristili obzirom na broj planiranih i ponavljanih pokusa, stoga smo
stanice tretirali koncentracijom od 1mM AK koriste¢i kalkulator razrjedenja. Premda manja od
ICso, 1 ova koncentracija AK je iznad fizioloske, a stanice su tretirane kroz 7 dana. Netretirane
(kontrolne) stanice pokazuju osnovnu stani¢nu proizvodnju ROS. Kod P1 dodatak samo AK
blago je smanjio razinu ROS, ali nije bilo znac¢ajnijeg utjecaja AK na OS-TMS bez obzira na
dodatak bFGF. Kod P2 se uocava pad razine ROS ako se stanicama doda AK ili bFGF, a jos
izrazeniji ako se dodaju i AK i bFGF, $to moze govoriti u prilog antioksidacijskog uc¢inka AK
na OS-TMS uzorka P2. Pad razine ROS, odnosno pojacanje antioksidacijskog uc¢inka AK
dodatkom bFGF, upucuje na to da i bFGF moze djelovati na redoks stanje stanica. bFGF je
sredstvo koje se koristi za sprjecavanje diferencijacije TMS, pa bi stupanj diferencijacije OS-
TMS mogao imati veze s metabolickim putem kojega one dominantno koriste, proizvodnjom
ROS i mehanizmima obrane od oksidacijskog stresa. Kod uzorka P3 uocavamo porast razine
ROS pri tretmanu AK-om $to upucuje na pojacanu osjetljivost OS-TMS na AK, odnosno na
prooksidacijsko djelovanje AK na ovaj uzorak. Od svih ispitivanih stanica, jedino su se OS-
TMS uzorka P3 ponasale u skladu s pretpostavkom da ¢e biti osjetljivije na AK od netretiranih
stanica. Razina ROS u OS-TMS uzorka P3 je bila visa u odnosu na kontrolne stanice kad su
one bile inkubirane samo u bFGF, a dodatkom AK i bFGF razina ROS kod P3 je bila sli¢na kao
kod netretiranih stanica, gdje se opet uocava odredeni utjecaj bFGF na stani¢no redoks stanje.

Zbog uocenih razlika, zaklju¢ujemo da OS-TMS mogu imati razliCite razliite
mehanizme obrane od stani¢nog stresa uzrokovanog ROS (odrzavanje niske razine ROS je

vaznO za odrzavanje svojstava matic¢nosti) te da dodavanje bFGF kao antidiferencijacijskog
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sredstva moze utjecati na redoks stanje OS-TMS. One, dakle, nisu jednozna¢no pokazale
znacajno vecu razinu oksidacijskog stresa pri primjeni AK u odnosu na netretirane stanice
polaze¢i od hipoteze istrazivanja da ¢e ta razina osjetljivosti biti ve¢a zbog njihovog preferentno
glikolitickog metaboli¢kog puta Koji je svojevrsni fenotipski odraz mati¢nih stanica, a koji je
isklju¢ivo o glikolizi. Nije iskljuceno da bi proizvodnja ROS bila uocljivija pri jo§ visSim
koncentracijama AK i duljoj inkubaciji OS-TMS u AK.

Western blot analiza prisutnosti GAPDH

AK je u ispitivanim uzorcima imala oéekivan utjecaj na prisutnost GAPDH samostalno
ili u kombinaciji s bFGF. U netretiranim uzorcima kao i u onima koji su tretirani samo bFGF-
om, detektirana je prisutnost GAPDH. Pri tumacenju ucinka AK na OS-TMS, postoji
moguénost da ROS u niskoj koncentraciji nisu imale nikakav utjecaj na GAPDH, nego da je
ona nestala zbog nekog drugog ucinka AK, primjerice prilagodbe stanice na zakiseljenje
stani¢nog okolisa. Treba imati na umu da GAPDH ima razli¢ite oblike i funkcije u tumorskim
stanicama koje jos nisu dovoljno istrazene, pa tako niti utjecaj AK na njih.

Glikoliticka funkcija GAPDH se odnosi na homotetramerni oblik GAPDH koji se nalazi
u citosolu. Medutim, razliciti tipovi GAPDH su primijec¢eni u membranama, mitohondrijima i
jezgri. U tim stani¢nim odjeljcima, GAPDH sudjeluje u nizu stani¢nih funkcija, ukljucujuci
transport, signalizaciju i biogenezu ekstracelularnih vezikula, replikaciju DNA te popravak i
regulaciju puteva stanicne smrti. Ova funkcionalna raznolikost GAPDH djelomic¢no je
posredovana posttranslacijskim promjenama. StoviSe, posttranslacijske promjene koje se
javljaju u GAPDH u malignim stanicama rezultiraju novim aktivnostima koje nisu povezane s
izvornom glikolitickom funkcijom GAPDH (125), a mogu biti posredovane ROS (126).

Uz to se ¢ini da se prisutnost GAPDH u uzorcima OS-TMS tretiranima AK-om in vitro
moze promijeniti ako stani¢ni medij obogacujemo bFGF-om, a koji se uobi¢ajeno dodaje TMS
da bi se odrzala njihova mati¢nost. Obzirom da smo ponovno primijetili razlike u rezultatima
povezane s dodavanjem, odnosno nedodavanjem bFGF, detaljnije smo istrazili literaturne

podatke o in vitro utjecaju FGF-a na TMS.

Utjecaj FGF-a na OS-TMS
FGF se veze na svoje receptore (engl. fibroblast growth factor receptor, FGFR) (127).
Otkri¢e da mutacije FGFR uzrokuju niz poremecaja razvoja kostanog sustava kod ljudi, pruZzilo

je dokaz o vaznosti FGF signalizacije u razvoju kostiju (128, 129). FGF stimulira proliferaciju
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i blokira diferencijaciju nezrelih osteoblasta i inducira izrazaj gena Sox2 (130, 131, 132). FGF
signalizacija takoder inducira proliferaciju KS-MMS (133). Stimulacija FGF-om pojacava
proliferaciju stanica ljudskog OS te je nadeno da su FGFR prekomjerno prisutni u uzorcima
ljudskog OS (134, 135). Lijecenje inhibitorima signalizacije posredovane FGF-om dovodi do
smanjenja izrazaja gena S0X2 i smanjene proliferacije stanica misjeg OS, a FGF ima ulogu u
odrzavanju nezrelog stanja i agresivnosti misjeg OS te pojacava formiranje sarkosfera OS (136,
137). Stani¢na linija ljudskog OS-a OST-1-PF moze rasti u Coonovom modificiranom Ham
F12 mediju bez proteina pri ¢emu su EGF, transformirajuci ¢imbenik rasta alfa (TGF-a), kiseli
¢imbenik rasta fibroblasta (aFGF) i bazi¢ni ¢cimbenik rasta fibroblasta (0FGF) bili su najsnazniji
mitogeni. Na povrsini stanica OST-1-PF su pronadeni receptori visokog afiniteta za EGF i FGF
(138). 2-fosfat L-askorbinske kiseline (Asc-2P) djeluje kao antioksidans i stimulator
proizvodnje ¢imbenika rasta hepatocita (engl. hepatocyte growth factor, HGF). Smanjenje
¢imbenika rasta fibroblasta 2 i 4 (FGF2 i FGF4), EGF i HGF tijekom uzgoja moze potaknuti
autofagiju i negativno utjecati na regulaciju mati¢nosti. Zajednicki tretman koriste¢i FGF2 i
Asc-2P pomaze optimalnoj proliferaciji KS-MMS te regulira njihov potencijal diferencijacije
putem HGF (139). Dakle, dodavanje FGF2, AK i EGF je korisno za in vitro umnazanje MMS,
a istodobno dodavanje FGF2 je povezano gubitkom potencijala diferencijacije MMS, stoga se
FGF koristi kao uobi¢ajeni ¢imbenik za uzgoj mati¢nih stanica (140). U kontekstu nedodavanja
FGF prilikom uzgoja OS-TMS, postoji moguénost da se dio mati¢nih stanica u SP stani¢noj
populaciji koje su saCinjavale sarkosfere poc¢eo diferencirati uslijed manjka FGF. Navedena
pocetna diferencijacija je mozda dovela do toga da su stanice postale manje ,,plasti¢ne®.
Takoder, mozemo pretpostaviti da i in vivo tumorske mati¢ne stanice nemaju FGF uvijek u
tolikoj koli¢ini da bi stalno ostale mati¢ne, bas zato da bi tumor zadrzao razli¢ite subpopulacije
malignih stanica, razli¢itog diferencijacijskog profila. Ta heterogenost mu daje vecu Sansu za
prezivljenjem, jer razliiti profili stanica unutar tumora ¢e razliito reagirati na promjenjivost
stani¢nog okolisa. Tako ¢e u odredenim uvjetima neke OS-TMS mozda biti vulnerabilnije, ali
¢e zato druge biti otpornije. Kad dodamo bFGF, moguce je da podrZzavamo svojstva mati¢nosti
te tako bude vise mirujucih stanica u metabolic¢kom i proliferacijskom smislu, s izrazenijim
mati¢nim i ,,plasticnim® svojstvima, ali to nista ne govori o njihovim mehanizmima obrane od

prooksidacijskog djelovanja AK.

Vrsta stani¢ne smrti
Analizom vrste stani¢ne smrti nadeno je da 24-satna in vitro inkubacija u 10 mM AK

kod osjetljivih stanica uglavnom uzrokuje ranu apoptozu te kasnu apoptozu / ranu nekrozu, sto
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je u skladu s preliminarnim istrazivanjem (32). Sve stani¢ne linije su pokazale odredenu
osjetljivost na AK, a najosjetljivije su bile U20S i OS-TMS iz uzorka P3. Navedeno moze biti
rezultat prooksidacijskog djelovanja AK i utjecaja kiselog okolisa na stanice na kojeg one mogu
imati razli¢ito razvijene prilagodbene mehanizme. bFGF nije imao znacajnijeg utjecaja na

izazivanje stani¢ne smrti.

Metabolicko profiliranje

Tehnologija Seahorse XF u nasoj studiji je pokazala da netretirane OS-TMS P1 i P2
mogu koristiti oba metabolicka puta, vjerojatnije OXPHOS, a P3 su bile glikoliticke. Kad ih se
izlozilo poja¢anim metaboli¢kim zahtjevima, OS-TMS su vise koristile OXPHOS. Pri tretmanu
s10 mM AK s i bez bFGF-a, OS-TMS su pojacale metabolizam u smjeru OXPHOS. Sve stanice
osim iz uzorka P3 su pokazale da zadrzavaju metaboli¢ki profil OXPHOS, bez obzira na
primjenu stresora. OS-TMS uzorka P3 su pokazale da dodatkom stresora pojacavaju OXPHOS
i time se metabolicki poravnavaju s ostalim OS-TMS. 10 mM AK kojom su stanice bile tretirane
kroz 24 sata, ubrzala je metabolizam OS-TMS, osim u uzorku P3 s dodatkom bFGF-a. Tretman
AK-om, dakle, nije pokazao o¢ekivano smanjenje metabolizma OS-TMS, kao niti kod HEK
293. Smanjenje OXPHOS je zabiljezeno u tretiranim MMS i1 U20S, te se pojac¢ao njihov
glikoliticki izrazaj, no ne u mjeri da bi posve presle na glikolizu. Zaklju¢no, AK-om tretirane
OS-TMS, s i bez bFGF, uglavhom se oslanjaju na OXPHOS, a AK ubrzava njihov
metabolizam. Moguc¢e je da je AK smanjila glikoliticki potencijal ispitivanih OS-TMS.
Navedeno nije potpuno u skladu s izvjestajima iz literature koji govore u prilog glikolitickom
metaboli¢kom profilu OS-TMS (141, 142). Uzorci koriSteni za istrazivanje su bioptati tumora
uzeti iz zahvacéenog ekstremiteta od razli¢itih bolesnika za vrijeme dijagnosticke biopsije, prije
bilo kakvog terapijskog tretmana, pri ¢emu se vodilo rauna da se uzme reprezentativni dio
tumora, a ne nekroticni. Moguée je da su te OS-TMS uglavhom imale razvijena oba
metabolicka puta, ali su koristile OXPHQOS jer su Zivjele u Kisikom dostatnim uvjetima. Moguce
je takoder da su OS-TMS uzorka P3 koristile glikolizu u trenutku provodenja eksperimenta jer
su bile u nekoj vrsti stresa (rasle su usporeno, zabiljezena su zagadenja stani¢ne kulture
plijesnima, zamrzavanje, ponavljanja procesa uzgoja). MMS i U20S su takoder preferirale
OXPHOS. Sto se tic¢e MMS, nije u skladu s o¢ekivanjem da su mati¢ne stanice nuzno isklju¢ivo
glikoliti¢ne, ali jest da imaju zadrzan potencijal glikolize te da bolje diferencirane stanice OS
pokazuju odmak od glikolize. HEK 293 su o¢ekivano preferirale OXPHOS.

Razlike u rezultatima istrazivanja metabolickih profila TMS raznih vrsta tumora imaju

nekoliko objaSnjenja koje treba imati u vidu kod provodenja sli¢nih istrazivanja. Jedno
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predlozeno objasnjenje je utjecaj eksperimentalnih uvjeta i ¢cimbenika koji se dodaju stani¢nim
kulturama. Drugo je mikrookoli$ jer se metabolicki status TMS razlikuje u normoksi¢nim,
hipoksi¢nim i metastatskim lokacijama, a ulogu ima i stroma tumora. Primjerice, fibroblasti iz
tumorske strome proizvode razli¢ite metabolite koji mogu utjecati na metabolizam tumorskih
stanica. Tre¢i je utjecaj stupnja diferencijacije OS-TMS u trenutku dobivanja uzorka i
dosadasnje prilagodbe OS-TMS (143). Cetvrto je samo definiranje TMS. Naime, razvijeno je
nekoliko metoda za identifikaciju i1 izolaciju TMS na temelju njihovog svojstva
samoobnavljanja. Funkcionalni in vitro testovi obi¢no se primjenjuju na pocetku uzgoja
izoliranih TMS za povecanje njihove koli¢ine. Nakon toga slijede kvalitativni testovi te in vivo
provjera mati¢nosti, no redoslijed i odabir testova ovise o studiji. Funkcionalni in vitro test za
stvaranje tumorskih sfera u neprijanjaju¢im uvjetima i bez seruma ¢esto sluzi kao pocetni korak
za obogacivanje stani¢nih populacija sliénih TMS. Standardna metoda za potvrdu TMS in vivo
je serijska transplantacija izoliranih potencijalnin TMS u gole miSeve za procjenu tumorskog
kapaciteta pri malom broju stanica. Nedostatak ovih testova je taj Sto mirne TMS mozda nece
biti identificirane. U vezi s njima Cesto se koriste metode opisne analize, poput mjerenja razine
izrazaja ¢imbenika povezanih s mati¢noS¢u i identifikacija na temelju povrSinskih biljega
stanice. Da bi se procijenila stvarna populacija TMS koje pokazuju svojstvo otpornosti na
lijekove, koriste se test izbacivanja boje i dokaz aktivnosti ALDH. Primjena i interpretacija
metoda zahtijeva promisljanje, jer se ni jednom od njih u eksperimentalnim uvjetima ne mogu
dobiti potpuno Ciste populacije TMS, niti se mogu otkriti sve eventualne subpopulacije TMS.
Metode dakle pruZaju dokaz vece vjerojatnosti da je ispitivani uzorak bogat TMS, no nedostaje
im utjecaj okolisa i tumorske niSe koje je teSko u potpunosti eksperimentalno oponasati, a koji
imaju dodatni utjecaj u odabiru ¢istih TMS. Trebalo bi, dakle, koristiti niz metoda i paZzljivo
interpretirati rezultate (144).

Odgovor OS-TMS na in vitro tretman s 10 mM AK uglavnom je bilo pojacanje
metabolizma 1 zadrzavanje metabolickog puta OXPHOS. Razlog tome mozda lezi u njihovoj
reakciji na signale iz okoline (razni metaboliti, pH). Pod acidozom (AK stvara kiseli
mikrookolis), metabolicko reprogramiranje malignih stanica je povezano s brzom sposobnoséu
promjene izrazaja razlicitih stani¢nih kanala za protone ili povecanjem broja i veli¢ine lizosoma
(145). Chano i sur. su pokazali da acidoza potice metabolicko reprogramiranje. Odrzavanje
epigenskog profila u stresnim uvjetima je klju¢ni mehanizam za prezivljavanje malignih stanica
I promicanje integriteta genoma te ucinkovitosti kloniranja (146). Metaboli¢ke prilagodbe pod
acidozom utjecu na epigenske promjene tumora kao odgovor na prezivljavanje na nepovoljni

kiseli mikrookoli§ ve¢ nakon 24 sata. Koriste¢i OXPHOS, OS-TMS su kratkoro¢no metabolicki
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prezivjele mozebitno djelovanje AK na put glikolize. Kad je rije¢ o OS-TMS Kkoje su i tako
izuzete iz vijabilnih dijelova tumora, a ne iz nekroti¢nih, razumljiv je njihov potencijal za
namicanje energije putem OXPHOS, odnosno neovisnost iskljuc¢ivo o glikolizi. Pojacanje
metabolizma hipotetski je mogao biti odraz aktivacije prilagodbenih mehanizama stanica na
djelovanje AK. Takoder je moguce da zadrzavanje njihovih mati¢nih svojstava nije nuzno
vezano za glikolizu, nego je glikoliza njihov potencijalni metabolicki put kojega aktiviraju kad
se nadu u hipoksi¢nim uvjetima. Sve navedeno govori o plasti¢nosti OS-TMS.

Promjene koje smo primijetili su zapravo prva reakcija OS-TMS prilagodbe kiselom
mikrookoliSu zbog prisutnosti AK. U jednoj studiji metabolizam prilagoden izvanstani¢noj
acidozi u smislu smanjenja glikolize je utjecao na brzinu proliferacije stanica OS. Smanjenje
glikolize (Western blot analizom je utvrden nestanak GAPDH u OS-TMS tretiranima AK-om)
kao odgovor na ekstracelularnu acidozu moze biti u¢inkovit sustav povratne sprege kako bi se
izbjeglo daljnje zakiseljavanje ekstracelularnog prostora, koji bi u kona¢nici mogao dovesti do
pretjeranog zakiseljavanja citosola i stani¢ne smrti, $to ukazuje na to da acidoza inducira
metabolicku prilagodbu do neke granice. OS stanice su navodno osjetljivije na lijecenje pod
acidozom nego pod neutralnim pH, posebno ako su joj predugo izloZene, §to se objaSnjava
iscrpljivanjem staniénih mehanizama za prezivljenje u kiselom mikrookolisu (147). Namece se
pitanje §to bi se dogodilo da smo OS-TMS duze inkubirali u AK i kako bi se dogotrajna i ciljana
inkubacija tumora u suprafizioloSkim koncentracijama AK mogla reproducirati u zivom

organizmu.

Prednosti istraZivanja

Iako smo u preliminarnom istraZivanju i sami na jednom uzorku OS imali dojam
selektivnog djelovanja AK na OS-TMS (32), prosirena istrazivanja koriste¢i nelinijske OS-
TMS su ukazala da bi se moglo raditi o slozenim i viSesmjernim reakcijama ove jo$ nedovoljno
poznate subpopulacije stanica na djelovanje AK in vitro, sto je u skladu s najnovijim
istrazivanjima o razli¢itim moguéim reakcijama tumorskih stanica na AK (86, 148). Premda je
ispitan mali broj uzoraka, i taj broj nam je bio dovoljan da zakljuc¢imo kako nelinijske stanice
OS ne moraju jednoznacno reagirati na tretman AK-om.

Tijekom izvodenja pokusa, utvrdili smo da laboratorijski ¢cimbenici mogu utjecati na
rezultate proucavanja OS-TMS, primjerice nacin uzgoja sarkosfera i izolacije OS-TMS, zatim
koncentracija AK, dodavanje bFGF i duzina inkubacije stanica u AK. Stoga smo, radi boljeg
razumijevanja, dodatno ispitali utjecaj bFGF kao vaznog ¢imbenika koji se uobic¢ajeno uz AK

dodaje stanicnom mediju pri uzgoju OS-TMS. Pokazali smo i da OS-TMS iz ispitanih uzoraka
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nisu jednoznaéno pokazale selektivnu osjetljivost na djelovanje AK. Stovise, nize doze su u
nekim uzorcima OS-TMS povecale njihovu vijabilnost, dok su visoke doze AK smanjile
vijabilnost netumorskih stanica. To treba imati na umu kad se razmatra primjena AK u
bolesnika oboljelih od OS. Navedeno je ve¢ primije¢eno kod melanoma (149). Primjenom
proto¢nog citometra smo pokazali smo da AK moze uzrokovati apoptozu velikog dijela OS-
TMS, ali i drugih vrsta stanica, no nismo se zadrzali samo na tome, jer je za objektivniji uvid u
djelovanje AK na OS-TMS potrebno koristiti vise razli¢itih metoda molekularne biologije.
Tako smo obuhvatnijim pristupom pokazali da se nestanak GAPDH ne mora nuzno povezivati
s negativnim djelovanjem ROS u OS-TMS, da nelinijske OS-TMS nisu isklju¢ivo glikoliti¢ne,
te da AK ne izaziva samo apoptozu nego i prilagodbenu reakciju OS-TMS, sugerirajuci njihovu

metabolicku plasticnost.

Nedostaci istaZivanja

Nije ispitan uc¢inak cisplatine na OS-TMS jer smo za usporedbu Koristili negativne
stani¢ne kontrole, a stanice izuzete od razli¢itih bolesnika mogu razli¢ito odgovoriti na
protutumorske lijekove. Osim toga, u lije¢enju OS Koriste se i drugi protutumorski lijekovi pa
bi usporedba s utjecajem same cisplatine na OS-TMS bila nedovoljno reprezentativna.

Nisu ispitane parentalne stanice jer se radi o heterogenoj populaciji stanica. Potvrda
mati¢nosti se temeljila samo na uzgoju dviju generacija sarkosfera i izbacivanju boje.
Istrazivanje je provedeno na malom broju uzoraka tumorskog tkiva pa bi za trazenje
eventualnog ,,obrasca® reakcije tumorskih stanica na AK trebao daleko ve¢i broj uzoraka
nelinijskih OS-TMS. Za uzorak P3 nije provedena statisticka analiza jer je vecina uzoraka bila
u duplikatima umjesto u triplikatima zbog tehnickih problema oko uzgoja OS-TMS uzorka P3.
U istrazivanju nije koriStena DHA (zbog svoje izrazite nestabilnosti), a koja bi prema literaturi

vjerojatno izazvala ve¢i apoptotski u¢inak na TMS nego AK.

Predvidanja daljnjih istrazivanja

Na temelju dobivenih rezultata moguce je osmisliti daljnja istraZivanja s ciljem
proucavanja iscrpljivanja prilagodbenih mehanizama tumorskih stanica na AK, zatim kako bi
se ciljana inkubacija tumorskog tkiva u suprafizioloskim koncentracijama AK mogla
reproducirati u Zzivom organizmu te istraziti utjecaj AK na OS-TMS nakon tretmana

protutumorskim lijekovima i u kombinaciji s drugim sredstvima upliva u stani¢ni metabolizam.
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7. ZAKLJUCAK

Uspjesno smo uzgojili mati¢ne stanice osteosarkoma iz uzoraka bioptata tumorskih tkiva

izuzetih od triju bolesnika/-ica.

Mati¢ni status tumorskih stanica iz sva tri uzorka smo potvrdili izbacivanjem boje Hoechst
33342.

MTT test vijabilnosti nakon tretmana askorbinskom kiselinom nije veéu osjetljivost mati¢nih
stanica osteosarkoma u odnosu na stani¢ne linije HEK 293, normalne mezenhimske mati¢ne
stanice MMS i linije osteosarkoma U20S, bez obzira na dodatak bazi¢nog ¢imbenik rasta
fibroblasta.

Nismo dokazali znadajniji porast razine reaktivnih Kisikovih vrsta u mati¢nim stanicama
osteosarkoma nakon tretmana askorbinskom kiselinom, bez obzira na dodatak bazi¢nog

¢imbenik rasta fibroblasta.

Askorbinska kiselina smanjuje prisutnost gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze u mati¢nim
stanicama osteosarkoma in vitro, $to ne mora biti nuzno povezano s negativnim djelovanjem

reaktivnih kisikovih vrsta.

Apoptoza je glavni oblik smrti mati¢nih stanica osteosarkoma koje su osjetljive na tretman

askorbinskom kiselinom.
Matiéne stanice osteosarkoma mogu koristiti oksidacijsku fosforilaciju.

Pri istrazivanju utjecaja askorbinske kiseline na metabolizam mati¢nih stanica osteosarkoma
uzgojenih iz razli¢itih uzoraka tumorskih tkiva izuzetih od bolesnika, ne mozemo ocekivati
jednoznacne rezultate medu ispitivanim uzorcima, a ti rezultati se mogu razlikovati i od

rezultata dobivenih istrazivanjem stanicnih linija osteosarkoma.

Askorbinska kiselina ne djeluje selektivno na mati¢ne stanice osteosarkoma in vitro koje
prethodno nisu bile tretirane protutumorskim lijekovima, bez obzira na dodatak bazi¢nog

¢imbenik rasta fibroblasta.

Potrebna su daljnja istrazivanja uc¢inaka askorbinske kiseline na mati¢ne stanice osteosarkoma

prije nego se ona uvede kao pomoc¢no terapijsko sredstvo u lije¢enju oboljelih od osteosarkoma.
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8. SAZETAK

Stagnacija rezultata lijeCenja osteosarkoma (OS) ukazuje na potrebu za novim
terapijskim metodama. OS se sastoji od razli¢itih stani¢nih subpopulacija, medu kojima su
tumorske mati¢ne stanice (OS-TMS). Smatra se da OS-TMS imaju sposobnost samobnavljanja
i razvijene mehanizme otpornosti na protutumorske lijekove te da su odgovorne za recidiv
bolesti. Obzirom na mehanizme otpornosti, OS-TMS je teSko unistiti, pa je njihov metabolizam
prepoznat kao potencijalna meta terapijskog djelovanja. Smatra se da se tumorske mati¢ne
stanice, pa tako i OS-TMS, primarno oslanjaju na glikolizu.

Prema prethodnim in vitro studijama, askorbinska kiselina (AK) bi mogla selektivno
inducirati apoptozu OS-TMS iz stani¢nih linija prooksidacijskim djelovanjem na gliceraldehid-
3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) i inhibicijom glikolize.

Ovo istrazivanje je imalo za cilj ispitati in vitro utjecaj AK na metabolizam OS-TMS
izoliranih iz uzoraka tumorskih tkiva izuzetih od triju bolesnika tijekom dijagnosti¢ke biopsije,
s ciljem boljeg razumijevanja bioloskog fenomena djelovanja AK na OS-TMS. Dodatno smo
ispitali utjecaj bazicnog ¢imbenika rasta fibroblasta (0FGF) kao ¢imbenika koji se uobicajeno

dodaje stani¢nom mediju pri uzgoju OS-TMS.

Istrazivanje nije potvrdilo hipotezu da AK selektivno djeluje na OS-TMS, StoviSe ona
moze 1 povecati njihovu vijabilnost. U osjetljivih stanica, AK je izazvala apoptozu. OS-TMS
nisu pokazale zna¢ajno vecu razinu oksidacijskog stresa pri primjeni AK. AK je imao utjecaj
na prisutnost GAPDH u OS-TMS §to ne mora biti povezano s negativnim djelovanjem
reaktivnih kisikovih vrsta. Pokazalo se da OS-TMS nisu nuzno iskljuéivo glikoliticne nego
pokazuju metabolicku plasti¢nost, Stovise, mogu koristiti oksidacijsku fosforilaciju. bFGF je

imao utjecaj na varijabilnost dobivenih rezultata.

Rezultati ovog istrazivanja upucuju na to da bi za istrazivanje djelovanja AK na OS-
TMS trebalo koristiti nelinijske stanice i vise metoda molekularne biologije ¢ime bi se mogao
dobiti cjelovitiji uvid. Takoder, rezultati sugeriraju da bi AK mogla biti slabo terapijsko
sredstvo u eradikaciji OS-TMS kod bolesnika koji prethodno nisu bili izloZeni protutumorskom
lijeCenju. Potrebna su daljnja istrazivanja u¢inaka AK na nelinijske stanice OS-a prije nego se

ona uvede kao pomoc¢no terapijsko sredstvo u lijecenju oboljelih od OS.
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9. SUMMARY

Title of doctoral thesis: The effects of ascorbic acid on metabolism of osteosarcoma stem cells

grown from patients' tumour tissue samples.

Stagnation of osteosarcoma (OS) treatment results indicates the need for new
therapeutic methods. OS consists of different cell subpopulations, among which are cancer stem
cells (OS-CSCs). It is believed that OS-CSCs have the ability to self-renew and developed
mechanisms of resistance to antitumour drugs and are responsible for disease recurrence.
Considering the mechanisms of resistance, OS-CSCs are difficult to eradicate, so their
metabolism is recognized as a potential target of therapeutic action. OS-CSCs are thought to
rely primarily on glycolysis. According to previous in vitro studies, ascorbic acid (AA) could
selectively induce apoptosis of OS-CSCs from cell lines by prooxidative effect and inhibition
of glycolysis.

The aim of this study was to examine the in vitro effect of AA on the metabolism of
OS-CSCs isolated from tumor tissue samples taken from three patients during diagnostic
biopsy, with the aim of better understanding the biological phenomenon of the effect of AA on
0S-CSCs. Additionally, we examined the influence of bFGF as a factor that is commonly added
to the cell medium during OS-CSCs cultivation.

In this study AA induced apoptosis of non-lineage OS-CSCs, but had no selective effect.
0OS-CSCs did not show a significantly higher level of oxidative stress when treated with AA.
0OS-CSCs were not necessarily glycolytic but exhibited metabolic plasticity, moreover, they
used oxidative phosphorylation despite their stemness. AA decreased the GAPDH in OS-CSCs,
which does not have to be necessarily related to the negative effect of reactive oxygen species.
bFGF had an impact on the variability of the obtained results.

Relults obtained using different complementary in vitro methods suggest that AK is not
a potent therapeutic agent in the eradication of OS-TMS in patients who have not been
previously exposed to antitumor treatment. Further research of the effects of AK on non-lineage
OS cells is needed before it is introduced as an adjunctive therapeutic agent in the treatment of

OS patients.

Name of the author: Marijana Simi¢ Jovi¢i¢

Year: 2024
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PRILOG I

Obavijest o istrazivanju za
roditelje/skrbnike maloljetne osobe

»oelektivno ciljanje matiénih stanica sarkoma
askorbinskom kiselinom*

Postovani/postovana,

Informiramo Vas o znanstvenom istrazivanju ,Selektivho ciljanje mati€nih

stanica sarkoma askorbinskom kiselinom “ u kojemu, iskljuivo uz Vasu suglasnost,
moze sudjelovati VaSe dijete/StiCenik u svojstvu ispitanika.
Sarkomi su agresivni tumori koji su unato¢ operaciji i kemoterapiji u odredenom postotku
slucajeva skloni ponovnom javljanju. Ako bismo pronasli nacin da djelujemo na stanice
koje su odgovorne za ponovno javljanje tumorske bolesti, mogli bismo potpuno unistiti
sve tumorske stanice i tako viSe ne bi bilo mogucnosti ponovne pojave bolesti.

Istrazivanje provodi prof.dr.sc. Inga Urli¢ s Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u
Zagrebu zajedno sa svojim suradnicima.

Sudjelovanje VaSeg djeteta/Sticnika u istrazivanju treba se temeljiti na jasnom
razumijevanju ciljeva navedenog istrazivanja, nacina i postupaka za njegovo provodenje
te mogucih koristi ili rizika za Vase dijete/Sti¢enika kao ispitanika. Stoga Vas molimo da
prije donoSenja odluke paZljivo procitate i proucite ovu obavijest. Ako u njoj naidete na
bilo kakve nejasnoce, nepoznate rijeCi i izraze, slobodni ste pitati istraZivaca i lijeCnike
koji sudjeluju u istraZivanju da Vam ih razjasne. Oni su naime spremni odgovoriti na
svako Vase pitanje vezano za navedeno istrazivanje.

Napomena: Termin ispitanik odnosi se jednako na osobe muskog i zenskog spola.

OPIS KLJUCNOG PROBLEMA | HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Sarkom je vrsta zlo¢udne bolesti-raka, koji ako se ne lije€i, zavrsi smrtnim ishodom. Zbog
niske ucestalosti i velikog broja podvrsta, sarkomi su u terapijskom smislu zahtjevna
bolest. Upravo zato, potrebno je ciljati njihovu zajedniCku osobinu, a to je postojanje
matiCnih stanica sarkoma. One predstavljaju mali udio u stani¢noj populaciji tumora koje
imaju sposobnost zapocinjanja zlo¢udnog procesa. Otporne su na terapije i zadrZavaju
sposobnost obnavljanja tumora. Zbog specifi¢nosti mati¢nih stanica sarkoma, za njihovo
uniStenje potrebno je ciljati njihove molekularne razliCitosti. Mati¢ne stanice sarkoma se,
kao i druge matiCne stanice, smatraju mirujuima te imaju karakteristiCan metabolicki
profil.

Nasi preliminarni rezultati ukazuju da askorbinska kiselina (AK), koja je inaCe poznata i
pod nazivom vitamin C, ima jak toksi¢ni u€inak na mati¢ne stanice sarkoma, ali ne utjeCe
toksi€no na druge stanice. Stoga bi zeljeli poblize istraziti utjecaj AK na maticne stanice



sarkoma. Nakon $to prouc¢imo utjecaj AK na mati¢ne stanice sarkoma, istraZili bi na koji
nacin primjeniti AK u ljudskom organizmu, a da bude djelotvorna u unistavanju tumorskih
stanica i neStetna za zdrave stanice.

MatiCne stanice sarkoma i primarne stanice osteosarkoma dobili bi od oboljelih osoba-
ispitanika, a osim njih ispitat é¢emo i mezenhimske mati¢ne stanice i stanicne linije U20S
i HEK293. Mezenhimske matiCne stanice su one stanice iz kojih se razvija dio tkiva naSeg
organizma, meduostalim i kosti. Stani¢ne linije su stanice koje se koriste u laboratorijima
za razliCita ispitivanja. Dakle, navedene mezenhimske matiCne i linijske stanice ne
dobivamo od ispitanika ukljuCenih u istrazivanje.

Kod svih navedenih vrsta stanica odredit ¢emo jesu li stanice, nakon tretiranja AK-om
Zive (vijabilnost). Ako nisu, odredit cemo o kojoj vrsti stani€ne smrti se radi i koje je
optimalno doziranje AK. Ako je osjetliivost na AK specificna za mati¢ne stanice
osteosarkoma, postoji mogucnost da je specificna i za mati¢ne stanice drugih tumora.
Stoga bi ovi rezultati mogli imati velik kliniCki znacaj jer bi se AK mogla koristiti kao
pomocna terapija uz standardne lijekove s ciliem uniStenja mati¢ne populacije stanica
unutar tumora.

SVRHA ISTRAZIVANJA

Prouciti utjecaj AK na matiCne stanice sarkoma radi poboljSanja terapijskog pristupa
sarkomima.

ULOGA VASEG DJETETA/STICENIKA KAO ISPITANIKA U ISTRAZIVANJU

IstraZzivanje bi ukljucilo djecu i adolescente koji se lije€e u Klinici za djecje bolesti Zagreb
i punoljetne osobe koje se lijec¢e u Klinici za traumatologiju KBC Sestre milosrdnice u
Zagrebu zbog razliCitih sarkoma sustava za kretanje pa tako i osteosarkoma. Nakon
ucinjene biopsije ili odstranjenja tumora, izdvojio bi se jedan manji uzorak tumorskog tkiva
za istraZivanje. VeliCina uzorka tkiva za istraZzivanje biti ce podredena intraoperativnom
nalazu, a iznosi 0,5-1,5 cm® Uzorak ¢e izdvojiti lije¢nik operater te ¢e se po uzimanju
oznaceni uzorak proslijediti voditeljici istraZivanja u posebnom mediju, da bi se nakon
odgovarajuce obrade podvrgao uzgoju tumorskih maticnih stanica i djelovanju AK kako
je gore opisano. Analize ¢e se provesti na Prirodoslovno-matematiCkom fakultetu
Sveucilista u Zagrebu.

Osim uzimanja uzorka za vrijeme operativhog zahvata, koristit ¢e se podaci o bolesti
dobiveni patohistoloSkom analizom i podaci o primijenjenom lijeCenju. Tijekom
istraZivanja dijete ne¢e morati mijenjati Zivotne navike niti tijek lijeCenja.

KOJE SU MOGUCE KORISTI OD SUDJELOVANJA VASEG DJETETA/STICENIKA U
ISTRAZIVANJU?

Moguca korist je da ¢ete sudjelovanjem Vaseg djeteta/sti¢enika u istrazivanju omogucditi
da se dode do novih spoznaja koje bi mogle doprinijeti razvoju novih medicinskih
postupaka usmijerenih lijeCenju sarkoma.

KOJI' SU MOGUCI RIZICI ZA VASE DIJETE/STICENIKA KOJE SUDJELUJE U
ISTRAZIVANJU?

Uzorak ¢e uzeti lije€nik operater samo ako procijeni da je uzorkovanje sigurno i da nece
utjecati na uobiCajene dijagnostiCke i terapijske postupke.



PRIMIJENJUJU LI SE ZBOG ISTRAZIVANJA DODATNI LIJEKOVI, DODATNE
DIJAGNOSTICKE METODE ILI DRUGACIJI OPERACIJSKI PRISTUPI?

Zbog svoje bolesti dijete treba operativni zahvat neovisno o istrazivanju. Istrazivanje ne
ukljuCuje nikakve dodatne dijagnosticke obrade niti uvodenje lijekova. Uzimanje uzorka
nece mijenjati lije€enje niti operativhu tehniku. Naime, svaki roditelj/skrbnik je u sklopu
uobiCajene procedure informiranja i potpisivanja suglasnosti za operativni zahvat i
anestezioloSke postupke, upoznat od strane operatera odnosno anesteziologa o
operativnom zahvatu, te prednostima i mogucim rizicima koje sa sobom nose lijeCenje i
anestezioloski postupci. Stoga se ovaj informirani pristanak odnosi na sastavnice koje
ukljuCuje samo istrazivanje.

MORA LI VASE DIJETE/STICENIK SUDJELOVATI U ISTRAZIVANJU?

Vi ¢ete u potpunosti slobodno i samostalno odluciti hoce li Vase dijete/Sticenik sudjelovati
u ovom istrazivanju. Sudjelovanje je dragovoljno i u bilo koje vrijeme, bez navodenja
razloga, imate pravo bez ikakvih posljedica odluciti da se dijete povlaci iz istraZivanja. | u
tom sluCaju dijete ¢e se nastaviti dalje lijeCiti na nacin koji je uobiCajen. Ako odlucite
prekinuti sudjelovanje djeteta u istraZivanju, lijepo Vas molimo da o tome na vrijeme
obavijestite voditeljicu istrazivanja ili njezine suradnike lijeCnike. MozZete izabrati za Vase
dijete/sticenika: sudjelovanje ili nesudjelovanje, ili odustajanje od sudjelovanja u bilo
kojem trenutku istraZivanja. Vase nepristajanje ili odluka o odustajanju od sudjelovanja
nece imati nikakve negativne posljedice na daljnje lijeCenje Vaseg djeteta/sticenika.

POVJERLJIVOST | PRAVO UVIDA U DOKUMENTACIJU

Svi osobni podaci djeteta biti ¢e pohranjeni i obradivani u elektroniCkom obliku, a
voditeljica istrazivanja i njezini suradnici su duzni u potpunosti postivati propisane
postupke za zastitu osobnih podataka. Podaci ¢e biti uneseni pomoéu posebne oznake
pridruzene svakom ispitaniku. Pristup medicinskoj dokumentaciji djeteta mogu imati
lije€nici suradnici u istrazivanju, ¢lanovi EtiCkog povjerenstva Klinike za djecCje bolesti
Zagreb u kojoj se lijecCi dijete i voditeljica istrazivanja. Po zavrSenom istraZivanju uzorci
se nece bez VaSe suglasnosti koristiti u druge istrazivacke svrhe.

ZA STVO CE SE KORISTITI REZULTATI DOBIVENI U OVOM ZNANSTVENOM
ISTRAZIVANJU?

Dobiveni rezultati ¢e se, bez otkrivanja osobnih podataka o ispitanicima, koristiti za izradu
doktorskih disertacija i objaviti u znanstvenim ¢asopisima u obliku znanstvenih ¢lanaka,
radi dostupnosti rezultata istrazivanja ostalim istrazivaCima i lijeCnicima koji se bave
problematikom lije€enja sarkoma, ali i kritickoj prosudbi Sire znanstvene zajednice.

TKO ORGANIZIRA | FINANCIRA OVO ISTRAZIVANJE?

Istrazivanje ogranizira tim molekularnih biologa Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu u suradniji s lijeCnicima Klinike ze djecCje bolesti Zagreb i Klinike za
traumatologiju KBC Sestre milosrdnice. Hrvatska zaklada za znanost (HRZZ) je odobrila
sredstva za financiranje ovog istrazivanja, nakon detaljnog uvida u sadrzaj istrazivanja.
Stoga ¢e HRZZ detaljno biti obavijeStena o tijeku i rezultatima istrazivanja. Istrazivaci koji
provode ovo istrazivanje nece primiti nikakvu osobnu financijsku naknadu. LijecCenici



operateri i njihovi asistenti takoder nece primiti nikakvu financijsku naknadu za
prikupljanje uzoraka potrebnih za istrazivanje.

TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANJE?

Ovo istrazivanje je odobrilo EtiCko povjerenstvo Klinike za djecje bolesti Zagreb (za
maloljetne osobe) i EtiCko povjerenstvo KBC Sestre milosrdnice nakon temeljite analize
dostavljenog prijedloga istrazivanja te prate¢e dokumentacije. Istrazivanje se provodi u
skladu sa svim primjenjivim smjernicama Ciji je cilj osigurati pravilno provodenje
istrazivanja te sigurnost osoba koje u njemu sudjeluju, ukljuCujuc¢i HelsinSku deklaraciju,
Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske i Zakon o pravima pacijenata Republike

Hrvatske.
KOGA MOZETE KONTAKTIRATI ZA DODATNE OBAVIJESTI | UPUTE?

Kao roditeljii sudionika/sudionice istrazivanja imate pravo na informacije o istrazivanju.
Mozete pitati u vezi istraZivanja bilo kada tijekom sudjelovanja u istraZzivanju. Ako imate
bilo kakvih pitanja slobodno moZete kontaktirati:

Voditeljicu istraZivanja: prof. Ingu Urli¢, tel. 01 4606 275, Prirodoslovno-matematicki
fakultet, Zagreb;

Operatera svog djeteta: osobno ili na na broj telefona Odjela za djecju ortopediju s
dnevnom bolnicom Klinike za djecCje bolesti Zagreb 01 4600 211;

Suradnicu u istraZivanju dr. Marijanu Simié¢ Jovigi¢, osobno ili na broj telefona Odjela za
djecju ortopediju s dnevnom bolnicom Klinike za djecje bolesti Zagreb 01 4600 211.

POTPISANA SUGLASNOST ZA SUDJELOVANJE U OVOM ISTRAZIVANJU

Ako pristajete na sudjelovanje VaSeg djeteta/Sticenika u ovom istraZivanju trebate
potpisati ,Suglasnost roditelja/skrbnika za sudjelovanje maloljetne osobe u znanstvenom
istrazivanju®, a presliku cete dobiti Vi i voditeljica istraZivanja. lzvorni primjerak
dokumenta ¢e se zadrzati i Cuvati u Klinici za djecCje bolesti Zagreb.

Ispitanicima se nece se isplaCivati naknada za sudjelovanje u istraZivanju.
Vama kao roditeljima se nece isplacivati naknada za sudjelovanje Vaseg djeteta/sti¢enika
u istrazivanju.

Hvala Vam §to ste procitali ovaj dokument i razmotrili moguénost sudjelovanja Vaseg
djeteta u ovom znanstvenom istrazivanju.

Ova obavijest je sastavljena u skladu s odredbama Zakona o zdravstvenoj zastiti
Republike Hrvatske (NN 121/03) i Zakona o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN
169/04).



PRILOG Il

Suglasnost roditelja /skrbnika
za sudjelovanje maloljetne osobe
u znanstvenom istrazivanju

»oelektivno ciljanje matiénih stanica sarkoma
askorbinskom kiselinom*

Ako je ispitanik u znanstvenom istraZivanju maloljetna osoba (osoba mlada od 18 godina),
pristanak za sudjelovanije u istraZivanju treba dati roditelj ili zakonski zastupnik to jest skrbnik.

1. Potvrdujem da sam dana u Zagrebu procitao/procitala Obavijest
za roditelje/zakonskog zastupnika ispitanika za gore navedeno znanstveno istrazivanje
te sam imao/imala priliku postavljati pitanja.

2. Razumijem da je sudjelovanje mog djeteta/mog S§ti¢enika dragovoljno i da se iz
sudjelovanja u istraZivanju moze povuci u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga i
bez ikakvih posljedica za svoje zdravstveno stanje ili pravni status.

3. Razumijem da medicinskoj dokumentaciji mog djeteta/mog Ssticenika pristup imaju
samo odgovorne osobe, to jest voditeljica istrazivanja i njezini suradnici lije€nici te
Clanovi Eti¢kog povjerenstva ustanove u kojoj se istrazivanje obavlja. Tim osobama
dajem dopustenje za pristup medicinskoj dokumentaciji mog djeteta/mog sticenika.

4. Zelim i pristajem da moje dijete/moj $ti¢enik sudjeluje u navedenom znanstvenom
istrazivanju.

Ime i prezime roditelja/zakonskog zastupnika/skrbnika:

Vlastoruéni potpis

U Zagrebu,

Ime | prezime istrazivaCa koji je vodio/la razgovor s roditeliem /zakonskim
zastupnikom/skrbnikom

Vlastoruéni potpis
U Zagrebu,




PRILOG Il

Obavijest o istrazivanju za maloljetnu osobu

»oelektivno ciljanje matiénih stanica sarkoma
askorbinskom kiselinom*

Postovani/postovana,

Informiramo te o znanstvenom istrazivanju ,Selektivho ciljanje mati¢nih
stanica sarkoma askorbinskom kiselinom* u kojemu moze$ sudjelovati iskljucivo uz
svoju suglasnost i suglasnost svojih roditelja/skrbnika.

Sarkomi sustava za kretanje su izrasline (tumori) koje se unato¢ operaciji i lijekovima u
odredenom postotku slu¢ajeva mogu ponovno javiti. Ako bismo pronasli stanice koje su
odgovorne za ponovno javljanje tumorske bolesti i utjecali na njih da postanu osjetljive na
lijeCenje kemoterapijom i zraCenjem, mogli bismo potpuno unistiti sve tumorske stanice i
tako viSe ne bi bilo moguénosti ponovne pojave bolesti. Te stanice bi mogle biti unistene
i izlaganjem odredenim molekulama, kao $to je primjerice askorbinska kiselina (vitamin
C), no potrebno je istraziti njihovu osjetljivost na vitamin C.

Istrazivanje provodi profesorica Inga Urli¢ s Prirodoslovno-matematickog fakulteta u
Zagrebu zajedno sa svojim suradnicima.

Tvoje sudjelovanje u istrazivanju treba se temeljiti na jasnom razumijevanju ciljeva
navedenog istrazivanja, nacina i postupaka za njegovo provodenje te mogucdih koristi ili
rizika za tebe kao ispitanika. Stoga te molimo da prije donoSenja odluke paZzljivo procitas
i prouciS ovu obavijest. Ako u njoj naide$ na bilo kakve nejasnoce, nepoznate rijeci i
izraze, slobodan/slobodna si pitati istrazivaca i lije€nike koji sudjeluju u istrazivanju da ti
ih razjasne. Oni su naime spremni odgovoriti na svako tvoje pitanje vezano za navedeno
istraZivanje.

Napomena: Termin ispitanik odnosi se jednako na osobe muskog i Zenskog spola.

OPIS KLJUCNOG PROBLEMA | HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Kao i ostali tumori, sarkomi se sastoje od razli€itih stanica razli€itog stupnja zrelosti. Dio
stanica odgovornih za rast i Sirenje tumora su tzv. tumorske maticne stanice. Nova
saznanja govore da su upravo te stanice tumora uzrokom otpornosti na zraCenje |
kemoterapiju, a time i uzrokom ponovne pojave bolesti. Vecina lijekova koji se koriste u
lijeCenju tumora djeluje na tumorske stanice koje se brzo umnoZavaju, medutim ne
umnoZzavaju se sve stanice u tumoru jednako brzo. Tumor se sastoji i od stanica koje se
ne umnozavaju brzo. To su mati¢ne stanice tumora koje su odgovorne za rast i Sirenje
tumora i otporne su na standardne lijekove koji se koriste u lijeCenju tumora. Te stanice
izolirane iz sarkoma bi se podvrgnule djelovanju askorbinske kiseline (u nastavku teksta
AK). Nasi preliminarni rezultati ukazuju da AK, koja je inaCe poznata i pod nazivom



vitamin C, uniStava mati¢ne stanice sarkoma, ali ne Steti drugim stanicama. Stoga bi
Zeljeli poblize istraziti utjecaj AK na maticne stanice sarkoma. Nakon sto prou€imo utjeca;j
AK na mati¢ne stanice sarkoma, istrazili bi na koji naCin primjeniti AK u ljudskom
organizmu, a da bude djelotvorna u unistavanju tumorskih stanica i neStetna za zdrave
stanice.

MatiCne stanice sarkoma i primarne stanice osteosarkoma dobili bi od oboljelih osoba-
ispitanika, a osim njih ispitat éemo i mezenhimske mati¢ne stanice i stanicne linije U20S
i HEK293. Mezenhimske matiCne stanice su one stanice iz kojih se razvija dio tkiva naSeg
organizma, meduostalim i kosti. Stani¢ne linije su stanice koje se koriste u laboratorijima
za razliCita ispitivanja. Dakle, navedene mezenhimske matiCne i linijske stanice ne
dobivamo od ispitanika ukljuCenih u istrazivanje.

Kod svih navedenih vrsta stanica odredit cemo jesu li stanice, nakon tretiranja AK-om
Zive. Ako nisu, odredit cemo o kojoj vrsti stani¢ne smrti se radi i koje je najbolje doziranje
AK. Ako su matiCne stanice osteosarkoma osjetljive na AK, postoji mogucnost da su
mati¢ne stanice i drugih sliénih tumora osjetljive na AK. Stoga bi ovi rezultati mogli imati
velik znacaj, jer bi se AK mogla koristiti kao pomocna terapija uz standardne lijekove s
ciliem uniStenja mati¢nih stanica sarkoma.

SVRHA ISTRAZIVANJA

Prouciti utjecaj AK na mati¢ne stanice sarkoma radi poboljSanja terapijskog pristupa
sarkomima.

TVOJA ULOGA KAO ISPITANIKA U ISTRAZIVANJU

IstraZivanje bi ukljucilo djecu i adolescente koji se lijeCe u Klinici za djecje bolesti Zagreb
i punoljetne osobe koje se lijeCe u Klinici za traumatologiju KBC Sestre milosrdnice u
Zagrebu zbog razli€itih sarkoma sustava za kretanje pa tako i osteosarkoma. Nakon
ucinjene biopsije ili odstranjenja tumora, izdvojio bi se jedan manji uzorak tumorskog tkiva
za istrazivanje. VeliCina uzorka tkiva za istrazivanje ovisit ¢e nalazu tijekom operacije, a
iznosi 0,5-1,5 cm?® Uzorak ¢e izdvoijiti lijeénik operater te ¢e se po uzimanju oznadeni
uzorak proslijediti voditeljici istrazivanja u posebnoj epruveti, da bi se nakon odgovarajuce
obrade podvrgao uzgoju tumorskih mati¢nih stanica i djelovanju AK kako je gore opisano.
Analize ¢e se provesti na Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu.
Osim uzimanja uzorka za vrijeme operativhog zahvata, Koristit ¢e se podaci o bolesti
dobiveni analizom tumorskog tkiva i podaci o primijenjenom lije€enju. Tijekom istrazivanja
nece$ morati mijenjati Zivotne navike niti tijek lijecenja.

KOJE SU MOGUCE KORISTI OD TVOG SUDJELOVANJA U ISTRAZIVANJU?

Moguca korist je u tome da ¢es$ sudjelovanjem u istrazivanju omoguditi da se dode do
novih spoznaja koje bi mogle doprinijeti razvoju novih medicinskih postupaka usmjerenih
ljeCenju sarkoma sustava za kretanje.

KOJI SU ZA MOGUCI ZA TEBE AKO SUDJELUJES U ISTRAZIVANJU?
Uzorak ¢e uzeti lijeCnik operater samo ako procijeni da uzorkovanje nece utjecati na

uobiCajene dijagnosticke i terapijske postupke. LijeCnik te nece izlagati nikakvim rizicima
radi istrazivanja.



PRIMIJENJUJU LI SE ZBOG ISTRAZIVANJA DODATNI LIJEKOVI, DODATNE
DIJAGNOSTICKE METODE ILI DRUGACIJI OPERACIJSKI PRISTUPI?

Zbog svoje bolesti trebas operativni zahvat neovisno o istrazivanju. Istrazivanje ne
ukljuCuje nikakve dodatne dijagnosticke obrade niti uvodenje lijekova. Uzimanje uzorka
nece mijenjati lije€enje niti operativnu tehniku. Naime, tvoj roditelj/zakonski skrbnik je u
sklopu uobi€ajene procedure informiranja i potpisivanja suglasnosti za operativni zahvat
i anestezioloSke postupke, upoznat od strane operatera odnosno anesteziologa o
operativnom zahvatu, te prednostima i mogucim rizicima koje sa sobom nose lijeCenje i
anestezioloSki postupci. Stoga se ovaj informirani pristanak odnosi na sastavnice koje
ukljuCuje samo istrazivanje.

MORAS LI SUDJELOVATI U ISTRAZIVANJU?

Ti ¢eS u potpunosti slobodno i u dogovoru sa svojim roditeljima/skrbnicima odluciti hoces
li sudjelovati u ovom istrazivanju. Sudjelovanje je dragovoljno i u bilo koje vrijeme, bez
navodenja razloga, ima$ pravo bez ikakvih posljedica odluCiti da se povlacis iz
istrazivanja. | u tom slucaju ¢eS se nastaviti dalje lijeCiti na nacin koji je uobiCajen. Ako
odlucis prekinuti sudjelovanje u istraZivanju, lijepo te molimo da o tome na vrijeme kazes$
roditeljima/skrbnicima ili svom lije€niku. Moze$ dakle izabrati sudjelovati ili ne sudjelovati
ili moze$ odustati od sudjelovanja u bilo kojem trenutku istrazivanja. Tvoje nepristajanje
ili odustajanje od sudjelovanja nece imati nikakve negativne posljedice na tvoje daljnje
lijeCenje.

POVJERLJIVOST | PRAVO UVIDA U DOKUMENTACIJU

Svi tvoji osobni podaci biti ¢ée pohranjeni i obradivani u elektronickom obliku, a voditeljica
istrazivanja i njezini suradnici ¢e u potpunosti postivati propisane postupke za zastitu
osobnih podataka. Podaci ¢e biti uneseni pomocéu posebne oznake pridruzene svakom
ispitaniku. Tvoju medicinsku dokumentaciju ¢e pregledavati samo voditeljica istraZivanja
i lijecnici koji sudjeluju u tvom lije€enju. Pristup dokumentaciji mogu imati i predstavnici
EtiCkog povjerenstva Klinike za djeCje bolesti Zagreb u kojoj se lijecis. Po zavrSenom
istraZivanju uzorci se nece bez tvog pristanka, odnosno tvojih roditelja/skrbnika koristiti u
drugu svrhu.

ZA STO CE SE KORISTITI REZULTATI DOBIVENI U OVOM ZNANSTVENOM
ISTRAZIVANJU?

Dobiveni rezultati ¢e se, bez otkrivanja tvojih osobnih podataka koristiti, za izradu
doktorskih disertacija i objaviti u znanstvenim €asopisima u obliku znanstvenih Clanaka,
radi dostupnosti rezultata istraZivanja ostalim istrazivaCima i lije€nicima koji se bave
istraZivanjem i lijeCenjem sarkoma.

TKO ORGANIZIRA | FINANCIRA OVO ISTRAZIVANJE?

Istrazivanje ogranizira grupa molekularnih biologa Prirodoslovno-matematickog fakulteta
Sveudilista u Zagrebu u suradniji s lije€nicima Klinike ze djecje bolesti Zagreb i Klinike za
traumatologiju KBC Sestre milosrdnice. Hrvatska zaklada za znanost (HRZZ) je odobrila
sredstva za financiranje ovog istrazivanja, nakon detaljnog uvida u sadrzaj istrazZivanja.
Stoga ¢e HRZZ detaljno biti obavijeStena o tijeku i rezultatima istrazivanja. Istrazivaci koji



provode ovo istrazivanje nece primiti nikakvu osobnu financijsku naknadu. LijecCenici
operateri i njihovi asistenti takoder nece primiti nikakvu financijsku naknadu za
prikupljanje uzoraka potrebnih za istrazivanje.

TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANJE?

Ovo istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinike za djecje bolesti Zagreb (za
maloljetne osobe) i EtiCko povjerenstvo KBC Sestre milosrdnice nakon temeljite analize
dostavljenog prijedloga istrazivanja te prate¢e dokumentacije. Istrazivanje se provodi u
skladu sa svim primjenjivim smjernicama Ciji je cilj osigurati pravilno provodenje
istraZivanja te sigurnost osoba koje u njemu sudjeluju, uklju€ujuci Helsinsku deklaraciju,
Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske i Zakon o pravima pacijenata Republike

Hrvatske.
KOGA MOZES KONTAKTIRATI ZA DODATNE OBAVIJESTI | UPUTE?

Kao sudionik/sudionica u istraZzivanja imas pravo na informacije o istraZivanju. Moze$
pitati u vezi istrazivanja bilo kada tijekom sudjelovanja u istrazivanju. Ako imas bilo kakvih
pitanja slobodno mozes$ kontaktirati:

Voditeljicu istrazivanja: profesoricu Ingu Urli¢, tel. 01 4606 275, Prirodoslovno-
matematiCki fakultet, Zagreb;

LijeCnika koji ¢e te operirati: osobno ili na na broj telefona Odjela za djecju ortopediju
Klinike za djeCje bolesti Zagreb 01 4600 211,

Suradnicu u istrazivanju dr. Marijanu Simi¢ Jovigié, osobno ili na broj telefona Odjela za
djecju ortopediju Klinike za djecje bolesti Zagreb 01 4600 211.

SUGLASNOST ZA SUDJELOVANJE U OVOM ISTRAZIVANJU

Dokument pod naslovom ,Suglasnost maloljetne osobe za sudjelovanje u znanstvenom
istrazivanju“ treba$ potpisati u dogovoru sa svojim roditeljima/skrbnicima ako pristaje$
sudjelovati u ovom istrazivanju, a njegov preslik ¢e dobiti tvoji roditelji/skrbnici i voditeljica
istrazivanja. lzvorni primjerak dokumenta Ce se zadrzati i Cuvati u Klinici za djecje bolesti
Zagreb.

Ispitanicima se nece se isplacivati naknada za sudjelovanje u istrazivanju.
Roditeljima se nece ispladivati naknada za sudjelovanje njihovog djeteta/sticenika u
istraZivanju.

Hvala Sto si procitao/proCitala ovaj dokument i razmotrio/razmotrila moguénost
sudjelovanja u ovom znanstvenom istrazZivanju.

Ova obavijest je sastavljena u skladu s odredbama Zakona o zdravstvenoj zastiti
Republike Hrvatske (NN 121/03) i Zakona o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN
169/04).



PRILOG IV

Suglasnost maloljetne osobe za
sudjelovanje u znanstvenom istrazivanju

»oelektivno ciljanje mati€énih stanica sarkoma
askorbinskom kiselinom*

Istrazivaci su duzni s maloljetnim osobama u dobi od 12-17 godina razgovarati o predlozenom
znanstvenom istrazivanju i uzeti u obzir njihovu Zelju i odluku o sudjelovanju u istrazivanju.

1. Potvrdujem da sam dana u Zagrebu procitao/procitala Obavijest
za ispitanika za gore navedeno znanstveno istrazivanje te sam imao/imala priliku
postavljati pitanja.

2. Razumijem da je moje sudjelovanje u istrazivanju dragovoljno i da se iz sudjelovanja u
istraZivanju mogu povuéi u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga i bez ikakvih
posljedica za svoje zdravstveno stanje ili pravni status.

3. Razumijem da mojoj medicinskoj dokumentaciji pristup imaju samo odgovorne osobe,
to jest voditeljica istrazivanja i njezini suradnici lije¢nici te ¢lanovi EtiCkog povjerenstva
ustanove u kojoj se istrazivanje obavlja. Tim osobama dajem dopustenje za pristup
mojoj medicinskoj dokumentaciji.

4. Zelim i pristajem sudjelovati u navedenom znanstvenom istrazivanju.

Ime i prezime ispitanika (za ispitanike iznad 12 godina kojima se prethodno u prisutnosti
roditelja/skrbnika razumljivo objasni istraZivanje).

Vlastoruéni potpis

U Zagrebu,

Ime i prezime osobe koja je vodila postupak Obavijesti za ispitanika i Suglasnosti za
sudjelovanje:

Vlastoruéni potpis U Zagrebu,




