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POPIS KRATICA
ABCAL1 — kazetni prijenosnik A1 koji veze ATP

ABCG - kazetni prijenosnik G koji veze ATP

AR — androgeni receptor

ARE - elementi odgovora na androgene (engl. androgen response element)

Coa — acetil koenzim A

DBD — domena koja veze DNA

DHT — dihidrotestosteron

DMEM - Dulbeccov modificirani Eagle medij (engl. Dulbecco's Modified Eagle Medium)
DMEM/Ham's F-12 — DMEM i Hamova hranjiva smjesa F-12

DMSO - dimetil- sulfoksid

EGFR - receptor epidermalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor receptor)
ER — endoplazmatski retikulum

HDL - lipoprotein visoke gustoce (engl. high density lipoprotein)

HMG-CoA - 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A

HMGCR - 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A reduktaza

HSP — proteini toplinskog Soka (engl. heat shock proteins)

INSIG1 — gen induciran inzulinom (engl. insulin induced gene 1)

KLK2 — kalikrein 2

LBD — domena koja veze ligand

LDL — lipoprotein niske gustoce (engl. low densitiy lipoprotein)

LDLR —receptor za LDL



LH — luteiniziraju¢i hormon

LXR — jetreni X receptor (engl. liver X receptor)

NTD — amino-terminalna domena

PCa — karcinom prostate (engl. prostate cancer)

PSA — antigen specifi¢an za prostatu (engl. prostate specific antigen)

RPMI - Roswell Park Memorium Institute 1640

SCAP — protein koji cijepanjem aktivira SREBP (engl. SREBP cleavage activating protein)
SM - skvalen monooksigenaza

SRE — sekvenca elementa odgovora na sterole (engl. sterol response element sequence)

SREBP2 — protein koji se veze na regulacijski element odgovora na sterole (engl. sterol

regulatory element- binding protein 2)



1.UVOD

1.1. Karcinom prostate

Rak prostate (PCa) drugi je najcesce dijagnosticirani rak u muskaraca te osmi vodeci uzrok smrti
u svijetu s viSe od 1,4 milijuna novih slucajeva (Bray i sur., 2024). Do 2030. godine o¢ekuje se
porast tereta bolesti na 499 000 smrtnih slucajeva te vise od 1,7 milijuna novooboljelih (Cao 1 sur.,
2023). Isti trend obiljezio je i Hrvatsku te je tako u 2021. godini PCa bio jedno od najces¢ih sijela
raka u muskaraca s vise od 2000 novooboljelih (HZJZ, 2024). Pojavnost i smrtnost razlikuju se po
regijama te se tako u isto¢nim zemljama moze vidjeti porast smrtnosti, ali smanjenje incidencije,
dok je u zapadnim zemljama suprotno (Cao 1 sur., 2023). Razlog razlikama u pojavnosti su
nedostatak dijagnosti¢kih testiranja i organospecifi¢nih biljega probira, ukljucujuci antigen
specifi¢an za prostatu (PSA engl. prostate specific antigen) u slabije razvijenim zemljama, dok na

varijacije u smrtnosti utjecu geneticki i okolisni faktori (McHugh i sur., 2022).

Jedini utvrdeni faktori rizika za razvoj PCa jesu dob, etnicka pripadnost i1 obiteljska anamneza.
Analizom krivulja pojavnosti prema dobi utvrdeno je kako rizik pocinje naglo rasti nakon 55.
godine Zivota te svoj vrhunac dosize oko 74. godine, nakon ¢ega lagano opada (Gann, 2002). lako
jo§ nije dokazano kako sprijeciti rak prostate, neka istraZivanja su pokazala da smanjeni unos
masne hrane te pove¢ana konzumacija voc¢a i povréa uvelike moZze umanyjiti rizik (Rawla i sur.,

2019).

Odredivanje koncentracije PSA u perifernoj krvi temeljni je nacin dijagnostike PCa te jedan od
najceScih testova probira za rak. Protein PSA stvaraju normalne i tumorske stanice prostate, a nalazi
se uglavnom u krvi i sjemenoj tekucini. Razina PSA myjeri se u nanogramima/mililitru (ng/mL), a
rizik od obolijevanja povecava se zajedno sa razinama PSA. Vecina zdravih muskaraca ima razinu
PSA nizu od grani¢ne vrijednosti (4 ng/mL), dok razine iznad 4 upucuju na PCa (ACS, 2023).
Medutim, budu¢i da na povecane vrijednosti PSA mogu utjecati i drugi ¢imbenici (dob, infekcije
te neki lijekovi), biopsija tkiva postaje sve ucestaliji nacin dijagnostike (Rawla, 2019; ACS, 2023).
Postoje razlic¢iti nacini lijecenja PCa. Aktivno prac¢enje napredovanja bolesti temeljni je pristup za
bolesnike s manje agresivnim PCa te one kojima je razina PSA manja od 10 ng/mL. Prostatektomija
1 radioterapija najucestaliji su nacini lijeCenja lokalizirane bolesti unato¢ brojnim Stetnim u¢incima

koji uvelike mogu narusiti kvalitetu Zivota bolesnika. Kod metastatske bolesti, kemoterapija i



terapija liSavanja androgena (ADT, eng. androgen deprivation therapy) poveéavaju prezivljenje

umanjujuéi tako stopu smrtnosti od PCa (Litwin i Tan, 2017).

Prethodno navedene terapije olaksale su zivot oboljelih od PCa te povecale stopu prezivljavanja
pacijenata s loSom prognozom. Unato¢ tome, postoje brojne poteskoce s kojima se klinicari susrecu
prilikom pripisivanja terapije. Stjecanje otpornosti na terapiju usmjerenu protiv receptora
androgena (AR, engl. androgen receptor) uvelike otezava lijeCenje metastatskog stadija bolesti.
Razumijevanje mehanizama koji dovode do otpornosti uvelike ¢e olaksati razvoj novih lijekova

protiv PCa te tako unaprijediti lijeCenje oboljelih. (Fujita i Nonomura, 2019).

1.2. Metabolizam normalnih i tumorskih stanica prostate

Prostata igra bitnu ulogu u muskom reproduktivnom sustavu te je vazan dio muSkog spolnog
aparata. Njezina glavna uloga je proizvodnja blago kiselog sekreta koji se ve¢im dijelom sastoji od
citrata, cinka, kolesterola 1 fosfolipida, dok proteoliticki enzimi poput PSA ¢ine manje od 1%
sekreta. Zahvaljuju¢i svojoj blagoj kiselosti, prostatna tekuc¢ina podupire spermije Stite¢i ih
istovremeno od zenskog imunoloskog sustava i vaginalnih sekreta. Osim toga, epitelne stanice
prostate prehranjuju spermije svojim metabolickim produktima omogucuju¢i im tako normalno

funkcioniranje (Beier i sur., 2022).

Zdrave epitelne stanice prostate za proizvodnju ATP-a (adenozim trifosfata) koriste glikolizu dok
se acetil-CoA (acetil-koenzim A) generiran iz glukoze najve¢im dijelom koristi za sintezu citrata.
Stanice prostate ne oksidiraju proizvedeni citrat ve¢ ga akumuliraju Sto se postize nakupljanjem
visokih koncentracija cinkovih iona. Ioni cinka inhibiraju m-akonitazu, enzim zasluZan za
konverziju citrata te tako zaustavljaju Krebsov ciklus. Osim smanjene glikoliticke aktivnosti i
oksidativne fosforilacije, epitel prostate ima povecanu proizvodnju kolesterola u usporedbi sa

ostalim stanicama i tkivima u organizmu (Skara i sur., 2021).

Kako bi mogle proliferirati i rasti, tumorske stanice trebaju vecu koli¢inu hranjivih tvari $to
rezultira promjenama u metabolizmu. Tijekom maligne transformacije, stanice prostate stjecu
sposobnost oksidacije citrata Sto rezultira njegovim smanjenjem u sjemenoj tekucini. Ova
promjena u metabolizmu nastaje uslijed ponovne aktivacije m-akonitaze koja ¢e inicirati oksidaciju

citrata putem Krebsovog ciklusa (Skara i sur., 2021; Beier i sur., 2022). Za razliku od ostalih



solidnih tumora, PCa energiju ve¢inom dobiva iz lipida, a ne aerobne glikolize. Buduéi da je unos
glukoze u ranim fazama razvoja PCa ogranicen, on nec¢e pokazivati Warburgov uc¢inak (Eidelman
1 sur., 2017). U kasnijim stadijima PCa ima visok unos glukoze uz istovremeno povecanu sintezu

masnih kiselina (Skara i sur., 2021).

1.3. Metabolizam kolesterola

1.3.1. Unos i sinteza kolesterola

Kolesterol je najrasirenija steroidna molekula u organizmu koja ¢ini jednu tre¢inu sastava plazma
membrane te je kljucna za odrZavanje njezine cjelovitosti i fluidnosti (Zhang 1 sur., 2023).
Amfipatske 1 gotovo planarne molekule kolesterola neophodne su za strukturnu modulaciju
membranskih proteina i formiranje lipidnih splavi (Paukner i sur., 2022). Lipidne splavi su domene
unutar stanicne membrane koje su iznimno bogate kolesterolom i igraju kljuénu ulogu u
provodenju stani¢nih signala posredovanim receptorima. Ovi dijelovi membrane sadrZe regulatore
stanicnog rasta, adhezije, migracije i apoptoze poput receptora epidermalnog faktora rasta (EGFR,
engl. epidermal growth factor receptor), protein kinaze C, kaveolina, flotilina i drugih. Kolesterol
je bitan u odrZavanju stani¢nog ciklusa te je prekursor mnogih vaznih molekula poput steroidnih
hormona, oksisterola, zué¢nih kiselina i vitamina D (Skara i sur., 2021).0Osim toga, kolesterol ima
vaznu ulogu u metabolizmu mnogih vrsta karcinoma, a sudjeluje i u aktivaciji nekih onkogenih

signalih puteva (Skara i sur., 2021; Zhang i sur., 2023).

Kolesterol u stanicu moze biti unesen izravno kao lipoprotein ili se mozZe sintetizirati mevalonatnim
putem de novo (Skara i sur., 2021). Dnevno se u stanicama sintetizira priblizno 700-900 mg
kolesterola, dok je samo 300-500 mg uneseno prehranom (Shi i sur., 2022). Egzogeni kolesterol se
u stanice transportira u obliku lipoproteina niske gustoce (LDL, engl. low density lipoprotein) ili
lipoproteina visoke gusto¢e (HDL, engl. high density lipoprotein) (Zhang 1 sur., 2023). Nakon
vezanja Cestice LDL za receptor LDL (LDLR), nastali kompleks receptor-ligand ulazi u stanice
procesom endocitoze. Zakiseljavanjem endosoma, receptor se odvaja od liganda te se ponovno
ugraduje u plazma membranu. Cestica LDL ostaje u endosomu gdje se hidrolizira u kolesteril ester
1 naposlijetku oslobada kao kolesterol (Slika 1). ViSak nastalog kolesterola, veze se za ¢estice HDL
te se kao takav isporucuje u jetru gdje se reciklira, izlu€uje ili koristi za sintezu steroidnih hormona

(Skara i sur., 2021).
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Slika 1: Prikaz unutarstani¢nog prijenosa kolesterola (Preuzeto i prilagodeno prema Lyu i sur.,
2019).

Lipoprotein niske gustoce (LDL) veze se za receptor LDL (LDLR) na stani¢noj membrani te endocitozom
ulazi u stanicu. Kasni endosom spaja se sa lizosomom, LDL hidrolizira u kolesteril ester koji se
naposlijetsku oslobada kao kolesterol. Oslobodeni kolesterol prenosi se do plazma membrane ili stani¢nih
organela. Prijenos kolesterola moze se vrsiti putem proteina za prijenos sterola poput oksisterola (OSBP) ili
membranskim vezikulama.

Priblizno 10% ukupne sinteze kolesterola odvija se u jetri i probavnom sustavu (Mayes 1 Botham,
2003). Biosinteza kolesterola energetski je skup proces koji se dogada u citoplazmi 1
endoplazmatskom retikulumu (ER) svih stanica s jezgrom (Mayes i Botham, 2003; Skara i sur.,
2021). Ishodisne molekule za sintezu su dvije molekule acetil koenzima A (CoA) koje formiraju
acetoacetil-koenzim A (Shi 1 sur., 2022). Acetoacetil koenzim A se takoder moze formirati iz

acetoacetata koji je konacni produkt ketogeneze. Dodavanjem tre¢e molekule CoA nastaje 3-



hidroksi-3-metilglutaril CoA (HMG-CoA) kojega u konacnici 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA
reduktaza (HMGCR) reducira do mevalonata. Fosforilacijom i dekarboksilacijom mevalonata
nastaje izopentil pirofosfat (IPP) koji se polimerizira do farenzil pirofosfata (FPP). Kondenzacijom

dviju molekula FPP-a nastaje skvalen koji se preraduje u kolesterol (Slika 2).
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Slika 2: Prikaz glavnog puta sinteze kolesterola (Preuzeto 1 prilagodeno prema Shi i sur., 2022).
Biosinteza kolesterola ukljucuje gotovo 30 razlic¢itih reakcija. Koraci ograniavanja brzine sinteze
katalizirani su 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A reduktazom (HMGCR) i skvalen monooksigenazom
(SM).

Kratice: HMGCR - 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A reduktaza, FDFT - farenzil-difosfat
farenziltransferaza, SM — skvalen monooksigenaza, LSS — lanosterol sintaza

Unato¢ tome §to kolesterol igra znacajnu ulogu u stani¢noj gradi i metabolizmu, visoke razine
mogu biti toksi¢ne. Kako bi se sprijecila njegova toksi¢nost, viSak sintetiziranog kolesterola
esterificira se acil-CoA aciltransferazama te se pohranjuje u lipidnim kapljicama ili se izbacuje iz
stanice kazetnim prijenosnikom A1 koji veZze ATP (ABCA1) i kazetnim prijenosnikom G koji veZe

ATP (ABCG) (Skara i sur., 2021).



1.3.2. Regulacija homeostaze kolesterola na transkripcijskoj razini

U regulaciji homeostaze stani¢nog kolesterola sudjeluju dva transkripcijska faktora: protein koji se
veze na regulacijski element ovisan o sterolu (SREBP2, engl. sterol regulatory element- binding
protein 2) 1 jetreni receptor X (LXR, engl. liver X receptors) (Krycer i Brown, 2013). Protein
SREBP2 jedna je od tri izoforme transkripcijskog ¢imbenika SREBP te je jedan od glavnih
regulatora ekspresije gena koji sudjeluju u sintezi kolesterola. Njegova se sinteza odvija na
membrani ER-a u obliku neaktivnog prekursora veli¢ine 125 kDa. S obzirom da je podlozan
razgradnji, SREBP2 je konstantno vezan za protein SCAP (engl. SREBP cleavage activating
protein) koji veze SREBP odmah nakon sinteze (Skara i sur., 2021). SCAP je politopni
membranski potein koji se sastoji od amino-terminalne domene i karboksil-terminalne WD40
domene. Amino-terminalna regija sastoji se od osam transmembranskih helikaza medusobno
povezanih sa Cetiri male 1 tri velike petlje. Pri visokim koncnentracijama, kolesterol se veze za
SCAP uzrokujuéi konformacijsku promjenu koja odvaja petlju 1 od petlje 7. Kada su petlje SCAP
se veze s proteinom gena induciranog inzulinom (INSIGI1, engl. insulin induced gene 1)
sprijecavajuci nastanak SCAP-SREBP2 kompleksa. Na taj na¢in onemogucen je transport SREBP2
iz retikuluma za sintezu kolesterola (Lee 1 sur., 2020). Suprotno, kada razina kolesterola padne
ispod 5%, petlja 1 i petlja 7 stupaju u interakciju Sto ¢e sprijeciti vezanje INSIGI za SCAP.
SREBP2 stupa u interakciju sa SCAP-om, a nastali se kompleks prenosi od retikuluma prema
Golgijevom aparatu. U Golgiju proteaze Site -1 (S1P) 1 Site-2 (S2P) proteoliticki cijepaju SREBP2
koji se potom transportira u jezgru gdje se veze za sekvencu elementa odgovora na sterole (SRE,

engl. sterol response element sequence) i stimulira sintezu kolesterola (Slika 3) (Skara i sur., 2021).
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Slika 3: Regulacija homeostaze kolesterola u stanici proteinom koji se veze na regulacijski element
ovisan o sterolu (SREBP) (Preuzeto i prilagodeno prema Skara i sur., 2021).

A)Pri niskim koncenetracijama intracelularnog kolesterola kompleks SREBP2-SCAP se transportira iz
endoplazmatskog retikuluma (ER) u Golgijev aparat gdje se sa SREBP2 odcjepljuje amino-terminalna
domena (n-SREBP2). U jezgri n-SREBP2 inducira ekspresiju gena uklju¢enih u biosintezu kolesterola. B)
Suprotno, kada su koncenetracije kolesterola visoke, SCAP formira kompleks sa proteinom gena
induciranog inzulinom (INSIGN1) §to sprijecava transport SREBP2 od retikuluma prema Golgijevom
aparatu.

Kratice: SREBP - regulacijski element ovistan o sterolu, SCAP - engl. SREBP cleavage activating protein,
S2P i S1P — proteaze Site 2 i Site 1, INSIG — gen induciran inzulinom, SRE - sekvenca elementa odgovora
na sterole

Povisene razine kolesterola u stanici takoder mogu stimulirati nuklearni receptor LX. Ovaj se
transkripcijski faktor pojavljuje u dvije izoforme: LXRa i LXR. Izoforma LXRf eskprimirana je
u gotovo svim stanicama i tkivima, dok je ekspresija LXRa ograni¢ena samo na pluca, vezivno te
masno tkivo. Obje izoforme stvaraju heterodimere s retinoidnim X receptorom (RXR).
Heterodimer u odsustvu liganda veZe korepresor utiSavajuci tako ekspresiju ciljnih gena. Suprotno
tome, vezanje liganda poti¢e zamjenu korepresora sa koaktivatorima Sto aktivira ekspresiju gena

ukljucenih u retrogradni transport kolesterola i degradaciju LDL receptora (Krycer i Brown, 2013).



1.3.3. Uloga kolesterola u razvoju karcinoma prostate

Deregulacija lipidnog metabolizma glavna je karakteristika PCa. Mnoga istrazivanja dokazala su
povecane koncentracije kolesterola i LDL ¢estica u tumorskim stanicama prostate, a poznato je i
kako mugkarci oboljeli od hiperkolesterolemije imaju znacajno veéi rizik za razvoj PCa (Skara i
sur., 2021). Prvi dokaz o povezanosti kolesterola i PCa bila su istrazivanja (Haenszel i sur. 1968;
Shimizu i sur. 1991) provedena na japanskim imigrantima koji su nakon migracije u SAD imali 4
do 6 puta ve¢i rizik za razvoj karcinoma. Povecanje je u€eno i na muskarcima rodenima u SAD-u,
a razlog tomu vjerojatno lezi u prelasku na ,,zapadnjacku prehranu* bogatu mastima (Krycer i
Brown, 2013). lako su danas mnoga istrazivanja potvrdila potencijalnu ulogu kolesterola u
nastanku PCa, postoje brojna neslaganja. Nedavno provedena istrazivanja opovrgnula su
povezanost kolesterola s nastankom PCa, ali su potvrdila da poveéane razine HDL-a mogu povecati
rizik od razvoja teSkog oblika bolesti. S druge strane, neka istraZivanja nisu pronasla povezanost
povecanih razina LDL-a i HDL-a s nastankom PCa (Skara i sur., 2021).

Brojni ¢imbenici koji reguliraju metabolizam kolesterola u stanicama poremeceni su Sto dovodi do
promjene signalnih puteva i nastanka tumora. Neke signalne molekule mogu utjecati na aktivnost
transkripcijskih ¢imbenika koji reguliraju razine kolesterola u stanici te na taj nac¢in promijeniti
cjelokupni lipidni metabolizam. Osim toga, vanjski ¢imbenici poput upale ili zakiseljavanja
tumorskog okolisa takoder mogu dovesti do disbalansa metabolizma kolesterola u stanici (Xiao 1
sur., 2023).

Kao $to je reeno u prethodnom poglavlju, transkripcijski faktor SREBP2 jedan je od najvaznijih
regulatora lipogeneze i homeostaze stani¢nog kolesterola. U suradnji s ostalim molekulama,
SREBP2 odrZava ravnotezu unutarstani¢nog kolesterola, a bilo kakva modifikacija moze ozbiljno
naruSiti stani¢ni metabolizam. U tumorskim stanicama, prekomjerna aktivacija signalnog puta
AKT/mTOR inhibira degradaciju SREBP2 poticu¢i tako ekspresiju gena ukljuc¢enih u sinzezu
kolesterola. Osim poremecaja odrzavanja homeostaze kolesterola, deregulacija njegove sinteze i
apsorbcije takoder je jedno od obiljezja PCa. Enzim HMGCR pojacano je eksprimiran u tumorskim
stanicama prostate, te se povezuje s pojavom recidiva bolesti. Uz to, ABCA1 niZa je u tumorskim
nego u normalnim stanicama te je negativno povezana s Gleasonovim uzorkom 1 (Skara i sur.,

2021)

! Najées¢i nadin stupnjevanja raka prostate. Stupnjevi se odreduju na temelju mikroskopskog pregleda tkiva te
izgleda stanica.



1.4. Androgeni receptor

1.4.1. Struktura i funkcija androgenog receptora

Androgeni su steroidni hormoni koji su neophodni za razvoj i normalno funkcioniranje prostate
(Skara i sur., 2021). Androgeni hormoni se najve¢im dijelom sintetiziraju u testisima i adrenalnim
zlijezdama (Fujita i Nonomura, 2019). Testosteron se tijekom zivota proizvodi u dvije razliCite
vrste Lydigovih stanica. U fetalnom se razdoblju njegova proizvodnja odvija u fetalnim Lydigovim
stanicama, dok u odraslom organizmu tu ulogu preuzimaju odrasle Lydigove stanice (Banrjee i
sur., 2018). Proizvedeni se testosteron veze za spolni hormon koji veze globulin, dok se ostatak u

stanicama prostate pretvara u dihidrotestosteron (DHT) (Fujita i Nonomura, 2019).

Nuklearni receptor AR ¢lan je superobitelji receptora steroidnih hormona te je receptor ovisan o
ligandu. Gen za AR smjesten je na kromosomu X (q11-12) i sastoji se od 8 egzona koji kodiraju
protein prosjecne veli€¢ine 110 kDa. Receptor je strukturalno sli¢an ostalim nuklearnim
hormonskim receptorima te se sastoji od Cetiri razlicite domene: amino-terminalne domene (NTD),
domene koja veze ligand (LBD), domene koja veze DNA (DBD) i zglobne regije (Slika 4). Amino-
terminalna domena sadrzi ponavljanja glutamina ¢iji broj moze varirati. U zdravih muskaraca broj
ponavljanja varira izmedu 19 1 25 aminokiselina, dok kra¢i broj ponavljanja predstavlja ve¢i rizik

od razvoja PCa. Pacijenti s Kennedyjevom boledéu >

imaju vise od 40 ponavljanja $to rezultira
ginekomastijom, erektilnom disfunkcijom, te atrofijom misSica 1 testisa. Domena koja vezZe ligand
visokim afinitetom veze testosteron i DHT Sto rezultira promjenom konformacije AR. Nakon
translokacije u jezgru, AR se domenoma koja veZze DNA veZe za element odgovora na androgen
(ARE, engl. androgen response element) poti¢u¢i tako transkripciju ciljnih gena. AR regulira
ekspresiju gena smjestenih nizvodno od ARE ukljucuju¢i proteine kalikrein 2 1 kalikrein 3 (KLK2
1 KLK3), fuzijske gene (TMPRSS-ERQG), stimulatore rasta (IGFIR 1 APP), transkripcijske

¢imbenike te neke metaboli¢ke enzime i regulatore stani¢nog rasta (Fujita i Nonomura, 2019).

2 X-vezana progresivna neuromuskularna bolest, karakterizirana gréevima u rukama i nogama, misiénom slabosti,
fascikulacijama lica i potesko¢ama u govoru. Uglavnom se javlja kod muskaraca.
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Slika 4: Prikaz strukture gena androgenog receptora (AR) (Preuzeto i prilagodeno prema Fujita i
Nonomura, 2019).
Protein AR sastoji se od 8 egzona.

Kratice: NTD — amino-terminalna domena, DBD — domena koja veze DNA, HR — zglobna regija (engl.
hinge region), LBD — domena koja veze ligand.

1.4.2. Regulacija transkripcijske aktivnosti androgenog receptora

Kao $to je spomenuto u prethodnom poglavlju testosteron i DHT su dva glavna liganda koja se
vezu za regiju LBD AR-a. Cjelokupni proces sinteze kolesterola reguliran je osi hipotalamus-
hipofiza-testisi. Hipotalamus lu¢i gonadotropin-oslobadaju¢i hormon (GnRH) koji potice predn;ji
rezanj hipofize na otpuStanje luteiniziraju¢eg hormona (LH). On se krvlju prenosi do testisa gdje
se veze za receptor LH na Lydigovim stanicama. Vezanjem LH, aktivira se enzim P450scc koji
zapocinje proizvodnju testosterona iz kolesterola (Messner 1 sur., 2020). U biosintezu testosterona
ukljucene su dvije skupine enzima: citokromi P450 i dehidrogenaze, koje djeluju ili kao aldo-keto
reduktaze ili dehidrogenaze/reduktaze kratkog lanca (Batth i sur., 2020). Oko 90% cirkulirajuceg
testosterona proizvede se u Lydigovim stanicama dok samo mali dio opskrbljuje kora nadbubrezne
zlijezde. Novosintetizirani testosteron se zatim veZe na globulin koji veZe spolne hormone (SHBG)
ili albumin. Jednom kada ude u stanice prostate, testosteron se Sa-reduktazom (5AR) konvertira u
metabolit DHT. Poznate su dvije izoforme enzima koje veZu testosteron razli¢itim afinitetima.
Izoforma 5AR1 ima izrazito niski afinitet prema testosteronu te se uglavnom eksprimira u tkivima
poput jetre, koZe 1 folikula dlake. Suprotno tome, izoforma SAR2 pokazuje visok afinitet te se
ispoljava samo u tkivu prostate. Nastali DHT pokazuje ve¢i afinitet za AR od testosterona $to ga
¢ini efektivnijim androgenom. U neaktivnom obliku, monomer AR je vezan za proteine toplinskog
Soka (HSP, engl. heat shock proteins) 40, 70 1 90 koji ga Stite od degradacije (Messner 1 sur., 2020).

Vezanjem liganda, AR disocira sa Saperona HSP ¢ime se pokrece interakcija izmedu N 1 C krajeva
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receptora i njegova translokacija u jezgru. Receptorski dimeri se u jezgri vezu za ve¢ spomenute
elemente odgovora na androgene (ARE) smjeStenima u promotorima ciljnih gena (PSA, TMPRSS-
ERG) koji aktiviraju koregulatorne proteine $to na kraju dovodi do kona¢nog stani¢nog odgovora

(Slika 5) (Tan 1 sur., 2015).

=Y

HSPZ 7
5’-AGAACA NNN TGTTCT-3'
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~— DBD-DBD

NTD-LBD

Slika 5: Shematski prikaz kanonske aktivacije androgenog signalnog puta (Preuzeto i prilagodeno
prema Messner 1 sur., 2020).

(A)Vezanje androgena na AR i disocijacija proteina toplinskog Soka (HSP), (B) stvaranje monomera NTD
i LBD, (C) translokacija monomera u jezgru, (D) NTD i LBD formiraju homodimere (E) homodimeri vezani
za androgene (C) i (D) formiraju heterodimere DBD-DBD koji se vezu na ARE kako bi zapocela
transkripcija ciljnih gena.

Kratice: AR —androgeni receptor, DHT — dihidrotestosteron, HSP — protein toplinskog Soka, ARE — element
odgovora na androgene NTD-LBD
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Posttranslacijske modifikacije mogu utjecati na aktivnost gena 4R ili negenomskih proteina u
citoplazmi i jezgri. Modifikacije se mogu dogoditi na bilo kojem mjestu u genu ukljucujuéi mjesta
fosforilacije u regiji NTD, acetilacije, metilacije ili ubikvitinizacije. U normalnim stanicama
sintetizirani testosteron 1 DHT reguliraju aktivnost gena 4R vezanjem za LBD. Posttranslacijske
modifikacije reguliraju transkripciju gena te aktivnost i stabilnost proteina AR odrzavajuci tako
aktivnost gena u homeostazi. Ipak u tumorskim je stanicama signalni put AR najc¢e$¢e promijenjen

¢ime se postize onkogena aktivnost gena (Messner 1 sur., 2020).

1.4.3. Interakcija kolesterola sa signalnim putem androgenog receptora

Tumorske stanice prostate razlikuju se u razini eskpresije AR te pokazuju razlicitu osjetljivost na
androgene. U istrazivanju koje su proveli Bookhoven i sur. (2003) utvrdeno je kako od ukupno 17
analiziranih stani¢nih linija prostate njih 9 eksprimira AR, dok je u svega 5 stani¢nih linija
pronadena mutacija ovog gena. Do hiperaktivacije signalnog puta androgena dolazi uslijed
djelovanja razliCitih c¢imbenika, ukljucujuc¢i tockaste mutacije, amplifikacije gena AR,
promijenjenu ekspresiju koaktivatora AR te intratumoralnu sintezu androgena (Guerrero-Ochoa i
sur., 2024). Amplifikacija gena jedna je od naj¢eS¢ih modifikacija, koja je nadena u 30 do 50%
pacijenata s metastatskim tumorom. Iza njih slijede tockaste mutacije (15-30% oboljelih), najcesce

u domneni koja veze ligand 1 amino-terminalnoj domeni (Fujita i Nonomura, 2019).

Osim prethodno navedenih ¢imbenika, kolesterol isto moZe utjecati na AR povecavajuéi tako
onkogeni potencijal stanica. Grolez 1 sur. (2019) dokazali da kolesterol iz lipidnih splavi ulazi u
interakciju sa N-terminalnom domenom AR-a aktiviranog androgenima formirajuci tako kompleks
s proteinom TRPMS (prolazni receptorski potencijalni kationski kanal melastatina 8) (Guerrero-
Ochoa 1 sur., 2024). Ova interakcija inhibira funkciju kationskog kanala TRPMS poticuéi tako
migraciju, invaziju 1 metastaziranje tumorskih stanica. Aktivirani AR regulira TRPMS te potice

njegovu transkripciju vezanjem za ARE (Guerrero-Ochoa i sur., 2024).

Androgeni mogu potaknuti nakupljanje kolesterola u tumorskim stanicama prostate aktiviranjem
transkripcijskog faktora SREBP2 koji se u jezgri veze na regulatorne elemente sterola (Krycer i

Brown, 2011). Povecavajuci ekspresiju proteina SCAP, androgeni mijenjaju izoformu INSIG-a §to
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direktno aktivira SREBP2. Na taj nacin dolazi do promijene signalnih puteva uklju¢enih u sintezu

masnih kiselina i kolesterola (Guerrero-Ochoa i sur., 2024).

1.5. Statini kao potencijalna terapija za rak prostate

Statini pripadaju skupini inhibitora HMG-CoA reduktaze koji potiskujuci aktivnost ovog enzima
u jetri inhibiraju sintezu kolestrola. Zbog svojeg inhibiraju¢eg ucinka na kolesterol, statini su jedni
od najces¢e koriStenih lijekova za prevenciju kardiovaskularnih bolesti (Sun i sur., 2022).
Procjenjuje se da je 2018. godine oko 173 milijuna ljudi diljem svijeta svakodnevno koristilo
lijekove za sniZzavanje kolesterola, a statini su bili jedni od najprodavanijih lijekova iz te skupine
(Blais 1 sur., 2021). Iako je vaznost statina u prevenciji kardiovaskularnih bolesti nesumnjiva,
posljednjih se godina sve vise istrazuje njihov antineoplasti¢ni ucinak te uloga u lije¢enju erektilne
disfunkcije i nekih uznapredovalih tumora (kolorektalni karcinom, karcinom gusterace i PCa) (Sun

1sur., 2022).

Antineoplasti¢nost statina uvelike ovisi o njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima, to jest o
lipofilnosti. Lipofilnost je jedno od najvaznijih svojstva statina koje im omogucuje pristup svim
tkivima ukljucujudi i ona tumorska. Statini se transportiraju u stanice putem organskih aninoskih
transportnih polipeptida (OATP1B1) koji su ve¢inom eksprimirni na hepatocitima (Barbalata 1 sur.,
2020). Kao rezultat toga hidrofilni statini poput parvastatina i rosuvastatina akumuliraju se u
jetrenom tkivu dok lipofilni statini (lovastatin, simvastatin) pasivnom difuzijom ulaze u
ekstrahepaticka tkiva (Duarte 1 sur., 2021). Neka istraZivanja in vitro provedena na stani¢nim
linijama razlicitih vrsta tumora dokazala su niZi antikancerogeni potencijal hidrofilnih statina u
usporedbi s onim lipofilnim. Sukladno tome, nedavno provedeno istrazivanje (Beckwitt 1 sur.,
2018) procijenilo je utjecaj simvastatina, parvastatina, atrovastatina i rosuvastatina na cetiri
razli¢ite vrste tumorskih stanica. Rezultati su pokazali kako atorvastatin ima najveéi antitumorski
uc¢inak od svih navedenih statina, dok se parvastatin dokazao najmanje u¢inkovitim u suzbijanju

rasta stanica (Barbalata i sur., 2020).

Statini izrazito utjecu na razine lipida u serumu reduciraju¢i LDL za 30-60%, kolesterol za 23-28%
1 trigliceride za 25-45%. Akumulacija lipida i disregulacija mevalonatnog puta glavna su obiljezja

PCa (Craigisur., 2022). Nekoliko mehanizama ukljuceno je u deregulaciju homeostaze kolesterola
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u tumorskim stanicama prostate. Prethodno spomenuta hipermetilacija promotora ABCAI dovodi
do smanjene ekspresije proteina za efluks kolesterola Sto ¢e rezultirati smanjenim izbacivanjem
kolesterola 1 njegovim nakupljanjem u stanicama. Osim toga aktivacija signalnog puta PI3K
AKT/mTOR takoder je povezana s razvojem PCa kod ljudi. Svi signalni putevi koji su ukljuc¢eni u
rasti i razvoj PCa pokrenuti su nakupljanjem kapljica kolesterola u lipidnim splavima. Uslijed
svojeg reduciraju¢eg ucinka na kolesterol, statini sprjeCavaju nakupljanje lipidnih kapljica u
stani¢noj membrani ¢ime inhibiraju AR, EGFR, AKT/mTOR i ostale signalne puteve ukljucene u
rast tumorskih stanica. S obzirom da je kolesterol prekursor androgenih hormona, njegovim
smanjenjem moguce je utjecati na sintezu unutarstani¢nih androgena te tako inhibirati razvoj

kancerogenih stanica (Sun i sur., 2022).

Kao $to je ve¢ receno, statini inhibiraju enzim HMGCR S§to dovodi do redukcije mevalonata i
ostalih molekula koje su bitni posrednici regulacije stani¢nog ciklusa. Geranilgeranil fosfat vazan
je medijator mevalonatnog puta koji je u tumorskim stanicama odgovoran za inhibiciju apoptoze..
Statini su sposobni smanjiti njegove razine u stanici te na taj nacin aktiviranjem kaspaza pokrenuti
apoptozu ciljnih stanica (Duarte i sur., 2021). Uz to, statini mogu inhibirati proliferaciju stanica
iscrpljivanjem mevalonata 1 ostalih izoprenoida uklju¢enih u postranslacijske modifikacije
(prenilaciju) proteina. Prenilacija proteina bitna je za lokalizaciju 1 funkciju vec¢ine signalnih
proteina poput GTPaza Rho i1 Ras koje reguliraju aktivnost kinaza ukljucenih u brojne fizioloske
procese u stanici (Sun 1 sur., 2022). Inhibicija rasta tumorskih stanica jedan je od bitnih uc¢inaka
statina kada je rije¢ o PCa. Redukcijom kinaze ovisne o ciklinima 4 i1 6 (CDK4/6, engl. cyclin
dependent kinase 4/6) te ciklina D1, statini zaustavljaju stani¢ni ciklus u G1 fazi §to negativno
utjeCe na rast tumorskih stanica. Sliéno tome, inhibiranjem matriks metaloproteinaze-9 u
endotelnim stanicama, sprijeena je angiogeneza, a time i invazijska sposobnost stanica PCa (Slika

6) (Duarte 1 sur., 2021).
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Slika 6: Mevalonatni put i njegov utjecaj na tumorske stanice (Preuzeto i prilagodeno prema Zhu
isur., 2021).

Statini sprjecavaju pretvorbu HMG-CoA u mevalonat inhibicijom HMG-CoA reduktaze. Inhibicija dovodi
do smanjene produkcije izoprenoidnih intermedijera te u konacnici kolesterola. Redukcija u sintezi
kolesterola prouzrokovat ¢e smanjenu proizvodnju sterola i poremecaj lipidnih splavi. Smanjenje razine
izoprenoida poremetit ¢e brojne stani¢ne procese ukljucujuci staniénu diferencijaciju, migraciju,
proliferaciju itd.

Kratice: HMG-CoA - 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA, IPP — izopentil pirofosfat, FPP — farenzil pirofosfat,
GGPP — geranilgeranil pirofosfat

Statini takoder mogu izravno djelovati na tkivo prostate, mehanizmima koji nisu povezani sa
sustavnim sniZavanjem razina kolesterola u stanici. Jedan od takvih mehanizama jest i smanjenje
sistemske i lokalne upale. Nedavno provedena istrazivanja dokazala su da statini smanjuju lokalnu
upalu kod krvozilnih 1 upalnih bolesti poput reumatoidnog artritisa. Sli¢na istrazivanja provedena
su 1 na tkivu prostate, a dobiveni rezultati bili su podjednaki. Naime, muSkarci koji su neposredno
prije radikalne prostatektomije bili podvrgnuti terapiji statinima, imali su zna¢ajno smanjeni rizik
od razvoja histoloSke upale. Nadalje, dva ispitivanja provedena na muskarcima podvrgnutima

biopsiji prostate neovisnoj o PSA, istrazila su povezanost upotrebe statina s pojavom benigne upale
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prostate. Prvo istrazivanje (Longo i sur., 2020) koje je obuhvacalo muskarce s poviSenim PSA i
negativnim nalazima biopsije dokazalo je manji rizik od kroni¢ne upale kod ispitanika koji su
uzimali statine u odnosu na one koji nisu. Suprotno tome, drugo je istrazivanje (Knuuttila i sur.,
2019) provedeno na pacijentima s nalazima biopsije pozitivnima na rak, a dobiveni rezultati nisu

dokazali nikakvu povezanost izmedu uporabe statina i razvoja histoloske upale (Craig i sur., 2022).

1.6. Primjena dvodimenzionalnih (2D) 1 trodimenzionalnih (3D) stani¢nih kultura u
istrazivanju PCa

Rak prostate najceséi je dijagnosticirani te peti po redu najsmrtonosniji rak u muskaraca diljem
svijeta. Stani¢ni modeli raka dobiveni od pacijenata bitni su za proucavanje etiologije i
napredovanja bolesti. Razumijevanje osnovnih znacajki PCa bitno je za otkrivanje molekularnih
mehanizama koji dovode do njegove progresije te razvoja novih metoda lijecenja 1 dijagnostike.
LNCaP, PC3 1 DU145 neke su od naj€esc¢e koristenih stani¢nih linija za istraZivanje PCa (Moya 1
sur., 2023). Stani¢na linija LNCaP osjetljiva na androgene eksprimira AR i PSA, a dobivena je iz
metastaza u limfnim ¢vorovima (Basak i sur., 2022). lako je tumorigenost ovih stanica prilicno
slaba, neke podlinije izvedene iz ovih stanica moguce je uzgajati in vivo nakon supkutane ili
ortotopne inokulacije. Nedavno razvijena podlinija LNCaP C4-2 neovisna je o androgenu te
pokazuje malu sposobnost metastaziranja u kosti. Suprotno od LNCaP, stani¢ne linije DU145 1
PC3 ne eksprimiraju AR (Wu 1 sur., 2013). Budu¢i da navedene PCa linije ne odraZavaju
heterogenost koja se opaza u ljudskim tumorima, modeli raka dobiveni od pacijenata bolja su
alternativa za istraZivanje bolesti. Ksenografti dobiveni od pacijenata vjerodostojnije simuliraju
klinicke odgovore na lijekove te su zbog toga primjereniji u razvoju novih tretmana protiv PCa

(Basak 1 sur., 2022).

Kao sto je ve¢ spomenuto, AR je neophodan za normalan razvoj i funkcioniranje prostate te igra
klju¢nu ulogu u razvoju PCa. Koristenjem novih metoda uspjelo se proSiriti znanje o u¢inku gena
reguliranih androgenima na progresiju PCa, a identificiran je 1 ¢itav niz poremecenih signalnih
puteva u tumorskim stanicama prostate. Unato¢ tome, jo§ se uvijek malo zna o uc¢inku androgena
na ekspresiju gena u stromalnim stanicama prostate. Razlog tomu je nedostatak stani¢nih modela
PCa koji prekomjerno eksprimiraju AR i reagiraju na prisutnost androgena. Kako bi se rijesio ovaj

problem, razvijen je novi model stromalnih stanica prostate koji prekomjerno eksprimira AR te
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pokazuje visoku razinu osjetljivosti na androgene (Tanner i sur., 2011). RijeC je o fibroblastima
prostate, najzastupljenijoj vrsti stromalnih stanica sa klju¢nom ulogom u agresivnosti i razvoju
PCa. Brojna istrazivanja dokazala su kako fibroblasti poticu progresiju nisko tumorogenih stanica
adenokarcinoma prostate poticuci tako metastaziranje u kosti. Upotreba fibroblasta kao modela
proucavanja PCa olaksat ¢e razumijevanje stani¢nih procesa ukljucenih u razvoj bolesti te pruziti

uvide u nove terapijske i dijagnosticke pristupe (Bonollo i sur., 2020).

Testiranje antitumorskih lijekova uglavnom se provodi na 2D stani¢nim kulturama, gdje se stanice
uzgajaju u jednom sloju u za to posebno predvidenim posudama. S obzirom na njegovu
jednostavnost i lakocu odrzavanja, ovaj se model i dalje upotrebljava u mnogim svjetskim
laboratorijima. Medutim 2D kultura ne predocuje strukturu i sloZenost tumora pronadenog in vivo
(Petri¢ 1 Sabol, 2023). Stanice uzgojene u 2D kulturi ne posjeduju 3D strukturu tkiva te interakcije
stanica-stanica ili stanica-izvanstani¢ni matriks (ECM) koje postoje u organizmu. Stoga ovi modeli
ne mogu u potpunosti predociti fiziologiju tumorskih stanica niti njihov odgovor na ispitivane
lijekove 1 zraCenja. Trodimenzionalni modeli u zaobilaze ovaj problem oponasajuci fizioloska
svojstva tumora in vivo. S obzirom da 3D kultura vjerno predoc¢ava prostornu strukturu stanice,
ovaj model pokazao se idealnim u istrazivanju tumora i antitumorskih lijekova. U posljednjih
nekoliko desetlje¢a razvoj 3D stani¢nih kultura znacajno je napredovao, a 3D modeli tumora postali

su glavni alat u brojnim onkoloskim ispitivanjima (Lv 1 sur., 2017).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Hipoteza ovog istrazivanja je da statini simavastatin i lovastatin pokazuju inhibitorni u¢inak na rast

stani¢nih linije karcinoma i fibroblasta prostate u 2D i 3D uvjetima rasta.

Cilj ovog diplomskog rada je ispitati ucinak dva razliita statina na vijabilnost 1 proliferaciju
stani¢nih linija tumora prostate i1 fibroblasta prostate u 2D 1 3D uvjetima rasta te njihov u¢inak na

ekspresiju AR i njegovih ciljnih gena KLK2 i KLK3.
Specificni ciljevi ovog rada su:

1. Uzgojiti stanice tumora prostate i fibroblasta prostate u 2D i 3D kulturi

Testom MTT na 2D kulturi odrediti doze terapeutika koje ¢e biti koriStene u istrazivanju
Iste doze primijeniti na 3D kulturama i pratiti vijabilnost bojanjem Zivih i mrtvih stanica
Tretirati stanice u 2D i 3D uvjetima prethodno odredenim dozama terapeutika

Izolirati RNA iz tretiranih stanica i provesti reverznu transkripciju

AN O i

Metodom kvantitativne lancane reakcije polimerazom (qPCR) odrediti ekspresiju gena AR,

KLK?2 i KLK3 tretiranih stanica u odnosu na netretiranu kontrolnu skupinu.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1. Materjjali

Ovo istrazivanje je provedeno na dvije stani¢ne linije ljudskog karcinoma prostate LNCaP
(RRID:CVCL 0395) i PC3 (RRID:CVCL 0035) te stani¢noj liniji fibroblasta prostate WPMY -1
(RRID:CVCL 3814). Radi se o komercijalnim stani¢nim linijama koje se uzgajaju u obliku
adherentne kulture u Petrijevim zdjelicama za kultivaciju humanih stanica. Sve stani¢ne linije
odrzavala sam u preporuc¢enim medijima: RPMI 1640 (Roswell Park Memorium Institute 1640),
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium ) i DMEM/Ham's F-12 (mjeSavina DMEM-a i
Hamovog F12 medija (Hamova hranjiva smjesa F-12)). Stanice sam uzgajala u inkubatoru pri 37°C

te 5% COz u vlaznoj atmosferi.

3.2. Metode

3.2.1. Rad s 2D stani¢nim kulturama
3.2.1.1. Odmrzavanje stanica

Stanice su bile zamrznute u krio-ampulama na -80 °C u mediju za zamrzavanje (50% serum, 40%
odgovaraju¢i medij te 10% DMSO (dimetil-sulfoksid)). Odmah nakon vadenja iz zamrzivaca
stanice sam premjestila na hladni stalak kako bi se odmrznule. Za to vrijeme sam u staklenu
epruvetu pomocu pipete dodala 5 mL svjeZeg medija. Odmah nakon odmrzavanja, stanice sam
prebacila u epruvetu s medijem te ih centrufugirala u centrifugi (5084R Eppendorf) 5 min na 4 °C
pri 1200 x g. Nakon centrifugiranja supernatant sam paZzljivo odlila u kanticu za otpad, a talog
stanica resuspendirala u 10 mL novog medija i prebacila u ¢istu Petrijevu zdjelicu. Petrijeva
zdjelica stavljena je u inkubator (Kambic€) na inkubaciju pri kontroliranim uvjetima (37 °C 1 5%

CO2 uz vlagu).

Odmrzavanje stanica kao 1 ostali rad sa stani¢énim kulturama obavljala sam u laminarnom kabinetu
za sterilni rad koriste¢i sterilne pufere 1 medije. Sav radni pribor sam prije unoSenja u laminar
dezinficirala etanolom. Nakon zavrSetka rada, radnu povrSinu sam takoder ocistila etanolom te

potom sterilizirala UV svjetlom.
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3.2.1.2. Odrzavanje stani¢nih linija i presadivanje

Nakon uspostavljanja adherentne kulture, stanicama sam mijenjala medij svaka 2 do 3 dana. To
sam radila tako da sam prvo pipetom izvukla sav medij iz Petrijeve zdjelice te potom u istu dodala
10 mL svjezeg medija. Kada su stanice prekrile cijelu povrsinu Petrijeve zdjelice presadivala sam
ih. Prvo sam pipetom izvukla sav medij iz zdjelice te potom dodala 5 mL PBS-a (engl. Phosphate
-Buffered Saline: 2,7 mM KCI, 137 mM NaCl, 10 mM NaxHPOs, 1,8 mM KH>POy4, pH 7,2) kako
bih uklonila ostatak medija. Istom pipetom sam izvukla PBS iz Petrijeve zdjelice te mikropipetom
dodala 1 mL tripsina sa dodatkom 1 mM EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina). Stanice sam
inkubirala 5 min te potom pod mikroskopom (Boeco) pogledala jesu li se odvojile od podloge
(stanice postaju zaokruzene). Plutajuce stanice resuspendirala sam s 5 mL novog medija, prenijela
1 mL stani¢ne otopine u novu Petrijevu zdjelicu te dodala 10 mL novog medija. Prije inkubacije,

na sve Petrijeve zdjelice sam napisala naziv stani¢ne linije i medija te pasazu.

3.2.1.3 Test MTT

U svrhu izrade krivulja prezivljavanja za statine lovastatin i simvastatin koristila sam test MTT.
Krivulje prezivljavanja sam izradila kako bih mogla odrediti optimalne doze statina kojima ¢u
tretirati stanicne linije LNCaP, PC3 i1 WPMY-1 u daljnjem eksperimentu. Test MTT je
kolorimetrijski test koji se koristi za mjerenje stanicne metabolicke aktivnosti, a temelji se na
redukeiji tetrazolijeve soli MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolium bromid) u
ljubicaste kristale formazana pomoc¢u enzima oksidoreduktaze ovisne o NAD(P)H. Dodatkom
otopine za otapanje (DMSO), kristali formazana se otope, a nastala obojena otopina kvantificira se

mjerenjem apsorbancija na spektrofotometru.

Adherentnim stanicama sam prvo uklonila sav medij, isprala ih u 5 mL PBS-a te tripsinizirala.
Nakon odvajanja od podloge, stanice sam resuspendirala u 4 mL medija i sadrzaj prenijela u
staklenu epruvetu. Zatim sam 20 pL stanic¢ne otopine resuspendirala u 80 uL metilenskog modrila
te potom 20 pL suspenzije nanijela na komoricu za brojanje stanica. Izbrojala sam stanice u sva
getiri kvadranta i pomoc¢u formule broj stanica/0,4 x 5x10° izra¢unala ukupan broj stanica u
mililitru suspenzije. Dobiveni broj preracunala sam u volumen stani¢ne suspenzije koji sam
nasadila na mikrotitarsku plo¢icu sa 96 bunari¢a tako da u svakom bunariéu bude 2x10> stanica u

ukupnom volumenu 100 pL. Idu¢i dan, stanice sam tretirala s Cetiri razlicite doze simvastatina
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(SIM) i lovastatina (LOV) koncentracija 1 uM, 5 uM, 10 uM 1 20 uM na nacin da sam na postojeci

volumen od 100 pL dodala jos 100 pL otopine spoja prema Tablici 1. Stanice koje pripadaju

kontrolnoj skupini tretirala sam otapalom (DMSO u slucaju simvastatina i voda u slucaju

lovastatina) otopljenim u 500 uL medija. U bunari¢e ozna¢ene NT (negativna kontrola) dodala sam

Cisti medij bez terapeutika (Slika 7). Svaku dozu i kontrolu napravila sam na plocici u tetraplikatu

(tehnicki replikati), a sam pokus tri puta (bioloSke replike). Nakon 72 h inkubacije stanice sam

tretirala s 40 uLL MTT-a. Prije nego $to sam dodala MTT, iz svakog bunari¢a sam sisaljkom isisala

sav medij. Mikrotitarsku plo¢icu omotala sam aluminijskom folijom te je stavila 4 h na inkubaciju

(37 °C, 5% CO»). Zatim sam u digestoru u svaki bunari¢ dodala 160 pL DMSO-a kako bi se otopio

sav formazan. Mikrotitarske plo¢ice sam nekoliko minuta stavila na tre$nju na tresilicu (ASAL), a

rezultate sam ocitala pomocu spektrofotometra (Labsystem Multiskan MS) pri apsorbanciji od 570

nm.

Tablica 1: Tabli¢ni prikaz dodavanih volumena u testu MTT.

1 uM 5uM 10 uM 20 uM otapalo
SIM | 25uLspojau | 125 uLspojau | 250 pL spoja u | 4 uLspojau | 2 uL otapala u
475 pL medija | 325 pL medija 250 pL medija I mL medija | 500 uL medija
LOV |25uLspojau | 125 uLspojau |250 pL spoja u |4 pLspojau | 10 uL otapala u
475 pL medija | 450 uL medija 300 uL medija 1 mL medija | 500 pL medija
NT MOCK LOV1 LOVS LOvVi10 (LOV20 |MOCK SIM1 SIM5 SIM10  |SIM 20
NT MOCK LOV1 LOVS LOV10 [LOV20 |(MOCK SIM1 5IM5 5IM10 SIM 20
NT MOCK LOV1 LOVS LOV10 [LOV20 |(MOCK SIM1 S5IM5 5IM 10 SIM 20
NT MOCK LOV1 LOVS LOV10 [LOV20 |MOCK SIM1 S5IM5 5IM 10 SIM 20

Slika 7: Shematski prikaz mikrotitarske plocCice za test MTT.
Kratice: NT- negativna kontrola, MOCK- kontrolna skupina stanica (stanice tretirane otapalom
otopljenim u 500 pL medija), LOV 1 SIM- stanice tretirane sa 1uM, 5 uM, 10 uM i 20 uM

simvastatina ili lovastatina
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3.2.1.4. Tretiranje stanica statinima

Krivulje prezivljavanja dobivene testom MTT koristila sam kako bih odredila doze simvastatina i
lovastatina kojima Cu tretirati stani¢ne linije LNCaP, PC3 i WPMY-1. Za svaki terapeutik odredila
sam dvije razli¢ite doze: letalna doza koja ubije 50% stanica (LD50 doza) te koncentracija kod koje
80% stanica prezivi (subletalna doza). Navedene doze izraCunala sam pomocu mreZnog alata

(https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator).

Dan prije tretmana, stanice sam nasadila na plo¢ice za uzgoj stanica sa 6 bunaric¢a tako da u svakom
bunariéu koncentracija stanica bude 2x10° st/mL (opisano u poglavlju 3.2.1.3). Nakon 24 h, stanice
sam tretirala s dvije razli¢ite koncentracije simvastatina i lovastatina koncentracija 1 uM (subletalna
doza) 1 5 uM (LD50 doza) (Tablica 2). Prije tretiranja sam u 6 epruveta (Eppendorf) dodala po 3
mL medija te potom u svaku odredeni volumen terapeutika. U epruvete sa kontrolnim stanicama
sam umjesto terapeutika dodala otapalo (DMSO ili voda). Zatim sam sisaljkom uklonila medjj iz
svih 6 bunari¢a te po 3 mL sadrzaja iz svake epruvete prebacila u odgovarajuc¢i bunari¢. U bunarié¢
oznacen sa MOCK (kontrolna skupina) dodan je sadrzaj iz istoimene epruvete, dok je u ostale
bunari¢e dodan terapeutik otopljen u 3 mL medija (Slika 8). Nakon tretmana, stanice sam stavila

48 h na inkubaciju kako bi ith mogla sakupiti za analizu RNA.

Tablica 2: Tabli¢ni prikaz dodavanih volumena terapeutika i otapala prilikom tretiranja stanica.

MOCK DOZA'1 DOZA?2
LOV 15 uL otapala u 3 uL spojau 15 uL spojau

3 mL medija 3 mL medija 3 mL medija
SIM 15 pL otapala u 3 uL spojau 15 uL spojau

3 mL medija 3 mL medija 3 mL medija
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Slika 8: Shematski prikaz plocice sa 6 bunarica za tretiranje stanica.

Kratice: MOCK - kontrolna skupina (stanice tretirane otapalom otopljenim u 3 mL medija), LOV
1 SIM- stanice tretirane sa 1 uM 1 5 pM simvastatinom 1 lovastatinom.

3.2.2. Rad s 3D stani¢nom kulturom
3.2.2.1. Izrada sferoida metodom visece kapljice

Sve tri stanicne linije nasadila sam 1 u trodimenzionalnom (3D) obliku sluze¢i se metodom visece
kapljice. U tu svrhu koristila sam po jednu Petrijevu zdjelicu za svaku stani¢nu liniju. Stanice sam
prethodno odvojila od podloge pomocu tripsina te ih izbrojala koriste¢i se protokolom opisanim u
poglavlju 3.2.1.3. Na dno Petrijeve zdjelice dodala sam 10 mL pufera PBS kako bih sprijecila
isuSivanje kapljica. Zatim sam na poklopac pipetom nanosila stani¢nu suspenziju koncentracije
8000 st/mL u obliku kapljica volumena 25 pL. Na taj nac¢in se u svakoj kapljici nalazi otprilike
2000 stanica, a od ImL suspenzije napravi se po 40 kapljica po petrijevki. Poklopac sam potom
preokrenula na nacin da kapljice sa stanicama vise s poklopca (Slika 9.) Stanice sam stavila na

inkubaciju te ih pustila da formiraju sferoide maksimalno pet dana.
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Suspenzija stan

Uslijed gravitacije stanice Stanice formiraju
na ravnu povrsinu u volumenu Agregacija stanica

od 25 pL

migriraju prema dnu kapljice sferoidne nakupine

Slika 9: Shematski prikaz formiranja sfera metodom visece kapljice (Preuzeto i prilagodeno prema: Biju i

sur., 2023).

3.2.2.2. Uzgoj sferoida u komoricama s neprijanjaju¢om podlogom

Sferoidne kulture u obliku visece kapljice nije mogucée tretirati spojevima nakon formiranja. Zbog
toga sam za potrebe tretmana stanica simvastatinom i lovastatinom sferoide uzgojila u plocicama
s 96 bunari¢a zaobljenog dna i s neprianjaju¢om podlogom. Na ploc¢icu formata 96 bunarica
nasadila sam 5000 stanica po bunari¢u za svaku stani¢nu liniju u volumenu od 50 pL. Idu¢i dan,
sferoide sam tretirala sa simvastatinom 1 lovastatinom u istim koncetracijama kao 1 2D kulture

(1uM (subletalna doza)) i 5 uM (LD50 doza)) (Slika 10).

Nakon 48 h, po 7 bunarica sa stanicama tretiranim istom koncentracijom odredenog statina sakupila
sam u epruvetu, centrifugirala 5 min pri 1200 x g, te taloge sacuvala za izolaciju RNA, dok sam
zadnji bunari¢ svakog tretmana obojala komercijalnim setom za ispitivanje vijabilnosti Zivih i

mrtvih stanica.
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mock | lovl |lovS | mock | siml |sim5 | mock |lovl |lovS | mock | siml | sim5

mock | lovl |lov5S | mock | siml |sim5 | mock | lovl lovS | mock | siml | sim5

mock | lovl |lov5S | mock | siml |sim5 | mock | lovl lovS | mock | siml | sim5

mock | lovl |lov5S | mock | siml |sim5 | mock |lovl |lovS | mock | siml | sim5

mock | lovl |lov5 | mock | siml |sim5 | mock | lovl lovS | mock | siml | sim5

mock | lovl |lov5S | mock | siml |sim5 | mock | lovl lovS | mock | siml | sim5

mock | lovl |lovS | mock | siml |sim5 | mock |lovl |lovS | mock | siml | sim5

mock | lovl |lov5S | mock | siml |sim5 | mock | lovl lovS | mock | siml | sim5

Slika 10: Shematski prikaz plocice za tretiranje sferoida.
Kratice: MOCK - kontrolna skupina, LOV i SIM — stanice tretirane sa | pM i 5 uM simvastatinom
1 lovastatinom.

3.2.3. Analiza vijabilnosti stanica

Kako bih provjerila vijabilnost sferoida nakon tretmana, koristila sam se komercijalnim setom za
ispitivanje vijabilnosti stanica (Live-Dead Cell Viability Assay Kit, Sigma-Aldrich). Rijec¢ je o
jednostavnom kolorimetrijskom testu za odredivanje stani¢ne vijabilnosti na temlju cjelovitosti
stanicne membrane te aktivnosti enzima esteraze. Set se sastoji od 3 fluorescentne boje koje su
razli¢ito propusne za zive i mrtve stanice: Calcein AM (boji zive stanice), Propidij jodid (boji mrtve
stanice) 1 Hoechst 33342 (boji sve stanice). Calcein zbog svojih lipofilnih svojstava prodire u zive
stanice te nakon cijepanja unutarstani¢nom esterazom daje zeleni signal. Mrtve stanice apsorbirat
¢e propidijev jodid koji interkalira u molekulu DNA emitiraju¢i pritom fluorescenciju u crvenom
dijelu spektra. Hoechst 33342 prodire pak u sve stanice boje¢i njihove jezgre u plavo. Dobivene

signale mozemo detektirati pomocu fluorescencijskog mikroskopa ili proto¢ne citometrije.
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Prije samog bojanja, u epruveti sam pomijesala 1 mL kompletnog medija DMEM i 1 mL pufera
PBS. Toj smjesi sam dodala fluorescentne boje: 0,8 uL Calceina AM, 3 uL Propidijevog jodida i
0,5 uL Hoechst 33342. Cijelu smjesu sam kratko protresla (vorteks LLG Labware) kako bi se sve
komponente izmijeSale. Na postoje¢ih 50 pL medija u bunari¢u dodala sam po 50 pL pripremljene
mjesavine boja. Plo¢icu sam stavila na inkubaciju 60 min zasti¢enu od svijetla te zatim slikala
sferoide na fluorescencijskom mikroskopu EVOS Floid Imaging system (Termo Fischer
Scientific). Slike sferoida na sva tri kanala (crveni, zeleni i plavi) preklopila sam u kombiniranu
sliku pomoc¢u programa FIJI (ImageJ v.1.54). Kvantifikaciju mrtvih stanica napravila sam
analizom slika u crvenom kanalu, na nac¢in da sam sa svake slike izmjerila intenzitet crvenog
obojenja na Cetiri nasumic¢na vidna polja unutar sferoida, podatke prenijela u Excel i izraunala

prosjecni intenzitet crvenog signala tretiranih sferoida u odnosu na tretman otapalom.

3.2.4. Izolacija RNA

Prije izolacije RNA, sakupila sam stanice iz svih bunari¢a drze¢i za to vrijeme plocCice na ledu.
Sam postupak sakupljanja provela sam 48 h nakon tretmana tako da sam pomocu mikropipete
uklonila medij iz svih bunari¢a. Zatim sam u svaki dodala po 1 mL PBS pufera te pomocu plasti¢ne
strugalice odvojila stanice od podloge. Dobivenu suspenziju stanica sam sakupila, pazljivo ju
mikropipetom prenijela u prethodno oznafene epruvete te centrifugirala 5 min na 1200 x g
(centrifuga 5415 D Eppendorf). Nakon centrifugiranja, supernatant sam pazljivo odlila u kanticu
za otpad, a talog stanica zamrznula u zamrzivacu do izolacije. Sferoide sam sakupila tako da sam
mikropipetom izvukla cijeli volumen medija zajedno sa sferoidom iz bunaric¢a. Cijeli sadrzaj sam

zatim prebacila u epruvetu od 15 mL, centrifugirala, odlila supernatant, a talog zamrznula.

Prilikom vadenja iz zamrzivaca, talog nisam odmrzavala ve¢ sam ga odmah resuspendirala u 500
nL Nucleozola (Thermo Fisher Scientific) kako ne bi doslo do degradacije RNA. U svaku epruvetu
sam potom dodala 200 pL vode bez RNA-za, a sadrzaj dobro protresla kako bi se sve komponente
sjedinile. Nakon inkubacije od 5 min na sobnoj temperaturi, uzorke sam centrifugirala 15 min na
10000 x g. 700 pL supernatanta u kojem se nalazi RNA sam pazljivo pipetom prenijela u Cistu
tubicu te zatim dodala 700 pL izopropanola. Uzorke sam inkubirala 5 min na sobnoj temperaturi,
a nakon centrifugiranja 10 min na 10000 x g, supernatant sam uklonila. Na talog RNA sam dodala

500 pL 75% etanola 1 centrifugirala 3 min na 8000 x g. Postupak ispiranja u etanolu ponovila sam
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2 puta, te konacno talog otopila u 20 ili 50 pL vode. Cijeli postupak izolacije RNA, obavljala sam
u digestoru. Koncentraciju i ¢istoéu RNA izmjerila sam na spektrofotometru NanoPhotometer
N50/N60 (Implen). Prije mjerenja, uredaj sam kalibrirala nanoSenjem 1 uL vode na povrSinu za

nanoSenje uzoraka.

3.2.5. Reverzna transkripcija

Za provedbu reakcije reverzne transkripcije, odnosno sinteze cDNA koristila sam komercijalni set
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Termo Fisher Scientific). Sluzeéi se protokolom iz
seta, napravila sam tako zvanu mati¢nu otopinu koja se sastoji od pufera za reverznu transkripciju
(10x RT Buffer), smjese dNTP-a, smjese nasumicnih pocetnica (10x RT Random Primers) i enzima
reverzne transkriptaze (MultiScribe). Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 25 puL (Tablica
3) Prethodno sam u 6 epruveta od 0,2 pL dodala odredene volumene RNA mase 500 ng i vode
(qH20). Volumen RNA izracunala sam iz izmjerenih koncentracija, a volumene vode sam dobila
oduzimanjem ukupnog volumena reakcijske smjese od volumena RNA. Na kraju sam u svaku od
6 epruveta dodala po 7,25 pL pripremljene maticne otopine. Epruvete sam postavila u uredaj za

PCR (Applied Biosystems) koristeci program prikazan u Tablici 4.

Tablica 3: Sastav reakcijske smjese za reverznu transkripciju.

KOMPONENTA VOLUMEN (unL) VOLUMEN (nL)/ x 9
10X RT Buffer 2,5 22,5
25X dNTP Mix 1 9
10X Randome Primers 2,5 22,5
Reverzna Transkriptaza 1,25 11,25
(MultiScribe)
Ukupni volumen= 17,75 pL + 7,25 pL
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Tablica 4: Tabli¢ni prikaz programa po kojem je provedena reakcija reverzne transkripcije.

Temperatura (°C) Trajanje ciklusa (min)
Sparivanje pocetnica 25 10
Sinteza cDNA 37 120
Deaktivacija enzima 85 5

3.2.6.Metoda kvantitativne lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu

U svrhu analize relativne genske ekspresije gena AR, KLK2 i KLK3 (PSA) koristila sam metodu
kvantitativne lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu qPCR. Reakcijska smjesa
volumena 9 pL sastojala se od 5 uL. boje SYBR Green (Biorad), uzvodne i nizvodne pocetnice (0,3
uL) te 3,4 uL vode (qH20). Kako bi u svakom uzorku omjer komponenti reakcijske smjese ostao
jednak napravila sam mati¢nu otopinu za svaki ispitivani gen te pozitivnu (RPLP0) i negativnu
kontrolu. Potom sam u svaku jazicu plo€ice za qPCR postavljene na hladni stalak dodala po 9 pLL
mati¢ne otopine 1 1 uL svakog uzorka cDNA. Uzorke sam dodavala u duplikatima. Kao negativnu
kontrolu koristila sam reakcijsku smjesu bez cDNA (Slika 11). Po zavrSetku pipetiranja, na ploCicu
sam zalijepila prozirnu foliju kako uzorci ne bi isparili te je kratko centrifugirala u centrifugi za
qPCR plocice (PlateFuge, Benchmark). Reakciju sam provela na uredaju Bio-Rad CFX96 (Bio-
Rad) koriste¢i program prikazan u Tablici 5. Radi jednostavnosti u prikazu rezultata i kasnijoj

raspravi, svi rezultati za ekspresiju gena KLK3 bit Ce izrazeni kao PSA.
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MOCK1 LOVI LOVS MOCK?2 SIM1
RPLPO
AR
PSA
KLK?
ARP | 4R PSA | KLK2
NK | NK [NK | NK

Slika 11: Shematski prikaz plocice za qPCR.
Kratice: RPLP(0 — negativna kontrola, AR, PSA I KLK2 — ispitivani geni, MOCK, LOV, SIM —

uzorci, NK — negativna kontrola.

Tablica 5: Tabli¢ni prikaz programa po kojem je provedena qPCR reakcija.

temperatura (°C)

trajanje ciklusa (s)

Broj ciklusa

pocetna denaturacija 95 30 1
denaturacija 95 10 40
sparivanje pocetnica i 61 30
elongacija
krivulja mekSanja 60-95 70 (0,5 °C/ocitanju)
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3.2.7. Statisticka obrada podataka

Kako bih odredila relativnu ekspresiju gena PS4, AR i KLK2 koristila sam Studentov z-test, za
ispitivanje razlika izmedu dvije skupine uzoraka, a kako bih ispitala razliku izmedu viSe skupina
sluzila sam se ANOVA testom. Analizu sam napravila u programu MedCalc for Windows,
v.22.021. Za odredivanje osjetljivosti svake pojedine stani¢ne linije koristila sam hi-kvadrat test.

Sve P-vrijednosti manje od 0,05 smatrala sam statisticki znacajnima.

30



4. REZULTATI

4.1.

Analiza citotoksi¢nosti statina u stani¢nim linijjama LNCaP, PC3 1 WPMY-1

U svrhu odredivanja citotoksi¢nosti simvastatina i lovastatina koristila sam se testom MTT.

Stanic¢ne linije LNCaP, PC3 1 WPMY -1 nasadene na mikrotitarske polocice sa 96 bunarica tretirala

sam sa 4 razliCite koncentracije simvastatina i lovastatina: 1 pM, 5 pM, 10 pM 1 20 pM.

Eksperiment sam ponovila tri puta, a sve navedene doze terapeutika i kontrole napravljene su u

tetriplikatima. Dobiveni rezultati su pokazali kako oba spoja smanjuju vijabilnost stanica u

ovisnosti o koncentraciji te da se povecanjem koncentracije udio zivih stanica smanjuje

(Slikal2al2f).
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Slika 12: Krivulje prezivljavanja za LNCaP, PC3 i WPMY-1 stani¢ne linije tretirane 1 uM, 5 uM, 10 uM i
20 uM simvastatinom i lovastatinom. Uzorci su inkubirani 24 h pri kontroliranim uvjetima. Crvenom
krivuljom prikazana je prosjecna vrijednost sva tri eksperimenta, a plavim udio prezivljelih stanica nakon
svakog pojedinog eksperimenta. Stanice koje pripadaju kontrolnoj skupini oznacene su sa VEH (od engl.
vehicle). Tocke prikazuju srednje vrijednosti +/- standardnu devijaciju tehnickog Cetriplikata.
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Kako bih odredila optimalne doze kojima ¢u se koristiti u daljnjem eksperimentu izradila sam
krivulje prezivljavanja prikazane na Slici 13a i 13b. Iz priloZenih grafova moze se vidjeti kako je
LNCaP najotpornija od ove tri koriStene stani¢ne linije. Pri 1 uM koncentraciji simvastatina i
lovastatina prezivljava 80% stanica, dok se pri 5 uM koncentraciji udio zivih stanica smanjuje
(Slika 13a1 13b). Koncentracija od 5 uM odredena je kao doza kod koje 50% stanica umre (LD50
doza), dok je 1 uM koncentracija odredena kao subletalna doza (doza kod koje 80% stanica

prezivi). Obje doze koristene su daljnjim tretmanima stanica.

a b
usporedba osjetljivosti usporedba osjetljivosti
stani¢nihlinija na tretman stani¢nihlinija na tretman
simvastatinom lovastatinom
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Slika 13: Usporedba osjetljivosti stani¢nih linija LNCaP, PC3 i WPMY-1 tretiranih 1 uM, 5 uM, 10 uM i
20 uM simvastatinom i lovastatinom. Uzorci su inkubirani 24 h pri kontroliranim uvjetima. Plavom bojom
je oznacena krivulja prezivljavanja za LNCaP stanice, zelenom za WPMY-1, a ljubi¢astom za PC3 stanice.
Stanice koje pripadaju kontrolnoj skupini oznacene su sa VEH. Tocke prikazuju srednje vrijednosti +/-
standardnu devijaciju bioloskih triplikata.
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4.2. Analiza vijabilnosti sferoida

Vijabilnost sferoida nakon tretmana provjerila sam pomocu komercijalnog seta za ispitivanje
vijabilnosti Zivih 1 mrtvih stanica (Live-Dead Cell Viability Assay Kit). Kako bih odredila tocan
broj mrtvih stanica, izmjerila sam intenzitet crvenog fluorescentnog signala u Cetiri nasumicna
vidna polja unutar sferoida. Iz dobivenih sam podataka naposlijetku izra¢unala intenzitet crvenog

signala tretiranih sferoida u odnosu na netretirane.

Nakon tretiranja 1 pM simvastatinom i lovastatinom, stanice LNCaP prezivljavaju, jer su vidljivi
uglavnom zeleni signali zivih stanica (Slika 14b i 14e). Pove¢anjem koncentracije, jo$ uvijek
prevladavaju zeleni signali, pa se tako moZe zakljuciti kako stanice LNCaP uzgojene u 3D kulturi
pokazuju rezistenciju na oba terapeutika (Slika 14c 1 14f), Sto je u skladu s rezultatima u 2D

uvjetima gdje se ova stani¢na linija pokazala najotpornijom.

LNCAP mock LOV LNCAP LOV1 LNCAP LOVS

LNCAP mock SIM LNCAP SIM1 LNCAP SIMS

Slika 14: Prikaz vijabilnosti stanica LNCaP uzgojenih u obliku sferoida nakon tretmana s 1 pM i1 5 pM
simvastatinom i lovastatinom. Mrtve stanice obiljeZene su crvenim signalom, zive zelenim, a plavim sve
stanice.

Kratice: MOCK- kontrolna skupina stanica, LOV i SIM- stanice tretirane 1 uM 1 5 uM simvastatinom i
lovastatinom.
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Na grafikonu prikazanom na Slici 15a jasno se moze vidjeti kako stanice LNCaP tretirane 1 uM
simvastatinom pokazuju manji intenzitet crvenog signala u odnosu na netretirane stanice i one
tretirane 5 uM koncentracijom. Stanice tretirane 5 uM simvastatinom pokazuju pak isti intenzitet
kao 1 netretirane stanice, pa se tako za ovu skupinu ne moze dati jasan zakljucak. Suprotno tome,
broj mrtvih stanica nakon tretmana lovastatinom povecava se s povecanejm doze $to znaci da ovaj

terapeutik pokazuje vecu citotoksi¢nost od simvastatina. (Slika 15b).
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Slika 15: Graficki prikaz relativnog intenziteta crvenog signala u stani¢noj liniji LNCaP nakon tretmana a)
simvastatinom i b) lovastatinom. Stupi¢i predstavljaju srednju vrijednost +/- standardnu devijaciju.
Zvjezdice predstavljaju statisticki znacajne razlike, test ANOVA p= 0,011 za tretman simvastatinom i
p=0,048 za tretman lovastatinom.

Oba statina pokazala su se toksi¢nima za stanice PC3 tretirane 1 uM 1 5 uM simvastatinom i
lovastatinom. Na Slici 16 (b i ¢) vidljivo je da se nakon tretmana s obje doze lovastatina udio mrtvih
stanica povecava (crveni signali), a slican rezultat dobiven je i nakon tretmana simvastatinom

(Slika 16e i 16f).
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PC3 mock LOV PC3 LOV1 PC3 LGV5

PC3 mock SIM PC3 SiM1 PC3 SIM5

Slika 16: Prikaz vijabilnosti stanica PC3 uzgojenih u obliku sferoida nakon tretmana s 1 uM i 5 uM
simvastatinom i lovastatinom. Mrtve stanice obiljeZene su crvenim signalom, zive zelenim, a plavim sve
stanice.

Kratice: MOCK- kontrolna skupina stanica, SIM i LOV — stanice tretirane 1 uM i 5 uM simvastatinom i
lovastatinom.

Ovaj zaklju€ak dodatno potvrduju grafikoni prikazani na Slikama 17a1 17b. Za PC3 stanice su oba
statina pokazivala slican uc¢inak s obje koriStene doze, sa znacajnim povecanjem udjela mrtvih

stanica unutar sferoida (Slika 17a 1 17b).
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Slika 17: Graficki prikaz relativnog intenziteta crvenog signala u stani¢noj liniji PC3 nakon tretmana a)
simvastatinom i b) lovastatinom. Stupi¢i predstavljaju srednju vrijednost +/- standardnu devijaciju.
Zvjezdice predstavljaju statistiCki znacajne razlike, test ANOVA p<0,001 za tretman simvastatinom i
p=0,439 za tretman lovastatinom.
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Lovastatin je toksican za stanice WPMY-1, medutim kod stanica tretiranih simvastatinom se broj
mrtvih stanica ne razlikuje znacajno izmedu tetirane 1 netretirane skupine. Gledajuci fluorescente
slike, to je vjerojatno posljedica prevelikog broja mrtvih stanica u kontrolnom tretmanu, jer je u
njemu zabiljeZen neocekivano veliki broj crvenih to¢aka u odnosu na kontrolni tretman za

lovastatin (Slika 18).

D WPMY-1 MOCK S WPMY-1 SIM1 WPMY-1 SIM5

Slika 18: Prikaz vijabilnosti stanicaWPMY-1 uzgojenih u obliku sferoida nakon tretmana s 1 uM i 5 uM
simvastatinom i lovastatinom. Mrtve stanice obiljeZzene su crvenim signalom, zive zelenim, a plavim sve
stanice.

Kratice: MOCK- kontrolna skupina stanica, SIM i LOV — stanice tretirane 1 uM i 5 uM simvastatinom i
lovastatinom.

Iz prilozenih grafickih prikaza mogu se donijeti sli¢ni zakljucci. Stanice WPMY -1 nakon tretmana
simvastatinom pokazuju ve¢i intenzitet obojenja od kontrolnih stanica, ali ta razlika je znacajna
samo za viSu dozu. U slucaju lovastatina nije moguée donijeti zakljucke na temelju mjerenja
intenziteta crvenog obojenja jer mjerenja pokazuju prevelike devijacije da bi bila zna¢ajna(Slika
19a 1 19b). Zato ¢e biti potrebno u buduc¢im eksperimentima ponoviti bojanja i mjerenja sferoida

stani¢ne linije WPMY-1 na ve¢em broju sferoida.

Uzimajuéi u obzir sve rezultate fluorescentnog bojanja sferoidnih kultura, mozemo zakljuciti da

najvecu osjetljivost pokazuje stani¢na linija PC3. Takoder mozemo zakljuciti da simvastatin i
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lovastatin medusobno pokazuju sli¢ne rezultate na vijabilnost sferoidnih kultura, te da je odgovor

na tretman u vec¢ini slu¢ajeva ovisan o dozi, uz manja odstupanja.

a b

WPMY-1 simvastatin WPMY-1 lovastatin
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RELATIVNI INTENZITET CRVENOC
OBOJENJA
o [
I Y
I
RELATIVNIINTENZITET CRVENOG
-
[=1
R
=
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Slika 19: Graficki prikaz relativnog intenziteta crvenog signala u stani¢noj liniji PC3 nakon tretmana a)
simvastatinom i b) lovastatinom. Stupi¢i predstavljaju srednju vrijednost +/- standardnu devijaciju.
Zvjezdice predstavljaju statisticki znacajne razlike, test ANOVA p= 0,029 za tretman simvastatinom i
p=0,767 za tretman lovastatinom.

4.3. Analiza ekspresije ciljnih gena

U svrhu odredivanja relativne ekspresije gena AR, PSA i KLK?2, izraCunala sam relativnu ekspresiju

pomocu formule 2-24¢

, gdje sam kao referentni gen koristila ekspresija RPLP0 a kao referentni
uzorak stanice tretirane otapalom. Za statisticku analizu dobivenih podataka koristila sam
Studentov-z test, a cjelokupnu analizu rezultata napravila sam u programu MedCalc for Windows,

v.22.021.

Prvo sam usporedila bazalnu ekspresiju gena AR, PSA 1 KLK2 u sve tri stani¢ne linije u 2D uvjetima
rasta, 1 ustanovila da jedino stani¢na linjja LNCaP pokazuje znaCajnu ekspresiju sva tri analizirana

gena (Slika 20).
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Slika 20: Bazalne ekspresije gena AR (androgeni receptor) PSA (antigen specifi¢an za prostatu) i
KLK?2 (kalikrein 2) u adherentnim stanicama. Stupi¢i predstavljaju srednju vrijednost -+/-
standardnu devijaciju.

Slika 21 prikazuje analizu ekspresije gena AR u nekoliko stani¢nih linija PCa dostupnu u bazi
podataka The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/), koja potvrduje €injenicu da
stani¢na linija PC3 ne eksprimira AR. Zbog toga se ostatak eksperimenata provodio na preostale
dvije stani¢ne linije, s naglaskom na stani¢nu liniju s najsnaznijom ekspresijom ciljnih gena,

LNCaP.
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Slika 21: Graficki prikaz relativne ekspresije gena AR u razli¢itim stani¢nim linijama ljudskog
karcinoma prostate (Preuzeto i1 prilagodeno prema: The human protein atlas, 2023).

Iz rezultata analize ekspresije RNA moze se vidjeti kako stani¢na linija LNCaP pokazuje znacajno
sniZzenu ekspresiju sva tri gena nakon tretmana statinima, s time da je u¢inak simvastatina jaci na
sva tri ispitivana gena od ucinka lovastatina (Slika 22a 1 22b). Stani¢na linijja WPMY-1 ima
promjenjenu ekspresiju gena nakon tretmana lovastatinom. Na Slici 23a se moze vidjeti da 1 uM
lovastatin povecava ekspresiju gena AR, dok se ekspresija ostala 2 gena zna¢ajno smanjuje. Pri
viSoj dozi ucinak je znaCajan na sva tri testirana gena, s tim da se gen PSA ne moze detektirati
nakon tretmana LD50 dozom lovastatina(Slika 23a). Tretman simvastatinom na stani¢noj liniji
WPMY-1 pokazuje neocekivani rezultat povecanja ekspresije AR 1 KLK2 pri viSoj dozi spoja.
Ovaj rezultat bi se trebao potvrditi s dodatnim dozama spoja 1 dodatnim ponavljanjima
eksperimenta kako bi bio vjerodostojan, osobito jer se radi o slabo eksprimiranim genima u ovoj

stani¢noj liniji.
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Slika 22: Relativne ekspresije AR (androgeni receptor) i njegovih ciljnih gena u stani¢noj liniji LNCaP
nakon tretmana lovastatinom i simvastatinom. Zvjezdice predstavljaju statisticki znacajne razlike, test
ANOVA p<0,001 (sva tri gena) za oba tretmana.
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Slika 23: Relativne ekspresije AR (androgeni receptor) i njegovih ciljnih gena u stani¢noj liniji WPMY-1
nakon tretmana lovastatinom i simvastatinom. Zvjezdice predstavljaju statisticki znacajne razlike, test
ANOVA p<0,001 (geni AR i PSA (antigen specifican za prostatu)), p=0,001 (gen KLK2 (kalikrein 2)) za
tretman lovastatinom i P<0,001 (geni AR 1 KLK?2) za tretman simvastatinom.
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Iz prethodno prilozenih grafickih prikaza moze se uociti kako oba statina smanjuju ekspresiju
ciljnih gena u adherentnim stanicama. Ipak, isti rezultati nisu dobiveni i za 3D stani¢ne kulture. U
sferoidima LNCaP, ekspresija gena se povecava nakon tretmana nizim dozama lovastatina, a opada
nakon tretmana visim dozama (Slika 24a). Trend je isti za sva tri testirana gena, s tim da su rezultati
statisticki znaCajni za AR 1 PSA.

S druge strane, nakon tretmana simvastatinom ekspresija 4R 1 PSA wuglavnom ostaje
nepromijenjena ili se blago poveéava (u slucaju AR), dok se izrazito poveéava ekspresija KLK2 s
obje doze (Slika 24b). Za stani¢ne linije WPMY-1 i PC3 nije bilo moguce ocitati i izraunati

ekspresiju ciljnih gena u 3D uvjetima, tako da ti rezultati nisu prikazani.
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Slika 24: Relativne ekspresije gena u LNCaP sferoidima nakon tretmana lovastatinom i simvastatinom.
Zvjezdice predstavljaju statisticki znacajne razlike test ANOVA p<0,001 (geni AR (androgeni recpetor) i
PSA (antigen specifi¢an za prostatu)), p=0,153 (gen KLK?2 (kalikrein 2)) za tretman lovastatinom te p=0,036
(gen AR), p=190 (gen PSA), p=0,001 (gen KLK?2) za tretman simvastatinom.
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5. RASPRAVA

Statini se ve¢ desetljeCima prepisuju za smanjenje razina kolesterola u serumu i rizika od
kardiovaskularnih bolesti. Dulji niz godina statinima je posvecena posebna paznja u istrazivanjima
zbog potencijalnih antitumorskih svojstava (Hou i Shao, 2022). Nedavno provedena pretklinicka
istrazivanja dokazala su antineoplastic¢ni u¢inak statina na neke vrste tumora poput kolorektalnog
karcinoma ili PCa (Katz, 2005). Epidemioloska istrazivanja provedena na musSkarcima s rakom
prostate potvrdila su smanjenu progresiju i poboljSanje prezivljavanja kod pacijenata koji su
prethodno uzimali statine (Yokomizo i sur., 2022). Osim toga jo$ je prije dokazano kako ovi
lijekovi znacajno smanjuju razine PSA u serumu, a pokazali su se 1 u¢inkovitima u postizanju
osjetljivosti na ostale tumorske terapije (Yokomizo i sur., 2022; Zhu i sur., 2021). lako su brojna
istrazivanja potvrdila uspjeh lijecenja karcinoma statinima, njihova je uporaba u klinickoj praksi
jos uvijek upitna. Kako bi se utvrdila njihova u¢inkovitost u onkoloskoj primjeni, potrebno je

provesti dodatna istrazivanja s posebnim naglaskom na dozu i vrstu statina (Rimac i Zorc, 2015).

Prethodno je navedeno kako kolesterol povecava proliferacijsku sposobnost PCa stanica.
Zahvaljujuéi svojoj sposobnosti da inhibiraju HMGCR, statini blokiraju sintezu kolesterola
djelujuci tako antiproliferativno na tumorske stanice. Rezultati testa MTT (Slika 13) dokazali su
antiproliferativni utjecaj statina na sve tri stani¢ne linije. Brojnost stanica WPMY-1 i PC3 znacajno
je pala nakon tretmana statinima, s time da je prezivljenje od 50% postignuto ve¢ pri 2,5 uM dozi
simvastatina, dok se isti u¢inak na stanicama LNCaP uocava tek pri 15 pM koncentraciji
simvastiatina (Slika 13). Rezultati za tretman lovastatinom su sli¢ni, s time da su u slucaju
lovastatina potrebne vise doze (7,5 pM 1 >20 uM) za isti u¢inak. Furuya i sur. (2016) procijenili su
antiproliferativni ucinak statina na stani¢ne linjje PCa pomocu testa MTS te izmjerili
unutarstani¢ne razine kolesterola nakon tretmana. Broj PC3 stanica znacajno se smanjio u ovisnosti
o dozi §to potvrduje smanjenje razina kolesterola nakon tretmana. S druge strane, stanice LNCaP
nakon tretmana su ostale vijabilne $to znaci da se odupiru promjenama u unutarstani¢nim razinama
kolesterola (Furuya i sur., 2016). Doze koje su Furuya i sur. koristili u svom istrazivanju vise su
od doza koristenih u ovom diplomskom radu, u rasponu izmedu 10 uM 1 100 uM, medutim moguce

je da nisu direktno usporedive zbog razlike u koriStenim testovima vijabilnosti (MTT u odnosu na
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MTS). Dodatno, Kafka i sur. (2022.) su ispitali niz statina na stani¢nim linijama prostate LNCaP i
PC3, te pokazali smanjenje vijabilnosti pri dozama od 5 uM, i to na 80% u slucaju LNCaP i 40%

u slucaju PC3, §to je usporedivo s naSim rezultatima.

Danasnja istrazivanja u velikoj mjeri koriste 3D stani¢ne kulture za ispitivanje ucinka razli¢itih
oponasa mikrookruzenje tumora te njegovu fenotipsku heterogenost. Iako u literaturi za sada nema
podataka o razli¢itom utjecaju statina na 3D kulture tumora prostate, takva istrazivanja provedena
su za tumore dojke i1 gusterace (PaSkeviciute i Petrikaite, 2017; Bytautaite i Petrikaite, 2020). U
oba istrazivanja autori su utvrdili slabiju aktivnost statina u 3D nego u 2D kulturama, a slican
rezultat dala su i1 druga istrazivanja. (Manda i sur., 2020). Za potrebe ovog rada stanice tumora i
fibroblasta prostate uzgajane su u 3D obliku kao viSestani¢ni sferoidi te su tretirane letalnim 1
subletalnim dozama statina. Stani¢na linija LNCaP najotpornija je na oba terapeutika i u ovim
uvjetima rasta te tako tretirani sferoidi pokazuju gotovo jednak broj mrtvih stanica kao i oni
netretirani §to upucuje na slab antiproliferativni u€inak statina u ovoj stani¢noj liniji (Slika 15). S
druge strane, stani¢na linija PC3 pokazuje dobar odgovor i u 3D uvjetima rasta, pa se tako moze
zakljuciti da u oba uvjeta rasta tretman statinima potice stani¢nu smrt (Slika 17). Ovakav u¢inak
statina na stani¢nu linijju PC3 moZe se protumaciti ¢injenicom da su CRPC stanice (engl.
Castration-Resistant Prostate Cancer) osjetljivije na tretman statinima od linijja ovisnih o
androgenu (Kim 2014; Kafka 2022). U skladu s ovim rezultatima takoder su rezultati Deezagi 1
Safari (2020), koji su uocili da statin rosuvastatin takoder inhibira formiranje sferoida stani¢ne
linije PC3. Osim toga, bitno je napomenuti kako postoji viSe na¢ina pracenja u€inka spojeva na
stanice u 3D sferoidima, ali bojanje Zivih 1 mrtvih stanica daje najpreciznije rezultate (Mittler,

2017).

Hiperaktivacija AR pronadena je u mnogim stani¢nim linijama PCa, a sam receptor ima vrlo bitnu
ulogu u patogenezi i napredovanju bolesti. Nakon vezanja hormona i kaskadne aktivacije signalnih
puteva u citoplazmi, AR se translocira u jezgru gdje poti¢e ekspresiju gena (npr. PSA4) koji
reguliraju prezivljavanje stanica. U lipidnim splavima, AR ulazi u interakciju s brojnim signalnim
putevima uklju¢enima u proliferaciju 1 prezivljavanje stanica (Yang i sur., 2010). Osim toga, vec¢
je spomenuto kako AR moZe mijenjati ekspresiju nekih molekula ukljucenih u regulaciju

homeostaze kolesterola ¢ime dolazi do promjene u signalnim putevima klju¢nima za biosintezu
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ove molekule (Guerrero-Ochoa i sur., 2024). Bazalna ekspresija AR i njegovih ciljnih gena
odredena je metodom qPCR-a. Samo stani¢na linija LNCaP pokazuje snaznu ekspresiju AR, dok
je u stani¢nim linijama WPMY-1 i PC3 vrlo slaba, a Cesto 1 ispod praga detekcije (u slucaju PC3).
To je u skladu s poznatim podacima iz literature, te baze podataka The Human Protein Atlas, iz
koje je vidljivo da stani¢na linija PC3 ne eksprimira AR. Stoga nije bilo moguce odrediti ekspresiju
AR u stanicama PC3 nakon tretmana statinima, kao niti njegovih transkripcijskih meta PS4 i KLK2.
Za stanicnu liniju fibroblasta prostate WPMY -1 nema puno literaturnih podataka, ali ne iznenaduje
¢injenica da je ekspresija AR u njima slaba, jer se radi o fibroblastima a ne stanicama epitelnog
podrijetla. Zbog toga se ostatak rada temeljio na stani¢noj liniji s dobrom ekspresijom AR, LNCaP.
Stani¢na linija LNCaP pokazuje snizenu ekspresiju svih gena nakon tretmana statinima, s time da
1 na ovoj razini simvastatin pokazuje jaci ucinak od lovastatina (Slika 22). U slucaju fibroblastne
linije WPMY-1, lovastatin takoder u ve¢ini slucajeva pokazuje smanjenje ekspresije ciljnih gena u
ovisnosti o dozi, s izuzetkom povecanja ekspresije AR pri nizoj dozi lovastatina. Rezultati za
tretman simvastatinom pokazuju neoc¢ekivano povecanje ekspresije AR i KLK?2 pri viSim dozama
(Slika 23b), te bi se trebali dodatno istraziti primjenom drugih doza i/ili statina. Yokomizo 1 sur.
(2022) izvjestili su o djelovanju statina na ekspresiju gena AR 1 PSA nakon tretmana simvastatinom
1 mevastatinom. Analizom rezultata utvrdeno je kako oba statina smanjuju ekspresiju PS4, dok je
ekspresija AR bila podjednaka u tretiranim 1 netretiranim stanicama. Ovakav rezultat upucuje na
slabu transkripcijsku regulaciju AR ekspresije u tretiranim stanicama, dok se smanjena ekspresija
PS4 moze objasniti ¢injenicom da je on reguliran transkripcijski 1 drugim faktorima, a ne samo
AR-om. Suprotno ovim nalazima, istrazivanje koje su proveli Yang i sur. (2010) dalo je drugacije
rezultate. Naime, dokazano je kako lovastatin smanjuje ekspresiju PS4 u LNCaP stanicama kao
rezultat smanjene aktivnosti AR. Nasi rezultati (Slika 22a) u skladu su sa studijom Yang i sur. jer
se 1 unasem slucaju radi o smanjenju ekspresije AR 1 njegovih ciljnih meta PS4 1 KLK2 u androgen-
ovisnoj stani¢noj liniji LNCaP. Za sve ove eksperimente bilo bi poZeljno napraviti potvrdu rezultata
1 na razini proteinske ekspresije, medutim te analize nisu bile dio ovog diplomskog rada. S obzirom
da je ucinak statina u ovom diplomskom radu jaci u stani¢nim linijama koje slabo eksprimiraju AR,
mozemo pretpostaviti da statini svoj ucinak ne ostvaruju samo kroz regulaciju AR ve¢ i nekim

drugim mehanizmom, §to je u skladu s gore spomenutim rezultatima Yokomizo i sur. (2022).

Iako su statini uspjeSno smanjili ekspresiju gena AR, PS4 i1 KLK2 u adherentnim kulturama, stanice

uzgojene u 3D uvjetima pokazuju slabiji ili ¢ak suprotan odgovor na tretmane. Rezultati
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eksperimenta provedenog na LNCaP sferoidima pokazali su poveéanu ili nepromijenjenu
ekspresiju gena nakon tretmana simvastatinom S§to ukazuje na rezistenciju (Slika 24). Tretman
lovastatinom djelomicno je u skladu s rezultatima na 2D kulturi, ali tek pri ve¢oj dozi lovastatina,
dok niza doza djeluje blago stimulativno na ekspresiju 4R 1 PSA. Sukladno ovim rezultatima,
Bytautaite i sur. (2020) dokazali su vecu aktivnost statina u adherentnim stanicama karcinoma
dojke nego u istovrsnim 3D stani¢nim kulturama. Sli¢no istrazivanje provedeno je i na stanicama
karcinoma gusterace, a rezultati su bili slicni (PaSkeviciute i1 Petrikaite, 2017). Pravilno doziranje
statina je od velike vaznosti, jer su i Caro-Maldonado 1 sur. (1018.) pokazali na mi§jem ksenograft
modelu tumora prostate da niske doze statina mogu povecati agresivnost tumora. Unato¢ tome,
sistematska meta-analiza literature pokazala je da je primjena statina u kombinaciji s terapijom
ablacije androgena dovela do smanjenja rizika od smrtnosti od 27% te smanjenja rizika od
smrtnosti od raka prostate od 35% kod muskaraca koji su primali navedenu terapiju (Jayalath i sur.,
2022) Zanimljivo je da je u slucaju 3D kultura jac¢i u€inak na smanjenje ekpresije AR i njegovih
ciljnih gena imao lovastatin, a ne simvastatin, i to pri viSim dozama spojeva. Potreba za viSim
dozama u 3D kulturama ne iznenaduje, te bi se u budu¢im pokusima trebalo primijeniti vise doze
kako bi se potvrdili dobiveni rezultati. Medutim, bolji u€inak lovastatina nad simvastatinom, koji
je u 2D uvjetima pokazao slabiji ucinak, ukazuje da bi se 3D modeli trebali intenzivnije koristiti
prilikom pretklinickih ispitivanja djelovanja lijekova. Mnogi lijekovi, koji su prethodno bili
odbaceni u pretklinickim 1 klinickim istraZivanjima, mogli bi pokazati nove ucinke prilikom
testiranja na 3D in vitro modelima, te se u novije vrijeme sve viSe ispitivanja usmjerava prema

korisStenju starih lijekove za nove primjene (tzv. ,, drug repurposing “) (Pushpakom i sur., 2018).
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju ovog istrazivanja doneseni su sljedeci zakljucci:

1. Sve tri stani¢ne linije uspjesno su uzgojene i tretirane u 2D i 3D uvjetima rasta.

2. Oba statina djeluju antiproliferativno na sve tri testirane stani¢ne linije, s time da je ucinak
simvastatina nesto jaci od lovastatina.

3. Stani¢na linija LNCaP pokazuje otpornost na simvastatin i lovastatin u 2D 1 3D uvjetima
rasta, dok je stani¢na linija PC3 najosjetljivija u oba uvjeta.

4. Stani¢na linija LNCaP pokazuje snaznu ekspresiju AR injegovih ciljnih gena PSA 1 KLK2,
dok je njihova ekspresija u WPMY-1 i PC3 slaba ili ispod razine detekcije.

5. Oba statina smanjuju ekspresiju gena AR, PSA 1 KLK2 u adherentnim stanicama LNCaP,
s time da je ucinak simvastatina jaci od lovastatina.

6. U sferoidnoj kulturi LNCaP ucinak statina na ekspresiju gena je opcenito slabiji, ali u ovim

uvjetima lovastatin pokazuje bolji u¢inak od simvastatina.
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8. ZIVOTOPIS

Rodena sam 14.6.2000. godine u Zagrebu. Osnovnu Skolu zavrSila sam u Ogulinu gdje sam
nastavila srednjoskolsko obrazovanje te sam 2019. godine zavrSila opéu gimnaziju. Iste godine
upisala sam prediplomski studij Znanosti o okoliSu na Prirodoslovno-matematickom fakultetu u
Zagrebu gdje sam stekla akademski naziv sveuciliSnog prvostupnika znanosti o okoliSu. Nakon
uspjeSne obrane zavrSnog rada, upisala sam 2022. godine diplomski studij Eksperimentalne

biologije, modul Fiziologija i imunobiologija na Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu.

Tijekom studiranja bila sam aktivni ¢lan Udruge studenata biologije BIUS te sam dvije godine
zaredom sudjelovala na Simpoziju studenata biologije u organizaciji udruge BIUS. Odradila sam
dvije laboratorijske i stru¢ne prakse, jednu na Zoologijskom zavodu Bioloskog odsjeka
Prirodoslovno-matematickog fakulteta, a drugu na Zavodu za molekularnu medicinu Instituta
Ruder Boskovi¢ gdje sam takoder nastavila i sa izradom diplomskog rada. Tijekom diplomskog
studija volontirala sam na dvije popularno-znanstvene manifestacije ,,Tjedan mozga“ i ,,No¢
biologije”. Godine 2024. imala sam priliku predstaviti temu svog diplomskog rada u obliku
istrazivackog postera na 10. Slovenskom genetskom kongresu u Portorozu. Iste godine odradila
sam 1 dvomjese¢nu Erasmus plus stru¢nu praksu na Onkoloskom inStitutu u Ljubljani gdje sam
proucavala utjecaj radioterapije na aktivaciju tumorske vaskulature i infiltraciju imunoloskih

stanica.
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