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1. UVOD

1.1 Osteosarkom

Osteosarkom je najéeséi primarni nehematopoetski maligni tumor koStanog sustava za koji
se smatra da nastaje od mezenhimskih stanica koje sudjeluju u stvaranju kostanog tkiva. Histoloski
se prepoznaje po stvaranju osteoida. MoZe sadrzavati i druge populacije stanica s obzirom da iz
multipotentnih mezenhimskih stanica nastaju i druge vrste stanica (Acchiappati i sur. 1965). U
opdoj populaciji od osteosarkoma godisnje u prosjeku oboli 3,1 osoba na milijun ljudi, no stopa
pojavljivanja nije jednaka u svim dobnim skupinama. Najvisa je kod djece i mladih odraslih sa
stopom od 4,1 osobe na milijun te kod starijih od 60 godina sa stopom pojavljivanja od 4,2 osobe
na milijun (Mirabello i sur. 2009). Petina pacijenata s osteosarkomom ve¢ prilikom prve dijagnoze
ima prisutne metastaze, dok ih c¢ak 80% preostalih pacijenata razvije nakon kirurskog
odstranjivanja primarnog tumora (Marina i sur. 2004). Metastaze kod pacijenata kod kojih se
tumor ponovo pojavio, pokazale su se puno manje osjetljive na daljnji tretman Sto upucuje na to
da je primarna izloZzenost kemoterapiji omogudila selekciju onih stanica koje su rezistentne na
kemoterapiju (Harris i sur. 1995). lako se moze pojaviti u bilo kojoj kosti, osteosarkom se najcesée
javlja u dugim kostima udova u blizini ploCe metafiznog rasta gdje je visoka stopa izgradnje i
razgradnje koStanog tkiva. NajceSce se javlja u bedrenoj kosti (42%), goljeni¢noj kosti (19%) i
nadlakti¢noj kosti (10%) (Marina i sur. 2004; Trihia i Valavanis 2012). S obzirom da se javlja u
dijelovima kosti koje karakterizira brza izgradnja i razgradnja koStanog tkiva, genetske i
epigenetske promjene u proliferacijskim i diferencijacijskim putevima osteoblasta mogle bi biti

uzrok pojave osteosarkoma (Haydon i sur. 2007; Thomas i Kansara 2006).

Osteosarkom ima visoki potencijal stvaranja metastaza, a u tom procesu vrlo su vaine
kompleksne interakcije izmedu stanica te izmedu stanica i matriksa. Slijed nastanka metastaze
ukljuCuje odvajanje stanice osteosarkoma od primarnog tumora, lizu koStanog matriksa,
migraciju, invaziju kroz stromalno tkivo, intravazaciju i ekstravazaciju. Ulogu u tom procesu imaju
stanice osteosarkoma, osteoblasti i osteoklasti (Trihia i Valavanis 2012). Na samom pocetku
invazije otpusta se transformirajuéi faktor rasta B (TGF-B) iz razgradenog koStanog matriksa i

djeluje na stanice osteosarkoma te ih poti¢e na lucenje faktora koji stimuliraju djelovanje



osteoklasta i osteoblasta (Quinn i sur. 2001; Trihia i Valavanis 2012). Stanice osteosarkoma
nezavisno i samostalno proizvode ligand receptor aktivatora nuklearnog faktora kB (RANKL) koji
se vezZe na receptor aktivator nuklearnog faktora kB (RANK) na povrsini osteoklasta te ih aktivira.
Djeluje kao glavni medijator aktivnosti i diferencijacije osteoklasta (Kinpara i sur. 2000). Aktivirani
osteoklasti otpustaju proteaze kao Sto je katepsin K koji je potreban za razgradnju kolagena |,

osteopontina i osteonektina (Stoch i Wagner 2008).

1.2 Terapija

Danas se rutinski koristi operacija kojoj je cilj zadrzati oboljeli ud kod 90%-95% pacijenata.
Smatra se sigurnom, ali je vrlo zahtjevna. Osim toga, kao standardna komponenta tretmana koristi
se kemoterapija i kod djece i kod odraslih. Odabir vremena primjene kemoterapije je
kontroverzan, no najviSe centara koristi preoperativnu kemoterapiju pogotovo kod osteosarkoma
ekstremiteta gdje je cilj operacija kojom ¢e se sacuvati ekstremitet. Znacaj kemoterapije vidljiv je
u Cinjenici da je postotak preZivljenja porastao s 20% u razdoblju prije kemoterapije na 60% u
razdoblju nakon primjene kemoterapije. Posebno veliki znacaj ima kemoterapija kod pacijenata
koji idu na operaciju u svrhu spaSavanja zahvacenog uda (Asha i sur. 2012). Trenutno najvise
pacijenata prima kombinaciju doksorubicina, cisplatine i metotreksata kao prvu liniju terapije u
kombinaciji s kirurSkim odstranjivanjem primarnog tumora. Kod pacijenata s lokaliziranim
tumorom, takav tretman omoguduje stopu od 70% petogodiSnjeg prezZivljenja, dok je kod
pacijenata s metastazama manje ucinkovit i omogucuje stopu petogodisnjeg prezivljenja od samo
10% - 40% (Harris i Hawkins 2022). Za tretman pacijenata s povratnim osteosarkomom istraZivano
je mnogo sistemskih terapija, no samo regorafenib je uniformno preporuéen za koristenje u
drugoj liniji terapije. Tretman visokim dozama ifosfamida s etopsidom i sorafenibom takoder se
preporucuje u drugoj liniji terapije, ali bazirano na manje ¢vrstim dokazima. ViSe eksperimentalnih
lijekova (dodataka kemoterapiji) u klinickim fazama istrazivanja pokazalo se ili nedovoljno
u¢inkovitim ili toksi¢nim (Harris i Hawkins 2022). Cesti problem je i balansiranje efikasnosti
kemoterapije s njenim negativnim mijelosupresivnim ucinkom. Kod pacijenata koji ne odgovaraju
na standardnu kemoterapiju, alternativni tretman je djelovanje visokim dozama kemoterapije, a
zatim autologna transplantacija maticnih stanica (Meyers 2004). IstraZivanja su pokazala da takav

tretman nije ucinkovit jer nije povecao stopu prezivljenja, a povecao je simptome uzrokovane



toksi¢no$¢u kemoterapije (Boye i sur. 2014; Fagioli i sur. 2002; Patel i sur. 2004). Razliciti pokusaji
imunoterapije kao Sto su inhalirani stimulirajuéi faktor granulocitne makrofagne kolonije (GM-
CSF), rekombinantni interleukin 1a s etopsidom, imunomodulator liposomalni muramil tripeptid
(mifamurtid), inhibitori proteina programirane stani¢ne smrti 1 (PD-1) i modificirane T-stanice s
receptorom za antigen receptora 2 ljudskog epidermalnog faktora rasta (HER2) nisu pokazali

znacajnu ucinkovitost (Harris i Hawkins 2022).

1.3 Genomika ljudskog osteosarkoma

Genom osteosarkoma vrlo je sloZzen i nije homogen izmedu razli¢itih pacijenata, Sto se
ocituje u velikoj razli¢itosti koja postoji izmedu osteosarkoma pojedinih osoba. To je i jedan od
razloga ne toliko uspjeSnog razvoja ciljane terapije. Osteosarkome uglavnom karakteriziraju
strukturne promjene, aneuploidije te promjene u broju kopija gena, no ne postoji Cvrsta
povezanost s odredenim onkogenom ili rearanZzmanom (Kleinerman i Gorlick 2020). Postoji
odredena razina povezanosti sporadi¢nih i nasljednih osteosarkoma s mutacijama u genima Rb i
p53 koji djeluju kao tumor supresori. Osobe s Li-Fraumeni sindromom (koji imaju mutaciju jedne
kopije gena p53) imaju predispoziciju za razvoj osteosarkoma, dok osobe s mutacijom u genu pRb
imaju ¢ak 500 puta vedi rizik (Basu-Roy i sur. 2013). Rosemann i sur. (2002) predlazu teoriju da
upravo mutacije u ta dva gena u ishodisnoj stanici tumora omoguée dediferencijaciju u
primitivnije stanje zbog Cega stanica ima veéi potencijal razviti osteosarkom. Dakle, neravnoteza
izmedu proliferacije i diferencijacije osteogenih progenitora mogla bi biti uzrok nastanka
osteosarkoma. Nekoliko glavnih puteva koji kontroliraju osteogenu diferencijaciju stanica su Wnt
signalni put, signalni put koStanog morfogenetskog proteina (BMP), fibroblastnog faktora rasta
(FGF) i Hedgehog signalni put (Glass i Karsenty 2007; Luu i sur. 2007; Reya i Clevers 2005). Runt-
vezani transkripcijski faktor 2 (Runx2) vazan je regulator koji potice progenitore na diferencijaciju
u osteogenom smjeru preko indukcije BMP puta pri ¢emu se potakne i ekspresija terminalnih

markera diferencijacije (Lian i sur. 2006; Nakashima i sur. 2002)

1.4 Maticne stanice osteosarkoma
Hipoteza o postojanju tumorskih mati¢nih stanica pretpostavlja da u tumorskoj masi postoji

vrlo mala subpopulacija stanica koja ima sposobnost samoobnavljanja te diferencijacije u druge



manje tumorigenicne tipove tumorskih stanica (Slika 1). Smatra se da su odgovorne za odrzavanje
tumorskog rasta, stvaranje metastaza te obnavljanje tumora nakon kemoterapije. Osim toga,
eksprimiraju viSe transportera i proteina za popravak DNA zbog ¢ega su uglavnom otporne na
standardni tretman kemoterapijom (Basu-Roy i sur. 2013; Batlle i Clevers 2017; Lytle i sur. 2018;
Prasetyanti i Medema 2017). S obzirom da mogu obnoviti bilo koju vrstu tumorskih stanica, kada
se inokuliraju u imunodeficijentni organizam mogu stvoriti cijelu tumorsku masu (Najafi i sur.
2019). Izmedu tumorskih mati¢nih stanica i njihovog mikro-okolisa u tumorskoj masi uspostavljen
je dijalog. One “educiraju” okolne stanice kako bi omogudile uvjete za njihov razvoj i odrzavanje.

Taj dijalog jedna je potencijalna meta razvoja novih lijekova (Schiavone i sur. 2019).

Tumorska heterogenost, rast i otpornost na lijekove
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Slika 1. Razvoj tumorske mase iz jedne tumorske maticne stanice. Odredenim kancerogenim dogadajima
jedna od netumorskih maticnih stanica postala je tumorska. 1z te stanice razvile su se sve ostale stanice
tumora koje dodatno mutiraju pa nastaju zasebni subklonovi stanica. Tumorske mati¢ne stanice
“educiraju” mezenhimske mati¢ne stanice kako bi one proizvodile uvjete koji odrzavaju i poti¢u mati¢nost.

(Slika preuzeta i prevedena na hrvatski iz Schiavone i sur. (2019))



1.4.1 Karakteristike maticnih stanica osteosarkoma

Mati¢ne stanice osteosarkoma uglavnom su rezistentne na lijekove, imuno-tolerantne i
imaju vrlo dug stanic¢ni ciklus. Eksprimiraju markere mati¢nosti kao Sto su Oktamer-vezudi
transkripcijski faktor 4 (Oct4), Nanog i Sox2 (Vallette i sur. 2019). Karakterizira ih sposobnost
stvaranja sferoida in vitro koji su vrlo tumorigenicni in vivo (Murase i sur. 2009; Yang i sur. 2011).
Eksprimiraju visoku razinu aldehid dehidrogenaze 1 (ALDH1) $to je povezano s rezistencijom na
kemoterapiju i metastatskim potencijalom (Greco i sur. 2014; Honoki 2010). S takvim svojstvima
povezana je i ekspresija receptora za faktor rasta mati¢nih stanica (CD117) i markera
mezenhimskih mati¢nih stanica STRO-1 (Adhikari i sur. 2010). Takoder eksprimiraju i CD133
(prominin-1) koji je transmembranski glikoprotein lokaliziran na stani¢nim izboc¢inama. Visoka
ekspresija ovog markera povezana je s pojavom metastaza pluca i loSom prognozom (Glumac i
LeBeau 2018; HE i sur. 2012). Za dediferencijaciju tumorskih stanica u mati¢ne tumorske stanice i
odrZavanje maticnosti vazni su signalni putevi TGFB1 i Wnt/B-katenin (Lamora i sur. 2016; Zhang
i sur. 2013). Za odrzavanje niSe tumorskih mati¢nih stanica vazan je FGF2 koji takoder potice

proliferaciju i mezenhimskih mati¢nih stanica (Dvorak i sur. 2006; Go i sur. 2007).

1.4.2 lzolacija tumorskih mati¢nih stanica

NajéeS¢e metode za izolaciju tumorskih mati¢nih stanica iz osteosarkoma su uzgoj
plutajucih 3D kolonija (sarkosfera, sferoida) u neprijanjaju¢im uvjetima kulture, sortiranje stanica
s obzirom na ekspresiju specificnih povrsinskih markera kao $to su CD133, STRO1, CD117, CD271
itd., izolacija subpopulacije s visokom enzimskom aktivnoséu ALDH1, izolacija subpopulacije sa
sposobnoséu izbacivanja fluorescentne boje pomoc¢u ABC transportera koji su jako eksprimirani
te pracenjem subpopulacije koja eksprimira gene vezane uz svojstvo mati¢nosti (Adhikari i sur.
2010; Fujiwara i sur. 2014; Martins-Neves i sur. 2012; SUN i sur. 2015; WANG i TENG 2016; Yang i
sur. 2011; Ying i sur. 2013; Yu i sur. 2013; Zhang i sur. 2016; Zhou i sur. 2020b).

1.4.3 Uzgoj sferoida
Uzgoj sferoida metoda je koja se koristi za obogadivanje tumorske linije mati¢nim
tumorskim stanicama te za karakterizaciju i istraZivanje tumorskih mati¢nih stanica in vitro

(Weiswald i sur. 2015). Glavna svojstva koja im omogucuju stvaranje sferoida u uvjetima



suspenzije su otpornost na apoptozu te aktivacija signalnih puteva mati¢nosti (Silginer i sur. 2014).
Tradicionalna metoda uzgoja sferoida temelji se na neprijanjaju¢em sustavu kulture u suspenziji
s medijom bez seruma koji sadrzi faktore rasta. Takav sustav ima nekoliko nedostataka kao Sto su
visoka cijena, niski prinos, spontana fuzija pojedinacnih sferoida te adherentni rast sferoida
(Zweigerdt i sur. 2011). Spontana fuzija sferoida dovodi do diferencijacije tumorskih mati¢nih
stanica te nestabilnosti u veli¢ini i obliku sferoida (Zhu i sur. 2017). Proteklih godina koristeni su
razli¢iti biomaterijali kao Sto su hitosan-alginat, kolagen, alginat i agaroza kao trodimenzionalni
matriks za uzgoj sferoida (Chen i sur. 2012; Palomeras i sur. 2016; Rao i sur. 2014; Su i sur. 2013).
Zhu i sur. (2017) uspostavili su novi sustav trodimenzionalne kulture za uzgoj sferoida koji koristi
dva razli¢ita biopolimera, metil-celulozu (MC) i gelan gumu (GG). MC koristi se kao zgusnjivac i
stabilizator u industriji hrane, sustavima dopreme lijekova te kozmetici, dok GG stvara mrezaste
strukture u hidrogelovima i koristi se takoder kao zgusnjiva¢, emulgator i stabilizator (Garcia i sur.
2016; Pijper 1947; Vilela i Cunha 2016). Odabirom optimalnih koncentracija navedenih
biopolimera, Zhu i sur. (2017) uspjeli su suprimirati spontanu fuziju i sedimentaciju sferoida.
Palmini i sur. (2016) opisali su prilagodenu metodu uzgoja sferoida iz primarnih stani¢nih kultura
dobivenih iz ljudskih biopsija osteosarkoma. Medij koji su koristili pomijesan 1:1 s 2%-tnom metil-
celulozom sastoji se od 100 IU/ml penicilina, 100 pg/ml ljudskog FGF2, 20 nM progesterona, 100
UM putrescina, 30 nM natrijevog selenita, 25 pug/ml transferina, 20 pug/ml inzulina i 10 ng/mL
ljudskog epidermalnog faktora rasta (EGF-a) u dva puta koncentriranom ,,Coon's modified Ham's

F12“ mediju.

1.5 Askorbinska kiselina i osteosarkom

1.5.1 Askorbinska kiselina

L-askorbinska kiselina (AK) vaZzan je mikronutrijent topiv u vodi koji djeluje kao
antioksidans, a potreban je i za mnoge enzimatske reakcije (Golde 2003). Mogu ga sintetizirati
vise biljke i vecina Zivotinja iz glukoze, no ljudi su izgubili tu sposobnost zbog nedostatka gena za
L-gulonolakton oksidazu koja je vazna za zadnji korak u sintezi (Banhegyi i sur. 1997; Gillberg i sur.
2018). Djeluje kao kofaktor Fe?* i a-ketoglutarat ovisnih dioksigenaza (Gillberg i sur. 2018), a
takoder moze pojacati aktivnost histonskih demetilaza koje sadrze domenu Jumonji Ci TET (deset-

jedanaest translokacija) DNA hidroksilaza i tako utjecati na demetilaciju deoksiribonukleinske
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kiseline (DNA) i histona (Cimmino i sur. 2018). Osim toga, AK katalizira enzimsku posttranslacijsku
modifikaciju prokolagena. Potrebna je kao kofaktor u reakcijama hidroksilacije prolina i lizina u
aminokiselinskom slijedu prokolagena kako bi nastao kolagen (Kivirikko i Myllyla 1985;
Peterkofsky 1991). Nedostatak AK uzrokuje bolest skorbut koja moZe biti i smrtonosna, a lijeci se

uzimanjem AK (Padayatty i Levine 2016).

AK smatra se antioksidansom jer ima dva elektrona koja moZe otpustiti i reducirati drugu
molekulu, no u odredenim uvjetima moze djelovati i tako da poveda stvaranje reaktivnih kisikovih
vrsta. Kad se nalazi u blizini metalnih iona kao Sto su ioni Zeljeza ili bakra moze ih reducirati pri
¢emu nastaju superoksid i vodikov peroksid Sto dovodi do stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta. Ta
pojava dogada se u organizmu kod farmakoloskih koncentracija AK koje se mogu postici u plazmi
i izvanstani¢noj tekucini (Parrow i sur. 2013). Reducirano Zeljezo moZe reagirati s vodikovim
peroksidom u Fentonovoj reakciji pri ¢emu nastaje hidroksilni radikal (Ngo i sur. 2019). Kad AK
izgubi jedan elektron, nastaje radikal AK koji traje ¢ak nekoliko sekundi do minuta ovisno o
prisutnosti kisika i akceptora elektrona (Buettner 1993). Kad izgubi drugi elektron nastaje
dehidroaskorbinska kiselina (DHA) koja je puno stabilniji oblik od radikala AK (Rumsey i sur. 1997,
2000).

AK apsorbira se iz tankog crijeva, a maksimalna koncentracija u plazmi postize se otprilike
120-180 minuta nakon unosSenja (Corpe i sur. 2013). Nakon apsorpcije, prenosi se krvlju jer je
topiva u vodi i rasporeduje u izvanstani¢ne prostore. Tkiva akumuliraju AK uglavnom preko
natrijskog transportera vitamina C (SVCT2). Koncentracija u tkivima je ¢esto puno visa od onog
koliko je potrebno za funkciju koenzima (milimolarne koncentracije). Takva prekomjerna koli¢ina
AK vjerojatno sluzi kao rezerva ili ima neku drugu nepoznatu funkciju (Padayatty i Levine 2016).
Normalna koncentracija AK u plazmi je 0,70-1,40 mg/dl, a nakon oralnog unosa moze postiéi
razinu od 1,3-4,0 mg/dl. Intravenoznim unosom moze se posti¢i koncentracija od ¢ak 350 mg/dl

(19,87 mmol/l) (Carr i Cook 2018).



1.5.2 Utjecaj askorbinske kiseline na tumorske stanice ili tumor u organizmu
Cameron i Pauling (1978) zakljucili su da je tretman s 10 g AK na dan kod pacijenata s
neizljecivim tumorom produZio vrijeme prezZivljenja ¢ak 3 puta kod 90% pacijenata, dok je kod

preostalih 10% produzio ¢ak 20 puta.

PredloZeno je nekoliko moguéih molekularnih mehanizama citotoksi¢nog djelovanja AK na
tumorske stanice kada je primijenjena zasebno ili u kombinaciji s drugim kemoterapeuticima.
Jedan od tih mehanizama je prooksidativno djelovanje stvaranjem reaktivnih kisikovih vrsta (Oka
i sur. 2020). Dvije karakteristike tumorskih stanica cine ih podloZnima na prooksidativno
djelovanje AK, a to su visoki sadrZaj Zeljeznih iona te pojaCan unos glukoze glukoznim
transporterima 1 (GLUT1) (DeBerardinis i Chandel 2016; Ngo i sur. 2019; Torti i Torti 2013). Zbog
strukturne sliénosti DHA i glukoze, DHA se mozZe u tumorske stanice unositi preko transportera za
glukozu cija ekspresija je ¢esto pojacana. Nakon unosa, DHA se ponovo reducira u AK pomocu
glutationa i nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADPH), ¢ime se troSe unutarstanicni
antioksidansi i dolazi do porasta razine reaktivnih kisikovih vrsta (Ngo i sur. 2019). U usporedbi s
normalnim stanicama, vecéina tumorskih stanica ima povisenu razinu i potrebu za unutarstani¢nim
Zeljezom zbog pojacanog rasta i proliferacije (Torti i Torti 2013). Prisutnost nestabilnog Zeljeza
poti¢e prooksidativno djelovanje AK poticuc¢i stvaranje vodikovog peroksida (H20,). Vodikov
peroksid koji nastane moze zatim reagirati s nestabilnim Zeljezom pri ¢emu u Fentonovoj reakciji
nastaje hidroksilni radikal koji mozZe dodatno pojacati farmakolosku toksi¢nost AK u tumorskim
stanicama (Chen i sur. 2005). Hidroksilni radikali su reaktivniji od H,0, pa jace uzrokuju oStecenja

DNA, lipida i proteina (Torti i Torti 2013).

Sljededi predloZzeni mehanizam je utjecaj na razinu metilacije genoma. DNA metilacija
povezana je s regulacijom genske ekspresije i utiSavanjem gena. Hipermetilacija u promotorskim
regijama nekih gena za tumorske supresore dovodi do njihovog utiSavanja. (Kulis i Esteller 2010).
Clanovi obitelji TET kataliziraju sukcesivnu hidroksilaciju 5-metilcitozina, odnosno demetiliraju
DNA (Melamed i sur. 2018). Povisena koncentracija AK pojacava enzimatsku aktivnost histonskih
demetilaza koje sadrze Jumonji C domenu (JHDM) i TET, Sto dovodi do smanjenja histonske i DNA
metilacije (Satheesh i sur. 2020). Lee Chong i sur. (2019) predlazu da bi AK, u kombinaciji s
terapijom koja takoder djeluje na epigenetsku regulaciju, u tumorskim stanicama mogao povratiti
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normalno epigenetsko stanje koje je kod tumorskih stanica promijenjeno te vratiti normalan

diferencijacijski potencijal i ekspresiju tumor supresora.

Jo$ jedan mehanizam kojim AK utje¢e na tumorske stanice je utiSavanje podjedinice
¢imbenika induciranog hipoksijom (HIF-1) pomocu hidrolaza koje su ovisne o njoj kod uvjeta
normalne razine kisika (Kuiper i Vissers 2014; Mastrangelo i sur. 2018). HIF-1 je heterodimerni
transkripcijski faktor koji je vazan za epitelno-mezenhimalnu tranziciju, angiogenezu, odrzavanje
mati¢nih stanica, metastaziranje i rezistenciju tumorskih stanica (Mastrangelo i sur. 2018;
Semenza 2012). Kod hipoksi¢nih uvjeta kakvi su ¢esto prisutni u tumorima (Mastrangelo i sur.
2018), smanjuje se hidroksilacija HIF-1 Sto dovodi do pojacanja transkripcije gena reguliranih tim
faktorom, a time i do neoangiogeneze i progresije tumora (Kuiper i Vissers 2014; Mastrangelo i

sur. 2018).

1.5.3 Utjecaj askorbinske kiseline na stanice osteosarkoma

Istrazivanje Oka i sur. (2020) pokazalo je da AK u kombinaciji sa cisplatinom pojacava
djelovanje same cisplatine, odnosno pojacava supresiju stani¢ne vijabilnosti i proliferacije tako Sto
uzrokuje pojac¢ano stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta, oSte¢enja DNA, mitohondrijsku disfunkciju
i promjene u metabolizmu. Osim toga, kod U20S stanica koje su rezistentne na tretman
cisplatinom, AK je djelovala tako Sto je povratila njihovu osjetljivost. Zhou i sur. (2020a) pokazali
su da tretman AK znacajno povecava razinu vodikovog peroksida u stanicama osteosarkoma.
Zakljucili su kako Zeljezo ima vrlo vaznu ulogu u mehanizmu toksi¢nosti AK te da s povecanjem
razine unutarstani¢nog Zeljeza raste i razina toksi¢nosti AK u tumorskim stanicama. Valenti i sur.
(2014) istrazili su utjecaj tratmana AK na MG-63 stani¢nu liniju osteosarkoma te zakljucili kako
niske koncentracije poticu diferencijaciju i proliferaciju navedenih stanica, dok visoke doze mogu
inducirati apoptozu. U skladu s time, Fernandes i sur. (2017) pokazali su da visoka doza AK inhibira
rast i potice apoptozu stanicne linije osteosarkoma G292, a niska koncentracija potice
diferencijaciju i metaboli¢ku aktivnost. Kod tretmana niskom dozom doslo je do poveéanja
aktivnosti alkalne fosfataze i mineralizacije, dok je kod visoke doze doslo do njenog smanjenja. S
obzirom da alkalna fosfataza djeluje kao marker diferencijacije osteoblasta, zakljucili su kako niska
doza potice, a visoka doza inhibira diferencijaciju osteoblasta. Doza AK kod koje su zabiljezeni
antiproliferativni, antidiferencijacijski i proapoptotski efekti je 1000 uM (Fernandes i sur. 2017).
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1.5.4 Utjecaj askorbinske kiseline na tumorske mati¢ne stanice

Okaisur. (2020) pokazali su kako tretman kombinacijom cisplatine i AK uzrokuje smanjeno
stvaranje sferoida U20S stanica. Dakle, tretman je vjerojatno djelovao i na supresiju proliferacije
mati¢nih tumorskih stanica. Kao moguéi mehanizam predlozili su sinergisticki supresijski efekt
cisplatine i AK na mitohondrijsku aktivnost koja je kod populacije mati¢nih tumorskih stanica
znacajna. Bonuccelliisur. (2017) pokazali su na MCF7 stani¢noj liniji raka dojke da AK kao inhibitor
glikolize smanjuje mati¢nost u testu stvaranja mamosfera s ICso vrijedno$éu 1 mM. Takoder,
pokazalo se da je tretman doksiciklinom i AK u kombinaciji efektivan u unistavanju tumorskih
matiénih stanica jer doksiciklin inhibira mitohondrijsku biogenezu i oksidativnu fosforilaciju, dok
AK inhibira glikolizu preko inhibicije gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH) (De Francesco
i sur. 2017). Tretman hepatocelularnog karcinoma in vivo s AK utjecao je na smanjenje
sposobnosti samoobnavljanja i preZivljavanja tumorskih mati¢nih stanica te na smanjenje
ekspresije gena povezanih s mati¢noséu (Lv i sur. 2018). Dakle, postoje istraZivanja Ciji rezultati
pokazuju kako tretman AK ima odredeni ucinak na tumorske mati¢ne stanice razlicitih vrsta raka.
Nije dovoljno istrazeno kakav utjecaj ima tretman AK na tumorske mati¢ne stanice osteosarkoma

i potrebno je vise istraZivanja u tome podrucju.

1.6 Uloga fibroblastnog faktora rasta 2 u uzgoju mezenhimskih mati¢nih stanica
Fibroblastni faktor rasta 2 (FGF2) protein je iz obitelji FGF proteina. Svoje djelovanje postize
vezuéi se na tirozin-kinazne receptore fibroblastnog faktora rasta ¢ime zapocinje stanicno
provodenje signala (Powers i sur. 2000). Tsutsumi i sur. (2001) pokazali su da FGF2 potice
proliferaciju mezenhimskih mati¢nih stanica te da njegova prisutnost omogucuje ocuvanje
multipotentnog potencijala mezenhimskih maticnih stanica tijekom velikog broja mitotskih diobi.
Iz tog razloga, FGF2 koristi se kao uobicajeni dodatni faktor u uzgoju adultnih mati¢nih stanica
(zaragosi i sur. 2006). Dombrowski i sur. (2013) pokazali su kako blokiranje receptora 1
fibroblastnog faktora rasta (FGFR1) uzrokuje smanjenu proliferaciju i onemogucduje prelazak iz G1
u S fazu stani¢nog ciklusa kod mezenhimskih mati¢nih stanica dobivenih iz kosStane srzi. FGF2
vjerojatno pospjesuje proliferaciju putem aktivacije kinaza reguliranih izvanstani¢nim signalima
(ERK) te omoguduje zadrzavanje multipotentnosti aktivacijom Sox2 (Coutu i Galipeau 2011).

Zhang i sur. (2018) pokazali su da je nedostatak FGF2 gotovo potpuno onemogucio stvaranje
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tumorkih sferoida MG-63 stani¢ne linije osteosarkoma, dok je kombinacija nutrijenta B27
izoliranog iz seruma i FGF2 bez ostalih faktora omogudila stvaranje tumorskih sferoida iste
stani¢ne linije. Dakle, FGF2 poti¢e proliferaciju i odrZavanje multipotentnog potencijala
mezenhimskih mati¢nih stanica, a takav efekt pokazan je i na stanicama osteosarkoma. Iz tog
razloga, prisutnost FGF2 u kulturi mogla bi opre¢no djelovati od djelovanja AK za koju istrazivanja

pokazuju suprotna djelovanja.

2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja istraZiti je utjecaj tretmana AK na maticne stanice osteosarkoma te

testirati utjeCe li prisutnost FGF2 na njen ucinak. ToCnije specifi¢ni ciljevi su:

1. istraziti inhibira li dodatak AK (1 mM i 10 mM) rast sferoida osteosarkoma, utjece li na povrsinu

njihova presjeka te ima li prisutnost FGF2 ucinak na utjecaj AK

2. istraziti kako dodatak AK (1 mM i 10mM) utjece na kretanje broja ve¢ naraslih sferoida, povrsinu

njihova presjeka te utjece li prisutnost FGF2 na taj ucinak

3. istraziti mehanizam djelovanja AK na mati¢ne stanice osteosarkoma odredivanjem

vijabilnosti/stani¢ne smrti te analizom matic¢nosti/diferencijacije nakon tretmana

Hipoteza je da ¢e tretman AK inhibirati rast i proliferaciju sferoida koje formiraju maticne
stanice osteosarkoma, da ¢e inducirati njihov gubitak mati¢nosti i apoptozu te da ¢e takav ucinak
biti jaci kod tretmana ve¢om koncentracijom AK. S obzirom da je FGF2 neophodan za odrzavanje
mati¢nosti stanica mezenhimskog porijekla, pretpostavljam da ¢e prisutnost FGF2 ublaziti

djelovanje AK zbog svog oprecnog djelovanja.

3. MATERUJALI | METODE

3.1 Stanic¢na kultura

U istrazivanju sam koristila mati¢ne stanice osteosarkoma prve generacije porijeklom od
dva razliCita pacijenta. Te stanice prethodno su dobivene tako S$to su tumorske stanice
osteosarkoma pojedinog pacijenta nasadene u adherentnu kulturu, a zatim u kulturu za uzgoj

sferoida. Uzgojeni sferoidi su izolirani te ponovo nasadeni u adherentnu kulturu. Na taj nacin
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dobivene su mati¢ne stanice osteosarkoma prve generacije pojedinog pacijenta. IstraZzivanje na
ovim stanicama odobreno je od Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Sestre

milosrdnice (broj odobrenja: EP-16841/17-7).

3.2 Pracenje dinamike rasta sferoida osteosarkoma u neprijanjajuc¢oj kulturi

Mati¢ne stanice osteosarkoma prve generacije dobivene od dva razli¢ita pacijenta uzgojila
sam u adherentnoj kulturi u hranjivom mediju Coon's F12 Ham (Sigma-Aldrich) s 10%-tnim
fetalnim govedim serumom (FBS-om) te penicilinom (100 IU/ml) i streptomicinom (100 pg/ml)
(Capricorn Scientific) uz dodatak FGF2 (10 ng/ml) (,Gibco™ Human FGF-basic (FGF-2/bFGF) (aa
10-155) Recombinant Protein). Za eksperiment nasadila sam ih u plocicu s 24 jazice s
neprijanjaju¢im dnom u kulturu za uzgoj sferoida. Medij za uzgoj sferoida pripremila sam tako Sto
sam pomijesala hranjivi medij Coon's F12 Ham koji je dva puta koncentriran i sadrzi faktore bitne
za uzgoj sferoida (prema Palmini i sur. 2016) s metil-celulozom (2%-tnom) u omjeru 1:1. U svaku
jazicu nasadila sam 10000 stanica u 1 mL medija s metil-celulozom. Imala sam 4 eksperimentalne
skupine koje sam odmah u trenutku nasadivanja tretirala dvjema razli¢itim koncentracijama AK
(konacne koncentracije 1 mM i 10 mM) u prisutnosti i bez prisutnosti FGF2 te dvije kontrolne
skupine koje nisam tretirala AK u prisutnosti i bez prisutnosti FGF2. Osim toga, imala sam jo$ 4
eksperimentalne skupine u koje sam tretman dviju razli¢itih koncentracija AK dodala 19. dan
nakon nasadivanja u sferoide koji su rasli u prisutnosti i bez prisutnosti FGF2 kako bih testirala
utjecaj tretmana na vec postojeée sferoide. Svaka eksperimentalna skupina sadrzavala je po dvije
jazice, a kontrolne skupine po Cetiri jazice. Za bolje razumijevanje i pregled, sve skupine su

navedene u Tablici 1 s pripadaju¢im oznakama i objasnjenjima.
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Tablica 1. Prikaz eksperimentalnih i kontrolnih skupina u eksperimentu praé¢enja dinamike rasta sferoida

osteosarkoma uz tretman AK.

Vrijeme prvog

Oznaka skupine Tretman AK Prisutnost FGF2 (+ili -)
tretmana
10 mM AK +FGF2 10 mM + 0. dan
10 mM AK - FGF2 10 mM - 0. dan
1 mM AK +FGF2 1mM + 0. dan
1 mM AK - FGF2 1mM - 0. dan
10 mM AK 20d +FGF2 10 mM + 19. dan
10 mM AK 20d - FGF2 10 mM - 19. dan
1 mM AK 20d + FGF2 1mM + 19. dan
1 mM AK 20d - FGF2 1mM - 19. dan
KONTR + FGF2 - + -
KONTR - FGF2 - - -

Tijekom 28 dana brojala sam narasle sferoide u pojedinim jaZicama svaka 2 ili 3 dana pomocu
svjetlosnog mikroskopa (Zeiss Axiovert 40 CFL) na povecanju 100 puta. S obzirom da je na takvom
povecanju teZe razlikovati rane stadije sferoida od pojedinacnih stanica, pridrazavala sam se
subjektivnog kriterija da brojim samo one sferoide koji su veci od priblizno 120 um. Tijekom
eksperimenta u jaZice nisam naknadno dodavala medij, FGF2 sam dodavala dva puta tjedno, a AK

jednom tjedno.

3.3 Pracenje povrsine presjeka sferoida osteosarkoma

Od 11. dana nakon nasadivanja pocela sam pratiti i povrsinu presjeka ponajvecih sferoida
iz svake jaZice tako Sto sam prilikom brojanja fotografirala najmanje 3, a najéesce i viSe najvecih
sferoida iz svake eksperimentalne skupine. Ukoliko je u pojedinoj skupini bilo manje od tri sferoida
koja sam brojala tada sam fotografirala samo njih (manje od tri). Fotografije sferoida kasnije sam
analizirala u programu ImagelJ kako bih fotografiranim sferoidima odredila povrsinu presjeka. U
Imagel programu prvo sam odredila mjernu skalu tako $to sam odabrala alat za povlacenje ravnih
linija, povukla ravnu liniju preko mjerila na fotografiji za koje znam da predstavlja duzinu od 200
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pum, a zatim kliknula na Analyze > Set Scale. Pod Known distance upisala sam broj 200, a pod Unit
of length um. Nakon toga otvarala sam pojedinacne fotografije te na svakoj pomodéu alata Polygon
selections obrubila Zeljeni sferoid kao na Slici 2 te odabrala Analyze > Measure gdje sam ocitala

vrijednost Area.

Slika 2. Odabrani sferoid pomocu alata Polygon selections u svrhu mjerenja povrsine presjeka u programu

Imagel

3.4 lzolacija uzgojenih sferoida te izolacija RNA

Nakon 28 dana pradéenja broja i veli¢ine uzgojenih sferoida u trodimenzionalnoj kulturi,
izolirala sam sferoide iz pojedinih skupina koristeci filtere pora 40 um kako bih ih barem
djelomi¢no odvojila od medija i metil-celuloze u kojoj su rasli. Sferoide sam jednom ili dva puta
isprala fosfatnim puferom (PBS-om) po potrebi. Nisam previse ispirala kako ih ne bih unistila.
Izolirane sferoide u PBS-u drzala sam na ledu. Ribonukleinsku kiselinu (RNA) iz sferoida izolirala
sam pomocu reagensa Trizola. Sferoide u PBS-u centrifugirala sam 5 min na 300 g, a zatim isisala
PBS. Na talog sam dodala po 0,8 ml Trizola, resuspendirala, prebacila u epicu od 2 ml te inkubirala
5 minuta na sobnoj temperaturi. Dodala 160 pl kloroforma i rukom tresla 15 sekundi te inkubirala

2 minute na sobnoj temperaturi. Uzorke sam ponovo centrifugirala 15 min na 12000g na sobnoj
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temperaturi. Nakon $to se sadrZaj odvojio u dva sloja, gornji vodeni sloj prebacila sam u novu
epicu te u nju dodala 0,5 ul glikogena (5-10 pg) i 400 pl izopropanola. Inkubirala sam 10 minuta
na sobnoj temperaturi, a nakon toga centrifugirala 10 minuta na 12000 g. Nakon centrifugiranja,
izbacila sam tekucu fazu, a zadrZala talog. Na talog sam dodala 0,8 ml 80%-tnog etanola,
vorteksirala te centrifugirala 5 minuta na 7500g na sobnoj temperaturi. Etanol sam odlila i ponovo
zadrzala talog. Talog sam osusila na zraku i otopila u 50 pl vode bez RNaza. Uzorke sam pospremila
na -20°C. Koncentraciju i ¢isto€u izolirane RNA u svakom uzorku izmjerila sam pomocu uredaja za
mjerenje koncentracije nukleinskih kiselina i ¢isto¢e (NanoDrop - Thermo Scientific) na temelju

mjerenja apsorbancije otopine na valnim duljinama 260 nm, 280 nm i 230 nm.

3.5 Tretman DNazom i reverzna transkripcija

Treman uzoraka DNazom napravila sam pomocu ,,DNase |, RNase-free” (Thermo Scientific)
kita prema protokolu proizvodaca. U svaku (duplu) reakciju dodala sam takav volumen uzorka
RNA da masa dodane RNA bude 51,2 ng. Tretman DNazom za dvije negativne kontrole reverzne
transkripcije napravila sam sa dva uzorka koja su imala najvecu koncentraciju RNA od svakog
pacijenta. Za njih sam pripremila jednostruku koli¢inu reakcije pa sam u svaku dodala takav

volumen uzorka da masa dodane RNA bude 25,6 ng.

Reverznu transkripciju provela sam pomoéu ,High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit-a“ (TermoFisher Scientific) prema protokolu proizvodaca. Pripremila sam duplu koli¢inu
reakcije za svaki uzorak tako $to sam u svaku reakciju dodala cijeli uzorak nakon tretmana
DNAazom (22 pL), 4 uL 10x RT pufera, 1,6 puL 25x dNTP miksa, 4,0 pL 10x nasumiénih pocetnica, 2
pL MultiScribe reverzne transkriptaze, 2 plL inhibitora RNaza te 4,4 plL vode bez nukleaza. Za dvije
negativne kontrole reverzne transkripcije pripremila sam dvije jednostruke reakcije tako Sto sam
u pojedinu reakciju dodala 11 pL reakcije iz tretmana DNazom tog uzorka te sve ostale navedene
sastojke osim reverzne transkriptaze. Umjesto 1 uL reverzne transkriptaze u svaku reakciju sam
dodala za 1 plL vise vode bez nukleaza. Napravila sam dvije negativhe kontrole reverzne
transkripcije, po jednu za svakog pacijenta. Pripremljene reakcije stavila sam u PCR uredaj na

program prema protokolu proizvodaca.
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3.6 Analiza ekspresije markera maticnosti i osteogeneze gPCR-om

Kako bih odredila razinu ekspresije gena za alkalnu fosfatazu, kolagen, Sox2 i Oct4 provela
sam kvantitativnu lancanu reakciju polimerazom (qPCR) pomocu ,,Power SYBR Green PCR Master
Mixa“ (Applied Biosystems) prema protokolu proizvodaca. Za usporedivanje ekspresije gena
koristila sam AACt metodu, a kao endogeni kontrolni gen koristila sam gen za B-aktin. Pojedinu
reakciju u qPCR-u pripremila sam tako $to sam dodala 10 puL Power SYBR Green Master Mix-a, 4
UL otopine forward i reverse pocetnica (koncentracije 25 uM), 2 uL kalupa dobivenog reverznom
transkripcijom te 4 pL vode bez nukleaza. Za svaki uzorak pripremila sam 3 replike za svaki gen.
Takoder, pripremila sam dvije vrste negativnih kontrola. Jedna negativna kontrola sadrzavala je
uzorak iz reverzne transkripcije gdje nije dodana reverzna transkriptaza (negativna kontrola
reverzne transkripcije). Pripremljena je s pocetnicama za gen B-aktina (ACTB) te je pripremljena u
triplikatu. Zatim, pripremila sam negativne kontrole za svaki gen u triplikatu tako Sto sam u
reakciju dodala vodu bez nukleaza umjesto kalupa. gPCR provela sam na programu: 95 °C — 10
min, 45 ciklusa: (95 °C—15s,52 °C—-30s, 72 °C—30s). U Tablici 2 navedene su pocetnice koje su

koristene za pojedini gen.

Tablica 2. Popis koristenih pocetnica za umnaZanje gena ALPL, COL1A1, SOX2, POU5F1 i ACTB te

odgovarajudih temperatura taljenja.

GEN Forward pocetnica Reverse pocCetnica Tm/°C
ALPL 5'-CTGTTTACATTTGGATAC-3’ 5’-ATGGAGACATTCTCGTTC-3' 40,6
COL1A1 5'-GCTATGATGAGAAATCAACCG-3’ 5’-TCATCTCCATTTCCAGG-3’ 49,3
SOX2 5'-ATAATAACAATCATCATCGGCGG-3' | 5-AAAAAGAGAGAGGCAAACTG-3’ 52
POUSF1 5'-GATCACCCTGGGATATACAC-3’ 5'-GCTTTGCATATCTCCTGAAG-3’ 49,8
ACTB 5'-GACGACATGGAGAAAATCTG-3’ 5’-ATGATCTGGGTCATCTTCTC-3’ 50,9

3.7 Pracenje stani¢ne smrti proto¢nom citometrijom
Za eksperiment pradenja udjela stanica koje odlaze u stani¢nu smrt u ovisnosti o tretmanu
AK, nasadila sam stanice svakog pacijenta u 6 Petrijevih zdjelica u adherentnu kulturu. U svaku

zdjelicu nasadila sam po 500 000 stanica u 10 ml medija Coon's F12 Ham te dodala 1 ul FGF2.
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Stanice sam stavila u inkubator na 37 °C i 5% CO.. Tre¢i dan nakon nasadivanja stanice sam
tretirala. Imala sam Cetiri eksperimentalne skupine (tretirane 1 mM i 10 mM AK u prisutnosti i bez
prisutnosti FGF2) te dvije kontrolne skupine (netretirane u prisutnosti i bez prisutnosti FGF2).
Stanice sam tretirala tako $to sam im odsisala medij u kojem su rasle 3 dana te dodala novi medij
s odgovarajuéim tretmanom AK koji sam prethodno pripremila. U skupine koje imaju tretman u
prisutnosti FGF2 dodala sami 1 ul FGF2 u medij, a kod skupina koje imaju tretman bez prisutnosti
FGF2, nisam ga dodala. Na kontrolne skupine stanica dodala sam samo medij bez AK te FGF2 u
jednu skupinu, a u drugu ne. Stanice sam ponovo stavila u inkubator na 24 sata. Sljedeci dan
odsisala sam medij i stanice ispralas 10 ml PBS-a. Odvojila sam ih od podloge pomoéu 1ml tripsina
(Tripsin-EDTA (0,25%) u DPBS-u (1x) (Capricorn Scientific)), a tripsin blokirala s 5 ml medija. Stanice
sam iz Petrijevih zdjelica premjestila u zasebne ,,falkonice” za pojedinu skupinu te ih centrifugirala
5 minuta na 1300g. Odsisala sam medij iznad taloga, a na talog dodala 1 mL medija i
resuspendirala. Uzorke sam c¢uvala na ledu. Nastavak eksperimenta provela sam zajedno s
profesoricom i asistenticom na Institutu Ruder BoSkovi¢. U svaki uzorak od 100 uL dodale smo
100 uL reagensa iz ,Muse Annexin V & Dead Cell Kit-a“ koji obiljeZzava stanice koje na svojoj
povrsini imaju aneksin V (stanice u apoptozi) i boja mrtve stanice. Uzorci su se tako inkubirali 20
minuta. Nakon 20 minuta krenule smo mijeriti udio pojedine vrste stanica (zivih, mrtvih, ranih i
kasnih apoptotskih) pomodéu proto¢nog citometra Guava® Muse® Cell Analyzer prema
odgovaraju¢em protokolu proizvodaca. Mijerenje iz svakog uzorka ponovile smo tri puta.
Rezultate mjerenja obradila sam u programu ,,Muse 1.9 Analysis” tako $to sam na rezultate svih
uzoraka primijenila iste postavke vratiju (granice koje odreduju koje podrucje detekcije ¢e biti

brojano kao odredena vrsta stanice).

3.8 Statisticka obrada podataka

Sakupljene podatke o broju sferoida za pojedinu skupinu u pojedinom danu uprosjecila sam,
a dobivene prosjecne vrijednosti prikazala na grafu u ovisnosti o danu brojanja. Na isti nacin,
uprosjecila sam i prikazala podatke o povrsini sferoida iz pojedine skupine. Za racunanje prosjeka
povrsine koristila sam izmjerene povrsine 4 najveéih sferoida iz pojedine eksperimentalne skupine
(bez obzira sto neke skupine imaju i viSe od 4 fotografirana sferoida) jer bi koristenje nejednolikog

broja fotografiranih sferoida snizilo prosjek onim skupinama koje imaju vise fotografija. Za
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statisticku analizu podataka koristila sam program ,IBM SPSS Statistics”. Razlike u dobivenim
vrijednostima izmedu pojedinih skupina testirala sam za svaki dan brojanja posebno pomoc¢u Two-
way ANOVA testa. Kako bih provjerila jesu li zadovoljene pretpostavke za provodenje navedenog
testa testirala sam normalnu distribuciju podataka i homoscedasti¢nost. Jesu li podaci normalno
distribuirani testirala sam pomocu testa Shapiro-Wilk u pojedinoj skupini. Ukoliko je statisticka
znacajnost testa bila vec¢a od 0,05, nisam odbacila Ho hipotezu, tj. prihvatila sam hipotezu da su
podaci u toj skupini normalno distribuirani. U eksperimentalnim skupinama nisam mogla provesti
taj test jer imaju manje od 3 replike. Za njih sam pretpostavila da su podaci jednako distribuirani
kao i u kontrolnim s obzirom da sadrze stanice iz iste populacije. Zatim sam testirala
homoscedasti¢nost podataka izmedu skupina u svakom danu pomoéu Levene-ovog testa. Ukoliko
je test pokazao statisticku znacajnost manju od 0,05 odbacila sam Ho hipotezu te prihvatila
hipotezu da podaci nisu homoscedastic¢ni. Two-way ANOVA analizu provela sam samo za one dane
gdje su testirani podaci bili homoscedasti¢ni. Dvije nezavisne varijable bile su prisutnost FGF2 (s
vrijednostima: prisutan i nije prisutan) te koncentracija AK (s vrijednostima: 0 mM, ImM i 10 mM),
dok je zavisna varijabla bila broj sferoida u eksperimentima brojanja sferoida, a povrsina presjeka
sferoida u eksperimentima mjerenja povrsine. Post-hoc test koji sam koristila je Tukey. Ukoliko su
rezultati Two-way ANOVA-e pokazali kako postoji interakcija izmedu utjecaja dviju nezavisnih
varijabli, tada sam provela test Simple Main Effects uz Sidak korekciju kako bih usporedila razlike
izmedu vrijednosti dobivenih uz razlicite kombinacije nezavisnih varijabli. Rezultati su prikazani i
analizirani za svakog pacijenta posebno jer stanice ova dva pacijenta opéenito rastu razli¢itom
brzinom i uspjesnoscu, Sto bi vjerojatno uzrokovalo neusporedivost podataka na tako maloj
skupini koja bi se sastojala od dva pacijenta. Takoder, replike (razli¢ite jazice) porijeklom iz jednog
pacijenta obradila sam kao bioloSke replike pa ne mogu kombinirati podatke navedene razine

replika s razinom dvaju razli¢itih pacijenata.

Za eksperiment odredivanja udjela apoptotskih stanica u uzorku nakon 24 satnog tretmana
AK u prisutnosti i bez prisutnosti FGF2, rezultate o postocima pojedine vrste stanica obradila sam
tako Sto sam rezultate za triplikate uprosjecila. Rezultate sam za svaki uzorak prikazala u obliku

stupcastog dijagrama gdje zbroj udjela pojedinih vrsta stanica ¢ini 100%. S obzirom da sam za
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svakog pacijenta imala po jedan uzorak u svakoj eksperimentalnoj skupini, rezultate nisam

statisticki testirala.

4. REZULTATI

4.1. Pracenje inhibicije rasta sferoida u ovisnosti o tretmanu

Rezultati dobiveni brojanjem sferoida dobivenih od stanica pacijenta P16 u pojedinoj
eksperimetalnoj skupini tijekom 27 dana prikazani su na grafu na Slici 3, a rezultati dobiveni
brojanjem sferoida dobivenih od stanica pacijenta P11 na Slici 4. U prikazanim eksperimentalnim
skupinama AK bila je dodana odmah prilikom nasadivanja stanica za sferoide. Za oba pacijenta iz
grafa mozemo vidjeti da su linije eksperimentalnih skupina 10 mM AK +FGF2 i 10 mM AK -FGF2
nize pozicionirane u odnosu na ostale skupine te da u razdoblju brojanja sferoida ne pokazuju
bitni porast u broju sferoida. Takoder, za linije eksperimentalnih skupina 1 mM AK +FGF2 i 1 mM
AK -FGF2 na grafovima se vidi da se otprilike nakon 15 dana pocinju drugacije kretati od
kontrolnih, odnosno u tom razdoblju broj sferoida u navedenim skupinama pocinje stagnirati u

odnosu na kontrolne u kojima pocinje rasti.

Pradenje broja naraslih sferoida - P16
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Slika 3. Pradenje broja naraslih sferoida kod pacijenta P16. Graf koji prikazuje kretanje broja naraslih

sferoida tijekom 27 dana u pojedinoj eksperimentalnoj skupini kod stanica porijeklom od pacijenta P16.
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Svaka eksperimentalna skupina sastojala se od dvije replike, a kontrolne od Cetiri. Radi lakSe interpretacije
grafa, linije eksperimentalnih skupina s prisutnoS¢u FGF2 prikazane su hladnim bojama, a linije
eksperimentalnih skupina bez prisutnosti FGF2 prikazane su toplim bojama. 1 mM AK +FGF2 —
eksperimentalna skupina tretirana 1 mM AK u prisustvu FGF2, 1 mM AK -FGF2 - eksperimentalna skupina
tretirana 1 mM AK bez prisustva FGF2, 10 mM AK +FGF2 — eksperimentalna skupina tretirana 10 mM AK u
prisustvu FGF2, 10 mM AK -FGF2 - eksperimentalna skupina tretirana 10 mM AK bez prisustva FGF2, CTRL

+FGF2 — netretirana skupina u prisustvu FGF2, CTRL -FGF2 — netretirana skupina bez prisustva FGF2.

Pracenje broja naraslih sferoida - P11
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Slika 4. Pracenje broja naraslih sferoida kod pacijenta P11. Graf koji prikazuje kretanje broja naraslih
sferoida tijekom 27 dana u pojedinoj eksperimentalnoj i kontrolnoj skupini kod stanica porijeklom od
pacijenta P11. Svaka eksperimentalna skupina sastojala se od dvije replike, a kontrolne od Cetiri. Radi lakse
interpretacije grafa, linije eksperimentalnih skupina s prisutno$¢u FGF2 prikazane su hladnim bojama, a
linije eksperimentalnih skupina bez prisutnosti FGF2 prikazane su toplim bojama. 1 mM AK +FGF2 —
eksperimentalna skupina tretirana 1 mM AK u prisustvu FGF2, 1 mM AK -FGF2 - eksperimentalna skupina
tretirana 1 mM AK bez prisustva FGF2, 10 mM AK +FGF2 — eksperimentalna skupina tretirana 10 mM AK u
prisustvu FGF2, 10 mM AK -FGF2 - eksperimentalna skupina tretirana 10 mM AK bez prisustva FGF2, CTRL

+FGF2 — netretirana skupina u prisustvu FGF2, CTRL -FGF2 — netretirana skupina bez prisustva FGF2.

Statisticka analiza eksperimentalnih skupina pacijenta P16 pokazala je kako nisu u svim
danima podaci u pojedinim eksperimentalnim skupinama normalno distribuirani te da nisu svi

homoscedasti¢ni. Razlog tome vjerojatno je mali broj replika te ¢este nagle promjene u broju
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sferoida u pojedinoj jaZici izmedu dva brojanja Sto je dovodilo do toga da se broj sferoida jako
razlikuje izmedu dvije replike, tj. da je varijanca u nekim skupinama puno veca od drugih. Rezultati
statisti¢ke analize razlika izmedu pojedinih skupina two-way ANOVA-om prikazani su u Tablici 3.
za pacijenta P16. Za rezultate gdje je znacajna interakcija izmedu dviju neovisnih varijabli, dodatno
su prikazani rezulati analize znacajnosti razlika samo za one kombinacije neovisnih varijabli gdje
je razlika bila znacajna. U sva Cetiri dana utjecaj tretmana AK na broj naraslih sferoida pokazao se
znacajnim (p=<0,001), dok se utjecaj prisutnosti FGF2 nije pokazao znacajnim. Razlika izmedu
tretmana 10 mM AK u odnosu na kontrolnu skupinu u prisutnosti i bez prisutnosti FGF2 pokazala
se znacajnom, dok se razlika izmedu 1 mM AK i kontrolne skupine na dane 8 i 27 pokazala
znacajnom bez obzira na prisutnost FGF2, a nadane 5i 23 samo u prisutnosti FGF2. Razlika izmedu
tretmana 1 mM AK i 10 mM AK nije se pokazala zna¢ajnom bez obzira na prisutnost FGF2 u sva

Cetiri dana.

Tablica 3. Testiranje znacajnosti razlika izmedu pojedinih skupina kod pacijenta P16 u ovisnosti o dvjema
neovisnim varijablama (AK i FGF2). P-vrijednosti niZze od 0,05 smatraju se statisti¢ki znac¢ajnima i oznacene
su zeleno. U danima kada je interakcija AK-FGF2 dala znacajan rezultat, testirane su sve interakcije, ali su

u tablici prikazane samo one koje su dale znacajan rezultat.

Dan brojanja Dan5 Dan 8 | Dan 23 | Dan 27

AK <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001

FGF2 0,898 | 0,067 | 0,156 | 0,903

AK-FGF2 interakcija 0,044 | 0,106 | 0,024 | 0,665

2 | (ImM AK) - (0 mM AK) - 0,008 - 0,002

S | (10 mM AK) - (0 mM AK) ~ | <0001| - | <0001

S | (1 mM AK) - (10 mM AK) - 0,183 ; 0,901
= (10mM AK -FGF2) - (0 mM AK - FGF2) | 0,044 - 0,026 -
(0OmM AK +FGF2) - (1 mM AK +FGF2) | 0,006 - <0,001 -
(10mM AK +FGF2) - (0 mM AK +FGF2) | 0,001 - <0,001 -

Za pacijenta P11 rezultati statisticke analize razlika izmedu pojedinih skupina two-way
ANOVA-om prikazani su u Tablici 4. Kod pacijenta P11 svi podaci u svim eksperimentalnim
skupinama pokazali su se normalno distribuirani na svaki dan brojanja, no podaci za neke dane

nisu bili homoscedasticni, stoga za te dane nije provedena daljnja analiza. Podaci su pokazali kako
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je tretman AK imao statistic¢ki znacajan utjecaj na broj naraslih sferoida u odnosu na kontrolne
skupine, dok prisutnost FGF2 nije imala znacajan utjecaj niti je utjecala na utjecaj AK. Nadalje, u
8. danu brojanja statisti¢ki je znacajna razlika izmedu eksperimentalnih skupina tretiranih 10 mM
AK u odnosu na kontrolne te izmedu eksperimentalnih skupina tretiranih 1 mM AK u odnosu na
eksperimentalne skupine tretirane 10 mM AK, dok razlika izmedu skupina tretiranih s 1 mM AK i
kontrolnih nije znacajna. U svim ostalim danima za koje je ucinjena analiza statisticki je znacajna
razlika izmedu skupina tretiranih objema koncentracijama AK u odnosu na kontrolne skupine, dok

razlika izmedu skupina tretiranih 1 mM AK i skupina tretiranih 10 mM AK nije znacajna.

Tablica 4. Testiranje znacajnosti razlika izmedu pojedinih skupina kod pacijenta P11 u ovisnosti o dvjema

neovisnim varijablama (AA i FGF2). P-vrijednosti niZze od 0,05 smatraju se statisticki znacajnima i oznacene

su zeleno.

Dan brojanja Dan8 | Dan14 | Dan16 | Dan19 | Dan 27
AK 0,012 0,003 | <0,001 0,001 <0,001

g FGF2 0,237 0,897 0,2 0,32 0,343
% AK-FGF2 int. 0,732 0,764 0,115 0,214 0,321
’§ (1mM AK) - (0 mM AK) 0,975 0,034 | <0,001 0,005 0,003
& | (10 mM AK) - (0 mM AK) | 0,012 0,004 | <0,001 0,003 0,002
(1 mM AK) - (10 mM AK) | 0,036 0,486 0,926 0,971 0,982

4.2 Pracenje utjecaja tretmana na povrsinu presjeka sferoida

Mjerenjem povrsine najvecih sferoida u pojedinoj eksperimentalnoj skupini dobivene su
prosjecne vrijednosti povrSina koje su prikazane na Slici 5 (za pacijenta P16) i na Slici 6 (za
pacijenta P11) u ovisnosti o danu brojanja. Eksperimentalne skupine 10 mM AK +FGF2 i 10 mM
AK -FGF2 nisu bile uklju¢ene u mjerenje zbog vrlo malog broja ili potpunog nedostatka sferoida.
Kod oba pacijenta vidljiva je prilicna razlika izmedu povrsine presjeka najveéih sferoida kod
kontrolne skupine gdje su sferoidi rasli u prisustvu FGF2 te skupine tretirane 1 mM AK u prisutvu
FGF2. Zanimljivo je da su linije esperimentalne skupine tretirane 1 mM AK bez prisustva FGF2 te
kontrolne skupine bez prisustva FGF2 kod pacijenta P16 vrlo slicne, tj. povrSine u pojedinim
danima su priblizno jednake izmedu ove dvije skupine. Kod pacijenta P11 ipak se vidi razlika
izmedu povrsina u tim dvjema skupinama, ali je puno manja od razlike u povrSinama izmedu

eksperimentalne skupine tretirane 1 mM AK u prisustvu FGF2 i kontrolne skupine u prisustvu FGF2
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koja je velika kao i kod pacijenta P16. Na grafovima se takoder moze vidjeti kako su sferoidi kod
pacijenta P11 u skupinama koje su rasle u prisutnosti FGF2 veéi od sferoida u istim skupinama kod

pacijenta P16.

Pracenje povrsine presjeka sferoida - P16
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Slika 5. Pradenje povrsine presjeka najvecih sferoida kod pacijenta P16. Graf koji prikazuje kretanje
povrsine presjeka najveéih sferoida tijekom 15 dana u pojedinoj eksperimentalnoj i kontrolnoj skupini kod
stanica porijeklom od pacijenta P16. Svaka eksperimentalna skupina sastojala se od dvije replike, a
kontrolne od Cetiri. 1 mM AK +FGF2 — eksperimentalna skupina tretirana 1 mM AK u prisustvu FGF2, 1 mM
AK -FGF2 - eksperimentalna skupina tretirana 1 mM AK bez prisustva FGF2, CTRL +FGF2 — netretirana

skupina u prisustvu FGF2, CTRL -FGF2 — netretirana skupina bez prisustva FGF2.
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Praéenje povrsine presjeka sferoida - P11
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Slika 6. Pracdenje povrsine presjeka najvecih sferoida kod pacijenta P11. Graf koji prikazuje kretanje
povrsine presjeka najvecih sferoida tijekom 15 dana u pojedinoj eksperimentalnoj i kontrolnoj skupini kod
stanica porijeklom od pacijenta P11. Svaka eksperimentalna skupina sastojala se od dvije replike, a
kontrolne od ¢etiri. 1 mM AK +FGF2 — eksperimentalna skupina tretirana 1 mM AK u prisustvu FGF2, 1 mM
AK -FGF2 - eksperimentalna skupina tretirana 1 mM AK bez prisustva FGF2, CTRL +FGF2 — netretirana
skupina u prisustvu FGF2, CTRL -FGF2 — netretirana skupina bez prisustva FGF2.

Na Slici 7 prikazan je najvedi fotografirani sferoid iz skupine tretirane 1 mM AK u prisutnosti
FGF2 i najveci fotografirani sferoid iz kontrolne skupine u prisutnosti FGF2 kod pacijenta P16 i

pacijenta P11 na 19. dan uzgoja.
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Slika 7. Prikaz najveceg fotografiranog sferoida iz skupine tretirane 1 mM AK u prisutnosti FGF2 (1 mM AK
+FGF2) i kontrolne skupine u prisutnosti FGF2 (CTRL +FGF2) kod oba pacijenta na 19. dan uzgoja

Statisticka analiza podataka dobivenih mjerenjem povrsSina presjeka najvecih sferoida
pokazala je da su podaci normalno distribuirani u svakoj eksperimentalnoj i kontrolnoj skupini u
svakom danu kod oba pacijenta. Takoder, podaci u svakom danu bili su homoscedasti¢ni kod
pacijenta P16, dok kod pacijenta P11 nisu u zadnja dva dana. Iz tog razloga podatke iz zadnja dva
dana mjerenja kod pacijenta P11 nisam analizirala two-way ANOVA-om. Rezultati statisticke
analize razlika izmedu pojedinih skupina two-way ANOVA-om prikazani su u Tablici 5. za pacijenta
P16. U svim danima pokazalo se da postoji znacajna interakcija izmedu dviju neovisnih varijabli
(AK i FGF2) pa je u tablici prikazana samo p-vrijednost za interakciju, a ne i za svaku pojedinacnu
varijablu jer se utjecaj pojedine varijable ne mozZe interpretirati zasebno. Iz tog razloga, prikazani
su rezultati analize znacajnosti razlike izmedu tretirane skupine i kontrolne skupine posebno u
prisutnosti FGF2 i bez prisutnosti FGF2. Daljnja analiza pokazala je kako u svakom od dana postoji
statisticki znacajna razlika izmedu povrsine najvedih sferoida u eksperimentalnoj skupini tretiranoj

1 mM AK u prisutnosti FGF2 u odnosu na kontrolnu skupinu gdje su sferoidi rasli takoder u
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prisutnosti FGF2. Nadalje, pokazalo se da ta razlika nije znacajna izmedu eksperimentalne skupine
gdje su sferoidi tretirani 1 mM AK bez prisutnosti FGF2 u odnosu na kontrolnu skupinu bez

prisutnosti FGF2.

Tablica 5. Testiranje znacajnosti razlika u povrsini najvecih sferoida izmedu pojedinih skupina kod pacijenta
P16. U svim danima statisticka znacajnost interakcije dviju neovisnih varijabli (AK i FGF2) je znacajna, zbog
Cega su razlike testirane izmedu eksperimentalnih i kontrolnih skupina u prisutnosti FGF2 i bez prisutnosti

FGF2. P-vrijednosti nize od 0,05 smatraju se statisticki znacajnima i oznacene su zeleno.

Dan brojanja Dan12 | Dan16 | Dan19 | Dan23 | Dan27

2 AK-FGF2 int. <0,001 0,049 0,003 0,043 <0,001
§ (1 mM AK +FGF2) - (0

2 | mM AK +FGF2) <0,001 0,008 <0,001 0,001 <0,001
i (1 mM AK -FGF2) - (0

mM AK -FGF2) 0,991 0,843 0,67 0,076 0,289

Za pacijenta P11, rezultati statisticke analize razlika izmedu pojedinih skupina two-way
ANOVA-om prikazani su u Tablici 6. Analiza je pokazala da je u svakom danu mjerenja interakcija
utjecaja neovisnih varijabli znacajna te je u svim danima bila statisticki znac¢ajna razlika izmedu
eksperimentalne skupine tretirane 1 mM AK u prisutnosti FGF2 te kontrolne skupine u prisutnosti
FGF2 kao i kod pacijenta P16. Za razliku od pacijenta P16, ovdje se u 16. danu pokazala znacajna i
razlika izmedu eksperimentalne skupine tretirane 1 mM AK bez prisutnosti FGF2 te kontrolne
skupine bez prisutnosti FGF2. Ipak, odgovarajuéa p-vrijednost (p=0,011) za tu razliku, veca je od

ostalih dobivenih znacajnih p-vrijednosti.
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Tablica 6. Testiranje znacajnosti razlika u povrsini najveéih sferoida izmedu pojedinih skupina kod pacijenta
P11. U svim danima statisticka znacajnost interakcije dviju neovisnih varijabli (AK i FGF2) je znacajna, zbog
Cega su razlike testirane izmedu eksperimentalnih i kontrolnih skupina u prisutnosti FGF2 i bez prisutnosti

FGF2. P-vrijednosti nize od 0,05 smatraju se statisticki znac¢ajnima i oznacene su zeleno.

Dan brojanja Dan 12 Dan 16 Dan 19
g AK-FGF2 int. 0,004 0,001 0,042
}':i (1 mM AK +FGF2) - (0 mM AK +FGF2) | 0,001 <0,001 0,004
z— (1 mM AK -FGF2) - (0 mM AK -FGF2) 0,646 0,011 0,369

4.3 Pradenje utjecaja naknadno dodanog tretmana na broj naraslih sferoida

Podaci o kretanju broja naraslih sferoida u pojedinim eksperimentalnim skupinama gdje je
AK dodana 19. dan uzgoja prikazani su u ovisnosti o danu brojanja na Slici 8 za pacijenta P16, a na
Slici 9 za pacijenta P11. Kod pacijenta P16 na grafu se vidi da je 21. dan zabiljeZen pad broja
sferoida u svim eksperimentalnim i kontrolnim skupinama, Sto znaci da nije bio uzrokovan
dodatkom tretmana veé najvjerojatnije nekim vanjskim utjecajom. Sljedeéa dva brojanja pokazala
su da je u eksperimentalnim skupinama gdje je dodana AK konacne koncentracije 10 mM doslo
do stagnacije broja sferoida nakon tog pada (kod skupine koja je rasla bez prisutnosti FGF2) ili do
sporijeg rasta (kod skupine koja je rasla u prisutnosti FGF2). Dodatak AK konacne koncentracije 1
mM nije utjecao na broj i daljnji rast novih sferoida u tim eksperimentalnim skupinama. Nasuprot
tome, kod pacijenta P11 rezultat se pokazao prilicno drugaciji. Nakon dodatka tretmana doslo je
do pada broja sferoida za otprilike pola u skupinama gdje je dodana AK obje koncentracije, a rasle
su u prisutnosti FGF2, dok kod skupina gdje je dodana AK istih koncentracija, ali bez prisutnosti
FGF2 uopce nije doslo do pada u broju sferoida, veé je dosSlo i do blagog porasta. Potrebno je imati
na umu kako su na grafovima prikazani normalizirani podaci koji samo govore o tome kako se broj
sferoida kretao u pojedinoj skupini zasebno u odnosu na 19. dan, ali ne govore o stvarnom broju
sferoida koji se nalazio u pojedinoj jazici jer tada podaci ne bi mogli biti usporedivi zbog razlika u
pocetnom broju sferoida na 19. dan izmedu jaZica koje su kasnije tretirane ili nisu. Zbog toga sto
su podaci normalizirani, a podaci o stvarnom broju sferoida nisu usporedivi, statisticka analiza nije

ucinjena za ovaj dio eksperimenta.

27



Kretanje broja sferoida nakon dodatka tretmana 19. dana uzgoja
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Slika 8. Kretanje broja sferoida nakon dodatka tretmana 19. dana uzgoja kod pacijenta P16. Graf koji
prikazuje kretanje broja naraslih sferoida u pojedinoj eksperimentalnoj skupini i kontrolnim skupinama
nakon 19. dana kada je u te eksperimentalne skupine dodan tretman. Svaka eksperimentalna skupina
sastojala se od dvije replike, a kontrolne od cetiri. Na grafovima je prikazan normaliziran broj sferoida u
pojedinoj skupini u odnosu na broj sferoida u toj skupini na 19. dan. 1 mM AK +FGF2 — eksperimentalna
skupina tretirana 1 mM AK u prisustvu FGF2, 1 mM AK -FGF2 - eksperimentalna skupina tretirana 1 mM
AK bez prisustva FGF2, 10 mM AK +FGF2 — eksperimentalna skupina tretirana 10 mM AK u prisustvu FGF2,
10 mM AK -FGF2 - eksperimentalna skupina tretirana 10 mM AK bez prisustva FGF2, CTRL +FGF2 —

netretirana skupina u prisustvu FGF2, CTRL -FGF2 — netretirana skupina bez prisustva FGF2.
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Kretanje broja sferoida nakon dodatka tretmana 19. dana uzgoja
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Slika 9. Kretanje broja sferoida nakon dodatka tretmana 19. dana uzgoja kod pacijenta P11. Graf koji
prikazuje kretanje broja naraslih sferoida u pojedinoj eksperimentalnoj skupini i kontrolnim skupinama
nakon 19. dana kada je u te eksperimentalne skupine dodan tretman. Svaka eksperimentalna skupina
sastojala se od dvije replike, a kontrolne od cetiri. Na grafovima je prikazan normaliziran broj sferoida u
pojedinoj skupini u odnosu na broj sferoida u toj skupini na 19. dan. 1 mM AK +FGF2 — eksperimentalna
skupina tretirana 1 mM AK u prisustvu FGF2, 1 mM AK -FGF2 - eksperimentalna skupina tretirana 1 mM
AK bez prisustva FGF2, 10 mM AK +FGF2 — eksperimentalna skupina tretirana 10 mM AK u prisustvu FGF2,
10 mM AK -FGF2 - eksperimentalna skupina tretirana 10 mM AK bez prisustva FGF2, CTRL +FGF2 —

netretirana skupina u prisustvu FGF2, CTRL -FGF2 — netretirana skupina bez prisustva FGF2.

4.4 Pracenje utjecaja naknadno dodanog tretmana na povrsinu naraslih sferoida
Rezultati dobiveni mjerenjem povrSine sferoida nakon dodatka tretmana u
eksperimentalne skupine u odnosu na kontrolne u ovisnosti o danu mjerenja prikazani su na Slici
10 za pacijenta P16. Kod pacijenta P16 nakon dodatka tretmana doslo je do pada u povrsini
presjeka sferoida u svim eksperimentalnim skupinama u odnosu na kontrolne koje nisu dozivjele
takav pad. Pad u povrsini koji se vidi na 27. dan kod kontrolne skupine koja je rasla bez FGF2
vjerojatno je uzrokovan opcenito ,iscrpljenjem® kulture nakon 27 dana. | kod skupina koje su rasle
u prisutnosti FGF2 i bez doslo je do veéeg pada u povrsini presjeka najvecih sferoida u onim

skupinama koje su tretirane 10 mM AK u odnosu na 1 mM. Veca razlika postoji izmedu skupina
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koje su rasle u prisutnosti FGF2, dok kod onih koje su rasle bez prisutnosti FGF2 nije velika razlika

izmedu skupine tretirane 10 mM AK i skupine tretirane 1 mM AK.

Praéenje povrsine sferoida nakon tretmana 19. dana - P16
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Slika 10. Graf koji prikazuje kretanje povrsine presjeka najvecih sferoida u pojedinoj eksperimentalnoj i
kontrolnoj skupini nakon $to je u eksperimentalne dodan tretman 19. dana uzgoja kod pacijenta P16. Svaka
eksperimentalna skupina sastojala se od dvije replike, a kontrolne od cetiri. 1 mM AK +FGF2 —
eksperimentalna skupina tretirana 1 mM AK u prisustvu FGF2, 1 mM AK -FGF2 - eksperimentalna skupina
tretirana 1 mM AK bez prisustva FGF2, 10 mM AK +FGF2 — eksperimentalna skupina tretirana 10 mM AK u
prisustvu FGF2, 10 mM AK -FGF2 - eksperimentalna skupina tretirana 10 mM AK bez prisustva FGF2, CTRL

+FGF2 — netretirana skupina u prisustvu FGF2, CTRL -FGF2 — netretirana skupina bez prisustva FGF2.

Za razliku od pacijenta P16, kod pacijenta P11 (Slika 11) uopée nije doSlo do pada u povrsini
presjeka najvecih sferoida u skupini koja je tretirana 1 mM AK u prisutnosti FGF2 do sljedeéeg
mjerenja nego je blagi pad zabiljeZzen tek 27. dan mjerenja. Ovdje je do najveceg pada u povrsini
doslo kod skupine tretirane 10 mM AK u prisutnosti FGF2 koja se smanijila ¢ak do razine na koju
su pale povrsSine u eksperimentalnim skupinama koje su rasle bez FGF2. U tim skupinama doslo je

do pada u povrsini, ali je on bio blazi nego kod pacijenta P16.
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Pradenje povrsine sferoida nakon tretmana 19. dana - P11
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Slika 11. Graf koji prikazuje kretanje povrsine presjeka najvedih sferoida u pojedinoj eksperimentalnoj i
kontrolnoj skupini nakon $to je u eksperimentalne dodan tretman 19. dana uzgoja kod pacijenta P11. Svaka
eksperimentalna skupina sastojala se od dvije replike, a kontrolne od cetiri. 1 mM AK +FGF2 -
eksperimentalna skupina tretirana 1 mM AK u prisustvu FGF2, 1 mM AK -FGF2 - eksperimentalna skupina
tretirana 1 mM AK bez prisustva FGF2, 10 mM AK +FGF2 — eksperimentalna skupina tretirana 10 mM AK u
prisustvu FGF2, 10 mM AK -FGF2 - eksperimentalna skupina tretirana 10 mM AK bez prisustva FGF2, CTRL

+FGF2 — netretirana skupina u prisustvu FGF2, CTRL -FGF2 — netretirana skupina bez prisustva FGF2.

U Tablici 7 prikazani su rezultati statisticke analize znacajnosti utjecaja pojedinih varijabli
te znacajnosti razlika izmedu pojedinih eksperimentalnih i kontrolnih skupina za pacijenta P16
ukoliko se interakcija neovisnih varijabli (AK i FGF2) pokazala znacajna. Statisti¢ka analiza pokazala
je da je u 23. danu statisticki znacajan utjecaj obje neovisne varijable na mjerenu povrsinu
(p(AK)=<0,001, p(FGF2)=0,003), dok njihova interakcija nije znacajna. Daljnja analiza pokazala je
da postoji statisticki znacajna razlika u povrsini sferoida izmedu eksperimentalnih skupina
tretiranih 1 mM AK u odnosu na kontrolne (p=0,004) te izmedu eksperimentalnih skupina
tretiranih 10 mM AK u odnosu na kontrolne (<0,001), dok razlika izmedu eksp. skupina tretiranih
1 mM AK i skupina tretiranih 10 mM AK nije znacajna. U danu 27 pokazalo se da postoji statisticki
znacajna interakcija izmedu utjecaja dviju neovisnih varijabli (p=0,001) pa su u daljnjoj analizi

31



testirane razlike izmedu svih eksperimentalnih i kontrolnih skupina pojedina¢no. Rezultat je
pokazao kako je izmedu skupina koje su rasle bez FGF2 znacajna samo razlika izmedu skupine koja
je 19. dan tretirana 10 mM AK i kontrolne skupine. Nasuprot tome, kod skupina koje su rasle u
prisutnosti FGF2 pokazala se statisticki znacajna razlika izmedu skupine tretirane 10 mM AK i
kontrolne, izmedu skupine tretirane 1 mM AK i kontrolne te izmedu skupine tretirane 10 mM AK
i skupine tretirane 1 mM AK.

Tablica 7. Testiranje znacajnosti razlika u povrsini najveéih sferoida izmedu pojedinih skupina kod
pacijenta P16 nakon $to je tretman dodan 19. dan uzgoja. Prikaz dobivenih p-vrijednosti za utjecaj
pojedine varijable na povrsinu presjeka sferoida te znacajnosti razlika izmedu pojedinih eksperimentalnih

i kontrolnih skupina kod pacijenta P16. P-vrijednosti niZe od 0,05 smatraju se statisticki znacajnimai
oznacene su zeleno.

Dan brojanja Dan 23 Dan 27
AK <0,001 <0,001
FGF2 0,003 <0,001
AK-FGF2 int. 0,563 <0,001
% | (ImM AK) - (0 mM AK) 0,004
§ (10 mM AK) - (0 mM AK) <0,001
S | (1 mMAK) - (10 mM AK) 0,076
% | (10 mM AK -FGF2) - (0 mM AK -FGF2) 0,016
(1 mM AK +FGF2) - (0 mM AK +FGF2) <0,001
(10 mM AK +FGF2) - (0 mM AK +FGF2) <0,001
(1 mM AK +FGF2) - (10 mM AK +FGF2) 0,002

Za pacijenta P11 two-way ANOVA nije ucinjena jer se testiranjem podataka pokazalo kako

podaci nisu homoscedasticni, a to je jedan od preduvjeta provodenja ANOVA-e.

4.5 Rezultati analize ekspresije markera maticnosti i diferencijacije

Koncentracije RNA izolirane iz pojedinog uzorka sferoida bile su priliéno niske te je omjer
A260/A230 takoder bio jako nizak. Na uzorcima cDNA dobivenim reverznom transkripcijom
uzoraka RNA izoliranim iz pojedine skupine sferoida analiza ekspresije markera maticnosti i
diferencijacije nije uspjela. U qPCR-u nije uopce doslo do ocitanja signala za velik broj uzoraka, a

tamo gdje je doslo to oditanje dogodilo se u vrlo kasnim ciklusima (Slika 12), a najcesée je
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zabiljezeno u samo jednoj od 3 replike. 1z tog razloga, nisam obradila podatke niti u tim

slucajevima kada je signal oéitan u vrlo visokom ciklusu umnazanja jer je moguce da je

nespecifican. Gen za endogenu kontrolu (B-aktin) u vecini uzoraka se umnozio, no signal je isto

uglavnom detektiran u visokim ciklusima. Nisam analizirala njegove Ct vrijednosti jer taj gen nije

od interesa ve¢ je trebao posluZziti kao endogena kontrola za analizu ekspresije drugih gena.
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Slika 12. Krivulje detekcije fluorescentnog signala u ovisnosti o broju ciklusa u uzorcima gdje je signal ocitan

kod pacijenta P16 (a) i pacijenta P11 (b). Fluorescentni signal u svim uzorcima detektiran je vrlo kasno, a

liniju praga prelazi tek nakon 40 ciklusa i vise.
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4.6 Udio apoptotskih i mrtvih stanica nakon jednodnevnog tretmana

Rezultati eksperimenta u kojem su maticne stanice prve generacije u adherentnoj kulturi
tretirane dvjema koncentracijama AA u prisutnosti i bez prisutnosti FGF2 24 sata, a zatim udio
Zivih i apoptotskih stanica mjeren pomodéu proto¢nog citometra, prikazani su na Slici 13 za
pacijenta P16 te na Slici 14 za pacijenta P11. Kod oba pacijenta nakon 24-satnog tretmana 10 mM
AK u prisutnosti i bez prisutnosti FGF2 doslo je do velikog pada udjela Zivih stanica (na 13-15%) u
odnosu na kontrolne skupine gdje je udio Zivih stanica bio iznad 80%. Kod skupina tretiranih 1 mM
AK u prisutnosti i bez prisutnosti FGF2 doslo je do vrlo blagog pada u udjelu Zivih stanica u odnosu
na kontrolne skupine. Udio Zivih stanica smanjio se tek za nekoliko postotaka. Kod oba pacijenta
pokazalo se da prisutnost ili neprisutnost FGF2 nije utjecala na udio Zivih i apoptotskih stanica u
skupinama koje su tretirane istom koncentracijom AK. Jedina primjetna razlika zabiljezena je kod

pacijenta P16 izmedu skupina koje su tretirane 10 mM AK, no niti ona nije velika.

Udio Zivih i apoptotskih stanica u uzorku matiénih stanica osteosarkoma
pacijenta P16 1. generacije nakon jednodnevnog tretmana AK
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Slika 13. Udio zZivih i apoptotskih stanica u uzorcima maticnih stanica osteosarkoma pacijenta P16 prve
generacije nakon jednodnevnog tretmana AK u prisutnosti ili bez prisutnosti FGF2. Mjerenje je izvrSeno 24

sata nakon tretmana. Svakim tretmanom tretirane su stanice u jednoj petrijevci. 1 mM AK +FGF2 — uzorak
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tretiran 1 mM AK u prisustvu FGF2, 1 mM AK -FGF2 — uzorak tretiran 1 mM AK bez prisustva FGF2, 10 mM
AK +FGF2 — uzorak tretiran 10 mM AK u prisustvu FGF2, 10 mM AK -FGF2 — uzorak tretiran 10 mM AK bez
prisustva FGF2, CTRL +FGF2 — netretirani uzorak u prisustvu FGF2, CTRL -FGF2 — netretirani uzorak bez

prisustva FGF2

Udio Zivih i apoptotskih stanica u uzorku mati¢nih stanica osteosarkoma
pacijenta P11 1. generacije nakon jednodnevnog tretmana AK
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Slika 14. Udio Zivih i apoptotskih stanica u uzorcima maticnih stanica osteosarkoma pacijenta P11 prve
generacije nakon jednodnevnog tretmana AK u prisutnosti ili bez prisutnosti FGF2. Mjerenje je izvr$eno 24
sata nakon tretmana. Svakim tretmanom tretirane su stanice u jednoj petrijevci. 1 mM AK +FGF2 — uzorak
tretiran 1 mM AK u prisustvu FGF2, 1 mM AK -FGF2 - uzorak tretiran 1 mM AK bez prisustva FGF2, 10 mM
AK +FGF2 — uzorak tretiran 10 mM AK u prisustvu FGF2, 10 mM AK -FGF2 — uzorak tretiran 10 mM AK bez
prisustva FGF2, CTRL +FGF2 — netretirani uzorak u prisustvu FGF2, CTRL -FGF2 — netretirani uzorak bez

prisustva FGF2
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5. RASPRAVA

Rezultati dobiveni brojanjem sferoida koji su tretirani AK (1 mM i 10 mM) u prisutnosti ili
bez prisutnosti FGF2 odmah prilikom nasadivanja pokazali su da tretman AK ima odredeni
negativan ucinak na rast sferoida. Taj ucinak nije bio u potpunosti jednoli¢an i potpuno predvidiv
u svim danima i kod oba pacijenta. Ono $to je najuniformnije pokazano kod oba pacijenta je razlika
u broju naraslih sferoida izmedu eksperimentalnih skupina tretiranih 10 mM AK u odnosu na
kontrolne skupine koje nisu bile tretirane i ta razlika pokazala se statisticki znacajna bez obzira na
prisutnost ili odsutnost FGF2. Ta koncentracija uzrokovala je gotovo potpunu inhibiciju rasta
sferoida. Takav rezultat u skladu je s pretpostavkom da ¢ée 10 mM koncentracija AK uzrokovati
ja€u inhibiciju rasta, ali nije u skladu s pretpostavkom da ¢e prisutnost FGF2 imati utjecaj na ucinak
AK. Kod pacijenta P11 u vecini dana pokazala se statisticki znacajna razlika i izmedu skupina
tretiranih 1 mM AK u odnosu na kontrolne bez obzira na prisutnost FGF2, dok se kod pacijenta
P16 ta razlika u dva dana (8 i 27) pokazala statisti¢ki zna¢ajnom bez obzira na prisutnost FGF2, a
u druga dva dana (5 i 23) pokazala se zna¢ajnom samo u prisutnosti FGF2. Takav rezultat nije u
potpunosti konzistentan i vjerojatno je tome uzrok mali broj replika. Takoder, nedostatak je Sto
nije bilo mogude provesti statisticku analizu za sve dane brojanja. Prilikom brojanja primijecena je
pojava da nakon veceg porasta broja sferoida u odredenoj jazici dode do naglog pada sferoida u
toj jaZici i obrnuto. To bi mogao biti uzrok postojanja razli¢ite varijance u razli¢itim skupinama.
Kao prvi razlog tome pretpostavila sam da je subjektivnost u brojanju i procjeni je li nesto sferoid
ili stanica, no ucestalost takve pojave navela me na misljenje kako ipak postoji neki bioloski razlog
koji uzrokuje takvu pojavu kao npr. dodavanje AK ili FGF2. Rezultati kod pacijenta P11 pokazali su
kako prisutnost ili odsutnost FGF2 ne ¢ini znacajnu razliku na rezultat mjerenja, dok je kod
pacijenta P16 u dva dana pokazano da postoji statisti¢ki znacajna interakcija u¢inaka AK i FGF2.
Takav rezultat uglavnom nije u skladu s pretpostavkom da ée prisutnost FGF2 negativno utjecati
na ucinak AK jer FGF2 poti¢e odrzavanje mati¢nosti (Basu-Roy i sur. 2013). U danima i gdje je
pokazana statisticki znacajna interakcija, u¢inak FGF2 bio je potpuno suprotan od ocekivanog,
njegova prisutnost pridonijela je inhibitornom djelovanju AK na rast sferoida. Da bi se potvrdio
neutralan u¢inak FGF2 potrebno je provesti jos sli¢nih eksperimenata koji bi trebali sadrzavati vise

replika kako bi se umanjio efekt slucajnosti u donosenju zakljuc¢aka. Nepotpuna jednoznacnost
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dobivenih rezultata vjerojatno slijedii iz ¢injenice da su koriStene stanice porijeklom iz dva razlicita
pacijenta, Sto znadi da nisu genetski identi¢ne, pa mogu pokazivati razli¢ite odgovore na odredene
uvjete. Dobiveni rezultat u skladu je s rezultatima Oka i sur. koji su pokazali da tretman
kombinacijom cisplatine i AK uzrokuje smanjeno stvaranje sferoida U20S stanica (stani¢na linija
osteosarkoma). Ovo istrazivanje pokazalo je i da AK sama ima takav inhibitorni ucinak, no
potrebno je joS istrazivanja i eksperimenata koji bi ukljucivali veéi broj replika i razlicite
koncentracije AK od 1mM do 10 mM. Utjecaj tretmana AK na sferoide osteosarkoma jako je malo
istraZzen, no postoje istraZivanja koja su testirala utjecaj tretmana AK na sferoide drugih vrsta raka.
Xu i sur. (2020) pokazali su kako tretman AK inhibira stvaranje sferoida in vitro kod 1D8 misjih
stanica koje su nalik ljudskim epitelnim tumorskim stanicama jajnika. U istrazivanju Wan i sur.
(2021) tretman AK Huh7 i Hep3B tumorskih stanica jetre takoder je smanjio broj naraslih sferoida,
a efekt je bio ovisan o primijenjenoj dozi kao i u ovom istraZivanju. Zatim, Bonuccelli i sur. (2017)
tretirali su MCF7 stani¢nu liniju tumora dojke, a rezultati su pokazali kako tretman 1 mM AK
otprilike upola smanjuje broj naraslih sferoida, dok 2 mM AK uzrokuje pad u broju sferoida od
otprilike 80%. S obzirom da je u ovom istrazivanju 10 mM AK gotovo u potpunosti inhibirala
stvaranje sferoida, u buducim istrazivanjima potrebno je testirati u¢inak i drugih koncentracija AK
izmedu 1 mM i 10 mM. Skube (2018) tretirao je mati¢ne stanice osteosarkoma 30 pg/ml (0,17
mM) i 40 pg/ml (0,23 mM) AK. U tretiranim uzorcima doslo je do formiranja samo nekoliko
sferoida izmedu 13. i 17. dana uzgoja. U ovom istraZzivanju nisu koristene koncentracije AK nize
od 1 mM, ali mozemo svejedno zakljuciti da je zabiljezen puno blazi efekt inhibicije formiranja
sferoida jer su se sferoidi formirali i u uzorcima tretiranim 1 mM AK, samo u manjem broju od
kontrolnih uzoraka. Ni jedno od navedenih prethodnih istraZivanja, nije testiralo utjece li

prisutnost FGF2 na djelovanje AK, stoga je potrebno jos istrazivanja koja bi testirala i taj utjeca;j.

U pracenje povrsine presjeka najvecih sferoida u pojedinoj skupini uklju¢ene su bile samo
eksperimentalne skupine tretirane 1 mM AK i kontrolne jer u eksperimentalnim skupinama
tretiranim 10 mM AK nije bilo dovoljno zabiljeZenih sferoida. Kod oba pacijenta pokazalo se da
dolazi do puno veceg smanjenja u tretiranoj skupini koja je rasla u prisutnosti FGF2 (u odnosu na
kontrolnu koja je rasla u prisutnosti FGF2) nego kod tretirane skupine koja je rasla bez prisutnosti

FGF2. Ta razlika pokazala se znacajnom u svim danima kod oba pacijenta, a povrsina sferoida bila
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je manja ¢ak upola ili vise. Cinjenica da je doslo do smanjenja povriine presjeka sferoida u
tretiranoj skupini u skladu je s poetnom pretpostavkom, ali pojava da je takav efekt smanjenja
zabiljezen kod skupina koje su rasle u prisutnosti FGF2 potpuno je suprotan od pretpostavke da
¢e prisutnost FGF2 negativno utjecati na ucinak AK. Kod pacijenta P16 pokazalo se da 1 mM AK
nema znacajan ucinak na smanjenje povrsine sferoida koji su rasli bez prisutnosti FGF2, dok se
kod pacijenta P11 u jednom danu pokazalo da ima znacajan ucinak, ali i u tom slucaju p-vrijednost
bila je veéa nego za skupinu tretiranu istom koncentracijom AK koja je rasla u prisutnosti FGF2.
Dakle, praéenje utjecaja na povrSinu sferoida pokazalo je kako postoji statisti¢ki znacajna
interakcija izmedu AK i FGF2. Osim toga, zanimljivo je primjetiti razliku u veli¢ini sferoida izmedu
kontrolnih skupina koje su rasle u prisutnosti FGF2 izmedu dva pacijenta. Sferoidi kod pacijenta
P11 opdéenito su u toj skupini bili vec¢i u odnosu na sferoide pacijenta P16, Sto govori o razli¢itosti
stanica tih dvaju pacijenata. U istrazivanju u kojem su tretirane Huh7 i Hep3B tumorske stanice
jetre s AK takoder je doslo do smanjenja volumena formiranih sferoida u odnosu na netretirane

(Wanisur. 2021).

Rezultati eksperimenta brojanja sferoida nakon Sto je tretman dodan 19. dana uzgoja
prikazani su normalizirani da bi lakSe bili usporedivi jer su se na dan tretmana pojedine jaZice jako
razlikovale u broju do tad naraslih sferoida. Normalizacijom podataka cilj je bio prikazati, ako sve
skupine krec¢u iz iste pozicije, u kojem smjeru ¢e se kretati broj sferoida u pojedinoj
eksperimentalnoj skupini nakon tretmana. U ovom eksperimentu prili¢no razlicit rezultat dobiven
je izmedu dva pacijenta. Kod pacijenta P16 doslo je do pada, a zatim stagnacije ili sporijeg rasta
kod skupina u koje je dodan tretman 10 mM AK u prisutnosti i bez prisutnosti FGF2, dok kod
skupina u koje je dodana 1 mM AK nije dosSlo do primjetnog pada u broju sferoida u odnosu na
kontrolne. Takav rezultat djelomi¢no je u skladu s hipotezom jer je do najveéeg ucinka doslo u
eksperimentalnim skupinama tretiranim 10 mM AK, no hipoteza pretpostavlja da ée do blazeg
smanjenja dodi i u eksperimentalnim skupinama tretiranim 1 mM AK, $to se nije dogodilo. Ako
usporedimo skupine tretirane 10 mM AK, do vece stagnacije doslo je u onoj skupini koja je rasla
u prisutnosti FGF2. Takav rezultat ponovo je potpuno suprotan od onog $to je ocekivano
hipotezom, no takva pojava vise puta do sad zabiljezena je u ovom istrazivanju. Kod ovog pacijenta

u svim skupinama doslo je do pada u broju sferoida do sljede¢eg mjerenja nakon tretmana, no s
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obzirom da je do njega doslo i u kontrolnim skupinama, uzrok tog pada nije dodatak AK. S druge
strane, kod pacijenta P11 do zamjetnog pada doslo je kod skupina koje su bile tretirane 10 mM i
1 mM AK, a rasle su u prisutnosti FGF2. Takav rezultat ponovo nije u skladu s hipotezom jer kod
ovog pacijenta obje koncentracije AA postizu isti efekt smanjenja u broju sferoida ako su rasle u
prisutnosti FGF2, dok je hipoteza pretpostavljala da ¢e efekt biti jaci kod 10 mM AK. Takoder,
¢injenica da je do smanjenja doslo u onim skupinama koje su rasle u prisutnosti FGF2, dok uopdée

nije doslo do smanjenja u skupinama koje su rasle bez FGF2, potpuno je suprotna od hipoteze.

Pracenje povrsine sferoida u eksperimentalnim skupinama nakon istog tretmana 19. dana
pokazalo je vrlo heterogene rezultate. Kod pacijenta P16 do sljede¢eg mjerenja nakon tretmana
doslo je do statisticki znacajnog pada u svim eksperimentalnim skupinama u odnosu na kontrolne.
Najvedi pad u odnosu na kontrolnu zabiljeZzen je kod skupine koja je tretirana 10 mM AK, a rasla
je u prisutnosti FGF2. Sferoidi u eksperimentalnim skupinama koje su rasle bez FGF2 pali su na
nizu razinu, no i kontrolna skupina koja je rasla bez FGF2 nalazila se niZe od kontrolne koja je rasla
u prisutnosti FGF2. lako je na grafu primjetna razlika izmedu skupina koje su tretirane 1 mM AK i
skupina tretiranih 10 mM AK, statisti¢ka analiza pokazala je da ta razlika nije statisticki znaéajna
na dan 23. Za sljedeci dan mjerenja, statisticka analiza pokazala je da postoji statisti¢ki znacajna
razlika izmedu skupina tretiranih objema koncentracijama AK u odnosu na kontrolnu ako su rasle
u prisutnosti FGF2, dok je ta razlika kod onih koje su rasle bez FGF2 znacajna samo izmedu skupine
tretirane 10 mM AK i kontrolne. Dakle, rezultati ovog eksperimenta kod ovog pacijenta vrlo su
heterogeni, neki su u skladu s hipotezom, a neki nisu. Kako bi se testirala valjanost ovakvog

rezultata, potrebno bi bilo ponoviti eksperiment s vise replika.

Kod pacijenta P11 najvedi pad u povrsini sferoida zabiljezen je kod eksperimentalne
skupine tretirane 10 mM AK u prisutnosti FGF2, dok skupina tretirana 1 mM AK u prisutnosti FGF2
uopce nije pretrpjela pad u povrsini sferoida. U obje tretirane skupine koje su rasle bez FGF2
takoder je doslo do pada u povrsini sferoida u odnosu na kontrolnu, no ipak manjeg nego kod
prethodno spomenute skupine tretirane 10 mM AK koja je rasla u prisutnosti FGF2. Takav rezultat
ponovo je samo djelomi¢no u skladu hipotezom. AK generalno je imala negativan ucinak na
povrsinu sferoida nakon tretmana, no nije pokazan graduirani efekt u ovisnosti o koncentraciji AK.

Takoder, najvedi efekt na smanjenje povrsine sferoida primijecen je kod skupine koja je tretirana
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10 mM AK, a rasla je u prisutnosti FGF2, dok hipoteza pretpostavlja da ¢e FGF2 ublaziti u¢inak AK.
Tijekom istraZivanja konzistentno se pokazuje kako FGF2 nema ublaZzujuéi ucinak na efekt AK, ve¢

se ponekad tek u njegovoj prisutnosti postize maksimalan efekt.

Vezano uz eksperimente provedene uz pomo¢ uzgoja sferoida, za buduca istrazZivanja
potrebno bi bilo poveéati broj replika kako bi se postigla veéa statisticka snaga rezultata, kako bi
se mogla prepoznati velika odstupanja te kako bi vecina podataka bila normalno distribuirana i
homoscedasti¢na. Idealno bi bilo koristiti digitalni uredaj za brojanje sferoida kako bi istrazivanje
bilo potpuno objektivno te kako bi se eliminirao faktor subjektivnosti i ljudske pogreske. Time bi
se smanjilo ogranicenje broja replika koje uzrokuje vrijeme potrebno da prosje¢na osoba ruc¢no
pretrazi veliki broj jazica i izbroji sferoide. Osim toga, potrebno je optimizirati metodu izolacije
RNA iz sferoida koji su rasli u mediju s metil-celulozom, tj. razviti metodu kojom bi se sferoidi
ucinkovito izolirali od pojedinaénih stanica i medija u kojem su rasli. Vjerojatno je neuspjesna

izolacija RNA bila uzrok neuspjeha gPCR analize.

Eksperiment u kojem su stanice tretirane 24 sata, a zatim je pomocu proto¢nog citometra
testirano koliki udio stanica u pojedinom uzorku ulazi u apoptozu, pokazao je konzistentne
rezultate kod oba pacijenta. Do velikog porasta udjela stanica koje odlaze u apoptozu (ranih i
kasnih) doslo je kod eksperimentalnih skupina tretiranih 10 mM AK, Sto je u skladu s hipotezom.
Kod skupina tretiranih 1 mM AK doslo je do vrlo blagog porasta u broju stanica koje odlaze u
apoptozu, sto je djelomicno u skladu s hipotezom jer je manji porast u odnosu na one koje su
tretirane 10 mM AK, ali je puno manji od oéekivanog. Razlika izmedu skupina koje su tretirane u
prisutnosti FGF2 i bez prisutnosti FGF2 nije vidljiva kod vecine skupina, Sto nije u skladu s
hipotezom koja pretpostavlja da ¢e veéi broj stanica krenuti u apoptozu kod onih skupina koje su
tretirane bez prisutnosti FGF2. Primjetna je jedino izmedu skupina tretiranih 10 mM AK kod
pacijenta P16, ali nije velika. U tom slucaju vedi broj stanica krenuo je u apoptozu u onoj skupini
koja je tretirana bez FGF2 i takav rezultat u skladu je s hipotezom. Ovaj eksperiment razlikuje se
od prethodnih u tome $to su sve skupine rasle u prisutnosti FGF2, jedino je kod tretmana u neke
skupine dodan, a u neke nije. Dakle, one skupine koje su tretirane bez prisutnosti FGF2, rasle su u
njegovoj prisutnosti, jedino on nije bio prisutan na kraju tijekom 24-satnog tretmana. To bi mogao

biti razlog neprimjetnih razlika izmedu skupina koje su tretirane u prisutnosti i bez prisutnosti

40



FGF2. Valenti i sur. (2014) testirali su ucinak 24-satnog tretmana MG-63 stanica osteosarkoma
razli¢itim koncentracijama AK od kojih je najveéa bila 1 mM. Njihovi rezultati pokazali su da je
nakon tretmana 1 mM AK oko 30 % stanica otislo u apoptozu nakon 24 sata. U ovom istrazivanju
taj udio bio je maniji i iznosio oko 20%. Razlika u navedenim rezultatima mogla bi biti uzrokovana
koriStenjem razlicite vrste stanica. MG-63 je stani¢na linija osteosarkoma, dok su stanice koje su
koristene u ovom istrazivanju mati¢ne stanice prve generacije dvaju razliCitih pacijenata. Moguce
je da razlicite stanice imaju razli¢itu osjetljivost na AK. Skube (2018) tretirao je mati¢ne stanice
osteosarkoma AK koncentracije 30 pug/ml i 40 ug/ml (0,17 mM i 0,23 mM) 24 sata. Pokazalo se
da je u kontrolnom uzorku nakon 24 sata 88,58% vijabilnih stanica, Sto je u skladu i s rezultatom
dobivenim u ovom istraZzivanju kod oba pacijenta. Zatim, pokazalo se da je tretman 30 pg/ml AK
smanjio udio Zivih stanica na samo 9,47%, dok je najveci udio stanica bio u kasnoj apoptozi i
nekrozi, a slican rezultat dobiven je i kada su stanice tretirane s 40 pug/ml AK. Rezultat dobiven u
ovom istrazivanju nije u skladu s takvim rezultatom jer 1 mM AK (nekoliko puta veéa
koncentracija), uzrokovala je tek nekoliko postotaka manji udio Zivih stanica u odnosu na
kontrolnu skupinu. Dakle, u ovom istraZivanju, mati¢ne stanice osteosarkoma pokazale su se
manje osjetljivima na odredenu dozu AK. Uzrok tome mogao bi biti koriStenje stanica razlicitih
pacijenata, no razlika je i uz taj efekt jako velika. Xu i sur. (2020) testirali su kako 24 satni tretman
AK stanica ID8 utjeCe na udio stanica koje odlaze u apoptozu i pokazali su kako 1 mM AK blago
povecava broj stanica koje odlaze u apoptozu, dok je 2 mM AK za otprilike 50% povecala taj broj.
Takav rezultat viSe je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju, no nije potpuno
usporediv jer su koriStene misje epitelne tumorske stanice jajnika. Wan i sur. (2021) pokazali su
na Huh7 i Hep3B mati¢nim tumorskim stanicama jetre da je nakon tretmana 1 mM AK vijabilnost
stanica palana52,37%i33,04% u odnosu na kontrolne. Pokazali su da je ICs vrijednost za tretman
AK navedenih stanica 1,21 mM (za Huh7) odnosno 0,52 mM (za Hep3B). Navedeni rezultat ponovo
pokazuje puno vedéu osjetljivost tumorskih mati¢nih stanica na tretman 1 mM AK u odnosu na

rezultat dobiven u ovom istrazivanju.

S obzirom na dobivene rezultate, u daljnja istrazivanja potrebno bi bilo ukljuciti veéi broj
replika i veéi broj pacijenata. Takoder, mislim da bi bilo korisno istraziti i druge koncentracije AK

koje se nalaze u rasponu od 1 mM do 10 mM jer mozda i neka niZa koncentracija od 10 mM moze
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postici isti efekt. Negativan efekt AK zasigurno postoji, ali ga je potrebno jednoznacnije opisati
pomocu eksperimenata koji uklju¢uju viSe uzoraka. Smatram da se daljnja istrazivanja mogu
provoditi samo u prisutnosti FGF2 jer se pokazalo da njegova prisutnost ne utjeée negativno na
ucinak AK. Tamo i gdje je uocena razlika izmedu skupina tretiranih u prisutnosti i bez prisutnosti

FGF2, ucinak AK bio je jaCi u njegovoj prisutnosti.

6. ZAKLJUCAK

Rezultati istraZzivanja pokazali su kako AK ima negativan ucinak na rast sferoida, njihovu
povrsinu te vitalnost mati¢nih stanica osteosarkoma. Taj ucinak nije se pokazao ovisnim o
prisutnosti FGF2, tj. pokazalo se da prisutnost FGF2 nema negativan ucinak na djelovanje AK. U

nekim slucajevima do negativnog ucinka AK doslo je tek u prisutnosti FGF2. Specifi¢ni zakljucci su:

1. Tretman 10 mM AK gotovo u potpunosti inhibira rast sferoida osteosarkoma u
trodimenzionalnoj kulturi, dok 1 mM AK u manjoj mjeri, ali uglavhom takoder znacajno.
Takav rezultat u skladu je s pretpostavkom hipoteze da ¢e 10 mM AK imati jaci ucinak
inhibicije od 1 mM AK. Zaklju¢ak da taj efekt inhibicije nije bio blazi u prisutnosti FGF2
(nego cak jaci u nekoliko slu¢ajeva) nije u skladu s hipotezom da ¢ée prisutnost FGF2
negativno utjecati na uc¢inak AK zbog svog oprec¢nog djelovanja.

2. Tretman 1 mM AK, kada sferoidi rastu u prisutnosti FGF2, znacajno smanjuje povrsinu
njihova presjeka, dok na povrsinu sferoida koji rastu bez prisutnosti FGF2 nema ucinak il
je on vrlo mali. Takav zaklju€ak u skladu je s pretpostavkom da ée AK negativno utjecati na
povrsinu sferoida osteosarkoma, no u potpunoj je suprotnosti s ocekivanjem da ce
prisutnost FGF2 ublaziti njen ucinak. Ovdje je negativan ucinak AK na povrsinu presjeka
sferoida primije¢en upravo u prisutnosti FGF2.

3. Utjecaj na kretanje broja sferoida nije se pokazao potpuno jednoznacnim kod oba
pacijenta kada je AK dodana 19. dana uzgoja. MoZemo zakljuciti jedino da 10 mM AK
smanjuje broj sferoida kada je dodana 19. dana uzgoja u skupinu sferoida koja je rasla u
prisutnosti FGF2. Takav zaklju¢ak ponovo je samo djelomi¢no u skladu s hipotezom koja

takoder pretpostavlja najveci ucinak 10 mM AK na smanjenje broja sferoida, no
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pretpostavlja da ¢e on biti jaci kod sferoida koji rastu bez prisutnosti FGF2, a ne u njegovoj
prisutnosti.

4. Naknadno dodani tretman 10 mM AK u sferoide koji rastu u prisutnosti FGF2 dovodi do
najveceg pada u povrsini presjeka sferoida kod oba pacijenta. Do pada u povrsini presjeka
takoder dolazi i kod sferoida naknadno tretiranih 1 mM AK i 10 mM AK bez prisutnosti
FGF2 no taj pad u odnosu na kontrolnu skupinu koja raste bez FGF2 nije toliko velik kao
kod skupina koje rastu u njegovoj prisutnosti. Takav zakljuéak ponovo je u skladu s
ocekivanjem da ¢e 10 mM AK imati najveci u€inak, no nije u skladu s o¢ekivanjem da ¢e on
biti jaci kod sferoida koji rastu bez prisutnosti FGF2.

5. Iz eksperimenta u kojem su mati¢ne stanice osteosarkoma prve generacije 24 sata
tretirane AK u prisutnostii bez prisutnosti FGF2, moZzemo zakljuciti da 24-satni tretman 10
mM AK bez obzira na prisutnost FGF2 potakne velik broj stanica da ode u apoptozu (vise
od 80%), dok 1 mM AK nema znacajan ucinak u odnosu na kontrolne skupine. Takav ucinak
10 mM AK u skladu je s hipotezom, no hipoteza je pretpostavljala da ¢e dodi i do slabijeg,

ali znacajnog uc¢inka 1 mM AK na broj stanica u apoptozi.

S obzirom na sve provedene eksperimente mozemo zakljuciti da 10 mM AK ima vrlo znacajan
negativan ucinak na broj i veli¢inu sferoida osteosarkoma u trodimenzionalnoj kulturi te na udio
stanica koje odlaze u apoptozu u adherentnoj kulturi mati¢nih stanica osteosarkoma prve
generacije. 1 mM AK takoder moZe pokazati znaCajan utjecaj, no on nije uvijek prisutan i
jednoznacan. Prisutnost FGF2 ne ublazava djelovanje AK, u nekim slucajevima ¢ak omogucuje

njeno bolje djelovanje.
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kemije i biologije, a iz fizike sam tri puta bila na drzavnhom natjecanju. Do sada sam radila viSe
studentskih poslova (konobarenje i rad u arhivi) koji su mi omogucdili stjecanje radnih navika.
Trenutno radim studentski posao u InovaGen d.o.o., firmi koja se bavi testiranjem Zivotinjskih
uzoraka na genetske bolesti. Taj posao pomogao mi je da steknem samopouzdanje u radu u
laboratoriju. Poslovi koje radim su izolacija DNA, priprema PCR-a, elektroforeza, procis¢avanje

PCR produkta, sekvenciranje, dizajn pocetnica, odrzavanje laboratorija, itd.

Od stranih jezika razumijem i govorim engleski jezik, dok Spanjolski razumijem vrlo dobro,
ali nisam ga imala prilike govoriti. Od ra¢unalnih programa, imam iskustva u radu s MS Office-om,
Photoshop-om, SnapGene-om i Imagel-om. U slobodno vrijeme bavim se fotografiranjem i

crtanjem portreta.






