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1 UvOD

Tumori zametnih stanica (TZS) (engl. Germ cell tumors, GCTSs), ubrajaju se u rijetke tumore
razli¢itih lokalizacija kao $to su testis ili medijastinum. TZS se javljaju u testisu s incidencijom
oko samo 1%, ali predstavljaju najcesce tumore mlade muske populacije s porastom incidencije
Sirom svijeta te najvecim godisnjim porastom upravo u hrvatskoj muskoj populaciji (1). Oni
predstavljaju heterogenu skupinu tumora od kojih je medu najprominentnijim teratokarcinom
(TCa). TCa je graden od diferencirane komponente, teratoma, koja sadrzi dobro diferencirane
stanice podrijetlom iz svih triju zametnih listi¢a, i nediferencirane komponente, embrionalnog
karcinoma, gradenog od stanica embrionalnog karcinoma (EC stanica) koje smatramo
tumorskim mati¢nim stanicama i nositeljicama malignosti TCa (2, 3). Upravo se zbog svoje
grade TCa smatra oglednim primjerom solidnog tumora s frakcijom tumorskih mati¢nih stanica
(4). Razvijeni su razliciti eksperimentalni animalni modeli TZS. Jedan od najznacajnijih
eksperimentalnih in vitro modela postavili su i razradivali Skreb, Svajger i Crnek (5), dokazavsi
da se trilaminarni tumor s elementima diferenciranih derivata triju zametnih listica, odnosno
trilaminarni teratomski oblik TZS-a, razvija kultiviranjem misjeg zametka u stadiju gastrulacije
in vitro. Nadalje, nasi neobjavljeni rezultati ovog rada, na razini analize molekularnih biljega,
dokazuju prisutnost i pluripotentnih mati¢nih stanica poput EC pa se moze re¢i da se
kultiviranjem misjeg zametka u fazi gastrulacije razvija teratokarcinomski oblik TZS-a in
vitro. Eksperimentalni TCa misa in vitro izrazito je informativan model istrazivanja razvoja
TZS-a, tumora s populacijom mati¢nih stanica kao i u¢inka razli¢itih tvari natumorske (mati¢ne)
stanice u kontroliranim uvjetima kulture zametaka. Premda istrazivac¢i na raspolaganju imaju
humani materijal, in vitro, ali i in vivo animalne eksperimentalne modele, prava etiologija TCa
ostaje do danas nepoznata. Ipak, siroko je prihvacena hipoteza in utero inicijacije TCa kao

posljedice poremecaja epigenetike zametnih stanica (6).

Epigenetika je znanstvena disciplina koja opisuje sve reverzibilne nasljedne modifikacije
genoma koje ne zadiru u nukleotidni slijed DNA. U klju¢ne epigeneti¢ke odrzivace ubrajamo
metilaciju DNA, postranslacijske modifikacije histona i sustav RNA interferencije. Sve
epigeneticke modifikacije medusobno djeluju kao jedinstven nedjeljiv sustav, a poremecaje tog

sustava nazivamo epi-mutacijama (7).



Metilacija DNA najistrazivanija je epigenecticka modifikacija. Predstavlja kovalentnu adiciju
metilne skupine na citozin u citozin-gvanin dinukleotidnom slijedu (CpG) ¢ime se citozin
pretvara u 5-metilcitozin, Sto je katalizirano DNA-metiltransferazom (Dnmt). Dijelove DNA
bogate CpG dinukleotidima smjestene u promotorskoj regiji gena nazivamo CpG otocima.
Demetilirani ili hipometilirani CpG otoci dopustaju vezanje transkripcijskih faktora i samu
transkripciju, dok hipermetilirani podrzavaju heterokromatizaciju promotora i posljedi¢no
inhibiciju transkripcije (8). Metilacijski obrazac DNA, metilom, dinamican je, ali i stabilan
epigeneticki sustav koji se prenosi postreplikacijski (9) ¢ime se osigurava odrzavanje fizioloskog
fenotipa stanica kceri. Stoga, tijekom maligne transformacije metilom mora podleé¢i dramati¢noj
reorganizaciji. Primjerice, globalna hipometilacija genoma u tumorskih stanica povezana je s
gubitkom regulacije ekspresije pojedinih gena i kromosomskom nestabilnosti sto ukljucuje
abnormalnu transkripciju onkogena i kromosomske aberacije (10). Tumorske stanice ¢esto
podlijezu i zari$noj hipermetilaciji CpG otoka promotora gena supresora tumora s§to potice
odrzivost i progresiju neoplasticno transformirane stanice odnosno tumora (7, 11). Ipak,
epigeneticka reverzibilnost i dinami¢nost omogucéuju eksperimentalno i jatrogeno moduliranje
metiloma tretmanom 5-azacitidinom (5azaC) (12). 5azaC je analog citozina koji se kompetitivno
ugraduje u lanac DNA tijekom replikacije, odnosno stani¢ne proliferacije. Buduci da se na
polozaju 5 pirimidinskog prstena 5azaC-a namjesto ugljika nalazi dusik na koji se ne moze vezati
metilna skupina, 5azaC ima snazan demetilacijski ucinak. Poznati bioloski uc¢inak 5azaC-a na
nediferencirane stanice (indukcija diferencijacije, inhibicija proliferacije i citotoksi¢nost) vec se
godinama koristi u terapiji hematoloskih neoplazija te se intenzivno istrazuje njegov potencijal

u lijec¢enju solidnih tumora (12, 13).

Histonske modifikacije drugi su najistrazivaniji epigeneticki sustav, a ukljuc¢uju adiciju i
eliminaciju specifi¢nih skupina na aminokiseline repova histona. Histonske modifikacije
primarno reguliraju strukturnu organizaciju kromatina ¢ime se posredno regulira i ekspresija
gena (14). Medu do danas opisanim, najznacajnije su acetilacija odnosno deacetilacija
posredovane enzimima histonskom acetilazom (HAC) odnosno histonskom deacetilazom
(HDAC) (15). Epimutacije histonskih modifikacija dokazane su u nizu neoplasti¢nih bolesti,
primjerice kod karcinoma zeluca i kolorektalnog karcinoma (16). Poznato je da razlicite tvari,
ali i lijekovi ve¢ prisutni u klini¢koj praksi, poput trihostatina A (TSA) odnosno valproata
(VAL), interferiraju sa sustavom acetilacije histona ¢ime mijenjaju ekspresijski profil stanice
(8). TSA spada u inhibitore histonskih deacetilaza (HDACI) ¢ime mijenja proteom, posebice

tumorskih stanica (17, 18), aktivira apoptozu i potice diferencijaciju tumorskih stanica. Trenutno
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se provode daljnja istrazivanja bioloskog uc¢inka TSA, ali i istrazivanja translacijskog potencijala
u okoloskoj terapiji (19). Valproat takoder pokazuje snaznu inhibiciju HDAC. Budu¢i da se ve¢
koristi u klinickoj praksi, kao standardna terapija epilepsije, iznimno je zanimljiv kao

potencijalni novi lijek u onkoloskoj terapiji solidnih tumora (20, 21).

.....

nekodiraju¢em dijelu genoma, 25% DNA prepisuje se u RNA molekule koje se ne prevode u
proteine. Stoga ih nazivamo nekodiraju¢e RNA (ncRNAs). Dijelimo ih na male interferirajuce
RNA (siRNA) i mikro RNA (miRNA) koje moduliraju translaciju mRNA, a time posredno
ekspresiju gena. NCRNA nositeljice su RNA interferencije. Sintetskim siRNA molekulama
komplementarnima pojedinoj mMRNA eksperimentalno se moze inhibirati ekspresija ciljnog gena
Sto se danas intenzivno istrazuje u bazi¢nim i klini¢kim istrazivanjima (22, 23). Poznati uc¢inak
inhibicije ekspresije gena povezanih uz inicijaciju i progresiju tumora ostvaruje se
eksperimentalnom aktivacijom RNA interferencijskog puta pomocu sintetskih sSiIRNA molekula
poput esiRNA(24). Tako je dokazano da esiOct3/4 suprimira razvoj karcinoma, adenokarcinoma
primjerice (25), dok esiNanog smanjuje tumorigeni potencijal potkoznih ksenografta stanica

karcinoma prostate, kolona i dojke (26).

1.1 Svrharada

Svrha ovog rada je odredivanje inhibicijskog potencijala epigeneticki aktivnih tvari primjenjenih
na normalni trilaminarni zametak kao ishodiste teratoma na rast i razvoj eksperimentalnog TZS
in vitro te odredivanja intenziteta smanjenja populacije tumorskih mati¢nih stanica kako bi se
pronasli novi dokazi o translacijskom potencijalu epigeneticki aktivnih tvari odnosno
epigeneticke terapije u lijecenju kako TZS-a tako i ostalih tumora covjeka s populacijom

tumorskih mati¢nih stanica.

1.2 Ciljrada

Op¢i je cilj ovog istrazivanja bio ustanoviti i usporediti inhibicijski potencijal epigeneticki
aktivnih molekula 5-azacitidina, trihostatina, valproata, esiOct3/4, esiNanog i esiTrrap na rast i

razvoj eksperimentalnog TZS misa in vitro.



Specific¢ni ciljevi:

Odrediti i usporediti inhibicijski potencijal ispitivanih epigenetickih tvari na rast

eksperimentalnog TZS in vitro pracenjem intenziteta rasta.

Odrediti i usporediti inhibicijski potencijal ispitivanih epigenetickih tvari na proliferacijsku
aktivnost stanica TZS in vitro odredivanjem i usporedbom ekspresije biljega proliferacije
(PCNA\) na proteinskoj razini.

Odrediti i usporediti u¢inak ispitivanih epigenetickih tvari na apoptoznu aktivnost stanica TZS in

vitro odredivanjem i usporedbom prisutnosti biljega apoptoze (aktivirane Kaspaze-3).

Odrediti i usporediti potencijal ispitivanih epigenetickih tvari na smanjenje malignog potencijala
TZS in vitro, odnosno populacije tumorskih mati¢nih stanica odredivanjem i usporedbom

ekspresije biljega mati¢nih EC stanica (Oct3/4 i Nanog) na razini mRNA i proteinskoj razini.

Odrediti i usporediti potencijal ispitivanih epigenetic¢kih tvari na stupanj i smjer diferencijacije
stanica TZS in vitro odredivanjem i usporedbom ekspresije biljega mati¢nih stanica ektoderma
(GFAP i Neurofilament), endoderma (Hnf4a) te biljega diferenciranog ektoderma odnosno

bazalnih stanica epidermisa (Citokeratin 15).

1.3 Opseg rada

Ovo istrazivanje provedeno je na laboratorijskim zivotinjama iz vlastitog uzgoja u Nastambi za
laboratorijske zivotinje (HR-POK-010) Zavoda za medicinsku biologiju Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, sukladno pozitivnim propisima Republike Hrvatske, pod nadzorom
Povjerenstva za dobrobit zivotinja Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, a u okviru
odobrenja nadleznog Eti¢kog povjerenstva institucije (UR 380-59-10106-

15-168/90, K 641-01/15-02/01, 23.04.2015.) i Uprave za veterinarstvo i sigurnost hrane

Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske.

Tijekom istrazivanja koristene su zenke i muzjaci laboratorijskog misa soja C3H za uzorkovanje

pa na odraslim jedinkama nije izvodena nikakva istrazivacka manipulacija. Eutanazirano je
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ukupno 171 zenki za izolaciju zametaka, dok je 50 muzjaka bilo koristeno u postupku parenja i
niti jedan nije eutanaziran zbog potreba ovog istrazivanja. U istrazivanju je ukupno

upotrijebljeno 1024 izoliranih zametaka u stadiju gastrulacije starih 7.5 dana post coitum.

Tijekom istrazivanja koristena je infrastruktura Zavoda za medicinsku biologiju Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu: Nastamba za laboratorijske zivotinje, Laboratorij za izolaciju i
transplantaciju zametaka, Laboratorij za kulturu tkiva, Laboratorij za histologiju i Laboratorij
za epigenetiku i molekularnu medicinu. Dio metodologije proveden je koriste¢i infrastrukturu
suradnih ustanova: Zavod za patologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, Odjel za
medustanicnu  komunikaciju Centra za translacijska istrazivanja Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, Zavod za biokemiju i molekularnu biologiju Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, Klinicki zavod za patologiju “Ljudevit Jurak”
Klini¢ckog bolni¢kog centra Sestara Milosrdnica. Dio istrazivanja proveden je na demo uredaju

u suradnji s tvrtkama Bio-Rad Laboratories - Dubai Branch i Labena d.o.o.

Ovo je istrazivanje financirano od strane Potpore Sveucilista u Zagrebu ,,Epigeneti¢ka osnova
razvojnih procesa u sisavaca“ (2015.) i Podjedinice za biomedicinsko istrazivanje reprodukcije i
razvoja Centra izvrsnosti za reproduktivnu i regenerativnu medicinu Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu voditelja prof. dr. sc. Davora Jezeka (2015.-2022.) te je trosak materijala
I metoda procijenjen na ukupan iznos od 150.000,00 HRK. Administrativne troskove i troskove
skolovanja kandidat je podmirio iz vlastitih izvora financiranja. Trosak diseminacije rezultata
predstavljenih u ovoj disertaciji te trosak daljnjih istrazivanja temeljenih na predstavljenim
rezultatima ovog istrazivanja preuzima Centar izvrsnosti za reproduktivnu i regenerativhu
medicinu Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu kao vlasnik rezultata ovog i budu¢ih

vezanih istrazivanja, a u dogovoru s doktorandom.

1.4 Metode

e Sinteza esiRNA

e lzolacija gastruliraju¢ih zametaka misa

e Tretiranje zametaka i kultura in vitro

e Mjerenje rasta in vitro

¢ lzolacija kultiviranih zametaka/tumora in vitro i osnovna obrada za daljnje analize

¢ Bojanje tkiva hemalaun eozinom



e Imunohistokemija i morfometrija

e lzolacija i mjerenje koncentracija makromolekula (DNA, RNA, proteina)
e Analiza metodom otiska po Westernu

e RT-PCR, gPCR i ddPCR

e PCR, elektroforeza i pirosekvenciranje

e Statisticka analiza podataka

1.5 Hipoteza

Epigeneticki aktivne tvari 5-azacitidin, trihostatin, valproat, esiOct3/4 i esiNanog primjenjene
na zametak misa razli¢itim intenzitetom suprimiraju rast te izazivaju razli¢ite u¢inke na razvoj

eksperimentalnog tumora zametnih stanica in vitro.



2 LITERATURNI PREGLED

2.1  Tumori testisa

Tumori testisa heterogena su skupina neoplasti¢nih bolesti testisa. Predstavljaju rijetke tumore,
ali zbog specificnih epidemioloskih 1 inih Kkarakteristika imaju znacajan negativan
socioekonomski, zdravstveni i demografski ucinak na drustvo. Bioloski pak gledano,
istrazivanja tumora testisa iznimno su vrijedna buduci da kontinuirano doprinose razumijevanju
stani¢nih procesa u okviru biologije tumora, ali i razvojne biologije kao i biologije starenja i

regeneracijskih procesa.
2.1.1 Testis
Testis (sjemenik) je parna muska spolna zlijezda smjestena u skrotumu (mosnjama), tezine od

20 do 40 g i prosjecnih dimenzija 5 x 3,5 x 2,5 cm (Slika 1.). Obavijen je vezivnom ¢ahurom

od koje u unutrasnjost odlaze radijalno postavljene vezivne pregrade, ¢esto nepotpune.
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Slika 1. Anatomska grada muskog spolnog sustava. (lzvor: www.tumori.me/rak-testisa-
sjemenika.html)
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Pregrade testis dijele na 250 reznji¢a piramidnog oblika. Svaki reznji¢ sadrzava od 1 do 4 vrlo
zavijena sjemena kanali¢a smjestena u rahlom vezivnom tkivu bogatom krvnim i limfnim
zilama, zivcima i intersticijskim Leydigovim stanicama, ¢ija je funkcija proizvodnja androgenih
hormona (27, 28).

Sjemeni kanali¢i mjesto su formiranja muskih spolnih stanica, procesa kojeg nazivamo
spermatogeneza. Sjemeni kanali¢i sastoje se od vezivnomisi¢ne ovojnice koja je prekrivena
bazalnom membranom na koju prilijeze zametni epitel. Zametni epitel ¢ine dvije vrste stanica.
Potporne Sertolijeve stanice ne prolaze kroz spermatogenezu ve¢ je svojom morfologijom i
fiziologijom uopce omogucuju (Slika 2.). Tako primjerice, sudjeluju u formiranju barijere krv—
testis, fizioloske barijere klju¢ne za osiguravanje potrebnog mikrookolisa potrebnog za uspjesnu
spermatogenezu. Druge stanice zametnog epitela, stanice spermatogenetske loze, prolaze slozen
proces spermatogeneze (Slika 3.).

SPERMIJ

SPERMATIDA

i = CITOPLAZMA SERTOLIJEVE STANICE

JEZGRA SERTOLIJEVE STANICE
PRIMARNA SPERMATOCITA

SPERMATOGONUA
BAZALNA MEMBRANA

Slika 2. Zametni epitel u sjemenom kanalié¢u testisa. HistoloSka slika (HEx400) usporedna
je sa shematskim prikazom meduodnosa stanica zametnog epitela koji pokazuje slozenost

morfologije stijenke sjemenog kanali¢a testisa. (Prilagodeno prema Borg i sur., 2010)
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Slika 3. Spermatogeneza. U pozadini spermatogeneze, procesa formiranja muskih spolnih
stanica, koja uklju¢uje niz slozenih morfoloskih i fizioloskih procesa, odvijaju se i osnovni
bioloski procesi diobe stanica odnosno rasporedivanja genetickog materijala (mitoza i mejoza).

(Prilagodeno prema Cheng i sur. 2011)



U procesu spermatogeneze, stanice su poredane u 4 do 8 redova. Spermatogeneza zapocinje u
spermatogonijama tipa A, smjestenima na periferiji sjemenog kanali¢a. To su nediferencirane
mati¢ne stanice zametnog epitela. Njihovom diferencijacijom nastaju spermatogonije tipa B,
prastanice koje se dalje diferenciraju u primarne spermatocite koje imaju 46 (44+XY)
kromosoma. Prvom mejotickom diobom reducira se broj kromosoma (23; 22+X ili 22+Y) te
nastaju sekundarne spermatocite, od kojih drugom mejotickom diobom nastaju spermatide.
Spermatide ulaze u proces spermiogeneze, zavrsni stadij stvaranja spermija. Tim procesom
nastaju zreli spermiji i ostatna tjelesca, odnosno citoplazmatski visak koji su spermatide
odbacile, a koji fagocitiraju Sertolijeve stanice (29-31). Svi ovi razvojni stadiji spermija

obavijeni su Sertolijevim stanicama.

2.1.2 Epidemiologija i klasifikacija tumora testisa

Testikularne neoplazije predstavljaju od 1% do 3% svih novodijagnosticiranih neoplazija, ali u
mnogim bogatim druStvima imaju izuzetan zdravstveni, socioekonomski, ali i demografski
negativan ucinak na drustvo budu¢i da se javljaju u muskaraca uglavnom izmedu 15-45 godine
zivota te predstavljaju istaknuti izvor pobola u najproduktivnijoj zivotnoj dobi muskarca (32).
U posljednjih 20 godina u svijetu pokazan je zapanjuju¢i porast ucestalosti testikularnih
neoplazija od ¢ak 70% (33, 34). Istrazivanja na hrvatskoj populaciji pokazala su da hrvatsko
stanovniStvo, u odnosu na drugo europsko i stanovnistvo europskog podrijetla, ima srednju
ucestalost, ali ipak pokazuje brz i stalan godisnji porast ucestalosti (1). Neki autori sugeriraju da
stopa ucestalosti testikularnih neoplazija mozda stagnira ili ¢ak pokazuje znakove pada u
pojedinim populacijama (34, 35). Podaci praceni kroz dulji period u hrvatskoj populaciji ne
pokazuju takav uc¢inak. Umjesto toga, ucestalost testikularnih neoplazija je u stalnom porastu, a
vjerojatno i sa najve¢om stopom porasta u svijetu (1). Doista, “model-based” predvidanja u 40
zemalja, na temelju registriranih podataka o stanovnistvu, procjenjuju da ¢e godisnje oko 1 od
100 muskaraca biti dijagnosticirana testikularna neoplazija i to primarno u tri europske drzave

sa najvisom stopom rizika, a medu kojima je i Hrvatska (36).

Za razliku od dinami¢nih promjena stopa incidencije, stopa mortaliteta od testikularnih
neoplazija blago opada ili je relativno stabilna u vecini zapadnih zemalja odnosno vodecih
ekonomija svijeta (37, 38). Ipak, premda zdravstveni sustav primjenjuje najnovija dostignué¢a u
tretmanu pacijenata, hrvatska populacija, kao i neke druge, ne pokazuju takav obrazac stopa

mortaliteta, nego dapace znacajan porast (1, 38).
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Stoga se i dalje vode rasprave o razli¢itim pristupima lijecenju testikularnih neoplazija (39)
unato¢ ¢injenici da je u vecini zemalja ve¢ pocetkom ovog stolje¢a znacajno unaprijedena
terapija u vidu kemoterapije, radioterapije i naprednih kirurskih tehnika sto je sve zajedno
dovelo do stope izljecenja preko 95% novodijagnosticiranih pacijenata s tumorom testisa (40).

Tumori testisa se dijele na tumore zametnih stanica testisa (TZST), tumore hormonski aktivnih
stanica kao sto su Sertolijeve i Leydigove stanice te na tumore koji su metastazirali u testis.
Budu¢i da se spermiji i spermatide ne dijele, tumori moraju nastati iz stanica koje su
mitoticki/mejoti¢ki aktivne — spermatocita, spermatogonija ili fetalnih zametnih stanica koje su

u nezrelom obliku zaostale unutar sjemenih kanali¢a odraslih osoba.

TZST se histoloski dijele na 2 glavna tipa, seminome i neseminome, ¢ija se incidencija okvirno
udvostrucila u zadnjih 40 godina, te ¢ine ukupno 95% svih tumora testisa, uz zabiljezeni godisnji
porast od 3-6% u europskoj populaciji i populaciji europskog podrijetla. Seminomski tumori se
obi¢no razviju u kasnijim fazama zivota, u 4. i 5. desetljecu, i predstavljaju homogene neoplazije
sastavljene od gonocita koje imaju karakteristike zametnih stanica i slabo invazivan fenotip.
Neseminomi se pojavljuju medu mladim muskarcima, izmedu 2. i 3. desetljeca Zivota te su
agresivniji. Neseminomi zapravo predstavljaju heterogenu skupinu tumora koji pokazuju
znacajne razlike u bioloskim i histoloskim znacajkama. Tako primjerice, stanice tumora
zumanjcane vreée pokazuju odredeni stupanj diferencijacije i organiziraju se u tkivo sli¢no
Zumanj¢anoj vreci. Stanice koriokarcinoma takoder pokazuju odredeni stupanj diferenciranosti i
tkivne strukture, ali u smjeru razvoja placente. Teratomi su pak gradeni od stanica koje mogu
doseci ¢ak 1 terminalni stupanj diferencijacije kao derivati triju zametnih listica (ektoderm,
mezoderm i endoderm). U istu podskupinu neseminoma spada i embrionalni karcinom koji je
pak graden od nediferenciranih stanica koje se nazivaju stanice embrionalnog karcinoma
(EC). Stanice EC smatraju se malignom varijantom embrionalnih mati¢nih stanica (ES) jer dijele
mnoge morfoloske i biokemijske znacajke s blastocistom i epiblastom. EC stanice su
pluripotentne i imaju sposobnost diferencijacije u stanice razli¢itih linija poput stanica
embrionalnog i ekstraembrionalnog tkiva. Tumor koji uklju¢uje komponentu dobro
diferenciranih stanica teratoma i nediferenciranih tumorskih mati¢nih stanica embrionalnog

karcinoma naziva se teratokarcinom (41) (Slika 4.).
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Slika 4. Histologija tumora zametnih stanica testisa u ¢ovjeka. lako vuku zajednicko
podrijetlo, TZST znacajno se razlikuju u svojoj histologiji oponasaju¢i morfologiju stanica i
tkiva na ¢ijoj su diferencijacijskoj liniji. A) Seminom. B) Embrionalni karcinom. C)
Koriokarcinom. D) Teratokarcinom. E) Tumor Zumanj¢ane vre¢e. F) Teratom. HE, razlicita
povecanja. (lzvor: Zbirka slika Zavoda za Biologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu)
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Kako TZST predstavljaju najvec¢u skupinu tumora testisa i nastaju iz spolne prastanice, tj.
primordijalne zametne stanice (PGC), njihova specifi¢na biologija razvoja ¢ini ih jedinstvenim

modelom za proucavanje pluripotentnosti stanica i procesa tumorske diferencijacije (Slika 5.).

Slika 5. Tumor zametnih stanica testisa in situ. A) U pojedinim dijelovima nekih od sjemenih
kanalica uocljive su karcinomske stanice (strelice). HE, 200X. B) Jasno vidljive pozitivne
stanice karcinoma in situ (smede) u pojedinim sjemenim kanali¢ima. Stromalni dio testisa
potpuno je negativan i ne pookazuje znakove infiltracije tumorskim stanicama niti poremecaj
arhitekture tkiva. PLAP, 200X. (lzvor: Buljubasi¢ i sur. 2017)

2.1.3 Etiologija tumora testisa

Tocna etiologija bolesti nije poznata, ali geografske i rasne razlike u ucestalosti, kao i promjene
epidemioloskih trendova u emigracijskim populacijama, sugeriraju da se uzroc¢nici Kriju u
kombinaciji okolisa i geneticke podloge odredene populacije. Za sada dokazani rizi¢ni
¢imbenici jesu kriptorhidizam, gonadalna disgeneza, neoplazija u kontralateralnom testisu,
neplodnost, pozitivna obiteljska anamneza, testikularna mikrolitijaza i1 poneki okolisni

¢imbenici.

Osobe koje imaju kriptorhidni testis obolijevaju od testikularnih tumora 10 puta ucestalije od
drugih ljudi. Sama orhidopeksija ne umanjuje rizik. Testikularna mikrolitijaza je stanje
karakterizirano depozitima kalcija te je povezana s moguéim nastankom testikularnog

maligniteta (42, 43). Okolisni ¢imbenici kao $to je prenatalno izlaganje dietilstilbestrolu
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povecava relativni rizik od TZST-a za 2,8-5,3% (44). Osim dietilstilbestrola, dugotrajna
izlozenost polivinil-kloridu povecava vjerojatnost obolijevanja. Pozitivna obiteljska anamneza
TZST-a je jedan od najjacih i najdosljednijih cimbenika rizika za ove tumore. Braca oboljelih
imaju 8 do 10 puta veci relativni rizik u usporedbi s opcom populacijom, ocevi 4 puta, a sinovi
6 puta veci rizik (45, 46). Ovi veliki obiteljski rizici ukazuju na to da su nasljedna osjetljivost i

okoligni ¢imbenici vazni za nastanak ove bolesti.

2.1.4 Embrioloska osnova razvoja tumora testisa

PGC je preteca zametne stanice te se moze identificirati ve¢ u embriju gestacijske starosti 5-6
tjedana (47, 48). Upravljani KIT ligandom i njegovim receptorom KIT te kemokinom SDF1 i
njegovim receptorom CXCR4, PGC kao spolne prastanice putuju iz proksimalnog epiblasta

kroz mezenterij do spolnog nabora i postaju gonocite (49-52).

PGC i gonocite se mogu prepoznati prema biljezima mati¢nih stanica PLAP, NANOG, KIT,
SOX2, SALL4 i POUSF. Gonocite i PGC su nediferencirane embrionalne zametne stanice, koje
su prosle kroz proces DNA demetilacije u kojem je izbrisan njihov orginalni epigenomski
uzorak. Navedeno je potrebno kako bi se razvile zametne stanice ovisno o spolu djeteta. U
prisutnosti Y kromosoma, gonadalne mati¢ne stanice izrazavaju transkripcijski faktor SRY, a
njegov ciljani gen je SOX9 koji dovodi do rasta Sertolijevih stanica (53). Upravo one stvaraju
mikrookolis potreban za diferencijaciju gonocita u pre-spermatogonije i spermatogonije.
Tijekom procesa diferencijacije dolazi do gubitka ekspresije odredenih gena uz ekspresiju novih
poput MAGE4A (53-57). Tijekom tog procesa diferencijacije unutar sjemenih kanali¢a moze
nastati zlocudna transformacija spolnih stanica. Ta maligna alteracija je bila opisana kao
neklasificirana intratubularna novotvorina spolnih stanica (engl. intratubular germ cell
neoplasia, unclassified type, IGCNU), karcinom in situ (engl. Carcinoma in situ, CIS) a danas
se prema WHO Klasifikaciji koristi naziv neoplazija zametnih stanica in situ (engl. Germ cell
neoplasia in situ, GCNIS). GCNIS su pretece nastanka kako seminomskih tumora tako i onih
neseminomskih. Ako IGCNU (GCNIS) zadrze svoj fenotip i nastave se dijeliti kao primitivne
spolne stanice koje nalikuju spermatogonijama ili fetalnim spermatocitama nastat ¢e tumor koji
se nazivaseminom. Ako se te iste stanice aktiviraju i transformiraju u embrionalne stanice nastaju
tzv. neseminomski tumori spolnih stanica. Jedno od osnovnih bioloskih pitanja je kako tako

razli¢iti tumori nastaju iz stanica istog tipa (58).

14



Siroko prihvaéena teorija koja pokusava objasniti nastanak GCNIS pretpostavlja da se osnovni
poremecaj dogodio jos in utero. Ometanje razvoja zametne stanice, smatra se, dovodi do
zaustavljanja fetalne zametne stanice u stadiju gonocita. Kako gonocite imaju izbrisan
prirodan epigenomski uzorak postaju osjetljive na mutacije za vrijeme replikacije DNA. Uz
kombinaciju aktivacije onkogena i supresije gena supresora tumora, gonocite se transformiraju
u GCNIS. Vjeruje se da intenzivna proliferacija GCNIS stanica zapocinje tijekom puberteta i
mlade odrasle dobi zbog utjecaja hormona. Nakon toga dolazi do progresije i razvoja invazivnog
oblika TZST-a koji nakon nekoliko godina ili nekoliko desetljeca postaje klinicki manifestan
(59, 60).

2.1.5 Genetic¢ka osnova razvoja tumora zametnih stanica testisa

Somatske mutacije koje vode nastanku TZST ukljucuju deleciju gena, kromosomsku
duplikaciju i gubitak heterozigotnosti (61). Neseminomi su tipi¢no hipotriploidni, a seminomi
su obi¢no hipertriplodini (62). 1zokromosom 12p je naj¢esca alteracija, koja se moze naci u u
80% slucajeva seminoma i neseminoma, medutim postojanje te iste alteracije nije nuzno
potrebno za razvoj samog tumora (63). KIT, TP53, KRAS/NRAS i BRAF ubrajaju se pak u

najcesce mutirane gene u TZST-u i smatraju se uklju¢enima u patogenezu nastanka tumora.

Najces¢e mutirani gen u TZST-u je KIT, protoonkogen smjesten na kromosomu 4ql11-g12. On
je jos poznat kao faktor rasta mati¢nih stanica, tirozin kinazni receptor koji se fosforilira nakon
vezanja ligand, a ima klju¢nu ulogu u prezivljavanju, proliferaciji i migraciji zametnih stanica
(64-66). Normalna spermatogonija vrlo rijetko izrazava KIT, dok je gotovo uvijek izrazen u
svim GCNIS, vecini seminoma i nekim neseminomima. Pretpostavlja se da je proizvodnja KIT-
a od strane malignih stanica jedna vrsta privremene autokrine i parakrine stimulacije rasta
tumorskih stanica. Gen KIT je mutiran u 19% seminoma i 2% neseminomskih tumora. Dvije su
studije do sada pokazala zna¢ajno veci postotak mutacije gena KIT u osoba s bilateralnim TZST,
93% odnosno 63,6% (67-69).

U TZST je pronadeno 8 predispozicijskih polimorfizama jednog nukleotida (engl. single
nucleotide polymorphisms, SNPs) i to na 6 kromosomskih lokacija. Od svih njih samo su 531,
9p24 i 120921 potvrdeni u vise nezavisnih studija. 12921 lokus ima zna¢ajno manju incidenciju
u Afroamerikanaca u usporedbi s bjelackom populacijom, sto potencijalno moze objasniti

znac¢ajno manju incidenciju TZST-a u Afroamerikanaca (70, 71). Geni smjesteni na tim
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lokusima djeluju kao inhibitori mitogena i kao promotori apoptoze. Za sve te genomske varijante
vjeruje se da sudjeluju u KITLG/KIT signalnom putu koji je jako osjetljiv na onkogene
stimulanse. lako su ti SNPs bioloski vazni, oni su odgovorni za samo 15% obiteljskog rizika
(72).

Nadalje, dokazano je da razvoj GCNIS moze ukljucivati aberantnu aktivaciju KITLG/KIT puta
I prekomjernu ekspresiju embrionalnih transkripcijskih faktora kao sto su NANOG i POU5F1,
koji dovode do supresije apoptoze, povecane proliferacije i nakupljanja mutacija u gonocitima.

Osim gena ¢ije mutacije dovode do promjena stani¢nog ciklusa, pronadene su mutacije u genima
koji kodiraju estrogenske receptore. Pokazana je povezanost polimorfizama gena ERa s

azospermijom i rizikom nastanka seminoma i metastaznog potencijala tumorskih stanica (73, 74).

Osim samih mutacija gena, sve se vise istrazuju promjene funkcije gena uslijed epigenetickih

promjena, koje su uobicajene u vecini, ako ne i u svim zlo¢udnim novotvorinama.

2.1.6 Konvencionalna terapija tumora zametnih stanica testisa

TZST su visoko osjetljivi na kemoterapiju baziranu na cisplatini, uz iznimku teratoma. Nacelno,
stopa izljecenja je 95%, ako je lijecenje zapoceto u ranim stadijima bolesti (75, 76). Cisplatina
djeluje protutumorski, kovalentnim vezivanjem za DNA molekulu koja biva prepoznata od
strane proteina koji sudjeluju u procesu popravka DNA, a sto dovodi do zaustavljanja stani¢nog

ciklusa i apoptoze (77).
Seminomi morfoloski i imunofenotipski slice PGCs/gonocitima i osjetljivi su na zracenje i
kemoterapiju baziranu na solima platine. Neseminomi su pak osjetljivi na kemoterapiju, ali ne

I na zracenje.

Promatrajuc¢i TZST kao jedinstveni entitet, prognoza je odli¢na, a moguce je izlije¢enje u vise

od 90% slucajeva. Ipak, pojedini tipovi pokazuju visok stupanj smrtnosti.
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2.2 Epigenetika

Epigenetika je znanstvena disciplina koja proucava mehanizme kontrole strukture kromatina i
ekspresije gena odnosno regulaciju formiranja odredenog fenotipa kao najboljeg moguceg
odgovora genotipa na zahtjeve okolisa u najsirem smislu. Osim toga, epigenetika se bavi i
pitanjem transgeneracijskog uc¢inka naslijedenih obrazaca ekspresije gena, koji roditelji putem
spolnih stanica predaju potomcima u nizu generacija (78).

Regulacija ekspresije gena evolucijski je iznimno zahvalan mehanizam prilagodbe stanica na
promjene u okolisu jer omogucava prilagodbu fenotipa bez gubitaka ili promjena u DNA
sekvenci (15). U tom procesu sudjeluje nekoliko elemenata epigenetickog puta. Prvi u tom putu
su epigenatori — faktori okolisa koji pokrecu mehanizme prilagodbe stanice. Mogu biti egzogeni
ili endogeni, odnosno mogu dolaziti iz organizma ili iz njegovog okolisa. Djeluju na
epigeneticke inicijatore koji odreduju koji ¢e dio genoma biti utisan ili aktiviran, kako bi
prilagodba bila najprimjerenija. Ta promjena u obrascu ekspresije gena izvrsava se putem
epigenetickih odrzivaca koji ¢e takav obrazac nadalje odrzavati stabilnim i omoguciti njegov
prijenos na stanice kéeri, pa i na naredne generacije ako se promjena dogodila u spolnim
stanicama (7). Epigeneticke odrzivace predstavljaju mehanizmi kontrole strukture kromatina i
ekspresije gena; metilacija DNA, posttranslacijske modifikacije histona i RNA interferencija
(RNAI) (Slika 6.).

Histone modification

WA e
istone DNA methylation
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Slika 6. Epigeneticke modifikacije. Epigeneticka regulacija strukture kromatina i ekspresije
gena ostvaruje se nizom molekularnih procesa; metilacijom DNA, posttranslacijskim
modifikacijama histona te sustavom RNAIi. (lzvor: American Society of Hematology,
www.hematology.org/research/ash-agenda-for-hematology-research/epigenetic-mechanisms)
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2.2.1 Metilacija DNA

Metilacija DNA oznacava adiciju metilne skupine na peti atom ugljika citozina primarno u
dinukleotidnoj citozin-gvanin sekvenci (CpG), a reakcija se odvija uz pomo¢ enzima DNA
metiltransferaze (DNMT). Takav citozin nazivamo 5-metilcitozin (5mC) (Slika 7.). On ima
snazan utjecaj na aktivnost gena u ¢ijoj se sekvenci nalazi. Naime, metilirani CpG dinukleotidi,
koji se vrlo cesto nalaze unutar promotora, dovode to zatvorene konformacije kromatina
(heterokromatina) i na taj nacin onemogucuju pristup transkripcijskim faktorima da se vezu na
promotor $to rezultira izostankom transkripcije i inaktivacijom gena. Stoga nac¢elno mozemo
reci da su nemetilirani geni aktivni, a metilirani inaktivni. Metilacija CpG dinukleotida dakle,
uvjetuje kompaktan heterokromatin i nije iskljucivo svojstvo kodirajuceg dijela genoma. Naime,
u normalnim stanicama, 70-80% CpG dinukleotida je metilirano i locirano u CpG bogatim
regijama repetitivnih sekvenci. To je vrlo bitno jer upravo njihova metilacija osigurava
stabilnost genoma koja bi njihovim izrezivanjem i premjestanjem unutar genoma mogla biti
narusena (79). Ostale CpG bogate regije nazivamo CpG otocima, a nalaze se u promotorskim
regijama vise od polovine ljudskih gena ¢ija je aktivnost, ali i regulacija ekspresije nuzna za

normalno funkcioniranje stanice i organizma u cijelosti (80).

NH,
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CH,
N / DNA metiltransferaza N /
A\ | (DNMT)
A’\ I
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Citozin S-metilcitozin
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Slika 7. Konverzija citozina (C) u 5-metilcitozin (5mC). Metilacija DNA enzimatska je
reakcija adicije metilne skupine na peti atom ugljika citozina, posredovana enzimima obitelji
DNMT-a. (Ljubaznoscéu autora Sinci¢ N.)

U tumorskim stanicama nalaze se znacajna odstupanja u metilacijskom obrascu u odnosu na
normalne stanice, kao sto su globalna hipometilacija DNA i hipermetilacija promotorskih regija

pojedinih gena, posebice njihovih CpG otoka (Slika 8.). Globalna hipometilacija moze
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rezultirati aktivacijom dijelova genoma koji su inace suprimirani, kao $to su odredeni onkogeni i
repetitivni elementi, te tako dovesti do maligne transformacije stanice. Uistinu, danas se
razina globalne metilacije DNA promatra kao potencijalni biljeg rizika razvoja neoplasti¢ne
bolesti (7, 81).

Hipermetilacija CpG otoka u promotorskim regijama gena supresora tumora ili gena za
popravak DNA takoder moze biti inicijator tumorigeneze (Slika 9). Stanice kolorektalnog
karcinoma primjerice pokazuju inhibiciju ekspresije posredovanu hipermetilacijom niza gena
kao $to su MLH1, RB, P16, RARB i SFRP (82).

Aktivacija
retrotranspozona
Aktivacija
Onkogena

Nestabilnost
kromosoma

GLOBALNA
HIPOMETILACUA

Slika 8. Poremeéen obrazac metilacije DNA u stanicama raka. Promjene ekspresije gena i
nestabilnost kromatina u stanicama raka uzokovane su poremecenim metilacijskim obrascem
u oba smjera odnosno globalnom hipometilacijom i Zzarisnom hipermetilacijom DNA.

(Ljubaznoscéu autora Sinci¢ N.)
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Slika 9. Utjecaj metilacije promotorske regije DNA na ekspresiju gena. Pojednostavljeni
prikaz utjecaja prisutnosti 5mC u promotorskoj regiji gena na kondenziranost kromatina te
mogucnost vezivanja transkripcijskog inicijacijskog kompleksa i RNA polimeraze. A)
Demetilirani ili hipometilirani promotor gena. B) Hipermetilirani promotor gena. (lzvor:
Vlahovi¢ i Sincié¢, Epigenetika — Mehanizmi genetske kontrole, skripta 2013)
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Ukratko, danas je opc¢eprihvacena hipoteza da ne postoji neoplasti¢ni tumor u ¢ijim se stanicama

ne moze pronaci ¢itav niz epimutacija, posebice hipermetilacija DNA promotorskih regija gena

(7).

2.2.2 Histonske modifikacije

Posttranslacijske modifikacije histona drugi su epigeneticki sustav koji uvjetuje strukturu
kromatina i transkripcijsku aktivnost gena, a odnosi se na adiciju ili eliminaciju odredenih
kemijskih skupina na aminokiseline polipeptidnog lanca histonskog repa. Na taj na¢in primarno
se mijenjaju fizikalno-kemijska svojstva histona sto dovodi do otvorene ili zatvorene strukture
kromatina kojom se regulira dostupnost gena transkripcijskoj masineriji. Ovisno o skupini koja
se veze na histone, histonske modifikacije ukljucuju primarno acetilaciju, metilaciju,
fosforilaciju, sumoilaciju i ubikvitinaciju, iako su opisane adicije i drugih ostataka.
Najprominentnija posttranslacijska histonska modifikacija svakako je acetilacija histona.
Ukratko, acetilacija se dogada na lizinskim ostacima adicijom acetilne skupine podrijetlom od
acetil koenzima A. Svaki od nukleosomskih histona sadrzi globularnu jezgru i fleksibilan N-
terminalni rep s nizom visoko konzerviranih lizinskih ostataka, koji su pozitivno nabijeni i imaju
prirodni afinitet za molekulu DNA. Adicijom negativno nabijene acetilne skupine maskira se
pozitivan naboj na lizinskom ostatku, smanjuju¢i na taj nacin afinitet repa prema molekuli DNA
¢inedi je izlozenijom odnosno kromatin rahlijim. Ovaj se mehanizam pojacava ve¢im brojem
acetiliranih lizinskih ostataka koji dodatno privlace niz kromatin-remodeliraju¢ih faktora $to

naposljetku dovodi do transkripcijski podatnog kromatina (83) (Slika 10.).

Opcenito se smatra da acetilacija i fosforilacija histona opustaju strukturu kromatina i omogucuju
transkripciju gena. Sumoilacija uzrokuje ¢vrséu vezanost molekule DNA za histone i inhibira
transkripciju gena (Slika 10.). Metilacija i ubikvinacija mogu i aktivirati i inhibirati ekspresiju
gena, ovisno 0 mjestu i zahvac¢enom histonu (84). Tako metilacija H3K9, H3K27 i H4K20
rezultira ekspresijom gena, dok suprotni efekt ima metilacija H3K4, H3K26 i H3K79 (85, 86).

U tumorskim se stanicama, uz poremecen obrazac metilacije DNA, nalaze i epimutacije
histonskih modifikacija. Stovise, neke od njih mogu biti kritini dogadaj koji dovodi do
tumorogeneze (86). Brojna istrazivanja pokazala su da histonske deacetilaze uzrokuju inhibiciju
ekspresije gena supresora tumora tj. acetilacija lizina na polozaju 18 H3 (H3K18Ac) igra vaznu

ulogu u progresiji mnogih vrsta raka, ukljuc¢ujuc¢i karcinom dojke, debelog crijeva, pluca,
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hepatocelularnog karcinoma, karcinoma gusterace, prostate i stitnjate (87). Nadalje, u
stanicama raka dojke utvrdeno je da se tijekom procesa maligne transformacije stanica postupno
smanjuju razine metilacije H3K9me2 i H3K9me3. Upravo se izmijenjeni metilacijski obrazac
histona danas smatra kao potencijalni biomarker fenotipa tumora te prognoze ishoda bolesti
(88).

Slika 10. Acetilacija i deacetilacija histona mijenjaju strukturu kromatina. Enzim HAT
katalizira acetilaciju histona na to¢no odredenim mjestima $to za posljedicu ima eukromatizaciju
kromatina te transkripcijsku aktivaciju gena. HDAC enzimi kataliziraju deacetilaciju histona
¢ime doprinose heterokromatizaciji kromatina te posljedi¢no transkripcijskoj inaktivaciji gena.

(Ljubaznoscéu autora Sincic¢ N.)
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2.2.3 RNA interferencija

RNA interferencija (RNAI) je tre¢i epigeneticki sustav koji sudjeluje primarno u kontroli
ekspresije gena, a temelji se na molekulama RNA koje se ne prevode do proteina, ve¢ se
primarno komplementarno vezu na glasnicku RNA (mRNA) c¢ime onemoguéuju njenu
translaciju i sintezu proteina. RNA molekule koje ne kodiraju proteine nazivamo nekodirajuce
RNA (ncRNAs), a gotovo 25% nekodirajuceg dijela genoma se prepisuje upravo u takve
molekule. NcRNA koje sudjeluju u procesu inhibicije ekspresije gena na razini mRNA su: male
interferiraju¢e RNA (engl. small interfering RNAs, siRNASs) i mikro RNA (engl. microRNAs,
miRNAS). Dvolan¢ane siRNA molekule mogu biti i endogenog i egzogenog porijekla. Zrele

miRNA su jednolanc¢ane.

Zbog komplementarnih dijelova koji se medusobno sparuju, miRNA ima specifi¢nu
konformaciju dvolancane ukosnice te je isklju¢ivo endogenog porijekla (89). I miRNA i
SIRNA vezu se na ATP ovisnu RNAazu Il zvanu DICER koja ih cijepa na dsRNA (engl.
double-stranded RNA) velicine 22 nukleotida. lIzrezana dsRNA se veze na protein
ARGONAUT kao dio RNA induciranog kompleksa utisavanja (engl. RNA induced silencing
complex, RISC), koji odmotava dsRNA i pritom jedan lanac otpusta kao visak, a drugi ostaje u
kompleksu i trazi komplementarnu mRNA na koju ¢e se vezati. Ukoliko se za mRNA veze
proteinski kompleks s inkorporiranim dijelom miRNA do¢i ¢e ve¢inom do inhibicije translacije,
a ukoliko se za mMRNA veze proteinski kompleks s inkorporiranim dijelom siRNA do¢i ¢e do
njene razgradnje (90) (Slika 11.).

Deregulacija sustava RNAiI moze imati vaznu ulogu u patogenezi brojnih bolesti, pa i u malignoj
transformaciji stanice, djelujuci na ekspresiju gena ¢ija poremecéena aktivnost moze dovesti do
promjena u proliferaciji, diferencijaciji ili apoptozi. S obzirom na ulogu koju imaju u
karcinogenezi, razlikujemo dvije osnovne vrste miRNA: onkogene miRNA koje primarno
inhibiraju ekspresiju gena supresora tumora te tumor supresijske miRNA koje inhibiraju

translaciju proteina koji dovode do nekontrolirane diobe stanica i pojave tumora (91).

Budu¢i da su epimutacije RNAI pronadene u nizu malignih tumora, poremecaji ovog
epigenetickog sustava u sredistu su bazi¢nih istrazivanja indukcije i progresije tumora, ali i
translacijskih istrazivanja novih dijagnostickih i prognostickih biomarkera onkoloskih bolesti,

kao i novih antitumorskih lijekova (85, 92).
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Slika 11. Shematski prikaz RNAIi. Egzogene i endogene siRNA molekule pokrecu RNAI
sustav koji za posljedicu ima inhibiciju ekspresije ciljnog gena na razini translacije mRNA u
protein. (Izvor: Vlahovi¢ i Sinci¢, Epigenetika — Mehanizmi genetske kontrole, skripta 2013)
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2.3 Epigentika tumora testisa

Primarne zametne stanice prolaze u ranom stadiju svojega nastanka kroz fazu generalizirane
demetilacije DNA koja moze biti pasivna i aktivna. Pasivni oblik nastaje zbog nepostojanja
redukcije DNMT zaduzene za proces demetilacije. Sto se ti¢e aktivnog procesa demetilacije
predlozena su dva moguc¢a nacina. Jedan sugerira da bi inicijator procesa mogao biti protein
TET (engl. ten eleven translocation protein) koji pretvara 5SmC u hidroksimetilirani citozin
(5hmC). Naime, ekspresija TET1 i TET2 se podudara s brzim nestankom 5mC. Drugi moguci
nacin bila bi izravna deaminacija 5mC-a u T posredovana AID/APOBECI. To inducira mutaciju
nepravilnog sparivanja nukleotida T:G u DNA molekuli (93-96). DNA fetalnih zametnih stanica
je generalizirano hipometilirana, ali nakon rodenja postupno postaje hipermetilirana. GCNIS i
seminomi imaju nisku razinu DNA metilacije uz rahlu strukturu kromatina povezanu s visokom
transkripcijskom aktivnos¢éu (97). Diferenciraniji TZST, poput koriokarcinoma ili tumora
zumanjcane vrece, imaju veci stupanj metilacije. Visi stupanj metilacije posebice se istice u
dobro diferenciranim stanicama teratoma. Razli¢it opseg metilacije u razli¢itim podtipovima
TZST-a podupiru model razvoja tumora te skupine. Naime, smatra se da se GCNIS razvija u
seminom i embrionalni karcinom, a koji se kasnije diferencira u ostale oblike neseminomskih
tumora. Promjena metilacijskog statusa vjerojatno je povezana s ekspresijom gena DNMT3B ¢iji
je proteinski produkt uobicajeno izrazen u pluripotentnim embrionalnim stanicama i inducira de
novo metilaciju. Smatra se da DNMT3B potice diferencijaciju iz embrionalnog karcinoma u

razlicite podtipove neseminoma kataliziraju¢i metilaciju DNA niza gena.

Globalna DNA hipometilacija je karakterizirana globalnim gubitkom 5mC koja doprinosi
malignoj transformaciji aktivacijom onkogena i latentnih retrotranspozona, kao sto je LINE-1
(engl. long interspersed nuclear elements 1). Retrotranspozoni LINE-1 su vrlo aktivni u TZST
i mogu dovesti do insercijskih mutacija, transkripcijske disregulacije, lomova DNA i povecane
razine rekombinacija. Vjeruje se da promjene retrotranspozona LINE-1 pridonose genomskoj
nestabilnosti i malignoj transformaciji. Studija iz 2010. pokazala je da se LINE-1 stupanj
metilacije moze naslijediti od roditelja i da je hipometilacija povezana s rizikom nastanka
karcinoma testisa (98). Povezanost smanjene razine metilacije LINE-1 i TZST-a je jaca u

pacijenata sa seminomima i abilateralnim tumorima (99).

U usporedbi s normalnom spermatogonijom, genom stanica karcinoma in situ ostaje nemetiliran

u odraslom testisu (100). Morfoloske i imunohistokemijske studije pokazale su da GCNIS (CIS)
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stanice nalikuju fetalnim zametnim stanicama. Naime, GCNIS stanice pozitivne su na
transkripcijske faktore poput POU5SF1(OCT3/4), NANOG-a, TIA-2, MYCL1, GDF3, DPPA4,
KIT-ai TFAP2C, koji su povezani s pluripotentnos¢u embrionalnih mati¢nih stanica (101, 102).
Oktamer vezujuci transkripcijski faktor 4 (OCT4) i SOX2 su transkripcijski faktori koji imaju
klju¢nu ulogu u odrzavanju pluripotencije embrionalnih mati¢nih stanica. OCT4 protein kodiran
je genom POUSFL1 te je od kritine vaznosti pri samoobnovi nediferenciranih embrionalnih
mati¢nih stanica. Zbog toga se OCT4 cesto koristi kao biljeg nediferenciranih stanica.
Ekspresija POUSF1 mora biti precizno regulirana jer ¢e bilo kakva pogreska dovesti do
promjene u diferencijaciji. Premda je generalno primijecena vrlo niska razina DNA metilacije
u stanicama GCNIS, dokazana je aktivnost DNA metiltransferaze 1. Bez obzira $to su 5mC i
5hmC detektirani u primordijalnim zametnim stanicama, dokazano je da stanice GCNIS sadrze
vrlo niske razine i

5mC i 5hmC, uz izostanak ekspresije TET proteina. Istrazivanja su pokazala da GCNIS stanice
posjeduju proteine koji olaksavaju DNA demetilaciju, poput AID/APOBECI i BER. Isti
demetilacijski proteini su izrazeni u fetalnim zametnim stanicama ali u zna¢ajno manje (97).
Vjeruje se da je hipometilirano stanje povezano sa ekspresijom gena pluripotentnosti §to moze
poticati proliferaciju GCNIS stanica, koje su izlozene velikoj koli¢ini hormonske aktivnosti u
postpubertetskom testisu. Sve te komponente nesumnjivo pridonose progresiji i invazivnosti
tumora. Najcesce koriSteni biljeg za detekciju GCNIS je PLAP (engl. placental alkaline
phosphatase) (103).

Geni poput ARF, APC, MGMT, RAR-beta2, CCNA1 i hMLH1 su dokazano aberantno metilirani
u tumorima testisa. Prema studiji iz 2012. sli¢ni uzorak metilacije su imali seminomi,
neseminomi i normalne stanice testisa u sljedecim genima: ARF, S100A2, SSBP2, ER-a i ER-f.
Zanimljivo, SSBP2 i ER-a su imali veci stupanj metilacije u zdravim stanicama testisa, nego u
tumorskim. MGMT, VGF, ER-$ i FKBP4 uglavnom su metilirani u neseminomskim tumorima,
u usporedbi sa seminomima. APC i hMLH1 su metilirani u obje vrste tumora, APC s ve¢om
frekvencijom i razinom metilacije, dok hMLH1 samo s ¢es¢om frekvencijom. Jos uvijek ostaje
pitanje kako toliko histoloski razli¢iti tumori, seminomi i neseminomi, imaju slicne citogenetske

abnormalnosti te nastaju iz iste primarne stanice (104).

Kako je ve¢ navedeno, postoje dokazi da seminomi ostaju nemetilirani, dok ostali histoloski
tipovi TZST-a nastaju nakon procesa de novo metilacije, sugeriraju¢i da mogu nastati iz

zametnih stanica razlic¢itog stupnja diferencijacije, a ¢iji stupanj diferencijacije moze odredivati
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daljnje promjene u metilaciji DNA (105). Smiraglia i suradnici su predlozili model nastanka
tumora gdje seminomi nastaju iz IGCNU stanica koje su nastale iz primordijalne zametne
stanice koja je prosla proces globalne demetilacije, dok su neseminomi nastali iz IGCNU
stanica koje su ve¢ prosle proces de novo metilacije (106). Medutim potrebna su jos mnoga

istrazivanja kako bi se doslo do kona¢nog odgovora na to pitanje.

U seminomima je prisutna hipometilacija gena povezanih s nastankom tumora, kao $to su
primjerice p16 i APC, dok je za neseminome karakteristi¢na hipermetilacija tih istih gena. Jedan
od potencijalnih regulatora DNA metilacije je gena DNMT3B za kojeg je takoder pronadena da
razlicita ekspresija u razlicitim TZST podtipovima. Ti rezultati podupiru ulogu epigeneticke
regulacije u TZST tumorogenezi. Smatra se da u nastanku tumora vaznu ulogu imaju
epigeneticke promjene gena koji djeluju sli¢no kao tumor supresorski geni. Za sada je dokazana
supresija gena RASSF1A, medutim pronaden je jos jedan gen, TESTISIN (PRSS21) koji kodira
glikozilfosfatidil inozitol povezanu serinsku proteazu koja se pojavljuje u tkivu testisa. Gen
PRSS21 u ¢ovjeka se nalazi na 16. kromosomu i sastoji se od 6 egzona i 5 introna. Sadrzava 5'
CpG otok i 5 CpG bogatu regiju. Unutar gena se nalazi mnogo mjesta koje sadrze CpG
dinukleotide koji potencijalno mogu biti metilirani. Gen nizvodno dodatno sadrzi CpG
dinukleotide u podrugju transkripcije, koji u slu¢aju metilacije, mogu vezati metil-CpG vezajuci
protein (MeCP), kao §to su MeCP2 i MeCP1, koji sudjeluju u represiji transkripcije (64).
Pronadena je jaka povezanost izmedu hipermetilacije 5' regije gena PRSS21 i gubitka ekspresija
MRNA PRSS21 u stanicama tumora. Istrazivanje Davisa i suradnika iz 2011. je u embrionalnom
karcinomu identificiralo podakaliksin-like protein 1 (PODXL1), antiadhezivni protein izrazen u
agresivnim tumorima koji sluzi kao meta miR-199a-5p. PODXL1 je prekomjerno izrazen u
malignim testikularnim tumorima, a njegova inhibicija rezultira supresijom karcinomske
invazije. MiR-199a je jace metilirana u seminomima. Hipermetilacija DNM3 introna dovodi do
miR-199a depresije. Epigenetska alteracija u intronu DNM3 dovodi do disregulacije miR-199a,
ali i PODXL1, a to bi mogao biti jedan od mehanizama razvoja testikularnog karcinoma (107).
Kao direktna meta miR-199a-5p potvrden je gen MAFB. Ekspresija gena MAFB je jaca u
karcinomskom tkivu testisa, dok se antiproliferacijska uloga miR-199a realizira kroz represije
MAFB u TZST. Zajedno s antiinvazijskim efektom PODXLI, miR-199a djeluje kao tumor
supresor u TZST (107). MiR-199a ima smanjenu osjetljivost u TZST- u zbog hipermetilacije
svojeg promotora (108). Brojne analize pokazale su slicnu povezanost izmedu kombinirane
razine metilacije promotorske regije i rizika razvoja kako seminoma tako i neseminomskih

tumora. U studiji iz 2012. ta je povezanost otkrivena i dokazana u seminomima uz nizu razinu
27



promotorske metilacije gena KITLG i visoke promotorske metilacije gena BAK1. Takoder, niza
razina promotorske metilacije gena DND1 povezuje se s povecanim rizikom nastanka
seminoma (109). Povecana metilacija promotorske regije gena PDE11A, SPRY4 i BAKL1 te
smanjena promotorska metilacija gena KITLG u primarnim limfocitima je povezana s
povecanim rizikom razvoja obiteljskog TZST-a (109). U promotorskoj regiji gena PDE11A je
dokazano postojanje 7 CpG mjesta, a razine njihove metilacije su povisene u svim sluc¢ajevima
TZST (109). Jos jedan vazan transkripcijski faktor je proteinski produkt gena NANOG, kljucni
regulator samoobnavljanja i odrzavanja pluripotentnosti u nediferenciranim embrionalnim
mati¢nim stanicama (110, 111). Njegova ekspresija nije zabiljezena u odraslom zdravom testisu
(112). Visoko je izrazen u seminomima i embrionalnim karcinomima, dok je vrlo malo ili gotovo
neizrazen u teratomima, tumorima zumanjcane vreée, koriokarcinomima i mijesanim
neseminomima. Sve to govori u prilog da metilacija CpG u NRR (NANOG regulatonim regijama)
korelira s NANOG ekspresijom u zametnim stanicama tumora (113). NRR hipermetilacija u
odraslom zdravom testisu mogao bi biti epigenetski mehanizam regulacije NANOG ekspresije
kako bi se kontrolirao program pluripotentnosti i prevenirao razvoj maligniteta zametnih stanica
(113). Pojedini signalni putevi, poput PIWI/piRNA put igraju kriti¢nu ulogu u razvitku muskih
zametnih stanica, stoga je njihova uloga prouc¢avana u nastanku testikularnih TZS-a. Istrazivanja
su pokazala da metilacija na 5' promotorske regije CpG otoka dovodi do utisavanja gena
PIWIL1, PIWIL2, PIWIL4 i TRDI1 u primarnim testikularnim tumorima (114). Specifi¢na
hipermetilacija CpG otoka u genima je povezana s piRNA sto dovodi do njihove transkripcijske
inaktivacije u karcinomu testisa. Najvaznije je da epigenetic¢ka inaktivacija PIWI-klase proteina
i povezanih proteina TDRD1 u tumorogenezi nastaje u kontekstu smanjene ekspresije piRNA i
DNA hipometilacije LINE1. Zanimljivo, epigeneticke promjene PIWI proteina nastaju i u
muskoj neplodnosti, $to bi se moglo dovesti u povezanost neplodnosti i nastanka karcinoma
testisa (115, 116). Dodatno, studije X kromosoma su pokazale nisku razinu metilacije u
seminomima i vise razine metilacije u neseminomima, osobito u diferenciranijim oblicima
tumora (117, 118). Kako je ve¢ navedeno, CpG hipermetilacija otoka rezultira u promjeni
strukture kromatina i smanjuje transkripciju. Medutim, pojedine studije upozoravaju da bez
obzira na razliciti stupanj metiliranosti razlicitih gena, samo 20% gena pokazuje povezanost

hipermetilacije i genske ekspresije (107).

Dosadasnja istrazivanja takoder su pokazala promjene u ekspresiji gena koji kodiraju za proteine
ukljucene u proces metilacije DNA. Ukratko, postoje 3 vrste DNA metiltransferaza. DNMT1

odrzava metilaciju tijekom DNA replikacije te nataj nacin pridonosi stabilnosti genske ekspresije
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roditeljskih stanica u stanicama kcerima. U procesu diferencijacije proteini DNMT3A i
DNMT3B prenose metilne grupe na citozinske ostatke u tijeku razvoja i diferencijacije zametnih
stanica. Analize su zabiljezile povecanu razinu ekspresije gena DNMT3A u seminomima, dok
je razina DNMT1 i DNMT3B jednaka. Drugi autori navode povecanu razinu DNMT3B u

neseminomskim karcinomima (119).

Histonske modifikacije H3K9me2 i H3K27me3 su obje povezane s restriktivnom kromatinskom
strukturom i nisu pronadene u GCNIS stanicama tumora testisa. Suprotno navedenom,
H14K34ac se nalazi u GCNIS i stanicama seminoma, stoga bi potencijalno mogao sluziti kao

dijagnosticki biljeg tih maligniteta.

2.4 Epigeneti¢ka terapija tumora zametnih stanica testisa

Osim konvencionalne terapije, u lijecenju TZST-a pokusavaju se iskoristiti pozitivni terapijski
ucinci pojedinih epigenetickih lijekova. Tako se primjerice mogu Kkoristiti nize doze 5azaC-a ¢iji
mehanizam djelovanja ukljucuje demetilaciju i reekspresiju tumor supresorskih gena (120).
Drugi mehanizam ukljucuje poticanje apoptoze zbog izravnog ili neizravnog 5-azaC
posredovanog DNA ostecenja (121, 122). TZST stanice su visoko osjetljive na inhibitor DNA
metilacije 5-aza-CdR. Taj je odgovor povezan s zna¢ajno veé¢im razinama DNMT3B-a. (Slika
12.).

Nadalje, u procesu lijecenja moguca je kemorezistencija na konvencionalne lijekove.
Rezistencija TZST-a na kemoterapiju povezuje se s Kkariotipskim aberacijama, mutacijama
pojedinog gena te epigenetickom regulacijom genske ekspresije. Uistinu, potvrdena je
povezanost metilacijski statusa pojedinih gena i tumorske kemorezistencije. Opéenito,
diferenciranih tumora. In vitro, demetilacija DNA seminomskih stani¢nih linija je dovela do
povecane ekspresije stani¢nih biljega NANOG i POUS5F1. Hipermetilacija promotora gena
RASSF1A i HIC1 povezana je s rezistencijom na kemoterapiju, dok je hipermetilacija gena
MGMT i RARB povezana s visokom osjetljivos¢u tumora na terapiju. Gen RASSF1A djeluje kao
negativni regulator rasta stanica, dok HIC1 kodira transkripcijski faktor koji djeluje kao tumor
supresor (123, 124). Osim tih gena dokazano je da potpuna hipermetilacija promotora MGMT

gena djeluje povoljno na uspjesnost lije¢enja cisplatinom (125). Za sada se relativno malo zna
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0 epigenetickoj osnovi kemoterapeutske osjetljivosti TZS.

Upravo iz navedenog, jasna je teznja da se istraze novi koncepti terapije i prosiri paleta
potencijalnih lijekova u lijecenju TZST, u ¢emu se mnogo ocekuje upravo od epigeneticki
aktivnih tvari odnosno epilijekova (126, 127) (Slika 13.).

Modulacija
epigenoma

N . Citotoksicnost

Tumorske stanice

Epigeneticko 75T

reprogramiranje

Tumorske matiéne stanice TZST

Slika 12. Shematski prikaz djelovanja epigenetic¢kih lijekova. U okviru biologije TZST,
ovisno o dozi, epigenetic¢ki lijekovi ostvaruju razli¢ite bioloske ucinke poput stimulacije
diferencijacije tumorskih mati¢nih stanica, ali i citotoksi¢nog djelovanja. (Ljubaznoséu autora
Sincié¢ N.)
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Slika 13. Prikaz odnosa rizi¢nih faktora razvoja tumora testisa te terapijskih pristupa.
Mutacije i epimutacije, inducirane su makro ili mikro okolisem povoljnim za razvoj TZST-a.
Povoljno okruzenje moze biti "zagadeno™ razli¢itim poznatim ili nepoznatim ¢imbenicima kao
Sto su mutageni ili pak ¢imbenicima koji epigeneti¢ki ometaju ekspresiju gena. Mutacije su
ireverzibilne i potencijalno vertikalno nasljedne. S druge strane, epimutacije su reverzibilne
zbog ¢ega bi ciljana epigenetska terapija mogla vratiti maligno transformirane stanice u
fiziolosko stanje odnosno lijeciti tumor obnavljanjem fizioloSkog obrasca ekspresije gena.
(Izvor: Buljubasic i sur. 2017)
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2.5 Epigeneti¢ki lijekovi

Koncept epigeneticke terapije, posebice onkoloskih bolesti, razvijao se paralelno s razvojem
epigenetike kao znanstvene discipline i jacao sveobuhvatnijim razumijevanjem epigenetickih

procesa i aberacija u okviru tumorske biologije (Slika 14.).

Prvi epigeneticki lijek primijenjen u medicinskoj klini¢koj praksi bio je 5-azacitidin (5azaC).
Naime, nakon niza istrazivanja, 2004. godine napokon je odobren za klini¢ku primjenu od
americke Agencije za hranu i lijekove u protokolu lije¢enja mijelodisplasticnog sindroma te
akutne i kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije (128, 129). Uz kontinuirane izmjene i dopune

terapijskih protokola, 5azaC se Kkoristi i danas (130, 131).

KLINICKA
ISTRAZIVANJA

BIO-
MARKERI

Epigeneticki
eksperimenti

BIOLOGUA

BIOKEMUA

Slika 14. Prikaz znanstvenih podruéja ukljucenih u razvoj epigeneti¢ke terapije. Razvoj
epigenetic¢kih lijekova zahtjeva iznimnu interdisciplinarnost te suradnju bazi¢nih i klini¢kih

znanosti. (Ljubaznoscéu autora Sinci¢ N.)
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Na temelju niza uspjeha u lijecenju, primarno hematoloskih onkoloskih bolesti, a u skladu
s principima epigeneticke terapije, ali i konceptom personalizirane medicine, razvile su se
nove discipline poput farmakoepigenetike i farmakoepigenomike, ¢iji uzlet i znacajniji
doprinos klinickoj medicinskoj praksi i to ne samo onkoloskih bolesti tek ocekujemo (132-
135) (Slika 15.).

Epigenetic drugs and their targets

Compound Target(s) Epigenetic target function Development status Clinical trials
Decitabine DNMT1 DNA methylation writer FDA approved NCT01786343
Azacitidine DNMT1 DNA methylation writer FDA approved NCT02399917
Guadecitabine DNMT1 DNA methylation writer Phase NCT02348489
4-Thio-2-deoxycytidine DNMT1 DNA methylation writer Phase NCT02423057
ASTX727 DNMT1 DNA methylation writer Phase NCT02103478
AG-120 IDH1 Produces cofactor for DNA methylation eraser (TETs) Phase NCT02989857
AG-221 IDH2 Produces cofactor for DNA methylation eraser (TETs) Phase NCT02677922
AG-881 IDHL and IDH2 Produces cofactor for DNA methylation eraser (TETs) Phase NCT02492737
IDH305 IDH1 Produces cofactor for DNA methylation eraser (TETs) Phase NCT02987010
FT-2102 IDH1 Produces cofactor for DNA methylation eraser (TETs) Phase NCT02719574
BAY1436032 IDH1 Produces cofactor for DNA methylation eraser (TETs) Phase NCT02746081
IDHL peptide vaccine IDH1 Produces cofactor for DNA methylation eraser (TETs) Phase NCT02454634
Belinostat HDACs Histone acetylation eraser FDA approved NCT02381548
Vorinostat HDACs Histone acetylation eraser FDA approved NCT02042989
Romidepsin HDACs Histone acetylation eraser FDA approved NCT01590732
Panobinostat HDACs Histone acetylation eraser FDA approved NCT02899715
Valproic acid HDACs Histone acetylation eraser FDA approved NCT02446652

(non-cancer indication)
KA2507 HDAC6 Histone acetylation eraser Phase NCT03008018
ACY-241 HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT02400242
Tucidinostat HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT02482753
CKD-581 HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT03051841
CuDC-907 HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT02307240
CXD101 HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT01977638
EDO-5101 HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT02576496
Givinostat HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT01761968
MPTOEO28 HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT02350868
OBP-801 HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT02414516
Resminostat HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT02953301
Tefinostat HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT02759601
AR-42 HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT02569320
Entinostat HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT02115282
Mocetinostat HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT02805660
Ricolinostat HDACs Histone acetylation eraser Phase NCT02091063
ABBV-075 BETs Histone acetylation reader Phase NCT02391480
BMS-986158 BETs Histone acetylation reader Phase NCT02419417
GSK2820151 BETs Histone acetylation reader Phase NCT02630251
INCB054329 BETs Histone acetylation reader Phase NCT02431260
INCB057643 BETs Histone acetylation reader Phase NCT02711137
TEN-010 BETs Histone acetylation reader Phase NCT01987362
ZEN003694 BETs Histone acetylation reader Phase NCT02705469
0TX015 BETs Histone acetylation reader Phase NCT02698189
CPI-0610 BETs Histone acetylation reader Phase NCT02986919
FT-1101 BETs Histone acetylation reader Phase NCT02543879
GSK525762 BETs Histone acetylation reader Phase NCT02964507
MAK683 EED Interaction with histone methylation writer (EZH2) Phase NCT02900651
Tazemetostat EZH2 Histone methylation writer Phase NCT02860286
CPI-1205 EZH2 Histone methylation writer Phase NCT02395601
DS-3201 EZH2,EZH1 Histone methylation writers Phase NCT02732275
GSK2816126 EZH2 Histone methylation writer Phase NCT02082977
Pinometostat DOTIL Histone methylation writer Phase NCT02141828
Tranykypromine KDM1A Histone methylation eraser FDA approved NCT02717884
(non-cancer indication)

GSK2879552 KDM1A Histone methylation eraser Phase 11 NCT02929498
INCB059872 KDM1A Histone methylation eraser Phase 11 NCT02712905
Data were obtained from www dinicaltrials gov on 2/1512017.

Slika 15. Popis relevantnijih epigeneti¢kih lijekova. Navedeni lijekovi koriste se u
klini¢koj praksi ili se nalaze u rezimu klinickih ispitivanja. (Izvor: Kelly i Issa 2017)
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25.1 5-azacitidin

Analog citozina, 5-azacitidin (5azaC) otkriven je polovicom prosloga stoljeca (slika 16). Rijec¢
je o sintetickom spoju, analogu pirimidinskog nukleozida citozina, koji na petom mjestu
pirimidinskog prstena umjesto ugljika ima atom dusika. Nedugo nakon otkri¢a, postao je
iznimno vazno orude u rukama istrazivaca zbog snaznih ucinaka na bioloske procese posebice

embriogeneze i tumorigeneze (136-140).

NH, NH,
I NN NN
(0] (o]
HO OH HO OH
Citidin 5-azacitidin

Slika 16. Molekularna struktura citidina i 5-azacitidina. (Prilagodeno prema: Yoo i sur.
2004)

Premda je 5azaC nestabilan u vodenim otopinama, u pH neutralnim vodenim otopinama
poluzivot 5azaC-a je 21 dan na +4 °C, 37 sati na +20 °C odnosno 7 sati na 37 °C. Medutim,
istrazivanja na stanicama pokazala su da je aktivnost 5azaC-a dugotrajna u in vitro sustavima, a

posljedice njegova djelovanja na fenotip stanica dugoroc¢ne (141).

Dva su glavna mehanizma djelovanja 5azaC, citotoksi¢nost kao posljedica integracije u RNA
odnosno DNA te epigeneticko djelovanje induciranja hipometilacije DNA (142, 143). Indukcija
hipometilacije DNA, cini se, zahtijeva nize doze 5azaC od doza potrebnih za indukciju

citotoksi¢nosti (144). Ipak, mehanizam demetilacije dobro je poznat dok se oko mehanizma
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kojim 5azaC postize citotoksi¢ni efekt jos uvijek vode rasprave (128).

5azaC konkurira citidinu i ugraduje se tijekom replikacije u DNA. Zbog toga se najjaci bioloski
uc¢inak oc¢ekuje upravo u stanicama koje su bile izlozene 5azaC u S fazi stani¢noga ciklusa.
Ugradnjom 5azaC onemogucena je metilacija DNA na tom CpG dinukleotidu budu¢i da
5azaC ne moze primiti metilnu skupinu (145). Medutim, vazniji mehanizam kojim 5azaC potice
demetilaciju DNA je degradacija DNMT-a. Naime, kompleks DNMT i 5azaC integriran u DNA
lanac prepoznaje masinerija popravka DNA te se pokrece enzimski Kataliziran proces
degradacije DNMT. Time dolazi do smanjenja koncentracije DNMT u stanici te posljedi¢ne
demetilacije DNA. Stari lanac zadrzava metilacijske biljege, ali je prijenos metilacijskog
obrasca na novosintetizirani lanac poremecen ili potpuno odsutan u dijelovima genoma (140,
141, 146).

Proteklih godina, dokazan je i dodatni epigeneti¢ki uc¢inak 5azaC i to na postranslacijske
histonske modifikacije (147) posebice acetilaciju. Naime, dokazano je da 5azaC izaziva
hiperacetilaciju histona (148). Sukladno tomu, transkripcija HAT1 znatno je intenzivnija u
stanicama izlozenim 5azaC, §to upucuje na osovinu: izlozenost modifikatoru - prekomjerna
ekspresija HAT1 - posljedi¢na hiperacetilacija histona - povecana transkripcija gena. Tu
mogucnost dodatno podupire paralelno smanjenje ekspresije HDAC1 (149). Navedena otkric¢a
ne zacuduju budu¢i da je poznato da su postranslacijske histonske modifikacije histona
integralna komponenta kontrole genske ekspresije i usko vezana uz procese metilacije DNA
(150).

Bioloski uc¢inci 5azaC, posebice u in vitro sustavima, uvelike su poznati. Ipak, 5azaC se i danas
¢esto Kkoristi u istrazivanjima i to u okviru istrazivanja razlicitih bioloskih i fizioloskih procesa,
komparacijskim istrazivanjima drugih tvari, ali i potencijalne nove upotrebe 5azaC, posebice u
medicinskoj praksi (151-153).

U kulturama embrionalnih stanica 5azaC potice diferencijaciju i to ponajvise u smjeru
hondrogeneze, adipogeneze i miogeneze (154, 155). U kulturama sréanih misi¢nih stanica potice
transdiferencijaciju u poprec¢noprugaste misi¢ne stanice (156). Predtretman tkiva predklijetki
misa 5azaC, u naknadnoj kulturi s niskom koncentracijom seruma, izazvao je
transdiferencijaciju u skeletni misi¢, dok je u mediju s dodatkom inzulina i deksametazona

inducirao adipogenezu (156). Stromalne stanice kostane srzi potic¢e pak u diferencijaciju upravo
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u kardiomiocite (157). Nakon skoro 20 godina istrazivanja, dokazano je da kulturi stanica
kardiomiosfera 5azaC, u kombinaciji sa askorbinskom kiselinom, snazno potice diferencijaciju
stanica u funkcionalne kardiomiocite i to, ¢ini se, preko supresije WNT signalnoga puta (158).
Navedeno istrazivanje navodi moguénost potencijalne primjene 5azaC-a u slozenom protokolu

lije¢enju kardiovaskularnih bolesti.

Pored navedenih i ostalih bioloskih u¢inaka u in vitro sustavima, ¢ini se da 5azaC da iskazuje
specifican uc¢inak ovisan o vrsti medija koristenog u kulturi, ali i stani¢nog modela te vrste iz
koje stanice potjecu. Naime, 5azaC u kulturi zametka stakora in vitro inducira diferencijaciju u
¢itav niz dobro razvijenih derivata mezoderma. Ektodermalna se pak linija razvija primarno u
rane neuroblaste, dok endodermalna linija ne pokazuje uopcée promjene naspram netretiranih
kontrola (159). Suprotno navedenom, u kulturama Stakorskog zametka bez seruma, 5azaC
inhibira rast, ali i diferencijaciju (137). Razlic¢iti u¢inci zabiljezeni su i u istrazivanjima utjecaja
5azaC na proliferacijsku aktivnost stanica. Tako je primjerice zabiljezen inhibicijski ucinak
5azaC na proliferaciju mioblasta (155), ali i indukcija proliferacije mezenhimskih mati¢nih
stanica u kulturi (160). Navedena istrazivanja sugeriraju mogucée probleme potencijalne

primjene 5azaC u onkoloskoj i regenerativnoj medicini.

2.5.2 Trihostatin A

Fungicid TSA veze se na aktivno mjesto HDAC §to ga ¢ini jednim od najsnaznijih reverzibilnih
inhibitora procesa histonske deacetilacije odnosno promotora acetilacije histona i posljedi¢ne
indukcije ekspresije gena (161) (Slika 17.).

.OH

5

Slika 17. Kemijska struktura Trihostatina A. TSA je prirodni derivat hidroksamske kiseline
izolirane iz  bakterije roda Streptomyces. (lzvor: STEMCELL Technologies,

www.stemcell.com/trichostatin-a.html)
36



Premda generalno gledaju¢i poticu gensku ekspresiju, HDACi primarno djeluju
antiproliferacijski i proapoptozno te se intenzivno istrazuju mogucnosti njihove primjene u
okviru onkoloske terapije (19, 162-164). U istrazivanjima je dokazano i njihovo protuupalno
djelovanje te se provode translacijska istrazivanja njihove primjene kao imunomodulatora kod
niza bolesti poput reumatoidnog artritisa, osteoartritisa, psorijaze, multiple skleroze i reakcije

odbacivanja transplantiranog tkiva i organa (162, 165).

Antitumorsko djelovanje TSA dokazano je u nizu istrazivanja koja se nastavljaju i danas. Ta se
istrazivanja oslanjaju na poznate ucinke TSA opisane u in vitro sustavima: inhibicija
proliferacije, indukcija apoptoze i diferencijacije stanica. Tako je, primjerice, opisano
usporavanje razvoja fibroze jetrenog tkiva in vitro, povezane s povecanim rizikom razvoja
hepatocelularnog karcinoma, $to je kroz 20 godina istrazivanja kulminiralo boljim
razumijevanjem mehanizma i potvrdom istog efekta u modelu in vivo. Slijede istrazivanja
potencijalne klini¢ke primjene TSA s ciljem usporavanja progresije ili ¢ak reverzije fibroze jetre
(166, 167).

Istrazivanja na stanicama raka gusterace pokazala su da TSA potice ekspresiju citokeratina i
drugih proteina citoskeleta u stanicama raka. TSA potice keratinizaciju i apoptozu, ali i
inhibiciju ekspresije gena povezanih sa sintezom proteina i energetikom stanice. Ukratko,
navedena istrazivanja ukazuju na proapoptozno i antiproliferacijsko djelovanje TSA u stanicama
raka in vitro (168).

Istrazivanja na stanicama karcinoma S§titnjace pak pokazala su da TSA, kao i niz srodnih
lijekova, smanjuje vijabilnost tumorskih stanica in vitro i to primarno, ¢ini se, inhibicijom
ekspresije onkogena HMGA2 i TTF1 (169). Istrazivanja na stanicama raka gusterace upucuje na
proapoptozni ucinak TSA i to poglavito u mati¢nim stanicama raka, sto uvelike nadahnjuje
daljnja istrazivanja (170). TSA je u navedenom istrazivanju inducirao hiperacetilaciju H3 i H4
te smanjio ekspresiju HDAC-1, HDAC-7, HDAC-8, ali i DNMT3B sto ukazuje na potencijalnu

povezanost TSA sa sustavom metilacije DNA.

Ipak, iako istrazivanja upucuju na pozitivne ucinke TSA, primarno u indukciji apoptoze
tumorskih i tumorskih mati¢nih stanica, postoje i istrazivanja koja upozoravaju na kontroverzno

potencijalno kancerogeno djelovanje TSA. Naime, hematopoezne mati¢ne stanice iz Krvi
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pupcane vrpce tretirane TSA ukazuju na blago povisenu proliferaciju koja je u relativno
zanemarivom neskladu s opisanim djelovanjem TSA na mati¢ne stanice opcenito.
Medutim, ovo je istrazivanje pokazalo da TSA inducira povecanje ekspresije gena CDKN1C,
CEBPa, HOXA9, MN1, DLK1 i ostalih gena usko vezanih za leukemiju. Ukratko, postoje
upozorenja da TSA moze imati i leukemogeno, a potencijalno i prokancerogeno djelovanje
(171).

2.5.3 Valproat

Povijest kontinuirane uporabe valproicne kiseline (VAL) (engl. valproic acid, VPA) u znanosti,
a kasnije i medicini, relativno je duga, posebice u usporedbi s drugim farmakoloskim tvarima.
Valproic¢na kiselina (Slika 18.) koristena je kao organsko otapalo u znanstvenim istrazivanjima
gotovo 100 godina prije nego je slucajno zabiljezen njen pozitivan uc¢inak na konvulzije u
animalnom modelu epilepsije inducirane pentilentetrazolom. Ta rana klinicka iskustva opisivala
su sposobnost valproi¢ne Kiseline da zaustavi ili prevenira napadaje u pacijenata s
generaliziranom epilepsijom sto je naposlijetku rezultiralo uvodenjem valproata (VAL) kao
lijeka Sirokog spektra u standardnu terapiju epilepsije. Sirenjem primjene VAL u terapiji
epilepsije, slu¢ajno se ustanovilo da lijecenje epilepsije VAL smanjuje i napadaje migrene u
pacijenata s navedenim komorbiditetom. Sli¢nu povijest ima i zapazanje da VAL ima i
antimanijski ucinak. Ta su, i ina, zapazanja, preko niza istrazivanja, dovela do sirenja indikacija

za koje se danas u klinickoj praksi propisuje VAL (172).

CHs;
ONa

CHs

Slika 18. Kemijska struktura valproi¢ne kiseline. Valproi¢na kiselina je razgranata masna
kiselina kratkog lanca i derivat valericne kiseline. Najcesce se koristi u obliku natrijeve soli.
(Izvor: TCI Europe N.V., www.tcichemicals.com/PL/en/p/S0894)
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Ipak, kao i svaki drugi lijek, VAL pokazuje i Stetne u¢inke u pacijenata. Uobicajeni Stetni u¢inci
VAL ukljucéuju dobivanje na tezini, gastrointestinalne simptome, sedaciju, tremor i blagi
porast jetrenih enzima (173). Ozbiljna toksi¢nost jetre je rijetka kod odraslih osoba, ali zahtjeva
kontinuirano promatranje jetrenih funkcija tijekom terapije (174). Mnogi Stetni ucinci, ¢ini se,
povezani su s dozom i mogu se ukloniti smanjenjem doze. Medutim, postoje i iznimno ozbiljne
medicinske opasnosti koje su posljedica upotrebe VAL. Tako, primjerice uvodenje valproata u
terapiju povecava rizik od samoubojstva (175). VAL je takoder i teratogen te je posebno
povezan s defektom neuralne cijevi. Pojedina istrazivanja povezuju izlozenost VAL -u in utero
i sa smanjenjem verbalne inteligencije. Navedeni ucinci, uz vjerojatan povecani rizik od

sindroma policisti¢nih jajnika, ograni¢avaju upotrebu valproata kod zena u trudnoci (173).

Upravo istrazivanja teratogenog uc¢inka VAL i njegovih analoga te istrazivanja mehanizma
njihova djelovanja, pokazala su da se teratogeni uc¢inak ostvaruje mehanizmima ukljuc¢enima i
u razvoj tumora odnosno neoplasti¢ne transformacije stanica i progresije tumora. Tako su
zapravo, otkrivena antitumorska svojstva VAL i njegovih analoga. Ova vazna otkrica bila su
temelj za razvoj novih smjernica i koncepata u lijecenju onkoloskih bolesnika. Ipak, dok se
farmakokineticke studije pokazuju konacnima, tek treba, ¢ini se, ponovno ispisati sveobuhvatna
farmakodinamicka poglavlja koja opisuju djelovanje VAL i njegov u¢inak na stani¢ne sustave,

covjeka u cjelini, njegovo zdravlje i zdravlje njegovog potomstva (172, 176, 177).

Nakon gotovo pola stoljeca klinicke primjene, otkriveno je da VAL ima iznimno snazan
epigeneticki ucinak (178-180). Taj se uc¢inak pokazuje toliko snaznim da se VAL danas navodi
kao primjer u objasnjavanju koncepta ,,epigeneticke toksi¢nosti* (181). Naime, VAL djeluje na
enzime ukjucene u histonske posttranslacijske modifikacije. Tako, primjerice, izravno inhibira
histonsku deacetilazu 1 (HDAC1). U terapijskim dozama, VAL oponasa inhibitor histonske
deacetilaze TSA, uzrokujuci hiperacetilaciju histona u genomu stanica u sustavima in vitro. Na
taj nacin, VAL potice reorganizaciju kromatina iz heterokromatina u eukromatin Sto za
posljedicu ima transkripcijsku aktivnost gena koji su prethodno bili transkripcijski inaktivni.
Ukratko, VAL inhibiraju¢i HDAC enzime potice ekspresiju gena (179). Danas je poznato da,
dok je TSA inhibitor svih HDAC enzima, VAL inhibira HDAC | i HDAC lla enzimsku obitelj

¢ime ostvaruje svoj protutumorski uc¢inak (182).

Tako je primjerice dokazano da VAL, kao HDAC inhibitor, suprimira rast stanica raka dojke

in vitro induciraju¢i apoptozu stanica i zaustavljajuci stani¢ni ciklus u G1 fazi. Ovi efekti
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pokazali su se ovisnima o vremenu i koncentraciji valproata. Zabiljezeno je povecanje aktivnosti
kaspaze-3 i kaspaze-9, ali ne kaspaze-8, te promjena u profilu eksprimiranih gena. Tako je
primjerice povecana ekspresija gena p21, a smanjena ciklina D1. Ukratko, ovi rezultati
pokazali su da VAL kao HDACi moze suzbiti rast stanica raka induciranjem apoptoze i

zaustavljanjem stani¢nog ciklusa u G1 fazi (183).

Sli¢ni rezultati opisani su i u istrazivanjima stani¢nih kultura drugih tumora. Tako je primjerice
istrazivanje na stanicama raka jajnika pokazalo da se stani¢na proliferacija smanjuje s rastu¢om
koncentracijom VAL. Analiza stani¢nog ciklusa pokazala je visu stopu apoptoze i faze G0/G1
stani¢nog ciklusa u stanicama raka tretiranih valproatom. Dodatno, razine ekspresije proteina
WWOX i P27 bile su povisene. Vazno je naglasiti da je VAL inhibirao rast ksenotransplantata
tumora in vivo te ponovno povecao ekspresiju WWOX-a i P27. Autori zakljucuju da valproat
inhibira maligni potencijal stani¢ne linije karcinoma jajnika HO8910 inhibiranjem stani¢ne
proliferacije, ometanjem stani¢nog ciklusa i promicanjem apoptoze Sto ga ¢ini potencijalno

ucinkovitim u klinickom lijecenju raka jajnika (184).

Nadalje, in vitro istrazivanja pokazala su da VAL povecava acetilaciju histona H3 unutar
CXCL12 promotora gena cime reaktivira ekspresiju gena CXCL12 u tri linije raka debelog
crijeva. Posljedicno se smanjuje migracijska sposobnost stanica raka. U in vivo modelima, VAL
je smanjio broj crijevnih tumora u APC mutantnim misevima za preko 50%. Usporio je rast
ksenograftnih tumora te istodobno reaktivirao ekspresiju gena CXCL12. Autori zaklju¢uju da su
istrazivanja VAL od iznimnog klinickog interesa. Osim $to pokazuju opravdanost njihova
uvodenja u onkolosku terapiju, agensi koji promoviraju ili odrzavaju acetilaciju histona putem
HDAC inhibicije potencijalno mogu pomo¢i i u smanjenju incidencije primjerice raka debelog
crijeva, osobito u obiteljima s visokim rizikom (185). Ovo potonje, iznimno je zanimljivo u
paraleli s potencijalnom upotrebom VAL u cilju prevencije razvoja ili barem klinicke
manifestacije teratoma i ostalih TZST.

2.5.4 SIRNA

RNAI sustav pokusava se translirati u klini¢ku praksu posebice u okviru antitumorske terapije.
Naime, dokazano je da in vitro sintetizirane miRNA, siRNA i shRNA (engl. short hairpin RNA)
molekule, ukoliko specifi¢no sintetizirane, koce translaciju specificnih mRNA odnosno
inhibiraju ekspresiju specificnog gena od interesa (89).
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Ipak, valja spomenuti da je nedavno razvijena nova tehnologija manipulacije sekvencama gena
koja mijenjajuc¢i samu sekvencu DNA ili interakcijom s metilacijom DNA mijenja ekspresiju
gena. Ta se tehnologija temelji na koristenju CRISPR (engl. Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats) i CRISPR-pridruzenih proteina 9 (Cas9) (CRISPR/Cas9).
CRISPR/Cas9 sustav prihvacen je od znanstvene i stru¢ne javnosti bez presedana u nedavnoj
znanstvenoj povijesti i to za razlicite primjene. Za razliku od RNAI, CRISPR/Cas9 sustav
pokazuje kirursku preciznost u uvodenju nasljednih insercija i delecija u eukariotski genom.
Kombinacija popularnosti i vrhunskih performansi CRISPR/Cas9 sustava ugrozava status RNAI
tehnologije i ¢ak, sukladno misljenjima ponekih znanstvenika, prijeti RNAI tehnologiju ,,poslati
u povijest” prije nego li je znacajno zazivjela u klini¢koj praksi. Ipak, komparacijske studije
upozoravaju na zakljucak da ¢e RNAI i dalje zauzimati specificne domene biomedicinskih
istrazivanja i klinickih primjena, te da se te dvije tehnologije medusobno nadopunjuju umjesto

da se ugrozavaju (186, 187).

Istrazivanja klinicke primjene RNAI molekula i modulatora RNAI sustava posebno su osnazena
tzv. hipotezom fenomena onkogene ovisnosti odnosno hipotezi prema kojoj se, unato¢
poremecajima brojnih gena, tumor razvija i progredira zahvaljuju¢i jednom jedinom ili svega
nekolicini transkripcijski aktivnih gena (188). Stoga je prednost lijekova iz ove skupine §to mogu
specifi¢no ciljati i inhibirati ekspresiju gena odgovornog za progresiju tumora, ukoliko je on
poznat (89).

Poznato je da RNAI aktivne tvari zaustavljaju stani¢ni ciklus i induciraju apoptozu tumorskih
stanica. Brojne pretklini¢ke studije potvrdile su uspjeh ovih lijekova u utisavanju gena klju¢nih
za rast, metastaziranje, angiogenezu i rezistenciju tumorskih stanica na konvencionalnu
antitumorsku terapiju. Selektivnost ovih lijekova iznimna je u usporedbi s ostalim
epigenetickim, a posebice konvencionalnim onkoloskim lijekovima, zbog ¢ega su pojave

nezeljenih uc¢inaka kod pacijenata rijetke (189).

Unato¢ visokoj selektivnosti, niskom riziku od nuspojava te relativno niskoj cijeni proizvodnje,
postoje barijere koje prijece siroku uporabu RNAI lijekova. Svakako jedna od najvecih prepreka
je dostava lijeka do ciljnih stanica i tkiva. Naime, nakon uvodenja u organizam, serumske
nukleaze vrlo brzo razgraduju i unistavaju ove male RNA molekule. Pored navedenog, kada i
stignu do ciljnih tkiva, RNAi molekule vrlo tesko prolaze kroz stani¢nu membranu zbog svoje

relativno velike molekularne mase i negativnog naboja. Ovi problemi pokusavaju se zaobici
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konjugiranjem ovih molekula s raznim nosacima $to bi ih ucinilo stabilnijima, dovelo do tu-
morskog tkiva u terapijskoj koncentraciji i omogucilo njihov prodor u stanicu. Smatra se da bi
nanotehnologija mogla ponuditi najprihvatljivija rjesenja transporta RNAI lijekova te se
trenutno uistinu mnogo ulaze u nanotehnoloska rjesenja u okviru RNAI terapije poput razvoja

nanogelova (190).

Poseban problem kod primjene RNAI terapije je imunosni odgovor organizma. Naime,
aktivacija interferonskog sustava putem RNA molekula otezava odredivanje optimalne doze
RNA.I lijekova, doze koja bi balansirala izmedu terapijskog ucinka i podnosljivosti za pacijenta.
Upravo su odredivanje terapijske doze i podnosljivosti glavni ciljevi klinickih studija koja se
provode. Za sada, istrazivanja pokazuju dobru podnosljivost i niski stupanj toksi¢nosti ovih
lijekova. Stoga se moze ocekivati kako ce lijecenje posredovano RNAI molekulama biti

primjenjivo u antitumorskoj terapiji buducnosti (90, 190, 191)

2.6  Sustav kultiviranja zametka i model teratoma misa in vitro

Nakon oplodnje, zametak prolazi kroz niz procesa ranog embrionalnog razvoja kako bi ostvario
vlastiti rast i razvoj. Zatvoren u zonu pelucidu, zametak ne interagira znacajno sa stanicama
majke i te procese provodi autonomno. Medutim, nakon izlaska iz zone pelucide odnosno
implantacije, in vivo razvoj zametaka sisavaca ovisan je o okolisu u samom uterusu, gdje mu je
za razvoj omogucena, izmedu ostalih, mehanicka i nutritivna potpora. Prva fetalno-maj¢inska
interakcija se stvara tijekom implantacije blastociste u uterus. Trofoblast zametka prolazi kroz
procese proliferacije i diferencijacije, kao i majcine uterusne decidualne stanice $to rezultira
nastankom placente. Popratno se zametak povezuje sa zumanc¢anom vre¢com pomocu vitelinih

zila 1 kasnije s placentom preko derivata alantoisa (192).

In vitro sustav razvoja zametaka primarno se razvio kao odgovor na problematiku kompleksnog
mikrookolisa u uterusu i anatomskih specifi¢nosti koje ograni¢avaju izravnu eksperimentalnu
manipulaciju zamecima. S vremenom su tehnike unaprijedene te se u znanstvenim
istrazivanjima kultura in vitro pokazala kao uspjesna metoda u kojoj se moze manipulirati i
Citavim postimplantacijskim zamecima. Ipak, prema Tamu, za uspjesnost metode trebaju se
zadovoljiti 3 uvjeta (193):
1. Zametak se mora eksplantirati iz uterusa kako bi se moglo provesti promatranje u
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eksperimentu.

2. Eksplantirani zametak mora se staviti u uvjete in vitro koji ¢e omoguciti da razvoj (rast i
morfogeneza) takovog zametka bude periodicki komparabilan sa razvojem zametka in utero.

3. Eksperiment mora osigurati kontinuirano pracenje razvoja eksplantata kao i mogucnost

izravne manipulacije embrionalnim tkivima u svrhu proucavanja razvojnih procesa.

Inicijalni pokusaji kulture postimplantacijskog zametka na stadiju neurule sezu do 30-ih godina
proslog stoljeca (194-196), kada su neurule kultivirane na krvnom ugrusku s dodatkom ekstrakta
zametaka, na podlogama tkivnih kultura u cirkuliraju¢em mediju. Usprkos vaznosti navedenih
eksperimenata, znacajan napredak u razvoju kulture in vitro postimplantacijskih zametaka
ostvaren je kultiviranjem cijelih zametaka sa embrionalnim ovojnicama (engl. whole embryo
culture) (197). Stakorski zameci stari 9,5 dana ili misji zameci stari 8,5 dana izolirani su iz
uterusa i kultivirani u 100% stakorskom serumu, odnosno u kombinaciji misjeg i Stakorskog
seruma u omjeru 50:50, u staklenim cilindri¢nim bocama za kulturu. Sustav je ukljucivao
inicijalno tretiranje 2 minute s 5% 02 (5% CO2, 90% N2), a potom agitaciju na rotatoru
(30 rpm) na 37 °C. Nakon 24 sata zameci su tretirani sa 20% 02 (5% CO2, 75% N2), potom
30% te naposljetku sa 40% 02 (5% CO2, 55% N2) nakon 28 sati. U ovom modelu analizirani
su uvjeti kultiviranja (npr. temperatura, vlaznost) te je optimiran sastav medija za kulturu (198).
Navedenim pokusom ustanovljeno je da je sastav seruma jedan od kljucnih elemenata in vitro
sustava (199) kao i cirkuliranje medija, dostupnost nutrijenata i sastav plinova u termostatu (198,
200). Sli¢ni uvjeti kultiviranja uz modifikacije u sastavu seruma utvrdeni su i za zametak misa
(201). Za zametke koji se razvijaju od stadija gastrulacije do neurulacije pokazao se dobar
jednostavni staticni ili rotirajuci, tzv. roller sustav (202-205). Ipak, ako se prati organogeneza,
medij za kulturu mora biti u stalnoj cirkulaciji (206).

Ovako ustanovljeni uvjeti za kulturu cijelog zametka bili su dovoljni za istrazivanje ranog
razvoja postimplantacijskog zametka sisavaca jer in vitro razvoj reflektira situaciju in utero sto
je pokazano na razvoju oka (207). U ovom modelu 70-80% zametaka na ranom stadiju
primitivne pruge razvilo se do stadija sa 5-10 somita, a 85-90% zametaka na stadiju sa 5-10
somita razvilo se do stadija sa 30-34 somita nakon 48 sati u kulturi. To je omogucilo istrazivanje
procesa gastrulacije, neurulacije, kraniofacijalne morfogeneze i somitogeneze (193). Ovi modeli
pokazali su se iznimno vrijednima u istrazivanjima patofiziologije teratogeneze kao i ispitivanje
teratogenog ucinka i potencijala razlicitih tvari (208).

Ipak, u navedenim kulturama, zameci su kultivirani s ekstraembrionalnim ovojnicama sto utjece
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na sastav medija te posljedi¢no mijenja mikrookolis zametka (199). Zato su uz postoje¢i model

kulture cijelog zametka Skreb i Svajger razvili sustav gdje se zametak kultivira bez

ekstraembrionalnih ovojnica, dakle samo gastruliraju¢i zametak u uzem smislu rijeci tj. zametni
cilindar (tri zametna listica, ektoderm, mezoderm, endoderm). U tom modelu, eksplantirani
postimplantacijski zametni cilindri Stakora i misa u gastrulacijskom periodu (E7,5 za misa, E9,5
za Stakora) mogu se kultivirati do 14 dana na povrsini vlaznog le¢nog papirica na metalnoj
mrezici. Tako pozicionirani zameci razvijaju se na granici tekuce i plinovite faze sustava.
Ovakav sustav osigurava odli¢ne uvjete za proliferaciju i diferencijaciju derivata zametnih listica
u kulturi in vitro u prisutnosti seruma kao dodatka mediju (41, 209). Otkriveno je da se i
Stakorski i misji zameci bolje razvijaju u Stakorskom serumu, jer je za misje zametke misji serum

toksican.

Tijekom ta dva tjedna, zameci se razvijaju u trilaminarnom teratomu sli¢ne strukture (Slika 19.).
U prvom tjednu kulture zameci primarno rastu, a stanice proliferiraju, prolaze kroz rane
diferencijacijske procese te se organiziraju u tkiva razli¢itog stupnja diferenciranosti. Tijekom
drugog tjedna primarno se nastavljaju diferencijacijski procesi. U tom periodu jedan dio stanica
porijeklom iz odredenog zametnog lisica dostize ¢ak i stupanj terminalne diferencijacije.
Upravo taj nalaz upozorio je na polivalentnost ovog modela. Naime, pored istrazivanja
elementarnih razvojnih procesa u sisavaca, ovaj model reprezentativan je in vitro model za
istrazivanje bioloskih procesa u okviru biologije tumora posebice TZST odnosno teratoma
(210). Stoga je ovaj model priznat kao eksperimentalni in vitro model teratoma koji sadrzi
tkivne derivate triju zametnih listica na razlicitom stupnju diferenciranosti i u nepravilnom

rasporedu (5).
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Slika 19. Izvorni opis napredovanja diferencijacije u teratomu in vitro. Otisak rada u kojemu
se opisuje in vitro model kulture gastruliraju¢eg zametka kao eksperimentalni model teratoma

in vitro. (Izvor: Biblioteka Zavoda za biologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu)
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio istrazivanja proveden je sukladno pozitivnim propisima Republike
Hrvatske i u skladu s pravilima struke koriste¢i uhodane i optimizirane laboratorijske protokole

odnosno upute proizvodaca, znanstvene materijale, tehnologiju i infrastrukturu.

3.1 Sinteza esiRNA

Endoribonukleazom pripravljene RNA molekule (engl. endoribonuclease-prepared siRNA,
esiRNA) sintetizirane su kako bi se komplementarno vezale na glasnicke RNA molekule gena
Nanog (92-532 transkripta XM _132755.3), Oct3/4 (355-825 transkripta NM_013633.1), Trrap
(2886-3392 transkripta NM_133901.2) i Gfp (132-591 PEGfp-N3 sekvencije). U postupku
sinteze esiRNA koristene su pocetnice odabrane prema podacima RIDDLE baze podataka (211).
EsiRNA molekule sintetizirane su prema opisanom protokolu (212, 213) (Slika 20.). RNA su
izolirane iz misjih embrionalnih mati¢nih stanica (klon 18 1/10). Molekule cDNA, dobivene
postupkom reverzne transkripcije, koriStene su u prvoj PCR reakciji. Za svaki je navedeni gen
napravljena zasebna PCR reakcija s gen specificnim pocetnicama (Tablica 1.) pod opisanim
uvjetima: 5 ciklusa na temperaturi sparivanja 60 °C, 5 ciklusa na temperaturi sparivanja 62 °C i
25 ciklusa na temperaturi sparivanja 65 °C. Sljedeca PCR reakcija ucinjena je koristenjem
uobicajenih pocetnica za dovrsenje T7 promotorske sekvencije (Tablica 2.) pod opisanim
uvjetima: 40 ciklusa na temperaturi sparivanja (engl. annealing) 60 °C.
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Slika 20. Prikaz protokola sinteze esiRNA. ESiRNA sintetizirana je uhodanim kué¢nim
laboratorijskim protokolom koristeci tehnologiju sinteze pomoc¢u T7 promotora. (Ljubaznoscéu

autora Sinci¢ N.)

Tablica 1. Popis gena i poéetnica koristenih u PCR reakcijama sinteze esiRNA. Ovako
konstruirane esiRNA komplementarne su ciljnim mRNA gena od interesa prema podacima
RIDDLE baze podataka. Koso ispisani segmenti poc¢etnica pripadaju sekvenciji T7 promotora,

dok masnnim slovima ispisani dijelovi odgovaraju sekvencijama specifi¢nih za gene od interesa.

BROJ .
GEN POCETNICE
| ESEJA |
F | 5-TCACTATAGGGAGAGAGAGGGAACCTCCTCTGAGC-3'
1. Oct3/4
R 5-TCACTATAGGGAGACTGATTGGCGATGTGAGTGAT-3'
F 5-TCACTATAGGGAGAGATGCCTGCAGTTTTTCATCC-3'
2t Nanog —
R S-TCACTATAGGGAGACGTGCTGAGCCCTTCTGAATC-3'
. F 5'-TCACTATAGGGAGAGGGTCATCTACGAAGGCCTCA-3'
3. Trrap | T — -
R S-TCACTATAGGGAGACTGGGCATTTAGTTCGAGGTC-3'
" P F | 5-TCACTATAGGGAGAGCCTGAAGTTCATCTGCACCA-3'
. 1P [ I
Z R | 5-TCACTATAGGGAGACTGCTCAGGTAGTGGTTGTCG-3'
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Tablica 2. Popis pocetnica za dovrsenje T7 promotorske sekvencije. Kako bi se dovrsila
replikacija T7 promotorske regije koristene su uobic¢ajne pocetnice za ovaj postupak, a prikazane

u ovoj tablici.

POCETNICE
F | 5-GCTAATACGACTCACTATAGGGAGAG-3'
R | 5-GCTAATACGACTCACTATAGGGAGAC-3'

Dobiveni amplikoni koristeni su u postupku transkripcije in vitro ¢ime su dobivene dvolan¢ane
molekule RNA. Uslijedio je korak kidanja dvolanc¢anih RNA molekula pomoc¢u E. coli RNaze3
(5 ng na 100 uL reakcijske otopine). Dobiveni su esiRNA fragmenti velicine <25 pb. Veli¢ina
fragmenata provjerena je elektroforezom u 4% agaroznom gelu. Molekule esiRNA precipitirane

su izopropanolom i naposljetku otopljene u dH20.

3.2 Kultura tumora zametnih stanica in vitro

U istrazivanju su koriStene zenke i muzjaci visokosrodene populacije laboratorijskog misa soja
C3H u dobi od 3-6 mjeseca standardne mase i kontroliranog optimalnog zdravstvenog stanja, iz
vlastitog uzgoja. Na njima nije izvodena nikakva istrazivacka manipulacija. Muzjaci su bili
koristeni iskljuc¢ivo u postupku parenja s ciljem dobivanja zametaka i niti jedan nije eutanaziran
zbog potreba ovog istrazivanja. Gravidne su zenke bile eutanazirane kako bi se izolirali

gastruliraju¢i zameci.

3.2.1 lzolacija zametaka

Uzorkovanje zametaka iz laboratorijskih zivotinja provedeno je na uzgojenim miSevima iz
Nastambe za laboratorijske zivotinje Zavoda za biologiju Medicinskog fakulteta Sveugilista u
Zagrebu (HR-POK-010), u skladu sa Zakonom o zastiti zivotinja (NN 135/06), lzmjenama i
dopunama Zakona o zastiti zivotinja (NN 37/13) i Pravilnikom o zastiti zivotinja koje se koriste
u znanstvene svrhe (NN 55/13). Prije pocetka istrazivanja dobiveno je pozitivho rjesenje
nadleznog Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu te Ministarstva

poljoprivrede RH. U istrazivanju je koristeno ukupno 102 zenki laboratorijskog misa soja C3H
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iz vlastitog uzgoja, starosti od 2.5 do 3.5 mjeseca te tjelesne mase oko 25 g. Muzjaci su
koristeni isklju¢ivo za parenje te na njima nije provedena nikakva eksperimentalna

manipulacija.

Za dobivanje zametaka u fazi gastrulacije, muzjaci su uvecer stavljeni na parenje u kavez sa
zenkama, a sutradan ujutro odredena je prisutnost vaginalnog ¢epa. Dan nalaza vaginalnog ¢epa

oznacen je kao 0. dan graviditeta, odnosno 0,5. dan starosti zametka.

Ujutro 7. dana trudnoée zameci su stari 7,5 dana i nalaze se u stadiju gastrulacije. Zenke su
zrtvovane cervikalnom dislokacijom. Trbusna stijenka dezinficirana je 70% etanolom radi
asepti¢ne izolacije uterusa. Otvaranjem trbusne stijenke pristupilo se uterusu. Nakon odvajanja
od mezometrija, rogovi uterusa su izolirani i isprani u sterilnom PBS-u u Petrijevoj zdjelici. Na

rogovima uterusa uoc¢avaju se zadebljanja zbog deciduoma.

Daljnji postupak izolacije raden je u sterilnim uvjetima pod binokularnom lupom. Urarskim
pincetama otvoren je uterus i izolirani su deciduomi (Slika 21.). Pojedini deciduom je pazljivo
otvoren finim urarskim pincetama ¢ime se pristupilo zametnom cilindru. Nakon s$to je zametni
cilindar izoliran, pincetom je odvojen parijetalni list zumanjcane vreée s Reichertovom
membranom od ektoplacentalnog konusa. Zatim su zameci pomocu "braking" pipete prebaceni
u urno staklo s ¢istim PBS-om. Nadalje, zametak je prerezan wolframovim iglicama na razini
amniona ¢ime je odvojen ekstraembrionalni dio od zametnog cilindra. Zametni su cilindri

pomocu braking pipete prebaceni u urno staklo s ¢istim PBS-om.

U ovom istrazivanju upotrijebljen je zametni cilindar, no u daljnjem tekstu koristi se rije¢

zametak.
Odredeni broj zametaka pohranjen je bez dodavanja krio-prezervativa u krio-epruvete u tekuci

dusik za potrebe daljnjih analiza. Ta je eksperimentalna skupina ozna¢ena kao

,,zametak* ili oznakom ,,Z*.
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Slika 21. Prikaz in vitro pokusa. A) Deciduom otvoren u medijani s prikazom zametka. B)
Izolirani zametak s ektoplacentalnim konusom. C) Zametak s ekstraembrionalnim dijelom. D)
Zametni cilindar u stadiju gastrule. E) Sustav za kulturu zametaka s centralnim bunarom
ispunjenim medijem u koji je pozicionirana potporna mrezica prekrivena le¢nim papiricem na
koji se nasaduje zametak. F) Zametni cilindar nasaden u sustav za kulturu zametka. (lzvor:
Zbirka slika Zavoda za Biologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu)

3.2.2 Tretiranje zametaka

Nakon izolacije i ispiranja u PBS, zameci su pod binokularnom lupom (disekcijskim
mikroskopom) pomoc¢u braking pipete prebaceni u urna stakla s 250 uL eksperimentalnog
medija u cilju tretiranja zametaka epigenetic¢ki aktivnim tvarima. Eksperimentalni mediji
predstavljaju osnovni kultivacijski medij (Eaglov minimalni esencijalni medij-MEM) sa
Stakorskim serumom u odnosu 1:1, vidi 3.2.3) obogacen sa pojedinom epigeneticki aktivnom

supstancijom (Tablica 3.). Eksperimentalni mediji obogaceni esiRNA molekulama
50



moraju sadrzavati i dodatak transfekcijskog agensa Lipofectamina 20000 (vidi nize).
Eksperimentalni mediji bili su svjeze priredeni unutar 4 sata prije tretiranja zametaka. Tretiranje
epigeneticki aktivnim tvarima trajalo je 120 minuta bez agitacije na sobnoj temperaturi u
sterilnim uvjetima. Po isteku vremena tretiranja, zameci su prebaceni u sustav kultiviranja

zametaka in vitro na granicu tekuéine i zraka.

Tablica 3. Eksperimentalni mediji koristeni u in vitro pokusima. Izolirani zameci tretirani

su u eksperimentalnim medijima s razlic¢itim aktivnim tvarima u prikazanim koncentracijama.

Eksperimentalni Epigeneticki . . y .
. T — oktivna tvar Koncentracija | Proizvodac Medi;
1 S-azacitidin 30 uM Sigma-Aldrich| Kultivacijski medij
2 VAL 1 mM Sigma-Aldrich| Kultivacijski medij
3 TSA 33 nM Sigma-Aldrich| Kultivacijski medij
- esiOct3/4 12,5 pmol |Vlastita sinteza] Kultivacijski medij
Kultivacijski medij
3 esiNanog 12,5 pmol |Vlastita sinteza
+ 12000
Kultivacijski medij
6 esilrrap 12,5 pmol |Vlastita sintezal
+ 12000
Kultivacijski medij
7 esiGfp 12,5 pmol |Vlastita sintezal
+ 12000

Eksperimentalni mediji obogaceni esiRNA molekulama, pored Kkultivacijskog medija,
sadrzavali su i transfekcijski agens Lipofectamin 20000 (L2000) (Invitrogen, Cat. No. 11668-
019) u finalnoj koncentraciji od 0,25%. Ti su mediji izradeni prema prilagodenim uputama
proizvodaca: L2000 (0.25%/ukupni volumen po urnom staklu) i svjezi sterilni Eaglov minimalni

esencijalni medij (49,4 uL po urnom staklu) pomijesaju se u L-MEM otopinu koja se inkubira
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5 minuta na sobnoj temperaturi. U meduvremenu pripremljena je esiRNA-MEM otopina.
Volumen koji sadrzi esiRNA (12,5 pmol) pomijesan je s MEM-om do ukupnog volumena 50
pL esiRNA-MEM otopine. Otopine L-MEM i esiRNA-MEM medusobno su zamijesane unutar
25 minuta od pripreme otopine L-MEM. Mijesanjem navedenih otopina dobivena je esiRNA-
L-MEM (100 uL po urnom staklu) koji je inkubiran 20 minuta na sobnoj temperaturi uz
povremenu laganu tresnju. Tre¢a komponenta eksperimentalnog esiRNA medija za tretman, S-
MEM (150 uL po urnom staklu), dobiven je mijesanjem MEM-a i svjezeg Stakorskog seruma u
omjeru 5:1. Naposljetku, eksperimentalni esiRNA medij dobiven je mjesanjem S-MEM-a i
esiRNA-L- MEM-a (esiRNA+kultivacijski medij+L2000).

Kontrolna skupina zametaka bila je podvrgnuta istom eksperimentalnom protokolu tretiranja,
ali je umjesto eksperimentalnog koristen samo kultivacijski medij (vidi 3.2.3) bez epigeneti¢ki

aktivne supstance.

3.2.3 Kaultiviranje zametka in vitro

Za kultiviranje zametaka in vitro upotrijebljene su jednokratne sterilne plasti¢ne Petrijeve
zdjelice za kulturu organa (Falcon 3037) promjera 60x15 mm sa zdencem u sredini. U udubinu
zdenca postavljena je nehrdaju¢a mrezica trokutastog oblika. Mrezica je savijenim vrhovima bila
odignuta 5 mm od dna zdenca. Na mrezicu je polazen trokutasti komadi¢ odmas¢enog poroznog
le¢nog papira ¢iji su vrhovi slobodno padali preko rubova mrezice u medij. U zdenac je uliveno
250 pL kultivacijskog medija (vidi nize). Na papir su "braking" pipetom nasadena po 4 zametka
nakon provedenog tretmana. Dan postavljanja zametaka u sustav in vitro oznacen je 0. danom
kulture. U prstenastu udubinu oko zdenca ulivena je sterilna dH20 koja je smanijila isparavanje
kultivacijskog medija tijekom kultiviranja u inkubatoru. Eksplantati su proveli 7 dana u
inkubatoru na 37 °C u atmosferi koja sadrzi 5% CO2 i 95% zraka uz maksimalnu zasi¢enost
vlagom. Tijekom kulture, kultivacijski se medij mijenjao svakih 48 sati. Po isteku 7 dana
kultiviranja, eksplantati su podvrgnuti primarnoj obradi ovisno o potrebama daljnjih histoloskih

ili molekularnih analiza.

Osnovni kultivacijski medij bio je Eagleov minimalni esencijalni medij (MEM) sa
Stakorskim serumom u omjeru 1:1. Eaglov MEM jest kemijski definirani medij bez proteina, a
sadrzi 13 aminokiselina, 8 vitamina, glukozu, penicilin, streptomicin i fenolsko crvenilo

(indikator pH), te Hanksove soli za odrzavanje neutralnog pH konstantnim. Cuvan je na +5 °C,
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a svaka tri tjedna mu je dodan L-glutamin u koncentraciji od 29,2 mg/100 mL MEM-a buduci
da se L-glutamin s vremenom raspada. Stakorski je serum dobiven od tri mjeseca starih muzjaka
Stakora soja Fisher nakon anesteziranja u CO2 komori. U asepti¢nim uvjetima otvorena je
trbusna Supljina, preparirana abdominalna aorta te je iz njene bifurkacije izvadena krv u sterilnu
epruvetu s Na-citratom kao antikoagulansom. Zivotinja je iskrvarena do uginuéa. Puna je krv
potom centrifugira na 4000 rpm 15 minuta. Nakon centrifugiranja serum je inaktiviran
zagrijavanjem na 56 °C kroz 30 minuta te steriliziran filtriranjem kroz 0,22 um Milipore filter,

alikvotiran i éuvan na -20 °C.

3.3 Mjerenje rasta tumora u kulturi in vitro

Rast pojedinog tumora pra¢en je mjerenjem njegovog veceg (dVv) i manjeg (dM) promjera
pomocu okularnog mikrometra u binokularnoj lupi. Promjeri su mjereni neposredno nakon
nasadivanja u sustav in vitro 0. dana kulture te svakodnevno tijekom sljedec¢ih sedam dana
kulture in vitro. Koristenjem dobivenih vrijednosti promjera tumora, izracunate su povrsine
eksplantata za svaki dan trajanja kulture in vitro prema jednadzbi:

PT= dvxdMx282xn/4

PT oznacava povrsinu tumora, adV i dM veci i manji promjer.

Vrijednosti povrsina tumora tijekom rasta tumora normirane su na vrijednost povrsine doti¢nog

eksperimentalnog teratoma (zametka) dobivene 0. dana kultiviranja prema jednadzbi:
PMTX=PTX/PEO

PNTX oznagava normiranu vrijednost povrsine tumora X dana kultiviranja, PTX oznagava realnu

vrijednost povrsine tumora X. dana Kkultiviranja, a PTQ. vrijednost realne povrsine doticnog

tumora 0. dana kultiviranja. Graficki su u rezultatima prikazane vrijednosti P"TX.

3.4 Eksplantacija teratoma i klasi¢éna histologija

Tumori dobiveni kultivacijom zametaka in vitro posljednjeg su dana kulture (7. dan) isprani u
PBS-u te pod mikroskopom odvojeni od le¢nog papiri¢a. Potom su stavljeni u fiksativ St. Marie

(96% etanol, 1% ledena octena kiselina) koji je bio ohladen na +4 °C. Nakon 24 sata isprani
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su u PBS-u, dehidrirani provodenjem kroz uzlazni niz etanola (96% i 100%, sve 2 x 20 minuta)
i benzol (1 x 30 minuta), ksilol (1 x 30 minuta) te uklopljeni u parafin na 56 °C. Parafinski su
blokovi potom cuvani na +4 °C. Rezanjem parafinskih blokova na rotacijskom mikrotomu
dobiveni su serijski rezovi debljine 5 um Kkoji su polozeni na silanizirana stakla. Rezovi
predvideni za klasi¢na histoloska bojanja pohranjeni su na 37 °C dok su rezovi predvideni za

imunohistokemijske metode bojanja ¢uvani na +4 °C.

U izradi HE histoloskih preparata koristeni su kiseli hemalaun po Mayeru (1,5 g hematoxylin,
1000 mL dH;0, 0,2 g NaJO3 ili KJOs3, 50,0 g KAI(SO4),, 50,0 g C2H3Clz02, 1,0 g limunska

kiselina) i 0,5% eozin uz dodatak kapi ledene octene kiseline.

HE histoloski preparati tkiva uklopljenih u parafin izradeni su prema sljede¢em protokolu: ksilol
l. (99%) 5 -10 minuta, ksilol 1. (99%) 5 — 10 minuta, etanol (100%) I. 4 — 5 minuta, etanol
(100%) Il. 4 — 5 minuta, etanol (96%) I. 4 — 5 minuta, etanol (96%) I1. 4 — 5 minuta, etanol 70%
I. 4 — 5 minuta, dH20 4 — 5 minuta, hemalaun 3 minute, ispiranje u dH20O, ispiranje u
vodovodnoj vodi (vH20), vH20 20 — 30 minuta, dH20 5 minuta, eozin 0,5 — 1 minuta, ispiranje
u etanolu (70%) 1., ispiranje u etanolu (70%) I1., ispiranje u etanolu (96%) 1., ispiranje u etanolu
(96%) I1., etanolu (100%) 1. 0,5 — 1 minuta, etanolu (100%) II. 0,5 — 1 minuta, ksilol (99%) I.
0,5 minute, ksilol (99%) 11. 0,5 minute, ksilol (99%) I11. 10 minuta, ksilol (99%) IV. 20 minuta.
Obojeni histoloski preparati uklopljeni su u Kanada balzam te suseni u termostatu na 37°C kroz
48 sati.

3.5 Analiza ekspresije gena na razini proteina imunohistokemijskom metodom i

morfometrijom
Analiza ekspresije gena od interesa na razini proteina provedena je detekcijom prisutnosti
proteina u tkivu tumora metodom imunohistokemije, a dobiveni su signali kvantificirani
metodom morfometrije.

3.5.1 Imunohistokemija

Na histoloskim preparatima detektirani su proteinski produkti pomocu specifi¢nih primarnih
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protutijela (Tablica 4.) upotrebom peroksidaza—anti-peroksidaza metode uz vizualizaciju DAB

kromogenom (diamino benzidin tetraklorid) (DAKO).

Imunohistokemijski preparati tkiva uklopljenih u parafin izradeni su prema sljede¢em protokolu:
ksilol 1. (99%) 5 -10 minuta, ksilol 1. (99%) 5 — 10 minuta, etanol (100%) I. 4 — 5 minuta, etanol
(100%) I1. 4 — 5 minuta, etanol (96%) I. 4 — 5 minuta, etanol (96%) Il. 4 — 5 minuta, etanol
(70%) I. 4 — 5 minuta, dH20 4 — 5 minuta, PBS 10 minuta, vodikov peroksid (3%) 5 minuta u
mraku, PBS 5 minuta, serum (10%) 30 minuta (Tablica 5.), isprati u PBS-u, BSA (Sigma) (4%)
30 minuta, primarno protutijelo (Tablica 4.) u otopini BSA (1%) 75 minuta na sobnoj
temperaturi, PBS 5 minuta tri puta, odgovarajuce biotinilirano sekundarno protutijelo (Tablica
6.) 20 minuta na sobnoj temperaturi, PBS 5 minuta tri puta, streptavidin konjugiran s
peroksidazom iz repe (engl. horseradish peroxidase, HRP) (Dako) (0,33%) 15 minuta, PBS 5
minutatri puta, DAB kromogen 1 minuta, dH,O 10 minuta, hemalaun 3 minute, ispiranje u dH20,
ispiranje u vH,0, vH20 20 — 30 minuta, dH,0 5 minuta, ispiranje u etanolu (70%) 1., ispiranje u
etanolu (70%) I1., ispiranje u etanolu (96%) 1., ispiranje u etanolu (96%) I1., etanol (100%) I. 0,5
— 1 minuta, etanol (100%) II. 0,5 — 1 minuta, ksilol (99%) I. 0,5 minuta, ksilol (99%) II. 0,5
minuta, ksilol (99%) I11. 10 minuta, ksilol (99%) IV. 20 minuta. Obojeni imunohistokemijski

preparati uklopljeni su u Kanada balzam te suseni u termostatu na 37°C 48 sati.

Histoloski preparati koji tijekom imunohistokemijskog protokola nisu inkubirani s primarnim

protutijelima koriSteni su kao negativne kontrole.

3.5.2 Morfometrija

Svi su preparati pregledani pod malim povecanjem (40X). Procjena imunopozitiviteta je
utvrdena na velikom povecanju (200X) pod svjetlosnim mikroskopom tehnikom
semikvantitativne analize. Procjena imunopozitiviteta stanica temeljila se na postotku
pozitivnih stanica: 0 (<2%), 1 (2-10%), 2 (>10%). Svi preparati bili su pregledani neovisno i od
strane iskusnog patologa (Ulamec M., KBC Sestre Milosrdnice) i pristupnika, nakon
uskladivanja kriterija. Sve nedoumice i razlike rjesavane su ponovnim pregledom i
uskladivanjem. Prilikom analize lokalizacije imunohistokemijskog signala, bili su konzultirani

hemalaun- eozinski preparati.
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Tablica 4. Popis primarnih protutijela koristenih u analizi ekspresije gena metodom
imunohistokemijske (IHC) analize tkiva. Za potrebe analize intenziteta proliferacije, apoptoze

i diferencijacije stanica metodom IHC koriSten je niz primarnih protutijela sukladno

optimiziranim koncentracijama.
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Ki-67 proliferacije (poliklonalno) 1:500 abl5580 Abcam
Kaspaza-3 zec . . .
(aktivna forma) apoptoze (poliklonalno) 1:300 cst#9661 Cell Signaling
mati¢nih stanica zec
Glap ektoderma (poliklonalno) 1:300 ab68428 Abcam
Neurofilament mati¢nih stanica . zec 1:500 ab40796 Abcam
ektoderma (poliklonalno)
Nestin mati¢nih stanica mis 1:1000 ab6142 Abcam
neuroektoderma (monoklonalno)
diferenciranih sec
Citokeratin-15 stanica 1:100 ab52816 Abcam
(monoklonalno)
dermoektoderma
Hafa mati¢nih stanica mis 1:50 ab41898 Abcam
endoderma (monoklonalno)

Tablica 5. Popis seruma

koristenin u analizi

ekspresije gena metodom

imunohistokemijske analize tkiva. Kako bi se sprijecila vizualizacija lazno pozitivnog IHC

signala, koristena je uobicajna metoda inkubacije tkiva serumom adekvatnim sukladno

koristenom sekundarnom protutijelu.

PODRIJETLO
KORISTENOG PODRUETLO .
SEKUNDARNOG ODGOVARATUCEG PROIZVODAC
PROTUTIJELA SERUMA
Imunoloski zavod, Zagreb,
zec zec Hrvatska
Koza koza Imunoloski zavod, Zagreb,
Hrvatska
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Tablica 6. Popis sekundarnih protutijela koristenih u analizi ekspresije gena metodom
imunohistokemijske analize tkiva. Sukladno koristenim primarnim protutijelima, koristena

su adekvatna sekundarna protutijela konjugirana s biotinom.
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misja protutijela Biotin Zec 1:1000 | Ab97046 Abcam
Jap ! (poliklonalno) '
zecCja protutijela Biotin koza 1:1000 | Ab97051 Abcam
ap ! (poliklonalno) ' i

3.6 Analiza ekspresije gena na razini proteina metodom otiska po Westernu

Kako bi se osigurala dovoljna koli¢ina tkiva za potrebe analize proteina metodom otiska po

Westernu, tumori tretirani istom epigeneti¢ki aktivnom tvari sabrani su u jedinstveni uzorak.

3.6.1 Referentni uzorak eksperimentalnog teratokarcinoma misa in vivo

Za potrebe analize ekspresije gena na razini proteina metodom otiska po Westernu, koristen je
arhivski uzorak eksperimentalnog teratokarcinoma (TCa) misa in vivo, dobiven
transplantacijom izoliranog zametnog cilindra u stadiju gastrulacije pod cahuru bubrega
singeni¢nog odraslog misa. Nakon 28 dana po transplantaciji zametnog cilindra, mis primatelj
bio je zrtvovan i tumor izoliran te pohranjen na -80 °C, a sve sukladno standardnoj metodi

dobivanja eksperimentalnog TCa u misa in vivo (214).

3.6.2 Homogenizacija tkiva

Za potrebe analize proteina metodom otiska po Westernu, sedmi dan kulture in vitro le¢ni je
papir s tumorima pincetom prebacen u Petrijevu zdjelicu s PBS-om. Nakon 5 minuta ispiranja u

ve¢em volumenu PBS-a na sobnoj temperaturi uz laganu agitaciju, tumori su pod binokularnom
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lupom uz pomo¢ ostrice skalpela pazljivo odignuti s le¢nog papira i prebaceni u sterilnu
epruvetu volumena 0,5 mL. U epruvetu je prethodno stavljeno 100 uL homogenizacijskog
pufera za radioimunoprecipitacijsku analizu (RIPA) (50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% SDS,
0,5% Na-Deoxycholate, 1% TX-100, pH 8,0) uz dodatak 1% 0,5 M EDTA pH 8,0 i 4% koktela
inhibitora proteaza (Complete EDTA-free Protease Inhibitor, Roche). U jednu epruvetu zbirno
je sabrano izmedu 35 i 40 jednako tretiranih tumora kako bi se osigurala dovoljna koli¢ina
proteina za analizu, bududi da je analiza ekspresije gena na proteinskoj razini metodom otiska
po Westernu izradena koriStenjem jednog zbirnog uzorka po eksperimentalnoj grupi. Tijekom
prikupljanja tumora, ve¢ prikupljeni tumori u epruvetii s puferom ¢uvani su na-80 °C. Prilikom
sabiranja novih tumora, kolekcijska je epruveta bila drzana na ledu $to je omogucavalo lagano
otapanje homogenizacijskog pufera, ali i odrzavanje ukupnog uzorka na niskoj temperaturi. Po
dovrsetku prikupljanja novih tumora (maksimalno trajanje postupka je bilo jedan sat),
kolekcijska je epruveta kratko centrifugirana i pohranjena na-80 °C. Po dovrsetku prikupljanja
tumora, u svaku kolekcijsku epruvetu dodano je 10 sterilnih staklenih kuglica promjera 1,0-1,51
mm (Retsch). Homogenizacija je provedena na vibracijskom homogenizatoru (Bertin) u trajanju
od 2 minute na 5000 rpm.

3.6.3 Mjerenje koncentracije proteina

Odmah nakon homogenizacije, odredena je koncentracija proteina u homogenatima metodom
pomocu bicinkonini¢ne kiseline (BCA, Sigma) (215). U tu svrhu po 5 pL homogenata
razrijedeno je s dH20 do kona¢nog volumena 25 uL (razrjedenje 1:5). Uzorci su inkubirani 30
minuta na 37 °C s 200 mL otopine dobivene mijesanjem BCA s 4%-tnom otopinom
CuSOsx5H,0 (Sigma) u volumnom omjeru 8:1. Nakon $to su uzorci ohladeni na sobnu
temperaturu, intenzitet obojenja otopine izmjeren je pri valnoj duljini od 562 nm na
spektrofotometru Uvikon 860 (Kontron Instruments). Koncentracija proteina u uzorcima ocitana
je iz bazdarnog pravca. Kao standardna otopina proteina rabljena je otopina BSA u dH20
(podrucje koncentracija 100 — 1000 pg/mL, odnosno 0,01 — 1,0 mg/mL). Uzorci standardne
otopine, kao i otopine uzoraka, priredeni su i ocitani u duplikatu. Nakon mjerenja koncentracije,
koncentracije proteina uvecane su u vakuumskom koncentratoru (Eppendorf) 20 minuta na 30
°C. Krajnja koli¢ina proteina u uzorku izracunata je kao umnozak izmjerene koncentracije i

volumena.
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3.6.4 SDS elektroforeza i metoda otiska po Westernu

Ovisno o krajnjoj koncentraciji, izracunati volumen homogenata prebacen je u novu sterilnu
epruvetu 1,5 mL te razrijeden sa homogenizacijskim puferom kako bi se dobio jednak ukupni
volumen od 35 pL i jednaka krajnja koncentracija od 1,6 ug/uL u svim uzorcima. Tako
normalizirani homogenati iste koncentracije koristeni su dalje u analizama, a dodan im je
odgovaraju¢i volumen Laemmli pufera 4X (0,1875 M Tris HCI, 20% glicerol, 5% -
merkaptoetanol, 6% SDS, bromfenol plavo [Sigma] 0,1%, u dH,O, pH 6,8) do konac¢nog
volumena od 47 pL (odnosno kona¢ne koncentracije proteina 1,2 pg/ulL). Tako priredeni uzorci
prokuhani su 5 minuta na 96 °C i pohranjeni na -20 °C do daljnje upotrebe.

Priredeni uzorci normaliziranih inaktiviranih homogenata tkiva podvrgnuti su diskontinuiranoj
denaturirajucoj gel-elektroforezi proteina provedenoj u 5% sabijaju¢em i 15% razdvajajucem
poliakrilamidnom gelu, debljine 0,5 mm, prema metodi po Laemmliju (216). Pritom je koristen
Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad). U pojedinu je jazicu unijeto po 15 pL uzorka. Uzorak
kaleidoskopskog proteinskog markera Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standards

(BioRad) nanosen je u volumenu od 5 pL.

Elektroforezom razdvojeni proteini preneseni su na PVDF Immobilon membranu (Millipore) u
uredaju za vlazan elektroforetski prijenos Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) sukladno
uputama proizvodaca u trajanju od 45 minuta. Membrane su potom uzduzno razrezane na
nekoliko dijelova kako bi trake PVDF Immobilon membrane ukljucivale podrucje ocekivanog
polozaja proteina od interesa.

Trake membrana su inkubirane 1 sat u puferu za blokiranje membrane [3% BSA (Sigma) u
TBST puferu: 50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20 (Roth), u dH20, pH 7,5], u
svrhu sprjecavanja nespecificnog vezanja proteina na slobodna vezna mjesta na membrani.
Potom su trake membrana, izrezane skalpelom na staklenoj podlozi, izlozene specificnim
primarnim protutijelima u odredenim koncentracijama (Tablica 7.) na +4 °C uz kontinuirano
gibanje na treskalici kroz 24 sata. Sva primarna protutijela priredena su u otopini 3%
BSA/TBST. Membrane su zatim isprane (3 puta po 15 min) u puferu TBST te potom izlozene
vezanju odgovaraju¢eg sekundarnog protutijela (Tablica 7.) na sobnoj temperaturi uz
kontinuirano gibanje tijekom 45 minuta na sobnoj temperaturi. Po ispiranju membrane 3 puta

po 15 minuta u puferu TBST, iste su inkubirane s reagensom za pojac¢anu kemiluminiscenciju
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Immobilon Western (Millipore) prema uputama proizvodaca, a zatim su vizualizirane
koristenjem ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) i racunalnog programa Image Lab™ 6.0 (Bio-Rad).
Isti racunalni program korisSten je za analizu denzitometrijskog signala po principu: dobivena
denzitometrijska vrijednost razine pojedinog analiziranog proteina u uzorku normirana je na
relativnu vrijednost razine signala referentnog proteina (Histon H2B ili a-Tubulin), a dobivena
vrijednost normirana na standardni uzorak (eksperimentalni TCa misa in vivo) prema jednadzbi:
CUX=DUX x DSH/DUHxDSX

pri ¢emu CUX oznacava razinu proteina od interesa u analiziranom tkivu, DUX
denzitometrijsku vrijednost razine proteina od interesa u analiziranom uzorku, DSH
denzitometrijsku vrijednost razine referentnog proteina u standardnom uzorku, DUH
denzitometrijsku vrijednost razine referentnog proteina u analiziranom uzorku, a DSX

denzitometrijsku vrijednost razine proteina od interesa u standardnom uzorku.

Dobiveni CUX svake skupine dalje je normiran na CUX kontrolne skupine, a dobivene su

vrijednosti dalje graficki prikazane i opisane u rezultatima.

Ukoliko je bilo potrebno, membranska je traka bila izloZena postupku uklanjanja protutijela
nakon vizualizacije, kako bi se ista membrana iskoristila za detekciju drugog proteina pomocu
adekvatnog protutijela. Postupak uklanjanja protutijela proveden je sukladno uobifajenom
protokolu: membrana je inkubirana 45 minuta na 50 °C uz laganu agitaciju u otopini za
uklanjanje protutijela (20 mL 10% SDS, 12,5 mL 0,5M Tris-HCI, 67,5 mL H20, 0,8 mL j-
merkaptoetanol), potom isprana 5 puta u TBST puferu u trajanju od 5 minuta te naposljetku
blokirana u 3% BSA-TBST 1 sat na sobnoj temperaturi. Ovako obradena membrana priredena
je za ponovnu detekciju proteina pomocu protutijela te je navedeni protokol detekcije ponovljen

kako je opisano.
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Tablica 7. Popis koristenih primarnih i sekundarnih protutijela u metodi otiska po
Westernu. Za potrebe analize intenziteta proliferacije i apoptoze te prisutnosti populacije
mati¢nih stanica te diferencijacije stanica metodom IHC koristen je niz primarnih protutijela

sukladno optimiziranim koncentracijama.
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Kaspaza-3
(aktivna apoptoze Ab13847 Abcam 1:500 Ab97051 Abcamn 1:20000
forma)
matic¢nih
Oct3/4 Ab109183 Abcam 1:1000 Ab97051 Abcam 1:20000
stanica
acetilacije
AcH3K9 Abl10812 Abcain 1:500 Ab97051 Abcaimn 1:20000
histona
Histon referentni Santa Cruz Santa Cruz
) sc-8650 1:200 sc-2033 1:10000
H2B protein Biotechnology Biotechnology

3.7 Analiza ekspresije gena na razini mRNA

Kako bi se osigurala dovoljna koli¢ina tkiva za potrebe analize mMRNA metodama qPCR i
ddPCR, tumori tretirani istom epigeneticki aktivnom tvari sabrani su u jedinstveni uzorak. Na

isti nacin sabrani su i zametni cilindri u jedinstveni uzorak oznacen kao ,,Z*.

3.7.1  Homogenizacija tkiva

Za potrebe analize ekspresije gena na razini mRNA, 7. dan kulture in vitro le¢ni je papir s
tumorima pincetom prebacen u Petrijevu zdjelicu s PBS-om. Nakon 5 minuta ispiranja u veéem
volumenu PBS-a na sobnoj temperaturi uz laganu agitaciju, tumori su pod binokularnom lupom
uz pomo¢ ostrice skalpela lagano odignuti s le¢nog papira i prebaceni u sterilnu epruvetu
volumena 1,5 mL. U tubicu je prethodno stavljeno 100 pL Trizola (TaKaRa).
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U jednu epruvetu zbirno je sabrano izmedu 25-35 jednako tretiranih tumora kako bi se osigurala
dovoljna kolicina mRNA za analizu. Takoder, u jednu epruvetu zbirno je sabrano oko 40
zametnih cilindara kako bi se osigurala dovoljna kolicina mRNA za analizu (skupina oznac¢ena
kao ,,Z*). Tijekom prikupljanja tumora, ve¢ prikupljeni tumori u tubici s puferom ¢uvani su na
-80 °C. Prilikom sabiranja novih tumora, kolekcijska je epruveta bila drzana na ledu $to je
omogucavalo lagano otapanje homogenizacijskog pufera, ali i odrzavanje ukupnog uzorka na
niskoj temperaturi. Po dovrsetku prikupljanja novih tumora (maksimalno trajanje postupka je
bilo 1 sat), kolekcijska je tubica kratko centrifugirana i pohranjena ponovno na -80 °C. Po
dovrsetku prikupljanja tumora dodano je 1 mL trizola u uzorke i promijesano pipetiranjem.
Uzorak je pusten 5 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se ujednacila temperatura, zatim je
dodano 200 pL kloroforma, uzorak je dobro protresen 15 sekundi i opet ostavljen 5 minuta na
sobnoj temperaturi. Uzorak je centrifugiran na 12 000 g 15 minuta na 4 °C, pipetom je odvojen
gornji sloj s RNA u novu sterilnu eruvetu od 1,5 mL. Uzorku je dodano izopropanola u jednakom
volumenu koliko ima uzorka, dobro promijesano 20 sekundi i ostavljeno na sobnoj temperaturi
10 minuta. Uzorak je centrifugiran na 12 000 g 10 minuta, odvojen je supernatant i u jednakom
volumenu dodano 75% hladnog etanola. Uzorak je dobro promjesan vorteksiranjem i zatim
centrifugiran na 7 500 g 5 minuta. Supernatant je odbacen, a uzorak ostavljen nekoliko minuta
na sobnoj temperaturi u otvorenoj epruveti kako bi se osusio, nakon ¢ega je dodano 30 pL vode
bez RNaze (engl. RNase-free) kako bi se resuspendirao. Zbog moguc¢nosti da izolati RNA
sadrze i male kolicine DNA koje bi mogle biti detektirane kvantitativnom lan¢anom reakcijom
polimeraze nakon reverzne transkripcije, izolati RNA podvrgnuti su razgradnjom
deoksiribonukleazom prema uputama proizvodac¢a. Kona¢na reakcijska smjesa sadrzavala je 1x
pufer za razgradnju DNAzom1 (2 mM MgClz, 50 mM KCI, 20 mM Tris, pH 8,4), 0,1 U/uL
DNazel i 7 uL izolata RNA. Smjese su inkubirane 15 min pri sobnoj temperaturi, a potom je
DNaza inaktivirana dodatkom 1 uL 25 mM EDTA i inkubacijom 10 min pri 65 °C. Izolati RNA

pohranjeni su na -80 °C do daljnje uporabe.
3.7.2  Mijerenje koncentracije RNA
Za potrebe mjerenja koncentracije RNA uzet je po 1 uL izoliranog uzorka i izmjeren na

NanoDrop 2000 spektrofotometru (Thermo Scientific). Uzorci su zatim normirani na

koncentraciju od 200 ng/uL sa vodom bez RNaze i spremljeni na -80 °C do daljnje analize.
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3.7.3  Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija provedena je pomocu AffinityScript gPCR cDNA Synthesis Kita
(Agilent Technologies), prema uputama proizvodaca. Konac¢na reakcijska smjesa volumena 20
uL sadrzavala je 1,2 pg ukupne RNA (odnosno 6 uL izolata RNA nakon tretmana DNazom1),
3 uL oligo (dT) primera, 10 pL First strand master miksa i 1,0 uL AffinityScript RT/RNase
Block enzyme miksa. Uzorci su inkubirani 5 minuta na 25 °C kako bi se dogodilo prijanjanje
primera, 15 minuta na 42 °C da se reakcija pokrene i zatim 5 minuta na 95 °C kako bi se reakcija
okoncala. Uzorci cDNA su pohranjeni na -20 °C, a prije postupka kvantitativnog PCR su

razrijedeni vodom bez RNaze na ¢=30 ng/pul.

374 gPCR

Ekspresija misjih gena Nanog, Trrap, Oct3/4, SOX2, SOX17, SIX3, BRACHYURY, EOMES,
NESTIN, MyoD, GATA4, FGF5, CER1 i NODAL analizirana je kvantitativnim, gPCR-om na
instrumentu ABI PRISM 7300 Sequence Detector (Applied Biosystems), uz koristenje RPLPO

kao referentnog gena (Tablica 8.).

Reakcijske smjese za kvantitativni PCR ukupnog volumena 25 uL odpipetirane su u plo¢icu s
96 jazica za kvantitativni PCR. Svaki je uzorak sadrzavao reagens Brilliant Il SYBR Green
QPCR Master Mix (Agilent Technologies; sadrzi: SureStart Tag DNA-polimerazu), ,,forward*
(naprijed, iz engl.) i ,reverse* (obratno, unatrag, iz engl.) pocetnice za odabrani gen u
odgovaraju¢im koncentracijama, referentnu boju te 2 uL otopine cDNA. Kvantitativni PCR
odvijao se pri sljede¢im uvjetima: 10 minuta na 95 °C, zatim 10 minuta na 95 °C i potom 40
ciklusa od po 30 sekundi na 95 °C (denaturacija dvolancane DNA) i po 1 minuta na 60 °C

(sparivanje lanaca i sinteza DNA).

Prije no sto se pristupilo analizi pojedinih uzoraka, istom metodom uz koristenje RNA tretirane
DNazoml kao kalupa za PCR potvrdena je uspjesnost razgradnje po izolaciji zaostale DNA u
izolatima RNA, odnosno utvrdeno je da nije prisutno umnazanje lancanom reakcijom

polimeraze na uzorcima RNA.
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Tablica 8. Popis koristenih pocetnica u metodi analize ekspresije gena na razini mRNA
pomoéu RT-PCRa. Za analizu ekspresije pojedinog gena na razini mRNA, KkoriStene

Su uobicajne pocetnice sukladno literaturi.

GEN BILIEG POCETNICE
Nanog zametnih mati¢nih stanica F5-TTG CTT ACA AGG GTC TGC TAC T-3°
S R 5°-ACT GGT AGA AGA ATC AGG GCT-3"
. o . F 5-AGT TGG CGT GAC TTT GC-3"
Oct3/4 zametnih mati¢nih stanica R 5°-CAG GGC TTT CAT GTC CTG G-3°
Sox2 zametnih mati¢nih stanica F 5°-GCG GAG TGG AAA CTT TIG TCC-3
R 5-CGG GAA GCG TGT ACT TAT CCT T-3°
Soxl7 endoderma F 5°-CGA GCC AAA GCG GAG TCT C-3°
R 5°-TGC CAA GGT CAA CGCCTT C-3°
Siv3 neuroektoderma F5-CCG GAA GAGTTGTCC ATGTTC-3°
R 5-CGACTC GTGTTT GTT GAT GGC-3°
Brachyury mesoderma F.S:CTC GGA TTC ACA TCG TGA GAG-3 ,
S R 5°-AAG GCT TTA GCA AAT GGG TTG TA-3
Fomes mesoderma F5-CCTGGT GGT GTTTTG TTG TG-3’
R5-TTT AAT AGC ACC GGG CAC TC-3"
Nestin neuroektoderma F 5°-CCC TGA AGT CGA GGA GCT G-3°
R 5°-CTG CTH CAC CTC TAA GCG A-3"
Mvod mitiéa F 5':CCA CTC CGG GAC ATA GAC TTG-3“
- R 5-AAA AGC GCA GGT CTG GTG AG-3
Gatad endoderma F5°-CCC TAC CCA GCC TAC ATC G-3°
R 5°-ACA TAT CGA GAT TGG GGT GTC T-3°
Fofs ektoderma F5-GCT GTG TCT CAG GGG ATT GT-3°
R 5-CACTCT CGG CCT GTCTTIT TC-3°
Cerl zametnih mati¢nih stanica F3-CIC TGG GGA AGG CAG ACC TAT-3
R 5°-CCA CAA ACAGATCCGGCTT-3’
Nodal zametnih mati¢nih stanica F 5-CCT GGA GCG CATTTG GAT G-3
R5-ACT TTT CTG CTC GAC TGG ACA-3’
Rpip0 referetni gen ‘ F5-TCC AGG CTT TGG GCA TCA-3’ .
R5-CTTTAT CAGCTG CAC ATC ACT CAG A-3

Svaki uzorak analiziran je kvantitativnim PCR-om u triplikatu. U svrhu procjene jacine
ekspresije svakog gena, vrijednosti CT (engl. treshold cycle), dobivene za testirani gen
normirane su na vrijednosti dobivene za kontrolni gen rplp0 u istom uzorku cDNA (ACT). Kako
bi se usporedile jacine ekspresije testiranog gena u tretiranim uzorcima u odnosu na kontrolni
uzorak, broj dva potenciran je na negativnu razliku vrijednosti ACT tretiranog i kontrolnog
uzorka (AACT). Dakle, promjena razine ekspresije (engl. relative fold ratio, RFR) izracunata je
prema jednadzbi:

RFR= 27 AACT

pri cemu je AACT= (CT testirani gen — CT kontrolni gen) tretirani uzorak — (CT testirani gen

— CT kontrolni gen) kontrolni uzorak.
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3.7.5 ddPCR

U proceduri generiranja dropleta (kapljica) u srednji red ddPCR DGS8 droplet generacijske
kazetice odpipetirano je 20 pL reakcijske smjese za ddPCR. Reakcijska smjesa sadrzi nukleinske
kiseline, pocetnice, probe i ddPCR supermix, sukladno uputama proizvodaca (BioRad) (Tablica
9.).

Nakon nanosenja ddPCR reakcijske smjese, odpipetirano je 70 uL ulja za generiranje dropleta
u donji red DG8 kazetice te je nanesena brtva na DG8 kazeticu i pokrenut proces generiranja

dropleta u QX200 droplet generatoru, sukladno uputama proizvodaca (BioRad).

U vremenskom periodu do oko 2,5 minute droplet generator generira oko 20 tisu¢a dropleta po
uzorku za 8 uzoraka. Nakon sto su dropleti generirani prebaceni su multikanalnom pipetom u
plocicu s 96 jazica za kvantitativni PCR. Nakon sto su svi uzorci prebaceni u plocicu za PCR,
plocica je zabrtvljena aluminijskom folijom na PX1 zabrtvljivacu PCR plo¢ica metodom
toplinskog brtvljenja. Nakon brtvljenja PCR plocica je prebacena u PCR uredaj Bio-Rad C1000
touch deep well. PCR reakcija se dovijala prema sljedec¢im uvjetima: 10 minuta na 95 °C
(aktivacija polimeraze), i potom 40 ciklusa od po 30 sekundi na 95 °C (denaturacija dvolancane
DNA) i po 1 minutu na 60 °C (sparivanje lanaca i sinteza DNA). Promjena temperature svih
ciklusa je postavljena na 2,5 °C/s kako bi se osiguralo da svi dropleti postignu zadanu
temperaturu u svakom koraku PCR reakcije. U svakom dropletu se odvijala prostorno odjeljena
PCR reakcija. Potom se na QX200 c¢itacu dropleta oc¢itavalo dali su dropleti pozitivni na jednom
od 2 kanala. Analiza rezultata dobivenih na QX200 citacu dropleta je napravljena koristenjem

QuantaSoft programskog paketa (BioRad).
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Tablica 9. Popis koristenih poé¢etnica u metodi analize ekspresije gena na razini mMRNA
pomoc¢u dd-PCRa. Za analizu ekspresije pojedinog gena na razini mRNA, koriStene su

uobicajne pocetnice sukladno literaturi.

GEN BILJEG POCETNICE
zametnih
F5-TTG CTT ACA AGG GTC TGC TAC T-3'
Nanog mati¢nih
R 5'-ACT GGT AGA AGA ATC AGG GCT-3'
stanica
zametnih

F5'-AGT TGG CGT GGA GAC TTT GC-3'
R 5'-CAG GGC TTT CAT GTC CTG G-3'

Oct3/4 matiénih

stanica
zametnih
F 5'-GCGGAG TGG AAA CTT TTC TCC-3'
Sox2 matiénih
) R 5'-CGG GA-A GCG TGT ACT TAT CCT T-3'
stanica

3.8 Analiza metilacije DNA

Kako bi se osigurala dovoljna koli¢ina tkiva za potrebe analize metilacije DNA nije bilo
potrebno sabirati tumore u jedinstveni uzorak, ve¢ je u svakoj pokusnoj skupini analiziran

odreden broj pojedinacnih tumora.

3.8.1 Homogenizacija tkiva i mjerenje koncentracije DNA

Za homogenizaciju tkiva koristen je uhodani protokol (217). Pojedina¢ni tumor ostricom je
skalpela prebacen u 0,5 mL epruvetu (vidi ranije) u koju je dodano 300 uL pufera za izolaciju
DNA (TE pH 9, 0,1 pg/uL Proteinaza K i 0,25% Nonidet P40). Svi uzorci inkubirani su na
56 °C preko no¢i. Uzorci su nakon inkubacije zagrijani na 95 °C u trajanju od 10 minuta kako
bi se inaktivirala Proteinaza K. Koncentracija DNA izmjerena je na spektrofotometru
NanoDrop 20000 (Thermo Scientific). Izra¢unati volumen homogenata dekantiran je u sterilnu
epruvetu 1,5 mL te dodan izracunat volumen mQH20 kako bi se postigla ujednacena
koncentracija svih uzoraka od 50 ng/uL. Ti su alikvoti dalje koristeni u postupku analize

metilacije DNA pirosekvenciranjem, te pohranjeni na -20 °C. Homogenati su takoder
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pohranjeni na -20 °C kao rezervni materijal.

3.8.2 Bisulfitno tretiranje DNA

Genomska DNA modificirana je reakcijom bisulfitne konverzije. Natrij bisulfit nemetilirane
citozine, preko prvotne konverzije u uracile, mijenja u timine ¢ime se epigeneticka oznaka
prebacuje u sekvencu DNA (174). Bisulfitna konverzija provedena je na uzorcima DNA
zametaka, TCa i teratoma pomocu Epitect Bisulfite Kita (Qiagen) prema uputama proizvodaca.
Po 20 uL uzorka DNA (supernatanti koncentracije DNA 50 ng/uL) odnosno 1000 ng stavljeno
je u PCR epruvetu. Dodano je 85 pL Bisulfite Mix-a i 35 uL. DNA Protect Buffera i dobro
promijesano. PCR epruvete su polozene u PCR stroj te je pokrenut slijedeci program: 95 °C 5
minuta, 60 °C 25 minuta, 95 °C 5 minuta, 60 °C 85 minuta, 95 °C 5 minuta, 60 °C 2 sata i 55
minuta te 4 °C do 20 sati. Nakon navedenog koraka, ukupan volumen svakog uzorka iz PCR
epruvete prebacen je u zasebnu sterilnu epruvetu od 1,5 ml. U svaki uzorak je dodano 310 uL
pufera BL i promijesano, zatim je dodano 250 pL 96% etanola i promijesano, cjelokupni sadrzaj
epruvete je prebacen u zasebnu EpiTect spin kolumnu. Spin kolumne su centrifugirane na
maksimalnoj brzini 1 minutu, filtrat je odbacen. U spin kolumne je dodano 500 uL wash pufera,
centrifugirane su na maksimalnoj brzini 1 minutu i filtrat je odbacen. U spin kolumne je dodano
500 pL desulfonacijskog pufera i ostavljeno na sobnoj temperaturi 10 minuta, nakon cega
su uzorci centrifugirani na maksimalnoj brzini 1 minutu i filtrat je odbacen. Dva puta je
ponovljen korak pranja, u svaku spin kolumnu je dodano 500 pL pufera za ispiranje,
centrifugirano na maksimalnoj brzini 1 minutu i filtrat je odbacen. Spin kolumne su prebacene
u nove kolekcijske tubice od 2 ml i centrifugirane na maksimalnoj brzini 1 minutu, kako bi se
uklonila preostala tekucina. Spin kolume su prebacene u sterile tubice od 1,5 mL, 20 uL elution
pufera je dodano na membranu kolumne, inkubirano na sobnoj temperaturi 1 minutu i
centrifugirano na 15 000 g 1 minutu, korak elucije je ponovljen epruvete sa 40 pL eluirane

bisulfitno konvertirane DNA koncentracije 25 ng/uL su pohranjene na -20 °C za daljnju analizu.

3.8.3 PCR i agarozna elektroforeza

Klasicnom PCR reakcijom amplificirane su promotorske regije gena odnosno repetitivni
elementi od interesa. Ukupno je koristeno 4 eseja ve¢ uspostavljenih u laboratoriju. Pocetnice
su osmisljene na temelju podataka UCSC Genome Bioinformatics Genome Browser Gateway
sukladno standardnom protokolu dizajniranja pocetnica (Tablica 10.). U svim reakcijama

67



koriSten je PyroMark PCR Kit (Qiagen) prema uputama proizvodaca. Svi eseji provedeni su
prema temeljnom obrascu PCR reakcije u volumenu 25 uL: 95 °C 15 minuta/ 95 °C 30 sekundi
— prijanjanje 30 sekundi — 72 °C 30 sekundi 50 ciklusa/ 72°C 10 minuta / +18 °C .
Elektroforezom na 2% agaroznom gelu u 1XTAE puferu, koriste¢i 5 uL PCR produkata,
identificirani su uzorci s uspjesnom amplifikacijom DNA. Uspjesno amplificirani uzorci

pohranjeni su na +4 °C do postupka pirosekvenciranja.

Tablica 10. Popis koristenih poéetnica u amplifikaciji fragmenata DNA PCR-om
namjenjenih za analizu metilacije DNA pirosekvenciranjem. Za analizu metilacije DNA
pojedinog gena odnosno repetitivne sekvence, koristene su uobicajne pocetnice za amplifikaciju

zeljenog fragmenta sukladno literaturi.

(o4
S« E
57 H
GEN BILJEG POCETNICE é < lﬂj
< %)
Mo Z,
& = 3
= 2 S
E ~
X . R 5'-BIO-ATC TAC CTA TAT CTT CCA A-3' Eurofins
Oct3/4 mati¢nosti 50,0 °C
F 5-TGT TAA TAG GTT TTG TGG T-3' Scientific
. ) R 5-BIO-AAC CCA CAC TCATAT CAA-3' Eurofins
Nanog mati¢nosti 50,0 °C
F 5-AAT TTA TAG GGT TGG TGG-3' Scientific
. ) R 5-BIO-AAC TTC CTA ACA TCC CAC-3' Eurofins
Sox2 mati¢nosti 54,0 °C
F 5'-GTT TGG GTT TGT TTG GTG-3' Scientific
Vil Globalne R 5-BIO-CTC ACC AAA AAT CTT AAA ATC C-3' 618 °C Eurofins
Mm )
metilacije DNA F 5-GGT TTG ATT TGG GGT ATA AGT-3' Scientific
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3.8.4 Pirosekvenciranje

Pirosekvenciranje je provedeno koristenjem PyroMark Q24 Advanced pirosekvencera (Qiagen),
PyroMark Q24 Advanced Software racunalnog programa (Qiagen), PyroMark Q24 vakuumske
radne stanice (Qiagen), PyroMark Q24 Advanced Reagents kitova (Qiagen), PyroMark
Denaturation Solution (Qiagen), PyroMark Wash Buffer (Qiagen) te adekvatnih pocetnica za
pirosekvenciranje (Sigma-Aldrich) (Tablica 11.). Pirosekvenciranje je provedeno prema
uputama proizvodaca odnosno nize navedenom protokolu. Koristeno je ukupno 4 eseja vec
uspostavljenih u laboratoriju. Za analizu obrasca metilacije DNA pojedinog gena u pojedinu
jazicu PCR plocice prebaceno je 20 uL PCR produkata pojedinog uzorka. Plocica je kratko
centrifugirana kako bi se volumeni PCR produkta spustili na dno jazica. U svaku jazicu dodano
je 2 uL zrnaca sefaroznih kuglica (GE Healthcare), 18 puL miliQ vode i 40 pL otopine za
vezivanje. PCR plocica postavljena je na termomikser na 1400 rpm minimalno 10 minuta na
sobnoj temperaturi. U meduvremenu pripremljena je plo¢ica za pirosekvenciranje. U svaku
jazicu plocice za pirosekvenciranje stavljeno je 20 uL otopine sekvencijske pocetnice za
pojedini gen odnosno repetitivni element (sekvencijska pocetnica razrijedena u annealing puferu
na koncentraciju 0,375 mM). PCR plocica fiksirana je na vakuumsku radnu stanicu. Nastavci s
filtrima vakuumske c¢etke umetnuti su u jazice PCR plocice na 30 sekundi. Pod uklju¢enim
vakuumom, cetka vakuumske pumpe umocena je u 70% etanol na 5 sekundi, pufer za
denaturaciju na 5 sekundi te u pufer za ispiranje na 10 sekundi. Nakon ispiranja, cetka
vakuumske pumpe postavljena je neposredno iznad prethodno pripremljene plocice za
pirosekvenciranije te je isklju¢en vakuum. Cetka vakuumske pumpe umodena je u jazice plo¢ice
za pirosekvenciranje s blagom tresnjom kako bi se zrnca gela s vezanim PCR produktima
otpustili u otopine sekvencijskih pocetnica za pojedini gen. Nakon zagrijavanja na termomikseru

(5 minuta na 80 °C bez tresnje) uslijedilo je pirosekvenciranje.

U meduvremenu, kazeta pirosekvencera je priredena te su u racunalni program uneseni svi

potrebni parametri, sukladno uputama proizvodaca.
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Tablica 11. Popis koristenih poéetnica u analizi metilacije DNA pirosekvenciranjem. Za
analizu metilacije DNA pojedinog gena odnosno repetitivne sekvence, koristene su uobicajene

pocetnice za pirosekvenciranje amplificiranog fragmenta sukladno literaturi.

GEN BILJEG SEKVENCIJSKE POCETNICE KONSTRUKTOR
Oct3/4 mati¢nosti 5'-TGA AGG TTT TTT GGG GT-3' Eurofins Scientific

Sox2 mati¢nosti S"TGT ATT TGT ATT TTT GG-3' Eurofins Scientific
Nanog mati¢nosti 5'-GGA GGA GTA GGATTT ATT-3' Eurofins Scientific

Mml gl‘)bahgg]“z“la"”e 5GGT TTG ATT TGG GGT ATA AGT-3'| Eurofins Scientific

Nakon pirosekvenciranja, analizirani su pirogrami (Slika 22.) te je uslijedio izracun prosjecne
razine metilacije odredenog analiziranog uzorka tkiva prema prikazanoj jednadzbi:
MX=MU/NCpG

pri cemu MX oznacava prosjecne razine metilacije odredenog analiziranog uzorka tkiva, MU
ukupan zbroj razina metilacije DNA analiziranih CpG toc¢aka, dok NCpG broj analiziranih CpG

tocaka.

Programskiubaden Postotak fragmenata DNA u uzorku Postotak fragmenata DNA u uzorku
kontrolni nuklotid s odsutnom metilnom skupinom s prisutnom metilnom skupinom
unutar C/TpG dinukleotida  na analiziranom CpG dinukleotidu na analiziranom CpG dinukleotidu
1280% T537% 1%53%
C720% C463% CT%

- fﬁff

E § ATCA(‘TTAB‘[GTTGT!GATC!GTlATCTG
5

) _ Graficki prikaz razine signala
Analizirani C/T nukleotid detektiranogtijekom
uC/TpG dinukleotidu reakcije pirosekvenciranja

Slika 22. Prikaz pirografa. Podaci metilacije DNA prikazani na pojedinom pirografu dobiveni

su PyroMark Q24 Advanced Software racunalnog programa (Qiagen).
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3.9 Statisti¢ka obrada podataka

Rezultati su obradeni u racunalnom programu GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software, San
Diego, USA) za Windows operativni sustav. Broj licence je GPW6-278912-RLMU-966F4.
Mijere centralne tendencije (aritmeticka sredina) kao i mjere disperzije (standardna pogreska)
opisane su koriste¢i deskriptivnu statistiku. Za normalno rasporedene rezultate koriSteni Su
parametrijski, a za ostale neparametrijski testovi. Za odredivanje statisticke znacajnosti razlika
u rastu in vitro koristili smo One-sample t test. Za odredivanje statisticke znacajnosti usporedbom
vise eksperimentalnih skupina koristen je 1way ANOVA Kruskal-Wallisov test. Za analizu
statisticke znacajnosti u usporedbama dviju skupina Koristili smo Mann-Whitney U test.
Statisti¢ki znacajni rezultati smatrani su oni ¢ija je p<0,05 (dvostrani test). U odredivanju
statisticke znacajnosti medu skupinama koje predstavljaju zbirni uzorak, koristena je uobic¢ajna
metoda dvostrukog smanjenja i dvostrukog povecanja normirane vrijednosti. Detaljnija
objasnjenja statistickih metoda i matematickih izra¢una navedena su i objasnjena u pripadaju¢im

paragrafima poglavlja ,,Eksperimentalni dio* i ,,Rezultati*.
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4 REZULTATI

4.1 Rast eksperimentalnog tumora zametnih stanica in vitro

Eksperimentalni tumor zametnih stanica in vitro, odnosno eksperimentalni teratom in vitro,
pokazuje stabilan rast u koristenom sustavu kultiviranja kontrolnih zametaka, pa su tijekom
sedam dana teratomi kontrolne skupine ostvarili povecanje svoje povrsine od preko Sest puta.
Slican intenzitet rasta pokazali su teratomi skupine zametaka tretirane esiGfp (metodoloska
kontrola), koji pokazuju da tehnologija esiRNA sustava ne interferira s rastom teratoma u ovako

postavljenom in vitro sustavu (Slika 23.) (Tablica 12.).

107 -» Kontrola
esiGFP

esiTrrap
esiOct3/d

esiMNanog
SazaC
Trihostatin A
Valproat

L RERN

Favriina standardizirana na pofetnu vrijednost

0 1 2 3 4
Dani in wvifro rasta

o -
o
-
oo

Slika 23. Rast teratoma in vitro. PovrSine teratoma in vitro mjerene svaki dan tijekom 7 dana
kultiviranja normirane su na vrijednost povrsine pojedinog zametka na 0. dan kulture. Prikazane

su srednje vrijednosti.

72



U usporedbi s kontrolom, 5azaC ostvario je iznimno jak statisticki znacajan inhibicijski u¢inak na
rast teratoma. Tako je pokazano da teratomi zametaka tretiranih 5azaC u prosjeku nisu uspjeli
ostvariti niti udvostruc¢enje svoje povrsine tijekom 7 dana kulture. Dapace, primjeceno je da je
podosta teratoma upravo dozivjelo smanjenje svoje povrSine odnosno da je 5azaC smanjio
tumorsku masu in vitro. Ipak, 5azaC nije ostvario najjaci zabiljezeni inhibicijski u¢inak u ovom
istrazivanju. Premda statisti¢cki jednako znacajno kao i 5azaC, prema grafickim podacima,
najsnazniji inhibicijski efekt na rast teratoma in vitro ostvario je esiOct3/4. Prosjecni rast
esiOct3/4 tretiranih teratoma ne prelazi 1,5 puta pocetne povrsine. Kao i kod 5azaC tretiranih
tumora, velik broj esiOct3/4 tretiranih teratoma pokazalo je potpuni izostanak rasta ili ¢ak pad

povrsine tumora odnosno smanjenje tumorske mase.

Tablica 12. Tabli¢ni prikaz statisticke analize rasta teratoma in vitro. Podaci rasta testirani
su na normalnost distribucije te vrijednosti pojedine skupine medusobno usporedene

adekvatnim statisti¢ckim testom.

Kontrola GFP SazaC Valproat | Trihostatin esiOct esiNanog | esiTrrap
K2 0,1055 0,9151 0,6128 0,8461 0,2561 03439 | 0,09863 0,6811
2 k] ‘E P vrijednost 0,9486 0,6328 0,7361 0,655 0,8798 0,842 0,9519 0,7114
g § = Proden test
A g g normalnosti DA DA DA DA DA DA DA DA
< g S | (alpha=0.05)?
A A P vrijednost
: ne ne ne ne ne ne ne ne
znacajan?
Teoretski 3,608 3,608 3,608 3,608 3,608 3,608 3,608 3,608
medijan
Realni 3,608 3,232 1,633 2,53 2,498 1,47 3.25 2,519
medijan
Diskrepanca | -4,4E-16 0,376 1,976 -1,079 1,111 2,138 0,358 -1,089
2 W 1 -2 -36 -32 -32 -36 -12 -24
1]
> Sum
o
g pozitivnih r. 18,5 17 0 2 2 0 12 6
g . Sum 17,5 .19 36 34 34 -36 24 -30
= negativnih r.
= P vrijednost 0,9688 0,9453 0,0078 0,0234 0,0234 0,0078 0,4609 0,1094
(two tailed) (1)
Egzaktno ili
estimirano?? Egzaktno | Egzaktno | Egzaktno | Egzaktno | Egzaktno | Egzakino | Egzaktno | Egzaktno
Statisticki
znagajno NE NE DA DA DA DA NE NE
(alpha=0.05)?

Zameci tretirani s HDACI, VAL i TSA, ostvaruju statisti¢ki znac¢ajnu inhibiciju rasta teratoma

u odnosu na kontrolu i, zanimljivo, pokazuju gotovo identi¢an obrazac rasta in vitro.
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Za razliku od esiOct3/4, esiNanog i esiTrrap, iako su smanjili intenzitet tumorskog rasta, nisu
ostvarili statisti¢ki znacajnu inhibiciju. Tretirani esiNanog-om pokazuju dapace jednak obrazac i
intenzitet rasta teratoma prva 3 dana kao i kontrolna skupina. Zaostatak u rastu ostvaren je
posljednja 3 dana kulture. Tako da naposljetku, esiNanog tretirani pokazuju velik zaostatak u
rastu teratoma 7. dana kulture. Ipak, promatrano kroz cjelokupni period kultiviranja, ne postoji
statisticki znacajan inhibicijski u¢inak. Krivulja rasta teratoma nastalih iz esiTrrap tretiranih
zametaka u samom pocetku kultiviranja odvaja se od krivulje rasta kontrolne skupine. Ipak, kroz
7 dana kultiviranja pokazuje stabilan i linearan rast, manji od onog u kontrolnih teratoma, ali

statisticki usporediv.

4.2  Proliferacijska aktivnost tumora zametnih stanica in vitro

StatistiCkom analizom podataka morfometrijske kvantifikacije biljega proliferacije (Ki-67) na
IHC preparatima ANOVA testom, utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike izmedu
tretiranih skupina i kontrole (Slika 24. i 25.). Najskromniji porast proliferacije vidljiv je u esiGfp
tretiranoj skupini kao metodoloskoj kontroli, te u teratoma nastalih iz zametaka tretiranih s VAL
i esiNanog. Blazi porast proliferacije uocen je u teratoma nastalih iz zametaka tretiranih s TSA.
Najsnazniji porast proliferacije zabiljezen je u teratomima nastalim iz zametaka tretiranih s

esiOct3/4 i 5azaC, a posebice esiTrrap iako nije dokazana statisticki zna¢ajna razlika.

_ i taae o
aur N - &
ST, R

Slika 24. Proliferacijska aktivnost u tkivu teratoma in vitro. Ekspresija Ki-67 prikazana
IHC. A) esiTrrap. B) esiGfp. C) esiNanog. Povecanje 400X, IHC, DAB, pozadinski obojano

hemalaunom.
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Slika 25. Analiza proliferacijske aktivnosti metodom IHC u teratomima. Graficki prikaz
podataka morfometrijske kvantifikacije biljega proliferacije Ki-67 na IHC-im preparatima
teratoma in vitro koji pokazuju razli¢iti porast proliferacijske aktivnosti u eksperimentalnim
skupinama u odnosu na kontrolu, iako bez utvrdene statisticki znacajne razlike (Kruskal-Wallis

test, Dunn's multiple comparison test). Prikazane su srednje vrijednosti i standardne devijacije.

Analiza metodom otiska po Westernu na drugi proliferacijski biljeg Pcna (engl. Proliferating
cell nuclear antigen), pokazuje djelomic¢no usporedive rezultate s IHC analizom biljega Ki-67.
Naime, teratomi nastali iz zametaka tretiranin s esiOct3/4 ili esiNanog takoder pokazuju intenzivniju
proliferaciju u usporedbi s kontrolnom skupinom. Teratomi iz zametaka tretiranih s VAL ili
TSA ne uzrokuju razliku u proliferacijskoj aktivnosti teratoma u usporedbi s kontrolom. Opre¢no
rezultatima dobivenima IHC analizom biljega Ki-67, zameci tretirani s esiTrrap ne uzrokuju
pojacanu proliferaciju teratoma, dok tretirani s 5azaC pokazuju i smanjenje proliferacijske
aktivnosti koja pokazuje statisticku relevantnost (Slika 26., 27. i 28.). Zanimljivo je da je maligni
teratokarcinom koji je nastao transplantacijom zametka misa in vivo, pokazao nizu ekspresiju

proliferacijskog biljega od teratomske kontrole.
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Relativna proteinska ekspresija

Slika 26. Analiza proliferacijske aktivnosti u teratomima metodom otiska po Westernu.
Prisutnost Pcna u tkivu teratoma in vitro analizirana metodom otiska po Westernu i normirana

na kontrolu. TCa=teratokarcinom
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Slika 27. Prikaz membrane dobivene metodom otiska po Westernu s vizualiziranim
signalom na antigen Pcna. Svjetlosni signal Pcna i Tubulina pojedinog uzorka konvertiran je u
digitalni podatak. TCa=teratokarcinom
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Slika 28. Prikaz ra¢unalne analize digitalnog oblika signala (piksela) dobivenog metodom

otiska po Westernu na antigen Pcna. A - Prikaz piksela u podrucju oc¢ekivane mase antigena

Pcna; B - Prikaz piksela u podruc¢ju oc¢ekivane mase antigena Tubulin; 1 - TCa; 2 - esiOct3/4;
3 -5azaC; 4 - Kontrola; 5 - VAL,; 6 - TSA; 7 - esiTrrap; 8 - esiNanog.
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4.3 Apoptozna aktivnost tumora zametnih stanica in vitro

Statistickom analizom podataka morfometrijske kvantifikacije biljega apoptoze (aktivne
Kaspaze-3) na imunohistokemijskim preparatima ANOVA testom, utvrdeno je da nema znacajne

razlike izmedu tretiranih grupa i kontrole (Slika 29. i 30.).

Ipak, trend snaznije apoptozne aktivnosti zabiljezen je u teratoma porijeklom iz

zametaka tretiranih s VAL, TSA ili 5azaC. ESiRNA agensi pak, nisu uzrokovali odmak od

vrijednosti dobivenih u teratoma kontrolne skupine.

Slika 29. Apoptozna aktivnost u stanicama teratoma in vitro. Ekspresija aktivne Kaspaze-3
prikazana IHC analizom. A) i B) VAL. C) GFP. D), E) i F) esiOct3/4. Povecanje 400X, IHC,

DAB, pozadinski obojano hemalaunom.
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Slika 30. Apoptozna aktivnosti u teratomima analizirana metodom IHC. Graficki prikaz
podataka morfometrijske kvantifikacije biljega apoptoze aktivna Kaspaza-3 na IHC preparatima
teratoma in vitro (Kruskal-Wallis test, Dunn's multiple comparison test). Prikazane su srednje

vrijednosti i standardne devijacije.

Analiza apoptoze metodom otiska po Westernu na apoptozni biljeg Kaspaza-3, pokazuje
djelomi¢no usporedive rezultate. 5azaC, VAL i TSA, ponovno pokazuju indukciju apoptozne
aktivnosti u usporedbi s kontrolnim teratomima. Ipak, u teratomima nastalim iz esiRNA tretiranih
zametaka detektiran je lagani pad apoptozne aktivnosti u usporedbi s kontrolnom skupinom
(Slika 31.,32.1i 33.).
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Relativha proteinska ekspresija

Slika 31. Apoptozna aktivnost u teratomima analizirana metodom otiska po Westernu.
Prisutnost aktivne forme Kaspaze-3 u tkivu teratoma in vitro analizirana metodom otiska po

Westernu i normirana na kontrolu. TCa=teratokarcinom
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Slika 32. Prikaz membrane dobivene metodom otiska po Westernu s vizualiziranim
signalom na antigen aktivna Kaspaza-3. Svjetlosni signal aktivne forme Kaspaze-3 i histona

H2B pojedinog uzorka konvertiran je u digitalni podatak.
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Slika 33. Prikaz racunalne analize signala dobivenog metodom otiska po Westernu na
antigen aktivnu Kaspazu-3. A - Prikaz piksela u podrucju oc¢ekivane mase antigena aktivne
Kaspaze-3; B - Prikaz piksela u podrucju oc¢ekivane mase antigena Histona H2B; 1 - TCa; 2 -
esiOct3/4; 3 - 5azaC; 4 - Kontrola; 5 - VAL; 6 - TSA; 7 - esiTrrap; 8 - esiNanog.
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4.4 Markeri matiénosti tumora zametnih stanica in vitro

4.4.1 Gen mati¢nosti Oct3/4

Analiza ekspresije gena mati¢nosti Oct3/4 na proteinskoj razini, pokazuje stabilnost ovako
postavljenog in vitro sustava, buduc¢i da se ekspresija u teratomima nastalim iz esiGfp tretiranih
zametaka ne razlikuje od ekspresije u teratoma kontrolne skupine. Teratomi nastali iz VAL-
tretiranih zametaka takoder ne pokazuju promjenu u ekspresiji gena mati¢nosti Oct3/4. Ipak,
TSAiesiTrrap, ¢ini se, blago su inhibirali njegovu ekspresiju. Kod teratoma nastalih iz zametaka
tretiranih 5azaC-om, esiOct3/4 i esiNanog-om, tehnicki se nije mogla dobiti kvalitetna analiza
ekspresije Oct3/4, te stoga nije prikazana. Kako bi se osigurala kvaliteta dobivenih rezultata, u
proces analize uvrsten je i uzorak TCa misa nastao transplantacijom zametka in vivo kao
referentni uzorak visoke ekspresije gena mati¢nosti Oct3/4, kako je i prikazano na grafu (Slika
34.,35.1i36.).

Relativha proteinska ekspresija
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Slika 34. Ekspresija gena mati¢nosti Oct3/4 u teratomima na proteinskoj razini analizirana
metodom otiska po Westernu. Prisutnost proteina Oct3/4 u tkivu teratoma in vitro analizirana

metodom otiska po Westernu i normirana na kontrolu.
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Slika 35. Prikaz membrane dobivene metodom otiska po Westernu s vizualiziranim
signalom na antigen Oct3/4. Svjetlosni signal proteina Oct3/4 i histona H2B pojedinog uzorka
konvertiran je u digitalni podatak. Sukladno prikazanome na slici, teratomi iz zametaka tretiranih
s 5azaC pokazuju ekspresiju gena mati¢nosti, ali zbog nemogucnosti dobivanja signala histona
H2B, iskljuceni su iz statisticke obrade podataka.
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Slika 36. Prikaz rac¢unalne analize signala dobivenog metodom otiska po Westernu na
antigen Oct3/4. A - Prikaz piksela u podruc¢ju o¢ekivane mase antigena Oct3/4; B - Prikaz piksela
u podruc¢ju oéekivane mase antigena Histon H2B; 1 - esiTrrap; 2 - esiGfp; 3 - TSA; 4 — 5azaC;
5 - Kontrola; 6 - VAL; 7 —TCa.
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Analiza teratoma metodom ddPCR-a, pokazuje skoro cetiri puta vecu ekspresiju gena
mati¢nosti Oct3/4 u izoliranim zamecima od kontrolnih teratoma te potpuni izostanak
ekspresije Oct3/4 u tumorima iz zametaka tretiranih s 5azaC kao i s esiOct3/4 koji interferira s
Oct3/4 mRNA. Znacajna smanjenja ekspresije Oct3/4su detekt irana u skupinama teratoma
nastalih iz zametaka tretiranih s VAL ili esiTrrap u odnosu na kontrolu. Premda upitne
statisticke znac¢ajnosti, drasticha smanjenja ekspresije gena mati¢nosti detektirana su i u ostalim

skupinama u odnosu na kontrolu (Slika 37.).

Relativha genska ekspresija
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Slika 37. Ekspresija gena mati¢nosti Oct3/4 na razini mRNA u teratomima. Graficki
prikaz prisutnosti biljega mati¢nosti Oct3/4 dobivene ddPCRom. Podaci su normirani na

kontrolu. Z=zametak

Analiza metilacije DNA promotorske regije gena mati¢nosti Oct3/4 pokazuje konzistentno
visoku razinu metiliranosti DNA u svim skupinama. U prosjeku, oko 30% stanica kontrolnih
tumora pokazuje nemetiliranost DNA promotora dok tumori nastali iz esiOct3/4 tretiranih
zametaka pokazuju najmanji postotak stanica (20%) s nemetiliranom promotorskom regijom
gena mati¢nosti Oct3/4. Postoji takoder generalni trend hipermetilacije DNA u gotovo svim
tretiranim skupinama osim one tretirane s 5azaC u odnosu na kontrolu. Ipak, primijeceni

hipermetilacijski trend, nije statisticki znacajan (Slika 38.).
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Slika 38. Metilacija DNA promotorske regije gena matiénosti Oct3/4 u teratomima.
Graficki prikaz metilacije DNA dobiven pirosekvenciranjem (Kruskal-Wallis test, Dunn's

multiple comparison test). Prikazane su srednje vrijednosti i standardne devijacije.
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4.4.2 Gen mati¢nosti Nanog

Analiza teratoma metodom ddPCR-a, pokazuje nizu ekspresiju gena maticnosti Nanog u
zamecima u odnosu na kontrolne teratome te njezin potpuni izostanak u tumorima iz zametaka
tretiranih s 5azaC i esiOct3/4, dok su statisticki znacajna smanjenja detektirana u skupinama
tretiranima s VAL, esiNanog i esiTrrap. Vrlo blago smanjenje ekspresije gena mati¢nosti

detektirano je u skupini teratoma nastalih iz zametaka tretiranih s TSA (Slika 39.).

Relativha genska ekspresija
N

Slika 39. Ekspresija gena mati¢nosti Nanog na razini mRNA u teratomima. Graficki prikaz
kvantifikacije biljega mati¢nosti Nanog dobivene ddPCRom. Podaci su normirani na kontrolu.

Z=zametak

Analiza metilacije DNA promotorske regije gena mati¢nosti Nanog pokazuje snaznu
neravnomjernost razine metiliranosti DNA po skupinama usporedenima medusobno, ali i unutar
samih skupina. Tako u tumora iz zametaka teratomima tretiranih s VAL, razina DNA metilacije
gena Nanog varira za vise od 60%. U odnosu na prosjec¢nu vrijednost metilacije DNA kontrolne
skupine, TSA i VAL tretirani zameci pokazuju jednaku razinu metiliranosti DNA u nastalim
tumorima. Drasticnu demetilaciju u odnosu na kontrolu potaknuo je ocekivano 5azaC, ali i
esiTrrap. Tumori nastali iz zametaka tretiranih s EsiOct3/4 i esiNanog pokazuju povecanje razine

metilacije DNA. Opisano pokazuje iskljucivo trendove, buduc¢i da statisticka obrada podataka
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ne pronalazi znacajnu razliku medu skupinama (Slika 40.).
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Slika 40. Metilacija DNA promotorske regije gena matiénosti Nanog u teratomima. Graficki
prikaz metilacije DNA dobiven pirosekvenciranjem (Kruskal-Wallis test, Dunn's multiple

comparison test). Prikazane su srednje vrijednosti i standardne devijacije.
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4.4.3 Gen mati¢nosti Sox2

Analiza teratoma metodom ddPCR-a, pokazuje potpuni izostanak ekspresije gena maticnosti
Sox2 u tumorima iz zametaka tretiranih s 5azaC i esiOct3/4, dok su statisticki znacajna
smanjenja u odnosu na kontrolu detektirana u skupinama teratoma dobivenih iz zametaka
tretiranin s VAL, TSA i esiTrrap . Malo povecanje ekspresije gena mati¢nosti detektirano je u

skupini tretiranoj esiNanog (Slika 41.).

Relativha genska ekspresija
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Slika 41. Ekspresija gena mati¢nosti Sox2 na razini mRNA u teratomima. Graficki prikaz
kvantifikacije biljega mati¢nosti Sox2 dobivene ddPCR-om. Podaci su normirani na kontrolu.

Z=zametak

Analiza metilacije DNA promotorske regije gena mati¢nosti Nanog pokazuje odredenu
konzistentnost razine metiliranosti DNA unutar skupina. Podaci pojedinih skupina usporedenih
medusobno ne pokazuju statisticki znacajnu razliku u ekspresiji gena Sox2. Takoder se ne mogu
detektirati ni eventualni trendovi pomaka razine metilacije DNA, vec¢ su rezultati konzistentno

uniformni za sve analizirane skupine (Slika 42.).
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Slika 42. Metilacija DNA promotorske regije gena mati¢nosti Sox2u teratomima. Graficki
prikaz metilacije DNA dobiven pirosekvenciranjem (Kruskal-Wallis test, Dunn's multiple

comparison test). Z=zametak
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4.5 Stupanj i smjer diferencijacije stanica tumora zametnih stanica in vitro

Morfometrijskom analizom ekspresije gena intermedijarnih filamenata kao biljega stanica
derivata ektoderma, glije (Gfap) i neurona (Neurofilament), na razini proteina dobivenoj
metodom IHC, utvrdeno je da ni u jednom preparatu TZS in vitro nijedne skupine nema njihove

ekspresije na razini proteina.

Morfometrijskom analizom biljega dermoektoderma, odnosno, mati¢nih bazalnih stanica
epidermisa, Citokeratin-15, utvrdeno je da generalno nema ekspresije na proteinskoj razini u

TZS in vitro, izuzev rijetkih uzoraka (Slika 43.).
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Slika 43. Analiza diferencijacije u smjeru dermoektoderma na proteinskoj razini
analizirana metodom IHC u teratomima. Graficki prikaz podataka morfometrijske
kvantifikacije biljega epidermisa Citokeratin-15 na imunohistokemijskim preparatima teratoma
in vitro (Kruskal- Wallis test, Dunn's multiple comparison test). Prikazane su srednje vrijednosti

i standardne devijacije.

Morfometrijskom analizom utvrdeno je da stanice kontrolnih tumora ne eksprimiraju biljeg
neuroektoderma Nestin. Izostanak ekspresije dokazan je i u skupini tumora nastalih iz zametaka
tretiranih s 5azaC, TSA i esiNanog. Medutim, tretman s Valproatom, esiOct3/4 i esiTrrap
ukazuje na aktivaciju ekspresije Nestina i diferencijaciju neuroektoderma (Slika 44.).
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Slika 44. Analiza diferencijacije u smjeru neuroektoderma na proteinskoj razini
analizirana metodom IHC u teratomima. Graficki prikaz podataka morfometrijske
kvantifikacije biljega mati¢nih stanica neuroektoderma nestina na imunohistokemijskim
preparatima teratoma in vitro (Kruskal-Wallis test, Dunn's multiple comparison test). Prikazane

su srednje vrijednosti i standardne devijacije.
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Morfometrijskom analizom ekspresije gena biljega mati¢nih stanica endoderma, Hnf4a,
primijecena je snazna statisticki znacajna redukcija signala u tumorima svih tretiranih skupina
u odnosu na kontrolu. Uistinu, dok je u kontrolnim uzorcima detektirana umjerena ekspresija
HNF4a, svi koristeni agensi doveli su do potpune inhibicije ekspresije gena biljega mati¢nih

stanica endoderma HNF4a, na proteinskoj razini (Slika 45.).

HNF4o

*%

Intenzitet ekspresije

Slika 45. Analiza diferencijacije u smjeru endoderma na proteinskoj razini analizirana
metodom IHC u teratomima. Graficki prikaz podataka morfometrijske kvantifikacije biljega
mati¢nih stanica endoderma Hnf4a na imunohistokemijskim preparatima teratoma in vitro

(Kruskal- Wallis test, Dunn's multiple comparison test). Prikazane su srednje vrijednosti i

standardne devijacije. ** p<0,005.
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Istrazivanje diferencijacijskih procesa analizom genske ekspresije biljega razlicitih
diferencijacijskih linija na razini mMRNA pomoc¢u qPCR-a pokazuju sli¢ne trendove opisane

analizom ekspresije na razini proteina.

Prije svega, snazno je izrazen pomak diferencijacijske aktivnosti kontrolnih tumora prema
analiziranom zbirnom uzorku gastruliraju¢ih zametaka. Od panela analiziranih gena biljega
mati¢nosti Svi pokazuju istu razinu ekspresije izuzev gena mati¢nosti Oct3/4 koji u kontrolnim
tumorima pokazuje drastican pad ekspresije u odnosu na zametak Sto bi bilo u skladu s
postupnim gubitkom mati¢nosti i poCetkom diferencijacije u teratomu. Kontrolni tumori ne
pokazuju nikakav pomak u endodermalnoj liniji dok je izrazito snazno smanjenje ekspresije gena
mezoderma i ektoderma, u odnosu na zametak. Najsnaznije povecanje ekspresije u kontrolnim
tumorima pokazuju geni neuroektodermalne diferencijacijske linije te diferencijacije misica, u

odnosu na gastrulirajuc¢i zametak koji sadrzi ektoderm, mezoderm i endoderm (Slika 46.).
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Slika 46. Diferencijacijski pomak zametka u odnosu na kontrolni teratom. Prikaz
odstupanja ekspresijskog profila pojedinih gena u tkivu zametnog cilindra u odnosu na kontrolnu
skupinu teratoma. Podaci su normirani na vrijednosti kontrolne skupine (logaritamska skala,

Radar graf).
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DNA demetilacijski agens 5azaC inducirao je diferencijacijski pomak u svim linijama.
Najsnazniji pomak uocen je prema ektodermalnoj liniji pojacanjem ekspresije gena Fdf15, te
misi¢ne diferencijacijske linije smanjenjem ekspresije gena MyoD. Uocena je i smanjena
ekspresija gena mati¢nih Stanica, posebice gena mati¢nosti Oct3/4 te gena biljega
neuroektoderma. Nekonzistentni pomaci uocéeni su u ostalim diferencijacijskim linijama (Slika
47).

MyoD

Nestin ,/\\\ Sox

Six3 dd ‘\.,

/\ :
J/ Q Py
Fdf15 ™\
\\\ F //' d
: \(;\_\‘1?

l Mati¢ne zametne stanice

Eomes ' Sox17
Endoderm
Brachyury Gatad B Mezoderm
Ektoderm
Neuroektoderm
—o— Kontrola —0— 5azaC B wmisic

Slika 47. Diferencijacijski pomak tumora uzrokovan promjenom metilacije DNA. Prikaz
odstupanja ekspresijskog profila pojedinih gena u teratomima nastalim iz zametaka tretiranima
5azaC-om u odnosu na kontrolnu skupinu. Podaci su normirani na vrijednosti kontrolne skupine

(logaritamska skala, Radar graf).

Tretiranje zametka inhibitorima histonskih deacetilaza, TSA i VAL u nastalim teratomima
uzrokuje razlicit intenzitet diferencijacijskih pomaka u odnosu na kontrolne tumore, ali i
razlicite trendove djelovanja na ekspresiju analiziranih gena na razini mMRNA. Naime, TSA
nacelno blago podize ekspresiju gotovo svih analiziranih gena svih diferencijacijskih linija.
VAL, naprotiv, snazno inhibira ekspresiju gena svih diferencijacijskih linija izuzev

ektodermalne i endodermalne diferencijacijske linije (Slika 48.).
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Slika 48. Diferencijacijski pomak tumora uzrokovan modulacijom acetilacije histona.
Prikaz odstupanja ekspresijskog profila pojedinih gena u teratomima razvijenim iz zametaka
tretiranima s VAL 1 TSA u odnosu na kontrolnu skupinu teratoma. Podaci su normirani na

vrijednosti kontrolne skupine (logaritamska skala, Radar graf).

Tretiranje tumora esiRNA takoder pokazuje razlicit intenzitet induciranog pomaka
diferencijacijskih procesa u odnosu na kontrolu te razlicite obrasce pomaka diferencijacijskih

linija ovisno o ciljnom genu esiRNA molekula.

Tako esiNanog gotovo u potpunosti prati razine ekspresije analiziranih gena dobivenih u
kontrolnih tumora te ne pokazuje znac¢ajnu promjenu ekspresije nijednog analiziranog gena na
razini mMRNA. EsiTrrap takoder nije izazvao znacajne pomake ekspresije promatranih gena
izuzev znacajno povecane ekspresije gena FDF15 sugeriraju¢i znacajan pomak prema
ektodermalnoj diferencijacijskoj liniji. Blagi pomaci uoceni su u ekspresiji gena biljega
mezoderma i misi¢ne diferencijacijske linije, odnosno povecanje ekspresije gena Brachyury i
smanjenje ekspresije gena MyoD. Drastican pomak diferencijacijskih procesa izazvan je
tretmanom esiOct3/4. U potpunosti je suprimirana mezodermalna linija, te drasticno smanjena
ekspresija vecine gena biljega maticnosti kao i biljega ektodermalne diferencijacijske linije.

Smanjena je takoder i linija diferencijacije misica smanjenjem ekspresije gena MyoD. S druge
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strane, endodermalna i neuroektodermalna linija ¢ine se netaknute tretmanom esiOct3/4 bez

promjena ekspresije gena biljega ovih diferencijacijskih linija (Slika 49.).
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Slika 49. Diferencijacijski pomak uzrokovan modulacijom RNAI. Prikaz

odstupanja

ekspresijskog profila pojedinih gena u tumorima nastalim iz zametaka tretiranih sa esiRNA

molekulama u odnosu na kontrolnu skupinu. Podaci su normirani na vrijednosti kontrolne

skupine (logaritamska skala, Radar graf).
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4.6 Globalni epigeneti¢ki biljezi u tumoru zametnih stanica in vitro

Globalna acetilacija histona kao i globalna metilacija DNA upucuju na sire djelovanje testiranih
tvari na genom stanica te ucinak testiranih tvari na sveukupno stanje kromatina ukljucujuci i

permisivnost za transkripciju.

4.6.1 Globalna acetilacija H3

Detekcija prisutnosti biljega acetilacije H3AcK9 upucuje na razinu globalne acetilacije histona.
HDCIi, TSA i VAL tretman zametka oc¢ekivano izazivaju porast prisutnosti biljega acetilacije
H3AcK9 u tkivu teratoma odnosno snaznu acetilaciju histona. Gotovo identi¢an u¢inak uocen

je u tumora nastalih iz esiTrrap-tretiranih zametaka (Slika 50., 51. 1 52.).
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Slika 50. Globalna acetilacija histona u teratomu in vitro. Graficki prikaz izmjerene razine
H3ACcK9 normirane na kontrolu dobiven je metodom otiska po Westernu i normiran na kontrolu.

TCa=teratokarcinom
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Podaci ostalih skupina su problemati¢ni. Naime, znacajna deacetilacija histona izazvana 5azaC,
vjerojatno je metodoloska pogreska uzrokovana malom kolicinom proteina u homogenatu tkiva,
a zbog male koli¢ine uzorka uopce. Naime, vrpce koje se odnose na ekspresiju H2B i H3AcKO,
vidljive na membrani, iznimno su njezne te racunalna obrada digitalizirane vrijednosti pruge
nudi mogucnost vise rezultata ovisno o razini blokiranja pozadinskog Suma na membrani. Ovdje
je prikazan rezultat srednje visokog praga blokiranja Suma §to dovodi do matematickog rezultata
>(0. Podaci za ucinak esiOct3/4 i esiNanog nisu ni prikazani jer nije bilo moguce uopce
detektirati nijedan protein na membranama te postoji opravdana sumnja da na rezultat prisutnosti

H3AcK?9 presudan utjecaj ima nespecifican pozadinski sum na membrani (Slika 50., 51. i 52.).

esiTrrap
esiGfp
TSA
5azaC

o

H3AcK9 o
Histon H2B . —

Slika 51. Prikaz membrane dobivene metodom otiska po Westernu s vizualiziranim

signalom na antigen H3AcK9. Signali su dobiveni metodom otiska po Westernu.

TCa=teratokarcinom
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Slika 52. Prikaz rac¢unalne analize signala dobivenog metodom otiska po Westernu na
antigen H3AcK®O. A - Prikaz piksela u podru¢ju oc¢ekivane mase antigena H3AcK?9; B - Prikaz
piksela u podrucju ocekivane mase antigena Histon H2B; 1 - TCa; 2 - esiOct3/4; 3 - 5azaC; 4
- Kontrola; 5 - VAL, 6 - TSA; 7 - esiTrrap; 8 - esiNanog.
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4.6.2 Globalna metilacija DNA

Detekcija prisutnosti 5-metilcitozina (5mC), biljega metilacije DNA, u repetitivnoj sekvenci

Mml, ukazuje na razinu globalne metilacije DNA.

Analiza podataka razine globalne metilacije DNA upucuje na konzistentnost unutar pojedine
skupine te skupina medusobno. Svi uzorci imaju oko 90% metiliranosti DNA. lzuzetak je vecina
uzoraka tumora tretiranih demetilacijskim agensom 5azaC. Naime, vrijednosti metilacije DNA
vidljivo se smanjuje te nacelno ukazuju na trend inducirane hipometilacije DNA s
prosjecnom vrijednosti metilacije  DNA oko 80%. Ipak, opisani trend globalne

hipometilacije nije statisti¢ki znacajan (Slika 53.).
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Slika 53. Globalna metilacija DNA teratoma in vitro. Graficki prikaz metilacije DNA
repetitivne sekvence Mml dobiven pirosekvencioniranjem (Kruskal-Wallis test, Dunn's multiple
comparison test). Prikazane su srednje vrijednosti i standardne devijacije.
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5 RASPRAVA

U ovom istrazivanju proucen je ucinak epigeneti¢ki aktivnih tvari na rast i razvoj
eksperimentalnog tumora zametnih stanica (TZS) misa in vitro. Buduc¢i da postoje tri kanonska
epigeneticka mehanizma (7), u cilju odredivanja je li jatrogena stimulacija pojedinog
epigenetickog mehanizma snaznija u modulaciji rasta i razvoja tumora, koristene su tvari koje
primarno djeluju na jedan od kanonskih mehanizama. Tako je za testiranja uc¢inka jatrogene
modulacije metilacije DNA odabran najprominentniji DNA demetiliraju¢i agens 5azaC koji je
prvi odobreni epigeneticki lijek u medicinskoj praksi (139). Ucinak jatrogene modulacije
sustava posttranslacijskih modifikacija histona istrazen je koristenjem TSA i VAL. Obje
supstancije takoder se koriste u klini¢koj praksi, a primarno podizu stupanj acetiliranosti histona
(163). Ucinak jatrogene stimulacije RNAI sustava istrazen je upotrebom esiRNA molekula
sintetiziranih specificno u cilju inhibicije ekspresije gena (218) jezgre mati¢nosti tumorskih
stanica, gena Oct3/4 i Nanog, te gena Trrap kojeg se moze smatrati tumor promovirajué¢im

genom.

5.1 Utjecaj 5-azacitidina na rast i razvoj eksperimentalnog tumora zametnih

stanica misa in vitro

DNA demetilirajuci agens 5azaC pokazao je drastican u¢inak na smanjenje rasta TZS in vitro.
Krivulja rasta tumora dobivanih iz zametaka tretiranih s 5azaC odvaja se od krivulje kontrolnih
tumora u samom pocetku te ostaje niska tijekom cijelog perioda pracenja rasta tumora. To
navodi na zakljuc¢ak da 5azaC ima snazan bioloski u¢inak odmah po tretmanu te da embrionalne
odnosno tumorske stanice nisu vise sposobne kompenzirati i restaurirati inhibirani rast. Uistinu,
ranije je opisana dugotrajnost inhibicijskog ucinka 5azaC-a na rast tumora kao temeljno

Svojstvo njegove upotrebe u lije¢enju raka (141).

Istrazivanja upucuju na razlicite bioloske uc¢inke 5azaC-a na rast razlic¢itih tkiva. Tako 5azaC
upravo inhibicijom proliferacije zametnih stanica onemoguc¢ava normalan rast pupoljaka uda in
vitro (219) ili rasta fetalne jetre in vivo (220). Nasuprot navedenom, mnoga istrazivanja upucuju
da 5azaC upravo promice proliferacijsku aktivnost, posebice nediferenciranih stanica u kulturi

poput mezenhimskih mati¢nih stanica (160). Pojedini autori navode toliko snazno pro-
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proliferacijsko djelovanje 5azaC-a da promicu njegovu upotrebu u regenerativnoj medicini
(221). Vecina istrazivanja ipak upucuje na daleko kompleksniji odnos 5azaC-a i proliferacije
stanica. Tako primjerice skupina autora opisuje kako 5azaC potic¢e proliferaciju stanica
trofoblasta u ranoj fazi razvoja placente, iako ukupan rast placente znacajno zaostaje za
kontrolnom skupinom. U istom istrazivanju autori opisuju drastican pad proliferacijske
aktivnosti placenti tretiranih s 5azaC kasnije tijekom razvoja uz daljnji nastavak smanjenja
ukupne tkivne mase (222). Slican fenomen pojavljuje se i u ovom istrazivanju. U
eksperimentalnom TZS in vitro 5azaC inducira snaznu inhibiciju rasta tumora, ali i lagani porast
broja stanica koje eksprimiraju proliferacijski biljeg. Ipak, pad ukupne koli¢ine biljega
proliferacije u tumoru svakako upuéuje na ostecenje proliferacijske masinerije tretiranih stanica,

koje, ¢ini se, bezuspjesno pokusavaju kompenzirati neto gubitak tumorske mase.

Inhibicija rasta tumora zametnih stanica in vitro inducirana pomoc¢u 5azaC svakako je izazvana
laganim porastom apoptozne aktivnosti. Naime, rezultati upucuju na lagano povecéanje
populacije stanica koje eksprimiraju biljeg apoptoze, ali i lagani porast kolicine apoptoznih
biljega u ukupnom homogenatu tkiva, $to upucuje na proapoptozno djelovanje 5azaC u
tumorima s posljedi¢nim padom ukupne tumorske mase. Slican proapoptozni ucinak 5azaC
opisan je u mnogim istrazivanjima od kojih je svakako najvaznije ono provedeno na stani¢nim
linijama TZS ¢ovjeka in vitro. Naime, 5azaC je inducirao apoptozu pri niskim nanomolarnim
koncentracijama. Autori opisuju apoptozni odgovor neposredno po tretmanu iza kojeg je
uslijedio produljeni inhibicijski ucinak na vitalnost stanica i trajna inhibicija napredovanja
stani¢énog ciklusa tumorskih stanica (223). Pritom, primaran mehanizam proapoptoznog

djelovanja 5azaC ostaje i dalje nejasan (141).

Inhibicija ekspresije gena jezgre mati¢nosti tumorskih stanica svakako je najsnazniji
protutumorski ucinak 5azaC detektiran u ovom istrazivanju. Naime, 5azaC je u potpunosti
inhibirao ili drasticno smanjio ekspresiju svih gena jezgre mati¢nosti Oct3/4, Nanog i Sox2.
Opisani uc¢inak dokazan je i na proteinskoj i mRNA razini, sto nedvosmisleno ukazuje na
drasticno smanjenje populacije tumorskih mati¢nih stanica u tumorima nastalim iz zametaka
tretiranih s 5azaC u odnosu na kontrolnu skupinu. Premda navedeno pridonosi objasnjenju
fenomena inducirane inhibicije rasta tumora pomoc¢u SazaC, doprinosi takoder i daljnjem
nerazumijevanju njegovog bioloskog djelovanja. Naime, pojedini autori opisuju potpuno
suprotne rezultate s 5azaC inducirane reekspresije gena mati¢nosti posebice gena Oct3/4 i Sox2
(224, 225). Stoga se namec¢e kao hipoteza da ucinak 5azaC na ekspresiju gena mati¢nosti
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ovisi 0 histoloskom tipu stanice i njenom diferencijacijskom stupnju.

U ovom istrazivanju 5azaC je u prvom redu djelovao na Citavi misji gastruliraju¢i zametak u
uzem smislu rije¢i (zametni cilindar) koji se sastoji od triju zametnih listica (ektoderm,
mezoderm, endoderm) koji ¢e se konacno razviti u trilaminarni teratom ali Samo U u sustavu
kultivacije in vitro na granici zraka i tekuc¢ine, dakle u odredenim uvjetima okoliSa. Znaci,
zametak za kojega je u ovom radu pokazano da posjeduje veliku koli¢inu markera
pluripotentnosti je stvarni izvor teratoma. Prema tome u ovom radu su DNA demetilacijsko
sredstvo kao i inhibitori histonske deacetilacije djelovali direktno na stanice iz kojih se razvija
tumor i tako znacajno inhibirali njegovu sposobnost za rast. Ovi rezultati ujedno dokazuju da
relativno kratka epigeneticka manipulacija normalnim stanicama zametka stvarno utjece na
proces tumorigeneze sto je u skladu i s hipotezom da TZS nastaju veé in utero. Pitanje se
postavlja da li bi eksperimentalna metilacija i histonska deacetilacija tkiva zametka djelovale na
povecanje rasta misjeg teratoma, Sto bi vrijedilo istraziti. Takoder se postavlja pitanje ostatnog
razvojnog potencijala u teratomima. Dakle, trebalo bi se istraziti kakav bi bio i da li bi bio mogué
daljnji razvoj naknadnom transplantacijom u bolje metabolicke uvjete in vivo jer se znade da se
iz vrlo male koli¢ine stanica kao $to je epiblast u transplantatu moze razviti veliki tumor (vidi

u Buljubasi¢ 2017).

Sam mehanizam kojim je 5azaC inhibirao ekspresiju gena mati¢nosti 0staje nerazjasnjen u ovom
istrazivanju. Naime, 5azaC nije izazvao promjenu razine metilacije promotorske regije gena
Oct3/4, kao ni globalne metilacije DNA. Pomo¢u 5azaC inducirana hipometilacija promotora
gena mati¢nosti mnogo je puta opisana u literaturi, ali ona upravo obi¢no dovodi do pojacane, a
ne smanjene ekspresije gena mati¢nosti (147, 226). Drugi moguci mehanizam inhibicije
ekspresije gena je deacetilacija histona promotorske regije gena. | uistinu, u ovom istrazivanju
5azaC inducirao je gubitak biljega acetilacije histona na globalnoj razini, sto ostavlja moguénost
da se dio deacetilacijske aktivnosti dogodio upravo na promotorskim regijama gena mati¢nosti
i inhibirao njihovu ekspresiju. Ipak, valja napomenuti da postoji realna moguc¢nost
metodoloske pogreske koja proizlazi iz iznimno male koli¢ine proteina iz tumora drasti¢no
smanjenog rasta. Pored toga, u literaturi se navodi upravo obrnuti u¢inak 5azaC. Tako primjerice
Manzoni i sur. navode kako 5azaC inducira HAT1 ekspresiju ¢ime se podize globalna
acetiliranost genoma sto za posljedicu moze imati pojacanu ekspresiju gena mati¢nosti Oct3/4,
Nanog i Sox2 (149). Sve navedeno upozorava da ucinak 5azaC na smanjenje ekspresije gena
mati¢nosti nije primarno posljedica poremecaja transkripcije nakon DNA demetilacijskih ili
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histon acetilacijskih procesa, ve¢ potencijalno translacije mMRNA. Naime, jo$ prije skoro 50
godina otkriveno je da se 5azaC integrira u RNA molekule te ometa procese u kojima sudjeluju
(227). Novija istrazivanja potvrduju ovu hipotezu. Geyer i suradnici navode da 5azaC izaziva
inhibiciju de novo sinteze proteina u rasponu od 68% do 81%. Ovu snaznu inhibiciju translacije
autori objas$njavaju upravo integracijom 5azaC u novosintetizirane molekule RNA (rRNA,
tRNA, mRNA i miRNA), sto remeti funkciju molekula RNA dovode¢i do inhibicije sinteze
proteina. Nadalje, autori navode da s 5azaC inducirana inhibicija translacije nije nespecifi¢na i
globalna, ve¢ zahvaca specificnu skupinu gena (228). Upravo bi ovaj koncept mogao objasniti
mehanizam kako 5azaC inducira u ovom istrazivanju otkrivenu inhibiciju ekspresije gena jezgre
mati¢nosti U Stanicama eksperimentalnog TZS in vitro bez snaznijih promjena u sustavima

metilacije DNA i postranslacijskih histonskih modifikacija na promotorskoj ili globalnoj razini.

Ucinak 5azaC na diferencijacijske procese mozda je i najistrazenije djelovanje ovog
demetilacijskog agensa. Ve¢ desetljecima se 5azaC Kkoristi za snazne jatrogene pomake
diferencijacije, iako ne nuzno u istom smjeru. Tako je poznat dediferencijacijski ucinak 5azaC
koji primarno demetilacijskim djelovanjem pomice diferenciranu stanicu u stanje
pluripotentnosti i vece plasti¢cnosti (149, 229) S§to ga ¢ini vaznim orudem u biologiji
reprogramiranja stanica i istrazivanju induciranih pluripotentnih stanica, a time i regenerativnoj
medicini uopée (230). Ipak, u istrazivanjima mati¢nih i nediferenciranih stanica, a ne samo
tumora, 5azaC poznati je induktor diferencijacije. Tako primjerice Rachel i sur. promicu
upotrebu 5azaC u lijecenje kardiovaskularnih bolesti upotrebom skafoida natopljenih 5azaC koji
u in vivo uvjetima potice diferencijaciju mezenhimalnih mati¢nih stanica u funkcionalne
kardiomiocite (231). Epigeneticko remodeliranje pomo¢u 5azaC dokazano inducira snaznu
diferencijaciju stanica karcinoma jetre u nemaligne diferencirane funkcionalne hepatocite zbog

¢ega se 5azaC navodi kao potencijalni lijek upravo za hepatocelularni karcinom (232).
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Slika 54. U¢inak 5azaC na rast i razvoj eksperimentalnog tumora zametnih stanica in vitro.
Jednokratni tretman 5azaC-om neposredno pred pocetak kultiviranja u in vitro sustavu izazvao
je dugotrajnu inhibiciju rasta tumora primarno potaknuvs$i apoptoznu aktivnost stanica, te
smanjio maligni potencijal tumora inhibicijom ekspresije gena mati¢nosti tumorskih mati¢nih

stanica te indukcijom diferencijacije.

Pozitivan ucinak 5azaC na diferencijaciju tumorskih mati¢nih stanica dokazan je u ¢itavom nizu
istrazivanja razli¢itih tumora in vivo i in vitro poput leukemije, meduloblastoma, glioblastoma,
neuroblastoma raka prostate, raka gusterace te TZS (126). Stoga i ne ¢udi da je

5azaC inducirao inhibiciju ekspresije gotovo svih biljega tkivnih mati¢nih stanica i u TZS misa
in vitro u ovom istrazivanju. Tocan mehanizam kojim 5azaC pomice stanice u visi stupanj
diferencijacije u ovom istrazivanju i dalje ostaje nepoznat, osim smanjenjem razine mRNA gena
mati¢nosti. Pretpostavka je da je mehanizam identican ili barem slican gore opisanom

mehanizmu kojim 5azaC inhibira ekspresiju gena jezgre mati¢nosti tumorskih mati¢nih stanica.

Naposljetku, ¢ini se da je smanjeni rast tumora primarno posljedica s 5azaC induciranog
smanjenja populacije tumorskih i tkivnih mati¢nih stanica te indukcije diferencijacije, uz lagan
porast apoptozne aktivnosti bez znacajnog utjecaja na proliferaciju (Slika 54). Navedeni ucinci
nisu se mogli objasniti 5azaC DNA demetiliraju¢im djelovanjem niti promjenom

posttranslacijskih histonskih modifikacija na promotorskoj ili globalnoj razini.
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U usporedbi s ostalim epigeneti¢ki aktivnim tvarima koriStenima u ovom istrazivanju, 5azaC
nedvosmisleno pokazuje iznimno snazno protutumorsko djelovanje, ali zbog relativno
nespecificnog djelovanja demetilirajucih lijekova, tesko je pretpostaviti njihovu masovniju
upotrebu u Klinickoj praksi za TZS koji se uspjesno lijeci. Ipak, ostaje moguénost koristenja
opisanog protutumorskog djelovanja modulatora metilacije DNA u prosirenim oblicima bolesti

TZS, a posebice oblicima rezistentnima na cisplatinu kao terapijskom zlatnom standardu (223).

5.2 Utjecaj Trihostatina A na rast i razvoj eksperimentalnog tumora zametnih

stanica misa in vitro

Inhibitor deacetilaza histona TSA pokazao je snazan ucinak na smanjenje rasta TZS in vitro.
Krivulja rasta TSA-om tretiranih tumora odvaja se od krivulje kontrolnih tumora u samom
pocetku te pokazuje inhibirani rast tijekom cijelog perioda pracenja rasta tumora. To navodi na
zakljuc¢ak da TSA ima snazan bioloski u¢inak odmah po tretmanu te da embrionalne odnosno
tumorske stanice nisu vise sposobne kompenzirati i restaurirati inhibirani rast. Vecina
istrazivanja na tumorskim stani¢nim linijama upravo upucuje da TSA smanjuje rast tumorske
mase, zbog ¢ega se intenzivno istrazuje kao potencijalni protutumorski lijek u ¢ovjeka (233-
235).

Smanjenje rasta tumora ne prati u potpunosti rezultate analize proliferacije stanica u
eksperimentalnom tumoru zametnih stanica in vitro. Premda se ukupna koli¢ina proliferacijskih
biljega u homogenatu proteina ne razlikuje, ukupan broj stanica koje eksprimiraju proliferacijske
biljege lagano raste, u odnosu na kontrolnu skupinu. To je nacelno u kontradikciji s ve¢inom
istrazivanja TSA koji navode snazan antiproliferacijski ucinak (236). Ipak, ovo djelovanje
potencijalno je kontroverzno buduc¢i da mnogi autori opisuju upravo suprotan, pro-
proliferacijski uc¢inak TSA (171, 237). Nadalje, kao i kod 5azaC, postoji moguc¢nost da je rijec
upravo o kompenzacijskom odgovoru tumorskih stanica koje zbog ostecenja tretiranih stanica

bezuspjesno pokusavaju kompenzirati neto gubitak tumorske mase.

Gubitak ukupne tumorske mase izazvan s TSA, moze se objasniti zabiljezenim porastom stanica
koje eksprimiraju biljege apoptoze. Premda je porast apoptozne aktivnosti blag, sukladan je
upravo nizu istrazivanja koja jasno ukazuju na proapoptozno djelovanje TSA na tumorske

stanice (168, 170).

107



TSA nedvosmisleno je smanjio i populaciju tumorskih mati¢nih stanica. Naime, iako ekspresija
gena Nanog ostaje nepromjenjena, ekspresija gena jezgre mati¢nosti Oct3/4 pada i na
proteinskoj i na mRNA razini u usporedbi s kontrolnim tumorima. Gen jezgre mati¢nosti SOx2
pokazuje jo$ drastic¢niji pad ekspresije u TSA tretiranim tumorima. Slican ucinak drasti¢ne
inhibicije u tumorskim mati¢nim stanicama opisali su Cai i sur. istrazuju¢i u¢inak TSA na rak
gusterace (170). Mehanizam kojim TSA smanjuje ekspresiju gena mati¢nosti ostaje i dalje
nepoznanica posebice zbog ¢injenice da vecéina autora opisuje potpuno suprotne rezultate TSA
inducirane reekspresije gena mati¢nosti posebice gena Oct3/4, Nanog i Sox2 (225, 237). Stoga
se ponovno namece hipoteza da ucinak epigeneticki aktivnih tvari na ekspresiju gena mati¢nosti
ovisi 0 histoloskom tipu stanice i njenom diferencijacijskom stupnju. kako je ve¢ opisano za
SazaC.

Diferencijacijski profil TSA tretiranih tumora ne odudara drasti¢no od profila kontrolnih tumora.
To ne iznenaduje buduéi da vecina istrazivanja, kako je ve¢ navedeno, ucinak TSA povezuje
primarno s proliferacijom i apoptozom. Ipak, ¢ini se da TSA ima shazan ucinak na stanice
endodermalne linije budu¢i da je znacajno smanjio ekspresiju Hnf4o. Premda je Hnf4a
neophodan za diferencijaciju hepatocita, vazno je napomenuti da je njegova ekspresija vazna za
linijsko odvajanje endodermalnih mati¢nih stanica od mezodermalnih (238). Stoga protein
Hnf4o predstavlja potentan biljeg endodermalne mati¢ne linije koja ako je aktivna pridonosi

razvoju raka u ¢ovjeka (239).

TSA, ¢ini se, upravo smanjuje populaciju tumorskih mati¢nih stanica endodermalnog podrijetla
smanjujuci ekspresiju Hnfda, gena koji se moze promatrati i kao onkogen (239). Alternativno
je objasnjenje pada ekspresije Hnf4a tranzicija epitelnih stanica u mezenhimalne izazvana sa
TSA. Naime, rezultati jasno pokazuju znacajno povecanje biljega mati¢cnog mezoderma u
odnosu na kontrolne tumore. Sli¢an ucinak ve¢ je opisan u literaturi, te je poznato da TSA
stimulira epitelno mezenhimalnu tranziciju uz povecanje biljega mezodermalnih mati¢nih
stanica (240).

Sto se ti¢e utjecaja na globalne epigeneticke markere, TSA je inducirao rast globalne acetilacije
histona bez promjene globalne metilacije DNA u odnosu na kontrolne tumore. Taj uc¢inak na
globalno stanje kromatina dobro je opisan u literaturi, a novija istrazivanja upu¢uju na

mogucnost da globalna hiperacetilacija kromatina moze izazvati pomak ekspresije specifi¢nih
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gena s posljedi¢nim protutumorskim djelovanjem ili potencijalom (241).

Zakljueno, inhibitor deacetilaza histona TSA drasti¢no je smanjio rast TZS in vitro primarno
podizanjem intenziteta apoptoze te smanjenjem populacije tumorskih mati¢nih stanica. Utjecaj
TSA na proliferaciju, a posebice diferencijaciju stanica uz potencijalnu stimulaciju epitelno
mezenhimalne tranzicije, kontroverzan je i zahtjeva daljnja istrazivanja kako bi se razjasnili

to¢ni mehanizmi protutumorskog djelovanja TSA.

5.3 Utjecaj Valproata na rast i razvoj eksperimentalnog tumora zametnih stanica

misa in vitro

Potpuno identi¢an bioloski u¢inak TSA izazvao je VAL. Naime, inhibitor histonskih deacetilaza
VAL takoder je drasti¢cno smanjio rast TZS in vitro. Krivulja rasta tumora nastalih iz tretiranih
zametaka odvaja se od krivulje kontrolnih tumora u samom pocetku te pokazuje inhibirani rast
tijekom cijelog perioda pracenja rasta tumora. To ponovno navodi na zakljuc¢ak da inhibitori
deacetilaza histona imaju snazan bioloski u¢inak odmah po tretmanu te da embrionalne odnosno
tumorske stanice nisu vise sposobne kompenzirati i restaurirati inhibirani rast. Vecina
istrazivanja na tumorskim stani¢nim linijama upravo upuc¢uju na to da TSA smanjuje rast
tumorske mase, zbog ¢ega se intenzivno istrazuje kao potencijalni protutumorski lijek u ¢ovjeka
(233, 235, 242).

Utjecaj VAL na proliferacijske i apoptozne procese, takoder je identican uc¢inku TSA, uz nesto
slabiju aktivaciju proliferacije. a snazniju promociju apoptoze. Medutim, za razliku od TSA,
ovi ucinci VAL cine se daleko manje kontroverzni. Naime, poznato je da VAL djeluje na
proliferacijske procese u tumorskim stanicama, najcesce inhibiraju¢i mitozu. Najnovija
istrazivanja pokazuju da VAL inhibira proliferaciju tumorskih stanica smanjujuci ekspresiju
gena EgfR, ErbB2, i ErbB3 u stanicama raka podizanjem ekspresije grupe miRNA koje inhibiraju
ekspresiju gena obitelji ErbB (243). Indukcija apoptoze objasnjava se interakcijom VAL i
razlicitih proapoptoznih puteva, a najnovija istrazivanja ukazuju na stimulaciju apoptoze
inhibicijom HDACL/PTEN/AKkt puta te ekspresije Bcl-2 i Beclin-1 $to pokrece autofagiju
tumorskih stanica (244).

Smanjenju tumorske mase svakako pridonosi i smanjenje populacije tumorskih mati¢nih stanica.
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Premda je na razini proteina zabiljezena razlika, u ovom je istrazivanju VAL drasti¢no smanjio
ekspresiju svih gena jezgre mati¢nosti na razini mRNA. Isti u¢inak VAL na ekspresiju gena
jezgre mati¢nosti U tumorima opisan je u nizu istrazivanja in vivo i in vitro (245). Smanjenje
ekspresije gena jezgre mati¢nosti zabiljezeno je i u netumorskim mati¢nim stanicama tretiranima
VAL kao $to su mezenhimske mati¢ne stanice pankreasa. To¢an mehanizam kojim VAL
smanjuje ekspresiju gena jezgre mati¢nosti nije razjasnjen, iako se vjerojatnim smatra povecanje
ekspresije grupe miRNA koje inhibiraju stani¢nu mati¢nost (246). Valja napomenuti da neki
istrazivaci upozoravaju da VAL ne uzrokuje smanjenje ekspresije gena jezgre maticnosti u svih
tumora te da su potrebna daljnja istrazivanja prije znacajnije translacije VAL u onkoloSku praksu
(247).

Na proteinskoj razini promatranih diferencijacijskih biljega, VAL je poput TSA znacajno
smanjio ekspresiju gena Hnf4a smanjivsi populaciju tumorskih mati¢nih stanica endodermalne
linije, kako je ve¢ objasnjeno (239). Medutim, ovaj se u¢inak kod VAL ne moze objasniti epitelno
mezenhimalnom tranzicijom budu¢i da VAL upravo drastichno smanjuje ekspresiju
mezodermalnih mati¢nih biljega na razini mRNA. Ipak, ove rezultate treba tumaciti s oprezom
jer upravo nova istrazivanja naglasavaju opasnost koristenja VAL u onkologiji zbog opasnosti
od epitelno-mezenhimalne tranzicije (248).

VAL je, za razliku od TSA, izazvao drasti¢an pad biljega tkivnih mati¢nih stanica ne samo
mezoderma ve¢ i neuroektoderma. Premda mehanizam nije razjasnjen, sli¢ni uéinci VAL vec su
objavljeni (249).

Sto se ti¢e utjecaja na globalne epigeneticke markere, VAL je inducirao rast globalne acetilacije
histona bez promjene globalne metilacije DNA u odnosu na kontrolne tumore. Taj ucinak na
globalno stanje kromatina opisan je u literaturi, a novija istrazivanja upucuje na moguc¢nost da
globalna hiperacetilacija kromatina moze izazvati pomak ekspresije specificnih gena s
posljedi¢nim protutumorskim djelovanjem ili potencijalom (250) kao i kod TSA.

Zaklju¢no, inhibitor deacetilaza histona VAL drasti¢cno je smanjio rast TZS in vitro primarno
podizanjem intenziteta apoptoze, smanjenjem populacije tumorskih mati¢nih stanica te
indukcijom diferencijacijskog pomaka. Utjecaj TSA na proliferaciju, kontroverzan je i zahtjeva
daljnja istrazivanja kako bi se razjasnili to¢ni mehanizmi protutumorskog djelovanja VAL.
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5.4 Utjecaj esiOct3/4-a na rast i razvoj eksperimentalnog tumora zametnih stanica

misa in vitro

Kako je objasnjeno u uvodu, esiRNA molekule stimuliraju RNAI sustav izazivajuci ablaciju ili
inhibiciju ekspresije ciljnog gena. Njihova specificnost ovisi o stupnju komplementarnosti s
MRNA te se pazljivim dizajnom sekvence moze postic¢i apsolutna ablacija ekspresije jednog
jedinog ciljnog gena (89). Sukladno hipotezi onkogene ovisnosti (188), u ovom istrazivanju
inhibiran je gen Oct3/4 kojeg se smatra genom jezgre mati¢nosti i pokretacem onkogeneze TZS
u covjeka. Ekspresija gena Oct3/4 neophodna je za inicijaciju TZS i progresiju
najnediferenciranijih oblika te se stoga koristi upravo u dijagnosticke svrhe, a na temelju ¢ega
se odreduje terapija i prognoza tijeka bolesti (214). Djelovanje esiOct3/4-a dakle proizlazi iz
inhibicije ekspresije gena Oct3/4 te se ocekuju inverzije svih bioloskih procesa u koje je Oct3/4
ukljucen (Slika 55.).

INHIBICIJA
TERMINALNE
DIFERENCUACUE

DIJAGNOSTICKI

SAMOOBNOVA
MATIENIH
STANICA

MARKER

DE-
DIFERENCIJACUA
ZRELIH STANICA

VECI BROJ
TUMORA

POPRAVAK
DNA

TERAPLISKI
MARKER

ANTI-
APOPTOTICKO
DJELOVANJE

Slika 55. Bioleski uéinci ekspresije gena Oct3/4 i njihov klini¢ki znacaj u onkologiji.
Pojednostavljeni prikaz u literaturi opisanih bioloskih u¢inaka ekspresije gena Oct3/4 te njihova
iskoristivost u Kklinickoj praksi. (Zbirni prikaz prema Liang i sur., 2018, Wang i sur., 2015,
Zeineddine i sur., 2014 i Shi i sur., 2010)

111



Buduci da je Oct3/4 pokreta¢ onkogeneze TZS ¢ovjeka, ne ¢udi da je upravo esiOct3/4 izazvala
najsnazniju inhibiciju rasta TZS in vitro. Premda su sli¢na istrazivanja na TZS rijetka, postoje

istrazivanja koja opisuju slican efekt u tumorima opéenito (251, 252).

lako je opisano da Oct3/4 potice proliferaciju i inhibira apoptozu tumorskih stanica (253),
inhibicijom njegove ekspresije putem esiOct3/4 izostala je ocekivana inverzija u ovom
istrazivanju. Naime, esiOct3/4 povecao je broj stanica koje eksprimiraju biljege proliferacije te
povecao kolicinu biljega u ukupnom homogenatu proteina. Ovaj efekt nije uobi¢ajen te nismo
pronasli istrazivanje koje opisuje sli¢an efekt. Dapace, vecina istrazivanja naglasava smanjenje
intenziteta proliferacije tumorskih stanica izazvanu jatrogenom inhibicijom ekpsresije gena
Oct3/4 te posljedicne inhibicije AKT signalnog puta (254). Takoder je neocekivan pad kolicine
biljega apoptoze u ukupnom homogenatu tumora tretiranima esiOct3/4-om u usporedbi s
kontrolom. Naime, supresija Oct3/4 gena dokazano dovodi do reekspresije proapoptoznih te
inhibicije ekspresije antiapoptoznih gena u tumorskim stanicama (255). Ovi kontroverzni
rezultati ne umanjuju drasti¢nost smanjenja rasta tumora izazvanog s esiOct3/4, ali postavljaju
nova pitanja vezana za mehanizam djelovanja i kompleksnost bioloskog djelovanja gena Oct3/4

koje je potrebno jos razjasniti (256).

Zarazliku od u¢inka na proliferaciju i apoptozu, esiOct3/4 ocekivano je zaustavio ekspresiju gena
Oct3/4, ali i ostalih gena jezgre mati¢nosti Nanog i Sox2. Ovi rezultati upucuju na drasticno
smanjenje populacije mati¢nih stanica u esiOct3/4 tretiranim TZS in vitro te potvrduju vaznost
ekspresije gena Oct3/4 u odrzavanju fukcionalnosti Oct3/4-Sox2-Nanog jezgre mati¢nosti i

vijabilnosti tumora kao cjeline (256).

Pored smanjenja populacije mati¢nih stanica, esiOct3/4 potaknuo je i snazan diferencijacijski
pomak te smanjenu ekspresiju gotovo svih promatranih biljega tkivnih mati¢nih stanica. Taj
ucinak nije neocekivan buduci je ekspresija Oct3/4 klju¢na za odrzavanje mati¢nosti |
sprijecavanje diferencijacije stanica. Inhibicija ekspresije uvijek dovodi do smanjene mati¢nosti

te snazne diferencijacije stanica (257).
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5.5 Utjecaj esiNanog na rast i razvoj eksperimentalnog tumora zametnih stanica misa

in vitro

Kao sto je ve¢ opisano, gen Nanog jedan je od tri gena jezgre maicnosti te je usko povezan s
odrzavanjem pluripotentnosti mati¢nih stanica (258). EsiNanog pokrece RNAi mehanizam
inhibicije ekspresije gena Nanog te se oc¢ekuje inverzija svih stani¢nih procesa koje se nalaze
pod njegovom kontrolom s posljedi¢nim zastojem u rastu tumora te smanjenju malignosti (259).
Medutim, u ovom istrazivanju, inhibicija ekspresije gena Nanog nije izazvala znacajno
smanjenje rasta tumora ocekivano na temelju objavljenih istrazivanja (260). Valja napomenuti
da krivulja rasta esiNanog tretiranih TZS in vitro disocira od krivulje rasta kontrolnih tumora u
drugoj polovici promatranog perioda kultiviranja. Premda pad rasta nije statisticki znac¢ajan,
ukazuje na moguc¢nost da je doslo do blazih ostecenja proliferacije za koje stanice, barem u
pocetku, pokazuju kompenzacijski potencijal. Sukladno blagom uc¢inku na rast tumora, rezultati
upucuju da esiNanog nije znacajno utjecao ni na proliferacijske niti na apoptozne procese sto
takoder nije u skladu s objavljenim istrazivanjima (259, 260). Sto se diferencijacijskih procesa
tice, esiNanogom tretirani tumori gotovo u potpunosti prate diferencijacijske procese kontrolnih
tumora. Medutim, bioloska aktivnost dizajnirane esiNanog sekvence potvrdena je rezultatima
analize ekspresije gena jezgre mati¢nosti iz kojih je jasno vidljiv bioloski uc¢inak esiNanog-a u
smanjenju njihove ekspresije i na proteinskoj i na mMRNA razini. U literaturi nismo pronasli
slican opis djelovanja smanjenja ekspresije gena Nanog te su za objasnjenje ovog fenomena

potrebna daljnja istrazivanja.

5.6 Utjecaj esiTrrap na rast i razvoj eksperimentalnog tumora zametnih stanica misa

in vitro

Protein Trrap dijeli homologiju s PIKK kinazama, ali mu nedostaje svojstvena aktivnost. Trrap
promice acetilaciju histona i reorganizaciju kromatina reguliraju¢i ekspresiju gena u
embriogenezi i kancerogenezi (261). Medutim, rezultati ovog istrazivanja pokazuju da inhibicija
ekspresije gena Trrap ne utjece znac¢ajno na inhibiciju rasta TZS in vitro. Premda nismo pronasli
sli¢no istrazivanje, ekspresija gena Trrap povezuje se upravo S poticanjem rasta tumora i
agresivnoSc¢u posebice ovarija i dojke (261, 262). Ipak valja napomenuti da krivulja rasta tumora
dobivenih iz zametaka tretiranih esiTrrap u prvoj polovici promatranog perioda kultiviranja u
potpunosti se preklapa s krivuljama inhibiranog rasta TSA i VAL tretmanom zametka. Medutim,
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u drugoj polovici promatranog perioda kultiviranja, rast tumora dobivenih iz esiTrrap tretiranih
zametaka znacajno se povecava primicuci se krivulji rasta tretiranih s esiNanog. Time utjecaj
esiTrrap na ukupan rast tumora postaje beznacajan. Navedeno moze upucivati na uistinu
inhibicijski ucinak esiTrrap odmah po tretmanu, ali da inhibicijski ucinak s vremenom slabi te
da tretirani tumor ima sposobnost naknadnog potpunog oporavka. | uistinu, na kraju perioda
kultiviranja nema razlike u proliferacijskoj i apoptoznoj aktivnosti tumora tretiranih s esiTrrap
u odnosu na kontrolu, iako literatura navodi upravo suprotni o¢ekivani ucinak (261). Neovisno
0 utjecaju na proliferaciju i apoptozu, esiTrrap smanjio je populaciju mati¢nih stanica odnosno
ekspresiju gena svih gena jezgre mati¢nosti, efekt opisan u literaturi iako tocan mehanizam jos
nije razjasnjen (261, 263). U spomenutim istrazivanjima, upravo pad ekspresije esiTrrap izaziva
reorganizaciju kromatina s povezanom inhibicijom ekspresija gena mati¢nosti i pocetkom
ekspresije diferencijacijskih gena (263). | uistinu, esiTrrap izazvao je diferencijacijske pomake,

ali ocito nedovoljno za ukupno smanjenje TZS in vitro.
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6 ZAKLJUCAK

Epigeneticki aktivne molekule koje su djelovale na zametak iznimno su snazni inhibitori rasta
eksperimentalnog TZS in vitro posebice 5azaC, VAL, TSA i esiOct3/4. Ipak, oni poticu
proliferacijsku aktivnost stanica u eksperimentalnom TZS in vitro $to se moze tumaciti kao
kompenzacijski odgovor stanica na propadanje tkiva i zaostajanje u rastu tumora. Pojedine
epigeneticki aktivne tvari poput 5azaC, VAL i TSA poticu apoptoznu aktivnost u
eksperimentalnom TZS in vitro, dok stimulacija RNAI sustava, ¢ini se, smanjuje intenzitet

apoptoze.

Epigeneticki aktivne tvari snazno smanjuju maligni potencijal TZS in vitro odnosno populaciju
tumorskih mati¢nih stanica smanjujuci ekspresiju gena mati¢nosti posebice 5azaC i esiOct3/4
koji imaju sposobnost u potpunosti inhibirati ekspresiju gena mati¢nosti Oct3/4, Nanog i Sox2
narazini mRNA i proteina. Pored navedenog, imaju znatan uc¢inak na diferencijacijsku aktivnost
u TZS in vitro mijenjajuci obrazac ekspresije diferencijacijskih gena. Ipak, epigeneticke tvari ne

pokazuju jedinstven obrazac ve¢ induciraju uspostavu razlicitih diferencijacijskih obrazaca.

Sukladno rezultatima ovog istrazivanja moze se zakljuciti da epigeneticke tvari koje djeluju na
zametak kao izvor tumora imaju generalno snazan inhibicijski u¢inak na ukupan rast i maligni
potencijal tumora uz poticanje pozitivnog razvoja tkiva primarno djelujué¢i na osovine
proliferacija-apoptoza te mati¢nost-diferencijacija, mijenjajuc¢i gensku ekspresiju na razini
MRNA, a posljedi¢no i proteina, bez znatnog zadiranja u status globalne metilacije DNA i
acetilacije histona, odnosno epigeneticki status cjelokupnog kromatina (Slika 54.).
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Slika 54. Pojednostavljeni prikaz rasta i razvoja tumora zametnih stanica in vitro. Snazan
rast i visoki maligni potencijal odnosno nerazvijenost TZS in vitro u nemodificiranom
neutralnom okolisu posljedica je podrzavanja snazne proliferacijske aktivnosti i odrzavanja
populacije tumorskih mati¢nih stanica uz blagu apoptotsku aktivnost te tek pocetne
diferencijacijske procese. Epigeneticki aktivne tvari djelujuéi na zametak, snazno poticu
diferencijaciju stanica uz drasticno smanjenje populacije tumorskih mati¢nih stanica te lagani
porast apoptozne aktivnosti. Stoga, usprkos odrzanoj proliferaciji stanica, epigeneticki aktivnim
molekulama obogaceni okolis snazno inhibira rast tumora uz drasti¢an pomak prema razvijenom

diferenciranom tkivu smanjenog malignog potencijala.
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MZRH, te stekao zvanje subspecijalista traumatologije. Sukladno smjernicama EU dodatno
se usavrsavao u skladu s programom MZRH, te 2016. godine postao specijalist opce kirurgije
i ortopedije, subspecijalist traumatolog. Sudjelovao je na mnogobrojnim stru¢nim edukacijama
u zemlji i inozemstvu, te aktivno i svakodnevno sudjeluje u prakti¢noj nastavi studenata,
specijalizanata i subspecijalizanata. Godine 2017. dodijeljena mu je nagrada ,,Naj doktor* od
strane Udruge pacijenata Republike Hrvatske. Aktivno sudjeluje u znanstvenom radu kao
doktorand Centra izvrsnosti za reproduktivnu i regenerativnu medicinu Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu u okviru kojega je autor niza stru¢nih i znanstvenih publikacija u
indeksiranim ¢asopisima te sazetaka predstavljenih na nacionalnim i medunarodnim

kongresima.
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