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Osteosarkom je najces¢i primarni maligni tumor kostiju, koji unato¢ napretku u dijagnostici i
lijeenju 1 dalje predstavlja znacajan terapijski izazov zbog Ccestih recidiva i razvoja
kemorezistencije. U ovom istraZivanju provedena je usporedna stani¢na i molekularna
karakterizacija tumorskih mati¢nih stanica (TMS) iz uzoraka osteosarkoma prikupljenih pri
dijagnozi i recidivu. U uzorku recidiva utvrdena je jedinstvena populacija stanica s obiljezjima
tumorske matic¢nosti, koju su karakterizirali promijenjena morfologija, pove¢ana migracijska
aktivnost 1 izraZena stani¢na plasticnost, §to upucuje na potencijalno invazivniji fenotip.
Utvrdene su 1 razlike u biofizickim svojstvima sferoida, ekspresiji gena povezanih s
organizacijom citoskeleta i interakcijama s izvanstani¢nim matriksom te obiljeZja kompatibilna
s mogucim alternativnim mehanizmima odrZzavanja telomera. Funkcionalna ispitivanja
pokazala su osjetljivost stanica na doksorubicin te smanjenu osjetljivost na cisplatin i
metotreksat, osobito u 3D sferoidnim kulturama. Uocena stani¢na plasti€nost i povecana
migracijska aktivnost mogle bi odrazavati prilagodbu tumorskih stanica selekcijskom pritisku
tijekom lijecenja, potencijalno pogodujuéi opstanku i obogaéivanju populacija s invazivnijim

obiljezjima koja mogu pridonijeti ponovnoj uspostavi tumora i razvoju recidiva.
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Osteosarcoma is the most common primary malignant bone tumor and remains a significant
therapeutic challenge despite advances in diagnosis and treatment, particularly because of
frequent recurrence and the development of chemoresistance. This study compared the cellular
and molecular characteristics of tumor stem cells (TSCs) in osteosarcoma samples collected at
diagnosis and recurrence. A distinct cell population exhibiting stem-like properties was
identified in the recurrence sample, characterized by altered morphology, increased migratory
activity, and pronounced cellular plasticity, suggesting a potentially more invasive phenotype.
Differences were also observed in the biophysical properties of spheroids and in the expression
of genes associated with cytoskeletal organization and interactions with the extracellular matrix,
along with features compatible with potential alternative telomere maintenance mechanisms.
Functional assays demonstrated cellular sensitivity to doxorubicin and reduced sensitivity to
cisplatin and methotrexate, particularly in 3D spheroid cultures. The observed cellular plasticity
and increased migratory activity may reflect tumor cell adaptation to treatment-induced
selective pressure, potentially favoring the survival and enrichment of cell populations with

more invasive characteristics that may contribute to tumor regrowth and recurrence.
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1. UVOD

-----

pogada djecu 1 mlade, s vrhuncem incidencije oko 18. godine Zivota. Njegova pojava u ovoj
dobi povezana je s pubertetom, fazom intenzivne proliferacije i rasta kostiju, zbog ¢ega se tumor
najéesc¢e razvija u metafizama dugih kostiju udova, poput potkoljenice, podlaktice i bedrene
kosti. Za razliku od primarnog osteosarkoma, koji nastaje u prethodno zdravom kostanom tkivu,
sekundarni osteosarkomi javljaju se pretezito kod osoba starijih od 60 godina, u kostima koje
su ve¢ bile patoloski promijenjene. Takve promjene mogu biti posljedica terapijskog
ozracivanja, Pagetove bolesti kostiju, teSkog koStanog infarkta ili benignih tumora kostiju,
poput osteohondroma ili osteoblastoma [1].

Trenutni standard lijeCenja osteosarkoma ukljucuje kombinaciju kirurSke resekcije
tumora i sustavne kemoterapije. Ovakvo kombinirano lijecenje rezultiralo je poboljSanjem
petogodi$nje stope prezivljavanja kod lokaliziranog osteosarkoma, medutim prognoza
bolesnika s metastatskim ili rekurentnim oblikom bolesti i dalje je ostala nepovoljna, pri ¢emu
stopa prezivljavanja ostaje ispod 20 % [2]. 1zuzetno visoka smrtnost ovakvog tipa osteosarkoma
povezana je s ranom pojavom metastaza koje se ¢esto javljaju ve¢ pri postavljanju dijagnoze te
s Cestim razvojem kemorezistencije. Takvo agresivno biolosko ponaSanje tumora moze se,
izmedu ostalog, objasniti izrazenom stani¢nom, genskom i epigenetskom heterogenoscu, koja
otezava identifikaciju univerzalnih molekularnih meta i razvoj standardiziranih protokola za
ciljanu terapiju. Takva heterogenost je rezultat klonalne evolucije, procesa razvoja tumora.
Inicijacija 1 progresija tumora vodene su akumulacijom genetskih mutacija i epigeneti¢kih
promjena koje ukljucuju dva vazna dogadaja: inaktivaciju gena za tumorske supresore te
aktivaciju ili prekomjernu ekspresiju onkogena. Tijekom evolucije tumora, od pocetnog do
metastatskog stadija, mutirane stanice prolaze kroz proces klonalne evolucije i stvaraju
heterogene subklonove. Posljedi¢no, dolazi do selektivnog preZivljavanja klonova s
funkcionalnim prednostima kao $to su: samodostatnost u signalima rasta, neosjetljivost na
inhibicijske signale rasta, izbjegavanje programirane stani¢ne smrti, sposobnost indukcije
angiogeneze te aktivacija invazije 1 metastaziranja. Ova obiljezja predstavljaju promjene koje
omogucuju tumorskim stanicama kontinuirani rast, prezivljavanje i Sirenje u organizmu [3,4].

Uz navedeno jedno od kljuénih obiljezja mutiranih stanica je neogranicen replikacijski
potencijal koji je povezan s ocuvanjem telomera, ponavljaju¢im nekodirajué¢im slijedom
nukleotida na krajevima kromosoma koje $tite genetski materijal od oStecenja. Tijekom diobe,

telomere se postupno skracuju, $to naposljetku dovodi do senescencije ili apoptoze. Takav
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obrazac ima protutumorsko djelovanje jer tijekom velikog broja dioba dolazi do akumulacije
razli¢itih mutacija. Medutim, neke stanice koje su stekle odredene mutacije mogu izbjeci ovaj
proces aktivacijom mehanizama produljenja telomera koji ¢e im omoguciti besmrtnost.
Najcesc¢i mehanizam produljenja telomera je reaktivacija telomeraze, enzima prisutnog u vecéini
tumora epitelnog podrijetla, dok manji broj tumora koristi alternativni mehanizam produljenja
(engl. Alternative Lengthening of Telomeres, ALT), temeljen na rekombinaciji telomernih
sekvenci. ALT je dominantno prisutan u tumorima mezenhimskog podrijetla kao Sto je
osteosarkom [5].

Migracija tumorskih stanica drugo je klju¢no obiljezje malignosti i vazan korak u
metastatskoj kaskadi, osobito kod osteosarkoma, gdje se metastaze najceSe razvijaju u
plu¢ima. Sposobnost stanica da aktivno mijenjaju oblik, preureduju citoskelet i reagiraju na
mehanicke i biokemijske signale iz mikrookolisa tumora izravno je povezana s invazivnim
potencijalom tumora i klinickim ishodom bolesti. U tom kontekstu, posebna se pozornost
posvecuje programima stani¢ne plasti¢nosti koji omoguéuju dinamicne i reverzibilne promjene
u migracijskom ponaSanju stanica. Jedan od glavnih procesa koji omoguéuje tumorima
epitelnog porijekla stjecanje pokretljivosti i invazivnosti je epitelno-mezenhimska tranzicija
(EMT), tijekom koje epitelne stanice gube medustani¢ne kontakte i1 polaritet te stjeCu
mezenhimske karakteristike. Medutim, u tumorskom tkivu mezenhimskog podrijetla, EMT se
ne manifestira klasi¢no, ve¢ kao program slican EMT-u koji dodatno pojacava ve¢ postojece
mezenhimalne osobine [6]. Ovi programi obuhvaéaju promjene u ekspresiji molekula koje
posreduju stani¢nu adheziju, preuredenje citoskeleta, modulaciju signalnih puteva te aktivaciju
proteoliti¢kih enzima kao $to su metaloproteinaze matriksa. To su cink-ovisne endopeptidaze
koje sudjeluju u remodeliranju izvanstanicnog matriksa, razgradnji stani¢nih adhezijskih
molekula i modulaciji interakcija izmedu stanica i izvanstani¢nog matriksa [7].

Stanja slicna EMT-u Cesto su povezana s obogac¢enom populacijom tumorskih mati¢nih
stanica (TMS), male subpopulacije stanica unutar tumorske mase koja se smatraju odgovornima
za inicijaciju tumora, progresiju bolesti i terapijsku rezistenciju [8]. Karakterizira ih sposobnost
samoobnavljanja, diferencijacije u razli¢ite tumorske stanice te izraZena tumorigenost. Visoka
stani¢na plasti¢nost, uc¢inkoviti mehanizami popravka DNA, izbjegavanja apoptoze, sporiji
stanicni ciklusi 1 interakcije s mikrookoliSem doprinose terapijskoj rezistenciji ove
subpopulacije stanica [9].

Polaze¢i od navedenih spoznaja, hipoteza ovog istrazivanja jest da tijekom progresije
osteosarkoma i primjene kemoterapije dolazi do promjena u sastavu i molekularnim obiljezjima

tumorskih stani¢nih subpopulacija, $to mozZe pogodovati opstanku stanica s izraZenim
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obiljezjima stanicne plasti¢nosti, povecane migracijske sposobnosti, potencijalno telomerazno-
neovisnog odrzavanja telomera i smanjene osjetljivosti na kemoterapeutike. Radi provjere ove
hipoteze provedena je usporedna karakterizacija tumorskih mati¢nih stanica izoliranih iz
uzoraka razliCitih stadija osteosarkoma istog pacijenta, uklju¢uju¢i morfolosku i biofizicku
analizu stanica i sferoida, ispitivanje migracijske sposobnosti, analizu mehanizama odrzavanja
telomera te procjenu osjetljivosti na doksorubicin, cisplatin i metotreksat. Analizom
transkriptoma na razini pojedina¢nih stanica istrazene su promjene u sastavu stani¢nih
subpopulacija i ekspresiji gena povezanih sa stani¢nom plasticnos¢u, migracijom, odrzavanjem
telomera i odgovorom na kemoterapiju. Ovim istrazivanjem nastoji se pridonijeti boljem
razumijevanju stani¢nih i molekularnih promjena povezanih s progresijom osteosarkoma te
prepoznati potencijalna obiljezja TMS-a koja bi mogla biti povezana s njihovim opstankom
tijekom lijeCenja i1 razvojem recidiva. Dobiveni rezultati mogu posluziti kao osnova za daljnja
istrazivanja mehanizama tumorske evolucije 1 prepoznavanje mogucih terapijskih ciljeva

usmjerenih na stani¢ne populacije povezane s progresijom bolesti.



1.1. Hipoteza i cilj znanstvenog rada

Hipoteza ovog istrazivanja glasi da primarni tumor tijekom kemoterapije prolazi evolucijske
promjene koje rezultiraju selekcijom 1 prezivljavanjem klonova s izrazenim obiljezjima
besmrtnosti, pove¢ane migracijske sposobnosti i kemorezistencije. Ovi klonovi, steéeni tijekom

tumorske evolucije, doprinose progresiji bolesti i potencijalnom nastanku recidiva.

Glavni cilj ovog istrazivanja je molekularno okarakterizirati razvoj 1 progresiju osteosarkoma s
fokusom na subpopulaciju tumorskih maticnih stanica. Specifi¢ni ciljevi istrazivanja koji ¢e

doprinijeti postizanju glavnog cilja su:

1. Iz uzorka tumorskog tkiva razli¢itih stadija jednog pacijenta koji boluje od
osteosarkoma (biopsija pri uspostavi dijagnoze, resekcija nakon kemoterapije, resekcija
recidiva) uspostaviti primarnu parentalnu stanicnu kulturu i izolirati populacije

tumorskih mati¢nih stanica.

2. Morfoloski okarakterizirati tumorske maticne stanice iz razliCitih stadija istog

osteosarkoma.
3. Morfoloski okarakterizirati tumorske sferoide iz razlicitih stadija istog osteosarkoma.

4. Analizirati metastatski potencijal tijekom progresije osteosarkoma metodom
generiranja sferoida, testom zarastanja rane te imunocitokemijskom analizom

prisutnosti proteina epitelno-mezenhimske tranzicije.

5. Analizirati mehanizme besmrtnosti tijekom progresije osteosarkoma metodom
kvantitativne lanc¢ane reakcije polimeraze za analizu duljine telomera 1 kvantitativnom
lancanom reakcijom telomeraze nakon reverzne transkripcije za analizu ekspresije

enzima telomeraze.

6. Analizirati kemorezistenciju tijekom progresije osteosarkoma procjenom vijabilnosti

nakon tretmana doksorubicinom, cisplatinom i metotreksatom.

7. Analizom transkriptoma na razini jedne stanice utvrditi promjene u sastavu
subpopulacija stanica tijekom progresije osteosarkoma i odrediti molekularne

mehanizme besmrtnosti, invazivnosti i kemorezistencije.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Tumori i njihova klasifikacija

Stanica predstavlja osnovnu strukturnu i funkcionalnu jedinicu svih zivih organizama.
Svaka stanica prolazi kroz vlastiti zivotni ciklus koji ukljucuje rast, diobu, diferencijaciju,
obavljanje specificnih fizioloskih funkcija te kona¢no stani¢nu smrt [10]. U normalnim
uvjetima ti su procesi strogo regulirani kako bi se odrzala ravnoteza izmedu proliferacije i
odumiranja stanica te ocuvala homeostaza tkiva. Poremecaji u bilo kojem od ovih mehanizama
mogu dovesti do razli¢itih patoloskih stanja, medu kojima je i maligna transformacija stanica
koja predstavlja temelj razvoja malignih bolesti i nastanka tumora [11]. Tumori nastaju kao
posljedica niza genetskih i epigenetskih promjena koje postupno mijenjaju normalne stanice i
pretvaraju ih u stanice s malignim obiljeZjima. U molekularnoj osnovi tumorigeneze ¢esto se
nalaze dvije klju¢ne skupine promjena: aktivacija protoonkogena u onkogene, §to rezultira
dominantnim dobivanjem funkcije, te inaktivacija gena za tumorske supresore, koja dovodi do
gubitka njihove zastitne uloge u kontroli stani¢nog rasta. Takve promjene uzrokuju poremecaj
regulacije stani¢nog ciklusa, proliferacije i diferencijacije, ¢ime se stvaraju uvjeti za
nekontrolirani rast stanica [12].

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation, WHO) i Unija za
medunarodnu kontrolu raka (engl. Union for International Cancer Control, UICC) Klasificiraju

tumore na vise skupina prema razlic¢itim kriterijima (Slika 1).
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Slika 1. Sveobuhvatna klasifikacija tumora prema WHO i UICC. WHO Kklasificira tumore prema bioloskom
ponasanju, histoloskom tipu, gradusu te molekularnim biomarkerima dok UICC klasifiricira tumore prema stadiju

odnosno prema rasirenosti bolesti. Shematski prikaz izraden u programu Microsoft PowerPoint.

S obzirom na tkivo koje zahvacaju tumori se mogu podijeliti na pet glavnih skupina:
tumore epitelnog tkiva (karcinomi), tumore mezenhimskog tkiva (sarkomi), tumore koji potje¢u
iz krvotvornih stanica (hematoloski), tumori zivéanog tkiva i tumori germinativnih stanica. Uz
ove glavne tipove, definirano je jo§ mnogo podtipova [13].

Nakon grube klasifikacije na histoloski tip, slijedi prognosticka procjena tumora prema
citoloSkim (stani¢na diferencijacija i displazija) i morfoloSkim znacajkama (npr. broj mitoza i
nekroza) [14]. Procjena stupnja diferencijacije (gradusa) tumorskih stanica temelji se na tome
koliko one nalikuju normalnim, zdravim stanicama. Oznake se kre¢u od G1, koja oznacava
dobro diferencirane stanice, preko G2 za umjereno diferencirane, G3 za slabo diferencirane, do
G4, koja oznacava nediferencirane ili anaplasticne stanice. Opcenito, §to je stupanj
diferencijacije niZi, to je tumor agresivniji 1 skloniji brZzem rastu i diseminaciji. No, neke vrste
tumora ocjenjuju se posebnim sustavom kao primjerice karcinom prostate [13].

Zatim slijedi klasifikacija prema stadiju oboljenja odnosno prema prosirenosti bolesti.
Uglavnom se koristi TNM-klasifikacija koja opisuje T- veli¢inu primarnog tumora, N-
zahvacenost limfnih ¢vorova, M- prisutnost metastazi. Ovaj sustav definira stadij
uznapredovalosti bolesti I-IV. Trenutno se dijagnoza i lijeCenje tumora temelje na utvrdivanju
njegove malignosti, mjesta podrijetla, histoloskog tipa, stupnja diferencijacije te prosirenosti

bolesti u organizmu [15]. Medutim, s obzirom na sve sloZeniju integraciju molekularnih i



genetskih ¢imbenika u klinicku praksu, potrebno je jasno definirati i standardizirati pojmove
povezane sa stadiranjem tumora kako bi se osigurala dosljedna klasifikacija bolesti te olaksala

komunikacija i razumijevanje medu stru¢njacima [16].

2.2. Progresija maligne bolesti

Progresija tumora prema metastatskoj bolesti odvija se postupno i ukljucuje evolucijski
mehanizam nalik Darwinovoj selekciji [17]. Uobicajeni proces karcinogeneze moze se
podijeliti na tri faze: inicijaciju, promociju i progresiju [18]. U fazi inicijacije dolazi do
akumulacije genetskih i1 epigenetskih promjena u normalnoj stanici. Djelovanjem razlicitih
enzima, potencijalni pro-mutageni mogu se pretvoriti u mutagene koji reagiraju s DNA i
uzrokuju nepovratna ostecenja poput mutacija, tranzicija, transverzija ili malih delecija. Ove
promjene Cesto zahvacaju gene ukljucene u regulaciju stani¢nog ciklusa, popravak DNA i
apoptozu te naruSavaju genomsku stabilnost stanice. U fazi promocije dolazi do promjena u
ekspresiji genoma koje poticu rast i proliferaciju iniciranih stanica, $to dovodi do njihove
klonalne ekspanzije putem aktivacije proliferacijskih i antiapoptotskih signalnih puteva.
Tijekom progresije tumorske stanice prolaze kroz dodatne genske promjene i izlozene su
razlic¢itim selekcijskim pritiscima, poput nedostatka nutrijenata, djelovanja imunoloSkog
sustava ili terapije, pri ¢emu prezivljavaju najadaptabilniji subklonovi. Ovu fazu karakteriziraju
nestabilnost kariotipa, nekontrolirani rast stanica i te trajno uspostavljen maligni fenotip [19].
Iako ovaj model uspjesno opisuje akumulaciju genskih promjena i selekciju najadaptabilnijih
klonova, ne objasnjava u potpunosti kompleksnu organizaciju i funkcionalnu dinamiku tumora.

Medutim, novija istrazivanja proSiruju ovaj klasicni model tumorske evolucije te
naglaSavaju da selekcija ne djeluje iskljucivo na razini pojedinacnih stanica i mutacija, ve¢ 1 na
razini funkcionalne organizacije tumora kao cjeline (Slika 2). To znaci da nije presudna samo
prisutnost ,,najuspjesnijih” mutacija u pojedinim stanicama, ve¢ nacin na koji razli¢ite tumorske
stanice medusobno suraduju, natjecu se i zajedno doprinose opstanku tumora. Prema konceptu
selekcije za funkciju, tumor napreduje kada uspostavi stabilnu i funkcionalno ucinkovitu
kombinaciju razli¢itih stani¢nih populacija i njihovih medusobnih interakcija, koje zajedno
omogucuju prilagodbu mikrookoliSu, osiguravanje opskrbe nutrijentima, modulaciju
imunoloskog odgovora i potporu invazivnom rastu. U tom kontekstu, selekcija favorizira ¢itave
,funkcionalne sklopove” stanica, a ne nuzno pojedinacne najbrze rastuc¢e klonove. Takve

kolektivne fenotipske konfiguracije mogu se odrzavati ¢ak i u uvjetima stalne genetske



nestabilnosti, §to objaSnjava sposobnost tumora da brzo reorganizira svoju strukturu i funkciju
pod terapijskim ili okoli$nim pritiscima. Ovakav pristup dodatno pojasnjava zasto tumori mogu
biti izrazito heterogeni, ali istovremeno funkcionalno stabilni i prilagodljivi [20]. Iako klasi¢ni
model 1 model selekcije za funkciju razli¢ito opisuju razvoj tumora, oba vode prema fazi
progresije. U ovoj fazi tumor pocinje aktivno oblikovati vlastiti mikrookolis, koji dodatno
podrzava njegov rast [21]. Tijekom napredovanja bolesti tumori postaju sve heterogeniji, a
stanice postupno stjeCu invazivna svojstva kroz promjene u stani¢noj adheziji, reorganizaciji
citoskeleta i razgradnji izvanstani¢nog matriksa, ¢esto uz aktivaciju programa sliénih EMT-i.
Ove promjene omogucuju lokalno Sirenje tumora i prodiranje u okolna tkiva. Invazivne stanice
zatim ulaze u krvne ili limfne zile, gdje se suo¢avaju s mehani¢kim stresom i imunoloskim
nadzorom. Mali, ali dovoljan broj stanica prezivi zahvaljujuci aktivaciji mehanizama otpornosti
na apoptozu i imunoloske evazije. Nakon cirkulacije, tumorske stanice napustaju krvotok 1
koloniziraju udaljene organe, gdje se prilagodavaju novom mikrookoliSu, poti¢u angiogenezu i
ponovno uspostavljaju proliferativni kapacitet, $to u konacnici dovodi do razvoja metastatskih
lezija [22].
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Slika 2. Dugoro¢ni razvoj tumora uvjetovan je viSeslojnim i medusobno povezanim selektivnim procesima.
Primjer prikazuje jedan od moguc¢ih nacina stjecanja maligniteta. 1.) Podetne faze tumorskog nastanka oblikuju
Darwinovski procesi koji djeluju na razini pojedina¢nih stanica i njihovih skupina. 2.) Ti procesi neprestano
stvaraju raznolike genetsko-proteinske konfiguracije (GPK) unutar tumora, ¢ime se povecava heterogenost stanica.

3) Nastanak razli¢itih GPK pokrec¢e novu fazu u kojoj selekcija funkcionalnosti postaje klju¢na. Dolazi do napretka



tumor kada njegove funkcionalne sposobnosti, odredene GPK, odgovaraju zahtjevima mikrookoli$a u kojem se

nalazi. Slika preuzeta i prilagodena iz [21].

2.3. Tumorska heterogenost

Razvoj malignog tumora, temelji se na sloZenim bioloskim procesima koji obuhvacaju
genetske mutacije, epigenetske promjene i interakcije tumorskih stanica s njihovim
mikrookoliSem. Povijesno su za objaSnjenje nastanka tumora postavljena dva vodeca koncepta
tumorigeneze: stohasti¢ni (klonalni) model i hijerarhijski model (model tumorskih mati¢nih
stanica) (Slika 3). Prema stohastickom modelu, skoro svaka stanica unutar tumora ima
potencijal postati tumorigeni¢na ako tijekom vremena akumulira dovoljan broj mutacija koje
joj omogucuju proliferacijsku prednost, otpornost na stani¢nu smrt i sposobnost formiranja
nove tumorske mase. Ovaj model pretpostavlja da je maligna transformacija posljedica

nasumicnog niza genskih dogadaja koji omoguéuju nastanak agresivnih subklonova [23].
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Slika 3. Modeli tumorigeneze i podrijetla heterogenosti tumora. Stohasti¢ki ili klonalni model tumorigeneze.

Svaka stanica izolirana iz heterogene tumorske mase tumorigeni¢na je i ima sposobnost proliferirati dajuci novi
tumor. Model mati¢nih stanica ili hijerarhijski model tumorigeneze. Samo odredena subpopulacija stanica unutar
heterogene tumorske mase ima svojstva nuzna za inicijaciju, promociju i $irenje tumora. Tu populaciju &ine
tumorske mati¢ne stanice (TMS). Model plasti¢nosti koji objedinjuje prijasnja dva modela uvodeéi fenotipsku
plasti¢nost kao svojstvo diferenciranih i mati¢nih tumorskih stanica da se reprogramiraju jedne u druge. Shematski

prikaz izraden u programu Microsoft PowerPoint.



Suprotno tomu, model tumorskih mati¢nih stanica polazi od ideje da samo manja,
funkcionalno specijalizirana subpopulacija stanica unutar tumora ima sposobnost
samoobnavljanja i generiranja heterogenih potomaka, ¢ime odrZava rast tumora [9]. Te stanice
posjeduju obiljezja slicna odraslim mati¢nim stanicama kao S§to su dugovjecnost 1 visoku
terapiju [24]. Osim toga, specifi¢ni mikrookoli§ nazvan nisa tumorskih mati¢nih stanica pomaze
im u oCuvanju mati¢nih svojstava, pruza zastitu od imunoloSkog nadzora te poti¢e razvoj
metastatskog potencijala [25].

Medutim, noviji koncept fenotipske plasticnosti dodatno povezuje ova dva nekoé
suprotstavljena modela gdje diferencirane stanice mogu pod odredenim okolnostima ponovno
poprimiti mati¢na svojstva, dok se maticne stanice mogu diferencirati i time mijenjati
hijerarhijsku organizaciju tumora. Time se stvara dinamican sustav u kojem oba modela mogu
istodobno djelovati [26,27].

Bez obzira na razlike izmedu ovih modela, oba pristupa naglasavaju proces postupnog
nakupljanja molekularnih promjena koje dovode do razvoja klju¢nih bioloskih svojstava
tumorskih stanica. U suvremenoj biologiji tumora ta su obiljeZja objedinjena u koncept poznat
kao obiljezja tumora (engl. hallmarks of cancer), koji opisuje funkcionalne sposobnosti koje

stanice moraju steci kako bi postale maligne [12].

2.4. Obiljezja tumorskih stanica

Koncept Hallmarks of Cancer, kojeg su 2000. godine predstavili Douglas Hanahan i
Robert Weinberg, postavio je temelje modernog razumijevanja malignih tumora. U prvoj
verziji, autori su identificirali Sest temeljnih obiljezja: samodostatnost u signalima rasta,
neosjetljivost na inhibicijske signale rasta, izbjegavanje programirane stani¢ne smrti,
neogranicen replikacijski potencijal, sposobnost indukcije angiogeneze te aktivacija invazije i
metastaziranja. Ova obiljezja predstavljaju funkcionalne promjene koje omogucuju tumorskim
stanicama kontinuirani rast, prezivljavanje i Sirenje u organizmu [12].

Jedno od temeljnih obiljezja tumorskih stanica jest njihova samodostatnost u signalima
rasta. Za razliku od normalnih stanica €ija proliferacija ovisi o vanjskim signalima, poput
faktora rasta koji se veZu na receptore na povrSini stanice, tumorske stanice mogu same
generirati ili trajno aktivirati proliferacijske signale. To se moze ostvariti autokrinom

produkcijom faktora rasta, pove¢anom ekspresijom receptora za faktore rasta ili mutacijama
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koje uzrokuju njihovu konstitutivnu aktivaciju. Mutacije u signalnim proteinima unutar stanice,
primjerice u proteinima signalnog puta Ras, takoder mogu trajno aktivirati proliferativne
signalne putove [12].

Drugo vazno obiljezje je neosjetljivost na inhibitorne signale rasta. U normalnim
tkivima proliferacija stanica strogo je kontrolirana signalima koji zaustavljaju stani¢ni ciklus
kada je to potrebno. Klju¢nu ulogu u tom procesu imaju geni za tumorske supresore poput RB1
I TP53 koji reguliraju prolazak kroz kontrolne tocke stani¢nog ciklusa, osobito prijelaz iz faze
G1 u S. Kada su ovi geni mutirani ili inaktivirani, stanice gube sposobnost reagiranja na
inhibitorne signale te nastavljaju proliferirati. Tumorske stanice Cesto gube i sposobnost
kontaktne inhibicije, §to znaci da ne prestaju rasti kada dodu u kontakt s drugim stanicama
[12,18].

Tre¢e obiljezje malignih stanica jest izbjegavanje programirane stani¢ne smirti,
apoptoze. Apoptoza je vaZzan obrambeni mehanizam organizma kojim se uklanjaju ostecene ili
genetski nestabilne stanice. Tumorske stanice razvijaju razli¢ite mehanizme kojima izbjegavaju
ovaj proces. Jedan od najcesc¢ih je mutacija gena TP53, koji ima klju¢nu ulogu u detekciji
oSte¢enja DNA 1 pokretanju apoptoze. Osim toga, tumorske stanice ¢esto povecavaju ekspresiju
antiapoptotskih proteina poput Bcl-2 ili smanjuju aktivnost proapoptotskih regulatora [12].

Jo§ jedno obiljezje tumorskih stanica jest neogranien replikacijski potencijal.
Normalne somatske stanice mogu se podijeliti samo ogranien broj puta, $to je poznato kao
Hayflickovo ograni¢enje [28]. Razlog tomu je postupno skracivanje telomera, ponavljajucih
sekvenci DNA na krajevima kromosoma, tijekom svake stani¢ne diobe. Kada telomere postanu
kriti¢no kratke, stanica ulazi u stanje senescencije ili odlazi u apoptozu. Tumorske stanice
zaobilaze to ograniCenje aktivacijom enzima telomeraze ili alternativnim mehanizmima
produljenja telomera (engl. alternative lengthening of telomeres, ALT), ¢ime omogucuju
neograni¢enu proliferaciju [12].

Za daljnji rast tumora nuzna je 1 indukcija angiogeneze, odnosno stvaranje novih krvnih
zila. Difuzija kisika 1 hranjivih tvari mozZe opskrbiti tkivo samo do odredene veliine, zbog ¢ega
rast tumora ovisi o razvoju vlastite vaskularne mreze. Tumorske stanice stoga poticu
angiogenezu ispustanjem razli¢itih proangiogenih faktora, medu kojima je najvazniji vaskularni
endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF). Hipoksi¢ni uvjeti
unutar tumora aktiviraju signalne putove koji dodatno poti¢u sintezu ovih molekula [29].

Jedno od najopasnijih obiljezja malignih tumora jest sposobnost invazije i

metastaziranja. Metastaziranje ukljucuje niz sloZenih koraka tijekom kojih tumorske stanice
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napustaju primarni tumor, prodiru u okolno tkivo, ulaze u krvne ili limfne Zzile te se Sire u
udaljene organe gdje stvaraju sekundarne tumore [30].

Kasnija istrazivanja dodatno su prosirila koncept obiljezja tumora objavljena kao
Hallmarks of Cancer Next Generation 2011 [31]. Osim §to nadopunjuju ve¢ spomenuta
obiljezja, uvode dvije nove karakeristike: reprogramiranje stani¢nog metabolizma te
izbjegavanje imunoloskog nadzora. Tumorske stanice Cesto mijenjaju nacin proizvodnje
energije i preferiraju glikolizu ¢ak i u prisutnosti kisika, fenomen poznat kao Warburgov efekt.
Takvo metabolicko reprogramiranje omogucuje brzo stvaranje energije 1 biosintetskih
intermedijera potrebnih za intenzivnu proliferaciju [32]. Istodobno, tumorske stanice razvijaju
razli¢ite mehanizme kojima izbjegavaju djelovanje imunoloskog sustava. Oni ukljucuju
smanjenu prezentaciju tumorskih antigena, ispusStanjem imunosupresivnih molekula te
aktivaciju imunoloskih kontrolnih tocaka. Osim navedenih obiljeZja, dva procesa dodatno
omogucuju razvoj tumorske bolesti: genomska nestabilnost i1 upala koja potice rast i razvoj
tumora. Genomska nestabilnost poveéava stopu mutacija i omogucuje brzu evoluciju tumorskih
stanica, dok kroni¢na upala u tumorskom mikrookoliSu potice proliferaciju, angiogenezu i

daljnju akumulaciju genetskih promjena (Slika 4) [31].

OdrZavajuca proliferativna Inaktivacija supresora rasta
signalizacija Q
Izmijenjen metabolizam Izbjegavanje imunoloskog
stanica odgovora
S J oA
‘
: = *4 '@ - : =
Programirana stani¢na ik ‘ v l'l.’ € « 00 Stjecanje stanic¢ne
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Slika 4. Progireni prikaz Hallmarks of Cancer: New Generation (2011.), koji nadograduje prvotnu verziju

iz 2000. godine. Prikazuje temeljna obiljezja tumorskih stanica zajedno s dodatnim sposobnostima i
,omogucujuéim karakteristikama” koje podupiru rast, Sirenje i evoluciju tumora. Slika preuzeta i prilagodena iz

[31].

Najnovija istrazivanja, objavljena kao Hallmarks of Cancer: New dimensions, dodatno
naglaSavaju sloZenost tumorske biologije te isticu vaznost fenotipske plasticnosti tumorskih
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stanica, epigenetskog reprogramiranja, promjena u diferencijaciji stanica i interakcija tumora s
mikrookoliSem i imunoloskim sustavom (Slika 5) [33]. Tumori nisu sastavljeni isklju¢ivo od
malignih stanica, ve¢ ukljucuju slozenu mrezu stromalnih stanica, fibroblasta, krvnih zila,
imunoloskih stanica i izvanstani¢nog matriksa koji zajedno oblikuju tumorski mikrookolis§ 1
znacajno utjecu na progresiju bolesti.

U kontekstu ovog rada posebna ¢e se paznja posvetiti dvama obiljezjima koji imaju
vaznu ulogu u dugorotnom odrzavanju rasta tumorskih stanica te njihovom Sirenju u

organizmu, a to su neogranic¢en proliferativni potencijal i sposobnost migracije.
Nova obiljezja i
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J
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Slika 5. Najnovija saznanja o obiljeZjima tumorskih stanica prema Hallmarks of Cancer: New Dimensions
iz 2022. godine. Slika isti¢e proSireni skup kljuénih sposobnosti tumora i ,,omoguéujucih karakteristika” koje
podupiru rast, adaptaciju i preZivljavanje tumorskih stanica u dinami¢énom mikrookolisu. Slika preuzeta i

prilagodena iz [33].

2.5. Neogranicen proliferativni potencijal tumora

Tijekom zivotnog vijeka stanice prolaze kroz niz dioba, pri ¢emu se telomere postupno
skracuju. Telomere su specijalizirane nukleoproteinske strukture gradene od nekodirajuceg
slijeda nukleotidnog ponavljanja 5'-TTAGGG-3' u kraljeznjaka, zajedno s brojnim pridruzenim
proteinima koji Stite krajeve kromosoma od degradacije, rekombinacije i medusobnih
fuzija[34,35]. Razlog procesivnog skra¢ivanja lezi u nemogucnosti DNA polimeraze da u

potpunosti replicira krajnje dijelove linearne DNA nakon uklanjanja RNA pocetnice na
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zaostaju¢em lancu [36]. Ovaj problem zavr$ne replikacije rezultira gubitkom priblizno 50-200
baznih parova po ciklusu. Svaka stani¢na dioba dovodi do postupnog skracivanja telomera, ali
i akumulacije mutacija, oksidativnog stresa te oSte¢enja DNA, koja stanica u normalnim
uvjetima prepoznaje i popravlja [37]. U somatskim stanicama, koje nemaju aktivne mehanizme
produljenja telomera, njihovo progresivno skrac¢ivanje s viemenom dovodi do kriticne duljine
telomera 1 aktivacije odgovora na oSte¢enje DNA. Pri tome nastaju disfunkcijom telomera-
inducirana Zari$ta (engl. telomere dysfunction-induced foci, TIF), koja oznac¢avaju nakupljanje
proteina ukljuc¢enih u odgovor na oSte¢enje DNA na krajevima kromosoma. Kriti¢no skra¢ene
telomere gube svoju zastitnu funkciju pa krajevi kromosoma mogu biti pogresno prepoznati
kao dvolancani lomovi DNA, $to moze dovesti do fuzija kromosoma, kromosomske
nestabilnosti i daljnjeg nakupljanja genetskih oSte¢enja. Ako stanica ne uspije popraviti nastala
oSte¢enja, aktiviraju se zaStitni mehanizmi koji sprje¢avaju umnazanje genomski nestabilnih
stanica. NajéeSce se aktivira replikacijska senescencija, stanje trajnog zaustavljanja stani¢ne
diobe uz ocuvanje osnovnih metabolickih funkcija. Ako su osteCenja prevelika ili je
senescencija onemoguéena, stanica ulazi u apoptozu [38,39].

Medutim, tumorske stanice imaju sposobnost prevladati ovu barijeru senescencije
uslijed aktivacije razli¢itih onkogena ili inaktivacije kljuénih gena za tumorske supresore, poput
TP53 ili RB, nastavljajuci prolaziti kroz stani¢ne diobe unato¢ kriti¢no kratkim telomerama
[40]. Takvo stanje dovodi do spajanja kromosoma, povecane ucestalosti lomova i
rekombinacija, §to stanicu uvodi u disfunkcionalnu fazu tzv. krizu. Kriza je obiljezena
masivnom genskom nestabilno$¢u i aktivacijom stani¢nih mehanizama smrti, §to u vecine
stanica rezultira apoptozom [41]. Medutim, vrlo mala populacija stanica (<1 %) uspijeva
prevladati 1 ovu barijeru, zahvaljuju¢i akumulaciji onkogena 1 drugih molekularnih promjena
stecenih tijekom prethodnih dioba. Takve stanice ulaze u fazu besmrtnosti, pri ¢emu dolazi do
produljenja telomera putem reaktivacije telomeraze ili alternativnhog mehanizma produljenja
telomera. Ovi mehanizmi besmrtnosti imaju razliite izraze 1 prognoze u tumorima
mezenhimskog i epitelnog podrijetla. U tumorima epitelnog podrijetla, poput karcinoma dojke,
pluca ili debelog crijeva, glavni mehanizam produljenja telomera je aktivacija proteina
telomeraze dok tumori mezenhimskog podrijetla besmrtnost ostvaruju alternativnim

mehanizmima [42].
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2.5.1. Produljenje telomera aktivacijom telomeraze

Telomeraza je ribonukleoprotein ¢ija je glavna funkcija produljivanje telomera [43]. U
zdravom ljudskom tkivu telomeraza je strogo regulirana i aktivna u vrlo ogranicenom broju
stanica. Prisutna aktivnost nalazi se u embrionalnim mati¢nim stanicama kako bi se omogucila
brza proliferacija tijekom razvoja, zametnim stanicama (germinalnim linijama) kako bi se
oCuvao integritet kromosoma za nasljedivanje i odredenim tkivnim mati¢nim stanicama koje
trebaju dugoro¢no odrzavati funkciju tkiva, primjerice u krvotvornom sustavu. U vecini
diferenciranih somatskih stanica, ukljucujuci epitelne, misi¢ne i vezivne, aktivnost telomeraze
je inhibirana, ¢ime se ogranicava broj stani¢nih dioba i sprjecava nekontrolirana proliferacija
[44]. U tumorima moze do¢i do reaktivacije telomeraze, Sto predstavlja jedan od klju¢nih
dogadaja u stanicnoj transformaciji i razvoju maligniteta. Aktivnost telomeraze prisutna je u
85-90 % svih malignih oboljenja.

Telomeraza je enzim koji se sastoji od dvije kljucne funkcionalne komponente:
kataliti¢ke podjedinice hTERT (engl. human telomerase reverse transcriptase, TERT) i RNA
komponente TERC (engl. telomerase RNA component, TERC). hTERT pripada skupini
reverznih transkriptaza te katalizira sintezu telomerne DNA, pri ¢emu koristi TERC kao
unutarnji kalup za dodavanje telomernih ponavljaju¢ih sekvenci na 3’ kraj kromosoma. Osim
Sto sluzi kao predlozak za sintezu telomerne DNA, TERC doprinosi pravilnom sklapanju i
stabilnosti telomeraznog kompleksa te regulaciji njegove aktivnosti. TERT se sintetizira na
ribosomima u citoplazmi dok se hTERC transkribira u jezgri [45]. Uz hTERT i hTERC,
funkcionalni telomerazni kompleks sadrzi i niz pomoénih proteina koji sudjeluju u njegovu
sazrijevanju, stabilizaciji, lokalizaciji i regrutaciji na telomere. Sklapanje i aktivacija
telomeraze predstavljaju viSestupanjski 1 koordinirani proces. To omogucuje dugotrajnu
proliferaciju, stvaranje velikih klonova tumorskih stanica i akumulaciju dodatnih mutacija koje
pogoduju malignom fenotipu.

U tumorskim stanicama aktivacija telomeraze najcesS¢e nastaje povecanjem ekspresije
njezine kataliticke podjedinice hTERT-a. To se moze dogoditi zbog aktiviraju¢ih mutacija
promotora gena za hTERT, osobito supstitucija C>T koje stvaraju nova vezna mjesta za
transkripcijske faktore ETS, poput GABP-a, ¢ime se povecava transkripcija gena. Aktivacija
hTERT-a moze biti posljedica i poremecaja regulatornih signalnih putova, primjerice pojacane
aktivnosti onkogena MYC ili puta PI3K/AKT/mTOR, kao i epigenetickih promjena koje
povecavaju dostupnost promotorske regije. Nakon sinteze, protein hTERT ulazi u jezgru gdje

zapocinje sloZen proces sastavljanja funkcionalnog enzima telomeraze. Molekula diskerina
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veze se na TERC 1 $titi je od razgradnje, dok proteini NOP10, NHP2 i GARI sudjeluju u
pravilnom savijanju RNA te doprinose stabilizaciji cijelog ribonukleoproteinskog kompleksa.
Nakon toga hTERT se povezuje s molekulom TERC, ¢ime nastaje kataliticki aktivan kompleks
sposoban prepoznati i produzivati 3’ krajeve telomera [42,46].

Formirani kompleks telomeraze Cesto se nakuplja u specijaliziranim nuklearnim
strukturama poznatim kao Cajalova tijela, koja imaju vaznu ulogu u sazrijevanju, organizaciji
i aktivaciji telomeraze. Aktivnost ovog enzima strogo je regulirana i najveé¢im se dijelom odvija
tijekom faze S stani¢nog ciklusa, kada je telomerna DNA dostupna za produzivanje (Slika 6)
[42].

Citoplazma Jezgra
- —Cajalno . -~
4 tijelo A
’ A Y
' A )
hTERT ' - ]
] Ag \ 1
1 1 '
\ '
D HSP9o \ ’
. s
@ »s N .
@ oaant T Teanee”
. Dyskerin, NHP2, ROmars S-faza
NOP10 -
O Tcaes .
- G-bogati
ontin . .
£ /. krajevi
‘ Reptin \
. SRSF11
Sinteza

telomerne DNA

Telomera

Slika 6. Koraci sklapanja i regrutacije telomeraze na telomere. Sastavljanje telomeraze ukljucuje spajanje
hTERT, hTERC i pomoénih proteina (diskerin, NOP10, NHP2, GAR1), te njihovo transportiranje u jezgru.
TCABI usmjerava kompleks u Cajal tijela, a regrutacija na telomere dogada se u S-fazi kroz interakciju hTERT-
a s komponentama kompleksa shelterin (TPP1 i POT1). Na poslijetku, SRSF11 stabilizira vezu telomernog

kompleksa s telomerom tijekom sinteze DNA. Slika preuzeta i prilagodena iz [42].

Telomeraza se nakon sklapanja regrutira na telomere, koje su zasti¢ene specijaliziranim
proteinskim kompleksom nazvanim shelterin. Kompleks Shelterin sastoji se od Sest glavnih
proteina: TRF1, TRF2, POT1, TPP1, TIN2 i RAP1, a njegova glavna uloga je razlikovanje
telomernih krajeva od oSte¢enja DNA te regulacija pristupa telomeraze telomerama. TRF1 1

TRF2 izravno se vezu na dvolancanu telomernu DNA te sudjeluju u odrzavanju pravilne
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organizacije telomera i formiranju zastitne strukture koja sprjecava aktivaciju odgovora na
ostecenje DNA (Slika 7) [42,47]. POT1 se veze na krajnji jednolancani, G-bogati 3’ telomerni
kraj, dok TPPI djeluje kao poveznica izmedu telomerne DNA i telomeraze te olakSava
regrutaciju telomeraznog kompleksa na telomere. Osim toga, TPP1 ima vaznu ulogu u
regulaciji procesivnosti telomeraze, odnosno sposobnosti enzima da nakon vezanja za DNA
nastavi dodavati velik broj telomernih ponavljanja bez odvajanja od supstrata. Veca
procesivnost omogucuje ucinkovitije produljenje telomera jer TERT moze uzastopno
sintetizirati viSe ponavljaju¢ih DNA sekvenci tijekom jednog ciklusa vezanja [48]. TIN2
povezuje komponente shelterina koje vezu jednolancanu i dvolancanu DNA te stabilizira cijeli
kompleks, dok RAP1 djeluje u suradnji s TRF2 i dodatno pridonosi zastitnoj funkciji telomera.
Iako ti proteini nisu dio katalitickog mjesta telomeraze, njihova uloga je kljucna jer kontroliraju
strukturu telomera, reguliraju pristup telomeraze i odrzavaju ravnotezu izmedu zastite telomera

i njihove elongacije [49].
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Slika 7. Shematski prikaz kromosomskih telomera i pripadajuce telomeraze, uklju¢ujuéi sve komponente

kompleksa Shelterin. Proteini TRF1 i TRF2 vezu dvostruku DNA telomera i odrzavaju strukturalnu stabilnost,
POT1 prepoznaje jednolan¢anu G-rich telomernu sekvencu, te TIN2, TPP1 i RAP1 povezuju proteine TRF s POT1
i reguliraju pristup telomerazi. Telomeraza, sastavljena od kataliticke podjedinice TERT i RNA komponente
TERC, prikazana je kako sintetizira telomernu DNA na krajevima kromosoma. Kompleks Shelterin osigurava
zastitu telomera od DNA oStecenja i nepoZeljnog spajanja kromosoma, dok TPP1 posreduje regrutaciju telomeraze

na telomere, omogucujuci odrzavanje telomernog integriteta. Slika preuzeta i prilagodena iz [42].
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2.5.2. Alternativni mehanizam produljenja telomera

Alternativni mehanizam produljenja telomera predstavlja mehanizam odrzavanja
duljine telomera neovisan o aktivnosti telomeraze. Za razliku od telomeraze, koja produljuje
telomere dodavanjem telomernih ponavljanja pomocu enzima, ALT se temelji na homolognoj
rekombinaciji, prirodnom mehanizmu popravka DNA kojim se telomerne sekvence koriste kao
predlozak za produljenje skracenih telomera. ALT je prisutan u priblizno 10—15 % svih tumora,
a osobito je ucestao u tumorima mezenhimskog podrijetla, poput osteosarkoma, liposarkoma te
odredenih glioma [50]. Iako ovaj mehanizam omogucuje tumorskim stanicama neograni¢enu
proliferaciju, istodobno je povezan s pove¢anom genomskom nestabilnos¢u, heterogenoscéu
duljine telomera i ucestalijom pojavom kromosomskih rekombinacija, Sto moze pridonijeti
progresiji tumora i njihovoj evoluciji [51].

ALT-pozitivne stanice sadrze specificne strukture koje karakteriziraju njegovu
prisutnost. Pretpostavlja se da stres tijekom replikacije telomerne DNA moze uzrokovati
dvolan¢ane lomove, nakon Cega nastali telomerni fragmenti mogu stvarati kruzne strukture.
Medu njima se istiCe nakupljanje izvankromosomske telomerne DNA ukljucujuéi kruznu
telomernu DNA bogatu citozinom (C-krugovi) ili telomernu DNA bogatu gvaninom (G-
krugovi). One predstavljaju nusprodukt procesa rekombinacijskog mehanizma i nakupljaju se
U jezgri unutar nuklearnih tjeleSca promijelocitne leukemije povezanih s alternativnim
produljenjem telomera, APB-ova (engl. alternative lengthening of telomeres—associated
promyelocytic leukemia nuclear bodies, ALT-associated PML bodies, APB) [52]. Rije¢ je o
nuklearnim, membranskim neovisnim strukturama koje se uglavnom sastoje od proteina PML
i SP100 te sluze kao mjesta nakupljanja telomerne DNA, proteina ukljué¢enih u odrzavanje
telomera 1 ¢imbenika odgovora na oSte¢enje DNA. APB-ovi stvaraju mikrookoli§ pogodan za
odvijanje homologne rekombinacije i popravak telomera [53]. Osim navedenog, AL T-pozitivne
stanice karakterizira 1 povecana ucestalost insercija, izmjene sestrinskih kromatida i
naposlijetku genomske nestavilnosti jer ukljucuje rekombinaciju izmedu telomernih krajeva i
razlicitih izvora homolognog predloska DNA, ukljucujuéi nesestrinske kromatide, druge
telomere ili ekstrakromosomske telomerne strukture [54]. Dodatno obiljezje ALT-pozitivnih
stanica je prisutnost molekula TERRA (engl. Telomeric Repeat-Containing RNA), RNA
transkripata nastalih iz telomernih regija. TERRA moze stvarati hibride RNA/DNA (R-petlje)
s telomernom DNA, ¢ime potice rekombinacijske dogadaje potrebne za produljenje telomera.
Medutim, nastanak R-petlji moZe uzrokovati replikacijski stres, koji dodatno pridonosi

aktivaciji mehanizma ALT i odrzavanju telomera putem homologne rekombinacije [55].
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Proces ALT moze biti potaknut replikacijskim stresom i nastankom dvolancanih lomova
DNA u telomernim regijama ili pojavom nestabilnih telomernih 3’ G-bogatih krajeva, §to
dovodi do aktivacije mehanizama homologne rekombinacije. Tijekom tog procesa slobodni 3’
kraj telomerne DNA invadira homolognu telomernu sekvencu drugog kromosoma, koja sluzi
kao predlozak za sintezu novih telomernih ponavljanja. Ovaj proces, poznat kao sinteza DNA
potaknuta lomom (engl. break-induced replication, BIR), omoguéuje produljenje telomera
neovisno o aktivnosti telomeraze. U njegovu odvijanju sudjeluju ALT-povezana PML-tijela
(APB, engl. ALT-associated PML bodies), nuklearne strukture koje okupljaju telomernu DNA
i proteine uklju¢ene u rekombinaciju te omogucéuju odvijanje procesa sinteze telomerne DNA.
Uz njih se povezuju i ekstrakromosomski C-kruznici (engl. C-circles), kruzne molekule
telomerne DNA bogate C-lancem, koje predstavljaju karakteristiCan biljeg ALT-pozitivnih
stanica (Slika 8A). U regulaciji ALT-mehanizma vaZznu ulogu imaju proteini uklju¢eni u obradu
rekombinacijskih meduprodukata, medu kojima se posebno isti¢u helikaza BLM 1 kompleks
SLX4. BLM djeluje kao sastavni dio kompleksa BTR, koji uz BLM ukljucuje topoizomerazu
IIla. (TOP3A) te proteine RMI1 i RMI2. Ovaj kompleks sudjeluje u remodeliranju i razdvajanju
rekombinacijskih meduprodukata, ¢ime omogucuje nastavak sinteze telomerne DNA. U tom
procesu sudjeluje i DNA polimeraza 9, odnosno njezina podjedinica POLD3, koja doprinosi
sintezi novih telomernih sekvenci. Nasuprot tome, SLX4 djeluje kao organizacijska platforma
za regrutaciju nukleaza, uklju¢uju¢i SLX1 1 ERCC4, koje sudjeluju u cijepanju i razrjeSavanju
rekombinacijskih struktura. Takva obrada moze dovesti do izmjene telomerne DNA izmedu
sestrinskih kromatida (T-SCE, engl. telomere sister-chromatid exchange), bez neto produljenja
telomera. Stoga kompetitivna aktivnost BTR 1 SLX4 kompleksa utjeCe na ishod
rekombinacijskih procesa, odnosno na ravnotezu izmedu sinteze i produljenja telomerne DNA
te njezine izmjene izmedu sestrinskih kromatida (Slika 8B). Osim ¢imbenika uklju¢enih u
homolognu rekombinaciju, vaznu ulogu u regulaciji ALT-fenotipa imaju kromatinski
remodelatori ATRX i DAXX, koji sudjeluju u odrzavanju telomerne kromatinske organizacije
i ugradnji histonske varijante H3.3. Gubitak funkcije ATRX-a i/ili DAXX-a Cesto se pojavljuje
u ALT-pozitivnim tumorima te je povezan s promjenama u organizaciji telomernog kromatina
koje mogu pogodovati aktivaciji rekombinacijskih mehanizama. Zbog Ceste povezanosti s
ALT-fenotipom, gubitak ekspresije proteina ATRX i DAXX smatra se vaznim molekularnim
obiljezjem brojnih ALT-pozitivnih tumora [56].
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produljenja telomera (ALT). A) Sinteza telomerne DNA putem homologne rekombinacije, uz prikaz ALT-
povezanih PML-tijela (engl. ALT-associated PML bodies, APB; PML - promijelocitna leukemija)

ekstrakromosomskih C-kruznika (engl. C-circles). B) Kompetitivna uloga BTR kompleksa (BLM-TOP3A-
RMI1-RMI2; BLM — Bloomov sindrom helikaza, TOP3A — topoizomeraza Illa, RMI1 i RMI2 — proteini koji
odrzavaju stabilnost rekombinacijskih meduprodukata) i kompleksa SLX4 (SLX4 — strukturno specifi¢ni ¢imbenik
4, SLX1 - strukturno specifiéna endonukleaza 1, ERCC4 - ekscizijski popravak DNA 4) u obradi
rekombinacijskih meduprodukata. Prikazana je i uloga DNA polimeraze §, odnosno njezine podjedinice POLD3
(engl. DNA polymerase delta 3, POLD3), u sintezi telomerne DNA. Ravnoteza aktivnosti navedenih kompleksa
utjece na ishod rekombinacijskih procesa, odnosno na produljenje telomera ili izmjenu telomerne DNA izmedu

sestrinskih kromatida bez neto produljenja telomera [57].

Genomska nestabilnost karakteristicna za ALT-pozitivne tumore nije samo posljedica
poremecaja odrzavanja telomera, ve¢ aktivno pridonosi evoluciji 1 prilagodbi tumorskih stanica.
Povecana telomerna rekombinacijska aktivnost i nestabilnost kromosomskih krajeva mogu
dovesti do kromosomskih preraspodjela, gubitka ili aktivacije odredenih gena te stvaranja
genetske heterogenosti unutar tumorske populacije Ove promjene mogu pogodovati selekciji
agresivnijih subpopulacija stanica i pridonijeti invazivnom ponasanju te progresiji tumora.
ALT-pozitivne stanice takoder mogu pokazivati povec¢anu otpornost na odredene terapijske
pristupe koji uzrokuju oste¢enje DNA, djelomi¢no zbog aktivacije mehanizama odgovora na
oSte¢enje DNA. Putevi povezani s homolognom rekombinacijom, ukljucujuéi proteine poput
RAD51 i kompleksa MRN (MRE11-RAD50-NBS1), sudjeluju u popravku DNA i mogu
doprinijeti prezivljenju stanica pod genotoksicnim stresom. lako ALT omogucuje tumorskim

stanicama izbjegavanje replikacijske senescencije odrzavanjem duljine telomera, ovaj proces
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zahtijeva preciznu regulaciju rekombinacijskih mehanizama kako bi se odrzala ravnoteza
izmedu uc¢inkovitog produljenja telomera i o€uvanja genomske stabilnosti takve da tumroska
stanica ne zavrsi u apoptozi. U veéini tumora mehanizmi odrzavanja telomera uglavnom su
medusobno iskljucivi, pri ¢emu stanice najces¢e koriste ili telomerazu ili put ALT. Ipak, u
rijetkim sluc¢ajevima tumorske stanice mogu tijekom razvoja bolesti ili pod terapijskim
pritiskom aktivirati ALT kao alternativni nafin odrzavanja telomera, $to moze predstavljati

jedan od moguc¢ih mehanizama razvoja otpornosti na terapije usmjerene protiv telomeraze [58].

2.6. Sposobnost migracije tumorskih stanica

Migracija stanica predstavlja temeljni bioloSki proces kojim stanice mijenjaju svoj
polozaj unutar tkiva kao odgovor na razlicite fizioloske i1 patoloske podrazaje. Ovaj proces
neophodan je za brojne bioloske funkcije, ukljucujuéi embrionalni razvoj, oblikovanje tkiva,
regeneraciju nakon ozljede te pravilno funkcioniranje imunoloSkog sustava. S druge strane,
poremecena regulacija migracije stanica ima kljucnu ulogu u razvoju patoloSkih procesa,
osobito u progresiji tumora [59,60].

Sposobnost migracije stanica nije jednaka u svim stani¢nim populacijama, ve¢ ovisi o
njihovoj strukturi, razini medustani¢ne povezanosti, organizaciji citoskeleta te sposobnosti
interakcije s izvanstani¢nim matriksom. U tom kontekstu, epitelne i mezenhimske stanice
predstavljaju dva razlic¢ita fenotipska stanja koja se znacajno razlikuju prema stupnju
pokretljivosti i na¢inu na koji ostvaruju migraciju [61].

Epitelne stanice medusobno su povezane razliCitim vrstama medustanicnih spojeva,
ukljucujuéi adhezijske spojeve, dezmosome, komunikacijske 1 ¢vrste spojeve koje osiguravaju
ograni¢enu migracijsku sposobnost stanica. Adhezijski spojevi povezani su s kortikalnim
snopovima aktina i vazni su za mehanicku povezanost 1 signalizaciju izmedu stanica, dok su
dezmosomi povezani sa citokeratinskim intermedijarnim filamentima te osiguravaju dodatnu
mehani¢ku &vrstoéu tkiva. Cvrsti spojevi smjeSteni su na apikalno-lateralnim kontaktima
izmedu stanica i1 kljuéni su za odrzavanje epitelnog polariteta i barijerne funkcije epitela.
Apikalno-bazalni polaritet omogucuje pravilnu organizaciju svih ovih spojeva unutar epitelnih
stanica. Taj polaritet reguliraju specificni proteinski kompleksi, ukljuc¢uju¢i komplekse Par,
Crumbs i Scribble, koji odreduju razliku izmedu apikalne i bazolateralne domene stanice te
time osiguravaju pravilnu prostornu organizaciju i funkciju epitela. Epitelne stanice takoder su

pri¢vrS§¢ene za bazalnu membranu putem hemidezmosoma, koji sadrZze integrine. Oni

21



omogucuju vezanje stanice za izvanstanicni matriks, dok su s unutarnje strane povezani s

citokeratinskim filamentima, ¢ime dodatno stabiliziraju stani¢nu strukturu (Slika 9) [60,62].
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Slika 9. Razli¢iti stani¢ni fenotipovi u spektru epitelno-mezenhimskih stanja. Prikaz klju¢ne strukturne i

funkcionalne karakteristike stanica, ukljucujuci stani¢ne spojeve, polaritet, citoskelet i migracijski potencijal, te

pokazuje kako stanice mogu zauzimati parcijalna ili hibridna stanja izmedu potpuno epitelnog i potpuno

mezenhimskog fenotipa. Slika preuzeta i prilagodena iz [63].

Nasuprot tome, mezenhimske stanice karakterizira veca plasti¢nost i sposobnost

aktivnog kretanja kroz tkivne strukture. One pokazuju smanjenu razinu medustani¢ne adhezije,

gubitak izrazene polarizacije te promjene u organizaciji citoskeleta, uz povecanu ekspresiju

migratornih proteina. Takve znaCajke omogucuju stvaranje dinami¢nih kontakata s

izvanstani¢nim matriksom, remodeliranje okolnog prostora i u¢inkovitiju migraciju [61].
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2.6.1. Epitelno—-mezenhimska tranzicija

Jedan od glavnih procesa koji tumorskim stanicama omogucuje stjecanje pokretljivosti
I invazivnosti jest EMT [59]. Ona predstavlja dinamican i reverzibilan proces tijekom kojeg
epitelne stanice mijenjaju svoj fenotip te postupno stjecu karakteristike mezenhimskih stanica.
Ovaj proces ukljucuje opsezne molekularne i strukturne promjene koje dovode do smanjenja
epitelne organizacije, gubitka medustani¢ne povezanosti i povecanja migracijskog potencijala
stanica. Pod regulacijom je brojnih signalnih puteva, ukljucuju¢i TGF-p, Wnt/B-katenin, Notch
i receptorske tirozin kinaze, koji aktiviraju transkripcijske ¢cimbenike kao $to su SNAIL, SLUG,
TWIST i obitelj proteina ZEB [60]. Ovaj proces nije binaran ve¢ stanice ¢esto zauzimaju tzv.
parcijalna ili hibridna stanja u kojima istovremeno zadrZavaju epitelne znacajke dok stje¢u
mezenhimske. Ta stanja nalaze se izmedu potpuno epitelnog i potpuno mezenhimskog fenotipa
te predstavljaju kontinuum promjena, a ne nagli prijelaz Sto povecava njihovu adaptabilnost. U
karcinomima, tumorima epitelnog podrijetla, EMT uzrokuje stjecanje mezenhimskih
karakteristika $to rezultira odvajanjem stanica od primarnog tumora, odlazak u krvotok ili
limfaticki sustav, diseminaciju do udaljenih organa i ponovno poprimanje epitelnih
karakteristika, obrnutim procesom koji nazivamo mezenhimsko-epitelna tranzicije, kako bi se
tumorske stanice usidrile na novo mjesto. EMT povecava stani¢nu plasticnost odnosno
sposobnost reverzibilnog mijenjanja fenotipskog identiteta u odgovoru na signale iz
mikrookolisa bez potrebe za genetskim promjenama [64,65].

Za uspjesnu invaziju okolnog tkiva nije dovoljna samo promjena stani¢nog fenotipa,
ve¢ je potrebna 1 sposobnost aktivhog remodeliranja izvanstanicnog matriksa (engl.
extracellular matix, ECM). Upravo u tom procesu klju¢nu ulogu imaju metaloproteinaze
matriksa (MMP), obitelj cink-ovisnih endopeptidaza koje reguliraju razgradnju i reorganizaciju
komponenti ECM-a.

Do danas je identificirano 23 MMP-a kod ljudi, koji se dijele u nekoliko podgrupa prema
strukturi i specifi¢nosti supstrata. Kolagenaze poput MMP-1, MMP-8 i MMP-13 razgraduju
fibrilarne kolagene tipa I, I1 i 111, dok Zelatinaze MMP-2 i MMP-9 ciljaju denaturirani kolagen
I zelatinske proteine. Ostale skupine ukljucuju stromelizine (MMP-3, MMP-10), matrilizine
(MMP-7, MMP-26) i membranski vezane MMP-ove (MT-MMP, npr. MMP-14), koji imaju
specijalizirane funkcije u remodeliranju ECM-a. MMP-ova aktivnost u zdravim tkivima strogo
je regulirana. Sintentiziraju se kao neaktivni proenzimi koji se aktiviraju samo kada je potrebno,
a njihova aktivnost inhibira skupina proteina nazvana TIMP-ovi (engl. tissue inhibitors of
metalloproteinases, TIMP) [66].
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Osim izravnog remodeliranja matriksa, MMP-ovi oslobadaju razli¢ite signalne
molekule i faktore rasta, poput TGF-B i EGF-a, koji dodatno poticu proliferaciju, prezivljenje i
migracijski kapacitet tumorskih stanica. Posebno vaznu ulogu imaju MMP-ovi poput MMP-3,
MMP-7 i MMP-14, koji mogu potaknuti programe slicne EMT-u kroz promjene u stani¢noj
adheziji, reorganizaciju citoskeleta i aktivaciju signalnih puteva povezanih s invazivnim
ponasanjem. U tumorskom mikrookoliSu MMP-ovi dodatno doprinose metastatskom
potencijalu kroz regulaciju angiogeneze i limfangiogeneze. Razgradnjom ECM-a oslobadaju se
vaskularni faktori poput VEGF-a, ¢ime se poti¢e stvaranje novih krvnih i limfnih Zila koje
omogucuju laks$i ulazak tumorskih stanica u cirkulaciju. Istovremeno, MMP-ovi moduliraju
interakciju tumorskih stanica s imunoloSkim sustavom mijenjajuc¢i dostupnost citokina i

kemokina te stvaraju¢i mikrookoli§ pogodan za prezivljenje i Sirenje tumora (Slika 10) [67,68].
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Slika 10. Razli¢ite funkcije matriksnih metaloproteinaza (MMP) u tumorskom mikrookruzenju. Shematski

prikaz izraden u programu Microsoft PowerPoint.

2.6.2. Procesi sli¢ni epitelno—mezenhimskoj tranziciji

U tumorskom tkivu mezenhimskog podrijetla, EMT se ne manifestira klasi¢no, ve¢ kao
programi slicni EMT-u koji dodatno pojacava ve¢ postoje¢e mezenhimske osobine stanica. Ovi

programi obuhvacaju promjene u ekspresiji molekula koje reguliraju stani¢nu adheziju,
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preuredenje citoskeleta, aktivaciju proteolitiCkih enzima te modulaciju signalnih puteva koji
reguliraju migraciju stanica [65].

Procese slicne EMT-i regulira niz signalnih puteva, uklju¢uju¢i TGF-B/Smad, Wnt/B-
katenin, Notch, PI3K/Akt i STATS3, koji aktiviraju transkripcijske faktore Snail, Twist i ZEB.
Snail smanjuje ekspresiju E-kadherina i pove¢ava N-kadherin, vimentin i fibronektin, ¢ime se
pojacava migracija i invazivnost stanica. Twist i ZEB djeluju na sli¢an nacin, poticuci
mezenhimske markere i olakSavaju¢i migraciju te metastatski potencijal. Koordinirana
aktivnost ovih faktora jata mezenhimski fenotip i otpornost stanica na terapiju, $to ih Cini

vaznim ciljevima za potencijalne terapijske intervencije (Slika 11) [65,69].
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Slika 11. Procesi sliéni EMT-i regulira niz signalnih puteva.Signalni putevi kao §to su TGF-/Smad, Wnt/B-
katenin, Notch, PI3K/Akt i STAT3, aktiviraju transkripcijske faktore Snail, Twist i ZEB. Snail smanjuje ekspresiju
E-kadherina i povec¢ava N-kadherin, vimentin i fibronektin, ¢ime se poja¢ava migracija i invazivnost stanica. Slika

preuzeta i prilagodena iz [70].

Stanja slicna EMT-i €esto su povezana s oboga¢enom populacijom tumorskih mati¢nih
stanica, koje se odlikuju sposobnos¢u samoumnozavanja, visokom stanicnom plasti¢noscu,
otpornosti na apoptozu te razvoju otpornosti na terapijske postupke. Ova svojstva dodatno

pojacavaju agresivnost tumora i mogu imati znacajan utjecaj na klini¢ki ishod bolesti [71].
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2.6.3. Vrste migracije

Tumorske stanice mogu migrirati na razlicite nacine, prilagodavajuci se mikrookolisu i
mehanickim svojstvima tkiva. Najceséi oblici migracije ukljucuju mezenhimsku, ameboidnu i
kolektivhu migraciju, koji se razlikuju prema naéinu interakcije stanice s izvanstani¢nim
matriksom, organizaciji citoskeleta i stupnju stani¢ne adhezije.

Mezenhimsku migraciju karakteriziraju polarizacija stanice, stvaranje protruzija,
formiranje fokalnih adhezija i aktivna interakcija s izvanstani¢nim matriksom. Stanice koriste
integrine za vezanje za ECM te reorganizaciju aktinskog citoskeleta za stvaranje sile potrebne
za kretanje. Ovaj oblik migracije Cesto ukljucuje razgradnju matriksa ¢ime se omogucuje
prolazak kroz tkivne strukture. Povezana je s programima EMT-a tijekom kojih stanice gube
epitelna obiljezja i stjecu mezenhimske karakteristike poput povecane pokretljivosti i
invazivnosti.

Ameboidna migracija predstavlja oblik kretanja pri kojem stanice mijenjaju svoj oblik i
prolaze kroz postojece prostore u tkivu bez potrebe za opseznom razgradnjom matriksa. Ovisi
prvenstveno o reorganizaciji kortikalnog aktina i kontraktilnosti stanice putem signalizacije
RhoA/ROCK. Za razliku od mezenhimske migracije, stanice stvaraju manje stabilnih adhezija
s ECM-om, $to im omogucuje brzu prilagodbu i nastavak invazije ¢ak i kada su proteoliticki
mehanizmi ograniceni [72].

Kolektivna migracija ukljucuje kretanje skupine stanica koje zadrzavaju medusobne
kontakte i dio epitelnog fenotipa. Stanice na prednjem rubu skupine usmjeravaju kretanje, dok
ostale slijede njihov smjer. Ovaj oblik migracije Cesto je povezan s parcijalnim EMT-om ili
slicnim stanjima EMT-Ii, gdje stanice istovremeno zadrzavaju odredene epitelne karakteristike,
ali stjecu povecanu pokretljivost i sposobnost invazije [61].

Tumorske stanice imaju sposobnost prelaska izmedu razlicitih oblika migracije ovisno
o promjenama u mikrookolisu, sastavu ECM-a i aktiviranim signalnim putevima. Ova
migracijska plasticnost omogucuje im prilagodbu razli¢itim uvjetima, izbjegavanje ogranic¢enja
pojedinog migracijskog mehanizma te uspjesnu invaziju i stvaranje metastaza. Stoga tumorska
invazija nije rezultat jednog mehanizma, ve¢ kombinacije razli¢itih migracijskih strategija koje

stanice mogu dinamicki mijenjati [61].
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2.7. Osteosarkom

Sarkomi su rijetki maligni tumori mezenhimskog podrijetla koji nastaju iz mezoderma,
embrionalnog zametnog listi¢a iz kojeg se razvijaju vezivno, miSi¢no, masno, koStano i
hrskaviéno tkivo te krvne i limfne Zile. Cine svega oko 0,2 % svih malignih bolesti u odrasloj
populaciji, a karakterizira ih izrazito agresivno bioloSko ponasanje i sklonost lokalnoj invaziji
te metastatskom Sirenju. Unato¢ napretku u dijagnostici i lije€enju, prognoza bolesnika s
uznapredovalom boles¢u 1 dalje je nepovoljna. PetogodiSnje prezivljenje bolesnika s
lokaliziranom boles$¢u iznosi priblizno 50 %, dok u metastatskom stadiju pada na manje od 10
%. Osim toga, priblizno tre¢ina bolesnika razvije udaljene metastaze, a recidiv bolesti javlja se
u oko 20 % slucajeva. Prema tkivu iz kojeg nastaju, sarkomi se dijele na sarkome mekih tkiva
1 koStane sarkome. Sarkomi mekih tkiva ¢ine oko 75 % svih sarkoma te se mogu razviti gotovo
na bilo kojem anatomskom sijelu, najc¢eS¢e u odraslih osoba srednje i starije Zivotne dobi.
Nasuprot tome, kostani sarkomi nastaju iskljuc¢ivo u kostima te se pretezito dijagnosticiraju u
djece, adolescenata i mladih odraslih osoba. Jedna od glavnih znacajki sarkoma jest njihova
izrazita heterogenost. Do danas je identificirano viSe od 100 podtipova koji se razlikuju prema

histoloskim, molekularnim i klini¢kim obiljezjima te odgovoru na terapiju (Slika 12) [73].
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Slika 12. Podjela sarkoma prema tkivu kojeg zahvacaju. Dijele se na dvije glavne skupine: sarkome mekog

tkiva i kostane sarkome. Shematski prikaz izraden u programu Microsoft PowerPoint.
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Medu kostanim sarkomima posebno se isti¢e osteosarkom kojeg karakterizira izuzetno
izrazena klinic¢ka, histoloSka i molekularna heterogenost te agresivnost [74]. lako je incidencija
vrlo niska i iznosi 2-4 slucaja na milijun stanovnika, osteosarkomi spadaju u najéesc¢e primarne
maligne tumore kostiju [75]. Najéesc¢e se javljaju kod djece i mladih, s vrhuncem incidencije
oko 18. godine Zivota [76]. Mogu se formirati u bilo kojoj kosti, medutim najée$c¢e nastaju u
zonama intenzivne proliferacije, osobito u metafizama dugih kostiju udova poput potkoljenice
(3 %), nadlaktice (15 %) i bedrene kosti (9 %) odnosno u podruéju oko koljena (50 %). Buducéi
da se pojavljuje upravo u razdoblju najintenzivnijeg skeletnog rasta, pretpostavlja se da ubrzana
proliferacija koStanih stanica povecava osjetljivost na genetske mutacije 1 onkogene ¢imbenike.
Ovu povezanost dodatno potvrduje Cinjenica da osteosarkom Cesto ranije pogada djevojcice,
Sto je u skladu s njihovim ranijim pubertetskim ubrzanjem rasta [77]. Drugi, manji vrhunac
incidencije javlja se u starijoj zivotnoj dobi (>60 godina), pri cemu osteosarkomi obi¢no nastaju
u aksijalnim regijama u ve¢ patoloski promijenjenom kostanom tkivu uslijed kroni¢nih bolesti
ili oste¢enja. Takvi osteosarkomi najéesc¢e su povezani s Pagetovom bolescu kosti, koStanim
infarktima ili kumulativnom izlozeno$¢u ionizirajuéem zracenju i klasificiraju se kao

sekundarni tumori (Slika 13) [75].

[ VRSTE OSTEOSARKOMA ]

[ poomip [ PREVALENCUA ) stupan) ][ TiPmATRIksA ][ poB ] muesto ][ ProGNoza |
[ OSTEOBLASTICHI ][ 68-70% VISOKI OSTEOID ADOLESCENCLA METAFIZA DUGIH KOSTUU ~ SREDNJE-LOSA ]
[ HONDROBLASTIENI ] [ 10-19% VISOKI HRSKAVICNI ADOLESCENCLIA DUGE KOSTI SREDMNJE-LOSA ]
[ FBROBLASTICNI ] [ 6-9% VISOKI KOLAGEM/OSTEOID ADOLESCENCLA DUGE KOSTI SREDNJE-LOSA ]
[ TELANGIOEKTATICNI ] [ 0,4-6% VISOKI CISTE ISPUNJENE KRVI  ADOLESCENCLA DUGE KOST1 SREDNJE-LOSA ]
[ PAROSTEALNI ] [ ~2% NISKI ZRELA KOST ODRASLI STRAZNIJI DIO DISTRALNOG DOBRA ]
FEMURA
[ PERIOSTEALNI ] [ ~0,6% SREDNI HRSKAVICNI MLAEI ODRASLI TIBIA SREDMNIA ]
BRGHAIN [ <% VISOKI OSTEOID MLABI ODRASLI DUAFIZA LO3A ]
POVRSINSKI
SEKUNDARNI [ 5-7% VISOKI OSTEOBLASTICNI ODRASLI AKSIALNI KOSTUR L0%A ]

Slika 13. Podjela i karakteristike osteosarkoma obzirom na tip, prevalenciju, vrstu predominantog
izvanstani¢nog matriksa, pojavnost obzirom na dob i mjesto nastanka te obzirom na prognozu. Slika

preuzeta i prilagodena iz [78].

Kostani tumori dijele se na benigne, intermedijarne 1 maligne oblike. Medu benignim
tumorima nalaze se osteom i osteoidni osteom, dok intermedijarni, lokalno agresivni oblik

predstavlja osteoblastom. Maligni kosStani tumori ukljucuju niskogradusni osteosarkom i
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osteosarkom, koji obuhvaca konvencionalni osteosarkom, telangiektati¢ni osteosarkom i
osteosarkom malih stanica. U ovu skupinu ubrajaju se i parostalni osteosarkom, periostalni
osteosarkom, visokogradusni povrsinski osteosarkom te sekundarni osteosarkom [79].

Najcesc¢i oblik bolesti jest konvencionalni osteosarkom koji se jos§ naziva i centralni ili
medularni, jer nastaje u srediSnjem dijelu kosti odnosno zahvaca koStanu srz. Zbog svoje
agresivnosti i brzog rasta spada u visoko gradusne tumore, a predominantno se javlja u djece i
adolescenata te ¢ini priblizno 85 % svih dijagnosticiranih slu¢ajeva osteosarkoma [74].

Osteosarkome, karakterizira stvaranje osteoida, nezrelog koStanog tkiva. Osteoid
predstavlja nemineralizirani dio koStanog matriksa sastavljen od kolagena i mukopolisaharida
koji stvaraju maligne tumorske stanice. Upravo zbog varijabilnosti u zastupljenosti i tipu
izvanstani¢nog matriksa koji proizvode tumorske stanice, konvencionalni osteosarkom dodatno
se dijeli prema dominantnom tipu izvanstani¢nog matriksa. Razlikuju se osteoblastni tip, u
kojem prevladava osteoid i koji ¢ini 60 % svih slu¢ajeva; hondroblastni tip, s prevladavaju¢om
hrskaviénom komponentom, zastupljen u oko 10 % tumora; te fibroblastni tip, s matriksom
nalik fibrosarkomu, takoder u oko cetvrtine slucajeva. lako svaki od ovih tipova pokazuje
odredene genske posebnosti te se mogu uociti razlike u terapijskoj osjetljivosti i prognozi,
vazno je naglasiti da ova histoloska podjela nema stvarnu prognosticku vrijednost i ne koristi
se kao kriterij za predvidanje ishoda bolesti jer ve¢ina osteosarkoma sadrzi kombinaciju svih
triju tipova stanica i izvanstani¢nog matriksa u razli¢itim omjerima [77,80].

Maligni osteosarkomi se Cesto klasificiraju 1 prema stupnju agresivnosti u tri glavne
skupine gdje se stupanj agresivnosti smatra relativnim indikatorom rizika za razvoj metastaza.
U skupinu najagresivnijih tumora spadaju konvencionalni, telangiektati¢ni osteosarkom, kao i
osteosarkomi malih stanica te povrSinski osteosarkom visokog gradusa. Ovi tumori spadaju u
visoko gradusne, brzo rastuée tumore koji ve¢ pri postavljanju dijagnoze posjeduju potencijal
stvaranja mikrometastaza. Karakteristi¢na visoka smrtnost u velikoj mjeri posljedica je razvoja
pluénih metastaza, dok se rjede javljaju metastaze u limfnim ¢vorovima ili drugim kostima.
Osteosarkom se odlikuje vrlo ranim metastazama, zbog kojih mnogi pacijenti ne stignu biti
podvrgnuti resekciji tumora, S$to ograniCava dugoro¢ni opstanak unato¢ kirur§kom,
radioterapijskom i kemoterapijskom lije¢enju. U srednjem stupnju agresivnosti, tumori
srednjeg gradusa nalazi se periostalni osteosarkom, koji proizvodi hondroidni matriks 1 Siri se
povrsinski. Agresivnost ovog tumora ovisi 0 dubini invazije, ali je rizik od metastaza znatno
manji nego kod visokogradusnih podtipova. Najsporije rastu i najmanje su agresivni tumori
niskoga gradusa, medu kojima su parostealni i dobro diferencirani intramedularni

osteosarkomi. Parostealni oblik ogranicen je na povrsSinu kosti i rijetko metastazira te zahtjeva
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samo kirussko uklanjanje. Prognoza ovih tumora uvelike je povezana s njthovom lokacijom.
Osteosarkomi smjesteni u ekstremitetima imaju povoljniji ishod jer omogucuju potpuniju
kirurSku resekciju, dok oni koji se razvijaju u osovinskom skeletu, osobito u zdjelici i
kraljeznici, op¢enito imaju loSiju prognozu zbog kasnijeg otkrivanja i tehnicki zahtjevnijeg

lijecenja [78].

2.7.1. Hondroblasti¢ni osteosarkom

Hondroblastni osteosarkom spada u jedan od glavnih morfoloskih podtipova
konvencionalnog osteosarkoma, odmah nakon osteoblastnog. Najéescée se javlja kod djece i
adolescenata, a karakterizira ga stvaranje obilnog hrskavi¢énog matriksa, uz prisutnost fokalnih
podrucja kostanog ili osteoidnog tkiva, Sto potvrduje osteogeni karakter tumora. HistoloSki se
ovaj podetip klasificira kao visoko-gradusni, §to odrazava njegovu biolosku agresivnost i visoki
metastatski potencijal [81]. Vrlo Cesta pojava je da ve¢ pri samoj uspostavi dijagnoze djeca
imaju udaljene metastaze (15-20 %), najcesce u plu¢ima, a tijekom bolesti vise od polovice
bolesnika razvija metastatsku bolest. Brzo Sirenje i1 sklonost metastazama ¢ine ovaj podtip
posebno izazovnim u pedijatrijskoj populaciji, u kojoj se petogodiSnje prezivljenje kod
lokalizirane bolesti kre¢e oko 65-70 %, dok se kod metastatske bolesti znatno smanjuje, na 20—
30 % [82,83].

Uz prisutnost metastaza pri dijagnozi, nepovoljni prognosti¢ki ¢imbenici ukljucuju 1
veliku tumorsku masu te nemogucénost radikalnog kirurSkog zahvata. Ovi se faktori koriste za

individualizaciju terapije i predvidanje ishoda [83].

2.7.2. Povijesni pregled i standardni terapijski pristupi lije¢enja osteosarkoma

Razvoj kemoterapije za lijeCenje osteosarkoma zapoceo je 1960-ih godina, kada se
kirursko lijeCenje, najces¢e amputacija zahvacdenog ekstremiteta, primjenjivalo kao jedina
terapijska opcija, a petogodiSnje prezivljenje iznosilo je manje od 20 % zbog rane pojave
metastaza. Uvodenjem adjuvantne kemoterapije pocetkom 1970-ih godina, prvenstveno
visokih doza metotreksata uz naknadnu primjenu leucovorina (folinske kiseline) radi smanjenja
toksi¢nosti na zdrave stanice, doSlo je do znacajnog poboljSanja ishoda, ¢ime je prvi put
potvrdena osjetljivost osteosarkoma na citostatike [84]. Dokaz tomu je trostruko povecanje
prezivljenja u usporedbi s iskljuéivo kirurskim lije¢enjem [85]. Adjuvantna kemoterapija imala

je za cilj uniStavanje preostalih tumorskih stanica i sprjecavanje povrata bolesti, no sama nije
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bila dovoljna za znafajno povecanje prezivljenja. Tijekom 1980-ih godina razvijeni su
kombinirani kemoterapijski protokoli koji su ukljucivali metotreksat, doksorubicin, cisplatinu
i kasnije ifosfamid, ¢ime je standardizirano multimodalno lijeCenje uz neoadjuvantnu i
adjuvantnu primjenu kemoterapije te kirurSku resekciju. Multicentricna randomizirana studija
zapoceta 1982. godine pokazala je da bolesnici lijeCeni kemoterapijom imaju 2-godisnje
prezivljenje bez progresije od 66 %, u usporedbi sa 17 % u skupini koja je bila samo kirurski
lijeCena, ¢ime je kemoterapija definitivno potvrdena kao klju¢na komponenta terapije [84,86].

Neoadjuvantna kemoterapija, primijenjena prije operacije, omogucila je smanjenje
veli¢ine primarnog tumora, uniStavanje mikrometastaza te procjenu histoloskog odgovora
tumora, §to je dodatno omogudilo razvoj postednih kirurskih zahvata zahvaljuju¢i napretku
slikovne dijagnostike (engl. computational tomography, CT; magnetic resonance imaging,
MRI). Ovaj pristup doveo je do povecanja dugoro¢nog prezivljenja na priblizno 60—-70 % u
bolesnika s lokaliziranom bole$¢u [87].

Unato¢ tim poboljSanjima, daljnje intenziviranje ili modificiranje kemoterapijskih
rezima tijekom 1990-ih i 2000-ih godina nije rezultiralo znacajnim dodatnim povecanjem
prezivljenja. Kao odgovor na potrebu za medunarodnom standardizacijom i evaluacijom
terapijskih strategija, pokrenuta je studija EURAMOS-1, koja je integrirala iskustva europskih
i ameriCkih centara te usporedivala standardnu terapiju MAP koja je podrazumijevala visoke
doze metotreksata, doksorubicin te cisplatinu (engl. methotrexate, adriamycin/doxorubicin,
cisplatin, MAP) s intenziviranim reZimima prilagodenima histoloSkom odgovoru tumora.
Rezultati EURAMOS-1 pokazali su da dodatna terapijska intenzifikacija ne pobolj$ava ukupno
prezivljenje, ¢ime je protokol MAP potvrden kao standard lijecenja lokaliziranog osteosarkoma
[88].

Tijekom 2010-ih godina identificirani su inhibitori tirozin-kinaza poput regorafeniba i
cabozantiniba, koji su u klinickim ispitivanjima pokazali poboljSanje ranog preZivljenja bez
progresije u rekurentnom osteosarkomu [89].

Osim kemoterapije, u specificnim situacijama koristi se 1 radioterapija. Stanice
osteosarkoma su relativno otporne na zracenje, pa su za terapijski u¢inak potrebne visoke doze,
Sto povecava rizik od nuspojava. Razvijene su suvremene tehnike poput radioterapije
modulirane intenzitetom (engl. intensity-modulated radiation therapy, IMRT) i stereotakticke
radiokirurgije (engl. stereotactic radiosurgery, SRS), koje omogucuju preciznije usmjeravanje
zraka na tumor uz smanjenje oStecenja okolnog tkiva. Takoder se istraZzuju terapije protonskim

i ugljikovim ionima, kao i radiofarmaci, s ciljem povecanja ucinkovitosti zracenja [90].
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U slucajevima kada kemoterapija nije dovoljno uc¢inkovita ili tumorske stanice razviju
otpornost, mogu se koristiti ciljane terapije i imunoterapija. Primjer imunomodulatornog
pristupa predstavlja mifamurtid (engl. muramyl tripeptide phosphatidylethanolamine, MTP-
PE), koji je odobren u Europi za osteosarkom s pove¢anom vjerojatnos¢u razvoja metastaza ili
recidiva, dok se dinutuksimab, monoklonsko protutijelo usmjereno na antigen GD2, trenutno
ispituje u fazi II klinickih studija [89].

Kemoterapijska sredstva koja se koriste u lijeCenju maligne bolesti klasificiraju se
prema razli¢itim kriterijima, prvenstveno prema mehanizmu djelovanja i kemijskoj strukturi.
Glavne skupine ukljucuju alkilirajuce lijekove, antimetabolite, prirodne alkaloide i antibiotike,
hormonalne lijekove te razne druge antineoplastike. Svaka od ovih skupina djeluje na specifi¢ne
procese u tumorskim stanicama, bilo da ometa diobu stanica, sintezu DNA ili specifi¢ne
signalne putove. Zbog komplementarnih mehanizama djelovanja i dokazane ucinkovitosti,
kombinacija metotreksata, doksorubicina i cisplatina postala je zlatni standard sistemske
kemoterapije u lije¢enju osteosarkoma, ¢ime se znacajno poboljSava prezivljavanje i kontrola
mikrometastatske bolesti [91].

Doksorubicin pripada skupini antibiotika antraciklina i djeluje putem tri glavna
mehanizma koji dovode do smrti tumorskih stanica. Prvi mehanizam je interkalacija u DNA,
pri cemu se lijek umece izmedu baza DNA 1 time ometa replikaciju 1 transkripciju. Drugi
mehanizam ukljucuje inhibiciju topoizomeraze 1l (TOP2A), enzima koji sudjeluje u
razdvajanju i ponovnom spajanju DNA tijekom diobe. Stabilizacijom ovog kompleksa
doksorubicin uzrokuje dvolanane lomove DNA i poti¢e apoptozu. Tre¢i mehanizam je
stvaranje reaktivnih kisikovih radikala (engl. Reactive Oxygen Species, ROS). Doksorubicin se
oksidira u nestabilni semikinonski metabolit koji se ponovno pretvara u doksorubicin uz
stvaranje ROS-ova. Oni uzrokuju oksidativni stres, ostecenje DNA i lipida te stani¢nih
membrana, ¢ime aktiviraju apoptotske putove i dovode do smrti tumorske stanice. lako je
doksorubicin vazan lijek u medicini njegova primjena mora biti pazljivo odredena jer moze

citotoksi¢no djelovati na kardiovaskularni sustav te razviti rezistenciju (Slika 14) [91].
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Slika 14. Mehanizam djelovanja doksorubicina u tumorskim stanicama. Direktno osteuje DNA i blokira

transkripciju preko TOP2B, te stvara ROS-ove koji uzrokuju oksidativni stres, oSte¢enje mitohondrija,

peroksidaciju lipida i kona¢no apoptozu. Shematski prikaz izraden u programu Microsoft PowerPoint.

Rezistencija na doksorubicin razvija se kroz viSe mehanizama koji smanjuju njegovu
ucinkovitost 1 omogucuju prezivljenje tumorskih stanica. Najvazniji mehanizam je povecano
izbacivanje lijeka iz stanice putem ABC-transportera, osobito ABCB1 (P-glikoprotein) i
ABCC1 (MRP1), ¢ime se smanjuje unutarstani¢na koncentracija doksorubicina. Osim toga,
promjene u topoizomerazi Il, poput smanjene ekspresije ili mutacija, mogu smanjiti stvaranje
kompleksa lijek—enzim i umanjiti o$tecenje DNA. Rezistenciji pridonose i pojacani mehanizmi
popravka DNA, koji omogucuju uklanjanje oStecenja izazvanih lijekom, kao i poremecaji u
regulaciji apoptoze, primjerice mutacije gena TP53 ili poveéana ekspresija antiapoptotskog
proteina Bcl-2, koji sprjecavaju smrt tumorskih stanica. Dodatno, povecana aktivnost
detoksifikacijskih sustava poput GSTP1 te hipoksi¢ni uvjeti u tumoru putem aktivacije HIF-1a
mogu dodatno smanjiti osjetljivost stanica na doksorubicin [92].

Cisplatin je citostatik koji djeluje prvenstveno putem jednog dominantnog mehanizma,
a to je stvaranje unakrsnih veza u DNA (intra- i interlancanih), ¢ime blokira replikaciju i
transkripciju te dovodi do stani¢ne smrti [93]. Rezistencija na cisplatin nastaje kao posljedica
razli¢itih molekularnih promjena koje smanjuju u¢inkovitost lijeka i mogu dovesti do neuspjeha

terapije. Najvazniji mehanizmi ukljuuju smanjenu akumulaciju cisplatina unutar stanice,
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povecano izbacivanje lijeka, njegovu inaktivaciju, pojac¢ane mehanizme popravka DNA te
promjene u signalnim putovima odgovornima za regulaciju prezivljenja i apoptoze stanice.
Ulazak cisplatina u tumorsku stanicu djelomi¢no ovisi o transporteru CTR1, ¢ija smanjena
ekspresija moze dovesti do smanjene koncentracije lijeka unutar stanice i slabijeg terapijskog
ucinka [94]. Istodobno, transporteri poput ATP7A, ATP7B i MRP2 mogu povecati uklanjanje
cisplatina iz stanice, ¢ime se dodatno smanjuje njegova citotoksi¢nost [95].

Jedan od mehanizama razvoja rezistencije je i inaktivacija cisplatina vezanjem za
stani¢ne molekule poput glutationa (GSH) 1 metalotioneina. Na taj nacin nastaju kompleksi koji
neutraliziraju lijek i1 olakSavaju njegovo uklanjanje iz stanice, a povecana koli¢ina tih molekula
povezuje se s vecom otpornoséu tumorskih stanica. Budu¢i da cisplatin ostvaruje svoj
antitumorski u¢inak stvaranjem oste¢enja DNA, povecéana aktivnost sustava za popravak DNA
moze omoguciti tumorskim stanicama prezivljenje. Posebno je vazan sustav NER (engl.
nucleotide excision repair, NER), u kojem protein ERCC1 sudjeluje u uklanjanju ostecenja
izazvanih cisplatinom. Osim toga, rezistentne stanice mogu promijeniti regulaciju procesa
stanicne smrti aktivacijom signalnih putova poput PI3K/Akt, Nrf2 i NF-kB, koji poticu
prezivljenje stanica i Smanjuju osjetljivost na apoptozu. Dodatni doprinos razvoju rezistencije
imaju autofagija, koja omogucuje prezivljenje stanica pod stresom izazvanim lijekom, te EMT
koja je povezana s pove¢anom invazivno$¢u tumora i smanjenom osjetljivoS¢u na kemoterapiju

(Slika 15) [96].
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Slika 15. Mehanizam djelovanja cisplatine u tumorskim stanicama. Cisplatina ulazi u stanicu i stvara reaktivne

kisikove radikala (ROS), §to dovodi do o$te¢enja DNA i mitohondrija. Posljedi¢no dolazi do povec¢anog otpustanja
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citokroma C, povecane permeabilnosti mitohondrijske membrane i aktivacije apoptotskog procesa. Shematski

prikaz izraden u programu Microsoft PowerPoint.

Metotreksat je antimetabolit specifi¢an za S-fazu stani¢nog ciklusa koji inhibira enzim
dihidrofolat-reduktazu (DHFR), ¢ime blokira sintezu purina i timidilata potrebnih za sintezu
DNA i RNA te posljedi¢no zaustavlja proliferaciju tumorskih stanica [97].

Rezistencija na metotreksat razvija se kroz nekoliko mehanizama koji smanjuju njegovu
ucinkovitost. Najces¢i je povecana ekspresija ili amplifikacija enzima DHFR, zbog Cega stanica
odrzava sintezu nukleotida unato¢ prisutnosti lijeka. Dodatno, smanjena ekspresija transportera
SLC19A1 (engl. reduced folate carrier, RFC1) ogranicava ulazak metotreksata u stanicu, dok
povecana aktivnost transportera ABCC1 i ABCG2 potice njegovo izbacivanje iz stanice. Vaznu
ulogu imaju i promjene u unutarstanicnom metabolizmu lijeka — smanjena aktivnost
folilpoliglutamat-sintetaze (FPGS) i poveéana aktivnost y-glutamil hidrolaze (GGH) smanjuju
stvaranje i zadrzavanje aktivnih poliglutamatnih oblika metotreksata, ¢ime se dodatno umanjuje

njegov citotoksi¢ni ucinak (Slika 16) [98].
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Slika 16. Mehanizam djelovanja metotreksata u tumorskim stanicama. Mehanizam djelovanja metotreksata.
Metotreksat inhibira enzim dihidrofolat reduktazu (DHFR), ¢ime sprjecava nastanak tetrahidrofolata (THF)
potrebnog za sintezu purina i timidina. Posljedi¢no dolazi do smanjene sinteze DNA i inhibicije proliferacije

stanica. Shematski prikaz izraden u programu Microsoft PowerPoint.
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2.7.3. Molekularna pozadina osteosarkoma

Nastanak osteosarkoma slozen je i viSeslojan proces koji se ne moZze objasniti jednom
mutacijom ili jednim poremecenim signalnim putem. Umjesto toga, rije¢ je o bolesti koja
nastaje kao posljedica postupnog nakupljanja genetskih i epigenetskih promjena koje zajedno
narusavaju osnovne mehanizme kontrole rasta, diferencijacije i prezivljavanja stanica. Upravo
zbog toga osteosarkom karakterizira izrazita heterogenost, Sto znaci da se tumori kod razli¢itih
bolesnika mogu znacajno razlikovati na molekularnoj razini [99].

Jedna od klju¢nih znacajki osteosarkoma je kromosomska nestabilnost, koja dovodi do
promjena u broju i strukturi kromosoma, stanje poznato kao aneuploidija. Ova nestabilnost
povecava agresivnost tumora i njegovu sposobnost rasta i Sirenja. U osteosarkomu cesto se
javljaju razlicite vrste kromosomskih preuredenja, ukljucujuéi translokacije, delecije,
amplifikacije te kromotripsis — ekstremni oblik nestabilnosti u kojem se kromosomi raspadaju
na brojne fragmente koji se nasumi¢no ponovno spajaju. U tumorima se pojavljuje u oko 2-3
% slucajeva, dok je u osteosarkomu prisutan u vise od 77 % slucajeva i povezan je s
napredovanjem bolesti. Postoji nekoliko mogué¢ih mehanizama koji dovode do kromotripsisa,
ukljucujuéi pucanje i ponovno spajanje DNA, stvaranje mikronukleusa te disfunkciju telomera.
Mikronukleusi, male dodatne jezgre unutar stanice koji sadrze fragmente kromosoma, posebno
doprinose oStecenju DNA 1 razvoju kromotripsisa. Takoder, smanjenje ili gubitak proteina
RanGAP1I, koji pomaze u kontroli diobe stanica i nadzoru oSte¢enja DNA, povecava rizik od
genetskih pogresaka i nastanka tumora [100].

Jedan od najranijih 1 klju¢nih dogadaja u razvoju osteosarkoma je gubitak funkcije
vaznih gena za tumorske supresore, prvenstveno TP53 i RB1. TP53, poznat kao ,cuvar
genoma“, kontrolira oSte¢enja DNA 1 moZe zaustaviti stani¢ni ciklus ili potaknuti apoptozu ako
su o$tecenja prevelika. Kada je funkcija TP53 naruSena, stanice se nastavljaju dijeliti i
nakupljati mutacije. Slicno, RB1 regulira prijelaz stanica iz faze G1 u S, a njegov gubitak
dovodi do nekontrolirane proliferacije [99].

Na ove osnovne promjene nadovezuju se dodatne genetske abnormalnosti koje poticu
rast tumora, poput amplifikacije gena CDK4 i pojacane ekspresije ciklina D1 i E, te povecane
funkcije onkogena kao $to je MYC. Ove promjene Cesto aktiviraju i kljuéne signalne puteve
poput PI3K/AKT/mTOR, Wnt/B-katenin, NOTCH i Hedgehog/Gli, koji reguliraju rast,
prezivljavanje, invazivnost i1 odrzavanje tumorskih mati¢nih stanica. Aktivacija puta NF-xB
dodatno potice upalne procese i pomaze tumorima da izbjegnu stani¢énu smrt [101]. Buduéi da

razli¢iti signalni putevi sudjeluju u regulaciji brojnih stani¢nih procesa vaznih za razvoj i

36



progresiju osteosarkoma, u nastavku ¢e biti prikazani oni koji imaju osobito znacajnu ulogu u

njegovoj patogenezi (Slika 17).
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Slika 17. Shematski prikaz dominantno disreguliranih signalnih puteva u osteosarkomu. Njihovih uéinak
odituje se na stani¢nu proliferaciju, prezivljavanje, angiogenezu, tumorigenzeu i genomsku nestabilnost. Slika

preuzeta i prilagodena iz [102].

Signalni put PI3K/AKT/mTOR zapocinje aktivacijom receptora za ¢imbenike rasta na
povrsini stanice, poput VEGFR, EGFR 1 FGFR. Njegova aktivacija, ¢esto uzrokovana
genetskim promjenama ili pojacanom stimulacijom iz tumorskog mikrookoliSa, pokrece
kaskadu koja poti¢e proliferaciju, prezivljavanje stanica, invazivnost 1 metastaziranje.
Aktivirani AKT djeluje kao centralni ¢vor koji povezuje niz procesa, ukljucujuéi aktivaciju
mTOR-a, ciklina i MMP-ova, ¢ime se potie rast tumora, angiogeneza i razgradnja okolnog
tkiva. Ovaj put dodatno moduliraju razli¢ite molekule i nekodiraju¢e RNA, koje pojacavaju
proliferaciju, migraciju i1 otpornost na terapiju. Aktivacija PI3K/AKT/mTOR takoder
lijekove poput cisplatina i gemcitabina.

Signalni put JAK/STAT u osteosarkomu povezuje tumorske stanice s imunoloskim
sustavom, a njegova deregulacija potice rast tumora i istovremeno slabi antitumorski imunitet.
Put se aktivira preko kinaza JAK (JAK1-3, TYKZ2) koje fosforiliraju proteine STAT , pri ¢emu
STATS3 ima klju¢nu ulogu u promicanju proliferacije, prezivljavanja stanica, kroni¢ne upale 1
imunosupresije. PoviSene razine IL-6 u tumoru snazno aktiviraju STAT3, $to dodatno potice
metastaziranje i otpornost stanica na smrt. Razlicite molekule u tumorskome mikrookolisu,

ukljucujuéi serglicin i FAT10, pojacavaju signalizaciju JAK/STAT, dok nekodiraju¢e RNA i
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mikroRNA mogu modulirati aktivnost ovog puta, bilo poticanjem ili inhibicijom rasta i
invazivnosti tumorskih stanica. Zbog svoje srediSnje uloge, put JAK/STAT je vazna terapijska
meta, a inhibitori, posebno usmjereni na JAK2/STATS3, pokazuju smanjenje rasta tumora u
eksperimentalnim uvjetima. Kao i drugi signalni sustavi, JAK/STAT ne djeluje izolirano vec je
povezan sa signalizacijom PI3K/AKT i NF-kB, $to omogucuje tumorskim stanicama da
zaobidu blokadu jednog puta aktivacijom drugog. Zbog toga suvremeni terapijski pristupi sve
viSe naglaSavaju kombiniranu inhibiciju viSe signalnih puteva kako bi se ucinkovitije suzbio
rast i Sirenje osteosarkoma [101].

Signalni put Wnt/p-katenin u osteosarkomu, koji u normalnim uvjetima regulira razvoj
i diferencijaciju stanica, Cesto je trajno aktiviran i poti¢e rast, invaziju i metastaziranje
tumorskih stanica. Aktivacija pocinje vezanjem liganada Wnt na receptore, $to stabilizira -
katenin i omogucuje mu ulazak u jezgru, gdje potice ekspresiju gena odgovornih za proliferaciju
1 migraciju. Ovaj put takoder doprinosi EMT-u, kljuénom za Sirenje tumora, a molekule poput
CXCRY i proteina COL5A2 dodatno pojacavaju njegov uc¢inak. Regulacija signalizacije Wnt/f-
katenin ukljucuje i nekodiraju¢e molekule RNA: odredeni IncRNA poticu rast i metastaziranje,
dok neke mikroRNA djeluju supresorski. Put je dio Sire mreze koja ukljucuje signale
PISK/AKT, JAK/STAT i TGF-B, §to omogucuje tumorskim stanicama da izbjegnu blokadu
jednog puta aktivacijom drugog. Zbog toga Wnt/B-katenin predstavlja vaznu terapijsku metu;
inhibitori poput tegavivinta i prirodnih spojeva poput echinatina pokazali su sposobnost
smanjenja proliferacije, metastaziranja i kemorezistencije u eksperimentalnim modelima [103].

Signalni put NOTCH, koji u normalnim uvjetima regulira razvoj i diferencijaciju
stanica, u osteosarkomu je Cesto trajno aktiviran i poti¢e rast, invaziju 1 metastaziranje
tumorskih stanica. Aktivacija zapo€inje vezanjem liganada (DLL1, DLL3, DLL4, Jaggedl,
Jagged?2) na receptore NOTCH (NOTCH1-4), sto oslobada intracelularnu domenu NOTCH-a
(NICD) koja ulazi u jezgru i aktivira gene odgovorne za proliferaciju i preZivljavanje. Povecana
ekspresijaNOTCH3, HES1 i HEY?2 povezana je s agresivnim i nezrelim fenotipom stanica, dok
ligand JAG1 dodatno doprinosi metastaziranju i recidivu bolesti. Signalizacija NOTCH takoder
sudjeluje u invaziji kroz aktivaciju gena poput MMP7 i djeluje u okviru Sire mreze signalnih
puteva, ukljucujuéi PI3K/AKT, Wnt/B-katenin i JAK/STAT, ¢ime tumorske stanice postizu
visoku prilagodljivost i otpornost na terapiju. Zbog svoje kljuéne uloge u progresiji
osteosarkoma, NOTCH predstavlja vaznu terapijsku metu, a inhibitori poput CB-103 i
R0O4929097 pokazali su sposobnost smanjenja ekspresije onkogena i Klinicki obecavajuce
rezultate [104].
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Receptori tirozin-kinaze (RTK) su klju¢ne ,,ulazne tocke” signalizacije koje prenose
signale iz okoli$a u stanicu, regulirajuci proliferaciju, diferencijaciju, prezivljavanje i migraciju.
U osteosarkomu signalizacija RTK je Cesto trajno aktivirana i postaje glavni pokretac rasta,
invazije 1 metastaziranja, djeluju¢i kroz niz signalnih puteva poput PI3K/AKT, MAPK i
JAK/STAT. Medu najvaznijim receptorima su VEGFR, PDGFR, IGF receptor, FGFR i AXL.
Povisena ekspresija AXL-a povezana je s loSijom prognozom, dok signalizacija VEGF/VEGFR
poti¢e angiogenezu 1 tumorov rast. FGFR doprinosi rezistenciji na kemoterapiju i
metastaziranju, osobito u plu¢ima [105].

Signalni sustav RANK/RANKL/OPG klju¢an je za ravnotezu izmedu stvaranja i
razgradnje kosti. U osteosarkomu dolazi do pomaka u korist RANKL-a, $to pojacava aktivaciju
osteoklasta, povecava resorpciju kosti i stvara okruzenje pogodno za rast tumora, invaziju i
metastaziranje. RANKL, kojeg proizvode osteoblasti i tumorske stanice, veze se na receptor
RANK na osteoklastima i poti¢e njihov rast i preZivljavanje, dok OPG djeluje kao ,,lazni
receptor” koji blokira ovu aktivaciju. Povisen omjer RANKL/OPG povezan je S agresivnijim
tumorima, dok niza ekspresija RANK-a korelira s boljim prezivljenjem i odgovorom na
kemoterapiju [106].

Signalni put Hedgehog/Gli regulira rast, diferencijaciju i razvoj stanica. U osteosarkomu
dolazi do njegove deregulacije, pri ¢emu poremecaji ovog puta mogu istovremeno ukloniti
zaStitne mehanizme stanica i1 aktivirati onkogene, poticu¢i rast, invaziju 1 metastaziranje.
Klju¢ne komponente puta su ligandi SHH, IHH i DHH, receptori PTCH1/2, transkripcijski
faktori GLI11-3 i protein SMO. U tumorima ovaj put ¢esto djeluje u suradnji s drugim signalnim
mrezama, poput PI3K/AKT i Wnt, ¢ime povecava agresivnost i otpornost na terapiju. Studije
pokazuju povisenu ekspresiju SHH, IHH, DHH, PTCH1, SMO i faktora GLI u osteosarkomu,
a inhibicija SMO ili GLI znacajno smanjuje proliferaciju, migraciju i metastaziranje u
preklini¢kim modelima [107].

TGF-B je kljuéni regulator rasta, diferencijacije, migracije i interakcije stanica. U
osteosarkomu djeluje primarno pro-tumorsko, poticu¢i rast, invaziju, metastaziranje i otpornost
na kemoterapiju. Povisena ekspresija TGF-f u serumu pacijenata povezana je s ve¢im rizikom
od plué¢nih metastaza i losijim odgovorom na lijecenje. Signalizacija TGF-§ djeluje u suradnji
s drugim putevima, ukljucujué¢i Wnt/B-katenin i PI3K/AKT, a njezinu aktivaciju moduliraju i
ne-kodiraju¢e molekule RNA poput miR-181c (supresorski ucinak) i miR-522 (onkogeni
ucinak). Proteini poput COL5A2, STEAP1 1 GDF15 dodatno pojacavaju pro-tumoralne ucinke
ovog puta [108].
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2.8. Tumorske mati¢ne stanice

Mati¢ne stanice u ljudskom organizmu definiraju se kao stanice koje posjeduju
sposobnost samoobnove i diferencijacijski potencijal, odnosno sposobnost stvaranja razlicitih
stani¢nih tipova. Tumorske mati¢ne stanice (TMS) predstavljaju posebnu subpopulaciju stanica
unutar tumorske mase koja dijeli odredena svojstva s normalnim mati¢nim stanicama, ali se od
njih razlikuje u kontekstu svoje funkcije i regulacije unutar tumorskog tkiva.

Dok tkivne maticne stanice predstavljaju temelj regeneracije i o¢uvanja tkiva, TMS
koriste iste bioloske mehanizme u dereguliranom i patoloskom kontekstu. U tumorigenezi,
TMS funkcionalno se najces¢e usporeduju s multipotentnim maticnim ili progenitorskim
stanicama, buduc¢i da posjeduju sposobnost stvaranja razlicitih tumorskih stani¢nih populacija
[109]. Medutim, brojni eksperimentalni dokazi upucuju na to da TMS ne moraju nuzno
potjecati iskljuc¢ivo iz normalnih multipotentnih mati¢nih stanica. Diferencirane ili unipotentne
stanice mogu, uslijed akumulacije genetskih i epigenetskih promjena, ponovno steéi svojstva
maticnosti kroz proces dediferencijacije. Ova stani¢na plasticnost znatno razlikuje tumorske od
zdravih mati¢nih stanica 1 ukazuje na dinamicnu prirodu tumorske hijerarhije, koja nije strogo
fiksirana kao u zdravim tkivima [110,111].

TMS predstavljaju malu, ali funkcionalno izrazito znacajnu subpopulaciju stanica
unutar tumorskog tkiva koja posjeduje obiljezja slicna zdravim mati¢nim stanicama,
ukljucuju¢i sposobnost samoobnove i diferencijacije. Samoobnova je poseban oblik diobe
stanice pri kojem se odrzava stabilan broj funkcionalnih mati¢nih stanica i omogucuje njihovo
dugorocno ocuvanje te kontinuirana regeneracija tkiva. S druge strane, diferencijacija je proces
tijekom kojeg se nezrele progenitorske stanice postupno pretvaraju u zrele, specijalizirane
stanice aktiviranjem genetskih 1 epigenetskih mehanizama koji im omogucuju da preuzmu
svoju specificnu funkciju u organizmu. Medutim, za razliku od normalnih mati¢nih stanica, ove
su znaCajke u tumorskim mati¢nim stanicama deregulirane i usmjerene prema odrzavanju

malignog fenotipa (Slika 18) [112].
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Slika 18. Glavne karakteristike tumorskih mati¢nih stanica koje doprinose razvoju, progresiji i povratu

tumora. Slika preuzeta i prilagodena iz [113].

Jedno od temeljnih obiljeZja i zdravih i tumorskih mati¢nih stanica jest sposobnost
asimetri¢ne diobe, koja u normalnim uvjetima omogucuje istodobno odrZavanje maticne
populacije i proizvodnju diferenciranih stanica potrebnih za regeneraciju tkiva. U tkivnim
mati¢nim stanicama asimetri¢na dioba strogo je regulirana signalnim putevima kao §to su
Wnt/B-katenin, Notch i Hedgehog/Gli te interakcijama s matiénom niSom. Suprotno tome, u
tumorskih mati¢nih stanica ovaj je proces Cesto poremecen, Sto rezultira povecanom
proizvodnjom stanica s maticnim ili progenitorskim svojstvima i trajnim odrzavanjem
tumorskih mati¢nih stanica unutar tumorske mase [114].

Sposobnost diferencijacije tumorskih mati¢nih stanica izravno doprinosi intratumorskoj
heterogenosti, buduc¢i da one generiraju fenotipski 1 funkcionalno razli¢ite tumorske stanice.
Ova heterogenost predstavlja jednu od klju¢nih prepreka uspjeSnom lijeCenju tumora, jer
razli¢ite subpopulacije tumorskih stanica mogu pokazivati razli¢itu osjetljivost na terapiju. U
zdravim tkivima, diferencijacija mati¢nih stanica vodi prema jasno definiranim, funkcionalno
zrelim stani¢nim tipovima, dok je u tumoru diferencijacija Cesto nepotpuna, aberantna i

povezana s agresivnim bioloskim ponasanjem [111].
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Metabolizam tumorskih mati¢nih stanica znacajno se razlikuje od metabolizma zdravih
maticnih stanica. Dok zdrave mati¢ne stanice cesto ovise o oksidativnoj fosforilaciji i odrzavaju
nisku razinu glikolize kako bi smanjile oksidativni stres i o¢uvale dugovjec¢nost, TMS pokazuju
visoku metabolicku fleksibilnost. Sposobne su se prebacivati izmedu glikolize i1 oksidativne
fosforilacije ovisno o dostupnosti hranjivih tvari i kisika. Ova metabolicka plasticnost podrzava
njihovu samoobnovu, proliferaciju i otpornost na terapiju, omoguéujuéi im prezivljavanje u
hipoksi¢nim ili nutrientno ograni¢enim uvjetima tumorskog mikrookoliSa. Hipoksija u tumoru
stvara specificno stresno okruzenje koje dodatno podupire prezivljavanje i samoobnavljanje
tumorskih maticnih stanica, odrzavaju¢i njihove mati¢ne fenotipe. Istovremeno, hipoksi¢ne
zone poticu invazivnost, otpornost na terapiju i angiogenezu, pospjesujuci progresiju i
metastaziranje tumora [31].

Za razliku od tkivnih mati¢nih stanica, koje nemaju tumorigeni potencijal i djeluju
isklju¢ivo u okviru fizioloskih potreba organizma, TMS posjeduju izraZenu sposobnost
inicijacije tumora. Eksperimentalni modeli pokazali su da vrlo mali broj tumorskih mati¢nih
stanica moze dovesti do nastanka tumora koji fenotipski i molekularno odgovara izvornom
tumoru, potvrdujuci njihovu kljuénu ulogu u odrzavanju tumorske mase [115]. Nadalje, one se
smatraju glavnim nositeljima metastatskog potencijala, jer mogu prezivjeti u nepovoljnim
uvjetima cirkulacije, prilagoditi se novom mikorokoliSu 1 ponovno inicirati tumorski rast u
udaljenim organima [116].

Dodatno, TMS pokazuju visoku otpornost na kemoterapiju i radioterapiju zbog
kombinacije ¢imbenika koji im omogucuju prezivljavanje u nepovoljnim uvjetima [116]. Ove
stanice Cesto pokazuju povecanu ekspresiju ATP-vezujuce kasetne (ABC) transportere (engl.
ATP-binding cassette (ABC) transporters), koji aktivno izbacuju citotoksi¢ne lijekove iz stanice
1 time smanjuju njihovu uc¢inkovitost. lako se ABC-transporteri nalaze i u tkivnim mati¢nim
stanicama, gdje imaju zaStitnu ulogu u oCuvanju genomske stabilnosti, njihova prekomjerna
aktivnost u tumorskim mati¢nim stanicama doprinosi terapijskoj rezistenciji. Takoder, one
posjeduju efikasnije mehanizme popravka DNA, $to im omogucuje brzo otklanjanje oStec¢enja
izazvanih terapijom. U tkivnim mati¢nim stanicama ucinkoviti mehanizmi popravka DNA
sluze sprjeCavanju akumulacije mutacija i o¢uvanju genomske stabilnosti. U tumorskim
medutim, isti mehanizmi djeluju u kontekstu ve¢ postojece genetske i epigenetske nestabilnosti,
omogucujuéi prezivljavanje stanica koje dodatno potiCu progresiju tumora. Osim toga,
aktiviraju antiapoptotske programe koji sprjeCavaju pokretanje stanic¢ne smrti, te posjeduju
sposobnost neutralizacije oksidativnog stresa, Sto dodatno povecava njihovu otpornost. Njihova

prisutnost u specifi¢noj mikrookoli$noj niSi dodatno ih §titi od djelovanja lijekova, jer niSa
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pruza signalne i strukturne uvjete koji podrzavaju prezivljavanje i odrzavanje mati¢nog
fenotipa. Kao rezultat toga, subpopulacije tumorskih mati¢nih stanica, koje bi inace bile
osjetljive na terapiju, prezivljavaju ¢ime se povecava rizik od recidiva i omoguéuje inicijacija
metastaza, §to ih ¢ini klju¢nim ¢imbenikom terapijske otpornosti tumora [31].

Dodatno, TMS ¢esto akumuliraju metaboli¢ke intermedijere koji se koriste za sintezu
nukleotida, lipida i antioksidativnih molekula, ¢ime se dodatno osnazuju njihova mati¢na
svojstva 1 invazivni potencijal. Za razliku od njih, tkivne mati¢ne stanice odrzavaju strogo
reguliran metabolizam kako bi izbjegle genetska i oksidativna oStecenja, Sto predstavlja klju¢nu

razliku u energetskim strategijama koje koriste TMS za prezivljavanje i progresiju tumora [9].

2.8.1. Signalni putevi tumorskih mati¢nih stanica

Tumorske mati¢ne stanice odrzavaju svoj mati¢ni i tumorigeni fenotip putem sloZene
mreze signalnih puteva koji u zdravim tkivima reguliraju razvoj, diferencijaciju i
samoobnavljanje, dok u tumorskom okruzenju postaju trajno ili aberantno aktivirani.

Signalni put Wnt/B-katenin, primjerice, u tumorskim mati¢nim stanicama potice
ekspresiju gena povezanih s mati¢nim svojstvima i blokira diferencijaciju, ¢ime se osigurava
kontinuirana proizvodnja novih mati¢nih stanica unutar tumora. Signalizacija Notch u
tumorskih mati¢nih stanica koordinira odluku o sudbini stanice, balansiraju¢i samoobnovu i
diferencijaciju. Aktivacija ovog puta odrzava populaciju tumorskih mati¢nih stanica i
istovremeno povecava njihovu otpornost na terapiju. Signalni put Hedgehog/Gli, takoder
podrzava proliferaciju i samoobnovu tumorskih mati¢nih stanica, omogucuju¢i odrzavanje
mati¢nog fenotipa i1 povecavajuéi tumorigenost. Signalizacija PI3K/AKT/mTOR pruza
tumorskim mati¢nim stanicama mogucnost prezivljavanja u nepovoljnim uvjetima
mikrookoliSa. Aktivacija ovog puta omogucuje metaboli¢ku plasti¢nost, otpornost na terapiju i
efikasnu proliferaciju. Signalni put TGF-f igra vaznu ulogu u indukciji promjena sliécnih EMT-
u, ¢ime TMS stjecu povecanu invazivnost i migracijski potencijal [117].

Medudjelovanje svih ovih signalnih puteva u sinergiji s tumorskim mikrookoliSem

omogucuje visoku plasti¢nost tumorskih mati¢nih stanica.

2.8.2. Mehanizmi otpornosti tumorskih mati¢nih stanica na terapije

Otpornost stanica tumora proizlazi iz sloZzene mreze molekularnih i stani¢nih prilagodbi

koje omogucuju prezivljenje tumora unato¢ snaznom terapijskom pritisku. U tom kontekstu,
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TMS imaju srediSnju ulogu, budu¢i da zbog svoje sposobnosti samoobnavljanja, izrazene
stani¢ne plasti¢nosti i prilagodbe tumorskom mikrookoliSu pokazuju izrazenu otpornost na
kemoterapiju, radioterapiju i ciljane terapije.

Jedan od temeljnih mehanizama otpornosti tumorskih mati¢nih stanica jest pojacana
ekspresija receptora i1 aktivacija signalnih puteva prezivljenja. Povecana prisutnost receptora
tirozin-kinaza poput EGFR-a, PDGFR-a, FGFR-a i IGF-1R-a, kao i receptora uklju¢enih u
odrzavanje mati¢nosti, ukljucujuci Notch i Frizzled signalnog puta Wnt/B-katenin, omogucuje
kontinuiranu aktivaciju nizvodnih signalnih puteva PI3K/Akt/mTOR, MAPK/ERK,
JAK/STAT i NF-xB. Ovi putevi poti¢u preZzivljenje, inhibiciju apoptoze i otpornost na terapiju,
istodobno odrzavajué¢i maticni fenotip.

Uz aktivaciju signalnih puteva, TMS Kkoriste mehanizme aktivnog izbacivanja
terapijskih lijekova iz stanice. Visoka ekspresija ABC-transportera, osobito ABCG2 i MDR1
(ABCB1), omogucuje ucinkovito uklanjanje kemoterapijskih lijekova iz stanice i predstavlja
klju¢ni mehanizam visestruke otpornosti na lijekove [118].

Standardni terapijski pristup osteosarkomu temelji se na multimodalnom lijecenju koje
ukljucuje kirurSku resekciju i kemoterapiju prema protokolu MAP (metotreksat, doksorubicin
1 cisplatin), koji predstavlja osnovu lijeenja potvrdenu i u velikim medunarodnim studijama
poput EURAMOS-1 [88].

Otpornost na dokorubicin dodatno je pojacana antioksidativnim mehanizmima
tumorskih mati¢nih stanica. Budu¢i da dokorubicin inducira stvaranje reaktivnih kisikovih
spojeva i oksidativni stres, TMS pojacavaju ekspresiju antioksidativnih enzima, ukljucujuci
glutation peroksidazu i superoksid dismutazu. Time se smanjuje razina oksidativnog oStecenja
DNA i membrana, $to dodatno doprinosi prezivljenju stanica.

Osim mehanizma izbacivanja kemoterapeutika i antioksidativne zaStite, otpornost
tumorskih mati¢nih stanica ukljucuje i metabolicku prilagodbu te promijenjenu dostupnost
terapijskih sredstava. Ovi mehanizmi posebno dolaze do izrazaja u otpornosti na metotreksat,
antifolatni lijek koji inhibira dihidrofolat reduktazu i time blokira sintezu nukleotida. TMS
pokazuju sposobnost povecanja ekspresije enzima ukljucenih u folatni ciklus 1 alternativne
puteve nukleotidne biosinteze, Cime se zaobilazi metabolicka blokada izazvana metotreksatom.
Istodobno, aktivacija signalnih puteva Wnt/B-katenin i Notch podrzava samoobnovu i
regeneraciju tumora unatoc terapiji.

Vazan stup otpornosti tumorskih mati¢nih stanica ¢ini pojacana aktivnost mehanizama
popravka DNA. Ovaj mehanizam posebno je znacajan u kontekstu otpornosti na cisplatinu,

lijek koji inducira DNA adukte i oksidativni stres. TMS pokazuju povecanu aktivnost
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nukleotidne ekscizijske reparacije (NER) 1 homologne rekombinacije (HR), uz pojacanu
ekspresiju proteina poput ATM-a, ATR-a i BRCA1/2, ¢ime ucinkovito popravljaju terapijom
inducirana oste¢enja DNA. Uz to, povecana ekspresija transportera ukljucenih u izlucivanje
cisplatine 1 pojacan antioksidativni odgovor dodatno pridonose otpornosti.

Otpornost tumorskih mati¢nih stanica dodatno je potpomognuta izbjegavanjem
apoptoze 1 aktivacijom alternativnih mehanizama prezivljenja. Pomak ravnoteze prema
antiapoptotskim proteinima, ukljucujué¢i Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 i survivin, uz disfunkciju
signalnog puta p53, omogucuje prezivljenje stanica ¢ak i u uvjetima snaznog terapijskog stresa.
U takvim uvjetima TMS mogu aktivirati autofagiju kao adaptivni mehanizam prezivljenja.

Svi navedeni mehanizmi dodatno su pojacani epigenetskom i stanicnom plasti¢noséu,
ukljucujuéi i procese slicne EMT-u, koji omoguéuju prilagodbu terapijskom pritisku, smanjenu
proliferaciju 1 povecanu otpornost. TMS mogu uéi u stanje dormantnosti, izbjegavajuéi terapije
koje ciljaju proliferirajuce stanice, te kasnije ponovno inicirati rast tumora ili metastaza.

Konacno, otpornost tumorskih mati¢nih stanica odvija se u kontekstu tumorskog
mikrookolisa i niSa tumorskih mati¢nih stanica, koje pruzaju dodatnu zastitu kroz hipoksiju,
interakcije s izvanstani¢nim matriksom i signale stromalnih stanica. Ove niSe omogucéuju
dugotrajno prezivljenje rezistentne populacije 1 predstavljaju kljucnu prepreku uspjeSnom

lijeCenju osteosarkoma [119].

2.8.3. Identifikacija i izolacija tumorskih mati¢nih stanica

Kako bi se bolje razumjela biologija tumorskih mati¢nih stanica, njihova uloga u
tumorskoj hijerarhiji te mehanizmi koji reguliraju njihovo samoobnavljanje, diferencijaciju i
terapijsku otpornost, razvijen je niz laboratorijskih pristupa za njihovu identifikaciju i izolaciju.
Ovi eksperimentalni testovi temelje se na specificnim fenotipskim i1 funkcionalnim obiljezjima
tumorskih mati¢nih stanica te omogucuju obogacivanje stani¢nih populacija s izrazenim
mati¢nim svojstvima.

Jedan od najcesce koriStenih pristupa temelji se na izolaciji stanica prema povrsinskim
markerima koji su povezani s maticnim fenotipom. Ova metoda najcesce ukljucuje protocnu
citometriju ili magnetsku separaciju stanica, pri ¢emu se koriste specifi¢na antitijela usmjerena
na markere ovisno o vrsti tumora [120]. Jedan od najceSc¢e koriStenih povrSinskih markera je
CD133 (prominin-1), transmembranski glikoprotein ukljuen u organizaciju stani¢ne
membrane i signalnu transdukciju. Drugi vazan marker je CD44, adhezijska molekula koja

sudjeluje u interakciji stanica s izvanstani¢nim matriksom, migraciji i signalizaciji putem
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hijaluronske kiseline. CD44-pozitivne tumorske stanice ¢esto pokazuju povecanu invazivnost,
sposobnost samoobnove i otpornost na terapiju. Cesti povrsinski markeri su i CD24 i EpCAM,
koji sudjeluju u regulaciji stani¢ne adhezije, signalizacije i interakcije S tumorskim
mikrookolisem [121].

Druga vazna metoda izolacije temelji se na funkcionalnim svojstvima tumorskih
mati¢nih stanica, osobito na njihovoj poveéanoj aktivnosti ABC-transportera. Ova metoda ¢esto
se koristi za identifikaciju tzv. side population stanica, koje aktivno izbacuju fluorescentne boje,
primjerice Hoechst 33342. Stanice koje ucinkovito izbacuju boju identificiraju se 1 izoliraju
pomocu protocne citometrije te omogucuje izolaciju stanica s pove¢anom otpornosti na
lijekove. Ovaj pristup naglasava funkcionalnu otpornost tumorskih mati¢nih stanica, no nije
potpuno specifi¢an jer sli¢na svojstva mogu posjedovati i tkivne mati¢ne stanice. l1zolacija
tumorskih mati¢nih stanica ¢esto se provodi i putem kulture stanica u uvjetima koji selektivno
pogoduju maticnom fenotipu. U tom kontekstu koriste se restriktivni uvjeti za uzgoj stanica §to
podrazumijeva medij bez seruma, uz dodatak specifi¢nih faktora rasta, pri ¢emu stanice
formiraju trodimenzionalne sferoidne strukture poznate kao tumorosfere. Sposobnost
formiranja sfera smatra se funkcionalnim pokazateljem samoobnove i mati¢nosti. Ova metoda
omogucuje obogacivanje populacije tumorskih mati¢nih stanica, ali moze inducirati selekcijske
pritiske koji ne odrazavaju u potpunosti uvjete in vivo [122].

Dodatno, enzimska aktivnost aldehid dehidrogenaze koristi se kao funkcionalni marker
za karakterizacijutumorskih mati¢nih stanica. Povecana aktivnost ovog enzima omogucuje
detoksikaciju reaktivnih aldehida i sudjeluje u regulaciji retinoi¢ne signalizacije, $to doprinosi
oCuvanju mati¢nog fenotipa. Detekcija aktivnosti ALDH cesto se provodi pomoéu testa
Aldefluor, koji omogucuje izolaciju Zivih populacija tumorskih stanica s obiljeZjima mati¢nosti.
Iako je ovaj pristup tehnicki relativno precizan i omogucuje izolaciju jasno definirane stani¢ne
populacije, njegovo ogranicenje lezi u ¢injenici da ekspresija ovih markera moze varirati ovisno
0 tumorskom mikrookolisu i stadiju bolesti, $to odrazava dinami¢nu prirodu tumorskih
mati¢nih stanica [123].

Konac¢no, zlatnim standardom za potvrdu identiteta tumorskih mati¢nih stanica smatra
se funkcionalna validacija in vivo, najcesce kroz transplantacijske modele u imunodeficijentnim
zivotinjama. Izolirane stani¢ne populacije evaluiraju se prema njihovoj sposobnosti inicijacije
tumora, odrZavanja tumorske hijerarhije 1 ponovne rekapitulacije heterogenosti primarnog
tumora. lako ova metoda ne predstavlja izolacijsku tehniku u uzem smislu, ona je klju¢na za

potvrdu da izolirane stanice doista posjeduju svojstva tumorskih mati¢nih stanica [122].
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U cjelini, niti jedna pojedinacna metoda nije dovoljna za pouzdanu izolaciju i
identifikaciju tumorskih mati¢nih stanica. Stoga se suvremeni pristupi temelje na kombiniranju
vise metoda, ¢ime se postize veca specifi¢nost i funkcionalna relevantnost izolirane populacije,

uz istodobno uvazavanje dinamicne i kontekstualno ovisne prirode tumorske mati¢nosti.

2.8.4. Trodimenzionalne stani¢ne kulture

Tradicionalne adherentne stani¢ne kulture desetlje¢ima su predstavljale osnovni
eksperimentalni sustav za proucavanje tumorskih stanica zbog svoje jednostavne primjene,
niske cijene i visoke reproducibilnosti. U takvim sustavima stanice rastu u jednosloju na ravnoj
adhezivnoj povrsini, §to omogucuje lako pracenje morfologije, proliferacije, diferencijacije i
odgovora na razliCite farmakoloske tretmane. Ovi modeli takoder omogucuju jednostavnu
primjenu standardnih molekularnih i biokemijskih metoda, §to ih ¢ini pogodnima za pocetna

mehanisti¢ka istrazivanja (Slika 19A-B) [124].
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Slika 19. Razlike u adherentnim stani¢nim kulturama i 3D tumorskim modelima. A) U 2D kulturi stanice
rastu u jednoslojnom sloju na dnu plasti¢nih posuda, uz ograni¢ene medustani¢ne interakcije i neograni¢enu
dostupnost hranjivih tvari, kisika i lijekova. B) 3D kulture omogucuju bolju medustani¢nu interakciju i interakciju
S izvanstani¢nim matriksom, uz ograni¢enu dostupnost hranjivih tvari, kisika i lijekova, ¢ime vjernije oponasaju

tumorski mikrookoli§ in vivo. Slika preuzeta i prilagodena iz [125].

Medutim, unato¢ praktiénim prednostima, adherentne kulture imaju znacajna
ograni¢enja u kontekstu proucavanja tumorske biologije 1 tumorskih mati¢nih stanica. U
jednoslojnom rastu stanice nemaju prostornu organizaciju kakva postoji u stvarnom tkivu, a
medustanic¢ne interakcije i kontakti sa izvanstani¢nim matriksom su znatno reducirani. Takoder,

kisik, hranjive tvari i signalne molekule ravnomjerno su dostupni svim stanicama, dok u tumoru
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postoje izrazeni gradijenti hipoksije, pH-vrijednosti i koncentracije nutrijenata. Zbog toga se
ovom metodom ne reproduciraju klju¢ni bioloski uvjeti kojima su stanice izlozene in vivo, §to
moze dovesti do pogresne procjene proliferacijskog potencijala, invazivnosti i osjetljivosti na
terapiju [126].

Kako bi se prevladali navedeni nedostaci, razvijeni su trodimenzionalni (3D) stani¢ni
modeli koji omogucuju rast stanica u prostorno organiziranoj strukturi i vjernije oponaSaju
tumorsko mikrookruzenje. U 3D sustavima stanice ostvaruju intenzivnije medustanicne
kontakte, aktivnije interakcije s izvanstani¢nim matriksom te spontano stvaraju gradijente
kisika 1 hranjivih tvari, ¢ime se bolje reproduciraju uvjeti prisutni u stvarnom tumoru.
Posljedi¢no, morfologija, genska ekspresija, signalni putevi i odgovor na terapiju u 3D
modelima ¢esto vise odgovaraju ponaSanju tumorskih stanica u uvjetima in vivo [124,126].

3D kulture mogu se podijeliti u dvije osnovne kategorije: sustavi bez nosaca i sustavi
koji se temelje na nosacima. U sustavima bez nosaca stanice se oslanjaju na vlastitu sposobnost
klonalnosti, agregacije i medusobne adhezije kako bi spontano formirale trodimenzionalne
strukture. Ovi sustavi uvelike ovise o tipu plo¢e na kojoj se stanice kultiviraju, bilo da je rije¢
o plo¢i s izrazito niskom adhezivno$¢u za formiranje stani¢nih agregata u obliku sferoida ili
ploci presvuéenoj izvanstani¢énim matriksom za diferencijaciju stanica u organoide. Prednost
ovih sustava je jednostavnost, dobra reproducibilnost i izbjegavanje utjecaja umjetnih
materijala na stanicno ponaSanje. Naj¢es¢i primjer ovog modela su sferne kulture, odnosno
tumorosfere ili sarkosfere u slu¢aju sarkoma [126,127].

Suprotno tome, postoje modeli koji koriste prirodne ili sintetske nosace. Tako postoje
¢vrsti nosaci koji pruzaju rigidnu matricu 1 omogucuju formiranje sferoida, ili mekani nosaci
poput hidrogelova koji sadrze kompleksnu arhitekturu sli¢nu izvanstani¢nom matriksu, u kojoj
se generiraju viSestani¢ni tumorski sferoidi sliéni ¢vrstim tumorima in vivo. U ovom kontekstu,
Cesto se koriste mekani bioloski nosaci poput kolagena, alginata, Matrigela ili biopolimernih
matriksa, unutar kojih se stanice ugraduju i rastu u tri dimenzije [128]. Takvi sustavi omogucuju
preciznu kontrolu mehanic¢kih i biokemijskih svojstava mikrookoliSa, ukljucuju¢i krutost
matriksa, poroznost i prisutnost signalnih molekula. Ipak, njihova primjena moze biti tehnicki
zahtjevnija, skuplja i ponekad ogranicena varijabilnosc¢u sastava bioloskih matriksa [127].

U istrazivanju tumorskih mati¢nih stanica posebno se isticu sferne kulture, jer
omogucuju funkcionalno obogacdivanje populacija s izraZenim svojstvima mati¢nosti. U
neadhezivnim 1 serumom osiromasenim uvjetima prezivljavaju prvenstveno stanice koje
posjeduju sposobnost samoobnove, otpornost na stres i klonalni potencijal, dok diferencirane

tumorske stanice uglavnom ne prezivljavaju. Formirane sfere pokazuju povecanu ekspresiju
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markera tumorskih mati¢nih stanica, pojacanu aktivaciju signalnih puteva povezanih s
mati¢nosc¢u te povecanu otpornost na kemoterapiju i radioterapiju. Osim toga, unutarnje zone
sfera Cesto postaju hipoksi¢ne, ¢ime se dodatno reproduciraju uvjeti tumorskog mikrookolisa i
poti¢e odrzavanje mati¢nog fenotipa [129].

Unatoc¢ brojnim prednostima, 3D modeli takoder imaju odredena ograni¢enja. Analiza
stanica unutar sfera moze biti tehnicki zahtjevnija zbog otezanog prodiranja boja i antitijela,
slozenije izolacije stanica te veée varijabilnosti veli¢ine i strukture sfera. Standardizacija
protokola 1 kvantitativna analiza takoder mogu predstavljati izazov. Zbog toga se u suvremenim
istrazivanjima Cesto primjenjuje kombinirani pristup, u kojem se adherentni modeli koriste za
pocetna mehanisticka ispitivanja, dok 3D sustavi omogucuju validaciju rezultata u uvjetima
blizim fizioloskim [127].

Takav integrirani pristup posebno je vazan u istrazivanju tumorskih matic¢nih stanica,
jer omogucuje preciznije razumijevanje njihove uloge u tumorskome rastu, terapijskoj

rezistenciji i metastaziranju, te olakSava identifikaciju novih terapijskih ciljeva.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci

Provodenje ovog istrazivanja odobrilo je Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta
Sveucdilista u Zagrebu (Ur. Broj: 251-59-10106-25-111/75, klasa: 641-01/25-02/04).
Istrazivanje je provedeno na stanicama izoliranima iz uzoraka pacijenta koji boluje od
osteosarkoma. Uzorci su dobiveni od mladog muskarca kojemu je dijagnosticiran
hondroblasti¢ni osteosarkom femura, gradusa III. Dijagnoza osteosarkoma postavljena je na
temelju biopsije tumorskog tkiva. Nakon utvrdene dijagnoze pacijent je podvrgnut
kemoterapijskom lijeCenju. LijeCen je prema protokolu EURAMOS-1 primjenom
neoadjuvantne kemoterapije dokorubicinom, cisplatinom i metotreksatom, nakon ¢ega je tumor
kirurski uklonjen odnosno napravljena je resekcija [88]. Postoperativno je primio dvanaest
ciklusa iste kemoterapije uz dodatak interferona-alfa. Nakon dvije godine remisije, doslo je do
ponovne pojave bolesti te je opet napravljena resekcija tumora. Uzorci tumora prikupljani su u
dobi od 16, 17 i 19 godina, pri dijagnozi, resekciji nakon kemoterapije te recidivu. Uzorci
osteosarkoma su prikupljeni tijekom operativnih zahvata u Klinici za dje¢je bolesti Zagreb uz
odobrenje Etickog povjerenstva Klinike za djec¢je bolesti Zagreb (Ur. Broj: 02-23/20-4-2016,
02-23/34-4-179) te uz pristanak pacijenta i njegovih roditelja/skrbnika. Uzorci su neposredno
po zavrSetku operacijskog zahvata transportirani u laboratorij Prirodoslovno - matematickog
fakulteta radi izolacije stanica za potrebe eksperimentalnih istraZivanja. Izolacija stanica
provedena je sukcesivno, ovisno o vremenu pristizanja uzoraka, dok su svi daljnji eksperimenti
na izoliranim stanicama izvedeni istodobno kako bi se osigurala usporedivost rezultata. Stanice
su uspjeSno umnozene iz uzoraka pri dijagnozi i uzorka recidiva, a stanice iz resekcijskog
uzorka nakon kemoterapije nisu uspjes$no uzgojene te navedeni uzorak nije ukljuc¢en u konacnu
analizu. Rezultati prikazani u nastavku odnose se na uzorke primarne dijagnoze i recidiva.
Stani¢ne linije ljudskog osteosarkoma U20S (RRID:CVCL_0042) te stani¢na linija karcinoma
vrata maternice HelLa (RRID:CVCL_0030), koristene su kao kontrolne stanice u

eksperimentima.
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3.2. Uzgoj stanica u stani¢noj kulturi

3.2.1. Uspostava parentalne kulture stanica iz uzorka osteosarkoma

Nakon kirurskog zahvata tkivo je transportirano u Coonovom modificiranom mediju
Ham 12 (Sigma Aldrich, SAD) koji je sadrzavao 10 % fetusnog govedeg seruma (engl. fetal
bovine serum, FBS) i 1 % penicilina/streptomicina (Pen/Strep), u daljnjem tekstu oznacavan
kao Coonov medij za uzgoj stanica. Po prijemu, uzorak je u sterilnim uvjetima, unutar zastitnog
kabineta (Heraeus, Njemacka), postavljen u petrijevu zdjelicu promjera 100 mm (Sarstedt,
Njemacka) s 10 mL fosfatnog pufera (engl. phosphate-buffered saline, PBS) (Sigma Aldrich,
SAD). Kako bi se provela enzimska digestija, tkivo je najprije usitnjeno $karama, skalpelom i
pincetom na male komadice veli¢ine priblizno 0,5-1 mm?. Usitnjeni komadiéi preneseni su u
epruvetu koja je prethodno sadrzavala medij za digestiju sastavljen od Coonovog medija, 20 %
FBS, 1 % Pen/Strep i 3,75 mg/mL kolagenaze 1l (Gibco, SAD). Epruveta je potom inkubirana
u inkubatoru (Panasonic, Japan) na 37 °C, uz 5 % CO: i blago njihanje, tijekom 2 sata,
omogucujuc¢i ucinkovitu enzimska razgradnju tkiva. Nakon inkubacije epruveta je
centrifugirana pri 300 x g tijekom 10 minuta (Universal 320R, Njemacka) na sobnoj
temperaturi. Supernatant je uklonjen, a na talog je dodan Coonov medij za uzgoj stanica. Talog
stanica je resuspendiran i nasaden u kultivacijsku posudu T-75. Stanice su se unutar 48 sati
pocele prihvacati za podlogu. Tako inkubiranim stanicama Coonov medij za uzgoj stanica se
mijenjao dva puta tjedno, a pasaziranje je provedeno po postizanju 70 % konfluentnosti. Time
se dobila populacija stanica izolirana iz tumorskog tkiva koja se naziva parentalna linija te
predstavlja pocetnu, heterogenu stani¢nu populaciju. Takve kulture, u trecoj pasazi, koriStene

su za analizu transkriptoma na razini jedne stanice.

3.2.2. Izolacija tumorskih mati¢nih stanica iz parentalne kulture stanica

Za potrebe ostalih eksperimenata koji podrazumijevaju karakterizaciju tumorskih
mati¢nih stanica bilo je potrebno izolirati tu populaciju stanica. Izolacija tumorskih mati¢nih
stanica iz parentalne linije ostvarena je uzgojem stanica u restriktivnim uvjetima koji su
ukljucivali izostanak seruma te rast u metil-celulozi na neadhezivnim podlogama. U navedenim
uvjetima prezivljavaju isklju¢ivo stanice s obiljezjima maticnih stanica, koje formiraju
trodimenzionalne sferoide. Parentalnim stanicama je aspiriran medij te su isprane s PBS-om.
Za odvajanje stanica od podloge uklonjen je PBS, dodan je tripsin te su stanice inkubirane 4

minute na 37 °C pri 5 % CO.. Djelovanje tripsina inhibirano je dodavanjem Coonovog medija
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za uzgoj stanica. Stani¢na suspenzija centrifugirala se na 350 x g tijekom 5 minuta pri sobnoj
temperaturi. Supernatant je uklonjen, a na talog stanica dodan medij za uzgoj sferioda sljedeéeg
sastava: 2 x DMEM/F12, 1 % Pen/Strep, 1 % ITS (engl. insulin-transferin-selenium, ITS), 20
nM progesterona. Stanice su resuspendirane, prebrojane i nasadene na niskoprijanjajuce plocice
sa Sest jazica u koncentraciji 20 000 — 40 000 stanica/jazici u 2,5 mL medija za uzgoj sferai 2,5
mL 2 % metil-celuloze koja je prethodno pripremljena otapanjem u MiliQ vodi na magnetnoj
mijesalici pri 4°C tijekom tri dana. Naposlijetku, u stani¢nu suspenziju dodani su faktori rasta
faktor rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factor, FGF-2) i epidermalni faktor rasta (engl.
epidermal growth factor, EGF) u kona¢noj koncentraciji 10 ng/mL. Isti faktori dodani su svaka
dva dana za vrijeme uzgoja sferoida.

Sfere su uzgajane 14 - 30 dana nakon Cega je slijedila izolacija. Na sterilnu epruvetu
stavljen je filter s porama 40 pm (pluriStrainer, pluriSelect Life Science, Njemacka). U svaku
jazicu seroloskom pipetom dodano je 2 mL PBS-a te se istom pipetom prebacio volumen iz
jazice na filter. Tekuci sadrzaj gravitacijskom silom je prosao kroz filter dok su sfere zaostale
na filteru. Jedan filter koriSten je za izolaciju 2 jazice. Kada su sve sfere izolirane pripremljena
je nova epruveta na koju se stavio filter, ali ovaj put naopako na nacin da su sfere okrenute
prema dolje. Filter je potom ispran medijem za uzgoj stanica, a sfere koje su na filteru su isprane
u epruvetu. Takva stani¢na suspenzija prebacena je u adhezivne kultivacijske posude T-75.
Unutar 24 sata stanice su pocele izlaziti iz sferoidne konformacije 1 vezati se za podlogu.
Takvim stanicama Coonov medij za uzgoj stanica je mijenjan dva puta tjedno uz dodatak
faktora rasta FGF-2-a u kona¢noj koncentraciji 10 ng/mL. Nakon dva do tri tjedna stanice su
dosegnule konfluentnost te su pasazirane. Ovako izolirane stanice predstavljaju prvu generaciju
tumorskih mati¢nih stanica. Tako prociS¢ena populacija tumorskih mati¢nih stanica koriStena

je za sve daljnje eksperimente u rasponu od tre¢e do osme pasaze.

3.2.3. Uzgoj stani¢nih linija

Kultivacija stani¢nih linija U20S i HeLa provedena je koristenjem medija DMEM s
udjelom glukoze (4,5 g/L) (Capricorn Scientific, Njemacka) uz dodatak 10 % FBS-a i 1 %
Pen/Strep-a na adhezivnim podlogama. Stanicama je medij mijenjan dva puta tjedno, a

pasaziranje je provedeno po postizanju 70 % konfluentnosti.

52



3.3. Analiza transkriptoma na razini jedne stanice

3.3.1. Priprema knjiznice

Sekvenciranje transkriptoma na razini jedne stanice (engl. single cell RNA sequencing,
SCRNA-seq) provedeno je na primarnim stanicama osteosarkoma tre¢e pasaze nakon postizanja
priblizno 80 % konfluentnosti. Stanice su transportirane u termokutiji Alibox (Alifax, Italija)
na 37°C do laboratorija BIA Separation CRO u Ljubljani, Slovenija gdje se provela priprema
knjiZznice.Stanice su isprane 1 x PBS puferom bez kalcija 1 magnezija, koji je sadrzavao 0,04 %
(m/m) govedi serum albumin (engl. bovine serum albumin, BSA). Stanice su odvojene od
podloge tripsinom, centrifugirane pri 300 x g tijekom 5 minuta te resuspendirane u svjezem
mediju. Koncentracija stanica prilagodena je ciljanom broju od priblizno 10 000 stanica po
uzorku. Knjiznice za scRNA-seq izradene su koristenjem kompleta kemikalija Chromium Next
GEM Single Cell 3' Reagent Kit v3.1 (Dual Index), prema uputama proizvodacéa [130]. Stani¢na
suspenzija, enzimski reagensi i gel-zrnca s bar kodovima ucitani su u mikrofluidni ¢ip, koji je
potom postavljen u uredaj Chromium Controller (10x Genomics, SAD). Uredaj stvara
emulzijske kapljice (engl. Gel beads in EMulsion, GEM), pri ¢emu se pojedinacne stanice
nasumi¢no enkapsuliraju zajedno s jednim gel-zrncem i reakcijskim puferom. Svako gel-zrnce
sadrzi oligonukleotide s jedinstvenim stanicnim barkodom, jedinstvenim molekularnim
identifikatorom (engl. unique molecular identifier, UMI) te slijedom poli(dT) za hvatanje
poliadeniliranih molekula RNA. Unutar kapljica GEM dolazi do lize stanica, oslobadanja RNA
te reverzne transkripcije (RT) u komplementarnu DNA (engl. complementary DNA, cDNA) i
istovremeno se oznacavaju stani¢nim barkodom i 0znakom UMI.

Nakon zavrSetka RT-a, CDNA se nalazi unutar GEM-ova, odnosno emulzijskih kapljica
koje sadrze uljnu i vodenu fazu. Kako bi se izolirala sintetizirana cDNA, GEM-ovi se najprije
razbijaju dodatkom Recovery Agenta koji destabilizira emulziju i omogucuje odvajanje vodene
faze od uljne. Vodena faza sadrzi cDNA zajedno s ostacima reagensa, proteinima, enzimima i
slobodnim pocetnicama. Pro¢is¢avanje cDNA provodi se pomocu silika-oblozenih magnetskih
kuglica (Dynabeads MyOne SILANE). U prisutnosti odgovarajuc¢eg pufera za prociséavanje,
cDNA se veze na povrSinu magnetskih kuglica, dok necistoce ostaju u otopini. Nakon
inkubacije, epruveta se postavlja na magnetski stalak, pri ¢emu se kuglice s vezanom cDNA
privlace uz stijenku tube, a supernatant koji sadrzi ostatke ulja, soli, enzima i drugih necistoc¢a
se uklanja. Magnetske kuglice se zatim ispiru u puferu za procis¢avanje i etanolom kako bi se

uklonili preostali kontaminanti i soli, dok cDNA ostaje adsorbirana na kuglicama. Nakon pranja
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slijedi elucija dodavanjem vode ili pufera za eluciju pri niskoj ionskoj jakosti, ¢ime se cDNA
odvaja od silika povrSine i ponovno prelazi u otopinu. Tako dobivena procis¢ena cDNA koristi
se kao predlozak za amplifikaciju PCR-om, tijekom koje se umnaza barkodirana cDNA nastala
iz mRNA pojedinac¢nih stanica.

Kvaliteta 1 distribucija po veli¢ini amplificirane cDNA procijenjene su pomocu uredaja
Agilent Bioanalyzer (Agilent Technologies, SAD) uz koriStenje High Sensitivity Cipa (Agilent
Technologies, SAD), dok je kvantifikacija provedena softverom Agilent 2100 Expert Software
(Agilent Technologies, SAD).

Iz amplificirane cDNA konstruirana je knjiznica pomocu 3' Gene Expression Dual Index
Library (10x Genomics, SAD). Priprema knjiznice ukljucivala je fragmentaciju cDNA,
popravak krajeva, ligaciju adapterskih sekvenci i ugradnju indeksnih oznaka (engl. dual index).
Pojedina¢ne knjiznice sekvencirane su na platformi Illumina NovaSeq (Illumina, SAD), uz
Citanja uparenih krajeva duljine 150 parova baza (engl. 150 bp paired-end reads).

Sirove podatke sekvenciranja obradila je dr. sc. Paule Brayer iz grupe za bioinformatiku
Prirodoslovno-matematickog fakulteta. Primarna obrada podataka, ukljucujuéi kontrolu
kvalitete sekvenciranja, mapiranje na referentni genom, filtriranje niskokvalitetnih stanica,
uklanjanje dvostrukih stanica, normalizacija, integracija uzoraka, Klasterizacija i anotacija
stani¢nih populacija provedena je primjenom alata Cell Ranger, Seurat i1 pripadajucih

programskih paketa.

3.3.2. Obrada podataka sekvenciranja na razini jedne stanice

Kvaliteta sirovih o€itanja provjerena je programom FastQC (v0.11.7) [131]. Sirova
oCitanja obradena su programskim paketom Cell Ranger (v7.1.0) [132], koji ukljucuje obradu
ocitanja, njthovo poravnavanje s referentnim ljudskim genomom (GRCh38) pomoc¢u programa
STAR te izradu matrica broja UMI-ja po genu i stanici. Filtrirane matrice ekspresije gena
dobivene standardnim postupkom obrade u programu Cell Ranger uvezene su u programski
paket Seurat (v5.5.0) [133] te zasebno obradene za svaki uzorak. Iz analize su iskljuc¢ene stanice
s manje od 500 detektiranih gena, manje od 1000 UMI-ja ili udjelom mitohondrijskih
transkripata od 10 % ili viSe. Dodatno su uklonjeni geni detektirani u manje od 10 stanica.
Potencijalni stani¢ni dubleti (engl. doublets) identificirani su i uklonjeni zasebno za svaki
uzorak pomocu programskog paketa DoubletFinder (v2.0.6) gdje je ekspresija gena

normalizirana funkcijom "NormalizeData’ iz paketa Seurat, uz zadane parametre (logaritamska
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normalizacija s faktorom skaliranja 10 000), nakon ¢ega je odabrano 2000 gena s najvecom
varijabilnos¢u ekspresije.

Nakon kontrole kvalitete i uklanjanja dubleta, ekspresija gena normalizirana je zasebno
za svaki uzorak metodom SCTransform (sctransform v0.4.3; “vst.flavor = "v2"") [134,135].
Metoda korigira utjecaj dubine sekvenciranja na ekspresiju gena primjenom regulariziranog
modela negativne binomne regresije na broj UMI-ja po genu i stanici. Tijekom normalizacije
odabrano je 3000 gena s najveCom varijabilno$¢u ekspresije, a njihovi Pearsonovi reziduali
korisSteni su za analizu glavnih komponenata (engl. principal component analysis, PCA), pri
¢emu je zadrzano 35 glavnih komponenata.

Radi smanjenja tehnickih razlika medu uzorcima provedena je integracija metodom
Harmony, koriste¢i prvih 35 glavnih komponenata dobivenih analizom podataka
normaliziranih metodom SCTransform. Dobiveni integrirani podatci koriSteni su za daljnje
grupiranje stanica i vizualizaciju. Budu¢i da je normalizacija metodom SCTransform provedena
zasebno za svaki uzorak, a uzorci dijagnoze i recidiva razlikovali su se prema dubini
sekvenciranja, korigirani brojevi UMI-ja ponovno su izraCunati na zajedni¢koj dubini
sekvenciranja pomocu funkcije ‘PrepSCTFindMarkers® prije analize diferencijalne ekspresije
gena. Grupiranje stanica provedeno je na temelju prvih 20 dimenzija integrirane reprezentacije
dobivene metodom Harmony. Grafnajblizih susjeda konstruiran je funkcijom "FindNeighbors®,
nakon cCega su stanicni klasteri identificirani funkcijom ‘FindClusters', uz parametar
razluc¢ivosti 0,4. Ukupno je identificirano sedam klastera. Za dvodimenzionalnu vizualizaciju
identificiranih klastera primijenjena je metoda t-SNE (engl. t-distributed stochastic neighbor
embedding). Radi procjene razlika u stani¢nom sastavu izmedu dijagnoze i recidiva, udio
stanica pojedinog klastera izraCunat je zasebno za svaki uzorak kao omjer broja stanica
pripadajuceg klastera i ukupnog broja stanica u uzorku. Faza stani¢nog ciklusa odredena je za
svaku stanicu funkcijom “CellCycleScoring™ iz paketa Seurat, primijenjenom na podatke
normalizirane metodom SCTransform. Pritom su koriSteni referentni skupovi gena
karakteristi¢nih za S-fazu i G2/M-fazu stani¢nog ciklusa dostupni u paketu Seurat. Stanice su
svrstane u S-fazu ili G2/M-tfazu prema visoj vrijednosti pripadajuceg rezultata, odnosno u G1-
fazu ako su oba rezultata bila negativna. Potom je za svaki klaster izra¢unat udio stanica u
pojedinoj fazi stani¢nog ciklusa.

Geni, diferencijalno eksprimirani u pojedinom klasteru u odnosu na sve preostale
klastere, identificirani su funkcijom "FindAlIMarkers™ na podacima ekspresije korigiranima
metodom SCTransform, nakon primjene funkcije "PrepSCTFindMarkers™. Svaki je klaster

usporeden sa svim preostalim stanicama dvostranim Wilcoxonovim testom sume rangova, uz
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korekciju P-vrijednosti Bonferronijevom metodom radi viSestrukog testiranja. Analiza je
ograni¢ena na gene s minimalnom vrijedno$¢u log2 omjera promjene ekspresije od 0,25 u korist
promatranog klastera ("logfc.threshold = 0.25") i ekspresijom u najmanje 15 % stanica barem
jedne od usporedivanih skupina (‘min.pct =0.15"), pri ¢emu su zadrzani samo geni s poviSenom
ekspresijom u promatranom klasteru (‘only.pos = TRUE"). Dodatni kriterij filtriranja zahtijevao
je da udio stanica u kojima je gen detektiran bude najmanje 10 postotnih bodova veéi u
promatranom klasteru nego u svim preostalim stanicama. Za svaki klaster odabrano je Sest gena
s najnizim P-vrijednostima koji su zadovoljavali navedene kriterije. Njihova ekspresija
prikazana je toplinskom kartom, pri ¢emu boja oznafava prosjenu ekspresiju korigiranu
metodom SCTransform za pojedini klaster, standardiziranu u z-vrijednosti zasebno za svaki
gen. Raspodjele ekspresije odabranih gena prikazane su violinskim dijagramima logaritamski
transformiranih vrijednosti broja UMI-ja korigiranih metodom SCTransform (log[1 +
korigirani broj UMI-ja]). Unutar violinskih dijagrama prikazani su kutijasti dijagrami, pri ¢emu
kutija oznacava interkvartilni raspon, a vodoravna linija medijan. Razlike u ekspresiji izmedu
dijagnoze i recidiva ispitane su funkcijom ‘FindMarkers® iz paketa Seurat, primjenom
prethodno opisanog statistickog testa i metode korekcije P-vrijednosti. Analiza je obuhvatila
svih 22 776 gena iz analitickog sloja SCTransform i sve stanice obaju uzoraka preostale nakon
filtriranja, bez prethodnog ograni¢avanja prema veli¢ini promjene ekspresije ili udjelu stanica
s detektiranom ekspresijom. Statisticka znacajnost oznacena je na sljedeéi nacin: “** p < 0,05,

R*Tp <0,01, F**F p <0,001, F**F* p <0,0001 i ns (statisticki neznacajno; p > 0,05).

3.3.3. Kontrola kvalitete stanica i analiza transkriptoma

Nakon provedene kontrole kvalitete i uklanjanja stanica koje nisu zadovoljavale zadane
kriterije, u daljnju analizu ukljuceno je ukupno 11 580 stanica, od ¢ega 7 050 stanica iz uzorka
prikupljenog pri uspostavi dijagnoze i 4 530 stanica iz uzorka prikupljenog pri povratu bolesti
(Slika 20A).

Kvaliteta 1 kompleksnost transkriptoma pojedinac¢nih stanica procijenjena je
koriStenjem viSe standardnih analiza. Prva analiza, broj detektiranih gena po stanici (nGenes),
prikazuje koliko je razli¢itih gena eksprimirano u svakoj stanici. Veci broj gena ukazuje na
bogatiji 1 potpuniji transkriptom stanice, dok manji broj moze sugerirati tehnicki ogranicene ili
oStecene stanice (Slika 20B).

Druga analiza, broj UMI-ja po stanici, odrazava ukupan broj originalnih molekula RNA

detektiranih u svakoj stanici. UMI-jevi su kratke, jedinstvene nukleotidne oznake dodijeljene
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svakoj molekuli RNA tijekom reverzne transkripcije. Zahvaljujuc¢i oznakama UMI, moguce je
razlikovati stvarne molekule RNA od kopija nastalih tijekom amplifikacije PCR-om, ¢ime se
dobiva precizno kvantificiranje transkripata. Veéi broj UMI-ja u stanici ukazuje na vecu
koli¢inu RNA i aktivniji transkriptom (Slika 20C).

Treca analiza, udio mitohondrijskih gena, prikazuje omjer transkripata koji potjecu iz
mitohondrijske DNA u odnosu na ukupnu ekspresiju. Visoki udio mitohondrijskih gena ¢esto
ukazuje na stres ili oStecenje stanica, dok nizi udio odrazava tehnicki kvalitetnije ili zdravije
stanice (Slika 20D).

Cetvrta analiza, logl0GenesPerUMI, mijeri kompleksnost transkriptoma stanice,
odnosno koliko su detektirane molekule RNA rasporedene medu razli¢itim genima. Racuna se
kao omjer broja detektiranih gena i ukupnog broja UMI-ja po stanici, a zatim se primjenjuje
logaritam. Visoka vrijednost log10GenesPerUMI ukazuje na raznolik transkriptom, gdje su
molekule RNA rasporedene medu velikim brojem gena, dok niska vrijednost sugerira da je
vec¢ina molekula RNA koncentrirana u manjem broju gena. Ova analiza pomaze razlikovati
stanice koje imaju sli¢an broj UMI-ja, ali razli¢itu biolosku raznolikost ekspresije (Slika 20E).

Visoka kvaliteta sekvenciranja, potvrdena ujednacenom distribucijom oc€itanja i
visokom ucinkovito§¢u mapiranja na referentni genom, osigurala je pouzdanu osnovu za

analizu diferencijalne genske ekspresije 1 identifikaciju bioloSki relevantnih signalnih

programa.
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Slika 20. Prikaz kontrole kvalitete podataka dobivenih scRNA-seq analizom. A) Ukupni broj i postotak stanica
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prije i poslije analize kvalitete nakon primjene filtera stanica koje imaju manje od 350 eksprimiranih gena i
potencijalnih spojenih stanica (doublet). Zatim slijedi prikaz parametara kontrole kvalitete nakon analize. B) Broj
detektiranih gena po stanici, C) broj UMI-ja po stanici koji prezentira broj originalnih molekula RNA u stanici, D)
udio mitohondrijskih gena, E) mjera kompleksnosti transkriptoma odnosno kako su molekule RNA rasporedene

obzirom na gene. Analizu je provela dr. sc. Paula Brayer.

3.4. Analiza morfolos$kih karakteristika tumorskih mati¢nih stanica tijekom
progresije bolesti

3.4.1. Gravimetrijska analiza tumorskih sferoida

Pracenje masene gustoce, tezine i promjera tumorskih sferoida provedeno je koristenjem
uredaja W8® (CellDynamics, Italija), koji omogucuje preciznu i neinvazivnu karakterizaciju
tumorskih sferoida temeljem analize slobodnog pada.

Prva generacija TMS nasadena je u restriktivnim uvjetima sa ciljem generiranja
sferoida. Sferoidi su generirani deset dana tijekom kojih su se svaki drugi dan dodavali faktori
rasta FGF-2 1 EGF. Po zavrSetku inkubacije, sferoidi su izolirani pomoc¢u stani¢nog sita radi
uklanjanja ostataka metilceluloze i slobodnih stanica. Fiksacija je provedena dodatkom 1 mL 4
% paraformaldehida (PFA) pripremljenog u PBS-u bez Ca?" i Mg?", nakon ¢ega su sferoidi
njezno resuspendirani i inkubirani preko no¢i na 4 °C u mraku. Sljede¢eg dana, uzorci su
centrifugirani pri 800 rpm (99 x g rcf-a) tijekom 5 minuta, supernatant je pazljivo uklonjen,
ostavljajuci priblizno 100 puL tekucine. Uzorci su potom dvaput isprani PBS-om i ponovno
centrifugirani. Nakon zavr$nog uklanjanja supernatanta, sferoidi su resuspendirani u 2 mL PBS-
a i epruveta je prenesena u analiti¢ki sustav W8®. Iz epruvete se sferoidna suspenzija uvodi u
mikrofluidicki kanal uredaja, gdje prolazi kroz tekucinu poznate gustoce i viskoznosti. Svaki
sferoid pojedinacno se detektira 1 tijekom slobodnog pada, uredaj biljezi kineticke parametre
kretanja sferoida, ukljucujuéi krajnju brzinu pada, koja se koristi za izraCun mase svakog
sferoida temeljem Stokesovog zakona [136,137]. Paralelno, sferoidi se snimaju kamerom za
svjetlosnu mikroskopiju, $to omogucava mjerenje promjera, volumena i geometrijskih
parametara svakog pojedinacnog sferoida. Softver sustava automatski obraduje prikupljene

podatke i raCuna masenu gusto¢u kao omjer mase i volumena.
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3.4.2. Holografsko snimanje adherentnih tumorskih mati¢nih stanica

Morfologija adherentne stani¢ne kulture prve generacije tumorksih mati¢nih stanica
analizirana je pomoc¢u uredaja HoloMonitor® Live Cell Imaging System (Phase Holographic
Imaging PHI AB, Svedska). Ovaj uredaj omoguéuje analizu Zivih, neoznadenih stanica u
stvarnom vremenu. Za kultivaciju su koriStene adhezivne plocice sa 6 jazica (Sarstedt,
Njemacka), opremljene poklopcem HoloLid koji minimizira smetnje u snimanju uzrokovane
vibracijama povrsine i kondenzacijom. Stanice su kultivirane u kompletnom mediju DMEM/F-
12 te su nasadene u 10 % konfluentnosti, ostavljene preko no¢i da adheriraju za podlogu.
Tijekom sljedecih 48 sati provelo se snimanje stanica u frekvenciji svakih 30 minuta. Dobiveni
podaci obradeni su u pripadaju¢em softveru AppSuite (Phase Holographic Imaging PHI AB,
Svedska). Analiza je ukljugivala opti¢ku debljinu, nepravilnost oblika i duljinu opsega, za svaki
uzorak. Analiza morfologije stanica provedena je na Sest unaprijed odredenih toc¢aka, pri cemu
su za svaki uzorak analizirana tri neovisna bioloska replikata. Adherentna kultura stanica
snimana je tijekom 48 sati, pri ¢emu je generirano ukupno 228 sli¢ica po replikatu. Za
morfolosku analizu odabrana je svaka dvanaesta sli¢ica, ¢ime je analizirano ukupno 19 slicica
po replikatu. Na taj su nacin za svaki uzorak dobiveni podaci iz tri neovisna replikata, uz

ravnomjerno rasporedene vremenske tocke tijekom 48 sati perioda.

3.5. Funkcionalna karakterizacija tumorskih mati¢nih stanica tijekom progresije
bolesti

3.5.1. Analiza potencijala inicijacije tumora testom formiranja sferoida

Zastupljenost tumorskih matic¢nih stanica u uzorcima procijenjena je pomocu testa
formiranja sferoida. Tumorske mati¢ne stanice prve generaciju su nasadene u koncentraciji od
10 stanica/uL u volumenu od 200 pL po jazZici u niskoprijanjajuc¢e plocice sa 96 jazica.
Kultivacija je provedena tijekom 7 dana, pri 37°C i 5 % CO.. Nakon zavrsetka inkubacije,
formirani sferoidi su promatrani i kvantificirani pomocu invertnog mikroskopa (Zeiss Axiovert
40CFL, Njemacka). Broj sferoida je prebrojan, a postotak tumorskih mati¢nih stanica u uzorku
izraCunat je prema odgovaraju¢oj formuli, uzimajuci u obzir po€etnu gustocu stanica i1 broj
formiranih sferoida. Dobiveni postotak odrazava zastupljenost tumorskih mati¢nih stanica u
uzorku, koja je proporcionalna njihovom potencijalu za inicijaciju tumora. Kao sferoidi su u

obzir uzimani agregati koji su sadrzavali viSe od Cetiri stanice.
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ukupni broj formiranih sferoida

SFE (spheroid formation efficiency %) = 100

ukupni broj nasadenih stanica

3.5.2. Analiza migratorne sposobnosti stanica testom zacjeljivanja rane

Za procjenu metastatskog potencijala stanica proveden je test stani¢ne migracije, poznat
i kao test zacijeljivanja rane. Prva generacija tumorskih mati¢nih stanica je nasadena u plocice
sa 6 jazica (Sarstedt, Njemacka) opremljene poklopcem HoloLid, u komplethom mediju
DMEM/F-12. Nakon §to su stanice dosegle priblizno 80 — 90 % konfluentnosti, na adhezivhom
sloju stanica napravljena je umjetna rane pomocu pipetnog nastavka (10 uL). Stanice su potom
isprane PBS-om, a medij je zamijenjen medijem DMEM/F-12 bez seruma, kako bi se inhibirala
proliferacija i omogucilo pracenje isklju¢ivo migracije stanica. Migracija stanica je pracena
uredajem HoloMonitor® Live Cell Imaging System. Ureda;j je dovoljno kompaktan za smjestaj
unutar inkubatora, ¢ime se tijekom mikroskopiranja izbjeglo izlaganje stanica temperaturnim
promjenama. Stanice su snimane svaka tri sata tijekom 48 sati. Za svaki stadij bolesti
promatrana su tri replikata, odnosno tri razli¢ita vidna polja, pri ¢emu je za svaki replikat
analizirano 17 snimaka tj. svaka 12. snimka. Za kvantitativnu analizu migracije koristen je
pripadajuci softver App Suite u skladu s uputama proizvodaca [138]. Modul Cell Migration
omogucio je automatizirano pracenje kretanja stanica i kvantitativnu analizu migracijskih

parametara.

3.5.3. Imunocitokemijska detekcija markera epitelno-mezenhimske tranzicije

Imunofluorescencijska analiza proteina N-kadherina, integrina 1 i MMP-2 provedena
jena prvoj generaciji tumorskih mati¢nih stanica. Sterilne mstaklene lamele promjera 1.1-
1.2 cm postavljene su u plocice s 24 jazica, a na njih su nasadene stanice u gusto¢i 20,000
stanica u 400 uL dovoljno za stvaranje konfluentnog jednosloja i1 inkubirane preko no¢i na
37°C 1 5% CO: kako bi se pri¢vrstile na podlogu. Prije fiksacije, stanice su jednom isprane
PBS-om i dvaput puferom za ispiranje (1 x EnVision FLEX Wash Buffer, Agilent
Technologies, SAD), a potom su ostavljene da se osuSe na zraku 15 minuta. Fiksacija je
provedena izlaganjem parama 10 %-tnog formalina tijekom 15 minuta u digestoru, nakon ¢ega
su stanice ponovno isprane puferom za ispiranje. Slijedilo je blokiranje nespecifi¢nih mjesta
vezanja pomocu otopine 1% BSA i 0,05% Triton X-100 u PBS-u, 10 minuta na sobnoj
temperaturi, uz dvostruko ispiranje puferom nakon blokiranja. Primarna antitijela razrijedena
su u blokiraju¢em puferu i stavljena na lamele u volumenu od 100 pL po jazici. KoriStena su

sljede¢a primarna antitijela: mis§je anti-N-kadherin (klon 13A9, razrijedenje 1:1000) (kat.br.

60



#14215, lot. 4, Cell Signaling Technology, SAD), mis$ji anti-integrin Bl (klon 12G10,
razrijedenej 1:300) (kat.br. #53550, lot. 1, Cell Signaling Technology, SAD) te kuni¢je anti-
MMP-2 (klon E6S9L, razrijedenje 1:500) (kat.br. #69789, lot. 1, Cell Signaling Technology,
SAD). Stanice su inkubirane s primarnim antitijelom preko no¢i na 4 °C u mraku. Nakon
inkubacije, primarna antitijela su uklonjena i lamele su dvaput isprane puferom za ispiranje.
Sekundarna antitijela razrijedena su u MiliQ vodi. Za N-kadherin i integrin 1 koristeno je kozje
anti-mis antitijelo obiljezeno Alexa Fluor 488 (1:1000) (kat.br. #CST-89853S, Cell Signaling
Technology, SAD) . Za MMP-2 koriSteno je kozje anti-kuni¢ antitijelo obiljezeno FITC-om
(1:1000) (kat.br. #CST-39572S, Cell Signaling Technology, SAD). Stanice su se inkubirale 45
minuta na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon dvostrukog ispiranja puferom za ispiranje, lamele
su postavljene na adhezivna predmetna stakalca (VitroGnost Plus Ultra, BioGnost, Hrvatska)
uz 10 pL medija za prié¢vri¢ivanje s DAPI-jem (1:10°). Fluorescencijska analiza provedena je
30 minuta nakon, pomocu fluorescencijskog mikroskopa Nikon Eclipse Ti2 (Japan), a snimke

su obradene u pripadaju¢em softveru NIS-Elements.

3.6. Karakterizacija mehanizama replikacijeske besmrtnosti tumorskih mati¢nih
stanica

3.6.1. Odredivanje ekspresije gena hTERT metodom kvantitativne lanc¢ane reakcije

polimeraze s reverznom transkripcijom u stvarnom vremenu

Ekspresija gena ljudske reverzne telomerazne transkriptaze hTERT analizirana je u
prvoj generaciji TMS osteosarkoma, pri ¢emu je stani¢na linija U20S koristena kao negativna
kontrola. Stanice su kultivirane u standardnim uvjetima, nakon ¢ega je izolirana ukupna RNA
svakog uzorka. Izolacija RNA provedena je pomoc¢u kompleta kemikalija Quick DNA/RNA
Miniprep Plus Kit (Zymo Research, SAD), prema uputama proizvodaca. Stanice su prvo
homogenizirane u puferu za lizu koji stabilizira RNA, a zatim su nukleinske kiseline vezane na
silika membranu kolone miniprep u prisutnosti vezuju¢eg pufera. Visestrukim ispiranjem u
puferu za ispiranje uklonjene su proteini i druge necistoce, a Cista RNA eluirana je puferom za
eluiranje. Za uklanjanje eventualne prisutne DNA iz izolirane RNA, uzorci su tretirani DNase

I, RNase-free (Thermo Fisher Scientific, SAD) prema uputama proizvodaca. Prije tretmana
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odredena je koncentracija RNA pomocu spektorfotometra Nanodrop ND-1000 (Thermo
Scientific, SAD). Nakon inkubacije, reakcija je zaustavljena dodavanjem EDTA, a proc¢isc¢eni
uzorci RNA koriSteni su za sintezu cDNA.

Sinteza ¢cDNA provedena je pomo¢u kompleta kemikalija iScript™ cDNA Synthesis
Kit (Bio-Rad, SAD) prema uputama proizvodaca. Za svaki uzorak napravljena je i kontrola
NRT (engl. non-reverse transcriptase, NRT). Reakcija se odvijala na instrumentu CFX96
Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, SAD), a gotovi uzorci cDNA pohranjeni
su na -20 °C za analizu gPCR. Analiza qPCR provedena je koriStenjem specifi¢nih poc¢etnica
za hTERT: uzvodna pocetnica (F) 5> — GCCGATTGTGAACATGGACTACG — 3°, nizvodna
pocetnica (R) 5° -GCTCGTAGTTGAGCACGCTGAA — 3’ [139], pri ¢emu je B-aktin s
pocetnicama: uzvodna pocetnica (F) - 5° GACGACATGGAGAAAATCTG 3" i nizvodna
pocetnica (R) - 5" ATGATCTGGGTCATCTTCTC 3’ koristen kao endogena kontrola za
normalizaciju. Amplifikacija je provedena pod sljede¢im uvjetima: incijalna denaturacija na 50
°C 2 min, 95 °C 10 min; zatim 40 ciklusa ponavljaju¢ih koraka 95 °C 15 sek, 60 °C 1 min.
Relativne razine ekspresije hTERT izraGunate su pomo¢u metode 2"24¢i prikazane kao postotak

u odnosu na ekspresiju u stani¢noj liniji HeLa, koja je sluzila kao pozitivna kontrola.

3.6.2. Odredivanje relativne duljine telomera metodom kvantitativne lanc¢ane reakcije

polimeraze u stvarnom vremenu

Izolacija DNA provedena je pomoc¢u Quick DNA/RNA Miniprep Plus seta kemikalija
(Zymo Research, SAD) prema uputama proizvoda¢a [140]. Talog stanica najprije je
resuspendiran u puferu DNA/RNA Shield i PBS-u kako bi se stabilizirale nukleinske kiseline i
omogucila ucinkovita priprema uzorka za lizu stanica. Nakon homogenizacije uzorci su
preneseni na kolone Spin-Away Filter radi uklanjanja stani¢nih ostataka i necistoca. Filtrat
dobiven nakon centrifugiranja koriSten je paralelno za izolaciju RNA. Za izolaciju DNA filtratu
je dodan Genomic Lysis Buffer kako bi se omogucila potpuna liza stanica i oslobadanje
genomske DNA. Nakon toga, uzorku je dodan DNA Prep Buffer, ¢ime su osigurani optimalni
uvjeti za vezanje DNA na silikonsku membranu kolone Zymo-Spin™, Uzorci su potom
centrifugirani, a vezana DNA prociSc¢ena je viSestrukim ispiranjem pomocu pufera za ispiranje
DNA kako bi se uklonili proteini, lipidi, soli i ostali potencijalni inhibitori enzimski
posredovanih reakcija. Nakon zavr$nog koraka ispiranja provedeno je dodatno centrifugiranje
radi uklanjanja ostataka pufera za ispiranje. Pro¢is¢ena genomska DNA eluirana je dodatkom

pufera za DNA eluciju. Dobiveni uzorci DNA pohranjeni su na -20 °C za daljnju analizu.
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Relativna duljina telomera odredena je gPCR prema protokolu koji je opisao Cawthon
(2002), uz manje prilagodbe. Nakon izolacije genomske DNA, koncentracija i ¢istoca odredene
su spektrofotometrijski pomo¢u uredaja NanoDrop ND-1000. Amplifikacija telomernih
ponavljanja provedena je pomoéu HPLC-proc¢iséenih specifi¢énih pocetnica: TEL — F 5'-
CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT-3* i TEL - R 5'-
GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT-3". Kao referentni gen s

jednom kopijom po haploidnom genomu koristen je gen IFNB1, uz pocetnice: IFNB1-F 5°-
GGTTACCTCCGAAACTGAAGA-3 1 IFNB1-R 5 -CCTTTCATATGCAGTACATTAGCC
-3". gPCR reakcija provedena je primjenom boje SYBR Green (BioRad, SAD) na uredaju
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System prema sljede¢im uvjetima: pocetna aktivacija
polimeraze pri 98 °C tijekom 2 minute, nakon ¢ega je uslijedilo 40 ciklusa denaturacije pri 98
°C tijekom 15 sekundi te prijanjanja pocetnica i sinteze DNA pri 60 °C tijekom 1 minute. Nakon
zavrSetka amplifikacije provedena je analiza krivulje taljenja u temperaturnom rasponu od 65
do 95 °C, uz povecanje temperature od 0,5 °C svakih 5 sekundi.

Koli¢ina telomerne DNA (T) i referentnog gena (S) odredena je na temelju vrijednosti
praga ciklusa amplifikacije (Ct). Najprije je izracunata razlika Ct vrijednosti telomerne 1
referentne reakcije (ACt = Ct(T) — Ct(S)), a zatim razlika izmedu ACt vrijednosti analiziranog
uzorka i referentnog uzorka HeLa stanic¢ne linije (AACt = ACt uzorak — ACt HeLa). Relativni
omjer telomerne i referentne DNA (T/S) izracunat je prema formuli 2 22, pri éemu je stani¢na
linija HelLa koriStena kao kalibracijski uzorak za normalizaciju dobivenih vrijednosti. Svi
eksperimenti provedeni su u tri tehni¢ka ponavljanja, a za izracun su koriStene srednje

vrijednosti Ct dobivene iz ponovljenih mjerenja.

3.6.3. Imunocitokemijska detekcija tijela promijelocitne leukemije povezanih s alternativnim

produljenjem telomera

Imunofluorescencijska analiza proteina PML provedena je na prvoj generaciji
tumorskih mati¢nih stanica prema protokolu opisanom u poglavlju 3.5.3. uz koriStenje
primarnog antitijela: monoklonsko kunicje antitijelo za ljudski PML (klon E6SOL, razrijedenje
1:500) (kat.br. 69789, Cell Signaling Technology, Inc., SAD) pripremljenog u otopini 1 % BSA
i 0,05 % Triton u PBS-u. Stanice su inkubirane s primarnim antitijelom prek noéi na 4°C u
mraku. Sekundarno antitijelo razrijedeno je u MiliQ vodi. Za PML detekciju koriSteno je
sekundarno monoklonsko kozje anti-kuni¢ antitijelo obiljeZeno bojom FITC (omjer 1 : 1000)
(kat.br. #CST-39572S, Cell Signaling Technology, SAD). Stanice su se inkubirale 45 minuta
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na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon dvostrukog ispiranja puferom za ispiranje, lamele su
postavljene na adhezivna predmetna stakalca (VitroGnost Plus Ultra, BioGnost, Hrvatska) uz
10 uL. medija za pri¢vr§¢ivanje s DAPI-jem (1:106). Fluorescencijska analiza provedena je 30
minuta nakon, pomocu fluorescencijskog mikroskopa Nikon Eclipse Ti2 (Japan), a snimke su

obradene u pripadaju¢em softveru NIS-Elements.

3.7. Ispitivanje rezistencije na kemoterapeutike u tumorskim mati¢nim stanicama

I tumorskim sferoidima

Otpornost tumorskih stanica na kemoterapijske lijekove ispitana je na prvoj generaciji
TMS i na sferoidima generiranim iz tih stanica kako bi se usporedile stanice iz razlicitih stadija
bolesti.

Vijabilnost TMS odredena je primjenom kolorimetrijskog testa temeljenog na redukciji
tetrazolijeve soli MTT-a (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid), koji mjeri
metabolicku aktivnost zivih stanica. Stanice su nasadene u adherentne plocice sa 96 jazica u
kompletnom mediju DMEM/F-12. Nakon 24 sata inkubacije na 37 °C i 5 % CO., stanice su
tretirane kemoterapijskim lijekovima u tri tehni¢ka ponavljanja. Primjenjene su rastuce
koncentracije cisplatine (Merck, Njemacka) i doksorubicina (Sigma-Aldrich, SAD) 0, 0,1, 1,
10, 50 1 100 uM te metotreksata (Zentiva, Ce§ka) 0, 0,1, 1, 10, 100 1 1000 uM. Nakon 72 sata
inkubacije s tretmanima, dodan je reagens MTT volumena 40uL prethodno pripremljen u
mediju. Nakon inkubacije od 3 sata u svaku jazicu je dodan DMSO volumena 170 uL kako bi
se otopili formirani kristali formazana. Apsorbancija je izmjerena spektrofotometrijski na
uredaju Glomax (Promega, USA) pri valnoj duljini od 560 nm, a relativna vijabilnost stanica
izrazena je kao postotak u odnosu na netretiranu kontrolu.

Vijabilnost tumorskih sferoida odredena je koriStenjem kompleta kemikalija CellTiter-
Glo® 3D Cell Viability Assay (Promega, SAD), koji kvantificira razinu ATP-a kao pokazatelja
metabolicki aktivnih stanica. Stanice su nasadene u neprozirne plocice s 96 jazica (Greiner Bio-
One, Njemacka) koje ne podrzavaju prijanjanje stanica. Stanice su nasadene u ukupnom
volumenu od 200 pL po jazici, koji se sastojao od 100 uL 2 % metilceluloze (Sigma-Aldrich,
SAD) i 100 uL stani¢ne suspenzije u mediju DMEM/F-12 za uzgoj sferoida. Stanice su
nasadene u koncentraciji od 2500 stanica/200 pL i inkubirane tijekom 72 sata radi formiranja
sferoida. Nakon formiranja sferoida, uzorci su tretirani kemoterapijskim lijekovima u tri

tehnicka ponavljanja u koncentracijama 50 i 100 pM za cisplatin i doksorubicin te za

64



metotreksat 1000 i 1500 puM. Za svaki tretman provedena je i slijepa kontrola u duplikatu.
Nakon zavrSetka inkubacije s lijekovima, u svaku jazicu dodan je reagens CellTiter-Glo 3D
(Promega, SAD) prema uputama proizvodaca [141] uz mehanic¢ko mijesanje radi potpune lize
sferoida 1 stabilizacije luminescentnog signala. Luminescencija je izmjerena pomocu
mikrotitarskog luminometra VICTOR Nivo (PerkinElmer, SAD), a dobiveni rezultati

normalizirani su u odnosu na negativnu kontrolu, uzorke koji nisu bili podvrgnuti tretmanu.

3.8. Statisticka obrada rezultata

Za usporedbu dviju nezavisnih skupina, kod varijabli s normalnom distribucijom
podataka primijenjen je Studentov t-test za nezavisne uzorke, dok je za varijable koje nisu
zadovoljavale pretpostavku normalnosti distribucije koristen neparametrijski Mann-Whitneyev
U-test. Razlike izmedu viSe skupina u odnosu na kontrolnu skupinu analizirane su
jednosmjernom analizom varijance (ANOVA), a za utvrdivanje statisticki znacajnih razlika
izmedu pojedinih skupina primijenjen je Tukeyjev HSD post hoc test. Za analizu diferencijalne
ekspresije gena dobivenih sekvenciranjem RNA koriSten je dvostrani Wilcoxonov test sume
rangova, uz Bonferronijevu korekciju P-vrijednosti radi viSestrukog testiranja. Detaljan opis
statisticke obrade podataka dobivenih sekvenciranjem RNA naveden je u poglavlju 4.3.
Statisticka znaCajnost odredena je na razini P < 0,05. Statisticka analiza i vizualizacija podataka
provedene su pomocu programa RStudio (ver. 2025.05.1+513), uz primjenu programskog

paketa ggplot2 (ver. 3.5.2), te programa Microsoft Office Excel (ver. 2506).
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4. REZULTATI

ew__ o

4.1. Promjene u zastupljenosti stani¢nih subpopulacija i transkriptomskih

e we

obiljezja tijekom progresije osteosarkoma

Iz prikupljenih uzoraka tumorskog tkiva mladog pacijenta oboljelog od osteosarkoma,
enzimskom digestijom, uspje$no su uspostavljene parentalne stani¢ne kulture iz uzorka
dobivenog pri uspostavi dijagnoze i uzorka recidiva osteosarkoma (Slika 21A-B). Nakon

postupka izolacije dobivena je heterogena populacija primarnih tumorskih stanica, koja je

potom koriStena za analizu transkriptoma na razini pojedinacne stanice.

Slika 21. Parentalne stani¢ne kulture osteosarkoma. Uspostavljene su iz tumorskog tkiva pacijenta u dvije
klini¢ke faze bolesti A) pri uspostavi dijagnoze i B) resekcija nakon recidiva. Stanice su vizualizirane pomocu
invertnog mikroskopa Axiovert 40 CFL (Zeiss, Njemacka) pri povecanju objektiva od 5x, uz mjernu skalu od 100

um.

4.1.1. Transkriptomska obiljezja subpopulacije 6 upucuju na fenotip tumorskih mati¢nih stanica

Analiza transkriptoma na razini pojedinacne stanice omogucila je detaljno razotkrivanje
kompleksne arhitekture osteosarkoma, pruzajué¢i uvid u sastav tumorskih subpopulacija,
njihovu funkcionalnu heterogenost te molekularne promjene povezane s progresijom bolesti i
pojavom recidiva.

Analizom transkriptoma na razini jedne stanice izdvojeno je sedam transkripcijski
razli¢itih stani¢nih subpopulacija (Slika 22A). Promjene u sastavu tumorske populacije kroz
dvije faze bolesti prikazane su kao relativni udjeli pojedinih subpopulacija u ukupnom broju
stanica, ¢ime je omogucen uvid u dinamiku intratumorske heterogenosti (Slika 22B).

Subpopulacije 0, 1 i 2 dominantno su zastupljene u oba stadija bolesti. U uzorku recidiva,
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medutim, uocava se promjena u relativnoj zastupljenosti pojedinih subpopulacija te povecana
stanicna heterogenost. Posebno se izdvaja subpopulacija 6, koja nije zastupljena u primarnom
tumoru, dok je u recidivu jasno prisutna. Ovakva promjena u strukturi stani¢nih populacija
ukazuje na razli¢itu stani¢nu organizaciju recidivnog tumora te moze biti povezana s pojavom
ili ekspanzijom specifi¢nih stani¢nih fenotipova tijekom progresije bolesti. Raspodjela stanica
po fazama stani¢nog ciklusa dodatno naglasava funkcionalnu heterogenost identificiranih
subpopulacija (Slika 22C). U subpopulacijama 0, 1 i 3 dominiraju stanice u fazi S stani¢nog
ciklusa, dok u subpopulaciji 4 dominiraju stanice u fazi G2/M. U subpopulaciji 5 nije uo¢ena
jasna dominacija pojedine faze, ve¢ je raspodjela stanica izmedu faze G1, S i G2/M relativno
uravnotezena. Subpopulaciju 6 karakteriziraju stanice u fazi G1.
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Slika 22. Subpopulacije stanica. A) Integracijom podataka dobivenih analizom stanica iz parentalnih stani¢nih
kultura osteosarkoma uspostavljenih iz uzoraka uzetih pri dijagnozi i recidivu bolesti istog pacijenta identificirano
je sedam glavnih stani¢nih subpopulacija (oznaéenih brojevima 0-6). Subpopulacije su vizualizirane i razdvojene
primjenom analize t-SNE na temelju razlika u transkripcijskim profilima stanica. B) Relativna zastupljenost
pojedinih stani¢nih subpopulacija u uzorcima prikupljenima pri dijagnozi i recidivu bolesti. C) Raspodjela stanica

osteosarkoma prema fazama stani¢nog ciklusa unutar sedam identificiranih stani¢nih subpopulacija. Analizu je

provela dr. sc. Paula Brayer.

S obzirom na to da je subpopulacija 6 detektirana isklju¢ivo u uzorku recidiva,
provedena je njezina detaljnija karakterizacija. Analiza diferencijalno eksprimiranih gena
identificirala je skup gena koji najvjernije opisuju ovu subpopulaciju, medu kojima se posebno

isticu ASB5, ALDH1AL1, DES, PTGDS, PALMD, CDH15 (Slika 23).
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Slika 23. Diferencijalna ekspresija gena koji karakteriziraju stani¢ne populacije na razini transkriptoma.
Toplinska mapa prikazuje ekspresiju karakteristi¢nih gena za pojedine stanicne subpopulacije, pri c¢emu svaki
redak predstavlja gen, a svaki stupac stani¢nu subpopulaciju. Prikazane vrijednosti ekspresije prethodno su
normalizirane radi omoguéavanja usporedbe medu subpopulacijama i smanjenja utjecaja tehnike
varijabilnosti. Sest diferencijalno eksprimiranih gena za subpopulaciju 6 nalaze se u zadnjem stupcu na dnu

prikaza. Analizu je provela dr. sc. Paula Brayer.

Dodatna analiza ekspresije ukazuje na povecanu zastupljenost nekoliko skupina molekularnih
markera povezanih s fenotipom 1 odrZzavanjem tumorskih mati¢nih stanica. Medu njima se
izdvajaju klasi¢ni markeri mati¢nosti, poput NES i CD24, kao i transkripcijski regulatori
povezani s mati¢nim i osteogenim fenotipom, uklju¢uju¢i RUNX2, SOX4, TCF12, MEF2C i
TEADZ2. Uz navedene markere, uo€ena je izrazenija zastupljenost nuklearnih i transkripcijskih
regulatora, medu kojima se HMGB2 moze izdvojiti kao kromatinski regulator, dok ANKRD1
djeluje kao transkripcijski ko-regulator. Nadalje, identificirane su molekule povezane s

odrzavanjem tumorskog mikrookoliSa 1 niSe tumorskih mati¢nih stanica te regulacijom
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signalnih puteva, medu kojima se izdvajaju RARRES2 i GREM1, dok NCAML1 pripada skupini

membranskih molekula stani¢ne adhezije (Slika 24).
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Slika 24. Karakterizacija stani¢nih populacija na razini transkriptoma. B) Ekspresija gena povezanih s
mati¢nosti prikazana kroz sedam identificiranih subpopulacija stanica. Violinski plotovi prikazuju klasi¢ne
markere mati¢nosti (NES, CD24), transkripcijske regulatore mati¢nosti (RUNX2, SOX4, TCF12, MEF2C, TEAD?2),
nuklearnih i transkripcijskih regulatora (HMGB2, ANKRD1) te regulatore niSa i signalnih puteva tumorskih
mari¢nih stanica (RARRES2, GREM1, NCAML1). Violinski dijagrami prikazuju distribuciju ekspresije pojedina¢nih
gena u razli¢itim subpopulacijama stanica, pri ¢emu $irina oblika predstavlja gustocu stanica s odredenom razinom
ekspresije, a unutarnji okvir prikazuje medijan i raspon vrijednosti ekspresije. Vizualizacija je izradena u softveru
Loupe Browser (ver. 9.0.0.).



4.2. Morfoloske promjene tumorskih mati¢nih stanica tijekom progresije
osteosarkoma

Iz parentalne stanicne kulture osteosarkoma TMS uspjeSno su obogacene procesom
generiranja sferoida (Slika 25A). Nakon izolacije, stanice su napustile trodimenzionalnu
sferoidnu strukturu i adherirale na podlogu, ¢ime je uspostavljena prva generacija TMS-a (Slika
25B). Dobiveni stani¢ni model omogucio je daljnju karakterizaciju biofizi¢kih i morfoloskih
svojstava stanica, kao 1 analizu njihove genske ekspresije, s ciljem utvrdivanja razlika izmedu

stanica dobivenih iz uzoraka pri dijagnozi i recidivu bolesti.

Slika 25. Izolirane tumorske mati¢ne stanice. A) Tumorski sferoidi generirani su iz pojedinacne stani¢ne

suspenzije parentalne kulture u svrhu obogacivanja populacije tumorskih mati¢nih stanica. B) Prva generacija
tumorskih mati¢nih stanica. Prihvacanje tumorskih sferoida za adhezivne kultivacijske podloge i spontani izlazak
tumorskih maticnih stanica iz sferoidne konformacije. Vizualizirane pomocu invertnog mikroskopa Axiovert 40

CFL (Zeiss, Njemacka) pri povecanju objektiva od 5x i 20x, uz mjernu skalu od 50 i 200 pm.

4.2.1. Promijenjenja biofizicka karakterizacija tumorskih sferoida tijekom progresije bolesti

Biofizicka analiza trodimenzionalnih  tumorskih  sferoida provedena je
sedimentacijskom metodom, kojom su odredena njihova masa, promjer i masena gusto¢a. Broj
detektiranih sferoida razlikovao se izmedu uzoraka: u uzorku dijagnoze zabiljezeno je osam
sferoida, a u uzorku recidiva sedam. Unato¢ usporedivom broju analiziranih sferoida, izmedu
skupina su utvrdene razlike u njihovim biofizickim svojstvima.

Sferoidi dobiveni iz uzorka recidiva imali su znac¢ajno nizu masenu gustocu, koja je
iznosila 1021,1 £ 6,2 fg/um?, u usporedbi s 1063,3 + 28,9 fg/um? u uzorku dijagnoze. Istodobno
je u uzorku recidiva zabiljeZen veci prosjecni promjer sferoida, koji je iznosio 195 + 54 um, u

odnosu na 102 £+ 28 um u uzorku dijagnoze. U skladu s tim razlikama, ukupna masa sferoida
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takoder je bila znacajno veca u uzorku recidiva, gdje je iznosila 4930 + 3671 ng, u usporedbi
sa 737 £ 628 ng u uzorku dijagnoze (Slike 26A-C).

Analiza raspodjele pojedinac¢nih vrijednosti dodatno je pokazala razlike u varijabilnosti
biofizickih parametara izmedu skupina. Sferoidi iz uzorka recidiva pokazivali su izrazeniju
varijabilnost promjera, dok je raspodjela vrijednosti masene gustoce bila manje varijabilna.
Takav obrazac upuduje na heterogenost veli¢ine sferoida u uzorku recidiva, uz relativno

ujednacenije vrijednosti njihove masene gustoce (Slika 26D).
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Slika 26. Biofizicke karakteristike tumorskih sferoida tijekom progresije bolesti. Box-and-whisker
grafikonom je prikazana raspodjela A) masene gustoce, B) promjera i C) teZine za svaki uzorak, pri ¢emu su
srednje vrijednosti oznaCene s “X”, a odstupanja identificirana Tukeyevom metodom. Statisticka zna¢ajnost
procijenjena je koriStenjem Studentovog t-testa “*" p < 0,05, ™**" p <0,01. D) Rasprienje podataka ilustrira odnos
izmedu promjera sferoida (um) i gustoée mase (fg/um?®) kroz razlidite stadije bolesti. Graf je napravljen u softveru
MS Office Excel (ver. 2506).

4.2.2. Povecana ekspresija gena povezanih s remodeliranjem citoskeleta i stani¢nom

adhezijom u recidivu osteosarkoma

Kako bi se promjene morfoloskih obiljezja stanica razmotrile u kontekstu mogucih

molekularnin  mehanizama, analizirana je ekspresija gena povezanih s organizacijom
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citoskeleta, stanicnom adhezijom i regulacijom stani¢ne pokretljivosti. U uzorcima recidiva, u
usporedbi s uzorkom dijagnoze, povecanu ekspresiju pokazali su geni povezani s organizacijom
i remodeliranjem citoskeleta (VIM, FSCN1, RAC1, CDC42, PAK1), geni ukljuéeni u
organizaciju fokalnih adhezijskih kompleksa i stani¢nu adheziju (VCL, PXN, SRC) te gen EZR,

koji sudjeluje u povezivanju stani¢ne membrane s aktinskim citoskeletom (Slika 27).
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Slika 27. Ekspresija gena povezanih s mezenhimski fenotipom, citoskeletnim remodeliranjem i regulacijom
stani¢ne pokretljivosti. Analiza transkriptoma na razini pojedinacne stanice koristena je za procjenu ekspresije
markera ukljucenih u remodeliranje i reguliranje dinamike aktinskog citoskeleta (VIM, FSCN1, RAC1, CDC42,
PAK1), markera kompleksa fokalne adhezije i stani¢ne adhezije (VCL, PXN, TLN2 i SRC) te markera membransko-
citoskeletnog modeliranja (EZR). Raspodjele ekspresije odabranih gena prikazane su violinskim dijagramima
logaritamski. Unutar violinskih dijagrama prikazani su kutijasti dijagrami, pri ¢emu kutija oznaCava interkvartilni
raspon, a vodoravna linija medijan. Statisticka znacajnost oznacena je na sljede¢i nacin: *** p <0,05, "**' p<0,01,

TRERT D <0,001, T**** p <0,0001 ins (statisticki neznacajno; p > 0,05).
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4.2.3. Morfoloska obiljezja tumorskih mati¢nih stanica upucuju na promijenjenu stani¢nu

plasti¢nost

Morfoloska karakterizacija TMS-a provedena je holografskim snimanjem, pri cemu su
analizirani duljina opsega, nepravilnost oblika i opticka debljina stanica. Usporedba stanica
dobivenih iz uzoraka pri dijagnozi i recidivu pokazala je razlike u sva tri promatrana parametra.

Duljina opsega, definirana kao ukupna duljina konture stanice, bila je statisticki
znacajno veca u uzorku recidiva, gdje je prosjecna vrijednost iznosila 185 um, u usporedbi sa
172,71 um u uzorku dijagnoze. Slian trend zabiljezen je i pri analizi nepravilnosti oblika
stanica, parametra koji opisuje odstupanje stvarnog oblika stanice od idealnog kruznog oblika.
Prosjecna vrijednost ovog parametra povecala se s 0,51 u uzorku dijagnoze na 0,53 u uzorku
recidiva, pri ¢emu je razlika bila statisticki znacajna.

Za razliku od opsega i nepravilnosti oblika, opticka debljina stanica bila je manja u
uzorku recidiva. Prosjecna vrijednost iznosila je 1,9 um, u usporedbi s 2,21 um u uzorku
dijagnoze (Slika 28). Zajedno, ovi rezultati upu¢uju na promjene morfoloskih obiljezja TMS-a
izmedu dijagnoze 1 recidiva, koje se oc€ituju povecanjem opsega i nepravilnosti oblika te

smanjenjem opti¢ke debljine stanica.
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Slika 28. Morfoloske karakteristike izoliranih tumorskih mati¢nih stanica tijekom progresije bolesti.
Kvantificirani parametri: duljina opsega stanice, nepravilnost oblika stanice i opti¢ka debljina stanice prikazani su
kao srednja vrijednost triju neovisnih mjerenja + standardna pogreska. StatistiCka znacajnost razlika medu
skupinama odredena je parametrijskim Studentovim uparenim t-testom. Razina statisti¢ke znacajnosti oznadena je
vrijednostima: “*" p < 0,05, “**' p <0,01, "***' p <0,001, “**** p <0,0001. Grafovi su napravljeni u softveru
MS Office Excel (ver. 2506).
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4.3. Zastupljenost stanica koje iniciraju razvoj tumora i pove¢ana migratorna

aktivnost stanica u recidivu osteosarkoma

Zastupljenost tumorskih mati¢nih stanica 1 njihov potencijal za iniciranje tumora u
analiziranim uzorcima procijenjeni su testom formiranja sferoida. Dobiveni rezultati pokazali
su razlike u broju i udjelu formiranih sferoida izmedu analiziranih uzoraka. Najveci udio
formiranih sferoida zabiljezen je u uzorku recidiva, gdje je iznosio 0,88 % (N = 345), dok je u

uzorku pri dijagnozi zabiljezen nesto nizi udio od 0,79 % (N = 310) (Slika 29).
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Slika 29. Udio tumorskih mati¢nih stanica tijekom progresije bolesti. Prikazan je postotak stanica s tumorskim
iniciraju¢im potencijalom izrazen kao udio formiranih sferoida u odnosu na ukupni broj nasadenih stanica.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Graf je napravljen u softveru MS Office
Excel (ver. 2506).

Funkcionalna sposobnost migracije tumorskih maticnih stanica procijenjena je testom
migracije. Kretanje stanica i dinamika zatvaranja rane uspjesno su praceni tijekom 48 sati
upotrebom holografskog snimanja. Analiza je pokazala postupno poveéanje migracijskog
kapaciteta stanica s napredovanjem bolesti. Stanice iz uzorka recidiva pokazale su najizraZeniju
migracijsku aktivnost, §to se o€itovalo znac¢ajno brzim smanjenjem Sirine i povrSine rane u
usporedbi s uzorkom pri dijagnozi. Tijekom promatranja zabiljeZeno je da se stanice iz uzorka
recidiva dominantno kre¢u koordinirano, uz ocuvane medustanicne kontakte i zajednicko
napredovanje stani¢nih fronti. Brzina migracije stanica iz uzorka dijagnoze znatno je bila
sporija i stanice su zatvorile manju povrSinu rane. U uzorku pri dijagnozi prevladavalo je

ograniceno i slabije izrazeno kolektivno kretanje stanica (Slika 30).
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Slika 30. Migracijski potencijal tumorskih mati¢nih stanica tijekom progresije bolesti. Prikazano je
zatvaranje linearne rane tijekom 48 sati. Brzina migracije stanica prikazana je kao promjena prosje¢ne Sirine
pukotine tijekom vremena, odredena na temelju tri replikata za svaki stadij bolesti, uz pripadajuée standardne
pogreske. Podaci su dobiveni koristenjem sustava Holomonitor, a dijagram je izraden u softveru MS Office Excel
(ver. 2506).

Analiza ekspresije gena parentalne stani¢ne kulture osteosarkoma provedena je s ciljem
utvrdivanja mehanizama koji su odgovorini za jacanje migratornih sposobnosti. U uzorku
recidiva zabiljezeno je povecanje ekspresije gena SNAI2, ukljucenog u regulaciju EMT, dok je
ekspresije gena ZEB1 i TWIST1 izrazena u oba uzorka. Takoder, zabiljezeno je znacajno
povecanje ekspresije gena ukljucenih u stani¢nu adheziju i1 interakciju s izvanstani¢nim
matriksom (ITGB1, CDH2), kao i gena povezanog s osteogenom diferencijacijom (ALPL).
Osim toga, uoceno je povecanje ekspresije gena povezanih s miogenom diferencijacijom i
kontraktilnos¢u, ukljucujué¢i markere miogene diferencijacije (MYODL1 i PAX7) i miogene
dinamike (MYL9) (Slika 31).
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Slika 31. Ekspresija gena povezanih s procesima slicnim EMT-u, mezenhimskom plasti¢no$c¢u i
migracijskim fenotipom stanica. Analiza transkriptoma na razini pojedinacne stanice koriStena je za procjenu
ekspresije markera povezanih s procesima slicnim EMT-i, uklju¢ujuéi transkripcijske regulatore (TWIST, ZEB i
SNAI2); markera povezanih s mezenhimski fenotipom, stani¢nom adhezijom i osteogenom diferencijacijom
(ITGB1, CDH2 i ALPL); te markera miogene plastinosti i alternativnih diferencijacijskih programa, ukljucujuci
(MYOD1, PAX7 i MYL9). Dodatno je prikazana ekspresija odabranih gena (ALPL, MYOD1 i PAX7) prema
pripadnosti stani¢nim klasterima. U klasteru 6, koji je bio prisutan isklju¢ivo u uzorku recidiva, uo¢ene su
dominantno visoke ekspresije analiziranih gena. Raspodjele ekspresije odabranih gena prikazane su violinskim
dijagramima. Unutar violinskih dijagrama prikazani su kutijasti dijagrami, pri ¢emu kutija oznacava interkvartilni
raspon, a vodoravna linija medijan. Statisticka znacajnost oznacena je na sljede¢i nacin: *** p <0,05, ***' p<0,01,
TExRT < (,001, **EE < 0,0001 ins (statisticki neznacajno; p > 0,05). Razlike u ekspresiji gena ALPL, MYOD1
i PAX7 medu sedam klastera ispitane su Kruskal-Wallisovim testom, nakon ¢ega je proveden Dunnov post hoc
test za usporedbu klastera 7 sa svakim od preostalih klastera. P-vrijednosti su korigirane za viSestruko testiranje

Benjamini-Hochbergovom metodom (zasebno za svaki gen).
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U uzorku recidiva osteosarkoma zabiljezena je povecana ekspresija gena povezanih s
tumorskom plasti¢noséu, migracijskim potencijalom i invazivnim mezenhimskim fenotipom.
Medu odabranim markerima izdvojeni su geni ukljuceni u interakciju stanica s izvanstani¢nim
matriksom | regulaciju stani¢ne pokretljivosti (FN1, CD44, PTK2), geni povezani s
kemotaktickom regulacijom (CXCL12), geni ukljuceni u remodeliranje i komunikaciju unutar
tumorskog mikrookolisa (POSTN, SPARC) te geni povezani s proteolitickom razgradnjom
izvanstani¢nog matriksa (MMP14, MMP2, CTSB) (Slika 32).
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Slika 32. Ekspresija gena povezanih s invazivnim, migracijskim i mezenhimskim fenotipom stanica
recidivnog osteosarkoma. Analiza transkriptoma na razini pojedina¢ne stanice koriStena je za procjenu ekspresije
markera povezanih interakcijom stanica s izvanstani¢nim matriksom i regulaciju stani¢ne pokretljivosti (FN1,
CD44, PTK2), gena povezanih s kemotaktickom regulacijom (CXCL12), geni uklju¢eni u remodeliranje i
komunikaciju unutar tumorskog mikrookolisa (POSTN, SPARC) te geni povezani s proteolitickom razgradnjom
izvanstani¢nog matriksa (MMP14, MMP2, CTSB). Raspodjele ekspresije odabranih gena prikazane su violinskim
dijagramima. Unutar violinskih dijagrama prikazani su kutijasti dijagrami, pri ¢emu kutija ozna¢ava interkvartilni
raspon, a vodoravna linija medijan. Statisticka znacajnost ozna¢ena je na sljede¢i nacin: *** p < 0,05, ***' p <

0,01, **** p <0,001, “****' p <(0,0001 i ns (statisticki neznac¢ajno; p > 0,05).
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Imunocitokemijskom analizom procijenjena je prisutnost i stani¢na lokalizacija proteina
povezanih s razgradnjom izvanstaniénog matriksa, stani¢nom adhezijom 1 invazivnim
fenotipom tumorskih stanica. Analizirani su MMP2, metaloproteinaza matriksa ukljucena u
razgradnju komponenti izvanstani¢nog matriksa, N-kadherin, adhezijski protein povezan s
promjenama stani¢ne adhezije i invazivnim svojstvima stanica, te integrin B1, koji sudjeluje u
povezivanju stanica s izvanstani¢nim matriksom i prijenosu signala.

MMP2 je detektiran u citoplazmi stanica u oba uzorka, pri ¢emu je intenzitet signala bio
izraZeniji u uzorku recidiva. N-kadherin je lokaliziran uz stani¢nu membranu i u citoplazmi, a
izrazen signal, pretezno toCkastog uzorka, uocen je u jednom uzorku, dok je u drugom bio vrlo
slab ili nije bio detektiran. Integrin f1 takoder je bio prisutan u citoplazmi i uz stanicnu

membranu, uz izrazeniji signal u uzorku recidiva (Slika 33).

N-kadherin Integrin B1 MMP-2

..

Slika 33. Ekspresija proteina povezanih s adhezijom i invazivnim fenotipom tijekom progresije

Dijagnoza

Recidiv

osteosarkoma. Imunocitokemijskom metodom analizirana je ekspresija N-kadherina i integrina 1, detektiranih
pomocu sekundarnih protutijela konjugiranih s Alexa Fluor 488, te MMP-2, detektiranog pomo¢u Alexa Fluor
568, u stanicama osteosarkoma iz obje faze bolesti. Jezgre stanica obojene su DAPI-em. Slike su fotografirane pri
povecanju objektiva 20x pomocu invertnog mikroskopa Nikon Eclipse Ti2 i obradene u pripadaju¢em softveru

NIS-Elements.
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4.4. Smanjenje relativne duljine telomera i nalazi koji upucuju na alternativne

mehanizme njihova odrzavanja u osteosarkoma

Relativna duljina telomera odredena je u prvoj generaciji tumorskih mati¢nih stanica
(TMS) dobivenih iz uzoraka osteosarkoma pri dijagnozi i recidivu bolesti, a rezultati su izrazeni
kao omjer telomernih sekvenci (T) i referentnog gena s jednom kopijom u genomu (IFNB1; S),
odnosno T/S omjer. Usporedna analiza pokazala je izrazeno smanjenje relativne duljine
telomera tijekom progresije bolesti. U uzorku dijagnoze zabiljezen je T/S omjer od 1413,08,
dok je u uzorku recidiva iznosio 145,13. Usporedba s referentnom stani¢nom linijom HelLa
pokazala je statisticki znacajne razlike u relativnoj duljini telomera medu analiziranim uzorcima

( SkkkAd p< 0,000I) (S|Ika 34)-
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Slika 34. Duljine telomera u prvoj generaciji tumorksih mati¢nih stanica tijekom progresije osteosarkoma
i kontrolnim stani¢nim linijama (U20S, Hel a). Rezultati su izrazeni kao 222, a vrijednosti su prikazane kao
aritmeticka sredina + SEM (engl. Standard Error of the Mean, SEM), odnosno standardna pogreska aritmeticke
sredine. SEM je statisticki pokazatelj preciznosti procjene aritmeticke sredine, a izracunava se dijeljenjem
standardne devijacije (SD) s kvadratnim korijenom broja mjerenja (n). U ovom istrazivanju analizirana su tri
ponovljena mjerenja (n = 3). StatistiCka znacajnost razlika u odnosu na kontrolu odredena je jednosmjernom
analizom varijance (ANOVA), uz Tukeyjev HSD post hoc test. Razina statisticke znacajnosti oznaena je

simbolom “***** p <(,0001. Graficki prikaz izraden je u programu MS Office Excel (verzija 2506).

S obzirom na uoceno skracivanje telomera, dodatno je istrazena moguca ukljucenost
telomeraze u njihovo odrzavanje analizom ekspresije gena hTERT, koji kodira za kataliticku

podjedinicu telomeraze. Medutim, u uzorcima TMS-a dobivenima pri dijagnozi i recidivu
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ekspresija hTERT nije bila detektirana. U kontrolnoj stani¢noj liniji U20S, koriStenoj kao
negativna kontrola, zabiljezena je ekspresija hTERT na razini od 2,9 % u odnosu na stani¢nu
liniju HeLa, koja je sluzila kao pozitivna kontrola (Slika 35). 1zostanak detektirane ekspresije
hTERT u oba uzorka potaknuo je daljnju analizu transkripcijskin pokazatelja povezanih s

alternativnim mehanizmima odrzavanja telomera.
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Slika 35. Ekspresija hTERT u uzorcima prve generacije tumorskih mati¢nih stanica osteosarkoma i
kontrolnim stani¢nim linijama. Kvantitativna analiza ekspresije hTERT provedena je metodom gRT-PCR u
stanicama osteosarkoma tijekom progresije bolesti te u negativnoj kontrolnoj stani¢noj liniji (U20S).
Normalizacija je provedena koristenjem B-aktina kao endogenog kontrolnog gena. Relativna kvantifikacija
izraZena je u postotcima u odnosu na ekspresiju hTERT u pozitivnoj kontrolnoj stani¢noj liniji (HeLa). Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost £ SEM, na temelju triju neovisnih ponavljanja (n = 3) (ND-nije detektirano u
usporedbi s kontrolom) (ANOVA s Tukey HSD post hoc testom). Graf je napravljen u softveru MS Office Excel
(ver. 2506).

U okviru analize gena povezanih s odrzavanjem telomera nisu zabiljeZeni transkripcijski
pokazatelji aktivnosti telomeraze, poput hTERC, dok su u uzorku recidiva uocene povecane
razine ekspresije gena povezanih s ALT-om ukljucujué¢i PML i BLM. U uzorku recidiva
zabiljeZzena je i povecana ekspresija gena ukljucenih u odrzavanje genomske stabilnosti i
popravak DNA (RAD1, TOP3A i FANCD?2), koji sudjeluju u odgovoru stanice na ostecenja
DNA i oCuvanju integriteta genoma. Takoder, uoCena je povisena ekspresija gena povezanih s
organizacijom i regulacijom kromatina (ATRX, DAXX i SMARCML1), $to upucuje na promjene

mehanizmima regulacije kromatinske strukture tijekom progresije bolesti (Slika 36).
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Slika 36. Ekspresija markera besmrtnosti tijekom progresije bolesti. Analiza transkriptoma na razini
pojedine stanice provedena je za markere povezane s mehanizmima stani¢ne besmrtnosti, uklju¢ujuéi osdutnost
pokazatelja aktivnosti telomeraze (hTERC) te gene ukljutene u odrzavanje telomera alternativnim nacinom
produljenja (TOP3A), popravak DNA i odrzavanje genomske stabilnosti (RAD1, FANCD2 i TOP3A) te
remodeliranje i regulaciju kromatina (ATRX, DAXX i SMARCM1). Raspodjele ekspresije odabranih gena prikazane
su violinskim dijagramima. Unutar violinskih dijagrama prikazani su kutijasti dijagrami, pri ¢emu kutija ozna¢ava
interkvartilni raspon, a vodoravna linija medijan. Statisticka zna¢ajnost oznacena je na sljede¢i nacin: *** p <0,05,
TR*Tp <0,01, ¥ p <0,001, **#FE p <0,0001 ins (statisti¢ki neznacajno; p > 0,05).

Kako bi se dodatno istrazila mogucéa povezanost ovih transkriptomskih promjena s
obiljezjima ALT-a, provedena je imunocitokemijska analiza tjelesaca PML, nuklearnih
struktura koje mogu sudjelovati u procesima odrzavanja telomera i ¢ija je prisutnost povezana
s ALT fenotipom. Imunocitokemijskom analizom uocene su jasno definirane tockaste strukture
unutar jezgara stanica, koje odgovaraju lokalizaciji tjelesaca PML. U uzorku recidiva signal je

bio znatno izrazeniji nego U uzorku dijagnoze (Slika 37).

82



Slika 37. Ekspresija proteina PML u uzorku recidiva osteosarkoma. PML je detektiran zelenim fluoroforom

FITC. Jezgre su obojene plavom bojom DAPI. Slike su fotografirane pri povecanju objektiva 100 x pomocu

mikroskopa Olympus BX51 (Olympus Corporation, Tokio, Japan) i obradene u softveru ImagelJ (ver. 1.54g).

4.5. Povecana osjetljivost stanica na doksorubicin

Buduéi da je pacijent od kojeg su izolirani uzorci tijekom lije¢enja primao kombiniranu
kemoterapiju koja je ukljucivala doksorubicin, cisplatin i metotreksat, osjetljivost TMS na
navedene citostatike ispitana je in vitro u 2D adherentnim kulturama i 3D sferoidnim modelima
(Slika 38). Usporedba uzoraka prikupljenih pri dijagnozi i recidivu omoguéila je procjenu
promjena u odgovoru stanica na lijecenje tijekom progresije bolesti.

Doksorubicin je pokazao najizrazeniji citotoksi¢ni u¢inak medu ispitanim lijekovima.
U 2D kulturi vijabilnost stanica smanjivala se s porastom koncentracije lijeka u oba uzorka, pri
¢emu su izracunate vrijednosti ICso bile usporedive: 48,97 uM za uzorak pri dijagnozi i 49,21
UM za uzorak recidiva. Unato€ sli¢noj ukupnoj osjetljivosti, pri koncentracijama od 1, 50 1 100
uM zabiljezene su statisticki zna¢ajne razlike izmedu uzoraka ("*** p <0,01). U 3D sferoidnom
modelu takoder je potvrden izrazen citotoksi¢ni u¢inak doksorubicina, ali uz razlike u odgovoru
pri nizoj koncentraciji. Sferoidi dobiveni iz uzorka recidiva pokazali su gotovo potpun gubitak
vijabilnosti, dok je uzorak pri dijagnozi zadrZao priblizno 40 % metabolicke aktivnosti. Pri viSoj
koncentraciji vijabilnost sferoida u oba uzorka smanjila se na manje od 10 %, §to upucuje na
ocuvanu ucinkovitost doksorubicina u oba modela kulture (Slika 38A) .

Cisplatin je pokazao slabiji citotoksi¢ni ucinak u 2D kulturi, gdje je izrazenije smanjenje
vijabilnosti zabiljezeno tek pri viSim koncentracijama, odnosno 50 i 100 pM. Vrijednosti ICso
bile su usporedive izmedu uzoraka i iznosile su 47,52-52,63 uM, §to upucuje na sli¢nu ukupnu
osjetljivost u adherentnim kulturama. Medutim, u 3D sferoidnom modelu uocene su razlike
povezane s fazom bolesti. Pri niZoj koncentraciji citostatika ucinak je bio podjednak u oba

uzorka, uz preostalu vijabilnost od priblizno 20 %. Pri viSoj koncentraciji stanice iz uzorka
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recidiva pokazale su vecu otpornost na cisplatin u odnosu na stanice iz uzorka pri dijagnozi, a
razlika je bila statisticki znacajna (Slika 38B).

Metotreksat je pokazao najmanju djelotvornost medu ispitanim citostaticima u oba
modela kulture. U 2D kulturi nije zabiljezeno izrazeno smanjenje vijabilnosti, a pri pojedinim
koncentracijama izmjerene su vrijednosti metabolicke aktivnosti ve¢e od 100 %, Sto moze
odrazavati promjene u metabolickoj aktivnosti stanica, a ne nuzno poveéanje njihova broja.
Vrijednosti ICso bile su znatno viSe nego za doksorubicin i cisplatin te su se povecale s 178,1
MM u uzorku pri dijagnozi na 849,5 UM u uzorku recidiva. Takav porast upucuje na smanjenu
osjetljivost stanica recidiva na metotreksat. Sli¢an obrazac uocen je 1 u 3D sferoidnom modelu,
u kojem su sferoidi iz uzorka recidiva zadrzali visoku metabolicku aktivnost pri objema
ispitivanim koncentracijama, dok je izrazeniji citotoksi¢ni u€inak zabiljezen u sferoidima
dobivenima pri dijagnozi (Slika 38C).

Ukupno gledano, rezultati pokazuju da odgovor TMS-a na ispitane citostatike ovisi o
vrsti lijeka 1 modelu stani¢ne kulture. Doksorubicin je pokazao izrazen citotoksi¢ni u¢inak u
oba uzorka, uz usporedive vrijednosti ICso u 2D kulturi i snazan uc¢inak u 3D modelu pri vi$oj
koncentraciji. Nasuprot tomu, za cisplatin su razlike u osjetljivosti izmedu uzoraka bile osobito
vidljive u 3D kulturi, u kojoj su stanice recidiva pokazale statisticki znacajno vecu otpornost
pri viSoj koncentraciji. Metotreksat je bio najmanje djelotvoran lijek, a porast vrijednosti ICso u

uzorku recidiva dodatno je upucivao na smanjenu osjetljivost.
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Slika 38. Osjetljivost stanica osteosarkoma na kemoterapeutike procijenjena je na prvoj generaciji
tumroksih mati¢nih stanica i na modelima tumroskih sferoida. Vijabilnost stanica nakon 72 sata tretmana
rastu¢im koncentracijama doksorubicina A), cisplatine B) i metotreksata C) mjerena je u 2D kulturama pomoc¢u
MTT testa, dok je vijabilnost u sferoidima izlozenima dvjema odabranim koncentracijama istih kemoterapeutika
testirana koristenjem CellTiter-Glo 3D testa. Podaci su normalizirani u odnosu na netretirane kontrole i izrazeni
kao postotak vijabilnosti, pri ¢emu stupci pogreske predstavljaju standardnu devijaciju tri neovisna replikata ("**
p<0,01).

Analiza scRNA-seq parentalne stani¢ne kulture osteosarkoma omogucila je uvid u
stani¢ne i molekularne osnove kemorezistencije i prezivljavanja tumorskih mati¢nih stanica s
fokusom na gene ukljucene u unos i izbacivanje lijekova, ciljne proteine, metabolizam te
popravak DNA. Usporedbom uzoraka iz razli¢itih faza bolesti identificirane su specificne
stani¢ne subpopulacije povezane s rezistencijom na lijekove, pri ¢emu se posebno istice

subpopulacija 6.
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U analizi gena povezanih s odgovorom na doksorubicin, ekspresija transportera ABCC1,
ukljucenog u izbacivanje lijeka iz stanice, bila je zastupljena u oba uzorka, medutim statisticki
znacajno smanjena u uzorku recidiva u odnosu na uzorak pri dijagnozi. Nasuprot tomu,
Genspresija gena TOP2A, koji kodira ciljnu molekulu doksorubicina, bila je
zastupljenaeksprimiran je u oba uzorka, ali bez znacajnosti. Takoder, u uzorku recidiva
zabiljezena zabiljezeno je znatno povecana povecanje ekspresija ekspresije gena PARPL,
ukljuc¢enog u stani¢ni odgovor na oStecenje i popravak DNA (Slika 39A).

U analizi gena povezanih s odgovorom na cisplatinu, ekspresija gena SLC31A1, za
transporter ukljucen u unos lijeka u stanice, kao i gena XIAP, koji sudjeluje u inhibiciji
apoptoze, zabiljezena je u oba uzorka, uz statisticki znacajno visu razinu ekspresije u uzorku
recidiva. Ekspresija gena APEX1, ukljucenog u popravak oste¢enja DNA, prisutna je u oba
uzorka (Slika 39B).

U analizi gena povezanih s odgovorom na metotreksat, ekspresija transportera
SLC19A1, ukljucenog u unos lijeka u stanice, bila je statisticki znacajna, pokazujuci vecu
zastupljenost u uzorku recidiva. Gen DHFR, koji kodira ciljnu molekulu metotreksata,
eksprimiran je u oba uzorka ali uz smanjenje ekspresije u recidivu. U uzorku recidiva
zabiljezena je blago povecana ekspresija gena FPGS, koji sudjeluje u poliglutamaciji

metotreksata i njegovu unutarstanicnom zadrzavanju (Slika 39C).
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Slika 39. Ekspresija markera osjetljivosti i kemorezistencije tijekom progresije bolesti. Analiza
transkriptoma na razini pojedinacnih stanica provedena je radi procjene promjena u ekspresiji gena uklju¢enih u
razli¢ite mehanizme razvoja rezistencije na kemoterapeutike tijekom progresije bolesti. A) Markeri odgovora na
terapiju doksorubicina (TOP2A, ALDH1Al, ABCC1). B) Markeri odgovora na terapiju cisplatinom (XIAP,
SLC31A1 i APEX1). C) Markeri povezani s odgovorom na terapiju metotreksatom (FPGS, SLC19A1 i DHFR).
Raspodjele ekspresije odabranih gena prikazane su violinskim dijagramima. Unutar violinskih dijagrama prikazani
su kutijasti dijagrami, pri ¢emu kutija oznacava interkvartilni raspon, a vodoravna linija medijan. Statisti¢cka
znacéajnost oznacena je na sljede¢i nacin: *** p < 0,05, "**' p < 0,01, "***' p < 0,001, “***** p < 0,0001 i ns

(statisticki neznacajno; p > 0,05).
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5. RASPRAVA

5.1. Specifi¢na pojavnost subpopulacije stanica s obiljeZjima mati¢nosti u uzorku
recidiva osteosarkoma

U ovom istrazivanju identifikacirana je stani¢na populacija definirana kao subpopulacija
6, koja je bila prisutna isklju¢ivo u uzorku recidiva, dok u pocetnoj fazi, pri uspostavi dijagnoze
nije detektirana. Molekularna i funkcionalna karakterizacija subpopulacije 6, koja je ukljucivala
funkcionalne testove in vitro i analizu scCRNA-seq, pokazala je izrazena svojstva povezana s
tumorskim mati¢nim fenotipom. Transkriptomski profil pokazao je obogacenost programa
povezanih s odrzavanjem nediferenciranog stanja i fenotipa povezanog s mati¢noscu,
ukljuéujuc¢i klasicne markere mati¢nosti, transkripcijske regulatore, ¢imbenike povezane s
organizacijom kromatina te gene ukljucene u stani¢nu signalizaciju, adheziju i1 regulaciju nise
mati¢nih stanica, dok su funkcionalni testovi dodatno poduprli fenotip stanica povezan s
mati¢noscéu.

Naime, diferencijalna analiza ekspresije gena subpopulacije 6 pokazala je gotovo
isklju¢ivu ekspresiju ALDH1A1, Sto upucuje na njezinu mogucu povezanost sa svojstvima
tumorskih mati¢nih stanica. Ovaj nalaz u skladu je s izvornim istraZivanjima koja povezuju
ekspresiju ALDH1A1 sa samoobnavljanjem, kemorezistencijom i tumorskom progresijom
[123]. Nadalje, istrazivanja su pokazala povezanost njegove povisene ekspresije s pove¢anim
rizikom metastaziranja i recidiva te nepovoljnijim klini¢ckim ishodima [142]. U kontekstu ovog
istrazivanja, izrazena ekspresija ALDH1A1 u subpopulaciji 6 stoga moze upucivati na prisutnost
stani¢ne populacije s potencijalno pove¢anom sposobnoscu prezivljavanja terapijskog pritiska
i sudjelovanja u progresiji osteosarkoma.

Povecana ekspresija NES-a ¢iji je produkt unutarstani¢ni protein intermedijarnih
filamenata citoskeleta te povrSinskog markera CD24 dodatno podupire obiljezja tumorske
maticnosti subpopulacije 6. NES se izvorno opisuje u neuralnim mati¢nim stanicama tijekom
razvoja, a njegova je ekspresija naknadno utvrdena i u tumorskim populacijama razlicitih
solidnih tumora [143]. U osteosarkomu je visoka ekspresija NES-a povezana s kra¢im ukupnim
prezivljenjem, §to upucuje na mogucu povezanost s nepovoljnijim klini¢kim ishodom [144].
Eksperimentalna istrazivanja dodatno su pokazala da hipoksija moze potaknuti ekspresiju NES-
a te da je on ukljucen u regulaciju stani¢ne odrzivosti i metabolickog odgovora na stresne uvjete
[145]. Takoder, dosadas$nja istrazivanja u razliitim tumorskim modelima povezala su
ekspresiju NES-a s regulacijom citoskeleta, poveanom migracijskom i invazivnom

sposobnos§cu [146] te, u pojedinim tumorima, otporno$c¢u na terapiju [147]. lako su ovi nalazi
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dobiveni pretezno u drugim tumorskim tipovima, oni upucuju na mogucu povezanost NES-a sa
stanicnom plasticnoS¢u 1 agresivnijim tumorskim fenotipom. Dosadasnja istrazivanja u
razli¢itim malignim tumorima povezuju ekspresiju CD24 s poveéanom sposobnoscu
samoobnavljanja 1 inicijacije tumora te s terapijskom rezistencijom i veéim invazivnim i
metastatskim potencijalom [148,149]. U osteosarkomu je povecana ekspresija CD24 povezana
s progresijom tumora i nepovoljnijom prognozom, §to upucuje na njegovu mogucu ulogu u
agresivnijem tumorskom fenotipu [150].

Ova subpopulacija stanica obiluje 1 transkripcijskim faktorima koji odrzavaju
nediferencirani, mati¢ni fenotip. Povecana ekspresija SOX4 u osteosarkomu povezana je s
agresivnijim tumorskim fenotipom, a njegovo utiSavanje eksperimentalno smanjuje
proliferaciju, migraciju i invazivnost tumorskih stanica [151]. U drugim tumorskim modelima
SOX4 je povezan s aktivacijom B-kateninskog signaliziranja, EMT-om i stjecanjem svojstava
TMS-a, §to upucéuje na mogucu ulogu ovog ¢imbenika u regulaciji tumorske plasti¢nosti [152].
Takoder, ovisena ekspresija TCF12, ¢lana obitelji bHLH transkripcijskih faktora, povezuje se
s progresijom osteosarkoma, pove¢anim metastatskim potencijalom i losijim prezivljenjem
bolesnika. Funkcionalna istrazivanja pokazala su da utisavanje TCF12 smanjuje proliferaciju,
migraciju i invaziju tumorskih stanica te angiogenezu i metastaziranje, $to upucuje na njegovu
ulogu u poticanju agresivnog tumorskog fenotipa [153]. Osim toga, istrazivanja na drugim
tumorskim modelima, poput glioblastoma, ukazuju na povezanost TCF12 s odrzavanjem
nediferenciranog stanja tumorskih stanica, Sto otvara moguénost njegove uloge u ocuvanju
obiljezja tumorske mati¢nosti [154]. Tako ta funkcija jo$ nije izravno potvrdena u osteosarkomu,
povecana ekspresija TCF12 u ovom istrazivanju moze upucivati na njegov potencijalni
doprinos odrzavanju agresivnog fenotipa i progresiji bolesti. RUNX2, klasi¢an transkripcijski
regulator osteoblastne diferencijacije, u kontekstu uzorka recidiva moze djelovati u funkciji
odrzavanja TMS fenotipa. Njegova visoka ekspresija podrZzava samoobnavljanje, inhibira
terminalnu diferencijaciju 1 povezana je s povecanom proliferacijom, invazivnoS¢u i
terapijskom otpornosti stanica [155,156]. Povisena ekspresija MEF2C u recidivhom
osteosarkomu moze upudivati na prisutnost stanicne populacije s izraZenom razvojnom
plasti¢nos¢u 1 obiljezjima tumorske mati¢nosti. U prilog njegovoj klinickoj vaznosti, nedavno
bioinformaticko istraZivanje pokazalo je da je MEF2C poviSeno eksprimiran u tkivu
osteosarkoma te da je njegova ekspresija povezana s prezivljenjem bez dogadaja (engl. event-
free survival), $to upucuje na njegov potencijal kao prognostickog biomarkera [157]. S obzirom
na ulogu MEF2C u regulaciji osteoblastne diferencijacije [158] te njegovu povezanost s

molekularnim obiljezjima tumorske mati¢nosti u osteosarkomu [159], njegova povecana
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ekspresija mogla bi upucivati na stani¢na stanja povezana s o¢uvanjem razvojne plasti¢nosti.
Nadalje, ekspresija TEAD2, transkripcijskog faktora koji veze DNA i regulira ekspresiju gena
nizvodno od signalnog puta Hippo, moze upucivati na aktivnost transkripcijskih programa
povezanih s rastom i prilagodbom tumorskih stanica. U osteosarkomu je eksperimentalno
potvrdena uloga osi YAP/TEAD u regulaciji proliferacije i rasta tumora, iako doprinos
pojedinacnih ¢lanova obitelji TEAD, ukljuc¢uju¢i TEAD?2, zahtijeva daljnje istrazivanje [160].
Istodobno, ekspresija HMGB2, gena koji kodira proteina koji sudjeluje u organizaciji kromatina
1 regulaciji transkripcije, moze biti povezana s agresivnijim fenotipom subpopulacije 6. U
osteosarkomu je njegova povisena ekspresija povezana s povecanom proliferacijom,
migracijom i invazijom tumorskih stanica te nepovoljnijim klini¢kim ishodima, §to upucuje na
moguci doprinos progresiji bolesti [161].

Uz navedene markere tumorske maticnosti, subpopulaciju 6 obiljezavaju i
diferencijalno eksprimirani geni povezani s remodeliranjem citoskeleta (PTGDS, PALMD),
stani¢nom adhezijom (CDH15) i stani¢nom plasti¢noséu (ASB5, DES). Dodatno, dominantna
zastupljenost gena povezanih s interakcijama tumorskih stanica s mikrookoli§em 1 progresijom
bolesti (ANKRD1, NCAM1 i RARRES2), pridonosi slozenosti njezina ekspresijskog profila.
Poveéana ekspresija markera (GREM1) koji upucuje i na mogucu povezanost ove subpopulacije
s odgovorom osteosarkoma na kemoterapiju. Funkcionalna uloga navedenih gena i njihova
moguca povezanost s bioloSkim obiljezjima subpopulacije 6 u kontekstu progresije bolesti
detaljnije ¢e se razmotriti u sljede¢im poglavljima.

Analiza intratumorske heterogenosti izmedu dviju faza bolesti upucuje na moguénost
promjene sastava tumorske populacije tijekom progresije bolesti i izlaganja terapijskom
pritisku, pri ¢emu pojedine stani¢ne subpopulacije mogu ste¢i selektivnhu prednost zbog
povecane sposobnosti prezivljavanja i prilagodbe. U tom kontekstu, isklju¢iva pojavnost
subpopulacije 6 u uzorku recidiva posebno je znacajna jer njezin ekspresijski profil objedinjuje
obiljeZja povezana s tumorskom mati¢noS¢u, stanicnom plasticnos¢u, remodeliranjem
citoskeleta 1 migracijskim potencijalom. Takva kombinacija obiljezja mogla bi upucivati na
stani¢nu populaciju sposobnu prilagoditi se promijenjenim uvjetima tumorskog mikrookolisa,
prezivjeti terapijski pritisak i sudjelovati u ponovnom uspostavljanju tumorskog rasta.

Kako bi se ispitala hipoteza da stanice s obiljezjima tumorske mati¢nosti mogu
pridonijeti nastanku recidiva zahvaljuju¢i sposobnosti samoobnavljanja, prilagodbe 1
preZivljavanja nakon terapije, iz parentalne stani¢ne kulture izdvojena je populacija stanica
uzgojem u obliku sferoida. Ovom je metodom obogacena populacija stanica s obiljezjima

mati¢nosti, koja je potom koristena u daljnjim in vitro ispitivanjima. Postojanje mati¢nih stanica
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u osteosarkomu prvi su identificirali Gibbs i suradnici (2025.), koji su pokazali da subpopulacija
stanica iz ljudskih uzoraka osteosarkoma i stani¢nih linijja moze formirati sarkosfere ili
osteosfere u uvjetima bez seruma, §to ukazuje na njihov mati¢ni fenotip [162]. Mnogo je
istrazivanja potvrdilo ove nalaze u razli¢itim stani¢nim linijama sarkoma [163,164]. Samu
metodologiju izolacije 1 opseznu karakterizaciju TMS iz osteosarkoma detaljno su opisali
Palmini i suradnici (2016.) koji su potvrdili ekspresiju mezenhimskih markera i gena povezanih
s mati¢noS¢u. Pokazali su i da izolirane stanice mogu diferencirati u osteogenu i adipogenu
liniju, $to potvrduje njihovu multipotentnost i opravdanost metode uzgoja u sferama za izolaciju
TMS-a [165]. TMS odlikuju se sposobno$¢u prezivljavanja i samoobnavljanja ¢ak i u uvjetima
nepovoljnih za adheziju, zahvaljujué¢i unutarnjim signalnim mehanizmima i otpornosti na
anoikis. Za razliku od njih, diferencirane tumorske stanice, koje ovise o signalima iz
izvanstani¢nog matriksa i adheziji, ne prezivljavaju u takvim uvjetima zbog aktivacije apoptoze
[166]. Tako izolirana prva generacija mati¢nih stanica koristila se u daljnjim funkcionalnim
istrazivanjima u uvjetima in vitro koja su potkrijepljena molekularnim nalazima transkriptoma

na razini pojedinacéne stanice.

5.2. Fenotipska plasti¢nost tumorskih mati¢nih stanica o€ituje se kroz razlicite

obrasce stani¢ne organizacije i rasta

Biofizi¢ka analiza pokazala je da sferoidi dobiveni iz uzorka recidiva imaju znacajno
niZu masenu gusto¢u, unato¢ ve¢em promjeru i masi, u usporedbi sa sferoidima dobivenima iz
uzorka pri dijagnozi. Ova razlika upucuje na promjenu fizikalnih svojstava i organizacije
sferoida tijekom progresije bolesti. Sferoidi sli¢nih dimenzija mogu se razlikovati po stani¢nom
sastavu, proliferacijskom i metabolickom stanju stanica te taloZenju izvanstanicnog matriksa,
zbog Cega sama veli¢ina nije dovoljna za njihovu cjelovitu fizikalnu karakterizaciju [167].
Stoga istodobno mjerenje promjera, mase i masene gustoe omogucuje detaljniju procjenu
fizikalnih svojstava sferoida i njihovih promjena tijekom rasta. Iako su brojna istrazivanja
povezala vecu kompaktnost i gustocu sferoida s povecanom malignos$¢u, rezistencijom na
lijekove 1 aktivacijom signalnih putova povezanih s prezivljavanjem stanica [36,37], noviji
dokazi upucuju na to da 1 niZza gusto¢a moze biti obiljezje agresivnih tumora. Primjerice,
pokazano je da tumorske stanice koje prolaze kroz mehanic¢ku promjenu, obiljezenu smanjenom
zbijenos¢u i gusto¢om, pokazuju vecu fluidnost i invazivnost [168,169]. Sli¢no tome, Pandey i

suradnici (2024.) pokazali su da mehani¢ka kompresija moze povecati pokretljivost stanica
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unutar sferoida karcinoma dojke i njihovu invaziju u kolagenski matriks [170]. Dodatno,
istrazivanje van der Neta i suradnika (2024.) pokazalo je da interakcije tumorskih stanica s
izvanstani¢nim matriksom, zajedno s ¢imbenicima povezanim s EMT-om, mogu pridonijeti
promjenama u organizaciji sferoida i nastanku invazivnih stani¢nih stanja [171]. U svjetlu tih
nalaza, niza masena gusto¢a sferoida dobivenih iz uzorka recidiva mogla bi odrazavati
promjene u njihovoj unutarnjoj organizaciji i mogucéu prilagodbu mehani¢kim uvjetima koja
pogoduje migracijskom fenotipu. Ovi biolosko-mehanic¢ki uvidi u sferoide ukazuju na
potencijalnu povezanost izmedu gustoée 1 mehani¢kih svojstava tumorskih sferoida te
fenotipske prilagodbe TMS, §to se dalje ogleda u njihovoj migracijskoj i invazivnoj sposobnosti
tijekom progresije bolesti. Pra¢enje morfoloskih promjena TMS kroz razli¢ite klinicke faze
osteosarkoma pruza vrijedan uvid u adaptivnu dinamiku tumorskih fenotipova i njihovu
sposobnost prezivljavanja pod terapijskim pritiskom.

Holografska analiza TMS-a pokazala je smanjenje stani¢ne debljine, §to upuéuje na
formiranje nepravilnog i spljostenijeg fenotipa s mezenhimskom orijentacijom. Ovaj fenotip
povezan je s veCom mobilno$¢u i poveéanim invazivnim potencijalom stanica. Migratorni i
invazivni karakter tumorskih stanica temelji se na sloZzenoj reorganizaciji citoskeleta i promjeni
stani¢ne adhezije, §to omogucuje aktivno Kretanje kroz tkivo i probijanje bazalnih membrana
[172]. Ovi rezultati u skladu su s prethodnim istrazivanjima koja su pokazala da izduzeni i
heterogeni oblik stanica korelira s pove¢anim metastatskim kapacitetom u osteosarkomu [173].
Takoder, pokazalo se da invazivne stanice Cesto gube stani¢nu debljinu i povrSinsku
uniformnost kako bi se lak$e prilagodile mikrookoliSu i migracijskim izazovima [174].
Istrazivanje koje su Gou i suradnici proveli 2017. godine koristilo kvantitativno fazno snimanje
za detaljnu analizu pojedina¢nih stanica u adherentnoj kulturi, usporedilo je slabo i visoko
invazivne subpopulacije. Rezultati su pokazali da invazivne stanice gube kompaktnu
morfologiju kroz povecano lateralno Sirenje na podlozi, smanjenje opticke debljine i faznog
pomaka, te izrazeniju izduZenost i asimetriju oblika [175]. Ove morfoloske promjene
odrazavaju redistribuciju stani¢ne mase i1 remodeliranje aktinskog citoskeleta, Sto rezultira
smanjenom mehanickom kruto$¢u 1 ve€om sposobnoscu deformacije tijekom migracije, a time
1 povecanim invazivnim potencijalom. Porast invazivnosti u tumorskim modelima ne prati
pojavu jednog dominantnog oblika stanica, ve¢ se ocituje kroz povecanu morfolosku
heterogenost unutar stani¢ne populacije. Ova raznolikost omogucuje tumorskim stanicama
vecu fleksibilnost 1 sposobnost prilagodbe razli¢itim uvjetima mikrookolisa, ¢ime se dodatno

pojacava njihov invazivni kapacitet [176].
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U prilog tome ide povisena ekspresija gena povezanih s remodeliranjem stanicnog
citoskeleta, mehanotransdukcijom, stanicnom adhezijom i regulacijom motiliteta. Takve
promjene mogu odrazavati funkcionalno preoblikovanje tumorskih stanica prema fenotipu koji
karakteriziraju veca plasticnost, pokretljivost i sposobnost invazije. Intermedijarni filament
VIM vazan je strukturni element mezenhimskog citoskeleta koji doprinosi mehanickoj
stabilnosti i fleksibilnosti stanice. Njegova povecana ekspresija Cesto se povezuje S
mezenhimskim fenotipom i promjenama stani¢nog oblika, koje mogu biti praéene pove¢anom
migracijskom i invazivnom sposobnos$¢u. U osteosarkomu je pokazano da promjene u
organizaciji aktinskog citoskeleta i mehanickim svojstvima stanica koreliraju s njihovim
metastatskim potencijalom [177]. Nadalje, analiza genske ekspresije u osteosarkomu
identificirala je VIM kao jedan od gena relevantnih za molekularnu karakterizaciju i procjenu
progresije bolesti [178]. U skladu s tim nalazima, Cui i suradnici (2025.) izvijestili su o
povecanoj ekspresiji VIM u stani¢nim linijama osteosarkoma u odnosu na normalne osteoblaste
te pokazali da utiSavanje njegova izrazaja smanjuje proliferaciju i migraciju tumorskih stanica
[179].

Na tu strukturnu osnovu nadovezuju se RAC1 i CDC42, koji reguliraju prostornu
organizaciju aktina i time omogucuju da se promjena citoskeletne arhitekture pretvori u
konkretnu promjenu oblika stanice. RAC1 je vazan regulator stvaranja lamelipodija na vode¢em
rubu stanice. U osteosarkomskim stanicama RAC1 sudjeluje u organizaciji signalnog sustava
na vodec¢em rubu i stvaranju lamelipodija potrebnih za usmjereno kretanje [180]. S druge strane,
CDC42, iako je poznat kao regulator stani¢nog polariteta i stvaranja filopodija. lako u ovom
istrazivanju nije pokazao statisti¢ki znacajnu promjenu ekspresije tijekom progresije bolesti,
njegova ekspresija u oba uzorka bila je visoka. Prethodna istraZivanja povezala su njegovu
aktivaciju s migracijskim i invazivnim svojstvima osteosarkomskih stanica. Tako je u visoko
metastatskom modelu osteosarkoma aktivacija CDC42 bila povezana s fibroblasticnom
morfologijom, stvaranjem filopodija i mezenhimskim na¢inom migracije [181,182]. Pojac¢ana
ekspresija RAC1 uz istodobnu visoku ekspresiju CDC42 stoga moze biti znacajna u kontekstu
regulacije procesa kojima se stanica polarizira, izduZzuje 1 oblikuje asimetricne protruzije.
Drugim rije¢ima, ovi geni sudjeluju u regulaciji reorganizacije citoskeleta i promjena stani¢ne
morfologije koje omoguc¢uju uspostavu stani¢ne polarnosti, oblikovanje vodeceg ruba i razvoj
protruzija uklju€enih u migraciju tumorskih stanica. Funkcionalnu poveznicu izmedu
signalizacije RAC1/CDCA42 i reorganizacije aktina predstavlja PAK1. Kao nizvodni efektor
Rho-obitelji GTPaza, PAKL1 sudjeluje u regulaciji aktinske dinamike, adhezije i motiliteta. U

osteosarkomu je pokazano da aktivacija PAK1 povecava polimerizaciju aktina i motilitet
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stanica, dok njegovo utiSavanje smanjuje migraciju i adheziju te razvoj pluénih metastaza [183].
U kontekstu uzorka recidiva, povisena ekspresija PAK1 moze se stoga promatrati zajedno s
promjenama ekspresije RAC1 i CDC42 kao dio istog funkcionalnog modula. Njegova vaznost
pritom nije samo u povecanju sposobnosti kretanja, ve¢ u omogucavanju dinami¢nog
preoblikovanja aktinske mreze koje je potrebno da stanica promijeni svoj oblik, uspostavi
polaritet i odrzava migracijske protruzije. Takav mehanizam moze pridonijeti fenotipu u kojem
stanice postaju izduzenije i prostorno rasprostranjenije, $to je karakteristika mezenhimskog
naéina migracije i §to je uoceno u ovom istrazivanju. Na ovu os nadovezuje se FSCNL1, koji
kodira za fascin-1, protein odgovoran za organizaciju aktinskih filamenata u ¢vrste paralelne
snopove karakteristicne za filopodije i druge migracijske protruzije. Za razliku od VIM-a, koji
daje strukturnu i mehanicku potporu stanici, FSCN1 omogucuje precizno organiziranje aktina
u specijalizirane strukture koje mijenjaju konturu stanice i omogucuju joj aktivnu interakciju s
okolinom. U osteosarkomu je povecana ekspresija FSCN1 povezana s ve¢om migracijskom
sposobnoscu, aktivnos¢éu MMP-9, losijim prezivljenjem te poveéanim stvaranjem pluénih
metastaza [184]. U kombinaciji s RAC1, CDC42 i PAK1, FSCNL1 stoga moze predstavljati
zavr$nu strukturnu komponentu programa koji omogucuje formiranje i stabilizaciju stani¢nih
protruzija. Takva reorganizacija moze rezultirati promjenom geometrije stanice prema
izduZenijem i polariziranijem obliku, ¢ime se povecava njezina sposobnost usmjerenog kretanja
kroz izvanstanicni prostor.

Istodobno, promjena oblika stanice zahtijeva i remodeliranje njezinih kontakata s
podlogom. U tom kontekstu posebno su relevantni PXN, SRC i VCL, koji povezuju aktinski
citoskelet s fokalnim adhezijama i izvanstani¢nim matriksom. PXN kodira pakilin, adaptorski
protein fokalnih adhezija koji povezuje integrinske i citoskeletne signalne putove. Njegova
funkcionalna povezanost sa kinazama SRC osobito je znacajna u osteosarkomu, gdje je
pokazano da su aktivnost SRC i pakilin povezani s metastatskim potencijalom, dok inhibicija
SRC-a smanjuje fosforilaciju pakilina i motilitet visoko metastatskih osteosarkomskih stanica
[185]. Ova os moze se stoga povezati s promjenom oblika na nacin da omogucuje stanici da
dinamicki uspostavlja i otpusta kontakte s izvanstani¢nim matriksom. Takva dinamika fokalnih
adhezija nuZna je za Sirenje stanice po podlozi, formiranje vodeceg ruba i pomicanje stanicnog
tijela prema naprijed. VCL dodatno nadopunjuje ovaj sustav jer vinkulin povezuje aktinske
filamente s komponentama fokalnih adhezija i sudjeluje u prijenosu mehanickih sila. Njegova
lokalizacija u fokalnim adhezijama te regulacija njegovog regrutiranja mehanickim silama
pokazuju da VCL predstavlja vaznu poveznicu izmedu organizacije citoskeleta i nacina na koji

stanica ostvaruje kontakt s podlogom [186,187]. U kontekstu recidivnog osteosarkoma,
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promjena ekspresije VCL zajedno s PXN i SRC mozZe stoga biti u skladu s dinami¢nijom
organizacijom fokalnih adhezija. Takva organizacija omogucuje stanici da istodobno mijenja
podrudja prianjanja i raspodjelu citoskeletne napetosti, Sto je potrebno za Sirenje i izduzivanje
stanice te za u¢inkovito kretanje kroz mikrookolis.

Posljednju komponentu ovog morfoloskog programa predstavlja EZR, koji kodira za
ezrin, protein obitelji ERM koji povezuje aktinski citoskelet s plazmatskom membranom i tako
sudjeluje u regulaciji stanicnog oblika. Njegova je uloga u progresiji osteosarkoma dobro
dokumentirana. Povecana ekspresija EZR-a povezana je s ve¢im metastatskim potencijalom i
losijim ishodom, dok smanjenje njegove ekspresije moze inhibirati metastaziranje [188].
Takoder, pokazano je da EGF inducira fosforilaciju ezrina, $to poti¢e promjenu morfologije
osteosarkomskih stanica iz zaobljenog u vretenasti oblik te povecava njihovu migraciju i
motilitet [189]. EZR stoga predstavlja vaznu poveznicu izmedu reorganizacije aktinskog
citoskeleta, promjena stanicne morfologije 1 migracijskog potencijala. Njegova povezanost s
Rho-GTPaznom signalizacijom, ukljucuju¢i RACI, dodatno podupire njegovu ulogu u
regulaciji citoskeletne dinamike.

Gen PALMD, koji kodira za citosolni protein palmdelfin, povezan je s regulacijom
stanicne morfologije, organizacije citoskeleta i stanicnom adhezijom, Sto je pokazano u
endotelnim stanicama [190]. Osim toga, eksperimentalna istrazivanja pokazala su da PALMD
potice diferencijaciju mioblasta i sudjeluje u regeneraciji skeletnog misica. S obzirom na
izrazito promijenjenu ekspresiju PALMD-a u uzorku recidiva i istodobno uo¢ene morfoloske
promjene, ovaj nalaz mogao bi odrazavati promjene u regulaciji stani¢ne arhitekture i
diferencijacijskih programa [191].

Ovakva interpretacija rezultata, prema kojoj stanice recidiva pokazuju izrazeniji
mezenhimski fenotip, slabiju medustaniénu povezanost unutar sferoida te transkriptomski
profil koji podupire uo¢ena morfoloska obiljezja, osobito je zanimljiva u kontekstu tumorske
progresije. Navedene promjene mogle bi odrazavati prilagodbu tumorskih stanica na
promijenjene uvjete mikrookoliSa te potencijalno pridonijeti stjecanju stani¢nih svojstava

povezanih s povecanom invazivnoscu.

5.3. Pojacan migracijski potencijal ostvaren visokom plasti¢nosti i procesima
slicnim epitelno-mezenhimskoj tranziciji

Potencijal inicijacije tumora procijenjen je testom generiranja sferoida. Udio sferoidnih

stanica u oba uzorka bio je podjednak te je iznosio manje od 1%, $to je u skladu s pretpostavkom
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da TMS ¢ine vrlo malu subpopulaciju unutar tumorske mase. Ovi rezultati podudaraju se s
prethodnim istrazivanjima na primarnim stanicama osteosarkoma i stani¢nim linijama,
ukljucujuéi MG63, gdje je udio sferoida iznosio izmedu 0,1 i 1% [192]. Sli¢na zastupljenost
TMS zabiljezena je i u karcinomu dojke, dok je u karcinomu malih stanica pluc¢a njihov udio
jos nizi, ¢esto ispod 0,1% [193]. Medutim, sve je vise dokaza da zastupljenost TMS znacajno
varira medu razli€itim tipovima tumora. Primjerice, u raku debelog crijeva njihov udio iznosi
oko 2,5 %, dok u glioblastomu moze varirati u $irokom rasponu od 1 do 50 % [194,195]. Ove
razlike odrazavaju specificnosti biologije pojedinih tkiva, ali i razli¢itu hijerarhijsku
organizaciju tumora. Iako u ovom istrazivanju nije utvrdena razlika u udjelu stanica koje
formiraju sferoide izmedu uzorka pri dijagnozi i uzorka recidiva, njihova prisutnost u oba
uzorka upucuje na postojanje stani¢ne populacije sposobne za rast u uvjetima sferoidne kulture.
Ovaj nalaz u skladu je s prisutnoscu stanica s obiljezjima tumorske mati¢nosti u objema fazama
bolesti, ¢ija bi svojstva samoobnavljanja i prilagodbe mogla imati ulogu u odrzavanju tumorske
populacije i potencijalnom razvoju recidiva. Unato¢ Sirokoj primjeni, test formiranja sferoida
ima odredena ograni¢enja. Temeljna pretpostavka da svaka sfera potjeCe od jedne maticne
stanice Cesto nije potvrdena u stvarnim eksperimentalnim uvjetima. Nadalje, broj i veli¢ina
sfera mogu biti pod utjecajem razli¢itih ¢imbenika, ukljuujuéi agregaciju stanica, gustocu
zasijavanja, proliferativni status te uvjete kulture i koriSteni protokol. Zbog toga dobiveni
rezultati prije odrazavaju relativni adaptivni potencijal stanica u uvjetima in vitro nego njihov
stvarni bioloski kapacitet in vivo. Analiza stani¢nog ciklusa pokazala je heterogenu raspodjelu
stanica uz dominaciju G1 faze, prve faze interfaze stani¢nog ciklusa, tijekom koje stanica raste,
obavlja svoje funkcije 1 priprema se za replikaciju DNA. Medutim, vazno je naglasiti i da ovaj
test formiranja sferoida primarno detektira stanice koje su u proliferativnom stanju. Budu¢i da
se TMS cesto nalaze u stanju mirovanja, njihov stvarni udio moze biti podcijenjen, §to moZe
dovesti do lazno negativnih rezultata. Stoga se test formiranja sferoida treba koristiti
prvenstveno za usporedbe unutar istog eksperimentalnog sustava, uz jasno razumijevanje
njegovih ogranicenja povezanih s klonalnoS¢u, diferencijacijskim stanjem 1 proliferativnim
statusom stanica [129].

Testom zarastanja rane utvrdena je vec¢a migracijska sposobnost stanica recidiva, koje
su nakon 48 h prekrile priblizno 50 % povrsine rane, dok su stanice uzorka dijagnoze pokazale
znatno slabiju migraciju. Ovaj se nalaz moze povezati s promjenama ekspresije transkripcijskih
¢imbenika ukljucenih u regulaciju EMT, pri ¢emu je u uzorku recidiva zabiljeZena povecana
ekspresija SNAI2, dok su TWIST1 i ZEB1 bili podjednako zastupljeni u uzorcima dijagnoze i

recidiva, bez statisticki znaCajnih razlika u njihovoj ekspresiji. Ovi ¢imbenici reguliraju
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stani¢nu adheziju, organizaciju citoskeleta 1 migraciju te mogu zajednicki poticati stani¢nu
plasti¢nost i invazivna svojstva [196]. U osteosarkomu je SNAI2 povezan s reorganizacijom
aktinskog citoskeleta i pove¢anom migracijom i invazijom, dok je smanjenje njegove ekspresije
povezano s ponovnom ekspresijom E-kadherina i ja¢anjem medustani¢nih veza [197,198].
PojaCana zastupljenost proteina Snail istrazivana je 1 kao potencijalni pokazatelj terapijskog
odgovora i klinickog ishoda [199], a u pedijatrijskom osteosarkomu njegova je pozitivna
ekspresija povezana s viSestrukim i udaljenim koStanim metastazama [200]. Sli¢no tome,
TWIST1 i ZEB1 povezani su sa smanjenom ekspresijom E-kadherina, izraZenijim
mezenhimskim obiljezjima 1 pove¢anom stani¢nom pokretljivoscu; pri cemu je ZEB1 povezan
I s metastatskim potencijalom [65,201,202]. Iako u ovom istrazivanju nije utvrden znacajan
porast ekspresije TWIST1 i ZEB1 u uzorku recidiva, njihova visoka zastupljenost u oba uzorka
upucuje na mogucu kontinuiranu ukljucenost ovih regulatora u odrzavanje mezenhimskih
obiljezja tumorskih stanica. Nasuprot tome, povecana ekspresija SNAI2 u recidivu moze
upucivati na njegovu dodatnu ulogu u regulaciji stani¢ne plasti¢nosti i migracijskih svojstava.
Zajedno s rezultatima testa zarastanja rane, ovi nalazi upuéuju na mogucu povezanost promjena
u regulatornim mehanizmima procesa sliénih EMT-i s pove¢anom migracijskom sposobnos$éu
stanica recidiva, pri ¢emu ih, s obzirom na mezenhimsko podrijetlo osteosarkoma, treba
tumaciti kao preoblikovanje postoje¢ih mezenhimskih svojstava, a ne kao klasicnu EMT.

Uz promjene sli¢ne EMT-i, u uzorku recidiva uocena je povisena ekspresija molekula
ukljucenih u interakcije stanica s izvanstani¢énim matriksom 1 medustanicnu adheziju, Sto
upucuje na promijenjenu regulaciju adhezijskih 1 migracijskih svojstava. Posebno se istice
ITGB1, koji kodira za podjedinicu B1 integrina i posreduje u prijenosu signala izmedu stanice i
ECM-a, povezujuéi izvanstanicne podrazaje s reorganizacijom citoskeleta, stani¢nom
pokretljivoséu, prezivljavanjem i fenotipskom plasticnos¢u [203]. Eksperimentalno je
pokazano da smanjenje ekspresije integrina 1 moze umanjiti migraciju i invaziju te ograniciti
metastatsku kolonizaciju pluca, dok su promjene integrinske signalizacije u osteosarkomu
povezane s metastatskim potencijalom i klinickim ishodom [204]. Povisena ekspresija N-
kadherina u recidivu takoder moze upucivati na promijenjenu regulaciju medustani¢nih
kontakata. U kombinaciji sa smanjenjem E-kadherina, promijenjena ravnoteza kadherina moze
pogodovati preuredenju stani¢ne adhezije te povecanoj migraciji i invaziji, §to je povezano S
metastatskim ponasanjem osteosarkoma [205]. Uz promjene u ekspresiji kadherina i integrina,
povecéana ekspresija NCAML1, koji kodira za neuralnu stani¢nu adhezijsku molekulu 1, moze
biti povezana s promijenjenim migracijskim svojstvima stanica recidivnog osteosarkoma.

Nedavno istrazivanje pokazalo je da je povecana ekspresija NCAM1 povezana s nepovoljnijim
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prezivljenjem bolesnika, dok je njegova pojacana ekspresija poticala proliferaciju, migraciju i
invaziju tumorskih stanica. Autori su takoder povezali NCAM1 sa signalizacijom ERK5/NF-
kB 1 otpornosc¢u na feroptozu, $to upuéuje na njegovu moguéu ulogu u progresiji osteosarkoma
i prilagodbi tumorskih stanica na nepovoljne uvjete [206].

lako je ALPL marker osteogene diferencijacije, njegova ekspresija u populaciji stanica
s obiljezjima mati¢nosti u uzorku recidiva moze odrazavati fenotipsku plasticnost tumorskih
stanica, koje mogu istodobno zadrzavati obiljezja mati¢nosti i aktivirati pojedine linijski
specifi¢ne razvojne programe bez postizanja terminalne diferencijacije [207]. Slican obrazac
moze se razmotriti i za gene povezane s miogenim razvojem i reorganizacijom citoskeleta, ¢ija
je ekspresija zabiljezena gotovo iskljucivo u recidivu. Poveéana ekspresija MYODL1 i PAX7 uz
diferencijalnu ekspresiju DES, mogla bi upucivati na aktivaciju aberantnih razvojnih programa
1 prisutnost stanica s progenitorskim obiljezjima, a ne nuzno na uspostavu zrelog miSi¢nog
fenotipa [208-210]. Znacajno je da su Dodd i suradnici (2015.) pokazali kako PAX7 i MYOD1
mogu poticati metastaziranje sarkoma putem regulacije pro-metastatske miR-182, iako taj
mehanizam nije izravno potvrden u osteosarkomu [211]. Desmin, kodiran genom DES,
sudjeluje u organizaciji 1 stabilizaciji citoskeleta, no njegova povezanost s invazivnoscu ili
losijom prognozom osteosarkoma nije dovoljno razjasnjena [212]. Diferencijalna ekspresija
CDHA15, koji kodira za M-kadherin, moze upucivati na promjene u adhezijskim i miogenim
diferencijacijskim programima. lako je CDH15 prvenstveno povezan s mioblastnom
diferencijacijom i staniénom adhezijom, njegova je ekspresija zabiljeZena i u stani¢noj liniji
osteosarkoma Saos-2. Medutim, njegova uloga u progresiji osteosarkoma jos nije razjasnjena.
Povecana ekspresija MYL9, koji sudjeluje u regulaciji aktomiozinske kontrakcije, dodatno
upucuje na promjene u stani¢noj kontraktilnosti i migracijskim svojstvima, §to je u skladu s
nalazima u osteosarkomu [213,214]. Naposljetku, povecana ekspresija ASB5 u recidivu moze
biti relevantna s obzirom na njegovu povezanost s miogenom plasticnoS¢u 1 agresivnijim
tumorskim stanicama, premda njegova funkcionalna uloga u osteosarkomu jo$ nije razjasnjena
[215,216]. Ovakva viselinijska plasti¢nost, osobito izrazena u uzorku recidiva tumora, moze
upucivati da selekcijski pritisci terapije 1 mikrookoliSa mogu potaknuti nastanak stanica s
povecanom funkcionalnom fleksibilnoscu.

Vazan aspekt progresije osteosarkoma u recidivu predstavlja i remodeliranje ECM-a.
ECM nije pasivna struktura, ve¢ aktivni regulator tumorskog ponaSanja koji modulira
proliferaciju, invaziju i signalizaciju tumorskih stanica [217]. U tom procesu vaznu ulogu ima
CD44, koji sudjeluje u interakcijama stanica s izvanstani¢nim matriksom. lako u ovom

istrazivanju nije utvrdena statisticki znacajna promjena njegove ekspresije tijekom progresije

98



bolesti, u osteosarkomu je njegova ekspresija povezana s metastaziranjem i nepovoljnijim
klinickim ishodima [218,219]. Te interakcije povezane su s djelovanjem metaloproteinaza
matriksa, koje razgraduju komponente ECM-a i olakSavaju prodor tumorskih stanica kroz
okolno tkivo. Medu njima se istice MMP2, ¢ija je aktivnost u osteosarkomu povezana s
invazivnoS$cu i slabijim odgovorom na kemoterapiju [220]. Proteoliti¢ko remodeliranje dodatno
moze poticati MMP14, membranski vezanu metaloproteinazu koja sudjeluje i u aktivaciji
MMP2. U osteosarkomskim stanicama signalizacija WNT5A/SRC/ERK povezana je s
povecanom ekspresijom MMP14 te poja¢anom migracijom i invazijom [221]. Sli¢nu ulogu u
razgradnji matriksa ima katepsin B, kodiran genom CTSB, ¢ije je eksperimentalno utiSavanje
smanjilo pokretljivost i invazivnost osteosarkomskih stanica [222]. Osim razgradnje ECM-a,
za migraciju je vazna i njegova organizacija, u kojoj sudjeluje fibronektin, kodiran genom FN1.
Njegova povecana ekspresija u recidivu mogla bi odraZavati promijenjene interakcije stanica s
matriksom, a eksperimentalni nalazi u osteosarkomu povezuju fibronektin s migracijskim i
invazivnim svojstvima tumorskih stanica [223]. Uz FN1, promijenjenu organizaciju
izvanstani¢nog matriksa u recidivu mogla bi odrazavati i povecana ekspresija POSTN i SPARC,
koji sudjeluju u regulaciji interakcija stanica s ECM-om. U osteosarkomu je POSTN
eksperimentalno povezan s proliferacijom, migracijom i invazijom tumorskih stanica te s
agresivnijim klini¢kim obiljezjima [224] dok je povecana ekspresija SPARC povezana s
pluénim metastazama [225,226]. Zajedno s povecanom ekspresijom MMP2, MMP14 i CTSB,
ovi nalazi upucuju na istodobne promjene u organizaciji i proteolitickom remodeliranju
matriksa, koje bi mogle pogodovati migracijskim i invazivnim svojstvima stanica recidiva.
Poveéana ekspresija gena RARRES2 i ANKRD1 te promjene u ekspresiji CXCL12 i
PTK2 u recidivu osteosarkoma mogu upucivati na promjene u komunikaciji tumorskih stanica
s mikrookoliSem, odrZavanju obiljeZja mati¢nosti te regulaciji stani¢ne adhezije i migracije. Ma
i suradnici (2024.) pokazali su da os IGF-1-RARRES?2, potaknuta interakcijom s tumorski
povezanim makrofagima, pridonosi odrzavanju mati¢nih obiljeZja stanica osteosarkoma, $to bi
moglo biti relevantno za razumijevanje recidiva i terapijske otpornosti [227]. S druge strane,
ANKRD1, koji kodira za protein ukljucen u stani¢ni odgovor na mehanicke podrazaje i
regulaciju transkripcije, povezan je s progresijom osteosarkoma putem osi RGMB-AS1/miR-
3614-5p. Eksperimentalni nalazi upucuju na to da povecana ekspresija ANKRD1 moze poticati
proliferaciju, migraciju i invazivnost tumorskih stanica te smanjiti apoptozu [228]. Uloga
kemokina CXCL12 u progresiji tumora sloZena je i ovisi o vrsti tumora te kontekstu tumorskog
mikrookoliSa. U stanicama raka prostate Chinni i suradnici (2006.) pokazali su da aktivacija

signalnog puta CXCL12/CXCR4 potice signalizaciju putem Akt-1 i povecava ekspresiju i
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sekreciju MMP-9, ¢ime pridonosi migraciji i invazivnosti tumorskih stanica u kontekstu
kostanog mikrookolisa [229]. Sli¢ni ucinci opisani su i u osteosarkomu. Perissinotto i suradnici
(2005.) pokazali su da signalizacija CXCL12/CXCR4 poti¢e migraciju i adheziju stanica
osteosarkoma te povecava proizvodnju MMP-9, dok je inhibicija CXCR4 smanjila razvoj
plu¢nih metastaza u eksperimentalnom misjem modelu [230]. Medutim, u¢inak CXCL12 nije
jednoznacan. Neklyudova i suradnici (2016.) pokazali su da promjene u ekspresiji CXCL12
mogu razlicito utjecati na rast primarnog tumora i metastaziranje osteosarkoma, $to upucuje na
kontekstualnu ulogu ove signalne osi [231]. U skladu s tom sloZeno$¢u, analiza uzoraka
primarnog osteosarkoma koju su proveli Baumhoer i suradnici (2012.) pokazala je da je snazna
ekspresija CXCL12 povezana s povoljnijim klinickim ishodom [232,233]. Stoga, iako
eksperimentalni nalazi upucéuju na to da signalizacija CXCL12/CXCR4 moze poticati migraciju
1 metastaziranje osteosarkoma, njezin klinicki znac¢aj ovisi o bioloskom kontekstu te se ne moze
tumaciti kao jednozna¢no nepovoljan prognosticki ¢imbenik. Gen PTK2 kodira fokalnu
adhezijsku kinazu (FAK), signalni protein koji sudjeluje u regulaciji stani¢ne adhezije,
prezivljenja i migracije. U osteosarkomu je povecana ekspresija FAK-a povezana s
uznapredovalom bole$¢u 1 pojavom recidiva. Nadalje, eksperimentalna istrazivanja pokazala su
da utiSavanje PTK2 smanjuje proliferaciju, migraciju i invazivnost tumorskih stanica te potice
apoptozu, §to upucuje na mogucu ulogu FAK-a u odrzavanju agresivnog fenotipa osteosarkoma
[234,235].

Zajedno, navedene promjene ekspresije upucuju na kompleksno preoblikovanje
molekularnog profila recidivnog osteosarkoma, obiljezeno promjenama u reorganizaciji
citoskeleta, procesima slicnim EMT-u, regulaciji stani¢ne adhezije, remodeliranju
izvanstanicnog matriksa i komunikaciji s tumorskim mikrookoliSem. Takve promjene mogle bi
pridonositi povecanoj fenotipskoj plasticnosti i migracijskom potencijalu tumorskih stanica, Sto

je u skladu s izraZenijom migracijom uo¢enom u funkcionalnom testu.

5.4. Neogranicen replikacijski potencijal ostvaren alternativnim mehanizmima
produljenja telomera

U analiziranom modelu osteosarkoma, qPCR analizom nije utvrdena ekspresija
transkripta hTERT ni u uzorku dijagnoze ni u uzorku recidiva. Medutim, analiza scRNA-seq
pokazala je statisticki znacajno povecanje ekspresije NTERT s napredovanjem bolesti, iako je
signal bio ograni¢en na vrlo mali broj stanica. Ovaj nalaz upucuje na moguénost da se tijekom

progresije bolesti u maloj subpopulaciji tumorskih stanica aktivira program povezan s
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telomeraznim mehanizmom odrZzavanja telomera, S§to se ne moze iskljuciti unatoC
nedetektibilnoj ekspresiji u qPCR analizi. Ovakvo tumacenje podupiru istrazivanja na
osteosarkomu koja su pokazala da je telomerazna aktivnost ceS¢a u metastatskim nego u
primarnim tumorskim uzorcima, §to upucuje na mogucu ulogu njezine aktivacije u progresiji
bolesti i stjecanju invazivnog potencijala [236]. Medutim, novija istrazivanja pokazala su da
unutar istog tumora mogu postojati razlicite stani¢ne subpopulacije koje se oslanjaju na razlicite
mehanizme odrzavanja telomera [237]. U skladu s time, nalazi ovog istrazivanja ukazuju
mogucnost ukljuc¢enosti telomerazno-neovisnih mehanizama odrzavanja telomerne duljine,
medu kojima je najvazniji mehanizam alternativnog produljenja telomera (ALT), Ciji ¢e se
mogucéi pokazatelji razmotriti u nastavku.

U tom kontekstu, povecana zastupljenost PML-a moze biti povezana s aktivnoscéu
mehanizma ALT-a. PML je glavna strukturna komponenta ALT-povezanih tjelesaca PML
(APB), nuklearnih struktura koje povezuju PML s telomernim regijama i predstavljaju
mikrookoli§ pogodan za telomernu rekombinaciju i sintezu DNA. APB-i se stoga smatraju
jednim od karakteristicnih obiljezja ALT-pozitivnih stanica, a njihova identifikacija
kombinacijom imunofluorescencije PML-a i telomerne analize FISH koristi se kao jedan od
pristupa detekciji fenotipa ALT. Eksperimentalni podaci dodatno pokazuju da PML moze
potaknuti stvaranje APB-a i ALT-povezanu sintezu telomerne DNA, dok se u APB-ovima
odvijaju procesi povezani s BLM-ovisnom replikacijom DNA i odgovorom na replikacijski
stres [238]. Iako u ovom istrazivanju nije provedena izravna kolokalizacijska analiza PML-a i
telomernih sekvenci kojom bi se potvrdilo postojanje APB-a, povecana ekspresija PML-a i
prisutnost nuklearnih tjeleSaca PML imunocitokemijskom metodom, u kombinaciji s
eksperimentalno potvrdenom odsutno$¢u telomerazne aktivnosti, predstavljaju nalaz
kompatibilan s moguéim fenotipom ALT. Stoga se povisena ekspresija PML u ovom kontekstu
moze promatrati kao jedan od elemenata koji podupiru hipotezu o telomerazno-neovisnom
odrzavanju telomera, ali sam po sebi ne moze biti smatran dokazom aktivnosti ALT.

Vaznu ulogu u interpretaciji ovih nalaza imaju ATRX, DAXX i TOP3A, koji su povezani
s regulacijom telomerne kromatinske strukture i alternativnim mehanizmima odrzavanja
telomera. ATRX i DAXX sudjeluju u regulaciji kromatina i depoziciji histonske varijante H3.3
na telomernim i subtelomernim regijama, a njihov je gubitak funkcije Cesto povezan s
fenotipom ALT. Medutim, ALT u osteosarkomu nije nuzno povezan s gubitkom funkcije
ATRX/DAXX, s§to potvrduju podaci o ALT-pozitivnim tumorima s ofuvanim kompleksom
ATRX/DAXX. U tom je kontekstu osobito znacajan TOP3A, c¢ija je amplifikacija u

pedijatrijskim osteosarkomima pokazala medusobno isklju¢ivu povezanost s inaktivacijom
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ATRX, pri ¢emu je povecana ekspresija TOP3A funkcionalno povezana s fenotipom ALT,
ukljucujuéi sintezu telomerne DNA i regrutaciju BLM-a [239]. U ovim uzorcima povecana
ekspresija ATRX-a i DAXX-a, uz istodobno poveéanje TOP3A, stoga ne iskljucuje ALT, veé
moze upucivati na alternativni nacin odrzavanja telomera neovisan o gubitku funkcije
ATRX/DAXX. Povecana ekspresija TOP3A moze biti relevantna za razmatranje alternativnog
produljivanja telomera (ALT), budu¢i da je u pedijatrijskim osteosarkomima utvrdena
povezanost amplifikacije i povecane ekspresije ovog gena s ALT-pozitivnim fenotipom.
Funkcionalni eksperimenti pritom su pokazali da TOP3A sudjeluje u odrzavanju ALT-a i
sintezi telomerne DNA [239]. U uzorku recidiva povecana ekspresija TOP3A, uz odsutnost
detektabilne telomerazne aktivnosti i transkripta hTERT, podupire hipotezu o mogucem
telomerazno-neovisnom odrzavanju telomera.

Uocena je povecana ekspresija BLM-a i FANCD2-a, ¢iji su proteinski produkti
uklju€eni u odrzavanje genomske stabilnosti, homolognu rekombinaciju i obradu replikacijskih
intermediata. Helikaza BLM ima vaznu ulogu u obradi struktura DNA nastalih tijekom
homologno-rekombinacijskih procesa na telomerima. U stanicama ALT BLM sudjeluje u
obradi intermediata telomerne replikacije DNA, a njegovo djelovanje u APB-ovima povezano
je s BIR-ovisnom sintezom telomerne DNA [238]. FANCD?2 je takoder funkcionalno povezan
s procesom ALT. Pokazano je da monoubikuitinirani FANCD2 ograni¢ava BLM-ovisnu
telomernu rekombinaciju, dok gubitak FANCD2 dovodi do pojacanog fenotipa ALT,
ukljucujuéi povecanje ekstrakromosomskih telomernih molekula DNA i nestabilnost telomera
[240]. Povecana ekspresija BLM-a i FANCD2-a u analiziranim uzorcima stoga je u skladu s
pojaCanim angazmanom mehanizama za obradu oSteCenja DNA i rekombinacijskih
intermediata, koji su posebno vazni u stanicama koje odrzavaju telomere mehanizmom ALT.
Ipak, sama povecana ekspresija ovih gena ne predstavlja dokaz njihove funkcionalne aktivnosti
niti definitivnu potvrdu ALT-a.

Dodatnu poveznicu s telomernim replikacijskim stresom predstavljaju SMARCALL1 i
RAD1. SMARCAL1 je DNA-translokaza ukljuéena u remodeliranje zaustavljenih
replikacijskih vilica i ouvanje stabilnosti replikacije. Recentni funkcionalni podaci pokazuju
da su ALT-pozitivne stanice, ukljucujuc¢i osteosarkomske modele, posebno ovisne o
SMARCAL1-u te da njegovo smanjenje dovodi do povecanja telomerne Stete DNA i nakupljanja
jednolan¢ane DNA [241]. Povecana ekspresija SMARCALL-a u ovom istraZivanju stoga se
moze interpretirati kao moguci odgovor na povecano opterecenje replikacijskog aparata i
potrebu za stabilizacijom replikacijskih vilica, §to je u skladu s biologijom ALT-pozitivnih
stanica. S druge strane, RADL1 je sastavni dio kompleksa RAD9-RAD1-HUSL1, odnosno 9-1-1
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kompleksa DNA-ostecenja, koji sudjeluje u nadzoru integriteta DNA i odgovoru na
replikacijski stres. Pokazano je da se ovaj kompleks povezuje s telomerama i sudjeluje u
regulaciji telomerne homeostaze, medutim nije specifi¢éni marker mehanizma ALT [242]. lako
u ovom istrazivanju ekspresija RAD1 nije pokazala statisticki znaCajnu promjenu u uzorku
recidiva u odnosu na uzorak dijagnoze, njegova bioloska uloga upucuje na mogucu ukljucenost
u mehanizme nadzora DNA i odgovora na replikacijski stres.

Zajedno, odsutnost detektabilne ekspresije transkripta hTERT, uz promjene u ekspresiji
PML, ATRX, DAXX, TOP3A, BLM, FANCD2, SMARCALL i prisutnost RAD1, ukazuje na
promjene u procesima povezanim s telomernom homeostazom, kromatinskom organizacijom,
homolognom rekombinacijom i odgovorom na replikacijski stres. Pojedini od tih procesa imaju
izravnu ulogu u mehanizmu ALT, dok su drugi dio opéenitijih sustava odrzavanja genomske
stabilnosti. Stoga ukupni obrazac nalaza podupire hipotezu o moguéem telomerazno-
neovisnom odrzavanju telomera u analiziranom osteosarkomu, ali ne potvrduje aktivaciju ALT-
a. Za pouzdaniju potvrdu potrebne su izravne analize, primjerice detekcija C-kruzne telomerne
DNA, telomerne heterogenosti ili kolokalizacije PML-a i telomerne DNA.

Funkcionalne implikacije aktivnosti ALT u recidivnim osteosarkomima su viSestruke.
ALT* tumori karakterizirani su izrazenom heterogenos¢u duljine telomera, §to je potvrdeno u
brojnim studijama na stani¢nim linijama osteosarkoma, gdje ALT-pozitivne linije pokazuju
istovremeno prisutnost vrlo dugih i vrlo kratkih telomera [243,244]. U skladu s time, izrazito
kratke telomere utvrdene u ovom istrazivanju mogle bi odraZavati stanje kriticno kratkih
telomera, koje se povezuje s moguc¢im pokretanjem mehanizma ALT iako njegova aktivacija u
ovom modelu nije izravno potvrdena [245]. Ovaj naizgled paradoks dobro je opisan u literaturi;
ALT ne djeluje uniformno na sve telomere, ve¢ selektivno produljuje odredene kromosomske
krajeve, dok drugi ostaju kratki. Time se odrzava minimalna duljina potrebna za proliferaciju,
uz istovremeno stvaranje visoke telomerne heterogenosti. Takva heterogenost dodatno
doprinosi genomskoj nestabilnosti, povecavaju¢i vjerojatnost nastanka kromosomskih
aberacija i omogucujuci selekciju agresivnih stani¢nih subpopulacija s povecanim invazivnim
I metastatskim potencijalom [246]. Klini¢ki podaci dodatno pokazuju da ALT" osteosarkomi
imaju izrazeniju sklonost recidivu, viSi stupanj agresivnosti te smanjenu osjetljivost na
konvencionalne terapije, osobito one koje djeluju putem indukcije oste¢enja DNA [247].
Istovremeno, njihova ovisnost o homolognoj rekombinaciji i sustavima popravka DNA otvara
prostor za razvoj ciljanih terapijskih pristupa, uklju¢ujuéi inhibiciju kljuénih komponenti puta
ALT. Ovaj mehanizam ne samo da omogucuje odrzavanje telomera u odsutnosti telomeraze,

ve¢ istovremeno doprinosi povecanoj genomskoj nestabilnosti i adaptivnoj plasticnosti, ¢ime
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izravno podupire razvoj agresivnog i terapijski rezistentnog fenotipa recidivnog osteosarkoma
[248]. Vazno je naglasiti da mehanizam ALT nije univerzalno prisutan u svim tumorima, veé
je karakteristican za specifiéne podtipove, osobito tumore mezenhimskog i
neuroektodermalnog podrijetla. U tom kontekstu, osteosarkom se istice kao jedan od najbolje
opisanih modela ALT-pozitivnih tumora, pri ¢emu se procjenjuje da znacajan udio slucajeva,
priblizno 40-60 % koristi ovaj alternativni nacin [249]. U tom smislu, prisutnost mehanizma
ALT u analiziranom recidivnom uzorku ne predstavlja samo molekularni biljeg tumorske
progresije, ve¢ 1 funkcionalni pokazatelj sofisticiranih adaptivnih strategija tumorskih stanica.
Takoder, integracija aktivnosti ALT s prethodno opisanim fronotipom slicnom EMT-u i visoko
plastiénim fenotipom dodatno naglaSava slozenost bioloskog ponaSanja osteosarkoma te
ukazuje na potrebu za terapijskim pristupima koji istovremeno ciljaju telomernu stabilnost i

stani¢nu plasti¢nost.

5.5. Recidiv bolesti obiljeZen pove¢anom osjetljivoS¢u na doksorubicin i

rezistencijom na cisplatinu i metotreksat

Kemorezistencija predstavlja jedan od glavnih razloga neuspjeha terapije osteosarkoma,
osobito u fazi recidiva bolesti [250]. Tradicionalni testovi in vitro, bazirani na adherentnim
kulturama, Cesto ne prepoznaju ove mehanizme jer ne reproduciraju prostornu organizaciju,
mikrookoli§ i heterogenost tumora in vivo. U ovom istrazivanju provedena je usporedba
adherentnih i sferoidnih kultura, pri ¢emu su sferoidi, osobito oni dobiveni iz uzoraka recidiva,
pokazali znacajno vecu otpornost na kemoterapiju. Ovaj nalaz je u skladu s brojnim
istrazivanjima koja pokazuju da 3D modeli osteosarkoma znatno bolje oponasaju uvjete in vivo,
ukljucujuéi povecanu gustocu ECM-a, ograni¢enu difuziju lijekova, hipoksiju i metabolicke
gradijente [251]. Upravo ti ¢imbenici stvaraju zastitni mikrookoli§ koji smanjuje penetraciju
citostatika 1 poti¢e aktivaciju signalnih puteva preZivljavanja. U viSe studija pokazano je da
sferoidi osteosarkoma imaju znacajno vise ICso-vrijednosti za standardne kemoterapeutike u
usporedbi s adherentnim kulturama, ¢ime se potvrduje njihova vecéa klini¢ka relevantnost [252].
Osim fizickih barijera, sferoidi omogucuju 1 razvoj kompleksnih stani¢no-stani¢nih 1 stani€no-
matri¢nih interakcija, koje aktiviraju signalne puteve poput PI3K/AKT, MAPK i Wnt/B-
katenin, poznate po svojoj ulozi u prezivljavanju stanica i rezistenciji na terapiju [253].
Takoder, hipoksi¢ni uvjeti unutar sferoida dovode do stabilizacije HIF-1a, Sto dodatno potice

ekspresiju gena ukljucenih u angiogenezu, metabolizam i otpornost na lijekove [254]. Sve ove
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karakteristike doprinose ¢injenici da 3D modeli ne predstavljaju samo strukturno, vec i
funkcionalno relevantniji sustav za proucavanje kemorezistencije.

Osjetljivost stanica osteosarkoma na doksorubicin u 2D kulturama poveéavala se
tijekom progresije bolesti. U 3D modelu visa koncentracija lijeka uCinkovito je smanjila
vijabilnost stanica u oba stadija bolesti. Na molekularnoj razini, TOP2A, koji kodira jednu od
primarnih ciljnih molekula doksorubicina, bio je izrazito eksprimiran u uzorcima dijagnoze i
recidiva, bez statisti¢ki znacajne razlike izmedu njih. Istodobno je u uzorku recidiva zabiljezena
povecéana ekspresija ALDH1AL i PARPL, $to bi moglo upucéivati na postojanje mehanizama koji
pojedinim tumorskim stanicama omogucuju prezivljavanje nakon izlaganja doksorubicinu.
ALDH1Al, c¢ija se ekspresija povezuje s obiljezjima tumorske mati¢nosti, sudjeluje u
metabolickoj detoksifikaciji i zastiti od oksidativnog stresa. Istrazivanja su pokazala da stanice
s izrazenom aktivno$¢u ALDH-a mogu uéinkovitije neutralizirati reaktivne kisikove vrste i
citotoksi¢ne metabolite, ukljucujuéi one povezane s djelovanjem doksorubicina [255-258]. S
druge strane, PARP1 sudjeluje u odgovoru na oste¢enje DNA i njezinu popravku, $to bi takoder
moglo pridonijeti prezivljavanju tumorskih stanica nakon terapije. Ovakvi nalazi u skladu su s
istrazivanjima koja pokazuju da doksorubicin, unato¢ u¢inkovitom uklanjanju veéine tumorskih
stanica, ne mora jednako uc¢inkovito eliminirati subpopulacije s obiljezjima TMS [258,259]. U
kontekstu mogucéih mehanizama kemorezistencije, vazno je istaknuti 1 transportere iz obitelji
ABC, koji mogu sudjelovati u izbacivanju citostatika iz stanice. Medutim, u ovom istraZivanju
ekspresija ABCC1 bila je statisticki znacajno smanjena u uzorku recidiva, $to ne podupire
njegovu ulogu u poja¢anom izbacivanju doksorubicina kao mogué¢em mehanizmu smanjene
osjetljivosti. Unato¢ visokoj ucinkovitosti doksorubicina, poveéana ekspresija ALDH1AL i
PARP1 mogla bi upudivati na prisutnost stani¢nih subpopulacija s obiljezjima tumorske
mati¢nosti, koje bi zahvaljuju¢i metabolickoj detoksifikaciji 1 odgovoru na oSteenje DNA
mogle zadrzati sposobnost preZivljavanja i ponovnog rasta nakon terapije te potencijalno
pridonijeti razvoju recidiva. Dodatno, povecana ekspresija GREM1 u uzorku recidiva moze
upucivati na promjene molekularnih karakteristika tumora tijekom njegove evolucije.
Zanimljivo je da je nedavno istrazivanje na modelima osteosarkoma pokazalo kako GREM1
moze povecati osjetljivost tumorskih stanica na doksorubicin putem mehanizama povezanih s
nakupljanjem reaktivnih kisikovih spojeva i indukcijom apoptoze [260]. Takoder, Neckmann i
suradnici (2019.) povezali su povecanu ekspresiju GREM1 s metastatskim potencijalom i
losijom prognozom u ER-negativnom raku dojke [261]. Stoga se uloga GREM1 u analiziranom
modelu ne moZe jednozna¢no povezati s kemorezistencijom, ve¢ je treba promatrati u kontekstu

njegove moguce uloge u tumorskoj progresiji.
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Kod cisplatina, tijekom progresije bolesti nije uo¢ena zna¢ajna promjena osjetljivosti u
2D kulturama, dok su 3D sferoidi iz recidivnog uzorka pokazali izrazenu otpornost. Ovaj nalaz
dodatno potvrduje vaznost mikrookolisa u razvoju rezistencije. U osteosarkomu i drugim
solidnim tumorima pokazano je da 3D organizacija tumorskih stanica povecava otpornost na
cisplatin kroz mikrookolisne ¢imbenike 1 selekciju subpopulacija s aktiviranim mehanizmima
popravka DNA i prezivljenja [262,263]. U osteosarkomu su dodatno identificirani putevi
popravka DNA kao klju¢ni regulatori odgovora na cisplatin [253]. Pojacana ekspresija
transportera SLC31A1 (CTR1) u uzorku recidiva upucuje na povecani potencijal unosa
cisplatina, zbog ¢ega smanjeni unos lijeka nije vjerojatno dominantan mehanizam rezistencije
u ovom modelu. Umjesto toga, rezistentni fenotip moze se pripisati povecanom izlazku lijeka
putem transportera poput ABCC1, kao i s poveéanim popravkom lezija DNA induciranih
cisplatinom. Posebno se istice uloga nukleotidnog ekscizijskog popravka (NER), gdje XPA i
kompleks ERCC1-XPF omogucuju prepoznavanje i uklanjanje cisplatinom induciranih
adukata DNA [264,265]. S druge strane, ekspresija APEX1, gena koji kodira za kljuéni enzim
baznog ekscizijskog popravka (BER), u ovom istrazivanju nije pokazala statisti¢ki znacajnu
promjenu izmedu uzoraka dijagnoze i recidiva, ali ekspresija je bila visoka [266]. U prilog
tome, pojac¢ana zastupnjenost povezuju se S poveéanom rezistencijom na cisplatin i lo§ijom
prognozom kod pacijenata s osteosarkomom [262]. Nasuprot tome, znacajno povecana
ekspresija XIAP-a u uzorku recidiva upucéuje na pojacanu antiapoptotsku aktivnost, buduéi da
ovaj protein izravno inhibira aktivnost kaspaza [267-269]. Takva promjena mogla bi pridonijeti
prezivljavanju tumorskih stanica unato¢ prisutnosti genotoksi¢nih oStecenja izazvanih
cisplatinom.

Kod metotreksata, rezultati pokazuju smanjenu ekspresiju transportera SLC19A1 i
visoku ekspresiju DHFR-a. Ovaj obrazac predstavlja klasi¢an mehanizam rezistencije koji je
dobro opisan u osteosarkomu i drugim tumorima. Smanjeni unos lijeka, u kombinaciji s
povec¢anom koli¢inom ciljnog enzima, znacajno smanjuje ucinkovitost ovog kemoterapeutika
[270]. Stovise, u uzorku recidiva osteosarkoma utvrdena je smanjena ekspresija FPGS-a u
usporedbi s uzorkom pri dijagnozi. Budu¢i da FPGS katalizira poliglutamilaciju metotreksata,
¢ime se povecavaju njegovo unutarstanicno zadrzavanje i citotoksi¢ni ucinak, smanjena
ekspresija ovog enzima mogla bi pridonijeti razvoju rezistencije. Ovaj nalaz u skladu je s
istrazivanjem Yu i suradnika (2019.), koji su pokazali da inhibicija transkripcije FPGS-a
pridonosi rezistenciji na metotreksat u osteosarkomu [271]. Nadalje, istrazivanje usmjereno na
povecanje ekspresije FPGS-a u stanicama osteosarkoma pokazalo je da povecana ekspresija

ovog enzima moze pojacati citotoksi¢ni uc¢inak [272]. U sferoidima, ovi efekti su jos izrazeniji
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zbog ogranicene difuzije lijeka 1 metabolickih prilagodbi stanica unutar sferoida. U nekim
studijama zabiljezeno je 1 do 80-struko povecanje ICso vrijednosti za cisplatin te vise od 50-
struko za doksorubicin u sferoidima u odnosu na adherentne stanice. Ovi rezultati naglaSavaju
da adherentni modeli cesto podcjenjuju stvarnu otpornost tumora i mogu dovesti do
precjenjivanja u¢inkovitosti terapije [273-276].

Sveukupno, rezultati potvrduju da 3D sferoidni modeli, u kombinaciji s
transkriptomskom analizom, omogucuju dublje razumijevanje mehanizama kemorezistencije u
osteosarkomu. Tijekom progresije bolesti dolazi do selektivne ekspanzije subpopulacija stanica
slicnih TMS koje kombiniraju povecanu detoksifikaciju lijekova, pojacani popravak DNA,
aktivaciju antiapoptotskih puteva te promjene u transportu i metabolizmu citostatika. Ovi
medusobno povezani mehanizmi rezultiraju agresivnim, terapijski refraktornim fenotipom koji
je osobito izrazen u recidivnim uzorcima. Dodatno, naglasavaju potrebu za koriStenjem
sferoidnih u pretklinickim istrazivanjima te ukazuju na potencijalne terapijske ciljeve
usmjerene na TMS, mehanizme popravka DNA i signalne puteve prezivljavanja, kako bi se

poboljsala u¢inkovitost lijecenja osteosarkoma i smanjila ucestalost recidiva.
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6. ZAKLJUCAK

Longitudinalna usporedba uzorka osteosarkoma pri postavi dijagnoze i uzorka recidiva
pruzila je uvid u funkcionalne i molekularne promjene tijekom progresije bolesti. Recidiv se
pokazao kao bioloski distinktivna faza bolesti, obiljezena pojavom jedinstvene stani¢ne
populacije s izrazenim obiljezjima mati¢nosti. Unato¢ analizi samo jednog tumora, ovakav
pristup omogucio je pracenje njegove evolucije i povezivanje funkcionalnih promjena s
molekularnim obiljezjima. Dobiveni nalazi podupiru hipotezu da terapijski pritisak moze
pogodovati selekciji tumorskih stanica s izrazenijim maticnim karakteristikama, povec¢anom
plasti¢nos¢u 1 invazivnim potencijalom te promijenjenom osjetljivoséu na terapiju.
Molekularna karakteriziracija razvoja i progresije osteosarkoma, s fokusom na subpopulaciju
tumorskih mati¢nih stanica, ostvarena je postizanjem sljedecih specifi¢nih ciljeva:

1. Uspjesno su uspostavljene primarne (parentalne) stani¢ne kulture 1 izolirane
populacije tumorskih mati¢nih stanica prve generacije iz dvaju uzoraka tumorskog tkiva istog
pacijenta, prikupljenih pri uspostavi dijagnoze i pri resekciji recidiva osteosarkoma.

2. Matic¢ne stanice iz uzorka recidiva pokazivale su naglaseniji mezenhimski fenotip, uz
vecéi opseg, nepravilniji oblik i promijenjenu opti¢ku debljinu u odnosu na stanice iz ranijeg
stadija osteosarkoma. Uocene morfoloske promjene pracene su promjenama ekspresije gena
povezanih s organizacijom i dinamikom citoskeleta, mezenhimskim obiljezjima, regulacijom
stanicnog polariteta te remodeliranjem fokalnih adhezija, Sto upucuje na fenotip obiljezen
pojacanom mezenhimskom plasti¢nos$¢u i dinamikom citoskeleta.

3. Karakterizacija tumorskih sferoida pokazala je da sferoidi iz uzorka recidiva, unato¢
povecanom optickom volumenu i1 masi, imaju smanjenu masenu gustocu, Sto upucuje na
promijenjenu strukturnu organizaciju i potencijalno rahliju raspodjelu stanica.

4. Testom formiranja sferoida potvrdena je sposobnost stanica, iz oba uzorka, da
formiraju trodimenzionalne strukture, $to je u skladu s prisutno$¢u stanica koje imaju potencijal
iniciranja tumora. Stanice iz uzorka recidiva pokazuju poveéanu migracijsku sposobnost i
promijenjena molekularna obiljezja povezana sa stani¢nom plasticnos¢u koja se ocituje
aktivacijom mehanizma slinog epitelno—mezenhimskoj tranziciji, miogenom |
aktomiozinskom kontrakcijom, adhezijom i remodeliranjem izvanstani¢nog matriksa.

5. Uzorci osteosarkoma pokazali su odsutnost ekspresije hTERT-a i prisutnost izrazito
kratkih telomera, uz molekularna obiljezja koja upucuju na mogucu ukljucenost alternativnog

produljivanja telomera.
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6. Analiza osjetljivosti TMS-a iz razli¢itih stadija osteosarkoma pokazala je da 2D i 3D
modeli ne pokazuju isti odgovor naterapiju. Osjetljivost stanica recidiva na doksorubicin u 2D
kulturi nije potvrdena u 3D kulturi. Nasuprot tome, 3D kulture ukazuju na razvoj rezistencije
na metotreksat i cisplatinu. Molekularni profil upucuje na moguénost pojacanog izbacivanja
cisplatine iz stanice, promjene mehanizma popravka DNA, ukljucujuéi putove NER i BER, te
jacanje antiapoptotskih procesa. Moguéi mehanizmi rezistencije na metotreksat povezani su sa

smanjenim unosom lijeka i pove¢anom ekspresijom njegova ciljnog enzima.
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8. ZIVOTOPIS
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Zagrebu, upisuje II. op¢u gimnaziju u Krizani¢evoj ulici, gdje maturira 2018. godine. Iste
godine upisuje studij medicinsko-laboratorijske dijagnostike na Zdravstvenom veleucilistu u
Zagrebu. Zavr$ni rad pod naslovom ,,Biomarkeri u djecjoj onkologiji” izraduje 2018. godine
pod mentorstvom izv. prof. dr. sc. Jasminke Stepan Giljevi¢ te sti¢e akademski naziv
prvostupnice medicinsko-laboratorijske dijagnostike. Nakon zavrsetka preddiplomskog studija
upisuje diplomski studij klini¢kog nutricionizma na Zdravstvenim studijima Sveucili§ta u
Rijeci. Diplomski rad pod naslovom ,,Utjecaj luteolina i krizina na stani¢nu vijabilnost i
oksidativni stres stanica osteosarkoma, glioblastoma i humanih embrionalnih stanica bubrega”
izraduje na Zavodu za molekularnu biologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, pod mentorstvom dr. sc. Sandre Kraljevi¢ Paveli¢ i uz
laboratorijsko vodstvo prof. dr. sc. Inge Urli¢. Diplomski rad obranila je 2021. godine. Godine
2022. upisuje doktorski studij biologije na Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Doktorsko istraZivanje provodi u istrazivackoj grupi prof. dr.
sc. Inge Urli¢ u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost ,,Razvoj metoda matematickog
modeliranja u biologiji 1 medicini”. U studenome 2024. godine uspjeSno obrani prijavu teme
doktorske disertacije. Tijekom doktorskog studija rezultate svojih istrazivanja predstavlja na
znanstvenim kongresima u Hrvatskoj 1 inozemstvu. Na 7. konferenciji Hrvatskog drustva za
istrazivanje raka (HDIR) osvaja nagradu Europskog drustva za istrazivanje raka (European
Association for Cancer Research, EACR) za najbolje postersko priopcenje. U sklopu
akademske mobilnosti provela je gotovo tri mjeseca u Valenciji, na Institutu za tkivno
inzenjerstvo (ICTB). Dosad je objavila sedam znanstvenih radova. Sudjelovala je u izvodenju
nastave na kolegiju ,,Metode istrazivanja u molekularnoj biologiji”, neposredno vodila,
odnosno sumentorira, dva diplomska rada te sudjelovala u organizaciji Europske olimpijade
eksperimentalne znanosti (EOES) u Zagrebu. Clanica je Hrvatskog druitva za istraZivanje raka,
Europskog drustva za istrazivanje raka (EACR) 1 Hrvatskog bioloSkog drustva. Trenutacno je
zaposlena na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu na radnom mjestu suradnice u
sklopu inovativnog projekta LUMINATE, financiranog sredstvima programa Obzor Europa

(Horizon Europe).
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