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POPIS KRATICA:

ABL — protoonkogen koji kodira protein tirozin-kinazu, a kojeg u kroni¢noj mijeloi¢noj

leukemiji aktivira kromosomska translokacija

BRCA 1, BRCA2 — (engl. BReast CAncer gene); geni Cije su mutacije odgovorne za

nasljednu sklonost za rak dojke

C-MYC — protoonkogen koji kodira transkripcijski ¢imbenik 1 koji se esto aktivira

kromosomskim translokacijama ili umnaZanjem gena u ljudskim tumorima

DNA — (engl. deoxyribonucleic acid); deoksiribonukleinska kiselina

EGFR - (engl. epidermal growth factor receptor); receptor za epidermalni ¢imbenik rasta

ERK — (engl. extracellular signal-regulated kinases); kinaza regulirana izvanstani¢cnim

signalom

FDA — (engl. Food and Drug Administration); Americka uprava za hranu 1 lijekove

HPV — humani papiloma virus

MAP-kinaza — (engl. mitogen-activated protein kinase); mitogenom aktivirana protein kinaza

MEK - (engl. mitogen-activated protein kinase kinase enzyme); enzim koji fosforilira protein

kinazu aktiviranu mitogenima
miRNA — (engl. microRNA): mala nekodiraju¢a RNK
mTOR — (engl. the mammalian target of rapamycin); meta rapamicina kod sisavaca

N-MYC — protoonkogen koji odreduje transkripcijski cimbenik 1 koji se Cesto aktivira

umnazanjem u neuroblastomima

P53 — gen za protein p53

p53 — tumor supresorski protein

Raf — (engl. rapidly accelerated fibrosarcoma ); serin/treonin-kinaza

Ras — (engl. rat sarcoma; protoonkogen); nazvan po otkri¢u transformirajuceg nacela virusa

Stakorskog sarkoma

RB — (engl. retinoblastoma protein); transkripcijski regulacijski protein kojega kodira gen

supresor tumora



RNA — (engl. ribonucleic acid); ribonukleinska kiselina

VEGEF — (engl. Vascular Endothelial Growth Factor); vaskularni endotelni ¢imbenik rasta



1. UVOD



1.1. Tumor

Tumori (lat. tumor - oteklina) ili neoplazme (gr¢. neos - nov, plasia - rast, tj. novi rast)
patoloske su tvorbe koje nastaju kao posljedica prekomjernih proliferacija abnormalnih stanica.
Po klini¢koj klasifikaciji dijele se na dobrocudne i zlo¢udne novotvorine. Dobro¢udni ili
benigni tumori imaju povoljan klinicki ishod, rastu polagano i ne Sire se po tijelu jer je rast
ogranic¢en na organ u kojemu je tumor nastao. Zlo¢udni ili maligni tumori rastu mnogo brze i
Sire se u okolna tkiva. Imaju sposobnost metastaziranja (gr¢. metastasis - promjena mjesta) Sto
znaci da se mogu prosiriti u druge dijelove tijela putem krvi ili limfe. Dok dobro¢udni tumori
uglavnom ne uzrokuju sustavne simptome, zlo¢udni ¢esto dovode do opce slabosti, gubitka

tjelesne mase, a na posljetku mogu dovesti i do smrti (1).

Rak oznaCava naziv za skup bolesti koje su razliCite po klinickoj slici, etiologiji i
lijecenju. Zajednicka karakteristika svih vrsta raka je da nastaju od zdravih stanica u procesu
koji se naziva zlo¢udna pretvorba (2). Klasificiraju se prema vrsti stanica iz kojih su nastali i
vecina ih se moze svrstati u jednu od tri skupine: karcinome, sarkome i leukemije ili limfome.
Karcinomi su zlo¢udne bolesti epitelnih stanica 1 na njih otpada 90% slucajeva raka. Sarkomi
su solidni tumori vezivnog tkiva kao S$to su miSici, kosti i hrskavica. a leukemije i limfomi

nastaju iz krvotvornih stanica i stanica imunoloskog sustava (3).

Nastanak tumora iz jedne stanice koja pocinje abnormalno proliferirati naziva se
klonalnost tumora i temeljno je svojstvo raka. To je proces koji ukljucuje viSe koraka od kojih
se prvi naziva inicijacija tumora, a rezultat je genetickih promjena koje dovode do proliferacije
jedne stanice. Nakon toga dolazi do stadija progresije tijekom kojeg se dogadaju dodatne
mutacije tumorskih stanica i selekcija brze rastucih stanica (3). Unato¢ individualnim
karakteristikama tumora u razliitim organima, postoje odredena obiljezja koja su zajednicka
zlo¢udnim novotvorinama kao S$to su izbjegavanje apoptoze, stalni poticaj na stanicnu
proliferaciju, izbjegavanje usporavanja proliferacije, neoangiogeneza, kolonizacija udaljenih
organa, izbjegavanje imunoloskog odgovora i promjene u staniénom metabolizmu (4).
Nekontrolirana proliferacija stanica raka in vivo pokazuje i sliéno ponaSanje u stani¢nim
kulturama, gdje je pokazano da normalne stanice proliferiraju dok ne postignu odredenu
gustocu jer odgovaraju na signale koji dovode do inhibicije proliferacije. Suprotno tome,
tumorske stanice nisu osjetljive na inhibiciju ovisnu o gusto¢i i nastavljaju rasti u kulturi ¢ime

oponasaju abnormalnu proliferaciju in vivo (5). Bitnu ulogu u procesu Sirenja i metastaziranja
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ima proces angiogeneze, odnosno stvaranje novih krvnih zila koje nastaju kao odgovor na
¢imbenike rasta koje luce same tumorske stanice. Nakon angiogenicke stimulacije nastaju nove
kapilare koje urastaju u tumor i olaksavaju ulazak u krvozilni sustav i stvaranje distalnih
metastaza. Jo$ jedan ¢imbenik koji znacajno pridonosi nastanku i Sirenju tumora jest sposobnost
stanica za izbjegnu apoptozu ili programiranu stani¢nu smrt, zbog ¢ega stanice raka zive dulje
od normalnih stanica. Izostanak apoptoze takoder omogucava stanicama raka otpornost na
citostatike koji djeluju na nacin da oSteCuju DNA (engl. deoxyribonucleic acid -

deoksiribonukleinska kiselina) (5).

Tvari koje uzrokuju tumore zovu se karcinogeni. Razni kemijski karcinogeni 1 Suncevo
ultraljubi¢asto zracenje djeluju na nacCin da oSteCuju DNA 1 uzrokuju mutacije. Neki od
najpoznatijih kemikalija koje djeluju na taj nacin su jetreni karcinogen zvan aflatoksin, kao 1
sastojci duhanskog dima kao S$to su dimetilnitrozamin 1 benzo(a)piren. Postoje 1 drugi
karcinogeni koji ne uzrokuju mutacije nego razliitim mehanizmom djelovanja pridonose
nastanku raka. Takav primjer su hormoni, posebice estrogeni, koji stimuliraju proliferaciju
stanica 1 nazivamo ih promotorima tumora. Prekomjerno izlaganje estrogenima kod Zena
povecava mogucnost da ¢e dobiti rak trupa maternice jer estrogen stimulira proliferaciju stanica
endometrija (6). Osim toga, nastanak raka povezan je 1 s epigeneti¢kim promjenama kao §to su
modifikacije histona i metilacija DNA. U nastanku i progresiji raka bitnu ulogu imaju miRNA
molekule kao i aktivnost telomeraza. Telomere su krajevi kromosoma koji se skracuju pri
svakoj diobi dok ne dodu u stanje kad se viSe ne mogu dijeliti, a stanice raka su sposobne izbjec¢i
taj mehanizam putem enzima telomeraze koja produljuje telomere i daje mogucnost

neogranic¢ene diobe (7).



1.2. Onkogeni

Geni koji uzrokuju zlo¢udne novotvorine nazivaju se onkogeni. Oni predstavljaju

mutacije normalnih stani¢nih gena protoonkogena koji imaju ulogu u regulaciji stanic¢ne

proliferacije i diferencijacije. Proteini koji nastaju od protoonkogena mogu imati razlicite

funkcije i kao takvi mogu se svrstati u skupine:

a)
b)
c)
d)
e)

¢imbenici rasta

receptori za ¢imbenike rasta
signalne molekule

molekule koje se vezu za DNA

regulatori mitotickog ciklusa (8).

Postoji viSe procesa koji mogu uzrokovati nastanak onkogena iz protoonkogena, a to su

toCkaste mutacije, prekomjerno izrazavanje, translokacije i insercije virusnih gena (Slika 1).

proto-onkogen
f_/%
\RCTEERN OO — oA
Translokacija ili transpozicija; V

gen seli na novo mjesto pod

kontrolom drugog promotora @ @
\ Amplifikacija gena; visestruke kopije gena tockasta mutacija
ol RGN R 0 SR}
/ l l onkogen
Novi promotor
l
Normalni protein Normalni protein O
u suvisku u suvisku Hiperaktivni protein

Slika 1.Protoonkogeni postaju onkogeni: translokacijom ili transpozicijom (1);

amplifikacijom (2); to¢kastom mutacijom (3)

Preuzeto s: https://www.genetika.biol.pmf.hr/docs/sadrzaj/16-poglavlje/translacijska-i-

posttranslacijska-kontrola/

Datum preuzimanja: 17.9.2023.
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Kod tockastih mutacija jedna baza zamjenjuje se drugom i posljedi¢no nastaje ostecenje
DNA koje rezultira sintezom proteina kojima je jedna aminokiselina zamijenjena drugom.
Jedan primjer su promjene gena iz RAS porodice (KRAS, HRAS, NRAS), koji su mutirani u
karcinomima pluca, gusterace i debelog crijeva. Te mutacije dovode do sinteze abnormalnog
RAS proteina i poremecaja u prenosenju signala Sto u konacnici uzrokuje nekontroliranu
proliferaciju stanica (8). Prijenosni put Ras-Raf-MEK-ERK ima vaznu ulogu u nastanku raka
(Slika 2). Cimbenici rasta vezu se na EGFR receptor i druge receptore koji onda aktiviraju Ras,
a on aktivira serin/treonin-kinazu Raf, koja posljedi¢no aktivira MEK-kinazu. U konacnici
MEK-kinaza aktivira ERK-kinazu poznatu i pod nazivom MAP-kinaza koja onda aktivira
transkripcijske ¢imbenike. U razli¢itim tipovima raka mutacije se mogu javiti u razlicitim
komponentama ovog signalnog puta i sukladno tome razvijeni su bioloski lijekovi koji ciljano
djeluju na njih. Ras je ukljuCen u nekoliko signalnih puteva, ukljuc¢uju¢i put koji dovodi do
aktivacije mTOR proteina koji je ciljna meta bioloskih lijekova everolimusa i temsirolimusa
(9). Razumijevanje interakcija izmedu Ras 1 drugih signalnih puteva ima znacajnu ulogu u

razvoju terapije za razliCite tipove raka.

Extracellular Matrix
e . A

FRNRBNRRBBRRRIDEDNIDRDIDRBDRNRNNDIEY

Cystosol

@ e

||||||||||||||||||||||||||

PDRRIRNRRRRIIIINRNRBDRIBDDIDD
Nucleus

Slika 2. Ras-Raf-MEK-ERK put prijenosa signala; Degirmenci U, Wang M, Hu J.
Targeting Aberrant RAS/RAF/MEK/ERK Signaling for Cancer Therapy. Cells. 2020;9:198.



Prekomjerno izrazavanje moze biti posljedica amplifikacije normalnih protoonkogena.
Kao rezultat toga postoji veci broj kopija tog gena, sto dovodi do poveéane produkcije proteina.
Jedan od najpoznatijih primjera je N-MYC koji je Cesto amplificiran u neuroblastomima. Kako
se broj kopija gena povecava, rizik od brzog Sirenja tumora i loSeg ishoda za pacijenta obi¢no

raste (8).

Kromosomske translokacije ¢esto igraju klju¢nu ulogu u stvaranju onkogena. Prijelomi
kromosoma mogu dovesti do premjeStanja protoonkogena na nove kromosomske lokuse Sto
dovodi do prekomjerne stimulacije tih gena. U Burkittovim limfomima gen C-MYC premjesta
se s kromosoma 8 na kromosom 14, gdje se nalazi gen koji kodira teski lanac imunoglobulina.
Jo$ jedan primjer je Philadelphia kromosom u kroni¢noj mijeloi¢noj leukemiji koji nastaje

translokacijom ABL gena s 9. na 22. kromosom (8).



1.3. Tumor supresorski geni

Dok onkogeni poticu nekontrolirani rast stanica kada su mutirani ili aktivirani, tumor
supresorski geni sprje¢avaju razvoj raka i gubitak njihove funkcije doprinosi nastanku tumora.
Istrazivanja retinoblastoma, rijetkog djecjeg tumora oka, dovela su do otkria prvog tumor
supresorskog gena RB. Retinoblastomi se mogu pojaviti u hereditarnom i sporadi¢nom obliku
i na temelju toga americki znanstvenik Knudson predstavio je tzv. hipotezu dvaju udaraca. U
hereditarnom tumoru dijete naslijedi mutaciju u jednom od tumor supresorskih gena, medutim
tumor se obi¢no ne razvija na osnovi jedne mutacije. Da bi se tumor formirao potreban je drugi
udarac ili mutacija koja inaktivira i drugi tumor supresorski gen. Rak se obi¢no javlja u oba
oka, a moze se i pojaviti u drugim organima. S druge strane, sporadi¢ni retinoblastom ¢esto
zahvaca samo jedno oko i moraju se dogoditi dvije spontane mutacije da bi se rak razvio (10).

Dakle, kod oba oblika retinoblastoma moraju se inaktivirati oba alela gena RB (11).
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Jos jedan bitan tumor supresorski gen je P53, koji se naziva i uvarom genoma. Produkt
mu je transkripcijski ¢imbenik p53 koji igra klju¢nu ulogu u nadzoru nad integritetom stanice
iaktivira se kao odgovor na ostecenje stani¢ne DNA ili poremecajima vezanim za stanicni stres.
On kontrolira prelazak stanice iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa i ako prepozna ostecenu DNA
djeluje na nadin da zaustavlja mitozu i daje vremena da se DNA popravi prije nego Sto se
replicira. Ako je Steta nepopravljiva pokreée se proces programirane stani¢ne smrti (Slika
4).Mutacije gena P53 mogu dovesti do gubitka kontrole nad stani¢nim rastom i diobom jer u
tom slucaju i stanice koje imaju defektnu DNA ulaze u S fazu i dijele se (10). Mutacije ovoga
gena takoder su povezane s regulacijom tumorske angiogeneze i odgovorom stanica na

kemoterapiju (11).
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Slika 4. Uloge tumor supresorskog gena p53
Preuzeto s: https://www.cell.com/trends/cell-biology/fulltext/S0962-
8924%2811%2900222-4

Datum preuzimanja: 20.9.2023.
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Genomska stabilnost je klju¢na za oCuvanje integriteta genoma u normalnim stanicama.
Mehanizmi koji pomazu u odrzavanju te stabilnosti su popravci oste¢enja DNA, kontrola
stani¢nog ciklusa i mehanizmi nadzora nad replikacijom DNA. Kada se ovi mehanizmi
poremete ili postanu nefunkcionalni u stanicama, dolazi do genomske nestabilnosti i nastanka
mutacija koji su podloga za nastanak i progresiju tumora. Geni koji su bitni za ocuvanje
genomske stabilnosti igraju kljuénu ulogu u sprjecavanju nastanka raka te se jo§ prepoznaju i
pod nazivom geni skrbnici (engl. caretakers). Jedan od primjera su geni BRCAI i1 BRCA2, koji
su povezani s nasljednim oblicima raka dojke i jajnika. Oni popravljaju DNA mehanizmom
homologne rekombinacije, a mutacijom tih gena stanice raka prisiljene su pronac¢i druge nac¢ine
popravka oStecenja. Lijekovi koje zovemo PARP-inhibitori ciljano inhibiraju te mehanizme

popravka (11).



1.4. Rak grli¢a maternice

Rak grli¢a maternice ozbiljna je maligna bolest koja se razvija u cerviksu, donjem dijelu
maternice koji se otvara u rodnicu. Za razvoj ovog raka obi¢no je potreban duzi period, izmedu
10 do 15 godina (12). U vecini slucajeva pojavljuje se kod mladih Zena u njihovim 20-im i 30-
im godinama (13). Infekcija humanim papiloma virusom (HPV) igra klju¢nu ulogu u razvoju
ovog raka, iako sama HPV infekcija ne uzrokuje bolest jer moze biti prolazna. Uz perzistentnu
infekciju HPV-om razvoj raka moZe trajati desetlje¢ima (14). Eksperimentalne studije pokazale
su da podtipovi 16 i 18 humanog papiloma virusa uzrokuju i do 70% prekanceroznih lezija
grli¢a maternice. HPV ima sposobnost integriranja svojeg genetskog materijala u genom stanice
koju zarazi te posljedi¢no tome dolazi do inaktivacije tumor supresorskih gena i aktivacije
onkogena. E6 i E7 su mali onkoproteini koji utjecu na regulaciju stanicnog ciklusa domacina
ometajuci p5S3 1 RB $to dovodi do poremecaja u mehanizmima popravka DNA, a time i do

progresije raka (15).

Uvodenje PAPA-testa predstavlja znac¢ajan napredak u smanjenju smrtnosti od raka
grli¢a maternice jer omogucava otkrivanje bolesti u ranom stadiju (13). Tijekom ginekoloskih
pregleda uzima se bris i Salje na citoloSku analizu gdje se utvrduje prisutnost upalnih promjena
i abnormalnosti u strukturi stanica (12). Mana je §to ovaj test u nekim slucajevima pokazuje
lazno negativne ili lazno pozitivne rezultate (16). Rak grlica maternice uglavnom se moze
sprijeciti, a rano otkrivanje povezano je sa znacajno poboljSanim stopama prezivljavanja. U
razvijenim zemljama s uspostavljenim programima probira to je postala rijetka bolest.
Medutim, bolest je opasnija za Zene u nerazvijenim zemljama s ograni¢enim resursima, gdje se

ces¢e otkriva tumor u uznapredovalom stadiju koji je teze lijeciti (17).

Cijepljenje protiv humanog papiloma virusa igra klju¢nu ulogu u prevenciji raka grlica
maternice. Trenutno postoje tri vrste cjepiva: dvovalentno, cetverovalentno i najnovije cjepivo
koje pruza zaStitu od ¢ak 9 tipova HPV-a pod nazivom Gardasil 9 (18). Izmedu ostalog, cjepiva
uglavnom nude zastitu od podtipova 16, 18, 6 i1 11.Bitno je naglasiti da ova profilakticka cjepiva
ne pruzaju zastitu pojedincima s ve¢ postoje¢im HPV infekcijama ili bolestima povezanim s
HPV-om (19). Istrazivanja su pokazala da je naju¢inkovitije primijeniti cjepivo prije nego §to

osoba stupi u spolne odnose (20).
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Predinvazivni tumor 1 rani invazivni rak nemaju vidljive simptome, stoga se jedino
mogu otkriti nakon ginekoloSkog pregleda i PAPA-testa. Kako se tumor razvija pocinju se
pojavljivati simptomi kao $to su neobjasnjivo vaginalno krvarenje i pojava iscjetka neugodnog
mirisa, a uznapredovala faza bolesti donosi bol u podru¢ju zdjelice, anemiju, oticanje nogu,
hidronefrozu koja se javlja kada postoji blokada mokra¢nog sustava i posljedicnu uremiju. U
slu¢aju Sirenja tumora u rektum moze do¢i do krvi u stolici, opstrukcije i proljeva, dok Sirenje
u mokraéni mjehur dovodi do pojave hematurije. Kod metastatske bolesti presadnice se ¢esto

nalaze u plu¢ima, jetri, kostima 1 paraaortalnim limfnim ¢vorovima (21).

Osim ginekoloskog pregleda uz PAPA-test koji je osnova za dijagnosticiranje
predinvazivnog stadija bolesti, postoje i druge metode koje mogu pomoc¢i kod detekcije tumora
u ranim fazama. Takav primjer je kolposkopija, dijagnosticki postupak kojim se odreduje
stupanj displazije cerviksa, vulve i rodnice (22). Kod pacijentica s rakom grli¢a maternice
obvezno je napraviti MR zdjelice za procjenu stupnja lokalnog Sirenja bolesti. Ako postoji
sumnja na metastaziranje tumora u mokraéni mjehur ili rektum potrebno je napraviti
cistoskopiju i rektoskopiju. Za definiciju zahvacenosti zdjelice, jetre i drugih trbusnih organa
moguce je napraviti PET-CT ili MSCT abdomena i zdjelice. Rast i invazija tumora mogu
dovesti do opstrukcije protoka mokrace §to se potvrduje intravenskom urografijom i svrstava
bolest u FIGO stadij IIIb (Tablica 1). Za potpunu dijagnostiku potrebni su i nalazi kompletne

krvne slike, diferencijalne krvne slike, biokemijske pretrage te klirens kreatinina (21).
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Tablica 1. FIGO klasifikacija raka grlica maternice (23).

Stadij 0 tumor in situ

Stadijj I rak grlica maternice ogranicen na grli¢
maternice

StadijI a mikroskopski vidljiva lezija ograni¢ena na
grli¢ maternice

Stadij I al stromalna invazija 3 mm i manje (prodor u
dubinu) i promjer lezije 7 mm i manje
(horizontalno Sirenje)

Stadij I a2 stromalna invazija ve¢a od 3 mm, a manja
od 5 mm 1 promjer lezije ve¢i od 7 mm

Stadij I b klinicki vidljiva lezija ogranicena na grli¢
maternice

Stadij I bl klinicki vidljiva lezija velika 4 cm 1 manje u
najvecoj dimenziji

Stadij I b2 klinicki vidljiva lezija veca od 4 cmu
najvecoj dimenziji

Stadij 11 rak grli¢ca maternice Siri se izvan grlica
maternice, ali ne do zdjeli¢nih kostiju ni
donje trecine rodnice

Stadij IT a bez klini¢kog zahvacanja parametrija

Stadij IT al

klinicki vidljiva lezija velika 4 cm i manje u
najvecoj dimenziji

Stadij IT a2

klinicki vidljiva lezija ve¢a od 4 cmu
najvecoj dimenziji

Stadij I1 b

klinicki zahvaceni parametriji

Stadij 111

rak grlica maternice Siri se do zdjeli¢nih
kostiju 1/ili zahvaca donju tre¢inu rodnice
i/ili pak uzrokuje hidronefrozu ili zatajenje
rada bubrega

Stadij III a

rak grli¢a maternice zahvaca donju tre¢inu
rodnice, ali bez Sirenja do zdjelicne stjenke

Stadij III b rak grli¢a maternice Siri se do zdjelicne
stjenke 1/ili uzrokuje hidronefrozu ili
afunkciju bubrega

Stadij IV rak grli¢a maternice Siri se na susjedne
organe 1/ili postoje udaljene presadnice

Stadyj IV a Sirenje na sluznicu mokra¢noga mjehura ili
rektuma

Stadij IV b postojanje udaljenih presadnica
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1.5. Terapija raka grli¢ca maternice

Kod pocetnih stadija raka grli¢a maternice najbitniju ulogu ima kirursko lijeCenje (24).
Konizacija i zdjeli¢na limfadenektomija pokazali su se prikladnima za niskorizi¢ne pacijentice
s preinvazivnim lezijama koje zele ocCuvati fertilitet (25). Za lijeCenje invazivnih tumora
primjenjuje se zahvat koji je standard ve¢ desetlje¢ima - radikalna histerektomija (26). S ciljem
izbjegavanja ovog invazivnog zahvata koji ostavlja vidljive oziljke nakon operacije i zahtijeva
duze vrijeme oporavka, provedeno je tzv. LACC (engl. Laparoscopic Approach to Cervical
Cancer) ispitivanje koje je za cilj imalo usporediti ovaj zahvat s laparoskopskom ili robotski
potpomognutom radikalnom histerektomijom (minimalno invazivna operacija). Ovaj zahvat
pokazao je losije rezultate naspram klasi¢noj radikalnoj histerektomiji, iako se o toj temi i dalje
raspravlja (27). Lokalno uznapredovali stadij bolesti moze se lijeCiti radioterapijom, a uz
zraCenje moze se dati 1 kemoterapija te se takav nacin lijeCenja naziva konkomitantna
radiokemoterapija. Pokazano je da primjena vanjskog zracenja i cisplatine dovodi do boljih
rezultata od same radioterapije, ali uocena je i1 visoka pojavnost recidiva. Moze se primijeniti i

brahiradioterapija usporedno s ifosfamidom i cisplatinom (23).

Metastatski rak grlica maternice uglavnom je neizljeciva bolest, a lije¢i se primjenom
kemoterapije odnosno cisplatine uz paklitaksel, topotekan, ifosfamid ili gemcitabin. Uz
kemoterapiju moze se davati i bevacizumab, monoklonsko protutijelo koje se veze za VEGF
(Slika 5). Kombinirana kemoimunoterapija dokazano produljuje prezivljenje s 13 na 17 mjeseci
(28). FDA je 2018.godine odobrio uporabu pembrolizumaba za metastatski rak grlica maternice
s izrazenim PD-L1. Postoje i1 drugi bioloski lijekovi koji su u razli¢itim fazama klinickih

istrazivanja (29).
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Preuzeto s: https://www.semanticscholar.org/paper/Development-of-bevacizumab-in-

advanced-cervical-and-Eskander-Tewari/5172abdae2a469e551adb2cf523215e1aa911del

Datum preuzimanja: 23.9.2023.
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1.6. Epidemiologija raka grlica maternice u svijetu i Hrvatskoj

Rak grli¢a maternice Cetvrti je najées¢i rak medu zenama u svijetu, s procijenjenih 604
000 novih slucajeva i 342 000 smrtnih slu¢ajevau 2020. Vecéina novih slu¢ajeva i smrtiu svijetu
dogodila se u zemljama s niskim i srednjim prihodima (30). Rak grli¢a maternice najcesce je
dijagnosticiran rak u 23 zemlje svijeta, a vode¢i je uzrok smrti od raka u 36 zemalja, narocito u
Africi, Melaneziji, Juznoj Americi i jugoisto¢noj Aziji (Slika 6). Najvecéa regionalna incidencija
i mortalitet je u podrucju subsaharske Afrike, s poviSenim stopama u istocnoj, juznoj i srednjoj
Africi. Drzava Malavi ima najvecu svjetsku incidenciju i stopu mortaliteta. Smatra se da se rak
grlica maternice moze gotovo potpuno sprijeciti zbog vrlo ucinkovitih mjera primarne (HPV
cjepivo) i sekundarne (probir) prevencije, ali te mjere nisu ravnopravno provedene u svim

zemljama (31).
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Slika 6. Dobno standardizirane stope incidencije i mortaliteta raka grli¢a maternice u 2020.

Preuzeto s: https://acsjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.3322/caac.21660

Datum preuzimanja: 24.9.2023.
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Prema posljednjim podacima Registra za rak 2019. godine u Hrvatskoj je
dijagnosticirano 268 slucajeva raka grlica maternice, a tre¢ina novooboljelih Zena bila je mlada
od 50 godina. Prema podacima o mortalitetu u 2020. godini od ovog raka u Hrvatskoj umrlo je
126 Zena od kojih je 37% bilo mlade od 60 godina. Zadnjih nekoliko godina biljezi se pad
incidencije raka grliéa maternice kao i u ostalim razvijenijim zemljama, no stopa mortaliteta
ostaje stabilna (Slika 7). Prema informacijama sa zadnje medunarodne studije o prezivljenju od

raka (CONCORD-3) Hrvatska se nalazi na 20. mjestu od 28 europskih zemalja (32).
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Slika 7. Trend incidencije i mortaliteta raka vrata maternice u Hrvatskoj, 2001.-2020.

Preuzeto s: https://www.hzjz.hr/sluzba-epidemiologija-prevencija-nezaraznih-bolesti/rak-

vrata-maternice-epidemioloski-podaci/

Datum preuzimanja: 24.9.2023.
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1.7. Tienopiridinski derivati

Tieno[2,3-b]piridini kemijski su spojevi koji pokazuju antiproliferativnu aktivnost, a
otkriveni su kao potencijalni inhibitori izoformi fosfolipaze C (PLC) te su pokazali snaZzne
ucinke inhibicije rasta stani¢nih linija ljudskih tumora (33). U istrazivanju su koriStene Cetiri
stani¢ne linije raka dojke za procjenu ucinka Sest reprezentativnih tieno[2,3-b]piridina (Slika
8). Dodatak derivata 3 u stani¢nu liniju MDA-MB-231 induciralo je inhibiciju rasta G2/M faze
staninog ciklusa 1 zaustavljanje ciklusa u G2 fazi. Derivati tieno[2,3-b]piridina stupaju u
interakcije s izoformama fosfolipaze C, §to posljedi¢no utjece na stani¢nu dinamiku tubulina-3
1 dovodi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa. Nadalje, istraZzivan je 1 ucinak derivata u

kombinaciji s kemoterapeuticima te je dokazano da kombinacija s paklitakselom pokazuje

visok stupanj sinergije, dok kombinacije s doksorubicinom i kamptotecinom pokazuju aditivne

ucinke (33).

1.R=0,X;=H,X,=ClI

X1 X2 12.R=0,X,=H, X, =Br

3.R=0, X;=H, X, =0Me

4. R=0, X;=Me, X,=Cl

5. R =0, g - naphtyl

6. R=H/OH, Xy=H, X, =Cl
Slika 8. Strukture tieno[2,3-b]piridinskih derivata 1-6

Preuzeto s: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26966420/

Datum preuzimanja: 27.9.2023.

Matic¢ne stanice raka (CSC) i glikosfingolipidi (GSL) imaju vazne uloge u patogenezi
tumora te je na temelju toga 2022. godine provedeno istrazivanje o u¢inku novosintetiziranog
tieno[2,3-b]piridinskog derivata (spoj 1) na stani¢ne linije raka dojke MDA -MB-231 i MCF-
7. Spoj 1 pokazao je citotoksi¢ni u¢inak kod obje stani¢ne linije, a postotak mati¢nih stanica

bio je zna€ajno nizi u stani¢noj liniji MDA-MB-231 (34).

IstraZivan je utjecaj novorazvijenog derivata na rast i preZivljavanje populacije mati¢nih
stanica karcinoma dojke i prostate. Stani¢ne linije MDA-MB-231 i Du-145 inkubirane su samo
s derivatom ili u kombinaciji s paklitakselom te je pokazana potencijalna ucinkovitost u

lije¢enju karcinoma (35).
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Nadalje, provedeno je istrazivanje o utjecaju novog derivata, spoja 1, na izrazaj CD15 i
CD44 na stanicama trostruko negativnog raka dojke te je pokazana potencijalna uloga ovog

spoja u lijeCenju (36).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



2.1. Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja je odrediti metabolicki odgovor stanica humanog karcinoma grli¢a maternice
nakon tretmana tieno[2,3-b]piridinskim derivatom (E)-3-amino-5-(3-(3-bromfenil)akriloil)-N-

(3-kloro-2-metilfenil)-6-metiltieno[2,3-b]piridin-2-karboksamidom (inhibitor 8).

Ucinak inhibitora 8 ispitivat ¢e se na stanicama humanog karcinoma grli¢a maternice HeL a.
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2.2. Hipoteza

Tretman novosintetiziranim tienopiridinskim derivatom (inhibitorom 8) ¢e promijeniti

metabolicki profil stanica humanog karcinoma grli¢a maternice HeLa.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Stani¢na linija i novosintetizirani inhibitor

U Tablici 2 prikazani su osnovni podaci o stani¢noj liniji HeL.a na kojoj su provedena in vitro

ispitivanja temeljena na djelovanju tieno[2,3-b]piridinskog derivata, inhibitora 8. Na Slici 9

vidljiv je mikroskopski prikaz HeLa stani¢ne linije.

3.1.1. HelLa

Tablica 2. Karakteristike stani¢ne linije HeLa

Preuzeto s: https://www.atcc.org/products/ccl-2

Datum preuzimanja: 28.9.2023.

Organizam

Homo sapiens, Covjek

Tip stanica

Epitelne stanice

Morfologija Epitelna

TKkivo Maternica, cerviks

Bolest Adenokarcinom

Dob 31 godina

Spol Zenski

Etnicitet Crna rasa

Primjena 3D kultura stanica,
bioproizvodnja

Format proizvoda Smrznuto

Uvjeti cuvanja

Parna faza tekuceg
duSika
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ATCC Number: CCL-2
Designation:  Hela

Density Scale Bar = 100um

Slika 9. Stanice karcinomske linije HeLa

Preuzeto s: https://www.atcc.org/products/ccl-2

Datum preuzimanja: 28.9.2023.

3.2.2. Novosintetizirani inhibitor

Struktura novosintetiziranog inhibitora 8 dobivena je racunalnim modeliranjem (Slika
10). Inhibitor 8 pripada skupini derivata tieno[2,3-b]piridina, a kemijski naziv mu je (E)-3-
amino-5-(3-(3-bromfenil)akriloil)-N-(3-kloro-2-metilfenil)-6-metiltieno[2,3-b]piridin-2-
karboksamid. Prethodno je koriStenjem MTT testa odredena je IC50 vrijednost (2,14 uM) te su

ispitivane stanice tretirane upravo tom koncentracijom.

MTT (3-(4, 5-dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin bromid) test je kolorimetrijski test
kojim se mjeri metabolicka aktivnost Zivih stanica. Temelji se na enzimskoj redukciji Zuto
obojene tetrazolijeve soli u formazan intenzivne ljubiCasto-plave boje, a kvantificira se

spektrofotometrijski (37).
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Slika 10. Struktura tieno[2,3-b]piridinskog derivata (E)-3-amino-5-(3-(3-bromfenil)akriloil)-
N-(3-kloro-2-metilfenil)-6-metiltieno[ 2,3-b]piridin-2-karboksamida
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3.2. Postupak

Nakon perioda inkubacije stani¢ne linije hranjivi medij se uklanja i stanicama se dodaje
2 mL PBS-a (fosfatni pufer) da bi se uklonio sav medij. Uklanjanje ostatka medija potreban je
korak da bi na kraju dobili Zeljene endometabolomske profile. Nakon toga dodaje se 1,5 mL
hladnog metanola (1h na -80°C) da bi trenuta¢no zaustavili metabolizam stanica. Sadrzaj se
prebaci u Falcon tube u koje se onda dodaje 10 pL ribitola kao standarda. Sljede¢i korak je
suSenje uzoraka duSikom koriste¢i vakuumski ispariva¢. Tube se nakon toga ostavljaju na -

80°C do analize.

Kad se uzorci izvade iz zamrzivaca potrebno ith je ponovno suSiti vakuumskim
isparivaCem kako bi osigurali da nema zaostale vode koja bi utjecala na ucinkovitost
derivatizacije. Uzorke treba otopiti u 15 uL otopine koja se sastoji od 40 mg/mL metoksilamina
hidroklorida u piridinu. Uzorci se zatim vorteksiraju 2 min, a onda slijedi inkubacija 90 min na
30°C. Nakon toga se dodaje 50 uL MSTFA+1%TMCS sto se onda inkubira 60 min na 37°C za
kompletnu derivatizaciju. Slijedi otapanje uzoraka u 100 pL piridina i vorteksiranje 2 min.
Uzorci se zatim trebaju centrifugirati (13000 rpm, 4°C, 1 min) u mikrotubama te se prebacuju

u mikroinserte za analizu na GC-MS.
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3.3. GC-MS

Plinska kromatografija s masenom spektrometrijom (GC-MS) analiticka je metoda koja
povezuje plinsko-tekucinsku kromatografiju i spektrometriju masa (38). GC-MS je osjetljiva
metoda koja se u podru¢ju metabolomike pokazala kao koristan alat za opseznu identifikaciju i
kvantifikaciju razli¢itih metabolita niske molekulske mase (39). Uzorak se injektira u plinski
kromatograf gdje se prevodi u plinovito stanje, a zatim putuje do stacionarne faze u koloni.
Svaka komponenta uzorka razli¢itim se afinitetom veZe za stacionarnu fazu pa one koje najbrze
stupaju u interakciju sa stacionarnom fazom izlaze prve iz kolone. Cimbenik koji takoder utjece
na analizu je temperatura jer se poviSenjem temperature brze eluiraju komponente s nizom
toCkom vrenja. Nakon eluacije, razdvojene komponente putuju prema detektoru koji stvara
elektronski signal koji se onda prikazuje u kompjuterskom programu u obliku kromatograma s
karakteristicnim pikovima. Zapis je maseni spektar na kojemu X-os predstavlja omjer mase i
naboja (m/z) koji je analiticki signal, a y-os prikazuje intenzitet signala za svaku komponentu

koja je detektirana (38).

2 | autosampler
regulator
[ -

chromatogram

gas
cylinder

— 10

5 7 8 9
transfe

ling

column oven 6

Inert carrier gas  Gas Chromatograph (GC) Mass Spectrometer ~ Computer
Mobile phase Stationary phase (MS) Detector Data

Slika 11. Pojednostavljeni dijagram GC-MS

Preuzeto s: https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/gc-ms-principle-

instrument-and-analyses-and-gc-msms-362513

Datum preuzimanja: 30.9.2023.

27


https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/gc-ms-principle-instrument-and-analyses-and-gc-msms-362513
https://www.technologynetworks.com/analysis/articles/gc-ms-principle-instrument-and-analyses-and-gc-msms-362513

3.4. Statisticka analiza

Za analizu podataka koristena je platforma MetaboAnalyst koja je namijenjena analizi
metabolomickih podataka. Podaci se na program ucitavaju u .csv formatu i to kao nespareni

uzorci poredani u stupce (Slika 12).

fi B

Please upload your data

Upload

A plain text file (.txt or .csv): @
> Processing

. Data Type: O concentrations Spectral bins Peak intensities
Normalization

| et st A

Exit

A compressed file (zip): @

Data Type: QO nuR peaklist MS peaklist

Data ile:

A mzTab 2.0-M file (mzTab): @

Feature Type Q chemical name Theoretical neutral mass

Patatile

A dataset from Metabolomics Workbench: @
Study ID: ST001301

Xia Lab @ McGil (last updated 202309-27)

Slika 12. Uc¢itavanje podataka

Preuzeto s: https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/upload/StatUploadView.xhtml

Datum preuzimanja: 6.10.2023.

Nakon unosa podataka pritiska se tipka Submit, koja onda preusmjerava do dijela za

provjeru podataka (Slika 13).

Show R Commands
ﬁ b Data Integrity Check:

ot 1. Checking the class labels - at least three replicates are required in each class.
Uploa

2. If the samples are paired, the pair labels must confarm to the specified format
v Processing 3. The data (except class labels) must net contain non-numeric values

Data check 4. The presence of missing values or features with constant values (ie. all zeros)
Missing value
Data filter Data processing information:
Data editor Checking data content _.passed.

Samples are in columns and features in rows.

Normalization
The uploaded file is in comma separated values (csv) format.

> Statistics
The uploaded data file contains 6 (samples) by 23 (compounds) data matrix.
Honioa Samples are not paired,
Exit

2 groups were detected in samples.
Only English letters, numbers, underscore, hyphen and forward slash (/) are allowed
Non-numeric value:

und and replaced by MA

A total of 12 (8.7%) missing values were detected

By defaylt. missing values will be replaced by 1/5 of min positive values of their variable:

Click the Procead button if you accept the default practice;

Or click the Missing Values button to use other methods,

e b s

Xia Lab @ MG (last updated 2073.09.72)
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Slika 13. Provjera unesenih podataka

Preuzeto s: https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/Secure/process/SanityCheck.xhtml

Datum preuzimanja: 6.10.2023.

Klikom tipke Missing Values postavljen je nacin procjene vrijednosti koje nedostaju.

Podaci kojima nedostaje vise od 50% vrijednosti nisu obuhvacéeni analizom (Slika 14).

Show R Commands

ﬁ Q Missing value estimation:
Too many missing values will cause difficulties for downstream analysis. There are several different methods for this purpose. The default method replaces all the missing values with a small values (the
Upload i 8 ; : E p ‘ : ¢
ploa half of the minimum pasitive values in the original data) assuming 1o be the detection limit, Click next if you want to use the default method. The assumption of this approach is that most missing values
v  Processing are caused by low abundance metabolites (i.e. below the detection limit).
Data check MetaboAnalyst also offers ather methods, such as replace by mean/median, k-nearest neighbours based on similar features - KNN (feature-wise), k-nearest neighbours based on similar samples - KNN

Wi il (sample-wise). probabilistic PCA (PPCA). Bayesian PCA (BPCA} method. singular value decompositien (SVD) methed to impute the missing values (tef). Note for KNN, k is st to 10 (the default value).

Please choose the ane that is the most appropriate for your data.
Data filter

Data editor
Step 1. Remove features with too many missing values
Mormalization
Remove features with > 50 % missing values

> Statistics
Dawnload Step 2. Estimate the remaining missing values
Eeit Replace by LoDs (1/5 of the minimum positive value of each variable)

Exclude variables with missing values

() Replace by column ffesture) mean v/

Estimate missing values using  KNN (feature-wise)
Slika 14. Procjena vrijednosti koje nedostaju

Preuzeto s: https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/Secure/process/ProcMissing.xhtml

Datum preuzimanja: 6.10.2023.

Slijedi odredivanje parametara za normalizaciju, transformaciju i skaliranje podataka

(Slika 15).

'ﬁ b Sample normalization
S — () Nene

Upload
G Sample-specific normalization (i2. weight, volume) Specily

W Processing e
=ing Normalization by sum

Data check Normalization by median

Missing value Normalization by a reference sample (PQN) Specify

Data filter Normalization by a pooled sample fram group (group PQN) Specify

Data editor Mormalization by reference feature Specify
Hormalization Quantile normalization (suggested only for > 1000 features)

> Statistics
Data transformation
Dawnload

i O None

Log transformation (base 10)

Square root transformation (square root of dats valuss)

Cube root transformation (cube root of data values)

Data scaling
None
Mean centering (mean-centersd only)
OAuh scaling  (mean-centered and divided by the standard deviation of each variable)
Pareto scaling (mean-centerad and divided by the square root of the standard deviation of sach variable)

Range scaling  {mean-centered and divided by the range of each variable)

Xa Lab @ MCGR  (last Lpdaind X7309.22)
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Slika 15. Normalizacija, transformacija i skaliranje podataka
Preuzeto s:

https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/Secure/process/NormalizationView.xhtml

Datum preuzimanja: 6.10.2023.

Klikom na tipku Normalize i zatim Proceed program preusmjerava na dio u kojem je

moguce odabrati zeljene analize (Slika 16).

'ﬁ b Select an analysis path to explore :

Upload . G
Univariate Analysis

mp———
fold Change Analysis T-tests Volcano plot

Data check )
One-way Analysis of Variance (ANOVA)

= Correlation Healmaps Patter Search  Conzlation
Dat.
Advanced Significance Analysis

Data editor
Significance Analysis of Microarray (and Merabolltes) [SAM]

MNormalization
Empirical Bayesian Analysis of Microarray (and Metabalites) (EBAM)
P Statistics

Download

Principal Component Analysis (PCA)
Exit

‘ Chemometrics Analysis

Partial Least Squares - Discri Analysis (PLS-DA)

Sparse Partial Least Squares - Discriminant Analysis (sPL5-DA}

Qnthogonal Parial Least Squares - Discriminant Analysis (orthaP(S-DA

Cluster Analysis

Hierarchical Clustering: Dendrogram Heatmaps

Partitional Clustering: K-means Self Girganizing Map (SOM)

Classification & Feature Selection

Random Fores:

Suppart Vector kMachine (SVM)

Xia Lab @ MoGll | (la<t updated 2023-0822)

Slika 16. Statisticka analiza podataka
Preuzeto s:

https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/Secure/analysis/Analysis View.xhtml

Datum preuzimanja: 6.10.2023.
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4. REZULTATI



4.1. Identifikacija spojeva

Pomoc¢u GC-MS analize identificirani su spojevi prikazani u Tablici 3. Promatrani su

spojevi navedeni u Bazi podataka ljudskog metaboloma (HMDB). Navedeni podaci upisuju se

u Excel tablicu u obliku .csv formata koji se onda ucitava u program MetaboAnalyst.

Tablica 3. Lista identificiranih spojeva u HeLa stani¢noj liniji

K1 K2 K3 AVG 11 12 13 AVG
0,20 0,18 0,26 0,21 0,22 0,25 0,28 0,25 PIRUVAT
22,61 15,55 18,40 18,85 16,79 15,71 19,22 17,24 LAKTAT
0,17 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00 0,00 L-VALIN
0,30 0,00 0,20 0,17 0,34 0,00 0,25 0,20 MASLACNA KISELINA
0,29 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 GLICIN
14,74 12,90 15,65 14,43 15,63 13,78 14,74 14,71 FOSFAT
0,20 0,00 0,00 0,07| 0,00 0,00 0,00 0,00 TREONIN
1,60 0,17 0,00 0,59 0,00 0,00 0,00 0,00 GLICIN
0,16 0,16 0,16 0,16 0,19 0,15 0,17 0,17 JANTARNA KISELINA
0,12 0,00 0,11 0,08 0,00 0,09 0,00 0,03 L-ALANIN
0,00 0,11] 0,00 0,04 0,14 0,11 0,15 0,13 ERITRITOL
0,46 0,41 0,59 0,49 0,49 0,50 0,54 0,51 L-PROLIN
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,09 0,00 0,03 FENILALANIN
3,27 3,27 3,27 3,27 3,27 3,27 3,27 3,27 RIBITOL
0,13 0,10 0,15 0,13 0,00 0,11 0,40 0,17 NONADEK-1-EN
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ERITROFURANOZA
0,74 0,34 0,61 0,57 0,70 0,75 0,60 0,68 ERITROFURANOZA
0,20 0,24 0,25 0,23 0,25 0,27 0,26 0,26| DOKOZANOICNA KISELINA
0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,27 0,15 0,17 FRUKTOZA
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 GALAKTOZA/GLUKOZA/MANOZA
3,74 3,05 4,85 3,88 3,78 4,64 3,95 4,12 GALAKTOZA/GLUKOZA/MANOZA
0,19 0,25 0,26 0,24 0,25 0,27 0,27 0,26 DIBUTIL FTALAT
0,19 0,17, 0,25 0,20 0,19 0,21 0,25 0,22 MANITOL
0,81 0,77 0,76 0,78 0,81 0,83] 0,98 0,87 PALMITINSKA KISELINA
0,56 0,46 0,73 0,58| 0,70 0,66 0,66 0,67 MIO-INOZITOL
0,88 1,10] 1,16] 1,05 1,23 1,31 1,14 1,23 OKTADEKAN-1-OL
1,04 0,89 0,83 0,92 0,91 1,04 1,31 1,08 STEARINSKA KISELINA
0,00 0,15 0,00 0,05 0,22 0,19 0,00 0,13 MIRISTINSKA KISELINA
11,21 17,54 11,11 13,29 20,64 16,56 13,22 16,81 MONOPALMITIN
8,16 11,00 9,41 9,53 13,28 11,40 11,08 11,92 GLICEROL MONOSTEARAT
4,17 3,33 4,05 3,85 4,52 4,13 2,25 3,63 KOLESTEROL
0,00 1,24 1,36] 0,87 1,76 2,19 2,25 2,06 GLICEROL

K1, K2 i K3 oznacavaju kontrole, dok 11, 12 1 I3 oznacavaju stanice tretirane inhibitorom 8. U
stupcima oznaCenima s AVG piSu aritmeticke sredine, odnosno zbrojevi vrijednosti

podijeljenih s brojem vrijednosti.
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4.2. Analiza glavnih komponenti - PCA

Rezultati PCA (engl. principal component analysis) pokazali su da tretman tieno[2,3-
b]piridinom uzrokuje metabolicke promjene u stani¢noj liniji HeLa. PCA dijagram pokazuje
grupiranje tretirane skupine u odnosu na kontrolnu. PC1 ¢ini viSe od 44,7% varijacije podataka

u stani¢noj liniji HeLa (Slika 17).

Scores Plot
S 2 Inhibitar
o Kontrola
wy —
@]
5 °®
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o
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O
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| | |
5 1] 5
PC1(44.7 %)

Slika 17. Analiza glavnih komponenti metaboli¢kog profila HeLa stani¢ne linije nakon
tretiranja s tieno[2,3-b]piridinom, PC — (engl. Principal Component)

Preuzeto s: https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/Secure/analysis/PCAView.xhtml

Datum preuzimanja: 8.10.2023.
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4.3. Analiza kvantitativnog obogacivanja

Analiza kvantitativnog obogacivanja koristi se za identifikaciju obrazaca koncentracija

metabolita i daje uvid u moguée bioloske mehanizme. Rezultati se smatraju statisti¢ki

znacajnima kada je p<0,05. Rezultati analize pokazuju da tretman stanica tieno[2,3-b]piridinom

ima najveci ucinak na metabolizam Secera (fruktoza, manoza, Skrob i saharoza) i glicerolipida

(Slika 18).

Metabolite Sets

Fructose and mannose metabolism

Siarch and sucrose metabolism

Glycerolipid metabolism

Galactose metabolism

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
Fatty acid elongation

Fatty acid degradation

Fatiy acid biosynthesis

Biosynihesis of unsaturated fatly acids

Glycine, serine and threonine meiabolism
Cysieine and methionine melabolism

Tyrosine mefabolism

Glyoxylate and dicarboxyat taboli
Ascorbate and faboli

Owverview of Enriched Metabolite Sets (Top 25)

Inositol phos phate metabolism

Phosphatidyiinositol signaling system
Peniose and glucuronate interconversions
Citrate cycle (TCAcycle)

Alanine, riate and gl faboli

Propanoate metabolism
Arginine and profine mefabolism
Glycolysis / Gluconeogenesis
Pyruvate meiabolism

Butanoate meiabolism
Aminoacy-iRNA biosynthesis

Slika 18. Analiza obogacivanja seta metabolita HeLa stanica nakon tretiranja s tieno[2,3-
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Datum preuzimanja: 8.10.2023.
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4.4. T-test

T-test je statisticki test usporedbe. Prag p-vrijednosti postavljen je na 0.05 te je dobiven

graficki prikaz (Slika 19). Jedina dva spoja koja su pokazala statistiCku razliku su fruktoza i

glicerol.
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Slika 19. T-test metabolita HeLa stanica nakon tretiranja s tieno[2,3-b]piridinom

Preuzeto s: https://www.metaboanalyst.ca/MetaboAnalyst/Secure/analysis/TtestView.xhtml

Datum preuzimanja: 8.10.2023.
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5. RASPRAVA



Rak predstavlja vode¢i uzrok smrti diljem svijeta. Na globalnoj razini 2020. godine
zabiljezeno je 19,3 milijuna novih slu¢ajeva raka i gotovo 10 milijuna smrtnih ishoda. Kod Zena
je najcesée dijagnosticiran rak dojke s procijenjenih 2,3 milijuna (11,7%) novih slucajeva, a
slijede ga rak pluc¢a (11,4%), kolorektalni rak (10,0%), rak prostate (7,3%) i zeludca (5.6%).
Rak pluca ostao je vodec¢iuzrok smrti od raka sa zabiljezenih 1,8 milijuna smrti. Stope smrtnosti
od raka dojke i grli¢a maternice kod Zena bile su znatno vise u zemljama u tranziciji. Do 2040.
godine ocekuje se porast incidencije karcinoma za 47%, stoga je za globalnu kontrolu bolesti

klju€no Sirenje mjera za prevenciju raka i pruzanje adekvatne skrbi u zemljama u tranziciji (31).

Za sprjeCavanje nastanka raka potrebne su mjere prevencije zlo¢udne bolesti koje
obuhvacaju otklanjanje uzro¢nih ¢imbenika kao §to su pusenje duhana, prekomjerna tjelesna
tezina i pretilost te infekcija humanim papiloma virusom (40). Za sprjeCavanje raka grlica
maternice klju¢no je izvodenje PAP A-testa odnosno obavljanje redovitih ginekoloskih pregleda

¢ak 1 nakon primljenog cjepiva protiv HPV-a (20).

Skupina tieno[2,3-b]piridina otkrivena je virtualnim probirom visoke propusnosti te su
se pokazali kao potencijalni inhibitori izoformi fosfolipaze C (PLC). Pokazali su u¢inak na vise
molekularnih meta kao S§to su receptori vezani za G proteine, receptori P2Y 12, fosfolipazu C-
01 1 drugi. Dokazan je citotoksi¢ni u¢inak na razli¢ite stanicne linije ljudskog karcinoma (33-

36).

Predmet ovog istrazivanja bio je odrediti metabolicki odgovor stanica humanog
karcinoma grli¢a maternice nakon tretmana tieno[2,3-b]piridinskim derivatom (E)-3-amino-5-
(3-(3-bromfenil)akriloil)-N-(3-kloro-2-metilfenil)-6-metiltieno[2,3-b]piridin-2-
karboksamidom (inhibitor 8). MTT testom utvrdena je ICS50 koncentracija tieno[2,3-
b]piridinskog derivata kojom su kasnije tretirane stanice, a iznosila je 2,14 uM. Uzorci su
analizirani GC-MS metodom te su rezultati provedeni kroz program MetaboAnalyst koji
obraduje dobivene metabolomicke podatke. Iz rezultata PCA analize vidi se grupiranje
tretiranih u odnosu na kontrolne stanice, odnosno vidimo da stanice nisu metabolicki iste.
Kvantitativna analiza obogac¢ivanja prikazuje koji su metabolicki putevi promijenjeni te se iz
slikovnog prikaza moZe zakljuciti da tretman stanica inhibitorom 8 ima najvec¢i u€inak na
metabolizam Secera (fruktoza, manoza, Skrob i saharoza) i glicerolipida. T-testom utvrdeno je

da su metaboliti fruktoza i glicerol jedini pokazali statisticki znac¢ajnu razliku.
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Ovim rezultatima potvrdena je glavna hipoteza i ostvaren cilj istrazivanja te je pokazan
moguci potencijal inhibitora 8 u lijecenju karcinoma. U konac¢nici mozemo zakljuciti da je
potrebno provesti dodatna in vitro i in vivo istrazivanja koji bi doveli do uvrStavanja

tienopiridinskih derivata u terapiju.

U svakom istrazivanju postoje odredena ogranicenja,a u ovom slucaju to je bilo

koriStenje samo jedne stani¢ne linije.
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6. ZAKLJUCAK



d)

In vitro izlaganja stanica karcinoma grli¢a maternice stani¢ne linije HeLa tieno [2,3-
b]piridinskom derivatu (inhibitor 8) dovodi do promjene metabolickog profila.

PCA analizom pokazano je da tretiranje stanica inhibitorom 8 uzrokuje metabolicke
promjene.

Kvantitativna analiza obogacivanja pokazuje da se najveéa promjena dogodila u
metabolizmima Secera i glicerolipida.

T-testom utvrdena je statistiCki znacajna razlika u koncentraciji metabolita fruktoze i

glicerola izmedu tretiranih 1 netretiranih stanica.
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8. SAZETAK



Cilj istrazivanja: Cilj istrazivanja bio je odrediti metabolicki odgovor stanica humanog
karcinoma grli¢a maternice nakon tretmana tieno[2,3-b]piridinskim derivatom (E)-3-amino-5-
(3-(3-bromfenil)akriloil)-N-(3-kloro-2-metilfenil)-6-metiltieno[2,3-b]piridin-2-

karboksamidom (inhibitor 8).

Materijali i metode: Prethodno je koriStenjem MTT testa odredena IC50 vrijednost inhibitora
8 (2,14 uM) te su tom koncentracijom tretirane stanice humanog karcinoma grli¢a maternice
HeLa. Kontrolne stanice su inkubirane u samom mediju. Nakon 48h napravljena je
derivatizacija stani¢nog metaboloma te su uzorci analizirani pomoc¢u plinske kromatografije s
masenom spektrometrijom (GC-MS). Ribitol je koriSten kao standard. Za analizu podataka
koristena je platforma MetaboAnalyst te statisticka obrada T-testom, uz prag p-vrijednosti od
0,05. Rezultati su prikazani tabliéno 1 graficki pomo¢u PCA usporedbe (analiza glavnih

komponenti, od engl. principal component analysis).

Rezultati: Provedeni su analiza glavnih komponenata(PCA), analiza kvantitativnog
obogacivanja 1 T-test te su rezultati prikazani graficki. PCA analizom pokazano je da tretiranje
stanica inhibitorom 8 uzrokuje metabolicke promjene. Kvantitativna analiza obogacivanja
pokazuje da se najveca promjena dogodila u metabolizmima Secera 1 glicerolipida. T-testom
utvrden je statisticki znacajna razlika u koncentraciji metabolita fruktoze i1 glicerola izmedu

tretiranih 1 netretiranih stanica.

Zakljucci: In vitro izlaganje stani¢ne linijje humanog karcinoma grlica maternice HeLa
tieno[2,3-b]piridinskom derivatu dovodi do metabolickih promjena. Tretiranje karcinomskih
stanica tieno[2,3-b]piridinskim derivatom moglo bi predstavljati novi terapijski pristup

lijecenja,stoga su potrebna daljnja in vitro i in vivo ispitivanja kako bi se potvrdilo djelovanje.
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9. SUMMARY



Diploma theises title: Analysis of metabolites of human cervical carcinoma cells after

treatment with a thienopyridine derivative

Objectives: The aim of the research was to determine the metabolic response of human cervical
cancer cells after treatment with the thieno[2,3-b]pyridine derivative (E)-3-amino-5-(3-(3-
bromophenyl)acryloyl)-N-(3-chloro-2-methylphenyl)-6-methylthieno[2,3-b]pyridine-2-

carboxamide (inhibitor 8).

Materials and methods: Previously, the IC50 value of inhibitor 8 (2,14 uM) was determined
using the MTT test, and HeLa human cervical carcinoma cells were treated with this
concentration. Control cells were incubated in the medium itself. After 48h the cellular
metabolome was derivatized and the samples were analyzed using gas chromatography with
mass spectrometry (GC-MS). Ribitol was used as a standard. The MetaboAnalyst platform was
used for data analysis and statistical processing with the T-test, with a p-value threshold of 0,05.
The results are presented tabularly and graphically using PCA comparison (principal

component analysis).

Results: Principal component analysis (PCA), quantitative enrichment analysis and T-test were
performed and the results were presented graphically. PCA analysis showed that treatment of
cells with inhibitor 8 causes metabolic changes. Quantitative enrichment analysis shows that
the greatest change occurred in sugar and glycerolipid metabolisms. The t-test showed a
statistically significant difference in the concentration of fructose and glycerol metabolites

between treated and untreated cells.

Conclusions: In vitro exposure of the human cervical carcinoma cell line HeLa to a thieno[2,3-
b]pyridine derivative leads to metabolic changes. Treatment of cancer cells with a thieno[2,3-
b]pyridine derivative could represent a new therapeutic approach, therefore further in vitro and

in vivo studies are needed to confirm the effect.
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