Uticaj ekstracelularnih vezikula poreklom iz trofoblastnih ¢éelija na modulaciju apoptoze u
kulturi ¢elija karcinoma jajnika tretiranih cisplatinom
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Karcinom jajnika je heterogeni skup neoplazmi raznovrsne histopatoloske grade, gde
dominantni tip predstavlja epitelni maligni tumor jajnika koji ¢ini oko 80-90% svih slucajeva (1).
Ovaj ginekoloski malignitet ima visoku stopu mortaliteta, uzrokovanu kasnom dijagnostikom u
odmaklim stadijumima bolesti i cestom pojavom relapsa nakon inicijalne terapije. Standardni
terapijski pristup kod vecline pacijenata sa naprednim karcinomom jajnika ukljucuje
citoreduktivhu hirurgiju i sistemsku primenu hemioterapijskog tretmana cisplatinom ili
karboplatinom u kombinaciji sa taksanom, pri ¢emu su inicijalne stope odgovora visoke (70—
80%), ali vecina pacijenata kasnije razvije relaps koji je Cesto povezan sa sticanjem rezistencije
na platinske lekove (1,2).

Pojava rezistencije na cisplatinu kod karcinoma jajnika je sloZzena i viSestruka, i obuhvata
promene u transportu leka, povecanu detoksifikaciju, izmene u mehanizmima popravke
ostecenja DNK, izbegavanje apoptoze i promene u apoptotskim signalnim putevima, kao i
metabolicke adaptacije celija i promene u u redoks homeostazi (1,2). Trenutne strategije koje
kombinuju cisplatinu sa ciljanim terapijama imaju ograni¢en uticaj na dugorocno prezivljavanje.
Uprkos znaCajnom napretku u razumevanju pojedinih mehanizama rezistencije na platinu,
neophodna su dalja istrazivanja radi sagledavanja njihove medusobne povezanosti i razvoja
novih terapijskih pristupa za prevazilaZenje rezistentnog fenotipa.

Tokom razvoja i progresije maligniteta ispoljavaju se izvesne karakteristike malignih celija
koje su univerzalne za sve tipove karcinoma, poput metaboli¢cke adaptacije, zastite od reakcije
imunskog sistema domacina, indukcije angiogeneze, kao i sposobnosti migracije celija. U
pogledu ovih osobina, maligno transformisane éelije i normalne Ccelije trofoblasta coveka
pokazuju mnoge slicnosti. Naime, trofoblast kao jedna od primarnih struktura placente razvija
se tokom rane trudnoce u hipoksi¢nim uslovima tokom usadivanja embriona u endometrijum.
Tada dolazi do intenzivne proliferacije i invazije celija ekstravilusnog trofoblasta (EVT) duz
gradijenta kiseonika prema uterinim arterijama, pri ¢emu postoji znacajna slicnost sa
diseminacijom malignih celija tokom njihovog Sirenja kroz tkiva domacdina. Pojedini molekulski
mehanizmi koji regulisu funkciju celija trofoblasta tokom formiranja placente, takode ucestvuju i
u Sirenju kancerskih celija tokom tumorogeneze. Oba celijska tipa poseduju visok proliferativni
potencijal, sposobnost migracije i invazije Celija, kao i remodelovanja lokalne mikrosredine (3).
lako trofoblastne celije poseduju sliche mehanizme opstanka kao maligne celije, treba naglasiti
da je osnovna razlika u tome Sto su celijski i molekularni procesi tokom modulacije funkcija
trofoblasta strogo regulisani i prostorno i vremenski, dok se maligna invazija i diseminacija celija
odvija nekontrolisano (4).



Smatra se da bi se znanja proistekla iz istrazivanja regulacije éelija trofoblasta tokom
formiranja placente mogla koristiti za identifikaciju regulatornih puteva koji bi mogli imati
primenu u terapiji karcinoma. Jedan od mogudih pravaca istrazivanja predstavljaju molekulski
putevi regulacije ¢elijskog fenotipa posredovani ekstracelularnim vezikulama (5). Ekstracelularne
vezikule (EV) su membranske vezikule koje celije otpustaju u vancelijski prostor i nose brojne
molekule, poput proteina, nukleinskih kiselina i lipida. Imaju vaznu ulogu medijatora u
meducelijskoj komunikaciji u brojnim fizioloskim i patoloskim procesima u organizmu, zbog
sposobnosti isporuke velikoj broja razliCitih biomolekula do ciljnih ¢elija, prenoseci im
informacije i uti¢uéi na promenu njihove funkcije (6). U poslednje vreme, EV se sve viSe istrazuju
kao potencijalni terapijski pristup u onkologiji zahvaljujuci njihovoj stabilnosti u cirkulaciji, niskoj
imunogenosti i sposobnosti ciljanja specificnih celija putem povrSinskih molekula poput
tetraspanina i integrina (6).

Sve veli broj podataka ukazuje da vezikule poreklom iz razlicitih éelija mogu da
interaguju sa ili da udu u ciljne celije recipijente iz drugih tkiva, menjajuci njihov fenotip. EV iz
razlicitih izvora mogu modulisati ¢elijske puteve odgovorne za prezivljavanje, apoptozu i invaziju
tumorskih celija (6). U kontekstu karcinoma jajnika, posebno su interesantne placentalne EV, jer
tokom trudnoée imaju vaznu ulogu u regulaciji adaptacije majcinog organizma putem
modulacije imunskog i vaskularnog sistema, Sto ukazuje da sadrZe bioaktivne molekule
sposobne da uti¢u na ove Celijske procese (7). Poznato je da broj porodaja (paritet) ima zastitni
efekat i znacajno smanjuje rizik od raka jajnika, Sto se objasSnjavalo prvenstveno hormonskim
promenama u trudnodi (poveéanim nivoom progesterona i smanjenim brojem ovulacija) (8).
Medutim, ove hormonske promene same po sebi ne mogu u potpunosti objasniti dugotrajnu
zastitu, posebno kod tumora koji nisu direktno zavisni od estrogena. S obzirom na to da je
placenta fetalni organ koji tokom trudnoée uspostavlja komunikaciju sa majéinim organizmom i
oslobada veliki broj EV ve¢ od najranijih nedelja gestacije, postavljena je hipoteza da upravo
placentne EV mogu posredovati u ovom protektivnhom efektu (9,10).

Preliminarna istraZzivanja su ukazala da EV poreklom iz eksplanata placente uticu na
celijski ciklus i inhibiraju proliferaciju ¢elija karcinoma jajnika in vitro, sto je pokazano na ¢elijskoj
liniji SKOV-3 (9). Takode, u Zivotinjskim modelima sa SKOV-3 tumorskim ksenograftima,
pokazano je da EV izolovane iz trofoblasta prvog trimestra trudnodée, koje sadrze pro-apoptotske
proteine i regulatorne mikro RNK, imaju sposobnost da inhibiraju rast tumora (11,12). Ovi nalazi
ukazuju da specifican anti-tumorski efekat placentnih EV proizlazi iz njihovog jedinstvenog
molekularnog sadrzaja, kao i da signalni molekuli koje dostavljaju imaju moguénost da ciljano
uticu na fenotip tumorskih celija, Sto ih Cini obecavajué¢im kandidatima za dalje instrazivanja u
kontekstu terapijske primene kod karcinoma jajnika. Osim toga, bioinformaticke analize su
pokazale da pojedine mikro RNK koje su identifikovane u EV izolovanim iz uzoraka plazme
trudnica kao i u EV iz placente, mogu imati ulogu u regulaciji molekulskih puteva od znacaja za
metastaziranje tumora kao i imunoloskoj supresiji (13). Stoga, EV iz placente imaju potencijal u
razvoju terapija za karcinom jajnika, a imajuéi u vidu da su njihovi precizni mehanizmi dejstva za



sada nerazjasnjeni, neophodna su njihova dalja eksperimentalna ispitivanja i validacija njihovih
anti-tumorskih efekata.

RADNA HIPOTEZA

Tretman A2780 celija ovarijalnog karcinoma u kulturi sa ekstracelularnim vezikulama
poreklom iz trofoblasta (tEV) moduliSe osetljivost ¢elija karcinoma jajnika na cisplatinu, pri cemu
se potencijalni sinergisticki efekat ostvaruje kroz promene u apoptotskim putevima i ekspresiji
markera ¢elijske invazivnosti.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. lIspitati ukupni apoptotski odgovor A2780 ¢elija karcinoma jajnika primenom protocne
citometrije, nakon tretmana tEV, cisplatinom i njihovom kombinacijom.

2. Ispitati nivo ekspresije iRNK povezanih sa apoptozom (BAX i BCL2) i markerima
invazivnosti éelija (ITGB1, ITGA5, TGF8, MMP2, MMP9) primenom RT-gPCR metode
nakon tretmana tEV, cisplatinom i njihovom kombinacijom.

3. Ispitati nivo eskpresije 35 proteina povezanih sa apoptozom primenom Proteome Array
metode nakon tretmana tEV, cisplatinom i njihovom kombinacijom.

4. Identifikovati mikro RNK iz tEV koje uticu na ekspresiju odabranih anti-apoptotskih
gena putem in silico pristupa.

5. Ispitati uticaj tretmana tEV na nivo odabranih mikroRNK u A2780 celijama, kako bi se
utvrdilo da li uocene promene ukazuju na prenos mikroRNK iz tEV u ¢elije.

MATERIJAL | METODE
Dizajn studije

In vitro eksperimentalna studija sa kontrolisanim tretmanima i najmanje tri nezavisna
(bioloska) ponavljanja svakog eksperimenta.

U okviru planirane in vitro studije, koristiée se komercijano dostupne celijske linije
coveka, pa samim tim nema potrebe za posebnim odobrenjem eticke komisije u smislu klinickih
istrazivanja. Eticka komisija Instituta za primenu nuklearne energije-INEP dala je odobrenje za
koris¢enje celijskih linija HTR-8/SVneo i A2780 za potrebe istrazivanja u okviru ove doktorske
disertacije, broj odobrenja: 1489-07-013/003/2025. Dobijena je i saglasnost za predmetno
istrazivanje Upravnice Instituta za medicinsku i kinicku biohemiju MFUB (u prilogu).



Celijske linije

Za potrebe studije koristice se Celijska linija A2780, model karcinoma jajnika, koja ¢ée biti
kultivisana u kompletnom DMEM/F12 medijumu sa 10% FBS i 1% antibiotika/antimikotika na 37
°C, sa 5% CO,. Za izolovanje EV koristi¢e se kondicionirani medijum HTR-8/SVneo celija, koje
predstavljaju imortalizovanu celijsku liniju trofoblasta Coveka poreklom iz placente prvog

trimestra, a koje ¢e biti kultivisane u kompletnom RPMI 1640 medijumu sa 10% FBS i 1%
antibiotika/antimikotika na 37 °C, sa 5% CO.,.

Izolacija i karakterizacija EV

EV ce bice izolovane iz kondicioniranog medijuma celija HTR-8/SVneo gajenim bez
seruma, metodom diferencijalnog ultracentrifugiranja. Dobijene tEV bice okarakterisane
pomocu analize pracenja nanocestica (eng. Nanoparticle Tracking Analysis - NTA) radi
odredivanja veliCine i koncentracije vezikula, imunoobeleZzavanjem markera ekstracelularnih
vezikula (CD9, CD63, CD81) i merenjem ukupne koncentracije proteina metodom BCA
(bicinhoninska kiselina) u cilju validacije i standardizacije materijala za eksperimente.
Ultrastrukturna analiza, tj morfoloska karakterizacija tEV bice uradena pomocu transmisione
elektronske mikroskopije (TEM).

Ispitivanje uticaja tEV na vijabilnost i citotoksi¢nost

Za ispitivanje uticaja tEV na vijabilnost A2780 celija nakon 24 i 48 sati inkubacije sa
razliCitim koncentracijama izolovanih tEV, koristi¢e se MTT test za procenu citotoksi¢nih efekata.
Celije A2780 ¢ée biti zasejane u ploe sa 96 bunara (2 x 10* éelija po bunaru), a nakon
odredivanja optimalne koncentacije vezikula za dalje eksperimente bi¢e podeljene u Ccetiri
eksperimentalne grupe:

1. Kontrola (netretirane celije)
2. Celije tretirane tEV
3. Celije tretirane samo cisplatinom (tretman dodat nakon 24 sata zbog paralelizma)

4. Celije prethodno kondicionirane tEV (24 sata), a zatim tretirane cisplatinom

Odredivanje ukupnog apoptotskog odgovora éelija

Za analizu ukupnog apoptotskog odgovora, A2780 celije Ce biti zasejane u ploce od 24
mesta, i tretmani ¢e biti postavljeni prema gore opisanim uslovima. Nakon 24 sata tretmana



tEV, a zatim izlaganja cisplatini tokom 24 sata, celije ¢e biti odvojene pomocu tripsina i isprane
PBS-om. Nakon toga, izvrsi¢e se bojenje ¢elija sa rastvorom Anexin V-FITC i propidijum-jodida, a
apoptoza celija analizirace se koris¢éenjem BD® LSR Il protocnog citofluorimetra (Becton
Dickinson, Mountain View, CA, USA) i FlowJo softvera v10.10. (TreeStar Inc., Ashland, OR, USA).

Ispitivanje uticaja tEV na nivo eskpresije proteina povezanih sa apoptozom

U cilju detaljnije analize molekularnih mehanizama apoptoze, bi¢e odredena ekspresija 35
proteina ukljucenih u apoptotske puteve koris¢enjem komercijalnog kita Proteome Profiler™
Human Apoptosis Array (R&D Systems, UK). Nakon denzitometrijske analize, dobijeni rezultati
bi¢eprikazani u formi ,heat map“ dijagrama, ¢cime ¢e se omoguciti jasnija interpretacija promena
u signalnim putevima apoptoze.

Analiza genske ekspresije

Ukupna RNK ¢e biti izolovana pomocu TriZol reagensa (Thermo Fisher Scientific, SAD)
prema uputstvu proizvodaca, konvertovana u cDNK i analizirana kvantitiativnom PCR metodom
(eng. quantitative PCR- gPCR) na aparatu 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, SAD)
uz koris¢enje SYBR Green Master Mix-a i specificnih prajmera. Bice ispitivana ekspresija sledecih
gena: BAX, BCL2, ITGAS5, ITGB1, TGF6, MMP2 i MMP9. Za normalizaciju ekspresije koristi¢e se B-
aktin kao endogeni kontrolni gen, a relativna ekspresije ¢e biti izracunata AACt metodom (14).

In silico analiza mikro RNK i analiza ekspresije odabranih kandidata

In silico analizom ce se identifikovati mikro RNK potencijalno prisutne u tEV, a koje mogu
imati ulogu u modulaciji osetljivosti ¢elija karcionoma jajnika A2780 na cisplatinu. Podaci o
profilu nekodiraju¢éih RNK iz tEV (HTR-8/SVneo) bite preuzeti iz GEO baze podataka
(GSE182717), kako bi se izdvojile najzastupljenije mikro RNK. Mikro RNK koje direktno ciljaju
odabrane anti-apoptotske gene biée identifikovane putem pretrage baze miRTargetLink 2.0, koja
integriSe podatke iz miRTarBase, miRDB i mirDIP. Zatim ce biti sprovedeno poredenje sa
dostupnim podacima o ekspresiji mikro RNK u ¢elijskim linijama karcinoma jajnika A2780, u cilju
pronalazenja kandidata sa potencijalnom ulogom u regulaciji ¢elijskog preZivljavanja i odgovora
na cisplatinsku terapiju. Odabrane mikro RNK bi¢e ukljuéene u konstrukciju mreza interakcija
mikro RNK—iRNK koriséenjem alata miRNet 2.0. Na osnovu ovih rezultata, bi¢e odabrani
kandidati za eksperimentalnu validaciju u celijskoj liniji A2780, sa ciljem da se razjasni mogudi
doprinos odabranih mikro RNK iz tEV u regulaciji apoptotskih puteva u A2780 c¢elijama.



STATISTICKA ANALIZA

Svi eksperimenti bi¢e izvedeni u najmanje tri nezavisna ponavljanja. Rezultati ¢e biti
prikazani kao srednja vrednost * standardna devijacija (SD) za podatke sa normalnom
raspodelom, odnosno kao medijana sa interkvartilnim rasponom za podatke koji ne prate
normalnu raspodelu. Za deskriptivhu statistiku bi¢e korisS¢eni aritmeticka sredina, medijana,
standardna devijacija, minimum i maksimum vrednosti. Shapiro-Wilk test ée se koristiti za
testiranje normalne distribucije. Razlike izmedu vise grupa bi¢e analizirane jednosmernim
ANOVA testom uz Tukey post-hoc ili Kruskal-Wallis test ukoliko distribucija ne bude imala
normalnu raspodelu. Razlike ¢e se smatrati statisticki znac¢ajnim ukoliko je p-vrednost manja od
0,05. Analize ¢e biti uradene pomocu softvera GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA) i rezultati ¢e biti prikazani u vidu grafikona i tabela.

NAUCNI DOPRINOS

Karcinom jajnika i dalje predstavlja jedan od najsmrtonosnijih ginekoloskih maligniteta,
prvenstveno zbog odsustva specificnih simptoma u ranim fazama, Sto dovodi do cestog
otkrivanja bolesti u uznapredovalim stadijumima. Na prognozu i ishod bolesti dodatno uticu
faktori poput osetljivosti na hemioterapiju i volumena rezidualne bolesti nakon citoreduktivne
hirurSke intervencije. Medutim, i pored napretka u terapeutskim strategijama, petogodisnja
stopa prezivljavanja za sve stadijume karcinoma jajnika i dalje ostaje relativno niska (oko 26—
42%), sto naglasava potrebu za razvojem novih terapijskih pristupa. lako je ostvaren znacajan
napredak u razumevanju mehanizama rezistencije na cisplatinu, i dalje postoji potreba za
razvojem novih strategija koje bi povecale terapijsku osetljivost i unapredile ishod leCenja
pacijentkinja sa karcinomom jajnika. S obzirom na to da su dosadasnja istrazivanja pokazala da
ekstracelularne vezikule iz placente mogu regulisati apoptozu éelija karcinoma jajnika, ovo
istrazivanje ¢e ponuditi novi uvid u potencijal prekondicioniranja ovih ¢éelija pomodu tEV, u cilju
njihove senzitizacije na tretman cisplatinom i boljeg odgovora na terapiju. Ovaj pristup moze
doprineti boljem razumevanju mehanizama putem kojih tEV uti¢u na osetljivost tumorskih ¢elija
na cisplatinu putem modulacije apoptoze i invazivnosti ¢elija karcinoma jajnika. Dodatno, na
osnovu rezultata eksperimentalne analize ekspresije odabranih mikro RNK iz tEV u ¢elijskoj liniji
karcinoma jajnika, utvrdi¢e se njihov doprinos u regulaciji apoptotskih puteva i potencijal u
senzibilizaciji ¢elija karcinoma jajnika na cisplatinu. Dopremanjem ovih mikro RNK putem tEV u
Celije karcinoma jajnika ispitace se mogué¢ doprinos povecane koncentracije odabranih mikro
RNK u modulaciji citotoksicnog uticaja na Celije karcinoma jajnika, Sto bi ukazalo i na njihove
moguce terapeutske implikacije. Na taj nacin bi ovo istrazivanje pruzZilo znacajan doprinos
fundamentalnom znanju o interakcijama izmedu tEV i tumorskih ¢elija, a u buduénosti moglo
otvoriti mogucénost za razvoj novih personalizovanih terapijskih pristupa.
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