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U povodu desete godisnjice Hrvatskog drustva za istraZivanje raka (HDIR)

Ove godine Hrvatsko drustvo za istraZivanje raka (HDIR) navrsava svojih prvih deset godina!

Jedno smo od 14 nacionalnih drustava unutar nase krovne organizacije, Europskog drustva za istraZivanje
raka (European Association for Cancer Research, EACR), najjace europske neprofitne strucne organizacije koja
pokriva klinicke i bazicne aspekte istraZivanja raka. EACR je najbrojnija i najpriznatija stru¢na organizacija iz
podrucja istraZivanja raka u Europi, ima preko 10.000 ¢lanova iz 101 zemlje svijeta i prosle je godine obiljeZila
50 godina postojanja.

S ponosom isticem da smo mlado drustvo koje je od tridesetak individualnih ¢lanova EACR-a naraslo na preko
200 ¢lanova. Nas rast je znacajan i to s ponosom isticemo u nasoj krovnoj organizaciji EACR-u.

U proteklih deset godina moZemo se pohvaliti izuzetno dobrom aktivnoséu — iza nas je pet konferencija s
medunarodnim sudjelovanjem (HDIR-1, HDIR-2, HDIR-3, HDIR-4 i HDIR-5), jedan simpozij s vrhunskim
svjetskim predavacima iz podrucja radio- i imunoterapije raka, nekoliko radionica vezanih za racunalnu kemiju
i molekularno modeliranje te brojna predavanja.

Nadalje, HDIR je sa 16 strucnih drustava sudjelovao u izradi Hrvatskih smjernica za geneticko savjetovanje i
testiranje na nasljedni rak dojke te je 2017. godine dobio prvo priznanje za svoj rad — zahvalnicu Hrvatske lige
protiv raka.

Nas glavni interes i dalje je povezivanje razli¢itih grupa koje se bave istrazivanjem raka, klinickim i bazi¢nim
istraZivanjima u Hrvatskoj i Sire. Trudimo se svake dvije godine organizirati zanimljivu i svima nama korisnu
konferenciju s vrhunskim predavacima. Smatramo da smo do sada to dobro radili i nadam se da cete i dalje
aktivno sudjelovati s prijedlozima i savjetima kako bi slijedece konferencije bile jos bolje.

Nasih prvih deset godina odlucili smo obiljeZiti jednodnevnim simpozijem posvecenom mladim &lanovima
naseg Drustva koji ¢e predstaviti svoja istraZivanja ili istraZivanja grupa u kojima rade. Iz programa i saZetaka
ovog simpozija vidljivo je da su teme vrlo raznolike i sigurna sam da cete sa zanimanjem pratiti izlaganja.
Zahvaljujem svim predavacima i svima vama na odazivu i vremenu koje ste posvetili ovom druZenju.

Nadamo se da ¢e i ovo druZenje doprinijeti jos boljem medusobnom upoznavanju i povezivanju razlicitih grupa
iz podrucja istraZivanja raka, kako bazicnih tako klinickih i epidemioloskih te dati novi polet i snagu za daljnje
djelovanje HDIR-a.

Prof. dr. sc. Sonja Levanat

predsjednica HDIR-a
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Visnja Stepanic, IRB - Polifenolima protiv raka

Maja Ledinski, PMF - Tajne antitumorskog djelovanja vitamina C

Marija Mioc, IRB - Krunasti eteri povecavaju osjetljivost tumorskih stanica na terapiju

Kate Sedelja, IRB - Generiranje novog TFF3 -/- soja na C57BL6N geneti¢koj podlozi

Iva Bazina, IRB - Ucinak stresa endoplazmatskog retikuluma na Trefoil factor family 3 (Tff3)
deficijentne miseve

Tanja Zivkovi¢ Semren, IMI - Rak testisa i promjene u ciklusu limunske kiseline

Maja Jirou$, MEF Os - Antitumorska aktivnost novosintetiziranih kinolinskih hibrida na tumorskim
stanicama in vitro

11:15-11:45  pauza za kavu
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Martina Radi¢, IRB - Otpornost na ciljanu terapiju u metastatskom melanomu

Juran Kralj, IRB - Profiliranje gena varijanti stanica raka jajnika razli¢ito otpornih na karboplatinu u
svrhu proucavanja lijekom-potaknute epitelno-mezenhimalne tranzicije

Margareta Pernar, IRB - Odredivanje kljuéne(ih) miRNA u svrhu reguliranja lijekom potaknute
epitelno-mezenhimalne tranzicije

Ivana Samarzija, IRB - Odredivanje sastava adhesoma integrina u istrazivanju migracije i invazije
stanica tumora i njihove osjetljivosti na kemoterapiju

Anja Kafka, MEF Zg - Razli¢ito ponaSanje gena i proteina DVL1, DVL2 i DVL3 u astrocitnim tumorima
mozga

Nikolina Rinci¢, IRB - Uloga proteina GLI u karcinogenezi jajnika

Bastien Proust, IRB - Expression and subcellular localization of human NMEG6 protein in tumor cell
lines

13:30-14:30  rucak
14:30-16:30 3. sekcija

15.
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22.

16:30

Marija Pinteri¢, IRB - Uloga Sirtuina 3 u estrogen-posredovanoj proliferaciji MCF-7 stanica raka dojke
Iva . Podgorski, IRB - Uloga Sirtuina 3 u trostruko negativnim stanicama raka dojke (MDA-MB-231) u
uvjetima hiperoksije

Davor Nesti¢, IRB - Adenovirusi kao vektori za prijenos gena i vakcinaciju

Anamaria Duki¢, IRB - Onkogeni potencijal varijanti E6 onkoproteina HPV-16

Blanka Tariba Lovakovi¢, IMI - Profil elemenata u krvi, serumu i urinu muskaraca s rakom testisa
Miroslav Caci¢, KBCSM - Karakteristike bolesnika s neuroendokrinim tumorima koji se lije¢e u KBC
Sestre milosrdnice

Paola Kucéan Brli¢c, MEF Ri - Od temeljnih istraZivanja do imunoterapije tumora: translacijska
istrazivanja Centra za proteomiku

Jure Krasi¢, MEF Zg - EpiMark — Predstavljanje istraZivacke grupe

Zatvaranje simpozija uz tortu
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P1) Polifenolima protiv raka?
Visnja Stepanic
Laboratorij za epigenomiku, Zavod za molekularnu medicinu, Institut Ruder BoSkovic, Zagreb, Croatia

Polifenoli su  prirodni spojevi koje biljke sintetiziraju kao sekundarne metabolite u
Sikimatskom/fenilpropanoidnom i/ili poliketidnom biosintetskom putu. Postoji oko 8000 biljnih polifenola
koji se grupiraju prema strukturnim obiljeZjima u flavonoide, fenolne kiseline, stilbene, lignane, tanine,
kurkumoide itd. (http://phenol-explorer.eu/ ). Polifenoli su zastupljeni u ljudskoj prehrani koja uklju€uje voce
i povrce, zacCine, te napitke poput zelenog i crnog ¢aja ili crnog vina. Mnogobrojna istrazivanja su provedene
na polifenolima s ciljem da se utvrdi i objasni mehanizam njihovog kemopreventivnog djelovanja te istrazi
njihova primjena kao adjuvantne terapije u lijeCenju raka. U predavanju ¢e se predstaviti istrazivanja
laboratorija vezana za antioksidativno djelovanje i ADMET (absorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija,
toksi¢nost) - svojstva polifenola kvercetina, EGCG-a, kurkumina [1-5].

Reference:

1. Kujundzi¢ Novak R, Stepani¢ V, Milkovié L, Cipak Gasparovié¢ A, Tomljanovi¢ M, Gall Tro$elj K. Curcumin and
its potential for systemic targeting of inflamm-aging and metabolic reprogramming in cancer. Int J Mol Sci.
20(5) (2019) E1180.

2. Stepani¢ V, Mati¢ S, Amic A, Luci¢ B, Milenkovi¢ D, Markovi¢ Z. Effects of conjugation metabolism on radical
scavenging and transport properties of quercetin — In silico study. J. Mol. Graph. Model. 86 (2019) 278-285.

3. Mati¢ S, Jadrijevi¢-Mladar Taka¢ M, Barbari¢ M, Luci¢ B, Gall Troselj K, Stepani¢ V. The influence of in vivo
metabolic modifications on ADMET properties of green tea catechins-In silico analysis. J. Pharm. Sci. 107(11)
(2018) 2957-2964.

4. Stepani¢ V, Cipak Gasparovié A, Gall Trogelj K, Ami¢ D, Zarkovi¢ N. Selected attributes of polyphenols in
targeting oxidative stress in cancer. Curr. Top. Med. Chem. 15(5) (2015) 496-509.

5. Stepanic¢ V, Novak Kujundzi¢ R, Gall Troselj K. Epigenome, Cancer Prevention and Flavonoids and Curcumin
// Epigenetics and Epigenomics / Christopher J. Payne (ur.). Rijeka: InTech, 2014. Str. 173-209.



P2) Tajne antitumorskog djelovanja vitamina C
Maja Ledinski, Maja Antunovié, Karlo Skube, Katarina Caput Mihali¢, Inga Marijanovié
Zavod za molekularnu biologiju, Prirodoslovno-matematicki fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, Zagreb, Hrvatska

Vitaminom C se naziva nekoliko vitamera, ukljuéujuéi askorbinsku kiselinu i njene soli te neke njene oksidirane
forme poput dehidroaskorbinske kiseline (DHA). Askorbat i askorbinska kiselina ostaju prisutni u tijelu u ove
dvije forme koje se medusobno izmjenjuju ovisno o pH, dok se oksidirane forme semiDHA i DHA mogu
reducirati u tijelu NADPH-ovisnim enzimatskim mehanizmom ili putem glutationa. Kada je vitamin C prisutan
u fizioloSkoj koncentraciji pokazuje antioksidativna svojstva te je njegova bioloSka uloga da djeluje kao
reducirajudi agens donirajuéi elektrone u razli¢itim enzimskim i neenzimskim reakcijama. Farmakoloske doze
vitamina C su viSe i mogu se posti¢i samo intravenskim unosom. Tada uslijed oksidacije dovodi do visoke
razine H,0,. Primije¢eno je da tumorske stanice razlicito reagiraju na visoke razine vitamina C, a smatra se da
je uzrok te razlike sposobnost uklanjanja H0,. Stani¢nu liniju HEK293, mezenhimske mati¢ne stanice,
tumorsku liniju osteosarkoma U20S, primarnu kulturu osteosarkoma te matiéne stanice osteosarkoma smo
tretirali razli¢itim dozama vitamina C kako bi utvrdili postoji li razlika u citotoksi¢nom ucinku te smo odredili
tip stani¢ne smrti, razinu oksidativnog stresa i metabolicki profil stanica. Utvrdili smo da su mati¢ne stanice
sarkoma najosjetljivije na tretman vitaminom C te da vec¢ pri niskim koncentracijama vitamin C blokira
glikolizu i uzrokuje oskidativni stres maticnih stanica osteosarkoma $to ih u konacnici odvodi u apoptozu.



P3) Krunasti eteri povecavaju osjetljivost tumorskih stanica na terapiju
Marija Mio¢, Marko Marjanovi¢, lva Guberovi¢, Marijeta Kralj

Laboratorij za eksperimentalnu terapiju, Zavod za molekularnu medicinu, Institut Ruder BoSkovic¢, Zagreb,
Hrvatska

Otpornost tumora na terapiju je pojava koja se Cesto javlja u klinici i igra vaznu ulogu u lije¢enju. Jedan od
mehanizama kojim tumori stjeCu otpornost je pojacano ispoljavanje ABC transportera, kao Sto su ABCB1
(MDR1/P-glikoprotein) i ABCG2 (BCRP). Fizioloska uloga ABC transportera je izbacivanje ksenobiotika iz
stanice, svojstvo koje tumori koriste za izbacivanje i zastitu od kemoterapeutika. Stoga je jedan od pristupa
u rjeSavanju problema otpornosti na terapiju inhibicija ABC transportera, Sto Cini ovu skupinu proteina
vaznom metom u terapiji tumora. Pri tome je potrebno detaljno istraZiti i shvatiti odnos strukture i aktivnosti
inhibitora, kako bi inhibicija bila Sto bolja, a toksi¢ni u¢inak sto maniji.

U ovom smo istraZivanju ispitivali potencijalni u¢inak skupine adamantanom supstituiranih diaza-18-kruna-6
spojeva na inhibiciju ABC transportera. Spojevi su se razlikovali prema strukturi bo¢nih lanaca na koje su
vezane adamantanske skupine. U radu smo koristili stani¢ne modele koji poja¢ano ispoljavaju proteine P-gp
odnosno ABCG2. IstraZzivanja su dokazala da diaza-18-kruna-6 eteri djeluju inhibitorno na obje skupine
transportera, te da njihova inhibitorna aktivnosti ovisi o lipofilnosti molekule, kao i o specifi¢noj strukturi
bocnih lanaca. Krunasti eteri koji su pokazali najjacu inhibitornu aktivnost uspjesno su povecali osjetljivost
tumorskih stanica na konvencionalne kemoterapeutike — paklitaksel i mitoksantron, supstrate P-
glikoproteina odnosno ABCG2 transportera. Ovi rezultati pokazuju potencijal krunastih etera u terapiji
tumora kroz inhibiciju ABC transportera i povecéanje osjetljivosti tumorskih stanica na terapiju.



P4) Generiranje novog TFF3 -/- soja na C57BL6N genetickoj podlozi
Kate Seselja, Iva Bazina, Mirela Baus Lonéar

Laboratorij za neurodegenerativne bolesti, Zavod za molekularnu medicinu, Institut Ruder Boskovic, Zagreb,
Hrvatska

TFF (trefoil factor family) proteini su skupina malih proteina, karakteriziranih trolisnom (trefoil) domenom.
Skupinu ¢ine TFF1, TFF2 i TFF3. Uloga TFF proteina je raznolika: povedéavanje viskoznosti mukusa u
gastrointestinalnom traktu, citoprotekcija, anti-apoptotic¢ki i kemotakti¢ki ucinak, uloga u imunoloSkom
sustavu... TFF3 protein dereguliran je u tumorima, a ukljucen je i u patogenezu, proliferaciju, diferencijaciju,
invaziju, migraciju i apoptozu u razli¢itim tumorima npr. tumorima probavnog trakta, hepatocelularnom
karcinomu, raku pluéa i dojke.

lako je proucavanje, kako tumora, tako i bilo kojeg drugog procesa, na stani¢nim kulturama dalo brojna vazna
saznanja, limitirano je nedostatkom fizioloskih interakcija koje se odvijaju u in vivo sustavu Stoga su Zivotinjski
modeli neizmjerno vazan alat u bioloskim istrazivanjima.

Za istrazivanje uloge TFF3 proteina do nedavno je postojao samo Tff3 -/- soj mijesanog porijekla (C57BL6/)
/Sv129). Problem sojeva mijesanog porijekla je nemoguénost razludivanja ucinka nedostatka Tff3 proteina i
fenotipskog ucinka mogudih novih genetickih kombinacija koje mogu nastati uslijed male populacije Zivotinja.
RjeSenje tog problema je razvoj misjeg soja na novoj genetickoj podlozi stvaranjem tzv. kongeni¢nog soja.
Novi Tff3-/- soj, na C57BI6N Crl genetickoj osnovi, od divljeg tipa razlikuje se samo u inaktivaciji Tff3 proteina
i malom okolnom fragmentu, dok je ostatak genetickih lokusa u genomu heterozigotan. Ovaj soj razvijen je
takozvanim speed congenics pristupom, koji omoguéuje razvoj soja kroz maniji broj generacija nego klasi¢nim
pristupom. Novi kongenicni Tff3/C57BI6/N soj od velike je vrijednosti za brojna biomedicinska istrazivanja.

Rad je financiran sredstvima Hrvatske zaklade za znanost, projekt IP-06-2016-2717.



P5) Ucinak stresa endoplazmatskog retikuluma na Trefoil factor family 3 (Tff3) deficijentne miseve
lva Bazina, Kate Sedelja, Mirela Baus Lonéar

Laboratorij za neurodegenerativne bolesti, Zavod za molekularnu medicinu, Institut Ruder Boskovic, Zagreb,
Hrvatska

Endoplazmatski retikulum (ER) je stanic¢ni organel koji doprinosi proizvodnji i smatanju stani¢nih proteina te
je ukljuéen u odrzavanje homeostaze stanice i suptilne ravnoteze izmedu zdravlja i bolesti. Nakupljanje krivo
smotanih ili nesmotanih proteina u lumenu endoplazmatskog retikuluma naziva se stresom endoplazmatskog
retikuluma. Nekontrolirana aktivacija odgovora na ER stres (UPR-unfolded protein response) u pozadini je
brojnih patologija, ukljucujuc¢i metabolicke, neurodegenerativne i upalne bolesti te rak. Brojni ljudski tumori
(npr. hepatocelularni tumor, rak pluéa, gusterace, dojke) karakterizirani su produljenom i nekontroliranom
aktivacijom UPR odgovora, sto pomaze rastu tumora i rezistenciji na terapiju.

Trefoil factor family protein 3 (Tff3) mali je sekretorni protein koji regulira regeneneraciju i popravak sluznice,
a njegova ekspresija deregulirana je u brojnim tumorima pa i u hepatocelularnom karcinomu. Tff3, kroz
interakciju sa regulatorima apoptoze, kao sto je Bat3 protein, koji sudjeluje u apoptozi induciranoj stresom
endoplazmatskog retikuluma (kroz interakcije s AIFM1), potencijalno utjece i na ER stres. Da bi rasvijetlili
ulogu Tff3 proteina u jetri, kao kljutnom metabolickom organu i prvom mjestu prolaza krvi iz probavila,
izazvali smo akutni ER stres iniciranjem tunikamicina u muzjake novog kongeni¢nog misjeg soja Tff3-/-
/C57BI6/N i odgovarajuce miseve divljeg tipa Tff3+/+ /C57BI6/N, te smo pratili promijene na razini aktivacije
gena /proteina ER i oksidativnog stresa i imunoloski relevantnih gena.

Rad je financiran sredstvima Hrvatske zaklade za znanost, projekt IP-06-2016-2717 i Europskih Strukturnih
Fondova 2014-2020 (financiranje doktoranda I. Bazina).



P6) Rak testisa i promjene u ciklusu limunske kiseline

Tanja_Zivkovi¢ Semren?, Blanka Tariba Lovakovi¢!, Toni Safner? Stela Joki¢?, Krunoslav Aladi¢*, Marija
Gamulin®, Alica Pizent!

Yedinica za analiti¢ku toksikologiju i mineralni metabolizam, Institut za medicinska istraZivanja i medicinu
rada, Zagreb, Hrvatska

2Zavod za oplemenjivanje bilja, genetiku i biometriku, Agronomski fakultet Sveucilista u Zagrebu, Zagreb,
Hrvatska

3Zavod za procesno inZenjerstvo, Prehrambeno-tehnoloski fakultet Sveudilista u Osijeku, Osijek, Hrvatska
‘Hrvatski veterinarski institut - Veterinarski zavod Vinkovci, Vinkovci, Hrvatska

°Klinika za onkologiju, Klini¢ki bolni¢ki centar Zagreb, Zagreb, Hrvatska

Nastanak tumorskih stanica povezan je s brojnim biokemijskim i molekularnim promjenama u organizmu ¢ije
uocavanje ima veliki potencijal u ranoj dijagnostici i lijeCenju. Tumori, kao abnormalne nakupine tkiva,
oduzimaju organizmu hranjive tvari, kisik, hormone i ostale Zivotno bitne sastojke u svrhu vlastitog rasta te
tako utjecu na metabolizam stanice i regulaciju njene funkcije. Poznavanje i razumijevanje metabolickih
razlika izmedu normalnih stanica i stanica raka prepoznato je kao moguca meta za ubijanje tumorskih stanica.
Cilj ovog istraZivanja bio je usporediti kvantitativni profil slobodnih aminokiselina i elemenata u urinu
ispitanika s tumorom testisa u odnosu na njihove vrijednosti u kontrolnih ispitanika.

Koncentracije slobodnih aminokiselina izmjerene su primjenom GC-MS-a nakon priprave uzoraka
koristenjem komercijalnog seta reagensa Phenomenex EZ:faast, a koncentracije elemenata izmjerene su
primjenom ICP-MS-a.

U ispitanika s tumorom testisa izmjerene su znac¢ajno povisene koncentracije asparaginske kiseline, mangana
i cinka, a znadajno snizene koncentracije treonina, serina, histidina i kobalta u odnosu na koncentracije
izmjerene u kontrolnih ispitanika. Ovi rezultati upuéuju na to da razvojem tumora u testisima dolazi do
poremecaja u ciklusu limunske kiseline i ciklusu uree. Naime, asparaginska kiselina ima vaznu ulogu u ciklusu
limunske kiseline i ciklusu uree. Dosadasnja istraZivanja su pokazala da asparaginska kiselina sudjeluje u
proliferaciji, iako ne svih vrsta tumora. Kobalt je neophodna komponenta kobalamina (vitamina B12) i ima
vrlo vaznu ulogu u formiranju aminokiselina, dok kobalaminski enzimi kataliziraju reakcije nastanka
meduprodukata koji ulaze u ciklus limunske kiseline. Mangan ima klju¢nu ulogu u mnogim stani¢nim
procesima, ukljucujué¢i metabolizam lipida, proteina i ugljikohidrata te je sastavni dio enzima arginaze
uklju€enih u sintezu uree i metabolizam piruvata.

Dobiveni rezultati mogu posluzZiti kao temelj za daljnja istraZivanja o ulozi meduprodukata navedenih ciklusa
u tumorigenezi Sto moze pridonijeti eventualnom otkrivanju novih bioloskih biljega tumora testisa.



P7) Antitumorska aktivnost novosintetiziranih kinolinskih hibrida na tumorskim stanicama in vitro
Maja Jirou$?, Bruno Ruganil, Marijana Juki¢?, Luka Krstulovi¢3, Miro Baji¢3, Ljubica Glava3-Obrovac?

IMedicinski fakultet Osijek, Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Osijek, Hrvatska

20djel za medicinsku kemiju, biokemiju i klinicku kemiju, Medicinski fakultet Osijek, Sveuciliste Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Osijek, Hrvatska

30djel za kemiju i biokemiju, Veterinarski fakultet Sveucilista u Zagrebu, Zagreb, Hrvatska

Kinolin je aromatski spoj dusika sastavljen od benzenskog i piridinskog prstena. Brojne hibridne molekule s
kinolinskom strukturom pokazuju antitumorsku aktivnost uzrokujuéi zaustavljanje stani¢nog ciklusa i
aktivaciju apoptoze. Bioloski ucinak novosintetiziranih kinolinskih hibrida ispitan je na tumorskim stani¢nim
linijjama adenokarcinoma debelog crijeva (CaCo-2), adenokarcinoma dojke (MDAMB231), T limfoma (HuT-
78), akutne limfoblasti¢ne leukemije (CCRF-CEM) i kroni¢ne mijeloidne leukemije (K562), kao i na normalnoj
stani¢noj liniji bubrega psa Madin-Darby (MDCK ). Citotoksi¢nost je testirana pomocu MTT testa nakon 72 h
inkubacije s novim kinolinskim hibridima u koncentracijama od 1x10“ — 1x10°® M. Dobiveni rezultati pokazali
su nizu osjetljivost normalnih stanica na ispitivane spojeve u usporedbi sa stanicama adenokarcinoma i
leukemije. Promjene u distribuciji stani¢nog ciklusa, poveéan broj stanica u apoptotozi i autofagiji takoder su
uoceni nakon 24 - satnog tretmana. Daljnja istrazivanja novosintetiziranih kinolinskih hibrida potrebna su za
bolje razumijevanje antitumorskog mehanizma djelovanja.
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Maligni melanom jedan je od najagresivnijih tumora u ljudi te unatoc velikom napretku u lijeCenju, pokazuje
iznimnu otpornost na lijekove. Saznanja o molekularnoj pozadini bolesti i identifikacija signalnih puteva
klju¢nih za razvoj melanoma dovela su do otkri¢a novih terapija kao $to su imunoterapija i ciljana terapija.
Oko 60% melanoma sadrzi mutacije u genu BRAF koje aktiviraju protein BRAF, te se na taj nacin povecava
proliferacija i preZivljenje stanica melanoma. Najces¢a mutacija proteina BRAF (priblizno 90% u klinickim
patoloskim uzorcima) je BRAF V600E, mutacija koja dovodi do stalnog prijenosa signala u nizvodnoj kaskadi
signalnog puta MAPK. LijeCenje pacijenata koji sadrze mutaciju V600E inhibitorima proteina BRAF u pocetku
se pokazalo iznimno ucinkovito, ali vecina pacijenata razvija otpornost unutar par mjeseci od pocetka
lijeCenja. Vemurafenib je prva ciljana terapija koristena za lijeCenje melanoma koji posjeduju mutaciju V600E
proteina BRAF. On uzrokuje programiranu staniénu smrt u stanicama melanoma tako da prekida BRAF/MEK
korak u signalnom putu MAPK.

Cilj naseg istraZivanja je otkriti joS nepoznate razloge otpornosti melanoma na lije¢enje inhibitorom proteina
BRAF, vemurafenibom. |z tog razloga uzgojili smo podlinije stani¢nih linija A375M i WM793B otporne na
vemurafenib viSemjesecnim tretmanom u mediju s vemurafenibom. Pojavu otpornosti utvrdili smo testom
MTT. Promjena morfologije stanica ukazala nam je na mogucu epitelno-mezenhimalnu tranziciju (EMT). EMT
smo okarakterizirali analizom ekspresije kljucnih biljega. Provjerili smo utjecaj pojave otpornosti na lijek na
regulaciju stani¢nog ciklusa. Uzgojene stani¢ne linije i dobiveni rezultati predstavljaju zanimljivo postignude i
postavljaju put za daljnja istrazivanja.
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Visoka stopa smrtnosti u slucaju raka jajnika rezultat je kasne dijagnostike, kada je bolest veé napredovala te
razvoja otpornosti na terapiju. U svrhu proucavanja promjena gena ukljuéenih u otpornost, razvijeno je
sedam otpornih varijanti stanica (MES-OV CBP2-CBP8), postepenim izlaganjem ljudskih stanica raka jajnika
(MES-0OV) rastuéim koncentracijama karboplatine (CBP). Ovako dobivene stanice fenotipom su sli¢nije
stanicama mezenhima nego roditeljskim epitelnim stanicama. Nakon provedenog profiliranja mRNA,
koristenjem ClariomTM S testa (human), pokazano je da broj razli¢ito eksprimiranih gena raste razmjerno s
otpornoséu na CBP. Najvecéa razlika u ekspresiji gena u CBP otpornim, u odnosu na roditeljske MES-OV
stanice, uocena je kod gena za proteine membrane stanice, pri ¢emu su dva transportera — SLC4A4 i SLC38A5
pokazali najvecu razliku u ekspresiji. Rezultati analize signalnih puteva pokazali su da najznacajnije
promijenjeni geni pripadaju signalnom putu receptora jezgre, fokalnih adhezija, putevima regulacije
aktinskog citoskeleta, PI3K-Akt, VEGFA-VEGFR2 i MAPK. Takoder su zabiljezene i analizirane razlike u
obrascima ekspresije gena izmedu stanica s nizom (CBP2-CBP4) i viSom razinom otpornosti (CBP5-CBP8) na
karboplatinu. Uzrok spomenutim razlikama mogle bi biti razlike u ekspresiji gena ukljucenih u signaliziranje
putem miRNA, YAP/TAZ, signalnu mreZu selena i razlike ekspresija gena vezanih uz izvanstani¢ni matriks.
Ovim, do sada joS neobjavljenim pristupom profiliranja gena u varijantama stanica karakteriziranih rastu¢om
otpornos¢u na terapiju i poveéanom pokretljivos¢u mogao bi se dobiti dodatni uvid u molekule i signalne
puteve koji su ukljuceni u lijekom-potaknutu epitelno-mezenhimalnu tranziciju, procesu nuzinom za
metastaziranje stanica raka. Daljnje povezivanje i analiza ta dva procesa omogucit ¢e pronalazak nekih novih
terapeutskih rjeSenja.
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Kasna pojava simptoma i nedostatak ucinkovitih dijagnostickih metoda ucinili su rak jajnika najsmrtonosnijim
od svih ginekoloskih karcinoma. Poodmakli stadij bolesti i razvoj otpornosti na terapiju glavni su razlog
neuspjesnosti terapije, koja najcesce ukljucuje lijekove s platinom i taksane. Otpornost tumora na terapiju
sve se cesce povezuje s epitelno-mezenhimalnom tranzicijom (EMT), procesom uklju¢enim u metastaziranje
tumora. MikroRNA (miRNA) su male ne-kodirajuée RNA koje reguliraju ekspresiju gena na post-
transkripcijskoj razini. E-kadherin i drugi regulatori EMT glavni su ciljevi miRNA. Osim ¢lanova obitelji miRNA-
200, ulogu u EMT imaju i druge miRNA, kao $to su miR-10, miR-155, miR-7, miR-221/222. U nasem
laboratoriju upotrebljavaju se tri linije stanica raka jajnika otporne na karboplatinu (OVCAR-3 CBP, MES-OV
CBP, SK-OV-3 CBP), s fenotipom slicnom onome stanica mezenhimalnog podrijetla. OVCAR-3 CBP i MES-OV
CBP su krizno otporne na paklitaksel i pokazuju smanjenu ekspresiju ¢lanova obitelji miRNA-200. S ciljem
odredivanja potencijalnih miRNA od vaznosti, uklju¢enih u procese otpornosti na CBP i EMT, odabrana je
roditeljska MES-OV i otporna MES-OV CBP linija stanica. Profiliranje miRNA rezultiralo je identifikacijom 379
miRNA razli¢ito eksprimiranih u MES-OV CBP stanicama u odnosu na MES-OV liniju stanica. Analizom
dobivenih podataka te proucavanjem literature, kao potencijalno najznacajnije izdvojeno je devet miRNA
kandidata, Sest s povecanom te tri sa smanjenom ekspresijom. Njihova ekspresija u sva tri para stanicnih linija
provjerena je koristenjem metode RT-qPCR. Od izdvojenih, miR-1269a i miR-665 pokazale su jednak uzorak
povecane ekspresije u sve tri linije stanica te je postavljena hipoteza da bi upravo one mogle imati ulogu u
oba procesa od interesa. Njihova moguca uklju¢enost u karboplatinom potaknutoj EMT bit ce ispitana
transfekcijom roditeljskih OVCAR-3 stanica s mimic-RNA sekvencama.
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Integrini su adhezijski transmembranski receptori koji imaju ulogu u vezanju na proteine izvanstani¢nog
matriksa (ECM) i druge stanice. Sastoje se od nekovalentno povezanih a i B podjedinica ¢ijom kombinacijom
moZe nastati 24 razli¢ita heterodimera. Nakon vezanja integrina za ligand, na citoplazmatskom kraju
heterodimera stvara se kompleks adhezije integrina (engl. integrin adhesion complex, I1AC), koji se sastoji od
nekoliko stotina proteina i povezuje ECM sa citoskeletom te potice niz signalnih puteva kojima se reguliraju
mnogobrojni stanic¢ni procesi kao $to su proliferacija, preZivljenje, diferencijacija i migracija. Postoji viSe vrsta
razli¢itih IAC-a koji variraju po sastavu, veli€ini, stabilnosti i ulozi te obuhvacaju nascentne, fokalne i fibrilarne
adhezije, podosome i invadopodije te hemidesmosome. Nedavno je otkrivena nova vrsta IAC-a posredovana
integrinom aVp5, tzv. retikularne adhezije, koje imaju ulogu prianjanja stanice uz podlogu tijekom stani¢ne
diobe. Svi proteini koji se nalaze unutar IAC-a nazivaju se adhesom integrina. IstraZivanje adhesoma integrina
je u zadnjih desetak godina potaknuto brzim razvojem biokemijskih metoda za njegovo izdvajanje kao i
masene spektrometrije.

Integrini su poveéano eksprimirani u mnogim vrstama tumora te u pravilu osiguravaju otpornost stanica
tumora na kemoterapiju, radioterapiju, ali i na ciljanu terapiju. Osim toga, integrini imaju ulogu u procesu
metastaziranja te se stoga smatraju potencijalnim metama za terapiju tumora. Do nedavno su nasa
istrazivanja bila usmjerena na mehanizme promjene osjetljivosti stanica tumora na kemoterapiju nakon
prekomjerne ekspresije integrina ili nakon njihovog utiSavanja. Tako smo otkrili mehanizam kojim stanice
tumora glave i vrata nakon de novo ekspresije integrina aVB3 postaju otporne na viSe razlicitih
kemoterapeutika te imaju povedanu sposobnost migracije i invazije. U stanicama trostruko negativnog
tumora dojke i melanoma pokazali smo da utiSavanje integrina aV, tocnije smanjena ekspresija integrina
aVp5, povecava osjetljivost stanica na otrove mikrotubula, paklitaksel i vinkristin, te smanjuje migraciju i
invaziju. U zadnjih par godina usmjerili smo nasa istrazivanja na adhesom. Zanima nas kojim se integrinima
stanice u kulturi veZzu na podlogu kao i sastav adhesoma integrina. Dosad smo analizirali adhesome dviju
stanicnih linija melanoma, jedne stanicne linije trostruko negativnog tumora dojke te jedne stanic¢ne linije
tumora glave i vrata te od njih dobivene klonove u kojima je ekspresija integrina aVB3 i/ili aVB5 promijenjena.
Ovi eksperimenti imaju za cilj odrediti sastav adhesoma integrina aV, posebice aVB3 i aVB5, koji ¢e pridonijeti
boljem razumijevanju signalnih puteva nizvodno od integrina i moguce identificirati nove potencijalne mete
za terapiju tumora. U ovom predavanju prikazat ¢e se ukratko metodologija istraZivanja adhesoma integrina
s primjerima vlastitih rezultata.
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Astrocitomi su najcesc¢i primarni tumori srediSnjeg Ziv€éanog sustava. Prema klasifikaciji WHO u astrocitnim
tumorima postoje 4 gradusa/stupnja malignosti, ovisno o njihovoj histologiji, molekularnim karakteristikama
i prognozi, gdje je gradus IV (glioblastom) najsmrtonosniji i jos uvijek bez ucinkovite terapije. Cilj istraZivanja
bio je ispitati promjene gena i proteina obitelji Dishevelled i ¢imbenika transkripcije TCF1 i LEF1, molekularnih
komponenti signalnog puta Wnt, u astrocitnim tumorima mozga i usporediti rezultate s klini¢ckim
parametrima. Cetiri odabrana mikrosatelitna biljega za gene DVL1 (D15468 i D15243), DVL2 (D175960) i DVL3
(D351262) pokazala su odreden broj uzoraka s MSI i LOH, genskim promjenama koje doprinose stanju
nestabilnosti genoma tumorskih stanica. Najveéi postotak MSI (53.8%) imali su difuzni astrocitomi analizirani
biljegom D15S468 (p=0.008), dok je LOH bio najzastupljeniji kod glioblastoma (31.2%) ispitanih biljegom
D3S1262 (p=0.007). Rezultati dobiveni na ukupnom uzorku upucuju da je pojavnost mikrosatelitne
nestabilnosti konstantno prisutna kroz graduse s tim da je neSto ¢eséa u nizim gradusima te moze biti uzrok
nastanka astrocitoma, dok su velike delecije znacajnije pridruZene najvisem gradusu i imaju ulogu u progresiji.
Razina izraZenosti proteina DVL1, DVL2 i DVL3 nije pokazala statisticki znacajnu korelaciju s genskim
promjenama, no opazene su statistic¢ki znacajne razlike u broju stanica s odredenom izrazenos¢u pojedinog
proteina izmedu gradusa. Medusobnom bivarijantnom korelacijom svih analiziranih proteina dobivena je
statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu proteina DVL3 i TCF1 (p=0.020), DVL3 i LEF1 (p=0.006), TCF1 i
LEF1 (p=0.021), dok su DVL1 i DVL3 bili negativno korelirani (p=0.002). DVL1 je bio negativno koreliran
(p<0.001) s gradusom astrocitoma za razliku od DVL3 (p<0.001), TCF1 (p=0.008) i LEF1 (p<0.001) koji su
pokazali pozitivhu koreliraciju sa stupnjem malignosti sugerirajuci uklju¢enost ovih proteina u malignu
progresiju. Dobiveni rezultati doprinose boljem razumijevanju molekularnog profila astrocitnih tumora
mozga te bi mogli posluziti kao molekularni biljezi progresije.
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Karcinom jajnika predstavlja najletalniji ginekoloski karcinom. Naziva se jo$ "tihi ubojica" jer vise od 80%
oboljelih nema simptome u trenutku kada je bolest uznapredovala. Simptomi su veoma nespecificni, te iako
postotak izljeCenja u ranom stadiju bolesti iznosi 90%, samo 20% bolesnika biva dijagnosticirano na vrijeme.
Signalni put Hedgehog-Gli (HH-GLI) je jedan od klju¢nih regulatora pravilnog embrionalnog razvoja. Unato¢
slabijoj aktivnosti u odraslom organizmu, pravilno funkcioniranje HH-GLI nuZzno je za odrzavanje maticnih i
progenitorskih stanica, te regeneraciju tkiva. HH-GLI je ukljuéen u karcinogenezu jajnika kroz nekoliko
mehanizama koji u konacnici dovode do aktivacije proteina GLI. Do nedavno se primarno odgovornim za
razvoj karcinoma jajnika smatrao protein GLI1, no GLI2 i GLI3 takoder igraju ulogu u tom procesu modulirajudi
njegovu aktivnost te transkripciju zajednickih ciljnih gena.

U svrhu odredivanja funkcije pojedinog proteina GLI u karcinogenezi jajnika, konstruirane su stani¢ne linije
karcinoma jajnika SKOV3 kojima su pomocu sustava CRISPR/Cas9 uklonjeni geni GLI1, GLI2 ili GLI3 . Istrazen
je utjecaj inhibitora proteina GLI, GANT-61 na stani¢nu proliferaciju, apoptozu, stani¢ni ciklus, migraciju te
sposobnost formiranja kolonija. Razli¢iti odgovori stani¢nih linija medusobno te u odnosu na stanice divljeg
tipa dokazuju da su sva tri proteina GLI uklju¢ena u razvoj karcinoma jajnika. Takoder je ispitana uloga
pojedinih proteina GLI u regulaciji ekspresije gena BIRC5, koji kodira nekoliko izoformi proteina survivina.
Survivin je inhibitor apoptoze koji predstavlja direktnu transkripcijsku metu HH-GLI. Ekspresija survivina u
tumorima povezuje se s agresivnoS¢u tumora, rezistencijom na terapiju te losijom stopom prezivljenja. Do
sada je opisano pet izoformi ovog proteina (divlji tip, 2a, 2B, 3B i AEx3). Smatra se da ekspresija razlicitih
izoformi survivina oblikuje patoloske karakteristike nekih tumora.

Koristedi konstruirane stanic¢ne linije SKOV3, ispitana je uloga proteina GLI na regulaciju ekspresije izoformi
survivina. Kod KO stani¢nih linija GLI1 i GLI2 dokazana je smanjena ekspresija izoformi survivina, dok GLI3 KO
nema utjecaj na ekspresiju izoformi. GLI1 KO regulira ekspresiju svih izoformi, a GLI2 ima utjecaj iskljucivo na
izoforme 3B i AEx3. Tretman KO stanicnih linija inhibitorom GANT-61 ima efekt na izoformu divljeg tipa, 2a i
2B iz ¢ega se mozZe zakljuciti da su ove izoforme kontrolirane od strane GLI1 i GLI2. Usporedbom bazalne
ekspresije izoformi survivina u stani¢nim linijama i tkivu karcinoma jajnika, potvrdeno je da stanic¢na linija
SKOV3 predstavlja vjerodostojan model za proucavanje izoformi survivina u karcinomu jajnika.
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Nucleoside diphosphate kinase (NDPK/NME/Nm23) family is composed of enzymes catalyzing the transfer of
gamma phosphate from nucleoside triphosphates to nucleoside diphosphates. The family has sparked
considerable interest from the early nineties after the discovery of tumor metastasis regulation activity of
NMEL. The Group | members (NME1-NME4) are highly conserved in their amino acid sequence, highly
homologous among themselves and exhibit NDPK activity, while Group Il (NME5-NME9) members display
less homology and seem to lack NDPK activity, with a possible exception of NME6. Although little is known
about Group Il members, those evolutionary very old genes are presumed to participate in one or more basic
cellular process. Therefore, we focused our studies on revealing the subcellular localization, quaternary
structure and function of the human Group Il NME6 protein. The expression of NME6 was screened in several
human tumor cell lines by Western blot, using specific anti-NME6 antibodies. Subcellular localization has
been addressed using immunofluorescence coupled with confocal microscopy and confirmed by cell
fractionation followed by Western blot analysis. Conventional cloning technics were used to obtain “knock-
in” stable clones overexpressing NME6. CRISPR/Cas9 genome editing system was used for generating NME6
“knock-out” clones.

All human tumor cell lines studied express significant amounts of NME6 protein. Immunofluorescence
revealed the colocalization of NME6 predominantly with mitochondria. The cell fractionation confirmed the
presence of NME6 in the mitochondrial fraction although human NME6 protein does not possess the
mitochondrial targeting sequence. Complete NME6 “knock-out” clones could not be obtained, while partial
NMEG6 “knock-outs” did not show decrease in NMEG6 expression, indicating that NME6 could plays a significant
role in cell survival. Further studies will be conducted to detect the NME6 potential NDPK activity, interacting
partners, its function in cellular processes and potential role in cancer.
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Tumor dojke najces¢i je tumor medu Zenama i 70% svih tumora dojke su estrogen receptor (ER) pozitivni.
MCF-7 stanice raka dojke osjetljive na estrogen (E2) karakterizira slaba genska te izostanak proteinske
ekspresije sirtuina 3 (Sirt3), NAD+ ovisne deacetilaze smjestene u mitohondrijima. Sirt3 kontrolira acetilacijski
status proteina i tako regulira obranu stanice od stresa, produkciju reaktivnih kisikovih vrsta, metabolizam,
ATP sintezu, stani¢ni ciklus, apoptozu i proliferaciju zbog Cega se naglasava njegova vazina uloga u
karcinogenezi. Nedavno smo pokazali da de novo eksprimirani Sirt3 u ER-a pozitivnim MCF-7 stanicama raka
dojke uzrokuje veéu ekspresiju ER-a, ali smanjuje tumorska svojstva. Stoga predlazemo da Sirt3/ER-a
okosnica uzrokuje smanjenje tumorskih svojstava MCF-7 stanica. Kako bi istraZili tu povezanost koristimo
kombinaciju tretmana (E2 i njegovog antagonista (ICl)), nadekspresiju i utiSavanje Sirt3 proteina. Dobiveni
rezultati pokazuju da Sirt3 smanjuje sposobnost MCF-7 stanica raka dojke da formiraju kolonije te djeluje
antagonisti¢ki na E2-induciranu proliferaciju. Nadalje, Sirt3 povecava metabolicku aktivnost i koli¢inu
mitohondrijskih kompleksa ukljucenih u oksidativnu fosforilaciju, za tumorske stanice energetski nepovoljniji
metaboli¢ki put. Kod utiSanog Sirt3 proteina opazili smo smanjenje ekspresije ER-a proteina u Sirt3
klonovima. Osim navedenoga, istrazujemo i utjecaj tretmana na stanicni ciklus, mitohondrijski i redoks status
stanice, a pomocu konfokalne mikroskopije pratimo lokalizaciju ciljanih proteina te istrazujemo potencijalne
interakcijske partnere ER-a i Sirt3. Ovo istraZivanje bi doprinijelo razumijevanju mehanizma djelovanja Sirt3
proteina u hormon-ovisnim stanicama raka dojke, kao potencijalne farmakoloske molekule od interesa.
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Sirtuin 3 (Sirt3) je glavna mitohondrijska NAD+-ovisna deacetilaza bitna u odrzavanja energetske
homeostaze, s dualnom ulogom u razli¢itim tipovima raka pa ovisno o specific(nom stanicnom kontekstu moze
imati ili onkogena ili tumor-supresorska svojstva. Posto je Sirt3 jedan od klju¢nih regulatora metabolickih
procesa, kljuénu ulogu ima i u obrani stanice od oksidativnog stresa deacetiliraju¢i enzime antioksidativnog
sustava. Oksidativni stres nastaje kao posljedica visoke razine reaktivnih kisikovih vrsta (RKV) koje izazivaju
ostec¢enja DNA i genomsku nestabilnost. Tretman hiperoksijom (95% O,), koja potice stvaranje RKV-a, u vedini
slu¢ajeva pokazuje tumor-supresorsko djelovanje na stanice raka. Tumor dojke najces¢i je tumor medu
Zenama te ujedno vodedi uzrok smrti uzrokovane tumorom. Trostruko negativne stanice raka dojke (TNBC)
su zbog nedostatka hormonskih receptora, kao i receptora epidermalnog faktora rasta puno agresivnije i
otpornije na lijeCenje endokrinom terapijom. Iz tog razloga istrazujemo utjecaj hiperoksije i Sirt3 na TNBC
stani¢nu liniju MDA-MB-231. S obzirom na reduciranu ekspresiju Sirt3 u mnogim stani¢nim linijama tumora
dojke, nasa hipoteza je da ¢e njegova nadekspresija imati tumor-supresivho djelovanje, a posebice u
kombinaciji s hiperoksi¢nim tretmanom. Zbog toga ispitujemo utjecaj Sirt3 i hiperoksije na rast, poliferaciju,
prezivljenje, metaboli¢ku aktivnost i mitohondrijsku funkciju MDA-MB-231 stanica raka dojke. Takoder
pratimo lokalizaciju i jaCinu signala proteina od interesa, te pokusavamo pronaci potencijalne interagirajuce
partnere Sirtuina 3. Rezultati ovog istraZivanja ¢e dati uvid u zajednicki utjecaj Sirt3 i hiperoksije na TNBC
stanice te dati smjernice za daljnja istraZivanja potencijalnih terapeutskih meta u lije¢enju trostruko
negativnih tumora dojke.
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Svojstvo virusa da efikasno dopremaju geneticki materijal u stanice iskoristeno je u razvoju viralnih vektora
koji mogu poboljsati zdravlje ljudi. Do danas, mnogi su virusi konstruirani kao viralni vektori, a vodeci izbor
su adenovirusi zbog relativno jednostavne manipulacije genoma, Sirokog raspona stanica ¢ovjeka koje mogu
biti inficirane adenovirusnim vektorom (AdV), kao i poticanja povoljnog odgovora urodene imunosti putem
T- i B-limfocita. Osim toga, AdV se zbog duge tradicije upotrebe, opseznog literaturno opisanog znanja i
velikog broja klini¢kih studija smatraju izrazito sigurnim vektorima posebno zbog ¢injenice da se AdV genom
ne ugraduje u genom stanice domacina, veé ostaje episomalno, zbog cega nema bojazni od insercijske
mutageneze. Kao vektori, adenovirusi se trenutno istrazuju i koriste u genskoj terapiji i razvoju vakcina.
Razlikujemo vise od 60 serotipova adenovirusa koji u ljudi uzrokuju blage infekcije (gastrointestinalne,
respiratorne, okularne), a samo u imunokompromitiranim ljudima mogu uzrokovati komplikacije.
Adenovirusi su gradeni od proteinske kapside ikozaedralne geometrije unutar koje se nalazi dvolancana DNA
vezana s proteinima srzi. Glavni proteini kapside zasluzni za vezanje AdV, ali i prepoznavanje od strane
imunosnog sustava covjeka su protein vlakno, baza pentona i hekson. Put infekcije adenovirusom pocinje
vezanjem na primarni receptor nakon cega slijedi interakcija s av integrinima na povrsini stanice Sto
omogucuje endocitozu viralne cestice. Nakon Sto se oslobodi iz endosoma, adenovirus putuje po
mikrotubulima do jezgrine pore gdje oslobada DNA u jezgru stanice.

Najbolje opisani serotip AdV je serotip 5 (AdV5) koji je ujedno i najcesce koristeni AdV u klinickim
ispitivanjima. Visoka koncentracija neutralizirajué¢ih protutijela prisutna u populaciji ljudi ogranicava
upotrebu AdV5 kao vektora, zbog ¢ega se intenzivno istrazuju serotipovi AdV niske seroprevalencije. Nasa
grupa bavi se istrazivanjem adenovirusa tipa 26 (AdV26) koji ima nisku hepatotoksi¢nost i seroprevalenciju
Sto ga Cini obecdavajuc¢im vektorom za razvoj vakcina. lako su sigurnost i imunogenost AdV26 in vivo intenzivno
istrazeni, bazi¢na biologija ovog virusa je slabo opisana. Nedavno smo pokazali da je za uspjesnu transdukciju
epitelnih stanica s AdV26 potreban avp3 integrin, a trenutna istraZivanja usmjerena su na istraZivanje ulaska
i unutarstani¢nog putovanja AdV26, kao i poticanje urodenog imunosnog odgovora tijekom infekcije. Vektor
na bazi AdV26 trenutno se ispituje u trecoj fazi klini¢kih istrazivanja kao vektorska vakcina za Ebolu.

Osim kao vektori za vakcinaciju AdV se koriste i kao vektori u genskoj terapiji tumora. Jedan od pristupa
ukljucuje ciljani unos terapeutskog vektora u stanice u angiogenezi koje su nuzne za dopremu nutrijenata da
tumora. Kako bi inficirali samo ciljne stanice, AdV se moze preusmjeravati Sto ukljucuje kemijsku ili gensku
modifikaciju AdV s ciljem mijenjanja tropizma. U nasem prethodnom istrazivanju ugradili smo u kapsidne
proteine AdV5 preusmjeravajuci slijed NGR ¢ime smo povecali specificnost vezanja vektora na ciljne stanice.
Preusmjeravajudi slijed NGR se veZe na aminopeptidazu N koja je jako eksprimirana na endotelnim stanicama
u angiogenezi, ¢ime predstavlja moguéu metu za usmjeravanje AdV5 s ugradenim NGR peptidnim slijedom,
a sve s ciljem inhibicije angiogeneze. Trenutno istrazujemo endocitozu AdV5 koji sadrZze NGR slijed ugraden
u proteine vlakno i hekson.
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Prema dosadasnjim podacima iz znanstvene literature, opisano je otprilike oko 200 razliCitih sojeva humanog
papiloma virusa (HPV), koji inficiraju bazalne stanice plocastog epitelnog tkiva. Od toga je 15 sojeva svrstano
u skupinu onkogenih ili visokorizi¢nih sojeva radi njihove utvrdene etioloske uloge u nastanku i razvoju
karcinoma vrata maternice, anogenitalnih karcinoma te karcinoma glave i vrata. Virusni soj 16 (HPV-16)
klasificiran je kao najucestaliji virusni tip povezan sa razvojem spomenutih malignosti. Visokorizicni sojevi
HPV-a kodiraju dva glavna onkoproteina, E6 i E7, Cije je zajedni¢ko i udruzeno djelovanje odgovorno za
malignu progresiju koja se odvija u epitelnom tkivu. Naime, putem ostvarenja interakcija sa brojnim
stani¢nim proteinima, virusni onkoprotein E6 ukljucen je u regulaciju razlicitih stani¢nih signalnih puteva te
svojim onkogenim djelovanjem doprinosi razvoju kasnijih stupnjeva malignosti povezanih sa dugotrajnom i
perzistentnom infekcijom visokoriziénih sojeva HPV-a. Najznacajnija uloga koju onkoprotein E6 iz
visokorizi¢nih sojeva HPV-a ima u poticanju maligne progresije jest interakcija sa glavnim stani¢nim tumor-
supresorskim proteinom p53, kojeg razgraduje uz pomoc stani¢ne proteasomske masinerije. onkoprotein E6
svoju ulogu u malignoj transformaciji dodatno ostvaruje putem interakcije i razgradnje stani¢nih pro-
apoptotskih faktora BAK i BAX te stanic¢nih proteina koji sadrze domene PDZ. Dodatno, valja naglasiti da je
opisano mnogo razli¢itih genetickih varijanti E6 HPV-16 te je za odredene varijante ustanovljena poveéana
prevalentnost u HPV-induciranim malignostima, Sto upucuje na postojanje znacajnih razlika u samom
onkogenom potencijalu izmedu pojedinih varijanti. Navedene razlike djelom su rezultat razlika u sposobnosti
interakcije sa poznatim stani¢nim metama E6 te posljedi¢no izmijenjenom utjecaju u regulaciji ukljué¢enih
stanicnih signalnih puteva. U ovom istraZzivanju provedena je funkcionalna analiza triju prirodno prisutnih
varijanti E6 HPV-16 za koje je prethodno utvrdena razlicita stopa prevalencije u karcinomima vrata maternice.
Biokemijska aktivnost spomenutih varijanti onkoproteina E6 evaluirana je uz pomo¢ koristenja nekoliko
razli¢itih eseja in vitro, a istraZili smo kako su promjene aminokiselinskog slijeda u varijantama E6 povezane
sa kapacitetom i jaCinom proteinske interakcije sa poznatim stani¢nim metama te posljedi¢no sa razinom
njihove proteinske ekspresije.
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Dosadasnja epidemioloska istrazivanja raka testisa pokazala su da je u uvjetima profesionalne izlozenosti
elementima poput As, Cd, Ni i Pb znacajno povecan rizik za razvoj ove bolesti. Literaturni podaci ukazali su
takoder na Stetno djelovanje pojedinih elemenata u uvjetima niske do umjerene razine izloZzenosti, osobito
kada je ta izloZzenost dugotrajna. S obzirom na to da su elementi Siroko rasprostranjeni u ¢ovjekovu okolisu,
covjek im je neizbjeZno izloZen. Stoga je vazno razmatrati i utjecaj elemenata u uvjetima ekoloske, relativno
niske razine izloZenosti, kao i utjecaj istovremene izloZenosti razli¢itim elementima.

Cilj ovog istrazivanja bio je izmjeriti koncentraciju Al, As, B, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni,
Pb, Pt, Se, Sn i Zn u punoj krvi, serumu i urinu muskaraca s germinativnim tumorima testisa koji nisu
profesionalno izloZzeni metalima i dobivene vrijednosti usporediti s onima izmjerenima u zdravih muskaraca.
Profil elemenata u krvi, serumu i urinu i u¢inak koji oni mogu imati na razine tumorskih biljega do sada nisu
proucavani u muskaraca s rakom testisa.

Uspjesnost diskriminacije ispitanika s rakom testisa u odnosu na kontrolne ispitanike temeljem profila svih
mjerenih elemenata iznosila je preko 95% za sve tri bioloske matrice (krv, serum i urin). Rezultati linearne
diskriminantne analize (LDA) izdvojili su izmjerene koncentracije Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Na i Zn u krvi, Ca, Cu,
Na i Ni u serumu, te koncentraciju Cd, Co, Fe i Mn u urinu kao najjace prediktore bolesti. Utvrdena je znacajna
pozitivna korelacija izmedu koncentracije a-fetoproteina (AFP) i Cu, B-humanog korionskog gonadotropina
(B-HCG) i Cu te povezanost laktat dehidrogenaze (LDH) s koncentracijom Cu, Ca i K u serumu ispitanika s
rakom testisa. Utvrdena je statisti¢ki znacajna inverzna povezanost izmedu koncentracije Fe u serumu s
razinama AFP i LDH, kao i znacajna inverzna povezanost izmedu LDH i Se.

S obzirom na vaznu ulogu ispitivanih elemenata u mehanizmima koji odreduju konacan ishod Stetnog
djelovanja razlicitih agenasa na ljudsko zdravlje, poremecaj homeostaze toksi¢nih i esencijalnih elemenata
mogao bi dovesti do povecane osjetljivosti organizma i doprinijeti razvoju raka testisa, ¢ak i u uvjetima
umjerene do niske razine izloZenosti.
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Analizirali smo karakteristike bolesnika koji boluju od neuroendokrinih tumora i koji su lijeceni
dugodjeluju¢im oktreotidom u razdoblju od 2011. do 2019. godine. U analizu je uslo 183 bolesnika s
neuroendokrinim tumorima od kojih je 86 bolesnika imalo metastatsku bolest, a u njih 48 je provedeno
lijecenje dugodjeluju¢im okterotidom. 53,66% bolesnika su Cinile Zene, a 46,34% muskarci. Medijan dobi
iznosio je 59 godina. Najveéem broju bolesnika primarno sijelo tumora je bio pankreas (41,46%). NajCesci
gradus prema WHO klasifikaciji je bio 2 (48,78% bolesnika). Bolesnici su najées¢e imali metastaze u 2 organska
sustava (i to jetra i limfni ¢vorovi). U 95% bolesnika u prvoj liniji lije¢enja zapoceto lijecenje dugodjelujuéim
oktreotidom u dozi od 30mg svakih mjesec dana. Medijan do prve progresije bolesti (u mjesecima) iznosio
je: za gradus 1 — 30 mjeseci; za gradus 2 — 18 mjeseci; za gradus 3 — 10 mjeseci. Nakon prve progresije odlucili
smo se za: kod tre¢ine bolesnika za povecanje doze oktreotida; kod treéine za povecéanje doze oktreotida i
drugi modalitet lije¢enja; kod treéine drugi modalitet lijeCenja. Najvedi broj bolesnika je kao drugi modalitet
lije€enja primio kemoterapiju po protokolu za temozolomid — kapecitabin (53,85%). Postotak prezivjelih
nakon 5 godina od postavljanja dijagnoze — 60%.
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Razvoj ucinkovitijih pristupa u lije¢enju karcinoma jedan je od glavnih ciljeva znanstvenih istraZzivanja
danasnjice. Pritom je imunoterapija, strategija kojom se imunoloski sustav pacijenta aktivira i potice na
uniStavanje tumorskih stanica, u posljednjih nekoliko godina postigla bitan napredak u lije¢enju malignih
bolesti. U tom kontekstu, nasa grupa vec¢ neko vrijeme istrazuje dva pristupa: koristenje virusnih cjepiva
baziranih na citomegalovirusima te koriStenje monoklonskih protutijela na tzv. checkpoint inhibitore.

Nasa istraZivanja pokazala su da koristenje rekombinantnog MCMV virusa koji ispoljava NKG2D ligand RAE-
1y i antigenski epitop rezultira pojacanim odgovorom CD8 T-limfocita specifi¢nih za vektorske epitope (Trsan
et al, PNAS 2013) a vakcinacija s navedenim vektorom dovodi do odgode rasta tumora | boljeg prezZivljenja
Zivotinja (Trsan et al, Eur J Immunol 2017) sugerirajuéi snazan potencijal ovog vektora kao cjepiva protiv
malignih tumora. Potaknuti obecavajuéim rezultatima na misjem modelu, istraZivanja smo prosirili na cjepivo
bazirano na analognom sustavu humanog CMV-a na modelu PDX glioblastoma koji testiramo u tzv.
humaniziranim misevima (imunodeficijentni miSevi sa rekonstitucijom humanim imunoloskim stanicama).
Osim navedenih istraZivanja, s obzirom da je jedna od temeljnih djelatnosti Centra za proteomiku proizvodnja
monoklonskih protutijela, u suradnji s Izraelskim partnerima, razvijamo i testiramo protu-tumorski potencijal
protutijela usmjerenih na nove mete checkpoint terapije: proteine iz obitelji Nektina i proteina nalik na
nektine. Naime, sve vedi broj istrazivanja ukazuje na vaznu ulogu ¢lanova ove obitelji proteina u imunoloskom
odgovoru kao i ¢injenicu da brojni tumori modificiraju razinu ispoljenosti ¢lanova ove obitelji, Sto se povezuje
s njihovom pojacanom progresijom i izbjegavanjem imunoloskog nadzora (Kuéan Brli¢ et al, CMI 2018).
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Napredak tehnologije i znanja omogudéuje novu fazu u procesu otkrivanja i validacije biomarkera.
Dosadasnjim proteinskim biomarkerima je nedostajala osjetljivost i specifiénost koja je neophodna konceptu
personalizirane medicine, a prognosticki markeri se tek istrazuju. Geneticki biomarkeri su veée osjetljivost i
specifi¢nost te omogucuju raniju detekciju brojnih stanja, ali pocesto izostavljaju epigeneticke biljege koji su
uzorkovanja, koja se odmaknula od klasi¢nih biopsija prema konceptu tekucih biopsija. Otkrivanje
biomarkera zahtjeva odredenu Sirinu i ekspertizu, tako da se brojne institucije okre¢u kolaboracijama s
grupama strucénjaka koji nude oboje. EpiMark je jedna od tih grupa.

EpiMark je proizasao iz Znanstvenog Centra lzvrsnosti za Regenerativnu i Reproduktivnu Medicinu. Sastoji se
od znanstvenika iz podrucja molekularne biologije, biokemije, genetike i epigenetike okupljenih oko Zavoda
za Medicinsku Biologiju na Medicinskom Fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. EpiMark primjenjuje svoje znanje u
suradnickim grupama kojima je to potrebno, provodi vlastita istraZivanja i projekte, standardizira metode i
protokole koji se koriste unutar njegove mreze za vecu iskoristivost i vidljivost generiranih podataka, uvodi
nove metode i tehnike, razvija in vitro iin vivo modele, radi s klinickim uzorcima te funkcionira kao posrednik
razli¢itim grupama unutar i izvan mreze omogucujuci nacionalnu i medunarodnu komunikaciju i suradnju.
Grupa trenutno radi na karcinomima testisa, prostate i kolorektuma, leukemiji, neplodnosti i poremecajima
razvoja. Sira mreZa ukljucuje klini¢ke bolnice i centre, institute, privatne klinike te medunarodne organizacije
poput IACR-a. Sto rezultira istraZivanjima razvoja raka, biomarkera i rizi¢nih faktora.

Uspostavljena mreZa kroz suradnju omoguduje iskoriStavanja informacija i ideja koje bi inae ostale
zapostavljene i neiskoriStene u uobicajenom radu ¢lanica mreze. To omoguduje pojedinim istraZzivacima
iskustva mimo njihovog neposrednog zanimanja, Sto im daje Siru perspektivu u svom predmetu istraZivanja.
Izvrsnost je standard znanstvenog diskursa i kvalifikacija centra koji je omogudio ideju EpiMarka, ideju da je
izvrsnost mjesto suradnje.
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