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IN-VITRO 1ISPITIVANJE KARAKTERISTIKA MATICNOSTI CELIJA
POREKLOM OD ORALNOG PLANOCELULARNOG KARCINOMA

SAZETAK

Noviji podaci ukazuju na postojanje male subpopulacije kancerskih mati¢nih
éelija (KMC) koje su odgovorne za inicijaciju, progresiju i metastaziranje tumora. Do
sada, su studije bile fokusirane isklju¢ivo na karakterizaciju ovih celijskih populacija
unutar samog tumora, dok su margine tumora bile zanemarene, iako je poznato da
histoloski i molekularni status margina tumora moze imati znacajnu ulogu u toku
bolesti. U ovoj studiji, primarne kulture ¢elija tumora i margina dobijenih od pacijenata
sa oralnim planocelularnim karcinomom su kori§¢ene za ispitivanje ekspresije markera
povezanih sa KMC (CD44, CDI133, Oct-4, Sox2, Nanog), markera epitelno
mezenhimske tranzicije (EMT) (E-kadherin, N-kadherin, Vimentin, aSMA, SLUG i
SNAIL), a ispitivan je i klonalni, proliferativni i migracijski potencijal ova dva tipa

¢elija.

Stoga su ciljevi ove studije bili da se izoluju celije oralnog planocelularnog
karcinoma i njegovih margina, uspostave primarne ¢elijske kulture 1 ispitaju populacije
éelija sa karakteristikama kancerske mati¢nosti. Celijske kulture su dobijene iz 12
uzoraka tkiva (6 tumora i1 6 margina). RNK je ekstrahovana i analiza ekspresije gena je
uradena pomocu lanCane reakcije polimeraze u realnom vremenu. KoriS¢ene su i
proto¢na  citometrija, imunocitohemija, imunohistohemija, Raman  mikro-
spektroskopija, testovi formiranja sfera, celijske proliferacije, formiranja kolonija,
migracije 1 MTT test citotoksi¢nosti, kako bi se u potpunosti okarakterisala ova dva tipa

celija.

Sa manjim odstupanjima, ¢elije koje poticu od tumora 1 Celije poreklom od
margine pokazale su prisustvo markera mati¢nih ¢elija CD133, Nanog, Sox2, CD44 i
Oct-4, imale su sposobnost da formiraju sferoide i pokazale su hemorezistenciju.
Takode, svi ispitivani EMT markeri kao dodatni dokaz kancerske mati¢nosti, bili su
eksprimirani u tumorskim 1 ¢elijama margine, bez statisticki znacajne razlike (p> 0,05).

Uz nekoliko izuzetaka, ekspresija EMT i KMC markera je bila vi$a u petoj pasazi u



poredenju sa prvom, §to bi moglo da se tumaci obogacenjem celijskih kultura

subpopulacijom KMC tokom vremena.

Tumorske i ¢elije tumorskih margina su pokazale znacajne sli¢nosti u smislu
kancerske mati¢nosti 1 sklonosti ka epitelno-mezenhimskoj tranziciji, odnosno
pokazivale su slican nivo agresivnosti 1 klonalnosti. S obzirom na prisustvo
subpopulacija ¢elija sa karakteristikama KCM u tkivu margina, trebalo bi izvrsiti re-

evaluaciju optimalne hirurske resekcije oralnog planocelularnog karcinoma.

Kljucne redi: oralni planocelularni karcinom, hirurSka margina, kancerske mati¢ne
¢elije, embrionalni i mezenhimski markeri, epitelno-mezenhimalna tranzicija, genska

ekspresija, ¢elijska proliferacija i migracija.

Naucna oblast: Medicinske nauke
Uza naucna oblast: Stomatoloske nauke

UDK broj: 616.31-006.6:602.9(043.3)



IN-VITRO STUDY OF STEMNESS CHARACTERISTICS OF CELLS
ORIGINATING FROM ORAL SQUAMOUS CELL CARCINOMA

SUMMARY

Recent evidence suggests that small subpopulations of cancer stem-like cells
(CSC) are accountable for tumour initiation, progression and metastasis. Until now,
studies were focused exclusively on the characterization of these cell populations within
the tumour itself, while tumour margins were neglected, although it is known that the
histological and molecular status of tumour margins may play a significant role in the
course of the disease. In the present study tumor and margin cell cultures obtained from
patients with oral squamous cell carcinoma were used to determine the expression
patterns in the course of time, of CSC-related markers (CD44, CD133, Oct-4, Sox2,
Nanog), epithelial to mesenchymal transition (EMT)-related markers (Vimentin, aSMA,
SLUG and SNAIL), and features, i.e. the clonal, proliferative and migratory potential of
the two types of cells.

The aims of the study were to isolate cells from oral squamous cell carcinomas
and their respective margins, to characterize these cells using CSC/EMT markers, to
assess their self-renewal, proliferation and migration potential and determine their

chemoresistance.

Cell cultures were obtained from 12 tissue specimens (6 tumors and 6 margins).
Total RNA was extracted and gene expression analysis was done by real-time PCR.
Flow cytometry, immunocytometry, immunohistochemistry, Raman micro-
spectroscopy, sphere formation, cell proliferation, colony forming, scratch wound

healing and MTT assays were conducted to fully characterize the two cell types.

With minor differences, cells originating from both tumors and tumor margins
showed the presence of stem cell markers CD133, Nanog, Sox2, CD44, and Oct-4, had
the capacity to form spheroids and showed chemoresistance/sensitivity. All the studied
EMT markers were expressed in both tumor and margin cells, without statistically
significant difference (p>0.05). With few exceptions, for both EMT and CSC markers,
the expression was higher in the 5" passage compared to the 1%, probably as the

consequence of culture enrichment with CSC in the course of time. Proliferation rates



and cell migration velocity decreased during passages, while the number of colonies

increased in both types of cell cultures.

Tumor and margin cells showed remarkable similarities in terms of CSC and
EMT characteristics, i.e. comparable aggressiveness and clonality. Subpopulations of
margin cells appeared to have stemness properties which might raise the question of re-

evaluation of optimal surgical management of oral squamous cell carcinoma.

Key words: oral squamous cell carcinoma, surgical margin, cancer stem cells,
embryonic and mesenchymal markers, epithelial to mesenchymal transition, gene

expression, cell proliferation and migration.

Scientific field: Medical sciences
Narrower scientific field: Dental sciences

UDC: 616.31-006.6:602.9(043.3)
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1. UVOD



1. Oralni planocelularni karcinom

1.1 Definicija i klinicko- patoloske karakteristike

Oralni karcinom (OK) je maligna neoplazma koja se formira na usni ili u usnoj
duplji. U 90% slucajeva radi se o oralnom planocelularnom karcinomu (OPK) koji
histoloski potice od plocastoslojevitog epitela (Lingen et al., 2008). Klinicki se najcesce
javlja na bo¢nim stanama jezika, podu usne duplje, obrazima (Slika 1.1), u vidu
ulcerisane mase ili proliferacije karfiolastog izgleda, razliitog oblika i nejasnih granica.
OPK ima razli¢iti stepen diferentovanosti 1 tendenciju ka stvaranju regionalnih
metastaza u limfnim ¢vorovima (Barnes et al., 2005) te predstavlja veliki problem

globalnog javnog zdravlja.

Slika 1.1. Klini¢ki izgled oralnog planocelularnog karcinoma

jezika (A, B, C) i obraza (D)



Osobe sa OPK su najCesée stariji musSkarci koji su bili svesni postojanja
promene u periodu od 4 do 8 meseci pre nego Sto su potrazili struénu pomoc¢ (8 do 24
meseca u nizim socioekonomskim grupama) (American Cancer Society, 2018). U ranoj
fazi rasta postoji minimalan bol, §to moze objasniti kasnjenje u trazenju lekarske
pomo¢i. Ako zdravstveni radnik ne posumnja odmah na OPK, onda moze proci jos
nekoliko nedelja ili meseci pre nego $to se obavi biopsija.

OPK mozZe imati razli¢ite forme:

1) Egzofiti¢ni (formiranje mase, pecurkasti, papilarni, verukozni) — iznad nivoa

okolne mukoze;

2) Endofiti¢ni (invazivni, ulcerisani) — ispod nivoa okolne mukoze (Neville et

al., 2008).

Vrlo cesto nastanku OPK predhode prekancerozne lezije (leukoplakija ili
eritroplakija). Egzofiticna lezija tipicno ima povrsSinu koja je nepravilna, papilarna ili
verukozna, a njena boja moze varirati od normalne do crvene ili bele, u zavisnosti od
koli¢ine keratina i1 vaskularizacije (Neville et al., 2008). PovrSina je ¢esto ulcerisana, a
tumor je tvrd (induriran) pri palpaciji.Kod endofiticnog rasta, tumor ima ulegnuce,
nepravilnog oblika, ulcerisano podruc¢je sa okolnom "urolanom" granicom normalne,
crvene ili bele sluznice. Urolana granica je rezultat invazije tumora nadole 1 bo¢no ispod
susedne mukoze. Ovaj izgled nije jedinstven za karcinom usne duplje jer
granulomatozne lezije, kao S§to su tuberkuloza, tercijarni sifilis, oralne lezije kod
Wegenerove granulomatoze ili Crohnove bolesti i hroni¢ni traumatski ulkusi, mogu
izgledati slicno (Neville et al., 2008). Infiltracija kosti, kada je prisutna, moZze biti bolna
ili potpuno bezbolna, 1 pojavljuje se na radioloSkom snimku kao "umoljc¢ano"
rasvetljenje sa loSe definisanim ili neravnim ivicama (izgled sli¢an osteomijelitisu).

Karcinom takode moze pokazati perineuralnu invaziju (Cianfriglia et al., 1999).

NajceS¢a lokalizacija intraoralnog karcinoma je jezik, obi¢no posteriorne
lateralne 1 ventralne povrSine 1 pod usne duplje. Druge lokalizacije (u opadaju¢em
redosledu ucestalosti) su meko nepce, gingiva, bukalna sluzokoza, labijalna sluznica i

tvrdo nepce.



Karcinom jezika ¢ini vise od 50% oralnih karcinoma prema studiji na americkoj
populaciji (Gnepp, 2009). Prema toj studiji, dve trecine karcinoma jezika pojavljuju se
kao bezbolne, mase ili ulkusi na postero - lateralnoj granici, 20% se pojavljuju na

prednjoj lateralnoj ili ventralnoj povrsini, a samo 4% se pojavljuje na dorzumu jezika.

OPK poda wusne duplje predstavlja 35% svih oralnih karcinoma u
epidemioloskim istrazivanjima i izgleda da se ucestalost u ovom predelu usne duplje
povecava medu zenama (Gnepp, 2009). Kod Zena se desava u proseku deceniju ranije
nego kod muskaraca, ali je i dalje ostaje bolest starijih osoba. Od svih intraoralnih
karcinoma, najverovatnije je da ¢e lezije u ustima nastati kao posledica ve¢ postojece
leukoplakije ili eritroplakije. NajceS¢a lokalizacija je srednja linija u blizini frenuma.
Gingivni i alveolarni OPK su obi¢no bezbolni i najcesée se javljaju iz keratinizovane
mukoze u posteriornim segmentima donje vilice. Ovaj tumor ima posebnu sklonost da
oponasa benigne imflamatorne i reaktivne lezije, kao Sto su granuloma pyogenicum,
perifera osificirajuci fibrom i epulis gigantocellulare, koji su Cesti na gingivi. Kada se
karcinom razvije u bezuboj zoni, moze se javiti kao masa koja prelazi preko proteze i
podseca na inflamatornu fibroznu hiperplaziju (epulis fissuratum). Tumori maksilarnog
alveolarnog grebena mogu se prosiriti na tvrdo nepce. Karcinom gingive Cesto infiltriSe

kost, §to rezultuje pokretljivoséu zuba.

Metastatsko Sirenje OPK uglavnom se odvija kroz limfatike do ipsilateralnih
limfnih nodusa. Metastatsko izmenjeni limfni nodus je obi¢no ¢vrst 1 uvecan. Ako su
maligne Ccelije perforirale kapsulu nodusa 1 prodrle u okolna tkiva, tada ce biti
"fiksiran", ili nece biti lako pokretan. Ekstrakapsularno Sirenje (proSirenje metastatskih
depozita izvan kapsule limfnog ¢vora) je histopatoloski nalazpovezansa loSom
prognozom, odnosno sa povecanim rizikom od lokoregionalnog recidiva, udaljene
metastaze 1 nize stope prezivljavanja (Bouquot et al., 1989). Povremeno se mogu uociti
kontralateralni ili bilateralni metastatski depoziti, a najmanje 2% pacijenata u trenutku
dijagnostikovanja ima distalniju metastazu (ispod klju¢ne kosti); u nekim studijama
ovaj procenat iznosi ¢ak 22% (Davies and Welch, 2006). Celije OPK imaju tendenciju
da putuju do submentalnih ¢vorova; tumorske celije iz posteriornih delova usne duplje
putuju do gornjeg jugularnog i1 digastricnog Cvora. Limfna drenaza iz orofarinksa

dovodi ih do jugulodigastri¢nog lanca limfnih ¢vorova ili do retrofaringealnih ¢vorova.



Metastaza nije rani dogadaj za OPK. Medutim, zbog kasnjenja u postavljanju dijagnoze,
oko 21% pacijenata ima metastaze na vratu pri dijagnozi (Gnepp, 2009). Nasuprot tome,
tumori koji se pojavljuju posteriorno, u orofarinksu, skloni su ranoj metastazi. Najcesc¢a
mesta udaljenih metastaza su pluca, jetra 1 kosti, ali bilo koji deo tela moze biti

pogoden.
1.1.1TNM klasifikacija

Veli¢ina tumora i stepen metastatskog Sirenja OPK su najbolji pokazatelji
prognoze bolesti (Kowalski et al., 2000). Tabela 1.1 sumira najpopularniji protokol za
odredivanje stadijuma bolesti, prema tzv. TNM klasifikaciji (tumor-nodus-metastaza).
TNM Kklasifikacije se koriste za veéinu karcinoma, pri ¢emu se svaka klasifikacija
odnosi isklju¢ivo na specificno anatomsko mesto 1 specificni tip tumora. Ovaj
klasifikacija poc¢iva na tri osnovne klinicke karakteristike: veli¢ina primarnog tumora

(T), status lokalnih limfnih nodusa (N), pojava udaljene metastaze (M).

Tabela 1.1. TNM Kklasifikacija OPK (preuzeto i modifikovano:(Deschleret al., 2017))

Veli¢ina primarnog tumora

(T)

Tx Nema dostupnih informacija o primarnom tumoru

TO Nema dokaza o postojanju primarnog tumora

Tis Karcinom in situ

T1 Preénik tumora 2 cm i manji

T2 Prec¢nik tumora izmedu 2 i 4 cm

T3 Pre¢nik tumora veci od 4 cm

T4a Tumor vrsi invaziju kortikalne kosti/ misi¢e (m. genioglossus, m. hipoglossus, m.
palatoglossus, m. stiloglossus)/ maksilarni sinus/ kozu lica. Moguc¢a je resekcija
tumora

T4b Tumor zahvata mastikatorni prostor/ pterigoidne nastavke/ bazu lobanje i/ili

unutra$nju karotidnu arteriju. Resekcija tumora nije moguca
Regionalni limfni nodusi (N)

Nx Ne mogu/nisu procenjeni
NO Ne postoje regionalne metastaze limfnih ¢vorova
N1 Ipsilateralna metastaza pre¢nika <3 cm
N2 Ipsilateralna metastaza pre¢nika > 3 cm < 6 cm; Multiple ipsilateralne metastaze < 6
cm; Bilateralne ili kontralateralne metastaze < 6 cm;
N2a Ipsilateralna metastaza pre¢nika >3 cm < 6 cm;
N2b Multiple ipsilateralne metastaze < 6 cm;
N2c¢ Bilateralne ili kontralateralne metastaze <6 cm;
N3 Metastaza u limfnom ¢voru > 6 cm u najvecem precniku
Distalne metastaze (M)
Mx Udaljene metastaze nisu procenjene
MO Ne postoje udaljene metastaze
M1 Prisutne udaljene metastaze




Na osnovu ove klasifikacije odreduje se stadijum bolesti (staging).OPK se dele
u Cetiri stadijuma (Tabela 1.2). Sto je visi stadijum, prognoza je losija. Drugim re¢ima,

tumor stadijuma IV povezan je sa mnogo loSijom prognozom od tumora stadijuma I.

Tabela 1.2. Odredivanje stadijuma OPK(preuzeto i modifikovano:(Deschler et al., 2017))

Stadijum 0 Tis NO MO
Stadijum I T1 NO MO
Stadijum I1 T2 NO MO
Stadijum III T1, T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO
Stadijum [Va T1, T2, T3 N2 MO

T4a NO, N1, N2 MO
Stadijum IVb Bilo koji T N3 MO

T4b Bilo koji N MO
Stadijum IVc Bilo koji T Bilo koji N M1

1.1.2 Histopatoloske karakteristike

OPK nastaje iz displasticnog epitela 1 histopatoloski se karakteriSe invazivnim
ostrvima 1 plazama malignih epitelnih Celija. U najranijem trenutku invazije, tj. proboja
bazalne membrane epitela, ¢esto se opisi “povrsinsko-invazivni” ili “mikroinvazivni”.
Invazija je predstavljena nepravilnim Sirenjem tumorskog epitela kroz bazalnu

membranu u subepitelijalno vezivno tkivo (Slika 1.2).
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Slika 1.2. Progresivna evolucija oralnog planocelularnog karcinoma (preuzeto i
modifikovano:
(Rivera, 2015))

Pojedina¢ne tumorske Ccelije, plaze ili ostrva celija infiltriSu kao nezavisni
entiteti u dublje slojeve tkiva, bez konekcije sa povrSinskim epitelom. Infiltracija
tumorskih ¢elija moze prodirati duboko u masno tkivo, misi¢ ili kost, unistavajuci tkiva
tokom progresije. Tumorske ¢elije mogu invadirati krvne sudove i mogu uéi u lumen
vena ili limfatika. Cesto postoji jak inflamatorni iliimunolodki odgovor na epitel, a
mogu biti prisutne i fokalne oblasti nekroze i krvarenja. Karcinomske ¢elije su sposobne
da indukuju stvaranje novih krvnih sudova (angiogeneza) i, povremeno, gusto fibrozno
vezivno tkivo (desmoplazija) (Neville et al., 2008). Bez obzira na stepen
diferentovanosti tumora, tumorske celije generalno pokazuju bogatu eozinofilnu
citoplazmu sa velikim, ¢esto tamnim (hiperhromaticnim) jedrom i poremecenim
odnosom nukleus/citoplazma (Slika 1.3). Vidljivi su razli¢iti stepeni Celijskog i
nukleusnog pleomorfizma. Normalan proizvod keratinizujuéeg plocastoslojevitog
epitela je keratin, a keratinske formacije, tzv. rakove perle (okrugli fokusi koncentri¢no
slojevitih keratinizovanih ¢elija sa keratinom u centru) mogu biti prisutne u tumorskom
tkivu. Histopatoloska procena stepena slicnosti tumora sa tkivom od koga je nastao
(plocastoslojevit epitel) naziva se gradiranje (Tabela 1.2). OPK se gradiraju u tri

gradusa (od gradusa 1 do III). Manje diferentovani tumori dobijaju visi gradus.



Histopatoloski gradus tumora donekle je povezan sa njegovim bioloskim ponasanjem.
Drugim rec¢ima, tumor koji dovoljno podseéa na svoje tkivo porekla izgleda da raste
malo sporije 1 da kasnije metastazira. Takav tumor se naziva tumorom niskog stepena
maligniteta, I gradusom ili dobro diferentovanim planocelularnim karcinomom.
Nasuprot tome, mnogocelularni tumor, pra¢en nuklearnim pleomorfizmom, patoloskim
mitozama, sa malom ili nikakvom proizvodnjom keratina moze biti neprepoznatljiv u
odnosu na tkivo porekla. Takav tumor Cesto brzo raste, metastazira rano, 1 naziva se
tumorom visokog stepena maligniteta, III gradusa, slabo diferentovan. Tumor sa
histopatoloSkim izgledom izmedu ove dve krajnosti oznacen je kao umereno
diferentovan karcinom. Ukoliko tumor uopste ne pokazuje sli¢nosti sa tkivom od koga

potic¢e nazivamo ga anaplasti¢nim tumorom.

U odredenoj meri, gradiranje OPK je subjektivan proces (Neville et al., 2008), i
¢ini se da klinicka procena mnogo bolje korelira sa prognozom nego mikroskopsko
ocenjivanje. Tokom proteklih nekoliko decenija, istrazivaci su predlozili razlicite
multiparametarske sisteme histopatoloSke procene u pokusaju da pruze objektivnije
kriterijume koji bi doprineli pouzdanijoj prognozi (Brandwein-Gensler et al., 2005).
Varijable kao $to su dubina invazije, veli¢ina tumora, stepen keratinizacije, nuklearni
pleomorfizam, limfocitni odgovor i patoloske mitoze ukljuc¢eni su u takve sisteme
ocenjivanja. Medutim, nedostaje uniforman dogovor o upotrebi takvih metoda.
Dijagnoza OPK gotovo uvek se pravi rutinskim svetlosnim mikroskopiranjem 1
hematoksilin i eosin (H&E) bojenjem. Posebne studije koje koriste monoklonalna
antitela (npr. citokeratin) sluze za diferencijalnu dijagnozu u odnosu na druge tipove

tumora (npr. tumore pljuvacnih Zlezda).



Slika 1.3. Patohistoloski izgled OPK jezika (A, B, C) sa epitelom jezika (A*),

tumorskim plaZzama i trakama karcinomskih ¢elija izmedu kojih je tumorska stroma.
Patohistoloski izgled OPK poda usne duplje (D, E, F) razli¢itog stepena
diferentovanosti tumora (D, F) pri ¢emu se mogu zapaziti specifi¢ne formacije, tzv.
rakove perle (F**), koje su osobina dobro diferentovanih OPK i patoloske mitoze (E,

strelice); Uvelicanja 40%, 100x, 200%

1.2 Epidemiologija oralnog planocelularnog karcinoma

U svetskim studijama i izveStajima, karcinomi usne duplje i farinksa su
objedinjeni 1 kolektivno predstavljaju Sesti po wucestalosti karcinom u svetu
(Warnakulasuriya, 2009)., sa posebno visokom ucestalo$¢u registrovanom na indijskom
potkontinentu, Australiji, Francuskoj, Brazilu i Juznoj Africi. Oko 94% svih oralnih
maligniteta ¢ine OPK. Prose¢ne godiSnje stope incidencije i mortaliteta, znacajno
variraju izmedu razli€itih rasa, polova i starosnih grupa.Primera radi, u SAD godiSnje se
dijagnostikuje oko 22000 novih slucajeva, a neSto viSe od 5300 osoba umire od ove

bolesti svake godine (Davies and Welch, 2006).

Kao i kod mnogih maligniteta, rizik od oralnog karcinoma raste sa godinama,
posebno za muskarce. GodiSnja standardizovana stopa incidencije (broj

novodijagnostikovanih slucajeva na 100.000 osoba svake godine) za ovu bolest je 6,4



na 100000 u centralnoj Srbiji (Tabelal.3). U svetu, muskarci bele puti imaju vecéi rizik
od oralnog karcinoma nakon 65 godina starosti nego bilo koja druga grupa. Zene, imaju
mnogo nizu godiSnju stopu incidencije od musSkaraca u svim starosnim godinama
(Davies and Welch, 2006). OPK je 2,7 puta ces¢i kod muskaraca u odnosu na zene
(http://seer.cancer. gov/statfacts/html/oralcav.html). Prema poslednjim izveStajima
Medunarodne agencije za istrazivanje karcinoma (International Agency for Research on
Cancer), oralni karcinomi, u koje spadaju karcinomi usana, jezika, gingive, poda usne
duplje, su sve ¢esci, sa priblizno 300000 novootkrivenih sluc¢ajeva godisnje 1 145000
smrtnih ishoda (http://globocan.iarc.fr/Pages/summary table pop sel.aspx). U Tabeli
1.4 je prikazan morbiditet i mortalitet pacijenata sa OPK prema navodima Svetske
zdravstvene organizacije (SZO). Najkriti¢nije stanje je u regionu jugo-isto€ne Azije (u
oblastima Sri Lanke, Indije, Pakistana i Tajvana) i Evrope (Francuska, Madarska,
Slovacka i Slovenija) (Warnakulasuriya, 2009). Na osnovu podataka Humanog indeksa
razvoja u sklopu Razvojnog programa Ujedinjenih Nacija (UNDP) morbiditet je visok i
u zemljama sa boljim razvojnim indikatorima (Tabela 1.4). Medutim, GLOBOCAN
podela pokazuje da je stepen mortaliteta viSi u zemljama sa nizim Zivotnim standardom
(Rivera, 2015). Bez obzira na rezultate razli¢itih studija, jasno je da OPK predstavlja

globalni medicinski problem.

Tabela 1.3. Standardizovane stope incidencije, stope incidencije i broj novoobolelih slucajeva
od raka usne duplje i zdrela na 100.000 stanovnika prema vode¢im lokalizacijama i okruzima
(muski pol) 2015. godina (preuzeto i modifikovano: Incidencija i mortalitet od raka u centralnoj

Srbiji 2017.)

Lokalitet Standardizovane stope  Stope incidencije Broj novoobolelih
Usna duplja i zdrelo incidencije*
(C00-C10)
Beograd 7,2 12,3 98
Kolubarski okrug 2.2 4.8 4
Magvanski okrug 3,6 7,7 11
Raska 0,8 1,3 2
Moravicki okrug 8,4 12,9 13
Zlatiborski okrug 3,8 7,3 10
Rasinski okrug 10,6 20,1 23
Sumadijski okrug 5,4 9,9 14
Pomoravski okrug 5,8 11,0 11
Branicevski okrug 6,5 9,4 8
Podunavski okrug 9,2 13,7 13
Zajecarski okrug 7 16,3 9
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Borski okrug
Niski okrug
P¢injski okrug
Jablanicki okrug
Toplicki okrug
Pirotski okrug
Centralna Srbija

6,9
8,6
3,0
5,2
9,6
8
6,4

13,8
16,6
8,9
10,6
15,9
15,7
11,4

*fiktivne vrednosti koje se dobijaju odredenim tehnickim postupkom, uvodenjem standardne populacije,

obicno je to populacija sveta (ASR-W); njima se prevazilaze razlike po polu i uzrastu koje postoje u

razli¢itim populacijama

Tabela 1.4. GLOBOCAN incidenca i mortalitet OPK, svi uzrasti, oba pola po populacijama

(preuzeto i modifikovano:(Rivera, 2015))

Incidenca
Populacija Broj Stope Standardizovane  kumulativni rizik
incidencije stope
incidencije
ASR-W
SZO Afrika 13484 1,5 2,7 0,30
SZO Amerika 49200 5,2 4,1 0,48
SZO Istoéni mediteranski regijon 20681 3,3 4,6 0,52
SZO Evropa 65933 7,3 4,6 0,73
SZO Jugoisto¢ni regijon Azije 103464 5,6 6,4 0,22
SZO Zapadni Pacificki regijon 47524 2,6 2,0 0,54
GLOBOCAN razvijena podrucja 100823 8,1 4,7 0,54
GLOBOCAN nerazvijena podrucja 199550 34 3,7 0,42
Mortalitet
Broj Stope Standardizovane = kumulativni rizik
incidencije stope
incidencije
ASR (W)
SZO Afrika 8530 1,0 1,8 0,20
SZO Amerika 12803 1,3 1,0 0,12
SZO Isto¢ni mediteranski regijon 10997 1,8 2,5 0,30
SZO Evropa 25202 2,8 1,7 0,19
SZO Jugoisto¢ni regijon Azije 65734 3,5 4,1 0,48
SZO Zapadni Pacificki regijon 22068 1,2 0,9 0,09
GLOBOCAN razvijena podrucja 33313 2,7 1,4 0,16
GLOBOCAN nerazvijena podrucja 112040 1,9 2,1 0,24
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Karcinom usne je nesto drugaciji od intraoralnog karcinoma. Ima patofiziologiju
sli¢niju planocelularnom karcinomu koze. Izvan Republike Srbije, nadene su izuzetno
velike razlike u godisnjoj stopi incidencije i mortaliteta za karcinom usne duplje. Mnoge
od ovih razlika su nesumnjivo uzrokovane razli¢itim navikama stanovniStva,
oc¢ekivanim trajanjem Zzivota, preventivnim obrazovanjem i kvalitetom medicinskih

kartona u razli¢itim zemljama (Neville et al., 2008).

Medutim, uprkos teskoama u interpretaciji ovih podataka, oni su pomogli u

identifikaciji potencijalnih etioloskih faktora.

1.3 Etiologija i faktori rizika oralnog planocelularnog karcinoma

Uzrok oralnog planocelularnog karcinoma je multifaktorijalni. OPK je
prouzrokovan akumulacijom multiplih genetickih i epigenetickih promena u naslednom
materijalu koje se javljaju kao posledica delovanja hemijskih (dugotrajna upotreba
cigareta 1 alkohola) 1 fizickih (UV zracenje) mutagenih agenasa. Nijedan pojedinacni
uzro¢nik ili faktor nije jasno definisan ili prihvacen, ali se generalno dele na spoljasnje i
unutrasnje faktore.Vrlo je verovatno da je potrebno vise od jednog faktora da bi se
nastao malignitet. Glavi sredinski (spoljasnji) faktori su duvanski dim, alkohol 1 UV
zraCenje (samo za rak vermiliona). UnutraS$nji faktori obuhvataju sistemska ili
generalizovana stanja, kao §to su opS$ta neuhranjenost ili anemija usled deficijencije
gvozda. Cini se da naslede nema presudnu ulogu u patogenezi karcinoma usne duplje.
Dokumentovano je da mnogim OPK prethode prekancerozne lezije, posebno
leukoplakija i eritroplakija. Potrebno je naglasiti da je OPK bolest koju je moguce
prevenirati, jer su upotreba cigareta 1 alkohola glavni faktori rizika- prisutni su u 90%
slu¢ajeva (Dissanayaka et al., 2012), a imaju 1 izraZen sinergisticki efekat

(Koontongkaew, 2013).

1.3.1 Duvan

Internacionalna agencija za istrazivanje kancera je 2007. godine zakljucila da

postoje dokazi da je duvanski dim kancerogen i da izaziva karcinom usne duplje 1
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pankreasa (“Smokeless tobacco and some tobacco-specific N-nitrosamines.,” 2007), a
rizik za dobijanje OPK je tri puta veci kod pusaca nego kod nepusaca (Gandini et al.,
2008). Smatra se da duvanski dim oslabljuje imunitet u usnoj duplji, Sto vodi pojavi
razli¢itih oboljenja usne duplje(gingivitis, parodontopatija) ali i OPK (Lee et al., 2012).
Duvanski dim sadrzi nekoliko elemenata koji uti¢u na kancerogenezu, od kojih su

najznacajniji nitrozamini, benzpireni i aromati¢ni amini (Rivera, 2015).

1.3.2 Alkohol

Etanol moze da utiCe i lokalno i sistemski: povecava propustljivost oralne
mukoze rastvarajuéi lipide u epitelu, Sto izaziva atrofiju epitela kao i smetnje u sintezi i
reparaciji DNK. Pored genotoksi¢nog efekta, alkohol utie i na smanjeno lucenje
pljuvacke, do pada lokalmog i sistemskog imuniteta, a dovodi i do poremecaja u radu
jetre, Sto sve rezultira povec¢enom osetljivos¢u ka infekcijama i neoplazmama (Reidy et

al., 2011).

1.3.3 Nedostatak gvozda

Nedostatak gvozda, naroCito teSka, hroni¢na forma poznata kao Plummer-
Vinson ili Paterson-Kelli sindrom, povezana je sa povisenim rizikom za planocelularni
karcinom jednjaka, orofarinksa i usne duplje. Ljudi koji imaju nedostatak gvozda imaju
tendenciju smanjenja celularnog imuniteta, a gvozde je neophodno za normalno

funkcionisanje epitelnih Celija gornjeg digestivnog sistema (Watts, 1961).
1.3.4 Nedostatak vitamina A

Nedostatak vitamina A dovodi do prekomerne keratinizacije koZe i sluzokoze, a
istrazivaci su sugerisali da taj vitamin moZe imati zaStitnu i preventivnu ulogu u OPK.
Neki veruju da su nivoi retinola u krvi 1 koli¢ina unetog [ karotena obrnuto
proporcionalni riziku od OPK 1 leukoplakije. Dugotrajna terapija retinoi¢nom kiselinom
1 B karotenom takode je povezana sa regresijom bar nekih leukoplaki¢nih lezija i
istovremenom redukcijom stepena displazije unutar takvih lezija (Notani and Jayant,

1987).
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1.3.5 Infekcija Candida-om albicans

Oralno hiperplasticna kandidijaza se ¢esto navodi kao prekancerozno stanje usne
duplje. Buduéi da se ova lezija pojavljuje kao beli plak koji se ne moze ukloniti
Spatulom, nazvana je 1 kandidalna leukoplakija. Nazalost, teSko je 1 klini¢ki i
histopatoloski razlikovati pravu hiperplasti¢nu kandidijazu i1 postojecu leukoplakiju sa
superponiranom kandidijazom. Eksperimentalno, neki sojevi Candida albicans su
proizveli hiperkeratotske lezije jezika pacova bez ikakvog drugog etioloskog faktora
(Krogh et al., 1987). U drugim studijama, odredeni sojevi su pokazali da proizvode

nitrozamine, hemikalije koje su ukljucene u kancerogenezu.
1.3.6 Onkogeni virusi

Onkogeni virusi mogu igrati vaznu ulogu u raznim vrstama maligniteta. Virusni
agensi sposobni su da se integriSu u nasledni materijal domacina i na taj naCinremete
¢elijsku kontrolu rasta i proliferacije. Ranije se smatralo da svi retrovirusi, adenovirusi,
herpes simplex virusi (HSV) i humani papilomavirusi (HPV) imaju ulogu u razvoju
karcinoma usne duplje (Ha and Califano, 2004). Cini se, medutim, da je HPV jedini koji
je zaista impliciran, ne samo u oralnom karcinomu, ve¢ i u karcinomu farinksa, larinksa,
ezofagusa, grlica materice, vulve i penisa (Ha and Califano, 2004). HPV podtipovi 16,
18, 31 1 33 su sojevi koji su najblize povezani sa displazijom i karcinomom skvamoznih
¢elija. Danas se smatra da je HPV prognosticki biomarker orofaringealnih karcinoma (Kang et
al., 2015). Osnovni mehanizmi kojima se veruje da HPV doprinosi oralnoj kancerogeniji
podrazumevaju dva virusna proteina: E6 (koji promoviSe degradaciju p53 tumor
supresorsora) (Johnson, 2004) i E7 (koji promovise degradaciju pRb, retinoblastoma
tumor supresora) Sto dovodi do poremecaja celijskog ciklusa (Dalianis, 2014). HSV,

posebno tip 2, predlozen je takode kao etioloski faktor oralnog karcinoma.

Veza izmedu statusa i prognoze HPV tumora nije jasna. Neke studije ukazuju da
su HPV-pozitivni tumori povezani sa poboljSanim odgovorom na tretman i produZenim
prezivljavanjem; medutim, druge studije nisu otkrile znacajnu razliku u prezivljavanju
izmedu pacijenata sa HPV-pozitivnim 1 HPV-negativnim tumorima (Ha and Califano,

2004).
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1.4 Terapija i prognoza oralnog planocelularnog karcinoma

Klinicka slika OPK bitno utic¢e na oblik terapije koji ¢e biti primenjen. Najcesce
se sastoji od Siroke (radikalne) hirurske ekscizije, radioterapije ili kombinacije hirurske i
radioterapije. Lokalizacija tumora takode moze da utice na plan leenja. Orofaringealni
planocelularni karcinomi se obi¢no tretiraju radioterapijom. Dodatne indikacije za
radijacionu terapiju ukljuCuju prisustvo bliskih ili pozitivnih margina resekcije,
regionalne metastaze, histopatoloski visok gradus tumora i perineuralnu ili angiolimfnu

invaziju (Neville et al., 2008).

Kao adjuvantna terapija koriste se razli¢iti hemoterapijski agensi. Hemoterapija
se obi¢no primenjuje istovremeno sa radijacionom. Uobi¢ajeno upotrebljena sredstva
ukljucuju jedinjenja koja sadrze platinu (npr., cisplatin, karboplatin), 5-fluorouracil i
taksane (npr. paklitaksel, docetaksel) (Specenier and Vermorken, 2007). Pored toga,
ocekuje se da ¢e ciljane (target) terapije zasnovane na nanocesticama kao nosacima
citostatika postati vazna strategija leCenja u buduénosti. lako hemoterapijska sredstva
mogu privremeno smanjiti veli¢inu tumorske mase, nijedna do sada nije znacajno

poboljsala stopu prezivljavanja.

Za OPK manjih dimenzija obi¢no se bira jedan nacin lecenja. Pacijenti sa ve¢im
lezijama ili lezijama sa klini¢ki opipljivim limfnim nodusima obi¢no zahtevaju
kombinovanu terapiju. Pored toga, pacijentima sa ranim stadijumom (T1/T2 NO) ali
duboko invazivnim (debljina tumora preko 3 mm) karcinomom jezika koji imaju
povecan rizik za pojavu subklini¢ke metastaze limfnih nodusa, indikovano je
postoperativno zraCenje vrata ili elektivna disekcijavrata (Banna et al., 2010). Kod
sumnje na metastaziranje lokalnog limfnog ¢vora, vrsi se ili radikalna ili modifikovana
radikalna disekcija vrata. Radikalna disekcija vrata je u sustini en bloc uklanjanje svih
limfnih ¢vorova lateralnog trougla vrata, ukljucujuéi i gornji, srednji i donji jugularni

¢vor, supraklavikularnu grupu ¢vorova i promenjene delove okolne muskulature.

Prognoza za prezivljavanja od OPK zavisi od stadijuma tumora. Petogodis$nja
stopa prezivljavanja za OPK je 53% do 68% ako je tumor relativno mali (<4 cm) i
metastaza se nije pojavila do trenutka postavljanja dijagnoze (stadijum 11 II); 41% kada

je tumor veli€ine 4 cm 1 bez metastaza ili sa metastazama u jednom regionalnom
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ipsilateralnom limfnom ¢voru (3 cm) (III stadijum); 1 samo 27% kada je tumor zahvatio
susedne strukture, ima udaljene metastaze, ili pokazuje regionalne metastaze viSestrukih
¢vorova, jednog ipsilateralnog (3 cm 1 6 cm) ¢vora (stadijum IV) (Neville et al., 2008).
Iako neki pacijenti prezive i 10 godina nakon inicijalne terapije, velika ve¢ina smrtnih

slucajeva javlja se u prvih 5 godina.

Uprkos napretku u leenju i razumevanju osnovne molekularne patogeneze
OPK, stope prezivljavanja tokom poslednjih nekoliko decenija nisu se znacajno
poboljsale i ostale su u rasponu od 50% do 59% (Rivera, 2015). Relativno nizak
procenat prezivljavanja se javlja usled pojave lokalnih recidiva, udaljenih metastaza kao
1 rezistencije na terapiju (Januszyk and Gurtner, 2013; Vogel and Marcotte, 2012).
Stoga su rana dijagnoza i prevencija od suStinskog znaCaja za poboljSanje ishoda

lecenja.

1.5 Znacaj tumorskih margina za leCenje oralnog planocelularnog karcinoma

Kwvalitet hirurske resekcije, odnosno njena ,,potpunost®, je jedan od najvaznijih
prognosti¢kih faktora u lecenju OPK (Sawairz et al., 2003), posSto je neuspeh u
kompletnom uklanjanju primarnog tumora glavni uzrok smrti pacijenta. Nazalost vrlo
Cesto naizgled zdrava margina tumora krije izmenjeni histoloski status. Prisustvo
epitelne displazije ili tumorskih ¢elija u marginama je povezano sa zna¢ajnom pojavom
recidiva- u cak 66% slucajeva (Reis et al., 2011). Medutim, i kod histoloski
,negativnih* hirurSkih margina (bez prisustva neoplasti¢nih ¢elija vidljivih za patologa),
10-30% pacijenata sa OPK ¢e imati lokalni recidiv (Jones et al., 1996), Sto moZe dovesti
do neuspeha u lecenju i smrti pacijenta. Ovo ukazuje na Cinjenicu da histoloski
normalne margine mogu imati ve¢ brojne promene na molekularnom nivou, pre svega
na nivou naslednog materijala, Sto povecava rizik za pojavu recidiva (Eljabo et al.,
2018; Jelovac et al., 2016).

Adekvatna hirurSka resekcija je presudna za lokalnu kontrolu i prognozu
(Slootweg et al., 2002). Medutim, ne postoji univerzalna definicija optimalne granice

resekcije. Definicija Cistih margina (clear margins) podrazumeva rastojanje od ivica
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resekcije koje se krece u relativno Sirokom opsegu od 2 do 10 mm (Hinni et al., 2013;
Meier et al., 2005; Priya et al., 2012).

Takode, odredene hirurSke Skole koriste deskriptivne termine kao Sto su "bez
tumora", "tumorsko-negativne", "tumor nije dosegao marginu resekcije" 1 "linija
resekcije ne pokazuje znake malignosti”, koji su nedovoljno precizni. Sli¢no je i sa
definicijom bliskih i pozitivnih margina. Nedostatak univerzalne definicije margina
otezava uporedivanje rezultata hirurSke intervencije 1 ishoda bolesti kod pacijenata
tretiranih u razli¢itim centrima. Pomenute nejasno¢e mogu da dovedu u pitanje i
adekvatan izbor adjuvantne terapije (Smits et al., 2016).

Potrebno je ista¢i da se dimenzije ekscidirane promene tokom vremena tj.
preparacije tkiva za patohistoloSku analizu menjaju. Patoloska margina je skoro uvek
manja od hirurSke margine usled skupljanja tkiva tumora. Stepen skupljanja se mora
precizno kvantifikovati, jer varira od 9,2 do ¢ak 75% veli¢ine tumora (Cheng et al.,
2008; Funk et al., 2002; Mistry et al., 2005). Uputstvo o tretiranju patoloskih margina
OPK dao je UK Royal College of Pathologists (Helliwell and Woolgar, 2013). Oni
kategoriSu marginu od 5 mm kao Cistu (Helliwell and Woolgar, 2013) 1 smatraju da te
margine nisu vezane za rizik od ponovne pojave tumora. Pokazano je da su margine
manje od 1 mm lo§ prognosticki parametar (David N. Sutton et al., 2003).Margine
drugih veli¢ina pokazuju veliku varijabilnost u smislu povezanosti sa recidivom. Termin
“bliske margine” pravi posebnu konfuziju u literaturi (Alicandri-Ciufelli et al., 2013;
Hinni et al., 2013; Wong et al., 2012). PredloZene su raznovrsne vrednosti: ispod 1,6mm
(Wong et al., 2012), 2mm (Hinni et al., 2013), 5 mm (Weijers et al., 2004), 7mm (Liao
et al., 2008), 1 10 mm (Hicks et al., 1998). Treba napomenuti da postoje i studije koje
nisu utvrdile direktnu vezu izmedu prognoze bolesti i veli¢ine margine (Weijers et al.,
2004; Wong et al., 2012).

Sarolikost i nepodudarnost rezultatima se mogu pripisati razli¢itom dizajnu
studija koje su se bavile problematikom margina (David N. Sutton et al., 2003). Jednu
od greSaka predstavlja i svrstavanje pacijenata sa karcinomom larinksa u istu grupu sa
OPK (Wong et al., 2012), pod zajedni¢kim izrazom "kanceri glave i vrata". Sledeca
greska je objedinjavanje pacijenata koji su primili adjuvantnu terapiju i onih koji nisu
(Binahmed et al., 2007; Nason et al., 2009; D N Sutton et al., 2003). Radioterapija koja

se sprovodi u cilju smanjenja rizika od recidiva ¢e automatski umanjiti uticaj margine
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na ishode lecenja. Tre¢a moguca greSka je nedostatak procene uticaja parametara
povezanih sa tumorom, a naroc¢ito markerima agresije bolesti (veli¢ina tumora i dubina
invazije, diferencijacija, invazivni obrazac, perineuralna i limfovaskularna invazija),
prilikom analize margina (Binahmed et al., 2007; Nason et al., 2009; Weijers et al.,
2004)

2. Kancerske maticne celije

2.1 Definicija i osobine kancerskih mati¢nih éelija

Prema stohasti¢koj hipotezi, tumorske ¢elije su homogene, tj. svaka ¢elija raka
ima jednaku sklonost da inicira i propagira tumore i metastazira (Tabela 1.5).
Heterogenost u tumorima se objasnjava spontanim promenama u Celijskim
fenotipovima (Albers et al., 2012) (Slika 1.2).Medutim, noviji podaci nude alternativno
objasnjenje i shvatanje tumorskog tkiva, koje se naziva hipoteza mati¢nih celija
karcinoma. Po toj hipotezi tumorsko tkivo sadrzi celije na razliitim hijerarhijskim
nivoima i samo mala ¢elijska subpopulacija u tumoru ima sposobnost da inicira pojavu
karcinoma. Teorija "kancerskih mati¢nih ¢elija" (KMC) podrazumeva da su KMC na
vrhu hijerarhijske piramide (Krishnamurthy et al., 2010; Krishnamurthy and Nor,
2012).

Maticne celije u zdravom tkivu se definiSu kao nediferencirane celije koje
imaju sposobnost da proizvode specijalizovane celije tog tkiva, kao 1 potomke
nediferenciranih mati¢nih celija sa potencijalom za odrZavanje tkiva. Slicno normalnim
mati¢nim éelijama, KMC imaju kapacitet samo-obnavljanja, kao i asimetri¢ne deobe.
Ove kljuéne karakteristike omoguéavaju KMC da iniciraju i odrZavaju populaciju
kancerskih éelija. Pored klasiénog pojma (KMC), razliditi termini su kori§éeni u
najnovijoj nauc¢noj literaturi za opisivanje ovih celija, kao Sto su Celije samo-obnove 1
tumorske inicijacije / odrzavanja populacije, tumor obnavljajuce celije, ¢elije inicijacije
karcinoma 1 tumor-propagirajuce ¢elije. U ovom radu koristi¢emo termin koji je najvise

prihvacen, a to je KMC (Liu et al., 2011).
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Tabela 1.5. Osobine KMC (preuzeto i modifikovano:(Albers et al., 2012))

KMC inicira stvaranje tumora i dovodi do neoplasti¢ne proliferacije

KMC imaju sposobnost simetriéne deobe

Posle transplantacije u odgovarajuéeg domaéina, KMC obnavljaju heterogeni fenotip tumora pomoéu
asimetri¢nih ¢éelijskih deoba

KMC su uglavnom sporo deljive éelije i time relativno otporne na zratenje i hemoterapeutske tretmane

U poredenju sa "rasutom" tumorskom populacijom, KMC imaju jasan “biomarkerski potpis”, koji se

moze definisati i koji sluzi za izolovanje ovih ¢elija

KMC se posmatraju kao rezultat onkogenog procesa i kao polazna tadka za
nastanak tumora i metastaza (Dalerba et al., 2007)i prema teoriji jedna KMC moze u
potpunosti da de novo stvori tumor. Smatra se da se tumori sastoje od najmanje dve
éelijske subpopulacije: manja populacija KMC i osnovna masa tumorskih éelija koje se
razlikuju od KMC po tome $to su izgubile sposobnost samoobnovljanja. Koncept ovog
modela razvijen je kao analog za obnovu adultnih tkiva kao §to je krv koja se regenerise
iz grupe hematopoetickih mati¢nih ¢éelija (Dalerba et al., 2007). Ideja o tumorskim
inicijatorskim ¢elijama je istrazivana kod leukemije, gde je mali broj leukemicnih ¢éelija
generisao tumore kod miSeva (Bonnet and Dick, 1997). Tumori generisani u ovim
istrazivanjima bili su heterogeni, sa hijerarhijskom organizacionom strukturom koja
ukazuje na postojanje Celija razliCitog stepena maligniteta. Prvi dokaz za postojanje
KMC upravo dolazi od studija ¢elijskih populacija akutne mijeloidne leukemije (AML)
gde je ustanovljeno da celije koje izazivaju AML c¢ine 0,01-1% ukupne populacije
¢elija. Ta subpopulacija ¢elija je bila u stanju da indukuje AML nakon transplantacije u
imunodeficijentne miSeve, dok druge celijske populacije nisu imale takvu sposobnost
(Bonnet and Dick, 1997; Hewitt, 1958). Jo§ jedna potvrda validnosti ovog modela je
dokaz da selektivno ubijanje KMC moZe zaustaviti rast tumora (Schatton et al., 2009).

Slicno fizioloSkom stanju u tkivima, i1 karcinomi se sastoje od heterogenih
populacija ¢elija koje pokazuju veoma razli¢ite morfoloSke 1 funkcionalne fenotipove
(Harper et al., 2007).

Veoma je vazna i zanimljiva studija u kojoj su obeleZene ¢elije OPK miSa pokazale da
mogu da generiSu nemaligne keratinocite (Kauffman, 1971).
U periodu izmedu sedamdesetih 1 devedesetih godina dvadesetog veka,

biologija tumora je bila usmerena na koncept klonalne evolucije. Nastanak tumora se
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objasnjavao akumulacijom greSaka u molekulu DNK, odnosno mutacijama onkogena i
tumor supresorskih gena u jednoj ili manjem broju celija, koje su potom, usled
inherentne genomske nestabilnosti, sticale tokom vremena razliCite karakteristike.
Tumori su dakle bili obelezeni velikom heterogenos¢u celija, a evolucija ¢elijskih
genotipova i fenotipova bila je pracena i odgovaraju¢om selekcijom ¢éelijskih populacija
najpovoljnijih po dalji razvoj i Sirenje tumora. Devedesetih godina, tehnoloski napredak
omogucio je ponovno vracanje fokusa na hipotezu postojanja ¢elija koje su odgovorne
za inicijaciju karcinoma. Ovakve studije su postale izvodljive pojavom tehnologija kao
Sto je fluorescentno aktivirani sistem za sortiranje ¢elija (FACS), koji je omogucio
istrazivacima da proucavaju specifi¢ne markere na povrsini ¢elija i koriste ove markere
za sortiranje unapred odredenih subpopulacija. Na primer, FACS je pomogao u
gradiranju leukemijskih ¢elijskih populacija na osnovu pozitivne ekspresije povrsinskih
markera kao $to su CD34", CD38 i dr. (Bonnet and Dick, 1997).

Potrebno je napomenuti da se stohasticka teorija i model KMC medusobno ne
iskljucuju. Taénije, mozda svaka od ove dve teorije moze da pruzi logi¢nije objasnjenje,
odnosno da pokaZze bolju primenjivost u razli¢itom stadijumu progresije tumora, ili pak

u specifi¢nom tipu tumora (Krishnamurthy and Nér, 2012).
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2.2 Poreklo kancerskih mati¢nih celija

Prema genetickom modelu progresije, razvoj ve¢ine OPK-a traje mesecima ili
godinama (Califano et al., 1996). Normalni humani oralni epitel se obnavlja u
potpunosti u periodu od priblizno 14 do 24 dana (Squier and Kremer, 2001), tako da
vec¢ina epitelnih ¢elija nema dovoljno vremena da akumulira genetske promene
neophodne za razvoj OPK-a (Califano et al., 1996). Samim tim, postavlja se pitanje,
ukoliko KMC zaista postoje u OPK, gde se one zapravo nalaze (koje su to taéno ¢elije)?
Oralna mukoza se sastoji od veéeg broja razlicitih slojeva: 1) epitel sa stratifikovanim
skvamoznim c¢elijama, koji nastaje deobom celija bazalnog sloja; 2) osnovni sloj
vezivnog tkiva; 1 3) submukoza.

U normalnoj sluznici, kao i u drugim tkivima koja se samoobnavljaju,
kompenzacija za fizioloski gubitak zdravih celija zavisiée od postojanja adultnih
(somatskih) mati¢nih ¢elija (Tudor et al., 2004). Ove celije ostaju na suprabazalnoj
poziciji 1 ucestvuju u diferencijaciji 1 stratifikaciji (Stephens and Genever, 2007).
Uzimajuéi u obzir specifi¢nost grade i funkcionalne karakteristike oralne mukoze, KMC
mogu voditi poreklo od somatskih mati¢nih ¢elija ili njihovih progenitora iz bazalnog
sloja, koji vremenom akumuliraju odredene genetske promene. Ova hipoteza je
delimi¢no poduprta eksperimentalnim istrazivanjima koja su otkrila postojanje CD44"
ekspresije u bazalnom sloju epitela, ali ne u diferenciranim celijama (Prince et al.,
2007).

Pojava recidiva i razvoj novih primarnih tumora su glavni faktori koji uti¢u na
prognozu karcinoma glave 1 vrata. Uprkos intenzivnoj, multimodalnoj terapiji, recidivi
se javljaju kod priblizno 10-30% pacijenata, dok je incidenca pojave novog primarnog
tumora u rasponu od 2% do 30% (Braakhuis et al., 2003; Kyrgidis et al., 2010). Ova
¢injenica se moze objasniti postojanjem polja kancerizacije i pojavom molekularnih
abnormalnosti u tumorskoj margini, a ¢esto ne samo u margini ve¢ i u delovima oralne
sluznice udaljenim od tumora i naizgled zdravim. Koncept KMC pokusava da objasni
lokalni neuspeh lecenja tumora, pojave recidiva 1 novih primarnih tumora iste
lokalizacije. Glavne molekularne lezije su mutacije i epimutacije u onkogenima i tumor
supresornim genima, gubitak heterozigotnosti i dr. Poznato je da celije sa ovim
promenama dobijaju kapacitet za razvoj i1 Sirenje neoplazije. Pretpostavlja se da ove

mutirane, prekancerozne celije zamenjuju normalne celije u mukozi. S obzirom na
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izlozenost oralnog epitela dejstvu razli¢itth mutagena, ove celije su podlozne daljim
genetskim 1 epigenetskim promenama, Sto ¢e rezultovati formiranjem tumora

(Braakhuis et al., 2003; Feller et al., 2013).

Genetitke/epigenetitke promene

Model | @ — @ ‘ . Karcinomska maticna celija

Matiéne celije
Model Il

) @ ) @ )

Prekancerozno stanje

Karcinomska maticna celija

Maticne celije u toku razvoja
Karcinomske
Model 11l matiéne celije

>©® 50 20

Dediferentovana celija Karcinomska maticna celija

Diferentovane zrele celije

Slika 1.4. Tri teorije o poreklu KMC (preuzeto i modifikovano:(Simple et al., 2015))

Kancerske mati¢ne celije, pluripotentne celije u tumoru koje imaju svojstva
samoobnavljanja, inicijacije tumora, migracije i metastaze (Simple et al., 2015) imaju
posebnu ulogu u pojavi polja kancerizacije. Poreklo ovih ¢elija objasnjava se kroz tri
razli¢ita modela (Slika 1.4). Prvi model predvida da normalna mati¢na ¢elija specifi¢na
za tkivo, prolazi kroz nekoliko genetickih i epigenetickih promena, Sto dovodi do
pojave KMC (Feller et al., 2013). Normalne i kancerske mati¢ne ¢elije dele sposobnost
samoobnavljanja, a poremecaj procesa samoobnavljanja je znaCajan dogadaj u
tumorogenezi. Molekularni putevi ukljuceni u samoobnovavanje podrazumevaju Wnt,
Notch 1 Hedgegog signalne puteve. Aktivacija Notch i Hedgehog puta povecava
samoobnavljanje u hematopoetskim mati¢nim ¢elijama u leukemijama (Cabanillas and

Llorente, 2009) a ti putevi su aktivirani i u drugim malignitetima (Karhadkar et al.,
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2004; Olsen et al., 2004).Ovaj model objasnjava i ¢injenicu da normalne i kancerske
mati¢ne Celije dele osobinu kao Sto je rezistencija na lekove, mada se u svojoj
deregulisanoj proliferativnoj sposobnosti, invaziji 1 metastatskim svojstvima razlikuju
(Bhardwaj et al., 2001; Varnum-Finney et al., 2000). Drugi model objasnjava poreklo
KMC ili njenih prekursora iz normalnih mati¢nih éelija koje su u procesu diferencijacije
stekle kancerski fenotip (Bjerkvig et al., 2005; Feller et al., 2013; Gonzalez-Moles et al.,
2013) (Slika 1.4).

Tre¢i model navodi da KMC nastaju iz tumorskih ¢éelija usled de-
diferencijacije putem modifikacija signalnih puteva i regulatornih mehanizama (Di
Fiore et al., 2014; Herreros-Villanueva et al., 2013; Kumar et al., 2012; Moon et al.,
2011). Pored toga, de-diferencijacija zrelih normalnih ¢elija oralnog epitela predstavlja
takode moguce poreklo KMC (Bjerkvig et al., 2005; Feller et al., 2013; Gonzalez-Moles
et al., 2013). Diferencirane ¢elije moraju biti programirane da bi stekle karakteristike
mati¢nih Celija. Reprogramiranje celije je moguée samo mocénim regulatorima
transkripcije (Abollo-Jiménez et al., 2010). Cetiri transkripciona faktora doprinose
reprogramiranju u onkogenezi, a to su c-Myc, Oct-4, Sox2 1 KlIf-4 (Huangfu et al.,
2008; Iglesias-Linares et al., 2010).Pokazano je da inhibitori histon deacetilaze mogu
zameniti c-Myc u reprogramiranju, doprinoseci supresiji ekspresije gena diferencirane
celije. Transkripcioni faktori Oct-4, Sox2 1 Klf-4 ukljuceni su u reprogramiranje u
kasnijoj fazi.

Nezavisno od njihovog porekla, KMC imaju sposobnost da iniciraju i
odrzavaju razvoj tumora i éelijske migracije; osobine koje podrzavaju stav da su KMC

verovatno odgovorne ¢elije za stvaranje polja kancerizacije (Simple et al., 2015).

2.3 Markeri kancerskih mati¢nih celija

Mnogi markeri su kori§éeni za identifikuju KMC u epitelnim tumorima
(Tabela 1.6). Pokazano je da samo jedan povrsinski marker za identifikaciju KMC u
OPK nije dovoljan. Medu najpouzdanije markere kancerskih mati¢nih ¢elija spadaju
CD133, CD44 1 ALDHI. Najpoznatiji marker koriS¢en za izolaciju 1 karakterizaciju
KMC oralnog planocelularnog karcinoma je CD44 (Joshua et al., 2012; Prince et al.,
2007).
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Tabela 1.6. Markeri KMC (preuzeto i modifikovano:(Simple et al., 2015))

Tip markera

Markeri

pluripotentnosti

Nosaci lekova

Molekuli

adhezije

EMT markeri

Marker

Oct-4

Sox2

Nanog

ABCG2

CD44

CD133

E-kadherin

Snail

Povezanost sa
KMC

marker KMC u
OPK; povezuje se
sa prognozom
reguliSe osobine

KMC pankreasa

ima uloguu
stvaranju KMC
kod GBM
marker mati¢nosti
koji uéestvuje u
rezistenciji OPK;
ABCG2" ¢elije
poveéavaju
tumorsku
inicijaciju
marker KMC u
OPK

marker KMC
mozga, prostate i
OPK

marker EMT I
KMC

odrzava
samoobnavljanje

KMC

Uloga u polju
kancerizacije
dediferencijacija
tumorskih/zrelih
celija
dediferencijacija
tumorskih/zrelih
¢elija; inicijacija
tumora
dediferencijacija
tumorskih/zrelih
¢elija

inicijacija
tumora/rezistencija

na lekove

inicijacija tumora

inicijacija tumora

epitelijalna migracija

inicijacija tumora/

migracija

Detektovanje
u marginama

+
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CD44

CD44 je najpoznatiji marker KMC koji je ranije bio identifikovan u razli¢itim
malignitetima kao Sto su karcinomi dojke, centralnog nervnog sistema, kolona, prostate
i pankreasa (Mishra and Verma, 2010). CD44" subpopulacija éelija OPK pokazuje
izrazeni tumorigeni potencijal, sposobnost formiranja tumorskih sferoida i otpornost
prema citostaticima (Prince et al., 2007). CD44 ekspresija je u tumorima negativho
korelisana sa petogodiSnjim prezivljavanjem pacijenata, dok su njegovi visoki nivoi
zajedno sa ALDH 1 fosforilisanim STAT3 korelisali sa OPK visokog gradusa §to je u
skladu sa prethodnim nalazima u karcinomu urotela (Keymoosi et al., 2014).

Uprkos tome Sto se CD44 marker moze naci i u normalnim ¢elijama, njegovo
prisustvo u tumorskim Ccelijama tim celijama daje osobine mati¢nosti 1 ¢ini ih
inicijatorima tumora. Medutim njegova uloga u OPK mora biti dodatno validirana

(Chikamatsu et al., 2011).

CD133

CD 133 (prominin-1) je marker KMC koji se sre¢e u epitelnim éelijama i u
somatskim mati¢nim ¢éelijama neuronskih tkiva, prostate, bubrega, kolorektuma, jetre,
koze i pluéa (Chikamatsu et al., 2011). U OPK, CD133" ¢elije pokazuju povecanje
klonogenog potencijala, EMT fenotip, sposobnost formiranja sferoida, samo-
obnovljivost 1 druge karakteristike mati¢nosti (Wu and Wu, 2009).

Veci nivo CD133, povezan je sa CD44" ekspresijom u OPK kao i sa Bmil
indukovanom proliferacijom u laringealnim karcinomima (Sun and Wang, 2011).
Zapravo, pozitivna korelacija Oct-4 1 Nanog sa povecanom ekspresijom CD133
pokazuje loSiju prognozu kod pacijenata sa oralnim karcinomom (Chiou et al., 2008).
Medutim, dalja istraZivanja su neophodna da bi se razjasnile odredene nekonzistentnost
kao $to je slicno ponaSanje tumora iniciranih od strane CD133" i CD 133" populacija
(Shmelkov et al., 2005). CD133 moze posluziti kao korisni KMC marker u oralnom
kanceru da bi se identifikovali pacijenti koji su otporni na konvencionalnu

hemoterapiju.
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Oct-4, Sox2 i Nanog

Transkripcioni faktori Oct-4, Nanog 1 Sox2 igraju klju¢nu ulogu u odrzavanju
pluripotentnosti i samoobnovljanja embrionalnih mati¢nih ¢elija interakcijom sa drugim
transkripcionim faktorima (STAT3 , Hes, Ks1, Zic3) i ¢elijskim signalnim molekulima
(TCF3, FGF2, LEFTI2).
Ekspresija Oct-4 i Nanog gena u KMC-obogaéenim subpopulacijama koje su izolovane
iz OPK sfera, u pozitivnoj je korelaciji sa neuspehom leCenja, dok je negativno
korelisana sa statusom diferentovanosti tumora (Tsai et al., 2014; Vaiphei et al., 2014).
Ustanovljeno je da Oct-4 kompetentno reguliSe ALDHI1" ¢elije OPK, dok je u
kombinaciji sa TRA1-60 otkriven kao pokazatelj invazivnosti. Pored toga, pokazano je
da OPK pacijenti koji pokazuju trostruko pozitivnu ekspresiju Oct- 4, Nanog 1 CD133
imaju najgoru prognozu, $to ukazuje na njihovu korisnost u predikceiji leCenja (Chiou et
al., 2008). Sox2 pokazuje povisenu ekspresiju posebno u skvamocelularnom karcinomu
pluca i jednjaka, ali ne u adenokarcinomima plu¢ima ili esophagusa (Bass et al., 2009).

Kolektivno, ovi podaci ukazuju na to da ¢elije koje pokazuju mati¢ne osobine
u karcinomu eksprimiraju transkripcione faktore Oct- 4, Sox2 i Nanog (Rawal et al.,

2014).

2.4 Identifikacija i karakterizacija karcinomskih mati¢nih éelija

Identifikacija, izolacija i karakterizacija mati¢nih celija karcinoma predstavlja
veliki eksperimentalni izazov. Istrazivai pokuSavaju da izoluju ove Celije
identifikacijom osobina koje razlikuju KMC od njihovih diferentovanih potomaka i od

tkivnih mati¢nih Celija (Tabela 1.7) (Albers et al., 2012).
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Tabela 1.7.

Poredenje  osobina KMC i

tkivnih

modifikovano:(Albers et al., 2012))

mati¢nih  Celija(preuzeto i

Kancerske mati¢ne éelije

Tkivne maticne Celije

Regulacija rasta

Uloga

Osobine tkiva/tumora

Lokalizacija

Neograni¢eno samo-
obnavljanje

Dovoljne za sopstveni rast

Neosetljive na faktore rasta
Nije poznato zbog Cega Cine

mali % populacije ¢elija

Neograni¢eno samo-
obnavljanje

Kontrolisane homeostazom

Osetljive na faktore rasta

Odrzavaju i stvaraju
heterogene tumore usled

asimetri¢ne deobe

Stvaraju i odrzavaju tkiva i
organe usled asimetri¢ne
deobe i determinisane

diferencijacije

Stvaraju tumorsku masu koja
se karakteriSe: hijerarhijom,
limitiranom deobom ¢elija,
razli¢itim stadijumima
diferentovanosti, starenjem i
smrti

Nemaju fiziolosku funkciju
Nekontrolisani lokalni rast sa

invazijom

Stvaraju tkiva i organe koji se
karakteriSu hijerarhijom,
determinisanom

diferencijacijom

Imaju fiziolosku ulogu
Kontrolisani razvoj od strane

internih 1 eksternih signala

Stacionarne KMCu svojim
specificnim niSama (Slika 1.5)
Migratorne, metastatske KMC
sposobne za EMT i MET

Stacionarne
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Slika 1.5. Specifi¢na niSa-mikrosredina oralnog planocelularnog karcinoma (preuzeto i

modifikovano:(Krishnamurthy and Nor, 2012))

Sposobnost ¢elija da aktivno ispumpavaju boje poput Hoechst 33342 od ATP-
veznog kasetnog transportera (ABC), takode se koristi za identifikaciju KMC. Posto
maticne Celije 1 mati¢ne Celije raka mogu ostati mirne u dugim vremenskim periodima,
Hoechst 33342 boja se koristi za identifikaciju putuju¢ih maticnih ¢elija karcinoma.
Pokazano je da se klonogenost i tumorigeni potencijal pove¢avaju u OPK (Zhang et al.,
2009).

Aldehid dehidrogenaza (ALDH) je intracelularni enzim koji je ukljucen u
pretvaranje retinola u retinoi¢nu kiselinu (Sobreira et al., 2010). ALDH® ¢elije su
identifikovane u karcinomu dojke 1 mozga (Ginestier et al., 2007; Rasper et al., 2010).
U ovim tumorima, ALDH" Celije su okarakterisane kao visoko tumorigene Celije koje se
mogu samo-obnavljati, §to su obelezja KMC. U OPK, ALDH pozitivne mati¢ne éelije
raka su ukljucene i u proces EMT (Chen et al., 2009). Nedavno istrazivanje je pokazalo
da 13 (od 15) implantacija 1000 ALDH/CD44" ¢elija sortiranih iz primarnih OPK, i
samo 2 (od 15) implantacija 10.000 ALDH7/CD44 (celija generiSe tumore
(Krishnamurthy et al., 2010). Sli¢no ovim rezultatima, Clai i saradnici su utvrdili da je
Cak 500 ALDH" ¢elija moglo da stvori tumore, za razliku od ALDH" ¢elija (Clay et al.,
2010).

Jedan od najve¢ih izazova istrazivanja mati¢nih Celija raka bio je razvoj

metoda za njihovu kultivaciju, ekspanziju i analizu in vitro. Metoda obogacivanja
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mati¢nih ¢elija karcinoma formiranjem sfera u uslovima kulture u uslovima niske
adherencije je predlozena i kori$¢ena u razli¢itim modelima raka kao $to su rak dojke,
nervnog sistema i prostate (Dontu et al., 2003) 1 prilagodeni su za OPK (Krishnamurthy
et al., 2010). U ovom slucaju, potencijalne mati¢ne Celije raka glave i vrata se kultivisu
na neadherentnoj podlozi. Mati¢ne ¢elije raka rastu u suspenziji i formiraju nezavisne
sfere ili kolonije. ALDH'/CD44" (elije sortirane od ¢elijske linije karcinoma glave i
vrata 1 kultivisane u uslovima niske adherentnosti, uspele su da stvore sfere. Ova;j test
izveden je iz rada na modelima tumora dojke 1 mozga ( tzv. mamosfere, neurosfere) i
nazvan je "orosphere assay" kako bi se naznacilo da su ove sfere nastale iz primarnih
tumora iz oralne Supljine ili iz ¢elijskih linija OPK. Uprkos intenzivnim istrazivanjima u
oblasti biologije mati¢nih ¢elija raka poslednjih godina, razumevanje uticaja mati¢nih
¢elija raka na patologiju OPK je i dalje na prilicno niskom nivou. Jedan od razloga za to
je potreba za izvodenjem studija sa primarnim uzorcima OPK, koje je tesko dobiti. Jo$
uvek postoji kontroverza o postojanju karcinoma mati¢nih ¢elija u ¢elijskim linijama,
uprkos €injenici da su ih nezavisni izvestaji detaljno opisali (Harper et al., 2007; Locke
et al., 2005). Pored toga, Cesto se sprovodi ekspanzija mati¢nih ¢elija karcinoma in vivo,
Sto je dugotrajno 1 skupo. Medutim, postojece in vitro metode nude ograniceni kapacitet
za kultivaciju mati¢nih Celija raka u nediferentovanom stanju. Postalo je jasno da je
razvoj poboljSanih metoda za izolaciju 1 ekspanziju mati¢nih Celija karcinoma glave 1

vrata vazan za razvoj ove oblasti (Krishnamurthy and Nor, 2012).

2.5 Epitelno-mezenhimalna tranzicija

Epitelno-mezenhimalna tranzicija (EMT) je proces koji ima vaZnu ulogu u
embrionalnom razvoju (Tsai et al., 2014) pri cemu epitelne Celije gube svoje epitelne
karakteristike, menjaju morfologiju 1 sticu osobine mezenhimalnih ¢elija (Tabela 1.8)
(Kalluri and Weinberg, 2009). EMT dozvoljava polarizovanoj epitelnoj ¢eliji da
preuzme mezenhimski fenotip, koji se karakteriSe povecanom pokretljivoséu 1
invazivno$¢u (Kalluri and Weinberg, 2009).Iako je EMT neophodna za normalno
razvi¢e, aberantna aktivacija EMT moze da izazove razli¢ite patoloSke pojave,
ukljucujuéi fibrozu i napredovanje karcinoma (Baum et al., 2008; Turley et al., 2008).

Novije studije pokazuju da diferencirane tumorske c¢elije mogu da ubrzaju

nastanak KMC pomoc¢u procesa epitelno-mezenhimalna tranzicije. EMT je uklju¢ena u
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proces tokom kog diferencirane celije dobijaju svojstva mati¢nih, §to je dokazano u
karcinomu dojke, nazofarinksa i usne duplje (Morel et al., 2008; Park et al., 2004; Valk-
Lingbeek et al., 2004; Xia et al., 2010). Teorija EMT doprinosi objasnjenju invazivnog i
metastatskog rasta mnogih tipova maligniteta.

Monoklonalna teorija polja kancerizacije u oralnoj mukozi zahteva migraciju
transformisanih ¢elija pod dejstvom EMT u susednu, zdravu mukozu u cilju razvoja
neoplasti¢nog polja. Studije na karcinomu dojke su pokazale da celije sa svojstvima
EMT i migracije sti¢u karakteristike KMC-a. Takode, poznato je da Oct-4 indukuje
karakteristike KMC u oralnom epitelu kroz inicijaciju EMT (Tsai et al., 2014). Dve
subpopulacije  KMC su identifikovane u OPK: migrirajuée (CD447/ESA’) i
nemigriraju¢e (CD44"/ESA") (Biddle et al., 2011). KMC sa intraepitelnim migracionim
sposobnostima su najverovatniji kandidati za izazivanje procesa kancerizacije polja

oralne mukoze (Simple et al., 2015).

Tabela 1.8. Osobine epitelnih i mezenhimalnih ¢éelija (preuzeto 1 modifikovano:(Rawal et al.,

2014))

Epitelne éelije Mezenhimalne cCelije
Morfoloske osobine poligonalne izduzene

polarizovane nepolarizovane
Biolo§ko ponasanje nepokretne pokretljive

ne-invazivne invazivne
Molekularni markeri E-kadherin vimentin

dezmoplakin N-kadherin

citokeratin SNAIL, SLUG, aSMA

Tokom progresije karcinoma, EMT pruZza celijama karcinoma sposobnost
infiltriranja u okolno tkivo 1 na kraju metastaziranja do udaljenih mesta (Thiery, 2002).
Kod karcinoma pankreasa, istrazivaci su pronasli dve razli¢ite populacije KMC: jedna
koja je zaduzena za odrzavanje primarnog tumora i druga koja proizvodi metastaze
(Hermann et al., 2007). Takode je pokazano da ne-EMT ¢elije nisu sposobne da
metastaziraju bez delovanja EMT ¢elija (Hermann et al., 2007; Tsuji et al., 2008).

Postavlja se pitanje da li metastatske Celije koje se Sire iz primarnog tumora
poticu iz rezidualnih mati¢nih ¢elija u tumoru ili dolaze iz somatskih tumorskih celija

koje su podvrgnute EMT. Nakon $to migrirajuée KMC dodu do svog odredista, mogu se
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podvrgnuti reverznoj EMT, tj. mezenhimsko-epitelnoj tranziciji (MET) (Radisky and
LaBarge, 2008).

Celije u procesu EMT pokazuju niske ili nedetektabilne nivoe epitelnih
markera E-kaderina i B-katenina i1 visoke nivoe mezenhimskih — vimentina, fibronektina
i aSMA (Morel et al., 2008). Kong i sar. su otkrili da ¢elije raka prostate sa EMT
fenotipom pokazuju karakteristike KMC sa pove¢anjem ekspresije Sox2, Nanog, Oct-4,
Lin28B 1/ili Notchl, kao i1 porastom klonogene sposobnosti i sposobnosti stvaranja sfera
(prostasfere) (Kong et al., 2009).

Za OPK je nedavno pokazano da prekomerna ekspresija receptora tirozin
kinaze- TrkB dovodi do promene ekspresije molekularnih mediatora EMT, ukljucujuci
promene u regulaciju E-kadherina i Twist-a (Kupferman et al., 2010).

Smatra se da je jedan od bitnih dogadaja u EMT upravo gubitak E-kadherina i
da je taj gubitak u direktnoj korelaciji sa progresijom tumora. Jos pre dvadeset godina je
pokazano da gubitak E-kadherina vodi progresiji papiloma u invazivni planocelularni
karcinom (Peri et al., 1998). Regulisan je nizom transkripcionih faktora a medu
najvaznijima su SNAIL, Twist, (Batlle et al., 2000) 1 ZEB1 (Sanchez-Tillo et al., 2010).
Faktor transkripcije SNAIL kontroliSe EMT tako §to blokira ekspresiju E-kadherina
(Cano et al., 2000). Povecana ekspresija Twist-a je registrovana u metastatskom
karcinomu dojke 1 neophodna je za EMT (Li et al., 2014). Kod karcinoma glave 1 vrata,
Twistl indukuje Bmi-1, koji smanjuje nivo ekspresije E-kadherina. Bmi-1 ima
sustinsku ulogu u regulisanju samoobnovljavanja mati¢nih ¢elija (Valk-Lingbeek et al.,
2004). Pacijenti sa oralnim karcinomom koji imaju visoke nivoe Twistl 1 Bmi-1 su oni
sa najlosijom prognozom (Yang et al., 2010).

Posebno je vazno napomenuti da tumori koji prolaze kroz EMT sti¢u
otpornost na hemoterapiju (Cheng et al., 2007; Li et al. 2009). Twist posreduje u EMT u
¢elijama karcinoma dojke 1 povecava otpornost na paklitaksel (Cheng et al., 2007).
Epitelne celijske linije karcinoma debelog creva koje ispoljavaju EMT markere
pokazuju mezenhimsku morfologiju 1 otpornost na oksaliplatin (Virag et al., 2013). Ovi
podaci potvrduju da sticanje mezenhimskog fenotipa koreliSe sa povecanom
invazivnoS¢u tumorskih c¢elija, Sto dovodi do recidiva ili pojave metastaza 1 loSe

klinicke prognoze.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Polazna hipoteza je da:

(a) u tkivu tumora, a potencijalno i u tkivu tumorske margine, postoje ¢elije odgovorne
za inicijaciju i odrzavanje tumora, odnosno kancerske mati¢ne celije; (b) da celijske
populacje u tumorima i tumorskim marginama pokazuju sli¢nosti u pogledu nekih bitnih
bioloskih karakteristika kao Sto su stepen diferencijacije, kapacitet proliferacije i
migracije 1 samoobnavljanja

Ciljevi:

1. Optimizacija uslova ¢elijske izolacije, kultivacije 1 propagacije, odnosno generisanje
primarnih kultura ¢elija iz oralnog planocelularnog karcinoma i tkiva margine poreklom

od istog pacijenta

2. Fenotipska karakterizacija ¢elija tumora i margina u kulturi tokom pasaza, slede¢im

pristupima:

- odredivanjem prisustva markera kancerske mati¢nosti, upotrebom protocne

citometrije (CD44, CD90, CD73),

- analizom maticnosti preko ekspresije odgovarajucih celijskih markera (CD44,

CD133, Oct-4, Sox2, Nanog) metodom real-time PCR-a i imunocitohemijski (CD44)
- odredivanjem biohemijskog sadrZaja ¢elija upotrebom Raman spektroskopije

- odredivanjem klonogenog, proliferativnog 1 migratornog potencijala

izolovanih ¢elija primenom istoimenih testova

3. Ispitivanje markera epitelno-mezenhimske tranzicije kancerskih celija primenom

slede¢ih metoda:
- imunohistohemijski (Vimentin,aSMA, SNAIL, SLUG )

- real-time PCR metodom (N-kadherin, E-kadherin, Vimentin, aSMA, SNAIL,
SLUQG),

4. Odredivanje stepena rezistentnosti / senzitivnosti ¢elija u kulturi na antineoplasti¢ne

agense
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3. MATERIJAL I METODE
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3.1 Pacijenti

Ovo istrazivanje je podrazumevalo izolaciju celija iz uzoraka oralnih
planocelularnih karcinoma i tkiva tumorskih margina pacijenata operisanih na Klinici za
maksilofacijalnu hirurgiju Stomatoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Margine
tumora su uzete 5 mm od ivica tumora (Slika 3.1). Margine su potvrdene kao histoloski
negativne tj. bez prisustva neoplasti¢nih ¢elija (Jelovac et al., 2016). Histopatoloska
analiza radena je u saglasnosti sa smernicama Svetske zdravstvene organizacije,
preparati su bojeni standardnim H&E bojenjem. Ova studija je odobrena od strane
Etickog komiteta Stomatoloskog fakulteta (broj 36/31). Svi pacijenti su bili obavesteni
o studiji 1 svi su potpisali formular za pisanu saglasnost. Ukupno je generisano 12
primarnih ¢elijskih kultura poreklom od Sest pacijenata. Klinicke i epidemioloske

karakteristike pacijenata date su u Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Karakteristike pacijenata

Pacijen  Pol Godine TNM Lokalizacij Pojava Velicin Upotreb Upotreb
t u klasifikacija  a tumora recidiv  a (cm) a a
trenutk * a alkohola  duvana
u
operacij
e
#1 Zensk 56 T4N2MO Pod usne Da 4 x2 Ne Da
i duplje
#2 Musk 65 T2NOMO Pod usne Ne 4x2 Da Da
i duplje
#3 Zensk 65 T2NOMO Jezik Ne 3x2 Ne Da
i
#4 Musk 71 T2NOMO Jezik Ne 2 %2 Da Da
i
#5 Musk 55 T2NOMO Pod usne Ne 2%X25 Ne Da
i duplje
#6 Musk 45 TINOMO Jezik Ne 2% 1 Ne Da

i

*( Deschler et al., 2014 )
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3.2 Celijske kulture

Tumor i margina tkiva Sest pacijenata sa dijagnozom OPK su odmah nakon
operacije transportovani do Laboratorije za celijske kulture Stomatoloskog fakulteta u
Beogradu. Dulbekov Modifikovani “’Eagle‘* Medijum (DMEM) sa 20% fetalnog
govedeg seruma (FBS) 1 100 U/ml penicilina i 100mg/ml streptomicina (AB) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) je kori§¢en kao medijum za transportovanje uzoraka

tkiva. Uzorci tkiva su seeni skalpelom do dimenzija od 1 mm?

1 zasejavani eksplant
metodom (Mitra et al., 2013) sa periodicnim uklanjanjem fibroblasta (Jones, 2008)
(Slika 3.2). Zatim su celije gajene u DMEM-u sa dodatkom 10% FBS 1 AB, u T75
bocama za celijske kulture, na 37 °C u atmosferi koja sadrzi 5% CO.. Medijum je
menjan svakih 2-3 dana, a ¢elije su pasazirane (Tabela 3.2) neposredno pre postizanja
konfluentnosti od 80%. 5 x 10° ¢elija je kori$éeno za slede¢u pasazu. U eksperimentima
je kao pozitivna kotrola, koriS¢ena Celijska linija oralnog planocelularnog karcinoma
jezika SCC-25 (ATCC® CRL-1628™). Ove éelije su gajene u 1:1 kombinaciji DMEMa i
Ham-ovog F12 medijuma (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, SAD) sa 10% FBS,
AB 1400 ng/mL hidrokortizona (Sigma-Aldrich). Fibroblasti gingive zdravog pacijenta

su koriS¢eni kao negativna kontrola. Gajeni su u istim uslovima kao tumorske i

marginalne primarne kulture.

Mnoge adherentne celijske kulture prestaju da proliferiSu kada postanu
konfluentne (tj. kada potpuno pokriju povrsinu posude za Celijsku kulturu), a neke ¢e
umreti ako su predugo u konfluentnom stanju. Suspenzija ¢elija ¢e vrlo brzo iscrpeti
medijum za kultivaciju nakon $to gustina ¢elija postane previsoka, tako da ove kulture
zahtevaju redovno pasaZiranje. Drugim re¢ima, dok su celije jo§ subkonfluentne,
odredeni broj ¢elija se mora prebaciti u novu bocu za kulturu. Iako su pasaze neophodne
da bi se odrzale ¢elijske kulture, postupak je relativno stresan za adherentne Celije jer

moraju da produ kroz postupak tripsinizacije.

U ovoj studiji koriS¢ene su tumorske (Tu) 1 marginalne (M) ¢elije prve (P1) 1 pete (P5)

pasaze.
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Slika 3.1. Sematski prikaz mesta uzimanja tumorskog i marginalnog tkiva za dalje

analize
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Tabela 3.2. Postupak pasaze ¢elija

1. Zagrejati TrypLE™ (tripsin 1 EDTA) 1 kompletni medijum na 37°C (za vecinu ¢elija

TrypLE™ mozZe biti zagrejan i na sobnoj temperaturi).
2. Aspirirati medijum iz boce i odbaciti.

3. Isprati ¢elije sa 5 ml DPBS koji ne sadrzi magnezijum i kalcijum. Aspirirati i odbaciti

DPBS.

4. Dodati odgovarajuc¢u koli¢inu TrypLE™ u bocu (3ml za T75 bocu) tako da pokrije

sve Celije.

5. Inkubirati na 37°C dok se ¢elije ne odlepe (obi¢no 8-10 minuta). Posmatrati ¢elije
pod invertnim mikroskopom kako bi se uverili da su se sve ¢elije odlepile (Slika 3.3).

Po potrebi lagano udarati o ivicu flaska kako bi se ¢elije odlepile, a agregati razbili.

6. Dodati 5-10 ml prethodno zagrejanog kompletnog medijuma u bocu. Laganim

nakretanjem flaska obezbediti da sve ¢elije budu prekrivene medijumom.
7. Prebaciti ¢elijsku suspenziju u epruvetu od 15 ml.
8. Centrifugirati na 100 x g u trajanju od 5-10 minuta.

9. Odbaciti supernatant 1 resuspendovati pelet u 2-5 ml prethodno zagrejanog

kompletnog medijuma.
10. Odrediti gustinu i broj Celija.

11. Zasejati i inkubirati 5 x 10° ¢elija.
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Slika 3.2. Proces (A) transportovanja, (B) usitnjavanja, (C) zasejavanja celija

Slika 3.3. Izgled ¢elija nakon dejstva TrypLE™ u trajanju od 10 minuta
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3.3 Odredivanje broja i morfologije ¢elija tokom pasaza

Neposredno pre pasaze, ukupan broj ¢elija, broj zivih i mrtvih ¢elija, vijabilnost
1 proseCna veli¢ina zivih i mrtvih ¢elija bile su odredivane pomocéu Countess ™
Automated Cell Counter-a (Tabela 3.3). Countess ™ Automated Cell Counter koristi
posebno dizajniranu mikroskopsku plocicu sa dve komore u koje se naliva suspenzija
¢elija prethodno obojena supravitalnom bojom (Tripan plavo). Tripan plavo nam
omogucava da napravimo razliku izmedu zivih 1 mrtvih celija jer prolazi kroz

membranu mrtvih éelija i boji ih u plavo. Zive éelije ¢e ostati transparentne (Slika 3.4).

Tabela 3.3. Protokol brojanja ¢elija

1. U posebnoj tubici pomesati 20 pl ¢elijske suspenzije i 20 pl boje Tripan plavo;
2. Naliti ¢elijsku suspenziju u komoru mikroskopske plocice;
3. Ubaciti mikroskopsku plo¢icu u Countess ™ Automated Cell Counter;

4. Ocitati dobijene vrednosti.

Slika 3.4. Izgled ¢elija prilikom brojanja Countess ™ Automated Cell Counter-om
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3.4 Proto¢na citometrija

Celije tumora i margine (7 x 10° ¢elija po tubi) su tri puta isprane PBS-om,
obelezene slede¢im monoklonskim antitelima konjugovanim sa odgovarajué¢im
fluorescentnim bojama: CD44-APC (Exbio, Prag, Ceska Republika), CD90-FITC (Life
Technologies, CA, USA), CD73-PB (Sony Biotechnology, CA, SAD), CD34-FITC
(Sony Biotechnology, CA, USA) i fiksirane 2% formaldehidom (Tabela 3.6). Sledeceg
dana celije su analizirane pomocu proto¢nog citometra (Partec, Munster, Nemacka).
Kao kontrola, koris¢ene su ¢elije bez antitela. Analiza je uradena uz pomo¢ CyFlow

Space (Sysmex Partec, Goerlitz, Nemacka) softvera.

Tabela 3.6. Postupak pripreme Celija za proto¢nu citometriju

1. Aspirirati i odstraniti medijum u kome su ¢elije gajene;

2. Odvojiti ¢elije (po 10°) u tubu zapremine 15 ml, odstraniti supernatant i
resuspendovati u 2 ml 10% FBS u PBS-u;

3. Izdvojiti 10° éelija za kalibraciju i po 10° éelija za svaku kombinaciju antitela;

4. Pre upotrebe tubice sa antitelima kratko centrifugirati a zatim antitela lagano
resuspendovati. Sa antitelima raditi u mraku!

5. Dodati antitelo po preporukama proizvodaca;

6. Inkubirati 45 min na 4 °C;

7. Centrifugirati na 2700 obrtaja u trajanju od 5 min. na 4 °C;

8. Odliti supernatant;

9. Dodati 1 ml hladnog PBS-a i resuspendovati;

10. Centrifugirati na 2700 obrtaja u trajanju od 5 min. na 4 °C;

11. Odliti supernatant;

12. Dodati 1 ml hladnog PBS-a i resuspendovati;

13. Centrifugirati na 2700 obrtaja u trajanju od 5 min. na 4 °C;

14. Odliti supernatant, dodati 1 ml 2% formaldehida i inkubirati na sobnoj temperaturi u
trajanju od 15 min;

15. 13. Centrifugirati na 2700 obrtaja u trajanju od 5 min. na 4 °C;

16. Odliti supernatant;

17. Resuspendovati ¢elije u 0,2 ml hladnog PBS-a;

18. Cuvati éelije na hladnom (4 °C) do analize.
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3.5 Izolacija RNK radi ispitivanja genske ekspresije

Ukupna RNK je ekstrahovana iz éelija (10° &elija po tubi) koriste¢i TRIzol
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Valtham, Massachusetts, SAD) (Tabela 3.4).
Komplementarna DNK je pripremljena pomocu kompletnog cDNA Synthesis Kit-a
(Thermo Fisher Scientific, Valtham, Massachusetts, SAD) u skladu sa uputstvima
proizvodaca. Kvantitativna lan€ana reakcija polimeraze u realnom vremenu odnosno
real time qPCR analiza radena je na Gene-K uredaju (Bioer, Kina), koriste¢i Maxima ™
SYBR Green / ROX gqPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Valtham,
Massachusetts, SAD). Sekvence koris¢enih prajmera (5'—3") su prikazane u Tabeli 3.5.
GAPDH je koriS¢en za normalizaciju, AACt metoda za relativnu kvantifikaciju

ekspresije gena (Livak and Schmittgen, 2001).

Tabela 3.4. Postupak izolacije RNK iz éelijske kulture za ispitivanje genske ekspresije

1. Aspirirati i odstraniti medijum u kome su ¢elije gajene;

2. Odvojiti éelije (10°) u tubu zapremine 15ml, odstraniti supernatant;

3. Dodati 1 ml TRIzol® Reagent-a;

4. Lizirati ¢elije resuspendovanjem,;

5. Inkubirati 5 minuta na sobnoj temperaturi a zatim prebaciti suspenziju u tubicu
zapremine 2ml;

6. Dodati 0,2 ml hloroforma;

7. Jako muckati u ruci 15 sekundi;

8. Centrifugirati uzorak na 12000 x g u trajanju od 15 minuta na +4°C. Nakon
centrifugiranja jasno se odvajaju tri faze, donja-crvena, fenol-hloroformska, srediSnja 1
gornja koja je bezbojna. Gornja faza ¢ini oko 50% ukupne zapremine;

9. Pazljivo aspirirati i prebaciti vodenu fazu u novu tubicu;

10. Dodati 0,5 ml izopropanola;

11. Inkubirati na sobnoj temperaturi u trajanju od 10 minuta;

12. Centrifugirati na 12000 % g u trajanju od 10 minuta na +4°C;

13. Aspirirati i odstraniti supernatant;

14. Isprati pelet sa 1 ml 75% etanola;
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15. Lagano vorteksovati uzorak, a zatim centrifugirati na 7500 % g 5 minuta na +4°C,;
16. Aspirirati 1 odstraniti supernatant;

17. Ostaviti otvorene tubice 10 minuta na sobnoj temperaturi,

18. Resuspendovati pelet u vodi bez RNA-za ili u 20-50 pl 0,5% SDS-a;

19. Inkubirati u vodenom kupatilu na 55-60°C u trajanju od 10-15 minuta;

20. Nastaviti dalje sa analizom ili cuvati uzorak na -70°C.

Tabela 3.5. Spisak prajmera kori§¢enih u studiji

CD44 forward AAACGAGGACCTTCATCCCAGTGA
reverse ATTTCCTGAGACTTGCTG GCCTCT

CD133 forward ACTTGGCTCAGACTGGTAAA
reverse GTTCTGAGCAAAATCCAGAG

Oct-4 forward GTGGAGAGCAACTCCGATG
reverse TGCTCCAGCTTCTCCTTCTC

Sox2 forward GACTTCACATGTCCCAGCACTA
reverse CTCTTTTGCACCCCTCCCATT

Nanog forward ATTCAGGACAGCCCTGATTCTTC
reverse TTTTTGCGACACTCTTCTCT GC

E-kadherin forward GTCAGTTCAGACTCCAGCCC
reverse AAATTCACTCTGCCCAGGA CG

N-kadherin forward AGGGTGGACGTCATTGTAGC
reverse CTGTTGGGGTCTGTCAGG AT

Vimentin forward TCTACGAGGAGGAGATGCGG
reverse GGTCAAGACGTGCCAGAG AC

aSMA forward CAATGGCTCTGGGCTCTGTAAG
reverse TGTTCTATCGGGTACTTCAG GGTC

SNAIL forward ACCACTATGCCGCGCTCTT
reverse GGTCGTAGGGCTGGAA

SLUG forward TGTTGCAGTGAGGGCAAGAA
reverse GACCCTGGTTGCTTCAAGGA

GAPDH forward TCATGACCACAGTCCATGCCATCA

reverse CCCT GTTGCTGTAGCCAAATTCGT
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3.6 Imunocitohemija

Prisustvo markera KMC, CD44 ispitivan je i imunocitohemijskom metodom.
Ukratko, ¢elije su isprane PBS-om i fiksirane 4% PFA na sobnoj temperaturi. Nakon
15min, ¢elije su dva puta isprane PBS-om, a zatim je dodat 0,1% triton X 100 i 3%
BSA radi blokiranja i permeabilizacije. 20ul primarnog antitela CD44 je koris¢eno za
bojenje ¢Celija. Ploce, obmotane parafilmom, su inkubirane 24h na 4°C. Zatim su Celije
isprane PBS-om 3 puta po 5 min, i na plo¢icu dodata DAPI boja kojom se boje jedra.
Nakon 10 min inkubacije ¢elija sa DAPI bojom u mraku, stakalca su ponovo ispirana
PBS-om pet puta po pet minuta. Preparacija je zavrSena nanoSenjem mowiol-a na
predmetnu plocicu. Posle suSenja mowiol-a tokom no¢i u frizideru, preparati su

posmatrani na konfokalnom mikroskopu (Carl Zeiss, Nemacka).

3.7 Raman mikro-spektroskopija

Milion tumorskih ¢elija pete pasaze kao i Celija fibroblasta gingive pete pasaze
(kontrola), koris¢ene su za analizu Raman spektroskopijom. Nakon centrifugiranja
(1700 obrtaja/min, 7 min.), ¢elijski talog je prebaten na mikroskopsku plocicu sa
zlatnim premazom bez fiksacije, u maloj koli¢ini vode.

Odredivanje ramanskih spektara je vr§eno na talasnim duzinama izmedu 400 1 2600 cm
! na aparatu Horiba Jobin Yvon Xplora (Horiba Jobin Yvon S.A.S., Villeneuve-d'Ascq,
Francuska) sa mikroskopom BX51 (Olympus, Tokio, Japan). Karakteristike merenja su
bile sledece: koriscen je diodni laser sa talasnom duzinom od 785 nm, ja¢inom 90mW,
veli¢inom fokusa od 2 um a vreme ekspozicije je iznosilo 100s. Ramanski spektar je
belezen CCD kamerom (Syncerity, Horiba Scientific, Edison, New Jersey, SAD) koja je
bila podeSena na 213 K. Analiza spektara (25 po uzorku) je radena softverom LabSpec

6 (Horiba Jobin Yvon S.A.S., Villeneuve-d'Ascq, Francuska).

3.8 Test formiranja sfera (sferoida)

Celije su zasejane u koncentraciji od 10* po bunariéu u plo¢ama za éelijske

kulture od 24 bunari¢a koje su prethodno tretirane 1% agaroznim gelom (Slika 3.5) sa
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DMEM-om, kako bi se sprecila ¢elijska adhezija za plastiku. Nakon zasejavanja, ¢elije
su inkubirane u DMEM-u sa dodatkom antibiotika, vitamina B27, N2 suplementa, EGF
1 bFGF (Phung et al., 2011) (Tabela 3.10). Nakon 7 dana inkubacije, broj i prec¢nik sfera
po bunari¢u su prebrojavani pod mikroskopom (BIB-100 / T, BOECO, Nemacka).

Prec¢nik sfera meren je softverom Scope Image 9.0.

Slika 3.5. Agarozni gel sa DMEM-om koji sprecava adheziju ¢elija za plasti¢nu

podlogu

Tabela 3.10. Protokol testa formiranja sfera

1. Napraviti 1% agarozni gel po uputstvu proizvodaca;

2. Dodati 0,5 ml 1% agaroznog gela prethodno zagrejanog na 100 °C po bunari¢u (48
well plate);

3. Ostaviti u laminaru ploce kako bi temperatura gela opala;

4. Dodati 10 000 ¢elija u DMEM-u sa dodatkom antibiotika, vitaminom B27, N2
suplementom, EGF i bFGF po bunaricu;

5. Posmatrati i slikati (7. dana) na invertnom mikroskopu razvoj sfera.
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3.9 Test formiranja kolonija

Dve stotine ¢elija po bunaru u plo¢ama Sirine 32 mm su zasejane i kultivisane u 1,5 ml
DMEM-a, dopunjene sa 10% FBS i antibioticima tokom 7 i1 14 dana. Stvorene kolonije
¢elija su zatim isprane PBS-om, fiksirane u 4% formaldehida 5 minuta i obojene 0,05%
Crystal Violet bojom tokom 30 minuta na sobnoj temperaturi (Yanamoto et al., 2011).
Nakon ispiranja boje, skupine sa vise od 50 ¢elija su mikroskopski smatrane kolonijama

(Tabela 3.7). Broj kolonija je odredivan softverom ImageJ (Schneider et al., 2012)

Tabela 3.7. Protokol testa formiranja kolonija

1. Zasejati 200 ¢elija u 1,5 ml kompletnog medijuma u Petri Solji pre¢nika 35 mm,

menjati medijum svakog 4. dana, nakon 7/14 dana:

2. Odliti kompletni medijum;

3. Isprati 1 ml PBS-a;

4. Dodati 2 ml formalina, inkubirati 5 min u laminaru;
5. Odliti formalin i isprati 1 ml PBS-a;

6. Dodati 1 ml 0,05% Crystal violet boje;

7. Inkubirati u laminaru 30 min;

8. Odliti boju;

9. Isprati 2 puta 1 ml PBS-a;

10. Slikati makroskopski i na invertnom mikroskopu.
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3.10 Test proliferacije Celija

Celije su zasejane na ploéi sa 12 bunari¢a u koncentraciji od 10* po bunariéu u
DMEM-u dopunjena sa 10% FBS i AB (Lim et al., 2011) (Tabela 3.8). Celije su
inkubirane (37 °C, 5% COz), a broj zivih Celija je pracen nakon prvog, tre¢eg, petog i

sedmog dana nakon zasejavanja koriste¢i Countess ™ Automated Cell Counter.

Tabela 3.8. Protokol testa proliferacije ¢elija

1. Zasejati 10 000 ¢Celija u 1,5 ml kompletnog medijuma u plo¢ama sa 12 bunarica,

menjati medijum svakog drugog dana, nakon 1/3/5/7 dana:
2. Izvrsiti postupak pasaze ¢elija;

3. Izvrsiti postupak automatskog brojanja Celija.

3.11 Test Celijske migracije

U cilju ispitivanja motiliteta celija, primenjen je test migracije. Za ovaj test su
koriSéene ploce sa 24 bunarica, i zasejano je 2 x 10° ¢elija po bunari¢u (Wong et al.,
2003). Celije su gajene 4-5 dana do uspostavljanja subkonfluentnosti od oko 80%.
Nezno 1 polako, monosloj ¢elija je ogreban sterilnom gumom S$irine 1,2 mm preko
centra bunarica, pravolinijski, kako bi se proizveo prazan prostor u ¢elijskom monosloju
(Tabela 3.9). Nakon toga, bunari¢i su isprani 3 puta PBS-om i ostavljeni u inkubatoru sa
DMEM (37 °C, 5% CO»). Celije su snimljene odmah pa potom nakon 24, 48 i 72 h, pod
mikroskopom (BIB-100 / T, BOECO, Nemacka) sa HDCE-90D kamerom (BOECO,
Nemacka). Softver Scope Image 9.0 je koriS¢en za merenje najbliZeg rastojanja izmedu
¢elija. Brzina migracije je odredivana nezavisno u svim vremenskim intervalima sve

dok se podrucje ogrebotine nije zatvorilo (72h).
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Tabela 3.9. Protokol testa ¢elijske migracije

1. Zasejati 20 000 celija u 1 ml DMEM-a u plo¢ama sa 24 bunari¢a, menjati DMEM

svakog drugog dana do uspostavljanja subkonfluentnosti;
2. Gumicom pravolinijski napraviti ogrebotinu i nakon 0/24/48/72h:

2. Slikati pod invertnim mikroskopom svaki bunari¢ na identicnom mestu (koje se pre

toga moze obeleziti markerom).

3.12 Imunohistohemija

Deparafinizacija tkiva (debljine 5 pm) je radena u ksilolu, u trajanju od 5 minuta
1 ponovljena dva puta. Nakon toga, uradena je hidratacija opadaju¢im koncentracijama
etanola (100%, 96%, 80%,70%, 50%) takode u trajanju od 5 min, po dva puta.
Pretretiranje je uradeno koriS¢enjem 0,1ml citratnog pufera (pH 6) u trajanju od 20
minuta na temperaturi od 98°C. Uzorci su inkubirani 5 minuta u 3% vodonik peroksidu
1 isprani Tris puferom. Zatim je primenjena UV blokada (5 min.). U cilju otkrivanja
markera epitelno-mezenhimalne tranzicije, uzorci su inkubirani sa poliklonalnim
antitelima: Vimentin, aSMA, SNAIL i SLUG (Thermo Fisher ScientificValtham,
Massachusetts, SAD).

3.13 MTT test

MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazoliumbromid) test je koris¢en
za procenu uticaja antineopasti¢nih agenasa na proliferaciju ¢elija. Deset hiljada ¢elija je
zasejano na ploci sa 96 bunari¢a 1 inkubirano na 37 °C u vlaznoj atmosferi koja sadrzi
5% COz. Posle 24 h, ¢elije su tretirane razli¢itim koncentracijama 5-fluorouracila: 80,
50, 20mg/ml (Medac, Vedel, Nemacka) (Slika 3.6) U drugom eksperimentu, celije su
tretirane BET inhibitorima (iBET 151, iBET 762 1 JQ1) u dozama od 40 umol/l do 100
nmol/l (Slika 3.7). Posle 24h MTT rastvor je dodat u svaki bunari¢, inkubiran 4h, a
supernatant je odbaen. Precipitati su rastvoreni u 100 mL dimetil sulfoksida (DMSO)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) meSanjem na 37 °C 15 min. Optic¢ka gustina
je merena na 540 nm koriste¢i ELISA ¢ita¢ (RT-2100c, Raito, Kina) (Tabela 3.11).
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MTT rastvor

Slika 3.6. Sematski prikaz MTT testa citotoksiénosti (5- fluorouracil)

MTT rastvor

Slika3.7. Sematski prikaz MTT testa citotoksi¢nosti (Bet inhibitori)
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Tabela 3.11. Protokol MTT testa

I dan: Zasejati 10 000 c¢elija po bunaricu (96 well plate) u zapremini od 0,1 ml

kompletnog medijuma;

II dan: Izloziti ¢elije tretmanu (Slike 3.6 1 3.7);

III dan: 1. Odliti kompletni medijum sa citostatikom;

2. Dodati 0,1 ml rastvora MTTa u kompletnom medijumu;

3. Blago mesati plo¢u na Sejkeru (37 °C 250 rpm) 5 min, pokrivenu folijom;
4. Inkubirati 4h (37 °C, 5% COy);

5. Odliti rastvor MTT-a;

6. Dodati 0,1 ml DMSO rastvora;

7. Mesati ploc¢u na Sejkeru (37 °C 250 rpm) 15 min, pokrivenu folijom;

8. Ocitati vrednosti apsorbanci na ELISA ¢itacu (540 nm).

3.14 Statisticka analiza

Student’s T tests su kori$¢eni u studiji, nakon utvrdivanja normalnosti raspodele.
Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost = SD. Statisticka znacajnost je
podesena na p<0,05. Softverski paket SPSS verzija 17 je kori§¢en za analizu (SPSS inc,

Chicago, IL, SAD).
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4. REZULTATI

51



4.1 Broj ¢elija tokom pasaZa i njihove morfoloske osobine

U toku kultivacije ¢elija (Slika 4.1 A i B), brojnost populacija je varirala u
opsegu od 320 000 do 8 100 000 ¢elija (Tabela 4.1).

Slika 4.1. (A) Izgled tumorskih ¢elija nedelju dana nakon zasejavanja tumorskog tkiva*

(Uveli¢anje 40x); (B) Tumorske ¢elije prve pasaze 30 dana nakon zasejavanja

(Uvelicanje 100x)

Tabela 4.1. Ukupan broj ¢elija nakon pasaze

Uzorak  Tkivo 0. pasaza 1. pasaza 2.pasaza  3.pasaza 4.pasaZza 5. pasaia
#1 Tumor 4,1 x 10° 3,2 % 10° 3,2 x 103 106 51 x10° 5,8 x10°
Margina 1,7 x 108 1,2 x 10° 3,8 x 10° 1,4x10%  52x10° 1,9 x 10°
#2 Tumor 2,5 x 108 4,1 x 10° 2 x10° 9,1x10° 74x10° 8,1 x10°
Margina 8 x 103 2,7 x 108 6,1 x 10° 2 x10° 52x10%  2,9x10°
#3 Tumor 2,4 x 108 106 1,4 x 108 106 5,4 x10° 108
Margina 3,2 x 10° 1,4 x 10° 1,6 x 10° 1,3 x 10° 1,2 x 10° 100
#4 Tumor 1,2 x 10° 1,2 x 10° 1,3 x 10° 9,1 x10° 4,6x10° 8,5 % 10°
Margina 1,5 x 10° 2,4 x 10° 9,2 x10° 1,1 x 10° 1,1 x 10° 1,3 x 10°
#5 Tumor 1,7 x 10° 1,2 x 10° 1,8 x 10° 5,6 x10° 4,8x10° 6,7 x 10°
Margina 2,7 x 108 2,3 x10° 2 x10° 49%x105  6,2x10° 9,1 x10°
#6 Tumor 1,6 x 10° 1,8 x 10° 106 47 %105 7,9x10° 10°
Margina 5,7 % 10° 2,2 x 10° 7,5 x 10° 6 x 103 7,4 x10° 5% 10°

u opsegu od 70 do 100% (Tabela 4.2).

Procenat zivih ¢elija u populaciji (¢elijska vijabilnost) je bila visoka 1 kretala se
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Tabela 4.2. Vijabilnost ¢elija nakon pasaze (%)

Uzorak Tkivo 0. pasaza 1. pasaza  2.pasaZza  3.pasaza  4.pasaza 5. pasaia
#1 Tumor 77 99 94 70 99 98
Margina 99 98 99 88 100 79
#2 Tumor 99 99 99 95 99 96
Margina 99 100 99 95 100 99
#3 Tumor 98 96 98 98 93 99
Margina 97 97 98 97 97 99
#4 Tumor 85 99 99 97 82 99
Margina 92 99 97 96 97 85
#5 Tumor 96 99 99 96 93 99
Margina 99 96 98 92 94 92
#6 Tumor 97 98 99 98 97 97
Margina 88 98 98 90 93 85

Precnik ¢elija je varirao u osegu od 15,1 um do 38,9 um (Tabela 4.3). Veli¢ina
mrtvih ¢elija je bila manja od Zivih. Tumorske vijabilne ¢elije su bile neznatno manje u
odnosu na marginalne (prose¢na vrednost tokom svih pasaza 21,76 pym vs 22,87 pum),
dok su mrtve celije bile gotovo identi¢nih precnika (tumorske céelije-16,57 pm;

marginalne ¢elije- 16,52 um) (Tabele 4.4-4.7).

Tabela 4.3. Pre¢nik ¢elija nakon pasaze (um)

Uzorak Tkivo 0.pasaza 1.pasaza 2.pasaza 3.pasaza 4.pasaia S.pasaia
#1 Tumor 20,6 20,6 38,9 20 17,5 20,5
Margina 24,5 22,3 20 21 30,3 29
#2 Tumor 17,7 20,1 18 19,3 17,5 22,3
Margina 17,4 21,5 25,8 28,6 30,3 21
#3 Tumor 18,1 19,6 19,8 19,6 20,1 20,2
Margina 20,3 19,2 19,2 27,7 26,1 22,9
#4 Tumor 16 20,2 19,2 22 26,1 23,4
Margina 15,4 24,9 24,1 18,1 19,2 22,2
#5 Tumor 16,9 20,9 21 27,7 29,8 29,7
Margina 28,3 23,7 22,6 23,7 24,6 21,6
#6 Tumor 20,2 26,3 20,3 31,7 21,4 21,3
Margina 16 25,1 19,1 27,6 25,6 15,1

Tabela 4.4. Prec¢nik tumorskih zivih ¢elija nakon pasaze (um)
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Tumorske Zive éelije Minimum Maksimum Srednja SD
vrednost
Nulta pasaza 16,00 20,60 18,2500 1,81852
Prva pasaza 19,60 26,30 21,2833 2,49753
Druga pasaza 18,00 38,90 22,8667 7,92052
Treca pasaza 19,30 31,70 23,3833 5,14098
Cetvrta pasaza 17,50 29,80 22,0667 4,94152
Peta pasaza 20,20 29,70 22,9000 3,53440
SD- standardna devijacija
Tabela 4.5. Pre¢nik tumorskih mrtvih ¢elija nakon pasaze (um)
Tumorske mrtve Minimum Maksimum Srednja SD
celije vrednost
Nulta pasaza 11,30 16,40 13,2667 1,71775
Prva pasaza 11,30 18,30 15,1833 2,73307
Druga pasaza 11,00 18,60 15,4500 2,73624
Treca pasaza 12,00 26,00 16,8833 5,45323
Cetvrta pasaza 13,10 34,30 21,6000 8,03169
Peta pasaza 10,90 27,50 17,1333 6,16787
SD- standardna devijacija
Tabela 4.6. Pre¢nik marginalnih zivih ¢elija nakon pasaze (um)
Marginalne Zive Minimum Maksimum Srednja SD
celije vrednost
Nulta pasaza 15,40 28,30 20,3167 5,14875
Prva pasaza 19,20 25,10 22,7833 2,25426
Druga pasaza 19,10 25,80 21,8000 2,80071
Trecéa pasaza 18,10 28,60 24,4500 4,25429
Cetvrta pasaza 19,20 30,30 26,0167 4,13155
Peta pasaza 15,10 29,00 21,9667 4,44102

SD- standardna devijacija
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Tabela 4.7. Pre¢nik marginalnih mrtvih ¢elija nakon pasaze (um)

Marginalne mrtve Minimum Maksimum Srednja SD
celije vrednost
Nulta pasaza 9,50 16,20 13,3333 2,49853
Prva pasaza 12,80 18,30 16,0833 2,02031
Druga pasaza 13,00 29,00 19,3833 5,58334
Trecéa pasaza 12,30 29,80 19,6500 6,98878
Cetvrta pasaza 12,30 25,00 18,2833 4,10142
Peta pasaza 7,50 19,20 12,7833 4,11214

SD- standardna devijacija

4.2 Protoc¢na citometrija

Proto¢na citometrija je pokazala jasnu ekspresiju mezenhimskih markera
kancerske mati¢nosti (CD44, CD73 i CD90). Pored toga, utvrden je povecani nivo
ekspresije ovih markera u petoj pasazi u poredenju sa celijama nakon prve pasaze.
Medutim, povecanje je bilo statisticki znacajno samo u poredenju celija margine (p
<0.001) (Slika 4.2-4.4; Tabela 4.8). Kao i kod rezultata qPCR, nisu pronadene razlike
izmedu ekspresije proteina tumorskih 1 marginalnih celija. CD34 marker

hematopoieti¢nih mati¢nih ¢elija bio je negativan u svim uzorcima.
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Slika 4.2. Nivoi ekspresije proteina CD44, CD73 i CD90 na povrsini ¢elija tumora i
margine OPK; SCC-25 pozitivna kontrola

Tabela 4.8. Procenat CD44, CD90 i CD73 pozitivnih ¢elija u tumorskim ¢elijama prve (TuP1) i pete
(TuP5) pasaze, marginalnim ¢elijama prve (MP1) i pete (MP5) pasaze i u kontrolnoj celijskoj liniji SCC-
25

Marker/ CD44 (%) p* CD73 (%) P CD90 (%) P
Uzorak
TuP1 (n**= 6) 1,224 41,840 5,200 (2,731)
(0,713) (35,061)
NS NS
TuP5 (n=6) 2,280 68,565 (1,282) 22,460
(1,337) (18,701)
MP1 (n=6) 0,903 56,925 (5,696) 6,175 (2,401)
(0,389)
<0,001 NS NS
MP5 (n=6) 3,750 63,600 (5,301) 9,750 (3,445)
(0,772)
SCC-25 (n=1) 1,550 2,260 (0,033) 65,450 (3,201)
(0,010)

Vrednosti su izrazene kao srednja vrednost (standardna devijacija); * p vrednost; **n broj uzoraka;
NS — ne postoji statisticki znacajna razlika
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Slika 4.3. Primer odredivanja nivoa ekspresije proteina CD90 i CD44 kod tumorskih

¢elija pete pasaze protocnom citometrijskom analizom
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Slika 4.4. Grafi¢ki prikaz rezultata proto¢ne citometrije CD44" tumorskih (TuP1 i
TuP5)
i marginalnih (MP1 i MP5) ¢elija

4.3 Analiza genske ekspresije: markeri kancerske mati¢nosti

Proizvedeno je dvanaest Celijskih kultura oralnog planocelularnog karcinoma i

njihovih margina u cilju analize ekspresije markera kancerskih mati¢nih ¢elija.
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Slika 4.5. Nivo relativne genske ekspresije markera KMC

Real time qPCR analiza pokazala je ekspresiju markera KMC (CD44, CD133,
Nanog, Sox2 1 Oct-4) u tumorskim 1 ¢elijama margina (Slika 4.5). Nivoi ekspresije svih
markera KMC bili su veéi u petoj pasazi (p <0.05) iu tumorskim i u éelijama margina.
CD44 je pokazao najvecu ekspresiju u svim c¢elijskim kulturama, dok je marker CD133

pokazao najnizu.
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4.4 Imunocitohemija

Imunocitohemijski, potvrdeno je prisurtvo CD44 markera mati¢nosti kancerskih

mati¢nih ¢elija u tumorskim i marginalnim ¢elijama (Slika 4.7).

Slika 4.7. Imunocitohemijsko bojenje CD44 (crveno) i DAPI (plavo) (A) tumorskih i

(B) marginalnih ¢elija
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4.5 Raman mikro-spektroskopija

Kao dopunska metoda koja bi mogla da posluzi za detaljniju fenotipsku

karakterizaciju Celija, uradena je ramanska spektroskopija koja ukazuje na fine razlike
izmedu ¢elija na nivou molekula, atoma i1 veza izmedu njih. Pokazano je da se tumorske

¢elije znacajno razlikuju u pojedinim pikovima u odnosu na kontrolu (fibroblasti pete

pasaze) (Slika 4.8).

Raman intensity (arbitrary units)

481

Control |

1433 1648

700 g21
a1s NT46

Wavenumber (cm™)

% I % I E I " I . I " | - |
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Slika 4.8. Raman spektri tumorskih ¢elija pete pasaze (TuP5) 1 fibroblasta pete pasaze

(Control)

Ova analiza je pokazala da su amidne veze (N-H) bile izrazenije u tumorskim

¢elijama (pik 1242) kao 1 koli¢ina proteina i lipida unutar ¢elija (pikovi 1433 1 1648). Sa

druge strane, nivo DNK/RNK (pik 781) je bio visi u kontrolnim ¢elijama.
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4.6 Formiranje sfera (sferoida)

I ¢elije tumora i Celije margina (sa izuzetkom marginalnih ¢elija prve pasaze) su
pokazale sposobnost da formiraju sferoide (sfere), Sto predstavlja in vitro test njihove

sposobnosti samoobnavljanja.

Slika 4.9. Sfere dobijene nakon kultvacije ¢elija na neadherentnoj podlozi (a) Sfere

poreklom od tumorskih ¢éelija prve pasaze; (b) Sfere poreklom od tumorskih ¢elija pete
pasaze; (c) Sfere poreklom od marginalnih ¢elija pete pasaze; (d) Sfere poreklom od

SCC-25 ¢elijske linije; Uvelicanja 40x i 100x

Sposobnost samoobnavljanja ¢elija u petoj pasazi bila je veéa u odnosu na celije
dobijene nakon prve pasaze (Slika 4.9). Sli¢no tome, precnik sfera je bio veci kod ¢elija
pete pasaze (p <0.05).Prosecna veli¢ina sfera tumorskih ¢elija pete pasaze (88,5 um) je
bila znacajno veca u odnosu na sfere tumorskih celija prve pasaze (36,3 pm). Sfere

poreklom od ¢elija margine su bile brojnije i ve¢e od tumorskih (162,4 pm).
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4.7 Test formiranja kolonija

Test formiranja kolonija pokazao je da i ¢elije margina, kao i tumorske celije

imaju sposobnost da formiraju kolonije.

Tabela 4.9. Test formiranja kolonija - srednje vrednosti broja kolonija

TuP1 TuP5 MP1 MPS SCC-25
7. dan 1,25 1,33 2,33 4,08 1,09
14. dan 15,25 6,25 17,66 9,83 3,893

Slika 4.10. Test formiranja kolonija. Morfologija marginalnih i tumorskih ¢elija pete
pasaze. (A) Makroskopski i (C) mikroskopski izgled kolonija tumorskih ¢elija pete
pasaze; (B) Makroskopski 1 (D) mikroskopski izgled kolonija marginalnih ¢elija pete

pasaze. Bojenje- Crystal violet. Uveli¢anje 100x

Nisu pronadene statisti¢ki znacajne razlike u klonogenom potencijalu izmedu

¢elija tumora i ¢elija margina kao ni izmedu pasaza (Tabela 4.9 i Slika 4.10).
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4.8 Test Celijske proliferacije

U cilju procene proliferativnog kapaciteta tumorskih i marginalnih ¢elija nakon

prve i pete pasaze, racunat je broj vijabilnih ¢elija tokom 7 dana.

Slika 4.11. Makroskopska slika testa celijske proliferacije u bunari¢ima ploce sa 48
bunarica.
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Slika 4.12. Test ¢elijske proliferacije

Broj ¢elija se povecao tokom vremena (Slika 4.11), sa izuzetkom celija margina
pete pasaze koje su petog dana eksperimenta dostigle plato u proliferaciji. Kada se

uporedi nivo proliferacije ¢elija prve i pete pasaze, ¢elije tumora i margine su pokazale
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razliku - u kasnijoj pasazi ¢elije su imale tendenciju ka manjem kapacitetu proliferacije

(Slika 4.12).
4.9 Test Celijske migracije

Utvrdeno je da su kancerske i marginalne ¢elije veoma pokretljive. Prosecna
brzina za prvih 24h iznosila je 18,36 um/h. Nakon perioda od 72h, sve napravljene
ogrebotine su bile gotovo zatvorene 1 u kulturama tumora i u kulturama margina. Brzina
¢elija tumora je imala tendenciju da se smanjuje tokom vremena 1 tokom poslednjih 24h
iznosila je 11,16 um/h. Brzina ¢elija margina bila je najveca u periodu od 24 do 48 sati

(Slike 4.13 i 4.14).
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Slika 4.13. Test ¢elijske migracije
Sveukupno, tumorske ¢elije su bile sporije (15,75 um/h) nego marginalne ¢elije (18,12
um/h) tokom 72h, ali bez statisticke znacajnosti.

Slika 4.14. Reprezentativna slika migracije ¢elija margine prve pasaze tokom perioda od

72h
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4.10 Imunohistohemija

Kao jedan od parametara agresivnosti tumorskih celija, ispitan je stepen
epitelno-mezenhimske tranzicije, kako u histolo§kim preparatima pacijenata, tako i u

¢elijskim kulturama tih istih pacijenata.

Slika 4.15. Imunohistohemijske karakteristike tumora (T) i margina (M), odredene
bojenjem Vimentina (A), aSMA (B), SLUG (C) i SNAIL (D). Uveli¢anje 40x

Jasno bojenje svih markera EMT (Vimentin, aSMA, SLUG i SNAIL) je
primeéeno u tumorskom (T) 1 marginalnom (M) tkivu. Reprezentativne

imunohistohemijske mikrografije su prikazane na slici 4.15.
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4.11 Analiza genske ekspresije: markeri epitelno mezenhimske tranzicije

U cilju utvrdivanja markera EMT, pokazana je ekspresija epitelnog (E-kadherin)
1 mezenhimalnih markera (N-kadherin, Vimentin, aSMA, SNAIL, SLUG) (Slika 4.6).

Kao pozitivna kontrola, koriS¢ena je karcinomska celijska linija SCC-25. Fibroblasti

tre¢e pasaze su koriS¢eni kao negativna kontrola.
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Slika 4.6. Nivo relativne genske ekspresije markera EMT
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Postojale su razlike u ekspresiji markera EMT izmedu ¢elija tumora i margine,
ali bez statisticki znacajne razlike (p> 0,05). Nivo ekspresije vimentina je bio visi u
tumorskim i1 marginalnim ¢elijama na pocetku kultivacije (prva pasaza) nego u ¢elijama
pete pasaze, medutim bez statisticki znacajne razlike. Naprotiv, nivoi ekspresije aSMA 1
SNAIL-a bili su veéi u 5. pasazi u odnosu na prvu (p <0.05) i u tumorskim i u
marginalnim ¢elijama. Ovaj trend je takode zabelezen u ekspresiji SLUG-a u tumorskim
¢elijama. StatistiCki znacajno povecanje nivoa ekspresije E-kadherina je postojalo
izmedu pasaza (tumorskih i marginalnih celija), kao 1 u ekspresiji N-kadherina kod

¢elija marginalnog tkiva.
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4.12 MTT test

Vijabilnost ¢elija nakon tretmana S5-fluorouracilom i1 BET inhibitorima
ocenjivana je MTT testom. Celije tumora pete pasaZe pokazale su zna¢ajno vecu
hemoresistenciju na 5-fluorouracil u poredenju sa tumorskim celijama prve pasaze
(Slika 4.16). Taj trend je primecen 1 kod celija margine, medutim bez statisticke
znaCajne razlike izmedu dva tipa celija. SCC-25 celijska linija je pokazala najveci

stepen hemorezistencije.
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Slika 4.16. MTT test citotoksi¢nosti 5-fluorouracila
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Slika 4.17. MTT test citotoksi¢nosti BET inhibitora (A, B, C ispitivanje na ¢elijama

SCC-25; D, E, F ispitivanje na primarnim tumorskim kulturama pete pasaze (uzorak

#4))

Primarna ¢elijska kultura pete pasaze je pokazala vecu rezistenciju na dejstvo
BET inhibitora u odnosu na SCC-25 ¢elijsku liniju. Ipak, BET inhibitori su nakon 7

dana pokazali izuzetnu citotoksi¢nost sa padom vijabiliteta ¢elija na manje od 10%
(Slika 4.17).
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5. DISKUSIJA
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5.1 Identifikacija i karakterizacija karcinomskih mati¢nih celija

Identifikacija karcinomskih mati¢nih ¢elija je otvorila uzbudljivu eru u nasem
razumevanju oralnog karcinoma sa znaCajnim implikacijama u sferi dijagnoze,
prognoze, terapije 1 ishoda bolesti. Koncept karcinomskih mati¢nih ¢elija,po kome je
samo jedna kancerska mati¢na celija dovoljna da inicira formiranje tumora koji ¢e
tokom svoje evolucije postati skupina heterogenih celijskih populacija,predstavlja
fundamentalni pomak u shvatanjumehanizama tumorigeneze karcinoma. Identifikacija
kancerskih mati¢nih ¢elija OPK je jedan od vaznih koraka u otkrivanju prirode bolesti.
Medutim, trenutno nije sa sigurnos¢u utvrden jedinstven i specifican marker koji bi
precizno definisao populaciju KMC oralnog planocelularnog karcinoma. Stoga se
smatra da je kombinacija viSe markera potrebna da bi se prepoznala i bolje
okarakterisala ova populacija. U naSoj studiji koriS¢ena je cela paleta markera
mati¢nosti- CD44, CD133, CD90, CD73, Oct-4, Sox2, Nanog kako bi se sa §to veCom
sigurno$¢u dokazalo postojanje subpopulacija KMC u primarnim kulturama OPK.
Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije su u saglasnosti sa podacima
drugih studija na razli¢itim solidnim tumorima (Phung et al., 2011; Prince et al., 2007,

Wilson et al., 2013).

Specifi¢nost 1 znac¢aj nase studije je u tome da su ovi markeri mati¢nosti takode
otkriveni u marginama oralnih karcinoma, odnosno u tkivu udaljenom 5mm od ivice
tumora, koje je patolog proglasio zdravim tkivom. Sli¢ne analize na marginama do sada
nisu opisane u nau¢noj literaturi. Dobijeni rezultati sugerisu postojanje KMC i unutar

tumorskih margina.

Ustanovljena je ekspresija svih ispitivanih markera mati¢nosti, bez obzira na
primenjenu tehniku njihove detekcije: CD44, CD90, CD73, CD133, Sox-2, Oct-4,
Nanog. CD44, vazan glikoprotein na povrsini ¢elija, povezan sa Celijskom adhezijom i
migracijom, smatra se najbitnijim markerom KMC oralnog planocelularnog karcinoma
(Prince et al., 2007; Shakib et al., 2011). Njegovo prisustvo dokazano je proto¢nom
citometrijom, kvantitativnim real-time PCR-om i1 imunocitohemijski.Nivo ekspresije
nije bio visok, §to se moZe objasniti ¢injenicom da KMC ne predstavljaju veliku
subpopulaciju ¢elija unutar OPK (Prince et al., 2007), ali je ekspresija CD44 bila viSa u

odnosu na druge markere mati¢nosti, $to je u saglasnosti sa prvom studijom koja je
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uopste identifikovala ove ¢elije u oralnom karcinomu. Zanimljiva je studija u kojoj je
dvadeset od 30 implantacija CD44" ¢elija generisalo tumore kod imunodeficijentnih
miSeva, dok je samo jedna od 40 implantacija CD44 ¢elija uspela da generiSe tumor
(Baumann and Krause, 2010). Treba ista¢i da je u naSoj studiji kod pacijenta sa
terminalnim stadijumom OPK (stadijum IVa) nivo CD44 markera bio viSestruko veéi, u
odnosu na ostale pacijente. Sli¢ne rezultate su dobili 1 drugi autori (Saghravanian et al.,
2017), koji su ispitivali vezu izmedu nivoa ekspresije CD44 markera i1 stadijuma
bolesti.Novija literatura otkriva ulogu CD44 i1 u tumorskim metastazama. Naime,
opisano je da su odredeni oblici CD44 povezani sa progresijom tumora i metastatskim

Sirenjem OPK (Wang and Bourguignon, 2011).

Znacajan je 1 podatak da je broj pasaza bitno uticao na ekspresiju svih markera,
bez izuzetka. Ispitivane celijske kulture pokazale su znacajno visi nivo ekspresije
markera mati¢nosti u petoj pasazi u odnosu na prvu. Verovatno je tokom vremena doslo
do progresivnog obogacivanja ¢elijskih kultura populacijom kancerskih matic¢nih ¢elija,
iako se ne moze u potpunosti iskljuciti ni alternativno objaSnjenje, a to je da je broj
KMC ostao nepromenjen, a da je porasla ekspresija. Nivo ekspresije markera mati¢nosti
u tumorskoj ¢elijskoj liniji SCC-25 (¢ije su Celije u desetoj pasazi), bio je visi nego u

primarnim kulturama koje smo mi generisali.

Identifikacija markera KMC pouzdanim testovima kao $to je protoéna
citometrija koriste¢i monoklonska antitela, moZe otvoriti nove moguénosti za ranu
detekciju tumorskih celija, S$to automatki obezbeduje 1 pravovremenu primenu
adekvatne terapije (Liu et al., 2011). NasSa studija je pokazala prisustvo subpopulacije
KMC unutar primarnih kultura OPK i margina protoénom citometrijom — ovi rezultati
su pokazali veliku podudarnost sa rezultatima qPCR-a. Proto¢na citometrija je dokazala
postojanje veceg broja CD44 pozitivnih ¢elija u kulturama pete pasaze. CD73 1 CD90
pozitivne celije su takode bile prisutne, $to je u skladu sa dosadasnjim studijama ovog
agresivnog tumora (Han et al., 2014).U ovoj studiji nije pokuSano sortiranje ¢elija na
osnovu odgovarajucih povrSinskih markera, tako da se zapravo ne zna da li se radi o
razli¢itim subpopulacijama ¢elija koje eksprimiraju razliite markere mati¢nosti, ili se

pak radi o istim ¢elijama koje eksprimiraju razli¢ite markere.

73



Transmembranski glikoprotein CD133 takode je ispitivan kao jedan od
vaznijih markera za mati¢ne ¢elije karcinoma (Wu and Wu, 2009) i detektovan je u obe
vrste kultura (tumor+margina), kao i1 prethodni markeri, doduse u neSto nizim
koncentracijama.U nekim ¢elijskim linijama OPK (Hep-2), utvrdeno je da su CD133"
¢elije imale povecanu klonalnost u poredenju sa CD133" ¢elijama (Zhou et al., 2007).
Sli¢no prethodnoj studiji, Zhang i saradnici su takode utvrdili da CD133" ¢elije imaju
povecanu klonogenost, invazivnost i tumorigenost u odnosu na CD133" ¢elije, udruzeno
sa otpornos¢u na paklitaksel (Zhang et al., 2010). Utvrdeno je da su celije oralne
mukoze sa povisenom ekspresijom CD133 pokazale povecanu migratornu sposobnost i
tumorigenost u poredenju sa kontrolama (Chiou et al., 2008).

Markeri kancerske mati¢nosti Sox-2, Oct-4 1 Nanogbili su eksprimirani u obe
vrste kultura (tumori i margine), opet ukazuju¢i na njihovu znacajnu sli¢nost. Neke
grupe su pokazale da ovi markeri mogu da posluze kao prediktori ponasanja tumora
odnosno da imaju uticaj na prognozu kod pacijenata sa oralnim kancerom (Chiou et al.,

2008), ali u ovoj studiji zbog malog uzorka to nije moglo da bude utvrdeno.

5.2 Sposobnost samoobnavljanja

Sposobnost formiranja sferoida, kao test tumorskog samoobnavljanja 1
kapaciteta rasta nezavisno od podloge, smatra se adekvatnom in vitro zamenom za in
vivo eksperimente (SF et al.,, 2012).Kancerske mati¢ne celije koje se kultiviSu u
uslovima bez seruma zadrzavaju nediferencirano stanje. Dodavanje faktora rasta ih
usmerava prema proliferaciji 1 formiranju Celijskih agregata koji se nazivaju tumorski
sferoidi ili sfere (Allegra et al., 2006). Okamoto i saradnici su izolovali KMC iz
¢elijskih linija karcinoma usne duplje koje su bile sposobne da formiraju sferoide 1 koje
su pokazivale visok nivo ekspresije CD44 (Okamoto et al., 2009). Chiou 1 saradnici su
proucavali dve tumorske celijske linije 1 primarne kulture OPK i pokazali su da
izolovane KMC imaju visoku sposobnost formiranja sfera koja je bila podudarna sa

visokim nivoom ekspresije CD133 (Chiou et al., 2008).

UspesSnost stvaranja sfera u nasoj studiji je iznosila 100% u tumorskim
kulturama (u 12 od 12 kultura) 1 50% u kulturama margina (6 od 12 kultura Celija

margina). Brzina stvaranja sfera je bila prilino varijabilna, iako nije bila potrebna
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dugotrajna kultivacija. Poredenja radi, vecina primarnih tumora mozga stvara
neurosfere u roku od 4 nedelje, dok je u nasoj studiji bilo potrebno samo 7-14 dana za
nastanak sfera. Ove razlike mogu biti posledica brojnih tehnickih specifi¢nosti, kao Sto
je produzeno vreme zasejavanja od momenta uklanjanja tumora, drugacije metode

kultivacije ili prisustvo bakterijske/gljivicne infekcije. (Bhaijee et al., 2012).

Ovaj test se i ranije koristio za identifikaciju KMC unutar tumora (Osman et al.,
2015), medutim nikada za tumorske margine. U nasoj studiji, ¢elije primarnih kultura
margine i tumora imale su sposobnost stvaranja sfera, potvrdujuéi postojanje KMC u
¢elijama margine u petoj pasazi. Medutim, zanimljivo je da ¢elije margine prve pasaze
nisu imale ovu sposobnost, §to predstavlja znacajnu razliku u odnosu na tumorske ¢elije
prve pasaze. Pojava sfera u petoj pasazi upucuje na obogacivanje kulture
subpopulacijom karcinomskih mati¢nih ¢elija.S druge strane, u studiji na 43 primarna
tumora glave 1 vrata, pokazano je da je samo 6% (3 od 43 uzorka) primarnih tumora

imalo sposobnost formiranja sferoida (Lim et al., 2011).
5.3 Rezistentnost na antineoplasti¢ne agense

Uprkos sve ve¢em broju istraZivanja koja ispituju mehanizme koji su odgovorni
za neuspeh u lecenju 1 rezistenciji OPK na standardne terapijske modalitete, nista se
bitno nije popravilo na tom planu i ishod lecenja ostaje u velikoj meri nepromenjen
(odnosno nepovoljan). Terapije koje ciljaju KMC moraju da prevazidu njihovu
hemorezistentnost, radiorezistenciju i imunoloske mehanizme invazije (Albers et al.,
2012). Pokazano je da su KMC razli¢itih maligniteta vrlo otporne na toksiéne,
antineoplasti¢ne agense. KMC poseduju jedinstvene mehanizme koji se odupiru
¢elijskoj smrti, uklju¢uju¢i modifikovane anti-apoptotske mehanizme 1 smanjenu
mitotsku aktivnost (Clarke et al., 2006). U oralnom planocelularnom karcinomu je
pokazano da je veéi procenat CD44" éelija u primarnom tumoru pacijenta povezan sa
veéim stopama neuspeha ledenja, dok su ¢elije kancera koje eksprimiraju KMC markere
CD44, CD24, Oct-4 povezane sa loSijom prognozom nakon radioterapije (Joshua et al.,
2012). CD44" ¢elije takode pokazuju veéu otpornost na pro-apoptotske stimuluse
(TNF-a i anti-Fas antitelo) 1 vecu otpornost na hemoterapeutske agense u odnosu na
ostalu populaciju ¢elija (Chikamatsu et al., 2012). U naSoj studiji, postoji povezanost

izmedu porasta populacije KMC u petoj pasazi i veée hemorezistentnosti éelijskih
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kultura. 5- fluorouracil nije podjednako efikasno delovao na ¢elije prve i pete pasaze.
Naime i tumorske i marginalne ¢elije pete pasaze bile su generalno rezistentnije na ovaj

agens.

Bromodomain protein 4 (BRD4) je ¢lan bromodomena i porodice ekstra-
terminalnih (BET) proteina. Njegova abnormalna ekspresija je opisana u nekoliko
humanih malignih tumora (He et al., 2017; Mio et al., 2018, 2016). Ovi podaci ukazuju
na moguénost koriS¢enja inhibitora BRD4 kao novog pristupa u lecenju oralnog
karcinoma. Posto su BET proteini, posebno BRD4, deregulisani u nekoliko agresivnih
maligniteta 1 poSto se smatraju bitnim pokretac¢ima tumorskog rasta, razvijen je veliki
broj BET inhibitora (Filippakopoulos et al., 2010; Nicodeme et al., 2010). Medu njima,
JQ1, iBET-151, 1 iBET-762 su najdetaljnije ispitivani (Filippakopoulos et al., 2010). U
ovoj studiji ispitana je citotoksi¢nost ovih agenasa primenom MTT testa i dobijeni su
obecavaju¢i rezultati, odnosno znacajno smanjenje vijabilnosti tumorskih celija.
Primeéeno je da je njihov efekat povezan sa brzinom proliferacije ¢elija. Primarne
tumorske celije, zbog generalno sporije proliferacije u odnosu na imortalizovanu

¢elijsku liniju SCC-25, pokazale su nesto veci stepen rezistencije.

Ponovna pojava tumora (recidivi) i letalni ishod uglavnom su posledica
invazivnosti tumorskih ¢elija i njihove sposobnosti da metastaziraju, a razumevanje
¢elijskih mehanizama invazije i metastaza je od kljuénog znacaja za razvoj novih
terapijskih modaliteta. Teorija KMC nudi jedinstven mehanizam metastaziranja
(sposobnost formiranja tumora na primarnom, ali 1 na udaljenim mestima). Davies 1
saradnici su pokazali da CD44" (¢elije oralnog karcinoma imaju veéu sposobnost
migracije, invazije 1 metastatski potencijal u poredenju sa CD44 ¢elijama (Davis et al.,

2010).
5.4 Epitelno-mezenhimalna tranzicija

EMT dovodi do gubitka epitelnog i sticanja mezenhimskog fenotipa. Ovaj
fenomen karakteriSe mnoge humane karcinome i, kako EMT napreduje, tumorske Celije
postaju pokretljivije 1 povecavaju svoju agresivnost (Kalluri and Weinberg, 2009; Lim
and Thiery, 2012). Jedna od osnovnih pojava tokom EMT je smanjenje ekspresije

epitelnog kadherina (e-kadherina), glikoproteina bitnog za meducelijsku adheziju, a
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SLUG 1 SNAIL, glavni transkripcioni represori E-kadherina, smatraju se klju¢nim
medijatorima EMT (Moreno-Bueno et al., 2008; Thiery, 2002). Povecana ekspresija
Vimentina, mezenhimskog proteina, takode je tipican dogadaj u toku EMT. Vimentin
povecava pokretljivost ¢elija 1 narusava integritet epitela (Misra et al., 2012). Posto se
EMT javlja samo u nekim celijama raka, pretezno na periferiji tumora, dok druge
kancerske celije zadrzavaju svoje epitelne karakteristike, prolaznu prirodu EMT i
heterogenost stepena dediferencijacije €ini in vivo studije ovog fenomena izuzetno
interesantnim ali i sloZzenim (Krisanaprakornkit and Iamaroon, 2012). EMT proces do
sada nije bio dovoljno ispitan na marginama hirurske resekcije, u blizini invazivnog
fronta tumora iako je poznato da su i histoloski i molekularni status margina vazne
determinante ponaSanja tumora (Eljabo et al., 2018; Jelovac et al., 2016; Markiewicz et
al., 2014).

Pretpostavili smo, kao i neki drugi autori (Brabletz et al., 2001; Nassar et al.,
2010), da se EMT pretezno javlja na margini tumora. Zbog toga smo koristili, pored
primarnih tumorskih, i kulture margina kako bismo procenili njihove karakteristike
povezane sa EMT. Svi EMT markeri (E- kadherin, N-kadherin, Vimentin, aSMA,
SNAIL, SLUG) su eksprimirani u oba tipa ¢elija na razliitim nivoima. Istrazivani
markeri nisu pokazali statisticki znacajnu razliku u ekspresiji izmedu tumorskih i ¢elija
margina. U naSoj studiji, visoki nivoi vimentina detektovani su u obe vrste Celijskih
kultura, a u skladu sa tom karakteristikom ovog EMT markera i migratorni potencijal
obe vrste Celija je bio veoma sli¢an. Naime, povecana ekspresija vimentina se obicno
povezuje sa OPK 1 predstavlja indikator prisustva celijskih populacija sa visokim
migracionim kapacitetom (Misra et al., 2012; Qin et al., 2018, 2016), Sto je u skladu sa
nasim rezultatima. Jedan od glavnih faktora koji su uticali na ekspresiju EMT markera
je pasaziranje Celija. Nivoi ekspresije tokom pasaza su pokazali statisticki znacajne
razlike (aSMA 1 SNAIL u oba tipa celija). Ovaj fenomen je ranije opisan kod
karcinomskih ¢elija jajnika, koje su tokom pasaza sve vise sintetisale kolagen tipa 11 II
dok su postepeno gubile ekspresiju citokeratina (Marck and Bracke, 2000). Ova
Cinjenica se moze objasniti na nekoliko nacina. Naime, kao u slucaju ekspresije
prethodno opisanih markera (CD44, CD133, Oct, nanog 1 dr) porast EMT markera, koji
su istovremeno i markeri mati¢nosti, moze se objasniti pove¢anjem populacije KMC u

kulturi tokom pasaza, odnosno obogacenjem kulture <¢elija subpopulacijom
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karcinomskih mati¢nih ¢elija, Sto se u odredenoj meri reflektuje na klonalnost tumora i
povecanje agresivnosti tokom progresije tumora. S druge strane, ne moze se sasvim
iskljuciti moguénost da se ne uvecava broj ovih ¢elija, nego da samo raste ekspresija
svih analiziranih markera. Konacno, celije u kulturi mogu biti podvrgnute
transdiferencijaciji tokom pasaze, odnosno da se od populacije pretezno epitelnih ¢elija
progresivno dobijaju celije sa mezenhimalnim fenotipom. U klinickim studijama,
utvrdena je povezanost markera epitelno-mezenhimske tranzicije sa pojavom recidiva i
metastaza (Turley et al., 2008). U nasoj studiji, pokazano je da su nivoi ekspresije
markera EMT u odredenoj vezi sa markerima mati¢nosti (CD44, CD133, Oct-4, Sox2,

Nanog).

5.5 Budu¢a istrazivanja

Veliki broj istrazivanja KMC doveo je i do znagajnih pomaka u ovoj nauénoj
oblasti a pre svega je rezultovao nagovestajem efikasnijih metoda njihove eliminacije.
Ustanovljeno je, izmedu ostalog, da procenat KMC u tumoru pacijenta moze imati
prognosticki znacaj za rizik od recidiva i pojavu metastaza. Takode, karakteristike
odredene populacije KMC (ekspresija njihovih markera mati¢nosti, proliferativni
kapacitet ili otpornost na lekove) mogu uticati na odluku vezanu za izbor tretmana.

Target terapija (ciljana eliminacija KMC) i dalje ima razli¢ite prepreke koje
nisu u potpunosti savladane, od hemo- 1 radio-rezistentnosti, do mehanizama
imunologkog »izbegavanja« koje poseduju KMC. Jedan od imunoterapijskih pristupa je
upotreba monoklonskih antitela. Razliite strategije su do sada klini¢ki upotrebljene:
antitela usmerena protiv povrSinskih antigena tumorskih ¢elija 1 aktivacije imunoloskih
¢elija koje uzrokuju smrt tumorskih ¢elija, zatim primena antitela koja su konjugovana
sa citotoksinima ili emiterima zracenja u stanju da prouzrokuju oSte¢enje c¢elija direktno
po vezivanju, kao 1 antitela koja blokiraju ili inhibiraju bitne Celijske puteve tumorskih
¢elija. Ove strategije su rezultirale razliitim nivoima poboljSanja prognoze 1
prezivljavanja, ali ne i u izleCenju. Ovaj varijabilni uspeh se moze objasniti vrlo
heterogenom ekspresijom tumorskih antigena. U toku je niz istraZivanja upotrebe
antitela usmerenih na KMC kod solidnih karcinoma (Park et al., 2009; Schatton et al.,
2008). U OPK do sada nije bilo opisano antitelo koje selektivno cilja KMC, ali se
kandidati ispituju (Albers et al., 2012).
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Tradicionalna hemoterapija ili radioterapija generalno podrazumeva ubijanje
tumorskih ¢elija (Pepa et al., 2015). Medutim, umesto toga, mati¢ne ¢elije raka bi mogle
potencijalno da se indukuju i diferenciraju u normalne pomocu tzv. diferencijalne
terapije, koja ima za cilj reaktiviranje programa endogene diferencijacije u ¢elijama
karcinoma da bi se nastavio proces sazrevanja i eliminisao fenotip tumora (Yan and Liu,
2016). Generalno, agensi za diferencijaciju pokazuju manju toksicnost od
konvencionalnih antineoplasti¢nih agenasa. Prototip diferencijalne terapija je all-trans-
retinoicna kiselina (ATRA), koja dovodi do potpune remisije kod pacijenata sa
akutnom promijelocitnom leukemijom (Warrell et al., 1991). Studije se sada fokusiraju i
na razjasnjavanje mehanizama delovanja diferencijalne terapije kod solidnih tumora, pre
svih u karcinomu nazofaringsa (Yan et al., 2014). Medutim, ostaju mnogi izazovi za
ovaj vid terapije. Prvo, molekularni mehanizmi odgovorni za blokiranje diferencijacije
mogu se razlikovati izmedu razli¢itih tipova tumora i od pacijenta do pacijenta, ¢ak i za
tumore sa ekvivalentnom histoloskom klasom. Drugo, ¢éelije raka se uglavnom ne mogu
u potpunosti vratiti u normalne ¢elije sa relevantnom funkcionalno$¢u. Trece, iako su
mnogi reagensi pokazali sposobnost da indukuju diferencijaciju u pretklinickim
modelima, jako je malo reagenasa koji bi se mogli primeniti u klinickim uslovima.

Jo$ jedan agens predstavlja novi pravac u lecenju OPK. Sulfasalazin je specifi¢an
inhibitor transporta cistina koji inhibira rast, invaziju i metastaziranje nekoliko vrsta
karcinoma (Kneser et al., 2006; Lo et al., 2008). Nedavno je pokazano da terapija
sulfasalazinom selektivno pokrece apoptozu CD44" Celija OPK, bez uticaja na CD44
éelije §to ukazuje na njegovu selektivnost ka KMC (Yoshikawa et al., 2013).

Konacno, postoje dokazi da epigenetska regulacija igra klju¢nu ulogu u celijskoj
diferencijaciji tokom embrionalnog razvi¢a, kao 1 u samoobnavljanju kancerskih
mati¢nih Celija (Li, 2002; Meshorer and Misteli, 2006), pa se pretpostavlja da bi
kontrola molekularnih mehanizama ukljuCenih u epigenetske modifikacije mogla
pruzitinove mogucénosti tretmana solidnih tumora u sklopu diferencijalne terapije, §to i

nasa istrazivanja sa primenom BET inhibitora potvrduju (Yan and Liu, 2016).
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6. ZAKLJUCCI
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1. Uspostavljen je protokol izolacije i1 kultivacije c¢elija poreklom od oralnog

planocelularnog karcinoma i tkiva tumorske margine;

2. U ¢Celijskim kulturama poreklom od tumora i od margine utvrdeno je prisustvo
kancerskih mati¢nih ¢elija, sude¢i po ekspresiji specificnih markera (CD133, Nanog,
Sox2, CD44 1 Oct-4). Rezultati real-time PCR analize genske ekspresije, potvrdeni su
dodatno i proto¢nom citometrijom u kojoj su ispitani markeri mati¢nosti CD44, CD73 i

CD90;

3. Tokom pasaza broj kancerskih mati¢nih Celija je rastao, odnosno uvecéavala se

ekspresija specificnih markera u obe vrste kultura.

4. U obe vrste ¢elijskih kultura utvrdena je ekspresija markera epitelno-mezenhimske
tranzicije (E-kadherin, N-kadherin, Vimentin, aSMA, SNAIL, SLUG), kao pokazatelj

tumorske agresivnosti i jedan od parametara mati¢nosti;

5. 1 tumorske celije 1 celije margina su pokazale sposobnost formiranja kolonija,

proliferacije i migracije, koje su se menjale tokom pasaza;

6. Celije u obe vrste kultura su imale sposobnost samo-obnavljanja §to je pokazano
testom formiranja sferoida, a ta sposobnost bila je izrazenija u petoj pasazi u odnosu na
prvu pasazu; ovo predstavlja jo§ jednu potvrdu prisustva KMC u kulturama, kao i

obogacivanja kultura kancerskim mati¢nim ¢elijama tokom vremena;

7. Oba tipa celijskih kultura su pokazala rezistenciju na antineoplasti¢ne agense, a
hemoresistencija je bila izrazenija u kulturama pete pasaZe u odnosu na kulture prve

pasaze;

Iz svega navedenog proisti¢e zakljucak o velikoj slicnosti tumora i tumorskih margina u
pogledu njihovih ¢elijskih 1 molekularnih karakteristika in vitro. Klju¢na informacija
koja proisti¢e iz ove studije je da su kancerske mati¢ne celije prisutne 1 u hirurSkim
marginama, §to ukazuje na potrebu da se revidiraju stavovi vezani za Sirinu hirurSke

resekcije oralnog planocelularnog karcinoma.
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Prilog 1.
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UNIVERZITET U BEOGRADU

INFORMATOR ZA ISPITANIKE

Naslov istrazivanja:

»IN-VITRO ISPITIVANJE KARAKTERISTIKA MATICNOSTI
CELIJA POREKLOM ODORALNOG PLANOCELULARNOG
KARCINOMA*

Plan i svrhaistrazivanja

Studija se bavi istrazivanjem karcinomskih ¢elija koje se izoluju iz tumora usne
Supljine. Tumorske ¢elije su oduvek bile interesantne u medicini i stomatologiji u cilju
istrazivanja njihovih osobina, dok su ¢elije na periferiji tumora jo§ uvek nedovoljno
ispitivane.

Cilj ovog istrazivanja bice ispitivanje osobina i razlika izmedu celija unutar
samog tumora 1 ¢elija koje se nalaze na njegovoj periferiji.

Istrazivanje ¢e biti sprovedeno na Stomatoloskom fakultetu, Univerziteta u
Beogradu, u okviru izrade doktorske disertacije.

Za ucesce u studiji ne postoji nov€ana naknada.
Ne postoji sukob interesa od strane istraZivaca ukljucenih u studiju.

Nakon potpisivanja Saglasnosti, uzimanja istorije bolesti 1 standardne hiruske
procedure, mali deo izvadenog tumora i njegove periferije ¢e biti transportovan u
odgovarajuem medijumu u laboratoriju Stomatoloskog fakulteta radi daljeg
istrazivanja.

Rizici po pacijenta
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U literaturi ne postoje podaci o postojanju rizika u vezi sa ovakvim
procedurama.

Znacaj istraZivanja

Moguca korist ove studije odnosi se na razumevanje ponasanja tumorskih celija
i njenu eventualnu primenu u daljim istrazivanjima terapije karcinoma.

Tajnost podataka

Dokumentacija o pacijentu je poverljiva. Uvid u medicinsku dokumentaciju,
osim ordinirajuéeg lekara, imace samo clanovi istrazivackog tima, a za objavljivanje ¢e
biti koris¢eni isklju¢ivo anonimni studijski podaci.

Pacijent ¢e blagovremeno biti obavesten ako nove informacije postanu dostupne

Pacijent ¢e na vreme biti obaveSten ako dode do bilo kakvih promena u
istrazivanju ili ako nove informacije u nauci i praksi postanu dostupne. Sve informacije
¢e moci da dobije od ¢lanova istrazivackog tima.

Dobrovoljno ucestvovanje i uslovi povlacenja iz studije

Ucestvovanje u studiji je potpuno dobrovoljno. Povlacenje iz studije je moguce
u svakom trenutku iz bilo kog razloga, i neée imati uticaja na nacin i ishod terapije
pacijenta.

PribliZan broj ucesnika u studiji
Priblizan broj ucesnika u studiji ¢e biti: 5 pacijenata.
Koga pitati

Ukoliko u bilo kom trenutku pozelite viSe informacija o ovom istrazivanju, molimo Vas
da se obratite dr MiloSu Lazarevicu, sa Stomatoloskog fakulteta u Beogradu (064/4901268).
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Prilog 2.

Naslov studije:

»IN-VITRO ISPITIVANJE KARAKTERISTIKA MATICNOSTI
CELIJA POREKLOM ODORALNOG PLANOCELULARNOG
KARCINOMA*

SAGLASNOST

Nakon §to sam procitao/la Informator za pacijente gde je opisan postupak i izvodenje
istrazivanja, informisan/a sam o prirodi i ciljevima ove studije kao i o potencijalnim
rizicima 1 koristima. Imao/la sam priliku da postavim pitanja u vezi sa studijom i
dobio/la zadovoljavajué¢e odgovore.

Razumem da je moje ucesce

(Ime 1 prezime)
potpuno dobrovoljno i da sam slobodan/na da povucem svoj pristanak u bilo kom
trenutku bez davanja bilo kakvih razloga, $to nece uticati na nacin i ishod terapije.
Svaka informacija u vezi sa mnom bice poverljiva, a samo ¢e anonimni studijski podaci
biti koriS§¢eni za objavljivanje.
Slazem se da informacije u vezi samnom mogu biti poslate u druge zemlje, unutar 1
izvan Evropske unije.
Dobrovoljno dajem pristanak za ucesce ikoriS¢enju Celija koje se izoluju iz tumora 1
perifernog tkiva tumora uistraZzivanju navedenom u okviru Informatora za pacijente.

Ime 1 prezime ispitanika

(Stampanim slovima)

Potpis ispitanika
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Prilog 3.

MU3jaBa o0 ayTopcTBy

NotnncaHn  MiloS Lazarevié

6poj nHaeKkca 4001/2013

UsjaBmwyjem
[0a je AOKTOPCKa AucepTaumja nog HaC10BOM

In-vitro ispitivanje karakteristika mati¢nosti ¢elija poreklom od oralnog planocelularnog
karcinoma

®  pe3y/aTaT CONCTBEHOr UCTPaXKMBAYKOr paaa,

e [a npeajiolKeHa gucepTauumja y LeSVHU HU Yy Oe/loBUMA Huje Buna npeasiorkeHa 3a
ngobujarbe 6uNO  Koje aAunaome npema  CTYAWjCKMM  Mporpamuma  Apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

® [acy pe3yaTaTV KOPEKTHO HaBeAEeHU U

e [a HMCaM Kpwwuo/na ayTopcka npasa M KOPWUCTUO WMHTENEKTyasHy CBOjUHY APYrux
mua.

MoTtnuc poKTopaHaa

Y Beorpaay,
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Prilog 4.

M3jaBa 0 NCTOBETHOCTU LUTaMMNAHE U eNEeKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOPCKOr paga

Mme n npesnme aytopa Milos Lazarevi¢
bpoj nHaexkca 4001/2013
Ctyamjckm nporpam Bazicne stomatoloSke nauke

Hacnos papa In-vitro ispitivanje karakteristika maticnosti celija poreklom od oralnog
planocelularnog karcinoma

MenTopuprof. dr Jelena Milasin, doc. dr Milan Petrovi¢

Motnucaxu/a

M3jaB/byjem Aa je WTamnaHa Bep3nja MOTr AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA eNIeKTPOHCKO] Bep3unjn
Kojy cam npepao/na 3a objaB/bMBatbe Ha noptany [OurutanHor penosutopujyma
YHuBep3uteTta y beorpapay.

[o3Bo/baBam ga ce objaBe Moju AMYHWM NofauyM BesaHM 3a fobujarbe aKaZeMCKOr 3Bakba
[JOKTOpPA HayKa, Kao LWTOo Cy MMe U npe3ume, roanHa u mecto poherba 1 gatym oabpaHe pasa.

OBM NMYHM NOJALM MOTYy ce 06jaBUTU Ha MPEXKHWM CTpaHULama gurutanHe bubnuoteke, y
e/IeKTPOHCKOM KaTanory vy nybankaumjama YHusepsuteTa y beorpagy.

MoTnuc goKkTopaHaa

Y Beorpaay,
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Prilog 5.

MU3jasa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubamnoteky ,Ceeto3ap Mapkosuh® pa y [Aurutantu
peno3sutopujym YHuBep3uTeTa y beorpasy yHece mojy LOKTOPCKY AncepTaumjy nos Hacl10BOM:

In-vitro ispitivanje karakteristika maticnosti celija poreklom od oralnog planocelularnog
karcinoma

KOja je Moje ayTOpCKO Aeno.

OvcepTtaumjy ca cBUM npuaosvMma npenao/na cam y enekTpoHcKom ¢opmaty norogHom 3a
TpajHO apxuBMpatbe.

Mojy [OKTOpPCKy AgucepTaumjy noxparbeHy y AurutanHum penosutopujym YHusepsuTeta y
Bbeorpaay mory aa Kopucte CBMW KOju NOWTYjy oapeabde cagprKaHe y ogabpaHOM TUNy nnLeHue
KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanydno/na.

1. AytopcTBo
2. AYyTOpPCTBO - HEKOMEpPUMjANHO
@AyTopCTBo — HeKomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjANHO — AeUTU NoA, UCTUM YC0BMMA
5. AyTopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTU NOA UCTUM YCNOBUMA

(Monumo Aa 3a0KpyKuTe camo jeaHy oA WwecT NoHyheHUX AnLeHUM, KpaTak Onuc AMLeHLM
A0arT je Ha nonehuHu nnucra).

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpaay,
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1. AytopctBo - [lo3BO/baBaTe YMHOMaBakbe, AUCTPUOYLMjy M jaBHO caonwTaBake Aena, U
npepaje, ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauumH oapeheH on cTpaHe ayTopa MAM Aasaoua
NINLEHLE, YaK 1 y KomepumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHMja o4 CBUX NULEHLN.

2. AytopcTBO — HeKomepuujanHo. [o3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUOYLMjY W jaBHO
caoniwuTaBarbe fena, U npepase, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe
ayTopa vau gasaoua nuueHue. OBa MLEeHLA He 03BO/baBa KOMepUumjanHy ynotpeby aena.

3. AyTopCTBO - HEKOMEpLUMjanHo — 6e3 npepage. [Jo3Bo/baBaTe YMHOMKaBake, ANCTPUOYLNjY U
jaBHO caonwTaBarbe Aena, 6e3 npomeHa, npeobamMKoBara MAKN ynoTpebe aena y cBomM aeny,
aKo ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa uau Aasaoua nnueHue. OBa
JIMLLEHLA He [03BO/baBa KomepumjanHy ynotpeby agena. Y ogHocy Ha cBe OcCTasie JIMLEHUE,
OBOM JIMLLEHL,OM Ce OrpaHu4yaBa Hajsehun 0bmum npasa Kopuwhersa aena.

4, AyTOpCTBO - HEKOMEpPLMjaNHO — AeIUTU NoA, UCTUM YCA0BUMA. [J03B0/baBaTe yMHOXKaBakbe,
ANCTpUbYLMjy 1 jaBHO caoniuTaBakbe Aena, U Npepaje, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH of, cTpaHe ayTopa WM AaBaola JMLEHLE M ako ce npepaja AMCTpubymnpa noj Uctom
AW CAMYHOM nuueHuom. OBa /MUeHUa He [03B0/baBa KomepuujanHy ynotpeby gena u
npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, AMCTPUMOYUMjy W jaBHO
caonwrTaBare Aena, 6e3 npomeHa, NpeobnMKoBara UaM ynoTpebe aena y cBOM Aeny, ako ce
HaBege MMe ayTopa Ha HauumH oapeheH of CTpaHe ayTopa WAM gasaoua auvueHue. OBa
NIMLUEHUA A03BO/baBa KOMepLMjaaHy ynotpeby agena.

6. AYyTOpPCTBO - AE/NUTU MoA, UCTUM yc/ioBMMa. [J03BO/baBaTe YMHOMKaBarbe, AUCTpubyumjy m
jaBHO caonwTaBarbe Aena, M nNpepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa WM AaBaola /IMLEHLEe M aKo ce npepaja AucTpubyupa nog MUCTOM Mau
cAnyHOM nivueHuom. OBa /iMLeHLA [03BO/baBa KomepumjanHy ynotpeby gena u npepaja.
CnnyHa je copTBEPCKUM NNLLEHLL@Ma, OAHOCHO /IMLLEHL,aMa OTBOPEHOT Koaa.
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