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POVZETEK

Namen dela: Prouciti povezavo med tumorskimi mati¢nimi celicami (TMC) in epitelno-
mezenhimskim prehodom (EMP) pri nedrobnoceli¢nem raku plju¢ (NDRP) in ovrednotiti njun
vpliv na izid bolezni.

Utemeljitev: TMC predstavljajo redko populacijo celic, za katero predvidevamo, da je
odgovorna za nastanek, napredovanje in razsoj bolezni. EMP je temeljni transdiferenciacijski
celi¢ni program, pri raku pa aktivacijo EMP povezujejo z visoko zmoznostjo zasevanja
tumorskih celic. Obstajajo dokazi, da lahko aktivacija EMP v tumorskih celicah vpliva na
lastnosti TMC. Predvidevajo, da se zasevki razvijejo iz podskupine cirkulirajo¢ih tumorskih
celic (CTC), ki je presla skozi aktivacijo EMP in tako pridobila sposobnosti samoobnavljanja,
diferenciacije in iniciacije novih tumorjev, ki so znacilne za TMC.

Hipoteze: Zastavili smo si naslednji hipotezi: 1. Obstaja povezava med EMP in TMC, kar smo
preverili z doloCanjem povezav med izrazanjem izbranih oznacevalcev  EMP/TMC v
primarnem tumorju in krvi, dolo¢anjem izrazanja oznacevalcev v CTC in z modelom in vitro
aktivacije EMP. 2. lzrazanje oznacevalca za EMP/TMC v krvi napove izid bolezni, kar smo
preverili z doloCanjem napovednega pomena izrazanja izbranega oznacevalca za prezivetje
bolnikov.

Metode: V prvi del raziskave smo vkljucili 57 bolnikov z operabilnim NDRP, od katerih smo
po kirurskem posegu odvzeli in analizirali primarno tumorsko tkivo in kri. V drugi del
raziskave smo vkljucili 96 bolnikov z razsejanim NDRP, ki so prejemali kemoterapijo na
osnovi platine. Od njih smo pred pric¢etkom zdravljenja odvzeli vzorec krvi in ga analizirali.
Dolocanje izraZanja oznacevalcev v tumorskem tkivu je potekalo s kvantitativno verizno
reakcijo DNA polimeraze v realnem ¢asu (RT-qPCR) (izraZanje mRNA), preto¢no citometrijo
in imunohistokemijo (izrazanje proteinov). Dolocanje izrazanja oznacevalcev v polni krvi in
izoliranih CTC je potekalo z RT-gPCR (izrazanje mMRNA). Proucevali smo izbrane
oznacevalce EMP (BMI1, TWIST1), TMC (CD133, ALDH1A1) in epitelnih celic (EpCAM,

KRT7). CTC smo izolirali z imunomagnetno selekcijo na podlagi izrazanja EpCAM. V in vitro

X1
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poskusih smo celice raka pljuc izpostavili TGF-f1 in opazovali, kako aktivacija EMP vpliva
na morfologijo, izrazanje oznacevalcev EMP/TMC in invazijsko zmoznost celic.

Rezultati: Na$i rezultati so pokazali, da so v primarnem tumorju in krvi bolnikov z
operabilnim NDRP na nivoju mRNA izrazeni prouc¢evani oznacevalci EMP, TMC in epitelnih
celic ter da obstajajo povezave med njihovim izrazanjem v tkivu, v krvi ter med tkivom in
krvjo. V tumorju in krvi smo ugotovili pozitivho povezavo med mRNA izrazanjem
transkripcijskega dejavnika aktivacije EMP BMI1 in oznacevalcev TMC CD133 in ALDH1A1,
iz Cesar sklepamo, da je BMI1 povezan s transformacijo v TMC raka pljuc, ki so prisotne tako
v tumorju kot v krvi bolnikov z NDRP. Povezavo med izrazanjem BMI1 in ALDHIA1 smo
potrdili tudi na proteinskem nivoju. Povezav med izrazanjem drugega EMP oznacevalca
TWISTL in proucevanima oznacevalcema TMC nismo nasli. Izrazanje BMI1 v polni krvi je
bilo povezano z izrazanjem BMI1 v tkivu primarnega tumorja, iz ¢esar predvidevamo, da je
udelezen pri zasevanju NDRP. V izoliranih CTC bolnikov z razsejanim NDRP smo prav tako
potrdili povecano izrazanje BMI1 in ALDH1AL, man;jsi delez bolnikov pa je izrazal CD133 in
TWIST1 v CTC. Z in vitro poskusi smo potrdili, da izpostavitev celic TGF-B1 vpliva na
izrazanje BMI1 in sovpada s povecCanjem deleza ALDHI-pozitivnih celic ter pove€ano
invazivno zmoznostjo celic. V drugem delu naloge smo dokazali, da ima izraZzanje BMI1 v
krvi neodvisen napovedni pomen za prezivetje brez napredovanja bolezni po zdravljenju s
kemoterapijo na osnovi platine in celokupno prezivetje bolnikov z razsejanim NDRP.
Zakljucki: Oznacevalci TMC in EMP so prisotni tako v tumorskem tkivu kot v krvi bolnikov
z NDRP, kar kaze na njthovo udeleZbo pri Sirjenju bolezni po krvnem obtoku. IzraZzanje BMI1
v tumorskem tkivu in krvi je povezano z izraZanjem oznacevalcev TMC, iz Cesar sklepamo, da
sta EMP in TMC pri NDRP povezana. Z in vitro poskusom smo potrdili, da aktivacija EMP
vpliva na izrazanje BMI1, socasno povisanje ALDHI1-pozitivne populacije ter zvisane
invazijske lastnosti celic. Ugotovili smo tudi, da je izrazanje BMI1 v krvi neodvisen napovedni
dejavnik prezivetja bolnikov z razsejanim NDRP, ki so zdravljeni s kemoterapijo na osnovi
platine. Rezultati dela kazejo na pomembno in povezano vlogo EMP in TMC pri napredovanju

raka pljuc.
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SUMMARY

Aim: To study the relationship between cancer stem cells (CSCs) and epithelial-mesenchymal
transition (EMT) in non-small cell lung cancer (NSCLC) and to evaluate their impact on
patients” treatment outcomes.

Background: CSCs represent a rare population of tumorigenic cells, which is believed to be
responsible for tumor initiation, progression and metastasis. EMT, normally activated in the
early stages of embryonic development, has been found to play a key role in the process of
metastasis of cancer cells in solid tumors and is associated with high invasive potential of
tumor cells. Recently it has also been shown that activation of the EMT program can induce
stem cell-like properties in tumor cells. It is speculated that the re-seeding of malignant cells
and consequent metastases can only develop from a restricted population of circulating tumor
cells (CTCs), which has undergone EMT and acquired self-renewing capacities coupled with
high migratory potential.

Hypotheses: Two hypotheses were tested: 1. We asssumed there is an association between
CSCs and EMT in NSCLC, which was tested by determining associations between expression
profiles of selected EMT/CSC markers in primary tumors and blood, determining expression
of markers in CTCs and by in vitro model of EMT. 2. We assumed that the expression of
EMT/CSC markers can predict prognosis of NSCLC patients, which was tested by
determining the impact of selected marker expression on patients” prognosis.

Methods: In the first part of the study, 57 patients with operable NSCLC were enrolled from
which primary tumor tissue and peripheral whole blood was collected and analyzed. In the
second part of the study, 96 patients with advanced NSCLC, who were treated with platinum-
based chemotherapy, were enrolled and peripheral whole blood was obtained and analyzed.
Markers in primary tumor were determined with quantitative real-time polymerase chain
reaction. (RT-gPCR) (mRNA expression), flow cytometry and immunohistochemistry (protein
expression). Markers in CTCs and whole blood were determined with RT-gPCR. We
investigated the expression of selected EMT (BMI1, TWIST1), CSC (CD133, ALDH1A1) and

epithelial (EpCAM, KRT7) markers. CTCs were isolated with immunomagnetic separation
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against epithelial cell adhesion molecule (EpCAM). In in vitro experiments, NSCLC cell lines
were first treated with EMT inducer TGF-B1. After that, changes in cell morphology,
expression of CSC markers and invasion capacities were analyzed.

Results: Our results showed mRNA expression of selected EMT, CSC and epithelial markers
in primary tumor and also in whole blood of operable NSCLC patients. Associations between
expression levels of markers were identified within tumor, within blood and between tumor
and blood. A significant association between EMT-inducing transcription factor BMI1 and
CSC markers CD133 and ALDH1A1 was identified in primary tumor and also in the blood.
With the protein expression analysis we were able to confirm BMI1 and ALDH1Al
coexpression in primary tumor. On the other hand, no significant association between EMT
marker TWIST1 and CSC marker expression was found. BMI1 expression in primary tumor
correlated with BMI1 expression in whole blood. Elevated expression of BMI1 and ALDH1A1
was also confirmed in isolated CTCs with advanced NSCLC, whereas few patients expressed
CD133 and TWISTL. In vitro testing confirmed TGF-B1 treatment influences BMI1 expression
which coincides with increase in ALDH1-positive cell population and invasion capacities of
tumor cells. In the second part of the study we found decreased BMI1 expression in peripheral
whole blood has independent prognostic value for shorter progression-free survival after first-
line platinum-based chemotherapy and overall survival of patients with advanced NSCLC.
Conclusions: CSC and EMT markers are expressed in primary tumor and blood of NSCLC
patients, suggesting their involvement in the blood-borne dissemination of NSCLC. BMI]
expression in tumor and blood is associated with the expression of CSC markers, indicating
EMT and CSCs in NSCLC are linked. BMI] expression in primary tumor is associated with
BMII expression in whole blood, potentially indicating its role in NSCLC metastasis. CTCs
express EMT and CSC markers, proposing their co-involvement in tumor spread. In vitro
experiment confirmed that activation of EMT induces CSC marker expression and promotes
cell invasion. BMI1 expression in whole blood is an independent prognostic factor of survival
in patients with advanced NSCLC treated with platinum-based chemotherapy and could be
used for non-invasive disease monitoring. Our results suggest that EMT and CSCs play an

important and associated role in the progression of NSCLC.
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1 UVvOD

1.1 ZNACILNOSTI RAKA PLJUC

Rak plju¢ je poglavitni vzrok smrti zaradi raka, od leta 2012 pa tudi najpogosteje
diagnosticirana oblika raka v svetovnem merilu; na letni ravni predstavlja ve¢ kot 1,8 milijona
na novo ugotovljenih primerov (13 % vseh) in 1,6 miljona vseh smrti zaradi raka (Ferlay in
sod. 2013). Celokupno 5-letno prezivetje bolnikov, ki so oboleli za rakom plju¢ v Evropi je po
podatkih EUROCARE-5 le okoli 13 % (De Angelis in sod. 2013). V Sloveniji je pljuéni rak
Cetrti najpogostejsi rak (takoj za koznim rakom, rakom debelega Crevesja ter danke in rakom
prostate). Kot kazejo podatki registra raka Republike Slovenije, je leta 2010 za rakom pljuc v
Sloveniji zbolelo 1236 ljudi, 853 moskih in 383 Zensk. V Sloveniji plju¢ni rak predstavlja
poglavitni vzrok smrtnosti zaradi raka, celokupno 5-letno prezivetje bolnikov, ki so oboleli za
rakom plju¢ v Sloveniji, je v letih 2000-2007 znasalo 10,7 %, kar je nizje od povpreéja v Evropi
(Primc Zakelj in sod. 2013; De Angelis in sod. 2013). Glavni razlog za visoko smrtnost
bolnikov z rakom plju¢ predstavlja zgodnji razsoj tumorskih celic in primarna ter pridobljena
odpornost le-teh na razlicne oblike sistemskega zdravljenja. Posledice tega so, da sta ve¢ kot
dve tretjini bolnikov diagnosticirani v lokalno napredovani ali razsejani obliki bolezni,
medtem ko se pri skoraj polovici bolnikov, ki jim je bil tumor Kirur§ko odstranjen, bolezen v
roku 5 let ponovi, sistemsko zdravljenje pa je v obeh primerih zaradi razvoja odpornosti na

terapijo omejeno in zgolj kratkoro¢no ucinkovito (Parkin in sod. 1999).

Rak plju¢ se histolosko deli na drobnoceli¢ni rak plju¢ (DRP) in nedrobnoceli¢ni rak pljuc¢
(NDRP). DRP je tumor neuroendokrinega izvora, ki predstavlja priblizno 20 % vseh rakov
plju¢. NDRP vklju¢uje 80-85 % vseh primerov raka plju¢ in se deli na Zlezni rak,
ploscatocelicni rak in neopredeljeni nedrobnoceli¢cni rak (angl. NSCLC not otherwise
specified; NOS). V slednji skupini so vrste raka, ki ga sestavljajo zlezne, ploscate ali velike
celice (Collins in sod. 2007). S 40 % prevalenco je Zlezni rak napogostejsa oblika NDRP pri

kadilcih in nekadilcih. Razvije se na stiku med alveolom in terminalnim bronhiolom
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(Giangreco in sod. 2007). Ploscatoceli¢ni rak ima 25 % prevalenco in je povezan s kajenjem.
Tipi¢no se pojavlja v blizini velikih dihalnih poti (Giangreco in sod. 2007; Siegel in sod.
2014).

Na odlocitev o najprimernejSem zdravljenju NDRP vplivata obseg bolezni in histologija, vse
bolj pa postajajo pomembne tudi genetske in molekularne znacilnosti tumorskih celic. Za
omejeno obliko NDRP (stadiji I do IIIA) je v prvi vrsti priporo¢eno kirurSko zdravljenje,
bolnike z razsirjeno boleznijo (stadija I11B in 1V) pa se zdravi s kombinacijo sistemske terapije
(kemoterapija in/ali tar¢no zdravljenje) in obsevanja (Zwitter in sod. 2006). V zadnjem
desetletju so pomembna odkritja v razumevanju molekularne biologije raka plju¢ privedla k
razpoznavi nekaterih  pomembnih onkogenov in razvoju razlicnih naéinov tarénega
zdravljenja. Danes je znanih ve¢ kot 10 molekularnih oznacevalcev, s katerimi opredelimo
molekularne podvrste NDRP (EGFR, ALK, KRAS, BRAF, HER2, RET, MET, PIK3CA,
FGFR1, ROS1, MAP2K1 itd.); vecina je znacilna za zlezni podtip raka plju¢. Zdravljenje z
inhibitorji EGFR in inhibitorji ALK je postalo standardni pristop zdravljenja pri bolnikih z
aktivirajo¢imi mutacijami v EGFR in genetskimi prerazporeditvami v ALK, Stevilna nova
zdravila pa $e preizkusajo. Stevilne randomizirane prospektivne $tudije so tako Ze pokazale, da
na zdravljenje s tirozin kinaznimi inhibitorji odgovori kar 70 % bolnikov, ki imajo prisotno
aktivirajo¢o mutacijo EGFR gena, kar je mediano prezivetja povecalo na priblizno 30 mesecev
(Cufer in Knez 2014). Kljub napredkom v tarénem zdravljenju napredovalega NDRP pa
prognoza bolnikov brez prepoznanih onkogenih tar¢ ostaja slaba, le-ti pa Se vedno
predstavljajo okoli 60 % vseh primerov NDRP (Li in sod. 2013). Terapija na osnovi platine je
trenutno edino standarno zdravljenje napredovalega nemutiranega NDRP; na zdravljenje
odgovori 30 % bolnikov, mediana preZivetja pa je 10-14 mesecev (Cufer in sod. 2013). Za
izboljSanje izidov zdravljenja bolnikov z NDRP je tako nujno nadaljnje boljse razumevanje
biologije raka plju¢ in odkritje novih molekularnih oznaéevalcev za ucinkovitejSo detekcijo in

zdravljenje te bolezni z veliko smrtnostjo.
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1.2 IDENTIFIKACIJA MATICNIH CELIC PLJUC

Normalno plju¢no tkivo je sestavljeno iz razli¢nih tipov celic, kot so bazalne sekretorne celice
sapnika in sapnic, Clara celice bronhiolov, tip 1 in tip 2 pneumociti alveolov. Vse to so t. i.
zreli celiéni tipi, ki izvirajo iz linijsko usmerjenih pljuc¢nih predniskih celic, ki izvirajo iz
nediferenciranih multipotentnih mati¢nih celic plju¢ (Otto 2002). Za mati¢ne celice je znacilna
sposobnost samoobnavljanja, sposobnost generacije diferenciranih hcerinskih celic in
neomejena podvojevalna sposobnost (Smith 2006). Podobno kot v drugih organih imajo tudi v
plju¢ih mati¢ne celice vlogo pri vzdrzevanju tkiva in regeneraciji poskodb (Giangreco in sod.
2007). Mati¢ne celice plju¢ so najprej odkrili na stikih bronhioalveolarnih vodov in jih
poimenovali bronhioalveolarne mati¢ne celice (angl. bronchioalveolar stem cells; BASCs). V
celi¢ni kulturi so izolirane BASC imele lastnosti mati¢nih celic, njihova transformirana oblika
pa je vodila v nastanek Zleznega raka, kar je bil prvi dokaz za to, da bi lahko mati¢ne celice

predstavljale tarco pri zdravljenju raka plju¢ (Dovey in sod. 2008).

1.3 TUMORSKE MATICNE CELICE (TMC)

1.3.1 Hipoteza o nastanku TMC

Tumorske mati¢ne celice (TMC) so majhna populacija tumorigenih celic s sposobnostjo
samoobnavljanja in diferenciacije v razli¢ne celi¢ne tipe, ki se nahajajo znotraj tumorja (Reya
in sod. 2001). Natanc¢en izvor TMC $e ni pojasnjen; predvidevajo pa, da se razvijejo iz
onkogeno transformiranih tkivnih mati¢nih celic (Pardal in sod. 2003). Ta teorija je podprta z
dejstvom, da je potrebno vecje Stevilo mutacij, da celica spremeni svoj znac¢aj v malignega in s
tem povezano omejeno verjetnostjo, da se nakopici dovolj veliko Stevilo onkogenih mutacij v
ze diferenciranih celicah. Normalne tkivne mati¢ne celice in TMC so podobne tudi v nekaterih
drugih lastnostih, kot so izrazanje embrionalnih markerjev in aktivnost reverzne transkriptaze
(Sullivan in sod. 2010a). Prav tako je za oba tipa celic znacilna odpornost na razlicna zdravila;

predvidevajo, da je ta lastnost povezana z izrazanjem transmembranskih proteinov za multiplo
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odpornost na zdravila (angl. multiple drug resistance; MDR) (Gottesman in sod. 2002; Knez
in sod. 2012), u¢inkovitostjo DNA popravljalnih mehanizmov (Zhou in sod. 2001; Gottesman
in sod. 2002) in pocasnim napredovanjem celi¢nega cikla v celicah (Bao in sod. 2006;
Dembinski in Krauss 2009). Druga teorija nastanka TMC predvideva, da TMC nastanejo iz
diferenciranih celic, ki so z mutacijami ponovno pridobile sposobnost samoobnavljanja in

dediferenciacije v predniskim podobne celice (Visvader in Lindeman 2008).

Podobnosti med normalnimi tkivnimi mati¢nimi celicami in TMC so vodile v razvoj
hierarhi¢nega modela nastanka raka, ki je v zadnjih 10 letih nadomestil prej uveljavljeni
klonalni (stohasti¢ni) model. Klonalni model je predvideval, da se rak lahko razvije iz katere
koli celice, ki se tumorsko spremeni, pri ¢emer ima vsaka tako nastala tumorska celica
sposobnost, da sprozi rast novega tumorja. Hierarhi¢en model pa predvideva, da tumorji
izvirajo iz tako imenovanih TMC, majhne subpopulacije celic, ki je odgovorna za iniciacijo,
napredovanje in ponovitev tumorjev (Reya in sod. 2001; Visvader in Lindeman 2008) (Slika
1). Teorijo o TMC so najprej potrdili na primeru akutne mieloidne levkemije (Lapidot in sod.
1994; Bonnet in Dick 1997), kasneje pa tudi na raku dojke, mozganov in drugih solidnih
tumorjih, vklju¢no z rakom plju¢ (Ponti in sod. 2005; Eramo in sod. 2008; Singh in sod. 2003;
Collins in sod. 2005; Ricci-Vitiani in sod. 2007). Ker so tumorji povecini klonalnega izvora,
morajo imeti TMC sposobnost nastanka fenotipsko raznolikih predniskih celic z razli¢nimi
podvojevalnimi sposobnostmi (Reya in sod. 2001). Posledica te zmoznosti je tako imenovana
tumorska heterogenost, ki se odraza v tumorskih regijah z razli¢énimi stopnjami proliferacije,
diferenciacije, invazivnosti in oziljenosti (Hanahan in Weinberg 2011; Visvader in Lindeman
2008). V skladu s to hipotezo so zasevki in odpornost na terapijo direktna posledica TMC. Ta
razlaga pojasni, zakaj se odgovor na zdravljenje prvenstveno odraza v delnem ali popolnem
zmanjSanju tumorja, vendar se zaradi neprizadetosti redkin TMC bolezen ponovi in vpliva na
dolgoro¢ni izid bolezni (Rasheed in sod. 2011). V skladu s tem je dolgorocni terapevtski cilj
popolna odstranitev TMC iz telesa, za kar je nujna identifikacija novih, za TMC znacilnih
molekularnih onacevalcev, ki bodo omogocili razvoj terapevtskih strategij za ucinkovitejse

zdravljenje raka.
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Slika 1: Klonalni in hierarhi¢ni model nastanka raka
A) Klonalni model predvideva, da ima vsaka tumorska celica enako zmoznost razvoja novih tumorjev B)
Hierarhiéni model predvideva, da tumorji nastanejo iz tumorskih mati¢nih celic, ki predstavljajo manjsino v

tumorju, in so edine celice, ki imajo tumorigene zmoznosti (prirejeno po: Visvader in Lindeman 2008).

1.3.2 Oznacevalci TMC raka plju¢

TMC raka plju¢ so bile eksperimentalno definirane na razli¢ne nacine: kot celice, ki izlo¢ijo
barvilo Hoechst 33342, so odporne na toksi¢ne substance, izrazajo povrSinski oznacevalec
CD133, imajo encimsko aktivnost aldehidne dehidrogenaze (ALDH) ali izrazajo povrsinski

oznacevalec CD44 (Preglednica 1).

Ho in sod. (2007) so iz Sestih celi¢nih linij raka pljuc prvi izolirali subpopulacijo celic (t. i.
stranska populacija, SP) glede na njihovo zmoZznost, da izlo¢ijo barvilo Hoechst 33342. SP-
celice so imele sposobnost iniciacije tumorjev, visok invazivni potencial in so bile odporne na
kemoterapevtike. V primerjavi z nestransko populacijo celic je bilo za SP-celice znacilno
poviSano izrazanje membranskega transportnega proteina ABCG2 in poviSana telomerazna
aktivnost. Kasneje je bilo pokazano, da SP-subpopulacija iz celi¢nih linij DRP predstavlja
manj kot 1 % vseh tumorskih celic, izraza oznacevalce mati¢nih celic, je odporna na zdravila

in sprozi nastanek tumorskih ksenograftov (Salcido in sod. 2010).
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Preglednica 1: Oznacdevalci tumorskih mati¢nih celic pri raku pljué

Oznadevalec Opis Referenca

Hoechst SP Celice, ki izlo¢ijo barvilo Hoechst, imenovane stranska populacija (SP)  (Wu in  Alman
Po tej metodi izolirane celice imajo lastnosti mati¢nih celic v razliénih  2008)
tumorskih oblikah.
Aktivnost v celicah pogojena z izrazanjem membranskega transportnega
proteina ABCG2, ki pogojuje rezistenco na zdravila (Zhou in sod. 2001)

CD133/PROM1 Membranski povrsinski glikoprotein (Mizrak in sod.
Znacilen za maticne celice razli¢nih tkiv in njihovih neoplazem 2008)
Vloga v organizaciji topologije plazemske membrane

ALDH1 Spada v druzino ubikvitinskih aldehidnih dehidrogenaz (Jackson in sod.

Citosolni encim, ki je vpleten v celi¢no detoksifikacijo, diferenciacijo in 2011)
rezistenco na zdravila

Oksidira celi¢ne aldehide (retinol v retinojsko Kkislino) in prispeva k

zgodnji diferenciaciji mati¢nih celic.

CDh44 Membranski glikoprotein s Stevilnimi izoformami (Stern 2009)
Uravhava remodeliranje tkiva, celi¢no migracijo in adhezijo celic na
zunajceliéni matriks.
Glavni receptor za hialuronan, ogljikohidratni polimer ekstracelularnega
matriksa

TMC je mogoce izolirati tudi kot celice, ki so odporne na razli¢ne toksi¢ne uc¢inkovine (Reya
in sod. 2001). S tem pristopom so pri celi¢ni liniji H460 uspesno izolirali TMC s poveéano
odpornostjo na kemoterapevtike doksorubicin, cisplatin ali etopozid. Odporne celice so imele
sposobnosti samoobnavljanja, diferenciacije in visok tumorigen potencial. Vecina celic je bila
SP, izrazale so CD133 in oznacevalce embrionalnih mati¢nih celic (Levina in sod. 2008).
Ugotovili so tudi, da izpostavitev celic cisplatinu selekcionira na ve¢ ucinkovin odporne
CD133-pozitivne celice iz celi¢nih linij raka plju¢ H460 in H661 (Liu in sod. 2013). Podobno
je bilo pokazano, da izpostavitev celi¢ne linije HCC827 tirozin kinaznemu inhibitorju
gefitinibu vpliva na lastnosti, ki so povezane s TMC: sposobnost tvorbe tumorskih sfer,

povecevanje deleza SP-celic in poviSano izrazanje ALDH1AT1 (Shien in sod. 2013).

Najbolj razsirjen pristop za izolacijo TMC pa predstavlja uporaba molekularnih oznacevalcev

TMC. Eramo in sod. (2008) so najprej uspesno izolirali CD133-pozitivne TMC iz 19
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primarnih humanih vzorcev NDRP in DRP. Izolirane CD133-pozitivne celice so imele
sposobnost neomejenega podvojevanja v obliki tumorskih sfer, so bile odporne na
kemoterapevtike in so po presaditvi v testno zival tvorile nove tumorje. Socasno je Bertolini in
sod. (2009) dokazal podobno za CD133-pozitivne/EpCAM-pozitivne celice izolirane iz 60
primarnih humanih vzorcev NDRP. Druga S$tudija je pokazala, da imajo CD133-pozitivne
predniSke celice kljuéno vlogo pri angiogenezi tumorjev NDRP (Hilbe in sod. 2004).
Ugotovili so tudi, da ima embrionalni transkripcijski dejavnik Oct4 klju¢no vlogo za
vzdrZevanje mati¢nih lastnosti CD133-pozitivnih celic (Chen in sod. 2008). Moreb in sod.
(2007) so na celi¢nih linijah plju¢nega raka z uporabo komercialno dostopnega testa Aldefluor
prvi uspesno izmerili encimsko aktivnost ALDH (Moreb in sod. 2007). Kasneje je bil test
Aldefluor v kombinaciji s fluorescenco aktiviranim celi¢nim sortiranjem (FACS) uporabljen
za izolacijo ALDH-pozitivnih celic iz humanih celi¢nih linij raka plju¢. Izolirane celice so
imele sposobnost samoobnavljanja in diferenciacije, izrazale so CD133 in bile odporne na
razli¢ne toksi¢ne ucinkovine. Po transplantaciji v testne zivali so se iz njih razvili tumorji, ki
so ohranili heterogenost izvornega tumorskega tkiva (Jiang in sod. 2009). Neodvisno sta dve
drugi raziskovalni skupini z uporabo celi¢nih linij in vzorcev primarnih tumorjev prisli do
podobnih spoznanj (Ucar in sod. 2009; Sullivan in sod. 2010b). Tudi za CD44 so pokazali, da
je oznafevalec TMC raka plju¢. CD44-pozitivne celice so imele visoko tumorigeno
sposobnost tako in vitro kot in vivo, izrazale so oznacevalce embrionalnih mati¢nih celic in
bile odporne na citostatik cisplatin (Leung in sod. 2010). Nedavna $tudija je pokazala, da
CD133-pozitivne, ALDH-pozitivne in SP-celice predstavljajo fenotipsko razli¢ne
subpopulacije celic ter da izolacija TMC glede na dolo¢en oznacevalec ne korelira vedno s

TMC, ki so bile izolirane z drugim oznac¢evalcem (Akunuru in sod. 2012).
1.3.3 Napovedni pomen oznacdevalcev TMC v tumorskem tkivu NDRP
Izrazanje CD133 v tumorskem tkivu ima neodvisen napovedni pomen za krajSe prezivetje

bolnikov z gliomom in rakom jeter (Zeppernick in sod. 2008; Song in sod. 2008), medtem ko

je pri raku plju¢ le ena (Woo in sod. 2010) izmed ve¢ raziskav (Hilbe in sod. 2004; Bertolini in
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sod. 2009; Salnikov in sod. 2010; Woo in sod. 2010; Sullivan in sod. 2010b; Li in sod. 2011,
Herpel in sod. 2011; Shien in sod. 2012) uspela dokazati (neodvisno) povezavo med
povecanim proteinskim izrazanjem CD133 in kraj§im prezivetjem brez bolezni (angl. disease-
free survival; DFS). Podobno so pokazali, da je povisano izrazanje CD133 mRNA povezano s
krajSim prezivetjem brez bolezni bolnikov z zleznim rakom plju¢ (Cortes-Dericks in sod.
2012). Znano je tudi, da je izrazanje CD133 povezano z izraZzanjem proteinov za multiplo
odpornost (Salnikov in sod. 2010), medtem ko so¢asno izrazanje CD133 in ABCG2 proteinov
napoveduje krajSe preZivetje brez ponovitve bolezni (angl. recurrence-free survival, RFS)
bolnikov z zac¢etnim stadijem NDRP (Li in sod. 2011).

PoviSano izrazanje ALDHI je povezano s krajSim prezivetjem bolnikov z rakom dojke in
prostate (Li in sod. 2010; Ginestier in sod. 2007) ter z daljsim prezivetjem bolnic z rakom
jajénikov (Chang in sod. 2009). Pri raku plju¢ povisano proteinsko izrazanje ALDH1AL1 je
povezano s kraj$im celokupnim prezivetjem (angl. overall survival; OS) (Jiang in sod. 2009;
Sullivan in sod. 2010b; Alamgeer in sod. 2013) in je neodvisni napovedni dejavnik krajsega
preZivetja brez bolezni (angl. disease-free survival, DFS), za rak specifi¢nega prezivetja (angl.
cancer-specific survival, CSS) (Jiang in sod. 2009) ter celokupnega prezivetja (Alamgeer in
sod. 2013) bolnikov z operabilnim NDRP. Po drugi strani rezultati nekaterih studij kazejo na
to, da je poviSano izrazanje ALDHIAI v tumorju povezano z ugodno prognozo bolnikov z
NDRP (Dimou in sod. 2012; Sung in sod. 2015).

Znizano izrazanje CD44 v tumorskem tkivu je povezano s kraj§im prezivetjem bolnikov z
glioblastomom multiforme in rakom dojke (Tempfer in sod. 1996; Wei in sod. 2010). Pri raku
plju¢ nizko izraZzanje CD44 korelira s krajSim celokupnim preZivetjem bolnikov z zleznim
rakom (Sung in sod. 2015), povezava pa ni statisti¢no znacilna za bolnike s plos¢atoceli¢nim

rakom (Leung in sod. 2010) (Preglednica 2).
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Preglednica 2: Napovedni pomen oznacevalcev TMC v primarnem tumorju

Biomarker Tip Razsirjenost Tip vzorca Metoda Terapija  DFS/PFS¥RFS” OS/CSS*¢ Referenca
bolezni (n) dolo¢anja (% uv MV uv MV
(mejna bolnikov)
vrednost)
CD133 NDRP  operabilni zamrznjen  IHK (0,7 %) KRG NS Hilbe in sod.
(79) (100 %) (2004)
CD133 NDRP  razsejani FFPE (42) IHK (n.p.) KT NS Bertolini in
(100 %) sod. (2009)
CD133 NDRP  operabilni FFPE (88) IHK(>10%) KRG NS Salnikov in
(69 %) sod. (2010)
KRG+KT
(14 %)
KRG+RT
(17 %)
CD133 zlezni operabilni FFPE IHK KRG P=0,004 P=0,01 Woo in sod.
a77) (>17.5 %) (100 %) (2010)
ALDH1 NDRP  operabilni FFPE IHK (>10%) n.p. P=0,016 P=0,009 Jiang in sod.
(300) P=0,006° P=0,016°  (2009)
CD133 NDRP  n.p. FFPE IHK (n.p.) n.p. NS Sullivan in
ALDH1A1 (> 200) IHK (n.p.) P=0,025 sod. (2010b)
ALDH3A1 IHK (n.p.) NS
CD133 NDRP  operabilni FFPE IHK (>10 %) KRG NS° NS P=0,039 Alamgeer in
ALDH1A1 (205) IHK (>5 %) (100 %) P=0,005" P=0,025"  P=0,027 P=0,017  sod. (2013)
CD44 Zlezni operabilni FFPE (96) IHK (n.p.) n.p. NS P=0,015 Leung in sod.
ploséa- FFPE (27) IHK (n.p.) NS? NS (2010)

toceli¢ni
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Biomarker Tip RazSirjenost Tip vzorca Metoda Terapija DFS/PFSYRFSP 0s/Css® Referenca
bolezni (n) dolo¢anja (% uv MV uv MV

(mejna bolnikov)

vrednost)
CD133 NDRP  operabilni FFPE IHK (> 1 %) KRG NS Li in sod.
ABCG2 (145) IHK (> 10 %) (100 %) NS° (2011)
CD133+ABCG2 P=0,015"
CD133 NDRP  operabilni FFPE IHK (> 0 %) n.p. NS NS NS NS Herpel in sod.
ABCG2 (133) IHK (> 0 %) NS NS NS NS (2011)
CD133 NDRP  lokalno FFPE (30) IHK (>1 %) indukcijska NS NS NS NS Shien in sod.
ALDH1 napredovali IHK (>10 %) KRT+ NS NS NS NS (2012)
ABCG2 IHK (>10%) KRG NS NS NS NS
CD133/ALDH1 (100 %) P=0,05 P=0,042 P=0,047
CD133 zlezni operabilni RNAlater  RT-gPCR KRG P=0,033 Cortes-Dericks
ALDH (64) (n.p.) (100 %) NS in sod. (2012)
ALDH1Al NDRP  operabilni FFPE (97) IHK (ocena 1- KRG NS P=0,021 Sung in sod.
CD44 4,>3) (100 %) P=0,000 P=0,024 (2015)

DFS: prezivetje brez bolezni; PFS: prezivetje brez napredovanja bolezni; RFS: prezivetje brez ponovitve bolezni; OS: celokupno preZivetje; CSS: za rak
specifiéno prezivetje; UV: univariatna analiza; MV: multivariatna analiza; NDRP: nedrobnoceli¢ni rak plju¢; IHK: imunohistokemija; NS: statisti¢no neznacilno;
n.p.: ni podatka; FFPE: v formalinu fiksirano in v parafin vklopljeno tkivo; KRG: kirurgija; KT: kemoterapija; RT: radioterapija; KRT: kemoradioterapija; RT-
gPCR: kvantitativna verizna reakcija DNA polimeraze v realnem ¢asu

#Nanasa se na PFS.

® Nanaga se na RFS.

¢ Nanasa se na CSS.
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1.4 EPITELNO-MEZENHIMSKI PREHOD (EMP)

Epitelno-mezenhimski prehod (EMP) in obratni mezenhimsko-epitelni prehod (MEP) sta
evolucijsko visoko ohranjena temeljna razvojna programa. Za EMP je znacilna izguba apiko-
bazolateralne polarnosti epitelnih  celic, razkroj medceli¢cnih stikov in  pridobitev
mezenhimskih znacCilnosti, ki vkljuCujejo poveano migracijsko sposobnost, invazivne
lastnosti, povisano odpornost na apoptozo in poveano nastajanje komponent
ekstracelularnega matriksa. MEP je obraten proces, ki vkljuCuje prehod iz mobilnih
mezenhimskih celic z vretenasto morfologijo v planarno celi¢no polarnost, ki je znacilna za
epitelna tkiva (Thiery in sod. 2009).

EMP glede na funkcionalne posledice delimo na tri tipe: EMP tipa | je povezan z implantacijo,
nastankom somatskih plasti (embriogenezo) in razvojem organov. Njegova aktivacija
omogoca celicam migracijo na oddaljena mesta v razvijajocem se zarodku, kjer z MEP
sodelujejo pri razvoju epitelnih organov. EMP tipa Il je povezan z regeneracijo tkiva in
fibrozo organov. Ta oblika EMP je povezana z vnetjem, kar vpliva na nastanek fibroblastov,
ki sodelujejo pri regeneraciji poskodovanih organov. Ce je zaradi kroniénega vnetja aktivacija
EMP podaljsana, lahko to vodi v nastanek fibroz, ki s¢asoma unicijo organ. EMP tipa Il je
povezan z napredovanjem raka in zasevanjem. Tumorske celice pod vplivom EMP invadirajo
bliznjo okolico, od koder se $irijo naprej po telesu in povzroéijo nastanek zasevkov (Kalluri in
Weinberg 2009). Napredovanje od normalnega epitelija do invazivnega raka poteka v ve¢
stopnjah: v prvi stopnji epitelne tumorske celice izgubijo polarnost in se lo¢ijo od bazalne
membrane. Sestava bazalne membrane se spremeni, kar vpliva na oslabitev povezav med
celico in zunajcelicnim matriksom (ZCM) in aktivira razlicne signalne poti. V naslednji
stopnji pride do aktivacije EMP in angiogenega preklopa, kar omogoc¢a maligno tumorsko rast.
Od tu naprej EMP omogoca fizicno diseminacijo celic iz primarnega tumorja, njihovo Sirjenje
po krvnem obtoku in ponovno pritrditev na oddaljenih mestih, kjer se po aktivaciji MEP

povrnejo nazaj v epitelni fenotip in tvorijo mikro in makro zasevke (Slika 2).
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Slika 2: Pomen EMP pri §irjenju raka
Transformacija iz normalnega epitelnega tkiva do invazivnega raka poteka v ve¢ stopnjah. Stopnja karcinoma in
situ vkljucuje izgubo polarnosti in pritrjenosti celic na bazalno membrano. Spremeni se tudi sestava bazalne
membrane, kar vpliva na celi¢ne interakcije z zunajceli¢nim matriksom in medceliéno signalizacijo. V
naslednjem koraku sledi EMP in angiogeni preklop, kar omogoc¢i maligno fazo rasti tumorja. Napredovanje do
razsejane bolezni $e naprej vkljuéuje EMP, kar omogo¢i rakavim celicam vstop v krvni obtok in izstop iz njega
na oddaljenem mestu, kjer se iz njih razvijejo mikro in makro zasevki, pri ¢emer sodeluje MEP s celi¢no
reverzijo v epitelni znacaj (prirejeno po: Kalluri in sod. 2009).

1.4.1 Molekularne znacilnosti EMP

Pri aktivaciji EMP so soudelezeni Stevilni molekularni procesi, ki vkljucujejo aktivacijo
transkripcijskih dejavnikov, spremembe v izrazanju povrSinskih molekul na celicah,
reorganizacijo in spremembe v izraZanju proteinov citoskeleta, povecano aktivnost encimov za
razgradnjo ZCM in spremembe v izrazanju specificnih mikroRNA (Preglednica 3). Na
molekularnem nivoju je glavna znacilnost EMP izguba izrazanja E-kadherina na povrsini
celic, kar povzroc¢i destabilizacijo adherentnih medceli¢nih stikov. Ta sprememba sovpada z
znizanim izrazanjem drugih epitelnih oznacevalcev, kot so EpCAM (CD326) in citokeratinov,
in s poviSanim izrazanjem mezenhimskih oznacevalcev, kot so N-kadherin, vimentin in
fibronektin. Za EMP je znacilna tudi povisana aktivnost metaloproteinaz matriksa, kar se
povezuje z invazivnim zna¢ajem celic. Spremembe v genski ekspresiji, ki vodijo v spremembo
iz epitelnega v mezenhimski fenotip, uravnavajo transkripcijski dejavniki, med katerimi so
najpomembnejsi TWIST, Snail in ZEB (angl. zinc-finger E-box binding), vsi delujejo kot
represorji CDH1 gena, ki kodira E-kadherin. Njihovo izrazanje je aktivirano zelo zgodaj v

EMP, kar kaze na njihovo kljuéno vlogo pri indukciji in napredovanju EMP. Znano je, da
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transkripcijska dejavnika Snail in ZEB zavirata izrazanje CDH1 direktno, TWIST pa nanj
deluje indirektno (Thiery in sod. 2009; Lamouille in sod. 2014).

Preglednica 3: Ozna¢evalci EMP

Oslabljeni oznacevalci Pridobljeni oznacevalci

Povrsinske molekule

E-kadherin N-kadherin

Z0-1 a5B1-integrin

EpCAM Sindekan-1

Dezmoplakin

MUC1

Oznacevalci citoskeleta

Citokeratini FSP-1
Vimentin
[B-katenin
a-SMA

Proteini zunajcelicnega matriksa

al(IV)-kolagen Fibronektin

Laminin Laminin 5

Transkripcijski dejavniki

Snail 1, Snail 2
ZEB1
TWIST1
BMI1
mikroRNA
Druzina miR-200 miR-21

1.4.2 Signalne poti EMP

EMP uravnavajo Stevilne signalne poti, kot so transformirajoc¢i rastni dejavnik-p (TGF-p),
Whnt-B-katenin, Notch, Hedgehog in receptorske tirozinske kinaze (Gonzalez in Medici 2014).
Med njimi je najbolje proucevana signalna pot TGF-B (Slika 3). Vezava TGF-p na receptor
sprozi aktivacijo Smad2 in Smad3 proteinov skozi fosforilacijo TGF-B receptorja.
Fosforilirana Smad2 in Smad3 se povezeta s Smad4, trimerni kompleks pa se nato translocira

v jedro, kjer sodeluje z DNA transkripcijskimi dejavniki pri uravnavanju izrazanja TGF-f
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tarénih genov Smad (Fuxe in sod. 2010). Ker imajo Smad transkripcijski dejavniki majhno
afiniteto za vezavo na DNA, je za vecjo afiniteto in specifi¢nost uravnavanja tar¢nih genov
potrebna interakcija s transkripcijskimi kodejavniki, kot sta Snail in ZEB. TGF-B receptor,
Smad3 in Smad4 so enako pomembni za TGF-B-induciran EMP, saj inhibicija izrazanja
katerega koli izmed omenjenih genov inhibira EMP (Valcourt 2005). TGF-B pri aktivaciji
EMP sodeluje tudi z drugimi signalnimi potmi, kot so Wnt (Shin in sod. 2010; Eger in sod.
2004), Hedgehog (Karhadkar in sod. 2004), Notch (Timmerman in sod. 2004) in Ras-MAPK
(Xie in sod. 2004).

PRPSE— 0 0 TGF-B Receptorski

1
' l Lkompleks

TR-RIII TB-RIl

ko-aktivatorji
Lo-represorji Smad2 Smad3
transkripeijski dejavniki

Nukleus ‘

Genska ‘
transkripcija

Smadd

Slika 3: TGF-p signalna pot
TGF-B se veze na receptor T-RII, vezava je ojacana ob prisotnosti TB-RI. TB-RII se poveze z TB-RI, kar sprozi
aktivacijo Smad2 in Smad3 skozi fosforilizacijo. Ta proces inhibira Smad7. Fosforilirana Smad2 in Smad3 se
povezeta s Smad4, trimerni kompleks pa se nato translocira v jedro, kjer sodeluje z DNA transkripcijskimi
dejavniki pri uravnavanju izrazanja TGF-p tar¢nih genov (prirejeno po: Hui in Friedman, 2003).
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1.4.3 Povezava med EMP in TMC

Razultati $tudij pri razli¢nih rakih kazejo na to, da je aktivacija EMP v celicah povezana s
pridobitvijo lastnosti, ki spominjajo na TMC. Mani in sod. (2008) so na celi¢nih linijah raka
dojke prvi pokazali, da indukcija EMP s ¢ezmernim izrazanjem induktorjev EMP Snail,
TWIST ali izpostavitev celic TGF-p vpliva na povecevanje deleza CD44-pozitivnih/CD24-
negativnih TMC. Na ta nacin inducirane celice so imele sposobnost tvorjenja mamosfer in so
imele znacilnosti mezenhimskih mati¢nih celic. Kasnejse Studije so pojasnile tudi molekularno
povezavo med EMP in TMC pri razlicnih rakih. Na celicah kolorektalnega raka in raka
pankreasa so ugotovili, da transkripcijski represor EMP ZEB1 zavira izraZzanje miR-200 in
miR-203, mikroRNA, ki delujeta kot zaviralca dejavnikov mati¢nih celic Sox2 in Klf4, ter
tako povezuje EMP in uravnavanje lastnosti mati¢nih celic (Wellner in sod. 2009). Kasnejsi
rezultati so pokazali, da v mati¢nih celicah izrazen polikomb represorski gen BMI1 (angl. B-
lymphoma Moloney murine leukemia virus insertion region) predstavlja direktno tarco
transkripcijskega dejavnika TWIST1. Le-ta po vezavi na E-box mesto prvega introna gena
BMI1 regulira njegovo izrazanje, zaradi Cesar sta tako BMI1 kot TWIST1 vzajemnega pomena
za aktivacijo EMP in inciacijo mati¢nih lastnosti v tumorskih celicah raka glave in vratu

(Yang in sod. 2010).

Rezultati raziskav pri raku plju¢ kazejo na to, da in vitro aktivacija EMP vpliva na povecano
izrazanje oznacevalcev TMC v celi¢ni kulturi, pri ¢emer je bilo uporabljenih ve¢ razli¢nih
pristopov. Najpogostje se za indukcijo EMP uporablja izpostavitev celic TGF-B (Tirino in sod.
2013; Pirozzi in sod. 2011; Akunuru in sod. 2012). Znano je, da je aktivacija EMP povezana s
povecano odpornostjo na toksi¢éne ucinkovine, zato se za aktivacijo EMP v celi¢nih kulturah
uporablja tudi izpostavitev celic citostatikom (Wang in sod. 2014) ali tirozin kinaznim
inhibitorjem (Shien in sod. 2013) in obsevanje (Gomez-Casal in sod. 2013). Vsi omenjeni
pristopi so pokazali podobno: aktivacija EMP vpliva na spremembo morfologije v
mezenhimsko fibroblastno, povisano izrazanje mezenhimskih oznaevalcev in znizano

izrazanje epitelnih oznaevalcev, soCasno pa pride do poviSanega izrazanja oznaCevalcev
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TMC in embrionalnih transkripcijskih dejavnikov, kot so Oct4, Nanog in Sox2 (Pirozzi in sod.
2011; Akunuru in sod. 2012; Tirino in sod. 2009; Wang in sod. 2013; Shien in sod. 2013;
Gomez-Casal in sod. 2013). Funkcionalni testi so pokazali, da EMP vpliva na povecano
nastajanje tumorskih sfer in inducira tumor inciacijske sposobnosti po transplantaciji celic v
testne zivali (Pirozzi in sod. 2011). Zanimivo je, da se razli¢éne populacije TMC razli¢no
odzivajo na indukcijo EMP; EMP spodbuja nastajanje CD133-pozitivnih in ALDH-pozitivnih
TMC, medtem ko zavira nastajanje SP-celic (Akunuru in sod. 2012). Povezava med EMP in
TMC na klini¢énih vzorcih raka plju¢ $e ni bila neposredno dokazana, molekularna povezava

med procesoma pa je slabo raziskana.

1.43.1 BMI1

BMI1 spada v skupino polikomb (angl. polycomb group; PcG) proteinov, ki kot transkripcijski
represorji uravnavajo linijske usmeritve celic med razvojem in diferenciacijo. Mehanisti¢no
delujejo v okviru multimernih polikomb represorskih kompleksov (PRK) skozi kombinacijo
postranslacijskih modifikacij in strukturnih sprememb v strukturi kromatina, kar se odraza v
epigenetskem utiSanju genov. Vloga PRK1 je vzdrZevanje represije, medtem ko PRK?2
direktno zavira izrazanje genov. Spremenjeno izrazanje PcG proteinov je povezano S
spremembami v celi¢nih delitvah in onkogenezo (Di Croce in Helin 2013). BMIL1 je bil odkrit
kot v sodelovanju s c-myc delujo¢i onkogen za nastanek limfomov pri misih in se uvr$éa v
skupino PRK1 (Haupt in sod. 1991; van Lohuizen in sod. 1991). BMI1 sam po sebi nima
encimske aktivnosti, ampak deluje kot zaviralec transkripcije po deregulaciji pl6Ink4a in
pl4Arf tumor supresorskih proteinov, ki imajo vlogo pri kontrolnih poteh pRb in p53, kar
povezuje transkripcijsko represijo s celi¢énim ciklom in senescenco (Jacobs in sod. 1999).
Onkogeni potencial BMI1 se kaze tudi v zmoznosti aktivacije izrazanja humane telomerazne
reverzne transkriptaze (hTERT) in indukciji aktivnosti telomeraze, kar vpliva na podalj$ano
podvojevalno sposobnost celic (Dimri in sod. 2002). Znano je, da je BMI1 soudelezen pri

regulaciji samoobnavljanja mati¢nih celic v razli¢nih virih normalnih (Dovey in sod. 2008;
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Zencak in sod. 2005; Lukacs in sod. 2010; Abdouh in sod. 2009; Liu in sod. 2006) in rakavih
celic (Abdouh in sod. 2009; Lukacs in sod. 2010; Liu in sod. 2006).

1.4.4 Napovedni pomen oznacevalcev EMP v tumorskem tkivu NDRP

Nizko izrazanje E-kadherina je povezano s krajS§im prezivetjem bolnikov s kolorektalnim
rakom in rakom dojke (Mohri 1997; Rakha in sod. 2005). Preklop v izraZanju iz E-kadherina v
N-kadherin ima neodvisen napovedni pomen za krajSe prezivetje bolnikov z rakom prostate
(Gravdal in sod. 2007). Rezultati treh studij pri NDRP so pokazali, da je nizko izrazanje E-
kadherina v tumorju povezano s kraj$im prezivetjem bolnikov (Zhang in sod. 2013; Al-Saad in
sod. 2008; Sulzer in sod. 1998), medtem ko rezultat ene $tudije te povezave ni potrdil (Kase in
sod. 2000). Visoko izrazanje N-kadherina je povezano s krajsim prezivetjem bolnikov z
melanomom (Kreizenbeck in sod. 2008) in ploscatocelicnim rakom ustne votline (Di
Domenico in sod. 2011). Podobno je tudi pri raku plju¢ visoko izrazanje N-kadherina

povezano s kraj$im celokupnim prezivetjem bolnikov z NDRP (Hui in sod. 2013).

Visoko izrazanje Vimentina je povezano s krajSim prezivetjem bolnikov z rakom zelodca in
rakom dojke (Otsuki in sod. 2011; Yamashita in sod. 2007). Podobno tudi pri raku pljué¢
visoko izrazanje Vimentina napoveduje slabso prognozo bolnikov z NDRP (Al-Saad in sod.
2008; Zhang in sod. 2013). Visoko izrazanje B-katenina v tumorju je napovedni dejavnik
krajSega prezivetja bolnikov z rakom dojke (Lin in sod. 2000), jeter (Endo in sod. 2000) in
daljse prezivetje bolnikov z rakom poziralnika (Krishnadath in sod. 1997). Podatki pri raku
pljuc kazejo, da je visoko izrazanje 3-katenina povezano z ugodno prognozo bolnikov z NDRP
(Hommura in sod. 2002; Kase in sod. 2000).

Visoko izrazanje transkripcijskega dejavnika TWIST1 v tumorskem tkivu razli¢nih rakov je
povezano z neugodno prognozo (Wushou in sod. 2014). Podobno je tudi pri NDRP visoko
izrazanje TWIST1 povezano s kraj$§im celokupnim prezivetjem bolnikov (Hui in sod. 2013;

Hung in sod. 2009; Jiang in sod. 2012). Tudi izraZanje dejavnikov Snail in Slug je v povezano
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z neugodno prognozo (Jiang in sod. 2012; Hung in sod. 2009), soasno povi$ano izraZanje
HIF-1a/TWIST1/Snail ali TWIST1/Slug/Foxc2 pa je neodvisen napovedni dejavnik krajsega
prezivetja bolnikov z rakom plju¢ (Hung in sod. 2009; Jiang in sod. 2012). Visoko izrazanje
BMI1 je povezano s slabso prognozo bolnikov z levkemijo (Mohty in sod. 2007), rakom
zelodca (Liu in sod. 2008) in jeter (Wang in sod. 2008) ter z ugodno prognozo bolnikov z
rakom dojke (Choi in sod. 2009; Nalwoga in sod. 2010; Pietersen in sod. 2008) in
glioblastomom (Cenci in sod. 2012). Podatki o klinicnemu pomenu BMI1 pri raku plju¢ so
omejeni; povezava med izrazanjem BMI1 in celokupnim preZivetjem bolnikov z NDRP pa Se
ni bila ugotovljena (Vrzalikova in sod. 2008; Kikuchi in sod. 2010; Vonlanthen in sod. 2001).
Vrzalikova in sod. (2008) so sicer uspeli dokazati povezavo med izrazanjem BMI1 v tumorju
in krajSim preZivetjem brez bolezni, vendar je bila ta povezava statisticno znacilna samo pri
majhni podskupini bolnikov s stadijem bolezni I/11, ki so prejemali adjuvantno kemoterapijo

(Preglednica 4).
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Preglednica 4: Napovedni pomen oznacevalcev EMP v primarnem tumorju

Biomarker Tip RazSirjenost Vrsta Metoda Terapija DFS/RFS* 0S/CSS” Referenca
bolezni vzorca (n) dolo¢anja (% bolnikov) uv MV uv MV
(mejna
vrednost)

E-kadherin  NDRP  operabilni FFPE IHK (>10 %) KRG (100 %) P=0,006 Sulzer in sod.

(111) (1998)
E-kadherin  NDRP  operabilni FFPE [HK (>70 %) KRG (100 %) NS Kase in sod.
B-katenin (331) IHK (=70 %) P=0,0001 P=0,0001 (2000)
E-kadherin  Plos¢a-  operabilni FFPE IHK (ocena 0, 1- KRG (100 %) P<0,001 P=0,003 P<0,001 P=0,013 Zhang in sod.
Vimentin toceli¢ni (204) 4,>4) P=0,006 NS P=0,01 NS (2013)
B-katenin NDRP  operabilni FFPE IHK (ocena 9) KRG (100 %) P=0,04 P=0,007 Hommura in

(217) sod. (2002)
E-kadherin  NDRP  operabilni FFPE IHK (ocena>2) KRG (100 %) P=0,03" NS Al-Saad in
Vimentin (335) P=0,001" P=0,005"  sod. (2008)
TWIST NDRP  operabilni FFPE IHK (ocena>++) KRG (100 %) P<0,01 Hui in sod.
N-kadherin (120) IHK (ocena>++) P<0,01 (2013)
TWIST1 NDRP  operabilni FFPE (87) IHK (>50 %) KRG (100 %) P=0,026 Hung in sod.
Snail IHK (>50 %) P=0,009 (2009)
TWIST NDRP  operabilni FFPE IHK n.p. P<0,001° P=0,001 Jiang in sod.
Slug (137) P=0,001% P=0,002 (2012)
BMI1 NDRP  operabilni FFPE IHK (> 10 %) KRG (62 %) NS NS Vrzalikova in

(179) KRG+adj.KT (12 P=0,05 NS sod. (2008)

%) (stadij I/11);
NS (stadij
1)
KRG+neoadj.KT NS NS

(26%)
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Biomarker Tip Raziirjenost Vrsta Metoda Terapija DFS/RFS? 0S/CSsP Referenca
bolezni vzorca (n) dolo¢anja (% bolnikov) uv MV uv MV
(mejna
vrednost)
BMI1 NDRP  operabilni in FFPE IHK (>10 %) KRG (100 %) NS Kikuchi in
razsejani (157) sod. (2010)
BMI1 NDRP  operabilni FFPE IHK (brez/Sibko KRG (100 %) NS Vanlanthen in
(48) proti mo¢no sod. (2011)
obarvanje

DFS: prezivetje brez bolezni; RFS: prezivetje brez ponovitve bolezni; OS: celokupno prezivetje; CSS: za rak specifi¢no prezivetje; UV: univariatna analiza; MV:
multivariatna analiza; NDRP: nedrobnoceli¢ni rak plju¢; IHK: imunohistokemija; NS: statisti¢no neznacilno; n.p.: ni podatka; FFPE: v formalinu fiksirano in v
parafin vklopljeno tkivo; KRG: kirurgija; KT: kemoterapija

# Nanaga se na RFS.

b Nanaga se na CSS.
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1.5 CIRKULIRAJOCE TUMORSKE CELICE (CTC)

Prvi opis cirkulirajo¢ih tumorskih celic (CTC) sega v leto 1869, ko je Thomas Ashworth v
krvi bolnika z razsejanim rakom prvi¢ opazil celice, ki so spominjale na celice tumorja
(Ashworth 1869). Kasneje so CTC definirali kot rakave celice, ki izvirajo iz primarnega
tumorja ali iz zasevkov in prosto krozijo v periferni krvi bolnikov z rakom (Allard in sod.
2004). Prisotnost CTC je bila potrjena pri Stevilnih epitelnih rakih, kot so rak dojke
(Cristofanilli in sod. 2004), rak prostate (de Bono in sod. 2008), rak debelega ¢revesa (Cohen
in sod. 2008), rak mehurja (Gallagher in sod. 2009), drobnoceli¢ni rak plju¢ (Hou in sod.
2009) in nedrobnoceli¢ni rak plju¢ (Maheswaran in sod. 2008). Predvideva se, da se CTC
sprostijo v krvni obtok po odcepitvi od primarnega tumorja, po katerem nato migrirajo do
oddaljenih organov, ki jih kolonizirajo in sprozijo rast zasevkov (Alunni-Fabbroni in Sandri
2010).

1.5.1 Metode za izolacijo in detekcijo CTC

Stevilo CTC v krvni cirkulaciji je izjemno majhno in je ocenjeno na 1 CTC na 10°-10’
mononuklearnih celic periferne krvi. Zaradi izjemne redkosti je raziskovanje CTC omogocil
Sele razvoj visoko obcutljivih tehnologij, ki so potrebne za njihovo izolacijo in detekcijo. V
splosnem so metode za detekcijo CTC sestavljene iz dveh korakov: faza izolacije oziroma
obogatitve (morfoloske in imunske tehnike) in faza detekcije (nukleinskih kislin in proteinov),
koraka pa lahko potekata hkrati ali lo¢eno (Sun in sod. 2011). CTC najpogosteje izolirajo s
pomocjo protiteles proti celi¢no specifiéni epitelijski celi¢ni adhezijski molekuli (EpCAM), ki
ima na eni strani konjugiran nanodelec, kar omogoca izolacijo oznacenih celic v magnetnem
polju. Najbolj znana komercialno dostopna naprava, ki izkoris¢a to metodologijo, je pri
ameri$ki Agenciji za hrano in zdravila (angl. Food and Drug Administration; FDA) odobren
sistem CellSearch (Veridex, ZDA), dobro uveljavljen je tudi sistem MACS (Miltenyi Biotec,
Nemcija) (Cohen in sod. 2008). Ostale tehnologije med drugim vkljucujejo mikrocipe
(Nagrath in sod. 2007) in AdnaTest (Lankiewicz in sod. 2008). V veljavi so tudi drugi
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pristopi, ki so neodvisni do izrazanja EpCAM, in vkljucujejo izolacijo na gradientu fikola
(Kallergi in sod. 2011), negativno deplecijo levkocitov (Balasubramanian in sod. 2012), od
velikosti odvisno filtracijo celic (ISET) (Vona in sod. 2000; Lecharpentier in sod. 2011) in
mikrotekoCine (Karabacak in sod. 2014).

Z metodami za detekcijo potrjujemo izvor in molekularni profil izoliranih celic. Trenutne
metode za detekcijo se delijo na analizo izrazanja proteinov in analizo izrazanja nukleinskih
kislin (mRNA, DNA). CellSearch po imunomagnetni izolaciji proti EpCAM z
imunofluorescentim barvanjem doloci izrazanje citokeratinov (KRT 8, 18, 19) in levkocitnega
oznacevalca CD45 in celi¢no jedro obarva s fluorescen¢nim barvilom DAPI. Za CTC nato
dolo¢i celice, ki ustrezajo kombiniranemu Kriteriju: pozitivna reakcija na citokeratine,
negativna reakcija na CD45 in prisotnost celi¢nega jedra (Allard in sod. 2004). Znane so tudi
druge metode za avtomatizirano detekcijo CTC, kot sta citometrija FAST (Krivacic in sod.
2004) in tehnologija EPISPOT (Alix-Panabiéres in sod. 2007). Kvantitativna verizna reakcija
DNA polimeraze v realnem ¢asu (iz angl. “real time quantitative DNA-polymerase chain
reaction”, RT-gPCR) je visoko obcutljiva metoda, ki omogoc¢a kvantitativno analizo tar¢ne
MRNA v vzorcu (Nolan in sod. 2006). Molekularna detekcija CTC obicajno poteka z
dolo¢anjem epitelnih ali drugih z rakom povezanih transkriptov (Stathopoulou 2002; Zhu in
sod. 2013; Shen in sod. 2009; Koren in sod. 2015). Oba pristopa, imunocitokemija in RT-
gPCR, imata dolo¢ene prednosti in slabosti: RT-qPCR je v primerjavi z imunocitokemijo bolj
obcutljiv (Ring in sod. 2005) in omogoca detekcijo ene tumorske celice v meSanici 1-10
milijonov normalnih krvnih celic (Ghossein in sod. 1999), po drugi strani pa pristopi z
uporabo protiteles omogocajo morfolosko analizo in potrditev malignega znacaja v skladu s

citomorfoloskimi kriteriji (Borgen in sod. 1999; Krebs in sod. 2011).

1.5.2 Napovedni pomen CTC

Povezava med Stevilom CTC in razsirjenostjo bolezni in prognozo je bila dokazana v Stevilnih

Studijah pri bolnikih z raki prostate, dojke, debelega ¢revesa, mehurja, jeter, ledvic in pljuc¢
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(povzeto v: Sun in sod. 2011). CellSearch je validirana metoda FDA za opazovanje bolnikov
z razsejanim rakom dojke (Cristofanilli in sod. 2004), prostate (de Bono in sod. 2008) in
debelega ¢revesa (Cohen in sod. 2008). Prisotnost CTC v krvi bolnikov s plju¢nim rakom je
povezana s krajSim prezivetjem (Kubuschok in sod. 1999; Hiltermann in sod. 2012; Hofman,
llie, in sod. 2011; Hofman, Bonnetaud, in sod. 2011; Krebs in sod. 2011), povecanje $tevila
CTC napoveduje ponovitev bolezni (Rolle in sod. 2005) in odgovor na kemoterapijo
(Hiltermann in sod. 2012). Se vedno zaznavno §tevilo CTC po specifiénem sistemskem
zdravljenju je pokazatelj odpornosti na specificno sistemsko zdravljenje (Hoffmann in sod.
2009). Prisotnost >5 CTC v 7,5 ml krvi, dolo¢ena z metodo CellSearch, je neodvisni
napovedni dejavnik krajSega prezivetja brez napredovanja bolezni in celokupnega prezivetja
bolnikov v 1Il. in IV. stadiju NDRP (Krebs in sod. 2011). Dokazali so tudi, da je z
molekularno analizo CTC bolnikov z razsejanim rakom plju¢ mogoce uspes$no dolociti
mutacije EGFR gena (Maheswaran in sod. 2008) in prerazporeditve v EML4-ALK genski
regiji (llie in sod. 2012), kar daje neposreden vplogled v molekularne znacilnosti primarnega

tumorja in/ali njegovih zasevkov ter omogoca izbiro specifi¢nega tarénega zdravljenja.

1.5.3 Vloga EMP in TMC pri zasevanju CTC

Zasevanje je zapleten proces, ki vkljucuje tudi gibanje celic iz primarnega tumorja do
oddaljenega organa (Pantel in Brakenhoff 2004). Predvidevajo, da nekatere CTC pri prehodu v
krvni obtok pridobijo mezenhimske znacilnosti, kar je posledica aktivacije EMP. EMP tako
vpliva na povecevanje mobilnega in invazivnega potenciala tumorskih celic v primarnem
tumorju, kar jim omogo¢i vstop Vv kri, omogoca prezivetje CTC v krvnem obtoku in spodbuja
zmoznost celic, da zapustijo kri in invadirajo okolisko tkivo (Liu in sod. 2015). Posledica tega
je, da lahko izolacija CTC na podlagi epitelnih antigenov zgresi pomembno subpopulacijo
celic, ki imajo mezenhimske in znacilnosti TMC (Sun in sod. 2011). Pri raku dojke je tako
prisotnost mezenhimskih oznacevalcev na CTC natancneje napovedala slabSo prognozo kot
izrazanje citokeratinov (Gradilone in sod. 2011). Pri raku dojke in raku plju¢ so ugotovili, da

lahko CTC dinami¢no prehajajo med epitelnim in mezenhimskim stanjem (Yu in sod. 2013)
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ali celo soCasno izrazajo epitelne in mezenhimske oznacevalce (Lecharpentier in sod. 2011,
Armstrong in sod. 2011). Rezultati raziskav pri raku jeter in dojke so dokazali, da del CTC-
bolnikov z rakom jeter in dojke izraza oznacevalce TMC (Yang in sod. 2008; Theodoropoulos
in sod. 2010), izrazanje oznacevalca TMC CD44 v CTC bolnikov z rakom debelega ¢revesa
pa je povezano s slabso prognozo bolnikov. Predvidevajo, da se cirkulirajo¢e TMC razvijejo iz
stacionarnih TMC s kombiniranjem dveh klju¢nih lastnosti: mati¢nosti in sposobnosti
aktivacije EMP (Brabletz in sod. 2005). Nedavna raziskava pri NDRP je pokazala, da ima
delez CTC zmoznost iniciacije novih tumorjev, kar je predstavljalo prvi funkcionalni dokaz za
to, da imajo CTC lastnosti TMC (Hodgkinson in sod. 2014).

V lu¢i zgoraj omenjenih rezultatov se postavlja vprasanje, ali je mogoce, da so zaletnice
zasevkov izkljuéno celice, ki so z EMP pridobile mobilne in lastnosti TMC in presle po
krvnem obtoku do drugih organov, kjer so se nanje uspesno pritrdile in inicirale nastanek
zasevkov (Koren in sod. 2013) (Slika 4). V smislu klini¢ne uporabe bi tako Stevilo
cirkulirajo¢ih TMC bolje odrazalo napredovanje razsejane bolezni, njihovo zmanjSanje pa bi
napovedovalo ugoden odgovor na sistemsko zdravljenje. Fenotipizacija CTC za oznacevalce

TMC bi tako lahko podala dodatne informacije o agresivnosti bolezni.
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Primarni tumor

EMP — pridobitev
invazivnega mobilnega
znacajaTMC

EP-rediferenciacija v epitelni znacaj )
in inciacija zasevkov

Slika 4: Predlagana vloga EMP in TMC pri zasevanju
Tumorsko tkivo je heterogeno, saj ga sestavlja glavnina tumorskih celic (rjava barva) in majhna populacija TMC
(modra barva). Tumorske celice pridobijo invaziven mobilen zna¢aj z EMP, ki v njih aktivira zmozZnost, da

vstopijo v krvni obtok, po katerem nato dosezejo oddaljene organe, se nanje pritrdijo in sprozijo rast zasevkov.
(prirejeno po: Koren in sod. 2013)
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2 NAMEN DELA, DELOVNE HIPOTEZE IN SPECIFICNI CILJI

Glavni razlog za umrljivost bolnikov s plju¢nim rakom so oddaljeni zasevki. Proces zasevanja
vkljucuje sprostitev tumorskih celic iz primarnega tumorja v bliznjo okolico, od koder se po
krvi prenesejo do drugih organov, kjer se pritrdijo in delujejo kot zacetnice zasevkov. VIoga
EMP in TMC za napredovanje bolezni je pri raku plju¢ slabo raziskana. Namen dela je bil
raziskati povezavo med EMP in TMC pri NDRP in ovrednotiti njun vpliv za izid bolezni

bolnikov z NDRP. Zastavili smo si naslednji hipotezi:

Hipoteza 1: Obstaja povezava med tumorskimi mati¢nimi celicami in epitelno-mezenhimskim
prehodom.

Specifi¢ni cilj 1.1: Doloc¢iti mRNA izrazanje izbranih molekularnih oznacevalcev EMP
(BMI1, TWIST1), TMC (CD133, ALDH1A1) in epitelnih celic (EpCAM, KRT7) v primarnem
tumorju in periferni polni krvi bolnikov z operabilnim NDRP.

Specifi¢ni cilj 1.2: Doloéiti povezave v izrazanju oznacevalcev v tumorju, v krvi in med

tumorjem in krvjo.

Specificni cil] 1.3: Dolociti izraZzanje oznalevalcev za EMP in TMC v izoliranih CTC

bolnikov z razsejanim NDRP.

Specifi¢ni cilj 1.4: Dolociti vpliv indukcije EMP v celi¢ni kulturi na izraZanje oznacevalcev

EMP in TMC.

Hipoteza 2: Izrazanje oznacevalca EMP/TMC v krvi napove kon¢ni izid bolezni.

Specifi¢ni cilj 2.1: Dolociti napovedni pomen mRNA izrazanja izbranega oznacevalca v krvi

na prezivetje bolnikov z razsejanim NDRP.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 ZASNOVA RAZISKAVE

V prvi del raziskave smo vkljucili bolnike z operabilnim NDRP, zdravljene z operativno
odstranitvijo tumorja in pripadajo¢ih bezgavk. Pri bolnikih smo odvzeli tkivo primarnega
tumorja in periferno polno kri. Tkivo smo uporabili za dolocitev izrazanja mMRNA izbranih
molekularnih oznaéevalcev EMP (BMI1, TWIST1), TMC (CD133, ALDH1A1) in epitelnih
celic (EpCAM, KRT7), dolo¢anje deleza tumorskih mati¢nih celic (CD133-pozitivne in
ALDH-pozitivne celice) ter za vzpostavitev primarne celi¢ne kulture. V krvi smo prav tako
dolocili gensko izrazanje omenjenih molekularnih oznaéevalcev, nato pa proucili mozne
povezave med izraZzanjem oznacevalcev v tumorju, v Krvi ter med tumorjem in krvjo. Za
oznacevalce, katerih izrazanje v tumorju je najbolje koreliralo na genskem nivoju (BMI1,
CD133, ALDH1A1l), smo z IHK preverili, ali obstaja povezava z njihovim proteinskim
izrazanjem. Nazadnje smo povezanost EMP in TMC proucili z in vitro celiénimi modeli, kjer
smo uporabili komercialno dostopni celiéni liniji (A549, SKMESI) in primarno celi¢no
kulturo NDRP, ki smo jih stimulirali z molekulo TGF-B1, ki deluje kot aktivator EMP.

V drugi del raziskave smo vkljucili bolnike z razsejanim NDRP, v prvi liniji zdravljene s
kemoterapijo na osnovi platine. Bolnikom smo pred pri¢etkom kemoterapije odvzeli periferno
polno kri in jo uporabili za dolocitev mRNA izrazanja BMI1, za katerega smo preucili
povezavo med nivojem izraZanja in izidoma bolezni, prezivetjem brez napredovanja bolezni
po zdravljenju s kemoterapijo na osnovi platine in celokupnim prezivetjem. Za BMI1 smo se
odlo¢ili na podlagi rezultatov prvega dela raziskave, kjer smo ugotovili pozitivnho povezavo
med izrazanjem BMI1 v tumorju in krvi. Podskupini bolnikov smo odvzeli dodatno periferno
kri, ki smo jo uporabili za izolacijo CTC in dolocitev mRNA izraZanja oznacevalcev
EMP/TMC v CTC. V raziskavo smo dodatno vkljucili tudi kontrolno skupino bolnikov brez
rakavega obolenja, ki smo jim prav tako odvzeli periferno polno kri ter dolo¢ili mRNA

izrazanje BMI1.
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3.2 BOLNIKI IN ZBIRANJE VZORCEV

V prvi del raziskave smo vkljucili 57 zaporednih bolnikov z operabilnim NDRP. Tkivo
primarnega tumorja je bilo odvzeto ob operativni odstranitvi bolezni, periferna polna kri istega
bolnika pa dan po operativnem posegu. Pri 22 bolnikih smo hkrati odvzeli tudi normalno tkivo
odstranjenega reznja pljuc¢, ki smo ga patolosko verificirali. V drugi del raziskave smo
vkljucili 96 bolnikov z razsejanim NDRP, ki so v prvi liniji bili sistemsko zdravljeni s
kemoterapijo na osnovi platine. Med temi bolniki smo trinajstim iz krvi izolirali CTC.
Bolnikom je bila periferna kri odvzeta pred pricetkom kemoterapije. Vsi vkljuceni bolniki so
bili zdravljeni s standardno kemoterapijo na osnovi platine v Univerzitetni kliniki Golnik v
obdobju 2009-2014. Podatke o klini¢no-patoloskih znaéilnostih bolnikov in izidih zdravljenja
smo pridobili iz bolniSni¢nega registra raka plju¢, v okviru katerega prospektivno zbiramo
podatke o bolnikih. Stanje bolnikove zmogljivosti smo ocenili skladno z navodili Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) (Oken in sod. 1982). Odgovor na zdravljenje smo
ocenili po kriterijih RECIST 1.1 (angl. Response evaluation criteria in solid tumors)
(Eisenhauer in sod. 2009). Dodatno smo v studijo vkljucili tudi 64 kontrolnih oseb brez
predhodnih ali trenutnih rakavih obolenj, ki so se po starosti ujemali z bolniki in smo jim prav
tako odvzeli kri. 36 izmed 64 (56,3 %) je bilo zdravih darovalcev krvi, 28 od 64 pa je bilo
oseb, ki so se v na$i bolni$nici zdravili zaradi razli¢nih plju¢nih bolezni. Slednji so imeli
napredovalo obliko kroni¢ne obstruktivne plju¢ne bolezni (KOPB) (7/64; 10,9 %), astmo
(10/64; 15,6 %) in sarkoidozo (11/64; 17,2 %).

Izvedbo Studije je odobrila Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko, protokol st.
40/04/12 in protokol §t. 37/07/09. Vsi vkljuceni bolniki so bili predhodno seznanjeni s

potekom in namenom raziskave ter so podpisali poseben ozaveSc¢en pristanek za sodelovanje.
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3.3 CELICE

Humani celi¢ni liniji NDRP A549 (zlezni rak plju¢) in SKMESL1 (ploscatoceli¢ni rak pljuc) sta
bili kupljeni pri Evropski zbirki za celi¢ne kulture (angl. European collection of authenticated
cell cultures; ECACC) leta 2011. Identiteta celic je bila potrjena s profiliranjem STR.
Testiranje je izvedla ECACC. Primarne celi¢ne kulture so bile vzpostavljene iz vzorcev
tumorskega tkiva, ki smo ga zbrali ob operativni odstranitvi bolezni. Njihova identiteta je bila
potrjena z morfoloSkim pregledom s fazno kontrastnim mikroskopom v razli¢nih fazah rasti in
dokazovanjem epitelnega znaCaja celic (z doloCanjem izrazanja citokeratinov z

imunocitokemijo ali preto¢no citometrijo).

3.4 PODROBNEIJSI OPIS UPORABLJENIH METOD

3.4.1 Zbiranje vzorcev tumorskega tkiva in periferne krvi

Tumorsko in normalno tkivo odstranjenega reznja plju¢ za analizo izrazanja mMRNA je bilo
odvzeto takoj po operativnem posegu, da smo ohranili integriteto RNA. Kosc¢ek tkiva
(1x1x2,5 mm) smo potopili v raztopino RNAlater (Qiagen, Nemcija) in shranili pri —40°C do
RNA izolacije. So¢asno smo manjsi koscek tkiva potopili v medij RPMI-1640 brez fenol
rdeCega (Sigma-Aldrich, Nem¢ija) z dodanim 1 % penicilin-streptomicinom (Sigma-Aldrich,
Nemcija) in pripravili celiéno suspenzijo tumorskih celic po spodaj opisanem postopku.
Celi¢no suspenzijo smo porabili za analizo dolo¢anja deleza TMC s preto¢no citometrijo in za
celi¢no kultivacijo. Meritve s pretocno citometrijo smo opravili na prvih 20 tumorskih vzorcih,
kjer je bilo na voljo dovolj velika koli¢ina tumorskega tkiva za analizo. Vzorci tkiva za IHK
so bili fiksirani v formalinu in vgrajeni v parafinske bloke kot del rutinskega diagnosti¢nega
postopka. Zbiranje tkiva je izvajal izkusen patolog, histoloska diagnoza pa je bila dolo¢ena
glede na mikroskopske karakteristike tumorja v skladu s klasifikacijo Svetovne zdravstvene
organizacije. Vzorci krvi (2,5 ml) za analizo genskega izrazanja so bili odvzeti dan po

operaciji ali pred pricetkom kemoterapije prvega reda v PAXgene epruveto (PreAnalytix,
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Svica) in shranjeni pri —40°C do izolacije RNA. Vzorci krvi za izolacijo CTC (30 ml) so bili
odvzeti pred pricetkom kemoterapije v heparinizirane epruvete in takoj uporabljeni za
izolacijo celic. Vsi krvni vzorci so bili odvzeti po tem, ko je bilo prvih 5 ml odvzete krvi

zavrzene, s ¢imer smo preprecili kontaminacijo vzorca s koznimi epitelnimi celicami.

3.4.2 Priprava primarne celi¢ne suspenzije iz tumorskega tkiva

Koscek tumorskega tkiva smo sterilno prenesli v ledeno hladno gojisce, pripravljeno iz gojisca
RPMI-1640 brez fenol rdeCega (Sigma-Aldrich, Nemcija), 1 % govejega serumskega
albumina (angl. bovine serum albumin, BSA, Miltenyi Biotec, Nemcija) in 1 % penicillin-
streptomicina (Sigma-Aldrich, Nem¢ija). V roku ene ure po operaciji smo odrezan kos¢ek v
gojiscu prenesli v celiéni laboratorij, kjer smo s skalpelom pazljivo odstranili krvne Zzile in
nekroti¢no tkivo in s pomodjo dveh skalpelov drobno nasekljali tkivo na priblizno 0,5 mm?®
velike koscke, ki smo jih sprali s svezim gojis¢em in centrifugirali 5 min. pri 300 g. Nato smo
kosc¢ke tumorskega tkiva encimsko razgradili v raztopini HBSS (angl. Hanks™ balanced salt
solution) brez Ca/Mg (Gibco, ZDA) z dodano 20 pg/ml kolagenazo Il (Gibco, ZDA).
Inkubacija je trajala 2 uri pri 37°C z mes$anjem vsakih 15 min. Celi¢no suspenzijo smo nato
prefiltrirali skozi 70-um najlonsko cedilo (BD Falcon, ZDA), dvakrat sprali z 10 ml raztopine
fosfatnega pufra (angl. phosphate buffered saline, PBS; Sigma-Aldrich, Nemcdija) in
centrifugirali 5 min. pri 300 g. Celice smo raztopili v ustrezni koli¢ini gojisca ali pufra PBS in

uporabili za kultivacijo ali analizo na preto¢nem citometru.

3.4.3 Gojenje pljucnih celi¢nih kultur in vitro

3.4.3.1 Gojenje trajnih celi¢nih linij A549 in SKMESI1

Celice smo gojili na ploscah za gojenje celi¢nih kultur v gojiscu, ki je vsebovalo medij RPMI-

1640 brez fenol rdece, ki je imel dodan 10 % goveji serum zarodkov (angl. fetal bovine serum,

FBS), 1 % penicilin-streptomicin in 2mM L-glutamin (vse Sigma-Aldrich, Nemcija). Celice
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smo gojili v celicnem inkubatorju s 5 % CO, v zraku in 100 % relativno vlaznostjo pri 37°C,
pri ¢emer smo gojis¢e zamenjali 2- do 3-krat tedensko. Celi¢ne kulture smo presajali ob 80-90
% preraséenosti rastne povrsine; pri presajanju smo celice najprej sprali s PBS in jih nato
odlepili od podlage z 0,25 % tripsin/2 mM EDTA (Sigma-Aldrich, Nem¢ija), presteli in
ponovno nasadili z gostoto 8000 celic/cm?®. Celice smo zamrznili v 10 % DMSO (Sigma-
Aldrich, Nem¢ija) in trajno shranili v teko¢em dusiku. Za poskuse smo celice nasajali v gostoti
22000 celic/cm?.

3.4.3.2 Gojenje primarnih celi¢nih kultur raka pljuc

Iz koScka tumorskega tkiva smo pripravili primarno celi¢no suspenzijo, kot je opisano v tocki
3.4.2. Celice smo nasadili na plosée za gojenje celi¢nih kultur, ki smo jih predhodno prekrili z
raztopino 0,01 % kolagena tipa I (Sigma-Aldrich, Nemcija). Celice smo gojili v gojiscu, ki je
vsebovalo medij DK-SFM (angl. defined keratinocyte serum free medium; Gibco, ZDA), 2mM
L-glutamin (Sigma-Aldrich, Nem¢ija), 1 % penicilin streptomicin (Sigma-Aldrich, Nemc¢ija),
1 % amfotericin B (PAA, Auvstrija), serumski nadomestek B-27 (1-kratna koncentracija;
Gibco, ZDA) in rastna dejavnika epidermalni rastni dejavnik (EGF; 20 ng/ml) (Invitrogen,
ZDA) in bazi¢ni fibroblastni rastni dejavnik (bFGF; 20 ng/ml) (Invitrogen, ZDA). Celice smo
nasadili v gostoti 20000-25000 celic/cm?. Gojenje je potekalo v celiénem inkubatorju s 5 %
CO; v zraku in 100 % relativno vlaznostjo pri 37°C. Gojis¢e smo menjali na 2-3 dni, celi¢ne
kulture pa presajali ob 70-80 % prerascenosti plosce. Pri presajanje smo celice sprali PBS, jih
odlepili od podlage z 0,25 % tripsinom/2 mM EDTA (Sigma-Aldrich, Nemcija), presteli,
sprali z 10 ml PBS in ponovno nasadili v gostoti 20000-25000 celic/cm?. Po treh tednih smo

celice, ki so predstavljale morfoloSko uniformno populacijo, uporabili za poskus.
3.4.4 Pretocna citometrija

Delez TMC v primarnem tumorju in celi¢nih linijjah A549 in SKMES1 smo dolocili s pretocno

citometrijo na podlagi izrazanja CD133 in dolo¢anja ALDH1 aktivnosti. Pri tej metodi celi¢no
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suspenzijo ozna¢imo s protitelesom, konjugiranim s fluorokromom, ki sveti pri doloceni
valovni dolzini. Celice v suspenziji s pomocjo hidrodinamskega fokusiranja v nizu ena za
drugo potujejo mimo izvora svetlobe, Kjer jih ozek snop laserske svetlobe presvetli.
Presvetlitev oznacenih celic s svetlobo dolocene valovne dolzine sprozi fluorescenco, ki jo
zaznajo fotodetektorji, ki nato pretvorijo svetlobne signale v elektricne. Elektri¢ni signali se
racunalnisko obdelajo. Rezultat meritve je histogram ali citogram, ki prikazuje delez TMC, ki

izrazajo CD133 ali imajo aktivnost ALDHL1.

Celi¢no suspenzijo smo najprej sprali s PBS, nato pa smo jo 10 min. pri 4°C v temi inkubirali
v pufru za imunofenotipizacijo, ki je vseboval PBS z dodanim 2mM EDTA in 1 % BSA
(Miltenyi Biotec, Nemcija) in dodanimi protitelesi CD133/2-fikoeritrin (angl. phycoerythrin,
PE) (1:10; klon 293C3; Miltenyi Biotec, Nemcija) ali izotipsko kontrolo (1:10; 1gG2b-PE;
Miltenyi Biotec, Nemcija). Celice smo sprali s pufrom in jih resuspendirali v kon¢nem
volumnu 300 pl imunofenotipizacijskega pufra. Pred meritvijo smo dodali 1 ul propidijevega
jodida (Sigma-Aldrich, Nem¢ija).

ALDH1 aktivnost smo detektirali s testom ALDEFLUOR™ (Stem Cell Technologies, ZDA)
po navodilih proizvajalca: celi¢ne suspenzije iz primarnih celic in celi¢nih linij raka plju¢ smo
resuspendirali v pufru ALDEFLUOR, ki vsebuje ALDH1 substrat, BODIPY-
aminoacetaldehid (BAAA) (1.5 mM) in inkubirali 1 uro pri 37°C. Kot negativno kontrolo smo
uporabili specifi¢ni inhibitor ALDH1, dietilamino-benzaldehid (DEAB). Celice, ki so izrazale
ALDH1 (ALDH1-pozitivne celice) smo detektirali v zelenem fluorescentnem kanalu
preto¢nega citometra. Mrtve celice smo identificirali z dodatkom propidijevega jodida (Sigma-
Aldrich). Zajemanje rezultatov je potekalo na preto¢nem citometru FACS Canto in BD FACS
Diva programsko opremo V6.1.3 (BD Biosciences, ZDA ).
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3.4.5 lzolacija RNA in eliminacija genomske DNA

Celokupno RNA iz tumorskega tkiva, celi¢nih kultur in CTC smo izolirali z miRNeasy Mini
Kitom (Qiagen, Nemcija) v skladu z navodili proizvajalca. Tumorsko tkivo smo s sterilno
pinceto prestavili iz RNAlater v tubico, v katero smo dodali reagent Qiazol (Qiagen, Nemcija)
in ga homogenizirali s pomo¢jo tkivnega homogenizatorja. Celice v kulturi in CTC smo sprali
s pufrom PBS in jim enako dodali reagent Qiazol. Qiazol je monofazna raztopina fenola in
gvanidin izotiocianata, ki razbije celice in razgradi celi¢cne komponente, RNA pa pri tem
ostane neposkodovana, saj gvanidin izotiocianat inaktivira RNAze. Po dodatku kloroforma
smo lo¢ili organsko in vodno fazo, v kateri se je nahajala RNA. RNA smo precipitirali z
dodatkom etanola. Nazadnje smo RNA nanesli na kolono, kjer smo jo odistili necisto¢ in
odstranili genomsko DNA z uporabo kompleta DNAze (Qiagen, Nemdija). Izolirano in

ocis¢eno RNA smo raztopili v vodi brez RNAz in shranili pri —40°C.

Vzorce polne krvi, zbrane v epruveto PAXgene (PreAnalytix), smo en dan pred izolacijo
postavili na sobno temperaturo. Epruveta PAXgene vsebuje posebno raztopino, ki vpliva na
zmanj$ano razgradnjo RNA in gensko indukcijo (Rainen in sod. 2002). Izolacija RNA je
potekala s kompletom reagentov Paxgene Blood miRNA Kit (PreAnalytix, Svica) in s
pomocjo aparature za izolacijo nukleinskih kislin Qiacube (Qiagen, Nemcija). Postopek za
izolacijo RNA je vkljuceval razgradnjo vzorca s proteinazo K, precipitacijo RNA z
izopropranolom (Sigma-Aldrich, Nemc¢ija), spiranje na koloni s pufri, inkubacijo z DNAZzo in
raztapljanje v vodi brez RNAz. 1zolirano RNA smo 5 min. denaturirali pri 65°C, jo prenesli na
led in shranili pri —40°C.

Koncentracijo izolirane RNA v vzrocu smo izmerili s spektrofotometrom NanoDrop 2000c

(Thermo Fischer Scientific, ZDA), ki iz absorbance pri 260 nm izra¢una koncentracijo RNA,
iz razmerja absorbanc pri 260/280 nm in 260/230 nm pa dolo¢i tudi Cistost RNA.
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3.4.6 Sinteza komplementarne DNA

RNA iz posameznega vzorca smo reverzno prepisali v cDNA z uporabo seta reagentov High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, ZDA) po navodilih
proizvajalca v 50 pl reakciji. Komplet vsebuje nakljuéne zacetne oligonukleotide, ki se
povezejo z RNA, nato pa ob matriéni RNA poteka prepis v cDNA z encimom reverzna
transkriptaza. Za prepis smo uporabili 2,5 pg izolirane RNA posameznega vzorca. Reverzna
transkripcija je potekala 10 minut pri 25°C in 120 minut pri 37°C v aparatu Primus 96 Plus
(MWG-Biotech, Nemc¢ija). Vzorce prepisane cDNA smo do nadaljnje uporabe shranili pri
—20°C.

3.4.7 Predhodno pomnoZevanje genov z nizkim izrazanjem (preamplifikacija)

Pred izvedbo kvantitativne verizne reakcije s polimerazo (PCR) v realnem ¢asu Smo cDNA iz
CTC in pripadajo¢ih EpCAM-negativnih vzorcev PMNC predhodno pomnozili prouc¢evane
gene (Priloga 4). Uporabili smo TagMan® PreAmp Master Mix (Applied Biosystems, ZDA),
ki smo mu dodali vodo brez RNAz, 500 ng cDNA posameznega vzorca in meS$anico Tagman
sond za izbrane gene (Applied Biosystems, ZDA) v 0,2x raztopini. Reakcija je potekala v
aparatu Veriti® 96-well Thermal Cycler (Applied Biosystems, ZDA) po naslednjem programu:
1 cikel: 10 min. pri 95°C in 10 ciklov 15 s pri 95°C, 4 min. pri 60°C. Na prvi stopnji reakcije

se s segrevanjem aktivira Taq polimeraza, ki nato v naslednji stopnji pomnoZi izbrani gen.

3.4.8 Kvantitativna veriZna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu

cDNA smo kvantificirali s kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo v realnem ¢asu (RT-
gPCR), s katero lahko izmerimo izrazanje genov z doloCanjem relativne koli¢ine tar¢ne
MRNA v vzorcu. Metoda je osnovana na PCR, od katerega se glavno razlikuje v tem, da poleg
pomnozevanja poteka hkrati tudi merjenje koli¢ine tarénega produkta v vzorcu. RT-gPCR smo

izvedli na aparaturi ABI PRISM®7500 Real-Time PCR System (opremljen s programsko
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opremo Sequence detection system verzija 1.3.0.) z uporabo gensko specifi¢nih setov zacetnih
nukleotidov in sond (TagMan tehnologija, Applied Biosystems, ZDA). Sekven¢no specifi¢na
oligonukleotidna DNA sonda s fluorescen¢nim oznacevalcem omogoca detekcijo samo, kadar
potece hibridizacija sonde s komplementarno taréno DNA. Instrument zazna narascanje
fluorescence pri vsakem ciklu potekajoce reakcije. Cikel, pri katerem fluorescenca preseze
vnaprej dolo¢eno mejno vrednost fluorescence, se imenuje prazni cikel (angl. cycle treshold,
Ct) in odraza koli¢ino tarcne cDNA v vzorcu.

Reakcija PCR je potekala pri standardnih temperaturnih pogojih (45 ciklov), uporabili smo
TagMan Universal PCR Master Mix Il ali Tagman Gene Expression Master Mix (oboje
Applied Biosystems) za preamplificirane vzorce cDNA. Uporabili smo naslednje
predpripravljene teste TagMan za gensko ekspresijo: EpCAM (CD326) (Hs00901885 m1),
BMI1 (Hs00180411 m1), TWIST1 (Hs00361186_m1), CD133 (PROM1) (Hs1009245 m1l),
ALDH1A1 (Hs00167445_m1), KRT7 (Hs00559840_m1) (Applied Biosystems). Vzorci s Ct
>38.00 so bili Steti kot negativni za izrazanje posameznega gena. VSe meritve so potekale v
triplikatu, relativno ekspresijo pa smo dolo¢ili z uporabo metode AACt (Livak in Schmittgen
2001). V skladu z metodo smo mRNA vrednosti tarénega gena normalizirali na endogeno
kontrolno in relativno proti kalibratorju, pri cemer smo uporabili formulo:

2—(ACt vzorec —ACt kalibrator)

Relativni nivo izrazanja = , pri cemer je ACt vzorec = Ct gareni gen — Ct

notranja kontrola IN ACt Kalibrator = Ct aeni gen = Ct notranja kontrola-

Za notranjo kontrolo smo uporabili gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazo (GAPDH; 4333764F;
Applied Biosystems, ZDA). Za kalibrator smo uporabili patolosko verificirano normalno tkivo
pljuc¢ istega bolnika (doloditev izrazanja v tumorskem tkivu), celi¢no linijo A549 (dolo¢itev
izrazanja v tumorskem tkivu in parnih krvnih vzorcih istega bolnika), neizpostavljene celice v
isti ¢asovni tocki (dolocitev izrazanja pri poskusu s TGF-1), EpCAM-negativne PMNC
(dolocitev izrazanja v CTC) in zdruzen vzorec cDNA 10 zdravih kontrol (dolocitev izrazanja
BMI1 v krvi). Rezultat za izbrani referencni vzorec (kalibrator) je priblizno 1, za ostale pa

sorazmerno vec¢ ali manj.
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3.4.9 Izdelava tkivnih mikromreZ in imunohistokemija

Tkivne mikromreZe smo izdelali iz vseh 57 vzorcev tumorjev. TKivno podrocje za vzoréenje je
bilo izbrano glede na vidno poravnavo z ustrezno rezino obarvano z barviloma hematoksilin in
eozin (H & E). Iz parafinskih blokov v formalinu fiksiranega tumorskega tkiva vsakega
bolnika smo v trojniku izrezali 6 mm Siroke tkivne dele in jih narezali v 5 pm debele tkivne
rezine. Za morfolosko kontrolo kakovosti smo uporabili tkivne rezine obarvane s H & E. IHK
doloCanje CD133, ALDHIAI in BMII je potekalo v skladu z navodili proizvajalca na
avtomatizirani platformi Benchmark XT (Ventana Medical Systems, ZDA). Uporabili smo
naslednja primarna protitelesa: misje monoklonsko anti-CD133 protitelo (klon AC133,
Miltenyi Biotec, red¢itev 1:50), zaj¢je monoklonsko anti-ALDH1AL protitelo (klon EP1933Y,
Abcam, redc¢itev 1:200) in zaj¢je monoklonsko anti-BMIL1 protitelo (klon EPR3745(2),
Abcam, redc¢itev 1:100), ki smo jih nanesli v standardni dvostopenjski imunohistokemijski
metodi, kjer smo uporabili 3,3'-diaminobenzidin kot kromogeni substrat. Uporabili smo
komercialno dostopni komplet za detekcijo OptiView DAB IHC Detection Kit (Ventana
Medical Systems, ZDA). Za kontrastiranje preparatov smo uporabili barvanje s
hematoksilinom. Dva raziskovalca (AK in IK) sta neodvisno ovrednostila obarvanje s
svetlobnim mikroskopom, kjer sta ocenila odstotek pozitivno obarvanih celic glede na celotno
Stevilo tumorskih celic v vzorcu in dolo¢ila numeri¢no vrednost za intenziteto obarvanja (0-
negativno; 1-zmerno; 2-moc¢no; 3-zelo mo¢no). Skupno oceno obarvanja smo dobili s
pomnoZevanjem povpre¢nih vrednosti ocenjenih povrSin obarvanih celic s povpre¢nimi
vrednostmi ocenjenih intenzitet obarvanja (ekspresijski pomnozek = povrSina X intenziteta).
Za vsakega bolnika smo iz trojnikov izracunali povprecen ekspresijski pomnoZek. Vzorce smo
nato dihitomizirali v visoki ali nizki ekspresijski razred na podlagi mediane ekspresijskega
pomnozka pri ALDH1A1 in BMI1 (20,0 in 76,7), medtem ko smo tumorje, kjer smo lahko
detektirali CD133-pozitivne tumorske celice, uvrstili v visoki ekspresijski razred. Za pozitivne
kontrole obarvanja pri ALDH1A1 in BMI1 smo uporabili normalno tkivo ledvice, za kontrolo
pri CD133 pa smo uporabili moc¢no pozitivno obarvan vzorec tumorja plju¢. Kontrole smo

dodali v vsako serijo barvanja.
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3.4.10 Priprava in izpostavitev celic TGF-p1

Raztopino humanega transformirajo¢ega rastnega faktorja-B1 (TGF-B1) smo pripravili tako,
da smo 5 ug liofiliziranega TGF-B1 rekonstituirali v 100 pul 10 mM citronske kisline (Sigma-
Aldrich) in uravnali pH na 3,0. Nato smo dodali 1900 pl PBS z dodanim 0,1 % BSA in tako
pridobili zalozno koncentracijo 2,5 ug/ml, ki smo jo dodali v gojis¢e v kon¢ni koncentraciji 5

ng/ml.

Celice smo izpostavili 5 ng/ml TGF-B1 48 ur za ovrednotenje morfoloskih sprememb. Celice
smo izpostavili 5 ng/ml TGF-f1 3, 5, 7, 10 in 14 dni za ugotavljanje razlik v izrazanju
oznacevalcev EMP in TMC. Za poskuse smo celice nasadili v 70 % konfluenci. Za opazovanje
razlik v morfologiji smo uporabili faznokontrastni mikroskop Olympus 1X51, opremljen z
barvno kamero UC30 (Olympus, VB).

3.4.11 lzdelava sferoidov in test invazije v kolagenu

Sferoide smo pripravili na plos¢i s 96 zepki z dnom, zaobljenim v obliki ¢rke U. Za izdelavo
sferoidov enotne velikosti in oblike smo nasadili 5000 A549 ali SKMESL celic na zepek v 100
ul gojisca, ki je vsebovalo 4 % metilceluloze (Sigma-Aldrich, Nem¢ija), ki je preprecevala
pritrditev celic na dno Zepka. Plos¢o s celicami smo nato centrifugirali 1,5 ure pri 850 g. Po 24
urah inkubacije v celi¢cnem inkubatorju pri 37°C in 5 % CO, v zraku, smo sferoide vklopili v
45 ul kapljico kolagena I (BD Biosciences, ZDA) in inkubirali v celicnem mediju z dodanim
TGF-B1 v konéni koncentraciji 5 ng/ml 72 ur pri 37°C in 5 % CO; ali brez njega. Invazijsko
razdaljo smo izmerili kot najdaljso razdaljo, Ki so jo celice prepotovale od roba sferoida po 24,
48 in 72 urah inkubacije (Slika 5).
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Slika 5: Merjenje invazijske razdalje pri testu invazije v kolagenu

3.4.12 lzolacija CTC z magnetno separacijo

Sveze odvzeto periferno polno kri (30 ml), ki smo jo zbrali v heparinizirane epruvete, smo 2-
krat razred¢ili s pufrom PBS. Razred¢eno kri smo naplastili na Fikol (Ficoll-Paque™ PLUS,
Stem Cell Technologies, ZDA) in centrifugirali 30 min. pri 400 g na sobni temperaturi brez
zavore. Previdno smo odpipetirali PMNC, dvakrat sprali s PBS in resuspendirali v 300 ul
separacijskega pufra, ki je vseboval PBS z dodanim 0,5% BSA (Miltenyi Biotec, Nemcija).
CTC smo izolirali z uporabo kompleta CD326 (EpCAM) tumor Cell Enrichment and
Detection Kit (Miltenyi Biotec, Nemc¢ija). Metoda temelji na imunomagnetni izolaciji celic, ki
izrazajo epitelni oznacevalec EpCAM. Najprej smo PMNC inkubirali z 100 pul magnetnih
nanodelcev konjugiranih z anti-EpCAM (CD326) protitelesi in 100 pl reagenta za blokado
FcR 30 min. pri 4°C. Po spiranju s pufrom smo celi¢no suspenzijo oznacenih celic nanesli na
MS separacijsko kolono (Miltenyi Biotec, Nemcija), ki smo jo postavili v MiniMACS
separator (Miltenyi Biotec, Nem¢ija). Zbrali smo neoznacene celice, ki so presle skozi kolono

in jo sprali s separacijskim pufrom. Nato smo odstranili kolono iz magnetnega polja, dodali
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500 pl separacijskega pufra in z neznim pritiskom na bat izbrizgali magnetno oznacene celice,
ki so predstavljale z EpCAM-pozitivnimi CTC obogateno celi¢no frakcijo. Obe frakciji
(pozitivna in negativna) smo centrifugirali, odpipetirali supernatant, resuspendirali v 700 ul

Qiazola in ju shranili pri —40°C do izolacije RNA.
3.4.12.1 Preverjanje ucinkovitosti izolacije CTC

Za dologitev ucinkovitosti izolacije CTC smo v 30 ml heparinizirane krvi, ki smo jo pridobili
od zdravih prostovoljcev, dodali 10 A549 celic. Iz krvi smo nato po enakem postopku kot pri
bolnikih izolirali EpCAM-pozitivne celice (poimenovane A549 podobne CTC), pri katerih
smo izolirali RNA in z RT-qPCR dolo¢ili gensko izrazanje EpCAM. Gensko izrazanje EpCAM
smo dologili tudi v vzorcu 10* A549 celic, u¢inkovitost izolacije pa smo dolo¢ili kot razmerje
med izrazanjem EpCAM v izoliranih A549 podobnih CTC in 10% A549. Konéni rezultat smo

izrazili kot povprecje treh neodvisnih poskusov s standardnim odklonom (SD).
3.4.13 Statistika

Porazdelitev podatkov smo dolo¢ili z D'Agostino-Pearsonovim testom. Razlike v izrazanju
oznacevalcev med tumorskim in normalnim plju¢nim tkivom smo ovrednotili z Wilcoxonovim
testom. Povezave med izrazanjem molekularnih oznacevalcev v Krvi in v tkivu smo doloéili s
Spearmanovim korelacijskim koeficientom. Povezave med visokim in nizkim izraZanjem
CD133, ALDH1A1 in BMI1 v tkivni mikromrezi smo ovrednotili s Fischerjevim natan¢nim
testom. Razlike pri poskusu na celi¢nih kulturah smo dolo¢ili z enosmernim testom ANOVA
in Dunnetovim posttestom. Razlike v izrazanju BMI1 med bolniki in kontrolami smo
ovrednotili z Mann-Whitneyjevim U-testom. Povezave med izrazanjem BMIL in klini¢nimi
znacilnostmi bolnikov smo ovrednotili s Fischerjevim natan¢nim testom. Analizo preZivetja
smo izvedli po metodi Kaplan-Meier, pri cemer smo razlike v prezivetju bolnikov glede na
izrazanje BMI1 ovrednotili z uporabo testa Log rank. Prezivetje brez napredovanja bolezni

smo definirali kot ¢as v mesecih od datuma pricetka kemoterapije do datuma progresa ali
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smrti. Celokupno prezivetje smo definirali kot ¢as v mesecih od datuma diagnoze do datuma
smrti, ne glede na njen vzrok. Za dolo¢itev optimalne mejne vrednosti med izrazanjem BMI1
smo testirali razlicne mejne vrednosti. Ker optimizirana vrednost ni bistveno vplivala na
prezivetveno analizo, smo mejno vrednost za razlikovanje med nizkim in visokim izrazanjem
BMIL1 postavili na mediano izrazanja BMI1 (0,663). Za testiranje vpliva dejavnikov na
prezivetje Vv univariatni in multivariatni analizi smo uporabili Coxov regresijski model

sorazmernih tveganj, uporabili smo zvezne vrednosti BMI1 izraZanja.

Statisti¢no obdelavo podatkov smo izvedli s programoma GraphPad Prism (verzija 5, San
Diego, CA, ZDA) in SPSS 21 (verzija 21, Chicago, IL, ZDA). Vse podane P vrednosti so dvo-
stranske. Za statisticno znacilne razlike smo oznacili izracunane razlike z vrednostjo P<0,05.
V primeru dolocanja povezav med izrazanjem molekularnih oznacevalcev v tumorskem tkivu
smo upostevali Bonferroni korekcijo za veckratno primerjanje (0,05/6=0,0083), zato smo
raven statisticne znacilnosti postavili pri P<0,0083. Vse ovrednotene razlike in povezave so

rezultat uporabe zgoraj opisanih statisti¢nih orodij.
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4 REZULTATI
4.1 KLINICNE ZNACILNOSTI BOLNIKOV
4.1.1 Znacilnosti bolnikov z operabilnim NDRP

Znacilnosti 57 bolnikov z operabilnim NDRP so povzete v Preglednica 5. Ob diagnozi je bila
mediana starosti bolnikov 62 (razpon 42-79 let), ve¢ kot polovica je bilo moskih (33/57; 57,9
%). Dvaintrideset izmed 57 bolnikov (56,1 %) je imelo zlezni rak in 19 izmed 57 (33,3 %) je
imelo ploscatoceli¢ni rak. Vecéina bolnikov je bila nekdanjih ali aktualnih kadilcev (46/57;
80,1 %). Vsi bolniki so imeli ob ¢asu postavitve diagnoze omejeno obliko bolezni (29/57, 50,9
% stadij I; 14/57, 24,6 % stadij 11; 14/57, 24,6 % stadij 111) in so bili zdravljeni z radikalno
kirurgijo. Stirje izmed 57 bolnikov so pred operacijo prejeli neoadjuvantno kemoterapijo na

osnovi platine.

Preglednica 5: Klini¢ne znadilnosti 57 bolnikov z operabilnim NDRP

Znacilnost N (%)

Starost v letih: mediana (razpon) 62 (42-79)
Spol

Moski 33 (57,9)
Zenski 24 (42,1)
Histologija

Zlezni rak 32 (56,2)
Plos¢atoceli¢ni rak 19 (33,3)
Neopredeljen nedrobnoceli¢ni 6 (10,5)
rak

Stadij raka po UICC*

| 29 (50,8)
i 14 (24,6)
" 14 (24,6)
Zgodovina kajenja

Da 46 (80,7)
Ne 9 (15,8)
Neznano 2 (3,5)

*Union Internationale Contre le Cancer Klasifikacija za razdelitev raka v stadije
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4.1.2 Znadilnosti bolnikov z razsejanim NDRP

Znacilnosti 96 bolnikov z razsejanim NDRP so povzete v Preglednica 6. PetinSestdeset od 96
(67,7 %) je imelo zlezni rak in 25 od 96 (26,0 %) je imelo ploscatoceli¢ni rak. Ob diagnozi je
bila mediana starosti bolnikov 62 let (razpon 39-79), ve¢ kot pol (57/96; 59,3 %) je bilo
moskih. Glavnina bolnikov je bila v dobrem stanju zmogljivosti — primerni za zdravljenje s
kemoterapijo (PS<I pri 85/96; 88,6 %). Vsi bolniki so bili diagnosticirani v razsejani obliki
bolezni (stadij V), glavnina je ob diagnozi imela manj kot tri oddaljene zasevke (79/96; 82,3
%). Bolniki so v prvi liniji sistemskega zdravljenja prejeli kemoterapijo na osnovi platine.
Glavnina bolnikov (55/96; 57,3 %) je prejemala platino in pemetreksed, ostali so prejeli
platino in gemcitabin, platino in taksane ali platino in etopozid. Mediana Stevila prejetih
kemoterapevtskih ciklov je bila 4 (razpon 1- 6). Tretjina bolnikov (32/96; 33,3 %) je prejela
ve¢ linij sistemskega zdravljenja. Vecina bolnikov (93/96; 96,8 %) je imela merljiv odgovor
na prvo linijo kemoterapije; popolni ali delni odgovor je bil dosezen pri 42 izmed 96 (43,7 %)

bolnikov. Mediana sledenja bolnikov je bila 9,9 meseca (razpon 1-31,5 meseca).
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Preglednica 6: Osnovne znadilnosti 96 bolnikov z razsejanim NDRP

Znacilnost N (%)
Starost v letih: mediana (razpon) 62 (39-79)
Spol

Moski 57 (59,4)
Zenski 39 (40,6)
Histologija

Zlezni rak 65 (67,7)
Plos¢atoceli¢ni rak 25 (26,0)
Neopredeljen nedrobnoceli¢ni rak 6 (6,3)
Stanje zmogljivosti®

0 14 (14,6)
1 71 (73,9)
>2 11 (11,5)
Zgodovina kajenja

Da 82 (85,4)
Ne 14 (14,6)
Stevilo oddaljenih zasevkov

<3 79 (82,3)
>3 17 (17,7)
Odgovor na kemoterapijo®

Popolni odgovor + delni odgovor 42 (43,7)
Stabilna bolezen 22 (22,9)
Napredujoca bolezen 29 (30,2)

N: Stevilo bolnikov
% lestvica za ocenjevanje bolnikove zmogljivosti East Cooperative Oncology Group
® Objektiven odgovor na zdravljenje je bil merljiv pri 93/96 (96,8 %) bolnikih.
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4.2 DELEZ TMC IN GENSKO IZRAZANJE OZNACEVALCEV EMP IN TMC V

PRIMARNEM TUMORJU NDRP IN NORMALNEM PLJUCNEM TKIVU

4.2.1 Delez TMC v primarnem tumorju

S pretoéno citometrijo Smo dolocili delez CD133-pozitivnih in ALDH1-pozitivnih celic v

primarnem tumorju 20 bolnikov z operabilnim NDRP. Delez CD133-pozitivnih celic je bil
med 0,01 do 7,59 % (mediana 0,33 %), aktivnost ALDH1 pa je bila med 0,31 do 38,8 %

(mediana 2,23 %) pozitivnih celic (Slika 6).
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Slika 6: Delez TMC v primarnem tumorju
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Delez A) CD133-pozitivnih in B) ALDHZ1-pozitivnih celic v 20 vzorcih primarnega tumorja. Reprezentativne
slike analiz s preto¢nim citometrom za C) imunofenotipizacijo CD133 in D) encimsko aktivnost ALDH1.
Rezultati so prikazani v obliki raztresenega grafikona za vse merjene vrednosti. Crta na sredini predstavlja

mediano.
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4.2.2 Gensko izrazanje oznacevalcev EMP in TMC v primarnem tumorju in

normalnem pljué¢nem tkivu

Gensko izrazanje oznacevalca TMC ALDH1Al, oznacevalca EMP BMI1 in oznacevalcev
epitelnih celic EpCAM in KRT7 je bilo v primarnem tumorju 22 bolnikov z operabilnim
NDRP glede na normalno plju¢no tkivo istih bolnikov statisticno znacilno znizano
(P<0,0001). Za oznacevalec TMC CD133 in oznacevalec EMP TWIST1 nismo ugotovili razlik

med izrazanjem v tumorju in normalnih pljucih (P>0,05) (Slika 7).
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Slika 7: Gensko izraZzanje oznacevalcev v primarnem tumorju in normalnem plju¢nem tkivu.
Relativno mRNA izrazanje oznacevalcev TMC (CD133, ALDH1A1), EMP (BMI1, TWISTLY) in epitelnih celic
(EpCAM in KRT7) v 22 vzorcih primarnega tumorja in pripadajocega normalnega pljuénega tkiva. Rezultati so

prikazani v obliki okvirja z ro¢aji. Crta na sredini predstavlja mediano (*** P<0,001).
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43 POVEZAVE MED IZRAZANJEM OZNACEVALCEV EMP IN TMC V
PRIMARNEM TUMORJU IN POLNI KRVI

4.3.1 Gensko izraZzanje molekularnih oznacevalcev EMP in TMC v primarnem

tumorju in periferni polni krvi

Gensko izrazanje molekularnih oznacevalcev EMP (BMI1, TWIST1), TMC (CD133,
ALDH1AL1) in epitelnih celic (EpCAM in KRT7) smo lahko dolo¢ili v primarnem tumorju 56
od 57 (98 %) bolnikov in v periferni polni krvi 53 od 57 (93 %) bolnikov z operabilnim
NDRP. Razpon mRNA izrazanja oznacevalcev v tumorju je bil 0,0001-16797 in v Krvi
0,00002—-46 (Slika 8).
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Slika 8: Izrazanje oznacevalcev v primarnem tumorju in polni krvi
mRNA izrazanje oznacevalcev EMP (BMI1, TWIST1), TMC (CD133, ALDH1A1) in epitelnih celic (EpCAM in
KRT7) v tumorskem tkivu in polni krvi 57 bolnikov z operabilnim NDRP. Rezultati so prikazani v obliki

raztresenih grafikonov za vse merjene vrednosti. Crta na sredini predstavlja mediano.
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4.3.2 Povezave med genskim izrazanjem molekularnih oznacevalcev EMP in TMC v

primarnem tumorju in periferni polni krvi

V primarnem tumorju smo ugotovili statisticno znacilno povezavo med mRNA izrazanjem
oznacevalcev EMP in TMC: med BMI1 in ALDH1AL1 (rs=0,622; P:2x10'7) in med BMIL1 in
CD133 (rs=0,452; P=2x10"). Med izrazanjem TWIST1 in CD133 ali ALDH1Al nismo
ugotovili nobenih povezav. Dodatno smo potrdili povezavo med oznac¢evalcema TMC CD133
in ALDH1A1 (rs=0,544; P=1><10'5). Povezave med oznadevalcema EMP BMI1 in TWIST1
nismo potrdili. Ugotovili smo tudi statisti¢no znacilno povezave med oznacevalci EMP/TMC
in oznacevalci epitelnih celic: BMI1 in EpCAM (rs=0,681, P:6x10'9), BMI1 in KRT7
(rs=0,656; P=3x10®), ALDH1A1 in EpCAM (rs=0,475; P=2x10") ter ALDH1A1 in KRT7
(rs=0,54; P=5x10"). Povezave med TWIST1 in EpCAM ali KRT7 nismo ugotovili (oba
P>0,0083), potrdili pa smo statisticno znacilno povezavo med epitelnima oznacevalcema
EpCAM in KRT7 (rs=0,545; P=1x107).

V polni krvi smo enako kot v primarnem tumorju ugotovili statisticno znacilno povezavo med
BMI1 in CD133 (rs=0,353; P=0,008) in med BMI1 in ALDH1Al (rs=0,407; P=0,002), ne pa
povezave med TWIST1 ter CD133 ali ALDH1A1 mRNA izrazanjem. Za razliko od primarnega
tumorja v krvi nismo potrdili povezave med oznaéevalcema TMC CD133 in ALDH1A1.
Ugotovili pa smo statistiéno znacilno povezavo med BMIL1 in TWIST1 (rs=0,283; P=0,002)
MRNA izrazanjem. V krvi nismo ugotovili povezave med molekularnimi oznacevalci
EMP/TMC in epitelnimi oznacevalci, opazili pa smo trend za povezavo mRNA izrazanja med
EpCAM in ALDH1A1 (P=0,04).

Analiza povezav med tumorjem in krvjo je pokazala, da je izrazanje BMI1 v primarnem
tumorju pozitivno statistiéno znacilno povezano z izrazanjem BMI1 v polni krvi (rs=0,35;
P=0,008). Drugih povezav med izrazanjem oznacevalcev EMP/TMC nismo nasli (Preglednica
7).
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Preglednica 7: Povezave med izraZanjem oznadevalcev v primarnem tumorju in polni krvi pri NDRP
Spearmanov koeficient korelacij med mRNA izrazanjem oznacevalcev za EMP (BMI1, TWIST1), TMC (CD133, ALDH1ALl) in epitelne celice (EpCAM, KRT7) v

tumorskem tkivu in periferni polni krvi 57 bolnikov z operabilnim NDRP.

PRIMARNI TUMOR KRI
CD133  ALDHI1Al BMI1 TWIST1 EpCAM KRT7 CD133 ALDH1A1 | BMI1 TWIST1L EpCAM KRT7
CD133 r=0,544 r=0,452 r=-0,039 : r=0,32 r=0,33 r=0,052  r=0,079 r:=0,097 r=0,067 r=0,159 r:=0,209
(P=1x10%) (P=4x10"%) (P=0,02) (P=0,01)
ALDH1A1 r=0,622 r=-0,032 | r=0475 r=0,54 r=0,055  r=0,116 r:=0,232 r=0,095 r=0,044 r=0,179
o (P=2x10") (P=2x10"" (P=5x10"%)
o
S | BMIL r=0,014 r=0,681 r=0,656 r=0,220  r=0,186 r=0,347 r=0,119 r=0,119 r=0,271
= (P=6x107)  (P=3x10*) (P=0,008)
Z | twistt r=-0,262 r=0,075 r=0,102  r=-0,050 r=0,180 r=0,109 r=-0,085  r=0,008
<
=
& | EpCAM r=0,545 r=0,092  r=0,293 r:=0,289 r=-0,062 r:=0,222 r:=0,156
(P=1x10®) (P=0,03) (P=0,03)
KRT7 r=0,023  r=0,255 r:=0,260 r=-0,050 p=0,095 r:=0,259
CD133 r=0,225 r=0,353 r=0,283 r=0,181 r=-0,235
(P=0,008)  (P=0,04)
ALDH1A1 r=0,407 rs=-0,034 r=0,283 r==0,096
(P=0,002) (P=0,04)
BMI1 r=0,406 r=-0,135  r=0,277
_ (P=0,002)
o
X | TWISTL r=-0313  r=0,209
(P=0,02)
EpCAM r=-0,314
(P=0,02)
KRT7
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Preglednica 8 in Preglednica 9 prikazujeta povezave med izrazanjem proucevanih
molekularnih oznacéevalcev pri podskupinah bolnikov z zleznim (N=32) in plos¢atoceli¢nim
(N=19) rakom. Ugotovili smo, da je bila v primarnem tumorju povezava med oznacevalcem
EMP BMI1 in oznafevalcema TMC CD133 in ALDH1AL statisti¢no znacilna pri bolnikih s
ploscatoceli¢nim rakom (CD133-BMI1 (rs=0,731; P=3x10"), ALDH1A1-BMI1 (rs=0,767;
P=8x10"°), CD133-ALDH1A1 (rs=0,738; P=2x10"*)), medtem ko je bila pri bolnikih z Zleznim
rakom statisti¢no znacilna le povezava med BMI1 in ALDH1A1 (rs=0,638; P=9x107°). V krvi
je bila pri bolnikih s plos¢atoceliénim rakom statisti¢éno znacilna povezava med BMIL in
ALDH1AL (rs=0,514; P=0,003), pri bolnikih z Zleznim rakom pa povezav med oznacevalci
EMP in TMC v periferni polni krvi nismo ugotovili. Pri nobenem histoloskem podtipu nismo

ugotovili povezave med izrazanjem BMI1 v primarnem tumorju in izrazanjem BMI1 v Krvi.
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Preglednica 8: Povezave med izraZanjem oznacevalcev v primarnem tumorju in polni krvi pri podskupini 32 bolnikov z Zleznim rakom pljué

PRIMARNI TUMOR KRI
CD133 ALDH1Al BMI1 TWIST1 EpCAM KRT7 CD133 ALDH1A1l BMI1 TWIST1 EpCAM KRT7
CD133 rs=0,378 r;=0,287 rs=-0,205 rs=0,250 r,=0,148 r=-0,129  r=0,117 r;=0,369 r:=0,300 r;=0,308 r;=0,224
(P=0,03) (P=0,04)

ALDH1Al rs=0,638 r=-0,275 r=0,607 r:=0,296 r:=0,023 r:=0,132 r:=0,286 r:=0,199 :=0,105 rs=0,441
o (P=9x10%) (P=2x10") (P=0,01)
g BMI1 rs=-0,125 rs=0,676 r=0,538 r=-0,162  rs=0,216 r:=0,248 r=0,163 r:=0,228 r:=0,267
= (P=2x10%)  (P=0,002)
E TWIST1 r=-0,287 rs=-0,004 r=0,078  r=0,039 r;=0,070 r;=0,150 r=-0,114  r=0,042
:
g EpCAM r=0,51 r:=0,063 r=-0,073 r:=0,198 r=-0,021 r:=0,159 r:=0,168

(P=0,003)

KRT7 rs=0,176 r:=0,174 r:=0,261 r=-0,274 1:=0,265 r:=0,341

CD133 r=0,176 r=0,281 r=0,195 r:=-0,002 r=-0,137

ALDH1A1 r=0,514 rs=-0,059 r;=0,146 r;=0,098

(P=0,003)

BMI1 r;=0,426 r=-0,357  r=0,277
= (P=0,02) (P=0,04)
X TWIST1 r=-0,378  r=0,067

(P=0,03)
EpCAM r;=-0,096
KRT7
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Preglednica 9: Povezave med izraZanjem oznadevalcev v primarnem tumorju in polni kKrvi pri podskupini 19 bolnikov s plo$¢atoceli¢nim rakom pljué

PRIMARNI TUMOR KRI
CD133 ALDH1Al | BMI1 TWISTL | EpCAM KRT7 CD133 ALDHIA1l | BMI1 TWIST1 EpCAM KRT7
CD133 r.=0,738 r=0,731 r=0,16 r=0,498 r=0,614 r=05313  r=-0,002 r=0,272 r=0,023 r.=0,395 r=0,037
(P=2x10") (P=3x10%) (P=0,004)
ALDH1A1 r=0,767 r=0,07 r=0,684 r=0,678 r=0,134  r=0,068 r=0,171 r=0,135 r=0,365 r=0,186
o (P=8x107%) (P=0,001) (P=0,001)
g BMI1 r=0,2 r=0,707 r=0,771 r=0,062  r=-0,060 r=0,427 r=0,181 r=0,144  r=0,253
P (P=5x10")  (P=7x10%) (P=0,06)
E TWIST1 rs=-0,091 r=0,114 r=-0,091 r=-0,105 r=0,244 r:=-0,024 r=0,153 r=0,141
s
& EpCAM r.=0,708 r=0,045  r=-0,113 r=0,329 r=0,070 r=0,161 r=0,107
(P=5x10")
KRT7 r=-0,050 r=0,189 r=0,080 r=-0,125 p=0,146 r=0,186
CD133 r=0,247 r=0,477 r:=0,472 r=0,220 r=-0,242
(P=0,03) (P=0,04)
ALDH1A1 r=0,093 r=0,074 r=0,320 r:=-0,021
BMI1 r=0,460 r==0,035 rs=0,133
— (P=0,05)
¢ TWIST1 r=-0,281  r=0,300
EpCAM r=-0,477
(P=0,04)
KRT7
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4.3.3 Povezave med proteinskim izraZanjem BMI1, CD133 in ALDH1A1 v primarnem

tumorju

Za potrditev ugotovljenih statisti¢cno znacilnih povezav med mRNA izrazanjem oznacevalcev
EMP in TMC v tumorju, dolo¢enih z RT-gPCR (Slika 9A), smo preverili povezave med
proteinskim izrazanjem BMI1, ALDH1A1l in CD133 z IHK barvanjem rezin tumorskega
tkiva. V IHK evaluacijo je bilo vklju¢enih vseh 57 vzorcev tumorjev. V skladu s postavljenimi
mejami med visokim in nizkim izrazanjem je bilo 28/57 (49,1 %) bolnikov pozitivnih za
BMII izrazanje, 27/57 (47,4 %) pozitivnih za CD133 izrazanje in 28/57 (49,1 %) pozitivnih za
ALDH1AL izrazanje. Izrazanje BMI1 je bilo statisticno znacilno povezano z izrazanjem
ALDH1A1 (P=5x10"); 20/27 (74,1 %) vzorcev tumorjev, ki so moéno izrazali BMII, je tudi
mocno izrazalo ALDH1A1, medtem ko je 22/30 (73,3 %) vzorcev, ki so Sibko/negativno
izrazali BMI1, tudi nizko izrazalo ALDH1AL. Potrdili smo tudi statisticno znacilno povezavo
med ALDH1A1l in CD133 (P=0,003); 21/31 (67,7 %) tumorjev, ki je moc¢no izrazalo
ALDH1AL, je soc¢asno izrazalo tudi CD133. Povezave med izrazanjem BMI1 in CD133 na
proteinskem nivoju nismo potrdili (P=0,3), kljub temu pa je 15/27 (55,6 %) vzorcev z visokim
izrazanjem BMI1 izrazalo tudi CD133. (Slika 9B). Reprezentativne fotografije BMIL,
ALDH1AL1 in CD133 IHK barvanj so prikazane na Slika 9C.
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Slika 9: Povezave med izrazanjem BMI1, ALDH1A1 in CD133 v primarnem tumorju
(A) Regresijske premice med mRNA izrazanjem BMI1, ALDH1A1 in CD133. (B) Povezave med proteinskim
izrazanjem BMI1, ALDH1A1 in CD133 (C) Reprezentativni rezultat imunohistokemijskega barvanja BMI1,
ALDHI1A1 in CD133 pri razli¢nih intenzitetah reakcije (zgoraj: mo¢no pozitivno; spodaj: Sibko

pozitivno/negativno).
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4.4 GENSKO IZRAZANJE OZNACEVALCEV EMP IN TMC V CIRKULIRAJOCIH
TUMORSKIH CELICAH

4.4.1 Ucinkovitost izolacije CTC

Za oceno ucinkovitosti metode izolacije CTC iz periferne krvi smo najprej naredili poskus,
kjer smo znano $tevilo (10%) A549 celic dodali v odvzeto kri zdravih darovalcev, iz katere smo
nato izolirali EpCAM-pozitivhe A549-podobne CTC. Povprecen izkoristek izolacije A549 iz
krvi je bil 70 % (Slika 10).
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Slika 10: Preverjanje uspesnosti izolacije CTC
Ucinkovitost smo dolo¢ili z dodajanjem 10* A549 celic v kri zdravih darovalcev, iz katere smo nato izolirali
A549-podobne cirkulirajoce tumorske celice (CTC). Ucinkovitost izolacije je podana kot razmerje med genskim
izrazanjem EpCAM v izoliranih A549-podobnih CTC in 10* A549 celicah. Stolpéni grafikon je prikaz povpredja
treh neodvisnih poskusov+SD (* P<0,05).
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4.4.2 Gensko izrazanje oznacevalcev EMP in TMC v CTC bolnikov

PoviSano izrazanje EpCAM mRNA v CTC smo ugotovili pri 10/13 (76,9 %) bolnikih z
razsejanim NDRP (mediana 23,83; razpon 1,66—63,12); pri tej podskupini smo nato dolocili
izrazanje oznacevalcev TMC in EMP. Oznacevalca ALDH1AL in BMI1 sta bila izrazana v
CTC vseh 10/10 (100 %) bolnikov, medtem ko sta bila oznacevalca CD133 in TWIST1
izrazena v CTC 5/10 (50 %) in 4/10 (40 %) bolnikov. Izrazanje ALDH1Al v CTC je bilo
povisano pri 10/10 (100 %) bolnikih, CD133 samo pri 3/10 (30 %) bolnikih, BMI1 pri 7/10
(70 %) bolnikih in TWIST1 pri 3/10 (30 %) bolnikih (Slika 11).

nivo mRNA izrazanja v CTC
N
1

T T T T
ALDH1A1 CD133 BMiI1 TWIST1

Slika 11: Izrazanje oznaéevalcev TMC in EMP v izoliranih CTC
mRNA izrazanje oznacevalcev TMC (ALDH1A1, CD133) in EMP (BMI1, TWIST1) v EpCAM-pozitivnih CTC
10 bolnikov z razsejanim NDRP. Prekinjena ¢rta prikazuje mRNA izrazanje v perifernih mononuklearnih celicah.
Z oranzno barvo so oznaceni bolniki, pri katerih je bilo izrazanje posameznega transkripta v CTC povisano (>1).

Podatki so prikazani v obliki raztresenega grafikona, ¢rta na sredini predstavlja mediano.
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45 INVITRO INDUKCIJA EMP V CELICNIH KULTURAH

Z namenom prouc¢iti odnos med EMP in TMC in vitro smo opazovali vpliv aktivacije EMP s
TGF-B1 na morfologijo, izrazanje oznafevalcev EMP/TMC in invazivne lastnosti celic.
Celi¢ni liniji A549 in SKMESI ter primarna celi¢na kultura NDRP so po 48 urah izpostavitve
TGF-B1 izgubile epitelne znacilnosti in pridobile podolgovato fibroblastom podobno obliko,

ki je znacilna za mezenhimske celice (Slika 12).
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A549 Primame celice

SKMESH1

Slika 12: Vpliv TGF-p1 na morfologijo celic
Vpliv indukcije EMP s TGF-B1 na morfoloske znadilnosti primarnih celic NDRP in celi¢nih linij NDRP A549 ter
SKMESL. Slike so posnete pri 100-kratni povecavi.

Celi¢ni liniji NDRP A549 in SKMES1 smo nato izpostavili TGF-f1 3, 5, 7, 10 in 14 dni in
opazovali spremembe v mRNA izrazanju oznac¢evalcev EMP BMI1 in TWIST1 (RT-qPCR; po
3, 5,7, 10 in 14 dneh) ter delezu celic, ki izrazajo oznacevalce TMC CD133 in ALDHI1A1
(preto¢na citometrija; po 3, 7 in 14 dneh). Ugotovili smo, da aktivacija EMP s TGF-B1 vpliva
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na povisano izrazanje BMI1 v A549 (~3,8-krat po 7 dneh) in SKMESL1 (~1,7-krat po 5 dneh in
~1,9-krat po 10 dneh) celicah. Podobno TGF-B1 vpliva na poviSano izrazanje TWIST1 v A549
(~3,1-krat po 7 dneh), ne pa tudi v SKMES1 celicah (Slika 13A). Socasno je prislo do
statisticno znacilnega povecanja deleza ALDH1-pozitivnih celic v TGF-B1 izpostavljenih
celicah A549 (z 0,4 % na 14,7 % po 3 dneh) in SKMES1 (z 1,9 % na 14,8 % po 5 dneh),

medtem ko pri nobeni izmed proucevanih celic nismo ugotovili razlik v delezu v CD133-

pozitivnih celic (Slika 13B).
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Slika 13: Vpliv TGF-B1 na izraZanje ozna¢evalcev EMP in TMC pri A549 in SKMESI celicah
A) Spremembe v mRNA izrazanju BMI1 in TWIST1 po 3, 5, 7, 10 in 14 dnevih izpostavitve celic TGF-B1. B)
Spremembe v delezu celic, ki izraZzajo ALDH1 in CD133 po 3, 7 in 14 dnevih izpostavitve TGF-B1. Stolp¢ni
grafikoni so prikaz povpre¢ja treh neodvisnih poskusovtstandardni odklon (*, P<0,05; **P<0,01).

Povecane invazivne in migracijske sposobnosti tumorskih celic so klju¢nega pomena za

zasevanje in posledi¢no napredovanje bolezni. Vpliv aktivacije EMP s TGF-1 na migracijske
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sposobnosti celic smo proucili s tridimenzionalnim (3D) sferoidnim testom, kjer smo sferoide
iz A549 in SKMESL celic vklopili v kolagenski matriks v prisotnosti/odsotnosti 5 ng/ml TGF-
B1 in opazovali migracijo celic iz sferoidov po 24, 48 in 72 urah kultivacije (Slika 14A).
Ugotovili smo, da je TGF-B1 statisti¢no znacilno vplival na povecano migracijsko sposobnost
proucevanih celic. Povprecna invazijska razdalja v kolagenu po 72 urah izpostavtive TGF-f1
se je povecala priblizno 3,5-krat v sferoidih iz A549 celic (92160 pm; 256£7 um v
neizpostavljenih sferoidih) in 2-krat v izpostavljenih sferoidih iz SKMESL1 celic (115726 pum;
496+5um v neizpostavljenih sferoidih) (Slika 14B).
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Slika 14: Tridimenzionalni invazijski test sferoidov
(A) TGF-BI1 vpliva na pove¢ano invazijo A549 in SKMESI celic iz sferoidov. To¢ke na grafih predstavljajo
povprecje treh neodvisnih poskusov+standardni odklon (*, P<0.05). (B) Faznokontrastne reprezentativne slike
sferoidov ob razlinih ¢asih merjenja invazijske razdalje. Merilo na sliki predstavlja 200 um.
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4.6 GENSKO IZRAZANJE BMI1V KRVI IN 1ZID BOLEZNI

Ker smo v prvem delu raziskave ugotovili pozitivno statisti¢éno znacilno povezavo med mRNA
izrazanjem BMI1 v primarnem tumorju in izrazanjem BMI1 v periferni polni krvi bolnikov z
operabilnim NDRP, smo v drugem delu raziskave preverili napovedni pomen mRNA izrazanja
oznacevalca EMP BMI1 v krvi za odgovor na zdravljenje in prognozo bolnikov z razsejanim

NDRP, ki so bili zdravljeni s KT prvega reda na osnovi platine.

4.6.1 Povezave med izrazanjem BMI1 in znacilnostmi bolnikov

Izrazanje BMI1 mMRNA v periferni polni krvi smo lahko dolocili pri vseh 96 v Studijo
vklju€enih bolnikih z razsejanim NDRP. Najprej smo analizirali mozne povezave med
izrazanjem BMI1 in klini¢nimi znacilnostmi bolnikov (Preglednica 10). Statisticno znacilnih
povezav med izrazanjem BMI1 mRNA v krvi in proucevanimi klini¢no-patoloskimi
znacilnostmi bolnikov oziroma tumorja (patoloski tip, starost, spol, Stanje zmogljivosti,
kadilski status in $tevilo oddaljenih zasevkov) bolnikov z razsejanim NDRP nismo ugotovili
(vsi P>0,05).
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Preglednica 10: Povezave med izrazanjem BMI1 in klini¢nimi zna¢ilnostmi

Povezave med izrazanjem BMI1 mRNA v krvi in klini¢nimi znacilnostmi 96 bolnikov z razsejanim NDRP

BMI1-visoko BMI1-nizko P-vrednost
N (%) N (%)
Starost
>60 28 28 P=0,839"
<60 19 21
Spol
Zenski 18 21 P=0,682"
Moski 29 28
ps®
<2 44 41 P=0,200"
>2 3 8
Histologija
Zlezni rak 36 29 P=0,356"
Ploscatoceli¢ni rak 11 14
Stevilo oddaljenih zasevkov
<3 36 43 P=0,187"
>3 11 6
Zgodovina kajenja
Da 43 39 P=0,572"
Ne 6 8

% lestvica za ocenjevanje bolnikove zmogljivosti East Cooperative Oncology Group
N: stevilo bolnikov; *Fischerjev natanéni test
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4.6.2 Povezave med izrazanjem BMI1 in izidi bolezni

Mediana sledenja bolnikov je bila 9,9 meseca (razpon: 1-31,5 meseca) Povezave med
izrazanjem BMI1 in odgovorom na prvo linijo kemoterapije na osnovi platine nismo potrdili
(P=0,21; Fischerjev natan¢ni test). Ugotovili pa smo statisticno znacilne razlike v prezivetju
glede na mRNA izrazanje BMI1. Analiza razlik med skupinama Log rank je pokazala, da so
imeli bolniki z nizkim izrazanjem BMI1 statistino znacilno krajSo mediano preZivetja brez
napredovanja bolezni po kemoterapiji na osnovi platine (5,1 proti 6,9 meseca; P=0,049) in
statisticno znacilno krajSo mediano celokupnega prezivetja (9,8 proti 14,1 meseca; P=0,012)
od bolnikov z visokim izrazanjem BMI1 v krvi. Glede na izrazanje BMI1 (nizko izrazanje
proti visokemu izrazanju) je bila pri zleznem raku mediana prezivetja brez napredovanja
bolezni 5,5 proti 7,1 meseca (P=0,043) in mediana celokupnega prezivetja 10,3 proti 18,9
meseca (P=0,02) Pri plos¢atoceli¢nem raku statistiéno znacilne povezave med izraZzanjem
BMI1 in prezivetjem nismo ugotovili; mediana prezivetja brez napredovanja bolezni je bila 5,1
proti 6,9 meseca (P=0,35) in mediana celokupnega prezivetja 9,9 proti 14,1 meseca (P=0,25)
(Slika 15).
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Slika 15: Prezivetje brez napredovanja bolezni in celokupno preZivetje glede na gensko izrazanje BMI1

Kaplan-Meierjeve krivulje za (A) prezivetje brez napredovanja bolezni po prvi liniji kemoterapije na osnovi

platine (B) celokupno prezivetje glede na izrazanje BMI1 mRNA v krvi pri Zleznem in plo§éatoceli¢nem raku

pljuc.
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Multivariatna Coxova regresijska analiza, prilagojena za starost, PS in Stevilo oddaljenih
zasevkov, pa je pokazala, da je izrazanje BMI1 neodvisni napovedni dejavnik tako prezivetja
brez napredovanja bolezni (HR=2,959; 95 % CI:1,274-6,849; P=0,012) kot celokupnega
prezivetja (HR=7,937; 95 % CI: 2,604-24,39; P<0,001) (Preglednica 11).

Preglednica 11: Coxov regresijski model sorazmernega tveganja za prezivetje brez napredovanja bolezni
in celokupno preZivetje

PreZivetje brez napredovanja
bolezni

Celokupno preZivetje

Spremenljivka

uv
P-vrednost
HR (95% CI)

MV
P-vrednost
HR (95% CI)

uv
P-vrednost
HR (95% CI)

MV
P-vrednost
HR (95% CI)

BMI1 mRNA izrazanje P=0,006 P=0,012 P<0,001 P<0,001
3,484 (1,44- 2,959 (1,274- 9,433 (3,125- 7,937 (2,604-
8,403) 6,849) 28,570) 24,390)
Starost (>60 proti <60) P=0,120 P=0,268 P=0,501
1,43 (0,909- 1,293 (0,820- 1,179 (0,729-
2,252) 2,040) 1,908)
Spol (M proti Z) P=0,667 P=0,428
1,098 (0,707- 0,822 (0,507-
1,706) 1,334)
Histologija P=0,591 P=0,596
(Zlezni proti plos¢atoceli¢ni ) 1,149 (0,691- 1,159 (0,675-
1,912) 1,992)
PS? (>2 proti <2) P=0,001 P=0,007 P=0,001 P=0,021
3,332 (1,676- 2,623 (1,306- 3,043 (1,571- 2,221 (1,126-
6,621) 5,269) 5,896) 4,380)
St. oddaljenih zasevkov (>3 P=0,003 P=0,007 P=0,122 P=0,038
proti <3) 2,375 (1,348- 2,198 (1,235- 1,644 (0,875- 1,969 (1,038-
4,184) 3,906) 3,095) 3,745)
Zgodovina kajenja (da proti P=0,296 P=0,531
ne) 1,429 (0,732- 1,257 (0,615-
2,786) 2,571)

UV: univariatna analiza; MV: multivariatna analiza; HR: razmerje tveganja; Cl: interval zaupanja
# lestvica za ocenjevanje bolnikove zmogljivosti East Cooperative Oncology Group
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4.6.3 Razlika v izrazanju BMI1 med bolniki in kontrolno skupino

Zaradi ugotovljenega znacilno negativnega vpliva nizkih vrednosti BMIL1 v periferni krvi na
prezivetje smo izrazanje BMI1 v krvi bolnikov z razsejanim NDRP nato Se primerjali s
kontrolno skupino, ki jo je sestavljajo 64 oseb brez rakavega obolenja. Mediana izrazanja
BMI1 pri bolnikih z NDRP je bila 0,633 (razpon 0,129-2,260) in pri kontrolah 0,958 (razpon
0,327-3,103). Nivo izrazanja BMI1 v krvi bolnikov z razsejanim NDRP je bil v primerjavi s

kontrolami statisti¢no znacilno nizji (P<0,0001) (Slika 16).
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Slika 16: Izrazanje BMI1 v krvi pri 96 bolnikih z razsejanim NDRP in 64 kontrolah
Podatki so prikazani kot razprSeni to¢kovni grafikon, ¢rta na sredini predstavlja mediano, razpon pa interkvartilni
razpon.
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5 RAZPRAVA

Za tumorsko tkivo raka pljuc¢ je znacilna velika tkivna heterogenost (Tan in sod. 2014), kar je
posledica specifi¢nih celi¢nih populacij rakavih celic, ki razlicno prispevajo k vzdrzevanju
tumorske mase, malignosti in zmoznosti celic, da kolonizirajo okolno normalno tkivo (Pardal
in sod. 2003). Predvidevajo, da so za fenotipsko in funkcionalno razli¢nost tumorjev
odgovorne TMC (Reya in sod. 2001). Aktivacija EMP se pri raku povezuje s pridobitvijo
visoke zmoznosti zasevanja tumorskih celic (Thiery in sod. 2009) in pridobitvijo lastnosti
TMC (Mani in sod. 2008). V nasi raziskavi smo na nivoju tumorskega tkiva, krvi in celi¢nih
kultur proucili povezanost med TMC in EMP pri NDRP in preverili napovedni pomen

izrazanja izbranega oznacevalca EMP/TMC v krvi za izid bolezni bolnikov.

5.1 Primarni tumorji NDRP vsebujejo razli¢ne deleze TMC

Z doloc¢anjem deleza CD133-pozitivnih in ALDHZ1-pozitivnih TMC v celi¢nih suspenzijah
primarnih tumorjev smo ugotovili, da je za tumorsko tkivo NDRP znacilna medtumorska
heterogenost, saj so se tumorska tkiva bolnikov razlikovala v delezu CD133-pozitivnih in
ALDH1-pozitivnih TMC. Celi¢no izrazanje membranskega proteina CD133 in znotrajceli¢na
encimska aktivnost aldehidne dehidrogenaze (ALDH) sta uveljavljena molekularna
oznacevalca TMC raka plju¢ (Kitamura in sod. 2009). Glede na njuno izrazanje je v
eksperimentalnih pogojih mogoca izolacija celic, ki rastejo v obliki tumorskih sfer, izrazajo
gene, ki so povezani z vzdrzevanjem nediferenciranega stanja, so odporne na razli¢na
kemoterapevtska zdravila in sprozijo rast novih tumorjev po transplantaciji v testne zivali
(Eramo in sod. 2008; Bertolini in sod. 2009; Jiang in sod. 2009). Ugotovili smo, da primarni
tumorji NDRP vsebujejo 0,01-7,59 % (mediana 2,23 %) CD133-pozitivnih celic, kar je
primerljivo z rezultati Bertolinija in sod. (2009), ki so opisali, da CD133-pozitivne celice
predstavljajo 0,02 % do 3,5 % vseh celic v tumorju, medtem ko 60 % vzorcev tumorjev
vsebuje manj kot 2 % CD133-pozitivnih celic. Ugotovili smo tudi, da primarni tumorji NDRP

vsebujejo 0,31-38,8 % (mediana 2,23 %) ALDH1-pozitivnih celic, kar je primerljivo z
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rezultatom Sullivana in sod. (2010b), ki so porocali o delezu 2-30 % ALDH1-pozitivnih celic
v tumorskem tkivu NDRP.

5.2 Izrazanje oznacevalcev EMP in TMC v primarnem tumorju in krvi bolnikov z NDRP je

povezano

Rezultati razli¢nih in vitro Studij pri raku plju¢ so pokazali, da EMP vpliva na nastanek
lastnosti TMC (Pirozzi in sod. 2011; Akunuru in sod. 2012; Shien in sod. 2013; Gomez-Casal
in sod. 2013), podatki o povezanosti EMP in TMC na vzorcih bolnikov z rakom plju¢ pa so
zelo omejeni. V raziskavi smo ugotavljali povezave med genskim izrazanjem izbranih
molekularnih oznaéevalcev EMP in TMC v primarnem tumorju in periferni polni krvi
bolnikov z operabilnim NDRP. V tumorju in krvi smo ugotovili statisti¢no zna¢ilno povezavo
med mRNA izrazanjem transkripcijskega dejavnika aktivacije EMP BMI1 in oznacevalcev
TMC CD133 in ALDH1AL, iz ¢esar sklepamo, da je BMI1 povezan s TMC raka plju¢, ki so
prisotne tako v tumorskem tkivu kot v krvi bolnikov z NDRP. Povecano izrazanje BMI1 v
CD133-pozitivnih TMC je bilo predhodno ze pokazano v primarnih celicah in tumorskih
vzorcih bolnikov z glioblastoma multiforme (Abdouh in sod. 2009). Rezultati studij pri drugih
rakih so potrdili izrazanje BMI1 v CD44-pozitivnih celicah plosc¢atoceli¢nega raka glave in
vratu (Prince in sod. 2007) in v CD49f Sca-1-dvojno pozitivnih TMC raka prostate (Lukacs in
sod. 2010). Raziskave na celi¢nih in Zivalskih modelih (raka) plju¢ so pokazale, da BMI1
deluje kot regulator samoobnavljanja domnevnih pljuénih epitelijskih mati¢nih celic in ima
klju¢no vlogo pri razvoju pljucnih tumorjev (Dovey in sod. 2008). Rezultati ve¢ $tudij so zZe
pokazali, da je izrazanje BMI1 proteina v primarnem tumorskem tkivu raka plju¢ spremenjeno
(Vonlanthen in sod. 2001; Vrzalikova in sod. 2008; Kikuchi in sod. 2010), po nasem vedenju
pa rezultati naSe raziskave predstavljajo prvi dokaz, da je BMI1 povezan s TMC bolnikov z
rakom plju¢. V tumorju smo ugotovili tudi statisticno znacilno povezavo med izrazanjem
BMI1 in oznacevalcev EpCAM in KRT7, kar kaze na to, da imajo celice, ki izrazajo BMI1,
epitelne znacilnosti. Predvidevamo, da se v zaCetnih stopnjah EMP izraZzanje mezenhimskih in

epitelnih oznacevalcev ne izkljuCujeta; to razlago potrjujejo tudi rezultati Pirozzi in sod.
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(2013), ki so pokazali soCasno izrazanje EpCAM in mezenhimskega oznacevalca CD90 v

priblizno 10 % primarnih tumorskih celic bolnikov z NDRP.

Nasprotno z ugotovljeno povezavo med izrazanjem BMI1 in oznacevalci TMC pa nismo
ugotovili povezave med izrazanjem EMP oznacevalca TWIST1 in oznaéevalcema TMC
CD133 in ALDH1AL. Ta rezultat je nasproten rezultatom Padin-lruegas in sod. (2013), ki so
dokazali pozitivno povezavo med izrazanjem TWIST1 in CD133 v Krvi pri majhni skupini 28
bolnikov z rakom debelega ¢revesa. V objavljeni literaturi nismo zasledili nobenih podatkov o
povezanosti izrazanja TWIST1 z oznaéevalci TMC pri bolnikih z rakom plju¢, zasledili pa
smo podatek o ugotovljeni povezavi med izrazanjem TWIST1 in oznacevalcem EMP N-
kadherin v primarnem tumorju NDRP (Hui in sod. 2013). Nasi rezultati prav tako niso
pokazali povezave med izrazanjem EMT regulatorjev BMI1 in TWIST1 v primarnem tumorju.
Ta rezultat nas je presenetil, saj so na celi¢nih kulturah raka glave in vratu ze pokazali, da sta
BMI1 in TWIST1 vzajemno pomembna za aktivacijo EMP na nacin, da TWIST1 neposredno
uravnava izrazanje BMI1 (Yang in sod. 2010). Po drugi strani smo v krvi potrdili statisti¢no
znaCilno povezavo med izraZzanjem BMIL1 in TWIST1, kar kaze na prisotnost celic z
mezenhimskimi znac¢ilnostmi v periferni polni krvi bolnikov z NDRP. Slednji rezultat je tako

v skladu z ze objavljeno literaturo o medsebojni povezanosti med BMI1 in TWISTL.

Analiza povezav med izrazanjem oznacevalcev v tumorju in krvi pri Zleznem in
ploscatocelicnem raku je pokazala dolocene razlike v statistiéni znacilnosti ugotovljenih
povezav. Vzrok za to bi lahko bile razlicne molekularne znacilnosti histoloskih podtipov
NDRP, ki bi se lahko odrazale tudi v tem, da je povezava med EMP in TMC bolj mo¢no
izrazena pri plos€atoceliénem raku. MoZen razlog za ugotovljene razlike bi lahko bil tudi
manjSe Stevilo bolnikov v posamezni podskupini, kar bi lahko vodilo v izgubo statisticne
znacilnosti ugotovljenih povezav (Sirsi interval zaupanja zaradi manjSega Stevila opazovanih
primerov v posamezni skupini). Za potrditev potencialnih razlik med histoloskimi podtipi bi

bilo tako potrebno v analizo vkljuciti dovolj velika vzorca posameznih histologij.
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Z analizo proteinskega izrazanja smo uspeli potrditi soizrazanje BMI1 in ALDHIAI ter
CD133 in ALDH1A1 v primarnem tumorju, nismo pa potrdili soizrazanja BMI1 in CD133 v
tumorju. MozZen razlog za to neskladje bi lahko bil v majhnem delezu CD133-pozitivnih celic,
ki so prisotne v tumorju, kar je pokazal tudi nas ugotovljen rezultat deleza CD133-pozitivnih
celic v primarnem tumorju, doloc¢en s preto¢no citometrijo. Najverjetnejsi razlog za dobljene
razlike med genskim in proteinskim nivojem v nasi raziskavi bi lahko bil v dejstvu, da je RT-

gPCR obcutljivejsa metoda za detekcijo majhnega Stevila pozitivnih celic kot IHK.

CTC smo izolirali pri bolnikih z razsejano obliko bolezni, kjer je tumorsko breme najvecje in
Stevilo prisotnih CTC v primerjavi z operabilno obliko veéje. Za ta pristop smo se odlo¢ili, ker
smo domnevali, da bomo pri njih lahko izolirali zadostno stevilo CTC za molekularno analizo.
CTC smo izolirali glede na izrazenost epitelne molekule EpCAM na povrsini celic, ki je
najpogosteje uporabljen pristop za izolacijo CTC (Allard in sod. 2004). V izoliranih CTC smo
pri vecini bolnikov doloc¢ili mRNA izrazanje oznacevalcev BMI1 in ALDH1AL, le manjse
Stevilo bolnikov je v izoliranih CTC izrazalo oznacevalca CD133 in TWIST1. Rezultat
pridobljen na CTC je skladen z rezultatom analize pridobljene na polne krvi operabilnih
bolnikov, kjer smo ugotovili statisticno znacilno povezavo med izrazanjem CD133 in TWIST1,
medtem ko smo opazili trenda proti pozitivni povezavi med izrazanjem EpCAM in ALDH1A1
(P=0,04) in negativni povezavi med TWISTI in EpCAM (P=0,02). Zavedamo se, da smo z
naSo metodo izolacije CTC, ki je temeljila na izrazenosti EpCAM, zgresili podpopulacijo CTC
z mezenhimskimi znacilnostmi (Aktas in sod. 2009), vendar bi se njihova prisotnost lahko
zrcalila v povezavah, ki smo jih ugotovili z analizo polne krvi. 1zrazanje ALDHIAI v CTC je
mogoce razloZiti z znano dvojno vlogo EpCAM kot celicna adhezijska molekula in tudi
receptor, ki je vpleten v vzdrzevanje fenotipa TMC skozi Wnt signalno pot (Yamashita in sod.
2007; Munz in sod. 2009). Izrazanje EMT oznacevalcev BMI1 in TWIST1 v EpCAM-
pozitivnih CTC bi lahko bila posledica tega, da so CTC zmozne dinami¢no prehajati med
epitelnim in mezenhimskim stanjem (Yu in sod. 2013) ali celo istoCasno izrazati epitelne in

mezenhimske oznacevalce (Lecharpentier in sod. 2011; Armstrong in sod. 2011).
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5.3 Invitro aktivacija EMP vpliva na TMC in invazijo celic

Povezanost EMP in TMC smo proudili tudi z in vitro poskusom, Kjer smo primarno celi¢no
kulturo NDRP in celi¢ni liniji NDRP A549 in SKMESI izpostavili TGF-B1, ki je poznan
induktor EMP (Xu in sod. 2009). Ugotovili smo, da je TGF-B1 vplival na morfologijo
proucevanih celic, saj so le-te izgubile epitelne znalilnosti ter pridobile podolgovato
fibroblastom podobno obliko, kar je v soglasju s predhodno objavljenimi Studijami pri raku
plju¢ (Pirozzi in sod. 2011; Chen in sod. 2012). Naprej smo ugotovili, da izpostavitev A549 in
SKMESL1 celic TGF-B1 vpliva na povetano mRNA izrazanje BMI1 in povecevanje deleza
celic, ki imajo encimsko aktivnost ALDH1. Analiza izrazanja CD133 s pretocno citometrijo ni
pokazala razlik med celicami izpostavljenimi TGF-B1 in neizpostavljeno kontrolo.
Povecéevanje v delezu ALDH1-pozitivnih celic, merjeno s testom Aldefluor, je v skladu s
predhodno objavljenimi rezultati Akunuru in sod. (2012), v nasprotju z njimi pa v nasi
raziskavi nismo ugotovili statistiéno znacilnega povecanja CD133-pozitivnih celic po
izpostavitvi TGF-B1. Ta rezultat je skladen s Pirozzi in sod (2011), ki podobno niso ugotovili

razlik v izrazanju CD133 proteina, dolocenega s pretocno citometrijo.

Povecanje invazijskih in migracijskih sposobnosti tumorskih celic je klju¢nega pomena za
razsoj bolezni. Rezultati tridimenzionalnega invazijskega testa sferoidov so pokazali, da so
bile invazijske sposobnosti A549 in SKMESL1 celic, ki so bile izpostavljene TGF-B1, v
primerjavi z neizpostavljeno kontrolo povisane, kar potencialno kaze na to, da imajo z EMP
aktivirane celice ve¢jo sposobnost zasevanja. Ta rezultat se ujema z rezultatom druge
raziskave, kjer je podobno Ze bilo pokazano, da aktivacija EMP s TGF-B1 vpliva na povecane
migracijske lastnosti A549 celic (Tirino in sod. 2013).
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5.4 lIzrazanje BMI1 v krvi napove izid bolezni bolnikov z razsejanim NDRP

V okviru prvega dela raziskave smo opazili tudi pozitivno statisti¢éno znac¢ilno povezavo med
izrazanjem BMI1 v primarnem tumorju in izrazanjem BMI1 v krvi bolnikov z operabilnim
NDRP, kar nakazuje na mozen pomen izrazanja BMI1 pri razvoju in napredovanju NDRP. V
objavljeni literaturi nismo nasli raziskave, ki bi primerjala ravni izrazanja med periferno krvjo
in primarnim tumorskim tkivom pri pljuénem raku. S klini¢nega vidika bi spremljanje
genskega izrazanja BMI1 v periferni krvi lahko predstavljalo neinvaziven nacin za Sprotno

spremljanje poteka bolezni, kar smo preverili v drugem delu raziskave.

V nasprotju s pricakovanji nismo ugotovili povezave med izrazanjem BMI1 v krvi in Stevilom
oddaljenih zasevkov; razlog za to bi lahko bil v majhnem $tevilu bolnikov v podskupini z veé
kot tremi oddaljenimi zasevki. Vendar tudi Silva in sod. (2007) niso ugotovili povezave med
izrazanjem BMI1 mRNA v plazmi 111 bolnic z rakom dojke in stopnjo bolezni oziroma
prisotnostjo zasevkov (Silva in sod. 2007). Nasprotno so Zhang in sod. (2012) uspeli potrditi
povezavo med izrazanjem BMI1 mRNA v plazmi 109 bolnic z rakom materni¢nega vratu in
stadijem bolezni oziroma njeno razsirjenostjo. PriCakovano nismo ugotovili povezav med
izrazanjem BMI1 in starostjo, spolom ali kadilskim statusom. Ugotovili smo tudi, da ni razlik
v izrazanju BMI1 med bolniki z Zleznim ali plos¢atoceliénim rakom plju¢. Raziskave, ki bi
primerjala nivo izraZzanja BMI1 v krvi med posameznimi histoloskimi podtipi raka pljuc, v
objavljeni literaturi Se nismo zasledili, rezultat analize izrazanja BMI1 proteina v tumorskem
tkivu pa je pokazal, da se izrazanje BMI1 pri Zleznem in ploscatoceli¢nem raku ne razlikuje
(Vrzalikova in sod. 2008).

Ugotovili pa smo statisticno znaéilno povezavo med znizanimi vrednostmi BMIL1 v krvi in
krajSim prezivetjem bolnikov z NDRP, ki so zdravljeni s kemoterapijo prvega reda na osnovi
platine. To je bilo v nasprotju z nasimi pri¢akovanji in splosnim prepri¢anjem, da je visok nivo
izrazanja BMI1 v tumorskem tkivu povezan s slabSo prognozo in povecano agresivnostjo

tumorjev (Glinsky in sod. 2005). Natan¢nej$i pregled literature je pokazal, da je izraZanje
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BMI1 pri posameznih tipih raka specificno deregulirano. Povecano proteinsko izrazanje BMII1
v tumorskem tkivu je povezano s krajSim preZivetjem bolnikov z rakom jeter in Zzelodca (Liu
in sod. 2008; Wang in sod. 2008). Podobno je bilo pokazano, da ima povi$ano izrazanje proste
BMI1 mRNA v plazmi neugoden napovedni pomen za bolnice z rakom materni¢nega vratu ali
dojke (Zhang in sod. 2012; Silva in sod. 2007). Nasprotno sta dve veliki raziskavi pri raku
dojke pokazali, da je povisano proteinsko izrazanje BMI1 v tumorju povezano z ugodno
prognozo bolnic (Choi in sod. 2009; Pietersen in sod. 2008), podobno pa so pokazali tudi pri
bolnikih z glioblastomom (Cenci in sod. 2012). Ta rezultat podpira tudi podatek, da je
izrazanje BMI1 pri raku dojke povezano z manjSo pojavnostjo p53 mutacij (Pietersen in sod.
2008) nediferenciranim stanjem in nizko proliferativno aktivnostjo (Arnes in sod. 2008).
Rezultati raziskav pri raku plju¢ do zdaj $e niso ugotovili povezave med izrazanjem BMI1
proteina v tumorju in celokupnim prezivetjem (Kikuchi in sod. 2010; Vonlanthen in sod.
2001; Vrzalikova in sod. 2008), znano pa je, da je znizano izrazanje PcG genov, kamor se
uvrséa BMI1, povezano s slabso diferenciacijo tumorjev in neugodno prognozo bolnikov
(Hassan in sod. 2009), kar se ujema z na$imi rezultatom analize preZivetja in kaze na
specifi¢éno biolosko vlogo BMII1 pri raku plju¢. Skladno z rezultati prezivetja pri nasih
bolnikih smo opazili tudi znizano izrazanje BMI1 v krvi bolnikov z NDRP v primerjavi s

kontrolno skupino, kar kaze na to, da je znizan BMI1 v krvi povezan z onkogenezo.

Ce povezemo glavni spoznanji raziskave, ugotovimo, da je izrazanje regulatorja EMP BMI1 v
tumorju in krvi povezano z izrazanjem oznacevalcev TMC CD133 in ALDH1A1. Po drugi
strani so znizane vrednosti BMI1 mRNA v Krvi povezane z znacilno slab$im preZivetjem
bolnikov z NDRP. Vse ugotovljeno potrjuje naso tezo, da so oznacevalci EMP povezani s
TMC in agresivnostjo raka plju¢. V okviru raziskave smo izrazanje BMI1, CD133 in
ALDH1AL dolo¢ili tudi v vzorcih tumorjev in normalnih plju¢ in presenetljivo ugotovili, da je
izrazanje oznacevalcev BMI1 in ALDH1A1 v primarnem tumorju statisticno znacilno nizje kot
v normalnem pljuénem tkivu (P<0,001), medtem ko smo opazili trend proti nizjemu izrazanju
CD133 v tumorju. Glede na dobljene rezultate predvidevamo, da obstaja povezava med

izrazanjem oznacevalcev BMI1, CD133 in ALDH1A1l, vendar so zniZzane in ne povisane
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vrednosti omenjenih oznacevalcev povezane z onkogenezo ter z napredovanjem NDRP. Ob
pregledu novejSe literature smo naSli nekaj raziskav, ki podpirajo nase izsledke. Nizko
proteinsko izrazanje ALDHI1 v tumorskem tkivu NDRP je povezano z vecjim Stevilom
oddaljenih zasevkov (Kirita in sod. 2013), slabso diferenciacijo in visoko proliferacijsko
aktivnostjo tumorja (Okudela in sod. 2013) in kraj$im prezivetjem bolnikov (Dimou in sod.
2012; Sung in sod. 2015). Zanimivo so Kirita in sod. (2013) opazili, da je niZje izrazanje
ALDHI1A1 povezano z nizjim izrazanjem E-kadherina, na podlagi ¢esar so predlagali, da
znizane vrednosti ALDHIA1 v tumorju sprozijo EMP (Kirita in sod. 2013). Podobno so tudi
ugotovili, da je nizko izrazanje ALDHIAl v tumorju povezano z visokim izrazanjem

mezenhimskega oznacevalca Vimentina (Sung in sod. 2015).

NaSa raziskava ima doloCene omejitve, na katere moramo biti pozorni pri interpretaciji
rezultatov. Tumorsko tkivo je pogosto heterogeno, zato lahko samo mesto vzorcenja vpliva na
rezultat. Vzorci tkiva, ki smo ga uporabili z izolacijo RNA, so bili majhni in izrezani iz samo
enega predela tumorja. Ker je za TMC znacilna plasti¢nost in ker se EMP pojavlja v razli¢nih
delih tumorja, bi bilo mogoce, da bi z vzor¢enjem na ve¢ mestih pridobili bolj celosten rezultat
o izrazenosti proucevanih molekularnih oznacevalcev v tumorskem tkivu in o tem, kako sta
EMP in TMC povezana. To omejitev smo delno premostili z veckratnim vzoréenjem pri
izdelavi tkivnih mikromrez za IHK analizo. CTC smo izolirali pri podskupini bolnikov z
razsejanim NDRP, kjer je bilo tumorsko breme v primerjavi z operabilnimi bolniki vecje.
Zanimivo bi bilo opazovati izrazanje proucevanih oznacevalcev tudi v CTC bolnikov z
operabilnim NDRP in primerjati njihovo izrazanje v polni krvi z izrazanjem v CTC. Znano je
namre¢, da na$i proucevani oznacevalci niso tumorsko specifi¢ni, ampak so izrazeni tudi v
normalnih krvnih (mati¢nih) celicah. CD133 je izrazen v endotelijskih predniskih celicah
(Peichev in sod. 2000), ALDH izrazajo tudi hematopoetske predniske celice (Kastan in sod.
1990), mezenhimske mati¢ne celice pa izrazajo TWIST1 (Isenmann in sod. 2009). Znano je
tudi, da je BMI1 mocno izrazen v limfocitnih populacijah (Vrzalikova in sod. 2008). Epitelna
oznacevalca EpCAM in KRT7 sta lahko izrazena tudi v cirkulirajo¢ih netumorskih celicah, ki

izvirajo iz organov epitelnega izvora. Dodatno bi bilo potrebno razpoznati in validirati tudi

73



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

mejno vrednost za razlikovanje med visokim in nizkim izrazanjem BMI1. Navsezadnje smo se
v okviru nase raziskave omejili na proucevanje povezav med Sestimi izbranimi molekularnimi
oznacevalci, zavedamo se, da bi bilo za boljSo opredelitev odnosa med EMP in TMC uporabiti

vecji nabor oznacevalcev TMC in EMP.

V prihodnjih raziskavah je potrebno pridobiti dodaten vpogled v molekularne mehanizme, ki
bodo pojasnili, kako BMI1 regulira TMC ter opredeliti natan¢nej$o vlogo BMIL pri poteku
bolezni. BoljSe razumevanje odnosa med EMP in TMC bi v zaklju¢ni fazi lahko privedlo do
razvoja novih pristopov za zdravljenje, ki bi temeljili na odstranjevanju TMC skozi selektivno

blokado EMP, kar bi se odrazalo v daljSem prezivetju bolnikov.
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6 ZAKLJUCKI

Na podlagi proucevanja povezav med oznacevalci EMP in TMC lahko zaklju¢imo naslednje:

e V primarnem tumorju in periferni polni krvi bolnikov z NDRP so na nivoju mRNA
izrazeni in z RT-qPCR dolo¢ljivi oznacevalci EMP (BMI1, TWIST1), TMC (CD133,
ALDH1AL) in epitelnih celic (EpCAM, KRT7).

e [zrazanje oznacevalca EMP BMI1 v tumorju in krvi je povezano z izrazanjem
oznacevalcev TMC CD133 in ALDH1AL. Povezava med izrazanjem BMI1 in TMC v
tumorju je potrjena na mRNA in proteinskem nivoju. Nasprotno izrazanje drugega
oznacevalca EMP TWIST1 ni povezano z izrazanjem oznacevalcev TMC. Izrazanje BMI1
v tkivu primarnega tumorja je povezano z izrazanjem BMI1 v krvi. Zakljuujemo, da ima
BMI1 pomembno vlogo pri uravnavanju mati¢nih lastnosti tumorskih celic in je
potencialno vpleten v Sirjenje bolezni po krvnem obtoku.

e Izolirane CTC bolnikov z razsejanim NDRP izraZajo oznacevalce EMP in TMC, kar kazZe
na vpletenost obeh procesov pri zasevanju raka pljuc.

e Invitro aktivacija EMP s TGF-B1 v celi¢nih kulturah raka NDRP vpliva na izgubo epitelne
morfologije in pridobitev mezenhimskih znacilnosti celic, poviSano izrazanje BMI1 in
povecanje deleza ALDH-pozitivnih TMC. Aktivacija EMP je povezana s poveCanimi
invazijskimi sposobnostmi tumorskih celic.

Navedeni zakljucki tako vodijo v potrditev prve postavljene hipoteze, da sta TMC in EMP pri

NDRP povezana.

Na podlagi prou¢evanja pomena izrazanja BMI1 v polni krvi za napovedovanje izidov bolezni

bolnikov z razsejanim NDRP lahko zaklju¢imo naslednje:

e Nizko izrazanje BMI1 ima neodvisen napovedni pomen za kraj$i ¢as do napredovanja
bolezni po zdravljenju s kemoterapijo na osnovi platine in krajSe celokupno prezivetje
bolnikov.

e Izrazanje BMI1 v krvi bolnikov z NDRP je v primerjavi s kontrolno skupino znizano.

Ti zakljucki tako vodijo v potrditev druge postavljene hipoteze, da izrazanje EMT oznacevalca

v periferni krvi lahko napove izid bolezni pri razsejanem NDRP.

75



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

7  LITERATURA

Abdouh M, Facchino S, Chatoo W, Balasingam V, Ferreira J, Bernier G. BMI1 sustains human
glioblastoma multiforme stem cell renewal. J Neurosci. 2009;29(28):8884—-96.

Aktas B, Tewes M, Fehm T, Hauch S, Kimmig R, Kasimir-Bauer S. Stem cell and epithelial-
mesenchymal transition markers are frequently overexpressed in circulating tumor cells of metastatic
breast cancer patients. Breast Cancer Res. 2009;11(4):R46.

Akunuru S, James Zhai Q, Zheng Y. Non-small cell lung cancer stem/progenitor cells are enriched in
multiple distinct phenotypic subpopulations and exhibit plasticity. Cell Death Dis. 2012;3(7):e352.

Alamgeer M, Ganju V, Szczepny A, Russell PA, Prodanovic Z, Kumar B, in sod. The prognostic
significance of aldehyde dehydrogenase 1A1 (ALDH1A1) and CD133 expression in early stage non-
small cell lung cancer. Thorax. 2013;68(12):1095-104.

Alix-Panabiéres C, Vendrell J-P, Pellé O, Rebillard X, Riethdorf S, Miiller V, in sod. Detection and
characterization of putative metastatic precursor cells in cancer patients. Clin Chem. 2007;53(3):537-9.

Allard WJ, Matera J, Miller MC, Repollet M, Connelly MC, Rao C, in sod. Tumor cells circulate in the
peripheral blood of all major carcinomas but not in healthy subjects or patients with nonmalignant
diseases. Clin Cancer Res. 2004;10(20):6897—904.

Al-Saad S, Al-Shibli K, Donnem T, Persson M, Bremnes RM, Busund LT. The prognostic impact of
NF-kappaB p105, vimentin, E-cadherin and Par6 expression in epithelial and stromal compartment in
non-small-cell lung cancer. Br J Cancer. 2008;99:1476-83.

Alunni-Fabbroni M, Sandri MT. Circulating tumour cells in clinical practice: Methods of detection and
possible characterization. Methods. 2010;50(4):289-97.

De Angelis R, Sant M, Coleman MP, Francisci S, Baili P, Pierannunzio D, in sod. Cancer survival in
Europe 1999-2007 by country and age: results of EUROCARE-5-a population-based study. Lancet
Oncol. 2013;2045(13):1-12.

Armstrong AJ, Marengo MS, Oltean S, Kemeny G, Bitting RL, Turnbull JD, in sod. Circulating tumor
cells from patients with advanced prostate and breast cancer display both epithelial and mesenchymal
markers. Mol Cancer Res. 2011;9(8):997-1007.

Arnes JB, Collett K, Akslen LA. Independent prognostic value of the basal-like phenotype of breast
cancer and associations with EGFR and candidate stem cell marker BMI-1. Histopathology.
2008;52(3):370-80.

Ashworth T. A case of cancer in which cells similar to those in the tumours were seen in the blood
after death. Med J Aust. 1869;14:146—7.

76



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Balasubramanian P, Lang JC, Jatana KR, Miller B, Ozer E, Old M, in sod. Multiparameter analysis,
including EMT markers, on negatively enriched blood samples from patients with squamous cell
carcinoma of the head and neck. PLoS One. 2012;7(7).

Bao S, Wu Q, McLendon RE, Hao Y, Shi Q, Hjelmeland AB, in sod. Glioma stem cells promote
radioresistance by preferential activation of the DNA damage response. Nature. 2006;444(7120):756—
60.

Bertolini G, Roz L, Perego P, Tortoreto M, Fontanella E, Gatti L, in sod. Highly tumorigenic lung
cancer CD133+ cells display stem-like features and are spared by cisplatin treatment. Proc Natl Acad
Sci USA. 2009;106(38):16281-6.

Bonnet D, Dick JE. Human acute myeloid leukemia is organized as a hierarchy that originates from a
primitive hematopoietic cell. Nat Med. 1997;3(7):730-7.

de Bono JS, Scher HI, Montgomery RB, Parker C, Miller MC, Tissing H, in sod. Circulating tumor
cells predict survival benefit from treatment in metastatic castration-resistant prostate cancer. Clin
Cancer Res. 2008;14(19):6302-9.

Borgen E, Naume B, Nesland JM, Kvalheim G, Beiske K, Fodstad O, in sod. Standardization of the
immunocytochemical detection of cancer cells in BM and blood: 1. establishment of objective criteria
for the evaluation of immunostained cells. Cytotherapy. 1999;1(5):377-88.

Brabletz T, Jung A, Spaderna S, Hlubek F, Kirchner T. Opinion: migrating cancer stem cells - an
integrated concept of malignant tumour progression. Nat Rev Cancer. 2005;5(9):744-9.

Cenci T, Martini M, Montano N, D&apos;Alessandris QG, Falchetti ML, Annibali D, in sod.
Prognostic relevance of c-Myc and BMI1 expression in patients with glioblastoma. Am J Clin Pathol.
2012;138(3):390-6.

Chang B, Liu G, Xue F, Rosen DG, Xiao L, Wang X, in sod. ALDH1 expression correlates with
favorable prognosis in ovarian cancers. Mod Pathol. 2009;22(6):817-23.

Chen XF, Zhang HJ, Wang HB, Zhu J, Zhou WY, Zhang H, in sod. Transforming growth factor-p1
induces epithelial-to-mesenchymal transition in human lung cancer cells via PI3K/Akt and
MEK/Erk1/2 signaling pathways. Mol Biol Rep. 2012;39(4):3549-56.

Chen YC, Hsu HS, Chen YW, Tsai TH, How CK, Wang CY, in sod. Oct-4 Expression Maintained
Cancer Stem-Like Properties in Lung Cancer-Derived CD133-Positive Cells. PLoS One 2008;3(7):14.

Choi YJ, Choi Y La, Cho EY, Shin YK, Sung KW, Hwang YK, in sod. Expression of Bmi-1 protein in

tumor tissues is associated with favorable prognosis in breast cancer patients. Breast Cancer Res Treat.
2009;113(1):83-93.

77



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Cohen SJ, Punt CJA, lannotti N, Saidman BH, Sabbath KD, Gabrail NY, in sod. Relationship of
circulating tumor cells to tumor response, progression-free survival, and overall survival in patients
with metastatic colorectal cancer. J Clin Oncol. 2008;26(19):3213-21.

Collins AT, Berry PA, Hyde C, Stower MJ, Maitland NJ. Prospective identification of tumorigenic
prostate cancer stem cells. Cancer Res. 2005;65(23):10946-51.

Collins LG, Haines C, Perkel R, Enck RE. Lung cancer: diagnosis and management. Am Fam
Physician. 2007;75(1):56—-63.

Cortes-Dericks L, Galetta D, Spaggiari L, Schmid RA, Karoubi G. High expression of octamer-binding
transcription factor 4A, prominin-1 and aldehyde dehydrogenase strongly indicates involvement in the
initiation of lung adenocarcinoma resulting in shorter disease-free intervals. Eur J Cardio-Thoracic
Surg. 2012;41(6):e173-81.

Cristofanilli M, Budd GT, Ellis MJ, Stopeck A, Matera J, Miller MC, in sod. Circulating tumor cells,
disease progression, and survival in metastatic breast cancer. N Engl J Med. 2004;351(8):781-91.

Di Croce L, Helin K. Transcriptional regulation by Polycomb group proteins. Nat Struct Mol Biol.
2013;20(10):1147-55.

Cufer T, Knez L. Update on systemic therapy of advanced non-small-cell lung cancer. Expert Rev
Anticancer Ther. 2014;14(10):1189-203.

Cufer T, Ovcaricek T, O’Brien MER. Systemic therapy of advanced non-small cell lung cancer: major-
developments of the last 5-years. Eur J Cancer. 2013;49(6):1216-25.

Dembinski JL, Krauss S. Characterization and functional analysis of a slow cycling stem cell-like
subpopulation in pancreas adenocarcinoma. Clin Exp Metastasis. 2009;26(7):611-23.

Dimou A, Neumeister V, Agarwal S, Anagnostou V, Syrigos K, Rimm DL. Measurement of aldehyde
dehydrogenase 1 expression defines a group with better prognosis in patients with non-small cell lung
cancer. Am J Pathol. 2012;181(4):1436—42.

Dimri GP, Martinez J, Jacobs JJL, Cells ME, Lohuizen M Van, Campisi J, in sod. The Bmi-1 oncogene
induces telomerase activity and immortalizes human mammary epithelial cells. Cancer Res.
2002;62(16):4736-45.

Di Domenico M, Pierantoni GM, Feola A, Esposito F, Laino L, De Rosa A, in sod. Prognostic
significance of N-Cadherin expression in oral squamous cell carcinoma. Anticancer Res.
2011;31:4211-8.

Dovey JS, Zacharek SJ, Kim CF, Lees J A. Bmil is critical for lung tumorigenesis and
bronchioalveolar stem cell expansion. Proc Natl Acad Sci USA. 2008;105(33):11857-62.

78



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Eger A, Stockinger A, Park J, Langkopf E, Mikula M, Gotzmann J, in sod. beta-Catenin and TGFbeta
signalling cooperate to maintain a mesenchymal phenotype after FosER-induced epithelial to
mesenchymal transition. Oncogene. 2004;23(15):2672-80.

Eisenhauer EA, Therasse P, Bogaerts J, Schwartz LH, Sargent D, Ford R, in sod. New response
evaluation criteria in solid tumours: revised RECIST guideline (version 1.1). Eur J Cancer.
2009;45(2):228-47.

Endo K, Ueda T, Ueyama J, Ohta T, Terada T. Immunoreactive E-cadherin, alpha-catenin, beta-
catenin, and gamma-catenin proteins in hepatocellular carcinoma: relationships with tumor grade,
clinicopathologic parameters, and patients’ survival. Hum Pathol. 2000;31(5):558-65.

Eramo A, Lotti F, Sette G, Pilozzi E, Biffoni M, Di Virgilio A, in sod. Identification and expansion of
the tumorigenic lung cancer stem cell population. Cell Death Differ. 2008;15(3):504-14.

Ferlay J, Soerjomataram I, Ervik M, Dikshit R, Eser S, Mathers C, in sod. GLOBOCAN 2012 v1.0,
Cancer Incidence and Mortality Worldwide: IARC CancerBase No. 11. Lyon, France: International
Agency for Research on Cancer. Dosegljivo 16.10.2014 s spletne strani: http://globocan.iarc.fr.

Fuxe J, Vincent T, De Herreros AG. Transcriptional crosstalk between TGFf and stem cell pathways
in tumor cell invasion: Role of EMT promoting Smad complexes. Cell Cycle. 2010;9:2363-74.

Gallagher DJ, Milowsky MI, Ishill N, Trout A, Boyle MG, Riches J, in sod. Detection of circulating
tumor cells in patients with urothelial cancer. Ann Oncol. 2009;20(2):305-8.

Ghossein RA, Bhattacharya S, Rosai J. Molecular detection of micrometastases and circulating tumor
cells in solid tumors. Clin Cancer Res. 1999;5(8):1950-60.

Giangreco A, Groot KR, Janes SM. Lung cancer and lung stem cells - Strange bedfellows? Am J
Respir Crit Care Med. 2007;175(6):547-53.

Ginestier C, Hur MH, Charafe-Jauffret E, Monville F, Dutcher J, Brown M, in sod. ALDH1 is a
marker of normal and malignant human mammary stem cells and a predictor of poor clinical outcome.
Cell Stem Cell. 2007;1(5):555-67.

Glinsky GV, Berezovska O, Glinskii AB. Microarray analysis identifies a death-from-cancer signature
predicting therapy failure in patients with multiple types of cancer. J Clin Invest. 2005;115(6):1503—
21.

Gomez-Casal R, Bhattacharya C, Ganesh N, Bailey L, Basse P, Gibson M, in sod. Non-small cell lung
cancer cells survived ionizing radiation treatment display cancer stem cell and epithelial-mesenchymal
transition phenotypes. Mol Cancer. 2013;12(1):94.

Gonzalez DM, Medici D. Signaling mechanisms of the epithelial-mesenchymal transition. Sci Signal.
2014;344(7):re8.

79



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Gottesman MM, Fojo T, Bates SE. Multidrug resistance in cancer: role of ATP-dependent transporters.
Nat Rev Cancer. 2002;2(1):48-58.

Gradilone A, Raimondi C, Nicolazzo C, Petracca A, Gandini O, Vincenzi B, in sod. Circulating tumour
cells lacking cytokeratin in breast cancer: the importance of being mesenchymal. J Cell Mol Med.
2011;15(5):1066-70.

Gravdal K, Halvorsen OJ, Haukaas SA, Akslen LA. A switch from E-cadherin to N-cadherin
expression indicates epithelial to mesenchymal transition and is of strong and independent importance
for the progress of prostate cancer. Clin Cancer Res. 2007;13:7003-11.

Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 2011;144(5):646-74.

Hassan KA, Chen G, Kalemkerian GP, Wicha MS, Beer DG. An embryonic stem cell-like signature
identifies poorly differentiated lung adenocarcinoma but not squamous cell carcinoma. Clin Cancer
Res. 2009;15(20):6386-90.

Haupt Y, Alexander WS, Barri G, Klinken SP, Adams JM. Novel zinc finger gene implicated as myc
collaborator by retrovirally accelerated lymphomagenesis in E mu-myc transgenic mice. Cell.
1991;65(5):753-63.

Herpel E, Jensen K, Muley T, Warth A, Schnabel PA, Meister M, in sod. The cancer stem cell antigens
CD133, BCRP1/ABCG2 and CD117/c-KIT are not associated with prognosis in resected early-stage
non-small cell lung cancer. Anticancer Res. 2011;31(12):4491-500.

Hilbe W, Dirnhofer S, Oberwasserlechner F, Schmid T, Gunsilius E, Hilbe G, in sod. CD133 positive
endothelial progenitor cells contribute to the tumour vasculature in non-small cell lung cancer. J Clin
Pathol. 2004;57(9):965-9.

Hiltermann TJN, Pore MM, Van Den Berg A, Timens W, Boezen HM, Liesker JJW, in sod.
Circulating tumor cells in small-cell lung cancer: a predictive and prognostic factor. Ann Oncol.
2012;23(11):2937-42.

Ho MM, Ng A V, Lam S, Hung JY. Side population in human lung cancer cell lines and tumors is
enriched with stem-like cancer cells. Cancer Res. 2007;67(10):4827-33.

Hodgkinson CL, Morrow CJ, Li Y, Metcalf RL, Rothwell DG, Trapani F, in sod. Tumorigenicity and
genetic profiling of circulating tumor cells in small-cell lung cancer. Nat Med. 2014; 20(8):897-903.

Hoffmann O, Solomayer E, Kuemmel S, Hahn M, Kasimir-Bauer S, Kimmig R, in sod. Does primary
systemic therapy erradicate disseminated and circulating rumor cells? Cancer Res. 2009;69(24):3001-
3001.

Hofman V, Bonnetaud C, Ilie MI, Vielh P, Vignaud JM, Fléjou JF, in sod. Preoperative circulating
tumor cell detection using the isolation by size of epithelial tumor cell method for patients with lung
cancer is a new prognostic biomarker. Clin Cancer Res.;17(4):827-35.

80



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Hofman V, llie MI, Long E, Selva E, Bonnetaud C, Molina T, in sod. Detection of circulating tumor
cells as a prognostic factor in patients undergoing radical surgery for non-small-cell lung carcinoma:
Comparison of the efficacy of the CellSearch Assay™ and the isolation by size of epithelial tumor cell
method. Int J Cancer. 2011; 129(7):1651-60.

Hommura F, Furuuchi K, Yamazaki K, Ogura S, Kinoshita I, Shimizu M, in sod. Increased expression
of B-catenin predicts better prognosis in nonsmall cell lung carcinomas. Cancer. 2002;94(3):752-8.

Hou JM, Greystoke A, Lancashire L, Cummings J, Ward T, Board R, in sod. Evaluation of circulating
tumor cells and serological cell death biomarkers in small cell lung cancer patients undergoing
chemotherapy. Am J Pathol. 2009;175(2):808-16.

Hui YH, Friedman SL. Molacular basis of hepatic fibrosis. Expert Rev Mol Med. 2003;5(5):1-23.

Hui L, Zhang S, Dong X, Tian D, Cui Z, Qiu X. Prognostic significance of twist and N-cadherin
expression in NSCLC. PLoS One. 2013;8(4):e62171.

Hung JJ, Yang MH, Hsu HS, Hsu WH, Liu JS, Wu KJ. Prognostic significance of hypoxia-inducible
factor-lalpha, TWIST1 and Snail expression in resectable non-small cell lung cancer. Thorax.
2009;64(12):1082-9.

llie M, Long E, Butori C, Hofman V, Coelle C, Mauro V, in sod. ALK-gene rearrangement: A
comparative analysis on circulating tumour cells and tumour tissue from patients with lung
adenocarcinoma. Ann Oncol. 2012;23(11):2907-13.

Isenmann S, Arthur A, Zannettino ACW, Turner JL, Songtao S, Glackin CA, in sod. TWIST family of
basic helix-loop-helix transcription factors mediate human mesenchymal stem cell growth and
commitment. Stem Cells. 2009;27(10):2457-68.

Jackson B, Brocker C, Thompson DC, Black W, Vasiliou K, Nebert DW, in sod. Update on the
aldehyde dehydrogenase gene (ALDH) superfamily. Hum Genomics. 2011;5(4):283-303.

Jacobs JJ, Kieboom K, Marino S, DePinho RA, van Lohuizen M. The oncogene and Polycomb-group
gene bmi-1 regulates cell proliferation and senescence through the ink4a locus. Nature.
1999;397(6715):164-8.

Jiang F, Qiu Q, Khanna A, Todd NW, Deepak J, Xing L, in sod. Aldehyde dehydrogenase 1 is a tumor
stem cell-associated marker in lung cancer. Mol Cancer Res. 2009;7(3):330-8.

Jiang W, Pang XG, Wang Q, Shen YX, Chen XK, Xi JJ. Prognostic role of Twist, Slug, and Foxc2
expression in stage | non-small-cell lung cancer after curative resection. Clin Lung Cancer.
2012;13:280-7.

Kallergi G, Papadaki MA, Politaki E, Mavroudis D, Georgoulias V, Agelaki S. Epithelial to

mesenchymal transition markers expressed in circulating tumour cells of early and metastatic breast
cancer patients. Breast Cancer Res. 2011;13(3):R59.

81



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Kalluri R, Weinberg R a. Review series The basics of epithelial-mesenchymal transition. J Clin Invest.
2009;119(6):1420-8.

Karabacak NM, Spuhler PS, Fachin F, Lim EJ, Pai V, Ozkumur E, in sod. Microfluidic, marker-free
isolation of circulating tumor cells from blood samples. Nat Protoc. 2014;9(3):694-710.

Karhadkar SS, Bova GS, Abdallah N, Dhara S, Gardner D, Maitra A, in sod. Hedgehog signalling in
prostate regeneration, neoplasia and metastasis. Nature. 2004;431(7009):707-12.

Kase S, Sugio K, Yamazaki K, Okamoto T, Yano T, Sugimachi K. Expression of E-cadherin and beta-
catenin in human non-small cell lung cancer and the clinical significance. Clin Cancer Res.
2000;6:4789-96.

Kastan MB, Schlaffer E, Russo JE, Colvin OM, Civin Cl, Hilton J. Direct demonstration of elevated
aldehyde dehydrogenase in human hematopoietic progenitor cells. Blood. 1990;75(10):1947-50.

Kikuchi J, Kinoshita I, Shimizu Y, Kikuchi E, Konishi J, Oizumi S, in sod. Distinctive expression of
the polycomb group proteins Bmil polycomb ring finger oncogene and enhancer of zeste homolog 2 in
nonsmall cell lung cancers and their clinical and clinicopathologic significance. Cancer.
2010;116(12):3015-24.

Kirita K, Ishii G, Matsuwaki R, Matsumura Y, Umemura S, Matsumoto S, in sod. Identification of
biological properties of intralymphatic tumor related to the development of lymph node metastasis in
lung adenocarcinoma. PL0oS One. 2013;8(12):e83537.

Kitamura H, Okudela K, Yazawa T, Sato H, Shimoyamada H. Cancer stem cell: implications in cancer
biology and therapy with special reference to lung cancer. Lung Cancer. 2009;66(3):275-81.

Knez L, Kos$nik M, Ov¢ari¢ek T, Sadikov A, Sodja E, Kern I, in sod. Predictive value of ABCB1
polymorphisms G2677T/A, C3435T, and their haplotype in small cell lung cancer patients treated with
chemotherapy. J Cancer Res Clin Oncol. 2012;138(9):1551-60.

Koren A, Motaln H, Cufer T. Lung cancer stem cells: a biological and clinical perspective. Cell Oncol.
2013;36(4):265-75.

Koren A, Sodja E, Rijavec M, Jez M, Kovac V, Korosec P, in sod. Prognostic value of cytokeratin-7
MRNA expression in peripheral whole blood of advanced lung adenocarcinoma patients. Cell Oncol.
2015;38(5):387-95.

Krebs MG, Hou J-M, Sloane R, Lancashire L, Priest L, Nonaka D, in sod. Analysis of circulating
tumor cells in patients with non-small cell lung cancer using epithelial marker-dependent and -
independent approaches. J Thorac Oncol. 2012;7(2):306-15.

Krebs MG, Sloane R, Priest L, Lancashire L, Hou J, Greystoke A, in sod. Evaluation and prognostic
significance of circulating tumor cells in patients with non-small-cell lung cancer. J Clin Oncol.
2011;29(12):1556-63.

82



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Kreizenbeck GM, Berger AJ, Subtil A, Rimm DL, Gould Rothberg BE. Prognostic significance of
cadherin-based adhesion molecules in cutaneous malignant melanoma. Cancer Epidemiol Biomarkers
Prev. 2008;17:949-58.

Krishnadath KK, Tilanus HW, Van Blankenstein M, Hop WCJ, Kremers ED, Dinjens WNM, in sod.
Reduced expression of the cadherin-catenin complex in oesophageal adenocarcinoma correlates with
poor prognosis. J Pathol. 1997;182(3):331-8.

Krivacic RT, Ladanyi A, Curry DN, Hsieh HB, Kuhn P, Bergsrud DE, in sod. A rare-cell detector for
cancer. Proc Natl Acad Sci USA. 2004;101(29):10501-4.

Kubuschok B, Passlick B, Izbicki JR, Thetter O, Pantel K. Disseminated tumor cells in lymph nodes as
a determinant for survival in surgically resected non-small-cell lung cancer. J Clin Oncol.
1999;17(1):19-24.

Lamouille S, Xu J, Derynck R. Molecular mechanisms of epithelial-mesenchymal transition. Nat Rev
Mol Cell Biol. 2014;15(3):178-96.

Lankiewicz S, Zimmermann S, Hollmann C, Hillemann T, Greten TF. Circulating tumour cells as a
predictive factor for response to systemic chemotherapy in patients with advanced colorectal cancer.
Mol Oncol. 2008;2(4):349-55.

Lapidot T, Sirard C, Vormoor J, Murdoch B, Hoang T, Caceres-Cortes J, in sod. A cell initiating
human acute myeloid leukemia after transplantation into SCID mice. Nature. 1994;367:645-8.

Lecharpentier A, Vielh P, Perez-Moreno P, Planchard D, Soria JC, Farace F. Detection of circulating
tumour cells with a hybrid (epithelial/mesenchymal) phenotype in patients with metastatic non-small
cell lung cancer. Br J Cancer. 2011;105(9):1338-41.

Leung EL-H, Fiscus RR, Tung JW, Tin VP-C, Cheng LC, Sihoe ADL, in sod. Non-small cell lung
cancer cells expressing CD44 are enriched for stem cell-like properties. PLoS One. 2010;5(11):e14062.

Levina V, Marrangoni AM, DeMarco R, Gorelik E, Lokshin AE. Drug-selected human lung cancer
stem cells: cytokine network, tumorigenic and metastatic properties. PLoS One. 2008;3(8):e3077.

Li F, Zeng H, Ying K. The combination of stem cell markers CD133 and ABCG2 predicts relapse in
stage | non-small cell lung carcinomas. Med Oncol. 2011;28(4):1458-62.

Li T, Kung H-J, Mack PC, Gandara DR. Genotyping and Genomic Profiling of Non—-Small-Cell Lung
Cancer: Implications for Current and Future Therapies. J Clin Oncol. 2013;31(8):1039-49.

Li T, SuY, Mei Y, Leng Q, Leng B, Liu Z, in sod. ALDH1A1 is a marker for malignant prostate stem
cells and predictor of prostate cancer patients’ outcome. Lab Investig. 2010;90(2):234-44.

83



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Lin SY, Xia W, Wang JC, Kwong KY, Spohn B, Wen Y, in sod. Beta-catenin, a novel prognostic
marker for breast cancer: its roles in cyclin D1 expression and cancer progression. Proc Natl Acad Sci
USA. 2000;97(8):4262—6.

Liu H, Zhang X, Li J, Sun B, Qian H, Yin Z. The biological and clinical importance of epithelial-
mesenchymal transition in circulating tumor cells. J Cancer Res Clin Oncol. 2015;141(2):189-201.

Liu JH, Song LB, Zhang X, Guo BH, Feng Y, Li XX, in sod. Bmi-1 expression predicts prognosis for
patients with gastric carcinoma. J Surg Oncol. 2008;97(3):267-72.

Liu S, Dontu G, Mantle ID, Patel S, Ahn N, Jackson KW, in sod. Hedgehog signaling and Bmi-1
regulate self-renewal of normal and malignant human mammary stem cells. Cancer Res.
2006;66(12):6063—71.

Liu YP, Yang CJ, Huang MS, Yeh CT, Wu ATH, Lee Y-C, in sod. Cisplatin selects for multidrug-
resistant CD133+ cells in lung adenocarcinoma by activating Notch signaling. Cancer Res.
2013;73(1):406-16.

Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using real-time quantitative PCR
and the 2(-Delta Delta C(T)) method. Methods. 2001;25(4):402-8.

Van Lohuizen M, Verbeek S, Scheijen B, Wientjens E, Van Der Gulden H, Berns A. Identification of
cooperating oncogenes in E mu-myc transgenic mice by provirus tagging. Cell. 1991;65(5):737-52.

Lukacs RU, Memarzadeh S, Wu H, Witte ON. Bmi-1 is a crucial regulator of prostate stem cell self-
renewal and malignant transformation. Cell Stem Cell. 2010;7(6):682—93.

Maheswaran S, Sequist L, Nagrath S. Detection of mutations in EGFR in circulating lung-cancer cells.
N Engl J Med. 2008;359(4):366-77.

Mani SA, Guo W, Liao MJ, Eaton EN, Ayyanan A, Zhou AY, in sod. The epithelial-mesenchymal
transition generates cells with properties of stem cells. Cell. 2008;133(4):704-15.

Mizrak D, Brittan M, Alison MR. CD133: molecule of the moment. J Pathol. 2008;214(1):3-9.

Mohri Y. Prognostic significance of E-cadherin expression in human colorectal cancer tissue. Surg
Today. 1997;27:606-12.

Mohty M, Yong ASM, Szydlo RM, Apperley JF, Melo JV. The polycomb group BMI1 gene is a
molecular marker for predicting prognosis of chronic myeloid leukemia. Blood. 2007;110(1):380-3.

Moreb JS, Zucali JR, Ostmark B, Benson NA. Heterogeneity of aldehyde dehydrogenase expression in
lung cancer cell lines is revealed by Aldefluor flow cytometry-based assay. Cytom Part B - Clin
Cytom. 2007;289:281-9.

84



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Munz M, Baeuerle PA, Gires O. The emerging role of EpCAM in cancer and stem cell signaling.
Cancer Res. 2009;69(14):5627-9.

Nagrath S, Sequist LV, Maheswaran S, Bell DW, Irimia D, Ulkus L, in sod. Isolation of rare
circulating tumour cells in cancer patients by microchip technology. Nature. 2007;450(7173):1235-9.

Nalwoga H, Arnes JB, Wabinga H, Akslen LA. Expression of aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1) is
associated with basal-like markers and features of aggressive tumours in African breast cancer. Br J
Cancer. 2010;102(2):369-75.

Nolan T, Hands RE, Bustin SA. Quantification of mRNA using real-time RT-PCR. Nat Protoc.
2006;1(3):1559-82.

Oken MM, Creech RH, Tormey DC, Horton J, Davis TE, McFadden ET, in sod. Toxicity and response
criteria of the Eastern Cooperative Oncology Group. Am J Clin Oncol. 1982;5(6):649-55.

Okudela K, Woo T, Mitsui H, Suzuki T, Tajiri M, Sakuma Y, in sod. Downregulation of ALDH1A1
expression in non-small cell lung carcinomas--its clinicopathologic and biological significance. Int J
Clin Exp Pathol. 2013;6(1):1-12.

Otsuki S, Inokuchi M, Enjoji M, Ishikawa T, Takagi Y, Kato K, in sod. Vimentin expression is
associated with decreased survival in gastric cancer. Oncol Rep. 2011;25:1235-42.

Otto WR. Lung epithelial stem cells. J Pathol. 2002;197(4):527-35.

Padin-lruegas ME, Herranz-Carnero M, Aguin-Losada S, Brozos-Vazquez E, Anido-Herranz U,
Antunez-Lopez JR, in sod. Prognostic value of changes in the expression of stem cell markers in the
peripheral blood of patients with colon cancer. Oncol Rep. 2013;29(6):2467-72.

Pantel K, Brakenhoff RH. Dissecting the metastatic cascade. Nat Rev Cancer. 2004;4(6):448-56.

Pardal R, Clarke MF, Morrison SJ. Applying the principles of stem-cell biology to cancer. Nat Rev
Cancer. 2003;3(12):895-902.

Parkin DM, Pisani P, Ferlay J. Global cancer statistics. CA Cancer J Clin. 1999;49(2):1,33-64.

Peichev M, Naiyer AJ, Pereira D, Zhu Z, Lane WJ, Williams M, in sod. Expression of VEGFR-2 and
AC133 by circulating human CD34(+) cells identifies a population of functional endothelial
precursors. Blood. 2000;95(3):952-8.

Pietersen AM, Horlings HM, Hauptmann M, Langered A, Ajouaou A, Cornelissen-Steijger P, in sod.
EZH2 and BMI1 inversely correlate with prognosis and TP53 mutation in breast cancer. Breast Cancer
Res. 2008;10(6):R1009.

85



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Pirozzi G, Tirino V, Camerlingo R, Franco R, La Rocca A, Liguori E, in sod. Epithelial to
mesenchymal transition by TGFB-1 induction increases stemness characteristics in primary non small
cell lung cancer cell line. PLoS One. 2011;6(6):e21548.

Pirozzi G, Tirino V, Camerlingo R, La Rocca A, Martucci N, Scoghamiglio G, in sod. Prognostic value
of cancer stem cells, epithelial-mesenchymal transition and circulating tumor cells in lung cancer.
Oncol Rep. 2013;29:1763-8.

Ponti D, Costa A, Zaffaroni N, Pratesi G, Petrangolini G, Coradini D, in sod. Isolation and in vitro
propagation of tumorigenic breast cancer cells with stem/progenitor cell properties. Cancer Res.
2005;65(13):5506-11.

Primc Zakelj M, Bra¢ko M, Hodevar M, Jarm K, Pompe-Kirn V, Storjan P, in sod. Rak v Sloveniji
2010. Ljubljana:Onkoloski institut Ljubljana, Epidemiologija in register raka, Register raka Republike
Slovenije, 2013.

Prince ME, Sivanandan R, Kaczorowski A, Wolf GT, Kaplan MJ, Dalerba P, in sod. Identification of a
subpopulation of cells with cancer stem cell properties in head and neck squamous cell carcinoma.
Proc Natl Acad Sci USA. 2007;104(3):973-8.

Rainen L, Oelmueller U, Jurgensen S, Wyrich R, Ballas C, Schram J, in sod. Stabilization of mMRNA
expression in whole blood samples. Clin Chem. 2002;48(11):1883-90.

Rakha EA, Abd EI Rehim D, Pinder SE, Lewis SA, Ellis 10. E-cadherin expression in invasive non-
lobular carcinoma of the breast and its prognostic significance. Histopathology. 2005;46:685-93.

Rasheed ZA, Kowalski J, Smith BD, Matsui W. Concise review: Emerging concepts in clinical
targeting of cancer stem cells. Stem Cells. 2011;29(6):883-7.

Reya T, Morrison SJ, Clarke MF, Weissman IL. Stem cells, cancer, and cancer stem cells. Nature.
2001;414(6859):105-11.

Ricci-Vitiani L, Lombardi DG, Pilozzi E, Biffoni M, Todaro M, Peschle C, in sod. Identification and
expansion of human colon-cancer-initiating cells. Nature. 2007;445(7123):111-5.

Ring AE, Zabaglo L, Ormerod MG, Smith IE, Dowsett M. Detection of circulating epithelial cells in
the blood of patients with breast cancer: comparison of three techniques. Br J Cancer. 2005;92(5):906—
12.

Rolle A, Giinzel R, Pachmann U, Willen B, Hoffken K, Pachmann K. Increase in number of circulating
disseminated epithelial cells after surgery for non-small cell lung cancer monitored by MAINTRAC®
is a predictor for relapse: A preliminary report. World J Surg Oncol. 2005;3(1):18.

Salcido CD, Larochelle A, Taylor BJ, Dunbar CE, Varticovski L. Molecular characterisation of side
population cells with cancer stem cell-like characteristics in small-cell lung cancer. Br J Cancer.
2010;102(11):1636-44.

86



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Salnikov AV, Gladkich J, Moldenhauer G, Volm M, Mattern J, Herr I. CD133 is indicative for a
resistance phenotype but does not represent a prognostic marker for survival of non-small cell lung
cancer patients. Int J Cancer. 2010;126(4):950-8.

Shen C, Hu L, Xia L, Li Y. The detection of circulating tumor cells of breast cancer patients by using
multimarker (Survivin, hTERT and hMAM) quantitative real-time PCR. Clin Biochem.
2009;42(3):194-200.

Sher Y, Shih J, Yang P, Roffler SR, Chu Y, Wu C, in sod. Prognosis of non — small cell lung cancer
patients by detecting circulating cancer cells in the peripheral blood with multiple marker genes
prognosis of non — small cell lung cancer patients by detecting circulating cancer cells in the peripheral
blood with multiple marker genes. Clin Cancer Res. 2005;11:173-9.

Shien K, Toyooka S, Ichimura K, Soh J, Furukawa M, Maki Y, in sod. Prognostic impact of cancer
stem cell-related markers in non-small cell lung cancer patients treated with induction
chemoradiotherapy. Lung Cancer. 2012;77(1):162-7.

Shien K, Toyooka S, Yamamoto H, Soh J, Jida M, Thu KL, in sod. Acquired resistance to EGFR
inhibitors is associated with a manifestation of stem cell-like properties in cancer cells. Cancer Res.
2013;73(10):3051-61.

Shin SY, Rath O, Zebisch A, Choo SM, Kolch W, Cho KH. Functional roles of multiple feedback
loops in extracellular signal-regulated kinase and Wnt signaling pathways that regulate epithelial-
mesenchymal transition. Cancer Res. 2010;70(17):6715-24.

Siegel R, Ma J, Zou Z, Jemal A. Cancer statistics, 2014. CA Cancer J Clin. 2014;64(1):9-29.

Silva J, Garcia V, Garcia JM, Pefia C, Dominguez G, Diaz R, in sod. Circulating Bmi-1 mRNA as a
possible prognostic factor for advanced breast cancer patients. Breast Cancer Res. 2007;9(4):R55.

Singh SK, Clarke ID, Terasaki M, Bonn VE, Hawkins C, Squire J, in sod. Identification of a cancer
stem cell in human brain tumors. Cancer Res. 2003;63(18):5821-8.

Smith A. A glossary for stem-cell biology. Nature. 2006;441(7097):1060-1060.

Song W, Li H, Tao K, Li R, Song Z, Zhao Q, in sod. Expression and clinical significance of the stem
cell marker CD133 in hepatocellular carcinoma. Int J Clin Pract. 2008;62(8):1212-8.

Stathopoulou A. Molecular detection of cytokeratin-19-positive cells in the peripheral blood of patients
with operable breast cancer: evaluation of their prognostic significance. J Clin Oncol.
2002;20(16):3404-12.

Stern R. Association between cancer and “acid mucopolysaccharides”: An old concept comes of age,
finally. Hyaluronan Cancer Biol. 2009;18(4):3-16.

87



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Sullivan JP, Minna JD, Shay JW. Evidence for self-renewing lung cancer stem cells and their
implications in tumor initiation, progression, and targeted therapy. Cancer Metastasis Rev.
2010a;29(1):61-72.

Sullivan JP, Spinola M, Dodge M, Raso MG, Behrens C, Gao B, in sod. Aldehyde dehydrogenase
activity selects for lung adenocarcinoma stem cells dependent on notch signaling. Cancer Res.
2010b;70(23):9937-48.

Sulzer MA, Leers MP, Van Noord JA, Bollen EC, Theunissen PH. Reduced E-cadherin expression is
associated with increased lymph node metastasis and unfavorable prognosis in non-small cell lung
cancer. Am J Respir Crit Care Med. 1998;157(4):1319-23.

Sun YF, Yang XR, Zhou J, Qiu SJ, Fan J, Xu Y. Circulating tumor cells: advances in detection
methods, biological issues, and clinical relevance. J Cancer Res Clin Oncol. 2011;137(8):1151-73.

Sung WY, Park K, Kwak SG, Hyun D, Jang JS, Park K. Epithelial-mesenchymal transition in patients

of pulmonary adenocarcinoma : correlation with cancer stem cell markers and prognosis. Int J Clin Exp
Pathol. 2015;8(8):8997-9009.

Tan DSW, Camilleri-Broét S, Tan EH, Alifano M, Lim WT, Bobbio A, in sod. Intertumor
heterogeneity of non-small-cell lung carcinomas revealed by multiplexed mutation profiling and
integrative genomics. Int J Cancer. 2014;135(5):1092-100.

Tempfer C, Losch A, Heinzl H, H&usler G, Hanzal E, Ko6lbl H, in sod. Prognostic value of
immunohistochemically detected CD44 isoforms CD44v5, CD44v6 and CD44v7-8 in human breast
cancer. Eur J Cancer. 1996;32(11):2023-5.

Theodoropoulos PA, Polioudaki H, Agelaki S, Kallergi G, Saridaki Z, Mavroudis D, in sod.
Circulating tumor cells with a putative stem cell phenotype in peripheral blood of patients with breast
cancer. Cancer Lett. 2010;288(1):99-106.

Thiery JP, Acloque H, Huang RYJ, Nieto MA. Epithelial-mesenchymal transitions in development and
disease. Cell. 2009;139(5):871-90.

Timmerman LA, Grego-Bessa J, Raya A, Bertran E, Pérez-Pomares JM, Diez J, in sod. Notch
promotes epithelial-mesenchymal transition during cardiac development and oncogenic transformation.
Genes Dev. 2004;18(1):99-115.

Tirino V, Camerlingo R, Bifulco K, Irollo E, Montella R, Paino F, in sod. TGF-B1 exposure induces
epithelial to mesenchymal transition both in CSCs and non-CSCs of the A549 cell line, leading to an
increase of migration ability in the CD133+ A549 cell fraction. Cell Death Dis. 2013;4(5):e620.

Tirino V, Camerlingo R, Franco R, Malanga D, La Rocca A, Viglietto G, in sod. The role of CD133 in
the identification and characterisation of tumour-initiating cells in non-small-cell lung cancer. Eur J
Cardio-Thoracic Surg. 2009;36(3):446-53.

88



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Ucar D, Cogle CR, Zucali JR, Ostmark B, Scott EW, Zori R, in sod. Aldehyde dehydrogenase activity
as a functional marker for lung cancer. Chem Biol Interact. 2009;178(1-3):48-55.

Valcourt U. TGF- and the Smad signaling pathway support transcriptomic reprogramming during
epithelial-mesenchymal cell transition. Mol Biol Cell. 2005;16(4):1987-2002.

Visvader JE, Lindeman GJ. Cancer stem cells in solid tumours: accumulating evidence and unresolved
questions. Nat Rev Cancer. 2008;8(10):755-68.

Vona G, Sabile A, Louha M, Sitruk V, Romana S, Schiitze K, in sod. Isolation by size of epithelial
tumor cells : a new method for the immunomorphological and molecular characterization of circulating
tumor cells. Am J Pathol. 2000;156(1):57-63.

Vonlanthen S, Heighway J, Altermatt HJ, Gugger M, Kappeler A, Borner MM, in sod. The bmi-1
oncoprotein is differentially expressed in non-small cell lung cancer and correlates with INK4A-ARF
locus expression. Br J Cancer. 2001;84(10):1372-6.

Vrzalikova K, Skarda J, Ehrmann J, Murray PG, Fridman E, Kopolovic J, in sod. Prognostic value of
Bmi-1 oncoprotein expression in NSCLC patients: a tissue microarray study. J Cancer Res Clin Oncol.
2008;134(9):1037-42.

Wang H, Pan K, Zhang H, Weng D, Zhou J, Li J, in sod. Increased polycomb-group oncogene Bmi-1
expression correlates with poor prognosis in hepatocellular carcinoma. J Cancer Res Clin Oncol.
2008;134(5):535-41.

Wang H, Zhang G, Zhang H, Zhang F, Zhou B, Ning F, in sod. Acquisition of epithelial-mesenchymal
transition phenotype and cancer stem cell-like properties in cisplatin-resistant lung cancer cells through
AKT/p-catenin/Snail signaling pathway. Eur J Pharmacol. 2014;723:156-66.

Wang P, Gao Q, Suo Z, Munthe E, Solberg S, Ma L, in sod. Identification and characterization of cells
with cancer stem cell properties in human primary lung cancer cell lines. PLoS One. 2013;8(3):e57020.

Wei KC, Huang CY, Chen PY, Feng LY, Wu TWE, Chen SM, in sod. Evaluation of the prognostic
value of CD44 in glioblastoma multiforme. Anticancer Res. 2010;30(1):253-9.

Wellner U, Schubert J, Burk UC, Schmalhofer O, Zhu F, Sonntag A, in sod. The EMT-activator ZEB1
promotes tumorigenicity by repressing stemness-inhibiting microRNAs. Nat Cell Biol. 2009;11:1487—
95.

Woo T, Okudela K, Mitsui H, Yazawa T, Ogawa N, Tajiri M, in sod. Prognostic value of CD133
expression in stage | lung adenocarcinomas. Int J Clin Exp Pathol. 2010;4(1):32-42.

Wu C, Alman BA. Side population cells in human cancers. Cancer Lett. 2008;268(1):1-9.

Wushou A, Hou J, Zhao YJ, Shao ZM. Twist-1 Up-regulation in carcinoma correlates to poor survival.
Int J Mol Sci. 2014;15:21621-30.

89



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

Xie L, Law BK, Chytil AM, Brown KA, Aakre ME, Moses HL. Activation of the Erk pathway is
required for TGF-B1-induced EMT in vitro. Neoplasia. 2004;6(5):603-10.

Xu J, Lamouille S, Derynck R. TGF-beta-induced epithelial to mesenchymal transition. Cell Res.
2009;19(2):156-72.

Yamashita T, Budhu A, Forgues M, Wang XW. Activation of hepatic stem cell marker EpCAM by
Whnt-beta-catenin signaling in hepatocellular carcinoma. Cancer Res. 2007;67(22):10831-9.

Yang MH, Hsu DSS, Wang HW, Wang HJ, Lan HY, Yang WH, in sod. Bmil is essential in Twist1-
induced epithelial-mesenchymal transition. Nat Cell Biol. 2010;12(10):982-92.

Yang ZF, Ngai P, Ho DW, Yu WC, Ng MNP, Lau CK, in sod. Identification of local and circulating
cancer stem cells in human liver cancer. Hepatology. 2008;47(3):919-28.

Yu M, Bardia A, Wittner BS, Stott SL, Smas ME, Ting DT, in sod. Circulating breast tumor cells
exhibit dynamic changes in epithelial and mesenchymal composition. Science. 2013;339(6119):580-4.

Zencak D, Lingbeek M, Kostic C, Tekaya M, Tanger E, Hornfeld D, in sod. Bmil loss produces an
increase in astroglial cells and a decrease in neural stem cell population and proliferation. J Neurosci.
2005;25(24):5774-83.

Zeppernick F, Ahmadi R, Campos B, Dictus C, Helmke BM, Becker N, in sod. Stem cell marker
CD133 affects clinical outcome in glioma patients. Clin Cancer Res. 2008;14(1):123-9.

Zhang H, Liu J, Yue D, Gao L, Wang D, Zhang H, in sod. Clinical significance of E-cadherin, -
catenin, vimentin and S100A4 expression in completely resected squamous cell lung carcinoma. J Clin
Pathol. 2013;66(11):937-45.

Zhang X, Wang C, Wang L, Du L, Wang S, Zheng G, in sod. Detection of circulating Bmi-1 mRNA in
plasma and its potential diagnostic and prognostic value for uterine cervical cancer. Int J Cancer.
2012;131(1):165-72.

Zhou S, Schuetz JD, Bunting KD, Colapietro AM, Sampath J, Morris JJ, in sod. The ABC transporter
Berpl/ABCG2 is expressed in a wide variety of stem cells and is a molecular determinant of the side-
population phenotype. Nat Med. 2001;7(9):1028-34.

Zhu WF, Li J, Yu LC, Wu Y, Tang XP, Hu YM, in sod. Prognostic value of EpCAM/MUC1 mRNA-
positive cells in non-small cell lung cancer patients. Tumor Biol. 2013;35(2):1211-9.

Zwitter M, Antoni¢ J, Bav¢ar-Vodovnik T, Cerar O, Cesar R, Crnjac A. Smernice za diagnostiko in
zdravljenje bolnikov z rakom pljuc. Ljubljana: Onkoloski Institut Ljubljana. 2006.

90



Koren A. Pomen tumorskih matiénih celic in epitelno-mezenhimskega prehoda pri napredovanju
nedrobnoceli¢nega raka plju¢. Doktorska disertacija. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Medicinska fakulteta, 2016

8 PRILOGE

Priloga 1: Po abecedi razvr§¢ene aparature, uporabljene v doktorski nalogi

Aparatura Proizvajalec
ABI PRISM 7500 Real-Time PCR System Applied Biosystems, ZDA
Benchmark XT Ventana Medical Systems, ZDA
Celi¢ni inkubator Heraeus Instruments, Nemcija
FACS Canto BD Biosciences, ZDA
Mini MACS Separator Miltenyi Biotec, Nemcija
NanoDrop 2000c Thermo Fischer Scientific, ZDA
Olympus 1X51 Olympus, Japonska
Primus 96 Plus MWG-Biotech, Nem¢ija
TissueLyser LT Qiagen, Nemcija
Veriti 96-well Thermal Cycler Applied Biosystems, ZDA
Qiacube Qiagen, Nemcija

Priloga 2: Po abecedi razvr§¢ene kemikalije, uporabljene v doktorski nalogi

Komplet Proizvajalec
ALDEFUOR™ Stem Cell Technologies, ZDA
miRNeasy Mini Kit Qiagen, Nemcija
RNase-Free DNase Set Qiagen, Nemcija
Paxgene Blood miRNA Kit PreAnalytix, Svica
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems, ZDA
OptiView DAB IHC Detection Kit Ventana Medical Systems, ZDA

CD326 (EpCAM) tumor Cell Enrichment and Detection Kit ~ Miltenyi Biotec, Nem¢éija
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Priloga 3: Po abecedi razvr§¢eni kompleti reagentov, uporabljeni v doktorski nalogi

Kemikalija Proizvajalec
0,25 % tripsin/2 mM EDTA Sigma-Aldrich, Nem¢ija
Aldefluor Stem Celll Technologies, ZDA

Amfotericin B

B-27, serumski nadomestek (50 x)
bFGF, ¢loveski

BSA

Citronska kislina

Defined Keratinocyte - SFM
DMEM/F12 gojisce

DMSO

EGF, ¢loveski

Etanol, absolutni

FBS

Fikol

Hanks™ Balanced Salt Solution (HBSS) brez Ca/Mg
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
Imunofenotipizacijski pufer
Izopropanol

Kolagen |

Kolagen, tele¢ji (0,1 %)

Kolagenaza, tip Il

L-glutamin (200 mM)

Metilceluloza

PAXgene epruveta

PBS (Dulbecco's Phosphate buffered saline 10x )
Penicilin/streptomicin

Propidijev jodid

Qiazol

RNAlater

RPMI gojisce

Tagman Gene Expression Master Mix
TagMan PreAmp Master Mix

TagMan Universal PCR Master Mix I,
TGF-B1

PAA, Avstrija

Gibco, ZDA

Invitrogen, ZDA
Miltenyi-Biotec, Nem¢éija
Sigma-Aldrich, Nem¢ija
Gibco, ZDA
Sigma-Aldrich, Nem¢ija
Sigma-Aldrich, Nem¢ija
Invitrogen, ZDA
Sigma-Aldrich, Nem¢ija
Sigma-Aldrich, Nemcija
Stem Cell Technologies, ZDA
Gibco, ZDA

Applied Biosystems, ZDA
Miltenyi-Biotec, Nem¢&ija
Sigma-Aldrich, Nem¢ija
BD Biosciences, ZDA
Sigma-Aldrich, Nem¢ija
Invitrogen, ZDA
Sigma-Aldrich, Nemcija
Sigma-Aldrich, Nem¢ija
PreAnalytix, Svica
Sigma-Aldrich, Nem¢ija
Sigma-Aldrich, Nem¢ija
Sigma-Aldrich, Nemcija
Qiagen, Nemcija

Qiagen, Nemcija

PAA, Avstrija

Applied Biosystems, ZDA
Applied Biosystems, ZDA
Applied Biosystems, ZDA
Invitrogen, ZDA
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Priloga 4: Po abecedi razvr§¢eni pripravljeni testi TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems,

ZDA)
MmRNA TagMan Gene Expression Assay
ALDH1A1 Hs00167445_m1
BMI1 Hs00180411 _m1

CD133 (PROM1)  Hs1009245_m1
EpCAM (CD326)  Hs00901885_m1l

KRT7 Hs00559840_m1
NANOG Hs02387400_g1
OCT4 Hs00999632_g1
TWIST1 Hs00361186_m1
GAPDH 4333764F

Priloga 5: Po abecedi razvr§¢ena primarna protitelesa, uporabljena v doktorski nalogi

Primarno protitelo Proizvajalec

ALDH1AL (Ab126783) AbCAM, Velika Britanija
BMI1 (Ab52492) AbCAM, Velika Britanija
CD133/1 (AC133) Miltenyi Biotec, Nemcija
CD133/2 (293C3) - PE Miltenyi Biotec, Nemcija

1gG2b—PE izotipska kontrola Miltenyi Biotec, Nemcija

Priloga 6: Znanstveni ¢lanek

Koren A, Rijavec M, Kern I, Sodja E, Korosec P, and Cufer T, BMI1, ALDH1ALl, and CD133 Transcripts
Connect Epithelial-Mesenchymal Transition to Cancer Stem Cells in Lung Carcinoma. Stem Cells International,
vol. 2016. d0i:10.1155/2016/9714315

http://www.hindawi.com/journals/sci/2016/9714315/
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