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Popis i objasnjenje kratica

ACC - acetil-CoA karboksilaza (engl. acetyl-CoA carboxylase)

ACLY - ATP citrat-liaza (engl. ATP citrate lyase)

AML - akutna mijeloi¢na leukemija (engl. acute myeloid leukemia)

AMPK - AMP-ovisna proteinska kinaza (engl. AMP-dependent protein kinase)
BCAAs - aminokiseline razgranatog lanca (engl. branched-chain amino acids)
ER - endoplazmatski retikulum (engl. endoplasmic reticulum)

FASN - sintaza masnih kiselina (engl. fatty acid synthase)

GC-MS - plinska kromatografija - masena spektrometrija (engl. gas chromatography-mass

spectrometry)

LC-MS - tekuc¢a kromatografija - masena spektrometrija (engl. liquid chromatography-mass

spectrometry)
MUFA - mononezasi¢ene masne kiseline (engl. monounsaturated fatty acids)
PUFA - polinezasicene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acids)
ROS - reaktivne kisikove molekule (engl. reactive oxygen species)
SCD - stearoil-koenzim A desaturaza (engl. stearoyl CoA desaturase)
SFA - zasicene masne kiseline (SFA, engl. saturated fatty acids)

SNAT - o natriju ovisan neutralni nosa¢ aminokiselina (engl. sodium-dependent neutral amino

acid transporter)

TCA - Krebsov ciklus, ciklus limunske kiseline ili ciklus trikarboksilnih kiselina (engl. tricarboxylic

acid cycle)

UPR - odgovor na nepravilno savijene proteine (engl. unfolded protein response)
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1. Uvod

Akutna mijeloi¢na leukemija (AML) brzoprogresivna je neoplazma hematopoetskih mati¢nih
stanica koja nastaje uslijed nekontroliranoga umnazanja njihove mijeloidne loze u kostanoj srZi
(Vakiti i sur.-2025). lako ciljana terapija sve viSe dobiva na vaznosti u njezinu lijeéenju te je tijekom
posliednja dva desetlje¢a odobreno ¢ak osam novih ciljanih terapija za AML, prognoza ovih
bolesnika i dalje je nepovoljna, s dugoro¢nim prezivlienjem od svega oko 30% (Cucchi i sur.-
2021). Jedna od kljuénih prepreka njihovoj Siroj primjeni jest zna¢ajna klonalna heterogenost
bolesti, zbog koje terapije usmjerene na odredene mutacije donose tek djelomi¢an i kratkotrajan
uCinak (Dembitz i sur.-2025). Osim toga, vecina trenutno dostupnih ciljanih terapija usmjerena je

na mutacije prisutne tek kod dijela oboljelih (Dembitz i sur.-2025).

Reprogramiranje stanicnog metabolizma i puteva dobivanja energije jedno je od temeljnih
svojstava tumorskih stanica prema poznatom radu Hanahana i Weinberga, koji su izdvojili kljuéne
karakteristike odgovorne za njihov neograni€eni rast i prezivljenje (Hanahan i sur.-2011). Jedna
od glavnih razlika u odnosu na zdrave stanice jest Warburgov efekt, obiljezen visokom potrosnjom
glukoze i pojatanom glikolizom neovisno o dostupnosti kisika (Warburg i sur.-1927). U slu¢aju
leukemijskih stanica je, izuzev Warburgovog efekta, za dobivanje energije neizostavna
komponenta i mitohondrijska oksidativna fosforilacija. Stoga su dosadasnja istrazivanja
pokuSavala djelovati na leukemijske stanice upravo lijekovima usmjerenima na mitohondrijski
metabolizam, no zbog njegove sveprisutnosti u zdravim stanicama takav se pristup nije pokazao

prikladnim zbog izrazene toksi¢nosti (Dembitz i sur.-2025).

S druge strane, lipidni metabolizam pokazuje znacajne razlike izmedu zdravih i tumorskih stanica.
Naime, u zdravom organizmu, de novo sinteza masnih kiselina odvija se primarno u jetri,
adipocitima i dojkama u periodu laktacije, dok ostale stanice preuzimaju masne kiseline iz
izvanstani¢nog prostora (Réhrig i sur.-2016). Nasuprot tomu, tumorske se stanice u velikoj mjeri
oslanjaju na vlastitu de novo sintezu masnih kiselina nuznih za Sirok dijapazon biokemijskih
procesa (Rohrig i sur.-2016). Reprogramiranje lipidnog metabolizma predstavlja klju¢nu
prilagodbu na nepovoljni, lipidima siromasni tumorski mikrookoliS te omogucuje daljnju
proliferaciju i Sirenje bolesti (Broadfield i sur.-2021, Roéhrig i sur.-2016). Naime, one sluze kao
izvor energije u uvjetima velikih metaboli¢kih potreba brzoproliferirajuéih stanica (Koundouros i
sur.-2020), sudjeluju u izgradnji stanicnih membrana te pomazu tumorskim stanicama u

odrzavanju redoks ravnoteze tijekom hipoksije (Tracz-Gaszewska i sur.-2019).



Pojacana aktivnost enzima pomocu kojih masne kiseline nastaju iz citrata i acetil-koenzima A -
ATP-citrat liaze (ACLY, engl. ATP citrate lyase), acetil-koenzim A karboksilaze (ACC, engl. acetyl-
CoA carboxylase) i sintaze masnih kiselina (FASN, engl. fatty acid synthase), povezana je s
uznapredovalim stadijima malignih bolesti (Tracz-Gaszewska i sur.-2019), a njihova se inhibicija
ve¢ dugo istrazuje kao potencijalna meta u razvoju terapije za solidne tumore (Réhrig i sur.-2016).
Povecéana ekspresija FASN zabiljezena je i u fetalnim tkivima za koja je karakteristicna velika
proliferativna aktivnost, $to upuéuje na povezanost pojatane lipogeneze s dediferencijacijom
stanica (Rohrig i sur.-2016). Pa ipak, u slu¢aju AML-a, uloga ovih enzima jo$ uvijek nije u
potpunosti razjadnjena te su dosadadnja saznanja samo djelomi¢no u suglasju s otkricima u
solidnim tumorima (Dembitz i sur.-2025). Naime, Dok ACLY i FASN doprinose leukemogenezi, za

ACC se Cini da ima suprotan, supresivni u¢inak (Dembitz i sur.-2025).

Osim po nacinu opskrbe masnim kiselinama, tumorske od zdravih stanica razlikuje i njihov
karakteristiCni sastav lipida. Obiljezava ih visoki udio mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA,
engl. monounsaturated fatty acids) nuznih za izgradnju stani¢nih membrana brzoproliferirajucih
stanica sluzeéi kao ishodiSne molekule za fosfolipide (Tracz-Gaszewska i sur.-2019). Njihova
nezasic¢enost pogoduje vecoj fluidnosti same membrane, za razliku od membrana gradenih od
zasi¢enih masnih kiselina (SFA, engl. saturated fatty acids) Ccija rigidnost otezava
transmembranski promet molekula (Oatman i sur.-2021). To je osobito vazno za endoplazmatski
retikulum (ER, engl. endoplasmic reticulum), Ciji je transmembranski promet konstitucionalno
aktivan jer je on glavno mjesto sinteze proteina i lipida (Oatman i sur.-2021). Dokazano je i da
SFA izazivaju stres ER-a koji nadmasuje njegove obrambene mehanizme te na taj nacin poticu
apoptozu (Wang i sur.-2006). Osim $to su strukturno vazne, MUFA su neophodne za brojne
signalne puteve koji poti€u stani¢ni rast i proliferaciju (Tracz-Gaszewska i sur.-2019). Vazne su i
kao izvor energije, pa se tako leukemijske stanice pri B-oksidaciji primarno oslanjaju upravo na
na njih (Dembitz i sur.-2025). Takoder, izrazito vaznu ulogu imaju i u zastiti od stresa izazvanog
toksi¢nim nakupljanjem SFA i polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA, engl. polyunsaturated fatty
acids), koje lako podlijezu peroksidaciji i dovode do stvaranja reaktivnih kisikovih molekula (ROS,

engl. reactive oxygen species) (Roéhrig i sur.-2016, Southam i sur.-2015).

Glavni enzim u sintezi MUFA-e jest stearoil-CoA desaturaza (SCD, engl. stearoyl CoA
desaturase), smjeStena u ER-u, a katalizira stvaranje dvostruke veze na cis-9 poziciji SFA (Tracz-
Gaszewska i sur.-2019). Tako iz palmitata (C16:0) i stearata (C18:0) nastaju mononezasi¢ene

masne kiseline palmitoleat (C16:1) i oleat (C18:1) (Dembitz i sur.-2025). U ljudskim tkivima postoji



u dvije izoforme - SCD1 i SCD5, od kojih je SCD1 znatno zastupljenija, nalazeci se u svim vrstama

stanica, a najviSe u plu¢ima, jetri, srcu, mozgu i masnom tkivu (Tracz-Gaszewska i sur.-2019).

SCD1 ima kljuénu ulogu u odrzavanju ravnoteze SFA/MUFA u svim stanicama, koja je vazna u
regulaciji stanicnog metabolizma i homeostaze (Sen i sur.-2023). Poremeéaj njihovog omjera
primijecen je u brojnim metaboliCkim i neuroloSkim poremecajima, kao i u malignim bolestima
(Sen i sur.-2023). Naime, odrzavanjem povoljnog SFA/MUFA omjera SCD1 poti¢e tumorski rast,
lokalnu invaziju i razvoj metastaza (Tracz-Gaszewska i sur.-2019). Brojne in vitro studije pokazale
su da je njegova ekspresija povisena u tumorskim u odnosu na zdrave stanice (Roongta i sur.-
2011) te da njegova pojacana aktivnost doprinosi prezivljenju stanica razli€itih solidnih tumora (Li
Y i sur.-2024, Roongta i sur.-2011, Southam i sur.-2015). Nasuprot tomu, inhibicija SCD1
suprimirala je proliferaciju i potaknula apoptozu, takoder u razli¢itim solidnim tumorima, i u
staniénim kulturama i u Zivotinjskim modelima (Tracz-Gaszewska i sur.-2019). Naknadno
dodavanje njegova glavnog produkta, oleata, ublazilo je ucinke apoptoze i smanjilo stvaranje
ROS-a, (Hess i sur.-2010, Southam i sur.-2015), a dodavanjem palmitata, zasi¢éene masne
kiseline, postize se pak suprotni u€inak (Southam i sur.-2015). Takoder, vazno je istaknuti kako
su stanice s vec¢om ekspresijom SCD1 povezane s veéom osjetljivoS¢u na njegovu inhibiciju
(Roongta i sur.-2011), pa se tako pokazalo kako u sluc¢aju humanih fibroblasta, koji ne ovise o
endogenoj sintezi MUFA-e, njegova inhibicija nije utjecala na proliferacijsku aktivhost (Hess i sur.-
2010).

U slu€aju solidnih tumora dokazano je vise mehanizama putem kojih navedena inhibicija SCD-a
i posliedi€no povecéanje SFA/MUFA omjera dovode do stani¢ne smrti. Jedan od klju¢nih jest vec
spomenuti stres ER-a, uzrokovan pojacdanom ugradnjom zasi¢enih fosfolipida u njegove
membrane, $to rezultira smanjenom membranskom fluidnoS¢éu i stabilno$¢u (Tracz-Gaszewska i
sur.-2019). ER odgovara na stres aktivacijom zastithog mehanizma poznatog kao odgovor na
nepravilno savijene proteine (UPR, engl. unfolded protein response), koji uklju€uje niz proteina
odgovornih za odrzavanje funkcionalnosti i sinteze proteina, medu njima i Saperone, proteine
klju¢ne za pravilno savijanje i stabilnost novonastalih peptida (Liu i sur.-2014). U uvjetima
dugotrajnog ili intenzivnog stresa, poput onog uzrokovanog inhibicijom SCD1, UPR aktivira
alternativne signalne puteve koji vode do apoptoze (Liu i sur.-2014). Istodobna inhibicija UPR
proteina djelomi¢no poniStava proapoptotski u¢inak SCD1 inhibitora, dodatno potvrdujuci vaznost

ovog mehanizma (Li Y i sur.-2024).

Osim apoptoze, inhibicija SCD1 enzima poti€e jo$ jedan oblik stani¢ne smrti - feroptozu, Sto

proizlazi iz njegove klju¢ne uloge u regulaciji iste (Sen i sur.-2023). Radi se o strogo reguliranom
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mehanizmu nekroze koji je karakteriziran nakupljanjem lipidnih hidroperoksida, nastalih
peroksidacijom PUFA-e u uvjetima pojaanog unosa i skladiStenja unutarstaniénog Zzeljeza
(Stockwell i sur.-2017). Visoke razine Zeljeza povecavaju stvaranje ROS-a, dok inhibicija SCD1
povecava udio PUFA-e, idealnog supstrata za lipidnu peroksidaciju (Sen i sur.-2023). PoviSena
ekspresija SCD1 i posljedi¢no veca koli¢ina MUFA-e u tumorskim stanicama pokazali su
protektivni ucinak protiv feroptoze, sto je potvrdeno i dodavanjem egzogene MUFA-e (Sen i sur.-
2023, Yi J i sur.-2020).

Klinicke studije pokazale su da je SFA/MUFA omijer snizen u pacijenata s odredenim vrstama
karcinoma, ukljuCujuci rak prostate, dojke, jetre, gusteraCe i kolorektalni karcinom, a za neke od
njih (npr. dojku i prostatu) predloZeno je uvodenje ovog omijera kao potencijalnog prognostickog
biomarkera (Tracz-Gaszewska i sur.-2019). | u slu¢aju AML-a poviSena ekspresija SCD povezana
je s loSijom prognozom (Dembitz i sur.-2025). Usprkos tim obecavaju¢im epidemioloSkim
nalazima, SCD je dugo bio izazovna terapijska meta za farmakolosku inhibiciju zbog nepostojanja

inhibitora klinickog stupnja s prihvatljivim profilom toksi¢nosti (Tracz-Gaszewska i sur.-2019).

U slucaju leukemijskih stanica, dostupno je tek nekoliko studija koje su eksperimentalno ispitivale
ucinke inhibicije SCD1. Inhibicija SCD1 u AML stani¢nim linijjama s FLT3 mutacijom pojacala je
osjetljivost stanica na inhibiciju FLT3 receptora i drugih stani¢nih antioksidativnih sustava,
povecavsi razine lipidnog oksidativnog stresa (Sabatier i sur.-2023). Nadalje, studija Southam i
suradnika ispitivala je u€inak kombinacije bezafibrata i medroksiprogesteron acetata (BaP), koja
uzrokuje inhibiciju niza enzima zaduzenih za de novo sintezu masnih kiselina uklju¢ujuc¢i SCD, na

stani¢ne linije AML-a i limfoma te zamijetila toksi¢no djelovanje (Southam i sur.-2015).

U studiji Dembitz i suradnika (Dembitz i sur.-2024) farmakolo$ka inhibicija SCD-a koristeci spoj
SSI-4, za koji je pokazano da ima povoljan toksikoloSki profil i ne uzrokuje znatnije nuspojave u
in vivo modelima (von Roemeling i sur.-2017), ostvarila je znatan antileukemijski u€inak in vivo
bez djelovanja na normalnu hematopoezu te je zamije¢eno smanjenje vijabilnosti stanica AML,
kako stani¢nih linija tako i primarnih uzoraka oboljelih, u odgovoru na in vitro izlaganje SSI-4.
Zbog obecavajucih eksperimentalnih nalaza, trenutno je u tijeku faza 1 klini¢kog ispitivanja MTI-
301/SSI-4 u lije€enju neresektabilnih i metastatskih solidnih tumora (NCT06911008).

Usprkos jasnom antileukemijskom fenotipu zamijeéenom u navedenoj studiji (Dembitz i sur.-
2024), mehanizam toksi¢nosti inhibicie SCD-a po stanice AML-a ostaje nejasan. Stanice
osjetljive na SSI-4 pokazuju vec¢u ovisnost o desaturaciji masnih kiselina koja se pokazuje nizim

bazalnim omjerom SFA/MUFA i veé¢im padom proizvodnje palmitoleata i oleata u odgovoru na



inhibiciju SCD-a. Posljedi€tno smanjenoj dostupnosti MUFA-e zamijeCen je porast lipidne
peroksidacije i nakupljanje lizofosfolipida, ali inhibicija lipidne peroksidacije ili opéenito
oksidativhog stresa ne umanjuje toksi¢nost SSI-4. Takoder, mehanizam stani¢ne smrti u tim
stanicama nije feroptoza, a inhibicija kljuénih proteina apoptotskog procesa tek djelomi¢no
umanjuje indukciju stani€ne smrti (Dembitz i sur.-2024). Sli€no kao u modelu glioblastoma
(Pinkham i sur.-2019), inhibicija SCD-a u AML-u dovodi do aktivacije stresa ER-a i farmakoloSka
inhibicija jednog od signalnih puteva povezanih sa stresom ER-a, PERK, u potpunosti uklanja

toksi¢ne ucinke SSI-4 na osjetljive stanice (Dembitz i sur.-2024).

Zanimljiva je, medutim, povezanost osjetljivosti stanica na inhibiciju SCD-a s aktivnoséu AMP-
ovisne proteinske kinaze (AMPK, engl. AMP-dependent protein kinase), jednoga od klju¢nih
regulatora staninog metabolizma (Scaglia i sur.-2009). Aktivacija AMPK koja potiCe stanicu na
prekapCanje prema katabolizmu i stvaranju ATP-a, umjesto biosinteze makromolekula, ponistava
sve toksi¢ne uc€inke SSI-4 na stanice AML-a (Dembitz i sur.-2024), naglaSavajuéi povezanost
osjetljivosti na inhibiciju SCD-a s metaboli¢kim statusom stanice. Sukladno tome, cilj ovoga rada
bio je odrediti metabolicki profil AML stanica pri primjeni SSI-4, inhibitora SCD1, kako bi se
identificirale potencijalne metaboliCke vulnerabilnosti koje bi mogle objasniti mehanizme njegove

toksicnosti.

2. Hipoteza

Toksi¢nost inhibitora SCD-a posljedica je opseznih metabolickih promjena koje izaziva u

osjetljivim stanicama akutne mijeloi¢ne leukemije.

3. Opéi i specificni ciljevi rada

Opé¢i cilj rada je odrediti metabolicku podlogu osjetljivosti na farmakoloSku inhibiciju SCD-a u
stani¢nim linijama AML-a.

Specifini ciljevi rada su:

1. Odrediti inicijalni metaboli¢ki profil jako osjetljive stani¢ne linjje MOLM-13, srednje
osjetljive stani¢ne linije MV-4-11 i neosijetljive stanine linije OCI-AML3.
2. Izmjeriti promjene u koncentracijama topljivih metabolita u odgovoru na farmakolo$ki

inhibitor SCD-a SSI-4 u trima navedenim linijama.



3. Funkcionalno validirati utjeCu li eventualne metaboliCke promjene u stanicama na

poticanje stani¢ne smrti.

4. Materijali i metode

4.1. Kemikalije

SSI-4 dobiven je u suradnji s tvrtkom Modulation Therapeutic Inc. (Morgantown, WV, SAD) te
otoplien u DMSO do otopine temeljne koncentracije 10 mM. Annexin V-FITC protutijelo (#640945)
i odgovarajuéi pufer (#422201) kupljeni su od tvrtke BioLegend (San Diego, CA, SAD), a otopina
propidijevog jodida (P4864) od tvrtke Sigma Aldrich (Burlington, MA, SAD). Metanol, kloroform,
acetonitril i voda odgovaraju¢eg stupnja za teku¢u kromatografiju kupljeni su od tvrtke Carl Roth
(Karlsruhe, Njemacka), a "*C-glukoza od Cambridge Isotope Laboratories Inc. (Tewksbury, MA,
United States).

Mediji RPMI-1640, RPMI-1640 bez glukoze, a-MEM, IMDM i HPLM te fetalni govedi serum (FBS,
prema engl. fetal bovine serum), otopina L-glutamina i otopina penicilina i streptomicina kupljeni
su od tvrtke Gibco/Invitrogen (Grand Island, NY, SAD).

4.2. Stanicna kultura

Stanice MOLM-13, MV-4-11 i OCI-AML3 poklon su prof. dr. sc. P. Gallipolija (Barts Cancer
Institute, London, UK). Sve stani¢ne linije su validirane STR tipiziranjem (Eurofins Genomics).
Kako bi se smanijila moguénost pojave spontanih mutacija ili drugih promjena u stani¢nim linijama,

koriStene su za pokuse u razdoblju od 2 tjiedna do 2 mjeseca od otapanja.

Stanice su uzgajane na temperaturi od 37 °C uz 5 %-tni CO, u mediju RPMI-1640 (MOLM-13 i
MV-4-11) ili a-MEM (OCI-AML3) s 10 % fetalnog govedeg seruma, 2 mM L-glutamina, 50 U/mL

penicilina i 50 ug/mL streptomicina.

Dan prije pokusa stanice su oprane u sviezem mediju i zasadene u koncentraciji 500 000/mL kako
bi na dan pokusa bile u eksponencijalnoj fazi rasta. Na dan pokusa zasadene su u sviezem mediju
u koncentraciji 200 000/mL i inkubirane sa SSI-4 24 sata (za metabolomske pokuse) ili 72 sata

(za provjeru vijabilnosti).



4.3. Protoéna citometrija

Za odredivanje stani¢ne vijabilnosti stanice su oprane u PBS-u, obiljezene smjesom protutijela
Annexin V-FITC (razriedenje 1:100) i propidij jodida (1 pg/mL), inkubirane 20 minuta na sobnoj

temperaturi te analizirane koristeCi uredaj FACS Canto Il (Becton Dickinson).

Rezultati proto€ne citometrije obradeni u racunalnom programu FlowJo v10 (Becton Dickinson).
Pri analizi podataka napravljena je ograda koja je iskljucila staniéni debris, koristeéi osobine
izrazito niskog rasprsenja laserske svjetlosti prema naprijed (FSC, engl. forward scatter) i u stranu
(SSC, engl. side scatter). Potom je postavljena ograda na temelju jednostrukog bojanja,
usporedbom obojenih i neobojenih stanica, uzevsi intenzitet fluorescencije od 10% kao minimalni
pozitivni signal. Stanice pozitivhe na bojanje samo protutijelom na Annexin V smatraju se rano
apoptoti¢nima, a stanice pozitivne na bojanje i protutijelom na Annexin V i propidijevim jodidom
kasno apoptoti¢nima. Buduéi da se u ovome radu nece baviti apoptotskim mehanizmom, ovdje je
fokus prvenstveno na padu broja vijabilnih stanica koje definiramo kao negativne i na Annexin V

i na propidij jodid (Q4 kvadrant).
4.4. Metabolomska analiza teku¢éom kromatografijom-masenom spektrometrijom (LC-MS)

Za potrebe neciljane metabolomike stanice su uzgajane 24 sata u prisutnosti SSI-4 (1 uM) ili u
kontrolnim uvjetima. Nakon pranja u hladnom PBS-u polarni metaboliti su izolirani otapalom
ohladenim na -20 °C koje se sastojalo od 40 % metanola, 40 % acetonitrila i 20 % vode te
analizirani na SveudciliSnoj bolnici u Grazu u suradniji s dr. sc. Giovannyjem Rodriguez-Blancom.
Analiza je provedena koriste¢i HILIC kolonu i mjerenje na uredaju Vanquish HPLC spojenim s Q-

Exactive masenim spektrometrom (ThermoFisher Scientific).

Analiza podataka dobivenih LC-MS metodom provedena je pomocu softvera Skyline.
Dobivene vrijednosti povrsine ispod krivulie (AUC, engl. area under the curve) koriStene su kao
relativna mjera koncentracije u daljnjoj statistiCkoj analizi i prikazu rezultata. Za svaki metabolit
zasebno analiziran je oblik i polozaj vrha na kromatogramu (engl. peak area) te usporeden s
odgovaraju¢im signalom u standardu. Metaboliti koji su pokazivali preveliku varijabilnost u
vremenu zadrzavanja ili nedovoljno izrazen signal (intenzitet manji od 5 x 103%) smatrani su

nepouzdano izmjerenima i isklju€eni su iz daljnje analize.
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Slika 1. Prikaz analize podataka dobivenih LC-MS metodom u softveru Skyline na primjeru
kolina. a) Glavni prozor prikazuje vrijeme zadrZavanja metabolita (engl. retention time) u
pojedinom uzorku. b) AUC vrijednosti za sve izmjerene uzorke. ¢) Usporedni prikaz vremena

zadrZavanja svih standardnih i ispitivanih uzoraka za isti metabolit.

Za potrebe analize potrosnje metabolita iz medija, prikupljen je medij u kojem su stanice uzgajane
24 sata i medij koji je inkubiran u jednakim uvjetima bez stanica. Metaboliti su izolirani i analizirani
koristeCi ranije opisanu metodu. Stani¢na potroSnja je izraCunata oduzimanjem izmjerene
vrijednosti u mediju u kojem su stanice uzgajane od vrijednosti u mediju bez stanica i
normalizirana na broj stanica. Kako stanice neke metabolite otpustaju u medij, u njemu su nakon
24 sata uzgoja bili prisutni metaboliti kojih nema u inicijalnoj formulaciji, a kojima je ovom tehnikom
pridruzena negativna vrijednost. Kako negativne vrijednosti nije moguce izraziti logaritamski u

realnim brojevima, iz tog razloga ovi rezultati nisu prikazani logaritamski nego linearno.



4.5. Provjera uloge ucinka serije (engl. batch effect)

Metoda tekuce kromatografije-masene spektrometrije (LC-MS, engl. liquid chromatography-mass
spectrometry) je, zahvaljuju¢i mogucnosti istovremene detekcije i kvantifikacije velikog broja
molekula u bioloSkim uzorcima, danas jedna od klju¢nih analitickin metoda u molekularnoj biologiji
(Pelletier i sur.-2024). Medutim, prilikom izvodenja tako opseznih eksperimenata i koriStenja
velikog broja uzoraka, zbog limitiranosti metode potrebno je tijekom istoga eksperimenta provesti
uzorke u nekoliko razli¢itih serija (Liu i sur.-2020). Ve¢ je dobro poznato da pri tomu postoji rizik
od tzv. u€inka serije (engl. batch effect), koji uvodi sustavnu pogreSku u mjerenje (Pelletier i sur.-
2024). Do njega dolazi zbog varijabilnosti u pripremi uzoraka, vanjskim uvjetima poput
temperature i vliaznosti, ali i funkcionalnosti i preciznosti samoga uredaja (Pelletier i sur.-2024).
UCinak serije tako moze dovesti do lazno pozitivnih i lazno negativnih rezultata, neovisno o

bioloskim raznolikostima.

Kako bismo dobili uvid u moguénost uvodenja pogresSke zbog ucinka serije u naSem modelu,
izolirali smo metabolite iz stanica MOLM-13 i OCI-AML3 u pet tehnickih replikata u kontrolnim
uvjetima. Metabolite iz istog izolata dva puta smo analizirali LC-MS metodom i zaista pronasli
statistiCki zna€ajnu razliku izmedu dva mjerenja (Slika 2). Zato smo, kako bismo pojacali
robusnost mjerenja, odabrali pristup u kojemu smo proveli dva neovisna pokusa, svaki s pet
tehnickih replikata kontrolne i tretirane skupine za sve tri stani¢ne linije, a kao znac¢ajne metabolite

za daljnje analize odabrali smo samo one &ija je koncentracija bila zna¢ajno promijenjena u oba

pokusa.
MOLM-13 OCI-AML3
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= H . " - =1 : g #
:1_’. #histidine ¢ phaspharbasy-1 ﬂ!ﬂau!:ﬂﬁfq?" de_pas [ N E“:'-J-" DPE::IJ.II:UETQH
5 4 . .. ..t.s,lu'ljg'-lé%? disues_neg = : 3 # MADE_pas
= shas oo . - ] - *® 0 wgiutaicne disuffide_neg
H _ . '
% 24 "‘-t -.:. E 2 Hyroglutamic acd
' . : .
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Slika 2. Ucinak serije u mjerenju neciljane metabolomike. Razlike u izmjerenim
koncentracijama pojedinih metabolita u dva razli¢ita mjerenja iz istih uzoraka (mjerenje 2 prema
mjerenju 1). Nazivi metabolita istaknuti su samo za one Cije su razlike u koncentraciji bile

najizraZenije. Y-o0s predstavija q-vrijednosti (-log1o=), a kojima je izraZena statistiCka znacajnost.
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4.6. Oznacavanje glukozom

Stanice MOLM-13 uzgajane su 24 sata u RPMI-1640 mediju koji ne sadrzi glukozu, obogacenim
s 2 g/L "3C-glukoze, a istovremeno su izloZzene djelovanju SSI-4 (1 uM). Nakon pranja stanica u
hladnom PBS-u metaboliti su izolirani smjesom kloroforma i metanola (omjer 2:1) i osu$eni u struji
dusSika. Izolacija na dobivenom talogu je ponovljena koridtenjem smjese metanola i vode (omjer
2:1) i osudena u rotacijskom evaporatoru. Konaéno je talog otoplien u smjesi kloroforma,

metanola i vode (omjer 1:3:3), pri €emu gornja vodena faza sadrzi polarne metabolite.

Uzorci su analizirani u suradnji s Richardom Burtom (Francis Crick Institute, London, UK)
plinskom kromatografijom-masenom spektrometrijom (GC-MS, engl. gas chromatography-mass
spectrometry) koristeéi uredaj Agilent 7890B-7000C GC-triple-quadrupole MS. Podaci su
obradeni koriste¢i program MANIC koji je varijanta analitickog paketa GAVIN. Zbog prirodne
distribucije *C atoma, metaboliti koji nisu sadrzavali niti jedan "*C atom ili su sadrzavali samo

jedan smatrali su se neobiljeZzenima, a oni koji su sadrzavali viSe obiljeZenima.
4.7. Statisticka obrada

Podaci dobiveni LC-MS metodom i proto¢nom citometrijom obradeni su u programu Microsoft

Excel radi pripreme za daljnju statisti¢cku analizu.

Za statistiCku analizu podataka i graficke prikaze metabolomske analize koriSten je softver
Graphpad Prism v10, u kojemu su razlike izmedu skupina analizirane pomoc¢u multiplih t-testova.
Za odredivanje razine znacajnosti koriStena je FDR metoda (False Discovery Rate) prema
Benjamini, Krieger i Yekutieli, pri ¢emu je prag znacajnosti postavljen na q<0.05. Analiza
vijabilnosti stanica provedena je koriStenjem neparnog t-testa uz odabranu razinu znacajnosti
p<0.05.

Za usporedbu koncentracija metabolita medu stani¢nim linijama i vizualizaciju rezultata u obliku

toplinske karte koristen je softver MetaboAnalyst.

5. Rezultati
5.1. Osjetljivost pojedinih stani€nih linija AML-a na SSI-4

Ve¢ je prethodno utvrdeno da su pojedine leukemijske stani¢ne linije osjetljivije na inhibiciju SCD1
enzima (Dembitz i sur.-2024). Kako bismo potvrdili te rezultate, provedeno je ispitivanje
osjetljivosti stani¢nih linijja MOLM-13, MV-4-11 i OCI-AMLS3 u odgovoru na inhibiciju SCD1 enzima
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pomocu SSI-4. Stanice su bile inkubirane u periodu od 72 sata u RPMI-1640 mediju u slu¢aju
MOLM-13 i MV-4-11 te u a-MEM mediju u slu€aju OCI-AML3 stani¢ne linije, sukladno preporuci
banke tkiva. Stani¢na linija MOLM-13 pokazala je najveéu osjetljivost na SSI-4 (Slika 3a i 3b),
MV-4-11 srednju osjetljivost (Slika 3c i 3d), dok u slu¢aju OCI-AML3 stani¢ne linije SSI-4 nije
pokazao nikakav uc€inak na stanic¢no preZivljenje (Slika 3e i 3f).
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Slika 3. PrezZivijenje stani¢nih linija AML-a u odgovoru na izlaganja SSI-4. Udio Zivih stanica
MOLM-13 (a), MV-4-11 (c) i OCI-AML3 (e) mjeren protoc¢nom citometrijom i obiljeZavanjem
Annexin V FITC i propidijevim jodidom nakon 72 sata inkubacije sa SSI-4 (1 uM), uz
reprezentativne histograme MOLM-13 (b), MV-4-11 (d) i OCI-AML3 (f). Rezultati su srednja

vrijednost sa standardnom devijacijom ili reprezentativni prikaz najmanje tri nezavisna pokusa.
*p <0.05
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Uzevsi u obzir da su neosjetljive OCI-AML3 stanicne linije uzgajane u a-MEM mediju koji za
razliku od RPMI-1640 medija sadrzi brojne metabolite poput neesencijalnih aminokiselina,
ribonukleozida i deoksiribonukleozida, potrebno je iskljuciti moguc¢nost da ovakav sastav medija
moze utjecati na moguéu metaboliCku promjenu koja se dogodi u osjetljivim staniénim linijama.
Stoga je provedeno testiranje u€inka SSI-4 u oba medija na osjetljive stanice - MOLM-13, pri
razlicitim koncentracijama SSI-4 (0, 0.1, 1i 10 yM) (Slika 4).
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Slika 4. Udio zZivih stanica MOLM-13 tretiranih SSI-4 u RPMI-1640 i a-MEM mediju. Stanice
MOLM-13 inkubirane su s rastuc¢im koncentracijama SSI-4 72 sata, a udio Zivih stanica odreden

je obiliezavanjem Annexin V' FITC i propidijevim jodidom. Rezultati su srednja vrijednost sa
standardnom devijacijom ili reprezentativni prikaz najmanje {tri nezavisna pokusa.
*p < 0.05, ns — nije znacajno

Statisticki znacajna razlika u prezivlienju stanica MOLM-13 usporedujuci primjenu iste
koncentracije u dva razliita medija primijecena je tek pri najviSoj koncentraciji SS1-4, od 10 uM.
Medutim, rastom koncentracije lijekova povecava se i nespecifiénost njihova djelovanja te je pri
njima stoga teSko odrediti radi li se o neselektivnoj toksi¢nosti ili specificnom mehanizmu
djelovanja. Zakljucili smo kako metaboliCka podloga za razli€itu osjetljivost pojedinih stani¢nih

linija na SSI-4 nije povezana s uzgojem u razli€itim vrstama medija.

Buduci da smo zakljucili da vrsta medija ne utjeCe na djelovanije lijeka, stani¢ne linije ¢e se dalje

ispitivati u njihovim uobicajenim medijima.
5.2. Metabolomska analiza leukemijskih stani¢nih linija

5.21. Metabolicki profii AML staniénih linijj}a u kontrolnim uvjetima

Da bismo dobili bolji uvid u potencijalnu metaboli¢ku podlogu razlike u osjetljivosti stani¢nih linija
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MOLM-13, MV-4-11 i OCI-AML3 na SSI-4, najprije smo usporedili njihove bazalne metabolomske
profile (Slika 5). Promatrali smo povezanost njihove razine u pojedinim stani€nim linijama i
osjetljivosti na SSI-4. Medutim, nisu pronadeni jasni metabolic¢ki biomarkeri €ija koncentracija
izravno korelira s osjetljivod¢u na SSI-4. Ipak, postoje naznake da taj obrazac pokazuju glutation,
pantotenat, metaboliti asocirani s metabolizmom aktiviranih metilnih skupina (1-metil-histidin, S-
adenozil-L-metionin i NG-NG-dimetil-L-arginin) te neke aminokiseline (aminoadipinska kiselina,
hidroksiprolin, arginin, prolin i N-acetil-L-ornitin) €ija je koncentracija izravno pratila pad vijabilnosti

stanica leukemijskih linija u odgovoru na SSI-4.
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Slika 5. Prikaz razlike koncentracija metabolita u stani¢nim linjjama MOLM-13, MV-4-11 i

OCI-AML3 u obliku toplinske karte (engl. heat-map). Crvena boja oznacava visu, a plava nizu
koncentraciju metabolita u unutarstanicnom izolatu. Crvenim pravokutnikom istaknuti su

metaboliti Cija koncentracija prati osjetljivost pojedinih stani¢nih linija na SSI-4.
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5.2.2. Metabolomska analiza AML stani€nih linija u kontrolnim uvjetima i nakon tretiranja

sa SSI4

Zbog prethodnih smo zaklju€aka proveli neciljanu metabolomsku analizu stanica tretiranih sa SSI-

4 u usporedbi s kontrolnim stanicama u svrhu opazanja eventualnih metaboli¢kih promjena

uzrokovanih primjenom SSI-4 (Slika 6).
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Slika 6. Rezultati metabolomske analize za sve tri stanic¢ne linije. Stanice (a) MOLM-13 (b)
MV-4-11 (c) OCI-AML3 inkubirane su 24 sata sa ili bez SSI-4 (1 uM) i izmjerena je unutarstani¢na
koncentracija metabolita. Lijevi grafovi prikazuju rezultate prvog, a desni grafovi drugog
nezavisnog pokusa. Prethodno statistiCckoj analizi razlika u koncentracifi, vrijednosti svih
koncentracija izraZzene su kao log.(koncentracija). Y-os prikazuje q-vrijednosti za izraZaj
statistiCcke znacajnosti. Metaboliti oznaceni crvenom zvjezdicom su oni kod kojih je statistiCki
znacajan porast bio zabiljeZen u oba pokusa, a ostali metaboliti Cija su imena prikazana na grafu
istaknuti su jer su pokazali statistiCki znaCajne, a ujedno i najvece razlike u koncentracijama u

odnosu na kontrolu.

Vec je u prvome eksperimentu bilo vidljivo da je metaboli¢ka promjena znatno nagladenija u
osjetljivim stanicama MOLM-13 nego u umjereno osjetljivima MV-4-11 i neosijetljivima OCI-AMLS3,
upucujuéi na to da je toksi¢nost SSI-4 uistinu povezana s metabolickim odstupanjima koje
inducira u osjetljivim stanicama. Dapace, MV-4-11 i OCI-AML3 stani¢ne linije nisu ni u prvom ni
drugom pokusu pokazale statistiCki znaCajnu razliku u koncentraciji ni za jedan metabolit (Slika
6b i 6¢). Analizom oba pokusa u stanicama MOLM-13 (Slika 7) izdvojeno je 13 metabolita koiji
su imali statistiCki zna€ajan porast koncentracije pri tretmanu sa SSI-4 u odnosu na kontrolu: 1-
metilhistidin, metilcistein, kolin, dimetilglicin, indol, leucin-izoleucin, metionin, fenilalanin, prolin,

purin, triptofan, tirozin i valin.

Pokus 2 Pokus 1

1-metil-histidin

Metil-cistein

Kolin

‘ Dimetil-glicin

- 1 = Indol )
\ | | Leucin-izoleucin

Metionin

Fenilalanin

Prolin.

Purin

Triptofan.

Tirozin

Valin

Slika 7. Vennov dijagram s metabolitima koji su u stani¢noj liniji MOLM-13 pokazali
statisticki znacajno visu koncentraciju prilikom primjene SSI-4 u usporedbi s kontrolom u

dva neovisna pokusa.

Iz priloZenog se vidi da su najvece razlike zabiljeZene u slu¢aju aminokiselina, njihovih metiliranih

formi i razgradnih produkata. Dembitz i suradnici pokazali su u prethodnom istrazivanju,
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analiziraju¢i transkriptom MV-4-11 stanica koje su tretirane sa SSI-4, da su najznacajnije bili
promijenjeni putevi aminoacil-tRNA biosinteze i biosinteze aminokiselina (Dembitz i sur.-2024).
To upuéuje na pretpostavku da bi poveéana koli¢ina aminokiselina u ovome pokusu mogla biti
rezultat poveéane de novo sinteze aminokiselina, kao odgovor na pojacanu potrebu za sintezom
proteina. Medutim, s obzirom na to da niz aminokiselina koje su bile povecane u nasim mjerenjima
pripada esencijalnim (leucin, izoleucin, valin, metionin, fenilalanin, triptofan) i kondicionalno
esencijalnim (histidin) aminokiselinama, postavlja se i pitanje uloge pojaanog unosa

aminokiselina iz izvanstani¢nog prostora u stanicu uslijed djelovanja SSI-4.
5.2.3. Obiljezavanje metabolita u MOLM-13 staniénoj liniji '*C glukozom

Da bismo dobili ideju o de novo sintezi aminokiselina, proveli smo pokus obiljezavanja metabolita
u MOLM-13 stani¢noj liniji *C glukozom u trajanju od 24 sata. U tom pokusu udio molekule koji
sadrzi vi8e od jednog ®C atoma smatra se obilieZzenim i upucuje na udio novosintetizirane

molekule koja je koristila glukozu kao svoj prekursor.

Prilikom tretiranja stanica sa SSI-4 nije doslo do pojacane glikolize, $to se moze zakljuciti po
izostanku porasta laktata, glukoza-6-fosfata (G6P), fruktoza-6-fosfata (F6P) i konac¢no, piruvata,
koji svi pripadaju supstratima i kona¢nim produktima glikolize (Slika 8a i 8b). Zanimljivo je da
postoji trend povecane de novo sinteze alanina, §to se vidi po pove¢anom obiljezavanju glukozom
nakon primjene SSI-4, ali razlika u odnosu na kontrolu nije bila statistiCki znacajna (Slika 8b).
Takoder, nema razlike ni u po¢etnoj aktivaciji Krebsovog ciklusa, $to se vidi po izostaloj razlici u
koncentraciji citrata (Slika 8b). Medutim, analizirajuéi supstrate nizvodno od citrata, primijeéen je
znacajni pad udjela a-ketoglutarata (a-KG) obiljezenoga glukozom (Slika 8c). Naime, dva su
moguca puta njegove sinteze - iz glukoze preko intermedijarnih spojeva Krebsovog ciklusa ili iz
aminokiseline glutamata koji nastaje deaminacijom aminokiseline glutamina (Slika 9). Navedeni
rezultati upu¢uju na to da potonji put postaje vazniji izvor a-ketoglutarata pri primjeni SSI-4.
Dodatno u prilog tomu govori i smanjen udio glutamata dobivenog iz supstrata nizvodno od
glukoze, odnosno smanjenje one proporcije glutamata koja nastaje transaminacijom a-
ketoglutarata (Slika 8c). To upucuje na vecu ulogu deaminacije glutamina u svrhu dobivanja
glutamata. Vazno je istaknuti kako prijasnji koraci pokusa pokazuju da ukupne koli€ine glutamata
i a-ketoglutarata nisu bile smanjene pri primjeni SSI-4, stoga to nije moglo utjecati na rezultate
dobivene obiliezavanjem 3C glukozom, vec¢ je njihova niza razina glutamata i a-ketoglutarata bila
posljedica iskljuCivo aktivacije drugog sintetskog puta - deaminacije glutamina, u svrhu

odrzavanja jednakih razina obiju molekula.
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Isti fenomen smanjene ugradnje ugljikovih atoma iz glukoze primijecen je i u slucaju sukcinata,
prvog metabolita Krebsovog ciklusa nizvodno od sukcinil-CoA (Slika 8c), koji, osim iz a-
ketoglutarata, nastaje i katabolizmom aminokiselina razgranatog lanca - valina i izoleucina (Slika
9). Podsjetimo, ukupna koncentracija ovih dviju aminokiselina je prema rezultatima prethodno
provedene metabolomske analize bila poviSena prilikom tretiranja stanica MOLM-13 sa SSI-4, a
takoder, obje pripadaju esencijalnim aminokiselinama. Zanimljivo je da je i udio aspartata
dobivenog iz glukoze posredno preko oksaloacetata bio snizen (Slika 8c). lako oksaloacetat nije
bilo moguée izmjeriti u ovom pokusu, ovakvi rezultati upucuju na to da je aspartat pri tretiranju

stanica sa SSI-4 preteZito nastajao alternativnim nacinom - deaminacijom asparagina (Slika 9).

Kako je vidljivo iz sheme (Slika 9), pojedine neesencijalne aminokiseline mogu nastati iz
metabolita Krebsovog ciklusa, ali isto tako i one recipro€no mogu biti izvor za sintezu upravo tih
istih metabolita. Drugi izvor metabolita Krebsovog ciklusa jest glukoza koja preko piruvata ulazi u
ciklus sintezom citrata i oksaloacetata. Ovim pokusom pokazalo se kako metaboliti Krebsovog
ciklusa u slu€aju primjene SSI-4 viSe nastaju iz aminokiselina nego iz glukoze u odnosu na
kontrolnu skupinu, §to ukazuje na pojaCanu ukupnu potroSnju aminokiselina. U suglasju s
rezultatima metabolomske analize, rezultati ovog pokusa upucuju na to da je zamijeceni porast
aminokiselina u stanicama tretiranima sa SSI-4 vjerojatnije posljedica pojatanog unosa iz

izvanstani¢nog okoliSa nego de novo sinteze aminokiselina.
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Slika 8. Graficki prikaz udjela pojedinih metabolita koji su nastali sintezom iz prekursora
nizvodno od glukoze, $to odgovara razini obiljeZzenosti "*C glukozom na y-osi. Stanice
MOLM-13 bile su uzgajane u mediju bez glukoze u prisutnosti 2 g/L. "*C-glukoze i inkubirane sa
SSI-4 (1 uM) 24 sata. Odreden je udio ukupnih metabolita obiljeZzenih glukozom kao bi se
izracunao udio novostvorenog metabolita koji koristi glukozu kao izvor ugljikova atoma. * p<0.05,

** p<0.01, *** p<0.001, ns=nije znacajno
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Slika 9. Povezanost ketogenih i glukogenih aminokiselina s Krebsovim ciklusom.

5.2.4. Ovisnost toksi¢nosti SSI-4 o unosu glutamina u leukemijske stanice

lako je u prethodnim koracima pokazano kako je u stanicama MOLM-13, koje su najosijetljivije na
primjenu SSI-4, ujedno zabiljezeno i najviSe metaboli¢kih promjena, od kojih najvise u kontekstu
aminokiselina, potrebno je dodatno potvrditi medusobnu uzro&no-posljedi¢nu vezu povecéane
koli¢ine aminokiselina i opazene citotoksicnosti. Iz tog razloga proveden je funkcionalni pokus u
kojemu su stanice MOLM-13 i MV-4-11 u razdoblju od 72 sata bile ponovo uzgajane u RPMI-1640
mediju, ali ovaj put bez glutamina. Glutamin je uz alanin najzastupljenija aminokiselina u ljudskoj
plazmi (Hole¢ek-2024) pa je zato bio dobra polaziSna toCka za provjeru ovisnosti o dostupnosti
aminokiselina. Obije linije bile su tretirane sa SSI-4. Nakon 72 sata je pomocu protoc¢ne citometrije
izmjeren postotak zivih stanica u kontrolnoj i tretiranoj skupini (Slika 10). lako je i dalje bio prisutan
toksi¢ni uc¢inak SSI-4, ponovo puno jace izrazen u u stanicama MOLM-13, taj u€inak bio je znatno
manji usporedujuci ga s prvim pokusom gdje je RPMI-1640 medij sadrzavao i glutamin (Slika 3).
Iz ovoga proizlazi da su stanice puno otpornije na toksi¢ni u€inak SSI-4 u odsustvu unosa
glutamina iz okoline, a isti uvjeti nisu utjecali na prezivljenje netretiranih stanica jer glutamin
pripada neesencijalnim aminokiselinama, stoga Sto stanice posjeduju mogucnost njegove de

novo sinteze.
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Slika 10. Utjecaj prisutnosti glutamina na toksi¢énost SSI-4. Stanice MOLM-13 | MV-4-11
uzgajane su u RPMI-1640 mediju bez glutamina i inkubirane sa SSI-4 (1 uM) 72 sata, a udio Zivih
stanica odreden je obiljeZzavanjem Annexin V FITC i propidijevim jodidom. Rezultati su srednja
vrijednost sa standardnom devijacijom ili reprezentativni prikaz najmanje tri nezavisna pokusa.
*p<0.01, *p<0.05

5.2.5. Metabolomska analiza stani€nog medija

Kako bismo konacéno potvrdili da je u stanicama tretiranima sa SSI-4 povec¢an unos aminokiselina,
izmjerena je potroSnja metabolita iz medija za osjetljivu stanic¢nu liniju MOLM-13 i neosijetljivu
OCI-AML3, obje inkubirane sa SSI-4 24 sata.

Usporedba promjene koncentracije metabolita u odnosu na kontrolne stanice (Slika 11) pokazuje
ponovno najvece koristenje aminokiselina poput arginina, prolina i leucina-izoleucina. Nadalje, 1-
metilhistidin pokazao je veéu koncentraciju u mediju stanica tretiranih sa SSI-4 $to upuduje na
njegovo povecéano otpustanje u okolinu, s obzirom na to da 1-metilhistidin nije u inicijalnom
sastavu medija. Ovaj rezultat podudara se s metabolomskom analizom unutarstani¢nih
metabolita, gdje je njegova koncentracija u stanicama takoder bila pove¢ana u odnosu na
kontrolu.

Sli¢an obrazac promjena u kori$tenju i oslobadanju pojedinih metabolita zamijecen je i u slu€aju

neosjetljivih stanica OCI-AML3 iako rezultat nije bio statistiCki znacajan.
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Slika 11. Promjena koncentracije metabolita u mediju nakon izlaganja SSI-4. Stanice (a)
MOLM-13i (b) OCI-AML3 inkubirane su 24 sata sa ilibez SSI-4 (1 uM) i izmjerena je koncentracija
metabolita u mediju u odnosu na medij koji ne sadrZi stanice, koja je normalizirana prema broju
stanica. Lijevi grafovi prikazuju rezultate prvog, a desni grafovi drugog nezavisnog pokusa. S
desne strane pravca x = 0 na grafovima nalaze se metaboliti koje stanice tretirane sa SSI-4
pojacano troSe u odnosu na kontrolu, a s lijeve oni Cija je potroSnja manja ili unutarstani¢na

proizvodnja povecana.
5.2.6. Ovisnost toksi¢nosti SSI-4 o dostupnosti drugih aminokiselina u stanié¢nom mediju

Buduci da je prili€éno zahtjevno provoditi funkcionalne eseje za svaku pojedinu aminokiselinu zbog
kompenzatornih stani¢nih mehanizama kojima se nadomjeSta manjak pojedinih aminokiselina
(Huggler i sur.-2025), ulogu dostupnosti aminokiselina u toksi¢nosti SSI-4 provijerili smo uzgajajuci
stanice u razli€itim medijima. |zabrani su bili poCetni RPMI-1640 medij, IMDM medij koji obiljezava
viSa koncentracija izoleucina, leucina, valina i prolina nego RPMI-1640, te kona¢no, HPLM medij

(engl. human plasma-like medium) koji ima nize koncentracije izoleucina i leucina, a podjednake
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koncentracije valina i prolina kao RPMI-1640 (Slika 12a). HPLM je novodizajnirani medij koji
imitira metaboliCki profil ljudske plazme i zbog toga predstavlja uvjete najblize fizioloSkima (Savani
i sur.-2025). Zapazeno je znacajno vece prezivljenje i manji pad broja Zivih stanica u odgovoru na
SSI-4 kod stanica uzgajanih u HPLM-u u odnosu na druga dva medija (Slika 12b i 12c¢). Nije bilo
velikih razlika izmedu preZivljenja u RPMI-1640 i IMDM mediju, ukazuju¢i na to da je vrhunac
toksi¢nosti postignut ve¢ u RPMI-1640, koji posjeduje suprafizioloSke koncentracije pojedinih
aminokiselina, a njihova vecéa dostupnost u IMDM-u ne pridonosi dodatnoj toksi¢nosti. Stani¢no
prezivljenje i broj stanica su u slu€aju sva tri medija pokazali eksponencijalni pad pri manjim
koncentracijama SSI-4, dok se daljnjim poveéanjem koncentracije taj pad usporava, upucujuéi na

to da se daljnjim poveéanjem koncentracije SSI-4 ne poveéava nuzno i njegova toksi¢nost.
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Slika 12. Utjecaj dostupnosti aminokiselina u mediju na stani¢nu toksi¢nost posredovanu
SSI-4. (a) Koncentracija pojedinih aminokiselina u stanicnim medijima RPMI-1640, IMDM i HPLM.
(b) Stanice MOLM-13 inkubirane su 72 sata s rastucim koncentracijama SSI-4 (0.1, 1, 10 uM), a
udio Zivih stanica odreden je obiljeZzavanjem Annexin V FITC i propidijevim jodidom. Udio Zivih
Stanica i broj stanica prikazan je u ovisnosti o primijenjenoj koncentraciji SSI-4 izraZenoj
logaritamski u molarnim koncentracijama. (c) Graficki prikaz ukupnog broja stanica MOLM-13 u
istim uvjetima kao u grafu (b). Za brojanje Zivih stanica koriStena je metoda isklju¢enja pomocu
tripanskog modrila.
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6. Rasprava

Rezultati ovog istraZivanja pokazali su da stanice AML-a osjetljive na farmakolosku inhibiciju
SCD-a nakupljaju aminokiseline, predominantno poveéanim unosom iz izvanstani¢nog prostora.
Mogucée obrazlozenje poveznice izmedu desaturacije masnih kiselina i povecane potrebe za
aminokiselinama leZi u opazZanju Dembitz i suradnika da osjetljive stanice u odgovoru na SSI-4
povecaju sintezu zasi¢enih masnih kiselina (Dembitz i sur.-2024). Signalizacija za aktivaciju
navedene sinteze vjerojatno ide preko AMPK jer je zamijeéena smanjena aktivnost AMPK pri
izlaganju SSI-4 i poveéana aktivhost ACC - njezinog nizvodnog cilinog enzima odgovornog za
aktivaciju puta sinteze masnih kiselina. Navedeni pomak prema anabolizmu ¢&ini se klju¢nim za
poticanje staniCne smrti u odgovoru na SSI-4 jer inhibicija direktno uzvodnih enzima bitnih za
proizvodnju masnih kiselina, poput ACC i FASN, poniStava njegovu toksi¢nost, a isti ucinak
zamjeCuje se prilikom aktivacije AMPK (Dembitz i sur.-2024). Sli¢an ucinak primijecen je i u
stanicama adenokarcinoma voda gusterace, gdje je inhibicija lipogeneze ublazila toksi¢nost SCD
inhibicije (Lien i sur.-2021). Nije nevjerojatno da je leukemijska stanica izloZzena inhibiciji SCD-a

stoga sklona nakupljanju esencijalnih nutrijenata poput aminokiselina.

Osim svoje uloge u sintezi proteina, €ija je regulacija takoder nizvodno od inhibicije AMPK (Bolster
i sur.-2002), aminokiseline mogu sluziti kao prekursori intermedijarnih spojeva Krebsovog ciklusa,
nizvodno sudjeluju¢i u sintezi glukoze i masnih kiselina (D'Andrea-2000). lako aminokiseline
ulaskom u Krebsov ciklus ili pretvorbom u acetil-CoA mogu sluziti kao izvor energije, njihov
doprinos ukupnoj sintezi ATP-a obi¢no ne prelazi 10-15 % (D'Andrea-2000). Takoder, vaznost
aminokiselina kao izvora energije osobito raste u uvjetima katabolizma i tzv. stanic¢nog
gladovanja, a buduci da su se, po svemu sudeci, tretirane leukemijske stanice nalazile u
anaboliCkom stanju, malo je vjerojatho da je povec¢ani unos aminokiselina imao iskljucivo
energetsku svrhu. Vjerojatnije je da su koristene kao, uz glukozu, dodatni izvor ugljika za izrazito

povecanu produkciju de novo masnih kiselina.

Zanimljivo je da su primjenom SSI-4 porasle unutarstani¢ne razine i esencijalnih i neesencijalnih
aminokiselina, kao i glukogenih i ketogenih, Sto upucuje na moguénost neselektivhog unosa
aminokiselina, pri ¢emu tumorska stanica ne prepoznaje koje su joj zaista potrebne za sintezu
masnih kiselina. Naime, transport aminokiselina u tumorskim stanicama odvija se preko
membranskih proteinskih nosaéa, tzv. uniportera, simportera i antiportera, koji nisu strogo
specifiCni za pojedinu aminokiselinu, ve¢ svaki nosa¢ prenosi aminokiseline sli¢nih fizikalno-
kemijskih svojstava, poput veli€ine i elektricnog naboja (Broer-2020). U prilog toj nespecifinosti

govori i podatak da ¢ak 90 % od ukupne potrebne zalihe aminokiselina ulazi u stanicu preko samo
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dva nosaa — SNAT1 i SNAT2 (Bréer-2020). Osim toga, ¢ak 8 od ukupno 13 aminokiselina €ija je
koncentracija porasla u metabolomskoj analizi MOLM-13 stanica (leucin, izoleucin, valin,
metionin, fenilalanin, histidin, triptofan i tirozin) ulazi u stanicu preko zajedni¢kog nosaca (Brder-
2020). Daljnjim transkriptomskim analizama mogla bi se ispitati ekspresija pojedinih proteinskih
nosata u tretiranim stanicama, kako bi se potvrdila njihova uloga u poveéanom unosu

aminokiselina.

Ovo istrazivanje pokazalo je da upravo poveéano nakupljanje aminokiselina pridonosi toksi¢nosti
SSI-4 u leukemijskim stanicama. Naime, njihova smanjena dostupnost u mediju umanijila je
indukciju stani¢ne smrti u odgovoru na SSI-4 u osjetljivim stanicama. Ovi rezultati naizgled su u
suprotnosti s dosadadnjim saznanjima o tumorskom metabolizmu, prema kojima prezivljenje
tumorskih stanica snazno ovisi o dostupnosti aminokiselina potrebnih za poveéanu proliferaciju
te sintezu proteina i drugih biomolekula (Endicott i sur.-2021). Upravo je iz tog razloga trenutno u
fokusu razvoj novih terapijskih pristupa u lije€enju malignih bolesti, a koji se temelje na
mehanizmima deplecije zaliha aminokiselina. Medu njima je najbolji primjer primjena
asparaginaze u lije€enju akutne limfoblasti¢ne leukemije (ALL), koja razgradnjom egzogenog
asparagina djeluje nepovoljno na leukemijske stanice (Endicott i sur.-2021). Medutim, iz drugih
organskih sustava poznata je toksi¢nost previsokih unutarstaniCnih koncentracija pojedinih
aminokiselina. Primjerice, leucin, izoleucin i valin pripadaju aminokiselinama razgranatog lanca
(BCAAs, engl. branched-chain amino acids), a u metabolomskoj analizi MOLM-13 stanica,
unutarstani¢na koncentracija svih triju aminokiselina bila je poveéana pri primjeni SSI-4. U
nasliednom metabolickom poremec¢aju nazvanom bolesti javorovog sirupa zbog smanjene
funkcije kompleksa dehidrogenaze a-ketokiselina razgranatih lanaca dolazi do nakupljanja
BCAAs i njihovog razgradnog produkta a-ketokiselina u organizmu. Leucin i a-ketokiseline
uzrokuju izravnu neurotoksic¢nost koja dovodi do poremecaja u razvoju mozga i neurokognitivnih
deficita u djece, a povecana koncentracija a-ketokiselina u urinu daje mu karakteristi¢ni miris
javorovog sirupa (Blackburn i sur.-2017). Citotoksi€an ucinak opisan je i pri pretjeranoj
unutarstani¢noj koncentraciji metionina, jo$ jedne aminokiseline povisene u odgovoru na SSl-4,

iako to€ni mehanizmi jo$ nisu razjasnjeni (Pitsch i sur.-2022).

lako sam glutamin nije bio poviSen u stanicama inkubiranima sa SSI-4, funkcionalni pokusi su
potvrdili njegovu vaznu ulogu u odgovoru na SSI-4. Glutamin je jedna od klju€nih aminokiselina
u tumorskom metabolizmu, sudjelujuci u brojnim stani€nim procesima. Pretvorbom u glutamat i
potom u a-ketoglutarat, glutamin kontinuirano opskrbljuje TCA ciklus intermedijarnim spojevima i

postaje vazan izvor energije (Yang i sur.-2017). To je osobito vazno u tumorskim stanicama koje
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zbog Warburgova efekta i manjka piruvata dobivenog iz glukoze ovise o glutaminu kao izvoru
intermedijarnih spojeva za TCA ciklus, a taj proces naziva se anapleroza (Yang i sur.-2017).
Dodatni nizvodni putevi metabolizma glutamina ukljuuju sintezu glutationa nuznog za regulaciju
stani¢nog odgovora na oksidativni stres te sintezu nukleotida (Yoo i sur.-2020). Prethodni rezultati
Dembitz i suradnika pokazali su da stani¢na smrt u odgovoru na inhibiciju SCD-a ne ovisi 0
oksidativnom stresu, ali da su te stanice podloznije oSteCenju DNA kroz joS nerazja$njeni
mehanizam (Dembitz i sur.-2024). Zanimljivo je da je u oba pokusa na stanicama MOLM-13
zamije¢ena povidena koncentracija purina nakon inkubacije sa SSI-4, §to bi moglo povezati
ovisnost njegovog toksicnog ucinka o metabolizmu glutamina i, kroz nesrazmjer purina i
pirimidina, vecu podloZnost ostecenju DNA. Ipak, za potvrdu te hipoteze i za detaljno ras¢lanjenje

uklju€enosti navedenih metaboli¢kih puteva potrebna su dodatna istrazivanja.

Konacéno, poviSena koncentracija pojedinih aminokiselina za posljedicu mozZe imati promjene u
sintezi proteina i odrzavanju proteostaze. Kao $to je ve¢ navedeno, jedan od naj¢escée opisanih
u€inaka inhibicije SCD-a u razli€itim tumorskim modelima je aktivacija stresa ER-a, odnosno
UPR-a (Dembitz i sur.-2024, Pinkham i sur.-2019). Do sada je ucinak inhibiciie SCD-a na
aktivaciju stresa ER-a uglavnom obrazlagan kroz promjenu SFA/MUFA omijera i ucinak na
membrane ER-a (Pinkham i sur.-2019), no moguce je da je mehanizam kompleksniji i povezan
sa zapazenom neravnotezom aminokiselina koja potom utje€e na homeostazu proteina u stanici.
Ponovno, za dublje razumijevanje uloge stresa ER-a, ali i opcCenito sinteze i razgradnje proteina

u stanici, potrebna su daljnja istrazivanja.

Najveci doprinos ovog rada je, medutim, identificiranje do sada nepoznate metaboliCke poveznice
izmedu regulacije desaturacije masnih kiselina u leukemijskoj stanici i metabolizma
aminokiselina. To opazanje moZe biti podloga za daljnji rad na razjasnjavanju mehanizma
toksi¢nosti inhibicije SCD-a u AML-u.

7. Zakljuéci

1. lzloZenost SSI-4 uzrokuje porast unutarstani¢ne koncentracije aminokiselina u osjetljivim
stanicama AML-a.
Porast koncentracije aminokiselina posljedica je njihovog povec¢anog unosa u stanicu.
Smrt stanica AML-a u odgovoru na SSI-4 ovisna je o vanjskoj dostupnosti aminokiselina,

poglavito glutamina.
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10. Sazetak
Klara Bardac¢

Metaboli¢ki utjecaj inhibicije stearoil-koenzim A desaturaze na stanice akutne mijeloi€ne

leukemije

Inhibicija enzima stearoil-koenzim A desaturaze (SCD) naruSava ravnotezZu zasicenih i
nezasic¢enih masnih kiselina te dovodi do smrti tumorskih stanica. U solidnim tumorima toksi¢nost
se povezuje sa stresom endoplazmatskog retikuluma i lipidnom peroksidacijom koiji aktiviraju
apoptozu i feroptozu, no u AML-u ti mehanizmi objasnjavaju tek dio u€inka. Cilj ovog rada bio je
ispitati metaboli¢ku osnovu osjetljivosti AML stanica na farmakolo$ku inhibiciju SCD-a. Provedena
je metabolomska analiza stani¢nih linija AML-a nakon inkubacije sa ili bez inhibitora SCD-a SSI-
4. Sukladno najvecoj osjetljivosti na SSI-4, MOLM-13 stanice pokazale su znacajne promjene
koncentracija metabolita, koje su bile najizrazenije u slu¢aju aminokiselina. Pokus obiljezavanja
3C-glukozom pokazao je da povecéana koncentracija aminokiselina nije posljedica povecane
sinteze te da metaboliti Krebsovog ciklusa pri primjeni SSI-4 manje koriste glukozu kao izvor
ugljika, upucujuéi na pojacano koristenje aminokiselina u osjetljivim stanicama. Analiza potro$nje
metabolita iz medija potvrdila je poveéan unos aminokiselina. Kona¢no, uzgojem MOLM-13
stanica tretiranih sa SSI-4 u medijima s razli¢itom dostupnos¢u pojedinih aminokiselina, dokazano
je smanjenje apoptoze pri njihovoj smanjenoj dostupnosti, poglavito leucina, izoleucina i
glutamina, $to ukazuje na to da toksi¢nost SSI-4 proizlazi iz metaboli¢kih promjena povezanih s

povecéanim unosom aminokiselina i da ovisi o njihovoj vanjskoj dostupnosti.

Kljuéne rijec€i: akutna mijeloicna leukemija; aminokiseline; metabolomika; sinteza masnih

kiselina; stearoil-koenzim A desaturaza
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11. Summary
Klara Bardac
Metabolic impact of stearoyl-CoA desaturase inhibition on acute myeloid leukemia cells

Inhibition of stearoyl-CoA desaturase (SCD) disrupts the balance between saturated and
unsaturated fatty acids, leading to the death of tumor cells. In solid tumors, this toxicity is
associated with endoplasmic reticulum stress and lipid peroxidation, which activate apoptosis and
ferroptosis. However, in acute myeloid leukemia (AML), these mechanisms account for only part
of the observed effect. This study aimed to investigate the metabolic basis of AML cell sensitivity
to pharmacological SCD inhibition. A metabolomic analysis was performed on AML cell lines
following incubation with or without the SCD inhibitor SSI-4. Following their highest sensitivity to
SSI-4, MOLM-13 cells exhibited significant changes in metabolite concentrations, most notably in
amino acids. A C-glucose tracing experiment demonstrated that the increased amino acid
concentrations were not a result of enhanced synthesis. Additionally, Krebs cycle metabolites in
the presence of SSI-4 utilized glucose less as a carbon source, indicating an increased reliance
on amino acids in sensitive cells. Analysis of metabolite consumption from the culture media
confirmed an increased uptake of amino acids. Finally, culturing SSI-4—treated MOLM-13 cells in
media with varying availability of specific amino acids showed a reduction in apoptosis under
limited availability, particularly of leucine, isoleucine, and glutamine, suggesting that the toxicity
of SSI-4 arises from metabolic changes associated with increased amino acid uptake and is

dependent on their extracellular availability.

Keywords: acute myeloid leukemia; amino acids; metabolomics; fatty acid synthesis; stearoyl-

CoA desaturase
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Rodena sam u Zagrebu 10. veljaCe 2001. godine, gdje sam zavrSila Prvu gimnaziju s brojnim
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Summit 19, Hrvatski studentski simpozij o bioetici 4, Studentski simpozij GusteRAK) te sam bila
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