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Napredovanje razvoja tumorskih stanica ukljuuje prezivljavanje, Sirenje, invaziju,
angiogenezu i metastaziranje. Reaktivne vrste kisika (ROS) su povezane s brojnim stani¢nim
funkcijama, kao $to su stani¢na proliferacija, diferencijacija, apoptoza i angiogeneza. Prema
tome, inhibicija ROS, pocetnog koraka rasta tumora 1 angiogeneze, je obecavajuci pristup za
kemoprevenciju raka i terapiju. Kafeinska kiselina (CA) je bioloski aktivna sastavnica propolisa
koja pokazuje antioksidativna, protuupalna, antiproliferativna, citostatska, antiangiogena i
antineoplasti¢na svojstva. U ovom radu istrazivali smo uc¢inak kafeinske kiseline na rast tumora,
tumorsku angiogenezu, funkcionalnu sposobnost makrofaga i makrofagnu polarizaciju kao
oksidacijski stres u miseva. EAT stanice (2,5 x 10°) su injicirane intraperitonealno (ip) u Swiss
albino miseve. Nakon inokulacije tumora, misevi su injicirani ip CA u dozi od 40 i 80 mg kg
tjelesne tezine kroz 10 dana ili u fazi eksponencijalnog rasta od 5 dana nakon injekcije stanica
tumora (na dan 5, 7, 9). Na dan 11, analizirali smo ukupni broj stanica ascitesa u peritonealnoj
Supljini, volumen ascitesa, diferencijalnu analizu stanica prisutnih u peritonealnoj Supljini,
funkcionalna aktivnost makrofaga, antiangiogeni¢ne i antioksidativne parametre. CA je
inhibirala rast stanica EAT i nastanak ascitesa u peritonealnoj Supljini miSeva nositelja EAT.
Nadalje, rezultati smanjenja peritonealne angiogeneze i1 mikrozilne gusto¢e pokazuju anti-
angiogeni potencijal CA in vivo. CA smanjuje razinu NO stanicama EAT, dok razina NO je
povecéana u peritonealnim makrofagima. Sve u svemu, mozemo zakljuciti da CA moze aktivirati
makrofage 1 povecati njihov citotoksi¢ni u¢inak kroz pove¢amu proizvodnje NO te sprijeciti
rast tumora i angiogenezu. Nadalje, CA selektivno povecava nastanak ROS-a u stanicama
tumora tijekom 10 dana obrade i mi pretpostavljamo da unutarstani¢na proizvodnja ROS-a
moze biti kriti¢an ¢imbenik u indukciji apoptoze i CA-selektivnog ubijanja stanica tumora, a
¢ini se da inhibicija angiogeneze i rasta stanica EAT tumora u uznapredovalom stadiju, kada
stanice ulaze u eksponencijalnu fazu rasta temelji se na antioksidativnom kapacitetu CA.
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Progression of tumor cell development involves survival, proliferation, invasion, angiogenesis,
and metastasis. Reactive oxygen species (ROS) are associated with multiple cellular functions
such as cell proliferation, differentiation, apoptosis and angiogenesis. Therefore, inhibition of
the ROS, the initial step of tumor growth and angiogenesis, is a promising strategy for cancer
chemoprevention and therapy. Caffeic acid (CA), an active component of propolis extract
which exhibits antioxidant, antiinflammatory, antiproliferative, cytostatic, anti-angiogenic and
most improtantly, antineoplastic properties. In the present study we investigated the effect of
of caffeic acid on tumor growth, tumor angiogenesis, functional ability of macrophages and
macrophage polarization as well as oxidative stress in mice. EAT cells (2. 5 x 10°) were
implanted intraperitoneally (ip) in Swiss albino mice. After tumor inoculation, mice were
injected ip with CA at dose of 40 and 80 mg/kg bw during 10 days or in exponential growth
phase from the 5 days after tumor cell injection (on day 5, 7, 9). On day 11, ascites volume, the
total number of cells, differential count of the cells present in the peritoneal cavity, functional
activity of macrophages, anti-angiogenic and antioxidant parameters were determined. The
growth of EAT cells and formation of ascites in the peritoneum of EAT-bearing mice was
inhibited by CA. Further, results on decrease in the peritoneal angiogenesis and microvessel
density show the anti-angiogenic potential of CA in vivo. CA decreased NO level in tumor cells
whereas NO level was increased in peritoneal macrophages. Taken together, we conclude that
CA may increase the cytotoxic actions of macrophages by increasing NO and inhibit tumor
growth and angiogenesis. Moreover, CA selectively caused escalation in the ROS formation in
EAT cells during 10 days treated and we speculated that intracellular generation of ROS could
be a critical factor in the induction of apoptosis and CA-selective killing of tumor cells while it
appears that inhibition of angiogenesis and tumor growth EAT cells in advanced stages when
the cells entered into exponential growth period based on the antioxidant capacity CA.
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1. uvoD

1.1. ANGIOGENEZA

Formiranje novih krvnih zila tijekom embrionalnog razvoja zove se vaskulogeneza. Iz mati¢nih
stanica mezoderma diferencira se hemangioblast iz kojeg nastaju krvotvorne mati¢ne stanice i
angioblast, koji je prekursor endotelnih stanica (Adair i Montani 2010). Angioblasti
proliferiraju, migriraju u periferna tkiva i diferenciraju se u endotelne stanice koje formiraju
arterije, vene i limfne zile (LeSin i sur. 2008).

Angiogeneza ili neovaskularizacija je proces formiranja novih krvnih Zila iz ve¢ postojecih Zila
ili s pomoc¢u endotelnih prekursorskih stanica (engl. endothelial progenitor cells, EPCs) iz
kostane srzi (LeSin i sur. 2008; Adair i Montani 2010). Pravilan tijek ovoga procesa vazan je u
mnogim fizioloskim stanjima poput embrionalnog razvoja, odrzavanja reproduktivne funkcije
zene (obnova endometrija nakon menstruacije, stvaranje zutog tijela, placentacija tijekom
trudnoce) te procesa cijeljenja (Dedi¢ Plavetic i sur. 2003). Regulacija intenziteta angiogeneze
ovisi o ravnotezi angiogenih i angiostatskih ¢imbenika (Tablica 1). Ako se izgubi ravnoteza
izmedu angiogenih i angiostatskih ¢imbenika, angiogeneza postaje patoloska te kao takva moze
doprinositi patogenezi mnogih bolesti kao $to je karcinom, dijabeti¢ka retinopatija,
endometrioze, kroni¢ne upale bolesti i dr. (Dedi¢ Plaveti¢ i sur. 2003; Lingaraju i sur. 2008;
Saraswati i sur. 2013).

Prva istrazivanja angiogeneze zapocela su 1962. godine u Bethesdi kada su F. Becker i J.
Folkman proucavali hemoglobinske otopine kao mogucu zamjenu za transfuziju. Kasnije su
Folkman i suradnici spoznali da endotelne stanice bubre, ali ne mogu proliferirati u
hemoglobinskim otopinama koje ne sadrzavaju trombocite (LeSin i sur. 2008). To je bio jedan
od najranijih eksperimentalnih modela koji je pokazao da tumorski rast moze biti zakocen ako
se tumor drzi u “prevaskularnom stanju” iz Cega autori zakljuéuju da su tumorski rast i
metastaziranje ovisni o angiogenezi (Folkman 1971; Lesin i sur. 2008). Naime, u nastalom
tumoru svakom povecanju broja tumorskih stanica prethodi povecanje broja novih krvnih

kapilara (Folkman 2002).



Tablica 1. Endogeni angiogeni i angiostatski ¢imbenici

Angiostatski cimbenici
Inhibitors of angiogenesis

Angiogeni éimbenici
Stimulators of angiogenesis

Molekularna Molekulama

Cimbenik (engl. kratica) tezina (kDxa) Cimbenik (engl. kratica) tezina (kDa)
Factor Molecular Factor Molecular

weight weight
Cimbenik rasta krvnozilnog endotela (VEGF)  40-45 Angiostatin 3%
Vascular endothelial growth factor
Bazicni éimbenik rasta fibroblasta (bFGF) [ Endostatin 20
Basic fibroblast growth factor
Kiseli cimbenik rasta fibroblasta {aFGF) 16,4 Trombospondin 140
Acid fibroblast growth factor Thrombospondin
Transformirajuéi ¢imbenik rasta o (TGF o) 5.5 Trombocitni éimbenik 4 (PF4) 27-29
Transforming growth factor o Platelet factor 4
Transformirajuci ¢imbenik rasta [} (TGF [i) 25 Interferon o 19-26
Transforming growth factor 3
Angiogenin 4,1 Antitrombin TII 33
Anglogenin Antithrombin
Cimbenik rasta endotelnih stanica izoliran
1z trombocita (PD-ECGF) 45 Troponin | 22
Platelet denved endothelial cell
growth factor
Cimbenik rasta kolonija granulocita (G-CSF) 17 Interleukin 12 T0-75
Granulocyte colony stimulating factor
Angipoietin | 70 Vazostatin 21

Vasostatin
Interleukin 8 40 Fragment prolaktina 18
Prolactin fragment

Cimbenik rasta hepatocita 92 Kanstatin 24
Hepatocyte growth factor
Cimbenik rasta posteljice 25 Restin 22

Placental growth factor

(Preuzeto od: Dedi¢ Plaveti¢ i sur. 2003)



1.1.2. Angiogeneza tumora

Stanice ljudskog organizma ovisne su o dopremi kisika i hranjivih tvari te je za njihovo
prezivljenje kljucno da se nalaze dovoljno blizu krvne zile. Procjenjuje se da stanica ne bi
smjela biti udaljena vise od 100 do 200 um od najblize krvne zile, sto otprilike odgovara
difuzijskom kapacitetu za kisik (Andreis i sur. 2010). Tumori veli¢ine 2-3 mm mogu samom
difuzijom zadovoljiti potrebe za hranjivim tvarima, dok daljnji rast ovisi o stvaranju primjerene
krvne opskrbe novostvorenim zilama (Cooper i Hausman 2010; Nagaraj i sur. 2012). Angiogeni
¢imbenici potrebni za neovaskularizaciju tumora stvaraju se iz najmanje tri izvora: sintezom u
tumorskim stanicama, sekrecijom iz makrofaga koji infiltriraju tumor, te enzimatskom
razgradnjom medustani¢nog matriksa od strane makrofaga i/ili tumorskih stanica (Dedi¢
Plavetic¢ i sur. 2003).
Sam proces tumorske angiogeneze (Slika 1) pocinje hipoksijom ili ishemijom tumora pri ¢emu
je izrazen transkripcijski faktor hipoksijom inducirani ¢imbenik-la (engl. hypoxia inducible
factor-la, HIF-Ia), koji potice transkripciju brojnih angiogenih ¢imbenika, npr. ¢imbenika rasta
krvozilnog endotela (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF), (Dedi¢ Plaveti¢ i sur.
2003; Gerald i sur. 2004). Tumorske stanice i makrofagi sintetiziraju VEGF-A (postoji vise
grupa VEGF: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C i VEGF-D) koji inducira sintezu proteaza i
receptora vaznih za Sirenje tumora u lokalna tkiva. U nazoCnosti angiogenskog poticaja
zapocinje razgradnja bazalne membrane i endotelne stanice venula (Slika 2) sire se kroz njihovu
stijenku tvore¢i novu mrezu kapilara u tumoru (Lesin i sur. 2008). Dijelovi ovog procesa su:
e vazodilatacija kao odgovor na dusikov oksid (NO) i izazvanu pojac¢anu propustljivost
ve¢ postojecéih krvnih Zila zbog djelovanja VEGF-a
e proteoliti¢ka razgradnja bazalne membrane roditeljskih krvnih zila metaloproteinazama
(MMPs) i prekid medustani¢énog kontakta izmedu endotelnih stanica krvnih Zzila
uzrokovan aktiviraju¢im ¢imbenikom plazminogena
e migracija endotelnih stanica prema angiogenom stimulatoru
e proliferacija i sazrijevanje endotelnih stanica §to ukljucuje inhibiciju rasta i
remodeliranje u kapilaru
e mobiliziranje periendotelnih stanica (ukljucujuci pericite za male kapilare i glatke
misi¢ne stanice za velike krvne zile) da bi podrzavale endotelne strukture i formirale

pravu krvnu Zilu (LeSin i sur. 2008).
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Slika 1. Koraci u angiogenezi

Hipoksija inducira proizvodnju dusikovog oksida (NO) i ekspresiju VEGF-a i angiopoietina-1i -2 (Ang 1 i Ang
2), koji stupaju u medureakciju s proteazama izvanstani¢nog matriksa (MMPS) kako bi povecali permeabilnost
kapilarnih stijenki. Destabilizacija zatim omoguéi endotelnim stanicama migraciju i proliferaciju u tubule
potpomognutu s VEGF-om, angiopoietinima, usmjeravaju¢im molekulama, ¢imbenicima rasta, citokinima i
razgradnjom izvanstani¢nog matriksa (ECM). Sazrijevanje novostvorenih Zila pra¢eno je povecanom ekspresijom
antiangiogenih ¢imbenika, otpustenih tijekom proteolize (PDGF, engl. platelet derived growth factr; TGF-, engl.
transforming growth factor beta. ; S1P1, engl. sphingosine-1-phosphate-1, endotelni diferencijacijski sfingolipid -
receptor povezan s G-proteinima).

(Preuzeto od: Clapp i sur. 2009)
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Slika 2. Vaskulogeneza normalnog tkiva i angiogeneza tumora (Preuzeto od: Carmeliet i Rakesh 2011)

Novostvorene krvne zile pospjesuju tumorski rast putem perfuzijskog i parakrinog ucinka.
Perfuzijski ucinak odnosi se na dopremu hranjivih tvari i kisika, dok se parakrini u¢inak odnosi
na proizvodnju ¢imbenika rasta, koji poti¢u rast tumora, iz novonastalin endotelnih stanica
(Dedi¢ Plaveti¢ i sur. 2003). Endotelne stanice proizvode niz ¢imbenika koji moduliraju rast i
ponasanje tumorskih stanica poput inzulinu slicnog ¢imbenika rasta 1 i 2 (engl. insulin like
growth factor, IGF-1 i -2), ¢imbenika rasta izoliranog iz trombocita (engl. platelet derived
growth factr, PDGF), kemotaktickog peptida za makrofage (engl. macrophage chemotactic
peptide, MCP) i drugih (Dedi¢ Plaveti¢ i sur. 2003). Parakrina medureakcija endotelnih i
tumorskih stanica je uzajamna, jer i tumorske stanice luce ¢imbenike koji utjecu na proliferaciju

i migraciju endotelnih stanica (Dedi¢ Plavetic¢ i sur. 2003).



1.1.3. Uloga dusikovog oksida (NO)

Dusikov oksid (NO) je slobodni radikal, koji kao signalna molekula ima klju¢nu ulogu u
mnogim fizioloskim i patoloskim stanjima (Sharma i sur. 2007; Rodrigo 2009). U bioloskom
tkivu njegovo poluvrijeme zivota iznosi oko 5 sekunda, a koncentracija u krvi posljedica je
ravnoteze izmedu stvaranja NO-a s pomoc¢u NO sintaza i vezanja NO-a na hemoglobin i tiole
u procesu nitrozacije te pretvorbe u nitrite (NO2") i nitrate (NO3), (Hudi¢ek-Martinéi¢ i sur.
2004). Djelovanje NO ocituje se u stanici u kojoj nastaje, kao i u susjednim stanicama jer je
izrazito lipofilan te brzo difundira kroz stanicnu membranu (Cannon 1998). Brojne stanice
sisavaca sintetiziraju NO oksidacijom L-arginina (L-arginin + 3/2 NADPH + H* + 20,
citrulin + NO + 3/2 NADP™) pomoc¢u enzima dusik oksid sintaze, NOS (Ambriovi¢ Ristov i
sur. 2007). U organizmu postoje tri izoforme ovog enzima: neuronska NOS (nNOS ili NOS1),
inducibilna NOS (iNOS ili NOS2) i endotelna NOS (eNOS ili NOS3), i svaka od njih moze biti
izrazena u razli¢itim tkivima i tipovima stanica (Kanwar i sur. 2009). Dvije izoforme su tzv.
konstitutivne NOS ili cNOS: a) eNOS, primarno je smjestena na membrani endotelnih stanica
krvnih zila te u trombocitima i nekim zivéanim stanicama mozga i b) nNOS, primarno je
smjestena u citosolu zivéanih stanica sredi$njeg i perifernoga Zzivéanog sustava, te u citosolu
epitelnih stanica bronha i traheje, kao i u skeletnom misi¢u (Hudi¢ek-Martinc¢i¢ i sur. 2004).
Navedene sintaze normalno su prisutne u stanicama i proizvode NO kontinuirano u malim
koli¢inama (nmol), njihova aktivnost ovisi samo o promjeni koncentracije Ca™ (Hudicek-
Martinéi¢ i sur. 2004). Tako stvoreni NO je vazan medijator homeostatskih procesa. Aktivnost
INOS je neovisna o promjenama unutarstani¢ne koncentracije Ca**, sintetiziraju je makrofagi i
leukociti aktivirani vanjskim ¢imbenicima, kao §to su endotoksini bakterija, medijatori upale i
razli¢iti citokini (Hudi¢ek-Martin¢i¢ i sur. 2004). Tako induciran enzim u citosolu stanica
proizvodi velike koli¢ine NO (umol) koje mogu djelovati citotoksi¢no, npr. na bakterije, viruse
i stanice tumora.

Mehanizmi kojima NO pospjeSuje angiogenezu nisu u potpunosti poznati. Tumorske stanice
Cesto izrazavaju iNOS (Slika 3), a u nekim slucajevima i eNOS i nNOS posredstvom razlicitih
mitogena u tumoru. NO moze izazvati napredovanje tumora i metastaza, te regresiju tumora i
inhibiciju metastaza, ovisno o dozi i trajanju izlozenosti, te o stani¢noj osjetljivosti na NO.
Potice tumorski rast i metastaziranje tumora izravnom indukcijom proliferacije tumorskih
stanica (povecena ekspresija VEGF i ¢imbenika rasta fibroblasta, FGF), migracije i invazije, a

indirektno preko ekspresije angiogenih i limfoangiogenih ¢imbenika u tumorskim stanicama



(Cooke i sur. 2002; Fukumura i sur. 2006). S druge strane, citotoksi¢ni ué¢inak NO izazvan
visokim dozama potic¢e ostecenje DNA, mutacije gena i smrt tumorskih stanica, §to rezultira
regresijom tumora i inhibicijom metastaza (Fukumura i sur. 2006). Medutim, mutacija gena i/ili
transformacija stanica, zajedno sa smréu stanica divljeg tipa tumora moze doprinijeti klonalnoj
selekciji prilagodenih stanica i stjecanju otpornosti na apoptozu, te stoga progresiji tumora
(Fukumura i sur. 2006; Cooper i sur. 2010). Dusikov oksid potice progresiju tumora i metastaza
i odrzavanjem protoka krvi kroz tumor (angiogeneza, sazrijevanje i dilatacija zila), medutim, ta
uloga moze varirati ovisno o prirodi angiogenog stimulansa i uklju¢enih tkiva (Fukumura i sur.
2001; Fukumura i sur. 2006). Prema Matsunagi i sur. (2002) NO moze potisnuti proizvodnju
angiostatina, endogenog antagoniste angiogeneze.

NO nastao posredstvom eNOS posreduje mitogeni u¢inak VEGF-a na endotelne stanice (Dedié
Plavini¢ i sur. 2003); dodatak VEGF-a endotelnim stanicama in vitro poti¢e pojacanu sintezu
NO, a inhibicija enzima NOS s pomoc¢u L-NAME (N-nitro-L-arginin metilni ester) dokida
mitogeni ué¢inak VEGF-a (Ziche i sur. 1997; Papapetropoulos i sur. 1998). Sli¢an u¢inak je
opazen kod iNOS i drugih angiogenih stimulansa, kao §to je bazi¢ni ¢cimbenik rasta fibroblasta
(engl. basic fibroblast growth factor, bFGF) i transformirajuéi ¢imbenik rasta (Cooke i Losordo
2002). Kao odgovor na ishemiju ili hipoksiju nastaje NO posredstvom iNOS (dimerizacija) i
inaktivacijom L-NIL ((1-iminoetil)-lizin), selektivnog inhibitora iNOS, prilikom cega je
izrazen mitogeni u¢inak VEGF-a na endotelne stanice (Xie i sur. 1996; Bryk i sur. 1998; Kroll
1998; Hansel i sur. 2003; Nematollahia i sur. 2009).
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Slika 3. Aktivacija iNOS (Preuzeto od: Fukumura i sur. 2006)
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Slika 4. Utjecaj NO na progresiju tumora (Preuzeto od: Fukumura i sur. 2006)
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Slika 5. Utjecaj NO na progresiju i regresiju tumora i metastaza putem angiogeneze i limfoangiogeneze
(Preuzeto od: Fukumura i sur. 2006)
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1.2. IMUNOSNI NADZOR NAD TUMORSKIM STANICAMA

Tumorske su stanice genski vrlo nestabilne, a jedan njihov manji dio neprestano podlijeze
apoptozi. Mrtve stanice otpustaju apoptotic¢ka tjeleSca koja sadrzavaju tumorske antigene. Njih
uzimaju predo¢ne stanice koje u odgovaraju¢em citokinskom mikrookoliSu sazrijevaju i
predaju kostimulacijski signal limfocitima T, koji se zatim aktiviraju i oslobadanjem svojih
citokina poti¢u aktivnost ostalih makrofaga, prirodnoubilackih stanica (engl. natural killer,
NK), limfocita B i T. Imunoreakcije (stani¢ne i humoralne) na tumore su razlicite i vrlo sloZene,
od imunosne otpornosti na tumor do imunoloskog pospjesenja rasta (Andreis i sur. 2010).
Tijekom napredovanja tumora, tumor aktivno privla¢i (regrutira) monocite i makrofage iz
cirkulacije u tumor, gdje makrofagi u nazo¢nosti raznih mikrookoli$nih signalnih molekula
tumora i stromalnih stanica mijenjaju mikrookoli$ tumora i ubrzavaju njegov rast (Cooper i
Hausman 2010). Osim fenotipskih promjena, makrofagi mjenjaju svoju funkciju; dolazi do
polarizacije makrofaga od klasi¢nih M1 u alternativne M2 makrofage. M1 makrofagi ukljuceni
su u upalni odgovor, unistavanje patogena, i antitumorsku imunost. Nasuprot tome, M2

makrofagi utjeCu na protuupalni odgovor, zacjeljivanje rana i imaju prokarcinogene znacajke.

1.2.1. Uloga makrofaga

Makrofagi su glavni Cistaci tkivnih prostora (Andreis i sur. 2010) i antigen predo¢ne stanice
(engl. antigen presenting cells, APC), koje kao nosioci urodene i adaptivne imunosti (Murray i
Wynn 2011) imaju neophodnu ulogu u obrani organizma i odrZzavanju homeostaze (Martinez i
sur. 2008; Través i sur. 2012). Pod utjecajem mikrookolisa mogu polarizirati u razli¢ite
fenotipove (Slika 6) kao $to su M 1-makrofagi (engl. classically activated macrophages, CAM)
i M2-makrofagi (engl. alternatively activated macrophagse, AAM) koji se dalje dijele u M2a,
M2b i M2c (Martinez i sur. 2008). M1-makrofagi su inducirani samim interferonom gama
(IFN-y) ili u suradnji s mikrobnim stimulansom kao $to je lipopolisaharid (LPS) te citokinima
kao §to su ¢imbenik nekroze tumora-o (engl. tumor necrosis factor, TNF-a) i ¢imbenik
stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (engl. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF) (Través i sur. 2012). Ove stanice izlu¢uju klasi¢ne proupalne
citokine kao $to su interleukini (IL)-1, IL-6, IL-12 ili IL-23 i TNF-a (Través i sur. 2012), te
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poveéavaju koncentraciju slobodnih radikala kisika (H202, OH, O2") i dusika (NO, NO2");
aktivacijom inducibilne dusik oksid sintaze, INOS (Andreis 2010; Liu i sur. 2011). Nadalje,
M1-makrofagi mogu izraZzavati visoku razinu glavnog sustava tkivne podudarnosti (engl. major
histocompatibility complex, MHC) klase 1 i klase II antigena te lu¢iti proteinske ¢cimbenike koji
olaksavaju komplementom posredovanu fagocitozu (Mantovani 2004). Nasuprot tome, M2-
makrofagi inducirani su izlaganjem IL-4, IL-13, IL-10, TGF-B i glukokortikoidima te luce
protuupalne citokine kao $to su IL-10, TGF-B, IL-1 i enzim arginazu (Liu i sur. 2011).

s protuvirusna imunosupresia
M1 polarizacija protubakterijska M2 polarizacija angiogeneza
protutumorska otpornost promocia tumora
LPS, IFN-gama IL-4, IL-13

preupalni citokini ﬂ » IL-12, IL-23 niski
(TNF-a, IL-1B, IL-6,
IL-12, IL-23)
Arg-1 IL-10 visok
IL-10 nizak ¢ &
S proangiogeni faktori
|
— ik (VEGF, MMP-9)
. M2 kemokini
(Cle17, Cic22, Clc24)
M2 markeri
M1 kemekini (MR, Fizz-1, Ym-1)

(Cxcls, Cxcl9, Cxcl10)

Slika 6. Shema aktivacije M1 i M2 makrofaga (Preuzeto od: Través i sur. 2012)

Arginaza (engl. L-arginine amidinohydrolase, L-arginin amidinohidrolaza) je enzim Kkoji
sudjeluje u posljednoj reakciji metabolickog ciklusu ureje (Slika 7), gdje katalizira pretvorbu
aminokiseline L-arginina u L-ornitin i ureju (L-arginin + H2O = L-ornitin + ureja). Postoje
dvije izoforme ovog enzima, jetrena arginaza-1 i arginaza-2 prisutna u bubrezima, mozgu,
prostati, tankom crijevu i mlije¢nim zlijezdama (Iyer i sur. 2002). Zanimljivo je da se
inducibilna dusik oksid sintaza (iNOS) i arginaza natjecu za zajednicki supstrat, aminokiselinu
L-arginin (Campbell i sur. 2013). M1-makrofagi poti¢u iINOS da katabolizira L-arginin u NO
(citostati¢ni i citoliticki ucinak) i citrulin, dok su M2 makrofagi karakteristicni po visokoj
ekspresiji arginaze-1 (Arg-1), citosolnog enzima koji katalizira alternativni metabolicki put L-
arginina u ornitin i poliamine, koji su prekursori u sintezi kolagena i stani¢ne proliferacije

(Corraliza i sur. 1994; Rodrigez i Ochoa 2008). Prema tome, povecana regulacija Arg uglavnom
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je prisutna u M2 makrofagima koji luce proangiogene ¢imbenike poput VEGF-a, MMPs-2 i
MMPs-9 te posjeduju protuupalno svojstvo popravka osteCenog tkiva, dok je INOS vise
prisutna u M1 makrofagima koji lue proupalne citokine i imaju pojacano antimikrobno
djelovanje. Matriks metaloproteinaze (MMPSs), osobito MMP-2 i MMP-9 su glavni enzimi koji
sudjeluju u degradaciji izvanstani¢nog matriksa, koji predstavlja prirodnu barijeru invaziji
tumora i metastaza te je njihova pretjerana ekspresija uocena kod razli¢itih malignih oboljenja
(McCawley i Matrisian 2000; Yang i sur. 2003). U tom smislu, svi ¢imbenici koji kontroliraju
brzinu toka L-arginina izmedu arginaze i iNOS mogu biti vazni u regulaciji stani¢nog rasta

kako ne bi doslo do pojave kroni¢nog oboljenja.

HCO3 + NH4 +2ATP

mitohondrij
' - »=  N-acetilglutamat citoplazma
karbamil aspartat
fosfag : e ‘\)\&0‘_’6\\ \\\(\\ |
OTC *//,/ N ' \
( \
riin 1

1 . ASS

argininsukcinat

ornitin ;
A /)
\ /| |__ASL
N V"
N - i a
: arginin |
ol ’ ARG ' fumarat

Slika 7. Ciklus ureje: CPS1, karbamil fosfat sintaza; OTC, ornitin transkarbamilaza; ASS, arginin sukcinat

sintaza; ASL, arginin sukcinat liaza; ARG, Arginaza. (Preuzeto od: Ah Mew i sur. 2013)
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1.2.2. Makrofagi pridruZeni tumoru (engl. tumour-associated macrophages, TAMs)

Makrofagi pridruzeni tumoru smatraju se klju¢nom sastavnicom tumorskog mikrookolisa koja
moze imati razliCit utjecaj na rast i metastaziranje tumora (podsje¢aju na M2-polarizirane
makrofage). TAMs potjeu od prekursora cirkulacijskih monocita (Slika 8), prethodno
regrutiranih u tumorsku regiju kao odgovor na kemokine i citokine koje lu¢e tumorske stanice
(Través i sur. 2012). U tumorskoj masi TAMs imaju imunosupresivnu ulogu zbog otpustanja
protuupalnih citokina (TGF-f, IL-10 i Arg-1), moduliranja mikrookoli$a tumora proizvodnom
¢imbenika prezivljavanja/rasta (npr. VEGF), olakSavanja progresije tumora kroz otpustanje
proangiogenetskih ¢imbenika (MMP-2 i MPP-9, IL-8, PDGF i TGF-p), te povec¢anja aktivnosti
arginaze i smanjenja aktivnosti inducibilne dusik oksid sintaze (Mantovani i sur. 2009; Través
I sur. 2012). Protumorska funkcija TAMs ¢ini ove stanice ciljnim metama za biolosko
istrazivanje protutumorske terapije; povecaje M1 tumoricidne djelotvornosti TAMs i blokiranje
M2 tumorske aktivnost TAMs moglo bi biti klju¢no u inhibiciji angiogeneze te inhibiciji rasta

tumora (Allavena i Mantovani 2012).

monocit monocit makrofag tumorska stanica
= —_—
migracija { infiltracija diferencijacija medijatori tumorskin stanica
{ faktori rasta, npr. CSF-1, ( M-CSF ) ([ M-CSF, IL-4, IL-6, IL-10,
VEGF, MDP-1) TNF-alfa, TGF-beta, PGE,

LIF, fragmenti hialurona)

CD14'CD68" TAM
smanjen odgovor T stanica

priviacenje Treg stanical Th2 stanica
— { TGF-beta, IL-10, PD-L1, CCL17, CCL18, CCL20, CCL22)

angiogeneza / k" } \

{ VEGF, IL-8, bFGF,

::::E'g' m:gjz promocija tumora i metastaza
oxCL2) 1 { TNF-alfa, IL-1, IL-6, TGF-beta, EGF, PDGF)
invazivnost
[ TGF-beta, MMP-2, MMP-3, .
KRVOTOK MMP-7, MMP-8, EGF) MIKROOKOLIS TUMORA

Slika 8. Uloga makrofaga pridruZenih tumoru

(Preuzeto od: http://atlasgeneticsoncology. org/Deep/Images/MacrophagesinCancerFigl. png)
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1.3. SLOBODNI RADIKALI I OKSIDATIVNI STRES

1.3.1. Slobodni radikali i reaktivni spojevi

U fiziolo$kim uvjetima, stanice sisavaca metaboliziraju oko 95 % kisika (O2) u vodu (O2 + 4H*
+ 4e” — 2 H»0), bez stvaranja toksi¢nih meduprodukata. U normalnim uvjetima, minimalno
5 % Oz se metabolizira putem jednovalentnih redukcija, nakon cetiri razlicite reakcije ili faze:

Reakcija 1: O2 + e — Oz

Reakcija 2: Oz~ + ¢ — H2O2

Reakcija 3: H20; + e — *OH

Reakcija 4: «OH + e — H202
Kroz ove Cetiri reakcije nastaju tri vrlo toksi¢ne vrste, dvije od njih su slobodni radikali kisika
(engl. reactive oxygen species, ROS), superoksidni radikal (Oz¢") i hidroksi radikal (+ OH).
Vodikov peroksid (H20>) je jo$ uvijek vrlo reaktivni spoj, ali ne i radikalni u strogom smislu
(Rodrigo 2009).

Tablica 2. Reaktivni spojevi kisika

Slobodni radikali Cestice koje nisu slobodni radikali
superoksidni, Oy vodikov peroksid, H20>

hidroksilni, OHe hipokloritna kiselina, HOCI
peroksilni, ROO ° ozon, O3

alkoksilni, RO « singletni kisik, 102

hidroperoksilni, HO2¢

(Preuzeto od: Stefan i sur. 2007)

Stvaranje ROS-a je fizioloska i normalno osobina bilo kojeg aerobnog organizma prilikom
nepotpune redukcije Kkisika u respiratornom lancu mitohondrija. Meduprodukti (ROS) ne
napustaju kompleks prije zavrSetka procesa, medutim, u nekim patofizioloSkim stanjima dolazi
do oksidativnog praska (Slika 9) posredovanog NADPH oksidazom pri ¢emu nastaju
superoksidni radikali (O2¢") i mijeloperoksidaze, sto dovodi do stvaranja hipokloritne kiseline
(Lovri¢ i sur. 2008; Rodrigo 2009).
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Glukoza + NADP* G=6-f- debidrogenaza_, Pentozo-P + NADPH

NADPH + DE NADP*+ H*+ [}2'
20, + 2H! F.".'.'Li}r'_'_"'g;;_w:.-__i—-.-f_".'-&r:lm'.":':‘.-':r:,, H,0,+ 10,
20, + H,0, — > OH-+OH" + 10,
/" TeHOC

Mijelopercksidaza

Slika 9. Nastajanje ROS-a u neutrofilnim granulocitima tokom oksidativnog praska

(Preuzeto od: Stevanovic i sur. 2011)

Slobodni radikali su molekule ili atomi koji u vanjskoj ljusci imaju jedan ili viSe nesparenih
elektrona (Stevanovic¢ i sur. 2011). lako su sposobni za samostalno postojanje (Aruoma 1994;
Close i sur. 2005), slobodni radikali su nestabilni, tj. kemijski visoko reaktivni, zato Sto
nespareni elektron koji se nalaze u njihovoj vanjskoj orbitali tezi da se stabilizira sparivanjem
s drugim elektronom. Tako, kada radikali reagiraju s neradiklima nastaju novi, tzv. sekundarni
slobodni radikali, odnosno dolazi do propagacije i stvaranja ¢itavog niza radikala (lan¢ana
reakcija) koji su takode vrlo toksi¢ni (Cheeseman i Slater 1993; Close i sur. 2005). Slobodni
radikali (Tablica 4 i 5) nastaju uslijed apsorpcije energije zracenja, U redukcijsko-oksidacijskim
reakcijama tijekom patoloskih i normalnih fizioloskih procesa poput oksidativne fosforilacije u
mitohondrijima, prijenosu elektrona u sustavu citokroma P-450 u endoplazmatskom
retikulumu, oksidacije masnih kiselina u peroksisomima, metabolizmu arahidonske kiseline u
stanicnim membranama, fagocitozi (Halliwell i Gutteridge 1999; Rodrigo 2009). Slobodni
radikali mogu nastati i tijekom enzimatske oksidacije i autooksidacije razli¢itih kemijskih
spojeva poput tiola, oksihemoglobina, hidrokinona, kateholamina, pri ¢emu dolazi do redukcije
molekularnog kisika i nastajanja superoksida, najceS¢e uz prisutnost prijelaznih metala
(Halliwell 1995). Reakcije oksidacije i redukcije u bioloSkim sustavima predstavljaju bazu za
brojne biokemijske mehanizme metabolickih promjena, gdje slobodni radikali imaju dvojaku
ulogu u organizmu tj. mogu doprinijeti odrzavanju homeostaze, 8 mogu i nastetiti te poremetiti
normalno funkcioniranje stanice.

ROS ima fizioloske funkcije koje su bitne u stanicama, kao $to je mitohondrijsko disanje, putevi
proizvodnje prostaglandina i obrana domacina. Uz reaktivne spojeve kisika, veliku vaznost

imaju i reaktivni spojevi dusika (engl. reactive nitrogen speacies, RNS) od kojih su najvazniji
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dusikov-(I1)-oksid (NOe) i dusikov-(IV)-oksid (NOgz¢). NOe jest relaksacijski ¢imbenik
krvozilnoga sustava, koji kao radikal moze reagirati s endogenim radikalima, primjerice sa
superoksidnim radikalom, stvaraju¢i peroksinitrite (ONOO™) koji su izrazito jaki oksidansi
(direktno oSte¢uju DNA), a pri kiselome pH razgraduju se do hidroksilnih radikala neovisno o
prisutnosti prijelaznih metala (Stefan i sur. 2007). Zbog kratkog poluvremena Zivota njegova

bioloska aktivnost u velike ovisi o reakciji s superoksidima (O2¢") i njihovoj koncentraciji.

Tablica 3. Reaktivni spojevi duSika

Slobodni radikali Cestice koje nisu radikali
dusikov (IT) oksid, NO nitrozil, NO
nitritna kiselina, HNO>
dusikov (IV) oksid, NO2e dusikov (III) oksid, N2O3
peroksinitrit, ONOO -
alkilperoksinitrit, ROONO

(Preuzeto od: Stefan i sur. 2007)

Slobodni radikali uzrokuju ostecenja stanice, bilo izravno ili kao intermedijari u razli¢itim
signalnim putevima. Slobodni radikali mogu uzrokovati lipidnu peroksidaciju, oste¢enje DNA
I proteina, te oksidirati gotovo svaku organsku molekulu (McCord 2000). Takoder, prisutnost
slobodnih radikala moze poluditi i citotoksi¢no djelovanje, Sto posljeduje stanicnom smrti,
induciranjem mutacija i kromosomskih aberacija, te karcenogenezom (Stefan i sur. 2007).
Oksidativne promjene DNA su Ceste u sisavaca i predlozene su kao vazan ¢imbenik Koji
doprinosi mehanizmima u karcinogenezi, dijabetesu i prirodnom starenju. Oste¢enja DNA se
smatraju najozbiljnijim ROS/RNS induciranim promjenama; DNA se ne sintetizira de novo
nego kopira, dolazi do stalnog ponavljanja i nastanka mutacija i genske nestabilnosti. Glavni
ROS odgovoran za o$tecenje DNA je hidroksi radikal (*OH), koji reagira sa svim
komponentama DNA molekule, ostecuje obje purinske i pirimidinske baze i okosnicu
deoksiriboze. Izmedu ostalog, oksidativno oSte¢enje membrane mitohondrija moze dovesti do

oslobadanja citokroma C, aktiviranja kaspaza i apoptoze.
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Tablica 4. Nastanak ROS-a neenzimskim putem

Fenton-ova reakcija

Fe(Il) + H202 — Fe(III) + *OH + "OH

Haber — Weiss-ova reakcija O2¢” + H202 — O2++«OH + OH™

Fe(l1) + Ozs~ — Fe(Il) + Oz

(Preuzeto od: Rodrigo 2009)

Tablica 5. Nastanak ROS/RNS enzimskim putem

Ksantin oksidaza (XO)

ksantin + H>.O + O» — mokraéna kiselina + Oze™

NADPH oksidaza
(Nox)

NADPH + 20, «<» NADP* + 20, + H*
202 + 2H" — H202+ O2

Mijeloperoksidaze
(MPO)

H.02+ CI™ MPO > HOCI + H.,0

Citokrom P450

NADPH + H* + Oz + RH — NADP* + H,0 + R-OH

Dusik oksid sintaza

L-arginin + 3/2 NADPH + H" + 20, =
citrulin + NO + 3/2 NADP*

(Preuzeto od: Rodrigo 2009)




1.3.2. Lipidna peroksidacija

Visestruko nezasi¢ene masne kiseline (PUFA, engl. polyunsaturated fatty acids) u stani¢nim
membranama podlozne su osteCenjima koja uzrokuju reaktivni kisikovi spojevi (Ambriovié
Ristov 2007). Kao posljedica ovih oSteéenja dolazi do pojave lancane reakcije lipidne
peroksidacije ¢iji su krajnji produkti reaktivni aldehidi (heksanal, malondialdehid (MDA) i 4-
hidroksi-2-nonenal (HNE)) i izomeri prostaglandina (izoprostani). lako se zovu ,,zavr$ni
produkti lipidne peroksidacije, oni mogu u odredenim uvjetima nastaviti lan¢anu reakciju
oksidacijskog ostecenja. Njihova je reaktivnost niza od reaktivnosti slobodnih radikala, ali
dovoljno velika da mogu reagirati s molekulama u okolini te tako oStetiti stanice pa i uzrokovati
stani¢nu smrt. Budu¢i da su dugoZzivuci, mogu se kretati od mjesta nastanka i napadati ,,ciljeve*
koji su daleko od mjesta pocetnog nastanka slobodnih radikala, bilo unutarstani¢no ili
izvanstani¢no (Esterbauer i sur. 1991). Slobodni radikali koji mogu oksidirati PUFA-u jesu
OHe, HO2+, RO, te RO2¢ (Stefan i sur. 2007). U procesu lipidne peroksidacije sudjeluju i ioni
bakra i Zeljeza. Pod djelovanjem iona Zeljeza ili bakra, lipidni peroksidi stvaraju mnogobrojne
razgradne produkte — od aldehida, ketona, ugljikovodika (etana, etena, pentana), epoksida, do
aktivnih radikala (Stefan i sur. 2007). Lipidni hidroperoksidi lako reagiraju s Fe?* i Fe3* pri
¢emu nastaju alkoksi radikali i lipidni peroksilni radikali, na taj na¢in dolazi do grananja
lan¢ane reakcije procesa lipidne peroksidacije (Aikens i Dix 1991; Armstrong 1994).
Intenzivna lipidna peroksidacija u bioloskim membranama dovodi do gubitka fluidnosti,
opadanja vrijednosti membranskoga potencijala, pove¢anja permeabilnosti prema H* i drugim
ionima, te do moguée rupture stanice i otpustanja njena sadrzaja (Stefan i sur. 2007). Pokazano
je da lipidna peroksidacija ima ulogu u procesu starenja, te mnogim patoloskim stanjima kod
covjeka ukljuCuju¢i neurodegenerativne bolesti, dijabetes, bolesti jetre, kardiovaskularne
bolesti i tumore (Halliwell 2000; Catala 2009; Hulbert 2010; Reed 2011).
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1.3.3 Oksidativni stres i antioksidativni status obrane

Prvi radikal kisika otkrio je Linus Pauling 1930. i opisao ga kao superoksid. Od tih godina do
danas, bile su potrebne stotine daljnjih istrazivanja kako bi se postigla sadasnja saznanja o
povezanosti oksidativnog stresa s razli¢itim i na izgled ne povezanim bolestima. Reaktivne
vrsta, uglavnom slobodnih radikala, dio su normalne fiziologije i mogu biti korisne ukoliko se
proizvode u niskim koncentracijama. Medutim, u visokim koncentracijama dovode do
naruSavanja endogenog sustava antioksidativne obrane $to vodi k narusavanju homeostaze i
nastanku bolesti (dijabetes, hipertenzija, preeklampsije, ateroskleroza, akutno zatajenje
bubrega, Alzheimer i Parkinsonove bolesti i izmedu ostalog malignih oboljenja). U normalnim
uvjetima stopa formiranja oksidansa je uravnotezena sa stopom uklanjanja oksidansa, dok,
neravnoteza izmedu prooksidanata i antioksidanata rezultira nastankom oksidativnog stresa,
koji svojim produljenim djelovanjem neminovno dovodi do smrti stanice. Organizam se nalazi
pod stalnim djelovanjem slobodnih radikala koji nastaju tijekom normalnih metabolickih
procesa 1 imunoloske obrane. Razvoj specificnog antioksidativnog sustava obrane od Stetnog
djelovanja slobodnih radikala omogucio je organizmima da opstanu u sredini bogatoj kisikom.
Taj sloZeni sustav ¢ine antioksidativni enzimi (glutation peroksidaza, superoksid dismutaza i
katalaza) i molekule (glutation, aloumini, mokra¢na kiselina, vitamini A, E, C i karotenoidi).
Navedeni antioksidansi (Tablica 6) spre¢avaju stvaranje i/ili odstranjuju veé stvorene slobodne
radikale te ograniCavaju stvaranje i Sirenje lancanih reakcija. Povecana razina ROS-a i/ili RNS-
a u stanici ima znacajan utjecaj, bilo da dovodi do neispravne stani¢ne funkcije, starenja ili
bolesti. Stoga, bolje razumijevanje uloge reaktivnih radikala u normalnom stani¢nom
signaliziranju i bolesti, kao i povezanost patologije s oksidativnim stresom potrebno je za razvoj

terapijskih alata.
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Tablica 6. Antioksidativni sustav

Unutarstaniéni

antioksidansi

superoksid dismutaze
katalaza

glutation peroksidaze

katalicki uklanjaju O2¢
uklanja H20 kada je prisutan u velikim koncentracijama
uklanjaju H20- kada je prisutan u malim koncentracijama;

takoder uklanjaju organske hidroperokside

Membranski antioksidansi

vitamin E

[-karoten

koenzim Q

antioksidacijsko djelovanje ostvaruje kidanjem lanaca
ima sposobnost uklanjanja singletnog kisika i slobodnih
radikala

ima antioksidacijsko djelovanje u respiratornome lancu

Izvanstaniéni antioksidansi

transferin
laktoferin
haptoglobin
hemopleksin
albumin

ceruloplazmin

EC-SOD
EC — GSHPx

veze ione zeljeza

veze zeljezo pri nizim vrijednostima pH-a

veze hemoglobin

veze hem

veze bakar, hem i uklanj HOCI

veze ione bakra, Koristi vodikov peroksid za reoksidaciju
bakra

katalicki uklanja superoksidni anion

katali¢ki uklanja hidroperokside

(Preuteto od: Stefan i sur. 2007)
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1.4. POLIFENOLI

Polifenoli su velika skupina fitokemikalija koje nastaju kao produkti sekundarnog metabolizma
biljaka i imaju bitan u¢inak na normalne fizioloske procese u biljci, poput rasta, pigmentacije,
rezistencije na patogene, zastite od UV zracenja i drugo. Danas je poznato da te tvari imaju i
vaznu ulogu u fizioloskim procesima ljudskog organizma. Stite¢i membrane ljudskih stanica
od ostecenja slobodnim radikalima, doprinose prevenciji brojnih bolesti vezanih uz oksidativni
stres. Radi se o vrlo heterogenoj skupini spojeva, a osnovno obiljezje svih polifenola je
prisutnost jednog ili viSe hidroksiliranih benzenskih prstenova (Escarpa i Gonzalez 2001). Do
danas je poznato priblizno 8000 polifenolnih molekula, a najznacajnije skupine su: fenolne
kiseline, flavonoidi, stilbeni i lignani (Bravo 1998; Escarpa i Gonzalez 2001; Manach i sur.
2004; Biesalski 2007). Znanstveno su dokazana mnogobrojna bioloska djelovanja polifenola,
kao $to su antioksidativno, antiradikalsko, protuupalno, protumikrobno, imunomodulatorno,
protualergijsko, protukancerogeno, hipoglikemijsko i druga (Yoon i Baek 2005; Biesalski
2007). Stoga literaturni podatci sve snaznije podupiru hipotezu da bi polifenoli, uz vitamine i
menerale, mogli biti korisni u sprije¢avanju i lijeCenju razlicitih bolesti vezanih uz oksidativni
stres, kao §to su primjerice maligna oboljenja, kroni¢ne upalne, alergijske, bolesti srca i
krvozilnog sustava, neurodegenerativne i druge bolesti (Bohm i sur. 1998; Middleton i sur.
2000).
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FPOLIFENGLI

e OSTALI
| FLAVONOIDI npr. stilbeni
BENZENKARBOKSILNE Colr G
KISELINE / l \
FLAVONOLI FLAVANOLI OSTAL
|m£nomer| A S
UK, [aiiee.. antocijanini
flavanoni
MONOMERI OLIGOMERI
katehini iz Caja proantocijanidini
PROCIJANIDINI PRODELFINIDINI

kakao, jabuke, ...

Slika 9. Osnovna podjela polifenola (Preuzeto od: Berend i Grabari¢ 2008)
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1.4.1. Kafeinska kiselina

Kafeinska kiselina (3, 4-dihidrocinamicna kiselina; C15H1004) je prirodna organska molekula
koja sadrzi fenolne i akrilne funkcionalne skupine (Slika 10). Kafeinska kiselina kao i njezin
derivat CAPE (engl. caffeic acid phenethyl ester) Siroko su rasprostranjeni spojevi u biljnim
tkivima jer su glavni intermedijeri u sintezi lignina, a njihova koli¢ina ovisi o vrsti i podneblju.
Jedna je od najzastupljenijih sastavnica propolisa (Velikova i sur. 2000). Nalazimo je u obliku
monomera kao slobodnu kiselinu, u obliku oligomera ili konjugiranu s organskim molekulama
s kojima tvori glukozide i estere. Dokazano je da smanjuje proizvodnju aflatoksina vrste
Aspergillus flavus za vise od 95 % (Kim i sur. 2008). PotkozZna i oralna primjena kafeinske
kiseline i fenetil ester kafeinske kiseline (CAPE) smanjuje metastaze tumora u plu¢ima i rast
tumora (Orsoli¢ i sur. 2003). Takvi protutumorski u¢inci mogli bi biti posredovani selektivnom
supresijom aktivnosti metaloproteinaza 9 (MMP-9) i regulacijom transkripcije nuklearnog
¢imbenika kapa B (NF-kB). Rezultati istrazivanja takoder pokazuju da kafeinska kiselina i njen
derivat suprimiraju akutnu upalnu reakciju (Orban i sur. 2000). Ova protuoksidativna,
protuupalna i protutumorska svojstva izrazena su i kod zastite stanica koze izlozenih UV
zracenju (OrSoli¢ i sur. 2003). Pored blagotvornih uc¢inaka, pokazalo se da oralna primjena
visokih koncentracija kafeinske kiseline u Stakora uzrokuje intestinalne papilome, §to upucuje

na kancerogena svojstva kafeinske kiseline (Hirose i sur. 1997).

HO,

HO

COOH

3-(3,4-Dihydroxy-phenyl)-acrylic acid
(caffeic acid)

Slika 10. Kafeinska kiselina (Preuzeto od: http://www. agrool. gr/files/caffeic%20acid. jpg)
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1.5. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je prouciti uc¢inke kafeinske kiseline (CA) na rast tumora, angiogenezu,
funkcionalnu sposobnost makrofaga, polarizaciju makrofaga i oksidacijski stres na modelu
Swiss albino misa, nositelja Ehrlichovog ascitesnog tumora.
Zelim naéi funkcionalnu poveznicu izmedu:

1. Oksidacijskog stresa, peritonealne angiogeneze i rasta tumora

2. Funkcionalne sposobnosti makrofaga i njihovu ucinkovitosti na tumor i

angiogenezu
3. Polarizacije makrofaga i aktivnosti M1 i M2 makrofaga nazo¢nih u slezeni i

acitesu tumora kroz anlizu dusik oksida
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. MATERIJALI

2.1.1. Tumorske stanice

Erlichov ascitesni tumor (EAT) je heterogeni, slabo diferencirani, brzorastu¢i zlo¢udni tumor
koji sadrzi populacije stanica razli¢ite osjetljivosti, a izvorno se javlja kao spontani karcinom
mlije¢ne Zlijezde u misa. U jetri miSeva, nositelja Erlichovog ascitesnog tumora, dolazi do
znatnog povecanja lipidne peroksidacije te do smanjenja koliine antioksidativnih enzima.
Stanice Ehrlichovog ascitesnog tumora (EAT) odrzavali Smo serijskim presadivanjem stanica
svakih 7 ili 9 dana u obliku ascitesa injiciranog intraperitonejski (ip) u Swiss albino miseve.
Nakon ispiranja trbusne Supljine s 5 mL fizioloSke otopine i lagane masaze trbusne stijenke,
napravili smo poduzni rez i otvorili peritonejsku Supljinu misa. Pasteurovom pipetom uzeli smo
peritonejsku tekuc¢inu s tumorskim stanicama i razrijedili s fizioloSkom otopinom (0, 9 %
otopina natrij klorida, Braun) do ciljane koncentracije 2, 5 x 10 EAT stanica/0, 5 mL. Broj
zivih stanica odredili Smo brojanjem stanica obojenih tripanskim modrilom u Biirker-Tiirkovoj

komorici. Unos EAT stanica u peritonejsku Supljinu misa predstavlja 0. dan pokusa.

2.1.2. Pokusne Zivotinje

U istrazivanju smo Koristili Swiss albino miseve uzgojene u Zavodu za animalnu fiziologiju
Bioloskog odsjeka PMF-a. Istrazivanje smo proveli na ukupno 60 Swiss albino miseva,

podjeljenih na 10 skupina sa po 5 i 7 zivotinja s obzirom na obradu (Tablica 7).

Istrazivanje smo proveli prema etickim nacelima vaze¢im u Republici Hrvatskoj (Zakon o
zastiti laboratorijskih Zivotinja, NN 19, 1999. ) i prema Vodicu za drzanje i koriStenje
laboratorijskih zivotinja (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, DHHS (NIH)
Publ # 86-23).
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2.1.3. Polifenol: kafeinska kiselina (CA)

Kao antioksidans smo koristili kafeinsku kiselinu (Caffeic acid, CoHgO4, Mr = 180, 16 g/mol,
tocka talista = 223 do 225 °C) proizvodaca Sigma-Aldrich Corporation, SAD.

2.1.4. Otapalo

Kao otapalo koristili smo fiziolosku otopinu; 0, 9 % NaCl (Natrijev klorid 0, 9 % otopina za

infuziju, proizvodac¢a B. Braun Adria d. 0. 0., Zagreb, HR).

2.1.5. Kemikalije

Glutation reduktaza (enzim, iz pekarskog kvasca), 100-300 U/mg proteina (Sigma-Aldrich
Corporation, SAD); Folin i1 Ciocalteu's fenol reagens (Sigma-Aldrich Corporation, SAD);
citokrom C iz govedeg srca 100 mg (Sigma-Aldrich Corporation, SAD); ksantin oksidaza,
Buttermilk 50 U, 1. 05 U/mg proteina (Calbiochem, SAD); NADPH tetranatrijeva sol, Mr =
833, 35 mg/mol (Applichem GmbH, Njemacka); DTNB (5, 5'-ditiobis-(2-nitrobenzoi¢na
kiselina), Mr = 396, 36 g/mol (Fluka, Svicarska); Albumin iz govedeg seruma, BSA (Sigma-
Aldrich, SAD); SDS, natrij dodecil sulfat (Sigma-Aldrich, SAD); TBA, tiobarbituratna kiselina,
Mr = 144. 15 g/mol (Applichem GmbH, Njemacka); L-glutation reduktaza, Mr = 307. 33 g/mol
(Applichem GmbH, Njemacka); Griess reagent system (Promega, SAD).

2.1.6. Instrumenti

Centrifuga: Centrifuge 5702 (Eppendorf); Mikro 200R (Hettich)

Spektrofotometar: UV-160 (Shimadzu); Libra S22 (Biochrom)

Mikrotitarski ¢ita¢: Microplate reader Model 550 (Bio-Rad); iEMS reader MF (Labsystems)
Svjetlosni mikroskop: Nikon Eclipse E600; Olympus Cx21

Kamera za mikroskop: AxioCam ERc 5s (Zeiss)

Program za obradu slike: ZEN 2 (blue edition)
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2.2.2. METODE

2.2.1. Pradenje promjena tjelesne teZine

Prije pocetka izvodenja pokusa kao 1 tijekom izvodenja pokusa Zivotinje smo pojedinacno
oznacili 1 izvagali na temelju ¢ega smo ih svrstali u skupine sa slicnom tjelesnom tezinom (+ 2
g). Na temelju tezine zivotinja za pojedinu skupinu smo odredili koli¢inu pojedinac¢nih
pripravka koje smo davali tijekom pokusa, te je pra¢ena promjena tezine tijekom pokusa.

Mjerenje tjelesne tezine (TT) vrSeno je digitalnom vagom.

2.2.2. Obrada zivotinja

Tumor je izazvan injiciranjem 2, 5x10° stanica EAT-a (0. dan pokusa), a obradu Zivotinja s
EAT tumorom (Tablica 7) zapoceli smo 2. dan (1. dan pokusa) ip injiciranjem kafeinske
kiseline (CA) tijekom 10 dana u nizu i/ili od 5. dana (EAT stanice u progresiji rasta) te
injiciranjem CA svaki drugi dan (3x). Nakon 24 sata od zavrSetka obrade zivotinje smo
anestezirali mjesavinom ksKsilopana (0, 5 mL), Narketana (1 mL) i vode (8, 5 mL) ip 0, 1
mL/10 g, te zrtvovali kako bi se izolirali tkivo (jetra, slezena, bubreg i peritonealna ovojnica) i

ascites za daljnju analizu.
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Tablica 7. Pokusne skupine i na¢in obrade kafeinskom kiselinom

Oznaka Sastav pokusne otopine | Doziranje Pocetak Period
skupine obrade obrade
(5 x 7 miseva) (dani)
0. Kontrola 0, 9 % NaCl 0, 5mL svaki | 2. dan od 10
dan injiciranja EAT
1. CA 40 mg/kg | Otopina 36 mg kafeinske | 40 mg/kg 2. dan od 10
kiseline na14 mL 0,9 % | svaki dan injiciranja EAT
NaCl
2. CA 80 mg/kg | Otopina 36 mg kafeinske | 80 mg/kg 2. dan od 10
kiselinena7mL 0,9 % | svaki dan injiciranja EAT
NaCl
3. CA 40 mg/kg | Otopina 36 mg kafeinske | 40 mg/kg 5. dan od 3
kiseline na14 mL 0, 9 % | svaki drugi injiciranja EAT
NaCl dan
4. CA 80 mg/kg | Otopina 36 mg kafeinske | 80 mg/kg 5. dan od 3
kiselinena7mL 0,9 % | svaki drugi injiciranja EAT
NaCl dan
PREZIVLJAVANJE
Oznaka Sastav pokusne otopine | Doziranje Pocetak Period
skupine obrade obrade
(5 x 5 miSeva) (dani)
5. Kontrola 0, 9 % NaCl 0, 5mL svaki | 2. dan od 10
dan injiciranja EAT
6. CA 40 mg/kg | Otopina 36 mg kafeinske | 40 mg/kg 2. dan od 10
kiseline na14 mL 0,9 % | svaki dan injiciranja EAT
NaCl
7. CA 80 mg/kg | Otopina 36 mg kafeinske | 80 mg/kg 2. dan od 10
kiselinena7mL 0,9 % | svaki dan injiciranja EAT
NaCl
8. CA 40 mg/kg | Otopina 36 mg kafeinske | 40 mg/kg 5. dan od 3
kiseline na14 mL 0, 9 % | svaki drugi injiciranja EAT
NaCl dan
9. CA 80 mg/kg | Otopina 36 mg kafeinske | 80 mg/kg 5. dan od 3
kiselinena7mL 0,9 % | svaki drugi injiciranja EAT
NaCl dan
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2.2.3. Protutumorska ucéinkovitost kafeinske Kkiseline

2.2.3.1. Pracenje prezivijenja Zivotinja

Pratili smo prezZivljenje i spontano uginuée Zivotinja nositelja tumora EAT (0-36 dana), ip

obradenih kafeinskom kiselinom (Tablica 7).

2.2.3.2. Odredivanje ukupnog broja stanica u peritonealnoj tekucini

Injicirali smo 3 mL fizioloSke otopine u trbu$nu Supljinu miseva, a zatim smo izvadili
peritonealnu tekuéinu za analizu i razrijedili je s fizioloSkom otopinom do volumena od 10 mL.
Nakon toga smo pomocu Biirker-Tiirkove komorice izbrojili ukupan broj stanica u

peritonealnoj tekudini.

2.2.3.3. Diferencijalna analiza stanica iz peritonealne tekucine

Eksperimentalnim Zzivotinjama smo 24 sata nakon obrade svih pokusnih skupina uzeli
peritonealnu tekuc¢inu i napravili razmaze na predmetnim stakalcima. Zatim smo ih ostavili da
se osuse na sobnoj temperaturi. Preparate smo prvo obojili bojom May Griinwald 7 minuta, a
zatim Giemsa 15 minuta (1 dio Giemse : 2 dijela vode). Diferencijalnu analizu preparata vrsili
smo brojenjem limfocita, makrofaga, neutrofila, eozinofila i bazofila na 100 stanica, pod
svjetlosnim mikroskopom, na povecanju 400x. Napravili smo po Cetiri preparata za svaku

skupinu.

2.2.4. Ucinak kafeinske Kiseline na angiogenezu

2.24.1. Priprema histoloskih preparata peritonejske ovojnice

Nakon izolacije stanica iz peritonealne Supljine, izrezali smo dio peritonejske ovojnice, isprali
fizioloskom otopinom i fiksirali u 4 % - tnom formaldehidu (10 mL 36 % formaldehida i 90

mL PBS-a). Nakon fiksacije tkivo smo pripremili parafinskom tehnikom i preprati debljine 8
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um obojali koristenjem Merck-ovg Mayer's hemalauna i 0, 5 % otopine eozina. Preparate smo

histoloski pregledali na svjetlosnom mikroskopu CX21 proizvodac¢a Olympus.

2.2.4.2. Kvantitativno mjerenje proziljenosti

Kvantitativno mjerenje proziljenosti peritonealne ovojnice proveli Smo odredivanjem prosjeéne
gustoce proziljenosti peritonealne ovojnice (MVD) u podrucjima najintenzivnije prokrvljenosti
(VS). Mjerenje smo inapravili na reprezentativnim uzorcima nakon §to smo pregledali sve
histoloske preparate prema Weidnerovim preporukama o veli¢ini vidnog polja i nacinu
brojenja:
e mjesta najvece gustoce krvnih zila (,,hot spots®) trazili Smo na najmanjem povecéanju
(10x)
e Dbrojenje pojedinacnih krvnih Zila proveli Smo na povecéanju (400x) uz veli¢inu vidnog
polja od 0, 12 do1 mm?
e U rezultate smo ubrajali ne samo kompletne krvne zile ve¢ i tracke endotelnih stanica i
pojedinacne endotelne stanice
e lumen krvnih zila nije potreban kao ni prisustvo eritrocita

e brojanje su provela dva ispitivaca

2.2.5. Polarizacija makrofaga slezene i makrofaga nazo¢nih u ascitesu
2.2.5.1. Priprema radnih otopina za analizu NO
2.25.1.1. Izolacija i stimulacija makrofaga slezene s LPS-om

Slezena smo izvagali i propasirali kroz mrezicu sa $patulom, te s mrezice isprali stanice s
fizioloskom otopinom (do 5 mL). Nakon toga, kako bi razbili stanice, stani¢nu suspenziju smo
par puta provukli kroz iglu i $pricu. Propasirane stanice smo prebacili u epruvete i sve epruvete
izjednacili do 6 mL s fizioloskom otopinom. U laminaru (sterilno) smo sterilne epruvete sa
¢epom napunili sa 3 mL limfoprepa. Potom smo pod kutem od 180° na limfoprep naslojili 6
mL stani¢ne suspenzije i centrifugirali na 2200 rpm/20 min/+4°C. Nakon centrifugiranja je

nastao bijeli prsten, iz kojeg smo pipetom pokupili sloj stanica leukocita i prebacili u novu
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epruvetu, te izjednacili volumen u svim epruvetama. Nakon centrifugiranja na 10000 rpm/15
min/+4 °C uklonili smo nadtalog. Preostali talog smo resuspendirali u 1 mL DMEM medija s
10 % FBS-a po jazici (plocCice s 24 jazice). Sve smo inkubirali 1 sat na 37 °C/5 % CO.. Medij
smo ukloili, jazice isprali s fizioloSkom otopinom i potom ujazice je dodali 1 mL DMEM medija
s10% FBS-ai 0, 1 ug/mL LPS-a. Inkubirali smo 24 sata na 37 °C/5 % CO2. Nakon inkubacije
sav nadtalog smo prebacili u eppendorf epice i pohranili na -20 °C, za NO analizu.

2.25.1.2. Izolacija i stimulacija makrofaga ascitesa s LPS-om

Iz obradenih zivotinja i kontrole uzeli smo 1 mL ascitesa i inkubirali 3 sata na 37 °C/5 % CO,
u ploc¢icama s 24 jazice. Potom smo uklonili nadtalog s tumorskih stanica (na dnu su ostali
adherirani makrofagi) i jazice smo isprali s fizioloskom otopinom. Dodali smo 1 mL DMEM
medija s 10 % FBS-a i 0, 1 pg/mL LPS-a, te inkubirali 24 sata na 37 °C/5 % CO». Nakon 24
sata pokupili smo ndtalog i pohranili na -20 °C za NO analizu. Po jazici je dodano 500 uL 0,
025 % Tripsina (podizanje adheriranih makrofaga) i inkubirano 3 minute. Pod svjetlosnim
mikroskopom je provjereno da li su se stanice odvojile od podloge. Tripsin je neutraliziran
dodavanjem 1 mL DMED medija s 10 % FBS-om, i stanice su dodatno odvojene od podloge

pomocu strugaca, te pohranjene na -20 °C za NO analizu.

2.2.5.1.3. Izolacija makrofaga ascites bez stimulacije s LPS-om

Preostali ascites obradenih Zivotinja i kontrole izjednacen s fizioloSkom otopinom po volumenu
inkubirli smo 3 sata na 37 °C/5 % CO2u poli¢icama sa 6 jazica. Nakon inkubacije nadtalog smo
centrifugirali na 2200 rpm/10 min/+4 °C. Dobiveni nadtalog je pohranjen na -20 °C za analizu
NO. Po jazici smo dodali 500 pL 0, 025 % Tripsina (podizanje adheriranih makrofaga) i
inkubirali 3 minute. Pod svjetlosnim mikroskopom provjerili smo da li su se stanice odvojile
od podloge te neutralizirali Tripsin dodavanjem 1 mL DMEM medija s 10 % FBS-om, i stanice

su dodatno odvojene od podloge pomocu strugaca, te pohranjene na -20 °C za analizu NO.
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2.2.5.2. Mjerenje dusikovog oksida indirektnom metodom prema Griess-u

Ova analiza se temelji na reakciji diazotacije koju je prvi opisao Griess 1879. Brojne stanice
sisavaca sintetiziraju duSikov oksid oksidacijom L-arginina pomoc¢u enzima duSik oksid
sintetaze. U uvjetima in vitro dusikov oksid se brzo metabolizira u stabilne produkte, nitrite
(NO2) ili nitrate (NOs’), ovisno oksidira li se molekularnim kisikom ili superoksidnim
anionom, i kao takav se izlu¢uje izvan stanice u hranjivu podlogu (Ambriovi¢ Ristov i sur.
2007). Sinteza dusikovog oksida moze se indirektno odrediti spektrofotometrijski Griessovom
metodom, mjeredi nitrite i nitrate akumulirane u tekucéoj hranjivoj podlozi u kojoj rastu stanice.
Mi smo koristili kit Griess reagent system proizvodac¢a Promega (SAD), koji za analizu NO2
koristi 1% sulfanilamid pripremljen u 5 % fosfatnoj kiselini i 0, 1 % N-1- naftiletilenediamin
dihidroklorid (NED). U mikrotitarsku plo¢u smo stavili 50 uL uzorka u triplikatu, potom smo
dodali 50 pL sulfanilamid otopine i inkubirali 10 minuta na sobnoj temperaturi (zasti¢eno od
svjetla). Nakon prve inkubacije smo dodali 50 uLL NED otopine i opet inkubirali 10 minuta na
sobnoj temperaturi (zasti¢eno od svjetla). Nakon druge inkubacije (ruzi¢asto obojenje uzorka)
smo ocitali apsorbanciju na 540 nm na uredaju Labsystems iEMS Reader MF. Kao standard
upotrijebili smo 0, 1M natrijev nitrit u koncentracijama od 0 do 100 uM. 1z standardne krivulje
ovisnosti apsorbancije o koncentraciji nitrita odreden je nagib pravca. Preko nagiba pravca

izracunali smo koncentraciju NO2™ u uzorcima. Koncentracija NO2™ izrazena je kao uM/pL.

NO,™ HC
H \H,
Q-
SULFANILAMID % NED @
H NH>
= r\.o;s~©~r =N @ NN

AZO KOMPONENTE

Slika 12. Kemijska reakcija nastala mjerenjem NOz" koristeéi Griess reagens sustav
(Preuzeto od:

http://worldwide. promega. com/resources/protocols/technical-bulletins/0/griess-reagent-system-protocol/)
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2.2.6. Odredivanje funkcionalne aktivnosti makrofaga iz peritonealne tekuéine

Funkcionalnu aktivnost makrofaga odredili smo 24 sata nakon deset dana obrade pokusnih
zivotinja i kontrole. Iz svih skupina smo uzeli peritonealnu tekucinu za odredivanje
funkcionalne aktivnosti makrofaga i napravili razmaze na predmetnim stakalcima (po 4 stakalca
za svaku skupinu) te osusili na sobnoj temperaturi tijekom 15 minuta. Zatim smo fosfatnim
puferom (PBS) isprali neadherirane stanice, a adherirane stanice koje su ostale na stakalcima
smo inkubirali 1 sat u hranjivom mediju 199 koji sadrzi 10 nM HEPES-a na temperaturi 37 °C.
Poslije inkubacije uklonili smo hranjivi medij, a preparate fiksirali 2, 5 % -tnim
glutaraldehidom. Zatim smo preparate obojili 5 % - tnom otopinom Giemse. Svjetlosnim
mikroskopom, na povecanju 400x, vr$ili smo analizu preparata. Brojali smo 200 makrofaga po

svakom preparatu i odredivali udio aktiviranih stanica u odnosu na udio neaktivnih stanica.

2.2.7. Odredivanje koncentracije parametara oksidativnog stresa i antioksidativne

zaStite

2.2.7.1. Izolacija i priprema tkiva

Izolirana tkiva (bubrezi, jetra i slezena) smo pohranili na -80 °C do pripreme za analizu. Tjedan
dana nakon pohrane, odvagali smo 30-45 mg svakog organa u eppendorf epruvetu, dodali
fosfatni pufer (PBS) u omjeru 1:10 i uzorke homogenizirali ultrazvu¢nim homogenizatorom.
Dobivene homogenate smo centrifugirali na 15000 okretaja kroz 15 min na 4 °C, nakon
centrifugiranja odvojili nadtalog, razrijedili ga 10 puta (100 pL nadtaloga i 900 uL fosfatnog
pufera) i sve uzorke pohranili na -20 °C do analize.
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2.2.7.2. Odredivanje proteina metodom po Lowery-U

Koli¢inu proteina u tkivima odreili smo metodom po Lowry-u (1951). Ova metoda temelji se
na ¢injenici da u luznatim uvjetima divalentni ion bakra tvori kompleks s peptidnim vezama.
Pritom se reducira u monovalentni ion bakra. Cu® i ostaci tirozina, triptofana i cisteina iz
proteina reagiraju s Folinovim reagensom, pri ¢emu nastaje nestabilni produkt, a on se zatim
reducira do molibden/volfram plavog (A = 600 nm).

Metodom po Lowry-u odredili smo proteine u ascitesu, bubrezima, jetri i slezeni misa. Sve je
radeno u duplikatima. Uzorci su razrijedeni u PBS-u: ascites, bubreg i slezena 50 puta, a jetra
20 puta. U epruvete smo dodali po 100 pL razrijedenog uzorka i 2 mL otopine D i inkubirali 10
min na sobnoj temperaturi. Nakon toga dodali smo 200 uL otopine E nakon ¢ega SmO snazno
vorteksirali i inkubirali 30 min na sobnoj temperaturi. Koli¢inu proteina odredili smo na
spektrofotometru mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od 600 nm. Kao standard
upotrijebili smo albumin govedeg seruma (engl. Bovine serum albumin, BSA) u
koncentracijama od 2 mg/mL prema manjim koncentracijama (2; 1; 0, 5; 0, 25; 0, 125i 0
mg/mL). 1z standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentracije BSA odredili smo nagib
pravca. Preko nagiba pravca izracunali smo koncentraciju proteina u uzorcima prema sljedecoj
formuli: ¢ = ((Auorka-bst. kivuje)/nagib pravca st. krivulje)) x razrijedenje. Koncentracija proteina

izrazena je kao mg/mL.

Tablica 8. Priprema otopina za odredivanje proteina po Lowry-u

Otopina D Pomijesati otopine u omjeru 48:1:1 (A:B:C)
A: 2 % (w/v) Na2CO3z u 0, 1M NaOH

9, 6 g Na2COs + 480 mL 0, 1M NaOH

B: 1 % (w/v) natrij-kalij tartarat u dH20
0, 1 g natrij-kalij tartarat + 10mL dH.O

C: 0,5 % (w/v) CuSO4 x 5H20 u dH20
0, 05 g CuSO4 x 5H20 + 10 mL dH20

Otopina E Pomijesati Folin i Ciocalteu's fenol reagens i dH20

u omjeru 2:1
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2.2.7.3. Mjerenje kolicine lipidne peroksidacije

Koli¢inu lipidne peroksidacije odredili smo modificiranom metodom koju su opisali Jayakumar
I sur. 2007. U metodi se mjeri koncentracija malondialdehida (MDA), jednog od glavnih
produkata lipidne peroksidacije. Metoda koja se najc¢esce koristi za odredivanje koncentracije
MDA u bioloSkom uzorku je derivatizacija MDA s 2-tiobarbituratnom kiselinom (TBA) pri
¢emu MDA reagira s dva ekvivalenta TBA i nastaje MDA-(TBA)2 kompleks. Reakcija se
odvija u kiselim uvjetima i na visokoj temperaturi pri ¢emu nastaje crveni fluorescentni derivat
MDA-(TBA)2 ¢ija koncentracija se moze izmjeriti spektrofotometrijski pri valnoj duljini 532

nm. Princip ove metode se zasniva na sljedecoj reakeiji:
O

N N SH
0 0 5 NH S AN HO =
M + /L ‘
H H o N s N\ ScH—cH=cH \/N
H OH

MDA TBA MDA-TBA kompleks

Slika 13. Mehanizam reakcije TBARS sa tiobarbiturnom kiselinom
(Preuzeto od: http//www. supa. pharmacy. bg. ac. rs/assets/9203)

U eppendorf epruvetu dodali smo 100 uLL homogenog uzorka i 1, 6 mL reagensa A. Otopinu
smo zatim stavili u vodenu kupelj na 95 °C na 60 minuta. Nakon toga otopinu smo naglo
ohladili na ledu prilikom ¢ega su se nastale folikule slegnule na dno. Nadtalog smo odvojili i
izmjerili apsorbanciju pri 532 nm. Ukupna koncentracija MDA izrac¢unali Smo prema sljedecoj
formuli: ¢ = (Auzorka X Vreakcijske smiese)/(€ X Vuzorka X Cproteina uzorka), t€ je izrazena kao nmol MDA

po mg proteina.
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Tablica 9. Priprema otopina za odredivanje koncentracije MDA

8, 1% SDS 0, 81 g SDS-a u 10 mL dH.0O

20% octena kiselina 20 mL 99, 5 % octene kiseline i 2, 31 mL HCI,
nadopuni se do 50 mL dH20 i podesi pH=3, 5 te
nadopuni dH20 do 100 mL

0, 8% TBA 0, 8 g TBA u 40 mL dH20 uz lagano zagrijavanje.
Nakon $to se otopi dodaje se 500 uL. SM NaOH te se
nadopuni s dH20 do 100 mL.

Otopina A 100 pL 8, 1 % SDS + 750 pL 20 % octene kiseline
(pH=3,5)+ 750 uL 0, 81 % TBA

2.2.7.4. Mjerenje enzimatske aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze odredili smo spektrofotometrijskom metodom po Aebiju (1984). U toj
metodi aktivnost katalaze odreduje se kao koli¢ina potrosenog H2O5.

U reakcijsku smjesa u kivetu ukupnog volumena 1 mL dodali smo 980 uL10 mM H20», a
ostatak do ukupnog volumena od 1 mL bio je uzorak odgovarajuceg razrijedenja. Nakon toga
na spektrofotometru mjerili smo smanjenje koli¢ine H2O2 pri 240 nm tijekom jedne minute.

Aktivnost katalaze izraZena je preko ekstinkcijskog koeficijenta H2O2 (e = 39, 4 mM* cm™)
prema formuli: ¢ = (Auzorka/ (EH202 X 1)) X razrijedenje, gdje je | jednak putu koji zraka svijetla

prode kroz kivetu i iznosi 1 cm. Rezultat je izrazen kao U/mg proteina $to odgovara pumol

razgradenog H>O> po minuti po miligramu proteina.

2.2.7.5. Mjerenje koncentracije ukupnog glutationa (GSH)

Koncentraciju ukupnog glutationa odredili smo prema modificiranoj metodi koju je opisao
Tietze (1969). Metoda se temelji na reakciji tiolnog reagensa 5, 5-ditiobis-2-nitrobenzoi¢ne

kiseline (DTNB, Ellmanov reagens) s GSH pri ¢emu se stvara kromofor 5-tionitrobenzoi¢na
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kiselina (TNB) koja apsorbira pri valnoj duljini 405-414 nm. Osim TNB, stvara se i GS-TNB
koji se reducira pomoc¢u GSH reduktaze i NADPH pri ¢emu se otpusta druga molekula TNB i
reciklira GSH. Brzina nastanak TNB proporcionalna je recilirajucoj reakciji koja je
proporcionalna koncentraciji glutationa u uzorku. Pri ovoj metodi sav oksidirani GSH (disulfid
GSSG) prisutan u reakcijskoj smjesi ili nastao iz mijesanog disulfida GSH s GS-TNB brzo se
reducira do GSH. Konacan rezultat koji se dobije odgovara ukupnoj koncentraciji reduciranog
i oksidiranog GSH u uzorku.

Koncentracija ukupnog GSH mjeri se u mikrotitarskoj plo¢ici. U jednu jazicu dodali smo 20
uL uzorka razrijedenog 40 puta, 40 uL 0, 035 M HCIl i 40 uL 10 mM DTNB, te mjerili
apsorbanciju na valnoj duljini od 415 nm. Zatim smo dodali 100 uL otopine GR i NADPH te
mijerili se apsorbanciju tijekom 5 min. Priprema navedenih otopina prikazana je u Tablici 10.
Za standard koristili smo koncentraciju reduciranog GSH (0-100 uM). Nacrtani su pravci za
sve standarde kao promjena apsorbancije u vremenu. Ocitani su nagibi pravaca, nacrtan je
pravac kao ovisnost nagiba pravca o koncentraciji GSH. Kona¢no, taj dobiveni pravac koristen
je za dobivanje koncentracije ukupnog GSH u uzorku prema sljede¢oj formuli:

¢ = ((nagib pravca uzorka — nagib pravca slijepe probe)/nagib pravca standarda) x razrijedenje.

Koncentracija ukupnog GSH prikazna je kao uM GSH po mL proteina.

Tablica 10. Priprema otopine za odredivanje koncentracije GSH

0, 5 M pufer PBS 17 mL 1 M NazHPOg4 x 2 H20 i
(3 g Na2HPO4 x 2H20 i dH20 do 17 mL)
183 mL 1 M Naz2HPOa4 x 12 H20
(65, 5 g NaoHPO4 x12 H20 i dH.0 do 183mL)

0,5MEDTA 37,29 EDTA u 200 mL dH20

0, 5M pufer PBSs 0,5 M EDTA 200 mL 0, 5M PBS + 200 mL 0, 5M EDTA

0, 035 M HCI 7mL 0, 1 HCI u dH20 do 200 mL

10 mM DTNB 20mg DTNB i 0, 5M pufer PBSs 0,5 M EDTA
do5mL

0, 8 mM NADPH 6, 67 mg NADPH i 0, 5M pufer PBS s 0, 5 M
EDTA do 10 mL

Mjesavina GR 20 uL GR (50 U/mL) u 9980 puL 0, 8 mM
NADPH
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2.2.7.6. Mjerenje enzimske aktivnosti superoksid dismutaze (SOD)

Aktivnost SOD odredena je prema metodi po Flohé i Otting (1971). Metoda je posredna i
temelji se na inhibiciji redukcije citokroma c u sustavu ksantin/ksantin oksidaza.

U ovoj metodi koristene su dvije slijepe probe. Prva slijepa proba sastojala se samo od otopine
A (Tablica 11) te je apsorbancija u spektrofotometru mjerena na 550 nm tijekom 3 min. Druga
slijepa proba sluzila je za namjesStanje aktivnosti ksantin oksidaze. U kivetu je dodano redom:
25 ul dH20, 1, 45 mL otopine A i 15-30 pL ksantin oksidaze (0, 8 U/mL) (Tablica 2). Odmah
nakon dodavanja enzima i brzog mijeSanja mjerena je promjena apsorbancije, 0dnosno
aktivnost enzima ksantin oksidaze tijekom 3 min na 550 nm. Aktivnost ksantin oksidaze mora
biti oko 0, 025 U/min. U ovom slu¢aju volumen XOD koji je odgovarao bio je 25 — 30 uL.
Nakon $to se postigla optimalna aktivnost SOD, analizirali smo uzorke. U svaku reakcijsku
smjesu umjesto dH>O dodano je 25 pL uzorka te odgovarajuc¢i volumen ksantin oksidaze i
odmah nakon toga mjerena je apsorbancija u spektrofotometru. Enzimska aktivnost mjerena je
kao postotak inhibicije aktivnosti ksantin oksidaze koja se racuna prema formuli: % inhibicije =
100 — (AAuzorka ! AAsiijepa proba) X 100. Enzimska aktivnost SOD racuna se prema formuli: aktivnost

SOD = 10A((%inhibicije +12,757) /30, 932). Aktivnost SOD izrazena je kao U/mg proteina.

Tablica 11. Priprema otopina za odredivanje aktivnosti SOD

50 mM PBS Pomijesati 17 mL (1, 56 g NaH2PO4 x 2H,0 u 50 mL
dH20) i 183 mL (5, 678 g Na2HPO4 u 200 mL dH20),
namjestiti pH=7, 8 te nadopuniti do 800 mL
50mMPBSs0,1mMEDTA 3, 72mg EDTA u 100 mL 50 mM PBS
Reakcijska otopina A 190 mL 0, 05 mM citokroma C (29 mg citokroma C u 50
mM PBS s 0, 1 mM EDTA do 190 mL) i 19 mL 1 mM
ksantina (3 mg ksantina u 19, 74 mL 1 mM NaOH, tesko
se otapa, lagano zagrijavati)
Reakcijska otopina B 40 pL ksantin oksidaze i 960 pL dH20
XOD (aktivnost 0, 8 U/mL)
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2.3. Statisticka obrada podataka

Dobivene rezultate smo obradilii Student t-testom. Rezultate smo dobili iz najmanje 2 ili 3
pokusa te izrazilii kao srednju vrijednost +/- standardna devijacija (SD). Razlike srednjih

vrijednosti smatraju se znac¢ajnima ako je P manji od 0, 05.
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3. REZULTATI

3.1. Promjene tjelesne teZine

Prac¢enjem promjena tjelesne tezine tijekom perioda obrade dobili smo uvid u brzinu rasta
tumora (ascitesa) kod pojedine skupine, gdje je rast tumora izracunat kao % u odnosu na
pocetnu tezinu tumora unutar skupine. Rezultati su prikazani na Slici 14. Kod kontrole je
zamijecen linearni rast tjelesne tezine (TT) tijekom prvih 5. dana od unosa EAT stanica, te blaga
stagnacija i gubitak TT prema 11. danu (dan zrtvovanja). Kod obradenih skupina u odnosu na
kontolu dobitak na TT tokom prvih 5. dana je sporiji, da bi se 11. dana TT skupine obradene
CA 40 mg/kg(10x) priblizila TT kontrole. Obradene skupine CA 80 mg/kg (10x) i CA 40 mg/kg
(3x) 11. dan imaju istu tezinu. Najveée odstupanje u rstu tumora, tj. promijeni TT, pokazuje
skupina obradena CA 80 mg/kg (3x), koja ima najsporiji 1 najnizi porast TT tijekom perioda
obrade.
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Slika 14. Promjene mase tumora miSeva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom kiselinom. Misevi
(N=7) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg
tijekom 10 dana /ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Rast tumora izrazen je kao % u odnosu na

pocetnu tezinu tumora unutar skupine.
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3.2.  Prezivljenje Zivotinja

Ucinak kafeinske kiseline (40 i/ili 80 mg/kg ip) na miSeve nositelje EAT-a istrazili smo
pra¢enjem vremena prezivljenja obradivanih skupina. 1z Tablice 12 vidljivo je da obrada
miSeva s CA u dozi od 80 mg/kg tijekom 10 dana je polucila najbolji rezultat i dovele do
povecanja zivotnog vijeka (ILS) za 28, 395 % dok obrada tumora u naprednoj fazi rasta tijekom
3x u dozi od 80 mg/kg je dovela do povecanja od 17, 073 sli¢no kao i dugotrajna obrada od 40
mg/kg (ILS %=17, 530).

Tablica 12. Prezivljavanje miSeva s Ehrlichovim ascitesnim tumorom nakon obrade s

kafeinskom kiselinom

Srednja
Raspon vrijednost | T/C %P® ILS% ¢ Broj
Skupina? preZivljenja | prezivljenja preZivjelih
(dani) (dani) Zivotinja
5. KONTROLA | 16-25 20,5 0
6. CA 40 mg/kg 117,530 17,530
(10x) 17-31 23,8 0
7. CA 80 mg/kg 128, 395 28, 395
(10x) 21-31 26 0
8. CA 40 mg/kg 97, 561 -2, 439
(3x) 16-21 20 0
9. CA 80 mg/kg 117,073 17,073
(3x) 17-31 24 0

aMisevi (N=7) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80
mg/kg tijekom 10 dana i/ili s poéetkom nakon 5. dana svaki drugi dan.

bT/C % = T/Cx100; T - srednja vrijednost vremena prezivljavanja obradene skupine Zivotinja; C - srednja
vrijednost vremena prezivljavanja kontrolne skupine Zivotinja.

°ILS % (engl. increased life span %), postotak povecanja Zivotnog vijeka = (T—C)/Cx100; T - srednja vrijednost
vremena prezivljavanja obradene skupine Zivotinja; C - srednja vrijednost vremena prezivljavanja kontrolne

skupine Zivotinja.
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3.3.  Ukupni broja stanica u peritonealnoj tekucini

Rezultati odredivanja ukupnog broja stanica u peritonealnoj tekucini ukazuju da je srednja
vrijednost broja stanica u obradenim skupinama statisticki znacajno manja u odnosu na kontrolu
(Slika 15), gdje je: P <0, 001 za skupinu 1. CA 40 mg/kg (10x); P <0, 01 za skupinu 2. CA 80
mg/kg (10x); P < 0, 05 za skupinu 3. CA 40 mg/kg (3x) i skupinu 4. CA 80 mg/kg (3x).
Statisticki znacajne razlike postoje i izmedu obradenih skupina. Skupine 1. CA 40 mg/kg (10x)
ima manji broj stanica u odnosu na skupinu 3. CA 40 mg/kg (3x) (P <0, 05), te skupinu 2. CA
80 mg/kg (10x) (P <0, 01).

80 4

Broj stanica u ascitesu (x 10%)

0. Kontrola 1.CAS0(10x) 2.CABD(10x) 3.CA40(3x) 4 CABDI3x)

Slika 15. Ukupni broja stanica u peritonealnoj tekucini miseva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom
kiselinom. Misevi (N=7) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40
i/ili 80 mg/kg tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka to¢ka na histogramu
predstavlja srednju vrijednost + SD. *P < 0, 05; **P < 0, 01; ***P < 0, 001 u odnosu na kontrolu; *P < 0, 05; **P
<0, 01; ***P < 0, 001 u odnosu na obradenu skupinu. Brojevi iznad svakog stupca oznacavaju koje pojedine

skupine se medusobno razlikuju.
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3.4.

Diferencijalna analiza stanica iz peritonealne tekuéine

Diferencijalnom analizom stanica iz peritonealne tekuc¢ine miseva nositelja EAT nismo uocili

statisti¢ki znacajne razlike (P > 0, 05) izmedu postotka tumorskih stanica, makrofaga, neutrofila

ili limfocita (Tablica 12). Medutim iz Tablice 12 vidljiv je porast % makrofagnih stanica

obradom zivotinja s CA u dozi od 40 ili 80 mg/kg tijekom 10 dana.

Tablica 13. Diferencijalna analiza stanica iz peritonealne teku¢ine miSeva nositelja EAT-

a obradenih s kafeinskom Kiselinom

Tumorske stanice (%0)

Pokusne skupine? | Srednja vrijednost | Standardna Minimum | Maksimum
devijacija

0. Kontrola 73,75 7, 135592 65, 5 81,5

1. CA40(10x) 64, 625 14, 89057 44 78,5

2. CA80(10x) 66, 625 10, 49901 52 77

3. CA40(3x) 76 3, 366502 74 81

4. CA80(3x) 68, 125 15, 14032 49,5 86, 5
Makrofagi (%)

0. Kontrola 11 3, 582364 7,5 16

1. CA40(10x) 21, 125 10, 9573 7,5 30

2. CA80(10x) 24, 125 13, 91866 11 43

3. CA40(3x) 12,5 3, 488075 9,5 17,5

4. CA80(3x) 15 5, 686241 8,5 21,5
Neutrofili (%0)

0. Kontrola 14, 875 7, 586995 6,5 23,5

1. CA40(10x) 13,5 10, 59088 4,5 25

2. CA80(10x) 8, 625 7, 295832 4 19,5

3. CA40(3x) 11,5 4, 490731 7 16,5

4. CA80(3x) 15, 875 13, 60989 0,5 33
Limfociti (%)

0. Kontrola 0, 375 0, 478714 0 1

1. CA40(10x) 0, 625 0, 946485 0 2

2. CA80(10x) 0,75 0,5 0 1

3. CA40(3x) 0 0 0 0

4. CA80(3x) 0,75 1, 190238 0 2,5

®Misevi (N=7) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u

dozi od 40 i/ili 80 mg/kg tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan.
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3.5. Kvantitativno mjerenje proZiljenosti

Rezultati kvantitativnog mjerenja proziljenosti ukazuju da je srednja vrijednost broja krvnih
zila u obradenim skupinama s CA statisti¢ki znacajno manja u odnosu na kontrolu (Slika 16),
gdje je: P <0, 05 za skupine 1. CA 40 mg/kg (10x), 2. CA 80 mg/kg (10x) i 4. CA 80 mg/kg
(3x); P <0, 01 za skupinu 3. CA 40 mg/kg (3x).

18 5

Broj krvnih Zila

0 Kontrala 1.CA40(10x) 2. CABO(10x) 3.CA40(3x) 4. CABO(3x)

Slika 16. Kvantitativno mjerenje proZziljenosti miSeva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom Kkiselinom.
Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg
tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju
vrijednost + SD. Brojevi iznad svakog stupca oznacavaju koje pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana

je statisti¢ka zna¢ajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu (*P < 0, 05; ** P < 0, 01)
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Rezultati mjerenja duSikovog oksida indirektnom metodom prema Griess-u

3.6.

3.6.1. Razina dusik oksida iz stimuliranih makrofaga slezene

Razina NO iz stimuliranih makrofaga slezene s LPS-om prikazana je na Slici 17. Rezultati nisu

pokazali statisticki znacajnu razliku (P > 0, 05) izmedu istrazivanih skupina.
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Slika 17. Odredivanje koncentracije NO iz stimuliranih makrofaga slezene s LPS

5x10%) su obradeni ip

5) nakon unosa EAT stanica (2,

a obradenih s kafeinskom Kiselinom. Misevi (N

kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan.

Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju vrijednost = SD.
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3.6.2. Razina dusSik oksida iz ukupnih stanica ascitesa

Rezultati mjerenja koncentracije NO u uzorku ukupnih stanica ascitesa (Slika 18) ukazuju da
je srednja vrijednost koncentracije NO u obradenoj skupini 1. CA 40 mg/kg (10x) veéa (P <0,
05) u odnosu na kontrolu i obradene skupine 2. CA 80 mg/kg (10x) i 4. CA 80 mg/kg (3x), te
veéa (P < 0, 01) s obzirom na skupinu 3. CA 80 mg/kg (3x). Isto tako je uofena manja

koncentracija NO (P < 0, 05) kod skupine 3. CA 40 mg/kg (3x) u odnosu na skupinu 4. CA 80
mag/kg (3x).
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Slika 18. Odredivanje koncentracije NO iz ukupnih stanica ascitesa miSeva nositelja EAT-a obradenih s
kafeinskom kiselinom. Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x106) su obradeni ip kafeinskom kiselinom
u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka to¢ka na
histogramu predstavlja srednju vrijednost + SD. Prikazana je statisti¢ka znacajnost obradenih skupina u odnosu na

kontrolu (*P < 0, 05) i izmedu obradenih skupina (*P <0, 05; ** P <0, 01).
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3.6.3. Razina dusik oksida iz nestimuliranih makrofaga ascitesa

Rezultati mjerenja koncentracije NO u uzorku ascitesa nestimuliranih makrofaga (bez LPS-a)
prikazani su na Slici 19. Rezultati ukazuju da je srednja vrijednost koncentracije NO u

obradenim skupinama 1. CA 40 mg/kg (10x), 2. CA 80 mg/kg (10x) i 4. CA 40 mg/kg (3x)
statisti¢ki znacajno veca (P < 0, 05) u odnosu na kontrolu.
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Slika 19. Odredivanje koncentracije NO iz makrofaga ascitesa bez LPS-a miSeva nositelja EAT-a obradenih
s kafeinskom kiselinom. Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10) su obradeni ip kafeinskom kiselinom
u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka to¢ka na
histogramu predstavlja srednju vrijednost + SD. Brojevi iznad svakog stupca oznacavaju koje pojedine skupine se

medusobno razlikuju. Prikazana je statisticka znacajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu (*P < 0, 05).
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3.6.4. Razina dusik oksida iz stimuliranih makrofaga ascitesa

Slika 20 prikazuje da skupina 4. CA 80 mg/kg (3x) ima statisticki zna¢ajno ve¢u koncentraciju

NO (P <0, 05) u odnosu na kontrolu, te u odnosu na skupinu 1. CA 40 mg/kg (10x) i 2. CA 80
mg/kg (10x).
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Slika 20. Odredivanje koncentracije NO iz stimuliranih makrofaga ascitesa s LPS-om mi$eva nositelja EAT-
a obradenih s kafeinskom Kkiselinom. MiSevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10%) su obradeni ip
kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan.
Svaka tocka na histogramu predstavlja srednju vrijednost £ SD. Brojevi iznad svakog stupca oznaéavaju koje
pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana je statisticka znaCajnost obradenih skupina u odnosu na

kontrolu (*P < 0, 05) i izmedu obradenih skupina (*P < 0, 05).
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3.7. Funkcionalna aktivnost makrofaga iz peritonealne tekucine

Rezultati odredivanja funkcionalne aktivnosti makrofaga ukazuju da je srednja vrijednost broja
aktiviranih makrofaga (Slika 21) statisticki znacajno veca (P <0, 05) unutar obradenih skupina
1. CA 40 mg/kg (10x) i 2. CA 80 mg/kg (10x) u odnosu na kontrolu i obradene skupine 3. CA
40 mg/kg (3x) i 4. CA 80 mg/kg (3x).

Rezultati odredivanja funkcionalne aktivnosti makrofaga ukazuju da je srednja vrijednost broja
neaktiviranih makrofaga (Slika 22) statisticki znacajno manja u skupina obradenih s CA u
odnosu na kontrolu (P <0, 05; P <0, 01). Isto tako uocene su statisti¢ki znacajne razlike unutar
obradenih skupina; izmedu skupine 1 i skupine 314 (P <0, 01) te skupine 2 i 3 (P <0, 05) te
izmedu skupine4i1i2 (P<0,01).
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Slika 21. Aktivni makrofagi miSeva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom kiselinom. Misevi (N=5) nakon
unosa EAT stanica (2, 5x10) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg tijekom 10 dana
i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju vrijednost = SD.
Brojevi iznad svakog stupca oznacavaju koje pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana je statisticka

znacajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu (*P < 0, 05) i izmedu obradenih skupina (*P < 0, 05).
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Slika 22. Neaktivni makrofagi miSeva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom Kiselinom. Misevi (N=5)
nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg tijekom 10
dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka to¢ka na histogramu predstavlja srednju vrijednost +
SD. Brojevi iznad svakog stupca oznafavaju koje pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana je
statisticka znacajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu (*P < 0, 05) i izmedu obradenih skupina (*P < 0,

05; ** P <0, 01).

3.8.  Ukupni proteini u uzorcima

Rezultati mjerenja ukupnih proteina u uzorcima ascitesa ukazuju da je srednja vrijednost
ukupnih proteina (Slika 23) statisti¢ki znacajno manja (P < 0, 05) kod skupine 2. CA 80 mg/kg
(20x) u odnosu na kontrolu, dok kod ostalih obradenih skupina u odnosu na kontroli nema
statisticki znacajnih promijena. Obradene skupine 3. CA 40 mg/kg (3x) i 4. CA 80 mg/kg (3x)
imaju vecu koli¢inu ukupnih proteina u odnosu na skupinu 1. CA 40 mg/kg (10x) (P <0, 05) i
skupinu 2. CA 80 mg/kg (10x) (P <0, 01).

Rezultati mjerenja ukupnih proteina u uzorcima bubrega (Slika 24) ukazuju na statisti¢ki
znacajno visu srednju vrijednost ukupnih proteina (P < 0, 05) kod skupine 4. CA 80 mg/kg (3x)
u odnosu na kontrolu. Srednja vrijednost ukupnih proteina kod jetre (Slika 25) ne ukazuju na
statisticki znacajnu razliku (P < 0, 05), dok je u uzorcima slezene (Slika 26) uocena visa

koncentracija proteina (P < 0, 05) u skupini 1. CA 40 mg/kg (10x) u odnosu na kontrolu.
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Slika 23. Ukupni proteini u uzorku ascitesa miSeva nositelja EAT-a obraden

Misevi (N

5x109) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg

5) nakon unosa EAT stanica (2

tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju

vrijednost + SD. Brojevi iznad svakog stupca oznacavaju koje pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana

je statisticka znacajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu (¥*P < 0, 05) i izmedu obradenih skupina (*P <

0, 05; ** P <0, 01).
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Slika 24. Ukupni proteini u uzorku bubrega miseva nositelja EAT-a obraden

Misevi (N

5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg

stanica (2

5) nakon unosa EAT

tkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju

Ce

tijekom 10 dana i/ili s po

vrijednost = SD. Brojevi iznad svakog stupca oznagavaju koje pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana

je statistiCka znacajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu (*P < 0, 05).
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Slika 26. Ukupni proteini u uzorku slezene

Misevi (N

tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka to¢ka na histogramu predstavlja srednju

vrijednost =+ SD. Brojevi iznad svakog stupca oznacavaju koje pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana

je statisti¢ka znacajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu (*P < 0, 05).
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3.9. Koncentracija MDA u uzorcima

Rezultati mjerenja koncentracije MDA u uzorku ascitesa (Slika 27) ukazuju da je srednja
vrijednost koncentracije MDA veca (P < 0, 01) kod skupine 2. CA 80 mg/kg (10x) u odnosu na
kontrolu i skupinu 3. CA 80 mg/kg (3x), te u odnosu (P < 0, 05) na skupinu 4. CA 40 mg/kg
(3x). Isto tako je uoceno da je srednja vrijednost koncentracije MDA veéa (P < 0, 05) kod
skupine 1. CA 40 mg/kg (10x) u odnosu na skupinu 3. CA 40 mg/kg (3x) i skupinu 4. CA 80
mg/kg (3x). NajniZza srednja vrijednost koncentracije MDA u odnosu na kontrolu i obradene
skupine zabiljezena je kod skupine 3. CA 80 mg/kg (10x).

Rezultati mjerenja koncentracije MDA u uzorku bubrega i jetre (Slika 28 i 29) ne pokazuju
statisticku znacajnost (P < 0, 05).

Rezultati mjerenja koncentracije MDA u uzorku slezene (Slika 30) ukazuju da je srednja
vrijednost mjernja koncentracije MDA statisti¢ki znacajno manja kod skupine 1. CA 40 mg/kg
(10x) u odnosu na kontrolu (P < 0, 05), te visa (P < 0, 05) u odnosu na skupinu 2. CA 80 mg/kg
(10x).
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Slika 27. Koncentracija MDA u uzorku ascitesa miSeva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom kiselinom.
Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg
tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju
vrijednost =+ SD. Brojevi iznad svakog stupca oznacavaju koje pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana
je statisticka znacajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu (*P < 0, 05) i izmedu obradenih skupina (*P <

0, 05; **P <0, 01).
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Slika 30. Koncentracija MDA u uzorku slezene miSeva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom kiselinom.
Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg
tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju
vrijednost + SD. Brojevi iznad svakog stupca oznacavaju koje pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana
je statisticka znaCajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu (*P < 0, 05) i izmedu obradenih skupina (*P <
0, 05).

3.10. Aktivnost CAT u uzorcima

Rezultati odredivanja aktivnosti katalaze u uzorku ascitesa (Slika 31) ukazuju na povecanu
aktivnost katalaze kod skupine 3. CA 40 mg/kg (3x) u odnosu na kontrolu ostale obradene
skupine (P < 0, 05), te statisti¢ki znacajno povisenu aktivnost katalaze kod skupine 2. CA 80
mg/kg (10x) u odnosu na kontrolu (P < 0, 001).

U uzorku bubrega (Slika 32) aktivnost katalaze je statisticki znac¢ajno manja (P < 0, 05) kod
skupine 1. CA 40 mg/kg (10x) u odnosu na skupinu 3. CA 40 mg/kg (3x).

Rezultati odredivanja aktivnosti katalaze u uzorku jetre (Slika 33) ne ukazuju na statisticki
znacajnu razliku (P <0, 05).

U uzorku slezene (Slika 34) aktivnost katalaze je statisticki znacajno visa (P < 0, 05) kod
skupine 2. CA 80 mg/kg (10x) u odnosu na skupinu 4. CA 80 mg/kg (3x).
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Slika 31. aktivnost katalaze u uzorku ascitesa miseva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom Kiselinom.
Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg
tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju
vrijednost + SD. Brojevi iznad svakog stupca oznacavaju koje pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana

je statisticka znacajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu (*P <0, 05; P <0, 01) i izmedu obradenih skupina

(*P <0, 05).
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Slika 32. Aktivnost katalaze u uzorku bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom kiselinom.
Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg

tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju

vrijednost + SD.
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Slika 34. aktivnost katalaze u uzorku jetre miseva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom Kiselinom Misevi

(N

5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg tijekom

10 dana 1/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka tocka na histogramu predstavlja srednju vrijednost

+ SD. Brojevi iznad svakog stupca oznaavaju koje pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana je

statisticka znacajnost izmedu obradenih skupina (*P < 0, 05).
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3.11. Koncentracija GSH u uzorcima

Rezultati odredivanja koncentracije ukupnoga glutationa ne pokazuju statisticki znacajnu

srednju vrijednost koncentracije ukupnoga glutationa u uzorcima ascitesa, bubrega i jetre (Slike

35, 36, 37). Dok je u uzorcima slezena (Slika 38) uofena manja koncentracija ukupnoga

glutationa kod skupine 1. CA 40 mg/kg (10x) u odnosu na kontrolu (P < 0, 01).
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Slika 35. Koncentracija GSH u uzorku ascitesa miSeva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom kiselinom.
Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg

tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju

vrijednost + SD.
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Slika 36. Koncentracija GSH u uzorku bubrega miseva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom kiselinom.

Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg

tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju

vrijednost + SD.
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Slika 37. Koncentracija GSH u uzorku jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom Kiselinom.

Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg

tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka to¢ka na histogramu predstavlja srednju

vrijednost + SD.
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Slika 38. Koncentracija GSH u uzorku slezene misSeva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom kiselinom.
Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg
tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju
vrijednost + SD. Brojevi iznad svakog stupca oznacavaju koje pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana

je statisti¢ka zna¢ajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu (**P < 0, 01).
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3.12. Aktivnost SOD u uzorcima

Rezultati odredivanja aktivnosti SOD u uzorku ascitesa (Slika 39) ukazuju na poviSenu
aktivnost SOD kod obrade 1. CA 40 mg/kg (10x) u odnosu na obradu 4. CA 80 mg/kg (3x) i
kontrolu (P < 0, 05). Uocena je statisticki znacajo vecéa aktivnost SOD (P < 0, 05) kod obrade
2. CA 80 mg/kg (10x) u odnosu na kontrolu.

Rezultati odredivanja aktivnosti SOD u uzorku bubrega (Slika 40) ukazuju na manju aktivnost
SOD kod skupine 2. CA 80 mg/kg (10x) u odnosu na skupinu 4. CA 80 mg/kg (3x) i kontrolu
(p<0,05).

Rezultati odredivnja aktivnosti SOD u uzorcima jetre i slezene (Slike 41 i 42) nisu pokazali

statisticku znacajnost (P > 0, 05).
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Slika 39. Aktivnost SOD u uzorku ascitesa miSeva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom Kkiselinom.
Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg
tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju
vrijednost + SD. Brojevi iznad svakog stupca oznacavaju koje pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana
je statisticka znacajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu (¥*P < 0, 05) i izmedu obradenih skupina (*P <

0, 05).
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Slika 40. aktivnost SOD u uzorku bubrega miseva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom Kiselinom.

Misevi (N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg

tijekom 10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju

vrijednost + SD. Brojevi iznad svakog stupca oznacavaju koje pojedine skupine se medusobno razlikuju. Prikazana

je statisticka znacajnost obradenih skupina u odnosu na kontrolu (*P < 0, 05) i izmedu obradenih skupina (*P <

0, 05).
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Slika 41. aktivnost SOD u uzorku jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom Kiselinom. Misevi

(N

5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg tijekom

10 dana i/ili s po¢etkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka tocka na histogramu predstavlja srednju vrijednost

+ SD.
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Slika 42. Aktivnost SOD u uzorku slezene miSeva nositelja EAT-a obradenih s kafeinskom kiselinom. Misevi

(N=5) nakon unosa EAT stanica (2, 5x10°) su obradeni ip kafeinskom kiselinom u dozi od 40 i/ili 80 mg/kg tijekom

10 dana i/ili s pocetkom nakon 5. dana svaki drugi dan. Svaka toc¢ka na histogramu predstavlja srednju vrijednost

+ SD.
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4. RASPRAVA

Ucestalost zlo¢udnih bolesti je u porastu kao i njihova smrtnost. Posebice brzu smrt izazivaju
tumori koji dovode do stvaranja peritonealne karcinomatoze te posljedi¢nog stvaranja ascitesa.
Neucinkovita klasi¢na terapija, kao i1 neselektivnost te posljedicna toksi¢nost zahtijevaju
pronalazak novih i ucinkovitijih protutumorskih lijekova i nalazenje novih terapijskih
modaliteta. Posebna paznja je usmjerena na prirodne sastavnice, bez toksickog djelovanja s
izrazenim kemopreventivnim sposobnostima temeljenim na viSestrukim mehanizmima Koji
inhibiraju, usporavaju ili spre¢avaju procese karcinogeneze i proliferacije tumorskih stanica.
U ovom radu istrazili smo ucinak kafeinske kiseline (CA) na rast tumora, tumorsku
angiogenezu, funkcionalnu sposobnost makrofaga i makrofagnu polarizaciju i oksidacijski stres
u miseva. Kafeinska kiselina je bioloski aktivna sastavnica propolisa koja pokazuje
antioksidativna, protuupalna, antiproliferativna, citostatska, antiangiogena i antineoplasti¢na
svojstva.

Prema Shuklai i sur. (2008) flavonoidi nazo¢ni u propolisu (35-50 %) pripadaju skupini
prirodnih polifenolnih spojeva, Siroko rasprostranjenih u biljnom carstvu, koji pokazuju razne
bioloske aktivnosti, ukljucujuéi i inhibiciju rasta tumora.

Ucinak CA na rast tumora potvrdili smo pracenjem promjena tjelesne tezine tijekom perioda
obrade kako bi dobili uvid izravnog u¢inka CA na brzinu rasta tumora (ascitesa) kod pojedine
skupine s obzirom na ranu i kasnu fazu rasta tumora. CA je pokazala inhibicijski u¢inak na rast
stanica EAT. Tijekom perioda obrade najznacajnije rezultate je dala skupina obradena CA 80
mg/kg s pocetkom obrade nakon 5. dana od injiciranja tumora svaki drugi dan (3x). Medutim,
tijekom pracenja perioda preZivljavanja, ova skupina nije polucila najbolji u¢inak u prezivljenju
(ILS % =17, 073 %) u odnosu na kontrolu; najbolji u¢inak na prezivljavanje je polucila skupina
obradena CA u dozi od 80 mg/kg tijekom 10 dana obrade (Slika 14 i Tablical2), sto
povezujemo s svojstvima EAT tumora, koji je brzorastuéi zlo¢udni tumor koji sadrzi populacije
stanica razliCite osjetljivosti. Temeljem navedenog Cini se da bolji antitumorski u¢inak CA ima
na EAT tumor u eksponencijalnoj fazi rasta ali da kratkotrajno injiciranje (3x; 5., 7.1 9. dan) je
nedostatno za zaustavljanje proliferacije stanica EAT tumora i da je obradu miSeva trebalo
nastaviti kroz duze vrijeme. Protutumorrski u¢inak CA smo potvrdili i reduciranim brojem
stanica u trbusnoj Supljini (Slika 15) te u¢inkom na peritonealnu angiogenezu gdje je broj
novonastalih krvnih Zila bio vidno smanjen (Slika 16, i slike u prilogu). Rezultati odredivanja

ukupnog broja stanica u peritonealnoj tekuc¢ini ukazuju da je srednja vrijednost broja stanica u
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obradenim skupinama statisticki znac¢ajno manja (P<0, 05; 0, 01; 0, 001) u odnosu na kontrolu,
gdje se posebno isti¢e skupina obradena s 1. CA 40 mg/kg i skupina 2. CA 80 mg/kg tijekom
10 dana, S$to je popraceno porastom % makrofagnih stanica kao odrazom sposobnosti CA da
aktivira makrofage i inducira apoptozu $to u svome radu potvrduju i Orban i sur. (2000).

Ovi rezultati smanjenja peritonealne angiogeneze i mikrozilne gusto¢e (MVD) pokazuju anti-
angiogeni potencijal CA in vivo. Dobiveni podaci navode na zakljuc¢ak da bi dugotrajna obrada
s CA mogla poluciti bolji protutumorski i antiangiogeni u¢inak. MVD jest zlatni morfoloski
standard za procjenu neovaskularizacije tumora jer MVD broj odrazava angioarhitektonska
svojstva tumora 1 predstavnik je prosijecne interkapilarne udaljenosti kao vaznog parametra
angiogene terapije; smanjenje interkapilarne udaljenosti moze biti ograni¢avajuéi ¢imbenik u
brzini rasta tumora (Rak i sur. 1995).

Poznato je da proces tumorske angiogeneze pocinje hipoksijom ili ishemijom tumora pri ¢emu
je izrazen transkripcijski faktor hipoksijom inducirani ¢imbenik-Ia (HIF-la), koji potice
transkripciju brojnih angiogenih ¢imbenika, npr. ¢imbenika rasta krvozilnog endotela (VEGF),
(Gerald i sur. 2004). Tumorske stanice i makrofagi sintetiziraju VEGF ¢imbenik koji inducira
sintezu proteaza i receptora vaznih za Sirenje tumora u lokalna tkiva. U nazocnosti
angiogenskog poticaja zapo¢inje razgradnja bazalne membrane i endotelne stanice venula Sire
se kroz njihovu stijenku tvoreé¢i novu mrezu kapilara u tumoru (LeSin i sur. 2008). Angiogeni
¢imbenici potrebni za neovaskularizaciju tumora stvaraju se iz najmanje tri izvora: sintezom u
tumorskim stanicama, sekrecijom iz makrofaga koji infiltriraju tumor, te enzimatskom
razgradnjom medustanicnog matriksa od strane makrofaga i/ili tumorskih stanica (Dedi¢
Plaveti¢ i sur. 2003). Nadalje, procesu rasta i Sirenja tumora pridonose brojni ¢imbenici,
ukljucujuéi brojne genetske i epigenetski ¢imbenike, reaktivne radikale kisika (ROS), te
oslabljeni immunosni nadzor. Tijekom napredovanja tumora, tumor aktivno privlaci (novaci)
monocite i makrofage iz cirkulacije u tumor, gdje makrofagi u nazocnosti raznih
mikrookoli$nih signalnih molekula tumora i stromalnih stanica mijenjaju mikrookoli§ tumora 1
ubrzavaju njegov rast. Osim fenotipskih promjena, makrofagi mjenjaju svoju funkciju; dolazi
do polarizacije makrofaga od klasiénih M1 u alternativne M2 makrofage. M1 makrofagi
ukljuceni su u upalni odgovor, unistavanje patogena, i antitumorsku imunost. Nasuprot tome,
M2 makrofagi utjeCu na protuupalni odgovor, zacjeljivanje rana i imaju pro-karcinogene
znacCajke.

Temeljem brojnih ¢imbenika koji mogu utjecati na rast tumora dalje je bilo vazno istraziti
imunomodulatornu ulogu CA kao i njen antioksidacijki u¢inak u regulaciji tumorskog rasta i

angiogeneze. Jedne od najvazniji stanica u regulaciji rasta tumora svakako su makrofagi.
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Monociti-makrofagi su stanice s viSestrukom ulogom; izlucuju i stvaraju brojne aktivne tvari
kojima utjeCu na tijek imunosne reakcije, djeluju na tumorske stanice i sudjeluju u upalnoj
reakciji i obnovi oSte¢enog tkiva. Nastaju iz viSestrukoproizvodne maticne stanice kosStane srzi
i kao monociti u cirkulaciji se zadrzavaju 1 — 4 dana, potom napustaju cirkulaciju,
transformiraju se u makrofage i migriraju u razlicita tkiva (vezivno tkivo, limfni ¢vorovi, krv).
U tkivu makrofagi su nazo¢ni kao pokretne (slobodne) ili nepokretne (fiksne) stanice. Slobodne
stanice nalazimo u peritonealnoj i pleuralnoj Supljini, pluénim alveolama, ko$tanoj srzi te u
manjem broju u slezeni i limfnim ¢vorovima, dok nepokretne makrofage nalazimo u slezeni,
limfnim ¢vorovima, jetrima i potkoznom tkivu (Andreis i sur., 2004. ) Na povrSini makrofaga
su gotovo svi receptori za izluCevine (citokine) drugih tjelesnih stanica s kojima suraduju u
imunosnoj reakciji.

Makrofagi lu¢e niz monokina: IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, TNF-a, IFN-a, kojima djeluju na
receptore limfocita T, kao i na receptore limfocita B, stanica NK, granulocita, ali i na druge
monocite i makrofage. Prilikom predo¢avanja (prezentiranja) antigena limfocitima T na opni
makrofaga u sklopu vlastitih molekula MHC 11, IL-1 je nuzni aktivirajuci signal za limfocite T,
dok su aktivirani mononuklearni fagociti glavni stani¢ni izvor IL-1. Veliki broj podataka
pokazuje da su makrofagi vazan obrambeni ¢imbenik u obrani od tumora, ne samo kao stanice
koje prezentiraju antigen, reguliraju imunolosku reakciju, nego kao i potencijalne efektorske
stanice koje izazivaju lizu tumora. Aktivirani makrofagi mogu postati citotoksi¢ni izravno ili
posredstvom limfocita ovisnih o timusu. Sliéno makrofagima, limfociti T stvaraju niz
limfokina: IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, INF-y, TNF-B, kojima djeluju na makrofage, te
limfocite T i B, stanice NK i granulocite. Obje vrste stanica mogu pojacati i vlastitu aktivnost
(autokrino). INF-y je najjaci ¢imbenik u aktivaciji makrofaga. Takve aktivirane makrofage
obiljezava bolje vezanje za podlogu, povecana pokretljivost i sposobnost fagocitiranja, kao i
enzimska aktivnost (OrSoli¢ 2010). Na taj nacin oboruZani makrofagi su citotoksicni za
tumorske stanice, za razliku od normalni makrofaga koji ne iskazuju tu osobitost.

Medutim uloga i funkcija makrofaga tijekom rasta tumora se mjenja i tumoru pridruzeni
makrofagi (TAMs, engl. Tumor-associated macrophages) mogu pospjesiti rast tumora. Kao $to
smo spomenuli, tijekom napredovanja tumora, tumor aktivno novaci monocite i makrofage iz
cirkulacije u tumor, gdje makrofagi stjecu fenotipske i funkcionalne promjene u nazo¢nosti
raznih mikrookoliS$nih signalnih molekula tumora i stromalnih stanica mijenjaju mikrookoli§
tumora i ubrzavaju njegov rast. Makrofagi pridruzeni tumoru podsjec¢aju na M2-polarizirane

makrofage te su kriticni modulatori okoline tumora, osiguravaju povoljno mikrookruZenje za
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rast i razvoj tumora kroz pojac¢anu angiogenezu i imunosupresiju. Ove imunosupresivne stanice
usko su povezane s loSom prognozom oboljelih od raka. TAMSs imaju slabi antigen-predo¢ni
kapacitet, a brojnim supresivnim ¢imbenicima smanjuju aktivnost citotoksi¢nih stanica T i
stanica NK dok brojni ¢imbenici rasta i kemokina, proteaza te drugi ¢imbenici pojacavaju
angiogenezu i progresiju tumora. Stoga, TAMs kao potencijalne ciljne stanice, su novi pristup
za lijecenje raka.

Temeljem navedenog istrazili smo funkcionalnu sposobnost makrofaga te njihovu ulogu u
stvaranju aktivnih molekula poput molekula NO koji ima citotoksi¢ni u¢inak na stanice tumora.
Rezultati mjerenja koncentracije NO u uzorku ukupnih stanica ascitesa ukazuju da je srednja
vrijednost koncentracije NO niza u odnosu na kontrolu kod obrade Zivotinja s 2. CA 80 mg/kg
(10x), 3. CA 80 mg/kg (3x) i 4. CA 80 mg/kg (3x). Dok je u peritonealnim makrofagima
povecana razina NO. Smanjivanjem razine NO izostaje vazodilatacija kao odgovor na dusikov
oksid 1 izazvanu pojacanu propustljivost ve¢ postojeéih krvnih zila zbog djelovanja VEGF-a
(Lesin i sur. 2008), ¢ime se smanjuje dostava kisika. Medutim, niska razina aktivnosti NO moze
imati i stimulacijski utjecaj na rast tumora buduci da izostaje citostatski i citoliticki utjecaj
visokih doza NO na tumorske stanice (Xu i sur. 2003), sto je zapravo paradoks u kojem NO i
RNS mogu imati genotoksi¢na i angiogena svojstva.

Nasi rezultati ukazuju da je broj funkcionalno aktivnih makrofaga poveéan u svim skupinama
obradenim s CA u odnosu na kontrolu te da CA smanjuje razinu NO u stanicama EAT, dok
razina NO je povecana u peritonealnim makrofagima, $to potvrduje da CA povecava M1
tumoricidnu djelotvornost TAMs; i blokira M2 tumorsku aktivnost TAMs. Sve u svemu,
mozemo zakljuciti da CA mozZe aktivirati makrofage 1 povecati njihov citotoksicni u¢inak kroz
povecanje proizvodnje NO te sprije€iti rast tumora i angiogenezu.

Citotoksi¢nost makrofaga se temelji na bliskom doticaju s ciljnim stanicama, kao i
jednakovrijednom broju efektorskih stanica (OrSoli¢ 2010). Inhibicija tumorskog rasta se
odnosi na citotoksicne 1 citostaticne mehanizme (Sto se odnosi na razinu aktivacije 1 osjetljivost
tumorskih stanica). Tako, oslobadanje citotoksi¢nih ¢imbenika mijenja cjelovitost opne
tumorskih stanica. Okoli§ pak aktiviranih makrofaga moze biti toksi¢an zbog metabolicke
aktivnosti istih, kiselosti sredine, smanjene koli¢ine Oz, nazo¢nosti H202, lizosomalnih enzima
i NO S$to je vjerojatno osnova smrti ciljnih stanica posredovana makrofagima. Fagocitoza pak
tumorskih stanica nije primarni mehanizam djelovanja makrofaga.

Pokazano je da CA djeluje imunomodulatorno (Orsoli¢, 2007, 2008), poticuéi aktivaciju
makrofaga protiv stanica tumora. Osim sto CA aktivira makrofage i pojacava prezivljavane i

zaStitu takode i obnovlja imunoloski sustav. Ovome svojstvu CA svakako doprinosi aktivacija
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makrofaga, posto oni imaju vaznu ulogu u regulaciji imunoloske reakcije i vode aktivaciji
stanica T, B 1 NK. To je zasigurno i jedan od moguéih mehanizama u¢inka CA u protutumorskoj
aktivnosti.

Brojni antioksidansi nazoc¢ni u hrani pokazuju izrazit protutumorski ucinak temeljen na vise
razliC¢itth mehanizama, primjerice njihovim antioksidativnim svojstvima, inhibiciji
prooksidativnih enzima (ciklooksigenaza, lipooksigenaza, ksantin oksidaza), inhibiciji
prijenosa signalnih  molekula, modulaciji aktivnosti onkogena, poticanju procesa
apoptoze/nekroze, promjeni redoks stanja stanica tumora, inhibiciji angiogeneze te enzima
metaloproteinaza, telomeraza i topoizomeraza, ornitin dekarboksilaza, sinteze poliamina, kao i
brojnih kinaza (protein tirozin kinaza, CAMP-ovisnih protein kinaza, fosfoinozitol 3 kinaza,
mitogen aktiviranih protein kinaza, ciklin—ovisnih kinaza) ukljuéenih u proliferaciju stanica.
Takoder, pokazano je da inhibicijom prooksidativnih enzima flavonoidnim sastavnicama dolazi
do inhibicije angiogeneze te odlaska stanica u apoptozu. Nadalje, OrSoli¢ i Basi¢ (2007) takoder
pokazuju da flavonoidi djeluju selektivno na tumorske stanice u odnosu na normalne i da nije
zanemariv imunostimulatorni uc¢inak flavonoidnih sastavnica u odbacivanju tumora koji se
prvensveno temelji na aktivaciji makrofaga a preko njih na stimulaciji stanica B, T i NK.
Nadalje, reaktivne vrste kisika (ROS) su povezane s brojnim stani¢nim funkcijama, kao $to su
stani¢na proliferacija, diferencijacija, apoptoza i angiogeneza. Prema tome, inhibicija ROS,
pocetnog koraka rasta tumora i1 angiogeneze, je obecavajuci pristup za kemoprevenciju raka i
terapiju.

Naime u mitotski aktivnim tkivima (sastavljenim od stanica koje sadrZzavaju genetski program
koji podrzava proliferaciju) i u visoko proliferativnim tkivima (nediferencirane, prekancerozne,
kancerozne ili transformirane stanice) niske razine ROS-a mogu biti dodatni signal za
proliferaciju. S druge strane, visoke koncentrancije ROS-a u tim tkivima mogu inducirati
apoptozu 1 na taj nacin potencijalno sprijeciti daljnju diobu i1 karcinogenezu, toCnije
nediferencirane stanice su osjetljivije na citotoksi¢nost prouzro¢enu ROS-om od diferenciranih.
Nasi rezultati ukazuju da CA selektivno povecava nastanak ROS-a u stanicama tumora tijekom
10 dana obrade i mi pretpostavljamo da unutarstani¢na proizvodnja ROS-a moze biti kriti¢an
¢imbenik u indukciji apoptoze i CA-selektivnog ubijanja stanica tumora, a ¢ini se da inhibicija
angiogeneze i rasta stanica EAT tumora u uznapredovalom stadiju, kada stanice ulaze u
eksponencijalnu fazu rasta temelji se na antioksidativnom kapacitetu CA.

Smatramo da je pojacana osjetljivost transformiranih stanica na CA povezana s nesposobnoscu

transformiranih stanica da sintetiziraju glutation kao odgovor na oksidativni stres, medutim
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razina GSH u ascitesu pokusnih skupina nije bila smanjena §to mozemo pripisati velikoj
heterogenosti stanica EAT. Redukcija oksidativnog stresa pomocu reducirajucih tvari
sprijeCava proces apoptoze u nekim stanicama, dok u drugim redukcija oksidativnog stresa
uzrokuje proces apoptoze (OrSoli¢ i Basi¢, 2007); tako da vanjske tvari mogu izazvati suprotne
uéinke unutar razli¢itih okolnosti. Oksidativni stres mijenja signalni prijenos i genomske
procese i moze uzrokovati neodgovarajucu stimulaciju ili apoptozu izlozenih stanica. Kontrola
stani¢ne proliferacije u odnosu na apoptozu u razli¢itim tipovima zivotinjskih stanica je
posredovana receptorima i dogadajima vezanim za njih, $to vodi proizvodnji Oz i H0o.
Nadalje, stani¢na proliferacija i apoptoza su dva alternativna odgovora koja ovise o specifi¢noj
stani¢noj redoks-ravnotezi u dato vrijeme. Da bi potvrdili navedene podatke svakako bi trebali
tijekom obrade u razli¢ito vrijeme mjeriti apoptozu i razinu GSH gdje bi jasno vidjeli da
osjetljive stanice poveCanjem razine ROS-a propadaju a ostaju stanice otporne koje imaju
poveéanu razinu GSH kao i brojne druge prilagodbe koje dovode do otpornosti stanica na
terapiju.

Zanimljivo je da zdrave stanice (jetra, bubreg i slezena) imaju smanjenu razinu lipidne
peroksidacije 1 povecanje razine GSH, ¢ime potvrdujemo antioksidacijski potencijal CA.
Prooksidativna i antioksidatvna sposposobnost flavonoida kao i CA je davno potvrdena §to
svakako ovisi o brojnim Cimbenicima kao Sto su pH, razina kisika i nazoCnost metala s
promjenjivom valencijom.

Temeljem svih rezultata mozemo zakljuditi da model angiogeneze prouzrocen ip unosom
stanica Ehrlichova ascitesnog tumora (EAT) u miSa Swiss albino jest idealan model za
proucavanje antioksidativnih, antiupalnih, apoptotskih, antitumorskih i antiangiogenetskih
znacajki CA na tumorske stanice te da se protutumorska djelotvornost CA temelji na inhibiciji
proliferacije stanica EAT, antiangiogenom i antioksidativnom/prooksidativnom ucinku te
imunomodulacijskom uéinku kroz povecanje M1 tumoricidne djelotvornosti TAMs; i

blokiranja M2 tumorske aktivnosti TAMS.
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5. ZAKLJUCAK

Temeljem dobivenih rezultata moZzemo zakljuciti kako slijedi:

1.

CA statisticki znacajno smanjuje broj tumorskih stanica EAT u trbusnoj Supljini miseva
nositelja Ehrlichovog ascitesnog tumora i povecava zivotni vijek miseva
Protutumorski ucinak CA temelji se na antiangiogenom ucinku 1 povecanoj
imunomodulatornoj sposobnosti

CA povecava M1 tumoricidnu djelotvornost TAMs i blokira M2 tumorsku aktivnost
TAMs

Citotoksicna djelotvornost makrofaga na stanice tumora temelji se na povecanoj
proizvodnji NO

Smrt tumorskih stanica u ranoj fazi obrade s CA temelji se na prooksidativnom uéinku
dok u kasnoj fazi obrade se temelji na inhibiciji angiogeneze kroz redukciju
oksidacijskog stresa

Smanjena razina MDA i poveéana razina GSH u jetri, slezeni i bubregu ukazuje na
antioksidativni i zastitni u¢inak CA na zdrave stanice

model angiogeneze prouzrocen ip unosom stanica Ehrlichova ascitesnog tumora (EAT)
u misa Swiss albino jest idealan model za proucavanje antioksidativnih, antiupalnih,

apoptotskih, antitumorskih i antiangiogenetskih znacajki CA
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