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1. Uvod

Angiogeneza je proces nastanka novih krvnih zila i jedan je od glavnih ¢imbenika koji
poticu rast tumora. Javlja se kao odgovor na hipoksiju koja zajedno s nedostatkom
nutrijenata pojacava ekspresiju upalnih signala i citokina koji novace krvozilne stanice za
stvaranje spleta novih krvnih zila tumora (Zuazo-Gaztelu i Casanovas, 2018). Tumori bez
krvne opskrbe mogu narasti samo do veli¢ine od 1-2 mm?®i formiranje krvnih Zila klju¢no
je za daljnji rast tumora kao i proces metastaziranja. Angiogeneza se odvija kroz nekoliko
koraka koji ukljucuju: otpustanje angiogenih ¢imbenika, otpustanje proteolitickih enzima
(razgraduju bazalnu membranu postkapilarne venule), migraciju endotelnih stanica prema
tumoru te proliferaciju i sazrijevanje endotelnih stanica u pravu krvnu zilu. Tumori koji
imaju veci postotak angiogenih stanica ujedno pokazuju veéi metastatski potencijal i mnogo
su agresivniji (John i Tuszynski, 2001). Matriks metaloproteinaze (MMP) imaju klju¢nu
ulogu u procesu tumorske angiogeneze tako $to sudjeluju u razgradnji izvanstani¢nog
matriksa i probijanju bazalne membrane. Proteoliticka aktivnost ove porodice enzima
takoder je zaduzena za kapilarnu elongaciju, formiranje lumena Zile te remodeliranje
izvanstani¢nog matriksa. MMP sluze kao biomarkeri i potencijalni terapijski cilj kod
lijeCenja raka, ali i drugih krvozilnih bolesti (Deryugina i Quigley, 2015; Wang i Khalil,
2018). Upravo zbog navedene uloge angiogeneze vlada veliki interes za razvoj anti-
angiogenih pristupa koji bi mogli inhibirati vaskularizaciju tumora i sprijeciti njegov daljnji
rast i Sirenje. Uobicajeni pristupi obuhvacaju primjenu anti-angiogenih lijekova koji ciljaju
i blokiraju aktivnosti pro-angiogenih ¢imbenika. S obzirom na to da se o njihovoj
ucinkovitosti i dalje vode rasprave, novi pristupi koriste kombiniranje anti-angiogenih

sredstava s kemoterapijom ili imunoterapijom (Teleanu i sur., 2019).

U inhibiciji proliferacije i rasta tumora primjenjuje se Cesto cistostatik cisplatina kao
jedan od najucinkovitijih kemoterapeutika u lijeCenju raka. Kemoterapija na bazi platine
koristi se u lijeCenju raznih tipova tumora, a posebice je preporucena kao prva linija
lijecenja za ve¢inu uznapredovalih 1 operativno nedostupnih karcinoma kao $to je primjerice
rak plu¢a (Ramer i sur., 2018). Citotoksi¢na aktivnost cisplatine temelji se na induciranju
oksidacijskog stresa, oStecenju DNA i aktivaciji signalnih putova koji rezultiraju
apoptozom. Osim $to primjena cisplatine ima za cilj ubiti (eliminirati) tumorske stanice ona
takoder djeluje i na normalne, zdrave stanice domacina izazivajuéi neurotoksi¢nost,
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suprimiranje aktivnosti koStane srzi, hepatotoksicnost, nefrotoksi¢nost 1 rezistenciju

tumorskih stanica na lijek (Or$oli¢ i sur., 2013).

U svrhu unaprjedenja i poboljSanja zdravlja ljudi sve viSe znanstvenika usredotocuje se
na primjenu terapije porijeklom iz biogenih izvora. Povezivanjem prirodnih spojeva i
kemoterapeutika poboljsala bi se osjetljivost stanica raka, prevladala rezistencija, pojacala
citotoksi¢nost terapeutika, te bi ishodi lijeCenja mogli bi biti znatno pobolj$ani, a nuspojave
znaCajno smanjene. Primjer takvog spoja je resveratrol, fitoestrogen i polifenol, koji
posjeduje antioksidacijska, protuupalna, kardioprotektivna i protutumorska svojstva.
Primjena resveratrola moze ponistiti rezistenciju na vise lijekova i u kombinaciji s
cisplatinom ima aditivni i/ili sinergijski u¢inak poveéanja kemoosjetljivosti stanica raka
(Ko i sur., 2017; Liu i sur., 2018). Takoder je otkriveno da resveratrol poja¢ava uéinke
cisplatine na inhibiciju proliferacije stanica raka, induciranje apoptoze, otpusStanje

citokroma c i abnormalnu ekspresiju proteina Bcl-2 i Bax (Ramer i sur., 2018).

U¢inak zdruZenog djelovanja cisplatine i resveratrola na metaloproteinaznu aktivnost,
angiogenezu i rast tumora te prezivljavanje miseva biti ¢e istrazeno na modelu misa
nositelja solidnog oblika Ehrlichovog ascitesnog tumora kao pogodnog modela u tumorskoj
biologiji korisnog za proucavanje patogeneze tumora i razvoja protutumorskih lijekova

(Mishra i sur., 2018).



1.1. Biologija tumora

Tumori ili novotvorine su patoloske tvorbe koje nastaju kao posljedica prekomjerne
proliferacije abnormalnih stanica. Nazivaju se jo$ i neoplazmama (gr¢. neos - nov, plasia — rast,
tj. novi rast). Za zlo¢udne tumore, koji mogu biti opasni po Zivot, rabi se i izraz rak (lat. cancer).
Prema definiciji koju je prije oko 70 godina predloZio australsko-engleski patolog Rupert,
Willis, tumori su abnormalne nakupine tkiva ¢iji rast nadmasSuje rast normalnih tkiva, nije
uskladen s rastom normalnih tkiva, a nastavlja rasti u prekomjernom obliku i nakon §to je

uklonjen stimulans koji je uzrokovao taj rast (Juki¢ i sur., 2008).

Pojavnost tumora moze se shvatiti kao narusavanje cjelovitosti organizma, do ¢ega dolazi
tako da jedna stanica u organizmu izgubi sposobnost adekvatnog odgovaranja na signale koji
kontroliraju njezin rast, diobu i stani¢énu smrt. Nekontroliranom diobom jedne jedine
promijenjene stanice (monoklonalno podrijetlo) nastaje tumor. Medutim, tijekom razvoja
tumora u pojedinim tumorskim stanicama dolazi do dodatnih promjena, tako da je vecina
tumora heterogena te se sastoji od razli¢itih populacija stanica koji se medusobno fenotipski i
genotipski razlikuju. Nastanak novih populacija tumorskih stanica izaziva promjene u
svojstvima tumora tijekom vremena §to je oznaceno kao tumorska progresija. Tumorska je
progresija najces¢e usmjerena prema povecanju zloc¢udnosti. Uz navedenu definiciju tumora
moze se pridodati da je rast tumora nesvrhovit, autonoman, progresivan, parazitski, nepravilan

i neorganiziran (Samija i sur., 2006).

Tumor zbog poremecaja proliferacije moze nastati iz bilo koje vrste stanica u tijelu, tako da
postoji viSe od stotinu vrsta tumora koji se jako razlikuju po ponasanju i odgovoru na lijecenje.
Za klinicke 1 terapijske potrebe vecina tumora moZe se svrstati u dvije skupine: dobrocudne 1
zlo¢udne. Dobrocudni ili benigni tumori, primjerice kozna bradavica, ostaju ograni¢eni na
mjestu na kojem su nastali, ne Sire se u susjedna normalna tkiva niti u udaljene dijelove tijela,
ne ugrozavaju bitno zdravlje 1 imaju povoljan klini¢ki ishod. Zlo¢udni ili maligni tumori rastu
infiltrativno razaraju¢i okolno tkivo organa u kojem su nastali te su u stanju proSiriti se na
susjedna normalna tkiva i ¢itavo tijelo preko krvozilnog ili limfnog sustava. Takav nacin Sirenja
zove se metastaziranje i upravo zbog toga su maligni tumori izrazito opasni jer ako se ne lijece
mogu djelovati pogubno i uzrokovati smrt bolesnika u kojeg su nastali (Cooper, 2004; Juki¢ i
sur., 2008).



I dobrocudni i zlo¢udni tumori klasificiraju se prema vrsti stanica iz koje su nastali. Vecina
tumora moze se svrstati u jednu od tri glavne skupine: karcinome, sarkome i leukemije ili
limfome. Karcinomi, kojima pripada otprilike 90% slucajeva raka u ljudi, zlo¢udne su bolesti
epitelnih stanica. Sarkomi su solidni tumori vezivnih tkiva poput misic¢a, kosti, hrskavice,
fibroznog tkiva i kao takvi se kod ljudi rijetko pojavljuju. Leukemije i limfomi na koje otpada
otprilike 7% zlo¢udnih bolesti u ljudi, nastaju iz krvotvornih stanica ili iz stanica imunoloskog
sustava. Tumori se dalje klasificiraju prema tkivu iz kojeg su nastali (primjerice karcinom pluc¢a
ili dojke) i vrsti zahvacenih stanica (primjerice fibrosarkomi nastaju iz fibroblasta, a eritroidne

leukemije iz preteca eritrocita) (Cooper, 2004).

Danas je poznato da su promjene koje dovode do pretvorbe zdrave stanice u tumorsku,
genske. Tri su temeljne skupine gena koji su vazni za nastanak tumora i na razlicite su nacine
ukljuceni u kontrolu stani¢ne diobe, rasta i diferencijacije, a to su onkogeni, tumor- supresorski
geni i geni za popravak pogrjesaka u molekuli DNA. Kako bi tumor mogao nastati, potrebno je
da se u stanici nakupi viSe razli¢itih genskih promjena, a istrazivanja upucuju na to da je za
nastanak tumora potrebno $est do sedam neovisnih dogadaja. Onkogeni su promijenjena verzija
normalnih stani¢nih gena koji se nazivaju protoonkogeni. Pokazano je da protoonkogeni
sudjeluju u regulaciji normalnoga stani¢nog rasta i diobe, te da su odgovorni za autonomni rast
neoplasti¢nih stanica. Proteini koji nastaju od aktiviranih protoonkogena svrstani su u nekoliko
skupina kao $to su Cimbenici rasta, receptori za ¢imbenike rasta, signalne molekule i
transkripcijski ¢imbenici. Najvazniji procesi koji dovode do funkcionalnih onkogena su
toCkaste mutacije (npr. oSteCenja DNA koja se oCituju zamjenom jedne baze drugom, s
posljedi¢cnom sintezom proteina u kojemu je jedna aminokiselina zamijenjena drugom), genska
amplifikacija (npr. prekomjerno izrazavanje ina¢e normalnih protoonkogena), translokacija
(npr. prebacivanje nekih prootonkogena na kromosomski lokus u kojem ce taj gen biti
prekomjerno stimuliran) ili insercija virusnoga gena (insercija virusnih gena poremeti
transkripciju normalnih gena te dovodi do neoplasti¢ne transformacije inficirane stanice). Za
nastanak onkogena potrebna je promjena samo u jednom alelu da bi se o¢itovao njegov ucinak.
Tumor-supresorski geni djeluju kao antioonkogeni i suprimiraju prekomjernu proliferaciju
stanica i moze se re¢i da su povezani s negativnom regulacijom stani¢ne diobe i rasta. Proteinski
produkti tumor-supresorskih gena sudjeluju u popravku oStecenja DNA, zaustavljanju
stani¢nog ciklusa ne dopustajuci replikaciju oste¢ene DNA i poticanju apoptoze. Mutacije
tumor- supresorskih gena obi¢no imaju recesivan ucinak, tj. potrebna je inaktivacija oba alela

da bi se o¢itovao njihov u¢inak (Samija i sur., 2006; Jukié i sur., 2008).



Osim toga, nastanak tumora popraéen je i nekim epigenetskim promjenama kao $to su
promjene u metilaciji molekula DNA i promjene u gradi i funkciji kromatina (poput razli¢itih
kovalentnih modifikacija histona). lako tumori nastaju kao posljedica genskih promjena u
jednoj stanici, daljnji nastanak i tijek tumorske bolesti u velikoj mjeri ovise o tumorskom
okolisu koji ¢ine susjedne stanice i izvanstani¢na stroma, razne signalne topljive molekule,
imunoloski 1 hormonalni sustav te razni drugi ¢imbenici u organizmu ili njegovu okolisu

(Samija i sur., 2006).



1.2. Angiogeneza

Stanice tumora bas kao i ostale stanice u organizmu kako bi prezivjele i proliferirale imaju
potrebu za odgovaraju¢im krvozilnim sustavom Koji bi im osiguravao Kisik, hranjive tvari i
odlaganje otpadnih produkata (Lugano i sur., 2020). Osim $to sluze za dopremanje hranjivih
tvari 1 kisika, krvne Zile takoder omogucéavaju Sirenje tumorskih stanica na udaljena mjesta,
promovirajuc¢i metastaziranje. Tumorska angiogeneza stoga se definirana kao proces stvaranja,

prodiranja i rasta krvnih zila u mikrookoli§ tumora (Zuazo-Gaztelu i Casanovas, 2018).

Angiogeneza se normalno odvija tijekom ljudskog rasta i razvoja i krvozilno remodeliranje
je kontrolirana serija dogadaja koji vode neovaskularizaciji kako bi se zadovoljile tkivne
potrebe (Carmeliet i Jain, 2011). Krvne zile i stromalne komponente reagiraju na pro- i anti-
angiogene ¢imbenike koji omogucuju modeliranje krvnih Zila tijekom normalnog rasta tkiva,
zacjeljivanja rana i trudnoée. Medutim, u patolos§kim stanjima poput karcinoma isti angiogeni
signalni putovi su inducirani i prekomjerno iskoristeni (Folkman, 2002). Kako bi bile krvno
opskrbljene, tumorske stanice pomiu ravnotezu prema stimulirajuéim angiogenim
¢imbenicima da bi se potaknuo rast krvnih zila privladenjem i aktiviranjem stanica iz tumorskog
mikrookoliSa. Jacina i kvaliteta angiogenog odgovora u konacnici je odredena zbrojem pro- i
anti-angiogenih signala, to¢nije, njihovim jedinstvenim aktivnostima na vise tipova stanica
(Slika 1). Razumijevanje regulacije ovih razli¢itih komponenata potrebno je za dizajn i razvoj

ucinkovitih antiangiogenih terapija za lije¢enje raka (Weis i Cheresh, 2011).
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Slika 1. Regulacija angiogeneze izmedu proangiogenih i antiangiogenih ¢imbenika (preuzeto i

prilagodeno prema Gelao i sur., 2013)



Aktivacija angiogenog fenotipa javlja se kao odgovor na hipoksiju, koja zajedno s
nedostatkom hranjivih tvari pojacava ekspresiju upalnih signala i citokina koji novace krvozilne
stanice za stvaranje novog spleta tumorskih zila (Muz i sur., 2015; Elshamy i sur., 2016) (Slika
2). Jos tijekom rane progresije tumora, hipoksija pokrece transkripciju nekoliko gena koji su
klju¢ni posrednici angiogeneze poput krvozilnog endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF) i
¢imbenika rasta izoliranog iz trombocita (PDGF) (Yang i sur., 2013). Ukratko, aktivacija
angiogenog procesa ukljucuje razgradnju krvozilnog izvanstani¢nog matriksa (ECM) na
razli¢itim razinama S$to omoguc¢uje naknadnu invaziju endotelnih stanica i stvaranje novih
krvnih zila (Vandekeere i sur., 2015). Osim uloge tumorskih stanica kao glavnih sekretornih
promotora migracije endotelnih stanica, za stabilnost novih zila potrebna je i interakcija s

drugim stromalnim stanicama poput pericita.
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Slika 2. Proces rasta krvnih zila reguliran proangiogenim ¢imbenicima (preuzeto i prilagodeno

prema https://slideplayer.com/slide/9011892/)

Uobic¢ajeni mehanizmi neovaskularizacije ukljucuju vaskulogenezu i ,.klijajucu (engl.
Sprouting angiogenesis) angiogenzu. Oba mehanizma su vazna za stvaranje i remodeliranje
krvnih zila za vrijeme normalnog rasta i razvoja, a jednako tako su i ponovno aktivirani tijekom
faze progresije tumora. Vaskulogeneza se definira kao de novo stvaranje krvnih Zila

diferencijacijom vaskularnih progenitorskih stanica iz kostane srzi, dok ,klijajuc¢a®


https://slideplayer.com/slide/9011892/

angiogeneza oznacava stvaranje novih krvozilnih struktura iz ve¢ postoje¢e mreze krvnih Zila

(Zuazo-Gaztelu i Casanovas, 2018).

Angiogeneza iz ve¢ postoje¢e mreze krvnih Zila pokrece se destabilizacijom endotelno-
pericitnog kontakta koje je inaCe presudno za odrzavanje cjelovitosti i stanja mirovanja krvnih
zila. Jednom kada se bazalna membrana koja §titi endotelne stanice destabilizira, te stanice
prolaze kroz endotelno-mezenhimalnu tranziciju kojom se pokre¢u njihove proliferativne,
migracijske 1 invazivne sposobnosti. Takva aktivacija nadalje pojaava oslobadanje nekoliko
proteaza koje induciraju razgradnju ECM-a i bazalne membrane, $to dovodi do migracije i
proliferacije krvozilnih stanica. Polarizacija migriraju¢ih endotelnih stanica na kraju
uspostavlja lumen zile, tvore¢i nezrelu krvnu zilu (Ferrara i sur., 2003). Tada se aktivira obrnuti
mezenhimalno-endotelni prijelazni program koji vra¢a endotelne stanice u njihovo prethodno
stanje mirovanja. Posljednji korak, poznatiji kao sazrijevanje zila, karakterizira odsutnost pro-
angiogenih ¢imbenika, novacenje periendotelnih i muralnih stanica te sinteza nove bazalne
membrane (Jain, 2003).

Nakon angiogene stimulacije mirujuée endotelne stanice mijenjaju svoj fenotip prema
invazivnom i migriraju¢em ponasSanju, istodobno aktivirajuéi sekreciju proteaza, remodeliranje
kontakata stanica-stanica i promjenu polarnosti. Vodec¢e endotelne stanice tijekom procesa
stvaranja novih Zila poznate su kao "vr$ne stanice”. Njihov odgovor na VEGF signalizaciju
ukljucuje izduzivanje velikih filopodija koje omogucuju vodenje formiranja novih Zzila, kao i
oslobadanje molekularnih signala koji novace stromalne stanice za stabilizaciju zila. S druge
strane, endotelne stanice takoder mogu evoluirati u visoko proliferativne stanice smjestene na
,Stabljici* angiogenog izdanka. Te su pratece stanice ,,stabljike” odgovorne za stvaranje cijevi
kapilara i razgranatost krvnih Zila, osiguravajuéi tako Sirenje krvozilne strukture kao odgovor
na VEGF (Gerhardt i sur., 2003). Stanice ,,stabljike* takoder sudjeluju u odlaganju bazalne
membrane i uspostavljaju veze sa susjednim stanicama kako bi ojacale cjelovitost novonastalih

izdanaka krvnih zila (Dejana i sur., 2009).



1.2.1. Tumorski mikrookoli$

Tumorski mikrookoli$ sastavljen je od slozene mreze normalnih, tumorskih i stromalnih
stanica, izvanstani¢nog matriksa 1 izlu€enih ¢imbenika, §to se savrSeno uklapa u definiciju
tumora kao organskog ekosustava (Liotta i Kohn, 2001). Promjena genske ekspresije tumorskih
stanica izaziva poremecaj u normalnoj tkivnoj homeostazi, pogodujuéi luc¢enju odredenih
molekula poput citokina, ¢imbenika rasta i slicnih molekula koje novace stromalne stanice.
Stanice koje ¢ine tumorsku stromu su fibroblasti povezani s rakom (engl. Cancer- asocciated
fibroblasts), endotelne stanice, periciti, adipociti i imune stanice, uklju¢uju¢i monocite,
makrofage, limfocite i dendriticke stanice (Slika 3). Te su stanice smjestene u heterogenom
izvanstaniénom matriksu i na njih utjeCu promjene biofizickih parametara, ukljucujuci

oksigenaciju i pH (Hanahan i Weinberg, 2011).
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Slika 3. Stani¢ne i molekularne sastavnice tumorskog ekosustava koje oblikuju tumorski

angiogeni okoli$ (preuzeto i prilagodeno prema Zuazo-Gaztelu i Casanovas, 2018)

Tumorske stanice nastanjene su u simbiozi s ostatkom tijela oponasajuéi i kopirajuéi
nekoliko normalnih fiziolos§kih procesa na temelju njihove okolne strome. Zajedno s
kontinuiranom proliferacijom i novaenjem imunoloskih stanica, angiogeneza je jedan od

promotora tumorskog rasta i prezivljavanja (Mittal i sur., 2014).



Jednom kada tumorska lezija dosegne veli¢inu od nekoliko milimetara (1-2 mm) u
promjeru, hipoksija i nedostatak hranjivih tvari pokre¢u aktivaciju angiogenog fenotipa
("angiogeni switch") koji omogucuju tumoru daljnji rast i napredak (Folkman i Hanahan, 1991).
Tumorske stanice iskoristavaju svoje mikrookruzenje oslobadajuci citokine i ¢cimbenike rasta
kako bi aktivirale normalne, mirne stanice oko sebe i1 pokrenule kaskadu dogadaja koji brzo
postaju disregulirani. Na primjer, krvozilni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF) osloboden iz
tumorskih stanica potic¢e nicanje (klijanje) i proliferaciju endotelnih stanica. lako induciranje
angiogeneze u pocetku moze pruziti tumoru vise kisika i hranjivih tvari, krajnji je odgovor slab,
jer su kontinuiranim preuredivanjem krvne Zile propusne i prekomjerno razgranate (vijugave),
Sto uzrokuje nepravilan protok krvi. Mjesta bazalne lamine koja su izloZena tijekom krvozilnog
curenja novace 1 aktiviraju trombocite, koji zauzvrat oslobadaju angiogene ¢imbenike
propusnosti u lokalno okruzenje da bi dodatno potaknuli lokalni odgovor. Povecane koli¢ine
trombocitnog ¢imbenika rasta (PDGF) koje oslobadaju trombociti i aktivirane endotelne stanice
novace I aktiviraju perivaskularne stanice. lako perivaskularna pokrivenost novonastalih zila
obi¢no osigurava krvozilnu stabilnost i sazrijevanje, ona ne dovodi u potpunosti do nastanka
zrelih Zila s pravilnom funkcijom jer su te Zile i dalje izloZene trajnim stimulacijskim signalima
unutar tumorskog mikrookolisa (Weis i Cheresh, 2005). Daljnje remodeliranje potaknuto je
novacenjem fibroblasta koji taloze proteine izvanstani¢nog matriksa u pokusaju popravljanja
nastalog oStecenja, ali takoder 1 oslobadaju stimulacijske ¢cimbenike koji povecavaju propusnost
zila (Franco i sur., 2010; Gonda i sur., 2010). Matriks metaloproteinaze cijepaju i razgraduju
izvanstani¢ni matriks ili izlaZzu prethodno skrivene epitope koji funkcioniraju kao endogeni

inhibitori angiogeneze, na primjer, tumstatin ili endostatin (Sund i sur., 2005).

Mijeloidne stanice privu¢ene VEGF-om, PDGF-om i FGF-om u hipoksi¢nim
podru¢jima mogu se diferencirati u tumoru pridruzene makrofage ili neutrofile, koji se usko
povezuju s krvozilnim endotelnim stanicama i oslobadaju vlastite zalihe citokina i pro-
angiogenih ¢imbenika rasta (Grunewald i sur., 2006). S vremenom, invazija mijeloidnih stanica
u tumor rezultira akumulacijom tih stanica (koje ¢ine ¢ak 25% mase tumora) i dodatno potice
napredovanje tumora (Schmid i sur., 2011). Novacenje mijeloidnih stanica povezano je s
losijim ishodom kod brojnih tipova tumora u klini¢koj praksi (Ruhrberg i De Palma, 2010).
Primjerice, u osoba s klasi¢nim Hodgkinovim limfomom ve¢i sadrzaj tumoru pridruzenih

makrofaga bio je povezan sa skracenim vremenom prezivljenja pacijenta (Steidl i sur., 2010).
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1.2.2. Endogeni angiogeni ¢imbenici

Poznato je da veliki broj pro-angiogenih ¢imbenika i njihovih srodnih receptora potice
stvaranje krvnih zila u tumorima, ukljucuju¢i krvozilni endotelni ¢imbenik rasta (VEGF),
¢imbenik rasta fibroblasta 2 (FGF-2), ¢imbenik rasta izveden iz trombocita (PDGF),
transformiraju¢i ¢imbenik rasta (TGF-a), ¢imbenik nekroze tumora (TNF-a) i brojne druge
kemokine. Ti su ¢imbenici ¢esto izrazeni istodobno i na taj na¢in uéinkovito suraduju u

razli¢itim fazama tumorske angiogeneze. (Lugano i sur., 2020; Nishida i sur., 2006).

Povecanje sinteze (up-regulacija) pro-angiogenih ¢imbenika samo po sebi nije dovoljno
za pokretanje rasta krvnih zila i ono zahtijeva da funkcioniranje negativnih regulatora ili
inhibitora rasta krvnih zila bude potisnuto (down-regulirano). Postoje mnogi proteini koji mogu
inhibirati angiogenezu, ukljucujuci angiostatin, endostatin, interferon o, trombocitni ¢imbenik
4, trombospondin i tkivni inhibitor metaloproteinaze-1, -2 i -3. Angiostatin se sastoji od jednog
ili viSe fragmenata plazminogena (Stack i sur., 1999). On inducira apoptozu u endotelnim i
tumorskim stanicama, te inhibira migraciju i stvaranje tubula u endotelnim stanicama
(Claesson-Welsh i sur., 1998). Imunohistokemijsko ispitivanje tumora tretiranih angiostatinom
ukazalo je na smanjenje ekspresije mMRNA za VEGF i bFGF (Kirsch i sur., 1998). Endostatin
je 20-kDa C-terminalni fragment kolagena tipa XVIII (komponenta bazalne membrane)
(O’Reilly i sur., 1997). Veze se na a5B1 / avp3 integrin, glavni receptor fibronektina u
endotelnim stanicama (Rehn, 2001) i moze blokirati adheziju endotelnih stanica (Wickstrom i
sur., 2002). Endostatin takoder inhibira ¢imbenike rasta (npr. bFGF i VEGF-A) i tako inhibira
proliferaciju i migraciju endotelnih stanica u in vitro i in vivo uvjetima (O’Reilly i sur., 1997;
Dhanabal i sur., 1999; Olsson i sur., 2004).

1.2.3. Cimbenik rasta krvoZilnog endotela (VEGF)

Porodica ¢imbenika rasta krvozilnog endotela sastoji se od pet ¢lanova: VEGF (takoder
oznacen kao VEGF-A), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D i placentalnog ¢imbenika rasta (engl.
placenta growth factor PIGF) (Lugano i sur., 2020). VEGF, prvotno identificiran kao ¢imbenik
permeabilnosti krvnih zila (VPF), jedan je od najmo¢nijih induktora angiogeneze (Ferrara i sur.,
2003). Proizvode ga i izluCuju tumorske stanice i okolna stroma, a povezan je s povecanom

gustoc¢om krvnih zila, progresijom, invazivno$c¢u i metastaziranjem tumora (Apte i sur., 2019).

Transkripcija i ekspresija VEGF, ali i drugih pro-angiogenih ¢imbenika poput PDGF,
matriks metaloproteinaza (MMP-2 i MMP-9), angiopoetina je pod kontrolom hipoksija
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inducibilnog ¢imbenika (HIF). HIF-1, transkripcijski aktivator ovisan o Kisiku sastavljen je od
podjedinice HIF-1p i jedne od podjedinica HIF-1a, HIF-2a ili HIF-3a. U uvjetima normoksije
(aerobni uvjeti) HIF-1a se brzo razgradi produktima VVon Hippel-Lindau tumor supresor gena
putem ubikvitin proteasom kompleksa. S druge strane u uvjetima hipoksije HIF-1a je
stabiliziran te zajedno s HIF-2a heterodimerizira s HIF-1B i ¢ini kompleks HIF-1 o/ koji se
veze za regiju promotora hipoksija odgovornih elemenata i inducira ekspresiju i oslobadanje

VEGF u vedini stanica (Lee i sur., 2004; Lv i sur., 2017).

VEGF je pojacano reguliran tijekom hipoksije i upravlja stvaranjem krvnih zila
uglavnom kroz aktivaciju VEGF receptora-2 (VEGFR-2) eksprimiranog u endotelnim
stanicama (Ferrara, 2004). VEGFR-2 aktivacija pokrece nekoliko signalnih putova koji vode
do specifi¢énih odgovora endotelnih stanica kao $to su prezivljavanje stanica, proliferacija,
migracija, invazija, krvozilna propusnost i upala. Cvrsta koordinacija ovih stani¢nih procesa

presudna je za uspjesno uspostavljanje novih zila (Claesson-Welsh i Welsh, 2013).

VEGF inducira krvozilnu propusnost (preduvjet za uspje$nu angiogenezu) pomocéu
nekoliko mehanizama, ukljucujuéi remodeliranje pukotinskih spojista (engl. junction) izmedu
endotelnih stanica, stvaranje fenestracije i vezikulo-vaskularne organele (VVO) (Weis i
Cheresh, 2005). U patoloskim stanjima kao $to je rak, poremecaj regulacije ovih mehanizama
dovodi do krvozilne hiperpropusnosti koja zauzvrat moze izravno utjecati na mikrookolis
tumora, ukljucujuci povecani intersticijski tlak i oslabljenu terapijsku isporuku lijeka (Azzi i
sur., 2013). Stovise, propusno krvozilje moze olaksati bijeg tumorskih stanica u krvotok i tako

potaknuti uspostavljanje udaljenih metastaza (Weis i sur., 2004).

1.2.4. Matriks metaloproteinaze (MMPs)

Matriks metaloproteinaze (MMP) su obitelj strukturno povezanih, o cinku ovisnih
endopeptidaza sposobnih razgraditi bazalnu membranu 1 sve komponente izvanstani¢nog
matriksa (ECM). MMP su ukljucene u aktivaciju 1 otpuStanje razli¢itih citokina, kemokina,
¢imbenika rasta i adhezijskih molekula $to im omogucuje sudjelovanje u razli¢itim fizioloskim
procesima poput remodeliranja tkiva i razvoja organa, regulacije upalnih procesa te
angiogeneze. Osim toga, aktivnosti MMP su ukljucene u brojna patoloska stanja s pretjeranom
razgradnjom ECM-a, poput reumatoidnog artritisa, osteoartritisa, puknuca aterosklerotskog
plaka, aneurizme aorte, parodontitisa, invazije i metastaziranja tumora (Gonzalez-Avila i sur.,
2019; Kessenbrock i sur., 2010; Reunanen i Kéhéri, 2013).
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Do sada je kod kraljeznjaka otkriveno 28 MMP dok se kod ljudi pojavljuju 24
ukljucujuéi dva ekvivalentna oblika MMP-23 (MMP-23A i MMP-23B) kodirana s dva razlicita
gena u kromosomu 1. Prema organizaciji domene, sli¢nosti sekvenci i specifi¢nosti supstrata,
MMP se mogu klasificirati u kolagenaze (MMP-1, MMP-8, MMP-13), gelatinaze (MMP-2,
MMP-9), stromelizine (MMP-3, MMP-10, MMP-11) matrilizine (MMP-7, MMP-26),
membranske MMP (MT1-MMP ili MMP-14, MT2-MMP ili MMP-15, MT3-MMP ili MMP-
16, MT4-MMP ili MMP-17, MT5-MMP ili MMP-24, MT6-MMP ili MMP-25) i ostale MMP
(Gonzalez-Avila i sur., 2019).

MMP imaju klju¢nu ulogu u promoviranju angiogeneze tumora, a gotovo sve MMP
mogu olaksati angiogenezu razgradnjom kapilarne bazalne membrane zajedno s ostalim
izlu¢enim pro-angiogenim ¢imbenicima (Alaseem i sur., 2019). Glavne MMP koje sudjeluju u
angiogenezi tumora su MMP-2, -9 i -14, a u manjoj mjeri MMP-1 i -7. S obzirom na to da je
nekoliko MMP-a izraZzeno u svim tumorima, oc¢igledno je da svaka MMP moze pridonijeti
razli¢itim krvozilnim dogadajima unutar istog tumora (Kessenbrock i sur., 2010). Poznato je da
MMP-9 dominira regulacijom angiogeneze kroz mnostvo kataliti¢kih i ne kataliti¢kih funkcija
oslobadajuci angiogene kemokine poput CXCL5, 8, 6 i citokine poput ¢imbenika rasta
fibroblasta (FGF) i VEGF koji zauzvrat mogu nizvodno promovirati tumorsku i patolosku
angiogenezu. Takoder za poticanje ekspresije VEGF-a kao klju¢nog regulatora angiogeneze
zaduzene su i MMP-2 i MMP-14. MMP-9 i u manjoj mjeri MMP-2 sudjeluju u razgradnji
angiostatskog proteina Multimerina 2 kojeg proizvode endotelne stanice te takoder i na taj nacin

mogu doprinijeti angiogenezi (Alaseem i sur., 2019).

Gelatinaze MMP-2 i MMP-9 su povezane s invazijom tumora u okolno tkivo zbog
sposobnosti razgradnje klju¢nih komponenti bazalne membrane, posebno kolagena tip 1V
(Chuang i sur., 2008; Poswar i sur., 2015). Uz to, obje gelatinaze mogu razgraditi i druge
supstrate poput kolagena tipa I, V, VII i X, fibronektina i elastina te su neophodne u razgradnji
fragmenata fibrilarnog kolagena nakon njihove pocetne razgradnje kolagenazama (Vayalil i
sur., 2004; Wen i sur., 2012; Yao i sur., 2015). MMP-2 igra vaznu ulogu u stvaranju prikladnog
mikrookruzenja za proliferaciju stanica karcinoma i doprinosi epitelno-mezenhimalnoj
tranziciji (EMT). EMT ovisi o uklanjanju adhezijskih molekula, kao $to su kadherini i integrini,
te 0 znacajnoj reorganizaciji citoskeleta, pri cemu oba procesa olakSavaju odvajanje zloc¢udnih
stanica od primarnog tkiva (Sbardella i sur., 2012). MMP-9 u velikoj mjeri izrazavaju upalne
stanice poput makrofaga, neutrofila i mastocita, a u manjoj mjeri tumorske stanice (Boyd i sur.,

2008; Hartmann-Petersen i sur., 2009). Makrofagi koji su prisutni unutar tumorskog
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mikrookoli$a zovu se tumoru pridruzeni makrofagi (TAMs) te predstavljaju M2 tip makrofaga
koji podrzavaju rast tumora. Osim Sto izlu€uju proteaze, M2 makrofagi mogu aktivirati
cikoloksigenazu (COX-2) u tumorskim stanicama, a prekomjerna ekspresija COX-2 inducira
luéenje angiogenih ¢imbenika kao $to su VEGF i bFGF (Tjiu i sur., 2009).

1.3. Invazivnost i metastaziranje tumora

Metastaziranje (gré. metastasis - premjeStanje) je prijenos tumorskih stanica iz mjesta
nastanka, odnosno primarnog tumora u susjedno tkivo ili udaljeni organ i glavni je uzrok visoke
stope smrtnosti oboljelih od raka (Seyfried i Huysentruyt, 2013). Procjenjuje se da su metastaze
odgovorne za oko 90% smrti uzrokovanih rakom (Chaffer i Weinberg, 2011). Metastaziranje
je sloZen proces koji se zbiva u vise stupnjeva, a ukljucuje: 1. aktivaciju epitelno- mezenhimalne
tranzicije tijekom koje stanice tumora gube medustani¢ni, adhezivni kontakt 1 stjeCu pokretni
fenotip, 2. lokalnu invaziju kojom zlo¢udne stanice razgraduju bazalnu membranu, a posebno
izvanstani¢ni matriks koji odvaja epitelno tkivo od strome, 3. intravazaciju tijekom koje
tumorske stanice prolaze kroz stjenke krvnih ili limfnih zila i ulaze u krvotok, 4. sposobnost
prezivljavanja u krvotoku, 5. ekstravazaciju, pri ¢emu tumorske stanice izlaze iz krvotoka,
prolazec¢i kroz stjenke krvnih zila u tkivo odredenog organa; 5. diobu tumorskih stanica u
tkivima organa gdje ¢e nastati metastaze, odnosno sekundarni tumori (Valastyan i Weinberg,
2011).

1.4. Cisplatina

Cisplatina (CDDP), citostatik, sredstvo protiv raka na bazi platine, jedan je od najée$ce
koriStenih kemoterapijskih lijekova u lijjecenju bolesnika s razli¢itim vrstama tumora, kao §to
su tumor mokra¢nog mjehura, testisa, jajnika, vrata maternice, glave i vrata, pluca, jednjaka, i
dojke (Dasari i Bernard Tchounwou, 2014). Pokazalo se da cisplatina i njezini analozi,
karboplatina i oksaliplatina, imaju znacajnu ucinkovitost u lijecenju karcinoma s kurativnom i
palijativnom namjerom (Muggia i sur., 2015). Uz monoterapiju, antikancerogeno djelovanje
cisplatine takoder je dokazano kada se koristi u kombinaciji s drugim sredstvima u kemoterapiji,
radioterapiji, pa cak i imunoterapiji. Do danas je procijenjeno da ¢e priblizno 50% svih
pacijenata oboljelih od raka biti lijeCeno cisplatinom u svojim antikancerogenim terapijama
(Ghosh, 2019).
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Molekularna struktura CDDP-a sadrzi osnovni kompleks platine, dva amida i dva kloridna
liganda u cis elementnoj orijentaciji (Slika 4). Ovaj prvi kemoterapijski lijek na bazi metala
otkrio je talijanski kemiCar Michele Peyrone 1845. godine, a njegovu sposobnost inhibiranja
diobe stanica prepoznao je americki biofizi¢ar dr. Barnett Rosenberg 1965. godine. Americka
uprava za hranu i lijekove odobrila je 1978. godine upotrebu CDDP-a za lijeCenje pacijenata s
tumorom testisa i mokra¢nog mjehura (Ghosh, 2019). Od tada je lijecenje CDDP-om pokazalo
visok stupanj protutumorske aktivnosti kod razlicitih solidnih tumora, a milijuni pacijenata

primali su ovaj kemoterapijski lijek u svojim terapijama protiv raka (Amable, 2016).

Cl NH;
Sy
i< N

Slika 4. Kemijska struktura cisplatine (preuzeto iz Dai i sur., 2017)

Cisplatina se primjenjuje intravenozno i postaje aktivirana nakon ulaska u stanicu. U
citoplazmi se reakcijom hidrolize Kloridni ligandi zamjene molekulama vode S§to takav
hidrolizirani spoj ¢ini jakim elektrofilom koji moze reagirati s bilo kojim nukleofilom
ukljucujuéi sulfhidrilne skupine na proteinima i atome dusika u nukleinskim kiselinama.
Cisplatina se veze za N7 dusikov atom, reaktivni centar na ostacima purina, i kao takva moze
prouzroc€iti oSte¢enje DNA u stanicama raka, blokiraju¢i stani¢nu diobu 1 rezultirajuci
apoptotskom stani¢cnom smréu. 1,2- unutarlancane poprjecne veze purinskih baza s cisplatinom

najistaknutije su medu promjenama u DNA (Dasari i Bernard Tchounwou, 2014).

Oksidacijski stres je takoder vrlo ¢esti mehanizam citotoksi¢ne aktivnosti cisplatine.
Cisplatina inducira oksidacijski stres stvaranjem reaktivnih vrsta kisika (ROS) poput
hidroksilnih radikala i superoksida sto pak ovisi 0 koncentraciji cisplatine i vremenu izloZenosti
(Brozovic i sur., 2010). Smatra se da je ROS odgovoran za peroksidaciju lipida, iscrpljivanje
sulfhidrilnih skupina proteina, promjenu signalnih putova, hemolizu kalcija itd. $to moze
uzrokovati oSteCenje DNA i posljedi¢éno apoptozu stanica (Florea i Biisselberg, 2011).

Mitohondriji su jedna od najvaznijih meta oksidacijskog stresa, a ROS moze utjecati na
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respiratornu funkciju mitohondrija i uzrokovati stani¢nu disfunkciju koja u kona¢nici rezultira

rupturom mitohondrija i njihovom apoptozom (Saad i sur., 2004).

Unato¢ pozitivnim uéincima cisplatine, ona je izrazito otrovna. Pacijenti koji primaju
sredstva na bazi platine imaju ozbiljne nuspojave koje ogranicavaju dozu koja se moze
primijeniti. Sposobnost upravljanja ovom induciranom toksi¢nos¢u presudna je za uspjeh
kemoterapijskog lijeCenja raka. Nuspojave primjene cisplatine uklju¢uju opcenite Stetne ucinke
na stanice, poput mucnine i povracanja, smanjenu proizvodnju krvnih stanica i trombocita u
kostanoj srzi (mijelosupresija) i smanjeni odgovor na infekciju (imunosupresija). Specificnije
nuspojave ukljucuju ostecenje bubrega (nefrotoksi¢nost), oSteéenje srca (kardiotoksi¢nost),
oSte¢enje neurona (neurotoksi¢nost) i gubitak sluha (Desoize i Madoulet, 2002; Florea i
Biisselberg, 2006; Shah i Dizon, 2009; Tsang i sur., 2009)

Glavni nedostatak terapije cisplatinom je razvoj otpornosti stanica raka na primjenu
terapeutika. Otpornost na cisplatinu ovisi o vrsti tumora pa su primjerice rak testisa, rak jajnika,
rak glave i vrata te rak malih stanica pluéa vrlo osjetljivi na cisplatinu, dok su rak ne- malih
stanica pluca i kolorektalni karcinom vrlo otporni na cisplatinu (Muggia i Los, 1993; Fuertes i
sur., 2003 ). Postoje dva oblika otpornosti: unutrasnja (intrizicna) otpornost i ste¢ena otpornost.
Unutarnja rezistencija je rezistencija koja se javlja od pocetka lijeCenja, dok je kod stecene
rezistencije djelovanje lijeka u pocetku primjene aktivno, ali s vremenom postaje ne uéinkovito
(Florea i Biisselberg, 2011). Otpornost na cisplatinu moze biti uzrokovana smanjenjem
stani¢nog unosa lijeka, primjerice cisplatina se prolaskom kroz krvotok moze vezati za tiolne
skupine humanog serumskog albumina ili cisteina, smanjenim prolaskom kroz stani¢nu
membranu ili pove¢anim izlu¢ivanjem lijeka, detoksikacijom lijeka stani¢nim tiolima kao $to
su glutationi i metalotioneini, promjenom cilja lijeka i popravljanjem oste¢enja DNA kroz
mehanizam izrezivanja nukleotida (engl. NER, Nucleotide excision repair) (Kartalou i
Essigmann, 2001; Brabec i Kasparkova, 2005; Sedletska i sur., 2005).

Osim toga, cisplatina kao genotoksi¢ni spoj aktivira u tumorskim stanicama brojne
molekularne mehanizme, ukljucujuci gene za "heat shock" proteine koji pomazZu stanicama da
prezive stresne i nepovoljne uvjete. Porodica proteina toplinskog Soka (HSP) ukljucuje skupinu
molekularnih nadzornika koji igraju vaznu ulogu tijekom smatanja proteina i konformacijskog
sazrijevanja. HSP-90 kriti¢no je ukljucen u funkciju i stabilnost mnogih onkogenih produkata i
molekula koje djeluju na signalne procese unutar stanica. Tako je pokazano da inhibicija HSP-
90 vodi inhibiciji Raf-1, cdk4 i Akt17. Inhibicija Akt signalnog puta je posebice vazna zato §to
Akt regulira prezivljavanje stanica putem fosforilacije viSestrukih supstrata ukljucenih u
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regulaciju apoptoze (Smith i sur., 2005; Ito i sur., 2009). Smatra se da destabilizacija protein-
HSP-90 multi-molekularnih kompleksa vjerojatno uzrokuje brzo propadanje nekoliko vaznih
signalnih proteina preko ubikvitin-proteasom sustava (Stancato i sur., 1997). Ekspresija HSP-
90 je pojacana u tumorima, u usporedbi s normalnim tkivom, a tumorske stanice su posebno
osjetljive na HSP-90 inhibiciju (Kamal i sur., 2003), kao i na sposobnost HSP-90 inhibitora da
poboljsaju osjetljivost tumorskih stanica na kemoterapiju (Orsoli¢ i Car, 2014).

Poznato je da je HSP-70 snazan negativni regulator stani¢ne smrti i bitan ¢imbenik koji
podrzava prezivljavanje tumorskih stanica i rast tumora; StoviSe, poviSene razine HSP-70
unutar tumora koreliraju s loSom prognozom u bolesnika s karcinomom (Ciocca i Calderwood,
2005). Osiromasenje HSP-70 ne samo da povecava smrt tumorskih stanica, ve¢ i selektivno
senzibilizira maligne stanice na kemoterapijska sredstva (Vang i sur., 2012). Tako, niza
regulacija HSP-70 preokrece otpornost na stanice raka, vjerojatno kroz njegovu sposobnost da

inhibira apoptozu i uzvodno i nizvodno od mitohondrijske signalizacije (Ray i sur., 2004).

1.5. Resveratrol

Resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroksistilben) je fitoaleksin koji se nalazi u mnogim
biljnim vrstama, ukljucujuc¢i one koje ljudi Cesto konzumiraju, poput grozda, kikirikija i
bobicastog voca. Proizvode ga biljke kao odgovor na mehanicke ozljede, gljivicne infekcije i
UV zraCenje (Langcake i Pryce, 1976). Najvisa razina resveratrola u prirodi nalazi se u
Reynoutria japonica (japanski dvornik), biljci koja se stotinama godina koristi u tradicionalnoj

azijskoj medicini za lijeCenje upala i drugih bolesti (Burns i sur., 2002).

Resveratrol se javlja u trans- i cis- izomernoj formi (Slika 5). Trans- izoforma je glavna
izoforma i opseznije je izuceni kemijski oblik. Izlozenost toplini i ultraljubi¢astom zracenju
moze dovesti do toga da se trans-izoforma pretvori u cis-izoformu, ¢ija struktura blisko
podsjeca na strukturu sintetskog estrogena dietilstilbestrola. Zbog toga je resveratrol takoder

klasificiran i kao fitoestrogen (Soleas i sur., 1997).
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Slika 5. Kemijska struktura dva izomera resveratrola (preuzeto iz Ko i sur., 2017)

Fitokemikalije poput fitoestrogena moduliraju vise stani¢nih signalnih putova bez ili s
minimalnom toksi¢no$¢u za normalne stanice (Newman i Cragg, 2016). Primjena tvari koje
sprjecavaju ili odgadaju razvoj karcinogeneze oznacena je kao kemoprevencija, a interes za
koristenjem prirodnih spojeva kao moguéih kemopreventivnih i terapijskih sredstava u stalnom

je porastu (Hong i Sporn, 1997).

U in vitro uvjetima pokazalo se da resveratrol ima citotoksi¢ne uéinke na $iroki spektar ljudskih
tumorskih stanica ukljucujuci limfoidne i mijeloidne karcinome, karcinome dojke, jajnika,
grlica maternice, prostate, debelog crijeva, zeluca, jetre, guSterace i Stitnjace (Aggarwal i sur.,

2004; Kundu i Surh, 2008; Tomé-Carneiro i sur., 2013).

U animalnim modelima dodatak doze resveratrola $titi od mnogih Stetnih ucinaka
prehrane s visokim udjelom masti i pruzaju dodatne zdravstvene dobrobiti (Bradamante i sur.,
2004; Baur i sur., 2006; Ramadori i sur., 2009). Brojna in vitro istraZivanja pokazala su da
resveratrol ima viSestruke antikancerogene ucinke, Stite¢i od putova inicijacije i progresije
karcinoma. Na primjer, resveratrol moZe promovirati zaustavljanje stanicnog ciklusa $to dovodi
do apoptoze tumorskih stanica, sprijeCiti ekspresiju sintetaze dusikovog oksida izvedene iz
tumora kako bi blokirao rast i migraciju tumora, te djelovati kao antioksidans u sprje¢avanju
oste¢enja DNA koje moze dovesti do stvaranja tumora (Nakagawa i sur., 2001; Murakami i
sur., 2003; Garvin i sur., 2006) . Uz to, resveratrol inhibira aktivnost ciklooksigenaze (COX),
za koju je poznato da sudjeluje u karcinogenezi pretvarajué¢i arahidonsku kiselinu u
prostaglandine, upalne spojeve koji poti¢u proliferaciju tumorskih stanica (Maccarrone i sur.,
1999). U vise istrazivanja pokazano je da resveratrol smanjuje aktivnost vezanja DNA

nuklearnog c¢imbenika kB (NF-kB), transkripcijskog ¢imbenika pojacano reguliranog U
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karcinomima koji pokreée transkripciju gena koji potic¢u rast tumora (Benitez i sur., 2009; Roy
i sur., 2009).

Sto se ti¢e angiogenze, resveratrol djeluje indirektno kroz smanjenje (down-regulaciju)
angiogenih ¢imbenika koje proizvode tumorske stanice. Na primjer, pokazano je da resveratrol
inhibira ekspresiju VEGF-a u humanim stanicama raka jajnika smanjujuci hipoksijom
inducibilni ¢imbenik 1o (HIF-1o)). Osim toga, resveratrol ne samo da je inhibirao bazalnu
ekspresiju HIF-1a i njenu indukciju pomoc¢u IGF-I (engl. insulin-like growth factor), ve¢ je i

stimulirao proteasomalnu razgradnju HIF-1a (Cao i sur., 2004).

Sli¢no tome, resveratrol inhibira ekspresiju VEGF i stani¢nu proliferaciju u stanicama
ljudskog osteosarkoma U208, §to ukazuje da resveratrol moze imati antiosteosarkomski u¢inak
inhibiranjem proliferacije tumorskih stanica i neovaskularizacije (Liu i sur., 2012). Isto tako,
derivat stilbena rapoantigenin inhibira angiogenezu izazvanu stanicama karcinoma prostate
razgradnjom HIF-1a (Jung i sur., 2011). Takoder se pokazalo da su resveratrol i drugi prirodni
I sintetski stilbeni inhibirali rast ksenopresatskih stanica karcinoma debelog crijeva kod miseva
osiromasenjem VEGF-a i pro-MMP-9 (Kimura i sur., 2008). Uz to je jo§ pokazano da
resveratrol inhibira rast kapilarnih endotelnih stanica blokiraju¢i VEGF- i FGF-receptor
posredovanu aktivaciju kinaze MAPK, te prema tome, suzbija rast novih krvnih zila kod

zivotinjskih modela raka (Brakenhielm i sur., 2001).

1.6. Cil]

Cilj rada jest istraziti zdruZeno djelovanje citostatika cisplatine 1 resveratrola na
inhibiciju VEGF-a, MMP-2 i MMP-9, inhibiciju razvoja tumora, povecanje zivotnog vijeka
domacina, te istraziti aktivnost M1 makrofaga u tkivu tumora kroz analizu inducibilne dusik
oksid sintaze (iINOS). Nadalje cilj nam je utvrditi kako viSekratno djelovanje citostatika djeluje
na razinu HSP-70 i HSP-90 i da li obrada resveratrolom modulira njihovu aktivnost vodeci
dokidanju rezistencije tumorskih stanica na citostatik, direktnoj toksi¢nosti na stanice tumora,
inhibiciji angiogeneze 1 rasta tumora, jacanju imunomodulacijskog ucinka makrofaga kroz

podrzavanje M1 fenotipa te posljedicnom povecanju zivotnog vijeka miseva.
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2. Materijali i metode

2.1 Materijali

2.1.1. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na visokosrodnim Swiss albino miSevima iz uzgoja Zavoda za
animalnu fiziologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta SveudiliSta u Zagrebu. MiSevi su
bili 2-3 mjeseca starosti, mase 20-25 g. Ukupno 80 jedinki bilo je podijeljeno u 4 skupine po
20 zivotinja i to prema nacinu obrade. Hranjeni su standardnom hranom za laboratorijske
zivotinja (4RF 21 Mucedola S.R.L., Italija) uz stalnu dostupnost vode. Uvijeti su bili standardni
i ukljucivali su dnevni ritam od 12 sati svjetla i 12 sati mraka te temperaturu od 24°C uz

kontroliranu vlaznost zraka.

Istrazivanje je provedeno u skladu s etickim principima koji su vaze¢i u Republici
Hrvatskoj (Pravilnik o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe, Narodne Novine br.
19/1999; Zakon o zastiti zivotinja, Narodne novine br. 102/2017) i prema Vodicu za drzanje i
koriStenje laboratorijskih Zivotinja (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, DHHS
Publ. (NIH) # 86-23 1985).

2.1.2. Tumorske stanice

Ehrlichov ascitesni tumor (EAT) javlja se u misa kao spontani karcinom mlijecne
zlijezde. To je po prirodi slabo diferencirani, heterogeni, brzorastu¢i zlocudni tumor sacinjen
od populacija stanica razli€ite osjetljivosti. U ovom istrazivanju miSevima je subkutano (SC) u

bedro injicirano 1x10° stanica EAT za formiranje solidnog EAT tumora.

2.1.3. Kemijski spojevi

2.1.3.1. Resveratrol

Otopina resveratrola pripremljena je otapanjem resveratrola (Evolva SA, Svicarska) u
prociS¢enoj vodi uz dodatak dimetil sulfoksida (DMSO) koriste¢i najmanju mogucu koli¢inu
DMSO (16 mg/mL) u svrhu povecanja njegove topljivosti. Otopina resveratrola davala se per
0s (po) u dozi od 50 mg/kg.
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2.1.3.2. Cisplatina

Protutumorski lijek cisplatina [cis-diamindikloridoplatina (I1)] (Pliva, Zagreb,
Hrvatska) injicirana je viSekratno intraperitonealno (ip) u dozi od 2,5 mg/kg desetog i

dvanaestog dana, te dozi od 5 mg/kg petnaestog dana.

2.1.4. Laboratorijska oprema

Centrifuga: Centrifuga 5702 (proizvodac: Eppendorf, Njemacka);
Spektrofotometar: Libra S22 (proizvodac: Biochrom, UK) 1 UV-160 (proizvodac:
Shimadzu, Japan)

Mikrotitarski ¢ita¢ Microplate reader Model 550 (proizvodac: Bio-Rad, SAD) i Ao
Absorbance Microplate Reader (proizvodac: Azure Biosystems, SAD)

Vaga: ABS 220 — 4 (proizvodac: Kern & Sohn, Njemacka)

Vortex: Vortex Genius 3 (proizvodac: IKA, SAD)

Homogenizator: Sonopuls mini (proizvodac¢: Bandelin, Njemacka)

2.2. Metode

2.2.1. Obrada Zivotinja

Pokusne Zivotinje su prije injiciranja stanica EAT i nakon pocetnog vaganja podijeljene
u &etiri skupine po 20 Zivotinja te je u njih subkutano (SC) u bedreni migi¢ injicirano 1x10°
stanica EAT $to oznacava 0. dan pokusa. Nakon injiciranja stanica tumora slijedi injiciranje
resveratrola u dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s poc¢etkom 2. dana od
injiciranja tumora, dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dana (kad tumor
postane vidljiv i bude otprilike 500 mm?®) te dozom od 5 mg/kg 15. dana, a potom 24 sata kasnije

dio zivotinja je Zrtvovan, a dio ostavljen za pracenje prezivljavanja.

Kontrolna skupina obradena je ip s fizioloskom otopinom (F.O.). Druga skupina primala
je otopinu resveratrola per os u dozi od 50 mg/kg tijekom 5 dana u nizu, tre¢a cisplatinu u dozi
od 2,5 mg/kg 10. i 12. dana te dozu od 5 mg/kg 15. dana, dok je Cetvrta skupina obradena
pripravkom resveratrola per os u dozi od 50 mg/kg 5 dana u nizu te cisplatinom u vec

navedenim dozama. Doza resveratrola od 50 mg/kg izabrana je prema literaturnim podacima
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(Carter i sur., 2014; Alobaedi i sur., 2017; Davatgaran-Taghipour i sur., 2017). Zivotinje su
Zrtvovane 24 sata nakon zadnje obrade. Zivotinje su adekvatno anastezirane i analgezirane
intraperitonealnom (ip) primjenom kombinacije Narketana® (Vetoquinol S.A., BP 189 Lure
Cedex, Francuska) i Xylapana® (Vetoquinol Biowet Sp., Gorzow, R. Poljska). Nakon toga

prikupljeno je tkivo tumora za daljnju analizu.

2.2.2. Pracenje promjene tjelesne mase i procjena toksi¢nosti

Prije pocetka izvodenja pokusa, kao i tijekom izvodenja pokusa, zivotinje su
pojedinac¢no oznacene i izvagane te su na temelju toga razvrstane u skupine s priblizno slicnom
tjelesnom masom (£ 3 g). Na temelju mase zZivotinja za pojedinu skupinu odredena je koli¢ina
pojedinacnih pripravka koje su davane tijekom pokusa te je pra¢ena promjena mase tijekom
izvodenja pokusa kao i procjena toksicnosti. Mjerenja tjelesnih masa su izvrSena pomocu
digitalne vage. Procjena toksi¢nosti pracena je vaganjem Zzivotinja tijekom eksperimenta i
pra¢enjem promjene mase na nivou ¢itavog organizma. Pokazatelj toksicnosti je gubitak mase
tijekom perioda eksperimenta, te se gubitak tjelesne mase za svaku pojedinu zivotinju racuna

prema sljedecoj formuli:

. masa prvog dana—minim.masa tijekom ispitivanja
% gubitka mase = ( preg ! L ! ) x 100

masa prvog dana

2.2.2.1. Relativni indeks mase organa

Relativna masa organa (izrazena u g/100 g) izracunata je prema sljedecoj formuli:

ukupna masa organa x 100

Relativna masa organa (g/100 g) = ~ -
konacna tjelesna masa
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2.2.3. Mjerenje volumena tumora i inhibicija rasta tumora

Procjena rasta tumora i ucinaka cisplatine i resveratrola na razini cjelokupnog
organizma mjerena je kaliperom. Mjerenje volumena tumora provedeno je kaliperom gdje je
volumen tumora izra¢unat prema formuli :

irina tumora? x duZina tumora
2

Volumen tumora =

Iz dobivenih podataka izraCunat je % inhibicije rasta tumora (%TVI) prema formuli:

(sred.vrijed.vol.tumora u kontroli— sred.vrijed.vol.tumora u pokusnoj grupi ) x 100

7Vi=

sred.vrijed.vol.tumora u kontroli

2.2.4. Prezivljavanje

Pracenjem spontane smrti nakon obrade miSeva pratilo se prezivljavanje pokusnih
zivotinja te se biljezio dan i broj uginulih jedinki unutar svake obradene skupine od nultog dana
pokusa. Postotak povecanja zivotnog vijeka (% ILS, engl. increased lifespan) izracunao se iz

dobivenih podataka prema formuli:

* 100

T—-C
%ILS = ( C )
gdje je T srednja vrijednost vremena prezivljavanja obradene skupine Zivotinja, a C srednja

vrijednost vremena prezivljavanja kontrolne skupine zivotinja.

2.2.5. lzolacija i priprema tkiva

Izolirano tkivo tumora pohranio sam na -20°C do pripreme za analizu. Tjedan dana
nakon pohrane, odvagao sam izmedu 75 - 100 mg tkiva tumora u Eppendorf epruvetu gdje sam
dodao fosfatnog pufera (PBS) u omjeru 1:10. Uzorke sam potom homogenizirao ultrazvu¢nim
homogenizatorom, te sam dobivene homogenate centrifugirao na 15000 okretaja kroz
15 min pri 4°C. Nakon centrifugiranja odvojio sam nadtalog te tako pripremljene uzorke

pohranio pri -20°C do daljnjih analiza.
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2.2.6. Odredivanje razine krvoZilnog endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF)

Za procjenu razine ¢imbenika VEGF-a u tkivu tumora koristio sam misji VEGF ELISA
kit (Mouse VEGF Immunoassay, Quantikine® ELISA, proizvoda¢a R&D Systems Europe,
Ltd. ,UK) prema uputama proizvodaca. Ovaj kit, odnosno test temelji se na kvantitativnoj
sendvi¢ ELISA gdje je poliklonalno protutijelo specificno za misji VEGF prethodno naneseno
na mikrotitarsku plo¢icu. Tumorsko tkivo razrijedio sam 10x s puferom iz kita "Calibrator
Diluent RD5T". U mikrotitarsku plo¢icu dodao sam 50 uL pufera "Assay Diluent RD1IN" i 50
uL standarda ili odgovarajué¢eg uzorka. Potom sam proveo inkubaciju od 2 sata na sobnoj
temperaturi kako bi se svaki prisutan misji VEGF vezao za imobilizirano protutijelo. Nakon
toga sadrzaj svake jazice isprao sam 5 puta sa po 200 pL pufera za ispiranje kako bi se uklonile
nevezane komponente te sam u svaku jazicu dodao po 100 uL peroksidazom obiljezenog
poliklonalnog protutijela specificnog za misji VEGF. Nakon druge inkubacije od 2 sata na
sobnoj temperaturi, ponovno sam isprao plocicu 5 puta kako bi uklonio nevezana enzimom-
obiljezena protutijela. Potom sam dodao po 100 uL otopine supstrata i proveo inkubaciju od 30
minuta na sobnoj temperaturi zasticenu od svjetla pri ¢emu je enzimska reakcija stvorila plavo
obojeni produkt. Po isteku inkubacije dodao sam 100 uL "Stop" otopine u svaku jazicu pri cemu
je plavo obojeni produkt postao zuto obojen. Intenzitet nastalog zutog obojenja proporcionalan
je koli¢ini misjeg VEGF-a, a vrijednosti apsorbancije o¢itao sam pri 450 nm uz korekciju valne
duljine pri 540 nm. Kao standard koristio sam 500 pg/mL misjeg VEGF standarda iz kita
otopljeneg sa "Calibrator Diluent RD5T" puferom u rasponu koncentracija od 0 do 250 pg/mL.
Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji standardne otopine VEGF-a
odredio sam jednadZbe pravca, a koncentracije VEGF-a u ispitivanim uzorcima iskazao sam u
pg/mL. Uzorke sam radio u duplikatu te sam kod konaénog izracuna koncentracije uzeo u obzir

faktor razrjedenja.
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2.2.7. Odredivanje aktivnosti matriks metaloproteinaza 2 (MMP-2) i 9
(MMP-9)

Za odredivanje aktivnosti MMP-2 i MMP-9 koristio sam komercijalni ELISA Kit
proizvodaca Biospes inc. (Chongging, Kina) i prethodno pripremljene uzorke tkiva tumora. Kit
za odredivanje razine MMP-2 i MMP-9 se bazirao na sendvi¢ ELISA gdje su poliklonalna
protutijela specifi¢na za misji MMP-2 i MMP-9 prethodno nanesena na mikrotitarsku ploc¢icu.
Tumorsko tkivo razrijedio sam 20x s puferom za razrjedivanje uzoraka iz kita. U mikrotitarsku
plo¢icu dodao sam 100 uL standarda ili odgovarajuceg uzorka i sve skupa stavio na inkubaciju
od 90 minuta pri 37°C kako bi se omogucilo vezanje MMP-2 ili MMP-9 za imobilizirano
protutijelo. Nakon toga, uklonio sam sadrzaj svake jazice i dodao 100 puL biotinom obiljezenog
poliklonalnog protutijela specificnog za misje MMP-2 ili MMP-9 i ponovno stavio na
inkubaciju pri 37°C tijekom 60 minuta. Zatim sam sadrzaj svake jazice isprao 3 puta s puferom
za ispiranje iz kita te u svaku dodao 100 pL avidin-biotin-peroksidaza kompleksa (ABC) i sve
zajedno ostavio na inkubaciju pri 37°C tijekom 30 minuta. Sadrzaj svake jazice Sam opet isprao
5 puta s puferom za ispiranje kako bi se uklonili nevezani konjugati te sam u svaku jazicu dodao
100 pL 3,3",5,5 -tetrametilbenzidin (TMB) supstrata radi vizualizacije HRP enzimske reakcije
i stvaranja plavo obojenog produkta uz inkubaciju pri 37°C tijekom 20 minuta u mraku. Po
isteku inkubacije dodao sam 100 pL "Stop" otopine u svaku jazicu buduci da HRP katalizira
TMB te nastaje Zuto obojenje. Intenzitet nastalog Zzutog obojenja proporcionalan je koli¢ini
misjeg MMP-2 ili MMP-9 vezanog na pocetku, a vrijednosti apsorbancije oc¢itao sam pri 450
nm. Kao standard za odredivanje MMP-2 koristio sam standardnu otopinu koncentracije 40000
pg/mL koju sam otopio s puferom za razrjedivanje uzorka iz koje sam napravio Sest serijskih
razrjedenja u rasponu koncentracija od 0 pg/mL do 20000 pg/mL, dok sam kao standard za
odredivanje MMP-9 koristio standardnu otopinu koncentracije 10000 pg/mL otopljenu s
puferom za razrjedivanje uzorka iz koje sam napravio Sest serijskih razrjedenja u rasponu
koncentracija od 0 pg/mL do 5000 pg/mL. Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o
koncentraciji standardne otopine MMP-2 ili MMP-9 odredio sam jednadzbu pravca, a
koncentraciju MMP-2 ili MMP-9 u ispitivanim uzorcima iskazao sam u pg/mL. Uzorke sam

radio u duplikatu te sam kod kona¢nog izra¢una koncentracije uzeo u obzir faktor razrjedenja.
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2.2.8. Odredivanje razine proteina toplinskog stresa HSP-70 (engl. HSP-70
heat-shock protein)

Za odredivanje razine ,heat-shock® proteina 70 koristio sam HSP-70 ELISA kit od
MyBioSource (San Diego, SAD) i prethodno pripremljene uzorke tkiva tumora. Kit za
odredivanje razine HSP-70 baziran je na sendvi¢ ELISA. Razinu heat-shock proteina 70
odredio sam u tumorskom tkivu koje sam razrijedio 8 puta pomocu fosfatnog pufera (PBS
pufer). Kao standard koristio sam gotove standardne otopine u rasponu koncentracija od 0
ng/mL do 250 ng/mL. U jazice sam dodao 50 pL pripremljenog standarda, uzoraka i PBS-a kao
slijepu probu. Zatim sam dodao 5 pL "Balance Solution" u jazice gdje su dodani uzorci. Nakon
toga dodao sam 100 puL "Conjugata” u svaku jazicu osim u jazicu sa slijepom probom, te sam
sadrzaj u jaZicama promijesao i proveo inkubaciju tijekom sat vremena pri 37°C. Po isteku
inkubacije sadrzaj svake jazice isprao sam 5 puta sa po 350 pL pufera za ispiranje kako bi se
uklonile nevezane komponente te sam u svaku jaZzicu dodao po 50 uL "Supstrata A" i 50 pL
"Supstrata B". Nakon $to sam proveo drugu inkubacije od 20 minuta pri 37°C, dodao sam 50
uL "Stop" otopine u svaku jazicu i sadrzaj promijesao, te sam vrijednosti apsorbancije ocitao
pri 450 nm. Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji standardne otopine
odredio sam jednadZzbu pravca, a koncentracije HSP-70 u ispitivanim uzorcima iskazao sam u
ng/mL. Uzorke sam radio u duplikatu te sam kod kona¢nog izra¢una koncentracije uzeo u obzir

faktor razrjedenja.

2.2.9. Odredivanje razine proteina toplinskog stresa HSP-90 (engl. HSP-90
heat-shock protein)

Za odredivanje razine ,,heat-shock® proteina 90 koristio sam HSP90 ELISA kit od
MyBioSource (San Diego, SAD) i prethodno pripremljene uzorke tkiva tumora. Kit za
odredivanje razine HSP-90 baziran je na sendvi¢ ELISA. Uzorke tumora razrijedio sam 8 puta
pomoc¢u fosfatnog pufera (PBS pufer). Kao standard Koristio sam standardnu otopinu
koncentracije 10000 pg/mL iz koje sam napravio Sest serijskih razrjedenja U rasponu
koncentracija od 0 pg/mL do 5000 pg/mL. U jazice sam dodao 100 pL pripremljenog standarda,
uzoraka i PBS-a kao slijepu probu te proveo inkubaciju od 90 minutna pri 37°C. Po isteku
inkubacije, sadrzaj svake jazice isprao sam 2 puta sa po 350 uL pufera za ispiranje kako bi se
uklonile nevezane komponente. Zatim sam dodao 100 pL protutijela obiljezenih biotinom u sve

jazice i proveo inkubaciju od 60 minuta pri 37°C. Po isteku inkubacije, plo¢icu sam isprao tri
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puta sa po 350 uL pufera za ispiranje. Nakon toga, dodao sam 100 uL HRP-Streptavidin
konjugata (SABC) u svaku jaZicu, te sadrzaj u jazicama promijeSao i proveo inkubaciju tijekom
30 minuta pri 37°C. Po isteku inkubacije sadrzaj svake jazice isprao sam 5 puta sa po 350 pL
pufera za ispiranje kako bi se uklonile nevezane komponente i u svaku jazicu dodao po 90 puL
TMB substrata. Nakon $to sam proveo inkubaciju u mraku od 20 minuta pri 37°C, dodao sam
50 uL "Stop" otopine u svaku jazicu i sadrzaj promijesao, te sam vrijednosti apsorbancije oc¢itao
pri 450 nm. Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji standardne otopine
odredio sam jednadzbu pravca, a koncentraciju HSP-90 u ispitivanim uzorcima iskazao sam u
ng/mL. Uzorke sam radio u duplikatu te sam kod kona¢nog izra¢una koncentracije uzeo U obzir

faktor razrjedenja.

2.2.10. Mjerenje dusSikovog oksida indirektnom metodom prema Griess-u

Ova metoda temelji se na reakciji diazotacije koju je prvi opisao Griess 1879.
Poznato je da dusik oksid (NO) sintetiziraju razliCite stanice u razli¢itim organima
ukljucujuéi stanice glatkih miSi¢a, neurone, trombocite, hepatocite, makrofage,
fibroblaste i epitelne stanice te stoga kao takav ima vrlo vaznu ulogu u organizmu.
Sintetizira se iz L-arginina djelovanjem dusik oksid sintetaze, enzima koji postoji u tri
izoforme, a u uvjetima in vitro brzo se metabolizira u stabilne nehlapljive produkte
(nitrite: NOz ili nitrate: NO3") (Rosselli i sur. 1998).

Sinteza dusikovog (II) oksida moze se indirektno odrediti spektrofotometrijski
pomocu Griessove metode mjere¢i akumulirane nitrite 1 nitrate u razli¢itim bioloSkim
uzorcima. U ovom istrazivanju koristio sam kit Griess reagent system proizvodaca
Promega (SAD) koji za analizu NO>™ koristi 1% sulfanilamid pripremljen u 5% fosfornoj
kiselini i 0,1% N-1-naftiletilen-diamin dihidroklorid (NED) otopljen u vodi. U
mikrotitarsku ploc¢u stavio sam 50 pL uzorka tumora u triplikatu, 50 pL otopine
sulfanilamida te izvrSio inkubaciju od 10 minuta pri sobnoj temperaturi (zasticeno od
svjetla). Nakon prve inkubacije dodao sam 50 pL otopine NED i ponovio inkubaciju od
10 minuta pri sobnoj temperaturi (zasti¢eno od svjetla). Nakon druge inkubacije pojavilo
se ruziCasto obojenje uzorka zbog nastalog azo spoja te sam na spektrofotometru izmjerio
apsorbanciju pri 540 nm. Kao standard koristio sam 0,1 M natrijevog nitrita otopljenog
u vodi u koncentracijama od 0 do 100 uM. Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije
0 koncentraciji nitrita odredio sam nagib pravca. Preko nagiba pravca izratunao sam

koncentraciju NO2™ u uzorcima koju sam izrazio kao puM.
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2.2.11. Statisticka obrada podataka

StatistiCcka analiza je provedena pomoc¢u STATISTICA 13 programa (StatSoft,
Tulsa, OK, USA), a statisticka znacajnost odredena je s P<0,05. Svi rezultati izrazeni su
kao srednja vrijednost + standardna pogreska (SV £ SP). Podaci su analizirani pomoc¢u
Kruskal-Wallis ANOVA-a testa. Prema Kaplan-Meierovoj metodi (Kaplan i Meier,
1958) napravljena je krivulja prezivljavanja, a usporedba izmedu krivulja prezivljavanja
odredena je log-rank testom (a = 5%) (Mantel i Haenszel, 1959). Daljnja analiza razlika
izmedu skupina napravljena je visestrukom komparacijom srednjih vrijednosti svih

skupina. Rezultati su prikazani tabli¢no i graficki pomoc¢u box-plot prikaza.

Za pripremu podataka i izraCun koncentracija, koristio sam racunalni program

Microsoft Excel 2016.
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3. Rezultati
3.1. Promjena tjelesne mase Zivotinja

Pra¢enjem promjene tjelesne mase pratili smo promjenu mase tumora tijekom pokusa
te dobili uvid u brzinu njegova rasta koji je izracunat kao % u odnosu na pocetnu masu tumora
u pojedinoj skupini, a rezultati su prikazani na Slici 6. Kod kontrolne skupine je uocen najveci
porast tjelesne mase, koji je gotovo linearan od 0. do 33. dana. Kod skupine obradene
resveratrolom rast tjelesne mase je linearan od 0. do 13. dana nakon kojeg dolazi do naglog
porasta sve do 23. dana te slijedi stagnacija rasta i blagi pad tjelesne mase nakon 28. dana.
Skupina obradena cisplatinom pokazuje najveée odstupanje u promjeni tjelesne mase gdje je
od 3. do 6. dana uoc¢eno smanjenje tjelesne mase, a onda od 9. do 33. dana njeno povecanje koje
je, sveukupno gledajuéi, najmanje u odnosu na ostale skupine. Skupina obradena resveratrolom
i cisplatinom takoder biljezi smanjenje tjelesne mase od 3. do 6. dana, nakon ¢ega dolazi do

njenog povecanja sve do 33. dana.

29



; T
. o A

//\//A—/ﬂ —O— Kontrola
15 g\

—&o—Res
10 ¢ ——Cis
Res + Cis
5

0 /A

0.dan 3. dan .dan 9. (% 13. dan 16.dan 23.dan 28.dan 33.dan
Ay

Promjena mase zivotinja (%)

-10

Slika 6. Promjene tjelesne mase zivotinja u miSeva nositelja EAT-a obradenih resveratrolom,

cisplatinom, i njihovom kombinacijom.

Misevi (N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa stanica EAT (1x10°) obradeni davanjem
otopine resveratrola per os (po) u dozi od 50 mg/kg tijekom 5 dana u nizu s poc¢etkom 2. dana
od injiciranja tumora i intraperitonealnim injiciranjem (ip) cisplatine u dozi od 2,5 mg/kg 10. i
12. dana te dozom od 5 mg/kg 15. dana. Rast mase tumora izraZen je kao % u odnosu na
pocetnu masu miSeva unutar skupine prema formuli: % promjene u masi tumora = (Konacna

tezina zivotinja — PoCetna teZina Zivotinja) x 100/Konacna tezina zivotinja

Kratice: Res- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis- cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg; Res + Cis- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg

3.2. Promjena mase unutarnjih organa

Rezultati promjene mase unutarnjih organa prikazani su na Slici 7. Rezultati promjene
mase jetre pokazuju statisticki znacajno smanjenje u skupinama obradenim cisplatinom
(P<0,05) i skupinom obradenom resveratrolom i cisplatinom (P<0,05) u odnosu na kontrolnu
skupinu. Rezultati promjene mase slezene pokazuju statisticki znacajno smanjenje u skupinama
obradenim cisplatinom (P<0,001) i obradenoj resveratrolom i cisplatinom (P<0,01) u odnosu
na kontrolnu skupinu. Osim toga rezultati promjene mase slezene pokazuju statisticki znac¢ajno

smanjenje u skupini obradenoj cisplatinom u odnosu na skupinu obradenu resveratrolom
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(P<0,01). Rezultati promjene mase bubrega pokazuju statisti¢ki znac¢ajno smanjenje u skupini

obradenoj resveratrolom i cisplatinom u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,05).

6
S5l .
o | f
o
=
X))
s 4T
= O Kontrola
> B Res
o 3 4+ _
.g OCis
) ORes + Cis
whd
@
c
2
et
s
[}]
(14

Jetra Slezena Bubreg D Bubreg L

Slika 7. Promjena mase unutarnjih organa (jetra, slezena i bubreg) u miseva nositelja EAT-a

obradenih resveratrolom, cisplatinom i njihovom kombinacijom

Misevi (N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa stanica EAT (1x10°) obradeni davanjem
otopine resveratrola per os (po) u dozi od 50 mg/kg tijekom 5 dana u nizu s poc¢etkom 2. dana
od injiciranja tumora i intraperitonealnim injiciranjem (ip) cisplatine u dozi od 2,5 mg/kg 10. i
12. dana te dozom od 5 mg/kg 15. dana. Relativna masa organa (g/100 g) izraCunata je prema

formuli: ukupna masa organa x 100/konac¢na tjelesna masa.
“Statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na kontrolu ("P<0,05; “P<0,01; ““P<0,001).
“Statisticki znacajno u odnosu na Res (**P<0,01).

Kratice: Res- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis- cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg; Res + Cis- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg; Bubreg D- desni bubreg; Bubreg L- lijevi bubreg.
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3.3. Promjena volumena tumora

Pra¢enjem promjene volumena tumora kod kontrole je uoc¢en eksponencijalni porast
volumena koji je posebice izrazen od 13. do 33. dana (Slika 8). Kod skupine obradene
resveratrolom uocen je nagli porast od 13 do 16. dana, kojeg slijedi razdoblje laganog rasta
izmedu 16. i 28. dana te nagli porast od 28. do 33. dana. Skupina obradena cisplatinom pokazuje
linearni porast od 13. do 23. dana od kojeg je volumen u stagnaciji sve do 28. dana gdje ponovno
pocinje njegov nagli rast do 33. dana. Skupina obradena resveratrolom i cisplatinom pokazuje
blagi rast do 23. dana, zatim i smanjenje izmedu 23. 1 28. dana, a onda od 28. do 33. povecanje
koje je, sveukupno gledajuci, najmanje u odnosu na ostale obradene skupine. Takoder iz
rezultata je vidljivo da je volumen tumora bio smanjen kod svih obradenih skupina u odnosu

na kontrolnu skupinu.
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Slika 8. Promjene volumena tumora u miseva nositelja EAT-a obradenih resveratrolom,

cisplatinom i njihovom kombinacijom

Misevi (N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa stanica EAT (1x10°) obradeni davanjem
otopine resveratrola per os (po) u dozi od 50 mg/kg tijekom 5 dana u nizu s poc¢etkom 2. dana
od injiciranja tumora i intraperitonealnim injiciranjem (ip) cisplatine u dozi od 2,5 mg/kg 10. i

12. dana te dozom od 5 mg/kg 15. dana.

Kratice: Res- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis- cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg; Res + Cis- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg
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3.4. Inhibicija rasta tumora

Rezultati mjerenja inhibicije rasta tumora prikazani su na Slici 9. Rezultati ukazuju na
visi postotak inhibicije rasta tumora kod sve tri obradene skupine u odnosu na kontrolu 16.
dana. Skupina obradena cisplatinom 16. dana pokazala je inhibiciju od 52% u odnosu na
kontrolu, dok je skupina obradena cisplatinom i resveratrolom 16. dana pokazala inhibiciju od
51% u odnosu na kontrolnu skupinu. 33. dana skupina obradena cisplatinom pokazala je
inhibiciju od 41% u odnosu na kontrolu, dok je skupina obradena cisplatinom i resveratrolom
pokazala inhibiciju od 52% u odnosu na kontrolnu skupinu. Najmanji postotak inhibicije

zabiljeZen je u skupini obradenoj resveratrolom gdje je 16. dana iznosio 17%, a 33.dana 19%
(Slika 9).
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Slika 9. Postotak inhibicije rasta tumora u miseva nositelja EAT-a obradenih resveratrolom,
cisplatinom i njihovom kombinacijom

Misevi (N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa stanica EAT (1x10°) obradeni davanjem
otopine resveratrola per os (po) u dozi od 50 mg/kg tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2. dana
od injiciranja tumora i intraperitonealnim injiciranjem (ip) cisplatine u dozi od 2,5 mg/kg 10. i
12. dana te dozom od 5 mg/kg 15. dana. Iz dobivenih vrijednosti volumena tumora izracunao
se postotak inhibicije rasta (% TVI) prema formuli: sred. vrijed. vol. tumora (kontr.) - sred.

vrijed. vol. tumora (tret. grupa)x100/ sred.vrijed. vol. tumora (kontr.).

Kratice: Res- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis- cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg; Res + Cis- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg.
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3.5. Prezivljavanje Zivotinja

Ucinak resveratrola u dozi od 50 mg/kg, cisplatine u dozi od 2,5 i 5 mg/kg i njihove
kombinacije na miSeve nositelje EAT-a istrazio se pracenjem vremenskog perioda
prezivljavanja zivotinja §to je prikazano u Tablici 1 1 Slici 10. MiSevi obradeni sa cisplatinom
u dozi od 2,515 mg/kg i otopinom resveratrola u dozi od 50 mg/kg pokazuju najbolje rezultate
povecanja zivotnog vijeka (% ILS) za 35,77%, dok je najmanje povecanje zivotnog vijeka
vidljivo kod skupine obradene cisplatinom i iznosi 27,79%. Nesto manje povecanje zivotnog

vijeka koje je iznosilo 31,07% vidljivo je kod skupine obradene resveratrolom.

Tablica 1. Prezivljavanje miseva s Ehrlichovim solidnim tumorom nakon obrade s

resveratrolom i cisplatinom te njihovom kombinacijom

Raspon Srednja Median % % Broj
SKUDI prezivljavanja | vrijednost prezivljavanja | T/CP ILS® | prezivjelih
upina 1 (dani) prezivljavanja | (dani) Zivotinja
(SVZSP dani)
Kontrola 22 - 38 30,44 £ 1,79 32,00 / / 0
Res 30-55 39,90 £ 2,14 39,50 131,07 | 31,07 |0
Cis 21-70 38,90 + 4,60 36,00 127,79 | 27,79 |0
Res + Cis | 30 - 49 41,33 +£2,59 46,00 135,77 | 3577 |0

Misevi (N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa stanica EAT (1x10°) obradeni davanjem
otopine resveratrola per os (po) u dozi od 50 mg/kg tijekom 5 dana u nizu s poc¢etkom 2. dana
od injiciranja tumora i intraperitonealnim injiciranjem (ip) cisplatine u dozi od 2,5 mg/kg 10. i
12. dana te dozom od 5 mg/kg 15. dana.

b %g = (%) x100%; T - srednja vrijednost vremena prezivljavanja obradene skupine zivotinja;
C - srednja vrijednost vremena prezivljavanja kontrolne skupine zivotinja.

“%ILS = (T;—C) x100%; postotak povecanja zivotnog vijeka (% ILS); T - srednja vrijednost
vremena prezivljavanja obradene skupine zivotinja; C - srednja vrijednost vremena
prezivljavanja kontrolne skupine zivotinja. Kratice: Res- otopina resveratrola u dozi od 50
mg/kg; Cis- cisplatina u dozi od od 2,5 i 5 mg/kg; Res + Cis- otopina resveratrola u dozi od 50

mg/kg i cisplatina u dozi od od 2,5 i 5 mg/kg.
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Slika 10. Kaplan-Meyer krivulja prezivljavanja miseva nositelja EAT-a obradenih s

resveratrolom, cisplatinom i njihovom kombinacijom

Misevi (N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa stanica EAT (1x10°) obradeni davanjem

otopine resveratrola per os (po) u dozi od 50 mg/kg tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2. dana

od injiciranja tumora i intraperitonealnim injiciranjem (ip) cisplatine u dozi od 2,5 mg/kg 10. i

12. dana te dozom od 5 mg/kg 15. dana.

Kratice: Res- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis- cisplatina u dozi od od 2,51 5

mg/kg; Res + Cis- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od od 2,51 5

mg/kg.
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3.6. Razina krvozilnog endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF) u
tumorskim stanicama

Odredivanje koncentracije VEGF-a u tumorskim stanicama na Slici 11 pokazuje
znaajno smanjenje koncentracije kod skupina obradenih cisplatinom (P<0,05) kao i kod
skupine obradene cisplatinom i otopinom resveratrola (P<0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu
(Slika 11).
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Slika 11. Razina VEGF-a u tumorskim stanica miseva nositelja EAT-a obradenih

resveratrolom, cisplatinom i njihovom kombinacijom

Misevi (N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa stanica EAT (1x10°) obradeni davanjem
otopine resveratrola per os (po) u dozi od 50 mg/kg tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2. dana
od injiciranja tumora i intraperitonealnim injiciranjem (ip) cisplatine u dozi od 2,5 mg/kg 10. i
12. dana te dozom od 5 mg/kg 15. dana.

“Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na kontrolu ("P<0,05).

Kratice: Res- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis- cisplatina u dozi od od 2,515
mg/kg; Res + Cis- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg.

36



3.7. Razina matriks metaloproteinaze 2 (MMP-2) u tumorskim
stanicama

Koncentracija MMP-2 koja je odredena sendvi¢ ELISA metodom u tumorskim
stanicama prikazana je na Slici 12 iz koje je vidljivo smanjenje koncentracije MMP-2 kod svih
skupina u odnosu na kontrolu s time da je statisti¢ki znac¢ajno niza razina koncentracije MMP-

2 vidljiva samo kod skupine obradene resveratrolom u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,01).
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Slika 12. Koncentracija MMP-2 u tumorskim stanicama miSeva nositelja EAT-a obradenih

resveratrolom, cisplatinom i njihovom kombinacijom

Misevi (N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa stanica EAT (1x10°) obradeni davanjem
otopine resveratrola per os (po) u dozi od 50 mg/kg tijekom 5 dana u nizu s poc¢etkom 2. dana
od injiciranja tumora i intraperitonealnim injiciranjem (ip) cisplatine u dozi od 2,5 mg/kg 10. i

12. dana te dozom od 5 mg/kg 15. dana.
“Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na kontrolu (*P<0,01).

Kratice: Res- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis- cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg; Res + Cis- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od od 2,51 5

mg/kg; SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.8. Razina matriks metaloproteinaze 9 (MMP-9) u tumorskim
stanicama

Rezultati Slike 13 pokazuju statisticki znac¢ajno vecu koncentraciju MMP-9 u skupini
obradenoj cisplatinom (P<0,001) kao i skupini obradenoj resveratrolom i cisplatinom (P<0,01)
u odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder iz rezultata je vidljivo statisti¢ki niza koncentracija

MMP-9 u skupini obradenoj resveratrolom u odnosu na skupinu obradenu cisplatinom
(P<0,05).
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Slika 13. Koncentracija MMP-9 u tumorskim stanicama miSeva nositelja EAT-a obradenih

resveratrolom, cisplatinom i njihovom kombinacijom

Misevi (N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa stanica EAT (1x10°) obradeni davanjem
otopine resveratrola per os (po) u dozi od 50 mg/kg tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2. dana
od injiciranja tumora i intraperitonealnim injiciranjem (ip) cisplatine u dozi od 2,5 mg/kg 10. i

12. dana te dozom od 5 mg/kg 15. dana.

°Statisticki znacajno u odnosu na cisplatinu (°P<0,05).

*kk

“Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na kontrolu (“"P<0,01; "“P<0,001).

Kratice: Res- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis- cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg; Res + Cis- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od od 2,51 5

mg/kg; SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.9. Razina proteina toplinskog stresa HSP-70 (engl. HSP-70 heat-
shock protein)

Rezultati mjerenja razine HSP-70 u tumorskim stanicama prikazani su na Slici 14.
Rezultati pokazuju statisticki znac¢ajno visu razinu HSP-70 u skupini obradenoj resveratrolom
i cisplatinom u odnosu na kontrolu (P<0,01) kao i na skupinu obradenu resveratrolom

(P<0,001).
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Slika 14. Koncentracija HSP-70 u tumorskim stanicama miseva nositelja EAT-a obradenih

resveratrolom, cisplatinom i njihovom kombinacijom

Misevi (N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa stanica EAT (1x10°) obradeni davanjem
otopine resveratrola per os (po) u dozi od 50 mg/kg tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2. dana
od injiciranja tumora i intraperitonealnim injiciranjem (ip) cisplatine u dozi od 2,5 mg/kg 10. i
12. dana te dozom od 5 mg/kg 15. dana.

“Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na kontrolu (*P<0,01).
° Statisti¢ki znaGajno u odnosu na resveratrol (***P<0,001).
Kratice: Res- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis- cisplatina u dozi od od 2,51 5

mg/kg; Res + Cis- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg; SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.

40



3.10. Razina proteina toplinskog stresa HSP-90 (engl. HSP-90
heat-shock protein)

Na Slici 15 prikazani su rezultati mjerenja razine HSP-90 u tumorskim stanicama.
Rezultati pokazuju statisticki nizu razinu HSP-90 kod skupine obradene cisplatinom u odnosu

na kontrolnu skupinu (P<0,001) i skupinu obradenu resveratrolom (P<0,001).
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Slika 15. Koncentracija HSP-90 u tumorskim stanicama miseva nositelja EAT-a obradenih

resveratrolom, cisplatinom i njihovom kombinacijom

Misevi (N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa stanica EAT (1x10°) obradeni davanjem
otopine resveratrola per os (po) u dozi od 50 mg/kg tijekom 5 dana u nizu s poc¢etkom 2. dana
od injiciranja tumora i intraperitonealnim injiciranjem (ip) cisplatine u dozi od 2,5 mg/kg 10. i
12. dana te dozom od 5 mg/kg 15. dana.

*hk

“Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na kontrolu (" P<0,001).
“Statisti¢ki znacajno u odnosu na Res (°°°P<0,001).

Kratice: Res- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis- cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg; Res + Cis- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg; SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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3.11. Aktivnost duSikovog oksida (NO) u tumorskim stanicama

Rezultati mjerenja aktivnosti duSikovog oksida u uzorcima tkiva tumora prikazani su na
Slici 16. Rezultati pokazuju statisticki nizu aktivnost NO kod skupine obradene resveratrolom
u odnosu na skupinu obradenu cisplatinom (P<0,01), kao i kod skupine obradene cisplatinom i

otopinom resveratrola u odnosu na skupinu obradenu cisplatinom (P<0,05).
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Slika 16. Aktivnost NO2 u tumorskim stanicama miSeva nositelja EAT-a obradenih

resveratrolom, cisplatinom i njihovom kombinacijom

Misevi (N=10) su nakon subkutanog (sc) unosa stanica EAT (1x10°) obradeni davanjem
otopine resveratrola per os (po) u dozi od 50 mg/kg tijekom 5 dana u nizu s poc¢etkom 2. dana
od injiciranja tumora i intraperitonealnim injiciranjem (ip) cisplatine u dozi od 2,5 mg/kg 10. i

12. dana te dozom od 5 mg/kg 15. dana.
°Statisti¢ki znacajno u odnosu na cisplatinu (°P<0,05; °°P<0,01).

Kratice: Res- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis- cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg; Res + Cis- otopina resveratrola u dozi od 50 mg/kg i cisplatina u dozi od od 2,51 5
mg/kg; SV — srednja vrijednost; SP - standardna pogreska; SD — standardna devijacija.
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4. Rasprava

Svrha ovog rada bila je istraziti zdruzeno djelovanje citostatika cisplatine i resveratrola
na inhibiciju VEGF-a, MMP-2 i MMP-9, inhibiciju razvoja tumora, povecanje Zivotnog vijeka
domacina, te istraziti aktivnost makrofaga u tkivu tumora kroz analizu inducibilne dusik oksid
sintaze (iINOS). Nadalje cilj nam je bio utvrditi kako viSekratno djelovanje citostatika djeluje
na razinu HSP-70 i HSP-90 i da li obrada resveratrolom modulira njihovu aktivnost vodeci
dokidanju rezistencije tumorskih stanica na citostatik, direktnoj toksi¢nosti na stanice tumora,
inhibiciji angiogeneze 1 rasta tumora, jacanju imunomodulacijskog ucinka makrofaga kroz

podrzavanje M1 fenotipa te posljedicnom povecanju zivotnog vijeka miSeva.

Obrada zivotinja podijeljenih u 4 skupine zapocela je subkutanim (sc) injiciranjem
1x10° EAT stanica te injiciranjem resveratrola u dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u
nizu s poc¢etkom 2. dana od injiciranja tumora; cisplatina je injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip
10. i 12. dana te dozom od 5 mg/kg 15. dana dok je kontrolna skupina obradena fizioloskom
otopinom. Da bismo razjasnili ulogu VEGF-a, MMP-2 i MMP-9 u rastu i angiogenezi
Ehrlichovog solidnog tumora i istrazili moguéi utjecaj resveratrola na dokidanje rezistencije
tumorskih stanica na cisplatinu, ispitali smo sljedece: promjenu tjelesne mase, volumena i
inhibicije rasta tumora, prezivljavanje zivotinja, razinu VEGF-a, MMP-2, MMP-9, HSP-70,

HSP-90 te polarizaciju i aktivnost makrofaga kroz analizu aktivnosti dusikovog oksida (NO).

Antikancerogene ucinke resveratrola, cisplatine 1 kombinacije resveratrola i cisplatine
na rast EAT u solidnom obliku utvrdili smo mjerenjem promjene volumena tumora i tjelesne
mase miSeva uz odredivanje postotka inhibicije rasta tumora gdje je vidljivo da su primijenjeni
spojevi pokazali smanjenje volumena u sve tri pokusne skupine (Slika 8) u odnosu na kontrolnu
skupinu. Rezultati promjene tjelesne mase (Slika 6) ukazuju na porast tjelesne mase u svim
skupinama; najveci porast tjelesne mase zapazen je u kontrolnoj skupini dok je najmanji porast
mase bio u skupini obradenoj cisplatinom u dozi od 2,5 i 5 mg/kg. Skupine obradene
cisplatinom i kombinacijom resveratrola i cisplatine pokazale su visok postotak inhibicije rasta
stanica EAT (41-52 %) $to potvrduje antikancerogene ucinke citostatika cisplatine i polifenola
resveratrola (Slika 6, 8, 9). U pogledu pracenja prezivljavanja najbolji ucinak ostvarila je
kombinirana primjena cisplatine u dozi od 2,5 i 5 mg/kg i otopine resveratrola u dozi od 50
mg/kg (% ILS = 35,77) (Tablica 1) u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Angiogeneza, proces rasta novih krvnih zila iz ve¢ postojece krvozilne mreze, bitna je
za rast solidnih tumora i njihovih metastaza i ovisi o angiogenim ¢imbenicima rasta (Emmett i
sur., 2011; Wu i sur., 2004). Stoga se inhibicija ¢imbenika rasta smatra jednom od
najucinkovitijih strategija za uCinkovito suzbijanje rasta tumora. VEGF je jedan od najvaznijih
pro-angiogenih ¢imbenika, koji moze pospjesiti progresiju tumora, metastaziranje i Sirenje
stanica raka (Kumar i sur., 2011). U B16F10 tumorskim stanicama melanoma primjerice,
inhibicija VEGF-a anti-VEGF spojevima smanjuje rast tumora i mikrozilnu gusto¢u (Ghosh i
Maity, 2007). Nasi rezultati mjerenja razine VEGF-a u tumorskim stanicama pokazali su da
resveratrol smanjuje sekreciju VEGF-a u tumorskim stanicama u odnosu na kontrolnu skupinu
u in vivo uvjetima (Slika 11), ali bez statisticke znacajnosti; dok je kod skupina obradenih
cisplatinom (P<0,05) kao i kod skupine obradene cisplatinom i otopinom resveratrola (P<0,05)
pokazano zna¢ajno smanjenje u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 11). Dobiveni rezultati u
skladu su s literaturnim podacima Lee i sur., (2015) koji su pokazali da zdruZena primjena
resveratrola i 5-fluoruracila (kemoterapijski lijek iz skupine antimetabolita) djeluje protu-
angiogenski (angiostatski) 1 u€inkovitija je od primjene svakog spoja pojedinacno. Sinergisticki
ucinak primjene resveratrola i 5-fluoruracila zna¢ajno je smanjio razine COX-2, VEGF, VASP,
povecéao razine AMPK i na taj naCin znacajno inhibirao proliferaciju B16 stanica melanoma i

sprije¢io metastaziranje kroz inhibiciju stani¢ne migracije (Lee i sur., 2015).

Takoder 1 brojni drugi biljni pripravci sadrze sastavnice koje mogu biti u€inkovite u
kontroli rasta tumora i inhibiciji angiogeneze ukljucujuéi kurkumin i ginkgetin. Primjerice, Hu
i sur., (2019) navode da se ginkgetin (biflavon izoliran iz lista giko bilobe lat. Ginko biloba)
veze za VEGF (smanjuje vezanje za VEGF- receptor) i tako inhibira proliferaciju, migraciju i
invaziju endotelnih stanica i VEGF- posredovanu neovaskularizaciju. Primjena ginkgetina u
HUVEC stanicama inhibira VEGF-om induciranu fosforilaciju VEGFR-2 i na taj na¢in remeti
nizvodni prijenos signala, slicno Avastinu koji pokazuje sli¢ne inhibitorne u¢inke na VEGF-
om induciranu fosforilaciju ciljanih molekula (Hu i sur., 2019). Nadalje, primjena kurkumina i
resveratrola samostalno ili u kombinaciji s karboplatinom znacajno smanjuje razine VEGF u
plazmi u odnosu na kontrolnu skupinu u EAT tumoru kod miSeva §to je takoder u korelaciji sa

smanjenom mikroZzilnom gusto¢om i masom tumora (EI-Azab i sur., 2011).

Invaziji malignih stanica karcinoma pogoduje razgradnja izvanstanicnog matriksa
(ECM), pojacana regulacija aktivnosti proteolitickih enzima i povecanje pokretljivosti i
invazivne sposobnosti tumorskih stanica (Kleiner i Stetler-Stevenson, 1999; Westermarck i

Kahari, 1999). Literaturni podaci govore da su matriks metaloproteinaze (MMP) sposobne
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promovirati invaziju tumora i metastaziranje razgradnjom izvanstani¢nog matriksa (ECM-a),
medu kojima najviSe pozornosti privlace dvije gelatinaze- MMP-2 i MMP-9 (Kessenbrock i
sur., 2010). Iz toga razloga, MMP se smatraju vaznim molekularnim ciljevima u protutumorskoj
terapiji.

Nasi rezultati analize MMP-2 pokazuju vidljivo smanjenje koncentracije MMP-2 kod
svih skupina u odnosu na kontrolu s time da je statisticki znac¢ajno niza razina koncentracije
MMP-2 vidljiva samo kod skupine obradene resveratrolom u odnosu na kontrolnu skupinu
(P<0,01) (Slika 12). Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima Xiong i sur., (2016) koji su
pokazali da je resveratrol potisnuo ekspresiju i sekreciju MMP-2 u stanicama glioblastoma, te
da je invazivna sposobnost stanica bila izrazito oslabljena nakon utiSavanja MMP-2 gena. Uz
to Bai i sur., (2017) su pokazali da resveratrol smanjuje sekreciju MMP-2 i MMP-9 na nacin
ovisan o dozi u T24 ljudskim stanicama raka mokra¢nog mjehura. Rezultati su pokazali da
resveratrol moze djelovati kao vazan regulator razgradnje ECM-a tijekom invazije tumora i
metastaza na temelju njegove sposobnosti da regulira proizvodnju MMP-a. Nadalje, Bai i sur.,
(2017) su potvrdili hipotezu da resveratrol smanjuje fosforilaciju mitogen- aktiviranih protein
kinaza (MAPK) koje su ukljucene u transkripcijsku regulaciju ekspresije MMP-2 i MMP-9, §to
rezultira smanjenom regulacijom stani¢ne migracije i invazije. Stoga, prekid ekspresije MMP 1
aktivacije MAPK puta moze biti potencijalni pristup koriSten u antimetastatskoj terapiji. Osim
toga pokazano je i da primjena resveratrola 1 paklitaksela moze podi¢i razine tkivnih inhibitora
metaloproteinaza (TIMP-1, TIMP-2) i tako smanjiti ekspresiju MMP-2 i MMP-9 u HepG2

ljudskim stanicama raka jetre (Jiang i sur., 2017).

S druge strane nasi rezultati analize MMP-9 pokazuju statisticki znacajno vecu
koncentraciju MMP-9 u skupini obradenoj cisplatinom (P<0,001) kao i skupini obradenoj
resveratrolom i cisplatinom (P<0,01) u odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder iz rezultata je
vidljivo statisti¢ki niza koncentracija MMP-9 u skupini obradenoj resveratrolom u odnosu na
skupinu obradenu cisplatinom (P<0,05) (Slika 13). Dobiveni rezultati nisu u skladu s gore
navedenim literaturnim podacima Bai i sur., (2017) i Jiang i sur., (2017). Medutim, iako
smanjena razina MMP-2 i MMP-9 daje bolje prognosticke rezultate, te smanjenu invazivnost i
metastaziranje, poznato je da su MMPs ukljuene u brojne procese, ukljucujuéi rast,
prezivljavanje, angiogenezu, invaziju i imunost, ali i da imaju dvojnu ulogu i mogu biti
ukljucene i u kontrolu stani¢ne smrti, upale, infekcije i angiogeneze (Folgueras i sur., 2004).
Primjerice, iako MMP-9 sudjeluje u tumorskoj progresiji, njena uloga je dvojaka. Angiostatin
se djelovanjem plazmina, plazmin reduktaze, te odredenih MMP (MMP 12, MMP 9, MMP 7 i
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MMP 3) oslobada iz plazminogena i reducira proliferaciju i migraciju endotelnih stanica
(Reunanen i Kéhari, 2013). Takoder, dokazano je kako MMP-9 cijepajuci anti-angiogenetske
prekursore aktivira angiostatin i druge anti-angiogenetske cimbenike poput endostatina i
tumstatina koji zatim smanjuju tumorski rast i gustoéu krvozilja (Folgueras i sur. 2004).
Temeljem smanjene razine VEGF-a, u skupinama obradenim cisplatinom, te cisplatinom i
resveratrolom, moguée je da je MMP-9 sudjelovala u kontroli angiogeneze stvaranjem
angiostatina ili nekih drugih inhibitornih molekula poput endostatina i tumstatina. Osim
dvojake uloge pojedinih MMP-a, smanjenje tumorske invazivnosti i napretka se takoder
ostvaruje pomocu raznih inhibitornih molekula i signala. Inhibicija MMP se ostvaruje
uglavnom djelovanjem tkivnih inhibitora MMP (TIMP), inhibitora serin proteaza (serpini), te
djelovanjem nespecificnih serumskih proteaza poput o2 makroglobulina. Serpini su
glikoproteini mase 50 — 100 kDa prisutni u gotovo svim tkivima. Glavna uloga im je kontrola
proteoliticke aktivnosti, a glavni predstavnici ol — antitripsin, te inhibitori aktivacije
plazminogena PAI 1 i PAI 2. TIMP 1,2,3 i 4 molekule su glavni endogeni inhibitori MMP.
Svoje djelovanje ostvaruju nekovalentnim vezanjem za cink aktivna mjesta MMP. TIMP 1
sudjeluje u tkivnom remodeliranju tijekom embrionalnog razvoja, u gonadnoj steroidogenezi,
kod poroda, te u inhibiciji migracije endotelnih stanica i stanica glatkih miSica, angiogenezi i
metastaziranju. Jedini netopivi TIMP, TIMP3 je ¢vrsto vezan za izvanstani¢ni matriks. Potice
vezanje transformiranih stanica iz matriksa 1 ubrzava morfoloske promjene vezane uz stani¢nu
transformaciju (Reunanen i Kéhéri, 2013). Navedeni podaci objasnjavaju Cinjenicu da su se
inhibitori MMP koji su razvijeni u klinici pokazali neuspje$nima (Coussens i sur., 2002).
Takoder treba istaknuti i da zna¢ajan utjecaj na u¢inke matriksnih metaloproteinaza ima i stadij
tumora, ali postoje 1 podaci da nakon primjene kemoterapeutika, pojacano propadanje 1 smrt
stanica, nazo¢nost reaktivnih radikala, visoka razina slobodnog Fe, oksidacijski stres, stvaranje
kemijski reaktivnih ili elektrofilnih vrsta, kao i visoka razine oksidiranih lipida, nedostatak
reduciranog glutationa, mogu potaknuti Nrf-2 faktor te regulaciju i ekspresiju hem-oksigenaza
(HO-1) u skupini M2 tumoru-pridruzenih makrofaga koje reguliraju VEGF, COX2 i MMPs.
Matriksne metaloproteinaze, poput MMP-2 i MMP-9 osim degradacije veéine proteina ECM-
a takoder utjeCu i na aktivnost drugih proteaza, ¢imbenika rasta, citokina te raznih liganda i
receptora sa stani¢ne povrsine (Doucet i Overall, 2009). Ocito, visekratno injiciranje cisplatine
je prouzrocilo neke od mogucih medureakcija tumorskih 1 mikrookoli$nih stanica te brojnih
drugih molekula ukljuéujuci citokine, hormone, faktore rasta i njihove ligande, fizikalni stres,
kemijske tvari, pro- i antiapoptoticke molekule (Konstantinopoulos i sur., 2008), te regulatorne

mehanizme kao S§to su transkripcija gena (c-fos/c-jun protoonkogeni), aktivacija proenzima i
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endogena inhibicija koji djeluju koordinirano u ograni¢avanju raznih proteolitickih aktivnosti
MMP-a.

U ovakvim stresnim uvjetima, proteini toplinskog stresa (stresni proteini, engl. heat
shock proteins, Hsp) klju¢ni su u odrzavanju stani¢ne homeostaze te za prilagodbene funkcije
stanice na brojne stresore, primjerice, infekciju, slobodne radikale ili mehanicki stres, pruzajuéi
stanici zastitu od Stetnih utjecaja iz okoliSa. HSP igraju vaznu ulogu u prijenosu signala,
organizaciji stani¢nog skeleta, regulaciji putova stani¢ne proliferacije, predo¢avanja antigena
te stani¢noj migraciji, adheziji, apoptozi ili transportu proteina, a kao Saperoni sudjeluju u
strukturiranju stani¢nih proteina. U stanicama razli¢itih vrsta tumora nadene su poviSene
koncentracije HSP-a s kojima se povezuje otpornost na antitumorsku terapiju i metastaziranje
tumora. S obzirom da HSP-70 i HSP-90 reguliraju apoptozu, bilo da se radi o apoptozi ovisnoj
o mitohondrijima ili apoptozi potaknutoj vezanjem liganda na receptore smrti, ¢esto se istrazuju
antitumorski ucinci inhibicije HSP-70 i HSP-90.

Pojacana ekspresija HSP-70, obiljeZje tumorskih stanica ili stanica koje su pod stresom,
povecéava prezivljavanje tih stanica. Nadalje, protutumorska terapija pobuduje ekspresiju HSP-
70, koja ima citoprotektivni u¢inak. Klinicka istrazivanja pokazuju da HSP-70 predvida losiju
prognozu jer maligne stanice izrazavaju vise HSP-70 tijekom progresije tumora (karcinomi
endometrija, osteosarkomi i tumori bubreZnih stanica) u usporedbi s normalnim stanicama
(Ciocca i Calderwood, 2005). Pojacana ekspresija HSP-70 povezana je s karcinogenezom kod
raka dojke, endometrija, Zeluca 1 akutne leukemije; s loSim prognozama; 1 s rezistencijom na
kemoterapiju i radioterapiju (Vargas-Roig i sur., 1998; Brondani Da Rocha i sur., 2004; Garrido
i sur., 2006). Nuklearna akumulacija HSP-70 dijagnosticki je biljeg za epitelnu displaziju, a
antitijela protiv HSP-70 prisutna su u serumima bolesnika s hepatocelularnim karcinomom
(Kuramitsu i Nakamura, 2009; Patil i sur., 2015). HSP-70, koji inhibira apoptozu uzvodno i
nizvodno prema mitohondrijima, obecavajuéi je terapijski cilj za smanjenje rezistencije na
lijekove u stanicama raka (Ray i sur., 2004; Guo i sur., 2005). Medutim u nasem istrazivanju
rezultati mjerenja razine HSP-70 u tumorskim stanicama pokazuju statisticki znacajno visu
razinu HSP-70 u skupini obradenoj resveratrolom i cisplatinom u odnosu na kontrolu (P<0,01)
kao i1 na skupinu obradenu resveratrolom (P<0,001) (Slika 14). Ovakvi rezultati mogu se
usporediti s istrazivanjem Kuo i sur., (2020) kod kojeg je takoder opazena prekomjerna
ekspresija HSP-70 u skupini obradenoj kurkuminom i hipertermijom. Unutarstani¢ni i
inducibilni HSP mogu postati imunogeni kada su u kompleksu s tumorskim peptidima

(Srivastava, 1997), a HSP su takoder pronadeni izvan stanica ili smjesteni na povrsini tumorskih
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stanica. U in vitro istrazivanju Kuo i sur., (2020), skupina obradena kurkuminom i
hipertermijom pokazala je najvecu unutarstani¢nu ekspresiju HSP-70 proteina i najvecu stopu
apoptoze. Povecan stupanj apoptoze i nekroze dovodi do stvaranja tumorskih peptida, koji se
mogu zdruziti 1 postati HSP-Saperonski peptidi. Tako bi antigen predoc¢ne stanice (APC) mogle
iskoristiti prihva¢anje HSP-Saperonskih peptida za punjenje molekula MHC klase I i tako
stimulirati specifi¢an odgovor T-stanica (Suto i Srivastava, 1995; Tsan i Gao, 2009). Njihovi
podaci mozda podrzavaju HSP-posredovanu aktivaciju i novacenje APC stanica buduci da je u
skupini obradenoj kurkuminom i hipertermijom pronadena znatno veca infiltracija T-limfocita
i makrofaga (Kuo i sur., 2020). Nasi podaci ukazuju da je razina dusik oksida povecana kod
obrade tumorom $to potvrduje pojac¢anu aktivaciju i novacenje makrofaga kao APC. Medutim,
moguce je i da je doSlo do kompenzacijske ekspresije HSP-70 zbog inhibicije HSP-90 sto je
prili¢no dobro dokumentirano (Dimant i sur., 2012). Ekspresija HSP-90 je poja¢ana u tumorima
u usporedbi s normalnim tkivom, a tumorske stanice su posebno osjetljive na HSP-90 inhibiciju
(Kamal i sur., 2003). Destabilizacija proteina HSP-90, multi-molekularnih kompleksa,
vjerojatno uzrokuje brzu degradaciju nekoliko vaznih signalnih proteina preko ubikvitin-
proteasom sustava (Den i Lu, 2012). HSP-90 je ukljucen u stani¢nu signalizaciju, proliferaciju
i prezivljavanje te je HSP-90 potencijalna meta za protutumorsku terapiju. Osim toga HSP-90
proteini sudjeluju i u zastititi stanica od apoptoze inhibiraju¢i djelotvornost kalcij-ovisnih
proteaza: kalpaina. Nasi rezultati potvrduju inhibiciju HSP-90 (Slika 15) §to moZemo povezati
s povecanom indukcijom stani¢ne smrti, smanjenim volumenom tumora te povecanim
prezivljavanjem skupina obradenih s cisplatinom i kombinacijom cisplatine i reservatrola.
Povecanoj razini prezivljavanja zasigurno doprinosi i smanjenje posljedica toksi¢nosti

cisplatine primjenom resveratrola (Slika7).

Sazimajuéi dobivene podatke jasno je da postoji sloZzena medureakcija izmedu
tumorskih i mikrookolisnih stanica te njihovih posrednika i da primjena kemoterapije moze
povecati ucinkovitost imunoterapije, to¢nije moze poboljSati anti-tumorske ucinke
imunoterapije dokidanjem imunosupresije izazvane Treg stanicama i mijeloidnim supresorskim
stanicama-MDSC, ali i pojacavajuci sazrijevanje dendritickih stanica i njihove funkcije kroz
predocavanje tumorskih antigena te jacanje aktivnosti citotoksi¢nih stanica T te UspjeSnijeg
prodora imunosnih stanica u tumorsku jezgru, ali i kroz smanjenje posljedica toksi¢nosti

kemoterapije.

48



5. Zakljucak

Rezultati dobiveni provedenim istrazivanjem ukazuju na sljedece:

1.

Zdruzena obrada miSeva s resveratrolom i cisplatinom polucila je najbolji rezultat u
inhibiciji rasta tumora (52%), potom cisplatina (41%) te resveratrol (19%) u odnosu na
kontrolnu skupinu. Smanjeni volumen solidnog tumora i inhibicija rasta tumora
potvrduju protutumorsko djelovanje cisplatine i1 resveratrola na rast solidnog oblika
Ehrlichovog ascitesnog tumora.

Inhibiciju rasta tumora prati povecano prezivljavanje zZivotinja; %ILS miSeva obradenih
s resveratrolom i cisplatinom je veci za 35,77%, cisplatine za 27,79 i resveratrola za
31,07 u odnosu na kontrolu.

Rezultati relativne tezine tkiva i organa ukazuju na pojacanu toksi¢nost cisplatine te
zaStitni ucinak resveratrola na jetru, bubreg i slezenu Sto se podudara s ukupnim
povecanim zivotnim vijekom zivotinja s tumorom.

Smanjena razina VEGF-a i MMP-2 potvrduje anti-angiogeni potencijal cisplatine i
resveratrola.

Povecéana razina MMP-9 potvrduje dvostruku ulogu MMP-9 kao anti- i/li pro-
angiogenog ¢imbenika.

Povisena razina HSP-70 stimulira specifican odgovor T-stanica ¢ime se utvrduje
imunomodulatorna uloga resveratrola u kombinaciji s cisplatinom.

Inhibicija HSP-90 s cisplatinom i/ili cisplatinom i resveratrolom vodi povecanju smrti
tumorskih stanica te povecanom prezivljavanju Zivotinja kroz dokidanje mehanizma
rezistencije 1 smanjene toksicnosti citostatika primjenom resveratrola.

Povecéana razina NO nakon primjene cisplatine ukazuje da viSekratno injiciranje malih
doza cisplatine smanjuje populaciju supresorskih regulatornih stanica T te mijeloidnih
supresorskih dendriti¢kih stanica i vodi aktivaciji i nova¢enju M1 makrofaga klju¢nih

za protutumorsku uc¢inkovitost.
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