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POPIS KRATICA

APC- antigen predoc¢ne stanice (engl. antigen presenting cells)

CAT- enzim katalaza (engl. catalase)

EAT- Ehrlichov ascitesni tumor (engl. Ehrlich ascites tumor)
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TAM- tumoru pridruzeni makrofagi (engl. tumor associated macrophages)

TAN- tumoru pridruzeni neutrofili (engl. tumor associated neutrophils)

TGF- faktor rasta tumora (engl. tumor growth factor)

TNF- faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)

VEGF- vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor)



1. UvOD

Svake godine desecima milijuna ljudi Sirom svijeta dijagnosticira se tumor, a vise od
polovice pacijenata umire od njega. U mnogim zemljama na drugom je mjestu najceséih
uzroka smrti nakon kardiovaskularnih bolesti. Poboljsanjem metoda lijeenja i prevencije
kardiovaskularnih bolesti, tumor je ili ¢e uskoro postati najéesc¢i uzrok smrti u svijetu (Ma i
Yu, 2006). Tumorske stanice rastu autonomno bez kontrole, a morfoloski i funkcionalno
podsjecaju na normalne stanice od kojih su nastale. Posljedica su promjena u genima koji
kontroliraju stanicni ciklus, protoonkogena i tumor-supresora. Danas postoje razlicite metode
njihovog lijeenja kao S$to su kirurSko odstranjivanje, radioterapija, sistemska terapija
(kemoterapija, imunoterapija, hormonska terapija), hipertermija, gensko lijeCenje ili

kombinacija viSe navedenih metoda (Grabarevi¢, 2002).

Od kemoterapeutskih sredstava vrlo je poznata cisplatina koja se koristi u lijeenju
Sirokog spektra tumora. Ona ne pokazuje selektivnu citotoksi¢nost za tumorske stanice, pa
njezina primjena dovodi i do brojnih nuspojava. Takoder, tumorske stanice mogu postici
rezistenciju na cisplatinu pa se radi bolje ucinkovitosti lije¢enja Cesto koriste kombinirane
terapije (Florea i Busselberg, 2011). Antikancerogeni spojevi imaju sposobnost moduliranja
onkogenih procesa. U tom kontekstu osobito su bitni prirodni spojevi na koje je stavljen
naglasak jer se smatra da bi mogli zamijeniti konvencionalne metode lijecenja koje Cesto
dovode do uspostavljanja rezistencije (Ko i sur., 2017). Jedan od takvih spojeva je i
resveratrol, prirodni polifenol koji ima znacajna antitumorska te protuupalna svojstva kako u
uvjetima in vitro tako i kod eksperimentalnih modelnih Zzivotinja te kod ljudi (Udenigwe i
sur., 2008). U svrhu povecanja in vivo bioraspolozivosti resveratrola, kao i topljivosti u vodi,
pozornost se usmjerila ka razvitku nanoCestica ¢ime je povecana njegova ucinkovitost
(Varvandier-Fasseur i Latruffe, 2019). Razli¢ita istrazivanja ukazala su i na potencijal
sustavne hipertermije u terapiji tumora u kombinaciji s kemoterapijom. Ona nudi brojne
prednosti kao $to su: pove¢ana akumulacija lijekova na mjestu tumora, povecan stanicni unos,

inhibicija popravljanja DNA te ubrzana citotoksi¢nost lijeka (Skitzki i sur., 2009).

Stoga ¢e u ovom radu biti ispitan sinergisti¢ki uc¢inak sustavne hipertermije i cisplatine
te nanokristala resveratrola na izazvanom solidnom obliku Ehrlichovog ascitesnog tumora

(EAT), a zbog sli¢nosti s ljudskim tumorima upravo se on koristi kao eksperimentalni model



za proucavanje antitumorske i antiangiogenske sposobnosti lijekova i prirodnih komponenti

(Abd-Alhaseebisur, 2014).

1.1. TUMOR

Tumori predstavljaju nenormalnu nakupinu stanica monoklonskog porijekla koja se
nekontrolirano dijeli te moZe zahvatiti obliznja tkiva i prosiriti se na druge dijelove tijela
putem krvi i limfnog sustava. Stanice tkiva in vivo kontinuirano osje¢aju biokemijsko i
mehani¢ko stanje svoje okoline, prevode izvanstani¢ne signale u unutarstani¢ne signale,
integriraju te signale i odgovaraju u skladu s njima. Odgovor na razini stanice moZe
ukljucivati promjene u metaboliCkom stanju, ekspresiji gena, rastu, diferencijaciji, diobi
stanica, kretanju stanica ili apoptozi (Adams i sur., 1988). Odrzavanje homeostaze na razini
tkiva ukljucuje reagiranje na signale iz tkiva i okoline, a poremecaj u bilo kojem koraku
detekcije, transdukcije ili odgovora moze dovesti do neoplastiénog, tj. abnormalnog,
nekontroliranog rasta tkiva, stvaraju¢i neoplaziju ili tumor. Postoji niz ¢imbenika koji
povecavaju rizik nastanka tumora, a mozemo ih podijeliti na predodredene (dob, spol i
genetska predispozicija) i1 varijabilne (prehana, okoli§, infekcije, lijekovi i kemoterapije)

(Grabarevi¢, 2002).

1.1.1. Osnovne znacajke tumora

Hanahan i Weinberg (2000) identificirali su nekoliko bitnih karakteristika tumora

prikazanih na Slici 1.

Izbjegavanje supresora

Ddrzavanije proliferativnog|
signala

Aktiviranje invazije i
metastaziranja

Replikativna
besmrtnost

Slika 1. Osnovne znacajke tumora

(Preuzeto i prilagodeno prema Hanahan i Weinberg, 2000)



Tumori imaju vlastite signale rasta koje stanice trebaju za ulazak u proliferacijsko
stanje, a mnogi onkogeni oponasaju takve signale rasta; neosjetljivi su na inhibitorne signale
rasta ¢ime stanice zanemaruju vanjske i unutarnje signale koji reguliraju proliferaciju stanica;
izbjegavaju programiranu stani¢nu smrt (apoptozu); imaju neograni¢enu sposobnost
dijeljenja- dok se normalne stanice dijele obi¢no 50-80 puta (Hayfllickova granica), njihova
dioba je nekontrolirana ¢emu pridonosi inaktivacija tumor supresor gena p53; mogu inducirati
angiogenezu Sto dovodi do stvaranja kapilarnih izbojaka iz obliznjih Zila, koji ih opskrbljuju

hranjivim tvarima; poticati invaziju tkiva i metastaziranje, $to je bitno za tumorsku malignost.

Osobitosti maligne stanice takoder su i genomske promjene, pove¢ana pokretljivost
stanica, kemotaksija, promjene na stanicnoj povrSini te lucenje litickih faktora. One se
morfoloski razlikuju od normalnih stanica po tome §to imaju veliku jezgru nepravilne veli¢ine
i oblika te oskudnu citoplazmu s pojavom novih struktura ili nestajanjem normalnih. U
odredivanju malignosti glavnu ulogu ima jezgra gdje se promatra njena povrSina, volumen,
omjer jezgre i citoplazme, oblik i gustoca te struktura i homogenost. Takoder se mogu uociti
segmentacije jezgre, invaginacija, promjena u kromatinu, stvaranje inkluzija itd. Zbog
povecanog broja mitoza, javljaju se atipi¢ni oblici mitoze s defektima mitotskog vretena te

Cesto nastaju gigantske stanice ili stanice s viSe jezgara koje ukazuju na malignost.

Promjene zahvacaju i druge organele. Dolazi do smanjenja zrnatog endoplazmatskog
retikuluma istodobno uz porast slobodnih ribosoma ukazujuéi na pojacanu proizvodnju
proteina potrebnih za proces rasta stanica. Golgijev aparat slabo je razvijen, §to ukljucuje
pozitivnu korelaciju s nedostatkom diferencijacije tumorskih stanica, a mitohondriji smanjuju
volumen s razvojem tumora, javljaju se i nenormalni procesi glikolize poznati pod nazivom
»Warburgov fenomen®. Broj peroksisoma malignih stanica obrnuto je proporcionalan brzini

rasta 1 izrazava stupanj gubitka diferencijacije (Baba 1 Catoi, 2007).

Tumorski mikrookoli§ heterogena je mjesavina koja se sastoji od parenhima
(neoplasti¢nih stanica) 1 strome koja sadrzi vezivno tkivo, upalne stanice, endotelne stanice,
fibroblaste te krvne i vjerojatno limfne Zile. On pridnosi poticanju proliferacije, hipoksije,
angiogeneze te metastaziranju (Casey i sur., 2015). Tumorski mikrookoli§ ima nisku pH
vrijednost i razinu glukoze §to moze inhibirati aktivnost stanica imunoloskog sustava. Niski
pH 1 povecana glikoliza pogoduju napredovanju tumora, izbjegavanju apoptoze i
prezivljavanju te metastaziranju dok funkcija stanica imunoloS$kog sustava slabi porastom

regulatornih stanica T, supresijskih stanica mijeloidnog podrijetla (engl. myeloid derived



supresor cells), makrofaga pridruzenih tumoru (TAM, engl. tumor associated macrophags) te
neutrofila pridruzenih tumoru (TAN, engl. tumor associated neutrophils) (Melvold i Stricca,
2007).

1.1.2. Podjela i vrste tumora

Tumori mogu biti benigni, maligni i semimaligni. Benigni su oni koji ostaju na svom
primarnom mjestu bez Sirenja na druga mjesta u tijelu, obi¢no rastu polako i imaju jasne
granice. Ovakvi tumori mogu potiskivati okolna tkiva i vjerojatno se nece vratiti nakon
kirurskog uklanjanja. Uobicajeni primjeri ovakvih dobro¢udnih tumora su miomi u maternici i
lipomi na kozi. Neki od njih mogu se pretvoriti u maligne kao $to su npr. polipi debelog
crijeva. Maligni tumori sadrze stanice koje nekontrolirano rastu i $ire se lokalno i/ili na
udaljena mjesta krvotokom ili limfnim sustavom (metastaziraju). Metastaze se mogu pojaviti
bilo gdje u tijelu, a najées¢e se javljaju na jetri, plu¢ima, mozgu i kostima (Patel, 2020).
Semimaligni tumori, nazivaju se jo$ i grani¢ni (atipi¢no proliferiraju¢i tumori) pokazuju nizak
malignitet te nalikuju zlo¢udnom tumoru niskog histoloskog gradusa. Vecina tkiva u tijelu
moze razviti tumor, neka cak razvijaju i nekoliko razliCitih vrsta, a svaki tumor ima

jedinstvene znacajke kojima se razlikuje od drugih.

Karcinom je tumor epitelnih stanica koji zapoc€inje u kozi ili u tkivima koja prekrivaju
unutarnje organe te ¢ini 90% od ukupno svih poznatih malignih tumora. Sarkom zapocinje u
kostima, hrskavici, mastima, miSi¢ima, krvnim zilama ili drugom vezivnom ili potpornom
tkivu. Leukemije su tumori koji zapocinju u krvotvornom tkivu, poput kostane srzi i uzrokuju
stvaranje i ulazak velikog broja nenormalnih krvnih stanica u krv, a limfomi i multipli
mijelomi su tumori koji zapocinju u stanicama imunoloSkog sustava. Karcinomi sredi$njeg
ziv€anog sustava su karcinomi koji zapo€inju u tkivima mozga i1 ledne mozdine (Kim 1 sur.

2011).



1.1.3. Karcinogeneza

Karcinogeneza je proces kojim dolazi to razvitka tumora tijekom duljeg vremenskog
perioda kroz korake inicijacije, promocije i progresije (Slika 2). Cimbenici koji utjetu na
poticanje ovog procesa mogu biti kemijske, fizicke ili bioloske prirode, odnosno mogu biti
anorganske ili organske tvari, UV 1 X zraCenje te virusne (HPV ili hepatitis B virus) ili
bakterijske infekcije (Helicobacter pylori). Takvi kancerogeni imaju potencijal izazvati
mutacije 1 genetska oStecenja DNA ¢ime doprinose razvitku tumora. Osim putem ovih

kancerogena, mutacije mogu nastati i spontano u organizmu.

Faza incijacije odvija se brzo i ona je ireverzibilna, no sama po sebi nije dostatna za
razvoj tumora. Kemijski spojevi koji pokazuju inicijatorski ucinak visoko su reaktivne
elektrofilne molekule s manjkom jednog ili viSe elektrona te reagiraju s elektron bogatim
podru¢jima stanice kao $to su DNA, RNA i proteini te stvaraju adukte koji se moraju ukloniti
mehanizmom za popravak DNA (Grabarevi¢, 2002). Tri vazna koraka koja su ukljucena u
inicijaciju su: metabolizam kancerogena, popravak DNA i proliferacija stanica. Mnoga
kemijska sredstva moraju se metaboli¢ki aktivirati prije nego postanu kancerogena, a ona se
ve¢inom metaboliziraju putem citokrom P-450 monooksigenaza. Nepopravljanje kemijskih
adukata, prac¢eno stani¢nom proliferacijom, rezultira trajnim promjenama ili mutacijama u
genomu $to moze dovesti do aktivacije ili inaktivacije onkogena, gena za supresiju tumora

(Minamoto i sur., 1999).

Promocija je reverzibilan korak u kojem kemijska sredstva stimuliraju proliferaciju
iniciranih stanica. Uglavnom spojevi za promociju nisu genotoksi¢ni, 0dnosno nisu u stanju
stvoriti adukte DNA ili uzrokovati oste¢enje DNA, ali su u stanju potaknuti proliferaciju
stanica. Stoga izlaganje spojevima koji poti¢u tumor rezultira brzim rastom iniciranih stanica i
stvaranjem neinvazivnih tumora. Slijed kojim se izlaganje odvija vaZan je jer se tumori ne
razvijaju u odsutnosti inicijativnog spoja, cak i ako se sredstvo za promicanje tumora
primjenjuje vise puta, a zaustavljanje primjene promotora sprjecava ili smanjuje ucestalost
stvaranja tumora. Takva genetska mutacija, uzrokovana pokretackim sredstvom, kljucna je za

daljnji neoplasti¢ni razvoj pod utjecajem promocijskog sredstva (Martinez i sur., 2003).
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Slika 2. Prikaz kemijske karcinogeneze
(Preuzeto i prilagodeno prema: Oliveira i sur., 2008)

Kod stanica izlozenih UV i ioniziraju¢em zracenju karcinogeneza je potaknuta fizicki,
gdje zraCenje direktno oSte¢uje DNA izbijanjem i eliminacijom baza s jedne ili s obje strane
DNA. Takoder, kao posljedica zraenja dolazi do nakupljanja slobodnih radikala te
oslobadanja piramidinskih dimera koji imaju potencijalno mutageno svojstvo (Grabarevié,
2002). Progresija se odnosi na postupak stjecanja dodatnih mutacija koje dovode do
genomske nestabilnosti, angiogenske aktivnosti, invazije i metastaza. Mnogi inicijatorski
spojevi takoder mogu dovesti do progresije tumora, §to rezultira stvaranjem DNA adukata

koji, ako se ne poprave, dovode do mutacija (Minamoto i sur., 1999).

1.1.3.1. Tumorski rast

Tumorski rast odvija se u povoljnim uvjetima tumorskog okoliSa, a karakterizira ga
povecana proliferacija stanica gdje viSe stanica ulazi u stani¢ni ciklus te je on ucestaliji. Takve
stanice imaju duZi Zivotni vijek 1 izbjegavaju proces apoptoze, poticu angiogenezu te
sintetiziraju vlastite signale rasta. Takoder dolazi i do promjene u proteinima koji sudjeluju u
kontroli rasta kao §to su protoonkogeni. Proliferacija se odvija na nacin da se faktor rasta veze
za svoj receptor na membrani Cime se aktiviraju daljnji procesi prijenosa signala u
unutrasnjost stanice putem sekundarnih glasnika i1 kaskadom prijenosnih molekula. Nakon
ulaska signala u jezgru aktiviraju se transkripcijski faktori i stanica zapocinje s proliferacijom.
Veéina stanica moze izluCivati faktore rasta ¢ime poti¢u dijeljenje susjednih stanica
(parakrino djelovanje), no tumorske stanice otpustaju faktore rasta na koje oni sami reagiraju

(autokrino djelovanje) (Lodish i sur., 2000).



1.1.3.2. Tumorska angiogeneza

Proces stvaranja novih krvnih zila naziva se angiogeneza. Njome se stvaraju nove
krvozilne mreze za opskrbu hranjivim tvarima, kisikom i imunoloSkim stanicama te za
uklanjanje otpadnih tvari. Rast i metastaze tumora ovise 0 angiogenezi, ali i limfangiogenezi,
koje su potaknute kemijskim signalima iz tumorskih stanica u fazi njegovog brzog rasta
(Folkman, 1971). Tumori mogu narasti do otprilike 1-2 mm?® veli¢ine prije nego im se
ogranice metabolicke potrebe zbog granice difuzije kisika i hranjivih sastojaka. Za daljnji rast
tumor prelazi na angiogeni fenotip i privlaci krvne zile iz okolne strome (Carmeliet i Jain,
2000).

Sam proces angiogeneze odvija se u viSe koraka, a zapo€inje aktiviranjem endotelnih
stanica pomocu specificnih ¢imbenika rasta koji se vezu za tumorske receptore. Kao rezultat
toga, izvanstani¢ni matriks i bazalna membrana (koji okruzuju endotelne stanice) lokalno se
razgraduju aktiviranim proteazama. Taj korak omogucuje endotelnim stanicama da invadiraju
u okolni matriks i da se dalje razmnozavaju i migriraju kroz matriks. Polarizacijom
migracijskih endotelnih stanica stvara se lumen i formira se krvna zila (Ferrara i sur., 2003).
Pokretanje tumorske angiogeneze klju¢na je tocka u progresiji tumora i nazvana je "angiogeni
prekidac". Ovo obiljezje tumora oznacava pomak od mirovanja ka progresivnom rastu
(Hanahan i Patterns, 1996). Taj je proces reguliran raznim pro- i anti-angiogenim
¢imbenicima, ¢ija ravnoteza odreduje tijek angiogeneze. Primjerice, faktor rasta fibroblasta
(FGF) i vaskularni endotelni faktor rasta (VEGF) identificirani su kao pozitivni regulatori
angiogeneze, dok prva generacija inhibitora angiogeneze ukljucuje interferon-a, angiostatin i
endostatin, a spojevi poput bevacizumaba, sunitiniba i erlotiniba koriste se u klini¢kim
uvjetima (Kerbel i Folkman, 2002). Kao §to je prikazano na Slici 3, kada se u tumorskim
stanicama pojavi hipoksi¢ni stres, aktivira se transkripcija hipoksija inducirajuc¢eg faktora
(HIF) -1a, $to pospjesuje ekspresiju VEGF-a. Izlu¢eni VEGF veze se za receptor VEGFR na
povrsini endotelnih stanica i povecava ekspresiju matriks metaloproteinaza (MMP) u

stanicama tumora.
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Slika 3. Prikaz indukcije angiogeneze putem VEGF-a
(Preuzeto i prilagodeno prema: Lee i sur., 2015)

Kao rezultat lucenja VEGF-a povecana je angiogeneza tumora, proliferacija i
migracija endotelnih stanica (Lee i sur., 2015). Takoder, mnoge stanice unutar tumorskog
mikrookoliSa, osim tumorskih stanica, mogu Iuciti angiogene c¢imbenike koji uzrokuju
pojacanu vaskularizaciju kao $to su fibroblasti i makrofagi povezani s tumorom (Orimo i

Weinberg, 2006).

Pored angiogeneze, u tumorima je identificirano i nekoliko drugih mehanizama
neovaskularizacije, ukljucuju¢i intususceptivnu angiogenezu, regrutiranje endotelnih
progenitornih stanica, koopciju krvnih Zila, vaskulogenu mimikriju i limfangiogenezu. Proces
angiogeneze nije vazan samo u primarnim tumorima nego i kod stvaranja metastaza i

njihovom daljnjem Sirenju (Ferrara i sur., 2003).
1.1.3.3. Metastaziranje tumorskih stanica

Sposobnost metastaziranja je obiljezje malignih tumora i glavni je uzrok smrtnosti kod
onkoloskih pacijenata. Metastaziranje je proces kojim se stanice tumora odvajaju i Sire po
tijelu uspostavljaju¢i tako nove kolonije na mjestima udaljenijima od primarnog tumora
(Bacac i1 Stamenovic, 2008). Metastatske stanice ponasSaju se genetski i biokemijski drugacije

od stanica primarnog tumora iz kojeg su emigrirale (Eccles i Welch, 2007).

Proces metastaziranja je viSestupanjski proces koji zapocinje kada neoplasti¢ne stanice
rastu, novace upalne stanice, induciraju angiogenezu 1 zapocinju uspostavljanje povoljnog
mikrookoliSa. Neoplasticne stanice tada pocinju napadati okolno tkivo putem razlicitih
mehanizama djeluju¢i kao pojedinacne stanice (putem EMT) ili kolektivnom migracijom
(invazija). Zatim dolazi do prodiranja u limfni ili krvni optjecaj (intravazacija), a pojedinacne

stanice koje su usle u krvozilni sustav mogu tvoriti homotipske (tumorska stanica — tumorska



stanica) ili heterotipske (tumorska stanica — imuna stanica / trombociti) embolije. Tumorske
stanice selektivno prianjaju na endotel ili se zaustavljaju kada je promjer zile premali da bi ga
uspjesno prosle. Tada adhezijske tumorske stanice izlaze iz zila (ekstravazacija) i stupaju u
interakciju s mikrookoliSem kako bi stvorile uvjete za proliferaciju i kolonizaciju sekundarnih
mjesta. Kolonizacija ovisi o kombinaciji tumorskih stanica i faktora specifi¢nih za tkivo.
Koloniziranjem razli¢itih tkiva moze se dogoditi i proces daljnjeg $irenja (tj. metastaziranje iz

metastaza) (Welch i Hurst, 2019).

1.1.4. Molekularna biologija tumora

Normalni stani¢ni rast i proliferacija regulirani su protoonkogenima. Njihovi mutirani
oblici nazivaju se onkogeni i dovode do trajne aktivnosti unutarstani¢nih proteina, bez
poticaja izvanstani¢nim faktorom rasta, $to uzrokuje stalnu proliferaciju tumorskih stanica.
Pretvorba protoonkogena u onkogen moZe biti posljedica tockastih mutacija, genetskih
amplifikacija ili translokacija. Osobito su poznati onkogeni iz porodice RAS.

Odluke o ulasku u S fazu i proliferaciju, kao i1 zaustavljanje u GO/G1 fazi stani¢nog
ciklusa ili o diferencijaciji 1 supresiji metastaziranja temelje se na viSestrukim unutarnjim i
vanjskim podrazajima iz okoline. Ti su procesi regulirani tumor supresor genima od Kojih su
najpoznatiji RB-1 i p53. Oni su dobro uravnoteZeni kod normalnih stanica. Kod tumorskih
stanica ravnoteza ovih procesa je poremecena gubitkom ili mutacijom oba alela tumor
supresor gena zbog Cega su sklone nekontroliranoj proliferaciji i uspostavi genetske
nestabilnosti. U normalnim stanicama u slucaju oSte¢enja DNA stanicni ciklus se zaustavlja i
stanice se usmjeravaju u apoptozu ili stani¢no starenje, dok kod tumora stanice s oSte¢cenom

DNA, zbog gubitka kontrole, mogu i¢i dalje u fazu mitoze (Senderowicz i Sausville, 2000).

1.1.5. Imunologija tumora

Imunoloski sustav domacdina moze razlikovati tumorske stanice kao strane
prepoznavanjem razli¢itih vrsta tumorskih antigena. Tumorske antigene tumorske stanice
stvaraju na razli¢ite nacine, uklju¢ujuéi mutaciju normalnih proteina, prekomjernu ekspresiju
ili aberantnu ekspresiju proteina, glikoproteina ili glikolipida i proteinskih produkata
onkogenih virusa. Antigenska sposobnost aktiviranja imunoloskog odgovora domacina ovisi o
¢imbenicima kao §to su imunogenost, stupanj ekspresije 1 dostupnost stanicama imunoloskog

sustava.



Urodena i steCena imunost sudjeluju u unistavanju tumorskih stanica. NK stanice
urodene imunosti mogu ubiti ciljne stanice zaraZene virusom 1i izlozene stresu, ali takoder i
maligne stanice (koje se mogu smatrati stanicama u stresu). Mnogi tumori gube ekspresiju
molekula MHC klase | tijekom maligne transformacije, dok nastavljaju eksprimirati antigene,
Sto ih ¢ini osjetljivima na ubijanje NK stanicama. Takoder i makrofagi mogu prepoznati neke
tumorske antigene i tumoricidno djelovati putem unutar- ili izvanstani¢nog oslobodenja
lizosomskih enzima. Oni mogu luéiti faktor nekroze tumora (TNF), koji aktivira endotelne
stanice 1 uzrokuje koagulaciju, Sto dovodi do nekroze tumora i izravno stimulira apoptozu.
Osim TNF-a bitni citokini su jos i IL-12, IL-15 i interferoni tipa | (IFN-a, IFN-B) Koji

stimuliraju NK stanice.

Imunoloski odgovor ste¢ene imunosti na tumorske stanice odvija se preko T limfocita
(CD8") specifi¢nih za tumorske antigene. Oni zahtijevaju suradnju s antigen predo¢nim
stanicama (APC) (ili dendriticnim stanicama) kako bi se tumorski antigen predstavio T
stanicama u sklopu MHC kompleksa. T pomo¢nicke stanice (CD4") poti¢u lucenje citokina
koji omoguéuju razvoj CD8" te citotoksi¢nu aktivnost makrofaga. ImunoloSki sustav
domacina moze djelovati i preko B limfocita putem specifi¢nih protutijela protiv tumorskih
antigena. Protutijela se mogu vezati za Sirok spektar tumorskih antigena, ukljucujuci
polisaharide, lipide i proteine, za razliku od receptora antigena T-stanica koji prepoznaju
samo proteinske antigene. Mehanizmi ubijanja stanica posredovanih antitijelima ukljucuju

stani¢nu citotoksi¢nost 1 citotoksi¢nost posredovanu komplementima.

Maligni tumori razvili su razli¢ite mehanizme za izbjegavanje domacinskog
imunoloSkog odgovora kao $to su neizrazavanje potrebnih kostimulacijskih molekula za
poticanje imunolos§kog odgovora ili selektivni gubitak ekspresije imunogenih antigena (zbog
njihove genetske nestabilnosti). Gubitak antigena moze dati prednost u rastu sve dok
antigenska molekula nije potrebna za rast stanica. Tumorski antigeni takoder mogu povecati
imunolosku toleranciju u imunoloSkom sustavu ili se zastititi od imunoloSkog prepoznavanja
postupkom koji se naziva maskiranje antigena. Stanice tumora mogu luciti ili eksprimirati
faktore koji potiskuju ili blokiraju imunoloski odgovor, ukljucujuéi transformiraju¢i faktor
rasta B (TGF-B), koji inhibira limfocite i makrofage, i Fas ligand, koji dovodi do smrti stanica
limfocita (Melvold i Stricca, 2007).
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1.2. OKSIDACIJSKI STRES

Kisik je neophodan za proizvodnju energije putem lanca prijenosa elektrona u zivim
organizmima, a mehanizam kojim se energija (ATP) oslobada omogucit ¢e stanici da izvrsi
svoje normalne fizioloske funkcije (Barja, 2004). Veéina kisika kojeg stanice uzimaju veze Se
u vodu djelovanjem stani¢nih enzima. Neki od ovih enzima propustaju elektrone u
molekulama kisika i dovode do biokemijske reakcije kojom se stvaraju slobodni radikali
(Tandon 1 sur., 2005). Najc¢es¢i slobodni radikali su reaktivne kisikove vrste (ROS) ili
reaktivne dusikove vrste (RNS), a oni pokazuju afinitet za lipide, proteine i nukleinsku
kiselinu (DNA) (Sivanandham, 2011). Pripadnici reaktivnih vrsta kisika ukljucuju singletni
kisik, superoksidni anion (O2"), vodikov peroksid (H20.), peroksilni radikal (ROO) i vrlo
reaktivni hidroksilni radikal (OH) (Droge, 2002; Van den i sur., 2011). Slobodni radikali
nastali iz reaktivnog dusika ukljucuju dusSikov oksid (NO) i peroksitnitritni anion (ONOO)
(Victor i sur., 2004).

U normalnim stanicama prisutna je ravnoteza izmedu stvaranja i uklanjanja slobodnih
radikala. Medutim, ponekad se moze dogoditi da se stvara viSe slobodnih radikala ili da se
razina antioksidacijskih enzima smanjuje, ¢ime se narusi ravnoteza. Nastalo stanje naziva se
"oksidacijski stres" i ono moze dovesti do razvoja razlicitih kroni¢nih i degenerativnih bolesti
kao S§to su tumor, artritis, starenje, autoimuni poremecaji, neurodegenerativne i

kardiovaskularne bolesti (Lian i sur., 2008).

1.2.1. Nastanak i aktivnost slobodnih radikala

Do stvaranja slobodnih radikala mogu dovesti normalni stani¢ni metabolizmi poput
mitohondrijskog elektronskog transportnog lanca, oksidacije u endoplazmatskom retikulumu i
mnogih enzimskih aktivnosti (Tandon i sur., 2005). Takoder, do njihovog stvaranja mogu
dovesti 1 vanjski ¢imbenici kao S§to su zracenja, oksidacija ispuSnih plinova motora,
tetraklorida i cigaretnog dima (Slater, 1985). Slobodni radikali stvaraju nove slobodne
radikale u lan¢anoj reakciji. Primjerice, kemijska reaktivnost superoksidnog radikala relativno
je slaba jer ne moze pro¢i kroz lipidnu membranu, ali on ima sposobnost pretvorbe u vodikov
peroksid pomocu superoksid dismutaze (SOD). H20 dalje dovodi do stvaranja jos reaktivnije
molekule, hidroksilnog radikala, u reakciji sa zeljezom u Fentonovoj reakciji (Viktor i sur.,
2004).
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Niske koncentracije slobodnih radikala bitne su za normalne fizioloSke funkcije kao
Sto su ekspresija gena, stanicni rast i obrana organizma pri infekcijama (Droge, 2002). ROS
mogu sudjelovati u biosintezi molekula kao §to su tiroksin i prostaglandin koji poti¢u razvojne
procese. Makrofagi i neutrofili stvaraju ROS kako bi ubili bakterije koje su unijeli putem

fagocitoze (Schreck i Baeuerle, 1991).

S druge pak strane, oni su visokoreaktivni zbog nesparenih elektrona i sposobni
oStetiti sve tipove biomolekula (proteine, lipide, ugljikohidrate i nukleinske kiseline). ViSak
slobodnih radikala prilikom oksidacijskog stresa moze oStetiti stanicne membrane i
lipoproteine procesom lipidne peroksidacije ¢ime dolazi do strukturnih promjena i gubitka
aktivnosti enzima (Halliwell, 2007). Takoder, oni mogu ostetiti DNA te tako pridonositi
mutagenosti i citotoksi¢nosti zbog ¢ega imaju bitnu ulogu u karcinogenezi. Vjeruje se da ROS
inducira stvaranje mutacija i inhibira DNA popravak $to rezultira inaktivacijom odredenih
gena bitnih za suzbijanje tumora. Krajnji produkt peroksidacije lipida, MDA
(malondialdehid), zbog visoke citotoksi¢nosti i inhibitornog djelovanja na enzime sa
zastitnom ulogom smatra se promotorom i karcinogenom u nastanku tumora (Diplock i sur.,
1994).

1.2.2. Antioksidacijska aktivnost

Kao 1 slobodni radikali, antioksidansi mogu biti proizvedeni endogeno kao $to su npr.
superoksid dismutaza (SOD), reducirani glutation (GSH) i katalaza ili se mogu uvesti u
bioloski sustav egzogeno, obi¢no putem prehrane (npr. vitamin C, E, karatenoidi, flavonoidi,
likopen) (Halliwell, 2011; Amber i sur., 2013). Antioksidansi djeluju na tri glavna nacina:
izdvajaju bjelancCevine s prijelaznim metalima i tako ih ¢ine nedostupnima za reakciju sa
slobodnim radikalima ¢ime se inhibira njihov Stetan ucinak, neutraliziraju viSak slobodnih
radikala 1 sudjeluju u popravku nastale Stete pomocu posebnih mehanizama i ¢ime
sprijeCavaju nastanak bolesti (Foyer, 2005). Glavne poznate namirnice s antioksidacijskim
kapacitetom su voce i1 povrce, vino, kava 1 ¢aj (Qureshi 1 sur., 2014). Polifenolni spojevi, kao
Sto je resveratrol, takoder se istrazuju u svrhu ispitivanja njihovih u¢inaka u antioksidacijskim

mehanizmima.
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1.3. HIPERTERMIJA

Naziv hipertermija potjece od grckih rijeci hiper- vise, iznad i therme- toplina. To je
stanje kojim se oznacava poviSena tjelesna temperatura u usporedbi s normalnom
temperaturom. Istrazivanja su pokazala da se u lijeCenju tumora temperatura visa od 41°C
smatra u¢inkovitom (Samija i sur., 2006). Hipertermija se definira kao primjena egzogenog
izvora topline (41- 45 °C) koji izravno ubija tumorske stanice ili povecava ucinkovitost
drugih terapijskih sredstava npr. radioterapije i kemoterapije (van der Zee, 2002; Hidelbrandt
i sur., 2002). Za razliku od groznice, pri ¢emu dolazi do porasta zadane fizioloske temperature
specificnim termoefektorima, hipertermija povisuje tjelesnu temperaturu bez promjene
fizioloski zadane vrijednosti (Skitzki i sur., 2009). Uc¢inak hipertermije ovisi o duZini njenom
izlaganju 1 stupnju primjenjivane temperature. Ona se moze posti¢i grija¢éim pokrivacima,
mikrovalovima, radiovalovima, ultazvukom, implantantima, IR zra¢enjem, zagrijanom
tekuc¢inom, elektromagnetskom metodom i nanocesticama. Na temperaturama niZzim od 41°C
lako se uspostavlja termotolerancija, na temperaturama od 43°C razaraju Se stanice mozga te
bjelancevine prisutne u svim tkivima podlijezu denaturaciji, a na temperaturi od 45°C
stvaraju se ireverzibilna oStecenja stanica (Hahn, 1982; Field i Hand, 1990).

Obzirom na nacin primjenjivanja hipertermije, razlikuju se sustavna (opca), regionalna
i lokalna hipertermija. Sustavna hipertermija primjenjuje se na citavom tijelu u slucaju
prisutnosti metastaza, a osobito u lijeCenju leukemija i limfoma. Ona se provodi na
temperaturi 41,5-42°C, tijekom jednog sata u vrué¢im kupkama, gdje osobito treba paziti da
temperatura ne prijede 42°C kako bi se izbjegla ireverzibilna oSte¢enja organa kao Sto su
mozak i jetra. Regionalna hipertermija, kao i lokalna, uspostavlja se naj¢esce frekvencijama
od 3000 kHz- 3 MHz pomoc¢u ultrazvuka. One se medusobno razlikuju u tome S$to se
regionalna primjenjuje u slucaju lokalno uznapredovalog tumora koji se proSirio i na
regionalne limfne ¢vorove te tako zahvatio vecu povrsinu tijela, dok se lokalna primjenjuje u
svrhu lijecenja solidnih tumora koji se nalaze uz povrsinu tijela ili malo ispod povrSine. Za
regionalnu i lokalnu hipertermiju moze se koristiti neSto ve¢a temperatura u odnosu na

sustavnu te se ona odrzava izmedu 42 i 45°C (Samija i sur., 2006).

Iako se hipertermija koristi jo§ od vremena starth Grka u svrhu ljjecenja tumora, ova
metoda naiSla je na brojna ograni¢enja u svojoj upotrebi. Naime, glavni problemi bili su
neuspjeh zagrijavanja tumorskog tkiva bez oSteCenja obliznjih, zdravih stanica te

nemogucnost ciljanja nevidljivih mikrometastaza. Posljednjih godina doslo je do napretka u
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termickoj terapiji razvojem nanocestica ¢ime su se prevladali ovi problemi. I dalje se ne zna u
potpunosti koje negativne ucinke donosi upotreba nanocestica, ali se zna da normalna tkiva
pokazuju pojacanu termotoleranciju u usporedbi s tumorskim, iako sam mehanizam kojim se
to kontrolira nije poznat (Habash i sur., 2006). Novi pristup ovakvom lije¢enju tako pruzaju
magnetske nanocestice (MNP) u kombinaciji s toplinom. Nanocestice Zeljezovog oksida
unose se u ciljno tkivo, a magnetsko polje koristi se za zagrijavanje, a to pruza priliku za
zagrijavanje tumora smjestenih u dubokim dijelovima tijela poput lubanje (za lijeCenje Cestih
glioblastoma) ili zdjelice (za lijecenje karcinoma prostate i vrata maternice) (Franckena i sur.,
2006). Nuspojave sustavne i regionalne hipertermije mogu se pojaviti u vidu mucnina,
povracanja i proljeva, a tek u tezim slucajevima moze do¢i do problema sa srcem, krvnim
zilama te drugim organima (van der Zee, 2002). Poboljsanom tehnologijom negativni ucéinci
svedeni su na minimum te uglavnom problemi uzrokovani njome nisu ozbiljni (van der Zee,
2002).

1.3.1.Sinergistic¢ki u¢inak hipertermije s radioterapijom i kemoterapijom

Hipertermija ima izravan ucinak na stanice tumora i to uglavnom u S fazi stani¢nog
ciklusa, pri kiselom pH, kada su stanice radiootporne. Stoga su radioterapija i hipertermija
komplementarne u svom djelovanju: radioterapijom nastaju slobodni radikali koji oSte¢uju
DNA tumorskih stanica, a hipertermija inhibira njezin oporavak. Prije X-zragenja, zagrijane
stanice pokazale su u¢inak inhibicije loma DNA lanaca kao i popravka izrezivanja o$tecenih
baza (Kampinga i1 Konings, 1987). Takoder, hipertermija uspjeSno vraca osjetljivost
tumorskih stanica na neke lijekove na koje su ranije uspostavili rezistenciju, uglavhom na
alkiliraju¢a sredstva. Ona pojacanom perfuzijom tkiva olakSava apsorpciju kemoterapeutika
(API- engl. active pharmaceutical ingredients) kroz staniénu membranu te se kemijska
reakcija ubrzava. Na ovaj nacin kemoterapija postaje ucinkovitija i manje toksi¢na
(Shrivastava i sur., 1989). Tumorsko tkivo sadrzi aerobne i anaerobne stanice razliCite
osjetljivosti na cisplatinu. Kod aerobnih stanica lako se uspostavlja sinergisti¢ki ucinak
cisplatine i hipertermije, budu¢i da one pokazuju osjetljivost i na jedno i na drugo, dok s
druge strane anaerobne stanice pokazuju osjetljivost na hipertermiju, ali i rezistenciju na
cisplatinu. Stoga kod njih nije moguce ostvariti sinergisticki u¢inak. Mehanizmi kojim
temperatura poboljSava svojstva kemoterapeutika karakteristicna su za svaku pojedinu
skupinu. Alkilirajuéi lijekovi, kao Sto je cisplatina, stvaraju jednolancane, ali i dvolancane

lomove DNA koji se pod djelovanjem temperature popravljaju s manjom ucinkovito$cu
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(Turi¢ i sur., 1996). Ispitivanja su pokazala da najpovoljniji citotoksi¢ni u¢inak ostvaruje
blaga hipertermija (unutar raspona groznice, 39-41°C) i umjerena hipertermija (41°C), a ona
kad je zdruzena s kemoterapijom u nanoplatformama nudi brojne prednosti kao Sto su:
povec¢ana akumulacija lijekova na mjestu tumora, povecan stani¢ni unos, inhibicija

popravljanja DNA te ubrzana citotoksi¢nost lijeka (Skitzki i sur., 2009).

1.4. CISPLATINA

Cisplatina, odnosno cis- diamindikloroplatina (I1), je dobro poznati kemoterapeutski
lijek cistatickog djelovanja. To je Zuta kristalinicna krutina, koja pokazuje slabu topljivost u
vodi dok je u veéini otapala netopiva, osim u N,N- dimetilformamidu. Pri 270°C dolazi do
njenog raspada pri ¢emu se oslobadaju toksi¢ne pare klora i dusikovog oksida (Cepeda i sur.,
2007). Prvi put sintetizirao ju je Michele Peyrone 1844. godine, a njenu kemijsku strukturu
objasnio je Alfred Werner 1893. godine (Slika 4). Tek 1960-ih radila su se istrazivanja o
utjecaju elektricnog polja na bakterijski rast kojima je potvrdeno da nastale platinske mreze
mogu inhibirati stani¢énu diobu bakterije Echerichia coli te se tada pojavio interes za

ispitivanje uc¢inkovitosti ovog spoja protiv tumora (Rosenberg i sur., 1965).

Slika 4. Kemijska struktura cisplatine
(Preuzeto od: Dasari i Tchounwou, 2014)

Cisplatina je prvi spoj platine koji je odobrila FDA za lijeCenje tumora 1978. godine
(Kelland, 2007). Koristi se za lijeCenje brojnih tumora ukljucujuc¢i tumore mokra¢nog
mjehura, glave, vrata, pluca, jajnika, zametnih stanica te karcinoma, sarkoma i limfoma
(Dasari 1 Tchounwou, 2014). Njeno djelovanje popraceno je toksi¢nim nuspojavama i
tumorskom rezistencijom zbog ¢ega moze doé¢i i do sekundarnih malignosti (Chen i sur.,
2009).

Predlozeni mehanizmi rezistencije na cisplatinu su promjene u stani¢cnom primanju i

otpremanju ovog lijeka, povecana biotransformacija 1 detoksifikacija u jetri te povecana
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sposobnost mehanizama za DNA popravak i anti-apoptotskih mehanizama (Gottesam i sur.,
2002). Neka istrazivanja in vitro pokazuju da rezistencija na cisplatinu moze biti i posljedica
epigenetskih promjena na molekularnoj i stani¢noj razini, promjena u statusu metilacije DNA,
transportu membranskih proteina, neispravne organizacije cistoskeleta, prekomjerne
ekspresije Saperona, uzvodno ili nizvodno regulirane ekspresije mikroRNA (miRNAL) te
transkripcijskih faktora i malih GTP-aza (Shen i sur., 2012).

Zbog rezistentne osobitosti ovog lijeka rade se istrazivanja u svrhu pronalaska drugih
kompleksa s platinom koji ¢e imati smanjenu toksi¢nost, nedostatak rezistencije te poboljSane
farmakoloske znacajke u usporedbi s cisplatinom (Lebwohl i Canetta, 1998). Takoder,
cisplatina se Cesto koristi u kombinaciji s drugim lijekovima za bolji sinergijski u€inak ¢ime
se pribjegava uspjeSnom uniStavanju tumorskih stanica, a izbjegavanju dodatnih nuspojava
(Desoize i Madoulet, 2002).

Intravenoznim unosom cisplatine ona brzo difundira u tkiva, a tamo se veze na
proteine plazme Sto je posljedica reakcije platine 1 sumpora tiolnih skupina aminokiselina,
primjerice cisteina. Na takav nacin se inaktivira ¢ak 90% molekula cisplatine, a kako bi se
cisplatina uspjesno vezala za DNA ona mora izgubiti kloridne ligande. Izvan stanice
koncentracija iona klora je priblizno 100mM, dok je u njenoj unutrasnjosti 2-30mM. Stoga se
cisplatina aktivira tek kada ude u stanicu gdje molekule vode u citoplazmi istiskuju atome
klora na cisplatini pri ¢emu nastaju Kationi [Pt(H20)CI(NH3)2]" i [Pt(H20)2(NHs)2]%".
Mehanizmi ulaska cisplatine u stanicu nerazjas$njeni su, ali se smatra da je u pitanju pasivna
difuzija ili da se taj prijenos odvija preko proteina (Jamieson i Lippard, 1999). Sada je ovakav
hidrolizirani produkt jak elektrofil i moZe reagirati s bilo kojim nukleofilom, ukljucujuéi
sulthidrilne skupine na proteinima i donore duSikovih atoma na nukleinskim kiselinama.
Vezanje cisplatine s purinskim bazama najcesSce je u obliku 1,2 d(GpG) adukta (90%) ili u
obliku 1,2 d(ApG) adukta (10%) i oni doprinose toksi¢nosti cisplatine (Beck i Brubaker,
1973; Fraval i sur., 1978). Pretpostavlja se da je izostanak farmakoloske aktivnosti trans-
izomera povezan sa stvaranjem drugacijih DNA adukta. Zbog steri¢kih razloga ovaj izomer
ne moze stvoriti 1,2- unutarlan¢ane adukte izmedu susjednih purina istog DNA lanca vec
stvara 1,3- unutarlancane adukte. Popravak izrezivanjem nukleotida u¢inkovitije uklanja 1,3-
unutarlancane adukte u usporedbi s 1,2 aduktima, a smatra se da je upravo stvaranje 1,2-
unutarlancanih adukta kljucno za citotoksi¢nu aktivnost cisplatine (Cepeda i sur., 2007).

Glavni mehanizmi kojima ovaj lijek suzbija tumore je sposobnost vezanja na N7

reaktivni centar purinskih ostataka na DNA i ometanje mehanizama popravka DNA.
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Posljedicno dolazi do nagomilavanja DNA oste¢enja, zaustavljanja stani¢nog ciklusa,
inhibicije transkripcije te induciranja smrti tumorskih stanica (apoptoza ili nekroza) (Dasari i
Tchounwou, 2014). Budu¢i da DNA pokazuje najvecu osjetljivost tijekom diobe, kad su lanci
razdvojeni i skloni alkiliranju, citotoksi¢nost cisplatine se vise vidi na tumorskim stanicama
koje se ¢esce dijele u usporedbi s normalnima (Cepeda i sur., 2007), ali se vidi i na zdravim
stanicama koje se intenzivno dijele kao $to su stanice kostane srzi, sluznica i epitela. Jedan od
vaznijih mehanizama ukljucenih u toksi¢nost cisplatine je i oksidacijski stres. Primarno
mjesto oksidacijskog stresa je mitohondrij gdje pod cisplatinskim u¢incima dolazi do gubitka
sulfhidrilne skupine mitohondrijskih proteina, inhibicije unosa kalcija i smanjenja potencijala
mitohondrijske membrane (Saad i sur., 2004). Ovaj se lijek akumulira u ljudskim stanicama
jetre 1 bubrega, a kao rezultat toga dolazi do povecanog stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS) i smanjene razine antioksidacijskih enzima (Dasari i Tchounwou, 2014). Stvaranje
reaktivnih vrsta kisika ovisi 0 koncentraciji cis-diamindikloroplatine (II) i duljini izloZenosti,
a stani¢na smrt nastaje trenutnom aktivacijom brojnih signalnih putova (Bozovic i sur., 2010).
Cisplatina remeti homeostazu kalcija i tako dovodi do dogadaja kao Sto su lipidna
peroksidacija 1 enzimska inhibicija. Ovi dogadaji oSte¢uju stanice oSte¢ivanjem njihovih
mitohondrija, inhibicijom funkcije mitohondrija te crpljenjem adenozin trifosfata (ATP) $to
dovodi do apoptoze ili nekroze. Stoga, povisene razine kalcija mogu utjecati na zastitu stanica
jer se natjeCu za ista vezna mjesta kao 1 cisplatina te na takav nacin smanjuju toksi¢nost
povezanu s ovim lijekom (Dasari i Tchounwou, 2014).

LijeCenje cisplatinom povezano je s nekoliko toksi¢nih nuspojava, ukljucujuci
nefrotoksi¢nost (de Jongh i sur., 2003), hepatotoksi¢nost i kardiotoksi¢nost (Al-Majed, 2007).
Nuspojave lije€enja cisplatinom su anemija, gubitak kose 1 oslabljen imunoloski sustav, a
mozZe uzrokovati i akutno otkazivanje bubrega, koji je sadrze u vecoj koncentraciji u

usporedbi s drugim organima, jer se putem njih vrsi njeno izluc¢ivanje (Lau, 1999).

1.5. RESVERATROL

Resveratrol (3, 4', 5-trihidroksistilben) je spoj iz skupine aromatic¢nih fitoaleksina koji
je prvi put izoliran iz biljke Veratrum grandiflorum (bijeli kukolj) 1940-ih. On u biljkama ima
vaznu ulogu u obrani prilikom bioti¢kih infekcija, ali 1 tijekom abiotickog stresa. Pretezito se
pojavljuje u grozdu, kikirikiju, bobi¢astom vocu i kurkumi. Naziv resveratrol vjerojatno

potjece od fragmenata rijeci res - ime komponenate, rezorcinola, koja je derivat resveratrola; -
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veratr - prema biljci Veratrum odakle je izoliran i -ol - §to ukazuje na prisutnost hidroksilnih
skupina (Catalgol i sur., 2012; Varvandier-Fasseur i Latruffe, 2019). Kemijska struktura
resveratrola identificirana je u dvije izomerne forme, cis- i trans- resveratrol (Slika 5), s tim
da je trans oblik dominantan u pogledu rasprostranjenosti i bioloskih uc¢inaka, a on pri

izlaganju UV zracenju moze prijeci u cis oblik (Salehi i sur., 2018).

(J .
HO

HO OH

OH
-
OH

cis-Resveratrol trans-Resveratrol

Slika 5. Kemijska struktura cis i trans- resveratrola (cis i trans- 3, 4', 5- trihidroksistilbena)
(Preuzeto od: Salehi i sur., 2018)

Na stabilnost i topljivost resveratrola utjecu pH vrijednost i temperatura. Povecavajuci
pH ovaj stilben se eksponencijalno degradira zbog ¢ega se najstabilnijim smatra u tekucoj
formi, pri niskom pH i temperaturi uz ograni¢eno izlaganje kisiku i svjetlu. Nakon otapanja u
vodi resveratrol je stabilan na sobnoj i tjelesnoj temperaturi (Zupanci¢ i sur., 2015). Ovaj spoj
pokazuje povoljne u€inke na kardiovaskularni sustav, zivCani sustav, ali 1 antikancerogeno,
antimikrobno i protuupalno djelovanje, kako u uvjetima in vitro tako i kod eksperimentalnih
zivotinja, ali 1 ljudi. Takoder, ima svojstva snizavanja Secera u krvi 1 u¢inke produzenja zivota
(Salehi i sur., 2018). Zanimljivo je da Francuzi, unato¢ tome §to im je prehrana bogata
zasi¢enim mastima, imaju neocekivano nisku stopu srcanih bolesti, a kao rjeSenje za taj
"francuski paradoks™ smatra se bitnim prisutnost resveratrola u crnom vinu (koncentracije od
0,1-14,3 mg/L) kojeg konzumiraju u ve¢im koli¢inama (Renaud i sur. 1992). Pokazano je i da
ima sposobnost pojacavanja ucinaka stani¢ne smrti, kemoterapijskih sredstava 1 y-zraCenja, a
glavni ciljni organi djelovanja resveratrola su jetra i bubrezi gdje se on koncentrira nakon
apsorpcije i pretvara u sulfatirani oblik 1 glukuronidni konjugat. Osim kemopreventivnih
ucinaka resveratrol blokira proces karcinogeneze djeluju¢i na svaki stupanj njenog procesa
(Aggarwal 1 sur., 2004). Budu¢i da ne pokazuje Stetne ucinke kada se konzumira u nesto

ve¢im koncentracijama on predstavlja potencijal u dodatnom ili alternativnom lijecenju
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tumora, ali i upalnih bolesti (Udenigwe i sur., 2008). Zbog toga se istraZivanja sve vise
baziraju na strukturnim analozima resveratrola s boljom bioloSkom dostupnoséu u svrhu

poboljsanja terapeutskog ucinka u lijeCenju tumora (Aggarwal i sur., 2004).

1.5.1. Antikancerogeni u¢inci resveratrola

Brojna istrazivanja in vitro i in vivo pokazala su antikancerogeno djelovanje ovog
spoja, kao 1 njegove antiproliferativne sposobnosti koje se i dalje aktivno istrazuju buduéi da
maligne stanice imaju deregulirane signalne puteve zbog cega dolazi do nekontrolirane
proliferacije stanica, izbjegavanja programirane stani¢ne smrti te poticanja angiogeneze i
metastaziranja (Singh i sur., 2015). Antikancerogeno djelovanje prvenstveno se temelji na
indukciji apoptoze, kao i promjeni ekspresije gena $to posljedi¢no utjeCe na smanjenje
inicijacije nastanka tumora te njegove promocije i progresije (Udenigwe i sur., 2008).

Vjeruje se da resveratrol cilja na komponente unutarstanicnog signalnog puta kao §to
su regulatori prezivljavanja, proupalni medijatori, tumorski angiogeni i metastatski prekidaci
mijenjajuci tako set transkripcijskih faktora, uzvodnih kinaza i njihovih regulatora (Kundu i
sur., 2008). Uzvodnu regulaciju vrsi preko proteina p21Cipl/WAF1, p53 i Bax, a nizvodnu
preko survivina, ciklina D1 i E, Bcl-2, Bcl-xL, clAP i aktivacije kaspaza. Resveratrol moze
sprijeciti aktivaciju transkripcijskih faktora (NF-kB, AP-1 i Egr-1) i inhibirati razli¢ite protein
kinaze (npr. INK, MAPK, Akt i kazein kinazu II) §to ¢e posljedi¢no utjecati na smanjenje
regulacije proizvoda gena kao sto su COX-2, 5-LOX. VEGF, IL-1, IL-6, IL-8, AR i PSA ¢ime
dolazi do supresije angiogeneze. Inaktivacijom transkripcijskog faktora NF-kB osobito se
poboljsava ucinkovitost kemoterapije onemogucavaju¢i tumorskim stanicama njegovo

koriStenje za kontrolu ekspresije odredenih gena (Shukla i sur., 2011).

Povoljno djelovanje tako ovaj stilben pokazuje u lijeCenju Sirokog spektra tumora
ukljucujuéi limfoidne 1 mijeloidne tumore, multiple mijelome, tumor dojke, prostate, zeluca,
debelog crijeva, gusteraCe, Stitnjace, melanome te karcinome jajnika i vrata maternice
(Aggarwal 1 sur., 2004). Na temelju provedenih eksperimentalnih i klini¢kih ispitivanja te s
obzirom na molekularne osobitosti resveratrola on bi se mogao koristiti kao: a) neoadjuventno
kemoterapijsko sredstvo prije operacije u svrhu smanjenja volumena tumora (zahvaljucuci
sposobnosti inhibicije proliferacije te poticanju apoptoze), b) pomocni kemoterapijski lijek za
inhibiranje rane invazije i1 metastaziranja nakon operacije, c) sredstvo za pojacavanje

osjetljivosti tumorskih stanica na radioterapiju i kemoterapiju, d) preventivna zastita kod ljudi
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s visokim rizikom za nastanak raka, e) zastitno sredstvo za smanjenje Stetnih posljedica

lijeCenja radioterapijom (Salehi i sur., 2018).

Resveratrol pokazuje razli¢it efektivni raspon doza u uvjetima in vitro (mikromolarni
raspon u medijima stani¢nih kultura) u usporedbi s bioraspolozivoséu u uvjetima in vivo
(nanomolarni raspon u krvi) S§to otezava odredivanje stvarne, bioloSki ucinkovite,
koncentracije ovog spoja (Bottner i sur., 2006). Kako navode Williams i sur. (2009) kod
Stakora doza od 750 mg/kg tjelesne tezine dnevno ne pokazuje toksicne ucinke. Iako se
smatralo da resveratrol ne pokazuje Stetne ucinke, odgovori na obradu resveratrolom u
uvjetima in vitro i in vivo uvelike ovise o njegovoj dozi, gdje pri malim dozama dolazi do
pozitivnih odgovora, a pri ve¢im dozama mogu se javiti 1 negativni ucinci kao posljedica

toksi¢nosti (Calabrese i sur., 2010).

1.5.2. Protuupalno djelovanje resveratrola

Resveratrol pokazuje znacajnu protuupalnu aktivnost, a ona se najviSe ocituje
modulacijom enzima i putova u kojima se stvaraju posrednici upalnog procesa te indukcijom
programirane stani¢ne smrti i aktivacijom stanica imunoloskog sustava (Udenigwe i sur.,
2008). Ovaj stilben vrlo u¢inkovito uklanja reaktivne kisikove i duSikove vrste (ROS i RNS),
kao i sekundarne organske radikale koji su nastali kao posljedica reakcija biomolekula s ROS
i RNS (Ordova- Gomez i sur., 2013). Svojstvo jake sposobnosti uklanjanja slobodnih radikala
povezano je s prisutnoSc¢u tri hidroksilne skupine na polozajima 3, 4' 1 5 kao 1 prisutnos¢u
aromatskih prstenova te dvostruke veze u molekuli (luga i sur., 2012). Zamjena hidroksilne
grupe s — OCHs grupom rezultira gubitkom antioksidacijskih sposobnosti ovog spoja, a 4'

hidroksilna skupina reaktivnija je od preostale dvije (Caruso i sur., 2004).

Resveratrol povecava ekspresiju odredenih enzima odgovornih za odrzavanje
oksidacijsko-redukcijske ravnoteze u stanici, kao $to su superoksid dismutaza (SOD),
katalaza, hem oksigenaza i glutation peroksidaza (Robb i sur., 2008). Primjer takvog ucinka
resveratrola primijecen je u miSjim stanicama hipokampusa (HT22) obradenim visokim
koncentracijama glutamata, Sto je uzrokovalo povecani oksidacijski stres, gdje je dokazano da
resveratrol inducira ekspresiju mitohondrijske superoksid dismutaze aktiviranjem signalnog
puta PISBK/AKT i GSK-3p-B-katenina (Fukui i sur., 2010). Prema navodima Kavas i sur.
(2013), slicno kao i drugi polifenoli, resveratrol djeluje kao kelator za metalne ione i

sprjecava stvaranje slobodnih radikala u Fentonovoj reakciji. Mete djelovanja resveratrola su
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ciklooksigenza (COX), 5- lipooksigenaza (5-LOX) i protein kinaza B §to je povezano s
inhibicijom COX-1 i COX-2 aktivnosti preko inhibiranja aktivnosti transkripcijskih faktora
koji su direktno uklju¢eni u COX regulaciju (Dvorakova i sur., 2017). Svaki antioksidans
takoder je 1 redoks sredstvo zbog Cega resveratrol moze postati prooksidans i ubrzavati
peroksidaciju lipida te izazivati oSteCenja DNA pri odredenim okolnostima. Takvo
prooksidacijsko djelovanje vazan je mehanizam kojim resveratrol ostvaruje antikancerogene i

apoptoticke u¢inke (De la Lastra i Villegas, 2007).

Proces upale kljucan je u razvoju tumora, posebno u kroni¢nim upalnim stanjima, a
protuupalno djelovanje resveratrola dobro je dokumentirano u brojnim tumorskim stanicama i
temelji se na razli¢itim mehanizmima $to ide u prilog objasnjenju mnoStva putova u borbi

protiv tumora posredovanih ovim polifenolom (Varoni i sur., 2016).

1.5.3. Ogranicenja u KkoriStenju resveratrola u klinickoj upotrebi

Resveratrol ne pokazuje toksi¢ne nuspojave ako se odredi prikladna doza i nacin
primjene (Van Ginkel i sur., 2007). Oralno konzumiranje u visokim dozama od 20 mg/kg kod
Stakora ne pokazuje toksi¢ne ucinke, a ova doza je tisucu puta veéa nego se nalazi u jednoj
¢asi vina kojeg ljudi konzumiraju dnevno (Juan i sur., 2002). Odsutnost toksi¢nosti pokazana
je i kod ljudi koji su primili jednu dozu od 5 g resveratrola (Boocock i sur., 2007). lako
nedostatak toksi¢nosti ovog spoja zvuci obecavajuce u njegovom klinickom koristenju postoje
ograni¢enja koja to ometaju. Najvaznija od njih su slaba bioraspolozivost i topljivost te brzo
metaboliziranje. Oralni unos 25 mg resveratrola pokazao je nisku bioraspoloZivost jer su se u
plazmi mogli otkriti samo tragovi (<5,0 ng/mL) nemetaboliziranog resveratrola (Walle i sur.,
2004). Na topljivost i stabilnost resveratrola utje¢e uvelike pH, a topljivost u vodi (<0,05
mg/mL) utjeCe na njegovu apsorpciju. Istrazivanja su otkrila da topljivost resveratrola pri pH
1,2 iznosi 64 pg/mL, a ona postaje 61, odnosno 50 ug/mL pri pH 6,8 i iznad 7,4 (Zupancic i
sur., 2015). Resveratrol pokazuje visoku osjetljivost na razgradnju u ovisnosti 0 svjetlu,
temperaturi, kisiku i oksidacijskim enzimima gdje lako prelazi u cis-formu koja je slabije
bioloske aktivnosti (Davidov- Pardo i McClements, 2015).

Nakon oralnog uzimanja ovaj spoj se podvrgava pasivnoj difuziji te stvara komplekse
s prijenosnicima kao $to su integrini, albumin 1 lipoprotein male gusto¢e (LDL) (Delmas 1
sur., 2011). Nadalje, crijevne bakterije rastavljaju ga do benzojeve, feniloctene i propionske

kiseline gdje od njih u jetri, u fazi metabolizma Il nastaju glukuronizirani, sulfatirani i
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metilirani proizvodi koji imaju bioloske aktivnosti (Burkon i Somoza, 2008). Resveratrol ima
sposobnost pojacavanja vlastitog metabolizma pojacavajuci aktivnost enzima jetre faze II

metabolizma (Lancon i sur., 2004).

Unato¢ slaboj bioraspolozivosti te brzom metabolizmu i uklanjanju iz organizma
(zbog Cega je nemoguce odrzavati relevantnu koncentraciju u krvi), resveratrol pokazuje bitnu
bioloSku aktivnost (Vitaglione i sur., 2005). Predlazu se brojni nacini za poboljSanje
bioraspolozivosti ovog spoja kao $to su kombiniranje s drugim prirodnim spojevima, koji
mogu inhibirati njegov metabolizam in vivo, upotreba sintetskih analoga te isporuka

resveratrola posredstvom nanocestica (Ndiaye i sur., 2011).

1.6. NANOTEHNOLOGIJA

Nanotehnologija se bavi manipulacijom i kontrolom tvari u nanorazmjernoj dimenziji
koriStenjem znanstvenog znanja iz industrijskih 1 biomedicinskih primjena (Jeevanandam 1
sur., 2018). Zacetnikom moderne nanotehnologije smatra se nobelovac Richard P. Feynman
koji je 1959. godine pod izrazom "ima dovoljno mjesta na dnu" predstavio koncept
manipulacije materijom na atomskoj razini (lijima, 1991). Ova tehnologija svakodnevno
utjeCe na ljudski Zivot te su njene potencijalne koristi brojne. Slika 6 prikazuje neke od

primjena nanotehnologije (Jalaja i sur., 2916).

ELEK;[‘;’;"CK' 4= NANOTEHNOLOGUA ==|PROIZVODNIA
[BI[}LDGUA ] [ OKOLIS ] [INDUSTRIJA]

ZASTITA ODRZAVANJE ~ SANACLA POBOLSANJE

Slika 6. Primjena nanotehnologije

(Preuzeto i prilagodeno prema: Mobasser i Firoozi, 2016)
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Osobito su bitni doprinosi medicinskih nanomaterijala koji se, osim za poboljSanu
isporuku lijekova, Kkoriste i za stvaranje antibakterijskih obloga medicinskih pribora,
smanjenje upale, bolje zacjeljivanje tkiva, otkrivanje slobodnih tumorskih stanica u cirkulaciji
1 sl. Zbog nedostatka dovoljno informacija o toksi¢nosti, potencijal negativnog utjecaja na

ljudsko zdravlje i dalje je upitan (Chen i Schluesener, 2008).

1.6.1. NanocCestice

Definicija nanocestica jest da su to koloidne Cestice sfernog oblika ¢ija se veliCina
razmatra u jednoj, dvije ili tri dimenzije, s promjerom veli¢ine 1-100 nm (Sajid i sur.,2015).
Isporukom lijeka u obliku nanocestica koje imaju malu veli¢inu, a veliku povrsinu poboljSana
je topljivost te bioraspolozivost lijeka (Kohane, 2007). One mogu biti izradene od zlata,
platine, srebra i paladija (Dreaden i sur., 2012). Prema nastanku, nanocdestice se mogu
podijeliti na: prirodne, one nastaju bez covjekovog utjecaja, npr. morska sol i vulkanska
prasina, antropogene, nastale ¢ovjekovim indirektnim utjecajem na okoli§, npr. ¢ada te
sintetizirane, dizajnirane umjetnim putem s posebnom svrhom (Weisner i Bottero, 2007).
Dizajnirane se sastoje od tri sloja: povrSinski sloj, koji se moze vezati s brojnim malim
molekulama, metalnim ionima, tenzidima i polimerima; sloj ljuske, koji je kemijski
drugacijeg materijala od jezgre te jezgra, koja je srediSnji dio same nanocestice 1 obi¢no
podrazumijeva ono S§to nanocestica jest (Shin 1 sur., 2016). Nanomaterijali mogu biti
organskog, anorganskog, proteinskog i lipidnog sastava, a kontrola funkcionalnosti ovih
materijala u dopremanju lijeka na ciljno mjesto radi se pomocu veli¢ine i oblika (morfologije)
nanocCestica. Uporaba nanonosaca za isporuku lijekova nudi brojne prednosti kao Sto su
zaobilazak problema topljivosti i stabilnosti lijekova protiv tumora, sprjeCavanje razgradnje
lijeka proteazama i drugim enzimima te povecanje poluzivota lijeka u sistemskoj cirkulaciji,
poboljsavanje raspodjele i usmjeravanja lijekova, kontinuirano oslobadanje lijeka ciljanjem
odredenih mjesta na tumoru i isporuka vece koli¢ine lijeka, a time i smanjenje rezistencije na

lijekove (Slika 6) (Navya i Daima, 2016).

Liposomi se ¢esto koriste kao potencijalni nosaci lijeka zbog njihovih jedinstvenih
prednosti koje ukljucuju sposobnost zastite lijekova od razgradnje, ciljanja na mjesto
djelovanja i smanjenja Stetnosti i drugih nuspojava. Medutim, rad na liposomskim lijekovima
ograni¢en je zbog problema loSeg skladiStenja i1 stabilnosti. S druge strane, polimerne
nanoCestice obecavaju neke prednosti u odnosu na liposome kao S§to je posjedovanje

prikladnih svojstava kontroliranog otpustanja lijeka. Vec¢ina poluvodickih 1 metalnih
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nanoCestica imaju neizmjeran potencijal U dijagnostici i terapiji tumora zbog njihove
povrSinske plazmonske rezonancije (SPR), pojacanog rasipanja i apsorpcije svjetlosti.
Nanocestice izradene od zlata ucinkovito pretvaraju jaku apsorbiranu svjetlost u lokaliziranu
toplinu koja se moze iskoristiti za selektivnu lasersku fototermalnu terapiju tumora (Prashant i

Ivan, 2007).

-----

intravenska injekcija. Ovaj pristup zaobilazi korak apsorpcije kroz crijevni epitel potreban
nakon oralne primjene (Zhao i Castranova, 2011). Na mjestima tumora vaskularna barijera je
poremecena, a to omogucava nanonosa¢ima da se akumuliraju u tkivu tumora, kako je
prikazano na Slici 7 (Maeda i sur., 2013). Zbog slabe limfne funkcije, nanocCestice se ne
otklanjaju brzo ve¢ se nakupljaju u intersticiju tumora $to je poznato kao ucinak pojacane

propusnosti i zadrzavanja (EPR), a to je je osnova pasivnog ciljanja (Hobbs i sur., 1998).

Interakcija pove¢ana na mjestu tumora

Aktivno usmjeravanje na metu i C Nanodestica
temeljeno na EPRi prepoznavanju ' ° 4 Ligand

: ; ~ Lijek
liganda \ Prepoznavanje \
- 9“\ Endocitoza

Mjesto tumora ' / ( > Receptor
Pasivno usmjeravanje na ' ; e he 3 4
metu temeljenoiskljucivo . - J \/ Otpustanie lijeka |
na EPR ‘\ ‘Q \' \
\ \\ . Endosomi

Krvna Zila

Slika 7. Prikaz pasivnih i aktivnih strategija ciljanja lijeka
(Preuzeto i prilagodeno prema: Navya i Daima, 2016)

U pasivnom ciljanju, nanonosaci prolaze kroz propusne zidove i akumuliraju se na
mjestu tumora pojacanim uc¢inkom propusnosti i zadrzavanja (EPR). Aktivno ciljanje mozZe se
postié¢i koriStenjem specifi¢nih liganada koji se vezu za receptore na stanicama tumora (Navya

i Daima, 2016).
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1.6.2. Toksiénost nanocestica

Nanocestice ulaze u okoli§ vodom, tlom i zrakom te ljudskim aktivnostima. Medutim,
kod njihove primjene u procis¢avanju okoliSa namjerno se odlazu projektirane nanocestice u
tlo ili vodene sustave. Primjerice, prednosti magnetskih nanocestica kao $to su njihova mala
veli¢ina, visoka reaktivnost i veliki kapacitet mogu postati potencijalni smrtonosni ¢imbenici
izazivanjem toksi¢nih stani¢nih ucinaka. Istrazivanja su takoder pokazala da nanocestice
mogu uéi u organizme tijekom gutanja ili udisanja te se mogu translocirati unutar tijela u
razlicite organe i tkiva gdje mogu djelovati toksi¢no. Upotreba Ag nanocestica u brojnim
proizvodima dovodi do njihovog ispustanja u vodeni okoli$ i postaju izvor otopljenog Ag i
tako vrSe toksicne ucinke na vodene organizme, ukljucujuéi bakterije, alge i ribu (Navarro i
sur., 2008). Ocekuje se da ¢e se utjecaj nanocestica na okoli§ jo§ vise povecati u buduénosti

(Xia i sur., 2008).

1.6.3. Nanocestice resveratrola

U zelji za povecanjem bioraspolozivosti in Vivo resveratrola kao i poboljSanju njegove
topljivosti u vodi, $to su glavni nedostaci ovog prirodnog i netoksi¢nog polifenola, pozornost
se usmjerila ka razvitku nanocestica. Time se nepromijenjenom zadrzala struktura
resveratrola, ali su se poboljSala njegova svojstva. Resveratrol se veZze za liposome,
ciklodekstrine, lipidne nanocestice, mezoporozne silikatne nanocestice ili metalne nanocestice
te se tako bolje isporucuje meti, bolje akumulira, poboljSana mu je topljivost i
bioraspolozivosti te samim time dolazi do pojacanih antioksidacijskih i antitumorskih u¢inaka
u ovakvom terapijskom pristupu (Varvandier- Fasseur i Latruffe, 2019). Od poznatih
nanoformulacija, osobito je jednostavna za primjenu forma nanokristala koju karakterizira
veci kapacitet unosa ucinkovite veliine Cestica, mogucnost unosa na razli¢ite nacine te
smanjena pojavnost negativnih u¢inaka (Singh 1 sur., 2017). U ovom istrazivanju koristeni su
nanokristali resveratrola koji su nastali smanjivanjem slabo topljive tvari do nano veli¢ina
postupcima mljevenja ili visokotlatnog homogeniziranja, odnosno povecanjem povrsine takve
Cestice u odnosu na volumen kako bi se u konac¢nici uspjeSno povecala topljivost, kao i

bioaktivna sposobnost resveratrola.

25



1.7. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je istraziti sinergisticki u¢inak sustavne hipertermije i cisplatine te
nanokristala resveratrola na inhibiciju brzorastuceg, solidnog Ehrlichovog ascitesnog tumora
(EAT), prezivljavanje obradenih miSeva, polarizaciju makrofaga te potencijalnu toksi¢nost
ciplatine i hipertermije u jetri i bubregu kao i moguénost smanjenja posljedica toksi¢nosti
prouzrocene cisplatinom 1 hipertermijom primjenom nanokristala resveratrola u jetri i

bubregu.
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2. MATRIJALI | METODE

2.1 MATERIJALI

2.1.1. Pokusne zivotinje

U istrazivanju su se koristili visokosrodni misevi soja Swiss albino koji su uzgajani na
Zavodu za animalnu fiziologiju Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta, Sveucilista u Zagrebu,
starosti 2-3 mjeseca i tezine 20-25 g. MiSevi su se drzali u kavezima 1 hranjeni su
standardnom hranom za laboratorijske Zivotinje (4RF 21 Mucedola S.R.L., Italija) uz stalnu
dostupnost vode. Uvjeti u kojima su Zivotinje drZane ukljucivali su dnevni ritam od 12 sati
svjetla 1 12 sati mraka te temperaturu od 24 °C uz kontroliranu vlaznost zraka. Istrazivanje se
provodilo sukladno eti¢kim nacelima Republike Hrvatske prema Pravilniku o zastiti Zivotinja
koje se koriste u znanstvene svrhe (Narodne Novine br. 19/1999; Zakon o zastiti zivotinja te
Narodne novine br. 102/17). Takoder se postupalo u skladu s Vodi¢em za drzanje i koristenje
laboratorijskih zivotinja (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, DHHS Publ.
(NIH) # 86-23, 1985).

Istrazivanje je provedeno na ukupno 80 jedinki podijeljenih u 4 skupine po 20

Zivotinja prema nacinu obrade.

2.1.2. Tumorske stanice

Ehrlichov ascitesni tumor (EAT) jest spontani karcinom mlije¢ne zlijezde koji se
pojavljuje kod misSeva. To je brzorastuci, agresivni, zloCudni tumor izgraden od stanica koje
su razli¢ito diferencirane, osjetljive te izrazito heterogene. U ovom istrazivanju ovakav tip
tumora izazvan je kod miseva injiciranjem 1x10° stanica EAT subkutano (sc) u bedro miseva

kako bi se formirao solidni tumor EAT.

2.1.3. Sustavna hipertermija

U ovom istraZivanju sve Cetiri skupine zivotinja izlagane su sustavnoj hipertermiji.
Sustavna hipertermija provedena je prema protokolu Duhani i sur. (2012) s malim
promjenama u temperaturi i vremenu izlaganja. Zivotinjama je neposredno prije izlaganja

sustavnoj hipertermiji primjenjena intraperitonealna hipertermija davanjem ip 0,5 mL
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fizioloske otopine prethodno zagrijane u vodenoj kupelji pri 41°C. Intraperitonealna
hipertermija provedena je neposredno poslije davanja cisplatine ili nanokristala resveratrola.
Nakon primjene intraperitonealne hipertermije, zivotinje su izlozene sustavnoj hipertermiji

gdje su Zivotinje stavljene u inkubator pri 41°C tijekom 15 minuta.

2.1.4. Kemijski spojevi

Cisplatina

U radu je koriStena cisplatina proizvodac¢a Pliva (Zagreb, Hrvatska) injicirana
intraperitonealno (ip) u dozi od 2,5 mg/kg desetog i dvanaestog dana, te dozom od 5 mg/kg

Cetrnaestog dana.
Nanokristali resveratrola

Resveratrol u obliku nanokristala pripremljen je na Farmaceutsko-biokemijskom
fakultetu SveuciliSta u Zagrebu na Zavodu za farmaceutsku tehnologiju. U tu svrhu koriStena
je modificirana metoda prema Romero i sur. (2016) primjenjuju¢i mljevenje u minijaturnom
mjerilu (engl. top-down approach). Prvi korak u tom procesu bio je pripremiti 5%-tnu
suspenziju resveratrola (w/w) proizvodada Evolva SA, Svicarska te 1%-tnu suspenziju
stabilizatora Pluronic F127 (Sigma-Aldrich, SAD). Nadalje, suspenzija se podvrgnula
mljevenju u minijaturnom mjerilu u okrugloj bocici ¢ije su dimenzije 12 x 35 mm i koja
sadrzi pet cilindricnih magneta dimenzija 10 x 6 mm. Smjesa kuglica cirkonijevog oksida
stabiliziranog itrijem razli¢itih veli¢ina (0,1 mm; 0,2 mm te 0,4 - 0,6 mm) pomijeSanih u
jednakim omjerima, koriStena je kao medij pri mljevenju suspenzije. Sam postupak mljevenja
provodio se na mijesalici Magnetic stirrer MIX 15 eco, Berlin, Njemacka. Ovako

pripremljena suspenzija nanokristala resveratrola davala se u dozi od 50 mg/kg per os (po).

2.1.5. Laboratorijska oprema

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

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

Centrifuga: Centrifuga 5702 (proizvodac: Eppendorf, Njemacka)

Spektrofotometar: Libra S22 (proizvodac: Biochrom, UK) i UV-160 (proizvodac:

Shimadzu, Japan)
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Mikrotitarski ¢ita¢ Microplate reader Model 550 (proizvodaé: Bio-Rad, SAD) i Ao
Absorbance Microplate Reader (proizvoda¢: Azure Biosystems, SAD)
Vortex: Vortex Genius 3 (proizvodac: IKA, SAD)

2.2. METODE

2.2.1. Plan pokusa i obrada Zivotinja

Pokusnim miSevima izmjerena je tjelesna tezina te su sukladno tjelesnoj tezini
podijeljeni u Cetiri skupine po 20 Zivotinja. Nadalje, svim miSevima je injicirano subkutano
(sc) 1x10® EAT stanica 3to oznacava 0. dan pokusa. Drugog dana od injiciranja stanica
tumora, zapoceta je obrada Zivotinja davanjem nanokristala resveratrola u dozi od 50 mg/kg
per os (po) tijekom 5 dana u nizu te kada je tumor postao vidljiv (otprilike 500 mm?, oko 10
dana) injicirana je cisplatina u dozi od 2,5 mg/kg (ip) 10. i 12. dana te dozom od 5 mg/kg 14.
dana. Takoder, Zivotinje su izloZzene sustavnoj hipertermiji kako je ve¢ opisano u poglavlju
2.1.3. Kontrolna skupina obradena je ip s fizioloSkom otopinom (F.O.) i izlozena sustavnoj
hipertermiji, a podjela ostalih skupina i na¢in obrade prikazani su u Tablici 1. Doza 50 mg/kg
odabrana je sukladno literaturi (Carter i sur., 2015; Kim i sur., 2017; Alobaedi i sur., 2017,
Davatgaran-Taghipour i sur., 2017). Zrtvovanje Zivotinja (N=10 po skupini) provelo se 24 h
nakon zadnje obrade (15. dan) uz intraperitonealnu (ip) primjenu kombinacije Narketana®
Vetoquinol S.A., BP 189 Lure Cedex, Francuska (djelatna tvar Ketamin) 1 Xylapana®
Vetoquinol Biowet Sp., Gorzow, R. Poljska (djelatna tvar Ksilazin) u dozi od 25 mg/kg nakon
cega su prikupljeni organi jetre, bubrega i tumora za daljnje analize. Drugi dio Zivotinja

(N=10 po skupini) ostavljen je za pracenje veli¢ine tumora i prezivljavanja.
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Tablica 1. Prikaz obrade zivotinja unutar pokusa

Misevi nositelji EAT u solidnom obliku (1x10°8, sc)

SKUPINA

TRETMAN

Kontrola

Primjena fizioloSke otopine ip + izlaganje sustavnoj

hipertermiji pri 41°C

Cisplatina + sustavna hipertermija

Primjena 2,5 mg/kg cisplatine 10. i 12. dana ip te 5
mg/kg 14. dana + izlaganje sustavnoj hipertermiji pri
41°C

Nanokristali resveratrola + sustavna

hipertermija

Primjena 50 mg/kg nanokristala resveratrola per os +
izlaganje sustavnoj hipertermiji pri 41°C

Cisplatina + nanokristali resveratrola +

sustavna hipertermija

Primjena 2,5 mg/kg cisplatine 10. i 12. danaip te 5
mg/kg 14. dana i 50 mg/kg nanokristala resveratrola

per os + izlaganje sustavnoj hipertermiji pri 41°C

2.2.2. Praenje promjene tjelesne mase

Prije pocetka pokusa i podjele zivotinja u skupine izmjerila sam tjelesnu masu svake
pojedine Zivotinje pomocu digitalne vage. Sukladno sliénim masama (£ 3 g) miSeve sam
podijelila u skupine te izratunala dozu pojedina¢nih pripravaka koje su date tijekom obrade
zivotinja. Pra¢enje promjene mase Zivotinja nastavila sam pratiti i biljeziti i tijekom izvodenja

pokusa.
2.2.2.1. Procjena toksi¢nosti

Procjenu toksi¢nosti na nivou c¢itavog organizma pratila sam vaganjem zivotinja
tijekom eksperimenta i praenjem promjene mase. Pokazatelj toksicnosti je gubitak mase
tijekom perioda eksperimenta. Gubitak tjelesne mase za svaku pojedinu zivotinju izra¢unala

sam formulom:

masa prvog dana—minim. masa tijekom ispitivanja

% gubitka mase = ( ) x 100

masa prvog dana
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2.2.2.2. Relativna masa organa
Relativnu masu organa izrazenu u g/100g izracunala sam prema navedenoj formuli:

ukupna masa organa x 100

Relativna masa organa (g/100g) = konatna tjelesna masa

2.2.3. Praéenje promjene volumena i inhibicija rasta tumora
Pracenje rasta tumora mjerila sam pomocu kalipera, a volumen tumora izra¢unala sam
formulom:

Sirina tumora? x duzina tumora
2

Volumen tumora (mm3) =

Iz dobivenih podataka izra¢unala sam postotak inhibicije tumora (%TVI) prema

sljedecoj formuli:

sred.vrij. vol. tumora ontry — Sred. vrij. vol. tumora tret. grupayx 100

%TVI = y
sred. vrij. vol. tumora ontr)

2.2.4. Prezivljavanje

Prezivljavanje pokusnih Zzivotinja pratila sam pra¢enjem spontane smrti nakon obrade
miseva. Biljezila sam dan i broj uginulih jedinki unutar svake tretirane skupine od nultog dana
pokusa. 1z dobivenih podataka izracunala sam postotak povecanja zivotnog vijeka. Povecanje

zivotnog vijeka (% ILS, engl. increased lifespan) izra¢unala sam prema formuli:

%ILS = * 100

(T-0)
C

gdje je T srednja vrijednost vremena prezivljavanja obradene skupine zivotinja, a C srednja

vrijednost vremena prezivljavanja kontrolne skupine Zivotinja.

2.2.5. Mjerenje parametara oksidacijskog stresa

2.2.5.1. Izolacija i priprema tkiva

Tkiva jetre, bubrega i tumora nakon izolacije pohranjena su u zamrziva¢ na -80°C do

ponovne upotrebe. Uzorke sam pripremila na nacin da sam odvagala 75 — 100 mg tkiva te
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dodala PBS pufer u omjeru 1:10. Zatim sam tkiva homogenizirala pomoc¢u ultrazvu¢nog
homogenizatora, a dobivene homogenate centrifugirala 15 minuta pri 4°C na 15000 okretaja.
Poslije centrifugiranja odvojila sam nadtalog te sam dobivene uzorke pohranila na -80°C do
daljnjih analiza.

2.2.5.2. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Lowry-ju

Koncentraciju proteina odredivala sam metodom po Lowry-ju koja se bazira na
Cinjenici da u luznatim uvjetima divalentni ion bakra tvori kompleks s peptidnim vezama.
Uzorke jetre sam za ovu metodu razrijedila 40x, a bubrega i tumora 10x. U epruvetu sam
dodala 100 uL. uzorka i 2 mL otopine D (Tablica 2.). Nakon inkubacije od 10 minuta dodala
sam 200 pL otopine E (Tablica 2). Uzorke sam pomijesala na vorteksu i stavila na inkubaciju
30 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Po isteku inkubacije mjerila sam apsorbanciju na

spektrofotometru pri valnoj duljini od 600 nm.

Tablica 2. Priprema otopina za mjerenje koncentracije proteina metodom po Lowry-ju

Otopine Priprema
Otopina A: 2% (w/v) Na.COz u 0,1M NaOH 9,6 g +480 mL 0,1M NaOH
Otopina B: 1% (w/v) natrij-kalij tartarat u 0,1g+ 10 mL dH2O
dH.0
Otopina C: 0,5% (w/v) CuSO4x 5H20 u dH>0 0,05 g+ 10 mL dH20
Otopina D pomijesati otopine A:B:C u omjeru 48:1:1

Otopina E pomijesati Folin, Ciocalteu's phenol reagens

i dH20 u omjeru 2:1

Albumin govedeg seruma (engl. Bovine serum albumin, BSA) Kkoristila sam kao
standard u ovoj metodi (Tablica 3) gdje sam 20 mg BSA otopila u 10 mL dH20 (2 mg/mL).
Napravila sam serijska razrjedenja otopine proteina poznate koncentracije (20; 10; 5; 2,5;
1,25; 0,625; 0, 312; 0,156 i 0 mg/mL).
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Tablica 3. Priprema albumina govedeg seruma kao standarda za mjerenje proteina po Lowryju

BSA STOCK OTOPINA
20 1000 uL BSA (2 mg/mL)
10 500 uL 20 BSA + 500 puL dH,0
5 500 uL 10 BSA + 500 puL dH,0
25 500 pL 5 BSA + 500 pL dH20
1,25 500 uL 2,5 BSA + 500 uL dH20
0,625 500 uL 1,25 BSA + 500 pL dH20
0,312 500 uL 0,625 BSA + 500 pL dH,0
0,156 500 pL 0,312 BSA + 500 pL dH20
0 1 mL dH,0

Iz dobivene standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji BSA odredila
sam nagib pravca. Preko nagiba pravca izraCunala sam koncentraciju proteina (mg

proteina/mL) prema sljede¢oj formuli:

c= < A(uzorak) - b(st.krivulje)

oden
nagib pravca st. krivulje> xrazrjecenje

2.2.5.3. Mjerenje razine lipidne peroksidacije

Mjerenje razine lipidne peroksidacije odredila sam prema modificiranoj metodi koju
su opisali Jayakumar i sur. (2007). Metoda se bazira na mjerenju koncentracije jednog od
glavnih produkata lipidne peroksidacije - monodialdehida (MDA). Metoda koja se najéesce
koristi za odredivanje koncentracije MDA u bioloskom uzorku je derivatizacija MDA s 2-
tiobarbituratnom kiselinom (TBA) pri cemu MDA reagira s dva ekvivalenta TBA 1 dolazi do
nastanka MDA-(TBA). kompleksa. Ova reakcija odvija se u kiselim uvjetima i pri visokoj
temperaturi pri ¢emu nastaje fluorescentni MDA-(TBA). kompleks crvene boje Cija se

koncentracija mjeri spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 532 nm.

U ovoj metodi koristila sam homogenate tkiva bubrega, jetre i tumora. U Eppendorf
epruvetu stavila sam 100 pL uzorka i 1,6 mL prethodno pripremljenog reagensa A (Tablica
4). Uzorke u epruveti stavila sam na stalak, omotala aluminijskom folijom te inkubirala u
vodenoj kupelji tijekom sat vremena pri temperaturi od 95°C. Nakon toga uzorke sam naglo

ohladila na ledu i centrifugirala 5 minuta pri 4°C na 15000 okretaja. Folikule koje su nastale
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mijeSanjem uzoraka s reagensom A ostale su na dnu, a supernatant sam izdvojila u kivetu za

mjerenje apsorbancije na spektrofotometru pri valnoj duljini od 532 nm.

Tablica 4. Priprema otopina za odredivanje koncentracije MDA

Otopina Priprema
8,1% SDS 0,81 g SDS-a + 10 mL dH.0O
20% octena kiselina 20 mL 99,5% octene kiseline + 2,31 mL HCI,

nadopuni se do 50 mL dH20 i podesi pH na
3,5 te nadopuni s dH20 do 100 mL

0,8% TBA 0,8 g TBA + 40 mL dH.0 uz lagano
zagrijavanje; nakon $to se otopi dodaje se 500
uL 5M NaOH te se nadopuni s dH20 do 100

mL-

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

Ukupnu koncentraciju MDA izrazila sam kao nmol MDA po mg proteina, a izracunala

sam je pomocu ekstincijskog koeficijenta za MDA (e = 1,56 x 10°/M) prema forumuli:

A(uzorak) X V(reakcijske smjese umL)

€Xx V(uzorka u mL)x C(proteina uuzorkuumg/mL)
2.2.5.4. Mjerenje aktivnosti katalaze

Spektrofotometrijskom metodom pratila sam enzimsku aktivnost katalaze metodom po
Aebiju (1984). Ona se odreduje se kao koli¢ina potrosenog vodikovog peroksida tijekom

jedne minute.
2H202— 2 H2,0+02

Za utvrdivanje aktivnosti katalaze koristila sam uzorke bubrega razrijedene 10X,
uzorke jetre razrijedene 100x te nerazrijedene uzorke tumora U kivetu sam dodala 20 pL
uzorka i 980 pL 10mM H202 (113 pL 30% H,0, + 99,887 mL PBS). Aktivnost katalaze
mjerila sam spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 240 nm u trajanju od jedne minute te

izracunala prema formuli:
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A (uzorak)

CAT = —7——
€(H,0,)x 1

x razrjedenje

pri ¢emu ekstinkcijski koeficijent H202 (¢) iznosi 39,4 m/M cm, a broj 1 predstavlja put koji
zraka svjetlosti prode pri prolasku kroz kivetu (1 cm). Kao rezultat dobivenu koncentraciju
izrazila sam kao U/mg proteina Sto je jednako pmolu razgradenog H>O> po minuti po

miligramu proteina.
2.2.5.5. Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa

Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa u uzorcima bubrega, jetre i tumora
radila sam koriStenjem modificirane metode prema Tietzu (1969). Metoda se zasniva na
reakciji sulfhidrilne grupe GSH s tiolnim reagensom 5,5- ditiobis-2-nitrobenzojeve kiseline
(DNTB, Ellmanov reagens) ¢ime nastaje kromofor Zzute boje (5-tionitrobenzojeva kiselina,
TNB) te se pri valnoj duljini od 415 nm mjeri porast apsorbancije. Uz nastali TNB takoder
nastaje 1 mijeSani disulfid, GS-TNB, a njegovom daljnjom redukcijom pomocu GSH
reduktaze i NADPH nastaje TNB i reciklira se GSH. Brzina kojom nastaje TNB
proporcionalna je reciklirajucoj reakciji, a ona je proporcionalna koncentraciji GSH sadrzanoj
u analiziranim uzorcima. Sav oksidirani GSH, tj. disulfid GSSG, brzo se reducira do GSH te
se u konacnici rezultat ukupne koncentracije GSH u uzorku odnosi i na oksidirani i na
reducirani GSH. Ovu metodu provela sam u mikrotitarskoj ploc¢ici. Razrjedenja uzoraka bila
su 40x za uzorke jetre, a za uzorke bubrega i tumora 10x. U svaku jazicu dodala sam 20 uL
uzorka, 40 uL 0,035M HCl i 40 uLL 10 mM DTNB (Tablica 4). Nakon inkubacije na sobnoj
temperaturi, tijekom 10 minuta, izmjerila sam apsorbanciju pri valnoj duljini od 415 nm.
Nakon isteka inkubacije dodala sam 100 pL reakcijske smjese B te izmjerila apsorbanciju

tijekom 5 minuta.
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Tablica 5. Priprema otopina za odredivanje koncentracije ukupnog glutationa

Otopine Priprema
0,035M HCI 7 mL 0,1M HCI + 193 mL dH20
0,5M (50 mM) pufer PBS 17 mL 1M Na2HPO4 x 2H20 (3 g Na2HPO4 x

2H20 do 17 mL dH20) + 183 mL 1M
Na;HPO4 x 12H20 (65,5 g Na2HPO4 x
12H,0 do 183 mL dH20)

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

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

Reakcijska smjesa A 20 mg DTNB + do 5 mL 0,5M pufer PBS s
0,5M EDTA

Reakcijska smjesa B 9980 uL 0,8mM NADPH* + 20 pL glutation
reduktaze

*0,8mM NADPH (6,67 mg NADPH + 10
mL 0,5M pufer PBS s 0,5M EDTA)

Za standarde nacrtala sam pravce kao promjenu apsorbancije u vremenu, ocitala
njihove nagibe te nacrtala pravac kao ovisnost nagiba pravca o koncentraciji GSH. Dobiveni
pravac koristila sam za izracun koncentracije ukupnog GSH (uM GSH po mL proteina) prema
zadanoj formuli:

nagib pravca — nagib pravca gijepa proba)

c= - x razrjedenje
naglb pravca(standard)

2.2.6. Mjerenje dusikovog oksida metodom po Griessu

Griess je 1879. opisao metodu koja je utemeljena na kemijskoj reakciji u kojoj
sudjeluju sulfanilamid i N-1-naptiletilendiamin dihidroklorid (NED) u kiselim uvjetima koje
osigurava fosforna kiselina (Slika 8). Za mjerenje dusikovog oksida koristen je Griess reagent

system kit proizvodaca Promega (SAD). Sulfanilamid i NED natjeCu se za nitrit te je
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osjetljivost metode bolja ukoliko se ove dvije komponente dodaju u jednakim volumenima.
Na ovakav nacin detektira se NO2™ u razli¢itim eksperimentalnim uzorcima, a razina detekcije

nitrita iznosi 2,5 uM.

NO H-0

No+

H>NO; S<©> NH; MH_ NO:; 5@- NH;
Sulfanilamid l/ NED

o NH.
u:r:-'u/\/

Slika 8. Reakcija sulfanilamida i NED-a u kiselim uvjetima (Preuzeto sa:

QO

H2NO3

Q0O

https://worldwide.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-bulletins/O/griess-

reagent-system-protocol.pdf?la=en)

U prvom koraku ove metode napravila sam standardnu krivulju gdje se nitrit koristio
kao standard razrijeden u istom puferu koji se koristio i kod eksperimentalnih uzoraka.
Standardnu krivulju naravila sam u mikrotitarskoj ploc¢ici u stupcima 11 i 12 u redovima od A
do H, a zatim sam napravila seriju dvostrukih razrjedenja u duplikatima. Standardna nitritna
krivulja sastojala od koncentracija 100; 50; 25, 12,5; 6,25; 3,13 i 1,56 uM. Posljednja jazica u
stupcima 11 12, a redu H je sluzila mi je kao slijepa proba. Ukupan volumen u svakoj jazici

bio je 50 uL, a nitritna koncentracija varirala je u rasponu 0-100 uM.

Nakon pripreme standarda, dodala sam 50 pL uzorka u duplikatu, a onda sam dodala
50 pL sulfanilamidne otopine u sve jaZice te provela inkubaciju na sobnoj temperaturi tijekom
10 minuta. Poslije inkubacije od 10 minuta, gdje sam uzorke zastitila od svjetla, dodala sam
50 uL NED otopine u sve jazice. Ponovno sam provela inkubaciju od 10 minuta nakon ¢ega
se pojavilo ruzicasto obojenje. U zadnjem koraku ove metode izmjerila sam apsorbanciju pri
valnoj duljini od 540 nm. Iz standardne krivulje ovisnosti apsorbancije o koncentraciji nitrita
odredila sam nagib pravca, a preko nagiba pravca izracunala sam koncentracija NOz™ u

uzorcima koju sam izrazila u pM.
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2.2.7. Mjerenje aktivnosti arginaze |

Za mjerenje aktivnosti arginaze | koristila sam ELISA kit (Sigma- Aldrich, SAD).
Koristila sam homogenate tkiva bubrega razrijedene 10x. Mjerenje aktivnosti arginaze
zasniva se na konverziji L-arginina do uree i ornitina. Dalje urea reagira specifi¢no sa
supstratom pri ¢emu nastaje obojenje proporcionalno aktivnosti arginaze. Koli¢ina enzima
koja je dovoljna za pretvorbu 1uM L-arginina do uree i ornitina pri pH 9,5 i temperaturi 37°C
odgovara jednoj jedinici arginaze. Standard za ovu metodu pripremila sam dodatkom 24 pL
urea standarda (50 mg/dL) i 176 pL dH20 te na takav nacin dobila ImM standardnu radnu
otopinu uree. U duplikatima sam u mikrotitarsku plo¢icu dodavala 40 pL uzorka u jazice u
duplikatima u kojima sam mijerila uzorak i slijepu probu. Isti volumen dodala sam u jazice za
standardnu radnu otopinu uree i dH2O0. Zatim sam u sve uzorke, osim uzoraka slijepih proba,
dodala 5x razrijedeni supstratni pufer koji sam dobila mijesanjem 8 pL arginin puferai 2 pL
otopine Mn. Nakon inkubacije od 2 sata pri 37°C dodala sam 200 pL prethodno
pripremljenog urea reagensa (100 pL reagens A + 100 pL reagens B, sadrzanih u kitu) u
svaku jazicu ukljucujudi i slijepu probu. Nakon dodatka urea reagensa u uzorke slijepe probe
dodala sam jos 10 uL 5x razrijedenog supstratnog pufera kako bi se nadopunio volumen do
50 pL. Nakon inkubacije od sat vremena pri sobnoj temperaturi izmjerila sam apsorbanciju
pri 430 nm na Ao Absorbance Microplate Reader uredaju (proizvodac: Azure Biosystems,

SAD). U konac¢nici, aktivnost arginaze izracunala sam prema formuli:

A(uzorka) - A(sliijepa proba)) X <1 mM x 50 x 103)

Akti t ] =
ivnost arginaze ( VeT

A(standard) - A(dHZO)
gdje T predstavlja reakcijsko vrijeme u minutama, V volumen uzorka u jazici (pL),
koncentracija standarda uree je 1mM, reakcijski volumen je 50 (uL), a 10° odnosi se na

konverzijski faktor pretvorbe mM u pM. Aktivnost arginaze iskazala sam u jedinici/L.

2.2.8. Statisticka obrada podataka

Pomoc¢u STATISTICA 13 programa (StatSoft, Tulsa, OK, USA) provedena je
statistiCka analiza podataka pri ¢emu statisticka to¢nost iznosi P < 0,05. Rezultati su izraZeni
kao srednja vrijednost + standardna pogreska (SV + SP), a podaci su analizirani Koristeci
Kruskal-Wallis ANOVA test. Takoder je napravljena i viSestruka usporedba srednjih

vrijednosti svih skupina kako bi se analizirale razlike izmedu skupina. Krivulja prezivljavanja
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napravljena je prema Kaplan-Meierovoj metodi (Kaplan i Meier, 1958), a usporedba izmedu
krivulja prezivljavanja odredena je log-rank testom (o = 5%) (Mantel i Haenszel, 1959).
Dobiveni rezultati prikazani su u obliku grafova i tablica pomo¢u box-plot prikaza, a za

pripremu podataka te izracun koncentracija koristen je Microsoft Excel 2016 racunalni

program.
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3. REZULTATI

3.1. PROMJENA TJELESNE MASE

3.1.1. Procjena toksi¢nosti

Procjena toksi¢nosti predstavlja gubitak tjelesne mase zivotinja tijekom perioda
obrade miseva. Ona daje uvid u brzinu rasta mase tumora kod pojedine skupine, pri ¢emu je
rast tumora izraCunat kao postotak u odnosu na pocetnu masu tumora unutar skupine.
Rezultati prikazani na Slici 8 prikazuju linearni porast u masi Zivotinja kontrolne skupine, koji
je osobito izraZen od 6. do 25. dana trajanja eksperimenta. Skupina obradena nanokristalima
resveratrola uz izlaganje hipertermiji pokazuje kontinuirani, ali blagi (do 10%) porast u
tjelesnoj masi do kraja trajanja eksperimenta. S druge strane, kod skupine obradene
cisplatinom uz izlaganje hipertermiji od 5. do 10. dana dolazi do gubitka tjelesne mase, a onda
od 10. do 29. dana dolazi do njenog povecanja. Skupina obradena nanokristalima resveratrola
1 cisplatinom uz sustavnu hipertermiju biljezi najveéi gubitak tjelesne mase i to od 3. do 10.
dana gdje kasnije dolazi do blagog povecanja 28. dana koje je, sveukupno gledajuci, najmanje
u usporedbi s ostalim skupinama. Sve obradene skupine od 10. dana biljeze porast tjelesne
mase, no vrijednosti tjelesne mase i1 dalje su ostale ispod najviSe postignute vrijednosti

kontrolne skupine.
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Slika 8. Promjena tjelesne mase miseva nositelja EAT-a obradenih nanokristalima

resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom 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. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.
Gubitak mase (%) izraCunat je prema formuli: (masa prvog dana- masa tijekom

ispitivanja)/masa prvog dana x 100.

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-
cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.1.2. Promjena mase organa

Rezultati promjene mase jetre i bubrega ne pokazuju statisticki znacajnu razliku
izmedu obradenih skupina (Slika 9), dok rezultati mase slezene pokazuju statisti¢ki znac¢ajnu
razliku. Skupine obradene cisplatinom 1 hipertermijom (P<0,01) te nanokristalima
resveratrola, cisplatinom i hipertermijom (P<0,001) pokazuju statisticki zna¢ajno smanjenje
mase slezene u odnosu na kontrolnu skupinu s hipertermijom (Slika 9). Takoder, postoji
statistiCki znacajno smanjenje mase slezene u skupini obradenoj nanokristalima resveratola,
cisplatinom i hipertermijom u odnosu na skupinu obradenu nanokristalima resveratrola i

hipertermijom (P<0,05).
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Slika 9. Promjena relativne teZine organa (jetra, slezena, lijevi i desni bubreg) u miseva
nositelja EAT-a obradenih nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom

kombinacijom u hipertermalnim uvjetima

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora
dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.
Relativna masa organa (g/100 g) izraunata je prema formuli: ukupna masa organa X

100/konacna tjelesna masa.

*kk

“Statisti¢ki znadajno u odnosu na kontrolu + HT (7P<0,01; "“P<0,001); °Statisti¢ki zna¢ajno

u odnosu na NK Res + HT (°P<0,05)

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-

cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.2. PROMJENA VOLUMENA TUMORA

Mijerenja volumena tumora prikazani su na Slici 10. Rezultati pokazuju nagli porast
volumena tumora kod svih skupina 13. dana od pocetka pokusa, ali ukazuju i na to da je
volumen tumora bio smanjen kod svih obradenih skupina u odnosu na kontrolnu skupinu s
hipertermijom. Najvece smanjenje zabiljezeno je kod skupine obradene nanokristalima

resveratrola i cisplatinom uz izlaganje hipertermiji.
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%/ —m—Cis + HT
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Slika 10. Promjena ukupnog volumena tumora u miseva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom 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. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.
Ukupni volumen tumora dobiven je mjerenjem volumena tumora kaliperom prema formuli:

Volumen tumora = (3irina tumora? X duzina tumora)/2.

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-
cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.3. INHIBICIJA RASTA TUMORA

Inhibicija rasta tumora veca je u svim obradenim skupinama 16. dana u usporedbi s 33.
danom u odnosu na kontrolu. Najveca inhibicija rasta tumora zabiljezena je u skupini
obradenoj cisplatinom i hipertermijom 16. dana i ona je iznosila preko 50%, a nesto je manja
kod skupine obradene nanokristalima resveratrola, cisplatinom i hipertermijom i ona je
iznosila oko 45%. Najmanja inhibicija zabiljezena je 16. dana u skupini obradenoj
nanokristalima resveratrola i hipertermijom te je ona nesto manja od 20%. Najvecu inhibiciju
rasta 33. dana biljezi skupina obradena nokristalima resveratrola, cisplatinom i hipertermijom
(35%), nesto manju skupina obradena cisplatinom i hipertermijom (25%), dok obrada s
nanokristalima resveratrola i hipertermijom 33. dana vodi pove¢anom rastu tumora u odnosu
na kontrolu (preko -40%) (Slika 11).
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Slika 11. Postotak inhibicije rasta tumora u miSeva nositelja EAT-a obradenih nanokristalima

resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora
dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
dobivenih vrijednosti volumena tumora izraCunat je postotak inhibicije rasta (% TVI) prema
formuli: sred.vrijed.vol.tumora (kontr.) -sred. vrijed. vol. tumora (tret.grupa) x 100/sred.
vrijed. vol.tumora (kontr.).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-

cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.4. PREZIVLJAVANJE

Ucinak cisplatine u dozama 2,5 mg/kg 10. i 12. dana i 5 mg/kg 14. dana te
nanokristala resveratrola u dozi 50 mg/kg, tijekom 5 dana s pocetkom 2 dana od injiciranja
tumora, te njihove kombinacije uz hipertermalne uvjete (41°C) na miSeve nositelje EAT-a
istrazio se pra¢enjem vremenskog perioda prezivljavanja zivotinja $to je prikazano na Slici 12
1 u Tablici 6. Skupina obradena cisplatinom i hipertermijom pokazuje najbolje rezultate u
pogledu povecanja Zivotnog vijeka (% ILS) i iznosi 46,99%, dok je najmanje povecanje
zivotnog vijeka prisutno u skupini obradenoj nanokristalima resveratrola uz izlaganje
sustavnoj hipertermiji i iznosi -2,22% (Slika 12, Tablica 6). Kod skupine obradene
nanokristalima resveratrola i cisplatinom uz izlaganje hipertermiji vidljivo je ne$to manje

povecanje zivotnog vijeka 1 iznosilo je 19,81%.
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Slika 12. Kaplan-Meyer krivulja prezivljavanja miSeva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima
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Tablica 6. PreZivljenje miSeva s Ehrlichovim solidnim tumorom nakon obrade s

nanokristalima resveratrolom i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima
Skupina? Raspon Srednja Median Broj
prezivljavanja | vrijednost | prezivljavanja % % ILS® | preZivjelih
(dani) prezivljavanja (dani) T/CP Zivotinja
(SV+SP dani)
Kontrola + HT 28 - 40 34,77+ 1,10 34,00 / / 0
NK Res + HT 30-41 34,00 + 1,03 33,50 97,78 -2,22 0
Cis+ HT 34-80 51,11 £6,28 45,00 146,99 | 46,99 0
NK Res + Cis + 30-49 41,66 + 1,27 43,00 119,81 | 19,81 0
HT

aMisevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom 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. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.

b %% = (g) x 100 %; T - srednja vrijednost vremena prezivavljavanja obradene skupine
zivotinja; C - srednja vrijednost vremena preZivljavanja kontrolne skupine Zivotinja.

© %ILS = (%) x 100 %; postotak povecanja Zzivotnog vijeka (% ILS); T - srednja
vrijednost vremena prezivljavanja obradene skupine zZivotinja; C - srednja vrijednost vremena

prezivljavanja kontrolne skupine Zivotinja.

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-
cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.5. PARAMETRI OKSIDACIJSKOG STRESA

3.5.1. Ukupna koncentracija proteina u uzorcima tkiva bubrega miSeva

Rezultati mjerenja ukupne koncentracije proteina u uzorcima tkiva bubrega prikazani
su na Slici 13. Iz rezultata se vidi statisticki znac¢ajno smanjenje koncentracije proteina kod
skupine obradene s nanokristalima resveratrola uz izlaganje hipertermiji u odnosu na

kontrolnu skupinu s hipertermijom (P<0,001).
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Slika 13. Koncentracija ukupnih proteina u tkivu bubrega miseva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima

*kk

“Statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na kontrolu + HT (7"P<0,001).

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora
dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-
cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.5.2. Ukupna koncentracija proteina u uzorcima tkiva jetre miseva

Rezultati mjerenja ukupne koncentracije proteina u uzorcima tkiva jetre, prikazani na
Slici 14, pokazuju da nema statistiCke znacajnosti u ukupnoj koncentraciji proteina izmedu

obradenih skupina.
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Slika 14. Koncentracija ukupnih proteina u tkivu jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora
dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-
cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.5.3. Ukupna koncentracija proteina u uzorcima tkiva tumora miseva

Rezultati mjerenja ukupne koncentracije proteina u uzorcima tkiva tumora, prikazani
na Slici 15, pokazuju da nema statisticke znacajnosti u ukupnoj koncentraciji proteina izmedu

obradenih skupina.
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Slika 15. Koncentracija ukupnih proteina u tkivu tumora miseva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora
dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-
cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.5.4. Razina lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima tkiva bubrega miseva

Rezultati mjerenja koncentracije MDA u uzorcima tkiva bubrega prikazani su na Slici
16. Rezultati ukazuju na statisticki znacajno nize vrijednosti MDA u skupinama obradenim
cisplatinom i hipertermijom (P<0,01) te nanokristalima resveratrola, cisplatinom i
hipertermijom (P<0,001) u odnosu na skupinu obradenu nanokristalima resveratrola uz

izlaganje hipertermiji.
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Slika 16. Koncentracija MDA u tkivu bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima
“Statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na NK Res + HT (*°P<0,01; *°P<0,001).

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10® EAT stanica obradeni su resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora
dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-
cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.5.5. Razina lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima tkiva jetre miSeva

Rezultati mjerenja koncentracije MDA u uzorcima tkiva jetre prikazani su na Slici 17.
Iz rezultata je vidljivo statisti¢ki znacajno povecanje vrijednosti MDA u skupini obradenoj
nanokristalima resveratrola i hipertermijom u odnosu na kontrolnu skupinu s hipertermijom
(P<0,001).
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Slika 17. Koncentracija MDA u tkivu jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih nanokristalima

resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima

*kk

“Statisticki zna¢ajno u odnosu na kontrolu + HT (7"P<0,001).

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom 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. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-
cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.5.6. Razina lipidne peroksidacije (MDA) u uzorcima tkiva tumora miseva

Na Slici 18 prikazani su rezultati mjerenja koncentracije MDA u uzorcima tkiva
tumora. Rezultati ukazuju na statistiCki znacajno povecanje vrijednosti MDA u skupini
obradenoj nanokristalima resveratrola i hipertermijom u odnosu na kontrolnu skupinu s

hipertermijom (P<0,05).
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Slika 18. Koncentracija MDA u tkivu tumora miSeva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima
“Statisticki znac¢ajno u odnosu na kontrolu + HT ("P<0,05).

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10% EAT stanica obradeni su resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora
dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izlozene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-
cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.5.7. Enzimska aktivnost katalaze u uzorcima tkiva bubrega misSeva

Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti katalaze u uzorcima tkiva bubrega (Slika 19)
ukazuju na statisticki znacajno povecanje aktivnosti katalaze u skupinama obradenima
cisplatinom i hipertermijom (P<0,01) te nanokristalima resveratrola i hipertermijom
(P<0,001) u odnosu na kontrolnu skupinu s hipertermijom. Statisticki znacajno smanjenje
aktivnosti katalaze vidljivo je u skupini obradenoj nanokristalima resveratrola, cisplatinom i

hipertermijom u odnosu na skupinu obradenu nanokristalima resveratrola i hipertermijom

(P<0,05).
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Slika 19. Aktivnost katalaze u tkivu bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima

KKk

“Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na kontrolu + HT (7'P<0,01; “"P<0,001); *Statisti¢ki zna¢ajno

u odnosu na NK Res + HT (°P<0,05).

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10® EAT stanica obradeni su resveratrolom 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. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-

cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.5.8. Enzimska aktivnost katalaze u uzorcima tkiva jetre miseva

Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti katalaze u uzorcima tkiva jetre (Slika 20)
ukazuju na statisticki znacajno povecanje aktivnosti katalaze u skupinama obradenim
cisplatinom i hipertermijom (P<0,01) te nanokristalima resveratrola i hipertermijom

(P<0,001) u odnosu na kontrolnu skupinu s hipertermijom.
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Slika 20. Aktivnost katalaze u tkivu jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih nanokristalima

resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima
*Statistic¢ki znacajno u odnosu na kontrolu + HT (**PS0,0l; ***PS0,001).

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora
dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-

cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.5.9. Enzimska aktivnost katalaze u uzorcima tkiva tumora miSeva

Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti katalaze u uzorcima tkiva tumora (Slika 21)
ukazuju na statisticki znacajno povecanje aktivnosti katalaze u skupinama obradenim
cisplatinom i hipertermijom (P<0,001) te nanokristalima resveratrola, cisplatinom i
hipertermijom (P<0,05) u odnosu na kontrolu s hipertermijom. Takoder, zabiljezeno je
statisticki znacajno povecanje aktivnosti katalaze u skupini obradenoj cisplatinom i

hipertermijom u odnosu na skupinu obradenu nanokristalima resveratrola i hipertermijom

(P<0,01).
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Slika 21. Aktivnost katalaze u tkivu tumora miSeva nositelja EAT-a obradenih nanokristalima

resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim uvjetima

*Statistic¢ki znacajno u odnosu na kontrolu + HT (*PS0,0S; ***PS0,00l); “Statisticki znacajno

u odnosu na NK Res + HT (“°P<0,01).

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom 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. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-

cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.5.10. Razina ukupnog glutationa u uzorcima tkiva jetre miSeva

Rezultati mjerenja koncentracije ukupnog glutationa u uzorcima tkiva jetre (Slika 22)
pokazuju da nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji ukupnog glutationa izmedu

obradenih skupina.
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Slika 22. Koncentracija ukupnog glutationa u tkivu jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom 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. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-

cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.5.11. Razina ukupnog glutationa u uzorcima tkiva tumora miseva

Rezultati mjerenja koncentracije ukupnog glutationa u uzorcima tkiva tumora (Slika
23) pokazuju da postoji statisticki znacajno povecanje koncentracije ukupnog glutationa u
skupini obradenoj cisplatinom i hipertermijom u odnosu na skupinu obradenu nanokristalima
resveratrola i hipertermijom (P<0,001), kao i na skupinu obradenu nanokristalima

resveratrola, cisplatinom i hipertermijom (P<0,01).
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Slika 23. Koncentracija ukupnog glutationa u tkivu tumora miseva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima

“Statisti¢ki znacajno u odnosu na NK Res + HT (°*°P<0,001); *Statisti¢ki znacajno u odnosu

na NK Res + Cis + HT (**P<0,01).

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora
dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-

cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.6. AKTIVNOST DUSIKOVOG OKSIDA (NO2) MJERENA INDIREKTNOM
METODOM PREMA GRIESSU

3.6.1. Aktivnost duSikovog oksida u uzorcima tkiva bubrega miseva

Na Slici 24 prikazani su rezultati mjerenja aktivnosti duSikovog oksida u uzorcima
tkiva bubrega. Rezultati pokazuju statisticki znaCajnu nizu aktivnost NO2  kod skupine
obradene nanokristalima resveratrola i hipertermijom u odnosu na kontrolu s hipertermijom

(P<0,01).
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Slika 24. Koncentracija dusikovog oksida u tkivu bubrega miseva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima
“Statisticki znac¢ajno u odnosu na kontrolu + HT (7"P<0,01).

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10® EAT stanica obradeni su resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora
dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-

cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.6.2. Aktivnost duSikovog oksida u uzorcima tkiva jetre miseva

Rezultati mjerenja aktivnosti dusikovog oksida u uzorcima tkiva jetre prikazani su na
Slici 25. Iz rezultata je vidljiva statisti¢ki znacajna niza aktivnost NO2™ kod skupine obradene
nanokristalima resveratrola i hipertermijom u odnosu na kontrolnu skupinu s hipertermijom
(P<0,001).
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Slika 25. Koncentracija duSikovog oksida u tkivu jetre miSeva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima

*kk

“Statisticki znac¢ajno u odnosu na kontrolu + HT (*"P<0,001).

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10® EAT stanica obradeni su resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora
dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-

cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.6.3. Aktivnost duSikovog oksida u uzorcima tkiva tumora miseva

Rezultati mjerenja aktivnosti duSikovog oksida u uzorcima tkiva tumora ukazuju na
statisticki znacajnu viSu aktivnost NO2  u skupini obradenoj nanokristalima resveratrola,
cisplatinom i hipertermijom u odnosu na kontrolu s hipertermijom (P<0,001) i skupinu

obradenu nanokristalima resveratrola i hipertermijom (P<0,01) (Slika 26).
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Slika 26. Koncentracija duSikovog oksida u tkivu tumora miSeva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima

*kk

“Statisti¢ki znadajno u odnosu na kontrolu + HT (7P<0,001); Statisticki zna¢ajno u odnosu

na NK Res + HT (*P<0,001).

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora
dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-

cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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3.7. ENZIMSKA AKTIVNOST ARGINAZE 1 (Argl)

Rezultati enzimske aktivnosti arginaze u uzorcima tkiva bubrega prikazani su na Slici
27. Rezultati pokazuju statisticki znacCajno smanjenje Arg 1 u skupini obradenoj
nanokristalima resveratrola i hipertermijom u odnosu na kontrolnu skupinu s hipertermijom
(P<0,05). Kod skupine obradene nanokristalima resveratrola, cisplatinom i hipertermijom
postoji statisticki znacajno poveéanje u arginaznoj aktivnosti u odnosu na skupinu obradenu

nanokristalima resveratrola i hipertermijom (P<0,001).
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Slika 27. Aktivnost arginaze u tkivu bubrega miSeva nositelja EAT-a obradenih
nanokristalima resveratrola i cisplatinom te njihovom kombinacijom u hipertermalnim

uvjetima

“Statisti¢ki zna¢ajno u odnosu na kontrolu + HT ("P<0,05); ®Statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na

NK Res + HT (*®*P<0,001).

Misevi (N=10) nakon subkutanog (sc) unosa 1x10° EAT stanica obradeni su resveratrolom u
dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5 dana u nizu s po¢etkom 2 dana od injiciranja tumora
dok je cisplatina injicirana u dozi od 2,5 mg/kg ip 10. i 12. dan te dozom od 5 mg/kg 15. dan.
Zivotinje su izloZene sustavnoj hipertermiji tijekom 15 minuta pri temperaturi od 41°C.

Dobiveni rezultati prikazani su kao SV+ SD (SP).

Kratice: HT- hipertermija; NK Res- nanokristali resveratrola u dozi od 50 mg/kg; Cis-

cisplatina u dozi 2,5 i/ili 5 mg/kg
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4. RASPRAVA

Tumor je jedan od osnovnih uzroka smrti u svijetu zbog cega se posljednjih desetljeca
sve viSe radi na pronalaZzenju novih terapija, a njihov je cilj nuspojave izazvane
konvecionalnim terapijama smanjiti na minimum. Heterogenost tumorskih stanica, odnosno
njihove razlicite molekularne osobitosti 1 razli¢ite reakcije na terapije, odgovorna je za
razvitak otpornosti na lijekove. U svrhu terapijskog napretka razvila se i nanomedicina
utemeljena na biokompatibilnim 1 biorazgradivim sustavima koji su sposobni isporuciti
kemoterapijske lijekove in vivo te povecati njihovu bioraspolozivost (Dagogo-Jack i Shaw,
2018; Martinelli i sur., 2019).

Brojna istrazivanja usmjerena su i na pojedinacne polifenole kako bi se bolje razumjeli
bioloski i stani¢ni mehanizmi njihovih antikancerogenih sposobnosti. Oni mogu imati
antioksidacijski ucinak, sudjelovati u detoksifikaciji ksenobiotika, inducirati apoptozu,
potaknuti funkciju imunoloskog sustava, protuupalna svojstva te njihov daljnji u¢inak na
stani¢no signaliziranje (Shen i sur., 2007). Osobito vazan prirodni polifenol je resveratrol koji
ima sposobnost mijenjanja signalnih putova koji kontroliraju stani¢ni rast, apoptozu,
angiogenezu te proces metastaziranja tumora. Osim toga pokazuje i antioksidacijska svojstva,

a utjeCe 1 na metabolizam glukoze (Srivastava i sur., 2010).

Cesto se razli¢ite tumorske terapije kombiniraju s blagom hipertermijom (39-42°C) u
svrhu ucinkovitijeg lijeCenja. Razli¢ita osjetljivost normalnih 1 tumorskih tkiva na toplinski
stres pospjesuje antitumorske ucinke u tumorskim tkivima bez da se pri tome izazove Steta

zdravog tkiva (Song, 1984).

Model tumora EAT pogodan je za proucavanje protutumorskih, antiangiogenih i
protuupalnih ucinaka prirodnih sastavnica. Pokazuje agresivno ponaSanje i moze rasti u
brojnim misjim sojevima. Sposoban je izazvati lokalnu upalnu reakciju, pojacano luciti VEGF
faktor te potaknuti brzi rast krvozilja neophodnog za dostavu nutritivnih komponenti za brzi

rast tumora. (OrSoli¢ 1 sur. 2016).

Ovo istrazivanje radeno je u svrhu ispitivanja u¢inka sustavne hipertermije (41°C) na
antitumorske sposobnosti lijeka cisplatine u dozi 2,5 odnosno, 5 mg/kg te nanokristala
resveratrola u dozi 50 mg/kg na inhibiciju brzorastuceg Ehrlich ascitesnog solidnog tumora u

miSeva, njihovo preZivljavanje, polarizaciju makrofaga te potencijalnu toksi¢nost nastalu u
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jetri 1 bubregu kao i moguénost smanjenja posljedica toksi¢nosti u jetri i bubregu,

prouzrocene cisplatinom i hipertermijom, primjenom nanokristala resveratrola.

Obrada zivotinja podijeljenih u cetiri skupine od dvadeset Zzivotinja zapocela je
injiciranjem 1x10° EAT stanica subkutano (sc). Drugog dana od injiciranja tumorskih stanica,
zivotinje su obradene nanokristalima resveratrola u dozi od 50 mg/kg per os (po) tijekom 5
dana u nizu. Kada je tumor postao vidljiv (oko 10. dana) injicirana je cisplatina u dozi od 2,5
mg/kg (ip) 10. i 12. dana te dozom od 5 mg/kg 14. dana. Takoder, sve zivotinje bile su
izlozene sustavnoj hipertermiji pa tako i kontrolna skupina koja je primala samo fizioloSku
otopinu. Za provjeru ucinka sustavne hipertermije na antitumorski potencijal cisplatine 1
nanokristala resveratrola u inhibiciji rasta Ehrlichovog ascitesnog solidnog tumora, kao i na
toksi¢nost cisplatine i hipertermije te potencijalnu zaStitu od toksi¢nosti nanokristalima
resveratrola istrazeno je sljedece: promjena tjelesne mase, promjena volumena tumora i
inhibicija rasta tumora, prezivljavanje, oksidacijski stres (proteini, MDA, CAT, GSH) u
uzorcima tkiva jetre, bubrega i tumora, polarizacija i aktivnost makrofaga [analiza duSikovog

oksida (NO) u jetri, bubregu i tumoru te analiza arginaze 1 (Arg 1) u bubregu].

Pradenjem promjene volumena tumora i tjelesne mase miSeva uz odredivanje
inhibicije rasta tumora istrazeni su antikancerogeni ucinci cisplatine i1 nanokristala
resveratrola te njihove kombinacije u hipertermalnim uvjetima. Iz priloZenih rezultata vidi se
da je kod svih obradenih skupina doslo do smanjenja volumena tumora 13. dana u odnosu na
kontrolu s hipertermijom. Smanjenje tjelesne mase prisutno je, takoder, u svim obradenim
skupinama, u usporedbi s kontrolnom s hipertermijom, a najvee smanjenje zapazeno je u
skupini obradenom cisplatinom i nanokristalima resveratrola u hipertermalnim uvjetima.
Najveca inhibicija rasta tumora zabiljeZena je u skupini obradenoj cisplatinom 1
hipertermijom 16. dana i ona iznosi preko 50%. Sve ostale obradene skupine biljeZe porast
inhibicije 16. 1 33. dana, a izuzetak su skupine obradene nanokristalima resveratrola u
hipertermalnim uvjetima gdje je 33. dana zapazen rast tumora (-42%). Obrada zivotinja s
istrazivanim pripravcima ukazuje na inhibiciju rasta tumora u usporedbi S kontrolom s
hipertermijom s tim da je u skupinama obradenim nanokristalima resveratrola u
hipertermalnim uvjetima takav u¢inak prisutan samo u pocetku, odnosno do jedne vremenske
tocke (Slike 8,10,11). Dobiveni rezultati u skladu su s literaturnim podacima koji ukazuju na
sposobnost resveratrola u pojacavanju ucinaka cisplatine, kod raka plu¢a ne-malih stanica u in
vitro uvjetima, kao i na njegovu antikancerogenu sposobnost i u¢inka na metabolizam glukoze

u in vitro i in vivo istrazivanjima na mi$jem modelu karcinoma jajnika (Ma i sur., 2015; Tan i
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sur., 2015). Njihov sinergisticki ucinak dodatno pospjesuje hipertermija koja pridonosi
narusavanju cjelovitosti stanicne membrane ¢ime omogucéuje laksi unos ovih terapeutskih
sredstava, a buduci da pojacava protok krvi omoguéuje i njihovo nakupljanje u tumorskom
tkivu. To su potvrdila in vitro i in vivo istrazivanja na kolorektalnom karcinomu miSeva koja
su proveli Kuo i sur. (2020). Njihovi rezultati ukazuju na smanjenje volumena i teZzine tumora,
kao i na povecanu ekspresiju Hsp70, specifican odgovor T-limfocita i povecanu stopu
apoptoze 1 nekroze tumorskih stanica onih skupina miSeva obradenih kurkuminom i
resveratrolom uz hipertermiju (elektro-hipertermija pri 42°C) u odnosu na ostale skupine

(kontrola, samo hipertermija te samo kurkumin i resveratrol).

Svi mehanizmi antikancerogenog ucinka resveratrola nisu u potpunosti razjaSnjeni.
Zna se da resveratrol moze smanjiti regulaciju NF-kB faktora ¢ija se nepravilna aktivacija
moze javiti kao odgovor na podrazaje citokinima, ¢imbenicima rasta te kao posljedica
fizioloSkog, fizickog i oksidacijskog stresa, ali i odredenih farmakoloskih lijekova te tako
Sprijeciti neoplasticnu transformaciju i Sirenje tumora. Resveratrol moze inducirati apoptozu
nizvodnim signalima i aktivatorom transkripcijskog faktora 3 (STAT3) te genskim
produktima anti-apoptoze i prezivljavanja stanica, kao §to je BCL-2 i regulacijom ekspresije
ciklooksigenaze. Takoder, pospjeSuje regulaciju tumor supresor gena p53 i citokina (MIC-1,
engl. macrophage inhibitory cytokine) koji posjeduju antitumorsku aktivnost, a cilj mu je
transformirajuci faktor rasta-beta (TGF-P) te epidermalni faktor rasta (EGF) i njegov receptor
(EGF-R), transmembranska tirozin kinaza, koja je prekomjerno eksprimirana u nekim
tumorima i potice proliferaciju (Wong i Fiscus, 2015). Citotoksi¢no djelovanje cisplatine
temelji se na akumulaciji cisplatine u stanicama jetre i bubrega ¢ime se pojacava oksidacijski
stres, remeti homeostaza kalcija, smanjuje funkcija mitohondrija i potice apoptoza ili nekroza
stanica. Zdruzeni ucinak cisplatine i resveratrola poti¢e pojatanu smrt tumorskih stanica, ali
utjeCe 1 na pojacani imunosni zastitni u¢inak domacina na $to ukazuje smanjeni volumen
tumora i povecano prezivljavanje domacina. Svakako, ovi mehanizami djelovanja resveratrola
i cisplatine ukazuju na sinergisticki odgovor za dobivene rezultate ovog istrazivanja (Slike
8,10,11). Rezultati pracenja prezivljavanja ukazuju na povecanje Zivotnog vijeka kod skupine
obradene cisplatinom 1 hipertermijom (46,99%) 1 one obradenom nanokristalima resveratrola,
cisplatinom 1 hipertermijom (19,81%). Smanjenje zivotnog vijeka zabiljezeno je u skupini
obradenoj nanokristalima resveratrola i hipertermijom (-2,22%) (Slika 12, Tablica 6). Cini se
da hipertermija u kombinaciji s nanokristalima ima negativan u¢inak na tumor. Lijekovi od

platine u kombinaciji s resveratrolom zbog sinergisti¢kog djelovanja i/ili kompenzacije $tetnih
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uc¢inaka mogu pospjesiti ubijanje tumorskih stanica. Takvo lijeCenje rezultira smanjenjem
sustavne toksiCnosti uzrokovane kemoterapijama ili radioterapijama zbog potrebnih nizih
doza lijeka ¢ime se daje prednost kombiniranim terapijama u odnosu na monoterapije (Sarkar
i Li, 2006; Dasari i Tchounwou, 2014).

Jedan od Cimbenika koji pridonosi mutagenosti, citotoksi¢nosti te karcinogenezi je i
oksidacijski stres. Poznato je da su reaktivne vrste kisika (ROS), kao i reaktivne vrste dusika
(RNS), ukljucene u mnoge fizioloske procese kao Sto su redoks signalizacija i imunost, ali i u
patoloske procese kao $to je razvoj tumora, promicanje genetske nestabilnosti, abnormalna
proliferacija stanica i angiogeneza. FizioloSki putovi koji ukljucuju kljuéne enzime poput
glutation-reduktaze, glutation peroksidaze, katalaze i superoksid dismutaze troSe slobodne
radikale i druge oksidanse, pomazuéi tako u odrzavanju oksidacijske ravnoteze. Superoksid
(O2) i vodikov peroksid (H202) predstavljaju najpoznatije i najéesée ROS, pri ¢emu prvi
uklanjaju superoksid dismutaze (SOD), a drugi katalaza (CAT). Kada se ovi procesi
prevladaju, nastupa stanje oksidacijskog stresa Sto vodi oStecenju komponenti stanica,
ukljucujuéi proteine, lipide i DNA. Tumorske stanice mogu iskoristiti prednosti tih procesa
kako bi izbjegle odgovor imunoloskog sustava, apoptozu te kako bi razvile otpornost na
kemoterapiju (Belotte i sur., 2014; Lei i sur., 2016).

Ucinci sustavne hipertermije kao 1 cisplatine 1 nanokristala resveratrola na
antioksidacijsku aktivnost u uzorcima tkiva bubrega, jetre i tumora ispitani su mjerenjem

ukupne razine proteina, MDA te aktivnosti antioksidacijskih enzima CAT i GSH.

Peroksidacija lipida smatra se obiljeZjem oksidacijskog stresa u kojem ROS stupaju u
medureakciju s viSestruko nezasi¢enim masnim kiselinama i dovode do stvaranja lipidnih
produkata kao S$to su MDA i 4-HNE (4-hidroksinonenal) koji uzrokuju oSte¢enja
membranskih komponenata stanice te nekrozu i upalu (Srivastava i sur., 1995). U jetri miSeva,
nositelja EAT, dolazi do znatnog povecanja lipidne peroksidacije te do smanjenja koli¢ine
antioksidacijskih enzima, a takve znacCajke ¢ine EAT pogodnim modelom za istraZivanje
antioksidacijske ucinkovitosti prirodnih sastavnica (OrSoli¢ i sur. 2016). Analiza razine
lipidne peroksidacije u uzorcima tkiva bubrega, jetre i tumora pokazala je statisticki znac¢ajno
povecanje razine MDA u tkivu jetre 1 tumora kod skupine obradene nanokristalima
resveratrola i hipertermijom u odnosu na kontrolu s hipertermijom (P<0,001; P<0,05) (Slike
17,18). Cini se da nanokristali resveratrola osim pozitivnog antioksidacijskog u¢inka mogu

imati i negativni prooksidacijski u¢inak pri hipertermalnim uvjetima. Jedno od objasnjenja
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moglo bi se temeljiti na pojac¢anoj aktivnosti makrofaga kao klju¢nih stanica u proizvodnji
ROS-a (respiracijski prasak) koji u nazoCnosti povecane razine metala, poput Fe, mogu
dovesti do prooksidacijskog mikrookolisa koji poti¢e angiogenezu i rast tumora i makrofagnu
polarizaciju prema M2 fenotipu (Slika 11, i 12, Tablica 6). Smanjena razina NO nakon obrade
s nanokristalima i hipertermijom ukazuje na M2 polarizaciju makrofaga. Polarizacija M2
makrofaga kod bubrega i jetre moze imati zastitni uéinak poticuéi regeneraciju oStecenog
tkiva na $to ukazuje i povecana aktivnost arginaze u bubregu nakon primjene nanokristala
reservatrola, cisplatine i hipertermije. Nasuprot tome, kod tumora u kombinaciji nanokristala
reservatrola, cisplatine i hipertermije imamo poja¢anu NO aktivnost §to ovisno o razini NO
moze imati razliCite u¢inke. Primjerice, osim citokinskog profila, klju¢na je razlika izmedu
M1 i M2 makrofaga i u njihovom metabolizmu aminokiselina, $to ima kljucne uloge u
njihovim funkcijama. M1 makrofage karakterizira povecana ekspresija iNOS (NOS2) te
proizvodnja NO, koji je bitan efektor njihove mikrobiocidne, ali u visokoj razini i
protutumorske aktivnosti. Inducibilna iNOS sintetizira NO koji se zadrzava danima u
mikromolarnoj koncentraciji (Vahora i sur., 2016). Sinteza NO odvija se u dva koraka; u
prvom djelovanjem NOS dolazi do hidroksilacije L-arginina u N-hidroksi-L-arginin (NOHA)
koji se potom u drugom koraku oksidira u L-citrulin i NO. Uloge NO u razvoju i progresiji
tumora su viSestruke; u niskim koncentracijama (<100 nM) potice proliferaciju i angiogenezu,
u srednjim (100-500 nM) poti¢e poveéanu invazivnost, metastaziranje, te supresiju apoptoze,
dok u viSim (>500 nM) zbog stvaranja peroksinitrita poti¢e oStecenje DNA, oksidacijski stres,
citotoksi¢nost i apoptozu. Cini se da kombinacija nanokristala reservatrola, cisplatine i
hipertermije ide u prilog pozitivnog protutumorskog ucinka izazvanog pojacanom
citotoksi¢no$¢éu i apoptozom tumorskih stanica na $to ukazuje smanjenje tjelesne mase,
volumen tumora i inhibicija rasta tumora (Slike 8, 10 i 11).

Razina MDA u uzorcima tkiva bubrega sniZena je kod skupine obradene cisplatinom
u hipertermalnim uvjetima (P<0,01) te nanokristalima resveratrola i cisplatinom u
hipertermalnim uvjetima (P<0,001) u odnosu na onu obradenu nanokristalima resveratrola u
hipertermalnim uvjetima (Slika 16). SniZzenim razinama MDA pokazujemo u tkivu bubrega
antioksidacijski potencijal resveratrola. Rezultati drugih istrazivanja pokazuju da primjena
cisplatine kod Stakora uzrokuje znacajno povecanje lipidne peroksidacije u zelu¢anoj sluznici
(262%), bubrezima (185%) i jetri (134%) u usporedbi s kontrolom (fizioloSkom otopinom)
(Srivastava 1 sur., 1995). Njeni toksi¢ni ucinci najvise se osjete u bubregu, a resveratrol ima
sposobnost smanjiti povecanje takve lipidne peroksidacije smanjenjem slobodnih radikala 1

infiltrata upalnih stanica (Do Amaral i sur. 2007). Temeljem navedenog mozemo zakljuciti da
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razli¢iti okoliSni uvjeti igraju vaznu ulogu u oksido-redukcijskom statusu nanokristala i
hipertermije.

Analizom oksido-redukcijskog statusa vidljivo je da niti u jednoj obradenoj skupini
nije doslo do statisticki znac¢ajne promjene koncentracije glutationa (GSH) u uzorcima tkiva
jetre tijekom 14 dana obrade (Slika 22), dok je u uzorcima tkiva tumora primjeceno povecanje
koncentracije GSH kod skupine obradenom cisplatinom i hipertermijom u odnosu na skupine
obradene nanokristalima resveratrola u hipertermalnim uvjetima (P< 0,001) te onu obradenu
nanokristalima resveratrola i cisplatinom u hipertermalnim uvjetima (P<0,01) (Slika 23).
Razlog povecanja koncentracije GSH kod skupine obradenom cisplatinom i hipertermijom u
tumorskom tkivu je pojac¢ani odgovor na oksidacijski stres induciran cisplatinom, ali i ostanak
stanica s ve¢om antioksidacijskom sposobnosc¢u §to moze voditi kemorezistenciji i selekciji
otpornih stanica na cisplatinu nakon visekratne primjene cisplatine.

GSH je snazni inhibitor neoplasti¢nog procesa i vazan je kao endogeni antioksidacijski
sustav koji se nalazi u visokim koncentracijama u jetri te ostvaruje kljuénu funkciju u
zaStitnom procesu. PoviSene razine GSH u tumorskim stanicama imaju ulogu zaStite u
karcinomima koStane srzi, dojke, debelog crijeva, grkljana pruzanjem otpornosti na neke
kemoterapijske lijekove. Umjerene razine ROS-a mogu poticati prezivljavanje i proliferaciju
aktiviranjem signalnih putova Kkoji pridonose rastu tumora u stresnoj mikrookolini.
Prekomjerne razine ROS-a, zakazivanje mehanizama koji ih uklanjaju ili nedostatak
antioksidansa rezultira oSteCenjem biomolekula, $to pokre¢e stani¢nu smrt. Oksidacijski stres
uzrokuje promjene u ekspresiji gena, proliferaciji stanica i apoptozi. Stvaranje ROS-a u
mitohondrijima klju¢no je za stvaranje apoptosoma, a smanjena razina GSH neophodna je za
podvrgavanje normalnih stanica apoptozi, neovisno o razini ROS-a. Inhibiranje razine GSH
i/ili iscrpljivanje nakon pojacanog oksidacijskog stresa u kombinaciji s citotoksi¢nim
lijekovima moZe pomo¢i u ograni¢avanju tumorskog rasta (Wu 1 sur., 2004; Lu, 2009).

Analiza CAT aktivnosti u uzorcima tkiva bubrega, jetre i tumora biljezi statisticki
znafajno povecanje u skupinama obradenima cisplatinom 1 hipertermijom u odnosu na
kontrolu s hipertermijom (P<0,01 ili P<0,001) te u skupini obradenoj nanokristalima
resveratrola s hipertermijom u uzorcima tkiva bubrega i jetre u odnosu na kontrolu s
hipertermijom (P<0,001) kao i u skupini obradenoj nanokristalima resveratrola, cisplatinom i
hipertermijom u tkivu tumora u odnosu na kontrolu s hipertermijom (P<0,05). Povecanje
aktivnosti CAT zabiljezena je i u skupini obradenoj cisplatinom i hipertermijom u odnosu na

skupinu obradenu nanokristalima resveratrola i hipertermijom (P<0,01) u tkivu tumora.
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Statisticki znacajno smanjenje aktivnosti katalaze vidljivo je samo u bubregu i to u skupini
obradenoj nanokristalima resveratrola, cisplatinom i hipertermijom u odnosu na skupinu
obradenu nanokristalima resveratrola i hipertermijom (P<0,05) (Slike 19-21). CAT je enzim
smjesten uglavnom u peroksisomima razgraduje H>O2, nusprodukt oksidacije masnih kiselina,
na kisik 1 vodu te pruza zastitu od njegovih toksicnih ucinaka bez stvaranja intermedijarnih
slobodnih radikala. Znacajno smanjenje CAT aktivnosti opazeno je kod mnogih vrsta
karcinoma: glave i vrata, pluca, gastrointestinalnog sustava, dojki, bubrega ili leukemije, a
smanjena aktivnost CAT dovodi do povecane koncentracije vodikovog peroksida §to potice
napredak tumora (Kirkman i Gaetani, 2007) dok prema drugima nakupljane H.O2 moze imati
citotoksi¢ni u¢inak na stanice tumora (Symos i sur., 2000). Povi$ena razina CAT aktivnosti u
dobivenim rezultatima ukazuje na sposobnost nanokristala resveratrola u povecavanju
aktivnosti antioksidacijskih enzima u stanicama bubrega, jetre kao i selekciju rezistentnih
stanica tumora. Skupina zivotinja obradena nanokristalima resveratrola i cisplatinom u
hipertermalnim uvjetima pokazala je poveé¢ano nakupljanja H2O2 u bubregu zbog toksi¢nog
ucinka cisplatine. Poznato je da antioksidacijski u¢inak odredene tvari moze biti vazan u
sprjeCavanju genetske nestabilnosti, inhibiciji polarizacije TAM makrofaga te posljedi¢no
inhibiciji drugih procesa vaznih u progresiji tumora poput angiogeneze i rasta tumora (Orsoli¢

i sur., 2016).

Resveratrol ima sposobnost pojacati ekspresiju ovakvih enzima uklju¢enih u
odrzavanje oksidacijsko-redukcijske ravnoteze u stanicama, kao $to su superoksid dismutaza
(SOD), katalaza, hem oksigenaza, a moze povecati 1 ekspresiju i/ili aktivnost glutation S-
transferaze (GST) i glutation peroksidaze (GPx), §to rezultira smanjenjem razine glutationa. S
druge strane, cisplatina pridonosi povecanom stvaranju reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i
smanjenju razine antioksidacijskih enzima. U kroni¢noj upali imunosne, ali i stanice tumora
izlucuju velike koli¢ine reaktivnih vrsta ROS/RNS §to poti¢e novacenje vise aktiviranih
imunoloskih stanica ¢ime se pojacavaju nekontrolirani procesi koji pridonose pojacanoj
angiogenezi i rastu tumora. LijeCenje cisplatinom pokrece stvaranje proupalnih citokina, kao
sto je faktor nekroze tumora (TNF)-a, $to moze pridonijeti njenim nefrotoksi¢nim ucincima.
Jedan od ¢lanova TNF obitelji je FasL, a njegov topljivi oblik moze posredovati u upalnim
reakcijama i promicati toksi¢nost, stoga je pojac¢ana antioksidacijska obrana kljucni pristup za
ublazavanje nefrotoksi¢nosti cisplatine (Robb i sur., 2008; Dasari i Tchounwou, 2014; Soni i
sur., 2018). Toc¢nije, biljezi oksidacijskog stresa i antioksidacijske zastite na jetri, bubrezima i

slezeni mogu ukazivati na kemoprotektivni (hepatoprotektivni i renoprotektivni) te
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imunostimulacijski ucinak odredenih pripravaka. U nasem istraZzivanju ocito reservatrol

ukazuje na zastitni i imunomodulacijski u¢inak.

Smanjenje oksidacijskog stresa i povecanje antioksidacijskih ucinaka dovodi do
smanjenja ostecenja membrana stanica jetre, bubrega i slezene kod misSeva nositelja EAT. Te
promjene su najvise vidljive u statisticki znaCajnom smanjenju relativne tezine slezene, a
osobito u miSeva koji su obradeni cisplatinom i hipertermijom te nanokristalima resveratrola i

cisplatinom u hipertermalnim uvjetima (P<0,01; P<0,01) (Slika 9).

Kako bi se istrazila imunomodulatorna uloga resveratrola, kao i cisplatine uz izlaganje
hipertermiji u ovom istrazivanju analizirala se polarizacija makrofaga mjerenjem aktivnosti
dusikovog oksida (NO) i arginaze 1 (Arg 1). Makrofagi mogu imati razne funkcije, ovisno o
fizioloskoj ili patoloskoj situaciji. Brojna istrazivanja dopustaju klasifikaciju makrofaga na tip
I (M1) koji je sposoban proizvesti velike koli¢ine proupalnih citokina, ¢ime poti¢u visoku
razinu molekula MHC vaZznih za ubijanje patogena i tumorskih stanica. Oni induciraju
antitumorske odgovore kao rezultat luenja IFN-y, IL-12 ili TNF-a. Nasuprot tome,
makrofagi tipa 1l (M2) odgovorni su za protuupalni odgovor, potiskuju imunoloski odgovor
kao rezultat sekrecije TGF-B ili IL-10 i poti¢u angiogenezu i rast tumora. U tumorskom
mikrookoliSu prisutni su tumoru-pridruzeni makrofagi (TAM) koji imaju obiljezja M2
makrofaga (Dandekar i sur., 2011). Makrofagi M1 eksprimiraju enzim dusikov oksid sintazu,
koji metabolizira arginin u dusikov oksid (NO) 1 citrulin, a NO se moZze dalje metabolizirati u
reaktivne duSikove vrste. S druge strane, M2 makrofagi eksprimiraju enzim arginazu, koji
hidrolizira arginin do ornitina i uree. Put arginaze ograni¢ava dostupnost arginina za sintezu
NO. M1 i M2 polarizacija dovodi do suprotnih ishoda upalnih reakcija. Polarizaciju M1/M2
makrofaga moze pokretati mikrobioloska infekcija ili urodeni signali opasnosti, sekundarno
potiu¢i polarizaciju T pomoc¢nickih (Th)1/ Th2 limfocita 1 adaptivni imunoloski odgovor
(Rath i sur., 2014). Visoke koncentracije NO (na primjer, generirane aktiviranim
makrofazima) mogu posredovati u apoptozi tumorskih stanica i inhibiciji rasta tumora kako
smo ve¢ pojasnili prije. S druge strane, pri niskim koncentracijama NO poti¢e rast i

proliferacija tumora (Xu i sur., 2002).

Makrofagi u razli¢itim tkivima, ovisno o razli¢itim okolnim c¢imbenicima mogu
razli¢ito polarizirati. Rezultati ovog istraZzivanja pokazuju statisti¢ki znacajnu nizu aktivnost
NO2 kod skupine obradene nanokristalima resveratrola i hipertermijom u odnosu na kontrolu

s hipertermijom (P<0,01; P<0,001) u tkivu bubrega i jetre §to ukazuje na nazo¢nost M2
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makrofaga i prisutnost Th2 citokina s antiupalnim u¢inkom. Statisticki znacajna visa aktivnost
NO>" prisutna je u skupini obradenoj nanokristalima resveratrola, cisplatinom i hipertermijom
u odnosu na kontrolu s hipertermijom (P<0,001) i skupinu obradenu nanokristalima
resveratrola i hipertermijom (P<0,01) u tumorskom tkivu (Slike 24-26) i ukazuje na M1
polarizaciju makrofaga koji imaju pojacanu tumoricidnu aktivnost, vecu moguénost
predoc¢avanja tumorskih antigena te povecanje aktivnosti stani¢ne imunosti, posebice NK
stanica i citotoksi¢nih stanica T klju¢nih u inhibiciji angiogeneze i rasta tumora. Stoga,
uklanjanje ROS-a pomocu antioksidansa kao S$to je resveratrol, te povecanje njegove
bioraspolozivosti primjenom u obliku nanokistala, moglo bi se koristiti kao lijek za inhibiciju
angiogeneze i napretka tumora s obzirom da je oksidacijski stres nuzan za polarizaciju M2
makrofaga koji pridonose angiogenezi i rastu tumora. Resveratrol u tumorskom tkivu moze
povecati proizvodnju duSikovog oksida (NO) povecavajuci aktivnost endotelne NO sintaze,
djelomicno djelujuéi na nizvodni put guanidin monofosfat/protein kinaze G (NO/cGMP/PKG)
I proteine koji sudjeluju u stani¢nom prezivljavanju. Tako inhibira migraciju i invaziju
stanica, odnosno kljuéne procese u neo-angiogenezi, potiskuje aktivnost PKG i smanjuje
ekspresiju Cetiriju proteina bitnih za stani¢no prezivljavanje (IAP1 i 2, livin i XIAP). Time se
podupire smanjenje ekspresije VEGF-a te istie supresivna ulogu resveratrola u svim

koracima karcinogeneze (Wong i Fiscus, 2015).

Rezultati mjerenja razine Arg 1 pokazuju smanjenje aktivnosti u skupini obradenoj
nanokristalima resveratrola i hipertermijom u bubregu u odnosu na kontrolnu skupinu s
hipertermijom (P<0,05), a povecanje kod skupine obradene nanokristalima resveratrola,
cisplatinom i hipertermijom u odnosu na skupinu obradenu nanokristalima resveratrola i
hipertermijom (P<0,001) (Slika 27). Na razinu Arg 1 moze utjecati metabolizam tumora;
mlijecna kiselina koju proizvode tumorske stanice, nusprodukti aerobne ili anaerobne
glikolize te pojacana uzvodna regulacija razine Arg 1 u makrofazima povezanima s hipoksija
induciraju¢im faktorom (HIF1la). Kod miSeva regulaciju ekspresije Arg 1 modulira nekoliko
imunosupresivnih citokina (IL-4, 1L-10 i IL-13) i prostaglandina (PG2), a takoder i aktivnost
PI3K/PTEN jer gubitak PTEN-a dovodi do polarizacije M2 preko C/EBP i STAT3. Pojacana
M2 aktivnost povezana je s Th2 skupinom citokina i protuupalnim u¢inkom S$to doprinosi
regenerativnoj sposobnosti bubrega. M2 makrofage karakterizira visoka ekspresija Arg-1,
citosolnog enzima koji metabolizira L-arginin do ornitina i poliamina. Poliamini su znacajni
za proizvodnju kolagena, stani¢nu proliferaciju, fibrozu, te ostale procese povezane sa

remodeliranjem tkiva (MacMicking i sur., 1997; Pesce i sur., 2009). Sintezu arginaze
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stimuliraju Th2 citokini IL-4, IL-10 i IL-13. Arginaza |, koju osim M2 makrofaga u
tumorskom mikrookolisu klasi¢no izlucuju i mijeloi¢ne supresorske stanice (MDSC) ima

razne imunosupresivne uloge.

Osim supresivnog ucinka na NO, dokazano je da arginaza I u tumorskom mikrookolisu
inhibira ekspresiju receptora T limfocita (TCR) te time 1 specificne odgovore ovisne o
antigenu. Arginaza |, poput arginaze Il hidrolizira L-arginin u ureu i L-ornitin, koji je glavni
supstrat za stvaranje poliamina (putrescin, spermidin i spermin). Poliamini su nuzni za
progresiju stani¢nog ciklusa i progresiju tumora (Rodriguez i sur., 2004). U tumorskoj
mikrookolini bitna je metabolicka ravnoteza za prezivljavanje, aktivaciju i antitumorske
funkcije T stanica, a aktivnost arginaze potiskuje funkciju T stanica iscrpljujuéi arginin iz

mikrookoline (Sahin i sur., 2014; Rodriguez i sur., 2017).

Inhibicija arginazne aktivnosti moZe preokrenuti supresiju NO 1 potaknuti
protutumorsko djelovanje makrofaga povecanjem Thl citokina (IL-2, IL-6, IFN-y) i
inhibiranjem bijega tumorskih stanica jacanjem aktivnosti M1 makrofaga kao antigen
predocnih stanica (APC) koje pridonose urodenoj i steenoj imunosti putem razli€itih citokina
1 kemokina Sto u konacnici dovodi do uniStavanja tumorskih stanica (Li i1 sur., 2019).
Dobiveni rezultati ukazuju na imunomodulatornu aktivnost nanokristala resveratrola ¢ime se
zapaza povecanje M1 tumoricidne aktivnosti TAM-a kod tumora i inhibiranje M2 tumorske
aktivnosti TAM-a, dok u tkivu bubrega M2 makrofagi su pokazatelj procesa remodeliranja

tkiva zbog oStec¢enja induciranih cisplatinom.

Vjeruje se da polifenoli kao $to je resveratrol imaju potencijal u sprjecavanju napretka
progresivnog Ehrlich ascitesnog solidnog tumora u miSeva kroz niz molekularnih
mehanizama, ukljucujuéi inhibiciju proliferacije tumorskih stanica, sprjeCavanja rasta tumora,
invazije i angiogeneze. Antitumorska sposobnost osobito se vidi u brojnim antioksidativnim i
protuupalnim ucincima. Na temelju dobivenih rezultata neupitno je da nanokristali
resveratrola mogu smanjiti toksicne ucinke cisplatine uz primjenu hipertermije te pospjesiti
inhibiciju tumorskog rasta i antioksidativne ucinke, kao 1 polarizaciju M1 makrofaga. Osim
pozitivnih uc¢inaka, ostavlja se prostor razmatranja mogucnosti nekih ostecenja tkiva i organa
zbog Cega je uvelike vazno voditi racuna o dozi, mjestu injiciranja te osobitostima koje utjecu
na njegovu bioraspolozivost, ali i o otpornosti samog solidnog Ehrichovog ascitesnog tumora.
Osobito je vazno voditi brigu 1 o primjenjenoj dozi cisplatine koja ostvaruje citotoksicne

ucinke, kao 1 mogucnosti razvitka rezistencije tumorskih stanica na ovaj lijek.

83



5. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuciti sljedece:

1. Obrada zivotinja nanokristalima resveratrola (u dozi 50 mg/kg) gastriénom kanilom pri
hipertermalnim uvjetima (41°C) potic¢e rast tumora i vodi neznatno kra¢em prezivljavanju
zivotinja U odnosu na kontrolu.

2. Visekratno injiciranje Zzivotinja s cisplatinom 1 izlaganje sustavnoj hipertermiji (41°C)
znacajno utjeCe na inhibiciju rasta tumora i povecanje zivotnog vijeka zivotinja za 47% u
odnosu na kontrolnu skupinu.

3. ZdruZeni ucinak cisplatine s nanokristalima resveratrola pri hipertermalnim uvjetima vodi
inhibiciji rasta tumora za 35%, ali ne pridonosi znacajnom prezivljavanju Zivotinja; povecanje
zivotnog vijeka (% ILS) u odnosu na kontrolu vece je za 20%.

4. Nanokristali resveratrola pri hipertermalnim uvjetima vode povecanju oksidacijskog stresa
u stanicama bubrega, jetre i tumora na §to ukazuje povecana razina MDA dok zdruzeni u¢inak
nanokristala resveratrola s cisplatinom i hipertermijom vodi smanjenoj razini MDA u bubregu
ukazujuci na zastitni uéinak resveratrola u prisutnosti cisplatine u tkivu bubrega.

5. Povecanje aktivnosti katalaze (CAT) nakon obrade nanokristalima resveratrola pri
hipertermalnim uvjetima u bubregu i jetri ukazuje na povecan zastitni odgovor na oksidacijski
stres, dok kod stanica tumora CAT aktivnost je smanjena.

6. Obrada miseva s cisplatinom pri hipertermalnim uvjetima, ali i kombinacije cisplatine i
nanokristalima resveratrola povecava CAT aktivnost u stanicama bubrega, jetre i tumora u
odnosu na kontrolnu skupinu $to ukazuje na povecani zaStitni odgovor na cisplatinom-
inducirani oksidacijski stres.

7. Najveca razina GSH zapazena je u skupini obradenoj cisplatinom 1 hipertermijom $to je
pokazatelj toksi¢nosti cisplatine.

8. Nanokristali resveratrola pri hipertermalnim uvjetima su znacajno smanjili razinu NO u
bubregu i jetri §to moze biti pokazatelj oCuvanja elesti¢nosti i Smanjene propusnosti krvnih
zila te odrzavanja funkcionalne sposobnosti bubrega i jetre.

9. Kombinacija nanokristala, cisplatine i1 hipertermije znatno je povecala razinu NO kod
tumora, ali 1 razinu arginaze kod bubrega kao pokazatelja remoduliranja tkiva nakon oStecenja
s cisplatinom.

10. Temeljem dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da nanokristali resveratrola mogu
poluciti antioksidacije i/ili prooksidacijske ucinke u razli¢itim mikrookolisnim uvjetima, ali i
sudjelovati u povecanju makrofagne plasti¢nosti i polarizacije te zastititi bubreg i jetru od
toksic¢nosti izazvane cisplatinom.
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