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aktivnost UDP-glukuronil-transferaza u jetri miSeva sa singeni¢nim tumorom debelog
crijeva
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Rak debelog crijeva jedno je od najucestalijih malignih oboljenja u svijetu 1 Hrvatskoj. U tretiranju
ove bolesti najcesce se koristi irinotekan, no njegova primjena Cesto uzrokuje nuspojave poput
povracanja 1 dijareje. Za ublazavanje navedenih tegoba sve ¢eSce se propisuje medicinski kanabis,
no brojni pacijenti posezu za ilegalnim preparatima koji sadrze visoki udio psihoaktivnog spoja A-
9-tetrahidrokanabinola (THC). S ciljem da se ispita odrzivost pretpostavke da istovremeno unosenje
visokih koncentracija THC-a i irinotekana moze dovesti do nezeljenih medudjelovanjau ovomradu
odredena je ekspresija uridin-5’-difosfoglukuroniltransferaze 1A1 (UGT) 1 aktivnost izoenzima u
uzorcima jetri miSeva sa singeni¢nim tumorom debelog crijeva. Razina ekspresije naizgled ne varira
izmedu tretmana, no zbog previsokog pozadinskog signala vrijednosti nisu kvantificirane.
Usporedba aktivnosti izoenzima izmedu tretmana pokazala je da je u periodu od 7 dana aktivnost
enzima u uzorcima tretiranim kombinacijom irinotekana i THC-a bila najniza §to sugerira na
postojanje interakcija na nivou metabolizma testiranih spojeva.
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compound A-9-tetrahydrocannabinol (THC). In order to examine the assumption that the
concomitant administration of high concentrations of THC and irinotecan may lead to adverse
interactions, this study determined the expression of uridine-5'-diphosphoglucuronyltransferase
1A1 (UGT) and the activity of isoenzyme in liver samples of mice with syngeneic tumor. The level
of expression did not seem to vary between treatments, but due to a high background signal, the
values were not quantified. Comparison of isoenzyme activity between treatments showed that over
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and THC, suggesting the existence of interactions at the metabolic level of the tested compounds.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Rak debelog crijeva jedno je od najucestalijih malignih oboljenja u svijetu, trece najcesée kod
muskaraca i drugo najéeSée kod Zena, a isto vrijedi i za statistiku RH.!? Jedan od najéesée
primjenjivanih citostatika za lijeCenje uznapredovalog karcinoma debelog crijeva je irinotekan.
Opce je poznata Cinjenica da primjena kemoterapije izaziva niz nuspojava, poput CINV (engl.
chemotherapy induced nausea and vomiting)’, zbog &ega oboljeli nerijetko uzimaju
neregistrirane pripravke kanabisa koji mogu sadrzavati nekoliko puta vecu koli¢inu glavnog
psihoaktivnog sastojka  A-9-tetrahidrokanabinola (THC) od medicinskog kanabisa.*
Preliminarna ispitivanja utjecaja THC-a na toksi¢nost irinotekana u okviru pilot-studije na
zdravim Stakorima koriste¢i dozu THC-a usporedivu s onom koja je pronadena u ilegalnim
pripravcima kanabisa, ukazala su na znac¢ajno sinergisticko pojacanje toksicnosti irinotekana
uzrokovano istovremenom primjenom THC-a te je uoCeno povecano izlu€ivanje metabolita
THC-COOH u urinu Stakora koji su tretirani kombinacijom THC-a 1 irinotekana u usporedbi sa
Stakorima tretiranim samo THC-om.>%’ Premda je eliminacija urinom manje zastupljena i u
slu¢aju irinotekana (20 %) 1 THC-a (20-35 %), glavni metaboliti tih spojeva pronadeni u urinu
su kiseli glukuronidi.® Zanimljivo je da glukuronidacija irinotekana i THC-a u jetri ovisi o dva
ista enzima, uridin-difosfat-glukuronil-transferazama UGT1A1 i UGT1A9.° Medutim, do sada
nijedna studija nije istrazivala postoji li kompeticija izmedu spomenutih spojeva za iste enzime.
Da bi se ispitala odrzivost pretpostavke da istovremeno unosenje visokih koncentracija THC-a
1 irinotekana moze dovesti do neZeljenih medudjelovanja, provedene su analize u ciljnim
tkivima miseva kojima su injicirane tumorske stanice radi indukcije singeni¢nog tumora
crijeva, a potom su tretirani irinotekanom (dvije jednokratne primjene intraperitonealno;
60 mg kg '), THC-om (svakodnevna primjena per os; 7 mg kg!) i njihovom kombinacijom.
Eksperimenti su provedeni u skladu s nacionalnim i medunarodnim zakonima o dobrobiti
Zivotinja za pokuse. Zivotinje su Zrtvovane u vremenskim intervalima od 4 i 24 sata te 7 dana
nakon prve primjene irinotekana te su uzorkovana ciljana tkiva/organi (jetra) u kojima su potom
analizirane:

a) promjene u razini ekspresije proteina UGT1Al Western-blot analizom, koriStenjem

poliklonskog protutijela specifiénog za spomenuti protein,

Marija Bartoli¢ Diplomski rad



§ 1. Uvod 2

b) aktivnosti farmakoloski relevantnih UGT izoenzima koriStenjem komercijalnog kompleta i
mjerenjem na ¢itacu mikrotitarskih plocica.
Koriste¢i opisani eksperimentalni model moguée je utvrditi utje¢e li THC na toksi¢nost

irinotekana i time na antitumorsko djelovanje tog citostatika.

Marija Bartoli¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Rak debelog crijeva

Rak debelog crijeva (engl. colorectal cancer, CRC) jedno je od najucestalijih tumorskih
oboljenja u svijetu, trece naj¢es¢e kod muskaraca te drugo najcesce kod zena, a isto vrijedi 1 za
statistiku RH.!? Pozitivna korelacija izmedu ucestalosti pojave raka debelog crijeva i Human
Development Index-a (HDI) sugerira da uzroci bolesti leze, izmedu ostalog, u na¢inu Zivota
industrijaliziranog drustva, odnosno loSijoj prehrani 1 manjku fizicke aktivnosti. Prehrana
karakteristicna za razvijenije 1 bogatije zemlje, koja se sastoji od unosa velikih koli¢ina crvenog
1 obradenog mesa te rafiniranih Secera povezuje se s povecanim rizikom oboljenja od raka
debelog crijeva. Takoder, pretilost 1 dijabetes tipa Il potvrdeni su kao rizi¢ni faktori za razvoj

ove vrste raka.

2.2. Mehanizmi nastajanja raka debelog crijeva

Veliki napredak u shva¢anju molekularne pozadine nastanka raka debelog crijeva predstavio je
,Vogelsteinov model“.!® U svom istraZivanju, Vogelstein i Fearon navode &etiri klju¢ne stavke
za razvoj ove bolesti: (1) aktivacija protoonkogena te inaktivacija tumor supresorskih gena kao
posljedice mutacija, (2) za nastanak malignog tumora potrebne su mutacije barem Cetiri do pet
gena (APC, K-Ras, DCC, TP53 geni),!' dok taj broj moZe biti manji za uspje$an nastanak
benigne tvorbe, (3) sveukupna akumulacija promjena (mutacija) igra vecu ulogu u razvoju
tumora od odredenog poretka kojim ¢e se te mutacije odviti 1 (4) neki tumor supresorski geni
se ne ponasaju ,,recesivno® na stani¢noj razini (suprotno Knudsonovoj pretpostavci),'? odnosno
ne zahtjevaju inaktivaciju oba alela kako bi doslo do poremeéaja u radu proteina.'® Ovisno o
tome koji molekulski putevi u organizmu su naruseni, tumori ¢e se morfoloski razlikovati, kao

Sto je vidljivo u slu¢aju tumora uzlaznog i silaznog debelog crijeva (prikazani na slici 1).!!

Marija Bartoli¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

poprecno debelo
crijevo

uzlazno debelo ——
crijevo

N zavijeno debelo crijevo

° rektum

analni kanal

Slika 1. Tanko 1 debelo crijevo ¢ovjeka (preuzeto i prilagodeno iz reference 13).

2.2.1. Tumori silaznog debelog crijeva i rektuma

Mutacije tumor supresorskog gena APC (engl. adenomatous polyposis coli) uzrok su nasljedne
adenomatozne polipoze (engl. familial adenomatous polyposis, FAP) kao i raka silaznog
debelog crijeva i rektuma.!' Osobe koje boluju od nasljedne adenomatozne polipoze razvijaju
benigne polipe u debelom crijevu ve¢ u ranoj dobi, a ukoliko se debelo crijevo ne ukloni, ti
polipi postaju maligni. Kod klasi¢nog FAP-a prosje¢na oboljela osoba razvit ¢e tumor debelog
crijeva oko 39. godine Zivota.'*

Protein APC dio je Wnt signalnog puta gdje sudjeluje u formiranju multiproteinskog
kompleksa kojime se regulira razina -katenina u citoplazmi. Nastali multiproteinski kompleks
inhibira proteolizu citosolnog B-katenina u proteasomu, Sto dovodi do akumulacije B-katenina
u citoplazmi.'® B-katenin vrsi funkciju transkripcijskog aktivatora razli¢itih gena ¢&iji proteini
uglavnom stimuliraju proliferaciju stanica, ali i linkera izmedu membrane i citoskeleta.'’
U odsustvu Wnt liganda, B-katenin se nalazi u kompleksu s APC proteinom i Axinom, §to

omogucava GSK3 kinazi da fosforilira B-katenin 1 oznaci ga za razgradnju. Kada molekula Wnt

Marija Bartoli¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 5

aktivira signalni put, Dsh (Dishevelled protein) i Lrp (membranski protein) interagiraju s GSK3,
APC i Axinom i tako spre¢avaju nastanak proteinskog kompleksa i inaktivacije p-katenina.!
Mutirani APC gubi sposobnost vezanja B-katenina ili Axina $to onemogucava nastanak
kompleksa 1 reguliranu razgradnju P-katenina koji se akumulira i stimulira stani¢nu
proliferaciju i nastanak polipa.''

Mutacije K-Ras protoonkogena u stanicama polipa dovode do razvoja adenoma
odnosno benignog tumora.!> K-Ras je mali G-protein (GTPaza) koji sudjeluje u signalnom
slijedu kinaznih receptora koje aktiviraju faktori rasta. Aktivacija receptora uzrokuje kaskadu
kinaza, ukljucuju¢i MAPK (engl. mitogen activated protein kinase) 1 PI3K (fosfatidilinozitol-
3-kinaze). Mutirani K-Ras ne hidrolizira GTP, zbog cega je konstantno u aktivnoj formi 1
odrzava kaskadu kinaza i bez aktivacije kinaznog receptora.'®> Proteini koje aktiviraju kinaze
nizvodno od K-Rasa u signalnom slijedu, poput protein-kinaze B (Akt), stimuliraju progresiju
kroz stani¢ni ciklus, stani¢ni rast 1 preZivljavanje. Aktivnost Akt kinaze kontrolira PTEN
(Phosphatase and tensin homolog) fostataza, tumor supresora ¢ija funkcija je utiSana u 15-20%
tumora debelog crijeva.!!

Transforming growth factor  (TGFP) aktivira TGFp receptore (serin/treonin kinazni
receptori) u ¢ijem signalnom slijedu dolazi do fosforilacije Smad proteina (R-Smad, co-Smad 1
[-Smad). R-Smad (Smad?2 ili Smad3) proteine ¢ine dvije domene, MH1 i MH2, povezane linker
regijom. Kada su u inaktivnoj, nefosforiliranoj formi, NLS (nuclear localization signal)
sekvenca je zamaskirana te su domene MH1 1 MH2 povezane na na¢in da ne mogu vezati DNA
ili co-Smad. Fosforilacija R-Smada uzrokuje razdvajanje MH1 1 MH2 domene te izlaganje NLS
sekvence, vezanje f importina na oslobodenu sekvencu 1 asocijaciju Smad 2 ili Smad 3 proteina
s drugim Smad 2 ili Smad 3 proteinom i Smad 4 (co-Smad) proteinom. Nastali kompleks
(Smad2/Smad2/Smad4 ili Smad3/Smad3/Smad4) translocira se u jezgru pomoéu B-importina'’
gdje zajedno s drugim transkripcijskim faktorima regulira transkripciju gena koji poticu
diferencijaciju stanica ili apoptozu.!' Rad I-Smad proteina induciran je aktivacijom TGFp
receptora, a njihova uloga je zaustavljanje intracelularne signalizacije, odnosno deaktivacija
receptora (negativni feedback).!> Delecije Smad?2 i Smad4 gena (kromosom 18q) uodene su u
70% karcinoma debelog crijeva.

Kromosom 18q takoder nosi i tumor supresorski gen DCC (deleted in colon cancer) ¢ija
delecija odnosno inaktivacija sprje¢ava njegovu proapoptotsku aktivnost.!' U 75% slucajeva

karcinoma debelog crijeva dolazi do mutacije 7P53 gena koji kodira multifunkcionalni p53
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protein. Protein p53 igra vaznu ulogu u G (checkpoint) fazi stani¢nog ciklusa. Rije¢ je o
proteinu koji je u normalnim uvjetima prisutan u jako niskim koncentracijama zbog konstantne
razgradnje. Kada se stanica nade pod stresom i dode do oSte¢enja DNA, aktivira se ATM, serin-
kinaza koja fosforilira i stabilizira p53, povecava se njegova koncentracija i aktivira ekspresija
proteina koji zaustavljaju G1 fazu stani¢nog ciklusa Sto daje vremena za popravak DNA ili
uzrokoju apoptozu. U slucaju mutacije 7P53 gena, G1 checkpoint zakazuje, oste¢ena DNA se
replicira te se greSka prenosi na stanice kéeri.!® Naslici 2 prikazan je razvoj karcinoma debelog

crijeva te najvaznije mutacije koje se odvijaju u odredenim stadijima razvoja.

", debelo crijevo

ogubitak
tumor- Ogubitak
! supresorskog e aktivacija tumor-
) et APC gena ras supresorskog
L&‘ (ili drugog) onkogena an p53 gena
—_— @&l _ @1
\ @) subitak @ dodatne
intestinalni tumor- mutacije —
epitelne stanice zid mala benigna supresorskog velika benigna maligni tumor
zdravog debelog nakupina DCCgena nakupina (karcinom)
crijeva (polip) (adenom)

Slika 2. Shematski prikaz razvoja karcinoma debelog crijeva i popratnih mutacija (preuzeto i

prilagodeno iz reference 16).

2.2.2. Tumori uzlaznog debelog crijeva

Nastanak tumora u uzlaznom debelom crijevu povezuje se s mikrosatelitnom nestabilnos¢u
(engl. microsatellite instability, MSI). MSI je posljedica inaktivacije mehanizma popravka
DNA, tzv. DNA mismatch repair (MMR). Gubitak MMR sposobnosti uzrokuje akumulaciju
promjena u kratkim tandemskim ponavljaju¢im sekvencama unutar genoma (mikrosateliti).
Mutacije jednog od dva najvaznijih MMR gena, MSH2 i MLH]I, kljune su za nastanak
Sindroma Lynch, odnosno nasljednog ne-polipoznog karcinoma debelog crijeva (engl.
Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer, HNPCC). Takoder, u velikom broju slu¢ajeva

kod HNPCC uocena je 1 pojatana Wnt signalizacija, no za razliku od tumora uzlaznog debelog
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crijeva, mutacije APC gena su ovdje rijetkost, dok su mutacije B-katenina uobicajene.!!
Sporadi¢ni karcinomi uzlaznog debelog crijeva takoder su uzrokovani gubitkom MMR
sposobnosti. Kod sporadi¢nih tumora MSI je rezultat hipermetilacije promotora MMR gena,
posebice MLH 1. Hipermetilacija APC promotora (a ne mutacija APC gena) te mutacije nekih
drugih aktera Wnt signalnog puta uzrok su poja¢ane Wnt signalizacije.!! Takoder, ucestala je i
mutacija BRAF gena'! koji kodira B-Raf protein, serin/treonin protein-kinazu koja fosforilira i
aktivira MEK kinazu koja zatim pokre¢e kaskadu MAP kinaza.'> MSI tumori odstupaju od

Vogelsteinovog modela jer su mutacije K-Ras i TP53 gena vrlo rijetke.!®
2.3. Modeli u istrazivanjima raka debelog crijeva

Jedan od najvaznijih modela u istrazivanjima raka je mis. Prednosti misa su njegova relativna
fizioloska slicnost s ¢ovjekom, moguénost genetskih manipulacija i1 inZenjeringa te lakoca
razmnozavanja i uzgoja. Nedostaci miSeva su kratak Zivotni vijek (u usporedbi s ¢ovjekom),
ubrzani metabolizam, kao i razlike u prevalenciji i nastanku tumora.!” Unato¢ tome, brojnost
razli¢itih vrsta mi§jih modela zadnjih godina eksponencijalno raste!” u svrhu istraZivanja

nastanka i razvoja razli¢itih vrsta tumora.'®

2.3.1. Kemijski inducirani modeli

Najcesce koriSteni karcinogeni za indukciju raka tankog i1 debelog crijeva kod miSeva su 1,2-
dimetilhidrazin (DMH) i njegov metabolit azoksimetan (AOM).!! DMH i AOM,
metaboliziraju se do metilazoksiformaldehida, alkiliraju¢eg agensa koji se veze na gvanin i
timin u DNA.'® Navedeni spojevi u glavnini slu¢ajeva uzrokuju mutacije u genu za B-katenin
(Ctnnbl). Do mutacije dolazi na N-terminalnom slijedu B-katenina, koji postaje stabilan, ne
tvori kompleks s APC-om i1 Axinom te se ne razgraduje ve¢ ulazi u jezgru gdje potiCe
transkripciju gena. Rezultat mutacije je poja¢ana signalizacija Wnt signalnog slijeda.!! Tumori
se najcesce javljaju u tankom, a ne debelom crijevu, a jo$ jedan nedostatak je Sto latentni period
u kojem dolazi do formacije tumora moZe trajati do 30 tjedana.?! Latentni period moZe se
smanjiti primjenom AOM zajedno s natrijevim dekstran-sulfatom (DSS).!” DSS unistava epitel
debelog crijeva, §to uzrokuje upale te moze dovesti do akutnog ili kroni¢nog kolitisa. Primjena
DSS-a u kombinaciji s karcinogenima omoguc¢ava proucavanje poveznice izmedu raka debelog

crijeva i upala.'’
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Tumori tankog i debelog crijeva inducirati se mogu i primjenom N-metil-N-nitrozouree (MNU)
1 N-metil-N-nitro-N-nitrozogvanidina (MNNG), topickih alkiliraju¢ih karcinogena. Oralnom
primjenom uzrokuju tumore u zelucu, tankom i debelom crijevu, bubrezima, kozi, plu¢ima i
timusu. Primjena MNU kroz rektum uzrokuje nastanak DNA adukata i dovodi do pojave ACF-
a (aberrant crypt foci), dok rektalna primjena MNNG uzrokuje adenome i karcinome debelog
crijeva. Kod 15-30% tumora debelog crijeva induciranih pomo¢u MNU ili MNNG u Stakorima
uocene su mutacije K-Ras gena.'® Heterociklicki aromatski amini (HAA) nastaju u reakcijama
slobodnih aminokiselina, Secera 1 kreatina pri visokim temperaturama prilikom termicke obrade
mesa 1ribe, a najbrojniji medu njima su 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridin (PhIP) i
2-amino-9H-pirido[2,3-b]indol.!® PhIP je mutagen koji uzrokuje nastanak raka debelog crijeva
kod Stakora, ali ne 1 kod miSeva — kod miSeva ne inducira nastanak tumora debelog crijeva, ve¢
ACF."® Kancerogeneza kod miSeva moguéa je primjenom kombinacije PhIP i DSS-a. PhIP se
metabolizira u jetri do aktiviranih estera koji mogu raditi adukte s DNA.! Kod tumora
uzrokovanih PhIP-om uobifajene su mutacije Cnntbl 1 APC gena, dok su mutacije K-Ras i
TP53 gena rijetke.!® Veliki nedostatak kemijske indukcije tumora je niska stopa nastanka i
razvoja tumora, no odnosi izmedu izlaganja kancerogenim tvarima i razvoja tumora su dobro
prouceni'® tako da ovaj model i dalje ima Siroku primjenu. Iako su rijetko invazivni i gotovo da
ne metastaziraju, ve¢ina modela dobro prikazuje napredak od ACF-a do adenoma i karcinoma

debelog crijeva.'’

2.3.2. Invivo transplantanti

Stani¢ne linije imaju vaznu ulogu u proucavanju signalnih puteva kod tumora. Dobivaju se
digestijom primarnih tumora na pojedinacne stanice i1 njihovim uzgojem u Petrijevim
posudama. Predstavljaju klonalnu populaciju tumorskih stanica uzgojenih na hranjivom mediju
te se stoga razlikuju od originalnog tumora iz kojeg su proizasle.?’ Stani¢ne linije dobro
prikazuju ponasanje tumorskih stanica te pruzaju uvid u razli¢ite aspekte razvoja tumora kao
Sto su agregacija i migracija stanica, formiranje kolonija, odgovor na tretman lijekovima,
produkcija glasni¢kih molekula u medustani¢noj komunikaciji, razina oksidativnog stresa i
analiza stani¢nog ciklusa. Glavni nedostatak ovakvog in vitro modela je nemoguénost pracenja
interakcija izmedu tumorskih stanica i njihove okoline u Zivom organizmu.'® Stani¢ne linije
tumora debelog crijeva, odnosno CRC stani¢ne linije razlikuju se u mutacijama i primjeni.

Primjeri nekih od njih su SW480, koje se koriste u identifikaciji i proucavanju meta
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potencijalnih lijekova, CR4 i LS174 koje se u evaluaciji novih strategija lije¢enja te COLO 205
koje se mogu koristiti za proucavanje metastaza, stani¢nih migracija i reakcije tumora na
potencijalni lijek.*!

In vivo proucavanja nastanka i razvoja humanih tumora postala su moguca otkricem
atimi¢nog (nude) misa, koji zbog poremecaja u stvaranju T limfocita ne odbija strane
stanice/tkiva.!” Subkutana injekcija humanih tumorskih (CRC) stanica u ovakvog misa rezultira
razvojem tumora na mjestu gdje su stanice injektirane. Osim nude misa Cesto se koriste 1 SCID
(engl. severe combined immunodeficiency) miSevi koji ne proizvode ni B ni T limfocite, kao 1
NODY/SCID (engl. non obese diabetic) miSevi koji uz to manjkaju 1 NK stanice (natural killer
cells). Ovaj model nije tehnicki zahtjevan, rast tumora moze se pratiti golim okom, a latentni
period uglavnom traje do nekoliko tjedana.? Ipak, stani¢ne linije prilagodbom na rast na plastici
postaju geneticki homogenije!” te nastali tumor ne odrazava geneti¢ku raznolikost uodenu kod
tumora razvijenih unutar covjeka. Takoder, veliki nedostatak su upravo imunodeficijentni
domacini — ovakav model ne daje uvid u ulogu imunoloSkog sustava tijekom karcinogeneze.
Ovaj problem moZe se zaobi¢i injekcijom misjih tumorskih stani¢nih linija u singeni¢nog misa
gdje ¢e se tumor razviti u imunokompetentnoj okolini te je moguce pracenje utjecaja
imunoloSkog sustava na tumor. Ipak, glavni nedostaci su nedostupnost razliCitih misjih
tumorskih stani¢nih linija, kao i to da se te linije ipak razlikuju od ljudskih.?® Okolina
ksenografta takoder je dosta razlicita od prave jer se CRC stani¢ne linije injektiraju subkutano
odnosno potkozno, §to se jako razlikuje od unutrasnjosti crijeva. Tumori koji se razviju iz CRC
stani¢nih linija ne opisuju dobro histoloske znac¢ajke humanog tumora. Taj problem moZze se
izbjeci pribjegavanjem drugoj vrsti ksenografta, a to je ksenotransplantacija organoida koji se
uzgajaju kao trodimenzionalna kultura od kirurski odstranjenog tumorskog tkiva ili geneticke
manipulacije normalnog tkiva crijeva.?’

Model Patient-derived xenografts, PDX, podrazumijeva implantanciju kirurski
odstranjenog tumorskog tkiva iz pacijenta u imunodeficijentnog misa; kada tumor naraste,
kirurski se odstrani i transplantira u drugog misa te se postupak ponavlja. Kod PDX modela
stroma se razvija zajedno s tumorskim tkivom $to omogucava nastanak mikrookoline slicne
onoj u kojoj se tumor nalazio kod pacijenta.?’ Sastavnice humane strome (fibroblasti, krvne
zile) relativno brzo zamjenjuju se mi§jim, no mi§je stanice adaptiraju neke humane znacajke, a
grada tumora u veéini slu¢ajeva ostaje nepromijenjena.'” Modeli PDX bolje zadrzavaju

histoloske karakteristike i genetsku heterogenost originalnog tumora.!” Mutacije K-Ras i
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PIK3CA gena, koje su vazne u razvoju tumora debelog crijeva, konzistentne su kroz niz
transplantacija tumora. Modeli PDX vaznu primjenu imaju u kreiranju personaliziranog
lijecni¢kog tretmana. Odstranjeni tumor implantira se u misa te, kada naraste, u sljedeceg misa
te se postupak ponavlja, a svaki od njih tretira se razli¢itim antitumorskim agensom kako bi se
odredio odgovarajuéi tretman za tog pacijenta.?’ Kako bi se rije$io problem okoline ksenografta
1 izostanka metastaza kod subkutano injektiranih stani¢nih linija razvijen je ortotopni model
gdje se stani¢ne linije transplantiraju direktno u odgovaraju¢u anatomsku poziciju tumora od
interesa. Ovaj model jako dobro prikazuje kako se ponasa tumorsko tkivo 1 njegova okolina
tijekom razvoja bolesti kod ljudi, ali metastaze, iako se javljaju, ne¢e se nuzno pojaviti na

mjestu od interesa ili je potreban dug vremenski period da se to dogodi.'®

2.3.3. Geneticki modificirani misevi

Razvoj genetickog inzenjerstva doveo je do stvaranja geneticki modificiranih miSevi (engl.
genetically engineered mouse models, GEMM) koji omogucavaju in vivo pracenje nastanka i
razvoja adenoma ili karcinoma u imunokompetentnoj mikrookolini.?® Prvi geneticki
modificirani mi§ koji sluzi kao CRC model, APC*" dobiven je mutacijom zametnih stanica
miSa (germline mutacija) koriStenjem mutagena N-etil-N-nitrozoureje (Enu) nakon cega je
uslijedilo skeniranje i potraga za odgovaraju¢im mutiranim fenotipom. UoCena je mutacija koja
izaziva viSestruke adenome u crijevima koji napreduju u adenokarcinome kako mi§ stari.??
Mutacija se odvija na kodonu 380 4PC gena te je sustavnim krizanjem takvih miseva razvijen
Min (multiple intestinal neoplasia) model misa koji vrlo dobro opisuje rane stadije FAP-a.'
Ipak, veéina tumora kod APCY" migeva su adenomi, a rijetko karcinomi; metastaze Gesto
izostaju, a kada se i1 pojave, zbog velike varijabilnosti smanjuju se Sanse za reproducibilnost
istog modela.'® Polipi se preteZzno javljaju u tankom, a ne debelom crijevu.?® Tumori kod ljudi
su heterogeniji, cemu pridonose razlike u prehrani i mikrobiomu ¢ovjeka i misa, ali 1 veca
izloZenost toksinima kod ljudi, manja geneticka raznolikost GEMM-a zbog konstantnog
parenja srodnika te Cinjenica da kod jedne GEMM vrste tumori potje€u od iste mutacije.
Prednosti GEMM-ova su dobar prikaz ranog stadija karcinogeneze, poznavanje mutacije koja
uzrokuje tumor te in situ razvoj tumora u imunokompetentnoj sredini.'® U tablici 1 sumirane su
prednosti 1 nedostaci svih prethodno navedenih misjih modela u istraZivanju raka debelog

crijeva.
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Tablica 1. Usporedba razli¢itih misjih modela u istrazivanju raka debelog crijeva.

Kemijska indukcija tumora

MODEL

Subkutani ksenografti

PDX

Ortotopni ksenografti

Singeni¢ni miSevi

GEMM

PREDNOSTI
v' Jednostavna
izvedba

v" Koristenje humanih
stani¢nih linija

v' Jednostavna
aplikacija

v' Razvijeno
tumorsko tkivo
kirurski odstranjeno
od pacijenta

v’ Zadrzava se
heterogenost
originalnog tumora

v' Proudavanje
odgovarajuceg
tretmana za
pojedinacnog
pacijenta

v' Koristenje humanih
stani¢nih linija

v" Tumor se razvija na
odgovarajucoj
anatomskoj poziciji

v' Histoloski sli¢niji
humanom tumoru

v" Potencijalne
metastaze

v' Tumor se razvija u
imunokompetentnoj
okolini — pracenje
imunoloskog
odgovora na tumor

v' Tumorske stanice i
stroma istog
podrijetla

v' Poznata je
geneticka mutacija
koja je uzrokovala
nastanak tumora

v' Razvoj tumora in
situ

v' Tumor se razvija u
imunokompetentnoj
okolini -pracenje
imunoloskog
odgovora na tumor

v' Tumorske stanice i
stroma istog
podrijetla

v" Dobar prikaz ranog
stadija
karcinogeneze

NEDOSTACI

Niska stopa nastanka i
razvoja tumora

Nisu invazivni, nema
metastaza

Nemogucnost pracenja
imunoloskog odgovora

organizma na tumor
(imunodeficijentni
mis)

Stanice tumora i
stanice strome
razli¢itog podrijetla
Stani¢ne linije
homogenije su od

tumora koji se razvija u

Covjeku

Nema metastaza
Mjesto gdje se tumor
razvija nije njegova
prirodna pozicija

Nemogucnost pracenja
imunoloskog odgovora

organizma na tumor
(imunodeficijentni
mis)

Mjesto gdje se tumor
razvija nije njegova
prirodna pozicija
Nema metastaza

Nemoguénost pracenja
imunoloskog odgovora

organizma na tumor
(imunodeficijentni
mis)

Dug vremenski period
potreban za nastanak
metastaza, metastaze
se ¢esto ne javljaju na
mjestu od interesa
Tumori slabo
metastaziraju

Razlike izmedu migjih

i ljudskih tumorskih
stanica

Cest izostanak
metastaza

Geneticki homogeniji
tumori nego kod ljudi

Djelomic¢na replikacija

morfologije i
fiziologije ljudskog
tumora
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2.4. Irinotekan

Sezdesetih godina proslog stoljeéa iz stabla Camptotheca acuminata izoliran je alkaloid
kamptotekin (CPT) za koji je na temelju preliminarnih istrazivanja pretpostavljeno da je
odgovoran za antitumorska svojstva ekstrakta biljke.”> U ranim klini¢kim istraZivanjima
kamptotekin je ispitivan kao topljiva natrijeva sol te je ustanovljeno da je takav oblik vrlo
toksi¢an, §to je smanjilo interes za njegov daljnji razvoj.?* Dvadesetak godina kasnije
ustanovljeno je da snazna antitumorska svojstva kamptotekina proizlaze iz njegove sposobnosti
da inhibira topoizomerazu I §to dovodi do zastoja stani¢nog ciklusa i apoptoze.? Uz to, otkriée
da je upravo topoizomeraza I prekomjerno eksprimirana kod nekih malignih oboljenja, medu
kojima je 1 humani adenokarcinom debelog crijeva, potaknulo je sintezu derivate kamptotekina,

medu kojima je i irinotekan.*
2.5. Mehanizam djelovanja irinotekana

Irinotekan (7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino]-karboniloksikamptotekin, CPT-11) je
derivat kamptotekina koji se od njega razlikuje u dvije supstitucije vodikovih atoma: na
poziciji 7 prstena B nalazi se etilna skupina, a na poziciji 10 prstena A je 1,4'-bipiperidinska

skupina (prikazano na slici 3).

Kamptotekin Irinotekan

Slika 3. Struktura kamptotekina (lijevo) i njegovog derivata irinotekana (desno). Slika je

izradena pomoéu ChemDraw Direct-a.*°

U kiselim uvjetima prevladava zatvorena forma laktonskog prstena (E) te je ta forma jedini

aktivni oblik irinotekana. Upravo je taj prsten odgovoran za ostvarivanje interakcija s
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topoizomerazom 1 i DNA te posljedi¢nom inhibicijom enzima.** Topoizomeraze tipa I
relaksiraju DNA uvodenjem negativnih superzavoja. Kada se DNA veze u aktivno mjesto
topoizomeraze tipa I, bo¢ni ogranak tirozina nukleofilno napada i kida fosfodiestersku vezu u
DNA, pri ¢emu nastaje kovalentna veza izmedu tirozina i fosfata, a oslobada se 3’-OH skupina
susjednog nukleotida — nastaje jednolan¢ani lom. U sljede¢em koraku topoizomeraza zauzima
otvorenu konformaciju te omogucava netaknutom lancu DNA da se provuce kroz nastali urez.
Nakon §to enzim ponovno zauzme zatvorenu konformaciju, slobodna 3’-OH skupina napada
fosfat, naruSava se kovalentna veza izmedu tirozina i DNA i pokidani lanac se ligira.?’

Mehanizam je prikazan na slici 4.

] . a1
Topl l:.'H CH,
0 |
Y723
+1
ﬂ .r"
A 3
jednolanéani religacija
DNA DNA
lom lanca
! -1
]
0=C
TDpl CH'CHE\@
Y723 -. - | _0
+1

u *‘\_,u

Slika 4. Mehanizam djelovanja topoizomeraza tipa I. (preuzeto i prilagodeno iz reference 28)
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Irinotekan djeluje na isti nacin kao i kamptotekin, veze se na kompleks DNA i topoizomeraze
I stvarajuéi stabilan ternarni kompleks, $to dovodi do zastoja replikacijskih raslji.*® Klju¢nu
ulogu u stabilizaciji kompleksa DNA-topoizomeraza I imaju 20(S)-hidroksi skupina prstena E,
piridonska svojstva prstena D, laktonska svojstva prstena E i planarnost sveukupnog sustava.
Promjene na prstenima D ili E stoga uvelike utjecu na sposobnost kamptotekina da stabilizira
kompleks, dok modifikacije pozicija 9,10 1 11 na prstenu A, kao i pozicije 7 prstena B nemaju
negativan utjecaj na svojstva spoja ili ta svojstva poboljSavaju (kao Sto je to slucaj kod
irinotekana). Karbonilni kisik na poziciji 17 ostvaruje vodikovu vezu s NH> skupinom
pirimidinskog prstena citozina koji se nalazi na +1 poziciji (u odnosu na mjesto nastanka loma
u lancu DNA). Bo¢ni ogranci Asp533 1 Arg364 enzima stvaraju vodikove veze s kisikovim
atomima prstena E. Navedene interakcije prikazane su na slici 5. Vrlo vazna je 1 konfiguracija
kiralnog C-20 atoma. Kamptotekin 1 njegovi derivati aktivni su samo ako je taj ugljikov atom
S konfiguracije. Razlog tome su stericke smetnje izmedu etilne skupine na atomu C-20 i

nukleotida na poziciji +2 kada je C-20 atom R konfiguracije (nije prikazano na slici).*°
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Slika S. Interakcije kamptotekina s bo¢nim ograncima topoizomeraze I i okosnicom DNA

(preuzeto i prilagodeno iz reference 31).

Marija Bartoli¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 15

2.6. Biotransformacija irinotekana

I kod ljudi i kod Zivotinja irinotekan se u organizmu metabolizira u jetri, a njegovi metaboliti
se uvelike izluCuju putem zuc¢i. U tim procesima sudjeluju brojni enzimi, medu kojima su
najznacajniji karboksilesteraze, enzimi citokroma P450 (CYP450), UDP-glukuroniltransferaze
(UGT), i B-glukuronidaze.® Na slici 6 prikazana je biotransformacija irinotekana posredovana

navedenim enzimima.

NPC APC
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Slika 6. Shematski prikaz metabolizma irinotekana (CPT-11) (preuzeto iz reference 8). SN-38
(7-etil-10-hidroksikamptotekin) - aktivni metabolit; SN-38G - glukuronidni oblik SN-38;
APC (7-etil-10-[4-N-(5-aminopentanoicna kiselina)-1-piperidino] karboniloksikamptotecin) i
NPC (7-etil-10-[4-(1-piperidino)-1-amino]-karboniloksikamptotecin) - neaktivni metaboliti;
CE - karboksilesteraze, CYP3A4 — enzim iz obitelji citokrom P450, UGT1A1/7 - izoforme
UDP-glukuroniltransferaza; p-Glu - B-glukuronidaza.
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2.6.1. Karboksilesteraze

Karboksilesteraze (EC 3.1.1.1) u jetri hidroliziraju estersku vezu na poziciji C-10 A prstena

irinotekana pri ¢emu nastaje odgovarajua karboksilna kiselina i SN-38 (7-etil-10-

.....

.....

vitro).**

2.6.2. Citokrom P450

Citokrom P450 3A4 (CYP3A4; EC 1.14.13.97) je monooksigenaza koja oksidira piperidinsku
skupinu na C-10 atomu irinotekana pri cemu nastaje APC (7-etil-10-[4-N-(5-aminopentanska
kiselina)-1-piperidino]karboniloksikamptotekin. Otcjepljenjem piperidino skupine APC-a
nastaje NPC, koji djelovanjem karboksilesteraza daje SN-38. U usporedbi sa SN-38 i
irinotekanom, APC pokazuje slabu antitumorsku aktivnost in vitro. Takoder, nastajanje APC 1
NPC u (humanom) tumoru debelog crijeva nije ocekivano s obzirom na vrlo nisku razinu

CYP3A u tim stanicama.?

2.6.3. UDP-glukuroniltransferaze

Uridin-5'-difosfo-glukuroniltransferaze (UDP-glukuronoziltransferaze, UGT; EC 2.4.1.17)
sudjeluju u konverziji SN-38 u njegov neaktivni glukuronid, SN-38G. Enzim UGT1A1 smatra
se glavnim odgovornim za glukuronidaciju SN-38, iako je ustanovljeno da izoforma 1A7 21
puta efikasnije konvertira SN-38 pri fizioloskom pH.? Izoforma 1A1 posebno je zanimljiva jer
je taj enzim zaduzen za glukuronidaciju bilirubina te je poznato da smanjena ekspresija
UGT1A1 gena uzrokuje Gilbertov sindrom®?, bolest koja se ocituje po povisenoj razini
bilirubina u krvi (hiperbilirubinemija).** Do poremecaja ekspresije gena u ovom slu¢aju dolazi
zbog polimorfizma UGT1AIl gena. Promotorska regija UGT1A1 gena sadrzi TATA element
koji se sastoji od pet do sedam ,,TA*“ ponavljanja ([TA].TAA). Najucestaliji alel sadrzi Sest TA
ponavljanja i smatra se divljim tipom, dok je alel sa sedam TA ponavljanja najucestalija
varijanta (gen UGT1A1*28). Sto je TA ponavljanja vise, to je ekspresija UGT1Al gena manja.
Sto je njegova ekspresija manja, akumulacija SN-38 naspram inaktivnog SN-38G je veéa te se

povecava toksi¢nost. Upravo je toksi¢nost limitiraju¢i faktor u doziranju irinotekana. 1z tog
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razloga razvijeni su testovi probira za otkrivanje pacijenata s UGT1A1*28 genom kako bi se

njihova terapija mogla prilagoditi.** Vise o enzimima UGT opisano je u poglavlju 2.12.

2.6.4. p-glukuronidaze

Beta-glukuronidaze (EC 3.2.1.31) hidroliziraju inaktivni SN-38G natrag u aktivni SN-38.
Gastrointestinalni mikroorganizmi, kao primjerice Escherichia coli, proizvode B-glukuronidaze
koje mogu uzrokovati novu akumulaciju SN-38. Akumulacija SN-38 moZe se oCitovati u
Ustanovljena je pozitivna korelacija izmedu histoloskih oStecenja 1 aktivnosti B-glukuronidaza.
U usporedbi s debelim crijevom, u tankom crijevu uo¢ena su manja ostecenja, Sto se moze

povezati s manjom izloZenosti tankog crijeva SN-38 zbog manje koli¢ine B-glukuronidaza.®
2.7. Primjena irinotekana

Prije izolacije kamptotekina 1 sinteze njegovih derivata, kao primarni citostatik u lijeCenju
uznapredovalog raka debelog crijeva koristen je 5-fluorouracil (5-FU). 5-FU je fluorinirani
analog uracila koji inhibira timidilat-sintazu (TS), a pacijentima se obi¢no daje u kombinaciji s
leukovorinom (LV), biomodulatorom koji poja¢ava djelovanje 5-FU.** LV je prekursor 5,10-
metilentetrahidrofolata (CH2FHa), kofaktora u pretvorbi dUMP u dTMP kataliziranoj timidilat-
sintazom. U prisutnosti navedenog kofaktora FAUMP (fluorodeoksiuridin monofosfat) radi
stabilan kovalentni ternarni kompleks TS:FdUMP:CH2FH4 §to uzrokuje inaktivaciju sintaze.’
Irinotekan se danas Cesto koristi u kombinaciji s drugim kemoterapeuticima. Kombinacija
irinotekana 1 5-FU/LV pokazala se uCinkovitijim tretmanom od samog 5-FU usporavanjem
napretka bolesti te smanjenjem veli¢ine tumora i produZenjem Zivotnog vijeka.*® Posebno
korisnim irinotekan se ispostavio kod 5-FU rezistentnih karcinoma debelog crijeva, gdje je
koriSten samostalno u terapiji Sto je rezultiralo viSebrojnim studijama irinotekana kao
samostalnog kemoterapeutika.

Unato¢ zadovoljavaju¢oj antitumorskoj aktivnosti, veliki problem irinotekana je
njegova toksi¢nost. Dijareja je Cesta nuspojava primjene irinotekana te se koli¢ina irinotekana
u tretmanu odreduje i s obzirom na pojavnost dijareje. Uzrok dijareje najvjerojatnije su
oStecenja epitela crijeva uslijed djelovanja SN-38 koji se aktivira djelovanjem B-glukuronidaza

na SN-38G u crijevima. Takoder, tretiranje irinotekanom nije preporucljivo za osobe s
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nepravilnim radom ili oSte¢enjima jetre, budu¢i da irinotekan podlijeze brojnim
biotransformacijama u jetri.’” Iz tog razloga teZi se pronalazenju spojeva koji ée, u kombinaciji
s irinotekanom, smanjiti njegovu toksi¢nost za organizam, ali i povecati antitumorska svojstva.
Jedan takav primjer su nanocestice selenija. Irinotekan u kombinaciji s nanoc¢esticama selenija
(Nano Se) pokazuje povecanu citotoksiCnost naspram tumorskih stanica u usporedbi s
normalnim stanicama. Kombinacija Nano Se i irinotekana povecala je osjetljivost tumorskih
stanica za DNA oSte¢enja posljedi¢no uzrokujuéi apoptozu kroz aktivaciju kaspaza. Same
nanocestice Se nisu se manifestirale toksi¢nima za organizam.*® Osim spojeva koji djeluju kao
pojacivaci antitumorskih svojstava irinotekana ili smanjuju njegovu toksicnost, znanstvena
istrazivanja obuhvacaju 1 prehranu koja bi mogla dati pozitivan rezultat prilikom primjene
irinotekana. Tako je pokazano da kod miSeva konzumacija produkata koji sadrze omega-3
polinezasi¢ene masne kiseline (prije primjene irinotekana) smanjuje osteCenja crijeva (manje
apoptoticnih dogadaja u kriptama tankog crijeva), umanjuje upalu jetre izazvanu
hepatotoksi¢nim djelovanjem irinotekana, poboljSava broj crvenih i bijelih krvnih stanica, a
smanjuje broj nezrelih crvenih krvnih stanica u krvotoku.** Rezultati ovakvih istraZivanja
ukazuju na mogucnost poboljSanja tijeka 1 ishoda tretmana irinotekanom kod ljudi, podizanje

kvalitete zivota pacijenata, ali i produljenje zivotnog vijeka.
2.8. Kanabinoidi

Pojam kanabinoidi odnosi se na sve ligande koji se vezu na kanabinoidne receptore, CB1 1 CB2.
Dijele se na endogene, fitogene i sinteticke kanabinoide. Najznacajniji fitokanabinoidi su
psihoaktivni A-9-tetrahidrokanabinol (THC) i kanabidiol (CBD) koji za razliku od THC ne
posjeduje psihoaktivna svojstva (strukture prikazane na slici 7).> THC i CBD, kao i stotinjak

drugih kanabinoida, izolirani su iz biljke Cannabis sativa.
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Slika 7. Molekulska struktura A-9-THC-a (lijevo) i CBD-a (desno). Slika je izradena pomocu

ChemDraw Direct-a.*%

2.9. Djelovanje kanabinoida u organizmu

Kanabinoidni receptori CB1 1 CB2 spadaju u receptore spregnute s G proteinima (GPCR). CB1
receptori uglavnom se nalaze u sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS), dok se CB2 receptori u
najvecem broju nalaze u limfnim ¢vorovima, slezeni, kostanoj srZzi te slijepom crijevu, ali i u
SZS-u. CBI1 su najbrojniji receptori GPCR tipa u humanom sredi§njem Zivéanom sustavu, a
nalaze se na krajevima neurona gdje sudjeluju u inhibiciji neurotransmisije. Aktivacija CB2
receptora izaziva imunoloski odgovor organizma, ukljucujuéi proliferaciju, prezivljavanje i
migraciju limfocita. Ljudsko tijelo proizvodi endokanabinoide koji utjeu na osjet boli i
reakciju na bol, odgovore na stres i upale, apetit, memoriju i1 raspolozenje. Vecina
fitokanabinoida izolirana je iz biljke Cannabis sativa, no iako je rijeC o vise od sto razli¢itih
spojeva, samo nekoliko njih prisutno je u ve¢im koli¢inama i smatra se aktivnima. Sinteticki
kanabinoidi razvijeni su sa svrhom proucavanja endokanabinoidnog sustava, a dijele se na
sinteticke ekvivalente endo- 1 fitokanabinoida, analoge endo- i1 fitokanabinoida, derivate
endokanabinoida ili potpuno nove kemijske spojeve koji pokazuju visoki afinitet za

kanabinoidne receptore.*

2.9.1. Tetrahidrokanabinol i kanabidiol u tretmanu nuspojava kemoterapije

Otprilike 70 do 80% pacijenata koji su podvrgnuti kemoterapiji dozivjeli su mucnine i
povracanje izazvano kemoterapijom (engl. chemotherapy-induced nausea and vomiting,
CINV). Refleks povracanja rezultat je koordinacije dviju regija u produZenoj mozdini, CTZ

(engl. chemoreceptor trigger zone) i centra za povracanje, te aksona u tankom crijevu.
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Kemoterapeutici inhibiraju sintezu DNA 1 uzrokuju smrt stanice u bilo kojem stadiju stanicnog
ciklusa. Umiruée enterokromafine stanice, smjeStene u epitelu tankog crijeva, oslobadaju
serotonin koji se veze na 5-HT3 receptore aferentnih ziv€anih stanica §to uzrokuje prijenos
signala do CTZ-a. Signal se obraduje u centru za povracanje, a zatim se odasilje eferentni signal
prema abdominalnim misi¢ima, Zzelucu 1 dijafragmi, §to =zajedno s oslobadanjem
neurotransmitera poput dopamina rezultira mucninom i povraéanjem. CINV se moze
klasificirati u pet grupa ovisno o vremenskom periodu u kojem nastupa: akutni CINV nastupa
unutar 24 sata od tretmana, odgodeni CINV nastupa nakon 24 sata, preuranjeni CINV nastupa
prije ponovnog tretmana kao posljedica prethodnog negativnog iskustva, prodorni CINV
nastupa unato¢ administraciji antiemetika, a ustrajani CINV javlja se sa novim tretmanom
nakon §to su se antiemetici u prethodnom tretmanu pokazali neefikasnima. lako antiemetici
mogu pomoc¢i u vecini navedenih slucajeva, pojavnost CINV-a i dalje je vrlo visoka, a u slucaju
preuranjenog CINV-a antiemetici ne djeluju.’ Iz tog razloga provdena su brojna istrazivanja o
utjecaju kanabinoida na posljedice kemoterapije. Dobar model za ovakva istrazivanja je azijska
rovka (Suncus murinus), zivotinja koja za razliku od miSeva i1 Stakora ima sposobnost
povracanja. U istrazivanju Parker i sur. rovke su tretirane litijevim kloridom 1ili fizioloSkom
otopinom (proba) nakon ¢ega su smjeStane u kontekstualne komore gdje je snimana i biljezena
ucestalost povrac¢anja. Nakon procesa uvjetovanja reakcije, rovke su podvrgnute testu u kojem
su tretirane prvo sa THC, CBD ili OND (ondasteron, antagonist 5-HT3), a zatim fizioloSkom
otopinom i stavljene u komoru gdje je mjerena ucestalost povracanja. Rezultati su pokazali da
THC 1 CBD smanjuju pojavu i ucestalost povracanja, dok OND, koji se prethodno pokazao
uspjesnim antiemetikom kod toksinima uzrokovanog povracanja, nije pokazao efekta kod
uvjetovanog povracanja, $to je potvrdilo ranija istrazivanja da 5-HT3 antagonisti nisu efikasni
antiemetici kod uvjetovanog CINV-a.*!

Cesta nuspojava kemoterapije je kemoterapijom izazvana periferna neuropatija (engl.
chemotherapy-induced peripheral neuropathy, CIPN). Kemoterapeutski agensi induciraju
disfunkciju mitohondrija i interferiraju sintezu DNA §to uzrokuje oksidativni stres 1 upale te
neuropatiju.’ U svom istrazivanju King i sur. rasporedili su miSeve u grupe te ih tretirali
razli¢itim kemoterapeutskim agensima (paclitaxelom, oxaliplatinom 1 vincristinom), a 15
minuta prije tretmana misSevi su primili dozu CBD-a, THC-a ili kombinacije THC/CBD.

Rezultati su pokazali znacajno smanjenje mehanicke osjetljivosti kod miSeva tretiranih THC-
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om ili CBD-om, dok je taj u€inak kod miSeva tretiranih kombinacijom kanabinoida bio
sinergisticki.*?

Veliki gubitak mase i apetita jos je jedna posljedica kemoterapije. Nekoliko istrazivanja
pokazalo je da oralna konzumacija THC-a kod osoba s anoreksijom uzrokovanom posljedicama
karcinoma izaziva stimulaciju apetita i porast tjelesne mase.* Kanabinoidi stimuliraju aktivnost
AMPK (AMP ovisnih protein-kinaza) u hipotalamusu, enzima koji regulira sintezu i oksidaciju
masnih kiselina. Aktivirane AMPK fosforiliraju acetil-CoA karboksilaze (ACC) §to uzrokuje
inhibiciju sinteze masnih kiselina i1 stimulira njihovu oksidaciju. Pojaana oksidacija masnih

kiselina uzrokuje smanjenje lipidnih zaliha, §to rezultira stimulacijom apetita.**

2.9.2. Antitumorska djelovanja tetrahidrokanabinola i kanabidiola

Munson 7 sur. 1975. godine ispitali su djelovanje A-9-THC, A-8-THC, CBD 1 kanabinola
(CBN) na tri razli¢ita tumorska sustava u miSevima (in vivo 1 in vifro u stanicama tumora 1
koStane srzi): Lewisovom karcinomu pluca, leukemiji 1210 1 FLV-u (B-tropic Friend Leukemia
Virus). Svi navedeni kanabinoidi, osim CBD-a, inhibirali su rast tumora.* Ovakva i sli¢na
istrazivanja, koja su dokazala antineoplasti¢na svojstva kanabidiola, potaknula su brojna daljnja
ispitivanja potencijalnih antitumorskih aktivnosti i mehanizama kod navedenih spojeva.

CBD pokazuje antitumorska svojstva kod glioblastoma, leukemije, raka pluca, dojke,
maternice, prostate i kod melanoma. Svojstva koja CBD pokazuje su inhibicija stani¢nog rasta
1 stani¢ne migracije, indukcija apoptoze u tumorskim stanicama te spreCavanje njihovih invazija
susjednih tkiva i nastanka metastaza. Takoder usporava samoobnavljanje GSC stanica (glioma
stem cells) 1 angiogenezu kod glioblastoma. Inhibicija angiogeneza odvija se kroz vise
mehanizama kao §to su citostaza endotelnih stanica, inhibicija migracija endotelnih stanica i
inhibicija proangiogenih faktora. Djelovanje CBD-a najbolje je proucavano na primjeru
glioblastoma.*” Istrazivanje koje su proveli Massi i sur. pokazalo je da iako CBD pokazuje jako
slabi afinitet za CB1 1 CB2 receptore, sposoban je izazvati apoptozu i aktivirajucu kaskadu
kaspaza na sli¢an nacin kao 1 ostali kanabinoidi. Nakon tretiranja stanica glioma CBD-om,
pojacano je otpusStanje citokroma c, Sto je prethodilo maksimalnoj aktivaciji kaspaza-9.
Takoder, povecala se 1 aktivnost kaspaza-8, a zajednicka aktivnost kaspaza-8 1 kaspaza-9
dovodi do aktivacije kaspaza-3. Buduc¢i da je kaspaza-8 glavna inicijatorska kaspaza aktivirana
putem receptora smrti (Fas, TNF), djelovanje CBD-a sugerira preklapanje intrizi€nog i

ekstrinzicnog apoptotickog puta, odnosno apoptoze uzrokovane mitohondrijskim putem i
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putem receptora smrti. CBD takoder inducira znacajnu produkciju ROS-ova (Reactive oxygen
species) 1 potrosnju glutationa (GSH) u vremenskom periodu prije aktivacije kaspaza Sto
sugerira da apoptozu inducira oksidativni stres.*®

Poput CBD-a, THC takoder pokazuje antitumorska svojstva kod glioblastoma, raka
dojke, raka usne Supljine, raka pluc¢a, limfoma i leukemije. THC inhibira proliferaciju, a potice
apoptozu tumorskih stanica, inhibira angiogenezu, inducira autofagiju te inhibira stani¢ne
migracije 1 nastanak metastaza. Antitumorska svojstva THC-a direktna su posljedica njegove
sposobnosti da se veze na CB1 1 CB2 receptore Cija ekspresija je pojacana u brojnim tumorskim
stanicama.*’ Aktivacija ovih receptora uzrokuje sintezu i akumulaciju ceramida, $to inducira
autofagiju 1 apoptozu. Sinteza ceramida uzrokuje stres endoplazmatskog retikuluma, S$to
rezultira UPR-om (engl. unfolded protein response) 1 pojaCanom fosforilacijom elF2a, o
podjedinice proteinskog kompleksa faktora inicijacije translacije elF2 koji regulira sintezu
proteina. Fosforilacija elF2o rezultira utiSavanjem translacije proteina generalno, ali 1
aktivacijom p8 proteina i njegovih meta (ATF4, CHOP 1 TRB3). Aktivirani TRB3 interagira s
Akt (protein-kinaza B) 1 inhibira njenu fosforilaciju i aktivaciju, §to rezultira inhibicijom
mTORC1 1 aktivacijom autofagije. Indukcija autofagije dio je mehanizma aktivacije
mitohondrijskog proapoptotskog slijeda uzrokovanog djelovanjem kanabinoida $to u konac¢nici

uzrokuje smrt tumorskih stanica.*’
2.10. Kanabinoidi u tretmanu raka debelog crijeva

Bududéi da je rak debelog crijeva jedno od najées¢ih tumorskih oboljenja u svijetu!, brojna
istrazivanja s ciljem otkri¢a novih potencijalnih lijekova provode se upravo na CRC stanicama,
pa tako i ispitivanja mnogobrojnih indicija da kanabinoidi posjeduju antitumorska svojstva. U
ovom odlomku opisano je nekoliko primjera antitumorskih djelovanja kanabinoida
(fitokanabinoida, sinteti¢kog kanabinoida i endokanabinoida) na CRC modelima. Honarmand
i sur. ispitali su utjecaj kanabidiola (CBD) na angiogenezu 1 stani¢nu smrt kod miSeva s
injiciranim CT26 tumorskim stanicnim linijama. Angiogeneza je proces koji zahtjeva brojne
faktore kao Sto su vaskularni endotelni faktori rasta (VEGF), fibroblastni faktori rasta (FGF),
angiopoietini i interleukini (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8). Osim navedenih faktora, istraZivanje je
obuhvatilo i mjerenje parametara oksidativnog stresa jer oksidativni stres 1 manjak enzima s
antioksidativnim djelovanjem poticu kancerogenezu. Rezultati istrazivanja pokazali su da CBD

stumulira apoptozu i reducira veli¢inu tumora, utiSava ekspresiju VEGF, a time 1 angiogenezu
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te smanjuje razinu interleukina IL-6 i IL-8 koji igraju vaznu ulogu u poticanju upalnih procesa,
proliferaciji i1 rastu tumora. Takoder, kod miSeva tretiranih CBD-om uocena je povecana
aktivnost antioksidansnih enzima, a smanjena je koncentracija MDA (malondialdehid),
reaktivnog lipida koji predstavlja marker oksidativnog stresa.*®

Santoro i sur. predstavili su istrazivanje rimonabanta, sintetickog kanabinoida koji
djeluje kao CB1 antagonist i njegovog djelovanja na proliferaciju triju CRC stani¢nih linija
(DLD-1, Caco-2 i SW620). Ustanovljeno je da rimonabant uzrokuje smrt CRC stanica
neapoptotickim putem, odnosno da inducira mitoticku katastrofu i inhibira kancerogenezu in
vivo. Mitoticka katastrofa rezultat je zastoja u G2/M tranziciji zbog inhibicije Chkl
(checkpoint-kinaza 1). Ovaj dogadaj obiljeZzava ulazak stanica u mitozu unato¢ oSte¢enjima
DNA te porast broja poliploidnih stanica kao posljedice oSte¢enja diobenog vretena, Sto je
uoceno analizom mitotickog indeksa, kromosomskih aberacija 1 poliploidije. Takoder, istraZzena
su 1 kemopreventivna svojstva rimonabanta na preneoplasticne lezije indukcijom ACF-a
pomocu azoksimetan. Ustanovljeno je da je primjenom rimonabanta broj ACF kripti smanjen
$to sugerira njegovu sposobnost zastite od kemijski inducirane kancerogeneze.*’

Svojstvo izazivanja neapoptotske staniCne smrti istrazili su Patsos i sur. na primjeru
CRC stani¢nih linija tretiranih anandamidom (N-arahidonoiletanolamid, AEA), prvog
otkrivenog endokanabinoida. Anandamid se metabolizira putem ciklooksigenaze-2 (COX-2).
Buduéi da je COX-2 prekomjerno eksprimiran u 85% CRC tumorskih stanica, ispitana je
pretpostavka da upravo te stanice mogu biti meta antitumorskog djelovanja anadamida.
Svojstvo anadamida da izaziva stani¢nu smrt neapoptotickim putem vrlo je bitno za tretiranje
uznapredovalog karcinoma koji je izgradio rezistenciju na kemoterapijom induciranu apoptozu.
Nadalje, anandamid iskazuje svoja antitumorska svojstva unato¢ prisustvu CB1/CB2
antagonista Sto znaci da djeluje neovisno o CB receptorima te njegova eventualna klinicka
aplikacija neée ovisiti o njihovoj ekspresiji. Jo$ jedna zanimljiva ¢injenica je da neapoptotska
stani¢na smrt koju uzrokuje anandamid nije posredovana ROS-ovima. To je vazno iz razloga
Sto u tom sluCaju L-GSH ne moZe zastititi stanice od oksidacije, a budu¢i da je L-GSH
eksprimiran u jetri, anandamid 1 dalje moze biti potencijalni lijek u tretiranju raka debelog
crijeva koji je metastazirao na jetru.’® Navedeni primjeri opisuju samo mali dio bogatog spektra
svojstava kanabinoida i1 potencijalnih mehanizama njihovog djelovanja te opravdavaju rastuci

interes za njihova istrazivanja.
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2.11. Interakcije irinotekana i A-9-tetrahidrokanabinola u tretmanu raka
debelog crijeva

Kao sto je vec¢ ranije opisano, kanabinoidi su vrlo uspjesni u tretmanu nuspojava kemoterapije,
kao $to su mucnine, povraéanje i neuropatija. Nizozemska, zemlja s velikim brojem ,,coffee
shopova® u kojima se mogu kupiti i konzumirati laki opijati poput kanabisa, suocila se s
problemom pacijenata koji sve ¢eS¢e posje¢uju navedena mjesta, zbog cega su 2003. godine
uveli legalni medicinski kanabis, koji je za razliku od ilegalnih preparata standardiziran i bez
mikrobioloskih 1 kemijskih oneciS¢enja. Kako bi se ustanovilo utjece li medicinski kanabis na
farmakokinetiku kemoterapeutskih agensa, provedeno je istraZivanje na pacijentima koji
primaju terapiju irinotekana i docetaxela, dvaju citostatika koji su supstrati CYP3A, enzima
podloznih djelovanju kanabinoida. Istrazivanje je pokazalo da ispitivani medicinski kanabis
(konzumiran u obliku herbalnog Caja) ne utjeCe na izloZzenost navedenim citostaticima niti na
njihovo izlu€ivanje iz organizma, a takoder ne pojacava njihovu hematoloSku toksi¢nost. Ipak,
ovo istrazivanje nije univerzalno — dobiveni rezultati ne vrijede za druge preparate kanabisa niti
za drugi na¢in administracije kanabisa. Za razliku od oralne primjene, kao u ovom slucaju, gdje
samo 10-20% THC-a ulazi nepromijenjeno u cirkulaciju, inhalacijom se apsorbira i do 50%
THC-a.* Nadalje, zbog slabe ucestalosti propisivanja medicinskog kanabisa od strane lije¢nika,
cijene preparata i manjeg sadrzaja THC-a §to se povezuje sa slabijom efikasnos¢u, nezanemariv
broj pacijenata i dalje poseze za ilegalnim preparatima kod kojih je sadrzaj THC-a i do nekoliko
puta veci od onoga u medicinskim preparatima. Novija istrazivanja ipak sugeriraju da vece doze
THC-a mogu 1 negativno medudjelovati sa irinotekanom.

Na muskim Wistar Stakorima provedena je preliminarna studija u kojoj je promatran
utjecaj zajedniCke primjene THC-a i irinotekana na funkcije jetre i evaluirana je njihova
potencijalna genotoksi¢nost. Gubitak tjelesne mase i mase jetre Stakora potvrdio je sinergisticko
pojacanje toksiCnosti irinotekana kada se primjenjuje zajedno s THC-om. Kombinacija
irinotekana s THC-om pokazala je poviSenje markera oksidativnog stresa (povecana aktivnost
SOD i katalaze) u usporedbi s tretmanom bez THC-a. Takoder, analiza pomoc¢u alkalnog komet
testa pokazala je kako kontinuirano izlaganje THC-u uzrokuje manja oSteCenja DNA u
hepatocitima.® Sljedece istrazivanje na Wistar $takorima ispitivalo je utjecaj velike doze THC-
a (usporedivo s udjelom THC-a u ilegalnim preparatima) na moZdane 1 krvne stanice. Alkalni
komet test pokazao je detektabilna oSte¢enja DNA u bijelim krvnim stanicama (leukocitima) i

mozdanim stanicama, s time da su se vece razine oSte¢enja u ovim stanicama javile puno ranije
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nego u stanicama hepatocita ispitanim u ranijem istrazivanju. Oste¢enja DNA u mozdanim
stanicama popracena su i znac¢ajno poviSenom razinom produkata lipidne peroksidacije koji
ukazuju na oksidativni stres u stanicama, te povisenom aktivno$éu katalaze.® Rezultati
istrazivanja Prester i sur. provedenih takoder na Wistar Stakorima ukazali su na umjereni
stupanj leukopenije (smanjen broj leukocita), ali i na ozbiljnu neutropeniju (smanjen broj
neutrofila) kod Stakora tretiranih THC-om i irinotekanom. Nizi broj leukocita 1 apsolutni broj
neutrofila u kombiniranoj grupi u odnosu na grupu tretiranu samo irinotekanom uocenti su tre¢i
dan terapije, Sto upucuje na interakcije izmedu irinotekana i THC-a. Na interakcije takoder
upucuje povecano izlu€ivanje metabolita THC-a (THC-COOH) u mokra¢i u kombiniranoj
grupi u odnosu na grupu tretiranu samo THC-om.”

Nekoliko je potencijalno opasnih interakcija irinotekana i1 THC-a u organizmu.
Irinotekan 1 THC u fazi I metabolickih reakcija oksidiraju se pomocu citokroma P450. Nije
poznato kompetiraju li za isti enzim, no dva slucaja su izgledna: ako THC 1 irinotekan
kompetiraju za isti enzim, umjesto da se irinotekan oksidira u svoje inaktivne metabolite APC
1 NPC, zbog kompeticije s THC-om prevladavat ¢e njegova konverzija u toksi¢ni SN-38, a
ukoliko THC aktivira odgovaraju¢i CYP, prevladat ¢e konverzija irinotekana u njegove
inaktivne metabolite Sto bi, na kraju, umanjilo uc¢inak terapije. U fazi II metabolic¢kih reakcija,
THC 1 irinotekan glukuronidiraju isti enzimi UGT. UGTI1A1 glukuronidira SN-38 i THC-
COOH, a UGT1A9 uz SN-38 glukuronidira i 1 1-OH-THC. Ukoliko se metaboliti THC-a 1 SN-
38 natjeCu za isti enzim, rezultat je slabija glukuronidacija SN-38 i produljenje njegove
toksicnosti. Irinotekan, THC 1 njihovi metaboliti iz tijela se izluCuju, izmedu ostalog, putem
7zuCi, a u tom procesu veliku ulogu igraju ABC transporteri. Alternacije u radu jetrenih
transportera mogu uzrokovati slabiju eliminaciju ksenobiotika putem Zuci i rezultirati toksicno
po jetru. Ukoliko velika koli¢ina THC-a kompetira s irinotekanom za transporter, eliminacija
irinotekana 1 njegovih metabolita bit ¢e puno manja §to moZe produljiti prisustvo toksicnog SN-
38 u organizmu 1 rezultirati dugoro¢nim oSte¢enjima epitelnih stanica crijeva i jetre. Nadalje,
enzimi odgovorni za aktivaciju irinotekana u SN-38 su karboksilesteraze, ali 1
butirilkolinesteraza (BChE). Na modelu Stakora pokazano je da visoke doze ekstrakta
Cannabisa bogatog THC-om inhibiraju BChE. Ukoliko visoke doze THC-a imaju isi efekt na
ljudsku BChE, istovremena primjena irinotekana i THC-a rezultirala bi smanjenom razinom

SN-38, a time i slabijim antitumorskim djelovanjem.>°
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Zbog navedenih i brojnih drugih potencijalnih interakcija THC-a i citostatika, uzimajuciu obzir
da su koli¢ine THC-a u ilegalnim preparatima zbilja i dovoljne da kompetiraju s lijekovima u
organizmu, vazno je provesti daljnja istrazivanja kako bi se rasvijetlile moguce posljedice

konzumacije nepropisanih i nestandardiziranih kanabinoidnih dodataka.
2.12. UDP-glukuroniltransferaze

Uridin-5’-difosfoglukuronoziltransferaza (UDP-glukuroniltransferaza, UGT; EC 2.4.1.17)) je
mikrosomalni enzim koji sudjeluje u reakcijama faze Il biotransformacije lijekova 1 igra vaznu
ulogu u detoksikaciji organizma od ksenobiotika. Reakcije faze I su nesintetske 1 odnose se na
cijepanje molekula (oksidacija, redukcija, hidroliza) 1 stvaranje nove molekule ili modifikacije
postojece funkcionalne skupine. Reakcije faze II su sintetske 1 odnose se na spajanje molekule
lijeka s endogenom tvari, pri cemu nastaju polarniji metaboliti koji se brze izlu¢uju urinom i
7uéi nego metaboliti nastali u reakcijama faze 1.°! Enzimi UGT kataliziraju reakcije konjugacije
glikozilne skupine nukletidnog Secera 1 egzogenog spoja. Konjugacija se odvija na
nukleofilnom centru poput kisika (hidroksilna skupina, karboksilna skupina npr.), duSika
(primjerice amini), sumpora (tioli) ili na ugljiku.’? Reakcije glukuronidacije koje kataliziraju
enzimi UGT su bisupstratne reakcije koje se odvijaju SN2 mehanizmom izmedu supstrata UGT
1 donora glukuronske kiseline (UDP-a-glukuronska kiselina), a oslobadaju se UDP i B-D-
glukuronid (prikazano na slici 8). Enzimi UGT mogu glukuronidirati Sirok spektar akceptorskih
supstrata, od velikih 1 stericki zahtjevnijih molekula poput bilirubina, steroida, Zu¢nih kiselina
1 retinoida do malih molekula poput fenola. Veliki broj raznovrsnih supstrata omogucava
postojanje razli¢itih izoformi enzima UGT, medu kojima su i enzimi UGTI1A, zasluzni za

glukuronidaciju metabolita irinotekana i THC-a.>3
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Slika 8. Reakcijski mehanizam glukuronidacije fenola katalizirane humanim enzimom
UGT1AG6. Predlozena su 2 reakcijska mehanizma: 1) Asp150 interagira sa susjednim His38 1
povecava njegovu bazicnost kako bi mogao deprotonirati hidroksilnu skupinu akceptorskog

supstrta (uloga kataliticke baze) Ciji kisik zatim nukleofilno napada C1 atom donorskog
supstrata (UDP-a-glukuronska kiselina, UDP-aD-GIcA); 2) Asp150 ima ulogu kataliticke
baze, a His38 interagira s akceptorskim supstratom. His361, His370 1 Glu378 stabiliziraju

izlaznu skupinu. (preuzeto i prilagodeno iz reference 53).
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§ 3.

3.1.

EKSPERIMENTALNI DIO

Materijali

3.1.1. Kemikalije

RIPA pufer (0,1% natrijev deoksikolat, 150 mmol L™! natrjev klorid (NaCl), 1% nonil
fenoksipolietoksietanol (NP-40), 0,1% natrijev dodecil-sulfat (SDS), 25 mmol L!
tris(hidroksimetil)aminometan hidroklirid (Tris-HCI), pH 7,6, Milli-Q voda (MQ H>O)
inhibitor proteaza (cOmplete™ ULTRA Tablets, Mini, EASYpack Protease Inhibitor
Cocktail)

30% akrilamid

10% SDS

1,5 mol L! Tris pufer (pH 8,8); 1,0 mol L™! Tris pufer (pH 6,8)

amonijev persulfat (APS)

N,N,N' N- tetrametiletilendiamin (TEMED)

6x Loading Buffer SDS (pufer za nanosenje u sastavu: 375 mmol L' Tris-HC1 (1,0
mmol L', pH 6,8), 9% SDS, 50% glicerol, 0,03% bromfenol plavo, 9% B-
merkaptoetanol)

PageRuler™., Prestained Protein Ladder, 10 — 180 kDa

Transfer pufer (sastav za 1L: 5.82¢g Tris-baza, 2.93¢g glicin, 200 ml metanol, 10% SDS)
amidoschwarz (0,1% amido black 10B (natrijev 4-amino-5-hidroksi-3-((E)-(4-
nitrofenil)diazenl)-6-((E)-fenildiazenil)naftalen-2,7-disulfonat), 40% metanol (MeOH),
10% octena kiselina, MQ H20)

amidoschwarz destain (20% MetOH, 7,5% octena kiselina, MQ H>0), mlijeko u prahu,
albumin govedeg seruma (BSA)

1x TBS (20 mmol L' Tris, 150 mmol L' NaCl, pH 7,6 pode$en dodatkom HCI); 1x
TBS-T (dodan Tween-20 do 0,1% u 1x TBS)

Bradfordov reagens (Coomassie G-250)
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3.1.2. Komercijalni kompleti

e Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific™) koriSten je za odredivanje
ukupne koncentracije proteina u uzorcima misje jetre prije analize Western blot-om

o  UGT Activity Assay / Ligand Screening Kit (Fluorimetric) (BioVision) koristen je za
mjerenje aktivnosti enzima UGT u uzorcima misje jetre

o Clarity™ Western ECL Substrates (Bio-Rad) koriSten je za kemiluminiscentnu

detekciju proteina na membrani

3.1.3. Protutijela

o Anti-UGTIAI antibody (ab194697) — zecje poliklonalno anti-UGT1Al (primarno)
protutijelo

e Recombinant Anti-GAPDH antibody [EPR16891] — Loading Control (ab181602) —
ze¢je monoklonalno anti-GAPDH (primarno) protutijelo

e Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (ab6721) — kozje anti-zecje protutijelo s

konjugiranom HRP (peroksidaza iz hrena)

3.1.4. Uredaji i dodatna oprema

o Sorvall LYNX 4000 Superspeed centrifuga

e Thermo Scientific Pico2l mikrocentrifuga

e BeadBug Microtube Homogenizator (Benchmark Scientific)

e Trans-Blot Turbo Transfer System

e (-Digit Blot Scanner (LI-COR Biosciences)

e Spektrofotometar UV-1600PC, VWR

e  Spektrofluorimetar Infinite 200 PRO (Tecan)

e Sprektrofotometar za mikrotitarske plocice Multiskan EX (Thermo Labsystems)

e Benchmark Scientific D1031-10 Prefilled 2.0 mL Tubes, Acid Washed Silica (Glass)
Beads, 1.0 mm; 50/pk

e Teflonski ,,Douncer* homogenizator

e Heidolph RZR I mijeSalica

e Mikrotitarske plocice za 96 uzoraka, prozirne i crne

e Sustav za gel-elektroforezu
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3.2. Eksperimenti na Zivotinjama

Istrazivanje provedeno u radu vezano je na projekt ,,Istrazivanje medudjelovanja irinotekana i
tetrahidrokanabinola na laboratorijskim glodavcima integriranjem biokemijskih, molekularno-
bioloskih, patohistoloskih i analitickih metoda; voditeljica prof. dr. sc. Ana Luci¢ Vrdoljak,
Institut za medicinska istrazivanja i medicinu rada (IMROH), Zagreb. Eksperimenti su
provedeni na muzjacima miSeva soja BALBc, starosti 10 tjedana, tjelesne mase 30 g + 10 %,
uzgojenih u Pogonu laboratorijskih Zivotinja Instituta Ruder BoSkovi¢, Zagreb, Hrvatska.
Misevima je induciran rast singeni¢nog tumora debelog crijeva subkutanom aplikacijom
stani¢ne linije CT26 WT. Tijekom eksperimenta Zivotinje su boravile u makrolonskim kavezima
pod kontroliranim uvjetima (periodi¢na izmjena svjetla svakih 12 sati, temperatura 24 °C) sa
slobodnim pristupom hrani 1 vodi. Eksperimenti su provedeni u Jedinici za laboratorijske
zivotinje, IMROH, Zagreb u skladu s odobrenjem Etickog povjerenstva IMROH 1 Etickog
povjerenstva za zaStitu Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe, Uprava za veterinarstvo 1
sigurnost hrane, Ministarstvo poljoprivrede.
U pokusu je koristen A-9-tetrahidrokanabinol (Dronabinol; CAS 1972-08-3) proizvodaca THC
Pharm GmbH (Frankfurt, Njemacka) i irinotekan (CAS 100286-90-6) proizvodaca LC
Laboratories (Woburn, SAD). Deset dana nakon inokulacije Zivotinje su nasumic¢no podijeljene
u skupine po deset miSeva koje su tretirane na sljede¢i nacin:
a) Skupina 1 (kontrola): jedinke s tumorom koje nisu bile izloZene nikakvim tretmanima
b) Skupina 2 (IRI): miSevi s tumorom koji su prvi i peti dan intraperitonealno (i.p.) primili
irinotekan u dozi 60 mg kg™ tjelesne teZine (tj. t.). Navedena doza odabrana je prema
literaturi, a odgovara ~1/3 LDso (lethal dose) dozi za miseve.>*
¢) Skupina 3 (THC): miSevi s tumorom koji su tijekom pokusa svakodnevno dobivali THC
otopljen u sezamovom ulju (Bio Primo, Ulm, Njemacka) putem intragastrine sonde u
dozi 7 mg kg! tj. t. Navedena doza odgovara koli¢ini u preparatima s visokim udjelom
THC-a.
d) Skupina 4 (IRI + THC): miSevi s tumorom koji su prvi i peti dan i.p. primili irinotekan
u dozi 60 mg kg ! tj. t., a uz to su svakodnevno tijekom 7 dana dobivali i THC putem

intragastri¢ne sonde u dozi 70 mg kg tj. t.

Tijekom pokusa Zivotinjama je redovito pracena tjelesna teZina, ponasanje i op¢i zdravstveni

status te se mjerio promjer ksenografta tumora (maksimalni dopusteni volumen tumora je
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1000 mm?). Zivotinje su Zrtvovane u vremenskim intervalima od 4 i 24 sata te nakon 7 dana.
Neposredno prije Zrtvovanja zivotinje su anestezirane (Narketan, 80 mg/kg tjelesne mase +
Xylapan, 12 mg/kg tjelesne mase, i.p.). U svrhu provodenja daljnjih analiza provedena je
razudba pokusnih zivotinja s uzorkovanjem ciljanih tkiva/organa. Uzorci tkiva jetre namijenjeni
za ciljane analize ovog rada isprani su u hladnom PBS puferu, nakratko su uronjeni u tekuéi

dusik kako bi se zaustavila aktivnost proteaza te su pohranjeni na -80 °C.
3.3. Mjerenje ekspresije enzima UGT1A1 Western blot analizom

Tkiva jetre homogenizirana su na dva nacina. Dio uzoraka homogeniziran je smrzavanjem u
tekucem duSiku 1 mehanickim drobljenjem, dok je ostatak homogeniziran pomoc¢u BeadBug
homogenizatora. U potonjem slucaju, komadiéi jetre (100—200 mg) prebaceni su u tubice
napunjene zrncima od silike te je dodan ~1 mL RIPA pufera. Sadrzaj je kratko vorteksiran
nakon Cega je tekuc¢ina odbacena kako bi se iz uzora uklonilo $to viSe krvi. Zatim je u tubicu sa
zrncima i uzorkom dodano 1,4 mL RIPA pufera u kojem je prethodno otopljena tabletica koja
sadrzi inhibitore proteaza (cOmplete™ ULTRA Tablets) te su tkiva homogenizirana dva puta
po tri minute koriStenjem BeadBug homogenizatora. Dobiveni lizati nakon toga centrifugirani
su 15 minuta na 20000 g pomocu Sorvall LYNX 4000 Superspeed centrifuge ohladene na 4 °C
kako bi se istalozili zaostali komadi tkiva u lizatu.

Koncentracija ukupnih proteina u dobivenim lizatima odredena je pomocu Pierce™
BCA Protein Assay komercijalnog kompleta. BCA test bazira se na redukciju Cu®* iona u Cu*
ione djelovanjem proteina u bazi¢nom mediju te na biuretskoj reakciji u kojoj bicinhonska
kiselina (BCA) tvori tamnoljubiaste komplekse s nastalim Cu” ionima. Nastali kompleksi
apsorbiraju pri 562 nm.>® Uzorci su razrijedeni s RIPA puferom u omjeru 1:25, a zatim je 10 pL
svakog uzorka otpipetirano u jaZice prozirne mikrotitarske ploCice te im je dodano po 200 puL.
radne otopine (reagens A i reagens B pomijeSani u omjeru 50:1). Takoder, osim uzoraka, u
zasebne jaZice otpipetirano je po 10 uL BSA standarda (konentracija 0,125 mg mL™, 0,5 mg
mL™!, 0,75 mg mL™!, ] mgmL"i1,5 mgmL™") te slijepa proba, odnosno 10 uL RIPA pufera,
kojima je takoder dodano po 200 pL radne otopine kako bi se pomoc¢u izmjerenih vrijednosti
mogao konstruirati bazdarni pravac. Plo¢ice s uzorcima i standardima su zatim prekrivene
folijom 1 inkubirane 30 minuta na 37 °C nakon ¢ega im je pomocu spektrofotometra ocitana
apsorbancija pri 562 nm te izraCunata koncentracija ukupnih proteina pomocu Beer —

Lambertovog zakona.
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Koncentracija proteina u uzorcima podesena je na 2,5 mg mL™!. 10 pL uzorka pomijesano je s
5 pL pufera za nanoSenje, 5 minuta grijano na 100 °C te naneseno na 10% SDS-poliakrilamidni
gel (SDS-PAGE) zajedno s PageRuler™ (Prestained Protein Ladder) markerom veli¢ina. SDS
PAGE gel sastoji se od dva dijela, 5% gela za sabijanje (za 5 mL otopine: 3,4 mL MQ H»O,
830 uL 30% akrilamid, 630 puL 1,0M Tris (pH 6,8), 50 uL 10% SDS, 50 uL APS, 5 uL TEMED)
1 10% gela za razdvajanje (za 15 mL otopine: 5,9 mL MQ H2O, 5 ml 30% akrilamid, 3,8 mL
1,5M Tris (pH 8,8, 150 puL 10% SDS, 150 uL APS, 6 uL. TEMED). Proteini su na gelu
razdvojeni elektroforezom pri 140V u trajanju lh. Do razdvajanja proteina dolazi u gelu za
razdvajanje nakon Sto se prethodno ukoncentriraju u gelu za sabijanje. Proteini vezu molekule
SDS-a zbog Cega svi imaju konstantan omjer naboja 1 mase te slian izduzeni oblik. Zbog
negativnog naboja krecu se prema anodi pri ¢emu se poliakrilamidni gel ponaSa kao molekulsko
sito, odnosno usporava kretanje ve¢ih molekula, dok manje brze i lakSe prolaze kroz gel te se
na taj nacin proteini razdvajaju na temelju razli¢itih molekulskih masa. Razdvojeni proteini s
gela se prenose na poliviniliden-fluorid (PVDF) membranu pomoc¢u Bio-Rad TransBlot sustava
za polusuhi transfer. Prije transfera membrana se aktivira u 100% metanolu. Zatim se celulozni
listi¢i (slozeni u grupe od po 7 listica) namoce u puferu za transfer, ocijede i slaze se tzv.
Htransfer-sendvic® u kojem se celulozni listi¢i nalaze na dnu, zatim se na njih slaze aktivirana
membrana, pa SDS-PAGE gel i na vrhu ponovno celulozni listi¢i, nakon ¢ega se sve unosi u
TransBlot sustav (program prijenosa u trajanju 7 minuta) Sto na kraju rezultira prijenosom
proteina s gela na membranu. Nakon prijenosa, membrana je nekoliko minuta inkubirana u
amidoschwarz boji, a zatim odbojana amidoschwarz destain otopinom. Nakon ispiranja 5
minuta u 10x TBS-T puferu membrana je blokirana u otopini za blokiranje (5% otopina
nemasnog mlijeka u prahu ili 5% otopina BSA u 10x TBS-T) preko no¢i na 4 °C, a onda je
prerezana skalpelom tako da se vezani UGT proteini (~60 kDa) i GAPDH (~37 kDa) nalaze na
zasebnim membranama. Membrane su potom isprane tri puta po 10 minuta u TBS-T puferu te
inkubirane s anti-UGT1A1 primarnim protutijelom razrijedenim 5000x u otopini za blokiranje,
odnosno anti-GAPDH (gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza) razrijedenim 3000x u otopini za
blokiranje, sat vremena na sobnoj temperaturi. KoriSteno anti-UGT1A1 primarno protutijelo je
poliklonalno ze¢je protutijelo, dok je anti-GAPDH monoklonalno zec¢je protutijelo, a veZu se
na proteine od interesa (antigene), dok ostatak membrane blokira kazein iz mlijeka ili BSA
kako ne bi doSlo do nespecificnog vezanja. Nakon inkubacije membrane su isprane tri puta po

10 minuta u 10x TBS-T, a zatim inkubirane sat vremena na sobnoj temperaturi sa sekundarnim
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protutijelom (kozje anti-zecje protutijelo) vezanim uz peroksidazu iz hrena (engl. horseradish
preoxidase, HRP) razrijedenim 5000x u otopini za blokiranje. Nakon zavr$nog ispiranja tri puta
po 10 minuta u 10x TBS-T puferu uslijedila je detekcija kemiluminiscentnog signala. Na
membrane je nanesena otopina supstrata za HRP, dobivena mijeSanjem otopina peroksida i
luminola u volumnom omjeru 1:1 (Clarity™ Western ECL Substrates) te su skenirane pomoc¢u
Li-Cor skenera i pripadaju¢eg ImageStudio softvera. Intenziteti specificnih signala te

pozadinski signal odredeni su pomocu ImageStudioLite programskog alata.

3.4. Mjerenje aktivnosti farmakoloSki relevantnih izoenzima UGT
koriStenjem UGT Assay komercijalnog kompleta

Aktivnost izoenzima UGT u tkivima mi§je jetre izmjerena je koriStenjem UGT Activity Assay
komercijalnog kompleta prema uputama proizvodaca. Komplet se sastoji od UGT kofaktora
UDPGA (uridin difosfat glukuronska kiselina), fluorescentnog supstrata UGT, UGT pozitivne
kontrole, alameticina 1 inhibitora UGT (diklofenak) koje je potrebno razrijediti do odredenih
koncentracija u UGT Assay puferu. Analiza se bazira na vremenskom pra¢enju smanjenja
fluorescencije UGT supstrata s velikim Stokesovim pomakom (Ex/Em = 415/502 nm) uslijed
konverzije supstrata u nefluorescentni glukuronid katalizirane farmakoloski relevantnim
UGT1A 1 UGT2B enzimima (prikazano na slici 9). Specificna aktivnost enzima UGT racuna
se usporedbom smanjenja fluorescencije u reakciji koja se odvija potpomognuta UDPGA
kofaktorom i kontrolnoj reakciji bez UDPGA. Alameticin je peptidni antibiotik ¢ije molekule
medusobnom agregacijom tvore ionske kanale u stani¢noj membrani. Dodatak alameticina u
reakcijsku smjesu omogucéava difuziju UGT supstrata i UDPGA kroz lipidne membrane i

njihov dolazak do aktivnog mjesta UGT enzima u lumenu mikrosoma.>’
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UDPGA UbDP

- Nefluorescentni metabolit
UDP glukuronoziltransferaze = (SUpStI‘ﬂt-B-D-gluku ronid)

(UGTI1AIL, UGTIA3, UGT1A6, UGTIA9, UGT 2B7)

Slika 9. Reakcija glukuronidacije fluorescentnog supstrata UGT u nefluorescentni metabolit

katalizirana izoenzimima UGT (prilagodeno iz reference 57)

Komadi¢i jetre (~50 mg) homogenizirani su u 500 pLL UGT Assay pufera pomocu teflonskog
»,douncer* homogenizatora pricvr§¢enog na Heidolph RZR [ mijeSalicu. Lizati su inkubirani 5
minuta na ledu, a zatim 15 minuta centrifugirani na 15000 g pri 4 °C. Nakon centrifugiranja
dobiveni supernatant otpipetiran je u ohladenu Eppendorf tubicu od 1,5 mL. Koncentracija
ukupnih proteina u lizatima odredena je Bradfordovim testom. Bradfordov reagens sadrzi
Coomassie Brilliant Blue G-250 boju koja je u kiselim uvjetima u kationskom obliku koji je
crvene boje, a vezanjem na proteine nastaje nekovalentni kompleks 1 boja postaje plava s
maksimumom apsorpcije pri 595 nm. Uzorcima razrijedenima 100x u Bradfordovom reagensu
izmjerena je apsorbancija pri 595 nm, kao 1 standardnim otopinama BSA takoder razrijedenih
Bradfordovim reagensom (standardi su sadrzavali 0, 3, 6, 12 1 24 ug BSA) kako bi se mogao
konstruirati bazdarni pravac. Koncentracije ukupnih proteina izra¢unate su pomocu Beer —
Lambertovog zakona. Zatim su priredene sljedece otopine: Sample Premix (2X) otopina koja
sadrzi 0,05 mg mL™! proteina (lizat razrijeden u UGT Assay puferu), Positive Control Premix
(2X) koju ¢ini ishodna otopina UGT pozitivne kontrole razrijedena u UGT Assay puferu u
omjeru 1:50, 10x radna otopina UGT supstrata (250x ishodna otopina supstrata UGT
razrijedena u UGT A4ssay puferu u omjeru 1:25) te 5x otopina UDPGA (50x ishodna otopina
UDPGA razrijedena u UGT Assay puferu u omjeru 1:50). 2x Premix otopinama dodan je
alameticin (1 pL na 200 pL Premix-a) te su inkubirane 15 minuta na ledu. U jazicama crne
mikrotitarske plocCice priredeni su test i blank uzorci te pozitivna kontrola (sastav opisan u

tablici 2, shema plocice s uzorcima prikazana na slici 10).
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test-uzorci 1, 2, 3, 4
pozitivna )

kontrola . . . .. )
" 1O O OO
peE sl 1 I 1 192

blank-uzorci 5, 6, 7, 8

Slika 10. Shematski prikaz organizacije uzoraka u mikrotitarskoj plocici (slika izradena

pomoéu online programa ChemDrawDirect*®)

Ploc¢ica s otopinama inkubirana je 5 minuta na 37 °C. Reakcija je zapocCeta dodatkom UDPGA
u test-uzorke 1 pozitivnu kontrolu pomoc¢u multikanalne pipete kako bi se maksimalno skratio
lag period od dodatka kofaktora do pocetka snimanja. Uzorci su snimani pomoc¢u Infinite 200
PRO (Tecan) spektrofluorimetra. Postavke snimanja namjestene su pomocu programa Tecan i-
control 1.10.4.0., a bile su sljedece: odabir odgovaraju¢e mikrotitarske plocice, odabir podrucja
plocice (jazica) na kojima ¢e se snimanje vrsiti, valne duljine pobude i emisije fluorescencije
(Aem = 415 nm, Jex = 415 nm), mjerenje kinetickog ciklusa u trajanju 40 minuta s intervalima
snimanja od 40 ili 60 sekundi te ocitanje fluorescencijskog signala s donje strane plocice. Prije
snimanja uzoraka izmjeren je intenzitet fluorescencije standarada odnosno supstrata UGT
(koncentracije 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,2, 1,6 12,0 nmol/jazica) i slijepe probe (UGT Assay pufer)
nanesenim u jazice crne mikrotitarske ploc¢ice. Standardi su priredeni razrjedenjem 0,1 nmol
uL! otopine supstrata UGT (prethodno pripravljena razrjedenjem ishodne otopine UGT
supstrata u UGT Assay puferu u omjeru 1:50).
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Tablica 2. Sastav reakcijskih smjesa test i blank uzoraka te pozitivne kontrole

Blank
Test uzorak uzorak Pozitivna
kontrola
(- UDPGA)
Sample Premix (2X) 50 pl 50 ul /
UGT Pos.Control Premix / / 50 wl
2X)
Supstrat UGT radna 10 pl 10 pl 10 ul
otopina (10X)
Diklofenak otopina SmM / / /
UGT Assay pufer 20 wl 40 wl 20 pl
V ukupno 80 pl 100 pl 80 pl
Pocetak reakcije — 20 pl - 20 pl
dodatak 5X UDPGA

Kako bi se izracunala specifi¢na aktivnost enzima UGT, za svaku reakcijsku jazicu (test-
uzorak) potrebno je odabrati dvije vremenske tocke (T1 1 T2) u linearnoj fazi reakcijske krivulje,
oCitati pripadajuCe intenzitete fluorescencije u danim tockama (RFU; i RFU>) te odrediti
apsolutnu vrijednost promjene fluorescencije u danom intervalu (AF = |RFU1- RFU2|).
Oduzimanjem AF vrijednosti izraunatih za test 1 blank uzorke dobiva se vrijednost G, odnosno
specifi¢na fluorescencija smanjena glukuronidacijom supstrata (Gt = AF; - AFpiank). Vrijednosti
Gt pridruzuju se jednadzbi bazdarnog pravca kako bi se dobila vrijednost B (u nmolima).

Specifi¢na aktivnost UGT enzima izraunata je pomocu sljede¢e formule:

UGT specificna aktivnost = ﬁ = nmol/min/mg = mU/mg

B = koli¢ina utroSenog supstrata (nmol)
AT = vremenski period Tz - T1 u linearnoj fazi reakcijske krivulje (min)

P = koli¢ina proteina u jazici (mg)
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Za testiranje normalnosti distribucije rezultata mjerenja aktivnosti UGT koristen je Shapiro-
Wilk W test. Deskriptivna statistika je ucinjena uporabom sedam parametara: aritmeticka
sredina, medijan, minimum, maksimum, prva kvartila (Q1), tre¢a kvartila (Q3) i standardna
devijacija. Razlika izmedu skupina za aktivnost UGT unutar jednog vremenskog perioda
testirana je uporabom Kruskal-Wallis testa i post-hoc Dunnova testa. Mijenjanje varijable u
vremenu testirano je uporabom Friedmanovog testa. Svi primjenjeni testovi bili su dovosmjerni.
P vrijednosti < 0,05 smatrane su statistiCki znacajnima. Analiza podataka 1 graficki prikaz
podataka wucinjeni su uporabom programa GraphPad Prism (verzija 8.3.0; GraphPad

Software,SAD) i1 Statistica for Windows (verzija 13; StatSoft, SAD).
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Ekspresija enzima UGT1A1

Razina ekspresije UGT1A1 proteina izmjerena je u odnosu na ekspresiju enzima GAPDH.
GAPDH gen je housekeeping gen, odnosno gen koji je zaduZen za odrZavanje osnovnih
stani¢nih funkcija. Ekspresija vecine housekeeping gena je konstantna i u pravilu ne ovisi o
eksperimentanim uvjetima, zbog cega se koriste za normalizaciju razina ekspresije ispitivanih
gena. Kako bi se odredila koli¢ina proteina odnosno stani¢nog lizata za analizu, provedena je
optimizacija koli¢ine proteina naneSenih na gel. Na gel su nanesene koli¢ine lizata koje sadrze
redom 5, 10, 30, 50 1 70 pg ukupnih proteina. Nakon provedene elektroforeze i Western blot
analize uz detekciju GAPDH proteina, dobivene vrpce analizirane su u ImageStudioLite
programu. Analiza u navedenom programu omogucava kvantifikaciju signala 1 oduzimanje
pozadinskog signala (prikazano na slici 11). Ocekivane vrijednosti signala trebale bi biti
proporcionalne koli¢ini proteina u odredenom rasponu koncentracija, dok kod jako niskih 1 jako
visokih koncentracija taj odnos nije linearan. Da bi se izbjeglo prezasi¢enje signala vazno je
odabrati koli¢inu koja odgovara linearnom dijelu grafa/krivulje, Sto nam nadalje omogucava

pouzdanu kvantifikaciju ciljanog proteina.
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Slika 11. Optimizacija koli¢ine proteina za nanoSenje na gel u ImageStudioLite programu.
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Na slici 11 vidljive su vrpce koje odgovaraju enzimu GAPDH u nanesenim lizatima te
pripadajuci intenziteti signala korigirani za pozadinski signal. Graf ovisnosti jac¢ine korigiranog
signala o koncentraciji proteina u lizatu prikazan je na slici 12. Sekundarno protutijelo
konjugirano je s HRP, a veze se specificno na primarno anti-GAPDH protutijelo. Peroksid
oksidira luminol pri ¢emu nastaje meduprodukt u pobudenom stanju koji se u stanje nize
energije (osnovno stanje) relaksira emisijom svjetlosti (425 nm). Reakcija je katalizirana HRP
enzimom te je rezultantni intenzitet signala direktno proporcionalan proteinima na koje su
protutijela vezana. Iz grafa na slici 12 vidljivo je da se intenzitet signala povecava
proporcionalno s koli¢inom proteina u rasponu masa od 10 do 30 pg. Iz tog razloga masa od 25
pg odabrana je kao optimalna koli¢ina proteina za nanoSenje na gel s obzirom na intenzitet

signala koji potjece od proteina i relativno nizak pozadinski signal.
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Slika 12. Ovisnost intenziteta kemiluminiscentnog signala o koli¢ini proteina u lizatu.

Nakon provedene Western blot analize lizata jetri uspjeSno je detektiran enzim UGT1AL §to je
vidljivo iz polozaja vrpca na membranama (malo ispod 70 kDa). Primjeri membrana i obojenih

gelova nakon provedene elektroforeze prikazani su na slikama 13, 14 1 15.
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121 39 34 marker 69 68 67 marker

B

Slika 13. A) SDS PAGE gel nakon bojanja amidoschwarz bojom. Oznake uzoraka
odgovaraju sljede¢im tretmanima: 34 i1 39 grupa IRI + THC, 67—-69 grupa THC, 121-123
kontrolna grupa (netretirane Zivotinje s tumorom). B) Membrana skenirana pomocu Li-Cor

instrumenta i ImageStudioLite programa.
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Slika 14. A) SDS PAGE gel nakon bojanja amidoschwarz bojom. Oznake uzoraka
odgovaraju sljede¢im tretmanima: 8—10 grupa IRI, 34-36 grupa IRI + THC, 62—-64 grupa

THC. B) Membrana skenirana pomoc¢u Li-Cor instrumenta i ImageStudioLite programa.
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Slika 15. A) SDS PAGE gel nakon bojanja amidoschwarz bojom. Uzorci 31-33 143-45
spadaju u grupu IRI + THC. Oznaka HEP odnosi se na lizat HepG2 stani¢nih linija. B)

Membrana skenirana pomoc¢u Li-Cor instrumenta i ImageStudioLite programa.
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Uz ocekivanu vrpcu takoder su detektirani i proteini ve¢ih molekulskih masa (vidljivo na
slikama 14 i 16). Budu¢i da je koristeno anti-UGT protutijelo specifi¢no za izoformu UGT1Al,
a vrpce visih molekulskih masa ne sugeriraju degradaciju proteina, pretpostavlja se da je doslo
do nespecificnog vezanja protutijela. Ovu pretpostavku podrzava i Cinjenica da je rije¢ o
poliklonskom protutijelu. Poliklonska protutijela su mjesavina heterogenih protutijela koja
prepoznaju i vezu se na razli¢ite epitope istog antigena, dok monoklonska protutijela
prepoznaju isti epitop antigena. Iz tog su razloga poliklonska protutijela podloznija
nespecificnom vezanju.

Glavni problem Western blot analize bila je optimizacija detekcije enzima UGT1Al za
kvantitativnu analizu. Pozadinski signal u svim uvjetima bio je vrlo visok 1 varijabilan.
Membrana na slici 14 inkubirana je u koncentriranijoj otopini protutijela za enzim UGT1A1
(primarno protutijelo razrijedeno u omjeru 1:3000 u otopini za blokiranje, a sekundarno u
omjeru 1:4000), dok su membrane na slikama 13 1 15 inkubirane u manje koncentriranoj otopini
UGT1A1 protutijela (i primarno i1 sekundarno protutijelo razrijedeni u omjeru 1:5000 u otopini
za blokiranje). U ovom slucaju vidljivo je smanjenje intenziteta pozadinskog signala, no on je
1 dalje ostao iznimno velik. Daljnje varijacije uvjeta nisu rezultirale zna¢ajnim smanjenjem
pozadinskog signala (blokiranje membrana u 5% otopini mlijeka u 10x TBS-T puferu, variranje
koncentracije Tweena u 10x TBS-T puferu (0,1% 1 0,5%), varijacije trajanja inkubacije s
primarnim protutijelima (1h ili 3h na sobnoj temperaturi, preko no¢i na 4°C), duga ispiranja u
10x TBS-T puferu izmedu svakog koraka, promjena supstrata za HRP, nitrocelulozna
membrana umjesto PVDF) te su uvjeti opisani u poglavlju Eksperimentalni dio odabrani kao
optimalni. Na gelu i membrani prikazanima na slici 16 analiziran je i lizat HepG2 stani¢nih
linija (stanicne linije tumora jetre). Buduc¢i da je matrica lizata tkiva, unato¢ centrifugiranju i
odvajanju supernatanta, kompleksnijeg sastava od lizata stani¢nih linija, ideja je bila provjeriti
hoce 1i visoki pozadinski signal izostati kod uzorka stani¢nih linija i, ako da, pripisati visoki
pozadinski signal necisto¢ama kao Sto su krv 1 lipidi u lizatima tkiva. Intenzitet pozadinskog
signala 1 dalje je ostao visok 1 u slu¢aju HepG2 uzorka te je stoga zaklju¢eno da kompleksna
matrica uzorka ne igra kljuénu ulogu u stvaranju visokog pozadinskog signala.

Na prikazanim membranama, na kojima su analizirani primjerci iz svih grupa uzoraka,
vizualno nije primije¢ena znacajna promjena u ekspresiji, no zbog loseg omjera signala ne moze
se iskljuciti postojanje malih promjena neprimjetnih golom oku. S obzirom na ve¢ raniju

konstataciju da u fazi Il metaboli¢kih reakcija i SN-38 i THC-COOH glukuronidira UGT1A1°,
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ocekivano je da bi njihova eventualna kompeticija za isti enzim mogla rezultirati
promjenjenama u njegovoj ekspresiji. Istrazivanje Gagnon i sur. pokazalo je da ekspresija
enzima UGT1Al varira u uzorcima tumora debelog crijeva (u 82% uzoraka koli¢ina UGT1A1
mRNA je vrlo niska ili nezamjetna, a u 18% dolazi do prekomjerne ekspresije) te da vaznu
ulogu u represiji transkripcije igra metilacija UGTIAI promotora. Metilacija promotora
odrazava se na djelotvornost irinotekana, jer u slucaju metiliranog i reprimiranog promotora i
nedostatka enzima UGT1A1 SN-38 se ne moZe prevesti u inaktivnu formu glukuronidacijom.®
Basseville i sur. dokazali su da SN-38 aktivira nuklearni receptor SXR (steroid and xenobiotic
receptor) u stanicnim linijama tumora debelog crijeva 1 tumora jetre $to rezultira stimulacijom
ekspresije CYP3A44 1 UGT1AI gena te posljedicno moZe rezultirati pojaanom rezistencijom na
djelovanje irinotekana.” Iako ekspresija izmjerena u ovom radu naocigled ne ovisi o tretmanu,
ili promjene nisu detektirane zbog prevelike pozadine, koncentracija 1 aktivnost enzima nisu
regulirane samo njegovom ekspresijom, ve¢ i posttranslacijskim modifikacijama, alosterickim
modulatorima, interakcijom enzima s njegovim metabolitima (npr. negativni feedback) 1
sli¢nim parametrima koji u ovom slu¢aju nisu proucavani, a mogli bi imati utjecaja.

Na temelju GAPDH vrpci i signala prikazanih na slici 11 1 pripadaju¢eg grafa na slici
12, moze se zakljuciti da je koli¢ina od 25 pg proteina pogodna za nanoSenje na gel i daljnju
elektroforetsku 1 Western blot analizu. Kvalitetan signal proteina i1 nizak pozadinski signal
sugeriraju da su uzorci pravilno priredeni. Takoder, potvrdeno je da je anti-GAPDH protutijelo
ispravno 1 dobro radi. S druge strane, anti-UGT1A1 protutijelo nije pruzilo zadovoljavajuce
rezultate. Zbog previsokog i varijabilnog pozadinskog signala nije moguce kvantificirati signal
enzima niti dati procjenu jeli doSlo do promjene ekspresije u jetri miSeva nakon tretmana
irinotekanom, THC-om i njihovom kombinacijom. U budu¢im analizama bilo bi dobro
isprobati anti-UGT1Al protutijelo drugog proizvodac¢a. Osim toga, mogla bi se ispitati

ekspresija gena mjerenjem razine mRNA g-PCR-om (kvantitativni ili real-time PCR).
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4.2. Relativna aktivnost izoenzima UGT

Vremenski tijek smanjenja intenziteta fluorescencije supstrata UGT pracen je kako bi se
odredila relativna aktivnost izoenzima UGT u tkivima jetre tretiranih miSeva. Na slikama 16,
17, 18 1 19 prikazane su reakcijske krivulje izmjerenih intenziteta fluorescencije u vremenu od

40 minuta s ozna¢enim podruc¢jem linearnosti nakon racunalne obrade za sve skupine.
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Slika 16. Vremenska ovisnost intenziteta fluorescencije supstrata UGT odredena u uzorcima
jetri kontrolnih miSeva Zrtvovanih 4 sata, 24 sata i 7 dana nakon pocetka tretmana. Koristeci
programski paket GraphPad Prism za svaku reakcijsku krivulju odredeno je podrucje

linearnosti. T — test uzorak; B — blank uzorak
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Slika 17. Vremenska ovisnost intenziteta fluorescencije supstrata UGT odredena u uzorcima
jetri miSeva tretiranih irinotekanom i zrtvovanih 4 sata, 24 sata i 7 dana nakon prve primjene
irinotekana. Koriste¢i programski paket GraphPad Prism za svaku reakcijsku krivulju

odredeno je podrucje linearnosti. T — test uzorak; B — blank uzorak
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Slika 18. Vremenska ovisnost intenziteta fluorescencije supstrata UGT odredena u uzorcima

jetri misSeva tretiranih A-9-tetrahidrokanabinolom (THC) i zrtvovanih 4 sata, 24 sata i 7 dana

nakon prve primjene irinotekana. Koriste¢i programski paket GraphPad Prism za svaku

reakcijsku krivulju odredeno je podrucje linearnosti. T — test uzorak; B — blank uzorak.

Marija Bartoli¢

Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava

48

IRI+THC 4h
30000
25000
20000_[&::?&
© 150004 —
e e —
10000
5000
0 1000 2000 3000
Vrijeme [s]
30000+
25000
20000_‘\\§x\
) -—
T -
I 15000

10000

5000

T31 18000
T32
T33
T34
T35
T36 14000

B31

16000

RFU

B32 12000+

B34
B35
B36

IRI+THC 7d

1000 2000
Vrijeme [s]

B33 0

3000

IRI+THC 24h

1000 2000
Vrijeme [s]

— 3

— T45

T46

T47

B44

— B46
B47

— T37
T38
T39
T40
T41

— B37

— B38

— B39

— B40
B41

3000

Slika 19. Vremenska ovisnost intenziteta fluorescencije supstrata UGT odredena u uzorcima

jetri miSeva tretiranih kombinacijom irinotekana i A-9-tetrahidrokanabinola (IRI+THC) i

zrtvovanih 4 sata, 24 sata 1 7 dana nakon prve primjene irinotekana. Koriste¢i programski

paket GraphPad Prism za svaku reakcijsku krivulju odredeno je podrucje linearnosti. T — test

uzorak; B — blank uzorak.
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Kako bi se ostvario precizniji izracun Gy (specifi¢ni intenzitet fluorescencije) vrijednosti od
principa navedenog u uputstvima proizvodaca koriStenog komercijalnog kompleta (UGT
Activity Assay / Ligand Screening Kit), dobiveni podaci analizirani su u programu GraphPad
Prism. Na reakcijskim krivuljama provedena je linearna regresija u linearnom podrucju krivulje
koje se nalazi izmedu 500 i 1500 sekundi (iznimke su krivulje dobivene setom podataka iz
skupina THC (7 dana) i IRI+THC (24h). Oduzimanjem vrijednosti nagiba pravaca uzorka (T)
1 vrijednosti nagiba pravca njemu pripadajuce kontrolne reakcije odnosno blanka (B) dobivene
su G¢ vrijednosti za svaki uzorak. Vrijednost G; pridruZzena je jednadzbi bazdarnog pravca
(prikazan na slici 21) kako bi se izracunala koli€¢ina utroSenog supstrata te u konacnici relativna
aktivnost UGT izoenzima u uzorcima u kojima je ukupna koncentracija proteina iznosila
0,025 mg mL"!. Vrijednosti relativnih aktivnosti izoenzima UGT za uzorke iz pojedine skupine
prikazane su u tablici D1 u Dodatku.

Za podatke iz iste skupine (set uzoraka iz pojedine skupine koji su prikupljeni u istom
vremenskom periodu od pocetka tretmana) ucinjena je deskriptivna statistika uporabom sedam
parametara: aritmetiCka sredina, medijan, minimum, maksimum, prva kvartila (Q1), treca
kvartila (Q3) i standardna devijacija. Dobiveni podatci prikazani su u tablici D2 u Dodatku.

Normalnost distribucije rezultata mjerenja UGT aktivnosti unutar pojedinog seta
uzoraka testirana je Shapiro-Wilkovim W testom. Shapiro-Wilk test provjerava nultu hipotezu
da su analizirani uzorci normalno distribuirani (prema Gaussovoj krivulji). Za grupu uzoraka
racuna se vrijednost p (u slu¢aju Shapiro-Wilkova testa ta vrijednost se jo§ oznacava is W) koja
se usporeduje s prethodno definiranom a vrijednos¢u koja predstavlja razinu znacajnosti. Za
vrijednost a najcesS¢e se uzima 0,05. Ukoliko je vrijednost p veca od a, potvrduje se nulta
hipoteza 1 za uzorke se pretpostavlja normalna distribucija. Ako je vrijednost p manja od a,
nulta hipoteza se odbacuje te se smatra da uzorci nisu distribuirani u skladu s Gaussovom
krivuljom. Histogrami pomoc¢u kojih je vizualizirana distribucija UGT aktivnosti unutar
pojedine skupine uzoraka prikazani su na slikama D1, D2, D3 i D4 u Dodatku. Za sve grupe,
osim grupe IRI 4h, vrijednost p veca je od 0,05 te distribuciju vrijednosti unutar tih uzoraka
mozemo smatrati normalnom. Obzirom na navedeni rezultat analize Shapiro-Wilkovim W
testom 1 ¢injenicu da je svaka skupina sadrzavala 4 do 6 uzoraka Sto je relativno mali broj
uzoraka, za daljnju statisticku obradu podataka odabrani su neparametrijski testovi.

Friedmanovim testom analizirane su razlike unutar pojedine skupine (tretmana) s

obzirom na vremensku tocku u kojoj je uzorak prikupljen. Sve vrijednosti rangiraju se od
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najmanje prema najvecoj, a potom se rangovi iz istog seta zbroje. Ukoliko se sume rangova
pojedine skupine bitno razlikuju, vrijednost p ¢e biti vrlo mala i moZze se zakljuciti da se barem
jedan set usporedivanih podataka znacajno razlikuje od ostalih. Na slici 20 prikazani su
vremenski nizovi za svaku skupinu (tretman). Statistickom analizom utvrdena je vrijednost p
manja od 0,05 za kontrolnu skupinu i skupinu miSeva tretiranih kombinacijom irinotekana i
THC te se medijani aktivnosti UGT izmedu vremenskih perioda znatno razlikuju. Aktivnost
UGT enzima kontrolne skupine kontinuirano je rasla u razdoblju od 7 dana. Budu¢i da miSevi
u kontrolnoj skupini nisu primili nikakav tretman, povecana aktivnost enzima mogla bi se
pripisati progresiji tumora. Ipak, aktivnost enzima UGT u tumorskim tkivima najcesce se
spominje u kontekstu smanjene ekspresije 1 aktivnosti tih enzima zbog €injenice da ti enzimi
sudjeluju u detoksifikaciji organizma od, izmedu ostalog, i antitumorskih lijekova.’%" U
skupini miSeva tretiranih kombinacijom irinotekana 1 THC-a aktivnost enzima UGT bila je
najvec¢a nakon 24 sata, a nakon toga pada, te je nakon 7 dana uocena niza vrijednost od
vrijednosti odredenih nakon tretmana samo irinotekanom ili samo THC-om. Ovakav rezultat
podrzava ideju da medudjelovanje THC-a 1 irinotekana moze dovesti do sinergi¢nog pojacanja
toksicnosti irinotekana jer ¢e se smanjenjem aktivnosti enzima UGT u organizmu dulje
zadrzavati toksicni SN-38. Naime, poznato je da je faza glukuronidacije vrlo vazna u
biotransformaciji irinotekana jer regulira uklanjanje aktivnog metabolita SN-38 dok su nedavno
objavljene studije pokazale da bilo kakva izmjena aktivnosti UGT1Al, bilo genetskog
podrijetla ili na neki drugi nacin, odreduje ravnotezu izmedu klinicke u¢inkovitosti i tolerancije

na irinotekan.®!
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Slika 20. Aktivnost izoenzima UGT u jetri miSeva s induciranim singeni¢nim tumorom

crijeva u vremenskim intervalima od 4 sata do 7 dana. Znacajnost promjena aktivnosti UGT

za svaku skupinu Zivotinja testirana je uporabom Friedmanovog testa (p < 0,05).
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Kruskal-Wallisov test koriSten je kako bi se ispitalo postoji li razlika izmedu grupa (tretmana)
za aktivnost UGT unutar jednog vremenskog perioda. Kao i kod Friedmanovog testa,
vrijednosti iz svakog seta podataka se rangiraju, a zatim se rangovi istog seta podataka sumiraju.
Sto se vise vrijednosti suma razlikuju, to je p manji. Kruskal-Wallisov test utvrduje razlikuju li
se medijani dviju ili viSe skupina te postoji li znacajna razlika izmedu grupa. No, ukoliko razlika
izmedu grupa postoji, ovaj test ne ukazuje na to koje to¢no grupe se medusobno znacajno
razlikuju. Kako bi se utvrdilo koje to¢no grupe se znacajno razlikuju, potrebno je provesti post-
hoc test, poput Dunnovog testa i Mann-Whitneyevog U testa. Na slici 21 prikazana je usporedba
aktivnosti UGT izmedu razliitih tretmana unutar istog vremenskog perioda. Kruskal-
Wallisovim testom utvrdena je vrijednost p manja od 0,05 za vremenski period od 7 dana §to
ukazuje na postojanje statisticki znacajnih razlika izmedu pojedinih skupina u toj vremenskoj
tocki. Post-hoc Dunnov test nije ukazao na stohasticku dominaciju ijedne grupe nad drugom za
vremenski period od 7 dana (tablica D3 u Dodatku), dok je Mann-Whitneyevim U testom
utvrdeno da aktivnosti UGT u miSeva tretiranth THC-om i1 kombinacijom irinotekana i THC-a

znacajno odstupaju od aktivnosti UGT kontrolnih miSeva (tablica D4 u Dodatku).
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Slika 21. Relativna promjena aktivnosti uridin-difosfat glukuroniltransferaza (UGT) u jetri
miSeva s induciranim singeni¢nim tumorom crijeva nakon primjene irinotekana (IRI; i.p.
60 mg kg ), A-9-tetrahidrokanabinola (THC; p.o. 7 mg kg ') i kombinacije irinotekana i A-9-
tetrahidrokanabinola (IRI+THC). Skupina koja nije bila izloZena nikakvim tretmanima sluzila
je kao kontrola. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon (N = 4-6).
Razlika izmedu tretiranih skupina unutar svakog vremenskog perioda testirana je uporabom

Kruskal-Wallisova testa (p < 0,05).

Marija Bartoli¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 54

Kao sto je ve¢ ranije spomenuto, faza glukuronidacije izuzetno je vazna za metabolizam SN-
38 jer regulira njegovo uklanjanje. Sto se ti¢e kanabinoida, u odnosu na metabolicke reakcije
faze I, vrlo malo se zna o fazi II metabolizma klasi¢nih kanabinoida. Mazur i sur. navode da A-
9-tetrahidrokanabinol nije supstrat enzima UGT $to sugerira da su prethodne biotransformacije
THC-a nuzne kako bi se dobiveni metaboliti mogli glukuronidirati,®* a za te reakcije zaduzeni
su citokromi CYP2C9 i CYP3A4.% Glavni produkt metabolizma CYP2C9, THC-OH,
glukuronidira se pomo¢u UGT1A9 1 UGT1A10 enzima, dok THC-COOH glukuronidiraju
UGT1A1 1 UGT1A3 enzimi. Budu¢i da THC posjeduje skupinu OH, ali nije supstrat enzima
UGT, c¢ini se da dodatna skupina OH sluzi kao mjesto glukuronidacije ili utjeCe na vezanje
supstrata u aktivno mjesto enzima i potice katalizu. Oksidacijom dodatne skupine OH u skupinu
COOH dobiveni metabolit vise nije supstrat 1A9 1 1A10 enzima UGT nego ga prepoznaju
UGT1A1 1 UGT1A3. Ovi enzimi stoga moraju biti tolerantniji na uvodenje negativnog naboja.
Glukuronidacijom THC-COOH nastaje O-esterski glukuronid, glavni metabolit THC-a u
urinu,® §to znaci da navedeni enzimi imaju vaznu ulogu u izlu¢ivanju THC-a iz organizma.
Unato¢ op¢em misljenju da je glukuronidacija proces inaktivacije lijekova, neki spojevi, poput
glukuronida morfija su aktivni spojevi te se stoga ne moze iskljuciti moguénost da su neki
metaboliti faze II metabolizma kanabinoida takoder aktivni spojevi.®> U svom radu, Bouquié i
sur. navode da pojedini kanabinoidi in vitro mogu inhibirati ¢lanove obitelji UGT.®!
Istrazivanja su pokazala da CBD moze inhibirati UGT1A9 1 UGT2B7, dok CBN inhibira 1AS8,
1A9 i 1A10, a aktivira 2B7 enzime UGT.% U odnosu na THC, dostupno je puno vise podataka
za CBD od kada je 2018. godine FDA odobrila lijek baziran na CBD-u za lijeCenje epilepsije
kod djece, §to je dovelo do poveéanog interesa za ovaj kanabinoid.®

Rezultati nedavno objavljene pilot studije ukazali su na pojacano izluc¢ivanje THC-
COOH u urinu $takora koji su tretirani kombinacijom irinotekana i THC-a u odnosu na one
tretirane samo THC-om. Istodobno je utvrdeno sinergisticko pojaCanje toksi¢nosti (sistemske
toksi¢nosti, hepatotoksi¢nosti, genotoksicnosti) irinotekana nakon istovremenog unosa THC-
a>%7. Navedeni rezultati ukazali su na postojanje potencijalno zanimljivih interakcija, poput
kompeticije irinotekana i THC-a za UGT enzime, koje bi trebalo dodatno istraZiti i razjasniti.

U postojecoj literaturi nema dostupnih izvjeStaja o medudjelovanju preparata bogatih
THC-om i citostatika. Svi dosad provedeni klini¢ki pokusi podrazumijevali su da se pripravci
kanabisa daju kao “add-on” terapija uz istovremenu primjenu standardnih lijekova te su

koncentracije THC-a u tim pripravcima sukladne medicinskom kanabisu, ali ne i ilegalnim
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preparatima. lako u ovakvim ispitivanjima nisu uocene relevantne interakcije izmedu preparata
medicinskog kanabisa i1 standardnih lijekova (kao S$to je to navedeno u istrazivanju
Engelsa i sur.)*, za pretpostaviti je da ¢ée veée oralne doze THC-a rezultirati veéom sustavnom
izloZzenoS¢u, a time i ve¢im rizikom za interakcije.

Istrazivanje provedeno u ovom radu, gdje je koli¢ina THC-a u preparatu i nekoliko puta
veéa od one u medicinskom kanabisu, dio je studije koja ukljucuje i histopatoloske analize
tumorskog tkiva 1 tkiva jetre te analiticko odredivanje koncetracije testiranih spojeva u krvi
miSeva sa singenicnim tumorom debelog crijeva. Budu¢i da navedene analize joS nisu zavrSene,
u obzir treba uzeti da su moguce metastaze, posebice na jetri, mogle imati utjecaja na dobivene
rezultate mjerenja ekspresije 1 relativne aktivnosti UGT enzima. Premda su transplantabilni

<66

animalni modeli ¢esto oznacavani kao ,,nemetastatski“°®, injektiranje stanicne linije CT26 moze

rezultirati i lokalnim tumorom i metastazama.®’
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§ 5. ZAKLJUCAK

U ovom diplomskom radu mjerena je razina ekspresije enzima UGT1A1 Western blot analizom
i relativna aktivnost izoenzima UGT u uzorcima jetri miSeva sa singeni¢nim tumorom debelog
crijeva koji su bili podijeljeni u nekoliko skupina: kontrolna skupina (misevi koji nisu primili
nikakav tretman), miSevi tretirani irinotekanom, miSevi tretirani THC-om 1 miSevi tretirani
kombinacijom irinotekana 1 THC-a.

Na razini ekspresije nije uocena primjetna razlika izmedu tretmana, no koristeno
primarno protutijelo za UGT1Al nije bilo adekvatno te je dobiven visok 1 varijabilan
pozadinski signal koji je onemogucio kvantifikaciju signala. Ne moZe se isklju€iti moguénost
da je razlika u ekspresiji prisutna, ali nije detektirana u uvjetima u kojima su provedeni
eksperimenti te bi, za bolji uvid u ekspresiju enzima UGT1Al, trebalo provesti g-PCR analizu
(kvantitativni ili real-time PCR) kojom bi se ustanovila koli¢ina mRNA ispitivanog enzima u
uzorku.

Relativna aktivnost izoenzima UGT izmjerena je koriStenjem komercijalnog kompleta
UGT Activity Assay (BioVision) te su dobiveni podatci statisticki obradeni. Rezultati su
pokazali da je medijan aktivnosti izoenzima u skupini tretiranoj kombinacijom THC-a i
irinotekana nakon 7 dana najnizi u odnosu na aktivnost u ostalim skupinama. Ovaj rezultat
sugerira da kombinirana primjena irinotekana i preparata bogatih THC-om kroz duzi vremenski
period moze dovesti do smanjenja aktivnosti enzima UGT, a posljedi¢no i povecanja toksi¢nosti
irinotekana. Sira slika i uvid u moguée razloge ovakvih rezultata bit ¢e dobiveni nakon
histopatoloskih analiza tumorskog tkiva 1 tkiva jetre te odredivanja koncentracije testiranih

spojeva u krvi miSeva.
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§ 8. Dodatak XV

§ 7. DODATAK

Tablica D1. Vrijednosti relativne aktivnosti izoenzima UGT odredene u jetri miSeva s
induciranim singeni¢nim tumorom crijeva nakon primjene irinotekana (IRI; i.p. 60 mg kg™'),
A-9-tetrahidrokanabinola (THC; p.o. 7 mg kg!) i kombinacije irinotekana i A-9-
tetrahidrokanabinola (IRI+THC). Skupina koja nije bila izloZena nikakvim tretmanima sluzila
je kao kontrola.

Specifi¢na aktivnost UGT (mU mg™)
Kontrola IRI THC IRI+ THC

Vremenski period nakon kojeg su Zivotinje
Zrtvovane

4h 0,0035 0,0031 0,0023 0,0015
4h 0,0014 0,0151 0,0056 0,0017
4h 0,0008 | 0,0042 0,0024 0,0021
4h 0,0023 0,001 0,004 0,0006
4h 0,0019  0,0017

4h 0,0033 0,0078

24h 0,0029 | 0,0077 0,0083 0,0044
24h 0,0017  0,0009 0,0017 0,0039
24h 0,0017 | 0,0045 0,0007 0,004

24h 0,0032  0,0023 0,0045 0,0071
24h 0,0037 | 0,0033 0,0018 0,0027
7d 0,005  0,0014 0,0009 0,0022
7d 0,0029 | 0,0017 ' 0,0026 0,0036
7d 0,0066  0,0056 0,002 0,0015
7d 0,0066 | 0,0029 0,0003 0,0015
7d 0,005  0,0021 0,0035 0,0011

Marija Bartoli¢ Diplomski rad



§ 8. Dodatak

xvi

Tablica D2. Parametri deskriptivne statistike za vrijednosti relativne aktivnosti UGT.

Broj uzoraka|Srednja vrijednost

Medijan|Minimum|Maksimum|

Stand.Dev.

4

0,0019

Broj uzorakalSrednja vrijednost

0,0008

Medijan|Minimum|Maksimum|

0,0012

Stand.Dev.

0,0029

Broj uzoraka|Srednja vrijednost

0,0017

Medijan|Minimum|Maksimum|

0,0009

Stand.Dev.

UGT (mU/mg)

5

0,0050 [ 0,0029 | 0,0066

0,0015

Grupa = IRI 4h

Varijabla

Broj uzoraka

Srednja vrijednost

Medijan|Minimum|Maksimum|

Stand.Dev.

UGT (mU/mg)

6

0,0032| 0,0010 | 0,0151

0,0052

Grupa = IRI 24h

Varijabla

Broj uzoraka

Srednja vrijednost

Medijan|Minimum|Maksimum|

Stand.Deyv.

UGT (mU/mg)

5

0,0033 | 0,0009 | 0,0077

0,0026

Grupa = IRI 7d

Varijabla

Broj uzoraka

Srednja vrijednost

Medijan|Minimum|Maksimum|

Stand.Deyv.

UGT (mU/mg)

5

0,0021 | 0,0014 | 0,0056

0,0017

Grupa = THC 4h

Varijabla

Broj uzoraka

Srednja vrijednost

Medijan|Minimum|Maksimum|

Stand.Deyv.

UGT (mU/mg)

6

0,0032| 0,0017 | 0,0078

0,0023

Grupa = THC 24h

Varijabla

Broj uzoraka

Srednja vrijednost

Medijan|Minimum|Maksimum|

Stand.Deyv.

UGT (mU/mg)

5

0,0018 | 0,0007 | 0,0083

0,0031

Grupa =THC 7d

Varijabla

Broj uzoraka

Srednja vrijednost

Medijan|Minimum|Maksimum|

Stand.Deyv.

UGT (mU/mg)

Broj uzoraka

0,0020

Srednja vrijednost

0,0003

Medijan|Minimum|Maksimum|

0,0035 0,0013

Stand.Deyv.

0,0016

Srednja vrijednost

0,0006

Medijan|Minimum|Maksimum|

0,0021 0,0006

Stand.Deyv.

Broj uzoraka

0,0040

Srednja vrijednost

0,0027

Medijan|Minimum|Maksimum|

0,0071 0,0017

Stand.Deyv.

5

0,0015| 0,0011 0,0036

0,0010
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Tablica D3. Rezultati Dunnovog testa za vremenski period od 7 dana (nz = “nije znac¢ajno”).

Multiple komparacije Razlika rangova Znacajnost Sumarno
medijana ?
KONTROLA vs. IRI -4,050 Ne nz >0,9999
KONTROLA vs. THC -5,417 Ne nz 0,8155
KONTROLA vs. 2,500 Ne nz >0,9999
IRI+THC

IRI vs. THC -1,367 Ne nz >0,9999

IRI vs. IRI+THC 6,550 Ne nz 0,4963
THC vs. IRI+THC 7,917 Ne nz 0,1758

Tablica D4. Rezultati Mann-Whitneyevog U testa za vremenski period od 7 dana.

Broj uzoraka

K7d

Broj uzoraka

IRI 7d

Suma rangova Tocan p

K7d

Suma rangova

IRI 7d

UGT (mU/mg) 36 19 1,671145 | 0,094694 5 5 0,095238

Broj uzoraka

IRI+THC 7d

Broj uzoraka Tocan p

K7d

Suma rangova

K7d

Suma rangova

IRI+THC 7d

5 5

16 2,297825 | 0,021572 0,015873

UGT (mU/mg) 39

Broj uzoraka
K7d
5

Broj uzoraka

THC 7d

Suma rangova Tocan p

K7d

Suma rangova

THC 7d

UGT (mU/mg) 39 16 2,297825 | 0,021572 5 0,015873

Broj uzoraka

IRI 7d

Broj uzoraka

IRI+THC 7d

Suma rangova Tocan p

IRI 7d

Suma rangova

IRI+THC 7d

UGT (mU/mg) 31 24 0,62668 | 0,53087 5 5 0,547619

Broj uzoraka | Broj uzoraka Tocan p

IRI 7d THC 7d

Suma rangova

IRI 7d

Suma rangova

THC 7d

UGT (mU/mg) 31 24 9 1 0,62668 | 0,53087 5 5 0,547619

Suma rangova Suma rangova Broj uzoraka | Broj uzoraka Tocan p
IRI+THC 7d THC 7d IRI+THC 7d THC 7d
UGT (mU/mg) 29 26 11 | 0,208893 | 0,834532 5 5 0,84127
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Grupa=K 4h
Shapiro-Wilk W=,97196, p=,85359
—— Expected Normal

No. of obs.

No. of obs.

Grupa=K 24h
Shapiro-Wilk W=,87363, p=,28145
—— Expected Normal

0,0010 0,0015 0,0020 0,0025 0,0030 0,0035

X <= Category Boundary

0
0,0000 0,0005

Grupa=K 7d

0,0020 0,0025 0,0030 0,0035 0,0040

X <= Category Boundary

0,0010 0,0015

Shapiro-Wilk W=,87162, p=,27306
—— Expected Normal

No. of obs.

0,002 0,003 0,004

0,005 0,006 0,007

X <= Category Boundary

Slika D1. Histogrami distribucije aktivnosti izoenziman UGT za kontrolnu skupinu unutar

svakog vremenskog perioda. Frekvencija oznacava u koliko uzoraka je izmjerena ista

aktivnost.
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Grupa=IRI 24h
Shapiro-Wilk W=,96151, p=,81844
—— Expected Normal

Grupa=IRI 4h
Shapiro-Wilk W=,70249, p=,00657
—— Expected Normal

No. of obs.

No. of obs.

\\

0
-0,002 0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016
X <= Category Boundary

0
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0005 0,006 0,007 0,008
X <= Category Boundary

Grupa=IRI 7d
Shapiro-Wilk W=,83352, p=,14780
—— Expected Normal

No. of obs.

0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006
X <= Category Boundary

Slika D2. Histogrami distribucije aktivnosti izoenzima UGT za skupinu miSeva tretiranih
irinotekanom unutar svakog vremenskog perioda. Frekvencija oznacava u koliko uzoraka je

izmjerena ista aktivnost.
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XX

Grupa=THC 4h
Shapiro-Wilk W=,89623, p=,35210
—— Expected Normal

Grupa=THC 24h
Shapiro-Wilk W=,86171, p=,23444
—— Expected Normal

No. of obs.

No. of obs.

0,003 0,004 0,005 0,006
X <= Category Boundary

0,001 0,002

0,007

0,008

Grupa=THC 7d

0
-0,001 0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008 0,009

X <= Category Boundary

Shapiro-Wilk W=,97167, p=,88583

—— Expected Normal

No. of obs.

o=
-0,001

0,000

X <= Category Boundary

0,003 0,004

Slika D3. Histogrami distribucije aktivnosti izoenzima UGT za skupinu misSeva tretiranih

THC-om. Frekvencija oznacava u koliko uzoraka je izmjerena ista aktivnost.
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Grupa=IRI+THC 24h
Shapiro-Wilk W=,87814, p=,30097
—— Expected Normal

Grupa=IRI+THC 4h
Shapiro-Wilk W=,92716, p=,57782
—— Expected Normal

No. of obs.
No. of obs.

|
I~

0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008
X <= Category Boundary

— |

0
0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012 0,0014 0,0016 0,0018 0,0020 0,0022
X <= Category Boundary
Grupa=IRI+THC 7d
Shapiro-Wilk W=,85716, p=,21824
—— Expected Normal

No. of obs.

[

0
0,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020 0,0025 0,0030 0,0035 0,0040
X <= Category Boundary

Slika D4. Histogrami distribucije aktivnosti izoenzima UGT za skupinu miSeva tretiranih
kombinacijom irinotekana i THC-a unutar svakog vremenskog perioda. Frekvencija oznac¢ava

u koliko uzoraka je izmjerena ista aktivnost.

Marija Bartoli¢ Diplomski rad



§ 9. Zivotopis

xxii

§ 8. ZIVOTOPIS

Osobni podatci

Ime i prezime: Marija Bartoli¢

Datum rodenja: 8. lipnja 1994.

Mjesto rodenja: Zagreb

Obrazovanje

2001.-20009.
2009.-2013.
2013.-2018.

2018.-2021.

Osnovna Skola Stjepana Basari¢eka, Ivani¢-Grad

XVI. Gimnazija, Zagreb

Preddiplomski studij kemije, Prirodoslovno-matematicki fakultet,
SveuciliSte u Zagrebu, Zagreb

Diplomski studij kemije, Prirodoslovno-matematicki fakultet,

SveuciliSte u Zagrebu, Zagreb

Medunarodna studentska razmjena

9/2020.—11/2020. IAESTE stru¢na praksa na Institutu za biomaterijale 1 biomolekulske

sustave, Sveuciliste u Stuttgartu, Njemacka

Sudjelovanja u popularizaciji znanosti

2015.-2019.

Otvoreni dan Kemijskog odsjeka, Prirodoslovno-matematicki fakultet,

Sveuciliste u Zagrebu, Zagreb

Marija Bartoli¢

Diplomski rad



